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]l

El

FUIR B R — R R IR 227 A R E LRI 40 B I AR, & o 2B T P i AR M B 8, a8 AR FLIR
R RE A AR HE N A PN B R T AT B PO AR A O 2 FLE AN IE S5 o

& E AR 42 (Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAO) Flth 7 T 4= 4041
(World Health Organization, WHO) 20024 &4 | (& amhai W W8 ) (Guidelines for the
Evaluation of Probiotics in Food) , $87d A\ M o A2 B IR B AR AT 022, TR P 48 5 X 1 5 B PR
SE [ RE D BE AT 3 27 el 5 0t 78 B B 5 L, DNA-DNAZRZS & AR S 1%, (Hix
TETREGEKESFERENR, 2 RREARLZIRERFM, K HDNARF 5444165 rRNAKJT
BRI, FFE LR G ia B R 43 AR50 AR AR o

E Pl 2> (International Dairy Federation, IDF) 20124F K Aiid555 A (R BEEr S i i
Fha 4= MERIE)  (Safty Demonstration of Microbial Food Culture (MFC) in Fermented Food Products) , 24
i Ve FBE R, A EREANE195F, FERE AN R, BUCRH Z A E S,
B 224 TR AR AT 2 o 7 2 HR R i DR Y B v FEE PR AR BLER I, 4 0 g ] — o

20104 JR DAERRIR AT EVR T AT TR s (AR 4% 5, B FEXUET IR 8 (Bifidobacterium) + FLAT
W& (Lactobacillus) FIEEEKE J& (Streptococcus) 5 —=/N&, e FIARYE E PRl AR AT HIH AR S
PEHr FLIR B % 2 1048 TR, AT T SRS B & AT R AR o R S LR B R A e —
P S U AR Y o

11
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AFRUERLE T A T S BT & (Bifidobacterium)  FLFF#JE  (Lactobacillus) F1ig HAsEEk
(Streptococcus thermophilus) %5 FLIR B 45 i #2171 — ALK

Ak T o] TR S U & (Bifidobacterium)  FLATEE  (Lactobacillus) FIng itk
(Streptococcus thermophilus) 57L& B 1 /KT 455 .

2 MSEMsIAxH

BSOS T A A R R AN R . LR H ISR ST, ABTE B R AR ASE B T A
fFo FLEAEBMM SISO, HEEhA BT MBS & T A,

GB 4789.1 & FhriE &MY ERLR Sl

GB 4789.34 fiZaEZRAE BRMMAEM TR SUE 1% E

GB 4789.35 fm L aEZME BRMENFRE FLRERRE

GB/T 19495.2 # LA™~ Skl SEI8 = HORBR

GB/T 19495.3 H#HEH ™= Sl A IR E& A Alifh 77 i

SN/T 1941.3 #EH & i R AR AL I ik SR3¥R . FLERAT 1 FIPCRYZ:

3 KREFEX

SN/T 1941.3 FE i) A LA ARAEAN & S A A
3.1

ZLER B lactic acid bacteria

— ] IR AR KR LR B 4 B I PR . AR T LR T 29 AL AT AR (Lactobacillus)
WA & (Bifidobacterium) Fig #ik BR TR (Streptococcus thermophilus) .

4 YEEEVE

A E T A
4.1 PCR: polymerase chain reaction, B&ESHER K.
4.2 DNA: deoxyribonucleic acid, FitSE%HERLES
4.3 dNTP: deoxy-ribonucleoside triphosphate, Bt &¥E %H = 4 .

4.4 dATP: deoxy-adenosine triphosphate, Bt % bR = 4
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4.5 dCTP: deoxy-cytidine triphosphate, % BEHE = #4E
4.6 dTTP: deoxy-thymidine triphosphate, A% BH = #5E4.
4.7 dGTP: deoxy-guanosine triphosphate, Rit%&2H = #il4.
4.8 dUTP: deoxy-uridine triphosphate, Bt & FRE = i85 .
4.9 bp: base pair, FEEXT.
4.10 Taq: thermus aquaticu, 7K4EfBIE .
4.11 Tris: tris(hydroxymethyl) aminomethane, = (G2ERE) FEHR.,
4.12 EDTA: ethylene diamine tetraacetic acid, ZZFEIUZHER.
4.13 TE: Tris-HCI. EDTA &%
4.14 16s rRNA: 16S ribosomal ribonucleic acid, 16s AZ¥EIRAZFERLESR -
4.15 Genbank: ERERIT.
4.16 EMBL: The European Molecular Biology Laboratory, ERM 4> FHE4IF LM = .

4.17 DDBJ: DNA Data Bank of Japan, HZ DNA ¥324R1T.
5 LREEAZKRMEYLRESREIRH]

N FFErGB 4789. 11 L &
6 FERE

PRAFFLRR R b alirs 77 5, KRR AR R AR U ARG A 17 N e, B odnd S LG
ALK 4IDNA, FIREH 5199 1#16s rRNA, 453 PCRM=MEATIIT, FEDNATF 5 H br o f
BT A E (AnGenbank. EMBL. DDBJI%S) H T A1S% 7 54T [FYRPEIE 2 LUXT, ARTE % e B
AN RS B, R LR B AN [ @ s S 1R 51 A S A FH T Pl 7K~ 4 e I L R 51 404 384 H FRDNA B,
BT IPCR =0 7 J5 AT P I L X, FEAR YR AR AR BEAE A IO FNAf 5 « AR B ARk % 58 77 VA FIPCR
Y e JT AT [E AT

6.1 L£EEF
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[ D - ]

v

BT IR R AL ]

A 4

itk DNA 25K
[ S|4t . PCR 31
! !

[ SR }____{ TUFE KR e I E

v

[ L }

1 aRAABRRLERRF
6.2 FREKW (HEWRKREEENFZE)

M AT & (Bifidobacterium) % 5E 4 HEGB 4789.34H 5 I 7 4T, FLAFEJE ( (Lactobacillus)
FIEEEREJE (Streptococcus) %€ 14 MEGB 4789.35 FIE (177 VEAT

6.3 PCR /3%

6.3.1 PCR RR—RZEk

6.3.1.1 LHREHRMEARNEZERFNDTFEDELREE, BIERLE.
6.3.1.2 BAF. BE. BEFUEHNLERREHIPNATE GB/T 19495.2 IZEK.
6.3.2 PCR REIRE#zH

BEAPCRI MY RV E 2 PAT SR, NRE S AX IR IR IRATEAPERIR, 2 A X B AIPCRR
S 2 A P I T X A /KA DNASEAS, - BH AT SRS P 55 1 s e [ o A Qi i B2 L R RR FRIDNA
IR, PR IR FI AN H AR 1 RIDNA AR -

6.3.3 Sl¥MEITEXR
6.3.3.1 ATRE. MKFLEINEES 165 rRNA F,

6.3.3.2 AT, WHKFHLERIEES 165~23s rRNA #REXFF. FAEE-tRNA & REE o TE
(phenylalanyl-tRNA synthase alpha subunit , pheS). RNA RB&#HE o I E(RNA polymerase alpha
subunit,rpoA). EHIFLE{REF Tu(translational elongation factor, tuf )& .
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3.3 EitHIS | kB EBISREE (40 Genbank, EMBL. DDBJ ) fhiiEEtk DNA FEFl

HITEIRMEEEE ST, N EREBSESEMEARIEFY. RBEENRMFE, AEEHEA LA
5149, FFITRIRMEEXS.

6.3.

6.3.

6. 3.

6. 3.

6. 3.

6. 3.

7

4 fEiR DNA 2B

4.1 DNARENHGZES MR A.

4.2 DNAREMNZEIRER GB/T 19495.3 ¥EH 5 ERIT.
5 PCR¥ &M

RALPCRI S ZEAT, Rl 2 AR R 2 Ao

6 PCR £55R ¥l

MHBLT IO —, WIPCREESRILR, N AEBHEAT IR .
—— P P AT IR i R A R 2

—— 2 X R BB o R IR

——FAPEX IR L H ) Fr B

HRIRE

IRYE AR IRLIR T B TEASRHIEILER CBik) FIAEBRAEfLSEIR S 3, STRGEH %€ RS, el

SR BRI SR o BRIR AR R B Bty 44 MU, A P J A4 AUROIn sl Az T3], R B S0 4%, 57
EA VAN e
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M & A
(ERMEMR)

WEEFFEE (Bifidobacterium)  FAFHE (Lactobacillus) FAREHEIKE (Streptococcus thermophilus)

A.

A.

A.

1

1

1

FIMEN PCREEHE

SRR S

BRI ARE S, WA W AL A, SRI6 T K D9 KT AR /K BRZR TR K

.1 Taq DNABRATHEE.
.2 dNTP: dATP. dTTP. dCTP. dGTP.
.3 RITER

KIFFEATCC25922,  H br T Ff AR U MR RS H A R

4 IRBEHE.

5 RUZIESHMAIBRRAEYRE.

.6 DNADFEIRICIRIEB R ERARNMNERE),
7 EEFEEDNAREUR IS .

.8 TEZMi&: 10mmol/L Tris-HCI(pH=8.0). 1mmol/L EDTA(pH=8.0).

9 SOXTAELEMi&: Trish242g. 7k ZE&57.1mL. 0.5mmol/L EDTA(pH=8.0) 100mL, FAZIEKE

REL1000mL, EBFRE, FARNBEZL.

A.1.10 ZRBEHEEERR (2%, w/v): FREN2. OeTRBE#E T =ML, IAN98. OmL IXTAEZMR, MRAERE.

A.

A.

1.

1.

11  10xPCRZE % .

12 6xloading buffer(_L-#£%).

.13 EHPCRENE,

14 REELDE: 15mL. 2mL.

e T

1 BFXRFE: XE0.001g.
.2 PCR{%

3 Bib#l.

4 RINEBE AR

5 EKY.

.6 THEFi®EE: 10uL. 100uL. 200pL. 1000uL.



A.2.7 (BRKNHE.

A2.8 BEIES.
A3 BRMELSE

A 3.1 HE
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WEFF R (Bifidobacterium) #%HiGB 4789.34 8 1 7 1E AT, SRAFXT BUE K IR RE 772, FL
T J®E ( (Lactobacillus) FIEEEKTE & (Streptococcus) 1%MEGB 4789.35 #M5E Ik AT, IRIGATE4E

KIRARTE TR o

A.3.2 1REDNAREEL

T AT, B T34 504 K AR & s AR B 78 41.5mL,8000g  B5.002~5min, /N ZBR FiEHR
22 FE 2 1 L R 4L DNASE BGA T & 100 B B HE EUDNARR AR, AT B IR Al DNAVA T 50ul. TEZE iR 84 T8 14

MzEKH, -20°CHRAE, & H .
A.3.3 5|4, PCRREFBRKLI BIEF

MERA. TP FEAH B IR 5 I MIPCRI N 26 A IRSRAT A 22, AT FFT IR HT (K 514 o

FA 1 5|4, PCR REARKRIERER
HARE AR 314955 i PCRR R % PCRR RifEFF
BFR RE
MR 16s rRNA | 5' -aga gtt tga tcc tgg ctc ag-3' 1500bp | 10xPCR %% ¥ ( Mg?* | 95°CHii4bFi5min . 95°C7F
KA B 8 5’ -acg gct acc ttg tta cga ctt-3' Plus) 5SuL, B 1L, | P 1min. 55°C3E K 1min.
FEER R R 5| ¥ % 0.4umol/L, Taq | 72°C%E{#1min30s, 30/>7E
DNAK & 1.5 units, | ¥ )5, 72°CHE{H10min, i
dNTPs 0.2mmol/L, TGE | J5#E1F4°ClRAE,
WZEIKFNFE A 50Ul
MR 16s rRNA | 5’-gga aac ag(a/g) tgc taa tac cg-3’ 500bp 10xPCR 2% 1P W (Mg®* | 95°C TRALFE5min . 94°C7AF
5’-cac cgc tac aca tgg ag-3’ Plus) 5puL, #fR1uL, | ¥ 1min. 51°C~61°C i k
5| ¥ % 0.4umol/L, Taq | 1min & A 78 ¥ J5 B& 1%
DNAX 48§15 units, | 05T, 201MEH) ; 94CTH
dNTPs 0.2mmol/L, FGiE | E1min. 58°CiR K 1min,
MZEIK K7 A 50uL 72°CIEA2min, 23 MEH G
72°CHE{HAmIn, /5 A A5
4CHRAF
pheS 5-cay ccn gch cgy gay atg c-3 450bp 10xPCR 2% #h ¥ ( Mg?* | 95°C Fiikb#i5min . 95°CAS

5-ggr tgr acc atv ccn gch cc-3'

Plus) SuL, fAR1pL,
5] ¥ % 0.4pmol/L, Taq
DNAR & #51.25 units,
dNTPs 0.2mmol/L, JGH
WA IKFMFEES0pL .

PE2min. 46°CiE k1min45s.
72°C {EAfi1mini5s, YT 34
EI G, 95°C 35S, 46°C
iE ‘K 1mind5s . 72 °C %E fif
1min15s , 30N A,
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72°CIEH7min, f/EAH13|
4°CHRAT o

B AFHE | 16srRNA | 5-ataatgcggecgcacgggeggtgtgtre -3 900bp 10xPCRZE il (Mg** 94°C fii4b¥l4min . 94°CAp
5-taatagcggccgcagemgecgeggtaatwe -3 Plus) 5SpuL, #R1uL, | #Eimin. 45°CiE K 1min.
3 4%0.4umol/L, Taq | 72°CHEMiimin, HYT 301G
DNAZR £ 1.5 units, WG, 72°CiEffidmin, F
dNTPs 0.2mmol/L, T | WAIEI4CIRAF .
WZEIKFN FE A 50Ul
FEER R R 16s rRNA | 57ctg gtc tgt aac tga cgc tga g-3 405bp 10xPCRZZ vh ¥ ( Mg?* | 94 C Filkb¥H2min . 94°CAS

5-cca act gaa tga tgg caa cta a-3

Plus) 2.5uL, #5#R 1uL,
5 ¥ %-0.2umol/L, Taq
DNAZR & 850.75 units,
dNTPs 0.2mmol/L, Fi
WZEIKFN 7B EE 25 UL,

#£30s. 61°CiEk1min, 72°C
ZEAH Imin, FAT 30N E I
Ji, 7T2°CIEA10min, &5
AEF|ACHAT

A.3.4 PCRY & F=48 k1056

i I IXTAESE (R T ] 2% B IR BE B, I E PRIV MR e, SREBCHIK AT g toik, MBI A
55°C” 60°CHY, AL Mas IR AL L B8 sl HAt iT BRI A ekt (2R A B 1 png/mLak TAR K

NIx, ERGERERER R SIEINGIR g, SRA RS . 7E kA P I N IXTAEZE MR, (R
Wit e, B ESUL DNAY 774 5 1uL 6xloading buffer( FRER) IR SIS IG, fikE, [RINHHEYE B 1
BN, fESREFLT DN DNAZF&H5ic, 5~10v/icm, 1%, HL1k20~30min. 7E4E4MEEIE BG4 T WR
WHKGER, ML RER.

Fr 5\ E Rz et

K FASPCR AT, IR IBIF G, K Irs e S N LR i S8 12, 1R, 5 2%
H AR IS 25 T b 7 IREAT RIS PR LU XS, i R 8 B 42

A.3.5
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[bookmark: BKQY]前  言

本标准按照GB/T 1.1-2009的规则起草。

本标准由中国轻工业联合会提出。

本标准由全国食品发酵标准化中心归口。

本标准起草单位：

本标准主要起草人：



[bookmark: BKYY]引  言

乳酸菌是一类可发酵糖主要产生大量乳酸的细菌的通称，是益生菌中最具代表性的菌属，益生乳酸菌能够促进机体内菌群平衡或者预防生态失调、缓解乳糖不耐症等作用。

联合国粮农组织（Food and Agriculture Organization of the United Nations，FAO）和世界卫生组织（World Health Organization，WHO）2002年发布了《食品中益生菌评价指南》（Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food），指南中认为确定益生菌的种和属很有必要，菌种鉴定对确定菌种特定的健康功能和流行病学监测与研究具有重要意义，DNA-DNA杂交是确定菌株种属的参考方法，但该方法需要保藏大量参考菌株，许多实验室不具备这样的条件，因此建议用DNA序列编码16s rRNA的方法代替杂交试验，并建议综合运用基因分型试验和表型试验。

国际乳品协会（International Dairy Federation，IDF）2012年发布455号公告《发酵食品中微生物菌种安全性论证》（Safty Demonstration of Microbial Food Culture (MFC) in Fermented Food Products），公布了食品用微生物菌种，其中包括细菌195种，在确定细菌分类学地位时，建议采用多相鉴定的方法，即当菌株和模式菌种在表型和/或基因型具有高度的相似性时，被归为同一种。

2010年原卫生部办公厅印发了可用于食品的菌种名单，包括双歧杆菌属（Bifidobacterium）、乳杆菌属（Lactobacillus）和链球菌属（Streptococcus）等三个属，本指南根据国际相关组织公布的技术文件中乳酸菌鉴定的指导原则，建立可用于食品的双歧杆菌属、乳杆菌属和链球菌属等乳酸菌菌种鉴定一般原则和程序。
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[bookmark: StandardName]食品用乳酸菌鉴定技术指南

范围

本标准规定了可用于食品的双歧杆菌属（Bifidobacterium）、乳杆菌属（Lactobacillus）和嗜热链球菌（Streptococcus thermophilus）等乳酸菌鉴定程序的一般要求。

本标准适用于可用于食品的双歧杆菌属（Bifidobacterium）、乳杆菌属（Lactobacillus）和嗜热链球菌（Streptococcus thermophilus）等乳酸菌的种水平鉴定。

规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

GB 4789.1 食品安全国家标准 食品微生物学检验 总则

GB 4789.34  食品安全国家标准 食品微生物学检验 双歧杆菌的鉴定

GB 4789.35  食品安全国家标准 食品微生物学检验 乳酸菌检验

GB/T 19495.2 转基因产品检测 实验室技术要求

GB/T 19495.3 转基因产品检测 核酸提取纯化方法

SN/T 1941.3 进出口食品中乳酸菌检验方法 第3部分：乳酸杆菌的PCR法



术语和定义

SN/T 1941.3 规定的及以下术语和定义适用本文件。



乳酸菌lactic acid bacteria

一类可发酵糖主要产生大量乳酸的细菌的通称。本标准中乳酸菌主要为乳杆菌属（Lactobacillus）、双歧杆菌属（Bifidobacterium）和嗜热链球菌（Streptococcus thermophilus）。

缩略语

下列缩略语适用于本文件。

PCR：polymerase chain reaction，聚合酶链式反应。

DNA：deoxyribonucleic acid，脱氧核糖核酸。

dNTP：deoxy-ribonucleoside triphosphate，脱氧核糖核苷三磷酸。

dATP：deoxy-adenosine triphosphate，脱氧腺苷三磷酸。

dCTP：deoxy-cytidine triphosphate，脱氧胞苷三磷酸。

dTTP：deoxy-thymidine triphosphate，脱氧胸苷三磷酸。

dGTP：deoxy-guanosine triphosphate，脱氧鸟苷三磷酸。

dUTP：deoxy-uridine triphosphate，脱氧尿苷三磷酸。

bp：base pair，碱基对。

Taq：thermus aquaticu，水生栖热菌。

Tris：tris(hydroxymethyl) aminomethane，三（羟甲基）氨基甲烷。

EDTA：ethylene diamine tetraacetic acid，	乙二胺四乙酸。

TE：Tris-HCl、EDTA缓冲液。

16s rRNA：16S ribosomal ribonucleic acid，16s 核糖体核糖核酸。

Genbank:基因银行。

EMBL：The European Molecular Biology Laboratory，欧洲分子生物学实验室。

DDBJ：DNA Data Bank of Japan，日本DNA数据银行。

实验室基本要求和生物安全与质量控制

应符合GB 4789.1的规定

方法提要

获得乳酸菌菌种纯培养后，采用表型试验和聚合酶链式反应相结合的方式鉴定，首先通过提取乳酸菌基因组DNA，利用通用引物扩增16s rRNA，将所得的PCR产物进行测序，并将DNA序列与国际已有核酸序列数据库（如Genbank、EMBL、DDBJ等）中已知参考序列进行同源性搜索比对，根据鉴定菌种的种/属信息，利用乳酸菌不同属特异性引物或其他用于种或属水平鉴定的基因引物扩增目标DNA片段，将所得的PCR产物测序后进行序列比对，并根据形态和生理生化验证和确定。生理生化鉴定方法和PCR鉴定方法也可同时进行。

鉴定程序

 (
乳酸菌纯培养物
增菌、收集菌体细胞
模板
DNA
提取
测序、数据库序列比对
表型试验
引物设计、
PCR
扩增
结果报告
)

图1 食品用乳酸菌鉴定程序

表型试验（形态观察及生理生化方法）

双歧杆菌属（Bifidobacterium）鉴定按照GB 4789.34规定的方法执行，乳杆菌属（（Lactobacillus）和链球菌属（Streptococcus）鉴定按照GB 4789.35 规定的方法执行。

PCR方法

PCR反应一般要求

实验室操作人员应具备良好的分子生物学专业技能，操作熟练。

有毒、有害、废弃物质的处理及安全防护应符合GB/T 19495.2的要求。

PCR反应质量控制

每个PCR反应均应设置2个平行实验，应设置空白对照、阳性对照和阴性对照，空白对照的PCR反应体系中使用无菌双蒸水代替DNA模板，阳性对照使用与目标菌种同种的模式菌种或参比菌株的DNA为模板，阴性对照采用不含目标序列的DNA为模板。

引物设计要求

用于属、种水平鉴别基因有16s rRNA等。

用于种、亚种水平的鉴别基因有16s~23s rRNA转录间区序列、苯丙氨酰-tRNA合成酶α亚基(phenylalanyl-tRNA synthase alpha subunit ，pheS)、RNA聚合酶α亚基(RNA polymerase alpha subunit,rpoA)、翻译延伸因子Tu(translational elongation factor，tuf )等。

设计的引物应和核酸序列数据库（如Genbank、EMBL、DDBJ等）中的模式菌株DNA序列进行同源性比较分析，评价其是否与近缘菌种具有同源序列。根据鉴定对象和需要，可选择两对以上的引物，并进行同源性比对。

设计合理的引物序列，应对其鉴定能力和适用范围进行评价实验，确定其适用性。

模板DNA提取

DNA提取方法参见附录A。

DNA浓度测定按照GB/T 19495.3规定的方法执行。

PCR扩增反应

优化PCR反应条件，特别是热循环条件。

PCR结果判断

当出现下列情况之一，则PCR鉴定结果无效，应重新进行实验。

——两份平行测试样品的结果不一致；

——空白对照或阴性对照出现条带；

——阳性对照未出现目的片段。

结果报告

根据菌株的核酸序列、形态特征观察（镜检）和生理生化实验结果，对照通用的鉴定系统，确定待鉴定菌株的分类地位。菌种名称采用国际命名规则，使用属名和种加词的拉丁词，并附中文译名，有异名时应同时标注。










































（资料性附录）
双歧杆菌属（Bifidobacterium）、乳杆菌属（Lactobacillus）和嗜热链球菌（Streptococcus thermophilus）等乳酸菌的PCR鉴定方法

试剂和材料

除另有规定外，试剂均为分析纯或生化试剂，实验用水为灭菌双蒸水或蒸馏水。

Taq DNA聚合酶。

dNTP：dATP、 dTTP、 dCTP、 dGTP。

质控菌株

大肠杆菌ATCC25922、目标菌种的模式菌株或参考菌株。

琼脂糖。

溴化乙锭或其他可替代的生物染料。

DNA分子量标记(依据目的片段大小选择)。

细菌基因组DNA提取试剂盒。

TE缓冲液：10mmol/L Tris-HCl(pH=8.0)、1mmol/L EDTA(pH=8.0)。

50×TAE缓冲液：Tris碱242g、冰乙酸57.1mL、0.5mmol/L EDTA(pH=8.0) 100mL，用蒸馏水定容至1000mL，室温保存，使用时稀释至1×。

琼脂糖凝胶（2%，w/v）：称取2.0g琼脂糖于三角瓶中，加入98.0mL 1×TAE缓冲液，加热溶解。

10×PCR缓冲液。

6×loading buffer(上样液)。

无菌PCR反应管。

无菌离心管：1.5mL、2mL。

仪器和设备

电子天平：感量0.001g。

PCR仪。

离心机。

紫外凝胶成像仪。

电泳仪。

微量移液器： 10μL、100μL、200μL、1000μL。

恒温水浴锅。

超净工作台。

操作步骤

增菌

双歧杆菌属（Bifidobacterium）按照GB 4789.34规定的方法执行，获得对数生长期液体培养物，乳杆菌属（（Lactobacillus）和链球菌属（Streptococcus）按照GB 4789.35 规定的方法执行，获得对数生长期液体培养物。

模板DNA提取

无菌条件下，移取处于对数生长期的含菌液体培养物1.5mL,8000g 离心2~5min，小心去除上清液。按照细菌基因组DNA提取试剂盒说明书提取DNA模板，所提取的模板DNA溶于50μL TE缓冲液或无菌双蒸水中，-20℃保存，备用。

引物、PCR反应体系及扩增程序

从表A.1中选择相应的引物和PCR反应条件，如果有必要，可重新筛选新的引物。

引物、PCR反应体系及扩增程序

		目标菌种

		靶基因

名称

		引物序列

		扩增

片段

		PCR反应体系

		PCR反应程序



		乳杆菌属

双歧杆菌属

链球菌属

		16s rRNA

		5，-aga gtt tga tcc tgg ctc ag-3，

5，-acg gct acc ttg tta cga ctt-3，

		1500bp

		10×PCR缓冲液（Mg2+ Plus） 5μL，模板1μL，引物各0.4μmol/L，Taq DNA聚合酶1.5 units，dNTPs 0.2mmol/L，无菌双蒸水补充至50μL。

		95℃预处理5min 、95℃变性1min、55℃退火1min、72℃延伸1min30s，30个循环后，72℃延伸10min，最后冷却到4℃保存。



		乳杆菌属

		16s rRNA

		5’-gga aac ag(a/g) tgc taa tac cg-3’

5’-cac cgc tac aca tgg ag-3’

		500bp

		10×PCR缓冲液(Mg2+ Plus） 5μL，模板1μL，引物各0.4μmol/L，Taq DNA聚合酶1.5 units，dNTPs 0.2mmol/L，无菌双蒸水补充至50μL。

		95℃预处理5min 、94℃变性1min、51℃~61℃退火1min（每个循环后降低0.5℃，20个循环）；94℃变性1min、58℃退火1min、72℃延伸2min,23个循环后，72℃延伸4min，最后冷却到4℃保存。



		

		pheS

		5,-cay ccn gch cgy gay atg c-3,

5,-ggr tgr acc atv ccn gch cc-3,

		450bp

		10×PCR缓冲液（Mg2+ Plus） 5μL，模板1μL，引物各0.4pmol/L，Taq DNA聚合酶1.25 units，dNTPs 0.2mmol/L，无菌双蒸水补充至50μL。

		95℃预处理5min 、95℃变性2min、46℃退火1min45s、72℃延伸1min15s，执行3个循环后，95℃变性35s、46℃退火1min45s、72℃延伸1min15s ，30个循环后，72℃延伸7min，最后冷却到4℃保存。



		双歧杆菌属

		16s rRNA

		5,-ataatgcggccgcacgggcggtgtgtrc -3,

5,-taatagcggccgcagcmgccgcggtaatwc -3,

		900bp

		10×PCR缓冲液(Mg2+ Plus） 5μL，模板1μL，引物各0.4μmol/L，Taq DNA聚合酶1.5 units，dNTPs 0.2mmol/L，无菌双蒸水补充至50μL。

		94℃预处理4min 、94℃变性1min、45℃退火1min、72℃延伸1min，执行30个循环后，72℃延伸4min，最后冷却到4℃保存。



		链球菌属

		16s rRNA

		5,-ctg gtc tgt aac tga cgc tga g-3,

5,-cca act gaa tga tgg caa cta a-3,

		405bp

		10×PCR缓冲液（Mg2+ Plus） 2.5μL，模板1μL，引物各0.2μmol/L，Taq DNA聚合酶0.75 units，dNTPs 0.2mmol/L，无菌双蒸水补充至25μL。

		94℃预处理2min 、94℃变性30s、61℃退火1min、72℃延伸1min，执行30个循环后，72℃延伸10min，最后冷却到4℃保存。





PCR扩增产物电泳检验

使用1×TAE缓冲液配制2%琼脂糖凝胶，加热至沸腾溶解后，采取电泳前染色法，当凝胶温度在55℃~60℃时，微量移液器加入溴化乙锭或其他可替代的生物染料，使其终浓度达到1μg/mL或工作浓度为1×，趁热将琼脂糖溶液均匀倒入制胶器，室温冷却至凝固。在电泳槽中加入1×TAE缓冲液，使溶液没过胶面，移取5μL DNA扩增产物与1μL 6×loading buffer(上样液)混合均匀后，点样，同时根据目的片段大小，在点样孔中加入 DNA分子量标记，5~10v/cm，恒压，电泳20~30min。在紫外凝胶成像仪下观察电泳结果，拍照并记录结果。

序列测定及比对

将所得PCR产物进行测序，返回序列后，将所得序列输入核酸序列数据库，按照使用说明，与已知模式菌株或参考菌株序列进行同源性比对，报告菌种属或种名。

_________________________________

