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一株曲拉源短乳杆菌的分离及其 

体外抑菌特性分析 

余金凤 1, 向  军 1, 周  魏 1, 曾嵩玉 1, 宋  礼 2, 罗  丽 2, 周雪雁 1,3*, 张福梅 3* 

(1. 西北民族大学生命科学与工程学院, 兰州  730124; 2. 甘南牦牛乳研究院, 甘南藏族自治州  747000;  

3. 西北民族大学生物医学研究中心, 兰州  730030) 

摘  要: 目的  从曲拉中分离筛选出具有优良抑菌活性的乳酸菌, 并对其特性进行分析评价。方法  以西

藏牦牛乳曲拉为分离基质, 乳酸细菌培养基加上 1%碳酸钙为选择鉴别培养基, 运用形态学观察、生理生化

试验、16S rRNA 基因序列鉴定菌株, 通过药敏试验对分离菌株进行耐药性分析以及抑菌试验探究其抑菌活

性。结果  分离菌株 NWMCC0322 被鉴定为短乳杆菌(Lactobacillus brevis), 其对阿莫西林、氨苄西林、四

环素、红霉素、氯霉素、阿米卡星、磺胺甲恶唑、头孢噻吩、头孢他啶药物敏感, 对两性霉素 B 中介。

NWMCC0322 对指示菌金黄色葡萄球菌的抑菌效果最好, 其抑菌圈直径达(12.0±0.6) mm, 其次为甲型副伤

寒沙门氏菌(11.3±0.3) mm, 大肠杆菌(11.0±0.5) mm。结论  该短乳杆菌对食品污染常见菌株具有抑菌效果, 

在食品开发中有较好的应用价值。 
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Isolation of a strain of Lactobacillus brevis from Qula and analysis of its 
antibacterial properties in vitro 
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ABSTRACT: Objective  To isolate and screen out a strain of Lactobacillus with excellent antibacterial activity 

from Qula, and analyze its biological characteristics. Methods  Tibetan yak Qula was used as separation matrix, and 

lactic acid bacteria medium plus 1% calcium carbonate was used as selective identification medium, the strain was 

identified by morphological observation, physiological and biochemical tests, identified by 16S rRNA gene sequence. 
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The drug resistance of isolated strains was analyzed by drug sensitivity test and antibacterial activity was 

investigated by bacteriostatic test. Results  The isolated NWMCC0322 was identified as Lactobacillus brevis, 

which was susceptible to amoxicillin, aminobenzylpenicillin, tetracycline, erythromycin, chloramphenicol, amikacin, 

sulfamethoxazole, cephalothifen, ceftazidime drugs, and intermediate to amphotericin B. NWMCC0322 exhibited the 

best inhibitory effect on the indicator strain Staphylococcus aureus, with the inhibition zone diameter reaching 

(12.0±0.6) mm, followed by Salmonella paratyphi A (11.3±0.3) mm, and Escherichia coli (11.0±0.5) mm. 

Conclusion  Lactobacillus brevis has antibacterial effect on common strains of food contamination, and has good 

application value in food development. 

KEY WORDS: Qula; Lactobacillus brevis; screening and identification; antibacterial activity 
 

 

0  引  言 

西藏地区拥有海拔高、气温低及昼夜温差大等高原牧

区特有的生态环境, 传统工艺制作的牦牛曲拉在这种极端

环境下能够孕育出奇特且丰富的乳酸菌[1]。藏族传统食品

曲拉是藏区牧民们用纱布过滤新鲜牦牛乳, 把发酵菌加入

经过脱脂后的牦牛乳中, 经发酵后去除乳酸, 脱水晾晒干

后制成[2]。曲拉属于粗奶酪, 具有蛋白质含量高、益生菌

种类多等优点[3‒5]。 

抗生素的过度使用, 导致大量的耐药致病菌, 同时也在

机体内造成大量药物残留, 对人类的健康造成严重影响[6]。因

此, 寻找常见的抗生素替代产品成为了当下研究的热点。

乳酸菌是一种存在于人体内的益生菌, 具有助消化、促生

长、调节胃肠道、提高机体免疫力等功能。目前研究人员

已从各种发酵产品中分离出具有抑菌能力的乳酸菌, 但是

筛选出的具有抑菌功能乳酸菌大多来至于泡菜[7‒8]、动物肠

道[9‒10]、普通动物的奶制品[11‒12]等, 牦牛曲拉中分离的乳

酸菌相对较少[13]。本研究从西藏曲拉中分离筛选到 1 株具

有抑菌功能的乳酸菌—短乳杆菌(Lactobacillus brevis), 对

其特性进行探究, 以期为西藏地区乳酸菌资源的开发与利

用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  样  品 

曲拉: 西藏牧区自制, 奶源采自西藏新鲜牦牛奶。 

1.1.2  指示菌 

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、大肠杆菌

(Escherichia coli) 、 甲 型 副 伤 寒 沙 门 氏 菌 (Salmonella 

paratyphoid A), 由中国与马来西亚联合实验室提供。 

1.1.3  试剂与药品 

MRS 肉汤培养基、MRS 琼脂培养基(青岛高科技工业

园海博生物技术有限公司); 血琼脂平板(郑州安图生物工

程股份有限公司); API20 厌氧菌鉴定试剂盒(生物梅里埃法

国股份有限公司); TaKaRa 试剂盒(宝生物工程中国有限公

司); 生理生化试剂管(杭州微生物试剂有限公司); 革兰氏

染液 (北京陆桥技术股份有限公司 ); 药敏纸片 (英国

OXOID 公司); 酵母粉、蛋白胨、琼脂、碳酸钙、甘油、

氯化钠(分析纯, 天津市百世化工有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

SW-CJ-1F 超净工作台(苏州安泰空气技术有限公司); 

YQX-II 厌氧培养箱 ( 上海跃进医疗器械有限公司 ); 

YXQ-LS-100A 立式压力蒸汽灭菌器(上海博讯实业有限公

司医疗设备厂); Fresco17超速离心机(中国赛默飞世尔科技

有限公司); DYY-6D 电泳仪(北京六一生物科技有限公司); 

Chemi-Doc 蛋白印迹免染检测分析系统(美国 Bio-Rad 公

司); LKTC-B1-T 恒温水浴锅(常州金坛恒丰仪器制造有限

公司); AR224CN高精度电子天平(精度 0.0001 g, 上海奥豪

斯国际贸易有限公司); GENESYS10S 微量紫外分光光度

计(美国赛默飞世尔科技有限公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1  乳酸菌的分离 

采用梯度稀释法: 称取 0.1 g 曲拉于无菌试管中, 加

入 10 mL 无菌生理盐水, 振荡均匀, 得到 10‒2 g/mL 样品溶

液。用移液枪吸取 1.0 mL 到新的无菌试管中, 加入 9 mL

无菌生理盐水, 混匀后, 成为 10‒3 g/mL 样品液。重复上述

步骤制作成为逐级稀释到 10‒4、10‒5 g/mL 的样品液。分别

吸取稀释度为 10‒3、10‒4、10‒5 g/mL 的样品液 200 μL 于含

有 1%碳酸钙的无菌 MRS 固体培养基的平皿内, 用涂布棒

涂布均匀后。置于 35℃的厌氧培养箱中培养 48 h。挑取有

融钙圈的单菌落, 划线分离培养, 重复 2~3 次, 获得单一

形态的菌落。 

1.3.2  菌株形态学鉴定 

挑选单菌落形态的乳酸菌进行革兰氏染色试验 [14], 

用光学显微镜观察其形态特征。 

1.3.3  菌株的生理生化 

将已分离纯化的疑似乳酸菌菌株接种于 MRS 琼脂培

养基, 于厌氧培养箱中 35℃培养 48 h。参考凌代文[15]和东
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秀珠等[16]的方法进行试验, 并记录其结果。 

1.3.4  菌株 16S rRNA 序列测定 

将菌株接种到 MRS 液体培养基中, 35℃培养过夜, 采

用 TaKaRa 试剂盒并按照说明书提取菌株总 DNA, 运用

16S rRNA 基因通用引物进行聚合酶链式反应(polymerase 

chain reaction, PCR)扩增。上游引物 27F: 5′-AGAGTTTG 

ATCCTGGCTCAG-3′; 下游引物 1492R: 5′-CTACGGCTA 

CCTTGTTACGA-3′。PCR 反应体系(25 μL): 上、下游引物

(10 μmol/L)各 2 μL, 模板 1.5 μL, 2×Taq Mix 12.5 μL, ddH2O 

7 μL。PCR 反应条件: 94℃ 4 min; 94℃ 30 s, 54~56℃ 30 s, 

72℃ 2 min, 30 个循环; 72℃ 10 min。采用浓度为 1%的琼脂

糖凝胶对 PCR 产物进行电泳分析, 1×TAE 作为电泳缓冲液。

将提取的样本送到上海生工生物工程股份有限公司进行检测, 

结果采用 MEGA7 软件中的邻接(neighbor joining, NJ)法构建

系统发育树[17], 比较分析分离菌株与已知菌株的相似性。 

1.3.5  菌株的药敏试验 

将纯化的乳酸菌接种到 MRS 液体培养基中, 于摇

床 35℃ 150 r/min 培养 12~16 h。然后调节菌浓度到

1~3×108 CFU/mL, 吸取 200 μL 的菌液接种到 MRS固体培

养基, 利用涂布棒均匀涂布, 贴药敏纸片[18], 观察并记录

抑菌圈大小, 根据抑菌圈大小判定药敏性, 判定标准参考

美国临床和实验室标准化协会(CLSI 2016)文件及文献[19], 

重复 3 次。 

1.3.6  菌株的溶血性检测 

参考林杨等[20]的方法, 将纯化出的乳酸菌接种于血

琼脂平板上, 于厌氧培养箱 37℃培养 48 h, 观察菌落周围

溶血情况。 

1.3.7  对菌株抑菌活性的测定 

参考徐云凤等[21]的方法, 以金黄色葡萄球菌、甲型副

伤寒沙门氏菌、大肠杆菌为指示菌, 采用牛津杯法测定菌

株的抑菌活性, 重复试验 3 次。 

2  结果与分析 

2.1  短乳杆菌的分离与鉴定 

菌株 NWMCC0322 的菌落形态为圆形隆起, 表面光

滑, 有光泽, 质地粘稠, 呈乳白色(图 1)。NWMCC0322 革

兰氏染色后镜检呈阳性(图 2)。在 API20 生理生化试验中, 

菌株 NWMCC0322 的 H2O2 酶试验、明胶液化试验、H2S

试验的结果均为阴性, 与乳杆菌的生化特征一致[22](表 1)。

经 过 16S rRNA 序 列 分 析 , 菌 株 NWMCC0322 与

Lactobacillus brevis ATCC 14869 基因序列的亲缘关系最近, 

相 似性 达到 100%, 鉴定 NWMCC0322 是 短乳 杆菌

(Lactobacillus brevis)(图 3), 在美国国家生物技术信息中心

(National Center of Biotechnology Information, NCBI)登录

号为 OM033733。 

 
 

图1  菌株NWMCC0322的菌落形态特征图 

Fig.1  Bacterial colony morphological characteristics of strain 
NWMCC0322 

 

 
 

图 2  菌株 NWMCC0322 革兰氏染色镜检图 

Fig.2  Gram staining microscopic examination of strain 
NWMCC0322 

 

2.2  短乳杆菌的敏感性检测结果 

本研究选用 7 类抗菌药物包括 β-内酰胺类、多烯类、

四环素类、大环内酯类、酰胺醇类、喹诺酮类、磺胺类。

结果如表 2 所示, 菌株 NWMCC0322 对阿莫西林、氨苄西

林、头孢噻吩、头孢他啶、四环素、红霉素、氯霉素、阿

米卡星、磺胺甲恶唑抗生素类药物敏感, 对多烯类药物两性

霉素 B 中介。本研究与曾扬等[25]的结果类似, 都对 β-内酰

胺类、四环素类、大环内酯类、酰胺醇类、磺胺类药物敏感。

有研究表明, 肠道菌群之间存在耐药基因转移现象[26], 对

临床常用抗生素产生耐药性的乳酸菌, 可能将其携带的耐

药基因转移给致病菌, 使其产生耐药性[27], 对机体造成危

害。因此, 菌株对药物的敏感性越高, 其安全性就越高, 有

利于食品应用。 



3956 食品安全质量检测学报 第 13 卷 
 
 
 
 
 

 

表 1  菌株 NWMCC0322 的生理生化试验结果 
Table 1  Physiological and biochemical test results of the strain NWMCC0322 

试验项目 短乳杆菌 对比菌株[23‒24] 试验项目 短乳杆菌 对比菌株 

H2O2 酶试验 – – 甘露糖 ＋ – 

H2S 试验 – – 松叁糖 ＋ – 

吲哚试验 – – 棉子糖 ＋ + 

明胶液化试验 – – 山梨醇 ＋ + 

葡萄糖(产酸) ＋ + 鼠李糖 ＋ \ 

甘露醇 – – 海藻糖 ＋ \ 

乳糖 ＋ + 七叶苷 – – 

蔗糖 ＋ – 卫矛醇 ＋ \ 

麦芽糖 ＋ – 覃糖 ＋ \ 

柳醇 – \ DNA – \ 

木糖 ＋ + 鸟氨酸脱羧酶 – – 

阿拉伯糖 ＋ + 硝酸盐 – – 

甘油 ＋ – 赖氨酸脱羧酶 – – 

纤维二糖 ＋ + 脲酶 – – 

注: ＋表示 90%以上为阳性; －表示 90%以上为阴性, \表示未做。 

 

 
 

图 3  菌株 NWMCC0322 基于 16S rRNA 序列的系统发育树 

Fig.3  Phylogenetic tree of strain NWMCC0322 based on 16S rRNA sequences 

 

2.3  溶血试验结果 

菌株进行体外安全性评价的重要指标之一是溶血性[28]。

主要有 3 种溶血现象, β溶血指菌落周围形成透明的溶血圈; 

α溶血指菌落周围形成草绿色溶血圈; γ-溶血指菌落周围无

溶血圈出现。如图 4 所示, 菌株 NWMCC0322 无溶血圈出

现, 为安全菌株。 

2.4  抑菌活性 

菌株 NWMCC0322 对金黄色葡萄球菌抑菌效果最好, 

抑菌圈直径达(12.0±0.6) mm, 甲型副伤寒沙门氏菌的抑菌

圈直径达 (11.3±0.3) mm, 大肠杆菌的抑菌圈直径达

(11.0±0.5) mm, 说明菌株 NWMCC0322 对革兰氏阴性菌与

阳性菌均有抑菌作用。 
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表 2  菌株 NWMCC0322 药敏试验结果 
Table 2  Results of drug sensitivity test for strain NWMCC0322 

药物种类 敏感药物 
纸片含量 

/(μg/片) 

抑菌圈平均 

直径/mm 

判断标准(直径/mm) 
敏感性 

耐药 中介 敏感 

β-内酰胺类 

阿莫西林 30 35.67±0.7 19 – 20 S 

氨苄西林 10 33.67±0.6 16 – 17 S 

头孢噻吩 30 37.00±0.7 8 8.02~19 19.02 S 

头孢他啶 30 25.33±0.8 17  18~20 21 S 

多烯类 两性霉素 B 300 15.33±0.7 8 8.02~19 19.02 I 

四环素类 四环素 30 34.00±0.9 14  15~18 19 S 

大环内酯类 红霉素 15 34.67±0.8 13  14~22 23 S 

酰胺醇类 氯霉素 30 26.67±0.7 12  13~17 18 S 

喹诺酮类 阿米卡星 30 20.33±0.8 14  15~16 17 S 

磺胺类 磺胺甲恶唑 25 30.67±0.9 10  11~15 16 S 

注: S 表示对药物高度敏感; I 表示对药物中介; -表示无。 

 

。 

 
图 4  菌株 NWMCC0322 的溶血试验结果 

Fig.4  Results of hemolysis test of strain NWMCC0322 
 

3  结  论 

本研究从西藏曲拉中筛选得到一株菌 NWMCC0322, 

其初筛平板出现融钙圈, 说明该菌株具有产酸能力。将得

到的菌株测序后, 在 NCBI 上对比分析发现该菌属于短乳

杆菌属(Lactobacillus brevis)。菌株 NWMCC0322 对阿莫西

林、氨苄西林、头孢噻吩、头孢他啶、四环素、红霉素、

氯霉素、阿米卡星、磺胺甲恶唑抗生素类药物敏感。溶血

试验表明菌株 NWMCC0322 无溶血现象, 证明了该菌具有

一定的安全性。经过抑菌试验测定该菌对革兰氏阳性菌与

阴性菌均有作用。SORNSENEE 等[29]从发酵棕榈汁中分离

出一株短乳杆菌, 对大肠杆菌、伤寒沙门氏菌(Salmonella 

typhi)、肠炎沙门氏菌(Salmonella enteritidis)、福氏志贺氏

菌(Shigella flexneri)、金黄色葡萄球菌均有抑制作用, 与本

研究结果相符 , 对革兰氏阴性菌与阳性菌均起作用。

ALFANO 等[30]发现 Lactobacillus brevis CD2 及其发酵产物

可以抑制伤寒沙门氏菌(Salmonella typhi), 并且还从发酵产

物中发现了胞外多糖这种具有抑菌能力的物质[30], 而菌株

NWMCC0322 的抑菌物质还需要继续探究。余偲等[31]在

发酵红枣汁中加入短乳杆菌后, 发现红枣汁的品质和抑菌

能力都得到极大改善。说明短乳杆菌具有应用于食品开发

的前景。本研究分离得到的菌株 NWMCC0322 可作为潜在

的益生菌发酵剂应用于功能性食品的开发, 可以为短乳杆

菌在功能性食品方面的应用提供参考。 
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