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传统泡菜中两株耐酸性乳酸菌的分离与鉴定
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摘要!从东北!山东!贵州!四川等地
"

个泡菜样品中共分

离出
(

株菌$通过形态学观察!生理生化试验!乳酸菌定

性试验!胃酸模拟试验$得到了
%

株在
C

J%9N

条件下存活

率较高的乳酸菌$经
!"L<R:O

测序鉴定$确定
%

株耐酸

性乳酸菌分别为'从山东糖蒜泡菜中分离得到编号为山

东
LVX

的短乳杆菌"

J7?23T7?*;;/1T8':*1

#及从东北酸菜

中分离得到编号为东北
JL

的干酪乳酸菌"

J7?23T7?*;;/1

?71'*

#%

关键词!乳酸菌&泡菜&耐酸性&分离&鉴定
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乳酸菌作为一类典型的益生菌群%具有调节肠道菌

群*促进肠道消化吸收+

!]%

,

*降低血清胆固醇+

&]$

,

*抗氧

化+

N

,等作用%还能减轻体重*调节体脂+

"

,

*改善糖尿病+

)

,

等慢性疾病及抑郁症+

(

,

*老年痴呆+

'

,等精神性疾病&人

体摄入的乳酸菌需经过胃部并定殖于肠道壁上才能发挥

其生理活性%但胃部高酸环境会使乳酸菌活性大幅降低&

孟祥晨等+

!#

,研究表明在
C

J!9N

的环境条件下作用
&0

后%短双歧杆菌存活率仅为
#9#Np

&其原因可能是胃部

高酸环境改变了乳酸菌细胞膜所带的电荷及细胞蛋白机

构%从而使乳酸菌活性下降+

!!

,

/另外人体消化系统分泌的

胃液*胆汁*胰液等对乳酸菌的活性也有一定影响+

!%]!&

,

&

李洋等+

!$

,从青海地区的牦牛酸乳中分离得到
"

株在
C

J

&9#

条件下存活的乳酸菌/吕源玲+

!N

,从婴儿粪便中筛选出

&

株对
C

J&9N

的酸性条件具有一定耐受能力的乳酸菌&

筛选耐胃酸性乳酸菌%对乳酸菌顺利通过胃部进入人体

肠道%并充分发挥益生作用具有重要意义&

泡菜是以乳酸菌进行厌氧发酵的一类传统发酵食

品+

!"

,

%富含乳酸菌+

!)]!(

,

%在中国有着悠久的历史&试验

拟以泡菜为研究对象%采用传统分离培养技术对其中的

乳酸菌进行分离%并模拟胃酸条件筛选出耐胃酸能力较

强的菌株%采用
!"L<R:O

测序技术对其进行鉴定以确定

种属&旨在为耐胃酸性菌株应用于食品加工%充分发挥

其生理功效提供理论依据&

!

!

材料与方法

!9!

!

材料与仪器

!9!9!

!

材料与试剂

吉林的家腌酸菜"吉林白山市抚松县天池圣景农贸

市场/

山东的腌萝卜"山东青岛市胶州西路农贸市场/

山东的糖蒜"山东菏泽银田农贸城/

成都的家腌混合泡菜"成都农产品中心批发市场/

贵州的酸菜及酸萝卜"贵州盘州市杜鹃路菜市场/

营养培养基*

TVL

固体培养基"青岛海博生物技术

有限公司/

过氧化氢酶"

%9#e!#

$

Z

'

,

3

%广东环凯微生物科技

有限公司/

""
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第
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期
"
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年
N

月
"



牛肉浸膏*蛋白胨*琼脂*明胶*木糖*果糖*半乳糖"

生化试剂%国药集团化学试剂有限公司/

吲哚试剂*甲基红*柠檬酸三钠*磷酸氢二钾*磷酸二

氢铵*硫酸镁*硫酸亚铁*氯化钠*硫代硫酸钠*葡萄糖"分

析纯%国药集团化学试剂有限公司/

乳酸菌成套生化鉴定管"生化试剂%青岛海博生物技

术有限公司&

!9!9%

!

仪器与设备

高压灭菌锅"

XMd+X)N!!

型%山东博科生物产业有限

公司/

恒温培养箱"

RJ$###XUU

型%天津市泰斯特仪器有限

公司/

净化工作台"

LI+G̀+!R

型%苏州净化设备有限公司/

显微镜"

Gh&!

型%宁波天宇光电科技有限公司/

二氧化碳厌氧培养箱"

Ì+&+!"#

型%上海跃进医疗器

械有限公司/

高速冷冻离心机"

J!"N#+I

型%湖南湘仪实验室仪器

开发有限公司&

!9%

!

试验方法

!9%9!

!

微生物分离纯化

!

!

#样品稀释"用移液枪分别吸取
!,Q

样品汁液于

',Q

无菌生理盐水试管中%经涡旋振荡器混匀后制成

!#

]!泡菜样品稀释液/按照梯度稀释法依次将泡菜样品

稀释至
!#

]%

%

!#

]&

%

!#

]$

&

!

%

#分离培养"无菌条件下用移液枪分别移取
#9%,Q

样品稀释液涂布于
TVL

固体培养基中%倒置于
&)g

二

氧化碳厌氧箱中培养
&"

"

$(0

&

!

&

#纯化培养"根据菌落的生长情况%挑选菌落形态

不同的微生物进行划线纯化%于
&) g

条件下恒温培养

$(0

%选取培养后的菌株进行纯度检验%将混合菌株继续

划线分离纯化%直至平板内为单一菌落&

!9%9%

!

菌株的初步鉴定

!

!

#菌落形态特征观察"观察纯化后固体平板中微生

物菌落形态!菌落颜色*边缘整齐度*表面光滑度*透明

度*湿润度等#

+

!'

,

&

!

%

#菌体形态特征观察"革兰氏染色法&

!

&

#生理生化试验"产过氧化氢酶试验*运动性试验*

_+@

试验*甲基红试验*吲哚试验*明胶液化试验*柠檬酸

盐分解试验*硫化氢试验*淀粉水解试验*糖!麦芽糖*葡

萄糖*乳糖*半乳糖*果糖等#发酵试验+

%#

,+

%!

,

&)#]&)'

&

!9%9&

!

乳酸菌定性试验
!

将
!#P

的硫酸与
%P

的高锰酸

钾按
V

硫酸
nV

高锰酸钾
!̂n!

混合后滴入菌种发酵液中%将

含硝酸银溶液的滤纸条搭于试管口%加热试管%发酵液中

若有乳酸生成则与硫酸和高锰酸钾反应生成乙醛%加热

后的乙醛蒸气在管口处遇硝酸银会使试纸变黑&

!9%9$

!

乳酸菌耐酸性试验
!

将乳酸菌用营养培养基增菌

培养
$(0

后%用
(###<

'

,.2

高速冷冻离心机离心

!N,.2

%将沉淀物菌体用无菌生理盐水洗涤并稀释定容

至
!#,Q

%分别吸取
!,Q

菌液至
',Q

模拟胃液中!另取

!,Q

菌液至
',Q

蒸馏水中对照#%

&)g

恒温振荡处理

%9#0

%平板涂布计数%按式!

!

#计算耐酸性乳酸菌存

活率+

%%

,

&

Q

X

$

!

$

%

Y

!##P

% !

!

#

式中"

Q

$$$存活率%

P

/

$

!

$$$胃酸处理后的活菌数%

G>Z

'

,Q

/

$

%

$$$胃酸处理前的活菌数%

G>Z

'

,Q

&

!9%9N

!

乳酸菌
!"L<R:O

基因序列测定及同源性分析

使用引物序列
%)>

"

O[O[KKK[OKGGK[[GKG+

O[

/

!$'%V

"

[[KKOGGKK[KKOG[OGKK

进行
@GV

扩

增%测序由上海美吉生物工程有限公司完成&将基因序

列在
:GXU

上 通 过
XQOLK

进 行 比 较 分 析%利 用

GQZLKOQh

软件和
T*[O&9!

软件进行多序列比对及

构建目标菌株与参比菌株之间的系统进化树+

%&

,

&

!9&

!

数据处理

测序结果利用
GQZLKOQh

软件和
T*[O&9!

软件

对菌株的序列进行亲缘性分析&

%

!

结果与分析
%9!

!

微生物的分离纯化

将
$

个地区的
"

个泡菜样品稀释后%取
!#

]%

%

!#

]&

%

!#

]$稀释液
#9%,Q

涂布于
TVL

琼脂平板培养基中%

&)g

厌氧培养
$(0

%挑取不同菌落形态的菌落采用划线

法分离纯化%观察菌落形态结果如图
!

所示&将分离纯

化得到的菌落从形状*光滑度*黏稠度*菌落颜色*透明

度*表面凸起等方面对菌落进行形态学描述%结果如表
!

所示&对
(

株菌进行革兰氏染色观察菌体形态%结果如

图
%

所示&

!!

由图
%

可知%

(

株菌均为革兰氏阳性菌%菌体呈长杆

或短杆状%排列方式为单个和短链排列*长链排列或分散

排列%根据伯杰细菌鉴定手册+

%!

,

%('可知这
(

株菌符合乳

酸菌的形态特征&

%9%

!

乳酸菌菌株的生理生化鉴定

对分离得到的
(

株菌进行生理生化鉴定%结果如表
%

所示&

!!

根据形态学观察结合表
%

生理生化试验结果%对照

伯杰细菌学鉴定手册+

%!

,

%'#]%'$

%

(

株菌符合乳酸菌相关特

征%需结合乳酸菌定性试验及分子生物学进一步确定&

%9&

!

乳酸菌定性试验结果

吸取各菌种发酵液
!#,Q

%分别加入
!,QJ

%

L?

$

溶

液和
MT2?

$

溶液%加热发酵液至沸腾后%取湿润的含氨

#"

"

_=/9&)

$

:=9N

冯金晓等!传统泡菜中两株耐酸性乳酸菌的分离与鉴定



图
!

!

微生物初步分离菌落形态特征

>.

3

1<5!

!

T=<

C

0=/=

3

.7-/70-<-7;5<.8;.78=D7=/=2.58.8=/-;5FD<=, ,.7<==<

3

-2.8,8

表
!

!

微生物菌落形态特征

K-A/5!

!

T=<

C

0=/=

3

.7-/70-<-7;5<.8;.78=D,.7<=A.-/

7=/=2.58

菌种编号
边缘整

齐度
光滑度 黏稠度 菌落颜色 透明度

表面

凸起

东北
XW

整齐
!

光滑
!

不黏稠 乳白色 不透明 凸起

东北
JL

整齐
!

光滑
!

不黏稠 白色
!

微透明 凸起

四川
LR

不规则 光滑
!

不黏稠 乳白色 微透明 凸起

四川
Jh

整齐
!

光滑
!

不黏稠 无色
!

透明
!

凸起

贵州
QJ

整齐
!

不光滑 不黏稠 白色
!

不透明 凸起

贵州
QX

不规则 不光滑 不黏稠 白色
!

半透明 凸起

山东
LVX

整齐
!

光滑
!

不黏稠 白色
!

不透明 凸起

山东
LJh

整齐
!

光滑
!

不黏稠 白色
!

不透明 凸起

硝酸银溶液滤纸条横搭在试管口上%观察滤纸颜色变化%

结果如表
&

所示&

!!

由表
&

可知%测试东北
JL

*山东
LVX

*贵州
QX

菌株

的滤纸变为黑色%说明这
&

株菌在培养过程中能够代谢

产生乳酸%具备乳酸菌发酵糖产生乳酸的特性&

%9$

!

乳酸菌耐酸性试验结果

将菌种接种于
C

J%9N

的模拟胃液中
&)g

恒温震荡

处理
%9#0

%接种至
TVL

固体培养基中培养计数%结果如

表
$

所示&

!!

由表
$

可知%经过
C

J%9N

模拟胃酸性试验山东
LVX

菌*东北
JL

菌的存活率超过
!#P

%说明这两株菌具有较

强的耐受高酸性环境能力%具备通过胃部达到肠道的条

件&试验结果与其他研究结果较为一致%如"李洋等+

!$

,对

牦牛酸乳中乳酸菌的耐酸性能进行了研究%结果表明在

图
%

!

(

株微生物菌体形态图

>.

3

1<5%

!

T=<

C

0=/=

36

=D(8;<-.28=D,.7<==<

3

-2.8,8

$"

基础研究
>Z:ROT*:KOQV*L*OVGJ

总第
%&N

期
"

%#%!

年
N

月
"



表
%

!

(

株细菌生理生化试验结果j

K-A/5%

!

@0

6

8.=/=

3

.7-/-2FA.=705,.7-/;58;<581/;8=D(8;<-.28=DA-7;5<.-

项目 贵州
QX

东北
JL

四川
LR

四川
Jh

东北
XW

贵州
QJ

山东
LJh

山东
LVX

过氧化氢酶试验
] ] ] ] ] ] ] ]

吲哚试验
] ] ] ] ] ] ] ]

甲基红试验
f f ] ] ] ] ] f

_+@

试验
] ] ] ] f f ] ]

明胶水解试验
] ] ] ] ] ] ] ]

运动性试验
] ] ] f f ] f ]

柠檬酸盐试验
] ] ] f f ] f ]

硫化氢试验
] ] ] ] ] ] ] ]

麦芽糖发酵试验
f f f f f ] f f

葡萄糖发酵试验
f f f f f f f f

乳糖发酵试验
f f ] f f ] f f

半乳糖发酵试验
f f ] f f ] f f

果糖发酵试验
f f ] f f ] f f

木糖发酵试验
f f ] ] f ] ] ]

蔗糖发酵试验
f f f ] f ] ] ]

甘露醇发酵试验
f f f f ] ] f f

山梨醇发酵试验
] ] ] ] ] ] ] ]

!!!!!

j

!

试验结果阳性用-

f

.表示%阴性用-

]

.表示&

表
&

!

乳酸菌定性试验结果

K-A/5&

!

d1-/.;-;.Y55c

C

5<.,52;=D/-7;.7-7.FA-7;5<.-

菌种编号 滤纸颜色 菌种编号 滤纸颜色

东北
JL

黑色
!

贵州
QJ

不变色

东北
XW

不变色 山东
LVX

黑色
!

四川
LR

不变色 山东
LJh

不变色

四川
Jh

不变色 贵州
QX

黑色
!

C

J&9#

的酸性条件下处理
&0

后%有
(

株菌的存活率高

于
!&P

&试验中贵州
QX

存活率低于
%P

%耐受高酸性能

力相对较差%即使能通过胃部环境%但存活数量较少%继

续发挥生理功能效果不明显&因此将耐胃酸能力较强的

山东
LVX

菌*东北
JL

菌进行分子生物学鉴定&

%9N

!

乳酸菌
!"L<R:O

基因序列测定及同源性分析

使用通用引物扩增后%进行电泳检测&电泳条件"

!P

琼脂糖凝胶%

!%#_

电压电泳
&#,.2

&结果如图
&

所

示%耐酸性较强的两株菌在
!N##A

C

处出现特异清晰的

条带%且产物条带单一%满足测序要求&

!!

测序后利用
XQOLK

将
%

株菌的基因片段序列与

[52X-2H

'

:K

数据库中已知序列进行比对%获得近源物

种信息&利用
GQZLKOQh

软件和
T*[O&9!

软件构建

系统 进 化 树%菌 株
JL

与
TKN!%!"N9!J7?23T7?*;;/1

T8':*18;<-.2&&)'

亲缘性最近%菌株
LVX

与
TK"#$"#"9!

J7?23T7?*;;/1

<

787?71'*8;<-.2%#!&

亲缘性最近%结果如

表
$

!

乳酸菌耐酸性试验结果

K-A/5$

!

O7.F<58.8;-275;58;=D/-7;.7-7.FA-7;5<.-

菌号

活菌数'!

G>Z

0

,Q

]!

#

处理前
模拟胃酸

处理!

%9#0

#

蒸馏水对照

!

%9#0

#

存活率'

P

贵州
QX

%9(&e!#

)

&9N#e!#

&

%9"#e!#

"

!9%

山东
LVX

%9&Ne!#

)

%9'$e!#

$

%9%#e!#

"

!%9N

东北
JL %9!)e!#

)

%9&)e!#

$

%9##e!#

"

!#9'

图
$

所示&菌株的
!"L<R:O

序列比对结果确定东北
JL

为短乳杆菌!

J7?23T7?*;;/1T8':*1

#*山东
LVX

为干酪乳杆

菌!

J7?23T7?*;;/1?71'*

#&

&

!

结论
!!

试验从
"

个泡菜样品中分离纯化得到
(

株菌%经形

图
&

!

@GV

产物检测电泳图

>.

3

1<5&

!

*/57;<=

C

0=<58.8=D@GV

C

<=F17;8

%"

"

_=/9&)

$

:=9N

冯金晓等!传统泡菜中两株耐酸性乳酸菌的分离与鉴定



图
$

!

两株菌基因序列系统发育树

>.

3

1<5$

!

@0

6

/=

3

525;.7;<55=D

3

52585

\

152758=D

;05;E=8;<-.28

态学观察*生理生化试验*乳酸菌定性试验及耐胃酸模拟

试验%筛选得到
%

株耐酸性较强的菌株%经分子生物学鉴

定及同源性分析可知%两株菌分别为编号为东北
JL

的短

乳杆菌和编号为山东
LVX

的干酪乳杆菌&

乳酸菌具有耐受胃酸能力%可保障其通过胃部高酸

环境并保持活性%但还需在肠道壁上定殖并达到一定数

量后才能充分发挥其生理功效&研究筛选得到的乳酸

菌%具有耐受高酸性能力%来自于传统泡菜%但能否应用

于食品生产%还需从以下几个方面进行更加深入的研究"

首先%筛选得到的乳酸菌能否与肠黏膜上皮细胞相互作

用顺利定殖于肠道壁上需要进一步研究/其次%筛选得到

的乳酸菌需要经过进一步的稳定性试验及遗传特性稳定

性研究后%才能实现工业化生产&
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