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酢辣椒中益生乳酸菌的筛选及其功能特性
夏海燕，周思多，张明喆，方 晗，黄 艺，董明盛*

（南京农业大学食品科技学院，江苏 南京 210095）

摘  要：为从酢辣椒筛选出具有益生特性的菌株，开发辣椒益生菌产品，本实验从地方特色发酵食品酢辣椒中分离

得到16 株乳酸菌，以产酸速度、耐人工胃液能力为指标进行初筛，通过生化实验和16S rDNA序列分析方法鉴定；

并通过研究菌株对工艺逆境的耐受能力，表面疏水性和自聚合能力以及抑菌活性、抗氧化能力、降解亚硝盐能力

和安全特性来评价乳酸菌的益生特性。结果表明：发酵乳杆菌17-1、发酵乳杆菌18-2和短乳杆菌L3-5能耐受0.4%苯

酚、溶酶菌和热处理；具有较高的表面疏水性和自聚合能力；能产生具有广谱抑菌效果的细菌素来抑制病原菌的

生长；菌株L3-5和17-1具有较高的抗氧化能力；3 株菌都具有胆盐水解酶活性和产γ-氨基丁酸能力，并且都属于安

全性菌株。综上所述，传统酢辣椒是分离益生乳酸菌新的天然来源，从中分离得到的发酵乳杆菌17-1、发酵乳杆菌

18-2和短乳杆菌L3-5可以作为潜在的益生性菌株。
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Abstract: The present study was designed to screen 16 strains of lactic acid bacteria isolated from Zuolajiao for their  

probiotic potential for the development of functional foods. The acid production rates and resistance to artificial gastric 

juice of these isolates were comparatively evaluated. They were identified by biochemical tests and 16S rDNA sequence 

analysis. In addition, their probiotic properties were evaluated with respect to stress tolerance, surface hydrophobicity,  

auto-aggregation ability, antibacterial activity, antioxidant capacity, nitrite degradation ability and safety. Three potential 

probiotic strains, namely Lactobacillus fermentum 17-1 and 18-2 and Lactobacillus brevis L3-5 were found to be tolerant 

to 0.4% phenol, lysozyme and heat treatment and have high surface hydrophobicity and auto-aggregation ability. They 

could produce broad-spectrum bacteriocins against pathogenic bacteria. L3-5 and 17-1 had stronger antioxidant potential. 

All strains exhibited bile salt hydrolase activity and γ-aminobutyric acid producing ability and were safe. In conclusion, 

Zhalajiao is a new natural source of probiotics, and L. fermentum 17-1 and 18-2 and L. brevis L3-5 can be used as potential 

probiotic strains. 
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酢辣椒是四川、湖北、湖南和贵州等地区的传统发

酵食品，多为农家自制，其口味独特，在当地广受人们

的喜爱。制作酢辣椒的原料及方法各有不同，但大多数

是由辣椒粉、米粉或是玉米粉，加水拌和入坛自然发酵

而成[1]。研究表明，自然发酵的酢辣椒中存在大量乳酸

菌[2]，不同地区酢辣椒产品中乳酸菌群组成各异[3-4]，包

括植物乳杆菌、肠膜明串珠菌、乳链球菌、醋酸杆菌、

发酵乳杆菌等。乳酸菌在代谢过程中产生乳酸、醋酸、

醇、醛、酮等物质，对酢辣椒风味、营养、质地等起重

要作用[2]。同时，乳酸菌还可以黏附于肠上皮细胞，调节

胃肠道微生物菌群，减少胃肠道感染和炎症性肠病以及

调节免疫系统等[5-7]。

目前对酢辣椒中乳酸菌资源的研究主要集中在菌种

的筛选以及发酵工艺的优化[2,8]，对于其中可能具有益生

属性的乳酸菌研究较少。从其他发酵食品中分离得到的植

物乳杆菌、发酵乳杆菌和醋酸杆菌等显示出良好的益生属

性，表现为产酸能力强、胃肠环境适应能力强、能有效提

高动物的生长性能和免疫功能[9]。作为益生菌，发挥益生

特性的前提是进入人体肠道并在其中定植，所以在筛选益

生菌时需要注意考察乳酸菌对酸性环境、肠道环境的耐受

能力。同时益生菌的肠道黏附能力，抑制病原菌能力和抗

氧化能力等其他功能性特性也尤为重要[10]。

综上所述，酢辣椒是益生菌的天然来源，但是对

于酢辣椒中具有益生特性的乳酸菌在体内发挥益生作用

的研究较少。本实验以农贸市场采集的酢辣椒为研究对

象，分离得到16 株乳酸菌，以产酸能力和模拟胃液耐受

能力为指标进行初筛，得到4 株具有潜在益生功能的乳酸

菌，通过研究菌株对工艺逆境的耐受能力、菌株的疏水

性和自聚合能力、菌株发酵液的抗菌和抗氧化能力等，

最终得到3 株具有益生特性的菌株。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

酢辣椒采自贵州剑河县农贸市场，在4 ℃转移至实

验室备用。

MRS培养基 上海盛思生化科技有限公司；API 50 
CHL培养基 法国生物梅里埃公司；其他试剂均为国产

分析纯。

1.2 仪器与设备

手提式压力蒸汽灭菌器 上海三申医疗器械有限

公司；LRH系列生化培养箱 上海一恒科技有限公司； 

AIPHAPPHOT-2 YS2光学显微镜 日本Nikon公司；PB-

10 pH仪 德国Sartorius公司；Mastercycle聚合酶链式反

应（polymerase chain reaction，PCR）仪 德国Eppendorf 

公司；Tanon 1600凝胶成像系统 上海天能公司。

1.3 方法

1.3.1 酢辣椒中益生乳酸菌的分离

取酢辣椒样品25 g装入225 mL无菌生理盐水中，

摇匀后梯度稀释涂布于MRS固体培养基上，37 ℃培养

48 h，选取平板上具有较大溶钙圈的菌落，进行分离纯

化。通过革兰氏染色和过氧化氢接触酶实验筛选出符合

乳酸菌菌株。

1.3.2 益生乳酸菌的筛选

1.3.2.1 产酸性能测定

将二次活化的菌株接种2%到MRS液体培养基中。

37 ℃厌氧培养24 h，每隔2 h测量菌液的pH值和总酸。总酸

的测定参照GB/T 12456—2008《食品中总酸的测定》[11]。

1.3.2.2 人工消化液耐受性实验

人 工 模 拟 胃 液 配 制 [ 1 2 ]： 胃 蛋 白 酶 （ 比 活 力 

3 000 U/mg）溶于0.5 g/100 mL NaCl溶液中，用1 mol/L  
HCl溶液调节pH 2.0，终质量浓度为0.27 mg/mL；人工模

拟肠液配制：胰蛋白酶溶于0.5 g/100 mL NaCl溶液，添加

0.3%胆盐并用0.1 mol/L NaOH溶液调节pH 8.0，终质量浓

度为0.4 mg/mL，上述所有溶液过0.22 μm滤膜除菌。

实验方法：菌株在连续传代培养至稳定期后取1 mL
加入9 mL的模拟胃液或肠液中，混合均匀后37 ℃培养

3 h。倾注平板法测定菌株经胃液和肠液处理前后的活菌

数，根据式（1）计算存活率：

/%
3 h

0 h
100  （1）

1.3.3 菌株鉴定

1.3.3.1 生理生化鉴定

初步分析菌种生理特征，结合糖醇发酵实验试剂条

（API试剂条）进行生理生化鉴定实验。

1.3.3.2 分子生物学鉴定

采用六烷基三甲基溴化铵（hexadecyl tr imethyl 

ammonium bromide，CTAB）-溶菌酶法提取菌株DNA。

16S rDNA扩增采用通用引物，27F和1492R。PCR条

件为：94 ℃预变性4 min，94 ℃变性1 min，58 ℃退火

1 min，72 ℃延伸2 min，此步骤共进行29 个循环。72 ℃

延伸10 min，4 ℃保存。PCR产物经0.8%琼脂糖凝胶电泳

检测后送去生工生物工程（上海）公司测序。将所得序

列与NCBI的GenBank数据库中已知序列进行比对，并用

Clustal X软件和MEGA（version 6.06）软件进行相似性分

析，从GenBank菌株中选择亲缘关系较远的菌株构建系

统发育树，从而分析菌株间的亲缘关系。

1.3.4 筛选菌株对工艺逆境的耐受特性

1.3.4.1 热的耐受力

将菌株在60 ℃水浴条件下处理5 min，对比处理前后

活菌数，按式（2）计算存活率：

/% 100 （2）
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1.3.4.2 溶菌酶的耐受能力

将活化好的菌株细胞用含有100 mg/L溶菌酶的MRS
液体培养基重悬，对比培养0、30、90 min的活菌数。

1.3.4.3 0.4%苯酚的耐受能力

将活化好的菌株接种到0.4%苯酚的MRS液体培养基中

37 ℃培养24 h。将0 h和24 h的系列稀释液进行活菌计数。

1.3.5 筛选菌株的表面疏水性和自聚合能力

1.3.5.1 表面疏水性

按照Ding Wurong等[13]方法将乳酸菌细胞悬浮液分别与正

十六烷、氯仿和乙酸乙酯混合，静置分层，在600 nm波长处

记录水相的吸光度。根据式（3）计算细胞表面疏水性：

/%
A At

A 100	 （3）

式中：A0和At分别为试剂萃取前、后水相在600 nm波

长处的吸光度。

1.3.5.2 自聚合能力

参照Shekh等[14]的方法测定自聚合能力。观察乳酸菌

细胞悬浮液在37 ℃放置0、2、4、24 h，在600 nm波长处

检测吸光度。根据式（4）计算自聚合能力：

/%
A At
A

100	 （4）

式中：At为t时刻的吸光度；A0为t为0时的吸光度。

1.3.6 筛选菌株的抗菌活性测定

采用牛津杯法测定菌株对3 种病原菌（大肠杆菌

K12、铜绿假单胞菌PAO1、金黄色葡萄球菌ATCC6538）

的抑制作用。上清液做3 种方式处理，分别为用1 mol/L 

NaOH溶液将pH值调至6.0，用过氧化氢酶处理和胰蛋白酶

处理，然后过滤灭菌。加入准备好的病原菌平板上的牛津

杯中，将平板于4 ℃放置4 h，直到上清液扩散到琼脂中，

在37 ℃条件下培养24 h，测定抑菌圈直径（mm）。

1.3.7 筛选菌株的抗氧化能力测定

将二次活化的菌株发酵上清液作为实验样品溶液，根

据Xiao Yu等[15]描述的方法分析菌株的体外抗氧化能力。

1.3.7.1 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼（1,1-diphenyl-2- 

picrylhydrazyl，DPPH）自由基清除能力测定

取样品溶液2 mL与2 mL 0.2 mmol/L DPPH溶液混

合，避光反应30 min，在517 nm波长处读取样品溶液和

DPPH溶液的吸光度。

DPPH /%
A A
A

100 （5）

式中：A对照为DPPH溶液的吸光度；A样品为样品溶液

存在下的吸光度。

1.3.7.2 清除2,2’-联氮双(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸)

（2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)，

ABTS）阳离子自由基能力的测定

将1 mL样品溶液与4 mL ABTS的乙醇溶液混合，室

温反应6 min后测定734 nm波长处的吸光度。

ABTS /%
A A

A 100 （6）

式中：A对照为没有样品溶液的吸光度；A样品为样品溶

液存在下的吸光度。

1.3.7.3 亚铁离子还原力（ferric reducing ability of 

plasma，FRAP）测定

将 1  m L样品与 5  m L  F R A P试剂混合， 3 7  ℃

反应 2 0  m i n，在 5 9 3  n m波长处读取吸光度。配制

100～1 600 μmol/L FeSO4标准溶液，以FeSO4代替样品。

标准曲线方程为：y=1.600 8x－0.010 5（R=0.999 6），根

据标准曲线计算样品的FeSO4当量浓度。FRAP越强，抗

氧化能力越强。

1.3.8 筛选菌株的胆盐水解酶（bile salt hydrolase，

BSH）活性和产γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，

GABA）能力测定

1.3.8.1 BSH活性测定

在含有0.37 g/L CaCl2和5 g/L牛黄胆酸钠的培养基中

用接种环蘸取菌液划线，37 ℃培养3 d，观察菌落周围是

否形成一圈沉淀环。

1.3.8.2 乳酸菌产GABA能力测定

将菌株以2%接种于含1%谷氨酸钠的MRS培养基

中，采用高效液相色谱法测定GABA的产量[16]。

1.3.9 安全评估

1.3.9.1 药敏实验

利用纸片法进行药敏实验[17]，药敏纸片种抗生素含

量分别为红霉素15 μg，链霉素10 μg，卡那霉素30 μg，
壮观霉素100 μg，四环素30 μg，环丙沙星5 μg，万古霉

素30 μg，氯霉素和氨苄西林10 μg。

1.3.9.2 溶血活性实验

根据Foulquié Moreno[18]和Pieniz[10]等在血琼脂平板上

测试溶血活性。将菌株划线至血琼脂平板，37 ℃厌氧培

养48 h，选择金黄色葡萄球菌作为阳性对照。

1.3.9.3 DNA酶活性测定

如Foulquié Moreno等[18]所述评估DNA酶活性。使用

含甲苯胺蓝的DNA酶琼脂培养基接种菌株进行实验。将

二次活化的菌株接种与平板上，37 ℃厌氧培养48 h。

1.4 数据分析

各实验组重复3 次，数据均采用 ±s的形式表示，使用

SPSS 16.0统计软件进行统计分析，采用One-Way ANOVA进

行组间比较分析，图表绘制采用Originl 2018软件。

2 结果与分析

2.1 酢辣椒中筛选菌株的产酸能力

对酢辣椒样品进行菌种分离，筛选出革兰氏阳性、

过氧化氢接触酶阴性的16 株乳酸菌纯菌株。根据产酸速

度，筛选出6 株产酸速度快的乳酸菌（图1），编号为

7-2、6-1、L3-4、L3-5、18-2和17-1。
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图 1 6 株菌在MRS液体培养基的pH值和总酸变化

Fig. 1 Changes in pH and total titratable acidity of six strains in MRS broth

如图1所示，在MRS中生长24 h后，6 株乳酸菌的pH

值稳定在4.0～4.4，总酸的范围为1.28%～1.71%。pH值

在发酵前10 h内迅速下降，随着菌株生长到稳定期而缓慢

下降。所有菌株培养14 h都可进入稳定生长期，其中L3-5

和17-1产酸最快，在培养4 h后即进入对数生长期。研究

表明，总酸和pH值的变化率与乳酸菌的生长性能密切相

关[19]，甚至影响了它们的发酵特性[20]，且当pH值低于5.5

时，由乳酸菌产生的代谢产物抑菌效果更好[21]。

2.2 菌株胃肠道耐受能力

表 1 菌株在模拟胃、肠液中菌株的存活率

Table 1 Survival rates of isolates in simulated gastrointestinal fluids 

菌株
编号

人工胃液（lg（CFU/mL））
存活率/%

人工肠液（lg（CFU/mL））
存活率/%

0 h 3 h 0 h 3 h

7-2 8.52±0.04 2.02±0.03 23.71±0.24a 8.58±0.09 5.85±0.04 68.10±0.07c

L3-5 8.49±0.01 3.31±0.01 38.99±0.07c 8.63±0.04 6.31±0.02 73.12±0.11d

6-1 8.60±0.01 2.31±0.01 26.86±0.08b 8.56±0.06 4.20±0.03 49.07±0.01b

L3-4 7.70±0.08 3.19±0.16 41.42±1.64d 8.59±0.05 3.6±0.01 41.96±0.32a

18-2 7.82±0.01 4.61±0.02 58.95±0.18e 7.91±0.11 5.74±0.05 72.57±0.76d

17-1 8.48±0.01 4.56±0.03 53.77±0.29f 8.34±0.07 6.34±0.01 76.02±0.52e

注：同列小写字母不同表示差异显著（P＜0.05），下同。

从表1可知，6 株乳酸菌在pH 2.0的胃液环境下培

养3 h后活菌数均有一定程度的下降。其中菌株18-2的

存活率最高，达到58.95%（P＜0.05），其次是17-1

（53.77%）、L3-4（41.42%）和L3-5（38.99%）。菌株

7-2和6-1的存活率相对较低，分别为23.71%和26.86%，

说明其耐受胃液的能力较差。在模拟肠液消化3 h后菌株

17-1（76.02%）存活率最高，其次是L3-5（73.12%）、

18-2（72.57%）和7-2（68.10%）。乳酸菌在进入人胃肠

道内，只有不被胃肠道环境抑制和消化[22]，在肠道中的 

定植[23]才能发挥其益生作用。综上结果将菌株7-2、17-1、

18-2和L3-5选定为潜在益生乳酸菌进行下一步研究。

2.3 4 株潜在益生乳酸菌菌株的鉴定

API细菌鉴定系统试剂条，检验株菌对49 种碳源

的利用能力，将对照作为阴性实验，底物被利用的反

应结果均为阳性，结果见表2，菌株7-2、L3-5、18-2和

17-1分别可以利用24、8、14 种和13 种底物。将反应

结果输入乳酸菌和相关细菌鉴定软件中，依据梅里埃

数据库比对，将7-2鉴定为植物乳杆菌（Lactobacillus 
plantarum）；L3-5鉴定为短乳杆菌（Lactobacil lus 
brevis）；17-1和18-2鉴定为发酵乳杆菌（Lactobacillus 
fermentum）。

表 2 API 50 CHL试剂条反应结果

Table 2 Results of API 50 CHL strip reaction

测试指标 7-2 L3-5 18-2 17-1 测试指标 7-2 L3-5 18-2 17-1

对照 － － － － 七叶灵 ＋ － ＋ －

甘油 － － － － 柳醇 ＋ － ＋ －

赤藓醇 － － － － 纤维二糖 ＋ － ＋ －

D-阿拉伯糖 － － － － 麦芽糖 ＋ ＋ ＋ ＋

L-阿拉伯糖 ＋ － － ＋ 乳糖 ＋ ＋ － ＋

核糖 ＋ ＋ － ＋ 蜜二糖 ＋ ＋ － ＋

D-木糖 － － － － 蔗糖 ＋ ＋ ＋ ＋

L-木糖 － － － － 海藻糖 ＋ － － ＋

阿东糖醇 － － － － 菊糖 － － － －

β-甲基-D-木糖苷 － － － － 松三糖 ＋ － － －

半乳糖 ＋ ＋ ＋ ＋ 棉子糖 ＋ － － ＋

葡萄糖 ＋ ＋ ＋ ＋ 淀粉 － － － －

果糖 ＋ ＋ ＋ ＋ 糖原 － － － －

甘露糖 ＋ － ＋ ＋ 木糖醇 － － － －

山梨糖 － － － － 拢牛儿糖 ＋ － ＋ －

鼠李糖 － － － － D-松二糖 ＋ － － －

卫矛醇 － － － － D-来苏糖 － － － －

肌醇 － － － － D-塔塔糖 － － － －

甘露醇 ＋ － － － D-岩糖 － － － －

山梨醇 － － － － L-岩糖 － － － －

苦杏仁苷 ＋ － ＋ － D-阿拉伯糖醇 － － － －

熊果苷 ＋ － ＋ － L-阿拉伯糖醇 － － － －

α-甲基-D-甘露糖苷 ＋ － － － 葡萄糖酸盐 ＋ － ＋ ＋

α-甲基-D-葡萄糖苷 － － － － 2-酮基-葡萄糖酸盐 － － － －

N-乙酰-葡糖胺 ＋ － ＋ － 5-酮基-葡萄糖酸盐 － － － －

注：＋.阳性反应；－.阴性反应。

将菌株的16S rDNA的PCR产物测序后，进行同源性

分析，构建系统发育树，在GenBank数据库的同源性高

的序列用作参考序列。菌株7-2与植物乳杆菌属模式菌

株KC887524.1达到99%的同源性；L3-5与数据库中短乳

杆菌HM058973.1同源性达到99%；18-2和17-1则分别与

发酵乳杆菌GU138568.1和AY929282.1达到100%和99%

的同源性。结合形态学及糖发酵实验结果，确定分离菌

株7-2为植物乳杆菌，L3-5为短乳杆菌，18-2和17-1为发

酵乳杆菌。

2.4 筛选菌株对工艺逆境的耐受特性

表 3 乳酸菌对热处理、溶菌酶的耐受力

Table 3 Tolerance of strains to heat treatment and to lysozyme 

菌株
编号

热处理（lg（CFU/mL））
存活率/%

溶菌酶（lg（CFU/mL））

0 min 5 min 0 min 30 min 90 min

7-2 9.52±0.05 7.00±0.04 73.53±0.81a 9.42±0.05 9.47±0.02 9.56±0.02

L3-5 9.57±0.02 8.42±0.02 87.98±0.03d 9.34±0.05 9.39±0.04 9.59±0.01

18-2 9.20±0.05 8.67±0.03 94.24±0.29e 9.32±0.02 9.18±0.03 9.40±0.07

17-1 9.62±0.01 7.93±0.04 82.43±0.33c 9.60±0.09 10.08±0.00 9.50±0.03
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表3表明，4 株菌经过热处理都有较高的存活率。其

中菌株18-2具有较好的热耐受力，其存活率达到94.24%

（P＜0.05），其次是菌株L3-5和17-1，存活率分别为

87.98%和82.43%。乳酸菌对热的耐受力对于益生菌在食

品和食品工业中的应用具有积极的作用。

溶菌酶实验中，处理前后活菌数都没有明显下降

（表3），说明筛选菌株均对100 mg/mL质量浓度的溶菌

酶具有很好的耐受力。

表 4 乳酸菌对0.4%苯酚的耐受力

Table 4 Tolerance of strains to 0.4% phenol

菌株
编号

活菌数（lg（CFU/mL））

0 h 24 h 变化值

7-2 8.03±0.03 8.40±0.07 0.37±0.01b

L3-5 7.95±0.04 8.47±0.03 0.52±0.07cd

18-2 7.95±0.01 8.87±0.03 0.92±0.04e

17-1 7.87±0.02 8.09±0.02 0.22±0.04a

从表4可以看出，菌株经0.4%苯酚溶液处理前后活菌

数没有减少。苯酚是肠中芳香族氨基酸代谢的常见副产

物，菌株对苯酚的抗性表明肠道条件下存活的能力[24]。

结果表明筛选菌株可以抵抗肠道中苯酚的抑菌作用。

2.5 筛选菌株的疏水性和自聚合能力

0
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图 2 菌株表面疏水性

Fig. 2 Cell surface hydrophobicity of strains

如图2所示，所有菌株对氯仿和乙酸乙酯显示出更

高的表面疏水性，在Shekh等[14]的研究中，溶剂类型的亲

和力与本研究相同，不同乳酸菌对氯仿的疏水性最高，

而对正十六烷最低。菌株的肠道黏附能力是益生菌的重

要特性。细菌表面疏水性和自聚合能力作为乳酸菌的表

面特性，被用于间接评估益生菌的黏附能力[25-26]。菌株

17-1、18-2和L3-5疏水性较高，表明其对肠道的黏附性可

能较强。

由图3可见，所有菌株具有较高的自聚合能力。接

种2、4 h和24 h其自聚合能力范围分别为6.8%～19.7%，

7.2%～28.1%和48.4%～70.7%。其中发酵乳杆菌18-2

（70.50%）和发酵乳杆菌17-1（70.67%）表现出更高的

自集合能力。已有研究表明，菌株的自聚合能力对形成

生物膜有重要影响，这有助于肠道定植以保护胃肠道中

的菌株[14]。
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图 3 分离菌株的自聚合能力

Fig. 3 Auto-aggregation of selected strains

2.6 筛选菌株的抑菌作用

A B C

A.大肠杆菌K12；B.铜绿假单胞菌PAO1；C.金黄色葡萄球菌ATCC6538。

图 4 4 株乳酸菌对3 种指示菌的抑制作用

Fig. 4 Inhibitory activities of four strains against three indicator strains

如图4所示，4 株乳酸菌发酵上清液均能抑制大肠杆

菌K12和金黄色葡萄球菌ATCC6538，不能抑制铜绿假单

胞菌PAO1，这与Tulumoglu等[27]报道的结果一致。

表 5 菌株的抑菌能力

Table 5 Antimicrobial activity of isolates

指示菌 样品处理
抑菌圈直径/mm

7-2 L3-5 18-2 17-1

大肠杆菌
K-12

发酵上清原液 14.15±0.087（＋＋）15.15±0.087（＋＋）14.72±0.087（＋＋） 14.69±0.05（＋＋）

中和处理 14.12±0.077（＋＋）15.12±0.077（＋＋）14.62±0.033（＋＋）14.63±0.036（＋＋）

过氧化氢处理 10.08±0.02（＋） 11.08±0.02（＋） 13.32±0.01（＋＋） 12.23±0.018（＋＋）

胰蛋白酶处理 － － 9.03±0.013（＋） －

金黄色葡萄球菌
ATCC6538

发酵上清原液 11.05±0.063（＋） 12.05±0.063（＋＋）12.31±0.033（＋＋） 11.08±0.02（＋）

中和处理 11.03±0.032（＋） 12.03±0.032（＋＋）12.25±0.034（＋＋） 11.02±0.033（＋）

过氧化氢处理 9.23±0.034（＋） 10.23±0.034（＋） 11.04±0.045（＋） 10.65±0.025（＋）

胰蛋白酶处理 － － － －

注：直径＜9 mm，无抑菌活性，记为“－”；9 mm≤直径＜12 mm，有
抑菌活性，记为“＋”；直径≥12mm，抑菌活性强，记为“＋＋”。

由表5可知，菌株18-2、L3-5和17-1的抑菌能力更

强，中和法排除有机酸和过氧化氢酶的作用、排除过氧

化氢对指标菌的抑菌作用后，用胰蛋白酶对4 个菌株发酵

液进行处理，结果抑菌效果有明显降低，确定了抑菌物

质中含有具备蛋白质性质的细菌素[28]。乳酸菌发酵上清

液对病原体的抑制能力具有潜在应用价值，乳酸菌可以

通过抑制病原菌生长来保持肠胃道平衡，进而改善人类

健康[14]。

2.7 筛选菌株的抗氧化活性

通过3 种不同的方法评估抗氧化活性，结果如表6

所示，所有菌株都表现出一定的ABTS阳离子自由基清除
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能力，但是清除能力相差较大（P＜0.05）。其中L3-5、

7-2和17-1具有较高的ABTS阳离子自由基清除能力（分别

为65.95%、56.91%和61.13%）。而这4 株菌清除DPPH自由

基清除能力差异不是很明显。FRAP法是通过测量样品中

的还原剂将三吡啶基三嗪（tripyridyltriazine，TPTZ）-Fe3＋ 

还原成TPTZ-Fe2＋的能力来衡量样品的抗氧化能力，

结果表明菌株L3-5、7-2和17-1表现出较高抗氧化活性

（565.55、571.61 μmol/L和547.22 μmol/L）。先前的报

道证明乳酸菌的完整细胞在体内具有抗氧化活性[29]。不

同方法测定的抗氧化能力不同，可能是不同乳酸菌起抗

氧化作用的活性物质的不同，综合比较，发酵乳杆菌

17-1、植物乳杆菌7-2和短乳杆菌L3-5发酵上清液具有较

好的抗氧化能力，其在肠道内生长期间能通过发挥抗氧

化活性来减少食物和饲料中的氧化损伤[19]。

表 6 菌株的抗氧化能力

Table 6 Antioxidant activity of isolates

菌株
编号

ABTS阳离子自由基
清除率/%

DPPH自由基
清除率/%

FRAP/
（μmol/L）

7-2 56.91±2.04c 73.67±1.27bc 571.61±2.22f

L3-5 65.95±0.68e 73.22±0.13b 565.55±1.32e

18-2 23.34±1.95a 74.50±0.07c 314.05±3.77b

17-1 61.13±1.50d 73.18±0.39b 547.22±0.76d

2.8 筛选菌株的BSH活性和产GABA能力

表 7 菌株的产GABA能力和BSH活性

Table 7 GABA production and BSH activity of isolates

菌株编号 GABA产量/（mg/L） BSH活性

7-2 142.67±2.42c ＋

L3-5 101.37±2.21a ＋

18-2 130.20±2.34b ＋

17-1 101.57±3.40a ＋

注：＋.有活性。

表7列出了分离细菌的BSH活性，4 株菌菌落周围都

有沉淀环，说明具有BSH活性，具有水解牛磺脱氧胆酸

钠盐的能力。BSH可催化酰胺键的水解释放游离氨基酸

和游离胆汁酸[30]，这是胃肠道中非常重要的转化。BSH

活性对降低血清胆固醇也很重要[31]。此外，所有菌株都

有产GABA的能力，其中菌株7-2的GABA产量较高，可

达到142.67 mg/L。从传统发酵食品中筛选食品级具有

GABA生产能力的菌株，继而将此菌株接种到合适的食

品基质中，生产功能性食品，一方面能够发挥GABA的

保健功效，另一方面，乳酸菌的益生功能也可以得到很

好的体现[32]。

2.9 筛选菌株的安全性评估

从酢辣椒中分离出的可用作益生菌的菌株应对其对

人类健康的潜在不利影响进行测试。抗生素抗性，溶血

活性和DNA酶活性是分析菌株在发酵剂培养中安全使用

的重要特征。

表 8 菌株对不同抗生素的耐药性

Table 8 Resistance of LAB strains to different antibiotics

抗生素
菌株编号

7-2 L3-5 18-2 17-1

红霉素 ＋ ＋ ＋ ＋

链霉素 ＋ ＋ ＋ ＋

卡那霉素 － － ＋ ＋

壮观霉素 ＋ － － ＋

四环素 － － － －

氯霉素 － － － －

万古霉素 ＋ ＋ ＋ ＋

氨苄青霉素 － － － －
环丙沙星 ＋ ＋ ＋ ＋

注：＋.敏感；－.耐药。

如表8所示，4 株菌对红霉素、链霉素、环丙沙星和

万古霉素敏感性强，对四环素、氯霉素和氨苄青霉素均

为中等敏感性和弱敏感性。18-2和17-1对卡那霉素敏感。

而对壮观霉素敏感的为菌株7-2和17-1。

抗生素是一种生理活性物质，其抗菌活性主要表现

在3 种现象：抗菌、杀菌和溶解[8]。对细菌的杀菌作用

表现在对细菌细胞壁的强氧化作用以及核酸和细胞内蛋

白质的破坏。本研究中选择的抗生素，环丙沙星是抑制

细菌DNA的合成和复制，万古霉素和氨苄青霉素属于

抑制细胞壁合成的抗生素类群，而红霉素、链霉素、卡

那霉素、壮观霉素、四环素和氯霉素是影响细菌DNA

中的蛋白质合成细菌细胞。兼性和专性异型发酵乳杆菌 

（L. plantarum和L. brevis）对万古霉素具有固有耐药

性，这与本实验结果一致。益生菌的使用要避免耐药基

因的传播，分离菌株需要进一步的研究来进行耐药性检

测。如果抗性基因不能进行转移，益生菌品种即可以引

进市场[33]。

金黄色葡萄球菌周围的琼脂出现绿色圈，而实验菌

株周围的琼脂未出现绿色圈，也未出现透明圈。具有透

明溶血性圈的那些分离株是β-溶血性或完全溶血性的，

绿色圈是α-溶血性或部分溶血性，只有非溶血性的乳酸

菌可作为潜在的益生菌[34]，本实验中筛选菌株都不是溶

血细菌。

4 株筛选菌株的DNA酶活性结果显示，菌株均不是

DNA酶生产者，所以筛选菌株用于食品发酵是安全的[12]。

3 结 论

本研究从酢辣椒中分离得到产酸速度快的6 株乳酸

菌，再通过菌株的胃肠道耐受能力筛选出4 株乳酸菌，

通过生化实验和16S rDNA序列分析方法鉴定，确定其中

1 株为植物乳杆菌（L. plantarum），2 株为发酵乳杆菌 

（L. fermentum），1 株为短乳杆菌（L. brevis）。

通过菌株的益生特性研究及安全性评估，获得3 株

具有潜在价值的乳酸菌，即发酵乳杆菌17-1、短乳杆菌
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菌L3-5和发酵乳杆菌18-2，其对热处理、0.4%苯酚及溶

酶菌有较好的耐受能力，有较高的表面疏水性和自聚合

能力，都有BSH活性和产GABA能力。菌株发酵上清液

具有较强的抑菌能力和抗氧化能力。

研究表明，传统酢辣椒是分离益生乳酸菌新的天然

来源，该研究从中分离的3 株乳酸菌具有多种益生特性，

可作为潜在的益生菌进行进一步研究。
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