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黔东南地区传统发酵白酸汤中乳酸菌的 

益生特性及应用 
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3. 凯里学院, 凯里  556099) 

摘  要: 目的  研究酸汤来源的乳酸菌的生物学特性及安全性。方法  以发酵白酸汤为实验原料, 通过耐酸

耐胆盐实验、评价菌株的疏水性、自凝聚能力和药敏实验, 筛选出具有益生特性的乳酸菌, 并将其接种于白酸

汤中, 测定其产酸能力及活菌数。结果  鉴定出 4 株为副干酪乳杆菌, 2 株为植物乳杆菌, 其中副干酪乳杆菌

1-6 和植物乳杆菌 ST-10 对二甲苯、氯仿的疏水性均大于 60%, 放置 24 h 的自凝聚率较其他菌株都较优; 不同

菌株对抗生素表现出的敏感性、耐药性不相同。副干酪乳杆菌 1-6 作为发酵剂添加后对白酸汤 pH 值、总酸度

均无显著影响(P＞0.05), 但是活菌数与传统老酸汤发酵效果接近。结论  副干酪乳杆菌 1-6 是一株性能优良

的益生乳酸菌, 为后续白酸汤发酵益生菌的开发奠定了基础。 
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Probiotic characteristics and application of lactic acid bacteria in traditional 
fermented sour soup in southeast Guizhou 
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ABSTRACT: Objective  To study the biological characteristics and safety of lactic acid bacteria derived from sour 

soup. Methods  Fermented sour soup was used as the experimental test material. Through the acid and bile salt 

resistance test, the hydrophobicity of the strain, the self-aggregation ability and the drug sensitivity test, the lactic 

acid bacteria with probiotic properties were screened out and inoculated in acid. In the soup, its acid-producing ability 

and the number of viable bacteria were determined. Results  The results identified 4 strains of Lactobacillus 

paracasei and 2 strains of Lactobacillus plantarum. Among them, Lactobacillus paracasei 1-6 and Lactobacillus 

plantarum ST-10 had both para-xylene and chloroform hydrophobicities greater than 60%. The 24 h self-aggregation 

rate was better than other strains. Different strains showed different sensitivity and resistance to antibiotics. The 

addition of Lactobacillus paracasei 1-6 as a starter had no significant effect on the pH value and total acidity of sour 

soup (P>0.05), but the number of viable bacteria was close to the fermentation effect of the traditional old sour soup. 
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Conclusion  Lactobacillus paracasei 1-6 is a probiotic lactic acid bacteria with excellent performance, which lays 

the foundation for the subsequent development of probiotics from the fermentation sour soup. 

KEY WORDS: fermented sour soup; screening and identification; lactic acid bacteria; live features 
 

 

0  引  言 

益生菌是可以在宿主中存活, 并当摄入足够数量时

对宿主产生有益作用的微生物。有研究发现, 益生菌对多

种疾病如急性腹泻、高血压、糖尿病和便秘等都具有较好

的预防或缓解作用[1‒2], 其良好的功能特性和健康促进作

用已被广泛接受和认可。目前研究最多的益生菌是乳酸菌, 

乳酸菌在食品中的应用有着悠久的历史, 它通过发酵酸化

和酶学过程保障了发酵制品的关键味道和品质, 是公认的

安全的食品级微生物[3‒4]。而对益生菌菌株的应用, 必须经

过严格的筛选及评估其所具有的益生特性后才能应用。益

生菌筛选的一个重要条件是菌株能产生一些抗菌物质抑制

致病菌的生长, 另外还需要考虑菌株的一些其他特性 [5], 

如菌株对胃肠道低酸和胆盐等不良环境的耐受性能力、在

肠道内定殖能力、降低胆固醇能力、对宿主的安全性等[6], 

这些特性是其益生特性具有应用价值的前提条件。 

白酸汤是贵州黔东南地区的一种发酵调味品, 它以

大米制作过程中滤出的米汤为原料, 加入之前已经发酵成

熟的白酸汤, 置于室温自然发酵 7~8 d 制作而成, 常作为

火锅底料或作为汤饮用, 其味酸而不烈、鲜美醇香, 广受

人们欢迎。目前, 对苗族地区自然发酵白酸汤中的研究较

少, 只有田永峰等[7‒8]少量相关报道, 研究主要集中在对其

制作工艺、微生物区系、营养成分、发酵过程中有机酸变

化等方面, 而分离出的乳杆菌的生物学特性及安全性等并

未得到有效的评价。为充分了解白酸汤中乳酸菌的上述特

性, 本研究以苗族农家自酿白酸汤为材料, 采取模拟体内

实验(疏水性实验和自凝聚性实验)及体外实验, 通过对菌

株的体外耐酸耐胆盐能力分析, 分离鉴定出优良的发酵菌

株, 评价疏水性、自凝聚性、药敏实验, 初步研究乳酸菌

的安全性, 并将其应用于白酸汤的发酵中, 旨在从中获得

到具有潜在益生特性的菌株, 为其应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

MRS 肉汤培养基(批号: BS1137, 杭州百思生物技术

有限公司); 牛胆盐(批号: BS1027, 国药集团化学试剂有限

公司); 二甲苯(批号: Cas1330207, 天津大茂化学试剂厂); 

药敏纸片(杭州天和微生物试剂有限公司); 氯仿、乙酸乙酯

等化学试剂(分析纯, 济南义盛智商贸有限责任公司)。 

1.2  仪器与设备 

STARTER 3100 pH 计[美国奥豪斯仪器(上海)有限公

司 ]; SW-CJ-ID 超净工作台 (上海苏净实业有限公司 ); 

UV1800 分光光度计(日本岛津公司); 5424R 高速台式冷冻

离心机(德国 Eppendorf 公司); DYY-6C 电泳仪(北京市六一

仪器厂); QL-901 旋涡混合器(中国海门其林贝尔仪器制造

有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  白酸汤的制备 

采用米饭制作过程中滤出的米汤为原料, 加入一定

比例冷却的沸水和发酵成熟的白酸汤, 体积比约 15%, 置

于室温自然发酵 4~5 d 制作而成, 发酵的酸汤为乳白色, 

具有苗族酸汤特有的香气, 香味浓郁, 酸爽适口。收集贵

州省黔东南州白酸汤样品 6 种, 将白酸汤样品在其发酵容

器中充分搅样混匀后, 用灭菌移液器吸取白酸汤样品于灭

菌采样瓶中, 放入有冰袋的保鲜盒里, 在较低温度下带回

实验室。 

1.3.2  菌株耐酸和耐胆盐测定 

取各白酸汤样品 1 mL 分别于生理盐水中振荡, 梯度

稀释, 涂布, 划线培养, 直到纯化为单一菌落。以前期获得

的 12 株菌进行耐酸性实验。参考 LIONG 等[9]的方法, 将

菌液调节至所需 pH, 培养 3 h 后吸取 1 mL 的菌悬液进行

梯度稀释后平板涂布, 进行菌落计数。将乳酸菌菌悬液分

别置于含 0.3%和 1%牛胆盐的液体 MRS 培养基中, 分别培

养 3 h 后, 吸取 1 mL 的菌悬液进行梯度稀释, 平板涂布后

进行菌落计数。每个稀释度做 3 个平行。 

1.3.3  菌株的分子生物学鉴定 

将纯化的菌株以 1%的接种量接种于 MRS 培养基中, 

经 37 ℃过夜培养 12 h 后, 取 5 mL 菌液经 10000 g 离心   

3 min 后弃上清液得菌体, 采用缓冲液离心洗涤 3 次, 按照

Ezup 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒说明书进行。利用

细菌通用引物, PCR 扩增其 16S rRNA 基因片段, 然后测定

所得产物序列。登录 NCBI 网站, 进行同源性分析, 将测序

序列在 Gene Bank 数据库中进行 BLAST 比对。PCR 扩增

引 物 分 别 为 : 正 向 引 物 27F: 5’-AGAGTTTGATCC 

TGGCTCAG-3’; 反 向 引 物 1541R: 5’-AAGGAGGTGA 

TCCAGCC-3’。引物的合成和 PCR 产物的测序由上海生工

生物完成。 

1.3.4  疏水性测定 

根据 MANCINI 等[10]的方法, 略作改动后, 采用细菌

黏着物质法测定菌株的疏水性。将 1 mL 二甲苯、氯仿、

乙酸乙酯分别与 3 mL 菌悬液混合, 旋涡振荡 3 min 后静置

25 min, 测定吸光度 A1, 计算菌株的疏水性, 见式(1):  
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疏水性/%=(1-A1/A0)×100%           (1) 

式中, A0 为在 600 nm 波长下测得菌悬液的吸光度; A1 为放

置 25 min 后于 600 nm 波长处测得吸光度。 

1.3.5  菌株自凝聚性测定 

参考 RIAZ 等[11]和 LAZADO 等[12]的方法, 将受试菌

株培养后 , 离心 , 收集菌体 , 用磷酸盐缓冲盐溶液

(phosphate buffered saline，PBS)洗涤 2 次, 以生理盐水为

空白对照。细菌自凝聚率按式(2)计算:  

自凝聚率/%=(1-At/A0)×100%          (2) 

式中: A0 为 600 nm 波长处测得吸光度; At 为不同时间点测

得吸光度。 

1.3.6  药敏性 

采用抗生素对所选菌株进行药敏实验[13], 判定参照

临床实验室标准化委员会(Committee for Standardization of 

Clinical Laboratories, CLSI)最新版的标准(见表 1)进行。取

100 μL 供试菌液涂布于 MRS 固体培养基上, 贴放药敏纸

片, 培养约 20 h 后, 测定抑菌圈的直径, 单位以 mm 记。 

 
表 1  药敏性判断标准 

Table 1  Judgement criteria of drug susceptibility 

抗生素名称 
药物含量 

/(μg/片) 

抑菌圈直径判断标准/mm 

耐药 R 中度敏感 MS 敏感 S

青霉素 10 ≤28 — ≥29 

氨苄西林 10 ≤28 — ≥29 

环丙沙星 5 ≤15 16~20 ≥21 

头孢唑啉 30 ≤14 15~17 ≥18 

丁胺卡那 30 ≤13 14~17 ≥18 

复方新诺明 25 ≤10 11~15 ≥16 

诺氟沙星 10 ≤12 13~16 ≥17 

红霉素 15 ≤13 15~17 ≥18 

注: “—”表示不存在敏感性。 

 
1.3.7  菌株发酵产酸能力测定 

将待测菌株接种于 MRS 液体培养基中培养 48 h 后, 

待测菌株以 3%的接种量接入 200 mL MRS 液体培养基

中。通过酸碱滴定法测定菌株的产酸量, 分析结果以乳酸

计(见式 3), 将发酵液滴定至微红色[14]。pH 值采用 pH 计

测定。 

乳酸/%＝(NNaOH×VNaOH×0.09/V 样品)×100%      (3) 

式中, NNaOH 为 NaOH 的浓度, mol/L; VNaOH 为所用 NaOH 溶

液的体积, mL; V 样品为发酵液的体积, mL。 

1.3.8  发酵白酸汤中乳酸菌活菌数的测定 

按 0.1% (商业发酵剂)和 5% (待测菌株)的添加量对灭

菌的米汤进行发酵, 当发酵的 pH 值降低到 4.5 时, 将其放

入 4 ℃冰箱中, 停止发酵。在发酵后的第 0、1、3、5、7 d

取样, 采用平板计数法检测白酸汤中乳酸菌的活菌数。 

1.4  数据处理 

实验数据处理采用 SPSS 19 软件进行分析, 实验结果

以平均值±标准偏差表示, 显著性分析采用 Duncan 检验。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的耐酸和耐胆盐性能测定 

益生乳酸菌顺利通过胃酸的消化作用进入肠道是益

生菌的一个重要特点[15]。菌株能否在 pH=2.0~3.0 环境中存

活 1.5~3 h 是衡量菌株耐酸性的标准之一[16]。由表 2 可知, 

测试的 12 株乳酸菌均可以在 pH=3 及 pH=2 的条件下存活, 

活菌数均大于 5 lg(CFU/mL)。在 pH=3 的条件下处理 3 h, 

活菌数较高的是菌株 1-6、ST-2、ST-10、ST-12, 约维持在

7~8 lg(CFU/mL), 其次是菌株 1-3、ST-7、ST-9、ST-11、ST-14, 

活菌数约维持在 6~7 lg(CFU/mL)。在 pH=2 的条件下处理

3 h, 只 有 菌 株 ST-2 、 ST-10 活 菌 数 约 维 持 在 7~          

8 lg(CFU/mL), 其余菌株 1-3、1-6、ST-11、ST-12 的活菌

数为 6~7 lg(CFU/mL), 这些菌株的活菌数相对于在 pH=3

的条件下处理 3 h 有所下降, 但仍然表现出较高的酸耐受

性。KANG 等[17]将从韩国泡菜中分离的植物乳杆菌 C182

置于 pH=3 的低酸环境中处理 3 h, 生存率达到 52.5%, 置

于 pH=2 的低酸环境中处理 3 h, 生存率降为 5.62%。研究

表明, 乳酸菌在代谢过程中会产生细菌素, 这可能会增加

菌株对酸的耐受性。因为乳酸菌的细菌素在肠道内帮助菌

株定殖较其他菌株有竞争优势[18‒19]。有研究发现菌株之间

耐酸性的差异可能与他们本身的 H＋-ATP 酶活性有关[20]。 

0.3%胆盐浓度被认为是筛选耐胆盐菌株的临界浓 

度[21]。12 株乳酸菌菌株在 0.3%胆盐浓度下处理 3 h 均表

现出了较好的耐受性, 菌株 1-6、ST-10、ST-12 的活菌数

约维持在 7~8 lg(CFU/mL), 菌株 1-3、2-1、ST-2、ST-9、

ST-11 的活菌数约维持在 6~7 lg(CFU/mL), 均表现出较高

的耐受性; 当菌株在 1%胆盐浓度下处理 3 h 时, 活菌数

急剧降低, 7 株菌的活菌数降低到 6 lg(CFU/mL)以下, 5 株

菌不能存活。研究表明, 菌株对胆盐的耐受性可能与菌体

的胆盐水解酶有关 , 这可以帮助结合的胆盐水解 , 从而

降低其毒性[22]。LEITE 等[23]研究了 34 株分离于巴西酸奶

中的乳杆菌对 0.3%的胆盐均具有较好的耐受能力, 存活

时间 0.5~4 h。 

根据对乳酸菌菌株的低酸和胆盐耐受性筛选, 本研

究最终筛选出 6 株(1-3、1-6、ST-2、 ST-10 、ST-11、ST-12)

进一步进行分子生物学鉴定其益生特性分析。 

2.2  分子生物学鉴定结果 

如图 1 所示, 经 16S rRNA 测序的方法获得 6 株乳酸菌

的 16S r RNA 基因, 分别为 1-3 (1508 bp)、1-6 (1511 bp)、ST-2 
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(1508 bp)、ST-10 (1514 bp)、ST-11 (1508 bp)、ST-12 (1513 bp)。

选取 Gen Bank 中相似性较高菌株的 16S rDNA 基因序列进

行系统发育树分析。最终确定菌株 1-3、1-6、ST-2 和 ST-11

为副干酪乳杆菌, 菌株 ST-10 和 ST-12 为植物乳杆菌。 

 
表 2  乳酸菌菌株对低酸和胆盐的耐受性 

Table 2  Tolerance to low acid and bile salt of different strains of 
lactic acid bacteria 

菌株 
活菌数 

pH=3 pH=2 0.30%胆盐 1.00%胆盐 

1-2 + + * - 

1-3 ++ ++ ** * 

1-6 +++ ++ *** * 

2-1 + + ** - 

3-1 + + * - 

ST-2 +++ +++ ** * 

ST-7 ++ + * * 

ST-9 ++ + ** - 

ST-10 +++ +++ *** * 

ST-11 ++ ++ ** * 

ST-12 +++ ++ *** * 

ST-14 ++ + * - 

注: ＋＋＋: 活菌数范围在 7~8 lg(CFU/mL); ＋＋: 活菌数范围

在 6~7 lg(CFU/mL); ＋: 活菌数范围在 5~6 lg(CFU/mL); －: 活

菌 数 范 围 在 5 lg(CFU/mL) 以 下 。 ***: 活 菌 数 范 围 在          

7~8 lg(CFU/mL); **: 活菌数范围在 6~7 lg(CFU/mL); *: 活菌数范

围 6 lg(CFU/mL)以下。 

 
 

 
 

图 1  6 株乳酸菌的 16S r RNA 基因的 PCR 电泳图 

Fig.1  PCR electrophoretogram of 16S rRNA gene of 6 strains of 
lactic acid bacteria 

 

2.3  菌株疏水性 

疏水率的评价标准如下: 疏水率小于 20%为非疏水, 

疏水率介于 20%和 50%为中度疏水, 疏水率大于 50%为

高疏水性[24]。由图 2 可知, 所有菌株均对二甲苯、氯仿和

乙酸乙酯表现出一定的疏水性, 不同菌株的疏水性差异

较大。二甲苯是一种非极性溶剂, 除了菌株 1-3、ST-11 (＜

50%), 其余 4 株菌 1-6、ST-2、1ST-10、ST-12 均表现出

对二甲苯较高的疏水性(＞50%), 其中疏水性最强的是菌

株 1-6, 达到 74.31%, 其次则是 ST-10 和 ST-12, 其疏水率

分别达 68.84%、54.40%, 说明这些菌株都具有疏水的细

胞表面。氯仿是酸性溶剂, 菌株 1-3、1-6、ST-2、ST-10

和 ST-12 对氯仿的疏水性均大于 50%, 可被认为是高度疏

水性菌株。乙酸乙酯是单碱性溶剂, 该菌株对乙酸乙酯的

疏水性低于二甲苯和氯仿的疏水性, 菌株 1-6 对乙酸乙酯

的疏水性最强, 疏水性为 41.59%, 其余的菌株疏水性在

34.41%~21.93%, 均属于中度疏水。二甲苯、氯仿和乙酸

乙酯这 3 种有机溶剂的疏水性结果表明 , 菌株 1-6 和

ST-10 具有良好的疏水性。分析不同菌株的疏水性大小存

在显著性差异 , 可能与菌种的特异性有关 , 这与韦明  

明[25]的研究结果具有一致性。 

 
 

 
 

注: 不同字母表示不同菌株之间测定指标存在显著性差异 

(P＜0.05), 下同。 

图 2  乳酸菌菌株的疏水性(n=3) 

Fig.2  Hydrophobicity of lactic acid bacteriae (n=3) 
 
 

2.4  菌株自凝聚性测定 

根据 MONTORO 等 [26]的报道, 细菌的自凝聚能力

可分为: 低(16%~35%)、中等(35%~50%)和高(50%以上)

自凝聚能力。如图 3 所示, 菌株 1-6 和 ST-10 在前 3 h 内

快速凝聚 , 凝聚率均大于 35%, 属于中等凝聚能力 , 其

余菌株凝聚率均小于 35%, 属于低等凝聚能力。在 24 h

时, 菌株 1-6 表现出最高的自凝聚能力, 为 73.66%, 其

次是菌株 ST-10, 自凝聚率达 70.31%, 其余菌株自凝聚

率均在 50%左右, 且菌株 1-6、ST-10 与其他菌株之间存

在显著性差异(P<0.05)。因此, 无论是在 3 h 时还是在  

24 h 时, 菌株 1-6、ST-10 较其他菌株表现出更好的自凝

聚能力。 
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图 3  乳酸菌菌株的自凝聚率(n=3) 

Fig.3  Autoagglutination rate of lactic acid bacteria (n=3) 
 

2.5  药敏性 

随着抗生素在临床治疗的广泛应用, 乳酸菌的耐药

性也越来越严重, 所以对益生菌菌株进行安全性评价非常

有必要。各菌株对抗生素的敏感性见表 3。菌株 1-3、ST-2、

ST-10、ST-12 对青霉素和头孢唑啉均敏感。在抗生素分类

中, 青霉素类和头孢类是临床使用最早和较广泛的抗生素, 

并且细菌对他们具有广谱抗菌特性。ST-2、ST-11 对氨苄

西林表现为中度敏感, 其他均为敏感。所有菌株均对环丙

沙星表现出耐药性, 有研究显示, 多数乳酸菌对糖肽类抗

生素环丙沙星会产生耐药性, 这与本研究结果相一致。菌

株 ST-2 对丁胺卡那中度敏感, 其余均表现为抗性。菌株

1-3、ST-2、ST-11 对复方新诺明表现为抗性，1-6、ST-10、

ST-12 表现为敏感。所有菌株对诺氟沙星均表现为耐药性。

综上所述, 不同菌株对抗生素表现出的敏感性、耐药性不

尽相同, 可能是由于菌株耐药机制、抗生素的使用频率以

及广泛程度不同所致。 

表 3  乳酸菌的抗生素敏感性 
Table 3  Antibiotic sensitivity of lactic acid bacteria 

抗生素 
菌株 

1-3 1-6 ST-2 ST-10 ST-11 ST-12

青霉素 S MS S S MS S 

氨苄西林 R R MS R MS R 

环丙沙星 R R R R R R 

头孢唑啉 S MS S S MS S 

丁胺卡那 R R MS R R R 

复方新诺明 R S R S R S 

诺氟沙星 R R R R R R 

红霉素 S R S R R S 

注: R 表示耐药, MS 表示中度敏感, S 表示敏感。 

 

2.6  发酵过程中 pH 和总酸含量的变化 

上述益生菌特性研究结果表明, 副干酪乳杆菌 1-6 具

有最佳的功能活性。因此, 本研究选择副干酪乳杆菌 1-6

用于下一步发酵白酸汤的研究。由图 4 可知, 对照组和实

验组的总酸含量和 pH 变化趋势相似。白酸汤中总酸含量

在发酵过程中由低到高再到低的现象是由于发酵开始时微

生物大量繁殖, 使得总酸含量增加, 随后由于白酸汤中微

生物发酵所需的营养物质被过量消耗, 导致微生物生长受

到抑制, 出现总酸含量下降趋势。接种副干酪乳杆菌与传

统老酸汤发酵组(对照组)相比, 两组的 pH 值和总酸度无显

著差异(P＞0.05), 这可能是因为白酸汤中副干酪乳杆菌的

产酸能力较好, 表明将副干酪乳杆菌是一株具有潜在应用

价值的乳酸菌。 

 

 
 

图 4  白酸汤发酵过程中 pH 和总酸含量的变化(n=3) 

Fig.4  Change in pH and the content of total acid during storage (n=3) 
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2.7  发酵白酸汤中乳酸菌活菌数的测定 

如表 4 所示, 将清水米汤灭菌后, 接种副干酪乳杆菌

1-6 发酵的白酸汤活菌数与对照组没有显著性差异(P＞

0.05), 表明副干酪乳杆菌 1-6 对菌株生长无不良影响, 发

酵活力与传统老酸汤发酵效果接近。说明副干酪乳杆菌 1-6

在冷藏过程中可以保持较好的存活能力, 因此有潜力用作

生产益生白酸汤的辅助发酵剂。 

3  结论与讨论 

本研究从贵州黔东南发酵白酸汤中分离出 12 株乳

酸菌 , 并筛选出 6 株耐低酸和高胆盐的菌株 , 通过 16S 

rRNA 分子生物学鉴定 6 株乳酸菌 , 菌株 1-3、1-6、ST-2、

ST-11 为副干酪乳杆菌 , ST-10 和 ST-12 为植物乳杆菌 , 

副干酪乳杆菌为白酸汤的优势菌群。副干酪乳杆菌 1-6

具有较好的疏水性、自凝聚率、抗生素敏感性。接种

副干酪乳杆菌 1-6 发酵白酸汤 , 白酸汤中的总酸含量先

升高后降低 , 与传统老酸汤发酵相比 , 发酵期间活菌

数没有显著性差异 (P＞0.05)。本研究结果为副干酪乳

杆菌 1-6 作为益生性发酵菌株的开发和应用提供了理

论参考。  

  
表 4  冷藏期间活菌数变化 

Table 4  Change in viable count during storage 

组别 
活菌数/[lg(CFU/mL)] 

0 d 1 d 3 d 5 d 7 d 

对照组 6.43±0.21b 6.69±0.20b 7.39±0.19a 7.67±0.13a 7.70±0.26a 

试验组 7.28±0.19b 7.35±0.21ab 7.64±0.23a 7.52±0.11ab 7.57±0.12ab 

注: 同列不同字母表示差异显著(P＜0.05)。 
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