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·论著·

利用种特异性寡核苷酸探针鉴定 5种人源双歧杆菌的初步研究 3

张一凡1 　冉　陆1 　东秀珠2

(11卫生部食品卫生监督检验所 ,北京　100021 ; 21中国科学院微生物研究所 ,北京　100080)

摘　要 :为了对 5种常见于保健食品的双歧杆菌 (长双歧杆菌、短双歧杆菌、青春双歧杆菌、婴儿双

歧杆菌和两歧双歧杆菌)进行快速鉴定 ,在 16s rRNA基因同源性分析的基础上 ,设计了 5个种特异

性寡核苷酸序列 ,对其 3’2末端用地高辛标记后 ,作为探针与不同种的双歧杆菌 DNA进行膜杂交。

实验结果显示 ,这 5个寡核苷酸探针除婴儿双歧杆菌种特异的探针 PIN2DIG与短双歧杆菌有较弱

的交叉反应外 ,其余均表现出较好特异性。说明这些 16s rRNA基因探针对于食品中双歧杆菌的鉴

定和检测是一个特异且有效的工具。
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　　双歧杆菌是人类肠道菌群的重要组成部分 ,与

宿主的健康具有密切关系 ,近年来被广泛应用于功

能食品 ,其中最常用的是分离自人的 5种双歧杆菌。

过去对双歧杆菌属内不同种的区分主要建立在表观

特征基础上 ,如糖发酵类型和细胞形态学 ,[1 ]但这些

指标都会受一些培养条件的限制 ,从而会影响鉴定

的准确性。另外 ,表观特征的鉴定要求培养过程和

反应过程 ,较耗时。所以建立一种快速简便特异的

鉴定方法十分必要。

由于 16s rRNA序列是细菌系统发育研究及物

种鉴定中一个十分重要的保守大分子 ,[2～6 ]近年来 ,

以 16s rRNA基因为靶分子的 PCR引物或杂交探针

已用于很多细菌的快速鉴定。[7～10 ]
Matsuki 等[11 ,12 ]共

设计了 9对 PCR引物 ,用于检测双歧杆菌在人肠道

中的分布。另外 ,Yamamoto等[10 ]设计了 5种双歧杆

菌的种特异性探针 ,以粗提的高分子量 RNA为靶分

子 ,显示了较好的特异性。但由于 RNA易降解 ,给

此方法带来了一定的不便。最近 Dong等[13 ]设计了

在食品工业和微生态制剂中常用的 5种双歧杆菌的

种特异性 PCR引物 ,这些引物分别对应于 16s rRNA

基因上的不同位置。当用这个引物的混合物和一个

属特异性引物 lm3
[9 ]对未知 DNA进行 PCR扩增后 ,

根据 PCR产物的大小可对 5 种双歧杆菌进行快速

鉴定。

本项研究利用了 5种双歧杆菌的种特异性 PCR

引物 ,
[13 ]用地高辛标记为寡核苷酸探针 ,与待测双

歧杆菌的 DNA在硝酸纤维素膜上进行斑点印迹杂

交。结果显示 5种探针均有较好的特异性 ,是进行

种的快速鉴定的有用工具之一。

1　材料与方法

111　材料

菌株 　　来源 Japan Collection of Microorganisms

(JCM)

长双歧杆菌 ( Bifodobacterium longum) JCM1217
T

短双歧杆菌 ( Bifidobacterium breve) JCM1192
T

婴儿双歧杆菌 ( Bifidobacterium inf antis) JCM1222
T

青春双歧杆菌 ( Bifidobacterium adolecentis) JCM1275
T

两歧双歧杆菌 ( Bifidobacterium bifidum) JCM1255
T

　　培养基

TPYG培养基　胰胨 015 g ,大豆蛋白胨 015 g ,

酵母提取物 110 g ,葡萄糖 110 g ,吐温 80 011 mL ,

011 %刃天青 011 mL ,琼脂 115 g ,半胱氨酸 - 盐酸

0105 g ,盐溶液 410 mL ,蒸馏水 100 mL ,pH 618～710。

盐溶液的配制见参考文献。[14 ]

培养基装于镙口玻璃管中 ,用丁酰橡胶塞作为

管盖 ,抽出空气 ,充入氮气 ,重复 5～6次 ,预还原的

培养基于 8磅 30 min高压灭菌。

　　主要试剂

地高辛寡核苷酸 3′末端标记试剂盒 (Boehringer
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Mannheim ,德国)

地高辛结合抗体 (Boehringer Mannheim ,德国)

显色剂 NBT ,BCIP(华美生物制品公司 ,洛阳)

硝酸纤维素膜 (鼎国生物制品公司 ,北京)

112　方法

细菌的培养与收集 　将纯菌种转入预还原的

TPYG厌氧液体培养基中 ,37℃培养至对数生长中

期 ,注射青霉素 015 mgΠmL ,再培养 16～24 h ,离心 ,

收集菌体。

DNA的提取　按文献[15 ]的方法进行。

种特异性寡核苷酸探针的设计和标记 　33 种

双歧杆菌的 16s rRNA 序列可从 GenBank 获得。利

用 ClustalW软件对这些序列进行同源比较 ,找出 5

种双歧杆菌的种特异性 16s rRNA 基因序列 ,合成

(六合通公司 ,北京)长约 20 bp 的寡核苷酸片段。

合成的寡核苷酸采用 Boehringer Mannheim公司

提供的地高辛寡核苷酸 3′末端标记试剂盒标记为

探针 (表 1) ,同时标定探针的浓度。

表 1　本实验所用寡核苷酸探针

探针　 序列
在 16s rDNA
上的结
合位点

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

　　膜杂交　硝酸纤维素 (NC)膜在 ddH2O中浸湿 ,

晾干后再放入 20 ×SSC (3M NaCl ,300 mM枸橼酸

钠 ,pH710) ,干燥后点样 ,将不同浓度的变性靶 DNA

点在膜上。将点样后的 NC膜放入 80℃烘箱 2 h ,以

固定DNA。之后将膜浸入 5×SSC中 2 min ,预杂交 2

h(预杂交液 10 mL :5×SSC 8189 mL ,1 % blocking re2
agent 1 mL ,011 % N2Laurolysarcosine 011 mL ,0102 %

SDS 0101 mL) ;相同温度下杂交 4 h ;杂交后膜的漂

洗和显色按试剂盒说明进行操作。

模板 DNA浓度的测定 　分光光度计法测 DNA

浓度 ,A260 = 1时 ,双链 DNA浓度为 50μgΠmL。

2　结果　采用DIG标记的双歧杆菌种特异性的 16s

rRNA寡核苷酸探针 ,对 5种常用于保健食品中的双

歧杆菌 :长双歧杆菌、短双歧杆菌、青春双歧杆菌、婴

儿双歧杆菌和两歧双歧杆菌进行膜杂交。所有杂交

反应的探针终浓度为 10 pmolΠmL。

211　寡核苷酸探针的特异性　图 1～5分别为 5种

探针 (短双歧杆菌 PBR2DIG、婴儿双歧杆菌 PIN2DIG、

两歧双歧杆菌 PBI2DIG、长双歧杆菌 PLO2DIG、青春

双歧杆菌PAD2DIG)与5种双歧杆菌的杂交结果 ,图

图 1　短双歧杆菌探针 PBR2DIG

同 5种人源双歧杆菌 DNA的点杂交 (53℃)

A1～5 不同浓度短双歧杆菌 DNA :127μgΠmL ,6315μgΠmL ,

1217μgΠmL ,1127μgΠmL ,01127μgΠmL。

B1～5 两歧双歧杆菌 DNA (40μgΠmL) ,长双歧杆菌 DNA (37

μgΠmL) ,婴儿双歧杆菌 DNA(93μgΠmL) ,青春双歧杆菌 DNA

(40μgΠmL) ,去离子水。

图 2　婴儿双歧杆菌探针 PIN2DIG

同 5种人源双歧杆菌 DNA的点杂交 (5515℃)

A1～5 不同浓度婴儿双歧杆菌 DNA :93μgΠmL ,4615μgΠmL ,

913μgΠmL ,0193μgΠmL ,01093μgΠmL。

B1～5 短双歧杆菌 DNA (127μgΠmL) ,长双歧杆菌 DNA (37

μgΠmL) ,两歧双歧杆菌 DNA(40μgΠmL) ,青春双歧杆菌 DNA

(40μgΠmL) ,去离子水。

图 3　两歧双歧杆菌探针 PBI2DIG

同 5种人源双歧杆菌 DNA的点杂交 (5415℃)

A1～5 不同浓度两歧双歧杆菌 DNA :40μgΠmL ,20μgΠmL ,4

μgΠmL ,014μgΠmL ,0104μgΠmL。

B1～5 短双歧杆菌 DNA (127μgΠmL) ,长双歧杆菌 DNA (37

μgΠmL) ,婴儿双歧杆菌 DNA(93μgΠmL) ,青春双歧杆菌 DNA

(40μgΠmL) ,去离子水。
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图 4　长双歧杆菌探针 PLO2DIG

同 5种人源双歧杆菌 DNA的点杂交 (55℃)

A1～5 两歧双歧杆菌 DNA (40μgΠmL) ,短双歧杆菌 (127μgΠmL) ,

婴儿双歧杆菌 DNA(93μgΠmL) ,青春双歧杆菌 DNA (40μgΠmL) ,

长双歧杆菌 DNA(37μgΠmL)。

B1～5 两歧双歧杆菌 DNA(4μgΠmL) ,短双歧杆菌 (1217μgΠmL) ,

婴儿双歧杆菌 DNA(913μgΠmL) ,青春双歧杆菌 DNA (4μgΠmL) ,

长双歧杆菌 DNA(317μgΠmL)。

图 5　青春双歧杆菌探针 PAD2DIG

同 5种人源双歧杆菌 DNA的点杂交 (55℃)

A1～5 不同浓度青春双歧杆菌 DNA :40μgΠmL ,20μgΠmL ,4

μgΠmL ,014μgΠmL ,0104μgΠmL。

B1～5 短双歧杆菌 DNA (127μgΠmL) ,长双歧杆菌 DNA (37

μgΠmL) ,婴儿双歧杆菌 DNA(93μgΠmL) ,两歧双歧杆菌 DNA

(40μgΠmL) ,去离子水。

中不仅显示了每种探针的特异性 ,同时还显示出了

探针与模板 DNA不同浓度梯度的反应强度。在 5

种探针中 , PLO2DIG、PBR2DIG、PBI2DIG、PAD2DIG的

特异性均很好 ,而 PIN2DIG与短双歧杆菌有交叉反

应 ,或许是因为该探针的碱基序列与短双歧杆菌相

同位置的互补碱基差异极小。

同时还测定了 PBR2DIG、PBI2DIG、PAD2DIG与

所有的双歧杆菌 33个种及其他乳酸菌的杂交结果。

由表 2可见 ,3种探针均表现了较好的特异性 ,只有

PAD2DIG与非人源的双歧杆菌 (纤细双歧杆菌)有交

叉反应 ,但由于该菌不会应用在人用保健食品中 ,所

以将不会影响此探针用于食品中双歧杆菌的检测。

212　DNA浓度　为测定能产生明显杂交斑的模板

DNA浓度 ,在与长双歧杆菌探针 PLO2DIG的杂交膜

上分别点 2个稀释度的长双歧杆菌 DNA ,而在与其

他 4种探针的杂交膜上分别点 5个稀释度的 DNA ,

并用另外 4种变性 DNA和去离子水作为对照分别

点 1个稀释度。结果表明 ,能与 PLO2DIG产生明显

杂交斑的最低模板DNA浓度为 37μgΠmL ,而与 PBR2
DIG、PIN2DIG、PAD2DIG、PBI2DIG杂交的最低模板

DNA浓度分别为 1217μgΠmL、4615μgΠmL、20μgΠmL、

表 2　3种探针与 33种双歧杆菌的杂交结果

菌种名称
16s rRNA

基因序列号

探　　　针

PBR2DIG PBI2DIG PAD2DIG

B . bifidum JCM1255 S83624 - + -

B . longum JCM1217 M58739 - - -

B . infantis JCM1222 X70974 - - -

B . infantis JCM1210 Δ - - -

B . breve JCM1192 M58731 + - -

B . adolescentis JCM1275 M58744 - - +

B . angulatum JCM7096 D86182 - - -

B . catenulatum JCM1194 M58732 - - -

B . pseudocatenulatum JCM1200 D86187 - - -

B . dentium JCM1195 M58735 - - -

B . psedolongum ssp.
　globosum JCM5820

M58736 - - -

B . pseudolongum ssp.
　pseudolongum JCM1205

M58742 - - -

B . cuniculi JCM1213 M58734 - - -

B . choerinum JCM1212 D86186 - - -

B . thermophilum JCM1207 U10151 - - -

B . boum JCM1211 D86190 - - -

B . animalis JCM1190 X70971 - - -

B . magnum JCM1218 M58740 - - -

B . pullorum JCM1214 D86196 - - -

B . suis JCM1269 M58743 - - -

B . minimum JCM5821 M58741 - - -

B . subtile JCM5822 D89379 - - +

B . asteroids JCM8230 M58730 - - -

B . coryneforme JCM5819 M58733 - - -

B . indicum JCM1302 D86188 - - -

B . inopinatum DSM10107 ABO29087 - - -

B . denticolens DSM10105 D89331 - - -

B . saeculare JCM8223 D89328 - - -

B . merycicum JCM8219 D86192 - - -

B . ruminantium JCM8222 D86197 - - -

B . lactis DSM10140 X89513 - - -

B . gallicum JCM8224 D86169 - - -

B . gallinarum JCM6921 D86191 - - -

B . thermacidophilum AS. 1. 1882　ABO16246 - - -

C. butyricum Δ - - -

　注 :Δ目前该 16s rDNA序列还未测定
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20μgΠmL。因此 ,用普通的 DNA提取法便能得到充

足的反应 DNA。

213　杂交温度　对于寡核苷酸探针而言 ,杂交温度

主要与探针的碱基组成有关 ,按下式进行计算 :

T ( ℃) = [ ( G + C) ×4 + ( A + T) ×2 ] - 5。在此温

度范围附近的几个不同温度下进行探针杂交 ,确定

最佳杂交温度。5个探针的杂交温度范围是 53℃～

5515℃,每个探针的实际杂交温度见图 1～5 的图

示。

3　讨论

双歧杆菌属内种的 16s rRNA序列的同源性大

于 93 % ,
[16 ]通过分析序列中的碱基差异 ,合成种特

异性的寡核苷酸探针 ,与待测菌株 DNA进行杂交 ,

再结合表型特征 ,将会使鉴定结果更准确。Wallace

等[17 ]的实验表明 ,即使在序列上只有一个碱基差异

的寡核苷酸 ,也可作为序列特异的探针。16s rRNA

由于具有高度保守性而成为物种在探索基因水平鉴

定的主要靶分子。近年已有多个利用 16s rRNA基

因的寡核苷酸探针鉴定未知细菌的报道 ,
[18～20 ]其中

Kaufmann等[9 ]设计的属特异性 PCR引物 lm26 被标

记为探针用于本实验中双歧杆菌属的鉴定。本文根

据 Genbank中双歧杆菌属 33个种的 16s rRNA基因

序列 ,设计和合成了 5种常用人源双歧杆菌的种特

异性寡核苷酸探针 ,其长度为 20～22 bp ,膜杂交结

果表明 ,每种探针均有较好的特异性。

但在完成该实验的过程中 ,我们也发现 ,虽然在

鉴定 5种常用的人源双歧杆菌方面 ,五种探针均表

现了较好的特异性 ,但青春双歧杆菌的探针 PAD2
DIG与非人源的双歧杆菌有部分交叉反应 ,所以在

实际应用中 ,只有在确定了菌种来源后 ,才能应用此

方法。另外 ,本实验中所用 DNA采用的是较复杂的

传统提取法 ,比较耗时。为了简化提取步骤 ,应摸索

快速简便的提取法 ,才更有利于推广。同时 ,还应建

立用于菌落杂交的实验方法 ,不但可以省去提 DNA

这一步骤 ,还可以对试样进行菌落计数。更重要的

是 ,在对未知菌种鉴定之前 ,必须确定所设计的探针

确实具有特异性 ,否则一切工作都是徒劳。这就要

求在设计探针时 ,一定要全面分析所有种的 16s

rRNA序列 ,找出确实能反应其特异性的片段 ,使实

验误差达到最小。从这种意义上来讲 ,分子生物学

方法不可能完全取代表型特征鉴定方法 ,而只能是

将二者结合起来 ,从而使鉴定结果更准确。

近年来核酸探针杂交技术用于微生物的检测、

鉴定和定量得到了广泛应用和飞速发展 ,再加上越

来越多的细菌 16s rRNA基因全部或部分序列的获

得 ,为寡核苷酸探针的设计提供了更加便利的条件 ,

从而为从环境中分离出的双歧杆菌做出快速鉴定和

定量研究提供了更加可靠的科学依据。关于细菌基

因水平的知识了解得越多 ,我们对未知领域的细菌

就会探索得越深入 ;而基于分子水平上的检测手段

发展得越完善 ,我们对已知领域的细菌 ,尤其是难培

养细菌的鉴定 ,就更能反映其在原始生境中的自然

分布和生长状态。
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Tentative study on species2specif ic oligonucleotide probes for identif ication of five Bifidobacteria from hu2
man beingΠZhang Yifan , Ran Lu ,Dong XiuzhuΠΠChinese Journal of Food Hygiene . 2001 ,13 (3) :3～7

Abstract : For rapidly identifying 5 bifidobacterium species ( B . longum , B . breve , B . adolescentis , B . inf antis and B .

bifidum) often used in functional food ,we designed five species2specific oligonucleotide sequences ,which were based on

the homology analysis of 16s rRNA genes. After being labeled with digoxigenin (DIG) at 3’2end ,the sequences were used

as probes hybridizing with DNA from these 5 bifidobacteria. These probes showed the desired species specificity ,except

that the probe for B . inf antis had weak cross2reaction with B . breve. The result showed that these 16s rRNA gene probes

were specific and effective tools for identifying and detecting Bifidobacteria in food.
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