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全细胞脂肪酸气相色谱法

鉴别乳杆菌和明串珠菌

陈锡妾 匡医国 顾以林一 沈国惠 汤丹剑

(食品科学与工捍系 )

摘要 运用气相 色谱一质谱联 用技米对 “ 种熟杆 菌 ( 14株 )和 “ 种明 串珠 菌 (3 株 )

进行全细胞脂肪酸组成分析
。

根据细胞脂肪醉组成和特征峰的峰 形可 以把测 试菌

株分为 5群
。

用这方法 9株中只有 3株 的菌种得到鉴别
。

而 用微机对脂肪酸组成

进行聚类分析
,

可使除干。 乳杆菌 1 04 2 ( 不典博菌株 )和 阿拉伯聚糖乳杆 菌以外的

所有侧试 菌株均能鉴别到种的水平
一

。
一

关键词 全细胞 ”“肪酸
; 乳杆菌 ; 明串珠 菌 ;

…聚类分析

0
.

前 言
.

气相色谱技术应用于微生物的鉴定和分类起黯
于 6 0 年代初

,

A b · l 等首先借气相色谱

分析细菌细胞脂肪酸的组分进行细菌鉴定
、

分类的研究 l[]
。

1 9 6 4 年 Y 五m ak
a w a

等用气相色

l茹鬃鳗薰翼翟薰鬓黔蘸戴薰蒸量;集
鬓屠篡鄂幂黯粼粼暮彝馨蓄纂粼黔黝黔黔
以达到种的水平

,

有的甚至可以到株的水平 9[ ”
o0j 一

我国在这方面的研究起步较晚
, ` ” 8 7 年才见荆周方等用细胞脂肪酸气相色谱图筝别一

些芽抱杆菌
、

马鼻疽杆菌
、

布鲁氏杆菌
、

弧菌以及慕拉氏菌和军团杆菌的研究报道
L` ” ’ “ J 。

鉴于酸乳制品生产实践中
,

在筛选诸多发酵生产菌种时
,

都要通过分离
、

鉴定而后选取
。

:摹:鬓矍羁薰赘薰蒸戴薰默淤蒸雀
出创门色谱图上脂肪酸的组成在质上的差异

,

及真某些色谱峰形的特点
,

作为菌种鉴别
、

分

,
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:
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类的依据
,

并用电子计算机进行菌种细胞脂肪酸组成聚类分析
,

对菌种鉴别
、

分类作 了初步

探讨
。

1 材料和方法

L l 供试菌种

供试菌种 17 株
,

见表 1
.

其中乳杆菌属有 14 株 (包括 6 个不同的种 )
,

明串珠菌属有 3 株

(包括 3个不同的种 )
。

以上菌种均为经过传统方法初步鉴定至种的实验 室收藏菌种
。

L Z 菌体培养富集

把各试验菌株分别涂布于 M RS 琼脂平板上 l[ 3〕进行庆氧培养
,

培养温度采用各菌种的

最适生长温度
,

培养 48 h 后
,

以适量无菌生理盐水洗下平板上增殖的菌苔
。

把收集的菌液离

心沉淀
,

重复洗涤 3 次
。

收集后的沉淀菌体贮存于= 2 0℃冰箱中备用
。

表 1 供试菌种一览表

菌 种 菌株编号 株数

嗜酸乳杆菌

保加利亚乳杆菌

短乳杆菌

干酪乳杆菌

阿拉伯聚糖乳杆菌

发酵乳杆菌

蚀橙明申珠菌

肠膜状明 申珠菌

戊糖明串珠菌

( L a
b

t o b a e i l lu s a e id o p h il u s )

( L a e t o b a e i l lu s b u lg a r ie u s )

( L a e t o b a e i l lu s b r e v i s )

( L a e t o b a e i l lu s e a s e i )

( L a e t o b a e i l lu s a r a b i n o s u s )

( L a e t o b a e i l lu s f e r m e n t u m )

( L e e t o b o e i l l u s e i t r o v o r u m )

( L e e t o b o e i l l u s m e s e n t e r o d i e s )

( L e e t o b o e i l l u s d e s t r a n i e u s )

l )
, 2 )

.

3 )

1 )
,

2 )
,

3 )
,

4 )

l )
, 2 )

1 )
,

L X I
, 10 4 2

1
.

3 全细胞脂肪酸甲醋化样品的制备

称取 10 9 纯菌体
,

置于具磨 口圆底烧瓶中
,

加 5%氢氧化钠甲醇溶液 10 m l
,

在 1 00 ℃下
,

回流反应冷却至室温后
,

用 1 : 4 三氯甲烷一己烷抽取皂化液
,

去除有机杂质
。

在水相
,

用盐

酸调节 p H 至 2
,

用无水硫酸钠饱和
,

再用 1 : 4 三氯甲烷一己烷抽取脂肪酸
。

在抽提液 中
,

加入 25 m l 12
.

5%三氟化硼 甲醇溶液
,

在 85 ℃下回流 s m in
.

将制备成的脂

肪酸 甲酷溶液移入 已装有 I Om l 饱和氯化钠溶液的分液漏斗中
;

静置
、

分层
。

将有机相浓缩

至
、

40 川
,

并用无菌安培瓶密封
,

在一 20 ℃下冷藏
,

待测
。

用标准脂肪酸和三氟化硼醇溶液在 85 ℃下回流制备标准脂肪酸 甲醋样品
。

1
.

4 菌体全细胞脂肪酸甲醋化样品色谱检测

1
.

4
.

1
.

气相 色谱操作条件 仪器 H P 5 8 8 o A 气相色谱仪
,

氢火焰离子化鉴定器
。

色谱柱 交联甲基硅酮石英玻璃高效毛细管柱
,

柱长 12 m (美国 H e w l e t t 一 p ac k a r d 公司

出品 )
。

柱温 初温 1 1 0 0C 以 4 oC /m in 升至 1 9 0
’

C
,

再以 Z oC /m i n 升至 2 5 0
’

C保持 i o m i n
.

汽化温度 2 00 ℃

鉴定器温度 3 00 ℃
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载气 高纯氮
,

流量 0
.

s s m l /m i。
,

氢气流量洲
o m l /m 、。

,

氧气流量 i z o m l /m i n
,

分流 比 i /

5 0
,

尾吹氨气 2 1
.

6 m l /m i n
,

进样量 0
.

8一 1
.

2产1
.

分析结果由 H e w et t
一

aP ck
a dr 3 3 9 o A 电子积分仪同步打印出百分峰高和峰面积结果

。

L 4
.

2 脂肪酸 甲酸定性 采用脂肪酸甲酷标样
,

色谱峰保留温度及气一质 ( G C一M )S 联用

三种方法
,

对菌体全细胞脂肪酸 甲酷进行定性
。

在障性时
,

以十四碳脂肪酸甲醋为基准
,

计算

各种脂肪酸甲醋的相对保留时间
,

以此作为定性体据
。

气一质联用鉴 定时
,

使用 iF n in g a n 一

M a t 4 6 1。 质谱仪
,

电子轰击源 ( IE )
,

倍增 器 电压

l o z o v
,

电子能量 7 o e v
.

色谱条件 D x l 色谱柱柱长 z s m ;
柱温 s o oC ( z )

—
1 5 0℃ / s—

1
.

4
.

3

1
.

4
.

4

脂肪酸 甲醋定量 采用各种脂肪酸甲酷峰

乳酸 菌菌株鉴别的系统聚类分析法 运用

高百分值
,

作为半定量分析的依据
。 `

IB M / P C 微机系统
,

处理乳酸菌细胞脂肪

酸组成的数据
,

通过系统聚类分析后
,

同一类菌合聚在 同
.

一类群中
,

根据各乳酸菌菌株在聚

类分析图中的聚类位置
,

就可对菌株进行分类
、

鉴别
。

其程序参照文献 [ 1 9〕并进行改进
。

2 结果与讨论
,

2
.

1 供试乳酸菌的细胞脂肪酸组成
.

鉴于在乳杆菌属 中
,

十四碳酸的含量比较稳牢
〔 , ` ,

。

因此用标准样定性时
,

采用十四碳酸

甲酷作为基准物
。

计算各种脂肪酸甲酷的相对保留时间
,

作为定性依据
。

乳酸菌细胞甲醋化样品
,

能被检出并经鉴定的脂肪酸 甲酷有 1 5种
。

因此其相应的脂肪

酸也有如下 15 种
,

见表 .2 一

其中 2
一

十一烷基环丙烷戊酸
、

2一辛基环丙烷辛酸
、

2
一

己基环丙烷癸酸均为环丙烷十九烷

酸
。

环丙烷十九烷酸最早在乳杆菌属的细菌细胞中发现 ls[ 〕 ,

故又称它为乳杆菌酸
,

不仅在乳

杆菌属的菌种中而且在明串珠菌属的菌种 中也可检出
。

结果明显表明
,

所测试的乳酸菌
,

其

细胞组成的主要脂肪酸是十六烷酸
、

十八烯酸
、

坏丙烷十九烷酸
、

十六烯酸和十四烷酸
,

(见

表 2)
。

这与文献 1[ 4 ]中记载的乳杆菌属细菌细胞脂肪酸组成是一致 的
,

而有关明串珠菌属

的菌种细胞脂肪酸组成还未见报道
。

}
2

.

2 供试乳酸菌不同菌种的的脂肪酸组成的比较及分群
2

.

2
.

1 乳酸菌的 细胞脂肪酸组成的特点 1 : 株乳酸菌细胞脂肪酸组成测试结果 (见表 2 )
,

可发现有 9 种脂肪酸是除了其中的 2
一

辛基环丙烧辛酸在 3 株嗜酸乳杆菌中未能检出外
,

其

它菌株均能检出
,

其含量作相对 比较
,

以十六烷醉最高
,

其次是十八烯酸
、

环丙烷十九烷酸
、

十六烯酸
,

十四烷酸最低
。

上述细胞脂肪酸质与量的构成
,

是供试乳酸菌菌种所显示的主要

特点
。 .

在乳杆菌属与明串珠菌属的两属之间
,

关于它们的细胞脂肪酸组成
,

还难于找出足以提

供区分两属菌群的特点
。 ,

..2 2
.

2 乳酸菌不 同菌种细胞脂肪酸组成的比较 为区分不同菌种
,

必须找出菌种之间细胞

脂肪酸组成有质或量的不同
,

借此可作为对某些菌种进行分类鉴别的依据
。

虽然有人 曾对多

种乳酸菌细胞脂肪酸组成进行分析研究
〔̀ 5

,

, 6]
,

俱还未见到用此方法对该两属乳酸菌一起进

行分类鉴别的报道
。

在本实验中
,

所检出并经鉴定的 巧 种脂肪酸中
,

有 8 种脂肪酸是测试菌
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种所共有的
,

其余 7 种是属于因菌种不同而检出的脂肪酸
。

经分析发现
,

其 中十九烯酸在供

试的 ” 种菌种中
,

有 5种菌种的细胞中可以检州
。

另外
,

2
一

辛基环丙烷辛酸除了在嗜酸乳杆

酸细胞中未能检出外
,

其它 8 种菌种 中均能检出
。

因此
,

前者的检出与否
,

可有助于菌种类群

的戈d分
,

后者对嗜酸乳杆菌具有关键性的鉴别作用
。

通过进一步分析表明
,

测试的样品在气相色谱图上
,

均 出现具有 18
, 2

,

1 8 , a1
,

18
, 1`

三种脂肪酸所组成有重叠峰
,

而且峰形重复性很好
。

在气相色谱鉴定微生物菌种时
,

常采用
裂解色谱技术

,

利用被裂解后的菌体组成在色谱图上具有特征峰的峰形来鉴定微生物 vl[ 〕。

只要这种重叠峰的峰形按 比例重复具有
“

量
”
的差异并结合不同菌种细胞脂肪酸组成上

“

质
,

的区别
,

对乳酸菌鉴定是有帮助的
。 ,

2
.

2
.

3 乳酸 菌菌株的分群 按照上述方法
,

根据色谱图上脂肪酸组成在质上的差异 (见表

2) 以及它们特征峰峰形的区别
,

可将 17 株菌株分为 5 个群 (见表 3 )
。

本实验利用气相色谱

中特征峰来划分类群
,

可有助于进一步缩小鉴别菌种的范围
,

为微生物分类提供了一个值得

探索的途径
。

这种特征峰是在多种具有相同的某些脂肪酸组成 (即
“

质
”
的相同 )的情况下

,

又

因它们的含量在不同菌种相对比较下
,

还存在着一定的差异而形成的
。

可以设想
,

在遇到某

些菌种的亚种或变种
,

甚至不同的菌株时
,

是否可以有效地从某些特征峰上显示出来进行鉴

别
,

这是值得进一步探索的
。

2
.

3 供试乳酸菌分群后菌种之间的鉴别

分别属于 9 个菌种的 17 株乳酸菌分为 5 个群后可以看到 (表 3 )
:

分群 菌株名称

表 3 菌株分群
一

-一~ ~ ~ ~~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ -下一

脂肪酸质的养异
C y e l e 1 9

c

1 9 , 1

特征峰的区别

峰高百分值大小 比较 峰形 示意图

.

决一L戊第一群 嗜酸乳杆菌 1)
,

幻
,

3) 无 无 1 8
:

2 < 1 8
:

l b < 1 8
: l a

第二群
保加利亚乳杆菌 l )

,

2 )
,

3 )
,

4 )

短乳杆菌 1) 2)
1 8

:
2 < 18

: l b < 1 8
: l a

第三群 肠膜状明串珠 菌 1 8
:

2 < 1 8
: l a

< 18
: l b 从

!以
夕

l此
淆一一一一有第四群 戊糖明串珠菌 1 8 : 2 < 1 8

: 1合< 1 8
: l a

第五群

干酪乳杆菌

阿拉伯聚糖乳杆菌

发酵乳杆菌
1 8

:
2 < 1 8

:
l

a

< 18
: l b

蚀橙明串珠菌

_ _
( 1) 第一

、

三
、

四各群都只包括 1 个种
,

因而可使这 3 种不同菌种之间及其和其它 6 种
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菌种明显地区分开来
。

( 2) 第二群中包括两种菌种
,

这两种菌种虽然能与其它各群的菌种区别
,

但还不能在本

群两菌种之间得到鉴别
。

(3 ) 第五群有 6 株菌株
,

包括两个不同属的 4 种菌种
。

在这群中的蚀橙明串珠菌虽然能

与同属的上述两属菌种区分
,

但却与 3 个不同种的乳杆菌归一群
。

这说明蚀橙明串珠菌在明

串珠菌属 中具有一定的特殊性
,

同时也显示了明串珠菌属和乳杆菌属 的一些菌种之间存在

着一定的交叉性
。

所以本群中的 4 种不同菌种在菌种或者在菌属之间还不能加以区分
。

根据以上分群结果表明
,

在测试 的 9 种乳酸菌 中
,

可以鉴别达到
“

种
”

的水平仅 3 种
,

而

其它 6 种只能区分至
“

群
” 。

2
.

4 系统聚类分析应用于乳酸菌的分类鉴别

为提高菌种的分类鉴别力
,

用计算机对上述 17 株乳酸菌脂肪酸组成的数据进行聚类分

析 18[ 一川
,

结果见图 1
.

若在欧氏距离为 0
.

38 处分类
,

就可分成 8 个群
:

欧 氏距离

917101112
扭括

13
二 ’

卜

一
卜-

.

一
`

15

一
l :

16
· · ·

~ · 、

一
14 一

..

一图 1 乳杆菌及明串珠菌细胞脂肪酸组成聚类分析图

注 1~ 3
.

嗜酸乳杆菌 l )
,

2 )
,

3 ) 4 ~ 7
.

保加 利亚乳杆菌 1 )
,

2 )
,

3 )
, 4 ) 8 ~ 9

.

短乳杆菌 10 ~ 1 2
.

干酪乳杆菌

1 )
,

L x l
,

1 0 4 2 1 3
.

阿拉伯聚糖乳杆菌 14
.

发酵乳杆菌 15
.

蚀橙明串珠菌 16
.

肠膜状 明串珠菌

1 7
.

戊糖明申珠菌

第一群

第二群

第三群

菌 4 )

第四群

第五群

嗜酸乳杆菌 1 )
,

嗜酸乳杆菌 2)

嗜酸乳杆菌 3)

保加利亚乳杆菌 1 )
,

保加利亚乳杆菌 2 )
,

保加利亚乳杆菌 3 )
,

保加利亚乳杆

短乳杆菌 1 )
,

短乳杆菌 2)

戊糖明串珠菌
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第六群 干酪乳杆菌 1)
,

干酪乳杆菌 L X I {, 干酪乳杆菌 10 42
,

阿拉伯聚糖乳杆菌
,

蚀橙

明串珠菌

第七群 肠膜状 明串珠菌

第八群 发酵乳杆菌

用色谱特征峰进行分群与用聚类分析 图分群的情况 比较
,

前者分为 5 群
,

后者分为 8

群
。

前者的第一群及第五群的菌种
,

在后者聚举中
,

分别各分为 2个群
;
前者的第三群

、

第四

群在后者分群中无变化
。 卜

用聚类分析法
,

可将原来用特征峰分群时还不能区分的菌种甚至某些 菌株得到进一步

区分
。

如原来第二群中的保加利亚乳杆菌和短熟杆菌可以分开
,

各 自成为一群
;
原第五群 中

的发酵乳杆菌从该群中划分出来成为一群
;
原第一群有 3 株嗜酸乳杆菌

,

其中一株嗜酸乳杆
菌 3 )被区分出来

,

单独成为一群
,

这说明某些同种异株之间的差异也可以得到鉴别
。

在聚类

分析后的第六群中包括 3 株干酪孚L杆菌和阿拉 )白聚糖乳杆菌及蚀橙明串珠菌各
` 株

。

在聚

类图中可以看到
,

在该群的分支聚类中
,

已把书酪乳杆菌 l) 和干酪乳杆菌 L x l
,

并列归于一

类
,

蚀橙 明串珠菌单独为一类
,

而干酪乳杆菌 1 0 4 2与阿拉伯聚糖乳杆菌归为一类
。

从干酪乳

杆菌 1 0 4 2 菌株 的生化反应来看
,

它对葡萄糖酸钠的分解要比其它两株干酪乳杆菌明显缓
慢

,

这说明该菌株 已有变异为示典型的菌种
。

所有测试的菌株经聚类分析后除干酪乳杆菌
1 0 4 2 和阿拉伯聚糖乳杆菌以外

,

均可鉴别到种的水平
。

由此可见
,

用聚类图分析方法对菌种

鉴别的有效程度要高于色谱特征峰方法
。

究其原因
,

由于色谱特征峰方法是根据脂肪酸组成

在质方面的差异和组成特征峰的脂肪酸含量不同 (即峰形不同 )来划分类群的
,

而聚类分析

图方法是完全根据脂肪酸质和量来进行分类的一
。

总体来看
,

虽然采用的方法不同
,

但两者聚

类的倾向是一致的
。

所不同之处
,

仅是它们对章种分类鉴别的深度不同而 已
。

研究结果表明
,

运用气相色谱法测定菌种脂肪酸组成
,

然后将测定数据引用系统聚类分

析法
,

用微机处理得到聚类分析图
,

对乳酸菌中的乳杆菌属和明串珠菌属的测试菌种进行分

类鉴别是可行的
。

本实验方法应用于乳酸菌菌种的系统分类鉴别达到种的水平将是有希望

的
。

3 结 论

( 1) 检测 9 种乳酸菌共 17 株
,

其主要的
、

并经鉴定的细胞脂肪酸是
:

十六烷酸
,

十八烯

酸
,

环丙十九烷酸
,

十六烯酸及十四烷酸
。

( 2) 运用微机对乳杆菌属和 明串珠菌属两属菌种的细胞脂肪酸组成进行聚类分析
,

其

分类鉴别的有效程度要高于色谱特征峰的方法
。

( 3) 本实验应用的细菌细胞脂肪酸聚类图分析法是可行的
,

它可为应用于乳酸菌系统

分类鉴定的可能性提供了依据
。
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