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柳州酸笋中具有抑菌活性乳酸菌的筛选、鉴定及

抑菌物质分析 

吴锦兰 1,2,3, 白  云 1, 黄  海 3,4, 崔  娜 1,2,3, 熊建文 1,2,3* 
(1. 柳州工学院食品与化学工程学院, 柳州  545616; 2. 柳州市螺蛳粉植物源性配料研究重点实验室,  

柳州  545616; 3. 柳州市特色食品风味与品质控制工程技术研究中心, 柳州  545616;   
4. 广西美申园食品科技集团有限公司, 柳州  545616) 

摘  要: 目的  筛选酸笋中具有抑菌活性的优良乳酸菌并对其抑菌物质进行分析。方法  以柳州传统发酵酸

笋为原料, 金黄色葡萄球菌和大肠杆菌为指示菌, 抑菌圈直径为评价指标, 利用牛津杯法对抑菌特性较高乳

酸菌进行筛选, 并采用形态观察及分子生物学技术对其进行菌种鉴定, 最后分析 pH、温度、酶处理该菌株发

酵上清液对其抗菌物质活性的影响。结果  从柳州传统发酵酸笋中共分离得到 26 株乳酸菌, 其中 10 株对金

黄色葡萄球菌和大肠杆菌均具有抑菌活性, 且菌株 LZ-6 的抑菌能力最强, 抑菌圈直径均大于 15 mm; 经鉴定, 

菌株 LZ-6 为发酵粘液乳杆菌(Limosilactobacillus fermentum)。菌株 LZ-6 产生的抗菌物质在只有在酸性条件下

才能发挥良好抗菌活性且具有较好的热稳定性; 经蛋白酶处理后, 抗菌活性无显著变化(P>0.05), 表明发酵上

清液中蛋白质没有抗菌作用。结论  该研究从柳州酸笋中筛选得到 1 株具有较好抑菌活性的发酵乳杆菌 LZ-6, 

其抑菌物质是一种活性稳定、不受温度和酶影响的有机酸类物质。该研究获得的酸笋源乳酸菌可用于酸笋发

酵和生物防腐剂领域, 且为抑菌物质分离、鉴定和抑菌机制研究奠定基础。 
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ABSTRACT: Objective  To obtain excellent lactic acid bacteria with bacteriostatic activity from fermented 

bamboo shoots and analyze their antibacterial substances. Methods  Using Liuzhou traditional fermented bamboo 

shoots as raw materials, Staphylococcus aureus and Escherichia coli as indicator bacteria, and inhibition zone 

diameter as evaluation indicator, the Oxford Cup method was used to screen lactic acid bacteria with higher 

antibacterial properties. The strain was identified by morphological observation and molecular biological technique. 

Finally, the effects of pH, temperature and enzyme treatment on the antibacterial activity of the fermentation 

supernatant of the strain were analyzed. Results  A total of 26 strains of lactic acid bacteria were isolated from 

Liuzhou traditional fermented bamboo shoots, among which 10 strains had antibacterial activity against 

Staphylococcus aureus and Escherichia coli, and strain LZ-6 had the strongest antibacterial activity, with a diameter 

of more than 15 mm for the inhibition zone. The strain LZ-6 was identified as Limosilactobacillus fermentum. The 

antibacterial substances produced by strain LZ-6 exhibit good antibacterial activity only under acidic conditions and 

had good thermal stability. After protease treatment, there was no significant change in antibacterial activity 

(P>0.05), indicated that the protein in the fermentation supernatant had no antibacterial effect. Conclusion  A 

fermented lactobacillus LZ-6 with good antibacterial activity is screened from Liuzhou traditional fermented bamboo 

shoots. Its antibacterial substances are organic acids with stable activity and are not affected by temperature and 

enzymes. The lactic acid bacteria derived from fermented bamboo shoots obtained in this study can be used in the 

fields of sour bamboo shoot fermentation and biological preservatives, and lay the foundation for the separation, 

identification and mechanism research of antibacterial substances. 
KEY WORDS: fermented bamboo shoot; lactic acid bacteria; antibacterial activity; screening; identification; 

antibacterial substance 
 
 

0  引  言 

随着人们生活水平的不断提高和食品安全意识的日

益增强, 挖掘安全、广谱、高效的生物抑菌剂具有重要意

义[1–3]。乳酸菌广泛存在于自然界中, 包括乳制品、发酵食

品、肠道等环境中, 具有调节肠道菌群平衡、促进营养物

质吸收和机体生长发育、提高人体免疫力等多种有益于人

体健康的功能, 是公认的食品级安全微生物[4–5]。乳酸菌来

源的新型抑菌剂, 因其具有生产成本低、安全性高、抑菌

效果好等优点, 已成为当前研究热点之一[6–7]。余金凤等[8]

从西藏牦牛乳曲拉中分离得到一株短乳杆菌, 该菌株对食

品污染常见菌株具有抑菌效果 , 在食品开发中有较好的

应用价值。杨珍珠等[9]从鲜羊奶中筛选获得 3 株产细菌素

的乳酸菌, 抑菌能力强, 具有益生菌特质及应用价值。徐

云凤等[10]以内蒙古酸菜为原料, 从中分离得到一株植物

乳杆菌 , 对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌均具有较强的抑

菌效果, 在发酵食品生产和食品防腐保鲜等领域具有潜在

的应用价值。 
酸笋作为南方地区的传统发酵食材, 历史悠久, 也是

柳州螺蛳粉的重要配菜之一。酸笋是以竹笋为原料, 利用

自然附着微生物发酵制作而成, 具有丰富微生物资源, 也
是筛选功能菌的重要来源之一[11–12]。卢宏皓等[13]筛选得到

一株酸笋源高产甘露醇异型发酵的柠檬明串珠菌 NM-12。
熊建文等[14]从酸笋中筛选得到一株具有较高降解胆固醇

能力的植物乳酸菌, 降解率达 54.27%。 
关于酸笋多以加工工艺[15–16]、营养成分与风味[17–18]、

微生物多样性和功能性[19–20]为研究重点, 然而现阶段针对

酸笋中具抑菌性乳酸菌的研究报道相对较少。本研究从柳

州酸笋中分离筛选出具有抑菌活性乳酸菌, 随后进行菌株

鉴定, 最后分析 pH、温度、酶处理该菌株发酵上清液对其

抗菌物质活性的影响, 为开发酸笋来源的优良乳酸菌作为

生物防腐剂提供一定参考, 同时为其抑菌代谢产物的开发

和应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

酸 笋 , 采 购 于 广 西 柳 州 市 ; 金 黄 色 葡 萄 球 菌

(Staphylococcus aureus) CGMCC1.89 、 大 肠 杆 菌

(Escherichia coli) CGMCC1.2170, 购买于中国普通微生物
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学菌种保藏管理中心。 
碳酸钙、氢氧化钠(分析纯, 成都金山化学试剂有限公

司); 过氧化氢酶、蛋白酶 K(生物试剂, 广东环凯微生物科

技有限公司); LB 培养基、MRS 培养基(生物试剂, 上海博

微生物有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

BSC-1304 生物安全柜(苏州安泰空气技术有限公司); 
Genosens1880 凝胶成像仪(上海勤翔科学仪器有限公司); 
L9800 热循环仪(北京莱普特科学仪器有限公司); EX30 生

物显微镜(舜宇光学科技有限公司); 牛津杯(6 mm×8 mm× 
10 mm, 北京普博斯生物科技有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  乳酸菌的分离与纯化   
参考文献[21]方法, 对柳州酸笋中乳酸菌进行分离纯

化, 并编号、保存备用。 
1.3.2  具有抑菌活性乳酸菌的筛选 

(1)制备菌株发酵上清液: 参考文献[22]方法, 将分离

得到的乳酸菌培养、离心、过滤后制备发酵上清液备用。 
(2)测定菌株抑菌活性: 参考文献[23]方法, 以金黄色

葡萄球菌和大肠杆菌为指示菌, 以未接菌的 MRS 培养基

作为对照。再采用牛津杯平板法, 检测菌株发酵上清液的

抑菌活性。 
1.3.3  具有抑菌活性乳酸菌株的鉴定 

(1)形态学观察: 参考文献[24]方法, 对目标菌株进行

菌落和细胞形态观察。 
(2)分子生物学鉴定: 参考文献[25]方法, 对目标菌株

进行同源性分析和系统发育树构建。 
1.3.4  抑菌物质分析  

(1)过氧化氢排除实验: 参考文献[26]方法并稍作修

改。具体如下, 将菌株发酵上清液用质量浓度为 1 mg/mL
的过氧化氢酶处理 2 h 后, 按 1.3.2(2)的方法测定比较处理

前后发酵上清液抑菌活性的变化。 
(2) pH 对抑菌物质活性的影响: 参考文献[26]方法并

稍作修改。具体如下, 用氢氧化钠溶液将发酵上清液 pH 调

节 7.0, 按 1.3.2(2)的方法测定比较处理前后发酵上清液抑

菌活性的变化。 
(3)温度对抑菌物质活性的影响: 参考文献[26]方法并

稍作修改。具体如下, 将发酵上清液分别在 60、80、100 ℃
水浴中处理 20 min, 按 1.3.2(2)的方法测定比较处理前后

发酵上清液抑菌活性的变化。 
(4)蛋白酶对抑菌物质活性的影响: 参考文献[26]方

法并稍作修改。具体如下, 将发酵上清液用质量浓度为

1 mg/mL 的蛋白酶 K 处理 2 h 后, 按 1.3.2(2)的方法测定

比较处理前后发酵上清液抑菌活性的变化。 

1.4  数据处理 

所有实验均重复 3 次, 实验数据以平均值±标准偏差

表示。采用 SPSS 28.0 进行单因素方差分析(P<0.05 表示差

异显著)和 Excel 2016、Origin 2018 进行计算及绘图。 

2  结果与分析 

2.1  酸笋中乳酸菌的分离 

酸笋利用新鲜竹笋自身的微生物发酵而成, 其中富

含丰富的乳酸菌资源。钟源等[27]对广西酸笋微生物多样性

进行了分析, 发现乳杆菌属为酸笋的主要优势属, 属于乳

酸菌的一种。陈正培等[28]也成功分离得到 22 株酸笋来源

乳酸菌。试验样品经涂布和多次纯化检验后, 最终利用专

门用于培养乳酸菌的 MRS-CaCO3 培养基从柳州酸笋中共

分离得到 26 株形态均一的乳白色菌株, 菌落周围都出现典型

的溶钙圈(见图 1), 且革兰氏染色反应为阳性、接触酶反应

为阴性, 初步判断分离得到的菌株为乳酸菌, 并分别编号

为: LZ-1~LZ-26。 
 

 
 

图 1  酸笋中乳酸菌的分离结果 
Fig.1  Isolation results of lactic acid bacteria in  

fermented bamboo shoots 
 

2.2  具有抑菌活性乳酸菌的筛选 

金黄色葡萄球菌和大肠杆菌分别是革兰氏阳性和阴

性菌, 是食品中两种常见致病菌, 以它们为指示菌具有一

定代表性。这 26 株乳酸菌对两种指示菌的抑制效果见表

1, 结果显示菌株 LZ-2、LZ-5、LZ-6、LZ-8、LZ-10、LZ-12、
LZ-13、LZ-16、LZ-22、LZ-23 均具有抑菌性, 其中菌株

LZ-6 的抑菌效果最强, 抑菌圈直径均达到 15 mm 以上。孙

昊等[29]从农家卤水中分离出一株耐盐耐酸具抑菌活性的

乳酸菌, 其对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌圈分别为

7.6 mm 和 11 mm。侍宝路等[30]筛选得到一株高产细菌素乳

酸菌, 能有效抑制金黄色葡萄球菌、大肠杆菌等致病菌, 
抑菌圈分别为 10.40 mm 和 11.61 mm, 均低于试验菌株

LZ-6 的抑菌活性。可见菌株 LZ-6 具有较好的抑菌效果(见
图 2), 因此选择菌株 LZ-6 作为后续实验所用菌。 
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表 1  26 株乳酸菌对指示菌的抑菌圈直径大小(n=3) 
Table 1  Diameter of inhibition zone of 26 strains of lactic acid 

bacteria against indicator bacteria (n=3) 

实验菌 
抑菌圈直径/mm 

金黄色葡萄球菌 大肠杆菌 

对照组 - - 

LZ-1 - - 

LZ-2  9.12±0.23d  8.54±0.16d 

LZ-3 - - 

LZ-4 - - 

LZ-5 10.62±0.32c 10.78±0.41b 

LZ-6 15.32±0.24a 16.50±0.18a 

LZ-7 - - 

LZ-8  9.02±0.36d  9.12±0.26c 

LZ-9 - - 

LZ-10  8.98±0.14e - 

LZ-11 - - 

LZ-12  8.66±0.27e  8.22±0.23de 

LZ-13 -  8.56±0.25d 

LZ-14 - - 

LZ-15 - - 

LZ-16 11.12±0.24b  9.72±0.25c 

LZ-17 - - 

LZ-18 - - 

LZ-19 - - 

LZ-20 - - 

LZ-21 - - 

LZ-22 10.36±0.19cd  8.88±0.34d 

LZ-23  8.86±0.28e  9.02±0.38cd 

LZ-24 - - 

LZ-25 - - 

LZ-26 - - 

注 : -表示没有抑菌作用 ; 同列肩标字母不同表示差异显著

(P<0.05), 下同。 

 

 
 

图 2  菌株 LZ-6 的抑菌效果 
Fig.2  Antibacterial effect diagram of strain LZ-6 

2.3  具有抑菌活性乳酸菌株的鉴定结果 

菌株 LZ-6 的菌落形态特征结果见图 3。由图 3A 可知, 
菌株 LZ-6 培养后的菌落颜色呈乳白色、表面圆润光滑、

不透明、凸起、边缘整齐; 进行革兰氏染色和显微观察其

细胞形态, 由图 3B 可知, 菌株 LZ-6 的细胞呈短杆状、无

芽孢、无鞭毛, 革兰氏染色为紫色呈阳性。 
 

 
 

注: A. 菌株 LZ-6 的菌落形态; B. 菌株 LZ-6 的细胞形态。 
图 3  菌株 LZ-6 的形态特征图 

Fig.3  Morphological characteristics of strain LZ-6 
 

通过比较菌株的特定基因的序列, 可以更准确地鉴

定菌株的种属, 可有效避免传统鉴定方法中的主观误判和

误解。16S rDNA 基因具有对维持核糖体的结构和功能非

常重要的高度保守区域, 以及包含不同物种特有的独特序

列的可变区域, 是一种常用于分子生物学研究的基因, 可
用于鉴定和分析细菌物种[31]。实验对菌株 LZ-6 的总 DNA
进行提取, 并以此为模板对菌株的 16S rDNA 进行聚合酶

链式反应(polymerase chain reaction, PCR)扩增, 电泳检测

结果见图 4, 获得的目的片段大小在 1500 bp 左右, 其大小

与预期结果一致。 
 

  
 

注: M. DNA Marker ; 1. 菌株 LZ-6。 
图 4  菌株 LZ-6 的 16S rDNA PCR 扩增 

Fig.4  PCR amplification for 16S rDNA of strain LZ-6 
 

将菌株 LZ-6 的 16S rDNA 的 PCR 产物测序后, 进行

同源性分析, 其系统发育树结果见图 5。从图 5 可以看出,  
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图 5  菌株 LZ-6 的系统发育树  
Fig.5  Phylogenetic tree of strain LZ-6  

 
菌 株 LZ-6 与 发 酵 粘 液 乳 杆 菌 (Limosilactobacillus 
fermentum)在同一分支中, 表示它们在系统进化树中具有

较近的亲缘关系, 且同源性在 99%以上, 表示它们之间的

基因序列的相似性非常高, 具有很高的同源性。结合菌株

LZ-6 形态特征, 将菌株 LZ-6 鉴定为发酵粘液乳杆菌。廖

义潇等[32]分离得到一株牛源乳酸菌, 鉴定为发酵粘液乳杆

菌, 具有产酸、抑菌等优良的生物学特性。燕宪涛[33]研究

发现, 发酵粘液乳杆菌 grx08 可以用于发酵参荷苓, 具有

抗肥功效。此外还有研究发现, 发酵粘液乳杆菌在调节肠

道菌群[34]、缓解幽门螺杆菌感染[35]、免疫调节[36]、抑制多

种常见病原菌生长[37]等方面发挥着良好功效。可见发酵粘

液乳杆菌具有较好的益生功能, 为潜在优良益生菌的候选

菌株。 

2.4  pH、温度、酶对乳杆菌 LZ-6 抑菌物质活性的

影响 

乳酸菌可以通过产生过氧化氢、有机酸、蛋白质、小

分子多肽类和细菌素等抑菌物质来抑制致病菌的繁殖和生

长[38–39]。通过排除过氧化氢、酸碱稳定、热处理和蛋白酶

的敏感性等试验可以对抑菌物质进行初步分析。在不同试

验条件处理下对菌株 LZ-6抗菌物质活性的影响结果见表 2
所示。 

由表 2 可知, 在排除过氧化氢试验中, 与未处理组相

比, 菌株 LZ-6 发酵上清液经过氧化氢酶处理后其抑菌圈

直径无明显变化, 其抑菌效果没有出现明显差异(P>0.05), 
该结果与曹珂珂等[40]的实验结果一致, 说明菌株 LZ-6 发

酵上清液中的过氧化氢不是起主要抑菌作用的因素, 排除

了过氧化氢的干扰; 在酸碱稳定试验中, 菌株 LZ-6 发酵液

经碱中和至 pH 为 7.0 时, 其发酵液的抑菌活性完全丧失, 
该结果与向新等[41]的实验结果一致, 说明菌株 LZ-6 发酵

上清液中的抑菌物质只有在酸性条件下才能发挥良好的抑

菌作用, 推测菌株 LZ-6 所产生的抑菌物质可能为有机酸

或一种酸依赖性物质[42]; 在热处理试验中, 菌株LZ-6发酵

上清液分别在 60、80、100 ℃经高温处理后, 其抑菌活性

均无显著变化, 该结果与周配东[43]的实验结果一致, 可见

热处理不会破坏抑菌物质的活性, 具有较好的热稳定性; 在
蛋白酶敏感试验中, 菌株 LZ-6 发酵上清液经蛋白酶 K 处理

后对抑菌活性无明显变化(P>0.05), 该结果与黄伟等[44]的实

验结果一致, 表明菌株LZ-6生产的抑菌物质对蛋白酶不敏

感, 不依赖于蛋白质结构。 
不同来源的乳酸菌所产生的抑菌物质各不相同, 与

其生境和代谢合成产物密切相关。杜贺超等[45]从韩国传统

泡菜中筛选得到一株具有广谱抑菌活性的乳酸菌, 研究发

现其抑菌物质活性菌对蛋白酶敏感, 具有较好热稳定性, 
判断其抑菌物质为细菌素。武昌俊等[46]从安徽传统发酵酸

奶中筛选出一株具有抑菌活性的乳酸菌, 并通过实验排除

乳酸、乙酸和过氧化氢干扰后, 再经过蛋白酶处理后推测

该乳酸菌产生的主要抑菌物质为蛋白类物质。李院等[47]

从酱菜中筛选出 3 株能抑制青霉菌生长的乳酸菌, 研究发

现这 3 株乳酸菌发酵液中的抑菌物质对 pH 和蛋白酶处理

均表现出不同程度敏感性, 且对热处理稳定, 从而推测其

抑菌物质的化学成分可能为小分子肽和/或有机酸。本研究
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从传统发酵酸笋中分离得到的乳酸菌 LZ-6 通过一系列实

验(过氧化氢酶处理、酸碱稳定性测试、热稳定性测试、蛋

白酶敏感性测试)系统地分析推测得出其主要抑菌物质为

含有热稳定的有机酸或一种酸依赖性物质, 可为其抑菌代

谢产物的进一步开发和应用奠定一定基础。 
 

表 2  不同试验条件处理下菌株 LZ-6 的抑菌活性(n=3) 
Table2  Antibacterial activity of strain LZ-6 under different 

conditions (n=3) 

试验项目 处理方式 
抑菌圈直径/mm 

金黄色葡萄球菌 大肠杆菌

对照组 未处理 15.32±0.24 16.50±0.18
排除过氧化 

氢试验 
过氧化物酶 15.16±0.23 16.32±0.19

酸碱稳定试验 
pH 3.0 15.46±0.16 16.62±0.42

pH 7.0 - - 

热处理试验 

60 ℃、20 min 15.12±0.32 16.29±0.26

80 ℃、20 min 15.36±0.18 16.31±0.32

100 ℃、20 min 15.09±0.23 16.06±0.16

蛋白酶敏感试验 蛋白酶 K 15.11±0.18 16.36±0.26

注: -表示没有抑菌作用。 
 

3  讨论与结论 

发酵食品含有乳酸菌、酵母菌、醋酸菌等丰富的微生

物资源, 是筛选益生菌的重要原材料之一。叶朋飞等[48]对

自然富源酸菜中的益生菌进行了研究, 成功分离得到 4 株

具有耐受性、抑菌活性和抗生素敏感性等特性的益生菌。

酸笋作为我国南方地区的特色发酵食品, 由于其特色的风

味深受当地人们喜爱, 目前有关酸笋中益生菌, 特别是抑

菌方面特性的研究较少。 
本研究以柳州传统发酵酸笋为原料, 成功分离出 26

株酸笋源乳酸菌, 通过抑菌能力检测, 确定 10 株乳酸菌对

金黄色葡萄球菌和大肠杆菌均具有一定抑菌活性, 且菌株

LZ-6 的抑菌能力最强, 抑菌圈直径均大于 15 mm。将获得的

菌株 LZ-6 测序结果在美国国家生物技术信息中心(National 
Center of Biotechnology Information, NCBI)上进行比对分析, 
鉴定菌株 LZ-6 属于发酵粘液乳杆菌。大量研究表明发酵粘

液乳杆菌能够在人和动物体内发挥益生作用, 在多个领域

具有一定的应用潜力[32–36]。同时该菌株的获得补充和扩展

了酸笋源益生菌的菌株资源, 有望作为酸笋发酵直投式优

良菌株, 同时可为酸笋来源乳酸菌作为生物防腐剂和抗菌

剂应用到食品工业中提供一定的理论参考。 
为进一步了解菌株 LZ-6 代谢产物中抑菌物质的特性, 

本研究从排除过氧化氢、排酸、热处理和蛋白酶的敏感性

4 个方面的试验对菌株 LZ-6 长生的抑菌物质进行分析。经

过氧化氢酶处理后, 抑菌活性无明显变化, 排除了过氧化

氢为主要抑菌物质的可能。pH 调节至中性后, 菌株 LZ-6

发酵上清液的抑菌活性彻底丧失, 路则宝等[49]研究中菌株

在 pH调至 6.5时抑菌活性已丧失, 杜贺超等[45]发现其研究

的植物乳杆菌抑菌活性在 pH 为 7.0 时消失, 均与本研究结

果相似。可见菌株 LZ-6 的主要抑菌物质应该为有机酸或

一种酸依赖性物质。经蛋白酶处理后, 菌株 LZ-6 发酵液的

抑菌活性均未受影响, 表现对蛋白酶不敏感, 初步排除了

蛋白质等多肽类 物质作为抑菌物质的可能。热处理发现, 
菌株 LZ-6 所产生的抑菌物质活性并未被破坏, 对热不敏

感, 具有热稳定性, 此结论与孙小涵等[26]发现的植物乳杆

菌抑菌物质为有机酸的特性一致。综上得出发酵乳酸菌

LZ-6 的主要抑菌物质为一种活性稳定、不受温度和酶影响

的有机酸类物质。研究表明, 有机酸能够增强胃肠道消化功

能[50]、促进营养物质吸收[51]、提高机体免疫力[52]。因此研

究乳酸菌及其所产有机酸, 对开发新型绿色食品或药品添

加剂具有很大的价值。后续可对该乳酸菌的抑菌物质进一

步分离纯化及鉴定, 同时扩展其在食品防腐中的应用。 
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