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中文摘要 

本 研 究 目 的 在 探 討 產 孢 性 乳 酸 菌 － 菊 糖 有 孢 子 乳 桿 菌

Sporolactobacillus inulinus BCRC 14647 對模擬人體腸道中不良環境因子之

抵抗性以及其在腸道中定殖與拮抗病原菌腸炎沙門氏菌 Salmonella 

enteritidis BCRC 10744 之能力，同時探討該菌株對人體腸道細胞之安全

性，並與 Lactobacillus acidophilus、L. bulgaricus、Bifidobacterium bifidum、

B. longum 等市售益生菌產品常添加之乳酸菌就上述試驗性質進行比較。酸

與膽鹽耐受性，分別是以 pH 2～4 之酸液及 0.1～0.4%之膽鹽溶液試驗之，

而模擬腸道吸附性則是利用 Caco-2 cells 作為吸附試驗模式，另外抑菌試驗

方面包含了乳酸菌培養基上清液抑制 S. enteritidis 生長之抑菌圈試驗以及

上清液或其菌體拮抗 S. enteritidis 對模擬腸道細胞之吸附試驗。結果顯示在

耐酸性方面，孢子形態的 S. inulinus 存活率顯著高於營養細胞形態的 S. 

inulinus 及 Bifidobacterium spp. (p < 0.05)，而其中以 Lactobacillus spp.的存

活率最佳(p < 0.05)，此情形於耐膽鹽試驗中亦可看到類似的結果。而在模

擬腸道細胞吸附試驗，則發現營養細胞形態的 S. inulinus (65.1%)、L. 

bulgaricus (78.7%)和 Bifidobacterium spp. (74.9%, 52.7%)皆具有良好的吸附

性，其中以 L. acidophilus 對 Caco-2 cells 呈現出強力的吸附性(92.3%)，而

孢子形態的 S. inulinus 則是低吸附性的(10.5%)。另外在抑菌圈之抑菌試驗
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方面，發現 S. inulinus 的培養基上清液可顯著地抑制 S. enteritidis 的生長，

且其營養細胞或上清液亦具有干擾 S. enteritidis 吸附於模擬腸道細胞的能

力，同時預先以 S. inulinus 吸附於模擬腸道細胞亦可預防 S. enteritidis 的吸

附。此外，侵入性試驗也顯示了 S. inulinus 具有高度的安全性。本研究顯

示，營養細胞形態之 S. inulinus 因能夠吸附於模擬人類腸道細胞並拮抗病

原菌 S. enteritidis 而具有潛在之益生功效。 

 

關鍵字：產孢性乳酸菌、菊糖有孢子乳桿菌、耐酸性、耐膽鹽、吸附性、

拮抗能力 
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英文摘要 

The basic characteristics of the spore-forming lactic acid bacterium 

(SFLAB), Sporolactobacillus inulinus BCRC 14647, associated with its 

potential probiotic effects were evaluated in vitro. Assessments including acid 

and bile salt tolerance, adhesiveness, and antagonistic effects on pathogenic 

Salmonella enteritidis BCRC 10744, and an invasion assay were conducted 

using lactic acid bacteria (LAB) Lactobacillus spp. (Lactobacillus acidophilus 

BCRC 10695, L. bulgaricus BCRC 14009) and Bifidobacterium spp. 

(Bifidobacterium bifidum BCRC 14615, B. longum BCRC 11847) as a reference. 

For the acid and bile tolerance test, the samples were treated with pH 2~4 acid 

solutions and 0.1~0.4% oxgall bile solutions, respectively. The adhesion test 

was conducted using Caco-2 cells as the assay model. For the antagonistic 

activity of LAB toward pathogen S. enteritidis, the well diffusion assay method 

was used, the inhibition effect of LAB cells or their spent culture supernatants 

(SCS) on the binding of the pathogen to the Caco-2 cells was explored. In the 

results, S. inulinus spores presented significant higher survival rates than the 

vegetative cell form in acidic conditions as well as than the reference 

Bifidobacterium spp. However, Lactobacillus spp. showed the highest viability 

among all tested strains. Similar results were found in the bile tolerance test. 

Compared to the reference strains, the vegetative cell form of S. inulinus 

possessed a proper adhesive characteristic (65.1% for S. inulinus, 78.7% for L. 

bulgaricus and 74.9% and 52.7% for B. bifidum and B. longum, respectively). 

In the adhesion assay, the spore form of S. inulinus displayed weak adhesive 

  



 

 vi 
 

traits (10.5%). On the other hand, L. acidophilus showed a strong adhesive 

property (92.3%). The vegetative cells of S. inulinus and its SCS both 

dramatically reduced the adhesion of S. enteritidis to Caco-2 cells; meanwhile, 

the SCS of S. inulinus vegetative cells inhibited the growth of S. enteritidis in 

the inhibition zone test. From the results of the invasion assay, S. inulinus 

showed high safety properties. Based on the results of in vitro tests, S. inulinus 

shows the potential probiotic effects via the adherence to simulated human 

intestinal epithelial cells and the antagonistic activity against S. enteritidis. The 

vegetative cells of S. inulinus may be considered a candidate for the probiotic 

use. 

 

Key words: Spore-forming lactic acid bacteria, Sporolactobacillus inulinus, 

Acid tolerance, Bile tolerance, Adhesion, Antagonistic activity 
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第一章 前言 

隨著經濟水準的提高與對身體保健的重視，益生菌(probiotics)的觀念

和利用近來日趨重要(Marteau et al., 2001; Hammes and Hertel, 2002)。凡應

用於人類或其他動物(Gatesoupe, 1999)，藉由改善腸內微生物相之平衡而有

益於宿主的活菌，不論是單一或混合的菌株均可視之為益生菌(Sanders, 

1998; Marteau and Boutron-Ruault, 2002)，其中應用於人體最普遍的便是乳

酸菌(lactic acid bacteria; LAB) (Gomes and Xavier-Malcata, 1999; Shortt, 

1999)。乳酸菌在自然界中分佈甚廣，生息於動物腸道內的乳酸菌和宿主健

康關係密切(Shortt, 1999)，能阻止有害微生物的增殖(Bhatia et al., 1989; 

Ogawa et al., 2001a; Osset et al., 2001; Røssland et al., 2003)，在維持安定且健

全的腸內菌叢上具不容忽視的重要性(Mattila-Sandholm et al., 1999; Restall, 

2004)。近年來，乳酸菌之各種營養保健機能更陸續被發現與認知(Kaur et al., 

2002) ，使得乳酸菌的發酵產品受到廣大消費者的喜愛(Shortt, 1999)。目前

有關乳酸菌在保健上的功能，大抵有其能夠抵抗消化道中的不利環境因子

而成功地定殖於腸道中，並且吸附於腸道的上皮細胞以形成一道防禦，阻

止病原菌的侵入感染(Reid, 2000; Resta-Lenert and Barrett, 2003; Rinkinen et 

al., 2003a; Servin and Coconnier, 2003)。除此之外，乳酸菌尚具有能生成抑

菌物質(Cleveland et al., 2001)、產生乳酸(Samelis et al., 2005)、改善乳糖不
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耐症(Mustapha et al., 1997)、降低膽固醇(Agerbck et al., 1995; Ahn et al., 

2000; Ahn et al., 2003)、降血壓(Yamamoto et al., 1999)、抗腫瘤(Lee et al., 

2004; You et al., 2004)、抗氧化(Holzapfel and Schillinger, 2002; Wang et al., 

2006)、抗發炎(Ma et al., 2004)、刺激活化免疫系統(Hatakka et al., 2001)，

產生維生素 B 群和胺基酸以增加營養價值(Breslaw and Kleyn, 1973; Deeth 

and Tamine, 1981)等功效。由於服用抗生素、腸胃消化不良以及不正常或不

正確的飲食習慣等均會妨礙乳酸菌在腸內的定殖發育，因此學者們即建議

人們於飲食中補充攝取乳酸菌，以維持並改善人體的腸胃道健康(Fooks et 

al., 1999)。至於有關乳酸菌在攝取後之安全性的評估，之前雖有學者對於

乳酸菌在人體體內之潛在致病性進行探討(Apostolou et al., 2001)，但是基本

上乳酸菌仍可視為「公認安全(generally recognized as safe; GRAS)」之菌株

(Mattila-Sandholm et al., 1999; Shu et al., 1999; Tasi et al., 2004)。 

完善而有效的益生菌應具備以下條件，包括(1)為人類來源；(2)能耐胃

酸、耐膽鹽；(3)具有良好的腸道吸附性與定殖能力；(4)能拮抗病原菌的吸

附；以及(5)臨床試驗證實有效等(Sarrela et al., 2002)。因此，對於益生菌基

本性質的探討與了解，以及其應用於人類保健效能之評估，具有十分重要

的意義。而對於上述益生菌基本特性之了解，尤以對其在耐胃酸、耐膽鹽

以及宿主腸道定殖等性質方面之評估，更是重要的研究課題，其中菌株對
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腸道之吸附性，又較其對胃酸與膽鹽的耐性更為重要(Nielsen et al., 1994)。

蓋由食靡所導致的胃酸與膽鹽之稀釋作用，可能會使少數不耐胃酸與膽鹽

之菌株存活，並順利到達腸道，遂行其定殖作用。反之，若一菌株能克服

胃酸與膽鹽之作用而到達腸道，如因無法吸附而直接經糞便排出，則其益

生效果將大打折扣，故具有良好的腸道吸附能力乃是成為一株優良益生菌

之首要必備條件。 

產孢性乳酸菌(spore-forming lactic acid bacteria; SFLAB)在遇到不利於

生長的環境時會誘發菌體產生內孢子(endospore)，以幫助其抵抗不利環境

因子的影響(Doores and Westhoff, 1983)。目前市面上有許多添加產孢性乳酸

菌的益生菌商品販售(#1, #2)，其產品大多標榜為能夠健胃整腸以及藉由此

菌之產孢能力而「可能」具有之耐胃酸、耐膽鹽的特性，以此宣稱能夠增

加此菌之存活率來達到其保健功效，但是此種產孢菌是否能有效地吸附於

人類腸道細胞，則市售之產品並未能加以清楚說明。如前所述，益生菌除

了要能扺抗胃酸及膽鹽的作用而存活之外，更重要的是當其順利到逹腸道

後能夠吸附並定殖下來，方能發揮其對人類之益生效果，故對於產孢性益

生菌之研究不應只侷限於對該屬菌株孢子在胃酸與膽鹽抗性方面的探討，

更應對其在腸道之吸附性深入研究，而對該菌株拮抗病原菌之能力亦應加

以探討，以了解其在益生保健方面的潛在效用。因此本研究目的為探討產
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孢性乳酸菌－菊糖有孢子乳桿菌(Sporolactobacillus inulinus)對模擬人體腸

道中不良環境因子之抵抗性以及其在腸道中定殖與拮抗病原菌腸炎沙門氏

菌(Salmonella enteritidis)之能力，同時探討該菌株對人體腸道細胞之安全

性，並與 Latobacillus acidophilus, L. bulgaricus, Bifidobacterium bifidum, B. 

longum 等市售益生菌產品常添加之乳酸菌就上述試驗性質進行比較，進而

評估菊糖有孢子乳桿菌在保健食品上應用的可行性。 
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第二章 文獻探討 

第一節 腸道微生物 

1-1 人類腸道菌相之發展 

  人類腸道中菌相種類繁多且複雜，其腸道菌相生態之變化相當活躍

(Macfarlane et al., 1998)。剛出生的嬰兒腸道內是處於無菌之環境，但出生

後約 3～4 hr 就會有微生物進駐並定殖於腸道中，包括有乳酸桿菌

(Lactobacillus)、鏈球菌(Streptococcus)、產氣莢膜梭菌(Clostridium)、大腸

桿菌(Escherichia coli)等菌群。以母乳哺餵之嬰兒，在出生後第 3 天雙歧桿

菌(Bifidobacterium)開始出現於腸道中，且在出生後 4～7 天以雙歧桿菌的

生長最佔優勢，成為此時期腸道內的主要菌群，而其他菌群包括鏈球菌、

產氣夾膜梭菌和大腸桿菌的數量則會逐漸減少(Arunachalam, 1999)。 

  離乳後的幼兒，其腸內菌群轉變近似成人的腸道菌相，此時雙歧桿菌

減少約 5～10%，菌群也由原先的 B. infantis, B. breve 轉變為 B. longum, B. 

adolescentis (Edwards, 1993)。成人時期的腸道菌相較為穩定，但進入老年

期後，由於雙歧桿菌的大幅減少致使病原菌或腐敗菌如 Clostridium 

perfringens, Streptococcus spp., Enterococcus spp.等成為優勢之菌相(Mallet 

and Rowland, 1987; Arunachalam, 1999; He et al., 2001b)，其代謝所產生的胺

類或酚類有毒物質則會加速人體老化(Mitsuoka, 1990)。 
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1-2 人類腸道菌群的分佈 

    人類腸道中的菌相分佈並不平均，為一複雜的微生物生態系統，而腸

道內所分佈之菌相，至今尚未完全被分離鑑定出來，估計約由 300～400 多

種(species)，數量高達 1014 CFU/ml 的細菌所組成，而此菌數超出人體其他

器官菌數總和十倍之多，且厭氧菌比好氧菌佔優勢，約多出 10～1000 倍左

右(Drasar and Hill, 1974; Tancrede, 1992; Tannock, 1995)。 

胃(stomach)所分泌的胃酸造成低 pH 值的環境(約 pH 2.5～3.5)，而十二

指腸(duodenum)也因存在膽鹽和胰臟分泌物，致使微生物不易存活，因此

在胃及十二指腸內只有約 101～103 CFU/ml 少量菌數，其主要菌相為乳酸桿

菌(Lactobacilli)、鏈球菌(Streptococci)及酵母菌(Yeasts)；在空腸(jejunum)與

迴腸(ileum)片段，菌量及菌相都大量增加，主要存在的菌相為兼性厭氧的

多種細菌，如乳酸桿菌、腸內細菌科(Enterobacteriaceae)、鏈球菌以及其他

的絕對厭氧菌如雙歧桿菌(Bifidobacteria)、類桿菌(Bacteroides)等(Nielsen et 

al., 1994)；而大腸所含的菌相最為複雜，又以結腸(colon)所含之菌屬(genera)

最多，其菌數高達 1010～1012 CFU/ml，絕對厭氧菌是此區域的優勢菌種，

如雙歧桿菌、類桿菌、產氣莢膜梭菌等，其他則由兼性厭氧菌如乳酸桿菌、

腸內細菌科、鏈球菌、酵母菌等構成次要菌群(Holzapfel et al., 1998; 

Simmering and Blaut, 2001) (圖 2.1)。 
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Colon     
(1010-1012 CFU/g) 

Bacteroides  Clostridia    Peseudomonas 
Bifidobacteria  Veillonella  Yeasts 

Streptococci     Lactobacilli   Protozoa 
Fusobacteria    Proteus  
Enterobacteriaceae  Staphylococci 

Stomach and Duodenum 
(101-103 CFU/ml) 
Lactobacilli 
    Streptococci 

Yeasts 
 

Jejunum and Ileum 
(104-108 CFU/ml) 
Lactobacilli        Bacteroides 
Enterobacteriaceae  Bifidobacteria   
Streptococci       Fusobacteria 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
圖 2.1、人類腸胃道不同部位之菌群分佈 
 
Fig. 2.1. Distribution of microbes in the human gastro-intestinal tract 

 

(Holzapfel et al., 1998) 
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1-3 腸道微生物與宿主之關係 

人類與腸內細菌的共生關係相當複雜，腸道細菌群的消長會影響人體

的健康狀況，與宿主的健康或疾病有密切的關係。腸道中的正常菌群具有

調節宿主健康之功能(Arunachalam, 1999)，如圖 2.2 所示，在正常情況之下，

腸道微生物與人體內外環境保持著平衡的狀態，當腸道菌群與宿主的共生

關係表現出有益菌呈優勢時，這些益生菌群的酸性代謝物不但能抑制病原

菌的生長，更能刺激上皮細胞增生和促進腸道的蠕動，以達到淨化腸道並

維持健康之效果；相反地，一旦腸道內菌相失調，即病原性及腐生性細菌

群呈優勢時，則會代謝產生諸多含氮廢物及致癌相關物質，就會對人體健

康造成危害。 

腸道內的細菌對人體有益的功效大致包括有：(1)可以合成某些維生

素，如維生素 B 群、維生素 K、維生素 C、生物素等，而其中的維生素 K

係由腸道中大腸桿菌所合成而無法從食物中獲取，另外某些菌群還能活化

消化酵素，參與營養物質的代謝；(2)在腸黏膜表面形成生物屏障結構，抑

制致病菌於黏膜上定殖所造成的感染；(3)產生細菌素等抗菌物質以殺死或

抑制病原菌的生長；(4)刺激宿主免疫系統，使免疫細胞活化，提高人體免

疫力(5)降低腸腔的酸鹼度，抑制致癌物的形成，或使某些致癌物轉化成非

致癌物質等(徐，2005)。 
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圖 2.2、腸道菌群與宿主健康關係 
 
Fig. 2.2. Relationship between intestinal bacteria and host health 
 

(Arunachalam, 1999) 
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第二節 乳酸菌之介紹 

2-1 乳酸菌的發現 

  西元前五千年，美索布達米亞人發現葫蘆內之山羊奶於炎熱氣候下竟

會凝固結塊，透露出其中乳酸菌參與發酵之作用。而中國幾千年來的醃漬

物、地窖內的陳年老酒，更顯示乳酸菌於人們生活上扮演的重要角色。最

先的科學證據是在西元 1857 年，由法國化學兼微生物學者巴斯德(Louis 

Pasteur, 1822-1895)發現酸乳(sour milk)中有微小生物體的存在，將其定名為

「levue lactique」，首度揭露此發酵作用為乳酸菌所致之秘密。 

   素有「乳酸菌之父」之稱的俄國科學家梅契尼可夫(Elie Metchnikoff, 

1845-1916)，於西元 1900 年提出經常飲用發酵乳對人體健康有助益並能延

長壽命之說，梅契尼可夫認為發酵乳中的微生物能抑制腸道中腐敗菌的生

長，減少有毒物質的產生，因此延緩老化的發生。自此之後，許多研究學

者陸續投入此領域，便開始建立起乳酸菌的「益生」(probiotic)形象。 

 

2-2 乳酸菌的定義 

乳酸菌泛指能利用食物中的碳水化合物進行發酵，藉以獲得能量，同

時可產生多量乳酸等有機酸之一群細菌的總稱。一般具有下列共通的特性

(Axelsson, 1998)： 
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(1)為革蘭氏陽性菌；(2)無移動性；(3)營養需求複雜，需有醣類、胺基酸、

核酸衍生物、維生素等多種養份方可生長，並且會分泌乳酸；(4)過氧化氫

酶陰性，無細胞色素；(5)氣體需求為厭氧、微好氧、兼性厭氧或是耐氧厭

氧性。一般可於有氧環境下生長，但以在無氧環境下生長較佳；(6)不產孢。 

若依乳酸菌之代謝途徑及最終產物來區分，可將其分為同型發酵

(homofermentative)及異型發酵(heterofermentative)乳酸菌。同型發酵菌約可

生成 90～100%的乳酸，而異型發酵菌除了產生 45～50%乳酸之外，尚有醋

酸、酒精、二氧化碳等副產物。其化學反應式如下： 

同型發酵(homofermentative) 

C6H12O6    2 CH3CHOHCOOH 

    glucose                lactic acid  

 

異型發酵(heterofermentative) 

C6H12O6    CH3CHOHCOOH + C2H5OH + CO2 

    glucose               lactic acid     alcohol  carbon dioxide 

 

2-3 乳酸菌的分類 

乳酸菌廣泛分佈於自然界中，依分類鑑定屬性，其界定仍有許多爭議

存在。乳酸菌的分類，大抵可歸納為下列十一屬(Axelsson, 1998)： 
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(1)鏈球菌屬(Streptococcus)；(2)腸球菌屬(Enterococcus)；(3)乳酸球菌屬

(Lactococcus) ； (4) 四 體 球 菌 屬 (Tetragenococcus) ； (5) 肉 品 桿 菌 屬

(Carnobacterium)；(6) 徘徊球菌屬(Vagococcus)；(7)足球菌屬(Pediococcus)； 

(8) 明串球菌屬(Leuconostocs)；(9)乳酸桿菌屬(Lactobacillus)；(10)雙歧桿

菌屬(Bifidobacterium)；(11)有孢子乳桿菌屬(Sporolactobacillus)。 

其中乳酸桿菌屬及有孢子乳桿菌屬是屬於乳酸桿菌科(Lactobacillaceae) 

(Kitahara and Suzuki, 1963) ， 而 雙 歧 桿 菌 屬 則 是 屬 於 放 線 菌 目

(Actinomycetales)之放線菌科(Actinomycetnceae)。如依乳酸菌之共通特性中

「不產孢、不具移動性」之定義，有孢子乳桿菌屬因會產生孢子及具移動

性等特性，其應被排除於乳酸菌之分類體系之外，但因其形狀為類似乳酸

桿菌屬之桿狀，並可進行典型之同型乳酸發酵(homofermentative lactic acid 

fermentation)，且有些菌株具有可產生拮抗 Bacillus cereus、B. subtilis 等害

菌之抑菌素(bacteriocin)的益生功效(Yanagiad et al.,1997)，故現已將其納入

為乳酸菌廣義性分類之一屬。另外，雙歧桿菌屬則因屬於放線菌科，故其

於基因型(genotype)方面之遺傳形態與典型之乳酸菌差異甚多，但是其表現

型(phenotype)則具有(1)可定殖於人類腸道，為人類腸道之正常菌群；(2)可

產生多量乳酸；(3)其益生功效類似多種乳酸菌等特性，故多數學者仍將之

歸類為乳酸菌(Chaia and Oliver, 2003)。 
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第三節 乳酸菌為優質益生菌(probiotics) 

3-1 益生菌的定義 

  益生菌 probiotic 一字，係源自希臘文「for live」之意。從很早以前，

就陸續有多位學者嘗試對益生菌種提出合適的定義，在 1974 年 Parker 提

出，只要是能夠促進宿主腸道菌相平衡的微生物或是物質，都可稱之為益

生菌(probiotics) (Parker, 1974)，但是後來 Fuller (1989)則認為此定義可能包

含抗生素等物質，並不適用作為 probiotics 的定義，因此重新將 probiotics

定義為活的微生物補充物，藉以改善宿主腸道菌相之平衡及促進宿主的健

康(Fuller, 1989)。另也有文獻指出，probiotics 泛指可改善宿主體內內生性

微生物相平衡，而有益於宿主的單一或複數種微生物(活菌)，其宿主包括

人類或動物(Huis in’t Veld and Havenaar, 1991)，此定義廣泛為國際上所接受

和採用(O’Sullivan et al., 1992)。近年 Naidu et al. (1999)認為 probiotics 應包

括可以改善宿主腸道菌相平衡之活的微生物或具有益生效用之胞外代謝物

(probiotic active substance) (Naidu et al., 1999)。而 Salminen et al. (1999)定義

probiotics 為一種不一定是活的微生物或其微生物所衍生之某些活性物質，

其對宿主具有健康之助益者。Kaur et al. (2002)也指出，probiotics 是數種微

生物，可藉由促進宿主腸胃道之菌相平衡，進而增進宿主的健康。因此，

現今益生菌的新觀念是包括活菌體、死菌體、菌體萃取物，甚至是微生物
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代謝產物等都可歸屬於益生菌(probiotics)的範疇。 

 

3-2 理想益生菌應具備之條件 

   完善而有效的益生菌應具備下列所述之條件，包括(1)為人類來源；(2)

能耐胃酸、耐膽鹽；(3)具有良好的腸道吸附性與定殖能力；(4)能對宿主健

康提供有益的功能，如優異的競爭性，能夠有效排除並抑制病原菌生長，

增進宿主免疫調節能力；(5)具有良好的加工特性，在儲存運銷期間菌株活

性能夠維持，如菌株穩定性、菌株之氧氣耐受性、大規模生產的適合性；

(6)顧客的接受性；以及(6)臨床試驗證實有效等，如表 2.1 所示(Sarrela et al., 

2002)。 

 

3-3 益生菌之健康功效(health effects) 

   益生菌對人體健康之功效主要分為三大部份，如圖 2.3 所示： 

(1) 維持正常腸道菌相： 

  益生菌能維持腸道正常的菌相，除了有預防的功能外，尚能將其應用

在腸胃疾病的治療(Clements et al., 1983; Biller et al., 1995; Spanhaak et al., 

1998)。目前已證實將益生菌應用於抗生素誘發型腹瀉(antibiotic-associate 

diarrhea; AAD) (Siitonen et al., 1990)、旅行者型腹瀉(travelers’ diarrhea)、嬰

兒型腹瀉(infantile diarrhea)、再發性結腸炎(relapsing C. difficle colitis)以及 
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表 2.1、益生菌篩選應考慮之條件 
 
Table 2.1. Properties of probiotics to be assessed in the screening of new 

probiotic strains and development new probiotic foods 

  (Sarrela et al., 2002) 
 
 
 

Property Target and method 

Strain specificity Source or origin to be assessed. 

Resistance to pH Model systems for gastric and bile effects. 

Adhesion and colonization 
Several model systems to be used for adhesion 
(e.g. cell culture, mucus, intestinal segments). 

Competitive exclusion 
Adhesion and competitive exclusion of pathogens 
in vitro and in vivo model systems. 

Immune regulation In vitro and human studies. 

Safety 
Pre-market clearance and post-market 
surveillance. 

Technological properties 
Various systems for stability and activity  
throughout the processes. 

Sensory assessment Sensory testing of model and final products. 

Consumer acceptance Consumer studies on product formulations. 

Efficacy assessment 

Human clinical intervention studies with final 
product formulations; at least two independent 
studies to show efficacy in target populations and 
safety in all consumer groups. 
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圖 2.3、益生菌的健康功效 
 
Fig. 2.3. Proposed health effects of probiotics  

(Sarrela et al., 2002) 
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由食物病原菌所引起的腹瀉(foodborne pathogenic diarrhea)等具有良好的成

效。而益生菌在其他腸胃道疾病或感染方面亦頗具潛力，臨床試驗證實其 

具有不錯的預防效果，包括有預防大腸急躁症候群(irritable bowel syndrome; 

IBS)、發炎性腸道疾病(inflammatory bowel disease; IBD) (Shanahan, 2004)、

由幽門螺旋桿菌所引起的胃炎(Helicobacter pylori gastroenteritis) (Wang et 

al., 2004)以及泌尿道感染(urinary tract infections) (Hoesl and Altwein, 2005)

等。表2.2為目前益生菌在微生物感染防治上應用(Fooks and Gibson, 2002)。 

 

(2) 免疫調節作用： 

    益生菌能藉由活化巨噬細胞刺激免疫系統，以增強非特異性之先天免

疫力(innate immunity)。亦能激活淋巴細胞，使 IgA 的濃度增加，並產生 γ-

干擾素(γ-interferon)，利用激活免疫系統來抑制腫瘤的形成。許多過敏性疾

病是由於 Th1 (T helper l cell)與 Th2 免疫反應不平衡，且對過敏原的反應較

偏向Th2的免疫反應所引起的。Th2因分泌 IL-4 (interleukin-4)、IL-5及 IL-13

而吸引嗜伊性紅血球(eosinophils)、嗜鹼性細胞(basophils)與肥大細胞(mast 

cell)移至發炎位置，這些細胞可單獨與 IgE 共同作用而引起過敏反應。另

外，IL-4 和 IL-13 可促進 B 細胞進行抗體的 isotype switch，製造出 IgE 抗

體，並增加血液循環中 IgE 的量(Schultz-Larsen and Hanifin, 1992)。在 T 細

胞分化的早期，藉由細胞激素的調控可抑制 Th2 的免疫反應，IFN-γ  
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表 2.2、益生菌在微生物感染防治上之應用 
 
Table 2.2. Application of probiotics in the prevention of microbial infection 
 
 
 
  
                       
                                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(Fooks and Gibson, 2002) 
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(Interferon-γ)可減少 IL-4 的表現量，並抑制 B 細胞進行抗體的 isotype 

switch；IFN-α可增加 IFN-γ的產生，促進 Th1 的免疫反應，降低 IgE 的產

生；而益生菌則可增加 IFN-α 與 IFN-γ 的表現量，誘發 Th1 的免疫反應，

以減少過敏的反應，如圖 2.4 所示(Cross et al., 2001)。此外，益生菌也具有

水解食物過敏原的能力(Bertrand-Hard et al., 2003)，以降低對過敏原的吸

收，因此近年來益生菌也常應用於過敏性疾病的處理與預防(Perdigon et al., 

1995; Majamaa and Isolauri, 1997；He et al., 2001a)。 

 

(3) 代謝作用： 

益生菌代謝過程中會產生短鏈脂肪酸(short chain fatty acid)、抑癌物質

及乳糖分解酵素等，可發揮以下功效： 

(i) 降低結腸癌發生率 

益生菌可有效降低糞便中致癌酵素的濃度(如 β-glucuronidase、 

azoreductase、nitroreductase、glycocholic acid reductase 及 urease 等) (Goldin 

and Gorbach, 1977; McConnell and Tannock, 1991; Fujisawa and Mori, 

1997)、抑制公認致癌物質的產生及抑制能分泌致誘變物質微生物的生長，

因而減少罹患癌症的機會(Bogdanov et al., 1975; Rowland and Grasso, 1975; 

Mizutani and Mitsuoka, 1980; Bodana and Rao, 1990; Ebina et al., 1995; Lo et 

al., 2002)。此外，益生菌代謝所產生的短鏈脂肪酸，可作為上皮細胞的能 
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圖 2.4、益生菌調節免疫反應之抗過敏機制  
                        
Fig. 2.4. Theoretical anti-allergy mechanism for immunoregulation of 

probiotics  
(Cross et al., 2001) 
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量來源(Sakata, 1987; Ichikawa et al., 1999)，經結腸上皮細胞吸收後，還能

進一步降低結腸癌的發生率(You et al., 2004)。 

(ii) 降低膽固醇 

  某些益生菌能將膽鹽去結合化，具有降低膽固醇的功效(Ahn et al., 

2003)。Tahri et al. (1996)指出在膽鹽存在之下，雙歧桿菌可藉由將膽固醇與

膽酸共沈澱及同化作用，而將膽固醇從培養基中去除。膽鹽為肝臟中膽固

醇經氫氧化所產生，是一種具有極性之衍生物，其中膽酸(bile acid)含量佔

總量的 50%，由 chenodeoxycholic acid、cholic acid 及 deoxy cholic acid 所

組成，大部份膽酸會與牛磺酸(taurine)及甘胺酸(glycine)結合形成結合型膽

鹽(conjugated bile salts) (Hofmann and Mysels, 1992)，而未與牛磺酸及甘胺

酸結合者則稱為去結合型膽鹽(deconjugated bile salts)，去結合型膽鹽於 pH 

5.5 以下溶解度會下降( Hofmann and Mysels, 1992; Klaver and Van der Meer, 

1993; Tannock, 1995)，並與膽固醇共沈澱而排出，不僅有助於膽固醇免被

吸收，更可因膽鹽減少而加速膽固醇形成膽鹽的速率，進而降低血清膽固

醇的含量(Reynier et al., 1981; De Smet et al., 1994; De Rodas et al., 1996)。 

(iii) 緩和乳糖不耐症 

  人體發生乳糖不耐症的情形，約有 90～95%是由於小腸粘膜上的乳糖

酶(lactase)活力較低所致，且隨著年齡的增長，成年人體內乳糖酶活力下
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降，乳糖不耐症更加明顯，當攝入含有未經水解的乳糖後，由於只能消化

少部分乳糖，其餘尚未被分解的乳糖仍留在腸內，則會被腸內的微生物發

酵利用分解產生氫氣、二氧化碳、乳酸以及其他短鏈脂肪酸等，進而刺激

腸道，而這些代謝產物會使腸內的滲透壓升高，造成水份滲透到腸管，使

腸腔脹大，因此患者會有反胃、脹氣、腹瀉、腹痛等不適症狀產生。 

預先以益生菌發酵乳品中的乳糖，可將乳糖分解成葡萄糖與半乳糖，

供身體吸收利用，而益生菌株所含的 β-galactosidase 並不會由菌體釋出，

而是藉由膽鹽使細胞膜的通透性增加，讓乳糖等受質易於進入細胞內分解

(Pathmakanthan et al., 2000)，故能夠改善患有先天性腸黏膜 β-galactosidase

缺乏症所引起的乳糖代謝障礙，或是增進因腸胃炎等腸疾而導致的乳糖酶

活性不足者對乳品的食用性(Kilara and Shahani, 1976a; Mustapha et al., 

1997)。 

 

3-4 已應用於產品之益生菌 

    目前已應用於產品的益生菌包含了細菌、酵母菌還有黴菌，其菌種詳

列於表 2.3，而當中較常使用的菌株以 Lactobacillus 與 Bifidobacterium 二屬

居多，例如 L. acidophilus、L. casei、L.reuteri、L. rhamnosus、B. bifidum、

B. longum、B. lactis 等，還有一些其他屬的乳酸菌如 S. inulinus、Enterococcus  
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表 2.3、應用於產品之益生菌株 

Table 2.3. Probiotics applied in probiotic products 

 
 
 
 
 
 
 
 

Lactobacillus 

species 

Bifidobacterium 

species 

Other LAB Non-lactics 

L. acidophilus B. adolescentis Ent. faecalis Bacillus cereus (toyoi) 

L. casei B. animalis Ent. faecium Escherichia coli (Nissle 1917) 

L. crispatus B. bifidum Lactoc. lactis Propionibacterium freudenreichii 

L. gallinarum B. breve Leuc. mesenteroides Saccharomyces cerevisiae (boulardii)

L. gasseri B. infantis Ped. acidilactici  

L. johnsonii B. lactis Sporolactobacillus inulinus  

L. paracasei B. longum Strep. thermophilus  

L. reuteri    

L. rhamnosus    

(Holzapfel et al., 1998)
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faecalis 等(Holzapfel et al., 1998)。此外，也有一些非乳酸菌類(non-lactics)

的菌株如 Bacillus cereus、Saccharomyces 等，但非乳酸菌菌株較少用於乳

品或食品中，而大多是用於生技製藥方面，以凍乾或微膠囊的方式生產製

造(吳等，2004)。 

 

3-5 產孢性乳酸菌(spore-forming lactic acid bacteria; SFLAB)  

產孢性乳酸菌是一群革蘭氏陽性菌，其特性兼具 Lactobacillus 屬的微

好氧性、發酵醣類產生乳酸，及 Bacillus 屬的產孢性及移動性(motile) 

(Kitahara and Suzuki, 1963; Doores, 1983; Kandler and Weiss, 1984; Suzuki 

and Yamasato, 1994; Murinda et al., 1995)等性質。 

有部份研究將產孢性乳酸菌作為益生菌使用(Hyronimus et al., 2000)，

包括有孢子乳桿菌屬的 Sporolactobacillus inulinus (如圖 2.5 所示)、S. 

laevus、S. racemicus 及芽孢桿菌屬的 Bacillus coagulans、B. laevolacticus、

B. racemilacticus (Hammer, 1915; Nakayama and Yanoshi, 1967a,b; Holzapfel 

and Botha, 1988)。 

在國內產孢性乳酸菌－S. inulinus 被列為食用級微生物，生物安全等級

為 1，目前已於保健或健康食品中做為益生性之乳酸菌株使用(吳等，

2004)，具產孢特性之 S. inulnus 在不利於生長的環境下菌體可被誘發形成

內孢子，以休眠的方式增進其抵抗不利環境因子的影響。 
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圖 2.5、S. inulinus 之掃描式電子顯微鏡圖(A)營養細胞形態；(B)孢子形態(放

大倍率 10,000×) 

Fig. 2.5. Scanning electron micrograph of S. inulinus (A) vegetative cell form; 
(B) spore form (magnification 10,000×) 

A 
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3-6 嗜酸乳酸桿菌(Lactobacillus acidophilus) 

嗜酸乳酸桿菌為一典型益生菌株，如圖 2.6 所示，常被添加於膳食補

充品中(diet supplement) (Prasad et al., 1998; Vinderola and Reinheimer, 2003; 

Kasimoglu et al., 2004)，具有諸多有益於人體健康之功效(Tejada-Simon et al., 

1999; Michetti et al., 1999; Lin and Chen, 2000; Ogawa et al., 2001b)。該菌株

為非產孢性的革蘭氏陽性菌，形態為兩端圓形之桿狀，常以單細胞、兩個

成對或短鏈狀形態存在、不具運動性，屬於兼性厭氧菌，在 15℃以下不會

生長，最適生長溫度介於 35～38℃之間，可生長於低 pH 值和膽鹽的環境

中(Gupta et al., 1996)。 

 

3-7 保加利亞乳桿菌(Lactobacillus bulgaricus) 

保 加 利 亞 乳 桿 菌 是 屬 於 Lactobacillus delbrueckii 下 的 亞 種

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus，本論文以 Lactobacillus bulgaricus

或 L. bulgaricus 來表示。保加利亞乳桿菌為革蘭氏陽性菌，如圖 2.7 所示，

形態為兩端圓形之桿狀，常以單細胞或短鏈狀形態存在、不產孢、無運動

性、耐酸性強，在 pH 5 或更低的情況下仍可生長(Delley and Germond, 

2002)。在優格(yogurt)乳製品發酵上，常將此菌株作為乳品菌酛(starter)使 

用，故其在乳品工業上扮演一重要角色(Kitazawa et al., 2003; Ravin and 
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圖 2.6、L. acidophilus 之掃描式電子顯微鏡圖(放大倍率 10,000×) 

Fig. 2.6. Scanning electron micrograph of L. acidophilus (magnification 
10,000×)  
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圖 2.7、L. bulgaricus 之掃描式電子顯微鏡圖(放大倍率 10,000×) 

Fig. 2.7. Scanning electron micrograph of L. bulgaricus (magnification 
10,000×)  

 

 

 



 

 29 
 

Alatossava, 2003; Serror et al., 2003)，目前已有多篇文獻將此菌株列為益生

菌使用(Bezkorovainy et al., 1997; Naidu et al., 1999; Streekumar and Hosono, 

2000; Vinderola and Reinheimer, 2003)。 

 

3-8 比菲德雙歧桿菌(Bifidobacterium bifidum) 

雙歧桿菌常於膳養補充品中作為益生菌使用 (Prasad et al., 1998; 

Bielecka et al., 2002; Vinderola and Reinheimer, 2003)，其為人體腸道中之正

常菌屬(He et al., 2001a,b)，不產孢、不具運動性之革蘭氏陽性菌，最適生

長溫度介於 37～43℃之間。比菲德雙歧桿菌之菌體形態呈多形性為不規則

桿狀、球菌狀、彎曲形、Y 字型、桿形兩端膨大增厚呈球桿狀，或是桿形

及 Y 字型外含有大小不等的出芽狀片段和具凹縫多分隔桿狀(如圖 2.8 所

示)。 

雙歧桿菌屬與一般同型或異型發酵乳酸菌之主要差異為代謝途徑的不

同，其缺乏 aldolase 及 glucose-6-phosphate dehydrogenase，故主要利用

fructose-6-phosphate phosphoketolase 將二分子葡萄糖代謝為二分子乳酸及

三分子醋酸(Scardovi and Trovatelli, 1965; Chick et al., 2001)。 

 

3-9 龍根雙歧桿菌(Bifidobacterium longum) 

棲息於人類及恆溫動物腸道中之有益菌－龍根雙歧桿菌，與比菲德 



 

 30 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖 2.8、B. bifidum 之掃描式電子顯微鏡圖(放大倍率 10,000×)  

Fig. 2.8. Scanning electron micrograph of B. bifidum (magnification 10,000×)  
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雙歧桿菌同屬於雙歧桿菌屬，活躍於宿主的大腸部位。其為革蘭氏陽性菌、

厭氧、不具運動性、不形成孢子、菌體形態具有特徵之不規則分枝，培養

時只有少數會成對出現，但不會形成鏈狀(如圖 2.9 所示)，其最適生長溫度

為 36～38℃，雙歧桿菌屬藉由 fructose-6-phosphate shunt 分解葡萄糖，此屬

最 大 的 特 色 是 會 產 生 fructose-6-phosphate phosphoketolase ， 此 為

bifidobacteria 代謝六碳醣的關鍵酵素，也是鑑別 bifidobacteria 最直接的方

法(Scardovi and Trovatelli, 1965; Chick et al., 2001)；另外此菌株可利用銨鹽

當作唯一氮源而產生胺基酸，亦能製造維生素 B 群以及產生許多可幫助消

化的酵素，例如酪蛋白分解酵素等，而糖分解主要是產生乳酸及醋酸，但

不會產生二氧化碳(Arunachalam, 1999)。 

 

第四節 乳酸菌對腸胃道耐受性之相關研究 

4-1 乳酸菌之耐酸性研究 

  乳酸菌之耐酸性研究，目前多著重於對低 pH 值胃酸的耐受性試驗。

臨床分析顯示，胃酸之 pH 值會隨胃內食物進入的時間和種類而變化，一

般變化幅度約在 pH 1.5～4.58 之間，而食物停留在胃部的時間平均為 2～3 

hr，亦會因食物種類及數量不同而有所差異，停留在胃部的時間以脂質停

留的時間最長，其次是蛋白質類，停留時間最短者為醣類，一般而言，食  
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圖 2.9、B. longum 之掃描式電子顯微鏡圖(放大倍率 10,000×) 
  
Fig. 2.9. Scanning electron micrograph of B. longum (magnification 10,000×) 
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物中的脂質含量越高，停留於胃部的時間越長(Insel et al., 2001)。Berrada et 

al. (1991)研究發現，在空腹情況下，攝食發酵乳製品之胃排空期因攝食量 

而異，攝食量越大，胃排空速率愈慢，80%胃含量之食物的排空期平均為

90 min，同時胃排空期也會因個人而異。 

  胃酸之酸性性質與鹽酸相似，因此實驗室在模擬胃液之酸性多以鹽酸

進行 pH 值的調整(Prasad et al., 1998)，如 Toit et al. (1998)以鹽酸調整不同

pH 值的 MRS broth 進行耐酸性菌株的篩選，以期能夠篩選到具有耐酸能力

之乳酸菌菌株；Berrada et al. (1991)則以 1.25 N HCl 將試驗之乳品調成 pH 3

以進行生體外(in vitro)試驗，而生體內(in vivo)試驗則是提供發酵乳予禁食

隔夜的健康成人，再以胃管取食用發酵乳已經過 0、30、60、90 min 之胃

內容物，並測其存活菌數；而 Holcomb et al. (1991)則是以 0.01 N HCl，37℃

培養乳酸菌 2 hr 測試其菌株之耐酸性。 

 

4-2 乳酸菌之膽鹽耐受性研究 

  腸道內存在的膽鹽是一種由肝臟所產生的界面活性物質，對微生物而

言是一種抑制因子。Gilliland (1979)曾指出 Lactobacillus spp.對膽鹽之抵抗

力與棲息於腸道之能力有關。人體內腸道中膽汁的實際正確濃度，目前尚

未有完整的數據(Gilliland, 1989)，直接由人體取得膽汁進行試驗的研究極
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少，通常都是以牛膽汁(oxgall)作為模擬人體之膽汁，其成份包含 cholate, 

deoxycholate, dehydrocholate, chenodeoxycholate, glycocholate, glycochenod-  

eoxycholate, taurocholate, taurochenodeoxycholate, taurodeoxycholate, glycod- 

eoxycholate 等。 

 

4-3 乳酸菌吸附於腸道細胞之試驗模式 

就目前的研究，欲探討生體內之菌株吸附於腸道細胞之試驗，實有其

一定的困難度，因此許多相關研究都利用已建立之腸道細胞株來進行吸附

性試驗探討，如人類結腸腺癌細胞株 Caco-2 cell 及人類腸上皮細胞株

Int-407 等 (Pinto et al., 1983; Sarem et al., 1996; Briske-Anderson et al., 1997; 

Tuomola and Salminen, 1997; Kirjavainen et al., 1998; Tuomola and Salminen, 

1998; Jacobsen et al., 1999; Ouwehand et al., 1999a; Tsai et al., 2004)。 

Caco-2 cell line 為源自於人體結腸特化之腺性瘤(adenocarcinoma)細胞

株，能於生體外培養基中以貼附表面的方式進行極化性(polarized)的生長，

其於體外生長分化完成(約 21 天)的模式，如圖 2.10 所示( Briske-Anderson et 

al., 1997)；分化完成之此細胞株的生理特性為具有功能性的刷狀緣微絨毛

及腸道上緣的水解酵素等成熟腸道之特性(Pinto et al., 1983; Hauri et al., 

1985; Neutra and Louvard, 1989; Rodriguez-Boulan et al., 1989; Laburthe and 
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( Briske-Anderson et al., 1997) 
 
 
圖 2.10、Caco-2 cells 生長分化過程之電子顯微鏡圖。(A)～(C)為 Caco-2 cells

生長分化過程中之穿透式電子顯微鏡圖，(A)和(B)為第 15 天，(C)
第 21 天；(D)第 21 天之掃描式電子顯微鏡圖 

Fig. 2.10. Electorn micrographs of the growth and Development of Caco-2 cells. 
(A-C) Transmission electron microscopy (TEM) of the progression of 
differentiation of Caco-2 cells on day 15 (A-B) and day 21 (C). (D) A 
surface view of brush border on day 21 by scanning electron 
microscopy (SEM) 



 

 36 
 

Amiranoff, 1990; Peterson and Mooseker, 1992; Costa de Beauregard et al.,  

1995)。由於其具備：(1)         構造簡單，易於操作；(2)      極少之遺傳變異性；以 

及      (3)      可免除類似其他細胞株層層相疊之生長現象等諸多優點，故目前已廣

泛使用於生體外之模擬腸道的藥物通透以及益生菌、致病菌等方面之吸附

試驗模式(Coconnier et al., 1992; Bernet et al., 1993; Coconnier et al., 1993a, b; 

Bernet et al., 1994; Greene and Klaenhammer, 1994; Giannasca et al., 1996; 

Lehto and Salminen, 1997; Gopal et al., 2001; Fernández et al., 2003; Lee et al., 

2003; Resta-Lenert and Barrett, 2003; Matijašic et al., 2006)。 

 

第五節 乳酸菌對腸炎沙門氏菌(Salmonella enteritidis)的抑制 

5-1 腸炎沙門氏菌之簡介 

  依據世界衛生組織(World Health Organization; WHO)的分類，沙門氏菌

分為兩種，分別是 S. enterica 及 S. bongori，而腸炎沙門氏菌即屬於 S. 

enterica 六個亞種下的 S. enterica subsp. enterica (Le Minor and Popoff, 1987; 

Popoff and Le Minor, 1997; Popoff et al., 2000)，因此本論文之腸炎沙門氏菌

菌全名應為 Salmonella enterica subsp. enterica serovar enteritidis，簡寫為

Salmonella enteritidis 或 S. enteritidis。 

    沙門氏菌屬於腸內桿菌科，為革蘭氏陰性桿狀菌，氣體需求為好氧及
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兼性厭氧，不會形成孢子，是人畜共通的病原菌，與其他腸內菌如 E.coli, 

Citrobacter 等血源相近。除了 S. pullorum 及 S. gallinarum 外，通常具有周

鞭毛(peritrichous flagella)，具運動性(Parker and Guard-Petter, 2001)，如圖

2.11 所示。此菌可生長在 5～47℃之間，最佳生長溫度是 37℃，最適生長

之 pH 值在中性(6.6～8.2)，pH 大於 9.0 及低於 4.0 均有殺菌作用。沙門氏

菌對溫度敏感，在巴斯德消毒法的溫度(63～65 , 30 min)℃ 下即可被殺死。

腸炎沙門氏菌感染之潛伏期約數小時至 72 小時，初始症狀會有水便、黏

便、腹痛、噁心、嘔吐、發燒(70%以上病人會有)等症狀產生，極少數感染

的病人會引起潛在的併發症，如敗血症及神經系統損害等(Baird-Parker, 

1990)。五歲以下兒童，特別是一歲以下的嬰幼兒及老人家，體力、抵抗力

差者，或因消化性潰瘍而長期吃大量制酸劑的人，都是罹病的高危險群。

而該病菌之傳染途徑為經口傳入，主要是吃到受污染的水或食物，如未消

毒的牛奶或乳製品、未煮開的水、未煮熟的肉類或蛋等。其他如糞便污染、

使用被污染的器具、接觸已污染的貓、狗、家禽等。 

 

5-2 沙門氏菌之致病機轉 

(1) 產生毒素 

  根據許多動物實驗及生體外試驗結果，認為沙門氏菌可能是由 
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圖 2.11、S. enteritidis 之掃描式電子顯微鏡圖 

Fig. 2.11. Scanning electron micrograph of S. enteritidis 
 

(#3. http://anka.livstek.lth.se:2080/salmonella.htm) 
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於產生腸毒素(enterotoxin)及細胞毒素(cytotoxin)而造成致病性。Koo 及 

Peterson (1983)發現沙門氏菌之萃取液會抑制兔子腸道表皮細胞及 Vero 細

胞之蛋白質合成，進而顯示感染沙門氏菌之所以會造成腸黏膜損傷而引發

全身性的感染，可能是其所產生之細胞毒素所導致(Koo et al., 1984)。 

   

(2) 侵入性(invasion) 

  沙門氏菌與耶爾辛氏菌(yersinia)、志賀氏菌及某些大腸桿菌，都會侵

入原核細胞內並繁殖。而線毛可能與沙門氏菌被細胞攝入有關，這是因為

當使用抑制線毛形成之試劑－cytochalasin 時，則菌體侵入細胞的能力會下

降；而另一種可能是因為線毛會誘導沙門氏菌附著及攝入細胞所需之蛋白

質的合成(蔡，2004)。 

 

第六節 乳酸菌之安全性評估 

  欲成為益生菌最重要的條件就是必須具有吸附於人類腸道細胞之能

力，但不能具有侵入性(invasion)，因為菌株若有侵入性可能就同時擁有相

當程度的病原性與感染性(Ford et al., 1996; Urao et al., 1996)，具侵襲力

(invasiveness)的致病菌能突破宿主黏膜屏障，之後侵入體內定殖進而造成

致病性(圖 2.12)。因此研究細菌是否具有侵入性可以生體外之細胞模式進

行評估。其方法大致為：首先將試驗菌株與細胞共同培養一段時間，使細 
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圖 2.12、致病菌侵襲腸道上皮細胞過程。(A)致病菌先行吸附於腸道上皮細

胞上，進而侵襲腸道細胞(B) 
 
Fig. 2.12. The invasion process of pathogens invading intestinal epithelial cells 

composed of (A) adherence of pathogens to the intestinal epithelial 
cell surface, and (B) invade the intestinal cells 

 
(#4. http://basic.shsmu.edu.cn/passw/micro2/jxnr/cn/6.ppt) 
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菌有機會附著於細胞上，若該菌株具有侵入性則會侵入細胞內，之後再加 

入抗生素以殺死只附著在細胞表面之試驗菌株，接著打破細胞並計數侵入

細胞內之菌數(Tang et al., 1993)。另外也可以實驗動物評估活體內之菌體侵

入性，主要是先餵食實驗動物該試驗菌株，之後取其血液及肝、脾等器官

計數其侵入菌數(Seppa, 1989)。 

 

第七節 乳酸菌之貯藏安定性 

  為了使菌株在貯藏保存期間能夠維持較佳的存活菌數及穩定性，故將

菌株進行冷凍乾燥處理。冷凍乾燥法乃是使樣品在凍結狀態之下，將其所

含的水份直接昇華成水蒸氣的乾燥方式(Ratti, 2001)，由於冷凍乾燥過程相

當耗能及費時，常造成操作成本昂貴，故冷凍乾燥適用於高價值、高品質

的乾燥產品，目前常被應用於微生物、醫學、藥學等方面。一穩定的乾燥

菌體，除了於冷凍乾燥後要有高度的存活率之外，其保存期限也是必須考

量的，乾燥菌體貯存於-20℃可維持至少一年的活性，但若於 22℃下以真空

保存則能維持三個月的活性(Speckman et al., 1973)。 

 

第八節 研究動機 

產孢性乳酸菌能夠產生菌體內孢子，以抵抗周圍不利環境因子的影響

(Doores and Westhoff, 1983)，目前市面上有為數不少之添加產孢性乳酸菌的
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益生菌商品販售(#1, 2.)，其產品大多標榜為能夠健胃整腸以及藉由此菌之

產孢能力而「可能」具有之耐胃酸、耐膽鹽的特性，以此宣稱能夠增加此

菌之存活率來達到其保健功效，但是此種產孢菌是否能有效地吸附於人類

腸道細胞，則市售之產品並未能加以清楚說明。故對於產孢性乳酸菌之研

究，除須探討該屬菌株孢子對胃酸與膽鹽的耐受性之外，更應對其腸道吸

附性加以了解，以評估其潛在益生功效，而此種吸附能力之研究應包含營

養細胞和孢子二者，以了解不同細胞形態在腸胃道吸附特性之表現。 

 

第九節 研究目的 

本研究欲探討孢子形態和營養細胞形態之產孢性乳酸菌－菊糖有孢子

乳桿菌對模擬人體腸道中不良環境因子之抵抗性以及其在腸道中定殖與拮

抗病原菌腸炎沙門氏菌之能力，同時探討該菌株對人體腸道細胞之安全

性，並與 L. acidophilus, L. bulgaricus, B. bifidum, B. longum 等市售益生菌產

品常添加之乳酸菌就上述試驗性質進行比較，比較各試驗菌株在上述諸多

性質方面的差異或相似性，進而評估菊糖有孢子乳桿菌在保健食品上應用

的可行性。 
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第三章 材料與方法 

第一節 研究設計架構 

  本研究之實驗設計架構如圖 3.1 所示，實驗材料與方法則於下列各節

詳述。 

 

第二節 實驗材料 

2-1 使用菌株 

(1) Sporolactobacillus inulinus BCRC 14647 

(2) Lactobacillus acidophilus BCRC 10695 

(3) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus BCRC 14009  

(4) Bifidobacterium bifidum BCRC 14615 

(5) Bifidobacterium longum BCRC 11847 

(6) Salmonella enteritidis BCRC 10744 

以上菌株皆購自新竹市食品工業發展研究所。 

 

2-2 菌株活化之培養基 

(1) de Man, Rogosa and Sharpe broth (MRS; Difco Laboratories, Detroit, MI, 

USA)。 

(2) MRS broth 另外添加 0.05% (w/v) L-cysteine-HCl (AppliChem, Darmstadt, 

Germany) (MRS-C)。 
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圖 3.1、實驗設計架構 

Fig. 3.1. Design of the research 
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(3) reinforced clostridial medium (RCM; Oxoid, Basingstoke, Hampshire,  

England)。 

(4) Nutrient broth (NB; Difco Laboratories)。 

液態培養基另外添加 1.5% agar (Difco Laboratories)，經高壓滅菌(121 , ℃

15 min)冷卻後即可製成固態培養基。 

 

2-3 使用之細胞株 

C2BBel BCRC 60182 (human colon adenocarcinoma, clone of Caco-2) 

購自新竹市食品工業發展研究所。 

 

2-4 細胞株生長之新鮮培養基 

90% Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Biochrom AG, Berlin, 

Deutschland, Germany)、10%胎牛血清(fetal bovine serum; FBS, Biological, 

Kibbutz Beit Haemek, Israel)、1%抗生素(penicillin/streptomycin, BioSource, 

Camarillo, CA, USA )、1% L-glutamine (Biological)。 

 

2-5 細胞株保存之冷凍培養基 

80% DMEM、20%胎牛血清、1%抗生素、1% L-glutamine、7%冷凍保

護劑 dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma, St. Louis, MO, USA )。 
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第三節 實驗菌株之前處理 

3-1 菌株之活化與冷凍保存 

取由食品工業發展研究所生物資源保存中心購得之菌株，分別以 MRS 

broth (S. inulinus 及 Lactobacillus spp.培養基)、MRS-C broth (B. bifidum 培養

基)、RCM broth (B. longum 培養基)或 Nutrient broth (S. enteritidis 培養基)

活化二次。所有菌株皆以 37℃活化培養，而氣體需求條件 S. inulinus 和

bifidoabcteria 為厭氣培養(gas-generating kit, Oxoid)，lactobacilli 為微好氣培

養，S. enteritidis 則為好氣培養。 

將活化之菌液離心(8000 xg, 4 , 15 min)℃ 後，重新懸浮於培養基中，再

以 1：1 的比例與已滅菌之 20% glycerol 溶液混合，分裝成 1 ml 懸浮液貯

存於-80℃下備用。實驗前將其取出解凍，取 1%之接種量，接種於液態培

養基中，以 37℃活化 48 hr。 

 

3-2 菊糖有孢子乳桿菌之孢子誘導培養 

將已活化之 S. inulinus 菌液進行離心(8000 xg, 15 min, 4 )℃ ，再以無菌

之磷酸緩衝生理食鹽水(phosphate-buffered saline; PBS, Hyclone, Logan, UT, 

USA)沖洗菌體沈澱物(pellet)二次，即可得到營養細胞形態之菌體。將此營

養細胞塗抺於產孢培養基瓊脂平板上。產孢培養基之組成如下：yeast extract 
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(Difco), 0.5%; peptone (Difco), 0.5%; methyl-α-D-glucopyranoside (Sigma), 

1.0～2.0%; CaCO3 (Wako, Tokyo, Japan), 3.0%; agar (Difco), 1.5%。以 37℃厭

氧培養 14～21 天，直到產生孢子(以孢子染色法觀察驗證)。實驗前以 PBS 

buffer 將培養基上的孢子沖洗下來，之後離心再以 PBS buffer 沖洗菌體沈澱

物二次，即可得到孢子形態之菌體。 

 

第四節 細胞培養 

4-1 冷凍細胞之活化 

Caco-2 細胞株於 37℃下快速解凍，接著加入新鮮細胞培養基，混合均

勻之後移入 CO2培養箱(NUAIRE, NU-5500, USA)以 37 , 5% CO℃ 2培養。次

日將舊培養基吸除以移除冷凍保護劑，並且加入新鮮培養基，隨後繼續以

37 , 5% CO℃ 2培養，每隔兩天更換細胞培養基。 

 

4-2 細胞繼代培養 

待細胞生長至高密度時，即須分殖至新的培養瓶中。首先吸除舊培養

基，以 PBS buffer 潤洗細胞 1～2 次，接著加入 0.05% trypsin-EDTA 溶液

(Biochrom AG)，於 37℃下作用數分鐘，之後輕拍培養瓶使細胞自瓶壁上脫

落，再加入適量之新鮮培養基，以吸取器吸放數次以打散細胞團塊，混合

均勻後依比例稀釋移至新的培養瓶中，依正常培養條件培養。 
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4-3 細胞株冷凍保存 

細胞株之冷凍保存應在生長良好之對數期(log phase)、約 80～90%緻密

度且存活率高的狀態下進行。首先依照細胞繼代培養的步驟，將細胞打散

並收集細胞，一方面取少量的細胞懸浮液計數細胞濃度，另一方面將細胞

懸浮液離心(1000 rpm, 10 min)，去除上清液，接著加入適量之細胞冷凍培

養基，混合均勻後，分裝於已標示完全之冷凍保存管中(細胞濃度至少為 106 

cells/ml)，即可進行低溫冷凍保存。細胞低溫冷凍保存步驟為：先將冷凍保

存管置於 4 , 10 min → ℃ -20 , 30 min → ℃ -80 , overnight →℃ 液態氮桶長期

貯存。 

 

4-4 細胞染色與計數 

  取 20 μl 細胞懸浮液與 20 μl trypan blue (Biochrom AG)等體積混合。取

少許混合液注入血球計數盤 chamber 上方之凹槽內，以 100 倍倒立式顯微

鏡(Olympus, IX71, Japan)觀察並計數，活細胞由於細胞膜完整故不會被染

色，死細胞則會被染為藍色。計數四大方格中的細胞總數，再除以 4，乘

以稀釋倍數(至少乘以 2，因與 trypan blue 等體積混合)，最後乘以 104，即

為每 ml 中細胞懸浮液之細胞數。 

(四大方格細胞總數÷ 4) × 2 × 104  = 細胞數/ml 
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活細胞數÷ (死細胞數＋活細胞數) × 100% = 存活率 

 

4-5 細胞單層膜之培養 

本實驗參考 Coconnier et al. (1992)所述之方法。將繼代培養之細胞，加

入細胞培養皿(cell culture dish)中，使每個 well 的細胞濃度為 3×104～

3×105/ml。然後以 37 , 5% CO℃ 2培養，且每天更換新鮮之培養基，直至細

胞株形成分化完全之單層膜，並以倒立式顯微鏡拍照觀察。 

 

第五節 乳酸菌耐酸、耐膽鹽與吸附性研究 

5-1 耐酸性試驗 

  此試驗乃參考 Fernández et al. (2003)所述之方法來進行。將前述含活化

菌株之菌液(含營養細胞菌體)或孢子懸浮液以 8000 xg 離心 15 min，使用無

菌之 PBS buffer 沖洗菌體沈澱物二次，然後再重新懸浮於 PBS buffer 中。

將 1 ml (約 N×109 CFU/ml)此菌液分別加入 10 ml pH 2.0, 3.0, 4.0 之酸液中，

酸液為 0.1% peptone water 分別以 3.0 M HCl 調整為 pH 2.0 , 3.0 , 4.0，將含

有菌體之酸液移入迴轉式振盪培養箱(LIAN SHEN, LUS-480, Taiwan)中以

37℃振盪培養(150 rev/min) 0, 1.5, 3.0 hr。培養作用後之樣品，以標準平板

計數法求得各個作用時間之存活菌數並計算其存活率；每一樣品進行三重

複試驗。 
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初始菌數(log CFU/ml)

各作用時間之存活菌數(log CFU/ml)

初始菌數(log CFU/ml)

各作用時間之存活菌數(log CFU/ml)

 

存活率＝                                   × 100% 

 

5-2 耐膽鹽試驗 

將上述活化菌液(含營養細胞菌體)或孢子懸浮液，以 8000 xg 離心 15 

min，使用無菌之 PBS buffer 沖洗菌體沈澱物二次，接著再重新懸浮於 PBS 

buffer 中。將此懸浮液分別加入含有 0.1% , 0.2%及 0.4% oxgall bile (Sigma)

之 peptone water 中，以 37℃振盪培養(150 rev/min) 0, 1.5, 3.0 hr。培養作用

後之樣品，以標準平板計數法求得各個作用時間之存活菌數並計算其存活

率；每一樣品進行三重複試驗。 

  
 

存活率＝                                   × 100% 

  
 

5-3 模擬腸道吸附性試驗 

本試驗乃參考 Matijašic et al. (2006)、Bibiloni et al. (1999)及 Gopal et al. 

(2001)之方法行之。在試驗進行前 1.5 hr，預先以 0.25% (v/v) glutaraldehyde 

(Sigma)將 Caco-2 cell monolayer 固定 15 min，之後再以 PBS buffer 潤洗 cell 

monolayer 二次，再添加不含抗生素之 DMEM 培養基，作為模擬腸道吸附

試驗使用。將試驗之乳酸菌株，以 8000 xg 離心 15 min 後，使用 PBS buffer
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添加至細胞單層膜上的菌數 (log CFU/ml) 

吸附至細胞單層膜上的菌數 (log CFU/ml) 

清洗二次，再懸浮於不含抗生素之 DMEM 中。接著在每個欲進行吸附作用

之 well 內加入 1 ml 之吸附試驗菌株(約 108 CFU/ml)，在 37 , 5% CO℃ 2下培

養 2 hr。然後以無菌之 PBS buffer 清洗 well 五次，將未吸附於 cell monolayer

上之菌株洗掉，再以 1% Triton X-100 (Sigma)溶液分解 Caco-2 cell 

monolayer，之後將 well 中的溶液以連續稀釋法在適合個別試驗菌株生長的

培養基上進行標準平板計數，每一樣品進行三重複試驗，之後計算其吸附

率，其計算公式如下： 

 
 

吸附率＝                      × 100%  

 
 

另將完成吸附試驗後的 cell monolayer，以 95% methanol (TEDIA, 

Fairfield, Ohio, USA)將吸附於膜上之菌株加以固定(作用時間 30 min)，之後

吸除 methanol，再以 PBS buffer 清洗 cell monolayer 並於無菌操作台中風

乾，之後進行革蘭氏染色，再以正立式顯微鏡觀察(Olympus, CX41, Japan)。 

 

第六節 乳酸菌培養基上清液抑制腸炎沙門氏菌生長之試驗 

6-1 培養基上清液 pH 值之測定 

  將 1%之試驗菌株接種於液態培養基中，以 37℃培養 7 天。每天取出 5 
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ml 培養之菌液進行離心(8000 xg, 15 min)，並收集其培養基上清液(spent 

culture supernatant; SCS)，之後直接以 pH meter (SUNTEX, sp-701, Taiwan)

測定之。 

 

6-2 培養基上清液之乳酸產量測定 

取 5 ml 乳酸菌培養基上清液，以蒸餾水定量至 100 ml，再取其定量後

之 25 ml 稀釋液，加入 0.5 ml 酚酞指示劑，以 0.1 N NaOH 標準溶液(Aldrich, 

St. Louis, MO, USA )滴定至樣品呈現微紅色，且維持 30 秒內不變，即為滴

定終點(pH 7.0)。記錄滴定所耗用的 NaOH 溶液體積，以下列公式計算(樣

品中有機酸量以乳酸表示之) (李及賴，1992)。  

0.1 N NaOH 溶液 1 ml 相當於 0.009 g 乳酸 

    乳酸(%) = 0.1 N NaOH 滴定量(ml) ×0.009× (100/25) ×(1/5) ×100 

 

6-3 乳酸菌培養基上清液之抑菌圈試驗 

  本試驗參考 well diffusion assay 方法(Schilinger and Lucke, 1989; 

Fernández et al., 2003)來進行。將已活化之包含 S. inulinus 在內之各試驗菌

株，以液態培養基培養 7 天之後，離心(8000 xg, 15min)並收集上清液，用

以進行抑菌試驗分析。將培養 24 hr 的 S. enteritidis 菌液離心，以 PBS 沖洗

二次，接著再重新懸浮於 PBS buffer 中，作為抑菌試驗之病原菌。將 200 μl 
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S. enteritidis 菌液塗抺於 Nutrient agar 上，在無菌操作台中風乾 30 min，再

以無菌 tip 較寛的一端於洋菜平板上壓出 9 mm 直徑的孔洞。接著於每個孔

洞中分別注入 100 μl 各試驗菌株之培養基上清液，靜置 30 min 後，在 37℃

下正面放置培養皿使培養基上清液作用 48 hr 後，觀察各試驗菌株之培養基

上清液是否有抑菌圈產生，並測量其所形成之抑菌圈之直徑大小。 

 

第七節 乳酸菌培養基上清液之抑菌成份探討 

為了探討試驗乳酸菌培養基上清液中的抑菌成份為何，故針對有機酸

(organic acid)以及抑菌素(bacteriocins)二者進行培養基上清液之中和試驗和

酵素作用試驗。 

7-1 培養基上清液中和試驗 

    本試驗參考 Jin et al. (2000)、 Mante et al. (2003) 和 de Carvalho et al. 

(2006)所述之方法。首先收集培養 5 天的乳酸菌液，經 4℃，8000 xg 離心

15 min 後，即可分離得到不含乳酸菌菌體的培養基上清液。以 1 M NaOH

中和各培養基上清液中之有機酸，並將 pH 值調整至中性(pH 約為 7.0)，再

以 0.22 μm 之濾膜過濾此上清液，利用 well diffusion assay 的方法測定其抑

菌能力，並與未經 NaOH 中和的乳酸菌培養基上清液做對照。 

 

7-2 培養基上清液之酵素處理 
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  將培養 5 天的乳酸菌培養基上清液分別加入 proteinase K、

α-chymotrypsin、trypsin、pepsin，上述酵素皆為 Sigma 廠牌，使其最終濃

度為 1 mg/ml，以 37℃水浴作用 2 hr，而後以 100℃加熱 5 min 終止其反應，

再進行 well diffusion assay 之抑菌試驗，並與未經任何處理的乳酸菌培養基

上清液做為比較(Gopal et al., 2001；吳，2005)。 

 

7-3 培養基上清液之熱穩定性試驗 

  為了進一步測試培養基上清液中抑菌成份對熱的敏感性，故將培養 5

天的培養基上清液分別以 70 , 15 min℃ 、70 , 30 min℃ 、100 , 15 min℃ 、100 , ℃

30 min 及 121 , 15 min℃ 加熱處理之後，以 well diffusion assay 測定其抑菌

能力，並以未經加熱處理的乳酸菌培養基上清液做為對照(吳，2005)。 

 

7-4 培養基上清液之乳酸成份抑菌試驗 

  實驗設計原理為將病原菌 S. enteritidis加入(1) S. inulinus之培養基上清

液 (乳酸濃度為 0.192 mmole/ml，pH 約為 3.69)；(2)添加 D-(-)或 L-(+)乳酸

之 MRS broth (濃度為 0.192 mmole/ml，pH 約為 3.69)；以及(3)以 HCl 調酸

之 MRS broth (pH 3.69)中，並以 MRS broth (pH 6.8)作為控制組，以探討 S. 

inulinus 上清液對 S. enteritidis 的抑菌效果是否為 pH 值的降低亦或是乳酸

菌分泌之乳酸而引起的。 
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  首先將培養 5 天之 S. inulinus 上清液，以 0.1 N NaOH 標準溶液滴定中

和並測定其有機酸之含量，再由 NaOH 標準液滴定量換算培養基上清液中

所含之乳酸含量為 0.192 mmole/ml (pH 3.69)，因此在 MRS broth 中添加

0.192 mmole/ml (pH 3.69)乳酸，使之與 S. inulinus 培養基上清液中所含的乳

酸含量相同。實驗方法為將已活化培養之 S. enteritidis 菌液離心(8000 xg, 15 

min, 4 )℃ ，並以 PBS buffer 清洗菌體沈澱物二次，再重新懸浮於 PBS buffer

中，之後取 1 ml 菌液分別加入 9 ml 下述之試驗溶液中(1)為 S. inulinus 培養

基上清液，pH 3.69；(2)添加 0.192 mmol/ml D-(-)或 L-(+)乳酸之 MRS broth，

pH 3.69；(3)以 3.0 M HCl 調整 pH 值為 3.69 之 MRS broth 及(4)控制組 MRS 

broth，pH 6.8。以 37℃振盪培養(150 rev/min) 0～4 hr，接著每隔 1 hr，將

含有菌體之試驗溶液離行離心，以 PBS buffer 清洗菌體沈澱物二次，再重

新懸浮於 PBS buffer 中，之後連續稀釋以 Nutrient agar 製成平板，於 37℃

培養 48 hr，計數 S. enteritidis 之存活菌數。 

 

第八節  乳酸菌拮抗病原菌之吸附試驗 

8-1 乳酸菌預防腸炎沙門氏菌侵襲腸道細胞之試驗(prophylactic effect) 

此試驗乃參考 Wadström 等(1997)之方法來進行。將試驗之乳酸菌株預

先吸附於 Caco-2 cells 上，試驗其阻止 S. enteritidis 侵襲感染腸黏膜之能力。
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先將 Caco-2 cell monolayer 以 0.25% (v/v) glutaraldehyde 固定 15 min 之後，

再以 PBS buffer 清洗二次，接著添加不含抗生素的 DMEM，經 1.5 hr 培養

後作為試驗之用。將試驗之乳酸菌液離心後，以 PBS buffer 沖洗菌體沈澱

物二次，再重新懸浮於不含抗生素的 DMEM 中。另外將 S. enteritidis 菌液

混合等體積的 fluorescein isothiocyanate (FITC, Sigma)螢光染劑(2 mg/ml)，

於室溫下作用 20 min，然後離心去除過量的 FITC，菌體沈澱物再以 PBS 

buffer 沖洗三次，並重新懸浮於不含抗生素的 DMEM 中。將 1 ml 的各乳酸

菌液(約 108 CFU/ml)加入含有 Caco-2 cell monolayer 之 well 中，以 37 , 5% ℃

CO2培養 2 hr 後，吸除 DMEM 培養液並以 PBS buffer 清洗 well 五次，以

移除未吸附於 cell monolayer 上之菌株，接著加入 1 ml FITC-labeled S. 

enteritidis (108 CFU/ml)，在 37 , 5% CO℃ 2下培養 2 hr 後，吸除培養液並以

PBS buffer 清洗五次，以移除未附著之菌體。然後使用螢光檢測器(Bio-Tek, 

FLX-800, USA)以485 nm激發波長和528 nm散發波長偵測其樣品的螢光強

度(fluorescence density)，並且以螢光顯微鏡拍照觀察。同時以未預先用試

驗乳酸菌株處理的樣品作為控制組，計算試驗組和控制組的螢光強度比

值，計算方式為試驗組之螢光強度值除以控制組之螢光強度值，再乘以

100，接著將控制組之螢光強度值定為 100%，若螢光強度比值減弱，則表

示預先以試驗乳酸菌株吸附於 Caco-2 cells 上，可有效降低 S. enteritidis 對
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Caco-2 cells 的侵襲。  

另外也將各試驗乳酸菌株進行 FITC螢光染色，之後吸附於Caco-2 cells 

上，接著於well中加入濃度為 108 CFU/ml的 S. enteritidis菌液 1 ml，以 37 , ℃

5% CO2培養 2 hr，觀察 S. enteritidis 加入前後 Caco-2 cells 上各試驗菌株螢

光強度之變化。若螢光強度不變，則表示各試驗乳酸菌株不會受到 S. 

enteritidis 的影響而降低對 Caco-2 cells 的吸附與定殖，所得結果與其控制

組(未以 S. enteritidis 處理者)進行比較。 

 

8-2 乳酸菌及其培養基上清液抑制腸炎沙門氏菌吸附於腸道細胞之試驗

(therapeutic effect) 

本試驗以 Caco-2 cells 模擬腸道上層黏膜細胞。參照前述 8-1 之方法，

將 FITC-labeled S. enteritidis 吸附於 Caco-2 cells 上，接著於 well 中加入 1 ml

濃度為 108 CFU/ml 之各試驗乳酸菌株或其培養基上清液，以 37 , 5% CO℃ 2

培養 2 hr 之後，偵測樣品螢光強度並以螢光顯微鏡拍照觀察。同時以未加

入試驗菌株或其培養基上清液之樣品作為控制組，計算試驗組和控制組的

螢光強度比值，計算方式為試驗組之螢光強度值除以控制組之螢光強度

值，再乘以 100，接著將控制組之螢光強度值定為 100%，若螢光強度比值

減弱，則代表乳酸菌菌體或其培養基上清液能有效抑制 S. enteritidis 對

Caco-2 cells 之吸附。 
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經抗生素處理後存活之菌數 

添加於含細胞單層膜之 well 中的菌數 

第九節  細胞侵入性試驗 

各試驗乳酸菌株對人類腸道細胞之安全性評估，乃以生體外模式之侵

入性試驗為之(Tang et al., 1993)，試驗流程如圖 3.2 所示。先以 0.25% (v/v) 

glutaraldehyde 固定 Caco-2 cell monolayer 之後，再以 PBS buffer 清洗二次，

接著添加不含抗生素的 DMEM 培養 1.5 hr。各試驗菌株則先接種於液體培

養基，以 37℃培養 48 hr，之後離心並以 PBS buffer 沖洗菌體沈澱物二次，

再將其重新懸浮於不含抗生素的 DMEM 中。添加已知菌數之試驗菌株(103

～109 CFU/ml)於含有 Caco-2 cell monolayer 之 well 中，培養 2 hr，接著吸

除 well 中之培養液，以 PBS buffer 清洗五次，去除未附著之菌株，然後於

well 中加入含有抗生素(100 μg/ml tetracycline, MDBio, Frederick, MD, USA)

的 DMEM，於 37℃，5% CO2下作用 2 hr，以殺死吸附於 Caco-2 cells 表面

之試驗菌株，之後以 PBS buffer 洗除 tetracycline 及溶液中死亡的菌體。接

著使用 1% Triton X-100 溶液分解 Caco-2 cell monolayer，釋出可能侵入

Caco-2 cells 內部之試驗菌株。將 well 中之溶液以連續稀釋法進行標準平板

計數，計算侵入百分比，其計算公式如下： 

 
 
 

侵入百分比(%) ＝                                    × 100% 
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# bacteria surviving tetracycline treatment 

# bacteria added to cell monolayer 

1. Infect Caco-2 cells with bacteria (103 to 109 CFU/ml). 
 
 
 
 

2. Incubate at 37 , 5% CO℃ 2 for 2 hr. 
 
 
 
 

3. Add 100 μg/ml tetracycline for 2 hr to kill extracellular bacteria. 
 
 
 
 

4. Wash and add 1% Triton X-100 to release internalized bacteria. 
 
 
 
 

5. Perform plate count of intracellular bacteria. 
 
 
 
 
 
 

 
% INVASION =                                             
 
 

圖 3.2、乳酸菌之侵入性試驗流程 

Fig. 3.2. Flow chart of LAB invasion assay 

× 100%

(Tang et al., 1993)



 

 60 
 

侵入百分比越低，表示試驗之乳酸菌株使用於人體的安全性越高。若

其不具侵入性，則當其作為益生菌使用時，不會有侵襲人體腸道細胞之危

險。 

 

第十節 貯藏安定性試驗 

    將含有活化菌株之菌液及孢子懸浮液以 8000 xg 離心 15 min 之後，去

除上清液並以 PBS buffer 沖洗菌體沈澱物二次，再重新懸浮於無菌的 11%

脫脂牛乳(Anchor, Wellington, New Zealand)中，將上述脫脂乳菌液分裝至冷

凍乾燥瓶中，每瓶分裝 5 ml，再以冷凍乾燥機(EYELA, FDU-2000, Japan)

乾燥之。完成乾燥後的樣品移置恆溫恆濕箱(YOUNG CHENN, HG-40, 

Taiwan)中進行貯藏試驗，貯藏條件為 25 ± 2℃，60 ± 5% RH。分別計數冷

凍乾燥前及冷凍乾燥後貯藏第 0, 4, 8, 12, 16, 20 週回溶為液態樣品時的活

菌數(以 log CFU/ml 表示)。 

 

第十一節 統計分析 

本實驗利用 Microsoft Excel 軟體 (Microsoft Excel 2003, Microsoft 

Corporation, 2003, USA)計算試驗三重複數據之平均值與標準差(standard 

deviation)，並以 SigmaPlot 繪圖軟體(SigmaPlot 2000 for Windows, ver 6.00, 

USA)繪製柱狀圖與曲線圖。另外也採用 SAS軟體(Statistical Analysis System, 
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Version 6.12, 1996)，利用 GLM 程序之 Duncan’s new multiple range test 及

Dunnett’s test 進行數據之間的差異顯著性比較。 
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第四章 結果與討論 

第一節 菊糖有孢子乳桿菌之孢子誘導培養 

將營養細胞形態之 S. inulinus 塗抺於產孢培養基上，其產孢培養基組

成為 1.0～ 2.0% methyl-α-D-glucopyranoside; 0.5% yeast extract; 0.5% 

peptone; 3.0% CaCO3; 1.5% agar，以 37℃厭氧培養 14～21 天，使其形成孢

子形態之 S. inulinus。由於 S. inulinus 在營養充裕的狀態下不易形成孢子，

故在產孢培養基中添加 methyl-α-D-glucopyranoside 取代 glucose 作為菌株

生長之碳源，藉此增強菌株孢子的形成(Doores and Westhoff, 1981; 1983)。

圖 4.1 為 S. inulinus 的營養細胞(A)及其孢子形態(B)，由 B 圖可觀察到孢子

形態的 S. inulinus 其桿狀菌體的末端有黑色圓點出現，當中亦可看到有單

獨分離出來的黑色圓點，其為菌株所形成的孢子，此兩種形態的 S. inulinus

皆為光學顯微鏡下觀察之結果。 

 

第二節 乳酸菌耐酸、耐膽鹽與模擬腸道吸附性 

2-1 耐酸性試驗結果 

試驗乳酸菌株以 pH 2, 3, 4 酸液分別處理 1.5 和 3.0 hr 之菌株存活率如

表 4.1 所示。由表 4.1 中可看到在相同處理條件之下，孢子形態之 S. inulinus

比營養細胞形態的 S. inulinus、B. bifidum 及 B. longum 具有較高的存活率(p  
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A 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
圖 4.1、孢子染色 S. inulinus 之光學顯微照相圖。(A)營養細胞形態；(B)孢

子形態(放大倍率 2,000×)  

Fig. 4.1. Vegetative cells (A) and spores (B) of S. inulinus. The former (A) were 
Gram stained and the spores (B) were stained by spore-staining. Both 
were observed under a light microscope (magnification 2,000×) 
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表 4.1、試驗乳酸菌株以 pH 2, 3, 4 酸液分別處理 1.5 和 3.0 hr 後之存活率 

 
Table 4.1. Survival rates (%) of tested strains treated with acid in different incubation 

times (1.5, 3.0 hr) at the same pH values of pH 2, pH 3 and pH 4, 
respectively 

 
 
 
 
 

 
 
 

S: Spore form, V: Vegetative cell form. 
** a-f Different letters within a column significantly differ at 5% level, n = 3. 
** x-y Different letters within a row of the same pH value significantly differ at 5% level, n = 3. 

   
 
 
 
 
 
 

pH 2 pH 3 pH 4 
Strain    

1.5 hr 3.0 hr 1.5 hr 3.0 hr 1.5 hr 3.0 hr 

S. inulinus (S)* 64.5 ± 2.0 cx** 44.8 ± 0.2 cy 88.3 ± 1.0 bx 78.9 ± 0.8 cy 94.2 ± 0.6 bx 91.7 ± 1.3 by

S. inulinus (V) 15.4 ± 1.0 fx 0.0 ± 0.0 ey 27.6 ± 0.3 ex 19.5 ± 1.6 ey 71.2 ± 1.3 cx 55.0 ± 1.3 ey

L. acidophilus 90.3 ± 1.5 ax 68.8 ± 1.0 ay 98.1 ± 1.0 ax 95.6 ± 0.9 ay 98.2 ± 1.3 ax 97.0 ± 0.3 ax

L. bulgaricus 78.3 ± 3.4 bx 52.1± 1.4 by 88.7 ± 2.3 bx 83.9 ± 1.1 by  95.2 ± 2.9 abx 90.0 ± 1.4 bx

B. bifidum 42.5 ± 4.9 ex 0.0 ± 0.0 ey 65.9 ± 1.5 cx 0.0 ± 0.0 fy 74.5 ± 1.6 cx 58.1 ± 1.3 dy

B. longum 49.7 ± 1.9 dx 29.0 ± 2.6 dy 62.6 ± 1.7 dx 32.5 ± 0.8 dy 94.6 ± 3.9 abx 74.2 ± 3.2 cy
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< 0.05)，然而在所有試驗菌株中，以 L. acidophilus 和 L. bulgaricus 呈現高

度的耐酸性。在同一 pH 值之下，較長的作用時間(3.0 hr)均會使各試驗菌

株的存活率明顯降低(p < 0.05)，而在 pH 4 的酸液中無論作用 1.5 或 3.0 hr，

L. acidophilus (98.2% vs 97.0%)和L. bulgaricus (95.2% vs 90.0%)的存活率並

無明顯變化，由此可知本研究所使用之 Lactobacillus spp.的耐酸性比其他試

驗菌株佳。 

在 Hyronimus et al. (2000)的研究曾探討多種產孢性乳酸菌－S. inulinus 

CIP103279, NCFB1839, DSM30348 等對酸液的耐受性，其結果與本研究所

使用的營養細胞形態之 S. inulinus 的耐酸性試驗結果相似。多篇文獻證實

L. acidophilus 對酸具有抵抗性(Gupta et al., 1996; Prasad et al., 1998; 

Fernández et al., 2003)。在 Laroia and Martin (1991)的研究中也指出 L. 

acidophilus 確實可生長於較低的 pH 值下(3.9～4.6)，而 B. bifidum 則無法在

低 pH 值的環境中存活；Dunne et al. (1999)也發現 bifidobacteria 菌株對酸的

耐受性明顯比 L. acidophilus 差，而在本研究中的耐酸性試驗結果與上述作

者之試驗結果相似。另一方面，有文獻指出 L. bulgaricus 的耐酸性不佳

(Lindwall and Fondén, 1984; Conway et al., 1987)，但在本研究中卻發現該菌

株具有極佳的胃酸耐受性，甚至比 bifidobacteria 菌株的存活率高，不同試

驗結果之間的差異性可能與菌株的不同有關，不同的菌株來源會造成相異
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的試驗結果(Charteris et al., 1998; Xanthopoulos et al., 2000; Zárate et al., 

2000)。 

 

2-2 耐膽鹽試驗結果 

各試驗乳酸菌株對於膽鹽耐受性之試驗結果如表 4.2 所示。由表中可

知菌株的存活情形相似於耐酸性試驗，孢子形態的 S. inulinus 比營養細胞

形態的 S. inulinus、B. bifidum、B. longum 及 L. bulgaricus 具有較高的存活

率(p < 0.05)，而在所有試驗菌株中，L. acidophilus 具有良好的膽鹽耐受性。

此外，在相同膽鹽濃度之下，較長的作用時間(3.0 hr)，其各試驗菌株的存

活率也都明顯的降低(p < 0.05)。 

在 Hyronimus et al. (2000)的研究曾提出產孢性乳酸菌－S. inulinus 

CIP103279, NCFB1839, DSM30348 對膽鹽的耐受性極低，其結果亦與本研

究所使用的營養細胞形態之 S. inulinus 的耐膽鹽試驗結果相似。具膽鹽耐

受能力是 L. acidophilus 的一項重要特質(Walker and Gilliland, 1993)，在許

多文獻中均證實該菌株具有極佳的膽鹽耐受性(Walker and Gilliland, 1993; 

Gupta et al., 1996; Jin et al., 1998; Fernández et al., 2003)，本研究結果亦發現

L. acidophilus 確實具有良好的膽鹽耐受能力；而在 Krasaekoopt et al. (2003)

的研究則發現 L. bulgaricus 對膽鹽的耐受性很差，並推論該菌株無法存活

與生長於腸道中，本研究結果也與其相同。 
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表 4.2、試驗乳酸菌株以 0.1, 0.2, 0.4%膽鹽濃度分別處理 1.5 和 3.0 hr 後之存活率 
 
Table 4.2. Survival rates (%) of tested strains treated with oxgall bile salt in different 

incubation times (1.5, 3.0 hr) at the same bile salt concentrations of 0.1%, 
0.2%, and 0.4%, respectively 

 

oxgall bile salt 

0.1% 0.2% 0.4% Strain 

1.5 hr 3.0 hr 1.5 hr 3.0 hr 1.5 hr 3.0 hr 

S. inulinus (S)*   61.1 ± 0.6 bx** 36.8 ± 2.3 by 57.4 ± 1.7 ax 33.5 ± 0.8 by    36.5 ± 1.6 bx 14.0 ± 2.1 by 

S. inulinus (V) 43.1 ± 0.7 dx 19.3 ± 1.0 dy 30.0 ± 1.0 cx  0.0 ± 0.0 cy  0.0 ± 0.0 cx  0.0 ± 0.0 cx 

L. acidophilus 71.2 ± 2.0 ax 42.1 ± 2.1 ay 48.7 ± 2.0 bx 38.8 ± 0.4 ay      47.6 ± 3.0 ax 32.6 ± 3.7 ay 

L. bulgaricus 42.9 ± 2.1 dx 24.1 ± 2.3 cy  0.0 ± 0.0 ex  0.0 ± 0.0 cx  0.0 ± 0.0 cx  0.0 ± 0.0 cx 

B. bifidum 53.6 ± 6.3 cx 13.8 ± 3.2 ey 18.0 ± 1.4 dx  0.0 ± 0.0 cy  0.0 ± 0.0 cx  0.0 ± 0.0 cx 

B. longum 69.2 ± 0.9 ax 35.9 ± 2.7 by 28.1 ± 1.4 cx  0.0 ± 0.0 cy  0.0 ± 0.0 cx  0.0 ± 0.0 cx 
 
 
 
 

S: Spore form, V: Vegetative cell form. 
** a-e Different letters within a column significantly differ at 5% level, n = 3. 
** x-y Different letters within a row at the same oxgall concentration significantly differ at 5% level, n = 3. 
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益生菌必須能存活於不適宜生長的腸胃道中，方能表現益生菌對宿主

的健康功效(Gilliland, 1989; Prasad et al., 1998)，而探討菌體對胃酸與膽鹽的 

耐受性可用來評估益生菌株是否能存活並通過胃腸道(Prasad et al., 1998; 

Hyronimus et al., 2000; Park et al., 2002; Michida et al., 2006)。在胃中含有低

pH 值的胃液，這是因為所分泌的胃酸中含有高濃度的鹽酸所致(Holzapfel et 

al., 1998)，而如此低的 pH 值易造成大多數的微生物死亡(Kimoto et al., 

2000)；在腸道中存有膽鹽，高濃度的膽鹽會快速溶解菌體細胞膜的脂質，

這些對微生物而言亦是一生長抑制因子(Keele and Neil, 1965; Floch et al., 

1972; Le Vay, 1988)，故胃酸與膽鹽是決定各種益生菌在腸胃道中存活與定

殖的關鍵性影響要素(Walker and Gilliland,1993; Jin et al., 1998; Succi et al., 

2005)。 

 

2-3 細胞單層膜完整性之觀察 

為了觀察 Caco-2 cell monolayer 的完整性，從 Caco-2 cells 繼代培養開

始，即以倒立式顯微鏡觀察細胞培養皿中的細胞生長狀況。結果發現在第

0 天(如圖 4.2-A)剛繼代培養後的細胞是呈現完整的圓點形狀，此時尚未貼

附於細胞培養皿上，到了第四天(如圖 4.2-B)時就可以觀察到大多數的細胞

都已貼附於細胞培養皿的壁上，此時細胞呈現扁平狀且有增多的現象，而 
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A B 

C D 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
                  

 
 
 
 
 
  
 
 
 

 
圖 4.2、Caco-2 cells 繼代培養後之生長形態(A)繼代培養後第 0 天；(B)第 4 

天；(C)第 8 天；(D)第 15 天 (放大倍率 100×) 
 
Fig.4.2. Changes in shape of Caco-2 cells (A) 0 day; (B) 4 days; (C) 8 days; (D) 

15 days at after subculture (magnification 100×) 
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在第八天(如圖 4.2-C)時細胞已長滿整個細胞培養皿且開始分化，到了第十

五天之後細胞分化完成(如圖 4.2-D)，因此在本研究中的吸附試驗所使用的 

cell monolayer，皆為 Caco-2 cells 繼代後培養十五天之 cell monolayer。 

 

2-4 吸附性試驗結果 

圖 4.3 顯示各試驗乳酸菌株對 Caco-2 cells 的吸附能力，而吸附性由強

至弱之排序為: L. acidophilus (92.3%，圖 4.4-B) > L. bulgaricus (78.7%，圖

4.4-C) > B. bifidum (74.9%，圖4.4-D) > S. inulinus (營養細胞，65.1%，圖4.4-A) 

> B. longum (52.7%，圖 4.4-E) > S. inulinus (孢子形態，10.5%)。其中 L. 

acidophilus 呈現強力的吸附性(strong adhesion)，具有吸附性(adhesion)的包

括有營養細胞形態之 S. inulinus、L. bulgaricus、B. bifidum 及 B. longum，而

孢子形態的 S. inulinus 則是呈現低度的吸附性(weak adhesion)。 

腸黏膜(intestinal mucus)是菌株吸附與定殖的重要部位(Mikelsaar et al., 

1998)，因此在生體外試驗常使用 Caco-2 cell 作為模擬腸道細胞以探討益生

菌之吸附能力。而菌株若要能定殖在腸道中，前提是須具有吸附於腸道細

胞之能力(Beachey, 1981)，所以欲成為益生菌，首要條件即為菌株應具腸黏

膜吸附性(Ouwehand et al., 1999c)，以延長益生菌持續停留在腸道中，發揮

其有益人體健康之功效(Morelli et al., 1997)。然而有文獻指出，益生菌似乎

無法長久定殖於宿主腸道內，在許多研究中發現當給予益生菌後可在糞便  
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圖 4.3、各試驗乳酸菌株對 Caco-2 cells 之吸附性。S. inulinus (V)：營養細

胞形態；S. inulinus (S)：孢子形態。a-e為各菌株之間相互比較，所

標示的字母不同表示有顯著性差異(p < 0.05)  
 
Fig. 4.3. Adhesion of the tested LAB to Caco-2 cells. S. inulinus (V): vegetative 

cell form; (S): spore form. a-e Groups with different letters differ 
significantly (p < 0.05) 
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圖 4.4、各試驗乳酸菌株吸附於 Caco-2 cells 上之光學顯微照相圖(A) S. inulinus；
(B) L. acidophilus；(C) L. bulgaricus；(D) B. bifidum；(E) B. longum (放大

倍率 2, 000×) 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4.4. Schemes of the tested LAB adhesion to Caco-2 cells in a light microscope (A) 
S. inulinus；(B) L. acidophilus；(C) L. bulgaricus；(D) B. bifidum；(E) B. 
longum (magnification 2, 000×) 
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中測得其益生菌數，但一旦停止給予後，其糞便中的菌數即逐漸減少，因

此推論益生菌吸附於腸道中只是短暫的定殖而己(Johansson et al., 1993;  

Link-Amster et al., 1994; Saxelin, 1997; Spanhaak et al., 1998)。 

此外，前人的研究均曾提到，乳酸菌的腸道吸附具有宿主專一性(host 

specificity)，亦即人類來源的乳酸菌才會吸附在人類腸道細胞上(Walker and 

Duffy, 1998; Ouwehand et al., 1999a; Ouwehand et al., 1999c)，而且將其作為

選擇益生菌所依據的標準之一。但是 Rinkinen et al. (2003b)的研究發現，來

自於某一宿主的益生菌，亦可能有效地吸附於其他宿主之腸道黏膜，而此

種吸附性主要是奠基於益生菌本身的菌株特性，而非僅取決於其是否為人

類來源之益生菌。 

L. acidophilus 為一種典型的益生菌，具有多種能夠助益人體健康的保

健功效(Tejada-Simon et al., 1999; Michetti et al., 1999; Lin and Chen, 2000; 

Ogawa et al., 2001b)，之前曾有研究指出，L. acidophilus 具有耐胃酸、耐膽

鹽及可吸附於模擬腸道細胞之能力(Tuomola and Salminen, 1998; Gopal et 

al., 2001; Fernández et al., 2003)。Kos et al. (2003)也發現 L. acidophilus 具有

吸附於腸道上皮細胞以及預防病原菌定殖之共凝集(coaggregation)的能力。 

Coconnier et al. (1992)曾探討 L. acidophilus BG2FO4 的腸道吸附模式，

並提出所謂的胞外蛋白質雙架橋理論，如圖 4.5 所示，L. acidophilus 即藉 
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圖 4.5、L. acidophilus BG2FO4 對人類腸道細胞之吸附模式 

Fig. 4.5. The model of adherence of L. acidophilus BG2FO4 to human intestinal 
cell 

 
(Coconnier et al., 1992) 
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由此種胞外蛋白連結至人體的腸道細胞受體，達到吸附與定殖的效果。此

外，bifidobacteria 亦為源自人類腸道的另一種益生菌，其對於人體的益生 

效果，亦有多篇文獻報告之佐證(Tejada-Simon et al., 1999; Asahara et al., 

2004; Lee et al., 2004)。在其吸附模式之探討方面，曾有學者以花生凝集素

(peanut agglutinin; PNA)做為研究素材，探討 B. bifidum EB102 之腸道吸附

機制，結果發現此菌株是以細胞表面之蛋白質成份 (proteinaceous 

components)結合至模擬腸道細胞株Caco-2 cells之醣脂質(glycolipid)的醣部

份(carbohydrate moieties) (Mukai et al., 2004)。 

Jacobsen et al. (1999)的研究指出 L. bulgaricus CHCC759, CHCC2164 不

具腸道吸附性，而 Gopal et al. (2001)的研究也將 L. bulgaricus LB1 做為吸

附試驗的負控制組，然而在本研究中卻發現 L. bulgaricus BCRC 14009 具有

良好腸道吸附性 (78.7%)，其結果與上述作者之研究論述有差異，在

Ouwehand et al. (1999b)的研究也指出，常被認為是非腸道定殖菌株的 L. 

bulgaricus 可良好的吸附於腸道黏膜上，因此推測試驗結果不同可能是因為

菌株上的差異所致。 

 

第三節 乳酸菌培養基上清液抑制腸炎沙門氏菌生長之試驗結果 

3-1 乳酸菌培養基上清液之 pH 值變化 

  各試驗乳酸菌株於培養期間之 pH 值變化如圖 4.6 所示。在圖 4.6 顯示  
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圖 4.6、各試驗乳酸菌株培養基上清液之 pH 值變化曲線圖。*為各試驗天 

數之 pH 值與第 0 天之 pH 值相比後達到統計上之顯著性差異( p < 
0.05)  
 

Fig. 4.6. pH change curves of the tested LAB-SCS during one weeks’ 
cultivation. * Significantly different from day 0 (p < 0.05)  
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菌株在培養後的第 1 天，其 pH 值即顯著下降(p < 0.05)，其中以 L. 

bulgaricus、L. acidophlius、B. bifidum 下降較快，而到了第 3 天後，各試驗

菌株的 pH 值都已完全下降且趨於穩定。另外亦可發現在 S. inulinus、L. 

bulgaricus 及 L. acidophilus 的生長培養基所測得的 pH 值是最低的，且 S. 

inulinus 生長培養基測得的 pH 值與 Lactobacillus spp.最為接近。 

 

3-2 乳酸菌生長之乳酸產量變化 

乳酸菌生長時會分泌有機酸，其中以乳酸的含量最多，將不同培養天

數之乳酸菌培養基上清液以 0.1 N NaOH 標準溶液滴定，並計算所得之有機

酸量(%)，以乳酸表示之，其結果如圖 4.7 所示。由圖 4.7 可知大部份的試

驗菌株在培養後第 2～3 天其乳酸產量即達最高峯，之後便趨於穩定，而

L. acidophilus 則是在培養後第 4 天其乳酸量才逹最高。另外也發現 S. 

inulinus、L. bulgaricus 和 L. acidophilus 有最高的乳酸產量，且 S. inulinus

的乳酸產量與 Lactobacillus spp.最接近。L. bulgaricus 在培養後第 1 天即有

高量的乳酸產生，故該菌常於乳品工業發酵中作為菌酛使用(Kitazawa et al., 

2003; Ravin and Alatossava, 2003; Serror et al., 2003)。 

 

3-3 乳酸菌培養基上清液之抑菌圈試驗結果 

  收集各試驗乳酸菌株於生長培養期間的培養基上清液，之後進行 well  
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圖 4.7、各試驗乳酸菌株培養之乳酸產量變化曲線圖。*為各試驗天數之乳  

酸產量與第 0 天相比後達到統計上之顯著性差異(p < 0.05)  
 
Fig. 4.7. Changes in lactic acid production of the tested LAB during one weeks’ 

cultivation. * Significantly different from day 0 (p < 0.05)  
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diffusion assay，觀察其抑制 S. enteritidis 生長所形成的抑菌圈大小(mm)， 

結果如表 4.3 和圖 4.8、4.9 所示。由結果可看到 L. acidophilus、L. bulgaricus  

及 Bifidum 在培養後第 1 天所收集的上清液即有抑菌圈產生，S. inulinus 和 

B. longum 則是在第 2 天所收集的上清液才開始有抑菌圈的形成，然而由表

4.3 可發現所有試驗之乳酸菌株培養第 4～5 天所收集的上清液，其所形成

的抑菌圈即開始維持固定的最大值，故在之後的抑菌實驗中，皆使用培養

5 天後的上清液；另外本試驗也發現 S. inulinus、L. bulgaricus、L. acidophilus

所收集的培養基上清液具有較佳的抑菌效果。 

 

3-4 乳酸菌培養基上清液之抑菌成份探討 

為了瞭解各試驗乳酸菌的培養基上清液之抑菌成份，是菌株所分泌之

乳酸的作用亦或者是所分泌抑菌素(bacteriocins)的影響，故分別進行上清液

中和試驗、酵素作用及加熱處理試驗。 

 

3-4-1 培養基上清液經 NaOH 中和後之抑菌圈大小 

  將收集的培養基上清液，以 NaOH 中和之後，其抑菌圈的大小(mm)

顯示在表 4.4。由結果可發現在經 NaOH 中和後的培養基上清液皆失去抑制

S. enteritidis 生長的效果，因此推測影響培養基上清液抑菌效果的因素，即

有可能是培養基上清液中所含的乳酸或是其 pH 值的降低所造成的抑菌效 
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表 4.3、各試驗乳酸菌株於培養期間之培養基上清液抑制 S. enteritidis 生長

所形成的抑菌圈大小 
 
Table 4.3. Diameter of inhibition zone of tested LAB-SCS revealing the 

inhibition activity toward the growth of S. enteritidis during 7 days’ 
cultivation 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

* Inhibition zone (mm) (9 mm: the diameter of the punctured hole). 
a-d Different letters within a column significantly differ at 5% level, n = 3. 
 

 

 

 

 

 

 

      Time (day)       
Strain  

0 1 2 3 4 5 6 7 

S. inulinus  9.0 a* 9.0 

 d 14.4 b 16.1 a 16.4 a 16.5 a 16.4 a 16.4 a

L. acidophilus 9.0 a 13.4 b 14.3 b 15.1 b 15.1 b 15.1 b 15.0 b 15.0 b

L. bulgaricus 9.0 a 15.2 a 16.4 a 16.4 a 16.4 a 16.4 a 16.4 a 16.3 a

B. bifidum 9.0 a 12.9 c 13.0 c 12.9 c 12.9 c 12.9 c 12.8 c 12.9 c

B. longum 9.0 a 9.0 d 12.8 d 12.8 c 12.8 c 13.0 c 12.8 c 13.0 c



 

 81 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖 4.8、各試驗乳酸菌株 0～3 天之培養基上清液抑制 S. enteritidis 生長之情

形(A)第 0 天；(B)第 1 天；(C)第 2 天；(D)第 3 天之培養基上清液。

透明區域為上清液所形成之抑菌圈 
 

Fig. 4.8. Inhibition zones (clear areas) of the tested LAB-SCS revealing the  
        inhibition activity toward the growth of S. enteritidis during 3 days’ 

cultivation. A-D indicates the SCS obtained at (A) day 0; (B) day 1; 
(C) day 2; (D) day 3  
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圖 4.9、各試驗乳酸菌株 4～7 天之培養基上清液抑制 S. enteritidis 生長之情

形(A)第 4 天；(B)第 5 天；(C)第 6 天；(D)第 7 天之培養基上清液。

透明區域為上清液所形成之抑菌圈 
 
Fig. 4.9. Inhibition zones (clear areas) of the tested LAB-SCS revealing the 

inhibition activity toward the growth of S. enteritidis during 3 days’ 
cultivation. A-D indicates the SCS obtained at (A) day 4; (B) day 5; 
(C) day 6; (D) day 7 
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表 4.4、各試驗乳酸菌株之培養基上清液經NaOH中和後之抑制 S. enteritidis

生長所形成的抑菌圈大小 
 
Table 4.4. Diameter of inhibition zone of the 5 days’ cultivated LAB-SCS 

revealing the inhibition activity toward the growth of S. enteritidis 
before and after neutralized by the NaOH solution  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

* 9 mm: the diameter of the punctured hole. No clear area of inhibition zone 
was found. 

 
 
 
 
 
 

Inhibition zone (mm) 
Strain 

SCS before neutralization Neutralized SCS 

S. inulinus 16.5       9 * 

L. acidophilus 15.1  9 

L. bulgaricus 16.4  9 

B. bifidum 12.9  9 

B. longum 13.0  9 



 

 84 
 

果。 

 

3-4-2 培養基上清液經蛋白酶作用後之抑菌圈大小 

圖 4.10 為各試驗乳酸菌株的培養基上清液經各種蛋白酶作用後之抑制

S. enteritidis 生長的抑菌圈大小，結果發現各培養基上清液經酵素作用後其

抑制效果與控制組(未以蛋白酶處理者)比並無明顯改變，因此推測其培養

基上清液的抑菌成份可能是非胜肽類的抑菌素(bacteriocins)或是其他非胜

肽類的抑菌物質。 

 

3-4-3 培養基上清液經加熱處理後之抑菌圈大小 

各試驗乳酸菌之培養基上清液經加熱處理後其抑制 S. enteritidis 生長

的抑菌圈大小變化顯示在圖 4.11、4.12。由結果可知各乳酸菌之培養基上

清液經各種不同溫度條件加熱處理後，其上清液的抑菌效果仍然存在，且

與未經加熱處理的控制組相較，其抑菌圈大小並無顯著性差異存在，因此

推測培養基上清液中所含的抑菌成份應為熱安定性物質 (heat-stable 

substance)。 

 

3-4-4 培養基上清液之乳酸成份抑菌試驗結果 

    由結果 3-4-1, 3-4-2, 3-4-3 可知乳酸菌培養基上清液經 NaOH 中和後其

抑菌效果即消失，而當以蛋白酶或是加熱處理之後，其培養基上清液的抑 
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圖 4.10、各試驗乳酸菌株之培養基上清液以蛋白酶作用後其抑制 S. 

enteritidis 生長的抑菌圈大小。* NS 為試驗組與控制組之間無顯

著性差異 
 
Fig. 4.10. Diameter of inhibition zone of the LAB-SCS after the protease 

treatment. * NS: not significantly different from the control  
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圖 4.11、各試驗乳酸菌株之培養基上清液經加熱處理後其抑制 S. enteritidis

生長的抑菌圈大小。NS 為試驗組與控制組之間無顯著性差異 
 
Fig. 4.11. Diameter of inhibition zone of the LAB-SCS after the heat treatment.  

* NS: not significantly different from the control  
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圖 4.12、各試驗乳酸菌株之培養基上清液經不同溫度條件處理後抑制 S. enteritidis 生長

之情形(A) S. inulinus; (B) L. acidophilus; (C) L. bulgaricus; (D) B. bifidum; (E) 
B.longum 

Fig. 4.12. Inhibition zones (clear areas) of the tested LAB-SCS reavaling the inhibition 
activity toward S. enteritidis (A) S. inulinus; (B) L. acidophilus; (C) L. 
bulgaricus; (D) B. bifidum; (E) B. longum 
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菌效果卻不受影響，故由以上的實驗證據顯示各試驗乳酸菌株之培養基上

清液中的抑菌成份可能為乳酸或是 pH 值的降低所致。為了進一步探討抑 

菌效果是乳酸亦或是 pH 值(H+)的作用，故比較(1)培養基上清液(pH 3.69)

與(2)單獨添加乳酸於培養基(其添加量等於控制組培養基上清液中的乳酸

含量，pH 3.69)以及(3)使用 HCl 調酸至 pH 3.69 的培養基(相當於培養基上

清液中的 pH 值)，試驗其抑制 S. enteritidis 生長的效果，並以 pH 6.8 的 MRS 

broth 作為控制組，其結果如圖 4.13 所示。 

由圖 4.13 發現控制組(MRS broth, pH 6.8)完全無法抑制 S. enteritidis 的

生長，而不論是培養基上清液(SCS, 0.192 mmole lactate/ml, pH 3.69)或是單

獨添加乳酸的培養基(0.192 mmole L(+)或D (-)-lactate/ml, pH 3.69)都可以在

培養 l hr之後完全抑制 S. enteritidis的生長，而以HCl調酸的培養基(pH 3.69)

雖然也可抑制 S. enteritidis 的生長，但其抑制效果並不如培養基上清液或是

單獨添加乳酸的培養基來得好，因此推測影響培養基上清液的抑菌成份不

單純只是 pH 值的降低(H+的作用)而已，而可能是該菌株所分泌的乳酸發揮

其抑菌效果；另外，本試驗亦推論有機酸(如乳酸)的抑菌效果比鹽酸等無

機酸來得好。 

乳酸菌在腸胃道中可抑制有害微生物或是食物中毒菌(如沙門氏菌、李

斯特菌)的生長(Huges and Hoover, 1991; Lim et al., 1993; Hudault et al., 1997   
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圖 4.13、培養基上清液抑菌成份對 S. enteritidis 之抑菌效果。●：MRS broth 

(control, pH 6.8)；○：MRS broth (pH 3.69)；▼：MRS broth〔0.192 
mmole L (+)-lactate/ml, pH 3.69〕；▽：MRS broth〔0.192 mmole D 
(-)-lactate/ml, pH 3.69〕；▓：S. inulinus 之培養基上清液(SCS) (0.192 
mmole/ml lactate, pH 3.69)。*表 S. enteritidis 之存活菌數與啟始(0 
hr)菌數比較時逹顯著性差異(p < 0.01)    

 
Fig. 4.13. LAB-SCS factors affecting the growth of S. enteritidis. ●: MRS broth 

(control, pH 6.8); ○: MRS broth (pH 3.69); ▼: MRS broth〔0.192 
mmole L (+)-lactate/ml, pH 3.69〕; ▽: MRS broth〔0.192 mmole D 
(-)-lactate/ml, pH 3.69〕; ▓: S. inulinus-SCS) (0.192 mmole lactate/ml, 
pH 3.69). * Differ significantly compared with the initial (0 hr) viable 
count (p < 0.01) 
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; Tsai et al., 2005; de Carvalho et al., 2006)，此種功效乃歸因於菌株代謝所產

生的酸(Midolo et al., 1995; Røssland et al., 2005)、抑菌素(bacteriocins) (Tagg 

et al., 1976; Cleveland et al., 2001; Forestier et al., 2001)或是乳酸菌與病原菌

競爭生長(Gurr, 1987; Chauviere et al., 1992)及增強宿主免疫力(Fuller, 1992)

等的作用。 

乳酸菌代謝產生乳酸、醋酸等有機酸，有文獻指出有機酸比無機酸具

有更強的殺菌能力(Asahara et al., 2004)，其原因為這些有機酸的蓄積會導致

pH 值的下降，如此可降低腸道微生物的活性(Rasic and Kurmann, 1983; 

Gilliland, 1989; Vandenbergh et al., 1993)，但是 pH 值的下降並非抑菌的主要

因素，其最主要抑菌機制乃是因為屬於弱酸的有機酸只有部份解離，在細

菌細胞外之未解離酸因不帶電荷，故可穿透過細胞膜進入細胞中，當在進

入 pH 值較高的細胞質中即進行解離作用，釋出大量的質子(proton)，使細

菌細胞質酸化，進而達到抑菌作用(Ogawa et al., 2001b; Asahara et al., 

2004)。另有文獻指出解離態有機酸陰離子(anion)的蓄積也可能對菌體造成

毒性，導致有害微生物的死滅(Russell, 1991)，而未解離的有機酸其抑菌效

力是解離有機酸的 10～600 倍，因此未解離的乳酸、醋酸具有高度的抗菌

能力(Eklund, 1983; Brocklehurst and Lund, 1990; Helander et al., 1997)。 
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第四節 乳酸菌拮抗病原菌之吸附試驗結果 

4-1 乳酸菌預防腸炎沙門氏菌侵襲腸道細胞之潛在功效 

將乳酸菌預先吸附於 Caco-2 cells 上，再加入螢光染色之 S. enteritidis，

所得乳酸菌預防 S. enteritidis 吸附之結果如圖 4.14 所示。由結果得知 S. 

inulinus 及其各試驗菌株皆可顯著地預防 S. enteritidis 對 Caco-2 cells 的吸

附，因此可推論 S. inulinus 和各試驗菌株應能有效預防 S. enteritidis 對腸道

細胞之侵襲，圖 4.15 為其螢光染色之觀察圖，可看到預先以乳酸菌定殖者

其 S. enteritidis 螢光強度皆減弱。 

此外，另將螢光染色之試驗乳酸菌株先行吸附於 Caco-2 cells 上，之後

再加入病原菌 S. enteritidis，以探討 S. enteritidis 對乳酸菌吸附性之影響，

其結果如圖 4.16 所示。由圖中可看到已吸附於 Caco-2 cells 的試驗乳酸菌

株，S. inulinus、L. acidophilus 及 B. bifidum 並不會因為 S. enteritidis 的加入

而影響其吸附性，而 L. bulgaricus、B. longum 則因加入 S. enteritidis 而使其

吸附性與控制組(未加入 S. enteritidis 者)相較有顯著性的降低，在所有試驗

乳酸菌株中又以 L. bulgaricus 的吸附性降低最為顯著，由此可知 S. 

inulinus、L. acidophilus 及 B. bifidum 不會受到病原菌 S. enteritidis 的影響而

降低其對腸道細胞的定殖。另外，在圖 4.17 亦可觀察到 S. inulinus、L. 

acidophilus 及 B. bifidum 在加入 S. enteritidis 前後之螢光強度並無變化。 
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圖 4.14、預先吸附於 Caco-2 cells 上之乳酸菌預防螢光染色之 S. enteritidis

對 Caco-2 cells 吸附之試驗結果。*為各試驗組與控制組(未預先吸

附乳酸菌者)相比後達到統計上之顯著性差異(p < 0.05)；各試驗組

標示之字母 a，表示彼此之間不具顯著性差異 (p > 0.05)  
 
Fig. 4.14. Preventive effects of the tested LAB pre-adhered to Caco-2 cells 

upon the FITC-labeled S. enteritidis adhesion. * Significantly 
different from the control (not pretreated with LAB) (p < 0.05). All 
tested LAB do not differ significantly with each other and are all 
marked with the letter of “a” (p > 0.05) 
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圖 4.15、預先吸附於 Caco-2 cells 上的乳酸菌預防螢光染色 S. enteritidis 吸附之螢光顯微照像圖。

(A)為控制組，未預先以乳酸菌處理；(B)預先以 S. inulinus 處理；(C)預先以 L. acidophilus
處理；(D)預先以 L. bulgaricus 處理；(E)預先以 B. bifidum 處理；(F)預先以 B. longum 處

理 

Fig. 4.15. Fluorescent microscopic schemes representing the preventive effects of the tested LAB 
pre-adhered to Caco-2 cells upon the S. enteritidis adhesion. (A) control, not pretreated with 
LAB; and LAB pre-adhered to Caco-2 cells with (B) S. inulinus; (C) L. acidophilus; (D) L. 
bulgaricus; (E) B. bifidum; (E) B. longum, respectively 
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圖 4.16、S. enteritidis 對螢光染色乳酸菌吸附性的影響。*為各試驗組與控

制組相比後達到統計上之顯著性差異(p < 0.05)；試驗組標示字母

不同者表示彼此間有顯著性差異(p < 0.05) 
 
Fig. 4.16. Influence of S. enteritidis on the adhesion of FITC-labeled LAB. 

Tested LAB not marked with the same letter differ significantly with 
each other (p < 0.05). * Significantly different from the control (not 
treatred with S. enteritidis) (p < 0.05) 
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圖4.17、S. enteritidis對預先吸附於Caco-2 cells上之螢光染色乳酸菌吸附性影響之螢光顯微照相

圖。(A1), (A2)：FITC-labeled S. inulinus；(B1), (B2)：FITC-labeled L. acidophilus；(C1), 
(C2)：FITC-labeled L. bulgaricus；左圖：(A1)～(C1)為未加入S. enteritidis之控制組，右圖

(A2)～(C2)為加入S. enteritidis處理之試驗組 

Fig. 4.17. Fluorescent microscopic schemes representing the influence of S. enteritidis on the adhesion 
of the pre-adhered LAB to Caco-2 cells. (A1), (A2): FITC-labeled S. inulinus; (B1), (B2): 
FITC-labeled L. acidophilus; (C1), (C2): FITC-labeled L. bulgaricus. Schemes on the left 
side of (A1)~(C1): the control (not added in S. enteritidis); schemes on the right side of 
(A2)~(C2): the treatment group (added in S. enteritidis) 
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續圖4.17、S. enteritidis對預先吸附於Caco-2 cells上之螢光染色乳酸菌吸附性影響之螢光顯微照

相圖。(D1), (D2)：FITC-labeled B. bifidum；(E1), (E2)：FITC-labeled B. longum；左

圖：(D1), (E1)為未加入S. enteritidis之控制組，右圖(D2), (E2)為加入S. enteritidis處理

之試驗組 

Continued Fig. 4.17. Fluorescent microscopic schemes representing the influence of S. enteritidis 
on the adhesion of the pre-adhered LAB to Caco-2 cells. (D1), (D2)：
FITC-labeled B. bifidum; (E1), (E2)：FITC-labeled B. longum. Schemes on 
the left side of (D1), (E1): the control (not added in S. enteritidis); schemes 
on the right side of (D2), (E2): the treatment group (added in S. enteritidis) 
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病原菌沙門氏菌會吸附並侵入腸道細胞(Finlay and Falkow, 1990; 

Gahring et al., 1990; Giannasca et al., 1996)，而該菌株在侵襲腸道細胞之

前，會先吸附於腸道細胞上再侵入其中進而造成致病性(Beachey, 1981; 

Finlay and Falkow, 1997)，因此若是能抑制沙門氏菌的吸附，當能有效預防

沙門氏菌感染 (Lehto and Salminen, 1997)。在本研究中發現事先定殖 S. 

inulinus 及其他所試驗之乳酸菌於 Caco-2 cells 上皆能有效預防 S. enteritidis

對模擬腸道細胞之侵襲。 

乳酸菌因可以抑制許多腸病原菌的生長，目前已廣泛應用於人體及動 

物用以治療胃腸道的疾病(Rolfe, 2000)。在生體外試驗，Coconnier et al. 

(1992) 觀察到 lactobacilli 會排斥腸毒素型大腸桿菌 (enterotoxigenic 

Escherichia coli)對 Caco-2 cells 的吸附；Fernández et al. (2003)和 Matijašic et 

al. (2006)的研究中預先將 L. gasseri 吸附於 Caco-2 cells 上，也能大幅的降

低 E. coli 對 Caco-2 cells 的吸附；而在生體內試驗方面，Asahara et al. (2005)

預先給予無特定病原菌的小鼠口服 B. breve strain Yakult (1×108～3×108 

CFU/day)，之後再以腸毒素型 E. coli O157: H7 處理，結果發現預先以 B. 

breve 菌株定殖的小鼠，其存活率良好且腸道毒素產量與未預先以 B. breve

定殖的控制組相比也都有顯著性的降低，這些證據皆顯示乳酸菌的預先 

定殖可減少病原菌的感染機會，對宿主腸道具有防禦之功能。 
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4-2 乳酸菌及其培養基上清液抑制腸炎沙門氏菌吸附於腸道細胞之結果 

先將螢光染色之病原菌 S. enteritidis 預先吸附於 Caco-2 cells 上，再加

入各試驗乳酸菌的培養基上清液或其菌體，探討上述二者對 S. enteritidis

吸附性的影響，結果如 4.18、4.19 所示。圖 4.18 為以培養基上清液處理者，

而圖 4.19 則是以乳酸菌之菌體處理者，結果可發現不論是各試驗之乳酸菌

培養基上清液或其菌體處理，皆可顯著降低 S. enteritidis 對 Caco-2 cells 的

吸附。在圖 4.19 更發現到 S. inulinus 比其他試驗乳酸菌株更能有效地抑制

S. enteritidis 吸附於 Caco-2 cells 上，而 L. acidophilus、B. bifidum、B. longum

等菌株也都有不錯的抑制吸附能力，其中 L. bulgaricus 雖然也能有效抑制

S. enteritidis 的吸附，但其效果不如其他試驗菌株來得好，由圖 4.18、4.19

亦發現 L. bulgaricus 之培養基上清液抑制 S. enteritidis 吸附於 Caco-2 cells

之能力比其菌體的作用效果為佳(p < 0.05)。圖 4.20～4.24 則是各試驗乳酸

菌的培養基上清液或其菌體干擾 S. enteritidis 吸附性結果之螢光顯微照相

圖，各圖的結果均顯示不論是乳酸菌培養基上清液(B)或菌體處理組(C)，

都可使螢光染色的 S. enteritidis (A)螢光強度減弱。 

當感染沙門氏菌時，該菌會先吸附而後侵入腸道細胞中(Finlay and 

Falkow, 1990; Gahring et al., 1990; Giannasca et al., 1996)，因此益生菌若是

能干擾沙門氏菌的吸附，可能就能用以治療因沙門氏菌所造成的感染。而 
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圖 4.18、乳酸菌培養基上清液對螢光染色之 S. enteritidis 吸附性的影響。*
為各試驗組與控制組相比後達到統計上之顯著性差異(p < 0.05)； 
各試驗組標示之字母 a，表示彼此之間不具顯著性差異 (p > 0.05)  

 
Fig. 4.18. Effects of the tested LAB-SCS on the adhesion of pre-adhered 

FITC-labeled S. enteritidis. * Significantly different from the 
control (not treated with the LAB-SCS) (p < 0.05). All tested LAB 
do not differ significantly with each other and are all marked with 
the letter of “a” (p > 0.05) 
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圖 4.19、乳酸菌菌體對螢光染色之 S. enteritidis 吸附性的影響。*為各試驗

組與控制組相比後達到統計上之顯著性差異(p < 0.05)；試驗組標

示字母不同者表示彼此間有顯著性差異(p < 0.05) 
 
Fig. 4.19. Effects of cells of the tested LAB on the adhesion of pre-adhered 

FITC-labeled S. enteritidis. * Significantly different from the control 
(not treated with the LAB-cells) (p < 0.05). Tested LAB not marked 
with the same letter differ significantly with each other (p < 0.05)  
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圖 4.20、S. inulinus 及其培養基上清液降低 S. enteritidis 對 Caco-2 cells 吸附性之螢光顯微照

相圖。 (A)為 S. enteritidis (未添加 S. inulinus-SCS 或其菌體 )； (B)添加 S. 
inulinus-SCS；(C)添加 S. inulinus 菌體 

 
Fig. 4.20. Fluorescent microscopic schemes representing the inhibition effects of the SCS and 

cells of S. inulinus on the adhesion of S. enteritidis. (A) FITC-labeled S. enteritidis 
(control), (B) FITC-labeled S. enteritidis treated with S. inulinus-SCS, and (C) 
FITC-labeled S. enteritidis treated with cells of S. inulinus  
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圖 4.21、L. acidophilus 及其培養基上清液降低 S. enteritidis 對 Caco-2 cells 吸附性之螢光顯

微照相圖。(A)為 S. enteritidis (未添加 L. acidophilus-SCS 或其菌體)；(B)添加 L. 
acidophilus-SCS；(C)添加 L. acidophilus 菌體 

 
Fig. 4.21. Fluorescent microscopic schemes representing the inhibition effects of the SCS and 

cells of L. acidophilus on the adhesion of S. enteritidis. (A) FITC-labeled S. enteritidis 
(control), (B) FITC-labeled S. enteritidis treated with L. acidophilus-SCS, and (C) 
FITC-labeled S. enteritidis treated with cells of L. acidophilus 
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圖 4.22、L. bulgaricus 及其培養基上清液降低 S. enteritidis 對 Caco-2 cells 吸附性之螢光顯

微照相圖。(A)為 S. enteritidis (未添加 L. bulgaricus-SCS 或其菌體)；(B)添加 L. 
bulgaricus-SCS；(C)添加 L. bulgaricus 菌體 

 
Fig. 4.22. Fluorescent microscopic schemes representing the inhibition effects of the SCS and 

cells of L. bulgaricus on the adhesion of S. enteritidis. (A) FITC-labeled S. enteritidis 
(control), (B) FITC-labeled S. enteritidis treated with L. bulgaricus-SCS, and (C) 
FITC-labeled S. enteritidis treated with cells of L. bulgaricus 



 

 104 
 

A 

B 

C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
圖 4.23、B. bifidum 及其培養基上清液降低 S. enteritidis 對 Caco-2 cells 吸附性之螢光顯微照

相圖。 (A)為 S. enteritidis (未添加 B. bifidum-SCS 或其菌體 )； (B)添加 B. 
bifidum-SCS；(C)添加 B. bifidum 菌體 

 
Fig. 4.23. Fluorescent microscopic schemes representing the inhibition effects of the SCS and 

cells of B. bifidum on the adhesion of S. enteritidis. (A) FITC-labeled S. enteritidis 
(control), (B) FITC-labeled S. enteritidis treated with B. bifidum-SCS, and (C) 
FITC-labeled S. enteritidis treated with cells of B. bifidum 
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圖 4.24、B. longum 及其培養基上清液降低 S. enteritidis 對 Caco-2 cells 吸附性之螢光顯微照

相圖。 (A)為 S. enteritidis (未添加 B. bifidum-SCS 或其菌體 )； (B)添加 B. 
longum-SCS；(C)添加 B. longum 菌體 

 
Fig. 4.24. Fluorescent microscopic schemes representing the inhibition effects of the SCS and 

cells of B. longum on the adhesion of S. enteritidis. (A) FITC-labeled S. enteritidis 
(control), (B) FITC-labeled S. enteritidis treated with B. longum-SCS, and (C) 
FITC-labeled S. enteritidis treated with cells of B. longum 
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在本研究中發現 S. inulinus 及其所有試驗乳酸菌株不論是培養基上清液抑 

或是菌體本身都能顯著地抑制 S. enteritidis 對 Caco-2 cells 的吸附，因此於

臨床應用具有治療 S. enteritidis 感染的潛力。 

許多文獻指出乳酸菌或其培養基上清液具有抑制病原菌吸附及防止其

侵襲腸道上皮細胞的能力(Blomberg et al., 1993; Bernet et al., 1994; Spencer 

and Chesson, 1994; Ouwehand and Conway, 1996; Tuomola et al., 1999; 

Fujiwara et al., 2001)。在生體外試驗中，Tasi et al. (2004)提出 E. 

faeciumTM39 不論是菌體本身或是其培養基上清液皆可有效抑制

Helicobacter pylori (BCRC 17021, OUI 141)對胃腺癌細胞(TSGH 9201)的吸

附，而 Gopal et al. (2001)則是以 L. acidophilus HN017、L. rhamnosus DR20、

B. lactis DR10 之培養基上清液處理吸附於模擬腸道黏膜細胞(HT-29, 

Caco-2, HT29-MTX)上的 E. coli O157: H7，結果亦發現上述上清液皆能有

效降低該病原菌對細胞的吸附與侵入性，另外 Sgouras et al. (2004)從生體內

試驗亦發現口服益生菌 L. casei strain Shirota 可有效降低定殖於胃黏膜上

H. pylori SS1 的量。由本研究以及前人的文獻可知，乳酸菌如應用於臨床

上應可藉由改善腸胃道菌相而有助於疾病的緩解與治療。 

 

第五節 菌株安全性之初步評估結果 

各試驗乳酸菌株對 Caco-2 cells 之侵入百分比如表 4.5 所示。由結果可 
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表 4.5、各試驗乳酸菌株侵入 Caco-2 cells 之百分比 

Table 4.5. Invasion rate of the tested LAB  

* N.D.: not determined. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Strain Invasion rate (%) 

S. inulinus  N.D.* 

L. acidophilus N.D. 

L. bulgaricus  N.D. 

B. bifidum N.D. 

B. longum N.D. 
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知 S. inulinus 及其他乳酸菌均對 Caco-2 cells 不具侵入性，因此可進一步推 

斷該菌株對人體具有安全性，而當作為益生菌使用時，不會有侵襲人體腸

道細胞之危險。在行政院衛生署公告的可作為食品原料或食品加工使用的

微生物包括本研究所使用的五種乳酸菌－S. inulinus、L. acidophilus、L. 

bulgaricus、B. bifidum 及 B. longum (# 5.)。欲成為益生菌最重要的條件就是

必須具有吸附於人類腸道細胞之能力，但不能具有腸道細胞侵入性；因為

菌株若具有侵入性可能就同時擁有相當程度的病原性與感染性(Ford et al., 

1996; Urao et al., 1996)，具侵襲力的致病菌能突破宿主黏膜屏障，之後侵入

體內定殖進而造成腸道疾病。 

 

第六節 貯藏安定性試驗結果 

良好的益生菌產品其所含的菌數至少應為 1 0 6～1 0 8  C F U / m l 

(Schuller-Malyoth et al., 1968; Kasimoglu et al., 2004)。本實驗乃是將試驗菌 

株懸浮於脫脂牛乳中，經冷凍乾燥後進行 20 週的貯藏試驗，並以回溶後的

樣品進行菌數分析，所得貯藏期間活菌數的變化如圖 4.25 所示。在冷凍乾

燥前(第-1 週)與冷凍乾燥後(第 0 週)，各菌株之活菌數彼此之間均未達顯著

差異(p > 0.05)。而後隨著貯藏週數的延長菌株的存活情形亦隨之降低，其

中可發現在貯藏至第 20 週時，以 L. bulgaricus (log 9.8 CFU/ml)具有最高的

貯藏活菌數(p < 0.05)，而 L. acidophilus (log 8.91 CFU/ml)、孢子形態的 S.  
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圖 4.25、各試驗菌株於冷凍乾燥後 20 週之貯藏期間活菌數的變化。*為菌

株與啟始菌數(第 0 週)比較後達到統計上之顯著性差異(p <       

0.05)。a-b 各菌株標示字母不同者表示彼此間有顯著性差異(p <     

0.05) 
 
Fig. 4.25. Changes in viable counts of tested LAB during 20 week’s storage 

after freeze-drying. * Significantly different from the initial viable 
count (p < 0.05). a-b Strains marked with different letters differ 
significantly (p < 0.05)  
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inulinus (log 8.85 CFU/ml)、B. longum (log 7.86 CFU/ml)、營養細胞形態的  

S. inulinus (log 6.88 CFU/ml)及 B. bifidum (log 6.50 CFU/ml)亦有高於 106 

CFU/ml 的活菌數。另外也發現到雖然孢子形態的 S. inulinus 其貯藏活菌數

高於營養細胞形態的 S. inulinus，但兩者之間並無顯著性差異(p > 0.05)。 

冷凍乾燥可使菌株於貯藏時維持較佳的穩定性，是目前公認最有效的

菌種保存方法(Lawrence et al., 1976)，而此方法乃是將菌體凍結之後，經減

壓昇華方式去除細胞內的水份，使菌體內的代謝反應停止，而達到長久保

存的目的。Speckman et al. (1973)指出經冷凍乾燥處理的菌株，有些甚至可

以維持一年的活性。另外本研究使用脫脂牛乳作為冷凍乾燥之保護劑，因

為脫脂牛乳具有容易乾燥之特性，且其成本低廉並取得容易，故常作為冷

凍乾燥時之菌體保護劑(Kilara et al., 1976b)。 

在 Kilara et al. (1976b)的研究中提出，懸浮液中的初始菌數濃度可能會

影響冷凍乾燥後的菌體存活率，當菌數濃度過高時( > 1012 CFU/ml )，則會

在冷凍過程中形成高滲透壓的環境，反而不利於菌體的生存，而在本實驗

所測得的懸浮液初始菌數濃度約為 N×1010 ～ N×1011 CFU/ml，因此可排除

此影響。 
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第五章  結論 

本研究以產孢性乳酸菌 S. inulinus BCRC 14647 作為試驗菌株，對其在

耐酸性、耐膽鹽、模擬腸道吸附性、對 S. enteritidis BCRC 10744 的拮抗性

以及菌株安全性等表現其潛在益生功效之基本特性進行探討，並與四種常

用之益生菌就上述試驗性質做比較，總結試驗之結果如下： 

(1)於所有試驗之乳酸菌株中，孢子形態的 S. inulinus BCRC 14647 表現出僅

次於 L. acidophilus BCRC 10695 及 L. bulgaricus BCRC 14009 之耐酸性，

而膽鹽耐性則是僅次於 L. acidophilus BCRC 10695。 

(2)具酸與膽鹽耐受性的孢子形態 S. inulinus 對 Caco-2 cells 的吸附性極低

(10.5%)，而其營養細胞則有中等程度的吸附性(65.1%)。 

(3) S. inulinus 可產生高量的乳酸，能有效抑制 S. enteritidis 的生長，其培

養基上清液或菌體本身亦能有效抑制 S. enteritidis 對 Caco-2 cells 的吸附。 

(4)預先以 S. inulinus 吸附於 Caco-2 cells 上可減少 S. enteritidis 對模擬腸道

細胞的吸附。 

(5)由本研究的結果推斷，S. inulinus 預先定殖於腸道(prophylactic effect)或

是用於 S. enteritidis 之感染治療上(therapeutic effect)，S. inulinus 均具有潛

在之益生功效。 
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(6)於生體外試驗得知 S. inulinus 並不具細胞侵入性，因此初步推論其對人

體不具腸道侵襲性。 

(7)雖然營養細胞形態的 S. inulinus 其酸與膽鹽性耐受性不如孢子形態的 S. 

inulinus，但由於營養細胞形態的 S. inulinus 能夠吸附於模擬人類腸道細胞

並拮抗腸炎沙門氏菌，諸多基本特性與其他試驗之益生菌類似，因此具有

潛在之益生功效。 
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