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生物学特性研究
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摘要$从豆制品工厂自然发酵的豆清蛋白发酵液中分离得到

一株产细菌素的乳酸菌&编号为
*8XC!

$通过排除发酵液中

有机酸#过氧化氢对指示菌的抑菌作用&及抑菌物质的蛋白

酶稳定性试验&初步确定菌株
*8XC!

的抑菌物质为细菌素$

结合菌株
*8XC!

的菌落及菌体形态#生理生化特征及

$%Y-JK*

测序结果&初步将其鉴定为乳杆菌属
*8XC!

!

+)9'

3.@)9,//%5D

Q

)*8XC!

"$菌株
*8XC!

的生物学特性表明&该

菌株最适生长温度为
!.\

&菌株在该温度下发酵
$%L

后菌

液
Q

V

低至
!)2.

&菌株
*8XC!

有较广的盐耐受范围&当
*,3(

浓度大于
$#5

时&菌株的生长受到明显抑制$

关键词$豆清蛋白)发酵液)细菌素)乳杆菌属

23-45674
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乳酸菌-

+)93.@)9,//%5

.是一类能够发酵糖类且主要产物

为乳酸的革兰氏阳性微生物的总称!其广泛分布在自然界中

的各个角落!在奶制品#乳制品#发酵食品等均有分布0

$I!

1

"

乳酸菌的代谢产物包括有机酸#乳链菌肽
*>D>H

-细菌素.及

过氧化氢等化合物!能抑制食品腐败微生物及病原菌的生

长0

2I%

1

!从而防止腐败!延长食品的货架期"科研工作者已

从不同生境中分离得到了大量的对病原微生物具有抑菌作

用的乳酸菌0

0I/

1

!其抑-杀.菌可通过单一的代谢产物如细菌

素#有机酸#过氧化氢等!以及所生产的酶如溶酶体酶和蛋白

酶共同起作用0

/

1

"乳酸菌产生的细菌素是一类具有抑菌活

性的多肽#蛋白质或复合物的次级代谢产物!对亲缘关系较

近的微生物具有较强的抑菌活性0

$#

1

!细菌素可作为抗竞争

分子#生物膜的信号分子阻碍病原菌入侵微生物群落!一般

只对产细菌素亲缘关系较近的细菌有毒害作用0

$$

1

!是一种

具有潜在开发能力的天然食品防腐剂0

$"I$.

1

"因此!分离#筛

选高产广谱细菌素乳酸菌仍然是国内外研究的热点!具有重

要的理论和实践意义"

豆清蛋白发酵液!俗称酸浆#黄浆水!是豆制品生产过程

中的废水经过自然发酵而成!是一种传统的天然豆腐凝固

"$



剂0

$%I$0

1

"豆清发酵液点浆豆腐不仅质地细腻#持水性好!而

且乳酸菌发酵产生的有机酸及蛋白酶等物质还增加了豆腐

独特风味!并保持了良好的组织状态!深受广大消费者欢迎"

目前!有关豆清蛋白发酵液的研究主要集中在其再利用及产

酸发酵条件优化0

$1I"$

1

!有关利用豆清蛋白发酵产乳酸菌细

菌素相关研究还未见报道"本研究拟从传统的豆制品企业

的豆清发酵液中分离筛选产细菌素的乳酸菌!并对其进行初

步鉴定及相关生物学特性研究!旨为其进一步开发利用提供

试验依据!对充分挖掘豆清蛋白自然发酵液中的乳酸菌资源

具有重要意义"

$

!

材料与方法
$)$

!

材料与仪器

$)$)$

!

样品来源

豆腐点浆所用豆清自然发酵液-

Q

V!)2.

.采集于湖南省

恭兵食品有限公司豆制品生产车间!

2\

保存备用"

$)$)"

!

指示菌

金黄色葡萄球菌-

83)

M

2

(

/.9.99%5)%6&%5

.#枯草芽孢杆

菌-

O)9,//%55%@3,/,5

.#大肠杆菌-

"592&6,92,)9./,

.保存于邵

阳学院生物与化学工程系果蔬清洁加工实验室"

$)$)!

!

培养基#试剂

+TY

培养基*酵母膏
.

7

!牛肉膏
.

7

!

+

7

Y;

2

#)%

7

!葡

萄糖
$.

7

!胰蛋白胨
.

7

!无水醋酸钠
2

7

!柠檬酸三铵
$).

7

!

吐温
C1##)$.

7

!

+HY;

2

#)"

7

!琼脂
$#

7

!

GGV

"

;

定容至

$###68

!

Q

V

调至
%)#

(

发酵培养基*

+TY

液体培养基-不含琼脂.(

指示菌培养基为
8X

培养基(

过氧化氢酶-

"###`

+

6

7

.#胰蛋白酶-

$###`

+

6

7

.#胃

蛋白酶-

$##`

+

6

7

.#蛋白酶
Z

-

.#`

+

6

7

.*成都格雷西亚化

学技术有限公司(

乙酸#乳酸等其他生化试剂为常用分析纯"

$)$)2

!

主要仪器设备

数码显微镜*

XK!#$

型!麦克奥迪实业有限公司(

电热恒温培养箱*

V<gC/"0"+XB

型!上海博迅实业有

限公司(

全温摇床*

UYCTJJ!

型!美国精骐有限公司(

Q

V

计*

B8"#

型!梅特勒)托利多国际贸易上海有限

公司(

高速冷冻离心机*

&B8;3U:]$1T

型!驭锘实业有限

公司(

细菌过滤器*

JE-,

Q

'-F

:+

#)""

%

6

型!美国
+>((>

Q

'-F

公司(

冰箱*

X3JC.0/AB

型!青岛海尔有限公司"

$)"

!

方法

$)")$

!

产细菌素乳酸菌的分离#筛选
!

对采集保存的豆清

蛋白自然发酵液-

Q

V!)2.

.经滤纸过滤悬浮大颗粒物后!用

灭菌
GGV

"

;

稀释到适当梯度!取
$68

稀释液涂布在含
$5

3,3;

!

的
+TY

平板上!待平板吸收稀释液后!于
!0\

倒置

平板培养
"

!

!G

!观察培养基颜色#菌落形态及溶钙圈变化"

挑取溶钙圈大!培养基变黄的菌落!按照上述的方法反复划

线纯化
!

!

.

次!用灭菌的牙签挑取单菌落接种于
+TY

液体

培养基静置发酵
"2L

!发酵液于
2\

下
$####-

+

6>H

离心

$#

!

$.6>H

!用牛津杯法0

""

1检测上清液对指示菌的抑菌活

性!将有抑菌活性的菌株编号并保藏备用"

$)")"

!

产细菌素乳酸菌的确认

-

$

.有机酸抑菌作用的排除*对上述分离保藏的菌株活

化后!按
"5

接种量接种于
+TY

液体培养基!在
!0\

下静

置发酵
"2L

!发酵液于
2 \

下
$####-

+

6>H

离心
$#

!

$.6>H

!收集上清液并分别调
Q

V

至
%)#

!以
Q

V%)#

乳酸及

乙酸的
+TY

培养基为对照!检测其对指示菌的抑菌活性!测

定抑菌圈直径"重复
!

次!求平均值"

-

"

.

V

"

;

"

抑菌作用的排除*将菌株发酵上清液
Q

V

调至

0)#

!按体积比
$

"

$

的比例加入
#).6

7

+

68 V

"

;

"

酶液!

!0\

恒温处理
$"#6>H

!测定其对指示菌的抑菌活性!选用

未经
V

"

;

"

酶处理的上清液为对照"

-

!

.抑菌物质的酶稳定性*发酵液中抑菌物质对胰蛋白

酶#胃蛋白酶及蛋白酶
Z

的稳定性参照张小美等0

"!

1的方法!

稍加改进*将菌株发酵上清液加入等体积的
"6

7

+

68

的蛋

白酶母液并调节
Q

V

-胰蛋白酶
Q

V.).

#胃蛋白酶
Q

V").

及

蛋白酶
Z

Q

V0).

.!

!0\

恒温处理
$"#6>H

后!统一调
Q

V

至

0)#

!测定其对指示菌的抑菌活性"

$)")!

!

产细菌素乳酸菌的鉴定
!

观察平板上生长的单菌落

形态#颜色#质地!菌落表面是否干燥#平滑或褶皱等特征试

验参照文献0

"2

1

0/0I1#1

(菌体经过革兰氏染色后在光学显微

镜下观察革兰氏染色结果!并测量大小#菌体形态#有无芽孢

及排列方式等特征试验参照文献0

".

1

"%0I"0#

(菌株的生理生

化特性相关试验参照文献0

"%

1

1I$!

"将菌株提取的
J*K

提

交给上海美吉生物医药科技有限公司进行
$%Y-J*K

测序!

并在
*3XU

在线数据库进行比对分析!综合以上试验结果!

对产细菌素乳酸菌进行初步鉴定"

$)")2

!

产细菌素乳酸菌的生物学特性

-

$

.生长曲线的测定*对
$)")$

分离保藏的菌株经过活

化后!按上述接种量接种于
+TY

发酵培养基中!于
!0\

培

养箱静置发酵
"2L

!期间每隔
"L

取样!测定发酵液
I?

%##H6

值!绘制菌株的生长曲线"

-

"

.最适生长温度的测定*对
$)")$

分离保藏的菌株经

过活化后!按上述接种量接种于
+TY

发酵培养基中!分别置

于
$.

!

".

!

!.

!

2.

!

..\

培养箱中静置发酵
"2L

后!取样前摇

匀!分别测定不同温度下
"2L

发酵液
I?

%##H6

值!确定菌株

的最适生长温度"

-

!

.发酵
Q

V

变化动态*对
$)")$

分离保藏的菌株经过

活化后!按上述接种量接种于
+TY

发酵培养基中!于上述最

适生长温度下静置发酵
"2L

!期间每隔
"L

取样!分别测定

发酵液
Q

V

值!绘制菌株的发酵
Q

V

变化曲线"

-

2

.对盐的耐受性*对
$)")$

分离保藏的菌株经过活化

后!按上述接种量接种于
+TY

发酵培养基中-添加
2)#5

!

%)#5

!

1)#5

!

$#)#5

!

$")#5

氯化钠.!于上述最适生长温度

下静置发酵
"2L

后!摇匀并取样!分别测定不同盐浓度的发

!$

基础研究
!

"#$%

年第
!

期



酵液
I?

%##H6

值!确定菌株对盐的耐受浓度"

"

!

结果与分析
")$

!

产细菌素乳酸菌的筛选

经过平板反复划线分离!从豆清发酵液中筛选出
%

株具

有明显溶钙圈的乳酸菌菌株!利用牛津杯法检测上清液对指

示菌的抑菌活性和产细菌素的鉴定!得到一株对所有指示菌

都有较好抑菌效果的菌株!编号为
*8XC!

!作为进一步研究

的目标菌"

")"

!

菌株
*8XC!

发酵液中抑菌物质的确定

除细菌素外!乳酸菌的其他发酵产物如有机酸#过氧化

氢等会对抑菌作用产生干扰"由表
$

可知*

Q

V%)#

的乳酸

和乙酸对指示菌均无抑菌作用!而
Q

V%)#

的发酵液的抑菌

圈大小与原发酵液差异不明显!说明在排除有机酸抑菌作用

后!发酵液中还存在其他抑菌物质(

V

"

;

"

酶处理菌株
*8XC!

发酵液后!其抑菌大小比原发酵液抑菌圈大小略有减少!但

差异不明显!表明发酵液中除
V

"

;

"

外还存在其他抑菌物质(

发酵液经
+>((>

Q

'-F

细菌过滤器除去菌株
*8XC!

细胞后!发

现其不含细胞的发酵液的抑菌圈大小与对照相比没有差别!

说明菌株
*8XC!

对这
!

种指示菌均无抑菌作用(菌株
*8XC!

发酵液分别经过蛋白酶
Z

#胰蛋白酶及胃蛋白酶处理后!抑

菌活性消失!表明发酵液中该抑菌物质对蛋白酶
Z

#胰蛋白

酶#胃蛋白酶均非常敏感!可初步确定该抑菌物质具有蛋白

质特性!是一种细菌素"

表
$

!

菌株
*8XC!

发酵液中抑菌物质的确定a

:,O(F$

!

KH=>O,?=F->,(DEOD=,H?FGF=F-6>H,=>'HP-'6D=-,>H

*8XC!

&

DPF-6FH=,=>'HO-'=L

'

* !̂

(

样品
抑菌圈直径+

66

金黄色葡萄球菌 大肠杆菌 枯草芽孢杆菌

Q

V%)#

的发酵液
$/).[#)"1 $0)![#)!1 $2)%[#)"0

Q

V%)#

乳酸
I I I

Q

V%)#

乙酸
I I I

发酵液
V

"

;

"

酶处理
$1)"[#)!$ $2)1[#)"2 $!)![#)."

发酵液细菌过滤器处理
"#)1[#)". $1)$[#)2% $.).[#)!!

发酵液胰蛋白酶处理
I I I

发酵液胃蛋白酶处理
I I I

发酵液蛋白酶
Z

处理
I I I

发酵上清液原液
"$)![#)!% $1)2[#)2! $.)%[#)"%

!

a

!

&

I

'表示无抑菌作用"

")!

!

菌株的鉴定

")!)$

!

菌落及菌体形态特征
!

菌株
*8XC!

在
+TY

培养基

上
!0\

培养
"2L

!呈乳白色!不透明的小菌落!圆形!微微隆

起!乳白色!表面光滑!有光泽!菌落边缘整齐!有较大的溶钙

圈!无色素!兼性厌氧生长"菌体革兰氏阳性!形态多样!呈

杆状或双链杆状#无芽孢#无鞭毛#无荚膜!不运动!不形成内

生芽孢!约-

#)%

!

#)/

.

%

6_

-

$)2

!

%)#

.

%

6

-见图
$

."菌株

*8XC!

的菌落及菌体形态符合文献0

"%

1

%I$%中有关乳酸菌典

型菌落特征的描述"

图
$

!

菌落#菌体形态及菌株溶钙圈

4>

7

E-F$

!

:LF?'('H>FD

&

?F((D6'-

Q

L'('

7N

,HG>=DG>DD'(SFG

?,(?>E6?>-?(F'PD=-,>H*8XC!

")!)"

!

菌株
*8XC!

的生理生化特性
!

结合文献0

"2

1

1#$I1#"

#

0

".

1

"%/I"0#和0

"%

1

1I$!对菌株
*8XC!

进行生理生化试验!结

果见表
"

"

表
"

!

菌株
*8XC!

的生理生化特性a

:,O(F"

!

:LFO>'?LF6>?,(,HG

Q

L

N

D>'('

7

>?,(?L,-,?=F->D=>?D

'PD=-,>H*8XC!

项目 结果

接触酶
I

明胶
I

吲哚
I

甲基红
9

V

"

Y

I

项目 结果

乳糖
9

麦芽糖
9

蔗糖
9

水杨苷
I

甘露醇
I

!!!

a

!

&

9

'阳性(&

I

'阴性"

")!)!

!

菌株
*8XC!

的分子鉴定
!

菌株
*8XC!

的
$%Y-J*K

测序结果为
$!$2O

Q

!通过
*3XU

在线的
X(,D=

比对分析!与

菌株
*8XC!

同源性达
//5

的菌株分别为*

+)93.@)9,//%5

2)N53&6,D=-,>HU+K̀ 0##""

-

WFHFO,H@

登录号
Wh$!$$!1

.#

+)93.@)9,//%5D

Q

)VW"#/

-

WFHFO,H@

登录号
d*/1!1"#

.#

+)93.@)9,//%5)N

(

/./

(

3,9%5D=-,>H:̀ Y:#$%

-

WFHFO,H@

登录

号
Z32.%%!#

.!均为乳杆菌属-

+)93.@)9,//%5

."结合菌株

*8XC!

的菌落及菌体形态#生理生化特征及
$%Y-J*K

测序

结果!初步将该产细菌素微生物鉴定为乳杆菌属!并命名为

乳杆菌属
*8XC!

-

+)93.@)9,//%5D

Q

)*8XC!

."

")2

!

菌株
*8XC!

生物学特性研究

")2)$

!

菌株
*8XC!

生长曲线
!

菌株
*8XC!

的生长曲线见

图
"

"由图
"

可知!菌株
*8XC!

的延滞期为
2L

!该时期活菌

数量基本无变化(随后进入对数生长期!活菌数呈对数增加(

$%L

后进入稳定期!该时期也是活菌数最高时期(

"#L

后则

2$

第
!"

卷第
!

期 尹乐斌等*一株产细菌素乳酸菌的分离#鉴定及生物学特性研究
!



图
"

!

菌株
*8XC!

的生长曲线

4>

7

E-F"

!

:LF

7

-'R=L?E-SF'PD=-,>H*8XC!

为衰亡期!活菌数呈下降趋势"

")2)"

!

菌株
*8XC!

最适生长温度
!

温度是影响微生物生

长繁殖最重要的因素之一!因此菌株
*8XC!

最适生长温度

的确定!可为更好地利用该菌株提供依据"由图
!

可知!菌

株
*8XC!

最适生长温度效应呈&钟型'曲线变化!其最适生

长温度为
!.\

"低于
!.\

!菌液
I?

值随温度的增加而增

加(当高于
!.\

菌液
I?

值随温度的增加而降低"

图
!

!

菌株
*8XC!

的最适生长温度

4>

7

E-F!

!

:LF'

Q

=>6,(

7

-'R=L=F6

Q

F-,=E-F'PD=-,>H*8XC!

")2)!

!

菌株
*8XC!

发酵
Q

V

!

菌株
*8XC!

在最适温度下静

置发酵
Q

V

变化曲线见图
2

"由于延滞期的原因!菌株在培

养前
2L

的
Q

V

几乎无变化-图
2

.(

%L

后随着菌株进入对数

生长期!菌液
Q

V

曲线急剧下降(菌株发酵
$%L

后菌液
Q

V

低至
!)2.

"

")2)2

!

菌株
*8XC!

对盐的耐受性
!

由图
.

可知!菌株
*8XC

!

有较广的盐耐受范围"当培养基中
*,3(

浓度低于
15

时!

其对菌株
*8XC!

生长的影响不明显!而当培养基中
*,3(

浓

度大于
15

时!菌株
*8XC!

生长受到一定程度的抑制!

*,3(

浓度越高!菌株
*8XC!

生长受到的抑制越明显"

图
2

!

菌株
*8XC!

发酵产酸

4>

7

E-F2

!Q

VS,->,=>'H?E-SF'PD=-,>H*8XC!

图
.

!

菌株
*8XC!

对盐的耐受性

4>

7

E-F.

!

Y,(=D=-FDD='(F-,H?F'PD=-,>H*8XC!

!

!

结论
本研究从传统豆制品企业的豆清自然发酵液中分离筛

选产细菌素的乳酸菌!扩大了产细菌素乳酸菌的来源"通过

排除发酵液中有机酸#过氧化氢对指示菌的抑菌作用及抑菌

物质的蛋白酶稳定性试验!初步确定菌株
*8XC!

的抑菌物

质为细菌素"结合菌株
*8XC!

的菌落及菌体形态#生理生

化特征及
$%Y-J*K

测序结果!初步将其鉴定为乳杆菌属

-

+)93.@)9,//%5D

Q

)

."菌株
*8XC!

的生物学特性表明!该菌

株最适生长温度为
!.\

!菌株在该温度下发酵
$%L

后菌液

Q

V

低至
!)2.

!菌株
*8XC!

有较广的盐耐受范围!当
*,3(

浓

度大于
$#5

时!菌株的生长受到明显抑制"本试验对菌株的

生长曲线#最适生长温度及初始盐浓度等生物学特性的研究

可为其进一步发酵开发提供理论依据!并对充分挖掘豆清蛋

白发酵液的乳酸菌资源及豆制品企业废水的再利用研究均

具有重要意义!下一步拟对该菌的发酵条件进行优化!为提

高细菌素的深入研究提供依据"
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表
2

!

加和指数法评价重金属混合体系的联合毒性

:,O(F2

!

:'M>?>=

N

FS,(E,=>'H'PLF,S

N

6F=,(D6>M=E-FO,DFG

'H=LF,GG>=>SF>HGFM6F=L'G

混合体系
8

值
F#

值 评价

<O

"9

93G

"9

#)$21 .)0.0

协同作用

3G

"9

9V

7

"9

").%2 I$).%2

拮抗作用

<O

"9

9V

7

"9

$)/#! I#)/#!

拮抗作用

<O

"9

93G

"9

9V

7

"9

!)02% I")02%

拮抗作用

!

!

结论
本试验以明亮发光杆菌为受试生物!分别通过等毒性单

位法与加和指数法研究了食品中
<O

"9

#

3G

"9

#

V

7

"9

!

种重

金属的二元#三元混合体系的联合毒性!两种方法所得结果

一致!即
<O

"9

93G

"9 的联合毒性作用方式为协同作用(

3G

"9

9V

7

"9

#

<O

"9

9V

7

"9

#

<O

"9

93G

"9

9V

7

"9联合毒性作

用方式均为拮抗作用!说明使用该方法评价有毒物质的联合

毒性是准确的"
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