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摘要：为准确鉴定分离自我国四川鲜牦牛奶和曲拉中９株乳酸菌到种水平，作者运用１６ＳｒＤＮＡ
序列分析、ｒｅｃＡ基因特异扩增和ｈｓｐ６０－ＲＦＬＰ等多种分子技术对分离自我国四川地区鲜牦牛

奶和曲拉中的９株乳酸菌进行分类鉴定。结果证实，１６ＳｒＤＮＡ序列分析法可将９株乳酸菌初

步归类为植物乳杆菌群（４株），肠膜明串珠菌（４株），瑞士乳杆菌（１株）。由于１６ＳｒＤＮＡ序列

分析法不能区分植物乳杆菌和戊糖乳杆菌，为了进一步鉴定植物乳杆菌群中的４株菌，继续采用

ｒｅｃＡ基因特异扩增和ｈｓｐ６０－ＲＦＬＰ技术对其细分，结果表明ｒｅｃＡ基因特异扩增和ｈｓｐ６０－ＲＦＬＰ
的方法均能很好地把植物乳杆菌群中的４株菌鉴定到种水平，且均为植物乳杆菌。
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包秋华，等：四川牦牛奶和曲拉中九株乳酸菌的分子鉴定

　　乳酸菌是一类革兰氏阳性、细胞形态为杆菌或

球菌、过氧化氢酶为阴性、不形成内生孢子、利用可

发酵糖产生５０％以 上 乳 酸 的 细 菌 的 通 称［１］。广 泛

地存在于自然界、动植物体、乳制品和发酵食品中，
且大 多 数 为 非 致 病 菌，属 于 有 益 微 生 物，具 有 改 善

肠道菌群、增强人体免疫力、抗肿瘤、降低血液胆固

醇、降血压 等 功 能［２］，是 人 体 正 常 菌 群。牦 牛 乳 和

曲拉具有独特的生态学特性和较高的经济价值，同

时含 有 种 类 丰 富 的 微 生 物，如 可 检 测 到 很 多 属、种

的乳酸菌［３－５］。
乳酸菌的分类鉴定方法很多，总的来说可分为

经典方法 和 分 子 生 物 学 方 法。经 典 方 法 包 括 形 态

特征、生 理 生 化 反 应 及 血 清 学 反 应 等，这 些 方 法 都

是 基 于 微 生 物 表 面 受 体 的 特 异 性，属 于 表 型 分 类

法。由于乳酸菌大多属于兼性厌氧菌，且其对营养

要 求 具 有 复 杂 性；传 统 食 品 是 一 个 复 杂 的 环 境 系

统，其中可能会存在许多人们尚未发过的乳酸菌菌

种；传 统 的 表 型、生 物 化 学 方 法 鉴 定 微 生 物 耗 时 耗

力等原因，最终可能导致鉴定结果不稳定［６］。而分

子生物学方 法 是 在 分 子 水 平 上 对 生 物 个 体 的 核 酸

和蛋白质进行研究，根据获得的基因型信息对生物

个体进行分类，从分子和基因水平来认识乳酸菌的

遗传结构、组 成 和 分 类。目 前，许 多 新 的 分 子 标 记

技术被用来进行乳酸菌的鉴定：如１６ＳｒＤＮＡ序列

分析［７］和基 于 聚 合 酶 链 式 反 应（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ
Ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ），即ＰＣＲ技术的 分 子 标 记 技 术 等，
其中基于ＰＣＲ技术的分子标记又可分为随机扩增

多 态 性 ＤＮＡ （Ｒａｎｄｏｍｌｙ　Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ＤＮＡ）、扩增片段长度多态性（Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　Ｆｒａｇｍｅｎｔ
Ｌｅｎｇｔｈ　Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）、限 制 性 片 段 长 度 多 态 性

（Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　Ｆｒａｇｍｅｎｔ　Ｌｅｎｇｔｈ　Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）
等［８－１０］。其中１６Ｓｒ　ＤＮＡ是细菌系统 分 类 学 中 最

有用的和最常用的分子钟，其进化具有良好的时钟

性质，在结构和功能上具有高度的保守性，素有“细

菌化石”之称。１６Ｓ大小适中，约１．５ｋｂ左右，方便

用于ＰＣＲ扩增和测序，故被细菌学家及分类学家所

接受，成为系统发育关系分类的标准方法。１６ＳｒＤ－
ＮＡ结构由可变区和 恒 定 区 组 成，不 同 细 菌 的 恒 定

区序列基本保守，而可变区序列则因细菌而异。所

以，可以根据 其 恒 定 区 的 序 列 设 计 引 物 将１６ＳｒＤ－
ＮＡ扩增出来，利用可 变 区 序 列 的 差 异 来 对 不 同 的

细菌进行分类。对乳酸菌的分类鉴定而言，１６ＳｒＤ－

ＮＡ序列分析也是 最 常 用 的 方 法 之 一，对 有 些 相 近

种需要采用其他分子标记技术做补充。
作者以分 离 自 四 川 地 区 的 鲜 牦 牛 奶 和 采 用 传

统方法制作 曲 拉 样 品 中 分 离 得 到 的 乳 酸 菌 为 研 究

对象，首先运用１６ＳｒＤＮＡ序列分析将其初步鉴定，
部 分 乳 酸 菌 属 于 植 物 乳 杆 菌 群，由 于 植 物 乳 杆 菌

（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ）和戊糖乳酸菌（Ｌａｃｔｏｂａ－
ｃｉｌｌｕｓ　ｐｅｎｔｏｓｕｓ）之 间 的１６ＳｒＤＮＡ 序 列 同 源 性 为

９９％以上，难以从１６ＳｒＤＮＡ的系统发育树上区分，
故继续采用ｒｅｃＡ基 因 特 异 扩 增 和ｈｓｐ６０－ＲＦＬＰ相

结合的技术，对乳酸菌分离株进行鉴定。

１．１　材料

菌株：由内蒙古农业大学乳品生物技术与工程

教育部重点实验室提供，是从四川牧民家庭采集的

鲜牦牛奶和以传统方法制作的曲拉中分离得到的９
株 乳 酸 菌，菌 号 分 别 为ＩＭＡＵ８０２４８，ＩＭＡＵ８０２４９，

ＩＭＡＵ８０２５０，ＩＭＡＵ８０２５１，ＩＭＡＵ８０２５２，ＩＭＡＵ８０２８６，

ＩＭＡＵ８０２９７，ＩＭＡＵ８０３２３，ＩＭＡＵ８０３２５。标 准 菌Ｌａｃｔｏ－
ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ　ＡＴＣＣ　１４９１７，Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｅｎｔｏｓｕｓ　ＡＴＣＣ　８０４１：购 于 美 国 标 准 菌 种 收 藏 所

（ＡＴＣＣ）。

１．２　试剂与仪器

１０ｇ／ｄＬ脱脂 乳 培 养 基、ＴＰＹ 液 体 培 养：参 照

文献［１１］制 备；Ｔａｑ　ＤＮＡ 聚 合 酶、限 制 性 内 切 酶

等：购自大 连 宝 生 物 工 程 有 限 公 司；５８１０Ｒ型 Ｅｐ－
ｐｅｎｄｏｒｆ冷冻离 心 机、ＮＤ－１０００型 微 量 紫 外 分 光 光

度计、ＰＴＣ－２００型 梯 度 基 因 扩 增 仪：均 购 自 基 因 有

限公司。

１．３　所用引物

ＰＣＲ扩增乳酸 菌 的１６ＳｒＲＮＡ、ｒｅｃＡ和ｈｓｐ６０
基因引物见表１，所有 引 物 均 由 上 海 桑 尼 生 物 科 技

有限公司合成。

２．１　乳酸菌基因组总ＤＮＡ提取及纯度的检测

将分离纯化 的 真 空 冷 冻 干 燥 保 存 的９株 乳 酸

菌接种于５ｍＬ灭 菌 的１０ｇ／ｄＬ脱 脂 乳 培 养 基 中，

３７℃、培养２４～４８ｈ，活化培养三代。经革兰氏染

色 镜 检 确 定 为 纯 培 养 物 后，将 分 离 株 接 种 于３





ＢＡＯ　Ｑｉｕ－ｈｕａ，ｅｔ　ａｌ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｉｎｅ　Ｓｔｒａｉｎｓ　Ｌａｃｔｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｂａｃｔｅｒｉａ　Ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ　Ｙａｋ　Ｍｉｌｋ　ａｎｄ　Ｔｒｉｔｏｎ　ｉｎ　Ｓｉｃｈｕａｎ

ｍＬＴＰＹ液体培养基中，置３７℃培养２４ｈ。离心收

集菌体 后 按 液 氮 冻 融－ＣＴＡＢ法［８］提 取 基 因 组 总

ＤＮＡ，并 采 用 微 量 紫 外 分 光 光 度 计 测 定 基 因 组

ＤＮＡ的浓度和纯度。

表１　扩增乳酸菌１６ＳｒＲＮＡ、ｒｅｃＡ和ｈｓｐ６０基因扩增引物

Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　１６ＳｒＲＮＡ，ｒｅｃＡ　ａｎｄ　ｈｓｐ６０ｇｅｎｅ　ｉｎ　Ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｂａｃｔｅｒｉａ

引物名称 核酸序列 文献

１６ＳｒＤＮＡ　 ２７ｆ ５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′ ７，９

１４９５ｒ ５′－ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ－３′ ７，９

ｒｅｃＡ　 ｐｌａｎＦ　 ５′－ＣＣＧＴＴＴＡＴＧＣＧＧＡＡＣＡＣＣＴＡ －３′ １２

ｐｅｎｔＦ　 ５′－ＣＡＧＴＧＧＣＧＣＧＧＴＴＧＡＴＡＴＣ －３′ １２

ｐＲＥＶ　 ５′－ＴＣＧＧＧＡＴＴＡＣＣＡ　ＡＡＣ　ＡＴＣＡＣ －３′ １２

ｈｓｐ６０ Ｈ７２９ ５′－ＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣＧＡＩＩＩＩＧＣＩＧＧＩＧＡ（Ｔ／Ｃ）ＧＧＩＡＣＩＡ－
ＣＩＡＣ －３′ １３

Ｈ７３０ ５′－ＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡ（Ｔ／Ｃ）（Ｔ／Ｇ）Ｉ（Ｔ／Ｃ）（Ｔ／Ｇ）ＩＴＣＩＣＣ
（Ａ／Ｇ）ＡＡＣＣＩＧＧＩＧＣ（Ｔ／Ｃ）ＴＴ －３′ １３

２．２　乳酸菌１６ＳｒＤＮＡ扩增、测序及系统发育树的

构建

将提取的基因组ＤＮＡ稀释到１００ｎｇ／μＬ左右

作 为 ＰＣＲ 扩 增 的 模 板，采 用 通 用 引 物 ２７ｆ和

１４９５ｒ［７，９］扩增９株乳酸菌的１６ＳｒＲＮＡ基因。ＰＣＲ
反应体系（５０μＬ）的配制：１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，

上下游 引 物 各１．５μＬ （１０μｍｏｌ／μＬ），模 板 ＤＮＡ
１．５μＬ（１００ｎｇ／μＬ），ｄＮＴＰ　Ｍｉｘ　４μＬ，ｒＴａｑ酶０．５

μＬ，超纯水补充至５０μＬ。扩增程序为：９４℃５ｍｉｎ
预变性；９４℃１ｍｉｎ，５８℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，３０
个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。用１．０ｇ／ｄＬ的琼脂糖

凝胶电泳检测，并将１６ＳｒＤＮＡ扩增产物纯化后送

上海桑尼生物技术有限公司测序。

将 测 序 得 到 的 序 列 用 ＢＬＡＳＴ （ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ／）在 ＧｅｎＢａｎｋ中 搜

索，与待测菌株同源 性 最 高 的已知分类地位的菌种

初步确定待测菌株的种属。然后从ＧｅｎＢａｎｋ数据库

中下载已知的乳酸菌标准菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列，使
用软件 Ｍｅｇａ４．０作１６ＳｒＤＮＡ序列系统发育树。

２．３　ｒｅｃＡ基因鉴定Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ 群的乳杆菌

ＲｅｃＡ 基 因 对 于Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ 群 的 特 异 性 较

高，因此以相 应 的Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ 群 的ｒｅｃＡ基 因 设

计相应的 引 物［１２］，分 别 以ｐｌａｎＦ、ｐｅｎｔＦ为 正 引 物，

ｐＲＥＶ为反引物。ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）的配制：

１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ，上下游引物各１．０μＬ（１０

μｍｏｌ／μＬ），模 板 ＤＮＡ　１μＬ （１００ｎｇ／μＬ），ｄＮＴＰ
Ｍｉｘ　２μＬ，ｒＴａｑ酶０．３μＬ，超纯水１７．２μＬ。扩增

循环参数为：９４℃３ｍｉｎ预变性；９４℃变性３０ｓ，５６
℃复性１０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３０个循环；循环结

束后７２℃延伸５ｍｉｎ。

２．４ 　 ｈｓｐ６０ 基 因 扩 增 产 物－ＲＦＬＰ 标 记

Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ 群的乳杆菌

采 用 表 １ 中 引 物 Ｈ７２９ 和 Ｈ７３０［１３］ 扩 增

Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ群的 乳 杆 菌ｈｓｐ６０基 因。ＰＣＲ 反 应

体系（２５μＬ）的 配 制：１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ，上

下游引物各１．０μＬ（１０μｍｏｌ／μＬ），模板ＤＮＡ　１μＬ
（１００ｎｇ／μＬ），ｄＮＴＰ　Ｍｉｘ　２μＬ，ｒＴａｑ酶０．３μＬ，超
纯水１７．２μＬ。扩增条件为：９５℃３ｍｉｎ预变性；９５
℃变性３０ｓ，４０℃复性９０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共４０
个循 环。循 环 结 束 后７２ ℃延 伸１０ ｍｉｎ。采 用

ＮＥＢｃｕｔｔｅｒ　２分析已知Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ和Ｌ．ｐｅｎｔｏｓｕｓ
的ｈｓｐ６０序列的酶切位点，选用合适的限制性内切

酶ＨｈａＩ对Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ 群的乳杆 菌ｈｓｐ６０基 因

扩增产物进行酶切即：酶切反应总体积为２０μＬ，含

２μＬ　ＰＣＲ反应产物，２Ｕ内切酶和２μＬ１０×反 应

缓冲液。３７℃消化３ｈ，消化完毕在酶切产物中加
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０．５倍体 积 的１０×Ｌｏａｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ终 止 酶 切，取６

μＬ酶切产物用５ｇ／ｄＬ聚丙烯酰胺胶（ＰＡＧＥ）凝胶

电泳，银染并将凝胶用扫描仪成像。

３．１　ＤＮＡ提取结果

通过微量紫 外 分 光 光 度 计 测 定９株 待 测 乳 酸

菌ＤＮＡ的浓度和纯度。Ａ２６０／Ａ２８０比值在１．８～２．０
范围内，１．０ｇ／ｄＬ琼脂糖凝胶电泳结果见图１。基

因组ＤＮＡ在２３ｋｂ处，ＤＮＡ条带清晰。从ＯＤ比

值和ＤＮＡ浓度可看出提取ＤＮＡ质量较好，满足后

续试验要求。

Ｍ：λ－ＤＮＡ／ＨｉｎｄＩＩＩ　Ｍａｒｋｅｒｓ，１～９：待测样品

图１　ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳图

Ｆｉｇ．１　Ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｏｆ　Ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｂａｃｔｅｒｉａ

３．２　乳酸菌１６ＳｒＤＮＡ扩增产物电泳结果

１６ＳｒＲＮＡ基因的 扩 增 产 物 于１ｇ／ｄＬ琼 脂 糖

凝胶电泳后 经 溴 化 乙 锭 染 色 拍 照，见 图２。从 图２
中可以看出，ＰＣＲ扩增比较成功，达到预期效果，即

在１　５００ｂｐ附近均有清晰可见的明亮条带，并且没

有非特异性扩 增 条 带，故９株 待 测 菌 株 的１６ＳｒＤ－
ＮＡ扩增产物可以测序。

Ｍ：ＤＬ　２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒｓ　１～９：待测样品

图２　乳酸菌１６ＳｒＤＮＡ基因的ＰＣＲ扩增产物电泳图

Ｆｉｇ．２　Ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ
１６ＳｒＤＮＡ　ｉｎ　Ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｂａｃｔｅｒｉａ

３．３　测序及构建系统发育树

通过对序列测定结果分析可知，９株待测乳酸

菌的１６ＳｒＤＮＡ序 列 长 度 为１　５００ｂｐ左 右。由 待

测９株乳酸菌的１６ＳｒＤＮＡ序列与８株参考菌株的

１６ＳｒＤＮＡ序 列 用 Ｍｅｇａ４．０软 件 绘 制 系 统 发 育 树

见图３。从总体上可将这９株待测乳酸菌分为３大

群：即 Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ　ＡＴＣＣ　１４９１７、Ｌ．ｐｅｎｔｏｓｕｓ
ＡＴＣＣ　８０４１、ＩＭＡＵ　８０２９６、ＩＭＡＵ　８０２９７、ＩＭＡＵ
８０３２３和ＩＭＡＵ　８０３２５为 第 一 群；ＩＭＡＵ　８０２５２和

Ｌ．ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ　ＡＴＣＣ　１５００９为 第 二 群；Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ
ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ　ＡＴＣＣ　８２９３、ＩＭＡＵ　８０２４８、ＩＭＡＵ
８０２４９、ＩＭＡＵ　８０２５０和ＩＭＡＵ　８０２５１为 第 三 群。
通过ＢＬＡＳＴ序 列 比 对 分 析 和 系 统 进 化 树 分 析 可

知，第 一 类 群 菌 株 中ＩＭＡＵ　８０２９６、ＩＭＡＵ　８０２９７、

ＩＭＡＵ　８０３２３ 和 ＩＭＡＵ　８０３２５ 与 Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ
ＡＴＣＣ　１４９１７和Ｌ．ｐｅｎｔｏｓｕｓ　ＡＴＣＣ　８０４１相似性均

达到９９％以上，暂归为植物乳杆菌群，这４株菌还

需 要 采 用 其 他 方 法 进 一 步 鉴 定；第 二 类 群 菌 株 中

ＩＭＡＵ　８０２５２ 与 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ　ＡＴＣＣ
１５００９的同源性在９９％以上，从而将其归属为瑞士

乳 杆 菌；第 三 类 群 菌 株 ＩＭＡＵ　８０２４８、ＩＭＡＵ
８０２４９、ＩＭＡＵ　８０２５０和ＩＭＡＵ　８０２５１与 菌 株Ｌｅｕ－
ｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ　ＡＴＣＣ　８２９３ 的 同 源 性 达

９９％以上，故判定此４株菌为肠膜明串珠菌。

３．４　ｒｅｃＡ基因鉴定

利用ｒｅｃＡ基因进一步鉴定植物乳杆菌群中的

４株 菌，经ＰＣＲ反 应 可 得 到 不 同 相 对 分 子 质 量 的

ＰＣＲ产 物，Ｌ．ｐｅｎｔｏｓｕｓ 的 ＰＣＲ 产 物 为 ２１８ｂｐ，

Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ 的ＰＣＲ产物为３１８ｂｐ［１２，１４］。由图４
可 得：菌 株 ＩＭＡＵ　８０３２５、ＩＭＡＵ　８０２９７、ＩＭＡＵ
８０２９６、ＩＭＡＵ　８０３２３ 与 标 准 菌 株 Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ
ＡＴＣＣ　１４９１７条带一致，因 此 可 将 待 测４菌 株 鉴 定

为植物乳杆菌。

３．５　ｈｓｐ６０酶切产物－ＲＦＬＰ电泳图谱及结果

为了更准确鉴定植物乳杆菌群中的４株菌，进

一步 采 用ｈｓｐ６０／ＨｈａＩ－ＲＦＬＰ法 鉴 定。由 图５可

知：待 测 菌 株ＩＭＡＵ　８０２９６、ＩＭＡＵ　８０２９７、ＩＭＡＵ
８０３２３和ＩＭＡＵ　８０３２５与 标 准 菌 株Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ
ＡＴＣＣ　１４９１７条带 一 致，但 与 标 准 菌 株Ｌ．ｐｅｎｔｏｓｕｓ
ＡＴＣＣ　８０４１ 存 在 差 异。因 此 可 将 菌 株 ＩＭＡＵ
８０２９６、ＩＭＡＵ　８０２９７、ＩＭＡＵ　８０３２３和ＩＭＡＵ　８０３２５
鉴定为植物乳杆菌，同时能够看出经限制性核酸内





ＢＡＯ　Ｑｉｕ－ｈｕａ，ｅｔ　ａｌ：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｉｎｅ　Ｓｔｒａｉｎｓ　Ｌａｃｔｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｂａｃｔｅｒｉａ　Ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ　Ｙａｋ　Ｍｉｌｋ　ａｎｄ　Ｔｒｉｔｏｎ　ｉｎ　Ｓｉｃｈｕａｎ

切酶ＨｈａＩ可 以 完 成 对 植 物 乳 杆 菌 和 戊 糖 乳 杆 菌 的区分。

图３　乳酸菌１６ＳｒＤＮＡ的系统发育树

Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　１６ＳｒＤＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｅｓ

１：Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍＡＴＣＣ　１４９１７；２：Ｌ．ｐｅｎｔｏｓｕｓ　ＡＴＣＣ　８０４１；３：ＩＭＡＵ

８０３２５；４：ＩＭＡＵ　８０３２３；５：ＩＭＡＵ　８０２９７；６：ＩＭＡＵ　８０２９６；Ｍ：ＤＬ

２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒｓ

图４　ｒｅｃＡ基因的ＰＣＲ扩增产物电泳图

Ｆｉｇ．４　Ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ
ｒｅｃＡ　ｉｎ　Ｌａｃｔｉｃ　ａｃｉｄ　ｂａｃｔｅｒｉａ

注１：ＩＭＡＵ　８０３２３；２：ＩＭＡＵ　８０３２５；３：ＩＭＡＵ　８０２９７；４：ＩＭＡＵ

８０２９６；５：Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＡＴＣＣ　１４９１７；６：Ｌ．ｐｅｎｔｏｓｕｓ　ＡＴＣＣ　８０４１；

Ｍ：ＤＬ　２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒｓ

图５　ｈｓｐ６０／ＨｈａＩ－ＲＦＬＰ的聚丙烯酰胺凝胶电泳图

Ｆｉｇ．５　Ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　Ｈｓｐ６０／Ｈｈａ　Ｉ－
ＲＦＬＰ

　　以乳酸菌１６ＳｒＤＮＡ序列测定为基础，并构建

系统发育树，初步揭示９株乳酸菌的亲缘关系。由

于植物乳杆菌群（植物乳杆菌和戊糖乳杆菌）的１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列同源性为９９％，难以从系统发育树上区
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分到种的 水 平。为 了 进 一 步 鉴 定 植 物 乳 杆 菌 群 中

的４株 菌，采 用ｒｅｃＡ－ＰＣＲ和ｈｓｐ６０－ＲＦＬＰ相 结 合

的技 术，结 果 表 明 两 种 方 法 鉴 定 结 果 相 同，即 菌 株

ＩＭＡＵ　８０２９６、ＩＭＡＵ　８０２９７、ＩＭＡＵ　８０３２３ 和

ＩＭＡＵ　８０３２５全部为植物乳杆菌。综 上 所 述，作 者

通过１６ＳｒＤＮＡ 序 列 测 定，并 结 合ｒｅｃＡ－ＰＣＲ 和

ｈｓｐ６０－ＲＦＬＰ技术，成 功 将９株 乳 酸 菌 准 确 鉴 定 到

种的水平，为其他部分乳酸菌的分子鉴定提供了简

便快速的方法。
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