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保加利亚乳杆菌 !" #$%&’()缺陷型菌株的筛选

刘飞，杜鹏，王玉堂，刘芳，霍贵成!

（东北农业大学，乳品科学教育部重点实验室，哈尔滨 #4..$.）

摘要：【目的】从传统乳制品中筛选具有新霉素抗性的 PI FBGQ(=H缺陷的德氏乳杆菌保加利亚亚种自发突变
株，为最终开发弱后酸化的酸奶发酵剂奠定基础。【方法】利用 BQ/ 4. 3P细菌鉴定系统和 #20 +R1B基因序
列分析对菌株进行鉴定。新霉素作为筛选压力，筛选具有新霉素抗性自发突变菌株，比较亲本和突变菌株

的 PI FBGQ(=H活力及其代谢情况。【结果】从内蒙古地区的传统发酵酸奶中分离鉴定出一株德氏乳杆菌保
加利亚亚种（.$"#()$"&**/0 12*)’/2"3&& =*S=9> )/*+$’&"/0），并命名为 ETD0 #U"-.#。以此为出发菌株，筛选出两株
PI FBGQ(=H缺陷的自发突变株，分别命名为 ETD0 #U"-.#F#、ETD0 #U"-.#F!，它们的 PI FBGQ(=H活力分别比亲
本 ETD0 #U"-.#降低了 !2V和 2.V。在 WR0培养基中生长 -! 7后，ETD0 #U"-.#、ETD0 #U"-.#F# 和 ETD0
#U"-.#F!对初始葡萄糖的代谢率分别为 24V、!#V和 $#V，终产物中乳酸的浓度分别为 -2、#%和 #4 M5T，突
变菌株的生物量均低于亲本。【结论】PI FBGQ(=H活力降低的德氏乳杆菌保加利亚亚种的自发突变株具有较
低的生长速率和弱产酸能力，它们可被用于制作弱后酸化的酸奶发酵剂。
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酸奶作为一种具有益生作用的乳制品，已经普

遍被消费者认可。但是由于酸奶正常发酵结束后，

在产品贮存、运输、销售、食用前这一过程会发生后

酸化，出现消费者不可接受的过酸味及感官质量下

降，影响酸奶的保质期［#］。因此，酸奶后酸化的问题

迫切需要解决。德氏乳杆菌保加利亚亚种

（.$"#()$"&**/0 12*)’/2"3&& =*S=9> )/*+$’&"/0）在发酵结
束后的酸奶中继续生长代谢乳糖产酸是导致酸奶发

生后酸化的主要原因。德氏乳杆菌保加利亚亚种具

有非常强的产酸能力和耐酸性，当外界环境中 9P
降低时，其质膜 PI FBGQ(=H（J#J. FBGQ(=H）能通过水
解 BGQ提供的能量将细胞内的质子泵出胞外，形成
的膜 9P梯度差，使细胞内 9P维持在中性附近，代
谢酶的活力不受影响。直至环境中 9P达到 $U4时，
跨膜 9P梯度差才不存在，细胞内呈酸性，新陈代谢

活动开始受到抑制［-］。然而，理想酸奶产品的 9P
在 !U-左右。因此，针对酸奶“后酸化”这一乳品加
工行业的关键技术瓶颈，利用基因工程以及分子生

物学技术来对德氏乳杆菌保加利亚亚种的 PI F
BGQ(=H进行改造不失为一个明智的选择，但是转基
因食品的安全性问题仍在争议当中。因此在本研究

中选择传统的诱变育种来选育 PI FBGQ(=H缺陷的德
氏乳杆菌保加利亚亚种菌株，为最终得到性状优良

的弱后酸化的酸奶发酵剂菌株奠定基础。

* 材料和方法
*+* 材料
*+*+* 菌株、质粒和培养基：!质粒 9WD#%FG载体
购自 G(E(R(公司。"干酪乳杆菌（.$"#()$"&**/0 "$02&
BG33C!2"）、嗜酸乳杆菌（ .$"#()$"&**/0 $"&1(45&*/0



!"##$%&’）为本实验室保藏菌种。!培养基：()*
培养基［%］，脱脂乳培养基。

!"!"# 样品来源：乳品科学教育部重点实验室保藏
的采自内蒙古地区的传统发酵酸奶。

!"!"$ 主要试剂和仪器：!+, &- #.试条和 !+, &-
#./培养基，均为法国生物梅里埃公司产品；0##0
（二环己基碳二亚胺）为 *1234公司产品；硫酸新霉
素为 !356789 公司产品；/! !"# 为 "4:4)4 公司产
品；;#!蛋白质浓度测定试剂盒为碧云天产品。其
余试剂均为国产或进口分析纯。!"; 细菌鉴定仪
法国生物梅里埃公司。+#)扩增仪 <=-- !;,公司；
紫外分光光度计 0>?@-- ;68A34B公司；.+/# C4D657
E’<&等。
!"# 乳酸菌的分离、纯化和鉴定
将样品在脱脂乳培养基中活化两代，然后取

F 3/样品，用灭菌生理盐水经适当梯度稀释后涂布
于含有 &G#4#H% 的 ()*平板上，在 %=I培养 E$ J，
挑选出周围形成透明圈的菌落，革兰氏染色后镜检，

将 KL菌株继续划线于 ()*平板，直至确定为纯菌，
纯化后的菌株接种到 ()* 斜面培养基培养后，置
$I冰箱中保存。
按照文献［% M $］，凡是革兰氏染色阳性，过氧化

氢酶试验阴性的菌株初步确定为乳酸菌。在初步鉴

定的基础上，使用 !+, &- #.试条和 !+, &- #./培
养基对分纯的乳酸菌进行鉴定，严格按照试条和培

养基的使用说明书进行操作，使用 $ N %"&’( !"##=$’<
和 $ N "%()*+,(-.& !"##$%&’作为质控菌株。
!"$ !%& ’()*序列的扩增和测序
乳酸菌基因组 0O!的提取参照 /(*01(* /(0"22"

的方法［&］。F’* 5)O!基因序列的 +#)扩增引物分
别是 F’*P（ &Q?!K!K"""K!" ##"KK#"#!K?%Q）和
F’*)（&Q?#"!#KK#"!# #""K""!#K!?%Q）［’］。+#)扩
增条件：<$I $ 31B；<$I F 31B，&@I F 31B，=EI
E 31B，共 %-个循环，=EI F- 31B。+#)扩增产物连
入克隆载体 R(0F@?"后，由上海英骏生物技术有限
公司测序。

!"+ 同源性分析及系统发育树的构建
利用 ;/!*"，寻找与目的基因序列同源性最高

的已知分类地位的菌种。然后从 K6B;4BA中提取乳
酸杆菌属内代表菌株的 F’* 5)O!基因序列，与测定
的序列共同用 #ST7D4SUFV@%校准排齐进行多序列比
较后，用 (WK!$软件以 O612JX95?Y91B1B2法构建系统
发生树，F---次随机抽样，计算自引导值（;99D7D54R）
以评估系统发生树的置信度［=］。

!", -. /*01234缺陷突变菌株的诱变

将菌株接种于 ()*液体培养基中，在 %=I下培
养至对数期。然后在 $I下离心收集菌体，弃上清，
将沉淀溶于灭菌生理盐水中。取 -VF 3/菌悬液涂
布于含有 F--"2Z3/新霉素的 ()*平板，在 %=I下
培养 =E J。挑取单个菌落接种于 ()*液体培养基
中，在 %=I下培养，$@ J后测定菌液的 R.和 34’’-。

将 34’’- [ -V@和 R. \ $VE的突变菌株置于 F-G的
灭菌甘油溶液中，在 M @-I下保存。
!"% 质膜 -. /*01234活性的测定
采用 HB29S等的方法制备含有 .L ?!"+476的膜

粗提取物［@］。采用 O4BB6B 的方法测定质膜 .L ?
!"+476 的活性［<］，为了确定质膜粗提物中 .L ?
!"+476的类型，分别测定其对 P?型 !"+476 抑制剂
0##0、+?型 !"+476抑制剂正钒酸钠、]?型 !"+476抑
制剂 :OH% 的敏感性

［F-］。细胞膜粗提取物中蛋白质

的定量采用碧云天的 ;#!蛋白质浓度测定试剂盒，
按照试剂盒的说明书进行操作。.L ?!"+476酶的活
性用 >Z32蛋白质来表示，其中每个活力单位定义
为 F 32 .L ?!"+476粗提取物在 F 31B内分解 !"+形
成 F"39S的无机磷酸盐。
!"5 突变菌株生长代谢情况
将 :/0* FV<E-F?F和 :/0* FV<E-F?$以 %G接种

量接种于 ()* X59DJ中，在 %=I下培养，每隔 E J测
定发酵液的 R.和 34’’-以及葡萄糖和乳酸含量的

变化，:/0* FV<E-F作为对照。
!"6 乳酸含量测定
色谱分离柱：C4D657 +45A #F@ 柱；检测器：>]

EF$ B3；流动相：#流动相 !：-V-E 39SZ/ O4.E+H$；$
流动相 ;：乙腈；!! 与 ; 的比例是为 < ^ F；流速：
F 3/Z31B；进 样 量：F- "/。取 发 酵 液 &- 3/，
F---- _ 2，$I下离心 F- 31B，取上清液经 -VEE"3滤
膜过滤后经适当稀释进行色谱分析。

!"7 葡萄糖含量测定
色谱分离条件：色谱柱：氨基柱；柱温：%-I；流

动相：乙腈 ^水 ‘ =-^%-；流速：-V@ 3/Z31B；进样体积：
E-"/；检测器：折光。取发酵液 &- 3/，以 F---- _ 2，
$I下离心 F- 31B，取上清液经 -VEE"3滤膜过滤后
经适当稀释进行色谱分析。

!"!8 统计分析
采用 *+**FFV&软件对试验数据进行统计分析，

其中每组试验有 %个重复。

# 结果
#"! 乳酸菌的分离结果
从样品中分离到一株乳杆菌，在 ()*平板上培
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养 !" #后，菌落呈乳白色半透明，边缘不整齐；革兰
氏染色后镜检发现该菌呈革兰氏阳性，细长杆状，单

生，将其命名为 $%&’()*!+(。

图 ! 基于 !"# $%&’基因序列建立的乳杆菌属系统发育树
,-./( !"#$%&"#’((’ 0#123.4546-7 6844 9:;4< 35 (=’ 8>?@ .454 ;4AB4574; ;#3C-5. 6#4 03;-6-35 3D 84084;456:6-E4 -;32:64;/ F#4 ;48-:2 5BG948;

-5 98:7H46; -5<-7:64 :774;;-35 5BG948 3D ;68:-5;/ F#4 5BG948; :6 53<4; -5<-7:64 6#4 24E42 3D 9336;68:0 ;B00386（I）
9:;4< 35 (+++ 84;:G024< <:6: ;46;，3521 E:2B4; :93E4 J+I :84 .-E45/ F#4 ;7:24 9:8 73884;035<; 63 +)+( ;B9;6-6B6-35; 048 5B72436-<4 03;-6-35/

()( ’*+的鉴定结果
目测 @KL试条的检测结果，然后将检测结果输

入电脑，使用 @FM软件对实验结果进行判定。结果
表明 $%&’()*!+( 为德氏乳杆菌保加利亚亚种（ ! /
)*(&+,*#-’’ ;B9;0/ &,(."+’#,/），其中 -<I N *O)*I，F
N +)*J。

(), !"# $%&’基因的 -.%扩增结果与系统发育
分析

通过 KP>扩增得到的 $%&’ ()*!+(菌株的 (=’
8>?@基因序列为 (J!* 90，该基因序列已在 Q45M:5H
注册（RS=T=++(）。将 $%&’ ()*!+( 的 (=’ 8>?@ 基
因序列 M%@’F后发现，该菌与乳杆菌属内种的同源
性最高。然后将该菌的 (=’ 8>?@ 基因序列与
Q45M:5H数据库中已知的乳杆菌属内标准菌株进行
多序列比较后用 URQ@" 以 ?V 法绘制系统发育树

+" ,4- %-B 46 :2 / W0#$" 1’#+%&’%(%.’#" 2’3’#"（!++*）"*（(）



（图 !）。由图可知，"#$% !&’()! 同 ! * "#$%&’#()**
+,-+.* %’$+,&*(’- #/0( 的亲缘关系最近，序列相似
性为 ’’1。
!"# $% &’()*+,缺陷突变菌株的筛选结果
从德氏乳杆菌保加利亚亚种 "#$% !&’()!筛选

得到 (株 23 45678+9酶缺陷突变菌株。将这两株菌
分别命名为 "#$% !&’()!4! 和 "#$% !&’()!4:，在
0;%液体培养基中培养 :< =后，它们的 ./>>)和 .2
分别为 )&?:>和 :&@(、)&>A?和 :&:A。
!"- 质膜 $% &’()*+,活性的测定结果
质膜 23 45678+9活力的测定结果见图 (。当反

应体系的 .2为 >&A时，"#$% !&’()!、"#$% !&’()!4!
和 "#$% !&’()!4: 的质膜 23 45678+9 活力分别为
!&:@、)&?> 和 )&A? BCDE 蛋白，同出发菌株相比，突
变菌株的质膜 23 45678+9 活力显著降低（ 0 F
)&)A）。

图 ! 抑制剂对 $% &’()*+,活性的影响
GHE*( IJJ9KL+ MJ HN=H-HLMO+ MN L=9 23 45678+9 8KLHPHLQ *

此外，在本研究中无论亲本还是突变菌株的质

膜 23 45678+9活性都受到 $RR$ 的显著抑制（0 F
)&)A），其中 "#$% !&’()! 和 "#$% !&’()!4! 的质膜
23 45678+9 活力大约有 <A1 被抑制，而 "#$%
!&’()!4: 则有 <!1被抑制。正钒酸钠和 "ST@ 对

"#$% !&’()!、"#$% !&’()!4!和 "#$% !&’()!4:的质
膜 23 45678+9活力的抑制作用并不明显。
!". 突变菌株的生长曲线
将 "#$% !&’()!、"#$% !&’()!4! 和 "#$%

!&’()!4:接种于 0;% -OML=中，在 @?U下培养，每隔
( =测定发酵液 ./>>)和 .2，直至 (: =为止，试验测
得各菌株的生长曲线如图 @所示。
同 "#$% !&’()! 相比，"#$% !&’()!4! 和 "#$%

!&’()!4: 的生长速率明显降低。在 0;% 液体培养
基中生长 (: =后，亲本的细胞密度（./>>)）大约是突

变菌株的 @倍。突变菌株的产酸速率也明显降低，
在0;% 液体培养基中培养 (: = 后，亲本培养物的

图 / 0123 4"5!64、0123 4"5!64&4和 0123 4"5!64&#的
生长曲线
GHE* @ /OMVL= K,OP9 MJ "#$% !&’()!，"#$% !&’()!4! 8NW "#$%

!&’()!4: *

.2能够达到 @&AA，然而突变菌株则分别仅为 :&@(
和 :&AA。
!"7 突变菌株代谢动力学
将亲本和突变菌株接种于 0;% -OML= 中，在

@?U下培养，每隔 ( =测定发酵液中葡萄糖和乳酸
的含量，直至 (: =后为止，试验测得各菌株的发酵
曲线如图 :所示。

图 # 0123 4"5!64、0123 4"5!64&4和 0123 4"5!64&
#的发酵曲线
GHE*: G9OD9NL8LHP9 K,OP9 MJ "#$% !&’()!，"#$% !&’()!4! 8NW "#$%

!&’()!4:*

发酵 (: =后，"#$% !&’()! 对葡萄糖终转化率
在 >A1以上。而 "#$% !&’()!4! 和 "#$% !&’()!4:
对葡萄糖终转化率则分别仅为 :!1和 @!1。"#$%
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!"#$%!培养物上清液中乳酸浓度能够达到 $& ’()。
而 *)+, !"#$%!-! 和 *)+, !"#$%!-. 代谢所产生的
乳酸浓度则分别仅为 !/ ’()和 !0 ’()。

! 讨论

!"# 乳酸菌的鉴定
123细菌鉴定仪对判定出的结果具有专家系统

功能，对于该仪器鉴定细菌的结果，如 456 7 #%6，
且 2 7 %"&%，则鉴定结果准确，可直接报告。本研究
中 123细菌鉴定仪对 *)+, !"#$%!的判定结果为德
氏乳杆菌保加利亚亚种，其中 456 8 #/"#6，且 2 8
%"#0，因此，本实验的鉴定结果非常准确。此外，!&,
9:;1基因序列 3)1,2 结果和系统发育树都表明
*)+, !"#$%!同 ! < "#$%&’#()** =>?=@< %’$+,&*(’- )AB$
的亲缘关系最近，它们之间的序列相似性为 ##6，
因此结合 123的鉴定结果，将 *)+, !"#$%!鉴定为
! < "#$%&’#()** =>?=@< %’$+,&*(’-。
!"$ %& ’()*+,-缺陷突变菌株的筛选
在本研究中，硫酸新霉素被作为诱变压力来筛

选质膜 CD -12EF=G缺陷的德氏乳杆菌保加利亚亚种
突变菌株。新霉素作为一种抗生素能够与细菌的

H%,核糖体亚基结合，抑制细菌蛋白质的合成，从而
抑制细菌的生长。细菌摄入新霉素是一个耗能的过

程［!!］，质膜 CD -12EF=G活力降低的突变菌株不能产
生足够的能量来摄入新霉素，从而具有了对新霉素

的抗性。人们已经利用新霉素从以下菌种中筛选到

了质膜 CD -12EF=G缺陷的突变菌株，包括乳酸乳球
菌［!$］、瑞士乳杆菌［!H］、酒类酒球菌［!.］等。本实验中

筛选得到两株 CD -12EF=G活力降低的德氏乳杆菌保
加利亚亚种菌株，同亲本相比，突变菌株的产酸能力

显著降低。

!"! 不同抑制剂对质膜 %& ’()*+,-活性的影响
由于 CD -12EF=G 可分为 I-型、E-型和 J-型

12EF=G［!%］，因此分别测定 I-型、E-型和 J-型 12EF=G
抑制剂对 *)+, !"#$%!、*)+, !"#$%!-! 和 *)+,
!"#$%!-. 的质膜 CD -12EF=G 活力的影响。由于，
+KK+能同 I% 亚基中 L亚基的谷氨酸或天冬氨酸残
基的羧基发生共价结合，阻断质子转运，因此如果

I!I%-12EF=G 是完整的，那么 +KK+ 就应该能抑制

12E的水解和合成［!0］。在本研究中发现，*)+,
!"#$%!、*)+, !"#$%!-! 和 *)+, !"#$%!-. 的质膜
CD -12EF=G活性都受到 +KK+ 的显著抑制，正钒酸
钠和 *;MH 的抑制作用并不明显。许多研究

者［/ N !%，!&］在测定 I!I% -12EF=G 活性的时候也发现了
同样的现象，因此可以认定在本实验中测定的

12EF=G活性，主要代表的是 I!I% -12EF=G的活性。

!". %& ’()*+,-缺陷突变菌株的生长代谢情况
本研究发现，同 *)+,!"#$%! 相比突变菌株

*)+,!"#$%!-!和 *)+,!"#$%!-. 的生长速率和产酸
能力显著降低，MO’PQ 等也在研究中发现了同样现
象［/］。由于德氏乳杆菌保加利亚亚种不能进行有氧

呼吸作用，也就不能进行氧化磷酸化，因此生成 12E
所需要的高能磷酸键主要由底物磷酸化提供。在本

实验中，突变菌株降低的葡萄糖代谢率和乳酸产量

一致表明它们的底物磷酸化水平的确降低了，从而

导致了 12E产量的降低，因此正是突变菌株低水平
的底物磷酸化导致了它们的低生长速率和弱产酸能

力。产酸能力的降低表明 CD -12EF=G酶缺陷的突变
菌株对酸性环境更敏感，而这一特性有助于减小酸

奶在储存过程中的后酸化。当利用突变菌株用于制

作酸奶时，@C降低到 ."$后突变菌株就不能再继续
生长代谢乳糖产酸降低 @C，从而使酸奶产品中的酸
度维持在理想水平。因此，突变菌株 *)+,!"#$%!-!
和 *)+,!"#$%!-.可用来制作弱后酸化酸奶发酵剂。
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