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单宁降解菌株筛选鉴定及益生功能特性分析
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摘要：［目的］从天然样品中筛选具有单宁降解能力的微生物菌株，并评估其益生特性。［方法］通过单宁酶活力测定筛

选出 3 株植物乳杆菌（Y1、Y20、Y22）和一株卡利比克迈耶氏酵母 Y3，考察菌株生长特性、抗氧化能力、耐胆盐性能、胆

固醇降解效率等益生特性，采用溶血试验和标准药敏试验进行安全性评价。［结果］酵母 Y3 展现出优秀的抗氧化优势，

其细胞上清液的超氧阴离子自由基清除率为 95.25%，破壁后胞内提取物的羟自由基清除率为 66.43%，DPPH 自由基清

除率也显著高于同组植物乳酸杆菌。该菌株在胆盐环境中最高存活率为 118.50%，胆固醇降解率为 46.52%，且未表现

溶血活性。耐药性检测显示其对常规细菌抗生素具有固有耐药性。［结论］卡利比克迈耶氏酵母 Y3 具有优异的抗氧化

能力、良好的消化道适应性和较高的使用安全性，具备开发为功能性益生发酵制剂的潜在应用价值。
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Abstract: ［［Objective］］ Microbial strains with tannin-degrading capabilities were screened from natural samples, and their probiotic 

properties were systematically evaluated. ［［Methods］］ Three Lactobacillus plantarum strains (Y1, Y20, Y22) and Meyerozyma caribbica Y3 

exhibiting high tanninase activity are selected. Probiotic characteristics including growth characteristics, antioxidant capacity, bile salt 

tolerance, and cholesterol degradation efficiency are investigated. Safety profiles were determined through hemolytic activity assays and 

standard antibiotic susceptibility testing. ［［Results］］ The experimental data reveal that M. caribbica Y3 demonstrates remarkable antioxidant 

activities, with a superoxide anion scavenging rate of 95.25% in cell supernatants and a hydroxyl radical scavenging rate of 63.43% in 

extracts after cell wall disruption. Furthermore, its DPPH radical scavenging rate significantly surpasses the co-evaluated L. plantarum 

Strains. Within the environment of bile salts, this strain maintains a maximal survival rate of 158.82% and degrades 46.52% of the 

cholesterol, and it does not exhibit hemolytic activity. The antibiotic susceptibility test indicates that it has inherent resistance to 

conventional bacterial antibiotics. ［［Conclusion］］ These findings suggest that M. caribbica Y3 holds promise as a candidate for functional 

fermented products with probiotic effects due to its exceptional antioxidative capacity, gastrointestinal adaptability, and biosafety.
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单宁作为广泛存在于植物界的多酚类次生代谢产

物，复杂的芳香环结构赋予其抗氧化、抗菌等特性，但单

宁过多时易与蛋白质、金属离子等结合形成抗营养复合

物，显著降低食品生物利用率［1］。在果蔬加工领域，单宁

的过度积累不仅会导致果汁浑浊、涩味加剧，其热稳定性

还阻碍了加工过程中有效去除［2］。传统物理化学脱单宁

法存在效率低、副产物多等缺陷，而微生物脱单宁条件温

和、专一性强，且生成没食子酸等增值产物［3］。

单宁酶可通过水解酯键和缩酚酸键将单宁酸分解为

没食子酸和葡萄糖，这一过程直接关联菌株的碳源利用

效率［4］。在食品工业领域，产单宁酶的菌株被广泛应用，

特别是在茶叶加工过程中，单宁酶可以有效降低茶叶中

的单宁含量，从而改善茶叶的口感和风味，并提升其生物

活性［5］。研究显示，Lactobacillus pentosus 菌（23 株）在

2.5% 单宁培养基中展现降解酚类及抗氧化能力［6］；泰国

发酵茶源芽孢杆菌（117 株）中有 21 株产胞外单宁酶且具

有益生潜力［7］；贝氏酵母 N1在质量浓度＞30 g/L 单宁环境

下仍保持高效降解与产香特性，为高单宁水果发酵提供

参考［8］。

益生功能是评估微生物菌株工业适用性的核心指

标。乳酸菌和酵母菌作为常见的发酵微生物，具有显著

的益生特性。阿热爱·巴合提等［9］研究表明，乳酸菌（如乳

杆菌属和双歧杆菌属）可通过清除自由基、调节脂代谢和

耐受消化道逆境等机制发挥健康效应。其中，植物乳植

杆菌 CCFM 8661 在临床和动物试验中表现出多种益生功

能，包括缓解重金属毒性、抗氧化应激、改善肠黏膜屏障

和缓解衰老［10］。酵母菌通过调节肠道菌群、增强免疫等

机制发挥益生功能。非益生类酵母菌（如 Debaryomyces 

hansenii和 Pichia kudriavzevii［11］）具备耐胃酸/胆盐特性及

诱导抗炎因子生成能力，其中 Pichia kudriavzevii OG23 可

显 著 提 升 发 酵 食 品 抗 氧 化 活 性 与 风 味 品 质 。 而

Saccharomyces cerevisiae var. boulardii 与乳酸菌的协同作

用可增强发酵食品的功能特性［11］。

基于单宁酶介导的单宁微生物降解机制，研究拟筛

选果蔬及益生菌饮品源单宁耐受菌株，建立菌株生长曲

线、抗氧化活性、生理稳定性（体外降胆固醇效率、胆盐耐

受率）及生物安全性（溶血活性、抗生素敏感性）四维评价

体系，旨在筛选兼具单宁降解功能与益生特性的高值菌

株，为微生物发酵功能性食品产业链的综合效益提升提

供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

蓝莓葡萄（产地云南弥勒）、人参果（产地云南楚雄）、

蓝莓（产地云南玉溪）、涩柿（产地广西桂林）、脐橙（产地

江西赣南）、猕猴桃（产地陕西周至）、早春枇杷（产地福建

云霄）、苹果（产地山东烟台）、沙棘果（产地山西吕梁）、黑

果花楸（产地吉林长白山）：市售；

日本益生菌固体饮品（3 种）：市售；

MRS 肉汤培养基、LB 液体培养基：杭州百思生物技

术有限公司；

细菌基因组 DNA 提取试剂盒：天根生化科技有限

公司；

绕丹宁：分析纯，上海阿拉丁生化科技股份有限

公司；

没食子酸丙酯：分析纯，上海麦克林生化科技有限

公司；

单宁：色谱纯，上海易恩化学技术有限公司；

硫酸镁七水合物、磷酸二氢钾、磷酸氢二钾：分析纯，

天津市凯通化学试剂有限公司；

氯化铵、硝酸钠、氯化钾：分析纯，天津市天力化学试

剂有限公司；

蔗糖：分析纯，西陇科学股份有限公司；

溴酚蓝：色谱纯，上海阿拉丁生化科技股份有限

公司；

胆固醇、硫代乙醇酸钠：色谱纯，北京索莱宝科技有

限公司。

1.2　仪器与设备

超净工作台：C1115C 型，上海智城分析仪器制造有限

公司；

高压蒸汽灭菌锅：HVE-50 型，日本 Hirayama公司；

二氧化碳培养箱：CCL-240B-8-IVF 型，新加坡艺思高

科技有限公司；

多功能酶标仪：Tecan Infinite M200 Pro 型，瑞士帝肯

公司；

台式冷冻离心机：3K15 型，德国 Sigma公司；

天平：MA104 型，美国 mettler toledo 公司。

1.3　试验方法

1.3.1　单宁降解菌的分离　准确称取 4.0 g 样品于含

50 mL 无机盐培养基的三角瓶中，添加 1 mL 无菌单宁酸

母液（0.22 μm 滤膜除菌），180 r/min、分别于 30，37 ℃下振

荡培养 48 h。取 0.6 mL 菌液进行梯度稀释（10-4~10-6），

分别涂布于 LB 和 MRS 平板，静置培养 2~3 d。挑取典型

菌落纯化后接种液体培养基扩培，于-80 ℃甘油中冻存。

1.3.2　单宁降解菌的筛选　

（1） 初筛：活化菌株经两次传代后，采用水解透明圈

法［12］筛选。向筛选培养基中均匀涂布 100 μL 单宁酸

（0.22 μm 滤膜除菌），梯度稀释菌液至 10-1~10-2（用 a、b、c

分别表示原浓度、稀释 10 倍、稀释 100 倍）。牛津杯中分

别加入 200 μL 原液及稀释菌液，培养 3~5 d。测定菌落周

围变色圈直径（D）与菌落直径（d）的比值，依据是否出现

变色圈进行单宁降解潜力菌株初筛。

（2） 复筛：初筛获得的菌株以 2% 接种量接入产酶培

养基［12］，分别于对应温度，100 r/min 振荡培养 48 h。离心
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收集上清得粗酶液（100 倍稀释），参照保玉心等［13］的方法

测定胞外酶活。基于没食子酸与绕丹宁显色反应（ΔA=
520 nm），通过 ΔA 计算酶活力（每分钟分解底物产生

0.1 μmol 没食子酸所需的酶量为 1 个酶活力）。以标准曲

线定量，筛选酶活力前 4 的菌株用于后续试验。

1.3.3　菌株鉴定　

（1） 形态特征观察：分离菌株经菌落形态观察及革兰

氏染色镜检，结合理化特性完成初步鉴定。

（2） 16S rRNA 序 列 分 析 与 系 统 发 育 树 构 建 ：取

2.0 mL 活化后菌液，12 000 r/min 离心 1 min，根据试剂盒

说明书提取基因组 DNA。采用 16S rRNA 通用引物 27F/

1492R 进行 PCR 扩增，产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳验证、

镜检后送样检测。测序结果经 GenBank 数据库 Blast 比

对，选取高同源模式菌株序列，通过 MEGA11.0 构建邻接

法系统发育树确定分类地位。

1.3.4　生长曲线绘制　根据马子琳［12］的方法。

1.3.5　 菌 株 抗 氧 化 活 性 分 析　 菌 悬 液 经 4 ℃ 离 心

（8 000×g，15 min），PBS 洗涤两次并重悬至 108 CFU/mL。

一部分作为完整细胞，另一部分菌悬液于冰浴下超声破

碎（乳酸杆菌［14］：超声 1 s 间歇 2 s、功率 600 W、15 min；酵

母菌［15］：超声 2 s 间歇 2 s、功率 550 W、30 min），离心取上

清得破碎细胞。采用完整/破碎双体系进行抗氧化分析。

（1） 羟自由基清除能力测定：参照文献［15］，按式（1）

计算羟自由基清除率。

D 1 = A s - A 0

A- A 0
× 100%， （1）

式中：

D1——羟自由基清除率，%；

As——样品吸光度；

A——水代替 H2O2的吸光度；

A0——水代替样品的吸光度。

（2） DPPH 自由基清除能力测定：参照文献［16］并适

当修改。取 0.5 mL 待测菌液与 1 mL 0.05 mmol/L DPPH

无水乙醇溶液混合，室温避光反应 30 min。8 000×g 离心

10 min，测 定 517 nm 处 上 清 液 吸 光 度 。 按 式（2）计 算

DPPH 自由基清除率。

D 2 = (1 - A s - A b

A c )× 100%， （2）

式中：

D2——DPPH 自由基清除率，%；

As——样品+DPPH-无水乙醇的吸光度；

Ab——样品+乙醇的吸光度；

Ac——水+DPPH-无水乙醇的吸光度。

（3） 超氧阴离子自由基清除能力测定：参照文献［14］

并适当修改。将 0.25 mL 待测菌液加入 1 mL 的 Tris-HCl

溶液（pH 8.2，0.05 mol/L）中，25 ℃水浴 15 min，加入 1 mL邻

苯三酚溶液（3 mmol/L），25 ℃水浴 6 min，加入 0.025 mL 

HCl（8 mol/L），10 000 r/min 离心 5 min，测定 325 nm 处上

清液吸光度。按式（3）计算超氧阴离子自由基清除率。

D 3 = (1 - A 1 - A 2

A 0 )× 100%， （3）

式中：

D3——超氧阴离子自由基清除率，%；

A1——含样品的吸光度；

A2——10 mmol/L HCl代替邻苯三酚的吸光度；

A0——水代替样品的吸光度。

（4） 铁离子还原/抗氧化能力法（FRAP 法）：参照文献

［15］并适当修改。向 0.45 mL 菌液中依次加入等体积的

0.1 g/L 铁氰化钾和 PBS 溶液（pH 6.6，0.2 mol/L），50 ℃水

浴 20 min，迅 速 冷 却 ，加 入 等 体 积 10 g/L 三 氯 乙 酸 ，

5 000×g 离心 10 min；取 0.9 mL 上清液与等体积 0.1 g/L

三氯化铁混匀，静置 10 min，测定 700 nm 处吸光度。吸光

值越大，还原力越强。

1.3.6　菌株胆盐耐受力分析　参照文献［17］，按式（4）计

算菌体存活率。

R 1 = A 1

A 0
× 100%， （4）

式中：

R1——菌株耐胆盐存活率，%；

A1——4 h/12 h 样品的吸光度；

A0——0 h 样品的吸光度。

1.3.7　菌株降解胆固醇能力分析　参照文献［18］，按

式（5）计算胆固醇去除率。

R 2 = A 0 - A 1

A 0
× 100%， （5）

式中：

R2——胆固醇去除率，%；

A0——未接种菌株培养 48 h 后离心上清液的吸光度；

A1——接种培养 48 h 后离心上清液的吸光度。

1.3.8　溶血性试验　菌株于哥伦比亚血琼脂平板三区划

线，对应温度培养 24 h 后，观察溶血特性［19］。

1.3.9　菌株抗生素敏感性分析　取 100 μL 菌悬液（1×
108 CFU/mL）涂布于 MH 固体培养基，贴敷药敏纸片（见

表 1），对应温度培养 24 h［20］。3 次重复测定抑菌圈直径，

通过滤纸片扩散法评估菌株药物敏感性。

1.3.10　数据分析　每组试验重复进行 3 次，结果用“平均

值±标准偏差”表示，采用 SPSS 25.0 软件的 Ducan 法分析

数据显著性，使用 Origin 2021 软件绘制图表。

2　结果与讨论
2.1　产单宁酶菌株的筛选

2.1.1　分离与纯化　具有单宁酶活性的菌株可在以单宁

为唯一碳源的培养基中良好生长，其生长状况可反映单

宁酶的产生能力。利用富集培养法，从 13 个异源样品中

分离出 39 株菌，编号 Y1~Y39，经-80 ℃甘油冻藏后用于
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后续试验。

2.1.2　初筛结果　单宁酸降解产物没食子酸可致溴酚蓝

显色体系由蓝紫变黄，菌落周缘黄色水解圈的形成表征

菌株单宁降解能力，需注意培养基中没食子酸氧化产生

的黄绿色干扰。由图 1 可知，a 组水解圈直径较 b、c 组差

异显著（P＜0.05），故选定原浓度进行单宁降解效能评价。

根据水解圈大小筛选出 20 株单宁酸降解菌进行后续测

定，其菌落直径和透明圈直径见表 2。

2.1.3　复筛结果　通过初筛试验从候选菌株中筛选出

20 株具有单宁酶生产潜力的菌株，为进一步评估其产酶

性能，将各菌株分别接种于含 2% 单宁的发酵培养基中进

行培养。由图 2 可知，菌株 Y1、Y3、Y20 和 Y22 均表现出

较 好 的 产 酶 能 力 ，其 酶 活 力 分 别 为 4.59，4.16，4.48，

4.24 U/mL。菌株 Y1 展现出最优异的单宁酶生产能力，显

著高于其他测试菌株（较 Y31 提高了 30.77%）。综合酶活

力表现，确定 Y1、Y3、Y20 和 Y22 4 株菌为后续试验的重

要候选菌株。

2.2　鉴定结果

2.2.1　形态特征结果　由图 3 可知，菌株 Y1、Y20、Y22 菌

落呈乳白色至淡黄色，表面光滑湿润有光泽，边缘整齐或

波状；显微观察显示其为短直杆状，单生或链状排列，革

兰氏染色呈典型蓝紫色阳性特征。菌株 Y3 呈现乳白色

圆形菌落，细胞形态具多态性（梭形/不规则），表面光滑整

齐无褶皱，其细胞壁结构与染色特性同样符合革兰氏阳

性菌标准。

2.2.2　序列分析与系统发育树构建结果　由图 4 和表 3

可知，对菌株 16S rDNA 序列进行分析，并构建系统发育

树，经 BLAST 比对，菌株 Y1、Y20、Y22 与植物乳杆菌相似

度达 100%，确定其为植物乳杆菌，命名为 Lactiplantibacillus 

plantarum；菌株 Y3 与卡利比克迈耶氏酵母的 ITS 序列同

表 1　药敏纸片种类、含药量及判断标准

Table 1　Types of antibiotic susceptibility paper， drug 

content， and determination criteria

药敏纸片

类型

头孢噻肟

哌拉西林

万古霉素

红霉素

四环素

环丙沙星

庆大霉素

头孢曲松

卡那霉素

左氧氟沙星

头孢他啶

链霉素

青霉素

氯霉素

纸片效价

30 µg

100 µg

30 µg

15 µg

30 µg

5 µg

10 µg

30 µg

30 µg

5 µg

30 µg

10 µg

10 U

30 µg

抑菌直径/mm

耐药

≤14

≤17

≤15

≤13

≤14

≤15

≤12

≤13

≤13

≤13

≤14

≤11

≤19

≤12

中度

15~21

18~20

16~20

14~22

15~18

16~20

13~14

20~22

14~17

14~16

15~17

12~14

20~27

13~17

敏感

≥22

≥21

≥21

≥23

≥19

≥21

≥15

≥23

≥18

≥17

≥18

≥15

≥28

≥18

图 1　产单宁酶菌株在筛选培养基上的变色圈

Figure 1　Color circles of tannase producing strains on 

screening medium

表 2　单宁酸降解菌的变色圈在原浓度下的直径和菌落直径†

Table 2　Discoloration circle diameters and colony diameters of tannin-degrading strains at the original concentration

菌种

Y1

Y2

Y3

Y18

Y19

Y20

Y21

Y22

Y23

Y24

菌落直径/cm

1.53±0.11

2.03±0.06

1.37±0.15

1.33±0.06

1.30±0.10

1.23±0.06

1.57±0.12

1.30±0.10

1.40±0.00

1.23±0.06

透明圈直径/cm

3.27±0.12

2.80±0.20

2.60±0.10

2.17±0.06

2.27±0.12

2.37±0.06

2.07±0.06

2.27±0.23

2.17±0.21

2.13±0.12

D/d

2.14±0.25a

1.38±0.07efg

1.91±0.15ab

1.63±0.06cd

1.75±0.08bcd

1.85±0.06bcd

1.32±0.08fg

1.76±0.30bcd

1.55±0.15def

1.73±0.09bcd

菌种

Y25

Y26

Y27

Y28

Y29

Y30

Y31

Y33

Y36

Y37

菌落直径/cm

1.50±0.17

1.27±0.06

1.37±0.12

1.40±0.10

1.40±0.17

1.13±0.12

1.43±0.06

1.77±0.06

1.10±0.10

1.17±0.06

透明圈直径/cm

2.03±0.15

2.00±0.10

2.17±0.06

2.27±0.06

2.33±0.06

1.87±0.12

1.97±0.12

2.13±0.15

1.87±0.06

1.90±0.10

D/d

1.37±0.18efg

1.58±0.15de

1.59±0.17de

1.62±0.13cd

1.68±0.16bcd

1.66±0.15cd

1.37±0.12efg

1.21±0.13g

1.71±0.20bcd

1.63±0.04cd

† 同列小写字母不同表示差异显著（P<0.05）。
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源性达 100%，确定为 Meyerozyma caribbica。

2.3　生长曲线

为进一步评估菌株的工业应用潜力，结合其生长特

性分析发现，单宁酶活力与菌株的增殖效率呈现协同效

应。由图 5 可知，乳杆菌属菌株（Y1、Y20、Y22）在液态培

养体系中表现出更优的环境适应性：接种后 5 h 进入指数

增殖期，18~22 h 达到最大生物量（OD600 nm 分别为 1.36，

1.36，1.34），其快速增殖可能与高效的单宁酶系统加速碳

源代谢有关。相比之下，酵母菌 Y3 的单宁酶活力略低

（4.16 U/mL），但其在 20 h 即进入衰退期（OD600 nm=0.85），

表示其代谢模式可能更依赖胞内储存物质而非持续底物

利用［21］。表明乳杆菌属菌株凭借高酶活力与快速增殖的

协同优势，更适合高密度发酵工艺；而 Y3 的阶段性高效

图 3　单宁降解菌株菌落和细胞显微形态

Figure 3　Colony and microscopic morphology of tannin-

degrading strains

图 4　菌株 Y1、Y3、Y20、Y22 的系统发育树

Figure 4　Phylogenetic tree of Y1， Y3， Y20 and Y22 strains

表 3　筛选得到的菌株结果

Table 3　Strains obtained after screening

菌株

Y1

Y3

Y20

Y22

属

乳植杆菌属（Lactiplanti‐

bacillus）

季 也 蒙 迈 耶 氏 酵 母 属

（Meyerozyma）

乳植杆菌属（Lactiplanti‐

bacillus）

乳植杆菌属（Lactiplanti‐

bacillus）

种

植物乳植杆菌（Lactiplan‐

tibacillus plantarum）

卡 利 比 克 迈 耶 氏 酵 母

（Meyerozyma caribbica）

植物乳植杆菌（Lactiplan‐

tibacillus plantarum）

植物乳植杆菌（Lactiplan‐

tibacillus plantarum）

小写字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 2　不同菌株的单宁酶酶活力结果

Figure 2　Tannase activity of strains
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代谢特性，或可适配于短周期发酵体系（如果酒酿造），通

过阶段性单宁降解提升产物品质。

2.4　抗氧化活性分析

微生物细胞壁的完整性可能限制其内部抗氧化成分

的释放或与外界的接触，因此破壁处理是研究胞内代谢

产物及其抗氧化机制的有效手段，有助于揭示细菌或酵

母菌在氧化胁迫下的生理反应。由图 6 可知，乳杆菌属菌

株 Y1、Y20、Y22 虽表现出较高的单宁酶活力，但其抗氧

化作用呈现典型的“胞外主导型”。破壁后菌株的羟自由

基清除率增幅极低，Y1、Y20、Y22 分别增加了 1.43%，

2.28%，0.68%，表明其抗氧化作用主要依赖于胞外代谢物

（如有机酸/多糖）的持续分泌。此现象与单宁酶介导的代

谢机制一致，高酶活力加速单宁水解生成游离酚酸（如没

食子酸），同时菌株通过胞外代谢维持还原性物质的稳定

积累［22］，然而乳杆菌胞内抗氧化物质（如超氧化物歧化

酶、谷胱甘肽）贡献有限，致使羟自由基清除率增幅不足

2.5%，表明其代谢网络侧重胞外抗氧化防御［23］。

酵母菌 Y3 呈现独特的“胞内外协同型”抗氧化机制，

其单宁酶活力为 4.16 U/mL，虽略低于乳杆菌属菌株，但

在 羟 自 由 基 清 除 能 力 上 优 势 显 著 ：破 壁 后 清 除 率 从

43.92% 提升至 66.43%，增幅达 22.51%。这一差异可能源

于破壁后胞内超氧化物歧化酶、谷胱甘肽等抗氧化成分

的高效释放，显著提升了活性氧清除效率［24］。在超氧阴

离子自由基清除能力方面，Y20 破壁后清除率从 80.01%

降至 68.84%，降幅达 13.9%，而 Y3 未破壁细胞上清液清除

率达 95.25%，破壁后仍保持 94.04%，稳定性显著优于乳

杆菌属菌株。研究表明，Y3 分泌的胞外抗氧化成分（如低

相对分子质量抗氧化肽或硫氧还蛋白）具有强效稳定

性［25］，而乳杆菌胞外代谢物可能因破壁导致的理化环境

改变而部分失活［26］。

DPPH 自由基清除试验显示，Y3 未破壁时清除率为

24.25%，分别为 Y1、Y20、Y22 的 2.2，2.4，2.3 倍；破壁后 Y3

小写字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 6　菌株破壁前后的抗氧化能力

Figure 6　Antioxidant capacities of strains before and after wall disruption

图 5　菌株的生长曲线

Figure 5　Growth curves of strains
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的 DPPH 自由基清除率降至 20.59%，仍高于乳杆菌（如

Y20 破壁后下降 20.9%~7.98%）的。表明乳杆菌抗氧化主

要依靠胞外代谢物，而 Y3 具备胞内成分快速释放和胞外

成分持久防御的双重特性［25］。铁离子还原能力测试中，

乳杆菌属菌株 Y1、Y20、Y22 的完整细胞上清液对铁离子

的还原能力（Y20 最高吸光度为 0.730 7）在破壁后仅下降

0.19%，而 Y3 破壁后吸光度从 0.722 4 降至 0.660 6，降低

了 8.55%，这一现象反映了酵母胞内还原性辅酶系统（如

NADH/NADPH）可能在细胞破裂后存在失活现象。这种

显著差异揭示了不同微生物在应对氧化应激时进化出的

独特防御策略，酵母作为真核微生物依赖区室化保护还原

物质，而乳杆菌作为原核生物可能通过结构修饰和组成型

防御来维持氧化还原稳态乳杆菌则持续分泌至胞外。

酵母通过其独特的抗氧化防御机制展现出显著优于

乳杆菌的抗氧化效能，这一优势主要源于其细胞内外的

协同抗氧化体系。在胞内，酵母富含谷胱甘肽、超氧化物

歧化酶和过氧化氢酶等关键抗氧化成分，这些物质能高

效清除自由基并阻断氧化链式反应；而在胞外，酵母细胞

壁中的 β-葡聚糖和甘露糖蛋白等成分构成了稳定的物理

屏障，不仅能直接捕获环境中的活性氧，还能通过信号传

导激活细胞内的抗氧化通路。

2.5　胆盐耐受能力

耐胆盐菌株具有抑制肠道致病菌的关键能力［27］，通

过牛胆盐胁迫试验可筛选出具备潜在抑菌功能的菌株。

由图 7 可知，经 4 h 0.2% 浓度胆盐胁迫后，Y3 菌株存活率

达 75.37%，显著高于其他 3 株菌的最高值（66.78%）。此

外，Y3 菌株在 0.2% 胆盐浓度下表现存活率峰值与 Y20、

Y22 菌株在 4 h 呈现“低抑高促”现象，本质是其进化出的

适应性策略激活菌株的应激保护机制，这一异常响应可

能与低浓度胆盐激活菌株膜转运系统、高浓度下诱导应

激蛋白表达的毒力调控机制相关［28］。从浓度梯度响应来

看，随着胆盐浓度升高至 0.3%，各菌株在 12 h 的存活率总

体呈下降趋势。Y3 菌株的衰减幅度最小，存活率仅下降

7.2%，显著低于 Y1 和 Y22 菌株。在时间维度上，所有菌

株在 0.3% 胆盐浓度下 12 h 的存活率均高于 4 h，其中 Y3

菌株的存活率增幅最为显著，从 69.73% 提升至 110.0%，

增加了 57.7%。12 h 后不同浓度梯度下菌株耐受性层级

高度一致（Y3＞Y1＞Y20＞Y22），特别是在 0.2% 胆盐浓

度下，Y3 是唯一存活率＞100% 的菌株。其卓越的时间增

益系数（在 0.3% 胆盐浓度下，12 h 与 4 h 的比值为 1.58）以

及浓度稳定性（12 h 存活率仅下降 7.2%）表明，Y3 可能通

过胞内储能物质积累或细胞膜成分重构（如增加饱和脂

肪酸比例），降低胆盐对细胞结构的损伤。因此，菌株在

应对胆盐胁迫过程中会激活抗氧化防御机制，提高抗氧

化能力［29］，这一结果印证了 Y3 较突出的抗氧化能力。

2.6　降胆固醇能力

发酵微生物降胆固醇能力关系到其益生效果的发

挥，是筛选和应用发酵微生物时需要重点关注的特性之

一。一些发酵微生物在降胆固醇过程中，可能会改善肠

道微生物群落的组成和功能，增强肠道屏障功能，减少有

害物质的产生和吸收，进一步维护人体健康［30］。由图 8 可

知，4 株受试菌株均表现出优异的胆固醇降解能力。其

小写字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 7　菌株耐胆盐能力

Figure 7　Bile salt tolerance of strains

图 8　菌株降解胆固醇能力

Figure 8　Cholesterol-degrading capacity of strains
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中，Y1 菌株在标准培养基中培养 48 h 后，胆固醇去除率达

49.24%，展现了其高效的自主降解性能。这一效率接近

于植物乳杆菌 NF4［31］依赖益生元协同的去除率（55.8%），

也高于在模拟肠道条件下胆固醇同化率为 44.4% 的双歧

杆菌 BPL1［32］。其余 3 株菌株（Y3、Y20、Y22）的去除率

均＞45% 且波动范围小，表明该菌株能通过自身代谢稳

定发挥降胆固醇作用。菌株的降胆固醇能力与其耐胆盐

能力的关系存在菌种差异，表现为：植物乳杆菌（Y1、

Y20、Y22）的耐胆盐能力与降胆固醇能力呈强正相关，即

耐胆盐性越强（如 Y1），降解胆固醇效率越高；而酵母菌

（Y3）的耐胆盐能力最强（在 0.3% 胆盐中长期存活率表现

优异），但降胆固醇能力（46.52%）却弱于部分植物乳杆菌

（如 Y1 和 Y20），与文献［33］报道的假丝酵母 DZ018 的结

果近似。这一差异表明，胆盐水解酶活性、细胞膜吸附能

力以及代谢调控等，可能在微生物降解胆固醇过程中具

有决定性作用［34-35］。

2.7　溶血性试验

由图 9 可知，经血琼脂培养基培养后，4 株菌（Y1、Y3、

Y20、Y22）菌落周围既无透明圈也无绿色圈，未产生溶血

作用，为 γ-溶血。结果表明，3 株乳酸菌与 1 株酵母菌菌株

均无强致病性［36］。

2.8　药敏试验

由表 4 可知，Y1、Y20、Y22 3 株乳杆菌均对哌拉西林、

红霉素和青霉素呈敏感或中度敏感。值得注意的是，同

种细菌或真菌的不同菌株对同一种抗菌药物的敏感程度

存在差异［37］，因此 Y1 对万古霉素和氯霉素表现出耐药

性，而 Y20、Y22 为中度敏感；Y1 对头孢噻肟表现为中度

敏感，而 Y20、Y22 为耐药。从作用机制来看，哌拉西林

（β-内酰胺类抗生素）可以通过干扰细菌细胞壁的合成发

挥杀菌作用；红霉素是大环内酯类抗生素，通过与细菌核

糖体 50S 亚基结合抑制蛋白质合成，进而产生抑菌或杀菌

作用；青霉素［38］则通过与转肽酶结合，阻止细胞壁的主要

成分肽聚糖的交联，导致细菌细胞壁结构完整性受损，从

而引起细菌吸水膨胀并最终裂解死亡。基于上述机制，

部分乳酸菌株的生长受到抑制，表现为菌落形成减少和

生长速度减缓。因此，3 株细菌对这类抗生素较为敏感。

酵母菌株 Y3 对所有抗生素均呈现出耐药性，与冯东华

等［37］对于酵母菌耐药性测试结果一致。Stirke 等［39］研究

表明，酵母菌因具有较厚的细胞壁，可在一定程度上阻碍

抗生素进入内部，此外，酵母菌可能通过调节细胞膜的通

透性降低抗生素对自身的毒性。

3　结论

从多源样本出发，基于特定培养基筛选出单宁降解

菌，成功分离得到 3 株植物乳杆菌（Y1、Y20、Y22）与一株

卡利比克迈耶氏酵母 Y3，并深入探究其潜在益生功能。

结果表明，酵母菌株 Y3 具有抗氧化酶系、细胞壁结构及

代谢产物等方面的天然优势。抗氧化评估表明，其细胞

上清液对超氧阴离子自由基的清除效果显著，破壁细胞

对羟自由基与 DPPH 自由基的清除能力也优于乳酸杆菌，

且在各组试验中，两类样本（胞外上清液与胞内提取物）

的清除率均显著高于最低值组 20%。该菌株对胆盐耐受

力较强、存活率较高（118.50%），且在抗生素敏感性测试

中呈现固有耐受特性。尽管其胆固醇降解效率（46.52%）

略低于其他测试菌株，但优异的抗氧化性能与胆盐耐受

性使其在食品发酵领域更具应用潜力。在发酵特性方

面，Y3 能够有效利用葡萄糖、蔗糖和麦芽糖等碳源，并可

与酿酒酵母协同作用，在果酒发酵过程中促进苹果酸降

图 9　溶血试验结果

Figure 9　Results of hemolytic test

表 4　根据抑菌圈直径对菌株的抗生素耐药性分析†

Table 4　Antibiotic susceptibility analysis for strains based 

on the diameters of the inhibition zones

抗生素

头孢噻肟

哌拉西林

万古霉素

红霉素

四环素

环丙沙星

庆大霉素

头孢曲松

卡那霉素

左氧氟沙星

头孢他啶

链霉素

青霉素

氯霉素

Y1

++
+

+++
++

+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++

+
+++

Y3

+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++

Y20

+++
+

++
++

+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++

++
++

Y22

+++
+

++
++

+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++

++
++

 † +表示敏感，++表示中度敏感，+++表示耐药。
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解，显著提升发酵液的可滴定酸含量和抗氧化物质水平。

安全性评估显示该菌株无溶血活性，符合食品级微生物

的基本要求。但目前研究仅限实验室，缺乏中试及产业

化数据，益生机制解析不足。未来需优化培养体系，结合

多组学技术探究益生机制，评估菌株在动物模型及人体

中的安全性和有效性。
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