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摘要!以
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种富锌乳酸菌(保加利亚乳杆菌"嗜酸乳杆菌"

发酵乳杆菌"干酪乳杆菌)为研究对象!进行乳酸菌富锌
培养的工艺优化!并测定发酵上清液的抗氧化活性!采用
体外模拟消化法分析其消化稳定性和生物利用率#结果
表明%富锌乳酸菌最佳加锌时间为接种

!#/

后!锌离子浓
度为

M#

(

2

*

+P

#富锌培养可提高乳酸菌上清液的抗氧
化活性!其中经牡蛎多肽锌培养的乳酸菌上清液自由基
(

VE<Q

自由基"

T;;L

自由基"超氧阴离子自由基)清除
活性均高于其他富锌乳酸菌的#由牡蛎多肽锌富锌培养
的保加利亚乳杆菌胃肠道释放率为(

O8$"l#8!(

)

N

!且生
物利用率最高为(

%&8('l#8$%

)

N

#综上!保加利亚乳杆
菌是潜在的优势富锌菌株!经牡蛎多肽锌富锌培养的保
加利亚乳杆菌具有良好的体外抗氧化活性"胃肠道消化
稳定性和生物利用率#

关键词!乳酸菌$牡蛎多肽锌$抗氧化活性$消化稳定性$

生物利用率
34-56785
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锌是人体重要的微量元素%是约
O##

多种关键酶系
的重要组成成分%存在于所有组织和体液中*

!

+

&此外%锌
元素在人体内还参与了多种生理活动%如有氧氧化*

%

+

,细
胞信号传导途径,自由基清除和细胞代谢*

O

+

,

TXV

合成
以及介导先天免疫细胞的正常功能*

$

+

&无机锌具有刺激
胃肠道,吸收利用率低等缺点&近年来%将微生物作为微
量元素载体通过膳食摄入以补充机体所需微量元素锌%

成为了锌补充的新途径*
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+

&

乳酸菌!

P,6=-6,6-AC,6=4@-,

%

PVE

#是一类非致病,具
安全性的微生物%其中绝大部分都是人体必不可少的且
具有特殊生理活性的菌群%分布于人体肠道中*

"

+

&乳酸
菌具有整肠,抑菌*

(

+

,体内外抗氧化*

'

+和抗衰老等生理功
能&此外%乳酸菌对金属离子具有良好的吸附作用*

&

+

%包
括人体所需的多种微量元素%如锌,铁,铜等&

以乳酸菌为载体%对微量元素进行富集的研究日趋
热门&乳酸菌细胞壁主要由肽聚糖,磷壁酸,多糖和蛋白
质组成%这些组分构成致密的网状结构%在与锌离子结合
过程中起关键性作用*
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&此外%乳酸菌细胞表面具有多
种可以络合锌离子的基团%如
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和
S:L

等*

!!

+

&与传统方式制备的锌补充食品,药物相比%
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富锌乳酸菌具有制备工艺简单,转化成本低,安全性好以
及益生性强等优点&杨靖鹏等*

!%

+发现%富锌培养后发酵
上清液抗氧化活性和菌体耐胆盐活性均有所提高&

课题组前期研究发现%由无机锌富锌培养的富锌乳
酸菌其锌离子容易在胃肠道消化过程中释放%从而刺激
胃肠道甚至在体内富集&试验拟对

$

种乳酸菌进行富锌
培养%优化其富锌培养条件%并比较

$

种乳酸菌发酵上清
液的抗氧化活性-采用模拟胃肠道消化方法分析富锌乳
酸菌消化稳定性和生物利用率%旨在为富锌产品的开发
利用提供依据&
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!

材料与方法

!8!

!

材料与试剂
牡蛎多肽锌!

I:;%*e1

#"将牡蛎多肽与硫酸锌以肽'
锌的质量比

!M

&

!

混合%除去游离锌离子%冻干即得
I:;%*e1

%实验室自制-

GYQ

培养基"上海晶都生物技术有限公司-

胃蛋白酶!

%M##b

'

+

2

#,胰酶!

!M##b
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2

#等"美
国
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公司-

保加利亚乳杆菌!

L5=/1R5=*990.R09

,

56*=0.

#,嗜酸乳
杆菌!

L5=/1R5=*990.5=*41

:

B*90.

#,发酵乳杆菌!

L5=/1R5(

=*990.
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#,干酪乳杆菌!

L5=/1R5=*990.=5.'*

#"广
东省农业科学院-

冷冻高速离心机"

M$!(Y

型%德国
)

BB

41A?@>

公司-

水平层流单人净化工作台"

LQ*'$#bO

型%苏州净化
设备有限公司-

立式压力蒸汽灭菌锅"

Zih*PQ*M#QWW

型%上海博迅
实业有限公司&

!8%

!

试验方法
!8%8!

!

乳酸菌富锌培养工艺优化
!

!

#菌种的活化与培养"取预冻存于甘油管中的
$

株
乳酸菌菌株!保加利亚乳杆菌,发酵乳杆菌,嗜酸乳杆菌,

干酪乳杆菌#%并在
GYQ

固体培养基上划线%

O(k

厌氧培
养

O"/

%挑取乳酸菌单菌落并接种至
GYQ

液体培养基
中%备用&

!

%

#乳酸菌生长曲线及最佳加锌时间"将生长良好的
$

种乳酸菌以
%N

接种量接种至
GYQ

培养液中%于
O(k

恒温培养箱中培养%以
$k

冰箱中培养为空白对照%每隔
%/

取出至
$k

冰箱保藏&采用比浊法测定
G7

"##1+

并绘
制乳酸菌生长曲线*

!O

+

&

!

O

#锌浓度的筛选"以活化后的保加利亚乳杆菌,干
酪乳杆菌,嗜酸乳杆菌,发酵乳杆菌为测试菌%

GYQ

培养
基中活化

%

代后%以接种量
%N

接种至含硫酸锌的!锌离
子浓度

#

%

M#

%

!##

%

!M#

%

%##+
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#

GYQ

培养基中%

O(k

恒温培养箱培养
%$/

&测定
G7

"##1+

及培养基
B

L

值&

!

$

#不同富锌乳酸菌的制备"选取牡蛎多肽锌,硫酸

锌,葡萄糖酸锌作为锌源%保加利亚乳杆菌,发酵乳杆菌,

嗜酸乳杆菌,干酪乳杆菌为测试菌&按
%N

接种量接种乳
酸菌%

O(k

培养
!#/

后%分别加入不同来源的锌%继续培
养至

O%/

&

$k

%

"###@

'

+-1

离心
!#+-1

%收集菌体%用
;EQ

清洗
%

次%离心%得湿菌体%冻干后为乳酸菌干菌体&

!8%8%

!

富锌乳酸菌发酵上清液的抗氧化活性
!

!

#乳酸菌发酵上清液的制备"取经富锌培养
!%/

后的
发酵培养液%用双蒸水稀释至
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&

I4..7

'

+P

&

!####@

'

+-1

离心
!M+-1

%上清液过
#8%%

(

+

滤膜%得稀释的发酵上
清液&

!

%

#

VE<Q

自由基清除率的测定"分别配置
(++?.

'

P

的
VE<Q

溶液和
$8&++?.

'

P

的过硫酸钾%按体积比
!

&

!

混合%

$k

冰箱避光储存
!%

%

!"/

得
VE<Q

\溶液&用无
水乙醇将储备液稀释至

G7

(O$1+

为!

#8(l#8#%

#%即
VE<Q

工作液&准确移取
#8M+P

乳酸菌培养基上清液%稀释至
M+P

%向
%+P

工作液中加入
%#

(

P

样品%混匀%避光静置
O#+-1

%测定
G7

(O$1+

%以
M#N

乙醇调零%以
%#

(

P

样品和
%+P

工作液为对照%根据文献*
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+%按式!

!

#计算
VE<Q

自由基清除率&
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Z
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W

!##N
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式中"

>

$$$

VE<Q

自由基清除率%

N

-

#

.

$$$样品组的吸光度值-

#

=

$$$空白组的吸光度值&

!

O

#

T;;L

自由基清除率的测定"将
T;;L

粉末溶
解于无水乙醇%配制

#8%++?.

'

P

的
T;;L

溶液&分别取
!+P

乳酸菌发酵上清液及
T;;L

工作液于试管中%震荡
并混匀%避光静置

O#+-1

%测定
G7

M!(1+

%以
M#N

乙醇溶
液调零%以

!+P

样品稀释液和
!+P

无水乙醇为样品对
照%以

!+PT;;L

工作液和
!+P

蒸馏水为空白对照%根
据文献*
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#计算
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自由基清除率&
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Z
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式中"

>

$$$

T;;L

自由基清除率%

N

-

#

*

$$$样品溶液与
T;;L

溶液混合后测定的吸光
度值-

#

@

$$$样品溶液与无水乙醇混合后测定的吸光
度值-

#

=

$$$样品溶液与蒸馏水混合后测定的吸光度值&

!

$

#超氧阴离子自由基清除率的测定"配制
!##++?.

'

P

的
<@-7*LI.

缓冲溶液%调节最终
B

L

为
'8%

%

将邻苯三酚溶解于
!#++?.

'

P

盐酸溶液中%使其浓度为
O++?.

'

P

%并于
%M k

水浴
%#+-1

&移取
$8M+P<@-7*

LI.

溶液%依次加入
%+P

乳酸菌发酵上清液,

O+P

蒸馏
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水,

#8M+P

邻苯二酚溶液%震荡%混匀&于
O%M1+

下每隔
O#7

测一次吸光度值%持续反应
$8M+-1

&以
<@-7*LI.

溶
液代替样品为空白对照%计算样品组与空白组吸光度值
的平均变化率%根据文献*

!(

+%按式!
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#计算超氧阴离子
自由基清除率&

>

U

*

空白
Z*

样品

*

空白
W

!##N

% !

O

#

式中"

>

$$$超氧阴离子自由基清除率%

N

-

*

空白$$$空白组的吸光度随时间的变化率%

+-1

S!

-

*

样品$$$样品组的吸光度随时间的变化率%

+-1

S!

&

!8%8O

!

富锌乳酸菌的体外模拟胃肠道消化稳定性
!

!

#模拟胃液配制"

#8OM

2

胃蛋白酶溶解于
!##+P

#8%N

的无菌生理盐水中%用浓盐酸调节
B

L

为
%8#

%过
#8$M

(

+

滤膜除菌&

!

%

#模拟肠液配制"

#8!

2

胰蛋白酶%

#8&

2

胆盐溶解
于无菌溶剂!

!8!

2

X,LI:

O

,

#8%

2

X,I.

和
!##+P

蒸馏
水%用

#8M+?.

'

PX,:L

调节
B

L

为
'8#

#%过
#8$M

(

+

滤
膜除菌&

!

O

#活力损失率的测定"用生理盐水将冻干的
$

种富
锌乳酸菌稀释至

!#

&

I4..7

'

+P

%按
!#N

接种量接种至
B

L%8#

的模拟胃液中%混匀%

O(k

下分别厌氧培养
#

%

O

%

"/

%以
%N

接种量接种于
GYQ

培养基中%厌氧培养
%$/

%

测定
G7

"##1+

&模拟胃消化
O/

后%吸取
!+P

消化液接
种至

&+P

模拟肠液中%分别于
#

%

"

%

!%/

取样%以
%N

接
种量接种于

GYQ

培养基中%厌氧培养
%$/

%测定
G7

"##1+

&按式!

$

#计算活力损失率&

>

U

G7

#

Z

G7

/

G7

#

W

!##N

% !

$

#

式中"

>

$$$细胞活力损失率%

N

-

G7

#

$$$经消化
#/

%培养
%$/

后测定的吸光度值-

G7

/

$$$经消化
//

%培养
%$/

后测定的吸光度值&

!8%8$

!

富锌保加利亚乳杆菌的生物利用率以及胃肠道释
放率

!

按
!8%8!

!

$

#的方法制备保加利亚乳杆菌干菌体%测
定富锌培养基中及发酵上清液的锌含量&将冻干后的富
锌乳酸菌菌粉加入到

!#+P

模拟胃液中消化
O/

&

$k

%

"###@

'

+-1

离心
!#+-1

%收集菌体%用
;EQ

清洗
%

次%离
心%得湿菌体&测定模拟胃液及离心后胃液上清液锌浓
度&将胃消化后的湿菌体加入到

!#+P

模拟肠液中消化
"/

%

$k

%

"###@

'

+-1

离心
!#+-1

%收集菌体%用
;EQ

清
洗

%

次%离心%得肠消化后的湿菌体&测定模拟肠液及离
心后肠液上清液锌浓度&分别按式!

M

#

%

!

(

#计算模拟胃
肠道消化胃释放率,肠释放率及锌的生物利用率&

>

!

U

;

$

Z

;

O

;

!

Z

;

%

W

!##N

% !

M

#

>

%

U

;

"

Z

;

M

;

!

Z

;

%

W

!##N

% !

"

#

>

O

U

;

!

Z

;

%

;

!

W

!##N

% !

(

#

式中"

>

!

$$$胃释放率率%

N

-

>

%

$$$肠释放率率%

N

-

>

O

$$$生物利用率%

N

-

;

!

$$$富锌培养基中锌含量%

+

2

-

;

%

$$$发酵上清液锌含量%

+

2

-

;

$

$$$模拟胃液离心后上清液锌含量%

+

2

-

;

O

$$$模拟胃液中锌含量%

+

2

-

;

M

$$$模拟肠液离心后上清液锌含量%

+

2

-

;

"

$$$模拟肠液中锌含量%

+

2

&

!8O

!

数据处理
所有试验均重复

O

次%结果以.平均值
l

标准差/表
示&采用

Q;QQ

软件的单因素方差分析!

VX:]V

#中
PQT

最小显著差法对试验结果进行显著性分析&采用
:@-

2

-1%#!&C

,

)H64.%##(

软件绘图&

%

!

结果与分析

%8!

!

乳酸菌生长曲线
由图

!

可知%培养
!#/

后%

$

种乳酸菌均开始进入对
数生长期%继续培养

!%/

达到稳定期%且其生长周期分布
类似&研究*

!%

+表明%对数生长期的乳酸菌生长旺盛%富锌
能力强%有机锌或无机锌的转化利用率高&因此%最佳加
锌时间为培养第

!#/

&

%8%

!

锌浓度的筛选
由图

%

可知%随着溶液中锌离子浓度的增加%保加利
亚乳杆菌的生长先促进后被抑制%当富锌培养浓度为
M#+

2

'

+P

时%

G7

"##1+

达最大值
!8&M

%发酵培养液
B

L

值
降至

$8'

&当锌离子浓度为
#

%

%##

(

2

'

+P

时%嗜酸乳杆
菌,干酪乳杆菌,发酵乳杆菌的生长均受到不同程度的抑

图
!

!

$

种不同乳酸菌的生长曲线
9-

2

0@4!

!
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提取与活性
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月
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图
%

!

富锌浓度对乳酸菌生长的影响
9-

2

0@4%

!

)>>46=7?>A->>4@41=3-166?1641=@,=-?17?1

.,6=-6,6-AC,6=4@-,*@-6/3-1660.=0@4

制%与杨靖鹏等*

!'

+的结果相似&这可能是由于锌离子浓
度过高时%锌离子吸附达饱和%对细胞具有毒害作用&因
此%选择

M#+

2

'

+P

作为富锌培养浓度&

%8O

!

富锌乳酸菌发酵上清液的抗氧化活性
%8O8!

!

VE<Q

自由基清除活性
!

由图
O

可知%经富锌后

字母不同表示差异显著!

;

#

#8#M

#

图
O

!

富锌乳酸菌发酵上清液的
VE<Q

自由基清除活性
9-

2

0@4O

!

VE<Q>@44@,A-6,.76,F41

2

-1

2

,6=-F-=-47?>.,6=-6

,6-AC,6=4@-,.60.=0@4AD-=/A->>4@41=3-167?0@647

乳酸菌上清液清除
VE<Q

自由基活性显著提高!

;

#

#8#M

#%干酪乳杆菌的
VE<Q

自由基清除率最高为
!

O"8(Ol#8MO

#

N

%比空白组提高了
'8%(N

&这可能是由
于锌离子参与了乳酸菌的抗氧化酶系如超氧化物歧化
酶,过氧化氢酶,谷胱甘肽酶等的合成*

!&

+

&牡蛎多肽锌富
锌培养的乳酸菌具有良好的抗氧化活性%且显著高于葡
萄糖酸锌,硫酸锌处理的乳酸菌!

;

#

#8#M

#&综上%富锌
培养可以显著提高乳酸菌上清液的

VE<Q

自由基清除
活性&

%8O8%

!

T;;L

自由基清除活性
!

由图
$

可知%经富锌后的
乳酸菌上清液

T;;L

自由基清除活性显著提高!

;

#

#8#M

#&

其中硫酸锌处理组和牡蛎多肽锌处理组的抗氧化活性高
于葡萄糖酸锌处理组%牡蛎多肽锌处理的保加利亚乳杆
菌

T;;L

自由基清除率为!

!#8M#l#8!(

#

N

%高于该锌源
富集的其他菌株&综上%富锌培养可以显著提高乳酸菌
上清液的

T;;L

自由基清除活性&

字母不同表示差异显著!

;

#

#8#M

#

图
$

!

富锌乳酸菌发酵上清液的
T;;L

自由基清除活性
9-

2

0@4$

!

T;;L>@44@,A-6,.76,F41

2

-1

2

,6=-F-=-47?>.,6=-6

,6-A C,6=4@-,. 60.=0@4A D-=/ A->>4@41=

3-167?0@647

%8O8O

!

超氧阴离子自由基清除活性
!

由图
M

可知%与空
白组相比%牡蛎多肽锌培养的乳酸菌上清液超氧阴离子
自由基清除活性显著提高!

;

#

#8#M

#&经硫酸锌富锌培
养的乳酸菌抗氧化活性高于牡蛎多肽锌组和葡萄糖酸锌
组%其中干酪乳杆菌清除率最高为!

MO8!(l#8O&

#

N

%保加
利亚乳杆菌清除率最高为!

$(8%&l#8"O

#

N

-嗜酸乳杆菌
清除率最高为!

$'8!(l#8(&

#

N

&研究*

%#

+表明%乳酸菌抗
氧化活性的提高可以改善由于各种因素引起的胃肠道氧
化应激紊乱%保证肠道功能的稳定&综上%经富锌培养后
乳酸菌的体外抗氧化活性显著提高&

%8$

!

富锌乳酸菌的消化稳定性
%8$8!

!

模拟胃消化稳定性
!

由图
"

!

,

#可知%不同乳酸菌
经模拟胃液消化后的细胞活力损失率提高-经模拟胃消

#'!

"

]?.8O"

$

X?8$

郑金熊等!

$

种富锌乳酸菌抗氧化活性及体外消化稳定性研究



字母不同表示差异显著!
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#

#8#M

#

图
M

!

富锌乳酸菌发酵上清液的超氧阴离子自由基清除活性
9-

2

0@4M

!

Q0

B

4@?H-A4,1-?1>@44@,A-6,.776,F41

2

-1

2

,6=-F*

-=-47?>.,6=-6,6-AC,6=4@-,.60.=0@4AD-=/A->>4@*

41=3-167?0@647

化
O/

后%保加利亚乳杆菌,嗜酸乳杆菌,发酵乳杆菌及干
酪乳杆菌的活力损失率分别为!

"8"&l#8!'

#

N

%!

$8!$l

#8O%

#

N

%!

"8&Ol#8$%

#

N

%!

(8M"l#8!&

#

N

&当胃消化时
间延长至

"/

时%乳酸菌活力损失率变化缓慢&综上%富
锌培养后乳酸菌的耐胃酸活性得到保留%具有一定的耐
胃酸活性&

%8$8%

!

模拟肠消化稳定性
!

由图
"

!

C

#可知%经模拟肠道
消化后%乳酸菌活力损失率提高-培养

"/

后%保加利亚乳
杆菌活力损失率为!

O!8#(l#8%"

#

N

%继续消化至
!%/

后%

保加利亚乳杆菌的活力损失率最低%为!

$'8MOl#8$O

#

N

&

这可能是由于经模拟胃液消化后%乳酸菌的结构完整性
遭到破坏%再经模拟肠液消化后其结构变得松散%因此死
亡率提高*

%!

+

&

%8M

!

保加利亚乳杆菌的富锌能力和生物利用率
研究*

%%

+表明%乳酸菌富锌的过程包含乳酸菌的表面
吸附和细胞吸收两个步骤&由表

!

可知%牡蛎多肽锌乳
酸菌的生物利用率为

%&8('N

%显著高于葡萄糖酸锌和硫
酸锌的%可能是无机锌吸附在小肠上皮细胞表面%阻止了
锌离子进入细胞转化%从而降低其生物利用率&同时%模
拟胃肠道消化过程中%硫酸锌富锌培养的乳酸菌更容易

字母不同表示差异显著!

;

#
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#

图
"

!

富锌乳酸菌的模拟胃肠道消化稳定性
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发生解离%其中硫酸锌富锌培养的保加利亚乳杆菌总释
放率为

!M8"(N

%分别为牡蛎多肽锌和葡萄糖酸锌的
O8"#

%

%8''

倍&锌离子的释放会在胃肠道内发生蓄积%刺激胃
肠道黏膜引起胃肠道功能紊乱&综上%牡蛎多肽锌可以
作为乳酸菌富锌的优质锌源&

O

!

结论
以富锌乳酸菌为研究对象%优化乳酸菌富锌培养条

件%并测定
$

种富锌乳酸菌的抗氧化活性和胃肠道体外
消化稳定性以及生物利用率&结果表明%保加利亚乳杆
菌是一种潜在的优势富锌菌%且富锌培养后其抗氧化活

表
!

!

保加利亚乳杆菌胃肠道锌释放率和生物利用率m

<,C.4!

!

[,7=@?-1=47=-1,.3-16@4.4,74@,=4,1AC-?,F,-.,C-.-=

5

?>3-16*@-6/

L5=/1R5=*990.R09

,

56*=0.60.=0@4AD-=/A->>4@41=3-167?0@647N

锌源 胃释放率 肠释放率 总释放率 生物利用率
牡蛎多肽锌

O8$"l#8!(

6

#8''l#8!%

C

$8O$l#8!"

C

%&8('l#8O(

,

硫酸锌
!O8&&l#8OO

,

!8"'l#8!(

,

!M8"(l#8%!

,

%#8('l#8"$

6

葡萄糖酸锌
$8'&l#8%'

C

#8M$l#8%&

C

M8$Ol#8OM

C

%$8&"l#8MO

C

!!!!!!!!!!!

m

!
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性显著提高&牡蛎多肽锌可以作为一种安全的锌来源%其富
锌培养后的乳酸菌具有较强的体外抗氧化活性%较好的生物
利用率和较低的肠释放率&后续将对富锌乳酸菌的益生性
和体内消化稳定性以及潜在的生理活性进一步研究&
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