
微生物学通报 Aug. 20, 2024, 51(8): 3041−3058 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.240114 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  Copyright ©2024 Microbiology China All Rights Reserved 

                           

资助项目：国家重点研发计划(2018YFC1604103) 
This work was supported by the National Key Research and Development Program of China (2018YFC1604103). 
*Corresponding author. E-mail: congren@jiangnan.edu.cn 
Received: 2024-02-09; Accepted: 2024-03-31 

研究报告 

高产 γ-氨基丁酸短乳杆菌 D17 的水解燕麦乳发酵

特性及安全性评估 

周利平 1，刘志豪 1，向金凤 1，万新冉 3，余峰 3，严海菊 3，任聪*1,2,3，徐岩 1,2,3 

1 江南大学 生物工程学院 酿造微生物学与应用酶学研究室，江苏 无锡 214122 
2 中国轻工业微生物组学与生态酿造技术重点实验室，江苏 无锡 214122 
3 江南大学-广东健力宝股份有限公司联合研究中心，广东 佛山 528100 
 

周利平, 刘志豪, 向金凤, 万新冉, 余峰, 严海菊, 任聪, 徐岩. 高产 γ-氨基丁酸短乳杆菌 D17 的水解燕麦乳发酵特性及安全

性评估[J]. 微生物学通报, 2024, 51(8): 3041-3058. 
ZHOU Liping, LIU Zhihao, XIANG Jinfeng, WAN Xinran, YU Feng, YAN Haiju, REN Cong, XU Yan. Fermentation 
characteristics and safety evaluation of high-yield gamma-aminobutyric acid-producing Lactobacillus brevis D17 on hydrolyzed 
oat milk[J]. Microbiology China, 2024, 51(8): 3041-3058. 

摘  要：【背景】短乳杆菌(Lactobacillus brevis) D17 作为一株传统发酵食品来源的高产 γ-氨基丁酸

(gamma-aminobutyric acid, GABA)菌株，评估其发酵特性和安全性具有重要意义。【目的】研究短

乳杆菌 D17 的发酵特性和安全性，为进一步开展益生功能研究奠定基础。【方法】基于 MRS 培养

基和燕麦乳发酵试验评估菌株的发酵特性；通过将 D17 全基因组序列与毒力因子数据库(virulence 
factor database, VFDB)和耐药基因数据库(comprehensive antibiotic resistance database, CARD)进行

比对，分析评估该菌株毒力因子和抗生素抗性基因的存在情况；抗生素药敏试验评估菌株的抗生素

敏感性；小鼠毒理试验评估菌株的体内安全性。【结果】短乳杆菌 D17 能很好地发酵燕麦乳，乳酸

产量能达到 MRS 培养基的 82.5%，并且能利用燕麦乳中的内源谷氨酸产生 480 mg/L GABA，能明

显改善燕麦乳的风味特征；短乳杆菌 D17 无致病的毒力因子和抗生素抗性基因，虽然存在一些固

有的抗生素抗性，但无可转移的抗生素耐药性风险；短乳杆菌 D17 能定殖于小鼠肠道，对小鼠不但

无致病性，而且还对小鼠血清指标、肠道菌群具有一定的改善作用。【结论】短乳杆菌 D17 具有良

好的植物基基质发酵潜能且为安全菌株，体现了其良好的益生潜能。 
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Abstract: [Background] It is of great significance to evaluate the fermentation characteristics 
and safety of Lactobacillus brevis D17, a high gamma-aminobutyric acid (GABA)-producing 
bacterium from fermented grains for the production of Chinese liquor. [Objective] To 
investigate the fermentation characteristics and evaluate the safety of L. brevis D17, laying a 
foundation for further assessment of probiotic properties. [Methods] The MRS medium and 
hydrolyzed oat milk were used to study the fermentation characteristics of strain D17. The 
whole genome sequence of D17 was compared with the virulence factor database (VFDB) and 
the comprehensive antibiotic resistance database (CARD) to assess the presence of virulence 
genes and antibiotic resistance genes. The antibiotic susceptibility profile of L. brevis D17 was 
established by antibiotic susceptibility tests. The toxicological test in mice was carried out to 
assess the in vivo safety of L. brevis D17. [Results] L. brevis D17 showcased good fermentation 
performance on oat milk, with the lactate production reaching 82.5% of that in the MRS 
medium. Moreover, it produced 480 mg/L GABA from the glutamate in oat milk. Additionally, 
L. brevis D17 improved the flavor profile of oat milk. L. brevis D17 did not carry virulence 
genes or antibiotic resistance genes. Despite inherent antibiotic resistance, D17 strain had no 
risk of resistance transfer. L. brevis D17 colonized the mouse intestine without causing any 
disease or death. Moreover, it exerted positive effects on serum indicators and gut microbiota in 
mice. [Conclusion] L. brevis D17 showcased strong potential for fermentation of plant-derived 
substrates and was confirmed to be safe, demonstrating significant probiotic properties. 
Keywords: Lactobacillus brevis; plant-derived substrate; fermentation performance; antibiotic 
resistance; safety evaluation 
 

乳酸菌(Lactobacillus)是一类产乳酸、不产

芽孢、低 G+C 含量、兼性厌氧或厌氧的革兰氏

阳性菌，在食品发酵和益生菌制品生产中具有

广泛用途[1-2]。近年来，将乳酸菌应用于植物基

发酵，以改善植物基的风味和口感并增强益生

能力，在食品发酵领域受到越来越多的关注与

重视[3-4]。例如，一些由豆类制成的植物性饮料

通常具有苦味和豆腥味，经乳酸菌发酵后，豆

类产品中的脂肪和蛋白质等物质被分解，消除

了令人不愉快的气味物质，并产生了二乙酰和
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乙酸乙酯等风味物质 [4]。乳酸菌发酵也可显著

提升植物基基质的营养价值，如副干酪乳杆菌

(Lactobacillus paracasei) 、 乳 酸 片 球 菌

(Pediococcus acidilactici)等在发酵豆制品时，可

水解豆类蛋白，产生抑制血管紧张素活性的寡

肽，对高血压预防有显著作用[5]。植物基普遍

缺乏 B 族维生素，而植物乳杆菌(Lactobacillus 
plantarum)或乳酸菌混菌发酵可提高植物基基

质中叶酸(VB9)的含量[6-7]。目前，市面上的全植

物基乳酸菌发酵饮料尚不多，销售市场主要在

欧美、日本等发达地区，国内这一产业尚处于

起步阶段(表 1)。应用于全植物基发酵的乳酸菌

包括乳制品来源乳酸菌，如保加利亚乳杆菌

(Lactobacillus bulgaricus) 、 嗜 热 链 球 菌

(Streptococcus thermophilus)、副干酪乳杆菌、嗜

酸乳杆菌(Lactobacillus acidophilus)，以及植物

来源的乳酸菌，如植物乳杆菌、短乳杆菌

(Lactobacillus brevis) [8-9]。 
乳酸菌不管应用于食品发酵还是益生菌制

品，都要首先考虑其安全性。虽然上述多种乳

杆菌被列入美国食品药品监督管理局(Food and 
Drug Administration, FDA)公认安全(generally 
recognized as safe, GRAS)认证名录和欧洲食品

安全局(European Food Safety Authority, EFSA)
安全资格认证(qualified presumption of safety, 
QPS)名录[11-12]，但有少量报道表明某些乳杆菌

菌株仍然存在一定的安全隐患，如发酵乳杆菌

5-1 携带可转移的四环素、红霉素抗性基因[13]。

此外，也有部分临床证据表明某些乳杆菌菌株

在某些特殊情况下会变成条件致病菌，如极少

数干酪乳杆菌(Lactobacillus casei)和鼠李糖乳

杆菌(Lactobacillus rhamnosus)在免疫力低下的

儿童和老人中存在引发心内膜炎和败血症的风

险[14-15]。因此，在菌株水平明确安全性极为重要，

如表 1 中的 L. plantarum 299v、L. brevis KB290
也都经过了严格的安全性评估[16-17]。 

谷氨酸脱羧酶系统是乳杆菌广泛采用的酸

抵抗系统，该系统通过谷氨酸 / γ -氨基丁酸 
 
表 1  已商业化乳酸菌发酵全植物基代表饮品 
Table 1  Representative products of lactic acid bacteria-fermented whole plant-derived substrate beverages 
Company Product Plant-derived 

substrate 
Lactic acid bacteria References 

OATLY (Sweden) Oatgurt Plain Oat milk Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, 
Lactobacillus lactis, Bifidobacterium lactis, 
Lactobacillus acidophilus 

[8] 

ProViva (Sweden) Blueberry Blueberry juice Lactobacillus plantarum 299v [8] 
UAB ProBIOduktai  
(Lithuania) 

AVIZO Oat yeast Organic oats Streptococcus thermophilus, Lactobacillus plantarum, 
Lactobacillus acidophilus 

[8] 

Nancy’s (USA) Oat milk Plain Oat milk Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, 
Bifidobacterium lactis BB-12 

[9] 

Lifeway (USA) Lifeway oat Organic oats Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, 
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei, 
Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, 
Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium longum, 
Streptococcus thermophilus 

[9] 

KAGOME (Japan) Labre series of 
plant-based lactic 
acid bacteria 

Soy juice, 
Apple juice 

Lactobacillus brevis KB290 [10] 
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(gamma-aminobutyric acid, GABA)反转运蛋白

将胞外的谷氨酸转入细胞，经谷氨酸脱羧酶脱

羧产生 GABA，同时消耗 H+，以抵抗酸胁迫[18]。

GABA 是一种重要的中枢神经系统抑制性神经

递质，具有激活脑内葡萄糖代谢、促进乙酰胆

碱合成、抗肥胖、抗惊厥、降血压、改善大脑

机能和安定精神等多种生理功能[19-20]，高效产

生 GABA 是乳酸菌体现其益生功能的重要指标

之一[21]。高酸度酿造环境，如泡菜、白酒、食

醋生产环境是获得高耐酸乳杆菌的重要筛选

源[22]。短乳杆菌 D17 是从高酸性白酒发酵酒醅

中筛选出的高耐酸乳酸菌，在不控 pH 发酵条件

下能产 26.1 g/L GABA，高于参考菌株短乳杆菌

ATCC 367 2.3 倍，在控制 pH 条件下，GABA 产

量高达 177.74 g/L[23]。体外测试表明，短乳杆菌

D17在产生低浓度(<1 mmol/L) GABA情况下即可

表现出远高于非产 GABA 菌株的酸抵抗能力[23]。

本研究旨在考察短乳杆菌 D17 菌株在典型植物

基的生长代谢能力，考察其抗酸、抗胆碱、抗生

素耐受等益生菌评估关键指标，并采用动物模型

评估该菌株的体内安全性和肠道定殖能力。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

短乳杆菌 D17 菌株保存于本实验室[23]。20 只

6−8 周龄的 SPF 级 BALB/c 小鼠，雄鼠和雌鼠

各 10 只，北京维通利华实验动物技术有限公

司。通过江南大学实验动物伦理委员会批准，

伦理批准编号为 JN.No.20220315b0300601。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

Co60 辐照实验鼠维持饲料，购自江苏协同

医药生物工程有限责任公司；谷氨酸、GABA、

乳酸、乙酸和乙醇等标品，国药集团化学试剂

有限公司；水解燕麦乳粉，广东健力宝股份有

限公司；胃蛋白酶(1:10 000)、胰蛋白酶(1:250)
和 0.3%牛胆盐，上海麦克林生化科技股份有限

公司；药敏纸片购自杭州微生物试剂有限公司；

血清检测商品试剂盒，南京建成生物工程研究

所；PowerSoil DNA 提取试剂盒，Qiagen 公司；

QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit，Qiagen 公司。

冷冻离心机，Beckman Coulter 公司；高效液相

色谱仪(HPLC)，Agilent 公司；电子分析天平，

Mettler Toledo 公司；酶标仪，BioTek 公司。 
1.1.3  培养基 

MRS 培养基参考文献[23]配制。 

1.2  菌株活化与种子液的制备 
将保藏于甘油管中的短乳杆菌 D17 接种于

液体 MRS 培养基，37 ℃静置培养 24 h，活化   
3 次后将活化好的菌液以 10%接种量接种于 
100 mL 液体 MRS 培养基，37 ℃、200 r/min
培养 1−12 h 至对数生长中期(OD600=2.0)，将培

养液稀释至 1×109 CFU/mL 作为发酵种子液。 

1.3  基于 MRS 培养基的发酵 
将种子液以 10%接种量接种于 100 mL 液

体 MRS 培养基，37 ℃、200 r/min 发酵 24 h，
每 4 h 取一次样，利用酶标仪测定 OD600。采用

HPLC 检测发酵液中葡萄糖、麦芽糖、乳酸、

乙酸、乙醇、谷氨酸和 GABA 的含量。有机酸

的测定参考 Liu 等的方法[24]，色谱柱采用 300 mm 
Aminex HPX-87H，柱温设置为 60 ℃，流动相

为 5 mmol/L H2SO4，流速为 0.6 mL/min，检测

器采用 Agilent G1362 示差检测器，分析时间

为 30 min。GABA 和谷氨酸含量的测定参考

Rea 等的方法[25]：通过柱前邻苯二甲醛试剂衍

生，色谱柱为 C18 (250 mm×4.6 mm, 5 μm)，紫

外检测波长 338 nm，柱温 40 ℃。 

1.4  基于水解燕麦乳的发酵 
将种子液以 10%的接种量接种于水解燕麦

乳，37 ℃、200 r/min 发酵 24 h，每 4 h 取 1 次
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样。利用二硝基水杨酸 (dinitrosalicylic acid, 
DNS)法测定发酵液中的总还原糖[26]，发酵液中

葡萄糖、麦芽糖、有机酸和氨基酸含量的测定

方法同 1.3。采用顶空-固相微萃取-气相色谱-
质谱(headspace solid phase micro-extraction gas 
chromatography-mass spectrometry, HS-SPME- 
GC-MS)分析发酵液的风味物质[27]：气相色谱为

GC7890，分析柱为 DB-Wax column；质谱条件

为 EI 电离源，电子能量设为 70 eV，离子源温

度为 230 ℃，扫描范围为 35−350 amu。 

1.5  模拟胃液和肠液耐受性试验 
模拟胃液的制备方法为在无菌生理盐水中

加入胃蛋白酶使其终浓度为 3 g/L，并调 pH 值

至 2.5。模拟肠液的制备方法为在无菌生理盐水

中加入胰蛋白酶使其终浓度为 1 g/L，并调 pH
值至 8.0，再加入 0.3%的牛胆盐。模拟胃液和

肠液经 0.22 μm 无菌滤膜过滤除菌[28-29]。参考

Gong 等[23]分析菌株耐酸性测试的时序处理方法，

将短乳杆菌 D17 种子液以 1 mL 菌液量分装于

若干份无菌 EP 管中，8 000 r/min 离心 10 min。
将离心得到的菌体在 37 ℃分别静置培养 0、1、
2 和 2.5 h 时，立即加入等量的模拟胃液混合均

匀，继续静置培养至 3 h 结束。然后 8 000 r/min
离心 10 min 收集菌体，并用等量无菌生理盐水

重悬菌体。最后将 1 mL 生理盐水重悬菌液全

部接种于新鲜的 10 mL MRS 液体培养基中，

并于 37 ℃培养 48 h，测定培养液的 OD600。将

胁迫后的 OD600值除以未胁迫处理的 OD600值，

计算得到恢复率。模拟肠液耐受性试验方法与

模拟胃液类似，区别在于模拟肠液的处理时间

间隔为 0、1、2、3 和 4 h，培养至 5 h 结束。 

1.6  毒力因子和耐药基因预测 
将种子液在 4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min

收集菌体，利用 PowerSoil DNA 提取试剂盒提

取菌体 DNA。采用二代 Illumina NovaSeq PE150

平台(北京诺禾致源科技股份有限公司)与三代

NanoPore 平台(江南大学酿造微生物学与应用酶

学实验室)对 D17 菌株的全基因组进行联合测序。 
乳酸菌安全性最重要的评估内容是毒力因

子分析和耐药性评估[30]。将短乳杆菌 D17 的基

因组序列(登录号为 CP144556)与毒力因子数据

库(virulence factor database, VFDB)和耐药基

因 数据库 (comprehensive antibiotic resistance 
database, CARD)进行比对，参考欧洲食品安全

局(European Food Safety Authority, EFSA)中的

相关指南，以同一性(identity)大于 80%、覆盖

度(coverage)大于 70%和 E 值小于 l×e−10 为筛选

标准，预测毒力因子和耐药基因[31]。 

1.7  药敏试验 
采用 K-B 纸片扩散法判定短乳杆菌 D17 对

12 种常用抗生素的抗性，依据美国临床和实验

室标准协会(Clinical and Laboratory Standards 
Institutes, CLSI)的抑菌圈直径判定标准对抗生

素的抗性进行判定[32]。 

1.8  体内安全性评估 
1.8.1  灌胃菌悬液的制备 

将种子液于 8 000 r/min 离心 10 min 收集菌

体，菌体用无菌生理盐水洗 3 遍后再用无菌生理

盐水重悬并稀释至菌液浓度为 1×109 CFU/mL，
每天制备新鲜的菌悬液。 
1.8.2  动物试验设计 

将 20 只 6−8 周龄的 SPF 级 BALB/c 小鼠置

于 12 h 光暗循环，环境温度(22±2) ℃，湿度

(55±2)%，自由摄食、饮水。动物试验分组和性

别设计主要参考文献[33]。小鼠适应 1 周后被随

机分成 2 组，每组 10 只(雌鼠雄鼠各 5 只，并

分开饲养)，分组如下：(1) SD 组(对照组)：小

鼠饲喂标准饲料和 200 μL 无菌生理盐水；(2) 
D17 组：在饲喂标准饲料的基础上补充 200 μL
含 1×109 CFU/mL 的短乳杆菌 D17 菌悬液。每
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日灌胃，共持续 28 d。灌胃期间每日称量小鼠

体重，观察记录小鼠的摄食、饮水、活动状态

和精神状态[34-35]。收集 0 (灌胃前 1 天)、14 和

28 d 的小鼠粪便用于后续肠道微生物研究。灌

胃期最后一天，所有小鼠禁食过夜，经眼眶采

血后采用二氧化碳法安乐死小鼠。随后立即摘

取肝脏、脾脏、肾脏和结肠进行后续分析。 
1.8.3  脏器指数测定 

将取出的肝脏、脾脏和肾脏用生理盐水冲

洗，滤纸吸干后称重，进行脏器指数(脏器重量/
体重)的测定。 
1.8.4  血清生化指标检测 

使用血清检测商品试剂盒检测谷丙转氨酶

(alanine aminotransferase, ALT)、谷草转氨酶

(aspartate aminotransferase, AST) 、 丙 二 醛

(malondialdehyde, MDA)、超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase, SOD) 、 甘 油 三 酯

(triglyceride, TG)和低密度脂蛋白(low density 
lipoprotein, LDL)含量。  
1.8.5  组织形态学观察 

取肝脏、脾脏和结肠的组织切片，经 4%多

聚甲醛固定后脱水、包埋、切片和苏木素-伊红

染色，最后在光学显微镜下观察组织形态。 
1.8.6  肠道微生物检测 

按照 QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit 说明

书提取小鼠粪便的 DNA。采用引物 515Fmod F 
(5′-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3′)和 806RmodR 
(5′-G GACTACNVGGGTWTCTAAT-3′)扩增 16S 
rRNA 基因 V4 区，PCR 反应体系和条件参考张

会敏等的方法 [36]。将扩增产物送广东美格基

因科技有限公司测序，并将结果上传至 NCBI，
获 得 Sequence Read Archive (SRA) 编号为

PRJNA1070263。 
原始序列使用 Trimmomatic 软件进行质量

过滤，利用 QIIME 2 (v2021.11)中的 DADA2 程

序对获得的双端序列去噪、合并和聚类为扩增

子序列变体(amplicon sequence variants, ASV)。
基于 Silva 138 99% OTUs 数据库，使用 QIIME 2
训练的朴素贝叶斯分类器对得到的 ASV 序列

进行分类注释，生成能体现物种丰度的标准化

ASV 表格。基于 ASV 表格，使用 QIIME 2 计

算 α 多样性和 β 多样性指数以及对肠道菌群组

成进行分析。 

1.9  统计学分析 
数据以平均值±标准偏差表示，显著性检验

采用 t 检验。 

2  结果与分析 
2.1  短乳杆菌 D17 的发酵特性 

MRS 培养基富含高浓度氮源，是培养乳杆

菌常用的培养基。由细菌生长曲线测定可知，短

乳杆菌 D17 在 MRS 培养基中生长良好，发酵  
4 h 进入对数生长期，20 h 开始进入生长平稳期

(图 1A)。菌株 D17 利用葡萄糖进行异型发酵，

在 24 h 的发酵周期中，经检测发现 20 g/L 的葡

萄糖被基本消耗完，产生乳酸、乙酸和乙醇分别

为 13.41、6.84和 1.86 g/L。在培养基中添加 10 g/L
的谷氨酸钠后，菌株 D17 能发挥其高产 GABA
的特性，GABA 产量为 7.62 g/L (图 1B)，并且观

测到菌株 D17 产 GABA 与其生长相耦连。 
菌株 D17 在燕麦乳中生长良好，发酵过程

pH 值从 5.29 降到 3.71，利用葡萄糖 7.56 g/L、麦

芽糖 5.3 g/L，产生乳酸、乙酸和乙醇分别为 11.06、
3.97 和 1.06 g/L (图 1C)，共能利用 24.82 g/L 还原

糖(图 1D)。即使在燕麦乳这种较低浓度氮源基

质上的乳酸产量也能达到 MRS 培养基中的

82.5%，表明短乳杆菌 D17 具有较强的发酵燕

麦乳能力。此外，短乳杆菌 D17 也能利用燕麦

乳中的游离谷氨酸产生 GABA，GABA 产量为

480 mg/L (图 1E)。其 GABA 产量远低于 MRS 
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图 1  短乳杆菌 D17 基于 MRS 培养基和水解燕麦乳发酵的发酵特性   A：MRS 培养基中的生长、底

物利用和有机酸生成. B：MRS 培养基中的 GABA 生成. C：水解燕麦乳中的底物利用、有机酸生成. D：

水解燕麦乳中的还原糖利用. E：水解燕麦乳中的 GABA 生成 
Figure 1  The fermentation characteristics of Lactobacillus brevis D17 in MRS medium and hydrolyzed oat 
milk. A: Growth, substrate utilization, and organic acid generation in MRS medium. B: GABA generation in 
MRS medium. C: Substrate utilization, organic acid generation in hydrolyzed oat milk. D: Utilization of 
reducing sugars in hydrolyzed oat milk. E: GABA generation in hydrolyzed oat milk. 
 
培养基中的 GABA 产量，推测主要原因为燕麦

乳中的游离谷氨酸含量很低，发酵前燕麦乳中

的游离谷氨酸含量为 500 mg/L。 
燕麦乳经短乳杆菌 D17 发酵后的风味也得

到了明显改善。如表 2 所示，短乳杆菌 D17 发

酵后，不但消除了燕麦乳中呈豆腥味的正己醛

(hexanal)[37]，而且使发酵后的燕麦乳风味多达

11 种，涵盖醇类、醛类、酯类、酮类和呋喃类。

其中，正己醇(hexanol)、1-壬醇(nonanol)、3,5-辛
二 烯 酮 (3,5-octadien-2-one) 和 丙 位 壬 内 酯

(gamma-nonalactone)等具有果香和椰子香的风

味物质含量显著增加，赋予了发酵燕麦乳香气。

以上结果表明短乳杆菌 D17 具有很好的植物基

基质燕麦乳发酵特性，不仅能利用水解燕麦乳

产生生物学功能成分 GABA，同时还能消除燕

麦乳中的不良风味，并赋予产品多元复合香气。 

2.2  短乳杆菌 D17 在模拟胃液和肠液中的

耐受能力 
经 3 h 的模拟胃液胁迫，短乳杆菌 D17 的

恢复率为 29.3% (图 2A)；经 5 h 的模拟肠液胁

迫，短乳杆菌 D17 的恢复率为 18.2% (图 2B)。
短乳杆菌 D17 在耐受模拟胃肠液胁迫环境

0.5−1.0 h 内的恢复率急剧下降，表明刚接触胁

迫环境的阶段对短乳杆菌 D17 伤害最大，但当 
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表 2  短乳杆菌 D17 发酵水解燕麦乳前后的微量风味物质 
Table 2  Trace flavor compounds in hydrolyzed oats fermented by L. brevis D17 
Volatile compound 
category 

Volatile compound Concentration in hydrolyzed 
oat milk (μg/L) 

Concentration in fermented 
hydrolyzed oat milk (μg/L) 

Alcohols Hexanol 0.00±0.00 44.37±14.49 
 Trans-2-octen-1-ol 0.00±0.00 9.87±3.21 
 Nonanol 0.00±0.00 9.48±3.67 
 Trans-2-decen-1-ol 0.00±0.00 6.37±2.02 
 2,4-decadien-1-ol 0.00±0.00 50.77±14.03 
Aldehyde Hexanal 16.71±1.15 0.00±0.00 
 Trans-2,4-decadienal 59.07±5.19 7.64±2.31 
 2,4-dimethylbenzaldehyde 0.00±0.00 66.60±20.26 
Esters Gamma-nonalactone 0.00±0.00 63.85±24.56 
 Octyl formate 0.00±0.00 7.23±2.50 
Ketones 3,5-octadien-2-one 0.00±0.00 19.38±6.71 
Furan 2-pentylfuran 8.37±0.86 5.30±2.33 

 

 
 
图 2  短乳杆菌 D17 在模拟胃液(A)和模拟肠液(B)中的耐受率 
Figure 2  The recovery rate of Lactobacillus brevis D17 in simulated gastric fluid (A) and in simulated 
intestinal fluid (B). 
 
其适应这种压力后(>1.0 h 胁迫)，其受伤害的程

度则会显著减弱。短乳杆菌 D17 对胃肠液模拟

环境体现出了一定的耐受性。 

2.3  短乳杆菌 D17 的毒力因子、抗生素抗

性基因预测和药敏试验结果 
短乳杆菌是小基因组微生物，D17 菌株(登录

号为 CP144556)的染色体基因组大小为 2.28 Mb，
略小于短乳杆菌参考菌株 LMT1-73 (2.48 Mb)，
但含有的两个质粒(46.7 kb, 登录号为 CP144557; 

42.4 kb, 登录号为 CP144558)大于菌株 LMT1-73
的质粒 DNA。经毒力因子数据库(VFDB)和耐

药基因数据库(CARD)比对，短乳杆菌 D17 无潜

在的毒力因子和耐药基因。结合耐药基因预测

和市面上的应用，我们一共选择了 12 种抗生素

进行耐药性评估。如表 3 所示，短乳杆菌 D17
对青霉素 G、红霉素、氯霉素、氨苄西林、头

孢唑林和庆大霉素敏感；对四环素和复方新诺

明中介敏感；对阿米卡星、诺氟沙星、环丙沙 
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表 3  短乳杆菌 D17 的抗生素药敏结果 
Table 3  The antibiotic sensitivity of Lactobacillus brevis D17  
Antibiotic Inhibition zone 

diameter (mm) 
L. brevis D17 
in this study 

L. brevis 
HSP-LB6[38] 

L. plantarum 
WD-1[39] 

 Evaluation criteria (mm)[32] 
 S I R 

Penicillin G 15.2±0.3 S R R  ≥15  ≤14 
Erythromycin 25.3±0.2 S S S  ≥23 14−22 ≤13 
Norfloxacin 0.0±0.0 R R R  ≥17 13−16 ≤12 
Ciprofloxacin 0.0±0.0 R R R  ≥21 16−20 ≤15 
Chloramphenicol 27.7±0.4 S R S  ≥18 13−17 ≤12 
Compound 
sulfamethoxazole 

15.1±0.2 I – S  ≥16 11−15 ≤10 

Ampicillin 24.6±0.5 S S S  ≥17 14−16 ≤13 
Cefazolin 23.1±1.4 S – S  ≥18 15−17 ≤14 
Gentamicin 16.6±0.4 S R R  ≥15 13−14 ≤12 
Amikacin 13.2±0.9 R – R  ≥17 15−16 ≤14 
Tetracycline 17.8±0.7 I – I  ≥19 15−18 ≤14 
Vancomycin 0.0±0.0 R R R  ≥17 15−16 ≤14 
S：敏感；I：中介敏感；R：耐药；–：未检测 
S: Sensitive; I: Intermediary sensitive; R: Resistant. –: Not detected. 
 
星和万古霉素耐药。乳杆菌对阿米卡星、诺氟

沙星、环丙沙星和万古霉素耐药是常见的[38,40]，

一般认为对这些抗生素的抗性不会影响其安全

性[41]。值得注意的是，短乳杆菌 D17 并未预测

出耐药基因，但仍检测出了耐药表型，表明在

对乳杆菌进行抗生素耐药性评估时，单纯的抗

生素抗性基因预测往往是不可靠的，需要与药

敏试验相结合。 

2.4  短乳杆菌 D17 的体内安全性评估结果 
2.4.1  短乳杆菌 D17 对小鼠的表观指标影响 

在 28 d 的小鼠毒理试验中，没有一只小鼠

死亡，也未出现精神萎靡等其他健康上的不良

表现，食欲、精神状态、小鼠皮肤、被毛等均

表现正常。饲喂短乳杆菌 D17 后，小鼠体重呈

逐渐增长的状态，并且雄鼠的增重和进食量

高于雌鼠，符合正常规律(图 3A、3B)。菌株

D17 对小鼠肝脏、肾脏和脾脏指数无显著影

响，表明其不会引起小鼠肝、肾、脾的异常重

量变化 (图 3C−3E)。菌株 D17 对小鼠血清的

ALT、AST、MDA、TG 和 LDL 均无显著影响，

并且还显著升高了 SOD 水平(图 3F−3K)。SOD
是一种生物体内清除超氧阴离子自由基的重要

抗氧化酶，可保护细胞免受氧自由基的损害[42]。

通过对肝脏、脾脏和结肠的组织形态进行观

察，可以发现菌株 D17 组小鼠肝、脾和结肠组

织形态正常，与对照组(SD)相似，肝脾细胞及

结肠组织均无组织病理异常(图 3L)，进一步表

明饲喂菌株 D17 不会对小鼠内脏和肠组织产

生负面影响。 
2.4.2  短乳杆菌 D17 对小鼠肠道微生物多样性

的影响 
α 多样性指数分析发现 Chao1 指数(反映物

种数目)和 Shannon 指数(反映物种丰度与均匀

度)无显著变化，说明饲喂短乳杆菌 D17 不会影响

肠道微生物的丰富度和多样性(图 4A、4B)。基于

主成分分析(principal component analysis, PCA)
的肠道微生物 β 多样性指数发现，D17 组的小鼠

肠道微生物聚类与 SD 组无显著差异，表明饲喂

短乳杆菌 D17 对小鼠肠道微生物结构不会产生

显著影响(图 4C、4D)。 
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图 3  短乳杆菌 D17 菌株对小鼠表型指标的影响   A：小鼠体重. B：小鼠摄食量. C−E：小鼠脏器指

数. F−K：小鼠血清指标含量. L：小鼠代表脏器组织显微结构 
Figure 3  The impacts of Lactobacillus brevis D17 on phenotypic indicators in mice. A: Body weight. B: 
Food intake. C: Liver index. D: Kidney index. E: Spleen index. F−K: Serum indicators. L: Histomicrographs of 
the top layer (liver), middle layer (spleen) and bottom layer (colon). The data are presented as mean±SD from five 
independent replicates. P values are shown from a two-tailed, unpaired t test. ns: No significance. *: P<0.05. 
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图 4  短乳杆菌 D17 对肠道微生物多样性的影响   A 和 B：Chao1 指数和 Shannon 指数(α 多样性指标)；
C 和 D：雄鼠和雌鼠的主成分分析图(β 多样性指标) 
Figure 4  The effects of Lactobacillus brevis D17 intervention on gut microbiota diversities. A and B: α 
diversity is indicated by Chao1 index (A) and Shannon index (B). C and D: The principal component analysis 
(PCA) of male mice (C) and female mice (D). The data are presented as mean±SD from five independent 
replicates. P values are shown from a two-tailed, unpaired t test. ns: No significance. 
 
2.4.3  短乳杆菌 D17 对小鼠肠道菌群组成的影响 

由图 5 可知，小鼠的肠道菌群在整个进程

中呈现动态变化规律且与性别显著相关。短乳杆

菌 D17 的补充会在一定程度上影响属水平的时

序变化，如短乳杆菌 D17 的补充会使雄鼠中乳杆

菌属(Lactobacillus)和鼠杆状菌属(Muribaculum)随
时序的增幅更大，其增幅分别为 0.9%和 9.0%，

高于 SD 组的 0.2%和 7.0% (图 5B)。同时，不

同于 SD 组的变化趋势，短乳杆菌 D17 的补充

也会使雌鼠中 Lactobacillus 的相对丰度从灌胃

前的 48%下降到灌胃末期的 32%，而拉克氏梭

状芽孢杆菌属 (Lachnoclostridium)的相对丰度

从灌胃前的 2%增加到灌胃末期的 9% (图 5D)。 
进一步，按一组中至少有一只小鼠的肠道微

生物属水平相对丰度大于 1%的筛选标准确定优

势微生物，对补充菌株 D17 的肠道菌群结构影响

进行了统计分析(图 6A−6I)。除 Muribaculum 和毛

螺菌科(Lachnospiraceae) NK4A136 群为雌雄小

鼠中共同的高丰度微生物外，其余优势肠道微生物

均显示出了性别差异。相较于 SD 组，短乳杆菌 D17
的补充会显著增加雌性小鼠中 Lachnoclostridium 的

相对丰度，从(2.01±0.65)%增加到(8.64±4.15)%； 
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图 5  短乳杆菌 D17 对小鼠肠道菌群时序组成的影响   A 和 B：雄鼠肠道菌群的属水平时序变化；C 和

D：雌鼠肠道菌群的属水平时序变化 
Figure 5  The effects of Lactobacillus brevis D17 on the temporal compositions of intestinal microbiota in mice. 
The temporal changes of microbiotas at the genus level in male mice (A and B) and in female mice (C and D). 
 
而 显 著 降 低 雄 性 小 鼠 中 弗 林 特 杆 菌 属

(Flintibacter)的相对丰度，从(2.21±0.69)%降低到

(1.25±0.17)%。此外，短乳杆菌 D17 的补充对其

他优势肠道微生物并无显著影响。另外，雄鼠

和雌鼠中都检测到了灌胃菌株短乳杆菌 D17，
并且雄鼠中的 D17 从中期就能检测到，表明短

乳杆菌 D17 能在小鼠肠道中有效定殖(图 6J)。 

3  讨论与结论 
短乳杆菌 D17 在发酵燕麦乳过程中对葡萄

糖和麦芽糖的利用少于总还原糖的消耗量，表

明短乳杆菌 D17 还能利用燕麦乳中的其他糖

类，之前有报道过短乳杆菌能在玉米糊基质中

利用木糖发酵产乳酸和乙酸[43]。目前尚无短乳

杆菌发酵燕麦乳产 GABA 的相关报道，但在一

项短乳杆菌 JCM 1059 发酵椰枣渣的研究中，在

无外源添加谷氨酸钠的前提下，即使椰枣渣经

过酶解，短乳杆菌 JCM 1059 的 GABA 产量也

只有 103 mg/L[44]，远低于本研究中短乳杆菌 D17
发酵水解燕麦乳的 GABA 产量(480 mg/L)。短

乳杆菌 D17 在发酵燕麦乳过程中对谷氨酸的消

耗量为产生 GABA 所需谷氨酸的 70%，这可能

是因为短乳杆菌 D17 在发酵过程可同时酶解燕

麦乳中的蛋白或多肽，进而生成游离谷氨酸。

短乳杆菌 D17 在燕麦乳基质中发酵 12 h 就不再

继续合成 GABA，其他的代谢产物生成速率也

会显著减慢，这可能是因为短乳杆菌 D17 在燕

麦乳基质中难以达到在营养更为丰富的 MRS
培养基中培养的菌体浓度。表明短乳杆菌 D17
在燕麦乳基质中适合短时发酵，不适合长时发

酵，适合直投式菌剂所需的短时发酵工艺。 
短乳杆菌 D17 虽然对一些抗生素如诺氟沙

星、环丙沙星、阿米卡星和万古霉素具有抗性，

但多数乳杆菌如植物乳杆菌、短乳杆菌等对氟喹

诺酮类(诺氟沙星、环丙沙星)、氨基糖苷类抗生

素(阿米卡星)和万古霉素都具有内在耐药性[38,40]。 
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图 6  短乳杆菌 D17 对小鼠优势肠道微生物组成的影响   A−I：在末期(28 d)相对丰度大于 1%的肠道

优势属. J：短乳杆菌 D17 的时序变化 
Figure 6  The effects of Lactobacillus brevis D17 on the compositions of dominant intestinal microbiota in 
mice. A−I: Key genera with relative abundance greater than 1% at 28 d. J: The temporal changes of L. brevis 
D17. The data are presented as mean±SD from five independent replicates. P values are shown from a 
two-tailed, unpaired t test. ns: No significance; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
 
特别是万古霉素，大多数能耐氧生存的乳杆菌如

植物乳杆菌、鼠李糖乳杆菌、发酵乳杆菌和短乳

杆菌等都对万古霉素具有高水平的天然耐药性，

而像卷曲乳杆菌(Lactobacillus convolvulus)、约

氏乳杆菌(Lactobacillus yoelii)等不耐受氧气的

乳杆菌则对其较为敏感[11,45]。美国临床和实验室

标 准 协 会 (Clinical and Laboratory Standards 
Institute, CLSI) 和欧洲食品安全局 (European 
Food Safety Authority, EFSA)明确指出乳杆菌的

内在耐药一般不会引起安全问题[41]。抗生素耐

药性的主要危害在于抗生素抗性基因的转移，有

些耐药基因如四环素抗性基因 tet 和红霉素抗性

基因 erm 能通过质粒进行水平基因转移，从而导

致一些致病菌获得多重耐药性，具有较大的安全

隐患[46]。如表 1 中已经商用的 L. brevis KB290
经抗生素抗性试验表明其虽然有环丙沙星、万古

霉素等抗生素抗性，但无可转移的耐药风险[47]。

本研究的短乳杆菌 D17 (包括两个质粒)并未检

测到抗生素抗性耐药基因，表明短乳杆菌 D17
不具有潜在抗生素抗性基因转移风险。此外，对

乳杆菌的首选耐药评估要求只有青霉素和氨苄

西林[46,48]，而本研究的短乳杆菌 D17 对青霉素
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和氨苄西林都敏感。综上，短乳杆菌 D17 在抗

生素抗性基因转移和抗生素耐药问题上符合

对乳杆菌耐药性的要求。 
ALT 和 AST 是评估肝功能的重要指标，其

值偏高则表明肝功能异常[49]。本研究发现短乳

杆菌 D17 的补充不但对小鼠大部分血清指标无

显著影响，而且还能显著提高血清 SOD 的含

量，具有改善机体氧化应激的潜力。短乳杆菌

D17 的补充还会使血清中的 TG 和 LDL 有一定

程度的下降，TG 和 LDL 的升高与动脉粥样硬

化、肥胖等疾病密切相关，其中 LDL 又被认为

是动脉粥样硬化的主要致病因子[50-51]，表明短

乳杆菌 D17 可能有助于改善脂质代谢。 
已有的研究证实不同性别展现出了不同的

肠道菌群构成和演变方式，这可能与性激素、

遗传差异、免疫系统差异和生活方式的不同有

关[52-53]。在本研究中发现短乳杆菌 D17 的补充对

肠道菌群有一定程度的改善作用，增加了有益属

菌 群 的 相 对 丰 度 ， 如 显 著 增 加 雌 鼠 中

Lachnoclostridium 的相对丰度，Lachnoclostridium
能产短链脂肪酸，具有抗炎作用[54]；同时，显

著 降 低 雄 鼠 中 Flintibacter 的 相 对 丰 度 ，

Flintibacter 是一种潜在的有害菌属，可作为功

能性消化不良的肠道微生物标志物[55]。短乳杆

菌 D17 还 能 一 定 程 度 地 提 高 有 益 属

Muribaculum、臭气杆菌属(Odoribacter)和罗斯

拜瑞氏菌属(Roseburia)的相对丰度，有研究表明

Muribaculum 具有抗炎特性，可能对肥胖延缓有

利[56]；Odoribacter 和 Roseburia 都是肠道中的丁

酸产生菌，具有抗炎特性，对血脂控制具有一

定的促进作用，能修复有益菌群[57-58]。另外，

短乳杆菌 D17 虽然没有很突出的耐受胃肠环境

胁迫的能力，但仍能定殖于肠道，这可能有两

方面的原因：一方面，短乳杆菌 D17 在压力暴

露后会进入一个存活但不可培养状态，在这种

情况下，存活率的量化就会被低估[59]；另一方

面，短乳杆菌 D17 可能在肠道内能更好地与宿

主进行相互作用，如通过调节宿主的免疫反应

使肠道内形成一个更有利于短乳杆菌 D17 生

存定殖的环境 [60]。 
综上所述，短乳杆菌 D17 具有发酵植物基

基质的优异能力，不仅能异型发酵燕麦乳产乳

酸、乙酸和乙醇，还能利用燕麦乳基质中的谷

氨酸产 GABA，同时还能改善燕麦乳风味，具

有良好的发酵应用潜力。全基因组分析和抗生

素抗性试验表明短乳杆菌 D17 无安全隐患的毒

力因子、抗生素抗性基因，耐药安全性符合多

项评估规范。体内安全性评估表明短乳杆菌

D17 对小鼠无毒害，并且还能改善小鼠的血清指

标、肠道菌群等指标。这些结果表明短乳杆菌

D17 是安全可用的菌株，而且还可能具有降低血

脂的有益功效，是未来研究须重点关注的方向。 
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