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摘要: 【目的】分离筛选高效产酸的乳酸菌 Lactobacillus spp.，并进行功能评价，为乳酸菌在饲料行业的应用提供物

质基础。【方法】以酸性风味食品为样品来源，以溶钙圈大小为指标进行初筛，以耐酸能力为指标进行复筛，并进一

步研究了筛选得到的乳酸菌的产酸性能、生长特性、耐酸、耐胆盐以及抑制病原菌的能力。【结果】获得了 10 株可

在 pH 3.0 生长的乳酸菌。其中，菌株 SC3A 和 DJ3 被鉴定为戊糖乳杆菌 L. pentosus，菌株 SC15、SC16、DJ9B、

DJ10C、SC8、DJ8A、DJ8B和 DJ9A为发酵乳杆菌 L. fermentum。戊糖乳杆菌 DJ3和 SC3A的产酸能力、发酵生长速

率和抑制病原菌的能力显著优于发酵乳杆菌。而发酵乳杆菌 DJ8A 和 DJ9B 的耐酸和耐胆盐能力较强。

【结论】从酸性风味食品分离得到了 10株具有较强的产酸、耐酸和抑菌能力的乳酸菌，在食品和饲料工业中具有应

用潜力。
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producing and acid-resistant Lactobacillus strains
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Abstract: 【Objective】To isolate, screen and evaluate Lactobacillus strains with excellent acid-producing

ability, and offer materials for application of Lactobacillus in feed industry.【Method】Using acid flavor food

as samples, we isolated and screened Lactobacillus strains, initially according to the size of calcium dissolving

zone and subsequently according to acid tolerance. The acid-producing abilities, growth characteristics, low-pH

and bile salt tolerance, and antibacterial activities of Lactobacillus strains screened out were further studied.

【Result】Ten Lactobacillus strains capable of growing at pH 3.0 were obtained. Strain SC3A and DJ3 were

identified as L. pentosus, and strain SC15, SC16, DJ9B, DJ10C, SC8, DJ8A, DJ8B and DJ9A were identified as

L. fermentum. The acid-producing abilities, fermentation growth rate and antibacterial activities of L. pentosus

strains DJ3 and SC3A were significantly superior to those of the L. fermentum stains. The L. fermentum strains

DJ8A and DJ9B showed higher tolerance to acid environment and bile salt.【Conclusion】Ten Lactobacillus 
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strains obtained from acid flavor food have strong acid-producing ability, acid tolerance and antibacterial

activity, and have application potential in food and feed industries.

Key words:  Lactobacillus; isolation and identification; acid production; antibacterial activity; acid tolerance; bile

salt tolerance
  

乳酸菌 Lactobacillus spp.是一类能发酵碳水化

合物产生乳酸的革兰阳性、无芽孢细菌的统称 [1]。

近年来，随着许多国家限制乃至禁止使用抗生素添

加剂，乳酸菌作为一种公认的安全性较高、益生效

果良好的益生菌，在饲料行业有着广阔的应用前景[2-3]。

产酸能力是乳酸菌的一个重要特性。近年来，

产酸这一益生机制日益受到重视[4-5]。乳酸菌代谢产

生的有机酸，如乳酸、乙酸、丙酸、柠檬酸和琥珀酸

等，不仅能降低胃肠道 pH，抑制、杀死肠道病原菌，

调节肠道菌群平衡[6-7]，同时还能提高胃肠道消化酶

活性，促进矿物质吸收，缓解胃肠功能絮乱，降低腹

泻发病率和死亡率[8-9]，从而整体提高禽畜生长性

能。此外，乳酸菌发酵产有机酸还有助于改善饲料

产品口感和风味，提高饲料适口性以及防霉保质、

延长饲料贮存期[10]。因此，在实际生产中，产酸能力

强的乳酸菌具有更高的应用价值。

目前，在食品和保健品行业，乳酸菌的产酸能

力已被广泛研究。然而，尽管大量研究表明乳酸菌

产生的有机酸在饲料和养殖行业具有显著应用效

果[11-12]，但以产酸能力为指标筛选乳酸菌的研究鲜

见报道。为此，本研究以产酸性能为主要指标，从酸

性风味食品中筛选鉴定产酸性能优良的耐酸乳酸

菌，并对其生长特性、耐受性以及抑制病原菌能力

进行研究，以期为乳酸菌在饲料行业中的进一步应

用提供优良菌种和技术支持。

1   材料与方法

1.1    材料

1.1.1    样品来源　酸菜、酸豆角购自广州市先烈中

路肉菜市场；梅菜由福建省上杭县古田镇农户腌制

(1年陈)。
1.1.2    指示菌　大肠埃希菌 Escherichia coli ATCC
8739，金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus ATCC
6538，均保藏于广东省微生物菌种保藏中心。

1.1.3    培养基　1) MRS 液体培养基：蛋白胨 10 g，
牛肉膏 10 g，酵母粉 4 g，磷酸氢二钾 2 g，柠檬酸三

铵 2 g，乙酸钠 5 g，葡萄糖 20 g，吐温–80 5 mL，硫
酸镁 0.2 g，硫酸锰 0.05 g，超纯水定容至 1 L，调
pH至 7.2，分装试管后添加适量的石蜡，121℃ 条件

下灭菌 20  m i n；2 )  MRS 琼脂培养基：配方同

MRS 液体培养基，添加琼脂粉 15 g·L–1；3) 含碳酸

钙的MRS琼脂培养基 (CaCO3-MRS)：MRS琼脂培

养基中添加质量浓度为 20  g ·L – 1 的碳酸钙；4)
NA 液体培养基：蛋白胨 10 g，牛肉膏 3 g，氯化钠 5
g，调 pH 至 7.3，121 ℃ 条件下灭菌 20 min。5)
NA琼脂培养基：配方同 NA液体培养基，添加琼脂

粉 15 g·L–1。

1.1.4    仪器与试剂　仪器设备：高压蒸汽灭菌器

HVE-50(Hirayama，日本)；洁净工作台 SW-CJ-
2FD(苏净安泰，苏州)；PHS-3C 型 pH 计 (雷磁，上

海)；梯度 PCR 仪 GSX1(Eppendorf，德国)；超纯水

机 RM-220(先河，湖州)；离心机 5424(Eppendorf，德
国)；电泳仪 (六一，北京)；超低温保存箱 MDF-682
(Panasonic，日本)；生化培养箱 LRH-250(浦东荣丰，

上海)；紫外可见分光光度计 Ultrospec 6300 pro
(GE Healthcare，英国)；凝胶成像系统 (BIO-RAD，美
国)；显微镜 DM6(Leica，德国)。

主要试剂：2×Taq Master Mix即用型 PCR预混

液 (Microanalysis，美国)；细菌 16S rRNA通用引物：

上游引物 (27F)：5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-
3′；下游引物 (1492R)：5′-TACGGYTACCTTGTTACG-
ACTT-3′。引物由上海美吉生物医药科技有限公司

合成；牛胆盐购自广东环凯微生物科技有限公司；

乳酸、石蜡和过氧化氢等均为分析纯，购自广东广

试试剂科技有限公司；其他常规试剂均为进口或国

产分析纯产品。

1.2    方法

1.2.1    分离纯化乳酸菌　取样品，加适量 8.5 g·L–1

的生理盐水研磨。将研磨液按倍比稀释法稀释至不

同浓度，取 10–6、10–7、10–8 梯度的菌液涂布 CaCO3-
MRS 平板，37 ℃ 厌氧培养 48 h。挑取溶钙圈较大

的菌落在MRS平板上划线分离，反复纯化。将纯化

后的菌落进行革兰染色、镜检及 H2O2接触酶试验，

挑出无芽孢、接触酶阴性的革兰阳性菌株，置于

φ 为 10%的甘油中，–80 ℃ 保存备用。

1.2.2    筛选耐酸乳酸菌　用 6 mol·L–1 的盐酸分别

调节 MRS 液体培养基 pH 至 4.0、3.0 和 2.5。将分

离纯化获得的乳酸菌进行活化并培养至对数生长
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期后，按 φ 为 1% 的接种量分别接种至 pH 为 4.0、
3.0 和 2.5 的 MRS 液体培养基中，37 ℃ 厌氧培养

24 h，以未接种的相应 pH 的培养基为空白对照，于

600 nm下测各组菌液的光密度，选取耐酸性能较好

的乳酸菌进行后续试验。

1.2.3    筛选耐胆盐乳酸菌　取培养至对数生长期

的耐酸乳酸菌新鲜菌液，按 φ 为 1% 的接种量分别

转接至含 0、1、2和 3 g·L–1 牛胆盐的MRS液体培养

基，37 ℃ 厌氧条件下培养 24 h，于 600 nm 下测各

组菌液的光密度。

1.2.4    菌种鉴定　形态学鉴定：将筛选获得的菌株

涂布于 MRS 平板上，37 ℃ 厌氧条件下培养 24 h
后，观察其菌落特征；取单菌落涂片，革兰染色，显

微镜下观察其细胞形态。

16S rRNA 基因分子鉴定：采用 CTAB 法[13]提

取待鉴定菌株的基因组 DNA，采用细菌 16S rRNA
基因通用引物 27F 和 1492R 进行 PCR 扩增，扩增

体系及程序参见文献[14]。扩增产物送上海美吉

生物医药科技有限公司测序。将测序结果提交

Genbank进行 Blast比对分析，并选取同属内近缘种

的 16S rRNA 基因序列，采用 MEGA6.0 软件构建

系统发育树。

1.2.5    测定产酸能力　选取可在 pH 3.0 生长的菌

株重新活化培养 48 h，挑取单菌落分别接种至灭菌

后 pH为 6.60的MRS液体培养基中，37 ℃ 厌氧条

件下培养 24 h，4 ℃条件下 10 000 r·min–1 离心 10 min，
用 pH 酸度计直接测定发酵上清液 pH。同时，参照

国标 GB/T5413.34–2010[15]的方法测定滴定酸度，并

以吉尔涅尔度 (°T)表示乳酸菌发酵液的酸度，即每

100 mL发酵液消耗 1 mL浓度为 0.1 mol·L–1 的 NaOH
溶液相当于 1 °T，每组滴定试验重复 3个平行[16]。

1.2.6    测定抑菌性能　以大肠埃希菌 ATCC 8739
和金黄色葡萄球菌 ATCC 6538为指示菌，以 NA培

养基作为指示菌培养基，使用牛津杯打孔法进行抑

菌试验。按 φ 为 1%的接种量重新转接大肠埃希菌

和金黄色葡萄球菌，28 ℃条件下 180 r·min–1 振荡培养

17 h，使其菌体浓度约为 107 cfu·mL–1。取 2 mL
上述大肠埃希菌或金黄色葡萄球菌菌液与 200 mL
经融化后保持在 50 ℃ 左右的 NA 培养基混匀，在

无菌平板上放置4个无菌牛津杯，用无菌移液管吸取20 mL
覆盖平板。凝固后取出牛津杯，在孔中加入 100 μL
的乳酸菌发酵上清液，以调至相应 pH的MRS空白

培养基为对照，每组重复 3个平行试验，37 ℃ 条件

下培养 20 h，测定抑菌圈直径。

1.2.7    绘制生长曲线及产酸曲线　活化菌种，制备

种子液，按 φ 为 1% 的接种量接种到 MRS 液体

培养基中，37 ℃ 条件下培养。每间隔 2 h 取 5 mL
发酵液测 D600 nm 及 pH，分别以 D600 nm 和 pH 为纵

坐标，以时间为横坐标，绘制菌株生长曲线及产酸

曲线。

1.2.8    耐酸、耐胆盐性能研究　配制 pH 为 2.0 和

2.5 的 MRS 液体培养基以及 pH 6.6 且含 3 g·L–1

牛胆盐的 MRS 液体培养基。将已在 37 ℃ 厌氧条

件下培养 20 h的待考察乳酸菌菌液，按 φ 为 1%的

接种量分别转接至 pH 2.0、2.5 或含 3 g·L–1 牛胆盐

的MRS液体培养基中，37 ℃ 厌氧条件下培养 3和
6 h，取合适的稀释倍数进行涂布平板，每组重复

3个平行试验，37 ℃ 条件下培养 48 h后，选择菌落

数 30~300 范围的平板进行菌落计数，并依据稀释

倍数计算活菌数，cfu·mL–1。

2   结果与分析

2.1    乳酸菌的分离和筛选

从酸菜、酸豆角及梅菜等样品中，共分离到

81 株溶钙圈较大、接触酶阴性、无芽孢的革兰阳性

菌株，初步判断为乳酸菌。筛选发现，48 株乳酸菌

可在 pH 4.0的MRS液体培养基中生长，10株乳酸

菌能够在 pH 3.0 条件下生长，其中 SC16、DJ8A、

DJ9B 和 DJ10C 菌株的耐酸能力相对较强，在 pH
3.0 条件下长势较好；所有菌株均无法在 pH 2.5 条

件下生长。此外，对 10 株可在 pH 3.0 环境下生长

的乳酸菌进行耐胆盐试验，结果如表 1 所示，除菌

株 SC15 不能耐受质量浓度为 1 g·L–1 的牛胆盐外，

 

表 1   各乳酸菌在不同 pH 和牛胆盐质量浓度下的生长情况1)

Tab. 1    The growth of  Lactobacil lus strains under
different pH and bile salt concentrations

 

菌株编号 样品来源
pH ρ(牛胆盐)/(g·L–1)

4.0 3.0 2.5 0 1 2 3

DJ3 酸豆角 +++ + – +++ + – –

DJ8A 酸豆角 +++ ++ – +++ + – –

DJ8B 酸豆角 +++ + – +++ + – –

DJ9A 酸豆角 +++ + – +++ + – –

DJ9B 酸豆角 +++ ++ – +++ + – –

DJ10C 酸豆角 +++ ++ – +++ + – –

SC3A 酸菜 +++ + – +++ + – –

SC8 酸菜 +++ + – +++ + – –

SC15 酸菜 +++ + – +++ – – –

SC16 酸菜 +++ ++ – +++ + – –

   1) +++: 生长良好; ++: 生长一般; +: 生长较弱; –: 不生长
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其余 9 株乳酸菌均可在质量浓度为 1 g·L–1 的牛胆

盐中生长，但均不能在质量浓度为 2或 3 g·L–1 的牛

胆盐中生长。上述结果表明，风味酸性食品获得的

乳酸菌耐酸能力普遍较强，但对牛胆盐的耐受能力

相对较差。

2.2    耐酸乳酸菌鉴定

对上述 10株可在 pH 3.0条件下生长的乳酸菌

进行菌落形态及细胞形态观察。结果显示，菌株

DJ3 和 SC3A 的菌落形态为圆形，乳白色、不透明、

凸起、有光泽、表面光滑湿润、直径 0.5~1.5 mm；菌

株 DJ9B、DJ10C、SC15 和 SC16 的菌落为圆形、灰

白色、半透明、扁平、无光泽、表面光滑湿润、直径 0.5~
1.5 mm；菌株 DJ8A、DJ8B、DJ9A 和 SC8 的菌落为

圆形、乳白色、不透明、扁平、有光泽、表面光滑湿

润、直径 2.0~3.0 mm。然而，虽然这 10 株乳酸菌有

3 种明显不同的菌落形态特征，但其细胞形态均没

有明显差异，主要为短杆状，单个、成对或成链排

列，无芽孢，革兰氏阳性，具体形态特征如图 1所示。

对这 10 株乳酸菌的 16S rRNA 基因序列进行

分析、比对，选取同属内近缘种的 16S rRNA基因序

列，采用 MEGA6.0 软件分析，以 Kimura-2 模型计

算遗传距离，以邻接法 (Neighbor-Joining, NJ) 构建

系统发育树，Bootstrap 自展 1 000 次检验进化树拓

扑结构置信区间，结果如图 2所示。

由图 2 可知，菌株 SC3A 和 DJ3 与 Lactoba-
cillus pentosus JCM 1558T 的 16S rRNA基因序列相

似性达到 100%，因此初步鉴定其为戊糖乳杆菌 L.
pentosus。而菌株 SC15、SC16、DJ9B、DJ10C、SC8、
DJ8A、DJ8B 及 DJ9A 与 L. fermentum CECT 562T

和 L. fermentum NBRC3956的 16S rRNA基因序列

相似性均达到 99.65% 以上，因此初步认定这 8 株

乳酸菌为发酵乳杆菌 L. fermentum。此外，菌株

SC15、SC16、DJ9B 及 DJ10C 之间的 16S rRNA 基

因序列相似性为 1 0 0%，而菌株 SC8、DJ8A、

DJ8B 及 DJ9A 之间的 16S rRNA 基因序列相似性

为 100%，这与乳酸菌的形态学特征分类相符，说明

上述 8株发酵乳杆菌分别属于 2个不同的种。

2.3    耐酸乳酸菌的产酸能力及抑菌作用考察

对 10 株可在 pH 3.0 条件下生长的乳酸菌，进

行产酸能力研究，并研究其对大肠埃希菌以及金黄

色葡萄球菌的抑菌作用，结果如表 2 所示，菌液 pH
与菌液酸度呈极显著负相关 (两者的 Pearson 相关

系数为 0 .929，P=0 .000 )，戊糖乳杆菌 DJ3 和

SC3A相对于其余 8株发酵乳杆菌，菌液 pH明显较

低，酸度较高，说明其产酸能力较强，而其余 8株发

酵乳杆菌之间的产酸能力差距不大。此外，10株乳

 

a1 a2 a3

b1 b2 b3

10 μm 10 μm 10 μm

 
a1、a2和 a3分别为菌株 DJ3、DJ9B和 DJ8A的菌落形态图，b1、b2和 b3分别为菌株 DJ3、DJ9B和 DJ8A的细胞形态图

图 1    部分乳酸菌的菌落形态和细胞形态图

Fig. 1    The colony morphology and cell morphology of Lactobacillus strains
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表 2   各乳酸菌的产酸能力及抑菌作用1)

Tab. 2    Acid-producing ability and antibacterial activity of Lactobacillus strains
 

样品编号2) pH 酸度/°T
抑菌圈直径/mm

大肠埃希菌(G–) 金黄色葡萄球菌(G+)

DJ3 3.69±0.02a 179.1±0.1h 22.68±0.24d 21.33±0.11d

SC3A 3.77±0.01b 164.0±0.0f 21.53±0.13d 20.28±0.35d

DJ8A 4.30±0.01c 109.7±0.3de 17.78±0.48bc 17.32±0.53bc

DJ8B 4.30±0.02c 110.6±0.4e 17.74±0.39bc 16.43±0.76bc

DJ9A 4.31±0.03c 108.2±0.9bcd 16.86±0.47bc 16.53±0.83bc

DJ9B 4.32±0.00c 108.1±0.3bcd 17.62±0.34bc 16.10±0.65bc

DJ10C 4.34±0.02c 108.8±0.6cde 17.72±0.57bc 16.58±0.74bc

SC8 4.34±0.04c 106.4±1.7b 16.96±1.22bc 15.94±1.08bc

SC15 4.34±0.00c 107.3±0.1bc 17.52±0.30bc 16.79±0.65bc

SC16 4.35±0.02c 108.0±0.5bcd 16.92±0.74bc 16.08±0.89bc

乳酸3.72I 3.72±0.00ab 174.4±0.0g 18.37±0.21c 17.92±0.46c

乳酸4.32II 4.32±0.00c 109.1±0.2cde 16.44±0.42b 15.69±0.60b

空白对照III 6.60±0.03d 15.4±0.6a 8.64±0.14a 8.64±0.14a
     1)表中数据为3次重复的平均值±标准误，同列数据后凡是具有一个相同小写字母者，表示差异不显著(P>0.05,
Duncan’s法)；2) I: 用乳酸调MRS培养基至pH 3.72，II: 用乳酸调MRS培养基至pH 4.32，III: MRS培养基以及pH调至6. 60的
各乳酸菌发酵上清液

 

DJ10C

Lactobacillus fermentum NBRC 3956/AP008937

SC15

SC16

DJ9B

Lactobacillus fermentum CECT 562T/AJ575812

DJ8A

DJ9A

SC8

DJ8B

Lactobacillus gorillae K Z01T/AB904716

Lactobacillus alvi R54T/HQ718585

Lactobacillus ingluviei KR3T/AF333975

Lactobacillus equigenerosi NRIC 0697T/AB288050

Lactobacillus mucosae S32T/AF126738

Lactobacillus secaliphilus TMW 1.1309T/AM279150

Lactobacillus coleohominis DSM 14060T/AM113776

Lactobacillus pontis LMG 14187T/AJ422032

Pediococcus lolii NGRI 0510QT/BANK01000051

Lactobacillus mudanjiangensis 11050T/HF679037

Lactobacillus modestisalitolerans NB466T/AB907192

Lactobacillus fabifermentans DSM 21115T/AYGX01000583

Lactobacillus xiangfangensis 3.1.1T/HM443954

Lactobacillus plantarum ATCC 14917T/ACGZ01000098

Lactobacillus paraplantarum DSM 10667T/AJ306297

SC3A

DJ3

Lactobacillus pentosus JCM 1558T/D79211

Enterococcus faecalis ATCC 19433T/KB944588

51

53

64

72

68

100

99

100
63

100

63

0.01

 
SC3A、DJ3、DJ8A、SC16、SC15、SC8、DJ10C、DJ9B、DJ9A 和 DJ8B 这 10 株乳酸菌的 16S rRNA 基因序列 GenBank 登录号分别为

    MF455206~MF455215　　　　　　

图 2    基于 16S rRNA 基因序列的乳酸菌系统进化树

Fig. 2    Phylogenetic tree of Lactobacillus strains based on 16S rRNA gene sequences

  第 2 期 林龙镇，等：产酸、耐酸乳酸菌的分离鉴定及益生特性 99  

 

http://xuebao.scau.edu.cn
 



酸菌的发酵上清液对大肠埃希菌以及金黄色葡萄

球菌均有明显抑菌效果，其中戊糖乳杆菌 DJ3 和

SC3A 的抑菌作用明显优于其余 8 株发酵乳杆菌

(图 3)。另外，用乳酸调节 MRS 空白培养基至 pH
3.72 或 4.32，其对大肠埃希菌及金黄色葡萄球菌也

具有明显抑菌作用，但抑菌作用均不如相应 pH 的

乳酸菌发酵上清液，而未接种的 MRS 培养基以及

pH调至 6.60的各乳酸菌发酵上清液对大肠埃希菌

及金黄色葡萄球菌基本无抑菌作用 (图 3)。因此推

测，一方面，乳酸对测试所用大肠埃希菌以及金黄

色葡萄球菌具有明显的抑菌效果，另一方面，除乳

酸外，上述乳酸菌还产生了其他抑菌物质，但这些

抑菌物质在 pH接近中性时，抑菌活性极弱，不足以

形成较明显的抑菌圈。

2.4    耐酸乳酸菌的生长和产酸特性研究

根据表 1 和表 2 的分析测试结果，选取在 pH
3.0 条件下生长较好的发酵乳杆菌 SC16、DJ8A、

DJ9B、DJ10C 及产酸能力较强的戊糖乳杆菌 DJ3、
SC3A进行生长曲线和产酸速率研究。如图 4所示，

戊糖乳杆菌 DJ3和 SC3A生长速度最快，发酵乳杆

菌 DJ9B 次之，而发酵乳杆菌 SC16、DJ10C 及

DJ8A 最差。上述 6 株乳酸菌的生长趋势和产酸趋

势存在对应关系：0~2 h为延滞期，菌体浓度没有明

显增加，pH 变化不大；2 h 后进入对数生长期，菌体

生长代谢旺盛，快速消耗碳源，产生大量有机酸，

pH 迅速下降；12 h 左右达到生长稳定期，菌体浓度

逐渐趋于稳定，pH 也逐步趋于稳定，其中戊糖乳杆

菌 DJ3 和 SC3A 菌液最终 pH 为 3.7 左右，而发酵

乳杆菌菌液最终 pH为 4.3左右。

2.5    菌株 DJ3、SC3A、DJ8A 及 DJ9B 的耐酸和

耐胆盐能力考察

据“2.2”节的分析结果可知，菌株 SC16 和

DJ10C与菌株 DJ9B的形态学特征和 16S rRNA基

因序列基本一致，且其生长性能和产酸性能均明显

不如 DJ9B。结合表 1和图 4，选取生长性能和产酸

性能较优的戊糖乳杆菌 DJ3、SC3A 以及耐酸性能

相对较强的发酵乳杆菌 DJ8A、DJ9B 作为受试菌，

进一步考察其对 3 g·L–1 牛胆盐质量浓度、pH 2.5以
及 pH 2.0的耐受性，结果如表 3所示。

结果表明，戊糖乳杆菌 DJ3 和 SC3A 对 pH
2.5 的酸性环境具有较强的耐受性，在 pH 2.5 环境

处理 6 h，活菌数仍大于 10 8  cfu·mL – 1，但在 pH
2.0 或 3 g·L–1 牛胆盐浓度下耐受性极差，此条件下

处理 6 h，活菌数均小于 100 cfu·mL–1，说明 pH
2.0 或含 3 g·L–1 牛胆盐的环境可能已超过了菌株

 

a b

c d

1

3 4

2

1

3 4

2

5

3 7

6

5

3 7

6

 
a 和 c 的指示菌为大肠埃希菌 ATCC 8739，b 和 d 的指示菌为金黄色

葡萄球菌 ATCC 6538；样品 1、2、5 和 6 分别为菌株 DJ3、SC3A、

DJ8A 和 DJ8B 的发酵上清液，样品 3 为 MRS 培养基，样品 4 和 7 分别

为用乳酸调 pH至 3.72和 4.32的MRS培养基

图 3    部分乳酸菌的发酵液对大肠埃希菌及金黄色葡萄球

菌的抑菌效果

Fig. 3    Inhibitory effect of the fermentation broth of
Lactobacillus strains against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus
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图 4    乳酸菌培养过程中菌液 pH 及 D600 nm

Fig. 4    pH and D600 nm during the culture of Lactobacillus
strains
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SC3A 及 DJ3 的生存耐受范围，导致其在此条件下

耐受性极差。然而，与 DJ3和 SC3A相比，发酵乳杆

菌 DJ8A 和 DJ9B 的耐酸和耐胆盐能力明显较强，

其在 pH 2.0 或含 3 g·L–1 牛胆盐浓度的环境下处理

3 h，活菌数仍可达 106 cfu·mL–1，处理 6 h，活菌数仍

大于 105 cfu·mL–1。

3   讨论与结论

乳酸菌是动物肠道菌群的重要组成成分，具有

改善胃肠道功能、提高动物免疫力、提高动物生产

性能等益生作用。乳酸菌代谢产生的有机酸是重要

的益生机制之一，近年来日益受到重视。

本研究从酸性风味食品中共分离到 81 株溶钙

圈较大的乳酸菌。筛选发现，其中 48 株乳酸菌可

在 pH 4.0的MRS液体培养基中生长，10株乳酸菌

能够在 pH 3.0 条件下生长。对这 10 株乳酸菌的产

酸性能以及对大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌的抑

菌作用进行考察，结果表明 10 株乳酸菌发酵上清

液对大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌的均有明显抑

菌作用，而且其产生的有机酸可能是主要抑菌成

分。此外，研究发现，戊糖乳杆菌 SC3A及 DJ3产酸

速度较快，发酵 2 h 后迅速产生大量有机酸，发酵

12 h后 pH趋于稳定，达到 3.7左右，其产酸性能不

但优于同批筛选获得的 8 株发酵乳杆菌，也普遍优

于目前文献报道的常用产酸乳酸菌，如保加利亚乳

杆菌、嗜热链球菌、植物乳杆菌及乳酸片球菌等[17-18]。

这说明不同的乳酸菌产酸能力存在差异，戊糖乳杆

菌的产酸能力值得深入研究和开发。

此外，由于动物体内胃液具有强酸性，pH 一般

维持在 2.5~3.5之间[19]，且十二指肠胆盐含量高，一

般在 0.3~3.0 g·L–1 之间[20]。因此，在益生菌开发和

使用过程中，筛选耐酸、耐胆盐的菌株同样具有重

要意义，是益生菌充分发挥作用的前提。本研究在

保证样品来源丰富度和菌种多样性前提下，选取生

长性能和产酸性能较优的戊糖乳杆菌 DJ3、SC3A
以及耐酸性能相对较强的发酵乳杆菌 DJ8A、

DJ9B 作为受试菌，进一步考察其对 3 g·L–1 牛胆盐

质量浓度、pH 2.5 以及 pH 2.0 的耐受性。结果表

明，4 株乳酸菌在 pH 2.5 条件下均具有良好的耐受

性。其中，发酵乳杆菌 DJ8A和 DJ9B耐酸和耐胆盐

能力相对较强，甚至能在一定程度上耐受 pH 2.0及 3 g·L–1

牛胆盐质量的严苛条件。但是，戊糖乳杆菌

SC3A 和 DJ3 的生长速度、产酸能力以及拮抗病原

菌的能力更强，具有良好的应用潜力。因此，如何通

过菌株驯化、剂型保护等方法提高 SC3A和 DJ3对
胃肠道环境的耐受性，值得深入研究。

据 Stuart 等[21]研究发现，用胆盐选择性驯化乳

杆菌的胆盐耐受性是有效的，经过几代胆盐驯化

后，得到的乳杆菌耐胆盐的能力比亲代乳杆菌强。

由于本试验的样品来源于酸性风味食品，因此和以

胃肠道或动物粪便作为筛选来源的研究报道相比，

本试验所获得的乳酸菌产酸能力和耐酸能力相对

较强，对胆盐耐受能力相对较弱，说明菌株的抗逆

性能力可能与其特殊生存环境密切相关 [22-25]。因

此，本研究后续将对筛选获得的优良乳酸菌作进一

步的胆盐驯化试验，以提高其整体性能。

近年来，乳酸菌类微生态制剂作为一种安全性

较高的新型绿色功能性饲料添加剂，其产生和发展

顺应了当前高新技术产业化和注重健康环保的主

流，应用前景广阔。目前，虽然我国在乳酸菌制剂的

研究和应用方面取得了一定的成绩，但还是比较薄

弱，尤其是优良菌种资源方面，明显匮乏，严重阻碍

了其在生产实践中的应用。为此，本研究筛选具有

优良性能的乳酸菌并进行功能评价，对提高乳酸菌

类产品的市场竞争力以及促进畜牧业的迅速健康

发展都非常有意义。

 

表 3   菌株 DJ3、SC3A、DJ8A 和 DJ9B 在不同培养条件下的存活能力1)

Tab. 3    The viabilities of DJ3, SC3A, DJ8A and DJ9B strains under different culture conditions
 

菌株 0 h、pH 6.6 (对照)
3 h 6 h

pH 2.5 pH 2.0 3 g·L–1牛胆盐 pH 2.5 pH 2.0 3 g·L–1牛胆盐

DJ3 10.22±0.08b 9.65±0.13a <2.00a <2.00a 8.48±0.06a <2.00a <2.00a

SC3A 11.03±0.06c 9.49±0.11a <2.00a <2.00a 8.34±0.15a <2.00a <2.00a

DJ9B 9.61±0.16a 9.39±0.23a 8.08±0.10b 6.54±0.15b 9.11±0.33a 6.04±0.10b 5.46±0.18b

DJ8A 9.92±0.05b 9.37±0.06a 9.18±0.10c 7.03±0.05c 8.97±0.19a 7.81±0.07c 6.30±0.11c

   1)表中数据为活菌数的lg值，为3次重复的平均值±标准误，同列数据后凡是具有一个相同小写字母者，表示差异不显著

(P>0.05，Duncan’s法)
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