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传统发酵食品中产细菌素乳酸菌的筛选与鉴定
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　　摘要：从侗族酸肉、贵州酸汤、苗族酸鱼等传统发酵食品中分离６３株乳酸菌，通过琼脂扩散牛津杯法从中筛选出
Ｍ－Ｍ４、ＳＳ２－６、ＳＲ４－１这３株对指示菌均具有明显抑菌作用的菌株。３株菌株经排除有机酸和过氧化氢作用、胰蛋

白酶和胃蛋白酶发酵处理、７０％硫酸铵沉淀发现，这３株菌株经排除有机酸和过氧化氢作用仍具有一定的抑菌活性；
用胰蛋白酶和胃蛋白酶处理，菌株活性消失；经硫酸铵沉淀的盐析液抑菌能力明显增大。通过形态学观察、生理生化

试验和１６ＳｒＲＮＡ序列分析方法，鉴定这３株菌株分别是香肠乳杆菌、乳酪短杆菌、植物乳杆菌。
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　　细菌素是一类在细菌代谢过程中通过核糖体合成机制产
生、具有抑菌活性的蛋白质或多肽［１］，一般只对亲缘关系较

近的细菌有毒害作用，对自己产生的细菌素具有自身免疫

性［２－３］。乳酸菌是公认的安全微生物和益生菌，在许多食品

发酵中广泛应用，历史长达几千年。乳酸菌素是乳酸菌产生

的一类蛋白类抑菌物质，可以改善肠道生态，对动物无毒性，

易被人体消化道中的蛋白酶降解，不会在体内蓄积而引起不

良反应，被认为是一种具有广阔应用前景的天然食品防腐剂

和饲料添加剂［４］。目前，研究最为深入的是乳球菌乳酸亚种

所产细菌素Ｎｉｓｉｎ，现已被６０多个国家广泛应用于乳制品和
罐头制品等的保藏。

近年来，发现的新型细菌素种类繁多，但对其进行深入研

究的很少，而投入生产的更是少之又少，对新型细菌素的研究

和开发显得尤为重要。为获得结构新颖、抑菌活性更为稳定

的细菌素，国内外学者从当地传统的发酵食品中，尤其是发酵

肉制品中进行产细菌素乳酸菌的分离筛选。如 ＤｅＣａｒｖａｌｈｏ
等从意大利Ｓａｌａｍｉ香肠中分离到１株能抑制李斯特氏菌的乳
酸菌［５］；Ｎｏｏｎｐａｋｄｅｅ等从泰国传统发酵香肠 Ｎｈａｍ中分离到
１株产Ｎｉｓｉｎ的乳酸乳球菌［６］；而我国学者则多从四川腊肉香

肠、宣威火腿、泡菜、传统乳制品等发酵食品中分离得到产细

菌素的乳酸菌［７］。

本试验以侗族发酵酸肉、贵州酸汤和苗族酸鱼等传统发

酵食品中分离出的６３株乳酸菌为材料，采用琼脂扩散牛津杯
法对产细菌素乳酸菌进行筛选，利用１６ＳｒＲＮＡ序列分析法
进行乳酸菌鉴定，以期从原生态的发酵食品中筛选出有益的

乳酸菌，对充分挖掘本地传统发酵食品中的乳酸菌资源具有

一定的理论和实践意义，为生鱼保鲜和食品生物防腐提供优

质菌种资源。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　６３株供试乳酸菌分离于苗族酸鱼、侗族酸肉、
贵州酸汤等传统发酵食品中；３种指示菌分别为金黄色葡萄
球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、志贺氏
菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａ），均来源于江苏省农业科学院农产品加工研究所
微生物实验室。

１．１．２　培养基与主要试剂　培养基主要有 ＭＲＳ培养基、ＬＢ
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培养基、ＹＰＤ培养基、糖发酵培养基等；胃蛋白酶、胰蛋白酶、木
瓜蛋白酶，均由美国Ｓｉｇｍａ公司生产；ＮａＯＨ、ＨＣｌ，均为分析纯。
１．１．３　主要仪器与设备　ＪＹ５０２电子天平、ＳＸ－５００型立式
电热压力灭菌锅、ＳＷ －ＣＪ－２Ｇ型双人单面净化工作台、
ＬＲＨ－１５０型生化培养箱、ＴＨＺ－９８型台式恒温振荡器、
ＳＩＧＭＡ３Ｋ１５高速冷冻离心机、ＰＢ－２０型ｐＨ计、７２２Ｓ型可见
分光光度计、８５－２型磁力搅拌器、ＨＨ－６型数显恒温水浴
锅、电热恒温鼓风干燥箱、游标卡尺等。

１．２　方法
１．２．１　乳酸菌的活化及发酵上清液的制备　将６３株乳酸菌
分别接种于液体ＭＲＳ培养基中，３７℃培养１６～１８ｈ；传代培
养２次，以２％接种量接种于 ＭＲＳ液体培养基中，３７℃培养
２４ｈ；发酵液经１００００ｒ／ｍｉｎ、４℃低温冷冻离心１０ｍｉｎ，收集
上清液，置于４℃保存。
１．２．２　指示菌的培养及菌悬液的制备　将金黄色葡萄球菌、
沙门氏菌、志贺氏菌３种指示菌传代１次，保存于４℃冰箱。
使用前，将其接种于 ＬＢ液体培养基，传代 ２次，每次均于
３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ培养１６ｈ。
１．２．３　抑菌活性的测定　采用琼脂扩散牛津杯法［８－９］测定

乳酸菌发酵上清液的抑菌活性。将指示菌发酵液用冷却至

４０～５０℃的ＬＢ半固体培养基稀释至１０６～１０７ＣＦＵ／ｍＬ，倒
平板；待培养基凝固，用无菌镊子将灭菌的牛津杯从凝固好的

培养基中轻轻拔出；乳酸菌发酵上清液用０．２２μｍ滤膜过滤
以去除杂菌；在用牛津杯打好的孔中分别注入１５０μＬ发酵上
清液和盐析液，４℃冰箱中渗透扩散５ｈ，３７℃培养箱中静置
培养２４ｈ，观察并测量抑菌圈大小。设３个平行试验，求均
值；下同。

１．２．４　有机酸抑菌作用排除试验　将培养好的发酵液，用
１ｍｏＬ／Ｌ氢氧化钠溶液调ｐＨ值为６．０，以金黄色葡萄球菌为
指示菌进行抑菌试验。

１．２．５　过氧化氢抑菌作用排除试验　用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ和
１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ将发酵上清液调至过氧化氢的最适作用 ｐＨ值
７．０；将发酵上清液用１ｍｏｌ／Ｌ过氧化氢酶于３７℃水浴１ｈ，
将ｐＨ值调回对照ｐＨ值，以未经酶处理的发酵上清液作为对
照，进行抑菌试验。

１．２．６　蛋白酶敏感试验　将胰蛋白酶、胃蛋白酶、木瓜蛋白
酶、糜蛋白酶分别加入试验菌株的发酵上清液中，使其终浓度

为１ｍｇ／ｍＬ；调节ｐＨ值至各酶的最适作用范围，３７℃水浴
２ｈ；取出，再将ｐＨ值调回至６．０，进行抑菌试验。
１．２．７　细菌素的硫酸铵分级沉淀　在等量发酵上清液中分
别加入固体硫酸铵，使其饱和度分别为 ４０％、５０％、６０％、
７０％、８０％，振荡过夜；１００００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１０ｍｉｎ，收集沉
淀，用ｐＨ值为６．０的磷酸缓冲液溶解；离心，超滤浓缩，进行
抑菌试验，指示菌为金黄色葡萄球菌和沙门氏菌。

１．２．８　产细菌素乳酸菌的鉴定　ＭＲＳ琼脂平板上观察菌落
形态，革兰氏染色观察菌体形态；各生理生化指标测定参照

《乳酸细菌分类鉴定及实验方法》《微生物学实验》及《伯杰细

菌鉴定手册》［１０－１１］进行，主要包括过氧化氢酶试验、甲基红

试验、乙酰甲基甲醇（ＶＰ）试验、石蕊牛奶试验、淀粉水解试
验、葡萄糖产酸试验和糖发酵试验等［１２－１３］；１６ＳｒＲＮＡ遗传学
鉴定方法参照文献［１４］进行。

２　结果与分析

２．１　产细菌素乳酸菌的筛选
通过琼脂扩散牛津杯法确定６３株乳酸菌中有２４株菌株

的发酵上清液对３种指示菌有抑制作用，其中有７株菌株对
３种指示菌均具有抑菌作用。由表１可见，筛选出的７株菌
株对金黄色葡萄球菌的抑菌效果相对最好；对３种指示菌抑
菌效果较好的菌株有Ｍ－Ｍ４、ＳＳ２－６、ＳＲ４－１。

表１　各乳酸菌发酵上清液抑菌效果

菌株编号
对不同指示菌的抑菌圈直径（ｍｍ）

金黄色葡萄球菌 沙门氏菌 志贺氏菌

Ｍ－Ｍ４ １６．３１±０．２２ １３．４４±０．２７ １２．５６±０．４３
ＳＳ２－６ １５．７８±０．４３ １２．６３±０．２９ １２．０１±０．２６
ＳＲ１－８ １０．２３±０．１２ ９．８７±０．６６ １０．０１±０．３２
ＳＲ４－１ １３．２９±０．３１ １１．８６±０．１８ １０．２１±０．４７
ＳＲ１－７ １０．９６±０．２８ ８．６１±０．０６ １０．４０±０．４０
ＣＭ２ １１．４０±０．３３ ７．９７±０．１８ ９．９７±０．３１
Ｄ２ １１．４５±０．１０ １０．４９±０．３３ ９．９８±０．７７

　　注：表内数据为３次试验的“平均值±标准误差”。表２、表３同。

２．２　有机酸、过氧化氢作用的排除
由表２可见，排除有机酸、过氧化氢作用，菌株 Ｍ－Ｍ４、

ＳＳ２－６、ＳＲ４－１仍有一定的抑菌作用，说明这３株乳酸菌对
指示菌的抑制作用不单纯是由有机酸、过氧化氢引起的，可能

由于其在代谢过程会产生其他抑菌物质。

表２　排有机酸和过氧化氢后３株菌株对金黄色葡萄球菌的抑制效果

样品类型
不同菌株的抑菌圈直径（ｍｍ）

Ｍ－Ｍ４ ＳＳ２－６ ＳＲ４－１

ｐＨ值 ６．０的发
酵液

１０．８５±０．２２ ９．３２±０．５１ ９．１０±０．３１

原发酵上清液 １６．３１±０．２２ １５．７８±０．４３ １１．２９±０．３１

过氧化氢酶处理

后的发酵液

１１．０５±０．４２ ９．８９±０．７６ ７．５６±０．４８

２．３　蛋白酶检测抑菌物质的蛋白质性质
排除有机酸和过氧化氢对指示菌的抑制作用后，为进一

步确定抑菌物质是否具有蛋白质性质，本试验用胰蛋白酶、胃

蛋白酶、木瓜蛋白酶、糜蛋白酶对发酵液进行处理，用其发酵

液进行抑菌试验，检测抑菌能力是否降低。结果表明，细菌素

对胰蛋白酶、胃蛋白酶特别敏感，其菌株发酵上清液的抑菌效

果基本消失；对木瓜蛋白酶、糜蛋白酶则较为稳定，抑菌圈直

径没有明显变化。结果说明这２株菌株产生的抑菌物质主要
为蛋白质。

２．４　硫酸铵沉淀和最佳沉淀浓度的确定
试验结果表明，随着硫酸铵浓度的增加，３株菌株的盐析

液对金黄色葡萄球菌和沙门氏菌都有抑制能力（表３）且逐渐
增大，用７０％、８０％硫酸铵沉淀的盐析液对其指示菌的抑菌
能力相差无几。因此，确定硫酸铵沉淀的最佳浓度为７０％。
２．５　产细菌素乳酸菌的鉴定
２．５．１　形态学观察　将Ｍ－Ｍ４、ＳＳ２－６、ＳＲ４－１这３株菌株
接种于ＭＲＳ固体培养基中，３７℃培养２４ｈ发现，３株菌株均
为革兰式阳性菌，均无芽孢和荚膜；Ｍ－Ｍ４为乳白色、凸起、
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表３　３株菌株盐析液（ｐＨ值为６．０）的抑菌试验结果

菌株编号
不同硫酸铵浓度的抑菌圈直径

３０％ ４０％ ６０％ ７０％ ８０％
Ｍ－Ｍ４ １１．２１±０．３４ １４．４２±０．１２ ２０．７８±０．５４ ２４．７０±０．３７ ２４．６８±０．８２
ＳＳ２－６ ０ １２．３２±０．３３ １７．４３±０．６５ ２０．２４±０．５２ ２０．２８±０．２２
ＳＲ４－１ ０ １３．３４±０．２６ １８．０５±０．５４ ２１．２２±０．３２ ２１．０８±０．１５

边缘整齐、半透明的光滑型菌落，直径（２．０±０．１４）ｍｍ；ＳＳ２－
６为微白色、凸起、边缘整齐、半透明的光滑型菌落，直径
（２．０±０．１４）ｍｍ；ＳＲ４－１为乳白色菌落，呈凹透镜状突起，光
滑、圆形、半透明、直径（１．７±０．３２）ｍｍ，菌体呈直杆状，成对
或链状排列。

２．５．２　菌株的生理生化特性　由表４可见，菌株 Ｍ－Ｍ４、
ＳＳ２－６、ＳＲ４－１都能使石蕊牛奶变为粉红色、凝固，但不能使

其变清澈，表明这３种菌株都能在石蕊牛奶中产酸，并且产酸
的能力很强，但不产生蛋白酶；３种菌株过氧化氢酶全部为阴
性，乙酰甲基甲醇、甲基红试验全部为阳性，都不能水解淀粉；

除ＳＲ４－１不能使乳糖培养液变为黄色，呈阴性外，其余
全部呈阳性。结合形态学特征和生理生化特性，初步确定

Ｍ－Ｍ４为香肠乳杆菌，ＳＳ２－６为乳酪短杆菌，ＳＲ４－１为植物
乳杆菌。

表４　菌株的生理生化测试结果

菌株名称
石蕊牛奶试验

变红 凝固 清澈

过氧化氢

试验

乙酰甲

基甲醇

甲基红

试验

淀粉水解

试验

糖发酵试验

葡萄糖 麦芽糖 乳糖

Ｍ－Ｍ４ ＋ ＋ － － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋
ＳＳ２－６ ＋ ＋ － － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋
ＳＲ４－１ ＋ ＋ － － ＋ ＋ － ＋ ＋ －

　　注：“＋”表示试验结果呈阳性，“－”表示试验结果呈阴性。

２．５．３　１６ＳｒＲＮＡ序列分析及鉴定结果　分别以３种菌株的
总ＤＮＡ为模板，用１６Ｓ通用引物扩增出目的条带，将ＰＣＲ产
物纯化后送生工生物工程（上海）股份有限公司测序，获得序

列提交ＮＣＢＩ数据库进行比对发现，Ｍ－Ｍ４与香肠乳杆菌的
相似度最高，ＳＳ２－６与乳酪短杆菌的相似度最高，ＳＲ４－１与
植物乳杆菌的相似度最高，相似度都达 ９９％，因此鉴定
Ｍ－Ｍ４为香肠乳杆菌，ＳＳ２－６为乳酪短杆菌，ＳＲ４－１为植物
乳杆菌（表５）。

表５　乳酸菌１６ｒＲＮＡ序列鉴定结果

菌株编号 鉴定结果 亲缘性最近的菌株 相似度（％）
Ｍ－Ｍ４ 香肠乳杆菌 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｆａｒｃｉｍｉｎｕｓ ９９
ＳＳ２－６ 乳酪短杆菌 Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｃａｓｅｉ ９９
ＳＲ４－１ 植物乳杆菌 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ ９９

３　结论

筛选到Ｍ－Ｍ４、ＳＳ２－６、ＳＲ４－１这３种菌株对金黄色葡

萄球菌、沙门氏菌、志贺氏菌有较好的抑制作用，经排有机酸、

蛋白酶处理、硫酸铵沉淀等试验表明，这３种菌株均可产蛋白
质类抑菌物质———细菌素。根据形态学观察、生理生化试验

和１６ＳｒＲＮＡ序列分析，鉴定 Ｍ－Ｍ４、ＳＳ２－６、ＳＲ４－１这３种
菌株分别为香肠乳杆菌、乳酪短杆菌、植物乳杆菌。
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