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益生屎肠球菌 HDRsEf1 抗氧化性能评估
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摘要　采用过氧化氢耐受性实验、清除自由基(DPPH 自由基、羟自由基、超氧自由基)实验、还原性实验,评
价屎肠球菌 HDRsEf１完整细胞、无细胞提取物、发酵液在体外的抗氧化性能;并通过构建DＧ半乳糖小鼠衰老模

型评价屎肠球菌 HDRsEf１在体内的抗氧化性能.结果显示:屎肠球菌 HDRsEf１对过氧化氢溶液具有较好的耐

受性;发酵液不仅对 DPPH 自由基具有很好的清除能力,而且也具有很好的还原能力;发酵液、无细胞提取物和

菌悬液具有很强的羟自由基清除能力,但对超氧自由基清除能力较弱;屎肠球菌 HDRsEf１菌株、发酵液均能显

著提高小鼠血清、脑内超氧岐化酶(SOD)活力,降低脂肪质过氧化产物(MDA)含量.因此,屎肠球菌 HDRsEf１
在体外和体内都具有很好的抗氧化性.
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　　氧化还原反应是机体重要的生理生化反应,在
这一过程中会产生大量的自由基等活性分子.适量

的自由基对维持机体正常生理功能有着重要的作

用,它可以促进甲状腺激素的合成,刺激吞噬细胞杀

菌的作用,而且可以调节信号的传导.但是,过量的

自由基对重要的生物大分子如蛋白质、糖类、脂肪、
核酸等具有极强的亲和能力,它会使这些大分子发

生交联、断裂或者结构改变,导致机体正常的生理功

能紊乱.由过量的自由基刺激产生的氧化损伤,被
称作氧化应激.当人与动物长期处于应激状态时,
就会引起一系列的疾病,如人的糖尿病、心血管病、
癌症、炎症等[１];对养殖业的危害主要包括肉鸡腹水

综合症,动物的生长性能和肉产品品质下降,饲料的

酸败等[２Ｇ３].目前,抗氧喹、叔丁基对苯二酚等化学

合成的抗氧化剂存在成本较高和安全性较差的问

题.屎肠球菌 HDRsEf１具有生长速度快、产酸能

力高、抗逆性强、安全、抗病和促生长特点.笔者在

研究室前期工作[４]的基础上,对益生性屎肠球菌

HDRsEf１进行抗氧化性评估,旨在为微生物抗氧化

剂的开发奠定基础,同时也为益生菌抗氧化机理的

进一步研究提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　菌株、实验动物、主要试剂及仪器设备

屎肠球菌 HDRsEf１株,华中农业大学农业微

生 物 学 重 点 实 验 室 专 利 菌 株 (专 利 号:

ZL２０１１１０４５２０８７．２).
健康育龄昆明小鼠,购自武汉生物制品研究所,

雄性９０只,分为９组,体质量(３０．０±０．２)g.所有

动物治疗均严格按照动物饲养和管理准则的要求执

行,并获得健康科学中心的动物研究委员会的批准.
二苯代苦味肼基自由基(DPPH􀅰)、维生素 C

标准品、维生素 E购自Sigma公司;DＧ半乳糖购自

国药集团化学试剂有限公司;牛血清白蛋白购自

BIOSHARP;SOD、MDA 检测试剂盒购自南京建

成生物工程研究所;其他化学试剂(分析纯)购自国

药集团化学试剂有限公司.
精密电子天平:日本岛津(SHIMADZU);恒温

振荡摇床:太仓市科教器材厂(HZＧ９６１０K);高压蒸

汽灭菌锅:上海申安医疗器械厂(LDZXＧ４０AI);台
式高速 冷 冻 离 心 机:HITACHI;超 声 波 破 碎 仪:

SONICS(VC５０５).
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1.2　试验方法

１)样品的准备.屎肠球菌 HDRsEf１于 MRS
培养基３７℃静置培养２４h后,培养液４５００r/min
离心２０min,分离得到发酵液备用;菌体用PBS洗

涤３次,重悬于 PBS,将菌数调整到１０９cfu/mL,即
为菌悬液.所得菌悬液分为２份,１份作为待测菌

悬液;另１份用于无细胞提取物的制备,采用冰浴超

声破碎细胞后,１２０００r/min、４℃离心２０min,收集

上清,即为无细胞提取物.

２)对 H２O２ 的 耐 受 性 实 验. 屎 肠 球 菌

HDRsEf１采用 MRS液体培养基,３７℃静置培养

２４h,离心收集菌体,将菌体重悬于PBS中,加入一

定量的过氧化氢溶液,使其终浓度为０、１．０、１．５、２．０
mmol/L,将其在３７℃下水浴１ min后,加入０．２
mg/mL过氧化氢酶溶液终止反应,采用标准平板

计数方法进行计数,计算存活率[５Ｇ６].

３)二苯代苦味肼基自由基(DPPH􀅰)清除能力

的测定.各取１mL样品,分别加入１mLDPPH 自

由基甲醇溶液(０．２mmol/L)中,黑暗反应 ３０min
后,离心收集上清液于５１７nm 测吸光度,以磷酸盐

缓冲液(PBS)作为空白对照[７],维生素 C作为标准

阳性对照.

４)清除羟自由基(HO􀅰)能力的测定.在１０mL
试管中进行,向其中依次加入１mL硫酸亚铁溶液

(５mmol/L)、１ mL 水杨酸Ｇ乙醇溶液(５mmol/L)、

１mL过氧化氢溶液(３mmol/L),混合均匀,然后向

上述体系中加入１．５mL的待测样品,用蒸馏水补

齐至刻度,在３７℃的恒温水浴中反应１５min后,

６０００r/min离心１０min,以蒸馏水作参比,在波长

５１０nm 下测定吸光度值[８],维生素C作为标准阳性

对照.
清除率＝(１－Ax)/(A０)×１００％

A０－对照样品的吸光度A５１０nm;

Ax－样品的吸光度A５１０nm.

５)清除超氧自由基(O２－ 􀅰)能力的检测.取样

品０．１mL,先后各加入４．５mLTrisＧHCl溶液,０．４
mL焦性没食子酸溶液,充分混匀后于２５℃水浴反

应４min,最后加入浓盐酸终止反应,在３２０nm 处

测其吸光度,维生素C作为标准阳性对照[９].
清除率＝[１－(A２－A３)/A１]×１００％

A１－不加样品,加入焦性没食子酸时的吸光度;

A２－加入样品和焦性没食子酸时的吸光度;

A３－加入样品,不加焦性没食予酸时的吸光度.

６)还原活性的测定.各取０．５mL溶液,分别

加入０．５mLPBS溶液、１ ％的铁氰化钾溶液０．５
mL,于５０℃水浴反应２０min,迅速冷却至室温,再
加入三氯乙酸溶液０．５mL,在３５００r/min转速下

离心处理５min;取１mL上清液与１mL三氯化铁

溶液反应,充分混匀后再静置孵育１０min,在波长

７００nm 处测定反应体系的吸光值D７００nm,LＧ半胱氨

酸盐酸盐溶液作为标准品[１０].

７)实验分组和给药.小鼠适应１周后,按照表１
进行分组.除空白组外,其他各组每日注射 DＧ半

乳糖,每日１次,共６周.其他组在继续注射DＧ半

乳糖的同时,分别灌胃相同剂量的发酵液、菌悬

液、发酵液和菌的混合液、维生素 E,对照组与 DＧ
半乳糖模型组灌胃等量的蒸馏水,具体分组情况

见表１.

８)小鼠的外观特征观察和体质量测定.每日观

察小鼠精神状态、活动状况、毛色和粪便等,每周定

时测定１次体质量.
表１　实验动物分组情况

Table１　Experimentalanimalgrouping

组别

Groups
DＧ半乳糖皮下注射剂量

DＧGalactosesubcutaneouslydose
灌胃剂量

Receivedgavageinadosage
空白组

Controlgroup
等量的０．９％生理盐水

Sameamountof０．９％salinesolution
等量的蒸馏水

Sameamountofdistilledwater
模型组

Modelgroup
DＧ半乳糖５００mg/kg

DＧGalactose５００mg/kg
等量的蒸馏水

Sameamountofdistilledwater
发酵液组

Fermentationgroup
DＧ半乳糖５００mg/kg

DＧGalactose５００mg/kg
０．２５mL发酵液＋０．２５mL灭菌水

０．２５mLfermentation＋０．２５mLsterilewater
菌悬液组

Bacteriumsuspensiongroup
DＧ半乳糖５００mg/kg

DＧGalactose５００mg/kg
０．５mL

混合组

Mixedgroup
DＧ半乳糖５００mg/kg

DＧGalactose５００mg/kg
０．５mL

维生素E组

VitaminE
DＧ半乳糖５００mg/kg

DＧGalactose５００mg/kg
０．５mL

９９
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　　９)组织处理与准备.小鼠摘眼球放血,移入非

抗凝采血管,静置３h后,在３０００r/min离心１５
min后分离血清,－８０℃保存.采血后颈椎脱臼处

死,迅速剪开腹腔,取出脾脏,并用４℃预冷的生理

盐水冲洗,除去血液,滤纸吸干,称质量.将小鼠断

头,在冰台上迅速取全脑,用冰冷的生理盐水冲洗,除
去血液,滤纸吸干,保存于－８０℃冰箱中.检测当日,
应用冰冷的生理盐水制备成１０％的组织匀浆,４℃,

４０００r/min离心１０~１５min,取上清液进行检测.

１０)抗氧化水平的检测.SOD活性和 MDA 含

量测定均按试剂盒说明书进行操作.
1.3　统计学分析

所有数据以均值±标准差(mean±SD)表示,
并采用SPSS１３．０软件进行统计学分析.

2　结果与分析

2.1　屎肠球菌 HDRsEf1 对 H2 O2的耐受

结果表 明 屎 肠 球 菌 HDRsEf１ 在 ０．５~２．０
mmol/L过氧化氢溶液中存活率为１００％,由此可

以得出屎肠球菌 HDRsEf１对过氧化氢具有极强的

耐受性.
2.2　屎肠球菌 HDRsEf1 对 DPPH 自由基清除能力

结果显示屎肠球菌 HDRsEf１发酵液对 DPPH
自由基清除率为５６．５％,相当于１２．７５mg/L的维

生素C清除作用;但是无细胞提取物和菌悬液对

DPPH 自由基没有清除作用(图１).

图１　Vc清除DPPH自由基的标准曲线

Fig．１　StandardcurveofscavengingDPPHfreeradicalbyVc

2.3　屎肠球菌 HDRsEf1 对羟自由基清除能力

结果显示屎肠球菌 HDRsEf１发酵液、无细胞

提取物和菌悬液具有很强的羟自由基清除能力,清
除率分别为８５．３％、９４．８％、９４．９％,维生素 C的相

当量分别为２４８．０、２７５．１、２７５．４mg/L(图２).
2.4　屎肠球菌 HDRsEf1 对超氧自由基清除能力

结果表明,屎肠球菌 HDRsEf１发酵液对超氧

自由基没有清除作用,而无细胞提取物、菌悬液具有

一定的清除能力,清除率为３２．２％、３６．５％;但是维

生素C的相当量却为０．０g/L(图３).

图２　Vc清除羟自由基的标准曲线

Fig．２　StandardcurveofscavenginghydroxylradicalbyVc

图３　Vc清除超氧自由基的标准曲线

Fig．３　StandardcurveofscavengingsuperocideradicalbyVc
2.5　屎肠球菌 HDRsEf1 还原活性的测定

结果表明屎肠球菌 HDRsEf１发酵液、无细胞

提取物和菌悬液均具有一定的还原能力,而发酵液

还原能力最强,还原活性为３．０１０mmol/L当量的

LＧ半胱氨酸;菌悬液和无细胞提取物还原活性为

０．０００mmol/L当量的LＧ半胱氨酸(图４).

图４　LＧ半胱氨酸盐酸盐的标准曲线

Fig．４　StandardcurveofscavengingLＧcysteinehydrochloride
2.6　造模期间小鼠的观察及体质量变化

造模期间各小鼠精神状态良好,饮食、行动、毛
色等正常.造模后模型组和维生素 E组的小鼠饮

食慢慢减少,体质量减轻,其他组的小鼠饮食正常,
体质量均增加.除了模型组小鼠反应迟钝、毛色枯

燥发黄外,其他组小鼠毛色发亮,活动正常.由图５
可知,与模型组相比,空白组小鼠体质量明显增高

(P＜０．０５).发酵液组和混合组小鼠体质量增加相

对于模型组明显提高(P＜０．０５).该结果表明DＧ半

乳糖诱导的衰老模型是成功的.同时饲喂发酵液、
菌和发酵液两者的混合,对DＧ半乳糖抑制小鼠的生

长所造成的影响有一定的缓解作用(P＜０．０５).
2.7　样品对 DＧ半乳糖致衰老小鼠脾重指数的影响

从图６可以得出,菌悬液组、混合组和维生素E

００１
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　１．空白组 Controlgroup;２．模型组 Modelgroup;３．发酵液组

Fementationgroup;４．菌悬液组Bactenumsuspensiongroup;５．混

合组 Mixedgroup;６．维生素E组 VitaminE．下同.Thesameas

thefollowings．

图５　各组小鼠体质量变化

Fig．５　Ratbodyweightchange

图６　样品对DＧ半乳糖致衰老小鼠脾重指数的影响

Fig．６　Effectofsampleonspleenweightindexof
agingmiceinducedbyDＧgalactose

组与模型组相比,能够显著提高小鼠的脾重指数

(P＜０．０５).该结果表明饲喂菌悬液、发酵液和菌

两者的混合后,脾重指数明显增高(P＜０．０５),提示

它们可能对抗由衰老造成的脾重指数的降低,可能

通过提高免疫力来达到延缓衰老的目的.
2.8　样品对 DＧ半乳糖致衰老小鼠血清中 SOD 的

活力和 MDA 含量的影响

　　如图７所示,发酵液组和混合组小鼠血清的

SOD活力与模型组相比明显升高(P＜０．０５).空白

组小 鼠 MDA 含 量 相 对 于 模 型 组 显 著 降 低

(P＜０．０１),发酵液组和菌悬液小鼠的 MDA含量相

对于模型组显著降低(P＜０．０５).该结果表明饲喂

发酵液、菌悬液以及两者的混合,能够提高小鼠血清

SOD的活力,能够降低 MDA 的含量,表明发酵液、
菌悬液以及两者的混合可能对抗由衰老造成血清

SOD活力的降低和 MDA含量的升高.
2.9　样品对 DＧ半乳糖致衰老小鼠大脑抗氧化能力

的影响

　　如图８所示,发酵液组和维生素 E 组的 SOD
活力与模型组相比显著升高(P＜０．０５或P＜０．０１).
空白组小鼠的 MDA 含量相对于模型组明显降低

(P＜０．０５),菌悬液小鼠的 MDA含量相对于模型组

图７　样品对DＧ半乳糖致衰老小鼠血清中SOD活力和MDA含量的影响

Fig．７　EffectofsampleonSODandMDAintheserumofagingmiceinducedbyDＧgalactose

图８　样品对DＧ半乳糖致衰老小鼠大脑SOD活力和MDA含量的影响

Fig．８　EffectofsampleonSODandMDAinthebrainofagingmiceinducedbyDＧgalactose
显著降低(P＜０．０５).该结果表明饲喂发酵液、菌
悬液以及两者的混合,能够提高小鼠大脑中的SOD
的活力,能够降低 MDA 的含量,表明发酵液、菌悬

液以及两者的混合可能对抗由衰老造成大脑中的

SOD活力的降低和 MDA含量的升高.

3　讨　论

过氧化氢耐受性、DPPH 自由基、羟自由基及超
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氧自由基的清除实验和还原能力的测定是评价益生

菌抗氧化性能的重要指标,能在一定程度上从某个

侧面来反映被测物的抗氧化能力.羟自由基是化学

性质最活泼的自由基,反应速率极高,几乎能和所有

的生物大分子发生反应.而过氧化氢和超氧自由基

均能通过芬顿等反应生产活性较强的自由基如羟自

由基等[１１],从而对机体造成危害.二苯基苦基苯肼

自由基(DPPH􀅰)是一种人工合成的具有单个电子

的有机自由基,具有良好的稳定性,常用来筛选和评

价物质的抗氧化性[１２].在生物机体内主要通过抗

氧化酶和抗氧化物质两大类物质抑制由氧化剂引起

的氧化反应,其中抗氧化物质是通过还原性与自由

基发生反应,从而使机体免受氧化带来的损伤.体

外研究结果表明,屎肠球菌 HDRsEf１对过氧化氢

具有较好的耐受性,完整细胞、无细胞提取物及发酵

液对不同的自由基清除能力和还原活性存在差异,
这与之前报道的结果相一致[１３Ｇ１４].由此可以推测,
屎肠球菌 HDRsEf１菌体本身、无细胞提取物及发

酵液均具有一定的抗氧化性和自由基特异性,这些

除了 与 抗 氧 化 物 质 不 同 外,还 与 其 抗 氧 化 机 制

有关[１５].

DＧ半乳糖构建的衰老模型[１６],与其他衰老模型

相比,具有周期短,造模简单、重复性较好等特点,已
经得到广泛的利用[１７].脾脏作为人与动物体最大

的外周免疫器官,对于机体的特异性免疫和非特异

性免疫起了很重要的作用,脾脏质量上升则表明机

体免疫功能增强.在本研究中,衰老小鼠的脾重指

数远低于空白对照组,应用菌悬液、发酵液和菌混

合液后,脾重指数明显增高,说明菌悬液、发酵液

和菌混合液可对抗由衰老造成的小鼠脾重指数的

降低,这可能通过提高免疫力来达到延缓衰老的

目的.
超氧化物歧化酶(SOD)作为机体具有代表性的

内源性抗氧化性酶,则可以清除体内超氧自由基,保
护组织器官免受损失,因此,SOD活性的高低直接

反映了组织抗氧化的能力.丙二醛(MDA)是过氧

化脂质(LPO)的最终产物,它具有很强的生物毒

性,很容易与磷脂、蛋白质等大分子发生反应,严重

损害动物的健康.MDA 作为一种脂质过氧化终产

物,它也是评价衰老的重要指标之一,而且又可以间

接地反映组织受到氧化损伤的程度.在本研究中,
通过检测血清和大脑中的SOD活力和 MDA含量,
发现模型组中抗氧化系统受到损害,而且脂质过氧

化异常,发酵液、菌悬液、发酵液和菌混合液可以提

高血清和脑中的SOD活力,同时降低机体内脂质过

氧化水平.这可能是动物机体受到氧化刺激后,屎
肠球菌 HDRsEf１的代谢成分,或被裂解后释放的

胞内物质通过血液循环,与血液和大脑中的自由基

作用,降低脂质过氧化程度,保护机体免受自由基的

损伤.具体的抗氧化机制,还有待进一步的研究.
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AntioxidantperformanceevaluationofEnterococcusfaecium HDRsEf１
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４．HubeiProvincialAnimalBreedingCenter,Wuhan４３００７０,China;

５．HubeiProvincialInstituteofVeterinaryDrugControl,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Fortheimpactofoxidativestressonanimalhusbandryindustry,thisstudyaimedtoinＧ
vestigatetheantioxidantpropertyofEnterococcusfaecium HDRsEf１,whichwouldprovideanewmethod
fordevelopmentofnewbiologicalantioxidants．Toassessantioxidantactivityofthestraininvitro,the
resistancetohydrogenperoxide,scavengingactivityofthefreeradical(DPPHfreeradical,hydroxylradiＧ
calandsuperoxideradical),andreducingactivitywereanalyzed．Andtoevaluatetheantioxidantproperty
oftheE．faecium HDRsEf１invivo,theDＧgalactoseinducedagingmodelwerebuilt．Theresultsshowed
thatthestraincouldsurviveunder２．０ mmol/L ofhydrogenperoxide．Thefermentationbrothof
HDRsEf１notonlyhadgoodscavengingactivityoftheDPPHfreeradicalbutalsohadastrongreducing
activity．Theintactcell,cellＧfreeextract,fermentationbrothofE．faecium HDRsEf１alsodisplayedgood
scavengingactivityofhydroxylradical,butweaksuperoxideradical．TheexperimentalinvestigationdemＧ
onstratedthatthecellandfermentationbrothofE．faecium HDRsEf１displayedeffectivefunctionof
antioxidationandantiagingbyincreasingtheactivitiesofsuperoxidedismutase(SOD)anddecreasing
themalondialdehyde(MDA)levelprominentlyintheDＧgalaetosetreatedmice．Therefore,E．faecium
HDRsEf１hadgoodantioxidantactivityinvitroandinvivo．

Keywords　radical;reduction;intactcell;cellＧfreeextract;fermentationbroth;antioxidation
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