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制作云南乳扇用酸乳清中乳杆菌的多样性分析

剧柠, � 张家超, � 孙志宏, � 刘文俊, � 靳烨, � 张和平, � 孙天松*

(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: 针对制作云南乳扇用酸乳清中的乳杆菌的来源及种属, 对其多态性进行研究。采用

AFLP 技术和 NT SYS�pc2. 1软件对从云南大理白族地区牧民家庭制作乳扇用的的酸乳清中分离

出的 70株乳杆菌进行多样性分析。结果表明, AFLP 扩增出的条带清晰,重复性好,多态性高。聚

类分析表明,在 0� 89的水平上, 70株乳杆菌共分为 4个大群:高加索乳杆菌群 I、发酵乳杆菌群 II,瑞

士乳杆菌群 III和植物乳杆菌群 IV。其中,瑞士乳杆菌群 III中的乳杆菌占供试乳杆菌的 65� 7%,为

优势菌群。进一步对优势菌群聚类,进行种内分型,以 0�90为界,群 III被分为 8个基因型。
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The Polymorphism of Lactobacilli from Acid Whey for

Dairy Fan in Yunnan Area

JU Ning, � ZH ANG Jia�chao, � SU N Zhi�hong , � LIU Wen�jun,

JIN Ye, � ZH ANG H e�ping, � SUN Tian�song *

( Key Labor ator y of Dair y Biotechno lo gy and Engineer ing , M inist ry o f Education, Inner M ongolia Agr icultural Uni�

versit y, H ohhot 010018, China)

Abstract:T he targ et of this study is to invest ig ate the biodiversity of 70 L actobaci l li st rains,

iso lated from the acid w hey for dairy fan made by herd man families in Yunnan Dali the Bai

nat ionality Reg ion in China, for this, AFLP technique integr ated w ith NT SYS�pc2. 1 sof tw ar e

w as developed to invest igate the po lymo rphism and types of the str ains. The results suggested

that the amplified bands of AFLP w er e clear and stable w ith high repet it io n and high

po lymo rphism s. The cluster analy sis show ed that at level 0� 89, 70 tested str ains w er e clustered

into 4 groups: L actobacil lus f ermentum , L actobaci l lus helvet icus ( 65. 7%) and L actobacil lus

p lantar um . The biodiv er sity of isolates fr om III w as further investig ated. At level 0� 90, they

w er e clustered into 8 genotypes.
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� � 乳杆菌具有抗氧化、抑菌、降胆固醇、抗肿瘤以

及调节人体生理机能等作用。传统上对乳杆菌的

鉴定分类和分型是利用形态学和生理学特征及其差

异来进行的,难以保证分类的准确性和科学性。随着

分子生物学的快速发展, 基于 DNA 的标记技术

(RAPD, RFLP, PFGE, DGGE和 AFLP 等)为乳酸菌

的快速分子鉴定和分型提供了借鉴。扩增片断长度

多态性 ( Amplification Fragment Length Polymor�
phism, AFLP)分析是RFLP 技术和PCR技术结合发

展而成一种新型 DNA 指纹图谱技术,被认为是迄今

为止最有效的分子标记技术
[ 1]

, 在鉴定遗传多样性

和物种亲缘关系中显示出较大的优越性,是目前细菌

分类和鉴定经常使用的一种检测方法。

乳扇主要产于云南大理白族地区,已有 500 多

年的悠久历史, 是当地的一种特色乳制品。乳扇的

传统制作方法主要是利用酸乳清凝乳。酸乳清(酸

浆)是制作乳扇后剩下的乳清, 盛入清洁的瓦罐中,

让其自然发酵, 在各种乳酸菌的作用下,经过 3~ 5

d的自然发酵, pH 为 3� 45~ 3� 87时即可用于制作

乳扇,其相当于酸乳生产中的发酵剂。新鲜乳扇和

酸乳清中含有一定数量的乳酸菌, 这些乳酸菌赋予

乳扇特有的风味和质地。

作者以制作乳扇用酸乳清中的乳杆菌为材料,

采用 AFLP 分子标记技术对其进行研究,用以分析

这种独特的传统乳制品中乳杆菌的多样性。

1 � 材料与方法

1. 1 � 实验材料

1� 1� 1 � 样品来源 � 15份酸乳清样品采自云南省大

理市白族地区。

1� 1� 2 � 菌株来源及菌体培养 � 试验所用菌株为样

品中分离出的 70株乳杆菌, 所有菌株都经过生理

生化试验和糖发酵试验确定了其归属。试验用参考

菌株 L actobaci llus casei subsp� casei ATCC393,

L� casei AT CC 334, L actobacil lus f ermentum

ATCC 14931, L actobaci llus helveti cus ATCC15009,

L actobacil lus p lantar um AT CC 14917, L actobaci l�
lus kef i r granum CCM7068: 购自美国菌种保藏中

心,由内蒙古农业大学乳品生物技术与工程教育部

重点实验室保藏并提供。

将所有 70 株乳酸菌以体积分数 1%接种在液

体 MRS培养基中, 37 � 下培养 18~ 20 h, 按此方

法活化两代后备用。

1� 1� 3 � 仪器和试剂 � 高速冷冻离心机, PCR 扩增

仪,电泳仪,电泳槽, 凝胶成像仪,水平电泳槽, 电热

恒温培养箱。缓冲液与常备试剂参照文献 [ 2]制

备。内切酶购自 Promega 公司; rTaq 酶、dNT P、

DNA Marker等试验用试剂均购自 T akara 公司。

1� 1� 4 � 接头和引物 � EcoR I 接头: 5 �CT CG�
TAGACTGCGT A�3 , 3 �CT GA CGCATGGT�
TAA�5 , M se I 接头: 5 �GACGATGAGTCCT�
GA�3 , 3 �T ACTCAGGACT CA T�5 。引物 EcoR

I: 5 �GACT GCGTACCAAT TC�3 , 引物 M se I: 5 �
GA TGAGTCCTGAGTAA�3 引物 E coR I + GT:

5 �GACTGCGT ACCAA TT CGT�3 , 引物 M se I+

T: 5 � GAT GAGT CCT GAGT AAT�3 ( Takara 公

司合成)

1� 2 � 实验方法
1� 2� 1 � 菌株基因组 DNA 提取 � 采用改良的

CTAB法提取
[ 14]

1� 2� 2 � 酶切 ! 连接 � 酶切体系: 10 ∀ M UT LTI�
CORE

TM
buf fer 2� 0 �L, EcoR I 5U, Mse I 5U, 基

因组 DNA 250 ng, 补充 ddH 2 O至 20 �L; 37 � 酶

切 4� 0 h, 之后进行连接反应。Mse I 接头 2� 5

�mol/ L, E coR I 接头 0� 5 �mol/ L , T 4 DNA 连接

酶 2 U, 37 � 连接过夜。

1� 2� 3 � 预 PCR � PCR 体系为 10 ∀ PCR buffer 2

�L, dNTP 0� 2 m mol/ L ,酶切连接产物 5 �L, 引物

EcoRI 0� 15�mo l/ L , 引物 M seI 0� 15 �mo l/ L ,

MgCl2 2 mmo l/ L , rTaq DNA 聚合酶 1� 5 U, 补

ddH 2O至 20 �L 。PCR 反应程序为 94 � 5 min;

95 � 30 s, 56 � 30 s, 72 � 60 s, 23个循环; 72

� 10m in。产物稀释 25倍后用于选择性 PCR。

1� 2� 4 � 选择性 PCR � 利用降落 PCR进行选择性

扩增。PCR体系: 10 ∀ PCR buf fer 2� 0 �L, dN TP

0� 2 mm ol/ L , 酶切连接产物 5 �L , 引物 EcoR I

0� 15 �m ol/ L , 引物 Mse I 0� 15�mo l/ L , M gCl2 2

mm ol/ L , rTaq DNA 聚合酶 1� 5 U, 补 ddH 2 O 至

20 �L。PCR反应程序为 94 � 5 min; 94 � 30 s,

65 � 30 s, 72 � 60 s, 2个循环;然后退火温度每

1个循环降低 0� 7 � , 降至 56 � 后,再以该温度扩

增 23个循环; 72 � 1 min。

1� 2� 5 � 电泳 � 在 PCR 产物中加入 8 �L 的上样缓

冲液( 98 g/ dL 去离子化甲酰胺, 10 m g/ m L EDTA,

1 mg/ mL 二甲苯青, 1 mg / mL 溴酚蓝, pH 8� 0) ,

混匀后吸取 10 �L 到 6� 0 g / dL 的变性聚丙烯酰胺

凝胶(含 7� 5 m ol/ L 尿素)上电泳。电泳结束后, 采

用银染法对变性胶染色后照相。

1� 2� 6 � PCR扩增稳定性试验 � 选取几株不同的标
准菌为对象,在相同的条件下每个菌株做 3个重复,
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并在变性聚丙烯酰胺凝胶上检测 AFLP的重复性。

1� 2� 7 � 数据分析 � 根据扩增带的强弱、可重复性

及分离清晰度,淘汰假像带后, 每条多态 DNA 片段

视为一个分子标记,对于每个分子标记不同样品间

进行比较,在同一位点的 AFLP 条带存在时赋值为

1,不存在时记为 0。采用 NT SYSpc 2� 1软件,以简

单匹配系数( SM )为基础, 采用算术平均非加权对

群法( UPGM A)进行聚类分析,并绘出聚类树状图。

2 � 结果与分析

2� 1 � 乳杆菌 DNA提取及检测

采用改良的 CTAB 法提取乳杆菌基因组

DNA。提取的 DNA 溶液无色透明, 经微量紫外分

光光度计测定, A 260 / A 280的比值均在 1� 8~ 2� 0范围

内, DNA纯度较高。以 0� 8 g/ dL 的琼脂糖凝胶电

泳检测 DNA 提取结果,图 1 是其中 20株乳杆菌的

DNA 电泳结果,可以看出在 23 000 bp 附近有清晰

可见的条带,无弥散( sm ear)现象, 采用该方法可以

满足实验所需模板的要求。

2� 2 � AFLP标记方法
2� 2� 1 � AFLP 双酶切结果 � 在 AFLP 分析中, 使

用的酶有两种,一种为高频剪切酶, 识别位点为四

碱基的( frequent cut ter) ; 一种为低频剪切酶, 识别

位点为六碱基的( rare cut ter)。不同的内切酶组合

及选择性碱基的数目和种类可调整酶切片段的数

目,从而产生不同的 A FLP 指纹
[ 3]
。AFLP分析可

以采用的限制性内切酶有多种,包括 EcoR I, H ind

III, P st I, Bgl II, Xba I, Taq I, Mse I 等。进行

AFLP分析可以采用单酶切
[ 4]

,也可以采用双酶切。

一般多采用稀有切点限制性内切酶与多切点限制

性内切酶相搭配使用的双酶切。目前常用的两种

酶是 4 个识别位点的 Mse I 和 6 个识别位点的

EcoR I。M se I(识别序列为 TT AA)对比其它的内

切酶可以产生分布均匀的较小的片段, 因此 Mse I

是一种较理想的多切点酶。应用 EcoR I 或其它切

点数较少的酶,效果相差不大,但 EcoR I 较便宜
[ 5]
。

限制性内切酶的选择对 AFLP 分析的准确度具有

关键性作用,其选择要根据分析对象的种类和所要

达到的分辨度决定,见图 2。

注: 1~ 20为部分乳杆菌 DNA, M: �DNA/ Hind III( 23 130, 9 416, 6 557, 4 361, 2 322, 2 027, 564, 125 bp)

图 1 � 部分乳酸菌基因组 DNA 琼脂糖凝胶电泳检测

Fig. 1 � Electrophoresis pattern derived from DNA of Lactobacilli

M: Marker 2 000, 1�16:乳杆菌双酶切产物

图 2� 双酶切产物琼脂糖电泳图

Fig. 2� Electrophoresis pattern derived from AFLP digestion of Lactobacilli

� � 另外,酶切时间也会影响 AFLP 分析的后续步

骤。酶切时间太短, 酶切不充分, 片段太大, 效果不

理想; 酶切时间太长, 会延长实验周期。石丽雪 [ 6]、

鞠秀芝
[ 7]
等认为酶切时间为 4 h 为宜。作者对

DNA 模板进行 4 h的酶切处理,从电泳图中可以看

出酶切充分,片段大小集中在 100~ 1 000 bp, 满足

AFLP 后续实验的要求。

2� 2� 2 � A FLP 连接接头以及预扩增的结果 � 将双

酶切产物在 37 � 水浴锅中连接 16 h, 对连接产物

进行预扩增后经琼脂糖电泳检测会出现相应的扩

增条带,即在 100~ 1 000 bp 出现 smear 现象,见图

3,说明连接成功,可以进行下一步实验。
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注: M : Mar ker 2000, 1�18:部分乳杆菌预扩增产物

图 3� AFLP预扩增产物琼脂糖电泳图

Fig. 3 � Electrophoresis pattern derived from AFLP preamplif ication of Lactobacilli

2. 2. 3 � AFLP 重复性 � 国外关于 AFLP 分子标记

的重复性报道很多。H art l等
[ 8]
在验证 AFLP 技术

的重复性时, 发现在图谱中平均有 0� 5%清晰可见

的条带出现缺失; M ARK 等 [ 9] 的实验表明, 在排除

弱带、过大或过小的条带后, AFLP 是一种重复性很

高的分子标记技术。Edw ard等 [ 10]使用 AFLP 标记

时, 重复性样品之间的相似性为百分之百。一系列

的实验表明, AFLP 标记技术是一种重复性很高技

术。作者对 5 株标准菌进行重复性实验, 见图 4。

结果显示 AFLP 重复性很高。

注: A : Lactobaci llus amylop hi lus AT CC49845, B: Lactobaci llus rhamnosus AT CC 7469 C: Lac tobaci l lu s case i subsp� casei

AT CC393, D: Lac tobaci l lu s delbruec ki i subsp� d elbr uecki i AT CC 11842 E: Lactobacil lus casei AT CC334为标准菌株; M : Marker

DL2000

图 4� AFLP重复性实电泳图

Fig. 4 � Electrophoresis pattern derived from repeating tests of AFLP

2� 3 � 乳杆菌的 AFLP分析

70株供试菌株和 4 株标准菌株总共扩增出 75

种、787条 DNA 条带, 平均每株菌扩增出 11� 24 条

带, DNA 条带清晰。菌 IM AU50039 扩增条带最

多, 为 30 条, 菌 IM AU50073, IMAU 50032,

IM AU50030和 IM AU50051扩增条带最少, 仅有 9

条。图 5为部分菌株的 AFLP 电泳图。从图 5 中

可以看出扩增的 DNA 条带清晰, 可用于条带分析。

2. 4 � 供试菌株扩增结果的聚类分析
使用 NT SYS�pc2� 1软件绘制出供试菌株的聚

类图,结果见图 6。由图 6 可知以 0� 89 作为分界

点, 70株供试乳杆菌和 4株标准菌株可分为 5个类

群: I~ VI。类群 I包括 12株供试乳杆菌。这 12株

乳杆菌和参考菌株 L� kef ir gr anum CCM7068聚为

一类。其中, 菌 IM AU 50002 和 IM AU50003 相似

系数为百分之百, 分离自同一样品, 且生化鉴定结

果一样, 可能为同一株菌。菌 IM AU50067 和

IMAU 50060的相似系数为百分之百, 分离自同一

样品, 也可能为一株菌。群 II 包括参考菌株

L� f ermentum A TCC14931和 9株供试乳杆菌。其

中, 菌 IMAU 50078 和 IM AU50088; IM AU50008,

IMAU 50074和 IM AU50076 的相似性系数为百分

之百。

群 III为所有菌群中最大的一类, 包括参考菌

L� helvet icus A TCC15009和供试菌株 46 株, 占所

有供试菌株的 65� 7% , 为优势菌种。供试菌株

IMAU 50045和 L� p lantarum AT CC 14917被聚类

于群 IV。值得注意的是传统生理生化方法鉴定为

瑞士乳杆菌的 IM AU50053,被单独的聚类出来(群

V) ,关于该菌的具体归属,需其它实验进一步验证。

除此之外,其它所有菌株的聚类结果和传统鉴定结

果相吻合。
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注: 1~ 24 为部分乳杆菌 A FLP 电泳图谱; M : 2000

图 5� 部分云南乳扇制品中乳杆菌的 AFLP电泳图

Fig. 5 � AFLP fingerprints of genomic DNAs of Lactobacillus strains

图 6� 云南乳扇制品中乳杆菌的 AFLP聚类图

Fig. 6� UPGMA dendrogram derived from the AFLP finger prints of Lactobacillus strains

2. 5 � AFLP的种内分型

对优势菌群 III, 即瑞士乳杆菌群, 使用软件绘

制聚类图,进行单独的种内分型。由于菌株数的减

少, 使得基因的多态位点数降低, 最终导致分型情

况与全体菌株分类时不同。以 0� 9为分界点, 48株

乳杆菌被分成 8个基因型, 见图 7。从图 7中可以

看到, 菌 L� helv eti cus AT CC15009, IM AU50044

和 IM AU50009 分别构成 3 个单独的基因型;

739� 第 5期 剧柠等: 制作云南乳扇用酸乳清中乳杆菌的多样性分析



IM AU50070, IM AU50075 和 IM AU 50001 为一个

基因型; IMAU 50032, IMAU 50030和 IMA U50051

为一个基 因型; 菌 IM AU 50013, IMAU 50048,

IM AU50017, IMAU 50011, IMAU 50065,

IM AU50092 和 IMAU 50073 为 一 个 基 因 型。

IM AU50046, IMAU 50052, IMAU 50080,

IM AU50047, IMAU 50083, IMAU 50050,

IM AU50084和 IM AU50091 为一个基因型。最大

的一个基因型包含有 24 株菌。这个型中的菌有

IM AU50082, IMAU 50014, IMAU 50010,

IM AU50079, IMAU 50021, IMAU 50069,

IM AU50032 IMAU 50025, IMAU 50023,

IM AU50064, IMAU 50066, IMAU 50063,

IMAU 50019, IM AU50036, IMAU 50031,

IMAU 50034, IMAU 50029, IMAU 50016,

IMAU 50027, IMAU 50022, IMAU 50026,

IMAU 50033, IMAU 50028, IMAU 50040,

IMAU 50041。它们当中相似性系数为百分之百的

有 两 组, 分 别 是 IM AU50082, IMAU 50014,

IMAU 50010, IM AU50079, IM AU50021 和

IMAU 50069 以 及 IMAU 50025, IMAU 50023,

IMAU 50064, IMAU 50066, IMAU 50063,

IMAU 50019, IM AU50036, IMAU 50031,

IMAU 50034, IM AU50029, IM AU50016 和

IMAU 50027。这些菌种有分离自同一样品中的菌,

也有分离自不用样品的菌。

图 7� 群 III 的 AFLP聚类图

Fig. 7� Dendrogram derived from AFLP patterns of III

3 � 结 � 语

1) 基因组 DNA 的提取: 对于 AFLP 而言, 模

板 DNA 的制备是非常重要的一个基础环节, 它的

好坏直接关系着试验的成败。DNA 中含蛋白质、

多糖、多酚、色素等会直接影响 DNA 聚合酶的活

性, 导致 DNA 的不可溶解, 有时甚至会抑制 PCR

扩增反应的进行,从而影响试验结果[ 11]。

采用改良的 CTAB 法提取乳杆菌基因组

DNA,在高离子强度的溶液中, CT AB 与蛋白质以

及大多数酸性多聚糖形成复合物, 而不能沉淀核

酸
[ 12]
。因此, 提取过程中, 作者加入 0� 7 mo l/ L
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NaCl和 CTAB 来沉淀多糖, 制备纯化的 DNA。采

用这种方法提取的 DNA 虽然损失较大,浓度较低,

但纯度较高, 完整性好, 完全可以满足下一步的

PCR实验所需模板的要求。

2) AFLP 试验的重复性: 关于 AFLP 标记实

验的重复性国外的报道很多。这些报道一致认为

该技术虽然存在着一定的误差, 但并不影响实验数

据的读取和实验结果的准确性, 并且与其他分子标

记的方法相比较( RA PD, ERIC等)其重复性和准确

度更高。国内使用 AFLP 对乳酸菌进行分析的报

道很少,李海星等的实验也证明了这点。作者的重

复性实验也充分说明了 AFLP 实验重复性很好。

3) AFLP 的多态性:国外使用 A FLP 对乳酸菌

的多态性进行研究的报道有很多, 这些报道都说明

AFLP 技术是一种多态性很高的分子标记技术。

M� Vancanneyt [ 13]等使用 3 对引物对不同地区的

乳杆菌进行了分型, 证明了 AFLP 可以区分乳杆菌

种间的多样性。作者使用参考菌株和来自于云南

大理白族地区制作乳扇用的酸乳清中的乳杆菌进

行了分析,除菌 IM AU50053外,所有结果和传统鉴

定方法相吻合。菌 IM AU50053需进一步研究。分

离自酸乳清的乳杆菌随机的分布于各个分类群中。

此外,对优势菌群 III(瑞士乳杆菌群)进行进一步的

聚类分析发现, 相似性系数为百分之百的菌并不

少, 出现这一结果的原因可能与引物对的选择或凝

胶的分辨率有关。选择更多引物对相结合的方法

将对优势菌群种内的分型更加清晰。因此有必要

对优势群中的菌在下一步研究中改变引物中选择

性核苷酸的种类和数目来进行进一步的分析。
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