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16S rDNA PCR-RFLP分析鉴定开菲尔发酵剂
中的乳酸菌

李 佳1，李 艳1,2，牟德华1,*
（1.河北科技大学生物科学与工程学院，河北 石家庄 050018；2.河北省发酵工程技术研究中心，河北 石家庄 050018）

摘  要：对传统乳制品开菲尔发酵剂通过菌种分离和纯化得到67 株乳酸菌，经过传统形态学分类区分成6 种形态

类型。在此基础上进行16S rDNA限制性片段长度多态性聚合酶链反应（polymerase chain reaction-restriction fragment 

length polymorphism，PCR-RFLP）分析法鉴定为4 种分子类型，分别为：乳明串株菌（L. lactis）、坚强肠球菌 

（E. durans）、意大利肠球菌（E. italicus）、嗜热链球菌（S. thermophilus）。其中坚强肠球菌菌数超过50%，占

所分离菌株的62.7%，为优势菌。
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Abstract: Lactic acid bacteria in kefir starter cultures were analyzed and identified to obtain strains with outstanding genetic 

traits and excellent fermentation characteristics. A total of 67 lactic acid bacteria strains were obtained directly from kefir 

starter cultures by isolation and streak plating. All of these stains could be divided into 6 different groups by conventional 

microbiological analysis. Then 4 genotypes were classified by RFLP analysis of the 16S rDNA region, including L. lactis,  
E. durans, E. italicus and S. thermophilus. E. durans was the dominant species accounting for 62.7% of all the isolates.
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开菲尔（Kefir）是一种发酵乳，起源于俄罗斯北高

加索地区，与普通酸奶不同，它是由数10 种乳酸菌及

酵母菌所形成的复合型发酵剂开菲尔粒发酵形成的复合

型发酵乳，是复杂微生物的共生体[1-2]。开菲尔能改善消

化机能，提高钙的利用率，对肠道疾病、高血压、心脏

病、脑血栓、心肌梗塞等有预防和缓解作用[3-4]。开菲尔

发酵剂包括开菲尔粒和开菲尔发酵液。农牧民长期把牛

奶装在羊皮口袋内，经过自然发酵而形成不规则的乳白

色或浅黄色颗粒状物，称为开菲尔粒[5]，开菲尔发酵液

是利用开菲尔粒在牛奶中生长而获得的发酵液。开菲尔

发酵剂中含有多种益生微生物，包括多种乳酸菌和酵母

菌。在发酵乳制品的生产过程中，只能使用增殖后的牛

奶作为新的发酵剂，这种传统的传代方式使开菲尔发酵

剂极不稳定，容易造成杂菌的污染[6]，限制了传统开菲尔

发酵乳制品的工业化生产，以及新型动物性和植物性发

酵乳产品的开发。因此筛选优良性能的乳酸菌，并开发

研制具有自主知识产权的发酵剂，对我国发酵乳制品工

业的发展有重要意义。

目前，乳酸菌的分子鉴定广泛采用16S rDNA 限制

性内切酶片段长度多态性（restriction fragment length 

polymorphism，RFLP）分析技术[7-8]，或与其他鉴定技术

结合进行乳酸菌鉴定。16S rDNA具有保守性和高变性，

RFLP技术是用不同的限制性内切酶对细胞基因组DNA进

行酶切，然后进行电泳分析用于对比不同基因组件的核

苷酸差异。16S rDNA聚合酶链式反应（polymerase chain 

reaction，PCR）技术与RFLP技术结合，可以把乳酸菌鉴

定到种水平[9]。本研究从开菲尔粒和开菲尔发酵液中分

离筛选乳酸菌，并进行传统的形态分类和分子生物学鉴

定，为筛选具有优良性状的乳酸菌，并进一步开发新型

动物性和植物性原料发酵乳奠定基础。
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1 材料与方法

1.1 材料与培养基

开菲尔粒和开菲尔发酵液均取自内蒙古自治区牧区

的牧民家中，共计414 个样品。

MRS培养基[10]：蛋白胨10 g/L、牛肉膏10 g/L、葡萄

糖20 g/L、碳酸钙10 g/L、酵母浸粉5 g/L、柠檬酸氢二胺

2 g/L、乙酸钠2 g/L、磷酸氢二钾2 g/L、硫酸镁0.58 g/L、 

硫酸锰0 .25  g / L、吐温 - 80  1  mL/L、琼脂18  g /L。

pH 6.2～6.6，121 ℃灭菌20 min。

1.2 试剂与设备

引物27F（5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’），

1495R（5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’）[11] 

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成；HaeⅢ，

HinfⅠ，HhaⅠ限制性内切酶、DNA Marker 上海生工

生物工程技术服务有限公司。

PCR仪、凝胶成像分析仪 美国Bio-Rad公司；琼

脂糖水平电泳仪 北京市六一仪器厂。

1.3 方法

1.3.1 乳酸菌的分离

取1 g开菲尔粒研磨，加入10 mL无菌水溶解，摇匀

进行10 倍梯度稀释，选择3 个适宜的稀释度，取0.2 mL稀

释液于MRS培养基，37 ℃培养48 h，从平板上挑取乳酸

菌，再在相同的培养基上进行划线纯培养取得单菌落[12]， 

保藏。

1.3.2 乳酸菌的形态聚类

将分离得到的乳酸菌进行复筛，接种在MRS培养基

上，37 ℃培养4 d，观察乳酸菌的菌落颜色、形态、边缘

是否平整、表面的光滑程度等菌落特征。同时进行过氧

化氢实验、革兰氏染色和显微镜观察，并记录细胞的显

微形态，以此对乳酸菌进行初步的形态聚类和保藏。

1.3.3 乳酸菌的分子鉴定

乳酸菌的分子鉴定采用16S rDNA PCR-RFLP序

列分析法。将初步形态聚类的乳酸菌每种形态分别随

机选取一株进行分子鉴定，十六烷基三甲基溴化胺

（cetyltrimethylammonium bromide，CTAB）法[13-14]提取

乳酸菌DNA，PCR扩增采用通用引物，正向引物为27F：

5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’；反向引物为

1495R：5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’。
PCR反应体系包括：双蒸水34.6 μL，10×Buffer 

10 μL，10 mmol/L dNTP 1 μL，10 μmol/L的正向引物

2 μL，10 μmol/L的反向引物2 μL，DNA模板2 μL，5 U/μL  
Taq酶0.4 μL，反应总体积为50 μL。

PCR反应程序[15]：94 ℃ 预变性 5 min，变性 1 min，

58 ℃ 退火 1 min，72 ℃ 延伸 2 min，共30 个循环，72 ℃

最后延伸10 min。将得到的PCR产物用2%的琼脂糖凝胶

进行电泳，电泳条件为：电压90 V，时间50 min，溴化

乙锭（ethidium bromide，EB）染色20 min，凝胶成像分

析仪进行观察并摄影。

PCR扩增产物进行限制性酶切分析（20 μL）：双

蒸水7 μL，5×Buffer 2 μL，PCR扩增产物10 μL，分别

用0.5 U/μL HhaⅠ、HinfⅠ、HaeⅢ 内切酶[16]1 μL进行酶

切。酶切条件均为：37 ℃水浴2.5 h，取出，酶切产物用

2%琼脂糖凝胶进行电泳，酶切产物加样量8 μL与1 μL的

10×Loading Buffer混匀后加样，加入5 μL的Marker为对

照，电泳电压90 V，时间50 min。EB染色20 min，凝胶

成像分析仪下进行观察并摄影。

2 结果与分析

2.1 乳酸菌的分离与形态聚类

开菲尔发酵剂经MRS培养基的分离纯化共得到67 株

乳酸菌，均为过氧化氢实验阴性、革兰氏染色阳性的菌

株。根据菌落颜色和形态特征，结合显微镜下细胞的形

态共分为6 种类型，结果见表1。

表 1 MRS培养基上分离乳酸菌的菌落形态及数量和比例

Table 1 Morphological characteristics, proportion and number of 

lactic acid bacteria on MRS

形态编号 菌落形态 分离菌数/株 所占比例/%

1 中间深红，边缘浅红不规则，菌落扁平 12 17.9

2 表面光滑，淡粉色，边缘光滑整齐 42 62.7

3 表面光滑、湿润，玫红色，边缘光滑 7 10.4

4 中间玫红，边缘粉色，菌体干燥、扁平 3 4.5

5 中间深红，边缘乳白色，菌落光滑、湿润 1 1.5

6 粉红色菌落，表面干燥，边缘整齐 2 3.0

不同种类的乳酸菌生长在MRS培养基上，其菌落颜

色、形态、大小等都有所不同，结合菌落形态和细胞的

显微形态可进行乳酸菌的判断和区分。由表1可知，形态

2的乳酸菌在开菲尔发酵剂样品中数量最多，占所分离乳

酸菌的62.7%，超过50%，为优势菌群，其菌落形态和细

胞显微形态如图1所示。

a b

图 1 优势乳酸菌的菌落（a）以及细胞显微（b）形态（40×）

Fig.1 Morphology of the predominant lactic acid bacteria colonies (a) 

and cells (b) (40×)
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2.2 乳酸菌的16S rDNA PCR-RFLP序列分析

乳酸菌的16S rRNA约含有1 540 个碱基，结构既具

有保守性，又具有高变性，16S rDNA是编码核糖体RNA

对应的DNA序列，其原理是从乳酸菌中通过克隆测序或

酶切探针杂交获得16S rDNA序列信息，可作为鉴定乳酸

菌的分类依据[17-19]。本研究在对分离得到的乳酸菌进行菌

落及显微形态区分的基础上，分别从每种形态类型中随

机选择1 株乳酸菌进行16S rDNA PCR-RFLP序列分析，

6 种形态乳酸菌的PCR扩增产物电泳结果见图2。同时使

用HaeⅢ、HinfⅠ和HhaⅠ内切酶对PCR扩增产物进行酶

切分析，酶切电泳结果见图3。

M
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100 bp

1 2 3 4 5 6

M. 100 bp DNA Marker；泳道1～6依次为6 种形态乳酸菌的类型。

图 2 PCR扩增产物电泳图谱

Fig.2 Electrophoretogram of PCR-amplified products of 16S rDNA
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M. 100 bp DNA Marker；泳道1～6、7～12、13～18

依次为内切酶HhaⅠ、HinfⅠ、HaeⅢ的酶切结果。

图 3 PCR产物的3 种限制性内切酶酶切分析图谱

Fig.3 Restriction analysis pattern of PCR-amplified products of 16S rDNA

由图2可知，6  种乳酸菌的PCR扩增片段大小都

在1 500 bp左右，经过HaeⅢ、HinfⅠ和HhaⅠ内切酶

进行酶切后，可以将其区分为4 种分子类型。Ⅰ类： 

形态1，PCR产物大小1 492 bp，第1泳道HhaⅠ酶切为

4 段：539、409、378、140 bp；第7泳道由HinfⅠ酶切

为2 段：1 101、262 bp；第13泳道经HaeⅢ酶切为3 段：

870、369、177 bp。Ⅱ类：形态2，PCR产物为1 492 bp，

第2泳道经HhaⅠ酶切为4 段：541、413、382、222 bp；

第8泳道由HinfⅠ酶切为4 段：598、457、312、284 bp；

第14泳道经HaeⅢ酶切为3 段：即867、373、170 bp。

Ⅲ类：形态3、5，PCR产物1 492 bp，第3和第5泳道经

HhaⅠ酶切为4 段：535、411、377、219 bp；第9和第11

泳道由HinfⅠ酶切为3 段：597、455、269 bp；第15和 

第17泳道经HaeⅢ酶切为3 段：934、332、166 bp。Ⅳ

类：形态4、6，PCR产物1 484 bp，第4和第6泳道经

HhaⅠ酶切为4 段：585、530、373、216 bp；第10和第12

泳道由HinfⅠ酶切为3 段，即595、453和300 bp；第16和

第18泳道由HaeⅢ酶切为4 段：473、399、321、162 bp。

根据乳酸菌16S rDNA 扩增产物及3 种限制性内切

酶酶切产物电泳图，利用Image Lab软件对PCR以及酶切

条带进行解读，不同形态类型的乳酸菌16S rDNA分析结

果，即PCR产物分子质量大小和酶切片段分子质量大小

见表2。

表 2 6 种不同类型的乳酸菌16S rDNA PCR-RFLP分析结果

Table 2 Results of PFLP analysis of 16S rDNA region for lactic acid bacteria

分子
类型

形态
类型

16S rDNA PCR 
分子质量/bp

HifⅠ酶切
结果/bp

HaeⅢ酶切
结果/bp

HhaⅠ酶切
结果/bp

Ⅰ 1 1 492 1 101＋262 870＋369＋177 539＋409＋378＋140

Ⅱ 2 1 492 598＋457＋312＋284 867＋373＋170 541＋413＋382＋222

Ⅲ 3、5 1 492 597＋455＋269 934＋332＋166 535＋411＋377＋219

Ⅳ 4、6 1 484 595＋453＋300 473＋399＋321＋162 585＋530＋373＋216

由表2可知，通过比较不同形态的乳酸菌株PCR扩增

产物及酶切片段大小，能够将这6 种不同形态类型的酵

母菌区分为4 种分子类型。乳酸菌的PCR产物分子质量大

小为1 484～1 492 bp。经限制性内切酶HaeⅢ、HinfⅠ和

HhaⅠ酶切分析后得到4 种不同的酶切片段类型。

把4 种分子类型的乳酸菌随机选择1 株进行基因测

序，将所得基因序列结果登陆GenBank数据库，进行

BLAST（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.Cgi）相

似性比对[20-21]，以相似度大于99%确定其属种，测序结果

见表3。

表 3 乳酸菌16S rDNA序列分析

Table 3 Results of 16S rDNA sequence analysis for lactic acid bacteria 

分子类型 菌株编号 乳酸菌属、种 相似度/% 对照菌株登录号 登录号

1 KDLLJ1-1 乳明串珠菌
（Leuconostoc lactis） 99 AB572030.1 KJ890355

2 KDLLJ2-1 坚强肠球菌
（Enterococcus durans） 99 FJ607250.1 KJ890356

3 KDLLJ3-1 意大利肠球菌
（Enterococcus italicus） 100 FJ749492.1 KJ890357

4 KDLLJ4-1 嗜热链球菌
（Streptococcus thermophilus） 99 EU419603.1 KJ890358

由表3可知，经过形态学区分和分子生物学鉴定

（16S rDNA PCR-RFLP分析），可以将6 种形态的乳酸

菌归为4 种，分别为乳明串株菌（L. lactis）、坚强肠球

菌（E. durans）、意大利肠球菌（E. italicus）、嗜热链

球菌（S. thermophilus）。
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通过邻接法（Neighbor-Joining）构建的系统发育树判

断乳酸菌的同源关系[22]，如图4所示。在系统发育树上同

一分支的乳酸菌同源关系最近，由图4的聚类结果可以清

楚地看出所分离乳酸菌的分类情况及各自的种属名称。

Enterococcus durans strain KLDS6.0614...

KDLLJ2-1

KDLLJ3-1

KDLLJ4-1

KDLLJ1-1

Leuconostoc lactis strain CAG6 AB572...

Leuconostoc lactis strain S5-6(HM2179...

Enterococcus italicus strain IMAU5009...

Enterococcus italicus strain IICTSVMH...

Streptococcus thermophilus strain ASR...

Streptococcus thermophilus strain KLD...

Streptococcus thermophilus MN-ZLW-002...

Enterococcus durans strain MGA45-1 HM..
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图 4 基于16S-rDNA序列和 Neighbor-Joining 法构建的系统发育树

Fig.4 Phylogenetic tree based on the sequences of 16S rDNA region 

and neighbor-jointing method

3 结 论

本研究对传统乳制品开菲尔发酵剂中分离到的67 株

乳酸菌通过形态聚类分为6 种形态类型，16S rDNA PCR-

RFLP法鉴定为4 种分子类型，其中坚强肠球菌为优势菌

群。本研究将传统乳酸菌的形态学分析与现代分子技术

相结合，通过基因序列分析使菌种鉴定结果的准确性和

可靠性提高。研究结果可以反映传统乳制品中乳酸菌的

多样性，为进一步开发研究新型动物性或植物性蛋白乳

发酵饮料奠定了理论基础。
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