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利用16S rRNA分析传统四川发酵泡菜中的
细菌多样性
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摘  要：为了解传统四川发酵泡菜中的细菌多样性，采用构建16S rRNA基因文库的方法，对样品进行研究。结

果表明：通过16S rRNA基因序列分析，所得到129个克隆子均鉴定为乳酸菌，分布于Lactobacillus和Pediococcus两

个属，所占比例分别为88.4%和10.1%。L. pentosus、L. plantarum和P. damnosus是其中的优势菌种分别占50.4%、

16.3%和10.1%，L. paralimentarius、L. sunkii、L. brevis、L. kisonensis、L. acetotolerans、L. namurensis分别占7.8%、

4.7%、3.1%、1.6%、0.8%和0.8%，且P. damnosus、L. paralimentarius、L. sunkii、L. kisonensis和L. acetotolerans均在

泡菜中发现。这些结果揭示四川泡菜中的微生物多样性，反映其中的微生物群落结构，展现很多未知的生物信息。
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Abstract：The bacterial diversity in Sichuan pickle samples was investigated by using the constructed 16S rRNA gene 

clone library. A total of 129 representative clones were recovered and all identified as lactic acid bacteria, which belonged 

to different species of the two genera Lactobacillus and Pediococcus with the proportion of 88.4% and 10.1%, respectively. 

The dominant species of bacteria in Sichuan pickles were L. pentosus (50.4%), L. plantarum (16.3%) and P. damnosus 

(10.1%) while other bacterial species were also observed such as L. paralimentarius (7.8%), L. sunkii (4.7%), L. brevis (3.1%), 

L. kisonensis (1.6%), L. acetotolerans (0.8%) and L. namurensis (0.8%). In addition, several species such as P. damnosus, 

L. paralimentarius, L. sunkii, L. kisonensis and L. acetotolerans were found in pickle for the first time. These results 

revealed the microbial diversity and the microbial community structure in Sichuan pickles, which contained quantities of 

undiscovered bioinformation.

Key words：Sichuan pickle；bacterial diversity；16S rRNA gene；clone library；phylogenetic analysis

中图分类号：TS255.1                 文献标志码：A 文章编号：1002-6630(2013)17-0215-04
doi:10.7506/spkx1002-6630-201317046

收稿日期：2012-06-21

基金项目：成都市普通科技创新项目(11GGYB443NC-289)；成都市重点科技成果转化项目(11ZHZD037JH-253)

作者简介：田伟(1986—)，男，硕士研究生，研究方向为食品微生物。E-mail：great_wei_cool@163.com

*通信作者：向文良(1973—)，男，副教授，博士，研究方向为传统发酵食品微生物过程学。E-mail：biounicom@mail.edu.cn

泡菜是一类以各种新鲜蔬菜为原料，添加食盐、水

和调味料，利用蔬菜自身附着的微生物或添加人工培养

的乳酸菌发酵剂，自然发酵而成的特色风味食品。中国

泡菜历史悠久，文化深厚，千百年来生生不息，传承至

今，是国人引以为自豪的发酵蔬菜食品，是源自中国本

土的发酵生物技术产品[1]。“世界泡菜看中国，中国泡菜

看四川”，四川泡菜是我国泡菜的典型代表，其制作历

史最早可追溯到3000年前的商周时期，有文字记载的泡

菜制作历史可以追溯到1500多年前《齐民要术》中“四

川泡菜制作专述”。四川泡菜以酸鲜纯正、脆嫩芳香、

回味悠久、解腻开胃而著称，其不仅可以作为佐餐食

用，更是川菜制作必不可缺少的调味菜，被誉为“川菜

之骨”。

目前，对传统泡菜中微生物的系统多样性研究，

多数是采用传统的分离﹑纯化﹑鉴定的方法。由于

生态环境中可培养的微生物仅仅占到微生物总数的
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0.1%～10%[2]，因此，传统的分离培养方法仅能获得较少

种类的微生物纯培养不能真实全面地反映系统当中微生物

的多样性。近年来，随着微生物分子生态学技术的发展，

人们可以避开纯培养，直接从分子水平上来研究环境样

品中微生物区系组成和群落结构[3]。付琳琳等[4]应用聚合

酶链式反应-变性梯度凝胶电泳(PCR-DGGE)技术对泡菜中

的乳酸菌多样性进行法了初步分析，梁新乐等[5]采用PCR-

DGGE对传统泡菜中的微生物群落结构多样性进行了初

步研究；这些研究结果揭示了自制泡菜中微生物的多样

性，及关键功能菌乳酸菌的系统发育关系，但是对四川

泡菜中的整个菌系进行的系统多样性分析还未见报道。

鉴于PCR相关技术在特殊微生态环境中微生物群落分析

中已经有了广泛的应用，本实验采用基于16S rRNA序列

同源性分析的PCR克隆分析技术，建立基因文库，对泡

菜中的微生物多样性进行探讨，以期为揭示泡菜发酵机

理、风味因子的形成机制提供一定的理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

泡菜液(发酵后期的窖池原液)，取自四川新繁食品有

限公司。

Bacterial DNA Kit、Plasmid Mini KitⅠ 美国

Omega公司；pGM-T克隆试剂盒 天根生化科技(北京)

有限公司。

1.2 菌体的富集

取泡菜液样品于3 0 m L的无菌离心管中，4℃、

7000r/min离心5min，弃上清，沉淀加入25mL的PBS缓冲

液，在漩涡混匀器上振荡2min，再4℃、7000r/min离心

5min，弃上清，加少量ddH2O洗涤，将沉淀转移到2mL的

无菌离心管中，4℃、14000r/min离心10min，弃上清液，

菌体－20℃保存[6]。

1.3 宏基因组文库的提取

宏基因组DNA用Bacterial DNA Kit提取，具体操作参

照说明书。

1.4 构建16S rRNA基因文库

以提取的宏基因组D N A作为模板，使用细菌通

用引物Eu27F(5’-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)
和1490R(5 ’ -GGTTACCTTGTTACGACTT-3 ’ )对细

菌16S rRNA进行扩增。PCR反应体系(50μL)组成：

10×Buffer (Mg2+ free) 5μL，引物Eu27F和1490R各1μL，

dNTP(2.5mmol/L) 4μL，MgCl2(25mmol/L) 3μL，Taq酶
(2.5U/μL) 1μL，模板DNA 2μL，加去离子水补齐50μL。

反应条件：95℃预热5min，95℃变性1min，50℃退火

1min，72℃延伸2min，反应35个周期，然后72℃复延伸

10min[7]。产物用1.0%琼脂糖电泳检测，－20℃保存。

P C R产物经纯化后，依据 p G M - T克隆试剂盒

(VT202-1)连接入质粒载体pGM-T，然后将重组质粒

pGM-T转化入感受态大肠杆菌E.coli  DH5α，在含氨

苄青霉素、X-gal和IPTG的LB平板培养基上37℃培养

12～16h。挑选阳性菌落，用Plasmid Mini KitⅠ提取重组

质粒，Eco RI酶切检测，质粒－20℃保存。

1.5 16S rRNA测序和系统发育分析

重组质粒送成都瑞信生物技术有限公司测序，测得

的16S rRNA序列先用软件Mallard 1.02进行嵌合体检验，

检验后无异常的序列再与GenBank数据库做相似性分

析，并通过Clustal X程序多重比对后用MEGA5.0软件中

的Neighbor-Joining法进行1000次步长计算构建系统发育

树[8]。在测序基础上，将部分代表序列登录到GenBank数

据库，获得序列号从JQ809281～JQ809316，共35个。进

而与数据库中的已知序列进行相似性比对分析，对所获

克隆子进行分子分类。

1.6 统计学分析

所有序列先用CLASSIFIER (RDP II, http://rdp.cme.

msu.edu/classifier/classifier.jsp)进行分类，再用软件

BioEdit进行两两比对，相似性得分达到0.97或更高的聚

为一个操作分类单元(operational taxonomic unit，OTU)，

得分低于0.97的则列为另一个OTU[9]。依据上述OTU分

类结果，用软件Analytic Rarefaction 1.3计算稀释度，以

克隆子的数目为横坐标，OTU的数目为纵坐标绘制稀

释度曲线；用软件Estimates 8.2.0计算多样性指数，用

Chao1和ACE来评价文库的OTU丰富度，Shannon(H)和

Simpson(D)来评价文库的OTU多样性[10]。

/% =                       100
2Sobs

SChao1 + SACE

式中：Sobs代表OTU的数目[11]。

2 结果与分析

2.1 16S rRNA基因PCR产物

1500bp

M 1

泳道M. MarkerⅦ；泳道1. PCR扩增产物。

图 1 四川泡菜样品16S rRNA基因PCR扩增产物琼脂糖凝胶电泳图谱

Fig.1 Agarose gel electrophoresis (1.0 %) of16S rRNA gene PCR 

products from Sichuan Pickle sample
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采用细菌通用引物Eu27F和1490R对宏基因组DNA进

行扩增，电泳结果见图1，可以看出扩增片段的大小约为

1500bp，符合细菌16S rRNA基因片段大小。

2.2 克隆子的分类

表 1 16S rRNA基因文库中代表克隆子的系统发育分析

Table 1 Phylogenetic analysis of typical clones from the 16S rRNA gene library

已知菌株(登录号) 代表克隆子(登录号) 克隆数 相似性/% 同类总克隆数

L. pentosus NRIC 1837 (AB362758)
PC-B22 (JQ809307)
PC-C33 (JQ809300)
PC-A62 (JQ809292)

44
11
10

99
98
97

65

L. plantarum NRIC 1954 (AB362768)
PC-C26 (JQ809297)
PC-A32 (JQ809304)

11
10

98
97

21

P. damnosus DSM 20331 (AJ318414)
PC-C40 (JQ809284)
PC-B2 (JQ809282)

9
4

98
97

13

L. paralimentarius DSM 13238 (AJ417500)
PC-C10 (JQ809296)
PC-C32 (JQ809299)

7
3

98
97

10

L. sunkii DSM 19904 (AB366385)
PC-B16 (JQ809293)
PC-A27 (JQ809303)
PC-B45 (JQ809309)

3
2
1

99
98
97

6

L. brevis CGMCC1306 (HQ726794)
PC-C2 (JQ809310)

PC-A44 (JQ809289)
3
1

98
97

4

L. kisonensis DSM 19906 (AB366388) PC-A36 (JQ809288) 2 99 2

L. acetotolerans JCM 3825 (AB303841) PC-C55 (JQ809302) 1 99 1

L. namurensis LMG 23584T (AM259119) PC-B50 (JQ809294) 1 98 1

Unclassified LAB PC-B24 (JQ809287) 6 ＜97 6

合计 129 129

50.4

16.3

10.1 7.8
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图 2 四川泡菜中16S rRNA基因文库菌株分布

Fig.2 Distribution of strain based on the 16S rRNA library

实验中共得到129个阳性克隆子，并全部进行了测

序，测得的16S rRNA序列经软件Mallard 1.02检测，并无

异常序列发现。用CLASSIFIER (RDP II, http://rdp.cme.

msu.edu/classifier/classifier.jsp)进行分类，结果显示，

所有的129个克隆子均属于硬壁菌门，乳杆菌科，其中

114个克隆子(88.4%)属于Lactobacillus属，13个克隆子

(10.1%)属于Pediococcus属，其余的2个克隆子(1.5%)由

于其相似性较低，不能确定其种属关系。将全部序列通

过GenBank数据库做同源性分析及相关信息检索，检索

结果见表1和图2。Stackbrandt等[12]认为当16S rRNA的序

列同源性≥97%时可以认为是一个种。因此，129个克

隆子中，65个(50.4%)经鉴定为L.pentosus；21个(16.3%)

为L. plantarum；13个(10.1%)为P. damnosus；10个(7.8%)

为L. paralimentarius；6个(4.7%)为L. sunkii；4个(3.1%)

为L. brevis；2个(1.6%)为L. kisonensis；1个(＜1%)为

L. acetotolerans；1个(＜1%)为L. namurensis；其余的6个

(4.7%)为Unclassified LAB。

2.3 系统发育分析

 Lactobacillus pentosus NRIC 1837(AB362758) 

PC-B22 (JQ809307)

Lactobacillus plantarum NRIC 1749 (AB362740)

Lactobacillus plantarum NRIC 1954 (AB362768)

PC-C26 (JQ809297)

PC-A32 (JQ809304)

PC-C33 (JQ809300)

PC-A62 (JQ809292)

PC-C50 (JQ809313)

PC-A47 (JQ809290)
PC-C10 (JQ809296)

PC-C32 (JQ809299)

Lactobacillus paralimentarius DSM 13238 (AJ417500)

PC-B24 (JQ809287)

PC-B26 (JQ809285)

PC-B50 (JQ809294)

Lactobacillus namurensis LMG 23584T (AM259119)

PC-C2 (JQ809310)

PC-A44 (JQ809289)

Lactobacillus brevis CGMCC 1306 (JQ246952)

PC-B2 (JQ809282)

PC-C40 (JQ809284)

Pediococcus damnosus DSM 20331 (AJ318414)

PC-B45 (JQ809309)

PC-A36 (JQ809288)

Lactobacillus kisonensis DSM 19906 (AB366388)

Lactobacillus sunkii DSM 19904 (AB366385)

PC-B16 (JQ809293)

PC-C42 (JQ809316)

PC-A27 (JQ809303)
PC-C55 (JQ809302)

Lactobacillus acetotolerans JCM 3825 (AB303841)

0.01 

图 3 基于16S rRNA基因序列构建的系统进化树

Fig.3 Phylogenetic tree based on the complete 16S rRNA gene sequences

为了显示各菌株的分类学地位和系统发育关系，

选取其中的代表菌株及其相似菌种，用MEGA5.0中的

Neighbor-Joining法构建系统发育树，结果如图3所示，

全部菌株在系统发育树中基本分成8个分支，PC-C40

和P C - B 2归类于P e d i o c o c c u s属，分别与已知菌株

P. damnosus有98%和97%的相似性。PC-B24和PC-B26归

类于Lactobacillaceae科，但由于相似性较低，其具体分

类地位有待进一步研究。其余菌株均属于Lactobacillus
属，其中PC-B22、PC-C26、PC-A32、PC-C33、PC-A62

和PC-C50与L. pentosus和L. plantarum聚为一个分支，

PC-C50与L.  pentosus的相似性为96%，其余相似性

均达到97%～99%；PC-C10、PC-C32和PC-A47与

L. paralimentarius聚为一个分支，相似度分别为98%，

97%和96%；PC-B50和L. namurensis聚为一个分支，相

似度为98%；PC-C2和PC-A44与L. brevis聚为一个分支，

相似度分别为98%和97%；PC-B45、PC-A36、PC-B16、

PC-C42和PC-A27与L. kisonensis和L. sunkii聚为一个分
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支，PC-C42与L. sunkii的相似性为96%，其余相似性均达

到97%～99%；PC-C55和L. acetotolerans聚为一个分支，

相似度为99%。

2.4 基因文库评估

所得的129个克隆序列经分析，划分为15个OTUs。

经多样性分析，16S rRNA基因文库的最大OTU丰度

指数Chao1和ACE分别为47和29，OTU的多样性指数

Shannon(H)和Simpson(D)分别为1.6868和0.6996，稀释度分

析表明(图4)，稀释度曲线上升幅度逐渐平缓，表明文库逐

渐趋近饱和。文库覆盖率为39.5%，表明文库能覆盖样品

中大部分的菌系，能够真实地反映样品中细菌的多样性。
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图 4 16S rRNA基因文库稀释度曲线

Fig.4 Rarefaction curve generated for the 16S rRNA gene library

3 讨 论

通过构建16S rRNA基因文库，共挑选出129个克隆

子，经序列分析，所有的克隆子均属于乳酸菌，主要分

布于Lactobacillus和Pediococcus两个属，且Lactobacillus
属占有绝对的数量优势。同时，结果也表明，在发酵成

熟期的泡菜液中L. pentosus、L. plantarum和P. damnosus是
其中的优势菌，L. paralimentarius、L. sunkii、L. brevis、
L. kisonensis、L. acetotolerans、L. namurensis是其中的次优势菌。

根据以前的报道，泡菜中的优势乳酸菌大多属于

Lactobacillus、Leuconostoc和Pediococcus属，其中的主

要优势菌种为L. plantarum、L. brevis、Leu. mesenteroides
和P. pentosaceus[13-15]。在本研究中，乳酸菌主要分布于

Lactobacillus和Pediococcus两个属，L. plantarum是其中

的优势菌，这些都和以前的研究相符，但同时，也表

现出了很多差异性。本研究中的优势菌还有L. pentosus和
P. damnosus，L. pentosus所占比例为50.4%，是其中最主要

的乳酸菌，尽管L. pentosus在以前的报道中曾出现过[16]，但

很少是作为主要优势菌；P. damnosus所占比例为10.1%，目

前还没有见泡菜中有这种菌的报道，Emilie等[17]曾在葡萄

酒和苹果酒中分离得到过这种能产生胞外多糖的菌。本

研究中发现的L. paralimentarius、L. sunkii、L. kisonensis
和L. acetotolerans在以前泡菜的报道中也未曾出现过，

Koichi Watanabe等在日本的传统发酵泡菜“Sunki”中

分离得到过L. sunkii和L. kisonensis[18]；Cai Yimin等[19]曾

在酵母中分离得到L. paralimentarius，Entani等[20]曾在

米醋中分离等到L. acetotolerans。在本研究中没有发现

Leuconostoc属，可能是由于Leuconostoc属的菌(如：Leu.
mesenteroides)主要在发酵前期活动，启动泡菜的乳酸发

酵过程，但随着发酵的进行，逐渐消亡。而其他的差异

可能是由于选取的实验材料和实验方法不同造成的，分

子方法能避开纯培养，因此能探测到更多的菌系。

研究结果表明，通过构建16S rRNA基因文库来研究

四川泡菜中的微生物多样性，不仅能够真实地反映其中

微生物群落结构组成，而且能提供很多传统纯培养方法

所不能揭示的信息，对于深入研究泡菜发酵机理、风味

因子的形成机制以及指导泡菜的发酵生产具有重要的理

论和实践意义。
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