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摘  要：【背景】传统手工制作乳制品是塔吉克族农牧地区人们最喜爱的食品，蕴含着十分丰富的

乳酸菌资源，亟待开发利用。【目的】通过解析塔吉克族农牧地区传统自制乳制品中乳酸菌的多样

性和功能特性，为挖掘和保护其中的微生物资源提供保障，同时为评估传统奶酪的安全性提供理论

基础。【方法】采用高通量测序技术对自制乳制品中细菌 16S rRNA 基因的 V3−V4 可变区进行测序

分析，利用传统培养法从 MRS、Lee 氏和 M17 培养基中筛选出可培养疑似乳酸菌，经生理生化试验

及 16S rRNA 基因序列同源性分析技术对其进行属种鉴定，解析塔县地区传统乳制品中微生物的种

类及其基因功能信息。【结果】四份乳制品中共鉴定出 37 个细菌属 65 个细菌种，其中奶酪和酸奶

中的优势细菌属为 Lactobacillus 和 Streptococcus，优势乳酸菌种为瑞士乳杆菌，并且奶酪中含少许

致病菌。在此基础上，利用传统培养法从 MRS、M17 和 Lee 氏培养基筛选出 38 株可培养疑似乳酸

菌，经生理生化试验及 16S rRNA 基因序列同源性分析技术对其进行属种鉴定。38 株疑似乳酸菌分

别为 3 株枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、1 株芽孢杆菌(Bacillus luti)、1 株副炭疽杆菌(Bacillus 
paranthracis)、9 株副干酪乳杆菌(Lactobacillus paracasei)、3 株霍氏肠球菌(Enterococcus hormeachei)、
1 株溶血性葡萄球菌(Staphylococcus heamolyticus)、1 株肺炎克雷伯菌(Klebsiella pneumoniae)、10 株

假肠膜明串珠菌(Leuconostoc pseudomesenteroides)、2 株肠系膜明串珠菌(Leuconostoc mesenteroides)，
4 株植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)、1 株塞内加尔醋杆菌(Acetobacter senegalensis)、1 株乳肠

球菌(Enterococcus durans)和 1 株粪肠杆菌(Enterobacter faecalis)。其中明串珠菌属(Leuconostoc)为优

势菌属，其次为乳杆菌属(Lactobacillus)，归类为 7 个属 13 个种。在乳酸菌的属种鉴定上，传统培
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养法能够更准确地将乳酸菌鉴定到种水平。从 38 株乳酸菌中选取代表性的 11 株菌进行抑菌特性试

验，11 株菌对大肠杆菌(Escherichia coli)和枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)均有抑制作用。奶酪微生

物基因(clusters of orthologous groups of proteins COG)功能预测结果显示，奶酪中的微生物富含与氨

基酸转运和代谢有关的基因。将各个样品的微生物群落组成与功能组成进行比较，发现各个样品的

细菌群落组成虽存在明显差异，但其功能组成却具有高度相似性。【结论】以新疆塔县 4 个传统手

工乳品为研究对象，采用现代分子生物学技术和常规培养技术对 4 种传统手工乳品进行菌种鉴定，

发现其菌种组成、多样性均不高，并且有部分致病菌。这 2 种方法相结合能够更全面地了解奶酪中

的微生物菌群结构，为实现乳品的工业生产奠定理论基础，并保护了塔吉克牧民地区微生物中丰富

的资源。同时为评估乳酸菌安全性提供了理论基础。  
关键词：奶酪；微生物群落；传统培养；丰富度；功能预测  
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Abstract: [Background] Traditional handmade dairy products are the favorite food in Tajik 
agricultural and pastoral areas. They contain abundant lactic acid bacterial resources which need 
to be exploited and utilized. [Objective] By analyzing the diversity and functions of lactic acid 
bacteria in traditional homemade dairy products from Tajik agricultural and pastoral areas, we 
aim to aid in the exploration and protection of microbial resources and provide a theoretical basis 
for evaluating the safety of traditional dairy products. [Methods] The V3–V4 variable region of 
bacterial 16S rRNA gene was subjected to high-throughput sequencing. The culturable suspected 
lactic acid bacteria were screened by the conventional culture methods in the MRS, Lee’s, and 
M17 media and identified by physiological and biochemical tests and 16S rRNA gene sequence 
homology. Furthermore, the microbial species and gene function information in the dairy products 
in Tajik autonomous county of Taxkorgan were analyzed. [Results] There were 37 bacterial 
genera and 65 bacterial species in the 4 dairy samples, among which Lactobacillus and 
Streptococcus were the dominant bacterial genera in cheese and yogurt, and Lactobacillus 
helveticus was the dominant species. A small amount of pathogenic bacteria existed in the cheese 
samples. Moreover, 38 culturable suspected lactic acid bacterial strains were identified from 
MRS, M17, and Lee’s media, including 3 strains of Bacillus subtilis, 1 strain of B. luti, 1 strain of 
B. paranthracis, 9 strains of Lactobacillus paracasei, 3 strains of Enterococcus hormeachei, 1 
strain of Staphylococcus heamolyticus, 1 strain of Klebsiella pneumoniae, 10 strains of 
Leuconostoc pseudomesenteroides, 2 strains of Leuconostoc mesenteroides, 4 strains of 
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Lactobacillus plantarum, 1 strain of Acetobacter senegalensis, 1 strain of Enterococcus durans, 
and 1 strain of Enterobacter faecalis. Among them, the dominant genus was Leuconostoc, 
followed by Lactobacillus. The 38 strains were classified into 7 genera and 13 species. The results 
indicated that the conventional culture method can accurately identify lactic acid bacteria to the 
species level. Representative 11 strains of lactic acid bacteria were selected from 38 strains for 
antibacterial tests, and all 11 the strains had inhibitory effects on Escherichia coli and B. subtilis. 
The COG (clusters of orthologous groups of proteins) function prediction showed that the 
microorganisms in cheese carried rich genes involved in amino acid transport and metabolism. 
Although there were significant differences in the bacterial community composition between 
samples, their functions were highly similar. [Conclusion] The diversity of lactic acid bacteria in 
four traditional handmade dairy products in Tajik autonomous county of Taxkorgan, Xinjiang was 
studied by combining the molecular biological methods and the conventional culture method. The 
richness and diversity of lactic acid bacteria in the dairy products were low, and there were some 
pathogenic bacteria. The combination of the two methods in this study comprehensively revealed 
the microbial composition in the dairy products. The findings provided basic data for the 
industrial production and protection of the abundant microbial resources in this area and laid a 
foundation for evaluating the safety of lactic acid bacteria in traditional dairy products. 
Keywords: cheese; microbial community; conventional culture method; richness; functional prediction 

我国地域辽阔，是一个统一的多民族国家，

其饮食文化中蕴藏着丰富的民族风味，发酵乳制

品作为这类食品的典型代表，其主要由微生物自

然发酵各种动物乳而得到，产品的主要发酵产物

为乳酸[1]。我国部分地区居民早在 2 000 多年前

就有制作和食用发酵乳制品的习俗，加之气候环

境、地理因素及制作工艺的差异，使得传统发酵

乳制品中蕴藏的微生物多样性极为丰富[2-3]。位

于我国西北边疆的塔什库尔干塔吉克自治县有

着独特的地理位置、突出的资源优势、悠久的历

史和文化底蕴，具有独特的生态优势。这里的平

均海拔 4 000 m，地貌复杂，属于特有的青藏高

原气候，紫外线强烈，温度低(年均温度小于

5 ℃)，日间温度变化大(最近 10 年最大日间温度

变化可达 22 ℃)，氧气缺乏(年均氧气浓度只有

平原的 50%)，蕴含着丰富的微生物资源。 
现在世界上有很多种可供选择的乳制品，如

奶牛、水牛、山羊、绵羊和骆驼等的乳制品。根

据联合国粮食和农业组织的数据，2022 年，世

界乳制品产量为 9.3 亿 t，较 2021 年增加 0.6%，

其中，牛奶乳在乳制品总量中所占比例为

82.55%，水牛乳占 13.90%、山羊乳占 1.91%、

绵羊乳占 1.30%、骆驼乳占 0.34%[4]。牛奶以外

的其他奶统称为特奶，既有特殊的保健作用，又

有调节免疫系统、改善矿物质吸收的作用，所以

深受顾客喜爱，具有良好的发展潜力。 
奶酪具有很高的营养价值，但是在我国，奶

酪和黄油等高增值乳制品的消费量很小[5-6]，这

与奶酪的口感质量不佳有关 [7]。大量研究表明 
奶酪中存在着 3 种不同的菌群：乳杆菌[8-10]、酵

母[11]和霉菌[12-13]，而乳酸菌是提高乳制品风味的

关键。已有研究发现，酸奶中的乳酸菌在初始阶

段会生成一种能够加速乳酪凝固的酸[14]，并且

能够加速乳酪的成熟，改善乳酪的营养价值和香

味成分[15]。同时，它还具有改善干酪质构、气孔

形成和抑制病原菌等功能[16-17]。除乳酸菌外，奶
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酪中含有的其他细菌微生物群如丙酸杆菌、凝固

酶阴性葡萄球菌、哈夫尼菌及某些需氧放线菌等

也有助于奶酪风味和颜色的形成[18-19]。因此，对

传统奶酪中微生物多样性的研究将有助于保护

其中的微生物资源。 
高通量测序是一种新型的分子生物学手段，

可用于土壤、食品和动物肠道等环境中微生物的

多样性研究[20]，可实现对复杂或低丰度微生物

的全方位、跨物种的研究[21]，而传统培养法作

为微生物鉴定的经典方法，可将分离出的微生物

进行后续研究及应用。 

塔县传统奶酪属于牛乳自然发酵乳制品，其

中蕴含的微生物种类繁多，目前采用高通量测序

技术结合传统培养的方法研究奶酪中微生物多

样性的报道相对较少[22]，对塔县牧区手工奶酪

中微生物进行研究的报道更少。因此，本研究在

采用高通量测序技术对乳制品中细菌多样性进

行分析的基础上，结合传统培养法对乳制品中的

乳酸菌进行分离鉴定，并根据其 16S rRNA 基因

序列进行功能预测分析，旨在探明塔县地区传统

乳制品中微生物种类及其基因功能信息，为挖掘

和保护其中的微生物资源提供保障，同时为评估

传统奶酪的安全性提供理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

2023 年 1 月在塔什库尔干乡、达布达尔乡

的牧民家里收集了传统手工制作的酸奶及奶酪

样品，收集到一个食品盒子内用密封薄膜密封

后立刻装入装有冰袋的保温箱内，运送到化验

室并存放在−25 ℃的冷冻室里备用。样品信息

见表 1。大肠杆菌和枯草芽孢杆菌，南京乐诊

生物技术有限公司；乳酸链球菌素，北京索莱

宝科技有限公司。 

1.2  培养基  
MRS 固体培养基参考文献[23]配制，M17

培养基参考文献[24]配制，Lee 氏培养基参考文

献[25]配制。 

1.3  主要试剂和仪器 
细菌基因组 DNA 提取试剂盒和 PCR 试剂

盒，北京全式金生物技术有限公司；Soil and 

Stool DNA Kit，Qiagen 公司；凝胶回收试剂盒，

上海一研生物科技有限公司；Complete Genome 

of Aureobacteria DNA 提取试剂盒，北京启研生

物科技有限公司；2×Easy TaqTM PCR SuperMix，

北京索莱宝科技有限公司。光学显微镜，麦克奥

迪实业集团有限公司；生物显微镜，上海千欣仪

器有限公司；PCR 仪，Bio-Rad 公司；紫外分光

光度计，上海元析仪器有限公司。 

1.4  细菌多样性分析 
采用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取乳制

品样品总基因组 DNA，利用紫外分光光度计检

测 DNA 的浓度及纯度。采用引物 27F (5′-AGAG 

TTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 533R (5′-TTACCG 

 
表 1  样品信息 
Table 1  Sample information 
样品类型 
Type 

试验样品来源 
Source 

试验样品编号 
Experimental sample number 

采集样品编号 
Sample collection number 

酸奶 Yogurt 达布达尔乡 Dabudar Township DS 1 号样品 Sample 1 
 塔什库尔干乡 Tashkurgan Township WS 2 号样品 Sample 2 
奶酪 Cheese 达布达尔乡 Dabudar Township DN 3 号样品 Sample 3 
 塔什库尔干乡 Tashkurgan Township WN 4 号样品 Sample 4 
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CGGCTGCTGGCA C-3′)进行 PCR 扩增。PCR 反

应体系：5×FastPfu Buffer 4 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 
2 μL，上、下游引物(5 μmol/L)各 0.8 μL，Faustus 
Polymerase 0.4 μL，BSA 0.2 μL，模板 DNA    
10 μL，ddH₂O 补足 20 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 
3 min；95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，27 个

循环；72 ℃ 10 min。PCR 结束后用 1%琼脂糖凝

胶对 PCR 产物进行电泳检测。采用 Illumina 
MiSeq PE 300 型高通量测序仪对乳制品中微生

物菌群进行 16S rRNA 基因 V3–V4 可变区检测，

利用凝胶回收试剂盒对 PCR 产物进行切胶回收

和鉴定。 

1.5  乳酸菌多样性分析 
1.5.1  菌株的分离与纯化 

将采集到的样品置于无菌超净工作台中，使

用生理盐水将样品 10 倍倍比梯度稀释，分别选

10−3、10−4、10−5、10−6 和 10−7 这 5 个梯度的稀释

液 0.1 mL 均匀涂布在含有 2%碳酸钙的 MRS、
Lee 氏和 M17 固体培养基上，将涂布好的培养

基静置 20 min后倒置于 37 ℃培养箱中培养 48 h。
选择单个菌落分别进行简单染色或革兰氏染色。

用光学显微镜观察是否有明显溶钙圈进行筛选

细菌。 
1.5.2  16S rRNA 基因序列分析 

采用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取菌株

的 DNA 作为模板，采用细菌 16S rRNA 基因通用

引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和
1492R (5′-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3′) 进
行 PCR 扩增。PCR 反应体系(25 μL)：基因组模

板 DNA 2 μL，2×Easy TaqTM PCR SuperMix  
13.5 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，

ddH₂O 补足 25 μL。PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；
94 ℃ 1 min，55 ℃ 1 min，72 ℃ 90 s，30 个循

环；72 ℃ 5 min。PCR 结束后用 1%琼脂糖凝胶

电泳检测 16S rRNA 基因的扩增产物。利用

BioEdit 软件对细菌的 16S rRNA 基因序列进行

整理，并利用 BLAST 分析工具，将有效序列与

NCBI GenBank 数据库进行比较，找出相似性最

高的已知菌株序列，利用 MEGA 13.0 软件构建

系统发育树。 
1.5.3  抑菌特性测定 

将大肠杆菌和枯草芽孢杆菌转接至 LB 液

体培养基中进行活化，37 °C、200 r/min 振荡

培养 12 h。使用琼脂挖孔法研究待测菌对大肠

杆菌和枯草芽孢杆菌的抑制能力。将大肠杆菌

和枯草芽孢杆菌这 2 种指示菌的菌悬液 (约  
108 CFU/mL)以 1%的量接种在 LB 固体培养基

中，培养基温度控制在 60 ℃以下，在培养基未

完全凝固时加入指示菌，指示菌和培养基充分混

合后倒平板。待平板完全凝固后，轻轻打一个直

径为(9.00±0.01) mm 的圆形孔。以未接菌的 MRS
培养基(pH 7.0)作为空白对照，取 100 μL 加入含

有乳酸菌的培养液，并以乳酸链球菌素(nisin)
为阳性对照。将加入待测菌培养液的平板于

37 ℃恒温培养 24 h。培养完成后采用游标卡尺

测量、记录各菌株的透明圈直径，对其抑菌能

力进行分析。 

1.6  数据处理 
利用 SPSS 20.0 软件进行数据处理及统计分

析，并用 Origin 2019b 进行图像处理。 

2  结果与分析 
2.1  乳制品中细菌多样性分析 
2.1.1  细菌序列信息及 α 多样性指数 

所得到的奶酪样本序列信息及 α 多样性指

数见表 2。4 份乳制品样本共得到细菌的 16S 
rRNA 基因原始序列 561 955 个，经过质控筛选

后，获得的有效序列为 545 560 个。从菌群数量

来看，DN 样品的 Sobs 指数和 Chao1 指数最大，

说明其细菌数目最多，且与其他样品差异显著。 



 
麦日艳古·亚生 等 | 塔什库尔干地区传统手工乳制品中乳酸菌多样性及其功能分析 955 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

表 2  四份奶酪样品的序列信息及 α 多样性指数 
Table 2  Sequence information and alpha diversity values of 4 traditional dairy product samples 
Item DS DN WS WN 

Sobs index 9.00±1.00b 58.00±2.00a 16.67±0.58d 53.33±2.52c 

ACE index 25.45±11.94ab 67.64±3.69a 44.40±33.65b 55.21±2.15ab 

Chao1 index 12.83±4.33b 65.00±5.00a 24.03±7.21d 55.01±2.13c 

Simpson index 0.53±0.02a 0.12±0.01c 0.51±0.06a 0.31±0.01b 

Shannon index 0.70±0.03b 2.42±0.09a 0.84±0.08c 1.79±0.15c 

Coverage 0.999 9±0.000 0a 0.999 8±0.000 0b 0.999 9±0.000 1a 0.999 9±0.000 0a 

同列不同小写字母表示不同奶酪样品间差异显著，P<0.05 
Different lowercase letters in the same column indicate significant differences between different cheese samples, with P<0.05. 
 
达布达尔乡牧民家庭酸奶 DS 样品的 Sobs 指数和

Chao1 指数较小，其细菌数目较少。从种类上看，

DN 中的 Simpson 指数最低，而 Shannon 指数最

高，表明 DN 中的微生物多样性最高。样品 DS
的 Simpson 指数最大，Shannon 指数最小，说

明其细菌多样性最低。4 份样品的 Coverage 指

数均接近于 1，说明样品中的序列基本都被完

全测出，测序结果能够充分反映样品中的细菌

多样性[26]。 
2.1.2  细菌群落多样性分析 

在细菌属水平上(图 1A)，相对丰度排名前

三 的 细 菌 属 依 次 为 乳 杆 菌 属 (Lactobacillus, 
63.39%)、链球菌属(Streptococcus, 40.43%)和乳

球菌属(Lactococcus, 6.32%)，与张敏等[27]报道的

在牦牛酸奶样品中 11 个属的结果基本一致。本

研究奶酪样品中主要的优势菌属为乳球菌属，酸

奶样品中优势菌属为乳杆菌属。本研究中不同区

域样品组间细菌群落结构组成相似，仅组成比例

存在一定差异，乳杆菌属和链球菌属为优势菌

属，平均相对丰度值分别>61.82%和>11.88%。

Murugesan 等[28]利用高通量测序技术分析了墨

西哥奶酪中的细菌群落，结果发现链球菌属、乳

球菌属、乳杆菌属、气球菌属和魏塞拉菌属是主

要菌群，本研究与其相同之处在于奶酪中均存在

链球菌属和乳杆菌属，说明上述共同菌群是大

部分传统手工奶酪中的常见菌种。本研究未发

现气球菌属，说明由于制作手法及气候条件的

不同可能会导致乳制品中的微生物群落结构有

所差异。 
在细菌种水平上 (图 1B)，大部分都属于

unclassified (18.19%)，能准确鉴定到种的只有保

加利亚乳杆菌(Lactobacillus delbrueckii, 1.86%)、
嗜热链球菌(Streptococcus salivarius, 18.94%)和
副干酪乳杆菌(Lactobacilus paracasei, 0.46%)。
高通量测序结果显示样品中的优势乳酸菌种为

L. delbrueckii，且大部分存在于 WS 样品中，结

果表明，来自不同样本的优势种有较大差异[29]。

基于 16S rRNA 基因 V3−V4 区序列的 Illumina 
MiSeq PE300 结果在物种鉴定到种水平上具有

一定的局限性，不能鉴定大部分种类的病原菌，

这与陈泽斌等[30]的报道一致。 
2.1.3  不同样品细菌组成群落差异 

主坐标分析(principal co-ordinates analysis, 
PCoA)多应用于数据分析的方差分解层面上，主

坐标分析的一个重要作用是降低数据维数，简化

分析过程。当样品间的差异不大时，它们之间的

相似程度更大，从而在 PCoA 图表上反映出来的

相似性就会更小。 
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图 1  属水平(A)和种水平(B)的细菌群落组成 
Figure 1  Relative abundance of bacteria at genus levels (A) and species levels (B) from all diary samples. 

 

如图 2 所示，基于加权主坐标中第一主成分

的贡献率为 85.29%、第二主成分的贡献率为

9.94%。4 份样品尽管其原材料均为牛奶且制作

过程中也均未添加任何外源发酵剂，但由于其制作

工艺、生产温度及奶源本身微生物种类的差异[31]

等原因，4 份样品的细菌群落组成也会有所差异。 
由 PCoA 曲线(图 2)可知，来自同一地区的

样品大致趋向聚集在一个坐标区域范围，不同地

区的样品存在一定的差异。4 个样品中的菌群构

成大致可以划分为 2 种，其 WN 和 DN 样品处

于相同的区间，说明这 2 种样品中的菌群构成基

本相同。两个样本中均含有大量的 Lactococcus 
spp.，但在微生物群落结构及相对丰度上差异不

大。如图 2 所示，酸奶 DS、WS 样品的分布也

是集中在一起，说明这两个样品的细菌群落组成

差异不大，同时 WS、DS 样品中的优势菌群均

为 Lactobacillus spp.。其次，奶酪 WN、DN 样

品与 WS、DS 样品形成 2 个单独类群，不仅优

势菌群各不相同，而且菌群组成差异较大，因此

在图中各自形成了单独类群且距离较远。 
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图 2  基于加权 UniFrac 距离的不同样品 PCoA 图 
Figure 2  PCoA of different samples based on weighted UniFrac distance.  
 
2.2  乳酸菌多样性分析 
2.2.1  乳酸菌形态学观察 

为进一步分析乳制品中的菌种，对 4 份乳制

品样本采用不同培养基进行了培养。从 MRS、

Lee 氏和 M17 培养基中一共分离出 38 株疑似乳

酸菌，其中有 10 株球菌(29.4%)、28 株杆菌

(70.6%)。在 MRS 固体培养基上为乳白色或微黄

色，部分透明，边缘规则或齿状，圆形隆起或扁

平且大部分表面光滑(图 3)。根据革兰氏染色均

为阳性、过氧化氢酶试验为阴性和生理指标初步

确定为乳酸菌[32]。 

经观察发现，菌株WSM-3、WSL-16和WSL-11

等菌落均为乳白色、边缘整齐、较湿润，菌体

呈短杆状、半透明或不透明，革兰氏染色均为

阳性。菌株 WSL-11 菌落表面比较湿润，乳白

色，椭圆形。 
2.2.2  细菌 16S rRNA 基因序列分析 

将分离得到的 38 株菌展开了测序，所得序

列结果进行 BLAST 比对，选出相似性最高的菌

株序列展开分析，菌株 16S rRNA 基因序列电泳

结果见图 4。 
对 38 个菌株进行 16S rRNA 基因序列的

PCR 扩增，获得序列后，根据 GenBank 数据库

核苷酸序列比对结果进行菌株的鉴定[33](表 3)，
以序列相似性大于等于 98.7%为同种标准归类，

下载相似性最高的模式菌株序列，与测序序列利

用 MEGA 13.0 软件构建系统发育树(图 5)。结合

生理生化试验和系统发育树结果，将 38 株乳酸

菌归为 7 属 13 种，其中菌株 WSM17-3 等 3 株菌

为枯草芽孢杆菌；菌株 WSM-4 为芽孢杆菌；菌

株 DNM-1等 3株菌为干酪乳杆菌；菌株 DNM-12
等 3 株菌为肠系膜明串球菌；菌株 WSL-4 为肺

炎克雷伯菌；菌株 DNM-11 为溶血性葡萄球菌；

菌株 WSL-12、菌株 WSL-16 为肠系膜明串球

菌；菌株 WSM-3 等 10 株菌为明串珠菌；菌株

DNM-7 等 4 株菌为植物乳杆菌；菌株 DSM-11 
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图 3  乳酸菌显微染色和平板形态图   A、B、C 分别为乳酸菌显微观察图. D 为乳酸菌平板图 
Figure 3  Microscopic staining and plate morphology of lactic acid bacteria. A, B and C are microscopic 
observations of lactic acid bacteria, respectively. D is a plate graph of lactic acid bacteria. 
 

 

 
 

图 4  菌株 16S rRNA 基因序列电泳图  
Figure 4  Electrophoretic map of strain 16S rRNA gene sequence. M: DL2000 DNA Marker. 1: WSM17-4; 2: 
WSM-3; 3: WSL-11; 4: DNM-2; 5: DNM-8; 6: DNM-9; 7: DNM-10; 8: DNM-14; 9: DSM-1; 10: DSM-10; 11: 
WSM-6; 12: WSM-8. 

 
 

为塞内加尔醋杆菌；菌株 WSL-5 为乳肠球菌；

菌株 WSM-7 为粪肠杆菌；菌株 WSM17-4 为副

炭疽杆菌。 

2.2.3  不同地区分离的细菌信息统计 
本研究进一步对不同地区发酵乳中的细菌

丰富度和多样性进行了分析，结果见表 4。 

由表 4 可知，从塔县塔什库尔干乡乳制品中

分离纯化及鉴定到的细菌种类最多，塔县达布达

尔乡酸奶和奶酪中所含有的细菌种类丰富度比较

少。DSM-1 和 DNM-10 是达布达尔村的酸奶和奶
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酪，它们的优势菌群都属于假肠膜明串珠菌(L. 

pseudomesenteroides)。 

两个区域所获得的主要菌种存在差异，其中

塔什库尔干乡样本中发现了独特的乳杆菌，达布

达尔乡样本中发现了乳酸菌，且各区域样本中的

乳酸菌存在差异，这与奶酪原料、成熟程度、加

工方法和地理环境等因素有关[34]。 
2.2.4  菌株的抑菌活性 

从 38株菌中挑选代表不同种的 11菌株进行

抑菌试验，结果见图 6。 

 
 
表 3  38 株细菌分子生物学鉴定结果 
Table 3  Molecular biological identification results of 38 strains of spoilage bacteria 
属 
Genus 

种 
Species 

代表菌株编号 
Representative 
strain number 

相似性 
Similarity 
(%) 

GenBank 
登录号 
GenBank 
accession No. 

相似性最高菌株的

登录号 
Accession No. of the 
most similar strain 

菌株数 
Number of 
bacterial strains  

芽孢杆菌属 
Bacillus 

枯草芽孢杆菌 

Bacillus subtilis 
WSM17-3 99 OQ828445 NZ-CP101135.1 3 

芽孢杆菌 

Bacillus luti  
WSM-4 100 OQ828072 NZ-CP40336.1 1 

副炭疽杆菌 

Bacillus paranthracis 

WSM17-4 100 OQ828446 NZ-CP101135.1 1 

乳杆菌属 
Lactobacillus 

副干酪乳杆菌 

Lacticaseibacillus paracasei 
DNM-1 100 OQ828454 NC-022112.1 9 

植物乳杆菌 

Lactobacillus plantarum 

DNM-7 99 OQ828673 NZ-CP028221.1 4 

肠球菌属 
Enterococcus 

霍氏肠球菌 

Enterobacter hormaechei 
DNM-12 100 OQ828456 NZ-CP077392.1 3 

乳肠球菌 

Enterococcus durans 

WSL-5 100 OQ828671 NZ-CP022930.1 1 

粪肠杆菌 

Enterococcus faecalis 

WSM-7 100 OQ828674 NZ-KB944666.1 1 

克雷伯氏菌属 
klebsiella 

肺炎克雷伯菌 

Klebsiella pneumoniae 
WSL-4 100 OQ828074 NC-01684.5 1 

葡萄球菌属 
Staphylococcus 

溶血性葡萄球菌 

Staphylococcus heamolyticus 

DNM-11 100 OQ828455 NZ-CP033732.1 1 

明串珠菌属 
Leuconostoc 

肠系膜明串珠菌 

Leuconostoc mesenteroides 
WSL-12 100 OQ826836 NZ-CP028251.1 2 

假肠膜明串珠菌 

Leuconostoc 

pseudomesenteroides 

WSM-3 100 OQ826831 NZ-RIVNO1000037.1 10 

醋菌属 
Acetobacter 

塞内加尔醋杆菌 

Acetobacter senegalensis 
DSM-11 100 OQ828669 NZ-LN606600.1 1 
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图 5  奶酪细菌基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   分支数字是相对长度；0.02 表示进化距离 
Figure 5  Phylogenetic tree of cheese bacteria constructed based on 16S rRNA gene sequence. The branch 
numbers are the relative lengths; 0.02 represent evolutionary distance. 

 
据报道，乳酸菌的代谢产物在一定程度上可

以抑制致病菌的增长[35]。本试验选用的病原菌

分别是 Escherichia coli 和 Bacillus subtilis[36]。以

乳酸链球菌素对病原菌的抑菌浓度为测试标准，

分析并比较 11 种乳酸菌对病原菌的抑菌效果。

乳酸菌对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌抑菌效果如

图 7 和图 8 所示，随着乳酸菌培养上清液中代谢

物抑杀效果的增强，大肠杆菌和枯草芽孢杆菌在

孔周边的生长能力减弱，抑菌圈直径增大。结果

表明，11 株乳酸菌都能够抑制 2 种指示菌的生

长，尤其是对枯草芽孢杆菌的抑菌作用较强，抑

菌圈较为明显。经测量，对大肠杆菌抑菌圈直径

平均为 15.12 mm，对枯草芽孢杆菌的抑菌圈直

径平均是 19.07 mm，都具有较强的抑菌活性。

乳酸菌对致病菌的抑菌活性是衡量其功能性益

生性能的一个重要指标。如图 6 所示，11 株乳

酸菌都能抑制致病菌及非致病菌的生长，菌株

WSM17-4 和菌株 WSM-3 对大肠杆菌(E. coli)有 
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表 4  不同地区分离的细菌信息统计 
Table 4  Information statistics of bacteria isolated from different areas 
样品来源地 
Source of sample 

菌株编号/菌种名 
Strain number/Strain name 

合计菌株数 
Total number of bacterial 
strains 

塔县塔什库尔干乡瓦尔希

迭村牧民家庭酸奶和奶酪 
Yogurt and cheese for 
Herdsmen’s families in 
Walxidi Village, 
Tashkurgan Township, 
Taxkurgan County 

WSM-2 (Bacillus subtilis), WSM-3 (Leuconostoc pseudomesenteroides), 
WSM-4 (Bacillus luti), WSM-5 (B. subtilis), WSM-6 (Lactobacillus 
paracasei), WSM-7 (Enterococcus faecalis), WSM-8 (L. paracasei), 
WSL-2 (L. paracasei), WSL-4 (Klebsiella pneumoniae), WSL-5 
(Enterococcus durans), WSL-11 (L. pseudomesenteroides), WSL-12 
(Lactobacillus plantarum), WSL-16 (L. plantarum), WSM17-3 (B. 
subtilis), WSM17-4 (Bacillus paranthracis), WSM-11 (Staphylococcus 
heamolyticus), WNM-1 (L. paracasei), WNM-4 (L. paracasei), WNM-5 
(L. paracasei), WNM-6 (L. paracasei), WNM-8 (L. paracasei) 

21 (11 个种) 
21 (11 species) 

塔县达布达尔乡达布达尔

村牧民家庭酸奶和奶酪 
Yogurt and cheese for 
Herdsmen’s households in 
Dabudar Village, Dabudar 
Township, Taxkurgan 
County 

DSM-1 (L. pseudomesenteroides), DSM-4 (Enterobacter hormaechei), 
DSM-5 (E. hormaechei), DSM-8 (L. plantarum), DSM-9 (L. plantarum), 
DSM-10 (L. pseudomesenteroides), DSM-11 (Acetobacter senegalensis), 
DSM-13 (L. plantarum), DNM-1 (L. paracasei), DNM-2 (L. 
pseudomesenteroides), DNM-7 (L. plantarum), DNM-8 (L. paracasei), 
DNM-9 (L. pseudomesenteroides), DNM-10 (L. pseudomesenteroides), 
DNM-11 (S. heamolyticus), DNM-12 (E. hormaechei), DNM-14 (L. 
pseudomesenteroides) 

17 (6 个种) 
17 (6 species) 

 

 
图 6  乳酸菌菌株对指示菌的抑制能力 
Figure 6  Inhibition ability of lactic acid bacteria strains on indicator bacteria. 
 

 
 

图 7  乳酸菌发酵液对大肠杆菌的抑菌效果 
Figure 7  Antibacterial effect of lactic acid bacteria fermentation liquid on Escherichia coli. 
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图 8  乳酸菌发酵液对枯草芽孢杆菌的抑菌效果 
Figure 8  Antibacterial effect of lactic acid bacteria fermentation liquid on Bacillus subtilis.  
 
很强的抑制效果，抑菌圈与对照组相比较有显著

性差异。菌株 DSM-4 和菌株 WSM-2 对非致病

菌枯草芽孢杆菌(B. subtilis)的抑制作用最强。 
2.2.5  两种方法在属水平上分析细菌种类  

采用高通量测序与常规培养法结合的方法

对 4 种奶酪与酸奶中分离的乳酸菌进行对比研

究。经分析发现 2 种检测方法对乳酸菌物种的鉴

别有显著的差别(表 5)。 
在种水平上，高通量测序技术鉴定出 8 类乳

酸菌，传统培养法分离出 13 类乳酸菌，但测序 
 
表 5  两种方法在属水平上分析细菌种类 
Table 5  Two methods for analyzing bacterial species at the genus level 
种属 
Species 

高通量测序 
High throughput sequencing 

传统培养方法 
Traditional cultivation methods (proportion) 

Bacillus subtilis ‒ + 

Bacillus luti  ‒ + 

Lactobacillus paracasei + + 

Enterococcus hormaechei ‒ + 

Klebsiella pneumoniae ‒ + 

Staphylococcus heamolyticus ‒ + 

Leuconostoc mesenteroides + + 

Leuconostoc pseudomesenteroides ‒ + 

Lactobacillus plantarum ‒ + 

Acetobacter senegalensis + + 

Enterococcus durans ‒ + 

Enterobacter faecalis ‒ + 

Bacillus paranthracis ‒ + 

Lactobacillus delbrueckii + ‒ 

Streptococcus salivarius + ‒ 

Lactococcus vaffinolactis + ‒ 

Streptococcus parauberis + ‒ 

Lactobacillus helveticus + ‒ 
+：检测到该菌种；‒：未检测到该菌种 
+: The bacterial strain was detected; ‒: The strain was not detected. 
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法未能鉴定出 Bacillus subtilis、Enterococcus 
hormaechei 和 Leuconostoc pseudomesenteroides
等；传统培养法未分离出 Lactobacillus delbrueckii
及 Streptococcus parauberis 等。有以下几种可能

的原因：(1) 本研究的测序结果只呈现出了相对

丰度大于 2% (图 1B)的细菌属，而 Bacillus 
subtilis 在奶酪中的含量可能低于 2%。在种水平

上，传统培养法涂板能够鉴定出更多相对丰度低

的乳酸菌。(2) 有些菌种不易在本研究所用的 3 种

培养基上生长，无法被传统培养法鉴定出来，而

可以被 PCR 扩增并在高通量测序中被鉴定出来。 

2.3  样品微生物基因功能预测分析 
乳制品中的细菌类型可以调节奶酪在成熟

过程中的风味产生，并且与基因组编码的代谢多

样性直接相关[37]。基于(clusters of orthologous 
groups of proteins COG)数据库中的信息，将各

COG 的 说明 信 息和它 们 的功能 性 信息从

eggNOG 数据库中进行分析，得到的功能预测相

对丰度如图 9 所示。 
四份样品得到的 COG 功能预测信息组成基

本相同，但相对丰度差异比较明显。乳制品中相

对丰度较高的基因参与到未知功能和一般功能

这 2 个 COG 分类中，其余基因大多与 RNA 加

工和修饰、能量生产和转换、细胞周期控制、脂

质运输、复制转录、辅酶运输代谢和能量转换相

关，这和先前的发现[38]是一致的。因此，在奶

酪微生物基因组中，存在着许多与蛋白和糖代谢

有关的基因。如图 9 所示，奶酪含有较丰富的与

转录和能量转化有关的基因。尽管存在显著差

异，但 4 个样品(表 1)中的细菌种群构成明显不

同。如表 6 所示，在这些样本中，COG 存在着

明显的差别(P<0.05)，但是它们除了在相对丰度

上存在差异以外，在基因的功能上存在着类似的

共性[39-40]。 
 

 
 

图 9  乳制品微生物基因功能预测分析图 
Figure 9  Functional prediction analysis of microbial genes in dairy products. 
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表 6  各样品间的 COG 显著差异 
Table 6  Significant differences in COG between different products 
COG 功能预测信息 
COG function prediction information 

DS WS DN WN 

RNA 加工和修复 
RNA processing and modification 

1.00±0.816g 31.50±29.274be 959.00±416.560n 3 239.75±2 941.000g  

染色质结构与动力学 
Chromatin structure and dynamics 

1.75±0.957g 2.50±1.291e 126.66±60.077h 137.50±101.946g 

能源生产和转换 
Energy production and conversion 

366 846.75± 
244 585.604cdefg 

37 508.75± 
250 195 858bcde 

572 663.00± 
44 512.502k 

676 020.50± 
461 408.11abcdefg 

细胞周期控制、细胞分裂和染色
体分割 
Cell cycle control, cell division, 
and chromosome partitioning 

166 072.75± 
11 072.510fg 

166 109.50± 
110 737.018de 

181 180.33± 
4 831.027k 

140 968.75± 
94 334.271efg 

氨基酸运输和代谢 
Amino acid transport and metabolism 

913 996.00± 
60 731.749abcde 

874 360.50± 
583 495.50abc 

1 316 729.33± 
50 621.051bc 

1 167 786± 
784 375.742ab 

核苷酸转运和代谢 
Nucleotide transport and metabolism 

549 266.50± 
366 180.295bcdefg 

552 622.50± 
368 418.690bcde 

614 799.00± 
8 564.433h 

485 566.50± 
325 613.398bcdefg 

碳水化合物运输和代谢 
Carbohydrate transport and 
metabolism  

892 544.25± 
595 191.203abcde 

918 452.50± 
612 532.305abc 

1 352 326.33±527 
225.9430b 

1 116 147.50± 
761 897.506abc 

辅酶转运与代谢 
Coenzyme transport and metabolism  

237 156.25± 
158 178.140efg 

229 269.75± 
152 934.503cde 

416 784.00± 
21 609.711ij 

451 756.50± 
304 383.232bcdefg 

脂质运输和代谢 
Lipid transport and metabolism 

244 799.25± 
163 197.887efg 

247 622.00± 
165 085.205cde 

368 082.66± 
20 023.121j 

364 397.50± 
244 745.640cdefg 

翻译、核糖体结构与生物发生 
Translation, ribosomal structure 
and biogenesis  

1 023 844.25± 
682 566.246abcd 

1 016 555.00± 
677 713.198ab 

1 172 329.66± 
21 249.974d 

920 971.00± 
617 740.426abcde 

转录 
Transcription  

707 360.50± 
471 575.410abcdefg 

702 901.00± 
468 603.656abcd 

1 055 201.00± 
45 207.111e 

978 255.75± 
658 967.879abcd 

复制、重组和修复 
Replication, recombination and 
repair  

1 211 485.25± 
807 963.264ab 

1 251 619.50± 
834 843.096a 

1 129 533.00± 
34 450.001d 

1 097 198.50± 
733 908.809abc 

细胞壁/膜/包膜生物发生 
Cell wall/Membrane/Envelope 
biogenesis  

726 040.75± 
22 761.352fg 

722 700.50± 
481 796.663abcd 

856 987.66± 
37 976.622f 

857 244.75± 
577 917.367abcdef 

细胞运动 
Cell motility  

34 137.25± 
22 761.352fg 

32 968.50± 
21 985.336de 

58 748.66± 
17 106.483m 

98 032.00±69 761.816fg 

翻译后修饰、蛋白质周转和伴侣 
Posttranslational modification, 
protein turnover, and chaperones 

371 331± 
247 585.737cdefg 

363 729.50± 
242 529.176bcde 

456 751.33± 
21 246.447i 

442 134.00± 
297 572.963bcdefg 

无机离子运输和代谢 
Inorganic ion transport and 
metabolism 

611 610.50± 
407 805.654abcdefg 

598 519.50± 
399 098.931abcde 

794 462.66±46 
983.023g 

832 760.75± 
560 076.624abcdef 

次生代谢产物的生物合成、运输
和分解代谢 
Secondary metabolites biosynthesis, 
transport and catabolism  

55 129.25± 
36 743.510fg 

56 512.50± 
37 672.934de 

124 727.33± 
14 439.358l 

170 018.75± 
11 637.639efg 

    (待续) 
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    (续表 6) 
COG 功能预测信息 
COG function prediction information 

DS WS DN WN 

通用函数预测 
General function prediction only  

1 055 387.50± 
703 707.358abc 

1 030 937.25± 
687 469.286ab 

1 277 488.66±36 
633.822c 

110 534.75± 
741 556.085 5abc 

功能未知 
Function unknown  

1 240 001.50± 
826 675.638a 

125 072.25± 
833 831.985a 

1 479 848.33±50 
341.321a 

1 377 292.50± 
923 992.396a 

信号传导机制 
Signal transduction mechanisms  

340 741± 
227 345.722defg 

323 876.50± 
216 201.233cde 

455 613.66±31 
902.755i 

429 179.25± 
290 131.560bcdefg 

细胞内运输、分泌和囊泡运输 
Intracellular trafficking, secretion, 
and vesicular transport  

172 173.25± 
114 783.456fg 

169 237.00± 
112 827.767de 

200 809.33±17 
108.486 1k 

237 760.25± 
161 320.917defg 

防御机制 
Defense mechanisms 

364 200.750± 
242 828.170cdefg 

355 532.00± 
237 074.815bcde 

389 593.66±4 
788.929j 

272 173.00± 
183 168.953defg 

细胞外结构 
Extracellular structures  

5.750±11.500g 5.750±11.500e 1.00±1.000n 10±8.678g 

细胞骨架 
Cytoskeleton  

6.00±12.000g 6.00±12.00e 101.33±15.502n 24.48±22.691g 

不同小写字母表示在统计学上具有显著差异(P<0.05) 
Different lowercase letters indicate significant statistical differences (P<0.05). 
 

3  讨论与结论 
本研究应用 Illumina MiSeq高通量测序技术

和传统培养相结合的方法对塔县达布达尔乡和

塔什库尔干乡的 4 份酸奶和奶酪传统手工乳制

品中的乳酸菌进行了细菌多样性研究。结果显

示，奶酪中的细菌 Chao1 指数、OTU 数量均高

于酸奶样品，在 PCoA 中，奶酪样品分布分散且

样品之间间距也较大，这表明奶酪的微生物群落

多样性和总体相对丰度较高，但其组成成分并不

稳定，样品之间存在着较大的差异，这可能是由

于奶酪繁杂的制作过程以及发酵过程中微生物

自身的不稳定性和复杂性造成的。经检测，在属

水平上 4 种样品的优势菌群存在一定的差异，但

是乳杆菌属、链球菌属和葡萄球菌属等优势菌种

可以对蛋白质水解，对乳蛋白进行降解，对氨基

酸进行代谢，并产生挥发性风味物质，还可以对

奶酪制品的口感和香味的改善起到很大的作用。

因为酸奶和奶酪样本的加工方法不同，它们与外

界微生物的接触以及所保持的优势菌群数量也 

不同，这些不同的菌群就形成了各自不同的风

味[41-42]。开放性的发酵过程使其乳制品有十分独

特的风味并且保留乳酸菌丰富的微生物资源[43]。 
通过培养法从奶酪中分离出的细菌主要集

中在优势性较强的乳杆菌，在酸奶中优势细菌明

串珠菌属为主要优势菌。Jin 等[44]对自制干酪中

的菌群进行了研究，发现乳酪中的主要菌群以乳

球菌(51.46%)和链球菌(17.81%)为主，与我们前

期的研究结论不符，说明塔县手工乳制品中的菌

群结构比较复杂，其原因在于塔县手工业型乳制

品加工的生态系统比较复杂[45]，而且这些微生

物适宜生长在奶酪中。 
乳制品中涉及的乳杆菌种类包括乳杆菌属、

乳球菌属、链球菌属、双歧杆菌属、肠球菌属

Enterococcus、明串珠菌属、芽孢杆菌属和片球菌

属等。而我们前期筛选到的主要菌种是乳酸杆  
菌[46]等。而本研究中我们所分离出的优势种属为

乳杆菌属。李丹丹[47]对牦牛乳制品中的乳酸菌进

行分离鉴定，获得 27 株干酪乳杆菌、35 株植物乳

杆菌和 7 株鼠李糖乳杆菌。与本研究所分离鉴定
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出的 9 株干酪乳杆菌和 4 株植物乳杆菌菌株属种

相同。高海拔的特殊生产环境使得乳酸菌产酸能

力和耐低温发酵在进化上有一定特殊性和差异

性。 
本研究奶酪样品中除优势的乳酸菌属以外，

还存在一些肺炎致病菌(Klebsiella pneumoniae)，
以及感染机体后引起常见的皮肤、软组织化脓性

炎症性的致病菌(如 Staphyloccus hominis)；乳及

乳制品因其含有丰富的营养物质而成为理想的

细菌培养基，其中几种常见的食源致病菌如副溶

血性弧菌、空肠弯曲杆菌、金黄色葡萄球菌、单

核增生李斯特氏菌和阪崎肠杆菌等，对乳及乳制

品品质安全造成严重威胁[48]。导致乳品中细菌

感染的环节众多，由于原料奶自身含有大量的细

菌，在挤奶和贮运过程中容易形成源头的污染。

此外，添加剂的使用、生产环境和运输条件等也

会导致后续的细菌污染[49]。 
乳酸菌及益生菌的品质安全性评价极为重

要，随着食品研究的逐步深入，乳酸菌的产品安

全性评价将会日益趋于标准化。未来，人们将筛

选到更多的能使食品风味佳且健康益处明显的

乳酸菌菌株[50]。通过上述研究能够更好地解析

奶酪中的菌群结构，为实现塔吉克牧区的乳品工

业应用奠定理论和技术支撑。为乳酸菌的安全评

价奠定一定的理论依据。 
本研究发现，塔县传统发酵乳制品奶酪中微

生物群落多样性高于酸奶，该结论与其他相近研

究结果一致，这种差别很有可能与所处的环境和

生产方式有很大的关系，可能是因为奶酪中所含

有的营养物质比酸奶丰富得多，而且它的生境更

加稳定，更适合微生物的生长。本研究利用高通

量测序分析方法对塔县乳制品中的细菌结构和

多样性组成进行了全面分析，确定了优势菌株；

然后通过传统培养技术培养和分离了更多的乳

酸菌，最后对菌株进行功能研究，从而为乳酸菌

的开发和利用提供正确方向。 
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