
　
第 29 卷第 2 期
2010 年 3 月

　 　 　　　　 　
食 品 与 生 物 技 术 学 报

Journal of Food Science and Biotechnology
　 　 　　　　　

Vol. 29 　No. 2
Mar. 　2010

　文章编号 :167321689 (2010) 0220265206

　　收稿日期 :2009206215

　　基金项目 :国家自然科学基金项目 (30660135 ;30760156) ;教育部新世纪优秀人才支持计划 (NCET20620269) ; 现

代农业产业技术体系建设专项资金项目。

3 通信作者 : 张和平 (1965 - ) ,男 ,内蒙古四子王旗人 ,工学博士 ,教授 ,博士生导师 ,主要从事乳品科学方面的研

究。Email :hepingdd @vip . sina. com

内蒙古鄂尔多斯地区酸粥发酵液中
乳酸菌的分离鉴定
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摘 　要 : 对采集自内蒙古鄂尔多斯地区的 6 份酸粥发酵液中的乳酸菌进行了分离、鉴定和生物学

特性研究。采用 15 ,30 ,45 ℃3 个分离温度共分离出 18 株乳酸菌。通过 16S rRNA 序列分析等研

究将这些菌株鉴定为 L actobaci l l us ( L . ) casei 8 株 , L . p l ant arum 2 株 , L . brevis 3 株 , L . f ermen2
t um 1 株 , L . hel vet icus 4 株。分析认为 L . casei 是鄂尔多斯地区酸粥发酵液中的优势菌群。对 30

℃分离株进行传统生化鉴定 ,结果与 16S rRNA 序列分析结果一致。
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Isolation and Identif ication of LAB from Naturally Fermented Congee

in Ordos Area of Inner Mongolia
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Abstract :Lactic acid bacteria were isolated and identified f rom 6 samples of fermentation brot h for

p roducing nat urally fermented congee collected f rom different regions of Ordos area in Inner

Mongolia , and t hen t he biological characteristics of t hese isolates were investigated. A total of 18

lactic acid bacteria were isolated by incubating in MRS cult ure medium at 15 ,30 ,45 ℃. Based on

16S rRNA sequence analysis , all t hese isolates were identified as five species including

L actobaci l l us ( L . ) casei ( 8 st rains ) , L . p l ant arum ( 2 st rains ) , L . brev is ( 3st rains ) , L .

f erment um ( 1 st rains) and L . hel vet icus ( 4 st rains) . Result s showed t hat L . casei was t he

p redominant bateria in t he cult ure of acid 2gruel . The st rains isolated f rom incubation at 30 ℃

were also identified by p hysiological and biochemical test and t he result of identification was

consistent to the result of molecular met hod.
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　　酸粥是内蒙古西部地区一种传统民间特色发

酵食品[1 ] ,采用自然发酵法制成。这种独特的生产

方式较好地保存了当地自然环境的有益微生物 (主

要是乳酸菌) ,并赋予产品以独特的风味。糜米经

过发酵液发酵后炯饭或煮粥 ,米粒晶亮醇香 ,味如

酸奶 ,筋软爽口 ,有消暑、开胃作用。作者以制作酸

粥的发酵液作为实验对象 ,分离鉴定出其中的优势

乳酸菌 ,并对其生物学特性进行了研究。

1 　材料与方法

111 　材料

11111 　样品来源 　2008 年 8 月采集自内蒙古鄂尔

多斯地区的酸粥发酵液样品 6 份。

11112 　参考菌株 　L actobaci l l us aci dop hi l us

A TCC4356 和 L1 del lbrueckii subs p1 bul g aricus

J CM1002 ,由内蒙古农业大学乳品生物技术与工程

教育部重点实验室提供。

11113 　培养基与试剂 　MRS 液体培养基、MRS 琼

脂培养基、TP Y 液体培养基、BLB 液体培养基、

10 %脱脂乳培养基、糖类发酵基础培养基等 ,参照

文献[ 2 - 4 ]制备。

112 　方法

11211 　乳酸菌的分离纯化 　吸取 100μL 样品接种

于 5 mL 灭菌脱脂乳培养基中增菌培养后 ,挑取少

量培养物划线接种于含有 10 μg/ g 放线菌酮的

MRS 琼脂培养基上 ,置于 BBL 厌氧培养罐中 ,分别

于 15 ,30 ,45 ℃厌氧培养 48～72 h ,观察并记录菌

落形态。挑取单个菌落接种于 MRS 液体培养基

中 ,在各自分离温度下培养 24 h 后 ,显微镜中仔细

观察记录革兰氏染色细胞形态特征 ,同时进行过氧

化氢酶实验。将革兰氏染色阳性、过氧化氢酶试验

阴性的菌株暂定为乳酸菌[5 - 6 ] ,并进一步纯化培养

保存。

11212 　乳酸菌生化特性试验与糖发酵试验 　选取

30 ℃下分离纯化好的 6 株乳酸菌 ,参照文献 [ 4 ]和

小崎等编著的乳酸菌鉴定手册[6 ] ,进行包括温度试

验、耐酸耐盐试验、葡萄糖产气试验等在内的生化

试验和糖发酵试验对其进行鉴定。参照文献 [ 2 -

3 ,5 ,7 ]将这 6 株乳酸菌进行初步的种群归类。

11213 　乳酸菌基因组 DNA 提取及 16S rRNA 测

序 　将纯化好的菌株接种于 5 mL 无菌 MRS 液体

培养基中 ,于各自分离温度下培养 24 h ,连续培养 3

代后采用 CTAB 法提取总 DNA [8 ] 。并利用 PCR

扩增其 16S rRNA 基因片段。扩增引物采用通用

引物[9 - 10 ] ,正向引物为 27F : 5′2A GA GT T T GA

TCC T GG CTC A G23′; 反向引物为 1495R : 5′2
CTA CGG CTA CCT TCT TAC GA23′。

PCR 反应体系 (25μL)的配制 :上下游引物各 1

μL (10 μmol/μL ) ,模板 DNA 1 μL (50 ng/μL ) ,10

×PCR Buffer 215 μL , dN TP MIX 2 μL ,超纯水

1712μL ,r Taq 酶 013μL 。

PCR 扩增程序为 :94 ℃预变性 5 min ;94 ℃变

性 1 min ,58 ℃退火 1 min , 72 ℃延伸 2 min ,循环

30 次 ;72 ℃延伸 10 min ,4 ℃保温。

PCR 产物用 1 g/ dL 琼脂糖凝胶电泳检测 ,片

段长度约 1 500 bp 的阳性产物经纯化后送上海桑

尼生物技术有限公司进行测序。所得序列运用

DNAstart 软件进行序列拼接和校准排齐 ,然后用

于系统进化分析和种属鉴定。

11214 　16S rRNA 系统进化分析和种属鉴定 　得

到的序列在 GenBank 数据库中进行 BLAST ( ht2
tp :/ / blast . ncbi. nlm. nih. gov/ Blast . cgi) 同源性比

对 ,并利用本地软件 Mega 410 与模式菌种进行系

统进化亲缘关系研究。利用软件中的 cluster W 构

建系统进化发育树 ,以同源性大于 99 %为种的分界

阈值将待测菌株鉴定到种。所得菌株 16S rRNA 序

列全部提交 GenBank 数据库。

2 　结果与分析

211 　菌株分离 　

采集自内蒙古鄂尔多斯地区的酸粥发酵液样

品 6 份 ,经分离纯化 ,结合革兰氏染色和过氧化氢

酶试验 ,共分离出 18 株乳酸菌 ,全部为杆菌。其中

15 ℃分出 7 株 ,30 ℃6 株 ,45 ℃5 株。

212 　菌种鉴定

21211 　乳杆菌生化鉴定结果 　以 L actobaci l l us

aci dop hi l us A TCC4356 和 L1 del lbruecki i subs p1
bul garicus J CM1002 为参考菌株 ,对 6 株 30 ℃分

离出的乳杆菌进行生理生化实验和糖发酵试验 ,结

果见表 1。根据实验结果 ,参照《乳酸鉴定手册》[4 ]

和Bergey′s Manual of Systematic Bacterioology[6 ] ,

菌株 IMAU70081 , IMAU70082 生理生化试验结果

一致 ,革兰氏阳性 ,接触酶阴性 ,发酵葡萄糖产气 ,

属异型乳酸发酵类型 ,p H 值为 415 生长 ,15 ℃生

长 ,45 ℃生长微弱。发酵核糖、葡萄糖、麦芽糖、蜜

二糖等 ,弱发酵葡萄糖酸钠 ,与短乳杆菌发酵特性

相似 ,故判定 IMAU70081 , IMAU70082 为短乳杆

菌。

IMAU70080 革兰氏阳性 ,接触酶阴性 ,能发酵

葡萄糖但不产生气体 ,属同型乳酸发酵类型。在 15
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℃生长 ,45 ℃生长良好 ,p H 值 415 生长。发酵核

糖、葡萄糖、甘露糖、果糖、半乳糖、蔗糖、麦芽糖、纤

维二糖、蕈糖、乳糖、蜜二糖、棉籽糖、甘露醇、山梨

醇 ,七叶苷、水杨苷、扁桃苷和葡萄糖酸盐产酸 ,与

植物乳杆菌发酵特性一致 ,故判定为植物乳杆菌。

IMAU70083 , IMAU70084 , IMAU70085 均为

革兰氏阳性 ,接触酶阴性 ,不发酵葡萄糖产气 ,属同

型乳酸发酵类型。在 15、45 ℃均生长良好 ,发酵核

糖 ,葡萄糖、甘露糖、果糖、半乳糖 ,蔗糖、麦芽糖、纤

维二糖、蕈糖、松三糖、甘露醇、山梨醇、七叶苷、水

杨苷、扁桃苷和葡萄糖酸钠 ,不发酵阿拉伯糖、木

糖、鼠李糖。这些菌经鉴定为干酪乳杆菌。
表 1 　酸粥发酵液样品中乳酸菌鉴定结果

Tab. 1 　The identif ication result of lactic acid bacteria of the naturally fermented conjee starter culture

试验名称
菌株编号

IMAU70080 IMAU70081 IMAU70082 IMAU70083 IMAU70084 IMAU70085

葡萄糖产气 - + + - - -

p H 3. 0 - - - - - -

p H 4. 5 + + + + + +

过氧化氢 - - - - - -

2. 0 g/ dL NaCl + + + + + +

4. 0 g/ dL NaCl + + + + + +

6. 5 g/ dL NaCl + + + - - -

15 ℃生长 + + + + + + + + + + + + + + + + + +

45 ℃生长 + + + - - + + + + + +

阿拉伯糖 - - - - - -

木 糖 + w + + - - -

鼠李糖 + - - - - - -

核 糖 + + + + + +

葡萄糖 + + + + + +

甘露糖 + - - + + +

果 糖 + - - + + +

半乳糖 + + + + + +

蔗 糖 + - - + + +

麦芽糖 + + + + + +

纤维二糖 + - - + + +

乳 糖 + - - + w + -

蕈 糖 + - - + + +

蜜二糖 + + + + w - -

棉籽糖 + - - + w - -

松三糖 + - - + + +

甘露醇 + - - + + +

山梨醇 + - - + + +

七叶苷 + - - + + +

水杨苷 + - - + + +

扁桃苷 + - - + + +

葡萄糖酸钠 + + w + w + + +

注 : + 为阳性 , + w 为弱阳性 , - 为阴性。
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21212 　16S rRNA 序列分析结果 　采集自鄂尔多

斯市不同地区的 6 份酸粥发酵剂样品 ,在 3 个温度

下分离培养共得到 18 株乳杆菌。对这些分离株进

行 16S rRNA 序列分析。通过 BLAST 序列比对分

析和系统进化树分析可知 : 8 株菌与 L1 casei

A TCC334 的同源性在 99 %以上 ,从而将这 8 株菌

归属为 L1 casei ;有 2 株菌的 16S rDNA/ rRNA 序列

与菌株 L1 pl antarum WCFS1 的同源性是 100 % ,

认为这两株菌为 L1 p l ant arum ;有 3 株菌与菌株

L actobaci l l us1 brevis A TCC367 的同源性达 99 %以

上 ,故判定此 3 株菌株为 L1 brevis ;另有 1 株菌与

L actobaci l l us f erment um IFO3956 的同源性达

100 % , 认 为 这 株 菌 为 L1 f erment um ; 与

L1 hel veticus DPC4571 的同源性都在 99 %以上的 4

株菌定为 L1 hel veticus。

采用 M EGA410 软件分析伊盟地区的乳杆菌

和 5 株模式菌株的 16S rDNA/ rRNA 序列 ,绘制系

统进化树见图 1。从系统进化树可得 :总体上乳杆

菌分为 5 个大群 ,第一群由 9 株菌构成 ,模式菌株为

L1 casei A TCC334 , 剩 余 8 株 菌 与 L1 casei

A TCC334 的同源性都在 99 % 以上 ; 第二群由

L1 pl ant arum WCFS1 ,由 2 株中温性菌构成 ;第三

群以 L actobaci l l us1 brev is A TCC367 为参比 ,包括 3

株中温菌 ;第四群由 L1 f erment um IFO3956 和一株

高温菌构成 ; 第五群包括模式菌株 L1 hel veticus

DPC4571 和 4 株高温性乳杆菌。

其中对 30 ℃分离菌株的同源性比对结果与传

统生化鉴定结果一致。

3 　讨　论

从采集自内蒙古伊盟地区的 6 份酸粥发酵液

样品中分离出 18 株乳酸菌 ,其中 15 ℃培养分离出

7 株 ,30 ℃分离出 6 株 ,45 ℃分离 5 株 ,全部为杆

菌。鉴定结果为 :干酪乳杆菌 (占总分离菌株的

4414 %) ,植物乳杆菌 (占总分离菌株的 1111 %) ,短

图 1 　系统进化树

Fig. 1 　Phylogenetic tree of lactic acid bacteria
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乳杆菌 (占总分离菌株的 1617 %) ,发酵乳杆菌 (占

总分离菌株的 516 %) ,瑞士乳杆菌 (占总分离菌株

的 2212 %) 。其中优势菌为干酪乳杆菌 ,此结果与

王凤玲[11 ]等的研究结果一致 ,他们研究结果同时也

表明 ,德氏乳杆菌也为优势菌 ,Annamaria Ricciar2
di [ 12 ]等也有类似研究结果。其中 15 ℃和 30 ℃(中

温)分离株中干酪乳杆菌占 6115 % ,短乳杆菌占

2311 % ,而 45 ℃(高温) 分离株中瑞士乳杆菌占

80 % ,可见中温性乳酸菌以干酪乳杆菌为优势菌 ,

其次为短乳杆菌 ;高温性菌株则以瑞士乳杆菌为优

势菌。

李琦[13 ]等认为 ,植物乳杆菌为发酵糯玉米粘豆

包中的优势乳杆菌。Ebenezer Siaw Mante[14 ] ,

Wisdom Kofi A Amoa2Awua[15 ] , M Kostinek , I

Specht [16 ] ,Akinrele I[17 ] 认为 ,植物乳杆菌为发酵木

薯中的优势乳杆菌。植物乳杆菌和发酵乳杆菌被

认为是巴西酸木薯淀粉[18 ] 和尼日利亚发酵食品

gari [ 19 ]中的优势菌。短乳杆菌被认为是乌干达传

统发酵饮料 bushera 中的优势菌[20 ] 。而短乳杆菌

和发酵乳杆菌被认为是尼日利亚发酵食品 f uf u 和

ogi 的优势菌[21 ] ,类似的报道也出现在 Halm 等[22 ]

的研究中。植物乳杆菌和短乳杆菌也在其他的蔬

菜发酵制品中有较多发现。可见 ,不同国家和地区

以及不同的发酵谷物中乳酸菌的种类及构成也有

较大差异 ,这可能与当地的环境、气候、制作方法、

发酵温度等因素有关。不同国家和地区发酵谷物

中乳酸菌的生物多样性 ,为研究和开发乳酸菌资源

奠定了良好的基础。

本研究中干酪乳杆菌和瑞士乳杆菌分别为中

温性乳酸菌和高温性乳酸菌中的优势菌 ,与其生长

特性相符[23 ] 。

作者还对 30 ℃的分离株采用了传统鉴定方法

进行鉴定 ,其结果与 16S rRNA 分析方法所得鉴定

结果完全相符。表明这些表型特征、生理生化特性

仍是现代乳杆菌分类的重要指标 ,按照它们的生化

特征来划分仍是可取的 ,此研究结果也与 A Corset2
ti [24 ]等一致。

4 　结　语

作者以内蒙古伊盟地区采集的 6 份酸粥发酵

液作为乳酸菌分离源 ,采用 15、30、45 ℃3 个不同

温度对乳酸菌进行了分离 ,采用 16S rRNA 序列分

析的方法对所有菌株进行了种属鉴定 ,并且还对 30

℃分离株采用传统形态学特征和生理生化特性分

析方法对其种属特性进行了进一步的分析。作者

共分离出 18 株乳酸菌 ,其中 15 ℃分离出 7 株 ,30

℃分离出 6 株 ,45 ℃分离出 5 株 ,全部为乳杆菌属 ,

干酪 乳 杆 菌 ( L1 casei ) 8 株 , 植 物 乳 杆 菌

( L1 pl ant arum) 2 株 ,短乳杆菌 (L1 brev is) 3 株 ,发酵

乳杆 菌 ( L1 f erment um ) 1 株 , 瑞 士 乳 杆 菌

( L1 hel veticus) 4 株。传统方法对 30 ℃分离株的鉴

定结果与其一致。

中温性乳酸菌以干酪乳杆菌为优势菌 ,其次为

短乳杆菌 ;高温性菌株则以瑞士乳杆菌为优势菌。
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