
书书书

应　璐，蒋　慧．骆驼刺源产乳酸的嗜酸乳杆菌分离鉴定及菌种特性［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（４）：３５５－３５６．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０４．１２５

骆驼刺源产乳酸的嗜酸乳杆菌分离鉴定及菌种特性

应　璐１，２，蒋　慧３，４

（１．塔里木大学生命科学学院，新疆阿拉尔８４３３００；２．新疆生产建设兵团塔里木盆地生物资源保护利用兵团
重点实验室／塔里木大学，新疆阿拉尔８４３３００；３．塔里木大学动物科技学院，新疆阿拉尔８４３３００；

４．新疆生产建设兵团塔里木畜牧科技重点实验室／塔里木大学，新疆阿拉尔８４３３００）

　　摘要：从骆驼刺青贮中分离到１株革兰氏阳性杆菌，经菌落形态特征鉴定、生理生化特征鉴定及１６ＳｒＤＮＡ序列分
析，鉴定为嗜酸乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）。
　　关键词：嗜酸乳杆菌；生理生化特性；１６ＳｒＤＮＡ
　　中图分类号：Ｑ９３９．９　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０４－０３５５－０２

收稿日期：２０１４－０６－０３
基金项目：国家自然科学基金（编号：３０９６０２５９、３１２６０５６２）；大学生创
新项目（编号：２０１３１０７５００３）。

作者简介：应　璐（１９７８—），女，重庆人，硕士，讲师，主要从事微生物
教学、科研工作。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｌ＿ｔｌｍ＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：蒋　慧，博士，教授，主要从事动物营养及饲料的教学、科
研工作。Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｉａｎｇｈｕｉ３０８＠１２６．ｃｏｍ。

　　青贮饲料中微生物系统主要包括乳酸菌、酵母菌、梭菌、
霉菌及其他腐败细菌，其中乳酸菌在青贮发酵中起主要作

用［１］。骆驼刺（ＡｌｈａｇｉｓｐａｒｓｉｆｏｌｉａＳｈａｐ）是生长于荒漠、半荒漠
地区的多年生豆科木质化草本植物，具有耐干旱、耐盐碱、抗

逆性强等优点［２］。豆科牧草蛋白质含量高，可溶性碳水化合

物含量低，缓冲能高，附着乳酸菌数目少，不容易成功青

贮［３－４］。结果表明，无添加的高水分骆驼刺青贮容易成功，且

骆驼刺与苜蓿混贮能显著提高苜蓿青贮品质。近年来，抗生

素滥用现象严重，亟须寻找安全高效的替代品［５－７］。地衣芽

孢杆菌、枯草芽孢杆菌是美国食品药品管理局（ＦＤＡ）、我国
农业部批准的饲用微生物［８］。新疆维吾尔自治区特殊的地

理位置、地质地貌造就了其干旱、盐碱、极端高温、极端低温等

多样的生态环境，形成了具有独特代谢途径、遗传背景的微生

物类群［９］。在长期的协同进化过程中，微生物与其宿主形成

了相互依赖、相互制约的统一整体［１０］。本研究探讨新疆特殊

生境微生物与其宿主骆驼刺青贮成功的关系，旨在为合理开

发利用骆驼刺资源提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
疏叶骆驼刺采集于塔里木大学校园及其周边，青贮３个

月，备用。

１．２　方法
１．２．１　嗜酸乳杆菌的分离纯化　将切碎的样品用灭菌水进
行１０倍梯度的稀释，充分振荡使其混匀，将混匀后的材料进
行倍比稀释，稀释度分别为 １０－２、１０－３、１０－４、１０－５、１０－６、
１０－７，选取１０－５、１０－６、１０－７３个稀释度，取菌悬液５００μＬ涂

布于ＭＲＳ培养基固体平板上，每个梯度稀释液涂布３个平
板，３７℃厌氧培养４８ｈ，单菌落革兰氏染色，阳性单菌落分离
纯化后ＭＲＳ液体培养基３７℃厌氧培养２４ｈ，２０％灭菌甘油
－１８℃ 保存备用。
１．２．２　嗜酸乳杆菌１６ＳｒＤＮＡ序列分析
１．２．２．１　基因组 ＤＮＡ的提取　取 １ｍＬ活化菌悬液，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃上清液，收集菌体。用细菌基因
组提取试剂盒提取基因组ＤＮＡ，－２０℃保存。
１．２．２．２　１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增　将上述制备的细菌基因组
ＤＮＡ作为ＰＣＲ扩增的模板，采用 １６ＳｒＤＮＡ通用引物 ２７Ｆ：
５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′和 １４９２Ｒ：５′－ＴＡＣＧ
ＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′对１６ＳｒＤＮＡ细菌 ＤＮＡ进行扩
增。ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋Ｐｌｕｓ）
２．５μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ，正向、反向引物
（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）各 ０．５μＬ，ｒＴａｑ（５Ｕ／μＬ）酶 ０．３μＬ，模板
１μＬ，重蒸水 １８．２μＬ。ＰＣＲ反应程序：９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃
４５ｓ，５５℃４５ｓ，７２℃９０ｓ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。
１．２．２．３　扩增产物测序、序列分析　使用上海生工生物工程
技术服务有限公司的胶回收试剂盒进行１６ＳｒＤＮＡ扩增产物
１％琼脂糖凝胶电泳检测，按说明书回收、纯化目的片段。纯
度检测后，委托上海生工生物工程技术有限公司进行测序，测

序结果在ＮＣＢＩ中进行Ｂｌａｓｔ同源比对，鉴定细菌种类。采用
ＤＮＡｓｔａｒ软件→Ａｌｉｇｅ→ＯｎｅＰａｉｒ→ＢｙＷｉｌｂｕｅｒ－ＬｉｐｍａｎＭｅｔｈｏｄ
方法比对此菌株与杆菌的模式菌株１６ＳｒＤＮＡ的同源性。
１．２．３　嗜酸乳杆菌的生理生化特性鉴定　在１６ＳｒＤＮＡ序列
分析基础上进行碳源同化试验、氮源同化试验、产乳酸试验、

明胶液化试验、淀粉水解试验、耐盐试验、耐酸试验、温度生长

试验［１１－１２］。

２　结果与分析

２．１　菌落、细胞形态特征
从青贮３个月的疏叶骆驼刺中分离得到１株革兰氏染色

阳性细菌，命名为Ｍ１。菌体杆状，单个、成对或短链形式，无
芽孢，无荚膜，无鞭毛。不规则的乳白色圆形菌落，直径１～
２ｍｍ，中央略凸，具光泽，表面光滑。
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２．２　１６ＳｒＤＮＡ序列分析
对菌株Ｍ１进行１６ＳｒＤＮＡ测序，序列１５３０ｂｐ，结果见图１。

该序列与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中已收录序列进行 Ｂｌａｓｔ比对，初步确

定其为嗜酸乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ）。采用 ＤＮＡＳｔａｒ
软件分析该序列与嗜酸乳杆菌的模式菌株ＡＴＣＣ４３５６（ＮＣＢＩ
登录号：ＡＹ７７３９４７）１６ＳｒＤＮＡ基因序列相似性达９９．７％。

２．３　生理生化特征
根据１６ＳｒＤＮＡ序列分析结果对 Ｍ１菌株进行了生理生

化鉴定。由表１可知，Ｍ１菌株可以同化碳源α－Ｄ－葡萄糖、
纤维二糖、Ｄ－半乳糖、Ｄ－果糖、蔗糖、乳糖、麦芽糖，不能同
化碳源龙胆二糖、Ｌ－山梨糖、Ｌ－鼠李糖、麦芽三糖、Ｄ－松三
糖、麦芽糖醇、Ｄ－甘露醇、Ｄ－甘露糖、Ｄ－木糖、丙三醇、山

梨醇、木糖醇、松二糖，可以同化氮源（ＮＨ４）２ＳＯ４、ＫＮＯ３。由
表２可知，Ｍ１菌株的产乳酸试验、明胶液化试验、淀粉水解试
验、接触酶试验均呈阳性；１５～３５℃均能生长，４５℃停止生
长；弱酸性到中性条件下均能生长，强酸性条件下停止生长；

２％～１０％ ＮａＣｌ条件下均能正常生长，１２％ ＮａＣｌ停止生长。

表１　菌株Ｍ１的碳源、氮源同化试验结果

碳源同化 氮源同化

项目 结果 项目 结果 项目 结果 项目 结果 项目 结果

α－Ｄ－葡萄糖 ＋ Ｌ－鼠李糖 － 麦芽糖醇 － 丙三醇 － （ＮＨ４）２ＳＯ４ ＋
龙胆二糖 － Ｄ－果糖 ＋ 乳糖 ＋ 山梨醇 － ＫＮＯ３ ＋
纤维二糖 ＋ 蔗糖 ＋ Ｄ－甘露醇 － 木糖醇 －
Ｄ－半乳糖 ＋ 麦芽三糖 － Ｄ－甘露糖 － 麦芽糖 ＋
Ｌ－山梨糖 － Ｄ－松三糖 － Ｄ－木糖 － 松二糖 －

　　注：“＋”表示阳性反应，“－”表示阴性反应，下表同。
表２　菌株的生理生化试验结果

项目 结果 项目 结果 项目 结果

５℃ ＋ ｐＨ值为２ － ２％ＮａＣｌ ＋
２５℃ ＋ ｐＨ值为３ － ４％ＮａＣｌ ＋
３５℃ ＋ ｐＨ值为４ ＋ ６％ＮａＣｌ ＋
４５℃ － ｐＨ值为５ ＋ ８％ ＮａＣｌ ＋

产乳酸试验 ＋ ｐＨ值为６ ＋ １０％ ＮａＣｌ ＋
接触酶试验 ＋ ｐＨ值为７ ＋ １２％ ＮａＣｌ －
明胶液化试验 ＋ 淀粉水解试验 ＋

３　结论

从骆驼刺青贮中分离到１株革兰氏阳性杆菌，经菌落形
态特征鉴定、生理生化特征鉴定及１６ＳｒＤＮＡ序列分析，鉴定
为嗜酸乳杆菌。
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