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　　摘要：采用稀释涂布法结合革兰氏染色、纸层析法从四川泸州老窖浓香型白酒酒糟中分离乳酸菌，通过测定抗脂
质过氧化率、超氧阴离子清除率、ＤＰＰＨ自由基清除率系统评价筛选的１２株乳酸菌的抗氧化能力，旨在筛选出高抗氧
化活性的乳酸菌，为天然抗氧化剂的开发及乳酸菌在功能性食品中的应用提供理论依据，并对其中１株抗氧化活性较
高的４＃菌株进行培养基优化。结果表明：共得到１２株乳酸菌，其中４＃菌株在上述３种评价体系中均表现出较强的抗
氧化能力。对菌株４＃进行培养基优化，其结果为牛肉膏２０ｇ／Ｌ、葡萄糖１５ｇ／Ｌ、ｐＨ值６，装液量为６０ｍＬ，且优化后４＃
菌株抗氧化能力提高了４３．７３百分点，这将为抗氧化菌株的进一步应用以及抗氧化产品的开发提供一定的理论依据。
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　　乳酸菌广泛存在于泡菜、食醋、白酒、乳制品等发酵食品
中，可改善食品风味，为发酵食品提供丰富的营养成分，提高

食品附加值。有大量研究表明，乳酸菌具有调节肠道菌群、降

低胆固醇、抑菌、抗癌、抗衰老、抗氧化等多种生理功能［１］。

消费者对食品安全和食品生理功能日益关注，而乳酸菌具有

天然无毒、保健益生等特性［２］，是一种天然抗氧化剂，这使其

抗氧化能力研究成为食品工业的重点与热点［３］。

在食品科学领域，抗氧化乳酸菌可防止食品中油脂酸败，

清除自由基从而阻止自由基连锁反应。研究表明，机体内自

由基与机体衰老、癌症、心血管等疾病［４－５］也密切相关，开发抗

氧化产品对抗衰老、预防疾病有着重要意义。目前，已有研究

者针对抗氧化乳酸菌的筛选、体内外试验、作用机制［６－７］、有效

成分等方面进行了相应研究。如张书文通过体外试验筛选抗

氧化乳酸菌进行抗氧化效果研究［８］；刘天等从泡菜汁、鹅肠

等原料中筛得２株抗氧化活性较高的干酪乳杆菌［９］。但对于

抗氧化乳酸的研究仍处于初级阶段，应用范围还有待扩展。目

前，抗氧化乳酸菌主要用于酸奶、抗氧化剂等方面，而在保健食

品、酒类及饮料、化妆品等行业仍须不断地开发及创新。

本研究从四川泸州老窖浓香型白酒酒糟中分离抗氧化乳

酸菌，以抗脂质过氧化率、超氧阴离子清除率、ＤＰＰＨ自由基
清除率评价菌株抗氧化能力，得到抗氧化能力较强的乳酸菌，

并可适应白酒生产过程中复杂的环境，这将对于抗氧化酒品

及其乙醇饮料开发创新有一定的意义。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
浓香型白酒酒糟由四川泸州老窖股份有限公司提供。

吐温－８０、氯化钠、葡萄糖、琼脂粉、正丁醇、焦性没食子
酸、三羟甲基氨基甲烷等均为分析纯（成都市科龙化工试剂

厂）；硫代巴比妥酸（上海科丰化学试剂有限公司）。

１．２　试验仪器
５５ｉ＋Ｄｓ－５Ｍ－ＵＩ正置生物显微镜（日本 ＳＯＮＹ公司）；

ＵＶ２４００紫外可见分光光度计（上海舜宇恒平科学仪器有限
公司）；ＵＰ４００Ｓ手提式超声波细胞粉碎机（宁波新生物科技
有限公司）；ＦＬ－２可调式封闭电炉（北京市永光明医疗器械
有限公司）。

１．３　培养基
ＭＲＳ固体培养基：蛋白胨１０．０ｇ，牛肉膏１０．０ｇ，酵母膏

５．０ｇ，柠檬酸氢二铵２．０ｇ，葡萄糖２０．０ｇ，吐温－８０１．０ｍＬ，
乙酸钠 ５．０ｇ，磷酸氢二钾 ２．０ｇ，硫酸镁 ０．５８ｇ，硫酸锰
０．２５ｇ，琼脂１８．０ｇ，用蒸馏水补足至１Ｌ，ｐＨ值６．５。

初始培养基：蛋白胨２５ｇ／Ｌ，葡萄糖２０ｇ／Ｌ，柠檬酸氢二
钠２ｇ／Ｌ，磷酸氢二钾２ｇ／Ｌ，乙酸钠５ｇ／Ｌ，硫酸锰０．２８ｇ／Ｌ，
硫酸镁０．５８ｇ／Ｌ，吐温－８０１ｍＬ／Ｌ，装液量５０ｍＬ（２５０ｍＬ三
角瓶），ｐＨ值６．５。
１．４　方法
１．４．１　乳酸菌的分离纯化　称取５ｇ酒糟于５０ｍＬ离心管
中，加入５０ｍＬ０．８％生理盐水（加有玻璃珠），涡旋振荡，静
置１０ｍｉｎ，取１ｍＬ上清液加入１００ｍＬＭＲＳ液体培养基中，
３７℃ 静置培养２４ｈ。取１ｍＬ培养液进行１０倍梯度稀释至
１０－７浓度，取０．１ｍＬ不同浓度稀释液进行涂布，３７℃静置培
养２４ｈ，挑取乳白色、圆形、较小、表面光滑、边缘整齐、中央隆
起的菌落进行划线分离纯化，并观察其菌落形态。挑取培养

时间为１２ｈ的单菌落进行革兰氏染色，观察其显微镜下个体
形态。将纯化后菌株接种于ＭＲＳ斜面，于４℃冰箱保藏。
１．４．２　过氧化氢试验　挑取１环已纯化菌株于洁净试管内，
滴加３％过氧化氢溶液２ｍＬ，观察结果。于０．５ｍｉｎ内发生
气泡者为阳性，不发生气泡者为阴性［１０］。
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１．４．３　乳酸菌定性试验　采用纸层析法［１１］。

１．４．４　抗氧化乳酸菌的筛选
１．４．４．１　样品前处理　无菌体发酵液（ＣＦＥ）：挑取１环纯化
菌株接种于ＭＲＳ液体培养基中活化，以２％接种量接入 ＭＲＳ
液体培养基中，３７℃静置培养 ２４ｈ后，４０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，收集菌体沉淀，取上清液进行无菌体细胞发酵液抗氧
化能力的测定。

菌体细胞提取物（ＩＣ）：使用磷酸缓冲液（ｐＨ值７．０）洗涤
菌体沉淀２次后，用无菌水调整为２×１０９个／ｍＬ的菌悬液，
然后进行冰浴超声波破碎（功率４００Ｗ、工作时间５ｓ、间隔时
间５ｓ、破碎时间３０ｍｉｎ），破碎液于８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，
取上清液进行菌体细胞提取物抗氧化能力的测定。

１．４．４．２　抗脂质过氧化率测定［１２］　在试管中依次添加
０．５ｍＬＰＢＳ、１ｍＬ亚油酸、１ｍＬＦｅＳＯ４、０．５４ｍＬ样品。３７℃
水浴１．５ｈ，再添加０．２ｍＬ三氯乙酸、２ｍＬ硫代巴比妥酸，沸
水浴３０ｍｉｎ后迅速冷却，４０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ后过滤，收
集上清液，测定 Ｄ５３２ｎｍ。以无菌水代替样品反应为空白组。
抗脂质清除率的计算公式如下：

抗脂质过氧化率＝（１－Ｄ５３２ｎｍ／Ｄ５３２ｎｍ（空白））×１００％。
１．４．４．３　超氧阴离子自由基清除率测定　采用邻苯三
酚法［１３］。

１．４．４．４　ＤＰＰＨ自由基清除率的测定［１４］　在试管中依次添
加４ｍＬＤＰＰＨ、２ｍＬ样品、１ｍＬ５０％乙醇，在暗处反应
６０ｍｉｎ，离心 ２０ｍｉｎ，取上清液，测定 Ｄ５１７ｎｍ。其计算公式
如下：

ＤＰＰＨ自由基清除率＝（１－Ｄ５１７ｎｍ／Ｄ５１７ｎｍ（空白））×１００％。
１．４．５　抗氧化乳酸菌的培养条件优化　挑取１环抗氧化较强
的菌株９＃，接种于初始培养基中，３７℃静置培养２４ｈ备用。以
ＤＰＰＨ自由基清除率为评价指标，分别研究不同碳源种类（葡
萄糖、蔗糖、淀粉）、氮源种类（牛肉膏、蛋白胨、酵母膏）、碳源

添加量（１５、２０、２５、３０ｇ／Ｌ）、氮源添加量（２０、２５、３０、３５ｇ／Ｌ）、
ｐＨ值（４．０、５．０、６．０、７．０）、装液量（４０、５０、６０、７０ｍＬ）对ＤＰＰＨ
自由基清除率的影响，从而得到最优培养基组合。

２　结果与分析

２．１　乳酸菌的分离纯化
从浓香型白酒酒糟中共分离出１２株乳酸菌，分别编号为

１～１２＃，通过观察其菌落形态、个体形态，１２株过氧化氢试验
结果均为阴性，故初步鉴定为乳酸菌。其菌落形态、个体形态

以４＃为例，如图１所示。

２．２　乳酸菌定性试验
将１２株菌株分别接种至 ＭＲＳ液体培养基中，于３７℃、

１５０ｒ／ｍｉｎ培养２４ｈ，离心取上清液进行纸层析，计算各菌株

Ｒｆ值，其结果见表１。由表１可知，乳酸的Ｒｆ值为０．５３，各菌
株Ｒｆ值均为０．５３左右，故１２株菌株可确定为乳酸菌。

表１　乳酸菌纸层析结果

菌株 Ｒｆ值
１＃ ０．５３
２＃ ０．５３
３＃ ０．５４
４＃ ０．５３
５＃ ０．５３
６＃ ０．５４
７＃ ０．５３
８＃ ０．５２
９＃ ０．５３
１０＃ ０．５３
１１＃ ０．５３
１２＃ ０．５１
乳酸 ０．５３
空白 ０

２．３　抗氧化乳酸菌的筛选
２．３．１　抗脂质过氧化率测定　１２株菌分别接种于 ＭＲＳ液
体培养基中于，３７℃１５０ｒ／ｍｉｎ培养２４ｈ，经样品处理后得到
无菌体发酵液和菌体细胞提取物，分别测定抗脂质过氧化清

除率，其结果如表２所示。
表２　乳酸菌菌体及发酵液抗脂质过氧化率的检测

菌株编号
无菌体发酵液

清除率（％）
菌体细胞提取物

清除率（％）

１ １０．０７ ４４．２８
２ １３．０９ ３１．６８
３ １１．１２ ３７．０２
４ １０．２３ ４７．７１
５ ９．３１ ２７．１０
６ ８．１４ １１．０３
７ ９．３１ ３８．６４
８ ５．７６ １６．７３
９ １０．０７ ４７．３３
１０ ２．４２ ３８．１７
１１ ３．２３ ４１．６０
１２ ４．７９ １９．８５

　　由表２可知，不同乳酸菌的发酵液和菌体细胞提取物的
抗脂质过氧化率差异很大。其中，发酵液的抗脂质过氧化清

除率较高的有１＃、２＃、３＃、４＃、９＃，分别为 １０．０７％、１３．０９％、
１１．１２％、１０．２３％、１０．０７％。菌体细胞提取物的抗脂质过氧
化清除率较高的有１＃、４＃、９＃、１１＃，分别为４４．２８％、４７．７１％、
４７．３３％、４１．６０％。无菌体发酵液和菌体细胞提取物的抗脂
质过氧化清除率均较高的为１＃、４＃、９＃。
２．３．２　超氧阴离子自由基清除能力的比较　１２株菌分别接
种于ＭＲＳ液体培养基中，于３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ培养２４ｈ，经样
品处理后，得到无菌体发酵液和菌体细胞提取物，通过邻苯三

酚法分别对各菌株的超氧阴离子自由基清除能力进行研究，

结果如表３所示。
由表３可知，无菌体发酵液的超氧阴离子清除率较高的

有２＃、３＃、４＃、９＃，分别为 ３２．４７％、３５．１２％、４３．７６％、
３５．０１％。菌体细胞提取物的超氧阴离子清除率较高的有
４＃、５＃、９＃，分别为３７．５６％、４０．８８％、４２．２９％。无菌体发酵液
和菌体细胞提取物的超氧阴离子清除率均较高的为４＃、９＃。
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表３　乳酸菌菌体及发酵液对超氧阴离子的清除率

菌株编号
无菌体发酵液

清除率（％）
菌体细胞提取物

清除率（％）

１ １２．６３ ３１．５８
２ ３２．４７ ２５．５８
３ ３５．１２ １９．２４
４ ４３．７６ ３７．５６
５ ２．０７ ４０．８８
６ ８．２１ ２６．１０
７ １２．５２ １３．９０
８ １１．８１ ３３．１６
９ ３５．０１ ４２．２９
１０ １１．１０ １０．０２
１１ １２．５７ ２４．７８
１２ １３．６４ ２７．１５

２．３．３　ＤＰＰＨ自由基清除率的比较　１２株菌分别接种于
ＭＲＳ液体培养基中，于３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ培养２４ｈ，经样品处
理后，得到无菌体发酵液和菌体细胞提取物，分别对各菌株的

ＤＰＰＨ自由基清除能力进行研究，结果如表４所示。
表４　乳酸菌菌体及发酵液对ＤＰＰＨ自由基清除率

菌株编号
无菌体发酵液

清除率（％）
菌体细胞提取物

清除率（％）

１ ６．４９ ３３．０４
２ １５．０５ ３８．４１
３ １６．５２ ２３．６６
４ ２３．９６ ４１．０７
５ ９．１４ ３５．２８
６ ８．８５ １５．３６
７ １３．８６ １１．１６
８ １１．５１ ２４．５５
９ ２５．９６ ３３．２１
１０ １９．７６ １２．９５
１１ １８．８８ １９．２０
１２ １６．８１ ３２．５９

　　由表４可知，无菌体发酵液的 ＤＰＰＨ自由基清除率较高
的有４＃、９＃、１０＃，分别为２３．９６％、２５．９６％、１９．７６％；菌体细
胞提取物的ＤＰＰＨ自由基清除率较高的有１＃、２＃、４＃、５＃、９＃，
分别为３３．０４％、３８．４１％、４１．０７％、３５．２８％、３３．２１％。无菌
体发酵液和菌体细胞提取物的ＤＰＰＨ自由基清除率均较高的
为４＃、９＃。

综上所述，菌株４＃、９＃的抗氧化能力最强，且其菌体细胞
提取物的抗氧化能力均高于无菌体发酵液，后续试验选择４＃
菌株作为出发菌进行研究。

２．４　抗氧化乳酸菌的培养基优化
２．４．１　不同碳源及碳源添加量对抗氧化能力的影响　选取
抗氧化性较强的乳酸菌４＃，分别接入不同碳源（葡萄糖、蔗
糖、淀粉）和不同碳源添加量（１５、２０、２５、３０ｇ／Ｌ）ＭＲＳ液体培
养基中培养，测定无菌体发酵液对ＤＰＰＨ自由基清除率，结果
如图２和图３所示。
　　由图２和图３可知，以葡萄糖为碳源时，无菌体发酵液对
ＤＰＰＨ自由基清除率最高，达到 ２１．３６％；葡萄糖添加量为
１５ｇ／Ｌ，清除率达到最高，为４７．５％，并随着添加量的增加，清
除率缓慢下降后在２０～２５ｇ／Ｌ时急剧下降。故菌株４＃最佳

碳源为葡萄糖，最佳添加量为１５ｇ／Ｌ。
２．４．２　不同氮源及氮源添加量对抗氧化能力的影响　将乳
酸菌４＃分别接入不同氮源（牛肉膏、蛋白胨、酵母膏）和不同
氮源添加量（２０、２５、３０、３５ｇ／Ｌ）ＭＲＳ液体培养基中培养，测定无
菌体发酵液对ＤＰＰＨ自由基清除率，其结果如图４、图５所示。

　　由图４、图５可知，氮源为牛肉膏时，其无菌体发酵液对
ＤＰＰＨ自由基清除率明显高于酵母膏和蛋白胨；同时，清除率
随着牛肉膏添加量的增加而先增高后缓慢降低，在 ２５ｇ／Ｌ
时，ＤＰＰＨ自由基清除率最高，达到３０．８６％，故菌株４＃最佳
氮源为牛肉膏，最佳添加量为２５ｇ／Ｌ。
２．４．３　不同ｐＨ值和装液量对抗氧化的影响　ｐＨ值和装液
量是影响菌体生长的重要指标，将乳酸菌 ４＃分别接入不同
ｐＨ值（４．０、５．０、６．０、７．０）和不同装液量（４０、５０、６０、７０ｍＬ）
ＭＲＳ液体培养基中培养，测定无菌体发酵液对 ＤＰＰＨ自由基
清除率，结果见图６、图７。
　　由图６、图７可知，随着 ｐＨ值上升，ＤＰＰＨ自由基清除率
明显上升后下降；ｐＨ值为 ６时，清除率达到最高，为
４７５８％，因此培养基的最优ｐＨ值为６。不同装液量的ＤＰＰＨ
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自由基清除率差异明显，随装液量的增加，ＤＰＰＨ自由基清除
率先上升后下降，在装液量为６０ｍＬ时，ＤＰＰＨ自由基清除率
最高为 ４２．５７％，故菌株最佳装液量为 ２５０ｍＬ三角瓶中
６０ｍＬ。

　　综上所述，菌株４＃的最佳培养基条件为：牛肉膏２０ｇ／Ｌ、
葡萄糖１５ｇ／Ｌ、柠檬酸氢二钠２ｇ／Ｌ、磷酸氢二钾２ｇ／Ｌ、乙酸
钠５ｇ／Ｌ、硫酸锰 ０．２５ｇ／Ｌ、硫酸镁 ０．５８ｇ／Ｌ、吐温 －８０
１ｍＬ／Ｌ，ｐＨ值为７，装液量为６０ｍＬ。
２．５　培养基优化验证试验

将菌株４＃分别接入初始培养基和最佳培养基中，测定无
菌体发酵液的抗脂质过氧化清除率、超氧阴离子清除率、

ＤＰＰＨ自由基清除率，比较培养基优化效果，其结果如表 ５
所示。

　　由表５可知，优化后的无菌体发酵液的抗脂质过氧化率、
超氧阴离子清除率稍有增高，ＤＰＰＨ自由基清除率明显增高，
分别增加６．１８、８．１３、２９．４２百分点。结合３种清除率，优化
后菌种的抗氧化能力有较大的增长，增量达到４３．７３百分点。

表５　培养基优化验证

培养基
抗脂质过

氧化率（％）
超氧阴离子

清除率（％）
ＤＰＰＨ自由基
清除率（％）

总计

（％）

初始培养基 １０．０７ ３５．０１ ２５．９６ ７１．０４
最佳培养基 １６．２５ ４３．１４ ５５．３８ １１４．７７

３　结论

以四川泸州老窖浓香型白酒酒糟为原料，采用稀释涂布

法结合革兰氏染色、纸层析法分离乳酸菌，测定抗脂质过氧化

率、超氧阴离子清除率、ＤＰＰＨ自由基清除率，以比较菌株抗
氧化能力，并采用单因素试验进行培养基优化。结果表明：共

得到１２株乳酸菌，以抗脂质过氧化率、超氧阴离子清除率、清
除ＤＰＰＨ自由基为抗氧化评价指标，菌株４＃、９＃抗氧化能力
最强。采用单因素试验对４＃培养基的碳源、碳源添加量、氮
源、氮源添加量、ｐＨ值、装液量进行优化，其优化结果为牛肉
膏２０ｇ／Ｌ、葡萄糖１５ｇ／Ｌ、ｐＨ值７，装液量为６０ｍＬ，且优化后
４＃抗氧化能力提高了４３．７３百分点，这为抗氧化菌株的生产
应用、开发相关抗氧化产品提供一定的理论依据。同时，对于

该菌株的培养条件优化以及工业应用还有待进一步探索。

参考文献：

［１］彭新颜，于海洋，李　杰，等．乳酸菌抗氧化作用研究进展［Ｊ］．
食品科学，２０１２，３３（２３）：３７０－３７４．

［２］吴祖芳，洪松虎，沈锡权，等．乳酸菌高抗氧化活性菌株的筛选及
鉴定［Ｊ］．中国食品学报，２０１０，１０（１）：７３－７８．

［３］王　曦，罗　霞，许晓燕，等．不同乳酸菌菌株抗氧化能力的比较
研究［Ｊ］．食品科学，２０１０，３１（９）：１９７－２０１．

［４］李素云，王立芹，郑稼琳，等．自由基与衰老的研究进展［Ｊ］．中
国老年学杂志，２００７，２７（２０）：２０４６－２０４８．

［５］李　勇，孔令青，高　洪，等．自由基与疾病研究进展［Ｊ］．动物
医学进展，２００８，２９（４）：８５－８８．

［６］ＫｕｌｌｉｓａａｒＴ，ＺｉｌｍｅｒＭ，ＭｉｋｅｌｓａａｒＭ，ｅｔａｌ．Ｔｗｏａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅｌａｃｔｏｂａ
ｃｉｌｌｉｓｔｒａｉｎｓａｓｐｒｏｍｉｓｉｎｇｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｏｏｄ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００２，７２（３）：２１５－２２４．

［７］ＴａｌｗａｌｋａｒＡ，ＫａｉｌａｓａｐａｔｈｙＫ，ＨｏｕｒｉｇａｎＪ，ｅｔａｌ．Ａｎｉｍｐｒｏｖｅｄｍｅｔｈｏｄ
ｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＮＡＤＨｏｘｉｄａｓｅｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＮＡＤＨｐｅｒ
ｏｘｉｄａｓｅｉｎｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｍｅｔｈｏｄｓ，２００３，５２（３）：３３３－３３９．

［８］张书文．抗氧化乳酸菌的筛选及其特性研究［Ｄ］．呼和浩特：内
蒙古农业大学，２００９．

［９］刘天，潘道东．抗氧化活性乳酸菌的筛选［Ｊ］．食品科学，
２０１１，３２（１９）：１２５－１２９．

［１０］东秀珠，蔡妙英．常见细菌系统鉴定手册［Ｍ］．北京：科学出版
社，２００１．

［１１］中国科学院微生物研究所细菌分类组．一般细菌常用鉴定方法
［Ｍ］．北京：科学出版社，１９７８．

［１２］ＬｅｅＪ，ＨｗａｎｇＫＴ，ＨｅｏＭＳ，ｅｔａｌ．ＲｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎ
ｔａｒｕｍＫＣＴＣ３０９９ｆｒｏｍｋｉｍｃｈｉｔｏｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ＭｅｄｉｃｉｎａｌＦｏｏｄ，２００５，８（３）：２９９－３０４．

［１３］张凤敏，田丰伟，陈卫，等．具抗氧化活性乳酸菌的筛选［Ｊ］．中
国乳品工业，２００７，３５（２）：４－７．

［１４］张天博，宁喜斌．乳酸菌对自由基清除能力的研究［Ｊ］．中国乳
品工业，２００７，３５（４）：１０－１２，１９．

—６３５— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第７期


