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摘要：目的：筛选出产胞外多糖能力强的乳酸菌菌株。方

法：从实验室分离保藏的乳酸菌中挑选４０株乳酸菌，以

商业菌株鼠李糖乳杆菌（犔．狉犺犪犿狀狅狊狌狊ＧＧ，ＬＧＧ）为阳性

对照菌株，采用菌落拉丝法和苯酚—硫酸法筛选出胞外

多糖产量高的菌株，对其进行体外抗逆性、安全性和抗生

素敏感性试验，并对最终得到的菌株进行表型特征分析

和种属鉴定。结果：对４０株乳酸菌进行初筛和复筛，得

到了１０株胞外多糖产量较多的乳酸菌；最终分离鉴定出

４株高产ＥＰＳ乳酸菌，产量均在６００ｍｇ／Ｌ以上，分别为

２株副干酪乳杆菌（ＬＺ９０８９、ＬＺ９Ｙ１０）、１株干酪乳杆菌

（ＬＺ９１８３）和１株短乳杆菌（ＬＺ９２８５）。结论：４株高产胞

外多糖的菌株具有良好的益生特性，具有潜在的开发利

用价值。

关键词：胞外多糖；乳酸菌；筛选；鉴定；益生功能

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲：Ｔｏｓｃｒｅｅｎｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａｓｔｒａｉｎｓｗｉｔｈ

ｓｔｒｏｎｇａｂｉｌｉｔｙｔｏｐｒｏｄｕｃｅｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ．犕犲狋犺狅犱狊：

Ｆｏｒｔｙｓｔｒａｉｎｓｏｆｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａｉｓｏｌａｔｅｄａｎｄｐｒｅｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅ

ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｓｔｒａｉｎ 犔．

狉犺犪犿狀狅狊狌狊ＧＧ （ＬＧＧ）ｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｔｒａｉｎ．

Ｔｈｅｓｔｒａｉｎｓｗｉｔｈｈｉｇｈｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｙｉｅｌｄ ｗｅｒｅ

ｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙｃｏｌｏｎｙｄｒａｗｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄａｎｄｐｈｅｎｏｌｓｕｌｆｕｒｉｃａｃｉｄ

ｍｅｔｈｏｄ，ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ｓａｆｅｔｙ ａｎｄ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ

ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄｉｎｖｉｔｒｏ．Ｔｈｅｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄ

ｓｐｅｃｉｅｓｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｉｎａｌｌｙｏｂｔａｉｎｅｄｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄ．

犚犲狊狌犾狋狊：Ａｆｔｅｒｐｒｉｍａｒｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇａｎｄｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆ４０

ｓｔｒａｉｎｓｏｆｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａ，１０ｓｔｒａｉｎｓｏｆｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａ

ｗｉｔｈｈｉｇｈｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄ．

Ａｆｔｅｒｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，

ｓｔｒｅｓｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｓａｆｅｔｙｏｆｔｈｅ１０ｓｔｒａｉｎｓｏｆｌａｃｔｉｃ

ａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａ，４ｓｔｒａｉｎｓｏｆｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａｗｉｔｈｈｉｇｈＥＰＳ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｗｅｒｅｆｉｎａｌｌｙｉｓｏｌａｔｅｄａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ，ｎａｍｅｌｙ，２ｓｔｒａｉｎｓ

ｏｆｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐａｒａｃａｓｅｉ （ＬＺ９０８９，ＬＺ９Ｙ１０），１ｓｔｒａｉｎｓｏｆ

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃａｓｅｉ（ＬＺ９１８３）ａｎｄ１ｓｔｒａｉｎｓｏｆＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ

（ＬＺ９２８５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀：Ｆｏｕｒｓｔｒａｉｎｓｗｉｔｈｈｉｇｈｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

ｙｉｅｌｄｈａｖｅｇｏｏｄｂａｓｉｃｐｒｏｂｉｏｔｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄｈａｖｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｖａｌｕｅ．

犓犲狔狑狅狉犱狊： ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ； ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ； ｓｉｆｔ；

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｆｕｎｃｔｉｏｎ

乳酸 菌 具 有 抗 逆 性 强、数 量 多、安 全 性 高 等 特

点［１－２］。乳 酸 菌 胞 外 多 糖 （Ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａ

ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＡＢＥＰＳ）是由乳酸菌在其生长繁殖

过程中为适应所在环境正常代谢产生的糖类化合物。

ＬＡＢＥＰＳ作为乳酸菌重要的次级代谢产物，其对于菌体

的主要功能在于抵抗来自于有害物质、抗生素、噬菌体及

一些原生生物的伤害，免受外界刺激，维持细胞正常水分

等［３］，还能促进细胞吸收环境中的无机盐与矿物质，螯合

金属离子，协调传递与运输细胞内外的某些物质［４－５］。

根据多糖黏性表型的特性，菌株若产胞外多糖其菌落会

更加湿润、黏稠，用接种针挑起会产生连续的拉丝现象，

因此常用菌落拉丝法初步判断菌株是否能产生胞外多

糖［６－７］；还可以通过乳平板（ＥＳＭ）法、苯酚—硫酸法等来

筛选产ＥＰＳ的菌株
［８］，其中苯酚—硫酸法是检验菌株胞

外多糖产量较为精确的方法之一。冯芳［９］从 ＭＲＳＳ平

板培养基上挑取产黏菌落，传代培养后提取发酵液中粗
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胞外多糖，通过苯酚—硫酸法测得柠檬明串珠菌Ｂ２的

粗多糖产量为２８．３ｇ／Ｌ，远高于同类型菌株。白瑛
［１０］将

菌株接种于１０％脱脂乳中，每间隔６ｈ采用苯酚—硫酸

法测定菌株胞外多糖产量，发现嗜热链球菌 ＭＮＢＭＡ０１

在２４ｈ内的胞外多糖产量为１６７．２３ｍｇ／Ｌ，且各时间段

的多糖产量均高于其他菌株。

研究拟从湖南主要山区牧场的牛乳及乳制品中筛选

得到的４０株乳酸菌中，采用初筛菌落拉丝法和复筛苯

酚—硫酸法相结合的方法，筛选出胞外多糖产量高的菌

株，对筛选到的菌株进行体外抗逆试验及安全性评价等试

验，并进行种属鉴定，以期为菌株的开发与利用提供依据。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

４０株乳酸菌：从湖南主要山区牧场的牛乳及乳制品

中筛选获得；

浓盐酸、苯酚、硫酸：分析纯，国药集团化学试剂有限

公司；

ＭＲＳ培养基、Ｍ１７培养基：广东环凯微生物科技有

限公司；

胃蛋 白 酶 （３ ０００～３ ５００ Ｕ／ｇ）、胰 蛋 白 酶

（≥５００００Ｕ）：北京索莱宝科技有限公司；

血平板、赖氨酸脱羧酶试剂盒：广东环凯微生物科技

有限公司；

抗菌素测试试剂盒：杭州微生物试剂有限公司；

ＤＮＡ 细菌提取试剂盒：北京天根生化科技有限

公司。

１．２　仪器与设备

恒温培养箱：ＧＺ４００Ｓ型，韶关市广智科技设备有限

公司；

全自动高压蒸汽灭菌锅：ＢＫＱＢ５０ＩＩ型，山东博科科

学仪器有限公司；

全波长酶标仪：ＭｕｌｔｉｓｋａｎＧＯ 型，赛默飞世尔科技

（中国）有限公司；

台式高速离心机：ＴＧ１６ＷＳ型，湖南湘仪实验室仪

器开发有限公司。

１．３　方法

１．３．１　菌株活化及菌悬液制备　将乳酸菌置于 ＭＲＳ液

体培养基中３７℃培养２４ｈ，活化２次，得到的培养液于

４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；用无菌０．８５％ ＮａＣｌ溶液洗

涤、离心、重悬，重复２次。

１．３．２　产ＥＰＳ乳酸菌的筛选

（１）菌落拉丝法初筛：菌株于３７℃固体培养基上培

养４８ｈ，将接种针触碰单菌落，缓慢地往外拉，对比不同

菌株菌落是否有明显拉丝的现象，筛选出有连续拉丝现

象的乳酸菌。

（２）胞外多糖产量复筛：将各菌株接种至５０ｍＬ

ＭＲＳ液体培养基中，３７℃培养２４ｈ，离心１０ｍｉｎ除去菌

体，沸水浴１０ｍｉｎ，冷却至室温后加入质量分数为８０％的

三氯乙酸溶液至终质量浓度为６％，４℃静置１２ｈ，离心

１０ｍｉｎ除去蛋白沉淀，上清液中加入３倍体积的无水乙

醇，４℃静置１２ｈ，离心２０ｍｉｎ收集粗多糖沉淀，沉淀中

加入适量蒸馏水溶解，使用截留分子量为 ８０００～

１４０００Ｄ的透析袋于４℃下透析７２ｈ，每８ｈ换水，将多

糖溶液定容至５０ｍＬ备用。

１．３．３　乳酸菌ＥＰＳ产量测定　采用苯酚—硫酸法测定各

菌株ＥＰＳ产量，以葡萄糖含量为横坐标，吸光值为纵坐

标，绘制葡萄糖标准曲线，测定待测菌株 ＥＰＳ溶液在

４９０ｎｍ 处的吸光值，通过葡萄糖标准曲线换算，可得到

各菌株发酵液中的多糖含量。

１．３．４　耐酸耐胆盐试验　将３％的乳酸菌菌悬液接种至

ｐＨ值分别２，３、含３．０ｇ／Ｌ牛胆盐的 ＭＲＳ液体培养基

中，测定ＯＤ６００ｎｍ值，３７℃培养１２ｈ，测定 ＯＤ６００ｎｍ值，以

△ＯＤ６００ｎｍ表示菌株耐酸耐胆盐能力。

１．３．５　模拟胃肠液试验　按文献［１１］中的方法配制模拟

胃肠液，取１ｍＬ乳酸菌菌悬液，利用平板计数法测定０ｈ

的活菌数，另取１ｍＬ乳酸菌菌悬液至９ｍＬ模拟胃液、肠

液中，旋涡震荡３０ｓ，３７℃培养３ｈ，利用平板计数法测定

３ｈ的活菌数，并按式（１）计算 ＬＡＢ在胃肠液中的存

活率。

犆＝
犿１

犿２
×１００％， （１）

式中：

犆———存活率，％；

犿１———３ｈ活菌数的ｌｇ值；

犿２———０ｈ活菌数的ｌｇ值。

１．３．６　初步安全性评价

（１）溶血试验：在血琼脂平板上点种５μＬ乳酸菌培

养液，３７℃培养７２ｈ。以金黄色葡萄球菌为阳性对照组，

观察血琼脂平板中菌落周围是否具有透明的溶血圈，判

断菌株的溶血性。

（２）抗生素敏感试验：将含抗生素药物的２０种药敏

纸片轻压在含乳酸菌的固体培养基表面，通过测量抑制

圈直径判断ＬＡＢ的抗生素敏感性。

（３）脱羧酶试验：采用赖氨酸脱羧酶试剂盒，以金黄

色葡萄球菌为阳性对照组，通过西林瓶中液体颜色变化

判断菌株是否产生生物胺。

１．３．７　菌株鉴定

（１）产胞外多糖乳酸菌的菌落形态观察与镜检：将

ＬＡＢ活化，于固体培养基上划线，培养４８ｈ观察菌落形

态，并取适量菌液进行革兰氏染色，显微镜下观察菌株

形态。
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（２）产胞外多糖乳酸菌的生理生化指标鉴定：对筛选

出来的菌株进行过氧化氢酶试验、乙醇氧化试验、硫化氢

试验、明胶液化试验、硝酸盐还原试验及吲哚反应试验。

（３）产胞外多糖乳酸菌１６ＳｒＤＮＡ鉴定：提取活化后

的ＬＡＢＤＮＡ，进行ＰＣＲ扩增，送往华大基因测试公司进

行１６ＳｒＤＮＡ序列测定，将测得的序列置于 Ｇｅｎｂａｎｋ数

据库中，利用Ｂｌａｓｔ软件进行比对。

１．３．８　数据分析　所有试验平行３次，利用Ｅｘｃｅｌ２０１６

软件进行数据整理及统计分析，以ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２１进

行方差分析（ＡＮＯＶＡ）ＬＳＤ多重比较；使用 Ｏｒｉｇｉｎ２０１８

软件制图。

２　结果与分析
２．１　产胞外多糖乳酸菌的初筛

通过菌落拉丝法从４０株乳酸菌中初筛出有连续拉

丝现象的菌株，菌株１２、７７、７９、８３、８９、９１、１５０、１５４、１８３、

１９４、２６０、２８５、３０２、Ｙ０６、Ｙ０７、Ｙ０８、Ｙ１０、Ｙ１４、Ｙ２７、Ｙ２８的

菌落有连续拉丝现象，可初步判定这２０株乳酸菌为产糖

疑似菌株。其他菌株的连续拉丝现象不明显，可能是产

糖量较少或者不产糖。因此，选择有连续拉丝现象的

２０株乳酸菌进行后续试验。

２．２　胞外多糖产量复筛

参照葡萄糖标准曲线方程狔＝０．００２８狓＋０．１１１８，

犚２＝０．９９８４，排除发酵结束后培养基残余多糖对菌株多

糖产量的影响，计算出各菌株的胞外多糖产量，结果见

图１。

　　由图１可知，菌株１２、７７、７９、８３、８９、９１、１５０、１５４、

１８３、１９４、２６０、２８５的多糖含量均高于对照株ＬＧＧ（犘＜

０．０５），菌株３０２、Ｙ１０、Ｙ２８与对照菌株相比无显著差异

（犘＞０．０５）。菌株多糖产量复筛的最终选定菌株为７７、

８９、９１、１５４、１８３、２６０、２８５、Ｙ０６、Ｙ０７、Ｙ１０。

２．３　菌株对酸的耐受性

胃酸在人体内会形成强酸环境，只有在强酸性条件

小写字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图１　菌株胞外多糖含量
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下存活的菌株才能进入肠道发挥益生作用［１２］。由图２可

知，当培养环境ｐＨ值为２时，菌株８９、１８３、２６０、Ｙ１０对酸

的耐受性均高于对照菌株ＬＧＧ；当ｐＨ 值为３时，菌株

８９、１８３、２６０对酸的耐受性高于对照菌株ＬＧＧ，菌株Ｙ１０

的耐酸能力达到了与 ＬＧＧ相近的水平，表明菌株８９、

１８３、２６０、Ｙ１０４株乳酸菌对酸的耐受性较强，其中菌株

１８３、２６０的耐酸能力更为突出，与对照菌株相比差异显著

（犘＜０．０５）。当 培 养 液 ｐＨ 值 为 ２ 时，菌 株 １８３ 的

△ＯＤ６００ｎｍ值为０．０２９７±０．００３１，菌株２６０的△ＯＤ６００ｎｍ

值为０．０３４０±０．００２６；当培养液ｐＨ值为３时，菌株１８３

的△ＯＤ６００ｎｍ 值 为 ０．０３６０±０．００３０，菌 株 ２６０ 的

△ＯＤ６００ｎｍ值为０．０４３７±０．００４０；同一酸性环境下，菌株

１８３、２６０的耐酸能力无显著性差异（犘＞０．０５）。

小写字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图２　菌株对酸的耐受性

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ａｃｉｄｔｏｌｅｒａｎｃｅｏｆｓｔｒａｉｎｓ

２．４　菌株对胆盐的耐受性

乳酸菌通过胃酸后，还需要通过肠道中高渗透压的

胆盐环境。牛胆盐与人胆盐成分近似，因此选用牛胆盐

为模拟人体肠道胆盐环境［１３］。由图３可知，在无胆盐环

境中，菌株８９、２８５的△ＯＤ６００ｎｍ值高于对照菌株 ＬＧＧ

（犘＜０．０５），菌株１５４、１８３、２６０、Ｙ１０的生长情况与对照菌

小写字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图３　菌株对胆盐的耐受性情况
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无显著差异（犘＞０．０５），说明无胆盐条件下，大部分菌株

均生长较好。在添加胆盐环境中，对照菌ＬＧＧ的生长明

显被抑制，其△ＯＤ６００ｎｍ值为０．２２５０±０．０２８７；菌株８９、

１８３、２８５、Ｙ０６的△ＯＤ６００ｎｍ值均高于ＬＧＧ，菌株８９、１８３

的△ＯＤ６００ｎｍ值与 ＬＧＧ的差异显著（犘＜０．０５），表明这

４株菌在有胆盐环境下的生长较稳定，具有较强的耐受胆

盐能力。

２．５　菌株对模拟胃肠液的耐受性

在人体胃液中的蛋白酶能够杀死细菌、乳酸菌，并且

肠液中的各类酶液也会抑制乳酸菌的繁殖生长［１４］。因

此，菌株是否能抵御宿主胃肠道的恶劣环境，表现出良好

的抗逆性，在宿主肠道中定植、生长并发挥益生功能是判

定菌株是否为益生菌的关键条件之一［１５］。胃肠道中的消

化酶能抑制众多微生物生存，乳酸菌只有在足够数量活

菌的情况下才能定殖在机体肠道中［１６］。

由图４可知，在模拟人工胃肠液的环境中，筛选出的

１０株乳酸菌均具有较高的存活率。胃液中的存活率在

７８％以上，肠液中的存活率最低为７９％，菌株在胃液与肠

液中的存活率有差异，如菌株 Ｙ０６在胃液中的存活率高

达（１０８．４８±３．６５）％，在肠液中的存活率高达（１２５．９６±

５．０４）％，其存活率高于１００％可能是由于菌株在模拟胃

肠液中的适应能力较强，放置３ｈ内，菌株又进行了生长

繁殖。在模拟胃液环境下，只有菌株１８３、Ｙ０６、Ｙ０７的存

活率高于对照菌株ＬＧＧ，菌株７７、２８５、Ｙ１０的存活率与

对照菌株无显著性差异（犘＞０．０５），可能是由于菌株的特

异性所致。在模拟肠液环境下，菌株８９、１８３、Ｙ０６的存活

率高于对照菌株ＬＧＧ，菌株７７、Ｙ１０的存活率与对照菌

株相近无明显差异（犘＞０．０５）。张汝京等
［１７］从１５株乳酸

菌中发现５株乳酸菌在人工胃液中的存活率为６０％以

上，在人工肠液中的存活率为８０％以上，且具有良好的耐

酸耐胆盐能力。郑越等［１８］研究发现６株植物乳杆菌均

能在ｐＨ值为２的酸性环境中存活３ｈ以上，存活率＞

小写字母不同表示差异显著（犘＜０．０５）

图４　菌株对模拟胃肠液的耐受性情况

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｔｏｌｅｒａｎｃｅｏｆｓｔｒａｉｎｓｔｏｓｉｍｕｌａｔｅｄ

ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｆｌｕｉｄｓ

４０％，且在模拟胃肠液中存活率均＞９５％。综上，菌株

８９、１８３、２８５、Ｙ０６、Ｙ０７、Ｙ１０在模拟胃肠液中均具有较强

的耐受性，因此具备顺利通过人体胃肠液的潜能，且菌株

Ｙ０６、１８３在该试验中表现得尤为突出。

２．６　初步安全性评价

为了确保乳酸菌能够被安全服用，应用于食品或医

药行业，需要对菌株进行溶血性、赖氨酸脱羧酶活性试验

以评价菌株的初步安全性［１９］。由表１可知，以金黄色葡

萄球菌作为阳性对照菌株，１１株受试菌株均未产生溶血

现象，且赖氨酸脱羧酶活性均呈阴性。综上，从产生生物

胺和溶血性方面来看，所有受试菌初步判定为安全菌株。

表１　乳酸菌的溶血性和脱羧酶活性


Ｔａｂｌｅ１　ＨｅｍｏｌｙｓｉｓａｎｄｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＬＡＢ

菌株编号 溶血性ａ 脱羧酶活性ｂ

７７ － －

８９ － －

９１ － －

１５４ － －

１８３ － －

２６０ － －

２８５ － －

ＬＧＧ － －

Ｙ０６ － －

Ｙ０７ － －

Ｙ１０ － －

金黄色葡萄球菌 ＋ γ

　　ａ“－”为非溶血性；“＋”为溶血；ｂ“－”为脱羧酶呈阴性；

“γ”为脱羧酶呈阳性。

２．７　抗生素敏感性测定结果

在临床试验和乳酸菌制剂中，常将乳酸菌与抗生素

联用，菌株若存在抗生素抗性基因，可能会转移给致病

菌，由此危害人体健康，因此研究菌株对抗生素的敏感性

是有必要的［２０］。

由表２可知，１１株乳酸菌对２０种抗生素的敏感性存

在一定差异，对氨苄西林、头孢氨苄、头孢唑林等常用抗

生素较敏感，对羧苄西林、新霉素、头孢哌酮等敏感性较

弱。当乳酸菌制剂与抑制圈＞１５ｍｍ的抗生素联用时，

如菌株７７与米诺环素（抑制圈直径≥２５ｍｍ）联用，乳酸

菌的存活率会受到影响，进而影响乳酸菌制剂的益生

效果［２１］。

２．８　菌株表型特征分析

综合对１０株乳酸菌菌株的产多糖量、抗逆性能以及

初步的安全性评价结果，最终选取 ＬＺ９０８９、ＬＺ９１８３、

ＬＺ９２８５、ＬＺ９Ｙ１０进行测序鉴定。
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表２　菌株对２０种抗生素的敏感性


Ｔａｂｌｅ２　Ｓｔｒａｉｎｓｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏ２０ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

抗生素 ７７ ８９ ９１ １５４ １８３ ２６０ ２８５ ＬＧＧ Ｙ０６ Ｙ０７ Ｙ１０

羧苄西林 Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

氨苄西林 Ｓ Ｒ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｒ Ｒ

青霉素　 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｉ Ｒ Ｒ

苯唑西林 Ｓ Ｉ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｉ

头孢氨苄 Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ

头孢唑林 Ｒ Ｉ Ｒ Ｉ Ｒ Ｉ Ｉ Ｒ Ｉ Ｒ Ｒ

头孢呋辛 Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｉ Ｒ Ｉ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ

头孢他啶 Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ

哌拉西林 Ｓ Ｓ Ｒ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ

头孢拉定 Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ

多西环素 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

丁胺卡那 Ｉ Ｉ Ｒ Ｉ Ｒ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

庆大霉素 Ｓ Ｒ Ｉ Ｓ Ｉ Ｒ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

卡那霉素 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ

新霉素　 Ｒ Ｒ Ｒ Ｉ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

红霉素　 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

米诺环素 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

头孢哌酮 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｉ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

四环素　 Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ Ｒ Ｒ Ｉ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢曲松 Ｉ Ｓ Ｉ Ｉ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ

　　　　敏感（Ｓ）；中间（Ｉ）；耐药（Ｒ）。

　　由图５可知，４株乳酸菌均为革兰氏阳性菌。由表３

可知，菌 株 ＬＺ９０８９ 呈 细 长 杆 状，长 链 状 排 列；菌 株

ＬＺ９１８３呈粗短杆状，分散、成双或成簇状排列；菌株

ＬＺ９２８５呈粗短杆状，分散或成堆排列；菌株ＬＺ９Ｙ１０呈粗

短杆状，分散、成双或成簇状排列。

２．９　菌株的生理生化指标鉴定

４株乳酸菌的过氧化氢酶试验、乙醇氧化试验、硫化

氢试验、明胶液化试验、硝酸盐还原试验、吲哚反应试验

结果均为阴性。

２．１０　菌株１６ＳｒＤＮＡ鉴定结果

通过１６ＳｒＤＮＡ测序对筛选出的４株胞外多糖产量

高且基础益生性能较好的ＬＡＢ进行鉴定，其ＰＣＲ扩增

序列分子量为１２００～１５００ｂｐ。将４株 菌 测 序 结 果 在

图５　革兰氏镜检图

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｇｒａｍｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

表３　菌株的菌落形态

Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｃｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎ

菌株编号 菌落大小 菌落形状 菌落颜色

ＬＺ９０８９ 单个菌落较小 中间隆起，边缘凹凸不平 较透明

ＬＺ９１８３ 单个菌落较大 近似圆形，边缘较整齐，质地均匀 白色

ＬＺ９２８５ 单个菌落较大 中间隆起，边缘凹凸不平 白色，周围较透明

ＬＺ９Ｙ１０ 单个菌落较小 近似圆形，隆起，边缘较整齐，质地均匀 较透明

０３
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ＮＣＢＩ数据库中进行ＢＬＡＳＴ比对，筛选出的４株乳酸菌

分别为２株副干酪乳杆菌（ＬＺ９０８９、ＬＺ９Ｙ１０）、１株干酪乳

杆菌（ＬＺ９１８３）和１株短乳杆菌（ＬＺ９２８５）。

３　结论
试验采用菌落拉丝法对挑选的４０株乳酸菌进行初

步筛选，再通过苯酚—硫酸法测定菌株胞外多糖产量进

行复筛，得到了１０株胞外多糖产量较多的乳酸菌。综合

对１０株乳酸菌菌株的产多糖量、抗逆性能以及初步安全

性评价结果，最终分离鉴定出４株高产ＥＰＳ乳酸菌，分别

为２株副干酪乳杆菌（ＬＺ９０８９、ＬＺ９Ｙ１０）、１株干酪乳杆菌

（ＬＺ９１８３）和１株短乳杆菌（ＬＺ９２８５）。试验仅筛选得到目

标菌株，后续可对菌株所产的胞外多糖进行研究，进一步

探究多糖组分及其生理活性。
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