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宣木瓜中抗氧化乳酸菌的筛选及在发酵宣木瓜汁

中的应用 
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(1. 河北工程大学生命科学与食品工程学院, 邯郸  056038; 2. 河北省科学院生物研究所, 石家庄  050000) 

摘  要: 目的  从宣木瓜中分离筛选抗氧化性乳酸菌。方法  通过对宣木瓜中的乳酸菌菌株进行筛选、分离、

鉴定评估其益生特性、抗氧化能力。结果  得到 4 株优势菌株 MG3、MG9、MG13、MG21 均为植物乳杆菌。

其中菌株 MG13 具有较好的益生功能同时具备较强抗氧化活性: 发酵上清液和菌悬液 1,1-二苯基-2-三硝基苯

肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基的清除率分别为 90.93%和 59.30%, 羟基自由基清除率分别为

93.47%和 49.19%、超氧阴离子清除率分别为 91.00%和 72.25%。将 MG13 用于宣木瓜汁发酵, 可显著提升其

抗氧化活性 , 与未发酵样品相比 DPPH 自由基清除率和 2,2’- 联氮 - 双 (3- 乙基苯并噻唑啉 -6- 磺

酸)[2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), ABTS]阳离子自由基清除率分别提升至 78.91%和

87.02%, 发酵分别提升了宣木瓜汁中黄酮和多酚的含量 55.44%和 30.25%, 有效改善了宣木瓜汁的功能特性。

结论  MG13 发酵显著优化了宣木瓜汁的品质, 本研究为药食同源植物基资源的微生物发酵利用提供了理论

依据与优质菌种资源。 
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Screening of antioxidant lactic acid bacteria in Chaenomeles speciosa and its 
application in fermented Chaenomeles speciosa juice 

LIU Shuai1, CHEN Chen1, ZHAO Shan-Shan1, SUN Hong-Tu1, LIU Hong-Wei2, HAO Guang-Fei1* 
(1. College of Life Sciences and Food Engineering, Hebei University of Engineering, Handan 056038, China; 2. Institute of 

Biology, Hebei Academy of Sciences, Shijiazhuang 050000, China) 

ABSTRACT: Objective  To isolate and screen lactic acid bacteria with antioxidant capacity from Chaenomeles 

speciosa. Methods  The probiotic properties and antioxidant capacity of Chaenomeles speciosa were evaluated by 

screening, isolating and identifying the lactic acid bacteria strains in it. Results  The 4 dominant strains, namely MG3, 

MG9, MG13 and MG21, were identified as Lactiplantibacillus plantarum. Strain MG13 exhibited excellent probiotic 
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performance and strong antioxidant activity. The 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging rates of its 

fermentation supernatant and bacterial suspension reached 90.93% and 59.30%, respectively; the hydroxyl radical 

scavenging rates were 93.47% and 49.19%; and the superoxide anion radical scavenging rates were 91.00% and 72.25%. 

When MG13 was applied to ferment Chaenomeles speciosa juice, the antioxidant activity of the juice was significantly 

improved. Compared with unfermented juice, the DPPH and 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

radical scavenging rates of fermented juice increased significantly to 78.91% and 87.02%, respectively. The content of 

flavonoids and polyphenols in fermented juice rose by 55.44% and 30.25%, which effectively enhanced the functional 

properties of Chaenomeles speciosa juice. Conclusion  Fermentation with strain MG13 significantly optimizes the 

quality of Chaenomeles speciosa juice. This study provides theoretical support and high-quality strain resources for the 

microbial fermentation and utilization of medicinal and edible plant materials. 
KEY WORDS: Chaenomeles speciosa; lactic acid bacteria; probiotic properties; antioxidant activity; fermented 

Chaenomeles speciosa juice 
 
 

0  引  言 

宣木瓜(Chaenomeles speciosa)是一种《本草纲目》记

载的具有舒筋活络、祛风除湿功能的食药同源的蔷薇科植

物果实[1]; 其中含有较多的熊果酸、齐墩果酸等抗氧化生

理活性物质[2]。随着现代提取分离技术的发展, 宣木瓜的

深加工产品逐渐丰富, 研究多集中于宣木瓜有效成分的提

取工艺优化以及开发宣木瓜提取物作为功能性添加剂, 应
用于化妆品、保健品等领域。目前针对宣木瓜抗氧化活性

的机制研究多集中于化学活性成分方面[3], 而利用乳酸菌

发酵对宣木瓜进行生物转化及其功能探究的相关研究目前

研究较少。 
乳酸菌是食品发酵领域应用最为广泛的益生菌类微

生物, 能够生成乳酸, 降低体系酸度, 抑制腐败微生物增

殖, 依靠生物作用延长食品贮藏期限; 同时菌株分泌多种

胞外酶, 降解原料大分子组分, 释放游离氨基酸、挥发性

风味物质, 优化食品香气、口感与质地。发酵过程还可释

放多酚等活性功能成分, 提升产品抗氧化活性, 赋予食品

附加营养价值。目前研究已筛选出多株具备优良抗氧化活

性的乳酸菌: 王少龙[4]研究发现, 从酒曲中分离得到的戊

糖片球菌 JQ-M3, 在过氧化氢环境中具有良好的生长耐受

能 力 , 1,1- 二 苯 基 -2- 三 硝 基 苯 肼 (1,1-diphenyl- 
2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基清除率可达 89.18%; 王刚

等[5]研究发现, 泡菜中筛选分离的干酪乳杆菌 CCFM1566
及植物乳杆菌 CCFM8661 的 DPPH 自由基清除率均超过

60.0%, 对羟基自由基的清除能力也均高于 60.0%; 戴志伟

等 [6]研究发现从果蔬类西梅中筛选的肠膜明串珠菌 E2, 
DPPH 自由基清除率为 65.0%, 将其应用于西梅汁发酵可

显著提升西梅汁的抗氧化活性。然而现有研究对高抗氧化

菌株的发酵特性展开系统探究较少[7–8], 本研究利用宣木

瓜原生优势菌株发酵果汁, 同步实现多酚、黄酮功能性成

分富集, 开发高抗氧化药食同源发酵果汁, 为宣木瓜深加

工提供理论与菌种支撑。 
本研究对产自安徽、广西、河南等不同地区的宣木瓜

中的乳酸菌菌株进行筛选、分离、鉴定, 通过评估益生性

能、抗氧化能力, 结合形态学观察及分子生物学鉴定明确

其分类地位。本研究旨在筛选抗氧化能力优良且益生性能

良好的的乳酸菌菌株, 用于发酵宣木瓜汁以提升营养价

值。研究成果将为药食同源食物提供加工理论与微生物资

源, 推动食品发酵业的发展。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

宣木瓜产自安徽、广西、河南。 
DPPH、2,2’-联氮-双(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸)[2,2- 

azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), ABTS](分
析纯, 上海源叶生物科技有限公司); 鼠李糖乳杆菌(美国

菌种保藏中心); 福林酚、浓盐酸、水杨酸、FeSO4、三羟

基氨基酸甲烷-盐酸缓冲液(Tris-HCi)、过氧化氢、邻苯三

酚、过硫酸钾、无水乙醇(分析纯)(上海阿拉丁生化科技股

份有限公司); 亚硝酸钠、硝酸铝、强氧化钠(分析纯)(国药

集团化学试剂有限公司); 芦丁标准品(纯度≥98%)、德氏/
曼-罗哥沙-夏普(De’s/Man-Rogosa-Sharp, MRS)固体培养

基、MRS 液体培养基、胃蛋白酶(3000 U/g)、牛胆盐、胰

蛋白酶(250 U/g)(北京索莱宝科技有限公司)。 
SQ510C 立式压力蒸汽灭菌器(重庆雅马拓科技有限

公司); SW-CJ-2D 垂直流超净工作台(苏州净化设备有限公

司); pH-220 笔式酸度计(绍兴市苏珀仪器股份有限公司); 
ZXGPB2160 隔水恒温培养箱(上海智城分析仪器制造有限

公司); XPR204 电子分析天平[精度 1 mg, 梅特勒‑托利多

仪器(上海)有限公司]。 

1.2  实验方法 
1.2.1  乳酸菌的分离与纯化 

称取 10 g 木瓜样品置于灭菌的研钵捣碎, 然后置于
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90 mL、0.85%生理盐水中, 使用恒温摇床 30 ℃振荡 0.5 h。
然后进行 10 倍浓度稀释, 选择合适的稀释浓度样品采用

倾注法对乳酸菌进行分离, 将凝固好的 MRS 培养基于厌

氧条件下 37 ℃倒置培养 48 h, 然后挑取疑似乳酸菌菌落

形态的菌落进行三区域划线, 纯化 2~3 次最后使用 30%甘

油进行保存备用。 
1.2.2  菌株益生功能 

(1)菌株耐酸耐胆盐能力 
参考樊秋月等[9]的方法并稍作修改。按体积分数 2%

取菌悬液接种于不同初始 pH (2.0、3.0)的 MRS 培养基中, 
在 37 ℃条件下, 培养 24 h。测定 pH 2.0、pH 3.0 下菌液的

OD600 nm 值。空白对照为: 按体积分数 2%取菌悬液接种于

自然 pH 的 MRS 培养基中的菌液。菌株在不同初始 pH 下

的存活率计算公式如(1)所示:  

菌株存活率/%= pH OD
pH OD ( )经过 处 对

不同 菌液 值
未 理的 值 空白 照 ×100%(1) 

按体积分数 2%取菌悬液接种于不同胆盐浓度(0.2%、

0.3%)的 MRS 培养基, 在 37 ℃条件下, 培养 24 h。测定

0.2%、0.3%胆盐浓度下菌液的 OD600 nm值。空白对照为: 按
体积分数 2%取菌悬液接种于不含胆盐的 MRS 培养基中的菌

液, 菌株在不同胆盐浓度下的存活率计算公式如(2)所示:  
菌株存活率/%= 

OD
OD ( )

胆盐浓

经胆盐浓 处 对

不同 度菌液的 值
未 度 理的菌液 值 空白 照 ×100%  (2) 

(2)菌株耐人工胃肠液能力 
参考杨园园[10]的方法并稍作改编。取 1 mL 菌悬液与

9 mL 人工胃液混匀, 在 37 ℃条件下培养 3 h。测定其在 0 h、
3 h下的OD600 nm值。未经人工胃液处理的菌液为空白对照组。 

取上述人工胃液处理 3 h 后的菌液 1 mL 与 9 mL 人工

肠液混匀, 在 37 ℃条件下培养 4 h, 测定其在 0 h、4 h 下

的 OD600 nm 值。未经人工肠液处理的菌液为空白对照组。

菌株存活率计算公式如(3)、(4)所示:  
菌株存活率/%= 

OD
OD ( )

经 处

经 处 对

人工胃液 理后的菌液 值
未 人工胃液 理后的菌液 值 空白 照 ×100% (3) 

菌株存活率/%= 

OD
OD ( )

经 肠 处

经 肠 处 对

人工 液 理后的菌液 值
未 人工 液 理后的菌液 值 空白 照 ×100% (4) 

1.2.3  菌株抗氧化能力测定 
(1)乳酸菌各组分的制备 
取乳酸菌发酵液, 于 4 ℃、8000 r/min 离心 10~15 min, 

弃去菌体沉淀, 收集上清液。将上清液经 0.22 μm 无菌滤

膜过滤除菌, 除去残留菌体, 所得滤液即为乳酸菌发酵上

清液。供试乳酸菌经 MRS 液体培养基 37 ℃活化 2 代, 取对

数生长期菌液洗涤、重悬。调整菌体的浓度为 1×108 CFU/mL, 

即为菌悬液[11]。 
(2) DPPH 自由基清除能力 
参考 Zhang 等[12]的方法并稍作改编。取 0.1 mmol/L 

DPPH-乙醇溶液 2 mL, 加入 1 mL 待测样品充分混匀避光

反应 30 min, 在 517 nm 波长下测量吸光度 A1。以无水乙

醇代替样品作为对照组 A0, 以无水乙醇代替 DPPH 溶液作

为空白组 A2。计算公式如(5)所示:  

DPPH 自由基清除率/%= 1 2

0
(1 )A A

A
−− ×100%   (5) 

(3)羟基自由基清除能力 
采用水杨酸法[13]。9 mmol/L 水杨酸-乙醇溶液 1 mL、

9 mmol/L FeSO4 溶液 1 mL、8.8 mmol/L 过氧化氢溶液 1 mL, 
加入 1 mL 待测样品, 混匀后 37 ℃水浴 30 min, 于 510 nm
测定吸光度 A4。以蒸馏水代替样品为对照组 A3, 以蒸馏水

代替水杨酸为空白组 A5。计算公式如(6)所示:  

羟基自由基清除率/%= 4 3

5 3
1 ( )A A

A A
−−
− ×100%    (6) 

(4)超氧阴离子自由基清除能力 
参考 Zhang[14]的方法并稍作改编。取 4.5 mL 50 mmol/L 

Tris-HCl缓冲液, 25 ℃预热20 min, 加入1 mL待测样品0.4 mL 
25 mmol/L 邻苯三酚溶液, 快速混匀。反应 4 min 后滴加 1 mL
浓盐酸终止反应, 于 325 nm 测定吸光度 A7。以蒸馏水代替

样品为对照组 A6, 空白组为 A8。计算公式如(7)所示:  

超氧阴离子自由基清除率/%= 7 6

8 6
1 ( )A A

A A
−−
− ×100%  (7) 

1.2.4  菌株在宣木瓜中生长适应性 
参考樊雨薇等[15]并稍作改编。将目标菌株按 2%接种

量接种于宣木瓜汁中, 培养 37 ℃, 每 2 h 测量 OD600 nm 值

并绘制菌株生长曲线, 将生长性能强的菌株用于后续实验。 
1.2.5  菌株鉴定 

(1)生理生化鉴定 
将筛选出益生性能好和抗氧化能力强的菌株进行革

兰氏染色观察细胞形态, 以及明胶液化、产吲哚、硫化氢、

硝酸盐还原和糖醇发酵实验。 
(2) 16S rDNA 基因测序及系统发育树的构建 
收集优势菌株菌体沉淀送至赛恒生物科技有限公司

(上海)对目标菌株开展 16S rDNA基因序列测定, 与美国国

家生物技术信息中心 (National Center for Biotechnology 
Information, NCBI)数据库进行同源性比对分析, 结合序列

相似性完成菌株的分子生物学鉴定构建菌株系统发育树。 
1.2.6  MG13 发酵宣木瓜汁的制备 

本研究基于植物乳植杆菌生长特性及宣木瓜果汁理

化性质, 结合文献[16]报道的发酵工艺参数, 通过预实验

优化关键步骤, 形成最终工艺: 挑选成熟完好的宣木瓜果

实, 经清洗、去皮去籽后调整料水比榨汁, 过滤得到原果

汁, 将果汁巴氏杀菌(75 ℃, 15 s)后冷却至 37 ℃。植物乳植
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杆菌 MG13 接种于 MRS 液体培养基, 37 ℃培养 24 h 后, 
4500 r/min 离心 5 min, 弃上清液, 生理盐水清洗菌体, 调
整菌体浓度约为 1×109 CFU/mL; 以 0.855%接种量接入果

汁, 36.73 ℃条件下发酵 19.19 h, 未接种乳酸菌的宣木瓜果

汁为对照组。 
1.2.7  MG13 发酵对宣木瓜汁抗氧化性影响测定 

取留存的宣木瓜汁样品(发酵前、中、后), 放入无菌

组织捣碎机中, 加入 40 mL 无水乙醇(料液比 1:4, w:V), 高
速捣碎 2 min, 制成匀浆; 将匀浆转移至无菌离心管中, 
4 ℃、8000 r/min 离心 15 min, 取上清液, 用无菌滤纸过滤, 
收集滤液, 即为提取液, 置于 4 ℃冷藏, 12 h 内完成检测[17]。 

取 0.1 mmol/L DPPH-乙醇溶液 2 mL, 加入 1 mL 待测

样品充分混匀避光反应 30 min, 在 517 nm波长下测量吸光

度 A10。以无水乙醇代替样品作为对照组 A9, 以无水乙醇代

替 DPPH 溶液作为空白组 A11。计算公式如(8)所示:  

DPPH 自由基清除率/%= 10 11

9
(1 )A A

A
−− ×100%   (8) 

参照通用 ABTS 分光光度法进行测定。配制 7.4 mmol/L 
ABTS 溶液与 2.6 mmol/L 过硫酸钾溶液, 等体积混合后避

光静置 12 h, 得到 ABTS 储备液; 使用无水乙醇稀释储备

液, 调节其在 734 nm 处吸光度为 0.70±0.02, 制得 ABTS
工作液。吸取 1 mL 待测样品提取液, 加入 4 mL ABTS 工

作液, 涡旋混匀, 室温避光反应 6 min, 于734 nm波长测定

吸光度, ABTS+自由基清除率计算公式如(9)所示: 

ABTS+自由基清除率/%= 13 14

12
(1 )A A

A
−− ×100%   (9) 

1.2.8  MG13 发酵对宣木瓜汁功能性成分影响测定 
(1)总酚含量的测定 
参考 Castro 等[18]方法稍作改编。采用福林酚法酚类 

物质还原福林酚试剂产生蓝色络合物, 765 nm 测吸光度, 
以 没 食 子 酸 做 标 准 曲 线 定 量 , 求 得 回 归 方 程 为

Y=0.087X+0.002(决定系数 r2=0.992)。样品中总酚含量计算

公式如(10)所示: 

1 1 1

1

× ×C V NW
M

=               (10) 

式中: C1 为没食子酸质量浓度, mg/mL; V1 为提取液总体积, 
mL; N1 为稀释倍数; M1 为取样量, mL。 

(2)总黄酮含量的测定 
参考李长健[19]方法稍作改编。采用亚硝酸钠-硝酸铝-

氢氧化钠比色法, 黄酮类在碱性条件下与亚硝酸钠、硝酸

铝络合显色, 510 nm 测吸光度, 芦丁为标准品, 求得回归

方程为 Y=0.0367X+0.003 (r2=0.9991)。样品中总黄酮含量

计算公式如(11)所示: 

2 2 2

2

× ×C V NW
M

=               (11) 

式中: C2 为芦丁质量浓度, mg/mL; V2 为提取液总体积, mL; 
N2 为稀释倍数; M2 为取样量, mL。 
1.2.9  MG13 发酵对宣木瓜汁可溶性固形物影响测定 

采用手持折射仪法。取适量发酵宣木瓜果汁, 经滤纸

过滤除去悬浮残渣, 在 20 ℃条件下使用手持折射仪测定

滤液可溶性固形物含量, 结果以°Brix 表示, 每组平行测定

3 次。 
1.2.10  感官评价 

采用随机 3 位数盲评法开展样品感官评定, 样品随机

递送并设置重复品评, 品评间隙清水漱口以消除干扰, 选
择 15 名接受专业训练的人员, 从色泽、香气、滋味、组织

形态等方面进行评价, 满分 100 分(表 1)。 
 

表 1  宣木瓜果汁感官评价标准 
Table 1  Sensory evaluation criteria for Chaenomeles speciosa juice 

项目 评分标准 得分/分 

色泽(20 分) 

色泽均匀透亮, 光泽自然, 无杂色 17~20 
色泽较均匀, 光泽一般, 无明显分层 13~16 

色泽不均, 暗沉, 轻微浑浊分层 9~12 
颜色异常, 严重浑浊、分层、霉点异色 0~8 

香气(25 分) 

木瓜果香浓郁纯正, 发酵乳香, 无异味 21~25 
果香较明显, 发酵香气正常 17~20 

果香变淡, 发酵味偏重, 无不良气味 13~16 
果香微弱, 出现酸败味、刺鼻发酵味 0~12 

滋味(35 分) 

木瓜风味突出, 发酵口感柔和, 回味好 30~35 
酸甜尚可, 酸味甜味略重, 风味较协调 24~29 
酸味明显偏重, 果香被掩盖, 口感一般 18~23 
过酸苦涩、有馊味、刺激味, 无法接受 0~17 

组织形态(20 分) 

液体均匀, 流动性好, 无明显沉淀、悬浮物 17~20 
少量细微沉淀, 流动性正常, 无分层 13~16 
沉淀较多, 轻微分层, 流动性变差 9~12 
大量沉淀、明显分层、出现絮状物 0~8 
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1.3  数据处理 

采用 SPSS 21和 Origin 2024进行数据分析及绘图, 利
用 MEGA11 构建系统发育树。 

2  结果与分析 

2.1  乳酸菌的分离与纯化结果 

对宣木瓜样品中乳酸菌分离纯化, 得到 58 株乳酸菌

菌株, 菌株在碳酸钙 MRS 培养基中生长有明显溶钙现象, 
菌落呈圆形、凸起、大小中、微白, 符合乳酸菌的菌落特

征。菌株革兰氏染色后镜检呈紫色杆状、无芽孢、无荚膜, 
符合植物乳杆菌基本特征(表 2)。 

 
表 2  不同地区菌株分离情况(个) 

Table 2  Isolation status of strains in different regions (in units) 

地区 
革兰氏染色 镜检 

合计 
阳性 阴性 球菌 杆菌 

广西省 18 1 15 4 19 

安徽省 27 1 25 3 28 

河南省 13 4 16 1 17 

合计 58 6 56 8 64 
 

2.2  菌株益生特性分析结果 

2.2.1  菌株耐酸耐胆盐实验结果 
从 58 株菌株中筛选出 18 株溶钙效果显著的菌株开展

益生特性测定, 其中 MG3、MG9、MG13、MG17、MG18、
MG21 综合性能更优(图 1A)。6 株菌在 pH 3.0 下存活率均

超过 85%, 当 pH 为 2.0 时菌株 MG3、MG9、MG13、MG17
依然可以保持在 80%以上存活率。其中菌株 MG13 存活率

最高(87.26%), 明显优于干酪乳杆菌以及分离自临夏地区

传统泡菜中的植物乳杆菌[20–21]。在人体肠道胆盐浓度范围

内, 上述 6 株菌耐胆盐能力良好(图 1B), 当胆盐浓度为

0.30%时, 6 株菌株存活率均在 49%以上, 其中菌株 MG13
表现出了较强的胆盐耐受能力(63.02%), 明显优于分离自

新疆传统酸马奶源乳酸菌 K-9 以及自然发酵黏豆包谷物发酵

液分离的棒状乳杆菌HSDF12在0.30%浓度下的存活率[22–23]。

分离自宣木瓜的乳酸菌能够保留更多活菌抵达肠道发挥益

生功能, 调节肠道菌群、促进营养物质吸收。 
2.2.2  菌株耐人工胃肠液耐受测定结果 

胃肠道耐受性测试结果表明(图 2), 6 株菌株在模拟胃

液中处理 3 h 后, 除了菌株 MG18 外, 其余 5 株菌株存活率

均不低于 75%(图 2A), 其中菌株 MG13 存活率最高

(89.31%), 与现有研究的结果相符[24]。在模拟肠液处理 4 h
后, 各菌株存活率普遍下降(图 2B), 其中菌株 MG17 和

MG18 受肠液影响最大, 可能是胃蛋白酶对细胞结构破坏

导致。菌株 MG13 存活率最高(55.85%), 但低于新疆哈萨

克马奶中筛选的乳酸杆菌[25]。分析原因可能是宣木瓜源的

乳酸菌长期适应植物源压力, 缺乏肠道蛋白酶的定向驯化, 
表明乳酸菌肠道耐受能力并非随机分布, 而是与其原始生

境长期驯化密切相关, 导致了菌株 MG13 的存活率不如乳

酸杆菌。但菌株 MG13 在胆盐、胰蛋白酶多重胁迫下活菌

数下降幅度最小, 稳定性强, 适合作为益生菌功能开发。 

2.3  菌株抗氧化能力测定结果 

本研究采用 DPPH 自由基、羟基自由基及超氧阴离子

自由基 3 种体外抗氧化评价体系, 分别测定 6 株供试乳酸

菌以及对照菌鼠李糖乳酪杆菌 G G  ( L a c t o b a c i l l u s 
rhamnosus GG, LGG)的菌悬液与发酵上清液的自由基清除能

力(图 3)。不同菌株的抗氧化能力存在显著差异(P<0.05)。在

菌悬液中, MG13 对 DPPH 自由基、羟基自由基和超氧阴离子

自由基的清除率分别达到约 59.30%、49.19%和 72.25%, 明显

高于其他菌株; 发酵上清液的抗氧化能力整体高于菌悬液,  
 

 
 

图 1  菌株耐酸耐胆盐存活率 
Fig.1  Survival rates of acid and bile salt tolerance of strains 
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注: A 为耐胃液能力; B 为耐肠液能力。 
图 2  各菌株的耐人工胃肠液能力 

Fig.2  Tolerance of each strain to artificial gastric and intestinal fluids 
 

其中 MG13 的 3 项自由基清除率分别达到约 90.93%、

93.47%和 91.00%, 表现出较强的抗氧化活性, 且明显优于

阳性对照菌株 LGG。对比而言, 菌株 MG13 的 DPPH 自由

基清除能力(90.93%), 显著优于南阳淅川酸菜中筛选的植

物乳杆菌 C2 (85.46%)[26]; 与从内蒙古奶酪中筛选的菌株

RQ9 (89.04%)相比[27], 菌株 MG13 的羟基自由基清除率明显

更好; 与菌株 MRS12 相比, 浓度 109 CFU/mL 的菌株 MRS12
的超氧阴离子自由基清除率较高[28], 其菌悬液超氧阴离子自

由基清除率与浓度108 CFU/mL菌株MG13不相上下, 说明菌

株 MG13 超氧阴离子自由基清除率高于菌株 MRS12。 
MG13 抗氧化能力突出, 主要归功于其菌体胞内的抗

氧化酶、小分子活性物质以及细胞壁组分的协同作用。在

发酵过程中, MG13 能够大量分泌胞外多糖、抗氧化肽、有

机酸等多种代谢产物, 通过清除自由基、螯合金属离子等

多重机制, 发挥广谱抗氧化活性, 其综合抗氧化能力优于

其他供试菌株。MG13 抗氧化活性高的可能是宣木瓜本身

具有极强的抗氧化能力, 源自宣木瓜的菌株 MG13 从宣木

瓜中获得多种功能性成分, 为菌株生长代谢及抗氧化物质

合成提供了充足的补充。 

2.4  菌株在宣木瓜中生长适应性测定结果 

菌株的生长情况相似, 发酵 4~16 h 处于对数生长期, 
在 20~24 h 进入稳定期(图 4)。其中菌株 MG13 表现出了最

优的生长性能, 在 24 h 发酵过程中稳定期 OD 值最高, 最
大 OD600 nm 值达 2.213, 菌株 MG3 生长相对较弱, 稳定期

OD600 nm 值仅为 2.100。菌株 MG13 能够快速利用碳源进入

对数生长期, 缩短发酵时间, 在发酵过程中能够耐受代谢

产物维持较高的活菌数, 为后续功能发挥提供充足的生物

量, 高生物量意味着更强的酶合成与底物转化能力[29], 因
此结合益生功能结果, 抗氧化性结果, 菌株 MG13 被确定

为优势菌株。 

2.5  菌株鉴定结果 

2.5.1  生理生化鉴定结果 
对 4 株菌株(MG3、MG9、MG13、MG21)进行生理生

化实验(表 3)。4 株菌株产硫化氢、吲哚实验、明胶液化实

验均为阴性、硝酸盐还原均为阳性; 糖类发酵实验发现: 4 株

菌株均能利用麦芽糖、葡萄糖、乳糖、蔗糖等碳水, 除 MG21
外均能利用半乳糖、甘露糖。 

 

 
 

图 3  各菌株抗氧化能力 
Fig.3  Antioxidant capacity of each strains 
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图 4  各菌株生长曲线 
Fig.4  Growth curves of each strains 

 
2.5.2  16S rDNA 基因测序及系统发育树的构建结果 

经过 16S rDNA 序列测定, 对比 NCBI 数据库进行系

统发育树构建(图 5), 4 株供试菌株 MG3、MG9、MG13、
MG21 与模式菌株植物乳杆菌 JCM1149 (NR117813.1)聚为

同一进化分支, 自举值达 100%, 表明其与植物乳杆菌亲缘

关系极近。结合 16S rRNA 序列同源性比对结果, 可将 4
株菌鉴定为植物乳杆菌。 

2.6  MG13 发酵对宣木瓜汁抗氧化性以及功能性成

分影响测定结果 

菌株 MG13 发酵宣木瓜汁对 DPPH 自由基、ABTS+

自由基均具有一定的清除能力, 都是随着发酵时间呈现先

升高后降低的趋势, 且在 18 h 达到最大值(图 6)。而 18 h  
 

表 3  各菌株生理、生化实验结果 
Table 3  Physiological and biochemical experimental results of 

each strain 

特征 MG3 MG9 MG13 MG21 
硝酸盐还

原 
+  +  +  +  

产硫化氢 – –  –  –  

吲哚实验 –  –  –  –  

麦芽糖 + +  +  +  

葡萄糖 +  +  +  +  

乳糖 +  +  +  +  

半乳糖 +  +  +  –  

甘露糖 +  +  +  –  

蔗糖 + +  +  +  

明胶液化 – –  –  –  

注: +表示阳性; –表示阴性。 
 

 
 

图 5  基于 16S rDNA 基因序列的菌株系统发育树 
Fig.5  Phylogenetic tree of strains based on 16S rDNA gene sequences 
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后, DPPH 自由基清除率和 ABTS+自由基清除率呈现下降。

与未发酵样品(0 h)相比, DPPH 自由基清除率和 ABTS+自

由基清除率分别显著提升至 78.91%和 87.02% (P<0.05)。
发酵前期乳酸菌生长代谢旺盛持续代谢多种水解酶破坏植

物细胞壁结构, 将原本结合态功能性物质(黄酮、多酚等)
水解为游离态, 游离态物质拥有更多的羟基结构更容易清

除自由基, 而菌株自身有较强的抗氧化能力在发酵对数期

内细胞内谷胱甘肽过氧化酶等保持高活性, 菌体细胞壁上

胞外多糖等成分具有一定自由基清除能力, 因此发酵前期

抗氧化能力快速上升。到了发酵中后期酸性环境可能释放

氧化酶系(多酚氧化酶)会氧化降解多酚物质以及乳酸菌处

于衰亡期, 菌株大量死亡导致抗氧化活性降低。与其他乳

酸菌发酵饮料相比, 胡萝卜饮料经发酵后 DPPH 自由基清

除率和 ABTS+自由基清除率分别提高了 66.3%和 21.0%[30]; 
在枸杞红枣复合饮料的发酵中, DPPH 自由基清除率可从

28.61%提升至 78.62%[31], 结果共同表明了乳酸菌发酵过

程中产生的代谢物有利于食品的抗氧化性提升[32]。 
菌株 MG13 发酵宣木瓜汁对黄酮和多酚均有一定的

影响(图 6)。当发酵时间 20 h 宣木瓜汁中黄酮和多酚均达

到峰值分别为 4.43 mg/mL 和 8.87 mg/mL。发酵分别提升

了宣木瓜汁中黄酮和多酚的含量 55.44%和 30.25%。乳酸

菌发酵通过改变果汁中黄酮和多酚等酚类化合物的组成、

含量及存在形式影响其抗氧化功能。虽然总含量的变化方

向不一, 但多数情况下发酵能通过生成活性更强的酚类衍

生物, 最终实现增强果汁整体抗氧化能力的效果。DPPH
自由基和 ABTS+自由基清除能力在 18 h 达到顶峰而黄酮、多

酚在 20 h 才达到顶峰, 18 h 后整体的抗氧化能力下降了而

黄酮和多酚仍然在积累, 表明乳酸菌可分泌糖苷酶, 催化

宣木瓜中结合态黄酮、多酚糖苷水解, 生成游离酚苷元; 酚苷

元具备更多活性酚羟基, 自由基清除能力优于糖苷前体物质, 
推动体系抗氧化活性持续上升。发酵后期, 游离酚类物质易

发生氧化降解、聚合反应, 造成功能性成分含量回落, 抗氧化

能力随之下降。该结果表明, 乳酸菌酶解引发的酚类化合物

结构转化, 是发酵宣木瓜汁抗氧化特性变化的重要内在原

因。本研究与乳酸菌发酵蔓越莓汁以及发酵桑葚汁均呈现相

同的趋势提高了酚类和黄酮的含量 [33–34]。植物乳杆菌

ATCC14917 发酵苹果汁使总酚和黄酮含量下降但具有更强

抗氧化物质(酚类衍生物、槲皮素等)含量增加[35]。 
发酵过程 DPPH 自由基、ABTS+自由基清除率波动幅

度明显大于总多酚与总黄酮含量。原因可能是, 福林酚法

仅能表征体系总酚物质含量, 无法区分结合态多酚糖苷与

游离酚苷元。乳酸菌发酵可分泌糖苷酶, 催化宣木瓜中结

合态黄酮、多酚糖苷水解转化为游离苷元; 相较于糖苷, 
游离苷元具备更多暴露的酚羟基, 自由基清除活性更强。

该过程中多酚总量增幅有限, 但高活性游离酚组分占比持

续提高, 推动抗氧化活性明显上升。同时, 发酵生成的乳

酸等有机酸可与酚类物质产生抗氧化协同作用, 进一步放

大体系自由基清除能力。此外, 部分大分子多酚在微生物

酶解作用下降解为高活性小分子酚, 同样使抗氧化活性响

应更为灵敏。因此总多酚、总黄酮含量变化幅度小于体外

抗氧化指标。 
 

 
 

图 6  MG13 发酵宣木瓜汁抗氧化以及功能性成分影响 
Fig.6  Effects of MG13 fermentation on antioxidant and functional 

components of Chaenomeles speciosa juice 
 

2.7  MG13 发酵对宣木瓜汁可溶性固形物影响测定

结果 

发酵过程中可溶性固形物含量的持续下降, 反映了

菌株 MG13 对宣木瓜汁中糖类碳源的持续利用, 其变化与

发酵体系的抗氧化能力呈间接的关联(图 7)。发酵前期, 菌
株旺盛的代谢活动在消耗糖类的同时, 分泌大量水解酶释

放结合态多酚与黄酮, 推动活性成分含量与抗氧化能力同

步升高[36]; 此阶段可溶性固形物的下降速率与多酚、黄酮

的释放效率呈正相关, 间接促进了抗氧化活性的提升。发

酵后期(24~30 h), 随着糖源耗尽, 菌株代谢活性衰退, 多
酚、黄酮发生氧化降解 , 导致抗氧化能力显著下降
[37](P<0.05)。 

 

 
 

图 7  MG13 发酵宣木瓜汁对可溶性固形物的影响 
Fig.7  Effects of MG13 fermentation on soluble solids content in 

Chaenomeles speciosa juice 
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2.8  感官评价结果 

将 MG13 发酵宣木瓜汁与未接种的宣木瓜汁对比进

行感官评价(图 8)。乳酸菌发酵改善了木瓜汁的感官品质, 
本研究中菌株 MG13 发酵对宣木瓜汁的感官特性产生了多

方面正向影响。首先, 显著改善了滋味: 宣木瓜样品中含

有较多的有机酸, 未发酵时口感酸涩而 MG13 发酵过程中

产生的乳酸有效降低了原料的涩味与粗糙感, 使口感更柔

和协调, 这也是整体感官评分提升的关键原因[38–39]。其次, 
菌株代谢产生的酯类、醇类等挥发性风味物质, 赋予了产

品柔和的发酵香气, 改善了原料的生青味, 使香气的接受

度略有提升[40]。而色泽评分的轻微下降, 推测与发酵过程

中多酚氧化褐变及 pH 变化对色素稳定性的影响有关, 这
也是乳酸菌发酵中常见的现象。综合来看, MG13 发酵显著

优化了宣木瓜汁的感官品质, 尤其是滋味特性, 为产品的

开发应用提供了感官层面的支撑。 
 

 
 

图 8  MG13 发酵宣木瓜汁感官评价 
Fig.8  Sensory evaluation of Chaenomeles speciosa juice fermented 

by strain MG13 
 

3  结  论 

本研究从宣木瓜中分离筛选 58 株乳酸菌, 通过系统

评价益生性能、抗氧化能力以及在宣木瓜中生长适应性, 
最终筛选得到 4 株菌株均为植物乳杆菌, 其中菌株 MG13
尤为突出, 在 DPPH 自由基、羟基自由基、超氧阴离子自

由基清除能力上均显著优于其他供试菌株(P<0.05), 具备

突出的抗氧化活性。生长曲线结果显示, MG13 在宣木瓜基

质中增殖迅速、生物量高, 发酵适应性良好。将 MG13 应

用于发酵宣木瓜汁, 可提升宣木瓜汁的抗氧化性, 将发酵

后的宣木瓜 DPPH 自由基清除率和 ABTS+自由基清除率分

别至 78.91%和 87.02%, 发酵提升了宣木瓜汁中黄酮和多

酚的含量 , 分别提升了 55.44%和 30.25%, 发酵过程中

DPPH 自由基、ABTS+自由基清除率波动幅度显著大于总

多酚、总黄酮含量, 福林酚法仅可测定总酚总量, 难以区

分结合态多酚糖苷与游离酚苷元; MG13 分泌糖苷酶促进

糖苷水解生成高活性游离苷元, 游离酚羟基增多, 且乳酸

等有机酸与酚类存在抗氧化协同效应, 加之大分子多酚降

解为活性更强的小分子酚, 最终表现为抗氧化活性变化幅

度高于多酚、黄酮总量。MG13 发酵显著优化了宣木瓜汁

的感官品质, 尤其是滋味特性有效改善了宣木瓜的功能特

性和应用价值。综上, 本研究筛选的 MG13 菌株发酵可显

著提升宣木瓜汁的抗氧化活性, 果汁抗氧化水平由菌株代

谢作用与宣木瓜基质组分共同调控。本研究仍存在一定局

限性: 仅评价体外抗氧化能力, 缺少细胞或体内实验支撑; 
同时未挖掘 MG13 与糖苷合成相关功能基因, 酚类物质转

化的分子调控机制尚不明确。后续可利用高效液相色谱法

分析酚类单体组成, 开展菌株功能基因挖掘, 并推进发酵

工艺中试放大, 结合细胞实验综合评价果汁功能活性。 
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