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熏马肠中生物胺氧化酶菌株的筛选与鉴定 
 

马宇霞，卢士玲，李开雄，李蕊婷 

（石河子大学食品学院，新疆石河子 832000） 

摘要：为获得良好的产生物胺氧化酶的肉品发酵剂，本试验以新疆不同地区的 44 种熏马肠样品为研究对象，对产生物胺氧化酶

菌进行筛选和鉴定，利用单层培养、双层显色的方法剔除产生物胺菌株，对分离后得到的菌株进行氧化酶试验、抑菌试验、耐盐和耐

亚硝酸盐试验。采用 DGGE 剔除重复菌株，通过 HPLC 对所筛选菌株氧化生物胺能力进行验证，最后对筛选出的菌株提取 DNA，并

对其 16S rDNA 的 V6-V8 区段进行 PCR 扩增后测序。结果表明：本次试验共筛选出 6 株菌有氧化酶特性，耐盐能力在 6%以上，耐

亚硝酸盐能力在 0.15 g/kg 以上，对致病性大肠杆菌，单增李斯特菌，金黄色葡萄球菌三种致病菌有良好的抑制效果，经 HPLC 验证

后氧化生物胺能力较强，分别为鼠李糖乳杆菌（Lactobacillus rhamnosus），枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis），腐生葡萄球菌（Staphylococcus 

saprophyticus），木糖葡萄球菌（Staphylococcus xylosus），戊糖片球菌（Pediococcus pentosaceus），植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum）。

为发酵肉制品的工业化生产和安全性提供了良好的理论依据。 
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Abstract: In order to obtain good amine oxidase productive starters for meat product, amine oxidase productive strains were isolated from 

44 samples in different areas of the smoked horse intestine. Productive amine bacteria were eliminated by double color method in monolayer 

culture. The oxidase test, bacteriostasis experiment and the resistance to salt and nitrite test were conducted for isolated strains. The same strains 

were eliminated by DGGE and the ability of oxidizing biogenic amine was verified by HPLC. Finally, the DNA was extracted from the screened 

strains, and V6-V8 segment of 16s rDNA were sequenced after PCR amplification. The results showed that six strains productive amine oxidase 

bacteria were screened out, with salt tolerance above 6%, nitrite tolerance above 0.15 g/kg, and had good inhibitory effect to Escherichia coli, 

Listeria monocytogenes, and Staphylococcus aureus, and they had strong oxidizing ability of biogenic amines. The strains were Lactobacillus 

rhamnosus, Bacillus subtilis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus xylosus, Pediococcus pentosaceu and Lactobacillus plantarums. 

This research provides a good theoretical basis for the industrial production and security of fermented meat. 

Key words: smoked horse intestine; biogenic amine; denaturing gradient gel electrophoresis; high performance liquid chromatography; 

biogenic amines-oxidase productive strains  

 
发酵肉制品是指在自然或人工控制的条件下利用

微生物发酵作用，产生具有特殊风味、色泽和质地，

且具有较长保质期的肉制品。发酵剂在发酵肉制品生

产中起着至关重要的作用。传统的发酵香肠是依靠原 
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中天然存在的微生物之间相互竞争，使乳酸菌成为优

料肉势菌群来生产的，因此，产品的安全性和品质均

一性都难以保证。将纯种微生物作为发酵剂接种于发

酵香肠中大大提高了产品质量和品质均一性[1]。目前，

肉制品的发酵剂研究在我国属于一个比较热门的领

域。在肉制品成熟的过程中添加合适的发酵剂，对实

现发酵肉工业化生产，缩短产品成熟期，对使产品特

征标准化和安全化将起重要的作用。熏马肠原产自新

疆伊犁，属于发酵肉制品，是哈萨克族风味食品之一。

其传统生产工艺属于自然发酵，所以发酵过程中微生

物种类丰富，近年来因其营养丰富风味独特受到广大
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消费者的喜爱，但随着消费市场对熏马肠需求量的增

加，其安全性问题也得到了重视，其中生物胺的含量

是一项重要指标。生物胺是一类含氮的脂肪族、芳香

族或杂环类有机化合物的总称[2]。普遍存在于蛋白质

含量丰富的发酵食品中，本实验室在前期的调查研究

中发现自然发酵的熏马肠中生物胺总量超过 FDA 规

定的 1000 mg/kg 限量标准，色胺、酪胺和亚精胺含量

在不同程度上超过生物胺安全用量标准[3]。因此，必

须对熏马肠中生物胺的含量进行控制。胺氧化酶被认

为是发酵肉制品发酵剂筛选的重要优良特性，能够催

化胺的氧化脱氨，产物是醛、过氧化氢和氨[4]，所筛

选出的发酵剂还可以用在其它的发酵肉制品中，这对

发酵肉制品的工业化生产和降低肉制品中的生物胺含

量具有重大意义。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

44 种熏马肠样品（分别购于石河子、乌鲁木齐、

昌吉、伊犁四个地区）。 

1.2  试验设备与试剂 

1.2.1  试剂 
MRS 培养基，MSA 培养基，VRBGA 培养基，

营养琼脂培养基 
下层培养基：均在 MRS、MSA、VRBGA 培养基

的基础上加入磷酸吡哆醛 0.05 g，琼脂 18 g。色氨酸、

苯丙氨酸、组氨酸、赖氨酸、酪氨酸、精氨酸各 5 g，
1000 mL 蒸馏水。pH 5.2，121 ℃高压灭菌 20 min。 

上层培养基：溴甲酚紫 0.06 g，琼脂 20 g，1000 mL
蒸馏水。pH 5.2，121 ℃高压灭菌 20 min。 

细菌总DNA提取试剂盒（天根）；溶菌酶（sigma）；
PCR 相关试剂盒，MarkⅢ，去离子水，丙烯酰胺，甲

叉双丙烯酰胺（Sigma），尿素（Sigma），TRIS（Sigma），
EDTA-2Na（Sigma），TE（Sigma），过硫酸铵（Sigma），
盐酸二甲基对苯二铵盐酸盐，α-萘酚，无水乙醇。 
1.2.2  主要仪器和设备 

灭菌锅，LDZX-40Ⅱ型立式自动电热压力蒸汽灭

菌器；拍打式均质机；恒温培养箱，DNP-9272 型；

超净工作台，SW-cg-2F.100 级；海尔冰箱；DGGE 电

泳仪，美国 Bio-Rad 公司；凝胶成像仪，GelDoc 2000 
system Bio-Rad，美国；高效液相色谱仪，Agilent 
Technologies 1200 series，日本岛津；色谱柱，Ecilpse 
XDB-C18 4.6 mm×250 mm，5 μm；以及其它微生物实

验常用培养皿、试管、移液枪、量筒、三角瓶、接种

针、接种环、牛津杯。 

1.3  试验方法 

1.3.1  产生物胺氧化酶菌的分离纯化 
将不同地区的 44 个熏马肠样品取瘦肉在无菌条

件下剪取 10 g，并在无菌条件下剪碎后放入装有 90 
mL 灭菌生理盐水的无菌均质袋中，均质机拍打 3 min
后，各取 1 mL 分别用 MRS、VRBGA 和 MSA 的液

体培养基对乳酸菌、肠细菌和葡萄球菌/微球菌在

37 ℃条件下培养 24 h。 
分别从富集培养液中取出 1 mL 培养液，逐级稀

释后，再从 10-4、10-5、10-6中各取 200 μL 涂布于对应

的产胺菌下层分离培养基上。37 ℃培养 48 h 后，无菌

条件下，在下层培养基上倒上一层上层培养基（50 ℃）

显色，并在 5 min 内记录实验结果，显紫色的为阳性

（即产胺菌），不变色即黄色为阴性（即不产胺菌）。

从显色培养基上将阴性菌落挑出，在其对应的培养基

上分离纯化 3 次，然后于 4 ℃对应的斜面保藏备用。 
1.3.2  氧化酶实验 

对阴性菌进行氧化酶试验，检验其是否具有氧化

酶活性，其实验方法为：取白色洁净滤纸沾取菌落，

加 1%盐酸二甲基对苯二胺溶液一滴，阳性呈现粉红

色，并且逐渐加深，再加 1% α-萘酚乙醇溶液一滴，

阳性于半分钟内呈现显蓝色，阴性于 2 min 内不变[5]。

阳性菌为所需菌株。 
1.3.3  抑菌试验 

将已灭菌的营养琼脂培养基倒在培养皿内，每皿

15 mL（下层），待其凝固。此外，将灭菌的营养琼脂

培养基冷却到 50 ℃左右混入指示菌(分别为致病性大

肠杆菌、单增李斯特菌、金黄色葡萄球菌)，混合均

后加 5 mL 到已凝固的培养基上待凝固（上层）。以无

菌操作在培养基表面直接垂直放上牛津杯轻轻加压，

使其与培养基接触无空隙，在杯中加入 200 μL 待检样

品（菌悬液），勿使其外溢。置 4 ℃条件下扩散 4 h，
37 ℃培养 16~18 h，观察结果，抑菌圈用游标卡尺直

接量得。 
1.3.4  耐盐耐亚硝盐试验 

试验方法参考文献[6]。 
1.3.5  细菌总DNA提取 

将纯化后的菌株接种到营养肉汤培养基中，培养

24 h后，取1 mL菌液，1000 r/min离心10 min，倒去上

清，取菌体沉淀（如沉淀较少，可重复上述操作），参

照DNA提取试剂盒的步骤，提取样品总细菌的DNA。

于-20 ℃条件下贮藏，以备PCR扩增使用。 
1.3.6  PCR扩增 
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对所分离菌株的 16S rDNA 的 V6-V8 区段进行

PCR 扩增[7]，选用引物为： 
上游引物为：GC-U968(5′-CGCCCGGGGCGC 

GCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGAACG
CGAAGAACCTTAC-3′)。 

下游引物为：L1401(5′-CGGTGTGTACAAGAC 
CC-3′)。 

PCR 反应为 25 μL 体系：1 μL 模板 DNA，上游

引物和下游引物各 0.5 μL，HS MIX（东盛）12.5 μL，
超纯水 10.5 μL。 

PCR 反应程序：95 ℃预变性 10 min，35 个循环

(95 ℃变性 30 s；56 ℃退火 30 s；72 ℃延伸 30 s)，
终 72 ℃延伸 5 min。PCR 产物经 1.2%琼脂糖凝胶电

泳检测后，-20 ℃冰箱保存以备 DGGE 使用。 
1.3.7  变性梯度凝胶电泳（DGGE）剔除重复菌

株 
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DGGE采用Biorad Dcode apparatus电泳仪，聚丙烯

酰胺凝胶浓度为8%（丙烯酰胺:甲叉双丙烯酞胺37.5:l）。
变性梯度从40~60%，在0.5xTAE缓冲液中，先200 V电

压预跑10 min，然后在85 V恒压下电泳16 h。电泳结束

后，将DGGE胶片在超纯水（含0.5 μL/mL EB）中摇床

染色15 min。再用超纯水脱色10 min后，用凝胶成像系

统拍照。条带相同的菌株可认为是同一菌株，剔除重

复。 
1.3.8  高效液相（HPLC）验证菌种氧化生物胺

能力 
1.3.8.1  菌悬液的配制 

取筛选出的菌株经液体培养活化三次后分别接入

到500 μg/mL含八种生物胺（色胺、酪胺、腐胺、苯乙

胺、尸胺、组胺、精胺、亚精胺）的营养肉汤培养基

中，37 ℃培养48 h后，分别取1 mL菌液加入0.4 mol/L
高氯酸1 mL，于-20 ℃冰箱中保存、待测。 
1.3.8.2  样品的柱前衍生 

取上述样品1 mL，加入200 μL 2 mol/L NaOH使溶

液呈碱性，再加入300 μL饱和NaHCO3溶液进行缓冲，

然后再加入2 mL 10 mg/mL的丹磺酰氯（Dns-Cl）丙酮

溶液，使之在黑暗条件40 ℃反应，45 min后加入100 μL
的NH3·H2O终止反应，去除残留的Dns-Cl溶液。用乙腈

定容到5 mL，用0.22 μm滤膜过滤后装入样品瓶待测。 
1.3.8.3  生物胺标准曲线的绘制 

准确称取色胺、酪胺、腐胺、苯乙胺、尸胺、组

胺、精胺、亚精胺各50 mg，用0.4 mol/L的高氯酸定容

到50 mL，并分别稀释为：5、10、25、50、100、200 μg/mL
终浓度的混合标准溶液。取1 mL标准品的混合溶液，

柱前衍生后（方法同上），利用高效液相测定其生物胺，

以生物胺含量为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准

曲线。 
1.3.8.4  色谱条件 

Agilent C18 柱（5 μm，4.6 mm×250 mm）；流动

相 A 为水，流动相 B 为乙腈；流速为 0.9 mL/min；进

样量：20 μL；柱温：30 ℃；检测波长：254 nm。 
表1 梯度洗脱程序 

Table 1 Gradient elution program 

洗脱时间/min 流动相 A/% 流动相 B/%

0.1 35.0 65.0 

5.0 25.0 75.0 

20.0 0.0 100.0 

24.0 0.0 100.0 

25.0 35.0 65.0 

30.0 35.0 65.0 

1.3.9  菌种DNA测序并与NCBI比对 
取菌种 DNA 的 PCR 产物送至三博远志公司测

序，将测序结果与 NCBI 数据库中序列进行比对。 
1.3.10  数据统计分析 

试验数据通过 SPSS 软件统计分析，采用 Origin 
8.0 作图，采用新复极差法分析，以 P<0.05 为差异显

著，以 P<0.01 为差异极显著。 

2  结果与讨论 

2.1  分离纯化结果 

  
a                   b 

 
c 

图 1 筛选显色图 

Fig.1 The figures of screening of bacteria 

注：a~c依次为MRS、MSA、VRBGA；紫色为阳性，黄色

为阴性。 

通过 2.1 的实验方法，产胺菌与产生物胺氧化酶
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菌同时出现。选取产生物胺氧化酶的阴性菌株。即单

层培养 48 h 后，倾入上层培养基显色，挑取显黄色的

菌株分离纯化并保存。 
根据显色情况，共分离出不产生物胺的菌：乳酸

菌 95 株，葡萄球菌/微球菌 121 株，肠细菌 22 株。符

合要求的菌株进行下一步试验。 

2.2  氧化酶试验结果 

通过1.3.2的方法进行氧化酶实验，得到先显粉色

后显蓝色的阳性菌，共筛选出乳酸菌65株，葡萄球菌/
微球菌97株，没有符合要求的肠细菌。符合要求的菌

株进行下一步试验。 

2.3  耐盐耐亚硝酸盐试验结果 

比浊法可以测定液体培养基中微生物的生长数

量，因此耐盐与耐亚硝酸盐的试验均采用紫外分光光

度计在660 nm条件下，通过OD值的测定来比较。乳酸

菌采用MRS液体培养基，葡萄球菌/微球菌采用MSA液

体培养基。 
耐盐试验中添加食盐的浓度为0、2%、4%、6%，

将受试菌分别接入，37 ℃培养48 h后，测定其OD值，

选取6%浓度条件下能较好生长的菌株。此外，Henry 
Chin和Koehler[9]研究表明NaCl含量在3.5%~5.5%范围

时，可抑制组胺的形成。在肉类制品的加工过程中，

硝酸盐、亚硝酸盐不仅有发色、增味的作用，还有抑

菌的效果，尤其是对肉毒梭状芽孢杆菌有良好的抑制

作用，目前尚无较好的替代品，但其使用剂量和使用

范围都有严格的要求。本次试验中添加亚硝酸钠的浓

度为0 g/kg、0.05 g/kg、0.1 g/kg、0.15 g/kg，将受分别

接入，37 ℃培养48 h后，测定其OD值，选取0.15 g/kg
条件下能较好生长的菌株。通过上述试验，共筛选出

乳酸菌49株，葡萄球菌/微球菌72株。符合要求的菌株

进行下一步试验。 

2.4  抑菌结果 

表2 抑菌试验结果 

Table 2 the results of Bacteriostatic test 

受试菌 
抑菌圈大小/mm 

大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 李斯特菌 

OR2 17.25±0.07 12.78±0.27 12.82±0.08

OR6 10.26±0.11 14.39±0.05 13.55±0.022

OR7 11.07±0.23 12.59±0.01 14.64±0.09

OR9 18.04±0.14 18.04±0.12 15.43±0.03

OR11 13.29±0.33 16.1±0.04 11.99±0.12

OR16 13.38±0.02 13.96±0.29 10.73±0.16

OR17 14.11±0.04 12.51±0.32 10.39±0.17

OR20 13.02±0.02 13.75±0.06 10.79±0.09

OR23 12.41±0.02 12.58±0.16 12.16±0.02

OR27 9.89±0.08 13.16±0.05 16.26±0.07

OR28 15.72±0.01 19.21±0.07 12.57±0.08

OR32 12.235±0.17 14.21±0.13 13.37±0.03

OR40 13.58±0.27 18.18±0.05 11.46±0.08

OR41 18.96±0.11 17.57±0.23 13.26±0.02

OR45 11.25±0.04 10.00±0.034 17.321±0.04

OR48 12.33±0.02 16.78±0.09 19.13±0.57

OR49 15.08±0.01 11.06±0.54 12.00±0.08

OR52 13.89±0.15 13.31±0.32 14.51±0.05

OR56 16.74±0.09 13.81±0.11 10.31±0.01

OR60 13.21±0.11 13.92±0.02 13.47±0.03

OR61 10.79±0.06 12.9±0.04 14.82±0.04

OP2 12.59±0.13 11.49±0.12 19.07±0.08

OP3 11.64±0.11 16.38±0.03 12.00±0.08

OP6 15.89±0.02 13.12±0.07 15.72±0.02

OP10 14.44±0.36 13.92±0.29 18.04±0.01

OP14 19.39±0.24 17.78±012 10.31±0.62
OP16 16.78±0.11 11.96±0.30 12.235±0.01
OP21 11.06±0.27 12.57±0.09 13.58±0.11
OP25 13.31±0.17 11.25±0.02 18.96±0.23
OP29 13.81±0.14 12.33±0.12 11.25±0.14
OP33 13.92±0.10 15.08±0.09 16.74±0.02
OP34 12.9±0.05 13.89±0.16 13.21±0.04
OP41 11.49±0.07 16.74±0.19 10.79±0.12
OP43 16.38±0.01 13.21±0.22 12.59±0.09
OP45 13.12±0.09 10.79±0.17 11.64±0.13
OP49 11.96±0.10 12.59±0.05 14.51±0.11
OP55 12.57±0.05 11.64±0.08 10.31±0.02
OP57 10.31±0.08 15.89±0.01 13.47±0.03
OP58 12.57±0.02 14.76±0.32 14.82±0.12
OP61 13.37±0.02 13.88±0.17 19.07±0.05
OP62 11.46±0.13 17.09±0.01 12±0.09 
OP65 14.44±0.02 13.96±0.16 11.4±0.15 
OP66 17.32±0.20 12.51±0.20 12.96±0.33
OP67 19.13±0.02 13.75±0.02 17.25±0.22
OP69 12±0.05 12.58±0.24 10.26±0.09
OP73 12.33±0.03 13.16±0.69 11.07±0.01
OP75 13.54±0.10 19.21±0.12 18.04±0.14
OP76 12.33±0.09 14.21±0.09 13.29±0.21
OP77 16.74±0.13 12.16±0.04 17.321±0.12
OP81 13.21±0.22 16.26±0.07 19.13±0.02
OP86 10.79±0.09 12.57±0.18 12±0.01 

OP94 12.59±0.01 13.37±0.05 14.51±0.08
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根据1.3.3的试验方法，测定选取抑菌圈大小为10 
mm以上的菌株，共得出乳酸菌21株、葡萄球菌/微球菌

31株，符合要求的菌株进行下一步试验。试验效果如

图2所示，结果见表2。 
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a                     b 

 
c 

图 2 抑菌试验图 

Fig.2 The figures of bacteriostatic test 

注：a~c 依次为大肠杆菌、李斯特菌、金黄色葡萄球菌。 

在本次试验中发现抑菌试验的过程中先在4 ℃条

件下扩散4 h后，再进行培养，抑菌效果显著提高，可

能是因为4 ℃冰箱放置，使菌液可充分扩散到培养基

中，还可一定程度上抑制了指示菌的生长繁殖，而此

对抑菌作用有正向协同效果[8]。所以经扩散后再置于培

养箱中培养，就不会出现受试菌还没扩散完全，指示

菌就已经开始生长的情况。 

2.5  DGGE 指纹图谱剔除重复菌株 

 
图3 菌株DGGE图谱 

Fig.3 The bacterial DGGE pattern 

提取细菌 DNA，用带 GC 夹子的引物进行 PCR
扩增，产物经 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测后，通过

DGGE 剔除重复菌株，共得到不同菌株 12 株，图谱

如图 3，不同菌株，其 DNA 不同，经同一引物扩增后

产物片段长度相似，但其核苷酸序列不同，因此不同

的双链 DNA 片段由于沿着化学梯度的不同解链行为

将在凝胶的不同位置上停止迁移[10]，所以可以才用

DGGE 剔除重复菌株。此外，Hiroyuki[11]等人研究表

明，由于 DGGE 的特殊限制，同一条带中也有不同的

DNA 片段，也就是不同片段的共迁移现象。但这对本

试验的影响不大。 

2.6  HPLC 验证结果 

 
图4 6株产生物胺氧化酶菌氧化减少生物胺含量 

Fig.4 The reduction of concentration of biogenic amines content 

of 6 biogenic amines-oxidase productive strains 

 

 
图5 生物胺样品图谱 

Fig.5 HPLC chromatographic profiles of biogenic amines 

注：a：生物胺标品图谱，b：生物胺样品图谱；1-色胺（TRY）、

2-苯乙胺（FHE）、3-腐胺（PUT）、4-尸胺（CAD）、5-组胺

（HIS）、6-酪胺（TYR）、7-亚精胺（SPD）、8-精胺（SPM）。 

将12株不同菌株分别接入到添加八种生物胺（浓

度分别为 500 μg/mL）的液体培养基中，37 ℃培养 48 
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h，经柱前衍生后测定其生物胺减少量，结果显示有 6
株菌对生物胺含量有不同程度的降低，6 株菌对色胺

的减少能力均较强，其中 M3 的减少能力 强为 180.2 
μg/mL ；M1、M2、M3、M4、M5 对苯乙胺都有较好

的氧化作用，M6 对苯乙胺的减少不显著，仅为 5.21 
μg/mL；6 株菌对腐胺都有较好的氧化减少能力，其中

M1 高为 238.65 μg/mL，M5 低为 44.68 μg/mL；
对尸胺的减少量在 87.7~174.19 μg/mL 之间；M2、M3、
M4、M5 对组胺的氧化减少能力较强，M1、M6 对组

胺的减少量相对较弱；对酪胺的减少 显著的为 M3，
高达 171.73 μg/mL，但 M1、M5 对酪胺作用不显著，

仅为 1.02 μg/mL，7.33 μg/mL；6 株菌对精胺和亚精胺

的氧化减少能力均不显著。Roig-Sagués[12]等研究报

道，在香肠或是其他肉制品成熟期间，生物胺总量的

增加主要是因为乳酸菌和肠杆菌科属中残余的脱羧酶

活性。所以产生物胺氧化酶菌做为发酵剂，减少量脱

羧酶的存在，并将能较好氧化生物胺。 
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2.7  测序结果 

表3 鉴定菌株结果 

Table 3 Gradient elution program 

编号 菌株名称 相似

度/% 
基因库 
登录号 

M1 
鼠李糖乳杆菌 

(Lactobacillus rhamnosus) 
99 KF958282

M2 
枯草芽孢杆菌 

(Bacillus subtilis) 
99 KF958285

M3 
腐生葡萄球菌 

(Staphylococcus saprophyticus) 
100 KF958286

M4 木糖葡萄球菌 
(Staphylococcus xylosus) 100 KF958288

M5 戊糖片球菌 
(Pediococcus pentosaceus) 100 KF958291

M6 植物乳杆菌 
(Lactobacillus plantarum) 100 KF958290

复筛得到6株菌的DNA经PCR扩增后，送去测序，

测序结果与NCBI中基因库中已知序列进行比对，以同

源性 高的序列构建系统发育树。由系统发育树可以

看出M1菌株与Lactobacillus rhamnosus亲缘性 近，基

因同源性为99%，该菌可定为乳杆菌属；M2与Bacillus 
subtilis亲缘关系 近，序列同源性为99%，形成一个簇

群，可将该菌定为芽孢杆菌属；M3与Staphylococcus 
xylosus亲缘关系 近，序列同源性为100%，可将该菌

定为葡萄球菌属；M4与Staphylococcus xylosus亲缘关系

近，序列同源性为100%，可将该菌定为葡萄球菌属；

M5与Pediococcus pentosaceus亲缘关系为100%，说明

M5为片球菌属；M6与Lactobacillus plantarum的亲缘关

系达100%，所以M6是乳杆菌属。 
6 株菌分别为鼠李糖乳杆菌（ Lactobacillus 

rhamnosus），枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis），腐生葡

萄球菌（Staphylococcus saprophyticus），木糖葡萄球菌

（Staphylococcus xylosus），戊糖片球菌（Pediococcus 
pentosaceus），植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum）。

相似度均高于96%，如表3所示。 

 
图6 基于16S rDNA序列的6株菌株的系统发育树 

Fig.6 Phylogenetic tree of the 6 strains based on Partial16S 

rDNA sequences 

3  结论 

对 44 种不同熏马肠样品中产生物胺氧化酶菌进

行分离与筛选，筛选出有氧化酶特性，耐盐能力在 6%
以上，耐亚硝酸盐能力在 0.15 g/kg 以上，对大肠杆菌，

李斯特菌，金黄色葡萄球菌三种致病菌有良好的抑制

效果的菌株，通过DGGE剔除重复菌株，并通过HPLC
验证其减少生物胺能力， 终通过16S rDNA的V6-V8
区段进行 PCR 扩增后测序，结果表明：本次试验共筛

选出 6 株产生物胺氧化酶菌，分别为鼠李糖乳杆菌

（Lactobacillus rhamnosus），枯草芽孢杆菌（Bacillus 
subtilis ）， 腐 生 葡 萄 球 菌 （ Staphylococcus 
saprophyticus ），木糖葡萄球菌（ Staphylococcus 
xylosus），戊糖片球菌（Pediococcus pentosaceus），植

物乳杆菌（Lactobacillus plantarum）。本文通过对自

然发酵熏马肠中生物胺氧化酶菌的筛选，可在后期的

研究中将其作为发酵剂用于熏马肠的制作，为熏马肠

的工业化生产和安全性提供了良好的理论依据。 
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