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1 6S rDNA—RFLP技术鉴定西藏地区

乳制品中的乳杆菌

于洁， 孙志宏， 张家超， 艾日登才次克， 张彦斌，

杨梅， 孙天松， 张和平’
(内蒙古农业大学乳品生物技术与工程教育部重点实验室，内蒙古呼和浩特010018)

摘 要：将16S rDNA PCR技术和RFLP技术相结合，对分离自乳制品中的乳杆菌进行分类和鉴

定。从我国西藏地区传统发酵乳中分离出51株乳杆茵，采用通用引物扩增16S rDNA，利用限制

性内切酶AluI，HaeIII和HinfI将16S rDNA扩增产物进行酶切后，经聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱

将茵种鉴定到种的水平。根据16S rDNA—RFLP的结果从中选出8株有代表性的菌株进行生理生

化实验和16S rDNA序列的测定，实验结果与RFI。P鉴定结果相吻合，表明此方法是一种快速、准

确的可用于大量乳杆菌分类和鉴定的方法。
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Abstract：In this study，Lactobacilli were rapidly classified and identified by the combinational method

of 16S rDNA PCR and Restriction Fragment I冀ngth Polymorphism(RFI。P)．Fihy one strains of

Lactobacillus were isolated from traditional homemade fermented milk in Tibet，China．The 1 6S rDNA

of all isolates were amplified by universal primers．and amplification productions were digested using a

set of restriction enzymes，AluI，HaelII and Hinfl．Polyaerylamide gel electrophoregram analysis

indicated that the lactobacilli could be clearly identified at the species level．Further studies on 1 6S

rDNA sequenceg，physiological and biochemical test of 8 different strains showed that 16S rDNA PCR-

RFLP analysis is rapid and easy way to identify large scale of Lactobacillus．
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乳杆菌属(Lactobacillus)是乳酸菌类群中最大

的一个属，一般呈细长的杆状，大多为链状排列。

它们均为革兰氏阳性无芽孢菌，微需氧，并广泛分

布于人体、动物、植物和整个自然界。乳杆菌是肠

道正常微生物体系中的重要成员并与宿主终生相

伴，通过重建肠道菌群平衡，从而有利于人类及某

些动物宿主恢复并提高健康状态[1]。

乳杆菌属中的大多数菌种也是工业上尤其是

食品工业中的常用菌种。由于其作为重要的工业

微生物，具有不可取代的优先研发地位，所以对乳

酸菌进行快速、可靠的分类和鉴定在微生物学和食

品科学的研究中是必需的。传统的细菌鉴定方法

费时费力，不适合于大量细菌的鉴定和分类以及种

群多样性研究。近年来，随着生物化学和分子生物

学的发展，一些新的分子生物学技术，如PCR—

RFLP(Restriction Fragment Length Polymor—

phism)技术、T—RFLP分析等分子分类方法为我们

提供了极大的方便比]。16S rDNA以其高度保守

性，高信息量及与大多数生理、遗传标记一致，而成

为群落系统发育分析中使用最广泛的分子标记物，

其RFLP分析能够较好地反映出属、种和亲缘关系

较近的菌株间的差异[3]。

作者对采自西藏地区传统发酵黄牛奶和牦牛

奶中分离出的51株乳杆菌，采用16S rDNA PCR-

RFLP技术将其直接鉴定到种的水平，从中选取部

分代表菌株进行传统生理生化实验和测定16S rD—

NA序列来验证此方法的可靠性，从而为乳酸菌菌

种多样性的鉴定提供一种简便、准确的途径。

l材料与方法

1．1材料

1．1．1 样品来源 6份发酵黄牛乳和6份发酵牦

牛乳样品均采自西藏江孜县、当雄县和那曲县等不

同地区采用传统工艺酿造酸牛奶的藏族家庭。

1．1．2 菌株来源 试验所用菌株为样品中分离出

的51株乳杆菌。参考菌株Lactobacillus casei

ASl．2435、Lactobacillus helveticus ASl．2278、

Lactobacillus plantarum ASl．2437、Lactobacillus

rhamnosu$ASl．2134、Lactobacillus acidophilus

ASl．1878、Lactobacillus fermentum ASl．1880、

Lactobacilus delbrueckii subsp．delbrueckii

ASl．2624、Lactobacillus animalis ASl．2623，

Lactobacillus coryniformis subsp．coryniformis

ASl．1879：购于中国普通微生物菌种保藏管理中心

(CGMCC)。

1．1．3试剂和仪器 MJ PTC 200梯度基因扩增

仪，UVP CDS8000凝胶成像分析系统，Taq DNA

聚合酶、限制性内切酶等购自宝生物工程有限公司

(TaKaRa)。

1．2乳酸菌全基因组的提取

采用CTAB法和冻融法[4_5]相结合的方法来

提取乳杆菌的基因组DNA。取适量供试菌株的菌

体于1．5 mL离心管中，加入500灶L TE缓冲液(10

mmol／L TrisCl，l mmol／L EDTA，pH 8．0)充分振

荡均匀后置于液氮中冻结(约5 min)，取出迅速放

入65℃水浴5 rain，使其充分融化，重复冻融步骤4

次后加入60肛L SDS(10％)和10弘L蛋白酶K(20

mg／mL)，置于55℃水浴锅中进行消化；1 h后取出

加入100肚L NaCl(5 mol／L)和80耻L CTAB／

NaCl溶液(10％CTAB，0．7 mol／L NaCl)混匀后

65℃水浴15 rain；然后用苯酚一氯仿一异戊醇(体积

比25：24：1)混合溶液抽提2次去蛋白质，澄清的

上清液加等体积预冷的异丙醇和0．1倍体积的3

mol／L NaAc沉淀DNA，12 000 r／rain离心3 rain，

去除上清液并用70％的乙醇洗涤两次；自然风干后

溶于适量的TE缓冲液中贮存于一20℃备用。

1．3乳酸菌16S rDNA的扩增

16S rDNA扩增引物采用通用引物[6-7]，正向

引物为27f(对应于Escherichia coil 8—27位碱基)：

5’一AGAGTTTGATCCTGGCTC AG-3’；反向引物

为1495r(对应于Escherichia coil 1495—1515位碱

基)：5 oCTACGGCTACCTTGTTACGA一3‘，由上

海桑尼生物科技有限公司合成。PCR扩增片段约

为1450 bp。采用25“L反应体系进行PCR扩增，

扩增条件：94℃5 rain预变性；94℃1 rain，58℃

1 min，72℃2 min，30个循环；72℃延伸10 min。

取2“L产物用0．1 g／dI，琼脂糖凝胶电泳检测。

1．4 RFLP分析

1．4．1 限制性内切酶的选取 在核糖体数据库

(Ribosomal Datebase Project，https：／／

rdp．cme．msu．edu／)搜索并下载所有公布的16S

rDNA序列，通过NEBcutter V2．0[8 3软件(http：／／

tools．neb．corn／NEBcutter2／index．php)，分另Ⅱ对

已知序列菌株的16S rDNA进行酶切，并用1．4

g／dL的琼脂糖凝胶进行模拟电泳。通过对电泳图

谱的分析初步选出6种适合乳酸菌的核酸内切酶，

HaeⅢ、Taq I、Ms户I、HindⅢ、Hinf I和AZ“I，

酶的识别序列和酶切位点是：HinfI：5 7一G／ANTC一

3’；HaeⅢ：5’-GG／CC一3 7；Msp I：5’一C／CGG一3 7；

HindⅢ：A／AGCTT；Alu I：AG／CT；Taq I：
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’I’／oGA。

1．4．2 16S rDNA扩增片段的限制性酶切分析

分别用6种限制性内切酶对16S rDNA的扩增产物

进行酶切。酶切反应总体积为20 pL，含2弘L PCR

反应产物，2 U的内切酶和2弘I。的10×反应缓冲

液。在酶的最适温度下水浴3 h后，取4”L酶切产

物在5 g／dL的聚丙酰胺凝胶上150 V电压进行电

泳，银染后扫描图片。

1．5生理生化鉴定

根据RFLP结果挑出8株有代表性的菌，按文

献[9—10]进行生理生化试验、糖发酵试验，乳酸旋

光性测定采用试剂盒，细胞壁中DAP测定参照文

献[9]进行。

1．6 16S rDNA序列测序和构建系统发育树

将选出有代表性8株菌的16S rDNA扩增产物

送上海桑尼生物技术有限公司测序。测定的序列

用BLAST在GenBank中搜索相近序列(http：／／

www．ncbi．nlm．nih．gov／blast／)。将测序菌株与

标准菌株的16S rDNA序列首先使用ClustalX[11]

将序列进行完全比对，然后用Neighbor—joining

法[123取得序列的进化距离。使用MEGA 4软件u3]

作出系统进化树，数据自展重抽样次数1 000次。

2结果与分析

2．1 16S rDNA的扩增检测

所有供试菌株均获得PCR产物，扩增产物经

1．0 g／dI。的琼脂糖凝胶电泳检测，在约1500 bp处

出现荧光条带，见图1。

1：IMAU60027。2：IMAU60018，3：IMAU60116，4：IMAU60109，5：

fMAU60042，6：IMAU60026，7：IMAU6012S，8：IMAU60078，9：Lactobacil—

lus acidophilus ASl．1878，10：Lactobacilus delbrueckii subsp．delbrueckii

ASl．2624。11：kc￡曲∞if‰foryniformis subsp．coryniformis ASl．1879，

12：k￡obacdlus rhamnosw ASl．2134，13：Lactobacillus helveticus AS

1．2278，14：Lactobacillus casei ASl．2435，15：Lactobacillus plantarum

ASl．2437·16：』，“fo妇iZZ“j—ww瓜ⅢASl．1880，17：Lactobacillusanima一

矗s ASl．2623。M：DL 2000 DNA Marker

图1 16S rDNA的PcR扩增产物电泳图

Fig．1 Amplification productions of 16S rDNA

2．2 限制性内切酶的选取结果

采用NEBcutter V2．0软件初步选出的6种限

制性内切酶HaeⅢ、Taq I、Msp I、HindⅢ、Hinf

I和Alu I，模拟电泳图谱表明，HaeⅢ、Hinf I和

Alu工较适用于乳杆菌的鉴定，见图2。由于Taq

I、Msp I和HindllI酶切位点太多或菌株间无明

显差异而未应用。
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(c)

1：Lactobacillus acidophilus ASl．1878，2：Lactobacilus del—

brueckii subsp．delbrueckii ASl．2624，3：Lactobacillus cory—

niformis suhsp．coryniyor，nis ASl．1879，4：Lactobacillus rh—

amnosus ASl．21 34，5：Lactobacillushelveticus AS 1．2278，6：

Lactobacillus casei ASl．2435，7：Lactobacillus plantarum

ASl．2437，8：Lactobacillusfermentum ASl．1880，9：Lactoba—

cillus animalis ASl．2623，Marker：100 bp DNA ladder

图2 9株参考菌株16S rDNA的HinIfI，H伽Ⅲ，AM模拟

限制性酶切图谱

Fig．2 The analogical 16S rDNA RFLP patterns of nine

control strains digested with Alul(a)，Hinfl(b)

and Haelll(c)

2．3 16S rDNA限制性酶切结果

利用限制性内切酶HaeⅢ、Hinf I和Alu 1分

别对51株乳杆菌和9株参考菌株的16S rDNA片
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段进行酶切，聚丙烯酰胺凝胶电泳后将参考菌株的

实际电泳图谱与模拟电泳图谱相比，相同菌株的主

要带型相同，只有少数条带由于实际电泳的分辨率

小而丢失，说明扩增和酶切效果均很好，再比较待

测菌株和参考菌株的条带类型将其鉴定到种的水

平。

由限制性核酸内切酶Alu I酶切聚丙烯酰胺凝

胶电泳图(图3a)可知，待测菌株IMAU60018、

IMAU60116与参考菌株Lactobacillus helveticus、

Lactobacillus acidoph ilus 的带型一致；

IMAU60042、IMAU60026 只与Lactobacillus

plantarum相同，所以初步将其归为Lactobacillus

plantarum。IMAU60109、IMAU60027与参考菌

株Lactobacillus rhaITlnosus和Lactobacillus casei

的带型特别相似，所以可判定IMAU60109、

IMAU60027为其中的一种菌。IMAU60125和

IMAU60078带型与Lactobacillus fermentum相

似，初步鉴定其为Lactobacillus fermentum。从限

制性核酸内切酶Hinf I酶切聚丙烯酰胺凝胶电泳

图(图3b)可以看出，IMAU60027通过Hinf I后与

Lactobacillus rhamnosus和Lactobacillus casei带

型均不一致，且与所有的参考菌株都不同，所以此

菌需进一步鉴定；IMAU60018，IMAU60116与参

考菌株Lactobacillus helveticus的带型一致，且与

Lactobacillus acidophilus的带型差异很大，故可判

定其为Lactobacillus helveticus；IMAU60109的带

型只与Lactobacillus casei相同，而且和Lactoba—

cillus rhamnosus的带型有差异，所以将其初步鉴定

为Lactobacillus casei。IMAU60042、IMAU60026

与Lactobacillus coryniformis subsp．corynifor—

mis、Lactobacillus rhamnosus、Lactobacillus plan—

tarum、Lactobacillus animalis的带型均很相近，但

是Az“I酶切图谱显示IMAU60042、IMAU60026

只与Lactobacillus plantarum一致，所以初步鉴定

其为Lactobacillus plantarum；IMAU60125和

IMAU60078带型与Lactobacillus fermentum一

致，这与Alu I酶切图谱鉴定结果相同，所以确定其

为Lactobacillus fermentum。

2种酶切图谱已经初步将乳杆菌鉴定到种的水

平，采用第3种限制性核酸内切酶HaeⅢ的酶切图

谱(图3c)可以进一步验证菌株的鉴定结果。西藏

地区传统发酵乳中分离出的51株乳杆菌运用3种

酶进行酶切，通过与参考菌株比对有19株Lacto—

bacillus fermentum，22株Lactobacillus casei，5株

Lactobacillus plantarum和3株Lactobacillus hel—

veticus。只有2株菌(IMAU60027，IMAU60028)

显示了独特的带型，无法将其鉴定到种。

1：IMAU60027， 2：IMAU60018， 3：IMAU60116。4：

IMAU60109，5：IMAU60042。6：IMAU60026，7：IMAU60125，

8：IMAU60078，9：Lactobacillus acidophilus ASl．1878，10：

Lactobacilus delbrueckii subsp．delbrueckii ASl．2624，11：

Lactobacillus coryniTormis subsp．coryniformis ASl．1879，

12：Lactobacillus rhamnosus ASl．2134，13：Lactobacillus hel—

veticus ASl．2278，14：Lactobacillus casei ASl．2435，15：Lac-

tobacillus plantarum ASl．2437，16：Lactobacillus fermentum

ASl．1880，17：Lactobacillus animalis ASl．2623 DSM2623，

M：DL 2000 DNA Marker

图3部分菌株和9株参考菌株165 rDNA的Hinf I，

HaeⅢ，AluI限制性酶切图谱

Fig．3 16S rDNA RFLP patterns of partial strains and

nine control strains digested with Alul(a)，

Hinfl(b)and Haelll(c)

2．4生理生化结果

以L口ff06口ciZZ“s helveticus ASl．2278和Lato—

bacillus delbrueckii subsp．delbrueckii ASl．2624

为乳杆菌参考菌株，对8株杆菌进行生理生化实
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验、糖发酵试验和乳酸旋光性的测定，实验结果见 库，比对结果和上传序列号见图4。利用软件Mega

表l。根据实验结果，参照文献E9，14]进行检索，结 4中的Neighbo卜joining法对8株乳杆菌作系统进

果与16S rDNA—RFLP鉴定结果一致，见表2。 化树，比较了它们之间的进化距离。图4结果显

2．5测序结果及系统发育树分析 示，它们与标准菌株的同源性均在99％以上。

将序列进行BLAST比对并提交到NCBI数据

表1西藏地区传统发酵乳中部分乳杆菌的发酵特性

Tab．1 Physiological characteristics of a part of lactobacilli isolated from home made fermented milk in Tibet

IMAU IMAU IMAU IMAU IMAU IMAU IMAU IMAU ASl．2 ASl．2
菌株编号

60026 60027 60078 60125 60042 60018 60116 60109 278 624

12 Lactose + + + + + + + + + +W

过氧化氢酶 一

葡萄糖产气 一

15℃生长 ++

45℃生长 +++

耐热性
4 g／dL NaCl

生长

pH 3．0生长

pH 4．5生长

乳酸旋光性

1 Arabinose

2 Xylose

3 Rhamnose

4 Ribose

5 Glueose

6 Mannose

7 Fructose

8 Galactose

9 Sucrose

10 Mahose

1 lCellobiose

12 Lactose

13 Trehalose

14 Melibiose

1 5 Raffinose

1 6 Melezitose

21 MannitoI

22 Sorbitol

24 Aescutin

25 Salicin

26Amygdalin

+w

+

+++

++

一

++ 一 +++

++ ++++++++ +++ ++++++++

+

++++++++

28Sod—Glu +W 一 +W 一 + 一 一 + 一 一

注：一：阴性结果，+：阳性结果，+W：弱阳性结果，++：强阳性。L：L～乳酸，DL：DL-孚L酸，D：D乳酸。
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表2部分乳杆菌16S rDNA RFLP分析、16S rDNA序列分析和传统生理生化鉴定结果对照

Tab．2 Identification results of partial Lactobacilli based on RFLP physiological analysis of 16S rDNA sequences and biochemical

characteristics

83

97

7 IIMAU60042(FJ2 1 1 39 1)
llMAU60026(FJ21 1392)

Lactobacillusplantanum(D7921 0)

IMAU60027(FJ21 1393)
1 00 L---Lactobacillus crustorum(AM2854550)

Lactobacillus rhamnosus(AB00821 1)

rIMAU601 09(FJ2 1 1 394)
61 Lactobacillus casei(D865 1 71

IMAU60125(FJ21 1 395)

10耐IMAU6007S(FJ211396)
41LLactobacillusfermPnfⅣ朋(AJ575812)

3 结 语

100

-Lactobacillus delbrusckii subsp．delbrueckii(AY0501 72)
-Lactobacillus acidophilus(AB008203)

IIMAU60018(FJ211390)

门tIMAU601 16(FJ215675)
97l Lactobacillus helvetious(AM 1 137791

图4 8株待测菌株与标准菌株16S rDNA序列系统发育树

Fig．4 Phyiogenetic tree of the 16S rDNA of reference strains and eight isolates

由于不同种属的乳杆菌培养条件和营养需求

差异很小，所以采用传统的鉴定方法很难对其进行

准确的鉴定n51。近年来，随着分子分类学的发展和

完善，特别是基于细菌16S rRNA基因序列的分子

分类学的发展，其在细菌系统分类学研究中起着越

来越重要的作用。

作者运用16S rDNA和RFLP相结合的技术，

对我国西藏地区自然发酵乳中分离到的51株乳杆

菌进行鉴定和分类。实验中，通过NEBcutter V2．0

选出的3种限制性内切酶HaeⅢ、Hinf I和Alu I

酶切位点相对较少，聚丙烯酰胺凝较电泳后条带清

晰、简单便于分析，然而由于某些酶切位点处于16S

rDNA的保守区域，所以不同菌株的酶切图谱比较

相近，这就需要几种酶互相补充进行鉴定。2006年

Yanagidacl61采用AcclI，HaelII和MspI对分离自

土壤中的42株乳酸菌进行酶切分型，以上报道均

证明依靠单一的酶切无法进行分类和鉴定。由于

此实验仅选取乳制品中常见的参考菌种，所以2株

与参考菌的带型均不一致的菌株因为缺少已知分

类地位的标准菌株而无法归属，通过16S rDNA测

序实验鉴定其为L．crustorum(IMAU60027，

IMAU60028)。

根据16S rDNA-RFLP鉴定结果选出有代表性

的8株菌进行16S rDNA序列测定和传统生理生化

鉴定，结果均与16S rDNA—RFLP结果相吻合，表明

16S rDNA～RFLP相对比较适用于大批量的菌种分

类鉴定，如果有部分菌株无法归属则进一步采用测

序进行鉴定。这一简便、准确的乳酸菌分类鉴定方
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法可广泛应用到菌种的研究和食品发酵工业。
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