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泡菜中乳酸菌的分离鉴定及体外抗性筛选
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摘要!从泡菜中分离得到
'

株乳酸杆菌"经
"%V5TB-

种属

分析"其中
.

株为植物乳杆菌%

0&:F2I&:*33.E

O

3&4F&<.N

&"编

号分别为
/0%0"

!

/0"0&

!

/0%0!

!

T0&0!

"

"

株为消化乳杆菌%

0&:'

F2I&:*33.E&3*N)4F&<*.E

&"编号为
X0&0"

#通过人工胃液和胆

盐试验来确定
'

株菌的体外抗性#结果表明"

T0&0!

乳酸菌

具有较好的抗人工胃液能力"其在
E

F!;$

的人工胃液处理

!L

后的存活率高达
,';!(G

"且在
"

"

&

"

!

7

(

I

胆盐中均能较

好的生长#说明该菌株具有益生菌潜质#

关键词!泡菜$乳酸菌$分离鉴定$抗性筛选$
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"%V5TB-

泡菜是由新鲜蔬菜经乳酸菌等微生物发酵制得的美味

食品)

"

*

&泡菜的整个发酵过程温度较低%可较好地保存蔬菜

中的营养物质%且乳酸菌可利用原料中的可溶性物质发酵产

生大量的酯类化合物+乳酸+乙氨基酸以及一些生物活性物

质%可使发酵蔬菜的营养价值得到进一步的提高)

&

*

&

乳酸菌!

I-+

#是一种主要的益生菌微生物)

!

*

&泡菜中具

有较丰富的乳酸菌种类%所以从发酵优良的泡菜中分离筛选

具有益生特性的乳酸菌具有重要意义&刘佩等)

.

*在泡菜中分

离得到
"

株植物乳杆菌!

0&:F2I&:*33.E

O

3&4F&<.N

#%通过硫酸

二已酯+紫外线诱变处理后%得到一株可有效提高共轭亚油酸

合成能力的突变菌株%产
XI-

量最高可达
&;$,1

7

(

1I

&穆

琳)

'

*从西藏自然发酵的干酪中分离筛选出一株产
!

0

氨基丁

酸!

!

0213?AJ8D

9

53>2>3=

%

]-+-

#的编号为
[I#

的发酵乳杆

菌!

0&:F2I&:*3.E

@

)<N)4F.N

#&淮骏)

%

*从发酵黄瓜汁中筛选

出
"

株可产广谱乳酸菌素的编号为
F

的植物乳杆菌!

0&:F2'

I&:*33.E

O

3&4F&<.N

#&汤伟等)

#

*从泡菜中分离出一株消化乳

杆菌%分析表明其具有
,&;,&G

的亚硝酸钠降解率%体外胆固

醇清除率达到
!";(G

&除此之外%许多优良乳酸菌还具有产

细菌素+产胞外多糖+富集硒+铬+锌等微量元素的作用)

(S""

*

&

可在人体肠道中存活并定殖是乳酸菌在人体内发挥益

%



生作用的前提%而耐酸和耐胆盐能力是评价乳酸菌能否在人

体内存活定殖的
&

个重要指标)

"&S".

*

&

H<??2>>L32

等)

"'

*对从

香肠中分离出的乳酸菌进行耐酸和耐胆盐试验%结果表明%

&(

株菌在
E

F&;'

的培养基中处理
!L

后的存活率
"

($G

%

而且大多数菌株可在
!

7

(

I

的胆盐培养基中生长&

I3A?

7

等)

"%

*对乳酸菌耐酸+耐胆盐和清除胆固醇的能力进行了研

究%表明所有菌株对
E

F&;$

的环境均有一定的耐受力%其中

0?&:*A2

O

9*3.E-RXX.,%&

%

0?:&E)*-VXX&,$

和
0?:&E)*

-VXX&,&

耐酸能力最强%在
E

F&;$

中处理
&L

后的存活率

超过了
"$

#

XYc

(

1I

&陈孝勇等)

"#

*对传统发酵牦牛酸乳中

益生性乳酸菌进行体外筛选%其中有
.

株乳酸菌在人工胃液

中的存活率
"

,$G

%且可在胆盐中良好生长&

目前从泡菜中分离纯化乳酸菌的研究较多%但对泡菜中

分离的乳酸菌进行体外抗性筛选的研究鲜有报道&本研究

从泡菜样品中分离纯化乳酸菌%采用
"%V5TB-

种属分析确

定菌株种属%对已知种属的乳酸菌进行体外人工胃液耐受和

胆盐耐受试验%筛选出体外抗性较好的乳酸菌%旨在为其后

续研究及工业化应用提供参考&

"

!

材料与方法

";"

!

材料与仪器

";";"

!

样品来源

泡菜样品"分别为泡萝卜+泡豇豆和泡辣椒%成都毛哥泡

菜厂&

";";&

!

主要培养基及试剂

[PV

琼脂培养基+

[PV

肉汤培养基"北京陆桥科技有

限公司$

硫代乙醇酸钠+猪胆盐"山东西亚化学工业有限公司$

胃蛋白酶"

!$$$1

7

(

c

%北京索莱宝生物科技有限公司$

盐酸"分析纯%成都市科龙化工试剂厂$

通用细菌基因组
TB-

提取试剂盒+

H5AD<3?2N<)

+

'$a

R-/

缓冲溶液+琼脂糖+

&aR2

U

HXP [2ND<5[36

+

"'$$$J

E

TB-I2==<5

"天根生化!北京#科技有限公司$

]A4=@3<K

核酸染色剂!

/+

替代品#"武汉百浩天生物科

技有限公司$

HXP

扩增引物"

".,'P

!上游引物#+

&#Y

!下游引物#%由

上海生工生物工程公司合成&

";";!

!

仪器及设备

低温生化培养箱"

+i0"'$-

型%施都凯仪器设备!上海#

有限公司$

超净工作台"

VW0X*0&YT

型%苏州安泰空气技术有限

公司$

立式压力蒸气灭菌锅"

ITh[0($)XV0ii

型%上海申安医

疗器械厂$

台式高速冷冻离心机"

iX/B0&.P

型%杭州奥盛仪器有限

公司$

生物显微镜"

+)%$$$

型%重庆奥特光学仪器有限公司$

正置生物显微镜"

CI\[HcV0Z.!

型%日本奥林巴斯

公司$

医用低温冰箱"

cIRV"%'"

型%赛默飞世尔!苏州#仪器

有限公司$

纯水(超纯水制造系统"

cHF0ii0&$R

型%四川优普超纯

水科技有限公司$

电子天平"

/V'$$

型%天津市得安特传感技术有限公司$

小型水平电泳槽"

[3?30V8JX<44]RX<4

型%美国
+3A0

P2=

公司$

HXP

凝胶成像仪"

R2?A?0&'$$

型%上海
R2?A?

科技有限

公司$

E

F

计"

HFV0!/

型%上海仪电科学仪器股份有限公司$

电泳仪"

*\%$$X

型%北京君意东方电泳设备有限公司&

";&

!

试验方法

";&;"

!

乳酸菌富集培养
!

取上述泡菜汁
' 1I

接种于

"&"`

+灭菌
"'13?

的
'$1I [PV

肉汤中%于
!# `

培养

"(

"

&.L

)

"(

*

%待培养基变浑浊%底部有白色菌体沉淀物说明

菌株得到了较好的富集&

";&;&

!

乳酸菌分离与纯化
!

取上述富集培养好的含菌悬液

培养基
"1I

%在无菌状态下用无菌生理盐水稀释至
"$

S!

%

"$

S.

%

"$

S'

&分别取
"$

S!

%

"$

S.

%

"$

S'稀释度的菌悬液
"$$

#

I

涂布于
[PV

平板培养基%置于
!#`

恒温培养
.(

"

#&L

%观

察并记录菌落形态&挑取平板上菌落形态不同的菌进行划

线分离%如此重复直至分离纯化得到形态一致的+纯的单菌

落%然后进行革兰氏染色和接触酶试验%淘汰非目标菌

株)

",S&"

*

&目标菌株于
&$G

的甘油中
S($`

保存备用&

";&;!

!

乳酸菌的
"%V5TB-

分析

!

"

#菌株基因组
TB-

提取"通过平板菌落形态观察及

革兰氏染色镜检确定菌株纯化完成后%再次挑取单菌落接种

于
[PV

肉汤中%

!#`

恒温培养
&.L

%然后按照细菌基因组

TB-

提取试剂盒说明书对所培养的菌株进行
TB-

提取%将

提取的
TB-

放于
S&$`

冰箱备用&

!

&

#

HXP

扩增"

HXP

引物使用生工生物技术公司合成的

"%V5TB-

基因通用引物对乳酸菌
"%V5TB-

进行扩增&

上+下游引物分别为
&#Y

!

'j0-]-]RRR]-RXXR]]XRX

-]0!j

#和
".,'P

!

'j0XR-X]]XR-XXRR]RR-X]-0!j

#&

HXP

扩增体系整个体系为
&'

#

I

%其中模板
TB-"

#

I

%

上游引物!

&#Y

#和下游引物!

".,'P

#分别
"

#

I

%

&aR2

UE

48N

+8MM<5"&;'

#

I

%无菌
==F

&

C,;'

#

I

&并以无菌超纯水替代

模板
TB-

作为阴性对照)

&&

*

&

HXP

扩增条件"预变性
,.`'13?

$变性
,.`!$N

%退

火
''`!$N

%延伸
#&`"13?

%共
&,

个循环%最后
#&`

延

伸
'13?

&

!

!

#琼脂糖凝胶电泳检测
HXP

产物及
HXP

产物测序"

取上述
HXP

扩增产物
'

#

I

%用
";'G

琼脂糖凝胶电泳对其

进行检测&电泳条件为"电压
""$@

%时间
.'13?

&将所提

株菌的
"%V5TB-

送往北京华大基因公司进行测序&测序

成功的序列使用
BX+i

中的
+I-VR

!

+2N3>IA>24-43

7

?1<?D

#

基础研究
!

&$"#

年第
"$

期



V<25>LRAA4

#程序进行比对分析&

!

.

#构建系统发育树"从
]<?<+2?̂

数据库中调取参考

菌株序列%采用
X48ND246";(!

软件进行序列匹配比对%通过

[/]-';$

软件构建菌株的系统发育树%置信度检测采用自

举法%其中自举数据集为
"$$$

)

&!

*

&

";&;.

!

乳酸菌体外抗性试验

!

"

#耐胆盐试验"在
[PV0RFiC

培养基!含
$;&G

巯基

乙酸钠的
[PV

肉汤#中添加猪胆盐使其浓度分别为
$

%

"

%

&

%

!

7

(

I

%

"&" `

灭菌
"'13?

%将
'1I

活化好的菌种以
&G

!

$;"1I

(

'1I

#的接种量分别接入其中%以空白培养基!未

接菌的
$;$G

的
[PV0RFiC

培养基#为对照%

!#`

培养
&.L

后%分别测定上述不同浓度培养基的
M%

%$$?1

值)

&.S&'

*

%按

式!

"

#计算菌株对胆盐的耐受力"

胆盐耐受力
b

含胆盐培养基的
M%

%$$?1

空白培养基的
M%

%$$?1

a"$$G

& !

"

#

!

&

#人工胃液的配制"人工胃液由
$;&G B2X4

和
$;!'G

胃蛋白酶组成%按照对应的质量体积比分别称取试验所需

B2X4

和胃蛋白酶进行配制%用
"1A4

(

I

的
FX4

将配制好的

人工胃液
E

F

调整为
!;$

%再用
$;&&

#

1

的滤膜过滤除菌

备用)

&'

*

&

!

!

#模拟人工胃液试验"在超净工作台中吸取
'1I

培

养好的含菌培养基于
"$1I

无菌离心管中%经
!$$$5

(

13?

离心
"$ 13?

%弃去上层培养基并收集菌体%加入等体积

!

'1I

#无菌生理盐水混匀制成菌悬液%然后取
"1I

菌悬液

与
,1I

E

F!;$

的人工胃液混匀%此时取
"1I

上述混合液

作为人工胃液处理
$L

的样品%剩余
,1I

混合液置于恒温

水浴摇床!

!#`

%

"'$5

(

13?

#中培养
!L

&

$L

和
!L

的样品

分别经
"$

倍梯度稀释%选择合适梯度采用平板涂布的方法

测定活菌数!

XYc

(

1I

#%在
[PV

固体培养基上
!# `

培养

.(L

%按式!

&

#计算存活率&

存活率
b

!L

活菌数

$L

活菌数
a"$$G

& !

&

#

";&;'

!

数据处理
!

各项试验重复
!

次%数据通过
/6><4

处理

后%以-平均值
_

标准偏差.来表示$图表由
C53?

7

3?(;$

软件

绘制&

&

!

结果与分析

&;"

!

菌株形态结构

从泡菜样品中分离得到
'

株乳酸杆菌%编号分别为
/0%0

"

!

0&:F2I&:*33.E

O

3&4F&<.N

#+

X0&0"

!

0&:F2I&:*33.E&3*N)4F&<'

*.E

#+

/0"0&

!

0&:F2I&:*33.E

O

3&4F&<.N

#+

/0%0!

!

0&:F2I&:*33.E

O

3&4F&<.N

#+

T0&0!

!

0&:F2I&:*33.E

O

3&4F&<.N

#&菌株纯化完

成后%

[PV

固体培养基上有单菌落出现%且菌落形态几乎一

致%菌落呈白色或乳白色%表面光滑湿润%边缘整齐%形状为

圆形%菌株形态特征见图
"

&

!!

菌落细胞经革兰氏染色镜检呈阳性%过氧化氢酶试验呈

现阴性%形态有长杆状+短杆状%符合乳酸菌细胞形态特征%

在
"$$

倍油镜下%菌株细胞形态见图
&

&

图
"

!

乳酸菌菌落形态

Y3

7

85<"

!

XA4A?

9

1A5

E

LA4A

79

AMI2>DAJ2>3448N

图
&

!

乳酸菌菌落形态革兰氏染色结果

Y3

7

85<&

!

]521ND23?3?

7

5<N84DNAMI2>DAJ2>3448N

&;&

!

乳酸菌
"%V5TB-

序列
HXP

扩增

以提取的菌株
TB-

为模板%经
HXP

扩增后直接采用琼

脂凝胶电泳进行检测%结果见图
!

&由图
!

可知%阴性对照无

条带%说明
HXP

扩增过程中未被污染&

"

"

'

条带清晰无拖

尾现象%整个条带位于
"$$$

"

&'$$J

E

%符合乳酸菌的预期

扩增片段长度&

[;"'$$$J

E

TB-I2==<5

!

$;

阴性对照组
!

"

"

';

分别代表编号为

/0%0"

+

X0&0"

+

/0"0&

+

/0%0!

+

T0&0!

的菌株

图
!

!

乳酸菌
HXP

扩增产物
"%V5TB-

琼脂糖凝胶

电泳图

Y3

7

85<!

!

-

7

25AN<

7

<4<4<>D5A

E

LA5<N3NAM"%V5TB-0HXP

E

5A=8>DNM5A142>DAJ2>3448N

&;!

!

HXP

扩增产物测序与
]<?<+2?̂

分析种属

表
"

为测序成功的
'

株乳酸杆菌经
+I-VR

程序比对分

析的结果&结果表明%

'

株菌全部鉴定成功%与
]<?<+2?̂

数据库中已知乳酸菌的同源性均达
,,G

及以上&

&;.

!

系统发育分析

由图
.

可知%

'

株乳酸菌均属于乳杆菌属&

X0&0"

以自举

支持率
"$$G

与消化乳杆菌!

0&:F2I&:*33.E&3*N)4F&<*.E

#处

于同一个分支上%说明二者亲缘关系较近%可将其归为
0&:'

F2I&:*33.E&3*N)4F&<*.E

&

/0%0"

+

/0&0"

+

T0&0!

和
/0%0!

以自举

支持率
,,G

与植物乳杆菌!

0&:F20&:F2I&:*33.E

O

3&4F&<.N

#

聚在同一个分支上%因此可将这
.

株菌归为
0&:F20&:F2I&:*3'

(

第
!!

卷第
"$

期 周先容等"泡菜中乳酸菌的分离鉴定及体外抗性筛选
!



表
"

!

'

株菌的
"%V5TB-

序列分析结果

R2J4<"

!

-?24

9

N3NAM'ND523?NJ

9

"%V5TB-N<

U

8<?><N

菌株编号 拉丁菌名 中文名 同源性(
G ]<?<+2?̂

登录号

/0%0" 0&:F20&:F2I&:*33.E

O

3&4F&<.N

植物乳杆菌
,, )H#%!,"%;"

X0&0" 0&:F2I&:*33.E&3*N)4F&<*.E

消化乳杆菌
,, F["!$'!(;"

/0"0& 0&:F20&:F2I&:*33.E

O

3&4F&<.N

植物乳杆菌
"$$ )\.(.##&;"

/0%0! 0&:F20&:F2I&:*33.E

O

3&4F&<.N

植物乳杆菌
,, )H#%!,"%;"

T0&0! 0&:F20&:F2I&:*33.E

O

3&4F&<.N

植物乳杆菌
,, )\$#(#,&;"

图
.

!

菌株系统发育树

Y3

7

85<.

!

HL

9

4A

7

<?<D3>D5<<AMDL<ND523?N

3.E

O

3&4F&<.N

&由此可知%系统发育树分析结果与
"%V

5TB-

序列分析结果一致&

&;'

!

乳酸菌对人工胃液的耐受性

当进食时%人胃部的
E

F

通常维持在
!;$

左右)

&%

*

%食物

在胃中停留时间较短%一般
"

"

!L

)

&#

*

&所以本试验选择

E

F!;$

的人工胃液来测试
'

株乳酸菌在其中处理
!L

后的存

活率%见表
&

&

由表
&

可知%

'

株乳酸菌在
E

F!;$

的人工胃液中的存活

率存在较大差异%

/0%0"

+

X0&0"

+

/0"0&

+

T0&0!

均可在
E

F!;$

的人工胃液中存活%其中
/0%0"

在
$L

人工胃液中的活菌数

为
&;"$a"$

#

XYc

(

1I

%人工胃液处理
!L

后的活菌数为

.;'$a"$

'

XYc

(

1I

%

X0&0"

和
/0"0&

在
E

F!;$

的人工胃液中

处理
$L

的活菌数分别为
!;"%a"$

#

%

.;.#a"$

#

XYc

(

1I

%

!L

后的活菌数分别为
&;#!a"$

%

%

(;%#a"$

%

XYc

(

1I

&而
/0%0!

在
$L

人工胃液中的活菌数为
&;&"a"$

#

XYc

(

1I

%经
!L

人

表
&

!

乳酸菌耐受人工胃液试验e

R2J4<&

!

P<N3ND2?><AM42>D3>2>3=J2>D<532DA

25D3M3>324

7

2ND53>

Q

83><

菌株编号
$L

菌数(

!

XYc

,

1I

S"

#

!L

菌数(

!

XYc

,

1I

S"

#

存活率(
G

/0%0" &;"$a"$

#

.;'$a"$

'

&;",_$;&&

X0&0" !;"%a"$

#

&;#!a"$

%

(;%(_$;,!

/0"0& .;.#a"$

#

(;%#a"$

%

&%;$$_(;%%

/0%0! &;&"a"$

#

' '

T0&0! ";!!a"$

#

";&%a"$

#

,';!(_,;(#

!

e

!

-

S

.表示未生长&

工胃液处理后%在
[PV

固体培养基上并无活菌生长%说明其

耐受人工胃液的能力很差&与以上
.

株菌不同的是%

T0&0!

在
$L

人工胃液中的活菌数为
";!!a"$

#

XYc

(

1I

%人工胃液

处理
!L

后的活菌数为
";&%a"$

#

XYc

(

1I

%存活率高达

,';!(G

%说明其耐人工胃液的能力较好&

&;%

!

乳酸菌在不同胆盐浓度下的生长效率

人体中胆盐浓度处于
$;!

"

!;$

7

(

I

)

&(

*

%益生性乳酸菌的

一个重要特性是对小肠中的胆汁有一定的耐受能力)

&,

*

&故

本研究采用
$

%

"

%

&

%

!

7

(

I

的胆盐浓度测试菌株在胆盐中的

存活率&

由图
'

可知%

'

株乳酸菌在含不同浓度胆盐的
[PV

培

养基中均可生长%但不同浓度下生长效率存在较大的差异&

在
"

7

(

I

的胆盐培养基中%

'

株菌的生长效率均在
.$G

以

上%其中
/0&0"

在
"

7

(

I

的胆盐中生长不但未受到抑制%而且

生长效率高达
"!';,#G

&随着胆盐浓度上升到
&

7

(

I

%乳酸

菌的生长效率出现骤降的趋势%除了
/0"0&

的生长效率为

(.;',G

外%其他
.

株菌的生长效率都处于
&$G

以下&当胆

盐浓度达到
!

7

(

I

后%与
&

7

(

I

相比%各菌株的生长效率下降

并不明显%其中
/0%0"

+

X0&0"

和
T0&0!

在
!

7

(

I

胆盐培养基的

生长效率反而高于在
&

7

(

I

胆盐培养基中的%而且
T0&0!

的

生长效率最高!

"!;"$G

#&目前%已有诸多关于乳酸菌耐酸

耐胆盐机制的研究报道)

!$S!"

*

%有研究)

!$

*称其耐受性主要与

自身的表层蛋白+胆盐水解酶有关&但确切机制尚不清楚&

!

!

结论
从泡菜样品中分离纯化得到

'

株乳酸菌%其中
.

株为植

物乳杆菌!

0&:F20&:F2I&:*33.E

O

3&4F&<.N

#+

"

株为消化乳杆

图
'

!

乳酸菌在胆盐中的生长效率

Y3

7

85<'

!

]5AKDL<MM3>3<?>

9

AM42>D3>2>3=J2>D<5323?J34<

,

基础研究
!

&$"#

年第
"$

期



菌!

0&:F2I&:*33.E&3*N)4F&<*.E

#&经
"%V5TB-

鉴定%

.

株植

物乳杆菌与
]<?<+2?̂

数据库中已有的植物乳杆菌有
,,G

的同源性%而消化乳杆菌与已有菌株的同源性高达
"$$G

&

对
'

株菌进行耐胆盐和耐人工胃液试验%结果表明菌株编号

为
T0&0!

的植物乳杆菌有较好的益生性%在人工胃液处理
!L

后的存活率达到了
,';!(G

%在胆盐中能较好的生长&消化

乳杆菌不仅可以作为蔬菜和肉制品的发酵剂%还具有降胆固

醇+抗养化+清除展青霉毒素等益生性能%因此后续可对该菌

株进行发酵性能+体外降胆固醇以及清除真菌毒素方面的

研究&
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