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摘  要：为探明乳酸菌在海洋食品发酵中的应用，研究了一株从贵州卤水中筛选的乳酸菌对条斑紫菜

发酵的可行性。首先，通过形态观察、16S rDNA 测序和生理生化分析进行菌种鉴定并建立系统发育

树。然后，测定该植物乳杆菌的生长曲线、产酸、耐盐和耐酸特性。进一步，测定其发酵条斑紫菜的生

长情况，并对发酵后条斑紫菜多糖的抗氧化活性进行分析。菌株 L13 为直短杆状的阳性乳杆菌，16S 
rDNA 测序与植物乳杆菌相似度为 100%，结合生理生化鉴定确定该菌株为植物乳杆菌。菌株 L13 具

有较强的耐盐和耐酸特性，在 NaCl 含量为 12%，pH 为 4.0 培养条件下能够正常生长，稳定期 OD600

大于 2.0。菌株 L13 发酵条斑紫菜 24 h 时，活菌数达到最高，为 9.32 log10 CFU/g；发酵 72 h 后活菌

数为 7.39 log10 CFU/g，此时获得的条斑紫菜多糖对 Fe3+ 的还原能力提高了 176.23%，对 DPPH· 自由

基清除率提高了 131.79%，对 ABTS+· 自由基清除率提高了 123.62%。上述结果表明，菌株 L13 发酵

能够显著增强条斑紫菜的抗氧化能力，在海洋食品发酵中具有良好的应用前景。
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Screening and fermentation characteristics of a strain of 
fermented Porphyra yezoensis lactobacillus and 

the antioxidant activity of its fermented polysaccharides
XU Feng，CHEN Jinling，ZHANG Mengxue，ZHAO Pengpeng，FANG Yaowei，YANG Jie，LIU Shu
（School of Ocean Food and Biological Engineering，Jiangsu Ocean University，Lianyungang 222005，China）

Abstract：In order to explore the application of lactic acid bacteria in marine food fermentation，the 
feasibility of a strain of lactic acid bacteria screened from brine in Guizhou Province for the fermentation 
of Porphyra yezoensis was studied. Firstly，the strain identification was identified by morphological 
observation，16S rDNA sequencing，and physiological and biochemical analyses; then，its growth curve，
acid production，salt and acid tolerance characteristics were determined; finally，the growth of its fermented 
P. yezoensis，and the antioxidant activity of the polysaccharides of fermented P. yezoensis were also 
analyzed. The results showed that L13 was a straight and short rod-shaped positive Lactiplantibacillus with 
100% similarity to Lactiplantibacillus plantarum by 16S rDNA sequencing，which was determined to be L. 
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plantarum in combination with physiological and biochemical identification. L. plantarum L13 has strong 
salt- and acid-tolerant properties，and can grow normally under the culture conditions of NaCl concentration 
of 12% and pH 4.0 （OD600 > 2.0 at steady state）. The viable count achieved highest of 9.32 log10 CFU/g 
after fermented P. yezoensis for 24 h by L13 and achieved 7.39 log10 CFU/g for 72 h. After fermentation for 
72 h，the Fe3+ reducing capacity，the DPPH· radical scavenging rate and the ABTS+· radical scavenging 
rate was 176.23%，131.79% and 123.62%，respectively. The study indicates that the fermented P. yezoensis 
polysaccharide by strain L13 could enhance the antioxidant capacity，which has a good application prospect 
in marine food fermentation。
Key words：strain screening; Lactobacillus plantarum L13；lactic acid bacteria fermentation; Porphyra 
yezoensis；antioxidatien

0  0  引言引言

条斑紫菜（条斑紫菜（Porphyra yezoensisPorphyra yezoensis）是一种营养丰）是一种营养丰

富且具有重要经济价值的海藻，可以被制作为食品，富且具有重要经济价值的海藻，可以被制作为食品，

如寿司、零食和泡菜等如寿司、零食和泡菜等［［1-31-3］］，其加工和开发成为当前，其加工和开发成为当前

关注的热点。目前，紫菜加工过程中存在的加工方式关注的热点。目前，紫菜加工过程中存在的加工方式

单一、生产效率低、产品质量差等问题，严重影响了单一、生产效率低、产品质量差等问题，严重影响了

紫菜工业的发展紫菜工业的发展［［4-54-5］］。如何能将其制作为商业价值。如何能将其制作为商业价值

高的产品，提升产品品质，赢得消费者的喜爱是亟需高的产品，提升产品品质，赢得消费者的喜爱是亟需

解决的难题解决的难题［［66］］。发酵紫菜是以紫菜为原料制成的发。发酵紫菜是以紫菜为原料制成的发

酵产品，通过发酵可提升产品的营养成分含量和生酵产品，通过发酵可提升产品的营养成分含量和生

物活性，包括多糖、多酚、类黄酮、氨基酸以及抗氧物活性，包括多糖、多酚、类黄酮、氨基酸以及抗氧

化活性强等化活性强等［［6-76-7］］。董玉婷等。董玉婷等［［88］］使用乳杆菌发酵坛紫使用乳杆菌发酵坛紫

菜，发现乳杆菌发酵对羟自由基的清除能力约等于菜，发现乳杆菌发酵对羟自由基的清除能力约等于

700 μg/mL VC700 μg/mL VC 对羟自由基的清除能力。纳豆菌发酵对羟自由基的清除能力。纳豆菌发酵

增加了紫菜中多糖的提取率，且对羟自由基清除能增加了紫菜中多糖的提取率，且对羟自由基清除能

力提高了力提高了4.1%4.1%［［99］］。已有研究表明，发酵技术能增加。已有研究表明，发酵技术能增加

紫菜中多糖类物质的活性和产量，对提高其营养价紫菜中多糖类物质的活性和产量，对提高其营养价

值比较重要。值比较重要。

乳酸发酵能促进对人类健康有积极影响的某些乳酸发酵能促进对人类健康有积极影响的某些

化合物的生物转化和合成，利用乳酸菌发酵食品使其化合物的生物转化和合成，利用乳酸菌发酵食品使其

营养、感官特性增强和保质期延长而受到越来越多的营养、感官特性增强和保质期延长而受到越来越多的

关注关注［［1010］］。各种食品基质都可以成为其生长的培养基，。各种食品基质都可以成为其生长的培养基，

包括肉类、牛奶、大豆、水果、蔬菜等包括肉类、牛奶、大豆、水果、蔬菜等［［11-1311-13］］。植物乳。植物乳

杆菌（杆菌（Lactiplantibacillus plantarumLactiplantibacillus plantarum）属于乳酸菌的）属于乳酸菌的

一种，具有广泛的生理功能，如肠道菌群调节、免疫一种，具有广泛的生理功能，如肠道菌群调节、免疫

调节、降低血清胆固醇水平、预防癌症等调节、降低血清胆固醇水平、预防癌症等［［14-1514-15］］。食品。食品

中的酚类物质因其健康益处而引起了极大的关注，而中的酚类物质因其健康益处而引起了极大的关注，而

这些健康益处可以由于微生物转化而增强这些健康益处可以由于微生物转化而增强［［16-1816-18］］。植。植

物乳杆菌被证实具有代谢酚类化合物的能力物乳杆菌被证实具有代谢酚类化合物的能力［［19-2119-21］］。。

此外，还有研究表明发酵后某些有毒物质的含量可此外，还有研究表明发酵后某些有毒物质的含量可

以减少以减少［［22-2322-23］］。。

目前，植物乳杆菌很少用于发酵海洋类相关食目前，植物乳杆菌很少用于发酵海洋类相关食

品。本研究的目的是从贵州卤水中筛选一株植物乳品。本研究的目的是从贵州卤水中筛选一株植物乳

杆菌杆菌 L13L13，对其进行菌种鉴定，测定其生长曲线和发，对其进行菌种鉴定，测定其生长曲线和发

酵特性，特别是菌株的耐盐性、耐酸性等。进一步探酵特性，特别是菌株的耐盐性、耐酸性等。进一步探

索发酵条斑紫菜的活菌数，索发酵条斑紫菜的活菌数，pHpH 变化和发酵后多糖的变化和发酵后多糖的

抗氧化性。本研究结果可丰富有关乳酸菌发酵条斑抗氧化性。本研究结果可丰富有关乳酸菌发酵条斑

紫菜的基础知识，为具有高营养价值和安全性的益紫菜的基础知识，为具有高营养价值和安全性的益

生菌发酵条斑紫菜产品的开发提供指导。生菌发酵条斑紫菜产品的开发提供指导。

1  1  材料与设备材料与设备

1.1  1.1  主要材料及试剂主要材料及试剂

主要材料取自贵州省黔东南州卤水和连云港条斑主要材料取自贵州省黔东南州卤水和连云港条斑

紫菜紫菜 ““ 渔东香渔东香 ””。。
MRSMRS 液体和固体培养基、液体和固体培养基、LBLB 液体和固体培养液体和固体培养

基购自北京路桥技术股份有限公司；细菌新型生化基购自北京路桥技术股份有限公司；细菌新型生化

鉴定盒购自广东环凯微生物科技有限公司；细菌基鉴定盒购自广东环凯微生物科技有限公司；细菌基

因组快速提取试剂盒购自南京诺唯赞生物科技股份因组快速提取试剂盒购自南京诺唯赞生物科技股份

有限公司。有限公司。

1.2  1.2  主要仪器设备主要仪器设备

TGL 20MWTGL 20MW 台式高速冷冻离心机购自湖南赫台式高速冷冻离心机购自湖南赫

西仪器装备有限公司；西仪器装备有限公司；YXQ-LS-50SYXQ-LS-50S 立式压力蒸汽立式压力蒸汽

灭菌锅购自上海博讯实业有限公司；灭菌锅购自上海博讯实业有限公司；ZGX-300EZGX-300E 智智

能光照培养箱购自杭州钱塘江仪器设备有限公司；能光照培养箱购自杭州钱塘江仪器设备有限公司；

FA2204BFA2204B 电子天平购自上海精科天美科学仪器有限电子天平购自上海精科天美科学仪器有限

责任公司；责任公司；SP-754SP-754 紫外分光光度计购自上海光谱仪紫外分光光度计购自上海光谱仪

器有限公司等。器有限公司等。

2  2  实验方法实验方法

2.1  2.1  样品采集样品采集

用无菌勺取适量卤水样品，并使用无菌纱布过滤用无菌勺取适量卤水样品，并使用无菌纱布过滤
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后，取滤液于无菌三角瓶中，密封，置于后，取滤液于无菌三角瓶中，密封，置于 −4 ℃−4 ℃ 冰箱暂冰箱暂

存备用。存备用。

2.2  2.2  菌株的分离纯化菌株的分离纯化

参照陈作国等参照陈作国等［［2424］］的方法稍加修改，向有的方法稍加修改，向有 90 mL 90 mL 
MRSMRS 液体培养基的锥形瓶中加入液体培养基的锥形瓶中加入 10 mL10 mL 卤水样品，卤水样品，

用报纸封口，置于用报纸封口，置于 37 ℃37 ℃ 培养箱中富集培养。取富集培养箱中富集培养。取富集

后菌液，在后菌液，在 MRSMRS 固体培养基中三区或四区划线，于固体培养基中三区或四区划线，于

37 ℃37 ℃ 培养箱中培养培养箱中培养 48 h48 h。挑数个单菌落分别接种。挑数个单菌落分别接种

至含有至含有 MRSMRS 液体培养基的离心管中，于液体培养基的离心管中，于 37 ℃37 ℃ 培养培养

箱中培养箱中培养 48 h48 h，再次划线培养，直至平板内为单一，再次划线培养，直至平板内为单一

菌落。挑取分离纯化后的单菌落，扩大培养，存于甘菌落。挑取分离纯化后的单菌落，扩大培养，存于甘

油中。油中。

2.3  2.3  菌株的筛选菌株的筛选

在在 120 mL120 mL 蒸馏水中加入蒸馏水中加入 100.0 g100.0 g 条斑紫菜粉，条斑紫菜粉，

搅拌成糊状，于搅拌成糊状，于 121 ℃121 ℃ 高压灭菌高压灭菌 30 min 30 min。冷却至室。冷却至室

温后，按照温后，按照 3%3% 接种量向紫菜糊中添加菌株，于接种量向紫菜糊中添加菌株，于 37 ℃37 ℃
静止发酵静止发酵 72 h72 h。以。以 FRAPFRAP 值和活菌数为指标，未接值和活菌数为指标，未接

种发酵的条斑紫菜为空白对照，筛选出适合发酵条种发酵的条斑紫菜为空白对照，筛选出适合发酵条

斑紫菜，且能提升提取液抗氧化活性的菌株。取发斑紫菜，且能提升提取液抗氧化活性的菌株。取发

酵条斑紫菜于烧杯中加入超纯水稀释（质量浓度为酵条斑紫菜于烧杯中加入超纯水稀释（质量浓度为

0.2 g/mL0.2 g/mL），磁力搅拌器搅拌），磁力搅拌器搅拌 30 min30 min 后，后，1 000 r/min1 000 r/min
离心离心 15 min15 min，相同条件下反复离心 2 次，取上清进，相同条件下反复离心 2 次，取上清进

行指标测定。行指标测定。

2.42.4    菌株菌株 L13L13 的鉴定的鉴定

（（11） 通过菌落形态观察、革兰氏染色和理化鉴） 通过菌落形态观察、革兰氏染色和理化鉴

定对分离纯化后的菌株进行初步鉴定。划线观察其定对分离纯化后的菌株进行初步鉴定。划线观察其

菌落形态并记录。吸取菌液进行革兰氏染色、镜检，菌落形态并记录。吸取菌液进行革兰氏染色、镜检，

红色为革兰氏阴性，紫色为革兰氏阳性。使用乳酸菌红色为革兰氏阴性，紫色为革兰氏阳性。使用乳酸菌

鉴定盒、明胶生化管和其他糖类试剂盒进行乳酸菌鉴定盒、明胶生化管和其他糖类试剂盒进行乳酸菌

检验。具体方法为将菌液用检验。具体方法为将菌液用 0.85%0.85% 的生理盐水稀释的生理盐水稀释

至至 2 McFarland2 McFarland，各吸取，各吸取 1~21~2 滴加入每种微量西林滴加入每种微量西林

瓶中，在瓶中，在 37 ℃37 ℃下培养下培养 24 h24 h，依据鉴定盒说明书观察，依据鉴定盒说明书观察

颜色变化判断是否为乳杆菌。颜色变化判断是否为乳杆菌。

（（22） 将筛选得到的菌株按照） 将筛选得到的菌株按照 1%1% 的接种量接种于的接种量接种于

液体液体 MRSMRS 培养基中，培养基中，37 ℃37 ℃ 培养过夜后，培养过夜后，12 000 r/min12 000 r/min，，
离心离心 2 min2 min，弃上清。提取目标菌株基因组进行，弃上清。提取目标菌株基因组进行 PCRPCR 扩扩

增，其中以增，其中以 27F27F（（5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'））
和和 1492R1492R（（5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'）为引）为引

物，在物，在 50 μL50 μL 的总反应体系下进行扩增，的总反应体系下进行扩增，PCRPCR 扩增产扩增产

物送至南京思普金公司进行序列检测。通过物送至南京思普金公司进行序列检测。通过 BLASTBLAST
程序对比，并利用程序对比，并利用 MEGA 7.0MEGA 7.0 软件构建系统发育树。软件构建系统发育树。

2.52.5    菌株菌株 L13L13 生长曲线及发酵特性生长曲线及发酵特性

2.5.1  2.5.1  菌株菌株 L13L13 的生长曲线和的生长曲线和 pHpH 测定测定

以以 1%1% 的接种量将菌株的接种量将菌株 L13L13 接种于接种于 MRSMRS 液体液体

培养基中，培养基中，37 ℃37 ℃ 培养培养 72 h72 h，，0~24 h0~24 h 期间每期间每 2 h2 h 取取

样，样，24~36 h24~36 h 期间每期间每 4 h4 h 取样，取样，36~72 h36~72 h 期间每期间每 12 h12 h
取样。在吸光度为取样。在吸光度为 600 nm600 nm下测量菌株的下测量菌株的 ODOD 值，并值，并

记录其记录其 pHpH。。

2.5.2  2.5.2  菌株菌株 L13L13 耐盐性试验耐盐性试验

参照参照 YangYang 等等［［2525］］的方法，将活化好的菌株的方法，将活化好的菌株 L13L13
接种到分别含有氯化钠接种到分别含有氯化钠 00，，4%4%，，8%8%，，12%12% 和和 16%16% 的的  
MRSMRS 液体培养基中，接种量为液体培养基中，接种量为 2%2%，于，于 37 ℃37 ℃ 培养箱培养箱

中静置培养，在中静置培养，在 600 nm600 nm下分别观察下分别观察 44，，88，，1212，，2424，，
3636，，4848，，6060 和和 72 h72 h 的菌液生长情况。的菌液生长情况。

2.5.3  2.5.3  菌株菌株 L13L13 耐酸性试验耐酸性试验

参照宋佳等参照宋佳等［［2626］］的研究方法，用的研究方法，用 1 mol/L1 mol/L 盐酸盐酸

将将 MRSMRS 液体培养基液体培养基 pHpH 分别调为分别调为 2.02.0，，3.03.0，，4.04.0，，5.05.0
和和 6.06.0。在不同。在不同 pHpH 的培养基中，接种活化好的菌株的培养基中，接种活化好的菌株

L13L13，接种量为，接种量为 1%1%，静置培养于，静置培养于 37 ℃37 ℃ 培养箱中。在培养箱中。在

44，，88，，1212，，2424，，3636，，4848，，6060 和和 72 h72 h 无菌环境下取样，无菌环境下取样，

以以 ODOD600600 测定其生长情况。测定其生长情况。

2.62.6    菌株菌株 L13L13 复发酵条斑紫菜试验复发酵条斑紫菜试验

将上述筛选获得的菌株接种到将上述筛选获得的菌株接种到 MRSMRS 液体培液体培

养基，传代养基，传代 22 次后，培养至对数期（次后，培养至对数期（ODOD 值大约为值大约为

0.7~0.80.7~0.8），同时设置对照组（未接入乳酸菌）作为对），同时设置对照组（未接入乳酸菌）作为对

比组于同等条件下进行发酵。按照比组于同等条件下进行发酵。按照 3%3% 接种量接种接种量接种

至上述方法制备的条斑紫菜中进行发酵，发酵温度至上述方法制备的条斑紫菜中进行发酵，发酵温度

设置在设置在 37 ℃37 ℃，静止发酵，静止发酵 0 0，，1212，，2424，，4848 和和 72 h72 h。。
2.6.1  2.6.1  发酵条斑紫菜活菌数测定发酵条斑紫菜活菌数测定

称取称取 1.0 g1.0 g 上述发酵条斑紫菜与上述发酵条斑紫菜与 9 mL9 mL 无菌生无菌生

理盐水混匀，采用梯度稀释以及平板菌落计数法进理盐水混匀，采用梯度稀释以及平板菌落计数法进

行测定，细胞计数以菌落数表示（行测定，细胞计数以菌落数表示（loglog1010 CFU/g CFU/g）。）。

2.6.2  2.6.2  发酵条斑紫菜多糖提取发酵条斑紫菜多糖提取

紫菜中发酵液多糖提取采用水提醇沉法。称取紫菜中发酵液多糖提取采用水提醇沉法。称取

10.00 g10.00 g 样品，放置于样品，放置于 100 mL100 mL 烧杯中。加入烧杯中。加入 20 mL20 mL
去离子水混匀，磁力搅拌器搅拌去离子水混匀，磁力搅拌器搅拌 90 ℃90 ℃，提取，提取 2 h2 h。提。提

取结束后，在取结束后，在 10 000 r/min10 000 r/min下离心下离心 15 min15 min，相同条，相同条

件下反复离心件下反复离心 22 次，弃沉淀取上清。上清液减压浓缩次，弃沉淀取上清。上清液减压浓缩

至原体积的至原体积的 1/61/6 后，向浓缩液中加入４倍体积无水乙后，向浓缩液中加入４倍体积无水乙

醇，４醇，４ ℃ ℃ 静置静置 12 h12 h，，8 000 r/min8 000 r/min 离心离心 15 min15 min。所得。所得

沉淀加水复溶，制备成条斑紫菜多糖溶液。沉淀加水复溶，制备成条斑紫菜多糖溶液。

2.72.7    抗氧化活性测定抗氧化活性测定

2.7.1  FRAP2.7.1  FRAP 值测定值测定

参照参照 ChenChen 等等［［2727］］和陈晨等和陈晨等［［2828］］的方法，精确取的方法，精确取

发酵条斑紫菜多糖提取液发酵条斑紫菜多糖提取液 5 μL5 μL，加入，加入 100 μL100 μL 甲醛甲醛

及及 2.85 mL FRAP2.85 mL FRAP 工作液，混匀，避光静置工作液，混匀，避光静置 30 min30 min，，
于于 593 nm593 nm 处测定吸光度。以处测定吸光度。以 TroloxTrolox 为标准品，以标为标准品，以标
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准液浓度为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制标准曲准液浓度为横坐标，吸光度为纵坐标，绘制标准曲

线。计算公式为线。计算公式为

FRAPFRAP 值（值（mmol/Lmmol/L））==AA××NN。。

式中：式中：AA 为样品的吸光度代入回归方程得到的值为样品的吸光度代入回归方程得到的值

（（mmol/Lmmol/L）；）；NN 为稀释倍数。为稀释倍数。

2.7.2  DPPH·2.7.2  DPPH· 自由基清除率测定自由基清除率测定

方法参照刘静等方法参照刘静等［［2929］］的研究，取发酵多糖提取液的研究，取发酵多糖提取液

2 mL2 mL，加，加 0.1 mmol/mL DPPH0.1 mmol/mL DPPH 溶液溶液 2 mL2 mL，室温避光，室温避光

反应反应 30 min30 min，无水乙醇作为参比溶液，在，无水乙醇作为参比溶液，在 517 nm517 nm 处处

测定吸光值（测定吸光值（AA11），同时测定），同时测定 2 mL2 mL 发酵液和发酵液和 2 mL2 mL 无无

水乙醇混匀后的吸光值（水乙醇混匀后的吸光值（AA22），），2 mL2 mL 无水乙醇和无水乙醇和 2 mL 2 mL 

DPPHDPPH 溶液混匀后的吸光值（溶液混匀后的吸光值（AA33），计算），计算 DPPH·DPPH·自由基自由基

清除率，公式为清除率，公式为

DPPH·DPPH· 清除率（清除率（%%））==（（1− 1− AA11−−AA22
AA33

））×100%×100%。。

2.7.3  ABTS2.7.3  ABTS++·· 自由基清除率测定自由基清除率测定

参照参照 ThambirajThambiraj 等等［［3030］］的方法，将的方法，将 7 mmol/L ABTS7 mmol/L ABTS

和和 2.45 mmol/L2.45 mmol/L 过硫酸钾等体积混合配制成过硫酸钾等体积混合配制成 ABTSABTS++··

自由基工作液，并用蒸馏水将工作液在自由基工作液，并用蒸馏水将工作液在 734 nm 734 nm 处的处的

吸光度值调整到吸光度值调整到 0.7±0.020.7±0.02 备用。取备用。取 0.5 mL0.5 mL 发酵多发酵多

糖提取液与糖提取液与 5 mL5 mL 工作液混匀，避光反应工作液混匀，避光反应 5 min5 min，在，在

734 nm734 nm 处测定其吸光度值，公式为处测定其吸光度值，公式为

ABTSABTS++·· 清除率（清除率（%%））==（（1− 1− AA11−−AA22
AA33

））×100%×100%。。

式中：式中：AA11 为为 0.5 mL0.5 mL 发酵多糖提取液与发酵多糖提取液与 5 mL5 mL 工作液工作液

的吸光值；的吸光值；AA22 为为 0.5 mL0.5 mL 发酵多糖提取液与发酵多糖提取液与 5 mL5 mL 无无

水乙醇的吸光值；水乙醇的吸光值；AA33 为为 0.5 mL0.5 mL 无水乙醇与无水乙醇与 5 mL5 mL 工工

作液的吸光值。作液的吸光值。

2.82.8    数据处理数据处理

所有实验重复所有实验重复 33 次，实验结果表示为平均值次，实验结果表示为平均值 ±±

标准差。数据处理和绘图采用标准差。数据处理和绘图采用 ExcelExcel，，SPSS 27SPSS 27 和和

Origin 2021Origin 2021 软件，显著性分析（软件，显著性分析（PP<0.05<0.05）。）。

3  3  结果与分析结果与分析

3.1  3.1  菌株筛选菌株筛选

从贵州卤水中共分离纯化出菌株从贵州卤水中共分离纯化出菌株 267267 株，其中株，其中

革兰染色阳性，细菌的形态为短小的杆状，表面光滑革兰染色阳性，细菌的形态为短小的杆状，表面光滑

的菌的菌 170170 株。进一步通过产酸能力实验筛选其中株。进一步通过产酸能力实验筛选其中 55

株发酵条斑紫菜。结果如图株发酵条斑紫菜。结果如图 11 所示，所示，55 种菌株均能增种菌株均能增

强条斑紫菜提取液对强条斑紫菜提取液对 FeFe3+3+ 的还原能力，其活菌数也的还原能力，其活菌数也

有所增加。对提高紫菜抗氧化能力有效程度由高到有所增加。对提高紫菜抗氧化能力有效程度由高到

低依次为低依次为 L13L13，，X5X5，，YY9YY9，，T8T8 和和 C6C6。同时，。同时，L13L13 发酵发酵

后的活菌数也较高。因此，选择菌株后的活菌数也较高。因此，选择菌株 L13L13 为发酵条为发酵条

斑紫菜的菌株，以进一步对斑紫菜的菌株，以进一步对 L13L13 进行鉴定和研究。进行鉴定和研究。
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图图 11      不同菌株条斑紫菜发酵活菌数和提取液不同菌株条斑紫菜发酵活菌数和提取液 FRAPFRAP 值值

Fig. 1    Number of viable bacteria and FRAP value of Fig. 1    Number of viable bacteria and FRAP value of 
extracts of different strains of extracts of different strains of PP. . yezoensisyezoensis

3.2  3.2  菌株菌株 L13L13 的鉴定的鉴定

3.2.1  3.2.1  菌株菌株 L13L13 的形态特征的形态特征

如图如图 22 所示，菌株所示，菌株 L13L13 的菌落形态呈凸起圆点的菌落形态呈凸起圆点

状，表面光滑，边缘清晰，颜色为乳白色。镜检显示状，表面光滑，边缘清晰，颜色为乳白色。镜检显示

单个菌株为直短杆状，单个存在或成链状连接存在，单个菌株为直短杆状，单个存在或成链状连接存在，

革兰氏染色后颜色为紫色。因此，根据上述现象判革兰氏染色后颜色为紫色。因此，根据上述现象判

断菌株断菌株 L13L13 为革兰氏阳性菌株。为革兰氏阳性菌株。

图图 22      菌株菌株 L13L13 的菌落形态及革兰氏染色的菌落形态及革兰氏染色
Fig. 2    Colony morphology and Gram staining of Fig. 2    Colony morphology and Gram staining of 

strain L13strain L13

3.2.2 3.2.2 菌株菌株 L13L13 的的 16S rDNA16S rDNA 序列分析和系统发育树序列分析和系统发育树

的构建的构建

通过通过 BLASTBLAST 将序列进行对比分析，发现与植物将序列进行对比分析，发现与植物

乳杆菌相似度为乳杆菌相似度为 100%100%。根据比对结果选择合适的。根据比对结果选择合适的

菌株并采用菌株并采用 MEGAMEGA 软件以软件以 Neighbor-JoiningNeighbor-Joining 法建法建

立菌株立菌株 L13L13 的发育树（见图的发育树（见图 33），对比显示该菌株序），对比显示该菌株序

列与植物乳杆菌序列相似性为列与植物乳杆菌序列相似性为 100%100%，初步确定筛选，初步确定筛选

得到的菌株为植物乳杆菌，并将得到的菌株为植物乳杆菌，并将 L13L13 命名为植物乳命名为植物乳

杆菌（杆菌（L. plantarumL. plantarum）。）。
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LC438517.1 LC438517.1 Lactobacillus Lactobacillus spsp.. 203-3 203-3
NR 125561.1 NR 125561.1 Lactiplantibacillus mudanjiangensisLactiplantibacillus mudanjiangensis 11050 11050

NR 145899.1 NR 145899.1 Lactiplantibacillus herbarumLactiplantibacillus herbarum TCF032-E4 TCF032-E4
LC438516.1 LC438516.1 Lactobacillus Lactobacillus sp. 116-1Asp. 116-1A

MT464040.1 MT464040.1 Lactiplantibacillus plantarumLactiplantibacillus plantarum. 6993. 6993
L13

NR 113339.1 NR 113339.1 Lactiplantibacillus fabifermentansLactiplantibacillus fabifermentans DSM 21115 DSM 21115
NR 136785.1 NR 136785.1 Lactiplantibacillus plajomiLactiplantibacillus plajomi NB53 NB53

LC071812.1 LC071812.1 Lactobacillus similisLactobacillus similis JCM 2765 JCM 2765
LC52199.1 LC52199.1 Lactobacillus oryzaeLactobacillus oryzae JCM 18671 JCM 18671

AB626072.1 AB626072.1 Lactobacillus namurensisLactobacillus namurensis NBRC 107158 NBRC 107158
LC145563.1 LC145563.1 Lactobacillus koreensisLactobacillus koreensis JCM 16448 JCM 16448

LC519851.1 LC519851.1 Lactobacillus hammesiiLactobacillus hammesii JCM 16170 JCM 16170
LC589206.1 LC589206.1 Companilactobacillus furfuricolaCompanilactobacillus furfuricola JCM 18764 JCM 18764

图图 33      植物乳杆菌植物乳杆菌 L13L13 的系统发育树的系统发育树
Fig. 3    Phylogenetic tree of Fig. 3    Phylogenetic tree of LL. . plantarumplantarum L13 L13

3.2.3  3.2.3  菌株菌株 L13L13 的生化鉴定的生化鉴定

根据表根据表 11 的生化鉴定结果发现菌株的生化鉴定结果发现菌株 L13L13 发酵葡发酵葡

萄糖不产气，明胶液化结果呈阴性，可以发酵利用海萄糖不产气，明胶液化结果呈阴性，可以发酵利用海

藻糖、木糖、果糖、阿拉伯糖、水杨酸等糖类。结合上藻糖、木糖、果糖、阿拉伯糖、水杨酸等糖类。结合上

述结果确定菌株述结果确定菌株 L13L13 为植物乳杆菌（为植物乳杆菌（LL. . plantarumplantarum）。）。

表表 11      菌株菌株 L13L13 生化鉴定表生化鉴定表

Table 1    Biochemical identification of strain L13Table 1    Biochemical identification of strain L13

类型 结果 类型 结果

葡萄糖产气 − 七叶苷 ＋

明胶液化 − 纤维二糖 ＋

海藻糖 ＋ 麦芽糖 ＋

木糖 ＋ 甘露醇 ＋

果糖 ＋ 水杨苷 ＋

阿拉伯糖 ＋ 山梨醇 ＋

水杨酸 ＋ 蔗糖 ＋

蜜二糖 ＋ 棉子糖 ＋

注：注：“+”“+” 表示表示 90%90% 以上菌株阳性，以上菌株阳性，“−”“−” 表示表示 90%90% 以上菌株阴性。以上菌株阴性。

3.3  3.3  菌株菌株 L13L13 的生长曲线和的生长曲线和 pHpH 值动态变化值动态变化

植物乳杆菌植物乳杆菌 L13L13 的生长曲线以及的生长曲线以及 pHpH 变化如图变化如图 44

所示。该菌株接种到新的培养基后，所示。该菌株接种到新的培养基后，0~2 h0~2 h 处于生长处于生长

延迟期，为了适应新的接种环境，菌株在此阶段生长延迟期，为了适应新的接种环境，菌株在此阶段生长

缓慢，此期间发酵液的缓慢，此期间发酵液的 pHpH 变化较缓；接种变化较缓；接种 2 h2 h 后，菌后，菌

株进入对数生长期，菌株生命力较强，分裂增殖速度株进入对数生长期，菌株生命力较强，分裂增殖速度

加快，吸光值迅速提高，发酵液加快，吸光值迅速提高，发酵液 pHpH 显著降低，显示显著降低，显示

出良好的产酸能力；接种约出良好的产酸能力；接种约 12 h12 h 后，菌株后，菌株 L13L13 开始开始

进入稳定生长期，其生长速度减缓，进入稳定生长期，其生长速度减缓，ODOD600600 值变化平值变化平

缓，代谢产物不断增加，缓，代谢产物不断增加，pHpH下降缓慢；菌株下降缓慢；菌株 L13L13 在在

60 h60 h 左右逐渐进入衰退期，发酵液的左右逐渐进入衰退期，发酵液的 pHpH下降缓慢，下降缓慢，

基本保持不变。菌株基本保持不变。菌株 L13L13 从从 0~72 h0~72 h，，ODOD 值增长至值增长至

2.96±0.0572.96±0.057，，pHpH 从从 6.14±0.1306.14±0.130 下降到下降到 3.52±0.0083.52±0.008。。
从图从图 44 可以看出菌株可以看出菌株 L13L13 的生长值与的生长值与 pHpH 呈负相关，呈负相关，

这和代谢物乳酸的积累有关。这和代谢物乳酸的积累有关。
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图图 44      植物乳杆菌植物乳杆菌 L13L13 的生长值和的生长值和 pHpH 变化变化

Fig. 4    Growth and pH changes in Fig. 4    Growth and pH changes in LL. . plantarumplantarum L13 L13

3.4  3.4  菌株菌株 L13L13 耐盐性试验耐盐性试验

乳酸菌被广泛应用于含盐乳制品的培养物，盐乳酸菌被广泛应用于含盐乳制品的培养物，盐

浓度不当会阻碍细菌生长浓度不当会阻碍细菌生长［［3131］］。由图。由图 55 可知，可知，L13L13 的的

生长值随着培养基中氯化钠浓度的增加而显著降生长值随着培养基中氯化钠浓度的增加而显著降

低，其生长趋势随着时间的延长均呈现先显著上升低，其生长趋势随着时间的延长均呈现先显著上升

后趋于平缓的趋势。与对照组相比，在培养基中氯后趋于平缓的趋势。与对照组相比，在培养基中氯

化钠含量为化钠含量为 4%4% 时，菌株的生长几乎不受影响。当氯时，菌株的生长几乎不受影响。当氯

化钠含量为化钠含量为 8%8%，，12%12% 和和 16%16% 时，菌株的生长值均时，菌株的生长值均

受到不同程度的影响，并且随着盐浓度的增加生长受到不同程度的影响，并且随着盐浓度的增加生长

值影响越大。当氯化钠含量为值影响越大。当氯化钠含量为 4%4%，，8%8% 和和 12%12% 时，时，

菌株的生长值均能维持在菌株的生长值均能维持在 2.02.0 以上，说明菌株以上，说明菌株 L13L13
的耐盐性能够达到的耐盐性能够达到 12%12%。。KarendashKarendash 等等［［3232］］评价了评价了

不同不同 NaClNaCl 含量下柠檬乳杆菌、植物乳杆菌和食窦含量下柠檬乳杆菌、植物乳杆菌和食窦

魏斯氏菌，发现其被抑制魏斯氏菌，发现其被抑制 50%50% 时，时，NaClNaCl 含量分别含量分别

为为 7.2%7.2%，，6.6%6.6% 和和 5.2%5.2%。。GonzalezGonzalez 等等［［3131］］研究了乳研究了乳

杆菌杆菌 R-604R-604 在不同环境下的耐盐性。所有处理均从在不同环境下的耐盐性。所有处理均从

菌体浓度菌体浓度 5 log5 log1010 CFU/mL CFU/mL 开始，在开始，在 55 种种 NaClNaCl 含量含量

（（00，，1%1%，，3%3%，，5%5% 和和 7%7%）的）的 M17M17 肉汤中测定生长肉汤中测定生长情情
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况。结果表明：在含有况。结果表明：在含有 5% NaCl5% NaCl 的的 M17M17 肉汤中，中肉汤中，中

温处理、过氧化氢和乙醇处理环境下，乳杆菌温处理、过氧化氢和乙醇处理环境下，乳杆菌 R-604R-604
的耐盐性均有增强。通过比较发现，本研究筛选获的耐盐性均有增强。通过比较发现，本研究筛选获

得的植物乳杆菌得的植物乳杆菌 L13L13 具有良好的耐盐性，在发酵方具有良好的耐盐性，在发酵方

面具有较好的应用潜力。面具有较好的应用潜力。
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图图 55      植物乳杆菌植物乳杆菌 L13L13 的耐盐性的耐盐性
Fig. 5    Salt tolerance of Fig. 5    Salt tolerance of LL. . plantarumplantarum L13 L13

3.5  3.5  菌株菌株 L13L13 耐酸性试验耐酸性试验

一般来说，乳酸杆菌是产酸也耐酸的细菌。一般来说，乳酸杆菌是产酸也耐酸的细菌。

BarrosBarros 等等［［3333］］鉴定了鉴定了 1515 株乳酸杆菌基因组，共株乳酸杆菌基因组，共 653653
个耐酸基因有所表达，发现乳酸杆菌的耐酸性涉及个耐酸基因有所表达，发现乳酸杆菌的耐酸性涉及

翻译、核糖体结构和生物合成等多种功能，得出乳酸翻译、核糖体结构和生物合成等多种功能，得出乳酸

杆菌对酸性环境的响应是复杂的、多方面的这一结杆菌对酸性环境的响应是复杂的、多方面的这一结

论。在图论。在图 66 中，中，L13L13 的的 ODOD600600 值随着培养基的值随着培养基的 pHpH 减减

小而显著降低，其生长趋势随着时间的延长均呈现小而显著降低，其生长趋势随着时间的延长均呈现

先显著上升后趋于平缓的趋势。在培养基的先显著上升后趋于平缓的趋势。在培养基的 pHpH 为为

6.06.0 时，菌株稳定生长期的时，菌株稳定生长期的 ODOD600600 值在值在 2.52.5 左右；当左右；当

pHpH 为为 5.05.0 和和 4.04.0 时，菌株稳定生长期的时，菌株稳定生长期的 ODOD600600 值能值能

够不低于够不低于 1.51.5；当；当 pHpH 为为 2.02.0 和和 3.03.0 时，菌株的时，菌株的 ODOD600600

值均受到严重的影响，其值均受到严重的影响，其 ODOD600600 值低于值低于 0.50.5。以生长。以生长

值值 2.02.0 时作为耐酸性临界点，得出菌株时作为耐酸性临界点，得出菌株 L13L13 的耐酸性的耐酸性

能够达到能够达到 pH 5.0pH 5.0。研究表明，酸性代谢物积累引起的。研究表明，酸性代谢物积累引起的

酸胁迫严重影响乳酸菌的发酵性能，因此，具有好的酸胁迫严重影响乳酸菌的发酵性能，因此，具有好的

耐酸性对于乳酸菌的生长应用十分重要耐酸性对于乳酸菌的生长应用十分重要［［3434］］。。
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图图 66      植物乳杆菌植物乳杆菌 L13L13 的耐酸性的耐酸性
Fig. 6    Acid tolerance of Fig. 6    Acid tolerance of LL. . plantarumplantarum L13 L13

3.6  3.6  菌株菌株 L13L13 复发酵条斑紫菜试验复发酵条斑紫菜试验

从图从图 77 可以看出，发酵液可以看出，发酵液 pHpH 随着发酵时间的增随着发酵时间的增

加呈现先下降后趋于平缓的趋势；活菌数随着发酵加呈现先下降后趋于平缓的趋势；活菌数随着发酵

时间的延长呈现先升高后缓慢降低至平缓的趋势。时间的延长呈现先升高后缓慢降低至平缓的趋势。

这与上述植物乳杆菌这与上述植物乳杆菌 L13L13 的的 pHpH 变化情况相符。同变化情况相符。同

时在菌株时在菌株 L13L13 的耐酸性分析中，的耐酸性分析中，pHpH 小于小于 4.04.0 时，菌时，菌

株不耐酸，其生长值急剧下降。因此发酵液中的活株不耐酸，其生长值急剧下降。因此发酵液中的活

菌数在发酵液菌数在发酵液 pHpH 降低至降低至 4.04.0 以下后其活菌数逐渐以下后其活菌数逐渐

减少至平缓。减少至平缓。
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图图 77      发酵时间对条斑紫菜的发酵时间对条斑紫菜的 pHpH 及活菌数的影响及活菌数的影响
Fig. 7    Effects of fermentation time on pH and viable Fig. 7    Effects of fermentation time on pH and viable 

bacterial count of bacterial count of PP. . yezoensisyezoensis

发酵是一种能够提高食品中各种有益变化的有发酵是一种能够提高食品中各种有益变化的有

效过程，如增强营养物质的转化、利于消化和丰富效过程，如增强营养物质的转化、利于消化和丰富

风味，提升抗氧化性能等风味，提升抗氧化性能等［［3535］］。从图。从图 88 可以看出，在可以看出，在

0~48 h0~48 h，经菌株，经菌株 L13L13 发酵后的条斑紫菜多糖抗氧化发酵后的条斑紫菜多糖抗氧化

能力随着发酵时间的延长而显著增强，发酵至能力随着发酵时间的延长而显著增强，发酵至 72 h72 h
时，时，FRAPFRAP 值达到值达到 2.79 mmol/L2.79 mmol/L，提高了，提高了 176.23%176.23%；；

DPPH·DPPH· 自由基清除率达到自由基清除率达到 75.1%75.1%，提高了，提高了 131.79%131.79%；；

ABTSABTS++··自由基清除率达到自由基清除率达到 85.2%85.2%，提高了，提高了123.62%123.62%，，

说明菌株说明菌株 L13L13 发酵条斑紫菜能够增强条斑紫菜发酵条斑紫菜能够增强条斑紫菜

多糖的抗氧化能力。多糖的抗氧化能力。WanidaWanida 等等［［3535］］以植物乳杆菌以植物乳杆菌

TISTR 1465TISTR 1465、唾液乳杆菌、唾液乳杆菌 TISTR 1112TISTR 1112 和博氏酵母和博氏酵母

菌菌 CNCM I-745CNCM I-745 为原料制备益生菌发酵果汁，测定其为原料制备益生菌发酵果汁，测定其

抗氧化活性，结果显示发酵后抗氧化活性，结果显示发酵后 FRAPFRAP 值和值和 DPPH·DPPH· 自自
由基清除能力测定值都有所提高，分别为（由基清除能力测定值都有所提高，分别为（78.40±78.40±
0.510.51））mM TE/mLmM TE/mL 和（和（3.44±0.103.44±0.10））mM TE/mLmM TE/mL。。AyaAya
等等［［3636］］研究了研究了L. plantarumL. plantarum 发酵对肉桂水溶液抗氧化发酵对肉桂水溶液抗氧化

的影响，发酵肉桂在的影响，发酵肉桂在 35 ℃35 ℃ 培养培养 3 d3 d 后，在后，在 pH 6.0pH 6.0 条条

件下对件下对 ABTSABTS++··，，DPPH· DPPH· 自由基清除力和过氧化氢清自由基清除力和过氧化氢清

除力分别比对照增加了除力分别比对照增加了 24.63%24.63%，，58.31%58.31% 和和 60.27%60.27%。。

本文研究结果与先前的研究相符合，本文研究结果与先前的研究相符合，L. plantarumL. plantarum  
L13L13 发酵后能够提升条斑紫菜多糖的抗氧化能力。发酵后能够提升条斑紫菜多糖的抗氧化能力。
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图图 88      发酵时间对条斑紫菜多糖抗氧化能力的影响发酵时间对条斑紫菜多糖抗氧化能力的影响
Fig. 8    Effects of fermentation time on the antioxidant Fig. 8    Effects of fermentation time on the antioxidant 

capacity of capacity of PP. . yezoensisyezoensis

4  4  总结总结

从贵州卤水中筛选出从贵州卤水中筛选出 55 株产酸能力较强的乳酸株产酸能力较强的乳酸

菌，选择其中发酵条斑紫菜提取液抗氧化能力最高菌，选择其中发酵条斑紫菜提取液抗氧化能力最高

的的 L13L13 作为研究菌株。经过作为研究菌株。经过 16S rDNA16S rDNA 序列测定以序列测定以

及系统发育树的建立的初步研究表明其与植物乳杆及系统发育树的建立的初步研究表明其与植物乳杆

菌的相似度为菌的相似度为 100%100%，确定该菌株为，确定该菌株为 L. plantarumL. plantarum，，

其生长曲线良好，生长时其生长曲线良好，生长时 pHpH 变化符合乳酸菌生长特变化符合乳酸菌生长特

性。经过耐盐和耐酸性试验表明菌株性。经过耐盐和耐酸性试验表明菌株 L13L13 的耐盐性的耐盐性

能够达到能够达到 12%12%，耐酸性达到，耐酸性达到 pH 5.0pH 5.0。。
菌株菌株 L13L13 在条斑紫菜中生长情况良好，活菌数在条斑紫菜中生长情况良好，活菌数

随着发酵时间的延长呈现先升高后缓慢降低至平缓随着发酵时间的延长呈现先升高后缓慢降低至平缓

的趋势。发酵结束时，条斑紫菜多糖提取液的趋势。发酵结束时，条斑紫菜多糖提取液 FRAPFRAP
值达到值达到 2.79 mmol/L2.79 mmol/L，对，对 DPPH·DPPH· 自由基清除率达到自由基清除率达到

75.1%75.1%，对，对 ABTSABTS++·· 自由基清除率达到自由基清除率达到 85.2%85.2%，菌株，菌株

L13L13 发酵条斑紫菜能够增强条斑紫菜多糖的抗氧化发酵条斑紫菜能够增强条斑紫菜多糖的抗氧化

活性潜力。活性潜力。
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