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摘 要：以开菲尔（G.H+*）粒为材料，经过 IJ( 抽提和&"K *IJ( L% 区 MNO 扩增，扩增产物经变性梯度凝胶电泳

（IPP6）分离并切割电泳条带进行序列测定，并与现有的数据库进行了比较，对 G.H+* 粒的细菌多样性进行分析。结

果表明，IPP6 图谱中可检测到的 / 条带的 &"K *IJ( 基因序列中有 5 个基因序列与 P.<Q3<R 数据库登录的相关序

列的相似性大于 D/S，余下的 & 个基因序列的相似性也大于 D"S。相似性大于 D/S的 5 个克隆中，有 % 个属于鞘

氨醇杆菌属（!"#$%&’()*+,-$./），# 个属于乳杆菌属（0)*+’()*$11.2），其它 # 个分别属于肠杆菌属（3%+,-’()*+,-）和不动杆

菌属（4*$%,+’()*+,-）。首次报道了鞘氨醇杆菌作为优势菌群存在开菲尔 G.H+* 粒中。
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据报道认为，自然界中很多微生物不能用现有的培养方

法进行分离和鉴定或是不能培养［&，#］，这给微生物新种的发

现和分类鉴定以及生态多样性研究带来了很多的问题。近

年来，随着分子生物学的发展，给微生物的鉴定和新微生物

的发现带来了很大的契机。基于 &"K *IJ( 的分子生物学技

术促进了微生态研究的发展，特别是被称为 IJ( 指纹技术

的变性梯度凝胶电泳法（I.<3?9*+<8 8*3@+.<? 8., .,.?*:)=:*.U+U，
IPP6）能有效分析复杂微生物群落及其多样性且无须培养

微生物，而越来越受到重视。IPP6 基本原理是长度相同而

碱基组成不同的 IJ( 序列在不同变性条件（如尿素浓度）下

变性，在变性梯度凝胶上特定位置形成泳带。该技术自从

&DD% 年被 V9AW.* 等［%］首次用于分析土壤环境的微生物区系

以来，已迅速用于其它环境微生态的研究。大量的研究表明

IPP6 检测效率高，无需放射标记，快速易行，尤适用于描述

复杂生物群体。而且，通过选择性切胶、测序，可以监测微生

态标本中特异微生物的存在。

开菲尔粒是一种传统的酒精发酵乳饮料———开菲尔

（G.H+*）的发酵剂，可用于家庭或工业化的开菲尔生产。被誉

为“乳中之香槟”的 G.H+* 饮品对胃肠道疾病、便秘、代谢异常

疾病、高血压、贫血、心脏病、结核病、过敏症、肥胖症等均有

一定的疗效。因此对于开菲尔粒的研究虽然历经了 "$ 多

年，现在仍然有科研工作者在从事着开菲尔粒菌群的研究。

开菲尔粒是一个复杂的微生物共生体系，研究认为主要包括

乳酸菌、酵母菌等，但人们现在还不能根据从开菲尔粒中分

离出的酵母、细菌种类还原出人工开菲尔粒，说明开菲尔粒

中还存在至今人们没有分离到的细菌。本研究通过 MNOX

IPP6 以及&"K *IJ(序列分析相结合的技术途径，研究开菲

尔粒中菌群的结构和多样性，以期发现新的菌群。这对于研

究和开发利用开菲尔粒意义重大。

! 材料和方法

!,! 材料

!,!,! 开菲尔粒来源和培养基：开菲尔粒由光明乳业技术

中心保藏。培养基：市售超高温灭菌全脂牛奶。

!,!,- 主要仪器和试剂：YZ-(NYZ #$MO01#I 高速冷冻离心机；

[<+\.*U3, V9?3?+:< I.?.C?+:< KAU?.7：QZ]0O(I，IN:@.-V变性梯度

凝胶电泳仪；M6OOGZJ 6^V6O IJ( -=.*73, NAC,.* MNO 仪。

5)6 和 04 5)6 酶 -3G3O3 产品；@J-M 上海博亚生物技术有限

公司产品；- 载体试剂盒 M*:7.83 产品。

!,- 开菲尔粒的活化

开菲尔粒用无菌的生理盐水冲洗后，按照质量浓度为

1$8X^的比例接种到超高温灭菌的全脂牛奶中，在 #1_条件

下培养，每两天重复一次上述过程，连续一个月，保证活力和

菌群完全恢复。

!,. 开菲尔粒中总 %&’ 的提取

参照 Q:UU=3*@ 等［!］方法提取 R.H+* 粒中总 IJ(。

!,/ 细菌的!"# $%&’ 0. 区 123
根据细菌的&"K *IJ( L% 区两端的保守序列以及 MNO

产物用于 IPP6 分离需要其中的一条引物一端带有 PN 夹子

（PN C,37)），所以设计引物为 M&：1‘0NPNNNPNNPNPNPNPPN
PPPNPPPPNPPPPPN(NPPPPPPNN-(NPPP(PPN(PN(P0%‘，
M#：1‘0(--(NNPNPPN-PN-NN0%‘。以开菲尔粒样品总 IJ( 为



模板，分别利用 !"# 酶和 $% !"# 酶进行 !"#，!"# 反应条件：

$%& %’()；$%& *+,，-.& *+,，/0& 1’()，*+ 个循环；/0&
/’()。

!"# $%%& 分离

参照文献［*］的方法，变性胶（尿素和甲酰胺）梯度：*+2
34+2；电泳条件：电泳缓冲液为 1 5 678，4+&、-+9 电泳

*+’()，再 1-+9 电泳 0 3 *:。

!"’ 测序和分析

把 ;<<8 电泳后分离的每条带从胶上切割下来，回收

;=7 并以此为模板再进行 !"# 扩增，然后克隆到 6>载体上

进行测序。序列的同源性在 <?)@A)B 数据库中使用 @C7D6
工具进行比较（网址：EFFG：HHIIIJ )KL( J )M’J )(:J NOP）。每条序

列 与 其 @C7D6 获 得 的 0 条 相 似 性 较 高 的 序 列 应 用

"CQD67CR1J. 进行匹配比对，然后用 !ESCT! 多功能软件包

中的 D8U@VV6 、;=7WCX 软件构建进化树。

( 结果和分析

("! 不同 !"# $)* 聚合酶 +,- 对 $%%& 结果的影响

利用 !"# 对 X?Y(Z 粒14D Z;=7 9* 区扩增然后进行变性

梯度凝胶电泳（;<<8）分离，;<<8 分离结果如图 1。可以看

到，1 号泳道和 0 号泳道的条带完全相同，也就是说使用普

通的 !"# 酶和灵敏度较高的 $% !"# 酶获得了相同结果，说

明利用 !"# 方法研究 X?Y(Z 粒中细菌多样性具有稳定性和可

靠性。;<<8 每条泳道有 . 条清晰可见的条带，这意味着我

们研究的 X?Y(Z 粒中细菌种属的数量至少在 . 种以上；根据

条带清晰程度，认为 [0、[*、[% 和 [- 条带匹配的细菌应该

有较高的丰度，或者说这些菌是 X?Y(Z 粒中的优势菌群。为

了判别这些菌究竟属于那些种类，我们对不同的条带分别进

行切胶、再 !"#、克隆、测序和序列分析研究。

图 ! !’. /$)* 01 区段 +,-产物 $%%& 电泳图

\(NJ1 8@ ,FA()?] ;<<8 N?M ,:OI()N B?Y(Z NZA() LAKF?Z(AM GZOY(M?, OY 9*

Z?N(O)A’GM(Y(KAF(O) OY 14D Z;=7 L^ FIO B()], OY !"# ?)_^’?,J 1 J !ZOY(M?

OY !"# GZO]‘KF, ‘,()N OZ]()AZ^ !"# ?)_^’?；0 J !ZOY(M? OY !"# GZO]‘KF,

‘,()N $% !"# ?)_^’?J

("( $%%& 图谱中条带的序列分析

通过对 ;<<8 图谱中的条带进行序列分析发现（表 1）：

[1、[0 和 [* 条 带 对 应 的 细 菌14D Z;=7 9* 区 段 均 含 有

1.$LG，和 &’()*+,-"./01)"（鞘 氨 醇 杆 菌 属）相 似 性 在 $.2 3
1++2，说明这些菌是鞘氨醇杆菌可能性非常大；[%、[-、[4
条带 对 应 的 细 菌 14D Z;=7 9* 区 段 均 含 有 1$%LG，和

$"./,-".)2234（乳酸杆菌属）相似性在 $42 3 1++2之间；[/ 条

带对应的细菌14D Z;=7 9* 区段也含有 1$%LG，和 5*/01,-"./0
（肠 杆 菌 属）以 及 $0.201.)"（勒 克 氏 菌 属）相 似 性 为 $$2。

8I()N 等认为勒克氏菌属是成团肠杆菌的同种异名，并包括

在成团肠杆菌的生物群 * 中，因此就容易理解 [/ 条带序列

为什么会和肠杆菌属以及勒克氏菌属两个属的14D Z;=7 9*
区序列具有很高相似性。[. 条带对应的细菌14D Z;=7 9*
区段含有 1$-LG，和 %.)*0/,-"./01 6,(*4,*))（约氏不动杆菌属）相

似性为 $$2。

表 ! $%%& 各条带对应的细菌!’. /$)* 01 区测序结果

及其与 %234536 中参比序列的相似性

6ALM? 1 T]?)F(Y(KAF(O) L^ KMO)()N ,?a‘?)K? OY 9* YZAN’?)F, ?bK(,?]

YZO’ ;<<8 GAFF?Z) OY FOFAM ’(KZOL(AM KO’’‘)(F^ X?Y(Z NZA()

=OJ
9* YZAN’?)F,

HLG

"MO?,F ,?a‘?)K? Z?MAF(P?
（,G?K(?,）

(]?)F(Y(KAF(O)

H2

<?)@A)B

AKK?,,(O)

=OJ

[>1 1.$
&’()*+,-"./01)37 ,GJ

&’()*+,-"./01)37 8"0.)37

$$

$.

7\%0/141

7c%*.1/4

[>0 1.$
&’()*+,-"./01)37 ,GJ

&’()*+,-"./01)37 8"0.)37

1++

$.

7\%0/141

7c%*.1/4

[>* 1.$
&’()*+,-"./01)37 ,GJ

&’()*+,-"./01)37 8"0.)37

$$

$$

7\%0/141

7c%*.1/4

[>% 1$%
$"./,-".)2234 (0290/).34

$"./,-".)2234 ".):,’()234

1++

1++

7S*4$114

7S.-1/-$

[>- 1$%
$"./,-".)2234 ;08)1"*,8".)0*4

$"./,-".)2234 ;08)1+1"*37

1++

1++

7c-/-040

7c-/-/%0

[>4 1$%
$"./,-".)2234 ’2"*/"137

$"./,-".)2234 ’0*/,434

$4

$4

7S*.*4*1

7S*40%-.

[>/ 1$%
5*/01,-"./01 ,GJ

$0.201.)" ":0."1-,<=2"/"

$$

$$

7\*01+0+

7c0/4*$*

[>. 1$-
%.)*0/,-"./01 6,(*4,*))

%.)*0/,-"./01 6,(*4,*))

$$2

$$2

d$*%%+

7S14/.%1

("1 7289/ 粒中细菌的进化关系

测序获得的14D Z;=7序列上网进行 @C7D6 比对（:FFG：HH
IIIJ )KL( J )M’J )(:J NOP），每条序列与其 @C7D6 获得 0 条相似

性较高的序列应用 "CQD67CR1J . 进行 匹 配 比 对，然 后 用

!ESCT! 多功能软件包中的 D8U@VV6 、;=7WCX 软件，采取

最大近似方法构建进化树（图 0）。可以看出，[1、[0、[* 条

带对应的细菌14D Z;=7 9* 区序列在进化关系上属于同一类

群，并和 [/ 条带对应的细菌14D Z;=7 9* 区序列在进化关

系上具有较近的亲缘关系，[%、[-、[4 条带对应的 细 菌

14D Z;=7 9* 区序列在进化关系上具有较近的亲缘关系；[.
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条带对应的细菌!"# $%&’ () 区序列和上述其它 * 条带对应

的细菌!"# $%&’ () 区序列在进化关系上亲缘关系较远，属

于独立类群。

图 ! "#$%& 细菌’() &*+,序列以及数据库中参比序列构建的系

统发育树

+,-. / 01234-5657,8 $5397,46:1,;: 4< =9875$,93 !"# $%&’ :5>?5685: <$4@

715 A5<,$ 74 834:532 $53975B :5>?5685: <$4@ C56D96E. F15 7$55 G9:

846:7$?875B =2 ?:,6- %&’0’H# @5714B. #5>?5685: <$4@ 71,: :7?B2 9$5

,6 =43B<985 72;5. D447:7$9; I93?5: 4< J KKL（4< !MM ,75$97,46:）9$5

:14G6. F15 :8935 =9$ $5;$5:567: 465 :?=:7,7?7,46 <4$ 5I5$2 !M

6?83547,B5:.

- 讨论

传统的 A5<,$ 是由开菲尔粒（A5<,$ -$9,6:）作为发酵剂，以

牛乳、羊乳为原料经混合发酵而制得的一种含醇、酸及少量

NO/ 的乳饮料。在苏联和一些欧洲国家十分受欢迎。但是

现在已经没有人知道生产 A5<,$ 的发酵剂开菲尔粒是如何产

生的了，而且至今人们也无法在不使用原粒的情况下合成新

粒了，也不能令人信服地解释开菲尔粒的成粒机理［K］。具有

活力的开菲尔粒可悬浮于乳中，它可以生长分裂将其特性传

给下一代，以产生新的开菲尔粒。不同来源的开菲尔粒在某

些性质上存在着一些差异，但如控制条件进行培养，菌相会

变得很相似，这也表明开菲尔粒本身有极好的自我调节能

力，以适应变化的生长环境，这也是开菲尔粒在不能人工合

成的情况下却能流传至今的一个重要因素。

开菲尔粒作为一个复杂的小微生态环境，是一个大量的

细菌共生体系。研究认为在开菲尔粒基质上栖息着乳酸菌、

酵母菌等微生物。但把所分离的细菌和酵母等再混合在一

起并不能形成开菲尔粒，这可能和各菌种的比例不协调有

关，但这和开菲尔粒本身具有极好的自我调节能力是相矛盾

的。因此我们认为至今仍然不能人工合成开菲尔粒是因为

开菲尔粒中还有我们没有分离到的菌群存在。据报道认为，

自然界中很多微生物不能用现有的培养方法进行分离和鉴

定或是不能培养，原因是多方面，如共生关系细菌、不可培养

细菌以及没有找到相应的培养基等。在这里，我们采用分子

生物学的方法，即利用 0NHP%CCQ 以及!"# $%&’序列分析相

结合的技术途径，研究 A5<,$ 粒中细菌的多样性。结果，我们

在所研究的开菲尔粒中至少有 R 种细菌存在，包括鞘氨醇杆

菌属、乳酸杆菌属、肠杆菌属和约氏不动杆菌等。其中鞘氨

醇杆菌属存在开菲尔粒中为首次报道，并且根据 %CCQ 条带

的数目和亮度，我们认为鞘氨醇杆菌属在开菲尔粒中属于优

势菌群，不是污染带来的。肠杆菌属和约氏不动杆菌发现存

在于开菲尔粒中，但我们还不能判断是否为开菲尔粒必需菌

群，还需要采集多种开菲尔粒进行验证。在我们的研究中，

同样没有发现开菲尔粒中存在乳球菌、明串珠菌、以及醋酸

菌和肠球菌等菌群，这点和 H4:, 等［"］认为乳球菌、明串珠菌、

以及醋酸菌和肠球菌不是开菲尔粒中的菌群是一致的。

总之，我们利用 0NHS%CCQ 以及!"# $%&’序列分析相结

合的方法发现鞘氨醇杆菌属应该属于开菲尔粒的优势菌群，

鞘氨醇杆菌属在开菲尔粒成粒过程中，究竟起着什么作用，

值得进一步探讨。据 T,69@,64 等［*］报道，鞘氨醇杆菌属含有

细菌中罕见的神经酰胺和鞘脂类物质具有诱导哺乳动物细

胞调亡的作用，高宁国等［R］报道鞘氨醇杆菌具有产生肝素酶

的能力。因此在 A5<,$ 粒中发现鞘氨醇杆菌属对于生物资源

的开发以及 A5<,$ 功效机理的研究意义重大。同时该研究也

提示我们，应用类似的方法可以对开菲尔粒中的真核类酵母

进行系统研究。
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《现代生物化学与分子生物学仪器与设备》（生命科学实验指南系列）

雷东锋 编著；/012&!%$!%"*+3’!#；定价：3+)%% 元；出版时间：#%%’!%"
本书较为全面、系统地介绍了生物化学与分子生物学领域中基本和常用的实验仪器和设备。全书共分 + 篇 $* 章。内容

包括每种仪器设备的基本概念和原理、结构、使用、维护、故障排除及应用等，并力求反映这些仪器设备的最新进展，从实验手

段上论述了学科的研究工具和学科的发展。

本书可作为高等院校生物化学与生物学相关专业实验课程的辅助教材，也可作为相关实验室常备参考书，还可供相关学

科专业的教师和科研工作者参考。
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