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摘要  多聚酶链反应- 变性梯度凝胶电泳分析技术( PCR- DGGE) 是近年来微生物学研究中应用较广泛的分子技术之一。介绍了DGGE
的基本原理及其在食品微生物学研究中的应用 ,着重阐述了PCR- DGGE 在发酵食品研究中的应用进展。
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Abstract  PCR- DGGEis a kind of molecular biological technique applied widely in microbiology in recent years . Inthe paper , the principle of DGGE
and its application infood microbiology were reviewed . The application of PCR- DGGEin fermented food research was illustrated outstandingly .
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  据报道,在自然界中有相当多的微生物( 90 %～99 %) 用

传统方法无法培养出来,且传统微生物技术在对微生物菌群

进行培养时 ,不可避免地会造成菌株的富集或衰减, 这就人

为改变了原始菌群的微生态构成, 对研究结果造成较大偏

差[ 1 - 2] 。近年来,随着分子生物学的发展, 基于 DNA 指纹技

术的分子生物学研究手段越来越多地被引入到微生物学研

究中, 其中DGGE 因具有可靠性强、重现性高、方便快捷等优

点而越来越受到重视,是近年来微生物学研究中应用较广泛

的分子技术之一。

DGGE 技术是由Fischer 和Lerman 于1979 年最先提出的

用于检测DNA 突变的一种电泳技术[ 3] 。1993 年 Muyzer 等[ 4]

首次将 DGGE 技术应用于微生物生态学研究, 并证实了这种

技术在研究自然界微生物群落的遗传多样性和种群差异方

面具有明显的优越性。笔者主要介绍 DGGE 的基本原理及

其在发酵食品微生物研究中的应用进展。

1  PCR- DGGE 技术的基本原理

DGGE 是一种可将长度相同而序列不同的 DNA 片段分

离开的电泳方法。其基本原理是[ 4 - 5] :DNA 分子中4 种碱基

的组成和排列差异, 使不同序列的双链 DNA 分子具有不同

的解链温度。当双链 DNA 分子在含梯度变性剂( 尿素、甲酰

胺) 聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳时, 因其解链的速度和程度

与其序列密切相关, 所以当某一双链 DNA 序列迁移到变性

凝胶的一定位置, 并达到其解链温度时 ,即开始部分解链, 部

分解链的 DNA 分子的迁移速度随解链程度增大而减小, 从

而使具有不同序列的 DNA 片段滞留于凝胶的不同位置, 结

束电泳时,形成相互分开的带谱。理论上认为, 只要选择的

电泳条件如变性剂梯度、电泳时间、电压等足够精细 ,有一个

碱基差异的DNA 片段都可被分开。

  由于DNA 分子中的 G、C 碱基对要比 A、T 碱基对结合得

牢固, 因此G、C 含量高的区域具有较高的解链温度。基于这

一原理 ,“GC 夹板”( GC-clamp) 技术将一段长度为30～50 bp
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富含G、C 的 DNA 碱基片段附加到双链的一端以形成一个人

工高温解链区。这样,DNA 片段的原有部分就处于低温解链

区从而可实现更好的分离[ 6 - 7] 。

该技术的主要操作过程如下: ①样品预处理 ; ②样品

DNA( 或 RNA) 提取及纯化; ③16S rDNA 或基因片段的 PCR

( 或 RT- PCR) 扩增; ④预实验( DGGE 条件优化) ;⑤制胶 ;⑥样

品的 DGGE 分析; ⑦图谱分析 ;⑧条带序列分析。

2  PCR- DGGE 技术在食品微生物研究中的应用

( 1) 分析食品中微生物的多样性。从食品直接提取总

DNA, 经PCR 扩增, 通过 DGGE 得到带谱。因为每个条带很

可能就代表一个不同的微生物物种 ,所以 DGGE 带谱中条带

的数量 ,即反映出该食品微生物群落中优势类群的数量。

(2) 食品中微生物变化的动态监测。DGGE 技术可同时

分析多份样品,可用于监测食品中微生物在时间或空间上的

动态变化,尤其是食品发酵过程中微生物的动态变化。

( 3) 食品中微生物的快速鉴定。从食品直接提取总

DNA, 经PCR 扩增, 通过DGGE 得到带谱,进一步采用种或类

群专一性探针与得到的条带进行杂交或将条带切下, 重新扩

增后测序,或直接与对照微生物在同样条件下 DGGE 电泳产

生的参考梯度进行比较,可以快速鉴定出未知微生物。

与传统微生物学方法相比,PCR- DGGE 在研究发酵食品

微生物时具有不同的操作程序。PCR- DGGE 不需要采用培养

方法, 而是直接从食物样品中提取总 DNA, 这样能检测到难

以培养或不能培养的微生物, 能够同时检测多种微生物, 而

且检测速度快。Cocolin 等[ 8] 研究意大利香肠发酵动力学变

化, 采用PCR- DGGE 方法在取样后8 h 内得到结果。

3  PCR- DGGE 技术在发酵食品微生物研究中的应用进展

3 .1  发酵乳制品  Ercolini 等[ 9] 研究 Mozzarella 奶酪生产时

天然乳清培养物中的微生物多样性, 对乳清培养物的 V3 区

进行PCR- DGGE 分析, 鉴定出 Streptococcus t her mophilus 、Lact o-

coccus lactis、L . delbruechii 及 L . crispat us 。

Randazzo 等[ 10] 采用 PCR- DGGE 技术研究手工制作的西

西里岛干酪生产过程中菌群的多样性及动态变化。DGGE 和

序列分析表明, 一些嗜温乳酸菌包括 Leuconostoc 、Lact ococcus

l actis 和 Macrococcus caseol yticus 的一些种在生奶中是优势菌 ,
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而 Strept ococcus t her mophil us 在乳酸发酵过程中占据优势, 其他

嗜热乳酸菌, 特别是 Lactobacillus del br uechii 、Lact obacillus fer-

ment um 在干酪的成熟过程中生长也很旺盛。分析表明 ,与常

规培养方法比较, 除了 Lactobacill us del bruechii 外, 许多在干酪

成熟过程中占优势的种群不能用培养方法检测出来。

Cocolin 等[ 11] 用 PCR- DGGE 技术研究 Cl ostri di um 与奶酪

后期变味的关系, 用引物P1V1 和P2V1 对16S rDNA 的 V1 区

PCR 扩增,DGGE 和序列分析证实, Clostri di um 与奶酪后期变

味有关。

Randazzo 等[ 12] 用常规微生物分离培养方法和PCR- DGGE

技术研究传统手工制作的 Pecorino Siciliano( PS) 奶酪和实验

室制作的PS 奶酪的细菌多样性和动态变化。常规微生物培

养分离, 进一步用 RFLP 鉴定两种PS 奶酪中的细菌均主要为

Lact ococcus lactis、Streptococcus t her mophil us 、Enterococcus faecalis

和 Leuconostoc mesenteroi des ;对手工PS 奶酪的V6～V8 区进行

PCR- DGGE 分析, 鉴定出优势菌为 Strept ococcus bovis 和 Lact o-

coccus l actis ;DGGE 分析表明, 两种PS 奶酪成熟过程中 DGGE

的主要条带具有类似的变化趋势。

Flórez 等[ 13] 研究西班牙Cabrales 奶酪制作过程中的优势

菌,直接提取样品 DNA , 对细菌16S rDNA 的 V3 区、真菌26S

rDNA 的 D1 区进行PCR 扩增, 结果表明 , 粗制凝乳酶中优势

菌主要是 Lact obacill us ,包括植物乳杆菌 L . plant arum ; 原料乳

中优势菌是乳酸球菌样细菌, 以 L .l actis 最多 ,该菌也是奶酪

( 包括表面及中心) 中的优势菌。

3 .2 发酵肉制品 Cocolin 等[ 8] 研究意大利一种天然发酵香

肠成熟过程中细菌动态变化, 直接提取香肠 DNA 和RNA, 对

V1 区进行PCR 及反相PCR 扩增,通过DGGE 及序列分析, 结

果表明 ,在发酵前3 d 乳酸菌、Micrococcaceae 及一些污染菌

( 如 Brochot hrix t her mosphact a 和 Enterococcus 等) 共存 ,3 d 后则

乳酸菌成为优势菌。传统培养分离方法结合PCR- DGGE 分

析, 发现发酵早期主要的乳酸菌是 Lactobacillus sakei , 而发酵

末期 Lact . curvat us 成为优势菌。Cocolin 等[ 14] 还从意大利自

然发酵香肠中分离出 90 株 Micrococcaceae 菌株, 提取细菌

DNA, 采用引物338f 和518r 对16Sr DNA 的 V1 区进行PCR 扩

增及DGGE,同时用标准菌株优化PCR- DGGE 条件。结果表

明, 与标准菌株DGGE 图谱比照,发酵香肠中主要是 St aphyl o-

coccus xyl osus 、S . carnosus 和 S . si mul ans 。

Blaiotta 等[ 15] 联合应用PCR- DGGE 和ISR- PCR 技术分析

意大利发酵香肠中分离培养的 St aphylococci 。对16S rDNA 的

V3 区进行PCR 扩增及 DGGE,图谱分析主要鉴定为 S . sci uri 、

S . hae molyticus 、S . homi nis 、S . auri cul aris、S . condi menti 、S .

kl oosi 、S . vit ul us 、S . succi nus、S . pasteuri 、S . capitis 和 S . case-

ol yti cus。结合ISR- PCR 分析,绝大部分 St aphylococci 可鉴别出

来, 除 了 S . equorum- S . cohmii 两 者 之 间 及 S . carnosus- S .

schl eiferi 两者之间。

Rantsiou 等[ 16] 采 用 PCR- rpoB/ DGGE 技 术, 用 引 物

rpoB1698f 、rpoB2014r 和 rpoB2 扩增 rpoB 基因350 bp 的区域 ,

研究意大利发酵香肠成熟过程中乳酸菌的动态变化, 结果表

明, 第0 天和第3 天优势菌是 St aphyl ococcus xylosus , 第10 天优

势菌是 Lact . pl ant ar um 和 Lact . sakei , 且前者 Lact . pl ant arum

到发酵末期仍存在 , 后者 Lact . sakei 在第30 天成熟时未检

出, 而检出了 Lact . curvat us 。

Fontana 等[ 17] 用PCR- DGGE 技术监测两种手工制作的阿

根庭 干发酵香 肠的发 酵过程 并分析 其中 的细 菌群落。

Tucumán 香肠经选择性培养 ,随机挑取100 个纯菌落, 采用引

物bact- 0124f( GC)- Uni-0515r 对16S rDNA 的 V2 ～V3 区进行

PCR- DGGE 分析 ,表明60 %的菌株为 Lact .sakei ; 采用引物V1f

( GC)- V1r 对16SrDNA 的 V1 区进行PCR- DGGE 分析, 得到相

似图谱,但条带更多。直接提取 Tucumán 香肠 DNA , 采用引

物V3f( GC)- Uni-0515r 对16S rDNA 的 V3 区进行 PCR- DGGE

分析,结果表明,0～14 d 共包括 Lact . pl antaru m、Lact . sakei 、

S .saprophyticus 、Corynebacteri um vari abilis 及一种未培养细菌5

种条带; 比较两种香肠在成熟期 DGGE 图谱, 表明 Lact . sakei

在两种香肠中都存在, Tucumán 香肠中还有 St aphyl ococcus

saprophyticus 及一种未培养细菌条带, Córdoba 香肠中还有

Brochot hrix t her mophact a 条带。

Rantsiou 等[ 18] 研究了意大利东北部当地工厂生产的3 种

自然发酵香肠的微生物变化 ,采用PCR- DGGE 图谱及序列分

析,结果表明, Lactobacill us curvatus 及 Lact . sakei 在3 种香肠

均稳定存 在, 是主 要优势 菌, 另 外还有 Lact . paracasei 及

St aphylococcus。香肠中的酵母主要包括 Debaryomyces hansenii 、

Candi da 和 Will opsis saturnus 。Rantsiou 等[ 19] 还研究了希腊、匈

牙利和意大利的自然发酵香肠发酵过程中乳酸菌的生态, 选

择性培养共分离到358 株乳酸菌, 对16S rDNA 的 V1～V3 区

进行PCR 扩增,DGGE 及序列分析共确定为15 种乳酸菌, 包

括 Lactobacill us( 8 种) 、Ent erococcus( 2 种) 、Weissell a ( 2 种) 、Leu-

conostoc( 2 种) 及 Lact ococcus lactis subsp .Lactis。意大利香肠中

以 Lactobacill us curvat us 和 Lact obacill us sakei 两种乳酸菌为主 ,

希腊香肠中以前一种乳酸菌为主 ,匈牙利香肠中以后一种乳

酸菌为主。

3 .3  发酵谷类制品 Miambi 等[ 20] 直接从木薯发酵面团提取

总DNA ,并对16S rDNA 的 V3 区 PCR 扩增, 然后通过 DGGE

并进一步序列分析得到代表性细菌有 Lact obacill us、Pediococ-

cus、Clostri di u m、Propioni bacteriu m 及 Bacill us。

Moroth 等[ 21] 采用PCR- DGGE 和16S/ 28S r DNA 序列分析

技术研究两种工业化生产的稻米酸面团微生物变化, 酸面团

Ⅱ在发酵第1 天优势菌包括 Candi da krusei 、Saccharomyces cere-

visi ae 及乳酸菌 Lactobacill us fer ment um、L . galli nar um、L . ki m-

chii 、L . pl ant ar um、L . pontis ; 进一步采用 PCR- DGGE 技术分析

乳酸菌的变化,发现发酵3 d 后 L . pontis 数量减少而 L . cur-

vat us 成为主要乳酸菌。酸面团Ⅰ中含有 S . cerevisiae、L . para-

casei 、L . parali ment ari us 及1 株未分类乳酸杆菌。

3 .4 发酵蔬菜  Jung 等[ 22] 研究了ki mchi( 一种韩国传统泡

菜) 发酵过程中微生物的变化, 用 gc338f 和518r 为引物扩增

了16SrDNA 的V3 区, 并用PCR- DGGE 技术进行分析,实验表

明乳酸菌 Weissella confusa 、Leuconost oc citreum、Lact obacill u sakei

及 Lactobacill us curvat us 是ki mchi 发酵过程中的主要微生物。

付琳琳等[ 23] 从中国家庭制作的泡菜液中提取总 DNA ,

扩增16S rDNA 的V7～V8 区, 利用 DGGE 技术研究乳酸菌的

多样性, 分析发现不同泡菜样品间的菌种差异显著, 进一步
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研究发现泡菜样品中可能含有 Pediococcus parvulus 、Lactobacil-

l us pl ant arum、Lact ococcus l actis 及 Lactobacillus del brueckii 等。

3 .5  其他发酵食品  Renouf 等[ 24] 采用 PCR- rpoB/ DGGE 技

术, 用引物 rpoB1、rpoB1o 和 rpoB2 扩增 rpoB 基因336 bp 的区

域, 研究葡萄酒制作过程中乳酸菌的多样性和动态变化, 结

果表明 ,酒精发酵开始后 Oenococcus oeni 占优势。

Haruta 等[ 25] 研究坛发酵米醋, 直接提取样品 DNA , 引物

357F 和517R 扩增细菌16S rDNA V3 区, 引物 NS3 和 YM951r

扩增真菌18S rDNA,DGGE 分析结果表明,发酵起始阶段主要

是 Aspergillus oryzae 和 Saccharomyces , 发酵早期 Saccharomyces

和乳酸菌共存,在醋酸开始积累阶段乳酸菌则被 Lact obacill us

acetot oler ance 和 Acetobacter past euri anus 取代。

Luciana 等[ 26] 研究3 种传统香醋中的醋酸菌, 直接提取

微生物 DNA, 用引物 WBAC1 和 WBAC2 进行PCR 扩增, 进一

步DGGE 和序列分析表明, Acet obacter pasteuri anus/ Acetobacter

aceti 是优势菌; 同时他们用常规微生物培养方法分离到19

株醋酸菌, 对分离到的细菌采用同样引物进行PCR 扩增和

DGGE 并进行序列分析,结果 Acetobacter mal or um 和 Acetobacter

europaeus 是主要菌种。

4  结语

由上述研究可见,PCR- DGGE 技术可用于鉴定发酵食品

中某些特定细菌, 检测发酵食品中微生物多样性, 跟踪发酵

食品中微生物生态变化 ,在线监测发酵过程, 比较不同产地

不同生产工艺发酵食品的微生物生态特点等,该技术在发酵

食品微生物研究方面是一种有效、快速、简捷、可靠的工具。

DGGE 作为一种分子生物学技术, 具有多数分子技术所

固有的缺点,如食品成分的复杂性和样品处理可能会使DNA

提取产生误差,PCR 过程中优先扩增、嵌合体的形成或异源

双链的产生等。另外 ,DGGE 本身也存在一些缺陷。如 :只能

分离较小的片段( 1 kb 以下) , 提供有限的信息量;DGGE 条件

不适宜时, 可能导致条带共迁移现象; 有些细菌具有多操纵

子,使同一种菌的 DGGE 图谱上出现多条带, 从而高估样品

中微生物的多样性;DGGE 通常只能检测到环境中优势菌群

的存在。Muyzer 等认为占整个群落细菌数量约1 %或以上的

类群能够检测到[ 4] 。目前的发展趋势是结合PCR- DGGE 与

其他分子生物学技术及微生物学方法等多种手段,减少不同

技术的弊端和局限性, 综合各种技术的优势, 从而更真实地

揭示微生物群落结构和功能的本质。
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