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德式乳杆菌和德式乳杆菌保加利亚亚种抑菌特性

研究及发酵条件优化与保鲜效果评价

秦伟灵，彭欢，王洁*

（华南农业大学食品学院，广东广州 510642）

摘要：为获得产抗菌肽且保鲜效果较好的乳酸菌，该研究从发酵食品中分离具有广谱抑菌活性的乳酸菌，分析其发酵

上清液的主要抗菌物质成分，从热 & 酸碱耐受性、细胞壁完整性、细胞膜通透性及葡萄糖利用度等研究乳酸菌发酵上清液

的抑菌特性；并利用单因素分析和响应面实验优化乳酸菌发酵条件，最后验证发酵上清液对猪肉和鱼肉的保鲜效果。结果

表明：分别从酸豆角、发酵乳中分离得到的德式乳杆菌（Lactobacillus delbrueckii、L. delbrueckii）M2 和德式乳杆菌保加利

亚亚种（Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus、L. delbrueckii subsp. bulgaricus）M6 具有广谱抑菌作用，它们的抑菌成

分主要为热、酸碱稳定性较好的蛋白质或肽类物质，其中，M2 抑菌物质强碱耐受性优于 M6。该两株乳酸菌最优发酵条件

均为：接种体积分数 3.00%，葡萄糖质量分数 2.00%，大豆蛋白胨质量分数 3.00%，在此条件下进行验证试验，测得 M2 和

M6 的抑菌效果比优化前分别提高了 25.47% 和 22.64%。进一步研究发现：M2、M6 发酵上清液通过破坏细菌细胞壁完整

性、细胞膜通透性及影响葡萄糖利用而达到抑菌作用。冷鲜肉的保鲜试验证实：M2、M6 发酵上清液能减少冷鲜肉菌落总数，

延长猪肉和鱼肉货架期 2~4 d。研究结果将为广谱新型的生物防腐剂的开发和应用提供理论指导。
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Abstract: Lactic acid bacteria with broad-spectrum antibacterial activities were isolated from fermented foods. These specific 

strains of lactic acid bacteria were capable of producing antimicrobial peptides, which were effective food preservatives. The main 

antibacterial substances present in the fermentation supernatant were analyzed for their properties, including heat, acid, and alkali 

tolerances; cell wall integrity; membrane permeability; and glucose availability. The fermentation conditions were optimized using 

single-factor analysis and response surface experiments. The effects of the resulting product on the preservation of pork and fish were 

examined. Lactobacillus delbrueckii (L. delbrueckii) M2 and L. delbrueckii subsp. bulgaricus M6 were isolated from sour bean and 
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食源性疾病是全球性的公共卫生问题。2021 年中

国大陆食源性疾病暴发事件共 5 493 起，死亡 117 人，

李红秋等 [1] 研究发现微生物导致的发病人数最多，占

53.05% ；2010~2020 年中国大陆金黄色葡萄球菌及其

肠毒素引起的食源性疾病暴发事件共 703 起 [2] ；据报

道，美国每年感染肠出血大肠杆菌 O157:H7 约 7.3 万

例 [3] ，为了防止食源性致病菌的污染，抗生素被广泛

使用于畜牧业和食品制造中，但抗生素的过度使用对

人类健康造成威胁，如耐药菌的产生、抗生素通过食

物链影响人类健康、污染环境等 [4,5] 。因此，寻找可以

替代抗生素的安全且高效的抗菌物质已成为当今国内

外研究热点。

乳酸菌（Lactic Acid Bacteria, LAB）是一类利用

碳水化合物产生乳酸的细菌总称，其发酵液对病原菌

具有较强的杀伤作用，可显著延长食品货架期。陈全

毅等 [6] 发现冷鲜鸡肉涂抹上乳酸菌发酵上清液后，可

显著抑制单增李斯特菌的生长，鸡肉货架期延长 3 天；

Kushu 等 [7] 将戊糖片球菌的发酵上清液添加到奶酪中，

发现菌落总数显著降低，奶酪货架期延长了 75%。抗

菌肽是乳酸菌抑菌的主要成分之一，抗菌能力强，不

易产生耐药性，安全无毒副作用 [8] 。乳酸链球菌素

（Nisin）是一种天然生物活性抗菌肽，安全性高，已

被 50 多个国家许可作为食品添加剂，广泛应用于肉

制品、罐藏食品、奶制品等食品中，但 Nisin 抗菌

活性主要针对革兰氏阳性菌，不能抑制革兰氏阴性

菌  [9] ，因此，继续挖掘合成广谱抑菌作用的抗菌肽

的乳酸菌对开发新型“抗生素替代品”或生物防腐

剂有重要意义。

鉴于安全防腐剂的需求性和 Nisin 应用的局限

性，本文拟从发酵食品中分离具有广谱抑菌活性且

产抗菌肽的乳酸菌，分析其抗菌特性，优化发酵条

件，探究其对肉水产的防腐保鲜效果。研究结果将

为广谱新型的安全生物防腐剂的开发和应用奠定

基础。

1  材料与方法

1.1 实验菌株

金黄色葡萄球菌 ATCC6538、枯草芽孢杆菌

ATCC6633、洋葱伯克霍尔德式菌 ATCC25416、日沟维

肠杆菌 ATCC33028，购于北京北纳创联生物技术研究

院；大肠杆菌 ATCC8099、白色葡萄球菌 ATCC8032、
铜绿假单胞菌 ATCC15442、白色念珠菌 ATCC10231，
购于中国工业微生物菌种保藏管理中心；肺炎克雷伯

菌 ATCC4352、鼠伤寒沙门氏菌 ATCC14028，购于美

国菌种保藏中心；圆红酵母 CGMCC2.2424，购于中国

普通微生物菌种保藏管理中心。

1.2 实验材料

MRS 肉汤、营养琼脂、LB 培养基，购于北京陆

桥技术股份有限公司；氯化钠、技术琼脂粉，购于广

东环凯微生物科技有限公司；胰蛋白酶、胃蛋白酶，

购于国药集团化学试剂有限公司；蛋白酶 K，购于飞

净生物科技有限公司；DNA 提取试剂盒，购于生工生

物工程（上海）股份有限公司；AKP 试剂盒，购于南

京建成生物工程研究所。

1.3 实验仪器

ME204 电子天平，梅特勒 - 托利多仪器（上海）

有限公司；YXQ-70A 立式压力蒸汽灭菌器，上海博讯

实业有限公司医疗设备厂；TGL-18M 台式高速冷冻离

心机，湖南沪康离心机有限公司；ST300 便携式 pH 计，

奥豪斯仪器（常州）有限公司；HPX-300BSH- Ⅲ恒温

恒湿箱，上海新苗医疗器械制造有限公司；MPE 高通

量真空平行浓缩仪，睿科集团股份有限公司。

fermented milk, respectively, which exhibited broad-spectrum antibacterial activities. Their main antimicrobial components consisted 

of proteins or peptides with high thermal and acid–base stability. Moreover, the alkali tolerance of the antimicrobial substances 

from M2 was higher than those from M6. The optimal fermentation conditions for the two Lactobacillus strains were a 2.00% mass 

fraction of glucose, 3.00% mass fraction of soybean peptone, and 3.00% inoculation volume fraction. The antibacterial effects of 

L. delbrueckii M2 and L. delbrueckii subsp. bulgaricus M6 were 25.47% and 22.64% stronger under these conditions than under the 

baseline conditions, respectively. The supernatant of the two strains disrupted cell wall integrity and membrane permeability, leading 

to alterations in glucose utilization and ultimately producing the observed antibacterial effects. Their fermentation supernatants 

reduced the total viable bacteria counts and prolonged the shelf life of chilled pork and fish by 2~4 days. This study provides 

theoretical insights for the development and application of new broad-spectrum biological preservatives.

Key words: lactic acid bacteria; antimicrobial activity; preservation application; fermentation condition optimization
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1.4 具有广谱抑菌活性的乳酸菌的分离与鉴定

1.4.1 乳酸菌分离

参考 GB4789.35-2016《食品安全国家标准 食品微

生物学检验 乳酸菌检验》 [10] ，从酸豆角和发酵乳中分

离乳酸菌。分别称取 25 g 样品，置于装有 225 mL 无

菌生理盐水的三角瓶中震荡摇匀，用生理盐水进行 10
倍稀释，每个稀释度取 1 mL 置于平板内，倾注含质

量分数 1% 碳酸钙的 MRS 培养基摇匀，于 37 ℃中培

养 48~72 h 后取出，挑取单菌落反复划线分离纯化。

1.4.2 乳酸菌发酵上清液的制备

用接种环取纯化后的乳酸菌于 10 mL MRS 液体培

养基中，37 ℃培养 12 h，制成乳酸菌种子液。取

5 mL 乳酸菌种子液于 50 mL MRS 液体培养基中，

37 ℃培养 48 h，7 000 r/min 离心 25 min，0.22 µm 滤

膜过滤，滤液 4 ℃下储存备用。

1.4.3 抑菌活性的鉴定

采用牛津杯法测定乳酸菌发酵上清液的抑菌活性，

筛选出对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌抑菌活性较好的

菌株作为实验菌株 [11] 。然后，测定良好抗菌活性的发

酵上清液对白色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌等革兰氏阳

性菌，铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯菌、鼠伤寒沙门氏菌、

洋葱伯克霍尔德氏菌、日沟维肠杆菌等革兰氏阴性菌

和白色念珠菌、圆红酵母等真菌的抑菌效果。

1.4.4 乳酸菌的鉴定

观察乳酸菌菌落、革兰氏染色，参考《常见细

菌系统鉴定手册》 [12] 和《乳酸细菌分类鉴定及实验

方法》 [13] 中描述的接触酶、糖醇发酵、吲哚、明胶

液化等试验进行分析；提取乳酸菌基因组，以 27F
（5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’） /1492R
（5’-TACGACTTAACCCCAATCGC-3’）为引物扩增

16S rDNA 序列，然后送至生工生物工程（上海）股

份有限公司进行测序，NCBI 数据库（https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blas.cgi）比对，MEGA7.0 构建系统发育树。

1.5 乳酸菌抑菌物质的初探

1.5.1 有机酸排除

分别用乳酸、乙酸调节 MRS 培养基 pH 值至 5.50，
用 NaOH 调节乳酸菌发酵上清液 pH 值至 5.50，以未

处理样品作为对照，测定抑菌活性 [14] 。

1.5.2 过氧化氢排除

将发酵上清液置于高通量真空平行浓缩仪中，在

70 ℃下蒸发浓缩 4 倍后，用无菌水稀释至原来体积，

以未处理样品作为对照，测定抑菌活性。

1.5.3 蛋白酶处理试验

将发酵上清液的 pH 值调至各酶的最适 pH 值，分

别将蛋白酶 K、胰蛋白酶、胃蛋白酶（质量浓度均为

1 mg/mL）加入发酵上清液中，37 ℃孵育 2 h，沸水浴处

理3 min使酶失活，冷却后调节pH值至发酵液初始pH值，

以未用酶处理发酵液作为对照，测定抑菌活性 [15] 。

1.5.4 热稳定性

将乳酸菌发酵上清液分别在 80、100、121 ℃下处理

15 min，以未经热处理发酵液作为对照，测定抑菌活性 [16] 。

1.5.5 酸碱敏感性

用 HCl 和 NaOH 调节乳酸菌发酵上清液 pH 值为

3~10 等 8 个不同的梯度，室温静置 1 h 后调节 pH 值

至发酵液初始 pH 值，以未处理样品作为对照，测定

抑菌活性。

1.6 乳酸菌发酵条件优化

1.6.1 菌株接种体积分数对发酵液抑菌活性的影响

将 1×108 CFU/mL 乳酸菌分别按体积分数 1%、2%、

3%、4%、5% 接入 MRS 培养基中，37 ℃培养 48 h 后，

离心收集上清液，滤膜过滤，测定抑菌活性。

1.6.2 发酵时间对发酵液抑菌活性的影响

把乳酸菌按体积分数 3% 接入 MRS 培养基中，

（37±1） ℃培养 12、24、36、48、60、72 h 后，离心

收集上清液，滤膜过滤，测定抑菌活性。

1.6.3 碳源种类对发酵液抑菌活性的影响

以去除碳源的 MRS 为基础培养基，分别添加不

同碳源（葡萄糖、麦芽糖、乳糖、蔗糖、甘露醇）用

以替代 MRS 中原有的碳源，其他条件不变，将乳酸

菌按体积分数 3% 接种于不同碳源的 MRS 液体培养基

中，于 37 ℃分别培养最优时间后，离心收集上清液，

滤膜过滤，测定抑菌活性。

1.6.4 碳源浓度对发酵液抑菌活性的影响

乳酸菌按体积分数 3% 接种于含有不同浓度葡萄

糖（质量分数分别为 1%、1.5%、2%、2.5%、3%）的

MRS 培养基中，37 ℃分别培养最优时间后，离心收

集上清液，滤膜过滤，测定抑菌活性。

1.6.5 氮源种类对发酵液抑菌活性的影响

以去除氮源的 MRS 为基础培养基，分别添加不同

氮源（蛋白胨、大豆蛋白胨、牛肉膏、酵母浸粉、硫酸铵、

硝酸钾）用以替代 MRS 中原有的氮源，其他条件不变，

将乳酸菌按体积分数 3% 分别接种于不同氮源的 MRS
液体培养基中，于 37 ℃分别培养最优时间后，离心收

集上清液，滤膜过滤，测定抑菌活性。
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表 1  感官评分标准

Table 1 Sensory scoring criteria

指标
分值（分）

8~10（好） 6~7.9（较好） 3~5.9（轻微变质） 0~2.9（变质）

猪肉

色泽 鲜红 鲜红（褐）色 暗红（褐）色 灰白色

气味 良好 可接受 难接受 不能接受

质地 有弹性，不粘手 弹性不足，少量汁液 松弛，汁液量较多 粘手，汁液量多

鱼肉

色泽 肉色半透明有光泽 光泽消失 略带褐色 褐色或者绿色

气味 新鲜鱼特有气味 无明显气味 轻微臭味 臭味明显

质地 紧实，按压立即复原 紧实，按压后缓慢复原 轻度软烂，压痕不易复原 软烂，表面有粘液

1.6.6 氮源浓度对发酵液抑菌活性的影响

乳酸菌按体积分数 3% 接种于含有不同浓度大豆

蛋白胨（质量分数分别为 1%、1.5%、2%、2.5%、3%）

的 MRS 培养基中，37 ℃分别培养最优时间后，离心

收集上清液，滤膜过滤，测定抑菌活性。

1.6.7 响应面分析乳酸菌的最佳发酵条件

根据单因素结果，以对大肠杆菌的抑菌圈直径为

响应值，使用 Design-Expert 8.0 软件中 Box-Behnken
设计进行实验设计，并基于实验结果建立二次响应面

回归模型，寻求最优的发酵条件。

1.7 乳酸菌对大肠杆菌抑菌机理的初探 

1.7.1 碱性磷酸酶（Alkaline Phosphatase, AKP）浓

度测定

分别将等量的乳酸菌发酵上清液与 1×106 CFU/mL
大肠杆菌 LB 培养液混合，37 ℃恒温摇床振荡培养 8 h，
以加入发酵液培养基的菌悬液为对照组。8 000 r/min
离心 10 min 收集上清液，0.22 µm 滤膜过滤，AKP 试

剂盒测定 AKP 活性 [17] 。

1.7.2 胞外溶液电导率的测定

分别将等量的乳酸菌发酵上清液与 1×106 CFU/mL
大肠杆菌 LB 培养液混合，37 ℃恒温摇床振荡培养，

以加入发酵液培养基的菌悬液为对照组，0、2、4、8、
12 h 定时取样，8 000 r/min 离心 10 min 收集上清液，

电导率仪测试电导率 [18] 。

1.7.3 胞外紫外吸收物质的测定

分别将等量的乳酸菌发酵上清液与 1×106 CFU/mL
大肠杆菌 LB 培养液混合，37 ℃恒温摇床振荡培养，

以加入发酵液培养基的菌悬液为对照组，0、2、4、8、
12 h 定时取样，8 000 r/min 离心 5 min 收集上清液，

分光光度计在 260、280 nm 波长处测量其光密度 [19] 。

1.7.4 葡萄糖利用效率的测定

将葡萄糖配制成质量分数分别为 0、0.2、0.4、0.6、

0.8、1.0 mg/mL 的标准溶液，采用蒽酮法测定葡萄糖

含量，绘制标准曲线 Y=3.778X+0.037 67，R2=0.995 3。
在质量分数为 0.5 mg/mL 的葡萄糖溶液中加入大肠杆

菌，调节菌浓度为 1×106 CFU/mL，分别加入等量的乳

酸菌发酵上清液，37 ℃恒温摇床振荡培养。以加入发

酵液培养基的菌悬液为空白对照，0、2、4、8、12 h 定

时取样，8 000 r/min 离心 5 min 收集上清液，取 1 mL
上清液加入 1 mL 水和 0.5 mL 蒽酮试剂，再缓慢加入

5 mL 浓硫酸，混匀后置于沸水浴中加热 10 min，冷却

后测定 620 nm 处的吸光值。根据标准曲线计算可溶性

总糖含量 [20] 。

1.8 乳酸菌发酵上清液对冷猪肉、鱼肉的防腐
保鲜作用

1.8.1 冷鲜肉的前处理

在无菌条件下，将新鲜猪肉和鱼肉切成质量大小相

近的 100 g 肉块，乳酸菌发酵上清液浸泡样品 30 min 后

沥干水分，放入封口袋中做好标签 [21] ，以无菌生理盐

水处理肉样作为空白对照，参照国家标准 GB 2760-2014
中 Nisin 的最大使用量，以质量分数 0.5 mg/mLNisin 溶

液处理肉样作为阳性对照。将处理好的肉样放入 4 ℃
冰箱中冷藏，每隔 2 天取样测定进行感官评定、pH 值

和细菌总数的测定。

1.8.2 感官评定

评价员根据样品的色泽、气味和质地等 3 个方面

进行综合评定，最后对综合评价结果分析，感官评分

标准见表 1 [22] 。

1.8.3 pH值测定

称取肉样约 10.0 g，用剪刀剪碎后加入 100 mL 无

菌水，混匀、充分震荡 30 min，过滤，精密 pH 计测

定 pH 值。

1.8.4 细菌总数

按国家标准 GB/T 4789.2-2016 [23] 中的平板菌落计

数法测定细菌总数。



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                             2025, Vol.41, No.12

 42 

1.9 数据处理

所有试验平行 3 次，实验结果以平均值 ± 标准

差（M±SD）表示，利用 Graph Pad Prism 7 统计软件

进行绘图，基于单因素方差分析及 Tukey’s 检验采用

SPSS 23.0 分析软件对数据进行差异显著性分析及相关

性分析，以 P ＜ 0.05 为样本间有显著差异。

2  结果与分析

2.1 广谱抑菌活性的乳酸菌分离及鉴定

表 2  乳酸菌发酵上清液的抗菌谱

Table 2 Antimicrobial spectrum of LAB fermentation 
supernatant

指示菌 来源
抑菌圈直径 /mm

M2 M6

革兰氏
阳性菌

金黄色葡萄球菌 ATCC6538 ++ ++

白色葡萄球菌 ATCC8032 ++ ++

枯草芽孢杆菌 ATCC6633 ++ ++

革兰氏
阴性菌

洋葱伯克霍尔德氏菌 ATCC25416 ++ +

铜绿假单胞菌 ATCC15442 + +

肺炎克雷伯菌 ATCC4352 ++ +

大肠杆菌 ATCC8099 + +

鼠伤寒沙门氏菌 ATCC14028 ++ +

日沟维肠杆菌 ATCC33028 ++ ++

真菌
白色念珠菌 ATCC10231 - -

圆红酵母 CGMCC2.2424 - -

注：“+”为抑菌圈直径在 21~25 mm ；“++”为抑菌圈直

径在 26~30 mm ；“-”为无抑菌圈。

表 3  乳酸菌生理生化特征

Table 3 Physiological and biochemical characteristics of LAB

生化项目
结果

M2 M6

接触酶 - -

纤维二糖 + +

甘露醇 + +

山梨醇 - -

棉子糖 - +

乳糖 + +

七叶苷 + +

麦芽糖 + -

水杨苷 + +

蔗糖 + -

菊糖 + +

吲哚试验 - -

明胶液化 - -

注：“+”表示阳性，“-”表示阴性。

图 1 乳酸菌菌落及 16S rDNA 进化树分析

Fig.1 The images of bacteria colonies and phylogenetic analysis

 of 16S rDNA 

注：a、d 分别为 M2 和 M6 的菌落图，b、e 为镜检图，c、

f 为进化树图。

以大肠杆菌和金黄色葡萄球菌为指示菌，从酸

豆角和发酵乳中分离得到具有显著抑菌效果的乳酸

菌 M2、M6（P ＜ 0.05），其中 M2 发酵上清液对金黄

色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌圈直径分别为 14.68、
15.51 mm，M6 发酵上清液对金黄色葡萄球菌和大肠

杆菌的抑菌圈直径分别为 16.53、15.81 mm。M2、M6
发酵上清液对铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯菌、大肠杆

菌、鼠伤寒沙门氏菌、洋葱伯克霍尔德氏菌、日沟维
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肠杆菌、金黄色葡萄球菌、白色葡萄球菌、枯草芽孢

杆菌等革兰氏阴性菌（G-）和阳性菌（G+）均具有良

好的抑菌效果，但对白色念珠菌、圆红酵母等真菌无

抑菌作用（表 2）。进一步研究发现：M2 菌落呈圆形

微黄色、表面光滑有光泽、中间凸起、菌落边缘整

齐（图 1a），短杆状革兰氏阳性菌、无鞭毛和芽孢

（图 1b）；可以发酵纤维二糖、甘露醇、七叶苷、乳

糖、麦芽糖、水杨苷、蔗糖、菊糖等，但是不能发酵

棉子糖、山梨醇，不产生吲哚，不液化明胶，接触

酶试验阴性（表 3）；16S rDNA 序列与德式乳杆菌同

源性达 99.93%（图 1c）。M6 菌落呈圆形白色、湿

润、边缘整齐（图 1d），短杆状革兰氏阳性菌、无

鞭毛和芽孢（图 1e）；可以发酵纤维二糖、甘露醇、

七叶苷、棉子糖、乳糖、水杨苷、蔗糖、菊糖，但是

不能发酵山梨醇、蔗糖、麦芽糖，不产生吲哚，不液

化明胶，接触酶试验阴性（表 3）；16S rDNA 序列与

德式乳杆菌保加利亚亚种同源性达 100.00%（图 1f）。
陈华等 [24] 研究发现的德氏乳杆菌保加利亚亚种发酵产

物对多种 G+、G- 病原菌均具有较强抑菌活性，黄晓英

等 [25] 研究发现德式乳杆菌 HS023 发酵液对多种 G+、G-

病原菌均抑菌活性，对真菌无抑菌作用。同样地，酸

豆角来源的德式乳杆菌 M2、发酵乳来源的德式乳杆

菌保加利亚亚种 M6 对多种革兰氏阳性菌、革兰氏阴

性菌均具有较强的抑菌作用，对真菌无抑菌作用。

2.2 M2、M6发酵上清液抑菌特性

以金黄色葡萄球菌和大肠杆菌为指示菌，通过乙

酸或乳酸调节 MRS 培养基 pH 值至 5.50 后的培养液

无抑菌活性，M2、M6 发酵上清液 pH 值调至 5.50 后

抑菌活性虽有小幅度下降，但仍具有较好的抑菌活性，

其抑菌圈直径均大于 12 mm（表 4），说明 M2、M6 发

酵上清液中有机酸有一定抑菌作用，但非主要抑菌物

质。陆春波等 [26] 通过 GC-MS 代谢组学方法分析乳酸

菌发酵上清液发现其主要抑菌物质为有机酸；王嘉悦

等 [27] 从延吉南瓜中分离得到肠膜明串珠菌 WJY-6，研

究发现其发酵液中的抑菌活性物质并非有机酸；高欣

等 [28] 研究发现从水产动物及其生境中分离出来的屎肠

球菌的有机酸有一定的抑菌作用，但不是该乳酸菌抑

菌的主要物质。因此说明乳酸菌分泌的有机酸如乙酸、

乳酸等具有抑菌作用，但其是否起主导作用因菌而异。

通过 70 ℃下蒸发去除过氧化氢后发现：处理后的

两株乳酸菌发酵上清液的抑菌活性与对照组相比无显

著性差异（P  ＞  0.05）（表 5），说明过氧化氢不是这两

株乳酸菌发酵液的抑菌物质，这与德式乳杆菌 HS023
发酵液中的过氧化氢有显著抑菌作用的结论不同 [25] 。

不同乳酸菌产过氧化氢能力不同，乳酸菌 M2、M6 产

生过氧化氢的量可能不足以达到抑菌剂量，导致去除

过氧化氢前后抑菌作用变化不明显。

表 4  乳酸菌发酵上清液排酸试验

Table 4 Effect of NaOH and organic acids on the antibacterial

 activities of fermentation supernatant from M2 and M6

样品
抑菌圈直径 /mm

金黄色葡萄球菌 大肠杆菌

pH 值 5.50 的 M2 发酵上清液 12.76±0.15b 12.18±0.22b

M2 发酵上清液 14.51±0.29a 15.51±0.31a

pH 值 5.50 的 M6 发酵上清液 13.43±0.36b 13.31±0.33b

M6 发酵上清液 16.69±0.18a 15.71±0.25a

乙酸调节的 MRS 培养基
（pH 值 5.50） — —

乳酸调节的 MRS 培养基
（pH 值 5.50） — —

注：“-”为无抑菌圈，不同小写字母表示有显著性差异。

表 5  乳酸菌发酵上清液排除过氧化氢试验

Table 5 Effect of H2O2 eliminnation on the antibacterial activities

of fermentation supernatant from M2 and M6

乳酸菌 样品类型
抑菌圈直径 /mm

金黄色葡萄球菌 大肠杆菌

M2
未处理上清液 14.28±0.29a 15.32±0.21a

70 ℃处理后上清液 13.97±0.35a 15.19±0.28a

M6
未处理上清液 16.09±0.15a 15.91±0.14a

70 ℃处理后上清液 15.81±0.32a 15.63±0.13a

注：相同小写字母表示无显著性差异。

表 6  乳酸菌发酵上清液对酶敏感试验

Table 6 Effect of proteases on the antibacterial activities of 

fermentation supernatant from M2 and M6 

乳酸
菌

样品类型
抑菌圈直径 /mm

金黄色葡萄球菌 大肠杆菌

M2

对照组 14.75±0.12a 15.61±0.11a

胃蛋白酶处理上清液 12.11±0.32b 11.46±0.14b

胰蛋白酶处理上清液 — —

蛋白酶 K 处理上清液 — —

M6

对照组 16.61±0.27a 15.88±0.14a

胃蛋白酶处理上清液 15.33±0.19b 14.77±0.38b

胰蛋白酶处理上清液 11.76±0.15b 12.13±0.48b

蛋白酶 K 处理上清液 — —

注：“—”为无抑菌圈，不同小写字母表示有显著性差异。

蛋白酶处理结果显示：M2 发酵上清液经胰蛋白酶

和蛋白酶 K 处理后丧失抑菌活性，胃蛋白酶处理后抑

菌活性显著性下降；M6 经蛋白酶 K 处理后丧失抑菌

活性，胰蛋白酶和胃蛋白酶处理后抑菌活性显著性下
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降（表 6）。蛋白酶 K 作用于脂族氨基酸和芳香族氨基

酸的羧基端肽键 [29] ，胰蛋白酶作用于多肽链中精氨酸

和赖氨酸残基的羧基侧 [30] ，胃蛋白酶作用的主要部位

是芳香族氨基酸或亮氨酸所组成的肽键 [31] ，从而使相

关肽类或蛋白质类物质失活。这些酶处理后抑菌活性

消失或显著下降说明：M2、M6 上清液中抑菌物质主

要是蛋白质或肽类物质，且 M2、M6 可能富含脂族氨

基酸和芳香族氨基酸，M2 中精氨酸、赖氨酸残基可

能多于 M6。

2.3 乳酸菌发酵上清液的理化特性分析

图 2 乳酸菌发酵上清液抗菌活性的热稳定性试验

Fig.2 Effect of high temperature on the antibacterial activities

 of fermentation supernatant from M2 and M6 against S. saureus 

(a) and E. coli (b)

注：a 为金黄色葡萄球菌，b 为大肠杆菌。不同小写字母表

示有显著性差异。图 3~5、8 同。

黄晓英等 [25] 研究发现德式乳杆菌 HS023 代谢产物

具有良好的热稳定性。热稳定性实验显示：与对照组

相比，80、100、121 ℃处理后 M2 发酵上清液对大肠

杆菌的抑菌圈直径减少 19.37%~29.12%，对金黄色葡

萄球菌的抑菌圈直径减少 24.04%~29.60%，M6 发酵

上清液对大肠杆菌的抑菌圈直径减少 10.62%~30.04%，

对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径减少 27.54%~37.70%
（图 2），但在高温作用下，两者仍保持较好抑菌活性，

说明 M2、M6 的抑菌物质具有较好的热稳定性，且

M6 抑菌物质对 121 ℃的热稳定性略优于 M2。食品中

的杀菌一般采用 65~80 ℃的巴氏灭菌和 120 ℃以上的

超高温瞬时灭菌，而两株乳酸菌发酵上清液在这两个

温度下处理后仍有抑菌活性，具有较好的应用潜力。

M2、M6 的发酵液对大肠杆菌的抑菌效果改变程度显

著低于金黄色葡萄球菌，后续实验选择大肠杆菌作为

验证抑菌效果的指示菌。

酸碱稳定性实验发现：德式乳杆菌 M2 发酵上清

液在酸性条件下（pH 值 3~5）抑菌活性较好，pH 值

为 6 时，抑菌活性开始显著下降（P ＜ 0.05），但是在

pH 值为 10 时仍具有较好的抑菌活性，抑菌圈直径为

10.32 mm（图 3），说明 M2 抑菌物质的酸碱稳定性

较好，适用于 pH 值 3.0~10.0 的环境；M6 发酵上清液

在酸性条件下（pH 值 3~5）抑菌活性较好，在 pH 值

5.0~10.0 范围内随着 pH 值的增加抑菌活性降低，直至

完全失去抑菌活性（图 3），说明 M6 抑菌物质适用于

pH 值 3.0~9.0 的环境，两株乳酸菌酸碱稳定性比较发

现，M2 抑菌物质强碱耐受性优于 M6。

图 3 乳酸菌发酵上清液的酸碱稳定性

Fig.3 Effect of various pH values on the antibacterial activities of 

fermentation supernatant from M2 and M6 against E. coli 

2.4 乳酸菌发酵条件优化

单因素实验表明：M2、M6 的抑菌活性随着接种

体积分数增加而增强，接种体积分数为 3% 时达到峰

值，其抑菌圈直径分别为 17.11、18.50 mm（图 4a）。
随着发酵时间延长抑菌活性先增强后减弱，M2 在发酵

60 h 时抑菌活性最强，抑菌圈直径为 18.55 mm，M6 在

发酵 48 h 时抑菌活性最强，抑菌圈直径为 18.50 mm
（图 4b）。

碳氮源是细菌生长所必需的营养成份，不同的碳

氮源对菌体的生长代谢有重大影响，且碳氮源能够间

接的影响抗菌物质的产量。碳源替代实验发现：M2 以

葡萄糖、麦芽糖、蔗糖、甘露醇为碳源时抑菌圈直径

无显著差异（P  ＞  0.05），其中葡萄糖为碳源时抑菌

圈平均直径最大（17.20 mm）；与葡萄糖相比，乳糖、
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半乳糖的添加组抑菌活性分别下降 21.50%、22.67%
（P ＜ 0.05）（图 5a）；在质量分数 1%~3% 的葡萄糖

范围内，随着质量分数的增加抑菌活性先增强后基

本不变，质量分数 2% 时 M2 发酵液具有最大抑菌圈

（17.11 mm）（图 5b）。M6 以葡萄糖为碳源时抑菌圈平

均直径最大（18.36 mm）（图 5c），与葡萄糖相比，麦芽

糖、乳糖、蔗糖、甘露醇和半乳糖的添加组抑菌活性分

别显著下降 100.00%、15.80%、100.00%、5.10%、20.50%
（P ＜ 0.05）；在质量分数 1%~3% 的葡萄糖范围内，随着

质量分数增加到 1.5% 时达到最大抑菌圈（18.50 mm），

更高浓度下抑菌活性与 1.5% 时无显著差异（图 5d）。

图 4 接种体积分数和发酵时间对抑菌活性的影响

Fig.4 Effect of inoculum volume and fermentation time on 

antibacterial activities against E. coli

氮源替代实验发现：M2 以大豆蛋白胨和蛋白胨

为氮源时抑菌圈直径无显著差异（P  ＞  0.05），其中以

大豆蛋白胨为氮源时抑菌圈平均直径最大（17.11 mm），

与大豆蛋白胨相比，牛肉膏、酵母浸粉、硫酸铵和

硝酸钾的添加组抑菌活性分别下降 9.12%、15.60%、

37.23% 和 27.93%（P ＜ 0.05）（图 5e）；在质量分数

1%~5% 的大豆蛋白胨范围内，随着质量分数的增加

抑菌活性先增强后减弱，质量分数 3% 时 M2 发酵

液具有最大抑菌圈（18.38 mm）（图 5f）。M6 以大

豆蛋白胨和牛肉膏为氮源时抑菌圈直径无显著差异

（P ＞ 0.05），其中以牛肉膏为氮源时抑菌圈平均直径最

大（18.50 mm），与牛肉膏相比，蛋白胨（16.40 mm）、

酵母浸粉（15.38 mm）、硫酸铵（14.47 mm）和硝酸

钾（12.58 mm）的添加组抑菌活性分别下降 11.35%、

6.50%、21.78% 和 32.00%（P ＜ 0.05）（图 5g）。考虑

今后发酵实验的便利和成本，选取大豆蛋白胨作为氮

源。在质量分数 1%~5% 的大豆蛋白胨范围内，随着

质量分数的增加抑菌活性先增强后减弱，质量分数 3%
时 M6 发酵液具有最大抑菌圈（19.02 mm）（图 5h）。
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图 5 碳源、氮源种类及质量分数对 M2 和 M6 抑菌

活性的影响

Fig.5 Effect of the type and mass fraction of carbon and nitrogen 

sources on antibacterial activities of M2 and M6 against E. coli

注：a、b、e、f 为 M2，c、d、g、h 为 M6，不同小写字母

表示有显著性差异。

表 7  德氏乳杆菌M2响应面试验设计方案及结果

Table 7 Response surface test design and results of M2

编号

单因素  /%
抑菌圈
直径 /mmA：接种体

积分数
B：葡萄糖质

量分数
C：大豆蛋白胨

质量分数

1 0（3.00） 0（2.00） 0（3.00） 18.93

2 1（4.00） 1（2.50） 0（3.00） 16.88

3 1（4.00） 0（2.00） 1（4.00） 17.24

4 0（3.00） -1（1.50） -1（2.00） 16.04

5 1（4.00） -1（1.50） 0（3.00） 16.11

6 1（4.00） 0（2.00） -1（2.00） 17.28

7 0（3.00） 0（2.00） 0（3.00） 18.79

8 0（3.00） 1（2.50） 1（4.00） 17.33

9 0（3.00） 1（2.50） 0（3.00） 15.99

10 0（3.00） 1（2.50） -1（2.00） 17.11

11 0（3.00） 0（2.00） 0（3.00） 17.89

12 -1（2.00） 1（2.50） 0（3.00） 15.66

13 0（3.00） 0（2.00） 0（3.00） 19.21

14 0（3.00） 0（2.00） 0（3.00） 19.07

15 0（3.00） -1（1.50） 1（4.00） 16.09

16 -1（2.00） 0（2.00） -1（2.00） 16.11

17 -1（2.00） 0（2.00） 1（4.00） 16.09

表 8  德氏乳杆菌M2回归模型方差分析

Table 8 Analysis of variance for regression models of M2

参数 自由度
平方
和

均方 F 值 P 值
显著
性

模型 22.27 9 2.47 12.37 0.001 6 **

A- 接种体
积分数

1.67 1 1.67 8.37 0.023 2 *

B- 葡萄糖
质量分数

1.45 1 1.45 7.27 0.030 8 *

C- 大豆蛋白
胨质量分数

0.006 1 0.006 0.028 0.872 9

AB 0.048 1 0.048 0.24 0.637 9

AC 0.000 1 1 0.000 1 0.000 4 0.982 8

BC 0.007 1 0.007 0.036 0.854 7

A2 7.01 1 7.01 35.04 0.000 6 ***

B2 7.42 1 7.42 37.10 0.000 5 ***

C2 2.75 1 2.75 13.73 0.007 6 **

残差 1.40 7 0.20

失拟项 0.32 3 0.11 0.39 0.767 6

纯误差 1.08 4 0.27

总和 23.67 16

R2=0.940 8 R2
Adj=0.864 8

注：“***”表示极显著（P ＜ 0.001），“**”表示高度显著

（P ＜ 0.01），“*”表示显著（P ＜ 0.05）。
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在单因素实验基础上，以接种体积分数、葡萄糖

质量分数、大豆蛋白胨质量分数为独立变量，抑菌圈

直径为响应值，采用三因素三水平的响应面分析试验

对M2、M6发酵条件进行优化。利用Design-Expert 8.0.6
软件进行试验设计、数据处理及模型建立。

图 6 德式乳杆菌 M2 发酵条件响应面图和等高线图

Fig.6 Response surface diagram and contour diagram 

fermentation conditions of M2

图 7 德式乳杆菌 M2（a）和德式乳杆菌保加利亚亚种

M6（b）验证试验结果

Fig.7 Results of M2 (a) and M6 (b) verification test

基于 M2 响应面试验设计方案及结果（表 7），以

最大抑菌圈直径（Y）为因变量，以接种体积分数、

葡萄糖质量分数和大豆蛋白胨质量分数三个因素为

自变量，多重回归拟合所得 M2 发酵条件的二阶多

项 式 方 程 为 Y=18.78+0.46A+0.43B+0.026C+0.11AB-

0.005AC+0.042BC-1.29A2-1.33B2-0.81C2。对回归模型

进行方差分析，R2 值为 0.940 8，说明此回归方程的

拟合程度良好；失拟项 P 值 0.767 6  ＞  0.05，能较好的

反映响应面的变化（表 8）。该模型预测 M2 发酵最佳

条件为接种体积分数 3.18%，葡萄糖质量分数 2.00%，

大豆蛋白胨质量分数 3.00%，最佳发酵条件下模型的

预测抑菌圈直径为 18.81 mm。

对回归模型进行显著性检验可知，接种体积分数

（A）、葡萄糖质量分数（B）表现为显著（P ＜ 0.05），
A2、B2 表现为极显著（P ＜ 0.001），C2 表现为高度显

著（P ＜ 0.01）（表 8）。F 值可判断各因素的显著性，F
值越大，显著性越高，各因素对抑菌圈直径影响程度为

A  ＞  B  ＞  C（表 8）。由三维空间响应面图和等高线图可

知：接种体积分数、葡萄糖质量分数、大豆蛋白胨质量

分数这三个因素交互作用并不显著（P  ＞  0.05）（图 6）。
同样地，德式乳杆菌保加利亚亚种 M6 通过 Design-

Expert 8.0.6 进行多重回归。以最大抑菌圈直径（Y）为

因变量，以接种体积分数、葡萄糖质量分数和大豆蛋白

胨质量分数三个因素为自变量，拟合所得二阶多项式方

程：Y=19.37+0.45A+0.72B+0.044C+0.072AB +0.052AC-
0.015BC-1.78A2-0.74B2-0.65C2（R2=0.982 2，失拟项 P
值  ＞  0.05）。该模型预测 M6 发酵过程中三个重要独立变

量的最佳条件如下：接种体积分数 3.14%，葡萄糖质量

分数 1.75%，大豆蛋白胨质量分数 3.03%，最佳发酵条

件下模型的预测抑菌圈直径为 19.58 mm。

为检验响应面法所得的试验结果的可靠性，综合

考虑实验可行性和便利性，最终选择发酵条件为接种

体积分数 3.00%，葡萄糖质量分数 2.00%，大豆蛋白

胨质量分数 3.00%，在此条件下进行验证试验，结果

测得德式乳杆菌 M2 抑菌圈直径为 19.46 mm（图 7a），
抑菌效果比优化前提高了 25.47% ；德式乳杆菌保加利

亚亚种 M6 抑菌圈直径为 19.39 mm（图 7b），抑菌效

果比优化前提高了 22.64%。

2.5 抗菌肽抑菌机理的初探

2.5.1 发酵上清液对大肠杆菌细胞壁及细胞膜的影响

AKP 是存在于细菌细胞壁和细胞膜之间的酶，当

细菌细胞壁遭到破坏时，AKP 会泄露于细胞壁外。与

对照组相比，大肠杆菌经 M2、M6 发酵上清液处理后

胞外 AKP 质量分数增加了 77.27%、81.81%（P ＜ 0.05）
（图 8a），说明 M2、M6 发酵上清液处理破坏细胞壁

完整性。细胞壁可以帮助细胞抵抗外界物理、化学及

生物等多种因素的影响，是保护细胞的重要屏障 [32] ，

因此破坏大肠杆菌细胞壁完整性是 M2、M6 发酵上清

液抑菌作用的主要机制之一，类似地，Peng 等 [17] 研究
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发现鼠李糖乳杆菌发酵液可通过破坏细菌细胞壁而达

到抑菌效果。

图 8 乳酸菌发酵上清液对大肠杆菌细胞壁及细胞膜的影响

Fig.8 Effects of LAB fermentation supernatant on the cell wall 

and cell membrane of  E.coli

正常情况下，细胞内外的离子处于平衡状态，当

细胞膜遭到破坏后，细胞膜通透性受到影响，导致

细胞内离子外泄，使细胞外溶液电导率增大。研究

发现：对照组的电导率随时间变化基本保持稳定，大

肠杆菌经 M2、M6 发酵上清液处理后电导率均随时

间增加而逐渐增大，M2 组处理 8 h 后基本达到平

衡，M6 组处理 4 h 后基本达到平衡（图 8b），与对

照组相比，M2、M6 处理 8 h 后电导率分别增强了

73.99%、78.85%（图 8b）。除此之外，细胞膜被破坏

后会导致大分子物质如核酸、蛋白质等外泄。OD260、

OD280 吸光值显示：对照组核酸类、蛋白类物质的含

量始终保持在平稳状态，M2、M6 处理组随时间增加

核酸类、蛋白类物质的含量增加，8 h 后基本上保持

不变；与对照组相比，M2、M6 处理组 OD260 值分别

增加 109.10%、122.73%，OD280 值分别增加 150.00%、

159.09%（图 8c~8d）。这些结果表明：M2、M6 发酵

上清液破坏了细胞膜的通透性。细胞膜是高度选择性

的屏障，能将细胞质与外界隔开，同时对细胞有物质

交换、能量转换及信号传递等作用，活性物质发挥

作用的基础是与病原菌细胞膜间相互作用  [33] 。因此，

细胞膜通透性的改变、内容物外泄也是 M2、M6 发

酵上清液抑菌的主要机制之一，类似地，赖崇熙

等  [19] 从海鱼肠道分离出的乳酸菌细菌素通过破坏细

菌细胞膜、细胞内的蛋白质、核酸、带电离子外泄而

导致细菌死亡。

2.5.2 发酵上清液对大肠杆菌的葡萄糖利用的影响

图 9 乳酸菌发酵液对大肠杆菌葡萄糖利用的影响

Fig.9 Effects of LAB fermentation supernatant on glucose 

utilisation in E.coli 

与对照组逐渐下降相比，M2、M6 处理组在培养

4 h 内可溶性总糖含量随着时间延长而升高，这可能是

早期细胞膜破坏后胞内可溶性多糖外泄而引起的；随

后可溶性总糖含量逐渐下降，但下降幅度变缓（图 9），
与对照组相比，M2、M6 组 12 h 的可溶性总糖质量浓

度分别减少了 75.76%、87.88%（图 9）。这些结果说

明 M2、M6 发酵上清液降低大肠杆菌对葡萄糖的利用

度，王文婧等 [20] 研究的植物乳杆菌发酵液降低沙门氏

菌的糖利用能力而抑菌，说明减缓葡萄糖利用度也是
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M2、M6 发酵上清液抑菌的主要机制之一。

综上所述 M2、M6 发酵上清液通过破坏细菌细胞

壁完整性、细胞膜通透性及影响葡萄糖利用而达到抑

菌作用，且 M6 对大肠杆菌抑菌能力略优于 M2。

2.6 冷鲜肉保鲜测定结果

在猪肉储藏期间，对照组和实验组感官分值均显

著下降，前 3 d 处理组和对照组评分 ＞ 6 分，随着储藏

时间延长，对照组感官评分迅速下降，在第 5 天，对

照组评分为 3.93 分，不可食用，Nisin、M2、M6 处理

组分别为 6.23、7.20、7.80 分；第 7 天时，对照组为 1.77
分，Nisin、M2、M6 处理组分别为 4.37、5.53、5.50 分，

M2、M6 处理组比对照组货架期延长 3 d（图 10a）。同

样地，随着鱼肉储藏时间延长，对照组感官评分迅速

下降，在第 5 天，对照组评分为 4.27 分，不可食用，

Nisin、M2、M6 处理组分别为 6.07、7.33、7.67 分；

第 7 天时，对照组为 1.10 分，Nisin、M2、M6 处理组

分别为 4.23、5.80、6.40 分，M2、M6 处理组比对照

组货架期分别延长了 3、4 d（图 10b）。
根据细菌总数划分为：一级鲜肉≤ 6 lg CFU/g，二

级鲜肉在 6~8 lg CFU/g，变质肉 ＞ 8 lg CFU/g [21] 。在整

个储藏过程中，随着储藏时间的延长，各处理组猪肉

的菌落总数呈上升趋势。在第 3 天时，空白对照组的

菌落总数达到 6.40 lg CFU/g，为二级鲜肉，Nisin、M2、
M6 处理组菌落总数分别为 4.82、4.75、4.05 lg CFU/g，为

一级鲜肉等级；第 5 天，Nisin 处理组 ＞ 6 lg CFU/g，M2
处理组的菌落总数接近 6 lg CFU/g，M6 处理组的菌落

总数为 5.29 lg CFU/g ；第 9 天时，对照组与 Nisin 处

理组菌落总数 ＞ 8 lg CFU/g，M2、M6 处理组的菌落

总数分别为 7.74、7.88 lg CFU/g（图 10c），说明 M2、
M6 发酵液能显著延缓猪肉中细菌的生长繁殖。同样

地，M2、M6 发酵上清液能显著抑制鱼肉中菌落繁殖，

对照组鱼肉在第 7 天的菌落总数超过 8 lg CFU/g，
Nisin 组的菌落总数在第 9 天超过 8 lg CFU/g，而

M2、M6 处理组鱼肉中的菌落总数在第 9 天分别为

6.83、6.20 lg CFU/g（图 10d），说明 M2、M6 发酵液

能显著延缓鱼肉中细菌的生长繁殖。

猪肉在储藏过程中，由于细菌及内源酶的相互作

用，使肉样蛋白质被降解，所形成的生物胺会影响肉

样中的 pH 值。依据《食品 pH 值的测定》中的规定，

pH 值在 5.0~6.2 范围内属于新鲜肉，6.2~6.6 范围内为

次鲜肉，pH 值 ≥ 6.7 则为腐败肉。由于 Nisin、乳酸菌

发酵液呈酸性，导致 Nisin、M2、M6 处理组初始 pH
值略低于对照组。在猪肉储藏过程中，各组猪肉 pH
值随时间延长呈上升趋势，对照组、Nisin 组、M2、M6

处理组第 7 天的 pH 值分别为 6.63、6.52、6.14、6.08，第

9 天的 pH 值分别为 7.06、6.83、6.46、6.30（图 10e），
说明M2、M6发酵液能显著延缓猪肉pH值的上升趋势。

在鱼肉储藏过程中，第 3 天对照组、Nisin、M2、
M6 处理组 pH 值呈下降趋势，可能是由于在鱼的僵死

期，厌氧糖酵解过程中丙酮酸的形成，从而形成和累

积了大量乳酸，导致 pH 值下降，而后期 pH 值上升是

因为细菌和内源酶的影响，导致生物胺、氨等强碱性

物质的积累 [34] 。整个储藏过程中，发酵液处理组的

鱼肉 pH 值变化范围比空白对照组和 Nisin 处理组略

小，说明乳酸菌发酵液处理组在维持鱼肉 pH 值方

面有一定作用。第 7 天，对照组、Nisin、M2、M6
处理组的 pH 值分别为 7.14、6.86、6.80、6.72 ；第

9 天，Nisin、M2、M6 处理组的 pH 值分别为 7.16、7.00、
6.98（图 10f），说明 M2、M6 发酵液能显著延缓鱼肉

pH 值的上升趋势。
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图 10 不同处理组对猪肉和鱼肉的感官评分、菌落总数及

pH 值的影响

Fig.10 Effects of different treatment groups on the sensory 

score, total number of colonies and pH of pork (a, c, e) and 

fish (b, d, f)

注：a、c、e 为猪肉；b、d、f 为鱼肉。

综上所述，M2、M6 发酵上清液能显著延缓猪

肉、鱼肉中细菌的繁殖，降低菌落总数，延缓 pH 值

上升趋势，延长货架期，具有较好保鲜效果，为肉类

防腐剂开发和应用提供理论指导。类似地，有研究发

现青海牧民酸奶中乳酸菌产抑菌物质能有效减少冷却

猪肉 TVB-N 的产生，减缓 pH 的升高，抑制细菌总数

的增加，改善冷却肉的感官质量 [35] ；Meng 等 [36] 将抗菌

肽 Mytichitin-A 能有效抑制猪肉贮藏过程中细菌生长、

有利于猪肉品质的维持；高永悦等 [37] 发现戊糖片球菌

YF-8 淬灭酶粗提物处理感染温和气单胞菌的三文鱼，

能有效地抑制菌落总数，延长货架期。

3  结论

本研究分别从酸豆角、发酵乳中分离得到的德氏

乳杆菌 M2、德式乳杆菌保加利亚亚种 M6 能有效抑制

多种革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌的生长，它们的主

要抑菌物质均为热、酸碱稳定性较好的蛋白或抗菌肽

类物质。M2、M6 抑菌最佳发酵条件均为：接种体积

分数 3.00%，葡萄糖质量分数 2.00%，大豆蛋白胨质

量分数 3.00%。M2、M6 发酵液通过破坏大肠杆菌细

胞壁完整性、细胞膜通透性且干扰葡萄糖利用而达到

抑菌作用，对猪肉、鱼肉具有较好的保鲜效果。该文

丰富了产抗菌肽的乳酸菌资源库，为广谱新型的生物

防腐剂的开发和应用提供理论指导。然而，M2、M6
的抑菌物质结构、安全性等还有待于深入研究。
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