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不同菌种组合 Mozzarella干酪成熟过程中水溶性 

提取液的抑菌及抗氧化活性研究 
 

马玲 1，彭登峰 1，李慧 1，王晓闻 1，刘会平 2 

（1.山西农业大学食品科学与工程学院，山西太谷 030801） 

（2.天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 300457） 

摘要：为研究不同的菌种组合及不同的成熟期对 Mozzarella 干酪成熟过程中形成的水溶性抑菌、抗氧化物质的影响，采用无菌

蒸馏水作为提取溶剂，采用滤纸片法对水溶性提取液抑制大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌、霉菌以及酵母的特性进行了测

定。同时对提取液在体外对 DPPH 自由基的清除率、提取液的还原力进行了测定，提取液对老鼠体内的抗氧化特性也进行了测定。

结果表明：提取液的抑菌、抗氧化效果随菌种、成熟时间的不同而不同，对细菌的抑制效果好于真菌。AB+LH 组合Mozzarella干酪

在成熟 60 d 时提取液的抑菌效果均好于其它组合Mozzarella干酪，成熟 40 d的 AB+LA 组合Mozzarella干酪提取液对DPPH 清除率

最大为 67.76%，成熟 50 d 的AB组合Mozzarella干酪提取液的还原力最大为 1.23，提取液在小鼠体内也具有一定的抗氧化活性。 
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Abstracts: In order to determine the influence of various starter strains and ripening periods on the formation of antibacterial and antioxidant 

materials in water soluble extracts for Mozzarella cheese, activities of antibacterial for E.coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, yeast and mould 

were detected by filter paper dispersion method. DPPH scavenging rate, reducing power in vitro and the antioxidant in vivo were also investigated. The 

results indicated: the antibacterial and antioxidant property of extracts changes with strains and ripening stages exhibited stronger inhibition against 

bacteria than fungi, extracts of cheese with AB+LH ripening 60 days showed higher bacterial inhibition than the other cheeses, cheese with AB+LA 

ripening 40 days demonstrated highest scavenging rate of DPPH and the inhibition value was 67.76%, cheese with AB ripening 50 days displayed 

greatest reducing power of 1.23, the extracts also have antioxidant in vivo. 
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干酪成熟过程中的蛋白质特别是酪蛋白（主要包

括 αs1、αs2、β、κ 酪蛋白），在经过牛奶中固有的纤

溶酶、残留的凝乳酶和发酵剂和非发酵剂微生物产生

的蛋白分解酶的作用下可形成一系列可溶性生物活性

肽，这些肽非常易于被人体消化吸收，而其中一部分

多肽具有抑菌、ACE 抑制和抗氧化的功能
[1~3]

。近年

来有关干酪中来源于酪蛋白生物活性肽的生理功能引

起了国内外学者的广泛关注和研究。Pritchard 发现，  
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不同来源的 Cheddar 干酪其提取液的抑菌、抗氧化、

ACE抑制特性不同，而提取液中不同分子量的肽类其

功能特性也不同[4]。Rizzello 研究发现，不同原料奶、

不同发酵剂、不同加工技术和成熟期的意大利干酪中

水溶性提取物对革兰氏阳性和阴性菌具有很广的抑菌

谱，最低抑菌浓度为 20~200 µg/mL，并对相应抑菌肽

的氨基酸序列做了分析[5]。Meira 等对巴西南部和乌拉

圭的牛奶干酪水溶性生物活性肽的抗氧化、抑菌和降

血压功能进行了研究，发现 Roquefort 干酪水溶性提

取液具有很高的抗氧化和 ACE 抑制特性，不同类型

Feta 干酪的抗氧化活性（ABTS）为 32%~45%，所有

干酪水溶性提取液具有很高的 ACE抑制活性[1]。国内
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主要是通过对酪蛋白或乳清蛋白的酶解而获得抑菌或

具有一定抗氧化活性的功能肽。董晓斌等研究得出，

10%乳清蛋白复原乳在 37 ℃、初始 pH 6.8、接种量

4%条件下发酵 24 h，其产物对 DPPH自由基的清除率

为 66.95%
[6]
。毛学英等发现，碱性蛋白酶酶解产物清

除 DPPH自由基活力显著高于其它酶的酶解产物，第

7 h 酶解产物的清除活力显著高于其它水解时间点的

样品，其水解度、三氯乙酸氮溶解指数和蛋白质回收

率均较高，且酶解产物中短肽段的含量较高[7]。郁晓

盼等优化了凝乳酶水解牛乳酪蛋白制备抗氧化肽的最

佳酶解工艺条件，在最佳条件下酶解液对 DPPH清除

率为 79.41%
[8]
。海芹等采用胰蛋白酶在合适的条件下

对干酪素酪蛋白进行水解，经超滤获得了分子质量

<3000 u 的对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌具有很强的

抗菌作用的组分[9]。 

然而对不同菌种组合下 Mozzarella 干酪水溶性提

取液的抑菌和抗氧化特性鲜有报道，本研究特别加入

瑞士乳杆菌作为发酵剂，此外，本研究还对提取液的

体内抗氧化特性进行了研究，为阐明不同菌种及不同

成熟期 Mozzarella 干酪水溶性提取液的功能特性提供

理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

新鲜牛乳，来源于山西农业大学牧站，密度

1.030g/mL，干物质 11.05%，蛋白含量 3.03%，酪蛋

白含量 2.27%，将脂肪标准化至 3.0%，使 C/F（酪蛋

白:脂肪）=0.76。 

1.2  菌种 

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus（唾液

链球菌嗜热亚种）A、Lactobacillus delbrueckil subsp. 

bulgaricus（保加利亚乳杆菌德氏亚种）B、Lactobacillus 

acidophilus（嗜酸乳杆菌）LA，Lactobacillus helveticus

（瑞士乳杆菌）LH，山西农业大学食品科学与工程学

院畜产品实验室保存。 

大肠杆菌(E.coli)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aereus)、酵母菌(yeast)

和黑曲霉(mould)，来源于山西农业大学食品科学与工

程学院食品质量与安全实验室。 

1.3  试剂 

三氯乙酸、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、无水甲醇，

天津市科密欧化学试剂有限公司；氯化铁、铁氰化钾

(K3Fe(CN)6)，天津市化学试剂三厂；二苯代苦味酰肼

自由基(DPPH)、D-半乳糖，Sigma 公司；凝乳酶Stamix 

1150，CHR HANSEN 生产，活力为 15000 RU/g。 

1.4  主要仪器设备 

自制干酪槽（加工量为 2 L），干酪刀，干酪模具，

培养皿。SHB-Ⅲ循环水式多用真空泵，郑州长城科工

贸有限公司；TDL-台式离心机，上海安亭科学仪器厂；

电热恒温水浴锅，上海医疗器械五厂；电子天平，北

京赛多利斯仪器系统有限公司；电热恒温鼓风干燥箱，

上海新苗医疗器械制造有限公司；HPP-9272电热恒温

培养箱，北京东联哈尔仪器制造有限公司；单式真空

包装机，温州市鼎力包装机械制造有限公司；超净工

作台，北京东联哈尔仪器制造有限公司；756紫外-可

见分光光度计，上海光谱仪器有限公司。 

1.5  试验方法 

1.5.1  Mozzarella 干酪的制作 

原料乳过滤、标准化（脂肪标准化到 3.0%，使 C:F=0.76）

→巴氏杀菌（63 ℃，30 min）→冷却（至 36 ℃）→加发酵剂

（发酵 30 min 左右）→调整酸度（取 10 mL牛奶加入 1~2 滴

酚酞溶液，用 0.1 mol∕L NaOH 溶液滴定来测定酸度，酸度要在

21~22 ºT，如果酸度不够要加入乳酸调整酸度）→加凝乳酶（添

加由 1%食盐水配成的 1%的凝乳酶溶液）→凝乳（30 min左右）

→切割→加热收缩（温度由 36 ℃缓慢升到 38 ℃）→排乳清（pH

值 6.3）→堆酿（pH 值 5.25）→加盐揉合（加盐量为 1.8%）→

热烫、拉伸→冷却→真空包装→成熟（4 ℃） 

干酪 AB 为加入 1%由 A:B=1:1 组成的混合发酵

剂所 制成的干酪 ，干 酪 AB+LA 为 加 入 1%

（A+B）:LA=1:1 混合发酵剂所制成的干酪，干酪

AB+LH 为加入 1%（A+B）:LH=1:1 混合发酵剂所制

成的干酪。按原料乳量的 1%加入 A和 B组成的混合

发酵剂，比例 1:1，记为干酪 AB；按原料乳量 0.5%

加入 A和 B组成的混合发酵剂和 0.5% LA的发酵剂，

记为干酪 AB+LA。按原料乳量0.5%加入 A和 B组成

的混合发酵剂和 0.5% LH 的发酵剂，记为干酪

AB+LH。 

1.5.2  Mozzarella干酪水溶性提取液的制备[4~5] 

分别准确称取不同菌种组合的 Mozzarella 干酪各

30 g，然后加入 100 mL无菌蒸馏水，充分研磨后放置

在 40 ℃的水浴中以 100 r/min 搅拌1 h，弃去上层脂肪

和下层干酪小球，然后以 4000 r/min 离心 30 min，上

清液用旋转蒸发仪减压浓缩呈黏稠状，用少量无菌蒸

馏水溶解即为水溶性提取液。 

1.5.3  抑菌性试验[10~14] 
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提取液抑菌能力的测定采用滤纸片法。取供试菌

种，活化后用无菌水配成含菌数10
6
 cfu/mL的菌悬液，

震荡均匀。无菌操作。取 1 mL 各种菌悬液，与相应

固体培养基制成含菌平皿。用打孔器打成直径为 6 mm

的圆形滤纸片，灭菌，放入提取液中浸泡 2 h，然后置

于含菌平皿。等距 4 片，37 ℃培养 24 h，测定抑菌圈

直径，取平均值作为结果。 

1.5.4  Mozzarella 干 酪 水 溶 性 提 取 液 对

DPPH·清除能力的测定 

DPPH·（1,1-苯基-2-苦肼自由基）清除能力方法

参照 Yamaguchi等[15~17]的报道略作改进。样液为水溶

性提取液，DPPH·浓度为 0.125 mM。在试管中分别加

入 0.5 mL样液和 1 mLDPPH·溶液充分振摇后放于暗

处在室温下反应 30 min，然后于 517 nm 处测定吸光

值。并测 0.5 mL样液加 1.5 mL甲醇的吸光值作对照，

用 1 mL DPPH·溶液加等体积的甲醇作空白，测定时用

无水甲醇调零。按照下列公式计算样品对 DPPH·的清

除能力。 

1001%/DPPH
0








 


A

AA b
清除率  

注：A-样液与 DPPH·试剂混合液的吸光值；Ab-样液与空

白溶剂混合液的吸光值；A0-DPPH·试剂与空白溶剂混合液的吸

光值。 

1.5.5  Mozzarella 干酪水溶性提取液还原能力

的测定[15~16] 

取水溶性提取液各 1 mL，分别加入 0.2 mL磷酸

缓冲液（PBS，pH 6.6，0.2 mol/L）和 0.5 mL 1% (m/V) 

K3Fe(CN)6 于试管中，混匀，在 50 ℃水浴中反应 20 

min，用流水速冷，而后加入 1 mL的三氯乙酸（10%，

m/V）混匀，在3000 r/min 下离心 10 min，取上清液

1.5 mL，加0.2 mL新配的 FeCl3 (0.1%，m/V)和 3 mL

蒸馏水摇匀后，以蒸馏水调零，在 700 nm 处检验溶

液的吸光度。溶液的吸光度越高，还原能力越强。 

1.5.6  提取液的体内抗氧化活性[18~19] 

来自于山西医科大学健康的昆明种雌性小鼠110

只，初始体重20~25 g，随机分成11组，即正常对照组，

衰老模型组，不同成熟期成熟40 d、50 d、60 d的3种干

酪提取液灌胃组9组，剂量为2 mL/d，对照组与衰老模

型组给予等量生理盐水。除对照组外，其余各组每d颈

背部皮下注射5% D-半乳糖0.2 mL/d，对照组皮下注射

等量的生理盐水。半乳糖与提取液均连续给药45 d，实

验末日禁食16 h后摘眼球采血，分离血清，采用羟胺法、

DTNB法和硫代巴比妥酸法分别测定血清组织中SOD、

GSH-Px活性和MDA含量。 

 

1.6  数据处理 

采用 Excel 作图，采用 SPSS 软件进行方差分析

和多重比较，结果以 x s 表示。 

2  结果与讨论 

2.1  提取液对大肠杆菌的抑制作用 

 

图 1 提取液对大肠杆菌的抑菌效果 

Fig.1 Antibacterial of extract for E .coli 

由图 1 可以看出，不同菌种组合下的 Mozzarella

干酪成熟 40 d、50 d、60 d 时的水提取液对大肠杆菌

都有抑制作用，且抑菌圈直径随着成熟时间的延长而

增大，在成熟 60 d时抑菌圈直径达最大，差异达显著

水平（P<0.05）。而 AB+LA组合 Mozzarella 干酪的抑

菌圈直径在成熟 60 d 时大于 AB 和 AB+LH 组合

Mozzarella 干酪，达到 1.98 cm，但三者差异不显著

（P>0.05）。 

2.2  提取液对枯草芽孢杆菌的抑制作用 

 

图 2 提取液对枯草芽孢杆菌的抑菌效果 

Fig.2 Antibacterial of extract for Bacillus subtilis  

由图 2 可以看出，AB 组合 Mozzarella 干酪在成

熟 40 d、50 d、60 d 时其水提取液对枯草芽孢杆菌的

抑制效果变化不大，且其抑菌效果相对较差。而

AB+LA组合 Mozzarella 干酪在成熟 40 d 时的水提取 
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液对枯草芽孢杆菌的抑菌效果最好，随着成熟时间的

延长抑菌效果下降。AB+LH 组合 Mozzarella 干酪水

提取液的抑菌圈直径随着成熟时间的延长而增大，且

AB+LH 组合 Mozzarella 干酪在不同成熟时间抑菌圈

直径都显著（P<0.05）大于 AB 和 AB+LA 组合

Mozzarella 干酪。 

2.3  提取液对金黄色葡萄球菌的抑制作用 

 

图 3 提取液对金黄色葡萄球菌的抑菌效果 

Fig.3 Antibacterial of extract for Staphylococcus aureus 

由图 3 可以看出，不同菌种组合下的 Mozzarella

干酪在成熟 40 d、50 d、60 d时的水提取液对金黄色

葡萄球菌都有抑制作用，且抑菌圈直径随着成熟时间

的延长而增大，在成熟 60 d时抑菌圈直径达最大，差

异达显著（P<0.05）。而 AB+LH组合 Mozzarella 干酪

的抑菌圈直径在成熟 60 d 时大于 AB和 AB+LH组合

Mozzarella 干酪，达到1.72 cm，但三者之间差异不显

著（P>0.05）。 

2.4  提取液对酵母菌的抑制作用 

 

图 4 提取液对酵母菌的抑菌效果 

Fig.4 Antibacterial of extract for yeast 

由图 4 可以看出，不同菌种组合下的 Mozzarella

干酪在成熟 40 d、50 d、60 d 时的水提取液对酵母菌都

有一定抑制作用，但抑菌圈直径较小，说明提取液对

酵母菌的抑制效果较差，且抑菌圈直径差异均不显著

（P>0.05）。 

2.5  提取液对霉菌的抑制作用 

 

图 5 提取液对霉菌的抑菌效果 

Fig.5 Antibacterial of extract for mould 

由图 5 可以看出，AB和 AB+LA组合 Mozzarella

干酪水提取液对霉菌的抑菌圈直径较小，而 AB+LH

组合 Mozzarella 干酪水提取液对霉菌的抑菌圈直径随

成熟时间的延长而增大，到 60 d 时最大为 1.46 cm。

AB+LH 组合 Mozzarella 干酪水提取液对霉菌的抑菌

圈直径显著大于同一成熟期另外两种干酪（P<0.05）。

本研究发现水溶性提取液对细菌的抑制效果好于真

菌，与报道的 Nisin 对革兰氏阳性菌的抑制效果好于

革兰氏阴性菌以及霉菌、酵母相似。 

2.6  提取液对 DPPH 的清除率 

 

图 6 提取液对 DPPH的清除率 

Fig.6 DPPH scavenging rate of cheese extract 

从图 6 分析可知，提取液对 DPPH均有一定程度

的清除，不同菌种组合的 Mozzarella 干酪在不同的成

熟期其清除 DPPH 的能力不同。AB 组合 Mozzarella

干酪水提取液对 DPPH清除率随成熟时间的延长先增

大后降低，AB+LH和 AB+LA组合 Mozzarella 干酪水

提取液对 DPPH清除率随成熟时间的延长均降低。AB

组合 Mozzarella 干酪水提取液在成熟 50 d 时清除

DPPH的能力最大为37.8165%，显著高于其它成熟期

提取液对 DPPH 的清除力（P<0.05）。而 AB+LA 和

AB+LH 组合 Mozzarella 干酪水提取液在成熟 40d 时
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对 DPPH清除率最大，分别达到 67.7571%、37.0184%，

显著高于其它成熟期（P<0.05）。 

2.7  提取液还原能力的测定 

 

图 7 提取液还原力的测定 

Fig.7 Determination for reducing capacity of cheese extract 

从图 7 分析可知，不同的菌种组合 Mozzarella 干

酪的水提取液在不同的成熟期其还原能力不同。AB

组合 Mozzarella 干酪水提取液的还原能力随成熟时间

的延长先增大后降低，与对 DPPH清除率的变化一致。

AB+LA 组合 Mozzarella 干酪水提取液的还原能力随

成熟时间的延长先增大后降低。 AB+LH 组合

Mozzarella 干酪水提取液的还原能力随成熟时间的延

长降低。成熟50 d 时 AB组合干酪水提取液的还原能

力最大为 1.228。成熟 50 d 时 AB 和 AB+LA 组合

Mozzarella 干酪提取液还原力显著高于其它成熟期

（P<0.05），而 AB+LH组合 Mozzarella 干酪在整个成

熟过程中提取液的还原力差异不显著（P>0.05）。 

2.8  提取液对小鼠体内 MDA、SOD、GSH-Px

含量的影响 

表 1 不同菌种组合干酪水溶性提取液对小鼠 MDA(nmol/ml)含

量的影响 

Table 1 Effect of cheese extract on content of MDA i n plasma of 

mice 

成熟期 40 d 50 d 60 d 

对照 231.6±19.67b 

模型 283.43±22.17 

AB 266.41±23.82 251.73±16.34a 271.24±20.04 

AB+LA 246.41±21.82a 261.32±21.33 281.01±22.12 

AB+LH 272.89±25.08 238.10±22.12b 285.07±26.57 

注：a 表示与模型组比较差异显著（P<0.05），b 表示与

模型组比较差异极显著（P<0.01）,下同。 

 

 

表 2 不同菌种组合干酪水溶性提取液对小鼠 SOD(U/ml)含量的

影响 

Table 2 Effect of cheese extract on content of SOD in plasma of 

mice 

成熟期 40d 50d 60d 

对照 381.6±29.35b 

模型 303.43±32.28 

AB 316.41±26.91 350.09±26.36b 321.24±31.11 

AB+LA 365.41±30.26b 331.52±31.15 320.01±32.60 

AB+LH 345.47±31.17a 358.13±28.52b 324.07±28.71 

表 3 不同菌种组合干酪水溶性提取液对小鼠 GSH-Px（U/ml）含

量的影响 

Table 3 Effect of cheese extract on content of GSH-Px in plasma of 

mice 

成熟期 40d 50d 60d 

对照 171.52±24.33 

模型 153.21±21.73 

AB 189.38±17.25a 159.73±14.24 191.33±21.13a 

AB+LA 206.24±23.28b 173.28±20.26 160.62±18.92 

AB+LH 162.39±21.14 148.10±19.37 181.17±22.14 

由表 1~3 可以看出，与正常对照组相比，衰老模

型组小鼠血清中 MDA含量极显著升高（P<0.01），而

SOD 含量极显著降低（P<0.01）、GSH-Px 含量降低但

差异不显著（P>0.05）。成熟 50 d 的 AB 菌种组合干

酪、成熟40 d 的 AB+LA菌种组合干酪提取液组与衰

老模型组相比 MDA含量显著降低（P<0.05），而成熟

50 d 的 AB+LH 菌种组合干酪提取液组 MDA 含量极

显著低于衰老模型组（P<0.01）。成熟 50 d 的 AB 菌

种组合干酪、成熟 40d 的 AB+LA 菌种组合干酪、成

熟 50 d 的 AB+LH菌种组合干酪的水溶性提取液组与

模型组相比SOD 含量极显著升高（P<0.01）。成熟 40 

d 的 AB+LH 菌种组合干酪的水溶性提取液组与模型

组相比 SOD 含量显著升高（P<0.05）。说明特定菌种

组合、成熟特定时间干酪的水溶性提取液对衰老小鼠

血清中的 SOD 活性具有增强作用。成熟 40 d、60 d

的 AB 菌种组合干酪的水溶性提取液组与模型组比较

GSH-Px 含量显著升高（P<0.05），而成熟 40 d AB+LA

菌种组合干酪的水溶性提取液组与模型组相比

GSH-Px 含量极显著升高（P<0.01）。 

研究报道乳清蛋白发酵后形成的乳清蛋白肽和

酪蛋白酶解后形成的酪蛋白肽具有体内抗氧化活性
[18~19]，本研究中提取液的成分也是在发酵剂和凝乳酶

的作用下形成的肽类物质，其在小鼠体内具有一定的 
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抗氧化性与前人的结果相似。另外，研究表明，干酪

成熟过程中以及蛋白酶解过程产生的肽只有在特定的

水解程度下才表现出抗氧化等功能特性，酶解不够或

过度其产物的抗氧化活性都不是最高[20~22]。不同成熟

期干酪中蛋白质水解程度不同，本研究发现特定菌种

组合 Mozzarella 干酪在成熟特定时间体外抗氧化活性

高于其它成熟期，也进一步证明这一结果。不同菌种

组合 Mozzarella 干酪水溶性提取液的抑菌能力和抗氧

化活性随成熟期、菌种的组合不同而不同，可能因不

同乳酸菌所产生的胞内、胞外蛋白酶、肽酶对蛋白质

的水解广度和深度随成熟时间的不同有所不同，也可

能与不同的菌种组合其产生酶系的量以及酶的释放方

式与作用方式不同有关，也可能与提取液的组成及提

取液中的菌群组成有关。M.A 从 Armada 干酪中分离

到 31 株乳酸菌，其中的 4 株菌在排除有机酸和过氧化

氢后经扩散法试验表明对指定的其它 14 株菌有抑制

作用[23]。也有研究发现发酵食品及干酪中分离到的发

酵剂和非发酵剂菌种具有一定的抗氧化活性[21, 24]。本

研究尽管没有对提取液中的肽类和氨基酸的组成情况

进行研究，也没有对提取液中的菌群组成进行分析，

但不同菌种组合不同成熟期干酪提取液中抗氧化活性

不同，结合前人的研究结果，表明不同菌种组合不同

成熟期干酪提取液中存在肽类和氨基酸，而且肽类的

组成及氨基酸的疏水程度存在差异，提取液中的菌群

的组成也不尽相同，具体的情况需要进一步做细致、

深入的研究。 

3  结论 

不同菌种组合的 Mozzarella 干酪在不同的成熟期

其水溶性提取液抑菌效果不同，对细菌的抑制效果好

于真菌。AB+LH组合 Mozzarella 干酪在成熟 60 d 时

水溶性提取液的抑菌效果均好于其它组合 Mozzarella

干酪，成熟40 d 的 AB+LA组合 Mozzarella 干酪水溶

性提取液对 DPPH 清除率最大为 67.76%，成熟 50 d

的 AB 组合 Mozzarella 干酪水溶性提取液的还原力最

大为 1.23，提取液也具有体内抗氧化活性。 
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