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4种乳酸菌体外抗氧化能力的比较研究
刘 洋 1，郭宇星 1,*，潘道东 1,2

(1.南京师范大学金陵女子学院，江苏 南京      210097；2.宁波大学海洋学院，浙江 宁波      315211)

摘   要：通过抗脂质过氧化、清除 DPPH 自由基、清除超氧阴离子自由基(O2
－·)、还原力、清除羟自由基实验

对发酵乳杆菌、乳酸乳球菌、嗜酸乳杆菌和瑞士乳杆菌 4 种乳酸菌发酵上清液和胞内提取物的抗氧化能力进行研

究。结果表明：4 种乳酸菌的具有不同的抗氧化能力，其中瑞士乳杆菌的羟自由基清除能力、DPPH 自由基清除

能力和还原能力相对较高，乳酸乳球菌和嗜酸乳杆菌清除 O2
－·能力相对较强，发酵乳杆菌抗脂质过氧化能力为最

强。实验还初步研究乳酸菌的抗氧化机理，显示乳酸菌存在 SOD 和 GSH-Px，这可能与乳酸菌的抗氧化作用有一

定相关性。
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Comparative Antioxidant Activity of Four Species of Lactic Acid Bacteria in vitro
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Abstract ：In this study, the antioxidant activity of the fermentation supernatants and intracellular extracts of four species of

lactic acid bacteria including Lactobacillus fermentium, Lactococcus lactis, Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus helveticus

was comparatively studied by anti-lipid peroxidation assay, reducing power assay, and DPPH and superoxide anion and

hydroxyl free radical scavenging assays. The results indicated that different lactic acid bacteria had different antioxidant activity.

Lactobacillus helveticus had higher hydroxyl radical scavenging activity, DPPH radical scavenging activity and reducing power,

while Lactococcus lactis and Lactobacillus acidophilus had notable superoxide anion radical scavenging activity. In addition,

Lactobacillus fermentium had the highest lipid peroxidation-inhibitory activity. Further, the antioxidant mechanism of lactic acid

bacteria may be related to the presence of SOD and GSH-Px activities.
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机体在新陈代谢过程中会产生许多活性氧，如羟自

由基、O 2－·、过氧化氢等，当体内自由基含量过高

时，其与生物大分子结合可造成机体损伤，可引发癌

症、关节炎、心血管等疾病[ 1 -2 ]。通过补充抗氧化物质

可以增强机体的抗氧化能力，但许多化学合成的抗氧化

物存在安全问题，因此找到天然抗氧化物成为解决此类

问题最为有效的途径。

乳酸菌具有抗癌、降胆固醇、增强机体免疫力、

治疗慢性尿道感染、延缓衰老等效应[3]，其中许多是由

于乳酸菌的抗氧化特性发挥作用。研究表明乳酸菌具有

抗氧化活性[4]，王曦等[5]对 35 种乳酸菌的抗氧化能力进

行了比较研究，发现都具有不同程度的抗氧化能力。但

目前的研究鲜有对具体的乳酸菌做系统的抗氧化比较研

究。而且，现利用体内和体外实验中已证明乳酸菌具

抗氧化活性，但对其作用机理的研究还不是很透彻。对

乳酸菌抗氧化的机理主要有下列说法[6]：产生超氧化物

歧化酶(SOD)；产生谷胱甘肽过氧化酶(GSH-Px)；具有

还原性；自身具有的 NADH 氧化酶和 NADH 过氧化酶
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活性；利用自身含有的阿魏酸酯酶(FAE)从食品基质中

生成阿魏酸(FA)等。

本实验将对发酵乳杆菌、乳酸乳球菌、嗜酸乳杆

菌、瑞士乳杆菌 4 株乳酸菌的抗氧化能力做系统的比较

研究，并对 4 株乳酸菌的 SOD 和 GSH-Px 的活性进行检

测以及进行还原力测定，初步分析抗氧化机理，旨在

为新型天然抗氧化剂的研究提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 菌种与培养基

发酵乳杆菌(Lactobacillus fermentium)、乳酸乳球

菌(Lactococcus lact i s)、嗜酸乳杆菌(Lactobaci l lus
acidophilus)、瑞士乳杆菌(Lactobacillus helveticus)为实

验室保藏菌株。

MRS 培养基：蛋白胨 10g、牛肉膏 10g、酵母膏

5g、柠檬酸氢二铵 2g、葡萄糖 20 g，吐温 -80  1mL、

乙酸钠 5 g、磷酸氢二钾 2 g、硫酸镁 0 . 5 8 g、硫酸锰

0.25g，蒸馏水 1000mL，pH6.2～6.6，121℃灭菌 15min。

1.1.2 试剂

1,1- 二苯基 -2- 三硝基苯肼(DPPH)、硫代巴比妥酸

(TBA)、三氯乙酸(TCA)、过氧化氢、FeSO4、FeCl3、

邻苯三酚、O- 菲罗啉为国产分析纯试剂    上海生工生物

工程有限公司；SOD、GSH-Px 检测试剂盒    南京建成

生物研究所。

1.2 仪器与设备

722 可见光分光光度计   上海精密科学仪器有限公

司；生化培养箱   广东省医疗器械厂；超声波细胞粉

碎机    宁波新芝生物科技股份有限公司；GL-22M 高速

冷冻离心机    赛特湘仪离心机仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 乳酸菌的培养及发酵上清液和胞内提取物的制备

菌株以 MRS 培养基在 37℃条件下培养 24h，传 3 代

后，10000r/min 离心 20min，收集上清液即为发酵上清

液。菌体用 PBS 缓冲液(pH7.4)洗涤后于 10000r/min 离心

20min，以洗去培养基，重复 3 次。将菌体重悬于 PBS
缓冲液，冰浴超声波破碎细胞(每工作 2S 间歇 1s，输出

功率 300W)10min 后，在 4℃、10000r/min 离心 30min，
收集上清液，即为胞内提取物。将发酵上清液和胞内

提取物于－ 20℃保存备用。

1.3.2 清除羟自由基实验[7-9]

试管中分别加入 1mL 0.05mol/L pH 7.4 的磷酸缓冲

液，0.5mL 6mmol/L 的邻二氮菲，充分混匀后，加入

0.5mL 6mmol/L 的 FeSO4 溶液，立即混匀。然后向其中

加入 0.5mL 的样品溶液，混匀，再加入 0.5mL 0.1% 的

H 2O 2，最后补充体积到 4mL，同时做损伤管和未损伤

管，其中，损伤管中加入 0.5mL 0.1% 的 H 2O 2，未损

伤管不加 H2O2，最后均将体积补充到 4mL。于 37℃保

温 1h，测其在 536nm 波长处的吸光度。

                                           Ai－ A
羟自由基清除率/%＝—————×100                     (1)
                                          A0－ A

式中：A 为不加样品时溶液的吸光度；A 0 为不加

样品和 H2O2 时溶液的吸光度；A i 为加样品时溶液的吸

光 度 。

1.3.3 清除 DPPH 自由基实验[10-13]

将 1mL 待测液加 1mL 0.006% 的 DPPH 乙醇溶液，

室温下静置 30min 后，在 517nm 波长处测吸光度变化。

                                                 Ai－Aj

DPPH自由基清除率/%＝(1－————)×100                       (2)
                                                     A0

式中：Ai 为 1mL的 DPPH溶液 +1mL 样品的吸光度；

Aj 为 1mL无水乙醇 +1mL样品的吸光度；A0 为 1mL DPPH
溶液 +1mL 无水乙醇的吸光度。

1.3.4 清除 O 2－·实验[14]

将0.1mL样品加入4.5mL、pH8.0的Tris-HCl缓冲液，

于 25℃水浴预热 20min 后，加入 0.4mL 25mmol/L 的邻苯

三酚，于 25℃水浴反应 5min，立即用 2 滴 8mol/L 的 HCl
终止反应，在 325nm 波长处测吸光度即为 A，用蒸馏水

调零。空白组用 0.1mL H2O 代替样品即为 A 0。

                                   A0－A
O2－·清除率 /%＝—————×100                           (3)
                                       A0

1.3.5 还原力测定[15]

取 0.5mL 样品加入浓度为 0.2mol/L、pH6.6 的磷

酸缓冲溶液 0.5mL 及 1% 铁氰化钾 0.5mL，于 50℃水

浴 20min，急速冷却。再加入 10% 三氯乙酸 0 .5mL，

4000r/min 离心 10min，取上清液 1mL，加入 1mL 蒸馏水

及 1mL 0.1% 三氯化铁，混合均匀。10min 后，于 700nm
波长测定其吸光度。吸光度越大表示待测样品的还原能

力越强。

1.3.6 抗脂质过氧化能力测定[16-17]

脂质体的制备：取一枚新鲜的卵黄与 pH7.4、0.1mol/L
PBS 制成体积分数 10% 的悬浮液，冰浴下高速乳化剪切

10min 后，于冰浴下超声波处理 20min，4℃密封保存。

使用前磁力搅拌 5min。
取 0.5mL脂质体、0.1mL样品、0.4mL H2O与 0.05mL

70mmol/L 硫酸亚铁混匀，在 37℃条件下水浴 30min 后，
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加入0.5mL 10%的TCA和1mL 1%的TBA，沸水浴10min，
4000r/min 离心 15min，取上清 532nm 波长处测定吸光度

即为 A。对照管中 H 2O 代替样品即为 A 0。

                          A0－A
抑制率/% ＝—————×100                                   (4)
                               A0

1.3.7 SOD 和 GSH-Px 活性测定

采用试剂盒，按照说明操作。

2 结果与分析

2.1 清除羟自由基实验结果

菌种 样品 A536nm 清除率 /%

发酵乳杆菌
发酵上清液 0.448 ± 0.004 26.70
胞内提取物 0.305 ± 0.017 0.37

乳酸乳球菌
发酵上清液 0.443 ± 0.001 25.78
胞内提取物 0.309 ± 0.007 1.10

嗜酸乳杆菌
发酵上清液 0.460 ± 0.004 28.91
胞内提取物 0.317 ± 0.001 2.58

瑞士乳杆菌
发酵上清液 0.498 ± 0.006 35.91
胞内提取物 0.311 ± 0.006 1.48

表 1 乳酸菌对羟自由基的清除率

Table 1   Hydroxyl radical scavenging activity of lactic acid bacteria

由表 1 可知，4 种乳酸菌均呈现一定的羟自由基清

除能力，瑞士乳杆菌发酵上清液的羟自由基清除能力最

强，与其余 3 种乳酸菌差异显著(P ＜ 0.05)；嗜酸乳杆

菌胞内提取物的羟自由基清除能力最强，与其余 3 种乳

酸菌差异显著(P ＜ 0.05)。胞内提取物的羟自由基清除能

力相对发酵上清液而言要弱很多。由此可见，乳酸菌

清除羟自由基的活性物质主要存在菌体表面以及代谢产

物中而非胞内。不同乳酸菌的羟自由基清除能力存在一

定差异，其中瑞士乳杆菌较其他 3 种乳酸菌要强一些，

其余 3 种基本相似。其原因可能是不同乳酸菌清除羟自

由基的活性物质不同或活性物质含量不同。

2.2 清除 DPPH 自由基实验结果

菌种 样品 A517nm 清除率 /%

发酵乳杆菌
发酵上清液 0.305 ± 0.000 12.20
胞内提取物 0.270 ± 0.000 5.92

乳酸乳球菌
发酵上清液 0.312 ± 0.006 7.32
胞内提取物 0.227 ± 0.034 20.91

嗜酸乳杆菌
发酵上清液 0.216 ± 0.078 24.22
胞内提取物 0.267 ± 0.000 6.97

瑞士乳杆菌
发酵上清液 0.276 ± 0.006 29.97
胞内提取物 0.258 ± 0.004 10.10

表 2 乳酸菌对 DPPH 自由基的清除率

Table 2   DPPH free radical scavenging activity of lactic acid bacteria

由表 2 可知，4 种乳酸菌的发酵上清液和胞内提取

物均表现出一定的 DPPH 自由基清除能力，但其清除能

力差异较大。瑞士乳杆菌发酵上清液的 DPPH 自由基清

除能力最强，与其余 3 种乳酸菌差异显著(P ＜ 0.05)；
乳酸乳球菌胞内提取物的 DPPH 自由基清除能力最强，

与其余 3 种乳酸菌差异显著(P ＜ 0.05)。其中乳酸乳球菌

发酵上清液的清除能力明显低于其他菌株，而其胞内提

取物的清除能力明显高于其他菌株，由此显示不同菌株

清除 DPPH 自由基的活性物质的存在部位不同。瑞士瑞

杆菌发酵上清液的 DPPH 自由基清除能力最强，胞内提

取物的 DPPH 自由基清除能力仅次于乳酸乳球菌，因此

其 DPPH 自由基清除能力相对最高。

2.3 清除 O 2－·实验结果

菌种 样品 A325nm 清除率 /%

发酵乳杆菌
发酵上清液 0.305 ± 0.007 13.60
胞内提取物 0.259 ± 0.004 26.63

乳酸乳球菌
发酵上清液 0.288 ± 0.004 18.56
胞内提取物 0.255 ± 0.004 27.90

嗜酸乳杆菌
发酵上清液 0.299 ± 0.006 15.30
胞内提取物 0.250 ± 0.003 29.18

瑞士乳杆菌
发酵上清液 0.301 ± 0.006 14.87
胞内提取物 0.259 ± 0.006 26.63

表 3  乳酸菌对 O 2－·的清除率

Table 3   Superoxide anion scavenging activity of lactic acid bacteria

由表 3 可知，4 种乳酸菌的发酵上清液和胞内提取

物均呈现一定的 O 2－·清除能力，发酵上清液中的乳酸

乳球菌 O 2－·清除能力最强，与其余 3 种乳酸菌差异显

著(P ＜ 0.05)；胞内提取物中的嗜酸乳杆菌的 O2－·清除

能力最强，与其余 3 种乳酸菌差异显著(P ＜ 0.05)。另

外，胞内提取物的 O 2－·清除能力都要比各自发酵上清

液的的 O 2－·清除能力要强。实验表明乳酸菌清除 O 2－·

的活性物质大部分存在于胞内。由实验可以得出乳酸乳

球菌和嗜酸乳杆菌的 O2－·清除能力强于发酵乳杆菌和瑞

士乳杆菌。

2.4 还原力测定结果

菌种 样品 A700nm

发酵乳杆菌
发酵上清液 0.456 ± 0.005
胞内提取物 0

乳酸乳球菌
发酵上清液 0.443 ± 0.009
胞内提取物 0

嗜酸乳杆菌
发酵上清液 0.504 ± 0.004
胞内提取物 0

瑞士乳杆菌
发酵上清液 0.640 ± 0.024
胞内提取物 0

表 4 乳酸菌还原能力

Table 4   Reducing powder of lactic acid bacteria
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由表 4 可知，4 种乳酸菌发酵上清液均表现一定的

还原能力，瑞士乳杆菌的还原能力最强，与其余 3 种乳

酸菌的还原能力差异显著(P ＜ 0.05)；胞内提取物未检测

到任何还原能力。瑞士乳杆菌的还原能力最强。实验

表明，乳酸菌具有还原能力的活性物质均存在于细胞表

面或代谢产物中，胞内提取物未检测到还原能力。

2.5 抗脂质过氧化能力测定结果

菌种 样品 A532nm 抑制率 /%

发酵乳杆菌
发酵上清液 0.295 ± 0.000 27.70
胞内提取物 0.338 ± 0.013 17.16

乳酸乳球菌
发酵上清液 0.356 ± 0.047 13.36
胞内提取物 0.356 ± 0.016 12.75

嗜酸乳杆菌
发酵上清液 0.361 ± 0.008 11.64
胞内提取物 0.360 ± 0.048 11.76

瑞士乳杆菌
发酵上清液 0.299 ± 0.008 26.59
胞内提取物 0.374 ± 0.034 8.33

表 5 乳酸菌对抗脂质过氧化的抑制率

Table 5   Inhibitory rate of lactic acid bacteria on lipoperoxidation

由表 5 可知，4 种乳酸菌发酵上清液和胞内提取物

均表现一定的抗脂质过氧化能力，其中发酵乳杆菌发酵

上清液和胞内提取物抗脂质过氧化能力均为最高，且与

其余 3 种乳酸菌差异显著(P ＜ 0.05)。发酵乳杆菌和瑞士

乳杆菌发酵上清液的抗脂质过氧化能力较胞内提取物明

显高，乳酸乳球菌和嗜酸乳杆菌发酵上清液与胞内提

取物的抗脂质过氧化能力则基本一样。实验结果表明

起抗脂质过氧化的活性物质在不同乳酸菌株中的含量分

布不同。此 4 种乳酸菌中发酵乳杆菌的抗脂质过氧化能

力最强。

2.6 SOD 活性测定结果

菌种 样品 酶活力 /(U/mg)

发酵乳杆菌
发酵上清液 18.412
胞内提取物 15.520

乳酸乳球菌
发酵上清液 37.506
胞内提取物 31.040

嗜酸乳杆菌
发酵上清液 41.257
胞内提取物 35.203

瑞士乳杆菌
发酵上清液 35.116
胞内提取物 49.966

表 6 乳酸菌 SOD 活性

Table 6   SOD activity of lactic acid bacteria

测定中每毫升反应液中 SOD抑制率达 50%时所对应

的 SOD 量为一个 SOD 活力单位(U)。由表 6 可知，4 种

乳酸菌发酵上清液和胞内提取物均表现一定的 SOD 活

性，发酵乳杆菌的发酵上清液和胞内提取物的 SOD 活性

明显低于其他。嗜酸乳杆菌发酵上清液的 SOD 活性最

强，与其余 3 种乳酸菌差异显著(P ＜ 0.05)；瑞士乳杆

菌胞内提取物的 SOD 活性最强，与其余 3 种乳酸菌差异

显著(P ＜ 0.05)。另外，发酵上清液和胞内提取物的 SOD
活性因不同菌株差异不是很显著，表明乳酸菌的 SOD 在

胞内和胞外均有分布。SOD 具有清除 O 2－·的能力，但

研究表明 SOD 活性并未与 O2－·清除率成正比，表明清

除 O 2－·的活性物质不止 SOD，还有其他活性物质影响

O 2－·的存在，如 N A D H 氧化酶、过氧化酶等 [ 1 8 ]。

2.7 GSH-Px活性测定结果

菌种 样品 酶活力 /(U/mg)

发酵乳杆菌
发酵上清液 14.214
胞内提取物 10.732

乳酸乳球菌
发酵上清液 21.183
胞内提取物 14.720

嗜酸乳杆菌
发酵上清液 24.317
胞内提取物 13.672

瑞士乳杆菌
发酵上清液 25.636
胞内提取物 11.590

表 7 乳酸菌 GSH-Px 活性

Table 7   GSH-Px activity of lactic acid bacteria

规定每 0.1mL 发酵上清液或胞内提取物在 37℃反应

5min，扣除非酶促反应作用，使反应体系中 GSH 浓度

降低 1μmol /L 为一个酶活力单位。由表 7 可知，4 种

乳酸菌发酵上清液和胞内提取物均表现一定的 GSH-Px
活性。瑞士乳杆菌发酵上清液 G S H - P x 活性最高，与

其余 3 种乳酸菌差异显著(P ＜ 0.05)；乳酸乳球菌胞内

提取物 GSH-Px 活性最高，与其余 3 种乳酸菌差异显著

(P ＜ 0.05)。发酵上清液 GSH-Px 活性均高于胞内提取物

GSH-Px 活性，表明代谢产物中 GSH-Px 的含量要多于胞

内。此外，GSH-Px 也具有一定的清除 O2－·的能力[19]，

研究发现发酵乳杆菌的 GSH-Px 活性最差，其清除 O2－·

的能力也最差，表明 GSH-Px 的存在对 O2－·有一定的清

除作用。但一种自由基在机体存在的多少不仅仅是一种

抗氧化物质在起作用，而是多种物质的综合作用，因

此不能就此确定 O2－·的含量少仅是由于 GSH-Px 的活性

高所致，只能说明 GSH-Px 对 O2－·有一定的抑制作用。

通过本实验初步探讨了乳酸菌的抗氧化机理：乳酸

菌可以增强抗氧化酶(如 SOD 和 GSH-Px)的活性，从而增

强清除自由基的能力；发酵上清液具有还原性等。但目

前还有研究表明，乳酸菌胞外多糖具有显著的抗氧化能

力[20]，乳酸菌的蛋白酶在发酵过程中会产生具抗氧化能

力的乳蛋白肽[21]。由此可见，乳酸菌的抗氧化机制是多

种抗氧化物质的综合作用。
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3 结  论

研究发现发酵乳杆菌、乳酸乳球菌、嗜酸乳杆菌

和瑞士乳杆菌都具有抗氧化活性，但差异较大，其中

瑞士乳杆菌的羟自由基清除能力、DPPH 自由基清除能

力和还原能力相对较高，乳酸乳球菌和嗜酸乳杆菌清除

O 2－·能力相对较强，发酵乳杆菌抗脂质过氧化能力为

最强。此研究为乳酸菌抗氧化剂的进一步研究提供了一

定的参考。

通过研究还发现，不同乳酸菌菌株的抗氧化能力存

在差异，可能是起抗氧化作用的活性物质种类或浓度不

同；并且，同一株乳酸菌的发酵上清液和胞内提取物的

抗氧化能力也存在较大差异，表明其抗氧化的活性物质

存在的部位不同。

本实验检测了发酵乳杆菌、乳酸乳球菌、嗜酸乳

杆菌和瑞士乳杆菌中SOD和GSH-Px两种起抗氧化作用的

酶，对于是否还有其他类活性物质起作用以及各自在抗

氧化过程中起何种作用有待进一步研究。
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