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摘要!利用传统微生物培养法从酱油渣中分离得到
#"

株

副干 酪 乳 杆 菌#其 中
+

株 为
53>?4S3>'99*A

E

3=3>3A&'

A*SA

E

:

E

3=3>3A&'

#称 为
;J%#

$

;J?#

$

;J*"

$

;J###

$

;J#!?

$

;J#?*

$

;J!?%

和
;J!?(

'

!

株为
53>?4S3>'99*A

E

3=3>3A&'A*SA

E

:?49&=31A

#称为
;J#??

和
;J#?+

%通过

形态学观察$生理生化特征试验及
#(REXBO

基因序列分

析方法对其进行鉴定#并研究其对人工胃肠液耐受能力$

疏水能力及抗氧化能力%模拟胃肠液耐受试验结果表

明&耐受胃液
%K

后#菌株
;J%#

$

;J###

$

;J#??

菌株存

活率分别为!

+(7%%e#7!@

"

Q

#!

%#7%$e"7?"

"

Q

#!

?$7@%e

#7?(

"

Q

'在模拟肠液中培养
+K

后#菌株
;J%#

$

;J###

$

;J#??

菌株存活率分别为!

("7!!e"7#(

"

Q

#!

(!7#+e

"7$"

"

Q

#!

?!7+@e"7""

"

Q

%疏水性试验结果表明&菌株

;J%#

$

;J###

$

;J#??

疏水率分别为!

#+7?!e"7$(

"

Q

#

!

!(7?#e"7((

"

Q

#!

!?7@#e"7?+

"

Q

%抗氧化试验结果表

明&菌株
;J%#

细胞悬浮液
&==;

清除率为!

!(7!?e

"7"#

"

Q

#其无细胞提取物
&==;

清除率为!

#(7"%e

"7"%

"

Q

'菌株
;J%#

细胞悬浮液羟基自由基清除率为

!

@!7++e"7!#

"

Q

#其无细胞提取物羟基自由基清除率为

!

!$7$@e"7"#

"

Q

#表明菌株
;J%#

具有较好的模拟胃肠

液耐受能力$疏水能力及抗氧化能力%

关键词!酱油渣'乳酸菌'人工胃肠液耐受能力'疏水能

力'抗氧化能力
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酱油渣是酱油发酵结束后%经淋油或抽油产生的固

体残渣*

#

+

&

!"#$

年中国酱油产量接近
+("

万
3

*

!

+

%按照每

生产
#A

4

酱油产出
"7($A

4

酱油渣比例进行计算%中国酱

油渣年产量高达
(""

万
3

&酱油渣富含粗蛋白*

%

+

)粗脂

肪*

@

+等物质%是理想的非常规蛋白饲料*

?

+

&但酱油渣用

作饲料%存在含盐量较高)适口性较差及不易贮存等缺

点*

(T$

+

%在一定程度上限制了酱油渣的应用&接种特定

微生物%再次发酵酱油渣%改善其理化性质及营养品质%

可解决上述问题*

+T*

+

&

酱油发酵是一个多种微生物参与的过程%乳酸菌是

其发酵过程中的主要细菌&不同发酵阶段酱醪中乳酸菌

群的组成不同%主要包括嗜盐四联球菌属*

#"T##

+

)乳杆菌

属)乳酸乳球菌)片球菌属)魏斯氏菌属等*

#!T#%

+

&乳杆菌

是目前应用最多的益生菌%其中干酪乳杆菌及植物乳杆

菌被公认为是最经典的益生菌*

#@

+

&近年来%从干酪乳杆

菌中划分出来的副干酪乳杆菌受到较多关注&

.̂KEF/1

等*

#?

+研究发现%

DJ;!?$*

能显著提高机体粒细胞吞噬

率及氧化型低密度脂蛋白抗体水平$田丹*

#(

+研究发现%

b#!

产生的肽聚糖具有诱导肿瘤细胞的免疫原性死亡的

功能$

Z.EH/GFE

等*

#$

+研究表明%副干酪乳杆菌发酵干酪%

可增加干酪产品中游离氨基酸的数量%提高产品质量&

目前对于酱油发酵过程乳酸菌资源的研究中%尚未见酱

油渣中副干酪乳杆菌的相关研究报道&

试验拟采用传统微生物培养方法从酱油渣中分离)

纯化乳杆菌%利用生理生化特征试验及分子生物学方法

进行鉴定%并测定其对模拟人工胃液)肠液的耐受性%疏

水性与抗氧化性能%以期筛选得到益生特性良好的副干

酪乳杆菌%为其再次应用于酱油渣发酵或饲料生产等方

面提供理论依据&

#

!

材料与方法
#7#

!

材料与仪器

#7#7#

!

材料与试剂

酱油渣"原料主要为大豆与小麦粉%采用高盐稀态工

艺酿造%广东省某调味食品有限公司$

革兰氏染色试剂盒)过氧化氢生化鉴定管)吲哚生化

鉴定管)硫化氢生化鉴定管)明胶生化鉴定管)硝酸盐!还

原#生化鉴定管)

SXR

肉汤等"广东环凯微生物科技有限

公司&

#7#7!

!

仪器与设备

全自动灭菌锅"

ZX("&O

型%致微!厦门#仪器有限

公司$

显微镜"

=;#""

型%凤凰光学集团有限公司$

电子分析天平"

S,#"@

型%梅特勒'托利多精密仪器

公司$

防冻 霜 冰 箱"

_C&'#+*P&=[

型%海 尔 股 份 有 限

公司$

恒温培养箱"

DX;'#?"

型%上海一恒科学仪器有限

公司$

超净工作台"

RP'Ĉ'#V&

型%苏州安泰空气技术有限

公司$

微孔板分光光度计酶标仪"

,

:

98K!

型%美国伯腾仪器

有限公司&

#7!

!

试验方法

#7!7#

!

酱油渣中乳酸菌的分离纯化
!

根据文献*

#+T!"

+

修改如下"无菌条件下%称取酱油渣
!?

4

溶解于
!!?

4

无

菌磷酸盐缓冲溶液中%制成
#"

T#

%

#"

T!

%/%

#"

T$共
$

个浓

度稀释液&吸取稀释液
"7#-D

%涂布于
SXR

固体培养

基%

%$\

倒置培养
!@

#

@+K

&挑取菌落反复划线至菌落

一致&挑取单菌落于
SXR

肉汤中
%$\

培养
#!K

%与体

积分数
?"Q

甘油按
#

#

#

!体积比#混合%

T!" \

保藏备

用&划线于
SXR

固体斜面培养基%

%$ \

培养至长出菌

落%

@\

保藏备用&

#7!7!

!

酱油渣中乳酸菌的鉴定

!

#

#形态学观察"根据文献*

!#

+修改如下%菌株划线

于固体培养基中%

%$\

培养
@+K

%观察菌株的菌落形态&

进行革兰氏染色试验%显微镜下观察菌株的菌体形态&

革兰氏阳性菌株进行过氧化氢酶接触试验%有气泡产生

为阳性反应%无气泡产生为阴性&

!

!

#生理生化试验"参照0乳酸细菌分类鉴定及实验

方法1

*

!!

+

%具体试验操作参考生化鉴定管的说明书&

"!

基础研究
VUB&OS,BJODX,R,OXC;

总第
!#(

期
"

!"#*

年
#"

月
"



!

%

#分子生物学鉴定"将革兰氏呈阳性)过氧化氢酶

接触试验呈阴性菌株送至华大基因进行
#(REXBO

基因

序列测序&

!

@

#系统发育树的构建"根据文献*

!%T!@

+进行修

改%根据菌株的测序序列信息%登陆
ZFG_.GA

中
_DORJ

程序!

K33

:

"((

M0.137G8M/7G0-7G/K7

4

9N

#比对%在
,a_/9C09LH

数据库查询模式菌株信息%利用
SF

4

.?7"

软件%采用邻近

算法%

M99313E.

:

为
#"""

构建系统发育树&

#7!7%

!

副干酪乳杆菌模拟胃液耐受性测定
!

根据文献

*

!?

+修改如下"菌株活化
%

代%调节菌液
RQ

(""G-

l

#7""e"7"?

%吸取
%-D

菌液%

@"""E

(

-/G

离心
#"-/G

%去

上清液%将菌体悬浮于
%-D

灭菌生理盐水制成菌悬浮

液&无菌离心管中加入人工胃液
*-D

)菌悬浮液
#-D

%

混合均匀&

%$ \

培养%分别在
"

!稀释度为
#"

T@

%

#"

T?

%

#"

T(

#%

%K

!稀释度为
#"

T%

%

#"

T@

%

#"

T?

#取样
"7#-D

%使用

平板计数法计算菌株存活率&设置
%

个平行%按式!

#

#计

算菌株存活率&

;

#

L

"

#

"

"

]#""Q

% !

#

#

式中"

;

#

'''菌株存活率%

Q

$

"

"

'''耐受人工胃液
"K

的活菌数%

CVU

(

-D

$

"

#

'''耐受人工胃液
%K

的活菌数%

CVU

(

-D

&

#7!7@

!

副干酪乳杆菌模拟肠液耐受性测定
!

根据文献

*

!?

+修改如下"取人工胃液消化
%K

的菌株培养液
#-D

%

接种于
*-D

人工肠液中%

%$ \

培养
"

!稀释度
#"

T%

%

#"

T@

%

#"

T?

#%

@

!稀释度
#"

T!

%

#"

T%

%

#"

T@

#%

+K

!稀释度

#"

T!

%

#"

T%

%

#"

T@

#%使用平板计数法计算菌株存活率&设

置
%

个平行%按式!

!

#计算菌株存活率&

;

!

L

"1

"

"

]#""Q

% !

!

#

式中"

;

!

'''菌株存活率%

Q

$

"

"

'''人工肠液耐受
"K

的活菌数%

CVU

(

-D

$

"1

'''人工肠液耐受
@

%

+K

的活菌数%

CVU

(

-D

&

#7!7?

!

副干酪乳杆菌表面疏水性测定
!

根据文献*

!?

+修

改如下"菌株活化
%

代%调节菌液
RQ

(""G-

l#7""e"7"?

%

接种 量 为
!Q

!体 积 分 数#%

%$ \

培 养
#!K

&菌 液

?"""E

(

-/G

离心
?-/G

%磷酸盐溶液洗涤
!

#

%

次%重悬&

测定菌株
RQ

(""G-

&吸取上述菌悬浮液
%-D

%加入二甲

苯
#-D

%室温培养
#?-/G

%震荡使其混合%室温静置
#K

%

吸取下层水相%以磷酸盐缓冲液为空白对照%测定

RQ

(""G-

%按式!

%

#计算菌株疏水率&

;

%

L

"

"

M

"

"

"

]#""Q

% !

%

#

式中"

;

%

'''菌株疏水率%

Q

$

"

"

'''菌液与二甲苯混匀前菌液的
RQ

(""G-

值$

"

'''菌液与二甲苯混匀后菌液的
RQ

(""G-

值&

#7!7(

!

副干酪乳杆菌抗氧化能力测定

!

#

#副干酪乳杆菌培养及无细胞提取物的制备"根据

文献*

!(T!$

+修改如下%挑取人工胃肠液耐受性及疏水

性良好的菌株进行抗氧化试验&菌株活化
%

代%接种量

!Q

!体积分数#%

%$\

培养
#H

&

@\

下
@"""E

(

-/G

离心

!"-/G

%去上清收菌体&用磷酸盐缓冲液洗涤菌体
%

次%

重悬%调整
RQ

(""G-

l#7""e"7"?

&菌悬液分为制备乳酸

菌无细胞提取物!

CV,

#和菌体细胞!

>C

#两组&菌悬液冰

浴下超声破碎
#! -/G

%每工作
*1

%停歇
#!1

%

@ \

下

*?""E

(

-/G

离心
#?-/G

%上清液即为无细胞提取物&将

菌体细胞和无细胞提取物于
@\

保存备用&

!

!

#副干酪乳杆菌清除
&==;

能力测定"根据文献

*

!(

+修改如下%分别取
!-D

菌体悬浮液!无细胞提取

物#)

&==;

溶液!

"7!--90

(

D

#%室温下避光反应
"7?K

%测

定
RQ

?#$G-

%空白为无水乙醇&按式!

@

#计算菌株
&==;

清除率&

;

@

L

!

#

M

"

/

M

"

k

"

"

#

]#""Q

% !

@

#

式中"

;

@

'''菌株
&==;

清除率%

Q

$

"

/

'''

!-D&==;m!-D

样品的
RQ

?#$G-

$

"

k

'''

!-D

无水乙醇
m!-D

样品的
RQ

?#$G-

$

"

"

'''

!-D&==;m!-D

无水乙醇的
RQ

?#$G-

&

!

%

#副干酪乳杆菌清除羟基自由基能力测定"根据文

献*

!(

+修改如下%分别取
!-D

邻菲啉!

!7?--90

(

D

#)

磷酸盐缓冲溶液!

:

;$7@

%

"7"!-90

(

D

#)蒸馏水%混匀&分

别加 入
! -D

硫 酸 亚 铁 溶 液 !

!7? --90

(

D

#)

;

!

<

!

!

!"--90

(

D

#溶液%混匀%

%$ \

水浴
*" -/G

&

@ \

下

?"""E

(

-/G

离心
(-/G

%测定
RQ

?%(G-

%空白为磷酸盐缓

冲溶液&按式!

?

#计算羟基自由基清除率&

;

?

L

"

k

T

"

"

"

/

T

"

"

]#""Q

% !

?

#

式中"

;

?

'''羟基自由基清除率%

Q

$

"

/

'''

!-D

蒸馏水代替
!-D;

!

<

!

的
RQ

?%(G-

$

"

k

'''用
!-D

细胞悬浮液或无细胞提取物代替

!-D

蒸馏水的
RQ

?%(G-

$

"

"

'''磷酸盐缓冲溶液的
RQ

?%(G-

&

#7%

!

数据处理

数据统计及处理采用
,28F0!"#%

以及
R=RR#$7"

%采

用
<E/

4

/G*

绘图&

!

!

结果与分析
!7#

!

乳酸菌的菌落形态

从酱油渣中分离得到
#"

株乳酸菌%分别为菌株

#!

"

[907%?

"

B97#"
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;J%#

)

;J?#

)

;J*"

)

;J###

)

;J#!?

)

;J#??

)

;J#?+

)

;J#?*

)

;J!?%

及
;J!?(

%菌落颜色均为奶白色%中央凸

起%菌落表面光滑有光泽%边缘齐整%直径为
"7?

#

#7?--

%菌落形态如图
#

所示&经革兰氏染色试验及酶

触试验发现%

#"

株乳酸菌的菌体形态均为杆状%酶触试验

均呈阴性%菌体形态如图
!

所示&

图
#

!

乳酸菌在
SXR

固体培养基的菌落形态

V/

4

LEF#

!

JKF8909G

6

-9E

:

K909

46

9I0.83/8.8/HM.83FE/.

/GSXR190/H-FH/L-

!

;J?#

#

!H

"

!7!

!

乳酸菌生理生化试验特征

由表
#

可知%菌 株
;J%#

)

;J?#

)

;J*"

)

;J###

)

;J#!?

)

;J#??

)

;J#?+

)

;J#?*

)

;J!?%

和
;J!?(

在酶

触)硝酸盐还原)明胶液化)

;

!

R

产生)吲哚试验中均呈阴

性%参考张刚*

!+

+

)华鹤良*

!*

+的方法%结合形态学结果%初

步判定上述菌株为乳杆属!

53>?4S3>'99*A

#&

图
!

!

部分乳酸菌菌株的菌体形态

V/

4

LEF!

!

S/8E9189

:

/8-9E

:

K909

46

9I19-F

53>?4S3>'99*A13E./G1

!

]#"""

"

表
#

!

酱油渣中乳酸菌的生理生化鉴定结果h

J.M0F#

!

XF1L039I

:

K

6

1/909

4

/8.0.GHM/98KF-/8.0/HFG3/I/8.3/9G9I0.83/8.8/HM.83FE/./G19

6

1.L8FEF1/HLF

菌株 革兰氏染色 酶触试验 硝酸盐还原 明胶液化
;

!

R

产生 吲哚试验

;J%# m T T T T T

;J?# m T T T T T

;J*" m T T T T T

;J### m T T T T T

;J#!? m T T T T T

;J#?? m T T T T T

;J#?+ m T T T T T

;J#?* m T T T T T

;J!?% m T T T T T

;J!?( m T T T T T

!!!!!!!

h

!

-

m

.表示反应呈阳性$-

T

.表示反应呈阴性)不生长或生长不明显&

!7%

!

菌株分子生物学鉴定

对
#"

株乳酸菌进行基因组提取)

=CX

扩增及测序&

凝胶电泳图如图
%

所示&由图
%

可知%

#"

株乳酸菌的

=CX

扩增产物大小均在
#?""M

:

左右%且电泳带光亮明

显%无杂质%可进行测序*

%"

+

&

!!

得到菌株
#(REXBO

基因序列后%进行
_0.13

比对%

结果如表
!

所示&使用
SF

4

.?7"

构建系统发育树%如

图
@

所 示&由 图
@

可 知%菌 株
;J%#

)

;J?#

)

;J*"

)

;J###

)

;J#!?

)

;J#??

)

;J#?+

)

;J#?*

)

;J!?%

)

;J!?(

均与模式菌株
53>?4S3>'99*A

E

3=3>3A&'A*SA

E

:

E

3=3>3A&'

OJCC!?%"!

J

)

53>?4S3>'99*A

E

3=3>3A&'A*SA

E

:?49&=31A

ĈS##$#

J 处于同一分支&结合表
!

%将菌株
;J%#

)

电泳条件"

%

%

D

样品
m#Q

琼脂糖凝胶%使用
JE.G1!̀

!

=0L1

&BO S.EAFE

图
%

!

部分乳酸菌
#(REXBO=CX

扩增产物电泳图

V/

4

LEF%

!

,0F83E9

:

K9EF1/19I#(REXBO.-

:

0/I/FH

:

E9HL8319I

:

.E3/.00.83/8.8/HM.83FE/.

$!

基础研究
VUB&OS,BJODX,R,OXC;

总第
!#(

期
"

!"#*

年
#"

月
"



表
!

!

酱油渣中分离菌株的
#(REXBO

序列同源性比对结果

J.M0F!

!

XF1L0319I#(REXBO1F

c

LFG8FK9-909

46

.G.0

6

1/19I/190.3F1IE9-19

6

1.L8FEF1/HLF

菌株 菌株名称 菌株编号 登陆号 相似性(
Q

;J%# 53>?4S3>'99*A

E

3=3>3A&'A*SA

E

:

E

3=3>3A&' OJCC!?%"!

!

J

#

OCZY"#"""#(! **7%+

;J?# 53>?4S3>'99*A

E

3=3>3A&'A*SA

E

:

E

3=3>3A&' OJCC!?%"!

!

J

#

OCZY"#"""#(! **7!?

;J*" 53>?4S3>'99*A

E

3=3>3A&'A*SA

E

:

E

3=3>3A&' OJCC!?%"!

!

J

#

OCZY"#"""#(! *+7*#

;J### 53>?4S3>'99*A

E

3=3>3A&'A*SA

E

:

E

3=3>3A&' OJCC!?%"!

!

J

#

OCZY"#"""#(! **7%!

;J#!? 53>?4S3>'99*A

E

3=3>3A&'A*SA

E

:

E

3=3>3A&' OJCC!?%"!

!

J

#

OCZY"#"""#(! **7(@

;J#?? 53>?4S3>'99*A

E

3=3>3A&'A*SA

E

:?49&=31A ĈS##$#

!

J

#

&#(??" **7%!

;J#?+ 53>?4S3>'99*A

E

3=3>3A&'A*SA

E

:?49&=31A ĈS##$#

!

J

#

&#(??" *+7*+

;J#?* 53>?4S3>'99*A

E

3=3>3A&'A*SA

E

:

E

3=3>3A&' OJCC!?%"!

!

J

#

OCZY"#"""#(! *+7$#

;J!?% 53>?4S3>'99*A

E

3=3>3A&'A*SA

E

:

E

3=3>3A&' OJCC!?%"!

!

J

#

OCZY"#"""#(! *+7?"

;J!?( 53>?4S3>'99*A

E

3=3>3A&'A*SA

E

:

E

3=3>3A&' OJCC!?%"!

!

J

#

OCZY"#"""#(! *+7!?

"7"!

表示
!Q

的碱基替换率

图
@

!

副干酪乳杆菌
#(REXBO

基因序列系统发育树

V/

4

LEF@

!

=K

6

09

4

FGF3/83EFF9I#(REXBO

4

FGF1F

c

LFG8F9I53>?4S3>'99*A

E

3=3>3A&'

;J?#

)

;J*"

)

;J###

)

;J#!?

)

;J#?*

)

;J!?%

)

;J!?(

鉴定为
53>?4S3>'99*A

E

3=3>3A&'A*SA

E

:

E

3=3>3A&'

!副干酪

乳杆菌副干酪亚种#$将菌株
;J#??

)

;J#?+

鉴定为
53>(

?4S3>'99*A

E

3=3>3A&'A*SA

E

:?49&=31A

!副干酪乳杆菌坚韧亚

种#&

PF/

等*

%#

+发现参与酱油发酵的细菌主要有乳杆菌)

魏斯氏菌)芽孢杆菌等$胡传旺*

#!

+研究发现%酱油发酵过

程的主要微生物有乳杆菌)片球菌)魏斯氏菌等&

!7@

!

副干酪乳杆菌模拟胃液耐受能力

在实际应用中%乳酸菌要发挥其积极作用会受到诸

多因素的限制%其中包括机体消化道中低
:

;

胃液的作

用*

%!

+

&如乳酸菌耐受胃液的能力差%则导致菌株存活率

过低%难以发挥其益生特性%因此胃液耐受能力是研究乳

酸菌益生特性的指标之一&由图
?

可知%菌株
;J%#

)

;J!?(

对模拟胃液耐受性较好%在胃液中耐受
%K

后%菌

株存活率分别为!

+(7%%e#7!@

#

Q

%!

+"7++e?7%*

#

Q

$菌株

;J*"

)

;J#?+

)

;J#?*

)

;J!?%

耐受胃液
%K

后%菌株存

活率分别为!

((7%!e"7%?

#

Q

%!

(*7"+e"7@#

#

Q

%!

($7#?e

"7"%

#

Q

%!

(%7@$e"7($

#

Q

$菌株
;J#??

)

;J?#

)

;J###

耐受胃液
%K

后%菌株存活率分别为!

?$7@%e#7?(

#

Q

%

!

@+7((e"7!+

#

Q

%!

%#7%$e"7?"

#

Q

$菌株
;J#!?

的存活

%!

"

[907%?

"

B97#"
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图
?

!

副干酪乳杆菌在模拟人工胃液中的存活率

V/

4

LEF?

!

JKFF2

:

FE/-FG3.0EF1L0319I53>?4S3>'99*A

E

3(

=3>3A&'/G1/-L0.3FH.E3/I/8/.0

4

.13E/8

k

L/8F

率较低%仅为!

#%7@?e"7##

#

Q

&

!7?

!

副干酪乳杆菌模拟肠液耐受能力

乳酸菌耐受机体肠道高胆汁酸的能力是研究其益生

特性的又一指标*

%!

+

&由图
(

可知%菌株
;J%#

)

;J!?%

)

;J###

)

;J#??

耐受肠液能力较好%耐受肠液
@K

后的存

活率分别为!

*?7@"e"7??

#

Q

%!

+?7%(e"7"!

#

Q

%!

$@7?(e

"7@@

#

Q

%!

$#7?$e"7#?

#

Q

$其余菌株耐受肠液
@K

后的存

活率均在
%"Q

#

("Q

&耐受模拟肠液
+K

后%菌株

;J%#

)

;J###

)

;J#??

的耐受能力较好%存活率分别为

!

("7!!e"7#(

#

Q

%!

(!7#+e"7$"

#

Q

%!

?!7+@e"7""

#

Q

$菌

株
;J?#

)

;J*"

)

;J#?+

耐受模拟肠液能力稍差%存活率

分别为!
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