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四川泡菜中植物乳杆菌的筛选与鉴定

胡静 1，黄爱兰 1，黄顺 2，徐映红 2，陈晓嫚 1，曹凤红 1，杨俊松 1，郑志 3*

（1.蚌埠医学院公共基础学院，安徽蚌埠 233030）（2.蚌埠市食品药品检验中心，安徽蚌埠233099）

（3.合肥工业大学食品与生物工程学院，安徽合肥 230601）

摘要：该研究旨在从四川泡菜中筛选植物乳杆菌，为益生菌筛选提供来源。经MRS琼脂培养基筛选，采用革兰氏染色法，生化

鉴定法，结合分子生物学方法，对筛选的菌株进行鉴定。VITEK 2棒状杆菌鉴定卡（CBC）共涉及到 41个生化反应，能够鉴定到种

属水平，该方法能够很好的筛选植物乳杆菌。经 CBC卡鉴定，20个菌株中筛选到 12个菌株，可鉴定为植物乳杆菌。这些菌株经 16S

rRNAPCR扩增测序后，在NCBI网站上进行同源性比对，确定为植物乳杆菌。由邻接法构建的系统进化树可知，该 12个菌株与已

知植物乳杆菌序列聚为一簇，6号菌株与 Lactobacillus plantarum 3356聚为一支，亲缘关系更近；4号、5号、14号、15号、23号和

38号菌株与 Lactobacillus plantarum NCU116，Lactobacillus plantarumMBEL2169，Lactobacillus plantarumAN7等序列相似性极高，

无遗传距离。综合所有的鉴定结果，这 12个菌株都被鉴定为植物乳杆菌。CBC鉴定卡是初筛植物乳杆菌较好的方法。
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Abstract: Lactobacillus plantarum were isolated from Sichuan Paocai and screened for probiotics. The strains were separated using MRS

agar medium, and then identified using Gram staining, biochemical identification, and molecular biology methods. The VITEK 2

Corynebacterium identification card (CBC) includes a total of 41 biochemical reactions and enables identification to the species level. Of the 20

strains of bacteria detected, 12 strains were identified as L. plantarum using the CBC cards. These strains were subjected to16S rRNA PCR

amplification and sequencing, followed by homologous sequence alignment on the NCBI website. The phylogenetic tree constructed by the

neighbor-joining method showed that all 12 strains were clustered with known L. plantarum sequences. Strain No. 6 was clustered with L.

plantarum 3356. Strain numbers 4, 5, 14, 15, 23, and 38 had very high sequence similarity with L. plantarum NCU116, L. plantarum

MBEL2169, and L. plantarum AN7, with no genetic distance. In conclusion, all 12 strains were identified as L. plantarum. CBC identification

cards are an effective method for the identification of L. plantarum.
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泡菜具有 3 000多年的悠久历史，享有“川菜之骨”
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的美称[1]。四川泡菜作为我国传统发酵蔬菜的代表，

备受广大民众的喜爱。四川泡菜的原料新鲜，是由乳

酸菌发酵制成的盐渍菜，这种“冷加工”的生产方式

能够保留蔬菜的营养，维持膳食营养均衡，是一种低

热量的食品。传统泡菜属于自然发酵，乳酸菌主要来

自原料本身，一般是大白菜、萝卜、豇豆和辣椒等。

不同原料携带的乳酸菌种类不同，因此影响泡菜中微
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生物的构成。乳酸菌不仅赋予食品酸味和香气，改善

食品的口味及品质，还具有促进营养物质的吸收、改

善肠道功能、降低胆固醇、抗高血压、调节免疫功能

及抗肿瘤等生物学作用[2]。研究发现植物乳杆菌和干

酪乳杆菌在泡菜的成熟过程中起到决定性的作用[3-5]。

植物乳杆菌作为乳酸菌中的一员，在自然界中分布广

泛，存在于人类和昆虫的肠道，乳制品，水果和蔬菜[6,7]，

具有较强的糖代谢能力，在泡菜发酵中后期，随着氧

气的消耗殆尽，植物乳杆菌开始在发酵过程中起主导

作用，利用反应体系中的糖类代谢产生大量的酸，从

而加速泡菜的成熟过程[8]。此外，植物乳杆菌降胆固

醇的效果显著，如 Lactobacillus plantarumNCU116可
将高脂喂养小鼠的胆固醇水平明显降低[9,10]。植物乳

杆菌可以调节肠道疾病，因其能够分泌抑制病原菌生

长的抗菌肽、有机酸和细菌素等物质；也能够分泌胞

外多糖起到抗氧化、抗肿瘤和免疫调节等作用[11-13]。

植物乳杆菌，作为一种益生菌，被广泛应用于食品生

产中，如酸奶、豆乳、干酪及饮料等。植物乳杆菌可

以赋予产品良好的风味、质地，及保健功能。

随着科学技术的发展，人民生活质量的提高，人

们更青睐于健康养生的生活理念。由于益生菌有益健

康，近年来我国对益生菌产品的需求猛增，益生菌产

业呈现井喷式发展，益生菌市场发展前景巨大。植物

乳杆菌在发酵乳中，最成功的应用当属光明专利菌株-
“植物乳杆菌 ST-III”，光明“畅优”和“植物活力”乳

酸菌饮料中都添加了该菌株，成为“通畅型酸奶的第一

品牌”。此外，“植益”采用植物乳杆菌LP28发酵，2015
年在乳酸菌企业中脱颖而出。因此，筛选具有良好益生

功能的乳酸菌具有很重要的应用价值。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

泡菜来自四川的成都、达州、眉州，传统自然发酵

制作；MRS琼脂和MRS肉汤，青岛海博生物技术有限

公司；细菌基因组提取试剂盒、Taq PCRMix、溶菌酶

溶液、GeneGreen核酸染料，北京天根生化科技（北京）

有限公司；DL10000 DNAMarker，Takara；VITRK 2
棒状杆菌鉴定卡（CBC），上海嘉合生物科技有限公司；

革兰氏染色试剂盒，南京建成科技有限公司。

1.2 仪器与设备

振荡培养箱、生化培养箱，江苏科析；立式压力

蒸汽灭菌锅，上海博讯；PCR仪，德国 Eppendorf；
DNA电泳槽，北京六一仪器；超净工作台，苏州净化；

VITEK 2 Compact仪器，法国梅里埃；凝胶成像系统，

伯乐公司（Bio-Rad）；生物显微镜，日本奥林巴斯。

1.3 实验方法

1.3.1 乳杆菌的分离纯化
分离纯化流程见下：

泡菜汁液 1 mL+19 mL的无菌生理盐水→置于振荡培养

箱中，室温下 200 r/min培养过夜→取样液 1 mL，用无菌的生

理盐水进行 10倍梯度稀释→取稀释了 102、103、104的样液

100 μL涂布平板→37℃倒置培养 48 h

菌株经过多次划线，以获得纯菌株。选取白色、

圆形、表面光滑凸起的菌落，进行革兰氏染色。

1.3.2 生理生化反应鉴定
使用VITEK 2棒状杆菌鉴定卡（CBC）进行测定。

CBC卡是基于已经确定的生化方法和新开发的底物，

用来检测碳源利用和酶类活性。共有 41种生化反应，

具体内容见表 1，获得最终鉴定结果大约需要 8 h。具

体操作方法为：向透明的塑料试管（聚苯乙烯材质，

12 mm×75 mm）加入 3.0 mL无菌盐水（w=0.45%~0.5%
的 NaCl溶液，pH值为 4.5~7.0）。用无菌接种环刮取

适量的菌落加到试管中，为了菌体更好的分散于盐水

中，可将菌体在管壁上充分研磨制备菌悬液。VITEK
2 DensiCHEK仪器先经过校准，然后检测菌液浓度，

检测浓度为McFarland No. 2.7~3.30。然后将 CBC卡

放入试管中，置于卡架中以备检测。注意，CBC卡片

放入前，菌悬液配制时间不能超过 30 min。
1.3.3 16S rRNA序列扩增、鉴定

挑一单菌落至 MRS 肉汤过夜培养（37 ℃，

14~16 h）。取 2 mL菌液离心，去上清，用菌体提取基

因组。扩增保守基因 16S rRNA。使用引物序列为 27F
（ 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCA-3’ ） 和 1495R
（5’-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3’），目的片段长

度约 1 500 bp。PCR反应体系为见表 2。
PCR扩增程序为：

94℃ 5 min
94℃ 40 s
55℃ 40 s 30 cycles
72℃ 1 min
72℃ 10 min
PCR产物经 1%琼脂糖电泳检测后，送华大基因

测序。
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表1 CBC反应孔内容物

Table 1 The contents of CBC reaction pore

反映孔 试验 缩写 每反应孔剂量/mg

2 丙氨酸-苯丙氨酸-脯氨酸芳胺酶 APPA 0.0384

4 D-半乳糖 dGAL 0.3

5 鸟氨酸脱羧酶 ODC 0.15

6 苯丙氨酸芳胺酶 PheA 0.0264

7 精氨酸GP AGR 0.15

8 丙酮酸盐 PVATE 0.15

9 β-半乳糖苷酶 BGAL 0.036

10 L-吡咯烷酮芳胺酶 PYRA 0.018

11 琥珀酸盐碱化 SUCT 0.15

12 酪氨酸芳胺酶 TyrA 0.0276

13 D-葡萄糖 dGLU 0.3

17 β-葡糖苷酶 BGLU 0.036

18 D-麦芽糖 dMAL 0.3

19 D-甘露醇 dMAN 0.1875

21 β-木糖苷酶 BXYL 0.0324

22 O/129耐药（comp. vibrio.） O/129R 0.0105

23 L-脯氨酸芳胺酶 ProA 0.0234

26 脂肪酶 LIP 0.0192

27 α-甘露糖苷酶 AMAN 0.036

30 D-松三糖 dMLZ 0.3

31 尿素酶 URE 0.15

33 蔗糖 SAC 0.3

35 D-海藻糖 dTRE 0.3

36 柠檬酸盐（钠） CIT 0.054

37 5-溴-4-氯-3-吲哚基-β-葡萄糖醛酸甙 BGURi 0.006

40 L-乳酸盐碱化 ILATk 0.15

41 α-葡糖苷酶 AGLU 0.036

43 D-山梨醇 dSOR 0.1875

44 α-半乳糖苷酶 AGAL 0.036

46 甘氨酸芳胺酶 GlyA 0.012

47 D-苹果酸盐 dMLT 0.15

50 D-核糖 dRIB 0.3

51 麦芽三糖 MTE 0.3

52 L-谷氨酰胺 IGLM 0.15

53 苯基磷酸盐 OPS 0.024

54 β- D-岩藻糖苷酶 BdFUC 0.0342

56 香豆酸盐 CMT 0.126

59 2-酮基-D-葡萄糖酸盐 2KG 0.3

61 七叶苷水解 ESC 0.0225

62 ELLMAN ELLM 0.03

64 D-木糖 dXYL 0.3



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2022, Vol.38, No.10

89

表2 PCR反应体系

Table 2Amplification system of PCR

组成成分 体积/μL

模板 <2 μg

27F（10 μmol/L） 1.0

1495R（10 μmol/L） 1.0

2×Taq PCRMix 25

ddH2O 补至 50 μL

1.3.4 系统进化分析
测 得 的 序 列 先 在 NCBI 上 进 行 Nucleotide

BLAST，以＞99%为界线，判断是否是植物乳杆菌。

从 NCBI网站上下载已有的植物乳杆菌序列及其他乳

酸菌模式菌株序列，使用邻接法构建系统进化树。

2 结果与分析

2.1 菌株的分离与鉴定

从5份泡菜样本中分离获得40个菌株，选取圆形、

乳白色、表面光滑凸起、边缘整齐、不透明的菌落。

多次划线获得纯菌株。经革兰氏染色后均为紫色，呈

杆状或棒状。（见图 1）。

图1 14号菌株菌落形态及其菌体镜检结果（1000×）

Fig.1 The colonymorphology of No. 14 strain and its

micrograph afterGram staining (1000×)
表3 CBC卡生化反应鉴定结果

Table 3 The identification results fromCBC card biochemical reactions

菌株号 ID信息置信水平 选择数目 概率/% 注释

1 极好 1 96 Lactobacillus plantarum

2 极好 1 99 Lactobacillus plantarum

3 不确定或不能鉴定的细菌 0 N/A 不符合数据库中的任何分类群。

4 好 1 90 Lactobacillus plantarum

5 极好 1 96 Lactobacillus plantarum

6 非常好 1 93 Lactobacillus plantarum

7 低分辨率 1 85 Corynebacterium diphtheriae

8 不确定或不能鉴定的细菌 0 N/A 不符合数据库中的任何分类群。

9 可接受 1 86 Lactobacillus plantarum

10 不确定或不能鉴定的细菌 0 N/A 不符合数据库中的任何分类群。

11 不确定或不能鉴定的细菌 0 N/A 不符合数据库中的任何分类群。

12 不确定或不能鉴定的细菌 0 N/A N/A

14 非常好 1 95 Lactobacillus plantarum

15 极好 1 99 Lactobacillus plantarum

16 不确定或不能鉴定的细菌 0 N/A 不符合数据库中的任何分类群。

17 极好 1 99 Lactobacillus plantarum

20 极好 1 99 Lactobacillus plantarum

23 低分辨率 2 85 Lactobacillus plantarum（85%）
Corynebacterium diphtheriae

29 极好 1 98 Corynebacterium jeikeium

38 好 1 90 Lactobacillus plantarum

2.2 生理生化反应结果

使用 CBC鉴定卡鉴定了 20个菌株，其中可能性

概率在 96%~99%的，置信水平为“极好”，总共有 7
个株菌，其中 6个菌株（1号、2号、5号、15号、

17号、20号）鉴定为植物乳杆菌（29号为杰氏棒杆

菌）；可能性概率在 93%~95%的，置信水平为“非常

好”，有 2个菌株，即 6号和 14号菌株；可能性概率

在 89%~92%的，置信水平为“好”，有 2个菌株，即

4号和 38号菌株；可能性概率在 85%~88%的，置信

水平为“可接受”，有 2个菌株，即 7号和 23号菌株。

总体来说，20个 CBC反应卡的结果中有 12个菌株的
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反应结果可以鉴定为植物乳杆菌（见表 3）。CBC鉴

定卡在鉴定植物乳杆菌方面的研究较少，传统的乳酸

菌的生化鉴定方法多是鉴定一些糖及醇的反应，另外

还需做明胶液化试验、吲哚试验、V-P试验等多个试

验，但是只能鉴定到“属”，很难确定到“种”[14,15]。

而 CBC鉴定卡可以直接鉴定到“种”，缺点是价格贵，

必须依赖于 VITEK 2 Compact仪器操作，但是操作方

法简单。另外 API 50 CHL主要用于鉴定乳杆菌，而

且不需要依赖于仪器，可以手工操作，涉及 50个生化

反应，记录反应结果即可查询被鉴定细菌的种名，但

是价格更昂贵，而且货期很长，不易购买。虽然 CBC
卡主要是鉴定棒状杆菌，但是也可以鉴定植物乳杆菌，

因此，综合考虑选用 CBC鉴定卡筛选植物乳杆菌。

2.3 16S rRNA序列扩增结果

琼脂糖凝胶电泳结果显示，成功扩增出目的片段。

将 PCR扩增成功的产物送到华大基因测序，进行双向

测通。拼接后的序列，在 NCBI网站上进行 Nucleotide
BLAST同源性比对，发现所有的菌株都属于乳杆菌

属，同源性达到 100%。但是不限于植物乳杆菌，有

的显示是戊糖乳杆菌（Lactobacillus pentosus）或其他

乳杆菌（Lactobacillus sp）。因此，还需构建系统发育

树进一步确认。

图2 各菌株16S rRNA基因琼脂糖凝胶电泳结果

Fig.2Agarose gel electrophoresis pictures of 16S rRNAgene of

each strain

2.4 系统发育分析

系统发育树构建的软件不断推陈出新，大体上如

下几种选择策略，有简单的 UPGMA 法、邻接法

（Neighbour-joining，NJ）、最大简约法、最大似然法

以及贝叶斯法，每种方法都有不少可选择的工具。由

于扩增的 16S rRNA序列较短，本研究选用MEGA7.0
软件采用邻接法构建系统发育树。

由图 3中的 NJ树可知，所有的序列聚为三簇，

经 CBC卡初步鉴定为植物乳杆菌的 12个菌株序列，

与已知的植物乳杆菌的序列聚为一簇（Cluster 1）；其

中 6号菌株与 L. plantarum 3356聚为一支，亲缘关系

更近，其次是 20号菌株；由于 Bootstrap的值＞70%，

构建的进化树才可靠，因此 17号菌株与 L. plantarum
JCM1149虽然聚为一支，但结果不可靠；4、5、14、
15、23 和 38 号菌株与 L. plantarum NCU116、
L. plantarumMBEL2169、L. plantarum AN7等序列相

似性极高，无遗传距离；Cluster 1的所有菌株与消化

乳杆菌（L. alimentariusDCM20249）亲缘关系近。此

进化树以乳酸片球菌（Pediococcus acidilactici）作为

异源参照菌株。

图3 泡菜样品中分离的代表菌株和模式菌株基于16S rRAN的

系统发育树（NJ法）

Fig.3 The phylogenetic tree based on 16S rRAN of

representative strains isolated from pickle samples and type

strains (NJmethod)

鉴于本实验主要筛选的是植物乳杆菌，因此只选

用了MRS琼脂培养基进行筛选，而 CBC卡不能鉴定

乳球菌和明串珠菌，所以没有筛选到泡菜中常有的乳

球菌和明串珠菌等菌株。本研究中分离到的乳酸菌中

80%是植物乳杆菌，是四川泡菜中的优势菌种，这与

前人的研究结果一致[16-18]。短乳杆菌（LB. brevis）在

泡菜中也常见，由于 CBC鉴定卡不能鉴定 LB. brevis，
因此在初筛过程中也被淘汰。

3 结论

传统泡菜样品中乳酸菌种类繁多，本研究从四份

泡菜样本中共挑选 40个菌株，经革兰氏染色和菌落形

态观察后，挑选了 20个菌株，使用 VITEK 2棒状杆

菌鉴定卡（CBC）进行生化反应鉴定，其中有 12个
菌株初步鉴定为植物乳杆菌（可能性≥85%）。这些菌
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株经 16S rRNA基因测序、Nucleotide BLAST比对，

均为植物乳杆菌。然后，利用已知植物乳杆菌序列和

泡菜中检出的一些模式菌株序列使用邻接法构建系统

进化树，12个菌株序列与已知的植物乳杆菌序列聚为

一簇，甚至有的序列高度相似，无遗传距离。综合所

有的鉴定结果，我们认为筛选的 12个菌株均为植物乳

杆菌。CBC鉴定卡是初筛植物乳杆菌较好的方法。
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