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传统发酵牦牛酸乳中细菌素产生菌的筛选与鉴定
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摘要#从西藏羊八井地区(云南香格里拉的传统牦牛酸乳中

分离出
"B

株乳酸菌#以枯草芽孢杆菌(大肠杆菌(金黄色葡

萄球菌以及酿酒酵母为指示菌%采用牛津杯双层琼脂扩散

法检测菌株的抑菌谱大小#并经过有机酸排除(过氧化氢排

除(蛋白酶水解检测试验#最终筛选得到
0

株产细菌素的菌

株#编号分别为
!

(

"!

(

".

(

"$

和
"0

%通过微生物形态学与

$B;->*L

序列同源性分析#鉴定这些菌株分别为干酪乳杆

菌(植物乳杆菌和乳酸乳球菌乳球亚种%抑菌谱试验表明#

这些细菌素能够抑制部分食源性革兰氏阳性菌和阴性致病

菌#对真菌无抑菌活性%

关键词#牦牛酸乳'乳酸菌'细菌素'筛选'鉴定
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牦牛是极端高原环境下的代表性家畜!在中国主要分布

于青藏高原地区!是牧民主要的生产生活资料0

$

1

"中国共有

牦牛
$.##

多万头!占全世界牦牛总数的
R0Q

以上0

"

1

"牦牛

酸乳是由牦牛乳经传统发酵方法制得!发酵过程受极端环境

因素的影响!有着复杂的微生物菌群!研究0

!

1表明这些牦牛

酸乳中蕴含着丰富的乳酸菌资源"

细菌素是指乳酸菌在代谢过程中由核糖体合成的一类

具有抑菌活性的多肽或蛋白质复合物0

.

1

"它可以选择性地

杀死肠道内有害微生物%提高肠道免疫力!控制大肠杆菌%沙

门氏菌%金黄色葡萄球菌等食源性致病菌!抑制或消灭乳制

品%肉制品%果汁饮料等食品中的腐败菌!代替抗生素作为饲

料添加剂0

0V%

1

"具替代天然防腐剂和抗生素的潜在应用价

值!因此是乳酸菌功能性研究领域的一大热点"

$"



传统发酵的牦牛酸乳中蕴含着丰富的乳酸菌资源!从中

筛选出抑菌活性强的细菌素产生菌!对于细菌素的制备和投

入生产具有重要意义"目前只有少数学者研究的细菌素产

生菌株来源于青藏高原的牦牛酸乳"陈芝兰等0

/

1从西藏地

区发酵牦牛乳中分离出
%

株产细菌素的乳酸菌!研究表明这

些菌株发酵上清液对枯草芽孢杆菌%金黄色葡萄球菌和大肠

杆菌有明显抑制作用!对真菌无抑制活性"杨吉霞等0

R

1从青

藏高原的牦牛奶酪中筛选出
c$!

菌株!其细菌素粗提液对蜡

样芽孢杆菌%大肠埃希菌%单增李斯特菌%费氏柠檬酸杆菌和

鼠伤寒沙门氏菌有较强的抑制作用"丁武蓉0

$#

1从青藏高原

的牦牛酸乳中筛选出德氏乳杆菌保加利亚亚种
$̂%

!其对金

黄色葡萄球菌和李斯特菌有抑制作用"张艳0

$$

1

%崔琴0

$"

1和

张丽0

$!

1也分别从四川和甘肃地区牦牛酸奶中筛选和鉴定产

细菌素的乳酸菌菌株!其对常见的病原菌均有很好的抑制作

用"本研究拟采用分离自西藏羊八井地区和云南香格里拉

的
"B

株乳酸菌作为供试菌株!筛选%鉴定出产细菌素的菌

株!并对其抑菌特性和抑菌谱进行初步研究!以期为天然生

物防腐剂工业化的开发和医药利用提供研究基础!为中国极

端环境下乳酸菌菌种资源的开发利用提供科学依据"

$

!

材料与方法
$)$

!

材料与试剂

$)$)$

!

材料

供试菌株.

"B

株乳酸菌菌株!

$

!

$#

号分离自西藏羊八

井地区牦牛酸乳!

$$

!

"B

号分离自云南香格里拉牦牛酸乳(

指示菌.致病性菌株&枯草芽孢杆菌%大肠杆菌%金黄色

葡萄球菌'%非致病性菌株&酿酒酵母'!均为西南大学食品科

学学院保藏"

$)$)"

!

试剂
!

琼脂%

+O;

肉汤%

P[

肉汤%马铃薯葡萄糖肉汤%胰蛋白

酶%木瓜蛋白酶.生化试剂!北京索莱宝科技有限公司(

细菌基因组
>*L

提取试剂盒&

>C!#"

'%

"g2,

`

CMO

+,A65-+D]

.天根生化科技&北京'有限公司"

$)"

!

仪器与设备

电子显微镜.

3Pc+C<;S[_.!

型!奥林巴斯有限公司(

牛津杯.内径
BFF

%外径
/FF

%高
$#FF

!东台市吉泰

不锈钢制品厂(

游标卡尺.

#

!

$0#FF

!无锡锡工量具有限公司(

梯度
CMO

仪.

;$###285-F,(M

J

7(5-

型!美国
[D'SO,H

公司"

$)!

!

试验方法

$)!)$

!

菌株的活化镜检
!

无菌条件下将
"B

个冻干保藏管开

封并加生理盐水使冻干菌体溶解呈悬浮状!吸出并移入盛有

0FP+O;

液体培养基中!于培养箱中
!%W

培养
".8

!即为

$̂

代培养液"将
$̂

代培养液以
$Q

的接种量转接于
+O;

液体培养基中!

!% W

培养箱中培养
".8

!得到
"̂

代菌株"

分别在
+O;

固体培养基平板上划线!验证菌株纯种"与此

同时!对所有菌株作革兰氏染色!电子显微镜观察染色菌体

细胞!再次验证菌株纯种0

$.

1

"

$)!)"

!

乳酸菌发酵上清液的制备
!

参考文献0

$0

1

$"

"

$)!)!

!

细菌素产生菌的初筛

&

$

'指示菌菌悬液的制备0

$0

1

$"

.各指示菌经
".8

培养

后!用微量加液器取
0FP

含盐量为
#)/0Q

的生理盐水冲洗

长满菌落的试管斜面!菌液转装到
0FP

的无菌试管中!振荡

均匀后制得菌悬液"通过梯度浓度稀释!得到含菌量约为

$#

/

M̂ <

/

FP

的指示菌菌液"

&

"

'菌株抑菌谱大小及抑菌活性的检测0

$BV$%

1

.采用牛

津杯双层琼脂扩散法"制成双层培养基平板后!将灭过菌的

牛津杯用无菌镊子均匀地放入双层培养基平板中"放置

0FD9

后!利用移液枪向每个牛津杯中加
"##

#

P

乳酸菌发酵

上清液!分别于适宜的温度下培养
".8

后!牛津杯中上清液

己完全被吸收"采用游标卡尺测量抑菌圈的直径!挑选出抑

菌效果好%抑菌谱较广的菌株"

$)!).

!

细菌素产生菌的复筛
!

参考文献0

$/

!

$R

1做排除有

机酸%过氧化氢试验和对蛋白酶的敏感性试验"

$)!)0

!

细菌素产生菌的鉴定与系统发育树构建
!

取经过初

筛与复筛的菌株培养液按照细菌基因组
>*L

提取试剂盒的

操作说明对菌株进行
>*L

提取!并储存于
V"# W

备用"

CMO

反应采用
"0

#

P

体系.模板
$

#

P

%

"%̂

&

$#

#

F'(

/

P

'

$

#

P

%

$.R0O

&

$#

#

F'(

/

P

'

$

#

P

%

"g2,

`

CMO +,A65-+D]

$")0

#

P

!加入
HH:

"

3

补足至
"0

#

P

"设置阴性对照!加入以

上除了模板的所有试剂!准备完毕后进行
CMO

扩增"

CMO

反应条件为.

R.W

预变性
0FD9

(

R.W

变性
$)0FD9

!

00W

退

火
$ FD9

!

%" W

延伸
$)0 FD9

!共
!#

个循环(

%" W

延伸

$#FD9

"反应结束后!取
0

#

PCMO

产物用
$)0Q

琼脂糖凝

胶电泳进行检测"由北京华大基因公司对
0

株菌
$B;->*L

进行测序"将所得序列通过
*M[=

中的
459[,9E

!使用

[PL;2

程序进行比对分析"从
4595[,9E

数据库中调取参

考菌株序列!使用
M(GA6,(]$)/!

软件进行序列匹配比对!通

过
+N4L0)#

软件中
*5D

T

8@'-Sb'D9D9

T

构建分离菌株的系统

发育树!置信度检测采用自举法!自举数据集为
$###

0

"#V""

1

"

"

!

结果与分析
")$

!

乳酸菌活化菌株形态结构

由图
$

可知!

"$

%

"!

和
"0

号菌株经培养后!菌落呈乳白

色!表面光滑且凸起!边缘整齐"菌株经革兰氏染色后!在显

微镜下呈蓝紫色!形态分别为杆状和球形!符合乳酸菌特征"

")"

!

细菌素产生菌的初筛结果

采用牛津杯双层琼脂扩散法检测抑菌谱大小!部分初筛

效果见图
"

!产生的抑菌谱见表
$

"与前人0

$0

1

.!

0

$/V"!

1的初筛

结果进行对比!从
"B

株乳酸菌中筛选出
%

株对致病性指示

菌均有较强抑制作用的菌株"它们的编号分别为
!

%

$#

%

$$

%

"$

%

"!

%

".

%

"0

!抑菌结果见图
!

"

!!

由图
!

可知!所筛选出的
%

株乳酸菌菌株既抑制革兰氏

阳性菌!又抑制革兰氏阴性菌!且抑菌活性较高!其上清液对

枯草芽孢杆菌的抑菌效果好于金黄色葡萄球菌"由表
$

可

知!

"$

号菌对枯草芽孢杆菌抑制效果最好!其抑制圈直径为

$/)./FF

(

$$

号菌对大肠杆菌抑制效果最好!其抑制圈直径

为
$.)B.FF

(

"$

号菌对金黄色葡萄球菌抑制效果最好!其抑

""

基础研究
!

"#$%

年第
!

期



图
$

!

菌株特性
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初筛乳酸菌的抑菌谱j
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表示抑菌圈直径
(

/FF

(

K

表示抑菌圈直径
/

!

$#FF

(

KK

表示抑菌圈直径
$#

!

$"FF

(

KKK

表示抑菌圈直径
&

$"FF
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!

B

分别代表
"!

号%

!

号%

"$

号%

".

号%

$#

号和
"0

号菌

图
"

!

各指示菌的初筛效果

D̂

T

G-5"

!

[,765-D'A6,6D75II576'ID9HD7,6'-'I5,-(

J

A7-559D9

T

@,765-D'7D9

图
!

!

初筛乳酸菌抑菌活性

D̂

T

G-5!

!

285D98D@D6'-

J

,76DYD6

J

'I

X

-5(DFD9,-

J

A7-559D9

T

(,76D7,7DH@,765D,

制圈直径为
$$)%#FF

!所有菌株对酿酒酵母无抑菌活性"

")!

!

细菌素产生菌的复筛结果

")!)$

!

有机酸排除结果
!

抑制指示菌的物质可能是细菌素

也可能是酸!因此需要排除有机酸的干扰"将去除菌体的发

酵上清液的
X

:

值调至
.)0

0

$0

1

$%

!以致病性菌株为指示菌进行

抑菌试验!抑菌结果见表
"

"

!!

由表
"

可知!当把
+O;

液体培养基的
X

:

调到
.)0

时!

对指示菌无抑制作用!而发酵上清液在此
X

:

条件下有抑制

作用!说明发酵上清液中确有抑菌活性物质存在0

".

1

"编号

为
!

%

"$

%

"!

%

".

%

"0

菌株的发酵上清液
X

:

调为
.)0

后!其对

各指示菌抑菌活性的下降都低于
$0Q

"姚丽娅等0

"0

1从传统

发酵制品中分离出的
;$S$

菌株经有机酸排除试验后!其抑

菌活性下降了
"B).%Q

"淮骏0

$0

1

$%从黄瓜汁里分离出的
:$

菌株!经有机酸排除试验后!其对枯草芽孢杆菌的抑菌活性

分别下降了
!#Q

"因此这些菌株经有机酸排除试验后!不仅

具有抑菌作用!而且抑菌作用相对理想"故各菌株的抑菌性

不是有机酸作用的结果!还有其他抑菌物质存在"

")!)"

!

过氧化氢排除结果
!

过氧化氢是乳酸菌的一种代谢

!"

第
!!

卷第
!

期 张梅梅等.传统发酵牦牛酸乳中细菌素产生菌的筛选与鉴定
!



合成产物!能够抑制微生物的生长!因此必须排除过氧化氢

的干扰"故将上述
%

株菌的发酵上清液经
/# W

加热处理

$#FD9

!使过氧化氢充分分解!冷却后以致病性菌株为指示

菌进行试验!抑菌结果见表
!

"

!!

由表
!

可知!

%

株菌株经过氧化氢排除试验后!抑菌圈直

径均无明显变化"其中
$$

号菌株加热前后对枯草芽孢杆菌

的抑菌圈直径变化最大!其抑菌性下降了
/)B#Q

"曹珂珂

等0

"B

1从植物性原料中分离出的
[S$%

菌株!其发酵上清液经

/#W

水浴
$#FD9

后!抑菌性下降了
$#)!Q

"张彦斌等0

"%

1从

内蒙古传统乳制品中分离的
;.S!S$

菌株用过氧化氢酶处理

发酵上清液!其抑菌活性下降了
$0)0$Q

"由此可见!这
%

株

菌仍有较强的抑菌性!说明发酵上清液中主要的抑菌物质不

是过氧化氢"

")!)!

!

菌株的酶水解试验结果
!

在排除有机酸和过氧化氢

的抑菌作用后!以这
%

株菌作为目的菌株!以枯草芽孢杆菌

为指示菌"对其发酵上清液进行胰蛋白酶和木瓜蛋白酶的

酶水解试验!以检测发酵液中具有较强抑菌性的物质是否为

蛋白质!结果见表
.

"

!!

由表
.

可知!酶处理后
!

%

"$

%

"!

%

".

和
"0

菌株上清液产

生的抑菌圈明显小于原上清液产生的抑菌圈!其中
"$

号菌

株对枯草芽孢杆菌的抑菌圈直径明显减小!抑菌活性下降了

0/)"!Q

"但
$#

%

$$

号菌株的抑菌活性下降得较少!分别为

")##Q

和
!)#/Q

!可见其抑菌物质对蛋白酶不敏感"由于细

菌素具有蛋白质特性!因而在各种消化酶处理后!其抑菌活

表
"

!

有机酸排除试验

2,@(5"

!

285-5AG(6A'I'-

T

,9D7,7DH5]7(

菌株

枯草芽孢杆菌

原
X

:

/

FF

调
X

:

后/

FF

活性下降

率/
Q

大肠杆菌

原
X

:

/

FF

调
X

:

后/

FF

活性下降

率/
Q

金黄色葡萄球菌

原
X

:

/

FF

调
X

:

后/

FF

活性下降

率/
Q

X

:.)0

+O;

培养液

! $0)#" $!)". $$)/0 $")0. $#)%" $.)0$ $$)0B R)/B $.)%$ #

$# $/)## $$).# !B)BB $")B. R)./ "0)## $$)$. R)#B $/)B% #

$$ $B)0. $$)0. !#)"! $.)B. R).B !0)!/ $$)"B R)/B $").! #

"$ $/)./ $B)R" /).. $!)!. $")/. !)%0 $$)%# $#)!# $$)R% #

"! $0)$" $!)$# $!)!B $!)$# $$)0B $$)%B $$)$. $#)!# %)0. #

". $0).B $.)$" /)B% $")%B $#)// $.)%! $$)$" $#)!" %)$R #

"0 $0)%" $.)$B R)R" $")#B $#)B" $$)R. $#)!# R)0# %)%% #

表
!

!

过氧化氢作用的排除

2,@(5!

!

285-5AG(6A'I8

J

H-'

T

59

X

5-']DH55]7(

菌株

枯草芽孢杆菌

加热前/

FF

加热后/

FF

活性下降

率/
Q

大肠杆菌

加热前/

FF

加热后/

FF

活性下降

率/
Q

金黄色葡萄球菌

加热前/

FF

加热后/

FF

活性下降

率/
Q

! $$)". $$)#/ $).# $#)%" $#)$B 0)"" R)/B R)%" $)."

$# R)$# R)#" #)// R)./ R)!" $)BR R)#B R)#. #)""

$$ $$).# $#)." /)B# R).B R)!. $)"% R)/B R)B" ").!

"$ $!)R" $!)"/ .)B# $#)$/ $#)#" $)0% $#)#. R)B. !)R/

"! $!)$# $")#" /)". R)0B R).. $)"B $#)!# R)RB !)!#

". $.)$" $!)B. !).# R)// R)B# ")/! $#)!" R)R/ !)"R

"0 $.)$B $!)./ .)/# R)B" R).B $)BB R)0# R)!. $)B/

表
.

!

蛋白酶水解试验

2,@(5.

!

285-5AG(6A'I

X

-'65,A58

J

H-'(

J

ADA65A6

菌株
未经过蛋白酶处理的

发酵上清液/
FF

经过蛋白酶处理的

发酵上清液/
FF

活性下降

率/
Q

! $0)#" R)#B !R)B/

$# $/)## $%)B. ")##

$$ $B)0. $B)#! !)#/

"$ $/)./ %)%" 0/)"!

"! $0)$" /)B/ .")0R

". $0).B R)!/ !R)!!

"0 $0)%" /)." .B)..

力会有不同程度的下降0

"/

1

"因此可以初步推测
!

%

"$

%

"!

%

".

和
"0

这
0

株乳酸菌产生的抑菌物质具有蛋白质性质!即细菌

素(

$#

%

$$

号菌株其抑菌物质含蛋白质类似物极少!因此其活

性物质为非蛋白组分或者起抑菌作用的不是单一的物质"

").

!

细菌素产生菌的
$B;->*L

序列同源性鉴定结果

通过对牦牛酸乳中分离出的乳酸菌进行细菌素产生菌

的初筛和复筛!综合比较得出编号为
!

%

"$

%

"!

%

".

%

"0

菌株有

较好的抑菌活性"这
0

株菌株总
>*L

经
CMO

扩增%电泳后

的结果见图
.

!可知扩增后的电泳条带集中在
$0##@

X

左右!

符合乳酸菌扩增片段长度(阴性对照无条带!说明未出现污

染"

$B;->*L

比对结果见表
0

"

."

基础研究
!

"#$%

年第
!

期



+)$##@

X

>*LP,HH5-

!

#)

阴性对照

图
.

!

细菌素产生菌
CMO

产物琼脂糖凝胶电泳图

D̂

T

G-5.

!

L4N'I@,765-D'7D9S

X

-'HG7D9

T

A6-,D9A

$B;->*LSCMO

X

-'HG76A

")0

!

系统发育树分析

将
0

株分离菌株测序结果与
459[,9E

中已有序列进行

比对分析!结果表明分离菌株同源性均在
$##Q

!大于分类研

究阈值
R%Q

0

"R

1

!系统发育树中!各分支长度间的差异代表物

种进化程度的高低"由图
0

可知!鉴定已知的
0

株乳酸菌分

为
"

个进化枝!表明
0

株乳酸菌分为
"

个遗传类型"干酪乳

表
0

!

细菌素产生菌鉴定结果

2,@(50

!

285DH596DID7,6D'9-5AG(6'I@,765-D'7D9S

X

-'HG7D9

T

A6-,D9

编号 相似度/
Q

拉丁文名 中文名

! $## D&4>0E&4-66A=4&=9-

干酪乳杆菌

"$ RR D&4>0E&4-66A=

I

6&'>&<AJ

植物乳杆菌

"! $## D&4>0E&4-66A=4&=9-

干酪乳杆菌

". $## D&4>0E&4-66A=4&=9-

干酪乳杆菌

"0 $##

D&4>04044A=6&4>-==AE=

I

2

6&4>-=

乳酸 乳 球 菌 乳

球亚种

杆菌&编号为
!

%

"!

%

".

'和植物乳杆菌&编号为
"$

'处在同一

分枝中!乳酸乳球菌乳球亚种&编号为
"0

'处于另一分支!表

明干酪乳杆菌与植物乳杆菌的亲缘关系很近!同属于乳杆菌

属"因此试验菌株涉及乳球菌属和乳杆菌属"其中编号为

!

%

"!

%

".

%

"$

和
"0

的菌株都以
$##Q

的自举支持率分别与干

酪乳杆菌%植物乳杆菌和乳酸乳球菌乳球亚种聚在一起"可

见!系统发育树分析结果与
$B;->*L

序列分析结果相

一致"

图
0

!

细菌素产生菌系统发育树

D̂

T

G-50

!

C8

J

('

T

5956D76-55'I@,765-D'7D9S

X

-'HG7D9

T

A6-,D9

!

!

结论
本试验通过对传统发酵牦牛酸乳中细菌素产生菌的筛

选!得到
0

株对致病性指示菌&枯草芽孢杆菌%大肠杆菌和金

黄色葡萄球菌'有较好抑制作用的乳酸菌!经微生物形态学

与分子生物学鉴定结果表明!编号
!

%

"!

和
".

菌株为干酪乳

杆菌%编号
"$

菌株为植物乳杆菌%编号
"0

菌株为乳酸乳球

菌乳球亚种"干酪乳杆菌%植物乳杆菌和乳酸乳球菌乳球亚

种均为食品上可用菌!而在已有的细菌素产生菌的筛选研究

中!所得菌株很多并非食品中可用"因此本研究的结果可用

于食品中以防范食源致病菌对食品的污染"
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