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贵州少数民族酸肉、酸鱼中乳酸菌的分离鉴定
湛剑龙，陈  韵，黄林波，车  璞，胡  萍*

(贵州大学生命科学学院，贵州省农畜产品贮藏加工重点实验室，贵州 贵阳 550025)

摘  要：采用传统微生物分离方法进行乳酸菌纯种分离，利用16S rRNA序列分析方法进行乳酸菌鉴定，从7个

酸肉、酸鱼样品中共分离出14株乳酸菌，有乳杆菌属、环丝菌属、乳球菌属3个属，9个种。从其中鉴定出7株

乳酸菌，分别是：植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)、消化乳杆菌(Lactobacillus alimentarius)、清酒乳杆菌

(Lactobacillus sakei)、泡菜乳杆菌(Lactobacillus kimchi)、清酒乳杆菌亚种(肉)(Lactobacillus sakei subsp. carnosus)、

草乳杆菌(Lactobacillus graminis)、弯曲乳杆菌(Lactobacillus curvatus)。
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Abstract：A total of 14 strains of lactic acid bacteria were isolated from 7 samples of sour meat and sour fish popular 

with minor nationalities in Guizhou province by the traditional technique and identified based on 16S rRNA sequence 

analysis to belong to 9 species of the three genera Lactobacillus, Brochothrix and Lactococcus. Of these strains, 7 were 

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus alimentarius, Lactobacillus sakei, Lactobacillus kimchi, Lactobacillus sakei 
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贵州黔东南苗族、侗族自治州传统发酵酸肉/鱼制

品主要是以猪肉和鱼肉为原料，洗净后加入一定量的

盐腌制2～3d，再根据当地的饮食习惯多加甜酒、熟糯

米、生姜、花椒、辣椒粉、大蒜等辅料，装入坛、瓦

缸、木桶等容器中，上层用叶片、塑料和水来隔绝空

气，放置于避光阴凉地方自然发酵。此方法是当地居

民延续祖先智慧结晶一代一代传承下来的，具有历史

悠久、风味独特、安全和绿色的特点。但由于传统手

工工艺制作，发酵时间长，没有大规模的生产和市场上

流通，其他地域的人们无法享受这种风味独特的发酵肉

制品 [1-3]。乳酸菌是发酵肉制品中的优势菌群，对发酵

产品的风味和营养品质变化起着至关重要的作用 [4-7]。

目前，对于贵州传统少数民族发酵肉制品中乳酸菌的

研究还相当缺乏 [8]。因此，本研究以贵州少数民族地

区侗族发酵酸肉和苗族发酵酸鱼为材料，采用传统微

生物分离方法进行乳酸菌纯种分离，利用16S rRNA序

列分析方法进行乳酸菌鉴定 [9-12]，旨在从原生态食品中

发掘有益乳酸菌，以利于进一步研究乳酸菌的发酵特

性、改进传统工艺，为保护、利用本土原生态的微生

物资源打下基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 实验材料

实验原料来自于贵州省黔东南州从江县及黎平县

农户家纯手工制作的酸肉、酸鱼，共7个样品，其中酸

肉4个样品，酸鱼3个样品，采样时严格按照国标GB/

T4789.1—2010《食品安全国家标准：食品微生物学检

验》操作。酸肉、酸鱼样品分别编号如表1所示。
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表 1 酸肉酸鱼样品及编号

Fig.1 Samples of sour meat and sour fish used in this study

样品 编号 来源

酸肉1号 SR1 从江县饼妹镇銮里村

酸肉2号 SR2 从江县饼妹镇銮里村

酸肉3号 SR3 从江县饼妹镇高增村

酸肉4号 SR4 黎平县茅贡乡

酸鱼1号 SY1 从江县饼妹镇銮里村

酸鱼2号 SY2 黎平县茅贡乡

酸鱼3号 SY3 黎平县中潮镇佳所村

1.1.2 培养基及主要试剂

培养基：MRS肉汤培养基、PY培养基、PYG液体培

养基(在PY培养基中添加10g/L葡萄糖)。
主要试剂：革兰氏染色试剂、细菌微量生化鉴

定管 (麦芽糖、乳糖、葡萄糖)、试剂A(α -萘酚5g和

95%体积分数乙醇100mL)、试剂B(KOH 80g、肌酸

(Creatine)0.6g、蒸馏水200mL)、溶菌酶、CTAB(十六烷

基三甲溴化胺)裂解液、Tris-饱和酚、氯仿、异戊醇、聚

乙二醇均为分析纯。

1.2 仪器与设备

CX21SF1奥林巴斯生物显微镜 奥林巴斯(中国)

有限公司；S1000TM Thermal Cycler PCR仪、DcodeTM 

Universal Mutation Detection System DGGE电泳仪、Gel 

DocXR凝胶成像仪 美国Bio-Rad公司；Gilson P型移液

器 法国吉尔森公司；Micro 17R微量高速冷冻离心机 

美国Thermo Electron公司。

1.3 方法

1.3.1 菌株分离纯化

取3g样品，剪碎放入MRS液体培养基中， 36℃恒温

厌氧培养48h，然后稀释5个梯度(10-1～10-5)后，直接涂

布于MRS固体培养基上，36℃恒温厌氧培养48h。再采用

平板划线法对涂布平板中不同的单个菌落进行接种、培

养，并进行革兰氏染色和镜检，重复分离纯化直至镜检

结果一致。

1.3.2 菌株分类鉴定方法

1.3.2.1 菌落特征

对纯化菌株在MRS固体培养基上的菌落特征进行观

察、记录和编号，主要包括菌落大小、形状、颜色、湿

润度、光泽度、透明度、隆起形状、边缘特征等。将初

步认定为乳酸菌菌株进行革兰氏染色镜检。

1.3.2.2 菌种分类生理生化试验

主要生理生化试验包括：接触酶试验、甲基红试验、

乙酰甲基甲醇(voges-proskauer，VP)试验、石蕊牛奶试验、

淀粉水解试验、葡萄糖产酸试验和糖发酵试验[13-15]。

1.3.3 菌株DNA的提取

参照谭映月等 [16]提取DNA方法，有所改动。取备

用菌株菌液2mL于2mL离心管中，8000×g离心8min，收

集沉淀；加200μL溶菌酶(质量浓度为0.05g/mL)，置于

35℃水浴2h；加2%十六烷基三甲基溴化铵(Hexadecyl 

trimethyl ammonium bromide，CTAB)裂解液0.5mL，

上下颠倒混匀10min；加0.5mL Tris-饱和酚:氯仿:异戊

醇=25:24:1，上下颠倒混匀2min后，于10000×g离心

5min；收集上清液转入新的离心管，加入等体积的氯

仿:异戊醇=24:1，上下颠倒混匀2min后于10000×g离心

5min；收集上清液转入新的离心管，加入2倍体积30%

聚乙二醇于4℃条件下沉淀4h；取出离心管于14000×g
离心8min，倒掉上清液，用70%体积分数乙醇洗涤

DNA 3次，经真空干燥后转入0.2mL PCR管，加50mL 

TE(10mmol/L Tris-HCl，1mmol/L EDTA，pH8.0)缓冲

液于―20℃保存。

1.3.4 PCR扩增细菌16S rRNA全长[17]

采用细菌通用引物： 2 7 F： 5 ' -  A G A G T T T G 

ATCCTGGCTCAG-3'；1492R：5'- GGTTACCTTG 

TTACGACTT-3'。
25μL反应体系：1μL模板DNA，引物(1μmol/L)各

2.5μL，Go Taq Green Master Mix(2×)12.5μL，去离子水

6.5μL。反应程序：95℃预变性2min；25个循环包括：

94℃变性1min，58℃退火1min，72℃延伸2min；最终

72℃延伸2min。用1.0%琼脂糖凝胶进行电泳检测。

1.3.5 数据分析方法

取PCR扩增产物送上海生工公司进行测序分析，在

ABI DNA自动测序仪上进行测序反应。登陆NCBI网站，

与已知基因序列进行比对。

2 结果与分析

2.1 菌株的分离

对来自贵州黔东南苗族、侗族自治州的发酵酸肉、

酸鱼7个样品中的优势乳酸菌群进行分离及纯化，共得

到14株纯菌株。从SR1中分离出2株，SR2中分离出1株，

SR3中分离出3株，SR4中分离出2株；从SY1中分离出1

株，SY2中分离出2株，SY3中分离出3株。从SR2只分离

出1株乳酸菌，由于酸肉发酵时间超过1年，其中的优势

乳酸菌群已经十分稳定，其他菌群在发酵过程中处于竞

争劣势，随着时间的延长逐步消亡；SR3中分离出3株，

是酸肉样品中发酵时间最短的，仅3个月，也是分离出优

势乳酸菌最多的。

2.2 菌株分类鉴定

2.2.1 形态学观察

将14株菌接种于MRS固体培养基上，置于37℃培养

24h后镜检观察，菌落形态特征如表2所示。
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表 2 细菌菌落形态及菌体形态

Table 2 Colony morphology and cell morphology of the 14 isolates

编号 菌落形态 镜检菌体形态

SR1-1,SR1-2 乳白色，凸起，光滑圆整，直径(1.5±0.20)mm G+，有成对，链状

SR2 微白色，凸起，光滑圆整，直径0.7～1.0mm G+，单个或有成对，短杆状

SR3-1,SR3-2 乳白色，凸起，光滑圆整，直径(3±0.3)mm G+，成对，杆状

SR3-3,SY1 乳白色，凸起，光滑圆整，直径0.7～1.0mm G+，单个或成对，杆状

SR4-1 透明，凸起，光滑圆整，直径(3±0.3)mm G+，单个或成对，四连链状，杆状

SR4-2 乳白色，凸起，光滑圆整，直径(3±0.3)mm G+，中间略有弯曲，杆状

SY2-1,SY2-2 乳白色，凸起，光滑圆整，直径3mm G+，无芽孢，单个或成对

SY3-1,SY3-2 微白色，凸起，光滑圆整，直径(4±0.3)mm G+，单个或成对，四连链状

SY3-3 略透明，凸起，光滑圆整，直径(3±0.3)mm G+，中间略有弯曲，较粗，短杆状

注：G+ 表示革兰氏染色试验阳性。

2.2.2 生理生化试验

14株菌进行的生理生化试验结果如表3所示。试验结

果表明：14株菌株均能使石蕊牛奶变为粉红色，表明14

株菌均能在石蕊牛奶中产酸；14株菌均能是使粉红色的

石蕊牛奶凝固，表明14株菌产酸能力很强；只有SR2、

SR3-1、SR3-2、SR4-1这4株菌能使牛奶清澈，表明只

有它们能产蛋白酶。所有14株菌过氧化氢酶全部为阴

性，乙酰甲基甲醇试验、甲基红试验全部为阳性，淀

粉水解试验中，除SR1-1、SR1-2为阴性外，其余菌全

部能水解淀粉。糖发酵试验表明：14株菌培养24h后均

能发酵葡萄糖产酸使细菌微量生化鉴定管中葡萄糖培

养液变为黄色，呈阳性。除SR2和SR3-1未能完全发酵

麦芽糖，导致管内为半黄半紫；其余12株菌均能使均

能发酵麦芽糖使培养液变为黄色，呈阳性；在乳糖发

酵中，SR1-1、SR1-2和SR2未能发酵乳糖，颜色仍

为蓝紫色，呈阴性，SR3-1、SR3-2、SY2-1、SY2-2

和S Y 3 - 3不完全发酵乳糖，使管中乳糖培养液为半

黄半紫；SR3-3、SR4-1、SR4-2、SY1、SY3-1和

SY3-2均能发酵乳糖，使管内乳糖培养液完全变为黄

色，呈阳性。

表 3 细菌生理生化试验结果

Table 3 Physiological and biochemical identification of the 14 isolates

菌株
编号

试验项目 糖发酵试验

石蕊牛奶试验 过氧化氢
试验

乙酰甲基
甲醇试验

甲基红
试验

淀粉水解
试验

葡萄糖 麦芽糖 乳糖
变红 凝固 清澈

SR1-1 ＋ ＋ － － ＋ ＋ － ＋ ＋ －

SR1-2 ＋ ＋ － － ＋ ＋ － ＋ ＋ －

SR2 ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ d －

SR3-1 ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ d d
SR3-2 ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ d
SR3-3 ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

SR4-1 ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

SR4-2 ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

SY1 ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

SY2-1 ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ d
SY2-2 ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ d
SY3-1 ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

SY3-2 ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

SR3-3 ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ d

注：＋.90% 以上的菌株阳性，－ .90% 以上的菌株阴性；d.11% ～ 89%

的菌株为阳性。

2.2.3 菌株拟鉴定结果

参考《常见细菌鉴定手册》[18]及《乳酸菌分类鉴定

及实验方法》[19]对14株菌进行形态学特征和生理生化试

验分类鉴定，由菌落形态、革兰氏染色、接触酶试验、

甲基红试验、乙酰甲基甲醇试验、石蕊牛奶试验、淀粉

水解试验、葡萄糖产酸试验、麦芽糖和乳糖发酵试验等

结果表明，14株细菌均为乳酸菌，并确定有乳杆菌属、

环丝菌属、乳球菌属3个属。

2.3 DNA测序结果及分析 

2.3.1 DNA提取结果检测  

SR2 SR3-1 SR3-3 SR4-1 SR4-2 SY3-1 SY3-3

2000bp
1000bp
750bp
500bp
250bp
100bp

图 1 DNA提取结果

Fig.1 Agarose gel electrophoresis of DNA from the 7 identified isolates

选取7株乳酸菌提取的DNA经琼脂糖电泳后的凝胶

于凝胶成像如图1所示。采用溶菌酶消化裂解法提取的

DNA条带清晰，主带明显，不过此法所提DNA出现拖

尾，分析原因可能是提取过程中DNA条带被打断或者是

RNA干扰所致。

2.3.2 PCR扩增结果

SR2 SR3-1 SR3-3 SR4-1 SR4-2 SY3-1 SY3-3

2000bp
1000bp
750bp
500bp
250bp
100bp

图 2 细菌通用引物PCR扩增

Fig.2 PCR amplification of DNA from the 7 identified isolates with 

universal premiers

7株菌DNA经正反2种引物扩增各样品的16S rRNA 

如图2所示，全长效果均良好，条带清晰。

2.3.3 测序结果

7株菌16S rRNA序列与美国国家生物技术信息中心

(National Center of Biotechnology Information，NCBI)数据

库与已知细菌基因序列进行比对，结果见表4。

从表4鉴定结果可知，所鉴定7株细菌全部为乳酸

菌，与NCBI数据库已知菌株序列的相似性达99%。SR2

号菌鉴定为泡菜乳杆菌(Lactobacillus kimchi)，SR3-1
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号菌为消化乳杆菌(Lactobacillus alimentarius)，SR3-3

号菌为植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)，SR4-1号

菌为草乳杆菌(Lactobacillus graminis)，SR4-2号菌为

弯曲乳杆菌(Lactobacillus curvatus)，SY3-1号菌为清

酒乳杆菌(Lactobacillus sakei)，SY3-3号菌为清酒亚种

(Lactobacillus sakei subsp. carnosus)。其中植物乳杆菌、

弯曲乳杆菌、清酒乳杆菌和清酒乳杆菌亚种4株菌的分离

鉴定、益生特性及在发酵肉质品中的作用均有研究，而

消化乳杆菌、草乳杆菌、泡菜乳杆菌[20]的相关研究报道

很少。

表 4 细菌16SrRNA序列鉴定结果

Table 4 16S rRNA sequence similarity of the 7 identified isolates to the 

corresponding relative strains

编号 亲缘性最近的菌株 序列号 相似性/%

SR2 Lactobacillus kimchi NR_025045  99%

SR3-1 Lactobacillus alimentarius NR_044701 99%

SR3-3 Lactobacillus plantarum WCFS1 NR_075041 99%

SR4-1 Lactobacillus graminis NR_042438 99%

SR4-2 Lactobacillus curvatus NR_042437 99%

SY3-1 Lactobacillus sakei NR_042443 99%

SY3-3 Lactobacillus sakei subsp. carnosus NR_025719 99%

3 结 论

传统酸肉和酸鱼中乳酸菌群在发酵过程中随着时

间延长，优势乳酸菌群种类逐渐减少，最终趋近稳定，

一般优势乳酸菌群只有1～2种；由于地域不同，制作工

艺有差异，酸肉和酸鱼中优势乳酸菌群也不相同。本

研究从7份样品酸肉/鱼中，共分离出乳酸菌14株，目前

鉴定出7株乳酸菌，分别是：植物乳杆菌(Lactobacillus 
plantarum)、消化乳杆菌(Lactobacillus alimentarius)、清

酒乳杆菌(Lactobacillus sakei)、泡菜乳杆菌(Lactobacillus 
kimchi)、清酒亚种(Lactobacillus sakei subsp. carnosus)、草

乳杆菌(Lactobacillus graminis)、弯曲乳杆菌(Lactobacillus 
curvatus)。本实验分离鉴定出酸肉、酸鱼中的乳酸菌有利

于了解其中的乳酸菌群，为揭示酸肉、酸鱼发酵机理，扩

大市场，发掘其中的益生乳酸菌打下基础。
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