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表７　模式识别结果的ｔ检验

类型
相关性

相关系数显著性（Ｐ值）
配对ｔ检验（Ｐ值）

建模样品 ０．９８５ ０．０００ ０．０６９
外部验证 ０．８４６ ０．００１ ０．１３７

步判别的方法比较近红外谱图、化学成分在烟叶种植区域、品

种、部位等烟叶信息方面的模式识别能力。结果表明，近红外

光谱模式识别的效果与化学成分模式识别的效果差异不显

著。相对于化学成分的获得，近红外光谱技术有着巨大的优

势，近红外光谱谱图由近红外光谱仪扫描获得，样品不需预处

理、操作简单、人员要求低，无浪费、无污染。在烟叶种植区

域、品种、部位模式识别中使用近红外谱图能够替代化学

成分。
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８株乳酸菌的体外抗氧化能力
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　　摘要：为了获得高抗氧化活性乳酸菌，测定了８株乳酸菌对ＤＰＰＨ·、羟自由基（·ＯＨ）和超氧阴离子（Ｏ－２·）３种

自由基的清除能力，并对Ｒ３６和Ｒ３９组合的协同抗氧化能力进行了测定。结果表明，８株乳酸菌不同组分都有一定的
抗氧化能力，乳酸菌的发酵上清液对自由基的清除能力均高于完整细胞和无细胞提取物，其中 Ｒ３６和 Ｒ３９对３种自
由基的清除能力均较高，分别为５１．０９％、６７．８６％、７２．０２％和５０．２６％、６７．６７％、７２．１６％。二者组合时，发酵上清液对
３种自由基的清除能力均显著提高，分别为５９．３６％、７７．３６％、８１．０２％。通过对自由基清除能力分析得出，Ｒ３６和Ｒ３９
具有较高抗氧化活性，２者具有协同抗氧化能力。
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　　乳酸菌（ｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａ，ＬＡＢ）是广泛存在于人和动物
的肠道和其他与外界相通的生理环境中，形态、代谢和生理特

征不完全相同，可以发酵多种碳水化合物并生成乳酸的一类

细菌总称。目前，乳酸菌已在食品、畜牧中广泛应用，研究发

现其具有抗癌、降低胆固醇、降解亚硝酸盐、抑菌、改变肠道微

生物环境、提高机体免疫力等作用［１－５］。

生物氧化是生物机体的一个重要生理过程，当人体中的

活性氧及其他自由基超过一定数量时，就会攻击细胞膜，与血

清抗蛋白酶发生反应，甚至跟基因抢电子，影响细胞活性，对

机体造成伤害，导致肿瘤、关节炎、心血管疾病等，最终导致衰

老［６－８］。目前，常用ＢＨＡ、ＢＨＴ、ＰＧ等合成抗氧化剂存在抗氧
化性弱和食品安全问题。为了更好地增强机体的抗氧化能

力，延缓衰老，开发天然抗氧化剂具有非常重要的意义［９］。

乳酸菌作为肠道常驻菌群，可以直接在机体氧化损伤的重点

部位———肠道发挥抗氧化作用，而且乳酸菌在肠道定植后能

够不断增殖，产生更多的乳酸菌，源源不断地在肠道清除自由

基。因此乳酸菌作为一种益生菌越来越受到人们的青睐。近
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些年，经过体内外试验发现不同乳酸菌存在不同抗氧化特性，

如黄玉军等对不同来源５８株乳酸菌抗氧化特性进行了比较，
筛选出了抗氧化性能较好的菌株［１０］；张书文从４３株乳酸菌
中筛选出２株具有较强抗氧化能力的菌株，并对 Ｄ－半乳糖
诱导的衰老模型小鼠进行饲喂，发现这２个菌株可以增强抗
氧化酶活性，减少脂质过氧化物含量，有效提高小鼠体内抗氧

化水平［１１］；Ｌｉ等对１１株植物乳杆菌体内外抗氧化能力进行
了研究，发现植物乳杆菌Ｃ８８可以降低Ｄ－半乳糖诱导的小鼠
氧化应激作用［１２］；Ｋｕｌｌｉｓａａｒ等利用人体试验表明发酵乳杆菌
ＭＥ－３具有抗氧化活性［１３］；胡晓丽等对乳酸菌在体外结肠环

境清除羟自由基进行研究，发现乳酸菌可通过产生抗氧化物

酶来清除羟自由基［１４］；黄玉军等对６株人源乳酸菌的体外抗
氧化活性进行比较，发现菌株不同对自由基的清除力不同，发

酵上清液清除能力相对较强［１５］。

但目前所筛选的抗氧化活性乳酸菌多是对某一种自由基

有较强清除作用，而对其他自由基的清除能力相对较低。有

关乳酸菌对多种自由基具有较强清除作用的研究和乳酸菌之

间的协同清除自由基作用鲜见报道。本研究对实验室分离的

８株乳酸菌的不同组分的抗氧化能力及其协同作用进行研
究，为其抗氧化作用在饲料、食品行业的应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要设备与试剂　主要试剂有二苯基苦基苯肼自由
基（ＤＰＰＨ）、无水乙醇溶液、磷酸盐缓冲液、硫酸亚铁、过氧化
氢溶液、Ｌ－半胱氨酸。

主要仪器有 ＬＳ－３０２０型高压灭菌锅（ＳＡＮＹＯ公司）；
ＳＫ１２００Ｈ型超声波震荡仪（上海科导超声仪器有限公司）；
７２１分光光度计（上海光谱仪器有限公司）；ＶＳ－８４０Ｋ－Ｕ型
超净工作台（苏净集团安泰公司制造厂）；ＺＣ－Ｘ１００４１－００
型电热鼓风干燥箱（天津市华北实验仪器有限公司）；ＤＰＨ－
２０００型电热恒温培养箱（天津市瑞金特化学品有限公司）。
１．１．２　培养基　ＭＲＳ培养基：胰蛋白胨１０ｇ，牛肉膏１０ｇ，酵
母膏５ｇ，葡萄糖２０ｇ，柠檬酸铵５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４２ｇ，乙酸钠５ｇ，
吐温８０（Ｔｗｅｅｎ８０）１ｇ，ＭｇＳＯ４０．５８ｇ，ＭｎＳＯ４０．２５ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，调ｐＨ值６．０～６．５，于１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
１．１．３　菌株　乳酸菌均来自河北农业大学生命科学学院制
药工程实验室。

１．２　方法
１．２．１　乳酸菌发酵上清液、完整细胞和无细胞提取物的制备
　将乳酸菌接种于ＭＲＳ液体培养基中，３７℃培养２４ｈ，连续
传代３次。发酵液经４０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心１５ｍｉｎ，收集发酵
上清液及菌体。菌体用无菌水反复洗涤３次，重悬于无菌水
中，调整菌数为１０９ＣＦＵ／ｍＬ。所得菌悬液分为２组，一组作
为完整细胞组，另一组用于细胞破碎物的制备，采用冰浴超声

破碎细胞后，６０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心１５ｍｉｎ，收集上清液即为无
细胞提取物［１３］。

１．２．２　ＤＰＰＨ自由基清除能力测定　参照文献［１５］所述方
法，加入样品量均为１ｍＬ。
１．２．３　羟自由基（·ＯＨ）清除能力测定　参照文献［１６］所
述方法，加入样品量均为１ｍＬ。

１．２．４　超氧阴离子（Ｏ－２·）清除能力测定　参照文献［７－
８］所述方法，加入样品量均为１ｍＬ。
１．２．５　乳酸菌协同抗氧化能力测定　参照文献［１７］，采用
直接比较法测定Ｒ３６和Ｒ３９组合的协同抗氧化能力，测试方
法同“１．２．２”“１．２．３”“１．２．４”节，取样量均为０．５ｍＬ。

２　结果与分析

２．１　不同菌株对ＤＰＰＨ自由基的清除能力
ＤＰＰＨ自由基是一种以氮为中心的、很稳定的大分子自

由基，通过检测乳酸菌对该自由基的清除能力可以表示乳酸

菌的抗氧化能力。试验结果表明，８株乳酸菌对 ＤＰＰＨ自由
基均有一定的清除作用（表１），发酵上清液的清除能力要高
于完整细胞菌悬液和无细胞提取物，发酵上清液中 Ｒ３６清除
能力最高，其次是Ｒ３９，分别为５１．０９％、５０．２６％；完整细胞菌
悬液中 Ｒ１４、Ｒ３６、Ｒ１２、Ｒ３９的清除能力较高，分别为
４３２８％、４２．３８％、４１．６３％和４１．３１％；无细胞提取物中Ｒ３６、
Ｒ３９、Ｒ１４的清除能力较高，分别为 ３６．４４％、３５．２７％和
３２５８％。由此可见，乳酸菌各种组分对ＤＰＰＨ自由基的清除
能力不同，组分之间清除能力不完全相关。

表１　乳酸菌对ＤＰＰＨ自由基清除能力

菌株
清除率（％）

发酵上清液 完整细胞菌悬液 无细胞提取物

Ｒ７ ４０．１３±０．１２ ３０．０２±０．１７ １７．４３±０．０８
Ｒ１２ ４６．３６±０．１０ ４１．６３±０．１６ ２９．２０±０．０７
Ｒ１４ ４８．７１±０．１１ ４３．２８±０．１１ ３２．５８±０．０８
Ｒ１６ ４３．０２±０．０６ ３１．７２±０．０７ ２２．７８±０．０６
Ｒ１７ ４２．１１±０．１０ ３１．２５±０．０８ ２３．１４±０．０８
Ｒ３２ ３３．３６±０．０７ ２９．７９±０．０７ １９．３４±０．０７．
Ｒ３６ ５１．０９±０．１１ ４２．３８±０．０９ ３６．４４±０．０４
Ｒ３９ ５０．２６±０．０７ ４１．３１±０．１０ ３５．２７±０．１１

２．２　不同菌株对羟自由基（·ＯＨ）的清除能力
羟自由基在体内是一种氧化性很强的自由基，对生物细

胞大分子造成损伤进而影响细胞的正常功能。因此，对羟基

自由基的清除能力是抗氧化性能的一个主要指标。由表２可
见，８株乳酸菌对羟自由基均有一定的清除能力，其发酵上清
液的清除能力高于完整细胞菌悬液和无细胞提取物，发酵上

清液中Ｒ３６、Ｒ３９的清除能力较高，分别为６７．８６％、６７６７％；
完整细胞菌悬液中 Ｒ１２、Ｒ３６、Ｒ３９的清除能力较高，分别为
３０．３０％、３２．６６％、３２．７１％；无细胞提取物中 Ｒ３６、Ｒ３９、Ｒ１２
的清除能力较高，分别为２３．７６％、２４．７０％、２８２１％。由此
可见乳酸菌的各种组分对羟自由基的清除能力不同，而且各

组分之间清除能力不完全相关。

表２　乳酸菌对羟自由基（·ＯＨ）清除能力

菌株
清除率（％）

发酵上清液 完整细胞菌悬液 无细胞提取物

Ｒ７ ６０．０２±０．１２ ２３．２６±０．１２ ２０．１１±０．１２
Ｒ１２ ６１．６３±０．１８ ３０．３０±０．１３ ２８．２１±０．１０
Ｒ１４ ５３．２８±０．１１ ２１．３０±０．１１ １７．６７±０．０９
Ｒ１６ ５１．７２±０．０８ ２５．７６±０．０６ ２０．１１±０．０８
Ｒ１７ ５７．００±０．１４ ２２．６１±０．１６ １９．６０±０．１０
Ｒ３２ ５８．６５±０．１３ ２２．８０±０．１３ ２２．８１±０．０７
Ｒ３６ ６７．８６±０．０７ ３２．６６±０．１０ ２３．７６±０．０６
Ｒ３９ ６７．６７±０．１２ ３２．７１±０．０９ ２４．７０±０．１０
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２．３　不同菌株对超氧阴离子（Ｏ－２·）的清除能力
氧气是大自然中需氧生物的必需品，而氧气在生物体内

生成自由基时，首先生成超氧阴离子，超氧阴离子对植物组织

有毒性，还可以通过反应生成对生物体损害更大的自由基，例

如羟自由基。因此，对超氧阴离子自由基的研究也是抗氧化

性能的一个主要指标。由表３可见，８株乳酸菌对超氧阴离
子自由基均有一定的清除能力，其发酵上清液的清除能力也

是高于完整细胞菌悬液和无细胞提取物，发酵上清液中Ｒ３６、
Ｒ３９、Ｒ３２的清除能力较高，分别为 ７２．０２％、７２．１６．％、
７３７０％；完整细胞菌悬液中Ｒ３２、Ｒ３６、Ｒ３９的清除能力较高，
分别为 ４８．３６％、４９．０６％、５０．１２％；无细胞提取物中 Ｒ３６、
Ｒ３９、Ｒ７的清除能力较高，分别为 ２７．７０％、２８．３８％、
２９０６％。由此可知，乳酸菌的各种组分对超氧阴离子自由基
的清除能力不同，而且各组分之间在清除能力方面不完全

相关。

表３　乳酸菌对超氧阴离子（Ｏ－２·）清除能力

菌株
清除率（％）

发酵上清液 完整细胞菌悬液 无细胞提取物

Ｒ７ ７０．０２±０．１５ ４４．６３±０．０６ ２９．０６±０．０９
Ｒ１２ ６９．６３±０．０８ ４５．９５±０．０７ ２４．７５±０．０６
Ｒ１４ ６３．２８±０．１２ ３６．３９±０．０６ ２１．４６±０．０８
Ｒ１６ ７１．７２±０．０８ ４６．１６±０．０５ ２２．８７±０．０７
Ｒ１７ ６９．０５±０．１０ ４３．３６±０．０８ ２５．７８±０．０５
Ｒ３２ ７３．７０±０．０８ ４８．３６±０．０４ ２３．９０±０．０４
Ｒ３６ ７２．０２±０．０４ ４９．０６±０．０６ ２７．７０±０．０６
Ｒ３９ ７２．１６±０．０３ ５０．１２±０．０３ ２８．３８±０．０５

２．４　协同抗氧化能力
由表１、表２、表３可知，８株乳酸菌中 Ｒ３６、Ｒ３９对 ＤＰＰＨ

自由基、羟自由基和超氧阴离子自由基的清除能力较高，而且

清除能力相近。采用直接比较法测定 Ｒ３６和 Ｒ３９组合的协
同抗氧化活性，由表４可知，Ｒ３６和Ｒ３９发酵上清液组合抗氧
化活性高于等量时的 Ｒ３６和 Ｒ３９的抗氧化活性，分别为
５９３６％、７７．３６％、８１．０２％，其无细胞提取物组合对 ＤＰＰＨ自
由基的清除能力高于等量时的Ｒ３６和Ｒ３９的清除能力，而对
超氧阴离子的清除能力还降低了，其余没有明显变化。

表４　Ｒ３６和Ｒ３９组合协同抗氧化能力

自由基
清除率（％）

发酵上清液 完整细胞菌悬液 无细胞提取物

ＤＰＰＨ ５９．３６±０．０６ ４１．１６±０．０６ ４０．３６±０．０６
·ＯＨ ７７．３６±０．０９ ３２．６８±０．１０ ２４．１３±０．０８
Ｏ－２· ８１．０２±０．０６ ４８．４６±０．０４ ２６．６８±０．０３

３　讨论

近年来，乳酸菌抗氧化能力的研究引起人们的广泛重视，

但关于其抗氧化机理及其协同抗氧化相关报道较少。本研究

测定了８株乳酸菌的抗氧化活性，研究发现各菌株对３种自
由基具有不同的清除能力，而且各组分对各自由基的清除能

力也不相同，其发酵上清液的清除能力高于完整细胞菌悬液

和无细胞提取物，这与黄玉军等的报道结果［１５］一致，其原因

可能与各种乳酸菌胞内清除自由基的抗氧化成分和氧化还原

调控系统不同有关。

乳酸菌广泛存在于自然界中，本研究通过测定８株乳酸
菌的抗氧化活性，筛选出了２株对ＤＰＰＨ自由基、羟自由基和
超氧阴离子自由基均具有较高清除能力的菌株 Ｒ３６、Ｒ３９，并
测定了Ｒ３６、Ｒ３９菌株的协同抗氧化活性，通过测定表明２株
菌的发酵上清液之间存在一定的协同抗氧化能力，但其抗氧

化机制和协同机制尚不清楚，还需进一步分离出其主要的抗

氧化活性物质，并将其应用于饲料、食品、药品的生产，对推动

人们的绿色生活发挥积极作用。
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