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摘  要: 【目的】设计乳酸杆菌属特异性 T-RFLP 技术(末端限制性片段长度多态性分析)

对 14 株乳酸杆菌进行分型。【方法】采用源于 16S-23S rRNA 基因间隔区序列的乳酸杆

菌属特异性引物 LAB-rev, 乳酸杆菌的属特异性引物, 6-FAM 荧光标记后结合 16S 上游通

用引物 7f 用于乳酸杆菌的 PCR 扩增。【结果】选取 Hae Ⅲ和 HhaⅠ进行限制性酶切, 最

后对酶切后的产物末端测序得到 T-RFLP 峰谱图, 该图谱能够快速准确地对不同种的乳

酸杆菌进行定性、定量的分析。【结论】实验成功搭建 T-RFLP 技术用于微生态环境中乳

酸杆菌检测的平台, 对于在功能性食品、乳酸饮料和药物对肠道微生态的影响及菌种鉴定

等领域有重大意义。 
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Abstract: [Objective] To develop a Lactobacillus genus-specific T-RFLP technique for 
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differentiating 14 Lactobacillus strains. [Methods] A Lactobacillus genus-specific primer 
(LAB-rev) was firstly designed based on the sequence variation of bacterial 16S-23S space re-
gion, which was then labeled with 6-Carboxyfluorescein (6-FAM), followed by PCR with a 
16S universal primer (7f). The PCR amplicon was then digested by restriction enzyme Hae III 
and HhaI before terminal sequencing by AB3730 Gene Scan to achieve T-RFLP profiles. 
[Results] Results showed that this technique is more specific than the traditional T-RFLP us-
ing universal primers, which can be used to detect and quantitate Lactobacillus of 14 different 
species in this study. [Conclusion] This technique has a great potential of application in in-
vestigating lactobacillus communities, evaluating the probiotic function of functional food, 
dairy drinks and medicine on intestinal micro-ecological environment. 

Keywords: Lactobacillus community, T-RFLP technique, Genus-specific primers 

肠道菌群种类繁多, 如何分析其种类组成是

研究其与人体健康关系的关键。而乳酸杆菌是人

体肠道中最重要的益生菌之一, 乳酸杆菌在胃肠

道菌群平衡调节中发挥重要作用[1]。肠道乳酸杆

菌可分解糖产酸, 抑制致病菌及腐败菌的繁殖, 

因此人体肠道中乳酸杆菌的数量和种类在某种

程度上反应了一个人的健康状况。 

传统的乳酸杆菌分析方法建立在微生物分

离、纯种培养的基础上, 如 MRS 培养基培养和生

理生化鉴定, 耗时长, 且不能同时检测出多种乳

酸杆菌, 并需对操作人员进行严格的训练[2], 严

重滞后了对肠道微生态监控以及评估益生菌产

品的迫切需要。近年来分子生物学技术已被广泛

地应用于微生物群落结构分析, 主要的研究方法

包括: 聚合酶链式反应(Polymerase chain reaction, 

PCR) [3−4]、荧光原位杂交法( Fluorescence in situ 

hybridization, FISH) [5−8]、限制性酶切片段长度多

态性分析法(Restriction fragment length polymor-

phism, RFLP) [9]、变性梯度凝胶电泳法 (Dena-

turing gradient gel electrophoresis, DGGE) [10]和末

端限制性片段长度多态性分析(Terminal restriction 

fragment length polymorphism, T-RFLP) [11]等。 

T-RFLP 技术是根据实验目的选取一对荧光

标记的引物扩增目的片段, 利用限制性内切酶酶

切后会产生不同片段大小的产物, 通过测序仪检

测。由于不同长度的末端限制性片段代表不同的

细菌, 也就是说一种末端限制性片段至少代表一

种细菌, 这些末端标记的片段可以反映微生物群

落组成情况[12−15], 其具有分辨率高, 输出定量的

数据结果, 可实现自动化等优点[16]。本研究致力

于搭建 T-RFLP 分子生态学技术用于微生态系统

中乳酸杆菌检测的平台。常规的 T-RFLP 技术选

用 16S rRNA 通用引物进行 PCR 扩增, 这种方法

对于微生态的优势菌群存在 PCR 趋向性, 而非优

势菌群可能会漏检。本研究采用新型改良的

T-RFLP 技术, 设计乳酸杆菌属特异性引物, 首先

选择性地扩增所有乳酸杆菌属, 然后依据其 16S 

rRNA 序列的差异性采用不同的酶切进行乳酸杆

菌种分型。酶切片段通过 T-RFLP 检测出不同种

的乳酸杆菌, 用来系统分析微生态中乳酸杆菌的

分布。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌种、主要试剂和设备 
1.1.1  实验菌种: 搜集的乳酸杆菌的典型菌株和

非乳酸杆菌等如表 1 所示。 
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表 1  实验菌株 

Table 1  Experimental strains 
名称 

Species 
来源 

Strain designation 
嗜酸乳杆菌 Lactobacillus acidophilus ATCC 314, NCDO 1748 

植物乳杆菌 Lactobacillus plantanum ATCC 14917 

鼠李糖乳杆菌 Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103, ATCC9595 

副干酪乳杆菌 Lactobacillus subsp. paracasei ATCC25598 

德氏乳杆菌乳亚种 Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ATCC 4797 

詹氏乳杆菌 Lactobacillus jensenii ATCC 25258 

约氏乳杆菌 Lactobacillus johnsonii ATCC 33200 

加氏乳杆菌 Lactobacillus gasseri ATCC33323, ATCC 19992, NCDO 2233 

唾液乳杆菌 Lactobacillus salivarius ATCC 11741 

干酪乳杆菌 Lactobacillus casei ATCC 393 

青春双歧杆菌 Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703 

短双歧杆菌 Bifidobacterium breve ATCC 15700 

两双歧杆菌 Bifidobacterium bifidum KCTC 3202 

长双歧杆菌 Bifidobacterium longum ATCC 15697 

地衣芽孢杆菌 Bacillus licheniformis ATCC 12759 

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis ATCC 49822 

大肠杆菌 Escherichia coli O157:H7, RGR13 

嗜热链球菌 Streptococcus thermophilus ATCC 19258 

无害利斯特菌 Listeria innocua ATCC 33090 

粪肠球菌 Enterococcus faecalis JCM 5803 

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 12600 

 
1.1.2  主要试剂和培养基: 细菌基因组 DNA 提

取试剂盒为天根生化公司产品; PCR 反应体系所

需试剂 TaqTM DNA 聚合酶(5 U/μL)、dNTP Mas-

terMix (250 μmol/L)、MgCl2、10×PCR 缓冲液、

100 bp DNA ladder marker、200 bp DNA ladder 

marker、6×Loading buffer、Hae Ⅲ和 HhaⅠ限制

性内切酶等均为大连宝生物工程有限公司产品; 

电泳级琼脂糖为上海鼎国生物技术有限公司的

产品; 引物由 Invitrogen 公司合成; PCR 产物回收

试剂盒为普博欣公司的产品。 

MRS 琼脂培养基(广东环凯微生物科技有限公

司): MRS 本体 64.3 g, 琼脂 15 g, 蒸馏水 1 000 mL。

调 pH 7.2 后混匀, 分装三角瓶中, 1×105 Pa 灭菌

15 min 备用。 

1.1.3  主要仪器: SW-CJ-1B 型单人单面净化工

作台, 苏州净化设备有限公司; 手提式蒸汽压力

灭 菌 锅 , 上 海 华 线 医 用 核 子 仪 器 有 限 公 司 ; 

PYX-150S-A 生化培养箱, 广州市正一科技有限

公司; PHS-3C 台式 PH 计, 上海精科实业有限公

司; HH-4 恒温水浴锅, 江苏金坛市宏华仪器厂; 

ZP-200 振荡器 , 江苏海门市麒麟医用仪器厂; 

90-2 型定时恒温磁力搅拌器, 成都一科仪器设备

有限公司; 可调移液器, 上海热电仪器有限公司; 

GT16-3 高速离心机, 北京时代北利离心机有限
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公司; Mastercycler pro 梯度 PCR 仪, 德国艾本德

Eppendorf 公司; JY600+型电泳仪, 北京君意东

方电泳设备有限公司; Infinity-3026WC/26M 凝胶

成像仪, 环球分析测试仪器公司。 

1.2  细菌基因组 DNA 提取 
按照传统的微生物培养方法分别培养表 1 中

的实验菌株。菌株在液体培养基增菌培养 24 h 后, 

取 1 mL 菌液用于 DNA 的提取。选用细菌基因组

DNA 提取试剂盒提取 DNA, 参照说明书的要求

操作。 

1.3  引物设计 
本研究选用正向引物为通用引物 7f, 序列为

5′-AGAGTTTGAT(C/T)(A/C)TGGCTCAG-3′, 反

向引物为乳酸杆菌特异性引物 LAB-rev, 序列为

5′-CTCAAAACTAAACAAAGTTTC-3′, LAB-rev
的乳酸杆菌属特异性采用 NCBI BLAST search 以

及对不同种的乳酸杆菌和非乳酸杆菌标准菌株

的 PCR 来确证。 

1.4  PCR 扩增反应 
PCR 扩增反应体系采用 50 μL, 模板量为

2 μL, 阴性对照用 ddH2O 代替模板 DNA。PCR 扩

增条件为: 94 °C 5min; 94 °C 30 s, 52 °C 30 s, 

72 °C 2 min, 共 30 个循环; 72 °C 10 min。PCR 反

应完成后用 PCR 产物回收试剂盒纯化产物。 

1.5  限制性酶切消化     
选用 Hae Ⅲ和 HhaⅠ作为实验的限制性内

切酶。酶切体系采用 40 μL, PCR 产物为 6 μL, 

在 37 °C 消化 6 h, 反应完成后, Hae Ⅲ在 80 °C

水浴中 20 min 失活, HhaⅠ在 65 °C 水浴中 20 min

失活。 

1.6  T-RFLP 分析 
酶切后的产物送至上海生工检测, T-RFLP 分

析设备为 AB3730 型 DNA 分析测序仪(美国 ABI

公司)。 

2  结果 

2.1  乳酸杆菌属特异性引物 
LAB-rev 为源于 16S-23S rRNA 基因间隔区

序列的乳酸杆菌属特异性引物, 由 Dubernet 等报

道, 文中将反向引物 LAB-rev 与乳酸杆菌和非乳

酸杆菌的序列做了比对[17], 显示了 LAB-rev 引物

序列仅对乳酸杆菌属高度保守, 而对于其他非乳

酸杆菌种属的差异性较大无法进行 PCR 扩增。本

研究设计将 LAB-rev 结合 16S 通用引物 7f 用于

特异性地扩增乳酸杆菌属菌株, 然后根据其种间

的差异性选择内切酶进行 T-RFLP 末端序列分型。 
为了进一步确证引物的特异性, 本研究以嗜

酸乳杆菌、植物乳杆菌等 14 种乳酸杆菌的基因

组 DNA 作为目的扩增片段, 用荧光标记的通用

引物 7f-FAM 和乳酸杆菌特异性引物 LAB-rev 进

行 PCR 扩增, 图 1 显示所有乳酸杆菌均有扩增产

物, 扩增长度约为 1 700 bp 左右, 而双歧杆菌和

大肠杆菌等 12 种非乳酸杆菌都无 PCR 产物(图 2), 
说明该对引物能特异性地对乳酸杆菌进行 PCR
扩增。 

2.2  荧光标记物的选择 
常 用 的 荧 光 物 质 有 TET[18] 、 HEX[11] 、

6-FAM[19]等。本研究以嗜酸乳杆菌梯度稀释后的

DNA (10、1、0.1、0.01、0.001 ng/μL)作模板来

比较 4 种不同荧光物质 FAM、VIC、PET 和 NED
标记引物对 PCR 扩增的灵敏性。图 3 为不同荧光

物质标记引物 7f 后的 PCR 扩增图谱, 从图中可

知, 4 种不同荧光物质标记后嗜酸乳杆菌的 PCR
扩增条带(约 1 700 bp, 浓度从大到小)均未发生

变化, 条带清晰可见。因此, 该 4 种荧光物质均

适合用于乳酸杆菌的 PCR 扩增标记。相比较而

言, 荧光物质 PET 和 NED 比 FAM 和 VIC 多出

很多小片段的引物二聚体, 因此本研究选择最

少引物二聚体干扰的荧光物质 FAM 标记引物

7f (5′- FAM 标记)用于 T-RFLP 检测。  
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图 1  乳酸杆菌 PCR 扩增图谱 
Fig. 1  PCR amplicons of 14 different Lactobacilli 

注: M: DNA marker; 1: ddH2O; 2: 嗜酸乳杆菌(ATCC 314); 3: 嗜酸乳杆菌(NCDO 1748); 4: 植物乳杆菌(ATCC 14917); 5: 鼠

李糖乳杆菌(ATCC 53103); 6: 鼠李糖乳杆菌(ATCC9595); 7: 副干酪乳杆菌(ATCC 25598); 8: 德氏乳杆菌乳亚种(ATCC 

4797); 9: 詹氏乳杆菌(ATCC 25258); 10: 约氏乳杆菌(ATCC 33200); 11: 加氏乳杆菌(ATCC 19992); 12: 唾液乳杆菌(ATCC 

11741); 13: 加氏乳杆菌(ATCC33323); 14: 加氏乳杆菌(NCDO 2233); 15: 干酪乳杆菌(ATCC 393). 

Note: M: DNA marker; 1: ddH2O; 2: L. acidophilus (ATCC 314); 3: L. acidophilus (NCDO 1748); 4: L. plantanum (ATCC 14917); 
5: L. rhamnosus (ATCC 53103); 6: L. rhamnosus (ATCC9595); 7: L. paracasei subsp. paracasei (ATCC 25598); 8: L. delbrueckii 
subsp. lactis (ATCC 4797); 9: L. jensenii (ATCC 25258); 10: L. johnsonii (ATCC 33200); 11: L. gasseri (ATCC 19992); 12: L. 
salivarius (ATCC 11741); 13: L. gasseri (ATCC33323); 14: L. gasseri (NCDO 2233); 15: L. casei (ATCC 393). 
 
 

 

图 2  嗜酸乳杆菌及其它 12 株非乳酸杆菌 PCR 扩增图谱 
Fig. 2  PCR amplification for L. acidophilus and 12 non-lactobacillus strains 

注: M: DNA marker; 1: 青春双歧杆菌; 2: 短双歧杆菌; 3: 两双歧杆菌; 4: 长双歧杆菌; 5: 地衣芽孢杆菌; 6: 枯草芽孢杆菌; 

7: 大肠杆菌(O157:H7); 8: 大肠杆菌(RGR13); 9: 嗜热链球菌; 10: 无害利斯特菌; 11: 粪肠球菌; 12: 金黄色葡萄球菌; 13: 嗜

酸乳杆菌; 14: ddH2O. 

Note: M: DNA marker; 1: B. adolescentis; 2: B. breve; 3: B. bifidum; 4: B. Longum; 5: Bacillus licheniformis; 6: Bacillus subtilis; 
7: E. coli (O157:H7); 8: E. coli (RGR13); 9: S. thermophilus; 10: Listeria innocua; 11: Enterococcus faecalis; 12: Staphylococcus 
aureus subsp. aureus; 13: L. acidophilus; 14: ddH2O. 
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2.3  限制性酶切消化 
本研究利用 BLAST 和 DNAStar 软件, 用 20

种限制性内切酶分别模拟酶切乳酸杆菌的 PCR

片段, 最终选择 Hae Ⅲ和 HhaⅠ作为乳酸杆菌的

特异性限制性内切酶, 表 2 为 Hae Ⅲ和 HhaⅠ酶

切各种乳酸杆菌 5′端和 3′端片段的长度。从表中

可以看出 HhaⅠ酶切 L. acidophilus 和 L. casei 的

5′端段的长度为 596 bp 和 599 bp, 长度非常接近, 
很难将其区分; 但是 Hae Ⅲ酶切 L. acidophilus 和

L. casei 的 5′端段的长度为 246 bp 和 328 bp, 这样

就可以成功将这两种乳杆菌区分开来。并且 Hae Ⅲ

和 HhaⅠ酶切同种不同株的乳杆菌所得到的 5′端 

 
图 3  不同荧光物质标记引物 7f 后 PCR 扩增图谱 

Fig. 3  Electrophoresis of L. acidophilus PCR products using primer 7f which was labeled with 4 different fluorophores 
Note: 1, 27: DNA marker; 2−6: 7f/LAB-rev; 7−11: FAM-7f/LAB-rev; 12−16: VIC-7f/LAB-rev; 17−21: PET-7f/LAB-rev; 22−26: 
NED-7f/LAB-rev. 

 
表 2  Hae Ⅲ和 HhaⅠ酶切各乳酸杆菌 5′和 3′片段的长度 

Table 2  The 5′ and 3′ fragment length of different Lactobacilli digested by Hae Ⅲ and HhaⅠ 
HaeⅢ  HhaⅠ 菌种名称 

Species 5′-end size 3′-end size  5′-end size 3′-end size 

L. acidophilus_ATCC314 246 30 596 363 

L. brevis_ATCC367 283 157 598 435 

L. brevis_RO66 283 123 597 401 

L. casei_ATCC393 328 160 599 438 

L. casei_LC3 328 157 599 435 

L. delbrueckii_ATCC4797 279 159 254 437 

L. delbrueckii_LGM2 278 156 253 434 

L. gasseri_ATCC33323 332 261 1 131 539 

L. johnsonii_ATCC33200 332 204 1 131 482 

L. parabrevis_ATCC25598 283 134 598 412 

L. paracasei_LPC1 328 157 599 435 

L. plantarum_ATCC14917 327 155 598 433 

L. rhamnosus_ATCC9595 327 141 285 419 

L. salivarius_JCM 1042 279 8 1 120 469 

L. salivarius_ATCC11741 279 170 1 122 448 
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段的长度非常接近甚至一致, 比如 Hae Ⅲ酶切 L. 
casei_ATCC393 和 L. casei_LC3 的 5′端段的长度

皆为 328 bp, 非常符合我们对限制性内切酶选择的

条件, 以此证明了选用 Hae Ⅲ和 HhaⅠ两种限制

性内切酶合并应用能有效区分各乳酸杆菌种。 

从图 4A 和 B 确证, Hae Ⅲ和 HhaⅠ均对

1 700 bp 的 PCR 产物有多个酶切位点。图 4A 和

B 显示, 多数的乳酸杆菌种具有独特的酶切图谱, 

如 1 和 2 的嗜酸乳杆菌; 但是少数种如 4、5 和 6

的鼠李糖乳杆菌与副干酪乳杆菌具有相似的酶

切图谱; 某些乳酸杆菌种如植物乳杆菌和鼠李糖

乳杆菌通过单一内切酶的酶切图谱难以区分, 但

是 Hae Ⅲ和 HhaⅠ两种酶切图谱的同时运用能够

更加有效地区分。 

2.4  T-RFLP 分析检测 
本研究将嗜酸乳杆菌等 14 株乳杆菌(该 14 株

乳杆菌包含 10 种不同的乳杆菌)的酶切产物纯

化、送样进行 T-RFLP 测序。测序仪依据该 14 株

菌 5′-末端荧光标记片段的大小产生了不同位置

的峰, 绝大多数的乳酸杆菌拥有自己独特的末

端片段长度。从图 5 可知, 4 种乳酸杆菌被内切

酶 Hae Ⅲ消化后的末端片段长度分别是嗜酸乳

杆菌(246 bp)、植物乳杆菌(327 bp)、鼠李糖乳杆

菌(327 bp)和德氏乳杆菌亚种(278 bp)。 

 

 
图 4  Hae Ⅲ (A)和 HhaⅠ(B)限制性消化酶切图谱 

Fig. 4  Hae Ⅲ (A) and HhaⅠ (B) restriction profiles of PCR amplicons 
注: M: DNA marker; 1: 嗜酸乳杆菌(ATCC 314); 2: 嗜酸乳杆菌(NCDO 1748); 3: 植物乳杆菌(ATCC 14917); 4: 鼠李糖乳杆菌

(ATCC 53103); 5: 鼠李糖乳杆菌(ATCC9595); 6: 副干酪乳杆菌(ATCC 25598); 7: 德氏乳杆菌乳亚种(ATCC 4797); 8: 詹氏乳

杆菌(ATCC 25258); 9: 约氏乳杆菌(ATCC 33200); 10: 加氏乳杆菌(ATCC 19992); 11: 唾液乳杆菌(ATCC 11741); 12: 加氏乳

杆菌(ATCC33323); 13: 加氏乳杆菌(NCDO 2233); 14: 干酪乳杆菌(ATCC 393). 

Note: M: DNA marker; 1: L. acidophilus (ATCC 314); 2: L. acidophilus (NCDO 1748); 3: L. plantanum (ATCC 14917); 4: L. 
rhamnosus (ATCC 53103); 5: L. rhamnosus (ATCC9595); 6: L. paracasei subsp. paracasei (ATCC 25598); 7: L. delbrueckii subsp. 
lactis (ATCC 4797); 8: L. jensenii (ATCC 25258); 9: L. johnsonii (ATCC 33200); 10: L. gasseri (ATCC 19992); 11: L. salivarius 
(ATCC 11741); 12: L. gasseri (ATCC33323); 13: L. gasseri (NCDO 2233); 14: L. casei (ATCC 393). 
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图 5  限制性内切酶 Hae Ⅲ消化 4 种乳酸杆菌的 T-RFLP 图谱 

Fig. 5  T-RFLP profiles of 4 Lactobacilli digested by Hae Ⅲ 

 
同时, 我们也将这 14 株乳酸杆菌的混合菌液

做了 PCR 扩增和限制性酶切分析 , 同样进行

T-RFLP 检测, 得到混合样品的峰图。由表 2 可以

看出, 理论上 Hae Ⅲ和 HhaⅠ分别消化 14 株混合

乳酸杆菌都应该得到 5 个不同位置的峰。图 6 是

限制性内切酶 Hae Ⅲ消化 14 株混合乳酸杆菌的

T-RFLP 图谱, 一共有 5 个不同位置的峰。图 7 是

限制性内切酶 HhaⅠ消化 14 株混合乳酸杆菌的

T-RFLP 图谱, 一共有 3 个不同位置的峰, 其中加

氏乳杆菌和约氏乳杆菌被 HhaⅠ消化后的末端片

段长度均是 1 131 bp, 唾液乳杆菌被 HhaⅠ消化

后的的末端片段长度为 1 120 bp, 而 T-RFLP 检测

的区域范围是 30−700 bp 左右, 所以加氏乳杆菌、

约氏乳杆菌和唾液乳杆菌在图 7 上未被检测到。

从两张图可以看出嗜酸乳杆菌、德氏乳杆菌拥有

自己特殊的末端片段长度, 所以运用 T-RFLP 技

术能够快速、高效地判断微生态环境中是否含有

这两种菌, 并且从峰值的高度可以直观地得到菌

株的含量。以此为例, 本研究可使用 T-RFLP 技

术对微生物环境中绝大多数乳酸杆菌进行特异

性检测。此外, 从图 6 (Hae Ⅲ)来看, 植物乳杆菌

和鼠李糖乳杆菌拥有相等长度的 5′-末端限制片

段, 但从图 7 (HhaⅠ)可以看出植物乳杆菌和鼠

李糖乳杆菌的峰处于不同位置, 所以 Hae Ⅲ和

HhaⅠ的结合使用能更有效地区分乳酸杆菌属。

然而像副干酪乳杆菌和詹氏乳杆菌在被这两种

酶消化后拥有相同的末端片段长度, 在两个峰图

上都不能被区分开, 针对此点, 可以选择第 3 种

酶切末端片段不同的内切酶加入实验, 实现对乳

酸杆菌属更有效的区分和判断。 
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图 6 限制性内切酶 Hae Ⅲ消化 14 株混合乳酸杆菌的 T-RFLP 图谱 
Fig. 6  T-RFLP analysis of the mixture of 14 Lactobacillus strains gene (digested by Hae Ⅲ) 

 

 

图 7  限制性内切酶 HhaⅠ消化 14 株混合乳酸杆菌的 T-RFLP 图谱 
Fig. 7  T-RFLP analysis of the mixture of 14 Lactobacillus strains gene (digested by HhaⅠ) 
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3  讨论 

我们研究发现, LAB-rev 作为乳酸杆菌的属

特异性引物, 与 16S 通用引物 7f 配对能特异地

PCR 扩增嗜酸乳杆菌、鼠李糖乳杆菌等所有本实

验室保存的乳酸杆菌菌株, 但不能扩增双歧杆

菌、大肠杆菌等其它多种非乳酸杆菌的菌种, 说

明 7f/LAB-rev 对乳酸杆菌特异性强, 并适用于乳

酸杆菌的 T-RFLP 种群检测。荧光物质 FAM、

VIC、PET 和 NED 在与引物标记时不会影响 PCR

反应的特异性及灵敏度, 其中 FAM 能减少引物

二聚体的形成, 不会影响后续的酶切和 T-RFLP

检测。同时, 限制性内切酶 Hae Ⅲ和 HhaⅠ的组

合能有效地区分不同种的乳酸杆菌, 所以它们的

联合使用让乳酸杆菌的 T-RFLP 检测技术得到了

最好的优化, 并成功搭建了乳酸杆菌的 T-RFLP

分子生态学技术检测平台。 

综上所述, T-RFLP 技术能够直接高效地对微

生态制剂或肠道微生态中乳酸杆菌的种类进行

快速检测, 并且能直观地反映出这些乳酸杆菌数

量上的变化。因为乳酸杆菌是肠道主要益生菌之

一, 它可以分解糖产酸, 抑制肠道致病菌及腐败

菌的繁殖, 所以运用 T-RFLP 技术对乳酸杆菌的

快速实时定量检测在食品安全方面具有重要的

实用意义。我们可以运用此项 T-RFLP 技术搭建

分子生态学技术平台用于胃肠道微生物的研究, 

用于菌种鉴定、土壤和水环境生态群落对比分

析、功能性食品、乳酸饮料和药物对肠道微生态

的影响等领域。 
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误用英文小写 xs , 不用 SE。t 检验用英文小写 t。F 检验用英文大写 F。卡方检验用希文小写χ2。相关
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