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中文摘要 

本研究目的欲探討乳酸菌在經模擬胃腸道條件之酸及膽鹽作用後

其 益 生 功 效 之 改 變 ， 以 Lactobacillus acidophilus BCRC 10695, 

Bifidobacterium bifidum BCRC 14615, L. paracasei BCRC 14023 作為益生

菌株，Clostridium perfringens BCRC 13019 作為拮抗能力試驗之病原菌

株，試驗項目包括乳酸菌之酸及膽鹽耐受性、酸及膽鹽作用前後其吸附

能力、拮抗病原菌能力、β-半乳糖苷酶活性(β-galactosidase activity)及其

安全性試驗等。酸與膽鹽耐受性是分別及連續以 pH 2, 3, 4 之酸液及 0.1, 

0.2, 0.3%膽鹽溶液進行試驗。模擬腸道吸附試驗則以乳酸菌對模擬腸道

細胞 Caco-2 cell 之吸附能力為試驗模式，病原菌拮抗能力則以乳酸菌對

產氣莢膜梭菌在模擬腸道細胞之吸附抑制與取代試驗來進行。結果顯示

L. acidophilus 具最佳酸耐受性(p＜0.05)、L. paracasei 具最佳膽鹽耐受性

(p＜0.05)，在不同 pH 值酸液及不同濃度膽鹽連續作用後，各試驗乳酸

菌株於 pH 4 酸液及 0.1% 膽鹽作用後具較高存活菌數及存活率。在模擬

腸道吸附性試驗方面，L. acidophilus 具最佳吸附能力(p＜0.05)，而在酸

(pH 4)及膽鹽(0.1%)連續作用後之吸附能力則是 L. paracasei (80.6%)＞L. 

acidophilus (9.71%)＞B. bifidum (5.20%)。拮抗能力的試驗結果則顯示，

乳酸菌經 pH 4 酸液及 0.1% 膽鹽作用後，各試驗菌株仍保有拮抗 C. 

perfringens 之能力。β-半乳糖苷酶活性試驗中發現在經相同 pH 值之酸
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液作用後，接著隨膽鹽作用濃度增加，其 β-半乳糖苷酶的活性也隨之增

加，顯示菌體細胞膜因受上述條件作用後之傷害程度也增加。此外，安

全性分析試驗也顯示本研究所使用試驗菌株具有安全性。本研究發現低

pH 值酸液及高濃度膽鹽致使乳酸菌株無法存活，而喪失其吸附能力，

但於 pH 4 酸液及 0.1% 膽鹽連續作用後存活之菌株，仍具有吸附力並能

有效拮抗病原菌吸附。 

 

關鍵字：乳酸菌、模擬胃腸道條件、益生性、酸耐受性、膽鹽耐受性、

吸附能力、病原菌拮抗能力、安全性、產氣莢膜梭菌 
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英文摘要 

This study investigated the changes in probiotic properties of lactic acid 

bacteria (LAB) after being treated with simulate gastrointestinal condition of 

acid and bile salts. Lactobacillus acidophilus BCRC 10695, Bifidobacterium 

bifidum BCRC 14615, L. paracasei BCRC 14023 were used as probiotics, 

and Clostridium perfringens BCRC 13019 was studied in the antagonistic 

activity for the selected LAB. Tested items included acid and bile tolerance, 

adherence, antagonistic activity, β-galactosidase activity, and safety aspect of 

the LAB after acid and bile treatment. For the acid and bile tolerance tests, 

the LAB were treated with pH 2, 3, 4 acid solution and 0.1, 0.2, 0.3% oxgall 

bile solution, respectively or continually. The adhesion assay determined the 

adherence rate of LAB adhered to the simulate intestinal Caco-2 cell as the 

tested model. Both adherence inhibition and displacement test were used for 

the study of LAB antagonistic activity against C. perfringens. Results 

showed that L. acidophilus exhibited the best acid tolerance (p＜0.05), and L. 

paracasei had better bile resistance than the other two tested probiotics (p＜

0.05). All tested LAB had better viable count and survival rate after being 

treated with pH 4 acid solution and then 0.1% bile soluion. Adhesive ability 

of LAB after exposure to acid (pH 4) and bile (0.1%), shown in adherence 

rate in descending order, were L. paracasei (80.6%)＞L. acidophilus (9.71%)

＞B. bifidum (5.20%). LAB pretreated with pH 4 acid solution and 0.1% bile 

solution retained the ability of diminishing the adhesion of C. perfringens (p

＜0.05). After exposure to the same pH acid solution, the injury of LAB cell 

membrane raised with the increased bile salt content, leading to higher 
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β-galactosidase values. The result of invasion test for safety aspect revealed 

that LAB possessed a safety property. Some of the tested LAB after the 

treatments of acid solution with low pH value plus bile solution of high 

concentration would lead to death. The tested LAB surviving the treatment 

of pH 4 acid and 0.1% bile solution still remained the characteristics of 

adhesiveness and antagonistic activity toward the pathogen. 

 

Key words: lactic acid bacteria, simulate gastrointestinal conditions, 

probiotic property, acid tolerance, bile tolerance, adhesion, 

antagonistic activity, safety property, C. perfringens 
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第一章  前言 

近年來國人健康意識的提升，對食品的選擇更要求能調節生理機

能。乳酸菌廣泛分布於自然界中，動物腸道內乳酸菌與宿主健康關係密

切，許多文獻證實有益人體之乳酸菌為一優質益生菌(Fuller and Brooker, 

1974; Bernet et al., 1993; Berent-Camard et al., 1997)，且其發酵產品受消

費者喜愛。人類的消化道中有高達 1012-1014個以上的細菌存在，其中包

含益生菌及有害菌的存在，其相互間的拮抗會直接或間接影響腸道菌相

的平衡(Cummings and Macfarlane, 1991)。許多文獻指出攝取益生菌具有

平衡腸道菌相(Ziemer and Gibson, 1998)、改善乳糖不耐症(Salminen et 

al., 1998; de Vrese et al., 2001)、降低膽固醇(Pereira and Gibson, 2002; Lim 

et al., 2004)、產生抑菌物質(Coconnier et al., 1997; Wollowski et al., 

2001)、抗腫瘤(Steer et al., 2000; You et al., 2004)、抗發炎(Ma et al., 

2004)、抗氧化(Kullisaar et al., 2003)、降血壓(Tuomilehto et al., 2004)、

活化免疫系統(Ziemer and Gibson, 1998)，產生維生素 B 群及胺基酸以增

加營養價值(Elmadfa et al., 2001)等功效。 

完善的益生菌應具備之特點包括，(1)為人類來源；(2)必須為一般公

認安全(generally recognized as safe, GRAS)菌株；(3)具良好的酸及膽鹽耐

受性；(4)於腸道中有良好的吸附性及定殖能力；(5)能有效排除並抑制病

原菌生長，並增強免疫能力，及臨床證實具有健康功效等(Sarrela et al., 
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2002)。上述條件對益生菌基本性質具十分重要之意義，並藉以應用於

臨床功效之評估，但大多數關於乳酸菌之生體外(in vitro)耐酸性、耐膽

鹽、腸道細胞吸附性及拮抗病原菌試驗等都是以模擬胃腸道中單獨、不

連續之條件或是直接以未經酸與膽鹽作用之菌體來進行探討(Chou and 

Weimer, 1999; Dunne et al., 2001; Fernández et al., 2003)，而胃腸道消化過

程為一連續情況，目前少有文獻研究於生體外試驗模式下乳酸菌若經模

擬胃酸及膽鹽之連續作用後，是否仍保有吸附於腸道細胞之能力或其他

基礎益生性質。本研究在探討益生菌經酸及膽鹽作用後其耐受性、吸附

力及拮抗病原菌等基礎益生性質是否有所改變，研究菌株於模擬腸胃道

不良環境因子條件作用後對菌體細胞膜之影響，及菌株對模擬人體腸道

細胞之安全性。 
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第二章 文獻探討 

第一節 腸道菌群組成 

1-1 腸道菌相組成及分佈 

人體腸道中存在的菌種種類多且複雜，並有著各種不同且複雜的生

態系統(Macfarlane et al., 1998)。在人類消化道中有高達 1012-1014個以上

的細菌存在，約有 400-500 種以上從人類消化道檢測出來，其中以厭氧

菌為優勢菌群，其數量約為好氧菌的 10-1000 倍左右(Tancrede, 1992; 

Tannock, 1995)。初生嬰兒腸道原屬於無菌狀態，在出生 3、4 個小時，

經由母體產道感染細菌逐漸入侵至腸道內棲息，且在出生後 4-7 天後達

成均衡菌相，此時雙歧桿菌為最優勢菌群，其他菌群包括乳酸桿菌

(Lactobacillus)、大腸桿菌(Escherichia coli)、產氣莢膜梭菌(Clostridium 

perfringens)、鏈球菌(Streptococcus)僅微量存在(Steer et al., 2000)。成年

人腸道菌相較為穩定，隨著年紀增長雙歧桿菌數量明顯降低，使病原菌

如 Clostridium perfringens, Streptococcus spp., Enterococcus spp. 等成為

優勢菌群(Mallet and Rowland, 1987; Holzapfel et al., 1998; Arunachalam, 

1999)，其代謝所產生之胺類或酚類等有毒物質會加速人體老化

(Mitsuoka, 1990)。 

成人口腔內菌數約為 107 CFU/ml，菌數隨著食道進入胃腸道而急遽

下降，在胃部(stomach)及十二指腸(duodenum)內約只有 101-103 
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CFU/ml，以革蘭氏陽性菌為優勢菌群，其主要菌相為乳酸桿菌

(Lactobacilli)、鏈球菌(Streptococci)及酵母菌(Yeasts)。此區域菌數大量

減少的原因有二，一是胃所分泌之胃酸造成低 pH 值的環境，pH 值約在

2.5-3.5 左右；另一原因是十二指腸中存在的膽鹽和胰液，使微生物不易

存活，因而造成此區域活菌菌數明顯下降。在空腸(jejunum)及迴腸

(ileum)，其菌數會顯著增加，約為 104-108 CFU/ml，主要菌相為乳酸桿

菌、腸內細菌科(Enterobacteriaceae)、鏈球菌等兼性厭氧菌以及其他的

絕對厭氧菌如類桿菌(Bacteroides)、雙歧桿菌(Bifidobacteria)、

Fusobacteria 等(Nielsen et al., 1994)。大腸中所含的菌相最為複雜，以結

腸(colon)菌屬(genera)最多，至少有 50 種以上，主要菌數的菌數約為

1010-1012 CFU/ml，絕對厭氧菌是此區之優勢菌種，如類桿菌、雙歧桿

菌、產氣莢膜梭菌等，其它則由兼性厭氧菌如酵母菌、鏈球菌、腸內細

菌科、乳酸桿菌等構成次要菌群(Holzapfel et al., 1998) (圖 2.1)。 

 

1-2 影響腸道菌相之因子 

腸內菌叢受到宿主的生理狀態、飲食習慣、年齡等因素影響(Collins 

and Gibson, 1999)，Holazpfel 等(1998)將其歸納為四大類，包括(1)受宿

主本身生理狀況所影響，如老化、壓力、健康情況以及種族差異等，或

是腸道內環境與消化情況，如胃腸道內的 pH 值、營養物質的利用性、 
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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、人類腸胃道菌相分佈 

Fig. 2.1. Microbial colonization of the human gastrointestinal tract 
 
 

                                     (Holzapfel et al., 1998) 
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氧化還原電位、食物通過腸胃道的時間、腸液流動性及抗體 IgA 分泌等； 

(2)與腸道微生物本身特性有關的因素，如吸附性、運動性、營養適應性

或世代時間等；(3)受到微生物間交互作用影響，包括微生物間協同作用

(synergy)，拮抗、刺激作用(antagonism/stimulation)；(4)飲食因素，如飲

食習慣、藥物等，如表 2.1 所示。 

 

1-3 腸胃道微生物與宿主之關係 

人類腸道微生物與宿主的健康或疾病有密切的關係，腸道中正常的

菌群具有調節宿主健康的功能(Arunachalam, 1999)，如圖 2.2 所示，當腸

道內菌相失衡時則會對人體健康產生危害。腸道內細菌對人體有益的功

能包括:(1)分解某些食物成分；(2)可合成某些維生素，如維生素 B 群、

維生素 K、維生素 C、生物素等；(3)刺激宿主免疫系統；(4)活化消化酵

素及保護人體之酵素；(5)在腸黏膜形成生物屏障，抑制病原菌定殖於腸

道；(6)降低腸道酸鹼值，抑制致癌物質生成等(Holzapfel et al., 1998; 

Collins and Gibson, 1999; Isolauri et al., 2002) 。 

 

第二節 乳酸菌介紹 

2-1 乳酸菌定義 

乳酸菌為相當複雜之菌群，其通常定義為能利用碳水化合物以進行

發酵產生乳酸等有機酸之細菌的總稱，通常具有下列共同特性(Axelsson,  
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表 2.1、影響腸胃道微生物菌相之因子 

Table 2.1. Factors affecting the microflora of the gastro-intestinal tract 
1. Host mediated factors 
 pH, secretions such as immunoglobulins, bile, salts, enzymes 
 Motility, e.g. speed, peristalsis 
 Physiology, e.g. compartmentalization 
 Exfoliated cells, mucins, tissue exudates 

2. Microbial factors 
 Adhesion 
 Motility 
 Nutritional flexibility 
 Spores, capsules, enzymes, antimicrobial components 
 Generation time 

3. Microbial interactions 
 Synergy 
  Metabolic cooperation 
  Growth factors and vitamin excretion 
  Changes to Eh, pH, O2 tension 
 Antagonism/stimulation 
  Short-chain fatty acids, amines 
  Changes to Eh, pH, O2 tension 
  Antimicrobial components, siderophores 
  Nutritional requirements, etc. 

4. Diet 
 Composition, non-digestible fibers, drugs, etc. 

 

 

 

 

(Holzapfel et al., 1998) 
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圖 2.2、腸道菌相與宿主健康之關係 

Fig. 2.2. Relationship between intestinal bacteria and host health 

(Arunachalam, 1999) 
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1998) : (1)為革蘭氏陽性菌(Gram positive)；(2)桿菌或球菌；(3)不產孢 

 (nonsporing)；(4)無運動性(nonmobile)；(5)營養需求複雜，需有碳水化

合物、胺基酸、核酸衍生物、維生素等多種生長素等養份才可生長，並

且會代謝產生乳酸；(6)氣體需求為厭氧、微好氧、耐氧厭氧、兼性厭氧

性，一般可於有氧環境生長，但以無氧狀態生長較佳；(7)過氧化氫酶陰

性，缺乏細胞色素。 

如依乳酸菌代謝途徑及最終產物的不同，可將其分為同型發酵

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

糖解作用使碳水化合物分解成乳酸，其乳酸產量達 90-100%，行此種發

酵有 Streptococcus、Pediococcus、及一部份的 Lactobacillus 等菌屬，而

異型發酵菌除了產生 45-50%乳酸之外，亦可經 Phosphoketolase 作用，

產生醋酸、酒精、二氧化碳等其他產物，而 Leuconostoc、Bifidobacterium

及部分 Lactobacillus 等菌屬異型發酵。其化學反應式如下： 

A.同型發酵(homofermentative) 

  C6H12O6         2 CH3CHOHCOOH 
  glucose             lactic acid 

B.異型發酵(heterofermentative) 

  C6H12O6         CH3CHOHCOOH + C2H5OH + CO2 
  glucose            lactic acid       alcohol  carbon dioxide 

 
 

2-2 乳酸菌的分類 
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乳酸菌廣泛分佈於自然界中，也為人類腸道內主要的菌群之ㄧ，大

致可歸納為下列十八屬(Axelsson, 1998; 李,2000)：(1)鏈球菌屬

(Streptococcus)；(2)腸球菌屬(Enterococcus)；(3)乳酸球菌屬

(Lactococcus)；(4)徘徊球菌屬(Vagococcus)；(5)乳酸桿菌屬

(Lactobacillus)；(6)肉品桿菌屬(Carnobacterium)；(7)有孢子桿菌屬

(Sporolactobacillus)；(8)明串球菌屬(Leuconostocs)；(9)足球菌屬

(Pediococcus)；(10)四體球菌屬(Tetragenococcus)；(11)雙歧桿菌屬

(Bifidobacterium)；(12)奇異菌屬(Atopobium)；(13)Weissella；(14) 

Abiotrophia；(15) Lactosphaera；(16) Oenococcus；(17) Granulicatella；

(18) Paralactobacillus。 

由於分離鑑定與 DNA 類源比對技術發展，傳統以形狀、生理特性

等作為分類根據的方式已不適用，某些類源性相近如乳酸桿菌屬及有孢

子桿菌屬是屬於乳酸桿菌科(Lactobacillaceae)，有孢子乳酸桿菌屬會產

生孢子且具移動性，如根據乳酸菌「不產孢、不具移動性」之特性，應

被排除於乳酸菌之外，但因其形狀類似乳酸桿菌屬之桿狀，且可進行同

型發酵，有些菌株具有拮抗 Bacillus cereus、Bacillus subtilis 等有害菌之

益生功效(Yanagiad et al., 1997)，故已被納入乳酸菌菌屬之ㄧ。Weissella

屬則可同時存在球菌與桿菌的形態。因此 DNA 類源比對技術將成為乳

酸菌分類之重要依據。 
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2-3 乳酸菌的應用 

人類生活的環境周圍存有許多的乳酸菌，其應用的範圍亦非常廣

泛，許多發酵食品生產過程中都有乳酸菌的參與，乳酸菌代謝過程中所

產生的物質如乳酸及可分解蛋白質及脂肪之酵素，可賦予食物特殊風

味，其它包括有機酸、過氧化氫、二氧化碳、雙乙醯(diacetyl)、細菌素

(bacteriocin)等具有抑菌作用，添加有抑菌作用之乳酸菌或發酵產物則可

達到保存食物之目的(Hose and Sozzi, 1991; 廖，1998)。乳酸菌具有穩定

腸道菌相、拮抗病原菌、合成食物所缺乏之維生素等益生功效，近年來

更廣泛被應用於機能性食品。 

 

第三節 益生菌介紹 

3-1 益生菌定義 

益生菌(probiotics)一詞係由希臘文” for life ”之意而來，最早由 Lilly 

and Stillwell (1965)提出，表示由某一原生動物所產生可促使另一原生動

物生長之物質，即稱為益生菌。Parker (1974)則認為凡是藉由改善腸道

微生物平衡而使宿主產生有效益處的補給物，不論菌體及物質均可稱

之，但因物質包含抗生素，故此說法並不被普遍接受。Fuller (1989)將其

重新定義為可經由改善宿主腸內菌相平衡，而對宿主有益之活菌補充

物。目前最為國際上所接受的定義為 Huis in’t Veld and Havenaar (1991)

及 O’Sullivan et al. (1992)所提出：凡應用於人類或其他動物的單一或混



 

 12

合菌株，藉由改善宿主內生性微生物相平衡，而有益於宿主的活菌均可

視為益生菌。Naidu et al. (1999)則認為 probiotics 應包括可改善宿主腸道

菌相平衡之活的微生物及其胞外代謝物，而 Salminen et al. (1999)則定義

不論是活的或死的微生物，對宿主健康有益者皆可稱之益生菌。 

 

3-2 益生菌應具備之條件 

完善的益生菌應具備之特點包括，(1)為人類來源；(2)必須為一般公

認安全(generally recognized as safe, GRAS)菌株；(3)具良好的酸及膽鹽耐

受性；(4)於腸道中有良好的吸附性及定殖能力；(5)對宿主健康提供有益

功效，如優異競爭性、能有效排除並抑制病原菌生長、並增強免疫能力

及臨床證實具有健康功效；(6)具穩定性及良好加工特性；(7)顧客接受性

等(Saarela et al., 2002)。 

 

3-3 益生菌之保健功效 

益生菌對人體主要健康功效，如圖 2.3 所示: 

(1)維持正常腸道菌相 

益生菌在腸道中具有平衡腸道菌叢的能力，益生菌能與病原菌在腸

道中競爭營養源、吸附位置，且其代謝過程可產生過氧化氫(hydrogen 

peroxide)、抑菌素(bacteriocin)、聯乙醯(diacetyl)、有機酸(如乳酸、醋酸、 
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圖 2.3、益生菌的健康功效 

Fig. 2.3 Proposed health effects of probioitcs 

(Saarela et al., 2002) 
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丙酸)等以抑制病原菌，達到平衡腸道菌叢的功效(Bearson et al., 1997; 

Ziemer and Gibson, 1998; Steer et al., 2000)。已有許多臨床研究證實，服

用益生菌作為補充品，能夠有效預防腸胃疾病感染及提高腸胃功能(de 

Vrese and Schrezenmeir, 2002; Olivares et al., 2006; Yamano et al., 

2006)，另外也能將其運用於腸胃疾病之治療(Biller et al., 1995; Majamaa 

et al., 1995; Isolauri et al., 2002)。目前已證實可有效運用於嬰兒型腹瀉

(infantile diarrhea)、抗生素誘發型腹瀉(antibiotic-associate diarrhea)、旅

行者型腹瀉(travelers’ diarrhea)、C. difficle 引起之再發性結腸炎(relapsing 

C. difficle colitis)及由食物媒介型病原菌所引起的腹瀉(foodborne 

pathogenic diarrhea)等(Fooks and Gibson, 2002)。另外益生菌對幽門螺旋

桿菌所引起的胃炎(Helicobacter pylori gastroenteritis) (Felley and Michetti, 

2003)、大腸急躁症候群(irritable bowel syndrome, IBS)、發炎性腸道疾病

(inflammatory bowel disease, IBD) (Marteau et al., 2001)、念珠球菌陰道炎

(Candida vaginitis) (Reid, 2001)及泌尿道感染(urinary tract infections) 

(Reid and Bruce, 2006)等皆有不錯的預防效果。 

(2)免疫調節作用 

益生菌可活化腸道部分的巨噬細胞及淋巴細胞，使 IgA 濃度增加，

並產生 γ-干擾素(γ-interferon)，以刺激免疫系統來抑制腫瘤的形成

(Ziemer and Gibson, 1998; Steer et al., 2000)。近年來遺傳性過敏疾病有增
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加之趨勢，使得免疫反應逐漸趨向 Th2 免疫反應，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

抗體的同種型轉換(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 (Interferon-γ)可減少

IL-4 的表現量，並抑制 B 細胞進行抗體的同種型轉換；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)。Majamaa and Isolauri (1997) 發現

對乳品過敏的成人食用 L. rhamnosus GG 後，能夠適當調節其對乳品中

抗原的免疫反應，並減緩此類乳品造成的過敏現象。 

(3)代謝作用 

1.抑制有毒物質或致癌代謝物之生成 

人體腸道中約有四百多種微生物，這些腸道菌落具有不同的酵素代

謝活性，當腸道內類桿菌、產氣莢膜梭菌等病原菌群增加時會使腸道中

β-glucuronidase、nitroreductase、azoreductase、urease、及 glycocholic acid 

reductase 等酵素濃度增加而促進致癌物的生成，增加罹患結腸癌的機 
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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 model for anti-allergy mechanisms for 
immunoregulating of probiotics 

 
                                            (Cross et al., 2001) 
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率，透過益生菌的作用能夠有效降低上述致癌酵素在糞便中的濃度，而

減少致癌的機會(Bodana and Rao, 1990; Ling et al., 1994; Spanhaak et al., 

1998; Wollowski et al., 2001)。另外醣類經益生菌代謝後所產生的短鏈脂

肪酸，經結腸上皮細胞吸收後，可作為上皮細胞之能量來源，且短鏈脂

肪酸可降低腸道中之 pH 值，因而降低結腸癌發生的機率(You et al., 

2004)。近年來發現乳酸菌具有結合致突變物之能力，許多體外試驗證

實乳酸菌可吸附 Trp-p-1、Trp-p-2、MeIQ、IQ、PhIP 等物質而降低其相

對突變性(Morotomi and Mutai, 1986; Zhang and Ohta, 1993)，其結合能力

與菌體濃度、致突變物濃度、pH 值及作用時間有關(Sreekumar and 

Hosono, 1998)。 

2.降低膽固醇 

研究證實，發酵乳品中存在的有機酸，如 uric acid、orotic acid 及

hydroxymethylglutaric acid 會降低腸內 pH 值，當 pH 值小於 6 時，膽固

醇會與去結合型膽鹽(deconjugated bile salts)共同沉澱並隨糞便一起排

出，減少膽鹽藉由腸肝循環(enterohepatic circulation)之再利用，進而促

進血液與肝中膽固醇再行分解與製造膽鹽，使血液中膽固醇含量下降 

(Klaver and Van Der Meer, 1993; Jin et al., 1998)。 

3.緩和乳糖不耐症 

乳糖不耐症(lactose intolerance)是指體內缺乏或僅有少量的乳糖酶
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(lactase)，以致無法分解乳糖，未被吸收之乳糖進入大腸後會被微生物

所利用而產生乳酸、二氧化碳、氫氣及短鏈脂肪酸，進而造成腹痛、脹

氣、腹瀉等現象。益生菌所含之 β-半乳糖苷酶可將乳製品之乳糖分解，

或維持 β-半乳糖苷酶活性到達腸道發揮分解乳糖之特性，故可改善乳糖

不耐症(Salminen et al., 1998; de Vrese et al., 2001)。 

 

3-4 乳酸菌作為益生菌之特性 

(1)乳酸菌為正常腸內菌群 

腸內菌群的組成包括有益菌及病原菌，腸內菌共分可分三大菌群(a)

游離菌群：此族群停留於體內時間很短；(b)與腸內物顆粒結合菌群：此

族群菌體含有酵素，藉由消化結合之顆粒，使宿主獲利；(c)與腸壁組織

結合菌群：此族群菌體可抑制外來微生物於腸內增殖之能力，其菌數會

因宿主發生疾病或攝取抗生素而降低，此類微生物主要為乳酸菌及酵母

菌(Fuller and Brooker, 1974)。 

(2)能產生抗菌物質，抑制其他菌生長 

Coconnier et al. (1997)指出部份乳酸菌能分泌抗菌物質，對革蘭氏陽

性菌或陰性菌皆有抑制效果，乳酸菌所產生之抑菌物質包括有機酸、過

氧化氫、聯乙醯、抑菌素、reuterin 等。 

(3)耐胃酸及耐膽鹽能力 

大部分微生物在酸性環境中均無耐受性，乳酸菌本身雖為產酸菌，
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但其生長環境 pH 值僅能達 3.2-4.5，因此在胃中之低 pH 值(2.0-3.2)是影

響其存活主要因素之一，Toit et al. (1998)即以不同低 pH 值之 MRS broth

篩選耐酸性乳酸菌株。Gilliland (1979)指出 Lactobacillus 對膽鹽之抵抗

力與其腸內定殖能力有關。 

(4)具吸附上皮細胞的特性 

微生物須具有附著於腸道上皮細胞能力方能於腸道中定殖，並發揮

其益生作用(Annika et al., 1983; Fuller, 1989)。許多生體外及生體內試驗

的結果可觀察到乳酸菌在腸道上皮細胞之吸附(Bernet et al., 1993; 

Berent-Camard et al., 1997; Tuomola and Salminen, 1998; Liévin et al., 

2000)。 

(5)快速增殖 

Savage (1983) 指出 Lactobacillus spp. 能分泌酵素，分解腸道黏膜

外層的黏液蛋白(mucous glycoproteins)，並利用其作為能量來源，進行

快速增殖而存活於腸道中。 

 

3-5 益生菌之應用 

益生菌應用於食品中可以一種或多種菌株混合使用，其中以 

Lactobacillus 與 Bifidobacterium 二屬居多。益生菌大部分應用於乳製品

中，如優酪乳、乳酸菌飲料、乾酪、乳酪、冰淇淋等(Krasaekoopt et al., 

2003)，另有使用在發酵豆奶、蔬果汁、糖果、糕餅上，其他亦有以錠
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片、膠囊、顆粒狀包裝的乾燥菌體型態銷售物產品(Mattila-Sandholm et al., 

2002)。此外也有非乳酸菌類之益生菌株如 Bacillus cereus (toyoi) 

(Homma and Shinohara, 2004)、Propionibacterium (Holzapfel et al., 1998)

等，大多應用於生技製藥方面，以凍乾或微膠囊的方式製造生產。表 2.2

為已應用於益生菌產品之菌株。 

 

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

    嗜酸乳酸桿菌為非產孢革蘭氏陽性菌，不具運動性，屬兼性厭氧

菌，形態為兩端圓形之桿狀，常以單細胞、兩個成對或短鏈型態存在(如

圖 2.5 所示)，於 15℃下不會生長，最適生長溫度為 35-38℃之間，可生

長於低 pH 值及膽鹽環境中(Gupta et al., 1996)。此菌株具有多種有益人

體之功效，因此經常使用添加於膳食補充品中(Hekmat and McMahon, 

1992; Prasad et al., 1998; Anderson and Gilliland, 1999; Ishida et al., 2005)。 

 

3-7 比菲德雙歧桿菌(Bifidobacterium bifidum) 

雙歧桿菌為腸道中正常菌屬(Holzapfel et al., 1998; Chung et al., 

1999)，經常使用於益生菌產品中(Prasad et al., 1998; Acharya and Shah, 

2002)，為不產孢、不具運動性之革蘭氏陽性菌，最適生長溫度 37-43℃

間。比菲德雙歧桿菌菌體型態呈多形性，為短桿狀、球桿狀、彎曲形或

是分叉為 Y 字形或 V 字型外含有大小不等的出芽狀片段和具凹縫多分 
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表 2.2、應用於益生菌產品之菌株 

Table 2.2. Microorganisms applied in probiotic products 

 
                                          (Holzapfel et al., 1998) 
 

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    
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圖 2.5、L. acidophilus 之掃描式電子顯微鏡圖(放大倍率 6500×) 

Fig. 2.5. Scanning electron micrograph of L. acidophilus (magnification 
6500×) 
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隔桿狀(Laroia and Martin, 1990) (如圖 2.6 所示)。 

 

3-8 副乾酪乳酸桿菌(Lactobacillus paracasei) 

副乾酪乳酸桿菌存於發酵牛乳及動物產品中，為非產孢、不具運動

性之革蘭氏陽性菌，菌體外觀為細長桿菌，微嗜氧性(如圖 2.7 所示)。

以同型發酵方式將醣類、多醇類發酵為乳酸；以異型發酵方式產生醋

酸、酒精及二氧化碳，亦經常添用於益生菌產品中(Juntunen et al., 2001; 

Peng and Hsu, 2005; Marzotto, et al., 2006)。 

 

第四節 乳酸菌腸胃道耐受性研究 

4-1 乳酸菌之耐酸性研究 

乳酸菌之耐酸性研究目前大多著重於對其在低 pH 值條件下之耐受

性試驗，以生體外試驗模擬胃酸(pH 2)的環境條件來進行探討。臨床分

析顯示胃酸 pH 值會隨進入胃中之食物種類和進入時間而改變，變化範

圍一般在 pH 1.5-4.58 之間，而食物停留時間也會因食物種類及數量之不

同而異，一般之停留時間平均約 2-3 小時(Insel et al., 2001)。胃酸之性質

與鹽酸類似，因此模擬胃酸多以鹽酸製備之。de Man et al. (1960)使用鹽

酸將 MRS broth 調整其 pH 為 2.0-3.4 以之探討受試菌株之存活率；

Berrada et al. (1991)以發酵乳品提供禁食隔夜的健康成人食用，測定不同

時間胃內容物及活菌數變化；而 Toit et al. (1998) 以鹽酸調整不同 pH 值 
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                                                   (陳，2006) 

圖 2.6、B. bifidum 之掃描式電子顯微鏡圖(A)短桿狀形態(放大倍率 
       6500×); (B)Y 字形形態(放大倍率 10000×) 
Fig. 2.6. Scanning electron micrograph of B. bifidum (A) rod shape 

(magnification 6500×); (B) Y shape (magnification 10000×) 
 

A

B
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圖 2.7、L. paracasei 之掃描式電子顯微鏡圖(放大倍率 6500×) 

Fig. 2.7. Scanning electron micrograph of L. paracasei (magnification 
6500×) 
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的 MRS broth 以進行耐酸性菌株之篩選。菌株本身之耐酸性對於增加所

攝入菌株在腸道中之存活具有十分重要的意義。 

 

4-2 乳酸菌之膽鹽耐受性研究 

腸內膽鹽對微生物是一種抑制因子，膽鹽於阻止活菌進入下段腸道

中扮演著重要角色，Gilliland (1979)指出 Lactobacillus 對膽鹽之抵抗力

與棲息於腸道之能力有關。生體外試驗模擬膽鹽耐性之困難在於人體腸

道中膽汁濃度尚未有完整數據(Gilliland, 1989; Lankaputhra and Shah, 

1995)，食物停留在腸道時間的長短也是影響菌體存活的一大變因。直接

利用人體膽汁進行試驗研究甚少，通常以牛膽汁(oxgall)模擬人體膽汁

(Klaver and Van Der Meer, 1993)，其成份包含 cholate, deoxycholate, 

dehydrocholate, cheno- deoxycholate, glycocholate, 

glycochenodeoxycholate, glycodeoxycholate, taurocholate, 

taurochenodeoxycholate, taurodeoxycholate 等。篩選具膽鹽耐受性之菌株

所使用的膽鹽濃度不一，其濃度範圍約為 0.05% - 4% (Mayara-Makinen 

et al., 1983; Suskovic et al., 1997; Garriga et al., 1998; Kimoto et al, 1999;  

Noriega et al., 2004)。雖然腸道中膽鹽濃度多變，但其平均值約為 0.3% 

(Sjovall, 1959; Gilliland et al., 1984)；因此目前研究多以 0.3%模擬腸道中

膽鹽的濃度進行相關試驗(Gilliland and Walker, 1990; Noh and Gilliland, 

1993; Chateau et al., 1994; Hyronimus et al., 2000; Mainville et al., 2005)。 
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4-3 乳酸菌吸附於腸道細胞之試驗模式 

許多生體外試驗利用腸道細胞株進行乳酸菌吸附性試驗，如人類腸

上皮細胞株 Int-407，人類結腸腺癌細胞株 Caco-2, HT-29 (Tuomola and 

Salminen, 1998; Bibiloni et al., 1999; Gopal et al., 2001; Fernández et al., 

2003; Tsai et al., 2004)。 

Caco-2 cell line 被廣泛使用在對人體腸道細胞的組織和功能研究上

(Zweibaum et al., 1991)，是一株由人類結腸腺癌所分離出來之細胞株，

其優點在於可以表現出體外型態及功能上的分化，並表現成熟腸道的特

性，包括極化(polarization)、具功能性的刷狀緣微絨毛及腸道上層的水

解酵素等(Pinto et al., 1983; Hauri et al., 1985; Peterson and Mooseker, 

1992)，因此 Caco-2 cell 被認為是很方便的腸道細胞模式，且是研究細

菌對細胞的吸附和侵入之生化過程的極佳模式(Chauviere et al., 1992a; 

1992b; Gopal et al., 2001; Lee et al., 2003; Matijašic et al., 2006)。 

 

第五節 乳酸菌對產氣莢膜梭菌(Clostridium perfringens)之競爭排除  

作用 

5-1 產氣莢膜梭菌之介紹 

產氣莢膜梭菌之前稱為魏氏梭菌(Clostridium welchii)，為產孢、不

具運動性之革蘭氏厭氧陽性桿菌，其型態如圖 2.8 所示，可於 20-50℃生

長。根據主要產生的致命毒素可分為 5 類(A、B、C、D、E)，廣泛分布 
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 圖 2.8、C. perfringens 之掃描式電子顯微鏡圖  

 Fig. 2.8. Scanning electron micrograph of C. perfringens  
 
                                           (Zhang et al., 2006) 
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於自然界的土壤、水、動物腸道中，其營養細胞是人體胃腸道與陰道中

的正常菌叢，可利用碳水化合物作為營養源。菌體耐膽鹽，不會被 20% 

膽汁所抑制，當 pH 值於 5.5-8.0 之間、2% NaCl 時並不會抑制其生長，

當 NaCl 濃度達 6.5%時，則會明顯抑制其生長(Krieg and Holt, 1989)。 

產氣莢膜梭菌為學者公認腸道中最常見的厭氧壞菌(Pyrtek and 

Bartus, 1962; Shimada et al., 1977)，其在腸道中對人體健康產生之不良影

響包括產生腐敗物質、致癌的促進物質等(顏，1990)，同時也是食品中

毒的原因菌之ㄧ，可藉由屠宰場之禽畜糞便污染屠體。感染後的潛伏期

約 6-24 小時，發病時會有噁心、腹瀉及嚴重的腹痛等症狀。肉類、雞肉、

魚肉與其加工品是最常見之傳染原，食物中毒的原因通常是因為烹煮過

程沒有將孢子去活化，而將食物置於可讓孢子萌發的環境中。 

 

5-2 產氣莢膜梭菌之致病機轉 

(1)產生毒素 

產氣莢膜梭菌的腸毒素是對熱敏感蛋白質，作用於後段小腸，其與

上皮細胞表面接受器結合後會改變細胞膜，導致體液與細胞內蛋白的流

失，分泌腸毒素的菌株通常具耐熱性，孢子在 100℃加熱 1 小時後仍可

存活，因此更加強此菌於腸道之感染與致病率(蕭等，2004)。 

(2)侵入性(invasion) 
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產氣莢膜梭菌會分泌許多致病性的外毒素與水解酵素，分泌 α-toxin

與腸毒素的A型菌株是人類感染最常見的致病菌(Brynestad and Granum, 

2002)。α-toxin 是一種可分解哺乳動物細胞膜上卵磷脂成分的磷脂酶

(phospholipase C)，因此可溶解上皮細胞、紅血球、白血球及血小板，造

成侵入性。此病原菌是新陳代謝快之細菌，可製造蛋白酶、去氧核糖核

酸酶、玻尿酸酶與膠原蛋白酶等水解酵素，這些酵素會液化組織，促使

感染範圍擴大(蕭等，2004)。 

 

5-3 乳酸菌之競爭排除作用 

    病原菌吸附至腸黏膜表面被認為是感染腸道的首要步驟(Beachey, 

1981; Finlay and Falkow, 1997; Scaletsky et al., 2002)，因此抑制病原菌之

吸附可預防其感染及定殖於腸道(Tuomola et al., 1999)，已有許多生體外

試驗中証實乳酸菌可抑制病原菌吸附及侵入腸道細胞(Coconnier et al., 

1993; Bernet et al., 1994; Lee et al., 2000; Fujiwara et al., 2001; Gagnon et 

al., 2004)。病原菌上之吸附因子可辨認腸黏膜上特定受體，因此益生菌

藉由與病菌菌競爭吸附位置或利用空間妨礙(steric hindrance)來抑制其

吸附(Coconnier et al., Tuomola et al., 1999; Fujiwara et al., 2001, Lee and 

Puong, 2002)。 
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第六節 乳酸菌之 β-半乳糖苷酶活性 

β-半乳糖苷酶可將乳糖(lactose)分解成葡萄糖(glucose)和半乳糖

(galactose)，如圖 2.9-A，乳糖及其類似物可當作 β-半乳糖苷酶的誘導

物，o-nitrophenyl-β-D-galactosidase (ONPG)是乳糖的類似構造物，可被

β-半乳糖苷酶分解成半乳糖和 o-nitrophenol，如圖 2.9-B。ONPG 為無色，

但 o-nitrophenol 在鹼性情況下呈黃色，因此測定黃色形成之速率，即相

當於測定細胞中 β-半乳糖苷酶的量(王，1999)。Taranto et al. (2006)利用

測定 β-半乳糖苷酶活性來判斷不同濃度之膽鹽對乳酸菌細胞膜滲透性

改變之影響。 

 

第七節 乳酸菌之安全性評估 

益生菌一般被定義為活的微生物，且對宿主健康有益，其最重要的

條件必須具有吸附於人類腸道細胞的特性及不具侵入性，若具侵入性表

示其可能具病源性及感染性(Urao et al., 1996)。細菌侵入細胞需經兩個

步驟，首先細菌附著於宿主細胞，菌體需有適合的 receptor，才可順利

吸附至細胞上，如圖 2.10-A，接著以各種機制進入細胞內，大多是菌體

放出訊息使細胞的 cytoskeletal 發生重排，讓菌體進入細胞中(Tang et al., 

1993) (圖 2.10-B)。細菌是否對宿主具侵入性之關係可以利用生體外試

驗以細胞株培養來研究，其方法為:將試驗菌株和細胞共同培養一段時

間，使細菌有時間附著並侵入細胞，接著加入抗生素將附著於細胞表面 
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圖 2.9、β-galactosidase 對乳糖及 ONPG 作用情形。(A)乳糖水解，    

(B) ONPG 水解 
 
Fig. 2.9. Lactose and ONPG hydrolysis by β-galactosidase. (A) lactose           

hydrolysis; (B) ONPG hydrolysis 
 

                                                     (王，1999) 

 
 
 
 
 

(A) 

β-galactosidase 

(B) 
β-galactosidase 
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圖 2.10、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. 2.10. 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 

 
(#1. http://basic.shsmu.edu.cn/passw/micro2/jxnr/cn/6.ppt) 

BB  
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的菌株殺死，最後將細胞打破並計數侵入細胞內之菌數(Tang et al., 

1993)。另外也可利用動物試驗評估生體內菌體之侵入性，將欲評估之

菌株餵食動物後，取其血液、肝、脾等器官計數菌數(Seppa, 1989)。 

 

第八節 研究動機 

大部分生體外試驗利用個別之耐胃酸、耐膽鹽、及對模擬腸道細胞

之吸附性等試驗來篩選具益生特性之乳酸菌(Prasad et al., 1998; Chou 

and Weimer, 1999; Fernández et al., 2003)，再進一步評估其是否具保健功

效，但腸胃道之消化作用為一連續過程，如欲以生體外試驗模擬胃腸道

中不利益生菌生存之胃酸與膽鹽作用模式，仍應以益生菌先經酸然後膽

鹽之連續作用後的性質評估，較接近益生菌在人體胃腸道中所遭遇之真

實環境條件。乳酸菌經存在於胃腸道中之不利因子作用後，是否仍具有

吸附於腸道細胞之能力或其他益生性質，目前仍少有相關文獻之探討。

故上述生體外試驗模式之建立，實為一值得開發與研究之課題。 

 

第九節 研究目的 

本研究利用市售益生菌產品常添加之菌株 L. acidophilus, B. bifidum, 

L. paracasei 等，探討益生菌經酸及膽鹽連續作用後其耐受性、吸附力及

拮抗病原菌等基礎益生性質是否有所改變，並探討於模擬腸胃道不良環
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境因子條件作用後對菌體細胞膜之影響，及菌株對人體腸道細胞安全

性，與未經酸與膽鹽作用之菌株特性相互比較，以評估二者基礎益生性

質之異同。 
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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。 

 

第二節 實驗材料 

2-1 使用菌株 

(1) Lactobacillus acidophilus BCRC 10695 

(2) Bifidobacterium bifidum BCRC 14615 

(3) Lactobacillus paracasei BCRC 14023 

(4) Clostridium perfringens BCRC 13019 

以上菌株皆購自食品工業發展研究所，新竹市。 

 

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 (MRSC; AppliChem, 

Darmstadt, Germany)。 

(3) GAM broth (Nissui Phamaceuttical CO., LTD, Japan) 

液態培養基另外添加 1.5% agar (Difco Laboratories, Detroit, MI,   

USA)，高壓滅菌(121℃, 15 min) 冷卻後即製成固態培養基。 
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試驗乳酸菌株

耐酸性試驗

耐膽鹽試驗

耐酸耐膽鹽連續試驗

腸道吸附性試驗

耐酸耐膽鹽後之
腸道吸附性試驗

拮抗病原菌吸附試驗
（控制組）

耐酸耐膽鹽後之
拮抗病原菌吸附試驗

（試驗組）

β-半乳糖苷酶活性

菌株安全性評估

乳酸菌預防產氣莢膜梭菌
侵襲腸道細胞之試驗
(prophylactic effect of 
adherence inhibition)

乳酸菌取代產氣莢膜梭菌
吸附腸道細胞之試驗
(therapeutic effect of 

displacement test)

乳酸菌預防產氣莢膜梭菌
侵襲腸道細胞之試驗

(pathogen treated with acid 
and then bile action)

乳酸菌取代產氣莢膜梭菌
吸附腸道細胞之試驗

(LAB treated with acid and 
then bile action)

侵入性試驗

 

圖 3.1、實驗設計架構 

Fig. 3.1. Design of the research 
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2-3 使用細胞株 

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

購自食品工業發展研究所，新竹市。 

 

2-4 細胞株生長之培養基 

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)。 

 

第三節 實驗菌株之前處理 

由食品工業發展研究所所購得之菌株，分別以 MRS broth 

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

broth (C. perfringens 培養基)活化二次。Lactobacillus 為微好氣培養， 

B. bifidum 和 C. perfringens 使用厭氣培養缸厭氣培養(gas-generating kit, 

Oxoid)，所有菌株皆於 37℃下活化培養。將活化之菌液離心(8000 xg, 4℃, 

15 min)後，重新懸浮於培養基中，以 1:1 比例與無菌之 20% glycerol 溶
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液混合，分裝成每管 1 ml 懸浮液貯存於-80℃ 下備用。實驗前將其取

出解凍，取 1% 接種量接種於液態培養基中，於 37℃活化 16-24 hr。 

 

第四節 細胞培養 

4-1 冷凍細胞活化 

Caco-2 細胞株於 37℃下快速解凍，加入新鮮培養基，混合均勻後

移入 CO2培養箱(NUAIRE, NU-5500, USA)，以 37℃, 5% CO2培養。隔

日將舊培養基吸除以移除 DMSO 冷凍保護劑，並加入新鮮培養基，繼

續以 37℃, 5% CO2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(約八分滿)時，需將其分殖至新的培養瓶中。

其方法為將舊培養液吸除，以 PBS buffer (phosphate buffered saline)潤洗

細胞 2 次，加入 0.05% trypsin-EDTA 溶液(Biochrom AG)於 37℃作用數

分鐘，之後輕拍瓶壁使細胞自瓶壁上脫落，將細胞離心並移除上清液，

再加入適量之新鮮培養基，以吸取器吸放數次打散細胞團塊，混合均勻

後依比例稀釋至新的培養瓶中，依一般培養條件培養之。 

 

4-3 細胞株冷凍保存 

細胞株之冷凍保存應在其生長對數期(log phase)、約 80-90% 緻密



 

 40

度且高存活率狀態下進行。首先依細胞繼代培養之步驟，將細胞打散並

收集細胞，一方面取少量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，加入適量細胞冷凍培養基(細

胞濃度至少為 106 cells/ml)，混合均勻後，分裝於冷凍保存管中進行冷凍

保存。細胞冷凍保存步驟為：冷凍保存管置於 4℃, 10 min → -20℃, 30 

min → -80℃, 隔夜 → 液態氮桶長期貯存。 

 

4-4 細胞染色與計數 

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

取20 μl混合液注入血球計數盤凹槽內，於100倍倒立式顯微鏡(Olympus, 

IX71, Japan)下觀察計數。活細胞不被染色，死細胞則為藍色。計數四大

方格中細胞總數，除以四，乘以稀釋倍數，最後乘以 104 (血球計數盤每

一大格體積為 10-1 mm3)，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 

活細胞數 ÷ (活細胞數＋死細胞數) × 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，加入細胞培養皿中，每個培養皿中細胞濃度為 3×104 - 3×105/ml。於

37℃, 5% CO2培養箱中培養，每隔兩天更換新鮮培養基，直至細胞形成



 

 41

分化完全之單層膜，將其生長型態以倒立式顯微鏡觀察並拍照。 

 

第五節 乳酸菌耐酸、耐膽鹽研究 

5-1 耐酸性試驗 

本試驗參考 Hyronimus et al. (2000)所述之方法進行。將前述含活化

菌株之菌液以 8000 xg 離心 15 min，使用無菌 PBS buffer 沖洗菌體沈澱

物二次，再重新懸浮於 PBS buffer 中。將 0.1% peptone water 以 3.0 M HCl

分別調整為 pH 2.0, 3.0, 4.0 之酸液後，分別加入 1 ml (約 N×109 CFU/ml)

懸浮菌液於 10 ml pH 2.0, 3.0, 4.0 之酸液中，然後移置迴轉式震盪培養箱

(LIAN SHEN, LUS-480, Taiwan)以 37℃, 150 rev/min 震盪培養 0, 1.5, 3.0 

hr。另將 1 ml 懸浮菌液加入未調整 pH 値之 0.1% peptone water 中於相同

條件下培養，作為控制組(control)。作用後之樣品，以標準平板計數法

求得各酸液於各個作用時間之存活菌數並計算其存活率；每一樣品進行

三重覆試驗。 

 

5-2 耐膽鹽試驗 

將前述含活化菌株之菌液以 8000 xg 離心 15 min，使用無菌 PBS 

buffer 沖洗菌體沈澱物二次，再重新懸浮於 PBS buffer 中。將 1 ml (約

N×109 CFU/ml)懸浮菌液分別加入 0.1%, 0.2%, 0.3%之 oxgall bile (Sigma)

溶液(pH 7.5)中，以 37℃, 150 rev/min 震盪培養 0, 1.5, 3.0 hr。另將 1 ml
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懸浮菌液加入不含膽鹽之 0.1% peptone water 中於相同條件下培養，作

為控制組。作用後之樣品，以標準平板計數法計數各作用時間之存活菌

數並計算其存活率；每一樣品均進行三重覆試驗。 

 

5-3 連續耐酸、耐膽鹽試驗 

將上述含活化菌株之菌液以 8000 xg 離心 15 min，使用無菌 PBS 

buffer 沖洗菌體沈澱物二次，再重新懸浮於 PBS buffer 中。將 1 ml 懸浮

液分別加入 pH 2.0, 3.0, 4.0 之酸液中，以 37℃, 150 rev/min 震盪培養 3.0 

hr，另將 1 ml 懸浮菌液加入未調整 pH 値之 0.1% peptone water 中作為控

制組，作用後之樣品於 8000 xg 離心 15 min，並將菌體重新懸浮於 PBS 

buffer 中。經各酸液作用後之懸浮菌液再分別加入 0.1%, 0.2%, 0.3%之

oxgall bile (Sigma)溶液中，以上述相同條件震盪培養 3.0 hr，另將 1 ml

懸浮菌液加入不含膽鹽之 0.1% peptone water 中作為控制組，作用後之

樣品，以標準平板計數法求得各作用時間之存活菌數並計算其存活率；

每一樣品均進行三重覆試驗。 

 
 
 
 

     
 

第六節 乳酸菌吸附性研究 

6-1 模擬腸道吸附性試驗 

           

存活率＝                                  × 100%  各作用時間之存活菌數(CFU/ml) 

初始菌數(CFU/ml) 
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本試驗參考 Matijašic et al. (2006)、Lee et al. (2003)及 Gopal et al. 

(2001)之方法。將 Caco-2 cell monolayer 預先以 0.25% (v/v) glutaraldehyde 

(Sigma)固定 15 min，之後再以 PBS buffer 潤洗 cell monolayer 二次，接

著添加不含抗生素之 DMEM 培養基培養 1.5 hr，作為模擬腸道吸附性試

驗使用。將試驗之乳酸菌株，以 8000 xg 離心 15 min 後，以 PBS buffer 清

洗兩次，再重新懸浮於不含抗生素之 DMEM 中。在每個含有經

glutaraldehyde固定之 Caco-2 cell monolayer的 well中加入 1 ml之乳酸菌

株(約 108 CFU/ml)，於 37℃, 5% CO2 下培養 2 hr，然後以 PBS buffer 清

洗 cell monolayer 五次，將未吸附於 monolayer 上之菌體洗除，再以 1% 

Triton X-100 (Sigma)溶液分解 Caco-2 cell monolayer，將 well 中之溶液以

標準平板計數法計數，每一樣品進行三重覆試驗，並計算其吸附率，其

計算公式如下： 

 
 
 
 
 

 

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

Fairfield, Ohio, USA)將吸附於 monolayer 上之菌株固定(作用 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，然後進行革蘭氏染色，樣品風乾後以光學顯微鏡(Olympus, 

           

吸附率＝                                    × 100%  吸附至細胞單層膜上的菌數(CFU/ml) 

添加至細胞單層膜上的菌數(CFU/ml) 
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CX41, Japan)觀察菌體吸附情形。 

 

6-2 連續耐酸、耐膽鹽後模擬腸道吸附性試驗 

如上述 5-3 之方法將乳酸菌株經酸及膽鹽連續作用後，將含乳酸菌

株之不同濃度之膽鹽溶液以 8000 xg 離心 15 min，去除上清液後，以不

含抗生素之 DMEM 重新懸浮菌體，依 6-1 方法進行模擬腸道吸附性試

驗；另取 DMEM 之懸浮菌液計數經酸及膽鹽連續作用後之存活菌數，

每一樣品均進行三重覆試驗。其吸附率計算公式如下： 

 
 
 
 
 
 
 
 

第七節 乳酸菌拮抗病原菌之吸附試驗 

7-1-1 乳酸菌預防 C. perfringens 侵襲模擬腸道細胞之試驗(prophylactic 

effect of adherence inhibition) – 控制組 

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

先吸附於 Caco-2 cell，試驗其防止 C. perfringens 侵襲腸細胞之能力。先

將 Caco-2 cell 以 0.25% (v/v) glutaraldehyde 固定 15 min，再以 PBS buffer

潤洗 cell monolayer 二次，接著添加不含抗生素之 DMEM 培養基培養 1.5 

hr。將試驗乳酸菌株離心後，以 PBS buffer 沖洗菌體沉澱二次，再以不

           

吸附率＝                                          × 100%  

經酸及膽鹽連續作用後吸附至 
細胞單層膜上的菌數(CFU/ml) 

經酸及膽鹽連續作用後添加至 
細胞單層膜上的存活菌數(CFU/ml) 
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含抗生素之 DMEM 將菌體重新懸浮。另外將 C. perfringens 菌液與

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

並作用 20 min，接著離心以去除過量 FITC，再以 PBS buffer 清洗菌體

沉澱 3 次，將其重新懸浮於不含抗生素之 DMEM 中。將 1 ml (約 108 

CFU/ml)乳酸菌液加入含有 Caco-2 cell monolayer 之 well 中，以 37℃, 5% 

CO2培養 2 hr，吸除培養液並以 PBS buffer 潤洗 well 五次，以移除未吸

附於 cell monolayer 上之菌體，然後加入 1 ml FITC 染色之 C. perfringens

菌液(約 108 CFU/ml)，於 37℃, 5% CO2培養 2 hr，吸除培養液並以 PBS 

buffer 潤洗 well 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)以激發波長 485 nm 和散發波長 528 nm 偵測樣

品之螢光強度(fluorescence density)，並以螢光顯微鏡拍照觀察，另外製

備未預先吸附乳酸菌，但加入 FITC 染色之 C. perfringens 的樣品

(LAB-free)，同時測定其螢光強度。螢光強度比值之計算方式是以含乳

酸菌樣品之螢光強度值除以未含者之螢光強度值，再乘以 100，並將未

含乳酸菌樣品之螢光強度值定為 100%，若螢光強度比值降低，則表示

預先吸附於 Caco-2 cell 上之乳酸菌株能有效降低 C. perfringens 對

Caco-2 cell 之侵襲。 

 

7-1-2 乳酸菌預防 C. perfringens 侵襲模擬腸道細胞之試驗 (C. 

perfringens 預先以酸及膽鹽連續處理) – 試驗組 
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本試驗乃參考 Lee et al. (2003)所述之方法來進行。本試驗模擬體內

腸道之情況，假設乳酸菌已可良好定殖於腸道細胞上，當外來大量之病

原菌攝入體內時，必須通過胃腸道中胃酸與膽鹽之作用，因此於此體外

試驗先將各試驗乳酸菌株之懸浮菌液(約 108 CFU/ml)於 37℃, 5% CO2培

養 2 hr。另一方面則預先將 C. perfringens (約 108 CFU/ml)於 pH 4 酸液中

作用 3 hr，接著於 0.1% bile solution 中作用 3 hr，作用後離心收集菌體

沈澱，並以不含抗生素之 DMEM 重新懸浮，依實驗 7-1-1 所述之方法將

C. perfringens 螢光染色，並加入已預先吸附乳酸菌株之 Caco-2 cell 

monolayer 之 well 中，於 37℃, 5% CO2培養 2 hr，以螢光偵測器偵測其

螢光強度，並以螢光顯微鏡拍照觀察，另外製備未預先吸附乳酸菌，但

加入 FITC 染色之 C. perfringens 的樣品，同時測定其螢光強度。螢光強

度比值計算方法為含乳酸菌樣品之螢光強度值除以未含者之螢光強

度，再乘以 100，將未含乳酸菌樣品之螢光強度定為 100%，若螢光強度

比值降低，則代表乳酸菌菌體能有效預防經 pH 4 酸液及 0.1%膽鹽連續

作用後之 C. perfringens 吸附於 Caco-2 cell。 

 

7-2-1 乳酸菌取代 C. perfringens 吸附於模擬腸道細胞之試驗

(therapeutic effect of displacement test) – 控制組 

本試驗參考上述 7-1-1 之方法，將 FITC 染色之 C. perfringens 預先

吸附於 Caco-2 cell monolayer 上，於 37℃作用 2 hr 後，接著於 well 中加
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入各試驗乳酸菌株之懸浮菌液(約 108 CFU/ml)，於 37℃, 5% CO2培養 2 

hr，接著偵測樣品螢光強度，並以螢光顯微鏡拍照觀察。另外製備預先

吸附 FITC 染色之 C. perfringens，但是未加入試驗乳酸菌之樣品，同時

測定其螢光強度。螢光強度比值之計算方式為含乳酸菌樣品之螢光強度

值除以未含者之螢光強度，再乘以 100，將未含乳酸菌樣品之螢光強度

定為 100%，若螢光強度比值降低，則代表乳酸菌菌體能有效取代 C. 

perfringens 吸附於 Caco-2 cell。 

 

7-2-2 乳酸菌取代 C. perfringens 吸附於模擬腸道細胞之試驗 (乳酸菌預

先以酸及膽鹽連續處理) – 試驗組 

本試驗參考前述 7-2-1 之方法，本試驗假設 C. perfringens 已侵襲腸

道細胞，當外來乳酸菌攝入體內時，必須通過胃腸道中胃酸與膽鹽之作

用，因此先將FITC染色之C. perfringens懸浮菌液(約 108 CFU/ml)於 37℃, 

5% CO2培養 2 hr 使之吸附於 Caco-2 cell 上，另一方面則將各試驗乳酸

菌株(約 108 CFU/ml) 預先於 pH 4 酸液中作用 3 hr，接著於 0.1%膽鹽中

作用 3 hr，作用後離心收集菌體沈澱，並以不含抗生素之 DMEM 重新

懸浮，於 37℃, 5% CO2培養 2 hr，偵測其螢光強度，並以螢光顯微鏡拍

照觀察。另外製備預先吸附經 FITC 染色之 C. perfringens，但是未加入

試驗乳酸菌之樣品，同時測定其螢光強度。螢光強度比值計算方法為含

乳酸菌樣品之螢光強度值除以未含者之螢光強度，再乘以 100，將未含
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乳酸菌樣品之螢光強度定為 100%，若螢光強度比值降低，則代表經 pH 

4 酸液及 0.1% 膽鹽連續作用後乳酸菌菌體能有效取代 C. perfringens 吸

附於 Caco-2 cell。 

 

第八節 β-半乳糖苷酶活性 

    本試驗參考 Noh and Gilloiland (1993)及 Wang and Sakakibara (1997)

所述之方法來進行。將活化之乳酸菌株以 8000 xg 離心 15 min，使用無

菌 PBS buffer 沖洗菌體沈澱物二次，再重新懸浮於 PBS buffer 中。將各

菌株依 5-3 節連續耐酸、耐膽鹽之試驗方法先後以不同 pH 值之酸液及

不同濃度之膽鹽作用後，接著將溶液離心以取得菌體沉澱，將菌體沉澱

重新懸浮於 1 ml phosphate buffer 中並加入 4 ml 0.005 M 

o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (ONPG; Sigma)，於 37℃水浴反應 10 

min，然後加入 2 ml 0.1 M Na2CO3 (Wako, Japan)終止其反應，於 1℃下

以 8000 xg 離心 10 min，取上清液以分光光度計(Hitachi, U-2000, Japan)

於 420 nm 波長下測其吸光值。另外測定不同濃度 o-nitrophenol (ONP; 

Sigma)之吸光值作出此試驗之檢量線如圖 3.2 所示，β-半乳糖苷酶活性

是以反應時間 10 min 內，在 1 ml 懸浮菌液中由 ONPG 解離之 ONP μmol

數來表示，其單位為 μmol/10 min·ml。 

 

第九節 細胞侵入性試驗 
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圖 3.2、β-半乳糖苷酶活性之標準曲線 

Fig. 3.2. The standard curve of β - galactosidase activity. 
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各試驗菌株之安全性評估是根據 Tang et al. (1993)之方法來進行，

試驗流程如圖 3.3 所示。先以 0.25% (v/v) glutaraldehyde 固定 Caco-2 cell 

monolayer 15 min，再以 PBS buffer 清洗二次，並添加不含抗生素之 

DMEM 培養 1.5 hr，以供菌株侵入性試驗使用。各試驗菌株於液體培養

基活化後，將其離心並以 PBS buffer 沖洗菌體沉澱二次，將其重新懸浮

於不含抗生素的 DMEM 中。接著添加 1 ml 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 後，吸除 well

中之培養液，以 PBS buffer 沖洗五次以去除未附著於 monolayer 上之菌

株。然後加入含抗生素(100 μg/ml tetracycline, MDBio, Frederick, MD, 

USA)之 DMEM，於 37℃, 5% CO2下作用 2 hr 以殺死吸附於 Caco-2 cell 

monolayer 表面上之乳酸菌株，以 PBS buffer 沖洗五次以洗除 tetracycline

及死亡之菌體。接著加入 1% Triton X-100 溶液分解 Caco-2 cell 

monolayer，釋出可能侵入細胞內之菌株。將 well 中溶液以標準平板計

數法計數以計算侵入百分比。另將試驗乳酸菌株以 pH 4.0 之酸液作用

3.0 hr，將其離心後重新懸浮於 PBS buffer 後移置 0.1%膽鹽溶液中作用

3.0 hr，將作用完之溶液離心，重新懸浮菌體於不含抗生素之 DMEM 中，

依上述步驟進行安全性評估試驗，並計算其侵入百分比，其計算公式如

下: 
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 1. Infect Caco-2 cells with bacteria treated with or without acid and          

then bile solution (103 to 109 CFU/ml). 
 

 

      

2. Incubate at 37℃, 5% CO2 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. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

圖 3.3、乳酸菌之侵入性試驗流程 

Fig. 3.3. Flow chart of LAB invasion assay 
(Tang et al., 1993) 

# bacteria surviving tetracycline treatment 

# bacteria added to cell monolayer 
× 100%Invasion rate (%)＝ 
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第十節 統計分析 

本研究使用 Microsoft Excel 軟體(Microsoft Excel 2003, Microsoft 

Corporation, 2003, USA) 計算試驗三重覆數據之平均值與標準差，並以

SigmaPlot 繪圖軟體(SigmaPlot 2000 for Windows, ver 6.00, USA)繪製柱

狀圖。並利用 SAS 軟體(Statistical Analysis System, Version 8.2, 2001)以

Student’s t-test 及 GLM 程序之 Duncan’s new multiple range test 及

Dunnett’s test 進行數據間之差異顯著性比較。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           

侵入百分比＝                                     × 100%  經抗生素處理後存活之菌數(CFU/ml) 

添加至細胞單層膜上的菌數(CFU/ml) 
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第四章 結果與討論 

第一節 乳酸菌耐酸、耐膽鹽 

1-1 耐酸性試驗結果 

將所用乳酸菌株以 pH 2, 3, 4 酸液分別處理 1.5 和 3.0 hr 之存活菌數

及存活率如表 4.1 所示。在相同處理條件下，L. acidophilus 具較佳耐酸

性(5.72-8.26 log CFU ml-1,0.26-91.17%)，L. paracasei 次之(4.18-8.10 log 

CFU ml-1,0.00933-77.59%)，B. bifidum 其耐酸性則較差(0-6.07 log CFU 

ml-1,0-0.787%)。在同ㄧ pH 值作用條件下，隨著作用時間增長各試驗菌

株存活率均明顯下降(p＜0.05)。 

許多文獻證實 L. acidophilus 具有良好酸耐受性(Gupta et al., 1996; 

Jin et al., 1998; Chou and Weimer, 1999)；而 Bifidobacteria 對酸的耐受性

明顯較 L. acidophilus 差(Charteris et al., 1998; Takahashi et al., 2004)。

Wang et al. (1999) 及 Fávaro-Trindade and Grosso (2002)皆指出益生菌在

不同 pH 值環境下之存活菌數，隨著 pH 值下降與時間的增加而遞減；

在本研究中耐酸性試驗結果與上述作者之試驗結果相似。微生物在胃中

主要之傷害為胃酸含有高濃度鹽酸所導致，其傷害程度與氫離子濃度及

pH 值有關(Suskovic et al., 1997; Holzapfel et al., 1998)。Conway et al. 

(1987)指出乳酸菌於胃內之存活率會因食物存在而提高，且胃液中胃蛋

白酶與食糜對菌體具有保護作用。 
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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 及 3.0 hr 後之存活菌數 
(log CFU ml-1)及存活率(%) 

 
Table 4.1. Viable count (log CFU ml-1) and survival rate (%) of the tested LAB strains 

      treated with acid in pH 2, 3, and 4 for 1.5 and 3.0 hr respectively 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

a-c Different letters in the same column significantly differ at the 5% level, n=3. 
x-y Different letters within a row of the same pH value significantly differ at the 5% level, n=3. 
*All of the viable counts of control do not significantly differ from the initial. 
**Survival rate (%). 

pH value 
pH 2 pH 3 pH 4 Strain initial control* 

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

L. acidophilus 
8.30a

(100)**
8.29±0.03a

(96.8) 
7.52±0.07ax

(16.88) 
5.72±0.07ay

(0.26) 
8.24±0.03ax

(87.81) 
7.93±0.06ay

(42.39) 
8.26±0.04ax

(91.17) 
8.07±0.04ay

(58.53) 

B. bifidum 
8.17a

(100)
8.15±0.06a

(95.6) 
3.79±0.08cx

(0.0042) 
0cy 
(0) 

5.49±0.07cx

(0.213) 
0cy 
(0) 

6.07±0.05cx

(0.787) 
4.73±0.04cy

(0.0363) 

L. paracasei 
8.23a

(100)
8.23±0.04a

(100) 
6.03±0.09bx

(0.687) 
4.18±0.02by

(0.00933)
8.08±0.05bx

(74.88) 
7.63±0.15by

(28.37) 
8.10±0.04bx

(77.59) 
7.98±0.06by

(57.78) 
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1-2 耐膽鹽試驗結果 

各試驗乳酸菌對不同濃度膽鹽耐受性之存活菌數及存活率如表 4.2

所示。由表中可知 L. paracasei 具有較高存活率(p＜0.05)及膽鹽耐受性，

L. acidophilus 次之，而 B. bifidum 之膽鹽耐受性最差。在相同膽鹽濃度

下，隨著作用時間增加，各試驗菌株的存活率都顯著降低(p＜0.05)。 

具膽鹽耐受能力是 Lactobacillus 存活與生長於腸道中的一項重要特

質(Jin et al., 1998)，且膽鹽對 Bifidobacterium 存活率具很大影響

(Marteau et al., 1997)，lactobacilli 和 bifidobacteria 之膽鹽耐受性會因菌

種之不同而有所差異(Charteris et al., 1998b; Xanthopoulos et al., 2000; 

Zárate et al., 2000)。許多文獻中證實 L. acidophilus 及 L. paracasei 皆具

有良好的膽鹽耐受性(Walker and Gilliland, 1993; Gupta et al., 1996; 

Prasad et al., 1998; Vinderola and Reinheimer, 2003)，Chung et al. (1999)

生體外試驗中發現，膽鹽會造成 Bifidobacterium 存活菌數明顯下降，而

在本研究中耐膽鹽試驗結果與上述作者之試驗結果相似。 

 

1-3 耐酸耐膽鹽連續試驗結果 

各試驗乳酸菌以 pH 2, 3, 4 酸液及 0.1, 0.2, 0.3%膽鹽連續作用後之

存活菌數及存活率如表 4.3 所示。在 pH 4 酸液作用後以不同濃度  
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表 4.2、試驗乳酸菌株以 0.1, 0.2, 0.3%膽鹽濃度分別處理 1.5 及 3.0 hr 後之存活菌數 

(log CFU ml-1)及存活率(%) 
 

Table 4.2. Viable count (log CFU ml-1) and survival rate (%) of the tested LAB strains treated  
with oxgall bile salt in 0.1, 0.2, and 0.3% of concentration for 1.5 and 3.0 hr respectively 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a-c Different letters in the same column significantly differ at the 5% level, n=3. 
x-y Different letters within a row of the same bile concentration value significantly differ at the 5% level, n=3. 
* All of the viable counts of control do not significantly differ from the initial. 
** Survival rate (%). 

 

Oxgall bile salt concentration 
0.1% 0.2% 0.3% Strain initial control* 

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

L. acidophilus 
8.27a

(100)**
8.26±0.04a

(98.7) 
5.86±0.13bx

(0.403) 
3.56±0.1by

(0.00202)
4.23±0.07bx

(0.00932)
3.23±0.04by

(0.000931)
4.00±0.06bx

(0.00548)
2.79±0.1by

(0.000347)

B. bifidum 
8.28a

(100)
8.27±0.02a

(97.6) 
4.9±0.07bx

(0.0415) 
2.57±0.18by

(0.000211)
2.57±0.17cx

(0.000203)
0cy 
(0) 

1.65±0.06cx

(0.0000237)
0cy 
(0) 

L. paracasei 
8.21a

(100)
8.20±0.06a

(99.2) 
7.11±0.03ax

(7.99) 
6.06±0.07ay

(0.708) 
6.84±0.12ax

(4.42) 
6.12±0.04ay

(0.817) 
6.59±0.11ax

(2.56) 
5.94±0.06ay

(0.537) 
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表 4.3、試驗乳酸菌株以 pH 2, 3, 4 分別處理 3 hr 後再連續以 0.1, 0.2, 0.3%膽鹽分別處理 3 hr 後之存活菌數(log CFU   

ml-1)及存活率(%) 
 
Table 4.3. Viable count (log CFU ml-1) and survival rate (%) of the tested LAB strains treated with acid of pH 2, 3, 4 for 3 

hr and then bile salt with 0.1, 0.2, 0.3% concentration for 3 hr respectively 

a-c Different letters in the same column significantly differ at the 5% level, n=3. 
x-y Different letters within a row of the same pH value significantly differ at the 5% level, n=3. 
*All of the viable counts of control do not significantly differ from the initial. 
** Survival rate (%). 

 

 

pH 2 pH 3 pH 4 
Strain initial control* 

0.1% 0.2% 0.3% 0.1% 0.2% 0.3% 0.1% 0.2% 0.3% 

L. acidophilus
8.25a 

(100)** 
8.23±0.07a

(97.5) 
0ax 
(0) 

0ax 
(0) 

0ax 
(0) 

2.67±0.12ax

(0.000281) 
0ay 
(0) 

0ay 
(0) 

4.33±0.08ax

(0.0125) 
4.23±0.12ax 
(0.00966) 

2.24±0.04ay 
(0.0001) 

B. bifidum 
8.28a 

(100) 
8.26±0.05a

(96.8) 
0ax 
(0) 

0ax 
(0) 

0ax 
(0) 

0cx 
(0) 

0ax 
(0) 

0ax 
(0) 

3.72±0.06cx

(0.00288) 
0cy 
(0) 

0by 
(0) 

L. paracasei 
8.10a 

(100) 
8.10±0.04a

(100) 
0ax 
(0) 

0ax 
(0) 

0ax 
(0) 

2.26±0.14bx

(0.000151) 
0ay 
(0) 

0ay 
(0) 

4.20±0.04bx

(0.0126) 
3.61±0.17by 

(0.0032) 
2.21±0.12az 
(0.00013) 
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之膽鹽連續處理後各試驗乳酸菌株之存活菌數及存活率依序為：L. 

acidophilus (2.24-4.33 log CFU ml-1, 0.0001-0.0125%)＞L. paracasei 

(2.21-4.20 log CFU ml-1, 0.00013-0.0126%)＞B. bifidum (0-3.72 log CFU 

ml-1, 0-0.00288%)。於 pH 3 酸液作用後，再以不同濃度膽鹽連續處理，

只有 L. acidophilus (2.67 log CFU ml-1, 0.000281%)及 L. paracasei (2.26 

log CFU ml-1, 0.000151%)可於 pH 3 酸液及 0.1%膽鹽連續處理後存活，

其餘試驗條件菌株均無存活。另外，預先以 pH 2 酸液作用後再分別以

不同濃度膽鹽處理，所有菌株皆無法存活。各試驗菌株連續以酸液及膽

鹽處理後其存活率(表 4.3)幾乎都低於單獨以酸液(表 4.1)或膽鹽(表 4.2)

單獨作用後之存活率，顯示結合酸與膽鹽二者所進行之模擬胃腸道消化

試驗結果，益生菌所受之傷害高於單一耐酸或耐膽鹽試驗者。B. bifidum

為一厭氧菌，在耐酸及耐膽鹽試驗中震盪培養過程，以不含酸及膽鹽之

0.1% peptone water 作為控制組，發現此 B. bifidum 於震盪培養過程並不

影響其存活。 

攝食益生菌時，菌體必須連續通過胃腸道，因此利用接近人體生理

環境模擬消化過程中受胃酸及腸道中高濃度膽鹽環境，來探討對益生菌

存活之影響。Marteau et al. (1997)利用動力模式(dynamic model)之生體外

試驗模擬人體消化道環境來探討模擬胃腸道環境對乳酸菌存活的影

響，其結果顯示，L. acidophilus 和 B. bifidum 存活率較高。在林(2001)
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研究中將乳酸菌於 pH 3.2 及 0.3%膽鹽溶液中連續作用，結果發現 B. 

adolescentis 及 B. bifidum 之存活率最高，其次為 L. acidophilus、L. 

bulgaricus 及 L. rhamnosus。在本研究中結果則是 L. acidophilus 及 L. 

paracasei 之存活率較 B. bifidum 高。 

許多研究利用不連續之酸及膽鹽耐受性試驗來篩選具潛在益生性

質之菌株(Charteris et al., 1998; Huang and Adams, 2004; Noriega et al., 

2004)，但乳酸菌於人體內消化過程必須先通過胃酸之作用再經過小腸之

連續緊迫(Bouhnik et al., 1992; Pouchart et al., 1992; Mainville et al., 

2005)，因此生體外試驗以連續酸及膽鹽耐受性試驗會與體內胃腸道實

際情況接近。此外，胃腸道環境會隨著攝取食物的種類及消化等情況而

改變(McLauchlan et al., 1989; Morelli, 2000)，菌體通過腸胃道會遭遇不

同 pH 值胃酸及不同濃度膽鹽之作用(Berrada et al., 1991; Mainville et al., 

2005)。本研究發現以 pH 4 酸液及 0.1%膽鹽溶液連續作用的試驗條件

下，所有試驗菌株皆有較高存活率。Goldin et al. (1992)指出益生菌若能

順利通過胃腸道便可以短暫定殖於胃腸道中，並發揮其益生功效。 

 
 

第二節 乳酸菌模擬腸道之吸附性 

2-1 細胞單層膜觀察 

Caco-2 cell 於繼代培養後，以倒立式顯微鏡觀察細胞培養皿中細胞
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生長情況及 Caco-2 cell monolayer 之完整性。結果發現於繼代培養後第 0

天(如圖 4.1-A)，細胞呈現完整圓點形狀，且尚未貼附至細胞培養皿上，

至第四天(如圖 4.1-B)可觀察到大多數細胞已貼附於細胞培養皿壁上，呈

扁平狀且細胞數增多，至第七天(如圖 4.1-C)時細胞已長滿培養皿並開始

分化，至第十五天(如圖 4.1-D)後細胞分化完成，本研究吸附試驗所使用

之 cell monolayer 皆為 Caco-2 cell 繼代培養十五天後之樣品。 

 

2-2 吸附性試驗結果 

表 4.4 為各試驗乳酸菌株對 Caco-2 cell 之吸附率，亦即各菌株對腸

道細胞吸附能力的指標，其吸附能力依序為 L. acidophilus (8.28%，圖

4.2-A)＞B. bifidum (0.97%，圖 4.2-B)＞L. paracasei (0.012%，圖 4.2-C)，

L. acidophilus 在此試驗中呈現最佳吸附性(p＜0.05)。Lactobacillus 及

Bifidobacterium 吸附於腸道細胞之能力因菌種間之差異而有所不同

(Bernet et al., 1993; Coconnier et al., 1992; Gopal et al., 2001)。 

益生菌欲定殖於腸道必須預先吸附於腸道，因此欲成為益生菌必須

具有吸附於腸道細胞之能力，並發揮其有益人體健康之功效(Havenaar et 

al., 1992; Morelli et al., 1997; Ouwehand et al., 1999c)。另外，許多文獻指

出具吸附性之益生菌並不能長久定殖於腸道，許多研究中發現當給予具

吸附性之益生菌時可在糞便中測得益生菌，但停止給予後發現糞便中益

生菌菌數便逐漸減少，因此推測益生菌只能短暫定殖於腸道中(Saxelin,  
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圖 4.1、Caco-2 cells 繼代培養後之生長型態(A)繼代培養後第 0 天；      (B)
第 4 天；(C)第 7 天；(D)第 15 天 (放大倍率 100×) 

 
Fig. 4.1. Changes in shape of Caco-2 cells at after subculture (A) 0 day; (B) 4 

days; (C) 7 days; (D) 15 days (magnification 100×) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 

C D 
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       表 4.4、各試驗乳酸菌株對 Caco-2 cells 之吸附率(%) 

      Table 4.4. Adherence rate (%) of the tested LAB to Caco-2          
cells 

 

 

 

 

             a-c Values with different superscript letters significantly differ at the 5% level, n=3. 

 

Strain 
 

L. acidophilus B. bifidum L. paracasei 

Adherence (%) 8.28a 0.97b 0.012c 
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圖 4.2、各試驗乳酸菌株吸附於 Caco-2 cells 上之光學顯微鏡照像圖 
(A) L. acidophilus; (B) B. bifidum; (C) L. paracasei (放大 2, 000×) 

Fig. 4.2. Photograph of the tested LAB adhered to Caco-2 cells in a light 
       microscope (A) L. acidophilus; (B) B. bifidum; (C) L. paracasei 

(magnification 2, 000×) 

A 

B 

C 
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1997; Spanhaak et al., 1998)。 

L. acidophilus 為一種典型益生菌，具耐酸、耐膽鹽及可吸附於腸道

細胞之能力，且具有多種有益於人體健康之功效(Tuomola and Salminen, 

1998; Tejada-Simon et al., 1999; Lin and Chen, 2000; Gopal et al., 2001; 

Hütt et al., 2006)。Coconnier et al. (1992)探討 L. acidophilus BG2FO4 之腸

道吸附模式，提出胞外蛋白質雙價橋理論，如圖 4.3 所示，L. acidophilus

藉由此種胞外蛋白質連結至人體的腸道細胞受體，達到吸附與定殖的效

果。Bifidobacteria 也為源自人類腸道之益生菌，已有許多文獻證實其多

項益生效果(Tejada-Simon et al., 1999, Lee et al., 2004)。曾有學者以花生

凝集素(peanut agglutinin; PNA)做為研究素材來探討 B. bifidum EB102 之

吸附機制，結果發現此菌株是以細胞蛋白表面之蛋白質成分

(proteinaceous components)結合至模擬腸道細胞株 Caco-2 cell 之醣脂質

(glycolipid)的醣部分(carbohydrate moieties) (Mukai et al., 2004)。 

 

2-3 乳酸菌耐酸耐膽鹽後之腸道吸附性 

    各試驗乳酸菌株經 pH 2, 3, 4 及 0.1, 0.2, 0.3%連續作用後之存活與

吸附菌數(log CFU ml-1)及吸附率(%)如表 4.5 所示。結果顯示只有經 pH 4

酸液及 0.1%膽鹽連續作用後之乳酸菌株仍具有吸附能力，其吸附率依序

為：L. paracasei (80.68%，圖 4.4-C)＞L. acidophilus (9.71%，圖 4.4-A) 
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HUMAN LACTOBACILLUS 

Extracellular  
Bridging Protein 

Adherence Receptor 
for Bacteria 

HUMAN ENTEROCYTE 

圖 4.3、L. acidophilus BG2FO4 對人類腸道細胞之吸附模式 

Fig. 4.3. The model of adherence of L. acidophilus BG2FO4 to human intestinal cell 

(Coconnier et al., 1992) 
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表 4.5、試驗乳酸菌株以 pH 2, 3, 4 分別處理 3 hr 後再連續以 0.1, 0.2, 0.3% 膽鹽分別處理 3 hr 後之存活菌數(log CFU 
       ml-1)、吸附菌數(log CFU ml-1)及吸附率(%) 
Table 4.5. The viable count of survival (log CFU ml-1), adherence (log CFU ml-1) and adherence rate (%) of the tested LAB    

treated with pH 2, pH 3, and pH 4 acid solutions for 3 hr and then 0.1, 0.2, 0.3% oxgall bile salt solutions for 3 hr 
respectively 

x-y Different letters in the same column significantly differ at the 5% level, n=3 
a Viable counts after the treatment of acid and continued action by bile salt; the initial inoculum is N×108 CFU ml-1 
b Adherence rate (%) 

 

 

 

 

pH 2 pH 3 pH 4 
0.1%  0.2% 0.3% 0.1% 0.2% 0.3% 0.1% 0.2% 0.3% Strain 

survival adherence  survival adherence survival adherence survival adherence survival adherence survival adherence survival adherence survival adherence survival adherence 

L. acidophilus 
0a 

(0)b 
0 

(0) 
 
 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

2.64
(100)

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0)

0 
(0)

0 
(0)

4.27
(100)

3.19 
(9.71)y

4.21
(100)

0 
(0) 

2.29 
(100) 

0 
(0) 

B. bifidum 
0 

(0) 
0 

(0) 
 
 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(100)

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0)

0 
(0)

0 
(0)

3.69
(100)

2.34 
(5.20)y

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

L. paracasei 
0 

(0) 
0 

(0) 
 
 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0) 

2.16
(100)

0 
(0) 

0 
(0) 

0 
(0)

0 
(0)

0 
(0)

4.08
(100)

3.98 
(80.68)x

3.64
(100)

0 
(0) 

2.40 
(100) 

0 
(0) 
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圖 4.4、各試驗乳酸菌株經 pH 4 酸液及 0.1%膽鹽連續處理後吸附於 Caco-2 
cells 上之光學顯微鏡照像圖(A) L. acidophilus; (B) B. bifidum; (C) L. 
paracasei (放大 2, 000×) 

Fig. 4.4. Photograph of the tested LAB after being treated with pH 4 acid 
solution and 0.1% bile continually adhered to Caco-2 cells in a light 

       microscope (A) L. acidophilus; (B) B. bifidum; (C) L. paracasei 
(magnification 2, 000×)

A 

B 

C 
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＞B. bifidum (5.20%，圖 4.4-B)，其中 L. paracasei 具最高吸附率(p＜

0.05)。所有試驗乳酸菌株於 pH 2或 pH 3酸液作用後再分別以 0.1, 0.2, 

0.3%膽鹽處理後，皆喪失其吸附能力。另外，與未經酸及膽鹽溶液連

續作用前之吸附率(表 4.4)比較，經 pH 4 酸液及 0.1%膽鹽溶液連續作

用後存活之乳酸菌表現較高的吸附率(表 4.5)。經 pH 3 酸液及 0.1%膽

鹽、pH 4 酸液再分別以 0.2, 0.3%膽鹽連續作用後存活之乳酸菌皆喪

失其吸附能力，推測此結果可能因菌體表面蛋白質成分之吸附因子於

酸液及膽鹽作用後受到損害所導致。 

 

第三節 乳酸菌拮抗病原菌吸附之益生特性 

3-1 乳酸菌預防 C. perfringens 侵襲模擬腸道細胞之吸附性抑制功效   

(adherence inhibition effect) 

    乳酸菌預先吸附於 Caco-2 cell 上，再分別加入(1)不經酸及膽鹽

作用之螢光染色 C. perfringens，以及(2)經 pH 4 酸液及 0.1%膽鹽連續

作用後螢光染色之 C. perfringens，所得之乳酸菌預防 C. perfringens

吸附之結果如圖 4.5 所示。C. perfringens 未經酸及膽鹽作用前吸附於

Caco-2 cell 上之菌數為 5.94 log CFU ml-1，預先以 pH 4 酸液及 0.1%

膽鹽溶液連續作用後，其吸附於 Caco-2 cell 上之菌數為 4.87 log CFU 

ml-1，並以此數據作為圖 4.5 上未吸附乳酸菌組（LAB-free）100%之

吸附率。結果顯示各試驗乳酸菌株皆可顯著預防 C. perfringens 吸 
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圖 4.5、預先吸附於 Caco-2 cell 上之乳酸菌對螢光染色之 C. 

perfringens (未處理及連續以pH 4酸液及 0.1%膽鹽溶液處理)
的吸附性抑制之試驗結果。*含乳酸菌組與 LAB-free 組(未預

先吸附乳酸菌)比較後達統計上顯著性差異(p＜0.05)；含相

同乳酸菌組標示之字母 a，表示彼此間不具顯著性差異(p＞

0.05)。A1, A2, A3：未以酸液及膽鹽溶液處理之螢光染色 C. 
perfringens (控制組)；B1, B2, B3：預先以酸液及膽鹽溶液處

理之螢光染色 C. perfringens (試驗組) 
 
Fig. 4.5. Adherence inhibition effect of the tested LAB pre-adhered to 

Caco-2 cells upon the adhesion of FITC-labeled C. perfringens 
(with and without pretreatment of acid (pH 4) and bile (0.1%)). 
*Significantly different from the LAB-free group (p＜0.05).  
a Values of the identical LAB do not differ significantly (p＞

0.05). A1, A2, A3: FITC-labeled C. perfringens without the 
treatment of acid and bile. B1, B2, B3: FITC-labeled C. 
perfringens pretreated with acid and bile 
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附於 Caco-2 cell (p＜0.05)。此外，同一乳酸菌株預防不經酸及膽鹽作

用之 C. perfringens 及經 pH 4 酸液及 0.1%膽鹽連續作用後之 C. 

perfringens，雖然各乳酸菌株預防經 pH 4 酸液及 0.1%膽鹽連續作用

後之 C. perfringens 結果較佳，但兩者間並未達到顯著差異(p＞0.05)。

由上可知，不論 C. perfringens 是否經酸與膽鹽作用，乳酸菌株均能

有效預防 C. perfringens 對腸道細胞之侵襲，圖 4.6(病原菌未經酸、膽

鹽作用)及圖 4.7(病原菌先經酸、膽鹽作用)為其螢光顯微照相圖，由

圖中可知預先以乳酸菌定殖之樣品，C. perfringens 螢光強度皆有減弱

的現象。 

病原菌吸附至腸黏膜表面被認為是感染腸道細胞之首要步驟

(Beachey, 1981; Finlay and Falkow, 1997)，因此抑制病原菌之吸附可預

防其定殖及感染腸道(Tuomola et al., 1999)。已有許多研究證實乳酸菌

具有抑制病原菌吸附及侵入腸道細胞之功效(Bernet et al., 1993; 

Coconnier et al., 1993; Hudault et al., 1997; Lee et al., 2000; Fernández 

et al., 2003; Asahara et al., 2004)，目前也已廣泛應用於人體及動物治

療腸胃道疾病(Rolfe, 2000)。 

大多生體外拮抗病原菌能力之試驗(Coconnier et al., 1993; Lee et 

al., 2003; Gagnon et al., 2004)其乳酸菌株或病原菌株並未經酸及膽鹽

連續作用後，再進行試驗。本研究中拮抗病原菌之生體外試驗，欲更 
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A 

C 

B 

D 

Fig. 4.6. Fluorescent microscopic photographs representing the preventive effects of 
the tested LAB pre-adhered to Caco-2 cells upon the adhesion of 
FITC-labeled C. perfringens. (A) LAB-free group (not treated with LAB), 
and LAB pre-adhered to Caco-2 cells with (B) L. acidophilus;(C) B. 
bifidum;(D) L. paracasei, respectively

圖 4.6、預先吸附於 Caco-2 cell 上之乳酸菌預防螢光染色 C. perfringens 吸附之

螢光顯微鏡照相圖。(A)LAB-free 組，未預先吸附乳酸菌；(B)預先吸附 
L. acidophilus；(C)預先吸附 B. bifidum；(D)預先吸附 L. paracasei 
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Fig. 4.7. Fluorescent microscopic photographs representing the preventive effects 
of the tested LAB pre-adhered to Caco-2 cells upon the FITC-labeled C. 
perfringens (pretreated with pH 4 acid solution and 0.1% bile solution) 
adhesion (A) LAB-free group (not treated with LAB), and LAB 
pre-adhered to Caco-2 cells with (B) L. acidophilus;(C) B. bifidum;(D) L
paracasei, respectively 

圖 4.7、預先吸附於 Caco-2 cell 上之乳酸菌預防先以 pH 4 酸液及 0.1% 
膽鹽溶液處理之螢光染色 C. perfringens 吸附之螢光顯微鏡照相

圖。(A)LAB-free 組，未預先吸附乳酸菌；(B)預先吸附 L. 
acidophilus；(C)預先吸附 B. bifidum；(D)預先吸附 L. paracasei 

A B 

C D 
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接近實際生體內之情況，因此於乳酸菌預防 C. perfringens 侵襲腸道

細胞試驗中，假設乳酸菌株已吸附並定殖於腸道上，以驗證定殖於腸

道之乳酸菌對於經酸、膽鹽作用後之病原菌是否有較佳之吸附性抑制 

 (adherence inhibition)效果。若攝入病原菌，則病原菌必須先經胃腸

道之作用，再與乳酸菌株競爭吸附，結果發現乳酸菌可顯著降低 C. 

perfringens 之吸附，且效果較佳，雖然與未經酸及膽鹽作用之 C. 

perfringens 拮抗能力比較並未達到顯著差異。另外，乳酸菌經酸及膽

鹽作用後之吸附能力之結果中發現，只有經 pH 4 酸液及 0.1%膽鹽預

先作用乳酸菌仍具有吸附能力(表 4.5)，因此以 pH 4 酸液及 0.1%膽鹽

作為模擬胃腸道及 C. perfringens 所受酸、膽鹽之作用條件。  

 

3-2 乳酸菌取代 C. perfringens 吸附於模擬腸道細胞之功效

(displacement effect) 

將螢光染色之 C. perfringens 預先吸附於 Caco-2 cell 上，再加入

未經酸液及膽鹽作用之乳酸菌株及經 pH 4 酸液及 0.1%膽鹽連續作用

之乳酸菌株，探討上述兩種不同情況下乳酸菌對 C. perfringens 吸附

性之影響，結果如圖 4.8 所示。由圖可知乳酸菌株無論是否先經酸液

及膽鹽預先作用，皆可顯著降低 C. perfringens 對 Caco-2 cell 的吸附。

另外，同一乳酸菌株，經酸液及膽鹽預先作用後，其抑制 C. perfringens  
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圖 4.8、乳酸菌(未處理及連續以 pH 4 酸液及 0.1%膽鹽溶液處理)取

代螢光染色之 C. perfringens 對 Caco-2 cell 吸附之試驗結

果。*含乳酸菌組與 LAB-free 組(未吸附乳酸菌)比較後達統

計上顯著性差異(p＜0.05)；含相同乳酸菌組標示字母不同

者，表示彼此間具顯著性差異(p＜0.05)。A1, A2, A3：未以酸

液及膽鹽溶液處理之乳酸菌(控制組)；B1, B2, B3：預先以酸

液及膽鹽溶液處理之乳酸菌(試驗組) 
 
Fig. 4.8. Displacement effect of the tested LAB with and without the 

pretreatment of acid (pH 4) and bile (0.1%) on the adhesion of 
pre-adhered FITC-labeled C. perfringens. * Significantly 
different from LAB-free group (p＜0.05). a-b Values of the 
identical LAB with different letters differ significantly (p＜0.05). 
A1, A2, A3: the three LAB without the pretreatment of acid and 
bile. B1, B2, B3: the three LAB with the pretreatment of acid and 
bile 
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吸附之作用下降，三株菌中又以 L. acidophilus 之取代吸附能力降低

程度達到顯著差異(p＜0.05)，因此可推論乳酸菌株以酸液及膽鹽預先

作用會對其造成傷害，雖然 B. bifidum 及 L. paracasei 也顯示相同之結

果，但並未達顯著差異(p＞0.05)。圖 4.9(乳酸菌未經酸、膽鹽作用者)

及圖 4.10(乳酸菌先經酸、膽鹽作用者)為各試驗乳酸菌株取代 C. 

perfringens 吸附程度之螢光顯微照相圖，結果顯示螢光染色 C. 

perfringens 之螢光強度皆減弱。 

許多文獻指出乳酸菌具有抑制病原菌吸附及侵襲腸道細胞之能

力(Bernet et al., 1994; Tuomola et al., 1999; Tsai et al., 2004)。本研究中

試驗之乳酸菌株無論是否預先以 pH 4 酸液及 0.1%膽鹽作用，皆可有

效取代 C. perfringens 吸附於腸道細胞。由先前許多學者及本研究中

之結果可知，如將乳酸菌應用於臨床上應可改善腸胃道菌相有助於腸

胃道疾病之治療與緩解。 

    本研究中，L. acidophilus 在未經酸及膽鹽連續作用前，擁有最佳

的吸附能力，但在拮抗病原菌試驗中與 B. bifidum、L. paracasei 比較

後，並未表現出最佳拮抗能力。Tuomola et al. (1999)指出拮抗病原菌

吸附之能力與益生菌本身之吸附能力並無相關性。其拮抗能力與益生

菌及病原菌競爭腸道上之特定吸附因子之接受器(Lee and Puong, 

2002)，及乳酸菌與病原菌之間共凝集作用有關(Reid et al., 1988;  
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圖 4.9、乳酸菌取代螢光染色 C. perfringens 吸附之螢光顯微鏡照相

圖。(A)LAB-free 組，螢光染色 C. perfringens；(B)添加 L. 
acidophilus；(C)添加 B. bifidum；(D)添加 L. paracasei 

 
Fig. 4.9. Fluorescent microscopic photographs representing the displacement 

effect of the tested LAB on the adhesion of pre-adhered 
FITC-labeled C. perfringens. (A) FITC-labeled C. perfringens 
(LAB-free group), FITC-labeled C. perfringens treated with (B)  
L. acidophilus;(C) B. bifidum;(D) L. paracasei, respectively 

 
 

A B 

C D 
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圖 4.10、預先以 pH 4 酸液及 0.1% 膽鹽溶液處理之乳酸菌取代螢光    

染色 C. perfringens 吸附之螢光顯微鏡照相圖。(A)LAB-free
組，螢光染色 C. perfringens；添加酸、膽鹽連續處理之(B) L. 
acidophilus；(C)添加 B. bifidum；(D)添加 L. paracasei 

 
Fig. 4.10. Fluorescent microscopic photographs representing the 

displacement effect of the tested LAB (pretreated with pH 4 acid 
solution and then 0.1% bile) on the adhesion of pre-adhered 
FITC-labeled C. perfringens. (A) FITC-labeled C. perfringens 
(LAB-free group), FITC-labeled C. perfringens treated with (B) 
L. acidophilus;(C) B. bifidum;(D) L. paracasei, respectively 

A B 

C D 
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Gueimonde et al., 2006)。Lee et al. (2003)研究中發現，益生菌取代病

原菌株之作用(displacement effect)與其本身競爭及預防吸附

(adherence inhibition)之能力是有差異的，且通常在與病原菌競爭排除 

試驗上，取代病原菌吸附之效果通常比預防其吸附之效果來的低，本

研究也發現了相似的結果(圖 4.5，圖 4.8)。 

 

第四節 β-半乳糖苷酶活性 

各試驗乳酸菌株分別經 pH 2, 3, 4 酸液及 0.1, 0.2, 0.3%膽鹽連續

作用後之 β-半乳糖苷酶活性如表 4.6 所示。由結果得知各試驗菌株在

相同 pH 值作用條件下，其 β-半乳糖苷酶活性隨著膽鹽濃度增加也增

加。 

許多文獻指出膽鹽會破壞菌體細胞膜上雙層脂質結構，使細胞膜

受到傷害(Adamowicz et al., 1991; Flahaut et al., 1996)，造成細胞膜通

透性增加(Noh and Gilliland, 1993; de Valdez et al., 1997)，致使測得之

β-半乳糖苷酶活性也增加，因此可藉由測定 β-半乳糖苷酶活性來判斷

細胞膜受破壞之程度。Taranto et al. (2006)探討不同濃度膽鹽對 L. 

reuteri CRL 1098 細胞膜通透性之影響，結果發現其 β-半乳糖苷酶活

性隨著膽鹽濃度之提高而增加，而本研究也發現類似之結果。 

此外，隨作用酸液 pH 值降低 β-半乳糖苷酶活性也下降，推測可



 

 79

 
 
表 4.6、各試驗乳酸菌株以 pH 2, 3, 4 分別處理 3 hr 後再連續以 0.1, 0.2, 0.3%膽鹽分別處理 

             3 hr 後之 β-半乳糖苷酶活性(μmol/ml) 
Table 4.6. β- galactosidase activity (μmol/ml) of the tested strains after the treatment of acid (pH  

       2, pH 3, pH 4) and then bile salt (0.1, 0.2, 0.3%), respectively. 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

*Control: β- galactosidase activity without the action of acid and then bile salt. 
             a-b Different letters within a column significantly differ at the 5% level, n=3. 
             w-z Different letters within a row are significantly different from the control at the same pH value (p＜0.05). 

pH 2 pH 3 pH 4 
Strain control* 

0.1% 0.2% 0.3% 0.1% 0.2% 0.3% 0.1% 0.2% 0.3% 

L. acidophilus 0.085aw 0.142ax 0.319ay 0.346by 0.366ax 0.685ay 0.763ay 0.680ax 0.941ay 1.024ay

B. bifidum 0.074aw 0.272ax 0.293ax 0.424ay 0.325ax 0.403ay 0.533ay 0.398bx 0.810ay 1.066az

L. paracasei 0.058aw 0.095ax 0.236ay 0.319az 0.116bx 0.335by 0.450by 0.178bx 0.429by 0.439by
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能原因為不同 pH 值酸液導致菌體死亡程度不一，並使 β-半乳糖苷酶

失去活性所造成之結果；較低 pH 值酸液之乳酸菌存活菌數較低，而

已死亡之菌體無法表現其受損細胞膜之 β-半乳糖苷酶活性，因而所測

得 β-半乳糖苷酶活性較低。 

 

第五節 菌株安全性評估 

各試驗乳酸菌株對 Caco-2 cell 之侵入百分比如表 4.7 所示，由結

果可知本研究中所試驗之乳酸菌株均對 Caco-2 cell 不具侵入性。另

外，將試驗菌株以 pH 4 酸液及 0.1%膽鹽溶液連續作用後，各試驗菌

株對 Caco-2 cell 之侵入百分比如表 4.8 所示，由結果發現將乳酸菌以

模擬胃腸道條件作用後之乳酸菌仍對 Caco-2 cell 不具侵入性，因此可

進一步推論本試驗所使用之菌株對人體具安全性，不具侵襲人體腸道

細胞之危險性。 

行政院衛生署公告可做為食品原料或食品加工使用之微生物包

括本研究中所使用的三種乳酸菌－L. acidophilus、B. bifidum、L. 

paracasei (# 2.)。具侵襲力的致病菌能突破宿主黏膜屏障，侵入體內

定殖造成腸道疾病，因此成為益生菌之條件必須具有吸附人類腸道細

胞之能力，但不能具有腸道細胞侵入性，若菌株具侵入性可能同時擁

有相當程度之病原性與感染性(Ford et al., 1996; Urao et al., 1996)。 
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  表 4.7、各試驗乳酸菌株侵入 Caco-2 cells 之百分比 

  Table 4.7. Invasion rate of the tested LAB 

   *N.D.: not detected. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Strain Invasion rate (%) 

L. acidophilus N.D.* 

B. bifidum N.D. 

L. paracasei N.D. 
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 表 4.8、各試驗乳酸菌株經 pH 4 酸液作用 3 hr 後再以 0.1% 膽鹽 
         連續處理 3 hr 後侵入 Caco-2 cells 之百分比 
 
 Table 4.8. Invasion rate of the tested LAB after being treated with pH 4 

acid solution for 3 hr and then 0.1% bile for 3 hr continually 

   *N.D.: not detected. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Strain Invasion rate (%) 

L. acidophilus N.D.* 

B. bifidum N.D. 

L. paracasei N.D. 
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第五章  結論 

本研究利用 L. acidophilus BCRC 10695, B. bifidum BCRC 14615,  

L. paracasei BCRC 14023 作為試驗菌株，探討益生菌經酸及膽鹽作用後

其耐受性、模擬腸道吸附性、拮抗 C. perfringens BCRC 13019 之能力及

菌株安全性等基礎益生性質，及菌株受模擬腸胃道不良環境因子條件作

用後對其細胞膜完整性之影響，總結試驗結果如下： 

(1)所有試驗乳酸菌株於酸及膽鹽之個別試驗中，L. acidophilus 表現最佳

耐酸性，L. paracasei 表現最佳膽鹽耐受性；而結合酸與膽鹽之連續

性試驗結果，所有試驗菌株於 pH 4 酸液及 0.1%膽鹽之連續作用下，

具有最高之存活率。 

(2)未經酸及膽鹽作用之 L. acidophilus 擁有最佳吸附能力(8.28%)；經不

同濃度之酸及膽鹽溶液作用後，所有試驗菌株僅於 pH 4 酸液及 0.1%

膽鹽條件作用後存活之乳酸菌仍保有吸附能力，且其吸附能力大於未

經酸及膽鹽作用者；其中又以 L. paracasei 擁有最佳之吸附能力

(80.68%)。 

(3)本研究結果推論，低 pH 值與高濃度膽鹽會導致乳酸菌株存活率下

降，且其造成之傷害會使菌株喪失其吸附能力。 

(4)預防 C. perfringens 侵襲腸道之吸附抑制試驗，不論 C. perfringens 是

否預先以 pH 4 酸液及 0.1%膽鹽連續作用，試驗乳酸菌株皆可有效預
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防 C. perfringens 侵襲腸道細胞，且乳酸菌對預先以酸及膽鹽處理之

病原菌具有較佳但未達顯著性之拮抗能力。 

(5)取代 C. perfringens 吸附於腸道細胞之試驗結果顯示，不論乳酸菌是

否預先以 pH 4 酸液及 0.1%膽鹽連續作用，試驗菌株皆可有效降低預

先吸附於 Caco-2 cell 上 C. perfringens 之吸附率，因此達到取代 C. 

perfringens 吸附於腸道細胞之效果；但經模擬胃腸道條件作用後之乳

酸菌其拮抗能力略低於未經作用之乳酸菌。 

(6) β-半乳糖苷酶活性試驗結果得知，隨著膽鹽濃度之提高 β-半乳糖苷

酶活性也增加，顯示菌體細胞膜可能遭受之破壞程度隨膽鹽濃度提高

而增加。 

(7)生體外試驗得知不論是否經酸與膽鹽作用，L. acidophilus、B. 

bifidum、L. paracasei 皆不具細胞侵入性，因此初步推論其對人體腸

道不具侵襲性。 

(8)本研究結果顯示，以酸及膽鹽作為模擬胃腸道之環境條件用以探討乳

酸菌經上述條件作用後之益生性質表現，應為一適當可行之生體外試

驗評估模式。 
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