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新疆酸奶子中乳酸菌多样性分析
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摘要：从１５份采自新疆伊犁牧民家庭传统方法制作的酸奶子中分离出７１株乳酸菌，并进行了生理生化表型特征
鉴定。对其中的２８株菌测定了１６ＳｒＲＮＡ基因全序列，构建系统发生树，结合生理生化结果，鉴定结果为，该酸奶
子中乳酸菌涉及５个属、１１个种及亚种，有些菌株对生长温度适应性较强。乳杆菌为新疆酸奶子中的优势菌属，
以瑞士乳杆菌（Ｌｂ．ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ）为最优势。
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０ 引言

在中国及东南亚地区的传统发酵食品中，蕴藏

着大量未知微生物，是探索有用微生物菌种的绝好

宝库。中国新疆地区哈萨克族和蒙古族等少数民族

自古以来就有制作和食用发酵乳制品的习惯。他们

以牛乳、水牛乳、羊乳、牦牛乳、马乳、骆驼乳等作为

原料，采用传统的制作工艺制成各种传统乳制品，如

奶皮子、稀奶油、酸奶子、奶豆腐、奶干、奶酒、奶疙

瘩、马奶酒和黄油等［１，２］。传统的乳制品制作方法有

着明显的地域性以及户籍性，从而做成的乳制品有

着浓厚的地区特色和风味。经过几千年的驯化，这

些传统乳制品中保留了许多赋予乳制品独特风味的

乳酸菌，为发酵乳制品菌种的分离筛选以及研究开

发提供了宝贵的资源［３］。我国学者曾研究了内蒙

古、新疆、云南、西藏、青海等地区的传统乳制品，产

品类型涉及到乳饼、乳扇、酸马奶、开菲尔粒、发酵山

羊乳、发酵骆驼乳等［３８］，并从中分离得到许多有优

良特性的菌株。这些研究中针对内蒙古传统乳制品

居多。

酸奶子（酸奶）是蒙古族、达斡尔族等少数民族

最常用的一种乳制品，是鲜奶经自然发酵制成，乳

发酵变酸，其中酪蛋白遇酸凝固，即成酸奶。口感

清酸爽口，开胃增食，是农牧民野外、农耕、放牧

的理想食品，并且是制作奶干、奶豆腐的原料［２］。
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新疆地区少数民族牧民制作的酸奶子历史悠久、经

验丰富，酸奶子自然发酵过程中形成的微生物类群

受多种因素影响，使用传统方法在长期自然选择保

留下来的发酵菌种，利于进行微生物多样性分

析［５］。本试验在进行了大量生理生化试验的基础上，

选取代表菌株进行１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析，并将两
种方法的结果结合，对菌株进行较为全面、准确的鉴

定。

１ 材料和方法

１．１ 材料

１．１．１ 样品来源

１５份酸奶子均采集自新疆维吾尔自治区伊犁
巩留地区用传统工艺制造酸奶子的牧民家庭。采集

酸奶子装于灭菌的离心管内，封严后放入冰盒。空

运至实验室，－２０℃保存至使用。
１．１．２ 标准株来源

嗜酸乳杆菌 ＡＴＣＣ４３５６（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉ
ｌｕｓ），乳酸乳球菌乳酸亚种 ＡＴＣＣ１９４３５（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｌａｃｔｉｓｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ），均购自中科院微生物研究所菌
种保藏中心。

１．２ 仪器设备

光学显微镜（ＯＬＭＰＵＳ），ＰＣＲ仪（ｂｉｏｅｒ）、凝胶成
像系统（ＵＶＰ）。
１．３ 各种培养基与试剂

乳酸菌富集用加富的脱脂乳培养基（１０％脱脂
乳、０．５％蛋白胨、０．２５％酵母粉、１％葡萄糖）；分离
培养采用ＭＲＳ培养基（分离乳酸菌）和 Ｍ１７培养基
（分离乳酸球菌）［９］。做生理生化试验所用的培养基

均按照文献［１０］的方法配制。Ｈ２Ｓ生成试验、各种
糖发酵试验的培养基均为浙江杭州天和微生物试剂

有限公司生产的细菌微量生化反应管。

１．４ 乳酸菌的分离与纯化

取一定量的样品，用加富的脱脂乳培养基活化

２代后，划平板，３７℃培养２４～４８ｈ。分离明串珠球
菌时用的是ＭＲＳ培养基（ｐＨ６．２），在２５℃培养２４～
４８ｈ。记录菌落形态，挑特征性的菌落，继续划平
板，至确定为纯菌。同时做革兰氏染色和过氧化氢

酶试验，将革兰氏阳性，过氧化氢酶阴性的菌暂定为

乳酸菌。将纯化后的菌株进行斜面保存、甘油法低

温冻存和冻干保存。

１．５ 乳酸菌的生理生化鉴定

参照文献［４，５，１０１２］，将革兰氏阳性、过氧化
氢酶阴性的菌株暂定为乳酸菌。将硝酸盐还原试

验、Ｈ２Ｓ产生试验、明胶液化试验、吲哚试验结果均
为阴性的杆菌鉴定为乳杆菌属。鉴定乳酸乳球菌，

需要做硝酸盐还原试验、６．５％ＮａＣｌ生长试验、４％
ＮａＣｌ生长试验、葡萄糖产气试验、１０℃和４５℃生长
试验，进而区分肠球菌属、链球菌属、乳球菌属和明

串珠球菌菌属，再分别进行糖发酵试验。

１．６ １６ＳｒＲＮＡ基因序列分析
１．６．１ ＤＮＡ的提取

用Ｗｉｚａｒｄ○Ｒ ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒
提取乳酸菌的染色体ＤＮＡ，按说明书操作。
１．６．２ １６ＳｒＲＮＡ基因序列的测定

参照文献［１３］，ＰＣＲ扩增的引物为 １６ＳＦ（５′
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′）和１６ＳＲ（５′ＣＴＡＣＧ
ＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ３′）。ＰＣＲ反应体系如下：ｄＮＴＰ
４００μｍｏｌ?Ｌ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ

２＋）５μＬ，引物各
１μｍｏｌ?Ｌ，Ｔａｑ酶（ＴａＫａＲａ）０．５Ｕ，模板ＤＮＡ２μＬ，去离
子水补至５０μＬ。

ＰＣＲ扩增条件：９４℃预变性 ４ｍｉｎ，９４℃变性
１ｍｉｎ，５８℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ（３０个循环），
７２℃延伸１０ｍｉｎ。

将ＰＣＲ产物送至上海生工测序。
１．６．３ 同源性分析

将测序所得序列及 ＧｅｎｅＢａｎｋ中获得的参比菌
株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列经 ＣｌｕｓｔａｌＸ序列比对后，采
用ＭＥＧＡ４中的邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇ）进行系统
发育树的构建，自展值（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）为１０００。

２ 结果

２．１ 乳酸菌生理生化鉴定结果

从１５份酸奶子中共分离鉴定了 ７１株乳酸菌，
包括３２株球菌和３９株杆菌。按照１．５所述的方法
和项目进行鉴定，发现杆菌都为乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａ
ｃｉｌｌｕｓ），球菌涉及肠球菌属（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）、链球菌属
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、乳球菌属（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ）和明串珠菌属
（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ）。其生理生化鉴定结果列在表１中。
２．２ １６ＳｒＲＮＡ基因序列分析

选取各类群的代表菌株和生理生化鉴定中没鉴

定到具体菌种的菌株共 ２８株，提取其基因组 ＤＮＡ，
扩增其１６ＳｒＲＮＡ基因序列，进行测序。将１６ＳｒＲＮＡ
基因序列在ＧｅｎｅＢａｎｋ中进行同源序列搜索，发现各
受试菌株与标准菌株的同源性都在９９％以上。

为显示供试菌株与已知菌种之间的亲缘关系及

其系统地位，按照１．２．５的方法进行同源性分析，结
果见图１。
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表１ 分离自新疆酸奶子中的乳酸菌的生理特性

Ｔａｂｌｅ１ ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｅｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｆｅｒｍｅｎｔｅｄｄａｉｒｙｐｒｏｄｕｃｔｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｉｎＸｉｎｊｉａｎｇ

项目
乳杆菌菌群

瑞士乳杆菌 发酵乳杆菌 植物乳杆菌
项目

球菌菌群

肠球菌 链球菌 乳球菌 明串珠菌

硝酸盐还原 ０?２６ ０?１０ ０?３ 硝酸盐还原 ０?７ ０?１０ ０?２ ０?１３
明胶液化 ０?２６ ０?１０ ０?３ 明胶液化 ０?７ ０?１０ ０?２ ０?１３
生成吲哚 ０?２６ ０?１０ ０?３ ６．５％ＮａＣｌ下生长 ７?７ ０?１０ ０?２ ０?１３
Ｈ２Ｓ的产生 ０?２６ ０?１０ ０?３ ４％ＮａＣｌ下生长 ７?７ ２?２ １３?１３
运动性 ０?２６ ０?１０ ０?３ 运动性 ０?７ ０?１０ ０?２ ０?１３
４５℃下生长 １?２６ １０?１０ ３?３ ４５℃下生长 ７?７ １０?１０ ０?２ ０?１３
１５℃下生长 ０?２６ ８?１０ ３?３ １０℃下生长 ７?７ ０?１０ ２?２ １３?１３
葡萄糖产气 ０?２６ １０?１０ ０?３ 葡萄糖产气 ０?７ ０?１０ ０?２ １３?１３
苦杏仁苷 ０?２６ ０?１０ ３?３ 阿拉伯糖 ０?７ ０?１３
阿拉伯糖 ０?２６ １?１０ ０?３ 纤维二糖 ０?１３
纤维二糖 ０?２６ ０?１０ ３?３ 七叶灵 ２?１０ １?１３
七叶灵 ０?２６ ０?１０ ３?３ 果糖 １０?１３
果糖 ２６?２６ ９?１０ ３?３ 半乳糖 ２?２ １３?１３
半乳糖 ２６?２６ １０?１０ ３?３ 葡萄糖酸盐 ０?７
葡萄糖 ２６?２６ １０?１０ ３?３ 乳糖 １０?１０ １３?１３
葡萄糖酸盐 ０?２６ ６?１０ １?３ 麦芽糖 １３?１３
乳糖 ２６?２６ １０?１０ ３?３ 甘露醇 ０?７ ０?１０ ２?２ １?１３
麦芽糖 １８?２６ １０?１０ ３?３ 甘露糖 ２?２ １０?１３
甘露醇 ０?２６ ０?１０ ３?３ 松三糖 ０?７ ０?２
甘露糖 ２６?２６ ３?１０ ３?３ 蜜二糖 ３?７ ０?２ ４?１３
松三糖 ０?２６ ０?１０ ３?３ 棉籽糖 ０?７ ４?１０ ０?２ ５?１０
蜜二糖 ０?２６ ８?１０ ３?３ 鼠李糖 ０?７
棉籽糖 ０?２６ ８?１０ ３?３ 核糖 １?１０ ２?２ ５?１３
鼠李糖 ０?２６ ０?１０ ０?３ 水杨苷 ２?１０ ２?１３
核糖 １?２６ １０?１０ ３?３ 山梨醇 ０?７ ０?１０
水杨苷 ０?２６ ０?１０ ３?３ 蔗糖 １?７ １３?１３
山梨醇 ０?２６ ０?１０ ２?３ 海藻糖 １?１０ ６?１３
蔗糖 ０?２６ １０?１０ ３?３ 木糖 ０?７ ６?１３
海藻糖 １?２６ ４?１０ ３?３ 甘油 ６?７
木糖 ０?２６ ４?１０ ０?３ ４０％胆汁生长 ２?２
石蕊牛奶凝固 ２６?２６ １０?１０ ３?３ ｐＨ９．６下生长 ０?１０ ０?２
所占比例（％） ３６．６２ １４．０８ ４．２３ 所占比例（％） ９．８６ １４．０８ ２．８２ １８．３１

注：“－?－”是指阳性菌株数目?受试菌株总数；球菌碳水化合物发酵项目较少，空格表示没有测定。

２．３ 分离菌株的综合鉴定结果

总体来说，１６ＳｒＲＮＡ基因序列鉴定结果能较好
地与生理生化结果相吻合。２６株生理生化鉴定为
Ｌｂ．ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ的菌株，经１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析结
果再次得到证实；１０株 Ｌｂ．ｆｅｒｍｅｎｔｕｍ中，有 ４株生
理生化鉴定结果与标准菌株完全相符，另有 ６株菌
结果与 Ｌｂ．ｆｅｒｍｅｎｔｕｍ相近，个别项目不符，且这 ６
株菌的１６ＳｒＲＮＡ序列分析结果都为 Ｌｂ．ｆｅｒｍｅｎｔｕｍ，
同源性都在９９％以上，综合鉴定这１０株菌均为 Ｌｂ．
ｆｅｒｍｅｎｔｕｍ；生理生化鉴定结果为 Ｌｂ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ的 ３
株菌都可以在４５℃条件下生长，这点与 Ｌｂ．ｐｌａｎｔａ
ｒｕｍ的模式株不符，有 １株菌的糖发酵结果与 Ｌｂ．
ｐｌａｎｔａｒｕｍ模式菌株完全相符，另２株菌各有１种糖

发酵结果与模式菌株不一致。１６ＳｒＲＮＡ基因测序
结果表明这 ３株菌与 Ｌｂ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ和Ｌｂ．ｐｅｎｔｏｓｕｓ
同源性都在９９％以上，但与 Ｌｂ．ｐｅｎｔｏｓｕｓ更接近，而
３株菌的糖发酵结果与 Ｌｂ．ｐｅｎｔｏｓｕｓ模式株有２～４
项不一致。综合看来，这３株菌仍属于 Ｌｂ．ｐｌａｎｔａ
ｒｕｍ。

将乳酸球菌鉴定到属，两种鉴定方法得到的结

果一致。肠球菌属，包括４株 Ｅ．ｄｕｒａｎｓ，另有３株
肠球菌两种鉴定方法都不能区分其为 Ｅ．ｄｕｒａｎｓ或
Ｅ．ｈｉｒａｅ；链球菌属中，８株为 Ｓ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ，２株为
Ｓ．ｂｏｖｉｓ，生理生化鉴定结果与１６ＳｒＲＮＡ基因测序
鉴定结果完全吻合；乳球菌属的 ２个菌株均为乳酸
乳球菌乳酸亚种（Ｌｃ．ｌａｃｔｉｓｓｕｂｓｐ．ｌａｃｔｉｓ），生理生化
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鉴定结果与 １６ＳｒＲＮＡ基因测序鉴定结果完全一 致。

图１ 根据１６ＳｒＲＮＡ基因序列绘制的系统树
Ｆｉｇ．１ Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ．Ｂａｒ，０．０１ｓｅｑｕｅｎｃｅｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ

明串珠菌属内多个种之间碳水化合物发酵特征

十分相似，单纯依据生理生化指标，很难鉴定到种。

１３株明串珠菌中，有７株菌用两种鉴定方法得到同
样的结果，包括：３株肠膜明串珠菌葡聚糖亚种（Ｌｎ．
ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓｓｕｂｓｐ．ｄｅｘｔｒａｎｉｃｕｍ），３株乳明串珠菌
（Ｌｎ．ｌａｃｔｉｓ），１株假肠膜明串珠菌（Ｌｎ．ｐｓｅｕｄｏｍｅｓｅｎ
ｔｅｒｏｉｄｅｓ）。余下的 ６株明串珠菌都是生理生化鉴定
结果不能与某一具体菌种完全相符：１株难以区分
为阿根廷明串珠菌（Ｌｎ．ａｒｇｅｎｔｉｍｕｍ）或乳明串珠菌
（各有１项不符），２株不能区分其为假肠膜明串珠
菌或肠膜明串珠菌（各有 １项鉴定项目不符），另有
３株不能区分其为假肠膜明串珠菌或是阿根廷明串
珠菌（分别有２项和１项鉴定结果不符）。对这些菌
做进一步的１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析表明，生理生化

鉴定中怀疑是阿根廷明串珠菌的菌株，其１６ＳｒＲＮＡ
序列与乳明串珠菌更接近，因此将其鉴定为乳明串

珠菌；其余的５株１６ＳｒＲＮＡ序列与假肠膜明串珠菌
更为接近，因此将其鉴定为假肠膜明串珠菌。

３ 讨论

３．１ 鉴定的方法与可靠性

生理生化鉴定结果本身具有不确定性，加之有

些菌种生理生化性质相近，单纯用传统的表型分类

及糖发酵实验难以区分，还必须依靠分子鉴定手段，

一般来说菌株间的１６ＳｒＲＮＡ相似性＞９７％，可能属
于同一个种；１６ＳｒＲＮＡ基因相似性高达 ９９％以上，
可能属于同一亚种。因此，将生理生化鉴定与 １６Ｓ
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ｒＲＮＡ基因测序的结果结合起来，才能够较准确地做
出鉴定。

当几种菌亲缘关系很近时（如一个种的亚种之间

或同一菌群内的不同菌种间），生理生化指标，与１６Ｓ
ｒＲＮＡ分子鉴定结果不一致时，有必要进行细胞全蛋
白的ＳＤＳＰＡＧＥ和ＡＰＰＣＲ等分子手段的分析［１４］。

３．２ 生长温度的问题

根据文献［１０，１１］发酵乳杆菌在 １５℃不生长，
但试验的结果却是１０株发酵乳杆菌中有 ８株可以
在１５℃生长。与此类似，植物乳杆菌在 ４５℃不应
该生长［１１，１２］，但试验结果却是 ３株植物乳杆菌都可
以在４５℃生长。这可能与分离菌株的适应能力增
强有关。由于牧民家庭制作的乳及乳制品往往存放

在自然环境中，温差变化大，菌株经过长期的适应，

形成了这种在广泛温度范围内生长的特性［１５］。

３．３ 酸奶子中乳酸菌多样性的分析

分菌时根据菌落、菌体形态从同一样品中分出

许多不同的菌株，生理生化鉴定发现这些“不同”的

菌都归于同种菌，但彼此间生理生化特性可能略有

差异。它们可能是同一样品中不同的菌株，也可能

是同一菌株对某些碳水化合物利用结果的不确定性

造成的。传统发酵乳制品常常是混合菌株发酵，这

对抵御噬菌体的污染也起到重要的作用，因此有必

要研究、开发这些菌株，制成多菌株的混合发酵剂。

采自新疆伊犁的１５份酸奶子中，只有２个样品
（２００６、２０１６）没有分离到乳杆菌，而且在分离这 ２
个样品时都曾分离到肠道菌；有 ３个样品（２０１７，
２０１９，２０２８）中没有分离到乳酸球菌，但只有 ２０１７
曾分离出非乳酸菌；另有１０个既分离出乳杆菌，又
分离出乳酸球菌的样品，只有 ２个样品（２０１５，
２０２０，２０２１）从中分离到非乳酸菌，说明乳杆菌对肠
道菌有一定的抑制作用。对于没有分离出球菌的样

品，可能因为球菌的耐酸性能不如杆菌。由于采集

的样品有些已经发酵了几天，ｐＨ值已经降到很低，
这对于乳酸球菌的生长存活很不利，造成菌体的死

亡或活性下降，因此当分离时不能有效地分离出来。

分离鉴定的７１株乳酸菌，涉及到乳品中常见也
是发酵工业上常用的乳酸菌。乳杆菌属中，尽管只

分离鉴定出３种乳杆菌，但它们分别代表了专性同
型发酵、兼性异型发酵或专性异型发酵 ３种发酵类
群，且都能发酵乳糖。培养法得到的结果表明，瑞士

乳杆菌为酸奶子中的优势菌，在酸奶子的发酵中起

重要作用。发酵乳杆菌，尤其是植物乳杆菌能够利

用松三糖、蜜二糖、棉籽糖、纤维二糖这些人体难以

利用的寡糖。

乳酸球菌中，明串珠菌分离株无论在种类还是

在数量上都占优势，可能正是它们赋予了酸奶子优

良的风味和质地。

分离鉴定的乳球菌菌株无论是种类还是数量都

很少，这可能与酸奶子较低的 ｐＨ值有关，致使乳球
菌生长受到抑制，活性也不高，不能在分离培养基中

很好的生长。

链球菌中，除了有在乳品中常见的嗜热链球菌，

还分离到牛链球菌，该菌有一定的致病性，说明传统

乳制品含有一些不良因素，在今后的开发利用中要

扬长避短。

孟和毕力格、张和平等人曾研究了新疆酸马奶

中乳酸菌的多样性［４］，发现 Ｌｂ．ｈｅｌｖｅｔｉｃｕｓ为优势菌
种，并且也分离到 Ｌｂ．ｐｌａｎｔｒｕｍ和Ｌｂ．ｆｅｒｍｅｎｔｕｍ，这
点与本试验的结果相同。

３．４ 研究方法的局限性及改进的方向

我国现有的对传统乳制品中微生物的多样性分

析都是采用传统的培养法（ｃｕｌｔｕｒｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔ），然而
许多情况下某些细菌由于其活力不够或不可在分离

培养基中生长，不能被有效地分离，造成对环境微生

物多样性的低估［１６］。宜同时采用无需培养（ｃｕｌｔｕｒｅ
ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ）的分子生物学的方法，如ＰＣＲＤＧＧＥ法，
直接从样品中抽提ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增，再进行ＤＧＧＥ分
析，或是与已知的参照株比较，或是回收序列进行测

序，就可以知道样品中含有的微生物，如此可以更真

实地还原这些乳制品中微生物的多样性。
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［１４］ＤＥＶＲＩＥＳＥＬＡ，ＶＡＮＣＡＮＮＥＹＴＭ，ＤＥＳＣＨＥＥＭＡＥＫＥＲＰ，
ｅｔａｌ．ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｄｕ
ｒａｎｓ，Ｅ．ｈｉｒａｅａｎｄＥ．ｖｉｌｌｏｒｕｍ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏ
ｂｉｏｌｏｇｙ，２００２（９２）：８２１８２７．

［１５］李少英，乌尼，李培锋，等．内蒙古牧区乳与乳制品中乳
酸菌资源及其生态分布［Ｊ］．生态学杂志，２００６，２５（１２）：
１４９５１４９９．

［１６］ＫＡＬＬＩＯＰＩＲａｎｔｓｉｏｕ，ＲＯＳＡＬＩＮＤＡＵｒｓｏ，ＬＵＣＩＬＬＡＩａｃｕｍｉｎ，
ｅｔａｌ．Ｃｕｌｔｕｒｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｎｄｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓｔｏｉｎｖｅｓｔｉ
ｇａｔｅｔｈｅｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｃｏｌｏｇｙｏｆＩｔａｌｉａｎｆｅｒｍｅｎｔｅｄｓａｕｓａｇｅｓ［Ｊ］．
ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００５，７１（４）：
１９７７１９８６．
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