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摘摇 要: 研究了两株自选乳酸菌的益生特性,为其应用于果蔬汁乳酸发酵的功能性饮料研制提供

理论依据. 以自选植物乳杆菌 R23 和干酪乳杆菌 R35 为目标菌,以德氏乳杆菌保加利亚亚种 6045
为对照菌,考察各菌对模拟胃液酸度和肠道胆盐的抗逆性以及凝集能力、表面疏水性等黏附性能,
并评价其发酵液对超氧阴离子和羟基自由基的清除能力等体外抗氧化功能. 结果表明:两菌株对

酸度和胆盐的耐受能力均优于对照菌,植物乳杆菌 R23 的抗逆性最强,能耐受 pH 值 2郾 5、胆盐质量

浓度 5 g·L - 1 . 干酪乳杆菌 R35 的黏附能力强,而植物乳杆菌 R23 疏水性较强而凝集能力较弱. 各

菌株的胞外代谢产物均有抗氧化能力,以植物乳杆菌 R23 为最强,其培养 24 h 后的发酵液对超氧

阴离子自由基和羟自由基的清除率达 77郾 8%和 80郾 94% ,分别比对照菌高 36郾 72%和 5郾 81% .
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摇 摇 欧洲食品和饲料菌种协会(European food and
feed cultures association, EFFCA)于 2002 年给益生

菌作出最新定义:益生菌(probiotics)是活的微生物,
摄入充足的数量后,对宿主产生一种或多种特殊且

经论证的健康益处,如调节免疫系统,显著降低血清

胆固醇和低密度脂蛋白含量,提高人体抗氧化能力,
维持肠道内菌群平衡,促进营养物质吸收等[1 - 3] .
我国国家卫生部 2010 年 4 月印发的《可用于食品的

菌种名单》,包含了双歧杆菌属 6 种,乳杆菌属 14
种,链球菌属 1 种,丙酸杆菌属 1 种,乳酸乳球菌属

3 个亚属,均属于益生菌. 植物乳杆菌与干酪乳杆

菌是两种较为常用的潜在益生菌[4] . 本实验室筛选

出的适合果蔬全汁乳酸发酵的植物乳杆菌 R23 和

干酪乳杆菌 R35[5],是两株植物源乳酸菌. 益生菌

要在人体内发挥其独特的功能,就必须对宿主的胃

肠环境具有理想的抗逆性,能够耐受胃液、肠液和胆

汁的胁迫. 并且具有较强的肠道定植力,在肠道内

维持一定数量级的活菌数. 益生菌株通过自凝集作

用集合到一定数量使菌株发挥益生功效[6],并形成

多细胞簇以阻碍致病菌定植和感染[7],因此,乳酸菌

对肠黏膜上皮细胞的黏附能力是其作为益生菌菌株的

前提,与同菌种(自凝集)或与不同菌株的凝集作用(交
互凝集)及菌体表面疏水特性通常被认为是两个独立

的、能反应乳酸菌黏附能力的特征[8] .
目前对乳酸菌抗氧化能力的研究多集中在对活

菌细胞或超声波破碎活菌细胞后离心得到的无细胞

抽提液(胞内代谢产物)的抗氧化能力上,尚未见有

关乳酸菌发酵液(胞外代谢产物)抗氧化能力的研

究报道. 本研究考察了乳酸菌发酵液耐受酸度和胆

盐能力、黏附性能,评价了无菌发酵液的体外抗氧化

能力,为乳酸菌活体细胞及其代谢产物的高效利用,
研发具有益生功能的食品提供理论依据.

1摇 材料与方法

1郾 1摇 供试菌株

植物乳杆菌 R23( lactobacillus plantarum R23)、
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干酪乳杆菌 R35( lactobacillus casei R35),福建省农

业科学院农产品加工研究中心选育并保存[9] .
德氏乳杆菌保加利亚亚种 6045(下简称 6045)、

大肠杆菌,购于中国工业微生物菌种保藏管理中心.
1郾 2摇 培养基

1郾 2郾 1摇 LH18 培养基[10]

用于乳酸菌液体培养.
1郾 2郾 2摇 细菌培养基

蛋白胨 10 g,牛肉膏 3 g,氯化钠 5 g,蒸馏水补

足 1 L,pH 值 7郾 0 依 0郾 1,1 伊 105 Pa 下灭菌 20 min. 用

于指示菌(大肠杆菌)液体培养.
1郾 2郾 3摇 TJA 培养基

番茄汁 50 mL,酵母抽提液 5 g,牛肉膏 10 g,乳
糖 20 g,葡萄糖 2 g,磷酸氢二钾 2 g,吐温 80 1 g,乙
酸钠 5 g,加蒸馏水至 1 L,pH 值 6郾 8 依 0郾 2,1 伊 105 Pa
灭菌 20 min. 用于细胞活菌计数.
1郾 3摇 种子液制备

将乳酸菌株接入 LH18 培养基,25 益控温培养

24 h,菌体生物量达 109 CFU / mL 以上,将发酵液在

3 000 r / min、4 益离心 10 min,收集菌坭,备用. 大肠

杆菌(指示菌)在细菌培养基中 25 益控温培养 24 h,
菌体生物量达 107 CFU / mL 以上,将培养液3 000
r / min、4 益离心 10 min 收集菌坭,备用.
1郾 4摇 耐酸及耐胆盐实验

收集的乳酸菌菌坭用无菌生理盐水洗涤 2 次,
并以原体积的十分之一制成悬浮菌,以 1% 的接种

量分别接种于 pH 值为 3郾 5,3郾 0,2郾 5,2郾 0,1郾 5 和胆

盐质量浓度为 0,1,3,5 g·L - 1的 LH18 培养基中,25
益控温培养 4 h,每 2 h 取样进行活菌计数,平行 3 次

取平均值.
1郾 5摇 体外黏附能力实验

1郾 5郾 1摇 菌体处理

将收集的乳酸菌和大肠杆菌菌坭分别用 PBS
(磷酸盐缓冲液,pH7郾 0)洗涤 2 次,制成在波长 600
nm 处的吸光度值为 0郾 4 依 0郾 1 的悬浮菌液.
1郾 5郾 2摇 自凝集能力[11]

吸取各乳酸菌悬液 4 mL 加入试管中,于 25 益
静置培养 24 h,测定各菌悬液在波长 600 nm 处的吸

光值. 自凝集率公式:
A(% ) = (A0 - A24) / A0 伊 100% . (1)

式(1)中,A0和 A24分别为菌悬液在 0 h 和 24 h 的吸

光值.

1郾 5郾 3摇 交互凝集能力[11]

吸取各乳酸菌菌悬液 2 mL 和大肠杆菌菌悬液

2 mL 混合,振荡 30 s,于 25 益静置培养 24 h,测定混

合菌悬液在波长 600 nm 处的吸光值. 交互凝集率

公式:
A(% ) = (1 - A24 / A0) 伊 100% . (2)

式(2)中,A0和 A24分别为混合菌悬液 0 h 及静置 24
h 后的吸光值.
1郾 5郾 4摇 表面疏水性

采用菌体对碳氢化合物的黏附法(adherence of
bacteria to hydrocarbons, BATH) [12],即菌体对碳氢

化合物的黏附测定. 将各乳酸菌菌坭分别用 PBS 制

成在 560 nm 处的吸光值为 0郾 6 依 0郾 1 的悬浮菌液,
吸取 5 mL 与 1 mL 二甲苯涡旋混合 30 s,25 益下静

置 20 min,取下层水相在波长 560 nm 处测量吸光度

值,以 PBS 为参比液. 表面疏水率:
H(% ) = (A0 - At) / A0 伊 100% . (3)

式(3)中,A0和 At分别是与二甲苯混匀前、后的菌液

在 560 nm 处的吸光值.
1郾 6摇 无细胞发酵液的抗氧化能力测定

1郾 6郾 1摇 发酵液制备

将乳酸菌以 107 CFU / mL 的接种量接入 LH18
培养基中,将 25 益控温发酵 24 h 的发酵液在 4 800
r / min、4 益离心 10 min,收集上清液,即为无细胞发

酵液.
1郾 6郾 2摇 抗氧化能力的阳性对照标准曲线的绘制

以不同质量浓度(0郾 05 ~ 0郾 25 mg / mL)的 Vc 作

为阳性对照,测定其对超氧阴离子自由基和羟自由

基的清除率. Vc 添加量对超氧阴离子自由基及羟

基自由基清除率符合方程 y =2郾 831 5x +0郾 111 2(R2 =
0郾 992 1)和 y = 0郾 667 7x - 0郾 008 6(R2 = 0郾 993 3),两
曲线均为线性相关﹙见图 1 ﹚.

图 1摇 Vc 标准曲线

Fig. 1摇 Standard curve of Vc
1郾 6郾 3摇 超氧阴离子自由基清除率的检测[13 - 14]

采用邻苯三酚自氧化法测定发酵液对超氧自由

基的清除率. 按照表 1 中配制溶液 A00、空白溶液
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A0、样品空白溶液 A忆0和样品测定溶液 Ax,于 25 益水

浴中保持 5 min,而后迅速加入 1 mL 8 mol / L HCl 中
止反应,测定吸光值. 分别以不加乳酸菌的培养基

LH18、0郾 2 mg / mL 的 Vc 溶液为对照. 超氧阴离子自

由基清除率(% ) = [A0 - (Ax - A忆0)] / A0 伊 100% .

表 1摇 超氧阴离子自由基清除率分析加样表

Tab. 1摇 Samples table of superoxide radical scavenging
mL

处理
Tris鄄HCl 缓冲液

(pH8郾 2,0郾 05 mol / L)
发酵液

邻苯三酚

溶液

A00 9郾 2 — —
A0 9郾 0 — 0郾 2
A忆0 8郾 2 1 —
Ax 8郾 0 1 0郾 2

1郾 6郾 4摇 羟基自由基清除率的检测[13 - 14]

采用 Fenton 反应法测定发酵液对羟基自由基

的清除率. 按照表 2 配制溶液 A00、空白溶液 A0、样
品空白溶液 A忆0和样品测定溶液 Ax,于 37 益水浴中

保持 1 h,测定吸光度. 分别以不加乳酸菌的培养基

LH18、0郾 2 mg / mL 的 Vc 溶液为对照. 羟基自由基清

除率 / % = [A0 - (Ax - A忆0)] / A0 伊 100% .
1郾 7摇 统计分析

采用 DPS 软件进行显著性分析,所有数据均以

x 依 s 表示,结果以 P < 0郾 05 为差异显著,P < 0郾 01 为

差异极显著.

表 2摇 羟自由基清除率分析加样表

Tab. 2摇 Samples table of hydroxy radical scavenging
mL

处

理

水杨酸

溶液

(6 mmol / L)

硫酸铁溶液

FeSO4

(2 mmol / L)

蒸馏

水

双氧水

溶液

(6 mmol / L)
发酵液

A00 — — 7 — —
A0 2 2 1 2 —
A忆0 2 2 2 — 1
Ax 2 2 — 2 1

2摇 结果与分析

2郾 1摇 各菌株的耐酸及耐胆盐能力

各菌株在不同 pH 值及胆盐浓度环境中培养 4 h
后的菌量变化见表 3、表 4. 植物乳杆菌 R23 在 pH
值 2郾 5 环境下培养 4 h 的生物量仍达 106 CFU / mL,
干酪乳杆菌 R35 可耐受 pH 值 3郾 0 的酸度,但在 pH
值 2郾 5 和 2郾 0 条件下培养 4 h 和 2 h 均已死亡;植物

乳杆菌 R23 可耐受 5 g·L - 1胆盐,培养 4 h 后的生物

量仍可达 107 CFU / mL,干酪乳杆菌 R35 可耐受

0郾 3%胆盐浓度. 结果表明,植物乳杆菌 R23 具有较

强的抗逆性能,能在 pH 2郾 5,胆盐浓度 0郾 5%的条件

下维持生长.

表 3摇 耐酸能力试验结果

Tab. 3摇 Results of acid resistance lg(CFU / mL)

菌种 t / h
pH

3郾 5 3郾 0 2郾 5 2郾 0 1郾 5
0 8郾 891 依 0郾 021 8郾 891 依 0郾 021 8郾 891 依 0郾 021 8郾 891 依 0郾 021 8郾 891 依 0郾 021

R23 2 8郾 767 依 0郾 011 8郾 556 依 0郾 012 6郾 106 依 0郾 009 3郾 000 依 0郾 004 ND
4 8郾 853 依 0郾 002 8郾 512 依 0郾 013 6郾 204 依 0郾 055 ND ND
0 8郾 806 依 0郾 007 8郾 806 依 0郾 007 8郾 806 依 0郾 007 8郾 806 依 0郾 007 8郾 806 依 0郾 007

R35 2 8郾 754 依 0郾 013 8郾 597 依 0郾 017 3郾 000 依 0郾 005 ND ND
4 8郾 831 依 0郾 011 8郾 547 依 0郾 015 ND ND ND

摇 摇 注: ND 代表未检出.

表 4摇 耐胆盐能力试验结果

Tab. 4摇 Results of bile tolerance lg(CFU / mL)

菌种 t / h
胆盐质量浓度 / (g·L - 1)

0 1 3 5
0 8郾 628 依 0郾 041 8郾 628 依 0郾 041 8郾 628 依 0郾 041 8郾 628 依 0郾 041

R23 2 8郾 854 依 0郾 009 8郾 811 依 0郾 002 8郾 000 依 0郾 004 7郾 648 依 0郾 012
4 9郾 039 依 0郾 006 8郾 866 依 0郾 062 8郾 008 依 0郾 005 7郾 623 依 0郾 005
0 8郾 371 依 0郾 009 8郾 371 依 0郾 009 8郾 371 依 0郾 009 8郾 371 依 0郾 009

R35 2 8郾 760 依 0郾 042 8郾 631 依 0郾 013 7郾 605 依 0郾 046 ND
4 8郾 977 依 0郾 031 8郾 789 依 0郾 021 7郾 594 依 0郾 075 ND

摇 摇 注: ND 代表未检出.
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2郾 2摇 各菌株的黏附能力

各菌株凝集特性试验结果,见图 2. 结果表明,
干酪乳杆菌 R35 的自凝集和对大肠杆菌的交互凝

集率最高,分别达 48郾 17% ,24郾 31% ,比植物乳杆菌

和 6045 高 15郾 50% ,9郾 35% 和 11郾 89% ,6郾 12% ,菌
株间的差异均达极显著水平(P < 0郾 01);菌株的自

凝集能力与其交互凝集能力呈正相关. 各菌株表面

疏水性试验结果,见图 3. 结果表明,干酪乳杆菌

R35 的表面疏水性最高,达 20郾 75% ,分别比植物乳

杆菌 R23 和 6045 高 3郾 41% 和 4郾 51% ,菌株间的差

异均达极显著水平(P < 0郾 01). 菌株的凝集能力及

表面疏水性越高,则菌株的黏附能力也高. 实验表

明:干酪乳杆菌 R35 具有较高的凝集能力和表面疏

水性,黏附能力最强. 植物乳杆菌 R23 与对照菌比,
凝集能力弱,疏水性强.

图 2摇 凝集特性

Fig. 2摇 Aggregation properties

图 3摇 表面疏水性

Fig. 3摇 Cell鄄surface hydrophobicity
2郾 3摇 各菌株的抗氧化能力

各菌株的无菌发酵液对超氧阴离子和羟自由基

均有一定的清除能力﹙见图 4 ﹚,与培养基的差异

均达极显著(P < 0郾 01),说明各菌株的胞外代谢产

物均有抗氧化能力,尤其是清除超氧阴离子自由基

的能力. 其中,以植物乳杆菌 R23 发酵液的清除自

由基能力最强,发酵 24 h 后的发酵液对超氧阴离子

自由基和羟自由基的清除率分别达到 77郾 8% 和

80郾 94% ,比对照菌 6045 高 36郾 72% 和 5郾 81% ,Vc

相当量为 0郾 231 mg / mL 和 0郾 167 mg / mL. 干酪乳杆

菌 R35 的清除羟自由基的能力比对照菌 6045 略强

而清除超氧自由基的能力比对照菌 6045 弱.

图 4摇 抗氧化能力

Fig. 4摇 Oxidation resistance

3摇 结论与讨论

1) 乳酸菌要发挥益生作用就必须通过胃部和

肠道,而胃液的强酸性和肠道的胆盐可以杀死随食

物进入胃内的细菌,因此,具有益生性的乳酸菌必须

有耐受强酸及胆盐的能力,才能保证有足够生物量

通过消化道环境的胁迫,进入宿主肠道发挥益生功

效. 植物乳杆菌 R23 及干酪乳杆菌 R35 是本实验室

从自然发酵的枇杷酒酒醪中分离选育而得的两株植

物源乳酸菌,耐受总 SO2 质量浓度达 120 mg / L,具

有苹果酸乳酸代谢能力[9],表现出较强的抗逆性,
这可能与植物源乳酸菌的细胞壁等外部结构较为坚

韧复杂有关,其机理有待进一步研究.
2) 含活菌的乳酸发酵制品具有抗氧化作用,

是因为乳酸菌代谢过程能产生一些抗氧化酶类物

质[15] , 或者乳酸菌体内存在天然的抗氧化剂使乳

酸菌菌体自溶后能产生抗氧化活性[16] ,有的乳酸

菌存在一种基于细胞内 Mn2 + 积聚的非酶歧化系

统,能够清除超氧自由基[17] ,有些乳酸菌通过控制

转运铁离子的吸收和储存来防御细胞的氧化损

伤[18] . 本实验结果表明,乳酸菌发酵后的无菌发

酵液即胞外代谢产物,也有较强的抗氧化能力,尤
其是清除超氧阴离子自由基的能力,说明非活菌

的乳酸发酵制品也具有清除自由基等抗氧化益生

功能.
3) 实验结果表明,植物乳杆菌 R23 可耐受 pH

值 2郾 5、胆盐质量浓度 5 g·L - 1,对消化道环境的耐

受能力强,还具有较强的黏附能力,其发酵液清除超

氧阴离子自由基和羟自由基的抗氧化功能理想. 因
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此,植物乳杆菌 R23 是开发益生功能的乳酸发酵饮

料的优良菌株. 干酪乳杆菌 R35 虽然具有较强的黏

附能力及抗氧化性,但其耐受强酸及胆盐的能力较

植物乳杆菌 R23 差.
4) 凝集能力、表面疏水性等黏附性能是菌株重

要的特性之一,彼此间具有相关性. 菌株的自凝集

能力与其交互凝集能力呈正相关,菌株的凝集能力

及表面疏水性越高,这与刘勇、王丽群[19 - 20] 等人的

研究结果一致.
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Probiotic Properties of Two Self鄄chosen Lactobacillus Strains

LIN Xiao鄄zi1,2,摇 LIANG Zhang鄄cheng1,2,摇 HE Zhi鄄gang1,2,摇 LI Wei鄄xin1,2,摇 REN Xiang鄄yun1,2

(1. Institute of Agricultural Engineering Technology,Fujian Academy Agricultural Sciences,
Fujian Fuzhou 350003, China; 2. Agricultural Products Storage and Process Research Centre,

Fujian Academy Agricultural Sciences,Fujian Fuzhou 350013, China)

Abstract: The probiotic properties of two self鄄chosen lactobacillus strains were studied to provide the the鄄
orerical foundation for the research and development of lactic acid fermentation beverage. The stress re鄄
sistance of lactobacillus plantarum R23 and lactobacillus casei R35 were investigated in a simulated envir鄄
oment of gastric acidity and bile salts, the adhesion ability were determined such as their aggregation
properties and cell鄄surface hydrophobicity. The antioxidation of the broth including the scavenging effects
on superoxide radical and hydroxyl radical was evaluated in vitro. The results showed that the stress re鄄
sistance of the both strains was superior to the control group lactobacillus delbrueckii subsp 6045. The tol鄄
erance of pH value was 2郾 5 and bile salt was 5 g·L - 1 for the lactobacillus plantarum R23, showing the
strongest stress resistance. The adhesion of the lactobacillus casei R35 was the strongest in contrast with
the control group, the hydrophobicity of the lactobacillus paltarum R23 was stronger, while its aggregation
properties was weaker. The extracellular products of three strains had antioxidant capacity after 24 h cul鄄
ture, while lactobacillus paltarum R23 showed the best. Its scavenging rate to superoxide radical and hy鄄
droxyl radical was 77郾 8% and 80郾 94% respectively, which was 36郾 72% and 5郾 81% higher than the
control group.

Key words: lactobacillus plantarum; lactobacillus casei; probiotic properties; antioxidation
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Response Surface Method for Microwave鄄Assisted Extraction of
Rosmarinic Acid in Perilla Frutescens Leaves

XU Chun鄄ming,摇 LI Dan
(School of Food and Chemical Engineering / Beijing Higher Institution Engineering Research Center of

Food Additives and Ingredients / Beijing Key Laboratory of Food Flavor Chemistry,
Beijing Technology and Business University, Beijing 100048, China)

Abstract: Microwave鄄assisted extraction of rosmarinic acid in perilla frutescens leaves was optimized by
response surface method. The optimal process conditions were as follows, the microwave power 560 W,
processing time 4郾 5 min, solid鄄liquid ratio 1颐 33 (1 g sdid in 33 mL solvent) . Under the optimal condi鄄
tions, the rosmarinic acid yield reached 2郾 55 g / mg. Compared with conventional extraction process of
rosmarinic acid in perilla frutescens leaves, microwave鄄assisted extraction process is feasible.

Key words: perilla frutescens; microwave鄄assisted extraction; response surface method; rosmarinic acid
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