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摘 要
:
利 用试管混合培养特 性实验发现

,

保加利 亚 乳杆菌
,

嗜热

链球 菌和金黄色 葡萄球 菌共 同 生长 时
,

保加利亚 乳杆菌
、

嗜热链球菌二者对金 黄色葡萄球 菌的 生长具有明 显的 抑

制作 用
,

在 混合培 养的前 12 h
,

实验组金黄 色萄萄球 菌的

活菌数 比对照 组下 降 2 一3 个对数级
,

到培养后期则没有
活 的金黄 色菊萄球菌检 出

。

为 了进一步探 讨乳酸菌对金

黄 色萄萄球菌抑制作 用 的机理
,

采用 牛津杯法 观察 了保

加利亚 乳杆菌
、

嗜热链球 菌发酵液对金黄 色葡萄球 菌的

抑制作用
,

发现其抑制作 用主要是 由于有机酸和杭菌类

物质共 同作用 的结果

关键词
:

乳酸菌
,
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,

拮杭作用
,

混合培养
,
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本实验 以酸奶发酵剂菌种 (保加利亚乳杆菌和

嗜热链球菌 )和金黄色葡萄球菌为对象
,

探讨它们之

间可能的相互作用机制
,

了解乳酸菌对金黄色葡萄

球菌的生物拮抗作用
,

从而为利用乳酸菌控制金黄

色葡萄球菌的潜在危害提供理论依据
。

1 材料与方法

1
.

1 菌种

金黄 色葡萄球 菌 (s taP h刃oc
口

cc 二
.

、 a 、r。 。。、
,

简称
s

.

a)
、

保加利亚乳杆 菌 (L ac tt, b 、ill 弘
、

b , 2冶切 ic 、、 ,

简

收稿日期
:

2 0 0 4 一0 6 一 02

作者简介
:
王 小红 (19 7() 一 )

,

女
,

在职博士 生
,

研 究方 向
:

食 品安全与食

品微生 物
。

称 乙
.

刀 )
、

嗜热链球菌 (s t r e 尸 t o e ‘, e e 、、 ‘h e , 。 : o 刀h il, ; 凡
,

简

称 S
.

T) 均为华中农业大学食品安全与微生物系保

存
;

其它药品与试剂 均为生化试剂或化学纯试剂
。

1
.

2 培养基

M R S 固体和液体培 养基
、

L B 固体 和液 体培养

基
、

巴尔德一帕克 (B ai r’l 一P a

rk er )培养基
、

脱脂乳培养

基 按参考文献「1
一3] 配制

。

1
.

3 菌种活化

1
.

3
.

1 保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌 的活化 四 将

置于冰箱中保存的保加利亚乳杆菌和 嗜热链球菌用

铂耳环取少许
,

转移至灭菌的脱脂乳培养基中
,

4 2℃

培养 4 一s h 至凝固
,

反复活化 2 一 3 代
、

将活化的保加

利亚乳杆菌和嗜热链球 菌分别转种至 M R S 液体培

养基中
,

3 7 ℃恒温培养 16 一 1 8 h
。

1 3
,

2 金黄色葡萄球菌的活化 用铂耳环挑取冷 藏

保存的金黄色葡萄球菌菌种一环
,

在 L B 固体斜面培

养基上划线
,

3 7℃
」

巨温培养 2 4 h
,

反复活化 2 一3 代
,

使

菌种活 力恢复
,

置于 4 一8℃冰箱保存备用
r

活化的金

黄色葡萄球菌菌种挑取一环于装有 L B 液体培养基

的试管中
,

3 7℃恒温培养 16 一 1 8 h
。

1
.

4 金黄色葡萄球菌的 B ai rd 一Par ker 平板计数法l2]

将待检样 品进行 1O 倍次递 比稀释
,

取适宜的稀

释度 (一般取 lO 巧
、

lO 六 lO 刀 这三个稀释度 ) lm 工
,

每个

稀释度做三个平行
,

然后在无菌操作的条件下把其

加人到无菌的 培养皿 中
,

将 95 m L B aii
一

d 一Pa rk
e ,

培养

基熔化后加人 sm L 卵黄溶液
,

并混匀
,

待温度降为
4 5 一5 0 ℃时

,

可倒人培养皿 中
,

3 7 ℃
,

4 8 h 后取菌数在

3 0 一3 0 0 间的计数
。

1 5 乳酸菌和金黄色葡萄球菌混合培养特性研究

在 M R S 液体培养基 中按 l%接种量分别接种保

加利亚乳杆 菌
、

嗜热链球菌与金黄色葡萄球菌
,

混匀

后置于 3 7℃培养
,

间隔一定时 间取样 (O
、

4
、

8
、

12
、

2 4
、

4 8
、

7 2 h )
,

采用 B ai l.d 一Par ke
r

平板计数法 (37 ℃培养

4 8h )对 金黄色葡萄球菌进行活菌计数
,

检查金黄色
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葡萄球菌的存活情况
,

同时
一

测定培养基 p H 的变化
。

以金黄色葡萄球菌在 M R S 液体 培养基 中 的 纯培养

物做为对照
,

培养条件相同
。

PH 的测定 奥立龙 P H 计
。

对照组
:

金黄色葡萄球菌 + M R S 液体培养基
;

实

验组 1
:

金黄色葡萄球菌 +
保加利亚乳杆菌

十M R S 液

体培养基
;

实验组 2 :

金黄色葡萄球菌 + 嗜热链球菌 +

MR S 液体培养基 ; 实验组 3
:

金黄色葡萄球菌 + 保加

利亚乳杆 菌十嗜热链球菌
+ M R S 液体培养基

。

1 6 乳酸菌发酵液的制备

将保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌分别在无菌条

件 下按 l% 接种 到 M R S 液 体 培 养基 中
,

3 7 ℃培 养

48 h
,

然后 4 O0 0 r/ mi
n 离心

,

取发酵上清液
,

经细菌过

滤器过滤 (滤膜孔径为 45 林m )
,

收集滤液 即为 发酵原

液
,

放冰箱备用
。

1
.

7 乳酸菌发酵液抑菌效果观察问

牛津杯法
:

将金黄色葡萄球菌培养物 (菌数为
IJ

c
fu / m L )O

.

lm L 均匀涂在 L B 固体平板上
,

自然干

燥 3 Om in
,

再在无菌条件下 将牛 津杯 (内径 为 6 m m )

均匀放置在平板上
,

稍微下压
,

使其与平板培养基接

触面无空隙
,

然后吸取 0
.

lm L 发酵液于杯中
,

3 7 ℃培

养 1O 一 1 2 h
,

测定抑菌圈直径
。

每个样 品做 3 个重复
,

结果取平均值
。

对照组在牛津杯中添加 M R S 液体培

养基 0
.

l m L
,

培养条件相同
。

1
.

8 乳酸菌发酵液抑菌活性的热稳定性实验

将乳酸菌发酵液分别用 7 0℃
、
1 0 0℃ 和 121 ℃处

理 3 0 m in 后
,

用牛津杯法测定其抑菌活性
,

方法同

上
。

以未进行热处理的发酵上清液为对照
,

观察抑菌

物质的热稳定性
。

1
.

9 不同 p日对乳酸菌发酵液抑菌效果的影响

用 lm ol / L 的 H CI
、

N a 0 H 分别将发酵上清液 p H

调 为 3
.

0
、

4- 0
、

4. 5
、

6. 0
、

7- 0
,

然后进行抑菌实验
,

以 未

调 p H 的发酵上清液为对照
,

观察 p H 对乳酸菌发酵

液抑菌效果的影响
。

2 结果与讨论
2

.

1 保加利亚乳杆菌
、

嗜热链球菌和金黄色葡萄球

菌混合培养特性研究

图 1一图 6 是金黄色葡萄球菌分别和保加利亚乳

杆菌
、

嗜热链球菌混合培养时
,

金黄色葡萄球菌活菌

数和培养液 p H 变化情况
。

由 图 1一图 6 可知
,

对照组

金黄色葡萄球菌在 M R S 液 体培养基 中一直呈现 良

好生长趋势
,

其菌数在 12 h 内稳定增加
,

至培养后期

(24 一 7 2 h) 才稍有减少
。

实验组 l
、
2 和 3 中金黄色葡

萄球菌在培养的前 1 2 h 虽呈缓慢增加
,

但金黄色葡

萄球菌的 活菌数均 比对照组下降 2 一3 个对数级
,

至

培养后期 (2 4 一7 2 h )
,

在实验组中 检测不 出金黄色葡

萄球菌的存在了
,

而对照组中仍有 IJ
c
几 / m L 左右的

金黄色葡萄球菌活菌数存在
。

该实验结果表明
,

金黄色葡萄球菌和保加利亚

乳杆菌
、

嗜热链球菌混合培养时
,

其生长受到 明显的

抑制作用
,

这可能与它们之间 的营养竞争或空 间竞

争有
‘

关
,

以及乳酸菌在生长过程中产生的低 p H 环境

和其他代谢产物有
‘

关
。

2
.

2 乳酸菌发酵液抑菌效果

2. 2
.

1 乳酸菌发 酵液原液抑菌结果 保加利亚乳杆

菌和嗜热链球菌发酵原液对金黄色葡萄球菌抑制作

用结果见表 1
。

由表 1 可知
,

两种乳酸菌的发酵液均

对金黄色葡萄球菌有一定的抑制作用
。

2. 2- 2 乳酸菌发酵液抑菌活性的热稳定性实验 乳

酸菌 发酵液分别用 7 0℃
、

10 0 ℃和 121 ℃处理 3 0 m in

后对
一

金黄色葡萄球菌的抑制作用结果见图 7
。

由 图 7

可知
,

经过不同 的温度处理后
,

保加利亚乳杆菌发酵

液和嗜热链球菌发酵液仍对金黄色葡萄球菌具
‘

有抑
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8 为不同 p H 处理后
,

乳酸菌发酵液对金黄色葡萄球

菌的抑制作用效果
。

由 图 8 可知
,

较强的酸性环境可

增强乳酸菌发酵液对金黄色葡萄球菌的抑制作用
,

而弱酸性环境对其抑制作用影响不大
。
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图 7 五B 和 s. T 的发酵液经不同温度处理后

对 s
.

a
的抑制作用

制作用
,

这说 明乳酸菌发酵液中 的抑菌物质具有一

定的热稳定性
。

2. 2. 3 不同 p H 对乳酸菌发酵液抑菌效果的影响 图

0
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-
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-

六一
一
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石一- 一去
p H

图 8 乙B 和 5
.

T 的发酵液经不同 p H 处理后

对 s
.

a
的抑制作用

3 结论

3
.

1 由保加利亚乳杆菌
、

嗜热链球菌和金黄色葡萄

球菌混合培养特性研究可知
,

保加利亚乳杆菌和嗜

热链球菌均对金黄 色葡 萄球 菌具有 一定 的 抑制作

用
,

这种抑制作用在混合培养的初期表现不是很明

显
,

因为在培养的 0 一 1 2 h 内
,

保加利亚乳杆菌和嗜热

链球菌对金黄色葡萄球菌生长的影响不大
,

对照组

金黄色葡萄球菌菌数分别为实验组金黄色葡萄球菌

菌数的 1 0 倍
、 1 一5 倍和 1 一3 倍

。

但随着培养时间 的延

长
,

保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌对金黄色葡萄球

菌的生长表现出明显的抑制作用
,

在 M R S 液体培养

基中检测不出活的金黄色葡萄球菌
,

这主要是 由于

保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌在发酵过程中可产生

大量乳酸
,

导致环境 P H 显著降低
,

同时可能还产生

一些抑制微生物存 活的物质 ( 细菌素 )
,

从而抑制 了

金黄色葡萄球菌的生长
。

3. 2 乳酸菌发酵液抑菌效果 以及不同温度和 p H 处

理的发酵液抑菌实验结果进一步表明
,

保加利亚乳

杆菌
、

嗜热链球菌和金黄色葡萄球菌共 同培养时
,

乳

酸菌对金黄色葡萄球菌的抑制作用不仅仅是 由 于发

酵过程 中产生大量乳酸导致 PH 降低
,

而且乳酸菌在

生长代谢过程 中还可能产生抗微生物存活 的物质
,

即细菌素等问
,

并且该类物质具有较好的热稳定性
,

是一种热稳定性物质
。

3. 3 利用有益微生物制约有害微生物是开发
、

利用

微生物资源的重要研究领域之一曰
,

乳酸菌的抑菌活

性是多方面的
,

其代谢产物酸
、

过氧化氢及细菌素或

抗生素类物质都具有抑菌活性
。

据文献报道 [8] ,

嗜热

链球菌代谢产生的物质具有抗烟曲霉
、

寄生曲霉和

根霉等真核生物的能力
。

从整个实验的结果来看
,

保

表 1 保加利亚乳杆菌和嗜热链球菌发酵液对金黄色葡萄球菌的抑制作用

保加利亚乳杆菌发酵液 嗜热链球菌发酵液 M R S 液体培养基

抑菌圈直径恤m) 1 0
.

0 I L 0 o
- -
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表 2 江米甜酒香气成分分析结果

化合物名称

甲酸乙 烯醋 F o

rm io a ( i d
, e the n yl e s te r

2 一甲基丙氨酸 2一m e thyl a la n i n e

乙酸配 A e e ti o a n hydri d e

乙醇 E th a n o l

丙醇 P r o Pa n o l

2
,

3 一丁二酮 2
,

3 一B u te n e d io n e

2一丁酮 2一B u t a n o n e

乙 酸乙酉旨E th yl a C e ta t e

3一甲基一2一戊酮 3一M e thyl一2一 p e n t a n o n e
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色葡萄球菌的抑制作用是不同 的
,

在用其作为发酵

菌种时是否产细菌素及产量有待进一步研究
。
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