
量和 GB 13106—91 的指标估计我国居民膳食锌摄

入量为 3812 mgΠd ,说明此标准指标即满足营养的需

要 ,同时也是安全的。

1999年 CCFAC第 31次会议决定不再将锌、铁、

铜作为污染物指标列在污染物的通用标准中 ,而将

它们作为质量指标列入产品标准中。
[待续 ]
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乳酸菌检测方法 (综述)

张一凡　冉　陆　罗雪云

(卫生部食品卫生监督检验所 北京　100021)

　　乳酸菌是一类能利用可发酵糖产生大量乳酸的

细菌总称 ,这个名称就细菌分类学而言是一非正式、

非规范的名称。目前在自然界已发现的这类菌在细

菌分类学上划分出至少 23个属 ,涉及到的有关属则

更多 ,包括乳杆菌属、双歧杆菌属、链球菌属、肠球菌

属等。而相当多的乳酸菌对人、畜的健康起着有益

的作用。近年来 ,随着微生态学研究的不断发展 ,越

来越多的实验证明有益细菌对人体健康的重要作

用 ,微生态制剂也因此应运而生。目前我国微生态

制剂利用的益生菌近 10种 ,其中除了乳杆菌和乳酸

链球菌有国家的标准检验方法外 ,大部分菌种均无

统一的标准方法 ,难于对该类产品进行质量控制 ,保

证其安全性。故急需建立规范的标准检验方法 ,以

便对微生态制剂进行监督管理 ,保障其功能、安全性

及质量 ,以保护消费者的健康和利益。本文即对目

前国内外用于乳酸菌检测的方法做一综述。

1　表型特征鉴定方法

1. 1　形态和生理生化特征鉴定法

形态和生理生化特征鉴定是实验室进行常规菌

种鉴定中最常用和最关键的环节。其中 ,细菌显微

形态观察指标主要有革兰氏染色、细胞形态、运动

性、是否有芽孢、鞭毛等。另外 ,近年来研制成功的

多种有益菌的糖类生化反应板 ,已使生化鉴定从原

来的复杂繁琐变得简单易行 ,便于推广。在众多的

细菌快速鉴定系统中 ,API系统是在世界范围内应

用最广 ,种类最多的系统。需要注意的是 ,许多乳酸

菌仅凭形态和生化试验不能准确鉴定。如双歧杆菌

属的种间鉴别及双歧杆菌属与乳杆菌属的属间鉴

别。

112　抗菌谱试验分类法[1 ]

各种细菌对不同抗菌药物的敏感性不一 ,同一

种细菌的不同菌株对不同抗菌药物的敏感性也常存

有差异 ,不过后者的差异仍有一定的范围 ,对抗菌药

物的敏感性的差异程度往往显示了不同种类细菌所

具有的特征 ,所以这种特征可以成为细菌分类鉴定

上的指征。在乳酸菌的鉴定中也是如此。不同的乳

酸菌都有其各自的抗菌谱 ,而对每一种抗生素 ,不同

的乳酸菌会表现出不同的敏感度 ,从而做出判断。

1. 3　化学分类法[2 ]

乳酸菌的菌体组分或代谢产物在不同种属间存

在差异 ,通过测定这些成分的含量 ,可以进行菌种鉴

定。如 :乳酸旋光性的测定 ,乳酸菌含有的醌分析 ,

细胞壁肽聚糖组分和结构分析。

另外 ,在厌氧细菌和兼性厌氧细菌属、种的鉴定

中 ,一个不可缺少的依据是糖类代谢的特异性终产

物 ,如同型发酵的乳酸杆菌主要产乳酸 ;异型发酵的

乳酸杆菌则产生等摩尔的乳酸、乙酸、CO2 ;双歧杆

菌的代谢产物的摩尔比为 3∶2的乙酸∶乳酸及少量

的甲酸和琥珀酸等。目前应用于厌氧菌代谢产物的

分析方法有不少 ,
[3 ]如层析法、裂解法、气相色谱法、

离子色谱法。而应用最广泛的是气、液相色谱法 ,其

中在国家标准检验方法的报批稿中 ,利用气相色谱

法对双歧杆菌和乳酸杆菌进行属间鉴定已成为必做

项目之一。

气相色谱法在细菌鉴定中不仅用于代谢终产物

的测定 ,还用于细菌全细胞化学组分分析 ,后者已成

为细菌化学分类的方法之一。分析的对象包括菌体

脂肪酸组分、菌体单糖及其他生物大分子等。菌体

脂肪酸组分气相色谱图形法使用范围很广 ,适用于

所有体外细胞培养物。细胞单糖的分析对于革兰氏

阳性菌更具有重要的分类学意义 ,生物大分子可用

裂解气相色谱法进行分析。[1 ]

离子色谱法和气相色谱法从分析厌氧菌的代谢

产物结果来看 ,在总体上无明显差异 ,但离子色谱法

具有以下优点 :
[4 ]
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(1) 可快速同时测定挥发性脂肪酸 (VFA)和非

挥发性脂肪酸 (NVFA) ,而气相色谱法需两次分别进

样 ;

(2) 易于掌握 ,试样不需复杂的预处理 ;

(3) 设备简单 ,不用载气 ,仪器成本低 ,稳定时

间短 ,更适于临床检验和基层单位推广使用。

1. 4　双歧杆菌的酶学鉴定法[ 5]

双歧杆菌是目前较常用的益生菌之一 ,其特征

性酶的识别对于属及种的鉴定具有重要意义。果糖

262磷酸盐磷酸酮酶 ( Fructose262phosphate phosphoketo2
lase , F6PPK)在双歧杆菌己糖代谢中起关键作用 ,它

裂解果糖262磷酸 ,使双歧杆菌发酵糖类的终产物乙

酸和乳酸呈 3∶2的比例。因此检测出 F6PPK可作为

鉴定双歧杆菌属细菌的重要特征之一。菌体细胞经

超声波破碎后 , F6PPK游离出来 ,使果糖262磷酸盐
最终生成乙酰磷酸盐 ,乙酰磷酸盐与 FeCl3 结合形

成它的氧酸盐 ,显示红褐色或红紫色而被检测出来。

因此经以上程序测定如显色则 F6PPK为阳性 ,否则

为阴性。

Booth等 (1994) [6 ]纯化了短双歧杆菌的 F6PPK

并制备了单克隆抗体 ,用该抗体做 Western blot 和斑

点印迹 ,检测乳酸菌混合菌落中的双歧杆菌。结果

该抗体与其他乳酸菌均无交叉反应。Grill 等

(1995) [7 ]纯化了长双歧杆菌、牙双歧杆菌、球形双歧

杆菌和动物双歧杆菌的 F6PPK,这些酶在二价阳离

子和普通抑制剂作用下均无差别。

2　分子生物学及基因水平的鉴定方法

随着科学的发展和新技术的应用 ,细胞学、分子

生物学和遗传学等学科的发展及其研究方法和技术

对细菌分类学的渗入 ,使细菌分类学逐渐提高到了

一个新的水平。从 20世纪 60年代以后细菌分类学

已步入分子生物学时代 ,对细菌的辨认已不限于对

一般表型指征的鉴别 ,而是深入到基因型性状的鉴

定 ,并使细菌分类工作在研究自然界各类群细菌种

类及其相互间的亲缘关系、探索建立自然分类系统

方面加速了前进的步伐。

2. 1　聚合酶链式反应 ( PCR)方法

PCR技术是在模板 DNA、引物 (模板片段两端

的已知序列)和四种脱氧核苷酸等存在的情况下 ,

DNA聚合酶依赖的酶促合成反应 ,其扩增的特异性

取决于引物与模板 DNA的特异结合。

Kok 等 ( 1996) [8 ] 根据一种双歧杆菌的菌株

LW420的 16s rRNA的基因序列设计出 3 种具有菌

株特异性的 PCR引物。分别用这些引物扩增后 ,可

检测到LW420特异性的 PCR产物。该方法可分析

纯培养或混合培养中的 LW420菌株。同时 ,还设计

了两种属特异性引物 Bif164 和 Bif662。

Dong等人 (2000) [9 ]根据 5 种双歧杆菌的 16s

rRNA基因序列设计出 5个种特异性 (正向) ,其靶序

列分别对应于 16s rRNA上的不同位置 ,利用 5种引

物的混合物并结合以一属特异性引物 (反向) ,对纯

培养或混合培养细菌 DNA进行扩增后 ,5种双歧杆

菌可同时被鉴定出来。

2. 2 　随机扩增多态性 DNA ( Random Amplif ied

Polymorphic DNA RAPD)方法

该方法是以 PCR为基础的 DNA 指纹图谱法。

它根据 PCR技术原理 ,以随机合成的寡核苷酸为引

物 ,对研究对象的基因组 DNA进行扩增 ,其 PCR产

物的带谱 (DNA指纹图谱)在一定程度上反映了所

研究基因组的 DNA多态性。[10 ]与常规 PCR反应不

同的是 RAPD 在每次反应中所用的引物为单一引

物 ,引物的长度一般是 10个核苷酸。RAPD一出现

即以其简便、快速和多态性检出率高而引起了科学

工作者的极大兴趣。

用 RAPD 鉴定双歧杆菌时 , 郑忠辉等人

(1997) [10 ]选用了 11种引物 ,以嗜酸乳杆菌为对照 ,

对 6种 13株双歧杆菌菌株基因组 DNA进行 PCR扩

增 ,分析其 DNA 指纹图谱 ,并计算其相似性指数

(SI) 。结果表明 ,嗜酸乳杆菌与双歧杆菌的平均 SI

为 13. 79 % ,而双歧杆菌的 6 个种种间的平均 SI为

40. 91 % ,因此可以用作双歧杆菌的鉴别。然而 ,双

歧杆菌属内不同种及同种不同菌株间的平均 SI差

异并不显著 ,难以作为鉴定参考指标 ,但是通过比较

RAPD图谱 ,发现选择合适的引物扩增后 ,各物种间

的扩增图谱表现出一定的差异 ,有其扩增的特殊谱

带 ,所以有可能作为区分不同种的指标。

2. 3　DNA的 G + C含量测定法[2 ]

每个物种的DNA都有特定的 G+ C含量。动植

物变动幅度较窄和相似 ,而原核生物范围较宽 ,达

25～76 mol %。同一属的细菌的 G + C含量范围 ≤

12 mol % ,种的范围≤5 mol % ,是细菌鉴定的一个重

要指标。同时 ,由于株的 G + C含量是稳定的 ,可作

为菌株稳定性及不同株之间鉴别的参考指标。应注

意的是 ,两株菌的 G + C mol %相同和相近时 ,并不

表示二者亲缘关系密切 ,原因是 G + C mol %只反映

了碱基组成 ,并未反映碱基序列的相似性 ,而要证明

这一点 ,则须分析 DNA2DNA的同源性。

2. 4　DNA2DNA同源性 (或相关性)分析法[2 ]

目前细菌的基因型虽不能直接由它的 DNA来

解读 ,但可通过它们的 DNA核苷酸顺序互补程度来

估计不同细菌基因型之间的全部相似性 ,并以此推
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定细菌亲缘关系。

在细菌的进化过程中 ,DNA的碱基序列也产生

了相应的变化。一般认为 G + C mol %相差 1 % ,

DNA碱基序列的共同区域就大约减少 9 % , G + C

mol %差异在 10 %以上 ,DNA 碱基序列的共同区域

就很少了。因此 DNA2DNA杂交最适合细菌种水平

的研究。通常在最适复性条件下 ,DNA 同源性在

70 %以上属于种的水平。

Bahaka等 (1993) [11 ]对人源性长双歧杆菌、婴儿

双歧杆菌和短双歧杆菌做表型和遗传性分析 ,结果

用大量的表型试验 (糖发酵)不易区分长双歧杆菌和

婴儿双歧杆菌 ,经 DNA杂交相关分析发现两株婴儿

双歧杆菌实际上应属长双歧杆菌。用表型可将短双

歧杆菌分为 5种 ,但 DNA杂交结果表明它们仍属同

一个种。

2. 5　细菌 DNA限制性核酸内切酶分析法

近年来 ,限制性核酸内切酶分析已成功地应用

于病毒的鉴定分型 ,并已用于细菌的分型鉴定 ,它实

际上是对 DNA序列分析的一种简化。限制性核酸

内切酶能识别和切割双链 DNA的特异部位 ,产生系

列DNA片段 ,这些 DNA片段经电泳后形成独特的

DNA片段带谱 ,这些带谱就构成了各个不同双链

DNA的特征性指纹 (finger print ) 。比较不同细菌

DNA的特征性“指纹”,可以了解它们的同源程度。

Mangin等 (1994) [12 ]从唾液链球菌嗜热亚种克

隆出异种 23s rRNA探针 I41 ,再将待测双歧杆菌在

TPYG培养基中培养 ,提纯 DNA并纯化后 ,分别用 3

种不同的限制性内切酶分解 ,电泳后 ,与探针进行

southern杂交。每一个从双歧杆菌 DNA上分解下来

的片段与探针 I41杂交 ,杂交后进行放射自显影 ,从

图谱上所有菌株都能区分。

2. 6　探针杂交法

分子遗传学的深入研究 ,更有利于 DNA杂交技

术的发展。利用克隆 DNA可制备带标记 (生物素或

放射性同位素)的探针 ,通过与固定于滤膜的细菌染

色体或质粒 DNA 杂交 ,可检测到特殊的核苷酸序

列 ,从而有可能不利用纯培养技术 (既费时又有可能

因处理不当而失去某些菌种)而直接从生态学标本

中检测某种细菌 ,甚至是其生物型。当前 ,如果已知

某一特殊的微生物蛋白质的氨基酸顺序 ,不一定要

克隆 DNA ,而可直接合成聚核苷酸 ,制备探针。也

可利用核糖体RNA(rRNA)基因来制备探针。[13 ]图 1

所示为以 rRNA 序列为靶的探针杂交流程图 ;图 2

所示为细菌 rRNA序列分析流程图。

Frothingham等 (1993) [14 ]分析了属于 7个种的 8

株双歧杆菌的 16s rRNA序列 ,构建了一属特异性探

图 1　探针杂交流程图
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图 2　rRNA序列分析流程图

针 ,其序列是位于 16s rRNA 1277～1293的一段高度

保守区 ,有 13种双歧杆菌该部位完全相同。青春双

歧杆菌、棒状双歧杆菌和兔双歧杆菌在该部位有一

个碱基差异 ,而双歧杆菌属外的细菌有 3个以上碱

基错配。因此该片段可作为合成双歧杆菌属特异性

寡核苷酸探针的序列。

Kaufmann等 (1997 年) [15 ]在比较了双歧杆菌现

有的 32个种及相关种如阴道加德纳氏菌 ( Gardnerel2
la vaginalis)和费氏丙酸杆菌 ( Propionibacterium freden2
reichii)的 16s rRNA基因序列后 ,发现其 1412～1432

位的寡核苷酸序列 (21 个)在所有的双歧杆菌中相

同 ,可作为双歧杆菌属特异的寡核苷酸片段 ,取名

1m3 ,并用菌落杂交证明了它的属特异性。Kaufmann

等还利用 1m3 进行了在食品混合培养物中双歧杆

菌的活菌计数 ,方法是将稀释后的食品标本涂平板 ,

待单菌落出现后将其转移到杂交膜上和 1m3 进行

菌落杂交。根据有杂交信号的菌落数进行活菌计

数。

Langendijk等 (1995 年) [16 ]也根据双歧杆菌的

16s rRNA 序列设计了 3 种属特异性探针 Bif164、

Bif662、Bif1278。

Yamamoto等 (1992 年) [17 ]设计出人类肠道菌群

中经常检测到的 5种双歧杆菌的特异性寡核苷酸探

针 ,并与这 5个种的 16s rRNA的序列互补。用天然

高分子量的 RNA制备物作为靶子 ,这些寡核苷酸探

针对于人肠道中这些种的菌株显示了高度的种特异

性。

Ito等 (1992 年) [18 ]和 Mangin 等 (1995 年) [19 ]分

—65— 中国食品卫生杂志　2002年第 14卷第 1期



别将短双歧杆菌、长双歧杆菌、青春双歧杆菌、两歧

双歧杆菌和动物双歧杆菌的染色体 DNA克隆 ,筛选

出 5个种特异性探针 BB22 (1. 8kb) 、L6Π45 (1. 75kb) 、

A6Π17 (1. 85kb) 、Ba7Π2 (1. 6kb)和 an1 (1. 8kb) 。同时 ,

Mangin在研究同种不同菌株的限制性多态性时 ,用

此探针也可鉴定至株的水平 ,虽然每个种内只能区

分个别菌株 ,但却揭示了存在于双歧杆菌同种不同

株间的基因上的多态性。

Pot等 (1993 年) [20 ]测定了嗜酸乳杆菌、格氏乳

杆菌和约氏乳杆菌的 23s rRNA基因的部分序列后 ,

认为 3个种的乳杆菌的 23s rRNA 基因的高度可变

区的 1158～1180碱基序列存在着差异 ,因此将此寡

核苷酸片段用γ -
32

P标记为探针。这些种特异性

的探针通过斑点印迹杂交可特异地检测纯培养或混

合培养状态的 3种乳杆菌。

利用 Dong等设计出的 5 个双歧杆菌种特异性

引物 ,
[9 ]本文作者用地高辛标记后 ,作为寡核苷酸探

针 (表 1)与待测菌株 DNA进行斑点印迹杂交 ,5 种

探针均表现出较好的特异性。

表 1　本实验室所用双歧杆菌种特异性探针

探针 序列 靶位 靶菌株

PBI245 GCTTGTTGGTGAGGTAACGGCT 245～266 B . bifidum

PBR442 AGGGAGCAAGGCACTTTGTGT 442～462 B . breve

PIN710 CTGTTACTGACGCTGAGGAGCT 710～731 B . infantis

PAD805 GTGGGGACCATTCCACGGTC 805～824 B . adolescentis

PLO965 TCCCGACGGTCGTAGAGATAC 965～985 B . longum

3　系统发育学研究—rRNA同源性分析法[2 ]

目前 16s rRNA序列同源性分析作为细菌的系

统发育和亲缘关系研究已被普遍接受和广泛应用。

它揭示了现存物种间内在的亲缘关系及其演化过

程 ,同时也为新物种的发现提供了一个有力的工具。

众所周知 ,细菌的生物学多样性是不可估量的宝贵

资源 ,但细菌形态简单 ,且有相当多数量的细菌种群

目前尚不能培养或难以培养 ,而传统的研究又完全

建立在培养的基础上 ,依据不少研究者的推测 ,目前

所描述和研究的种群仅是其全部的 1 %～5 %。16s

rRNA基因序列同源性分析及其基因探针的应用可

避开“培养”这一限制因素 ,去寻找、发现和探讨研究

那些目前尚不可培养的新的细菌物种 ,并可开拓有

用的基因资源服务于人类。[1 ]实验表明 ,在细菌细胞

中 RNA碱基序列的变化比整个基因组的变化要慢

得多 ,保守得多 ,这是 RNA的功能一直没有发生变

化 ,因此有人称它为细菌的“化石”。[21 ]

PCR方法的广泛应用 ,使 16s rRNA序列分析在

操作上也更加方便。它利用 16s rRNA基因两端的

保守序列作为 PCR 的引物 ,通过 PCR 扩增染色体

DNA上的 16s rRNA基因 ,然后以 PCR产物为模板直

接进行序列分析 ,或将 PCR 产物克隆到质粒载体

上 ,在菌体内扩增后再进行序列分析。

Bourget等 (1996) [22 ]对 4种双歧杆菌的 5个菌株

进行了 16s rRNA序列分析 ,对 18 种双歧杆菌的 29

个菌株进行了 16s～23s rRNA的基因间序列 ( ITS)分

析 ,并分别构建了树图。经比较说明 ,16s rRNA 的

序列分析有助于推断属间和属内的关系 ,而 16s～

23s ITS序列分析可用于划分种的界限。

表 2列出了本文所涉及方法的鉴定水平。

表 2　乳酸菌常用鉴定方法比较

　　方　　法 属 种 株 特点

表型特征鉴定法
(培养法、生化法等)

+ + -
操作简单 ,便于推广 ,但
菌体培养较费时。

PCR方法 + + + 操作简单 ,特异性好。

酶学方法 + + -
可特异性鉴定至属、种水
平。

DNA探针杂交法 + + +
探针的设计和试验条件
的掌握是关键。

G+ C mol %测定法 + + -
不能反映碱基序列的相
似性。

RAPD法 - + +
简便、快速、多态性检出
率高。

DNA2DNA杂交法 - + -
首先必须确定为同属细
菌。

DNA限制性内切酶分析法 - + +
常需同时结合其他方法 ,
如杂交等。

rRNA同源性分析法 + + - 特异性和灵敏度均很高。

　　综上所述 ,我们可以看到当前细菌分类鉴定的

发展趋势 ,如要揭示不同类群细菌在系统发育上的

自然关系 ,确立各类细菌在其中的位置 ,建立能反映

自然体系的分类系统 ,必须深入对细菌遗传本质特

性的研究。而细胞学、分子生物学和遗传学的发展

为细菌的分类鉴定提供了更科学、更可靠的工具 ,从

而为益生菌的科学应用提供指导。
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食用合成色素研究动态 (综述)

聂　晶　齐兴娟

(哈尔滨市卫生防疫站 ,黑龙江 哈尔滨　150010)

　　食品色素分为天然色素和化学合成色素两大

类。天然色素来源于动物和植物 ,一般比较安全。

但是 ,天然色素价格高 ,在食品加工、贮存过程中容

易褪色和变色 ,其应用受到限制。19世纪合成有机

染料工业的发展 ,为食品色素的使用提供了更经济

的生产途径。由于合成色素色泽鲜艳 ,性质稳定 ,易

于调色 ,着色力强 ,成本低廉 ,使用方便 ,已被广泛应

用。

近年来 ,为了加强对食用合成色素的管理 ,许多

国家对食用合成色素的理化性质及安全性做了深入

细致的研究 ,明确限定了食用合成色素的使用品种、

使用范围及使用量。各种检测方法也相继问世 ,并

日趋完善。
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