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摘 要：以采自内蒙古阿拉善地区的传统发酵阿拉善双峰驼酸驼乳为材料，采用乳酸细菌培养基（MRS）对其中的乳
酸菌进行初分离，经平板划线法纯化后，借助 16 SrDNA 的序列分析法进行分子鉴定，并对其耐酸性、产酸能力、最适
pH 值及耐盐性等性质进行研究。 结果表明， 分离纯化出 3 株疑似优势乳酸菌， 分别为乳杆菌属的 Lactobacillus
plantarum strain KC28、Lactobacillus plantarum strain K25 和 Lactobacillus sp. D1501。3 株菌均为革兰氏阳性， 耐酸性较
好，产酸性能适中；最适培养 pH值为 6.5。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： In this study the traditional fermentational shubat of Alashan bactrian camel in Inner Mongolia was
used as an example， the Lactic acid bacterias were initially separated using the MRS medium， further purified
by flat scribing and identified by 16 SrDNA sequence analysis.Then， their acid resistance， acid production
ability， optimum pH value and halotolerance etc. were studied.The results showed that separated and purified
three suspected dominant Lactic acid bacterias which divided into Lactobacillus and were Lactobacillus
plantarum strain KC28， Lactobacillus plantarum strain K25 and Lactobacillus sp. D1501，respectively. All
3 strains were gram-positive that possessed good acid resistance， moderate acid production performance and
halotolerance. The optimum pH value were 6.5.
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驼奶营养成分丰富 [1-3]，有一定的保健功效，在糖
尿病、肺结核、肝炎、贫血、食物过敏反应和消化道疾病
等的治疗中有改善作用[4-6]。 而酸驼乳风味浓郁，口感
醇厚，极具民族特色，除了具有驼奶的营养价值外，还
有一定的抗菌和益生特点，是一个极具市场竞争力的
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新产品。 其中微生物菌系十分复杂，含有丰富的对人体
有益生作用的乳酸菌及酵母菌资源。 而不同地域的酸
驼乳中的乳酸菌种类和数量又存在特别大的差异[7-10]，
因此其风味也有所差异。 但目前有关酸驼乳的研究甚
少，酸驼乳的工业化生产急需开发其中的微生物资源。

阿拉善盟双峰驼是内蒙古自治区的特色动物，驼
产业是阿拉善地区的支柱产业，驼奶资源丰富，本研
究旨在充分利用好地区资源并结合产业优势，以开发
传统发酵酸驼乳中的乳酸菌资源， 生产自主研发的、
风味独特酸驼奶制品为宗旨，从传统发酵酸驼乳中分
离优势乳酸菌并进行鉴定、耐酸性和耐盐性研究。

1 材料与方法
1.1 材料与试剂
1.1.1 试验原料

酸驼乳（ASR）、鲜驼乳（AXR）、马奶：来自内蒙古
阿拉善地区牧民家中经过传统发酵、巴氏消毒。 酸驼
乳传统发酵数天放置于密封塑料壶中冷冻保存运到
实验室，与鲜驼奶一起置于 4℃冰箱中暂时保存。
1.1.2 试剂

TaqDNA聚合酶、2×PCRmix、溶菌酶（20 000U/mg）、
蛋白酶 K（≥40 U/mg protein）：大连宝生物工程有限
公司；引物（7 F/1540 R）、dNTP Mix：天根生化科技有限
公司。

无水乙醇、异丙醇、氯化钠、D（+）-无水葡萄糖、柠
檬酸铵、蛋白胨、琼脂、牛肉浸粉、酵母提取粉、硫酸锰、
磷酸氢二钾、乙酸钠、硫酸镁、吐温-80：国药集团化学
试剂有限公司。
1.1.3 主要设备

TG16-W 微量高速离心机：长沙湘仪离心机仪器
有限公司；THZ-100B 恒温培养摇床：上海一恒科学仪
器有限公司；E1509020 紫外可见分光光度计：上海菁
华科技仪器有限公司；DYY-10C 型核酸电泳仪：北京
市六一仪器厂；Ver Sa Doc2000 凝胶成像系统：美国
Bio-Rad 公司；LD2X-30KA 立式电热压力蒸汽灭菌
锅：上海申安医疗器械厂；徕卡 DMLB 型显微镜：德国
徕卡显微镜与系统公司；DELTA320 pH 计：METTLER
TOLEDO。
1.2 方法
1.2.1 培养基的配制

按微生物学试验指导的方法配制[11]。
1.2.2 酸驼奶样品的梯度稀释、pH值测定与涂布培养

将从阿拉善牧人家获取的 1份传统发酵的阿拉善
双峰驼酸驼奶样品用 pH 计测定 pH 值， 测定 3 次，取

平均值。 按照表 1的感官评分标准进行评分然后将稀
释到 10-5的酸驼奶样品涂布在普通 MRS 固体培养基
进行培养[12]。将长出的的单菌落刮取一定量，在MRS固
体培养基上进行划线纯化 4 次， 将分离纯化得到的疑
似乳酸菌进行感官评定和革兰氏染色分析形态[13]。

1.2.3 基于 16 SrDNA疑似乳酸菌的分子生物学鉴定
利用细菌基因组提取试剂盒分别对分离纯化的

疑似乳酸菌菌液提取基因组， 利用 7F/1540R 引物聚
合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR） 扩增
16 SrDNA 片段[14]，然后将 PCR 产物电泳后回收，送由
基因公司测序。 将测序结果用 Blast 与 NCBI 中的
Gene Bank 数据库中近缘菌株的 16 SrDNA 进行同源
性比对，使用 MEGA7软件进行系统进化树的构建，确
定疑似菌株的分类地位。
1.2.4 乳酸菌在 MRS液体培养基中生长曲线的测定

将鉴定为乳酸菌的菌株分别接种到液体 MRS 培
养基中 37℃进行摇床培养， 约 4 h 后按 2 %的体积比
例接种到新的 MRS液体培养基中进行培养， 每隔 2 h
测定 OD600nm。
1.2.5 乳酸菌耐酸性、产酸性和最佳 pH值的确定

按 2 %的体积比例接种已鉴定的乳酸菌菌液到
pH 值分别调为 4.0、3.0、2.0和 1.0 的 MRS 液体培养基
中，37 ℃摇床培养，测定 12 h 的 OD600 nm，以在 MRS 培
养基中培养为对照， 分析各个菌株在不同 pH 值下的
生长情况及存活率，来判断其耐酸性。

按 2 %的体积比例接种已鉴定的乳酸菌菌液到中
性的 MRS 液体培养基中培养， 分别测定 12、24、48 h
的 pH值，判断各个菌株的产酸性能。

将已鉴定的乳酸菌接种在 MRS 液体培养基中进
行活化， 取活化好的菌株以 3 %体积比的接种量分别
接种到 pH 值分别为 3.5、4.5、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0
的 8 种 MRS 液体培养基中，37 ℃恒温摇床中生长
24 h，测定 OD600nm，确定其最佳 pH值。

表 1 感官评定评分表

Table 1 Sensory assessment scale

项目 评分标准

色泽（30 分） 淡乳黄色，均匀一致（25 分~30 分）；色泽好，略分
层（18 分~24 分）；沉淀色差（0~17 分）

口感（15 分） 细腻均匀，口感纯正（12 分~15 分） ；略淡，口感不
纯（9 分~11 分）；口感较差（0~8 分）

酸味（15 分） 适宜（12 分~15 分）；不足（9 分~11 分）；略淡
（0~8 分）

甜味（15 分） 适宜（12 分~15 分）；不足（9 分~11 分）；略淡
（0~8 分）

乳味（15 分） 适宜（12 分~15 分）；不足（9~11 分）；略淡
（0~8 分）
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1.2.6 乳酸菌耐盐性分析
按 3 %的体积比例分别接种乳酸菌菌液到 NaCl

浓度分别为 2 %、4 %、6 %和 8 %的液体 MRS 培养基
中，每隔 2 h测定一次 OD600nm， 判断各菌对不同浓度的
NaCl的耐受性。
1.2.7 乳酸菌对鲜马奶和鲜驼奶反发酵试验

将已经鉴定的乳酸菌菌液经扩大培养后以 3 %的
体积比例分别接种到分装好的已灭菌的鲜马奶和鲜
驼奶中 35.5 ℃进行发酵，分别测定发酵 24、48、72 h 的
pH值，考察其发酵情况。

2 结果与分析
2.1 乳酸菌的分离鉴定

将 3株乳酸菌提取基因组 DNA后，用 16 SrDNA引
物扩增 16 SrDNA 片段，1 %的琼脂糖凝胶电泳检测，
结果如图 1，都有与 16 SrDNA 目的片段大小一致的条

带出现，说明 16 SrDNA基因片段扩增成功。
1 号~3 号乳酸杆菌的 16 SrDNA 基因片段构建的

进化树见图 2~图 4。

M为 Trans 2K R Plus DNA Marker；1、2、3为 1、2、3号乳酸菌。

图 1 3株菌的 16 SrDNA PCR产物电泳图

Fig.1 Electrophoresis of 16 S rDNA PCR products of three strains

of Lactobacillus

500 bp

750 bp
1 000 bp

2 000 bp

目的片段

M321

CP026743.1 Lactobacillus plantarum strain KC28 chromosome complete genome（5）
CP020093.1 Lactobacillus plantarum strain K25 chromosome complete genome
CP026743.1 Lactobacillus plantarum strain KC28 chromosome complete genome（4）
CP026743.1 Lactobacillus plantarum strain KC28 chromosome complete genome（3）
CP020093.1 Lactobacillus plantarum strain K25 chromosome complete genome（3）
CP020093.1 Lactobacillus plantarum strain K25 chromosome complete genome（5）
CP020093.1 Lactobacillus plantarum strain K25 chromosome complete genome（4）

CP020093.1 Lactobacillus plantarum strain K25 chromosome complete genome（2）
CP026743.1 Lactobacillus plantarum strain KC28 chromosome complete genome（2）

CP026743.1 Lactobacillus plantarum strain KC28 chromosome complete genome

LC318266.1 Uncultured Lactobacillus sp. gene for 16S ribo somal RNA partial sequence clone: SC18
LC318262.1 Uncultured Lactobacillus sp. gene for 16S ribo somal RNA partial sequence clone: SC1

LC318174.1 Uncultured Lactobacillus sp. gene for 16S ribo somal RNA partial sequence clone: F53
LC318200.1 Uncultured Lactobacillus sp. gene for 16S ribo somal RNA partial sequence clone: G22

MG963284.1 Lactobacillus plantarum strain BOC8 16S ribosomal RNA gene partial sequence
MG654777.1 Lactobacillus acidophilus strain VDLB02 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MH105076.1 Lactobacillus plantarum strain HCD19-5 16S ribosomal RNA gene partial sequence
MH105076.1 Lactobacillus plantarum strain KGP PME01-07 16S ribosomal RNA gene partial sequence

CP020093.1 Lactobacillus plantarum strain K25 chromosome complete genome

CP020093.1 Lactobacillus plantarum strain K25 chromosome complete genome（3）

CP020093.1 Lactobacillus plantarum strain K25 chromosome complete genome（5）

CP020093.1 Lactobacillus plantarum strain K25 chromosome complete genome（4）

CP020093.1 Lactobacillus plantarum strain K25 chromosome complete genome（2）

LC318266.1 Uncultured Lactobacillus sp. gene for 16S ribo somal RNA partial sequence clone: SC18

LC318262.1 Uncultured Lactobacillus sp. gene for 16S ribo somal RNA partial sequence clone: SC1

LC318174.1 Uncultured Lactobacillus sp. gene for 16S ribo somal RNA partial sequence clone: F53

LC318200.1 Uncultured Lactobacillus sp. gene for 16S ribo somal RNA partial sequence clone: G22

MH111552.1 Lactobacillus plantarum strain HCD19-5 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MH105076.1 Lactobacillus plantarum strain KGP PME01-07 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KY584256.1 Lactobacillus plantarum strain AZZ 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MF139133.1 Lactobacillus sp. strain 2010134 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KY584253.1 Lactobacillus plantarum strain AZZ7 16S ribosomal RNA gene partial sequence

图 2 1号乳酸杆菌的 16 SrDNA基因片段构建的进化树

Fig.2 Evolutionary tree by 16 SrDNA gene fragment of Lactobacillus No.1

图 3 2号乳酸杆菌的 16 SrDNA基因片段构建的进化树

Fig.3 Evolutionary tree by 16 SrDNA gene fragment of Lactobacillus No.2
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CP020093.1 Lactobacillus plantarum strain K25 chromosome complete genome（3）

CP020093.1 Lactobacillus plantarum strain K25 chromosome complete genome（4）

LC318266.1 Uncultured Lactobacillus sp. gene for 16S ribo somal RNA partial sequence clone: SC18
LC318262.1 Uncultured Lactobacillus sp. gene for 16S ribo somal RNA partial sequence clone: SC1

LC318174.1 Uncultured Lactobacillus sp. gene for 16S ribosomal RNA partial sequence clone: F53
LC318200.1 Uncultured Lactobacillus sp. gene for 16S ribo somal RNA partial sequence clone: G22

MH111552.1 Lactobacillus plantarum strain HCD19-5 16S ribosomal RNA gene partial sequence
MH105076.1 Lactobacillus plantarum strain KGP PME01-07 16S ribosomal RNA gene partial sequence

MF139133.1 Lactobacillus sp. strain 2010134 16S ribosomal RNA gene partial sequence
MH212367.1 Bacterium strain COTG 331 16S ribosomal RNA gene partial sequence

CP020093.1 Lactobacillus plantarum strain K25 chromosome complete genome（5）

CP028326.1 Lactobacillus sp. D1501 chromosome complete genome（3）

CP028326.1 Lactobacillus sp. D1501 chromosome complete genome（4）
CP028326.1 Lactobacillus sp. D1501 chromosome complete genome（2）

CP028326.1 Lactobacillus sp. D1501 chromosome complete genome（5）

CP028326.1 Lactobacillus sp. D1501 chromosome complete genome

CP020093.1 Lactobacillus plantarum strain K25 chromosome complete genome（2）

CP020093.1 Lactobacillus plantarum strain K25 chromosome complete genome

图 4 3号乳酸杆菌的 16 SrDNA基因片段构建的进化树

Fig.4 Evolutionary tree by 16 SrDNA gene fragment of Lactobacillus No.3

传统发酵阿拉善双峰驼酸驼奶样品的 pH 值为
4.12 ~4.16，经过感官评定，该酸驼奶样品的评分结果
为：色泽 26分，较均匀、乳黄色；口感 14分，纯正；酸味
15分，较酸；甜味 8分，较淡；乳味 13分，乳味很重。 从
中分离纯化出 3株乳酸菌，菌落清晰、均一明显。 颜色
呈乳黄色，菌落相对较小、圆形、凸起，发出较浓酸味。
菌体革兰氏染色为阳性，呈短杆状。

分别提取 3 株菌的 DNA，用 7 F/1540 R 引物进行
16 S rDNA 扩增、电泳（图 1）和回收后测序，将测序结
果在 Gene Bank 中进行 Blast， 并使用 MEGA7 软件构
建进化树，结果如图 2~图 4。 结果表明，1号菌、2号菌
和 3 号菌分别为 Lactobacillus plantarum strain KC28、
Lactobacillus plantarum strain K25 和 Lactobacillus sp.
D1501， 与这 3个菌株的 16 SrDNA序列相似性分别为
99.9 %、99.9 %和 99.8 %，均属于植物乳酸杆菌属。
2.2 乳酸菌在 MRS液体培养基中的生长曲线

将已鉴定的 3 株乳酸菌分别在液体 MRS 液体培
养基中 37℃培养，每 2 h测定一次 OD600 nm 绘制的生长
曲线如图 5。

3 株菌均在 4 h 左右开始进入对数生长期，11.5 h
后基本达到稳定生长期稳定期， 一直持续到 22 h 左

右，后逐渐进入凋亡期。
2.3 乳酸菌耐酸性、产酸性和最佳 pH 值

为比较 3个菌株的耐酸性， 分别将 3株乳酸菌在
pH 值分别为 4.0、3.0、2.0和 1.0的 MRS 液体培养基培
养，以 MRS 培养基为对照，比较在不同 pH 值环境中
的生存率，来反映其耐酸性强弱，结果如图 6所示。

由图 6 可知，1 号、2 号株菌在 pH 值大于 3 时存
活率都在 50 %以上，pH 值为 3 时，3 号菌存活率为
48.2 %，说明 3 株菌的耐酸性都很好，且在 pH 值为 1
时仍然能生长。 pH 值为 2时，3株菌也可以生长，只不
过生长速度下降了， 说明 3株菌均可以耐胃酸这样的
环境。 若这些菌种用来发酵驼奶，利于其顺利通过胃
部进入肠道在消化道中生存而发挥其益生活性。

培养液中的 pH 值可反映微生物生长过程中的产
酸性能。为了解 3株菌的产酸性能，测定 3株乳酸菌菌
液分别在中性的 MRS 液体培养基中培养 12、24、48 h
的 pH 值，3株乳酸菌的产酸性能见图 7。

由图 7 可知，3 株菌均能产酸，培养基中 pH 值下
降不大，且规律大致相同，产酸性能适中，不仅对成品
酸驼乳的风味有重要影响，也可有效防止杂菌污染。
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图 5 3株乳酸菌的生长曲线

Fig.5 Curve of growth curve of three strain of Lactobacillus
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Fig.6 Survival rate of three strains of Lactobacillus at different pH
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Fig.7 Acid production performance of three strains of
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图 9 3株乳酸菌对不同 NaCl浓度的耐受力

Fig.9 Tolerance of three strains of Lactobacillus to different NaCl

concentrations
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为了解乳酸菌培养的最适 pH 值将 3 株乳酸菌
在不同 pH值的MRS中培养 24 h，测定 OD600nm，结果见
图 8。

结果表明 3株菌的最适 pH 值均为 6.5。 耐酸微生
物是指最适 pH 值接近中性时能生长， 而嗜酸微生物
是指最适 pH 值小于 3的微生物， 所以，3株菌均属于
耐酸微生物，不属于嗜酸微生物。
2.4 乳酸菌的耐盐性

驼奶相对牛奶盐度较高，对盐度的耐受性反映乳
酸菌可否在高盐浓度下发酵驼奶并正常生存。 3 株乳
酸菌对不同 NaCl浓度耐受性情况如图 9所示。

由图 9可知，含 2 %NaCl的 MRS培养基中乳酸杆
菌可以正常生长，其生长规律与在 MRS培养基中基本
相似；在含 4 %NaCl 的 MRS 培养基中，乳酸杆菌的对
数生长期被延迟，且未达到较高的菌体浓度，在达到

相应较高生长浓度后受到抑制，剧烈下降后持续快速
生长，说明 4 %盐浓度的耐受有一个适应的过程；在含
6 %NaCl的 MRS中，乳酸菌的延滞期和对数生长期都
得到延迟，而且生长速度明显变慢，出现了持续明显
的抑制现象；含 8 %NaCl 的培养基中，乳酸菌生长受
到严重抑制， 并且在生长到 6 h时急剧下降后又有明
显上升趋势，但始终受到高浓度的 NaCl 的抑制，基本
无法在此环境中正常生长。 耐盐微生物能够生长在
很广的盐浓度范围内，但最适宜其生长的是在盐浓度
0.2 mol/L（即 2.9 %）[15]。 所以，3株均为耐盐微生物，这
些耐盐乳酸菌在驼奶发酵过程中使用，有助于改善酸
驼奶风味和防治杂菌感染。
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图 8 不同 pH值下 3株乳酸菌的生长情况

Fig.8 Growth of three strains of Lactobacillus at different pH

value
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表 2 乳酸菌发酵驼奶不同时间点的 pH值

Table 2 The pH value of lactic acid bacteria fermented camel milk

at different time points

细菌编号 初始 pH值 24 h 48 h 72 h

1号 6.09 5.58 5.44 4.25

2号 6.09 5.54 5.50 4.25

3号 6.09 5.56 5.22 4.18

表 3 乳酸菌发酵马奶不同时间点的 pH值

Table 3 The pH value of lactic acid bacteria fermented horse milk

at different time points

细菌编号 初始 pH值 24 h 48 h 72 h

1号 5.08 4.96 4.57 4.24

2号 5.08 4.86 4.70 4.13

3号 5.08 4.95 4.74 4.14
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2.5 乳酸菌可发酵鲜马奶和鲜驼奶
测定了 3 株乳酸菌在 35.5 ℃发酵鲜马奶和鲜驼

奶 24、48、72 h的 pH 值，结果如表 1和表 2所示。

经乳酸杆菌发酵而成的酸驼奶和酸马奶在酸度
上与天然发酵驼奶和马奶非常接近，利用相同方法从
中也可分离得到相应乳酸菌；经过感官评定也发现其
口感与天然发酵酸驼奶和酸马奶极其相似（天然酸驼
奶的 pH 值为 4.12~4.16，天然酸马奶的 pH 值为 3.80~
4.20）。

3 结论
对来自阿拉善地区传统发酵的阿拉善双峰驼酸

驼乳中的乳酸菌进行了分离鉴定及耐酸性和耐盐性
的研究结果表明，分离出 3株乳酸菌，经鉴定均为乳杆
菌属，分别是 Lactobacillus plantarum strain KC28、Lac－
tobacillus plantarum strain K25 和 Lactobacillus sp.
D1501， 是阿拉善地区传统发酵的阿拉善双峰驼酸驼
乳中的优势菌。 3株菌均为革兰氏阳性，菌落均清晰、
较小、圆形、凸起，发出较浓酸味，颜色呈乳黄色；耐酸
性很好；产酸性能一般；最适 pH 值均为 6.5；在不超过
2 %的盐度下生长不受影响，为耐盐微生物。 如果将分
离菌株合理组合，会开发出生物学特性独特、风味优
良的驼奶发酵菌剂，并且有望在胃肠道环境中发挥重
要生理作用。
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