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摘要：【目的】为了探明发酵白菜体系中乳酸菌的多样性和优势乳酸菌。【方法】采用培养和非培养的 01.
(N/O 基因同源性分析发酵白菜卤中乳酸菌的多样性。【结果】从培养平板分离得到的 ", 株乳酸菌鉴定为

.$"#()$"&**/0 属和 .1/"(-(0#(" 属。通 过 对 003 个 01. (N/O 基 因 序 列 对 比 发 现 非 培 养 样 品 的 乳 酸 菌 为

.$"#()$"&**/ 属，213&("(""/0 属 .1/"(-(0#(" 属，41&001**$ 属。【结论】非培养样品的乳酸菌多样性较培养方法丰

富。两种方法分析的结果显示 .$"#()$"&**/0 5*$-#$’/6 为发酵白菜体系中优势乳酸菌之一。
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发酵蔬菜是将新鲜蔬菜用盐水和其它辅料在密

闭容器中泡制一段时间后形成的蔬菜制品。目前蔬

菜发酵以自然发酵为主要加工方法［0 % #］，蔬菜自然

发酵过程中不可避免地受到许多制约因素的影响，

如原料供应的限制、加工温度和容器的限制及操作

卫生的限制等，如有不慎，均有导致发酵异常和发酵

失败的危险。自然发酵所需发酵时间较长，且发酵

质量不稳定，不利于工厂化、规模化及标准化生产。

采用人工接种发酵能避免自然发酵的不足，并且是

实现发酵蔬菜工业化的较佳加工方法。目前人工接

种发酵蔬菜方法处于实验室研究阶段［#］。这种方法

不能广泛应用的缺点是不明确发酵蔬菜中微生物的

多样性及其所扮演的角色。

蔬菜发酵体系是独特的微生态环境。发酵蔬菜

中微生物多样性的研究大多使用培养技术。由于环

境微生物在营养培养基中可培养性太低［!］、不能被

分离纯化的缺陷严重地制约了对微生物多样性的深

入研究，因此人们试图通过非培养方法研究微生物

的多样性。据资料报道前人用分析细胞脂肪酸和碳

源利用［3 % 1］的方法对韩国泡菜中乳酸菌作系统分类

法的研究。然而，这些方法较为繁琐。

近来，利用分子的方法认识复杂体系中微生物

的多样性、微生物群落的研究显著增加，如象深层土

壤［G］、泥潭沼泽［$］、淤泥［"］微生物多样性的研究。这

些研究是直接从样品中提取 P/O，分析其 01. (N/O
基因序列同样性而揭示其物种的多样性系［0, % 0+］。

发酵食品的环境含有多种微生物，利用不受培养限

制的基于 01. (N/O 基因的 Q2N 的方法，可以分析食

品中微生物的多样性和动态变化，如像发酵玉米

团［0#］、麦芽威士酒［0!］、意大利香肠［03］、韩国泡菜［01］。

关于中国泡菜微生物多样性，用传统分离培养方法

研究的报道很多，但未见到用分子生物学方法研究



泡菜中微生物的多样性。

本研究利用培养和基于 !"# 扩增的 $%& ’#()
基因序列分析方法，调查并比较了自然发酵白菜样

品中乳酸菌的多样性。为人工接种发酵蔬菜加工方

法提供可靠的资料。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 实验材料：实验样品为袋装酸白菜（沈阳妙

味食品有限公司生产），购自北京家乐福超市。其中

的酸白菜卤的 *+ 为 ,-.%，氯化钠浓度 /-012。

!"!"# 主 要 仪 器 和 试 剂：!"# 仪 型 号：+34)56
75859:6。内切酶 !"#5 购自宝生物有限公司。氨

苄青霉素、感受态细胞［大肠杆菌（$%&’()*&’()*+ &,-*）
9;!$<］、细菌基因组 6() 提取试剂盒、琼脂糖凝胶

6() 回收试剂盒和 9=>?@AB’ 载体均购自北京天根生

化科技有限公司。!"# 引物由上海博亚生物技术公

司合成。

!"# 酸白菜卤中细菌总 $%& 的提取

取酸白菜卤水 C D7，用灭菌的滤纸过滤，用细

菌基因组 6() 提取试剂盒提取。

!"’ ()* 扩增酸白菜卤细菌的 !+, -*%& 基因

用提取的总 6() 为模板，以原核生物通用引物

EF和 $C/0# 为上下游引物扩增 $%& ’#() 基因，引

物 G6$（CH=)I)I999I)""9""9""9II"9")I=,H）和

’6$（CH=))II)II9I)9"")I""=,H）分别靶向大肠杆

菌 $%& ’#() 的 E=01 位和 $C/0=$C0C 位核苷酸以及与

革兰氏阳性菌相关的序列［$,］。!"# 反应在 !"# 仪

中进行。!"# 反应的循环条件为：.CJ C DKL；.CJ 0
DKL，/CJ ,< M，10J 0 DKL，,< 次循环；10J 1 DKL。

!"# 扩增产物为 $-C NO。

!". !+, -*%& 基因克隆文库的构建

!"# 扩增产物用琼脂糖凝胶 6() 回收试剂盒

回收，与 9=>?@AB’ 载体连接形成重组质粒，用重组质

粒转化感受态细胞（$ P &,-* 9;!$<），挑取阳性克隆

转化菌培养在含氨苄青霉素 C<!QRD7 的 74 培养基

中过夜，加 ,<2的甘油保藏在 S 1<J条件。

用下述两种方法确认阳性克隆转化菌是否含有

$-C NO S $%& ’#() 基因，（$）用 :@B#$ 内切酶消化从

阳性克隆菌提取质粒，用含 $-C2的琼脂糖凝胶电

泳分离消化后的质粒片段，如有 $-C NO 大小的片

段，则为 $%& ’#() 基因的阳性转化菌。（0）用 !"#
扩增法检测重组克隆菌中是否有 $%& ’#() 基因，以

质粒为模板，!"# 反应按 $-, 条件进行，分析 !"# 反

应产物用含 $-C2琼脂糖凝胶电泳法来检测。

!"/ !+, -*%& 基因序列的分析和测定

将阳性克隆的 $%& ’#() 基 因 片 段 用 内 切 酶

!"#5 切割，用 02的琼脂糖凝胶电泳方法检测切割

后的结果，对克隆菌作初步分析，此方法称为扩增性

核糖 体 6() 片 断 的 限 制 性 酶 切 分 析（)D*TKGK?U
’KOBMBDVT 6() ’?MA’K@AKBL VLVTWMKM，)#6#)）。并根据此

结果将克隆鉴定，从每种类型中选一代表克隆菌测

序，以此阳性菌的质粒为模板，通用 91R&!% 序列为

引物测定所有的序列反应。测序由上海生工生物工

程技术服务有限公司完成。

!"+ !+, -*%& 基因序列的鉴别和系统发育分析

测定代表阳性转化克隆 $%& ’#() 基因序列的

C<<O* 核 苷 酸，识 别 独 特 的 序 列 类 型。用 "+:"X
"+:8:#) 程序检测人工嵌合序列并剔除。将序列

相同的 $%& ’6() 克隆子定义为同一个操作分类单

位（;*?’VAKBLVT AVYBLBDK@ ZLKA，;9[）。不同的 ;9[ 序

列用 47)&9 程序在 I?L4VLN 中搜索相似序列，将相

关序列用 6()8)(（>?’MKBL/-<）进行比对，进行系

统发育分析。鉴别的序列提交于 I?L4VLN 库中，存

取号为 6\%/.<$0—6\%/.<$C，:F/0,.$$—:F/0,.$/
和 :F/0,.<E。

!"0 酸白菜卤中乳酸菌的分离和鉴定

乳酸菌的分离培养基为 8#&（U? 8VL，#BQBMV
VLU &]V’*?）培养基每升中加 $0 Q 琼脂、0CQ (V"T 和

0 Q纳他霉素。将酸白菜卤稀释不同的浓度涂布于

8#& 平板，在 ,<J培养箱中培养 10 ]。从不同稀释

度平板中随机挑取菌落转移到装有无菌 8#& 肉汤

培养基的 $< D7 试管中，进行种属鉴定之前将分离

的菌落在适宜的琼脂培养基上用连续划线方法纯

化。

从酸白菜卤中获得菌株 $<0 株，对其进行革兰

氏染色、过氧化氢酶反应和乳酸含量的测试，根据测

试结果选取乳酸菌。$<0 株菌株中，E 株过氧化氢酶

反应为阳性，/ 株革兰氏反应呈阴性。对余下的产

乳酸量多的 .< 株乳酸菌菌株作进一步鉴定。应用

)!5C<"+ 试剂条和 )!5C<"+7 培养基按照厂商的指

示说明，对分离的 .< 株菌株进行糖发酵反应，试验

结 果 由 )!57)4!7[&（ >?’MKBL,-,-,，4KB=8?’K?ZY，
F’VL@?）程序和标准分类法得出鉴定结果［$1 ］。

# 结果

#"! 用非培养方法分析酸白菜卤中乳酸菌多样性

采用 )#6#) 分析 $%<< 个转化菌 $%& ’#() 基

/E, !KLQD?K 3VL ?A VT P R.&/+ !*&),0*,-,1*&+ "*2*&+（0<<.）/.（,）



因的序列，有 !"# 个不同类型的酶切图谱（图 ! 为其

中一部分的酶切图谱），选取一代表克隆阳性菌，通

过测定基因序列反应得到 !!$ 个 !#% &’() 基因序

列，序列相似性对比后有 * 个 +,-，根据 * 个 +-, 的

!#% &’() 基因序列来判断酸白菜混合体系中乳酸

菌的多样性。利用 ./)%, 程序在 012.324 库中搜索

相似序列，基因序列相似性大于 567 的为相同的

种［!5］。利用 !#% &’() 基因克隆菌来分析酸白菜卤

体系的乳酸菌多样性，* 个 +-, 分析结果总结于表

!，!#% &’() 基因克隆子中 6"86*7 为 !"#$%&"#’(()*
属、*8697 为 +,-’%#%##)* 属、*8697 为 !,)#%.%*$%#
属、68*:7为 /,’**,((" 属。 !"#$%&"#’(()* 属中有植物

乳 杆 菌（ !"#$%&"#’(()* 0(".$"1)2 ）、 !"#$%&"#’(()*
"#’-’3"1’."1、戊 糖 乳 杆 菌（ !"#$%&"#’(()* 0,.$%*);）、

!"#$%&"#’(()* #)14"$)*、 !"#$%&"#’(()* 5"22,*’’。 其 中

!"#$%&"#’(()* 0(".$"1)2 在 总 克 隆 中 的 含 量 最 多，为

<!8<7。其 次 为 !"#$%&"#’(()* "#’-’3"1’."1（:"8"7）。

再 次 为 !"#$%&"#’(()* 0,.$%*);（ 58#7）、+,-’%#%##)*

（*867）、!,)#%.%*$%# 2,*,.$,1%’-,;（*867）、/,’**,(("
#%.3)*" （ 68*7）、 !"#$%&"#’(()* #)14"$)* （ $8:7），

!"#$%&"#’(()* 5"22,*’’（"8<7）在总的克隆菌数中所

占的比例少。用非培养方法研究发酵白菜体系中乳

酸菌有 " 个属，而乳酸杆菌属（ !"#$%&"#’(()*）是主要

种群，!"#$%&"#’(()* 0(".$"1)2 是数量上占优势的成员。

图 ! 克隆菌 !"# $%&’ 基因 ’(%(’ 分析的电泳图谱

=>?@! )’A’) BC DEB21; BC FG1 !#% &A()@ ! H :<：BC IEB21; BC FG1

!#% &A()@J：A() J3&41& @

表 ! !"# $(&’ 基因序列的分析结果

,3KE1 ! ’1;LEF; C&BM !#% &A() DEB21 ;1NL12D1; 323EO;1

+&?32>;M >P12F>C>1P (B@（7）BC B&?32>;M
>P12F>C>1P

IEB21 BC 012.324
3;;1;;>B2 (B@ 012.324 3DD1;;>B2 (B@ %>M>E3&>FO! Q7

!"#$%&"#’(()* "#’-’3"1’.", :*（:"8"） .!! AR#"59!: 568$ H 5*86
!"#$%&"#’(()* 0(".$"1)2 <#（<!8<） .!5 AR #"59!< 5*8! H 5589
+,-’%#%##)* *0 @ !9（*86） ." AR#"59!$ 5*89 H 558!
/,’**,((" #%.3)*" 5（68*） .<# AR#"59!" 5686 H 558:
!"#$%&"#’(()* 0,.$%*)* !!（58#） .!*5 S=":<5!< 5*8! H 5585
!"#$%&"#’(()* #)14"$)* #（$8:） .::$ S=":<5!" 5*8# H 5589
!,)#%.%*$%# 2,*,.$,1%’-,* !9（*86） .!!: S=":<5!! 5*86 H 558*
!"#$%&"#’(()* 5"22,*’’ $（"8<） .<" S=":<59* 5*8! H 5*85

!’32?1 BC !#% &’() ?121 ;1NL12D1 ;>M>E3&>FO T3EL1; K1FU112 V3BD3> DEB21; 32P FG1 FOV1 ;F&3>2;@

)*) 用培养方法分析发酵白菜卤乳酸菌的多样性

用 )WX 鉴定体系鉴定 59 株菌的结果见表 :，发

酵白菜卤中含有两个属，5686*7为 !"#$%&"#’(()* 属，

:8::7 为 !,)#%.%*$%# 属。 !"#$%&"#’(()* 属 中 有

!"#$%&"#’(()* 0(".$"1)2、!"#$%&"#’(()* +,.$%*)*、短乳杆

菌（ !"#$%&"#’(()* &1,4’*）、嗜 酸 乳 杆 菌（ !"#$%&"#’(()*
"#’-%05’()*）、发酵乳酸杆菌（!"#$%&"#’(()* 3,12,.$)2）。

其中 !"#$%&"#’(()* 0(".$"1)2 的含量最高，为分离总乳

酸 菌 的 <"8""7，其 次 是 !"#$%&"#’(()* 0,.$%*)* 和

!"#$%&"#’(()* &1,4’*， 分 别 为 <98997 和 :686*7，

!"#$%&"#’(()* 3,12,.$)2 （ :8::7）、 !,)#%.%*$%#
2,*,.$,1%’-,* （ :8::7）、 !"#$%&"#’(()* "#’-%05’()*

（<8<<7）的含量少。培养方法的研究结果说明乳

酸 杆 菌 是 发 酵 白 菜 体 系 中 主 要 菌 群，其 中

!"#$%&"#’(()* 0(".$"1)2 为优势菌株。

+ 讨论

本研究利用了不受培养限制的非培养方法———

即用 !#% &’() 基因克隆文库中独特阳性转化菌的

序列来分析发酵白菜样品中乳酸菌的多样性，发现

发酵白菜体系中的乳酸菌有四个属，乳酸杆菌是主

要菌属，!"#$%&"#’(()* 0(".$"1)2 是优势菌种，此方法

曾被 利 用 在 韩 国 泡 菜（4>MDG>）中 细 菌 群 落 的 研

究［!*］，发现 4>MDG> 中乳酸菌杆菌是处于弱势地位的

菌属，6,’**,((" 7%1,,.*’* 是优势菌种。研究结果不同

的原因是因两种发酵蔬菜的样品不同、加工工艺不

一样，而导致发酵白菜中微生物群落不一致。

用培养方法检测发酵白菜中乳酸菌多样性，得

到乳酸菌有 !"#$%&"#’(()*、和 !,)#%.%*$%# 两个属，乳

酸杆 菌 属（ !"#$%&"#’(()*）是 主 要 菌 属，!"#$%&"#’(()*

$*<燕平梅等：培养和非培养方法分析发酵白菜卤乳酸菌的多样性 @ Q微生物学报（:995）"5（<）



表 ! "#$%&’( 试剂分析结果

!"#$% & ’%"(%)* +,-. /012345 ,%"(%)*6

7-8,9% -+
9",#-)

!"# :
$%"&’"()*

!"# :
+,&’-.).

!"# :
/(,01.

!"# :
2,(*,&;
’)*

!"# :
"#13-;
$41%).

!,) :
*,.,&’,;
(-13,.

3 < < < < < <
=>? < @ < < < <
A’? < < < < < <
B/’/ < < < < < <
>/’/ @ @ @ < < @
’CD @ @ @ @ < @
BE?> < @ < < < @
>E?> < < < < < <
/BF < < < < < <
GBE < < < < < <
=/> @ @ @ @ < @
=>H @ @ @ @ @ @
I’H @ @ @ @ @ @
GJA @ @ @ @ @ @
7DA < @ < < < <
’5/ < < < < < <
BH> < < < < < <
CJF < < < < < <
G/J < @ < < @ <
7F’ < < < < < <
GBG @ < < < < @
GB= < @ @ < < @
J/= @ @ @ < < @
/G? < @ < < < @
/’D @ @ @ < < @
A74 @ @ @ < @ @
7/> @ @ @ < @ @
4A> @ @ @ < < @
G/> @ @ @ @ @ @
>/4 @ @ < @ @ @
GA> @ @ @ @ @ @
7/4 @ @ @ @ @ @
!’A @ < @ @ < @
CJH < < < < < <
G>K < @ @ < @ <
’/I @ < < @ @ @
/GB < < < < < <
=>?= < < < < < <
E>! < < < < < <
=AJ @ @ @ < < @
!H’ < < < < < @
>?E < < < < < <
!/= < < < < < <
BIH4 < < < < < <
>IH4 < < < < < <
B/’> < < < < < <
>/’> < < < < < <
=J! @ @ < @ < <
&L= < < < < < <
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O$")*",8. 是优势菌种的研究结果。非培养方法发

现发 酵 白 菜 体 系 中 有 !"#’-/"#1%%).、!,)#-&-.’-#、

+,31-#-##). .$ :、5,1..,%%" 四个属，用培养的方法未检

测到 +,31-#-##). .$ :、5,1..,%%" 两个属。非培养方法

检 测 到 的 !"#’-/"#1%%). "#1312"(1&"%、 !"#’-/"#1%%).
#)(0"’).、!"#’-/"#1%%). 4"**,.11，用培养的方法未检测

到，其中 !"#’-/"#1%%). "#1312"(1&", 在泡菜中是首次发

现 的 微 生 物。 据 P")9"))%Q* &332［ 1R］ 报 道，

!"#’-/"#1%%). "#1312"(1&", 是在比利时的酸面团中发现

的新菌种，此菌的 1S7 ,’J/ 基因序列和 !"#’-/"#1%%).
/(,01. 的非常相近，用糖发酵反应产物的不同来区别

两者。在本研究中 !"#’-/"#1%%). /(,01. 用培养方法分

离到，而用非培养方法未检测到。培养方法检测到

的 !"#’-/"#1%%). 2,(*,&’)*、!"#’-/"#1%%). "#13-$41%).、
!"#’-/"#1%%). /(,01.，用非培养方法未检测到，但以此

三种菌种的 BJ/ 为模板，使用和上述 04’ 法相同的

引物能扩增出相应的产物，此事实证明了基于 04’
技术的非培养方法是可行的。

培养方法和非培养方法检测同一种发酵白菜样

品，得到了不完全一致结果的原因如下：! 样品的

处理方法不同：培养方法中将发酵白菜卤稀释后涂

布于 G’7 平板，非培养方法是将发酵白菜卤过滤后

从中提取 BJ/ 作为扩增 1S7 ,’J/ 基因的模板；"
获得微生物鉴定的材料不同：培养方法是把涂布发

酵白菜卤的 G’7 平板通过培养后，从中挑取形态不

同的菌落经过纯化后鉴定其类型，非培养方法是通

过 04’ 技术获得 1S7 ,’J/ 基因克隆文库，从克隆菌

提取克隆的 1S7 ,’J/ 基因作为鉴定微生物的材料；

# 鉴定微生物的方法不同：培养方法鉴定微生物是

通过菌落形态，和一些生化反应的表型特征作出判

断的，非培养方法是通过测定 1S7 ,’J/ 基因的碱基

序列和 =%)D")T 库中已有的已知序列对比后而作出

鉴定结果的。由于培养方法和非培养方法的以上不

同，导致它们在检测微生物方面各有千秋。培养方

法对微生物的研究是通过在培养基培养、微生物识

别和描述，这些限制因素不可避免地会造成菌株的

富集和衰退，对研究结果造成较大的偏差［&3］。可能

在发酵蔬菜体系中存在的或含量很高的菌群在培养

基中无法培养或生长很差［&1］。而用培养分离法从

发酵蔬菜中分离出的菌株可能仅仅是由于培养基上

能大量被培养出来，从而被高估了它们的实际含量

和作用［&&］。非培养的方法可以真实反映特定环境

中微生物多样性，并且需要时间较少，但此种方法也

存在内在的弊端，核酸的选择性提取，1S7 ,BJ/ 的
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选择性扩增，和随机的 !"# $%&’ 连接和转化程序。

因此，环境体系中非常少的序列成功地克隆插入的

可能性是很低的。用培养方法分离鉴定的菌株可能

用此方法得不到。另外，由于非培养方法得不到菌

体，不利于微生物的形态、生理代谢等方面的研究和

应用。两种技术各有利弊，只有把两种方法有效结

合使用，才能更深入地揭示发酵蔬菜体系中乳酸菌

的多样性。

本研究用培养和基于 ()* 扩增 !"# $*&’ 基因

序列分析的非培养方法分析发酵白菜卤中乳酸菌的

多样性，两种方法鉴定结果一样的菌是 !"#$%&"#’(()*
+(",$"-).、 !"#$%&"#’(()* +/,$%*)+、 !/)#%,%*$%#
./*/,$/-%’0/*，!"#$%&"#’(()* +(",$"-). 为发酵白菜中优

势乳酸菌。据 +,-..［/0］和 (121$+34［/5］报道韩国泡菜

（6-78,-）、德 国 泡 菜（ +9:1$6$9:;）中 !"#$%&"#’(()*
+(",$"-). 是优势的菌种。在我们的实验中用培养

和非 培 养 的 两 种 方 法 发 现 了 大 量 的 !"#$%&"#’(()*
+(",$"-).!。+(",$"-). 是许多发酵蔬菜中的优势菌

群［/<］。发酵后期 ! = +(",$"-). 成为主要菌的原因是

此种菌能忍耐高酸性［/< > /"］。

在本研究中采用了基于 ()* 技术的非培养方

法和培养方法，得到不完全一样的结果，是由于两种

方法 本 身 存 在 不 足 造 成 的。 而 两 种 方 法 得 到

!"#$%&"#’(()* +(",$"-). 为含量最多乳酸菌的一致结

果。说明 !"#$%&"#’(()* +(",$"-). 是发酵白菜中优势

乳酸菌。可作为人工接种发酵蔬菜首选的发酵菌

种。
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