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一株具霉菌抑制活性细菌的鉴定

曹冬梅，何成华，景 晟，张洪英，张海彬"

（南京农业大学动物医学院 南京 $-%%(2）

摘 要：为探讨菌株 BC%$ 对霉菌生长的影响，将 BC%$ 与霉菌孢子悬液同时加入到 DEF 肉汤，在 $0G培养 -2?。

在培养的第 #、"、(、-$ 和 -2 天测定培养液中的黄曲霉和禾谷镰刀菌菌丝重量。结果显示：与对照组相比，BC%$ 可

显著抑制黄曲霉和禾谷镰刀菌生长（! H %I%-）。通过常规细菌学实验鉴定该菌株为一株乳酸杆菌。通过分子生物

学方法测定了菌株的 -"J KLMN 基因序列，进一步证实了 BC%$ 为一株乳酸杆菌。根据 C,KO98,K 等的方法，通过 BC%$
-"JP$#J KLMN 基因间隔（Q+O,KR,+8@ JS4@,K L,R8T+U，QJL）序列的扩增和测定，再通过基因文库中所有细菌基因序列比较

分析，最终鉴定菌株 BC%$ 为一株弯曲乳酸杆菌（"#$%&’#$())*+ $*,-#%*+）。
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黄曲霉毒素（4W/4OT58+）是黄曲霉（.+/0,1())*+ 2)#-*+）与寄生

曲霉（. > /#,#+(%($*+）的二次代谢产物，黄曲霉毒素被认为有致

癌性、诱变性和致畸性，大量试验证明黄曲霉毒素 C- 可致许

多动物发生肝癌。镰刀菌属各产毒菌株均能在农作物及农

产品中产生单端孢霉毒素，该毒素对动物的毒害作用较为广

泛，包括胃肠道功能障碍（如呕吐、腹泻）、贫血、白细胞减少

症、皮炎、食欲减退、流产等。另外单端孢霉毒素是强有力的

免疫抑 制 剂，能 影 响 动 物 免 疫 细 胞 功 能，降 低 机 体 免 疫

力［- ’ #］。

随着霉菌抑制剂及霉菌生物去毒剂的不断深入研究，具

有霉菌抑制活性细菌的研究亦广泛开展［! ’ "］。本试验室已

分离并保存一株具霉菌抑制活性的细菌。本文就该菌对目

前认为在饲料工业以及农业生产中污染最严重和分布最广

泛的两种真菌———黄曲霉和禾谷镰刀菌的生长抑制作用进

行了比较，并通过常规生物学特性以及分子水平的基因序列

特性分析，将该菌鉴定为弯曲乳酸杆菌。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：BC%$ 为本实验室保存菌株，产毒黄曲霉蟑螂

&%1- 毒株由南京疾病控制中心惠赠，禾谷镰刀菌 E)%! 由本

实验室分离鉴定。

!"!"# 培养基：改良 XLJ 培养基（SB "I0，培养基成分中加

入 $Y Z4Z[#）、DEF 培养基等。

!"!"$ 主要试剂和仪器：限制性内切酶 3$&L!，4(5?"，.1
\,@OTK 连接酶等购自上海生物工程有限公司；]MN 回收试剂

盒购自 .4^4L4 公司；余试剂为进口或国产分析纯。)1"X 高

速冷冻离心机购自美国 C6Z^XNM 公司；DZL 仪购自美国 D6
公司；凝胶自动成像系统购自美国 C8T1L4? 公司；XZ2 型天平

购自德国赛多利斯集团。

!"# 霉菌孢子悬液的制备

产毒黄曲霉蟑螂 &%1- 毒株和禾谷镰刀菌 E)%! 接种在沙

堡斜面，$0G培养 -%? 后，加入一定量的灭菌磷酸盐缓冲液

（含体积分数 %I%2Y 的吐温10%），用接种针挑取斜面上的孢

子，然后将含有霉菌孢子的磷酸盐缓冲液通过纱布过滤以除

去菌丝残体。将孢子浓度调整为 - _ -%& Z3‘P7a，!G待用。

菌株 BC%$ 培养液的制备：将 BC%$ 接种到 DEF 肉汤中

（SB"I0），#&G厌氧培养，$!9 后活菌计数，将细胞浓度调整为

- _ -%0 Z3‘P7a，待用。

!"$ %&’# 对黄曲霉及禾谷镰刀菌生长的抑制作用

本试验分 # 组，第一组，将 BC%$ 培养液（- _ -%0 Z3‘P7a）

-7a 接种到 -%%7a DEF 肉汤中，同时接种 -7a 黄曲霉孢子悬

液（- _ -%& Z3‘P7a）；第二组，将 BC%$ 培养液（- _ -%0 Z3‘P7a）

-7a 接种到 -%% 7a DEF 肉汤中，同时接种 -7a 禾谷镰刀菌孢

子悬液（- _ -%& Z3‘P7a）；第三组是 DEF 对照组，将 -7a 黄曲

霉孢子悬液、-7a 禾谷镰刀菌孢子悬液（- _ -%& Z3‘P7a）分别

接种到 -%%7a DEF 肉汤中。

经过上述处理的 # 个试验组在 $0G静置培养 -2?，在培

养的第 #、"、(、-$ 和 -2? 测定培养液中黄曲霉菌丝和禾谷镰

刀菌菌丝的重量。

!"( 菌丝重量的测定

首先用 b94O74+ M[I! 滤纸过滤培养液，将菌丝放入预

先称重的平皿中，(%G烘烤 $!9，然后将菌丝放入干燥器中至

恒重，将此作为 -%%7a 培养液的菌丝重量。用 XZ2 型天平称

菌丝重量，天平感量是 %I%%-7R。
!") 细菌培养及生物学特性鉴定

根据 C,KR,c’U 系统细菌学方法鉴定［&］。

!"* %&’# 菌株种属的分子生物学鉴定

!"*"! 细菌基因组 ]MN 的分离：参照文献［0］进行。

!"*"# -"J KLMN 基因的 DZL 扩增：根据乳酸杆菌 -"J KLMN



相关序列，经计算机软件（!"#$%" &%’#()%" 第 * 版）自动设计引

物。上 游 引 物 !+：,-./0001/12212//0011121.*-（ +34.
+54）；下 游 引 物 !3：,-./0010/220112/0101121.*-（+36,.
+*7,）；引 物 由 上 海 博 亚 生 物 工 程 有 限 公 司 合 成；扩 增

+89 ":;1目 的 片 段 预 计 为 ++<8 =>。!2: 扩 增 条 件：4,?
, $#)；45? +$#)，,5@5? +$#)，<3? +$#)，*7 个 循 环；

<3? +7$#)。!2: 产物于 +A琼脂糖凝胶进行电泳。

!"#"$ +89.3*9 ":;1 基因的 !2: 扩增：根据 B%"CD#%" 等［4］的

方法，合成一对引物，序列如下：上游引物 !+：,-.02/001/21
22/22///2.*-；下游引物 !3：,-.10/022110021/22122.*-，
!+ 位于乳酸杆菌 +89 ":;1 基因片段 *-端，!3 位于乳酸杆菌

3*9 ":;1 基因片段 ,-端，引物由上海博亚生物工程有限公司

合成。!2: 扩增体系和扩增条件与 +@8@3 相同。!2: 产物于

+A琼脂糖凝胶进行电泳。

!"#"% 分子克隆及测序：首先，参照 /EFE:E 公司 &;1 胶回

收试剂盒说明书回收 !2: 扩增产物，然后，将 !2: 产物与

>G& +6./ H%ICJ" 进行连接。感受态大肠杆菌 &K,!的制备、

转染和筛选主要按文献［6］中的方法。

!"& 统计方法

本试验重复 * 次，以菌丝重量的平均值进行数据统计，

采用 9!99 中 L9& 方差分析。

’ 结果

’"! ()*’ 对黄曲霉及禾谷镰刀菌生长的抑制作用

由表 + 可见，与对照组相比，菌株 KB73 分别与黄曲霉孢

子、禾谷镰刀菌孢子同时接种到 !M0 肉汤中，菌丝重量均减

少了，统计学分析表明差异极显著（! N 7@7+）。

表 ! ()*’ 对黄曲霉及禾谷镰刀菌生长的抑制作用

/E=O% + P)D#=#C#J) CJ ("JQCD JR "#$%&’())*# +),-*# E)S .(//%&%)),0%,% #)
CD% >"%’%)C JR ’C"E#) KB73

9C"E#)’ CTS
U%#(DC JR $VI%O#W$T（$(T$L）

"#$%&’())*# +),-*# .(//%&%)),0%,%
KB73 * ;& ;&

8 ;& ;&
4 ;& 7@73+ X 7@7+7
+3 7@73** X 7@77, 7@7*6 X 7@775
+, 7@736, X 7@775 7@7,8* X 7@7+3

2J)C"JO ("JW> * +@8*6 X 7@5* 7@3*+7 X 7@7,5
8 7@4577 X 7@3+ 7@63+7 X 7@3+7
4 +@+,+* X 7@*7 7@64,8 X 7@383
+3 7@68+5 X 7@+6 +@55+7 X 7@+,7
+, +@+8** X 7@38 +@,8+* X 7@,3

;&：)JC S%C%IC%S@

’"’ ()*’ 菌株的生物学特性及鉴定

KB73 菌株经常规培养和生物学特性观察，发现其主要

生物学特性如下：革兰氏染色阳性，菌体杆状，单个，成对或

短链，无芽胞、无鞭毛，不运动，小菌落，圆形，直径 +@7$$ 左

右，边沿整齐光滑，呈淡乳白色，液体培养混浊生长；兼性厌

氧，生长最适温度 *< Y 53?，最适 >K8@3 Y 8@6，接触酶阳性，

不液化明胶，不还原硝酸盐，不产生吲哚、硫化氢，不分解尿

素，G: 反应阳性，H! 反应阳性，利用柠檬酸盐、葡萄糖、核糖

和乳糖发酵产酸。

根据文献［<］，上述各项试验结果符合乳酸杆菌属特征。

故 KB73 菌株可初步定为乳酸杆菌（1,234/,2())*# ’>@）。

’"$ ()*’ !#+ ,-./ 基因序列的扩增

!2: 产物经 +A 琼脂糖凝胶电泳后，在大于 +777=> 处有

一亮带，大小约为 ++<8 =>，与预期一致。

’"% ()*’ !#+ ,-./ 基因序列测定

!2: 产物克隆到 /.Z%ICJ" 中，得到 /.+89 ":;1 重组体，转

化入 5 @ 24)( &K,!后，将鉴定为阳性的重组体送大连 /EFE:E
公司进行测序，得到大小为 ++<8=> 的序列，与预期结果一致。

KB73 +89 ":;1 基因序列 0%)BE)[ 号（1\747*36）与已知核酸

序列进行比较分析，结果与乳酸杆菌的同源性为 +77A，从分

子水平上进一步确定了 KB73 为一株乳酸杆菌（ 1,234/,2())*#
’>@）。

’"0 ()*’ 菌株 !#+1’$+ ,-./ 2+- 序列的扩增结果

!2: 产物经 +A 琼脂糖凝胶电泳后，KB73 菌株显示 P9:
序列含两条目的亮带，大小在 3,7 Y ,77=> 之间。

’"# 菌 株 ()*’ !#+1’$+ ,-./ 2+- 序 列 的 测 定 以 及 与

345)657 序列比对结果

P9: 序 列 有 两 条，根 据 B%"CD#%" 等［4］的 报 道，小 片 段

（3,7=> 左右）的 P9: 在密切相关的乳酸杆菌种属间的同源性

一般为 +77A，不具比较意义，因而本实验对大小为 ,77=> 左

右的 P9: 序列进行了测序。!2: 产物克隆到 >G&+6./ 载体

中，得到 /.+89.3*9 ":;1 重组体，转化入 5 @ 24)( &K,!后，将

重组体送大连 /EFE:E 公司进行测序，大小为 538=>（0%)BE)[
号为 1\747*36）。经过比对，KB73 P9: 序列与已知弯曲乳杆

菌（1 @ 2*&-,3*# &&6 4$%&46，]<,584@+）+89.3*9 P9:（OJ)(）的序列

同源性达到 44@+A（533T538）。可以确定 KB73 为一株弯曲乳

酸杆菌。

与已知弯曲乳杆菌（]<,584@+）的 +89T3*9 ":;1 P9: 序列

进行比对发现，KB73 的序列发生了 <, 位 /.2 替换，++5 位 1.
0 替换，344 位 2.0 替换，并在 +4< 位多出 + 个 2。

$ 讨论

在研究菌株 KB73 与黄曲霉和禾谷镰刀菌的相互作用时

发现，与对照组相比，当 KB73 与霉菌同时接种到 !M0 液体

培养基时，KB73 可显著抑制黄曲霉和禾谷镰刀菌的生长。

经过培养特性观察及生理生化实验分析初步鉴定为一株乳

酸杆菌，并通过分子生物学方法测得其 +89 ":;1 部分序列，

经比对分析进一步得到了证实。+89 ":;1 全序列分析在分

类中对于确定细菌种属具有重要的参考价值。

应用分子生物学的方法，能够根据益生菌基因组 &;1
序列的特异性，进行群间、属间、种间、亚种间、乃至菌株之间

的鉴定，帮助从复杂的培养物中间分离菌株。对于乳杆菌属

的鉴定，传统的生理生化实验因为其结果的许多相似性而存

在一些限制［<，+7］。因此，许多研究致力于应用分子生物学方

法快速鉴定乳杆菌［++］。目前，有许多方法如基因组探针技术

和基因组指纹技术（如 :\L!’ 技术、:1!& 技术和 1\L!’ 技

术），&;1.&;1 杂交技术、&;1 测序、脂肪酸分析等已经建立

并应用到鉴定益生菌中［+3］。探针技术与生物芯片技术结合，

能够从复杂微生物环境中快速检出并追踪感兴趣的菌株，探

针技 术 使 用 的 探 针 包 括 核 糖 体 寡 核 苷 酸 探 针（一 般 是

+89":;1）、全染色体探针、根据基因组的特殊的序列设计的

&;1 片段、质粒 &;1 探针等。基因组指纹技术利用 &;1 片

685 21^ &J)(.$%# %3 ,) _ T"23, 7(2&4/(4)4’(2, 8(6(2,（3778）58（*）



段长度的多态性，能够区分不同的菌株，帮助分析动态的、多

样的微生物菌群。近来，!"#$ 基因作为细菌的鉴定和种属

发生分析的潜在靶序列已经被普遍接受了［%&］。利用针对

%’( !)#$或 *&( !)#$ 的引物已经检测鉴定了相应乳杆菌

种［%+，%,］。而且已有报道应用复合 -." 技术可同时检测并鉴

定多株细菌［%’］。这种复合 -." 所用引物是分别根据种属特

异的 %’( !"#$ 基因序列或含 %’( !"#$ &/端或 *&( !"#$ ,/端
的 %’(0*&( !"#$ 基因间隔区（1("）序列设计的。23!4563! 等［7］

亦用针对 %’(8*&( !"#$ 基因间隔区（1("）的引物成功建立了

快速鉴定两组密切相关乳杆菌的方法。本实验根据 23!4563!
等的报道合成了一对 %’(8*&( !"#$ (" 序列引物，对乳杆菌

92:* 的 1(" 序列进行了扩增，从扩增结果可以看出乳杆菌

的 1(" 目的片段为两条，与报道一致，大小接近，由于 23!4563!
等的实验结果表明小片段的 1(" 序列在乳酸杆菌密切相关

的种属间的同源性一般为 %::;，不具比较意义，因而对大片

段的 1(" 序列进行了测序。通过对照比对，与弯曲乳酸杆菌

!!< =>3!=<，%’(0*&( 1("（?=<@）的同源性达到 77A%;（+**8+*’），

可以确定 92:* 为一株弯曲乳酸杆菌。

另外 -." 技术和其它技术联用为益生菌的研究提供了

有力的技术手段，-." 技术相对简单快速，不需要进行繁杂

的微生物培养，利用专一性的引物，分析复杂菌群的菌种分

布情况，检测染色体上是否存在致病因子的基因，帮助进行

菌株鉴定。总之，本研究从分子水平对 92:* 菌株的分类学

地位的鉴定为今后对该菌的深入研究打下基础。
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