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豆汁源屎肠球菌 DZ的发酵特性及其安全性评估 
 

袁钰
1
，王子荣

1
，罗红霞

2 
（1.新疆农业大学食品科学与药学学院，新疆乌鲁木齐 830001） 

（2.北京农业职业学院食品与生物工程系，北京 102400） 
摘要：本文以豆汁源屎肠球菌 DZ 为研究对象，从生长曲线、产酸能力、产粘能力及模拟人体胃肠道耐受性等方面探究其特性；

通过吲哚实验，溶血实验，硝酸还原酶检测等实验探究其安全性，并进一步探究其发酵产品的安全性。结果表明，屎肠球菌 DZ 在 1 

h-4 h 时菌落生长较快；在 pH 3.0 的人工胃液中可存活，之后进入肠道可增殖；豆汁接菌发酵 16 h 时，酸度值达 43.69 °T，接菌发酵

的豆汁酸度值差异极显著（p<0.01）；发酵时间为 16 h 时，粘度值达 5.50 mPa·s 且差异极显著（p<0.01）；在安全性探究实验中，硝酸

还原酶检测及吲哚实验均为阴性，溶血性实验表明屎肠球菌 DZ 为 γ-溶血；其发酵产品均未检出黄曲霉毒素、呕吐毒素等有害物质。

结论说明，屎肠球菌 DZ 具备在极低 pH 值情况下存活的能力，产酸能力良好，且具备一定的产粘能力；该菌不分解色氨酸，不溶血，

其代谢产物中不含硝酸还原酶，具有一定安全性。 
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Abstract: The features of growth curve, acid-producing capacity, viscosity-producing capacity and stimulated human gastrointestinal 

tolerance of Enterococcus faecium DZ from fermented soya-bean milk were studied. The safety of Enterococcus Faecium DZ was explored 

using indole test, hemolysis test and nitrate reductase assay, and the safety of its fermented product was further investigated. The results showed 

that the colony growth of Enterococcus faecium DZ was rapid in 1 h-4 h. It could survive in simulated gastric juice with pH of3.0, and then enter 

the intestine for proliferation. The acidity of fermented soya-bean milk by bacterial inoculation for 16 h was 43.69 °T. The acidity of fermented 

soya-bean milk by bacterial inoculation presented a significant difference (p<0.01). After fermentation for 16 h, the viscosity was 5.50 mPa·s 

and its difference was extremely significant (p<0.01). In the exploration of safety, nitrate reductase assay showed negative results. Indole test 

presented negative results. Hemolysis test showed that Enterococcus faecium DZ was γ-hemolysis. The results demonstrates that Enterococcus 

faecium DZ has the capacity to survive at very low pH, good acid-producing capacity, and certain viscosity-producing capacity; it does not 

decompose tryptophan, does not hemolyze, and its metabolites does not contain nitrate reductase, which has certain safety. 
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豆汁是北京特有传统小吃，主要由多种乳酸菌发

酵而来，其风味独特，颇受百姓喜爱[1-4]。实验室从自

然发酵的豆汁中分离出一株菌，通过 16S rDNA 鉴定 
该菌为屎肠球菌（Enterococcus faecium），将豆汁源屎

肠球菌命名为屎肠球菌 Enterococcus faecium DZ，甘

油冻存备用[5]。  
屎肠球菌是人类及动物肠道中的一类正常菌群，

可产生乳酸，也是一类重要的乳酸菌[6]。目前屎肠球

菌的应用涉及许多领域。在畜牧养殖领域，将屎肠球

菌作为微生物添加剂加入饲粮中较为多见。敖翔等[7]

人研究发现，将屎肠球菌添加到不同营养水平的饲粮

中，可改善断奶仔猪的养分消化率。徐巧云等[8]人在

泌乳中期奶牛的饲粮中添加屎肠球菌制剂，研究该制

剂对其抗氧化和免疫指标等方面的影响，发现饲粮中

添加屎肠球菌可增加红细胞数量，提高抗肿瘤因子的

浓度，有利于降低乳酸脱氢酶的浓度，助于增强免疫

力。SUN Peng 等[9]人研究发现，喂养屎肠球菌 SF68
的小鼠粪便中，肠道细菌数量减少，总厌氧菌和乳酸

菌数量均有所增加，该研究认为屎肠球菌 SF68 对肠

道微生物有影响，对机体免疫功能有调节作用，并且

具有良好的益生菌特性。在食品领域，屎肠球菌多应

用于发酵食品中。夏玉等[10]从新疆酸奶疙瘩中分离出

一株屎肠球菌，在乳制品应用中体现出潜在的益生价

值，在产酸、产香和降解酪蛋白等方面表现突出。陈

志娜等[11]从泡菜中分离筛选出屎肠球菌 E. faecium 
R2，可高效利用黄浆水发酵产酸，与乳酸菌相比，产

酸较快且培养条件简单，推进了酸浆豆干（腐）的规

范化生产。屎肠球菌安全性方面的研究，李彬彬等[12]

采用溶血实验、药敏实验及毒力基因 PCR 扩增等对屎

肠球菌 Ef2 进行安全性评估，该实验结果表明，该菌

溶血实验呈阴性，对庆大霉素、链霉素等不敏感，而

对万古霉素等其他大部分抗生素抗菌药物敏感，无毒

力基因检出，该菌株的安全性得到了初步判定。王黎

文[13]等提出了欧洲食品安全局动物饲料添加剂和饲

料产品委员会关于动物营养中屎肠球菌的安全性评估

指南，认为当屎肠球菌菌株对氨苄青霉素的抗性≤2 
mg/L，且检测不到 IS16、hyl Efm 和 esp 三个遗传元

件中的任意一种时，该菌株作为饲料添加剂使用可认

为是安全的。 
本文主要对豆汁源屎肠球菌 DZ 的产酸产粘能

力、耐受性及安全性等方面进行探究，以期充分利用

其特性推进发酵食品的发展。 

1  材料与方法 

 

1.1  材料与试剂 

绿豆，市售；屎肠球菌 Enterococcus faecium DZ，
本实验豆汁中分离鉴定；MRS 肉汤培养基、MRS 培

养基、蛋白胨水（色氨酸肉汤）培养基、LB 肉汤培

养基及血琼脂基础培养基，北京奥博星生物技术有限

责任公司；黄曲霉毒素 B1 快速检测卡、呕吐毒素快

速检测卡、硝酸盐检测试剂及亚硝酸盐检测试剂，北

京智云达科技有限公司；吲哚试剂、胃蛋白酶及胰蛋

白酶，北京酷来搏科技有限公司；其它化学试剂均为

国产分析纯。 
硝酸盐培养基制备：将 0.02 g 的 KNO3加入 100 

mL MRS 培养基中，调 pH 至 7.4，灭菌备用。 
血平板培养基制备：将 100 mL 血琼脂基础培养

基灭菌后冷却至 50 ℃，加入 5 mL 实验室采集无菌兔

血，混匀后倒平板，置于 4 ℃冰箱备用。 
模拟胃酸溶液制备：在适量 0.2% NaCl 溶液中，

按 1 g/100 mL 的比例加入胃蛋白酶，用浓度为 1 
mol/mL 的稀盐酸分别将 pH 调至 1.5 和 3.0。混匀、定

容，用 0.22 μm 的无菌滤膜过滤备用。 
人工肠液的制备：将 0.2 mol/L 的 PBS 溶液用 1 

mol/L NaOH 调 pH 至 6.8，定容至 500 mL 容量瓶中，

按 0.1 g/L 的比例加入胰蛋白酶，充分溶解后用孔径

0.22 μm 的无菌滤膜过滤备用。 

1.2  仪器与设备 

SPX-150B-Z 型生化培养箱，上海博讯实业有限

公司医疗设备厂；HR/T16M 台式高速冷冻离心机，湖

南赫西仪器装备有限公司；UV-2550 紫外分光光度计，

岛津；FTC TMS-PRO 质构仪，北京盈盛恒泰科技有

限责任公司；超净工作台，北京王堂蓝翼科技有限公

司；ZK-1 漩涡混合器，常州亿通分析仪器制造有限公

司；LDZF-30KB-Ⅱ立式压力蒸汽灭菌器，上海申安

医疗器械厂。 

1.3  试验方法 

1.3.1  发酵剂菌株特性分析 

1.3.1.1  生长曲线 
以屎肠球菌 DZ 作为单菌发酵剂，在 37 ℃恒温发

酵 16 h 制得豆汁。为观测豆汁中不同发酵时间段屎肠

球菌 DZ 的生长情况，分别从发酵 13 h、14 h、15 h、
16 h、17 h 的豆汁中取样，再分别接入 MRS 液体培养

基中培养，运用紫外分光光度计在 OD600 nm处测定吸

光值，从接入 0 h 开始，每隔 1 h 测定一次。 
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1.3.1.2  模拟人体胃肠道耐受性测定 
将屎肠球菌DZ菌悬液用MRS液体培养基调整菌

落总数至 109 CFU/mL，以 2%的接种量分别加入 pH 
1.5 和 pH 3.0 的人工胃液中，处理 2 h 和 3 h，再转接

至人工肠液中分别处理 1 h、2 h、3 h 和 4 h 后涂布，

在 MRS 培养基 37 ℃条件下涂布培养 48 h，计算菌落

总数。 
1.3.1.3  产酸能力测定 

酸度值检测方法参照GB 5009.239-2016中电位滴

定法。将菌落总数为 109 CFU/mL 屎肠球菌 DZ 菌悬

液，以 3%的接种量加入 200 mL 待发酵豆汁中，分别

发酵 13 h、14 h、15 h、16 h 和 17 h，测定酸度。以自

然发酵的豆汁作为对照组。 
1.3.1.4  产粘能力测定 

粘度值检测方法参照 GB/T 10247-2008 进行。将

菌落总数为 109 CFU/mL 屎肠球菌 DZ 菌悬液，按 3%
的接种量接入 200 mL 待发酵豆汁中，分别发酵 13 h、
14 h、15 h、16 h 和 17 h，测定其粘度。以自然发酵的

豆汁作为对照组。 
使用 FTC TMS-PRO 质构仪进一步测定豆汁的粘

附性，以自然发酵的豆汁作为对照组。 
1.3.2  安全性检测 
1.3.2.1  硝酸还原酶检测 

在无菌条件下，吸取屎肠球菌 DZ 菌悬液至硝酸

盐培养基中，接种量为 2%（V/V），37 ℃静置培养 48 
h；培养结束后，先滴加约 10 滴 5%的 KI 溶液，再滴

加约 10 滴 5%的淀粉溶液，用漩涡混合器涡动 2 min，
观察颜色变化[14,15]，以不接菌的作为对照组。 
1.3.2.2  吲哚实验 

在无菌条件下，吸取屎肠球菌 DZ 菌悬液至蛋白

胨水（色氨酸肉汤）培养基中，接种量为 2%（V/V），
37 ℃静置培养 48 h；加入 2 mL 乙醚、10 滴吲哚试剂

后静置，观察液面交界处颜色变化，以不接菌的作为

对照组。  
1.3.2.3  溶血实验 

在无菌条件下，挑取屎肠球菌 DZ 菌悬液至血平

板培养基上划线，37 ℃倒置培养 48 h；观察菌落周围

有无溶血圈，以金黄色葡萄球菌作为对照组。 
1.3.2.4  发酵产品安全性检测 

（1）黄曲霉毒素 B1 检测 
样本提取液的制备：量取 70 mL 甲醇与 30 mL 去

离子水混匀，备用。 
量取 5 mL 豆汁，加入 10 mL 样本提取液，用漩

涡混合器涡动 3 min；取 0.5 mL 混合溶液至 1.5 mL 离

心管中，室温离心 3 min；取 50 μL 上层清液，加入

0.125 mL 黄曲霉毒素 B1 样本稀释液，稀释至 5 μg/L；
取约 3 滴样品液于检测卡加样孔中，5 min 后判读。 

（2）呕吐毒素检测 
称取 5 g 豆汁，加入 25 mL 去离子水，用漩涡混

合器涡动3 min；取0.5 mL混合溶液至1.5 mL离心管，

室温离心 3 min；取 50 μL 上清液，加入 0.1 mL 呕吐

毒素样本稀释液，稀释至 500 μg/L；取约 3 滴样品液

于检测卡加样孔中，5 min 后判读。 
（3）硝酸盐检测 
各称取 50 mg 硝酸盐检测试剂 A、硝酸盐检测试

剂 B 于试管中，加入样品观察颜色变化。以等量的蒸

馏水作为对照组。 
（4）亚硝酸盐检测 
各称取 0.4 mL 亚硝酸盐 A 溶液、亚硝酸盐 B 溶

液于试管中，加入样品观察颜色变化。以等量的蒸馏

水作为对照组。 

1.4  数据处理 

结果以均值±标准偏差表示，采用 Microsoft Excel 
2010、SPSS 20.0 进行数据处理、分析及绘图。p<0.05
表示差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  菌株特性分析 

2.1.1  生长曲线 

 
图1 屎肠球菌DZ生长曲线 

Fig.1 Growth Curve of Enterococcus faecium DZ 

由图 1 看出，不同发酵时间豆汁中屎肠球菌 DZ
的生长情况趋同，在 0 h~1 h 时，吸光值较为平缓，

生长缓慢；1 h~4 h 时菌落生长较快，是屎肠球菌 DZ
的活跃期；4 h~8 h 时生长放缓；8 h~9 h 时又趋于平

缓。 
2.1.2  在模拟人体胃肠道中的耐受性 

图 2 为屎肠球菌 DZ 在 pH 3.0 的人工胃液中分别

处理 2 h、3 h 后转至肠液处理的耐受性实验结果。通
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常人体空腹时胃液 pH 可达 1.5；进食后 pH 达 3.0 左

右，消化时间约 3 h[16]。由图 2 可知，肠液处理 0 h 的

菌落总数对数值分别为 8.20 logCFU/mL、 7.99 
logCFU/mL，说明屎肠球菌 DZ 在前期人工胃液处理

中至少耐受 3 h，表明该菌具备较好的耐酸性；肠液处

理 1 h~4 h 可看出，随肠液处理时间的增加菌落总数

呈上升趋势，说明屎肠球菌 DZ 具有较好的胆盐耐受

能力，肠液处理 4 h 的菌落总数对数值分别达到 7.83 
logCFU/mL、7.66 logCFU/mL。在 pH 1.5 的模拟胃酸

中处理后转至肠液的实验中，均未有菌落出现，而在

pH 3.0 的模拟胃酸中菌落总数如图 2 所示均不为 0，
这与单春乔[17]、StrompfováV[18]等研究结果基本一致。

由此得出，屎肠球菌 DZ 在非空腹条件下的人体胃液

中可存活，具备在极低 pH 值情况下存活的能力；进

入肠道后可以增殖，具备良好的耐胆盐能力。 

 
图2 在模拟人工胃肠道中耐受性实验结果 

Fig.2 Experimental Results of Tolerance in Simulated Artificial 

Gastrointestinal Tract 

2.1.3  产酸能力 

屎肠球菌 DZ 发酵豆汁的酸度值与自然发酵豆汁

酸度值的数据对比见表 1。通过对比接菌（屎肠球菌

DZ）发酵豆汁与自然发酵豆汁的酸度值，反应屎肠球

菌 DZ 的产酸能力。如表 1，在相同的发酵时间内，

接菌发酵豆汁的酸度均高于自然发酵豆汁的酸度，随

发酵时间的增加，酸度值呈递增趋势发展，在 16 h 出

现峰值，酸度值达 43.69±1.07 °T；接菌发酵的豆汁酸

度值差异性显著（p<0.05），说明发酵时间的变化对屎

肠球菌 DZ 产酸能力的影响较大。以自然发酵为对照

组，横向分析，接菌发酵的豆汁酸度值差异极显著

（p<0.01），说明接菌发酵对豆汁酸度影响较强，屎肠

球菌 DZ 产酸能力较好。自然发酵豆汁酸度值达

48.06±0.42 °T 时需发酵 24 h，而接菌发酵在 16 h 时，

酸度值达 43.69±1.07 °T，可有效缩短豆汁发酵时间，

进一步说明屎肠球菌 DZ 产酸能力良好。夏玉等[10]同

样发现屎肠球菌具备良好的产酸能力，在发酵脱脂乳

中，可使 pH 下降较快，滴定酸度增长较快；陈志娜

等[11]研究也揭示了屎肠球菌的这一特性并运用于酸

浆豆干加工中，发酵过程中无需补充碳源，且在发酵

结束后无需补充醋酸即可达到适宜的酸度，有效降低

了生产成本。 
表1 屎肠球菌DZ产酸能力 

Table 1 Acid production capacity of Enterococcus faecium DZ 

发酵时间/h 接菌发酵豆汁 
酸度值/°T 

自然发酵豆汁 
酸度值/°T 

13 31.33±0.01c** 19.35±0.67b 

14 35.38±0.66b** 18.88±2.66b 

15 36.00±1.41b** 20.76±1.33ab 

16 43.69±1.07a** 22.18±0.67ab 

17 41.47±0.60a** 24.06±0.66a 

注：同一列不同字母表示显著性差异（p<0.05，n=2）；同

一行*表示显著性差异（p<0.05，n=2），**表示差异极显著

（p<0.01，n=2）。 
2.1.4  产粘能力 

屎肠球菌 DZ 发酵豆汁的粘度值与自然发酵豆汁

粘度值的数据对比见表 2。 
表2 屎肠球菌DZ产粘能力 

Table 2 Viscosity producing ability of Enterococcus faecium DZ 

发酵时间/h 接菌发酵豆汁粘度值/mPa·s 自然发酵豆汁粘度值/mPa·s 
13 5.33±0.06a 5.13±0.15a 

14 5.27±0.06a 5.03±0.21a 

15 5.40±0.26a* 5.07±0.15a 

16 5.50±0.10a** 5.07±0.06a 

17 5.43±0.23a* 5.10±0.20a 

注：同一列不同字母表示显著性差异（p<0.05，n=3）；同一行*表示显著性差异（p<0.05，n=3），**表示差异极显著（p<0.01，n=3）。 

通过对比接菌（屎肠球菌 DZ）发酵豆汁与自然

发酵豆汁的粘度值，考察屎肠球菌 DZ 的产粘能力。

如表 2，接菌发酵豆汁的粘度值差异不显著（p>0.05），
说明发酵时间的变化对屎肠球菌 DZ 产粘能力的影响

不大。以自然发酵为对照组，横向分析，在发酵时间

为 15 h 和 17 h 时，粘度值分别为 5.40±0.26 mPa·s、
5.43±0.23 mPa·s，接菌发酵豆汁的粘度值差异显著

（p<0.05），说明在该时间段接菌发酵对豆汁的粘度产
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生一定影响；在发酵时间为 16 h 时差异极显著

（p<0.01），则表明该时间段接菌发酵对豆汁粘度的影

响较强，此时屎肠球菌 DZ 产粘能力较佳，粘度值为

5.50±0.10 mPa·s。 
使用 FTC TMS-PRO 质构仪测出接菌发酵豆汁粘

附性为 0.08±0.01 N.mm，自然发酵豆汁粘附性为

0.06±0.00 N.mm，且差异显著（p<0.05），说明接菌发

酵豆汁粘附性较自然发酵豆汁粘附性强，进一步说明

屎肠球菌 DZ 具备一定的产粘能力。 

2.2  安全性检测 

2.2.1  硝酸还原酶检测 

图 3a 是屎肠球菌 DZ 硝酸还原酶检测的实验结

果。硝酸还原酶是一种氧化还原酶，可催化硝酸离子

还原成亚硝酸离子，使硝酸盐转换成亚硝酸盐，而亚

硝酸盐对人体有致癌、致畸和急性中毒等危害[19-22]。

如图 3a，对照组没有变化，实验组变浑浊且未变蓝色，

是阴性反应，说明屎肠球菌 DZ 的代谢产物中不含硝

酸还原酶或硝酸还原酶无活性，不能将硝酸盐转换成

亚硝酸盐而危害人体健康。 

 
图3 硝酸还原酶检测及吲哚实验结果 

Fig.3 Detection of nitrate reductase and indole test results 

注：a-硝酸还原酶检测结果；b-吲哚实验检测结果。 

2.2.2  吲哚实验 
图 3b 是屎肠球菌 DZ 吲哚实验的结果。色氨酸是

人体必需氨基酸之一，可调节蛋白质合成，增强免疫，

促进消化[23]。通过该实验检测屎肠球菌 DZ 是否能够

分解色氨酸产生吲哚。如图 3b，对照组没有变化，实

验组变浑浊且液面交界处无颜色变化，是阴性反应，

未产生吲哚类物质，说明屎肠球菌 DZ 不分解色氨酸，

不会影响色氨酸调节蛋白质合成，增强免疫等功能。 
2.2.3  溶血性实验 

屎肠球菌 DZ 与金黄色葡萄球菌溶血性实验的结

果见图 4。溶血现象是人体非正常反应，是由红细胞

破裂，血红蛋白逸出所致；微生物溶血主要分为 α-溶
血、β-溶血和 γ-溶血，产生的溶血素有很强的细胞毒

性作用，其中 α-溶血素和 β-溶血素对组织造成的损害

最为严重[24-26]。如图 4，在 37 ℃恒温培养箱中倒置培

养 48 h 后，对照组金黄色葡萄球菌的菌落周围出现界

限分明且完全透明的溶血环，是 β-溶血；实验组屎肠

球菌 DZ 未出现溶血环，是 γ-溶血。表明，屎肠球菌

DZ 不溶血，这与李彬彬[12]等认为屎肠球菌 Ef2 为非

溶血菌株的研究结果一致。 

 
图4 溶血实验结果 

Fig.4 Hemolysis test results 
2.2.4  发酵产品安全性检测 

屎肠球菌 DZ 发酵产品安全性检测实验结果见表

3。屎肠球菌 DZ 作为发酵剂制作豆汁，并对发酵后的

豆汁进行黄曲霉毒素 B1 检测、呕吐毒素检测、硝酸

盐检测及亚硝酸盐检测。如表 3 所示，黄曲霉毒素和

呕吐毒素均未检出或浓度小于检测限；硝酸盐及亚硝

酸盐均未检出。将发酵好的豆汁放置 24 h 后复检，表

中四个检测项目均未检出。由此可知，屎肠球菌 DZ
发酵产品具有一定的安全性。 

 
表3 发酵产品安全性检测结果 

Table 3 Safety test results of fermented products 

检测项目 实验现象 实验结果 
黄曲霉毒素 B1 检测 检测卡 C 线显红色，T 线较 C 线显色深 阴性，无黄曲霉毒素 

呕吐毒素检测 检测卡 C 线显红色，T 线较 C 线显色深 阴性，无呕吐毒素 

硝酸盐检测 对照组无颜色变化，实验组也无颜色变化 硝酸盐未检出 

亚硝酸盐检测 对照组无颜色变化，实验组也无颜色变化 亚硝酸盐未检出 

3  结论 

豆汁源屎肠球菌 DZ 在 1 h~4 h 生长较快，在人工

胃液（pH 3.0）中至少耐受 3 h，肠液处理 4 h 的菌落

总 数 对 数 值 分 别 达 到 7.83 logCFU/mL 、 7.66 
logCFU/mL，推测在人体胃肠道中具有一定活性；豆

汁源屎肠球菌 DZ 具有良好的产酸能力、产粘能力等

发酵特性，可有效缩短豆汁制作周期；豆汁源屎肠球
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菌 DZ 代谢产物中不含硝酸还原酶或硝酸还原酶无活

性，不分解色氨酸，表现为 γ-溶血（即不溶血），具有

一定的安全性；运用屎肠球菌 DZ 发酵的豆汁中无黄

曲霉毒素、无呕吐毒素、未检出硝酸盐及亚硝酸盐，

24 h 后复检结果仍相同，说明其发酵制品亦具有一定

的安全性。综上而言，可将豆汁源屎肠球菌 DZ 运用

于发酵食品中，利用其特性推进发酵食品的发展。 
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