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一株荔枝生物保鲜乳酸菌的筛选及鉴定 
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摘要：本文旨在从荔枝果实发酵液中筛选具抑菌活性的拮抗菌，并研究其对荔枝霜疫霉菌、炭疽菌、多酚氧化酶和过氧化物酶

的抑制作用。采用平板培养法筛选出拮抗菌后，采用改良的琼脂扩散法和平板对峙法研究其对炭疽菌和荔枝霜疫霉菌的影响；分别以

邻苯二酚、愈创木酚为底物测定其对多酚氧化酶、过氧化物酶的抑制作用。结果显示，带菌体发酵液对荔枝霜疫病菌抑菌半径可达1.5 

cm，对荔枝炭疽病菌抑菌半径约为0.75 cm；代谢产物粗品对荔枝果皮多酚氧化酶的抑制率接近60%，破碎菌体、代谢产物粗品对过

氧化物酶的抑制率为分别为58.8%和51.4%。根据菌株的形态特征、培养特征、生理生化特征结合16S rDNA基因序列分析、系统发育

树构建来鉴定菌株，最终确定从荔枝果实发酵液中筛选到的乳酸菌是植物乳杆菌，其在荔枝生物保鲜上具有良好的应用前景。 
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Abstract: An antagonistic bacteria from litchi fermentation medium, and the inhibitory effects of antagonism on Peronophythora litchii, 

Colletotrichum gloeosporioides, polyphenol oxidase (PPO) and peroxidase (POD) were studied. A strain was isolated by plating method, and the 

improved agar diffusion method and plate confrontation method were used to detect the effect of this strain on Colletotrichum 

gloeosporioidesand Peronophythora litchi, respectively. The activity of PPO and POD were determined by oxophenic acid and guaiacol as 

substrate. Results showed that the inhibition zone radius of fermentation broth antagonize Penorophythora litchi was 1.5 cm and Colletotrichum 

gloeosporioides was 0.75 cm, and the inhibition rate of crude metabolites on litchi peel PPO was close to 60%. Crude metabolites and cell 

homogenates on POD was 58.8% and 51.4%, respectively. This isolation was identified as a strain of lactobacillus plantarum according to the 

results of morphological characteristics, physiological and biochemical characteristic, the 16s rDNA analysis and phylogenetic tree construction, 

which had a good application prospect in litchi bio preservation. 
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荔枝是起源于我国的世界级名果，果皮鲜艳美观，

肉质细腻多汁，香甜可口，营养丰富。由于荔枝形、

色、香、味俱佳，被誉为“果中之王”，是中国在国际

鲜果市场享有明显竞争优势的少数水果种类之一[1]。

荔枝是一种很难贮藏的水果，采后荔枝果实有“一日

而色变，二日而香变，三日而味变，四五日外，色香 
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尽去矣”的特点，荔枝由于在盛夏高温季节采收，加

上其结构特殊，采收后极易褐变和腐烂变质。研究表

明，多酚氧化酶（polyphenol oxidase，简称 PPO）[2]

和过氧化物酶（peroxidase，简称 POD）[3]在荔枝果皮

褐变中起着关键性作用；霜疫霉病和炭疽病是荔枝果

实采后最严重的病害[1]。 
目前，荔枝保鲜主要采用化学药剂处理、冷藏保

鲜、气调保鲜等方法，但目前所采用的化学保鲜剂中，

大多数对人体健康有害，或者造成环境污染；冷藏和

气调保鲜方法，投资大，成本高，较难普及和推广应

用[4]。微生物保鲜剂由于具有天然、安全和无残留等

优点，在水果的保鲜研究中显得十分的重要[5]。乳酸

菌在自然界中分布广泛，是人和动物肠道正常菌群中
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的优势菌，具有许多对人和动物健康有益的生理功能。

同时，还能产生有机酸（如乳酸、丁酸和醋酸等）、过

氧化氢和乳酸菌素等抑菌物质。这些物质可抑制腐败

菌和病原菌的生长，从而防止腐败，延长食品的保藏

期，且无毒无害，被认为是一种具有广阔应用前景的

天然食品防腐剂和饲料添加剂[6]。以乳酸菌为生物保

鲜剂用于果蔬和肉制品的保鲜已有大量报道[7~8]。

Martinez-Castellanos等[9~10]用植物乳杆菌菌液喷涂荔

枝、红毛丹果实，结果表明，植物乳杆菌可显著延缓

果皮褐变、保持果实良好品质，延长果实货架期。本

研究对健康荔枝果实发酵液中筛选的一株乳酸菌进行

鉴定，以荔枝霜疫霉菌和荔枝炭疽病菌作为指示菌，

以荔枝多酚氧化酶和过氧化物酶为指示酶，对该植物

乳酸菌菌株的保鲜能力进行初步研究，为进一步研究

乳酸菌生物保鲜功能奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  荔枝 

怀枝、马贵荔、桂味、糯米糍荔枝来自于东莞市

农业科学研究中心荔枝园。 

1.1.2  指示菌菌种 
荔枝霜疫霉菌和荔枝炭疽病菌由华南农业大学环

资学院提供。 

1.1.3  培养基 
MRS液体和固体培养基[11]，乳酸菌筛选时在MRS

固体培养基中加入15 g/L的CaCO3；PDA培养基。 
1.1.4  主要仪器设备 

OLYMPUS BX51荧光显微镜：SW-CJ-1F型单人

双面净化工作台；LRH-250生化培养箱；YSQ-LS-SII
全自动立式电热压力蒸汽灭菌锅；FE20 pH计；岛津

UV-1800紫外可见分光光度计；SIGMA 3K15冷冻离心

机：JY92-2D超声波细胞粉碎机。 

1.2  试验方法 

1.2.1  荔枝果实中乳酸菌的分离 
取荔枝果实150 g，捣碎于一无菌三角瓶中，37 ℃

自然发酵48 h。将发酵液用无菌水进行梯度稀释后，

涂布添加CaCO3的MRS固体平板培养基，37 ℃培养，

待长出菌落后，挑选可水解CaCO3的菌株纯化，进入

初筛。 
1.2.2  乳酸菌生长曲线的测定 

将活化好的乳酸菌接种于MRS液体培养基中，

37 ℃培养，每隔2 h取样，在600 nm波长下测光密度。 

1.2.3  试验样品的制备 
1.2.3.1  将 MRS 固体斜面活化好的乳酸菌接种在

MRS 液体培养基中，37 ℃培养 24 h 后，将发酵液在

9384×g (4 ℃)离心 15 min，取上清即为代谢产物粗品，

不做处理的为带菌发酵液。 
1.2.3.2  将 37 ℃培养 14~16 h 的菌体离心收集后用无

菌生理盐水清洗 2 次，再用无菌生理盐水悬起制备所

需浓度的菌体悬液（1.83×109 cfu/mL）。 
1.2.3.3  将上述悬液中菌体细胞经超声波破碎，功率

550 W，5 s 超声，5 s 间歇，冰浴破碎 5 min，使胞内

活性物质溶出制备菌体破碎液。 
1.2.3.4  采用上述菌体细胞经沸水浴处理 10 min，制

备成热灭活菌体细胞悬液。 
1.2.4  PPO 及 POD 粗酶液的制备 

取 2 g 果皮，加入 5 倍量（m/V）0.2 mol/L pH 6.8
磷酸缓冲液及 0.4 g PVP，冰浴研磨，4 ℃ 15000 g 离

心 15 min，取上清液即为粗酶液[12]。 
1.2.5  具有拮抗作用的乳酸菌筛选 
1.2.5.1  抑菌试验 

炭疽菌抑制试验采用改良的琼脂扩散法[6]。首先

在无菌平板上倒一层琼脂含量 1.5%的 PDA 培养基。

吸取制备好的孢子悬浮液 1 mL，加入到熔化并冷却到

50 ℃左右的 6 mL 琼脂含量为 0.9% PDA 培养基中混

匀，倾覆在已凝固的 PDA 平板上。待上层培养基冷

却凝固后，在平板上打直径约为 6 mm 的孔，分别检

测含菌细胞发酵液、无菌上清发酵液以及菌体细胞悬

浮液对炭疽菌的抑制作用（对于在 PDA 培养基上分

离得到的微生物，可不必打孔，当上层培养基冷却后

直接将待筛选微生物划线接种），每处理设 3 个重复，

同时分别以未使用过的无菌液体培养基和无菌生理盐

水为对照，28 ℃培养 2~3 d 逐日观察、测量抑菌圈大

小。 
荔枝霜疫霉菌抑制试验采用PDA平板对峙法[13]。

先在 PDA 平板中央移入一直径约 2 cm 的霜疫霉菌指

示菌的琼脂块，待指示菌生长 2~3 d，在距霜疫霉菌

菌落边缘约 5 mm 的地方打孔，分别用含菌细胞发酵

液、无菌上清发酵液以及菌体细胞悬浮液作为抑制剂

进行抑菌试验，每个处理 3 个重复，同时分别以未使

用过的无菌液体培养基和无菌生理盐水为对照，28 ℃
培养 3~5 d，逐日观察、测量抑菌圈大小。 
1.2.5.2  酶活抑制试验 

多酚氧化酶（PPO）抑制试验。反应体系：2550 μL 
pH 6.8 的磷酸缓冲液，750 μL 0.2 M 邻苯二酚底物溶

液，325 μL 菌液（菌体细胞悬液、热灭活菌体细胞悬

液、菌体细胞破碎悬液、无细胞上清发酵液作为抑制
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剂，对照用缓冲液代替）25 μL 酶液。在 398 nm 处测

量吸光值，从酶液加入开始计时，每 10 s 记录一次

OD 值，以最初直线斜率计算酶活。一个酶活单位定

义为：在测定条件下，吸光值每分钟增大 0.001 所需

的酶量，酶活平行测定 3 次。 
过氧化物酶（POD）抑制试验。反应体系：2175 

μL pH 6.8 的磷酸缓冲液，375 μL 0.08%H2O2溶液，325 
μL 菌液（菌体细胞悬液、热灭活菌体细胞悬液、菌体

细胞破碎液、无细胞上清发酵液作为抑制剂，对照用

缓冲液代替），750 μL 0.05 M愈创木酚底物溶液，25 μL
稀释 10 倍的粗酶液，在 470 nm 处测量吸光值，从酶

液加入开始计时，每 10 s 记录一次 OD 值，以最初直

线斜率计算酶活。一个酶活单位定义为：在测定条件

下，吸光值每分钟增大 0.001 所需的酶量，酶活平行

测定 3 次。 
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酶活抑制率计算方法： 

对照组酶活

活对照组酶活－实验组酶
酶活抑制率＝  

1.2.6  菌株的鉴定 
1.2.6.1  菌体形态及生理生化鉴定 

菌体形态、培养特征的观察、测定参考文献[14]中

的检测方法及检索表要求，生理生化指标借助API 50 
CHL试剂盒检测，检测结果用APILAB Plus软件进行

分析鉴定。 
1.2.6.2  16S rDNA 序列分子生物学鉴定  

将 MRS 固体培养基培养的 DGNKZX003 菌体挑

取于 50 μL TaKaRa 菌体裂解液（Code No.D304 大连

宝生物工程有限公司）中 80 ℃变性 15 min，低速离

心，取上清液作为 PCR 反应模板直接用于 16S rDNA
的 PCR 扩增。使用 TaKaRa 16S rDNA 细菌鉴定 PCR
仪（No.D310，大连宝生物工程有限公司）进行目的

片段的扩增。PCR 扩增引物为正向引物（5′-GAGC 
GGATAACAATTTCACACAGG-3′ ） 和 反 向 引 物

（5′-CGCCAGGGTTTTCCCAG-TCACGAC -3′）。50 
μL 的反应体系中包括 1 μL 上述变性反应液、25 μL 
PCR 预混液、0.5 μL 正向引物（20 pmol/μL）、0.5 μL
反向引物（20 pmol/μL）和 23 μL 16 S 无菌去离子水。

PCR 反应程序为：94 ℃预变性 5 min，1 个循环：94 ℃
变性 1 min，55 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 1.5 min，30
个循环：72 ℃延伸 5 min，1 个循环。取 5μL 扩增产

物进行 1%琼脂糖凝胶电泳，使用切胶回收试剂盒回

收目的片段进行 DNA 测序（Code No.D823A 大连宝

生物工程有限公司）。将获得的序列与 GenBank 数据

库中已有的细菌 16S rDNA 序列进行同源性比较分

析，以 MEGA 5 软件建立系统进化树。 

1.2.7  数据统计 
试验数据采用Microsoft Excel 2010进行统计处

理。 

2  结果与分析 

2.1  乳酸菌的分离筛选 

挑选具有溶钙圈的菌落，从荔枝果实发酵液中分

离并经初步筛选得到乳酸菌。将得到的乳酸菌进行抑

菌试验（初筛）和酶活抑制试验（复筛），最终得到1
株有明显抑菌和抑酶活性的乳酸菌，命名为

DGNKZX003。 

2.2  乳酸菌的生长特性 

 
图1 DGNKZX003菌株生长曲线 

Fig.1 Growth curve of DGNKZX003 strain 

由图 1 可见，DGNKZX003 菌株在接种后 4 h，
OD600迅速上升，进入对数生长期，14 h 后 OD600上升

速度放缓，进入稳定期。 

2.3  菌株 DGNKZX003 的抑菌及抑酶效果 

2.3.1  菌株DGNKZX003对荔枝病原真菌的抑

制效果 

结果如图 2 所示，以带菌体发酵液作为抑制剂时，

DGNKZX003 菌株对荔枝霜疫病菌和荔枝炭疽病菌的

抑制效果具有一定差异，对荔枝霜疫病菌抑菌半径可

达 1.5 cm，对荔枝炭疽病菌抑菌半径约为 0.75 cm，而

对照组孔半径几乎为零。此外，以菌体悬浮液作为抑

制剂，对病原菌也有一定的抑制效果。 

  
a                       a1  
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a2                        b 
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b1                       b2 

图2 DGNKZX003菌株对荔枝霜疫霉菌和炭疽菌的抑制效果 

Fig.2 Inhibition effects of strain DGNKZX003 on the growth of 

P.1itchii and C.gloeosporiode 

注：a：荔枝炭疽病菌抑菌试验对照，a1：DGNKZX003

带菌发酵液对炭疽病菌抑制照片，a2：DGNKZX003 菌体悬液

对炭疽病菌抑制照片，b：荔枝霜疫霉菌抑制实验对照，b1：

DGNKZX 003 带菌发酵液对霜疫霉菌抑制照片，b2：DGNKZX 

003 菌体悬液对霜霉病菌抑制照片。 

2.3.2  菌株DGNKZX003对荔枝PPO、POD抑

制效果 

 

 
图3 DGNKZX003菌株对PPO抑制效果 

Fig.3 Inhibition effects of strain DGNKZX003 on polyphenol 

oxidase (PPO) 

注：a：柠檬酸抑制剂对 PPO 的抑制效果，b：代谢产物

粗品、菌体悬液、灭活菌体悬液、菌体破碎液对 PPO 活性影响。 

如图 3 所示，DGNKZX003 对 PPO 抑制效果因作

用方式而有所差别，代谢产物粗品对其抑制率接近

60%，与 120 mg/mL 柠檬酸对 PPO 的抑制效果相当；

活菌体抑制率为 35%，而破碎和热灭活后的菌体对其

无抑制作用。 

 

 
图4 DGNKZX003菌株对POD抑制效果 

Fig.4 Inhibition effects of strain DGNKZX003 on 

peroxidase(POD) 

注：a：柠檬酸抑制剂对 POD 的抑制效果，b：代谢产物

粗品、菌体悬液、灭活菌体悬液、菌体破碎液对 POD 活性影

响。 

2.4  菌株的鉴定 

2.4.1  菌株的形态学特征  

  

图 5 DGNKZX003菌落及菌体形态 

Fig.5 Colonial morphological and thallus characteristics of 

strain DGNKZX003 

注：a DGNKZX003 菌落形态，b DGNKZX003 菌体形态。 

菌株DGNKZX003 MRS在琼脂平板上培养 24 h，
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菌落形态为圆形，乳白色小菌落，圆形凸起生长，边

缘颜色略浅，湿润不透明，边缘整齐。革兰染色阳性，

细胞末端钝圆，短粗杆状，无芽孢。 
2.4.2  生理生化特征 

表2 DGNKZX003菌株API 50 CHL鉴定结果 

Tab1e 2 API 50 CHL identification of DGNKZX003 strain 

试验条生化谱注 
API 50 CHL V5.1 

----++----++++----+-+-++++++++-++-+----+------+-- 

有意义的分类单位 鉴定% T 值(T 指数) 不一致的试验 

Lactobacillus plantarum 1 99.9 0.64 SOR 78%, MEL 94%, GEN 98% 

下一个分类单位 鉴定% T 值(T 指数) 不一致的试验 
Lactobacillus brevis 1 0.1 0.31 MDM 0%, MLZ 14%, GEN 99%, TUR 14% 

表1 菌株DGNKZX003生理生化结果 

Table 1 Physiological and biochemical characteristics of the strain DGNKZX003 

鉴定项目 DGNKZX003 鉴定项目 DGNKZX003 鉴定项目 DGNKZX003 

甘露醇 + 蜜二糖 - 阿东醇 - 

山梨醇 + 蔗糖 + 淀粉 - 

D-阿拉伯糖 - 海藻糖 + 糖原 - 

L-阿拉伯糖 + 苦杏仁甙 + 木糖醇 - 

核糖 + 七叶灵 + 拢牛儿糖 - 

D-木糖 - 松叁糖 + D-松二糖 + 

L-木糖 - 熊果甙 + D-来苏糖 - 

棉子糖 - N-乙酰-葡糖胺 + D-塔格糖 - 

乳糖 + 柳醇 + D-岩糖 - 

半乳糖 + 卫茅醇 - L-岩糖 - 

葡萄糖 + 肌醇 - D-阿拉伯糖醇 - 

果糖 + β-甲基-D-木糖甙 - L-阿拉伯糖醇 - 

甘露糖 + α-甲基-D-甘露糖甙 + 2-酮基-葡萄糖酸盐  

葡萄糖酸盐 + α-甲基-D-葡萄糖甙 - 5-酮基-葡萄糖酸盐 - 

鼠李糖 - 赤癣醇 -   

纤维二糖 + 菊糖 -   

麦芽糖 + 甘油 -   

注：“+”表示阳性反应；“-”表示阴性反应。 

 

根据菌株 DGNKZX003 的菌株的形态学特征和

生理生化特征，并参考《伯杰细菌鉴定手册（第八版）》

以及 API 50 CHLV5.1 分析鉴定的结果，初步确认该菌

株最大可能为植物乳杆菌。 
2.4.3  16S rDNA 序列分子生物学鉴定 

将测得的菌株 DGNKZX003 16S rDNA 序列在

NCBI 数据库中进行 BLAST 比较，与植物乳杆菌的同

源性相似度达 100%，选取相似性较高的几株菌的 16S 
rRNA 序列，用 MEGA5 软件构建系统发育树，结果

如图 8 所示。由系统发育树可知 DGNKZX003 菌株与

植物乳杆菌和戊糖乳杆菌的关系最为接近。 

图7 菌株DGNKZX003的 16S rDNA基因扩增电泳结果 

Fig.7 PCR amplification pattern of 16S rDNA from strain 

DGNKZX003 

综合上述各方法实验结果，最终可鉴定 DGNKZX 
003 菌株为一株植物乳杆菌。 

注：M 为 DL2000 DNA Marker；1 为 DGNKZX003-PCR

产物；+为正对照；-为负对照。 
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图8 DGNKZX003菌株16S rDNA基因序列系统发育树 

Fig.8 The phylogenetic tree based on the 16S rDNA sequences 

of genus strain DGNKZX003 

3  结论 

3.1  研究表明，PPO 和 POD 是引起荔枝果皮褐变的

主要酶类[15]。在荔枝贮藏过程中，花色苷可被 PPO 和

POD 降解，降解产物花色素及其他多酚类物质可被

PPO 和 POD 直接或间接氧化生成褐色物质，导致果

皮褐变[16]。荔枝腐烂的直接原因就是病菌侵染，其中

以荔枝霜疫霉病和炭疽病最为严重[1]。因此，荔枝采

后保鲜主要从控制果皮褐变、防止病原微生物侵染入

手。许多微生物能产生如酸、醇、过氧化氢、双乙酰

等低分子量的活性代谢产物,可有效地抑制酶促褐变
[17]。Martinez-Castellanos 等[9]用 1×109 cfu/mL 的植物

乳杆菌菌液喷涂荔枝，并在 10 ℃、75%湿度条件下贮

藏，延缓了果皮褐变。黄庶识等[18]从土壤中分离的 4
株枯草芽胞杆菌 Bacillus subtilis 对荔枝霜疫霉菌、炭

疽菌菌丝生长均具有明显抑制作用，ON-6 菌株的发

酵液对菌丝生长的抑制率最高 ,分别为 92.34%和

70.36%。蔡学清等[19]研究表明,内生枯草芽胞杆菌

BS-2 菌株对荔枝霜疫病具有较好的防治效果。

Sivakumar 等[20]用枯草芽胞杆菌提取液处理采后荔枝

鲜果,结合改良的聚丙烯包装袋,在整个 20 d 的市场销

售期内（2 ℃ 18 d、14 ℃ 2 d），果实的腐烂和褐变得

到抑制。徐良雄等[21]从绿僵菌 SC0924 的发酵物中分

离得到 8 个酚酸类化合物，试验证明该类化合物具有

抗荔枝霜疫霉的作用。 
3.2  本研究从怀枝果实发酵液中筛选到的

DGNKZX003 菌株是一株生防乳酸菌。在筛选这株菌

的过程中，先后采用了抑菌和抑酶实验，不同批次的

发酵产物对荔枝霜疫霉菌、荔枝炭疽病菌、PPO 以及

POD 的抑制效果有所差别，但均有明显抑制作用。对

荔枝病原真菌及褐变相关酶的抑制实验表明，该菌对

荔枝霜疫霉菌、炭疽病菌具有较强的拮抗作用，对荔

枝果皮多酚氧化酶和过氧化物酶也有良好的抑制效

果，类似的研究没有同时进行抑菌和抑酶实验。综合

本研究的结果，菌株 DGNKZX003 在荔枝采后保鲜的

体外试验均有出色表现，可尝试作为一株保鲜菌运用

到荔枝的护色保鲜中，相关的后续研究正在进行中。

根据对菌株的产酸性、形态学、生理生化试验结果，

初步断定菌株 DGNKZX003 为植物乳杆菌。通过 16S 
rDNA 序列与 GenBank 中的序列比较，菌株

DGNKZX003 与植物乳杆菌同源性为 100%，构建系

统发育树，最终确定其为一株植物乳杆菌。 
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