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罗伊氏粘液乳杆菌 K07 的生物学特性及其基因分析

黄志钰，黎旭*，李幸，金庭飞，陶纯长，刘宗争

（广东益可维生物技术有限公司，广东广州 510630）

摘要：从新疆昭苏县传统发酵乳酪中分离出 2 株罗伊氏粘液乳杆菌（编号 K07、K08），对 2 株菌的生长和产

酸性能、耐酸耐胆盐、模拟胃肠道的耐受、产罗伊氏菌素能力和抗氧化活性进行了评估；此外还测定了 2 株菌的抑

菌性能并对 K07 菌株进行基因分析。结果表明，2 株菌均在培养 12 h 后进入对数生长末期，发酵终点 pH 值为 4.45。

K07 对酸、胆盐和模拟胃肠道的耐受及抗氧化能力强于 K08。pH 值 2.50 处理 4 h，K07 存活率为 73.27%。0.15% 胆

盐胁迫下 K07 菌株 OD600 nm 上升 0.3 个单位需 5.50 h，模拟胃肠道试验 K07 的存活率为 74.13%。两株菌的无细胞提

取物抗氧化活性高于完整细胞，其中 K07 无细胞提取物对 DPPH 自由基和羟自由基的清除率为 42.39%、15.69%，

还原力 17.96%。K07 产罗伊氏菌素量为 183.05 mmol/L 显著高于 K08，且 K07 抑菌性能较好，对白色念珠菌和无乳

链球菌的抑菌圈直径为 22.20 mm、18.26 mm。K07 基因组全长 1 950 440 bp，预测蛋白质编码基因 2 067 种，GC 含

量为 38.69%。研究结果显示罗伊氏粘液乳杆菌 K07 具有良好的益生特性，为后续产业化应用提供理论依据。
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Abstract: Two strains of Limosilactobacillus reuteri (K07, K08) were isolated from traditional fermented cheese of 

Zhaosu County, Xinjiang Province. The growth, acid production, acid tolerance, bile salt tolerance, tolerance to simulated 

gastrointestinaltract , reuterin-producing capacity and antioxidant activity of the two strains were evaluated. In addition, 

the bacteriostatic performance of two strains was determined and genetic analysis of the K07 strain was performed. The 

results showed that both strains entered the late logarithmic growth phase after 12 hours of culture, and the endpoint pH 

of fermentation was 4.45. K07 exhibited stronger tolerance to acid, bile salt and the simulated gastrointestinal tract as well 

as higher antioxidant ability than K08. The survival rate of K07 was 73.27% after the treatment at pH 2.50 for 4 h. For the 

K07 strain, it took 5.50 hours for the OD600 nm to increase by 0.3 units under the stress of 0.15% bile salt. The survival rate of 

K07 in the simulated gastrointestinal test was 74.13%. The antioxidant activities of the cell-free extracts of the two strains 

were higher than those of the intact cells, with the scavenging rates of the cell free extracts of K07 for DPPH free radicals 
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世界卫生组织（WHO）和联合国粮农组织

（FAO）在 2002 年将益生菌定义为以活的形式足量

摄取，对宿主健康有益的微生物。这些微生物必须

无毒性、致病性，能够耐受胃酸及胆盐，并且在肠

道中定殖 [1] 。根据最新的分类学，罗伊氏粘液乳杆

菌属于粘液乳杆菌属，是存在于人体及动物胃肠道

中的常见菌株 [2] ，具有优越的益生功能，可以抑制肠

道中病原菌的生长 [3] ，缓解由菌群失调而引起的慢

性便秘等症状 [4] ，此外还能有效缓解疝气的发生 [5-7] 。 
有研究表明，罗伊氏粘液乳杆菌可以分解甘油产生

罗伊氏菌素。罗伊氏菌素由不同形态的 3- 羟基丙醛

（3-HPA）混合物组成，是一类非蛋白，具有水溶

性的细菌素，能够抑制多种致病菌，抑菌活性不受

蛋白酶的影响 [8,9] 。当前在蔬菜保鲜、乳制品发酵、

肉制品保藏及青贮饲料发酵等方面都有罗伊氏菌素

的良好应用 [10-13] 。罗伊氏粘液乳杆菌在体外能够有

效清除自由基，具有较好的抗氧化能力 [14] ，在蛋雏

鸡饲粮中添加罗伊氏粘液乳杆菌可以提高机体抗氧

化能力 [15] 。当前已有公司基于罗伊氏粘液乳杆菌研

发出能够改善人与动物机体健康的生物制剂。

新疆作为我国最大面积的省级行政单位，区域

内少数民族众多，同时具有多样的地形地貌，特别

是区别于平坦的草原牧场，新疆的高山牧场位置偏

远且牧民仍保留着传统的游牧方式与制作多种发

酵乳制品的传统，为其区域内传统发酵乳制品中的

微生物建立了一道物理屏障，蕴含着宝贵且丰富的

微生物资源。本文以新疆伊犁哈萨克自治州昭苏县

哈萨克族传统发酵乳酪中分离出的 2 株罗伊氏粘液

乳杆菌 K07、K08 为研究对象，对其生长特性、耐

酸耐胆盐性能、抑菌、抗氧化及产罗伊氏菌素能力

进行研究，并对性能良好的 K07 菌株进行全基因

测序与分析，为 K07 菌株的应用产品开发提供研

究支撑。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 实验菌株

菌株：2 株罗伊氏粘液乳杆菌 K07、K08 分离

自新疆伊犁哈萨克自治州昭苏县传统乳酪，现分别

保存于中国普通微生物菌种保藏管理中心和广东益

可维生物技术有限公司研发中心菌种库。其中 K07
保藏号为 CGMCC No.15703，K08 保藏号为 YKW-
Lr08。

指示菌：白色念珠菌 ATCC 10231、无乳链球菌

ATCC 12386 购买自广东微生物菌种保藏中心。

1.1.2 试剂

氢氧化钠、盐酸，国药集团化学试剂有限公司；

抗坏血酸、铁氰化钾、甲苯、过氧化氢，上海麦克

林生化科技有限公司；邻 -菲罗琳、丙烯醛、牛胆盐、

DPPH、三氯乙酸、L- 色氨酸、PBS 缓冲液，上海索

莱宝生物科技有限公司；MRS 培养基，青岛海博生物。

1.2 仪器与设备

Delta 320s 型 pH 计，美国 Mettler-Toledo 公司；

JB-FY-900 型超净台，苏州佳宝净化工程设备有限

公司；5417R 型高速冷冻离心机，金坛市医疗仪器

厂；LDZX-30KBS 立式压力蒸汽灭菌器，上海申安

医疗器械厂；多功能酶标仪，美国 BioTek 仪器有限

公司；SPX-150B-Z 型生化培养箱，苏州江东精密仪

器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 培养基配制

按说明书称取 MRS 培养基，定容后调节 pH
值至 6.20。固体培养基中加入 20 g/L 的琼脂粉，

and hydroxyl free radicals were 42.39% and 15.69%, respectively. with the reducing power being17.96%. The amount of 

reuterin produced by K07 was 183.05 mmol/L, which was significantly higher than that of K08. Also, K07 exhibited better 

antimicrobial performance. The diameters of inhibition zones for Candida albicans and Streptococcus agalactiae were 22.20 

mm and 18.26 mm, respectively. The full length of K07 genome was 1 950 440 bp, with 2067 predicted protein coding 

genes. The content of GC was 38.69%. The research results showed that Limosilactobacillus reuteri K07 had good probiotic 

properties, which provides a theoretical basis for subsequent industrial applications.

Key words: Limosilactobacillus reuteri; prebiotic properties; genetic analysis
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121 ℃灭菌 15 min。
LB 培养基：按 NaCl 10 g/L，胰蛋白胨 10 g/L，

酵母提取物 5 g/L 配制，定容后调 pH 值至 7.40。固

体培养基加 20 g/L 琼脂粉，121 ℃灭菌 15 min。

1.3.2 菌株的准备

取保藏于 -80 ℃的罗伊氏粘液乳杆菌 K07、
K08 甘油管，用接种环取一环进行平板划线，培养

48 h 后挑取单菌落于 5 mL MRS 液体培养基中，活

化 2 次后，培养菌液至 OD600 nm=1（约 109 CFU/mL） 
作为试验种子液备用。

1.3.3 生长及产酸特性

按体积分数 2% 接种罗伊氏粘液乳杆菌种子液

于 MRS 液体培养基中，37 ℃培养，每隔 2 h 测定

菌液 OD600 nm 值和 pH 值，连续测 48 h。每隔 2 h 测

定两株菌液中的活菌数，24 h 后每隔 6 h 测定一次

活菌数，测定至 48 h 结束。

1.3.4 耐酸能力评价

参考王腾斌等 [16] 方法加以改进，配制含质量

分数 0.20% 硫代乙醇酸钠的 MRS 液体培养基，用

0.1 mol/L 盐酸调节培养基 pH 值至 2.50、3.50、4.00
和 6.50。接种体积分数 2% 罗伊氏粘液乳杆菌种子

液至调酸的培养基中，37 ℃静置培养 0、1、2、3
和 4 h 后进行活菌计数，计算存活率。

A=
B
C ×100% （1）

式中：

A——处理后菌株的存活率，% ；

B——处理后的活菌数，log CFU/mL ；

C——处理前的活菌数，log CFU/mL。

1.3.5 胆盐耐受性评价

参考高云云等 [17] 方法加以改进，取种子液以体

积分数2%接种量接种于含质量分数0、0.15%、0.30%
及 0.40% 牛胆盐的 MRS 液体培养基（含质量分数

0.20%硫代乙醇酸钠）中。记录菌液OD600 nm上升 0.3
个单位的时间，观察各实验组菌液生长情况与滞后

时间。

1.3.6 胃肠道模拟耐受评价

参考 Guo 等 [18] 的方法，配制人工胃液与肠液。

根据史晓萌等方法，综合评估食物在胃肠道内停留

的时间，选择在 pH 值 3.00 的人工胃液中处理 3 h
后进行活菌计数，取胃液处理后的菌液接种于 pH
值 8.00 的人工肠液中再处理 6 h 进行计数，存活率

计算同 1.3.4。

1.3.7 抑菌能力评价

1.3.7.1 指示菌菌悬液的制备

同方法 1.3.2 制备指示菌种子液，按 2% 体积分

数接种至 LB 液体培养基中，使得初始菌液浓度为   
107 CFU/mL，备用。

1.3.7.2 益生菌发酵上清液的制备

将罗伊氏粘液乳杆菌种子液以体积分数 2% 接

种到 MRS 液体培养基中，37 ℃静置培养 24 h 后，      
5 000 r/min 离心 10 min，收集上清液并用 0.22 μm
的滤膜过滤收集滤出液，备用。

1.3.7.3 牛津杯实验

取 100 μL 指示菌液，均匀涂布在 LB 平板上，

用无菌镊子在培养基表面均匀放置牛津杯。吸取

100 μL 上清液至牛津杯中，每个样品重复三次。实

验完毕后将平板放入 4 ℃冰箱内 3 h，再移入 37 ℃
恒温箱内，培养 24 h 后取出，用游标卡尺测量抑菌

圈直径。

1.3.8 抗氧化能力评价

1.3.8.1 完整细胞与无细胞提取物的制备

取 1.2.2 中 培 养 的 菌 液，4 ℃，5 000 r/min， 
10 min 离去上清液，用 pH 值 7.20 的 0.02 mol/L 
PBS 缓冲液洗涤 3 次，重悬菌体使 OD600 nm 为 1.00。
重悬菌液一组作为完整细胞进行试验，一组超声破

碎处理（总功率 750 W，破碎效率 75%，工作 6 s 间
歇 3 s，4 ℃处理 5 min），结束后 4 ℃，10 000 r/min 
离心 15 min，镜检上清液至无完整细胞，可进行抗

氧化试验。

1.3.8.2 DPPH 自由基清除能力

参考黄玉军等 [19] 方法，在 517 nm 处测定样品

的 DPPH 自由基清除率。计算公式如下：

W1=（1-
A1-A2

A0
）×100% （2）

式中：

W1——测定样品的 DPPH 自由基清除率，% ；

A0——1 mL 的 DPPH 溶液 +1 mL 无水乙醇的吸光度；

A1——1 mL 的 DPPH 溶液 +1 mL 样品的吸光度；

A2——1 mL 的无水乙醇 +1 mL 样品的吸光度。

1.3.8.3 羟自由基清除能力

参考 Zhang 等 [20] 的方法进行羟自由基清除率实

验与计算。计算公式如下：
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W2=
As-Ap

Ab-Ap
×100% （3）

式中：

W2——测定样品的羟自由基清除能力，% ；

Ab——用 1 mL 蒸馏水替代 1 mL H2O2 作为空白组在

OD536 nm 的吸光度；

As——用 1 mL 待测样品替代 1 mL 蒸馏水在 OD536 nm 的

吸光度；

Ap——用 1 mL 20 mmol/L H2O2 代替待测样品在 OD536 nm 

的吸光度。

1.3.8.4 罗伊氏粘液乳杆菌的还原力

取 0.5 mL 待测样品，参照杨静秋 [21] 方法进行菌

株还原力的测定。计算公式如下：

W3=
Ae-Ad

Ad
×100% （4）

式中：

W3——测定样品的还原力，% ；

Ae——处理后测定样品在 OD700 nm 的吸光度；

Ad——PBS 代替待测样品在 OD700 nm 的吸光度。

1.3.9 罗伊氏菌素的测定

1.3.9.1 细胞的制备

接种体积分数 6% 的罗伊氏粘液乳杆菌种子

液至 10 mL MRS 液体培养基的试管中，用矿物油

2 mL 封液，37 ℃静置培养 24 h。培养后的菌液

5 000 r/min 离心 10 min，pH 值 7.00 磷酸缓冲液冲

洗 1 次，收集湿细胞（20~140 g 湿重 /L）。

1.3.9.2 罗伊氏菌素的制备

将收集的罗伊氏粘液乳杆菌湿细胞转移至装

有 7 mL 无菌甘油溶液的离心管中，37 ℃培养 2 h，
进行罗伊氏菌素转化合成。转化后的菌液 4 ℃，

5 000 r/min 离心 10 min，取上清液在 4 ℃以下保存。

1.3.9.3 罗伊氏菌素的测定

参考 Circle 等 [22] 的方法使用丙烯醛 - 色氨酸比

色法测定罗伊氏菌素的浓度，用丙烯醛标准品配置

成 0~1 mmol/L 溶液，绘制标准曲线，37 ℃下避光

保温 20 min 后检测 OD560 nm 值。得到线性回归方程

为 y=0.259 9x-0.022 4，R2=0.992 4。

1.3.9.4 基因组测序及分析

委托生工生物工程（上海）股份有限公司对

K07 菌株在 MGI DNBSEQ-T7 平台上进行全基因

组二代 Illumina 测序，并进行基因注释和分析。使

用 FastQC v0.11.2 对测序的原始数据进行质量评

估，通过 Trimmomatic v0.36 对 Illumina 测序数据

进行质量剪切，得到相对准确的有效数据。使用

SPAdes v3.5.0 拼接二代测序数据。采用 GapFiller 
v1.11 填补空白。利用 PrInSeS-G v1.0.0 进行序列矫

正。基因蛋白序列与基因预测和注释是使用 Prokka 
v1.10 和 NCBI（National Center for Biotechnology 
Information）的 NR 数据库（http://ncbi.nlm.nih.gov/） 
生成的。

1.3.9.5 耐药基因分析

使用 BLAST v 2.2.28 把基因蛋白序列与抗生素耐

药性综合数据库（CARD）（https://card.mcmaster.ca/）
进行比对，把基因和其相对应的耐药功能注释信息

结合起来，得到注释结果，预测抗生素耐药性基因。

1.3.9.6 碳水化合物活性酶分析

碳水化合物活性酶的分析使用 HMMER3 v3.1b1
软件将基因集蛋白序列与 CAZy（Carbohydrate- 
Active enZYmesDatabas）数据库（http://www.cazy.org） 
进行比对，得到其对应的碳水化合物活性酶注释信

息。筛选条件为 E-value ＜1e-5。

1.3.10 数据处理

采用 SPSS 软件对试验数据进行统计分析，利

用 Origin 软件制图。各项指标结果以“平均值 ±

标准差”（mean±SD）表示，采用 t 检验，P＜0.05
视为显著性差异，具有统计学意义。

2  结果与讨论

2.1 生长曲线

乳酸菌发挥益生作用，需要在指定的环境中

快速生长繁殖，成为优势菌群。因此生长速度是乳

酸菌益生特性的筛选条件之一。罗伊氏粘液乳杆菌

K07、K08 的生长曲线如图 1 所示。两株菌的生长趋

势相近，0~2 h 为生长延滞期，菌体浓度变化缓慢， 
OD600 nm 值与菌液中的活菌数变化不大。3~12 h 时进

入对数生长期，菌体生长速率和新陈代谢加快，呈快

速上升趋势，菌液中活菌数上升约 2 个数量级；12 h 
时进入菌株生长稳定期，菌体浓度相对稳定，菌液

中活菌数维持在 9.80 lg CFU/mL。有研究表明，猪源

罗伊氏粘液乳杆菌 GL001 在生长 8 h 后进入对数期，

16 h 后进入稳定期 [23] ，说明不同来源的菌株生长速

率不同，菌株 K07 相对来说能够更快达到高活菌数。
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图 1  罗伊氏粘液乳杆菌的生长曲线

Fig.1 Growth curve of Limosilactobacillus reuteri

注：（a）OD600 nm 变化；（b）活菌数变化。

2.2 产酸性能

图 2  罗伊氏粘液乳杆菌pH值变化

Fig.2 Change in pH of Limosilactobacillus reuteri

乳酸菌在生长代谢过程中会产生有机酸，可以

降低胃肠道的 pH，同时抑制致病菌的生长。通常

来说，产酸能力强的乳酸菌具有更好的应用空间。

罗伊氏粘液乳杆菌 K07、K08 在生长过程中的产酸

性能与生长趋势相同。如图 2 所示，在菌体生长延

滞期，菌液 pH 值变化不明显。2~12 h 期间，菌液

pH 值快速下降，pH 值从 6.30 降至 4.45 左右，菌体

进入对数生长期，迅速消耗碳源并产生大量有机酸；

12~48 h 期间菌液 pH 值无明显变化，此时菌体生长

代谢速率变缓，进入稳定期。菌液 pH 值变化情况

与菌体密度变化趋势一致。产酸性能与李婷的研究

结果相似，均在对数期菌液 pH 值快速下降，且最

终菌液 pH 值在 4.50 左右 [23] 。

2.3 耐酸能力

随着食品微生物应用范围的扩大，乳酸菌的耐

酸能力成为筛选理想益生菌株的条件之一。由图 3
可以看出，罗伊氏粘液乳杆菌 K07 较 K08 具有更优

的耐酸能力。在 pH 值 2.50 条件下处理 4 h，菌株

K07 存活率为 73.27%，K08 存活率为 63.31%，K07
菌株存活率显著高于 K08（P＜0.05）。有研究者从

健康婴儿粪便中分离到几株罗伊氏粘液乳杆菌，pH
值 2.00 处理 4 h 后，菌株 GH211-4 和 GH319-13 表

现出良好的存活率 [3] ，说明部分罗伊氏粘液乳杆菌

对酸有较好的耐受能力，可以适应酸性食品发酵条

件或在人体胃肠道中发挥益生作用。

图 3  罗伊氏粘液乳杆菌耐酸性能 

Fig.3 Acid resistance of Limosilactobacillus reuteri 

注：（a）K07 ；（b）K08。

2.4 胆盐耐受性

若想在人体中发挥益生功效，益生菌除了要有

较强的耐酸性能外，还需要耐受小肠胆盐形成的高

渗环境。因此对两株罗伊氏粘液乳杆菌的胆盐耐受
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性进行评估。由图 4 可知，菌株 K07 对胆盐的耐

受能力良好。在 0.15% 牛胆盐环境中，与对照组相

比，K07 菌液 OD600 nm 上升 0.3 个单位，生长滞后约 
1 h。而菌株 K08 在 0.15% 牛胆盐环境中，生长受

到严重抑制，与对照组相比，生长至 7.5 h 时，菌液 
OD600 nm 仅上升约 0.15 个单位，菌株 K08 对胆盐的

耐受性较差。Popović 等 [24] 研究发现罗伊氏粘液乳

杆菌 B2 在 0.3% 牛胆盐环境中的存活率为 37%，张

如春等 [25] 测定了狐源罗伊氏粘液乳杆菌 ZJF036 在

0.2% 和 0.4% 胆盐 MRS 培养基中 OD600 值的变化情

况，与对照组相比，培养 6 h 的 0.2% 胆盐 MRS 培

养液 OD600 值显著下降约 0.4 个单位，与本研究结

果相近，说明胆盐会影响罗伊氏粘液乳杆菌的生长，

但部分菌株对胆盐的耐受性良好。

图 4  罗伊氏粘液乳杆菌胆盐耐受性结果 

Fig.4 Bile salt tolerance evaluation of 

Limosilactobacillus reuteri

注：（a）K07 ；（b）K08。

2.5 模拟人工胃肠道耐受性

由耐酸及耐胆盐结果可知，两株菌的耐受性

差异较大。通过测试两株菌在人工胃肠道模拟环

境中的耐受情况，进一步评估两株菌的综合耐受

能力。

如图 5 所示，菌株 K07 经人工胃液处理 3 h 
后 存 活 率 为 86.13%， 显 著 高 于 K08 存 活 率

81.45%（P＜0.05）。经胃液处理 3 h，肠液处理

6 h 后，K07 存活率为 74.13%，显著高于 K08 存

活率 60.85%（P＜0.05）。史晓萌等 [26] 通过对植物

乳杆菌 CICC 6238、嗜酸乳杆菌 NCFM 和鼠李糖

乳杆菌 HN001 进行胃肠道模拟试验，发现它们的

最终存活率分别约为 61.50%、79.40%、77.40%。

对比可知，本研究的 K07 菌株具有相对良好的胃

肠道耐受能力。

图 5  罗伊氏粘液乳杆菌胃肠道模拟耐受性

Fig.5 Simulated gastrointestinal tolerance of 

Limosilactobacillus reuteri

注：字母表示两株菌在相同处理条件下的存活率具有显

著性差异（P＜0.05）。

2.6 抑菌能力

能够在健康人体中引发妇科疾病的致病菌主要

为白色念珠菌跟无乳链球菌。外阴阴道念珠菌病是

一种常见的炎症性妇科疾病，通常是由于口服避孕

药、怀孕、糖尿病或使用广谱抗生素治疗导致。约

80%~90% 的外阴阴道念珠菌病是由白色念珠菌引

起的。由临床数据结果表明，无乳链球菌是新生儿

发病和死亡的主要感染性致病菌。无乳链球菌能够

引发多种妇科感染，包括绒毛膜羊膜炎、子宫内膜

炎及产褥期败血症等。因此研究益生菌对这 2 株妇

科致病菌的抑菌能力很有必要。

由牛津杯实验结果可知，菌株 K07 较 K08 对

白色念珠菌和无乳链球菌的抑制效果更好，且差

异显著 （P＜0.05）。菌株 K07 对白色念珠菌的抑

菌圈直径可达 22.20 mm，对无乳链球菌的抑菌直

径可达 18.26 mm。苏艳君等 [27] 发现海洋源长枝木

霉菌 ST-27 的发酵产物二氯甲烷萃取物对无乳链球
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菌 ATCC12386 的抑菌圈直径接近 30 mm。姜林娟

等 [28] 采用琼脂抑菌试验测试了植物乳植杆菌、鼠李

糖乳酪杆菌和罗伊氏粘液乳杆菌对白色念珠菌的抑

制情况，结果表明 3 株益生菌对白色念珠菌的抑制

效果良好，均能达到 90% 以上。以上结果跟本研究

结果相似，说明益生菌及其代谢产物对白色念珠菌

和无乳链球菌有良好的抑制效果。

表 1  罗伊氏粘液乳杆菌对致病菌的抑菌效力

Table 1 Bacteriostatic effect of Limosilactobacillus reuteri 
pathogenic bacteria

菌株
抑菌圈直径 / mm

白色念珠菌 无乳链球菌

K07 22.20±0.65b 18.26±0.20b

K08 19.28±1.03c 14.12±0.98c

阳性对照 30.86±0.48a 30.06±0.22a

阴性对照 × ×

注：字母表示不同实验组对同一株致病菌抑制效力具有

显著性差异（P＜0.05）。“×”表示抑菌圈直径≤8 mm。

2.7 抗氧化能力

乳酸菌的抗氧化能力当前已得到明确验证，但

具体作用机制尚不明确 [29] 。通过对 K07 与 K08 菌株

抗氧化能力分析发现，K07 具有较强的 DPPH 自由

基清除能力，其完整细胞与无细胞提取物对 DPPH
自由基的清除能力分别可以达到 32.51% 和 42.39%。

解文利等 [30] 测试了从四川传统泡菜中分离出的乳酸

菌对 DPPH 自由基的清除能力，其中完整细胞组

及无细胞提取物组对 DPPH 自由基的清除率均在

15% 左右。刘少敏 [31] 研究发现商业菌种嗜酸乳杆菌

NCFM 及植物乳杆菌 ATCC 14917 的菌体对 DPPH
自由基的清除率分别为 22.60% 和 38.00%。对比发

现，K07 具有较强的 DPPH 清除能力。

此外菌株 K07 的羟自由基清除率及还原力也强

于 K08。K07 和 K08 菌株的无细胞提取物羟自由基

清除率和还原力分别为 15.69%、17.96% 和 14.56%、

15.35%。

有研究者对自然发酵的东北酸菜和人源乳酸菌

进行了羟自由基清除能力及还原力评估，通过对比

发现，无细胞提取物具有更强的羟基自由基清除能

力 [32,33] ，与本试验结果一致。K07 与 K08 菌株的无

细胞提取物整体抗氧化能力强于完整细胞组，且

K07 菌株情况整体优于 K08。

图 6  罗伊氏粘液乳杆菌抗氧化能力评价

Fig.6 Ealuation of antioxidant capacity for 

Limosilactobacillus reuteri

注：字母表示两株菌在相同状态下的抗氧化能力具有显

著性差异（P＜0.05）。

2.8 罗伊氏菌素含量

部分罗伊氏粘液乳杆菌能够产生罗伊氏菌素，

该物质具有良好的抗菌活性，在食品及养殖领域均

有一定的应用。经测定 K07 与 K08 菌株均能产生一

定的罗伊氏菌素，且含量分别为 183.05 mmol/L 和

113.05 mmol/L。有研究者发现，处于初期稳定期

的罗伊氏粘液乳杆菌细胞内的甘油脱水酶活力最

强，此时转化甘油生产罗伊氏菌素的产量最高 [34] 。

Bell 等 [35] 发现罗伊氏粘液乳杆菌产生的罗伊氏菌素

在肠道内能够有效降低结肠癌的发生，保障肠道健
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康。Lüthi-Peng 等 [36] 研究发现，罗伊氏粘液乳杆菌 
ATCC 53608 转化 200 mmol/L 的甘油，可以生成

约 170 mmol/L 的罗伊氏菌素，与本研究的 K07 菌

株产罗伊氏菌素的能力相近，说明 K07 菌株具有

产业化应用的潜质。

图 7  罗伊氏菌素含量

Fig.7 The content of reuterin

注：字母表示两株菌产罗伊氏菌素的能力具有显著性差

异（P＜0.05）。

2.9 全基因组分析

利用全基因组测序可以对相关菌株的遗传信

息、生理功能和代谢途径有更深入的了解。因此

对生长性能等各方面表现良好的罗伊氏粘液乳

杆菌 K07 菌株进行全基因组测序。由表 2、3 可

知，罗伊氏粘液乳杆菌 K07 菌株的基因组全长

1 950 440 bp，预测蛋白质编码基因 2 067 种，可

进行功能注释的基因 1 922 种，GC 含量 38.69%。

K07 的基因组信息与已经报道的罗伊氏粘液乳杆

菌标准菌株 DSM 20016 的基因组信息相符，该

标准株基因组全长 1 999 618 bp，包含 1 900 种基

因，GC 含量为 38.9% [37] 。赵玉杨对母乳中分离出

的罗伊氏粘液乳杆菌 B1-27 进行了全基因组测序，

发现共含有 2 024 个基因，总长为 1 759 164 bp， 
编码基因长度为 2 017 551 bp，占全基因组的

87.19%，结果与罗伊氏粘液乳杆菌 K07 的测序结果

相近。当前已公布全基因组的罗伊氏粘液乳杆菌约

有 12株，基因组大小在 1 900 000~2 950 000 bp之间，

GC 含量在 39% 左右 [38] 。通过对比可知，K07 菌株

符合罗伊氏粘液乳杆菌的特征。

2.9.1 耐药基因分析

评判一株菌是否能作为益生菌使用，需要进行

安全性评估。细菌产生耐药性，通常是由基因突变

或者通过获得耐药基因，在表达后对相应的药物产

生耐药性 [39] 。使用 BLAST（v 2.2.28）将 K07 基因

蛋白序列与 CARD 数据库进行比对。从表 4 可以看

到，K07 菌株预测到的抗性基因蛋白总个数为 25
个，占基因蛋白总数的 1.30%。预测结果发现 K07
菌株主要对达托霉素、林可霉素、氨基香豆素和氟

喹诺酮类抗生素有抗性。Alayande 等 [40] 对罗伊氏粘

液乳杆菌 PNW1 进行了耐药基因检测，发现其具有

对林可酰胺和四环素的耐药基因。Egervarn 等 [41] 对

罗伊氏粘液乳杆菌和植物乳值杆菌中的耐药基因进

行测定，发现罗伊氏粘液乳杆菌具有四环素和红霉

素的耐药基因。研究表明，绝大多数的罗伊氏粘液

乳杆菌携带有四环素类的耐药基因，而 K07 菌株经

耐药基因预测分析后，发现其不含四环素类抗性

基因。有研究者对植物乳杆菌 JDM1 的全基因组

序列进行分析，共发现 51 个抗性基因，且这些基

因大都不可转移 [42] 。以上结果与本研究结果相似，

说明从自然界分离到的乳酸菌菌株，部分会含有

少量的抗性基因，但相对稳定。

表 2  罗伊氏粘液乳杆菌K07的基因组拼接结果

Table 2 Genome splicing results of Limosilactobacillus reuteri K07

总测序长度 / bp 拼接序列全长 / bp 未知碱基数目 拼接序列平均长度 / bp N50 长度 / bp 总 GC 含量 / % 拼接序列总数

6 190 988 1 950 440 81 18 228.41 33 181 39 107

表 3  罗伊氏粘液乳杆菌K07的基因组预测结果

Table 3 Genomic prediction results of Limosilactobacillus reuteri K07

编码蛋白的基因
数目

编码蛋白的
基因长度 / bp

编码蛋白的
基因占比 / %

编码蛋白平均
基因长度 / bp GC 含量 / % rRNA 数目

可注释基因
数目

2 067 1 713 713 87.86 829.08 38.69 5 1 922
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表 4  耐药基因预测结果分析

Table 4 Analysis of drug resistance gene prediction results

耐药类别 耐药基因 耐药机制

达托霉素

cls（2）、pgsA、
mprF

改变细胞外膜
通透性

rpoC 靶位结构改变

恩酰菌素、粉霉素、
莫西霉素、利福霉素

EF-Tu 靶位结构改变

磷霉素 murA（2） 靶位结构改变

氨基香豆素、
氟喹诺酮类

gyrB、parE 靶位结构改变

氟喹诺酮类 parC、gyrA、arlR 靶位结构改变

氨基香豆素 alaS 酶修饰

林可霉素 lmrB、lsaA（2） 外排泵

甲氧苄啶 dfrA3 靶位结构改变

多重耐药 mdtG 外排泵

大环内酯类 macB（2） 外排泵

万古霉素 vanRM、vanRF 靶位结构改变

链霉素 rpsL 靶位结构改变

利福霉素 rpoB 靶位结构改变

注：耐药基因括号内数字表示基因数目，未标注表示数

目为 1。

2.9.2 碳水化合物活性酶分析

碳 水 化 合 物 活 性 酶（Carbohydrate Active 
Enzymes，CAZymes）参与了复杂碳水化合物和糖复

合物的组装与分解 [43] ，大部分来源于微生物和无脊

椎动物。使用 HMMER3 将 K07 基因集蛋白序列与

CAZy 数据库进行比对，由图 8 可知，K07 菌株中糖

基转移酶（Glycosyl Transferases，GTs）和糖苷水

解酶（Glycoside Hydrolases，GHs）含量较多，与

安晓娜对 34 株罗伊氏粘液乳杆菌的 5 大类碳水化

合物活性酶分析结果一致，其中 GT 家族主要负责

糖苷键的形成，GH 家族主要负责水解或重排糖苷

键，且 K07 菌株与安晓娜分析的 34 株罗伊氏粘液

乳杆菌均不含多糖裂解酶（Polysaccharide Lyases，
PLs）。由表 5 可知，罗伊氏粘液乳杆菌 K07 的 GT
家族中 GT2、GT4 数量相对较多，分别有 11 和 7
个。GT2 和 GT4 主要编码蔗糖合酶与纤维素合酶等

酶类，跟蔗糖、脂多糖和纤维素合成有关。GH 家

族中的 GH73 数量最多，有 4 个，主要负责编码溶

菌酶类物质，跟细菌的抑菌能力有关 [44] 。本研究的

罗伊氏粘液乳杆菌 K07 与安晓娜分析的 11 株来源

于发酵食品的罗伊氏粘液乳杆菌的编码碳水化合物

活性酶的基因预测结果类似，且 K07 菌株也分离自

发酵产品，故推测相同环境分离的菌株为同源 [39] 。

图 8  CAZy功能分类图

Fig.8 Function classification diagram of CAZy

表 5  罗伊氏粘液乳杆菌K07的GTs和GHs家族数量

Table 5 Numbers of GTs and GHs family for 
Limosilactobacillus reuteri K07

CAZy 家族 数量 类别

GT2 11

GT

GT4 7

GT8 1

GT19 2

GT28 2

GT32 1

GT41 2

GT51 2

GH2 2

GH

GH4 1

GH8 1

GH13 2

GH25 2

GH36 2

GH42 1

GH43 1

GH53 1

GH65 1

GH73 4

GH109 1

3  结论

本文从新疆昭苏县传统发酵乳酪中分离出两株

罗伊氏粘液乳杆菌 K07、K08，对它们的益生特性

研究发现，跟菌株K08相比，K07在各方面表现优异。

K07 菌株生长速度快，产酸耐酸性能良好，能够耐
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受模拟胃肠道环境的胁迫，存活率可达 74.13% ；对

白色念珠菌和无乳链球菌的抑制能力强于 K08 菌株，

K07 对两株致病菌的抑菌圈直径分别为 15.79 mm 和

19.31 mm。抗氧化活性方面，K07 的无细胞提取物

对 DPPH 自由基清除率达到 42.39%，羟自由基清

除率为 15.69%，还原力为 17.96%。基因测序显示

K07 基因全长 1 950 440 bp，预测到的抗性基因蛋

白总个数为 25 个，占基因蛋白总数的 1.30%，对达

托霉素、林可霉素等有一定的抗性；菌株中 GTs 和
GHs 含量相对丰富。综上所述，罗伊氏粘液乳杆菌

K07 具有优良的益生特性，为菌株应用及其产品开

发提供了研究支撑。
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