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摘要:【目的】从新疆阿勒泰地区额尔齐斯河流域冷水鱼肠道中分离耐低温的乳酸菌，挖掘乳酸菌的物种和
遗传多样性，为低温乳酸菌生物技术研发提供优良菌种。【方法】利用 MRS、Elliker 两种不同培养基从 9 种
冷水鱼肠道中，分离筛选出耐低温菌，测定细菌最适生长温度并进行常规生理生化实验。根据 16S rRNA 基
因序列初步确定耐低温菌的系统进化地位，并采用 BOX、(GTG) 5、ERIC 三种不同的引物进行 rep-PCR，对
16S rRNA 基因高度同源性的菌株进一步区分。【结果】分离得到 78 株耐冷菌，最终确定有 24 株为耐低温乳
酸菌，菌株的最适生长温度在 15 － 24℃之间。系统发育分析结果表明:24 株耐低温乳酸菌隶属于 6 个属，其
中肉杆菌属 ( Carnobacterium) 3 株，乳球菌属 ( Lactococcus) 9 株，肠球菌属 ( Enterococcus) 7 株，环丝菌属
(Brochothrix)1 株，魏斯氏菌属(Weissella)2 株，链球菌属(Streptococcus)2 株。指纹图谱聚类分析树状图显示
乳球菌属(Lactococcus)和肠球菌属(Enterococcus)存在种及菌株水平上的遗传差异，前者包括 4 个种，后者 2
个种。【结论】新疆额尔齐斯河流域冷水鱼肠道中分离的耐低温乳酸菌以球菌为主，没分离到常见的乳杆
菌，需进一步完善分离培养的方法，深入挖掘和研究其物种多样性和遗传多样性。
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近些年来，随着人们对微生物益生作用认识的
不断提高，越来越多的乳酸菌被广泛应用于医疗、
食品加工和饲料发酵等领域。乳酸菌在自然界分布
广泛，人类及动物的肠道、奶制品及一些植物的表面
都栖息着不同类型的乳酸菌，乳酸菌的代谢产物中
的短链脂肪酸(如乳酸、醋酸等)可以降低环境中的
pH 值和氧化还原电位，形成不利于有害菌的生存环
境［1］。研究表明，乳酸菌的生长是一系列复杂化学

反应的结果，其中温度会影响菌体的生长速率、生化
反应速率、扩散速度、酶系活性与稳定性以及基质的
吸收与利用。不同来源、不同种类的乳酸菌生长温
度范围和最适生长温度有差异。其中来源于低温环
境中的乳酸菌由于相对生长温度范围较低，被称为
低温乳酸菌［2］。目前低温乳酸菌在食品加工，尤其
是生物保鲜中显示了极具潜力的应用价值，但是到
目前为止没有得到充分的研究和开发。



高阳等: 新疆额尔齐斯河流域冷水鱼肠道耐低温乳酸菌的分离筛选及其遗传差异 ． /微生物学报(2013)53(1)

自 1887 年 Foster 报道一种鱼源微生物可在 0℃
生长后，生存于低温环境的低温微生物开始受到关
注［3］。目前，已经从两极、冰川、永久冻土等低温环
境以及低温保存的食物中分离到众多低温微生物，
包括细菌、真菌、古细菌［4］。对于低温环境中的乳
酸菌，国内的研究报道很少，国外目前有关耐低温乳
酸菌的报道大多来源于低温冷藏肉、鱼制品及腌制泡
菜，最近，法国科学家报道从多种海鲜中分离了 52 株
耐冷的具有乳酸菌特征的菌株［5］。此外对韩式泡菜
(Kimchi)制作过程中的微生物研究显示，存在的主要
微生物为 Leuconostoc mesenteroides，相对于一些其它
乳酸菌(如 Lactobacillus plantarum)，在 5 － 7℃的低温
环境中生长更为迅速、并产生更多量的乳酸，因此使
得 Kimchi 的风味维持更久［6］。很多研究表明，在气
调厌氧条件下，低温冷藏的肉类中的优势微生物是一
些革兰氏阳性的乳酸菌，乳酸菌的生长可以产生乳酸
菌素等生物活性代谢物，抑制使肉品腐败的革兰氏阴
性菌，从而延长冷贮肉的货架寿命期［7 － 8］。

因此，开发能够在低温环境中具有很强生长活性
和比生长速率较高的耐低温乳酸菌，是开发食品生物
保鲜技术的最关键因素。本文从新疆阿勒泰地区额
尔齐斯河流域广泛分布的野生冷水鱼肠道中分离筛
选耐低温的乳酸菌，并对耐低温乳酸菌的系统发育和
生理多样性进行了较详细的研究，揭示乳酸菌的物种
和遗传多样性，以期为低温乳酸菌工程菌的构建和食
品生物保鲜技术的应用奠定理论和实践基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 样品采集:取样获得的冷水鱼包括河鲈
(Perca fluviatilus)、梭鲈(Lucioperca lucioperca)、江鳕
(Lota lata)、红眼(Scardinius erythrophthalmus)、银鲫
(Carassius auratus gibelio)、高体雅罗鱼 ( Leuciscus
idus)、东方欧鳊( Abramis brama Orientalis)、白斑狗
鱼(Esox lucius)、丁鲑(Tinca tinca)。样品于 2011 年
7 月采自新疆赛阿勒泰地区，贴上标签后置于车载
冰箱内﹣ 1℃ － 4℃冷藏，12 h 之内运回实验室后，
在超净台上解剖，获取其肠道液，于 4℃ 下保存备
用。以上所有步骤均在无菌条件下进行的。
1. 1. 2 主要的试剂及仪器:用于 PCR 扩增的全套
试剂及扩增引物均购自 TaKaRa 公司。相关生理生

化试验所用试剂均购自于天津市巴斯夫化学试剂
厂。高速冷冻离心机为 Thermo 公司 Fresco 21 型;
PCR 仪为德国的 Biometra TProfessional;凝胶成像系
统为 BioRad 公司 Gel DOC XR;水平电泳仪为美国
BioRad 公司 PowerPac Universal，电泳槽为 BioRad
SUBCELL GT(20 × 25cm)。
1. 1. 3 培养基:乳酸菌分离培养基:MRS 培养基、
Elliker 培养基。以上培养基均在 121℃灭菌 30min。
1. 2 菌株的分离和纯化

采用稀释平板涂布法对冷水鱼肠道菌群进行分
离，将冷水鱼肠道样品用灭菌生理盐水做 10 倍梯度
的稀释，吸取 10 － 2、10 － 3、10 － 4、10 － 5、10 － 6五个稀释
度悬液 0. 2 mL 分别涂布于 MRS 和 Elliker 固体平板
上，每个梯度稀释液涂布 4 个平板，分 2 组置于有氧
和厌氧条件下，10℃培养 5 － 7 d，转接划线培养 3 次
后，对单一菌落进行革兰氏染色以及接触酶实验，从
而达到对疑似乳酸菌的初步分离筛选。将耐低温菌
株的液体纯培养物离心后，加入新鲜培养液重悬，补
充 15 %的灭菌甘油冷冻保存于 － 80℃冰箱。
1. 3 温度对乳酸菌生长的影响

菌株最适生长温度测定:分别置于 4℃、10℃、
15℃、18℃、21℃、24℃、30℃、37℃八个温度条件下，
培养 24 h 后 420 nm 测 OD 值。
1. 4 16S rRNA 基因 PCR 扩增和系统进化分析

根据参照文献［9］的方法提取单菌落 DNA，应用
细菌 16S rRNA 基因通用引物(正向引物 27f:5'-
GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'，反向引物 1492r:
5'-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3')进行 PCR 扩增，
PCR 反应条件为:95℃ 1min，55℃ 1min，72℃ 1min，
30 个循环。PCR 产物纯化后，由上海生工生物科技
有限公司采用正向扩增引物直接测序。将测序结果
提交到 GenBank［10］数据库中，序列同源性分析利用
BLAST［11］在线进行。从数据库获得相关属、相关种
的 16S rRNA 基因序列，建立 系统 发育 树。用
CLUSTAL X 1. 83 软件把序列进行排列［12］，用邻接
法 neighbor-joining method［13］计算进化距离，采用 p-
distances 法和 Kimura-2parameter 双参数法进行，进
化树分支模式的稳定性用 MEGA v． 4. 0［14］软件分
析，采用 Bootstrap 法，重复次数为 1000。
1. 5 菌株 rep-PCR 指纹图谱分析

指纹图谱所采用的引物及 PCR 反应条件如表 1
所示，取 10 μL 扩增产物在 2% 琼脂糖凝胶、0. 5 ×
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TBE 电泳缓冲液、4V / cm 条件下电泳检测 4h。根据
PCR 扩增产物电泳条带的有无，在统计分析中将 3
种引物产生的所有条带转化为只含有 1 和 0 两值变
量矩阵，使用 NTSYS-pc 2. 01 (Applied Biostatistics，

Inc)软件采用非加权算术平均连锁法 ( UPGMA，
unweighted pair group method with arithmetic mean)进
行聚类分析。

表 1 引物和 PCR 反应条件
Table 1 Primers and PCR conditions used in this study

Method Primer Sequence (5' － 3')
PCR conditions
Denaturation Annealing Extension

Reference

BOX-PCR BOXA1R GTGGTGGTGGTGGTG 94℃，1 min 53℃，1 min 65℃，8 min ［15］
(GTG) 5 -PCR (GTG) 5 CTACGGCAAGGCGACGCTGACG 94℃，1 min 53℃，1 min 65℃，8 min ［15］
ERIC-PCR ERIC2 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 94℃，1 min 50℃，1 min 65℃，8 min ［15］

1. 6 低温乳酸菌生理生化鉴定
参照东秀珠、蔡妙英［16］《常见细菌系统鉴定手

册》进行。

2 结果
2. 1 低温乳酸菌的筛选

从九种冷水鱼的肠道中共分离纯化得到 78 株
耐冷细菌，依据菌落形态、大小、颜色、液体培养特征
观察，以及革兰氏染色和接触酶实验对菌株进行筛
选，结果显示大多数菌株为革兰氏阳性，接触酶阴
性，初步获得 24 株为疑似乳酸菌。

表 2 新疆额尔齐斯河冷水鱼肠道分离的耐低温乳酸菌菌株的特征
Table 2 Characteristics of of psychrotrophic lactic acid bacteria from the gastrointestinal tract

of cold-water fishes from the Eerqisi river，Xinjiang

Strain． Host
Range
tempfor
Growth(℃)

phylogenetic affiliations Morphological properties

Closest relative species
Identity
(% )

Cell shape
Gram
staining

Colony
description

EBY2-8 Abramis brama Orientalis 4 －15a －24 Carnobacterium (HQ824973) 100 Rod G + White，medium
MW-1 Perca fluviatilus 4 －24 －37 Enterococcus hermanniensis (GQ337028) 99 coccoid G + White，small
EB2-5 Leuciscus idus 4 －24 －37 Enterococcus hermanniensis (AY396046) 99 coccoid G + White，small
EG2-6 Esox lucius 4 －15 －24 Brochothrix thermosphacta (AB680248) 98 Rod G + White，medium
MB2-5 Leuciscus idus 4 －18 －24 Weissella koreensis (HQ896200) 99 coccoid G + Gray，medium
MD-2 Tinca tinca 4 －24 －37 Enterococcus faecalis (JQ726522) 100 coccoid G + White，small
MB2-1 Leuciscus idus 4 －24 －37 Enterococcus hermanniensis (AY396046) 99 coccoid G + Transparent，small
MB2-2 Leuciscus idus 4 －24 －37 Lactococcus garvieae(AB598994) 100 coccoid G + Gray，small
EB2-8 Leuciscus idus 4 －15 －24 Lactococcus garvieae(AB598960) 100 coccoid G + White，small
ED-1 Tinca tinca 4 －18 －37 Enterococcus faecalis (JQ726518) 100 coccoid G + White，small
MHY3-3 Scardinius erythrophthalmus 4 －15 －24 Lactococcus raffinolactis(JN226416) 99 coccoid G + White，small
MB2-3 Leuciscus idus 4 －24 －37 Lactococcus garvieae (JQ446487) 99 coccoid G + White，small
MHY3-2 Scardinius erythrophthalmus 4 －15 －24 Lactococcus piscium(JN226415) 100 coccoid G + White，small
MB2-4 Leuciscus idus 4 －18 －24 Weissella cibaria (JF831160) 99 coccoid G + White，medium
EJ4-4 Lucioperca lucioperca 4 －18 －37 Streptococcus parauberis(EU081009) 99 coccoid G + White，large
EB2-6 Leuciscus idus 4 －18 －37 Carnobacterium (GQ304940) 100 Rod G + Gray，medium
MHY3-4 Scardinius erythrophthalmus 4 －24 －37 Lactococcus garvieae(JQ795856) 100 coccoid G + White，medium
EJ3-2 Lucioperca lucioperca 4 －18 －37 Lactococcus garvieae(JF831157) 99 coccoid G + White，medium
MD-3 Tinca tinca 4 －24 －37 Enterococcus faecalis(JQ726522) 99 coccoid G + White，small
EHY3-4 Scardinius erythrophthalmus 4 －18 －37 Lactococcus piscium(AY762106) 99 coccoid G + White，medium
EHY3-5 Scardinius erythrophthalmus 4 －18 －37 Streptococcus parauberis (EF204349) 99 coccoid G + White，small
ED2-2 Tinca tinca 4 －18 －37 Enterococcus faecalis (JQ889271) 100 coccoid G + White，medium
MD-1 Tinca tinca 4 －15 －24 Lactococcus lactis (GQ337877) 100 coccoid G + White，small
EB2-4 Leuciscus idus 4 －18 －37 Carnobacterium (AB680941) 100 Rod G + Yellow，small
Note:a: The optimal growth temperature．
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2. 2 菌株的最适生长温度
表 2 实验结果表明:24 株乳酸菌最适生长温度

在 15℃ － 24℃，生长温度范围在 4℃ － 37℃，属耐冷
菌(psychrotoerants)范畴;其中 8 株菌，包括 EBY2-
8、EG2-6、MB2-5、EB2-8、MHY3-3、MHY3-2、MB2-4
和 MD-1 最适生长温度在 20℃ 以下，在温度达到
24℃ 时 菌 株 停 止 生 长，属 于 专 性 嗜 冷 菌
(Psychrophile)。

图 1 基于部分 16S rRNA 基因序列的耐低温乳酸菌系统发育树
Fig． 1 Neighbour-joining tree showing the phylogenetic relationships among psychrotrophic lactic acid bacteria strains 16S

rRNA gene partial sequences and their closely related sequences downloaded from GenBank．

2. 3 基于部分 16S rRNA 基因序列耐低温乳酸菌

菌株系统发育分析
将冷水鱼肠道中分离筛选出的耐低温乳酸菌菌

株的部分 16S rRNA 基因序列提交 NCBI，通过
BLAST 工具在 GenBank 数据库中与已发表的 16S
rRNA 基因序列进行同源性比对，并选取同源性最
高的序列构建系统发育树(图 1)。由系统发育树可
知 24 株 耐 低 温 乳 酸 菌 隶 属 于 Enterococcus、
Carnobacterium、Brochothrix、Weissella、Streptococcus、
Lactococcus 六个属。Enterococcus 包括菌株 MW-1、

58



Yang Gao et al． / Acta Microbiologica Sinica(2013)53(1)

图 2 耐低温乳酸菌菌株的 Rep-PCR 指纹图谱
Fig． 2 BOX-PCR (A)、ERIC2-PCR(B)、(GTG) 5 -PCR(C) fingerprint patterns of psychrotrophic lactic acid bacteria strains in 2%

agarose． Lanes: 1，MHY3-2; 2，MD-3; 3，MB2-4; 4，MB2-5; 5，EJ3-2; 6，EHY3-5; 7，MB2-2; 8，MHY3-3; 9，MD-1; 10，

EB2-5; 11，MB2-1; 12，MB2-3; 13，EG2-6; 14，EJ4-4; 15，ED-1; 16，EB2-4; 17，MW1; 18，EB2-6; 19，MD-2; 20，EHY3-

4; 21，MHY3-4; 22，EBY2-8; 23，ED2-2; 24，EB2-8; 0，blank; M，mark．

EB2-5、MB2-1 和 ED-1、MD-2、MD-3、ED2-2，分别与
已 知 种 Enterococcus hermanniensis 和 Enterococcus
faecalis 构成一个分支，其 16S rRNA 基因序列相似
性均在 99%以上，说明系统发育关系非常接近。菌
株 EB2-6、EB2-4、EBY2-8 隶属于 Carnobacterium，与
Carnobacterium maltaromaticum 序列同源性最高 (相
似性达到 100% )，可确定隶属于该种。菌株 EG2-6

与 Brochothrix thermosphacta 构成一个分支，序列相
似性达到 98%，基本可以确定隶属于 Brochothrix
属。菌株 MB2-4、MB2-5 均属于 Weissella 属，分别与

已知种 Weissella cibaria、Weissella koreensis 的 16S
rRNA 基因序列相似性达到 99%，需要进一步确定
其种的归属。菌株 EJ4-4 和 EHY3-5 在系统发育上
与 Streptococcus parauberis 关系最近，构成一个分支。
16S rRNA 基因序列进行同源性比对显示，有 9 个菌
株隶属于 Lactococcus，而且包括 4 了个种，其中 MD-
1 和 Lactococcus lactis 构成一个分支，16S rRNA 基因
序列相似性达到 100%，可确定隶属于该种;EHY3-
4、MHY3-2 和 EB2-8、MB2-3、MB2-2、MHY3-4、EJ3-2
分别 与 已 知 种 Lactococcus piscium 和 Lactococcus
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图 3 三种 Rep-PCR 指纹图谱的综合聚类分析树状图
Fig． 3 The dendrogram based on the UPGMA cluster analysis of the combined BOX-PCR，ERIC2-PCR and (GTG) 5 -PCR fingerprinting

data．

garvieae构成一个分支，16S rRNA 基因序列相似性
达到 99% 和 100%，说明系统发育非常接近;菌株
MHY3-3 和 Lactococcus raffinolactis 的序列同源性均
为 99%。
2. 4 菌株 rep-PCR 指纹聚类分析

由 BOX-PCR、ERIC-PCR、(GTG) 5 -PCR 指纹图
谱(图 2 － A、B、C)可以清晰的看出耐低温乳酸菌指
纹图谱产生的条带较多，能够反映不同菌株在基因
组水平上的差异，其中 BOX-PCR 指纹图谱在主要
集中在 200 － 4000 bp 范围内，包括 3 － 14 个明显的
亮带，并有一些弱带;ERIC-PCR 指纹图谱在 400 －
5000 bp 范围内，有 2 － 13 个相对较明显的条带;
(GTG) 5 -PCR 在 250 － 5000 bp 范围内特异性条带较
多，有 1 － 16 个条带。比较 3 种不同引物指纹图谱
可以看出，大多数的 PCR 产物条带的大小在 300 －
4000 bp 之间，但是不同种的乳酸菌带谱明显不同。
从总体情况而言，虽然存在一些差异，但 3 种引物指
纹图谱综合聚类结果与系统发育分析具有很好的一
致性。指纹图谱聚类分析树状图显示 (图 3 )，在
70%的相似性水平上，所有菌株可以划分为 6 个群
( Group ): Group1 中 的 所 有 菌 株 均 隶 属 于
Enterococcus，在 85%的相似性水平上，ED2-2、MD-2、
MD-3、ED-1 又构成 1 个亚群 ( subgroup )，属 于
Enterococcus faecalis，和其它 3 株隶属于 Enterococcus
hermanniensis 的乳酸菌在种的水平上形成了显著的

差异性; Group2 由 EJ4-4、EHY3-5 组成，隶属于
Streptococcus;EB2-6、EBY2-8 和 EB2-4 构成 Group3，
在系统发育上均隶属于 Carnobacterium;遗传差异最
大的是 Lactococcus 属，其 9 株菌构成了 Group4，在
86%的相似性水平上，它们可以划分成 4 个亚群，其
中 EHY3-4 和 MHY3-2 属于 Lactococcus piscium 亚
群，MHY3-4、EJ3-2、EB2-8、MB2-2 和 MB2-3 属于
Lactococcus garvieae 亚群，而 MHY3-3 和 MD-1 则分
别属于 Lactococcus raffinolactis 和 Lactococcus lactis 亚
群; Group5 只 有 一 个 菌 株 EG2-6，隶 属 于
Brochothrix;MB2-5 和 MB2-4 组成了 Group6，与系统
发育树结果一致，隶属于 Weissella 属。
2. 5 菌株典型生理生化特征

对菌株进行了 5 种常见的生理生化试验，结果
如表 3 所示:24 株菌接触酶实验除菌株 EG2-6 外都
显阴性;在 M． R 实验中只有 ED2-2、EB2-4、EG2-6、
EB2-6、EB2-8、EJ4-4 六株菌显阳性;在 V-P 试验中
显阳性的菌株占 54. 2%，其中隶属于 Enterococcus
的 ED2-2、MD-3、MW1、EB2-5、MB2-1、MD-2、ED-1
和隶属于 Carnobacterium 的 EB2-4、EB2-6、EBY2-8
均显阳性，在 V-P 实验中很相似;然而 ED2-2、MD-
3、MB2-1、MD-2 同属于 Enterococcus，但 ED2-2 在精
氨酸产氨和硝酸盐还原实验中均显阳性，MD-3、
MB2-1、MD-2 则完全相反;菌株 MB2-4、MB2-5 同属
于 Weissella，在 M． R、V-P、接触酶、精氨酸产氨、硝酸
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盐还原实验中均显阴性;菌株 EJ4-4、EHY3-5 同属
于 Streptococcus，EJ4-4 在硝酸盐还原实验中显阴性，
EHY3-5 则显阳性;菌株 MB2-3、MHY3-3、EJ3-2、
EHY3-4、MHY3-2 同属于 Lactococcus，MB2-3、MHY3-
3 在 V-P 实验中显阳性，在硝酸盐还原中显阴性，但
EJ3-2、EHY3-4、MHY3-2 在 V-P 实验中显阴性，在硝
酸盐还原实验中则显阳性。

3 讨论

乳酸菌是目前世界公认安全的食品级微生物，
它们产生的抗菌物质大多也是安全的，可作为天然
的食品保鲜剂直接应用于食品工业，因此能够产细
菌素的乳酸菌资源的挖掘和开发受到了国内外极大
关注［17］。尤其是耐低温乳酸菌其最适生长温度较
低，在肉品和果蔬的低温冷藏保鲜中更具优势。国
外目前有关低温乳酸菌的报道多集中于低温冷藏
肉、鱼制品及泡菜中的乳酸菌，研究和应用最多的是
明串珠菌( Leuconostoc spp． )和乳杆菌 ( Lactobacillus
spp． )，如 Lactobacillus sakei、Lactobacillus curvatus 和
Leuconostoc gelidum、 Leuconostoc carnosum 及
Leuconostoc mesenteroides 等［18］。能够产生细菌素的
乳酸菌就其应用潜力来说，根据产生的不同类型细
菌素，已经有广泛报道的还包括片球菌 Pediococcus
spp．、肠球菌 Enterococcus spp、乳球菌 Lactococcus
spp．、肉 食 杆 菌 Carnobacterium spp． 和 链 球 菌
Streptococcus ssp．等［19］。最近有报道从海鲜中分离
出了耐冷的 52 株乳酸菌，系统发育分析分别隶属于
Leuconostoc gelidum、Lactococcus piscium、Lactobacillus
fuchuensis、 Carnobacterium alterfunditum，但 只 有
Leuconostoc gelidum 显示了细菌素抑菌特性［5］。

本研究冷水鱼样品采自新疆阿勒泰地区的额尔
齐斯河流域，实验通过 MRS、Elliker 两种不同的培
养基从鱼肠道内分离乳酸菌，分离效果良好。采用
传统的乳酸菌鉴定方法，结合 16S rRNA 基因序列
系统发育树分析最终确定有 24 株为乳酸菌。根据
Morita［20］ 对 嗜 冷 菌 ( Psychrophile ) 和 耐 冷 菌
(Psychrotrophs) 的定义，其中有 8 株菌为嗜冷菌，16
株为耐冷菌，与分离菌株的冷水鱼生长环境水温基
本一致。分离到的 24 株乳酸菌分属于 Enterococcus、
Lactococcus、Carnobacterium、Streptococcus、Weissella、
Brochothrix，目前我们已经对每株菌的细菌素性质、

活性进行了检测，通过酸排除、过氧化氢酶实验、蛋
白酶消化实验，发现有 10 株菌对李斯特氏菌
( Listeria monocytogenes )、 金 黄 葡 萄 酒 菌
(Staphylococcus aureus)等指示菌具有明显的抑菌性
能。从系统发育来看，这 10 株产细菌素的菌株中，4

株属于 Enterococcus spp．、6 株属于 Lactococcus spp．，

目前对其细菌素的研究工作正在进一步深入(相关
研究结果将后续报道)。

表 3 低温乳酸菌株的生理生化特征

Table 3 Physiological and biochemical characteristics of

psychrotrophic lactic acid bacteria strains

Strain． M． R． V-P

Arginine

Produce

ammonia

Catalase
Nitrate

reduction

MHY3-2 － － － － +
MD-3 － + － － －
MB2-4 － － － － －
MB2-5 － － － － －
EJ3-2 － － － － +
EHY3-5 － － － － +
MB2-2 － － + － －
MHY3-3 － + － － －
MD-1 － － － － －
EB2-5 － + － － +
MB2-1 － + － － －
MB2-3 － + － － －
EG2-6 + + + + －
EJ4-4 + － － － －
ED-1 － + － － +
EB2-4 + + + － －
MW1 － + － － －
EB2-6 + + － － +
MD-2 － + － － －
EHY3-4 － － － － +
MHY3-4 － － － － －
EBY2-8 － + － － +
ED2-2 + + + － +
EB2-8 + － + － +

由于乳酸菌广泛存在于不同的生境，遗传和生
理多样性极其丰富，目前根据表型特征和 16S rRNA

基因序列并不能明显区分同种属的细菌菌株，有时
甚至不同属间的菌株差别也较小［21 － 22］。虽然生理

生化实验和全细胞蛋白电泳(SDS-PAGE)［23］是目前
乳酸菌鉴定中多采用的方法，但是其存在着重复性
差和分辨力低等缺点。 rep-PCR 针对细菌的全基因
组进行扩增，理论上这种方法能够非常准确的反映
细菌种群的遗传多样性，具备很高的分辨力，可以在

88



高阳等: 新疆额尔齐斯河流域冷水鱼肠道耐低温乳酸菌的分离筛选及其遗传差异 ． /微生物学报(2013)53(1)

种、亚种以及菌株水平上区分乳酸菌。在本研究中，
7 株同属于 Enterococcus 的菌株、9 株 Lactococcus 属
的菌株，其属内 16S rRNA 基因序列与几个已知种
的差异均不到 2%，很难将菌株直接区分到种，在
16S rRNA 基因的系统进化树上，谱系进化分支之间
的差异不明显。因此，本研究采用 BOXAIR、ERIC2、
(GTG) 5三种不同引物的 rep-PCR 指纹图谱聚类分
析对分离筛选的乳酸菌在种和菌株水平上进行精细
的鉴别。在以往的多数实验中，rep-PCR 指纹图谱
技术多采用 53 ℃的退火温度。在实际操作中，发现
引物 ERIC2 的扩增，在退火温度为 53 ℃时，有些菌
株不能得到指纹图谱或条带较少。经过多次重复试
验并结合 De Urraza 所改进的方法［24］将最佳退火温
度确定为 50℃ (表 1)，实验结果的重复性要优于 53
℃退火的方法。此外，De Urraza et al． (2000)研究
发现，BOXAIR-PCR 在鉴定双歧杆菌和嗜热乳酸菌
方面效果较好，但 Gevers (2001)［25］和 vecet 等人
(2005)［26］采用不同引物的 rep-PCR 指纹图谱技术
研究了乳酸菌的遗传分化，发现(GTG) 5 -PCR 是最
适合针对乳酸菌的高分辨率鉴定方法。我们的研究
结果显示，采用 BOXAIR 和(GTG) 5两种引物进行
PCR 反应产生的条带较多、带谱更丰富，对实验菌
种的区分度更好，与 De Urraza 等人的结果相似。此
外，针对分离的耐低温乳酸菌菌株，采用三种引物的
rep-PCR 指纹的多次重复试验，我们发现不同菌株
所得到的指纹图谱的差异主要表现在 4000 bp 左右
的大片段上，尤其是初始的模板 DNA 量对于 PCR
指纹图谱有一定的影响，但不会对最终聚类结果有
大的影响。在实验的过称中为了提高指纹图谱的可
重复性，不仅要保证 DNA 的质量、浓度，所使用的
PCR 仪和 PCR 体系等条件也要保持一致性。

尽管能够产生抗性并成为致病源的乳酸菌并不
常见，但这种情况确实存在，因此在乳酸菌素生物保
鲜技术的研发中潜在的安全性问题就必须考虑。虽
然我们在乳酸菌细菌素的筛选上获得了一些初步成
果，但是考虑到有些乳酸菌有可能是潜在的致病菌，
一些乳酸菌产生的细菌素有可能具有抗药性［27，28］，
一旦成为致病源，将无法利用抗生素对其进行治疗，
因此对于这些乳酸菌产业化的风险评估应该投人更
多的研究力量。此外，对于低温环境中的乳酸菌的
鉴定，过去主要集中应用传统培养，最近许多研究
者将分子生态学方法应用于低温乳酸菌的分离和鉴

定，使得对这一领域的研究又深入了一层。因此传
统分离方法与分子生态学方法的结合运用，必将进
一步加深对低温乳酸菌资源的认识和开发，将其应
用于更广阔的领域，有着更为广泛的应用前景。
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Isolate and genetic heterogeneity of psychrotrophic lactic
acid bacteria from the intestinal tract of cold-water fishes
from the Eerqisi river，Xinjiang
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Abstract:［Objective］ The purpose of this study was to select cold-adapted lactic acid bacteria (LAB) from the intestinal
tract of cold-water fishes from the Eerqisi river Alatai． Xinjiang． ［Methods］By using culture medium MRS and Elliker，
isolation of lactic acid bacteria (LAB) from 9 intestinal canal of cold-water fishes was carried out． Taxonomic identity and
genetic diversity of strains isolated were determined by partial 16S rRNA gene sequences and rep-PCR with three different
kinds of primers named BOX，(GTG) 5，ERIC． ［Results］ A total of 78 psychrotrophic isolates were obtained． Among
them，24 isolates had characteristics of LAB and showed the optimal growth temperature ranging from 15 to 24℃ ． The
phylogenesis result showed that 24 strains belonged to 6 Genuses，Carnobacterium (3 strains)，Lactococcus (9 strains)，
Enterococcus (7 strains)，Brochothrix (1 strain)，Weissella (2 strains)，Streptococcus (2 strains) ． rep-PCR clustering
analysis showed that Lactococcus and Enterococcus strains were from different Species． Lactococcus were belonged to 4
species while Enterococcus assigned to 2 species． ［Conclusion］The phylogenetic diversity of cold-adapted LAB from the
intestinal tract of cold-water fishes from the Eerqisi river in the Alatai Xinjiang was relatively abundant．
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求:作者必须再提供有关证明，否则不能生效! 此项规定早已公布在本刊的网页上、并且在本刊的纸质出版物中也多次公布。

请作者登陆本刊网页(http: / / journals． im． ac． cn / actamicrocn)，在首页内、“常见问题”中有显示，点开左侧的“署名”，其中有详

细的说明和办理方法。

(1) 如变单位署名顺序，需要原研究内容所属单位(通常是第一署名单位)的证明信，证明内容:原署名顺序→现署名顺

序→盖章。

(2) 如变更作者署名顺序，需要通讯作者和第一作者同意的签字证明。证明内容:原作者姓名及顺序→修改之后的作者

姓名及顺序。

(3) 将此证明信返回编辑部(邮寄原件或扫描后 E-mail 发来)，新的变更即可生效。
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