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兰州甜胚子中乳酸菌的分离鉴定及益生特性研究

李成庚  许飘然  马莎莎  高丹丹  刘珊珊*

（西北民族大学生命科学与工程学院，甘肃  兰州  730030）

摘要：【目的】筛选优质的食源性乳酸菌。【方法】采用传统微生物培养方法结合 16S rRNA测序对兰州甜胚子中的

乳酸菌进行分离、纯化及鉴定，并从酸及胆盐耐受性、抗生素敏感性、抑菌活性和体外抗氧化活性等方面综合评价

其益生特性。【结果】从兰州甜胚子中共分离鉴定出 6株乳酸菌，分别为副干酪乳酪杆菌（Lacticaseibacillus paracasei）

PR6、发酵粘液乳杆菌（Limosilactobacillus fermentum）PR10、类肠膜魏斯氏菌（Weissella paramesenteroides）PR13、

戊糖片球菌（Pediococcus pentosaceus）PR15、乳酸片球菌（Pediococcus acidilactici）PR17 和融合魏斯氏菌

（Weissella confusa）PR18。益生特性结果表明，菌株 PR10 在酸性（pH 2.5 和 3.0）、胆盐环境下均有较高的存

活率，对环丙沙星、氨苄西林、四环素和青霉素等常用抗生素具有中高度敏感性，且可有效抑制食源性致病

菌（金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌）；菌株 PR18 具有较好的抗氧化活性，其 1，1-二苯基 -2-三硝基苯肼

（DPPH）自由基清除率和还原能力分别为 67.6% 和 42.7%，且菌株 PR18 的酸及胆盐耐受性仅次于菌株

PR10。【结论】发酵粘液乳杆菌 PR10 和融合魏斯氏菌 PR18 具有潜在的益生特性，可作为候选菌株开展进一

步研究。
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Abstract: [Objective] This study aims to screen high-quality food-borne lactic acid bacteria. [Method] Lactic 

acid bacteria were isolated, purified, and identified from traditional fermented sweet oats (Tianpeizi) in Lanzhou 

by conventional microbial culture methods combined with 16S rRNA gene sequencing. The probiotic properties 

of the isolates were comprehensively evaluated based on acid and bile salt tolerance, antibiotic susceptibility, 

antibacterial activity, and in vitro antioxidant capacity. [Result] A total of six strains of lactic acid bacteria were 

isolated and identified from Tianpeizi in Lanzhou, including Lacticaseibacillus paracasei (L. paracasei) PR6, 

Limosilactobacillus fermentum (L. fermentum) PR10, Weissella paramesenteroides (W. paramesenteroides) PR13, 

Pediococcus pentosaceus (P. pentosaceus) PR15, Pediococcus acidilactici (P. acidilactici) PR17, and Weissella 

confusa (W. confusa) PR18. The probiotic property assay showed that strain PR10 exhibited high survival rates 

under acidic conditions (pH 2.5 and 3.0) and in the presence of bile salts. It showed moderate to high 

susceptibility to commonly used antibiotics, including ciprofloxacin, ampicillin, tetracycline, and penicillin, and 

demonstrated strong inhibitory activity against foodborne pathogens (Staphylococcus aureus and Escherichia 

coli). Strain PR18 displayed notable antioxidant activity, with 1,1-diphenyl-2-trinitrophenylhydrazine (DPPH) free 

radical scavenging rate and reducing power of 67.6% and 42.7%, respectively. In addition, strain PR18 showed 
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good acid and bile salt tolerance, second only to strain PR10. [Conclusion] L. fermentum PR10 and W. confusa 

PR18 exhibit promising probiotic potential and may serve as candidate strains for further studies.

Keywords: fermented sweet oats (Tianpeizi); lactic acid bacterium; screening; probiotic property

甜胚子，即酒醅子，是一种广泛流传于我国西

北地区的传统特色美食，主要以莜麦和青稞作为

原材料自然发酵而成。甜胚子具有鲜明的地域特

色，早在几个世纪之前我国甘肃地区就有制作和

食用甜胚子的传统。兰州甜胚子作为甜胚子的典

型代表，具有悠久的酿造历史，其口感酸甜、酒香

浓郁、清凉解暑。此外，甜胚子还是兰州地区清明

和端午的节日食品，是兰州传统饮食文化的重要

组成部分［1］。甜胚子和醪糟的制作原理有异曲同

工之妙，两者都是由酒曲发酵而成，但在风味、口

感和营养价值方面具有较大差异，除了原料不同

外，其根本原因在于发酵食品风味物质的形成过

程中微生物的丰度不同。

相较于工业化生产，传统发酵食品微生物多

样性更高，发酵风味更加独特，是研究不同地域及

民族特色饮食的天然菌种库。发酵食品中最主要

的微生物是乳酸菌，由于地理位置、食品基质、工

艺流程等方面的差异，不同发酵食品的乳酸菌种

类及性能具有较大差异。近年来，越来越多的学

者将研究焦点转向传统发酵食品醪糟或米酒。例

如，党辉等［2］对礼泉醪糟中的微生物多样性进行

分析，发现乳杆菌属（Lactobacillus）是优势细菌属，

占比可达 85.25%；向凡舒等［3］对湖北孝感和四川

成都米酒曲发酵制作的米酒进行了乳酸菌多样性

研 究 ，发 现 大 部 分 乳 酸 菌 隶 属 于 乳 杆 菌 属

（Lactobacillus）、片球菌属（Pediococcus）和魏斯氏

菌属（Weissella）等。乳酸菌在发酵过程产生的有

机酸、双乙酰和酮类等风味物质，对这些传统发酵

食品的感官品质起到了关键作用［4］。虽然甜胚子

是西北地区的特色传统发酵美食之一，但目前以

甜胚子为分离源的乳酸菌研究较少，其丰富的微

生物菌种资源未得到有效开发利用。

本研究使用传统微生物培养方法及 16S rRNA

测序对兰州甜胚子中的乳酸菌进行分离、纯化及

鉴定，从耐酸及耐胆盐性能、抗氧化活性及抑菌性

能等方面进行评价，综合分析乳酸菌的益生特性，

筛选出甜胚子中的优良菌株，为甜胚子中微生物

资源的开发利用提供参考。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

1.1.1　材料　

从兰州市区不同的农贸市场采集 17份传统发

酵的甜胚子样品，将样品置于无菌采样管中，低温

运送至实验室，于 4 ℃储存备用。

1.1.2　试剂　

MRS培养基、革兰氏染色试剂盒、2，2-联苯基-1-

苦基肼基（DPPH）、LB 液体培养基、磷酸盐缓冲液

（phosphate buffered saline，PBS）、过硫酸钾、2，2’-

联 氮 - 双（3- 乙 基 苯 并 噻 唑 啉 -6- 磺 酸）二 铵 盐

（ABTS）、指示菌（埃希氏大肠杆菌 ATCC25922、枯

草芽孢杆菌 CMCC（B）63501、金黄色葡萄球菌

ATCC25923）：青岛海博生物科技有限公司；牛胆

盐试剂：杭州微生物试剂有限公司；MRS肉汤琼脂

培养基：北京陆桥技术股份有限公司；四环素、青

霉素、环丙沙星、氨苄西林：上海麦克林生化科技

股份有限公司 ；细菌基因组 DNA 提取试剂盒

（DP302）：天根生化科技（北京）有限公司；其他有

机试剂均为分析纯。

1.2　仪器与设备

双人单面循环净化工作台：VS-1300-U 型，中

国苏州智净净化设备有限公司；立式高压蒸汽灭

菌器：LDZM-60L-I型，上海申安医疗器械厂；恒温

电子水浴锅：SCG-4 型，宁波新芝生物科技股份有

限公司；电子天平：FA1204B 型，上海精密科学仪

器有限公司；恒温培养箱：DHP-9032T 型，上海一

恒科技有限公司；紫外-可见分光光度计：UV2355

型，尤尼柯（上海）仪器有限公司；高速台式离心

机：H1650 型，长沙湘仪离心机仪器有限公司；倒

置生物显微镜：LK-90 型，天津徕科光学仪器有限

公司；梯度 PCR 仪：VeritiPro 型，美国赛默飞世尔

科技公司。

1.3　方法

1.3.1　乳酸菌的分离与鉴定　

将低温保存的样品取出，在超净台中用移液

枪吸取适量均匀澄清的样品，用 10倍梯度稀释法，

利用灭菌生理盐水对样品进行稀释。选取 1×10-3、
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1×10-4、1×10-5 浓度梯度的稀释液各 0.1 mL，分别

涂布于含有碳酸钙的无菌 MRS 固体培养基上，于

37 ℃恒温培养 48 h。挑取具有溶钙圈的菌落，在

平板上进行反复划线 7~8 次，直至得到单菌落，将

得到的菌落制作成菌悬液备用［5］。

将纯化培养得到的单菌落接种于 MRS 固体

培养基上，于 37 ℃培养 24 h 后，采用革兰氏染色

法对其进行染色鉴定，通过细胞形状、大小、革兰

氏染色等形态学分类特征进行初步鉴定。同时，

挑取少量 MRS 固体培养基上的菌落，置于洁净的

玻片上，滴加体积分数 3% 的过氧化氢溶液 1~2滴。

静置 1 min内产生大量气泡则为过氧化氢酶阳性，

反之则为过氧化氢酶阴性。对过氧化氢阴性且革

兰氏染色阳性的菌株进行传代培养，冷冻干燥后

保存备用。

1.3.2　16S rRNA 序列分析　

用细菌基因组 DNA 提取试剂盒（DP302）提取

菌液样品的总 DNA，具体操作流程参照试剂盒说明

书。用超微量紫外-可见分光光度计测定 DNA 的

浓度和纯度。随后，对提取得到的不同菌株 DNA

进行 16S rRNA 基因扩增［6］，选用通用引物 27F

（5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ ）和 1492R

（5′-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3′）进 行 PCR

扩增。扩增条件为：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性

30 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，进行 30个循

环；72 ℃末端延伸 5 min。使用 1 g/dL 的琼脂糖凝

胶电泳对扩增产物进行定量检测。将检验合格的

扩增产物送至武汉金开瑞生物工程有限公司进行

测序。测序结果提交至 GenBank 数据库 ，利用

BLAST 分析序列同源性，选择相似性最高的同源

菌株在 MEGA 11 中进行系统发育分析，对分离所

得菌株进行分子生物学鉴定。

1.3.3　耐酸、耐胆盐试验　

按照接种体积分数 2% 将活化后的菌悬液［7］

分别接种于 pH 2.5 和 pH 3.0（由 1 mol/L 的硫酸配

制）的 MRS 肉汤培养基中，于 37 ℃静置培养 3 h，

分别在 0、3、6 h 时取样并进行梯度稀释，选取合适

浓度的菌悬液涂布在平板上，观察菌落生长状况，

采用平板计数法计算活菌数，并按照式（1）计算菌

株存活率。

S = A/B × 100% （1）

式中：

S——菌株存活率，%；

A——分别培养 3、6 h的活菌浓度，CFU/mL；

B——初始（0 h）菌浓度，CFU/mL。

分别取 100 μL体积分数 2%的活化后的菌悬液，

接种于含不同牛胆盐质量浓度（2、5、10、20 g/L）的

MRS 肉汤培养基中，于 37 ℃恒温培养 3 h，使用紫

外-可见分光光度计分别检测 0、3 h 培养液的

OD600值，按照式（2）计算菌株存活率。

S1=C/D×100% （2）

式中：

S1——菌株存活率，%；

C——培养 3 h的 OD600值；

D——0 h的 OD600值。

1.3.4　抗生素敏感性试验　

使用滤纸片扩散法［8］检测筛选菌株的抗生素

敏感性。取 100 μL 体积分数 2% 的菌悬液涂布于

MRS 培养基平板上，将含有标准剂量抗生素的药

敏纸片置于平板表面，于 37 ℃培养 24 h。根据美

国临床和实验室标准协会（Clinical and Laboratory 

Standards Institute，CLSI）标准，通过抑菌圈直径确

定菌株的抗生素敏感性。

1.3.5　抑菌试验　

使用牛津杯法［9］检测菌株的抑菌活性。将致病

性金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、枯草芽孢杆菌活化

后接种到LB液体培养基中，于 37 ℃培养 18 h，取 100 

μL菌悬液分别稀释到 1×105~1×106 CFU/mL。取 100 

μL稀释后的致病菌菌悬液均匀涂布于 LB固体培养

基上，然后将牛津杯置于其中。将活化后的乳酸菌

菌株以接种体积分数 2% 接种于 MRS培养基中，于

37 ℃培养 24 h后，再于 4 ℃、6 000 r/min条件下离心

10 min，获得乳酸菌上清液。在每个致病菌培养基

的牛津杯中加入 150 μL乳酸菌上清液，以无菌 MRS

培 养 基 作 为 空 白 对 照 ，于 37 ℃ 静 置 培 养

18~24 h，观察并记录抑菌圈直径。

1.3.6　抗氧化活性的测定　

通过测定菌株的还原能力和 DPPH 自由基、

ABTS+自由基清除能力评价菌株的抗氧化活性。

参考杨博等［10］的方法制备抗氧化活性样品。

1）还原能力的测定 ：将 0.5 mL 0.2 mol/L 的

PBS 和 0.5 mL 1 g/100 mL 的铁氰化钾溶液混合均

匀 ，加 入 0.5 mL 菌 悬 液 ，摇 匀 后 于 50 ℃ 反 应

20 min，迅速冷却。再加入 0.5 mL 10 g/100 mL 的
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三氯乙酸溶液，于 4 000 r/min 离心 5 min。分别取

1 mL 乳酸菌上清液 、1 mL 蒸馏水和 1 mL 0.1 

g/100 mL 的三氯化铁混合均匀，反应 10 min后，在

波长 700 nm 处测定溶液的 OD700值，按照式（3）计

算还原能力。

R =
B 1 − B 0

B 0

× 100% （3）

式中：

R——菌株的还原能力，%；

B0——PBS的 OD700值；

B1——待测样品的 OD700值。

2）ABTS+自由基清除率的测定：参考 Jia等［11］的

方法并稍加修改。取 2.5 mL 7 mmol/L 的 ABTS 溶

液，加入 45 μL 140 mmol/L 的过硫酸钾溶液，混合

均匀后置于室温、避光条件下反应 12 h，制备 ABTS

储备液。使用 20 mmol/L、pH 7.4的 PBS稀释 ABTS

储备液，制备 ABTS 工作液，使工作液的吸光度为

0.700±0.002。分别将 30 μL 待测菌悬液与 3.0 mL 

ABTS 工作液充分混合，反应 8 min后测定其 OD734

值，并按照式（4）计算ABTS+自由基清除率。

F 1 = ( )1 − C 1 − C 2

C 0

× 100% （4）

式中：

F1——ABTS+自由基清除率，%；

C1——待测样品与 ABTS+工作液反应后的吸

光度；

C2——待测样品与 PBS反应后的吸光度；

C0——ABTS+工作液与 PBS反应后的吸光度。

3）DPPH自由基清除率的测定［12］：在 2 mL菌悬

液中加入 1 mL 0.2 mmol/L的DPPH-乙醇溶液，作为

样品组；在 2 mL菌悬液中加入 1 mL无水乙醇溶液，

作为空白组；在 2 mL蒸馏水中加入 1 mL 0.2 mmol/L

的DPPH-乙醇溶液，作为对照组。于 37 ℃避光反应

30 min，6 000 r/min离心 10 min，取上清液。分别在

波长 517 nm处测量样品组、空白组和对照组的吸光

度，按照式（5）计算DPPH自由基清除率。

F 2 = ( )1 − D 1 −D 2

D 0

× 100% （5）

式中：

F2——DPPH 自由基清除率，%；

D1——样品组的吸光度；

D2——对照组的吸光度；

D0——空白组的吸光度。

1.3.7　数据处理与统计分析　

使用 SPSS 25.0 及 Excel 2019 软件进行数据

处理及显著性分析，每个处理组分别进行 3 次平

行试验，数据结果表示为平均值 ±标准差，采用

GraphPad 10.0软件绘图。

2　结果与讨论

2.1　乳酸菌初筛鉴定结果

通过对含有溶钙圈的菌株进行多次划线纯

化 ，从样品中共分离纯化得到 21 株纯培养物。

使用革兰氏染色对初筛菌株进行形态学观察，共

得到 9 株革兰氏阳性细菌。这些初筛菌落大小

不一，颜色多呈白色、乳白色至浅黄色，形状圆滑，

边缘完整。镜检结果显示，菌株细胞呈杆状或球

杆状，以单个、成对或链状排列，无芽孢，见图 1。

图 1　初筛菌株的镜检结果

Fig. 1　Microscopic images of the initially screened strains
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将 9 株疑似菌株进行过氧化氢酶试验 ，结果显

示，菌株 PR11、PR12、PR16 为革兰氏阳性菌，其

余均为革兰氏阴性菌。因此初步筛选鉴定出 6

株乳酸菌。

2.2　16S rRNA 序列鉴定结果

使用形态学观察结合分子生物学手段能够快速

鉴定菌种。本研究对初筛的 6株乳酸菌的 16S rRNA

基因的 V3—V4区进行 PCR扩增，结果见图 2。6个

样品均扩增得到 1 500 bp左右的目的条带，纯化回

收后进行目的基因测序。利用 Genbank 数据库进

行菌株目的序列的同源性比对，选择序列相似度

最高的菌株构建系统发育树。

系 统 发 育 树 结 果 表 明 ，PR6、PR10、PR13、

PR15、PR17、PR18 分 别 与 副 干 酪 乳 酪 杆 菌

（L. paracasei）、发酵粘液乳杆菌（L. fermentum）、

类肠膜魏斯氏菌（W. paramesenteroides）、戊糖片

球菌（P. pentosaceus）、乳酸片球菌（P. acidilactici）

和融合魏斯氏菌（W. confusa）的亲缘关系最近，可

聚为同一分支，且均有较高的支持率，见图 3。如

表 1 所 示 ，BLAST 检 索 的 序 列 相 似 度 高 达

99.50%~100.00%，因此，以上初筛菌株可确定与相

应的模式菌株为同一菌种。

2.3　乳酸菌的益生特性

2.3.1　耐酸及耐胆盐特性　

乳酸菌发挥益生作用的前提是能够在宿主胃

肠道上皮表面黏附和定植。因此，对胃的酸性及

肠道胆盐环境的耐受性是其发挥生态调节功能的

关键［13］。分别在 pH 2.5 和 3.0 的条件下对分离菌

株进行培养，以测定其耐酸及耐胆盐特性。如表 2

Maker

5 000 bp

3 000 bp

2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

PR6 PR10 PR13 PR15 PR17 PR18

图 2　乳酸菌 16S rRNA 基因片段 PCR 扩增电泳结果

Fig. 2　Electrophoresis of PCR products of 16S rRNA gene 

fragment of lactic acid bacteria

66

89

96

97

100

85

96

99

94

75

91

96

78
100

MT611927.1 W. confusa strain 2995
PR18

MT611928.1 W. confusa strain 2996
OR502159.1 W. paramesenteroides strain HBUR51096
OR502103.1 W. paramesenteroides strain HBUR51025

PR13

PR10
MN336188.1 L. fermentum strain HPLD
MK235130.1 L. fermentum strain R3

MT613527.1 L. paracasei strain 3154
MT613526.1 L. paracasei strain 3153
PR6

PR15
MT645305.1 P. pentosaceus strain HM75-1

MT538961.1 P. acidilactici strain 8275
PR17

MT464372.1 P. acidilactici strain 8613
MT516005.1 P. acidilactici strain 7074

0.8

100

84

图 3　系统发育树

Fig. 3　Phylogenetic tree

表 1　菌种鉴定结果

Table 1　Results of bacterial identification

菌株编号

PR6

PR10

PR13

PR15

PR17

PR18

同源菌株

副干酪乳酪杆菌（L. paracasei）

发酵粘液乳杆菌（L. fermentum）

类肠膜魏斯氏菌（W. paramesenteroides）

戊糖片球菌（P. pentosaceus）

乳酸片球菌（P. acidilactici）

融合魏斯氏菌（W. confusa）

相似度/%

100.00

99.90

100.00

99.50

100.00

100.00
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所示，在 pH 为 3.0 时菌株均能存活，培养 3 h 后菌

株 PR13的存活率最高，可达（144.10±1.33）%，而菌

株 PR15仅为（49.84±0.27）%；培养 6 h后，所有菌株

的存活率均下降，菌株 PR15 和 PR17 的存活率下

降至 40% 以下 ，而菌株 PR10 和 PR13 还能达到

115% 以上。而在 pH为 2.5的培养基中，培养 3 h后

所有菌株的存活率均明显下降，菌株 PR10 的存活

率为（94.03±3.05）% ，显著高于其他菌株 ，菌株

PR13的存活率降至（26.39±3.86）%，表明该菌株对

于酸性环境的变化较为敏感；培养 6 h后，菌株 PR6

的存活率下降至（11.72±1.93）%，而其他菌株下降

不明显，存活率均在 20% 以上。其中菌株 PR17 在

pH 为 3.0 和 2.5 时的存活率差异较小，该菌株与菌

株 PR13 相反，对酸的变化不太敏感。综上，菌株

PR10 对强酸环境的耐受能力较好，能更好地适应

胃液环境，从而发挥其益生作用。

乳酸菌进入消化道后，其活力往往会受到胃

肠液中胆盐的影响，从而影响其益生作用［14］。因

此，胆盐的耐受能力是决定菌种活性的核心指

标［15］。如图 4 所示，使用 2、5、10、20 g/L 胆盐处

理 6株乳酸菌 3 h后，所有菌株都能存活，胆盐耐受

能力无明显差异；20 g/L 胆盐处理时，菌株存活率

开始下降。值得注意的是，使用 10 g/L 胆盐处理

3 h 后，菌株 PR10 存活率不降反升，显著高于菌

株 PR13、PR15 和 PR17。综合耐酸性测定结果，

菌株 PR10 具有较好的耐酸及耐胆盐特性。

2.3.2　抗生素敏感性　

乳酸菌作为食品工业中的重要菌种，一直是

公认安全的食品用微生物之一。然而，抗生素的

不当使用可能会使乳酸菌产生耐药性，耐药基因

可水平转移至其他肠道细菌甚至是致病菌，从而

危害人体健康［16］。因此，乳酸菌的抗生素敏感性

也是评价其益生特性的重要指标之一。使用环丙

沙星、四环素等 4 种常见的抗生素对 6 株乳酸菌进

行药物敏感性试验，参考 CLSI 标准进行结果判

定。由表 3 可知，菌株 PR10、PR15 和 PR18 均对 4

种抗生素呈现出中高度敏感性，说明其可被这几

种抗生素抑制，具有一定安全性。而菌株 PR6、

PR13 和 PR17 则表现出中度敏感，甚至产生了耐

药性。

表 2　菌株酸耐受性试验结果

Table 2　Results of acid tolerance test for lactic acid bacteria

菌株编号

PR6

PR10

PR13

PR15

PR17

PR18

pH 3.0

培养 3 h的存活率/%

69.01±2.69

140.70±1.46

144.10±1.33

49.84±0.27

52.02±1.39

104.24±2.00

培养 6 h的存活率/%

49.68±1.52

129.50±2.31

118.5±3.15

35.07±1.63

38.38±1.86

88.19±3.50

pH 2.5

培养 3 h的存活率/%

21.46±1.07

94.03±3.05

26.39±3.86

45.68±2.88

35.63±3.15

46.58±2.98

培养 6 h的存活率/%

11.72±1.93

88.51±1.19

23.19±2.29

39.69±1.63

35.10±1.05

37.74±0.04

同一处理条件下不同字母表示差异显著（P<0.05）。

图 4　乳酸菌胆盐耐受性试验结果

Fig. 4　Results of bile salt tolerance test for lactic acid bacteria

表 3　乳酸菌的抗生素敏感性

Table 3　Antibiotic sensitivity of lactic acid bacteria

菌株编号

PR6

PR10

PR13

PR15

PR17

PR18

抗生素敏感性

环丙沙星

I

I

R

I

I

I

氨苄西林

R

S

R

I

R

I

四环素

R

S

S

I

I

I

青霉素

I

S

R

I

R

I

注：“S”表示乳酸菌对抗生素高度敏感；“I”表示乳酸菌对抗生素

中度敏感；“R”表示乳酸菌对抗生素耐药。
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2.3.3　抑菌性能　

乳酸菌在宿主肠道定植后能够产生 H2O2、有机

酸及细菌素等化合物，这些物质是其抑菌活性的主

要来源［17-18］。使用常见的食源性致病菌检测 6株乳

酸菌的抑菌性能。如表 4所示，这些乳酸菌对致病

菌具有不同程度的抑制作用。其中，菌株 PR6 和

PR10对金黄色葡萄球菌的抑制作用显著高于其他

菌株，而对枯草芽孢杆菌的抑制作用较弱。菌株

PR10对于大肠埃希菌的抑制作用最强。综合比较

发现，菌株 PR13、PR15 和 PR17 对 3 种致病菌的抑

制作用较强。

2.3.4　菌株的抗氧化活性　

乳酸菌作为天然的抗氧化微生物，不仅可以

清除有机体内的活性氧和自由基，还能够通过氧

化还原调控系统缓解机体的氧化损伤。因此，可

以通过测定菌株的还原能力及自由基清除能力来

评价其抗氧化活性［19-20］。

乳酸菌中的抗氧化物质可以与铁氰化钾反应

生成蓝色的亚铁氰化铁，该物质在波长 700 nm 处

有最大 OD 值，可以通过测定亚铁氰化铁的水平来

测定待测菌株的还原能力。如图 5 所示 ，菌株

PR13、PR17和 PR18的还原能力均为 40% 以上，显

著高于菌株 PR6、PR10 和 PR15，而菌株 PR10 的还

原能力在 20% 以下，说明不同菌株的抗氧化物质

水平存在差异。

机体内的自由基有很强的氧化性，会损伤蛋

白质、核酸及脂质等生物分子，严重时会引起机体

氧化损伤［21］。比较不同菌株的 ABTS+自由基清除

率和 DPPH 自由基清除率，结果见图 6。6 种菌株

的 ABTS+自由基清除率普遍偏低，为 9.0%~11.4%，

菌株之间没有显著差异。而 6 种菌株的 DPPH 自

由基清除率为 29.6%~67.6%，除了菌株 PR13 外，

其他菌株的 DPPH 自由基清除率均超过 30%，且

菌株 PR18 的 DPPH 自由基清除率明显高于其他

菌株。总体而言，菌株 PR18 的抗氧化活性较好，

可以作为开发保健食品、药品等的潜在菌株，用于

研究氧化应激相关疾病。

3　讨论

食品发酵是最古老的食品加工和保存方法之

一，在中国已有数千年的历史。发酵过程中微生

物的代谢活动会产生多种化合物，不仅能够延长

食品的保质期、改善食品风味［22］，还能提高食品消

化率和营养价值。传统发酵食品基质主要有乳制

品、蔬菜和肉类等［23］，通过自然发酵，可形成优势

菌群及不同的微生物群落。不同国家、地区及不

同种类的传统发酵食品的微生物多样性存在差

异。因此，研究不同地域传统特色发酵食品对发

掘食源性乳酸菌菌株具有重要意义。

表 4　乳酸菌的抗菌性能

Table 4　Antibacterial activity of lactic acid bacteria

菌株编号

PR6

PR10

PR13

PR15

PR17

PR18

抑菌圈直径/mm

金黄色葡萄球菌

13.51±0.01

13.23±0.02

11.25±0.03

11.17±0.01

12.43±0.15

12.32±0.20

大肠埃希菌

9.83±0.01

13.15±0.02

12.31±0.15

11.77±0.20

11.51±0.10

10.61±0.01

枯草芽孢杆菌

6.56±0.02

7.86±0.03

12.19±0.01

14.32±0.02

11.72±0.15

6.85±0.08

同一指标不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。

图 6　乳酸菌的自由基清除率

Fig. 6　Free radical scavenging rate of lactic acid bacteria

不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。

图 5　乳酸菌的还原能力

Fig. 5　Reducing ability of lactic acid bacteria
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兰州甜胚子主要以莜麦和青稞为原料发酵而

成，与以糯米为原料制作的醪糟和甜酒有本质区

别，因此甜胚子可能蕴含较为丰富和独特的乳酸

菌菌种。本研究通过形态学及分子生物学方法筛

选并鉴定出 6 株乳酸菌，分别为副干酪乳酪杆菌

PR6、发酵粘液乳杆菌 PR10、戊糖片球菌 PR15、乳

酸片球菌 PR17、类肠膜魏斯氏菌 PR13 和融合魏

斯氏菌 PR18，分别隶属于 3 个属：乳杆菌属、片球

菌属及魏斯氏菌属。乳酸菌在发酵中过程中具有

重要作用，不同的制作环境会对菌落结构产生影

响。有研究发现，礼泉醪糟［23］和南宁地区的酒曲

均以乳杆菌属为优势细菌属，而孝感地区的酒曲

则以魏斯氏菌属为主［24］。乳酸菌在发酵过程中通

过代谢活动能够产生乳酸、乙酸、丁酸、醇类和醛

类等多种有机物 ，从而赋予发酵食品独特的

口感［25］。

本研究分离鉴定出一株对酸和胆盐耐受性较强

的发酵粘液乳杆菌PR10，该菌株在 pH 2.5、胆盐质量

浓度 10 g/L的条件下仍有较高的存活率。有研究表

明，从兰州浆水中分离出的发酵粘液乳杆菌 JL-3

（Limosilactobacillus fermentum JL-3）能够在体外

分解尿酸，在体内调节肠道菌群失调，可有效降低

小鼠尿酸水平［26］。乳酸菌进入机体后对胃肠条件

是否有足够的耐受性是其维持细胞活性以发挥益

生特性的关键。菌株 PR10 不仅耐酸及耐胆盐，还

具有较好的抗生素敏感性，可进一步开展菌株

PR10在保健食品及药品中的研究。

乳酸菌可以利用自身的抗氧化系统抵御活性

氧的损伤，从而应对环境带来的氧化应激反应［27］。

王曦等［28］通过比较 35 株乳酸菌的还原能力及自

由基清除能力，鉴定出 2 株抗氧化性能较高的菌

株，分别是乳杆菌属和链球菌属细菌。邹思博

等［29］通过对酸菜样品中的菌株进行富集培养及分

离纯化，最终鉴定得到了一株具有较强抗氧化活

性的植物乳植杆菌，并发现发挥抗氧化作用的关

键为菌悬液。本研究筛选出一株抗氧化活性较强

的菌株为 PR18，鉴定为融合魏斯氏菌。虽然菌株

PR18 的还原能力比菌株 PR13 和 PR17 弱，但差异

不显著；而菌株 PR18 的 DPPH 自由基清除能力则

显著高于 PR13 和 PR17。因此，菌株 PR18 可作为

潜在菌株用于食品抗氧化剂或微生物制剂的

开发。

4　结论

本文从兰州地区传统发酵的甜胚子样品中筛

选得到的发酵粘液乳杆菌 PR10 可以抑制肠道主

要致病菌、对抗生素敏感并具有较好的酸及胆盐

耐受性；融合魏斯氏菌 PR18 的还原能力可达到

40% 以上，其 DPPH 自由基清除率高达 67.6%，抗

氧化活性较高。这 2 株乳酸菌具有潜在的益生特

性，可作为候选菌株开展进一步研究。
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