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摘　要：Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ是西藏开菲尔粒中的优势菌株，约占乳酸菌总数的９５％。通过分离纯化，构建克
隆文库并结合１６ＳｒＲＮＡ基因测序、变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）、菌落ＰＣＲ和显微镜观察等手段分析了开菲尔
粒中的非优势乳酸菌 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ。扫描电镜显示，其细胞形态呈短杆状（０．８～１．５×０．６～０．７μｍ），比 Ｌｂ．
ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ短，且细菌聚集生长的趋势更为明显。在所构建的克隆文库中，２５个菌落经测序分析，发现有１
条序列属于Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ。以开菲尔粒为样品，通过分离纯化，应用菌落 ＰＣＲ方法验证的２２个单菌落中，有５个
单菌落是Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ。此外，对开菲尔粒进行ＰＣＲＤＧＧＥ检测，发现４个开菲尔粒样品中都有Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ的存在。
这些结果都证明了Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ在开菲尔粒中稳定存在且所占比例相对较小，是一种非优势乳酸菌。
关键词：西藏开菲尔粒；Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ；扫描电镜；克隆文库；分离培养；ＤＧＧＥ；细胞形态观察
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　　西藏开菲尔粒一般呈乳白色，无固定形状，
外形类似于花椰菜，其直径一般在０．３～３．５ｃｍ
之间。西藏开菲尔粒主要由多糖和蛋白质组成，

其表面和内部栖息着数量众多的微生物，主要有

两大类：细菌和酵母菌。

大量研究证实西藏开菲尔粒和开菲尔乳具

有很高的益生作用，如抑制和预防肿瘤的发

生［１２］、促进伤口愈合［３］、降低胆固醇含量、改善

肠道菌群等［４］，对胃肠过敏反应和提高免疫能力

方面也具有积极的作用［５］。

在前期工作中对本实验室培养的西藏开菲

尔粒的微生物组成进行了探索［６７］。研究结果显

示，Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ是西藏开菲尔粒中的主要
优势 菌 株，约 占 乳 酸 菌 总 数 的 ９５％。Ｌｂ．
ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ是开菲尔粒中常见的乳酸菌，在
ＣＨＥＮ 等［８］，ＮＩＮＡＮＥ 等［９］，ＺＨＯＵ 等［１０］，

ＶＡＲＤＪＡＮ等［１１］的研究中，均在开菲尔粒中发现

了 Ｌｂ． ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ的 存 在。 除 了 Ｌｂ．
ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ，开菲尔粒中还有其他种属的乳酸

菌，比如 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ（ＣＨＥＮ等［８］），Ｌｂ．ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ，
Ｌｂ．ｃａｓｅｉ，Ｌｃ．Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓｌａｃｔｉｓｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ，
Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔａｃｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ（ＺＨＯＵ等［１０］）。

西藏开菲尔粒中除了 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ外，
其他种类的乳酸菌可能也参与牛奶发酵并在与

酵母菌共生的过程中发挥作用。本文通过分离

纯化，结合１６ＳｒＲＮＡ基因测序、变性梯度凝胶电
泳、菌落ＰＣＲ和显微镜观察等手段分析了西藏开
菲尔粒中的非优势乳酸菌。

１　材料与方法

１．１　主要材料
西藏开菲尔粒（本实验室保存），灭菌乳（光

明）。

１．２　主要实验仪器设备与试剂
１．２．１　仪器

扫 描 电 镜 （日 立，ＨＣＰ２）、ＰＣＲ 仪

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）、微量分析玻璃换膜过滤器（密理
博）、真空泵（密理博，２２０Ｖ／５０Ｈｚ）、荧光显微镜
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（卡尔蔡司，Ｓｃｏｐｅ．Ａ１）、移液枪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）、组织
研磨器（天根，ＯＳＥＹ２０）、厌氧罐与厌氧指示剂
（日本三菱瓦斯化学株式会社）、电泳仪（Ｂｉｏ
Ｒａｄ），灭菌锅（ＳＡＮＹＯ）、酶标仪、变性梯度凝胶
电泳成像系统（ＢｉｏＲａｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＩｍａｇｅｒ Ｇｅｌ
ＤｏｃＴＭＸＲ＋Ｓｙｓｔｅｍ）、荧光定量 ＰＣＲ仪（ＡＢＩ７５００
ＦａｓｔｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｙｓｔｅｍ）。
１．２．２　试剂

Ｚｅｉｓｓ“Ｉｍｍｅｒｓｏｌ”５１８Ｆ无荧光镜油（卡尔蔡
司），硝酸纤维素滤膜（０．２μｍ孔径，密理博），
５００ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＥＤＴＡ，０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，９００ｍｏｌ／
ＬＮａＣｌ，２０ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０），０．０１％ ＳＤＳ
（ｗ／Ｖ），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ核酸染料 （Ｓｏｌａｒｂｉｏ），甘油
（生工生物工程），Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ（生工生物
工程），ＮａＣｌ（生工生物工程），包埋剂，封片剂，
ＭＲＳ固体培养基（北京陆桥技术有限公司），ＭＲＳ
肉汤（北京陆桥技术有限公司），天根细菌基因组

提取试剂盒，曲拉通缓冲液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，ｐＨ
８．０；２ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＥＤＴＡ；１．２％ Ｔｒｉｔｏｎ），无水乙
醇（生工生物），１．２ｍｏｌ／Ｌ山梨醇缓冲液，２×
ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（天根生化），ＰＣＲ产物回收试
剂盒（天根）。

１．３　开菲尔粒乳酸菌基因组ＤＮＡ提取
１．３．１　西藏开菲尔粒的培养

将－２０℃保存的西藏开菲尔粒按照１∶１０的
比例接种到超高温灭菌的光明纯牛奶中，２５℃静
置培养２４ｈ，然后用灭菌水清洗已发酵的牛奶，
将开菲尔粒按比例重新接种到纯牛奶中，继续按

照上述方法培养。

１．３．２　开菲尔粒乳酸菌的分离培养
取５０ｍｇ的开菲尔粒加入离心管中充分研

磨，加入４５０μＬ无菌生理盐水混匀，进行梯度稀
释。取每个梯度的研磨稀释液１００μＬ分别涂布
到ＭＲＳ固体培养基上，放入厌氧盒中，３０℃条件
下静置培养５～６ｄ。在合适稀释梯度下的固体
培养基上选取单菌落，分别接种到ＭＲＳ液体培养
基中扩大培养。在 ３０℃条件下静置培养 ５～６
ｄ。一部分菌液用于基因组提取，测序鉴定其种
属，剩余菌液４℃冰箱保存，留以备用。
１．３．３　开菲尔粒乳酸菌基因组ＤＮＡ提取

分别取分离培养后的２５株菌的菌液５ｍＬ，
在２０℃、转速为 １００００ｒ／ｍｉｎ的条件下离心 １
ｍｉｎ，去除上清，沉淀得到的菌体用于提取基因组

ＤＮＡ。使用细 菌 基 因 组 ＤＮＡ 提 取 试 剂 盒
（ＤＰ３０２），并严格按照其方法步骤进行实验，纯化
后的ＤＮＡ用６０μＬ纯水洗脱最终得到细菌基因
组ＤＮＡ，经琼脂糖凝胶电泳及 ＤＮＡ浓度检测后，
－２０℃保存，以用于后续实验。
１．３．４　开菲尔粒微生物基因组ＤＮＡ提取

样品前处理：（１）用无菌剪刀和镊子随机剪
取开菲尔粒外表面、内表面和中间部分３～４块，
共计４０ｍｇ，置于１．５ｍＬ离心管中，用组织研磨
器将样品研碎，重悬与６００μＬ山梨醇缓冲液中，
继续研磨至均匀，加入５μＬ溶壁酶，放置到金属
浴内，３０℃，３０ｍｉｎ。（２）６０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０
ｍｉｎ，弃上清，加入１０８μＬ曲拉通缓冲液和７２μＬ
溶菌酶，置于金属浴内，３７℃ 孵育５０ｍｉｎ。

基因组提取：基于海洋动物组织基因组提取

试剂盒操作流程并进行了适当的优化。（１）加入
２００μＬＧＡ缓冲液，并加入４μＬＲＮＡ酶，室温静
置５ｍｉｎ，去除 ＲＮＡ。（２）加入５０μＬ蛋白酶 Ｋ，
再加入２２０μＬＧＢ缓冲液，颠倒混匀。置于金属
浴。７０℃，１０ｍｉｎ。（３）加入２２０μＬ无水乙醇，
混匀，转至吸附柱 ＣＢ３中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０
ｓ。（４）弃废液，加入 ６００μＬＧＤ缓冲液，１２０００
ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ。（５）弃废液，加入６００μＬＰＷ缓
冲液，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３０ｓ。（６）重复上一步
骤。（７）继续离心２ｍｉｎ。（１０）将吸附柱 ＣＢ３放
入新离心管中，悬空滴加洗脱液 ＴＥ１００μＬ，室温
静置２ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，将溶液收集
到离心管中。

１．３．５　开菲尔粒乳酸菌克隆文库的构建与鉴定
以西藏开菲尔粒基因组为模板，用细菌通用

引物２７Ｆ１４９２Ｒ扩增 １６ＳｒＲＮＡ基因全长序列。
ＰＣＲ反应体系为５０μＬ，其中包含２５μＬ２×Ｔａｑ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，约１００ｎｇ基因组ＤＮＡ。１０μｍｏｌ／
Ｌ引物各１μＬ，ＰＣＲ扩增程序为９４℃预变性５
ｍｉｎ，３５个循环：变性９４℃，３０ｓ，退火５５℃，３０
ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ；７２℃再延伸 １０ｍｉｎ。按照
ＰＣＲ产物纯化回收试剂盒的说明，对ＰＣＲ扩增产
物（２００μＬ）进行纯化，洗脱的体积为１００μＬ。纯
化后的 ＰＣＲ扩增产物首先使用酶标仪来确定
ＤＮＡ浓度。每组纯化的 ＰＣＲ产物，根据连接试
剂盒的操作说明，连接至ｐＧＭＴ克隆载体并进行
１６℃过夜。将大肠杆菌 ＴＯＰ１０感受态细胞置于
冰浴中融化后轻轻混匀，防止细胞破裂。把连接

２４１
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有ＰＣＲ产物的克隆载体加入到感受态细胞中，冰
浴放置３０ｍｉｎ。将菌液转移至４２℃水浴中热激
６０～９０ｓ，然后迅速转移到冰浴中冷却２ｍｉｎ。向
菌液中加入５００μＬＬＢ培养基（不含抗生素），混
匀后置于３７℃ ２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养６０ｍｉｎ。取
适量转化后的菌液，加到添加氨苄青霉素并涂有

ＩＰＴＧ和ＸＧａｌ的ＬＢ培养基进行培养，经蓝白斑
筛选、菌落ＰＣＲ筛选出阳性克隆，最后使用Ｔ７通
用引物由上海生工生物有限公司进行序列测定。

１．４　测序分析方法
使用Ｇｅｎｅｉｏｕｓ软件［１２］对测序所得到的序列

进行预处理，去除载体序列，检测嵌合体。然后

将序列应用 ＢＬＡＳＴＮ程序［１３］进行相似性序列搜

索分析。比对结果，根据相似度进行排序分类：

序列相似度大于９７％小于９９％的，将其归于属的
水平上；序列相似度大于等于９９％的，根据其最
相似序列归在种的水平上，并做统计学分析。

１．５　菌落ＰＣＲ
用已灭菌吸头在单菌落上沾取微量菌体到

ＰＣＲ反应管中作为反应模板，以Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ特异性
引物 ＬＫ２Ｆ和 ＬＫ２Ｒ为引物（表 １）进行菌落
ＰＣＲ，验证所取菌落是否为 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ。ＰＣＲ反应
体系和反应程序见表２和表３。

表１　实验中用到的引物
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

引物名称

ＰｒｉｍｅｒＮａｍｅ
引物核酸序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ
扩增长度／ｂｐ

Ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ
参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ
２７Ｆ ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ １４６５ ［１５］
１４９２Ｒ ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ
３３８Ｆａ ＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ３ １８０ ［１６］
５１８Ｒ ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ
ＬＫ２Ｆ ＴＴＡＧＡＧＴＧＣＴＴＧＣＡＴＴＴＡＧＡＡＴＧＡＴ ２７４ 本实验

ＬＫ２Ｒ ＧＴＧＧＣＣＧＡＴＴＡＣＣＣＴＣＴＣＡＧ
注：ａ．引物５′端有４０ｂｐ的ＧＣ夹子（ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧ）
Ｎｏｔｅ：ａ．Ｔｈｅｒｅａｒｅ４０ｂｐＧＣｃｌａｍｐｏｎ５′ｅｎｄ

表２　ＰＣＲ反应体系
Ｔａｂ．２　ＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

试剂

Ｒｅａｇｅｎｔ
体积

Ｖｏｌｕｍｅ
２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ ２５μＬ
正向引物Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ １μＬ
反向引物Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ １μＬ
模板Ｔｅｍｐｌａｔｅ 菌体

水Ｗａｔｅｒ ２２μＬ
总体积Ｔｏｔａｌ ５０μＬ

１．６　扫描电镜
Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ在ＭＲＳ液体培养基中培养５～６ｄ

后，取１ｍＬ菌液于１．５ｍＬ离心管中，３０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ后，弃上清液留取菌液沉淀。加入
２．５％ 戊二醛前固定２ｈ以上，放置于４℃冰箱
中。加入 ０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液 ＰＢＳ，静置 １５
ｍｉｎ进行清洗，重复３～４次。用１％的锇酸后固
定１～２ｈ。加入０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，静置１５ｍｉｎ进
行清洗，重复 ３～４次。乙醇梯度脱水：５０％、
７０％、８０％、９０％、９５％、１００％、１００％（加无水硫

酸钠）各１５ｍｉｎ。加入Ｖ（乙酸异戊酯）∶Ｖ（乙醇）
＝１∶１溶液放置３０ｍｉｎ。加入纯乙酸异戊酯放置
３０ｍｉｎ。然后进行 ＣＯ２临界点干燥，粘样，镀膜，
上镜观察。

表３　ＰＣＲ反应程序
Ｔａｂ．３　ＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍ

循环步骤

Ｃｙｃｌｅｓｔｅｐ
温度／℃
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

时间

Ｔｉｍｅ
循环数

Ｃｙｃｌｅｎｕｍｂｅｒ

预变性

Ｐｒｅｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ９５ ５ｍｉｎ １

变性

Ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ ９４ ３０ｓ ３５

退火

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ５５ ３０ｓ

延伸

Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ７２ １ｍｉｎ

延伸

Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ７２ １０ｍｉｎ

保温

Ｈｏｌｄ ４ ∞
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１．７　ＰＣＲＤＧＧＥ
用从开菲尔粒中分离纯化所得到的 Ｌｂ．

ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ与 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ纯培养菌株作为 ＰＣＲ
ＤＧＧＥ参照。以西藏开菲尔粒微生物基因组（提
取方法参照 １．３．４），以及 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ与
Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ两株纯培养乳酸菌基因组（提取方法参
照１．３．３）作为模板，用通用引物３３８Ｆ５１８Ｒ扩增
１６ＳｒＲＮＡ基因的Ｖ３区，ＰＣＲ反应体系为５０μＬ，
其中包扩 ２５μＬ２ × ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，１０
μｍｏｌ／Ｌ引物各１μＬ，约１００ｎｇ基因组 ＤＮＡ，其
中引物为通用引物３３８Ｆ５′端有４０ｂｐ的 ＧＣ夹
子［１４］。ＰＣＲ扩增程序为９５℃预变性５ｍｉｎ，然后
进入３０个循环：９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，
７２℃延伸１ｍｉｎ；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产
物用２％琼脂糖凝胶电泳检测目的产物的长度。

取２０μＬＰＣＲ产物上样于８％的聚丙烯酰胺
凝胶，变性梯度为４０％～６０％ （１００％变性剂含７
ｍｏｌ／Ｌ尿素和４０％去离子甲酰胺）。制备好的胶
体在１×ＴＡＥ缓冲液中先６０Ｖ预电泳３０ｍｉｎ，待
温度上升至６０℃后打开压力泵，然后在６０Ｖ的

固定电压下电泳１６ｈ（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）。电泳结
束用浓度为１×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ核酸染料染色２０
ｍｉｎ。通过凝胶成像系统对染色后的凝胶片进行
拍照与分析。

２　结果与分析

２．１　细菌克隆文库的构建和鉴定
以开菲尔粒基因组 ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增

１６ＳｒＲＮＡ基因全长序列连接到 ｐＧＭＴ载体上，
转化到ＴＯＰ１０大肠杆菌感受态细胞中，进行蓝白
斑筛选及菌落ＰＣＲ鉴定。在菌落 ＰＣＲ结果为阳
性的菌落中选取２５个进行测序。对这２５条测序
所得序列进行相互比对，发现其中２４条序列属
于同一序列，１条序列与其余２４条序列有差异。
将全部 ２５条序列上传至 ＮＣＢＩ数据库中进行
ＢＬＡＳＴ序列比对，结果如表４所示，发现２４条相
同的序列与Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ有９９％的相似性，
另外１条序列与 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ有９９％的相似性。据
此推测在西藏开菲尔粒中，除主要乳酸菌 Ｌｂ．
ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ外，还含有少量Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ。

表４　克隆文库测序结果
Ｔａｂ．４　Ｃｌｏｎｅｌｉｂｒａｒｙｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ

菌落数量

Ｃｏｌｏｎｙｎｕｍｂｅｒ
种名

Ｓｐｅｃｉｅｓ
最相近序列

Ｓｉｍｉｌａｒｓｅｑｕｅｎｃｅ
相似性

Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ
Ｅｖａｌｕｅ
Ｅｖａｌｕｅ

覆盖率

Ｃｏｖｅｒａｇｅ
２４ Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ ＮＲ＿１１７０６６．１ ９９％ ０ ９８％
１ Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ ＮＲ＿１１３３３６．１ ９９％ ０ ９９％

２．２　Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ分离培养及鉴定
开菲尔粒研磨后，加入无菌水进行梯度稀

释，将稀释的菌悬液涂布到 ＭＲＳ固体培养基，培
养后获得开菲尔粒乳酸菌单菌落，菌落形态如图

１所示。观察发现一共获得了２种菌落形态不同
的乳酸菌。其中一种菌落直径较小，菌落表面光

滑，菌落相对较厚。另一种菌落直径较大，表面

粗糙，菌落相对较薄。

　　以菌落为模板，使用 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ特异性引物
ＬＫ２Ｆ和ＬＫ２Ｒ（表１），通过菌落 ＰＣＲ共验证了
２２个菌落。结果如图２所示，在２２个待验证的
菌落中，有５个菌落的菌落 ＰＣＲ结果呈阳性，意
味着这５个单菌落是Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ。把已鉴定为 Ｌｂ．
ｋｅｆｉｒｉ的菌落接种到 ＭＲＳ液体培养基中扩大培
养，留以后续实验之用。将菌落ＰＣＲ结果与菌落
形态对应起来，得出 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ菌落直径较小，菌
落表面光滑且相对较厚。

图１　ＭＲＳ固体培养基培养的
开菲尔粒中乳酸菌单菌落

Ｆｉｇ．１　ＳｉｎｇｌｅＣｏｌｏｎｙｏｆｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａ
ｆｒｏｍｋｅｆｉｒｇｒａｉｎｓｏｎＭＲＳｓｏｌｉｄｍｅｄｉｕｍ
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图２　２２个菌落的ＰＣＲ结果凝胶电泳图
Ｆｉｇ．２　ＣｏｌｏｎｙＰＣＲｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆ２２ｃｏｌｏｎｉｅｓ

２．３　Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ扫描电镜观察
图３为Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ的扫描电镜图片，通过观察

发现 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ是一种短状杆菌（０．８～１．５×

０．６～０．７μｍ）。与 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ的细胞形
态［７］进行对比，虽然都是杆状细菌，但 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ
细胞相对较短且细菌聚集生长的趋势更为明显。

图３　Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ的扫描电镜图片
Ｆｉｇ．３　ＳｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆＬｂ．ｋｅｆｉｒｉ

２．４　利用 ＰＣＲＤＧＧＥ检测开菲尔粒中的 Ｌｂ．
ｋｅｆｉｒｉ

两次采样，一共４个开菲尔粒样品以及 Ｌｂ．
ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ纯培养和 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ纯培养进行了
ＰＣＲＤＧＧＥ实验，结果如图４所示。
４个开菲尔粒样品的ＤＧＧＥ条带中最亮的条

带位置与Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ纯培养的条带位置相

同，证明开菲尔粒样品中 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ的存
在且为优势菌种，此结果也与之前研究结论相一

致。４个开菲尔粒样品中都存在一微弱条带，其
位置与Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ纯培养的条带位置相同，说明开
菲尔粒中存在 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ，不过其数量要远小于
Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ。对于ＫＧ样品（ａ，ｂ，ｃ和 ｄ）
ＰＣＲＤＧＧＥ电泳图，除了中部和靠近底部的两个
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条带比较集中的电泳条带外，还出现了一些弥散

的条带。这是在 ＰＣＲ过程中发生不可避免的非
特异性扩增所导致的。结合 ＬＫ１和 ＬＫ２两个参
考菌株的电泳条带特征，ＫＧ样品电泳图中的弥
散条带是ＰＣＲ所产生的背景噪声，并不影响实验
结果。

图４　西藏开菲尔粒基因组以及分离纯培养的
Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ和Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ基因组 ＤＧＧＥ实验
Ｆｉｇ．４　ＰＣＲＤＧＧＥｏｆＴｉｂｅｔａｎｋｅｆｉｒｇｒａｉｎｓａｎｄ

Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓａｎｄＬｂ．ｋｅｆｉｒｉ
Ｌｋ２：Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ；Ｌｋ１：Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ；ａ，ｂ，ｃ，ｄ：不同批次

西藏开菲尔粒样品

Ｌｋ２：Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ；Ｌｋ１：Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ；ａ，ｂ，ｃ，ｄ：ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

Ｔｉｂｅｔａｎｋｅｆｉｒｇｒａｉｎｓａｍｐｌｅｓ

３　讨论

本文的研究结果表明，在西藏开菲尔粒的乳

酸菌中，除优势菌株Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ以外，还含
有非优势菌株 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ。在其他研究结果中发
现，开 菲 尔 粒 中 的 乳 酸 菌 不 仅 限 于 Ｌｂ．
ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ，还有其他种属的乳酸菌也稳定存
在于开菲尔粒微生物群落中，比如 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｋｅｆｉｒｉ（ＣＨＥＮ 等［８］），Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ，
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃａｓｅｉ，Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓｌａｃｔｉｓｓｕｂｓｐｌａｃｔｉｓ，
Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ（ＺＨＯＵ等［１０］）。此次研

究结果证明了开菲尔粒微生物组成的多样性，并

且与其他研究的结论相一致。开菲尔粒的发酵

作用是在其内部全部微生物共同作用下完成的，

因此认识其中的非优势菌种也是非常必要的。

扫描电镜观察发现，Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ为短状杆菌，

聚集在一起形成相对致密的菌膜。对比之前的

研究结果，Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ是长状杆菌（１．７～
２．５×０．５～０．６μｍ），聚集程度相对较小［７］。因

此Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ在细胞形态以及生长聚集模式上与
Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ可能有着明显的区别。ＬＵ
等［６］研究发现西藏开菲尔粒的外表面结构相对

紧实，本次研究通过电镜观察 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ生长时，
发现其具有非常明显的聚集趋势，所以推测 Ｌｂ．
ｋｅｆｉｒｉ主要分布在西藏开菲尔粒的外表面。
ＷＡＮＧ等［１７］的研究结果中发现，Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ与其他
乳酸菌相比，拥有显著的生物膜合成特性，因此

推测 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ在维持开菲尔粒整体结构方面可
能起着一定作用。

此外，本次实验试图利用荧光原位杂交的方

法观察 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ在西藏开菲尔粒中的分布情况
时，发现特异性探针并没有与Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ中的ＲＮＡ
结合给出荧光信号。当对西藏开菲尔粒进行溶

菌酶破壁处理时，Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ特异性探针
可以与Ｌｂ．ｋｅｆｉｒａｎｏｆａｃｉｅｎｓ结合发出荧光信号［７］，

但Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ探针却仍然没有给出信号。可能的
原因之一是Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ在开菲尔粒中的数量过少，
导致荧光杂交信号较弱，难以被显微镜捕获。

通过克隆文库构建与鉴定、分离培养以及

ＤＧＧＥ证明了 Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ稳定存在于本实验室所
培养的西藏开菲尔粒中。基于克隆文库的测序

结果，分离培养阳性菌落个数和 ＤＧＧＥ电泳条带
的亮度，都一致地表明Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ在开菲尔粒中所
占比例较小，是开菲尔粒中一种非优势乳酸菌。

这些结论也与其他研究结果相一致［１８］。

以上发现对Ｌｂ．ｋｅｆｉｒｉ有了新的认识和了解，
为以后西藏开菲尔粒的研究奠定了一定理论基

础。
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