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本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由新疆西域春乳业有限责任公司、中国农业科学院农产品加工研究所提出。
本文件由中国民族贸易促进会归口。
本文件起草单位：新疆西域春乳业有限责任公司、中国农业科学院农产品加工研究所、新疆维吾尔自治区农业科学院农业质量标准与检测技术研究所、北京市农林科学院。
本文件主要起草人：卫新璞、逄晓阳、欧国兵、童刚平、李旭、赵艳坤、张斌、郭孝敬、毛祖杰、李晓娟、卢野、豆红艳、李艳军。
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[bookmark: bookmark2]新疆特色功能益生菌挖掘和功能鉴定技术规程


[bookmark: bookmark14]1  范围

本文件规定了新疆特色功能益生菌的术语和定义、样品采集与处理、菌株分离纯化、分类鉴定、功能特性评价、安全性初评、菌株保藏及结果报告的技术要求。
本文件适用于新疆地域范围内传统发酵食品、乳畜产品、植物发酵制品、乳畜肠道及健康人群肠道、特色土壤等样本中功能益生乳酸菌的分离、鉴定与功能评价工作，其他特色功能益生乳酸菌资源挖掘与鉴定可参照本文件执行。

[bookmark: bookmark3]2  规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB 4789.35-2023 食品安全国家标准 食品微生物学检验 乳酸菌检验
DB15/T 2554-2022 发酵番茄渣中益生性乳酸菌的分离与鉴定技术规程
QB/T 4575-2013《食品加工用乳酸菌》
中国民族贸易促进会团体标准管理办法（试行）

[bookmark: bookmark4]3  术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。
3.1
新疆特色乳酸菌  Xinjiang-style lactic acid bacteria
来源于新疆地域特有传统发酵食品、乳畜资源、生态环境， 以发酵糖类产生乳酸为主要代谢产物，革兰氏阳性、无芽孢、触酶阴性的球状或杆状微生物，主要包含乳杆菌属、链球菌属、乳球菌属、片球菌属、明串珠菌属等菌株。
3.2
功能乳酸菌  Functional Lactic Acid Bacteria
具备耐胃酸、耐胆盐、肠道黏附、高产表面多糖（EPS）、降糖、降脂、抗氧化、缓解疲劳等一种或多种明确益生功能，且无致病性、无获得性耐药的乳酸菌菌株。
3.3
新疆特色功能乳酸菌  Xinjiang characteristic functional lactic acid bacteria
源自新疆地域特色资源，经本标准规定方法验证具备稳定益生功能、安全性合格的特色乳酸菌菌株。 3.4
菌株分离纯化  Strain isolation and purification
通过选择性培养基筛选目标菌株，经多次划线培养获得遗传性状均一、形态单一的纯培养菌株的操作过程。
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3.5
分子系统学鉴定  Molecular systematics identification
基于16S rRNA基因、看家基因或全基因组序列比对，结合系统发育分析，完成菌株种属水平精准鉴定的技术方法。

[bookmark: bookmark5]4  样品采集与处理

4.1  采样对象
采样对象涵盖新疆地域特色资源，主要包括：传统发酵乳制品（自制酸奶、奶疙瘩、奶皮子、马奶、驼奶发酵制品、马奶酒）、谷物及果蔬发酵制品、本地牛、羊、马、驼乳畜新鲜牛奶及其他草原特色食品等。
4.2  采样要求
4.2.1  全程采用无菌操作，单一样品采集量不少于 25 g（mL），无霉变、无污染、无外力污染。
4.2.2  固体发酵样品采集样品中心内部区域，避开表层氧化、霉变部位；液体样品充分混匀后无菌取样。
4.2.3  新鲜畜奶样品需采集新鲜样本，2 h 内完成送检，杜绝腐败变质。
4.2.4  所有样品采集后置于0 ℃-4 ℃低温环境运输，24 h 内进入实验室完成前处理。
4.2.5  建立完整采样台账，记录采样地点、海拔、民族传统加工方式、样品原料、发酵条件、采样日
期、样品 pH、环境温度等基础信息。
4.3  样品前处理
4.3.1  固体样品：无菌条件下称取 25 g 样品，加入 225 mL 无菌生理盐水，均质机均质 1 min-2 min，
制备 10_  ¹基础稀释液。
4.3.2  液体样品：无菌条件下直接吸取原液，采用无菌生理盐水进行 10 倍梯度稀释。
4.3.3  梯度稀释：将基础稀释液依次梯度稀释至 10_   6-10_  8 ，备用涂布分离。

[bookmark: bookmark6]5  菌株分离纯化

5.1  分离培养基
采用添加碳酸钙的MRS选择性培养基，碳酸钙添加量5 g/L，培养基pH值调节至5.5～6.0，可按需添加放线菌酮抑制真菌杂菌污染。
5.2  培养条件
恒温培养温度37 ℃ , 厌氧或微氧环境条件下培养48 h±2 h。
5.3  初筛判定标准
T/OTOP XXX—2026

2
培养后筛选典型菌落，符合以下特征判定为疑似乳酸菌菌株：菌落呈乳白色或灰白色、圆形规整、
边缘光滑、表面湿润；菌落周围存在明显溶钙透明圈；革兰氏染色阳性、无芽孢、触酶试验阴性，细胞形态为杆状或球状。
5.4  菌株纯化
挑取典型疑似单菌落，采用三区划线法连续纯化 2 次～3 次，直至显微镜下细胞形态均一、无杂菌。
纯化后的纯培养菌株采用 30%无菌甘油制备菌液，置于-80 ℃超低温冰箱保藏，同时做好标记记录。

[bookmark: bookmark7][bookmark: bookmark1]6  菌株分类鉴定

6.1  形态与生理生化鉴定
6.1.1  形态学鉴定：观察菌株菌落形态、细胞形态、排列方式，确认革兰氏染色特性、芽孢生成情况。
6.1.2  生理生化鉴定：开展触酶试验、硫化氢试验、明胶液化试验、吲哚试验、硝酸盐还原试验；采
用 API 50CH 或同等标准化方法完成碳水化合物发酵试验，检测乳酸构型（L 型、D 型、DL 型），明确菌株基础生化特征。
6.2  分子鉴定（强制要求）
6.2.1  16S rRNA 基因测序鉴定
采用 27F/1492R 通用引物进行 PCR 扩增，测序有效片段长度不低于 1400 bp；测序结果分别在
NCBI、EzBioCloud 数据库进行 BLAST 同源性比对，序列同源性≥98.7%判定为同一物种。
6.2.2  亚种精准鉴定（推荐）
针对近缘种、难区分菌株，扩增 pheS、recA、gyrB 等看家基因辅助鉴定；条件允许时采用全基
因组平均核苷酸一致性（ANI）分析，ANI值≥95%判定为同一物种。
6.3  系统发育分析
采用MEGA或同等专业生物信息学软件，基于测序基因序列构建邻接法（Neighbor-Joining）系统发育树，Bootstrap值设置为1000，明确菌株系统进化地位与亲缘关系。

[bookmark: bookmark8][bookmark: bookmark1]7  功能特性评价

菌株需完成核心益生功能检测，所有试验设置3次平行试验，结果取平均值。满足耐酸、耐胆盐基础抗性，且至少具备1项其他益生功能特性，可判定为新疆特色功能益生乳酸菌。
7.1  耐酸性检测（必须）
配置pH 2.5含胃蛋白酶人工模拟胃液，将待测菌株菌液接入其中，37 ℃恒温孵育3 h，检测菌株存活率。菌株存活率≥10%判定为耐酸性能合格。
7.2  耐胆盐检测（必须）
采用添加0.3%牛胆盐的MRS培养基，接种待测菌株后37 ℃培养24h，检测菌株存活率。菌株存活率≥50%判定为耐胆盐性能合格。
7.3  肠道黏附能力检测
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采用 Caco-2 或 HT-29 肠道上皮细胞模型开展黏附试验，黏附量≥10⁵ CFU/细胞或黏附率≥5%，判
定为具备肠道黏附能力。
7.4  抑菌活性检测
选取大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、蜡样芽孢杆菌为指示菌，采用牛津杯法或打孔法检测
菌株抑菌活性。抑菌圈直径≥12 mm，判定为具备抑菌活性。

7.5  抗氧化能力检测（推荐）
检测菌株发酵液DPPH自由基清除率、羟自由基清除率及还原力，DPPH自由基清除率≥30%，判定为具备抗氧化活性。
7.6  菌株活性代谢物产量（推荐）
检测菌株发酵液中重要活性发酵代谢产物含量，包括但不限于有机酸、维生素、支链氨基酸、 γ-氨基丁酸等，其中能坚持初上述3类以上的活性代谢产物的益生菌，判定为高产活性代谢物菌株。
7.7  降脂功能检测（新疆特色指标）
检测菌株对培养基中胆固醇、甘油三酯的去除能力，胆固醇去除率≥30%或甘油三酯去除率≥40%，
判定为具备降脂益生功能。
7.8  降糖功能检测（新疆特色指标）
检测菌株的液体培养基上清液对α-葡萄糖苷酶、二肽基肽酶等关键指标酶酶活的抑制作用，其中
任一一个酶酶活抑制率达到 50%以上，判定该菌具备降糖益生功能。

[bookmark: bookmark9]8  安全性初评

8.1  溶血试验
将待测菌株接种于血琼脂平板，37 ℃厌氧培养48h，观察菌落周围溶血情况，无β-溶血环判定为溶血试验合格。
8.2  抗生素敏感性检测
采用药敏纸片法检测菌株常用抗生素敏感性，菌株无多重耐药性、无获得性耐药表型判定为合格。
8.3  毒力基因筛查
采用PCR 技术筛查hly、cfa、efa 等常见毒力基因，毒力基因检测阴性判定为菌株安全合规。

[bookmark: bookmark10]9  菌株保藏与溯源管理

9.1  菌株保藏
9.1.1  短期保藏：纯化菌株接种 MRS 斜面培养基，37 ℃培养后置于4 ℃冷藏保存，保存周期不超过 2周。
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9.1.2  长期保藏：采用 30%甘油菌液，-80 ℃超低温冰箱或液氮环境长期保藏，设置 2 份及以上异地
备份样本，防止菌株丢失。
9.2  菌株溯源台账
制定统一菌株编号规则：XJ-F-XXXX（XJ 代表新疆、F 代表功能菌、XXXX 为四位流水号）。完整
记录菌株来源、采样信息、鉴定结果、功能检测数据、安全性评价结果、保藏时间、保管责任人等信息，建立标准化新疆特色乳酸菌资源数据库。

[bookmark: bookmark11]10  结果报告要求

所有菌株鉴定与功能评价工作完成后，需出具完整检测报告，报告包含以下内容：样品基础信息、
菌株分离纯化流程、菌落与细胞形态特征、生理生化鉴定结果、分子鉴定与系统发育分析结果、各项益生功能检测数据、安全性评价结果、菌株编号及保藏信息、最终判定结论。
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[bookmark: bookmark12]附  录  A
[bookmark: bookmark12]（规范性）
[bookmark: bookmark12]核心培养基配制方法

A.1 碳酸钙MRS分离培养基
蛋白胨10.0 g、牛肉膏10.0 g、酵母膏5.0 g、葡萄糖20.0 g、柠檬酸二铵2.0 g、乙酸钠5.0 g、磷酸氢二钾2.0 g、硫酸镁0.58 g、硫酸锰0.25 g、吐温80 1.0 mL、碳酸钙5.0 g、琼脂20.0 g，蒸馏水定容至1000 mL，调节pH 5.5～6.0，121 ℃高压灭菌20 min备用。
A.2 人工模拟胃液（pH 2.5）
氯化钠2.0 g、 胃蛋白酶3.0 g，蒸馏水定容至1000 mL，浓盐酸调节pH至2.5，过滤除菌备用。
A.3 0.3%胆盐MRS培养基
常规MRS培养基基础上，添加牛胆盐3.0 g/L，121 ℃高压灭菌20 min备用。
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[bookmark: bookmark13]附  录  B
[bookmark: bookmark13]（规范性）
[bookmark: bookmark13]16S rRNA 基因 PCR 扩增体系及程序

B.1 扩增引物
上游引物27F：5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'
下游引物1492R：5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'
B.2 PCR扩增程序
94 ℃预变性5 min；94 ℃变性30 s，55 ℃退火30 s，72 ℃延伸90 s，循环35次；72 ℃终延伸10 min，4 ℃保存。
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