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研究报告 

植物乳杆菌 DY6 主要抑菌代谢物的分析和鉴定 

陆春波 1,2  毛银 1,2   李国辉 1,2  赵运英 1,2  邓禹*1,2 
1 江南大学粮食发酵工艺与技术国家工程实验室  江苏 无锡  214122 

2 江南大学生物工程学院  江苏 无锡  214122 

摘  要：【背景】被广泛应用于食品和饲料等多个行业的乳酸菌已成为制作生物防腐剂的研究热

点。【目的】探究抑菌性能良好的植物乳杆菌 DY6 的抑菌物质，为其进一步应用提供参考依

据。【方法】对植物乳杆菌发酵液中抑菌物质的理化特性进行研究，采用 GC-MS 分析发酵上清液代

谢物，通过多元统计学分析方法推测主要抑菌物质，抑菌物质通过半制备进行初步分离后用 GC-MS

鉴定。【结果】植物乳杆菌 DY6 对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、沙门氏菌都有较强的抑制作用。采

用不同发酵时间的发酵液作为研究对象，测定发酵上清液的抑菌能力，发酵 0−4 h 上清液无抑菌能力，

发酵至 8 h 抑菌能力逐步上升，发酵 24−48 h 发酵上清液抑菌能力趋于稳定，在 48 h 时抑菌能力最佳，

抑菌直径为 15.28 mm。通过多元统计学分析乳酸菌发酵液差异标志物，发现主要差异物为有机酸(如

乳酸、乙酸、丙酸等)和脂肪酸(如辛酸、癸酸等)。经过半制备液相分离发酵上清液得到的抑菌组分，

主要有有机酸(如乳酸、乙酸、3-苯基乳酸、苯丙酸等)和脂肪酸(如癸酸、辛酸、壬酸等)，另外还有少

量的醛类和醇类物质。【结论】确定了植物乳杆菌 DY6 的抑菌物质主要为有机酸和脂肪酸，为其进

一步防腐应用提供了理论基础。 
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Analysis and identification of main antibacterial metabolites 
secreted by Lactobacillus plantarum DY6 
LU Chun-Bo1,2  MAO Yin1,2   LI Guo-Hui1,2   ZHAO Yun-Ying1,2   DENG Yu*1,2 

1 National Engineering Laboratory for Cereal Fermentation Technology, Jiangnan University, Wuxi, Jiangsu 214122, 
China 

2 School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi, Jiangsu 214122, China 

Abstract: [Background] Lactic acid bacteria, which are widely used in many industries such as food and 
feed, have become research hotspots for making biological preservatives. [Objective] The antibacterial 
substance of Lactobacillus plantarum DY6, with the excellent antibacterial effect, was preliminarily 
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explored, which would provide a reference for further application. [Methods] The physicochemical 
properties of the antibacterial substances in the fermentation broth of Lactobacillus plantarum were studied. 
The GC-MS metabolomics method was used to analyze the metabolites in the fermentation supernatant, 
while the main inhibitory substances were speculated by multivariate statistical analysis and initially 
separated by semi-preparation HPLC for further identification by GC-MS. [Results] Lactobacillus 
plantarum DY6 had strong inhibitory effect on Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Salmonella. The 
antibacterial ability of fermentation supernatant with different fermentation time was tested. The supernatant 
of 0−4 h had no antibacterial activity, and the antibacterial ability was gradually increased after 8 h. The 
antibacterial activity of fermentation supernatant tended to be stable from 24 h to 48 h and was the best at 
48 h. The antibacterial diameter was 15.28 mm. The differential markers of lactic acid bacteria fermentation 
broth were analyzed by multivariate statistical analysis. The main differences were found to be organic acids 
(such as lactic acid, acetic acid, propionic acid, etc.) and fatty acids (such as caprylic acid and citric acid). 
Antibacterial components of fermentation supernatant were obtained via semi-preparation HPLC, mainly 
including: organic acids (such as lactic acid, acetic acid, 3-phenyl lactic acid, phenylpropionic acid, etc.), 
fatty acids (such as citric acid, octanoic acid, citric acid, etc.), in addition to a small amount of aldehydes and 
alcohols. [Conclusion] It was determined that the antibacterial substances of Lactobacillus plantarum DY6 
were mainly organic acids and fatty acids, which provided a theoretical basis for further antiseptic 
applications. 

Keywords: Lactobacillus plantarum, Separation, Antibacterial activity, GC-MS, Organic acid, Fatty acid 

食品的安全问题与人们的日常生活和身体健

康息息相关，特别是近几年来食源性疾病严重威胁

食品的品质和安全。常见的致病因素包括细菌性、

病毒性和化学性等，常见的致病菌有沙门氏菌、志

贺氏菌、致病性大肠杆菌、布氏杆菌等[1]。人工化

学杀菌剂已被广泛应用于预防和杀灭致病菌，但其

大量的使用会造成许多副作用，例如容易造成耐药

菌株的出现，另外对人体健康也有影响。因此，开

发新的、更安全的杀菌剂刻不容缓，通过微生物自

身的发酵来生产天然防腐产品是一个合适选择，而

对宿主健康有好处的乳酸菌是极具开发潜力的菌

株[2]，乳酸菌可以产生多种抗菌物质诸如有机酸[3]、

脂肪酸 [4]、有抑菌作用的蛋白质 [5]或多肽类物质

等[6-7]，已逐渐成为关注热点。 

乳酸菌发酵过程中可以产生诸如乳酸、乙酸等

有机酸，显著地降低了生长环境 pH[8]，不利于沙门

氏菌、布氏杆菌等有害菌的生长，从而具有抑菌作

用。许多研究人员认为乳酸菌发酵产物之所以能够

抑菌是由于发酵液中多种有机酸协同作用导致，马

欢欢等[9]通过实验发现植物乳杆菌产生的乙酸和乳

酸共同对黑曲霉起抑菌作用；Corsetti 等[10]研究发

现乳酸菌发酵产生的乙酸、甲酸、丙酸、丁酸等共

同对霉菌起抑菌作用；Wang 等[11]通过半制备分离

得到了植物乳杆菌的主要抑菌物质为苯乳酸，它能

够较好地抑制多种引起食物腐败的有害菌。许多研

究发现脂肪酸也具有良好的抑菌作用[12]，Guo 等[13]

从乳酸菌分离到 3-羟基癸酸、癸酸都对真菌有很好

的抑制作用，张希等 [14]发现中链饱和脂肪酸对

Escherichia coli O157 和 Candida albicans 都有极强

的抑菌效果。 

本文选择了一株抑菌效果优异的植物乳杆菌

为研究对象，对其产生的抑菌物质展开分析，采用

GC-MS 和代谢组学的方法对乳酸菌发酵上清液进

行代谢物组分析，寻找抗菌差异标志物，对其主要

抑菌物质进行分析，并结合半制备液相对发酵上清

液进行初步分离，得到抑菌部分并进行分析，为开

发天然防腐剂提供理论依据。 

1  材料 

1.1  菌株 

植 物 乳 杆 菌 DY1 、 副 干 酪 乳 杆 菌 DY2 

(CCTCC2017303)、鼠李糖乳杆菌 DY3、鼠李
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糖乳杆菌 DY4 (CCTCC2017279)、乳酸片球菌

DY5 (CCTCC2017280) 、 植 物 乳 杆 菌 DY6 

(CCTCC2017138)，从酸菜样品和豆粕样品中分离

获得；大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌，本

实验室保藏。 

1.2  主要试剂和仪器 

乙酸钠、K2HPO4、MgSO4·7H2O、MnSO4·4H2O、

柠檬酸三铵、乙酸乙酯、吡啶、乳酸、丙酸、柠檬

酸、乙酸、3-苯基乳酸、癸酸、辛酸、棕榈酸、壬

酸、油酸、月桂酸和 N,O-双三甲基硅三氟乙酰胺购

自阿拉丁公司。 

三重四级杆气质联用仪，Thermo 公司；氮吹

仪，上海泉岛公司；旋转蒸发仪，上海比朗仪器有

限公司；半制备高效液相色谱仪，沃特世科技(上

海)有限公司；智能生化培养箱，上海三发科学仪

器有限公司；酶标仪，BioTek 公司；冷冻离心机，

Eppendorf 公司；高效液相色谱仪 Chromaster，日

立公司。 

1.3  培养基 

参照文献[11]配制 MRS 液体培养基和 LB 培

养基。 

2  方法 

2.1  乳酸菌的活化 

将保藏的菌种接种于 50 mL MRS 培养基中，

37 °C、200 r/min 培养 18 h，活化 3 代，以 2%的接

种量接入 50 mL 的 MRS 培养基，继续培养 24 h，

每 4 h 取一次样，测定各个时间点的 OD600，绘制

原始生长曲线图。 

2.2  指示菌菌悬液的制备 

把大肠杆菌、沙门氏菌和金黄色葡萄球菌这 3 种

致病菌接入 50 mL LB 培养基中，37 °C、200 r/min

培养 16−18 h。 

2.3  抗指示菌乳酸菌的筛选 

取直径约为 90 mm 的培养皿，加入已经融化好

的 LB 培养基 18−20 mL，让其在平板内能够均 分

布，放置一段时间让它凝固，作为底层。然后取半

固体营养琼脂培养基(琼脂含量为 1%)进行加热融

化后，等其冷却至 48−50 °C，每 50−100 mL 的半固

体中加入指示菌菌悬液 0.1−0.2 mL，在底层上加入

5 mL 半固体培养基，使其在第一层上能够均 分

布，作为第二层。然后在平板中放置 4 个牛津杯，

间隔距离相同，待其冷却后，取 8 000 r/min 离心

5 min 后的乳酸菌发酵上清液，每个双层平板中的

牛津杯中分别加 200 μL 样品，37 °C 培养 24 h 后，

测定各个抑菌圈直径的大小以作出评价。 

2.4  不同发酵时间上清液的抑菌活性研究 

参考 2.1 的方法将植物乳杆菌 DY6 进行活化

3 代，按照 2%的接种量转接到 200 mL 的 MRS 培

养基中，37 °C、200 r/min 培养 48 h，分别在 0、4、

8、12、16、20、24、36、48 h 取 5 mL 发酵液，

测定其 OD600 值；将 8 000 r/min 离心 5 min 后的

上清液用牛津杯法测定每个时间段对大肠杆菌的

抑菌活性，同时测定有机酸的含量，测定方法参考

文献[15]。 

2.5  GC-MS 分析代谢物组 

2.5.1  发酵液样品预处理 

取 50 mL 发酵液 4 °C、8 000 r/min 离心 10 min

获取上清液，取 10 mL 发酵上清液加入终浓度为

10 mmol/L 的己二酸作为内标物，先用 10 mL 乙酸

乙酯对样品进行萃取后，然后用 5 mL 乙酸乙酯对

萃余相再次萃取，将两次萃取相进行混合备用。 

2.5.2  样品的衍生化 

取上述处理过的萃取相氮吹干燥，然后加入

50 μL N,O-双三甲基硅三氟乙酰胺和 5 μL 吡啶，

80 °C 反应 20 min[16]，氮吹干燥后溶于正己烷中

备用。 

2.5.3  GC-MS 条件 

扫描的质量数范围为 50–650 amu，离子源类型

为 EI 源，离子源温度为 300 °C，传输线温度为

280 °C。程序升温：起始温度为 40 °C，维持 2 min

后以 10 °C/min 的升温速率提高至 280 °C，在此条

件下维持 8 min；载气(He)流速 1 mL/min；电子能

量：70 eV；发射电流：25 μA；柱子型号为 TG-5 
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(30 m×0.25 mm×0.25 μm)；分流比 5:1。 

2.5.4  数据采集与分析 

使用 GC-MS 联用仪对发酵液组分进行检测分

析，对所产生的原始数据文件进行峰的提取、对保

留时间进行校正、峰对齐等处理得到包括组分的质

谱信息、峰面积和保留时间等相关数据。采集整理

的数据通过 Simca 14.1 软件处理[17]，进行主成分分

析，观察总的代谢差异，采用 OPLS-DA 方法对样

本进行分析，找到可以显著区分这两个样本的代谢

产物。 

2.6  乳酸菌发酵液抑菌物质理化特性研究  

2.6.1  温度对抑菌物质的影响 

将发酵上清液分别在−20、4、30、60、80、100、

121 °C 中处理 30 min，比较经过不同处理后的样品

对大肠杆菌的抑菌活性变化[18]。 

2.6.2  pH 对抑菌物质的影响 

用 1 mol/L 的 HCl 和 NaOH 将发酵上清液调至

pH 为 2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0 并保持 1 h，

然后再调整至发酵液初始 pH 值[19]，比较经过不同

处理的样品对大肠杆菌的抗菌情况。 

2.6.3  酶处理对抑菌物质的影响 

用胰蛋白酶、胃蛋白酶和蛋白酶 K 处理发酵

上清液，将酶溶液调节至 1 mg/mL 的浓度，并调

节至酶的最适 pH：胃蛋白酶 pH 2.0、过氧化氢酶

pH 7.0、胰蛋白酶 pH 7.0 和蛋白酶 K pH 7.5。将酶

溶液和上清液等体积混合，酶解 3 h 后将发酵上清

液的 pH 值重新调整至初始 pH，测定对大肠杆菌

抗菌活性的变化，没有经过酶处理的样品作为空白

对照。 

2.7  有机酸的抑菌活性研究 

根据发酵上清液有机酸的测定结果，在 MRS

培养基中分别加入与发酵上清液相同浓度的乳酸、

乙酸、丙酸、柠檬酸、苯乳酸和五种混合酸，然后

通过牛津杯法测定对大肠杆菌的抑菌情况。 

2.8  抑菌物质初步分离纯化 

2.8.1  不同有机溶剂萃取效果比较 

将发酵液 10 000 r/min 离心 10 min 后取上清，

以 1:1.5 的体积比与乙酸乙酯、正己烷、三氯甲烷、

二氯甲烷、丙酮分别进行萃取 [20]，充分混合后

12 000 r/min 离心 5 min，吸出有机相，用旋转蒸发

仪进行旋蒸，用水复溶，获取萃取相和萃余相[21]，

以大肠杆菌为指示菌，通过牛津杯法测定抑菌

效果。 

2.8.2  抑菌物质的分离与鉴定 

将 200 mL 发酵上清液进行冷冻干燥，冷冻干

燥后用 10 mL 无菌水复溶，用有机溶剂以 1:1.5 的

体积比进行萃取，氮吹仪吹干，用 10 mL 无菌蒸馏

水再次复溶，半制备液相色谱分离，色谱柱为 C18

柱，流动相 A 为甲醇溶液，流动相 B 为 0.05%三氟

乙酸水溶液，流速为 3 mL/min，A 流动相在 30 min

内由 10% (体积比)到 100% (体积比)，100%的 A 维

持 5 min，然后在 5 min 内由 100%到 10% (体积比)。

检测波长为 210 nm。分离的抑菌部分检测通过

GC-MS 鉴定，参照 2.5。 

2.9  脂肪酸的抑菌活性测定 

2.9.1  菌液制备 

将 实 验 室 保 藏 的 大 肠 杆 菌 接 种 到 营 养 琼

脂斜面培养基上进行菌种的活化培养，37 °C、

200 r/min 培养 18 h 活化 3 代，然后通过平板计数

确定菌液的浓度，根据菌液浓度用 LB 培养基稀释

至 105 CFU/mL。 

2.9.2  抗菌剂的制备 

将脂肪酸先通过无水乙醇溶解，再加入等体积

的吐温-80 溶液，配制出浓度为 200 mmol/L 的储备

溶液，取一定量储备溶液到 LB 培养基中，使其浓

度稀释到 20 mmol/L，并用 0.22 μm 滤膜进行除菌

处理，制成抗菌剂。 

2.9.3  抑菌率的测定 

取 2 mL 灭过菌的离心管，加入 0.8 mL 抗菌剂和

0.2 mL 的指示菌液，将离心管密封后 37 °C、200 r/min

培养 24 h，通过平板计数法测定各离心管的菌落总

数，然后计算抑菌率，抑菌率(%)=[(对照实验组菌

落总数–实验组菌落总数)/对照组菌落总数]×100，

对照组是将同浓度菌液接种到 LB 培养基(含同浓度
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乙醇和甘油)但不含抗菌剂[14]。 

3  结果与分析 

3.1  不同乳酸菌生长情况比较 

测定各个乳酸菌 OD600 后比较它们的生长情

况。由图 1 可以看出，植物乳杆菌 DY6 生长情况

最佳，副干酪乳杆菌 DY2 生长情况较其他菌株最

弱，植物乳杆菌 DY6 从 4 h 开始进入对数期，到了

24 h 后进入平台期。 

3.2  抗指示菌乳酸菌的筛选 

运用牛津杯法测定 6 株不同乳酸菌的抑菌能

力，由表 1 可以发现，植物乳杆菌 DY6 对大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌抑菌效果最好，抑菌直径分别

为 15.32 mm 和 16.08 mm；植物乳杆菌 DY1 对沙门

氏菌的抑菌情况最佳，抑菌直径达到了 15.93 mm；

其余两株鼠李糖乳酸菌和乳酸片球菌抑菌能力相 

 

 
 
图 1  不同乳酸菌生长曲线比较 
Figure 1  Comparison of the growth curve of different 
lactic acid bacteria 

对较弱，副干酪乳杆菌的抗菌能力最弱，对 3 株指

示菌抑菌效果不佳；植物乳杆菌 DY6 对沙门氏菌

抗菌能力仅次于植物乳杆菌 DY1。综上所述，植

物乳杆菌 DY6 抑菌效果最佳，选此菌进行下一步

实验。 

3.3  不同发酵时间抑菌情况 

根据图 2 可以发现，植物乳杆菌 DY6 从 4 h 开

始进入对数期，到 24 h 后到达平台期。发酵上清液

在 0−4 h 无抗菌能力，在 8 h 时抑菌效果得到显著提

高，抑菌直径接近 10.43 mm；从 8 h 开始到 24 h，抗

菌能力逐渐增强，24 h 时抑菌直径达到了 15.13 mm；

发酵 36、48 h 后，抑菌变化差异不明显。图 2 可

以直观看出发酵上清液抑菌效果与菌的生长情况

有正相关性。由表 2 可见，从 8 h 开始，发酵上

清液中有机酸种类和含量都在增加，推测抑菌作

用与菌体生长过程中代谢物种类和量的持续增加

有关。  

3.4  代谢物组分析   

3.4.1  主成分分析(Principal component analysis，
PCA) 

用 PCA 对 8 个时间段的发酵上清液物质进行

分析，结果见图 3，8 组样品基本可以区分开。0 h

及 4 h 发酵上清液差异不明显，不能显著区分，此

结果与抑菌试验结果相符合；发酵 8 h 后，代谢物

种类增多，上清液抑菌效果也显著上升，并与 0、4 h

显著区分开来；发酵 24 h 后代谢物差异不明显，趋

于稳定，抑菌效果差异不显著。  
 

表 1  指示菌的抑菌直径 
Table 1  Inhibitory diameter of indicator bacteria (mm) 

菌株编号 

Strain number 

大肠杆菌 

Escherichia coli 
沙门氏菌 

Salmonella 
金黄色葡萄球菌 

Staphylococcus aureus 
Lactobacillus plantarum DY1 12.89±0.21 15.93±0.22 15.70±0.41 

Lactobacillus casei DY2 10.25±0.23 10.72±0.37 12.10±0.29 

Lactobacillus rhamnose DY3 13.43±0.39 11.57±0.26 13.83±0.35 

Lactobacillus rhamnose DY4 13.22±0.14 12.20±0.30 13.55±0.38 

Pediococcus acidilactici DY5 12.81±0.22 11.60±0.34 13.77±0.22 

Lactobacillus plantarum DY6 15.32±0.28 13.18±0.19 16.08±0.31 

注：表中所列抑菌直径数据为 3 次重复的平均值. 
Note: The bacteriostatic diameter data listed in the table is the average of three repeats. 
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图 2  不同发酵时间下抑菌效果 
Figure 2  Antibacterial activity of different fermentation 
time 

3.4.2  发酵上清液的 OPLS-DA 分析 

利用 OPLS-DA 对发酵上清液物质进行分析，

由图 4 可以看出，发酵 0 h 和 8 h，发酵 8 h 和 16 h，

发酵 16 h 和 24 h，这 3 组能够显著区分，说明这

3 组之间发酵液代谢物产生了明显的变化。在图 5

的 S-plot 图中，这 3 张图中每一个绿色的点就是一个

代谢物，离原点越远的变量对它的影响就越大，成

为差异性代谢物的可能性就越高；用红色所标记的

为差异性代谢物。计算发酵液上清液代谢物中各变

量的 VIP 值(图 6)，挑选 VIP 值>1 的变量，初步鉴 

 
表 2  不同发酵时间发酵上清液有机酸含量 
Table 2  Content of organic acid in different fermentation time (mg/mL) 

时间 

Time (h) 

乳酸 

Lactic acid 

乙酸 

Acetic acid 

丙酸 

Propionic acid

柠檬酸 

Citric acid 

3-苯基乳酸 

3-Phenyllactic acid 

4-羟基苯基乳酸 

4-Hydroxyphenyl lactic acid

0 0 0 0 0 0 0 

4 0 0.60±0.01 0 0 0 0 

8 1.13±0.02 3.97±0.12 0.12±0.02 0.20±0.01 0.07±0.01 0 

12 8.98±0.36 10.34±0.49 0.77±0.05 0.58±0.06 0.16±0.02 0.03±0.00 

16 13.33±0.55 11.68±0.57 0.96±0.21 0.70±0.10 0.21±0.01 0.07±0.00 

24 17.64±0.61 11.90±0.68 1.13±0.34 0.78±0.12 0.34±0.05 0.12±0.01 

36 22.68±0.86 13.94±0.79 1.34±0.32 0.84±0.11 0.31±0.05 0.14±0.01 

48 19.78±0.96 13.37±0.72 1.24±0.25 0.75±0.08 0.35±0.04 0.17±0.02 

 

 
 

图 3  发酵上清液 GC-MS 谱 PCA 分析散点图 
Figure 3  GC-MS spectrum PCA scores plots of fermentation supernatant 
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图 4  不同发酵时间的 OPLS-DA 图 
Figure 4   OPLS-DA diagram of different fermentation 
time 
Note: A: 0 h and 8 h; B: 8 h and 16 h; C: 16 h and 24 h. 

 
定发酵 0 h 和 8 h 差异代谢物有 12 种，发酵 8 h 和

16 h 差异代谢物总共 11 种，发酵 16 h 和 24 h 的差

异代谢物总共 16 种，结果见表 3、4、5，其中发酵

0、8 h 的差异性代谢物上调的有乙酸、乳酸、癸酸、

辛酸，发酵 8、16 h 的差异性代谢物上调的有乳酸、

乙酸、辛酸、癸酸、丙酸、丁酸、柠檬酸、乙偶姻、 

 
 

图 5  不同发酵时间的 S-plot 图 
Figure 5  S-plot diagram of different fermentation time 
Note: A: 0 h and 8 h; B: 8 h and 16 h; C: 16 h and 24 h. 

 
3-甲基丁醛，发酵 16、24 h 的差异代谢物上调的有

乳酸、癸酸、2,5-二甲基吡嗪、辛酸、乙酸、2,3-

丁二酮、2,4-二甲基苯甲醛、丙酸、乙偶姻、3-苯基

乳酸、3-癸烯酸、3-甲基丁醛。结合上述 3 组差异

性代谢物，推测主要抑菌物质为有机酸和脂肪酸，

此外的 2,3-丁二酮、3-甲基丁醛等多为香味物质，

其对抑菌活性影响较小。 
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图 6  基于不同发酵时间样品 OPLS-DA 分析的 VIP 图 
Figure 6  VIP diagram based on OPLS-DA analysis of samples with different fermentation time 
Note: A: 0 h and 8 h; B: 8 h and 16 h; C: 16 h and 24 h. 

 
表 3  基于 0 h 和 8 h 发酵样的差异代谢物 
Table 3  Differential metabolites based on 0 h and 8 h 
fermented samples 

Number VIP Name 

B 3.18 乙酸 Acetic acid 

A 2.93 乳酸 Lactic acid 

K 2.48 棕榈酸 Palmitic acid 

Q 2.47 癸酸 Tannic acid 

d1 2.05 辛酸 Octoic acid 

y1 2.03 苯甲醛 Benzaldehyde 

H 1.95 硬脂酸 Stearic acid 

J 1.66 9-十八碳烯酸 9-Octadecenoic acid 

S 1.27 肌苷 Inosine 

L 1.25 D-呋喃阿拉伯糖 D-araabin arabinose 

Z1 1.19 2,5-二甲基吡嗪 2,5-Dimethylpyrazine

yy 1.09 壬醛 Furfural 

表 4  基于 8 h 和 16 h 发酵样的差异代谢物 
Table 4  Differential metabolites based on 8 h and 16 h 
fermented samples 

Number VIP Name 

A 5.29 乳酸 Lactic acid 

B 4.54 乙酸 Acetic acid 

d1 3.05 辛酸 Octoic acid 

Q 2.02 癸酸 Tannic acid 

C 1.60 丙酸 Propionic acid 

K 1.43 棕榈酸 Palmitic acid 

I 1.32 丁酸 Butyric acid 

F 1.22 柠檬酸 Citric acid 

I1 1.19 乙偶姻 Acetoin 

m1 1.17 3-甲基丁醛 3-Methyl butyral 

X 1.14 D-呋喃半乳糖苷 D-furan galactoside 
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表 5  基于 16 h 和 24 h 发酵样的差异代谢物 
Table 5  Differential metabolites based on 16 h and 24 h 
fermented samples 

Number VIP Name 

A 6.52 乳酸 Lactic acid 

Q 2.22 癸酸 Tannic acid 

z1 2.04 2,5-二甲基吡嗪 2,5-Dimethylpyrazine 

d1 2.00 辛酸 Octoic acid 

B 1.64 乙酸 Acetic acid 

x1 1.38 2,3-丁二酮 2,3-Butanedione 

uu 1.37 二甲基苯甲醛 Dimethylbenzaldehyde 

C 1.37 丙酸 Propionic acid 

j1 1.30 苯乙醇 Phenylethanol 

vv 1.20 十六烷 Hexadecane 

i1 1.13 乙偶姻 Acetoin 

G 1.12 3-苯基乳酸 3-Phenyllactic acid 

v1 1.12 2,4-二叔丁基苯酚 2,4-Ditertbutyl phenol

y1 1.08 苯甲醛 Benzaldehyde 

m1 1.07 3-甲基丁醛 3-Methyl butyral 

k1 1.04 3-癸烯酸 3-Decenoic acid 

 

3.5  抑菌物质理化特性 

3.5.1  温度对抑菌物质的影响 

通过表 6 可以发现，抑菌物质在 100 °C 处理

30 min 仍有抑菌活性，直至在 121 °C 处理 30 min

抑菌活性才消失，表明抑菌物质有较好的耐热性。 

 
表 6  不同温度对抑菌活性影响 
Table 6  Effects of different temperature on antibacterial 
activity 

温度 

Temperature (°C) 

抑菌圈直径 

Inhibition zone (mm) 

−20 14.57±0.15 

4 14.41±0.23 

30 15.00±0.22 

60 13.68±0.59 

80 13.19±0.45 

100 11.91±0.21 

121 − 

注：−：无抑菌活性. 
Note: −: No antibacterial activity. 

3.5.2  pH 对抑菌物质的影响 

由表 7 可以得出，抑菌物质在 pH 为 2.0−4.0 时

有较好的抑菌活性，当 pH>5.0 时抑菌活性完全丧

失，表明抑菌物质在酸性环境下能更好地显示出抑

菌效果。 

3.5.3  酶处理对抑菌物质的影响 

由表 8 可以看出，发酵上清液经过胰蛋白酶、

过氧化氢酶、胃蛋白酶、蛋白酶 K 处理后，抑菌效

果变化较小，说明抑菌物质对这些酶并不敏感，且

排除了 H2O2 的干扰。 

3.6  有机酸的抑菌活性研究结果 

乳酸菌发酵上清液中抑菌物质主要为有机酸、

过氧化氢、脂肪酸和肽类物质等，根据高效液相色 

 
表 7  不同 pH 对抑菌活性的影响 
Table 7  Effects of different pH on antibacterial activity 

pH 
抑菌圈直径 

Inhibition zone (mm) 

2.0 15.43±0.31 

3.0 14.61±0.40 

4.0 14.20±0.38 

5.0 8.60±0.12 

6.0 − 

7.0 − 

8.0 − 

注：−：无抑菌活性. 
Note: −: No antibacterial activity. 

 
 

表 8  酶处理对抑菌活性的影响 
Table 8  Effects of enzyme treatment on antibacterial 
activity 

酶种类 

Types of enzymes 

抑菌圈直径 

Inhibition zone (mm) 

对照 Control 14.10±0.21 

胰蛋白酶 Trypsin 13.82±0.26 

胃蛋白酶 Pepsin 13.71±0.38 

蛋白酶 K Proteinase K 13.90±0.50 

过氧化氢酶 Catalase 13.87±0.32 

注：对照为未经过酶处理的发酵上清液. 
Note: The control is a fermentation supernatant without treatment 
by enzymes. 
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谱测定的主要有机酸浓度配制相同浓度的有机酸

和有机酸混合液，比较抑菌活性。结果如表 9 所示，

可以看出乳酸、乙酸的含量很大，远远大于其他有

机酸的含量，这两种酸有很强的抑菌活性，其余的

有机酸由于含量低，没有明显的抑菌作用。另外，

混合酸的抑菌活性小于发酵上清液抑菌活性，推测

除了这些常规有机酸外还有其他代谢物起到了协

同作用。 

3.7  抑菌物质的分离 

3.7.1  不同有机溶剂萃取效果比较 

对不同溶剂萃取发酵上清液代谢物的能力进

行比较的结果如表 10 所示。乙酸乙酯、正己烷、三

氯甲烷、二氯甲烷提取都出现了明显的分层现象，  

 
表 9  有机酸抑菌效果 
Table 9  Antibacterial activity of organic acid 

有机酸 

Organic acid 

含量 

Content 
(mg/mL) 

抑菌圈直径

Inhibition 
zone (mm)

乳酸 Lactic acid 20.10±0.57 12.8±0.48

乙酸 Acetic acid 12.24±0.52 13.19±0.39

丙酸 Propionic acid 1.56±0.16 8.33±0.12

柠檬酸 Citric acid 0.70±0.12 − 

3-苯基乳酸 3-Phenyllactic acid 0.16±0.04 − 

混合酸 Mixed acid 34.76±0.49 14.18±0.11

发酵上清液 Fermentation supernatant  14.85±0.14

注：−：无抑菌活性. 
Note: −: No antibacterial activity. 

通过丙酮提取时并未出现分层现象，说明丙酮不适

合作为萃取剂；而二氯甲烷和三氯甲烷的萃取相中

并未检测到抑菌活性，也不适合作为萃取剂；正己

烷和乙酸乙酯萃取相都有抑菌效果。由表 10 可以

看出乙酸乙酯萃取相有明显的抑菌效果，因此选取

乙酸乙酯作为萃取剂。 

3.7.2  抑菌物质的半制备分离  

通过半制备高效液相色谱对发酵上清液进行

分离，色谱图见图 7，共分成 11 个组分，其中 4 个

部分具有抑菌活性(表 11)。从表 11、12 可以看出，

第 1 部分的抑菌直径为 14.23 mm，其中主要成分为

乳酸、乙酸；第 5 部分的抑菌直径为 11.18 mm，主

要是一些脂肪酸和含苯环的小分子酸，另外还有一些

醇类和吡嗪物质；第 7 部分的抑菌直径为 12.95 mm， 

 
表 10  不同有机溶剂的萃取效果(抑菌圈直径，mm) 
Table 10  Extraction effects of different organic solvents 
(Inhibition zone, mm) 

有机溶剂 

Organic reagent 

萃取相

Extraction phase 

萃余相 

Raffinate phase

正己烷 Hexane 8.71±0.10 14.50±0.64 

乙酸乙酯 Ethyl acetate 13.76±0.63 10.33±0.37 

二氯甲烷 Dichloromethane 0 14.27±0.58 

三氯甲烷 Trichloromethane 0 14.37±0.56 

丙酮 Acetone − − 

注：−：无法萃取. 
Note: −: Unable to extract. 

 

 
 

图 7  发酵上清液半制备液相色谱图 
Figure 7  Semi-preparation liquid chromatography of fermented supernatant 
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表 11  不同部分抑菌效果 
Table 11  Antibacterial activity of different parts 

项目 

Items 

分离部分 

Separate part 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

分离时间 

Separation time 
(min) 

4.0−6.6 6.7−8.0 8.0−9.0 9.0−10.0 10.0−11.0 11.0−12.0 12.0−14.0 14.0−15.0 15.0−16.0 16.0−18.0 18.0−20.0

抑菌活性 

Antibacterial 
activity 

+++ − − − + − ++ − − + − 

抑菌直径 

Inhibition zone 
(mm) 

14.23±0.44 − − − 11.18±0.25 − 12.95±0.36 − − 11.53±0.42 − 

注：−：无抑菌活性；+：有抑菌活性；加号越多抑菌活性越强. 
Note: −: No antibacterial activity; + : Antibacterial activity; The more the addition, the stronger the antibacterial activity. 
 
表 12  抑菌部分鉴定结果 
Table 12  Identification results of antibacterial parts 

1 5 7 10 

乳酸 

Lactic acid 

壬酸 

N-Nonoic acid 

戊酸 

Valeric acid 

棕榈酸 

Palmitic acid 

乙酸 

Acetic acid 

1-己醇 

1-Hexanol 

棕榈酸 

Palmitic acid 

苯甲醛 

Benzaldehyde 

癸酸 

Decyl acid 

硬脂酸 

Stearic acid 

硬脂酸 

Stearic acid 

苯丙酸 

Phenylpropionic acid 

月桂酸 

Lauric acid 

2,5-二甲基吡嗪 

2,5-Dimethylpyrazine 

壬酸 

N-nonoic acid 

壬酸 

N-nonoic acid 

苯甲醛 

Benzaldehyde 

辛酸 

Octanoic acid 

亚油酸 

Linoleic acid 

苯丙氨酸 

Phenylalanine 

 
苯二甲酸 

Phthalic acid 

丙酸 

Propionic acid 

十八烷酸 

Stearic acid 

 
苯丙酸 

Phenylpropionic acid 

油酸 

Oleic acid 

癸酸 

Decyl acid 

  
甘油单硬脂酸酯 

Glycerol monostearate 

辛酸 

Octanoic acid 

   
8-甲基壬酸 

8-Methyl decanoic acid 

   
2-甲基丁酸 

2-Methylbutyric acid 

   
苯甲醇 

Benzyl alcohol 

   
戊二酸 

Glutaric acid 

 
主 要 成 分 为 脂 肪 酸 及 一 些 脂 肪 酸 衍 生 物 ； 第

10 部分的抑菌直径为 11.53 mm，主要为脂肪酸

和一些小分子有机酸，其中苯甲醛占比很高，而

苯甲醛已经被报道用于食品防腐，推测其与脂肪

酸和有机酸一起作用起到了抑菌效果。通过半制

备分离的结果推测植物乳杆菌的主要抑菌物质

为有机酸和脂肪酸，另外有一些起辅助抑菌作用

的醇类。  
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3.8  脂肪酸抑菌活性的测定 

由图 8 可以看出，在 16 mmol/L 浓度条件下这

6 种饱和脂肪酸对大肠杆菌的生长有明显的抑制作

用。发酵上清液的脂肪酸浓度结果见表 13，按表

13 测得的浓度将 6 种脂肪酸进行混合测定抑菌效

果，抑菌直径约为 10.15 mm。根据发酵上清液有机

酸和脂肪酸浓度的测定结果，在 MRS 培养基中分

别加入与发酵上清液相同浓度的脂肪酸和有机酸进

行测定的结果见表 14，发现抑菌直径为 14.69 mm，

优于两者之一，因此可推测有机酸和脂肪酸共同参

与起到了抑菌作用。实验结果证明了脂肪酸对有害

菌有抑制作用，而在食品领域，拥有抗菌能力的脂

肪酸和它的衍生物也被作为防腐剂添加到食品加

工和防腐领域。 

 

 
 

图 8  脂肪酸对大肠杆菌的抑菌作用 
Figure 8  Antibacterial activity of fatty acids on 
Escherichia coli 

 
表 13  发酵液中脂肪酸浓度 
Table 13  Fatty acid concentration in fermentation broth 

脂肪酸 

Fatty acid 

含量 

Content (mmol/L) 

辛酸 Octoic acid 10.27±0.38 

癸酸 Decyl acid 7.44±0.44 

壬酸 N-nonoic acid 1.63±0.12 

月桂酸 Lauric acid 0.10±0.00 

油酸 Oleic acid 0.40±0.01 

棕榈酸 Palmitic acid 0.53±0.10 

表 14  发酵液中混合酸的抑菌效果 
Table 14  Antibacterial activity of mixed acid in 
fermentation broth 

抑菌物质 

Antibacterial substance 

抑菌圈直径 

Inhibition zone (mm)

混合有机酸 Mixed organic acid 14.18±0.11 

混合脂肪酸 Mixed fatty acid 10.15±0.23 

以上两者混合 Above both the mix 14.69±0.15 

 

4  讨论与结论 

本研究将不同样品来源的乳酸菌进行抑菌能

力的比较，从中挑选出了一株抑菌性能优良的植物

乳杆菌 DY6，其抑菌谱广，能抑制大肠杆菌、金黄

色葡萄球菌、沙门氏菌等；在研究其不同发酵时间

的抑菌能力变化时发现其抑菌效果与菌的生长情

况有正相关性，通过 GC-MS 代谢组学方法分析发

酵上清液代谢物组的变化规律，发现其差异性代谢

物有乳酸、乙酸、丙酸等小分子酸和癸酸、辛酸、

壬酸等脂肪酸，另外对发酵上清液抑菌物质进行初

步分离，得到了有抑菌活性的 4 个部分，鉴定出各

部分主要抑菌物质为小分子有机酸和脂肪酸，得出

植物乳杆菌 DY6 的主要抑菌物质为有机酸和脂肪

酸。对有机酸和脂肪酸的抑菌活性进行了测定，发

现在一定浓度下诸如乳酸、乙酸、辛酸、癸酸等对

指示菌有很好的抑菌效果，也证明了乳酸菌的抑菌

作用是多种代谢物综合作用的结果，这和熊骏等[22]

的结果大致相同。有机酸抑菌机制多种多样，常见

的有通过与细胞膜上的脂多糖等成分结合破坏菌

膜稳定性，达到抑菌作用[23]，或通过降低胞内 pH

影响致病菌代谢活动而达到抑菌目的等。而脂肪酸

如月桂酸、油酸、亚麻酸已被发现对幽门螺旋杆菌

有很好的抑菌作用[24]，脂肪酸的抑菌机制常见的有

通过渗透入致病菌细胞并和它的质膜结合，改变膜

的渗透性而致细胞死亡[12]，或通过影响细胞膜的流

动性而达到抑制致病菌的生长等。乳酸菌在发酵过

程还会产生大量其他有抑菌作用的代谢物，如刘冬

梅等[25]对乳酸菌代谢物进行分析认为其主要抑菌

物质除了乳酸外还有其他蛋白类物质，Yi 等[26]从乳
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酸菌中分离到了具有抑菌作用的细菌素。现在大多

数的研究都集中在细菌素[27-28]和一些常见有机酸

上[29]，容易忽略代谢物中其他有价值的抑菌产物，

而本研究提供的筛选潜在抑菌代谢物的方法可以

有效减少这种情况。现阶段本研究主要集中在抑菌

物质的分析与鉴定上，但其如何对指示菌起到抑菌

作用还需要进一步验证，2018 年 Piewngam 等[30]

发现芽孢杆菌产生的脂肽通过影响抗原体群体感

应系统，干扰其定殖来达到抑菌作用，这也为我们

之后研究益生菌的抑菌作用方式提供了一个新的

角度。在今后抑菌物质的研究过程中，可以将抑菌

物质进行进一步分离得到单一物质，然后结合实验

对单一物质进行机理和安全性研究，从而探索出可

以应用在食品领域的优质防腐产品。 
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