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一株广谱抑菌活性乳酸菌的筛选及特性研究 
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摘  要：【目的】从贵州剑河采集的传统自然发酵豆酱中分离筛选具有广谱抑菌效果的乳酸菌，

并进行肠道益生特性的研究。【方法】通过抑菌试验分离筛选得到菌株 DJ-04，对其进行人工胃

肠液耐受性、胆盐耐受性和渗透压耐受性的研究，并对其进行生理生化鉴定和 16S rRNA 鉴定。

【结果】菌株 DJ-04 对大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、志贺氏菌和铜绿假单胞菌的生长

有很好的抑制作用；在 pH 值为 2.5 的人工胃液中处理 3 h 活菌数达到 107 CFU/mL 以上；在人工

肠液中处理 3 h 活菌数达到 108 CFU/mL 以上，对人工胃肠液表现出良好的耐受性。能耐受一定

浓度的牛胆盐，在质量浓度 0.2 g/100 mL 的牛胆盐环境中活菌数可达到 107 CFU/mL；具有较高

的渗透压耐受能力，在 NaCl 质量浓度为 10 g/100 mL 的液体 MRS 中培养 24 h 后，活菌数仍在

107 CFU/mL 以上。经鉴定，DJ-04 为植物乳杆菌。【结论】植物乳杆菌 DJ-04 具有良好的人工胃

肠液耐受性以及耐胆盐和耐渗透压能力，具有肠道益生菌的潜能。 
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Abstract: [Objective] This study wanted to isolate and evaluate the probiotic properties of a 
broad-spectrum antibacterial lactic acid bacterium from Chinese traditional fermented soybean paste 
which was sampled from Jianhe country, Guizhou Province. [Methods] The strain DJ-04 was screened 
by antibacterial activity test, which was identified by physiological and biochemical characteristics and 
classification of 16S rRNA. The strain was examined for a series of assays including tolerance to 
artificial gastric intestinal juice, bile salt, and osmotic pressure. [Results] The strain DJ-04 was 
identified as Lactobacillus plantarum. It had an antibacterial activity against five pathogenic bacterium, 
including Escherichia coli, Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Shigella sp., and Pseudomonas 
aeruginosa. DJ-04 had a strong tolerance to acid. The number of viable cells after 3 hours of incubation 
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in pH 2.5 reached more than 107 CFU/mL. DJ-04 had a strong tolerance to artificial gastric intestinal 
juice since no significant changes were observed after 3 hours of incubation. The number of viable cells 
after 24 hours of incubation in 0.2 g/100 mL bile salt was above 108 CFU/mL. In addition, the number 
of viable cells after 24 hours of incubation in MRS containing 10 g/100 mL NaCl was more than    
107 CFU/mL. [Conclusion] The isolated Lactobacillus plantarum DJ-04 had good tolerance to artificial 
gastric intestinal juice, bile salt, and osmotic pressure, suggesting that it could be a potential probiotics 
candidate for beneficial use. 

Keywords: Antibacterial activity, Artificial gastric intestinal juice, Bile salt, Osmotic pressure, 
Tolerance, Lactobacillus plantarum  

当今社会，随着人们生活水平的逐渐提高，对

饮食关注程度的日益增加，对健康食品的要求也逐

步提高。益生菌作为发酵食品和功能性食品药品的

主力军，已受到国内外众多研究者的青睐。益生菌

是指能够以一定数量存活并定殖于宿主肠道内，通

过调节肠道菌群平衡，对宿主健康发挥有益作用的

活性有益微生物的总称[1-3]。传统自然发酵豆酱主要

是利用黄豆表面附着的微生物进行发酵而制成，加

入食盐主要是利用高渗作用抑制大部分杂菌的生

长。其中乳酸菌是促成豆酱风味物质形成的重要微

生物[4]，是发酵大豆食品中重要的天然菌群[5]。乳

酸菌在发酵食品加工过程中产生的代谢物(如乳酸

和乳酸菌素等)不仅影响产品的风味、色泽和品质，

而且能抑制腐败微生物的生长，从而延长产品保质

期[6]。同时，某些具有益生作用的菌株，对人体具

有一定的保健功能[7]。因此，能抑制引起肠道疾病

的腐败菌的生长，并能顺利通过胃肠道并在肠道环

境中很好定殖是益生菌的重要筛选标志。本实验从

传统自然发酵豆酱中分离筛选具有广谱抑菌功能

的乳酸菌，并通过人工胃肠液耐受性、耐胆盐、耐

渗透压实验来研究乳酸菌的特性。 

1  材料与方法 

1.1  样品和菌种 

自然发酵豆酱：取自贵州剑河农贸市场。 

致病菌：大肠杆菌(Escherichia coli)、金黄色葡

萄 球 菌 (Staphylococcus aureus) 、 沙 门 氏 菌

(Salmonella sp.)、志贺氏菌(Shigella sp.)、铜绿假单

胞菌(Pseudomonas aeruginosa)由南京市食品质量

监督与检测院提供。 

MRS 培养基制备参见文献[8]。LB 培养基制备

参见文献[9]。 

1.2  主要试剂和仪器 

1.2.1  试剂：胃蛋白酶(酶活力 1:10 000)、胰蛋白酶

(酶活力 250 NFu/mg)、牛胆盐、牛肉膏、蛋白胨、

酵母粉、琼脂粉均为生化试剂；乙酸钠、氢氧化钠、

氯化钠、盐酸、磷酸氢二钾、氯化钠、七水硫酸镁、

四水硫酸锰、柠檬酸二铵均为分析纯；吐温 80 为

化学纯，以上试剂购自生工生物工程(上海)股份有

限公司。 

1.2.2  仪器：YXQ-LS-50S /75S Ⅱ Ⅱ立式压力蒸气

灭菌器，购自海博迅实业有限公司医疗设备厂；

PHS-25 型数显 pH 计，购自上海精密科学仪器有限

公司；净化工作台，购自上海新苗医疗器械制造有

限公司；DNP-9272 型生化培养箱，购自上海精宏

实验设备有限公司；101-1 型电热鼓风干燥箱，购

自江苏省东台电器厂；PHS-2F 型紫外-可见分光光

度计，购自上海光谱仪器有限公司。 

1.3  乳酸菌的分离纯化 

取自然发酵豆酱 5 g 于 45 mL 灭菌的生理盐水

中，混匀后，梯度稀释，选取 1×10−3、1×10−4、1×10−5

三个梯度进行试验。每个梯度取 200 μL 涂布在 MRS

固体培养基(加碳酸钙)平板上，37 °C 培养 24–48 h，

在溶钙圈中根据菌落的大小、颜色、光泽及透明度

挑取不同形态的单菌落，进行革兰氏染色和接触酶

试验。凡是属于革兰氏阳性、接触酶为阴性的菌落，

继续在 MRS 平板上划线纯化，重复多次，直到为

纯培养物。 
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1.4  抑菌试验 

将分离所得乳酸菌接种于 MRS 液体培养基上

活化后，以 2%的接种量接种于 10 mL MRS 液体培

养基中，37 °C 培养 24 h。培养液以 1 000 r/min 离

心 15 min，得无细胞发酵上清液。 

将指示菌：大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄

球菌、志贺氏菌和铜绿假单胞菌活化 2 次后，2%接

种于 LB 液体培养基中，在 LB 琼脂培养基上，采

用牛津杯法[10]检测所得乳酸菌的抑菌活性。 

1.5  人工胃肠液中耐受性试验 

将在 MRS 液体培养基中活化 2 次后的乳酸菌

按 10%接种量，分别接种于不同 pH 值(1.5、2.5、

3.5、4.5)的预设人工胃液中以及预设人工肠液中，

人工胃液和肠液按照参考文献[11]的方法配制。充

分混匀后，37 °C 培养，分别于 0、1、2、3 h 取样，

以无菌生理盐水按 1:10 梯度稀释，进行乳酸菌活菌

计数[12]。 

1.6  耐胆盐试验 

在配制的 MRS 液体培养基中加入不同质量的

牛胆盐[13]，使其质量浓度分别为 0、0.03、0.10、0.20、

0.30、0.50 g/100 mL，1×105 Pa 高压蒸气灭菌 20 min

后，冷却至 37 °C 以下备用，将活化后的菌液以 5%

的接种量接种到上述的 MRS 培养基中，37 °C 培养 

24 h 后，进行乳酸菌活菌计数[12]。 

1.7  耐渗透压试验 

在配制的 MRS 液体培养基中加入不同质量

NaCl 固体，使其质量浓度分别为 2、4、6、8、       

10 g/100 mL，1×105 Pa 高压蒸气灭菌 20 min 后，冷

却至 37 °C 以下备用，将活化后的菌液以 5%的接种

量接种到上述 MRS 培养基中，37 °C 培养 24 h 后，

进行乳酸菌活菌计数[12]，以上试验均采用 3 个平行。 

1.8  筛选菌株鉴定 

1.8.1  菌落形态、细胞形态及生理生化试验：革兰

氏染色后显微镜下观察细胞形态。生理生化试验[14]

包括：产 H2S 试验、精氨酸产氨试验、淀粉水解试

验、明胶液化试验、糖醇发酵试验。 

1.8.2  16S rRNA 序列扩增及其系统发育分析：按

照参考文献[15]的方法对所分离的乳酸菌进行 DNA

提取和 16S rRNA PCR 扩增，并将扩增产物委托上

海生工生物工程有限公司进行测序。登陆 NCBI 

(www.ncbi.nih.gov/blast/)，将所得序列与中已知序列

进行比对。同时将所测得的序列与从 GenBank 中获

得的相关种和属的 16S rRNA 基因序列，采用

MEGA 3.1 软件进行比对分析和系统发育分析。 

1.9  数据处理 

每组试验重复 3 次，结果表示为平均数 x ±s 来

表示。运用 SAS 8.1 软件，采用独立样本 t 检验进

行差异性分析，以 P<0.05 为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  广谱抑菌活性乳酸菌的筛选 

采用 1.3 的方法从自然发酵豆酱中分离出 4 株

乳酸菌：DJ-01、DJ-03、DJ-04 和 DJ-06，按 1.4 的

方法进行抑菌试验，结果如表 1 所示。 

 

表 1  不同菌株的抑菌活性 
Table 1  Antibacterial activity of the different strains 

供试菌株 

Tested strain 

大肠杆菌 

Escherichia coli 

沙门氏菌 

Salmonella sp. 

金黄色葡萄球菌 

Staphylococcus 
aureus 

志贺氏菌 

Shigella sp. 

铜绿假单胞菌 

Pseudomonas 
aeruginosa 

DJ-01 – – – + – 

DJ-03 + ++ – – + 

DJ-04 ++ +++ ++ ++ ++ 

DJ-06 – – – + – 

注：抑菌圈直径(mm)：+++：19–24；++：15–18；+：10–15；–：无抑菌效果. 

Note: Inhibition zone (mm): +++: 19–24; ++: 15–18; +: 10–15; –: No antibacterial activity. 
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由表 1 可以看出，自然发酵豆酱中分离所得的

乳酸菌 DJ-01 和 DJ-06 只对志贺氏菌有抑菌作用，

菌株 DJ-03 只对大肠杆菌，沙门氏菌和铜绿假单胞

菌杆菌有抑菌作用，只有 DJ-04 对 5 种致病菌均有

良好的抑菌效果，且对沙门氏菌抑菌效果程度最

高。抑制致病菌的生长是乳酸菌作为益生菌改善人

体肠道功能，调节肠道菌群的重要指标之一。由表

1 可知，DJ-04 菌株有较广的抑菌效果，选取 DJ-04

作为研究对象，对其特性进行深入的研究。 

2.2  人工胃肠液中耐受性试验 

按照 1.5 的方法进行人工胃肠液耐受性试验的

研究，菌株 DJ-04 在不同 pH 的人工胃液中处理不

同时间后，所检测到的活菌数见表 2。菌株 DJ-04

在 pH 1.5 的人工胃液中，耐受性较差，3 h 后活菌

数远小于初始时活菌数，这可能是因为 pH 值过低，

导致乳酸菌无法维持自身细胞内 pH 的稳定，从而

导致乳酸菌生长停滞，甚至死亡[16]。在 pH 值为 2.5、

3.5 和 4.5 的人工胃液中均能保持很好的存活率。在

pH 为 2.5 的人工胃液中处理 3 h，活菌数接近    

108 CFU/mL，存活率达到 31.62%，在 pH 为 3.5 和

4.5 的人工胃液中处理 3 h，活菌数达到 108 CFU/mL

以上，存活率均达到 79.43%，说明菌株 DJ-04 具有

良好的人工胃液耐受性。 

菌株 DJ-04 经过人工肠液作用不同时间后，检

测到的活菌数见表 2，作用 3 h 后活菌数仍达到

8.31×108 CFU/mL，存活率达到 77.62%，说明菌株

DJ-04 对人工肠液具有良好的耐受性。 

2.3  耐胆盐试验 

按照 1.6 的方法对菌株 DJ-04 进行胆盐耐受性

的研究，实验结果如图 1 所示。菌株 DJ-04 培养    

24 h 后活菌数随牛胆盐质量浓度的增加而降低，菌体

在含质量浓度为 0.2 g/100 mL 的牛胆盐培养基中生长

良好，活菌数高于 107 CFU/mL，在 0.3–0.5 g/100 mL

的牛胆盐中活菌数明显下降，耐受性降低，但是在

0.3 g/100 mL 的牛胆盐环境中培养 24 h 后活菌数仍

然接近 105 CFU/mL，且在 0.5 g/100 mL 的牛胆盐环

境中生长 24 h 后仍有乳酸菌活菌数的存在，说明菌

株 DJ-04 对胆盐具有良好的耐受能力。 

2.4  耐渗透压试验 

对菌株 DJ-04 按照 1.7 的方法进行渗透压耐受

性的研究，结果见图 2。由图 2 可知，经过 24 h 培 

 

 
 

 

图 1  DJ-04 对不同浓度牛胆盐的耐受力 
Figure 1  Survival of DJ-04 in the presence of bile salt 
 

表 2  菌株 DJ-04 对人工胃肠液的耐受性 
Table 2  Tolerance of strain DJ-04 to artificial gastrointestinal juices (log(CFU/mL)) 

pH 
Time (h) 

0 1 2 3 

1.5 8.42±0.22A 3.24±0.24B 2.12±0.26C 1.46±0.24D 

2.5 8.42±0.22A 8.13±0.20AB 7.98±0.32AB 7.92±0.24B 

3.5 8.42±0.22A 8.41±0.40A 8.36±0.50A 8.32±0.32A 

4.5 8.42±0.22A 8.41±0.18A 8.34±0.42A 8.32±0.40A 

AI 8.42±0.22A 8.36±0.22A 8.32±0.26A 8.31±0.16A 

注：AI：人工肠液；A、B、C 和 D 表示不同处理下乳酸菌活菌数方差分析(P<0.05)的 t 检验结果. 

Note: AI: Artificial intestinal juice; A, B, C, and D represent the significance of analysis of variance (P<0.05). 
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养后，活菌数随 NaCl 质量浓度的增加先增加然后

降低，质量浓度为 2 g/100 mL 和 4 g/100 mL 时的活

菌数高于 0 g/100 mL 时的活菌数，说明一定低浓度

的 NaCl 不影响乳酸菌的生长，这可能是因为一定

浓度的盐溶液中，乳酸菌会通过自身调节作用，恢

复胞内渗透压平衡[17]，从而适应环境并继续生长。

不同微生物对渗透压的抵抗力是有一定限度的，超

过一定限度则使微生物生长受到抑制，甚至引起微

生物的死亡。图 2 说明随着 NaCl 质量浓度的继续 
 

 
 

图 2  DJ-04 对不同浓度 NaCl 的耐受力 
Figure 2  Survival of DJ-04 in the presence of salt 

升高，乳酸菌 DJ-04 活菌数开始下降，说明高浓度

的渗透压会抑制其生长，但是在 10 g/100 mL 时活

菌数仍在 107 CFU/mL 以上，说明菌株 DJ-04 具有

良好的高渗透压耐受性。 

2.5  菌株 DJ-04 鉴定 

2.5.1  菌落、菌体形态及菌株生理生化特性：DJ-04

在 MRS 上生长菌落呈圆形，乳白色，表面光滑，

质地均匀；显微镜观察菌体呈杆状(图 3)。其生理生

化特征见表 3。 

 

 
 

图 3  乳酸菌 DJ-04 菌体特征 
Figure 3  The shape character of strain DJ-04 

 

表 3  乳酸菌 DJ-04 的生理生化特性 
Table 3  Characters of physiology and biochemistry for strain DJ-04 

试验项目 

Experiment items 

结果 

Results 

试验项目 

Experiment items 

结果 

Results 

产硫化氢试验 Hydrogen sulfide production test – 葡萄糖 Glucose + 

精氨酸产氨试验 Arginine test – 木糖 Xylose + 

淀粉水解试验 Starch hydrolysis test – 麦芽糖 Maltose + 

明胶液化试验 Gelatin liquidized test – 果糖 Fructose + 

甘露糖 Mannose + 蔗糖 Sucrose + 

乳糖 Lactose + 核糖 Ribose + 

半乳糖 Galactose + 山梨醇 Sorbitol + 

鼠李糖 Rhamnose – 纤维二糖 Cellobiose + 

阿拉伯糖 Pectinose – 七叶苷 Aesculin + 

棉籽糖 Raffinose + 水杨苷 Salicin + 

注：+：阳性；–：阴性. 

Note: +: Positive; –: Negative. 
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从菌株的形态以及生理生化特性看，本实验中

分离筛选的菌株 DJ-04 与《伯杰氏细菌鉴定手册》

( 第 8 版 ) 中 描 述 的 植 物 乳 杆 菌 (Lactobacillus 

plantarum)基本相同，因此将 DJ-04 初步鉴定为植物

乳杆菌(Lactobacillus plantarum)。 

2.5.2  菌株的 16S rRNA 序列分析：为了进一步确

定 DJ-04 的种属，菌株扩增的 16S rRNA 序列在

GenBank 中比对后，与之相似度达 99%的菌株 90%

为植物乳杆菌。图 4 是根据 DJ-04 的 16S rRNA 序

列与相关种属 16S rRNA 序列构建的系统发育树。

由图 4 可见，DJ-04 与 Lactobacillus plantarum 自然

聚为一支，经过同源性比对发现菌株 DJ-04 与

Lactobacillus plantarum 的 16S rRNA 序列一致性达

到 99%。因此，结合形态及生理生化特征，DJ-04

鉴定为植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)。 

3  讨论 

中国传统发酵食品生产历史悠久，风味独特，

深受人们喜爱。现代科学研究表明：发酵食品不仅

具有较高的营养价值和独特的风味，而且具有一定

的保健功能。这些功能与发酵中的微生物密不可

分，如各种乳酸菌、酵母菌、霉菌、醋酸菌及其他

细菌等，其中乳酸菌是最为重要的一类微生物[18]。

乳酸菌具有改善肠道微生态平衡、增强机体生物屏

障、抑制有害微生物生长、提高免疫力的功能。发

酵食品中的乳酸菌是通过口服到达肠道并发挥功

效，因此乳酸菌必须能通过消化道，并在肠道内保

持一定数量的活菌才能发挥其功效。这就要求乳酸

菌能够耐受胃酸、胃蛋白酶以及肠道中胆盐和胰蛋

白酶及较高渗透压的影响。本文从传统发酵豆酱中

筛选得到具有广谱抑菌效果的乳酸菌 DJ-04，对其

进行人工胃肠液、胆盐、高渗透压耐受性的研究并

对其进行鉴定，判定为植物乳杆菌。 

胃液是阻止大多数微生物进入肠道的天然屏

障，胃液 pH 的大小根据饮食结构不同而波动很大，

通常 pH 为 3.0 左右，空腹或食用酸性食品可达 1.5，

食用碱性食品可达 4.05.0[13]。小肠的环境偏碱性，

其 pH 值约为 7.6，食物在小肠中的停留时间一般为  

14 h。乳酸菌发挥其益生功能，必须首先以活菌状

态通过胃，进而有可能在肠道存活并定殖。本研究

对前期筛选分离的植物乳杆菌 DJ-04 进行人工胃肠

液的耐受性研究。虽然 pH 为 1.5 的人工胃液对

DJ-04 具有一定程度的抑制作用，但人体胃液的 pH 

 

 
 

图 4  基于 16S rRNA 序列的系统发育树 
Figure 4  Phylogenetic tree based on 16S rRNA sequences
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值通常在 3.0 左右，且食物通过胃的时间一般为 

12 h。植物乳杆菌 DJ-04 在 pH 为 2.5 和 3.5 的人工

胃 液 中 处 理 3 h 后 ， 活 菌 数 仍 维 持 在 107 和     

108 CFU/mL 以上。据报道，摄入含有 1×106 CFU/mL

或以上的活性乳杆菌就能发挥其益生作用[19]，表明

植物乳杆菌 DJ-04 对低 pH 环境和胃蛋白酶均有很

强的耐受能力，能保持较高浓度的活菌数通过胃到

达肠道。但由于 pH 1.5 的人工胃液对植物乳杆菌

DJ-04 的存活有明显的抑制，3 h 处理后，仅有少量

存活，所以应注意不要空腹摄取，以免胃酸过强，

影响益生菌的功效。益生菌发挥其改善人体肠道的

功能，必须在肠道内定殖并保持一定数量的活菌

数，因此要对肠液具有一定的耐受性。本研究中植

物乳杆菌 DJ-04 对人工肠液有很好的耐受性，经过

3 h 处理后活菌数仍维持在 108 CFU/mL 以上。由此

可见，植物乳杆菌 DJ-04 能良好耐受人体胃肠液，

这有利于其在人体肠道内定殖并保持一定的存活

量，进而改善人体肠道功能，具有肠道益生菌的   

潜能。 

对胆盐的耐受能力也是筛选优良益生菌的重

要 标 准 之 一 。 人 体 小 肠 中 胆 盐 的 质 量 浓 度 在

0.030.30 g/100 mL 的范围内波动[20]，益生菌要在

小肠中发挥益生调节功能，必须耐受一定浓度的胆

盐作用[21]。本文研究发现，植物乳杆菌 DJ-04 对不

同浓度的胆盐均有良好的耐受性，在 0.30 g/100 mL

的牛胆盐环境中培养 24 h 后活菌数仍然接近    

105 CFU/mL，因此 DJ-04 能良好耐受胆盐环境并大

量存活。熊涛等[13]研究植物乳杆菌耐受性时，也发

现植物乳杆菌能良好耐受 0.30 g/100 mL 的牛胆盐。 

由于食糖或食盐等物质作用使人体胃肠道内

存在一定渗透压，人体胃肠道中 NaCl 质量浓度在

1.006.00 g/100 mL 的范围波动，因此要求乳酸菌

具有一定耐渗透压能力，才能在肠道保持活力并发

挥有益作用。所以乳酸菌是否具有一定的耐渗透压

能力也是评定其菌种优良的一个重要指标。卜永士

等[22]研究认为干酪乳杆菌 BDⅡ能够耐受 6.5%的

NaCl；吕兵等[23]研究表明嗜酸乳杆菌耐受 6.0%的

NaCl，本文所选植物乳杆菌 DJ-04 在 10.00 g/100 mL

的 NaCl 中培养 24 h 后活菌数仍在 107 CFU/mL，表

明 DJ-04 具有很强的耐渗透压能力，这对 DJ-04 在

人体肠道定殖，进而改善人体肠道功能以及应用于

工业生产提供了良好前景。因此，本文从传统发酵

豆酱中分离筛选的植物乳杆菌 DJ-04 不仅具有广谱

抑菌活性，可以有效抑制肠道致病菌的生长；并且

能够耐受人工胃肠液、胆盐以及高渗透压，在肠道

内能够大量存活，增加肠道内益生菌的数量，起到

调节肠内菌群平衡、改善人体肠道功能、增强人体

免疫力的作用。已有研究结果表明植物乳杆菌具有

较强的胃肠液和胆盐耐受性[13,24-25]，但同时具有高

渗透压耐受能力的植物乳杆菌还很少。因此，本研

究筛选的植物乳杆菌 DJ-04 具有良好的肠道益生功

能，在功能性食品开发及发酵食品生产方面具有应

用潜力，其在发酵功能性食品等方面的应用也需要

进一步的研究。 
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