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酸菜中乳酸菌的分离筛选及
富硒性能研究
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摘要：以丰城市富硒地区的农家酸菜为原料，分离筛选出2株产酸和富硒能力较强的乳酸菌，经生理生化测定和

16s rDNA基因序列同源性分析，这 2株细菌分别为植物乳杆菌和类植物乳杆菌，命名为LCFC001、LCFC002。在

MRS培养基 37 ℃培养，2株乳酸菌的延滞期约 4 h，培养 18 h左右到达稳定期，浓度达 2.5×1010 CFU/mL，培养基

pH值则从起始的 6.3降至 3.0。在MRS液体培养时，2株乳酸菌可耐终浓度 320 µg/mL亚硒酸钠；当培养液含亚

硒酸钠浓度为 20 µg/mL时，菌株对硒的转化率可达 74.5%。研究表明，分离的 2株乳酸菌具有优良的无机硒耐

受和转化性能。
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Isolation and Characterization of Two Lactobacillus Strains in
Sauerkraut and Its Abundant-selenium-containing Capability
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Abstract：In this study，two lactobacillus strains with high abundant selenium containing capability，

respectively named LCFC001 and LCFC002，were isolated and characterized from farm sauerkraut of Feng
Cheng City area where is rich in selenium. Based on bacterial culture，physiological and biochemical
characteristics，and 16s rDNA sequences analysis，LCFC001 and LCFC002 were strongly suggested to be
Lactobacillus plantarum and Lactobacillus paraplantarum，respectively. Cultured in MRS at 37 ℃，they entered
the logarithmic phase after incubation for 4 h and reached up to 2.5×1010 CFU/mL in stationary phase
cultivation for 18 h.The two strains secreted acid into the medium and the initiative pH of 6.3 dropped to pH of
3.0 in the stationary phase.They could be cultured in MRS medium containing up to 320 µg/mL Na2SeO3.The
selenium conversion rate of LCFC002 was 74.5% cultured in the concentration of 20 µg/ml Na2SeO3 in MRS.

收稿日期：2019⁃03⁃07 修回日期：2019⁃06⁃26
基金项目：国家自然科学基金项目（31560480，31760483）和江西省自然科学基金项目（20171ACB20013）

Project supported by the the National Natural Science Foundation of China（31560480，31760483）and Jiangxi
Natural Science Foundation of China（20171ACB20013）

作者简介：舒梅（1985—），女，博士，讲师，主要从事食品微生物检测研究，orcid.org/0000-0001-6026-5914，shu125456@
163.com；*通信作者：吴国平，教授，博士生导师，orcid.org/0000-0001-7797-7627，jdwgp@163.com。

舒梅，钟婵，吴国平，等 .酸菜中乳酸菌的分离筛选及富硒性能研究［J］.江西农业大学学报，2019，41（5）：

986-992.



第 5期 舒梅等:酸菜中乳酸菌的分离筛选及富硒性能研究

The two strains showed resistance to high concentration of Na2SeO3 and high selenium conversion rate.
Keywords：Lactobacillus；sauerkraut；abundant-selenium-containing capability

硒元素是人体必须从食物中获取的必需矿物质营养素，人体内硒的总含量约为 6～20 mg[1]。硒是体

内谷胱甘肽过氧化物酶的重要组分，曾被列为有毒物质，直到 1957年才被证实为机体必需微量元素[2]。

人体需每日从食物中获取微量元素硒，生物体内的硒大都来源于肉类、果蔬等，但通常含量很低，一般不

足 0.01 µg/g，很难满足中国营养学会 1988年推荐的成人日摄入 50 µg硒的要求，从而影响人体内硒的需

求和代谢。若机体长期处于硒元素缺乏状态并得不到补充时，机体生理代谢过程会受到阻碍甚至会导

致某些疾病的发生[3]。

硒元素具有多种生理功能，能增强机体免疫力；影响甲状腺激素的变化，维持心脏的正常生理运作；

参与肝功能代谢，增强肝脏活性，加速机体排毒，有效抵抗危险病毒的危害；参与肌肉代谢，能增强创伤

组织的再生能力，促进创伤愈合；抗氧化、延缓细胞老化；具有抗辐射作用，能有效地减轻癌症放/化疗的

毒副作用，有利于癌症的治疗[4-5]。同时，硒对克山病、大骨节病、风湿性关节炎、红斑狼疮、糖尿病、白内

障等疾病也有一定的防治作用[6]。因此，研发富硒食品对于人体营养及健康需求是十分必要的。但摄入

过量无机硒有可能引发中毒症状，故对硒的补充利用需慎重。相对于无机硒而言，有机硒毒性小，且机

体对有机硒吸收率更高[7]。许多研究表明，富硒菌株能通过生物转化把无机硒转变成有机硒，其具有成

本较低、生物利用率较高、硒含量较高、对环境污染小等优势。至于微生物载体，市场上早有硒酵母制

剂，其中啤酒酵母的富硒效果比较好[8]。随着生化技术的发展及研究范围的扩大，具有广阔发展前景的

乳酸菌开始进入学者视野。

乳酸菌是一群种类杂、数量多的细菌，其广泛存在于人体的肠道中，且乳酸菌中只有极小部分不是

人体内必要的益生菌群[9]。胃肠道内的乳酸菌已被国内外生物学家证实与人类身体和寿命有相当密切

的关系[10]。利用乳酸菌发酵食品，可改善食品风味，提高食品的营养价值及保藏性和附加值，除此之外，

乳酸菌对乳糖不耐症有防治作用；通过提高肠道内有益菌群数来改善机体胃肠道功能；提高食物消化率

和生物效价；改善机体对营养物质的吸收，同时产生大量有益物质；能降低血清胆固醇，从而减少高胆固

醇血症的发生；能提高人体免疫力等[11-12]。韩笑等[13]探讨富硒乳酸菌对健康小鼠，组织脂质过氧化的影

响，结果表明富硒乳酸菌通过提高组织抗氧化酶活性、抑制脂质过氧化产物，保护机体免受脂质过氧化

损伤。酸菜中富含有乳酸菌，长期以来，对酸菜中乳酸菌的利用程度都处于较低水平，尤其是富硒地区

的酸菜没有很好的利用起来，商品化程度也较低。将富硒地区酸菜中的乳酸菌投入到生产生活中，这将

有可能裨益于人类的健康。基于此，本文以丰城市富硒地区[13]农家酸菜中的乳酸菌为原料，对从中筛选

出的乳酸菌富硒性能进行探究。

1 材料与仪器

1.1 实验材料

购买的丰城市富硒地区的农家酸菜，即时用于实验。

1.1.1 试剂 蛋白胨、牛肉膏、琼脂等生物试剂，葡萄糖、柠檬酸二铵、磷酸氢二钾、乙酸钠、MgSO4·7H2O、
亚硒酸钠等分析纯。300 µg/mL亚硒酸钠溶液、0.2 mol/L EDTA溶液、100 g/L的盐酸羟胺溶液、0.2 g/L甲酚

红指示剂、1.0 g/L 2,3-二氨基萘（DAN）溶液、0.85%生理盐水。

1.1.2 培养基 改良MRS液体培养基：蛋白胨5 g，葡萄糖5 g，牛肉膏5 g，酵母浸膏2.5 g，柠檬酸氢二铵1 g，
磷酸氢二钾1 g，乙酸钠2.5 g，硫酸镁0.29 g，硫酸锰0.1 g，溴钾酚紫0.2 g，吐温-80 0.5 mL，蒸馏水500 mL，pH
6.2~6.4（培养乳球菌 pH为 6.8~7.0），115 ℃灭菌 20 min，根据不同实验要求，加入不同浓度的亚硒酸钠溶

液。固体培养基在上述MRS液体培养基中加入2%的琼脂即可。

1.2 仪器

紫外可见分光光度计、pHS-3C型pH计、荧光分光光度计、GL-21M高速冷冻离心机、光学显微镜等。
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2 实验方法

2.1 菌株的分离筛选

称取 3种丰城市富硒地区的农家酸菜（A、B、C）各 10 g于 100 mL 0.85%生理盐水中摇匀，即得 3种
悬液，对应标记为A、B、C。将上述 3种悬液按 10倍梯度稀释至 1∶103、1∶104、1∶105稀释度。将上述稀

释度的 3种悬液分别涂布至含 15 µg/mL、25 µg/mL、50 µg/mL、100 µg/mL亚硒酸钠的MRS固体培养中，

于 37 ℃倒置培养 48 h。连续活化培养 3代，用生理盐水稀释至OD600为 0.60，即为种子液，备用。

2.2 菌株的生物学特征

2.2.1 菌落及菌体特征 观察涂布后培养基上单菌落特征，并挑选适量单菌落进行革兰氏染色操作。

经涂片、干燥、固定、初染、媒染、脱色、复染，干燥后，于显微镜下观察菌体特征及测量菌体大小。

2.2.2 生化鉴定 将筛选出的2株乳酸菌分别挑取适量于乳酸菌生化鉴定管（青岛海博生物技术有限公

司）中，培养过夜后观察生化鉴定管现象。

2.2.3 菌株的生长曲线测定 将复筛后得到的菌株各取单菌落于液体培养基中，培养过夜后分别

取适量菌液稀释，稀释至菌落总数为 800左右。取 100 µL稀释后的菌液接种于亚硒酸钠浓度为

25 g/mL的MRS培养基中培养。前 4 h每隔 1 h接 1次种于上述培养基中，以后每 2 h接 1次，并在接

完种后的平板上贴好标签。培养相同时间后，记录各培养皿内单菌落数，根据稀释倍数计算出实际

菌落总数。

2.2.4 16S rDNA鉴定 沸水浴中加热待测定的菌株，提取菌体总DNA，再经 PCR扩增目的DNA，PCR
扩增条件为：94 ℃预变性 5 min；94 ℃ 1 min，65 ℃ 1 min，72 ℃ 20 s，30个循环；72 ℃ 10 min；目的DNA经

2%琼脂糖凝胶电泳进行分离，再经凝胶成像进行分析；将DNA送检测序，通过BLAST方法比对，鉴定所

得菌株。

2.3 菌株在含硒液体培养基中生长情况测定

对复筛后菌株进行以下操作：在盛有 0，20，40，80，160，320 µL浓度为 3 mg/mL的亚硒酸钠溶液的试

管中分别补充 320，300，280，240，160，0 µL蒸馏水，编号。取 40 µL培养过夜的菌液于上述 6支试管，再

次置于37 ℃恒温箱中培养过夜12~16 h。观察菌体颜色并测定菌株液体培养基pH值。

取上述 6支试管原液 10 000 g离心 2 min，观察离心管中菌体颜色，若仍有红色则继续加生理盐水

离心，至 6支试管中沉淀物颜色与菌体颜色相符。离心后根据比浊法分别测其 OD600值，绘制生长

曲线。

2.4 菌株硒转化率的测定

主要参考GB 5009.93—2010中第二法来测定硒含量。

计算公式：硒的转化率=（转化到菌体中的硒/g÷加入的硒的总量/g）×100％
2.4.1 硒标准曲线绘制 采用荧光法测定硒含量：分别取 4 µg/mL的亚硒酸钠溶液 0，0.185，0.375，
0.75，1.5，3 mL于 250 mL的锥形瓶中，往各瓶中加 20.0 mL EDTA混合液，摇匀；用氨水和盐酸调溶液

pH至淡红橙色（pH 1.5~2.0）；移至暗室中操作以下实验步骤：加入 3，3—二氨基联苯胺（DAN）溶液

3.0 mL，混匀后至 55 ℃恒温水浴锅中加热 30 min；取出冷却后，加环己烷 5.0 mL，振摇 4 min，将全部溶

液移入分液漏斗，待分层后弃去水层，将环己烷层由分液漏斗上口倾入带盖试管中；于荧光分光光度

计（激发光波长 376 nm，发射光波长 520 nm）上测定萃取出的 4，5—苯并苤硒脑的荧光强度。记录数

据后绘制硒标准曲线。

2.4.2 样品的消化 菌体经生理盐水洗涤，取 1 mL于锥形瓶，移取 10 mL 5%去硒硫酸、20 mL混合酸溶

液，至电炉上加热。加热到剧烈反应完成后，凯氏烧瓶中溶液应为无色，继续加热直至有白烟产生，此时

瓶内溶液逐渐变成淡黄色，即达到消化终点。若在凯氏烧瓶内溶液体积还剩约 2 mL时仍未达终点，需

停止加热，往瓶中再移取 10 mL混合酸后继续加热，如此循环至到达终点。消化完成后保存备用，同时

进行空白对照试验。
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2.4.3 菌株中硒含量的测定 取乳酸菌于含有 20，40，80，160 µg/mL的Na2SeO3培养基中，37 ℃培养 24 h
后于 8 000 g离心，取上述消化后的菌上清液和菌体溶液各 1 mL于锥形瓶，按 2.4.1步骤测定上清液硒的

含量。

3 结果与分析

3.1 菌株的筛选与鉴定

3.1.1 菌株的分离筛选 从农家酸菜样品中筛选出 4株细菌，再经复筛获 2株耐受硒性能较强的菌株，

编号为 LCFC001、LCFC002，其单菌落均呈圆形隆起、表面较光滑，乳白色，不透明，边缘整齐，基本符合

乳酸菌菌落形态特征（图 1 A）。2株细菌革兰氏染色均呈阳性（图 1B），菌体为短杆状，无芽孢，无菌丝，

不运动；LCFC001菌体大小平均为 0.72 µm×1.34 µm，LCFC002菌体大小平均为 0.71 µm×1.34 µm；革兰

氏染色及菌体形态结果显示，2株细菌均符合乳酸菌特征。

3.1.2 生化鉴定结果 2株细菌经过生化鉴定管中反应，获得 2株细菌实验反应结果（表 1）。生化鉴定

结果显示筛选出的2株细菌符合乳酸菌糖发酵结果。

3.2 菌株生长曲线及pH变化

LCFC002菌株的生长曲线及 pH变化见图 2。从图 2可知，该菌在接种前 4 h，菌落数几乎没增加，pH
保持在6.3左右，说明此时菌体处于潜伏期；培养4~18 h，菌落总数迅速增多，即此时乳酸菌处于大量繁殖

阶段，pH值迅速下降至3.8左右，综合菌落总数和pH变化，说明此阶段为乳酸菌的指数期；培养20 h之后，

该菌株进入稳定期，此时菌落数维持较高水平，pH维持在3.1左右。LCFC001菌株与LCFC002菌株生长曲

 

 

A B 

图1 MRS分离筛选菌株菌落形态（A）及菌体革兰氏染色结果（B）
Fig.1 The colonial morphology（A）and cells shape dying with Gram method（B）of isolated strain

表1 生化鉴定管结果

Tab.1 The results of physiological and biochemistry characterization of two isolated strains

反应糖

Sugar

结果判定

标准

菌株
LCFC001
Strain
LCFC001

菌株
LCFC002
Strain
LCFC002

七叶苷

Esculin
黄或

黑

+

+

+

紫或

紫灰

-

纤维二糖

Cellobiose

黄

+

+

+

紫或

紫灰

-

麦芽糖

Maltose

黄

+

+

+

紫或

紫灰

-

甘露醇

Mannitol

黄

+

+

+

紫或

紫灰

-

水杨苷

Saligenin

黄

+

+

+

紫或

紫灰

-

山梨醇

sorbitol

黄

+

+

-

紫或

紫灰

-

蔗糖

Sucrose

黄

+

+

+

紫或

紫灰

-

棉子糖

Melitose

黄

+

+

-

紫或

紫灰

-

菊糖

Synanthrin

黄

+

+

+

紫或

紫灰

-

乳糖

Lactose

黄

+

+

+

紫或

紫灰

-

表中“+”为阳性，“-”为阴性

“+”is positive and“-”is negative
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线及对应pH变化情况基本一致。

3.3 16S rDNA结果

测定 2株细菌的基因序列，通过MEGA软

件对比 2株细菌与发育树距离，结果显示

LCFC001为植物乳杆菌、LCFC002菌株为类植

物乳杆菌（图3）。

3.4 菌株在含硒液体培养基中生长情况

2株细菌在含有不同亚硒酸钠浓度的培

养液培养 12 h后，测定培养液的 pH值，紫外可

见分光光度计测定其OD600值，其 pH值及OD600
值见表2。

通过对菌株在不同含硒量的培养基中培养结果显示：当培养液中亚硒酸钠浓度为 80 µg/mL及以上

时，菌体变成红色，低于这个浓度时菌体为白色。梁丛丛等[14]研究显示菌株在含硒量不同的培养基中菌

图2 LCFC002菌株生长曲线及对应pH变化情况
Fig.2 The growth curve and pH of LCFC002 strain

 

 

B 

A 

图3 LCFC001（A）、LCFC002（B）菌株与发育树对比

Fig.3 Phylogenetic tree based on 16S rDNA gene sequences of two isolated strains
表2 2株细菌在含硒的液体培养基中的生长情况

Tab.2 The growth of two isolated strains in MRS medium containing Na2SeO3

Na2SeO3/（µg·mL-1）

菌株LCFC001
Stain LCFC001

菌株LCFC002
Stain LCFC002

OD600

pH
菌体变红

OD600

pH
菌体变红

0
1.906 8
3.72
-

1.923 2
3.73
-

20
1.938 7
3.72
-

1.920 2
3.77
-

40
1.904 7
3.77
-

1.953 1
3.84
-

80
1.903
3.81
+

1.863 6
3.90
+

160
1.882 1
3.89
++

1.851 8
3.90
++

320
1.850 4
3.99
+++
1.836 7
3.98
+++

“-”表示细菌与培养液颜色正常，未变红，“+”表示细菌与培养液颜色红色的程度

“-”means the color of the strain is normal，“+”means the depth of red of the strain，and the more“+”means the redder
the strain
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体差异明显，在含硒量较低的液体培养基中，菌体为白色；在含硒量较高的液体培养基中，菌体则变成微

红色、淡红色、红色、深红色。而菌体变红表明菌株对硒有富集转化的作用，菌株能将液体培养基中的无

机硒转化为有机硒和红色的单质硒，这是细胞的一种解毒反应，又叫红硒现象。

从表2可见，亚硒酸钠浓度为40 µg/mL时，未见红硒现象。周防震等[15]研究显示，在亚硒酸钠浓度为

30 µg/mL时就出现了不明显的红色。曾议霆等[16]研究的乳酸菌菌株显示，在亚硒酸钠浓度高于 6 µg/mL
时便，就出现微红色。本研究分离筛选的2株乳酸菌，在含不同浓度的亚硒酸钠溶液的MRS液体培养基中

pH与OD600值可知，亚硒酸钠溶液浓度的高低对2株菌的生长影响不大，且对其产酸能力影响也较小。此外，

这2株乳酸菌在320 µg/mL的亚硒酸钠溶液中能够正常生长，并能维持较高的产酸能力，即筛选出的菌株能

在耐高浓度硒的同时还能维持其原有生化性能，预示它们具有较高的耐受和转化无机硒特性。

3.5 菌株硒转化率的测定

从表 3可知，LCFC002菌株的菌体中硒含量与亚硒酸钠溶液浓度成正比，而硒的转化率随着加入亚

硒酸钠浓度的提高而减少。亚硒酸钠的浓度为 20 µg/mL，37 ℃培养 24 h，硒的转化率最高为 74.5%。宋

照军等[17]在亚硒酸钠浓度为 15 µg/mL，39 ℃培养 11 h，硒的转化率为 72.8%；朱何东等[18]在亚硒酸钠浓度

为 46 µg/mL，37 ℃培养 36 h，硒的转化率为 56.52%。从表 3可知，部分无机硒有可能被菌体通过解毒反

应还原为单质硒。当加入的亚硒酸钠浓度为 20 µg/mL时，测得上清液中的硒含量为 0.18 µg/mL，菌体中

硒含量测定含量为 14.9 µg/mL，剩余 4.92 µg/mL的硒；当添加的亚硒酸钠浓度越高，剩余硒差值越高，推

测可能转化成了单质硒。LCFC001菌株对硒的转化特性相似于LCFC002菌株。

4 小 结

本研究从丰城市富硒地区的农家酸菜中筛选出了2株乳酸菌，经鉴定分别为植物乳杆菌和类植物乳

杆菌，它们具有较强的产酸能力，可将培养基起始 pH 6.3降低至 3.0。在MRS培养基中，这 2株菌对亚硒

酸钠的耐受和转化性能相似，可耐受高达320 µg/mL Na2SeO3，亚硒酸钠的转化率可达74.5%，这为进一步

研究乳酸菌生物富硒机制和应用打下了基础。
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