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自然发酵是传统保存鲜乳的重要手段, 时至今日, 自然

发酵乳制品依然是世界各地居民日常饮食的重要组成部分,
其具有“发酵状态开放, 制作工艺粗放”的特点, 制作和食用以

及独特的风味、质地和营养价值流传千年[1,2]. 自然发酵乳制

品在全球分布广泛, 而我国的乳制品资源主要分布在新疆、

西藏、内蒙古等地, 以酸牛乳、酸马乳、酸驼乳、奶酪和发

酵牦牛乳等发酵乳制品为主, 其中蕴藏了丰富的乳酸菌资源,
包括乳杆菌属、片球菌属、明串珠菌属和乳球菌属等, 自然

发酵乳是乳酸菌微生物资源的宝贵载体, 也是研究微生物多

样性的典型代表[3,4]. 自然发酵乳中的微生物经历千年的自然

选择, 形成了结构复杂, 相对稳定和形式多样的微生物生态

系统. 然而, 自然发酵乳中乳酸菌稳定、可遗传微观生态体

系的形成原因和驱动因素尚不明确.
本团队前期基于二代和三代16S rRNA测序技术, 完成了

中国、蒙古国和俄罗斯等国家不同乳源的自然发酵乳样品

的细菌多样性分析, 揭示了自然发酵乳中乳酸菌的生物多样

性受地理因素影响的规律[5~8]. 随着全基因组测序技术的发

展, 群体遗传学与全基因组分析相结合, 开启了群体遗传学

新时代, 主要应用于乳酸菌的分类、进化、生境适应性和遗

传多样性等方面. 2015年采用高通量测序技术首次完成乳杆

菌属和双歧杆菌属等8个属213个模式菌株基因组测定, 从群

体基因组学水平揭示了乳杆菌和双歧杆菌不同物种分化伴

随的功能基因进化历程, 发现乳糖代谢和蛋白水解等菌株营

养代谢特征与栖息环境适应性密切相关的规律[9]. 随着测序

技术的发展和测序成本的降低, 宏基因组测序逐渐进入研究

者的视野. 其能够鉴定微生物到种水平甚至菌株水平并且能

够反应“生态环境”真实的微生物结构. 越来越多的研究人员

利用宏基因组测序来解析微生物之间、微生物与环境之间

的相互作用关系. 通过宏基因组学, 研究者能够发现并表征

以前未知的微生物物种, 识别和监测自然发酵乳中反应品

质、质量和安全性的细菌素、抗菌肽和耐药等基因, 也能够

发现更多的环境微生物群落的宏基因组特征, 如宏基因组组

装基因组个数, 编码基因个数、质粒个数和水平基因转移频

率[10,11].
本研究从菌株、菌种、菌群三个层面系统解析了自然

发酵乳中样本内和样本间乳酸菌种内基因组多样性、基因

功能多样性和微生物群落组成与遗传多样性特征的关联[12].
本研究从中国内蒙古自治区、新疆维吾尔自治区、西藏自
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治区以及吉尔吉斯斯坦、塔吉克斯坦、摩洛哥和蒙古等国

家和地区采集了12份自然发酵乳样本. 将收集的样本采用平

板分离划线培养的方法挑取717个单克隆菌株进行全基因组

测序. 其中分离得到214株Lactobacillus helveticus、97株Lac-
tococcus lactis subsp. lactis、325株Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, 总计636株基因组进行后续分析(图1(a)). 为
探究乳酸菌的群体结构和遗传进化关系, 通过系统发育分析,
发现所有物种/亚种均观察到基于样本的清晰聚类模式, 在大

多数情况下, 来自同一样本的多个分离株以单一谱系的形式

出现, 也存在多谱系并存的现象. 每个物种/亚种的样本内基

因组大小均观察到显著的进化支间差异, 并且在平均核苷酸

相似性(ANI)和单核苷酸多态性(SNP)遗传距离中观察到显

著的进化支间和进化支内差异(图1(b)). 此外, 在健康人类肠

道和皮肤毛孔生态环境中微生物菌株适应性进化研究中也

观察到类似的结果[13~15]. 总的来说, 每个物种/亚种样本内的

分离株种群遗传多样性不同且菌群结构具有明显的地理聚

类特征, 同一样本中的乳酸菌菌株具有高度的种内异质性并

且由多个谱系演化而来.
发酵乳中的蛋白质和碳水化合物的分解代谢是影响发

酵乳制品营养、功能和感官特征的关键因素. 发酵过程中,

主要通过多种酶促反应实现其分解代谢. 为了探究乳酸菌分

离株的功能多样性, 对其肽酶(Peptidase)和碳水化合物活性

酶(CAZyme)进行了功能注释. 研究发现, Peptidase和CA-
Zyme在不同样本之间存在显著的功能多样性差异(图1(c)), 3
个物种/亚种样本内进化分支之间的蛋白水解和碳水化合物

功能表现出显著的功能性差异, 并且存在功能富集和缺失现

象. 本研究结果表明样品间和样品内Peptidase和CAZyme具
有功能多样性和分支特异性的代谢潜力差异. 这与植物根际

和人类肠道环境分离菌株的研究结果相似[16,17]. 基于上述菌

株进化支中的功能多样性和特异性基因, 进一步探讨了菌株

的特异性基因的来源. 研究发现, 样本中分支特异性基因中

存在大量的移动遗传元件和潜在的水平基因转移事件. 可移

动元件比例在12%~14%, 水平基因转移比例在36%~63%. 水

平基因转移溯源分析发现, 3个不同物种的水平基因转移获

得性基因大部分来自同属同种, 同种的比例在47%~90%(图1
(d)). 与KEGG注释结果发现, 最常见的模块是磷酸盐和氨基

酸转运系统、辅因子和维生素代谢和糖类、多元醇和脂质

转运系统. 结果表明乳酸菌特异性基因包括内源性和水平基

因转移获得, 并参与多种代谢过程. 目前已有报道, 奶酪微生

物分离株存在着大量的水平基因转移的现象[18].

图 1 (网络版彩色)本研究的流程示意图. (a) 乳酸菌菌株的分离和测序; (b) 乳酸菌分离株的遗传多样性分析; (c) 乳酸菌分离株的代谢功能多

样性分析; (d) 乳酸菌分离株的水平基因转移分析; (e) 发酵乳微生物群落与乳酸菌菌株遗传多样特征的关联
Figure 1 (Color online) The detailed research flow chart of this study. (a) Isolates and genome sequences of LAB; (b) Analysis of genetic diversity of
LAB; (c) Analysis of metabolic functional diversity of LAB; (d) Horizontal gene transfer of LAB; (e) Association between the microbial community of
fermented milk and the genetic diversity characteristics of LAB
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通过对12份自然发酵乳原始样本宏基因组深度测序发

现, 不同国家地区的自然发酵乳有其独特的种群组成, 优势

物种的含量占87%. 进一步比较样本中微生物群落与分离菌

株的单核苷酸突变位点个数的平均比例(60.99%、85.57%和

51.18%), 挑取的大量单克隆菌株能够代表该样本微生物群

落. 基于多元方差的分析发现, 自然发酵乳样本中的微生物

组成与分离株的遗传进化特征有关(图1(e)). 而自然发酵乳中

微生物的群落构成受多种因素驱动, 包括生物和非生物环境

压力. 这些压力包括发酵初始物质的自然微生物群、发酵过

程中的环境条件、生产方法以及地理位置等[19].
这项研究系统地探索了自然发酵乳中的乳酸菌是一个

微生物构成相对复杂的生态系统, 单个样本种内突变可达

2418至4382个突变位点, 形成了2~8进化分支, 其中的每一个

菌株都是一个独立的个体, 这些不同的个体组成了一个复杂

的群体. 通过比较基因组和宏基因组学分析, 揭示了自然发

酵乳经过数千年传承, 形成了具有复杂菌株结构的稳定体系.
这不仅与发酵乳的类型以及乳中其他种类微生物的含量相

关,还受到微生物之间基因交流的影响.后续研究方向: (1)生
态群落操纵: 通过调控发酵过程中的生态群落, 优化乳酸菌

的种群结构和功能; (2) 生态型乳酸菌制剂: 开发符合生态学

原理的乳酸菌制剂, 用于促进发酵、增强风味或提高营养价

值的乳酸菌混合物; (3) 乳酸菌菌株互补代谢依赖性研究: 识
别和分析菌株之间的互补代谢基因, 探讨因基因缺失导致的

代谢依赖关系. 综上, 本文为自然发酵乳制品的微生物研究

提供了生态学见解, 也为乳酸菌进一步开发利用提供了新的

思路.
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