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一株具有高效抑菌活性乳酸菌的分离鉴定及

生长特性研究
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摘要!从内蒙古地区家庭自制的酸菜中分离筛选了一株具

有高效抑菌活性的乳酸菌"并对其生长特性进行了测定%

经菌落形态观察!生理生化鉴定及
!)2KQ3W

序列分析"该

菌株被鉴定为植物乳杆菌%该菌株对金黄色葡萄球菌和

大肠杆菌均有良好的抑菌效果"抑菌圈直径分别为
!'B'

"

!(B'77

%生长曲线测定结果表明"菌株生长约
4T

时"

4P

)**>7

值开始迅速增大"进入对数生长期'

4

"

H(T

时"

O

1

值下降速度较快"为产酸的主要时期%综上"从酸菜中

分离筛选出的乳酸菌具有高效抑菌作用"在发酵食品的生

产和食品防腐保藏等领域具有潜在的应用价值%

关键词!发酵食品'乳酸菌'抑菌'

!)2KQ3W

'生长曲线
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乳酸菌在自然界中分布广泛%在各种传统发酵食品%

尤其是酸菜中%常成为优势菌群*

!

+

&乳酸菌在发酵过程中

能够产生乳酸)醋酸)甲酸等有机酸%降低环境体系的
O

1

值%从而抑制多种食品腐败菌和致病菌的生长$此外%乳酸

菌的其他代谢产物%如细菌素也具有抑菌作用*

H

+

&鉴于乳

酸菌的广谱抑菌特性以及多种抑菌机理%其已成为开发微

生物源天然防腐剂的潜在菌种*

-

+

&目前%关于分离自发酵

乳制品*

(

+

)肉制品*

'

+和发酵蔬菜*

)

+等食品材料中乳酸菌多

样性的研究日益增多%但筛选出性能优良的菌株仍是一项

重要的工作&研究拟从内蒙古地区家庭自制的酸菜中分

离筛选乳酸菌%进行初步鉴定及生长特性研究%并探讨其

对多种常见病原微生物的抑菌作用%从而筛选出具有高效

抑菌作用的菌株%为其进一步在发酵食品的生产和食品防

腐保藏剂的开发等领域的应用提供依据&

!

!

材料与方法
!B!

!

材料与仪器

!B!B!

!

主要材料与试剂

酸菜样品"家庭自制酸菜%取回后置于
( P

冰箱备

"!

/XXQUYW$1Z35V.

第
-,

卷第
-

期 总第
H--

期
"

H*H!

年
-

月
"



用%内蒙古包头市$

金黄色葡萄球菌
W%$$H'"H-

)大肠杆菌
W%$$

H'"HH

"河南科技大学食品与生物工程学院微生物实验室

保存$

YV2

琼脂)

YV2

肉汤)胰蛋白胨大豆琼脂!

%2W

#培

养基"北京陆桥技术股份有限公司$

甘油)碳酸钙"分析纯%天津德恩化学试剂有限公司$

酸度计校正液"天津市科密欧化学试剂有限公司$

1]Z

乳酸菌生化鉴定条"青岛海博生物技术有限

公司$

5<A

O

柱式细菌基因组
Q3W

抽提试剂盒)引物)

%8

g

&:ALQ3W

聚合酶)

28>&KC

O

柱式
Q3W

胶回收试剂盒"生

工生物工程!上海#有限公司$

细菌滤膜"

*BHH

#

7

孔径%上海密粒膜分离技术有限

公司&

!B!BH

!

主要仪器设备

电子天平"

#.!**H

型%上海上天精密仪器有限公司$

紫外'可见分光光度计"

J/#,H**

型%尤尼柯!上海#

仪器有限公司$

恒温培养箱"

&.06('

型%天津市莱玻特瑞仪器设备

有限公司$

洁净工作台"

2J6$#6Z/

型%常州普天仪器制造有限

公司$

冷冻离心机"

1$6H'!4V

型%安徽中科中佳科学仪器

有限公司$

高压蒸汽灭菌锅"

]/\#6H-

型%青岛化工仪器设备有

限公司$

普通光学显微镜"

]WH!*

型%麦克奥迪实业集团有限

公司$

&$V

仪"

_CK9?9")

孔型%美国应用生物系统公司

!

W]Z

#$

电泳仪"

Q..6)$

型%北京六一仪器厂$

酸度计"

&126H'

型%杭州雷磁分析仪器厂&

!BH

!

试验方法

!BHB!

!

乳酸菌的分离纯化
!

取适量的酸菜样品于无菌生

理盐水中%震荡摇匀后%进行
!*

[-

"

!*

[!的梯度稀释%各吸

取
*B!70

至
YV2

平板!含
!I

碳酸钙#上*

,

+

%用涂布棒涂

布均匀%

-,P

恒温培养
H(T

&培养结束后%用肉眼观察菌

落形态%挑取疑似乳酸菌的单菌落转接至新的
YV2

平板

上%

-,P

恒温培养
H(T

%重复操作
-

"

(

次%直至同一平板

上长出的细菌菌落形态一致%且无杂菌生长&将纯化后的

菌株保存于
H*I

甘油'

YV2

液体培养基中%冻存备用&

!BHBH

!

菌株生理生化特征测定
!

对菌株进行革兰氏染色

和显微观察%参照0伯杰氏细菌鉴定手册1和
\](,4"B-'

'

H*!)

%结合乳酸菌生化鉴定试剂盒操作说明%进行碳水化

合物!七叶苷)纤维二糖)麦芽糖)甘露醇)水杨苷)山梨

醇)蔗糖)棉子糖)菊糖和乳糖#反应测定*

4

+

&

!BHB-

!

基于
!)2KQ3W

的菌株鉴定

!

!

#基因组
Q3W

的提取"参照
Q3W

抽提试剂盒说

明书&

!

H

#

&$V

扩增"以菌株的基因组
Q3W

为模板%采用

通用引物对
!)2KQ3W

进行
&$V

扩增&引物序列为

H,/

"

'

/

6W\W\%%%\W%$Y%\\$%$W\6-

/%

!("HV

"

'

/

6

\\%%W$$%%\%%W$\W$%%6-

/&反应条件为
"'P

预

变性
'79>

$

"( P

变性
-*L

$

', P

复性
-*L

$

,H P

延伸

"*L

%

-*

次循坏$

,HP

延伸
479>

&

!

-

#琼脂糖凝胶电泳"使用浓度为
!B'I

的琼脂糖凝

胶%以
!a %W5

为电泳缓冲液%将
&$V

扩增产物进行电

泳检测%电泳条件为
!'*_

%

!**7W

%

H*79>

&

!

(

#测序结果分析"菌种测序由生工生物工程!上海#

股份有限公司完成&

!)2KQ3W

序列在
3$]Z

数据库上

进行序列比对分析%利用
Y5\W)B*

软件按邻近算法

!

3C9

F

TMGK6#G9>9>

F

#%自展值 !

MGG?L?K8

O

#为
!***

%构建系

统发育树%进行系统发育分析*

"

+

&

!BHB(

!

抑菌试验

!

!

#指示菌平板的制备"用接种环分别挑取金黄色葡

萄球菌和大肠杆菌在
%2W

培养基上进行活化%

-,P

培养

H(T

%挑取部分单个菌落于无菌生理盐水中%测定吸光度

值%调节
4P

)**>7

值至
*B'

%加入无菌生理盐水稀释
!**

倍

!含菌量约为
!*

)

$/̀

(

70

#%吸取
!**

#

0

于
%2W

培养基

上涂布均匀后%放置牛津杯&

!

H

#乳酸菌代谢产物的制备"将保存的菌种接种至

YV2

琼脂平板上进行活化%挑取单菌落于
YV2

肉汤培

养基中%

-,P

静置培养
(4T

&

4***K

(

79>

离心
!*79>

%

收集上清液%经
*BHH

#

7

孔径细菌过滤器过滤制成无菌

滤液%所得无菌滤液即为乳酸菌代谢产物*

!*

+

&

!

-

#乳酸菌代谢产物抑菌试验"使用牛津杯法测定抑

菌圈大小&向牛津杯!

477a)77a!*77

#中加入

H**

#

0

除菌的乳酸菌上清液%

-,P

培养
H(T

%测量抑菌

圈直径%结果用平均值
e

标准差表示*

!!

+

&指示菌分别为

金黄色葡萄球菌
W%$$H'"H-

和大肠杆菌
W%$$H'"HH

&

!BHB'

!

生长曲线和产酸能力测定
!

将菌株活化后%接种

至
YV2

肉汤培养基中培养
(4T

%将其
4P

)**>7

值调至

*B'

%取
'*

#

0

加入到
'**70

无菌新鲜的
YV2

培养基

中%

-,P

静置培养%

*

"

H(T

内每间隔
HT

取样%

H(

"

(4T

内每间隔
(T

取样%测定其在
)**>7

处吸光度值%同时%

用
O

1

计测定培养基的
O

1

值*

!H

+

&

H

!

结果与分析
HB!

!

乳酸菌的筛选$鉴定

由图
!

可知%疑似菌株在
YV2

固体培养基上培养

H(T

后%其菌落形态为圆形)乳白色)有光泽)中间凸起)

表面光滑)边缘整齐且有溶钙圈%具有明显的乳酸菌形态

学特点*

!-

+

$该菌株为革兰氏阳性杆菌%无芽孢和鞭毛&生

#!

"

_G:B-,

"

3GB-

徐云凤等!一株具有高效抑菌活性乳酸菌的分离鉴定及生长特性研究



图
!

!

乳酸菌的菌落和菌体细胞的形态学特征
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F

AKC!

!

YGK

O

TG:G

F

9@8:@T8K8@?CK9L?9@LGR?TC@G:G>9CL

8>D@C::LGR0W]

化鉴定结果表明%其对所测试的
!*

种碳水化合物的反应

均为阳性&

!!

由图
H

可知%琼脂糖凝胶电泳图上观察到大小约为

!'**M

O

的特异性条带%经测序得到菌株的
!)2KQ3W

序

列长度刚好为
!'**M

O

&通过
]0W2%

序列同源性比对%

与之相似度达
!**I

的菌株为植物乳杆菌$取相似度达

!**I

的序列和其他乳杆菌的序列共
!!

个
!)2KQ3W

序

列%利用
Y5\W)B*

构建系统发育树!见图
-

#&由图
-

可

知%该乳酸菌与植物乳杆菌处于同一个小分支%同源性最

高%结合细菌的菌落形态和生理生化特征%该菌株被鉴定

为植物乳杆菌!

0(?<)G(?'::5J

T

:(,<(H5L

#&

图
H

!

菌株的
!)2KQ3W

电泳图
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F

AKCH

!

5:C@?KG

O

TGKCL9LGR!)2KQ3WGR?TCL?K89>

图
-

!

基于
!)2KQ3W

序列的系统进化树
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&T

S
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F
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LC

g
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HBH

!

抑菌试验

由图
(

可知%乳酸菌代谢产物上清液对两种指示菌

均有良好的抑菌效果%对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的

抑菌圈平均直径分别为!

!'B'e*B-

#%!

!(B'e*BH

#

77

&

一般而言%乳酸菌代谢产物如细菌素%大多仅仅抑制亲缘

关系相近的菌种或多数革兰氏阳性细菌*

!(

+

&而试验分离

的菌株%不仅对革兰氏阳性菌!金黄色葡萄球菌#有较好

的抑菌效果%而且对革兰氏阴性菌!大肠杆菌#同样表现

出较强的抑制作用%可能是由于乳酸菌在生长代谢过程

中产生了有机酸)过氧化氢或细菌素等物质%通过协同作

用有效地抑制了指示菌的生长&

HB-

!

生长曲线和产酸特性

由图
'

可知%菌株的生长曲线呈典型的-

2

.型%可以

观察到明显的延滞期)对数生长期和稳定期&其延滞期

约为
4T

%该时期细菌数量基本无变化$随后进入对数期%

此时期生长迅速%分裂旺盛%细菌数呈对数增长$

!4T

后%

菌体生长进入稳定期&当菌株从接种至培养
4T

时%

O

1

值变化很小$当培养
4

"

H(T

时%

O

1

值下降速度较快%说

明此期间细胞代谢活跃%生长速度加快%细胞繁殖能力

强%为产酸的主要时期$从培养第
H(T

开始
O

1

值变化趋

缓%最低
O

1

值为
-B',

&

图
(

!

乳酸菌无细胞培养液对指示菌的抑制效果
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结论
从内蒙古地区家庭自制的酸菜中分离得到了一株乳

酸菌%经生理生化鉴定和
!)2KQ3W

序列同源性分析%该

菌株被鉴定为植物乳杆菌$抑菌试验表明%该菌株的代谢

产物对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌均有良好的抑制效

果$菌株在适宜条件下培养
4T

后进入对数生长期和产酸

的主要时期&试验仅探讨了分离菌株的抑菌效果%关于

抑菌物质成分与其生物学性质的相关研究%以及具体的

作用机理有待进一步阐释&
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