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多花黑麦草绿汁发酵液中

乳酸菌的分离鉴定

李 季!杨春华!贾露洁!梁 欢!郭丽娟!刘 羽!李攀峰
#四川农业大学动物科技学院"四川 雅安

#'8&&&

$

摘要!为研究在多花黑麦草"

!"#$%&&%#'$

(

#")%&

#青贮中起主要作用的乳酸菌种类!从长江
'

号多花黑麦草调制

的绿汁发酵液中分离得到
#

株乳酸菌"

/9!

$

/9(

$

/9:

$

/98

$

/9"

和
/9;

#%经传统生理生化鉴定$产酸性试验$耐酸性

试验$耐盐性试验及
!#0<=3+

序列分析法最终确定!菌株
/9!

为植物乳杆菌"

!*+'",*+$##%-

.

#*/'*)%&

#!菌株
/9(

为乳酸乳球菌"

!0#*+'$-

#!菌株
/9:

为乳酸球菌"

!0

1

*)2$3*3

#!菌株
/98

为乳酸明串珠菌"

!3%+"/"-'"+#*+'$-

#!菌株

/9"

为魏氏菌"

43$--3##*+"/

(

%-*

#!菌株
/9;

为魏氏菌"

40+$,*)$*

#!且都具有良好的产酸性$耐酸性以及耐盐性!

可进一步研发!作为青贮饲料添加剂%

关键词!多花黑麦草&绿汁发酵液&乳酸菌

中图分类号!

0"!#7#

!!!

文献标识码!

+

!!!

文章编号!

!&&!9&#';

#

'&!(

$

!!9!"##9&8

"!

!!

多花黑麦草#

!"#$%&&%#'$

(

#")%&

$是禾本科黑

麦属越年生牧草"其草质优良"柔嫩多汁"适口性

好"是草食家畜的优良饲料%

!9'

&

'但其季节性较

强"在生长旺盛的季节"南方地区多雨水天气"不

宜调制干草"所以青贮是保存南方牧草的最佳方

法%

(

&

'青贮是一种很好的饲料利用方式"可通过

乳酸菌的增殖"将原料中的可溶性糖转化为乳酸

类物质"创造酸性环境"抑制有害微生物的增殖"

从而保存青贮饲料中的养分"达到饲料长期贮存

的目的'但由于自然青贮效果较差"目前多向青

贮原料中加入添加剂以促进发酵"而乳酸菌添加

剂又被认为是其中的一种安全(无污染(低成本添

加剂'绿汁发酵液作为一种天然的添加剂在一些

试验中被验证其添加效果优于市面上的乳酸菌添

加剂"但其不易储存"运输困难需现用现制"难以

实现商品化%

:

&

'因此"从绿汁发酵液中分离鉴定

起主要作用的菌株便有较为重要的意义%

89%

&

'本

研究以长江
'

号多花黑麦草为原料"分离(鉴定多

花黑麦草绿汁发酵液中起主要作用的乳酸菌种

类"观察其作为添加剂对多花黑麦草青贮品质的

影响"并选育出优良菌株"研发出相应的乳酸菌添

加剂并进行推广利用'

!

!

材料与方法

!7!

试验材料

!7!7!

植物材料
!

四川农业大学教学科研园区的长

江
'

号多花黑麦草'

!7!7"

试剂
!

结晶紫染色液(碘液(复红乙醇溶液(

"&>

的 无 菌 甘 油(

,2

缓 冲 液(

!&> 0=0

(

'&

?

@

)

?/

$!蛋 白 酶
A

(

!& ?56

)

/

$!

-,+B

(

8

?56

)

/

$!

3C-6

(酚!氯仿!异戊醇试剂(氯仿!异戊醇

试剂(异丙醇(

%&>

乙醇(灭菌去离子水和溴化乙锭'

!7!7#

培养基
!

采用
D*0

固体(液体和半固体培养

基'液体培养基不加琼脂"半固体培养基琼脂含量

为
:

@

)

/

$!

"固体培养基琼脂含量为
'&

@

)

/

$!

"各

种培养基在高压灭菌前均调节
E

F

至
#7'

"

#7"

'

!7!7$

仪器设备
!

高压灭菌锅(超净工作台(恒温水

浴锅(高速离心机(振荡培养箱(电子显微镜(粉碎

机(紫外分光光度计(电子天平(恒温水浴槽(凝胶成

像分析系统(电热恒温培养箱(高速冷冻离心机(梯

度基因扩增仪(电泳仪(酸度计和分光光度计'

!7"

试验方法

!7"7!

绿汁发酵液的调制
!

将新鲜的多花黑麦草剪

"

收稿日期*

'&!(9&%9&!

!!

接受日期*

'&!(9&;9'&

基金项目*国家科技支撑计划项目#

'&!6B+=6%"&&

$

作者简介*李季#

!;;'9

$"男"山东平度人"在读本科生"从事牧草生产与利用研究'

29?CG6

*

%:&8#'(%%

#HH

7I5?

通信作者*杨春华#

!;#;9

$"女"四川平武人"教授"博士"从事草地生态研究'

29?CG6

*
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碎"加入
'

倍质量的灭菌蒸馏水"用粉碎机粉碎
!

?GP

后用两层纱布过滤"加入
'&

@

)

/

$!的葡萄糖"

分装于
!&&?/

的容量瓶中密封"放入
(&Q

恒温箱

中厌氧培养
:"K

%

"

&

'

!7"7"

乳酸菌的分离纯化及保存
!

在超净工作台上

用接种环蘸取发酵好的绿汁发酵液"在配置好的
D*0

培养基上划线"然后将培养基密封放置于
(%Q

恒温培

养箱中培养
!

"

'O

%

;

&

'同时采用试管斜面培养法和无

菌甘油保存法保存菌种%

!&

&

'

!7"7#

菌种的生理生化鉴定
!

菌种鉴定先采用生理

生化鉴定的方法来初步确定分离菌株的名称'生理

生化鉴定根据凌代文和东秀珠%

!!

&的方法"通过不同

乳酸菌的显色反应来初步确定该种乳酸菌的名称'

!7"7$

乳酸菌产酸能力的测定
!

将鉴定出的菌株分

别接种至
E

F

值为
#7'

的
D*0

液体培养基"置于

(&Q

培养箱中培养
:"K

"通过测定
E

F

值来判断乳

酸菌的产酸能力%

!'

&

'

!7"7%

乳酸菌的耐酸试验
!

将鉴定出的菌株分别接

种至
E

F

值为
(7&

的
D*0

液体培养基"置于
(&Q

培养箱中培养
:"K

"在
##&P?

下测定菌液的吸光

值"判断乳酸菌生长情况"从而推断其耐酸能力%

!(

&

'

!7"7&

乳酸菌的耐盐试验
!

将鉴定出的菌株分别接种

至
3C-6

浓度为
8>

(

%>

(

">

(

;>

和
!&>

的
D*0

培养

基中"培养
'

"

8O

后"测定乳酸菌的耐盐能力%

!:

&

'

!7#

菌种的分子鉴定
!

最后用分子手段对这几

种菌进行最终鉴定'分子手段步骤为用
=3+

试剂

盒提取该菌的
=3+

"在微量紫外分光光度计下检测

=3+

纯度"之后对乳酸菌的
!#0<=3+

进行
)-*

扩增"扩增结束后取扩增产物在琼脂糖凝胶上电泳"

若观察到约
!8&&R

E

的条带"则说明扩增成功'扩

增成功的
)-*

产物由生物科技公司测序'测得

!#0<=3+

序列后"在
3-B1

上用
B/+0,

程序比

对"从
SNPBCPT

数据库中获得有关菌种的公认标准

序列数据"并用
)FU/1)

软件包以
3NG

@

KR5<V5GP

法绘制系统发育树'若序列同源性大于
;%78>

"则

可确定该种菌株%

8

&

'

"

!

结果与分析

"7!

乳酸菌的分离筛选结果
!

从试验材料多花

黑麦草的绿汁发酵液中分离出菌株若干"从中挑选

革兰氏染色为阳性"形态整齐"有代表性的菌株若干

#图
!

$"进行生理生化鉴定'

图
!

!

绿汁发酵液革兰氏染色镜检

'(

)

*!

!

+,-./0-(1(1

)

.(2,3/23

4

(256-.(1-0(3173,

8,59(3:/;

<

'5,.5105=>:(2537?0-;(-1,

<

5

)

,-//

"7"

乳酸菌生理生化法鉴定结果
!

通过生理生

化法"分离鉴定出
!&

株不同乳酸菌'其中"乳酸杆

菌两株"分别编号为
/9!

(

/9'

+乳酸球菌
"

株"分别

编号
/9(

(

/9:

(

/98

(

/9#

(

/9%

(

/9"

(

/9;

和
/9!&

#表
!

$'

"7#

乳酸菌产酸能力的测定
!

初步鉴定所得
!&

株菌均能在
:"K

内将
E

F

值降为
(7:

以下"都具有

良好的产酸能力"是良好的青贮菌种#表
'

$'

"7$

乳酸菌的耐酸试验
!

通过乳酸菌耐酸试验"

初步筛选所得
!&

株菌在
E

F

值为
(7&

的培养基上

均能正常生长"

W=

##&P?

值都大于
!7&

"可知其繁殖速

度较快"有利于青贮时快速繁殖出大量乳酸菌"促进

发酵#表
(

$'

!!

由于生理生化法无法十分准确鉴定出乳酸菌的

确切名称"所以将上述
!&

株菌送往生物科技公司进

行进一步的分子手段鉴定"即
!#0<=3+

序列同源

性分析'

"7%

乳酸菌的耐盐试验
!

通过耐盐性试验的测

定"初步筛选出的
!&

株菌在
8>

的
3C-6

环境下生

长状况良好+在
%>

的环境下生长较正常"特别是
:

O

时菌株生长较好+在
">

的环境下部分菌株出现生

长较弱的情况+在
;>

和
!&>

的环境下
!&

株菌株都

不能生长'可知所有菌株均可耐受
">

的盐浓度

#表
:

$'

%#"!
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表
!

!

!@

株菌株的碳水化合物发酵产酸试验

A-B;5!

!

C:

)

-,75,.510-0(3105/037!@/0,-(1/37;-20(2-2(=B-205,(-

鉴定项目
1XN? /9! /9' /9( /9: /98 /9# /9% /9" /9; /9!&

)9! Y O O Y Y Y Y Y Y Y

)9' Y $ Y Y Y Y Y $ Y $

)9( Y $ Y Y $ Y $ Y Y Y

)9: Y Y Y Y Y Y $ Y Y Y

)98 Y Y O Y Y O Y Y Y O

)9# Y $ Y Y Y O Y Y Y Y

)9% Y $ $ Y Y Y Y O O Y

)9" Y Y Y Y Y Y Y $ O Y

)9; Y Y Y Y Y Y Y $ Y Y

)9!& $ $ Y Y $ Y O Y Y Y

注*鉴定项目代号
)9!

"

)9!&

分别代表蔗糖(甘露醇(山梨醇(乳糖(七叶苷(麦芽糖(棉籽糖(纤维二糖(水杨酸(鼠李糖',

Y

-

代表阳性反应",

$

-代表阴性反应",

O

-代表弱阴性'

/9!

"

/9!&

分别表示分离鉴定出的
!&

株不同乳酸菌'下同'

35XN

*

,KNNZC6MCXG5P

E

<5

@

<C?I5ON)9!

"

)9!&<N

E

<NLNPXLMI<5LN

"

?CPPGX56

"

L5<RGX56

"

6CIX5LN

"

NLIM6GP

"

?C6X5LN

"

<C[[GP5LN

"

IN69

65RG5LN

"

LC6GI

J

6GICIGO

"

<KC?P5LN7

,

Y

-

*N

E

<NLNPXLC

E

5LGXGZN<NCIXG5P

",

$

-

<N

E

<NLNPXLCPN

@

CXGZN<NL

E

5PLN

",

O

-

<N

E

<NLNPXLC

\NCTPN

@

CXGZN7/9!

"

/9!&<N

E

<NLNPXX5OG[[N<NPXGL56CXNORCIXN<GCLX<CGPL7,KNLC?NRN65\7

表
"

!

!@

株菌株的产酸能力测定

A-B;5"

!

D2(=

4

,3=:20(31,-0537!@/0,-(1/

菌株
0X<CGP

E

F

菌株
0X<CGP

E

F

/9! (7'' /9# (7!8

/9' (7(! /9% (7!;

/9( (7(( /9" (7&"

/9: (7(; /9; (7(8

/98 (7(# /9!& (7';

表
#

!

!@

株菌株的耐酸试验

A-B;5#

!

D2(=03;5,-12537!@/0,-(1/

菌株
0X<CGP W=

##&P?

菌株
0X<CGP W=

##&P?

/9! !7!"% /9# !7!(8

/9' !7!#( /9% !7!%&

/9( !7!'# /9" !7!:'

/9: !7&;% /9; !7!':

/98 !7&;; /9!& !7!!%

表
$

!

!@

株菌的耐盐试验

A-B;5$

!

C-;003;5,-12537!@/0,-(1/37;-20(2-2(=B-205,(-

菌株

0X<CGP

8>

'O (O

%>

(O :O

">

:O 8O

;>

:O 8O

!&>

:O 8O

/9! YY YYY YY YYY Y YYY $ $ $ $

/9' YYY YYY YY YYY Y YYY $ $ $ $

/9( YYY YYY Y YYY $ Y $ $ $ $

/9: YYY YYY Y YYY $ Y $ $ $ $

/98 YYY YYY Y YYY $ Y $ $ $ $

/9# YYY YYY YY YYY Y YYY $ $ $ $

/9% YYY YYY Y YYY Y YY $ $ $ $

/9" YYY YYY Y YYY Y YY $ $ $ $

/9; YYY YYY Y YYY $ Y $ $ $ $

/9!& YYY YYY Y YYY $ Y $ $ $ $

注*,

$

-表示菌株不能生长+,

Y

-表示菌株生长状况较弱+,

YY

-或,

YYY

-表示菌株生长状况较好'

35XN

*,

$

-

GPOGICXNLP5

@

<5\XK

+,

Y

-

GPOGICXNL\NCT

@

<5\XK

+,

YY

-

CPO

,

YYY

-

GPOGICXNL

@

55O

@

<5\XK7

"#"!
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"7&

分子手段鉴定结果

"7&7!)-*

扩增结果
!

对乳酸菌的
!#0<=3+

进行

)-*

扩增"扩增结束后取扩增产物在琼脂糖凝胶上电

泳"均观察到约
!8&&R

E

的条带#图
'

$"说明扩增成功'

"7&7"

最终测序结果
!

测得
!#0<=3+

序列后"在

3-B1

上用
B/+0,

程序比对"从
SNPBCPT

数据库

中获得有关种的公认标准序列数据"最终确定
#

株

菌种名称#表
:

$'

图
"

!

8EF

扩增结果

'(

)

*"

!

AG5,5/:;0/378EF-.

4

;(7

<

(1

)

表
%

!

&

株菌的分子鉴定

A-B;5%

!

H3;52:;-,(=510(7(2-0(3137&/0,-(1/37

;-20(2-2(=B-205,(-

菌株
0X<CGP

名称
PC?N

/9!

植物乳杆菌
!*+'",*+$##%-

.

#*/'*)%&

/9(

乳酸乳球菌
!*+'"+"++%-#*+'$-

/9:

乳酸球菌
!*+'"+"++%-

1

*)2$3*3

/98

乳酸明串株菌
!3%+"/"-'"+#*+'$-

/9"

魏氏菌
43$--3##*+"/

(

%-*

/9;

魏氏菌
43$--3##*+$,*)$*

#

!

讨论与结论

乳酸菌在青贮发酵过程中起着至关重要的作

用"其种类不同"作用的大小也有所不同'

!#0<=9

3+

具有功能与进化上的同源性"其序列进化变异

频率缓慢"在结构上极具保守性"且分子大小适中"

携带着充足的生物信息'因此"

!#0<=3+

序列分

析法已成为一种鉴定微生种类的标准方法%

!:9!#

&

'本

研究运用
D*0

培养基分离培养长江
'

号多花黑麦

草绿汁发酵液中的乳酸菌"并采用传统生理生化鉴

定法初步鉴定出
!&

株菌株"最终根据
!#0<=3+

序

列分析法确定
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株菌株中有重复"实际鉴定菌株为
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株'其中含
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株菌全为同型发酵

乳酸菌"都具有较强的产酸性(耐酸性和耐盐性'在

青贮中"需要添加能迅速降低
E

F

值以达到抑制有

害菌生长"长期保存饲料营养的菌株%

!%

&

"以上
#

种

菌具备上述条件"可作为制作多花黑麦草青贮的良

好添加剂"用以提高其青贮品质"拥有较高的利用价

值'但张涛等%

!"

&通过不同发酵类型的乳酸菌制剂

对青贮的品质影响的研究表明"异型发酵乳酸菌对

青贮的有氧稳定性有明显的提升作用"应用时可混

合添加'
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&对牧草青贮品质的研究表明"添加乳
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酸菌可以改善试验牧草青贮发酵品质"其中球菌加

杆菌组合处理组对牧草青贮品质改善效果最优"可

将鉴定出的菌株按不同比例球菌加杆菌搭配组合添

加至青贮中"研究其在实际青贮过程中对多花黑麦

草青贮发酵品质的影响'
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