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川西高原传统发酵牦牛乳奶酪中乳酸菌多样性及
优良乳酸菌的筛选
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摘  要  为认识川西高原乳酸菌资源多样性，筛选高效乳酸菌菌种，以川西高原传统发酵牦牛奶酪为研究材料分离了70
株乳酸菌，纯培养以测定其生长曲线、耐酸能力、耐渗透压能力、耐胆盐能力、耐高温能力、产酸能力及拮抗肠道病原菌

能力，运用BOXA1R-PCR聚类分析川西高原乳酸菌多样性以及16S rRNA基因测序鉴定明确其系统发育学地位，并发酵

制作酸奶，对其进行感官评价. 筛选出4株耐酸、15株耐渗透压、3株耐胆盐、3株产酸强、4株耐高温、3株抗病原菌强的

优势菌株，BOXA1R-PCR聚类分析得70株乳酸菌分属于乳杆菌属（Lactobacillus）、乳球菌属（Lactococcus）和肠球菌

属（Enterococcus）3个属，其中乳杆菌菌属为优势菌属. 感官评价表明，RB5 + YA8处理下的酸奶得分最高. 综上，菌株

YA8综合性能最强，经生理生化和16S rRNA基因序列分析鉴定为干酪乳杆菌（Lactobacillus casei）. 本研究表明川西

地区传统自然发酵牦牛奶酪中的乳酸菌资源丰富，具有巨大的应用潜能. （图6 表5 参32）
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Abstract   To assess the diversity of lactic acid bacteria in traditional fermented yak cheese collected from the 
western Sichuan Plateau, Sichuan, China, 70 strains of lactic acid bacteria were isolated from it, and their acid, 
osmotic pressure, bile salt, and high-temperature resistance, as well as acid production ability, growth, and 
antagonistic ability against pathogenic bacteria were determined. The BOXA1R-PCR technique was used to 
analyze their diversity, followed by 16S rRNA gene sequencing of the representative strains for phylogenetic 
analysis. In addition, the quality of the fermented yogurt was evaluated using sensory assessment. Results 
indicated that among the isolates, four strains were acid-resistant, 15 were osmotic pressure-resistant, three 
were bile salt-resistant, three were strong acid-producing, four were high temperature-resistant, and three were 
strongly antagonistic against pathogenic bacteria. BOXA1R analysis clustered the 70 strains into 10 groups 
with 92% similarity. Based on 16S rRNA analysis, the isolates were identified as Lactobacillus, Lactococcus, 
and Enterococcus strains, with Lactobacillus being the dominant genus. The combination of strains RB5 and 
YA8 received the highest sensory evaluation score. Strain YA8 was identified as Lactobacillus casei based 
on physiological and biochemical analyses and 16S rRNA gene sequencing. The results reported here show 
abundant lactic acid bacteria in naturally fermented yak cheese in the western Sichuan Plateau, which have 
potential application prospects.
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乳酸菌（lactic acid bacteria，LAB）是一种主要在兼性

厌氧环境中生存，在胃肠道中易生存和定植，能够产酸抑制有

害病原菌生长，维持肠道的菌群平衡，提高机体免疫力的一类

益生菌 [1]. 而自然界中的乳酸菌数量庞大，种类繁多，不同地
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区不同气候孕育的乳酸菌种类也拥有着不同的优良性状 [2]. 我
国饲养牦牛的主要地域位于川西高原及青藏高原地区，由于

特殊的地理位置和气候条件，牦牛乳奶酪的营养价值丰富，内

含大量的蛋白质、氨基酸、乳糖和矿物质，其发酵产物中乳酸

菌资源丰富，益生性极高，是开发优良野生型乳酸菌的天然宝

库，具有相当大的研究价值 [3]. 
乳酸菌的性能决定了发酵乳制品的风味和营养价值，

因此，性能优良的乳酸菌资源的开发一直是乳品行业研究的

热点 [4].  李洋等人对青海地区采集的牦牛酸乳中乳酸菌进行

分离鉴定，得到一株耐胆盐的鼠李糖乳杆菌（Lactobacillus 
rhamnosus），在人工胃液中存活率为119.53%，在0.30%
胆盐中生长率为41.64% [5]. 张梅梅等人从西藏、云南的传统

牦牛酸乳中分离出26株乳酸菌，最终筛选得到5株产细菌素

的菌株 [6].  张岩等人从藏区传统牦牛酸乳中分离筛选，得到

适用于牦牛乳乳酪生产的复合菌株Z2和LD3 [7]. 陈孝勇等人

以抗人工胃液、胆盐中生长效率和细胞表面疏水性为筛选

指标，对西藏羊八井地区传统发酵牦牛酸乳中分离出的38
株乳酸菌进行体外筛选，最终获得屎肠球菌（Enterococcus 
faecium）、发酵乳杆菌（Lactobacillus fermentum）、耐久肠

球菌（Enterococcus durans）、植物乳杆菌（Lactobacillus 
plantarum）和干酪乳杆菌（Lactobacillus casei）等5株益生

特性较好的乳酸菌[8]. 然而，目前研究多数集中于青藏高原地

区牦牛乳酸菌的筛选，而川西高原的乳酸菌筛选及多样性报

道较少[9-11].  
本研究将从川西高原5个地区分别采集自然发酵的牦

牛奶酪，通过纯培养分离其中的乳酸菌进行筛选及鉴定， 
BOXA1R-PCR分析分离菌株的遗传多样性，16S rRNA基因测

序明确其系统发育地位，并发酵制作酸奶对其进行感官评价，

以期揭示川西高原乳酸菌多样性，获得性能优良的牦牛乳酸

菌菌株，为丰富高原乳酸菌资源并进行生产应用奠定基础. 

1  材料与方法

1.1  样品来源及供试菌株
以在川西红原县、若尔盖县、康定市和壤塘县等地区采集

的11份牦牛乳奶酪为材料进行试验，采样信息见表1. 
1.2  试剂与仪器

主要试剂：MRS肉汤培养基、MRS固体培养基、脱脂乳

培养基、LB培养基、TSA培养基，天根生化细菌基因组DNA
提取试剂盒，大肠杆菌由四川农业大学应用微生物学系实验

室保藏. 

主要仪器：V-1100D型分光光度计（美谱达）；T100梯度

定量PCR仪（美国Bio-rad公司）；GelDoc XR+型凝胶成像系统

（美国Bio-rad公司）；LRH-250型培养箱（郑州生元仪器有限

公司）；ZQLY-300S型全温振荡培养箱（上海知楚仪器有限公

司）；5418R型高速冷冻离心机（德国Eppendorf公司）. 
1.3  样品活化

以3%接种量将采集的奶酪样品加入质量浓度为12.5%的

灭菌脱脂乳液体培养基中，42 ℃条件下发酵4-6 h，待观察到

酸乳出现凝固现象后依照上述步骤进行二次发酵后待用[12]. 
1.4  乳酸菌的分离纯化及初步鉴定

采用稀释涂布法 [12]分离样品中的乳酸菌，37 ℃下培养48 
h，观察平板菌落生长情况，挑取具有溶钙圈的乳白色圆形的

单菌落在MRS培养基上划线纯化，培养24 h后，挑取单菌落

的一半做革兰氏染色与过氧化氢酶实验，进一步筛选目的菌. 
筛选出来的菌株于30%甘油-80 ℃冰箱保存. 
1.5  优良菌株筛选
1.5.1  耐高温试验　　将待测菌株活化后，分别于45 ℃和50 
℃的恒温箱中培养48 h [13]，观察记录其生长情况. 
1.5.2  产酸试验　　初筛采用钙溶圈法 [14]，钙溶圈的大小反

映菌株产酸能力的强弱.  分别挑1环活化好的菌株接种于10 
mL MRS液体培养基中，37 ℃恒温培养24 h. 在含有质量浓度

为1% CaCO3的MRS琼脂平板上间隔适宜距离用直径为5 mm
的灭菌吸管打孔后，向孔中分别注入100 μL菌液并做好标记，

将接入菌液的平板置于37 ℃的培养箱培养2-3 d后测量钙溶

圈直径大小. 
1.5.3  抗病原菌试验　　抑菌试验采用牛津杯法 [15].  取108 

cfu/mL大肠杆菌的LB溶液100 μL，涂板于已灭菌的LB培养基

中，上面水平放置牛津杯，分别加入200 μL相同浓度的目标菌

液，设置3个重复，37 ℃培养24 h，记录其抑菌圈直径. 
1.5.4  耐酸试验　　将菌株接入pH值为3.0、4.0、5.0的MRS
培养基中，37 ℃静置培养24 h，观察其生长情况，挑选生长情

况较好的菌株活化，将活化好的浓度为106 cfu/mL的菌株分

别接入pH值为1.5、2.5、3.5、4.5、5.5、6.5的MRS液体培养

基中，37 ℃静置培养，于0、2、4、6、24 h分别测定发酵液的

OD600值，以对应的pH值培养基调零，以自然pH的MRS培养

基接入相同浓度菌株作为对照，每个菌设置3个重复 [2]. 
1.5.5  耐渗透压试验　　将菌株接入NaCl质量分数为6%的

MRS培养基中，37 ℃静置培养24 h，观察其生长情况，挑选生

长情况较好的菌株活化，将活化好的浓度为106 cfu/mL的菌株

分别接入NaCl质量分数为3%、5%、7%、9%的MRS液体培养

基中，37 ℃静置培养，分别于0、2、4、6、8、24 h测定发酵液

表1  川西地区牦牛奶酪样品来源

Table 1  The source of yak cheese samples in the western Sichuan Province 
样品编号 

Sample number
样本类型

 Sample type
采样地区 

Sampling region
HA 牦牛奶酪 Yak cheese 红原县阿木乡卡口村 Kakou Village, Amu Town, Hongyuan County (102°64’ E, 32°92' N)
HB 牦牛奶酪 Yak cheese 红原县麦洼乡涧拉村 Jianla Village, Maiwa Town, Hongyuan County (102°91’E, 33°06' N) 
HC 牦牛奶酪 Yak cheese 红原县龙日镇格玛村 Gema Village, Longri Town, Hongyuan County (102°45’E, 32°50' N) 
HD 牦牛奶酪 Yak cheese 红原县查尔玛乡达尔龙村 Daerlong Village, Chaerma Town, Hongyuan County (102°11’E, 32°44' N) 
RA 牦牛奶酪 Yak cheese 若尔盖县铁布镇然多村 Randuo Village, Tiebu Town, Ruoergai County (103°12’E, 34°09'N) 
RB 牦牛奶酪 Yak cheese 若尔盖县阿西镇甲尼村 Jiani Village, Axi Town, Ruoergai County (103°21’E, 33°68'N) 
RC 牦牛奶酪 Yak cheese 若尔盖县红星镇扎窝村 Zhawo Village, Hongxing Town, Ruoergai County (102°74’E, 34°08'N) 
KA 牦牛奶酪 Yak cheese 康定市折多塘村 Zheduotang Village, Kangding City (101°89’E, 29°99'N) 
TA 牦牛奶酪 Yak cheese 壤塘县蒲西村 Puxi Village, Rangtang County (101°30E’, 31°78'N) 
TB 牦牛奶酪 Yak cheese 壤塘县宗科乡加斯满村 Jiasiman Village, Zongke Town, Rangtang County (101°06’E, 31°80'N) 
YA 牦牛奶酪 Yak cheese 雅江县河口镇城厢村 Chengxiang Village, Hekou Town, Yajiang County (101°02’E, 30°03'N) 
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的OD600值，以对应的盐培养基调零，以不加NaCl的MRS培养

基接入相同浓度菌株作为对照，每个菌设置3个重复 [16]. 
1.5.6  耐胆盐试验    将菌株接入牛胆盐质量分数为0.2%的

MRS培养基中，37 ℃静置培养24 h，观察其生长情况，挑选生

长情况较好的菌株活化，将活化好的浓度为106 cfu/mL的菌株

分别接入牛胆盐质量分数为0.2%、0.3%、0.5%的MRS液体

培养基中，37 ℃静置培养，分别于0、2、4、6、8、24 h测定发

酵液的OD600值，以对应浓度的胆盐培养基调零，以不加牛胆

盐的MRS培养基接入相同浓度菌株作为对照，每个菌设置3
个重复 [17]. 
1.5.7  乳酸菌DNA提取    将以上筛选出来的优势乳酸菌菌株

活化后，用天根生化细菌基因组DNA提取试剂盒提取菌株基

因组DNA，通过电泳鉴定菌株DNA纯度与浓度，-20 ℃冰箱

保存待用. 
1.6  多样性分析及系统发育分析
1.6.1  BOXA1R-PCR    引物序列 [18]为5′-CTACGGCAAGG-
CGACGCTGACG-3′. 反应体系[19]如下：2 × PCR Mix 5 μL，
BOXA1R（30 pmoL）0.2 μL，模板DNA（50 ng/mL）1.0 μL，
ddH2O补至10 μL. 

PCR扩增程序为95 ℃预变性2 min，94 ℃变性1 min，52 
℃复性1 min，65 ℃延伸8 min，65 ℃最终延伸18 min，35个
循环，扩增完成后于4 ℃冰箱恒温保存. 

扩增产物电泳后用凝胶成像系统拍照检测，将所得图谱

中的条带进行统计后采用软件NT-SYS进行聚类分析并获得聚

类图谱，并从图谱各菌株类群中选出代表菌株进行后续的测

序工作. 
1.6.2  16S rRNA基因序列分析及系统发育树的构建    以
提取的DNA为模板扩增细菌16S rRNA，PCR反应体系25 
μL：mix 12.5 μL，通用引物27F（5′-AGAGTTTGATCCTG-
GCTCAG-3′）和1492R（5′-TACGGTTACCTTGTTAC-
GACTT-3′）各1 μL，DNA样本5 μL，补充ddH2O至25 μL. 
PCR反应程序：95 ℃预变性10 min、95 ℃变性30 s、55 ℃
退火30 s、72 ℃延伸90 s，30个循环，72 ℃持续10 min. 琼
脂糖凝胶检测产物，将正确的片段送至北京擎科生物科技有

限公司成都分公司测序，将测序结果上传NCBI数据库并进行

BLAST序列同源性分析，并用MEGA7.0软件进行系统发育树

的构建. 
1.7  酸奶制作及感官评价

将具有优良性能的乳酸菌菌种活化，接种至脱脂乳培养

基中，37 ℃培养至凝乳，于4 ℃冰箱冷藏后进行感官评价. 感
官评分依照GB 19302-2010《食品国家安全标准发酵乳》的指

标[20]稍加改动，具体评价标准见表2. 
1.8  数据分析

利用Excel 2010对试验数据进行初步计算. 采用软件NT-
SYS进行聚类分析并获得聚类图谱，并用MEGA7.0软件进行

系统发育树的构建. 采用SPSS 23.0软件进行单因素方差分析

（ANOVA）来检测感官评价的差异（P < 0.05）. 

2  结果与分析

2.1  乳酸菌的分离纯化及初步鉴定
从采集的样品中分离出70株菌株，其中HA 8株、HB 7

株、HC 7株、HD 8株、RA 9株、RB 5株、RC 5株、KA 2株、

TA 6株、TB 7株、YA 8株. 经初步鉴定后判定为乳酸菌. 部分

乳酸菌在培养基上生长形态如图1所示. 

 

图1  乳酸菌在MRS培养基上的生长形态.
Fig. 1  Growth morphology of lactic acid bacteria on MRS 
medium.

2.2  优良菌株筛选
部分乳酸菌的耐高温、产酸、抗病原菌能力结果如表3所

示. 不同菌株在测定结果中差异明显，其中菌株HA1、RB5、
YA8均能在50 ℃条件下生长，展现了较为优越的耐高温能力. 
在产酸能力测定中，HD1、RA2、RC3、YA8的钙溶圈直径均

大于11 mm，产酸能力较强；在抑大肠杆菌试验中发现各菌株

均对大肠杆菌有一定抑制作用，但抑菌能力差异较明显. 例如

KA1的抑菌圈直径为6.02 mm，是所有菌株中最小的，而HB2
的抑菌能力最强，其抑菌圈直径为20.00 mm. 

将分离的70株菌株进行耐酸性能测定，结果显示有64株
乳酸菌能够耐受pH为5.0的环境，26株对pH为4.0的环境具有

耐受性，但在pH为3.0的条件下还能继续生长的菌株只有4株. 

表2  酸奶感官评价指标及标准

Table 2  Sensory evaluation indices and standards of yogurt
评价指标 

Evaluation index
(分值 Score)

评价标准 
Evaluation standard

分值 
Score

色泽 
Colour and lustre
(25)

非常均匀，富有光泽，呈乳白色 Very uniform, glossy, milky white 19-25
较均匀，略有光泽，呈淡黄色 Uniform, slightly glossy, yellowish 11-18
不均匀，色泽暗淡，呈其他颜色 Pockety, dimly, with other colors   0-10

气味 Scents
(25)

酸奶香浓，略有发酵味，气味协调 Strong smell of yogurt, slightly fermented flavor, balanced smell 19-25
酸奶香平淡，发酵味较重，气味较协调 Bland, heavy fermented flavor, good smell 11-18
无酸奶香味，发酵味极重或有其他异味 No smell of yogurt, fermented or other peculiar smell   0-10

滋味 Taste
(25)

口感细腻香醇，酸味协调 Soft and delicate taste and harmonious flavor 19-25
口感较细腻，酸味较协调 Delicate taste and sour coordination 11-18
口感粗糙，酸味过重或有异味 Bad taste, overacidity or unpleasant odor   0-10

组织状态 
Texture
(25)

凝乳细腻均匀，形态稳定，无或微量乳清析出 Good organization, stable in shape, without or trace whey precipitation 19-25
凝乳较均匀，形态较稳定，少量乳清析出 The curd was uniform and stable, and a small amount of whey was precipitated 11-18
凝乳不均匀，形态不稳定，大量乳清析出 
The curd was not uniform, the shape was not stable, and a large amount of whey was precipitated   0-10
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对耐酸性能较优越的4株菌株进行酸性条件下的OD600测定，

具体测定结果见图2. 其中HB2和RA2均在4-6 h时均有小幅

下调，但4株菌均能在强酸性条件下持续生长，在pH为1.5的环

境培养24 h时OD600值为YA8 > HB2 > HD1 > RA2. 
以NaCl质量分数为6%的MRS培养基初筛得到15株耐受菌

株，经OD600测定后部分结果如图3所示. 由图可知，虽然不同菌

株对NaCl的耐受程度不同，但样品菌株在24 h的OD600值均随

NaCl质量分数增大而减小. 其中菌株RC3在9% NaCl的环境中

与在无NaCl的环境中相比，OD600值仅小幅度下调，表明该菌株

能够耐受高渗透压环境；而其他菌株例如YA8，在高盐环境中

虽能生长但被大幅抑制，表明其对高盐环境耐受度不强. 

以牛胆盐质量分数为0.2%的MRS培养基初筛得到3株耐

受菌株，经OD600测定后结果如图4所示. 3株菌均能在0.3%胆

盐的溶液里生长，但当盐浓度升高至0.5%时，HB1几乎不生

长，RB5和YA8能够继续生长但长势较弱. 

2.3  菌株遗传多样性及系统发育
对分离得到的70株菌株进行BOXA1R-PCR后得到遗传

谱带，经聚类分析后得到聚类图如图5，以相似水平92%作为

标准，70株菌株被划分为10个BOX遗传群｡根据BOXA1R-
PCR聚类分析结果，选取出10株代表菌株进行16S rRNA基

因扩增，对扩增的产物测序后比对结果见表4，构建的系统

发育树如图6所示｡由表4分析可知，10株代表菌株分布在乳

表3  部分菌株的耐高温、产酸及抑菌能力测定

Table 3  Determination of high-temperature resistance, acid production, and bacteriostatic ability of selected strains
菌株编号

Strain number
耐高温能力 High-temperature resistance 产酸能力（钙溶圈直径）

Acid production (d/mm)
抗菌能力（抑菌圈直径）

Bacteriostatic ability (d/mm)45 ℃ 50 ℃
HA1 +++ ++   9.26 13.43
HA6 - -   8.78   8.37
HB1 - -   9.55 10.90
HB2 - - 12.08 20.00
HC6 - -   9.35 10.10
HD1 ++ - 11.25 11.08
RA2 +++ ++ 10.88 17.16
RB5 ++ +   9.77 11.69
RC3 ++ - 10.10 13.27
KA1 - -   7.00   6.02
TA2 + -   9.61   7.54
TB7 - -   7.48   7.23
YA8 ++ + 12.43 18.76

“+++”表示菌株生长状况良好，“++”表示菌株生长状况一般，“+”表示菌株生长较弱，“-”表示菌株不生长. 
“+++” means good growth condition of the strain, “++” means normal growth condition of the strain, “+” means weak growth of the strain, and “-” 
means no growth of the strain.
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图2  4株耐酸菌株在不同pH下OD600测定结果.
Fig. 2  OD600 measurement of four acid-tolerant strains at different pH values.
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图3  RC3和YA8在不同渗透压环境下OD600测定结果.
Fig. 3  OD600 measurement of RC3 and YA8 in different osmotic pressure environments.
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杆菌属（Lactobacillus）、肠球菌属（Enterococcus）和乳球

菌属（Lactococcus），其中5株都为乳杆菌属，占代表菌株的

50%，为优势菌属. 
2.4  感官评价结果

经上述筛选鉴定，选择YA8、RA2、RB5三株菌制作酸奶，

邀请了30名评价员对酸奶进行感官评价，整理评价结果如表5
所示. 由表可知，混菌酸奶评分均大于单菌酸奶，且在混菌酸

奶中，组合RB5 + YA8的总体感官评分最高，更能满足消费者需

求. 在单菌酸奶中，YA8得分也优于RA2和RB5，所以综合数据

后，认为YA8是性状优良、具有应用价值潜力的一株乳酸菌. 

图4  耐胆盐菌株的OD600测定结果.
Fig. 4  OD600 test results of cholinerine-resistant strains.

O
D

60
0

0

0.4

0.8

0 0.002 0.003 0.005
 Bile salt content  Bile salt content  Bile salt content

HB1 0 h 2 h
4 h 6 h
8 h 12 h
24 h

0

0.4

0.8

0 0.002 0.003 0.005

RB5

0

0.4

0.8

0 0.002 0.003 0.005

YA8

 
A

B

2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

M M MYA8HA1RB2 HA5 RA1HB4 KA2 TA6 TA3HC6TB1 HD1 RA5HB5 RC3 HD3HA6

HA1
HA3
HB2
HD1
RA7
RC1
TB5
HC1
HD3
RA1
RA6
KA2
TB2
YA6
HA2
HA8
HC3
HC6
RA3
RB4
TB1
HB1
HB7
HC4
HD8
RC2
TA3
YA2
HB5
HD4
RA5
RA9
TA4
TB4
YA5
HA4
HA5
HB3
HD7
RB2
KA1
YA1
HA6
HA7
HD2
RA4
RB1
TA1
TB6
RA8
HB6
HC5
HD5
TA5
TA6
YA3
HC2
HD6
RB5
RC3
TB3
YA4
YA8
HB4
HC7
RA2
RB3
TA2
TB7
YA7

1.000.870.750.620.49
系数 Coefficient

图5  部分BOXA1R-PCR扩增条带图（A）以及70株乳酸菌的BOXA1R-PCR聚类图（B）.
Fig. 5  Partial BOXA1R-PCR bands pattern (A) and clustering dendrogram (B) of the 70 isolated lactic acid bacteria strains.

表4  代表菌株的16S rRNA测序结果比对分析

Table 4  Comparative analysis of 16S rRNA sequencing results of representative strains
菌株类型 Strains of type 菌株编号 Strain number 近缘菌株 Related strain 相似性 Similarity (P/%)

Enterococcus

HC6 Enterococcus sp. (JQ739692) 100
HA1 Enterococcus hirae (MF628999) 100
RB2 Enterococcus faecalis (MF424328) 100
RB1 Enterococcus durans (MF425024) 100

Lactobacillus

HB1 Lactobacillus rhamnosus ( MT613449)   99.55
RA1 Lactobacillus fermentum (MK537375) 100
RA2 Lactobacillus plantarum (KM350169)   99.86
RA5 Lactobacillus hilgardii (MF583040) 100
YA8 Lactobacillus casei (CP074377)   99.79

Lactococcus TA6 Lactococcus lactis (MF354735) 100
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3  讨 论
乳酸菌作为人体直接食用的菌种，一个重要的问题是其

在人体内定植以及存活的情况，所以选择在动物体内筛选乳

酸菌，筛选时选择对乳酸菌的适应能力进行了重点考察. 在本

研究中对来自四川不同地区牦牛乳奶酪的菌株进行了分离，

通过形态学特征和生理生化特性进行初步筛选，然后进行了

BOXA1R-PCR和16S rRNA分子生物学鉴定，提高鉴定的准

确率. 筛选样品来自川西红原县、若尔盖县、康定市和壤塘县

等地区，一共获得70株乳酸菌，其中，有4株耐酸、15株耐渗透

压、3株耐胆盐、3株产酸强、4株耐高温、3株抗病原菌强的优

势菌株，说明不同地区的环境差异孕育了差异多样的乳酸菌菌

种，这与史迪等人的研究结果[21]一致. 
生长速度、产酸能力及耐高温能力是筛选乳酸菌的重要

指标，生长快、产酸强的菌株能迅速在营养环境中取得优势，

形成低pH环境，对病原微生物形成竞争性抑制 [22]；而优良的

耐高温乳酸菌株有利于提高和改善发酵品质[23].  研究结果表

明，多数乳酸菌在12-16 h进入对数生长期，少数在8-10 h进
入对数生长期，这与王蔚淼等人的研究结果 [24]相似；HD1、
RA2、RC3、YA8四株菌的产酸能力较强，HA1、RB5、YA8均
能在50 ℃条件下生长，可作为优秀潜力菌株. 

除了上述指标外，乳酸菌还应具有耐受胃肠道环境的能力. 

对70株菌进行了抗病原菌、耐酸、耐渗透压和耐胆盐试验. 结
果表明所有乳酸菌均对病原菌有不同程度的抑制作用：KA1的
抑菌圈直径为6.02 mm，是所有菌株中最小的，而HB2的抑菌

能力最强，其抑菌圈直径为20.00 mm. 何杉杉等人对分离自雪

莲菌的乳酸菌进行抑大肠杆菌测定，结果均在17-20 mm间，差

异较小，可能的原因是本研究取样地域较广，菌株间能力差异

明显[25]. 耐酸试验中，37%的菌株均能在较低pH环境中存活，

其中YA8、HB2、HD1、RA2四株菌耐酸性更强；耐渗透压试

验中，有15株菌能够耐受6% NaCl溶液，2株菌能够在9%NaCl
溶液中缓慢生长，当盐浓度升高至0.5%时，HB1几乎不生长，

RB5和YA8能够继续生长但长势较弱，这可能是由于乳酸菌种

属差异及其长期所处的生存环境对菌株的影响所造成的[26]；耐

胆盐试验中，RB5、YA8均能够在0.5%胆盐溶液里生长，但长

势较为缓慢，这与刘之园等人的研究结果[27]相近. 
 BOXA1R-PCR多样性分析结果显示，乳酸菌分布在乳杆

菌属（Lactobacillus）、肠球菌属（Enterococcus）和乳球菌属

（Lactococcus），其中乳杆菌属占比50%，为川西地区牦牛乳

酸菌的优势菌属. Liu等人对内蒙古自然发酵牛乳的研究发现，

干酪乳酸菌、瑞士乳酸菌（Lactobacillus helveticus）是优势乳

酸菌[28]. 朱潇等人以甘肃藏区不同藏民家庭制作的传统牦牛发

酵乳制品为研究对象，采用Illumina MiSeq高通量测序，共鉴

定出5种细菌门、11种细菌属；其中，厚壁菌门及变形菌门为优

势菌门，乳杆菌属和链球菌属为各类样品中的高丰度属，其次

是球菌属和乳球菌属，不同类型的传统牦牛发酵乳制品具有不

同的细菌群落 [29]. 这与本文结果相似，但由于地域、气候等差

异，乳酸菌的组成既有相同，也有差异. 筛选菌株的各类群代

表菌株的系统发育研究结果表明，代表菌株种属差异较大，显

示出川西高原牦牛乳中的乳酸菌类群多样性较高，可能具有优

良生产潜力的菌株. 
感官评价结合上述研究结果，得到一株性能较优良的潜

力乳酸菌YA8，经16S rRNA鉴定为干酪乳杆菌. 吴均等从西

藏、川西青藏高原牧区自然发酵的牦牛酸奶样品中分离筛选

出7株优良乳酸菌，其中4株为干酪乳杆菌[30]. 肖秋颖等人从川

西高原传统发酵牦牛乳中分离筛选出1株高产γ-氨基丁酸的乳

酸菌，经鉴定为发酵乳杆菌[31]. 袁乐梅等人从川西彝族传统酸

菜汁中分离筛选出1株综合能力较强的植物乳杆菌[32]. 多项研

究均表明川西地区的乳杆菌具有良好特性，具有极大生产和

开发潜力. 

4  结 论
从10个川西高原传统发酵牦牛奶酪样品中得到70株乳酸

菌，经过耐受性、拮抗性等性能测试及感官评价测试，筛选得

到的YA8是综合测定结果最好的优势菌株，经生理生化和16S 
rRNA序列分析鉴定其为干酪乳杆菌. 可见川西地区传统自然

发酵牦牛乳奶酪中的乳酸菌资源丰富，具有巨大的应用潜能. 
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图6  分离的牦牛奶酪代表菌株系统发育树. 采用N-J法构建系统发育树，以

酿酒酵母（KC969085）作为系统发育分析的外组，括号里为基因登录号. 
Fig. 6  The phylogenetic relations of the representative yak 
cheese isolates. The phylogenetic tree was constructed by Neighbor-
joining method, and Saccharomyces cerevisiae (KC969085) was 
used as the outgroup for phylogenetic analysis. The gene accession 
numbers are in the brackets.

表5  感官评价得分汇总

Table 5  Sensory evaluation score summary
指标 Index RB5 + YA8 RA2 + YA8 RB5 + RA2 YA8 RA2 RB5

色泽 Colour and lustre 24.53 ± 0.51a 24.20 ± 0.48a 23.00 ± 0.64b 24.37 ± 0.76a 22.77 ± 0.77b 19.40 ± 1.22c
气味 Scents 24.30 ± 0.89a 23.40 ± 0.72b 24.33 ± 0.80a 23.23 ± 0.82b 21.70 ± 1.29c 20.23 ± 1.22d
滋味 Taste 24.13 ± 0.86a   23.03 ± 1.00bc 23.07 ± 0.78b 23.23 ± 0.82b 22.50 ± 1.33c 16.13 ± 2.26d
组织状态 Texture 24.07 ± 0.74a 23.77 ± 0.73a 20.97 ± 1.33c 24.03 ± 0.81a 21.70 ± 1.29b 16.03 ± 2.31d
总分 Total scores 97.03 ± 3.00a 94.40 ± 2.93b 91.37 ± 3.55c 94.86 ± 3.21b 88.67 ± 4.68d 71.79 ± 7.01e

以平均数±标准偏差表示，同一行数据不同字母代表显著性差异（P < 0.05）. 
Values are mean ± standard deviation. Different letters in the same row indicate statistically significant difference (P < 0.05).
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