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新疆哈萨克酸马奶中功能性乳酸菌株的 
筛选、鉴定及功能评价 

马新淼, 魏敏敏, 张左利, 张轶腾, 牛希跃, 李雨鑫, 李  婕*, 许  倩* 
(塔里木大学食品科学与工程学院/南疆特色农产品深加工兵团重点实验室, 阿拉尔  843300) 

摘  要: 目的  从新疆哈萨克传统发酵酸马奶中筛选和鉴定益生性性乳酸菌, 并探究其胃肠道消化耐受性

和抗氧化潜力。方法  通过稀释涂布平板法和生理生化鉴定来分离纯化乳酸菌属, 利用耐酸性和耐胆盐性筛

选出潜在的胃肠道消化耐受性强的候选菌株, 采用体外模拟消化、硫酸铁铵比色法和甘油三酯(triglyceride, 

TG)试剂盒评估候选菌株的胃肠道存活率、降胆固醇能力和降甘油三酯能力。同时, 通过 1,1-二苯基-2-三硝

基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基清除能力、2,2’-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑啉-6-磺酸)二铵

盐[2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) ammonium salt, ABTS]阳离子自由基清除能力和铁还

原能力测试候选菌株的抗氧化潜力 , 并与德式乳杆菌保加利亚亚种 (Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus)进行比较分析。最后, 采用 16S rRNA 高通量测序对候选菌株进行精确鉴定。结果  从新疆哈萨

克传统发酵酸马奶中分离纯化出 96 株菌株, 40 株被鉴定为乳酸菌属。10 株候选菌株表现出较高的耐酸性和

耐胆盐性 , 并被鉴定为鼠李糖乳杆菌 (Lacticaseibacillus rhamnosus) 、植物乳杆菌 (Lactiplantibacillus 

plantarum)、戊糖乳杆菌(Lactiplantibacillus pentosus)和副干酪乳杆菌(Lacticaseibacillus paracasei)。其中, M2

菌株(Lacticaseibacillus rhamnosus)表现出最佳的益生特性, 胆固醇和甘油三酯降解率高，模拟胃肠液中存活

率高, 对 DPPH 和 ABTS 阳离子自由基的清除能力高于德式乳杆菌保加利亚亚种。结论  本研究成功从新疆

哈萨克传统发酵酸马奶中筛选鉴定出高耐受性、高抗氧化性的 L. rhamnosus M2, 为发掘和利用酸马奶中的功

能性益生菌提供了理论依据。 

关键词: 酸马奶; 乳酸菌; 胃肠道耐受性; 抗氧化; 高通量测序 
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Screening, identification and functional evaluation of functional lactic acid 
bacteria strains in Xinjiang Kazakh koumiss 

MA Xin-Miao, WEI Min-Min, ZHANG Zuo-Li, ZHANG Yi-Teng,  
NIU Xi-Yue, LI Yu-Xin, LI Jie*, XU Qian* 

(College of Food Science and Engineering, Tarim University/Production & Construction Group Key Laboratory of Special 
Agricultural Products Further Processing in Southern Xinjiang, Alar 843300, China) 

ABSTRACT: Objective  To isolate and identify functional strains of lactic acid bacteria from traditional fermented 

Kazakh koumiss in Xinjiang and explore their gastrointestinal tolerance and antioxidant potential. Methods  The 

isolation and purification of lactic acid bacteria were conducted using dilution plate method and physiological and 

biochemical identification. Candidate strains with potential gastrointestinal tolerance were screened based on acid 

and bile salt tolerance. In vitro simulated digestion, ammonium iron sulfate colorimetry, and triglyceride (TG) kit 

were used to assess the gastrointestinal survival rate, cholesterol reduction, and triglyceride reduction capabilities of 

the strains. The antioxidant potential of the candidates was characterized through 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 

(DPPH) radical scavenging, 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) ammonium salt (ABTS) cation 

radical scavenging, and iron-reducing abilities, and compared with Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Finally, 

16S rRNA high-throughput sequencing was employed for precise identification of the candidate strains. Results  A 

total of 96 strains were isolated and purified from traditional fermented Kazakh koumiss in Xinjiang, and 40 strains 

were identified as lactic acid bacteria. The 10 candidate strains showed high acid resistance and bile salt resistance, and 

were identified as Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactiplantibacillus plantarum, Lactiplantibacillus pentosus and 

Lacticaseibacillus paracasei. Among them, M2 strain (Lacticaseibacillus rhamnosus) showed the best probiotic 

properties, with high degradation rate of cholesterol and triglyceride, high survival rate in simulated gastrointestinal 

fluid, and higher scavenging ability of DPPH radical scavenging and ABTS cation radical scavenging than 

Lactobacillus bulgaricus. Conclusion  This study successfully identifies strains of Lactobacillus rhamnosus M2 with 

high tolerance and antioxidative properties from traditional fermented Kazakh koumiss in Xinjiang, providing a 

theoretical basis for the exploration and utilization of functional probiotic bacteria in fermented koumiss.  
KEY WORDS: koumiss; lactic acid bacteria; gastrointestinal tolerance; antioxidation; high-throughput sequencing 
 
 

0  引  言 

酸马奶(koumiss)是由新鲜马奶在自然条件下发酵制

备而成的低酒精度酸性乳制品[1], 主要分布于内蒙[2]、新

疆[3]及青海[4]等少数民族地区。牧民将新鲜马奶放入由动

物皮囊制作成的容器中 , 用木棒不断搅拌完成发酵 , 并
以发酵完成的少量酸马奶为引子留作下一次发酵[5]。发酵

酸马奶富含对人体有益的乳酸菌及代谢产物, 具有独特

的医疗功效和保健价值[6–7], 因而深受牧民的青睐。马奶

发酵成为酸马奶的过程中, 会产生众多有益的功能性化

合物, 其种类和数量取决于初始的微生物菌群[8]。研究表

明 , 传统发酵酸马奶由乳酸菌与酵母菌复合发酵而成 [9], 
乳酸菌为酸马奶中的优势菌群[10–11], 其在降胆固醇[12–13]、

降血脂[14]、抗氧化[15–17]以及对病原菌的抑制[18]方面有突

出成效。但酸马奶目前的发酵工艺仍以传统发酵方式为

主 , 传统酸马奶是在露天条件下进行发酵 , 存在菌种来

源不明等问题 , 导致产品品质不稳定 , 而且限制了酸马

奶工业化生产。酸马奶在牧区被认为是一种药食同源的

佳品[19]。因此, 此前对于酸马奶的研究多集中在其营养功

效及药用价值[20–22]。以往对于酸马奶的研究集中在菌种

的筛选 [2]和风味特性的分析 [23–24]上, 然而对其功能性方

面的探究较少, 本研究在菌种筛选的基础上进而对其进

行功能性验证, 推动乳源功能性菌株在工业生产中的应

用。此前的研究证实了乳源乳酸菌具有较高的营养及益

生特性, 贾燕等 [18]从内蒙古酸马奶中筛选出一株具有高

抑菌活性的菌株为干酪乳杆菌(Lactobacillus casei); 娜日

苏等[25]从 44 份酸马奶中分离鉴定了 264 株乳酸菌, 其中

瑞 士 乳 杆 菌 (Lactobacillus helveticus) 、 植 物 乳 杆 菌

(Lactiplantibacillus plantarum) 及 副 干 酪 乳 杆 菌

(Lacticaseibacillus paracasei)有较高的胃肠液耐受能力。 
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近年来, 随着我国人群血脂异常病例的显著增加, 特

别是以高胆固醇和高血脂为特征的案例, 心血管疾病的发

病率也随之急剧上升[26]。因此, 从丰富的食品中发掘具有

益生功能的微生物菌株 , 对于改善公共健康具有重要意

义。本研究以新疆哈萨克传统发酵酸马奶为原料, 采用稀

释涂布平板法和生理生化鉴定分离纯化乳酸菌属, 从中筛

选出高耐酸性、高耐胆盐性的候选菌株。通过模拟体外消

化存活率、胆固醇和降甘油三酯降解能力及抗氧化性能分

析表征其功能特性, 最终采用 16S rRNA 高通量测序鉴定

出兼具高胃肠道耐受性和高抗氧化性的乳杆菌株, 旨在促

进发酵酸马奶作为功能性益生菌资源的开发和利用, 为功

能性乳酸菌的发掘提供一定的理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

传统发酵酸马奶于 2022 年 7 月取自新疆维吾尔自治

区阿勒泰地区、塔城地区和伊犁地区。样品放置于无菌离

心管中, 在冷藏环境下运到实验室并立即分离纯化菌种。 

德式乳杆菌保加利亚亚种L. delbrueckii subsp. Bulgaricus 

(CCTCC AB 200048), 由中国典型培养物保藏中心提供。 

革兰氏染色液(生化试剂, 北京路桥技术股份有限公

司); MRS 液体、MRS 琼脂(生化试剂, 北京奥博星生物技

术有限责任公司); 碳酸钙(分析纯, 天津市福晨化学试剂

场); 氧化酶试剂条(生化试剂, 广东环凯微生物科技有限

公司); 牛胆盐(分析纯, 上海麦克林生化科技有限公司); 

胃蛋白酶、胰蛋白酶(分析纯, ≥250 U/mg, 北京索莱宝科

技有限公司 ); 总抗氧化能力 (total antioxidant capacity, 

T-AOC)试剂盒、甘油三酯(triglyceride, TG)试剂盒、总胆固

醇(total cholesterol, TC)试剂盒(上海生工生物工程股份有

限公司); 细菌基因组 DNA 快速抽提试剂盒(北京擎科生物

科技股份有限公司西安分公司)。 

MRS 液体培养基: 参考李玉蝶等[27]的配制方法。 
MRS琼脂培养基: 在MRS液体培养基基础上添加20 g/L

琼脂粉。 
MRS-碳酸钙培养基: 在 MRS 琼脂培养基基础上添加

10 g/L 碳酸钙。 
胆固醇 MRS 液体培养基: 参考陈大卫[28]的配制方法。 
甘油三酯MRS液体培养基: 参考刘江等[29]的配制方法。 
人工胃肠液: 人工胃液的配制参考费永涛等[30]的配

制方法。 

1.2  仪器与设备 

LRH-150F-1 电热恒温培养箱(中国上海一恒有限公

司); Synergy H1 多功能酶标仪(美国伯腾仪器有限公司); 

CP224C 电子天平[精度 0.01 mg, 奥豪斯仪器(上海)有限

公司]; SB-3200DTDN 超声波清洗器(宁波新芝生物科技

股份有限公司); LDZX-50KB 高压灭菌锅(上海申安医疗

机械厂); JY04S-3C 凝胶成像仪、JY300C 电泳仪(北京君

意东方电泳设备有限公司); JY92-IIDN 超声波粉碎机(宁
波新芝生物科技股份有限公司); SW-CJ-2F 超净工作台

(上海博讯医疗仪器有限责任公司); TGL-20Br 高速冷冻

离心机(上海安亭科学仪器厂); DFD-700 水浴锅(北京中

兴伟业仪器有限公司); PSHJ-3F pH 计(上海仪电科学仪器

股份有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  乳酸菌的分离纯化 
通过稀释涂布平板法分离纯化乳酸菌, 每个梯度进

行 3 次平行实验。将不同梯度的样品与 0.9%的无菌生理盐

水完全溶解后, 按稀释浓度从低至高的顺序各取 0.2 mL 稀

释液接入 MRS-碳酸钙培养基 , 将平板涂布均匀后放入

37℃的恒温培养箱中培养 24~48 h。从中挑选出形成溶钙

圈的单一菌落进行划线纯化, 得到纯净的单菌落后利用甘

油法进行保存, 并存放于–80℃的超低温冰箱中以备后续

使用。 
1.3.2  乳酸菌生理生化鉴定 

对具有溶钙圈且镜检纯化的单一菌落进行革兰氏染

色、过氧化氢酶、氧化酶、明胶液化实验, 通过观察试剂

的颜色变化, 根据《常见细菌系统鉴定手册》对这些菌株

在属水平上的分类进行初步鉴定。 
1.3.3  乳酸菌耐酸耐胆盐能力测定 

耐酸和耐胆盐测定参照 MANZOOR 等[31]的方法并略

作修改。将菌液(108 CFU/mL)按 2%的接种量接种于 MRS
液体培养基中, 37℃培养 18 h 后, 8000 r/min 离心 5 min, 收
集菌体, 用灭菌的生理盐水(pH 7.0)将菌体洗涤 2 次后重悬

于生理盐水中。取 1 mL 菌悬液分别接种至 9 mL 的 MRS
培养基(用 1 mol/L 的盐酸调节 pH 为 3。同样的, 继续加入

牛胆盐调节至终浓度为 0.3%, 37℃培养 3 h, 分别在 0 h 和

3 h 用平板计数法测定活菌数, 设置 3 次重复。存活率计算

如公式(1)所示:  

 存活率/%= t

0

log
log

N
N

×100%  (1) 

式中: N0 和 Nt 分别代表菌株处理前(0 h)和处理后(3 h)的菌

落数。 
1.3.4  人体胃肠液体外模拟消化实验  

参考 FEI 等[32]的方法并修改。将菌株接种到 MRS 液

体培养基中, 在 37℃下培养 18 h 后, 使用无菌生理盐水洗

涤 3次。将 1 mL菌液接种至 9 mL模拟胃液中(pH 3.0), 37℃
处理 3 h, 分别在 0 h 和 3 h 取样, 通过平板计数法计算菌
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株在模拟胃液中的耐受性, 再进行样品在肠液中的耐受性

试验。首先将样品在 pH 3.0 的胃液中处理 3 h 后, 取 1 mL
混合液加入到 9 mL 模拟肠液(pH 8.0)中, 37℃放置 4 h, 于
0 h 和 4 h 通过平板计数法测定活菌数并计算存活率, 得出

菌株在模拟肠转运耐受性, 存活率计算如公式(2)所示:  

 存活率/%= 1

0

lg(CFU )
lg(CFU )

N
N

  (2) 

式中: N1 为处理后的菌落数, N0 为处理前菌落数。 
1.3.5  乳酸菌体外降胆固醇能力的测定 

将分离纯化的菌种按 5%的接种量接入胆固醇-MRS
液体培养基中, 37℃培养 18 h, 吸取培养液 0.2 mL, 加入

4.8 mL 无水乙醇振荡均匀, 静置 5 min 后再次振荡混匀, 
8000 r/min 离心 5 min, 取 2 mL 上清液用于胆固醇的测定, 
胆固醇的测定采用硫酸铁铵比色法[33], 测定 OD560 nm 值, 
以未接菌的胆固醇培养基作为对照并计算降解率, 计算如

公式(3)。 

胆固醇降解率/%=
A A

A
−对 样

对

照 本

照
×100%  (3) 

1.3.6  乳酸菌体外降甘油三酯能力的测定 
将纯化后的菌株以 4%的接种量加入含有甘油三酯的

培养基中, 37℃恒温培养 18 h, 8000 r/min 离心 5 min, 取上

清液测定甘油三酯含量, 根据 TG 试剂盒说明书测定甘油

三酯含量[34], 以未接菌的甘油三酯培养基作为对照并计算

降解率, 计算公式如(4)、(5)所示。 

甘油三酯含量=
B
B
样

标液

本 ×标准液浓        (4) 

甘油三酯降解率/%=
−总 残

总

余甘油三酯 甘油三酯

甘油三酯
×100  (5) 

1.3.7  抗氧化能力测定 
(1)无细胞提取液的制备 
参考 AFIFY 等[35]的方法并稍作修改, 菌株经富集培

养后, 取 5×106 Cfu/mL细胞加入 1 mL提取液, 使用冰浴超

声波方法对菌悬液进行破碎处理, 8000 r/min 离心 6 min, 
取上清液置于冰上保存, 以备后续测试使用。 

(2) DPPH 自由基清除能力测定 
将提取液与乳酸菌无细胞提取液各 0.02 mL 分别与试

剂盒试剂混合, 室温避光反应 20 min, 取 0.2 mL 至 96 孔板

测定 515 nm 吸光值, 提取液与样本混合液分别记作 C 空白

与 C 测定, DPPH 自由基清除率计算如公式(6)所示。 

 DPPH 自由基清除率/%=
C C

C
− 测空白 定

空白
×100%   (6) 

(3) ABTS 阳离子自由基清除能力测定 
将提取液与乳酸菌无细胞提取液各 1 mL 分别与工作液

混合, 取 0.2 mL 至 96 孔板室温避光反应 20 min, 于 734 nm
测定吸光值, 提取液与样本混合液分别记作 D 空白与 D 测定, 

ABTS 阳离子自由基清除率计算如公式(7)所示。 

 ABTS 自由基清除率/%=
D D

D
− 测空白 定

空白
×100% (7) 

(4)铁还原能力测定 
参考韩雪等[36]的方法并稍微修改, 取待测液 0.2 mL, 加

入 2.0 mL 2,4,6-三吡啶基-S-三嗪[2,4,6-Tri(2-pyridyl)-s-triazine, 
TPTZ]工作液(由 10 mmol/L 的 TPTZ 溶液、20 mmol/L 的

FeCl3 溶液、pH 3.6 的乙酸缓冲液组成), 混匀后 37℃反应

20 min, 在 593 nm 处测定其吸光值, 以 FeSO4 为标准绘制

标准曲线, 从而计算出乳酸菌无细胞提取液在相同吸光值

下的浓度, 记为铁还原能力。 
1.3.8   乳酸菌分子生物学鉴定 

(1)细菌基因组 DNA 提取 
保藏的菌种通过 MRS液体培养 24 h (37℃)得到菌液。

根据试剂盒指南提取 DNA。之后每个样品取 0.02 mL 用超

微量分光光度计 NanoDrop1000 测定浓度, 测定后将 DNA
保存在 4℃, 以备后用。 

(2) PCR 扩增及 16SrDNA 测序 
根据细菌基因组 DNA 提取试剂盒的说明, 对选定的

菌株 DNA 进行提取。利用这些提取的 DNA 作为模板, 并
使用细菌 16S rDNA 的标准引物 27F/1492R 进行 PCR 扩增, 
送至北京擎科生物科技有限公司完成序列测定。测序所得

的 DNA 序列数据经过组装和整理, 随后在美国国家生物

技 术 信 息 中 心 (National Center for Biotechnology 
Information, NCBI)的网站上进行同源性分析, 以确保菌株

种属的精确识别。 

1.4  数据处理 

所有实验均重复 3 次, 实验数据以平均值±标准偏差

表示。使用 SPSS 21 版本软件对数据进行显著性差异分析, 
利用 Origin 7.5 软件绘制实验结果图表。 

2  结果与分析 

2.1  乳酸菌生理生化反应结果 

表 1 展示了筛选菌株的生理生化测试结果, 其中菌株

表现为革兰氏染色阳性、过氧化氢酶及氧化酶测试为阴性、

且不具备明胶液化能力。根据《常见细菌系统鉴定手册》

的指导, 可以初步将这些菌株归类为乳酸杆菌属。 

2.2  耐酸能力分析 

乳酸菌作为肠道益生菌, 发挥益生功能的基本要求

是具备良好的耐酸能力[37]。因此, 乳酸菌能够在低 pH 条

件下存活的能力, 成为评价其作为益生菌有效性的一个重

要指标, 40 株菌的编号及耐酸性结果见表 2。结果表明, 40
株菌对 pH 3.0 的环境表达了不同程度的耐受性, 其中有 20
株耐受性不小于 87%, 用于接下来的实验。 
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表 1  菌株生理生化鉴定结果 
Table 1  Physiological and biochemical identification results of strains 

实验 M2 M6 M9 M13 M14 M16 S26 S29 S32 S35 
革兰氏染色 + + + + + + + + + + 
过氧化氢 - - - - - - - - - - 
氧化酶 - - - - - - - - - - 

明胶液化 N N N N N N N N N N 

注: +为阳性, -为阴性, N 为不液化明胶。 
 

表 2  40 株乳酸菌耐酸能力比较 
Table 2  Comparison the acid tolerance of the 40 strains of lactic acid bacteria 

菌株编号 
乳酸菌活菌数/(lg CFU/mL) 

耐酸能力/% 
0 h 3 h 

M1 1.01±0.04 0.75±0.04 74.23±0.85jkl 
M2※ 0.94±0.02 0.88±0.03 94.29±0.61bcd 

M3 1.13±0.06 0.75±0.04 66.48±0.55m 
M4 1.10±0.04 0.82±0.03 74.77±1.07jkl 
M5 1.15±0.03 1.08±0.03 86.37±0.20bcd 

M6※ 0.94±0.02 0.88±0.03 94.12±0.62bcd 
M7※ 1.30±0.02 0.95±0.01 94.28±0.61kl 

M8 0.97±0.06 0.84±0.05 73.38±1.23fgh 
M9※ 0.95±0.04 0.73±0.04 87.15±1.25jk 
M10 0.94±0.04 0.86±0.03 76.15±2.52efg 
M11 1.15±0.03 0.82±0.03 85.61±3.64l 
M12 0.95±0.08 0.82±0.09 86.10±2.99gh 

M13※ 1.03±0.02 0.94±0.02 91.19±0.76cde 
M14※ 1.15±0.03 1.03±0.02 89.73±1.16ef 

M15 0.10±0.04 0.73±0.03 72.62±2.47l 
M16※ 0.98±0.04 1.04±0.03 105.85±2.9a 

M17 1.02±0.02 0.86±0.03 84.13±2.8hi 
M18※ 1.23±0.04 1.11±0.02 90.64±1.07e 
M19※ 0.97±0.06 0.92±0.06 94.75±1.23b 

M20 1.07±0.08 0.88±0.05 82.27±1.94i 
S21 1.29±0.03 0.92±0.02 71.58±0.84l 
S22 1.15±0.03 0.70±0.01 61.05±1.66n 
S23 0.98±0.06 0.67±0.05 67.89±1.75m 
S24 1.08±0.03 0.73±0.04 67.25±2.55m 

S25※ 1.09±0.06 1.02±0.05 94.36±0.98bc 
S26※ 1.06±0.05 0.95±0.04 89.50±0.97ef 

S27 1.16±0.05 0.90±0.04 77.40±1.47j 
S28 1.12±0.04 0.92±0.02 81.96±1.49i 

S29※ 1.06±0.05 1.10±0.04 103.42±0.65a 
S30※ 0.98±0.04 0.86±0.03 87.95±1.06efg 
S31※ 1.01±0.04 0.90±0.04 90.17±1.54ef 
S32※ 1.12±0.04 1.01±0.04 88.91±0.75efg 
S33※ 1.01±0.04 0.95±0.04 95.36±0.69b 
S34※ 1.15±0.04 1.05±0.05 91.05±1.38de 
S35※ 1.07±0.02 1.11±0.03 104.35±1.62a 

S36 1.08±0.03 0.82±0.03 76.30±1.83jk 
S37※ 1.04±0.03 0.94±0.02 90.12±1.61ef 

S38 1.21±0.05 0.90±0.04 74.45±0.65jkl 
S39 1.01±0.04 0.82±0.03 82.40±1.84i 

S40※ 0.98±0.04 0.86±0.03 87.94±1.06efg 

注: ※代表重点菌株标记, 同列不同字母表示差异显著(P<0.05), 表 3~6 同。 
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2.3  耐胆盐能力分析 

乳酸菌在肠道中的存活与定殖是其发挥益生效果的

前提条件, 这需要乳酸菌对胆盐具备较强的耐受性。肠道

胆盐的浓度范围通常在 0.03%~0.3%之间[38], 因此本研究 
将乳酸菌置于含 0.3%胆盐的培养基中培养 24 h。如表 3 所

示, 测试的乳酸菌表现出较高的胆盐耐受性, 重点标记的

10 株乳酸菌耐受率均达到或超过 70%, 特别是 M16 菌株, 
其耐受性高达 101.45%。基于这一结果, 选定这 10 株乳酸

菌用于进一步的研究工作。 
 

表 3  20 株乳酸菌耐胆盐能力比较 
Table 3  Comparison the acid tolerance of 20 strains of  

lactic acid bacteria 

菌株 
编号 

OD600 nm 耐胆盐能力
/% 0%牛胆盐 0.3%牛胆盐 

M2※ 2.276±0.012 2.057±0.016 90.00±0.23b 
M6※ 2.124±0.021 1.795±0.014 88.40±3.20b 

M7 2.172±0.014 1.253±0.029 57.68±1.24k 
M9※ 2.137±0.013 1.521±0.317 80.87±1.96c 

M13※ 2.205±0.010 1.925±0.014 87.30±0.73b 
M14※ 2.141±0.013 1.506±0.082 70.35±4.93ef 
M16※ 2.056±0.011 2.086±0.021 101.45±1.34a 

M18 2.156±0.018 1.740±0.022 63.77±1.14hij

M19 2.048±0.040 1.237±0.030 60.44±2.32jk 
M25 2.090±0.042 1.362±0.027 65.17±2.24ghi

S26※ 2.172±0.014 1.253±0.029 78.69±3.84cd

S29※ 2.205±0.010 1.925±0.014 74.48±1.11de

S30 2.276±0.012 2.057±0.016 50.74±0.59l 

S31 2.137±0.013 1.521±0.317 68.85±1.61fg

S32※ 2.056±0.011 2.086±0.021 80.05±2.76c 

S33 2.141±0.013 1.506±0.082 62.43±2.31ij 

S34 2.124±0.021 1.795±0.014 49.16±0.27l 

S35※ 2.156±0.018 1.740±0.022 80.74±1.78c 
S37 2.048±0.04 1.237±0.030 60.27±1.84jk 
S40 2.090±0.042 1.362±0.027 67.29±1.67fgh

2.4  模拟胃肠液消化实验分析 

菌株要发挥益生性能需要在胃肠道环境中有一定的

转运及消化功能[39]。如表 4 所示, 本研究测定了乳酸菌在

模拟胃肠液中的存活率。10 株菌对人工胃液的耐受性均高

于 62.03%, 对肠液的耐受性均高于 54.12%。综合菌株对胃

液和肠液的耐受力, 经过 3 h 人工胃液处理后, M2 耐受性

可达 94.69%, 继续经过 4 h 肠液处理 , 耐受性达到了

86.96%, 这一结果与葛善赢等 [40] 对两株植物乳杆菌

(Lactobacillus plantarum) CICC 6240 在胃液耐受性方面的

研究结果相符, 其存活率分别为 94.69%和 86.96%。各菌株

经过 3 h 肠液处理后, 相较于胃液耐受性呈现下降趋势, 
这可能是由于菌株的被膜被胃蛋白酶和胰蛋白酶破坏, 导
致菌株生长缓慢甚至死亡[41]。总体而言, M2 对人工胃肠液

具有较强的耐受性, 在发酵食品中具有一定的应用潜力。 

2.5  降胆固醇及甘油三酯能力分析 

菌株对胆固醇及甘油三酯降解能力见表 5。10 株菌

均表达了不同程度的降解能力, 在胆固醇降解能力方面, 
M2 降解能力最强, 降解率分别大于达到了 67.52%, S26
对胆固醇降解能力最弱, 降解率为 42.85%。此前有学者

从酸菜中分离出的乳酸杆菌对胆固醇的降解率最高可达

52.84%[42]。由此可见, M2 为潜在益生性菌株。在甘油三

酯降解能力方面, S32 对甘油三酯讲解能力高达 43.79%, 
S29 对甘油三酯讲解能力最弱, 降解率为 16.88%。 

2.6  抗氧化能力分析 

基于菌株降解胆固醇及甘油三酯能力, 进一步评估

菌株的体外抗氧化能力, 并与优势乳酸菌进行对比。由表

6 可知, 经筛选的菌株与商业菌对 DPPH 自由基均有一定

程度的清除能力, 但 M2 (61.35%)和 M16 (62.94%)清除率

超过了商业乳酸菌(58.88%); 此外, M2 对 ABTS 阳离子自 
由基清除率为 76.95%, 也显著超过了商业乳酸菌(65.31%); 
在铁还原能力方面, 不同菌株与商业菌株之间的差异较小。 

 
表 4  10 株乳酸菌模拟胃肠液环境下耐受能力 

Table 4  Tolerance of 10 lactic acid bacteria strains in simulated gastrointestinal fluid environment 

菌株编号 
模拟胃液中活菌数/(lg CFU/mL) 耐受能力/% 模拟肠液中活菌数/(lg CFU/mL) 耐受能力/% 

0 h 3 h 3 h 0 h 4 h 4 h 
M2 1.18±0.02 1.11±0.03 94.69±0.51a 0.88±0.03 0.82±0.03 86.96±1.38a 
M6 1.09±0.04 0.80±0.03 73.52±1.32e 1.03±0.02 0.70±0.01 68.04±1.60e 
M9 1.13±0.06 0.75±0.04 66.48±0.55f 0.97±0.06 0.84±0.05 64.09±1.17f 

M13 1.10±0.04 0.82±0.03 74.77±1.07e 1.04±0.06 0.75±0.04 72.49±0.66d 
M14 1.15±0.04 1.09±0.04 94.28±0.85a 0.92±0.05 0.67±0.05 74.77±2.64cd 
M16 1.03±0.06 0.94±0.02 91.19±0.76b 1.01±0.05 0.90±0.04 81.93±0.67b 
S26 1.25±0.02 7.66±0.01 62.03±1.19g 0.94±0.02 0.88±0.03 54.12±1.63g 
S29 1.01±0.05 0.90±0.04 89.10±1.05c 0.92±0.05 0.75±0.04 76.95±1.94c 
S32 1.02±0.05 0.84±0.05 82.13±1.36d 0.95±0.04 0.72±0.04 76.15±2.52c 
S35 1.03±0.04 0.92±0.02 89.68±1.09bc 1.06±0.08 0.80±0.07 74.99±1.51cd 
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综合考虑这 3 项抗氧化测定指标, M2 菌株在 DPPH 自由基

以及ABTS阳离子自由基清除率方面超越了商业菌株, 但在

铁还原能力上略有不足。以往的研究已经表明, 乳酸菌菌株

能够有效提高抗氧化能力, 并且能够保持其抗氧化活性[43]。 
 

表 5  乳酸菌体外降胆固醇及甘油三酯的实验结果 
Table 5  Experimental results of in vitro cholesterol and 

triglyceride reduction by lactic acid bacteria 

菌株 胆固醇降解率/% 甘油三酯降解率/% 

M2 67.52±0.70a 34.67±0.12b 

M6 53.89±0.64c 39.14±0.72c 

M9 51.20±0.58d 20.01±0.32g 

M13 42.98±0.18fg 17.90±0.75h 

M14 59.05±0.17b 30.35±0.79e 

M16 55.10±0.70c 25.66±1.04f 

S26 42.85±0.92g 19.85±0.26g 

S29 49.24±1.29e 16.88±0.33h 

S32 44.36±0.51f 43.79±0.41d 

S35 44.41±0.83f 33.85±3.65a 
 

2.7  菌株 16Sr DNA 基因测序结果 

将选定的 10 株目的菌的 16S rRNA 基因测序序列在

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)数据库中进行序列同

源性比对, 并在 NUCLEOTIDE 数据库下载相应的 16S 
rRNA 标准序列作为参考, 用于构建系统发育树。将构建的

进化树结果与序列同源性比对结果进行综合分析。如图 1
所示, 本研究中的 10 株菌株可以被归类为: M6 和 M2 被鉴

定为鼠李糖乳杆菌(Lacticaseibacillus rhamnosus), M16、
S29 和 S35 被鉴定为副干酪乳杆菌 (Lacticaseibacillus 
paracasei), M9 、 M13 和 S26 被鉴定为植物乳杆菌

(Lactiplantibacillus plantarum), S32 和 M14 被鉴定为戊糖

乳杆菌(Lactiplantibacillus pentosus)。 
 

表 6  体外抗氧化能力实验结果 
Table 6  Antioxidant activity of lactic acid bacteria 

菌株 
DPPH 自由基 
清除率/% 

ABTS 阳离子自

由基清除率/% 
铁还原能力 

/% 

M2 61.35±0.96ab 76.95±1.22a 28.80±0.59e 

M6 52.50±2.49cd 72.30±1.69bc 39.50±0.79a 

M9 44.90±1.42e 58.79±1.54e 31.21±0.31d 

M13 50.61±1.52d 65.68±0.51cd 31.70±0.80d 

M14 46.23±1.45e 70.44±0.84c 38.76±0.74a 

M16 62.94±1.41a 66.60±0.27cd 25.52±0.68f 

S26 44.25±1.89e 45.50±1.24g 34.11±0.66c 

S29 52.01±1.30c 73.86±0.88b 25.39±0.23f 

S32 55.20±0.65d 64.89±0.40d 35.95±0.29b 

S35 47.06±1.38e 55.48±0.13f 30.87±0.51d 
CCTCC 
200048 58.88±1.16b 65.31±0.84cd 35.32±0.54b 

 

 
图 1  乳酸菌株 16S rRNA 基因序列进化树 

Fig.1  Phylogenetic tree of 16S rRNA gene sequence of lactic acid bacteria strains 
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3  结  论 

本研究从新疆哈萨克传统发酵酸马奶中分离纯化出

96 株菌株, 其中 40 株菌株经生理生化鉴定为乳酸菌属。

更进一步地, 10 株候选菌株具有较高的耐酸性(≥87%)和
耐胆盐性(≥70%), 通过 16S rDNA 高通量测序分别鉴定为

2 株鼠李糖乳杆菌、3 株植物乳杆菌、2 株戊糖乳杆菌和 3
株副干酪乳杆菌。其中, 1 株鼠李糖乳杆菌(候选菌株 M2)
胆固醇降解率达 67.52%, 甘油三酯降解率达 34.67%, 模拟

胃液(pH 3.0)存活率达 94.69%, 模拟肠液(pH 8.0)存活率达

86.96%, 对 DPPH 自由基、ABTS 阳离子自由基的清除能

力均高于德式乳杆菌保加利亚亚种, 是兼具高耐受性和高

抗氧化性的优异乳酸菌株。乳酸菌是食品工业中不可替代

的角色, 被视为极为珍贵的微生物资源。我国在发酵食品

领域有着丰富的经验和悠久的历史, 从传统发酵食品中挖

掘功能性乳酸菌资源对增进民众健康和促进食品科技进步

具有重要的意义。因此, 本研究为发酵酸马奶中功能性益生

菌资源的开发利用提供了重要的理论依据。 
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