
基金项目!-十 三 五 .国 家 重 点 研 发 计 划 项 目 !编 号"

!"#T%&'"(""("?

#$国家自然科学基金项目!编号"

2#$$"(?3

#$广 东 省 自 然 科 学 基 金 项 目 !编 号"

!"#T0"2"2#2"!-?

#

作者简介!黄桂东%女%佛山科学技术学院特聘教授%博士%硕士生

导师&

通信作者!钟先锋!

#3T#

'#%男%佛山科学技术学院教授%博士%硕

士生导师&

4)5678

"

9:;@

<

KBT#

!

#!$>*;5

收稿日期!

!"#3)"()#$

!"#

"

$%&$'()*

(

+

&,--.&$%%'/)011&*%$2&%1&%%'

酱油渣中乳酸乳球菌分离鉴定及对模拟

胃肠环境的耐受性
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摘要!利用形态学观察#生理生化试验#

#$YDSR0

基因序

列分析方法!从酱油渣中分离鉴定乳酸乳球菌!并研究其

对模拟胃肠环境的耐受能力%初步从酱油渣中分离得到

(

株乳酸乳球菌!

2

株鉴定为
T&<=4<4<<3?6&<=%??3M?

G

5

/4B:'%&7

!称之为
HJ#!-

#

HJ!!2

和
HJ!!-

'

#

株鉴定为

T&<=4<4<<3?6&<=%??3M?

G

56&<=%?

!称为
HJ#!!

%生长曲线

测定结果发现!

(

株菌生长情况基本相似!对数生长期为

!

%

#!:

%模拟胃肠环境耐受试验结果表明&耐受胃液
2:

后!菌株
HJ!!2

#

HJ#!-

#

HJ!!-

#

HJ#!!

的菌存活率达

"
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'在模拟肠液中继续培养
T:

!菌株

HJ#!!

#

HJ#!-

#

HJ!!2

#

HJ!!-

的菌存活率为"
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%说明菌株
HJ#!-

对人工模拟胃肠液显示出较

好的耐受能力%

关键词!酱油渣'乳酸乳球菌'鉴定'模拟胃肠环境
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酱油酿造是多种微生物协同作用的结果%每种微生

物对酱油酿造过程的成分变化乃至酱油品质优劣均有一

定影响*

#U2

+

&酱油酿造过程涉及的微生物有曲霉)乳酸

菌)酵母菌等*

(

+

%其中%乳酸菌是参与酱油酿造最重要的

细菌%主要包括乳杆菌属*

?

+

)乳酸乳球菌属*

$

+

)魏斯氏菌

属*

$

+

)片球菌属*

(

%

$

+等&酱油渣是酱油酿造后产生的残

渣%携带一定种类和数量的微生物%如乳酸乳球菌

等*

?U$

+

&目前大多数报道集中于对酱油酿造过程中乳酸

菌的研究%查阅中国知网数据库和
Z=F5AE

数据库%尚未

见有关酱油渣中乳酸乳球菌的报道%对酱油渣中乳酸菌

的认识不足&

近年来%乳酸乳球菌因其良好的益生特性被广泛应

用于食品行业&部分乳酸乳球菌及其亚种能产生乳链菌

肽*

-UT

+

%是无毒的食品防腐剂%可用于食品防腐及保

鲜*

3

+

$乳酸乳球菌还可产胞外多糖%用于干酪*

#"

+和豆

腐*

##

+制作%其代谢产物能够改善产品的流变学特性等&

为了深入挖掘乳酸菌资源并延伸酱油渣的可利用价

值%试验拟采用传统菌株筛选方法%从酱油渣中分离)筛

选)鉴定乳酸乳球菌%并对其部分益生特性进行研究%以

期为食源性乳酸菌资源库扩充提供依据&

#

!

材料与方法
#>#

!

材料与仪器

#>#>#

!

材料与试剂

酱油渣"原料主要是大豆与小麦粉%采用高盐稀态工

艺酿造%广东某调味食品有限公司$

过氧化氢生化鉴定管)革兰氏染色试剂盒)硫化氢生

化鉴定管)吲哚生化鉴定管)硝酸盐!还原#生化鉴定管)

明胶生化鉴定管)

PSY

肉汤等"广东环凯微生物科技有

限公司&

#>#>!

!

仪器与设备

防冻 霜 冰 箱"

[Q')#T3f'Zg

型%海 尔 股 份 有 限

公司$

显微镜"

ZH#""

型%凤凰光学集团有限公司$

恒温培养箱"

XSH)#?"

型%上海一恒科学仪器有限

公司$

全自动灭菌锅"

bS$"'0

型%致微!厦门#仪器有限

公司$

电子分析天平"

P4#"(

型%梅特勒'托利多精密仪器

公司$

超净工作台"

Yf)Qi)#&'

型%苏州安泰空气技术有限

公司&

#>!

!

方法

#>!>#

!

酱油渣中乳酸菌的分离与纯化
!

根据文献*

#!U

#(

+修改如下"称取酱油渣样品
#"

<

溶解于
3"

<

无菌生

理盐水中%制成
#"

U#

%

#"

U!

%//%

#"

U$共
$

个浓度稀释

液&吸取稀释液
">#5X

%涂布于含
2

<

(

#""5X

碳酸钙的

PSY

固体培养基中%

2-_

倒置培养
!(

%

2$:

&挑取菌落

划线
!

%

2

次至菌落一致&挑取单菌落
2-_

培养
#!:

%

与甘油混合%

U!"_

保藏&

#>!>!

!

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

培养于
PSY

固体培养基%

2-_

培养
(T:

%观察菌株的菌

落形态&进行革兰氏染色试验%使用油镜%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说明书&

!

2

#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 往 华 大 基 因 进 行 菌 株 的

#$YDSR0

序列测序&

!

(

#系统发育树的构建"根据文献*

#-U#T

+修改如

下%登陆
bA@[6@L

中
[X0YJ

程序!

:,,

C

"((

F86+,>@*F7>@85>

@7:>

<

;I

#比对测序菌株%并查询模式菌株信息%利用
PA

<

6

?>"

软件%使用邻近算法%

S&<%663??3M=%6%?RQ'N#-$3

为

外群菌株%

F;;,+,D6

C

为
#"""

构建系统发育树&

#>!>2

!

乳酸乳球菌生长曲线测定
!

根据文献*

#3

+修改如

下"菌株活化
2

代%调节
#W

$""@5

为!

#>""a">"?

#%按照
!̀

!体积分数#的接种量接种于
PSY

肉汤培养基%

2-_

恒温

培养%以未接种的
PSY

液体培养基为阴性对照%分别培

养
"

%

!

%

(

%

$

%

T

%

#"

%

#!

%

#$

%

!"

%

!(

%

!T

%

2!

%

2$

%

(":

%使用酶标

仪测定菌株的
#W

$""@5

%记录数据并绘制生长曲线&

#>!>(

!

乳酸乳球菌模拟胃液耐受性测定
!

根据文献*

#!

%

!"

+修 改 如 下%菌 株 活 化
2

代%吸 取
( 5X

菌 液%

?"""D

(

57@

离心
T57@

%去上清液%将菌体悬浮于
(5X

灭菌生理盐水制成菌悬浮液&无菌离心管中加入
(>?5X

人工胃液)

">?5X

菌悬浮液%混合均匀&

2-_

培养%分别

在
"

!稀释度为
#"

U(

%

#"

U?

%

#"

U$

#%

2:

!稀释度为
#"

U2

%

#"

U(

%

#"

U?

#取样
">#5X

%使用平板计数法计算菌株存活

率&设置
2

个平行%按式!

#

#计算菌株存活率&

&!

基础研究
&WR'0P4RJ0XS4Y40SQH

总第
!#(

期
"

!"#3

年
T

月
"



;

#

I

"

#

"

"

V#""̀

% !

#

#

式中"

;

#

'''菌株存活率%

`

$

"

"

'''耐受人工胃液
":

的活菌数%

Q&W

(

5X

$

"

#

'''耐受人工胃液
2:

的活菌数%

Q&W

(

5X

&

#>!>?

!

乳酸乳球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
2:

的菌株培养液
">?5X

%

接种于
(>?5X

人工肠液中%

2- _

培养
"

!稀释度
#"

U2

%

#"

U(

%

#"

U?

#%

(

!稀释度
#"

U!

%

#"

U2

%

#"

U(

#%

T:

!稀释度

#"

U!

%

#"

U2

%

#"

U(

#%使用平板计数法计算菌株存活率&设

置
2

个平行%按式!

!

#计算菌株存活率&

;

!

I

"?

"

"

V#""̀

% !

!

#

式中"

;

!

'''菌株存活率%

`

$

"

"

'''人工肠液耐受
":

的活菌数%

Q&W

(

5X

$

"?

'''人工肠液耐受
(:

或
T:

的活菌数%

Q&W

(

5X

&

#>2

!

数据处理

数据统计与处理采用
4K*A8!"#2

以及
YZYY#->"

%绘

图采用
ND7

<

7@3

&

!

!

结果与分析
!>#

!

乳酸乳球菌形态学观察

!!

从酱油渣中分离得到
(

株乳酸乳球菌%分别为菌株

HJ#!!

)

HJ#!-

)

HJ!!2

)

HJ!!-

%菌落颜色为灰白色%菌

落表面光滑%边缘齐整%直径为
">2

%

#>"55

&经染色试

验发现
(

株乳酸菌均为革兰氏阳性菌%菌体均为球状%呈

单个)成对或短链分布&酱油渣中部分乳酸乳球菌的菌

体形态如图
#

所示&

图
#

!

部分乳酸乳球菌菌株的菌体形态

&7

<

=DA#

!

P7*D;+*;

C

7*5;D

C

:;8;

</

;B

C

6D,768T&<=4<4<<3?

6&<=%?BD;5+;

/

+6=*ADA+7E=A

"

V#"""

$

!>!

!

乳酸乳球菌生理生化试验特征

由表
#

可知%菌株
HJ#!!

)

HJ#!-

)

HJ!!2

和
HJ!!-

的革兰氏染色试验菌体均呈紫色%过氧化氢酶接触试验)

硝酸盐还原反应)葡萄糖产气试验)

$>?̀ R6Q8

生长试验

及
(?_

生长试验均呈阴性&参考雷霞*

!#

+

)华鹤良*

!!

+的

方法%结合形态学研究结果%初步判断以上
(

株菌为乳酸

乳球菌属!

T&<=4<4<<3?

#&

表
#

!

乳酸乳球菌生理生化鉴定结果e

J6F8A#

!

SA+=8,+;B,:AF7;*:A57*687EA@,7B7*6,7;@;BT&<=4<4<<3?6&<=%?BD;5+;

/

+6=*ADA+7E=A

菌株编号 革兰氏染色 酶触试验 硝酸盐还原反应 葡萄糖产气
(?_

生长
$>?̀ R6Q8

生长 发酵类型

HJ#!! ] U U U U U

同型

HJ#!- ] U U U U U

同型

HJ!!2 ] U U U U U

同型

HJ!!- ] U U U U U

同型

!

e

!

-

]

.表示反应呈阳性$-

U

.表示反应呈阴性)不生长或生长不明显&

!>2

!

乳酸乳球菌分子生物学鉴定

对
(

株乳酸乳球菌进行基因组提取)

#$YDSR0

基因

ZQS

扩增)测序%所得凝胶电泳图如图
!

所示&由图
!

可

知%

(

株乳酸乳球菌
ZQS

产物大小均在
#?""F

C

左右%且

条带清晰无弥散&

!!

得到菌株的
#$YDSR0

基因序列%进行
[86+,

比对%

结果如表
!

所示&利用
PA

<

6?>"

软件构建系统发育树%

如图
2

所示&由图
2

可知%菌株
HJ#!!

)

HJ#!-

)

HJ!!2

)

HJ!!-

均与模式菌株
T&<=4<4<<3?6&<=%??3M?

G

56&<=%?

iQP ?T"?

J

)

T&<=4<4<<3?6&<=%??3M?

G

5/4B:'%&7 R[SQ

#""32#

J处 于 同 一 分 支&结 合 表
!

%将 菌 株
HJ#!-

)

HJ!!2

)

HJ!!-

鉴定为
T&<=4<4<<3?6&<=%??3M?

G

5/4B:'%&7

电泳条件"

2

(

X

样品
]#̀

琼脂糖凝胶%使用
JD6@+!j

!

Z8=+

SR0 P6DLAD

图
!

!

乳酸乳球菌
#$YDSR0ZQS

扩增产物电泳图

&7

<

=DA!

!

48A*,D;

C

:;DA+7+;B#$YDSR065

C

87B7AE

C

D;E)

=*,+;BT&<=4<4<<3?6&<=%?BD;5+;

/

+6=*ADA+7)

E=A

'!

"

g;8>2?

"

R;>T

黄桂东等!酱油渣中乳酸乳球菌分离鉴定及对模拟胃肠环境的耐受性



表
!

!

酱油渣中分离菌株的
#$YDSR0

序列同源性比对结果

J6F8A!

!

SA+=8,+;B#$YDSR0+A

q

=A@*A:;5;8;

</

6@68

/

+7+;BT&<=4<4<<3?6&<=%?BD;5+;

/

+6=*ADA+7E=A

菌株 菌株名称 菌株编号 登陆号 相似性(
`

HJ#!! T&<=4<4<<3?6&<=%??3M?

G

56&<=%? iQP?T"?

!

J

#

[0X1"#""""(- 3->T-

HJ#!- T&<=4<4<<3?6&<=%??3M?

G

5/4B:'%&7 R[SQ#""32#

!

J

#

[QgX"#""""?T 3T>T!

HJ!!2 T&<=4<4<<3?6&<=%??3M?

G

5/4B:'%&7 R[SQ#""32#

!

J

#

[QgX"#""""?T 33>#-

HJ!!- T&<=4<4<<3?6&<=%??3M?

G

5/4B:'%&7 R[SQ#""32#

!

J

#

[QgX"#""""?T 33>2#

">"!

表示
!̀

替换率

图
2

!

乳酸乳球菌
#$YDSR0

基因序列系统发育树

&7

<

=DA2

!

Z:

/

8;

<

A@A,7*,DAA;B#$YDSR0

<

A@A+A

q

=A@*A;BT&<=4<4<<3?6&<=%?BD;5+;

/

+6=*ADA+7E=A

!乳 酸 乳 球 菌 霍 氏 亚 种#$将 菌 株
HJ#!!

鉴 定 为

T&<=4<4<<3?6&<=%??3M?

G

56&<=%?

!乳酸乳球菌乳亚种#&

0@+6:

*

$

+研究也发现酱油发酵过程中存在乳酸乳球菌&

!>(

!

乳酸乳球菌生长曲线

由图
(

可知%从酱油渣中分离得到的
(

株乳酸乳球

菌的生长趋势总体相似&

"

%

!:

为延迟期%

!

%

#!:

为对

数生长期%接种
#!:

后%菌株生长速率减缓%进入生长稳

定期&

图
(

!

乳酸乳球菌菌株生长曲线

&7

<

=DA(

!

bD;G,:*=DIA+;BT&<=4<4<<3?6&<=%?BD;5

+;

/

+6=*ADA+7E=A

!>?

!

乳酸乳球菌模拟胃液耐受能力

胃液主要由黏液)盐酸)胃蛋白酶组成%在胃液作用

下%微生物的活菌数会逐渐减少&由于微生物需要超过

一定数量才能对机体发挥益生特性%因此需要考察乳酸

乳球菌的胃液耐受能力*

!2

+

&由图
?

可知%菌株
HJ!!2

的

模拟胃液耐受能力较好%耐受胃液
2:

后%菌株存活率为

!

3(>T?a">"?

#

`

$菌株
HJ#!-

)

HJ!!-

)

HJ#!!

耐受胃液

2:

后 %菌株存活率分别为!

T#>$-a">!?

#

`

%!

-->33a

图
?

!

乳酸乳球菌在模拟人工胃液中的存活率

&7

<

=DA?

!

JA+,DA+=8,+;B87IAF6*,AD76*;=@,+;BT&<=4<4<(

<3?6&<=%?7@+75=86,AE6D,7B7*768

<

6+,D7*

.

=7*A

(!

基础研究
&WR'0P4RJ0XS4Y40SQH

总第
!#(

期
"

!"#3

年
T

月
"



">?T

#

`

%!

?T>?-a">?-

#

`

&迪娜热尔,迪力达西等*

!(

+对

从新疆传统发酵乳品中分离出的乳酸乳球菌进行胃液耐

受能力试验%发现其
2:

存活率达
3(>!-̀

&说明不同菌

株对人工胃液耐受能力有差异&

!>$

!

乳酸乳球菌模拟肠液耐受能力

肠液主要成分为胰液和胆汁&胰液中的胰蛋白酶可

水解微生物的菌体蛋白质%抑制乃至杀死微生物&胆汁

中含有一定量胆盐%胆盐在人体肠道的浓度为
">"2̀

%

">2"̀

%能改变微生物细胞膜的通透性%抑制)杀死进入肠

道的微生物*

!?

+

&微生物到达小肠后%因胰蛋白酶)胆盐的

抑制作用及营养的缺乏等因素逐渐死亡*

#!

+

&因此%需评

估乳酸菌对肠液的耐受能力&由图
$

可知%菌株
HJ#!-

耐受肠液能力较好%耐受肠液
(

%

T:

后的菌株存活率分别

为!

32>$#a">$-

#

`

%!

$->(!a">-!

#

`

$菌株
HJ!!-

耐受

肠液能力较差%耐受模拟肠液
(

%

T:

的菌株存活率分别为

!

!$>T2a">#2

#

`

%!

!!>!Ta">#T

#

`

&结合
(

株乳酸乳球

菌模拟胃液耐受能力的结果%发现菌株
HJ#!-

耐受模拟

胃液)肠液能力较好&

图
$

!

乳酸乳球菌在模拟人工肠液中的存活率

J6F8A$

!

SA+=8,+;BT&<=4<4<<3?6&<=%?7@+75=86,AE

6D,7B7*7687@,A+,7@68B8=7E

2

!

结论
从酱油渣中分离得到了

(

株乳酸乳球菌%经鉴定%分

别属于
T&<=4<4<<3?6&<=%??3M?

G

5/4B:'%&7

!乳酸乳球菌霍

氏亚种#和
T&<=4<4<<3?6&<=%??3M?

G

56&<=%?

!乳酸乳球菌乳

亚种#&对其体外模拟胃肠环境耐受能力研究发现%菌株

HJ#!-

耐受模拟胃肠环境能力较好&后续可对其生长特

性)益生特性等进行深入研究与探讨%为乳酸乳球菌资源

库的丰富提供科学依据&
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2

!

结论
以蚕蛹为原料制备了蚕蛹多肽螯合钙%通过响应面

优化法确定了制备的最优条件为
C

H#"

)反应温度
-2_

)

肽钙质量比
2>(

$

#

)反应时间
T"57@

%在此条件下%得到

的蚕蛹肽螯合钙中钙含量可达到
#(>?#̀

%具有较高的研

究和生产价值&通过紫外光谱)红外光谱)扫描电镜分析

可知%蚕蛹多肽与钙结合后结构发生了变化%多肽中氨

基)羧基)磷酸基团参与肽钙结合反应&同时探究了多肽

随钙源添加的结构变化规律%发现磷酸基团极易参与肽

钙螯合反应&虽然蚕蛹本身具有产量大)氨基酸配比良

好等优势%开发出的蚕蛹多肽螯合钙钙含量高%成本较

低%但其生物利用率及安全性还有待通过细胞试验和动

物试验进一步研究&
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