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摘 � 要: 作者从 4种自然发酵肉制品中分离出 112株乳酸菌,通过考察菌株的发酵特性和耐受性,

最终获得一株性能优良的菌株 T 1�1。该菌株在添加8 g/ dL NaCl和 150 mg / kgNaNO 2的 MRS培

养基中生长良好,并且能耐受 80 � 水浴 10 min。通过生理生化鉴定和 16S rRNA 序列分析, 该菌

株为植物乳杆菌。
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Selection and Identif ication of Lactic Acid Bacteria Strains

for Fermented Meat Starter Cultures
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Abstract: In this study , 112 lact ic acid bacteria st rains w er e isolated fr om four kinds o f tradit ional

fermented meats. Through the study of fermentat ion propert ies and st rain tolerance, the str ain

T 1�1 w as selected w hich g row n w ell in MRS broth w ith 8 g/ dL NaCl and 150 mg / kg NaNO2 , and

show ed a high ability to surviv e at 80 � water bath af ter 10 min. T hen the st rain w as identif ied

as L actobacil lus p lantarum by using physiolog ical�biochemical characterist ics and 16S rRNA

sequence.
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� � 发酵肉制品是指盐渍肉在自然或人工控制条

件下, 借微生物发酵作用产生具有特殊风味、色泽

和质地及具有较长保存期的肉制品
[ 1]
。使用发酵

剂生产发酵肉制品可以缩短生产周期、提高产品的

质量稳定性, 因此选育优良的微生物菌种作为发酵

剂是发酵肉制品加工的关键。目前, 欧美国家已利

用发酵剂大规模生产发酵肉制品, 它们色香浓郁、

风味独特,为消费者所接受,市场潜力巨大[ 2- 3] 。我

国是一个肉类产销大国,全国各地都有一些名优的

发酵肉制品,如浙江金华火腿、哈尔滨风干肠等,但

都属于自然发酵, 其生产存在着加工周期长、产品

质量不稳定等问题; 而关于微生物定向接种的发酵

肉制品的研究和开发还属于一个新型的领域, 对发

酵剂的开发研究、如何缩短发酵周期、开发更多种

类的发酵肉制品等方面的研究还很少。作者从埃

及色拉米香肠中分离筛选出一株优良的乳酸菌菌



株 T 1�1,它具有良好的发酵特性和工艺耐受性, 将

其用作发酵剂来制备发酵肉制品,可能赋予产品特

殊的风味,为丰富我国的肉类消费市场打下基础。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
埃及色拉米香肠、哈尔滨风干肠、金华火腿、宣

威火腿。

1� 2 � 主要仪器设备
Bausch & Lomb显微镜: 日本制造; SCL�1300

型垂直流洁净工作台:北京赛伯乐实验仪器有限公

司制造; SL�N 电子天平:上海民桥精密科学仪器有

限公司制造; DNP�9162型电热恒温培养箱: 上海精

宏实验设备有限公司制造; YSQ�LS�SII 全自动立
式电热压力蒸汽灭菌锅:上海博逊实业有限公司医

疗设备厂制造; pB�10 pH 计:赛多利斯科学仪器(北

京)有限公司制造。

1� 3 � 培养基
1) MRS液体和固体培养基 [ 4] : 乳酸菌筛选时

在 MRS 固体培养基中加入 0� 3 g / dL 的 CaCO 3。

2) 耐盐培养基: M RS 液体培养基中分别添加

0、2、4、6、8 g/ dL 的 NaCl。

3) 耐亚硝酸盐培养基: MRS 液体培养基中添

加 0、100、150 mg / kg 的 NaNO2。

4) 产黏培养基: M RS 固体培养基, 用 5 g/ dL

蔗糖替代葡萄糖。

5) 生物胺检测培养基、葡萄糖产气培养基、产

硫化氢培养基、蛋白酶检测培养基、脂肪酶检测培

养基:见文献[ 4- 5]。

1� 4 � 筛选标准
用于发酵肉制品的乳酸菌菌株, 应该具有不产

生生物胺、至少耐受 6 g/ dL N aCl 和 100 mg/ kg

NaNO 2、不产黏液、发酵葡萄糖不产气、不产 H 2 S、

产酸速度快( 40 h 左右把培养基的 pH 降至 5� 0以
下)、能抑制大肠杆菌和金黄色葡萄球菌等特

点
[ 6- 8]
。

1� 5 � 试验方法
1� 5� 1 � 样品处理 � 在无菌条件下分别取各样品 25

g ,切碎, 加入到 225 mL 的无菌生理盐水(含 0� 85
g / dL N aCl)中,振荡均匀。再取 1 mL 加入到 9 mL

0� 85 g/ dL 无菌生理盐水中,即成 10�2稀释度,根据

需要再依次制成不同的稀释度。

1� 5� 2 � 乳酸菌的分离 � 选取合适的稀释度, 取 1

mL 上清液放在无菌平板中, 倒入含 0� 3 g/ dL Ca�
CO3的 MRS 固体培养基约 15 mL, 混匀, 凝固后置

于 37 � 培养 48 h。挑取产生碳酸钙溶解圈的单菌

落反复划线,直至获得纯的菌株。对纯菌株进行革

兰氏染色、菌体形态观察、过氧化氢酶活性测定以

及乳酸的定性检测(纸层析)实验 [ 9]。选择 G+ 、接

触酶阴性、与标准乳酸具有相同的纸层析 R f 值的

菌株保藏,置于- 20 � 备用。
1� 5� 3 � 优良菌株的初筛

1) 生物胺检测试验: 将新鲜的菌株接种于生物

胺检测液体培养基中, 每管分别加盖一层厚约 4~ 5

mm 的灭菌液体石蜡, 37 � 培养 24~ 72 h。分别在

24、48、72 h时观察试管中颜色的变化,变紫红色者

为阳性,变黄色者为阴性。

2) 耐受性试验: 以 1%的接种体积分数将菌株

分别接种于耐盐培养基和耐亚硝酸盐培养基中,通

过活菌计数比较其生长情况。

3) 产黏试验:将菌株在产黏培养基平板上划线

培养, 37 � 、48 h后挑取菌落直接观察。

4) 发酵葡萄糖产气试验、产 H 2 S试验、蛋白酶

和脂肪酶检测试验:见文献[ 4]。

5) 产酸特性:以 1%的接种体积分数将菌株接

种在 MRS液体培养基中, 37 � 培养 24、48 h 后测

定发酵液的 pH 值。

6) 抑菌试验: 将敏感指示菌( 6株金黄色葡萄

球菌和 3株大肠杆菌)在适宜的液体培养基上活

化,新鲜培养过夜, 梯度稀释; 取稀释至约 10
6
cfu/

mL 的新鲜培养的指示菌 1 mL 于平板中,倾倒熔化

并温热的固体培养基 10~ 15 mL 与指示菌液混匀。

将平板打开盖,使无菌空气流通约 10 min左右。将

牛津杯轻轻放置于平板上, 将菌悬液 150 �L 加入

牛津杯后于 4 � 冰箱中扩散过夜,然后 37 � 培养

24~ 48 h 观察抑菌圈的出现。

1� 5� 4 � 优良菌株的复筛 � 将初筛选出的菌株以
1%的接种体积分数接入 MRS + 8 g/ dL NaCl +

150 mg/ kg NaNO 2中, 37 � 培养 48 h,每 4 h 测定

菌液的 pH 值以及 48 h时的活菌数,比较各菌株的

生长情况。由于生产后期需要通过喷雾干燥法将

菌株制成发酵剂,所以筛选出的菌株应具有一定的

温度耐受性。将菌株以 1%的接种体积分数接入到

MRS 培养基中, 37 � 培养 24 h 后, 80 � 水浴 10

m in,通过考察水浴前后的活菌数比较各菌株的温

度耐受性。

1� 5� 5 � 优良菌株的鉴定
1) 菌株形态学观察、生理生化试验: 经过多次

纯化,在光学显微镜下观察菌体形态, 确定得到纯

种后, 对筛选得到的菌株进行生理生化试验, 18~
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72 h后观察并记录现象,参照�常见细菌系统鉴定

手册�[ 10]和�乳酸细菌分类鉴定及实验方法�[ 4] 中相
应的指标进行初步比对鉴定。

2) 16S rRNA 分子生物学鉴定: 细菌基因组

DNA 的提取用试剂盒(天根生化科技有限公司产

品)进行。以抽提的 T1�1细菌 DNA 组作为 PCR

扩增的模板, 用于 16S rRNA PCR扩增的引物为一

对通用引物, 正向引物: Lpw57 ( 5��AGT T TG

AT C CTG GCT CAG�3�) ; 反向引物: Lpw205( 5��
CT T GT T ACG ACT TCA CCC�3�) [ 11]。PCR 反

应体系( 25 �L)为: 10 � Buffer 2� 5 �L、模板 DNA 1

�L、引物各 2� 5 �L、dN TP 2 �L、Taq DN A 聚合酶

0� 25 �L、dd H 2 O 14� 25 �L, 混匀 5 min。反应条

件: 94 � 预变性 5 m in, 94 � 1 min、43 � 30 s、72 �

1 min 30 s, 进行 30 个循环, 最后 72 � 延伸 10

m in
[ 12]
。PCR产物经 1 g/ dL 琼脂糖电泳分析后由

测 序 公 司 测 序。所 得 序 列 根 据 ht tp: / /

www� ncbi� nlm� nih� govP , 采用 BLAST 程序在

GenBank基因库中进行比对, 选取相似性较高的几

株菌株的 16S rRNA 序列, 用 MEGA 软件进行系

统发育树的构建。

2 � 结果与分析

2� 1 � 优良菌株的初筛结果
从 4种样品初步分离出的112株可疑乳酸菌中

筛选出 21株 G
+
、接触酶阴性的乳酸菌, 其中菌株

T 1�1、T1�3、T 1�5、T1�9、T1�11、T 1�13、T 1�15、T1�

18、T 1�21来源于埃及色拉米香肠, T 2�2、T 2�5、T2�

6、T2�10、T2�17来源于哈尔滨风干肠, T3�1、T 3�4、
T 3�5来源于浙江金华火腿, T 4�2、T 4�4、T4�8、T4�

12来源于云南宣威火腿。21 株菌均能耐受 100、

150 mg/ kg NaNO 2和 2、4 g/ dL NaCl, 19株菌能耐

受 6、8 g/ dL NaCl。在这 19株菌中, 有两株菌产组

氨酸脱羧酶, 其他 17 株均为阴性, 它们均不产黏

液、发酵葡萄糖产酸不产气、不产硫化氢, 产酸速度

快, 40 h 内能把 pH 值降至 5� 0以下; 而其中有 15

株菌都能很好地抑制 3株大肠杆菌及 6株金黄色葡

萄球菌的生长。这 21株乳酸菌的具体特性见表 1。

表 1 � 21 个分离菌株的发酵特性

Tab. 1� Fermented characteristics of twenty�one isolated strains

耐 100 mg/ kg

NO2�
耐 150 mg/ kg

NO 2�
耐 2 g/ dL

NaCl

耐 4 g/ dL

NaCl

耐 6 g/ dL

NaCl

耐 8 g/ dL

NaCl

不具有

氨基酸

脱羧酶

不产

黏液

不产

气

不产

硫化氢

产酸

快

抑制

金黄色

葡萄球菌

抑制

大肠

杆菌

T 1�1 + + + + + + + + + + + + +

T 1�3 + + + + + + + + + + + + +

T 1�5 + + + + + + + + + + + + +

T 1�9 + + + + + + + + + + + + +

T1�11 + + + + + + - + + + + - +

T1�13 + + + + + + + + + + + - -

T1�15 + + + + + + + + + + + + +

T1�18 + + + + - - + + + + + + -

T1�21 + + + + + + + + + + + + +

T 2�2 + + + + + + + + + + + - +

T 2�5 + + + + + + + + + + + + +

T 2�6 + + + + + + + + + + + + +

T2�10 + + + + + + + + + + + + +

T2�17 + + + + + + - + + + + - -

T 3�1 + + + + + + + + + + + + +

T 3�4 + + + + + + + + + + + + +

T 3�5 + + + + + + + + + + + + +

T 4�2 + + + + + + + + + + + + +

T 4�4 + + + + - - + + + + + + +

T 4�8 + + + + + + + + + + + + +

T4�12 + + + + + + + + + + + + +
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2� 2 � 优良菌株的复筛结果
2� 2� 1 � 菌株在添加 8 g/ dL NaCl 和 150 mg/ kg

NaNO 2的 MRS液体培养基中的生长情况 � 发酵肉

制品具有低 pH 值、低水分及高含盐量的特点。

NaCl在发酵香肠中的初始添加量通常为 2� 5~ 3 g/

dL, 在成熟后期可达到 15% [ 7] ;在加工过程中, 起发

色和抑菌作用的主要是亚硝酸钠,添加质量浓度可

达到 150 mg/ kg
[ 6]
。因此, 在 MRS 液体培养基中

添加8 g/ dL NaCl和 150 mg/ kgN aNO 2简单模拟发

酵肉制品,以 1%(活菌数约 10
3
cfu/ mL)的接种体

积分数接入培养基中, 比较各菌株的生长情况。结

果发现,在初筛选出的 15株菌中, 有 6 株菌在培养

48 h后液体培养基变浑浊,平板计数后测得的活菌

数增加到 108cfu/ mL, pH 值下降到 5� 0以下,其余

菌株都没有明显变化。这 6 株菌 48 h 的 pH 值变

化见图 1。

图 1� 不同菌株在含有 8 g/ dL NaCl、150 mg/ kg NaNO2

的 MRS液体培养基中 pH值的变化

Fig. 1 � Changes of pH in MRS broth with 8 g/ dL NaCl

and 150 mg/ kg NaNO2

� � 由图1可以看出,这 6株菌的产酸能力都较强,

培养至 48 h 时 pH 值均在 5� 0以下。但在培养过
程中,菌株 T1�1下降的速度最快,并且最终 pH 值

达到 4� 10,显著低于其他 5 株菌的终 pH 值( p �

0� 5)。
2� 2� 2 � 菌株的短时耐高温能力 � 在后期发酵剂的
制备过程中拟采用喷雾干燥法,这就要求所筛选的

菌株具有一定的温度耐受性。喷雾干燥法干燥速

率快、时间短,所以菌株只需耐受较短时间的高温;

又由于干燥过程分恒速率干燥(物料表面温度 45

� )和降速率干燥(粉末温度 80~ 100 � ) [ 13] 两个阶

段。为此, 作者通过考察 6 株菌在 80 � 水浴 10

m in前后的活菌数来比较它们的耐高温能力, 结果

见图 2。

图 2� 不同菌株在 80 � 水浴 10 min前后活菌数变化

情况

Fig. 2� Changes of cfu in 80 � water bath 10 min

� � 由图 2可以看出, 高温对菌株生长有着显著的

影响,不同菌株在经过 80 � 水浴 10 m in 后活菌数

都明显降低, T 1�3、T 2�6几乎检测不出活细胞, T1�
9、T2�5、T3�5的活菌数为 102cfu/ mL, T 1�1 的耐高
温能力最强,活菌数为 104 cfu/ mL。统计结果分析

表明, 6株菌之间的差异显著( p � 0� 5)。
由此可见,菌株 T 1�1(来自埃及色拉米香肠)在

模拟发酵肉制品的 MRS 液体培养基中生长良好,

并且具有短时耐高温能力,可以选作发酵剂的微生

物菌株。

2� 3 � 优良菌株的鉴定
2� 3� 1 � 表型特征 � 菌株 T 1�1 来源自埃及色拉米
香肠,为革兰氏阳性菌。37 � 培养 24 h 后, M RS

液体培养基变浑浊, 在 MRS 固体培养基中生长良

好,菌落斜嵌于培养基内的呈菱形, 生长在表面的

呈规则的圆形, 白色扁平。在显微镜下观察发现,

该菌株粗短, 有时成对出现或成链状, 菌体形态特

征见图 3。

图 3 � 菌株 T1�1 的菌体形态特征

Fig. 3� Morphological characteristics of strain T1�1

2� 3� 2 � 生化特征 � 菌株 T 1�1 的生理生化试验结
果见表 2。
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表 2 � 菌株 T1�1 的生理生化特征

Tab. 2 � Physiological�biochemical characteristics of strain

T1�1

项目 结果 项目 结果 项目 结果

山梨醇 + 乳糖 + 棉子糖 +

甘露醇 + 木糖 + 葡萄糖 +

葡糖酸盐 + 半乳糖 + 纤维二糖 +

水杨素 + 鼠李糖 - 麦芽糖 +

苦杏仁苷 + 松三糖 + 蔗糖 +

核糖 + 阿拉伯糖 + 甘露糖 +

果糖 + 蜜二糖 +

� 注: � + �表示阳性反应; � - �表示阴性反应。

� � 根据菌株 T 1�1的表型特征和生理生化特征,

并参考�常见细菌系统鉴定手册�和�乳酸细菌分类

鉴* 定及实验方法�, 初步鉴定该菌株可能为植物

乳杆菌。

2� 3� 3 � 16S rRNA 序列分析 � 通过 16S rRNA 分

析 所 得 的 菌 株 T1�1 序 列 根 据 ht tp: / /

www� ncbi� nlm� nih� govP 上 的 BLA ST 程序在

GenBank基因库中比对为植物乳杆菌, 相似度达

99%。选取相似性较高的几株菌的 16S rRNA 序

列,用 MEGA 软件进行系统发育树的构建, 结果见

图 4。

� � 由图 4 可知, 菌株 T1�1与植物乳杆菌和戊糖
乳杆菌的同源关系最为接近。参照文献[ 14- 15] ,

目前发酵肉制品中常用的乳杆菌有植物乳杆菌、清

酒乳杆菌、嗜酸乳杆菌、弯曲乳杆菌等, 结合糖醇发

酵试验结果,鉴定菌株 T1�1为植物乳杆菌。

图 4� 菌株 T1�1 的系统发育树

Fig. 4� Phylogenetic tree of strain T1�1
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一般耐高温菌株的筛选都是通过比较菌株在

不同培养温度下的生长情况来进行的, 例如崔国艳

等[ 16] 从青贮玉米饲料等样品中筛选出一株耐高温

的德氏乳杆菌, 它的最适发酵温度为 60 � 。而喷
雾干燥法干燥速率快、时间短, 所以菌株只需耐受

较短时间的高温。为此, 作者通过考察菌株在 80

� 水浴 10 min前后的活菌数来比较它们的耐高温

能力,以减少高温对菌株的过多损害。

另外,我国的发酵肉制品大多属于自然发酵,

而关于微生物定向接种生产发酵肉制品的研究也

只有 20年的时间[ 2] , 并且大多数菌株的筛选来源

为国内的自然发酵肉制品。例如, 卢士玲等[ 17] 从发

酵香肠、腊肉和金华火腿中分离筛选出 2株德氏乳

杆菌。而作者所筛选的菌株 T 1�1 分离自埃及色拉
米香肠中, 具有良好发酵特性和耐受性, 将其用作

肉品发酵剂,可能赋予我国传统发酵肉制品特殊的

风味,具有潜在的开发价值。
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