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益生乳酸菌遗传稳定性研究进展
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摘要:益生乳酸菌因为与人类健康息息相关而日益备受关注。时至今日，益生乳酸菌衍生制品已发展成为时
尚养生领域的新宠儿。对于准备进入生产流通环节的益生乳酸菌，除需具有优异的益生特性，还应具有良好
的稳定性。本文拟从遗传稳定性的研究方法出发，结合其国内外的研究进展作一综述，旨在为同行提供一些
参考。
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乳酸菌(Lactic acid bacteria，LAB)是一群形态
代谢性能和生理学特征不完全相同的能发酵碳水化
合物产生乳酸的革兰氏阳性细菌总称，它的自然宿
主是人类、动物和植物。目前发现的乳酸菌在分类
学水平上可以划分为 43 个属，包括乳杆菌属和双歧
杆菌属的 210 余个种及亚种。其中，乳杆菌属是目
前多样性最为丰富并且容量最大的 1 个属，倘若按
照代谢产物类型划分，其成员可分别归属为专性同
型发酵、兼性异型发酵和专性异型发酵乳杆菌［1］。

益生菌是指通过摄入适当量从而对宿主产生有
益作用的活性微生物［2］。当前世界上流通使用的
知名益生菌大多为乳杆菌属和双歧杆菌属中的一些
菌 株，例 如: 嗜 酸 乳 杆 菌 NCFM ( Lactobacillus
acidophilus NCFM)、干酪乳杆菌 Shirota( Lactobacillus
casei Shirota )、植 物 乳 杆 菌 WCSF1 ( Lactobacillus
plantarum WCSF1)、鼠李糖乳杆菌 GG( Lactobacillus
rhamnosus GG )、双 歧 杆 菌 Bb12 ( Bifidobacterium

animalis subsp． lactis Bb12)等。益生菌对人体主要
具有免疫调节、调整肠道菌群、防止腹泻、降低粪便
中某些酶活性及抗突变抗癌的医疗保健作用［3］。
发展到今天，益生菌制品正逐步成为时尚养生领域
的宠儿。

通常益生菌都要经过严格的筛选，除需具备耐
酸、耐胆盐、粘附定植等基本特性之外还要经过动物
实验和人体临床实验的综合评价。此外，它们还应
具备有优良的遗传稳定性能［4］。从微生物应用的
角度来看，这也是菌株实现产业化生产的必备条件。
菌株在流通和使用过程中会出现衰退的现象，其中
最重要的是与原始菌株相比其生物学特性的变化，
如:原有形态变得不典型、生长速度变慢、抗不良环
境条件的性能减弱、营养物质代谢能力下降等，进而
在生产过程中表现为连续的低产和不稳定。因此，
有必要对益生菌的遗传稳定性进行深入研究，使其
保持原始菌株的生物学特征。本文从遗传稳定性研
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究方法出发，结合其国内外研究进展进行综述，旨在
为同行提供参考。

1 遗传稳定性的研究方法

对于遗传稳定性的有效评价一般可通过多种生
理生化测试和分子生物学实验技术的有机结合来实
现。目前，对乳酸菌遗传多样性进行检测的分子技
术手段主要包括:随机扩增多态性 DNA ( Random
Amplified Polymorphism DNA，RAPD)、限制性片段
长 度 多 态 性 ( Restriction Fragment Length
Polymorphism， RFLP )、变 性 梯 度 凝 胶 电 泳
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis，DGGE)、扩
增片 段 长 度 多 态 性 ( Amplified Fragment Length
Polymorphism，AFLP)等标记技术［5］。但总体来看，
这些分子生物学方法所得结果的稳定性容易受到实
验条件和环境的影响。随着越来越多的乳酸菌基因
组被破译，研究人员开始尝试着通过对一些看家基
因或者功能基因在不同个体间进行测序，即多位点
序列分型 (Multi Locus Sequence Typing，MLST) 方
法，从序列水平普查、鉴定突变位点。将这种方法应
用 于 Lactobacillus casei， Lactobacillus paracasei，
Lactobacillus delbrueckii 和 Lactobacillus
sanfranciscensis 显得卓有成效［6 － 9］，但所得数据的信
息量仍然十分有限，用于遗传稳定性的研究仍然不
太理想。

基于新一代测序技术的基因组重测序(Whole-
genome re-sequencing)方法是对已知基因组序列的
物种进行不同个体的基因组进行深度测序，并在此
基础上对个体或群体进行差异性分析［10］。这种技
术能够在全基因组水平上扫描并检测发现基因序列
变异和结构变异，以其低成本、耗时短和高通量的特
点正逐步发展成为研究遗传变异不可或缺的工具。
被用于与人复杂疾病相关联的常见、低频、甚至是罕
见的突变位点的检测及致病性机理的研究，为许多
研究学者采纳。将这种技术应用于微生物稳定性方
面的研究近期也取得了突破性进展［11］。以大肠杆
菌为例，关于这一物种的研究始于 20 世纪 80 年代
末，目前业已完成其在葡萄糖限制性培养基中连续
传代 40000 代稳定性的研究［12］。从研究结果来看，
将基因组重测序技术用于稳定性的定量研究可有效
解释不同世系菌群潜在的生理和遗传。重测序技术

诞生之前，Lenski 及其团队成员围绕大肠杆菌稳定
性已经开展了大量工作，包括对连续传代过程中菌
群生理动态变化规律的监测［13］。他们也曾成功将
基于连续传代的方法作为一种育种方法对基因敲除
核心代谢关键基因之后的突变株进行复壮［14］。然
而，无论如何努力都无法弥补因实验技术受限所带
来的缺憾，菌群在短期内的瞬时变化始终无法捕
获［15］。

综上所述，考虑到微生物的遗传变异来源丰富，
广泛分布在基因组范围内，无论是基因组的非编码
区还是编码区都有可能发生。以单个基因或者几个
基因为目标的分子生物学方法和手段很难对变异位
点进行精细定位，也很难对代谢网络调控体系的动
态变化做出令人满意的分析和解释。选用全基因组
重测序技术对益生乳酸菌的遗传稳定性进行研究无
疑对了解其变异形成的分子机制更具有实际指导意
义。

2 遗传稳定性研究进展

对于益生乳酸菌来讲，遗传稳定性因为直接影
响到对宿主健康的促进作用长期以来就是学界关注
的重要命题。欧盟委员会食品科学委员会 ( The
Scientific Committee on Food of the European
Commission，SCFEC)曾明确指出“只有经过培养和
分子生物学方法证明具有遗传稳定性的益生乳酸菌
才可用于婴幼儿类食品加工”［16］;更有学者认为，益
生乳酸菌在连续传代 12 个月之内，遗传信息不发生
任何改变才可被认为是稳定的［17］。在过去，一些国
际知名科研团队对益生乳酸菌的遗传稳定性从不同
的角度进行了研究。从已有的报道来看，益生乳酸
菌在使用过程中受到培养条件、传代次数、保藏方法
等的影响会出现衰退的表现［18 － 19］。这些证据似乎
同时指向一个不争的事实:任何菌株在推广进入新
的应用环节之前，都有必要重新再做适量评估。
2. 1 国外研究进展

早在 1983 年，Clements 等就对菌株益生特性的
稳定性进行了探讨，结果证明用同样方法制备的乳
杆菌在不同批次间对腹泻的疗效作用存在很大的差
异［20］。尽管当时发酵剂制备过程中的活菌数控制
能力还有待商榷，但这一结果足以引起研究者对于
遗传稳定性的重视。1991 年，Elo 等首先对长期用
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于生产的 Lactobacillus rhamnosus GG 菌株培养物与
原始菌株的黏附性进行了比较，最初发现源自不同
生产批次益生菌产品的菌株对于 Caco-2 细胞的粘
附性只有细微的变化。然而，他们在后续实验中却
发现该菌株培养物在 MRS 培养基保存 3. 5 年(每周
传代 1 次)后的黏附特性会显著下降，与他们之前
的结果形成了鲜明的对比［21］。

在另一项研究中，该小组成员将 1995 年和
1996 年 Lactobacillus acidophilus 的分离株在澳大利
亚、芬兰两个不同的实验室中同时进行了分析比较。
研究结果显示，不同分离株之间具有相同的糖代谢
能力和分子标记指纹图谱，但在对 Caco-2 细胞和黏
液的黏附特性方面却表现出较大的差异［22］，这与其
他研究者在对菌株耐酸性稳定性进行检测时观察到
的现象一致［23］。在对 Lactobacillus paracasei F19 进
行的研究中，Morelli 和 Campominosi 采用琼脂糖凝
胶的检测方法验证得出该菌株所含质粒在长期冻存
和发酵生产过程中具有良好的稳定性［24］。恰恰相
反，通过重新评估 15 个来自不同益生菌制品
Lactobacillus rhamnosus GG 分离株的益 生 特 性，
Grzeskowiak 等发现生产加工工艺和益生菌载体对
其稳定性都有不同程度的影响，不同分离株在抗菌
特性方面具有显著差异［25］。具体到其它表型特性，
如:耐酸、耐胆盐特性和遗传信息间的相关性还有待
于进一步深入考证。

新近的报道主要围绕基因组稳定性展开，由来
自欧洲和日本的不同科研团队发起。欧洲学者
Sybesma 等首先从 3 种不同的乳制品中分离得到
Lactobacillus rhamnosus GG，之后采用基因组重测序
的策略进行了比较基因组学研究［26］。结果显示，三
分之二的分离株在染色体基因组岛 LGGISL1 和
LGGISL2 中存在主要功能 DNA 片段缺失的现象。
其中 1 个分离株的 1 个删除片段由 34 个基因组成，
另一个删除片段包括 84 个基因侧翼由 2 个相同的
插入序列组成，具备典型复合转座子的特征。这些
缺失的片段中也包括编码鞭毛的基因簇，该基因簇
已被证明对于菌株在人体肠道内的粘附定植不可或
缺。为了加深了解 Lactobacillus rhamnosus GG 多样
性群体的分布情况，笔者采用荧光定量 PCR 进行了
定性分析。研究结果进一步证实，不同商业化益生
菌制品中得到的分离株也可观察到类似现象，存在
部分编码鞭毛基因缺失的基因型［26］。综合整体研

究 数 据，不 难 看 出 基 因 重 排 在 Lactobacillus
rhamnosus GG 稳定遗传的过程中扮演着非常重要的
角色，部分基因缺失的现象有时甚至会影响益生菌
表型生物学特征。益生菌制品往往是营养丰富的环
境，菌株在不同制品中所表现出的进化现象事实上
也是这一物种对该类生境适应机制的侧面体现。

在日本学者 Fukao 等开展的课题中，也可观察
到上述类似的生物学现象［27］。与保存 18 年之久的
Lactobacillus brevis KB290 备份菌株相比，当今经过
产业化流通的分离株基因组中只检测出为数不多的
突变位点。这些位点对于生物表型的影响几乎可以
忽略。通过深度测序 (数据覆盖率约为 1000 倍)，
他们共检测到 37 个微小变化位点，单核苷酸替换的
发生频率在 20% 到 58% 之间。这些位点中，有 30
个位于染色体基因组，7 个位于质粒基因组。在染
色体突变位点中，19 个非同义突变和 5 个同义突变
发生在蛋白质编码区，另有 6 个非同义突变出现在
非编码区;在质粒突变位点中，1 个非同义突变和 5
个同义突变发生在蛋白质编码区，另有 1 个出现在
非编码区。其它研究中，Morita 及其同事通过比较
基因组发现同一来源的不同 Lactobacillus reuteri 分
离株染色体基因组间相差 40 kb 的特异 DNA 区
域［28］。这些研究结果可以暗示我们菌株的遗传稳
定性具有菌种或者物种特异性，不同个体在适应流
通环境过程中发生突变的几率也许并不相同。在对
益生乳酸菌进行质量控制的环节中，仍然需要针对
特定的基因靶标设计动物或人体实验做更进一步的
生物学验证。
2. 2 国内研究进展

我国关于益生乳酸菌遗传稳定性的研究起步相
对较晚，近些年来相继开展了一小部分工作。2004
年，周朝晖等利用 RAPD 标记技术和高效液相色谱
指纹图谱对昂立植物乳杆菌连续传代 15 代以后的
稳定性进行了检测［29］。2005 年，刘衍芬等利用
RAPD 标记技术和聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( Sodium
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis，
SDS-PAGE)技术对直投式发酵剂中分离出的乳酸
菌传代次数和保存方法进行了探讨［30 － 31］，并证明
乳杆菌在传代过程中连续转管次数不同时基因组和
蛋白质均有变化。类似地，刘晓辉等于 2008 年研究
了乳酸菌 Q26菌株传代过程中转管不同次数时的形
态变化和蛋白差异，结果发现受试菌株在第 40 代时
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蛋白表达开始发生变化［32］。这些研究为揭示益生
乳酸菌传代过程中变异产生的分子机理奠定了非常
重要的基础，也用数据证明遗传稳定性在产业化生
产过程中不容忽视的地位。遗憾的是，因为实验之
初方法学发展的局限性对于影响益生乳酸菌生理表
型稳定性的内在因素和其变异形成机制的解释显得
相形见拙。这一问题也是制约益生乳酸菌遗传稳定
性研究成果应用的重要瓶颈。

借鉴前人的研究经验和实验方法，我们以经过
多年系统研究的益生菌 Lactobacillus plantarum P-8
和 Lactobacillus casei Zhang 为研究对象，对它们在不
同培养条件下长期连续传代过程中的遗传稳定进行
了系统评价。前期表型特性的初步评估数据显示
Lactobacillus plantarum P-8 在连续传代 1000 代过程
中，细胞镜下形态、生长周期末 OD 值、生长周期末
活菌数和菌种活力均无明显变化，侧面反映该菌株
具有良好的稳定性［33］。然而，后续的基因组重新测
序结果却也表明，菌株染色体在多个位点有单碱基
突变并且以非同义突变占主导地位。由此可以得出
以下结论:(1)基本生化特性的检测事实上并不足
以反应受试菌株的稳定性，特别是在遗传信息突变
位点与这些基本特性并无直接关联的情况下;(2)
生理表型或是蛋白表达的变化可能涉及到基因组序
列多个位点的变化，因此如果能够确定具体变化的
来源，也就可以利用 PCR 实验技术以突变热点区域
为靶标追踪发生变化的确切时间，在此基础上指导
后期传代培养方法的建立。重要的是，结合长期连
续传代过程中染色体的变异位点信息也可解析菌株
进化规律，进一步指导建立菌种的定期复壮策略。

3 存在的问题和展望

虽然已经广泛地认识了益生乳酸菌的遗传稳定
性，围绕这一主题的研究文献也很多，但所做工作整
体停留在生理生化水平，更多的是对菌株部分生理
特点和益生特性的观察和检测，对于表型变异的来
源和其复杂的形成机制则因为研究手段的局限性仍
知之甚少。到目前为止，国内尚无人真正从分子水
平对益生乳酸菌的遗传稳定性进行系统评价和解
析，仍然需要更为深入的探索。我们认为今后需要
重点解决的核心问题是如何将基因组学和分子生物
学研究技术，特别是遗传工程操作技术有机结合针

对益生乳酸菌稳定性关键靶标基因进行验证。源自
基因组学的丰富信息资源，需要做进一步的筛查，结
合行之有效的验证技术可以拓宽稳定性研究成果的
应用范围。通过该类研究，建立适合用于该益生乳
酸菌的传代培养方法，从而建立一套科学、完整的检
验益生乳酸菌传代过程中遗传稳定性的鉴定技术与
分析平台，可为我国益生乳酸菌和发酵剂的研究、开
发和利用奠定坚实的理论基础，更具有重要的实际
指导意义。
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Genetic stability of probiotic lactic acid bacteria -A review
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Abstract:Growing attention has been focused on probiotic lactic acid bacteria because of their important health-promoting
effects． Nowadays，probiotic-based products have become fashionable nutraceuticals of choice． Before a newly developed
probiotic-based product is to be introduced into the industry，it is important to ensure not only the desirable properties of
the probiotic strain but also a good genetic stability． This article firstly introduces the research methods for investigating
genetic stability，followed by summarizing the latest research progress in China and overseas．
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