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酸马奶酒中微生物的分离鉴定及抗菌特性的研究
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摘　要: 从内蒙古锡盟不同地区采集 15份酸马奶酒样品,经分离纯化、归属种鉴定,并单菌发酵液经调 pH 值、蒸

发酒精、浓缩后,对李斯特杆菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌进行抑菌研究。结果表明,酸马奶酒是由多种乳酸菌和

酵母菌共同发酵的乳饮料。其中乳酸菌中有球菌 5个属,杆菌 6个属,酵母菌 6个属。乳酸菌中有 9株乳球菌和 12

株乳杆菌对李斯特杆菌有抑制作用,对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌无抑制作用。酵母菌中有 4株对大肠杆菌有抑

菌作用,其中有 2株同时对金黄色葡萄球菌有抑制作用,对李斯特杆菌无抑制作用。
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　　酸马奶酒一种古老乳饮料,公元前 5 世纪就流

行于欧洲的塞西亚部落。千百年来,以其营养、健康、

医疗和独特的风味一直为人们所喜爱,至今东欧、蒙

古国以及我国的内蒙古、新疆地区盛兴不衰。

酸马奶酒具有驱寒、活血、舒筋、消食、健胃等功

能。利用酸马奶酒治疗结核病首创于前苏联,目前东

欧各国也建立了几百个酸马奶酒疗养院。内蒙古锡

盟蒙医研究所也对包括肺结核、胃肠病、高血压、高

血脂等多种疾病作了大量的临床研究,但仍局限于

临床治疗效果[ 1 ]。酸马奶酒中有哪些微生物,产生什

么代谢产物,能起到较强的抑菌作用,未见报道。本

研究探讨了酸马奶酒中的微生物种类及其抗菌特

性,为酸马奶酒抗菌因子的研究奠定基础。

1　材料与方法

111　试验材料

11111　样品来源

采自内蒙古锡林郭勒盟锡林浩特市、正兰旗、阿

旗等不同地区马奶样品 15个。

11112　培养基及试剂

M R S、LB、BLB、T PY 及各种糖培养基购于美

国 D ifco 公司, 按照文献 [ 2, 5 ]方法配制; BL 培养

基、马铃薯葡萄糖培养基购于日本荣研化学株式会

社; PDA、Gondkow a 氏培养基按文献[3 ]配制。

11113　标准菌株

金黄色葡萄球菌 (Staphylococcu s au reu s)、致

病 性大肠杆菌 ( E scherich ia. Co li)、李斯特菌

( L isteria )、保 加 利 亚 乳 杆 菌 JCM 1002

(L actobacillu s. )、嗜 酸 乳 杆 菌 A TCC4356 (L.

acidoph ilu s)、肠膜明串珠菌乳脂亚种A TCC9254

(L eucono stoc m esen teo ides sub sp. C rem o ris)、乳

球 菌 乳 酸 亚 种 IFO 12007 (L actococcu s L act is

Sub sp. L act is)由内蒙古农业大学动物科技学院提

供。

11114　仪器设备

显微镜、分光光度计、真空冷冻干燥机、旋转蒸

发仪、超净工作台、150型大厌氧罐。

112　试验方法

11211　乳酸菌的分离及纯化

将样品划线接种于BL 琼脂平板上, 30 ℃和 37

℃厌氧培养 48 h,挑取单个菌落, BL 琼脂培养基高

层柱状穿刺制成纯培养物, 4 ℃冰箱保存备用。纯培

养物做革兰氏染色和过氧化氢酶试验,如果革兰氏

染色阴性,过氧化氢酶试验阳性,则初步鉴定为乳酸

菌。穿刺接种于M R S半固体培养基中 37 ℃培养 24

h～ 48 h 后,保存在 4 ℃环境下备用。

11212　酵母菌的分离培养与纯化

样品接种于 PDA 培养基上, 28 ℃培养 36 h,取

可疑酵母菌菌落制成纯培养物,置 4 ℃冰箱中备用。

11213　乳酸菌属种的鉴定

按文献[2, 4, 6, 7, 8 ]介绍的方法进行。鉴定程序

及项目见图 1。
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图 1　乳酸菌鉴定程序及实验项目

F ig. 1　 Iden tificat ion p rocedu re and test ing item s of lact ic bacteria

　

11214　酵母菌的鉴定

按文献 [ 3 ]的方法进行, 鉴定程序及项目见图

2。

图 2　酵母菌鉴定程序及实验项目

F ig. 2　 Iden tificat ion p rocedu re and test ing

item s of yeast

　

11215　乳酸菌的抑菌实验

对乳酸菌进行活化培养,对培养液和菌体分别

调整 pH 值,浓缩后,用纸片法和牛津杯法, 对金黄

色葡萄球菌、大肠杆菌、李斯特菌做抑菌实验。

11216　酵母菌的抑菌实验

对分离到的酵母菌进行活化培养、对培养液和

菌体分别调整 pH 值,蒸发酒精、浓缩后, 同样对上

述 3种指示菌做抑菌程度实验。

2　结果与分析

211　酸马奶酒中乳酸菌的分离及归属种鉴定

根据文献[2, 4 ]的方法,本项研究共分离到乳酸

菌 53株。经革兰氏染色、形态观察,首先将 53株乳

酸菌分为杆菌和球菌两大类。然后鉴定杆菌、球菌。

21111　乳酸菌球菌属种的鉴定

本项实验以嗜热连球菌 (13957)和乳球菌乳酸

亚种 (12007)作为标准菌株对照, 对革兰氏染色阳

性、过氧化氢酶阴性的无芽胞球菌进行了鉴定。实验

结果见表 1、表 2。表中H 1- 1和未列入表中的 11株

菌, 葡萄糖产气实验均为阴性, 为同型发酵的乳酸

菌,能在 615%N aC l、pH 418、pH 916等环境中生长,

在 10 ℃和 45 ℃温度下均能生长,而且均具有耐热

性等,实验结果符合文献[2 ]中所介绍的粪肠球菌的

生物学特性,因此定为粪肠球菌; 表中 H 1- 2两株菌

能分解葡萄糖进行异型乳酸发酵。不能在 615%

N aC l、pH 418、pH 916等环境中生长,在 10℃温度下

生长,在 45 ℃温度下不生长,但具有耐热性,能从葡

萄糖形成葡聚糖。实验结果符合文献[4, 6 ]中肠膜明

串珠菌葡聚糖亚种。表中H 1- 3共 3株菌,在 10 ℃温

度、pH 916 和 pH 418 生长,具有耐热性, 但在 45 ℃

温度下, 615%N aC l不生长。实验结果符合文献[6～

8 ]中所介绍的乳酸乳球菌乳亚种,因此归属于乳酸

乳球菌乳亚种。表中H 1- 4共两株菌不分解葡萄糖产
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气、不能在 615%N aC l、pH 916 的环境下生长, 能在

10 ℃和 45 ℃温度下生长,具有耐热性,能水解精氨

酸。试验结果符合文献[4 ]中所介绍的坚强肠球菌的

生物学特性,因此归属于坚强肠球菌。表中的H 1- 5

菌株呈链状,不分解葡萄糖产气,不能在 10 ℃温度

下, 615%N aC l环境中, pH 916 和 pH 418 环境中生

长,但能在 45 ℃温度下生长,能使 1%美兰还原、精

氨酸水解,具有耐热性,根据文献[ 4, 6 ]归为链球菌

属。

表 1　乳酸菌球菌属种的鉴定结果

T ab le 1　R esu lts of iden tificat ion on lactococcus

菌株号 H 1- 1 H 1- 2 H 1- 3 H 1- 4 H 1- 5

细胞形态
散在、

球状

散在、

球状

散在、

球状

成双、

椭圆

成双或

链状

葡萄糖产气 - + - - -

苹果酸分解 + - - - -

10 ℃生长 + + + + -

45 ℃生长 + - - + +

1%美兰还原 + - - + +

耐热性 + + + + +

615%N aC l生长 + - - - -

pH 916生长 + - - - -

pH 418生长 + - + + -

精氨酸水解 + - + + +

明胶液化 - - - - -

葡聚糖产生 - + + ö ö

　　注:“+ ”表示有反应,“- ”表示无反应

　　从球菌鉴定过程中发现,多数菌株既能在 10 ℃

生长,也能在 45 ℃生长,这与标准菌株不同,分离株

生长温度范围广,可能与分离乳样环境变化有关。由

于牧区牧民家庭制作酸马奶酒的环境不是恒温状

态,这样马奶酒中的菌逐渐适应环境,形成了这种在

广泛温度范围内生长的特性。另外分离株均具有耐

热性,这也是这次分离株所具有的特征。这与分离源

酸马奶酒所处的环境有关。是对环境适应的结果。

21112　乳杆菌属种的鉴定

本实验以保加利亚乳杆菌德氏亚种 JCM 1002

和嗜酸乳杆菌A TCC4356为标准菌株对照,对革兰

氏阳性、过氧化氢酶阴性的无芽胞杆菌进行了鉴定,

实验结果见表 3、表 4。表 3中所列菌株和未列表中

的菌株H 2- 1共 4株菌分解葡萄糖产气,进行异型乳

酸发酵。能在 15℃和 45℃环境中生长,实验结果符

合文献[4, 6 ]中所介绍的旧金山乳杆菌生物学特性。

所以归为旧金山乳杆菌。表中 H 2- 2共 8 株, H 2- 3,

H 2- 4共 5株, H 2- 5分解葡萄糖不产气,均能在 15 ℃

和 45 ℃环境中生长,但是对 27种糖分解利用的能

力不同, 结合文献 [ 2, 4, 6 ]对乳杆菌属种特性的描

述,上述 4种菌株分别归于干酪乳杆菌干酪亚种、同

型腐酒乳杆菌、夏普乳杆菌、詹氏乳杆菌。表中H 2- 6

菌株分解葡萄糖产气,在 15 ℃和 45 ℃环境中生长,

且能利用甘露糖和果糖,符合文献[4, 6 ]中所介绍的

绿色乳杆菌的生物学特性,归为绿色乳杆菌。本次研

究分离到的乳杆菌在 15 ℃和 45 ℃均能生长。

表 2　乳酸菌球菌糖发酵实验结果

T ab le 2　R esu lts of ferm en tat ion of lactococcus on sugar

　　糖 H 1- 1 H 1- 2 H 1- 3 H 1- 4 H 1- 5

阿拉伯糖 - - - - -

木糖 - + - - -

鼠李糖 - - - - -

核糖 + + + + +

葡萄糖 + + + + +

甘露糖 + + + + +

果糖 + + + + +

半乳糖 + + + + +

庶糖 - + - + -

麦芽糖 + + + + +

纤维二糖 + + + + +

乳糖 + - + + +

蕈糖 + + + + +

蜜二糖 + + - - -

棉子糖 - + - - -

松本糖 - - - + -

糊精 - + + + +

淀粉 - - - - -

糖原 - + - - -

菊粉 - - - - -

甘露醇 - - - + -

山梨醇 - + - + -

肌醇 - + - - -

七叶苷 + + + + +

水杨苷 + + + + +

扁桃苷 - + + + +

A2甲基葡萄糖苷 - + - - -

表 3　乳酸菌杆菌属种的鉴定结果

T ab le 3　R esu lts of iden tificat ion on lactobacillu s

　 菌株号 H 2- 1 H 2- 2 H 2- 3 H 2- 4 H 2- 5 H 2- 6

细胞形态
散在、

短杆

成双、

短杆

成双、

短杆

成双、

短杆

弯曲、

长杆

散在、

粗短

过氧化氢酶 - - - - - -

葡萄糖产气 + - - - - +

苹果酸分解 + + + + - +

15 ℃生长 + + + + + +

45 ℃生长 + + + + + +

产乳酸特性 0157 111 0146 0126 0121 0163

　　注:“+ ”表示实验有反应,“- ”表示无反应
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表 4　乳杆菌属糖发酵实验结果

T ab le 4　R esu lts of ferm en tat ion of lactobacillu s on sugar

糖名称 H 2- 1 H 2- 2 H 2- 3 H 2- 4 H 2- 5 H 2- 6

阿拉伯糖 - - - - - -

木糖 - - - - - -

鼠李糖 - - - - - -

核糖 - + + - - -

葡萄糖 + + + + + +

甘露糖 - - + - + +

果糖 - + + + + +

半乳糖 + + + + + +

庶糖 + + - + + +

麦芽糖 - - - + + +

纤维二糖 - + - + + +

乳糖 + + - + - +

蕈糖 - + - + - -

蜜二糖 - - - - - -

棉子糖 - - - - + -

松三糖 + + - - - -

糊精 - - - - + -

淀粉 - - - - - -

糖原 - - - - - -

菊粉 - - - - - -

甘露醇 + + + + + -

山梨醇 - - - + - -

肌醇 - - - - - -

七叶苷 - + + + - -

水杨苷 - + + + - -

扁桃苷 + + + + + +

A2甲基葡萄糖苷 - - - - - -

212　酸马奶酒中酵母菌的归属鉴定

酸马奶酒中酵母菌归属鉴定结果见表 5。表中

可以看出酵母菌形态有多种,多数呈椭圆形,还有圆

形和柠檬形。18株酵母菌中, H 3- 1共 2株为毕赤氏

酵母属、H 3- 2共 2 株为娄德酵母属、H 3- 3共 8 株为

厚壁孢酵母属、H 3- 4共 3 株为假丝酵母属、H 3- 5为

酒香酵母属, H 3- 6共 2株为克勒克酵母属。

213　乳酸菌的抑菌实验

对分离鉴定的乳酸菌 39株分别做了对李斯特

菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌的抑菌实验。20株球

菌中有 9 株有抑菌作用, 其中 H 1- 1和 H 1- 2对李斯

特菌抑菌作用较强,抑菌圈直径达 20 mm ; 19 株杆

菌中有 12株对李斯特菌均有抑制作用。其中H 2- 1

抑菌作用较强,抑菌圈直径达 19 mm。见图 3。

图 3　乳酸菌抑制李斯特菌

F ig. 3　Pho to of inh ib ito ry effect of

lact ic bacteria on L isteria

　

39 株乳酸菌对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌均

无抑制作用。

表 5　酵母菌归属鉴定结果

T ab le 5　R esu lts of iden tificat ion on yeast

菌号 H 3- 1 H 3- 2 H 3- 3 H 3- 4 H 3- 5 H 3- 6

繁

殖

特

性

细胞形态 椭圆 椭圆 柠檬形 圆形 椭圆 椭圆

有隔 有假菌丝 椭圆 椭圆 有假菌丝 无假菌丝

真菌丝 无假菌丝 有隔

真菌丝

无性繁殖 芽殖 芽殖 芽殖 芽殖 芽殖 芽殖

生长缓慢

子囊孢子 1- 2个圆形 1- 2个光滑圆印圆 1个印圆 无 无 无

掷孢子 - - - - - -

硝酸盐还原 - - - - - -

类淀粉物质生成 - - 　- ö + - 　- ö + - - -

葡萄糖发酵 + + + + + +

脲酶 - - - - - -

214　酵母菌的抑菌作用

18 株酵母菌有 4 株酵母菌对大肠杆菌有明显

的抑制作用, 形成了透明的抑菌圈, 且直径在 15

mm 以上。见图 4。它们是酒香酵母属 1株,娄德酵

母属 1株,克勒克酵母属 1 株,厚壁孢酵母属 1 株。

其中克勒克和厚壁孢酵母属的 2株菌同时对金黄色

葡萄球菌也有一定抑制作用,但是抑菌圈并不完全

透明, 圈内还有菌落生长, 涂片革兰氏染色镜检圈
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内、外两种菌形态完全一致,经分析,可能是该金黄

色葡萄球表现出了较强的抗性。18株酵母菌对李斯

特菌无抑制作用。

图 4　酵母菌抑制大肠杆菌

F ig. 4　Pho to of inh ib ito ry effect of

yeast on E. co li

　　从酸马奶酒中分离得到的乳酸菌和酵母菌对 3

种指试菌的单发酵抑菌试验,得到初步的抑菌特性,

是什么物质起抑菌作用和进一步分离提纯有待研究。

3　结　论

1) 研究酸马奶酒中的微生物,发现酸马奶酒是

多种乳酸菌和酵母菌共同发酵的含酒精乳饮料。

2) 从内蒙古锡盟不同地区采集的 15份酸马奶

酒中共分离到 53株乳酸菌,经纯化、鉴定,有 20株

是乳酸菌球菌,分别是粪肠球菌 11株; 肠膜明串珠

菌葡聚糖亚种 2株;乳酸乳球菌乳亚种 3株;坚强肠

球菌 2株;链球菌属 2株。

3) 酸马奶酒中乳酸菌杆菌有 19株,分别归为 6

个属种,其中旧金山乳杆菌 4株;干酪乳杆菌干酪亚

种 8株; 同型腐酒乳杆菌 1 株; 夏普乳杆菌 5 株; 詹

氏乳杆菌 1株。

4) 酸马奶酒中分离的乳酸菌球菌 9株,杆菌 12

株, 对李斯特菌有抑菌作用, 抑菌圈直径高达 20

mm。对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌均无抑制作用。

5) 酸马奶酒中分离得到的酵母菌中有 4 株对

大肠杆菌有明显抑菌作用,直径在 10 mm 以上,其

中有 2株同时对金黄色葡萄球菌有抑制作用。酵母

菌对李斯特菌无抑制作用。
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Isola tion , Iden tif ica tion and An ti-Bacter ia Function of M icroorgan ism s

From Koum iss
He Yinfe ng , L i S ha oy ing , M u Zhishe n , W a ng L iyun, S hua ng J ie , W u J ing , Zha o M e ix ia

(D ep artm en t of F ood S cience and E ng ineering , Inner M ong olia U n iversity of A g ricu ltu re, H uhhot 010018, Ch ina)

Abstract: T he koum iss is a k ind of ferm en ted m ilk drink by m u lt i2m icroo rgan ism s. M icroo rgan ism s are

iso la ted from 15 koum iss sam p les of pasto ra l a rea in X ilin Guo le. A cco rd ing to the m o rpho log ica l

characterist ics and b iochem ica l reacton and sugar ferm en ta t ion characterist ics, they respect ively belonged

to L actococcu s 5 genu s, L actobacillu s 6 genu s, yeasts 6 genu s. It is a lso found tha t som e m icroo rgan ism s

have inh ib ito ry effect on the grow th of L isteria, S. au reu s and E. co li. N ine stra in s of L actococcu s and 12

stra in s of L actobacillu s have the inh ib ito ry effect on L isteria, bu t do no t have the inh ib ito ry effect on E.

co li and S. au reu s. Fou r st ra in s of yeasts have the inh ib ito ry effect on E. co li, tw o stra in s of them have

the inh ib ito ry effect of S. au reu s, m eanw h ile , bu t do no t have the inh ib ito ry effect on the L isteria.

Key words: koum iss; m icroo rgan ism iso la t ion and iden t if ica t ion ; inh ib ito ry effect on bacteria
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