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DNA 分子标记技术在乳酸菌多态性研究中的应用 
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摘  要: 本文概述了常用于乳酸菌分离鉴定及多态性研究中的基于 rDNA 序列的分子标记技术和

几种 DNA 指纹图谱技术(RAPD, ARDRA, AFLP, REP/ERIC-PCR), 并对这些技术的原理、方法及

其近几年在乳酸菌研究中的进展进行了介绍。同时本文还比较了各种方法的优缺点, 不同的研究

方法, 其分辨率和检测限不同, 必须根据研究目的, 选择合适的分析方法。 
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The Application of Molecular Marking Technology in  
Diversity Research of Lactic Acid Bacteria 
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Abstract: This paper outlines some molecular marking technology based on rDNA sequences and several 
DNA fingerprinting technology (RAPD, ARDRA, AFLP, REP/ERIC-PCR) used in classification, identifica-
tion and diversity research in lactic acid bacteria. The principles, methods and progress in recent years of 
these technologies were also introduced. At the same time, this paper also compares the advantages and dis-
advantages of these methods. People should choose suitable method according to their purposes. 
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对人类具有益生作用的乳酸菌越来越多地受到

了世界营养学家和临床学者的关注。这些有着丰富

生态多样性的乳酸菌作为食品添加剂和生物治疗药

物所表现出的潜在益生特性近年来也越来越多地得

到人们的重视。对这些微生物正确地鉴定是评价其

安全性的第一步。然而, 传统上对微生物的鉴定分

类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, 不能正确反应微

生态, 使微生物资源大量丢失[1]。随着分子生物学的 

快速发展, DNA 标记技术为乳酸菌的快速鉴定和分

型提供了借鉴。本文介绍几种主要应用于乳酸菌分

类鉴定及其多态性研究中的 DNA标记技术。 

1  基于 rDNA 序列的分子标记技术 

1.1  16S rDNA 序列同源性分析 
 原核生物核糖体 r R N A 含有 3 种类型： 

23S rRNA、16S rRNA、5S rRNA, 它们分别含有约

2900、1540和 120个碱基。rRNA的结构既具有保守

性, 又具有高变性, 所以其测定成为目前鉴定细菌基

因性状关系应用技术中最具权威性和准确性的检测

方法之一。60年代末, Woese通过比较各类生物细胞

的核糖体 RNA 特征序列, 认为 16S rDNA 及其类似
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的 rDNA基因序列作为生物系统发育指标最为合适。 

16S rDNA 序列分析技术的基本原理是从乳酸

菌样本中, 通过克隆、测序或酶切、探针杂交获得

16S rDNA序列信息, 再与 16S rDNA数据库中的序

列数据或其他数据进行比较, 确定其在发育树中的

位置, 从而鉴定其种类。随着核酸测序技术的发展, 

越来越多的乳酸菌 16S rDNA 序列被测定并收入国

际基因数据库中, 这样用 16S rDNA 作目的序列进

行微生物群落结构分析更为快捷方便。 

在国内, 采用 16S rDNA序列分析与传统的分

离鉴定方法相结合来鉴定乳酸菌越来越多地得到认

可。燕平梅等[2]以发酵甘蓝卤水中微生物的总DNA

为模板, 用扩增革兰氏阳性菌 16S rDNA基因的方

法研究中国发酵甘蓝菜卤中乳酸菌的多样性。国外, 

16S rDNA用来鉴定乳酸菌被公认为是有效且可靠

的分子分型方法, 它可以在属种水平上定义任意一

个给定的菌株。但是, 16S rDNA序列分析不能对分

类相近的双歧杆菌和乳杆菌进行有效区分, 且不能

在种内水平上分析出菌株的差别[3,4]。 

1.2  rDNA 转录间隔区序列分析 
 转录间隔区序列 (Internally transcribed spacer 

sequences, ITS)是指 rDNA操纵子中位于 16S rDNA

和 23S rDNA, 23S rDNA和 5S rDNA之间的序列。

不同菌种的 16S-23S rDNA 基因间隔区具有相当好

的保守性, 同时较 16S rDNA又具有更强的变异性。

该方法用于种以下水平的分类鉴定, 引物往往需要

根据 16S rDNA 和 23S rDNA基因两侧高度保守的

区域进行设计。  

Suzuki K等[5]使用 16-23S rDNA间区序列分析

方法将 16S rDNA不能区分开的乳酸菌区分开来, 

提供了一种快速敏感的检测啤酒变质的方法。

Hyuk-Sang Kwon等[6]。使用该方法鉴定了分离自药

物和乳制品中的 8 种高度专一的双歧杆菌, 同时证

明了该方法也可以用来筛选肠道及粪便中的相关 

菌种。 

1.3  16S rDNA 扩增片段的碱基差异分析 
KlijnN 等研究发现, 在乳酸菌 16S rRNA 基因

内部存在着 3个可变区域 Vl、V2和 V3区。由于不
同菌株的 16S rRNA 基因的碱基组成不同 , 通过
PCR扩增这些可变区, 得到的相同大小的DNA片段, 

经过温度梯度凝胶电泳(TGGE)、瞬时温度梯度凝胶
电泳(TTGE)和变性梯度凝胶电泳(DGGE)后 , 会被
分离开来。根据扩增片段出现的位置就可鉴定样品

中含有的优势乳酸菌的种类。近年来, DGGE被广泛
用于检测食品和其他环境样品中的乳酸菌。 

DGGE技术是由 Fischer和 Lerman于 1979年最
先提出的, 用于检测 DNA突变的一种电泳技术。它
的分辨精度比琼脂糖电泳和聚丙烯酰胺凝胶电泳更 
高, 可以检测到一个核苷酸水平的差异。1985 年,  
Myers RM[7]等人首次在DGGE中使用“CC夹板”和 
异源双链技术 ,  使该技术日臻完善。 1 9 9 3 年 ,  
Muzyers[8] 等首次将DGGE技术应用于分子微生物 
学研究领域, 并证实了这种技术在揭示自然界微生 
物区系的遗传多样性和菌群差异方面具有独特的优 
越性。近年来, 此技术被广泛应用于各种环境微生 
物生态的研究。 

DGGE分析微生物群落的一般步骤如下: 1) 核
酸的提取; 2) 16S rDNA或功能基因片段的扩增; 3) 
通过 DGGE分析 PCR产物。DGGE使用具有化学变
性剂梯度的聚丙烯酰胺凝胶, 该凝胶能够有区别的
解链 PCR扩增产物。由于 PCR产生的不同的 DNA
片段长度相同但核苷酸序列不同, 因此不同的双链
DNA片段沿着化学梯度的不同, 解链行为将在凝胶
的不同位置上停止迁移。DNA解链行为的不同导致
一个凝胶带图案, 该图案是微生物群落中主要种类
的一个轮廓。 

目前DGGE技术在肠道乳酸杆菌、双歧杆菌, 发
酵酸面团等食品以及其他益生菌剂的优势菌群的检

测及鉴定中都有成功报道 [ 9 , 1 0 ]。Nicholas Camu 
等 使用[11] DGGE技术对加纳可可豆发酵过程中的生

物多样性进行了分析, 确定了存在其中的优势菌。

RCR-DGGE技术用时短, 能直接反映菌群间的进化
关系, 是一种简单、快速的检测手段。付琳琳等[12]用

DGGE技术对泡菜液中微生物的 16S rDNA的V7-V8
区进行分析, 结果表明DGGE和克隆技术相结合是
研究泡菜中乳酸菌多样性的可行方法。利用DGGE
技术对乳酸菌进行分类和鉴定是一种很有前景的直

接鉴定方法。DGGE在乳酸菌的分类和鉴定中具有
广泛的应用, 但是其提供的系统发育信息有限, 通
常只能检测到环境中优势菌的存在[8]。因此, 为了提
高对非优势菌群的检测, 需要选用种群特异性的引
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物再加以区分。 

2  DNA 指纹图谱技术 

2.1  扩增 rDNA 限制性分析(ARDRA) 
1980 年Botesin提出限制性片段长度多态性分

析(Restriction fragment length polymorphisms, RFLP), 

是最早应用的分子标记技术[13]。在此技术上发展起

来的ARDRA (Amplified rDNA Restriction Analysis) 

技术, 是美国最新应用的基于PCR和RFLP技术相结

合的一种rDNA限制性片段长度多态性技术[14]。它依

据原核生物rDNA序列的保守性, 将扩增的rDNA片

段进行酶切 ,  然后通过酶切图谱来分析菌间多样

性。ARDRA更适合于细菌种和亚种水平的鉴定[15]。

由于此法是对某一基因进行 R F L P分析 ,  因 

此产生的条带较少, 结果较易分析。在菌种鉴定中 

具有特异、敏感、快速、准确等特点。但是, 由于

利用的是局部的基因信息, 有时也可能导致分辨率

的下降。 

Christian Michel 等 [16]使用该技术对不同来源

的 22种菌进行分析, 探讨了鱼及其生存环境中的乳

酸菌的多样性, 探明了其中存在的乳酸菌。Giorgio 

Giraffa等 [17]使用全基因序列和ARDRA分析方法对

干酪中的乳酸菌进行分析, 为描述瑞士乳杆菌的微

生物生态系提供了基础。Rachman CN等[18]的实验证

实当对 16S-23S rDNA相近的乳酸菌使用RFLP技术

进行鉴定时可以很好的将香肠乳杆菌, 消化乳杆菌, 

弯曲乳杆菌和植物乳杆菌区分开来。 

2.2  随机扩增多态性 DNA 技术(RAPD) 
随机扩增多态性DNA技术 (Random Amplified 

Polymorphic DNA, RAPD)是以PCR扩增为基础的分

子标志技术, 它以基因组DNA为模板, 采用随机引

物进行PCR扩增, 获得多态性的DNA片段, 经凝胶

电泳分析后将呈现出一定形式的谱带, 即DNA指纹

图谱, 以此进行未知菌株的分类和鉴定 [19]。RAPD

技术可用于细菌种间、亚种间乃至株间的亲缘关系

分析, 未知菌株的快速鉴定和流行病学调查等[20]。 

与RFLP相比, RAPD技术简单、检测速度快、

DNA用量少、安全性好。但是RAPD技术有其自身

的缺点, 其对反应条件相当敏感, 实验的稳定性和

重复性差, 实验结果可靠性差 [21,22]。因此, 近几年

RAPD用于乳酸菌鉴定, 常与其他分子方法相结合, 

如DGGE, AFLP等。 

2.3  扩增片段长度多态性分析(AFLP) 
扩增片段长度多态性(Amplification Fragment 

Length Polymorphism, AFLP)分析是 RFLP 技术和
PCR 技术相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[23]。AFLP的基本原理就是利用PCR技术选择性扩
增基因组D N A双酶切的限制性片段。基因组 
DNA 经限制性内切酶消化后, 将一双链 DNA 接头
连接于限制性片段的两端。然后根据接头序列和限

制位点邻近区域的碱基序列, 设计一系列 3′末端含
数个随机变化的选择性碱基的 PCR引物, 进行特异
性扩增。只有那些限制位点的侧翼序列与引物 3′ 
末端选择碱基相匹配的限制片段才能得以扩增。扩

增产物经变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离而显示其多

态性。 
AFLP技术通过特异性PCR引物设计和内切酶

组合的选择 , 来调整AFLP图谱中限制性片段的适
宜数目, 具有一定的灵活性。严格的PCR条件和高分
辨率的聚丙烯酰胺凝胶电泳, 使AFLP重复性好, 分
辨率高。而且AFLP标记比RFLP、RAPD标记更为可
靠、有效地揭示微生物多态性水平的能力, 为研究
微生物菌株间差异提供了有效手段[24]。该方法的不

足之处是对操作人员素质及DNA质量要求较高, 这
影响了它的广泛应用。 

利用AFLP技术可对遗传学上关系密切菌种 , 

如戊糖乳杆菌、植物乳杆菌和类植物乳杆菌进行种

水平的鉴定[17]。Geert Huys等[25]比较分析了不同分

子标记的方法对商用菌株的鉴定 , 结果表明AFLP

在区分相近关系的乳酸菌上十分有效 , 与PFGE和

RAPD相比有其独特的优势。在国内, AFLP指纹图谱

用来鉴定乳酸菌的报道较少。李海星[26]等运用AFLP

技术对分离自发酵酸面团中的 20 株乳酸菌进行了

研究, 做了其在乳酸菌方面的应用尝试。孙志宏[27]

采用AFLP的分子标记方法研究了自然发酵酸马奶

中的乳杆菌的DNA多态性。 

2.4  基因组简单重复序列 PCR 标记 
细菌基因组中广泛分布着简单重复序列。目前, 

在细菌基因组中已发现存在 10 种以上可用于 DNA

指纹分析鉴定的简单重复序列 ,  其中研究较多的 
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主要是重复基因外回文序列 (Repetitive Extragenic 

Palindromic, REP) 和肠细菌重复基因间基准序列
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus, 
ERIC)。这些简单重复序列分布在细菌基因组上的不

同位点并以不同的距离分隔, 存在菌株和种属水平

上的差异。因此以这些重复的 DNA 序列作为 PCR

扩增时引物的结合位点, 使其被分隔的DNA序列大

量的扩增 , 然后在凝胶电泳上形成一系列的谱带 , 

以此作为不同细菌的DNA标记决定细菌基因型, 来

区分检测不同的细菌。 

基因组简单重复序列PCR标记首先要设计特异

性的引物, 然后通过PCR反应扩增细菌DNA重复元

件如ERIC, BOX或者(GTG)5等。该技术由于引物序

列是固定的 , 与相似的RAPD技术相比 , 结果的重

复性较好。 

3  展望 

综上所述, 近几年来由于分子标记技术在微生

物方面的发展, 越来越多的分子标记方法应用于乳

酸菌的分析。以上所描述的几种主要方法, 各自都

有其优点和缺陷。随着分子生物学技术 , 尤其是

PCR、核酸测序和电泳技术的不断改进与完善, 其快

速、准确、灵敏的优点将逐渐成为乳酸菌分类研究

的主要手段。 
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