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*目的+从新疆传统发面面肥中分离筛选出能够抑制黄曲霉菌生长的乳酸菌'为改善和提高青贮饲料

品质提供优良菌种(*方法+采用实验室纯培养方法对新疆传统发面面肥样品进行乳酸菌的分离'采用双层平板法筛

选对发霉花生,玉米和变质青贮饲料中黄曲霉菌具有抑制作用的乳酸菌'并对其进行生理生化鉴定及同源性分析'构

建系统发育树'明确各菌株的分类地位(*结果+从新疆传统发面面肥中分离出
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株乳酸菌'通过抑菌试验筛选出
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条件下能良好生长'并且这
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株菌均能利用多种碳源(经
&">+F06

序列

同源性分析'菌株
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与类芽孢杆菌!
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'菌株
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与乳酸乳球菌!

O+-2"-"--15#+-2)5

"

$#8&

的同源性为
&%%_

(*结论+从

新疆传统发面面肥中筛选出能够抑制黄曲霉菌的
E

株乳酸菌'经鉴定分别为类芽孢杆菌!
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真菌是一类生命力极强的腐败微生物%
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'关于

由酵母菌和霉菌污染所导致的饲料损失已有大量报

道(目前已经确定有超过
$%%

种霉菌在特定食品,

动物饲料中生长时会产生对人和动物有害的物质'

主要有黄曲霉毒素类,串珠镰刀菌素,赫曲霉毒素

类,棒曲霉素,单端孢霉烯类和玉米赤霉烯酮
"

大

类%

$
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(由于这些毒素具有致癌致畸性'对神经,肝肾

也有毒害作用'因此这些腐败真菌在造成巨大经济

损失的同时'也对公众的健康构成了极大威胁(如

发生在
$%

世纪
"%

年代英国鸡场的-火鸡
T

病.'几

个月内
&%

多万只雏火鸡相继死亡'结果
&N"E

年由

>

L

4,5.4
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证实这种病由黄曲霉菌产生的黄曲霉毒素
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"引起%

E

&

(国内外对抑制黄曲霉毒

素进行了大量研究'例如物理方法'包括干燥,冷冻

干燥,热处理,红外线处理,微波辐射,气调储藏等'

或添加化学防腐剂如乳酸,乙酸,山梨酸,苯甲酸,丙

酸等%

!D#

&

(但是这些传统方法都存在一定的弊端'如

物理方法会造成营养成分的损失'化学防腐剂则会

对人和动物的健康及环境带来危害'而且随着化学

防腐剂的大量应用'有研究发现一些真菌已经对其

产生了抗性'一些酵母甚至可以利用苯甲酸,山梨酸

和丙酸这些常用的防腐剂'部分青霉属的菌株可以

在山梨酸钾存在条件下生长'而一些霉菌具有降解

山梨酸酯的能力%

"
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(现有研究表明'微生态制剂具

有最小的不良反应和最佳的适口性等特点'已成为

替代抗生素的主要添加剂)乳酸菌作为微生物来源

的添加剂'被公认为是目前最传统,最安全的添加

剂'已被广泛用于医药,食品和饲料等领域%
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(本研

究从新疆传统发面面肥中分离筛选出能够抑制黄曲

霉菌生长的乳酸菌'旨在对其生理生化特性及分类

地位进行深入研究'进而为改善青贮饲料发酵品质

及抑制黄曲霉菌生长提供乳酸菌资源(
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材料与方法
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!

材
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料
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样品与菌种
!

样品来源#

$%&"

年
I

月从新

疆阿克苏地区随机采集发面面肥,发霉花生,发霉玉

米及变质青贮饲料样品(将样品封存于密封袋中'

贴上标签标明采样时间和地点后运回实验室'于
!

d

条件下'由塔里木大学畜牧科技重点实验室草食

家畜营养研究室保存备用(

菌种来源#从发面面肥样品中分离获得乳酸菌'

从发霉花生,玉米及变质青贮饲料中分离获得黄曲

霉菌'由塔里木大学畜牧科技重点实验室草食家畜

营养研究室保存备用(
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主要试剂和仪器
!

主要试剂#细菌提取试剂

盒,质粒小提试剂盒,

[!

连接盒和通用型
F06

纯

化回收试剂盒'均购自天根深化科技有限公司)引物

86D$I8

#
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'均购自北京英俊生物技术公司(

主要仪器#超净工作台!

>̂ DU(D$8F

'上海博迅

实业有限公司"'电子天平!

Te"%E>

'瑞士梅特勒
D

托

利多中国公司"'高压灭菌锅!

>TD#%%

'上海法润科

学仪器有限公司"'电热恒温培养箱!

F0eN&"$

'上海

精宏实验设备有限公司"'紫外可见光分光光度计

!

["

'北京普析通用仪器有限责任公司"'

eU]

仪

!

@
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'德国"'离心机!

@
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'德国"'旋涡

混合器!
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'金坛市科析仪器有限公司"'电

泳仪!

(VDE%%U

'北京君意东方电泳设备有限公司"'

凝胶成像仪!

W@SFGUT]

'北京赛百奥科技有限

公司"'
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计!
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'上海仪电科学仪器有限公

司"'超低温冰箱!海尔集团公司"(
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培养基
!
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固体培养基#蛋白胨
&%

Y

'牛

肉膏
&%

Y

'酵母粉
#

Y

'葡萄糖
$%

Y

'柠檬酸二铵
$

Y

'

硫酸镁
%=%#

Y

'磷酸氢二钾
$

Y

'乙酸钠
#

Y

'吐温
D'%

&

Y

'硫酸锰
%=%#

Y

'碳酸钙
&

Y

'琼脂
&#

Y

'溶于
&S

去离子水'

&$&d

灭菌
$%M:,

(参考凌代文%

'

&

2乳酸细

菌分类鉴定及实验方法3中所描述的配方配制(

马铃薯葡萄糖!

eF6

"固体培养基#马铃薯
$%%

Y

'葡萄糖
$%

Y

'琼脂
'

Y

'溶于
&S

去离子水'
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灭菌
$%M:,

(参考张国华%

N

&所描述的配方配制(

曲霉菌琼脂!

68e6

"固体培养基#酵母粉
$%

Y

'

蛋白胨
&%

Y

'柠檬酸铁铵
%=#

Y

'

%=$_

二氯硝基苯胺
&

MS

'氯霉素
%=&

Y

'琼脂
&#

Y

'溶于
&S

去离子水'

&$&

d

灭菌
&#M:,

(参考李院%

&%

&所描述的配方配制(

&=$

!

方
!

法

&=$=&

!

发面面肥中乳酸菌的分离与纯化
!

根据2乳

酸细菌分类鉴定及实验方法3

%

'

&

,2常见细菌系统鉴

定手册3

%

&&

&和2乳酸细菌#基础,技术和应用3

%

&$

&所描

述的乳酸菌菌株形态进行乳酸菌菌株的分离鉴定(

无菌操作称取
&%

Y

发面面肥样品放入
N%MS

无菌

蛋白胨水中'密封'置于摇床上以
&$%+

$

M:,

摇动
$

2

'吸取
&MS

上清液加入到
NMS

无菌蛋白胨水中'

漩涡振荡'依次稀释成
&%

O#

'

&%

O"

'

&%

OI

'

&%

O'

!

个梯

度'分别取
!

个梯度的菌液
&%%

%

S

涂布于固体

C]>

平板培养基表面'

E%d

培养
!'

"

I$2

(通过

观察菌落颜色,大小,光泽,是否有透明圈等挑取单

菌落'在
C]>

固体培养基上划线'

E% d

恒温培养

!'

"

I$2

'重复划线分离培养
E

次'得到纯化的单菌

株%

&ED&!

&

(用
C]>

液体培养基富集!

E% d

培养
$!

2

"'与等体积的甘油混合'封装'

!

I%d

保存备用(

&=$=$

!

发霉花生#玉米及变质青贮饲料中黄曲霉

菌的分离与纯化
!

使用曲霉菌琼脂!

68e6

"固体培

养基对发霉花生,玉米及变质青贮饲料稀释液进行

分离(无菌操作称取各样品
&%

Y

放入
N%MS

无菌

蒸馏水中'按
&=$=&

节方法稀释成
&%

O$

'

&%

OE

'

&%

O!

'
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O#
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个梯度的菌悬液'分别取
!

个梯度的菌悬液

&%%

%

S

涂布于
68e6

固体培养基表面'置于霉菌恒

温培养箱中'

$'d

培养
!

"

IA

'挑取少许霉菌所产

孢子到曲霉素琼脂!

68e6

"固体培养基上进行划线

分离,纯化(纯化的霉菌单菌落生长
!

"

IA

后'用

接种环挑取少量带孢子的菌丝'用乳酸石碳酸棉兰

染色'对霉菌的菌体和菌丝进行显微镜形态观

察%

&#

&

(挑选
68e6

培养基背面呈亮橙色,霉菌孢子

呈淡黄色的霉菌孢子进行保存备用(

&=$=E

!

霉菌孢子液的制备
!

将保存备用的黄曲霉

菌菌株接种在
eF6

斜面培养基表面'

$'d

恒温培

养
E

"

#A

至大量孢子产生'加入
#MS

灭菌生理盐

水于斜面试管'涡旋振荡
#M:,

'用无菌纱布过滤去

除营养菌丝体%

&"

&

(采用血球计数板测定孢子浓度'

将孢子浓度调整为
&%

# 个$
MS

'备用(

&=$=!

!

筛选抑制黄曲霉菌活性的乳酸菌
!

采用双

层平板法%

&%

&筛选对黄曲霉菌具有抑制作用的乳酸

菌(先将
C]>

固体培养基倒入培养皿中作为下层

平板'待其凝固后'用接种环沾取生长至对数期的乳

酸菌菌液在平板上划
$

条
$

"

E?M

的平行直线'于

EId

培养
$!

"

E"2

至长出菌苔(然后将含有孢子

浓度为
&%

# 个$
MS

的
eF6

半固体培养基倒入培养

皿中'覆盖在含有乳酸菌菌苔的下层培养基上'于

$'d

培养
!'

"

I$2

'检测乳酸菌生长条带周围是否

出现抑菌圈'挑选有抑菌效果的乳酸菌进行后期试

验(同时'本试验还将具有抑菌作用的乳酸菌菌液

以
&_

接种量'按
&b&

比例两两组合后进行抑菌试

验(

&=$=#

!

乳酸菌的生理生化鉴定
!

乳酸菌的生理生

化鉴定包括#产气试验,耐酸耐盐试验,温度生长试

验'以及
JL

葡萄糖,

JL

麦芽糖,乳糖,

JL

甘露糖,

JL

半乳糖,

OL

山梨糖,

JL

松二糖,

JL

松三糖,纤维二糖,

木糖醇,

JL

棉籽糖,

JL

甘露醇,

JL

果糖,蔗糖,

OL

鼠李

糖,

JL

木糖,

JL

山梨醇,

JL

蜜二糖等碳水化合物碳源

发酵试验%

&I

&

(

&=$="

!

乳酸菌
F06

的提取与鉴定
!

对具有抑制

黄曲霉菌作用的乳酸菌菌液提取基因组
F06

%

&'

&

(

以乳酸菌菌株基因组
F06

为模板'利用细菌通用

引物
86D$I8

和
]6D&!N#]

'对细菌的
&">+F06

进

行
eU]

扩增(

eU]

扩增程序#

N#d

预变性
EM:,

)

N!d

变性
&M:,

'

#Ed

退火
&M:,

'

I$d

延伸
N%5

'

E%

个循环)

I$d

延伸
'M:,

(用
&=%_

琼脂糖凝胶

对扩增的
eU]

产物进行电泳检测(回收
eU]

产

物'连接
L

CFD&'[

载体并转化
NM-"#)FR#

(

'经蓝

白斑筛选'将阳性克隆送上海生工生物工程技术服

务有限公司测序(

&=$=I

!

同源性分析与系统发育树的构建
!

采用核

酸
.̀-51

技术'将所测序列信息与
0ÙH

网站的

W4,̀-,K

数据库进行对比'获得与所测序列同源性

最高的已知分类地位的菌种(然后从
W4,̀-,K

数

据库中获得已知菌株的
&">+F06

基因序列'与所

测菌株的
&">+F06

序列一起'采用
U.*51-.

进行比

对'绘制系统发育树'确定各菌株的分类地位%

&N

&

(

$

!

结果与分析

$=&

!

乳酸菌的分离与纯化

试验所筛选的
&$

株乳酸菌菌株单菌落均为圆

形'其中菌株
8E

菌落表面凹凸不平'淡黄色'边缘

不整齐'质地黏稠且半透明)菌株
8&

,

8$

,

8!

,

8"

,

8I

,

8'

,

8N

菌落均为灰白色'边缘整齐'质地粗糙'

无光泽且不透明)菌株
8#

,

8&%

,

8&&

,

8&$

菌落均为

白色'边缘整齐'质地黏稠'有光泽且不透明(所有
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菌株革兰氏染色均为阳性'且接触酶反应均为阴性)

菌株
8&

,

8$

,

8!

,

8#

,

8I

,

8N

,

8&&

,

8&$

均是球菌'

8E

细

胞形态呈短杆状'

8"

,

8'

,

8&%

细胞形态呈长杆状(

$=$

!

黄曲霉菌的分离与纯化

试验发现'在发霉花生,玉米及变质青贮饲料

&%

OE稀释菌悬液对应的平板上'均长出了培养基背

面呈亮橙色且具有黄曲霉菌特征的菌落'进一步对

其进行菌落特征观察'结果如图
&

所示(由图
&

可

知'黄曲霉菌菌落呈放射状'孢子呈淡黄色'在
68D

e6

培养基上生长'培养基背面呈亮橙色(本试验

从发霉花生,玉米及变质青贮饲料中分离出
!

株菌

落形态基本一致的黄曲霉菌(

6=

黄曲霉菌在
68e6

培养基上的单菌落形态)

=̀

黄曲霉菌在
68e6

培养基上的背面照!亮橙色"

6=>:,

Y

.4?).),

<

M)+

L

2).)

Y<

)/'5

?

$0

%

)##15

&

#+415),68e6M4A:*M

)

=̀[24Z-?K

L

2)1)5)/

'5

?

$0

%

)##15

&

#+415),12468e6M4A:*M

!

+̀:

Y

21)+-,

Y

4

"

图
&

!

黄曲霉菌的菌落形态

8:

Y

=&

!

U).),

<

)/'5

?

$0

%

)##15

&

#+415

$=E

!

筛选具有抑制黄曲霉活性的乳酸菌

在对黄曲霉菌具有抑制活性的乳酸菌筛选试验

中发现'

8E

,

8&&

和
8&$E

株乳酸菌对黄曲霉菌有抑

制作用!图
$

和表
&

"(由表
&

可以看出'与单乳酸

菌菌株相比'将具有抑菌作用的
E

株乳酸菌菌液两

两混合后其抑菌效果显著提高'其中
8E

与
8&&

组

合的抑菌效果最好'抑菌区直径可达到
#=E?M

!图

$D6

"'单个菌株中
8&&

的抑菌效果显著高于其他单

个菌株!

=

#

%=%#

"'抑菌区直径达到
!=#?M

!图
$D

`

"(

6=

菌株
8E

与
8&&

菌液混合后对黄曲霉菌的抑制效果)

=̀

菌株
8&&

对黄曲霉菌的抑制效果

6=H,2:Z:1:),4//4?1)/2

<

Z+:A8E-,A8&&51+-:,5)/.-?1:?-?:AZ-?14+:-),'5

?

$0

%

)##15

&

#+415

)

=̀H,2:Z:1:),4//4?1)/8&&51+-:,)/.-?1:?-?:AZ-?14+:-),'5

?

$0

%

)##15

&

#+415

图
$

!

乳酸菌对黄曲霉菌的抑制作用

8:

Y

=$

!

H,2:Z:1:),)/.-?1:?-?:AZ-?14+:-),'5

?

$0

%

)##15

&

#+415

46
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表
&

!

乳酸菌对黄曲霉菌的抑制效果

[-Z.4&

!

H,2:Z:1)+

<

4//4?1)/.-?1:?-?:AZ-?14+:-),

'5

?

$0

%

)##15

&

#+415

乳酸菌

S-?1:?-?:AZ-?14+:-

抑菌区直径$
?M

H,2:Z:1:),\),4A:-M414+

8E $=Ef%=&!4

8&& !=#f%=!"Z?

8&$ &='f%=&%/

8El8&& #=Ef%=&'-Z

8El8&$ #=%f%=&$Z

8&&l8&$ E=%f%=&%A

8El8&&l8&$ "=$f%=$!-

!!

注#同列数据后标不同小写字母表示差异显著!

=

#

%=%#

"(

0)14

#

F://4+4,1.)34+?-545 M4-,5:

Y

,:/:?-,1A://4+4,?4

!

=

#

%=%#

"

=

$=!

!

具有抑菌活性乳酸菌的鉴定

$=!=&

!

生理生化鉴定
!

对具有抑菌活性的
E

株乳

酸菌的生理生化指标及碳源利用方式进行鉴定'结

果如表
$

和表
E

所示(由表
$

可以看出'

E

株乳酸

菌发酵葡萄糖均不能产气'为同型发酵乳酸菌)

E

株

乳酸菌均能在
#d

条件下弱生长'在
&%d

条件下除

菌株
8&&

生长良好'其余
$

株菌生长较弱'在
!%

和

!#d

'

E

株乳酸菌均能良好生长)

0-U.

为
E_

和

"=#_

时
E

株菌均能良好生长)在
L

RcE

时
E

株乳

酸菌均不能生长'在
L

Rc!

时
E

株乳酸菌均能弱生

长'

L

R

值为
#

"

I

时
E

株乳酸菌均能良好生长(由

表
E

可知#

E

株乳酸菌均可利用
JL

葡萄糖,

JL

麦芽

糖,

JL

甘露糖,纤维二糖,

JL

甘露醇,

JL

果糖,蔗糖,

JL

山梨醇)

8E

菌株不能利用酵乳糖,

JL

半乳糖,

OL

山

梨糖,

JL

松三糖,木糖醇,

JL

棉籽糖,

OL

鼠李糖,

JL

木

糖,

JL

蜜二糖)

8&&

菌株不能利用酵
OL

山梨糖,

JL

松

二糖,木糖醇,

JL

棉籽糖,

OL

鼠李糖)

8&$

菌株不能利

用
OL

山梨糖,木糖醇,

JL

棉籽糖,

OL

鼠李糖,

JL

木糖(

表
$

!

E

株乳酸菌生理生化指标的测定结果

[-Z.4$

!

e2

<

5:).)

Y

:?-.-,AZ:)?24M:?-.:,A4Q45)/.-?1:?-?:AZ-?14+:-

鉴定项目

HA4,1:/:?-1:),

L

+)

J

4?1

乳酸菌
S-?1:?-?:AZ-?14+:-

8E 8&& 8&$

产气试验

W-54Q

L

4+:M4,15

O O O

发酵类型

84+M4,1-1:),1

<L

4

同型发酵

>-M4D1

<L

4/4+M4,1-1:),

同型发酵

>-M4D1

<L

4/4+M4,1-1:),

同型发酵

>-M4D1

<L

4/4+M4,1-1:),

#d ^ ^ ^

&%d ^ l ^

!%d l l l

!#d l l l

E_ 0-U. l l l

"=#_ 0-U. l l l

L

RE O O O

L

R! ^ ^ ^

L

R# l l l

L

R" l l l

L

RI l l l

!!

注#-

l

.表示可以生长'-

O

.表示不生长'-

^

.表示弱生长(下同(

0)14

#-

l

.

W+)312

'-

O

.

0)

Y

+)312

'-

^

.

4̂-K

Y

+)312=[245-M4Z4.)3=

表
E

!

乳酸菌碳源发酵试验结果

[-Z.4E

!

U-+Z),5)*+?41451)/.-?1:?-?:AZ-?14+:-

碳源

U-+Z),5)*+?4

乳酸菌
S-?1:?-?:AZ-?14+:-

8E 8&& 8&$

碳源

U-+Z),5)*+?4

乳酸菌
S-?1:?-?:AZ-?14+:-

8E 8&& 8&$

JL

葡萄糖
JLW.*?)54 l l l

木糖醇
T

<

.:1). O O O

JL

麦芽糖
JLC-.1)54 l l l JL

棉籽糖
JD]-//:,)54 O O O

乳糖
S-?1)54 O l l JL

甘露醇
JDC-,,:1). l l l

JL

甘露糖
JDC-,,)54 l l l JL

果糖
JD8+*?1)54 l l l

JL

半乳糖
JDW-.-?1)54 O l l

蔗糖
>*?+)54 l l l

OL

山梨糖
OLV-M-,-52:5*

Y

-+ O O O OL

鼠李糖
OD]2-M,)54 O O O

JL

松二糖
JD[*+-,)54 l O l JL

木糖
JDT

<

.)54 O l O

JL

松三糖
JDC4.4\:1)54 O l l JL

山梨醇
JD>)+Z:1). l l l

纤维二糖
U4..)Z:)54 l l l JL

蜜二糖
JDC4.:Z:)54 O l l

$=!=$

!

&">+F06

序列同源性分析
!

对具有黄曲

霉菌抑制活性的乳酸菌菌株
&">+F06

测序后进行

同源性分析'构建系统发育树'以确定菌株的分类'

结果见图
E

(由图
E

可以看出'菌株
8E

与类芽孢杆

5.
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菌!

=+$()>+-)##155

L

=

"

CFǸ$

的同源性为
&%%_

'

菌株
8&&

与屎肠球菌!

N(2$0"-"--15

&

+$-)1*

"

BND

&#"

的同源性为
&%%_

'菌株
8&$

与乳酸乳球菌

!

O+-2"-"--15#+-2)5

"

$#8&

的同源性为
&%%_

(依据

&">+F06

基因序列的同源性分析'确定菌株
8E

为

类芽孢杆菌'菌株
8&&

为屎肠球菌'菌株
8&$

为乳

酸乳球菌(

图
E

!

菌株
8E

,

8&&

和
8&$

的系统发育树

8:

Y

=E

!

e2

<

.)

Y

4,41:?1+44)/51+-:,58E

'

8&&-,A8&$

E

!

讨
!

论

本研究所用发面面肥样品是从新疆阿克苏地区

随机采样获得'共筛选出
&$

株乳酸菌菌株'其中球

菌
'

株'杆菌
!

株'说明球菌是发面面肥中的优势菌

群(本试验所分离的优势乳酸菌与其他研究者的结

果略有不同(张国华%

N

&对我国
#

个不同地区发酵酸

面团中的优势菌群进行研究发现'除安徽地区的优

势菌为明串珠菌!

O$1$"("52"$

"外'河南,山西,甘肃

及黑龙江等地区均以乳杆菌!

O+-2">+-)##15

"为优势

菌(王雪婷等%

$%

&选取河南周口和山西运城的传统

酸面团进行分离鉴定'结果显示其优势菌群为植物

乳杆菌!

O+-2">+-)##15

?

#+(2+01*

"和面包乳杆菌

!

O+-2">+-)##15-0152"01*

"(这可能是由于各地区

发面面肥的制作工艺和水土环境具有一定的差异'

因而导致细菌组成差别较大(黄曲霉!

'5

?

$0

%

)##15

&

#+415

"主要存在于霉变的谷物,花生,种子及动物

饲料中%

$&

&

(本研究利用
68e6

培养基结合菌落形

态'从发霉花生,玉米和变质青贮饲料中分离筛选出

!

株黄曲霉菌'这与雷明霞%

$$

&的研究结果基本一致(

本研究利用从新疆发面面肥中分离出的
&$

株

乳酸菌进行黄曲霉菌抑菌试验'筛选出
8E

,

8&&

和

8&$E

株对黄曲霉菌具有抑制作用的乳酸菌'经
&">

+F06

序列分析发现'

E

株乳酸菌分别为类芽孢杆

菌!

8E

",屎肠球菌!

8&&

"和乳酸乳球菌!

8&$

"(绕胜

其等%

$E

&从酸菜,火腿,香辛料等原料中筛选出
N

株

对黄曲霉菌具有较强抑制作用的产芽胞杆菌'这与

本试验所分离类芽孢杆菌的抑菌效果基本一致(相

比较而言'目前研究者对于乳杆菌抑菌作用的研究

较为深入(

@.,4\-M:

等%

$!

&研究发现'

O+-2">+-)##15

08+*("515 SWW

和
SUDI%#

对 黄 曲 霉 毒 素
&̀

!

68̀ &

"有较强的吸附作用'这
$

株菌分别使
68̀&

下降
#!_

和
!!_

(

6A4.R-M:A:

等%

$#

&研究发现'
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