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摘要：【目的】从传统发酵乳制品中筛选具有抗氧化能力的乳酸菌菌株并对其抗氧化特性进行评价。【方法】

分别利用乳酸杆菌 2P(D 和 QRR 完整细胞和无细胞提取物对亚油酸过氧化的抑制效果，对 STTU 自由基、羟自

由基、超氧阴离子自由基清除能力，对过氧化氢的耐受性以及对亚铁离子的螯合能力和还原活性进行了研

究。【结果】结果表明，2P(D 和 QRR 对亚油酸过氧化的最大抑制率分别达到了 ’#V"$W和 ’’V(’W；两菌株的

无细胞提取物清除超氧阴离子和羟自由基的的效果较好，QRR 完整细胞对超氧阴离子和羟自由基没有清除能

力；2P(D 和 QRR 对 STTU 自由基的清除能力及对亚铁离子的螯合能力都是完整细胞优于无细胞提取物，还原

活性分别相当于 D0$!A;=5Q 和 #"!!A;=5Q 的 QJB/>8*@<*。【结论】以上指标测定的结果说明，这两株乳酸杆菌

具有较好的抗氧化能力，具有潜在的应用价值。
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最近几年，国内、外就活性氧在引发机体衰老和

各种疾病的重要性以及抗氧化营养物质在预防疾病

和提升健康效益方面进行了相关报道［(］。生命体需

要氧气才能维持生存，氧化作用对有机体来说也是

一个必要的过程。但正常氧化代谢过程中必然会产

生活性氧如过氧化氢（U#X#）、超氧阴离子（X#
& ）、羟

自由基（·XU）以及单线态氧，它们可氧化脂肪、蛋白

质、破坏 S3E 链，从而导致一些如癌症、肺气肿、动

脉粥样硬化、肝硬化、心血管疾病、关节炎等疾病的

发生［#］。

益生菌是 #( 世纪的热门话题。近 D0 年来，研

究者发现益生菌在对肠道菌群的调节、机体免疫系

统的调节、抑制及降低肿瘤的危险、营养、抗衰老、降

血脂等多方面具有重要的生物学功能［D & !］。国外有

研究乳杆菌和双歧杆菌等一些益生菌菌株具有清除

活性氧自由基的报道，也证实了其作用的存在［$］。

本研究是在传统的发酵食品中筛选出具有抗氧化活

性的乳酸菌，并对其菌体及无细胞提取物清除自由

基的能力进行了研究，这样可以既充分利用乳酸菌

开发出功能性发酵食品、提高发酵食品的附加值，又

为新型抗氧化剂的开发提供了研究基础。

# 材料和方法

#’# 材料

#’#’# 菌株：两株乳酸杆菌 2P(D 和 QRR 是从分离自

我国传统乳制品中的 !D 株乳酸菌中筛选出的耐活

性氧能力较强的菌株，经 ET1$0 4UQ 及 (’2 ,S3E 方

法鉴定结果为：2P(D 为 .$"#()$"&**/0"$01& 0/)02 ? "$01&，
QRR 为 .$"#()$"&**/0 31*)’/1"4&& >-+>9? )/*+$’&"/0；对照

菌株 QYY（.$"#()$"&**/0 ’5$6-(0/0 YY）是全球最著名

的益生菌之一，已证实具有抗氧化活性，分离自伊利

集团“活悦 QYY”酸奶；保存于中国农业科学院农产

品加工研究所食品微生物实验室。

#’#’( 培养基：Z[2 培养基［’］。



!"!"# 主要试剂和仪器：亚油酸、二苯基苦基苯肼

自由基（!，!"#$%&’()*"+"%$,-)*&).-/0)*，#112）、丁基化

羟基甲苯（345)*/5’. &).-67)56*4’(’，328）均为 9$:;/
公司产品，硫代巴比妥酸（83<）、过氧化氢、硫酸亚

铁、邻苯三酚、="半胱氨酸、二乙三胺五乙酸、8-$>"
2?*、邻"菲罗琳、铁氰化钾、三氯化铁均是国药集团

化学试剂公司分析纯产品。@A"!B 型高速冷冻离心

机为德国 9$:;/ 公司生产，C"@D!D 型紫外分光光度

计为日本日立公司生产。

!"$ 两株乳杆菌完整细胞和无细胞提取物的制备

参照文献［E］中的方法制备。

!"# 抗脂质过氧化

抗脂质过氧化试验采用亚油酸作为不饱和脂肪

酸，使用硫代巴比妥酸（83<）法，参照文献［F］中的

方法测定。

!"% 二 苯 基 苦 基 苯 肼 自 由 基（!，!&’()*+,-.&$&
)(/0-.*-1023-.，’445）清除能力的测定

#112自由基的清除效果参照文献［E］中的方

法测定。

!"6 过氧化氢耐受性实验

各菌株用 GH9 培养基，@EI培养 !F &、@DDD J :
离心 !D ;$(，悬浮于 139 中，同样操作重复 @ 次，调

整菌 数 !DK ,L4M;=（ !"NDD O !P!），在 139 中 添 加

2+Q+，使其浓度达到 ! ;;6*M=，@EI培养。间隔 + &
取样，涂布于 GH9 琼脂平板上，@EI培养 RF & 计数

并计算其存活率。

!"7 超氧阴离子清除能力

反应体系包括浓度为 !BD ;;6*M= 的 8-$>"2?*
（%2 O FP+），浓度为 @ ;;6*M= 的二乙三胺五乙酸，浓

度为 !P+ ;;6*M= 邻苯三酚和 DPB ;= 乳酸菌完整细

胞和无细胞提取物，总反应体积为 @PB ;=。+BI恒

温水浴反应 !D ;$( 后在 @+B (; 处测吸光值。

超氧阴离子清除率 O ! S
<!! S <!D

<D! S <( )
DD

J !DDT

式中：<DD 为不含样品和邻苯三酚；<D! 为不含样

品，含邻苯三酚；<!D 为含样品，不含邻苯三酚；<!! 为

含样品和邻苯三酚。

!"8 羟自由基清除能力

取邻"菲罗琳（+PB ;;6*M=）! ;= 于试管中，依次

加入 139（DPD+ ;6*M =，%2 O EPR）! ;=，蒸馏水 ! ;=，

充分混匀后，加入硫酸亚铁（+PB ;;6*M=）! ;=，混匀

加 2+Q+（质量分数为 +D ;;6*M=）! ;=，在 @EI水浴

!PB & 后在 B@N (; 处测其吸光度为 <%；用 ! ;= 蒸馏

水代替 ! ;= 2+Q+ 为 <U；用 ! ;= 样品代替 ! ;= 的

蒸馏水为 <>。

羟自由基清除率 O
<> S <%

<U S <%
J !DDT

!"9 :+$ ; 鳌合能力和还原活性的测定

参照文献［K］中的方法测定。

!"< 统计分析

每个试验重复 @ 次，结果表示为 G’/(> V 9W #W。
采用 9<9 XFPD+ 软件的 <YQX< 过程进行方差分析，

邓肯氏多重检验来确定数据间的差异，差异显著水

平为 # Z DPDB。

$ 结果和分析

$"! 抗氧化活性

两株乳杆菌 9[!@和 =\\ 的完整细胞及无细胞提

取物对不饱和脂肪酸亚油酸过氧化都具有抑制效

果。!DK 个活菌数的 9[!@和 !DF 个活菌数 =\\ 完整细

胞对 亚 油 酸 过 氧 化 的 抑 制 率 分 别 为 N+PKBT 和

BKPN@T，无 细 胞 提 取 物 提 取 物 的 抑 制 率 分 别 为

RRPRT和 NNP!NT。以上数据显示了两菌株对亚油

酸过氧化具有良好的抑制效果。

表 ! =>!#和 ?@@ 的完整细胞及无细胞提取物对亚油酸过氧

化的抑制能力

8/U*’ ! ](&$U$5’. ,/%/,$5) 6L 5^6 >5-/$(> 6( *$(6*’$, /,$. %’-67$./5$6(

95-/$( X$/U*’ ,’**>M
（,L4M;=）

?’** ;6-%& ](&$U$5$6(MT

9[!@ +PBR J !DK ](5/,5 ,’**> N+PKB/

?’**"L-’’ ’75-/,5 RRPRU

=\\ +P!D J !DF ](5/,5 ,’**> BKPN@/

?’**"L-’’ ’75-/,5 NNP!N/

! <(5$67$./5$_’ /,5$_$5) 6L ! ;= 6L $(5/,5 ,’**> 6- ,’**"L-’’ ’75-/,5 W /，U X/*4’>
$( 5&’ >/;’ ,6*4;( ^$5& .$LL’-’(5 >4%’->,-$%5 *’55’-> /-’ >$:($L$,/(5*) .$LL’-’(5

（# Z DPDB）W #/5/ -’%6-5’. ^’-’ ;’/(> 6L ’7%’-$;’(5> -’%’/5’. 5&-’’ 5$;’>W

$"$ 二苯基苦基苯肼自由基清除能力

二苯基苦基苯肼自由基（#112）分光测定法是

一种常见的筛选和评价抗氧化效果的有效方法，用

来评价某种物质的抗氧化能力［!D］。本研究在反应

体系中加入乳酸菌菌体或无细胞提取物，测定其对

#112 自由基的清除效果从而确定其抗氧化性能。

如图 ! 所示，菌株 =\\ 和 9[!@ 及对照株 =‘‘ 都

显示出完整细胞对 #112 自由基的清除率明显高于

无细胞提取物。其中，9[!@的完整细胞对 #112 自由

基的清除率最高，达到了 +EPBDT，=\\ 的完整细胞

对 #112 自由基的清除率也达到了 +@PKKT。两菌

株完整细胞及无细胞提取物对 #112 自由基的清除

率明显高于对照菌株 =‘‘，并且在 # Z DPDB 水平下

存在差异显著性。

$"# 过氧化氢耐受性检验

过氧化氢是一种强氧化剂，它不仅可以对细胞

或组织造成直接破坏，还可以作为羟自由基的前体

间接参与氧化过程。

本 实 验 检 测 了 乳 酸 菌 活 细 胞 在 浓 度 为

FB+ 9&4^’( a&/(: ’5 /* W M$%&’ ()%*+,)+-+.)%’ /)0)%’（+DDK）RK（+）



图 ! 不同菌株对 "##$ 自由基的清除效果

!"#$% &’()*+#"+# *,,*’- ., /00 (+1 &2%3 .+ 4556 7(1"’(8 $ ! 9(8:*;
<"-= 1",,*7*+- 8*--*7 ;:>*7;’7">-; (7* ;"#+","’(+-8? 1",,*7*+-（ ! @ ABAC）$
4(-( 7*>.7-*1 <*7* D*(+; ., *E>*7"D*+-; 7*>*(-*1 -=7** -"D*;$

图 % 两株菌在 ! &&’()* 过氧化氢中菌数与时间的变化

关系图

!"#$F &:7)")(8 ., "+-(’- ’*88; ., -<. ;-7("+; "+ -=* >7*;*+’* ., % DD.8G/
=?17.#*+ >*7.E"1*$ H- F = -"D* "+-*7)(8;，-=* +:DI*7 ., )"(I8* ’*88; <(;
*;-"D(-*1 I? -=* >8(-"+# -=* 7*D.)*1 (8"J:.-; .+-. KL& (#(7 >8(-*;$

% BA DD.8G/的过氧化氢溶液中的存活情况。结果如

图 F 所示，两菌株在 % DD.8G/ 过氧化氢中的活菌数

随时间的延长都出现不同程度的下降，但下降幅度

较缓。&2%3的活菌数由起始时的 3BM N %AO 在 O = 后

仅下降到了 PBA N %AM；/00 的活菌数由起始时的 %BM
N %AQ 在 O = 后仅下降到了 MBC N %AC，以上数据说明

两菌株对过氧化氢具有极强的耐受性。

%+, 对超氧阴离子的清除能力

虽然超氧阴离子自由基（RF
S ）不能直接诱导生

物和食品体系中的脂类氧化，但它会在金属离子催

化下发生 !*+-.+ 反应产生具有高活性的羟自由基（·

R6）。测定乳酸菌清除超氧阴离子自由基（RF
S ）一

般采用邻苯三酚自动氧化的比色分析法。

从图 3 中可以看出，菌株 &2%3 和 /00 以及对照

株 /TT 的无细胞提取物对超氧阴离子都具有不同

程度的清除作用；菌株 &2%3 和对照株 /TT 的完整细

胞也显示对超氧阴离子的清除活性；&2%3和 /00 完整

细胞和无细胞提取物对超氧阴离子清除效果在 ! @
ABAC 水平下存在差异显著性。

%+- 羟自由基清除能力

生命活动的代谢过程所产生的自由基中，羟自

由基（·R6）是体内极为活泼的活性氧，氧化能力极

图 . 不同菌株对超氧阴离子自由基的清除能力

!"#$3 &’()*+#"+# *,,*’- ., &2%3 (+1 /00 .+ ;:>*7.E"1* (+".+ 7(1"’(8 $ !

9(8:*; <"-= 1",,*7*+- 8*--*7 ;:>*7;’7">-; (7* ;"#+","’(+-8? 1",,*7*+-（ ! @
ABAC）$ 4(-( 7*>.7-*1 <*7* D*(+; ., *E>*7"D*+-; 7*>*(-*1 -=7** -"D*;$

强。因此，迫切需要加强清除羟自由基（·R6）作用

的研究［U］。

图 , 不同菌株对羟自由基的清除效果

!"#$M V8"D"+(-"+# (I"8"-? ., &2%3 (+1 /00 .+ =?17.E?8 7(1"’(8 $ ! 9(8:*;
<"-= 1",,*7*+- 8*--*7 ;:>*7;’7">-; (7* ;"#+","’(+-8? 1",,*7*+-（ ! @ ABAC）$
4(-( 7*>.7-*1 <*7* D*(+; ., *E>*7"D*+-; 7*>*(-*1 -=7** -"D*;$

从图 M 中可以看出，菌株 &2%3 和 /00 及对照菌

株 /TT 的无细胞提取物对羟自由基都有清除能力。

&2%3 无 细 胞 提 取 物 清 除 率 为 3%B%UW、/00 为

%ABA%W，两菌株对羟自由基的清除率都明显高于对

照株 /TT 的 OBCOW；仅 &2%3的完整细胞对羟自由基

具有清除能力，/00、/TT 没有检测到其清除能力。

%+/ 对 01%2 鳌合能力的测定

在多种金属离子中，!*F X 是最具影响力的促氧

化剂，会促进脂质过氧化作用的进行，进一步损害生

物膜。通过测定各菌株对亚铁离子的螯合能力进而

了解其抗氧化水平。

从 !*F X 螯合的实验中得知，菌株 &2%3 和 /00 及

对照株 /TT 的完整细胞和无细胞提取物对亚铁离

子都有不同程度的螯合效果，完整细胞的螯合能力

明显高于无细胞提取物；/00 完整细胞的螯合能力最

强，螯合率达 CABCCW；菌株 /00 的螯合效果明显优

于菌株 &2%3，二者在 ! @ ABAC 水平下存在着差异显
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著性。

!"# 还原活性的测定

还原活性主要指一些酶（过氧化氢酶、!"#$ 氧

化酶、!"#$ 过氧化物酶）和非酶复合物（%&、%’、谷

胱甘肽）具有减少氧自由基和 ()* + 的能力，进而减

少氧化反应的发生。

从表 * 中可以看到，两菌株都显示了较强的还

原能力。,-./无细胞提取物的还原能力高于完整细

胞，相当于 /01!23456 的 6789:;)<=)；而 6>> 完整细胞

的还原能力高于无细胞提取物。菌株 ,-./ 和 6>> 的

总还原能力在 ! ? 0@01 水平下差异显著；,-./及 6>>
的完整细胞和无细胞提取物之间在 0@01 水平下差

异不显著。

表 ! 菌株 $%&’ 和 ()) 对 (*半胱氨酸盐的还原能力

ABC4) * D)EF8<=G 6789:;)<=) B8;<H<;9 3I :;JB<=: ,-./ B=E 6>>

,;JB<= %<BC4) 8)44:5
（8IF526）

&)44 23JKL ’MF<HB4)=; 6789:;)<=)5
（!23456）

,-./ *@1N O .0P Q=;B8; 8)44: *.1B，C

&)447IJ)) )R;JB8; /01B，C

6>> *@.0 O .0S Q=;B8; 8)44: *PNB

&)447IJ)) )R;JB8; *1NB
B，C %B4F): <= ;L) :B2) 834F2= T<;L E<II)J)=; :FK)J:8J<K; 4);;)J: BJ)
:<G=<I<8B=;49 E<II)J)=;（! ? 0@01）U #B;B J)K3J;)E T)J) 2)B=: 3I )RK)J<2)=;:
J)K)B;)E ;LJ)) ;<2):U

’ 讨论

乳酸菌清除活性氧自由基的机理，多数报道认

为主要是乳酸菌可以产生清除超氧阴离子的超氧化

物歧化酶（,V#）和清除过氧化氢和羟自由基的谷胱

甘肽过氧化物酶（W,$7XY），而正是这些酶使其具有

抗氧化活性［..，.*］。也有报道，乳酸菌的还原活性及

对金属离子的螯合能力使得其可以清除活性氧自由

基［./，.N］。

6<= 等［Z］在抗脂质过氧化实验中发现了长双歧

杆菌 "A&&.1Z0S 和嗜酸乳杆菌 "A&&N/1[ 的细胞对

亚油酸过氧化反应的抑制率为 *S@/\ ] //@*\；对

#XX$ 自由基的清除率为 N/@*\ ] 1*@.\；对老鼠血

浆脂质过氧化反应的抑制率为 ..@/\ ] .[@*\；

^F44<:BBJ 等［1］在研究中发现，" U #$%&$’()& ’7/ 和 ’7S
菌株的细胞浓度在 .@0 223456 的过氧化氢溶液中

的存活时间分别为 .S0 2<= 和 .10 2<=，而无抗氧化

活性 的 " U #$%&$’()& ’7//S7.7. 的 存 活 时 间 仅 为

P0 2<=，同时检测出 " U #$%&$’()& ’7/ 和 ’7S 具有

,V# 酶活性；";L<=B 等［Z］发现，米酒乳杆菌具有抗过

氧化氢能力，并发现其无细胞提取物具有清除羟自

由基的能力、螯合亚铁离子能力以及具有还原活性。

通常用脂质过氧化来讨论常见的氧化反应。有

关脂质过氧化的起因有很多假设，其中自由基链锁

反应是被人们所广泛接受的。利用亚油酸作为不饱

和脂肪酸，采用硫代巴比妥酸法测定其抗氧化能力。

本研究中乳酸杆菌 ,-./及 6>> 的完整细胞及无细胞

提取物对亚油酸过氧化显示了较好的的抑制效果；

同时，两菌株的完整细胞及无细胞提取物都具有清

除 #XX$ 自由基能力，和对照菌株 6WW 比较在 ! ?
0@01 水平下存在差异显著性。

研究已经证实，各种活性氧自由基可以在体内

连续不断地产生。检测抗氧化物质对活性氧自由基

的清除能力成为研究抗氧化代谢的一条途径。本研

究详细评估了乳酸杆菌 ,-./ 及 6>> 对几种重要的活

性氧自由基（·V$、V*
_ 、$*V*）的清除效果。结果显

示，,-./和 6>> 的完整细胞在 .@0 223456 的过氧化氢

溶液中 SL 后，仍然保持较高的活菌数，说明了对两

菌株对 $*V* 具有很好的耐受性；本次实验中，我们

也发现 ,-./及 6>> 的无细胞提取物在清除羟自由基

（·V$）和清除超氧阴离子自由基（V*
_ ）中发挥了主

导作用；而 6>> 的完整细胞对羟自由基（·V$）和超氧

阴离子自由基（V*
_ ）没有清除效果。

亚铁离子（()* + ）可以在过氧化氢存在的情况下

通过 ()=;3= 反应产生毒性极强的羟自由基。因此本

实验对 ,-./ 和 6>> 对亚铁离子的螯合能力进行检

测。结果显示，两菌株的完整细胞及无细胞提取物

对亚铁离子具有一定的螯合能力。6>> 完整细胞对

亚铁离子的螯合能力可达 10@11\，和对照菌株 6WW
比较比较在 ! ? 0@01 水平下存在差异显著性。

通过乳酸杆菌 ,-./及 6>> 对各种活性氧自由基

耐受性的综合分析，我们初步断定 ,-./ 和 6>> 是两

株抗氧化能力较好的乳酸菌。发酵乳制品是人们摄

入外源乳酸菌的一条重要渠道，筛选出性能优良的、

具有抗氧化活性的乳酸菌菌株，对于开发功能性乳

制品、丰富现有乳制品种类、提高乳制品的附加值将

具有重要意义。
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