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乳链菌肤抗性菌株的定向筛选及鉴定
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摘 要 利用乳链菌肤抗性菌株中乳链菌肤抗性和乳糖发酵紧密连锁的原理
,

在含有乳链菌肤
、

乳糖和澳甲

酚紫的选择培养基上
,

从 个新鲜的牛奶样品中定向筛选乳链菌肤抗性菌株
。

对筛选到的 株菌分析鉴定

结果表明 株菌均为革兰氏阳性菌
,

产乳酸
,

过氧化氢酶试验阴性 通过质粒的抽提和电泳
,

发现
· , , ,

分别含有
, , ,

条质粒带
,

且 株菌的质粒 分

子大小不完全相同
。
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目前大多数分子生物学操作中选用的载体系统
,

均以抗生素抗性作为外源基因稳定表达

的选择压力
。

随着载体系统的使用
,

抗药性因子将有可能在菌群中相互传递而发生扩散
。

为了

保证表达载体的安全性
,

食品级表达载体的研究越来越为人们所关注
。

利用分子生物学手段分

析乳酸菌的遗传背景并加以改造成食品级表达载体已成为乳酸菌分子遗传学研究领域的前沿

和热点
。

乳链菌肤 是一种高效
、

无毒的天然食品防腐剂
,

利用乳链菌肤抗性作为选择性

标记可构建乳酸菌食品级载体
,

来逐渐替代 目前以抗生素抗性作为外源基因稳定表达的选择
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压力
,

避免抗药性因子在自然界的扩散川
。

据此
,

我们根据文献〔一 〕报道
,

乳链菌肤抗性基因常

和乳糖利用基因位于同一个质粒上
,

设计了一个简便
、

快速
、

定向筛选乳链菌肤抗性菌的方法
,

对本试验筛选出的乳链菌肤抗性菌株将为乳链菌肤抗性基因的克隆及乳酸乳球菌食品级载体

的构建的研究奠定基础
。

材料与方法

新鲜牛奶样品来 自北京市北郊农场牛奶场
。

·

乳酸乳球菌标准菌
,

不含质粒
,

本室保存
。

乳酸乳球菌平板分离
、

液体及发酵培养基 均采用 培养基
,

固体培养基加人

琼脂
。

选择 培养基 筛选乳链 菌 肤抗 性 菌用 培 养基
,

以 乳 糖 为碳 源
,

同时含有

的嗅甲酚紫和
· 一 ‘乳链菌肤

。

质粒 提取用 和 培养基
。

试剂乳链菌肤是英国
一

公司产品
。

其他试剂为国产
。

乳链菌肤抗性菌株的筛选 将新鲜牛奶样品以 接种量分别接种于含
· 一 ’

乳

链菌肤的 液体培养基中
,

静置培养
,

取 川 涂布在选择培养基上
, 〔

培养
。

挑取使周围培养基颜色由紫变黄的菌落
,

再次在上述选择培养基上复筛
,

划线分离单菌

落
。

对复筛获得的菌株进行革兰氏染色
,

镜检
,

选出球状或链球状的革兰氏阳性菌作进一步

鉴定
。

乳酸乳球菌的鉴定 参照《一般细菌常用鉴定方法户 」和《乳酸细菌分类鉴定及实验方

法户 〕进行乳酸纸层析及生理生化特征的检测
。

生理生化特征的检测包括 温度试验
、

耐盐性试

验
、

产气试验
、

接触酶试验
、

淀粉水解酶试验
、

精氨酸水解酶试验和不同碳源产酸试验
。

质粒 的分离及琼脂糖凝胶电泳 乳酸乳球菌质粒 的抽提参照 田方

法进行
,

略有改进
。

取 过夜培养物或
二

在 中培养 的培养物
,

· 一 ‘

离心
,

弃上清
,

收集菌体 将菌体悬浮于 拼 含 蔗糖 溶液中 加
拌 才

· 一 ‘的溶菌酶溶液
, ‘

保温 一 加 拼 混匀 加 肛

混匀
,

℃保温
,

旋转振荡 加 拜
· 一 ’ ,

温和混匀

加 拼
· 一 ‘ ,

温和混匀 加 拼
· 一 ‘ 混匀 加人等

体积
一

饱和酚
、 一

饱和酚 氯仿 异戊醇和氯仿各提取一次
, · 一 ‘

离心

小自吸出上清
,

加 。体积的
· 了 一 ‘ ,

等体积异丙醇
,

混合均匀后

室温放置 一
· 一 离心

,

弃上清
,

沉淀用 乙醇洗涤一次 沉淀干燥

后溶于 拼 中 取 拌 进行琼脂糖凝胶电泳观察
。

结 果

乳链菌肤抗性菌株的筛选

根据乳链菌肤抗性基因常和乳糖利用基因位于同一个质粒上
,

即在乳糖作碳源和添加适

当乳链菌肤的 培养基上
,

配以嗅甲酚紫作指示剂
,

如果一个菌株既对乳链菌肤具有抗性
,

又能利用乳糖
,

则能使菌落周围的培养基由紫色转变为黄色
,

很容易用肉眼加以辨别
。

我们从
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北京市北郊牛奶场采集的 份新鲜牛奶样品中
,

共收集到 株可在这种选择培养基上生长

的菌
,

经连续生长 代
,

并使周 围培养基 由紫变黄 的菌株有 株
,

依 次命名 为
、

、 、 。

菌株的鉴定

菌株的一般鉴定参照《一般细菌常用鉴定方法 》和《乳酸细菌分类鉴定及实验方法 》对以上

株菌在上述培养基上复筛后
,

经革兰氏染色和镜检都为革兰氏阳性菌
,

呈球状或链球状
。

将

这 株菌的发酵液用新华滤纸层析
,

展开液用正丁醇和冰醋酸和水 体积比为
, , ,

显色

剂用 澳酚蓝酒精溶液
,

用乳酸及 , 发酵液为阳性对照
,

空白基础培养基

为阴性对照
。

结果表明
,

这 株菌的发酵液中都含有乳酸
,

属于乳酸菌
。

生理生化特征按照乳酸菌分类鉴定指标进行
。

从表 可知
,

株菌都可在 ℃
、 ‘

生长
,

而不能在 ℃生长
、 、

可在含 的 培养基中生长
,

而

不在含 的 培养基 中生长
,

但 在这 种盐浓度的培养基中都可生

长 株菌都不产气 滴加 后无气泡产生
,

接触酶实验阴性 滴加碘液后蓝色不改变
,

淀粉水解酶实验阴性 生长 后使 培养基由黄色变为红色
,

精氨酸水解酶阳性

它们可利用乳糖
、

半乳糖
、

麦芽糖
、

核糖产酸而不能发酵蜜二糖
、

松三糖和棉籽糖产酸
。

综合以

上结果
,

可以认为这 株菌属于乳酸乳球菌乳酸亚种
。

表 测试菌株的生理生化特征

不同碳源产酸试验

核糖棉籽糖松三糖蜜二糖麦芽糖乳糖半乳糖菌株

温度试验
℃

浓度
试验 产气 接触酶 淀粉酶

试验 试验 试验

精氨
酸水
解酶
试验

十一

十十十

菌株遗传特性分析

我们抽提了分离到的 株菌的质粒
,

同时以 作为对

照
。

通过质粒 匆 电泳
,

发现 五
, , ,

分别

含有
, , ,

条质粒带
,

且 株菌的质粒 分子量不完全相同 图
。

讨 论

利用乳链菌肤抗性菌株中 。 紧密连锁的原理
,

在含有乳链菌肤
、

乳糖和澳甲酚紫

的选择培养基上
,

从新鲜的牛奶样品中定向筛选乳链菌肤抗性菌
,

使乳链菌肤抗性菌的筛选工

作由某种程度上的随机性和盲目性变成直接和定向筛选
,

简化了筛选程序
。

据文献报道
,

迄今为止所发现的乳链菌肤抗性基因都在大质粒上
,

和乳糖利用基因常位于同

一质粒上
,

且它们所在的菌含有较多的质粒
。

等 口分离了 、 己




