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基于全基因组分析和表型实证的唾液乳杆菌
S54菌株的益生特性研究
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（1.华南农业大学食品学院，广东广州 510640；
2.广东省微生态制剂工程技术研究中心，广东广州 510640）

摘　要：目的：本研究旨在对从水牛奶中筛选出的，具有益生潜力的唾液乳杆菌 S54进行研究，通过全基因组测序

和表型实证系统评估其安全性、耐受性及益生特性，为开发新型益生菌产品提供理论依据。方法：采用三代测序

技术完成该菌株的全基因组测序，利用 CARD和 VFDB数据库筛查抗生素耐药基因与毒力因子基因，以评估其安

全性；通过基因组挖掘工具预测其次生代谢产物合成基因簇；结合 KEGG等数据库进行功能注释与耐受性基因分

析；通过体外实验（包括胃肠液耐受性、体外抑菌能力、抗氧化能力和益生元增殖实验等）验证其益生特性。结

果：该菌株基因组包含一条 1980939 bp的环状染色体，GC含量为 33.04%，并预测存在一个大小为 168151 bp
的质粒；未检出已知致病性毒力因子和耐药基因；发现一个编码抗菌和抗氧化活性次生代谢产物的基因簇；通过

实验证实其具有良好的体外抑菌和抗氧化能力，功能注释显示其携带多种耐受性相关基因，体外实验进一步证实

该菌株对高温和胃肠液有着较好的耐受能力及利用常见益生元的生长特性。结论：该唾液乳杆菌株具有优良的益

生特性和安全性，可作为开发益生菌制剂或发酵乳制品的优良候选菌株，显示出较高的应用开发潜力。
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Abstract：Objective: This study aimed to investigate Lactobacillus salivarius S54, a strain isolated from buffalo milk with
potential  probiotic  properties,  through whole-genome sequencing and phenotypic  validation  to  systematically  evaluate  its
safety, tolerance, and probiotic characteristics, thereby providing a theoretical basis for developing novel probiotic products.
Methods: The complete genome of the strain was sequenced using third-generation sequencing technology. Antibiotic resis-
tance genes and virulence factor genes were screened using the CARD and VFDB databases to assess its safety. Secondary
metabolite biosynthesis gene clusters were predicted via genome mining tools. Functional annotation and tolerance-related
gene analysis were performed using databases such as KEGG. In vitro experiments, including gastrointestinal  fluid toler-  
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ance,  antibacterial  activity,  antioxidant  capacity,  and  prebiotic  utilization  assays,  were  conducted  to  validate  its  probiotic
properties. Results: The genome of Lactobacillus salivarius S54 consisted of a circular chromosome of 1980939 bp with a
GC content of 33.04%, and a predicted plasmid of 168151 bp. No known pathogenic virulence factors or antibiotic resis-
tance genes were detected. A gene cluster encoding antimicrobial and antioxidative secondary metabolites was identified.
Functional annotation revealed multiple genes associated with tolerance, and in vitro experiments confirmed its strong an-
tibacterial and antioxidant activities. The strain exhibited high tolerance to high temperatures and gastrointestinal fluids, as
well as the ability to utilize common prebiotics for growth. Conclusion: Lactobacillus salivarius S54 demonstrates favor-
able probiotic properties and a high safety profile, making it a promising candidate for the development of probiotic formu-
lations or fermented dairy products, with significant potential for future applications.

Key words：strain screening；Lactobacillus salivarius；whole genome sequencing；gene function annotation；probiotic properties

国际益生菌和益生元科学协会把益生菌定义

为：活的微生物，当摄入足够量时，它们会给宿主带来

健康益处[1]。随着对益生菌功效的研究不断深入和

相关知识的普及，这类菌在改善人体健康方面展现出

的巨大应用潜力正日益受到各界的关注[2−4]。各类益

生菌制剂、益生菌发酵食品以及含有益生菌的传统

食品层出不穷，深受消费者青睐。然而我国关于益生

菌的基础研究和产业建设起步较晚，在益生菌制剂和

益生菌食品生产过程中，普遍缺乏具有自主知识产权

的优质菌种，许多核心菌种如乳双歧杆菌、嗜酸乳杆

菌等[5] 依赖进口，导致我国每年都要向欧美国家支付

高额的技术转让费用，限制了我国益生菌产品的国际

竞争力。

乳和乳制品在我国有着上千年的食用历史，大

量研究表明，发酵乳制品和鲜乳中含有丰富的益生菌

资源[6−7]。不同地区由于地理位置、气候条件和乳用

动物的不同，乳制品中含有的微生物也呈现高度多样

性且具有地域特色：蔡宏宇等[8] 对新疆哈萨克地区的

鲜马奶和酸马奶的乳酸菌多样性进行分析，结果发现

鲜马奶以瑞士乳杆菌、乳酸乳球菌和嗜热链球菌为

主，酸马奶以马乳酒样乳杆菌和瑞士乳杆菌为主，而

Zheng等[9] 从西藏传统牦牛酸奶中筛选出一株植物

乳杆菌，该菌能产生多种抑菌素且具有良好抗菌效

果。除此以外，相较于其他来源（如肠道/粪便），乳及

乳制品分离的益生菌因长期食品应用历史与低宿主

适应性，其基因组毒力因子缺失率显著更高，且低于

食品级菌株安全阈值[10−12]。唾液乳杆菌（Lactobacil-
lus salivarius）为革兰氏阳性菌，主要存在于动物口腔

与肠道，产乳酸且无过氧化氢酶，2010年被我国卫生

部列为能够应用于食品生产加工的菌种[13]，广泛应用

于食品发酵[14−15]、临床治疗[16−17] 及畜禽养殖等[18]。

全基因组分析（Whole Genome Analysis，WGA）

是指对生物体的全部 DNA序列进行测序、注释和功

能分析的技术，其核心在于全面解读基因组的结构、

功能及变异，广泛应用于医学、农业、微生物学等领

域[19−21]。在益生菌菌种资源发掘过程中，全基因组分

析可系统识别益生特性相关基因，为功能评估提供分

子依据；其结果能直接指导后续的功能验证实验。另

外拥有菌株完整的全基因组数据，对于益生菌菌株满

足欧美严格的安全标准，具备基础的国际竞争力至关

重要[22]，为菌株的身份确认和安全性提供了权威的分

子水平证明，以满足合规性要求。因此，全基因组分

析已成为益生菌筛选与产业化的标准前置步骤。

本文首次从广东顺德水牛奶中分离得到一株唾

液乳杆菌 S54，对该菌株进行全基因组测序分析，基

于该基因组信息，结合基因本体论（Gene Ontology，
GO）、京都基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclope-
dia of Genes and Genomes，KEGG）、抗生素耐药性数

据库（Comprehensive Antibiotic Resistance Database，
CARD）和致病毒力因子数据库（Virulence  Factor
Database，VFDB）注释其基因组信息，并结合耐胃肠

液等表型实验，对该菌株的安全性和益生特性进行

评估。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

唾液乳杆菌 S54　分离自顺德水牛奶，保存于华

南农业大学食品学院；副溶血性弧菌（Vibrio para-
haemolyticus）、痢疾志贺氏菌（Shigella dysenteriae）、
鼠伤寒沙门氏菌（Salmonella typhimurium）、金黄色

葡萄球菌（Staphylococcus aureus）、肠出血大肠杆菌

（Enterohemorrhagic E. coli）　保存于华南农业大学

食品学院；胃蛋白酶（蛋白酶活力为 3000 U/g）　上

海源叶生物科技有限公司；牛胆盐　北京索莱宝科技

有限公司；无水葡萄糖、磷酸氢二钾、七水硫酸镁、

乙酸钠、硫酸锰、柠檬酸氢二铵、吐温 80　广州化学

试剂厂；牛肉膏、酵母粉、蛋白胨　英国 Oxoid公司；

2,2-联苯基-1-苦基肼基（DPPH）　上海麦克林生化科

技股份有限公司；DNA提取试剂盒　生工生物工程

（上海）股份有限公司；SQK-LSK109连接试剂盒　

北京康润诚业生物科技有限公司。

SW-CJ-1F超净工作台　江苏苏州安泰空气技

术有限公司；DSY-B-4电热恒温水浴锅　浙江余姚

工业仪器二厂；YXQ5高压蒸汽灭菌锅　江阴滨江

医疗设备有限公司；5804R高速冷冻离心机　德国

Eppendorf 公司；LRH-70生化培养箱　上海一恒科

学仪器有限公司；Gel DocTM×R+凝胶快速成像系统

　美国 BIO-RAD公司；Bioscreen C全自动生长曲

线分析仪　芬兰 Oy Growthcurves Ab Ltd公司；U410
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超低温冰箱　德国 Eppendorf公司；JSM-7610FPlus
场发射扫描电镜　日本 Jeol公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   菌株与生长条件　唾液乳杆菌 S54由华南农

业大学食品健康与组学实验室从广东顺德水牛奶中

分离筛选得到。培养基为液体 MRS，培养条件为

37 ℃ 静置培养 12 h，在进行实验前，需要将菌株在

上述条件下活化 2代后使用。

 1.2.2   唾液乳杆菌 S54的形态特征观察　将保存于

25%甘油管中的唾液乳杆菌 S54通过平板划线于

MRS平板上，于 37 ℃ 的恒温培养箱下培养 48 h后

观察其形态，随后挑取单菌落于 MRS液体培养基

中，于 37 ℃ 下培养 12 h后，取菌悬液进行革兰氏染

色实验。再将剩余的菌悬液在 4000 r/min条件下离

心 5 min，收集菌体后进行扫描电镜观察。

 1.2.3   菌株总 DNA提取与全基因组的测序　将活

化后的唾液乳杆菌 S54菌液在 4 ℃、5000 r/min条

件下离心 10 min收集菌体，使用细菌基因组 DNA
提取试剂盒进行 DNA提取。利用 Nanodrop、Qubit、
0.35%琼脂糖凝胶电泳对提取的基因组 DNA进行

浓度、纯度和完整性质检，利用 SQK-LSK109连接

试剂盒进行文库构建。通过 Illumina NovaSeq 6000
和 Nanopore  PromethION48测序平台对唾液乳杆

菌 S54进行全基因组测序。

 1.2.4   基因组组装与注释　对测序后的原始数据进

行转换和过滤后，使用 Canu  v1.5软件对过滤后

reads进行组装，通过 Racon  v3.4.3软件利用三代

reads对组装结果进行矫正，然后通过 Circlator
v1.5.5软件进行环化和调整起始位点，最后采用 Pi-
lon v1.22软件利用二代数据进一步进行纠错，得到

准确度更高的基因组后进行后续分析。使用软件

Prodigal  v2.6.3[23] 与 RepeatMasker v4.0.5[24] 进行基

因预测。使用 Rfam数据库（https://rfam.org/）和 tR-
NAscan-SE  v2.0（https://toolkit.engineering.ucsc.edu/
website-support/maintenance/） [25] 对 rRNA与 tRNA
进行预测。基于 VFDB数据库（Virulence  Factor
Database： https://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm） 与

CARD数据库（Comprehensive  Antibiotic  Research
Database：https://card.mcmaster.ca/）注释毒力因子和

抗性基因，用于进行安全性评价。一般功能注释则使

用 GO数据库（Gene Onotology Consortium：https://
geneontology.org/）、KEGG数据库（Kyoto Encyclope-
dia  of  Genes  and  Genome： https://www.kegg.jp）和

eggNOG数据库（http://eggnog6.embl.de/）。

 1.2.5   基因组圈图的绘制　利用组装和预测得到的

基因组信息，如 tRNA、rRNA、重复序列、GC含量

以及基因功能信息等，应用软件 Circos v0.66[26] 绘制

基因组圈图，Circos可视化基因组，清晰地展示基因

组组分间的在基因组上的位置关系。

 1.2.6   抑菌物质预测分析　应用软件 antiSMASH
v5.0.0[27] 对菌株全唾液乳杆菌 S54基因组中抑菌物

质合成基因簇进行挖掘。

 1.2.7   基因信息挖掘与预测　通过对 eggNOG、

KEGG等数据库的注释结果进行直接搜索以及查阅

相关文献[21,28]，从中收集已知的、与耐受性有关的基

因，与 eggNOG、KEGG等数据库的注释结果进行

比对，对菌株全基因组中与耐受性相关的基因进行

挖掘。

 1.2.8   生长曲线的测定　将活化后的唾液乳杆菌

S54以 3%的接种量接入装有 MRS液体培养基的

100孔板中，使用全自动生长曲线测定仪，每隔 2 h
测定菌液吸光值。以时间（h）为横坐标，吸光值

（OD600）为纵坐标，绘制益生菌生长曲线。

 1.2.9   胃液耐受性评价　胃液的耐受性评价参照

Ye等 [29] 的方法并改进，将配制好的含胃蛋白酶

2 mg/mL的 0.85%生理盐水，使用 0.1 mol/mL的盐

酸溶液调节至 pH分别为 2、3、4。随后使用 0.22 μm
滤膜过滤，制备成人体在不同情况下的模拟胃液。分

别按照菌液:模拟胃液=1:4进行混合，混匀后将混合

液在 37 ℃ 下孵育 3 h，并在 0、1、2、3 h测定活菌

数，活菌数的测定参照 GB 4789.35-2016《食品安全

国家标准 食品微生物学检测 乳酸菌检测》。按照以

下公式计算存活率：

存活率(%) =
N
N0

×100

式中：N是特定时期的活菌数（CFU/mL），N0 是

实验开始时的活菌数（CFU/mL）。

 1.2.10   肠液的耐受性评价　向 pH为 7的生理盐水

中加入胆盐，使溶液中胆盐的浓度分别为 0.05%、

0.075%、0.1%，随后使用 0.22 μm滤膜过滤。分别按

照菌液:模拟肠液=1:4进行混合，将混合液在 37 ℃
下孵育 3 h，并在 0、1、2、3 h测定活菌数，活菌数的

测定方法与存活率计算公式与 1.2.9相同。

 1.2.11   耐热性评价　对活化后的唾液乳杆菌 S54
菌液进行活菌数测定，随后分别置于 45、50、55 ℃
的水浴锅中静置 20 min，再进行活菌数的测定，按照

以下公式计算存活率：

存活率(%) =
X
X0

×100

式中：X是热处理结束后的活菌数（CFU/mL），
X0 是未经过热处理时的活菌数（CFU/mL）。

 1.2.12   不同益生元对唾液乳杆菌 S54的增殖作用

研究　采用低聚果糖、低聚半乳糖、低聚异麦芽糖、

水苏糖、抗性糊精、菊粉、燕麦 β-葡聚糖等益生元作

为替代碳源，分别代替 MRS培养基中的葡萄糖成

分，配制成含不同益生元的培养基，以含葡萄糖

（20 g/L）的常规 MRS培养基作为阳性对照，碳源缺

失的 MRS培养基作为空白对照。将唾液乳杆菌
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S54按照 3%接种量接种到上述培养基中，使用全自

动生长曲线分析仪测定其在 24 h内的生长曲线，以

时间为横坐标，吸光值（OD600）为纵坐标，绘制生长

曲线。

 1.2.13   细胞疏水能力的测定　依据 Jiang等[30] 描述

的方法，并进行一定的修改：将在 MRS液体培养基

中活化后的唾液乳杆菌 S54，在 6000 r/min的条件下

离心 10 min，使用 1×PBS（pH7.0）溶液洗涤两次，随

后重悬至 OD600=0.6，记为 Abi，随后按照菌液:有机

溶剂（二甲苯、氯仿、乙酸乙酯）=3:1的比例进行混

合，在 37 ℃ 下静置 1 h，分别测定水相的 OD600，记

为 Abw，按照以下公式计算疏水能力：

疏水能力(%) =
Abi −Abw

Abi

×100

 1.2.14   细胞自聚集能力的测定　依据 Jiang等 [30]

描述的方法，并进行一定的修改：将活化后的菌液

在 6000  r/min的条件下离心 10  min，使用 1×PBS
（pH7.0）溶液洗涤两次，随后重悬至 OD600=0.6，记为

Ab0，随后将菌液在 37 ℃ 条件下静置 24 h，分别在

8、12和 24 h测定上清液的 OD600，记为 Abt，按照以

下公式计算自聚集能力：

自聚集能力(%) =
Ab0 −Abt

Ab0

×100

 1.2.15   体外抑菌实验　将活化后的唾液乳杆菌

S54在 6000 r/min的条件下离心 10 min收集上清

液，随后使用 0.22 μm滤膜过滤，制备成完全无菌的

上清液。所用的 5种病原菌菌液统一制成 OD600=
0.3，各取 0.4 mL菌液与 40 mL的 LB培养基混合，

倒于培养皿中。待凝固后用牛津杯打孔，向孔中加

入 0.2 mL无菌上清液，以 MRS培养基为空白对照，

在 37 ℃ 下培养 12 h，观察是否有抑菌圈形成，并用

游标卡尺测量抑菌圈直径。

 1.2.16   抗氧化能力　将活化后的唾液乳杆菌 S54
菌液于 6000  r/min离心 10  mim，收集上清液经

0.22 μm滤器过滤，制成无细胞发酵上清液（CFS）。
参考文献 [31−32]的方法测定 DPPH自由基、ABTS+

自由基清除率；参考顾品品等[33] 的方法测定羟自由

基清除率，其中，以 0.5 mg/mL抗坏血酸作为阳性

对照。

 1.3　数据处理

所有实验均重复 3次，结果以平均值±标准偏差

表示。使用 IBM SPSS Statistics 26进行显著性检验

和方差分析，不同小写字母表示具有统计学差异

（P<0.05），用 Origin 2024软件进行绘图。

 2　结果与分析

 2.1　唾液乳杆菌 S54的形态特征

唾液乳杆菌 S54单菌落颜色为乳白色、表面光

滑不透明、小而凸起或大而扁平（图 1A），革兰氏染

色结果为阳性菌（图 1B）。在扫描电镜下以 5000×

放大倍率观察，菌体呈现短杆状，以成对或单个的形

式存在，无鞭毛存在（图 1C）。
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图 1    唾液乳杆菌 S54的形态特征
Fig.1    Morphological characteristics of Lactobacillus

salivarius S54
注：A菌落特征；B革兰氏染色结果；C扫描电镜下菌体形态。
 

 2.2　唾液乳杆菌 S54基因组特征

唾液乳杆菌 S54基因组序列由一条 1980939 bp
的环状染色体组成，GC含量为 33.04%，预测到一个

质粒的存在，大小为 168151 bp。基因组的重复序列

总长度为 7670 bp，重复序列占基因组中的含量为

0.39%，共有 1901个编码基因，编码基因总长度为

1739778 bp，平均长度为 915 bp。预测到的 tRNA
数量为 78个，组成 rRNA的 5S rRNA、16S rRNA、

23S rRNA分别有 7、7、8个，共 22个（表 1）。
  

表 1    唾液乳杆菌 S54的基因组特征
Table 1    Genomic characteristics of Lactobacillus salivarius S54

特性 数量

基因组大小 1980939 bp
GC含量 33.04%
质粒数量 1
质粒大小 168151 bp
重复序列 7670 bp

重复序列占比 0.39%
编码基因数量 1901

编码基因总长度 1739778 bp
编码基因平均长度 915 bp

tRNA数量 78
rRNA数量 22

 

 2.3　唾液乳杆菌 S54的一般功能注释

对唾液乳杆菌 S54的全基因组使用 GO数据

库、KEGG数据库和 eggNOG数据库进行一般功能

注释。

 2.3.1   GO数据库注释　GO数据库[34] 主要基于细

胞组分、分子功能、生物过程这三大类对基因组进行

注释，细胞组分（Cellular Component）用于描述亚细

胞结构、位置和大分子复合物；分子功能（Molecular
Function）用于描述基因、基因产物个体的功能；生物

过程（Biological Process）用来描述基因编码的产物

所参与的生物过程。

唾液乳杆菌 S54在 GO数据库中共注释到了

1536个基因，结果如图 2所示。注释到与细胞组分

有关的基因有 818个，与分子功能有关的基因有

1264个，与生物过程有关的基因有 1137个。在细胞
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组分中，注释到最多的组分是膜（Membrane）、细胞

（Cell）、细胞组分（Cell  Part），分别注释到了 475、
466、455个。在分子功能中，注释到最多的是催化

活性（Catalytic Activity）和结合（Binding），分别注释

到 923个和 716个。而在生化过程中，注释到最多

的是代谢过程（Metabolic Process）、细胞过程（Cellu-
lar Process），分别注释到 801个和 686个。
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图 2    GO功能注释分类统计图
Fig.2    GO functional annotation classification statistical chart

 

 2.3.2   KEGG数据库注释　KEGG是收集基因组、

生物通路、疾病、药物和化学物质的数据库[35]。主要

基于环境信息处理（Environmental Information Pro-
cessing）、新陈代谢（Metabolism）、人类疾病（Hu-
man Diseases）、遗传信息处理（Genetic Information
Processing）、有机体系统（Organismal Systems）、细胞

过程（Cellular Processes）六大类对基因组进行注释。

唾液乳杆菌 S54在 KEGG数据库中注释到

1071个功能基因，结果如图 3所示。在 6大类中，注

释到最多的是新陈代谢，共注释到了 37种代谢类

型，其中氨基酸的生物合成相关基因注释到 65个，

碳代谢相关基因注释到 55个。在环境信息处理方

面，ABC转运蛋白和双组分系统注释到的基因数量

最多，分别为 45个和 29个。ABC转运蛋白能够转

运多种物质，包括离子、氨基酸、糖类、脂肪酸等，而

双组分系统则由组氨酸激酶（Histidine Kinase，HK）

和反应调节蛋白（Response Regulator，RR）组成，帮

助细菌感知并响应环境变化（如 pH、渗透压、营养、

抗生素等）。在遗传信息处理方面，共注释到 9种功

能，注释到最多的是与核糖体相关的基因，共 55个。

 2.3.3   eggNOG功能注释　eggNOG数据库[36] 常是

在 COG数据库的基础上的持续更新，用来对新测序

基因组的基因进行分类和注释。注释时通过将基因

的蛋白序列和 eggNOG数据库进行 BLAST比对，

找到 eggNOG数据库中最相似的序列，该序列对应

的注释信息和分类信息即为对应测序基因组基因的

注释信息和分类信息。

唾液乳杆菌 S54的注释结果如图 4所示，从

中可以看出注释到最多的基因为未知功能的基因

（Function Unknown），共注释到 311个。其次是复

制、重组和修复（Replication, Recombination and Re-
pair）、翻译，核糖体结构和生物合成（Translation, Ri-
bosomal Structure and Biogenesis）、碳水化合物运输

和代谢（Carbohydrate Transport and Metabolism）和

仅限通用功能预测（General Function Prediction On-
ly）和氨基酸转运与代谢（Amino Acid Transport and
Metabolism），分别注释到 155、144、143、139和

133个。充分说明了唾液乳杆菌 S54具有较强的碳

水化合物和氨基酸利用能力，能够利用多种碳源和氮

源，进而能够适应各种复杂的环境，在发酵工业、益

生菌产品开发中具有重要应用潜力。
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图 4    eggNOG功能基因功能分类统计图
Fig.4    Statistical chart of functional classification of eggNOG

functional genes
 

 2.4　唾液乳杆菌 S54的特殊功能注释

 2.4.1   CARD数据库注释　CARD[37]（Comprehen-
sive Antibiotic Research Database）是一个持续更新

的抗生素耐药性数据库，涵盖抗性基因、相关蛋白及

耐药机制等信息。在唾液乳杆菌 S54染色体上，未

找到任何的抗生素抗性基因。由于不含抗生素抗性

基因，唾液乳杆菌 S54不会将抗性基因传递给其他

微生物，降低了抗性基因扩散的风险，避免了因抗性

基因传播而导致的抗生素耐药性问题，有助于维护抗

生素的有效性。而从鸡肠黏膜中筛选得到的唾液乳
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图 3    KEGG注释分类统计图

Fig.3    KEGG annotation classification statistical chart
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杆菌 CGMCC20700则被预测出 10个与抗生素耐药

相关的基因，其中有 3个相似度超过 90%[30]。这可

能是由于鸡饲料往往带有抗生素成分，致使唾液乳杆

菌为了存活产生了耐药性基因的漂移，这个结果表明

水牛奶源唾液乳杆菌更具安全性优势，同时凸显了评

估益生菌菌株来源对其安全性的重要性。

 2.4.2   VFDB数据库注释　VFDB[38]（virulence fac-
tor database）是收集了已经充分描述的细菌致病菌的

绝大多数的致病因子，这些致病因子帮助致病菌建立

对宿主的感染、应对宿主的免疫系统在宿主中存活

并引起宿主的疾病。对唾液乳杆菌 S54进行 VFDB
数据库的注释，共注释到 267个可能属于毒力因子

的基因，功能注释结果的可信值合理的前提下，不存

在结果高度相似的毒力因子基因，与 VFDB中毒力

因子的相似度低于 60%的基因，占所有可能存在的

毒力因子总数的 97.00%，且不存在相似度>80%且

覆盖率>60%的基因，无需进行进一步的验证，可认

为该菌株无毒[39]。

 2.5　基因组图谱

利用组装和预测得到的基因组信息，如 tRNA、

rRNA、重复序列、GC含量以及基因功能信息等，应

用 Circos v0.66软件绘制基因组圈图，基因组图谱如

图 5所示。

  

图 5    唾液乳杆菌 S54基因组图谱
Fig.5    Genome atlas of Lactobacillus salivarius S54

 

最外面一圈为基因组大小的标示，每个刻度为

5 kb；第二圈和第三圈分别为基因组正链和负链上的

基因，不同颜色代表不同的 COG功能分类；第四圈

为重复序列；第五圈为 tRNA和 rRNA，蓝色为 tRNA，

紫色是 rRNA；第六圈为 GC含量，浅黄色部分表示

该区域 GC含量高于基因组的平均 GC含量，峰值越

高则与平均 GC含量差异越大，蓝色部分则表示该区

域 GC含量低于基因组的平均 GC含量；最内圈是

GC-skew，深灰色代表 G含量大于 C的区域，红色代

表 C含量大于 G的区域。

 2.6　抑菌物质预测分析

细菌产生的次生代谢产物是抗菌剂和其他生物

活性化合物的重要来源，如抗生素、降低胆固醇的药

物或抗肿瘤药物的化学物质等。利用 antiSMASH
能够准确识别编码所有已知广泛化学类别的次级代

谢产物的基因簇，经测定唾液乳杆菌 S54基因组中

存在一个 T3PKS（查尔酮型聚酮合酶）基因簇，长度

为 41164 bp，如图 6所示。该基因簇广泛存在于植

物、真菌与部分细菌中，能够产生具有抗菌、抗氧化

和免疫调节等功能的次生产物。

 2.7　耐受性相关基因的挖掘与预测

人体的胃肠道环境中，胃液酸度较高，且存在胆

盐与各种酶等一系列能够威胁益生菌正常生理功能

的因素。此外，益生菌在生产、储存和运输过程中

也可能受到高温的影响，因此，益生菌需要具有耐

热、耐酸、耐胆盐的能力才能在胃肠内生存和发挥

作用。

通过直接对 KEGG、eggNOG等注释结果进行

搜索以及查阅文献和数据库，找到已知的益生特性相

关基因，再与 eggNOG、KEGG等数据库的注释结果

进行比对，挖掘和预测到的耐受性相关基因如表 2
所示：唾液乳杆菌 S54存在多种热激蛋白和分子伴

侣，如 GroES、DnaK、CIpL等，也存在逆转运蛋白和

胆酰甘氨酸水解酶。这些基因的存在能够帮助益生

菌适应和应对各种环境压力，从而保持益生菌的生存

和活性。

 2.8　生长曲线的测定

乳酸菌的生长一般要经历四个时期，即延滞期、

对数期、稳定期和衰亡期。由图 7可知，唾液乳杆

菌 S54无明显的延滞期，培养初期就能到达对数生

长期。在 0~8 h处于对数生长期，这个时期的菌体活

力最强、生长繁殖迅速。8 h后为稳定期，这个时期

的菌体会产生大量的次级代谢产物，同时，稳定期的

菌体对酸和高温等恶劣条件的抵抗力最强。在与大

多数乳酸菌相比[40−41]，唾液乳杆菌到达稳定期所需要

的时间更少，仅需要 8 h，在实际应用中能够大幅节

省发酵所需的时间。

 

图 6    唾液乳杆菌 S54的基因簇

Fig.6    Gene cluster of Lactobacillus salivarius S54

 · 198 · 食品工业科技 2026年  7 月



 2.9　耐胃液能力评价

胃酸的 pH在进食前后会发生较大的变化，其范

围一般在 2~4之间波动，耐胃酸的益生菌能够在强

酸性环境中存活下来，并且抵抗胃蛋白酶的分解，确

保足够数量的活菌到达肠道，进而发挥其应有的作

用。将培养至稳定期前期的唾液乳杆菌 S54菌液，

与含有 2 mg/mL胃蛋白酶的 pH分别为 2、3、4的

模拟胃液混合。在 37 ℃ 下反应 2 h后，结果如图 8

所示，在 pH2的模拟胃液中，存活率在 1~3 h内分别

为：73.82%、48.45%和 42.33%；在 pH3的模拟胃液

中，为 75.84%、63.23%、50.55%；在 pH4时，存活率

则为：83.85%、75.60%、63.44%。在相同的条件下，

戊糖乳杆菌 ZFM94在 pH2的模拟胃液中反应 2 h
后的存活率只有 30.59%，而约氏乳杆菌 CNCM I-
4884的存活率则低于 25%[22,29]。唾液乳杆菌 S54较

强的耐胃液能力可能得益于在基因组中存在的与

H+逆向转运蛋白-2和 Na+:H+逆向转运蛋白相关的

基因，通过排出细胞内的多余氢离子（H+）来维持细胞

内部的中性环境。

 2.10　耐肠液能力评价

人体肠道内的胆盐浓度一般在 0.03%~0.3%之

间，益生菌要想在人体内发挥功效，必须要在小肠

的胆盐环境中存活下来。由图 9可知，经胆盐浓度

为 0.1%的模拟肠液处理 3 h后，唾液乳杆菌的存活

率为 16.29%，而在相对较低的 0.05%和 0.75%的两

种胆盐溶液中，3 h后其存活率分别为 68.69%和

46.71%，说明其具有一定的耐胆盐性，但对高浓度

的胆盐较为敏感，后续可以通过复合壁材包埋技术

或定向驯化的方法来提高其在高浓度胆盐中的存

活率。
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图 9    唾液乳杆菌 S54耐肠液能力
Fig.9    Intestinal fluid resistance ability

of Lactobacillus salivarius S54
 

 2.11　耐热性试验

益生菌在加工、运输和储存的过程中都会受到

高温的影响，对益生菌进行耐热测定可以更好地了解

益生菌耐高温能力，从而更好地指导生产实践。由

表 3可知唾液乳杆菌 S54有良好的耐热性，不但在

45 ℃ 的条件下仍然能够正常生长发育，而且经 50 ℃
加热 20 min其存活率依然保持在 75%以上，结果之

间均存在显著性差异。本实验结果表明，唾液乳杆

菌 S54具有优异的耐热特性，这与 Liu等[39] 关于植

物乳杆菌 cpf-43的研究结果一致，该特性在对比中

尤为显著：在 50 ℃ 水浴 20 min的相同处理条件下，

 

表 2    部分耐受性相关基因预测

Table 2    Prediction of partial tolerance related genes

gene ID 基因/酶 功能

GE000135 分子伴侣Hsp33 耐热性

GE000296 伴侣蛋白GroES 耐热性

GE000297 伴侣蛋白GroEL 耐热性

GE000836 分子伴侣DnaJ 耐热性

GE000837 分子伴侣DnaK 耐热性

GE000838 分子伴侣GrpE 耐热性

GE000109 H+逆向转运蛋白-2 耐酸性

GE000552 Na+:H+逆向转运蛋白 耐酸性

GE000624 Na+:H+逆向转运蛋白 耐酸性

GE000894 胆酰甘氨酸水解酶 耐胆盐

GE001824 胆酰甘氨酸水解酶 耐胆盐

 

表 3    唾液乳杆菌 S54的耐热能力

Table 3    Thermostability of Lactobacillus salivarius S54

热处理前活
菌数（CFU/mL）

温度
（℃）

热处理后活
菌数（CFU/mL）

存活率
（%）

2.97±0.64×109 45 3.9±0.26×109 131.46±8.92a

2.97±0.64×109 50 2.33±0.21×109 78.65±7.02b

2.97±0.64×109 55 2.4±0.26×107 0.81±0.00c

注：同列不同小写字母表示具有显著性差异，P<0.05，表4同。
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图 7    唾液乳杆菌 S54生长曲线

Fig.7    Growth curve of Lactobacillus salivarius S54
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图 8    唾液乳杆菌 S54耐胃液能力

Fig.8    Gastric juice tolerance ability of
Lactobacillus salivarius S54
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唾液乳杆菌 S54的存活率远高于另一株鸡源唾液乳

杆菌 C-1-3（其存活率近乎为 0）[42]。

 2.12　益生元增殖作用的测定

将活化后的唾液乳杆菌按照 3%的接种量接种

到含不同益生元的培养基并培养 24 h，生长曲线如

图 10所示。从菌体增殖效果来看，所有添加碳源的

培养基均优于空白对照。在实验组中，增殖效果由强

到弱的排序为：水苏糖>低聚半乳糖>葡萄糖>菊粉>
低聚异麦芽糖>β-燕麦葡聚糖>低聚果糖>抗性糊

精。以水苏糖或低聚半乳糖作为碳源时，益生菌的增

殖效率显著高于阳性对照组（葡萄糖），该结果与李雅

丽等[43] 的研究结果一致。其原因可能是葡萄糖在培

养初期（0~6 h）虽能促进菌体快速增殖，但会迅速耗

尽；而水苏糖与低聚半乳糖可被缓慢利用，从而在培

养中后期（6~24 h）持续支持菌体生长，最终获得更高

的菌量[44]。

  

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
时间 (h)

吸
光

值

1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

β-燕麦葡聚糖
抗性糊精菊粉
水苏糖低聚异麦芽糖
低聚果糖低聚半乳糖
空白葡萄糖

图 10    不同益生元对唾液乳杆菌 S54的增殖作用
Fig.10    Effects of different prebiotics on the proliferation

of Lactobacillus salivarius S54
 

 2.13　疏水性和自聚集能力的测定

自聚集能力和疏水性通过促进生物膜的形成

和增强益生菌与肠道上皮细胞或黏液层的粘附，帮

助益生菌在肠道内形成稳定群落，增强定植稳定性，

延长作用时间。结果如图 11和图 12所示，唾液乳

杆菌 S54在二甲苯和氯仿中有着较高疏水性（分别

为 87.19%和 67.11%），且自聚集能力强（在 8 h和

24 h时分别为 62.11%和 75.54%），且 8 h与 12 h的

自聚集能力无显著性差异，表明菌株细胞间的相互

识别与黏附过程较为高效，能在较短时间内完成聚

集。本文研究中，以二甲苯作为有机相时，其疏水性

远高于文献报道中常见乳酸菌的相应范围（10%~
85%）[45−46]，这预示着菌株 S54可能具有优异的黏附

或定植潜能。

 2.14　体外抑菌能力的测定

唾液乳杆菌 S54对副溶血性弧菌、痢疾志贺氏

菌、鼠伤寒沙门氏菌、金黄色葡萄球菌和肠出血大肠

杆菌这 5种致病菌的抑菌圈直径见表 4，结果显示本

菌株对这五种病原菌的生长均有显著抑制作用，对副

溶血性弧菌和痢疾志贺氏菌的抑制效果最佳，而对肠

出血大肠杆菌的抑制效果相对较弱。相较于同样具

备抗菌物质合成基因簇的枯草芽孢杆菌 SNBS-3[47]，

本菌株表现出更强的抑菌活性，其形成的抑菌圈直径

显著增大 3~5 mm，而与同样含有 T3PKS基因簇的

植物乳杆菌 cqf-43的抑菌效果类似[39]，这可能得益

于 T3PKS的存在，赋予了菌株更显著的抑菌能力。
 
 

表 4    唾液乳杆菌 S54的体外抗菌活性
Table 4    In vitro antibacterial activity of Lactobacillus

salivarius S54

致病菌 抑菌圈直径（mm） 抑菌程度 致病菌性质

副溶血性弧菌 20.60±1.13a ++++ G−

痢疾志贺氏菌 20.60±0.72a ++++ G−

鼠伤寒沙门氏菌 20.00±0.00ab ++++ G−

金黄色葡萄球菌 18.93±0.66b ++++ G+

肠出血大肠杆菌 18.87±0.53b ++++ G−

注：+：抑菌圈直径<5 mm，++：抑菌圈直径为5~10 mm，+++：抑菌圈直径
为10~15 mm，++++：抑菌圈直径≥15 mm，−：无抑制作用。
 

 2.15　抗氧化能力的测定

已有证据表明，部分益生菌可通过肠道定植发

挥抗氧化作用，调控氧化还原平衡。其产生的活性代

谢物能减少氧化损伤，从而延缓衰老并降低某些慢性

病的发生风险[48−49]。S54的无细胞发酵上清液（CFS）

对 DPPH、ABTS+和羟自由基的清除率如图 13所

示。结果表明该菌株具有优异的抗氧化能力，特别是

对于羟自由基，其清除率高达 89.38%，而对 ABTS+
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图 11    唾液乳杆菌 S54的疏水性

Fig.11    Hydrophobicity of Lactobacillus salivarius S54
注：不同小写字母表示具有显著性差异，P<0.05，图 12同。
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图 12    唾液乳杆菌 S54的自聚集能力

Fig.12    Self-aggregating ability of Lactobacillus salivarius S54
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自由基和 DPPH自由基的清除率分别为 80.27%和

62.48%，显著优于文献 [50]报道的 16株发酵食品

源细菌菌株和文献 [51]所报道的 40株益生菌的

CFS的自由基清除率，表明其抗氧化活性远超已有

报道的多数同类菌株。而唾液乳杆菌 S54的 CFS
的高自由基清除率很可能得益于在生长过程中细胞

的外分泌物代谢物，如短链脂肪酸、过氧化氢酶、谷

胱甘肽过氧化物酶等[52−53]。
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图 13    唾液乳杆菌 S54的抗氧化能力
Fig.13    Antioxidant capacity of Lactobacillus salivarius S54

注：不同小写字母表示组间具有显著性差异，P<0.05。
 

 3　结论
本研究首次从水牛奶中分离得到唾液乳杆菌

S54，具有优良的益生特性和工业化应用潜力。全基

因组测序与表型实验证实：该菌株不仅具备丰富的碳

源代谢能力、良好的胃肠液耐受、黏附定植能力和高

温耐受性，还携带一个在唾液乳杆菌中较为罕见的产

生抗菌、抗氧化及免疫调节活性代谢产物的稀有基

因簇 T3PKS；体外抑菌和抗氧化能力突出：对多种致

病菌有着显著的抑菌作用，对三种自由基的清除率均

大于 60%，且不含任何已知抗生素抗性基因和不存

在高度相似的毒力因子基因，安全性与其他来源的唾

液乳杆菌相比更加显著。唾液乳杆菌 S54是一株兼

具安全性、功能性与应用潜力的优良候选菌株，为开

发抗生素替代品、肠道健康产品及低成本工业化益

生菌制剂提供新的选择。
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