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Ⅱ.乳酸菌的分离与鉴定
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提  要 从健康畜禽粪便分离、筛选出1株乳酸菌（ Lb－10） ；根据 Bergey’s 手册，经细菌学
分类鉴定为乳酸杆菌（ L actobacillus sp ．） 。 该菌株产酸量高达1.2％。
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近年来，由于微生态学研究方法和技术的不断改进，尤其是严格的厌氧培养方法的建立
和采用已证实，人或动物肠道正常菌群中优势菌群是专性厌氧菌，它几乎占所有被分离菌株
的99％以上，是厌氧乳酸杆菌优势菌群主要成员之一。 它与肠道菌群其他成员之间的数量
比例，影响肠道菌群的生态平衡，数量一旦减少，平衡破坏，有害病原菌乘机增殖。因此，国内
外从动物肠道正常菌群中分离产酸的乳酸菌类有益菌，作为活菌饲料添加剂，保持肠道菌群
间的有益平衡，达到防病治病，促进畜禽生长发育，提高生产性能的目的。

我们为了将厌氧乳酸杆菌用于新型复合微生物活菌饲料添加剂的构成菌种之一，进行
了乳酸杆菌菌种的分离、筛选与鉴定。

1 材料与方法
1.1 样品来源

由公主岭地区畜禽养殖场、户采集的健康雏鸡、仔猪、家兔等粪便和牛乳、泡菜水等25
份样品中分离乳酸杆菌。
1.2 培养基

YG 液体培养基，加富培养用。 改良 MRS 固体培养基，菌种分离培养用。
1.3 菌种分离方法

根据样品类型，采用两种方法。 酸奶和泡菜水用细玻管法，琼脂用深层培养后分离纯化
法。畜禽粪便样品，则先行加富培养，然后用稀释平板法在厌氧条件下（化学除氧法）培养，选
择溶解碳水钙而呈透明圈的菌落，按常规方法进行单菌落分离、纯化，获得纯菌。
1.4 产酸试验

脱脂奶培养用0.1mol／L NaOH 滴定，计算其产酸量（ ％） 。
1.5 菌种生物学特性鉴定

根据［2，3］方法鉴定。
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1.6 培养基试验
5种不同培养基液体深层培养，37℃、48h。 用稀释平板法厌氧培养，测定并计算活菌数

量。

2 结果与讨论
2.1 乳酸菌菌种分离与筛选

菌种由25份样品中分离获得乳酸菌34株，经脱脂奶培养产酸试验，筛选出总酸量较高
和产酸较快的菌株3株，结果见表1。
  产酸试验结果表明，Lb－10菌株的产酸
量和产酸速度最高，产酸量为1.2％，产酸速
度 （牛奶凝固时间） 为5h，试验证明乳酸菌
的产酸水平，取决于菌株本身的特性。
2.2 Lb－10菌株的生物学特性和鉴定

对筛选出的产酸量高和产酸快的乳酸杆

菌 Lb－10菌株进行了分类鉴定。

表1 不同乳酸菌菌株产酸比较

菌 株
产酸量*

（ ％）
产酸速度**

（ h） 来  源

Lb－10 1.2 5.0 本研究分离

Lb－14 0.7 5.5 本研究分离

Lb－21 0.9 7.0 本研究分离

AS1.482（对照） 0.9 6.5 微生物所 

  *3次平均值，**牛乳凝固时间
  其主要生物学特性如下：Gram 染色阳性，菌体杆状，大小为（0.7～0.8×2.5～6.0） μm，
单个，成对或短链，无芽胞、无鞭毛，不运动，小菌落，圆形，直径1.0mm 左右，边沿整齐光
滑，呈淡乳白色，液体培养混浊生长；兼性厌氧，生长最适温度37～42℃，最适 pH5.5～6.2，
接触酶阳性，不液化明胶，不还原硝酸盐，不产生吲哚、硫化氢，不分解尿素，MR 反应阳性，
VP 反应阳性，利用柠檬酸盐、葡萄糖、蔗糖和乳糖发酵产酸。

根据《Bergey’s 系统细菌学》，上述各项试验结果符合乳酸杆菌属特征。 故 Lb－10菌株
可定为乳酸杆菌（ L actobacillus sp .） 。

目前，作为饲用微生态制剂的乳酸菌有嗜酸乳杆菌（ L actobacillus acidop hilus） 、乳酪乳
杆菌 （ L .casei ） 、植物乳杆菌 （ L .p lantarum ） 、唾液乳杆菌 （ L .salivarius ） 和短小乳杆菌
（ L .breuis）等，但主要为嗜酸乳杆菌。 因该细菌分布广泛，共栖于哺乳动物的消化道，在肠内
分解糖类生成乳酸，使肠道 pH 值降低，从而抑制致病菌的繁殖，防止消化道疾病的发生。
2.3 不同培养基对乳酸杆菌的生长

经5种不同培养基液体深层培养试验，乳酸杆菌 Lb－10菌株的生长情况见表2。 乳酸
菌在自然界中分布虽然广泛，但较难培养，因其生活营养要求严格复杂，尤其重要的是对于
维生素和氨基酸及有关生长素的需求，由于
乳酸菌体内酶系统构成单纯，不能自身合成。
因此，为了乳酸菌很好的生长和发酵，在培养
基中必须增添必需的营养素。 本试验中的培
养基ⅢS 的组分较好地满足了乳酸菌的营养
需求，生长较好。5种培养基比较，ⅠM 及ⅢS
菌数较其他培养基高，均在10×108／mL 以
上，但 IM 配方组份复杂，而ⅢS 配方组份简
单，成本低，适宜于工业采用。

表2 不同培养基对乳酸杆菌 Lb－10菌株的生长
培养基编号 pH 菌数（1×108／mL） *

ⅠM 6.0 10.3
ⅡY 6.0 9.8
ⅢS 6.0 10.2
ⅣP 6.0 8.2
ⅤW 6.0 6.6

*3次测定平均值 （下转第56页）
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中、短枝迅速增加，全株枝量可达300～400个，第四五年可达600～700个，第五六年可达1
200个以上，每公顷枝量可达105～120万个，10～12年可达150万个以上。 为了稳定树势，
修剪后保持在90～105万个即可。

②枝类比：中、短枝占85％～90％，长枝占10％～15％。 由于幼树长势旺，长枝较多，通
过拉枝促进多形成中、短枝。

③叶面积系数：4年生乔砧密植拉枝苹果梨，叶面积系数为1.1，5年生时为1.7，6年生
时为2.8，7年生以后要稳定在3～4。 叶面积系数过大，寄生叶过多，往往会引起反作用。

④花芽百分率：苹果梨虽然自花不孕，但经过采取人工辅助授粉等措施，花序坐果率还
是较高的。 乔砧密植拉枝只要有15％左右花芽即可达到22500～30000kg／hm2的产量指
标。在该区栽植苹果梨，花芽往往发生冻害，每遇到低温年，花芽受冻率可达30％～50％，为
使受害不减产，所以每年花芽量要保持在20％～30％以上。

⑤单株负荷量：试验树从第6～10年，年平均株产果为37.5kg，平均单果重160g 左
右。 单株产量超过45kg 时，一般情况下果小，当年形成花芽少，第二年产量下降，易产生大
小年。 单株负荷量以株产35～45kg 为宜。

⑥枝果比、叶果比：乔砧密植苹果梨在公顷栽1110株密度下，进入结果期后，枝果比为
6∶1，叶果比为36∶1。 进入盛果期叶果比为30∶1，枝果比为4～5∶1。
2.6 乔砧密植苹果梨树的寿命预测

有人认为密植拉枝早期结果，早期丰产会导致树体早衰。 经多年试验和实践证明，1971
年定植的苹果梨，采用3m×3m、3m×4m 的株行距，公顷栽825～1110株，现已生长结果
近30年，除了部分树由于腐烂病重而被淘汰外，尚有85％的树存在。 年公顷产仍在15000
～22500kg 以上，平均株产40kg 左右。所以按原设计乔砧密植定植后经济年限25～30年
是可行的。
2.7 乔砧密植苹果梨经济效益分析

经多年试验和生产实践证明，密植拉枝苹果梨，3年见花，4年见果，6年生平均株产
27.02kg，公顷产30000kg，定植后10年累计产量202500kg，是大冠稀植（ 公顷栽240
株） ，公顷产22590kg 的8倍。20年生累计产量约457500kg，是大冠稀植产量的2～3倍。

目前，该地区密植苹果梨占新栽植苹果梨总面积的90％以上。 （责任编辑：任 禾）
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3 结 语

从健康畜禽粪便等采集的25份样品中，分离获得乳酸菌34株，筛选出产酸量高、产酸
快的菌株 Lb－10，产酸量为1.2％。 经分类鉴定为乳酸杆菌属（ L actobacillus sp ．） 。

培养基ⅢS 为培养乳酸杆菌 Lb－10菌株的最佳培养基，可供工业生产采用。
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