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摘要： 旨在从新疆克州传统发酵乳制品中分离出良好抗氧化活性的益生菌菌株。 通过耐过氧化氢 （Ｈ２Ｏ２） 试验、 自由基清除或抑制试验， 初步

筛选出抗氧化活性良好的菌株， 建立 Ｈ２Ｏ２ 诱导的猪小肠上皮细胞系 （ ＩＰＥＣ－Ｊ２） 细胞氧化损伤模型， 通过比较对照组 （正常培养）、 模型组

（４００ μｍｏｌ·Ｌ－１ Ｈ２Ｏ２ 处理 ３ ｈ） 以及 ＪＫ－８＋Ｈ２Ｏ２ 组、 ＪＫ－１６＋Ｈ２Ｏ２ 组、 ＪＫ－２３＋Ｈ２Ｏ２ 组、 ＪＫ－２４＋Ｈ２Ｏ２ 组 （分别用菌株 ＪＫ－８、 ＪＫ－１６、 ＪＫ－２３、

ＪＫ－２４ 无细胞提取物处理 ６ ｈ 后 ４００ μｍｏｌ·Ｌ－１ Ｈ２Ｏ２ 处理 ３ ｈ） 细胞存活状态， 筛选出抗氧化效果最好的菌株， 进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 鉴定。 结果： 从 ２８
株益生菌中筛选出 ８ 株 Ｈ２Ｏ２ 耐受能力强的菌株。 复筛发现对 １， １－二苯基－２－三硝基苯肼 （ＤＰＰＨ） 自由基清除能力最强的是 ＪＫ－２３， 无细胞提

取物清除率为 ６４􀆰 ９３％， 菌体混悬液清除率为 ８７􀆰 １０％， 显著高于其他菌株的菌体混悬液 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 抑制羟自由基能力最强的菌体混悬液是 ＪＫ－

１６ 且活力为 ４３􀆰 ００ Ｕ·ｍＬ－１， 最强的无细胞提取物是 ＪＫ－２４ 且活力为 ３９􀆰 ５９ Ｕ·ｍＬ－１； 抗超氧阴离子自由基活力最强的菌体混悬液是 ＪＫ－２３ 且

活力为 ７４􀆰 ５７ Ｕ·Ｌ－１， 最强的无细胞提取物是 ＪＫ－８ 且活力为 １１８􀆰 ６３ Ｕ·Ｌ－１。 ４ 株菌均能缓解 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞的氧化损伤， ＪＫ－２３ 缓

解效果最好， 细胞存活率显著提高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 高达 ８４􀆰 ５９％。 经 １６Ｓ ｒＲＮＡ 分析， ＪＫ－２３ 被鉴定为加纳醋杆菌 （Ａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｇｈａｎｅｎｓｉｓ）， 具有较强

的抗氧化活性， 能为饲料和食品加工中天然抗氧化剂的开发和应用提供菌种来源。
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　 　 在我国新疆等地存在很多传统发酵的乳制品， 如

酸奶、 开菲尔粒、 酸奶疙瘩等， 这些传统发酵乳制品

中蕴藏着丰富的益生菌资源， 尤其是位于帕米尔高原

的克州地区。 迪娜热尔·迪力达西等［１］ 从新疆传统

发酵乳品中分离到瑞士乳杆菌、 马乳酒样乳杆菌等

１０ 株具有益生特性的乳酸菌； Ｊｉｎ 等［２］从新疆马奶中

分离得到 １１４ 株 ８ 种不同的乳酸菌， 其中 １５ 株菌具

有耐酸耐胆盐等良好益生特性； 伊力夏提·艾热

提［３］以昭苏县农家自制的发酵奶酪为原材料， 共分

离鉴定出 ６ 株乳酸菌株。
新陈代谢过程中机体会产生活性氧 （ ＲＯＳ）、

Ｈ２Ｏ２ 和自由基等， 外源性或内源性 ＲＯＳ 和自由基产

生的增加会引起氧化应激， 从而导致很多疾病和健康

障碍［４－６］。 加之现代化养殖多为大规模集约化养殖，
畜禽会因受到多种外界因素 （温度、 湿度、 致病菌

等） 的影响造成氧化应激， 从而引起畜禽应激性疾

病［７］。 机体自身的抗氧化防御系统 （如内在酶抗氧

化系统和小分子抗氧化物质） 能够平衡机体正常代

谢过程中产生的 ＲＯＳ 和活性氮来减轻氧化损伤［８］。
除了自身抗氧化防御系统外， 外源性低分子量抗氧化

剂已被广泛研究和应用［９］， 主要分为天然的抗氧化

剂 （如各种草本植物中的多糖和类黄酮等） 和化学

合成的抗氧化剂 （如多酚、 维生素 Ｅ 等）， 但化学合

成的抗氧化剂的安全性和长期有效性受到质疑［１０］。
然而， 除了小分子抗氧化剂外， 益生菌抗氧化作用也

被广泛研究。
目前， 大量研究报道了一些具有减轻氧化损伤作

用的益生菌［１１－１２］， 可以作为一种天然抗氧化剂减少

机体和细胞的氧化损伤［１３－１４］。 Ｉｚｕｄｄｉｎ 等［１２］ 研究发现

植物乳杆菌可提高断奶后羔羊的血清和瘤胃抗氧化活

性， 上调肝脏抗氧化酶和瘤胃屏障功能； Ｄｏｗａｒａｈ
等［１５］研究发现乳酸菌可以增加抗氧化酶的活性， 或

调节和缓解循环氧化应激， 以保护细胞免受氧化应激

引起的损伤； 田思敏等［１６］ 研究发现摄入醋酸菌粉末

可以减轻急性摄入酒精引起的肝脂质蓄积和氧化损

伤； Ａｌｌａｍ 等［１７］研究发现乳杆菌可通过提高抗氧化酶

的活性对肝毒性起缓解作用。 新疆克州地区的传统发

酵乳制品中蕴藏的乳酸菌和醋酸菌等益生菌资源十分

丰富， 本研究旨在对分离自克州地区传统发酵乳制品

的益生菌进行抗氧化特性评估， 为饲料和食品中天然

抗氧化剂的进一步开发和应用于缓解动物和人的氧化

应激提供理论基础和菌种来源。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

２８ 株益生菌菌株均来源于新疆克州地区的传统

发酵乳制品； ＩＰＥＣ－Ｊ２ 为猪小肠上皮细胞系， 购自广

州吉妮欧生物科技有限公司； ＭＲＳ 培养基购自青岛

海博生物技术有限公司； １， １－二苯基－２－三硝基苯

肼 （ＤＰＰＨ） 自由基清除能力试剂盒、 羟自由基测定

试剂盒、 抑制和产生超氧阴离子自由基测定试剂盒，
购自南京建成生物工程研究所； 细菌基因组 ＤＮＡ 提

取试剂盒购自天根生化科技 （北京） 有限公司；
ＰＣＲ 相关试剂购自生工生物工程 （上海） 股份有限

公司； 细胞计数试剂盒－８ （ＣＣＫ－８） 购自 ＡＰＥｘＢＩＯ
公司。
１􀆰 ２　 耐 Ｈ２Ｏ２ 能力测定

将培养 １６ ～ ２４ ｈ 的菌悬液浓度调整为 １０８

ＣＦＵ·ｍＬ－１， 再以体积分数 ２％接种量分别接种于初

始 Ｈ２Ｏ２ 浓度为 ０、 １􀆰 ０、 ２􀆰 ０ 和 ３􀆰 ０ ｍｍｏｌ· Ｌ－１ 的

ＭＲＳ 肉汤培养基中， ３７ ℃培养 １６ ｈ， 测定不同 Ｈ２Ｏ２

浓度下 ＯＤ６００ ｎｍ值
［１８］。

１􀆰 ３　 菌体混悬液和无细胞提取物的制备

将活化后的菌株以 ２％接种量分别接种于 ＭＲＳ
培养基中， 置于 ３７ ℃培养 ２４ ｈ， 传至 ３ 代备用。 将

备用菌液按照周闯等［１９］ 的方法制备菌体混悬液和无

细胞提取物， 备用菌液在 ４ ℃、 ６ ０００ ｒ·ｍｉｎ－１离心

１０ ｍｉｎ 获得菌体沉淀， 菌体沉淀用无菌生理盐水溶
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液洗涤 ３ 次， 重悬于生理盐水中， 调整浓度为 １０９

ＣＦＵ·ｍＬ－１， 分成两份， 一份作为菌体混悬液备用，
一份置于－２０ ℃冻存， 再解冻并用细胞破碎仪进行冰

浴超声破碎 （１５０ Ｗ， 超声 ５ ｓ， 间歇 １０ ｓ， 破碎

２０ ｍｉｎ）， 反复冻融超声破碎 ３ 次， ４ ℃、 １２ ０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清液即为无细胞提取物。
１􀆰 ４　 清除或抑制自由基活性测定

根据南京建成生物工程研究所 ＤＰＰＨ 自由基清

除能力试剂盒、 比色法抑制和产生超氧阴离子自由基

测定试剂盒和比色法羟自由基测定试剂盒说明书完成

对无细胞提取物和菌体混悬液的体外抗氧化指标

测定。
１􀆰 ５　 Ｈ２Ｏ２ 氧化应激模型建立与分组

将细胞分为 ６ 组： 对照组， ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞培养

２４ ｈ 贴壁后， 换完全培养基， 不添加无细胞提取物，
不经 Ｈ２Ｏ２ 损伤处理； 模型组， ＩＰＥＣ － Ｊ２ 细胞培养

２４ ｈ 贴壁后， 换完全培养基， ６ ｈ 后加入 Ｈ２Ｏ２ 使浓

度为 ４００ μｍｏｌ·Ｌ－１处理 ３ ｈ； ＪＫ－８＋Ｈ２Ｏ２ 组、 ＪＫ－
１６＋Ｈ２Ｏ２ 组、 ＪＫ － ２３ ＋Ｈ２Ｏ２ 组和 ＪＫ － ２４ ＋Ｈ２Ｏ２ 组，
ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞培养 ２４ ｈ 贴壁后， 分别换成含 １０９

ＣＦＵ·ｍＬ－１菌株 ＪＫ－８、 ＪＫ－１６、 ＪＫ－２３ 和 ＪＫ－２４ 的无

细胞提取物培养基预处理 ６ ｈ， 再加入 ４００ μｍｏｌ·Ｌ－１

Ｈ２Ｏ２ 处理 ３ ｈ。
将 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞接种于含 １０％胎牛血清 （ＦＢＳ）

的 ＤＭＥＭ 中， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养。
将处于对数期的 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞接种到培养板中， 在

３７ ℃ 和 ５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养， 待细胞融合度

５０％～６０％时加入处理好的各菌株无细胞提取物进行

６ ｈ 预处理， 然后加入 ４００ μｍｏｌ·Ｌ－１的Ｈ２Ｏ２ 刺激 ３ ｈ。
１􀆰 ６　 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞观察和存活率检测

ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞在加入 Ｈ２Ｏ２ 处理 ３ ｈ 后在倒置显

微镜下观察并拍照记录， 细胞活性参照 ＣＣＫ－８ 细胞

增殖－毒性检测试剂盒完成检测。
１􀆰 ７　 益生菌菌种鉴定

提取纯化菌株 ＤＮＡ， ＰＣＲ 扩增后将扩增产物送

至生工生物工程 （上海） 股份有限公司进行 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 序列分析。
１􀆰 ８　 数据统计与分析

试验数据使用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 中的 Ｏｎｅ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ
进行显著性分析， Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 进行处理并绘图，
Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异显著。 菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序结果在

ＮＣＢＩ 数据库中进行同源性比较， 用 ＭＡＧＥ １０􀆰 ０ 软件

构建系统发育树。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 菌株的耐 Ｈ２Ｏ２ 能力分析

由表 １ 可知， 菌株的 ＯＤ６００ ｎｍ值随着 Ｈ２Ｏ２ 浓度的

增高而降低。 相比于 ０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１组， ３􀆰 ０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１

组有 ２０ 株菌株 ＯＤ６００ ｎｍ值显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ８ 株

菌株无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 因此， 通过耐 Ｈ２Ｏ２ 试

验初筛出 ８ 株菌株， 分别为 ＪＫ－１、 ＪＫ－８、 ＪＫ－１２、
ＪＫ－１５、 ＪＫ－１６、 ＪＫ－２３、 ＪＫ－２４、 ＪＫ－２５。

表 １　 不同菌株对不同浓度过氧 Ｈ２Ｏ２ 化氢的耐受性 （ＯＤ６００ ｎｍ值）

菌株
初始 Ｈ２Ｏ２ 浓度 ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

０ １ ２ ３

ＪＫ－１ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０１５ ０􀆰 ６６±０􀆰 ０１０ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０１１ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０１２

ＪＫ－２ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０７１ａ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０３９ｂ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０６１ｂ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０３７ｃ

ＪＫ－３ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０８３ａ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０２９ｂ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０１４ｂ ０􀆰 １８±０􀆰 ０１５ｂ

ＪＫ－４ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０１２ａ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０１０ｂ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０７５ｃ ０􀆰 １９±０􀆰 ０６８ｃ

ＪＫ－５ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０１６ａ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０１１ｂ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０２６ｃ ０􀆰 １９±０􀆰 ０２２ｄ

ＪＫ－６ ０􀆰 ６６±０􀆰 ０４１ａ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０６２ｂ ０􀆰 ２７±０􀆰 ０５１ｂ ０􀆰 １６±０􀆰 ０２９ｃ

ＪＫ－７ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０３４ａ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４３ｂ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０１２ｃ ０􀆰 １７±０􀆰 ０３０ｄ

ＪＫ－８ １􀆰 ４２±０􀆰 ０９３ １􀆰 ３７±０􀆰 ０９２ １􀆰 ４１±０􀆰 ０７９ １􀆰 ３０±０􀆰 ０９６

ＪＫ－９ ０􀆰 ４６±０􀆰 ００４ａ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０４２ｂ ０􀆰 １２±０􀆰 ００８ｃ ０􀆰 １１±０􀆰 ００４ｄ

ＪＫ－１０ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０１４ａ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０１３ｂ ０􀆰 １２±０􀆰 ００９ｃ ０􀆰 １１±０􀆰 ００４ｃ

ＪＫ－１１ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０１８ａ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０５６ｂ ０􀆰 ２１±０􀆰 ００８ｃ ０􀆰 １９±０􀆰 ０１２ｃ

ＪＫ－１２ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０１０ｂ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０２２ａ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０２７ａ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０１５ｂ

ＪＫ－１３ １􀆰 ２７±０􀆰 ０８９ｂ １􀆰 ４４±０􀆰 ０７９ａ ０􀆰 ７０±０􀆰 ０５２ｃ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０６３ｄ

ＪＫ－１４ ０􀆰 ６５±０􀆰 ００７ａ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０５０ｂ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０１０ｃ ０􀆰 ２２±０􀆰 ００５ｃ

ＪＫ－１５ ０􀆰 ６９±０􀆰 ００９ｂ ０􀆰 ７１±０􀆰 ００７ａ ０􀆰 ７０±０􀆰 ００９ａ ０􀆰 ６８±０􀆰 ００４ｂ
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续表１

菌株
初始 Ｈ２Ｏ２ 浓度 ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

０ １ ２ ３

ＪＫ－１６ ０􀆰 ８１±０􀆰 ００５ｂ ０􀆰 ８７±０􀆰 ０３０ａ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０３３ａ ０􀆰 ８０±０􀆰 ０１０ｂ

ＪＫ－１７ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０１３ａ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０２６ａ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０１４ｂ ０􀆰 ２７±０􀆰 ０２３ｃ

ＪＫ－１８ ０􀆰 ６３±０􀆰 ００６ａ ０􀆰 ３３±０􀆰 ００６ｂ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０１２ｃ ０􀆰 １３±０􀆰 ００６ｄ

ＪＫ－１９ ０􀆰 ６４±０􀆰 ００９ａ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０１２ｂ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０１０ｃ ０􀆰 １４±０􀆰 ００７ｄ

ＪＫ－２０ ０􀆰 ５４±０􀆰 ００９ａ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０１３ａ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０１３ｂ ０􀆰 １５±０􀆰 ００８ｃ

ＪＫ－２１ ０􀆰 ７２±０􀆰 ０５７ａ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０８１ａ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０１２ｂ ０􀆰 ２６±０􀆰 ００８ｂ

ＪＫ－２２ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０２３ａ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０１７ｂ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０１０ｃ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０３３ｄ

ＪＫ－２３ ０􀆰 ７３±０􀆰 ０２３ｂ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０５７ａ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０１６ｂ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０１８ｂ

ＪＫ－２４ １􀆰 １２±０􀆰 ０５１ １􀆰 １５±０􀆰 ０３２ １􀆰 １９±０􀆰 ０７７ １􀆰 １２±０􀆰 ０３３

ＪＫ－２５ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０２２ｂ ０􀆰 ８５±０􀆰 ０５６ａ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０３７ｂ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０３４ｂ

ＪＫ－２６ ０􀆰 ７６±０􀆰 ０１６ａ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０１２ｂ ０􀆰 １５±０􀆰 ００９ｃ ０􀆰 １４±０􀆰 ０３１ｃ

ＪＫ－２７ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０１４ａ ０􀆰 ３２±０􀆰 ００５ｂ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０２５ｃ ０􀆰 ２２±０􀆰 ００８ｄ

ＪＫ－２８ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０１２ａ ０􀆰 ３７±０􀆰 ０６１ｂ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０４０ｃ ０􀆰 １５±０􀆰 ０３０ｄ

　 　 　 　 　 注： 同行数据肩标不同字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

２􀆰 ２　 菌株不同组分清除 ／抑制自由基活性分析

２􀆰 ２􀆰 １　 菌株的 ＤＰＰＨ 自由基清除能力分析

如图 １ 所示， 无论是无细胞提取物还是菌体混悬

液， ＪＫ－２３ 的 ＤＰＰＨ 自由基清除率都是最高的。 ＪＫ－
２３ 无 细 胞 提 取 物 的 ＤＰＰＨ 自 由 基 清 除 率 高 达

６４􀆰 ９３％， 显著高于除 ＪＫ－２４ 以外的其他菌株 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ＪＫ－２３ 菌体混悬液的 ＤＰＰＨ 自由基清除率高

达 ８７􀆰 １０％， 显著高于其他菌株菌体混悬液的 ＤＰＰＨ
自由基清除率 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。

无细胞提取物间标注不同大写字母表示差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 菌

体混悬液间标注不同小写字母表示差异显著 （Ｐ ＜０􀆰 ０５）， 下同。

图 １　 ８ 株菌株各分离组分的 ＤＰＰＨ 自由基清除率

２􀆰 ２􀆰 ２　 菌株抑制羟自由基能力分析

如图 ２ 所示， 在所有菌株的无细胞提取物中 ＪＫ－
２４ 的羟自由基抑制能力最强， 高达 ３９􀆰 ５９ Ｕ·ｍＬ－１，
显著高于其他菌株 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 菌体混悬液中 ＪＫ－１６

的羟自由基抑制能力最强， 高达 ４３􀆰 ００ Ｕ·ｍＬ－１， 显

著高于其他菌株菌体混悬液的羟自由基抑制能力

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ２　 ８ 株菌株各分离组分的抑制羟自由基能力

２􀆰 ２􀆰 ３　 菌株抗超氧阴离子自由基能力分析

如图 ３ 所示， 在所有菌株的无细胞提取物中 ＪＫ－
８ 的抗超氧阴离子自由基能力高达 １１８􀆰 ６３ Ｕ·Ｌ－１，
显著高于其他菌株 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＪＫ－８ 两种组分的抗

超氧阴离子的能力差距较大； 菌体混悬液中 ＪＫ－２３
的抗超氧阴离子能力最强， 高达 ７４􀆰 ５７ Ｕ·Ｌ－１， 显著

高于其他菌株菌体混悬液的抗超氧阴离子能力 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 且 ＪＫ－２３ 的无细胞提取物的抗超氧阴离子能

力仅次于 ＪＫ－８， 高达 ６０􀆰 ７２ Ｕ·Ｌ－１， 相对其他菌株，
ＪＫ－２３ 无细胞提取物和菌体混悬液的抗超氧阴离子能

力比较接近。
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图 ３　 ８ 株菌株各分离组分的抗超氧阴离子能力

２􀆰 ３　 菌株对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的细胞氧化损伤的缓解作用

　 　 如图 ４ 所示， 与对照组比较， Ｈ２Ｏ２ 组细胞数量

明显减少， 细胞形态由长梭形转变为皱缩、 扁圆甚至

椭圆形的状态， 细胞核明显增大； 与 Ｈ２Ｏ２ 组相比，
Ｈ２Ｏ２＋ＪＫ－８、 Ｈ２Ｏ２ ＋ＪＫ－１６、 Ｈ２Ｏ２ ＋ＪＫ－２３ 和 Ｈ２Ｏ２ ＋
ＪＫ－２４ 组细胞数量增加， 且细胞的皱缩等形态变化现

象有所减轻。 如图 ５ 所示， 与对照组相比， Ｈ２Ｏ２ 组

细胞存活率显著下降 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 Ｈ２Ｏ２ 组相比，
Ｈ２Ｏ２＋ＪＫ－１６、 Ｈ２Ｏ２＋ＪＫ－２３ 和 Ｈ２Ｏ２＋ＪＫ－２４ 组细胞存

活率显著增加 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 其中 Ｈ２Ｏ２＋ＪＫ－２３ 组细胞

存活率最高为 ８４􀆰 ５９％， 显著高于 Ｈ２Ｏ２ ＋ ＪＫ － ８ 和

Ｈ２Ｏ２＋ＪＫ－１６ 组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 与对照组细胞存活率无

显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。

Ａ． 对照组； Ｂ． Ｈ２Ｏ２ 组； Ｃ． ＪＫ－８＋Ｈ２Ｏ２ 组； Ｄ． ＪＫ－１６＋Ｈ２Ｏ２ 组； Ｅ． ＪＫ－２３＋Ｈ２Ｏ２ 组； Ｆ． ＪＫ－２４＋Ｈ２Ｏ２ 组。

图 ４　 菌株对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的氧化损伤细胞模型 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞形态和数量的影响

不同大写字母表示 Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 菌株对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的氧化损伤细胞模型 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞存活率的影响

·８５· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ２



２􀆰 ４　 菌株分子生物学鉴定

ＪＫ－２３ 菌株经 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增测序得到长度

为 １ ３９５ ｂｐ 的序列， 通过邻接法对测序结果进行系统

发育树构建 （如图 ６ 所示）， 该菌株与 ＮＣＢＩ 上已发

布的加纳醋杆菌 （Ａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｇｈａｎｅｎｓｉｓ） 同源性极高，
因此鉴定该菌株为加纳醋杆菌。

•本研究分离株。

图 ６　 根据 １６Ｓ ｒＲＮＡ 构建的 ＪＫ－２３ 菌株系统发育树

３　 讨论

本研究对分离自新疆克州地区的传统发酵乳制品

中的 ２８ 株益生菌进行了抗氧化活性的筛选。 虽然已

经有很多学者报道了新疆地区乳制品中抗氧化活性益

生菌的筛选情况， 如马新淼等［２０］ 从新疆哈萨克传统

发酵酸马奶中筛选到具有高抗氧化活性的鼠李糖乳杆

菌 （Ｌ． ｒｈａｍｎｏｓｕｓ） Ｍ２ 菌株； 王佳敏等［２１］ 从新疆传

统奶酪中分离到的 １６１ 株乳酸菌中分离到 ８ 株具有良

好抗氧化活性的益生菌。 然而， 这些研究报道中筛选

具有抗氧化活性益生菌的方法大多采用的是自由基清

除试验等化学方法， 很少采用细胞氧化损伤模型等其

他方法。 本研究则是先通过耐 Ｈ２Ｏ２ 试验来初筛， 再

通过自由基清除或抑制试验等化学方法进行复筛， 最

后通过细胞氧化损伤模型验证得到目标菌株。
Ｈ２Ｏ２ 是一种强氧化物， 有研究认为益生菌对

Ｈ２Ｏ２ 的耐受能力可以作为初步衡量益生菌具有高抗

氧化能力的一个指标， 即益生菌的抗氧化能力与其对

Ｈ２Ｏ２ 的耐受能力呈正相关［２２］。 已有多篇报道通过耐

Ｈ２Ｏ２ 能力测试来完成抗氧化益生菌的初筛［２３－２４］。
ＤＰＰＨ 自由基清除试验是最常见的体外评价抗氧

化活性方法， 若菌株能将 ＤＰＰＨ 自由基清除， 则具

有一定的抗氧化性［２５－２６］。 该研究中， ＤＰＰＨ 自由基

清除试验中大部分菌株无细胞提取物的清除能力高于

菌体混悬液， 而 ＪＫ－２３ 菌体混悬液的清除能力高于

其无细胞提取物， 也高于马新淼等［２０］ 分离到的 Ｍ２
菌株的无细胞提取物的清除能力 （６１􀆰 ３５％）， 说明

ＪＫ－２３ 菌体表面可能附着一些活性物质能中和 ＤＰＰＨ
自由基。 羟自由基造成的氧化损伤主要源自 Ｆｅ２＋ 和

Ｃｕ２＋等过渡金属离子存在时的芬顿反应 （ Ｆｅｎｔｏｎ 反

应）， 而 Ｆｅ２＋通过 Ｆｅｎｔｏｎ 反应生成羟自由基， 从染色

质中释放的 Ｃｕ２＋ 也可以催化羟自由基的生成， 抗氧

化剂可以通过螯合这些离子从而抑制羟自由基的产

生， 现已发现多种益生菌对 Ｆｅ２＋和 Ｃｕ２＋都具有很强的

螯合能力［２７－２８］， 继而表现出良好的抑制羟自由基能

力。 该研究中 ８ 株菌不同组分抑制羟自由基的能力差

异较大， 这说明不同菌株螯合 Ｆｅ２＋和 Ｃｕ２＋的活性成分

所在位置有所差异， ＪＫ－１６ 主要在细胞表面， ＪＫ－２４
主要在细胞内。 有研究表明超氧阴离子清除能力与代

谢产生的超氧化物歧化酶等抗氧化酶有关［２９］， 表明

ＪＫ－８ 和 ＪＫ－２３ 等抗超氧阴离子能力较强的菌株可能

会产生某种抗氧化酶。 该研究中 ８ 株菌株菌体混悬液

和无细胞提取物对 ３ 种自由基的抑制 ／清除能力各不

相同， 且无对应关系。 这与李丹丹［１８］ 的观点一致，
既与每株菌产生或含有的主要抗氧化活性成分不同有

关， 也与这些主要抗氧化成分所在位置不同有关， 抗
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氧化成分并非仅存在于细胞内或细胞外， 影响因素较

为复杂。 本试验通过 ３ 项清除 ／抑制自由基等体外化

学方法， 每种方法里挑选出自由基抑制或清除能力较

强的菌株， 最终筛选出 ４ 株抗氧化能力较强的菌株，
分别为 ＪＫ－８、 ＪＫ－１６、 ＪＫ－２３ 和 ＪＫ－２４。

通过化学试验筛选出来的具有优良抗氧化活性的

菌株， 可以通过体外细胞氧化损伤模型来进一步验

证， 这种方法被称为细胞内抗氧化法 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎ⁃
ｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ）， 是 Ｗｏｌｆｅ 等［３０］ 开发的一种用于量

化植物、 食物提取物和膳食补充剂的抗氧化活性的试

验方法。 丁锐等［３１］通过 ＣＡＡ 法开展不同来源虾青素

抗氧化能能力差异性的研究， 苏林浩等［３２］ 和石韵

佳［３３］分别利用人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２ 和猪 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 完

成了具有良好抗氧化能力益生菌的筛选。 本试验利用

Ｈ２Ｏ２ 诱导建立的 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞氧化应激模型来对经

化学抗氧化试验筛选出来的 ４ 株菌进行细胞内抗氧化

能力分析， 结果表明 ＪＫ－８、 ＪＫ－１６、 ＪＫ－２３ 和 ＪＫ－２４
对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞氧化损伤均具有缓解作

用， 其中 ＪＫ－２３ 的缓解效果最佳， 表明 ＪＫ－２３ 的无

细胞提取物中的有效活性成分可能通过穿过细胞膜在

ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞内发挥较强的抗氧化作用。 有报道称

Ｎｒｆ２ 是益生菌抗氧化机制中最重要的途径之一［３４－３５］，
所以也有可能是 ＪＫ－２３ 无细胞提取物中的某种成分

通过激活 Ｎｒｆ２ 信号通路， 上调了细胞内的抗氧化酶

活性来体现其抗氧化功能。 后续我们将围绕其无细胞

提取物中的活性成分鉴定和其对细胞信号通路相关基

因、 蛋白的表达变化的研究来进一步探索 ＪＫ－２３ 的

抗氧化分子机制。
ＪＫ－２３ 经鉴定为加纳醋杆菌。 到目前为止， 从传

统发酵乳制品中分离到乳酸菌、 酵母菌等文献报道较

多， 但分离到醋酸菌的文献较为罕见， 尤其是从新疆

传统发酵乳制品中筛选到具有良好抗氧化活性的加纳

醋酐菌的文献更为罕见， 而醋酸菌在抗氧化、 解酒、
护肝和食醋酿造等方面研究和应用广泛［１６，３６］。

综上， 本研究从分离自新疆克州地区的传统发酵

乳制品的 ２８ 株益生菌中， 筛选出 １ 株具有较强抗氧

化活性的加纳醋杆菌， 其不仅具有良好的清除 ／抑制

自由基， 又能对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞氧化损伤

具有良好的缓解作用。 从新疆传统发酵乳制品中筛选

出具有良好抗氧化能力的加纳醋杆菌罕见报道， 其抗

氧化作用机制尚不清楚， 今后将会结合细胞试验和动

物在体试验对该菌的抗氧化作用和机制做更深入的研

究， 为天然抗氧化剂的进一步开发和在饲料和食品工

业的应用提供新的思路和菌种来源。
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