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四川腊肉中乳酸菌的筛选、产酸特性

及其氨基酸产物分析
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摘要：对四川腊肉中乳酸菌进行筛选，研究其产酸特性及氨

基酸产物。利用可培养方法，对四川腊肉中乳酸菌进行分离

筛选，利用１６ＳｒＤＮＡ的序列测定技术对其鉴定，并对分离

菌株在不同温度、ｐＨ、ＮａＣｌ浓度、亚硝酸浓度条件下的生长

代谢、产酸能力进行研究及发酵产物中氨基酸成分进行测定

分析。结果显示：分离菌株为植物乳杆菌（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狆犪

狉犪狆犾犪狀狋犪狉狌犿），分离菌株对数生长期为６～１８ｈ；最适产酸作

用温度范围为３０～４０℃；最适产酸作用ｐＨ 范围为５．５～

６．０；对ＮａＣｌ及ＮａＮＯ２耐受能力分别达６．０％和１５０ｍｇ／Ｌ；

分离菌株释放游离氨基酸１１种，其中必需氨基酸占总氨基

酸含量的４５．７６％，可为后续该植物乳杆菌在发酵肉类中的

应用提供基础研究数据。
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　　发酵肉制品是指自然或人工控制条件下，利用微生物发

酵作用生产的具有特殊风味、色泽和质地，且具有较长保存

期的肉制品［１］。１９６９年，乳酸菌已被ＦＡＯ（世界粮农组织）

和 ＷＨＯ（世界卫生组织）认可为目前唯一在食品中使用的细

菌素防腐剂［２］。ＡｄｉｓｏｒｎＳｗｅｔｗｉｗａｔｈａｎａ等
［３］认为乳酸菌可

作为防腐剂也主要归因于其代谢产物如有机酸、细菌素等能

控制病原菌和腐败菌的生长。因此，对发酵肉制品乳酸菌的

研究具有非常重要的意义。

四川传统发酵肉制品主要包括腊肉、酱肉以及香肠等均

采用自然发酵，微生物的代谢活动对其风味物质形成在前期

工艺和后熟工艺中均有重要的贡献［４－５］。传统的自然发酵

风味主要是由乳酸菌、酵母菌等优势菌与其他菌种相互作用

所形成［６］。不同批次的肉制品质量及风味难以保持稳定，所

以对四川传统发酵肉制品后熟过程中与风味物质形成相关

的微生物［７－８］进行分离鉴定，并对其代谢产物进行研究，有

利于对后续该菌株在发酵肉制品中的应用提供基础研究数

据，更有利于选育优良的微生物菌种作为发酵剂用于发酵肉

制品工业化生产。

本研究采用倾注培养法从传统发酵肉制品中筛选出产

酸能力强的优势植物乳杆菌，并进行分子生物学鉴定，对分

离菌株在不同温度、ｐＨ、ＮａＣｌ浓度、亚硝酸浓度条件下的生

长代谢、产酸特性进行研究，并测定其所产生的游离氨基酸
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含量，为后续该植物乳杆菌在肉制品发酵过程中的应用提供

试验依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料

１．１．１　材料与试剂

材料：四川农家自制腊肉；

ＮａＯＨ、ＮａＣｌ、邻苯二甲酸氢钾、磺基水杨酸：分析纯，天

津市天力化学试剂有限公司；

氨基酸标准溶液（Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｓｅｒ、Ｈｉｓ、Ｇｌｙ、Ｔｈｒ、Ａｒｇ、

Ａｌａ、Ｔｙｒ、Ｃｙｓ、Ｖａｌ、Ｍｅｔ、Ｐｈｅ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、Ｌｙｓ）：上海西宝生物科

技股份有限公司；

ＭＲＳ培养基（用于乳酸菌的分离鉴定）：蛋白胨１０ｇ，乙

酸钠５ｇ，牛肉膏１０ｇ，柠檬酸铵２ｇ，酵母粉５ｇ，磷酸氢二

钾２ｇ，葡萄糖２０ｇ，硫酸镁０．５ｇ，硫酸锰０．５ｇ，吐温８０

１ｍＬ，碳酸钙２０ｇ，琼脂２０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，调ｐＨ值至

６．８；

肉汤培养基［９］：牛肉膏２％，蛋白胨２％，葡萄糖１％，盐

３％，ＮａＮＯ２０．０１５％，ｐＨ６．５。

１．１．２　仪器与设备

酶标仪：ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ型，北京昊诺斯科技有限公司；

全自动氨基酸分析仪：Ｌ８９００型，天美（中国）科学仪器

有限公司；

凝胶成像仪：ＴＳ２３１０型，美国ＵＶＰＬＬＣ公司；

ＰＣＲ仪：Ｍａｅｔｒａｙｃｌｅｒｎｅｘｕｓｇｒａｄｉｅｎｔ型，美国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司。

１．２　植物乳杆菌分离鉴定

１．２．１　植物乳杆菌筛选　采用倾注培养法
［１０］，对四川腊肉

中乳酸菌进行分离，挑取有溶钙圈的单个菌落接种于 ＭＲＳ

固体培养基中，多次划线分离，取单菌落做镜检观察和触媒

试验，选取革兰氏阳性、过氧化氢酶阴性的单个菌落，进行后

续研究。

１．２．２　植物乳杆菌鉴定　采用ＣＴＡＢ法
［１１］对分离菌株的

ＤＮＡ进行提取，并对其进行 ＰＣＲ扩增，正向引物为２７Ｆ：

５’ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３’；反向引物为１４９２Ｒ：

５’ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ３’。ＰＣＲ扩增体系总体

积５０．０μＬ，包括１．０μＬ基因组ＤＮＡ，５．０μＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ（含

２．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ
２＋），１．０μＬＴａｑ聚合酶（５Ｕ／μＬ），１．０μＬ

ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），１．５μＬ正向引物，１．５μＬ反向引物，

３９．０μＬｄｄＨ２Ｏ。将扩增出的ＰＣＲ产物送往上海杰李生物

技术有限公司进行测序。

１．２．３　菌株同源性分析及系统发育树的构建　将菌株序列

在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行ＢＬＡＳＴ同源性比对分析，运用

Ｍｅｇａ６．０软件构建系统发育树，判定目的菌株分类地位。

１．３　分离菌株最适产酸作用条件

１．３．１　分离菌株生长曲线及产酸的测定　将分离菌株接种

于 ＭＲＳ液体培养基中，３７℃培养２４ｈ，以未接种的 ＭＲＳ培

养基做空白对照，每隔２ｈ取２０μＬ发酵液采用酶标仪测定

其菌体浓度犗犇 值，每隔４ｈ取１０ｍＬ发酵液测定其总酸

含量。

１．３．２　分离菌株在不同温度、ｐＨ、ＮａＣｌ及ＮａＮＯ２浓度下产

酸条件　将分离菌株接种于 ＭＲＳ液体培养基培养２４ｈ后，

吸取１ｍＬ接入不同温度、ｐＨ、ＮａＣｌ浓度及ＮａＮＯ２浓度的液

体 ＭＲＳ培养基中培养２４ｈ，以相同条件下的空白培养基作

对照，于波长６００ｎｍ处测定吸光度，并采用电位滴定法测定

其总酸含量，每个样平行测定３次，确定最适产酸条件。

１．４　分离菌株游离氨基酸含量测定

（１）样品前处理：将对数期菌株接种于肉汤培养基中，

以１．３所研究的最适产酸温度及时间进行培养。移取菌株

发酵液５００μＬ于２５ｍＬ容量瓶中，加入１０ｍＬ８％磺基水

杨酸溶液，定容至刻度线。静置１５ｍｉｎ，取一定量溶液过

０．２２μｍ滤膜。所得滤液进行氨基酸分析。

（２）检测条件：ＢｉｏｃｈｒｏｍＬｉ型阳离子交换树脂，４．６μｍ×

２００ ｍｍ；测 定 波 长 ５７０，４４０ｎｍ；缓 冲 液 流 速 ２５．０，

３１．２ｍＬ／ｈ；柱温３１～７６℃；茚三酮溶液流速２０．０ｍＬ／ｈ；分

析时间１２５ｍｉｎ，进样量２０μＬ。每个样品重复进样２次
［１２］。

２　结果与分析
２．１　菌株的分离鉴定

２．１．１　分离菌株鉴定　从四川腊肉中筛选出几株有溶钙

圈、过氧化氢试验阴性同时革兰氏染色阳性的产酸能力强的

乳酸菌株，对分离菌株进行分子生物学鉴定。鉴定结果显

示：命名为Ｓ７的菌株为植物乳杆菌。该分离菌株菌落形态

为乳白色，有光泽，边缘整齐，表面光滑，不透明；菌体形态为

短杆状，其菌落及菌体形态见图１、２。

图１　分离菌株菌落形态

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｉｓｏｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎ

图２　分离菌株菌体形态

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｉｓｏｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎ

２．１．２　分离菌株分子生物学鉴定　该菌株的ＤＮＡ及ＰＣＲ

扩增产物电泳图见图３、４。由图３可知，该菌株的初提ＤＮＡ

有条带，可用于ＰＣＲ扩增。由图４可知，该条带清晰，说明

此次扩增很成功，其条带长度为１４００ｂｐ左右，可用于后续

测序分析。

２．１．３　分离菌株同源性分析和系统发育树的构建　由

Ｍｅｇａ６．０软件，绘制的系统发育树见图５。由图５可知，分

离菌株与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中植物乳杆菌（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狆犪

狉犪狆犾犪狀狋犪狉狌犿 ＤＳＭ１０６６７）的１６ＳｒＤＮＡ具有９９％的相似性，
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图３　菌株ＤＮＡ电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＤＮＡｃｈａｒｔｏｆｓｔｒａｉｎ

图４　菌株ＰＣＲ产物电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｃｈａｒｔｏｆｓｔｒａｉｎ

图５　Ｓ７系统发育树

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＳ７

因此分离菌株鉴定为植物乳杆菌（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狆犪狉犪狆犾犪狀狋犪

狉狌犿）。

２．２　分离菌株最适产酸条件

２．２．１　分离菌株生长曲线及产酸的测定　由图６可知，分

离菌株生长较快，其对数生长期为６～１８ｈ。由图７可知：菌

株在接种４ｈ后总酸逐渐升高，在进入菌株生长稳定期后其

图６　分离菌株生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｓｔｒａｉｎｓｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅ

图７　分离菌株总酸含量变化

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｃｈａｎｇｅｏｆｔｏｔａｌａｃｉｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆｓｔｒａｉｎｓ

总酸仍有上升的趋势，说明该分离菌株产酸能力强，可使环

境ｐＨ下降，从而抑制其他杂菌的生长。

２．２．２　分离菌株在不同温度、ｐＨ、ＮａＣｌ及ＮａＮＯ２浓度下产

酸条件　由图８可知：分离菌株的最适生长及产酸作用温度

范围均在３５℃左右。

图８　温度对菌株生长及产酸的影响

Ｆｉｇｕｒｅ８　Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｅｆｆｅｃｔｏｎｇｒｏｗｔｈａｎｄａｃｉｄ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎ

　　由图９可知：过酸或者过碱的环境下分离菌株的生长及

产酸能力均受到抑制，因此菌株的最适作用ｐＨ 值为５．５

左右。

图９　ｐＨ值对菌株生长及产酸的影响

Ｆｉｇｕｒｅ９　ｐＨｅｆｆｅｃｔｏｎｇｒｏｗｔｈａｎｄａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎ

　　由图１０及图１１可知：分离菌株对 ＮａＣｌ浓度及亚硝酸

盐浓度有较好的耐受力，在 ＮａＣｌ浓度为０％～６％时犗犇 值

变化不大；但随着盐浓度的改变，菌株产酸量有所改变，ＮａＣｌ

浓度过高或过低其产酸能力受到严重抑制，ＮａＣｌ浓度为

２％～４％时菌株产酸能力最强；随着培养基中 ＮａＮＯ２浓度

的增加菌株的生长及产酸能力均受到抑制，当 ＮａＮＯ２浓度

增加至１５０ｍｇ／Ｌ时该分离菌株仍能生长但产酸能力极低，

其犗犇值为０．２３５７和总酸降０．２７２ｇ／１００ｍＬ。
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图１０　ＮａＣｌ浓度对菌株生长及产酸的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１０　ＮａＣｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｎｇｒｏｗｔｈａｎｄ

ａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎ

图１１　ＮａＮＯ２浓度对菌株生长及产酸的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１１　ＮａＮＯ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｎｇｒｏｗｔｈ

ａｎｄａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎ

２．３　分离菌株游离氨基酸分析

对分离菌株发酵液中游离氨基酸进行测定，其计算结果

见表１。由表１可知：菌株的发酵液中游离氨基酸含量及种

表１　分离菌株氨基酸含量


Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｆｒｅｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｆｒｏｍｓｔｒａｉｎｓ

ｍｇ／１００ｍＬ　　

氨基酸种类
氨基酸含量

试验组 对照组

天冬氨酸Ａｓｐ ０．１１ ０．０７

苏氨酸Ｔｈｒ ０．２０ ０．１６

丝氨酸Ｓｅｒ ０．１８ ０．１６

谷氨酸Ｇｌｕ ０．４８ ０．２６

甘氨酸Ｇｌｙ １．１８ ０．８８

丙氨酸Ａｌａ ０．４９ ０．４４

半胱氨酸Ｃｙｓ ０．０２ ０．０２

缬氨酸Ｖａｌ ０．３９ ０．３３

甲硫氨酸 Ｍｅｔ ０．１４ ０．１８

异亮氨酸Ｉｌｅ ０．３１ ０．２５

亮氨酸Ｌｅｕ ０．８１ ０．８３

酪氨酸Ｔｙｒ ０．４０ ０．４５

苯丙氨酸Ｐｈｅ ０．５３ ０．５７

赖氨酸Ｌｙｓ ０．２１ ０．１９

组氨酸 Ｈｉｓ ０．０４ ０．０１

精氨酸Ａｒｇ ０．１７ ０．１４

总氨基酸量


５．６６ ４．９４

　　　　“”表示必需氨基酸。

类丰富，其总氨基酸量为５．６６ｍｇ／１００ｍＬ；其中共含有７种

人体必需氨基酸，总含量达２．５９ｍｇ／１００ｍＬ，占总氨基酸含

量的４５．７６％。在肉制品发酵过程中，由微生物作用释放出

的游离氨基酸是腌制品产生一定色泽、香气及风味的重要来

源，说明将该分离菌株作为肉类的发酵剂应用于肉制品的发

酵过程中，可改善肉制品的风味及品质，同时也可改善发酵

食品的营养价值。

３　结论
本研究通过从四川传统发酵肉制品中筛选并鉴定出产

酸能力强的优势植物乳杆菌（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狆犪狉犪狆犾犪狀狋犪

狉狌犿）。通过对分离菌株产酸特性及游离氨基酸的分析，结果

显示为该菌株的最适发酵条件为时间１８ｈ，温度３５ ℃，

ｐＨ５．５，且可耐受ＮａＣｌ浓度为６％，ＮａＮＯ２浓度为１５０ｍｇ／Ｌ；

其释放的游离氨基酸种类多且含量较高，可达５．６６ｍｇ／１００ｍＬ，

本研究为传统发酵肉制品中乳酸功能菌的筛选及鉴定提供

了菌种支持及该菌株的基础发酵条件数据支持。因此，若考

虑将该分离菌株作为发酵剂添加入传统发酵肉制品中不仅

可改善产品风味，同时也可为后续该菌株在发酵肉制品中的

应用研究提供基础试验数据。
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