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马奶及其制品中肠球菌属乳酸菌的安全性评价
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摘  要：目的：为使具有民族特色和特殊功效的马奶及其制品中的有益乳酸菌应用于食品发酵工业，确保分离自

内蒙古牧区靠自然发酵制作的马奶及其制品中的乳酸菌的安全性，对分离自马奶及其制品中的乳酸菌进行安全性

评价。方法：通过吲哚实验、硝酸盐还原酶实验、氨基脱羧酶实验、溶血实验、D-乳酸检测及质粒提取实验，确

定菌株是否含有有害代谢产物及有无耐药性。结果：菌株的吲哚实验、硝酸盐还原酶实验、氨基脱羧酶实验、溶

血实验均为阴性，在菌株JHZ9、JHZ15、JHZ25、JNN1中检出了少量的D-乳酸，菌株对实验所选药品无耐药性

且未检测到可转移的耐药质粒。结论：7 株肠球菌属的乳酸菌在代谢活动中不产生有害代谢产物，不存在可转移

的耐药质粒。
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Abstract: Objective: This study aimed to isolate lactic acid bacteria (LAB) from mare’s milk and its products, which have 

nationality characteristics and special functions. The mare’s milk and its products were made by natural fermentation in 

pastoral areas of Inner Mongolia. In order to ensure their safe application in the food fermentation industry, it is necessary 

to assess the safety of LAB isolated from mare’s milk and koumiss. Methods: Indole test, nitrate reductase assay, amino 

decarboxylase test, hemolysis test, D-lactic acid assay and plasmid extraction were performed to identify whether harmful 

metabolites or drug resistance exists in the tested strains. Results: Negative results were observed in all tests except for D-lactic 

acid, which was detected in small amounts in strains JHZ9, JHZ15, JHZ25 and JNN1. Neither resistance to the tested drugs 

nor transferable resistant plasmid was detected in seven tested strains. Conclusion: Neither harmful metabolites nor drug 

resistant plasmids has been detected in the seven strains, which belong to Enterococcus.
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酸马奶是一种传统的发酵奶产品，起源于中亚草

原，其生产和消费在东欧和中亚国家有着悠久的历史[1]。

酸马奶又称熟马奶[2]，可改善人体消化功能、降血压、降

血脂、提高免疫力、改善心血管类疾病等[3-4]。马奶较其

他畜类奶含有丰富的蛋白质、乳糖、维生素和矿物质，

且马奶中的马乳蛋白易被人体消化[5]，马奶中还含有丰富

的牛磺酸、乳糖和必需脂肪酸。马奶及酸马奶的功效、

独特的风味口感与其中的微生物有必然联系，因此对从

中分离出的乳酸菌的研究十分必要。

内蒙古牧区的酸马奶采用家庭手工制作、自然发酵

的方式获取，其产品风味独特，倍受人们的青睐。其中

的有益乳酸菌更是研究者关注的焦点，目前对乳酸菌的

研究主要集中在产品的开发上，而这其中乳酸菌的安全

性研究就显得尤为重要。乳酸菌的安全性评价从受试对

象上分类包括：体外实验、动物实验、临床实验[6]。体外

实验主要是关于乳酸菌代谢活动和细胞特性的研究。代

谢活动研究主要是确定乳酸菌是否含有胺、氨、吲哚、

苯酚、致癌亚胆酸和降解黏膜的酶，细胞特性要确定乳
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酸菌株有没有耐药性[6]。本实验在课题组前期对马奶及其

制品酸马奶中的乳酸菌进行了分离鉴定及初步的生化特

性、抗菌特性的研究的基础上[7-10]，对从马奶及其制品中

分离出来的7 株肠球菌属乳酸菌进行体外安全性实验，包

括有害代谢产物实验和菌株耐药性实验，确定7 株肠球菌

属的乳酸菌在发酵过程中是否会产生有害代谢产物、是

否带有耐药基因、耐药基因是否存在于质粒，从而对其

安全性进行评价。

1 材料与方法

1.1 菌株、培养基与试剂

肠球菌JHZ9、JHZ15、JHZ17、JHZ22、JHZ25、

JHZ28均来源于内蒙古锡林郭勒牧区酸马奶中，肠球菌

JNN1来源于内蒙古锡林郭勒牧区马奶中，大肠埃希氏

菌（Escherichia coli）ATCC 25922，均由国家自然基

金课题组（No.31060014）提供。标准菌株为粪肠球菌 

（E. faecalis）CICC23658，购自中国工业微生物菌种保

藏管理中心。

MRS液体培养基、MRS琼脂培养基、脱脂乳培养

基、蛋白胨水培养基、硝酸盐培养基、Taylor氏脱羧酶实

验培养基等培养基按照文献[6,11-12]进行配制。

血琼脂平板  广东环凯微生物科技有限公司； 

D-/L-乳酸检测试剂盒 爱尔兰Megazyme公司；DL2000 

DNA Marker、6×Loading buffer 宝生物工程（大连）有

限公司；质粒小提试剂盒 天根生化科技有限公司；琼脂

糖、Tris-Base 美国Sigma公司；乙二胺四乙酸、硼酸 

天津市北方天医化学试剂厂。

1.2 仪器与设备

分光光度计 北京普析通用仪器有限责任公司；

DYY-6D型电泳仪电源、DYCP-31DN型电泳仪 北京市

六一仪器厂；图像记录分析仪 普洛麦格（北京）生物

技术有限公司。

1.3 方法

1.3.1 菌株的活化

将菌株接种于MRS液体培养基中，37 ℃恒温培养

22 h，活化3 代。

1.3.2 产乳酸实验

1.3.2.1 凝乳实验 

将活化好的第3代菌液3 000 r/min离心10 min，弃掉上

清液。加入与培养液等体积的无菌生理盐水，3 000 r/min 

离心10 min，弃掉上清液，如此重复离心洗涤3 次后加入

与培养液等体积的生理盐水制成供试菌液，将供试菌液

按3%的接菌量接入无菌脱脂乳中，37 ℃培养7 d，期间

观察记录。

1.3.2.2 酸度滴定 

将上述培养7 d的乳酸菌，按照GB 5413.34—2010

《乳和乳制品酸度的测定》进行酸度测定。

1.3.3 有害代谢产物评价实验

1.3.3.1 吲哚实验

在无菌条件下，将活化好的8 株菌株按3%的接菌量

分别接入到蛋白胨水培养基中。37 ℃培养72 h，加入吲

哚试剂8～10 滴，观察实验结果。同时做空白实验。

1.3.3.2 硝酸盐还原酶活性检测

在无菌条件下，将活化好的8 株菌株按3%的接菌量

分别接入到硝酸盐培养基中37 ℃培养5 d后，滴加碘化

钾溶液和淀粉溶液各10 滴，观察实验结果。同时做空白

实验[12]。

1.3.3.3 溶血实验

在无菌条件下，将活化好的8 株菌株用灭菌的接菌

环划线和穿刺于血琼脂平板中，37 ℃培养48 h，观察有

无溶血圈出现。同时做空白实验[13-14]。

1.3.3.4 氨基脱羧酶活性检测

在无菌条件下，将活化好的8 株菌株按3%的接菌量

分别接入Taylor氏脱羧酶实验培养基（鸟氨酸、精氨酸、

赖氨酸），37 ℃培养72 h，观察记录结果。同时做空白

实验[11]。

1.3.3.5 乳酸旋光性检测

使用爱尔兰Megazyme公司的D-/L-乳酸检测试剂盒对

D-乳酸进行检测。

1.4 耐药性检测

1.4.1 药敏实验

利用纸片法进行药敏实验，药敏纸片：诺氟沙星、

氧氟沙星、环丙沙星、红霉素、阿莫西林、氨苄西林和

链霉素[15]。

1.4.2 质粒提取

取0.2 g琼脂糖加1×TBE（Tris-硼酸）电泳缓冲液

20 mL溶解降温至60 ℃，加入1 μL核酸染料，混匀，倒

入电泳槽制胶。

取1.5 mL培养好的菌液，使用质粒小提试剂盒提取

质粒。取提取的液体5 μL，加入1 μL 6×Loading buffer，

点样于制备好的琼脂糖凝胶，电泳液为1×TBE溶液，电

压设定110 V，工作30 min。用图像记录分析系统对琼脂

糖凝胶进行分析。

以大肠埃希氏菌ATCC 25922作为阳性对照。

2 结果与分析

2.1 产乳酸实验

2.1.1 凝乳实验

实验结果显示8 株菌株37 ℃恒温培养3 d，除标准菌
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株CICC23658外，接入其他7 株菌株的脱脂乳均凝乳。

牛乳中的酪蛋白遇胃酸后结成的凝块较硬，而乳酸菌发

酵产生乳酸使蛋白质形成微细的凝乳，使凝块变软，更

利于人体消化[6]。实验结果表明，7 株菌株凝乳效果均

较好。

2.1.2 酸度滴定

标定后NaOH溶液浓度为0.104 7 mol/L，8 株菌株酸

度滴定结果如表1所示。

表 1 菌株酸度滴定结果

Table 1 Titratable acidity produced by eight tested strains

菌株 JHZ9 JHZ15 JHZ17 JHZ22 JHZ25 JHZ28 JNN1 CICC23658

酸度/°T 72.73 70.35 67.78 72.44 69.31 69.45 57.47 26.80

由表1可知，菌株JHZ9、JHZ15、JHZ22经发酵后的

酸度均≥70 °T，菌株JHZ17、JHZ25、JHZ28酸度略低于

70 °T，但接近70 °T，菌株JNN1和CICC23658酸度较低。

乳酸菌的产酸能力是其能否用于发酵制品的重要指

标。GB 19301—2010《食品安全国家标准 生乳》规定，

发酵乳的理化指标中酸度≥70 °T。结果说明菌株JHZ9、

JHZ15、JHZ17、JHZ22、JHZ25、JHZ28发酵能力较好，

其发酵乳的酸度基本符合国家发酵乳标准要求。

2.2 有害代谢产物评价实验

2.2.1 吲哚实验

8 株菌株吲哚实验结果均为阴性，向培养好的菌液

中滴加指示剂，均未出现红色圆环，说明未产生吲哚类

物质。

吲哚实验可以检测菌株是否能分解蛋白质中的色氨

酸。色氨酸为人体必需氨基酸，参与人体蛋白质合成、

调节免疫功能和促进消化。色氨酸代谢过程发生障碍会

引起肝功能衰退、恶性肿瘤等[16]。吲哚实验结果表明菌

株不会分解色氨酸产生吲哚。

2.2.2 硝酸盐还原酶活性检测

细菌如果产生硝酸盐还原酶，会将硝酸盐还原为亚

硝酸盐，与碘化钾溶液反应会置换出碘单质，滴加淀粉

溶液培养基会变为蓝色。实验结果显示所有菌液均未变

蓝，为阴性反应。

硝酸盐还原酶可以将食物中含有的硝酸盐还原为亚

硝酸盐，亚硝酸盐是强致癌物亚硝胺的前体物质，与食

品中蛋白质分解中间产物仲胺反应形成亚硝胺，后者可

诱发多种癌症如肝癌、胃癌、食道癌和咽癌等[17]。结果

说明菌株代谢产物中不含有硝酸还原酶或硝酸还原酶无

活性。

2.2.3 氨基脱羧酶活性检测

具有氨基酸脱羧酶的细菌，能分解氨基酸使其脱

羧生成胺（赖氨酸→尸胺，鸟氨酸→腐胺，精氨酸→精

胺）和二氧化碳，使培养基变碱性，滴加指示剂（溴甲

酚紫），呈黄色为阴性，呈紫色为阳性。实验结果显示

测定管呈黄色，为阴性。

一些乳酸菌具有氨基酸脱羧酶活性，能够将食品中

的氨基酸脱羧还原成生物胺类物质，若胺类在体内聚积

过多，则会引起中毒症状[18]。检测结果说明乳酸菌代谢

产物中不含有氨基脱羧酶。

2.2.4 溶血实验

a b c

a. JHZ28；b. JHZ9；c. JHZ25。

图 1 溶血实验结果

Fig.1 The results of hemolysis test

如图1所示，在培养的生长物周围的琼脂未显示绿

色，说明没有产生α-溶血；在穿刺物和划线琼脂的周围

未出现透明圈，说明没有产生β-溶血。实验结果均为γ-溶
血，即对溶血无作用或不溶血[13]。

溶血是指红细胞破裂溶解现象，可由多种理化因素

和毒素引起。如某些溶血性链球菌和产气荚膜杆菌可导

致败血症，疟原虫破坏红细胞和某些溶血性蛇毒含卵磷

脂酶，使血浆或红细胞的卵磷脂转变为溶血卵磷脂，使

红细胞膜分解[19]。本实验7 株菌株均无溶血现象发生（图

1只列出其中3 株），说明菌株不是溶血细菌。

2.2.5 乳酸旋光性检测

表 2 菌株D-/L-乳酸含量检测结果

Table 2 D-/L- lactic acid contents produced by eight tested strains

菌株 D-乳酸含量/（g/L） L-乳酸含量/（g/L）
JHZ9 0.002 0.41

JHZ15 0.010 0.45
JHZ17 — 0.47
JHZ22 — 0.37
JHZ25 0.015 0.40
JHZ28 — 0.37
JNN1 0.035 0.21

CICC23658 0.056 0.36
空白 — —

注：—. 未检测出。

在菌株JHZ9、JHZ15、JHZ25、JNN1和CICC23658

中检出了少量的D-乳酸，结果如表2所示。乳酸菌发酵

后产生的乳酸分为D-乳酸和L-乳酸两种。人体只具有代

谢L-乳酸的L-乳酸脱氢酶，因此只有L-乳酸能被人体完

全代谢利用。而D-乳酸和DL-乳酸过量摄入则有可能引

起代谢紊乱甚至导致中毒。世界卫生组织明确规定，成

人每天摄入D-乳酸的量不得超过100 mg/kg体质量，对于 

3 个月以下的婴儿食品中不应加入D-乳酸，而对于L-乳酸

则未加限制[20]。在菌株JHZ9、JHZ15、JHZ25、JNN1和
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CICC23658中检测出了含量很少的D-乳酸，但长期食用

是否会对人体产生不良影响还有待进一步研究。

2.3 耐药性检测

2.3.1 药敏实验

表 3 菌株对7 种抗菌药的敏感性结果[20]

Table 3 Antimicrobial resistance of the seven strains isolated in this 

study to seven antimicrobial drugs[20]

菌株 氧氟沙星 诺氟沙星 环丙沙星 阿莫西林 链霉素 氨苄西林 红霉素

JHZ9 S S S S I S S

JHZ15 I I I S R S S

JHZ17 S S I S R S S

JHZ22 S S S S I S S

JHZ25 S S S S I S S

JHZ28 S S S S I S S

JNN1 S S S S S S S

注：S. 敏感；I. 中度敏感；R. 耐药。

由表3可知，7 株菌株JHZ9、JHZ15、JHZ17、

JHZ22、JHZ25、JHZ28、JNN1对红霉素（大环内酯类药

物）敏感，对氨苄西林、阿莫西林（青霉素类药物）敏

感，除JHZ15对氧氟沙星、诺氟沙星、环丙沙星（喹诺

酮类药物）中度敏感，JHZ17对环丙沙星中度敏感外，

其余菌株对喹诺酮类药物敏感。JNN1对链霉素敏感，

JHZ15、JHZ17对链霉素有抗性，其余菌株对链霉素（氨

基糖苷类药物）中度敏感[15]。

2.3.2 质粒提取实验

M

2 000 bp
1 000 bp

750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

1 2 3 4 5 6 7 M E1 E2

M. Marker；1. JHZ9；2. JHZ15；3. JHZ17；4. JHZ22；

5. JHZ25；6. JHZ28；7. JNN1；E1、E2.大肠杆菌。

图 2 质粒提取结果

Fig.2 The results of plasmid extraction test

由图2可知，通过琼脂糖凝胶电泳对菌株JHZ9、

JHZ15、JHZ17、JHZ22、JHZ25、JHZ28、JNN1做质粒

检测，在任何泳道上均未出现条带，说明在此检测方法

下未检测到7 株菌株含有质粒。

近年来倍受关注的肠球菌携带的耐药基因，例如

红霉素、万古霉素、四环素、氯霉素和庆大霉素耐药

相关的基因都位于质粒和转座子这些可转移性遗传物

质上[21]。Perreten等[22]在乳酸乳球菌K214中检测到了可转

移的耐药质粒（pK214）。但实验中7 株菌株均未提取到

耐药质粒，这种情况可能是由于7 株菌株本身并不带有耐

药质粒，也可能是耐药基因存在于细菌DNA上，即不携

带有可转移的耐药基因。

3 结论与讨论

近年来，乳酸菌安全性问题得到广泛关注，大量文

献证明，多数乳酸菌菌株或使用乳酸菌进行发酵是安全

可行的，但也有少量研究结果表明能够从一些患者体内

分离出乳酸菌[23]，可能与菌血症、心内膜炎、尿道感染

等疾病有关[24]。因此，对新筛选出的拟作为益生菌的乳

酸菌进行安全性评价是十分必要的，尤其是用于食品的

菌株[25]。尽管我国目前还没有制定乳酸菌安全性评价的

相关准则，但检测乳酸菌菌株的毒性、耐药性、是否产

生有害代谢产物以及在体内对机体的影响等变化情况同

样必不可少。

2002年，联合国粮农组织/世界卫生组织联合专家委

员会提出了用于食品的益生菌安全性评价指导原则[26]，

建议为确保所使用益生菌菌株的安全性，至少需要进行

下列实验以验证其安全性：1） 对其耐药性进行评价；

2）评估某些代谢活性；3）对人体实验中出现的副作用

进行评估；4）商品在市场上销售后，要对其出现的相关

副作用病例进行流行病学调查；5）如果所使用的益生

菌菌株所隶属的菌种对哺乳动物是一种已知的产毒素菌

种，则被评价的该益生菌菌株必须进行产毒实验；6）

如果所使用的益生菌菌株所隶属的菌种具潜在的溶血活

性，则被评价的该益生菌菌株必须进行溶血实验。

有些乳酸菌可能携带有可转移的耐药基因引起了

人们的广泛关注。乳酸菌自身出现耐药性没有危险，可

以使其更好地适应环境生存下来，发挥功效，但若耐药

基因可以在乳酸菌和病原菌之间进行转移，使某些病原

菌产生耐药性，后果将不堪设想。目前已经明确乳酸菌

存在天然耐药和获得性耐药[27]，天然耐药为细菌固有耐

药，一般不具有传递性，乳酸菌对氨基糖苷类药物的耐

受就属于天然耐药[28]。而获得性耐药多数来自抗生素的

选择性压力，这种抗性基因一般存在于菌体的质粒或转

座子上，肠球菌中结合转座子和接合性质粒的存在对抗

性基因在细菌之间的转移起着重要作用[29]。Flórez等[30]研

究发现抗四环素的乳酸乳球菌中含有编码tetM的可转移

因子，使得抗性基因在不含质粒的菌株之间转移。2007

年 Hummel等[31]在没有氯霉素耐药表型的乳酸菌中检测到

氯霉素耐药基因（cat），证明无耐药表型的细菌可能携

带耐药基因。秦宇轩等[32]对市售酸奶进行乳酸菌分离，

在对红霉素和四环素敏感的乳酸菌中检测到了红霉素耐

药基因（ermB）和四环素耐药基因（tetM）。这一结果

说明对乳酸菌耐药基因的研究不应只局限于对抗生素有
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抗性的乳酸菌。本实验对7 种抗生素敏感或耐药的菌株进

行质粒提取，均未提取到耐药质粒，不存在抗性基因转

移危险。

本实验结果表明肠球菌属乳酸菌JHZ9、JHZ15、

JHZ17、JHZ22、JHZ25、JHZ28、JNN1均具有良好的

凝乳特性，菌株JHZ17、JHZ25、JHZ28、JNN1酸度低

于70 °T，其余菌株均≥70°T。吲哚实验、硝酸盐还原

酶实验、氨基脱羧酶实验、溶血实验均为阴性。在菌

株JHZ9、JHZ15、JHZ25、JNN1和CICC23658中检出了

少量的D-乳酸。菌株JHZ9、JHZ15、JHZ17、JHZ22、

JHZ25、JHZ28、JNN1对喹诺酮类（氧氟沙星、诺氟沙

星、环丙沙星）、大环内酯类（红霉素）、青霉素类

（氨苄西林、阿莫西林）药物敏感，除JNN1对链霉素敏

感，其他菌株对氨基糖苷类药物（链霉素）有抗性或呈

中度敏感，未检测到7 株菌株含有质粒。通过体外安全性

实验中有害代谢产物和耐药性的检测，初步证明7 株乳酸

菌安全，可为今后菌株应用于发酵生产提供部分安全性

理论依据，但仍需进一步结合动物实验和临床实验等安

全性实验，对其进行综合评价。
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