
0-1+231445#",*2"1#!! 研究简报
微生物学报 !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
"#!$"#$$( ’$(%$ ) *+,+-./0&#
1223000& ’4/0($ 53&& ’&(("67
8..9#66:;+<=>?-@AB@>C@C=6>C.>BAC<;C=

!通信作者% FG?# H$4I&0I4)$0%)##$ LIB>A?# ?_=>NAB@>C@C=

作者简介!秦宇轩!&($( ’" &男&河北保定人&硕士研究生&研究方向为微生物与生化药学% LIB>A?# fA=O+K+>=$$((N&4#@C;B

收稿日期!/0&/I&/I&("修回日期!/0&#I0)I0/

市售酸奶中乳酸菌的鉴定与耐药性
秦宇轩&!李晶/!王秋涯#!高可心)!朱宝利/!律娜/!

& 贵州大学生命科学学院&贵阳!""00/"
/中国科学院微生物研究所&北京!&00&0&
# 清华大学附属中学&北京!&000$)
) 中国人民大学附属中学&北京!&000$0

摘要#2目的3检测市售酸奶中乳酸菌的种类及其耐药情况% 2方法3收集 &0 种来自 " 个不同厂家的酸奶&通
过细菌基因组重复基因外回文序列IY5X!<G9G.A.A_GGK.<>,G=AC9>?A=U<;BACIY5X& <G9IY5X"结合 &42 <X3*同
源性分析的方法对分离的乳酸菌进行基因分型和菌种鉴定% 利用药敏纸片扩散法!DÎ 法"对分离的乳酸
菌进行针对 % 种抗生素的药敏实验&用 Y5X特异性扩增结合测序的方法检测每个样品中不同基因型菌株的
耐药基因!包括红霉素耐药基因 .’6*’.’6^和四环素耐药基因 #.#P’#.#D’#.#2’#.#7’#.#Q’#.#T’#.#W"%
2结果3&0 种市售酸奶中分离到 &00 株乳酸菌% 其中&德氏乳杆菌保加利亚亚种!J$"#()$"&**519.*)’5."V&&--9@
)5*+$’&"51"/# 株&干酪乳杆菌!J$"#()$"&**51"$1.&"/4 株&嗜热链球菌! ,#’.2#("(""51#/.’6(2/&*51"#0 株&嗜酸乳
杆菌!J$"#()$"&**51$"&9(2/&*51" " 株&植物乳杆菌 ! J$"#()$"&**512*$-#$’56" 4 株&副干酪乳杆菌 ! J$"#()$"&**51
2$’$"$1.&"&0 株% 药敏实验发现所有 &00 株乳酸菌均对链霉素和庆大霉素耐药&)/ 株对万古霉素耐药&没有
菌株对头孢氨苄&四环素&红霉素以及土霉素耐药% 在 /$ 株经过 &42 <X3*测序的乳酸菌中检测到 " 种不同
的耐药基因&在 $ 株乳酸菌中检测到 .’6^基因&) 株检测到 #.#D基因&/ 株菌检测到 #.#T基因&) 株菌检测
到 #.#P基因&/ 株菌检测到 #.#Q基因&没有检测到 .’6*&#.#2&#.#7&#.#W基因% /$ 株乳酸菌中有 &" 株
!"#]"%e"检测到耐药基因&其中有 ) 株 J;9.*)’5."V&&--9@)5*+$’&"51检测到 / ’# 种不同的耐药基因% 2结
论3本研究在市售酸奶中除了检测到商品标签上标注的 J;9.*)’5."V&&--9@)5*+$’&"51和 ,;#/.’6(2/&*51以外&
还检测到商标上没有标注的乳酸菌$作为常用发酵剂的德氏乳杆菌保加利亚亚种和嗜热链球菌更容易检测
到耐药基因$分离得到的乳酸菌均对红霉素和四环素敏感却检测到相应的耐药基因&再一次证明了没有耐药
表型的菌株也可能携带耐药基因%
关键词!酸奶& 乳酸菌& 基因分型& 分子鉴定& 耐药基因
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!!酸奶是以鲜奶为原料&经过巴氏杀菌后添加发
酵剂&发酵后&再冷却灌装的一种发酵乳制品% 乳酸
菌作为主要发酵剂&因其良好的发酵性能&以及益生

功效在发酵食品行业中占有不可替代的位置%
乳酸菌是指发酵糖类&主要代谢产物为乳酸的

一类无芽孢’革兰氏阳性细菌的总称 (&) % 乳酸菌有
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着相当长的安全使用历史&长期以来发酵产品中所
使用的乳酸菌普遍被人们认为是安全 !bG=G<>??O
<G,><UGU >-->ZG&bX*2" 菌株&并且它还与人以及动
物肠道内生微生物群落存在着相互作用&产生益生
作用&有益于人和动物的健康 (/) % /00/ 年&国际乳
业联合会公布的在发酵乳制品中有长期安全使用历
史的微生物名单中细菌有 &$ 个属 $& 个种&其中乳
杆菌有 #4 个种’双歧杆菌有 $ 个种 (#) % 其中德氏乳
杆菌保加利亚亚种和嗜热链球菌是目前制作酸奶的
主要发酵剂&所有酸奶的标签上都标注有这两种乳
酸菌%

<G9IY5X!<G9G.A.A_GGK.<>,G=AC9>?A=U<;BACIY5X"
即细菌基因组重复基因外回文序列扩增技术&该技
术是扩增细菌基因组 ‘3*中广泛存在的短重复序
列&根据扩增产物的电泳条带差异&揭示细菌基因组
之间的差异&达到对细菌进行基因分型的目的% 本
研究利用乳酸菌中的 & 个长度为 #$ R9 的重复序列
!由 & 个保守回文段及两端分别 4 个简并位点和 &
个 " R9 的可变框组成 ()) "进行乳酸菌种内的基因分
型&结合 &42 <X3*序列同源性分析的方法对酸奶
中的乳酸菌进行菌种鉴定%

近几十年来抗生素在医疗&兽医以及动物饲料
等行业得到了广泛应用&甚至出现了滥用现象&导致
微生物耐药问题日趋严重&使人们在应对细菌感染
疾病时将面临前所未有的挑战 (") % 早期有关细菌
耐药的研究主要集中在病原微生物的研究上&但是
近些年对于环境中的共生细菌以及以乳酸菌为代表
的益生菌耐药的关注越来越多 (4 ’() % 研究发现乳酸
菌对甲氧苄氨嘧啶&氟喹诺酮类以及磺胺类抗生素
具有天然耐受能力 (&0) $对除氨基糖苷类以外的蛋白
抑制类抗生素敏感$除德氏乳杆菌保加利亚亚种
!J$"#()$"&**519.*)’5."V&&--9@)5*+$’&"51"&嗜酸乳杆
菌 ! J$"#()$"&**51 $"&9(2/&*51"& 约 氏 乳 杆 菌
!J$"#()$"&**51W(/-1(-&&"&弯曲乳杆菌 ! J$"#()$"&**51
"’&12$#51"以外的许多乳酸菌都对糖肽类的抗生素具
有天然耐受能力 (% ’() % 在研究初期&学者们认为乳
酸菌的耐药对其定植于人类或动物肠道内发挥益生
功效有一定的帮助&但随后越来越多的报道显示乳
酸菌的耐药机制与许多病原菌的耐药机制十分相
似% 已有报道称某些乳酸菌携带耐药基因且具有相
应 的 耐 药 表 型 (&&) % 如 P>.8+<& V+BBG?以 及
5>.>?;?+d 等人就在发酵食品中检测到红霉素和四环

素的耐药基因 (/&4&&/) % 在生产酸奶用的乳杆菌’双歧
杆菌和嗜热链球菌的某些菌株中也检测到一些耐药
基因 (4) % 这些乳酸菌作为益生菌在进入人体后!尤
其是肠道"&有将耐药基因水平传播给体内的其他
细菌&包括条件致病菌和致病菌的可能性 (&#) &从而
对人类健康产生潜在的威胁% 因此&是否携带耐药
基因已经成为评价益生菌安全与否的重要标准之
一 (&)) %

近年来国内外越来越多的研究表明&长期以来
被认为安全的’广泛应用于发酵食品领域的乳酸菌
已经产生耐药并携带了相应的耐药基因% 本研究通
过调查市售酸奶中的乳酸菌及其耐药情况&了解酸
奶中的乳酸菌组成$在确定耐药表型的情况下&检测
针对红霉素和四环素的耐药基因&验证耐药表型为
敏感的乳酸菌是否携带相应的耐药基因$为乳酸菌
的安全评价提供参考%

!"材料和方法

!#!"主要试剂和仪器
UGP>=& X;,;->>=U 28><9G!PX2"乳酸菌选择

性培养基购于英国 QjQ1‘公司$细菌基因组 ‘3*
提取试剂盒购于北京艾德莱生物科技有限公司$
>$E‘3*聚合酶购于宝生物工程!大连"有限公司$
Y5X扩增所需引物均由上海生工生物工程有限公
司合成% 微量核酸定量仪 !3‘&000 型"购于美国
3>=;‘<;9 公司&Y5X仪!/%/0 型"购于美国 *99?AGU
Â;-O-.GB-公司$电泳仪!Y;[G<9>CFP基础型"购于美
国 1̂QIX*‘公司$凝胶成像系统 !*?98>1B>,G<LY
通用型 " 购于美国 *?98>1==;.GC8 公司$离心机
!S/&4 PD型"购于德国 VLXPTL公司&恒温培养
箱!VYjI(/%/ P̂ j型"购于上海博迅公司等%
!#%"乳酸菌株分离

" 个品牌的 &0 种酸奶全部购于北京市正规超
市&至实验时均处于产品保质期内% 样品 *& ’*)
来自厂商*& &̂ ’̂ /’5& ’5/ 分别来自厂商^和5&
‘& 和 L& 分别来自厂商 ‘和 L% 样品稀释 &0000 倍
后涂布于 PX2 固体培养基上&)0m培养 )$ 8% 每个
样本随机挑选 &0 个单菌落&接种于 ) BTPX2 液体
培养基!蛋白胨 &0 ,6T$牛肉膏 $ ,6T$酵母提取物
) ,6T$ 葡 萄 糖 /0 ,6T$ 吐 温 $0 & BT6T$ D/VYQ)
/ ,6T$5V#5QQ3>,#V/Q" ,6T$柠檬酸三铵/ ,6T$

0($
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P,2Q),%V/Q0]/ ,6T$P=2Q),)V/Q0]0" ,6T"中&
#%m富集培养 )$ 8 备用% 样品的单菌落编号为样
品名I菌落号&如样本 *& 的菌落编号为 *&I&&*&I/
44*&I&0&富集培养出的菌株用于菌种的保藏’基
因组 ‘3*的提取和耐药表型检测%
!#."菌株基因组 ,-(的提取

取 # BT富集培养的菌液&按照北京艾德莱生物
有限公司提供的细菌基因组 ‘3*提取试剂盒的使
用说明提取基因组 ‘3*% ‘3*提取结果用 &e琼
脂糖凝胶电泳经溴化乙锭! L̂ "染色后通过凝胶成
像系统进行检测%
!#F"+16HKQ0基因分型与 !)*+0-(测序

为了节约实验成本&本研究首先对 &00 株分离
菌株用 <G9IY5X的方法进行基因分型&然后对同一
样本中基因型不同的菌株进行 &42 <X3*的测序%
<G9IY5X 扩 增 引 物 为# XLY&XI‘. ! #kI
5bb35F*53b53b53111I"k" 和 XLY/I‘. ! #kI
5*F55bb35F*FF53b53I"k" (&") % Y5X反应体系
!/" %T"#& pY5X缓冲液&二甲基亚砜 &0e&上游及
下游引物各 "0 9B;?& U3FY-&]/ BB;?6T& P,5?/
% BB;?6T&/]" i>$E‘3*聚合酶&&00=,‘3*模
板% 反应条件为#()m% BA=$(0m#0 -&)0m& BA=&
4"m$ BA=&#/ 个循环$4"m&4 BA=% 所得产物用
&]"e琼脂糖进行凝胶电泳&经 L̂ 染色后通过凝胶
成像系统观察 <G9IY5X带型&挑选出各个样品中带
型不同的菌株进行 &42 <X3*测序%

挑 选 出 来 的 菌 株 用 引 物 $JTYIJ# ! "kI
bb*F55b5bb55b5Fb5*b*bFFFb*F55Fbb5F5*bI
#k"和 ĵ )IX# ! "kIbFbFbF*5**bb555bbb**5I
#k" (&4)进行 &42 <X3*的 Y5X扩增% Y5X扩增体系
!/" %T"#& pY5X缓冲液&/00 %B;?6TU3FY-&上下
游引物各 0]/ %B;?6T&& i>$E‘3*聚合酶&&00 =,
模板 ‘3*% 反应条件为#()m" BA=$()m#0 -&""m
#0 -&%/m(0 -&#" 个循环$%/m&0 BA=% Y5X产物送
北京诺赛基因组中心有限公司&用相同引物进行双
向测序% 测序结果经拼接后在 35̂ 1数据库中进行
T̂*2F同源比对&所测序列与已知序列的一致性大
于 ($e就认为是该种乳酸菌%
!#G"乳酸菌耐药表型分析

分离得到的 &00 株乳酸菌经富集培养后&取
&00 %T菌液涂布于固体 PX2 培养基上&将 % 种不
同的药敏检测纸片!英国 QjQ1‘公司"#土霉素!四
环素类&#0 %,"&万古霉素!糖肽类&#0 %,"&头孢氨
苄!$I内酰胺类&#0 %,"&庆大霉素 !氨基糖苷类&
&0 %,"&四环素!四环素类&#0 %,"&链霉素!氨基糖
苷类&&0 %,"以及红霉素!大环内脂类&" %,"&放置
于涂布乳酸菌的 PX2 培养基上% 经 )0m培养 )$ 8
后观察抑菌圈的情况% 结果参照美国临床实验室标
准委员会!355T2"关于纸片扩散法判读标准进行
判断%
!#)"乳酸菌耐药基因扩增及测序

本研究对经过&4 2X3*测序的乳酸菌进行了

表 !$耐药基因扩增引物及退火温度
F>R?G&@Y<ABG<->=U Y5XC;=UA.A;=-Z;<-G?GC.GU >=.ARA;.AC<G-A-.>=CG,G=G-.G-.GU A= .8GT*̂ -.<>A=-

Y<ABG<=>BG Y<ABG<-Gf+G=CG!"6##6 " *==G>?A=,.GB9G<>.+<G6m 2AMG6R9 XGZG<G=CG

.’6*
J#**b5bbF***5555F5Fb*
X#FF5b5***F555FF5F5**5

"" &(0 (&%)

.’6^
J#b****bXF*5F5**55***F*
X#*bF**5bbF*5FF***FFbFFF*5

"/ 4)/ (&$)

#.#P
J#bFF***F*bFbFF5FFbb*b
X#5F**b*F*Fbb5F5F**5**

"" "%4 (&()

#.#D
J#FF*bbFb**bbbFF*bbF55
X#b5***5F5*FF55*b**b5*

"" 4(% (&()

#.#T
J#5*FFFbbF5FF*FFbb*F5b
X#*FF*5*5FF55b*FFF5bb

"0 )"4 (&()

#.#2
J#*F5**b*F*FF**bb*5
X#FF5F5F*FbFbbF**F5

"4 "%# (/0)

#.#Q
J#**5FF*bb5*FF5Fbb5F5*5
X#F555*5FbFF55*F*F5bF5*

"/ "&" (/0)

#.#7
J#*b**F5Fb5FbFFFb55*bFb
X# 5bb*bFbF5**Fb*F*FFb5*

"4 &4( (/0)

#.#W
J#b*b*b55Fb5F*F*Fb55*b5
X#bbb5bF*F55*5**FbFF**5

4) &4$ (/&)

&($
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耐药基因的检测&包括 / 个针对红霉素的耐药基因
!.’6*’.’6 "̂和 % 个针对四环素的耐药基因 !#.#
P’#.#T’#.#Q’#.#7’#.#2’#.#W’#.#D"&上述基因采
用表 & 中 的 引 物 进 行 扩 增% Y5X 反 应 体 系
!"0 %T"#上下游引物各 /" 9B;?&根据反应需要加
入 P,5?/&]"’/]0’/]" 或 #]0 BB;?6T&‘3*模板加
入 "0 ’&00 =,&>$E‘3*聚合酶 /]" i% 反应条件
为#()m " BA=$()m #0 -&退火时间 #0 -!不同基因
退火温度见表 &"& %/m 40 -&共 )0 个循环$%/m
&0 BA=% Y5X产物送北京诺赛基因组中心有限公
司&用同样的引物进行测序% 测序结果在 35̂ 1数
据库中进行 T̂*2F同源比对%

%"结果和分析

%#!"菌株 +16HKQ0分型结果和 !)*+0-(序列分
析

从 " 个品牌的 &0 种市售酸奶中分离到 &00 株
菌&并成功提取了基因组 ‘3*% 利用 <G9IY5X对所
分离菌株进行基因分型&发现不同样本中检测到的
基因型不完全相同&在某些样本中还检测到多种不
同的基因型% 如在样品 5/ 中检测到 # 种不同的基
因型!图 &"&而样品 L& 中只检测到一种基因型!图
/"&且两个样品中乳酸菌的基因型完全不同% 我们
在每个样品中挑选出带型不同的菌株!共 /$ 株"进
行 &42 <X3*测序和菌种鉴定%

图 !$样品 Q% 中乳酸菌 +16HKQ0指纹图谱
JA,+<G&@<G9IY5XZA=,G<9<A=.;Z->B9?G5/@P& ‘3*B><dG<$ ?>=G

&& 2.<>A= 5/I)$ ?>=G/& 2.<>A= 5/I"$ ?>=G#& 2.<>A= 5/I4$ ?>=G)&

2.<>A= 5/I%$ ?>=G"& 2.<>A= 5/I$$ ?>=G4& 2.<>A= 5/I(@

&42 <X3*序列同源性分析结果!表 /"显示&/$
株 乳 酸 菌 中 有 $ 株 ,; #/.’6(2/&*51& % 株 J;

图 %$样品 a! 中乳酸菌 +16HKQ0指纹图谱
JA,+<G/@<G9IY5XZA=,G<9<A=.;Z->B9?GL&@P& ‘3*B><dG<$ ?>=G&&

2.<>A= L&I&$ ?>=G/& 2.<>A= L&I/$ ?>=G#& 2.<>A= L&I#$ ?>=G)& 2.<>A=

L&I)$ ?>=G"& 2.<>A= L&I"$ ?>=G4& 2.<>A= L&I4@

9.*)’5."V&&--9@)5*+$’&"51& % 株 J;"$1.&& # 株 J;
$"&9(2/&*51&/ 株 J;2*$-#$’56和 & 株 J;2$’$"$1.&%

结合 <G9IY5X的结果&在酸奶中分离的 &00 株乳酸
菌中有 /# 株为 J;9.*)’5."V&&--9@)5*+$’&"51&#0 株
,;#/.’6(2/&*51&/4 株 J;"$1.&&" 株 J;$"&9(2/&*51&4

株 J;2*$-#$’56&&0 株 J;2$’$"$1.&% 与 <G9IY5X的
结果相同&各个样品中分离到的乳酸菌种类不完全
相同&如表 / 所示#样品 */ 和 *) 中分离得到的 &0
株乳酸菌均为 ,;#/.’6(2/&*51$样品 *& 和 5& 中分
离得 到 的 &0 株 乳 酸 菌 均 为 J; 9.*)’5."V&--9@
)5*+$’&"51$样品 ‘& 和 /̂ 中分离得到的 &0 株乳酸
菌均为 J;"$1.&$样品 L& 中分离得到的 &0 株乳酸菌
均为 J;2$’$"$1.&$样品 *# 中分离得到 4 株 ,;
#/.’6(2/&*51和 ) 株 J;$"&9(2/&*51$样品 &̂ 中分离得
到 # 株 J;"$1.&& & 株 J;$"&9(2/&*51和 4 株 J;
2*$-#$’56$样品 5/ 中包括 ) 株 ,;#/.’6(2/&*51&# 株
J;9.*)’5."V&&--9@)5*+$’&"51和 # 株 J;"$1.&% 其中样
品 &̂’ /̂’5/’‘& 和 L& 中检测到的乳酸菌在商标上
没有标注% 在对不同样品中分离到的乳酸菌进行
&42 <X3*序列比对后发现&不同酸奶中分离得到的
同种乳酸菌&即使来自不同的生产厂家&序列也完全
相同% 仅在样品 5/ 中检测到 / 株 J;9.*)’5."V&&--9@
)5*+$’&"51序列与其它样品中的 J;9.*)’5."V&&--9@
)5*+$’&"51有 差 异& 但 这 / 株 J; 9.*)’5."V&&--9@
)5*+$’&"51的 &42 <X3*序列完全相同%
%#%"分离菌株的耐药表型检测结果

对市售酸奶中分离到的 &00 株乳酸菌进行药敏
实验&其结果显示&所有菌株均对链霉素以及庆大霉
素耐药&)/ 株对万古霉素耐药&但所有检测的菌株

/($
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均对头孢氨苄&四环素&红霉素以及土霉素敏感 !表 #"%

表 %$各个样本中检测到的乳酸菌及其耐药基因的分布
F>R?G/@T*̂ -A= .8GUG.GC.GU ->B9?G->=U .8GUA-.<AR+.A;= ;Z<G-A-.>=CG,G=G-

2>B9?G-
3;@;Z-G?GC.GU

T*̂ -

3;@;Z

-Gf+G=CA=,
bG=G<>;Z-Gf+G=CGU T*̂ -

3;@;ZUG.GC.GU

<G-A-.>=CG,G=G-
XG-A-.>=CG,G=G-

*& &0 ) J;9.*)’5."V&&--9@)5*+$’&"51 4 .’6^>& #.#DR & #.#Q
*/ &0 # ,;#/.’6(2/&*51 # .’6^
*# &0 " J;$"&9(2/&*51& ,;#/.’6(2/&*51 # .’6^
*) &0 & ,;#/.’6(2/&*51 0 =;=G
&̂ &0 " J;"$1.&& J;$"&9(2/&*51& J;2*$-#$’56 0 =;=G
/̂ &0 # J;"$1.& / #.#P
5& &0 & J;9.*)’5."V&&--9@)5*+$’&"51 0 =;=G

5/ &0 )
,; #/.’6(2/&*51& J; 9.*)’5."V&& --9@

)5*+$’&"51& J;"$1.&
" #.#PC& #.#D& #.#T

‘& &0 & J;"$1.& 0 =;=G
L& &0 & J;2$’$"$1.& & .’6^

># .’6^<G9<G-G=.G<O.8<;BOCA= <G-A-.>=CG,G=G[8AC8 G=C;UA=,BG.8O?.<>=-ZG<>-G$ R # #.#D>=U #.#T<G9<G-G=.UAZZG<G=..G.<>COC?A=G<G-A-.>=CG,G=G-

[8AC8 G=C;UA=,GZZ?+G=.9+B9 9<;.GA=$ C# #.#P>=U #.#Q<G9<G-G=.UAZZG<G=..G.<>COC?A=G<G-A-.>=CG,G=G[8AC8 G=C;UA=,<AR;-;B>?9<;.GC.A;= 9<;.GA=@

表 .$分离菌株的耐药性分布
F>R?G#@‘A-.<AR+.A;= ;Z>=.ARA;.AC<G-A-.>=CG98G=;.O9G

*=.ARA;.AC 3>BG
2+-CG9.A_G XG-A-.>=.
3;@6= YG<CG=.>,G6e 3;@6= YG<CG=.>,G6e

FG.<>COC?A=G-
FG.<>COC?A=G &00 &00 0 0
QKO.G.<>COC?A=G &00 &00 0 0

*BA=;,?OC;-AUG-
bG=.>BACA= 0 0 &00 &00
2.<G9.;BOCA= 0 0 &00 &00

$I?>C.>B- 5GZ>?GKA= &00 &00 0 0
b?OC;9G9.AUG- h>=C;BOCA= "$ "$ )/ )/
P>C<;?AUG- L<O.8<;BOCA= &00 &00 0 0

%#."耐药基因扩增结果
由于每个样品中乳酸菌耐受的药物类型较单

一&所以我们选取已鉴定的菌株进行耐药基因的检
测% /$ 株乳酸菌中检测到 &" 株携带耐药基因&占
总数的 "#]"%e% 阳性 Y5X产物通过测序和序列比
对的方法确认扩增的 ‘3*片段为目的耐药基因片
段% 在 &" 株携带有耐药基因的乳酸菌中有 $ 株菌
扩增出了 .’6^基因&) 株菌扩增出了 #.#D基因&/
株菌扩增出 #.#T基因&) 株菌扩增出了 #.#P基因&/
株菌扩增出了 #.#Q基因&没有菌株扩增出 .’6*’#.#
2’#.#7’#.#W基因!图 # 所示"% # 株 J;9.*)’5."V&&
--9@)5*+$’&"51检测到 / 种不同的耐药基因&& 株 J;
9.*)’5."V&&--9@)5*+$’&"51检测到 # 种不同的耐药基
因&且同时包括针对红霉素和四环素的耐药基因%
表 ) 显示在不同乳酸菌中检测到的耐药基因&其中
$ 株 ,;#/.’6(2/&*51中有 " 株检测出了 .’6^基因&

图 .$部分乳酸菌中耐药基因的分布情况
JA,+<G #@‘A-.<AR+.A;= ;Z>=.ARA;.AC <G-A-.>=CG ,G=G-

UG.GC.GU A= 9><.;Z.8GT*̂ -@

检出率为 4/]"e$% 株 J;9.*)’5."V&&--9@)5*+$’&"51

中有 & 株检测出了 .’6^基因&各有 / 株检测出了
#.#P’ #.#Q基因&# 株检测出了#.#D基因&检出率分
别为 &)]#e&&)]#e&/$]4e以及 )/](e$% 株 J;

#($



a+K+>= 7A= G.>?@7!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$!/0&#""#!$"

"$1.&中有 / 株检测出 #.#P基因&& 株检测出 #.#D
基因&检出率分别为 /$]4e 和 &)]#e$ # 株 J;
$"&9(2/&*51中有 & 株检测到了 .’6^基因&检出率为

##]#e$& 株 J;2$’$"$1.&中检测到了 .’6^基因&检
出率为 &00e$/ 株 J;2*$-#$’56没有检测到任何耐
药基因%

表 F$不同类型乳酸菌中检测到的耐药基因数量及比例
F>R?G)@3+BRG<>=U 9G<CG=.>,G;Z*Xb-UG.GC.GU Z<;BUAZZG<G=.T*̂ -

bG=G<> 3;@6=
3;@>=U <>.G;Z*Xb-6e

.’6*> .’6^ #.#DR #.#T #.#PC #.#2 #.#Q #.#7 #.#W

,;1#/.’6(2/&*51 $ 0
"

!4/]""
0 0 0 0 0 0 0

J;9.*)’5."V&&--9@)5*+$’&"51 % 0
&

!&)]#"

#

!)/]("

/

!/$]4"

/

!/$]4"
0

/

!/$]4"
0 0

J;"$1.& % 0 0
&

!&)]#"
0

/

!/$]4"
0 0 0 0

J;$"&9(2/&*51 # 0
&

!##]#"
0 0 0 0 0 0 0

J;2*$-#$’56 / 0 0 0 0 0 0 0 0 0

J;2$’$"$1.& & 0
&

!&00"
0 0 0 0 0 0 0

>.’6*>=U.’6^<G9<G-G=.UAZZG<G=.G<O.8<;BOCA= <G-A-.>=CG,G=G-[8AC8 G=C;UA=,BG.8O?.<>=-ZG<>-G$ R#.#D>=U #.#T<G9<G-G=.UAZZG<G=..G.<>COC?A=G

<G-A-.>=CG,G=G-[8AC8 G=C;UA=,GZZ?+G=.9+B9 9<;.GA=$ C#.#P& #.#2& #.#Q& #.#7>=U #.#W <G9<G-G=.UAZZG<G=..G.<>COC?A=G<G-A-.>=CG,G=G-[8AC8

G=C;UA=,<AR;-;B>?9<;.GC.A;= 9<;.GA=@

."讨论

乳酸菌作为益生菌用在发酵食品中已经有很长
的历史 (&) &它是酸奶发酵的主要发酵剂% 目前市场
销售的酸奶其主要发酵剂为 J;9.*)’5."V&&--9@
)5*+$’&"51和 ,;#/.’6(2/&*51&部分酸奶中还添加了
J;"$1.&和 F&B&9()$"#.’&56等益生菌来增强酸奶的益
生作用% 但是本研究在市售酸奶中不仅检测到标签
上 标 注 的 J; 9.*)’5."V&&--9@ )5*+$’&"51和 ,;
#/.’6(2/&*51&还检测到商标上没有标注的 J;"$1.&&
J;2$’$"$1.&& J;$"&9(2/&*51和 J;2*$-#$’56% 这些
商标上没有标注的乳酸菌可能是由于厂商为了提高
酸奶的品质’延长保质期限&将某些可以产生细菌素
的乳酸菌如 J;2$’$"$1.&和 J;2*$-#$’56等&作为食
品添加剂加入到酸奶中所导致的% &42 <X3*同源
性分析结果发现&不同品牌酸奶中检测到的 ,;
#/.’6(2/&*51完 全 相 同$ 所 有 J; 9.*)’5."V&&--9@
)5*+$’&"51也仅有 / 株 &42 <X3*的序列与其它菌株
的不同% 这样的结果可能是由于现在各大酸奶生产
厂商多采用直投式乳酸菌!‘h2"作为发酵剂&而世
界上生产直投式乳酸菌的厂商就丹麦科汉森公司&
法国罗地亚公司等几家知名公司 (//) &国内各大厂商

所购置的直投式乳酸菌有可能来源于同一或同几家
公司% 这些少数的被广泛应用的乳酸菌的安全更应
该受到重视&其中就包括这些乳酸菌的耐药情况%

目前已经明确乳酸菌存在天然耐药和获得性耐
药 (/#) % 乳酸菌对氨基糖苷类抗生素的耐受性属于
天然耐药&我们检测的 &00 株乳酸菌均对氨基糖苷
类抗生素表现为耐药$大部分乳酸菌对万古霉素也
存在天然耐药&如除 J;9.*)’5."V&&--9@)5*+$’&"51&J;
$"&9(2/&*51以外&本研究分离到的 )/ 株乳酸菌均对
万古霉素耐药$以上结果与 P>.8+<& V+BBG?和
‘>=AG?-G= 等人的报道一致 (/&4&&&) % 本研究所检测的
&00 株乳酸菌均对获得性耐药&四环素类’#I内酰胺
类和大环内酯类抗生素表现为敏感&这与 58><.G<A-&
5;99;?>和 S8;+ 等人的研究结果一致 ((& /) ’/") % 我
们的结果显示市售酸奶还中没有具有获得性耐药表
型的菌株%

目前&是否携带耐药基因已经成为评价乳酸菌
是否安全的一个重要指标&决定其是否可以作为食
品用安全菌株 (4) % 我们在所检酸奶样品中没有检
测到获得性耐药表型&但是不能说明这些样品就不
携带耐药基因% /00% 年 V+BBG?等人在没有氯霉素
耐药表型的乳酸菌中检测到氯霉素耐药基因!"$#"&
证明无耐药表型的细菌可能携带耐药基因 (4) % /0&&

)($
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年 3>[>M等人在酸奶等发酵食品中分离到了对红霉
素和四环素耐受的乳酸菌并且检测到了相应的耐药
基因 (&0) &但是没有检测敏感菌株是否携带耐药基
因% V+BBG?和 5>.>?;?+d 等也在包括酸奶在内的不
同来源的乳酸菌中检测到 .’6^和 #.#P基因 (4&&/) %
以上研究结果表明&乳酸菌中携带有红霉素和四环
素耐药基因的可能性比较大&所以我们也首先致力
于红霉素和四环素耐药基因的检测% 虽然所有检测
的乳酸菌对红霉素和四环素敏感&但是我们在 $ 株
乳酸菌中检测到红霉素的 .’6^基因&) 株检测到
针对四环素的 #.#P基因% 与此同时我们还新检测
到四环素的耐药基因 #.#D’#.#T和 #.#Q% 本研究再
一次证明了没有耐药表型的菌株也可能携带耐药基
因% 这些带有四环素或红霉素耐药基因的菌株之所
以还没有相应的耐药表型&可能由于其所携带的耐
药基因还未表达或者表达不充分%

通过分析耐药基因在不同乳酸菌中的分布情况
发现&作为主要发酵剂的 ,;#/.’6(2/&*51和 J;
9.*)’5."/&&--9@)5*+$’&"51携带的耐药基因最多&如
4/]"e的 ,;#/.’6(2/&*51携带有 .’6^基因&而在 %
株 J;9.*)’5."/&&--9@)5*+$’&"51中检测到 &0 个耐药
基因% 有 ) 株 J;9.*)’5."/&&--9@)5*+$’&"51检测到
两种或两种以上的耐药基因&占被检菌株的一半以
上&尤其是样本 *& 中的一株 J;9.*)’5."/&&--9@
)5*+$’&"51!*&I&0"不仅携带有 #.#D和 #.#Q基因&还
携带 .’6^基因% 以上结果表明 ,;#/.’6(2/&*51和
J;9.*)’5."/&&--9@)5*+$’&"51耐药基因发展的速度
明显高于酸奶中的其它乳酸菌&这样的结果很可能
与这两种乳酸菌属于工业生产菌有关% 工业生产菌
的菌种保藏’接种’传代及生产的过程中都会有人的
参与&而人的参与无形中加快了 ,;#/.’6(2/&*51和
J;9.*)’5."/&&--9@)5*+$’&"51的耐药进程%

本研究的结果显示有些乳酸菌虽然药敏试验为
敏感&但是检测到相应的耐药基因&间接地威胁人类
的健康% 因此&我们应该加强对乳酸菌等益生菌’食
品工业用菌的耐药情况的监测力度&不要局限于耐
药表型&更应该对其耐药基因进行跟踪监测% 在提
高食品品质的同时维护广大消费者的健康权益%
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a+K+>= 7A=&& EA=,TA/& 7A+O>W>=,#& DGKA= b>;)& >̂;?AS8+/& 3>T_/!
&5;??G,G;ZTAZG2CAG=CG-& b+AM8;+ i=A_G<-A.O& b+AO>=,""00/"& 58A=>
/ 1=-.A.+.G;ZPAC<;RA;?;,O& 58A=G-G*C>UGBO;Z2CAG=CG-& ĜA:A=,&00&0&& 58A=>
# F8GVA,8 2C8;;?*..>C8GU .;F-A=,8+>i=A_G<-A.O& ĜA:=,&000$)& 58A=>
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&42 <X3*-Gf+G=CG@bG=;.O9A=,[>-9G<Z;<BGU RO<G9G.A.A_GGK.<>,G=AC9>?A=U<;BACY5X!<G9IY5X"@F8G-G=-A.A_A.O.;%
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