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摘!要!对发酵肉制品中乳酸菌的分离"纯化以及鉴定技术进行了研究!结果从发酵香肠"腊肠"火
腿中分离筛选得到!株德氏乳杆菌!并建立了一套发酵肉制品中乳酸菌的分离鉴定方法#
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!!我国传统肉制品的生产具有非常悠久的历史%
如中 外 驰 名 的 金 华 火 腿&宣 威 火 腿&品 质 优 良 的 中

式香肠以及民间传统发酵型肉制品%由于其具有良

好的风味%深受国内外消费者的青睐’国内现有的

发酵肉制品 资 源 丰 富%且 肉 的 品 质 风 味 都 比 较 好%
而且其微生物结构比较复杂%广泛存在着优良的乳

酸菌%可以作为分离&筛选优良菌株的来源’
通过对发酵肉制品中乳酸菌的分离&筛选和鉴

定的 研 究%可 克 服 传 统 肉 制 品 发 酵 启 动 慢&发 酵 时

间长的缺点%使 肉 制 品 生 产 和 发 酵 时 间 大 大 缩 短%
降低发酵肉制品生产的成本%并改善发酵肉制品感

观品 质 等%使 发 酵 菌 种 具 有 产 品 加 工 快 速&安 全 和

标准化的特点(.)’总之%筛选优良性状的微生物菌

种对我国优 质 发 酵 肉 制 品 的 生 产 起 到 一 定 的 促 进

作用’

=!材料与方法

=>=!分离样品及来源

发酵香肠!石河子大学食品工程学院畜产品实

验室提供"腊 肠!石 河 子 大 学 食 品 工 程 学 院 畜 产 品

实验室提供"金 华 火 腿!浙 江 省 金 华 市 金 磐 开 发 区

金华火腿有限公司提供’

=>?!培养基

=>?>=!+T8培 养 基!+T8液 体 培 养 基!蛋 白 胨

.$<%牛肉膏.$<%酵母提取物"<%B!UVWX!<%柠

檬酸 二 铵!<%乙 酸 钠"<%葡 萄 糖!$<%吐 温01$
.O6%+<8WX*/U!W$Y"<%+;8WX$Y!"<%蒸 馏
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水.$$$O6!SU%Y!!%YX!.!. Z灭 菌!$O:;"
#+T8固 体 培 养 基$在 液 体 培 养 基 的 基 础 上 添 加

.Y1<%F6的琼脂!半固体 +T8培养基琼脂的添加

量为$Y1<%F6!筛 选 时 在 +T8固 体 培 养 基 中 加#

<%F6的N,NW#&’.[X(

=>?>?!葡萄糖培养基!蛋白胨.<!*,N($Y"<!葡
萄糖.<!蒸馏 水.$$O6!SU/YX"配 制 时 将 蛋 白

胨先加热溶解!调SU之后!加入溴甲酚紫溶液#.Y%

<%F6水溶液&!待呈紫色!再加入葡萄糖!使之溶解!
分装试管!最 后 将 杜 氏 小 管 倒 置 放 入 试 管 中!$Y$"
+V,灭菌#$O:;"

=>?>@!产 U?8培养基!EGN(!培养基$牛肉膏/Y"

<!蛋白胨.$<!*,N("<!明胶"<!.$\EGN(!#培养

基灭菌 后 无 菌 加 入&"O6!蒸 馏 水.$$$O6!SU
/Y$!..!Z灭菌!$O:;"

培养基灭菌 后!在 明 胶 尚 未 凝 固 时!加 入 新 制

备的过滤除菌的EGN(!!用无菌试管分装培养基!高

度为X!"@O!立即置于冷水中冷却凝固!供穿刺接

种用#本实验用EG8WX代替EGN(!&"

=>?>A!产氨培养基!脱脂牛奶.$$O6!*,N($Y"

<!精氨酸$Y"<!$Y$"+V,灭菌."O:;"

=>?>B!产 U?W?检测用培养基!下层基础培养基$
蛋白胨.$<!牛肉膏.$<!酵母提取物"<!吐温01$
.O6!+;8WX$Y!"<!琼 脂1<!蒸 馏 水.$$$O6!

SU值%Y!!%YX!.!.Z灭 菌!$O:;"单 独 灭 菌 的

葡萄糖按.<%F6的量添加"
上层 培 养 基$在 下 层 培 养 基 的 基 础 上!加 入X

<%F6的 +;W!"

=>?>C!氨基酸脱羧酶培养基!蛋白胨"<!酵母提

取物#<!葡萄糖.<!蒸馏水.$$$O6!.Y%<%F6溴

甲酚紫乙醇溶液.O6!60氨基酸"<或]60氨基酸

.$<!SU%Y1"

=>?>D!石蕊牛乳培养基!脱 脂 牛 奶.$$O6!.\
石蕊乙 醇 溶 液"将 脱 脂 牛 奶 的SU 调 至 中 性!用

.\石 蕊 溶 液 将 牛 奶 调 至 淡 紫 色 偏 蓝 为 止!分 装 试

管!牛奶高度X@O为宜!$Y$"+V,灭菌#$O:;"

=>?>E!硝酸盐还原培养基!蛋白陈.<!*,N($Y"

<!B*W#$Y.!$Y!<!SU 值/YX!.!.Z灭菌."!
!$O:;"

=>?>F!&0V反应培养基!葡萄糖"<!蛋白陈"<!

*,N($Y"<!B!UV$X$Y"<!蒸 馏 水.$$$O6!SU
/Y$!/Y!!$Y$"+V,灭菌#$O:;"

=>?>=G!营养肉汤培养基!牛肉膏!$<!蛋白胨!$

<!葡萄糖.$<!*,N(#$<!*,*W!$Y."<!调节SU
%Y"!$Y$"+V,灭菌!$O:;"

=>?>==!糖 或 醇 发 酵 培 养 基!蛋 白 胨.<!*,N(
$Y"<)葡萄糖#或其他糖或醇&.<)蒸馏水.$$O6)

SU/)X"配 制 时 将 蛋 白 胨 先 加 热 溶 解!调SU 值!
加入溴甲酚紫溶液#.)%\水溶液&!呈紫色!再加入

葡萄糖#或其他糖&!使之溶解!分装试管!最后将杜

氏小管倒置放入试管中!$Y"+V,灭菌#$O:;"

=>@!乳酸纸层析试剂

.&展 开 剂$水)苯 甲 醇)正 丁 醇 以.^"^"混

合!然后加.\的甲酸"

!&显 色 剂$$Y$X\的 溴 酚 蓝 酒 精 溶 液!用$Y.
O’(%6*,WU调节SU%Y/’#("

=>A!筛选标准

在发酵肉制品的生产中!乳酸菌应该能够耐受

%\ *,N(和."$O<%R<*,*W!)不产粘液)发酵葡

萄糖不产气)不产 U!8)不产氨)不产 U!W!)不具有

氨基酸脱羧 酶 活 性)产 酸 速 度 快)发 酵 碳 水 化 合 物

产物主要为乳酸)能抑制大肠杆菌和金黄色葡萄球

菌’"("

=>B!实验方法

=>B>=!样品处 理!在 无 菌 操 作 的 条 件 下!每 种 样

品取!$<切碎!分别转移至.1$O6无菌蛋白胨水

中!振荡混 匀#!$$I%O:;振 荡%$O:;&!静 置 数 分

钟!取上层清液进行镜检’%("

=>B>?!活化培养!根据镜检结果!取样品上清液.
O6!接 入 +T8液 体 试 管 培 养 基 中 进 行 扩 培 增 殖!
培养温度为#$Z!培养时间为!X9"

=>B>@!分离纯化!将 上 面 +T8增 殖 培 养 液 通 过

稀释倾倒平 板 法 分 别 接 种 于 +T8固 体 培 养 基 上!

#$Z培养!X9"根据菌落的颜色)大小)光泽)透明

程度等!挑 取 单 菌 落!进 行 划 线 分 离 纯 化"在 多 次

的分离纯化 过 程 中!对 单 菌 落 进 行 革 兰 氏 染 色)镜

检 并 记 录 结 果!将 革 兰 氏 阳 性 纯 种 菌 进 行 斜 面 保

藏’/("

=>B>A!筛选方法

.&产粘性实验$采用+T8固体培养基!用蔗糖

代替葡萄糖"接种后于#$Z培养!X9!用 接 种 针

挑取菌落直接观察’1[2("

!&耐盐性实验$将分离的菌种接种到添加有X

<%F6和%<%F6*,N(的 +T8液体培养基中!于#$
Z培养!X9!分别以X<%F6和%<%F6*,N(的+T8
培养基 作 空 白 对 照!用/!!型 分 光 光 度 计%"$;O
测定W]值!比较其生长情况"

#&耐亚硝酸盐性实验$将分离的菌种接种到添

加有."$O<%R<*,*W!的 +T8液体培养基中!#$
Z培养!X9!用/!!型 分 光 光 度 计 于%"$;O测 定
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W]值!以 +T8培养基作空白 对 照!比 较 其 生 长 情

况"

X#产生 U!W!实验$将新培养的菌液用划线法

接种于下层培养基%U!W!产生检测基础培养基#上

面!然 后 在 基 础 培 养 基 上 面 倾 注 一 层 上 层 培 养 基

%添加有X<&F6的 +;W!的 基 础 培 养 基#!#$Z培

养"F!连续观察菌落周围 +;W!黑色的变化!黑色

溶解者为 U!W!阳性!该菌产生 U!W!"

"#产氨实验$接种待测菌 于 产 氨 培 养 基 中!另

取不接种的空白做对照!#/Z培养!X9!在培养液

中加入#!"滴 氨 试 剂!如 有 黄 色 或 棕 红 色 的 阳 性

沉淀为阳性!反应无黄色或棕红色沉淀为阴性"

%#葡萄糖产气实验$将分离的菌接种到带有倒

置杜氏小管的 葡 萄 糖 产 气 培 养 基 中!#$Z培 养!X
9"观察杜氏 小 管 内 是 否 有 气 泡 产 生!同 时 还 可 以

通过观察培养液的颜色确定菌类是否产酸"

/#产 U!8实 验$采 用 醋 酸 铅 纸 条’EGN(!穿 刺

两种方法!通过实验对比!发现用EGN(!穿刺法效果

比较好"在醋酸铅纸条法实验中!由于半胱氨酸在

培养基的配制 中 分 解 产 生 U!8!实 验 结 果 不 可 靠!
故采用EGN(!穿刺法"

1#石蕊牛乳实验$将分离的菌种接种到石蕊牛

乳培养基中!#/Z培养/F!连续观察!并记录结果"

2#硝酸盐还原能力实验$将分离的待检菌接种

于硝酸盐还 原 液 体 培 养 基 中!#/Z培 养X19"另

外!留一个 空 白%不 接 菌 种#做 对 照"观 察 结 果 时!
将接种过的培养液和空白分别分成两管!按培养基

检验 方 法 加 入 格 里 斯 氏 试 剂!和 空 白 比 较!如 出 现

红色!则为阳性反应!如不出现红色!则需在另一管

中先加入少量锌粉!摇动!#/Z培养#$O:;或水浴

加热."O:;!加 入 格 里 斯 氏 试 剂"如 出 现 红 色!则

证明 培 养 液 中 硝 酸 盐 仍 然 存 在!为 阴 性 反 应(如 不

出 现 红 色!则 说 明 硝 酸 盐 已 被 进 一 步 还 原 成 氨 和

氮!为阳性反应).$*"

.$#氨基 酸 脱 羧 酶 实 验$将 分 离 的 菌 种 分 别 接

种到添加]60苏氨酸’60赖氨酸’60精氨酸等的培养

基试管和未加氨基酸的空白对照培养基试管中!#/
Z恒温箱中培养.1!!X9!培养基呈紫色者为氨基

酸脱羧酶试验阳性(培养基呈黄色者为该项试验阴

性"

..#抑菌实验$在不加乙酸钠的 +T8固体平板

培养基上用涂布法接种新培养的指示菌%大肠杆菌

和葡萄球菌#后!点植乳酸菌!#$Z培养!X9!观察

乳酸菌的抑菌圈"

.!#产酸能力实验$将分离的菌种接种于 +T8

液体培养!#$Z培养!X9!以空白培养基为对照!用
酸度计测定SU值"

.##乳酸的纸层析分析$取大小合适的滤纸条!
在距底边#@O处 划 一 条 线!用 干 净 的 毛 细 玻 璃 管

蘸取少量样液!每 隔!!!Y"@O点 一 个 样%其 中 包

括!\乳酸’空白 培 养 液 和 含 菌 培 养 液 样#!每 点 一

次样立即用 电 吹 风 吹 干(将 纸 放 入 层 析 缸 内!用 展

开剂饱和一段时间!再添加展开剂并开始层析"一

般上行!"@O即 可!取 出 晾 干 或 用 电 吹 风 吹 干!喷

显色剂!观察样品上是否出现黄色斑点!并与!\乳

酸样比较!并计 算,D值!以 确 定 细 菌 培 养 液 是 否 含

有乳酸).*"

.X#生长曲 线 和 产 酸 能 力 的 测 定$将 筛 选 得 到

的.!株菌接种于 +T8液体培养基!#$Z培 养!X
9!以+T8液体培养基为空白对照!每!9用/!!分

光光度计 于%"$;O测 定 菌 液 的 W]值!用 酸 度 计

测定SU值"记录数据并绘制生长曲线).!*"

."#乳酸菌在不同温度下的生长情况$将.!株

菌接种于 +T8液 体 培 养 基!分 别 在.$’."’!"’#$
Z连续培养!$9!以 +T8液体培养基为空白对照!
于%"$;O测定W]值!并测SU值"

.%#&0V试验$分 别 接 种 待 测 菌 于 葡 萄 糟 蛋 白

胨培养基试管中!连同空白对照置#/Z培养!X9"
在培养液中加入X$\BWU溶液.$!!$滴!再

加入等量的"\!0萘 酚 溶 液!拔 去 棉 塞!用 力 振 荡!
再放入在沸水中加热.!!O:;"如培养液 出 现 红

色为&0V试验阳性!不呈红色者为阴性).#*"

?!结果与分析

?>=!主要发酵特性

通过发酵特性实验!从发酵香肠’金华火腿’腊

肠共筛 选 得 到 TEC.’TU##’TE!%.’T6#!!X株 乳

酸菌!基本情况及主要发酵特性见表."
表=!筛选的乳酸菌主要发酵特性

H&:I=!H1.(.$8.%0&0-"%,1&$&,0.$-50-,5"(5.’.,0.*’&,0-,&,-*

:&,0.$-&

菌株特性 TEC. TU## TE!%. T6#!

来源 发酵香肠 金华火腿 发酵香肠 腊肠

菌体形态
短 杆

有二联
链 杆 短 杆

较 粗
短 杆
二 联

!X9酸度%+T8液体##Y2" #Y2/ XY$. #Y2/
产粘性物质 [ [ [ [
耐X\*,N( _ _ _ _
耐%\*,N( _ _ _ _
耐硝酸盐 _ _ _ _
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续表.

菌株特性 TEC. TU## TE!%. T6#!

产气 [ [ [ [
产氨 [ [ [ [

产 U!W! [ [ [ [
产 U!8 [ [ [ [

石蕊牛乳酸凝 _ _ _ _

&0V反应 [ [ [ [
氨基酸脱羧酶 [ [ [ [
抑制大肠杆菌 _ _ _ _
抑制葡萄球菌 _ _ _ _
乳酸层析产物 乳酸 乳酸 乳酸 乳酸

?>=>=!乳酸菌的 生 长 和SU 值 变 化 情 况!根 据X
种乳酸菌#$Z!X9W]值实验数据!TEC.等X种

乳酸菌作生长曲线见图."

图=!?A1内乳酸菌菌体密度变化

)-2I=!JK,1&%2.5"(5.’.,0.*67/*#$-%2?A1"#$5

!!可 以 看 出!TEC.#TU###TE#!培 养.$!.!9
后进 入 稳 定 生 长 期!TEC.#TU###TE#!生 长 特 点

比较接近$TE!%.生长比较缓慢!在.%!.19后进

入稳定生长期!X种乳酸 菌 的 生 长 速 度 差 异 不 显 著

%-"$Y$"&"

!X9内不同乳酸菌SU值变化见图!"从X株

菌!X9SU值曲线变化看!在培养初期SU值不断

下降!随 着 时 间 的 延 长!这 种 下 降 趋 势 逐 渐 变 缓!

TEC.#TU###T6#!的 生 长 曲 线 大 体 一 致"TE!%.
下降比较平缓"到!X9时X株 菌 的SU 值 均 能 达

到XY$"

图?!?A1内不同乳酸菌LM值变化

)-2I?!H1.,1&%2.5"(LM<-01*-((.$.%067/*#$-%2?A

1"#$5

?>=>?!不同温度菌株的生长情况和产酸能力!由

图#可 以 看 出!不 同 温 度 对 每 种 菌 株 影 响 不 同!.!
株菌最适生长温度都为!"Z!其中有.$株的生长

状况要比#$Z好"大部分菌株在不同温度下的生

长速度差异极显著%-#$Y$.&!温度从."!!"Z上

升的过程中!随着温度的上升!生长速度加快!温度

继续上升!生长速度反而下降"

图@!不同温度下?A1时A株乳酸菌菌体密度

)-2I@!JK"(("#$67/5&0*-((.$.%00.8L.$&0#$.&%*?A

1"#$5,#’0#$.
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图A!不同温度下A株乳酸菌LM值

)-2IA!H1.LM"(("#$67/5&0*-((.$.%00.8L.$&0#$.

!!结合图#!X分析!X株菌在#$Z和!"Z的最

终SU值相差不大!从.$!."!!"Z!所有菌株的

SU值都有 很 大 幅 度 的 变 化"T6#!#TU##在 低 温

条件下产酸和生长能力不如TEC.#TE!%."

@!肉制品中微生物的鉴定

@I=!鉴定方法

@>=>=!形态特征鉴定

.$菌落形态%观察分离培养基平板上菌落的形

态&形状#色泽#大小等$!并记录结果"

!$菌体 形 态%将 所 分 离 的 菌 株 进 行 革 兰 氏 染

色!于.$$倍油镜下观察菌体形态&大小#形状等$!
结果见图""

图B!乳酸菌菌体形态

)-2IB!9"$L1"’"23"(67/

@>=>?!生理生化特征鉴定!通过菌株的糖醇发酵

实验来检验菌株对各种糖醇类碳源的利用情况!并

记录结果"

@>?!鉴定结果

根 据 菌 株 在 常 温#低 温 条 件 下 的 生 长 状 况 分

析!选择TEC.#TE!%.作为筛选鉴定对象"

@>?>=!乳酸菌的鉴定

.$固体培养特征%#$Z培养!X9!在 +T8_
#\N,NW# 固体培 养 基 上 形 成 明 显 的 透 明 圈!表 面

光滑湿润"

!$液体培养特征%经过!X9培养!细菌达到最

大浑浊度后!菌体逐渐沉淀到培养基底部"
根据TEC.#TE!%.表型特征和生理生化特征!

参考’常 见 细 菌 系 统 鉴 定 手 册(!初 步 鉴 定 TEC.#

TE!%.为德氏乳杆菌!具体特征如下表!"
表?!所选乳酸菌的生理生化特征

H&:I?!/-",1.8-,&’,1&$&,0.$-5N&0-"%"(01.5.’.,0.*67/

项 目
菌 株

TEC. TE!%.
项 目

菌 株

TEC. TE!%.
蔗糖 _ _ 半乳糖 _ _

乳糖 [ [ 甘露醇 [ [

木糖 [ [ 肌醇 [ [

麦芽糖 _ _ 海藻糖 _ _

甘露糖 _ _ 纤维二糖 [ [

果糖 _ _ 阿拉伯糖 [ [

鼠李糖 [ [ 蜜二糖 [ [

棉子糖 [ [ 松三糖 [ [

核糖 _ _ 葡萄糖 _ _

A!结!论

从 +T8培 养 基 中 分 离#纯 化 得 到%X株 菌!经

筛选鉴定 得 到!株 德 氏 乳 杆 菌"所 筛 选 菌 株 具 有

很好的发酵特性!符合发酵肉制品生产要求"
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