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副干酪乳杆菌 Lab5后生元特性及其在冷藏
杜黑猪肉保鲜中的应用

王　盼1，李林峰2，黄文艺1，吴艳丽1，张浩峰1，刘小容1，胡文锋3，胡　斌4, *，李雪玲1, *

（1.华南农业大学食品学院，广东广州 510642；
2.华南农业大学动物科学学院，广东广州 510642；

3.生物源生物技术（深圳）股份有限公司，广东深圳 518118；
4.广东省农业科学院动物科学研究所/猪禽种业国家重点实验室/广东省动物育种与

营养重点实验室，广东广州 510640）

摘　要：本研究拟筛选对单增李斯特菌具有显著抑制作用的乳酸菌，探究乳酸菌抑菌物质的分布、热稳定性、

pH稳定性、蛋白酶敏感性；测定该乳酸菌生长曲线及最小抑菌浓度。最后初步应用于杜黑猪肉冷藏保鲜，通过感

官评价、pH、肉色、菌落总数、总挥发性盐基氮和硫代巴比妥酸值评价其保鲜效果。结果表明，来源于泡菜汁中

一株副干酪乳杆菌 Lab5对单增李斯特菌的抑制效果显著，抑菌圈直径达 38.28±1.97 mm，抑菌物质存在于发酵上

清液（CFS）中，CFS经 60~121 ℃ 处理 25 min，其对单增李斯特菌和大肠杆菌抑菌圈直径分别超过 32.07±
2.1 mm、11.53±0.44 mm；pH3.0~8.0范围内抑菌活性无显著性差异（P>0.05）；蛋白酶 K处理对抑菌活性影响最

大，其对单增李斯特菌抑菌圈直径减小了 7.69 mm；表明副干酪乳杆菌 Lab5 CFS具有良好的热稳定性、pH稳定

性，对六种蛋白酶（糜蛋白酶、胰蛋白酶、肠激酶、蛋白酶 K、木瓜蛋白酶、胃蛋白酶）较不敏感。在应用于杜

黑猪肉冷藏保鲜发现，副干酪乳杆菌 Lab5后生元处理组（2MIC和 4MIC组）与对照组相比，冷藏 9 d时肉品的

菌落总数显著降低了 99.7%，pH下降了 0.33，硫代巴比妥酸反应物分别减少 0.66 mg/kg、0.91 mg/kg（P<0.05）；

延长了货架期 2 d。感官评分也表明其起到护色、改善气味的作用，延缓猪肉感官质量的下降。特别是 4MIC后生

元组在各项保鲜指标显示出更好的保鲜效果。以上研究结果表明，副干酪乳杆菌 Lab5株后生元成分作为一种新型

天然、安全的生物防腐剂，在肉类保鲜领域具有重要的应用潜力，对提升食品安全具有重要的理论和实际意义。

关键词：副干酪乳杆菌 Lab5，后生元，单增李斯特菌，杜黑猪肉，保鲜
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Abstract：In this study, the screening of lactic acid bacteria with significant inhibitory effect on Listeria monocytogenes. It
was  determined  that  the  inhibitory  substances  existed  in  cell-free  fermentation  supernatant  (CFS),  cell  pellet  or  bacterial
lysate.  The  thermal  stability,  pH  stability,  and  protease  sensitivity  of  the  inhibitory  substances  were  investigated.  The
growth  curve  and  the  minimum  inhibitory  concentration  (MIC)  of  the  selected  strain  were  also  determined.  Finally,  the
preliminary application was in the cold storage and preservation of Duhei pork. The preservation effect was evaluated by
sensory  evaluation,  pH,  meat  colour,  viable  cell  counts,  total  volatile  basic-nitrogen  (TVB-N)  and  thiobarbituric  acid-
reactive  substances  (TBARS).  The  experimental  results  showed  that  a  strain  of Lacticaseibacillus  paracasei  Lab5  from
pickle juice showed notable inhibition of Listeria monocytogenes, with an inhibition zone diameter of 38.28±1.97 mm, the
inhibitory substances were present in the CFS, which was treated at 60~121 ℃ for 25 min, and its inhibition zone diameter
of  inhibition  against  Listeria  monocytogenes  and  Escherichia  coli  still  reached  more  than  32.07±2.1  mm  and  11.53±
0.44  mm.  No  significant  difference  in  bacteriostatic  activity  in  the  pH 3.0~8.0  (P>0.05).  Proteinase  K  treatment  had  the
greatest effect on the inhibitory activity, as it reduced the diameter of the circle of inhibition of Listeria monocytogenes by
7.69 mm; It was shown that Lacticaseibacillus paracasei Lab5 CFS had good thermal、pH stability and was less sensitive
to  six  proteases  (chymotrypsin,  trypsin,  enterokinase,  proteinase  K,  papain,  pepsin).  In  the  preservation  application  of
refrigerated Duhei  pork,  it  was found that  at  9 d of  refrigeration, Lacticaseibacillus paracasei  Lab5 postbiotics treatment
groups (2MIC and 4MIC groups)  had significantly  reduced the viable  cell  counts  of  the meat  by 99.7% compared to  the
control,  decreased the pH by 0.33, and reducing TBARS reactants by 0.66 mg/kg, and 0.91 mg/kg in meat (P<0.05), and
prolonged the shelf-life by 2 d, when compared with the control group. The scores of sensory testing also indicated that it
played a role in color protection, improved the odor and delayed the deterioration of the sensory quality of refrigerated pork.
In  particular,  the  4MIC  group  showed  better  effects  in  all  freshness  indicators.  It's  concluded  that  the  postbiotic  of
Lacticaseibacillus paracasei Lab5, as a new type of natural and safe biological preservative, has an important potential for
application in the field of meat preservation, which is of great theoretical and practical significance for the enhancement of
food safety.
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后生元（Postbiotics）是指对宿主健康有益的无

生命微生物和/或其成分的制剂[1]，其所用的菌株，必

须是经过安全评价、证实可供食用的菌种，主要从肠

道或发酵食品中分离获得。由于具有抗菌、抗氧化

等功能特性，后生元在食品品质改良、保健品、食品

脱毒等领域广泛应用[2]。在后生元来源菌株中，副干

酪乳杆菌因其显著的抑菌效果而备受关注。研究表

明，副干酪乳杆菌发酵上清液（cell-free fermentation
supernatant，CFS）对多种真菌（如霉菌、红酵母、白色

念珠菌）具有显著抑制作用[3]。副干酪乳杆菌 p6发

酵液对 10种细菌和 1种真菌具有抗菌活性，有效延

缓饼干中过氧化物值和丙二醛含量的上升[4]。在肉

类保鲜方面，副干酪乳杆菌与两种乳酸菌混合液使猪

肉中单增李斯特菌数量降低 20%[5]；而菌株 FX-6的

发酵提取物对常见食源性致病菌（金黄色葡萄球菌、

大肠杆菌、沙门氏菌）、水产致病菌及霉菌均表现出

强抑制作用，将鲜虾货架期从 6 d延长至 8 d[6]。此

外可与其他保鲜技术协同使用大大提升保鲜效果，例

如副干酪乳杆菌 H9与海藻酸钠复合涂膜处理鱼肉，

比单独涂抹 H9菌株延长保鲜期 4 d[7]；Danza等[8]

将副干酪乳杆菌与气调包装、冷藏技术结合，延长了

汉堡保质期 4 d。这些研究充分证实，副干酪乳杆菌

及其后生元在食品防腐保鲜领域拥有巨大应用

潜力。

猪肉是我国居民食用肉类中占比最高且最重要

的食用肉类。据统计，约三分之一的肉类因腐败变质

而被浪费，造成极大的经济损失[9]。猪肉富含蛋白质

和脂肪使其在加工、运输、储存过程中极易因微生物

增殖代谢、内源酶催化以及脂肪氧化发生腐败变

质[10−11]。普通瘦肉型猪种肌内脂肪含量 2%~3%，而

杜黑猪肉作为多元杂交品种（由小耳花猪、莱芜猪、

圩猪、湘西黑猪等地方猪种和杜洛克猪经过数十年

人工选育而成），其高肌内脂肪含量高达 3%~10%，

更易腐败变质[12]。目前肉类保鲜主要为化学防腐保

鲜、辐照处理等。这些方法虽有一定的保鲜效果，但

存在安全风险且影响肉类品质。因此，开发安全有效

的生物保鲜技术具有重要意义。

基于此，本研究从泡菜汁中分离得到一株副干

酪乳杆菌 Lab5，研究发现该菌株发酵上清液对低温

下仍能生长的致病菌——单增李斯特菌具有显著抑

制其生长的作用。通过测定其后生元热稳定性、

pH稳定性、蛋白酶敏感性，及其在杜黑猪肉低温储

藏中保鲜效果的应用研究，为解决高脂地方猪肉的保

鲜难题提供新思路。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

LB营养琼脂培养基、MRS肉汤　广东环凯微

生物科技有限公司；胃蛋白酶（1:3000 U）、肠激酶

（5 U/μL）、胰蛋白酶（1:250 U）、木瓜蛋白酶（800 U/

mg）、蛋白酶 K（30 U/mg）、糜蛋白酶（1500 U/mg）　

上海麦克林生化科技股份有限公司；杜黑猪肉　广东

壹号食品有限公司提供；单增李斯特菌 ATCC 19115

（Listeria  monocytogenes）、大肠杆菌 ATCC 25922
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（Escherichia coli）　广东省微生物研究所；乳酸菌

　保存于华南农业大学食品学院应用微生物实验室，

菌株来源信息如表 1。
  

表 1    乳酸菌菌株来源信息
Table 1    Source information of lactic acid bacteria strains

编号 菌株 来源

MC2 Lactococcus lactis strain 1931乳酸乳球菌 低温选育
黑水虻肠道

Lab1 Pediococcus pentosaceus strain CAU9541戊糖片球菌 泡菜汁

Lab2 Lacticaseibacillus casei strain 4412干酪乳杆菌 泡菜汁

Lab3 Pediococcus pentosaceus strain 2397戊糖片球菌 泡菜汁

Lab4 Pediococcus pentosaceus strain 4537戊糖片球菌 泡菜汁

Lab5 Lacticaseibacillus paracasei strain 4441副干酪乳杆菌 泡菜汁

Lab6 Lacticaseibacillus paracasei strain 1835副干酪乳杆菌 泡菜汁

Lab7 Lacticaseibacillus paracasei strain 20561副干酪乳杆菌 泡菜汁

Lab8 Pediococcus acidilactici strain 4355乳酸片球菌 泡菜汁
 

FD-1A-50冷冻干燥机　北京博医康实验仪器

有限公司；K9840凯氏定氮仪　海能未来技术集团

股份有限公司；UV-1100紫外可见分光光度计　上

海美谱达光谱仪器有限公司；SAF-680T酶标分析仪

　上海巴玖实业有限公司；NR60CP3nh色差仪　深

圳市三恩驰科技有限公司；testo205插入式 pH计　

德图仪表（深圳）有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   不同乳酸菌菌液与其热灭活菌液的抑菌活性

　单增李斯特菌作为革兰氏阳性指示菌，大肠杆菌

作为革兰氏阴性指示菌，制备两种指示菌菌液

（106 CFU/mL）。乳酸菌菌液的制备：乳酸菌菌株活

化后的菌液以 1%接种量接种于 50 mL MRS液体

培养基中，37 ℃ 培养 48 h。热灭活乳酸菌菌液：以

上乳酸菌菌液经 121 ℃ 处理 25 min。
参考 Xu等[13] 的牛津杯法检测其抑菌活性：在

无菌平皿中倒入 15~20 mL LB营养琼脂培养基，静

置冷凝。待培养基凝固后，加入 100 μL（1×106 CFU/
mL）指示菌菌液，用灭菌后的涂布棒均匀涂布，向培

养基上放置已灭菌牛津杯，向牛津杯孔内注入 200 μL
菌液或灭活菌液，37 ℃ 正立培养 24 h后测量抑菌圈

直径。每个样品至少做两个复孔。

 1.2.2   不同组分发酵菌液的制备　热灭活副干酪

乳杆菌 Lab5菌悬液的制备：取热灭活菌液，10000 r/
min离心 15 min，收集菌体，并用 PBS缓冲液（pH7.4）
洗涤后于 10000 r/min离心 15 min，以洗去培养基，

重复 3次。将菌体重悬于 PBS缓冲液至相同体积。

副干酪乳杆菌 Lab5发酵上清液的制备：取热灭活菌

液，于 10000 r/min离心 15 min，收集上清液，经 0.22 μm
微孔滤膜过滤。副干酪乳杆菌 Lab5细胞裂解物的制

备：取菌悬液在冰浴中超声破碎细胞（功率 300 W、

工作时间 2 s、间隔 3 s、循环 900次）。

 1.2.3   热稳定性　副干酪乳杆菌 Lab5发酵上清液分

别在 60、70、80、90、100、121 ℃ 温度下处理 25 min

后，冷却至室温，以室温（25 ℃）未经热处理的副干酪

乳杆菌 Lab5 CFS为对照组，采用牛津杯法进行抑菌

实验。

 1.2.4   蛋白酶敏感性　向热灭活副干酪乳杆菌 Lab5
CFS加入 5%（v/v）相应蛋白酶，各蛋白酶终浓度为

1.0 g/L。用 1 mol/L HCl和 1 mol/L NaOH调 pH分

别至糜蛋白酶（最适 pH8.0，37 ℃），胰蛋白酶（最适

pH7.8，37 ℃），肠激酶（最适 pH8.0，30 ℃），蛋白酶 K
（最适 pH7.5，50 ℃），木瓜蛋白酶（最适 pH7.0，60 ℃），

胃蛋白酶（最适 pH3.0，37 ℃）最适 pH、温度下处理

1 h，然后将处理后的溶液 pH调至上清液初始 pH
（3.50）。以不做酶处理的热灭活副干酪乳杆菌 Lab5
CFS作为对照组，进行抑菌实验。

 1.2.5   pH稳定性　以 1 mol/L HCl与 1 mol/L NaOH
调整灭活副干酪乳杆菌 Lab5 CFS的 pH至 3、4、5、
6、7、8，室温静置 1 h，即得到相应 pH处理的灭活

CFS，后调回至溶液初始 pH（3.51）。控制溶液终

体积一致。设未 pH处理的灭活 CFS组为对照组

（pH3.51），以MRS液体培养基作空白参照。

 1.2.6   副干酪乳杆菌 Lab5生长曲线的测定　副干

酪乳杆菌 Lab5菌液以 2%的接种量接种于 150 mL
MRS液体培养基中 37 ℃ 培养 2 d。每隔 2 h取样，

38 h后间隔 3~4 h取样，取 5 mL菌液置于离心管

中，测量 OD600 nm 值和 pH。取样品发酵上清液做抑

菌实验，以 MRS培养基作为空白对照，测量抑菌圈

的直径。

 1.2.7   最小抑菌质量浓度（minimum inhibitory con-

centration，MIC）测定　将灭活副干酪乳杆菌 Lab5
CFS分装至 100 mL无菌离心管中，每管约 20 mL，
−80 ℃ 预冷 48 h，于真空冷冻干燥机中冻干 2 d，取
出立即研磨成粉末，密封备用。

参考 Yu 等 [ 1 4 ] 的方法，微量肉汤稀释法测定

MIC。用 LB肉汤溶解热灭活副干酪乳杆菌 Lab5
CFS冻干粉使其质量浓度为 400  mg/mL，随后用

LB肉汤进行对半稀释，使其终质量浓度分别为 200、
100、50、25、12.5、6.25、3.125、1.5625、0.78125和

0.390625 mg/mL，然后加入 100 μL单增李斯特菌液

（5×105 CFU/mL）于孔板中。其中 LB肉汤与单增李

斯特菌液混合液为阳性对照；200 mg/mL热灭活副

干酪乳杆菌 Lab5 CFS为阴性对照。孔板置于 37 ℃
培养 24 h，于酶标仪测定 600 nm处吸光值，MIC为

读数与阴性对照平均值无显著差异的处理组。

 1.2.8   副干酪乳杆菌 Lab5后生元在杜黑猪肉保鲜中的

应用

 1.2.8.1   副干酪乳杆菌 Lab5后生元的制备及冷鲜猪

肉的处理　副干酪乳杆菌 Lab5后生元的制备：参考

刘银雪等[15] 取经 121 ℃ 处理 25 min热灭活副干酪

乳杆菌 Lab5 CFS于真空冷冻干燥后得到后生元冻

干粉备用。
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以 75%酒精擦拭用具后紫外照射 20 min，取杜

黑猪背最长肌肉，剔筋去膜，切分成约 150 g且厚度

相近肉块。设对照组（不处理）与处理组（配制 2MIC、

4MIC浓度副干酪乳杆菌 Lab5后生元溶液并均匀涂

于猪肉样品表面）置于方形塑料盒中。塑料盒用保鲜

膜包裹，以确保盒内外之间的空气交换。样品放于

4 ℃ 冷库，每隔 1 d取样测定。

 1.2.8.2   微生物指标测定　参照 GB 4789.2-2022《食

品安全国家标准 食品微生物学检验 菌落总数测定》，

样品每隔 1 d取样，梯度稀释后进行涂布，于 37 ℃

培养 48 h后计数。

 1.2.8.3   感官质量评定　感官质量评定遵循  GB/

T 22210-2008《肉与肉制品感官评定规范》。挑选

10名受过培训人员组成感官评定小组，分别对感官

指标进行综合评定。结果均采用 10分法呈现，评价

标准见表 2。

 1.2.8.4   理化指标测定　肉色采用色差仪测定 L*，a*，

b*值，每组测定 5个不同点；样品 pH使用插入式

pH计测量，每组测量三次；挥发性盐基氮（TVB-N）

含量的测定参考 GB 5009.228-2016《食品中挥发性

盐基氮的测定》中自动凯氏定氮仪法进行测定；参照

GB 2707-2016《食品安全国家标准 鲜（冻）畜、禽产

品》中标准 TVB-N值>15 mg/100 g，即为变质肉。以

TVB-N值为 15 mg/100 g和菌落总数为 106 CFU/g

作为判断货架期终点的界限。

硫代巴比妥酸（thiobarbituric acid value，TBARS）

值：参考 Fan等[16] 的方法，称取 10.0 g搅碎的猪肉样

品，加 50 mL 7.5%三氯乙酸溶液（含 0.1%乙二胺四

乙酸），1000 r/min振荡混匀 30 min，双层滤纸过滤

2次，均弃初滤液。取 5  mL滤液与 5  mL  0.02%

硫代巴比妥酸水溶液混合，90 ℃ 水浴 40 min。冷却

至室温后 1600 r/min离心 5 min，取 8 mL上清液与

5 mL三氯甲烷于试管中混匀，静置分层取上清液。

以样品空白调零，测定 532 nm和 600 nm处光度

值。平行测定 3次。TBARS含量以每公斤肉的丙

二醛毫克数（MDA）表示，计算公式如下:

TBARS(mg/kg) =
A532 −A600

155
× 1

10
×72.6×1000

式中：丙二醛与硫代巴比妥酸反应物的消光系

数 155（mmol·L-1）−1·cm−1。

 1.3　数据处理

每组实验重复测定 3 次，结果用平均值±标准差

表示；试验数据采用 Graphpad Prism 9软件作图，以

SPSS 24软件采用双尾 t 检验对数据进行显著性差

异分析（P<0.05）。

 2　结果与分析

 2.1　不同乳酸菌菌液与其热灭活菌液的抗菌活性

牛津杯法检测到各乳酸菌菌株发酵菌液对指示

菌均有一定抑制生长的作用，抑杀单增李斯特菌比大

肠杆菌效果好。如图 1显示，Lab5菌株对单增李斯

特菌抑菌效果最好，抑菌圈为 38.28±1.97 mm。研究

经热灭活处理的乳酸菌液对指示菌抑菌效果发现，

经 121 ℃ 下 25 min热灭活处理后的菌液仍有较高

的抑菌活性。Lab5热灭活与未做处理的菌液相比，
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图 1    热灭活与非灭活乳酸菌液对指示菌生长影响

Fig.1    Effects of heat-inactivated and non-inactivated lactic acid
bacteria on the growth of indicator bacteria

注：A图：指示菌 Listeria monocytogenes ATCC 19115，B图：
指示菌 Escherichia coli ATCC 25922；图中“*”、“**”、“***”
分别代表同一菌株活菌与热灭活菌对指示菌 （ Listeria
monocytogenes ATCC 19115或 Escherichia coli ATCC 25922）
抑菌圈直径差异的不同显著性，即 P<0.05，P<0.01和 P<
0.001。

 

表 2    冷鲜肉感官评定标准

Table 2    Sensory evaluation criteria for chilled meat

指标 10~8分 6~8分 4~6分 2~4分 0~2分

色泽 鲜亮有光泽 较鲜亮有光泽 暗红无光泽 暗灰无光泽 暗褐无光泽

气味 鲜味强无异味 鲜味较强无异味 鲜味淡略有异味 无鲜味儿异味较大 无鲜味，重异味且不能接受

弹性 弹性很好，指压后
立即恢复

弹性较好，指压后
可以恢复

弹性较差，指压后
缓慢恢复

弹性基本丧失，指压后
不能恢复

无弹性，指压后凹陷
明显不恢复

粘度 外部微湿不黏手 外部湿润不黏手 外部干燥微黏手 外部干燥较黏手 外表有粘液很黏手

大理石纹理 纹理清晰，花纹丰富 纹理稍淡，花纹丰富 纹理不清晰，花纹微丰富 纹理模糊，有少量花纹 无纹理
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抑菌圈直径为 36.43±2.06 mm。副干酪乳杆菌 Lab5
菌液与其热灭活菌液对单增李斯特菌的抑菌活性无

显著差异（P>0.05），说明热灭活处理不影响其对单增

李斯特菌的抑菌能力。副干酪乳杆菌 Lab5菌液抑

菌圈直径极显著大于热灭活菌液抑菌圈直径（P<
0.001），这一差异可能源于活菌不仅代谢产生有机酸

和细菌素等多种抗菌物质，还可以通过菌体的生长繁

殖和竞争排斥等作用来促进抑菌效果的产生[17]，且后

生元与活菌相比，无需冷藏，容易储存且保质期长、

携带方便[18]。

 2.2　副干酪乳杆菌 Lab5菌液与热灭活菌液的抗菌

活性

为确定不同组分发酵菌液的抑菌活性，制备灭

活发酵上清液、灭活菌悬液、细胞裂解物进行抑菌实

验，结果如图 2、表 3所示，发现只有灭活 CFS对指

示菌有抑菌效果，说明具有抑菌效果的物质存在于发

酵上清液中。Behrooz等 [19] 也发现副干酪乳杆菌

B31-2的发酵上清液对单增李斯特菌表现出显著抗

菌活性，这与本文结果一致，但并未进一步阐明其他

组分是否具有抑菌效果。

 
 

A B

图 2    副干酪乳杆菌 Lab5发酵上清液对不同指示菌的
抑菌活性

Fig.2    Antimicrobial activity of Lacticaseibacillus paracasei
Lab5 cell-free fermentation supernatant against

different indicator bacteria
注：A为指示菌 Listeria monocytogenes ATCC 19115；B为指
示菌 Escherichia coli ATCC 25922。
 
 

表 3    副干酪乳杆菌 Lab5发酵菌液不同组分对指示菌
生长性能的影响

Table 3    Effects of different components of Lacticaseibacillus
paracasei Lab5 fermentation strain on the growth

performance of indicator bacteria

组分
抑菌圈直径（mm）

单增李斯特菌 大肠杆菌

灭活CFS 32.08±2.15 11.02±1.17
灭活菌悬液 − −
细胞裂解物 − −

注：“−”表示抑菌圈≤8 mm，即无抑菌圈、无抑菌活性。
 

 2.3　副干酪乳杆菌 Lab5发酵上清液抑菌活性的热稳

定性

热稳定性实验结果如图 3，发现随温度的升高，

发酵液抑菌活性降低。但经 60、70、80、90、100、
121 ℃ 处理后，副干酪乳杆菌 Lab5 CFS对单增李斯

特菌仍保持较高抑菌活性且无显著性差异（P>0.05）。
经 100、121 ℃ 处理后发酵上清液与对照组相比，对

大肠杆菌的抑菌活性有差异但不显著（P>0.05）。
121 ℃ 处理 25 min后，副干酪乳杆菌 Lab5 CFS对单

增李斯特菌和大肠杆菌抑菌圈仍分别达到 32.07±
2.1 mm、11.53±0.44 mm，以上结果表明副干酪乳杆

菌 Lab5 CFS热稳定性好。
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图 3    温度对副干酪乳杆菌 Lab5发酵上清液抑菌
活性的影响

Fig.3    Effects of temperature on the antibacterial activity
of Lacticaseibacillus paracasei Lab5 cell-free

fermentation supernatant
注：图中不同小写字母代表不同温度处理组对指示菌（Listeria
monocytogenes ATCC 19115或 Escherichia coli  ATCC 25922）
抑菌圈直径的差异显著（P<0.05），图 4~图 5同。
 

Huang等[20] 发现乳酸菌发酵液粗提物的抗菌活

性在 40~100 ℃ 间具有较高的稳定性，而在 121 ℃
下抑菌面积减少约 26.15%。副干酪乳杆菌 Lab5
CFS经 121 ℃ 处理后对单增李斯特菌的抑菌面积减

少 10.87%。良好的热稳定性对其应用于食品加工是

非常有利的。

 2.4　副干酪乳杆菌 Lab5发酵上清液抑菌活性的蛋白

酶敏感性

选取 6种代表性蛋白酶进行抑菌实验，探究其
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图 4    蛋白酶处理对热灭活副干酪乳杆菌 Lab5发酵上清液
的抑菌活性的影响

Fig.4    Effects of protease treatment on the heat-antibacterial
activity of inactivated Lacticaseibacillus paracasei Lab5

cell-free fermentation supernatant
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蛋白酶敏感性（图 4），与对照组相比，热灭活副干酪

乳杆菌 Lab5 CFS经蛋白酶处理后抑菌活性均下降，

蛋白酶 K组对单增李斯特菌和大肠杆菌的抑菌活

性影响最大（P<0.05），抑菌圈直径分别为 26.33±
0.74 mm、8.84±0.56 mm，比对照组减小了 7.69 mm、

3.18 mm；胃蛋白酶组对单增李斯特菌和大肠杆菌抑

菌圈直径分别减小 5.39 mm、2.87 mm。经蛋白酶处

理后抑菌活性下降，热灭活副干酪乳杆菌 Lab5
CFS中可能含有蛋白质或肽类抑菌物质[20]。不同于

许多乳酸菌株 CFS对蛋白酶表现出高敏感性特征，

经蛋白酶 K、胃蛋白酶、胰蛋白酶和木瓜蛋白酶处理

后完全丧失活性[21−25]。副干酪乳杆菌 Lab5 CFS经

蛋白酶处理后虽抑菌活性下降但仍有较好抑菌效果，

结果表明其对六种蛋白酶较不敏感，在食品工业中具

有很好的应用潜力[26]。

 2.5　副干酪乳杆菌 Lab5发酵上清液抑菌活性的 pH
稳定性

如图 5所示，将灭活副干酪乳杆菌发酵液的

pH调整至不同 pH处理 1 h，在 pH3.0~8.0时抑菌活

性未发生显著变化（P>0.05），在接近初始 pH3.51的

pH4时抑菌活性降低最少，当 pH9.0时，副干酪乳杆

菌 Lab5灭活发酵上清液抑菌活性显著降低（P<
0.05）。在强碱性条件下，副干酪乳杆菌 Lab CFS抑

菌活性降低可能是由于其中含有乳酸、乙酸等有机

酸，有机酸因解离而失去抑菌活性[27]。乳酸菌代谢产

物具有广谱抑菌性，其抑菌活性具有酸依赖性，例如

乳酸链球菌代谢产物[28]，而副干酪乳杆菌 Lab5灭活

发酵上清液在 pH3.0~8.0范围内 pH稳定性好，为其

在猪肉等食品保鲜中应用提供了可能性。
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图 5    pH对热灭活副干酪乳杆菌 Lab5发酵上清液的
抑菌活性的影响

Fig.5    Effects of pH on the heat-antimicrobial activity
of inactivated Lacticaseibacillus paracasei Lab5

cell-free fermentation supernatant
 

 2.6　副干酪乳杆菌 Lab5生长曲线及其灭活 CFS抑制

单增李斯特菌的最小抑菌浓度

生长曲线如图 6，OD600 nm 值显示培养 6~18 h
即进入对数生长期，20 h左右进入稳定期。pH在培

养 6 h后开始发生变化，6~24  h  pH迅速下降，从

5.33降至 3.86，24~41 h pH缓慢下降，41 h后恒定

在 3.5左右。抑菌实验结果显示副干酪乳杆菌生长

开始产生抑菌物质，培养 44 h时抑菌活性达到最高，

随后保持稳定。整个过程与 pH的变化无关，结果表

明副干酪乳杆菌 Lab5在整个生长期间一直产生抑

菌物质。

微量肉汤稀释法结果显示灭活副干酪乳杆菌

Lab5 CFS低于 12.5 mg/mL时单增李斯特菌可以生

长，而 12.5 mg/mL浓度处理下的 OD600 nm 值与阴

性对照组无显著差异，表明 Listeria monocytogenes

ATCC 19115生长完全受到抑制，因此确定其对单增

李斯特菌的MIC为 12.5 mg/mL。

 2.7　副干酪乳杆菌 Lab5后生元在杜黑猪肉保鲜中的

应用

 2.7.1   副干酪乳杆菌 Lab5后生元对冷藏猪肉菌落

总数的影响　微生物污染是鲜肉变质的主要因素之

一，因此菌落总数是评价肉类新鲜程度的重要指

标[29]。副干酪乳杆菌 Lab5后生元对不同冷藏时间

下杜黑猪肉中菌落总数影响如图 7。根据 GB/T

9959.2-2008《分割鲜、冻猪瘦肉》中冷鲜猪瘦肉菌落

总数应低于 106 CFU/g。对照组菌落总数在 4 ℃ 储

存 3 d时为 5.44×106 CFU/g，略超过国标，9 d时菌落

总数高达 1.36×109 CFU/g。与对照组相比，冷藏 9 d

内后生元浓度为 2MIC、4MIC组菌落总数显著低于

对照组（P<0.05），且 4MIC组抑菌效果更好。2MIC

组储存 5 d时菌落总数为 1.2×106 CFU/g超过国标；

4MIC组储存 7 d时达到 1.28×106 CFU/g。9 d时，
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第  47 卷  第  4 期 王　盼 ，等： 副干酪乳杆菌 Lab5后生元特性及其在冷藏杜黑猪肉保鲜中的应用 · 243 · 



2MIC、4MIC两组菌落总数无显著性差异（P>0.05），

分别为 4.08×106 CFU/g、4.04×106 CFU/g。可见将

副干酪乳杆菌 Lab5后生元涂抹在猪肉表面可减缓

细菌生长繁殖，延缓猪肉冷藏劣化，对冷却猪肉起到

较好的保鲜效果。
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图 7    副干酪乳杆菌 Lab5后生元对冷藏杜黑猪肉菌落
总数的影响
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注：图中不同字母分别代表不同时间下三组样品菌落总数的
差异显著（P<0.05）。
 

 2.7.2   后生元浓度为 Lab5后生元对冷藏猪肉感官

质量的影响　对各感官指标得分求均值做雷达图，如

图 8所示，各项得分随冷藏时间下降。除大理石花

纹指标外，副干酪乳杆菌 Lab5后生元浓度为 2MIC、

4MIC组感官指标得分下降幅度均小于对照组。色

泽方面，2MIC和 4MIC后生元处理组在 1 d时影响

猪肉色泽，但随冷藏时间增加，2MIC和 4MIC组比

对照组得分更高，两处理组间无差异（P>0.05）。两处

理组气味得分高于对照组，且 2MIC组最高。粘度和

弹性得分显示，两处理组比对照组略高但无显著差异

（P>0.05），且并未显示后生元浓度增加对冷藏猪肉粘

度和弹性有改善。三组各冷藏时间大理石花纹得分

无显著差异（P>0.05）。表明在猪肉表面涂抹副干酪

乳杆菌 Lab5后生元可护色，改善气味，延缓冷却猪

肉的感官质量的下降。

 2.7.3   副干酪乳杆菌 Lab5后生元对冷藏猪肉色泽

的影响　肉色在一定程度体现猪肉的品质，直接影响

消费者的感官[30]。肉色测定结果如图 9，L*值先上升

后下降，亮度值上升是由于肉表面的水增强了光的反

射[31]，后随冷藏时间延长，肉失水逐渐干燥变粘。0 d

和 9 d时，均是后生元 4MIC组亮度最高，对照组亮

度最低，表明副干酪乳杆菌 Lab5后生元涂抹在冷却

猪肉表面能增加猪肉亮度，且冷藏 9 d仍能保持较高

亮度。a*值表示红度，呈先升后降的趋势，对照组降

幅最大，4MIC组降幅最小。因为肉中肌红蛋白与空

气接触为氧合肌红蛋白，后逐渐氧化成深褐色的高铁

肌红蛋白（MetMb），a*值下降[32]，表明后生元对 a*值

影响不大。b*值表示黄度，0 d的 4MIC组 b*值最高，
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其次是 2MIC组。9 d时 4MIC组 b*值显著高于另

外两组（P<0.05）。后生元组肉色变化与对照组相比

更为稳定，可能是由于后生元具有较强抗氧化活性，

避免肌红蛋白被过度氧化。综上，冷却猪肉涂抹后生

元有一定的抗氧化作用，延缓肉色改变，且 4MIC组

护色效果最好。有研究表明乳酸菌可能存在 MetMb
还原酶或细菌素，能稳定肉色，起到护色作用[33]。

 2.7.4   副干酪乳杆菌 Lab5后生元对冷藏猪肉 pH的

影响　pH是判断冷却猪肉新鲜度的重要理化指

标。依据 GB/T 9695.5-2008《肉与肉制品 pH值测

定》：pH>6.7为变质肉。图 10显示冷藏猪肉 pH整

体趋势是 0~3 d先降低，3~9 d后上升。因冷藏初期

猪肉细胞内部呼吸作用使肌糖原酵解、ATP分解产

生磷酸、乳酸等酸性物质；后期微生物大量繁殖，蛋

白质在蛋白酶的作用下被分解产生氨和胺类等碱性

化合物，导致 pH上升[34−35]。对照组 9 d时 pH显示

为变质肉，此时后生元 2MIC与 4MIC组 pH无显著

差异（P>0.05），分别为 6.37、6.36。与对照组相比，

两处理组 pH变化明显变缓，表明副干酪乳杆菌

Lab5后生元应用于猪肉冷藏中可显著延缓 pH变

化，延长冷藏货架期。
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Fig.10    Effects of Lacticaseibacillus paracasei Lab5 postbiotics
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注：图中不同字母代表不同时间下三组样品 pH的差异显著
（P<0.05）。
 

 2.7.5   副干酪乳杆菌 Lab5后生元对冷藏猪肉 TVB-

N含量的影响　猪肉蛋白在酶和微生物作用下，产生

胺类等含氮化合物，故测量冷藏猪肉中的 TVB-N的

含量能反映肉的鲜度[36−37]。图 11显示，随冷藏时间

增加，TVB-N含量逐渐增加，对照组 TVB-N含量增

加最快，后生元 4MIC组增加最慢。对照组 3 d时，

TVB-N含量略超标准已变质，达到 17.88 mg/100 g，
而此时 2MIC、4MIC组均未超过 15 mg/100 g；5 d
时，三组均显示变质，此时两个后生元处理组 TVB-
N含量无显著差异（P>0.05），分别为 22.40 mg/100 g、
23.57 mg/100 g；9 d时，4MIC组 TVB-N含量显著

低于其他两组（P<0.05）。本实验以 TVB-N值为

15 mg/100 g和菌落总数为 106 CFU/g作为判断货架

期终点的界限 ，对照组货架期为 1  d， 2MIC和

4MIC组货架期为 3 d。与对照组相比，副干酪乳杆

菌 Lab5后生元涂抹于猪肉表面能抑制相关酶活性

及微生物繁殖来降低 TVB-N的产生，可有效延长猪

肉货架期 2ｄ。
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Fig.11    Effects of Lacticaseibacillus paracasei Lab5 postbiotics
on TVB-N content in refrigerated Duhei pork

注：图中不同字母代表不同时间下三组样品 TVB-N含量的差
异显著（P<0.05）。
 

 2.7.6   副干酪乳杆菌 Lab5后生元对冷藏猪肉 TBARS

的影响　TBARS常用来衡量肉类脂质氧化程度，

TBARS值越高，表明肉中脂质氧化程度越高，肉越

不新鲜[38−39]。由图 12可以看出，冷藏时间越长，各

组 TBARS值均升高。冷藏 9 d时，对照组、2MIC和

4MIC组 TBARS值分别为 1.80、1.14、0.89 mg/kg。

后生元 2MIC和 4MIC组在冷藏 7、9 d时 TBARS

值明显低于对照组（P<0.05），且 4MIC组TBARS值

最低，效果较好。后生元抑制肉中不饱和脂肪酸在氧

自由基的作用下发生自由基链式反应，且后生元的抑

菌作用，间接抑制脂肪氧化的发生，延缓丙二醛的产

生。表明副干酪乳杆菌 Lab5后生元对冷藏猪肉的

脂质氧化有较强的抑制作用。有研究也发现益生菌

制剂能延缓干香肠和猪颈氧化，使 TBARS变化和肉
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注：图中不同字母代表不同时间下三组样品 TBARS的差异
显著（P<0.05）。
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色更稳定[40]。

 3　结论
本研究表明副干酪乳杆菌 Lab5发酵液对单增

李斯特菌和大肠杆菌的生长均有显著抑制作用，尤其

对单增李斯特菌的抑制效果更为突出，抑菌圈直径

达 38.28±1.97 mm。此外，副干酪乳杆菌 Lab5 CFS
经 60~121 ℃ 处理 25 min，其对单增李斯特菌和大

肠杆菌抑菌圈直径分别超过 32.07±2.1 mm、11.53±
0.44 mm，表明其具有良好的热稳定性，灭活副干酪

乳杆菌 Lab5 CFS在 pH3.0~8.0时 pH稳定性好，经

六类蛋白酶（糜蛋白酶、胰蛋白酶、肠激酶、蛋白酶

K、木瓜蛋白酶、胃蛋白酶）处理后仍有较好的抑菌效

果，表明其对蛋白酶不敏感。副干酪乳杆菌 Lab5整

个生长过程持续产生抑菌物质，44 h时抑菌活性最

高且与 pH变化无关，测得其对单增李斯特菌的MIC
为 12.5  mg/mL。在杜黑猪肉保鲜的应用实验中，

Lab5后生元显著降低肉品的菌落总数，延缓了 pH
变化，减少了 TVB-N和 TBARS的生成（P<0.05），有
效维持肉品品质并延长了货架期 2 d。感官实验也

显示副干酪乳杆菌 Lab5 后生元可改善气味，护色，

延缓冷却猪肉的感官质量的下降，特别是 4MIC组各

项指标上均表现最佳。目前副干酪乳杆菌 Lab5后

生元初步应用于猪肉保鲜，后续可与化学保鲜剂复合

涂膜、气调保藏等其他保鲜技术协同使用，大大提升

保鲜效果。本研究为副干酪乳杆菌后生元在肉类保

鲜中广泛应用提供了科学依据，为食品安全和品质控

制提供更多解决方案。
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