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技术与方法

产广谱细菌素乳酸菌的筛选和鉴定#

张艾青 刘书亮## 敖 灵

（四川农业大学食品科学系 雅安 !"#$%&）

摘要：以大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、藤黄微球菌、铜绿假单胞杆菌和枯草芽孢杆菌为指示菌，从分离自四川传统发

酵食品中的 "!’株乳酸菌中，采用平板打孔法初筛、牛津杯法复筛（排除酸、过氧化氢干扰以及胰蛋白酶和木瓜蛋
白酶处理），筛选出 %株分离自醪糟的具有较强抑菌作用的产广谱细菌素的乳杆菌菌株 (%#)，结合形态学、生理生
化特性和 %!* +,-.序列同源性分析，该菌株被鉴定为植物乳杆菌（!"#$%&"#’(()* +(",$"-).）。
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乳酸菌素（H>LBA+6EL67D EI 9.H）是在乳酸菌
（%>LB6L >L6G O>LBA+6=J，9.H）代谢过程中合成并分泌
到环境中的一类对革兰氏阳性菌（尤其是亲缘性较

近的细菌）具有抑制作用的杀菌蛋白或多肽。截至

目前已发现的乳酸菌细菌素有 &$余种，分别是由乳
球菌［乳球菌素（9M >LBELELL67）、76D67］、片球菌［片球
菌素 （ (AG6EL67）］、明 串 珠 菌［明 串 珠 菌 素
（U>+7EL67）］、乳杆菌［乳杆菌素（9>LBEL67）、植物乳杆
菌素（ (F>7B>+6L67）］、双 歧 杆 菌［双 歧 杆 菌 素
（H6I6GEC67）］、肠球菌［肠球菌素（S7BA+EL67）］、肉食杆
菌［肉食杆菌素（U>+7EO>LBA+6EL67）］等属的菌株产生

的［1 V !］。其中，尤以被公认为安全（5W.*）并已在全
世界广泛使用的 76D67在乳制品及罐头制品中得到
了广泛的应用。由于乳酸菌素所具有的潜在的食

品生物防腐剂的前景，因而目前新型乳酸菌素的发

现层出不穷，在我国只有 76D67得到了一些研究，但
76D67的抑菌谱较窄，而选育出具有较强的既能抑制
5X菌又能抑制 5Y菌的广谱细菌素乳酸菌菌株具有

很好的应用价值。本文从醪糟中选育出 %株具有较
强抑菌作用的广谱细菌素乳酸菌菌株，经系统鉴定

为植物乳杆菌（!"#$%&"#’(()* +(",$"-).），为其应用和
深入研究细菌素提供了重要的基础材料，现报道如
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下。

! 材料与方法

!"! 实验菌株
乳酸菌菌株共 !"#株，分离自四川传统发酵食

品（泡菜、榨菜、酱菜、腌菜、豆瓣、醪糟、腐乳）、自然

发酵酸奶、市售酸奶、自制泡菜及香肠，根据形态学

特征初定为乳酸菌；指示菌有大肠杆菌（!"#$%&’#$’(
#)*’）$%&&!’(!!、金黄色葡萄球菌（ +,(-$.*)#)##/"
(/&%/"）$%&&!’(!)、藤黄微球菌（0’#&)#)##/" */,%/"）
*+!+(、铜绿假单胞杆菌（ 1"%/2)3)4(" (%&/5’4)"(）
$%&&!#,’)、枯草芽孢杆菌（6(#’**/" "/7,’*’"），保存于
四川农业大学农产品加工及贮藏工程省级重点实

验室。

!"# 主要药品及培养基
胰蛋白酶（$-./012公司）、木瓜蛋白酶（345-6公

司）；各种糖（醇）类药品均为分析纯（国产或 345-6
公司、789:6公司）；;61<./468 =>$ 29<抽提试剂盒（四
川省绵阳天泽基因工程有限公司）；溶菌酶（*+
-5?-@）、! A 82B5 %6C D&E F60<./F4G（北京天为时代
科技有限公司）；改良 FE3液体培养基［#］（乳酸菌发
酵）、肉汤培养基（指示菌）、营养琼脂培养基（抑菌

实验）。

!"$ !%& ’()*的 +,-扩增引物［.］

由上海英骏生物技术有限公司合成：

上游引物：’HI$J$J%%%J$%&&%JJ&%&$JI)H；下游引
物：’HI&%$&JJ&%$&&%%J%%$&J$I)H。
!"/ 广谱抑菌乳酸菌的初筛
用接种环挑取保存的乳酸菌接种于装有 8-@改

良 FE3液体培养基的无菌 KD管中，密封，)+L静置
培养 #!M，培养液以 *++++/?-4B离心 *-4B，得发酵上
清液；制备含指示菌 *+" 个?-@的抑菌平板，用 "--
打孔器在平板上均匀打出 ’个小孔，每孔里定量加
入 *++!@不同乳酸菌菌株发酵上清液，标注菌株号，
于 )#L培养箱中正置培养 *"M，选取小孔周围有明
显抑菌圈的菌株做复筛实验。

!"0 产广谱细菌素乳酸菌的复筛
!"0"! 酸抑制作用的排除：挑取初筛菌株接种于
*-@改良 FE3液体活化后，再以 *N接种量接种于
改良 FE3液体，)+L静置培养 O,M，*++++/?-4B离心
*-4B 后，测其 PQ 值，并用 *-28?@ >6RQ 和 *-28?@
Q&8将其上清液调至已确定的对照 PQ值，用牛津杯

法做对各种指示菌的抑菌实验。

!"0"# 过氧化氢作用的排除：挑取乳酸菌发酵产物
排除酸后仍有抑菌效果的菌株，接种于 *-@ 改良
FE3液体活化后，再以 *N接种量接种于改良 FE3
液体，)+L静置培养 O,M，*++++/?-4B离心 *-4B后其
上清液于 ,+L水浴 *+-4B，用牛津杯法做对各种指
示菌的抑菌实验。

!"0"$ 蛋白酶解检测：用胰蛋白酶、木瓜蛋白酶对
筛选出的菌株进行酶分解实验，先用 *-28?@ >6RQ
和 *-28?@ Q&8分别调发酵液到胰蛋白酶、木瓜蛋白
酶的最适作用 PQ#S+，按 +S’-5?-@加入胰蛋白酶、
木瓜蛋白酶，)#L水浴 !M，再将 PQ调回对照 PQ值
OS’，牛津杯法做对各种指示菌的抑菌实验。
!"% 具有较强抑菌作用的产广谱细菌素乳酸菌菌
株（编号 +!0.）的鉴定
!"%"! 形态学及生理生化试验：根据分离菌的菌落
和菌体形态特征，革兰氏染色以及生理生化反应，

参照文献［#］进行初步鉴定。
!"%"# *"3 /=>$的遗传学鉴定：细菌总 =>$的提
取方法：将 D*’, 菌接于 *+-@ FE3 液体培养基，
)#L静置培养 !OM，收获菌体，按 ;61<./468 =>$ 29<抽
提试剂盒使用手册提取其总 =>$。并利用 D&E技
术扩增其 *"3 /=>$片段。D&E反应体系（!’!@）为：
上下游引物各 *!@（*+!-28?@），模板 =>$ *!@，! A
82B5 %6C D&E F60<./F4G *!S’!@（包括：+S*T 82B5 %6C
P28U-./60.?!@，’++!-28?@ V>%D0 .61M，!+--28?@ PQ
,S) %/40IQ&8，)--28?@ F5&8!），超纯水 (S’!@。D&E
扩增程序为：(’L预变性 ’-4B；(OL O’0，’"L O’0，
#!L*-4B)+0，循环 )+次；#!L延伸 *+-4B，OL保温。
D&E产物电泳并送上海英骏（4BW4</25.B）生物技术有
限公司进行序列测定。得到的 D&E产物序列通过
;@$3%在 J.B;6B: X KF;@ X ==;Y X D=; 基因库中
进行同源性比较，并将其鉴定到种。

# 结果与分析

#"! 初筛结果
从 !"#株乳酸菌中筛选出对 ’种指示菌都有抑

菌作用的菌株 "O 株（见图 *），抑菌率达 !)S(#N。
测试菌株的发酵产物对铜绿假单胞杆菌抑制效果

最好，抑菌率达 ,OS!#N，其次为大肠杆菌，抑菌率
为 #(SO+N，效果最差的为枯草芽孢杆菌，抑菌率为
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!"#!$%，而对金黄色葡萄球菌和藤黄微球菌的抑菌
率分别为 &!#’(%和 )&#’*%。初步说明此次筛选
的乳酸菌发酵产物对 +, 菌效果好于 +- 菌。细菌

素的抑菌谱一般比较窄，只作用于同种的其它菌株

或亲缘关系很近的种。大多数 +,菌的细菌素只作

用于亲缘很近的种，而 +- 菌细菌素的抑菌谱则比

较宽，不仅作用于不同属的其它 +-菌，而且能够作

用于 +,菌［.，’"］。本研究筛得的乳酸菌菌株具有广

谱抑菌作用。

图 ’ /’&(菌株对 &种指示菌的抑制作用
’ ! 0 "#$% 1 & 0 ’()*(+ ! , 0 $(-*(+ $ . 0 ’*)(/%0#+’ & 1 0 +(2-%$%+

!"! 复筛结果
!"!"# 酸抑制作用的排除：用乳酸和盐酸分别调蒸
馏水、234液体培养基的不同 56值对 & 种指示菌
的抑菌结果是：用乳酸和盐酸调蒸馏水 56值在 !#"
7 )#"都没有抑菌效果；乳酸和盐酸调 234液体培
养基在 56 !#" 下都有抑菌效果，56 $#" 对大肠杆
菌、藤黄微球菌、铜绿假单胞杆菌都有抑菌效果，而

对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌没有抑菌效果，

56 $#&以上都没有抑菌效果，故选择 56 $#&作为酸
排除的对照。

挑取对五种指示菌都有抑菌效果的 )$株乳酸
菌进行酸作用的排除实验，调其发酵上清液 56值
为 $#&，用牛津杯法进行抑菌实验。结果表明，!)株
菌周围有较大的抑菌圈，对指示菌在一定程度上有

抑制作用，测其发酵上清液 56 值主要集中在 56
$#"左右，最低 56 !#)&，最高 56 $#&，说明乳酸菌产
酸能力很强，但排除酸作用后它们仍有抑菌活性物

质存在。

!"!"! 过氧化氢作用的排除：排除酸干扰后，利用
6181 对热不稳定的特性，挑取对五种指示菌仍有较

好抑菌效果的 !)株乳酸菌进行 6181 作用的排除，

结果表明，!)株乳酸菌中只有 !株水浴后抑菌圈的
变化较大，其余几乎无变化。表明 6181 在乳酸菌

的代谢产物中只占很少部分，其余菌株中排除 6181

作用后仍有抑菌活性物质存在。

!"!"$ 酶解检测：挑取抑菌效果好的 /’&)、/’&(、
/’*$、/’() 四株菌进行胰蛋白酶、木瓜蛋白酶酶解
实验，结果表明，/’&)、/’*$两株菌株不能被胰蛋白
酶、木瓜蛋白酶酶解，说明它们不含有能被胰蛋白

酶、木瓜蛋白酶水解的蛋白质类物质，但其仍有较

好的抑菌效果，表明其代谢产物中含有其他抑菌活

性成分，有待进一步研究。/’&(、/’() 菌株能被胰
蛋白酶、木瓜蛋白酶较好的酶解（见图 1），说明其具
有蛋白质类物质，是一类细菌素。

图 1 蛋白酶处理后抑菌实验结果
’、发酵液 1、胰蛋白酶酶解液 !、木瓜蛋白酶酶解液

!"$ 具有较强抑菌作用的产广谱细菌素乳酸菌菌
株 %#&’的鉴定结果

图 ! /’&(的细胞形态图（ 9 ’"""）

!"$"# 个体形态和菌落特征：该菌大小为 1!: 7
1#&!:9 ’#’!:，革兰氏阳性杆菌，两端钝圆，单个排
列或短链状排列（见图 !），无芽孢、无鞭毛，无荚膜。
在 234平板上表现为菌落直径 1::、圆形、凸起、边
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缘整齐、表面光滑、乳白色、不透明的光滑型菌落。

!"#"! 生理生化特性：接触酶阴性，发酵葡萄糖产
酸、产气，无运动性，不产硫化氢，!" #$%、&%’能生
长，确定为乳杆菌属（ !"#$%&"#’(()*）。能发酵阿拉伯
糖、纤维二糖、葡萄糖、果糖、乳糖、木糖、半乳糖、麦

芽糖、松三糖、蜜二糖、棉籽糖、海藻糖、核糖、蔗糖、

甘露醇、鼠李糖，葡糖酸盐、七叶灵水解、()试验均
为阳性，*+,、吲哚、明胶液化、淀粉水解、硝酸盐还
原试验均为阴性，牛奶分解酸凝。

综合以上形态学及生理生化特性，对照《乳酸

细菌分类鉴定及实验方法》，初步将 ,&%-菌株鉴定
为植物乳杆菌（! . +(",$"-).）。
!"#"# &/0 1234 的遗传学鉴定：以菌株 ,&%- 总
234为摸板，采用通用 &/0 1234引物进行 ,5)扩
增，得到约 &$%67的特异性扩增产物，见图 #。,5)
产物测序结果表明，测序片断长 &#897!，具有典型
的 &/0 1234的特征。此序列已登录 :;<=><6，登录
号 ?@&&#898。将所得序列在 ABB!：CCDDD. <E7F . <GH.
<GA . IJK 网站中使用 =G>LB< M$M$&%［NEB+&%+MOO/］在
:;<=><6P ?(=Q P 22=R P ,2= 基因库中进行同源
性搜索，比对结果表明与登录号 2SO%/#&9 、
2S#-/&#%等前 &O 株植物乳杆菌（ ! . +(",$"-).）的
同源性为 &OOT U 99$-/T。

图 # ,&%-的 &/01234的 ,5)产物电泳图
&、M：,5)产物 8：234 (>16;1 !

根据形态学、生理生化特性和 &/0 1234比对结
果，将菌株 ,&%-鉴定为植物乳杆菌（! . +(",$"-).）。

# 结论

关于分离自泡菜、乳品、猪肠道、肉品等生境中

的乳酸杆菌细菌素的研究报道较多。本实验从四

川传统发酵食品（泡菜、榨菜、酱菜、腌菜、豆瓣、醪

糟、腐乳）、自然发酵酸奶、市售酸奶、自制泡菜及香

肠中获得的 M/V株乳酸菌中，研究了这些乳酸菌对
大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、藤黄微球菌、铜绿假单

胞杆菌、枯草芽孢杆菌五种指示菌的抑制作用，并

对 /#株具有广谱抑制作用的乳酸菌进行酸、"MNM

排除，胰蛋白酶、木瓜蛋白酶酶解作用，最后确定

,&%-菌株能产生蛋白质类细菌素。经形态学、生理
生化指标及 &/0 1234的系统鉴定，该菌株鉴定为植
物乳杆菌（ ! . +(",$"-).）。,&%- 菌株分离于四川传
统发酵食品“醪糟”，自醪糟中分离筛选出产广谱细

菌素的植物乳杆菌尚未见文献报道，也未见有关于

采用 &/0 1234序列对产广谱细菌素 ! . +(",$"-). 的
分子鉴定的研究报道。分离菌株对 :P 菌和 :W 菌

具有较强的抑制作用，因而具有重要的研究和应用

价值。本研究组正在对 ,&%-菌株细菌素的生物学
特性、分离纯化及其分子方向进行深入研究，以期

具有较好的应用前景。
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