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　　摘要：以大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７为指示菌，采用ｓｐｏｔ－ｏｎ－ｌａｗｎ法从食源性乳酸菌菌种库中筛选获得２株高抑菌活
性乳酸菌，基于１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析，分别鉴定为戊糖片球菌和发酵乳杆菌。利用改良牛津杯法测定２株乳酸菌
发酵浓缩液对常见食源性病原菌的抑菌谱，并分析蛋白酶Ｋ、ｐＨ值、温度对抑菌物质活性的影响，结果发现２菌株均
能显著抑制大肠杆菌和李斯特菌，其中戊糖片球菌发酵液具有更明显广谱抑菌效果；发酵液抑菌活性均受 ｐＨ值影
响，戊糖片球菌发酵液对蛋白酶、热敏感，发酵乳杆菌发酵液对蛋白酶、热不敏感。研究结果表明，戊糖片球菌发酵液

抑菌活性物质有多肽（蛋白）和有机酸，发酵乳杆菌来源的抑菌物质化学成分是一些具有热稳定性的有机酸。该研究

获得乳酸菌可以用于食品发酵和防腐领域，且为抑菌物质分离、鉴定和抑菌机制研究奠定基础。
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　　乳酸菌（ｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａ，简称 ＬＡＢ）是一类能发酵碳
水化合物（主要指葡萄糖）产生大量乳酸的革兰氏阳性菌，是

传统发酵食品中的主要菌群，长期定居于人类肠道并有益于

人体健康，是公认的食品级安全微生物。ＬＡＢ具有多种生理
功能，比如促进营养物质吸收、维持肠道菌群平衡、提高人体

免疫力等［１］。另外，经过ＬＡＢ发酵不仅可以增加食品的可消
化性，赋予发酵食品特有风味、质地和结构，还能产生细菌素、

过氧化氢、二氧化碳和有机酸等多种抑菌物质［２］。基于 ＬＡＢ
安全性及其功能多样性，ＬＡＢ被广泛用于食品发酵和生物保
藏领域。随着人民生活水平提高和食品安全意识增强，人们

对食品的安全卫生和自身健康状况日益关注，天然食品和绿

色食品更容易被消费者认可和接受，因此研究开发广谱、高

效、稳定、安全的天然抗菌物质已成为当今国际食品防腐剂发

展的主要方向。ＬＡＢ来源的天然防腐剂，由于生产成本低
廉、安全性高、抑菌效果好等原因，目前已成为研究热点。

ＬＡＢ主要通过产生酸性物质和乳酸菌素发挥抑菌作用。
酸性物质是乳酸菌代谢的中间产物或终产物，主要包括乙酸、

乳酸等，酸性物质抑菌作用强弱取决于介质的ｐＨ值、酸的离
解程度和酸的种类［２］。酸性物质是乳酸菌的主要抑菌物质，

ＬＡＢ主要通过产生酸性物质抑制食物中的部分致病菌和腐
败菌，马妙莲等研究发现，乳酸菌发酵上清液中抑菌有机酸包

括乳酸、乙酸及少量的琥珀酸、柠檬酸、棕榈酸、油酸、硬脂酸

和亚油酸等［３］。乳酸菌素是乳酸菌合成分泌的对革兰氏阳

性菌发挥抑菌作用、部分对热稳定的蛋白或多肽，相关学者对

乳酸菌素展开了较为深入的研究，华鹤良等研究发现，乳酸菌

素作用发挥受 ｐＨ值、温度条件影响，对水解蛋白酶具敏感
性［４］，已被应用作为食品添加剂的乳酸链球菌素（Ｎｉｓｉｎ），国
内外有其许多结构与抗菌机制的报道［５］。

我国是一个乳酸菌资源种类丰富的国家，但对乳酸菌研

究起步比较晚，虽然对乳酸菌的研究投入大量人力物力，也已

经有了很多新型乳酸菌生物制品在食品工业中的应用和大规

模生产，但存在抑菌物质产量较少、抑菌活性不稳定、抑菌谱

较窄等问题，因此正确地选择乳酸菌菌株是非常重要的。本

研究目的为筛选优良抑菌性状的食源性乳酸菌，为乳酸菌优

良菌株及其抑菌代谢产物的开发和应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验菌株和培养基
昆明理工大学生命科学与技术学院应用微生物室食品微

生物菌种库含有各种分离于传统发酵食品（豆豉、泡菜、酸萝

卜等）的微生物，从中随机取 ２４株乳酸菌作为本试验出发
菌株。

食源性病原大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）Ｏ１５７∶Ｈ７，金黄
色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ），单核细胞增生李斯特菌
（Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）保存于昆明理工大学生命科学与技术
学院应用微生物室，作为本试验的指示菌株。

ＭＲＳ液体培养基：１％蛋白胨，０．８％牛肉粉，０．４％酵母
粉，２％葡萄糖，０．１％吐温 ８０，０．２％ Ｋ２ＨＰＯ４，０．５％ ＮａＡｃ，
０．０２％ ＭｇＳＯ４，０．００５％ ＭｎＳＯ４，０．２％柠檬酸三铵，ｐＨ值
６２，１１５℃高压蒸汽灭菌２０ｍｉｎ。

ＬＢ液体培养基：１％蛋白胨，０．５％酵母提取物，０．５％
ＮａＣｌ，ｐＨ值７．０，１２１℃高压蒸汽灭菌１５ｍｉｎ。

ＢＨＩ液体培养基：１％胰蛋白质胨，０．５％ ＮａＣｌ，０．２５％
Ｎａ２ＨＰＯ４，０．２％葡萄糖，１．７５％脑心浸出粉，ｐＨ值 ７．４，
１２１℃ 高压蒸汽灭菌１５ｍｉｎ。
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ＭＲＳ、ＬＢ、ＢＨＩ固体培养基：相应液体培养基中添加
１．５％～１．８％琼脂。

水琼脂：在去离子水中加２％琼脂粉，１２１℃高压蒸汽灭
菌１５ｍｉｎ。
１．２　具有抑菌活性乳酸菌筛选

利用ａｇａｒ－ｓｐｏｔ－ｏｎｌａｗ方法筛选具有抑菌活性的乳酸
菌［６］。从－８０℃冰箱中随机选取２４株乳酸菌，以１％（体积
分数）比例分别接种于 ５ｍＬＭＲＳ液体培养基中，温度为
３７℃ 条件下中静置培养过夜。将过夜培养物振荡混匀，取
１０μＬ滴加于 ＭＲＳ固体平板上，置于温度为３７℃条件区下
培养 ２４ｈ。将含有浓度为 １×１０６ ＣＦＵ／ｍＬ大肠杆菌
Ｏ１５７∶Ｈ７的ＬＢ固体培养基铺在长有乳酸菌单菌落的 ＭＲＳ
固体培养基上，３７℃过夜培养１２ｈ，观察抑菌效果。
１．３　具有抑菌活性乳酸菌鉴定

选取上述抑菌效果最好的２株乳酸菌，利用细菌基因组
提取试剂盒（中国百泰克公司）提取基因组 ＤＮＡ。以细菌
１６ＳｒＲＮＡ基因为分子Ｍａｒｋｅｒ，利用细菌通用引物 Ｆ２７（５′－Ａ
ＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）和Ｒ１４９２（５′－ＴＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴ
ＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶
电泳检测后，送公司进行测序。通过在 ＮＣＢＩ数据库
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）中进行同源性在线比对，
鉴定菌种种属［７－９］。

１．４　乳酸菌来源抑菌物质对常见食源性病原细菌抑制水平
测定

将上述２株乳酸菌先在ＭＲＳ液体培养基中过夜活化，然
后按１％（体积分数）比例将活化菌液转接至新鲜 ＭＲＳ液体
培养基中，３７℃静置培养２４ｈ。离心（１２０００ｒ／ｍｉｎ，２ｍｉｎ）收
集上清液，以９ｍＬ／管分装于５０ｍＬ离心管中，利用 ｐａｒａｆｉｌｍ
膜封住管口，然后先置于 －８０℃冰箱中过夜冷冻，再利用真
空冷冻干燥机（１０００２０，德国）冷冻干燥，最后用生理盐水溶
解固体粉末，得到浓度为０．５ｇ／ｍＬ的乳酸菌发酵上清浓缩
液。利用改良牛津杯双层平板法测定乳酸菌抑菌谱［３，１０－１１］。

配制水琼脂平板，并在琼脂表面放置３个灭菌牛津杯。将３
种常见食源性病原细菌（大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７、单核细胞增生
李斯特菌和金黄色葡萄球菌）分别在ＬＢ、ＬＢ和ＢＨＩ液体培养
基中活化，然后将这３种病原菌分别加入冷却至５５℃的 ＬＢ
或ＢＨＩ固体培养基中，使之浓度达到１×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，摇匀后
缓慢倒入已放置牛津杯的水琼脂上，冷却后取出牛津杯，孔中

分别加入２００μＬ发酵上清浓缩液或未浓缩发酵上清液，温度
为３７℃ 过夜培养２４ｈ，观察并测量抑菌圈大小。未接菌的
ＭＲＳ液体培养和发酵样品平行试验，得到的 ＭＲＳ液体培养
基浓缩液作为对照。所有试验均重复３次。
１．５　乳酸菌来源抑菌物质化学本质及作用特性

在乳酸菌发酵上清浓缩液中，加入工作浓度为１ｍｇ／ｍＬ
的蛋白酶Ｋ，４５℃水浴酶解３ｈ，再６５℃水浴２０ｍｉｎ，使酶失
活；向发酵上清浓缩液中加入适量１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，使其ｐＨ值
为６．５；将发酵上清浓缩液分别置于６５、８０、１００℃水浴锅中
处理１ｈ［１２］。取２００μＬ经蛋白酶 Ｋ、ＮａＯＨ和温度处理的发
酵上清浓缩液，用改良牛津杯法测定对大肠杆菌 Ｏ１５７∶Ｈ７、
单核细胞增生李斯特菌和金黄色葡萄球菌的抑制水平。ＭＲＳ
液体培养基浓缩液与发酵上清浓缩液进行平行试验，得到的

液体作为对照。所有试验均重复３次。

２　结果与分析

２．１　具抑菌活性乳酸菌筛选与鉴定
大肠杆菌分别与２４株乳酸菌共培养１２ｈ后，观察到１６

株乳酸菌有明显抑菌效果。从中挑出９株抑菌效果相对较好
的菌株再次进行筛选，筛选获得２株抑菌效果最好的菌株，分
别命名为ＫＭ９、ＫＭ１９（图１）。１６ＳｒＲＮＡ基因同源性分析发
现，ＫＭ９、ＫＭ１９分 别 与 ＮＣＢＩ数 据 库 中 戊 糖 片 球 菌
（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）和 发 酵 乳 杆 菌 （Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｆｅｒｍｅｎｔｕｍ）具有 ＞９９％同源性，说明 ＫＭ９、ＫＭ１９分别为戊糖
片球菌、发酵乳杆菌。

２．２　乳酸菌来源抑菌物质抑菌谱分析
利用改良牛津杯法测定２株乳酸菌发酵上清浓缩液和未

浓缩发酵上清液对３种常见食源性病原细菌的抑制作用，测
定结果表明，未浓缩发酵上清液对所有病原菌均没有抑制活

性（数据未显示），可能是未浓缩发酵上清液中抑菌物质含量

过低。戊糖片球菌ＫＭ９、发酵乳杆菌 ＫＭ１９发酵上清浓缩液
对大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７和单核细胞增生李斯特菌均具有明显
抑制作用，相比较ＫＭ９对大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７、单核细胞增生
李斯特菌抑制效果较好，ＫＭ９对金黄色葡萄球菌有抑制效果
而ＫＭ１９则无（表１、表２、表３）。戊糖片球菌ＫＭ９发酵上清
浓缩液不仅仅对食源性致病菌革兰氏阳性单核细胞增生李斯

特菌、金黄色葡萄球菌产生抑菌作用，也对革兰氏阴性大肠杆

菌Ｏ１５７∶Ｈ７有较强的抑制作用，说明其产生的抑菌物质具
有广谱的抗菌活性。

由于乳酸菌菌株特异性，分泌的抑菌物质不同，使乳酸菌

具有不同的病原菌抑菌谱；同一乳酸菌对不同病原菌具有不

同的抑菌效果，可能跟病原菌的细胞结构组成相关。据相关

报道［３，７，９－１０，１３］，分离的乳酸菌菌株产生的抗菌物质对大肠杆

菌、单核细胞增生李斯特菌、金黄色葡萄球菌等可以产生抑制

作用，但抑菌谱有差异。马妙莲等从食用性小米分离得到的

戊糖乳杆菌对大肠杆菌、单核增生李斯特菌、金黄色葡萄球菌

及多种植物病原真菌产生抑菌作用［３］，熊骏等从云南传统发

酵豆豉中分离的植物乳杆菌对鼠伤寒沙门菌、大肠杆菌、猪链

球菌、单核细胞增生李斯特菌、金黄色葡萄球菌等产生抑菌作

用［７］，刘君等从鱼、虾肠道分离得到的戊糖片球菌对美人鱼发

光杆菌、大肠杆菌、溶藻弧菌、铜绿假单胞菌、创伤弧菌、副溶血

弧菌等都有不同程度的抑制作用［９］，胡彦新等从传统发酵食品

中分离出产细菌素的香肠乳杆菌、乳酪短杆菌、植物乳杆菌对

沙门氏菌、志贺氏菌、金黄色葡萄球菌具有抑菌作用［１０］，任大

勇等从发酵食品中分离出植物乳杆菌对沙门氏菌、大肠杆菌、
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表１　乳酸菌发酵上清浓缩液对大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７抑菌效果

浓缩液来源
抑菌圈直径（ｍｍ）

浓缩液未处理 蛋白酶Ｋ处理 调节ｐＨ值６．５ ６５℃ ８０℃ １００℃
对照 ─ ─ ─ ─ ─ ─
戊糖片球菌ＫＭ９ １９．５±０．１７ １４．８±０．４２ ─ １６．３±０．６９ １２．８±０．８４ １４．５±０．１７

发酵乳杆菌ＫＭ１９ ７．７±０．２５ ７．３±０．１ ─ ８．０±０．５８ ５．８±０．６９ ７．３±０．３８

　　注：─表示无抑菌圈；“”表示相对于浓缩液未处理时，抑菌圈具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。表２、表３同。

表２　乳酸菌发酵上清浓缩液对单核细胞增生李斯特菌抑菌效果

浓缩液来源
抑菌圈直径（ｍｍ）

浓缩液未处理 蛋白酶Ｋ处理 调节ｐＨ值６．５ ６５℃ ８０℃ １００℃
对照 ─ ─ ─ ─ ─ ─
戊糖片球菌ＫＭ９ １４．０±０．１７ １４．５±０．２９ ─ １０．３±０．５１ ９．７±０．１９ １０．３±０．３８

发酵乳杆菌ＫＭ１９ ６．２±０．１ ６．３±０．１ ─ ５．７±０．１９ ５．２±０．４２ ４．７±０．３８

表３　乳酸菌发酵上清浓缩液对金黄色葡萄球菌抑菌效果

浓缩液来源
抑菌圈直径（ｍｍ）

浓缩液未处理 蛋白酶Ｋ处理 调节ｐＨ值６．５ ６５℃ ８０℃ １００℃
对照 ─ ─ ─ ─ ─ ─
戊糖片球菌ＫＭ９ ５．２±０．３５ ４．２±０．２５ ─ ７．０±０．１７ ６．８±０．１ ４．８±０．６７
发酵乳杆菌ＫＭ１９ ─ ─ ─ ─ ─ ─

金黄色葡萄球菌、蜡样芽孢杆菌产生抑菌作用［１３］。

２．３　乳酸菌来源抑菌物质化学本质及作用特性
乳酸菌发酵上清浓缩液经蛋白酶 Ｋ处理后检测结果表

明，ＫＭ９来源抑菌物质对大肠杆菌 Ｏ１５７∶Ｈ７抑菌效果有所
减弱，但对金黄色葡萄球菌和单核细胞增生李斯特菌的抑制

活性几乎未发生改变；ＫＭ１９来源的抑菌物质对大肠杆菌
Ｏ１５７∶Ｈ７和单核细胞增生李斯特菌的抑制活性均未受影响
（表１、表２、表３、图２）。说明ＫＭ９来源抑菌物质中对大肠杆
菌Ｏ１５７∶Ｈ７作用成分中含有对蛋白酶敏感的蛋白物质，而
对金黄色葡萄球菌和单核细胞增生李斯特菌的作用成分对蛋

白酶不敏感。

发酵上清浓缩液ｐＨ值变成近中性（ｐＨ值６．５）时，ＫＭ９、
ＫＭ１９来源的抑菌物质对大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７、金黄色葡萄球
菌和单核细胞增生李斯特菌的抑制活性完全丧失（表１、表２、
表３、图２），说明ＫＭ９、ＫＭ１９来源的抑菌物质化学成分应该
是各种有机酸或酸性条件下发挥抑菌活性的多肽（蛋白）。

温度敏感性试验结果，高温能降低戊糖片球菌ＫＭ９来源
抑菌物质对大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７和单核细胞增生李斯特菌的
抑制能力（表１、表２、图３），但对金黄色葡萄球菌抑制活性几
乎未受影响；ＫＭ１９来源的抑菌物质对大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７和
单核细胞增生李斯特菌的抑制活性几乎不受影响（表１、表２、
表３、图 ３）。结果表明 ＫＭ９来源抑菌物质中对大肠杆菌
Ｏ１５７∶Ｈ７、单核细胞增生李斯特菌的作用成分对热敏感，而
对金黄色葡萄球菌作用成分对热稳定；ＫＭ１９来源的抑菌物
质对热稳定。

乳酸菌产生的抑菌物质种类繁多，不同乳酸菌产生不同

的抑菌物质。张辉华等发现，乳酸菌不但对革兰氏阳性菌有

效，对革兰氏阴性菌也有很强抑菌效果；并且抑菌物质对蛋白

酶不敏感，推测其不是细菌素类物质，很可能是类抗生素物

质［１４］。李院等对来源于酱菜制品乳酸菌的抑菌物质进行分

析，发现抑菌物质对热稳定，对 ｐＨ值变化敏感，对蛋白酶处
理亦表现不同敏感性，推测抑菌作用有效成分可能为小肽类／

或有机酸［１５］。何艳霞等从米粉发酵液、酒醅和老面酵头中分

离得到１株具有良好抑菌效果的乳酸菌，其抑菌物质活性具
有热稳定性；高效液相色谱测定显示，苯乳酸、苹果酸、乳酸、

乙酸、柠檬酸是其主要抑菌物质，且苯乳酸对该菌抑菌活性贡

献较大［１６］。田丰松等分离的菌株对大肠杆菌、金黄色葡萄球

菌和沙门氏菌产生抑菌作用，坚强乳杆菌、粪肠球菌、屎肠球

菌和巴黎链球菌主要抗菌物质为有机酸，黏膜乳杆菌的抗菌

物质为过氧化氢、蛋白和有机酸［１７］。杜琨从西藏牧民酸奶中

筛选出乳酸菌对金黄色葡萄球菌、小肠结肠炎耶尔森氏菌、藤

黄微球菌、蜡状芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、荧光假单胞菌等的

抑制作用较好，认为抑菌机制主要是破坏菌体的细胞壁或膜

的结构［１８］。

综合以上结果分析，ＫＭ９来源的抑菌物质化学成分主要
是各种有机酸和小部分蛋白质，参与对大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７和
单核细胞增生李斯特菌作用的抑菌成分对温度敏感，对金黄色

葡萄球菌作用的成分主要是热稳定性的各种有机酸；ＫＭ１９来
源的抑菌物质化学成分应该是一些具有热稳定性的有机酸。

３　结论

本研究从２４株来源于不同传统发酵食品的乳酸菌中筛
选获得２株具有明显抑菌活性的菌株，经分子学鉴定为戊糖
片球菌和发酵乳杆菌，分别命名为 ＫＭ９、ＫＭ１９。ＫＭ１９能抑
制大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７和单核细胞增生李斯特菌，而ＫＭ９除
了对这２种食源性病原细菌有作用外，对金黄色葡萄球菌同
样具有抑菌效果。另外，抑菌物质化学本质及作用特性初步

研究发现，ＫＭ９来源的发酵浓缩液抑菌物质化学成分与
ＫＭ１９明显不同，推测ＫＭ９来源的抑菌物质化学成分主要是
各种有机酸和小部分蛋白质或肽，ＫＭ１９来源的抑菌物质化
学成分应该是一些具有热稳定性的有机酸。研究获得的乳酸

菌可以用于食品发酵和防腐领域，并丰富了乳酸菌应用菌种

资源库，且为后续抑菌物质的分离、鉴定和抑菌机制研究奠定

了基础。
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