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食品检验中乳酸菌鉴定方法的探讨 

蒋  波, 房  蕊, 刘冬玲, 刘  浩, 杨美成* 

(上海市食品药品检验所, 上海  201203) 

摘  要: 目的  评价 GB 4789《食品安全国家标准 食品微生物学检验》中乳酸菌的鉴定方法。方法  选择 5

种双歧杆菌、4种乳酸杆菌和 1种链球菌共 10株乳酸菌, 分别采用 GB 4789标准中的方法、API生化鉴定系

统、16S rRNA基因序列分析法和 RiboPrinter全自动基因指纹图谱分析法进行鉴定。结果  GB 4789对乳酸杆

菌和嗜热链球菌鉴定效果较好, 对双歧杆菌的鉴定能力较弱; API鉴定乳酸菌一般至“属”水平; 16S rRNA序列

分析和 RiboPrinter系统可鉴定乳酸菌至“种”水平, 婴儿双歧杆菌的鉴定结果为长双歧杆菌婴儿亚种。结论  建

议 GB 4789 标准中增加分子生物学方法作为乳酸菌鉴定方法的补充, 同时建议及时更新标准中菌株的分类和

名称。 
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Identification methods of lactic acid bacteria in food test 

JIANG Bo, FANG Rui, LIU Dong-Ling, LIU Hao, YANG Mei-Cheng* 

(Shanghai Institute for Food and Drug Control, Shanghai 201203, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the identification methods of lactic acid bacteria in GB 4789 Food 

Microbiological Examination. Methods  Ten strains including 5 strains of Bifidobacterium spp., 4 strains of 

Lactobacillus spp. and 1 strain of Streptococcus spp. were identified by conventional biochemical tests of the national 

food safety standard, API biochemical system, 16S rRNA sequence analysis and RiboPrinter automatic 

microbiological gene fingerprint system, respectively. Results  Conventional biochemical tests of the standard 

identified strains with good results of Bifidobacterium and Streptococcus rather than Lactobacillus. API identified 

strains to the genus level. Both 16S rRNA and RiboPrinter identified strains to the species level and classified 

Bifidobacterium infantis as Bifidobacterium longum subsp. infantis. Conclusion  Molecular method is proposed as a 

complementary method for identification of lactic acid bacteria in GB 4789. Meanwhile, name and classification of 

the strains in GB 4789 should be updated timely and accurately. 
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1  引  言 

乳酸菌是一类可发酵糖主要产生乳酸的细菌的通称, 

GB 4789《食品微生物学检验》[1]标准中明确乳酸菌主要为

乳杆菌属(Lactobacillus)、双歧杆菌属(Bifidobacterium)和链

球菌属(Streptococcus)。目前多种乳酸菌已广泛应用于婴幼

儿配方食品、保健食品、药品的生产中[2]。许多种乳酸菌

都具有有益功能, 我国国家卫生和计划生育委员会颁布的

《可用于食品的菌种名单》[3]和《可用于婴幼儿配方食品

的菌种名单》[4]均明确了乳酸菌的种名, 因此乳酸菌种水
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平的分类和鉴定不仅是研究开发的重点, 也将成为我国食

品安全监管的必然需求。 

乳酸菌的分类鉴定方法包括 2大类: 一类是生理生化

方法, 包括形态特征、生理生化反应等, 这些方法都是基

于微生物表面受体的特异性, 至今仍在使用。另一类是分

子生物学方法, 即从分子和基因水平来认识乳酸菌的遗

传结构、组成和分类, 不同的基因型方法展示不同的分类

水平, 包括 DNA探针杂交技术、分子标记技术和 PCR扩

增技术等[5-8]。 

本研究选取了 5种双歧杆菌、4种乳酸杆菌和 1种链

球菌共 10株乳酸菌标准菌株, 参照 GB 4789.34-2012《食

品安全国家标准食品微生物学检验双歧杆菌的鉴定》[9]和

GB 4789.35-2010《食品安全国家标准食品微生物学检验乳

酸菌检验》[10]进行生化鉴定, 同时采用集成化的半自动生

化鉴定系统 API和基于分子生物学原理的 16S rRNA基因

序列和 RiboPrinter 全自动基因指纹图谱对 10 株菌株进行

鉴定, 比较分析现行有效的食品安全国家标准对乳酸菌鉴

定的准确性, 旨在为食品检测中乳酸菌种水平的结果判定

和食品安全国家标准的完善提供技术依据和数据支持。 

2  材料与方法 

2.1  菌  种 

实验用菌种包括两歧双歧杆菌 (Bifidobacterium 
bifidum, CICC 6071)、婴儿双歧杆菌 (Bifidobacterium 
infantis, CICC 6069)、长双歧杆菌(Bifidobacterium longum, 

CICC 6068)、短双歧杆菌 (Bifidobacterium breve, CICC 

6079)、青春双歧杆菌(Bifidobacterium adolescentis, CICC 

6070)、德氏乳杆菌保加利亚种(Lactobacillus delbrueckii 
subsp. bulgaricus, CICC 6047)、嗜酸乳杆菌(Lactobacillus 
acidophilus, CICC 6074)、罗伊氏乳杆菌(Lactobacillus reuteri, 
CICC 6226)、嗜热链球菌(Streptococcus thermophilus, CICC 

6063), 均购自中国工业微生物菌种保藏管理中心; 干酪乳

杆菌干酪亚种(Lactobacillus casei subsp. casei, GIM 1.159), 

购自广东省微生物菌种保藏中心。 

2.2  主要仪器和试剂 

API 鉴定系统(法国生物梅里埃公司); Veritii PCR扩

增仪(美国ABI公司); Quantity One 紫外成像仪、电泳仪(美

国BioRad公司); RiboPrinter全自动微生物基因指纹鉴定系

统(美国 Dupont公司)。 

API 50CHL和 API 20A板条购自法国生物梅里埃公

司; 生化管购自杭州滨和微生物试剂有限公司; 细菌基因

组 DNA提取试剂盒购自北京天根生化科技有限公司; rTaq 

DNA聚合酶、PCR缓冲体系及 DNA Marker, 均购自大连

宝生物工程有限公司; RP相关耗材样品制备包购于美国杜

邦公司; 采用通用引物, 正向引物 27F: 5’-AGAGTTTGAT 

CCTGGCTCAG-3’; 反向引物 1492R: 5’-TACGGCTACCT 

TGTTACGACTT-3’[11], 引物合成和 DNA 测序委托上海英

骏生物技术有限公司完成。 

2.3  实验方法 

2.3.1  食品安全国家标准鉴定 

挑选单菌落革兰染色镜检, 并参照 GB 4789.34-2012

《食品安全国家标准食品微生物学检验双歧杆菌的鉴定》
[9]和 GB 4789.35-2010《食品安全国家标准食品微生物学检

验乳酸菌检验》[10]中列出的乳酸菌主要生化反应指标对 10

株菌株进行鉴定(双歧杆菌的有机酸代谢产物采用气相色

谱法测定)。 

2.3.2  API 鉴定 

选择 API 50 CHL 板条鉴定乳酸杆菌和嗜热链球菌, 

选择 API 20A鉴定双歧杆菌, 系统鉴定操作步骤严格按照

仪器生产厂商提供的说明书进行。 

2.3.3  16S rRNA 基因序列分析法鉴定 

挑取单菌落, 按 DNA 抽提试剂盒依照操作说明提取

细菌基因组 DNA。 

PCR 扩增反应体系体积为 50 μL: 上、下游引物各 

200 pmol/L, 模板 DNA为 2 μL, 10×PCR缓冲液(含 MgCl2)

为 5 μL, dNTP各 200 μmol/L, 5 U/μL rTaq酶 0.25 μL, 无菌

双蒸水补齐至 50 μL。PCR循环参数: 100 ℃热盖; 95 C℃

持续变性 1 min; 95 ℃变性 30 s, 56 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸

90 s, 共 30个循环; 最后 72 ℃延伸 10 min。取 PCR产物

经 1.5%琼脂糖凝胶电泳, 紫外凝胶成像分析仪观察结果。 

采用 Clustalw 软件分析测序结果 , 在 NCBI 网站

GenBank数据库进行 BLAST比对。 

2.3.4  RiboPrinter 指纹图谱分析法鉴定 

挑取单菌落悬浮于缓冲液中, 95 ℃处理后, 加入 5 µL

裂解液 A和裂解液 B, 放置于 Riboprinter样品孔中并运行

程序, 限制性内切酶采用 EcoRⅠ, 相关操作流程参照仪器

标准化操作规程, 与 Dupont ID数据库比对后得出结果。 

3  结  果 

3.1  食品安全国家标准鉴定结果 

10株菌株均为革兰阳性菌, 无芽孢, 其中乳酸杆菌和

双歧杆菌为杆状, 嗜热链球为球状, 显微形态见图 1。 

对 GB 4789中列出的主要生化反应指标进行了至少 3

次平行试验, 每个生化反应出现 2 次以上重复作为结果。

乳酸杆菌和链球菌的生化反应结果中仅 1 个反应与 GB 

4789.35-2010[10]不一致: 干酪乳杆菌干酪亚种 GIM 1.159

山梨醇反应为阴性, GB 4789.35-2010[10]中该反应呈阳性, 

GIM 1.159源自 ATCC 334, ATCC 334的山梨醇反应为阴

性[12], 因此该反应应判为阴性; 另外 3 种乳酸杆菌和 1 种

链球菌的生化反应结果与 GB 4789.35-2010[10]中列出的结

果完全一致(见表 1 和表 2)。双歧杆菌的生化反应结果与

GB 4789.34-2012[9]差异较大, 仅长双歧杆菌 CICC 6068生
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化反应结果与 GB 4789.35-2010[10]中列出的结果完全一致

(见表 3)。 

3.2  API 鉴定结果 

经 API 50CHL和板条 API 20A鉴定, 2种乳杆菌和 4

种双歧杆菌共 6 株菌株未能准确鉴定至“种”水平: 干酪乳

杆菌干酪亚种 GIM1.159 鉴定为“类干酪乳杆菌干酪亚种”, 

罗伊氏乳杆菌 CICC 6226鉴定为“发酵乳杆菌”, 婴儿双歧

杆菌 CICC6069、长双歧杆菌 CICC6068、短双歧杆菌

CICC6079 和青春双歧杆菌 CICC6070 均鉴定为“双歧杆菌

1”; 1株双歧杆菌未能准确鉴定至“属”水平: 两歧双歧杆菌

CICC6071鉴定为“内放线菌”; 其余 3株菌株均准确鉴定至

“种”水平(见表 4)。 

 
 

       
 

A                                 B                                C 

 
A: 青春双歧杆菌[CICC 6070]; B: 嗜热链球菌[CICC 6063]; C: 嗜酸乳杆菌[CICC 6074] 

A: Bifidobacterium adolescentis[CICC 6070]; B: Streptococcus thermophilus[CICC 6063]; 
C: Lactobacillus acidophilus[CICC 6074] 

 
 

图 1 显微形态图 

Fig.1 Microscopic morphology 
 
 

表 1  乳酸杆菌的生化反应结果 
Table 1  Biochemical results of Lactobacillus 

生化反应 

干酪乳杆菌干酪亚种 德氏乳杆菌保加利亚种 嗜酸乳杆菌 罗伊氏乳杆菌 

国标 GIM 1.159 国标 CICC 6047 国标 CICC 6074 国标 CICC 6226 

七叶苷 + + - - + + ND - 

纤维二糖 + + - - + + - - 

麦芽糖 + + - - + + + + 

甘露醇 + + - - - - - - 

水杨苷 + + - - + + - - 

山梨醇 + - - - - - - - 

蔗糖 + + - - + + + + 

棉子糖 - - - - d + + + 

+表示阳性; -表示阳性; d表示 11%~89%菌株阳性; ND表示未测定 
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表 2  嗜热链球菌的生化反应结果 
Table 2  Biochemical results of Streptococcus thermophilus 

生化反应 
嗜热链球菌 

国标 CICC 6063 

菊糖 - - 

乳糖 + + 

甘露醇 - - 

水杨苷 - - 

山梨醇 - - 

马尿酸 - - 

七叶苷 - - 
 

3.3  16S rRNA 基因序列分析法鉴定结果 

10 株菌株均扩增到大小约为 1500 bp 左右的 16S  

rDNA 片段, 经比对, 2 株菌株未能准确鉴定至“种”或“亚

种”水平: 干酪乳杆菌干酪亚种 GIM1.159 鉴定为“干酪乳

杆菌(Lactobacillus casei)”; 婴儿双歧杆菌 CICC6069 鉴定

为“长双歧杆菌婴儿亚种 (Bifidobacterium longum subsp. 
infantis)”; 其余 8 株菌株均准确鉴定至“种”或“亚种”水平

(见表 4)。 

3.4  RiboPrinter 指纹图谱分析法鉴定 

采用 EcoR I 限制性内切酶酶切, 与仪器自带数据库

进行比对, 其中 1 株菌株未准确鉴定至“种”水平: 婴儿双

歧 杆 菌 CICC6069 鉴 定 为 长 双 歧 杆 菌 婴 儿 亚 种

(Bifidobacterium longum subsp. infantis); 1株菌株罗伊氏乳

杆菌CICC6226未能鉴定; 其余 8株菌株均准确鉴定至“种”

或“亚种”水平(见表 4)。 

 

表 3  双歧杆菌的生化反应结果 
Table 3  Biochemical results of Bifidobacterium 

生化反应 
两歧双歧杆菌 婴儿双歧杆菌 长双歧杆菌 青春双歧杆菌 短双歧杆菌 

国标 CICC 6071 国标 CICC 6069 国标 CICC 6068 国标 CICC 6070 国标 CICC 6079 

甘油 - - - - - - - - - - 

赤癣醇 - - - - - - - - - - 

D-阿拉伯糖 - - - - - - - - - + 

L-阿拉伯糖 - - - - + + + + - - 

D-核糖 - - + + - - + + + + 

D-木糖 - - + - + + d + + + 

L-木糖 - - - - - - - - - - 

阿东醇 - - - - - - - - - - 

β-甲基-D-木糖甙 - - - - - - - - - - 

D-半乳糖 d + + + + + + + + + 

D-葡萄糖 + + + + + + + + + + 

D-果糖 d + + + + + d + + + 

D-甘露糖 - - + + + + - - - + 

L-山梨糖 - - - - - - - - - - 

L-鼠李糖 - - - - - - - - - - 

卫矛醇 - - - - - - - - - - 

肌醇 - - - - - - - - + + 

甘露醇 - - - - - - - - - + 

山梨醇 - - - - - - - - - + 

α-甲基-D-甘露糖甙 - - - - - - - - - - 

α-甲基-D-葡萄糖甙 - - - - + + - + - + 

N-乙酰-葡萄糖胺 - - - + - - - - + + 

苦杏仁甙(扁桃甙) - - - - - - + + - + 

熊果甙 - - - - - - - - - + 

七叶灵 - - - + + + + + - + 
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续表 3 

生化反应 
两歧双歧杆菌 婴儿双歧杆菌 长双歧杆菌 青春双歧杆菌 短双歧杆菌 

国标 CICC 6071 国标 CICC 6069 国标 CICC 6068 国标 CICC 6070 国标 CICC 6079 

水杨甙(柳醇) - - + - - - + + - + 

D-纤维二糖 - - + - - - d - - + 

D-麦芽糖 - - + + + + + + + + 

D-乳糖 + + + + + + + + + + 

D-蜜二糖 - + + + + + + + + + 

D-蔗糖 - - + - + + + + + + 

D-海藻糖(覃糖) - - - - - - - - - - 

菊糖(菊根粉) - - - + - - - - - - 

D-松三糖 - - - - + + + - - - 

D-棉籽糖 - + + + + + + + + + 

淀粉 - - - - - - + + - + 

肝糖(糖原) - - - - - - - - - + 

木糖醇 - - - - - - - - - + 

龙胆二糖 - - + - - - + + + + 

D-松二糖 - - - + + + - + - + 

D-来苏糖 - - - - - - - - - - 

D-塔格糖 - - - - - - - - - - 

D-岩糖 - - - - - - - - - - 

L-岩糖 - - - - - - - - - + 

D-阿糖醇 - - - - - - - - - - 

L-阿糖醇 - - - - - - - - - - 

葡萄糖酸钠 - - - - - - + - - - 

2-酮基-葡萄糖酸钠 - - - - - - - - - - 

5-酮基-葡萄糖酸钠 - - - - - - - - - - 

+表示阳性; -表示阳性; d表示 11%~89%菌株阳性; ND表示未测定 

 
表 4  乳酸菌的鉴定结果(API、16S rRNA 和 Riboprinter) 

Table 4  Identification results of lactic acid bacteria (API, 16S rRNA and Riboprinter) 

菌株编号 

 API   16S rRNA  Riboprinter  

鉴定结果 % 鉴定结果 
最大 

识别%
鉴定结果 相似度 

GIM1.159 类干酪乳杆菌干酪亚种 99.8 Lactobacillus casei 99 
Lactobacillus casei subsp. 

casei 0.88 

CICC6047 德氏乳杆菌保加利亚亚种 96.2 
Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus 99 
Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus 0.89 

CICC6074 嗜酸乳杆菌 1 98.3 Lactobacillus acidophilus 99 Lactobacillus acidophilus 0.84 

CICC6226 发酵乳杆菌 1 97.3 Lactobacillus reuteri 99 / / 

CICC6063 嗜热链球菌 99.2 Streptococcus thermophilus 99 Streptococcus thermophilus 0.88 

CICC6071 内放线菌 99.8 Bifidobacterium bifidum 99 Bifidobacterium bifidum 0.90 

CICC6069 双歧杆菌 1 99.8 
Bifidobacterium longum subsp. 

infantis 99 
Bifidobacterium longum 

subsp. infantis 0.94 

CICC6068 双歧杆菌 1 99.4 Bifidobacterium longum 100 Bifidobacterium longum 0.95 

CICC6079 双歧杆菌 1 91.2 Bifidobacterium breve 99 Bifidobacterium breve 0.95 

CICC6070 双歧杆菌 1 98.4 Bifidobacterium adolescentis 99 
Bifidobacterium 

adolescentis 0.85 
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4  结  论 

GB 4789中乳酸菌分类鉴定以形态学、生理生化等表

型特征为主要指标, 操作过程中不需要特殊的仪器, 鉴定

时成本较低且方便。但相同菌株培养条件的改变可能会引

起结果发生变化, 不同菌株之间生理生化特征也存在差异, 

这可能是乳酸菌尤其是双歧杆菌的生化反应结果不能完全

符合 GB 4789.35-2012[10]的原因之一, 以生理生化反应为

依据的 API 系统也存在相同的缺点[13,14], 本试验中鉴定乳

酸菌一般至“属”水平。 

分子生物学鉴定方法如 16S rRNA基因序列分析法和

RiboPrinter 指纹图谱分析法, 依赖于 PCR 来选择性地扩

增特殊目的DNA片段, 从而得到所需要的信息, 最大的优

点是不依赖培养条件, 不会因为培养条件的变化而产生不

同的结果, 同时还可以分型和溯源[15-18]。本次试验虽未能

将个别菌株鉴定至“种”或“亚种”水平, 但可将乳酸菌鉴定

至“种”水平。 

两种分子鉴定方法均将婴儿双歧杆菌 CICC6069鉴定

为“长双歧杆菌婴儿亚种”, 查阅文献婴儿双歧杆菌已经重

新分类至长双歧杆菌, 通过 DNA-DNA杂交 16S rDNA及

hsp60 基因序列分析将长双歧杆菌划分为 3 个亚种长双歧

杆菌长亚种(Bifidobacterium longum subsp. longum)、长双歧

杆菌婴儿亚种和长双歧杆菌猪亚种 (Bifidobacterium 
longum subsp. suis)[19-20]。GB 4789.34-2012[9]中的菌种名称

没能及时更正, 导致菌名的混淆, 也可能进而引起菌种的

混乱。 

本研究试验表明, GB4789 国家标准可有效鉴定乳酸

杆菌和链球菌, 但是鉴定双歧杆菌的能力较弱, API鉴定乳

酸菌一般至“属”水平, 分子方法可鉴定至“种”水平。综合

考虑各种方法的优缺点, 建议增加分子生物学鉴定方法作

为 GB 4789国家标准中现有乳酸菌鉴定方法的补充, 同时

应对菌种的分类及时进行更新。 
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