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乳酸杆菌基因鉴定技术研究进展
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　　乳酸杆菌广泛分布于环境，是人体正常菌群，具有改善调

节肠道菌群、增强机体免疫功能、降低血清胆固醇水平以及抑

制肿瘤细胞形成等生理功能［１］，被广泛地应用于食品、医药及

化工等领域。如何对乳酸杆菌进行准确、规范地鉴定分类具有

重要的意义。由于乳酸菌形态易受培养条件的影响，而且生理

生化特征差异较小，故对于许多乳酸杆菌，仅凭形态、生理生化

特征等表型特征并不能准确地鉴定。目前对细菌的鉴定已深

入到基因型性状，一些新的分子标记技术相继被用于乳酸杆菌

的基因鉴定，如多位点序列分析（Ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ，

ＭＬＳＡ）、随机扩增多态性ＤＮＡ（Ｒａｎｄｏｍｌｙａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒ

ｐｈｉｃＤＮＡ，ＲＡＰＤ）、限制性片段长度多态性（Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇ

ｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＲＦＬＰ）、扩增片段长度多态性

（Ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）、变性梯度

凝胶电泳（Ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＤＧＧＥ）及温

度梯度凝胶电泳（Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，

ＴＧＧＥ）等。本文就乳酸杆菌基因鉴定技术的研究进展进行

综述。

１　１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析

１６ＳｒＲＮＡ基因序列有“细菌化石”之称
［２］，它揭示了物种

间内在的亲缘关系及其演化过程，目前已成为细菌鉴定的“金

标准”。１６ＳｒＲＮＡ基因序列全长约１５５０ｂｐ
［３］，相对分子质

量适中，其核苷酸序列具有高度保守性，同时在保守区之间存

在９～１０个可变区，可变区在不同科、属、种间存在一定的变

异，可通过比较不同细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因序列间的差异对

其进行分类鉴定，也可以计算出这些细菌之间的进化距离从而

构建系统进化树以进行系统发育分析。一般认为，１６ＳｒＲＮＡ

基因序列相似率大于９９％鉴定为同一个种，介于９５％～９９％

鉴定为同一个属。王宏梅等［４］利用１６ＳｒＲＮＡ序列分析成功

将５３株分离自发酵乳样中的乳酸杆菌鉴定至种的水平。由于

原核生物的１６ＳｒＲＮＡ基因序列具有高度保守性，故对于亲

缘关系较近的种或同一种内不同菌株间的鉴别分辨力有限。

２　１６～２３ＳｒＲＮＡ基因间隔区（Ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｓｐａｃｅｒｒｅｇｉｏｎ，ＩＳＲ）

序列分析

１６～２３ＳｒＲＮＡＩＳＲ位于１６ＳｒＲＮＡ基因与２３ＳｒＲＮＡ

基因之间，其进化速度是１６ＳｒＲＮＡ的１０倍，不同细菌的序

列长度和碱基差异较大，序列特征更丰富，更适于那些１６Ｓ

ｒＲＮＡ无法鉴别的相近种或同一种内的不同菌株之间的鉴

别［５］。Ｗａｔｅｒ等
［６］依据ＩＳＲ序列分析成功将干酪乳杆菌、类干

酪乳杆菌、鼠李糖乳杆菌及玉米乳杆菌区分开来。但无论是

１６ＳｒＲＮＡ序列还是ＩＳＲ序列分析，都不是在全基因组水平进

·４０５２· 国际检验医学杂志２０１４年９月第３５卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１８



行分析，只是针对基因组的一部分序列进行分析，因而具有一

定的局限性。

３　ＭＬＳＡ

ＭＬＳＡ技术通过对多个基因信息进行相互比较、综合分析，

可以得到一个比较全面可信的物种间的关系［７］。基于 ＭＬＳＡ

技术对乳酸杆菌进行鉴定一般选择编码蛋白的管家基因进行特

异性扩增，如编码 ＲＮＡ聚合酶α亚基（ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅａｌｐｈａ

ｓｕｂｕｎｉｔ，ｒｐｏＡ）的ｒｐｏＡ基因、编码苯丙氨酰ｔＲＮＡ合成酶α亚基

（ＰｈｅｎｙｌａｌａｎｙｌｔＲＮＡｓｙｎｔｈａｓｅａｌｐｈａｓｕｂｕｎｉｔ，ｐｈｅＳ）的ｐｈｅＳ基因、

编码翻译延伸因子Ｔｕ（ＴｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＴｕ，ｔｕｆ）的

ｔｕｆ基因、编码热休克蛋白６０（６０ｋＤａｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ，ｈｓｐ６０）

的ｈｓｐ６０基因、编码ｒｅｃＡ蛋白的ｒｅｃＡ基因
［８］以及编码ＡＴＰ合

成酶α亚基（ＡｌｐｈａｓｕｂｕｎｉｔｏｆＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅ，ａｔｐＡ）的ａｔｐＡ基因

等。这些基因较１６ＳｒＲＮＡ基因的鉴定分辨率高，更适于亲缘

关系较近的种或亚种之间的鉴定。通过分析代表９８个种和１７

个亚种的２０１株乳酸杆菌的ｐｈｅＳ及ｒｐｏＡ基因序列发现，ｐｈｅＳ

基因的种间差异大多超过１０％，种内差异大多超过３％；ｒｐｏＡ

基因的种间差异大多超过５％，种内差异大多超过２％
［９］。于洁

等［１０］通过对比分析２３４株采自不同地区的乳酸杆菌的ｈｓｐ６０、

ｐｈｅＳ及ｔｕｆ基因序列发现，对于亲缘关系较近的乳酸杆菌进行

鉴定分类时，ｈｓｐ６０、ｐｈｅＳ及ｔｕｆ基因的区分能力明显优于１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因序列。Ｖｅｎｔｕｒａ等
［１１］通过ＰＣＲ扩增ｔｕｆ基因的方法

成功将德氏乳杆菌德氏亚种、德氏乳杆菌保加利亚亚种、德氏乳

杆菌乳酸亚种、副乳酪乳杆菌副乳酪亚种、鼠李糖乳杆菌等１５

种乳酸杆菌进行了鉴别。虽然此项技术可以快速准确地在种、

亚种甚至菌株水平鉴定细菌，但扩增多个编码蛋白的管家基因

序列需要事先设计多对引物，设计策略较为复杂，且核酸数据库

中已注册的蛋白编码基因序列远没有１６ＳｒＲＮＡ基因丰富，部

分乳酸杆菌的蛋白编码基因至今尚未被收录，因而对于此项技

术的应用造成一定的限制。

４　多重ＰＣＲ

多重ＰＣＲ是在一个反应体系中同时加入多个特异性引物

以扩增多个目的片段的ＰＣＲ技术，具有高效、经济的特点，且

特异性及灵敏度均较高，适合大规模样本的分析与鉴定，目前

已成为乳酸杆菌分类鉴定的一项重要且成熟的研究手段。该

项技术的难点在于目的片段的选择、引物的设计、ＰＣＲ反应体

系和扩增条件的优化［１２］。

５　ＤＮＡ探针技术

ＤＮＡ探针技术又称核酸分子杂交技术，具有高度的灵敏

度和特异性，且不需要进行复杂的增菌培养及纯化过程，可直

接从生态学标本中检测细菌，在乳酸杆菌的鉴定方面有着广阔

的应用前景。ＤＮＡ探针技术的原理是将一段已知序列的多聚

核苷酸用同位素、生物素或荧光染料等标记后制成探针，与固

定在硝酸纤维素膜上的未知样品的ＤＮＡ或ＲＮＡ进行互补结

合，经放射自显影或其他检测手段就可以判定未知样品中是否

有互补的核酸分子存在，并可进一步判定其与已知序列的同源

性。有研究者应用此项技术将４８株乳酸杆菌成功地鉴定到种

的水平［１３］。

６　基因芯片技术

基因芯片又称ＤＮＡ微阵列，是指将大量特定序列的ＤＮＡ

片段（基因探针）密集、有序地固定于固相支持物上，构成一个

二维ＤＮＡ探针阵列，然后与标记的样品分子进行杂交，通过

检测每个探针分子的杂交信号强度进而获取样品分子的序列

和数量信息［１４］。由于此项技术可将大量探针固定于支持物

上，因而可同时对大量的核酸分子实现快速、高效、低成本的分

析和检测，可一次性快速检测多种乳酸杆菌，从而弥补了传统

核酸印迹杂交技术自动化程度低、步骤繁琐、效率低等不足。

Ｂａｅ等
［１５］成功地应用此项技术对韩国泡菜中的多种乳酸杆菌

进行了检测。

７　ＲＡＰＤ

ＲＡＰＤ技术的基本原理是应用长度为１０ｂｐ左右的非特

异性单引物，与待测细菌的基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ反应，引物

之间的区域得到扩增，ＰＣＲ产物经电泳后形成的多态性图谱

可作为细菌鉴定的依据。Ｓｃｈｉｌｌｉｎｇｅｒ等
［１６］成功应用此项技术

将从酸乳酪中分离出的２０株乳酸杆菌鉴定为嗜酸乳杆菌和干

酪乳杆菌。ＲＡＰＤ技术具有快速、简便、成本相对较低等优点，

在不知道待测菌株基因组任何序列信息的情况下就可对其进

行鉴定，缺点是重复性较差，很难在种以及亚种的水平上准确

鉴定，且需要相关的模式菌株作为参照。

８　ＲＦＬＰ和ＰＣＲＲＦＬＰ

ＲＦＬＰ是一种全基因组ＤＮＡ指纹技术，被广泛应用于乳

酸杆菌的分类及鉴定，可用于种内水平的鉴定。此项技术的基

本原理是利用特定的限制性内切酶识别并切割细菌基因组

ＤＮＡ，得到长度不一的ＤＮＡ片段，通过对这些片段的多态性

进行分析，从而达到鉴定的目的［１７］。Ｂｌａｉｏｔｔａ等
［１８］应用ＲＦＬＰ

技术将分离至乳酪和发酵腊肠的４３种乳酸杆菌鉴定至种的水

平。ＲＦＬＰ技术结果稳定，适用于大批量样品的鉴定分类，缺

点是步骤繁琐，酶的选择比较困难，且成本高昂。近年来，在

ＲＦＬＰ技术的基础上研发的ＰＣＲＲＦＬＰ技术被普遍的应用于

乳酸杆菌的分类鉴定中。该技术通过ＰＣＲ扩增细菌基因组

ＤＮＡ中的保守基因序列，再用特异的限制性内切酶对ＰＣＲ产

物进行酶切、电泳后进行分析。与单纯的 ＲＦＬＰ技术相比，

ＰＣＲＲＦＬＰ技术对ＤＮＡ样品质量要求较低，操作简单，成本

较低，具有较大的应用潜力。

９　ＡＦＬＰ

ＡＦＬＰ技术具有比ＲＡＰＤ和ＲＦＬＰ技术更大的优越性，近

些年来被广泛地应用于乳酸菌的分类鉴定。其原理是不同物

种基因组ＤＮＡ存在差异，先用限制性内切酶切割出一系列含

黏性末端的ＤＮＡ片段，然后将双链寡核苷酸接头连接到ＤＮＡ

片段的末端，接着用选择性引物对限制性片段进行ＰＣＲ扩增，

将获得的扩增片段通过琼脂糖凝胶或变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离检测，根据扩增片段的多态性来鉴定细菌［１９］。ＡＦＬＰ

技术的多态性强、分辨率高、重复性好，完全可以在种的水平甚

至亚种的水平对乳酸菌进行准确鉴定，但由于此项技术对标本

ＤＮＡ质量及操作人员素质要求较高，限制了其应用。

１０　ＤＧＧＥ／ＴＧＧＥ

ＤＧＧＥ是将待检的双链ＤＮＡ片段在线性变性剂梯度的

聚丙烯酰胺凝胶中电泳，随着电泳的进行，ＤＮＡ片段向高浓度

变性剂的方向迁移，当它到达其变性要求的最低浓度变性剂

处，双链ＤＮＡ形成部分解链状态，这就导致其迁移速率变慢，

停留在与其相应的不同变性剂梯度位置，染色后在凝胶上呈现

不同的条带，通过对电泳图谱进行分析便可对细菌进行鉴定。

由于不同碱基组成的ＤＮＡ双螺旋发生变性所要求的变性剂

浓度不同，故这种变性具有序列特异性，即使是长度相同但只
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有一个碱基构成差异的ＤＮＡ片段，也可以很理想地被区分开

来。ＴＧＧＥ与ＤＧＧＥ相似，只是由变性剂形成的梯度被温度

梯度所替代。此项技术能够提供群落中优势种类信息并同时

分析多个样品，可用于研究复杂微生物群落结构及微生物多样

性。Ａｎｕｋａｍ等
［２０］运用ＤＧＧＥ技术对２４１位健康女性阴道的

微生物群落进行了分析，结果表明惰性乳杆菌是优势菌株，同

时分离鉴定出的其他乳酸杆菌还有加氏乳杆菌、植物乳杆菌及

阴道乳杆菌等。

基于分子生物学技术的基因鉴定具有高效、准确、快速的

特点，已逐渐代替传统的表形特征鉴定方法成为乳酸杆菌鉴定

分类的主要手段，且各种新的技术手段还在不断地涌现，但每

种技术都有自己的优缺点，目前还没有任何一种分子生物学技

术可以单独胜任对乳酸杆菌的鉴定。发展和完善现有的核酸

分型技术，创建更新更完备的鉴定分类技术将是未来研究的重

点。只有根据鉴定目的和要求的不同，合理地选择适宜的技术

方法，并将表型特征鉴定方法和基因型特征鉴定方法有机地结

合起来，才会使乳酸杆菌的鉴定更为准确、便捷。
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　　肺癌是全球范围内发病率和病死率均较高的恶性肿瘤之

一，严重威胁人类健康。肺癌已成为男性恶性肿瘤中发病率占

第１位的肿瘤，在所有癌症致死病例中，２３％由肺癌引起
［１］。

肺癌的预后与诊断时的临床分期密切相关：０期肺癌患者术后

５年生存率可达９０％以上，Ⅰ期为６０％，Ⅱ～Ⅳ期患者则从

４０％ 下降至５％ 以下。肺癌早期多无特异临床症状，难以被
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