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牦牛酸乳中耐酸耐胆盐乳酸菌的分离筛选和鉴定
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摘要!通过对青海地区采集的牦牛酸乳中乳酸菌的分离鉴

定!共获得
@,

株乳酸菌#以生长旺盛且可用于食品的
''

株

乳酸菌为研究对象!进行人工胃液和胆盐耐受性评价#结果

表明!有
(

株菌株在
F

_?:&&

人工胃液中存活率
(

>&:&&P

!

%

株菌株在
&:?&P

胆盐中生长率
(

'>P

#其中鼠李糖乳杆菌

%&'($NW:&>:&(&'

为最佳抗性菌株!在人工胃液中存活率为

''*:>?P

!在
&:?&P

胆盐中生长率为
@':(@P

#

关键词!牦牛酸乳$乳酸菌$人工胃液$胆盐
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牦牛酸乳是青藏高原地区牧民沿用传统方法制作而成

的
)

型发酵乳)在自然发酵过程中(因受到海拔+奶源+制作

工艺等多种因素影响(形成了复杂多样的微生物菌落区

系,

'

-

)丁武蓉,

%

-通过高通量测序方法分析青藏高原地区牦

牛酸乳中主要有乳酸杆菌属+乳球菌属+链球菌属+肠球菌

属+片球菌属+明串珠菌属+魏斯氏菌属)杨俊俊,

?

-从西藏地

区
'&

份牦牛奶渣中分离出干酪乳杆菌干酪亚种+鼠李糖乳

杆菌+瑞士乳杆菌+植物乳杆菌+柠檬明串株菌+肠膜明串株

菌+屎肠球菌+坚强肠球菌等不同种属的
''?

株乳酸菌)

乳酸菌是益生菌的典型代表(研究,

@S+

-表明乳酸菌具有

调节肠道菌群平衡+预防胃肠道疾病+降低血清胆固醇以及

增强机体免疫力等益生功能)乳酸菌经口摄入后(首先要克

服消化道中物理化学因素的影响(当足够数量的活菌成功在

大肠定植(乳酸菌才能发挥其益生作用,

,

-

)张和平等,

*S'&

-从

酸马奶样品中分离得到的
>&

株乳杆菌(通过耐酸性试验和

人工胃肠消化液耐受性试验(筛选出
'

株干酪乳杆菌
L450C.'

j3/5

=

(经后续研究表明该菌株能成功定植在小鼠肠道并起

到调节肠道菌群作用)陈孝勇等,

''

-从西藏羊八井地区牦牛

酸乳中分离出的
?,

株乳酸菌中筛选出
(

株在人工胃液中存

活率
(

+&P

(在
&:?&P

胆盐中生长率
(

?&P

的乳酸菌)

目前多数对乳酸菌分离筛选的研究更加侧重于其加工

和发酵性能(而对其进入人体后发挥的益生作用研究不多)

万金敏等,

'%

-以牦牛奶渣中分离筛选出的
>

株乳酸菌为研究

对象(通过对其产酸产香等性能的测定比较确定了最佳发酵

组合)杨玉森等,

'?

-对云南地区乳饼及酸乳清中分离出的优

势乳酸菌进行发酵特性试验筛选出
'

株产酸和产乙醛能力

好(产
%

)

半乳糖苷酶量高的植物乳杆菌
$R!@)'

)中国对乳

酸菌的研究仍处于探索阶段(许多商品依赖于国外的菌种来

生产(缺乏具有自主知识产权的益生乳酸菌(因此充分利用

中国特色的乳酸菌资源(筛选优良菌种具有重要的现实意

义,

'@

-

)本试验以采集自青海地区的
''

份牦牛酸乳为研究

对象(通过传统纯培养技术和
'($<RBU

序列分析对牦牛酸

乳中乳酸菌进行鉴定(采用人工胃液和胆盐的耐受性试验筛

?%



选出消化道抗性强的潜在乳酸菌(旨在为后续益生菌益生功

能的研究及应用提供理论依据)

'

!

材料与方法

':'

!

材料与试剂

':':'

!

样品来源

''

份传统发酵牦牛酸乳"青海省海南藏族自治州不同

牧民家中采集)

':':%

!

试剂

`#$

肉汤培养基+脱脂奶粉"生化试剂(美国
R̂R0H2;

公司$

琼脂+琼脂糖+胃蛋白酶!

'

#

'&&&&

#+革兰氏染色试剂

盒+

Y;19A04G

*

型核酸染色剂"北京索莱宝科技有限公司$

细菌基因组
RBU

试剂盒+

%iM/

[

Z!# /̀684<̀ 0X

+

(i

RBU\;/905

=

D̂HH4<

+

'&&7

F

RBU\/994<

"天根生化!北京#

科技有限公司$

牛胆盐"源叶生物有限公司$

巯基乙酸钠"国药集团化学试剂有限公司$

UZ"

试剂盒"法国生物梅里埃有限公司$

上游引物
%+T

+下游引物
'@*>#

"生工生物工程!上海#股

份有限公司)

':%

!

仪器与设备

超净工作台"

$N)!C)%T

型(苏州安泰空气技术有限

公司$

恒温培养箱"

Y_Z)*'(&

型(上海齐欣科学仪器有限

公司$

立式压力蒸汽灭菌器"

\Rj̀ )(&e!$)

+

型(上海申安医

疗器械厂$

生物显微镜"

O\g Z̀W$)̂ b@?

型(日本奥林巴斯公司$

高速低温离心机"

>,'&

型(德国
-

FF

459;<H

公司$

梯度
Z!#

仪"

$'&&&M34<./1!

I

214<

型(美国
0̂;)#/9

公司$

水平电泳槽"

0̀50)$D7!411YM

型(美国
0̂;)#/9

公司$

凝胶成像系统"

Y454Y450D6

型(英国
$

I

5

=

454

公司$

全波长酶标仪"

$gB-#Yg_'̀ Y

型(美国基因公司)

':?

!

试验方法

':?:'

!

乳酸菌的分离纯化
!

分别将样品按
'P

接种量接种

到脱脂乳培养基中于
?+f

培养(待其凝乳后进行
'&

倍梯度

稀释(依次稀释至
'&

S+

)选择
@

个适宜稀释度取
'&&

'

\

涂

布在
`#$

固体平板上(

?+f

培养
@,3

后(选取形态各异的

单菌落采用平板划线法分离菌株)重复上述步骤至得到纯

的菌株后通过革兰氏染色进行形态学观察)

':?:%

!

Z!#

扩增
'($<RBU

序列
!

按照细菌基因组
RBU

提

取试剂盒提取纯化菌株的
RBU

)采用
%>

'

\

反应体系进行

Z!#

扩增(反应结束后(利用琼脂糖凝胶电泳进行检测)合

格的样品送华大基因科技有限公司测序(测序结果通过

B!̂"

中的
\̂U$M

程序进行同源性比对分析)

':?:?

!

系统发育进化树的构建
!

使用
-̀YU>:&

中

B40

=

37;<)C;0505

=

法对分离所得乳酸菌进行
'($<RBU

系统

发育树构建(采用
;̂;868</

F

法进行自展数据集为
'&&&

的置

信度检测)

':?:@

!

菌株在
F

_?:&&

人工胃液中存活率的测定
!

分离菌

株在
?+f

培养
',3

(于
?&&&<

*

.05

离心
'>.05

(收集菌体(

用无菌生理盐水洗涤菌体后重悬为菌悬液)将其与人工胃

液!

&:%P B/!1

+

&:?>P

胃蛋白酶
'

#

'&&&&

(用
'.;1

*

\

的

_!1

调节
F

_

至
?:&&

#按
'

#

*

!体积比#比例混合(

?+f

培养

?3

后(采用平板涂布法测定
&

(

?3

的活菌数(按式!

'

#计算

菌株在
F

_?:&&

人工胃液的存活率)

5

R

7

'

7

%

U

'&&P

( !

'

#

式中"

5

'''存活率(

P

$

7

'

'''

?3

活菌数(

!TW

*

.\

$

7

%

'''

&3

活菌数(

!TW

*

.\

)

':?:>

!

菌株在
&:?&P

胆盐中生长率的测定
!

分离菌株在

?+f

培养
',3

(以
%P

的接种量分别接种于含
&:&&P

(

&:?&P

牛胆盐的
`#$)M_"O

培养基中(

?+f

培养
@3

后测

定其生长率(按式!

%

#计算菌株在胆盐中的生长率)

5a

,

%

S,

&

,

'

S,

&

i'&&P

( !

%

#

式中"

5

'''生长率(

P

$

,

&

'''空白对照的
OR

(&&5.

值$

,

'

'''含
&:&&P

胆盐培养基的
OR

(&&5.

值$

,

%

'''含
&:?&P

胆盐培养基的
OR

(&&5.

值)

':?:(

!

UZ"

试剂盒鉴定
!

分离菌株在
?+ f

培养
',3

(于

?&&&<

*

.05

离心
'>.05

(收集菌体(用无菌生理盐水洗涤菌

体后重悬为菌悬液)参考
UZ"

试剂盒说明书和
OV

=

D5

等,

'>

-

的报道进行操作)

':?:+

!

统计分析
!

每个试验做
?

次平行试验(试验数据以

%平均值
h

标准方差&表示(用
$Z$$%&

进行方差分析(以
Z

'

&:&>

表示有统计学意义)

%

!

结果与分析

%:'

!

分离菌株的菌落形态和细胞形态

采集的
''

份传统发酵牦牛酸乳共分离出
@*

株乳酸菌

由图
'

可知(菌株纯化后在
`#$

培养基中形成单菌落(菌落

形态几乎一致(大多数呈圆形(白色(表面光滑湿润)革兰氏

染色后在显微镜下观察到紫色细胞形态(判定为革兰氏阳性

菌!

Y

k

#)

%:%

!

菌株
'($<RBU

序列
Z!#

扩增结果

Z!#

扩增结果见图
%

)各分离菌株
'($<RBU

基因扩增

产物在
'&&&

"

%>&&7

F

均出现一条清晰亮带(阴性对照无

条带(符合
Z!#

扩增预期结果(说明
Z!#

扩增产物可用于

之后测序工作)

%:?

!

菌株
'($<RBU

序列分析和系统发育树建立

'($<RBU

同源性分析结果表明!表
'

#青海地区牦牛酸

@%

基础研究
!

%&',

年第
+

期



图
'

!

分离菌株菌落形态及革兰氏染色的结果
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图
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!

分离菌株
Z!#

产物琼脂糖凝胶电泳图
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乳中分离的乳酸菌在种属关系上具有一定的生物多样性(包

括乳杆菌属+明串珠菌属+魏斯氏菌属和肠球菌属(具体涉及

植物乳杆菌
'

株(鼠李糖乳杆菌
'

株(瑞士乳杆菌
%

株(德氏

乳杆菌保加利亚亚种
?+

株(短乳杆菌
%

株(柠檬明串珠菌
'

株(食窦魏斯氏菌
%

株(融合魏斯氏菌
'

株(耐久肠球菌
'

株)由表
%

可知(在青海地区采集的牦牛酸乳中分离的大部

分乳酸菌属于乳酸杆菌属(其中德氏乳杆菌保加利亚亚种占

++:&,P

(为优势菌群)而徐杰,

'(

-在青海地区牦牛酸乳中分

离出的乳酸菌主要以片球菌属及明串珠菌属为优势菌(这可

能与采样地区和分离培养基的不同有关)

从
Y454̂/5J

中调取
@

株与目的基因序列同源性较高的

菌株作为参比菌株(以两歧双歧杆菌模式菌株作为外群(构

建可用于食品中乳酸菌菌株
'($<RBU

的系统发育树!见

图
?

#(系统发育分析归为乳酸杆菌属(与
'($<RBU

序列分

析结 果 一 致)在 德 氏 乳 杆 菌 保 加 利 亚 亚 种 分 支 中

%&'($NW:&>:&,'*

+

%&'($NW:&>:&,%&

+

%&'($NW:&>:&,,>

+

%&'($NW:&>:&,,(

+

%&'($NW:&>:&,,+>

株以自举率
,@P

聚

集(其他
?%

株以自举率
(%P

聚在一起(表明乳酸菌在同种水

平内同样存在差异性)瑞士乳杆菌分支与德氏乳杆菌保加

利亚亚种分支以自举率
*'P

聚在一起(说明二者亲缘关系

较近)

%:@

!

菌株对人工胃液耐受性评价

消化道是机体抵御外来物质侵扰的天然屏障(胃是人体

重要消化器官(胃蛋白酶和胃液中强酸环境成为大多数微生

物进入肠道的阻碍,

'+

-

)一般情况下(进食后人胃部
F

_

通常

在
?:&&

左右(消化时间为
'

"

?3

(以人工胃液
F

_?:&&

(作用

时间
?3

为筛选条件(根据.可用于食品的菌种名单/对初筛

图
?

!

乳酸菌系统发育进化树

T0

=

D<4?

!

M34

F

3

I

1;

=

4548028<44;H1/2802/2097/284<0/

后获得的
''

株生长旺盛的乳酸菌进行人工胃液耐受性

测定,

',

-

)

由表
?

可知(

''

株乳酸菌中有
,

株乳酸菌对人工胃液有

一定 的 耐 受 性(但 差 异 明 显(其 中
(

株 乳 酸 菌 存 活

率
(

>&:&&P

(尤其是鼠李糖乳杆菌
%&'($NW:&>:&(&'

和瑞

士乳杆菌
%&'($NW:&>:'&''

(其存活率分别为
''*:>?P

和

'&%:?&P

(表明这
%

株菌在
F

_?:&&

人工胃液环境中继续生

长繁殖(使得其活菌数增加(出现其存活率
(

'&&P

的情况)

+

株德氏乳杆菌保加利亚亚种中
%&'($NW:&>:&,&>

存活率

高达
,>:%,P

(但是有
?

株无法在
F

_?:&&

人工胃液中存活(

说明乳酸菌对人工胃液的耐受性存在明显的菌株差异性)

%:>

!

菌株对胆盐耐受性评价

菌株对小肠内胆盐耐受性是筛选乳酸菌的基本标准之

一,

'*

-

)人体中胆盐的质量浓度大约为
&:&?P

"

&:?&P

,

%&

-

(

选择在人工胃液存活率达到
>&:&&P

以上的菌株(测定其在

&:'&P

(

&:%&P

(

&:?&P?

种不同胆盐浓度溶液中的生长率来

评价菌株对胆盐的耐受力(结果见表
@

)

(

株菌在胆盐中生

长率随着浓度增加而降低(这可能与高胆盐浓度在细胞外产

>%
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表
'

!

分离菌株
'($<RBU

序列同源性分析结果

M/714'

!

#46D186;H'($<RBU64

[

D4524/5/1

I

606

编号 中文名称 拉丁文名称 同源性*
P

%&'($NW:&>:&>&'

植物乳杆菌
L05>*)05';;DC

1

;02>0?D7 '&&

%&'($NW:&>:&(&'

鼠李糖乳杆菌
L05>*)05';;DC?&072*CDC '&&

%&'($NW:&>:'&''

瑞士乳杆菌
L05>*)05';;DC&.;=.>'5DC '&&

%&'($NW:&>:'&?&

瑞士乳杆菌
L05>*)05';;DC&.;=.>'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,&?

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,&>

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,&*

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,'&&

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,'&@

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,'*

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,%&

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,%'

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,%%

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,%?

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,@%

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,@@

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,@(

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,@+

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,@,

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,@*

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,(>

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,((

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,(+

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,(,

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,(*

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,+&

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,+'

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,+%

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,+?

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,+@

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,+>

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,,>

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,,(

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,,+

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,,,

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,,*

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,*&

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,*'

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,*@

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC '&&

%&'($NW:&>:&,*(

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:&,*+

德氏乳杆菌保加利亚亚种
L05>*)05';;DC6.;)?D.5O''CD)C

1

4)D;

3

0?'5DC **

%&'($NW:&>:''&'

短乳杆菌
L05>*)05';;DC)?.='C '&&

%&'($NW:&>:''&%

短乳杆菌
L05>*)05';;DC)?.='C **

%&'($NW:&+:&>&%

柠檬明串珠菌
L.D5*2*C>*55'>?.D7 '&&

%&'($NW:'':&'&'

食窦魏斯氏
+.'CC.;;05')0?'0 **

%&'($NW:'':&'&?

食窦魏斯氏
+.'CC.;;05')0?'0 **

%&'($NW:'':&?&'

融合魏斯氏
+.'CC.;;05*2

9

DC0 '&&

%&'($NW:&@:&''(

耐久肠球菌
#2>.?*5*55DC6D?02C **

(%

基础研究
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生高渗透压对菌体细胞造成影响(导致菌株耐受力下降有

关,

%'

-

)瑞士乳杆菌
%&'($NW:&>:'&''

虽然在人工胃液中存

活率达到
'&%:?&P

(但是对于胆盐耐受性较差)鼠李糖乳杆

菌
%&'($NW:&>:&(&'

在
&:?&P

胆盐中耐受能力较强达到

@':(@P

)同时有研究,

%%

-表明鼠李糖乳杆菌在发酵过程中只

产生
L)

乳酸(产物的单一化使得其产品安全性大大提高(婴

幼儿发生不良反应几率下降)因此进一步研究鼠李糖乳杆

菌
%&'($NW:&>:&(&'

的益生功能及发酵性能具有广泛的应

用前景)

表
%

!

分离菌株种属分布

M/714%

!

$

F

420469068<07D80;5;H06;1/84968</056

属名 种名 数量*株 比例*
P

乳杆菌属

!

L05>*)05';;DC

#

植物乳杆菌
' %:&,

鼠李糖乳杆菌
' %:&,

瑞士乳杆菌
% @:'+

德氏乳杆菌保加利

亚亚种
?+ ++:&,

短乳杆菌
% @:'+

明串珠菌属

!

L.D5*2*C>*5

#

柠檬明串珠菌
' %:&,

魏斯氏菌属 食窦魏斯氏菌
% @:'+

!

+.'CC.;;0

# 融合魏斯氏菌
' %:&,

肠球菌属

!

#2>.?*5*55DC

#

耐久肠球菌
' %:&*

@, '&&:&&

"""""""""""""""""""""""

表
?

!

乳酸菌对人工胃液耐受力评价Q

M/741?

!

-L/1D/80;5;H8348;14</524;H1/2802/2097/284<0/

8;/<80H020/1

=

/68<02

K

D024

菌株编号
&3

活菌数*

!

!TW

2

.\

S'

#

?3

活菌数*

!

!TW

2

.\

S'

#

存活率*
P

%&'($NW:&>:&>&'

':>&i'&

,

+:,&i'&

+

>%:&&h%:(@

%&'($NW:&>:&(&' ':,?i'&

,

%:',i'&

,

''*:>?h':'%

%&'($NW:&>:&,&?

':(+i'&

,

BR BR

%&'($NW:&>:&,&> %:?'i'&

+

':*+i'&

+

,>:%,h':+@

%&'($NW:&>:&,&*

':&*i'&

,

':@(i'&

+

'?:@&h&:?'

%&'($NW:&>:&,@% +:'>i'&

(

?:,'i'&

(

>?:%*h'@:,(

%&'($NW:&>:&,@*

%:,'i'&

,

(:,,i'&

+

%@:@,h&:+*

%&'($NW:&>:&,,, >:+'i'&

(

BR BR

%&'($NW:&>:&,'&&

':((i'&

,

BR BR

%&'($NW:&>:'&''

':&'i'&

,

':&?i'&

,

'&%:?&h'':,(

%&'($NW:&>:'&?& >:&&i'&

+

?:,+i'&

+

++:,>h':%%

!

Q

!F

_?:&&

的人工胃液)

%:(

!

最佳抗性菌株的生化特性鉴定结果

乳酸杆菌种水平的表型鉴定主要依据碳水化合物发酵

试验)

UZ">&!_

试剂盒是通过菌株对
@*

种不同碳水化合

物的利用情况来进行鉴定)由图
@

和表
>

可知(在供试的
@*

种碳源中
%&'($NW:&>:&(&'

可以利用其中
%>

种碳水化合

物)经
UZ"1/7

F

1D6

系统最终鉴定
%&'($NW:&>:&(&'

为

L05>*)05';;DC?&072*CDC

(其
"R

值为
**:(&P

(

M

值为
&:+(

(

达到鉴定要求!

"R

值
)

**:&P

且
M

值
)

&:>

#)

?

!

结论
乳酸菌只有经过人体消化系统在肠道中达到一定数量

后才能发挥其潜在的益生作用(即要求乳酸菌具有耐受人体

胃肠道的防御机制(尤其是胃液中的低酸环境和小肠中的高

胆盐环境,

%?

-

)通过对青海地区的
''

份牦牛酸乳中乳酸菌

表
@

!

乳酸菌在不同浓度胆盐中的生长率

M/741@

!

M34

=

<;G834HH020452

I

;H1/2802/2097/284<0/05

90HH4<45870146/186

菌株编号
&:'&P &:%&P &:?&P

%&'($NW:&>:&>&' %+:,'h&:+' '?:?*h&:'( >:?+h&:@%

%&'($NW:&>:&(&' ++:*+h':>( (&:+,h':?* @':(@h&:&(

%&'($NW:&>:&,&> @%:'>h&:>? %+:,(h&:,& +:(&h&:%&

%&'($NW:&>:&,@% '+:?>h&:%+ '?:?*h%:>( +:'?h&:@'

%&'($NW:&>:'&'' %?:,>h':(% '@:>*h&:*% ?:?,h&:&&

%&'($NW:&>:'&?& (*:+,h&:,+ %,:@@h&:&+ '>:'*h&:>>

图
@

!

%&'($NW:&>:&(&'

的
UZ">&!_

反应结果

T0

=

D<4@

!

UZ">&!_H4<.458/80;5<46D186;H

%&'($NW:&>:&(&'

+%

第
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表
>

!

%&'($NW:&>:&(&'

对
@*

种碳水化合物发酵试验结果Q

M/714>

!

M34<46D186;H834H4<.458/80;54X

F

4<0.458;H%&'($NW:&>:&(&';5@*.490D.2/<7;3

I

9</846

管号 碳水化合物 反应结果 管号 碳水化合物 反应结果

&

空白
S %>

七叶灵柠檬酸铁
k

'

甘油
S %(

水杨苷
k

%

赤藻糖醇
S %+ <)

纤维二糖
k

? <)

阿拉伯糖
S %, <)

麦芽糖
k

@ L)

阿拉伯糖
S %* <)

乳糖
k

> <)

核糖
k ?& <)

蜜二糖
S

( <)

木糖
S ?' <)

蔗糖
k

+ L)

木糖
S ?% <)

海藻糖
k

, <)

侧金盏花醇
' S ??

菊粉
S

*

甲基
)

%

<

吡喃木糖苷
S ?@ <)

松三糖
k

'& <)

半乳糖
k ?> <)

棉子糖
S

'' <)

葡萄糖
k ?(

淀粉
S

'% <)

果糖
k ?+

糖原
S

'? <)

甘露糖
k ?,

木糖醇
S

'@ L)

山梨糖
k ?* <)

龙胆二糖
k

'> L)

鼠李糖
k @& <)

土伦糖
k

'(

卫茅醇
S @' <)

来苏糖
S

'+

肌醇
S @% <)

塔格糖
k

',

甘露醇
k @? <)

岩藻糖
S

'*

山梨醇
k @@ L)

岩藻糖
S

%&

甲基
)

!

<)

吡喃甘露糖苷
S @> <)

阿拉伯醇
S

%'

甲基
)

!

<)

吡喃葡萄糖苷
k @( L)

阿拉伯醇
S

%% $)

乙酰葡萄糖胺
k @+

葡萄糖酸钾
k

%?

苦杏仁苷
k @, %)

酮基葡萄糖酸钾
S

%@ U#̂ W\"B k @* >)

酮基葡萄糖酸钾
S

!!!!!!

Q

!

%

k

&代表反应阳性$%

S

&代表反应阴性)

的分离纯化(共获得
@,

株乳酸菌(经
'($<RBU

序列分析鉴

定为
?+

株德氏乳杆菌保加利亚亚种(

'

株植物乳杆菌(

%

株

瑞士乳杆菌(

'

株鼠李糖乳杆菌(

%

株短乳杆菌(

'

株柠檬明

串珠菌(

%

株食窦魏斯氏菌(

'

株融合魏斯氏菌(

'

株耐久肠

球菌)根据.可用于食品的菌种名单/(对经过初筛后得到的

''

株生长旺盛的乳酸菌进行人工胃液和胆盐耐受性评价(

筛选出
(

株耐酸菌株及
'

株耐胆盐菌株(综合比较鼠李糖乳

杆菌
%&'($NW:&>:&(&'

为最佳抗性菌株(其在人工胃液存

活率达到
''*:>?P

(在
&:?&P

胆盐中生长率为
@':(@P

)
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$其中(亚油酸!

!

',

#

%

#含量最高(亚麻酸!

!

',

#

?

(

2?

#次

之)当温度不超过
'&&f

时(烘焙处理虽然会对小球藻的色

素产生一定影响(但对脂肪酸成分及乙醇提取物抗氧化能力

影响不大)当温度达到
'>&f

时(小球藻乙醇提取物的抗氧

化活性明显降低$温度进一步提高至
%&&f

时(多不饱和脂

肪酸也受到严重破坏)烘焙处理可以有效去除小球藻的藻

腥味(有助于提高小球藻在食品市场中的应用)本试验仅研

究了小球藻单独烘焙时营养成分的变化(如将其添加到面

包+饼干等食品中其营养成分在烘焙过程中的变化可能不

同(后续将对此作进一步研究)
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