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侗族传统腌鱼中乳酸菌的分离鉴定与生物学特性

杜　斌，吴文能，王继癑，周笑犁，余　旭
（贵阳学院食品与制药工程学院，贵州贵阳５５０００５）

　　摘要：对侗族传统发酵腌鱼中的乳酸菌进行分离鉴定，并对其生长特性进行研究。从产品中分离得到乳酸菌疑似
菌株１６株，经生理生化鉴定，初步确定为消化乳杆菌（８株）、植物乳杆菌（４株）、草乳杆菌（２株）和发酵乳杆菌（２
株）。结合生理生化鉴定结果，对样品中分离出的 ＺＺＹ－６、ＣＪＹ１－１、ＺＺＹ－３和 ＣＪＹ２－３等４株分离菌株进行１６Ｓ
ｒＤＮＡ基因序列分析，构建系统发生树。经分析可知，ＺＺＹ－６为消化乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｌｉｍｅｎｔａｒｉｕｓ），ＣＪＹ１－１为植
物乳杆菌（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ），ＺＺＹ－３为草乳杆菌（Ｌ．ｇｒａｍｉｎｉｓ），ＣＪＹ２－３为发酵乳杆菌（Ｌ．ｆｅｒｍｅｎｔｕｍ）。生长特性研究结
果显示，分离所得菌株均具有良好的生长性能、产酸性能和耐盐性，但均未检测到脂肪酶活性，仅植物乳杆菌表现出蛋

白酶活性。
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　　贵州黔东南苗族、侗族自治州的传统民族食品腌鱼，主要
是以稻田养殖的鲤鱼为原料，将鲤鱼由背部剖开并除去内脏，

盐腌１６～２４ｈ后，拌入糯米饭、辣椒粉及其他辅助香料入坛
（桶），放置于避光阴凉的地方自然发酵而成。腌鱼集甜、酸、

辣、麻、咸于一体，口感软嫩，味道鲜美，可生吃，亦可煎、炸、

烤、蒸，是当地民众招待客人的上乘佳肴［１－２］。但是由于传统

手工工艺制作过程复杂，发酵时间较长，目前腌鱼还没有大规

模生产和上市流通。乳酸菌作为传统发酵肉制品中的优势菌

群，对产品风味的形成和营养品质变化起着至关重要的作用。

目前对于少数民族传统发酵肉制品中乳酸菌的研究还比较缺

乏，为此，本研究以侗族传统民族食品腌鱼为材料，对成品中

的乳酸菌进行分离鉴定，并利用１６ＳｒＲＮＡ序列分析方法进
行菌种鉴定，以期发现腌鱼中特有的菌种资源，为改进其传统

工艺，进而发掘有益乳酸菌打下基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
１．１．１　试验材料　本试验用稻田鲤鱼捕捉于贵州省黔东南
州黎平县，采用当地农户传统腌制方法腌制６０ｄ制成成品，另
外收集当地农户的腌鱼成品，共３份样品。采样时严格按照
ＧＢ／Ｔ４７８９．１—２０１０《食品安全国家标准　食品微生物学检验
总则》操作。腌鱼样品分别编号为 ＺＺＹ、ＣＪＹ－１、ＣＪＹ－２
（ＺＺＹ为自制腌鱼，ＣＪＹ－１、ＣＪＹ－２为采集样品）。
１．１．２　培养基及主要试剂　ＭＲＳ肉汤培养基，购自北京奥
博星生物技术有限公司；ＰＣＲ相关试剂，均购自北京全式金
生物技术有限公司；微量生化鉴定管，购自青岛海博生物技术

有限公司。
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１．２　仪器与设备
立式电热压力蒸汽灭菌锅，上海申安医疗器械厂；电热恒

温培养箱，上海一恒科技有限公司；２７２０ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ
仪，ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ；ＤＹＹ－５型电泳仪，北京市六一仪器
厂；ＦＲ９８０凝胶成像仪，上海复日科技仪器有限公司；ＳａｎＰｒｅｐ
柱式ＤＮＡ胶回收试剂盒，生工生物工程（上海）股份有限
公司。

１．３　试验方法
１．３．１　菌株分离纯化　取３ｇ样品，剪碎后放入ＭＲＳ液体培
养基中，３７℃恒温厌氧培养４８ｈ后，对培养液进行１０倍梯度
稀释，取２００μＬ１０４～１０７倍稀释液于含有２％ ＣａＣＯ３的ＭＲＳ
固体培养基中，３７℃培养４８ｈ，挑取有溶钙圈的单菌落接种
于ＭＲＳ固体培养基中，进行多次划线分离，挑选革兰氏阳性
（Ｇ＋）、过氧化氢酶阴性（Ｈ２Ｏ２

－）的单菌落并进行保藏。

１．３．２　生理生化鉴定　参考《一般细菌常用鉴定方法》［３］，
对分离纯化的乳酸菌进行生理生化鉴定。

１．３．３　１６ＳｒＤＮＡ分析
１．３．３．１　１６ＳｒＤＮＡ基因序列 ＰＣＲ扩增　取单菌落置于离
心管中，加入 ２０μＬ无菌蒸馏水重悬，沸水浴 １０ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。上清中即含１６ＳｒＤＮＡ基因。采用
细菌通用引物１６ＳｒＤＮＡ－Ｆ：５′－ＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ－
３′，１６ＳｒＤＮＡ－Ｒ：５′－ＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ－３′，以基
因组ＤＮＡ为模板ＰＣＲ扩增１６ＳｒＤＮＡ基因。
２５μＬ反应体系：１μＬ模板 ＤＮＡ，各 ２．５μＬ引物

（１μｍｏｌ／Ｌ），１２．５μＬ２×ＥａｓｙＴａｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ，６．５μＬ去离
子水。反应程序：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５８℃１ｍｉｎ，７２℃
２ｍｉｎ，２５个循环；７２℃２ｍｉｎ。用１．０％琼脂糖凝胶进行电泳
检测。

１．３．３．２　菌株同源性分析及系统发育树的构建　将菌株序
列在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行 Ｂｌａｓｔ同源性比对分析，运用
ＭＥＧＡ７．０软件的相邻计算法构建系统发育树，判断目的菌
株的分类地位。

１．３．４　菌株生长能力和产酸能力测定　将待测菌株接种于
ＭＲＳ液体培养基中，３７℃培养２４ｈ，以未接种菌液的ＭＲＳ培
养基作为空白对照，每隔２ｈ取２００μＬ培养液，采用酶标仪
测定其Ｄ６００ｎｍ及培养液ｐＨ值。每个样平行测定３次。
１．３．５　温度对菌株生长的影响　将分离菌株接种于ＭＲＳ液
体培养基中，分别于１５、２０、３０、３７、４５、５０℃条件下培养２４ｈ，
以未接种菌液的培养基作为空白对照，Ｄ６００ｎｍ的测定方法同
“１．３．４”节，研究温度对待测菌株生长代谢的影响。
１．３．６　ＮａＣｌ浓度对分离菌株生长代谢的影响　将分离菌株
接种于含盐量分别为０％、２％、４％、６％、８％、１０％的 ＭＲＳ液
体培养基中，３７℃培养２４ｈ，以未接种菌液的培养基作为空
白对照，Ｄ６００ｎｍ测定方法同“１．３．４”节。
１．３．７　蛋白酶活性的测定　参照文献［４］进行，略有改动，
分别以添加１５％脱脂牛乳的ＭＲＳ和营养琼脂固体培养基作
为测定蛋白酶活性的专用培养基。将待测菌接种于 ＭＲＳ液
体培养基中，于３７℃培养２４ｈ后，无菌吸取１００μＬ培养液，
接种于蛋白酶检测专用培养基中，涂布均匀，于 ３７℃培养
２４ｈ，若菌落周围有透明环，则为阳性。
１．３．８　脂肪酶活性的测定　参照文献［５］进行，略有改动，

分别以添加１５％牛油、０．５％中性红指示剂的 ＭＲＳ和营养琼
脂固体培养基作为测定脂肪酶活性的专用培养基。将待测菌

株接种于 ＭＲＳ液体培养基中，于３７℃培养２４ｈ后，无菌吸
取１００μＬ培养液，接种于脂肪酶检测专用培养基中，涂布均
匀，于３７℃培养２４ｈ，若培养基上出现红色斑点，则为阳性。

２　结果与分析

２．１　菌株的分离
本试验采用ＭＲＳ选择性培养基，对３个样品中的优势乳

酸菌群进行分离及纯化。经显微观察菌落形态、革兰氏染色、

过氧化氢酶试验，得到 Ｇ＋和 Ｈ２Ｏ２
－菌株共１６株，初步鉴定

均为乳酸菌。其中从样品 ＺＺＹ中分离得到７株，从 ＣＪＹ－１
中分离得到６株，从ＣＪＹ－２中分离得到３株。所获菌株的菌
落形态多为边缘整齐、表面光滑或稍粗糙，ＭＲＳ培养基中的
菌落呈乳白色或浅黄色凸起的圆形。镜检观察全部为杆状或

短杆状，成单、对或堆排列。

２．２　生理生化鉴定
对上述１６株乳酸菌进一步进行生理生化鉴定试验，结果

见表１。可以看出，所有乳酸菌产酸，不可水解明胶和淀粉；
查阅《一般细菌常用鉴定方法》《乳酸细菌分类鉴定及实验方

法》［３，６］，初步确定乳酸菌主要为消化乳杆菌（８株）、植物乳
杆菌（４株）、草乳杆菌（２株）和发酵乳杆菌（２株）。可以看
出，消化乳杆菌为侗族传统腌鱼产品中的优势乳酸菌之一，从

菌株数量来看较多。该结果与盐干带鱼微生物区系研究较为

相似［７］，但与其他传统肉制品的微生物区系研究具有较大的

差异，如干腌牛肉（ＣｅｃｉｎａｄｅＬｅｏｎ）以及云南干腌火腿中乳酸
菌属细菌以植物乳杆菌、发酵乳杆菌为优势菌［８］，这可能是

由加工原料及加工工艺的不同造成的。

２．３　１６ＳｒＤＮＡ分析
根据生化鉴定结果，分别对菌株 ＺＺＹ－６、ＣＪＹ１－１、

ＺＺＹ－３和ＣＪＹ２－３进行１６ＳｒＤＮＡ分子生物学鉴定，将ＰＣＲ
扩增产物用琼脂糖凝胶电泳进行分析，如图１所示，４株待测
菌条带明亮清晰，且无明显拖尾，均在１５００ｂｐ附近，可以进
行序列检测。

２．４　测序结果分析
将ＰＣＲ产物送生工生物工程（上海）股份有限公司进行

测序分析，通过ＢＬＡＳＴ，将所测定的菌株序列结果与ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中已知菌株序列进行比对，寻找与目的基因序列同源

性最高的已分类的菌种，然后用软件ＭＥＧＡ６进行序列分析，
构建系统发育树。如图２所示，所分离菌株 ＺＺＹ－６、ＣＪＹ１－
１、ＺＺＹ－３和 ＣＪＹ２－３的遗传进化分别与已知消化乳杆菌
（ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｌｉｍｅｎｔａｒｉｕｓＷ３６９、Ｌ．ａｌｉｍｅｎｔａｒｉｕｓＩＭＡＵ８００３６）、
已知植物乳杆菌（Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍＮｉ３４４、Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍＷＣＦＳ１）、
已知草乳杆菌（Ｌ．ｇｒａｍｉｎｉｓＬＭＧ９８２５）和已知发酵乳杆菌（Ｌ．
ｆｅｒｍｅｎｔｕｍＫＦＣ、Ｌ．ｆｅｒｍｅｎｔｕｍＭ１７－１）同处于一个分支，同源
性高达９９％。这一结果与生化鉴定结果完全一致。
２．５　菌株生长特性
２．５．１　生长曲线的测定　对菌株ＺＺＹ－６、ＣＪＹ１－１、ＺＺＹ－３
和ＣＪＹ２－３进行生长曲线研究。由图３可知，４株乳酸菌中
只有草乳杆菌ＺＺＹ－３在培养６ｈ后进入生长对数期，１８ｈ后
才趋于平缓生长，而其他４株菌均表现出相似的生长特性，在
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表１　分离菌株的生理生化鉴定

指标 ＺＺＹ－１ ＺＺＹ－２ ＺＺＹ－３ ＺＺＹ－４ ＺＺＹ－５ ＺＺＹ－６ ＺＺＹ－７ＣＪＹ１－１ＣＪＹ１－２ＣＪＹ１－３ＣＪＹ１－４ＣＪＹ１－５ＣＪＹ１－６ＣＪＹ２－１ＣＪＹ２－２ＣＪＹ２－３
果糖 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
海藻糖 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ± ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ±
鼠李糖 － － － － － － － － － － － － － － － －
甘露糖 ＋ ＋ ± ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ± ＋ ＋
木糖 － ＋ ＋ ＋ － － ± ＋ － － ＋ － － ＋ － ±
半乳糖 ＋ ± ＋ ± ＋ ＋ ＋ ± ＋ ＋ ± ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
山梨醇 － － － － － － － － － － － － － － － －
蔗糖 ＋ ＋ ± ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ± ＋ ＋
麦芽糖 ＋ ＋ ± ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ± ＋ ＋
Ｄ－阿拉伯糖± ＋ － ＋ ± ± ± ＋ ± ± ＋ ± ± － ± ±
甘露醇 － ± － ± － － － ± － － ± － － － － －
纤维二糖 ＋ － ＋ － ＋ ＋ ± － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ±
乳糖 － ＋ ± ＋ － － ＋ ＋ － － ＋ － － ± － ＋
淀粉 － － － － － － － － － － － － － － － －
明胶 － － － － － － － － － － － － － － － －
Ｖ－Ｐ反应 － － － － － － － － － － － － － － － －

　　注：“＋”表示阳性，“－”表示阴性，“±”表示１１％～８９％的菌株为阳性。表２同。

４ｈ后进入对数生长期，１４ｈ后达到稳定生长期，比较 Ｄ６００ｎｍ
可知，消化乳杆菌ＺＺＹ－６、植物乳杆菌 ＣＪＹ１－１和发酵乳杆
菌ＣＪＹ２－３的生长速率要高于草乳杆菌ＺＺＹ－３，更早到达平
台期。

２．５．２　产酸性能的测定　图 ４表明，ＺＺＹ－６、ＣＪＹ１－１、
ＺＺＹ－３和ＣＪＹ２－３等４株待测菌株均有较好的产酸能力，培
养４ｈ后，菌株ＺＺＹ－６、ＣＪＹ１－１和ＣＪＹ２－３发酵液的ｐＨ值
均快速下降。培养１４ｈ后，这３株菌培养ｐＨ值均下降到４．０
左右。而菌株ＺＺＹ－３培养１６ｈ后发酵液ｐＨ值才降到４．０，

这与菌株生长情况基本是对应的。结果表明，分离菌株符合

发酵肉制品发酵剂的要求，可快速使环境 ｐＨ值下降，因此能
抑制腐败菌的生长［９］，提高产品的安全性。

２．５．３　发酵温度对分离菌株生长代谢的影响　温度对于菌
株生长及产酸影响较大，由图５可知，环境温度在１５～３７℃
范围内时，分离菌株的Ｄ６００ｎｍ逐渐升高，当温度高于４０℃时，
其Ｄ６００ｎｍ开始下降；当温度继续升高，菌株的生长受到极大抑
制，因此分离菌株最适发酵温度为３７℃。
２．５．４　ＮａＣｌ浓度对生长的影响　传统腌鱼腌制时通常要加
入一定量的ＮａＣｌ，鱼体内 ＮａＣｌ含量较高，而对 ＮａＣｌ的耐受
能力是选择发酵肉制品发酵剂的一个重要因素，筛选出的菌
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株通常要求至少能够在６％的 ＮａＣｌ浓度下正常生长［１０］。本

试验考察了ＮａＣｌ浓度对４株菌株生长的影响，如图６所示，
随着ＮａＣｌ浓度的升高，４株菌株的生长均受到不同程度的抑
制，随着ＮａＣｌ浓度增大，抑制作用越强；当 ＮａＣｌ浓度在０～
４％时，菌株受到的抑制作用较小；当 ＮａＣｌ浓度达到６％时，
菌株生长力均有所下降但仍能生长，表明这４株菌对ＮａＣｌ具
有一定的耐受能力，该分离菌株在腌鱼发酵过程中有较强竞

争力，可作为相关肉制品的备选发酵剂。

２．５．５　蛋白酶活性与脂肪酶活性测定　乳酸菌蛋白酶活性
与脂肪酶活性，是筛选性质优良、稳定性强的工业生产菌株的

主要指标［１１－１３］。本研究初步分析了４个菌株的相应酶活性。
由表２可知，只有植物乳杆菌ＣＪＹ１－１具有蛋白酶活性，而其
余３株菌株均未检测到蛋白酶活性；这４株菌株脂肪酶的检
测结果均为阴性，表明分离得到的菌株均不具有脂肪酶活性。

表２　分离菌株的蛋白酶活性和脂肪酶活性

酶类别
消化乳杆菌

ＺＺＹ－６
植物乳杆菌

ＣＪＹ１－１
发酵乳杆菌

ＣＪＹ２－３
草乳杆菌

ＺＺＹ－３

蛋白酶 － ＋ － －
脂肪酶 － － － －

３　结论

由于地域不同以及制作工艺的差异，侗族传统腌鱼中优

势乳酸菌群也略有不同。本研究从３份样品中共分离出１６
株乳酸菌。经生理生化鉴定，初步确定乳酸菌主要为消化乳

杆菌（８株）、植物乳杆菌（４株）、草乳杆菌（２株）和发酵乳杆
菌（２株），分别选取１株菌株，通过１６ＳｒＤＮＡ测序分析进行
进一步确认。对分离菌株的生长特性进行研究发现，所得菌

株均具有较好的生长能力和产酸性能，并且表现出较高的耐

盐能力，而且检测到植物乳杆菌 ＣＪＹ１－１具有一定的蛋白酶
活性，这些研究数据为了解侗族传统腌鱼中的乳酸菌群、揭示

其发酵机制，以及工业化实行纯菌种生产的腌鱼产品提供了

菌种支持，并为发掘侗族传统腌鱼中的益生乳酸菌打下了

基础。
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