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摘　 要： 本试验旨在通过快速定量不同发酵时期下发酵豆粕中解淀粉芽孢杆菌 （ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）的数量，以解决豆粕发酵过程品质监控的瓶颈难题，建立解淀粉芽孢杆菌的实

时荧光定量 ＰＣＲ 方法。 根据解淀粉芽孢杆菌 ＤＮＡ 解旋酶 Ａ 亚基（ ｇｙｒＡ）基因及 １６Ｓ 核糖体

ＲＮＡ（１６Ｓ ｒＲＮＡ）基因的保守区设计出 ３ 对引物，利用常规 ＰＣＲ 筛选出 １ 对特异性引物，并以该

引物的扩增产物构建的重组质粒作为标准品，建立实时荧光定量 ＰＣＲ 方法，并对该方法进行特

异性、灵敏性、重复性检验，核酸水平抗干扰验证及豆粕对检测敏感度的干扰验证，最后对发酵

的豆粕样品进行定量检测。 结果表明：１）以 ｇｙｒＡ 基因设计的引物构建的质粒标准品建立的实

时荧光定量 ＰＣＲ 方法具有良好的特异性；２）该方法检测解淀粉芽孢杆菌核酸和菌液的最低检

测限分别为 １０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 和 １０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ；３）该方法组内变异系数在 ０．７６％ ～ ３．２７％，组间变异

系数在 ０．３４％ ～ １．８８％，均低于 ５％，说明重复性良好；４）含有与不含副干酪乳杆菌核酸的解淀粉

芽孢杆菌的 Ｃｔ 值无显著差异（Ｐ＞０．０５），说明该方法不受检样中其他微生物的核酸干扰；５）该方

法对豆粕中解淀粉芽孢杆菌的检测限为 １０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ，比纯菌液最低检测敏感度（１０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ）
降低了 １ 个数量级（但不影响该方法的实际检测应用）。 解淀粉芽孢杆菌在不同发酵时期发酵

豆粕样品中定量检测结果表明，发酵 ０ ｄ 解淀粉芽孢杆菌的数量为 ９．３３×１０５ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，发酵至 ５ ｄ
接种菌数量为 ４．１６×１０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ。 由此可见，本试验建立的解淀粉芽孢杆菌实时荧光定量 ＰＣＲ 方法

特异性强，灵敏度高，抗干扰能力强，可快速定量发酵豆粕中的解淀粉芽孢杆菌的数量。
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　 　 豆粕是大豆加工的副产物，因富含多种营养

物质，是目前使用最广泛的植物性蛋白质饲料原

料，但因豆粕中含有抗营养因子影响了动物对饲

粮的消化吸收和利用［１－３］ 。 解淀粉芽孢杆菌（Ｂａ⁃
ｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）是一种广泛被用于开发微

生物饲料添加剂的革兰氏阳性芽孢杆菌［４－５］ ，它能

够产生蛋白酶、纤维素酶、淀粉酶、脂肪酶等多种

酶类，并能产生对动物病原菌中的大肠杆菌、梭状

芽孢杆菌、沙门氏菌等具有较强的抑制能力的物

质［６－８］ 。 研究表明，利用解淀粉芽孢杆菌发酵豆粕

不仅可以降低豆粕中的抗营养因子含量，且可提

高动物对豆粕饲料的消化吸收率［９－１２］ 。 解淀粉芽

孢杆菌在发酵豆粕饲料中的数量是影响豆粕发酵

效果的关键因素之一，而由于用于发酵的豆粕为

未灭菌原料，在进行接种菌的数量检测时会因自

身带有的微生物的干扰，造成常用的微生物数量

检测平板活菌计数法计数不准或者难以计数，并
且由于该方法检测周期通常长达 ２ ～ ３ ｄ，无法实现
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对豆粕发酵生产过程的即时监控［１３－１６］ 。
　 　 近几年，基于 ＤＮＡ 水平上的微生物数量检测

分子生物学方法越来越多，包括常规 ＰＣＲ 技术、变
性梯度凝胶电泳技术、实时荧光定量 ＰＣＲ 技术

等［１７－２２］ 。 其中，实时荧光定量 ＰＣＲ 技术具有特异

性强、灵敏度高、操作时间短的特点，且由于在检

测过程中均为闭管操作不会造成因污染而出现的

假阳性结果［２３－２４］ 。 ＤＮＡ 解旋酶 Ａ 亚基（ ｇｙｒＡ）基

因是细菌 ＤＮＡ 促旋酶上的 １ 个亚基，该基因是枯

草群中鉴定、分类的重要工具，因此，采用该基因

可准确地区分枯草菌群中的近缘种［２５］ 。
　 　 本研究拟建立基于解淀粉芽孢杆菌 ｇｙｒＡ 基因

保守区设计引物、探针的实时荧光定量 ＰＣＲ 方法，
预期该方法可以达到种间特异，检出敏感度可满

足监控解淀粉芽孢杆菌在不同豆粕发酵时期中的

数量的要求，可以解决解淀粉芽孢杆菌发酵豆粕

过程品质监控的瓶颈难题，并为解决以未灭菌生

产原料发酵生产过程监控提供了有益的借鉴。

１　 材料与方法
１．１　 材料与试剂

１．１．１　 试验菌种

　 　 本研究所选菌种为芽孢杆菌 ４ 株（解淀粉芽

孢杆菌、地衣芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌、纳豆芽孢

杆菌、枯草芽孢杆菌），非芽孢杆菌 ５ 株，其中包括

乳酸杆菌 ２ 株（副干酪乳杆菌、植物乳杆菌），金黄

色葡萄球菌、藤黄微球菌、大肠杆菌各 １ 株。
１．１．２　 试剂

　 　 ｄＮＴＰ、ｒＴａｑ 酶、１０×Ｂｕｆｆｅｒ、琼脂糖、６×Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ、２０００ ｂｐ Ｍａｒｋｅｒ、 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载 体、 ＴａＫａＲａ
Ｐｒｅｍｉｘ ＥＸ ＴａｑＴＭ购于宝生物工程（大连）有限公

司；４Ｓ Ｇｒｅｅｎ 染料、 ＩＰＴＧ 即用型溶液、Ｘ⁃Ｇａｌ 即用

型溶液、氨苄青霉素钠、ＤＨ５α 感受态细胞、Ｓａｎ⁃
Ｐｒｅｐ 柱式质粒 ＤＮＡ 小量抽提试剂盒、Ｅｚｕｐ 柱式土

壤 ＤＮＡ 抽提试剂盒购于生工生物工程（上海）股

份有限公司；ＴＥ 缓冲液购于北京索莱宝科技有限

公司。
１．２　 试验方法

１．２．１　 菌种培养

　 　 乳酸菌接种至 ＭＲＳ 肉汤，其他菌株接种至牛

肉膏蛋白胨液体培养基，３７ ℃过夜培养。
１．２．２　 菌种 ＤＮＡ 的提取

　 　 纯菌液 ＤＮＡ 的提取：以改进的水煮法提取纯

菌液 ＤＮＡ［２６］ ，具体为：取过夜培养的菌液 １ ｍＬ 于

１．５ ｍＬ 离心管中，离心，弃上清并加入 ５００ μＬ ＴＥ
缓冲液，重悬菌体，９９ ～ １００ ℃水浴 １５ ｍｉｎ 后离心，
取上清作为 ＤＮＡ 模板，－２０ ℃保存，备用。
　 　 豆粕及发酵豆粕样品中 ＤＮＡ 的提取：称取豆

粕样品 ３００ ｍｇ，采用试剂盒提取其 ＤＮＡ，具体操

作步骤详见生工生物 （上海） 股份有限公司的

Ｅｚｕｐ 柱式土壤 ＤＮＡ 抽提试剂盒说明书。
１．２．３　 特异性引物及探针的设计

　 　 在 ＮＣＢＩ 中的 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中下载 ３５ 株芽

孢杆菌属的 ｇｙｒＡ 基因及 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因全序列，
利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对下载的序列进行比对，找出

解淀粉芽孢杆菌的保守区，然后使用 ＩＤＴ 引物设

计软件进行引物、探针的设计，并对设计出的引物

的退火温度、二聚体、发夹结构及探针的退火温度

进行检测，从中筛选出 １ 个正向引物、１ 个反向引

物、１ 个探针（表 １）。 采用 ＮＣＢＩ 上的 Ｐｒｉｍｅｒ⁃Ｂｌａｓｔ
Ｔｏｏｌ 的引物比对软件从理论上确认引物、探针特

异性，并由宝生物大连有限公司进行合成。 该探

针 ５’端由 ＦＡＭ 基团 （报告基团） 修饰，３’ 端由

ＴＡＭＲＡ 基团（淬灭基团）修饰。
１．２．４　 常规 ＰＣＲ 验证引物特异性及筛选

　 　 以 １．２．２ 纯菌液中提取的 １０ 株菌的 ＤＮＡ 为

模板，以表 １ 设计的引物进行常规 ＰＣＲ 反应。 以

５０ μＬ 体系进行 ＰＣＲ 扩增，其中包括 １０ ×Ｂｕｆｆｅｒ
（Ｍｇ２＋ ｆｒｅｅ）５ μＬ，ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ ４ μＬ，上、下游引

物各 １ μＬ，ＤＮＡ 模板 ２ μＬ，ｒＴａｑ 酶 ０．５ μＬ，无菌

水补足至 ５０ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件：９４ ℃ 预变性

５ ｍｉｎ，９４ ℃变性 ３０ ｓ，５８ ℃退火 ３０ ｓ，３５ 个循环；
７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，终延伸 ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物

采用 ２％琼脂糖凝胶电泳进行检测。
１．２．５　 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法的建立及特异性

检测

　 　 实时荧光 定 量 ＰＣＲ 反 应 体 系：总 体 积 为

２０ μＬ，其中包括 ｐｒｅｍｉｘ ＥＸ ＴａｑＴＭ １２．５ μＬ，上、下
游 引 物 （ ０． ２ μｍｏｌ ／ Ｌ ） 各 ０． ５ μＬ， 探 针

（０．２ μｍｏｌ ／ Ｌ）０．８ μＬ，ＤＮＡ 模板 ２ μＬ，双蒸水补

足至 ２０ μＬ。
　 　 实时荧光定量 ＰＣＲ 反应条件：预变性 ９５ ℃
３０ ｓ，变性 ９５ ℃ ５ ｓ，退火 ６０ ℃ ３４ ｓ。 特异性检

测：以 １．２．２ 纯菌液中所提取的 １０ 株菌的 ＤＮＡ 作

为模版，采用所建立的实时荧光定量 ＰＣＲ 方法进

行特异性验证。

５９４
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表 １　 引物、探针序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ

引物 ／探针
Ｐｒｉｍｅｒｓ ／ ｐｒｏｂｅｓ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′—３′）

靶基因
Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

产物大小
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ ／ ｂｐ

ｇｙｒＡ１
Ｆ：ＣＧＴＡＣＡＣＣＧＧＣＴＴＣＡＧＡＡＴＡＣ
Ｒ：ＣＴＴＣＧＣＣＴＣＴＴＧＴＧＧＣＴＴＴＡ

ＦＡＭ⁃ＴＧＡＣＡＧＴＡＡＣＧＧＴＣＣＧＣＴＡＧＴＡＡＣＡＧＴ⁃ＴＡＭＲＡ
ＤＮＡ 解旋酶 Ａ 亚基 １１５

ｇｙｒＡ２
Ｆ：ＣＧＡＡＧＧＴＧＣＴＡＡＧＣＣＴＧＡＡＡ
Ｒ：ＧＧＡＧＴＴＣＧＴＡＡＧＣＣＧＴＴＣＴＧ

ＦＡＭ⁃ＣＡＡＴＧＴＣＴＧＧＡＧＣＡＴＴＡＴＣＴＴＧＡＴＣＡＣＣＡ⁃ＴＡＭＲＡ
ＤＮＡ 解旋酶 Ａ 亚基 ９６

１６Ｓ ｒＲＮＡ
Ｆ：ＧＣＡＴＧＴＧＧＴＴＴＡＡＴＴＣＧＡ
Ｒ：ＣＴＧＧＣＡＡＣＴＡＡＧＡＴＣＡＡＧ

ＦＡＭ⁃ＣＣＡＧＧＴＣＴＴＧＡＣＡＴＣＣＴＣＴＧＡＣＡＡ⁃ＴＡＭＲＡ
１６Ｓ 核糖体 ＲＮＡ １６４

１．２．６　 标准曲线的建立及灵敏性、重复性验证

　 　 ｐＭＤ１８Ｔ⁃ｇｙｒＡ 基因重组质粒的构建：以解淀

粉芽孢杆菌 ＫＣＡ 基因组为模版及引物 ｇｙｒＡ１⁃Ｆ ／
ｇｙｒＡ１⁃Ｒ 进行扩增获得目的片段（１１５ ｂｐ），将其与

ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体连接，连接后的产物进行 ＰＣＲ 和测

序验证。 验证正确后转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 细胞

中，然后采用 ＳａｎＰｒｅｐ 柱式质粒 ＤＮＡ 小量抽提试

剂盒提取重组质粒，通过核酸微量测定仪测定其

浓度并通过公式换算成拷贝数。 公式如下：

拷贝数（ｃｏｐｉｅｓ）＝ Ｘ×６．０２１×１０２２（ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ／ ｍｏｌｅ）
［Ｎ×６６０（ｇ ／ ｍｏｌｅ）×１．０×１０９（ｎｇ ／ ｇ）］

。

　 　 式中：Ｘ 为重组质粒的所测浓度；Ｎ 为重组质

粒的碱基数。
　 　 标准曲线的建立：以洗脱缓冲液 ＴＥ 将标准品

ｐＭＤ１８Ｔ⁃ｇｙｒＡ 进行 １０ 倍稀释后作为模板进行实

时荧光定量 ＰＣＲ 反应。 以拷贝数的对数为横坐

标，Ｃｔ 值为纵坐标建立标准曲线。 扩增效率（Ｅ）
计算公式为：

Ｅ ＝ １０－１ ／ ｓｌｏｐｅ－１×１００。
　 　 每个稀释度重复 ３ 次，以无菌水为阴性对照。
　 　 灵敏性验证：重组质粒标准品灵敏度检测是

将标准品 ｐＭＤ１８Ｔ⁃ｇｙｒＡ 进行 １０ 倍梯度稀释并稀

释成 ６ 个梯度，以作为实时荧光定量 ＰＣＲ 的模版，
不同稀释度的标准品重复 ３ 次检测；菌液灵敏度

检测是将 ＫＣＡ 菌原菌液进行 １０ 倍梯度稀释，分
别提取各个稀释度菌液的基因组 ＤＮＡ，最后进行

实时荧光定量 ＰＣＲ 反应。
　 　 重复性验证：用 ５ 个稀释度的 ｐＭＤ１８Ｔ⁃ｇｙｒＡ
标准品的 Ｃｔ 值变异系数（ＣＶ）评价该方法的重复

性。 组内重复性验证分别以 ５ 个稀释度的标准品

作为模板进行实时荧光定量 ＰＣＲ 反应，每个稀释

度重复 ３ 次，并以 ＫＣＡ 菌的 ＤＮＡ 和无菌水作为

阳性对照和阴性对照。 组间重复性验证以上述 ５
个稀释度的标准品作为模板分 ３ 次进行实时荧光

定量 ＰＣＲ 反应，以 ＫＣＡ 菌的 ＤＮＡ 和无菌水作为

阳性和阴性对照。
１．２．７　 抗干扰验证

　 　 核 酸 水 平 抗 干 扰 检 测： 分 别 提 取 １０８、
１０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ菌液量的解淀粉芽孢杆菌 ＫＣＡ 基因

组 ＤＮＡ，分别加入 １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ 菌液量的副干酪

乳杆菌 ｒｇ⁃１（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｃａｓｅｉ ｒｇ⁃１）所提取的

ＤＮＡ，以纯的解淀粉芽孢杆菌 ＫＣＡ 的基因组

ＤＮＡ 为对照进行实时荧光定量 ＰＣＲ 检测，重复

３ 次。
　 　 豆粕样品对接种菌吸附干扰的检测：取 ６ ｇ 灭

菌的豆粕样品分别添加 ４ ｍＬ 解淀粉芽孢杆菌

ＫＣＡ 的不同稀释度菌液，静置 １０ ｍｉｎ 后加入

２０ ｍＬ磷酸盐缓冲液（ ＰＢＳ），颠倒 ２ ～ ３ 次后斜面

振荡 １５ ｍｉｎ，静置 ５ ｍｉｎ 后吸取上清，３ ０００×ｇ 离

心 ６ ｍｉｎ，弃上清，加入 ２ ｍＬ ＴＥ Ｂｕｆｆｅｒ 后提取基

因组 ＤＮＡ；同时提取 ２ ｍＬ 不同稀释度纯菌液的

基因组 ＤＮＡ 作为对照，并进行实时荧光定量 ＰＣＲ
检测。 每个稀释度检测 ３ 次。
１．２．８　 发酵豆粕中解淀粉芽孢杆菌数量的检测

　 　 解 淀 粉 芽 孢 杆 菌 ＫＣＡ 培 养 至 １０８ ～
１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ，以 ４％的接种量接种至水分含量为

４０％ ～ ４５％的豆粕中，室温发酵 ０、１、２、３、５ ｄ；取样

根据 １．２．２ 所提供的豆粕中 ＤＮＡ 提取方法提取细

菌 ＤＮＡ，利用所建立的实时荧光定量 ＰＣＲ 方法进

行检测。
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１．３　 数据统计分析

　 　 试验数据采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７．００ 软件进行

统计分析及作图。 结果以平均值±标准差表示。

２　 结果与分析
２．１　 特异性验证

２．１．１　 常规 ＰＣＲ 法验证、特异性引物筛选

　 　 以 ｇｙｒＡ 及 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因为靶标设计出的 ３
对引物进行常规 ＰＣＲ 扩增，由表 ２ 可知，只有引物

对 ｇｙｒＡ１⁃Ｆ ／ ｇｙｒＡ１⁃Ｒ 扩增解淀粉芽孢杆菌 ＫＣＡ，
采用 ｇｙｒＡ２⁃Ｆ ／ ｇｙｒＡ２⁃Ｒ 可同时扩增解淀粉芽孢杆

菌 ＫＣＡ 及地衣芽孢杆菌 ＫＣＢ；采用引物对 １６Ｓ

ｒＲＮＡ⁃Ｆ ／ １６Ｓ ｒＲＮＡ⁃Ｒ 可将芽孢杆菌属内的菌株扩

增出条带（ １６４ ｂｐ）。 这表明引物对 ｇｙｒＡ１⁃Ｆ ／ ｇｙ⁃
ｒＡ１⁃Ｒ 能特异性扩增解淀粉芽孢杆菌，因此选用

ｇｙｒＡ１⁃Ｆ ／ ｇｙｒＡ１⁃Ｒ 作为本研究建立实时荧光定量

ＰＣＲ 方法的特异性引物对。
２．１．２　 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法特异性的验证

　 　 利用引物对 ｇｙｒＡ１⁃Ｆ ／ ｇｙｒＡ１⁃Ｒ 及探针 ｇｙｒＡ１
进行实时荧光定量 ＰＣＲ 反应，ＫＣＡ 菌在 ２２ ～ ２４ 个

循环处出现扩增曲线，而其他 ４ 株芽孢杆菌、５ 株

非芽孢杆菌及阴性对照则在 ３５ 个循环后出现扩

增曲线（图 １）。 这表明本研究所建立的方法对于

ＫＣＡ 菌有较强的特异性。

表 ２　 不同引物特异性检测

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒｓ

分类
Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

菌种
Ｓｔｒａｉｎｓ

菌种编号
Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒｓ

菌种来源
Ｓｔｒａｉｎ ｓｏｕｒｃｅｓ

３ 对引物的常规 ＰＣＲ 结果
Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ

ｐｒｉｍｅｒｓ ｂｙ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ＰＣＲ

① ② ③

芽孢杆菌属
Ｂａｃｉｌｌｕｓ

解淀粉芽孢杆菌
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＫＣＡ 自备菌种 ＋ ＋ ＋

地衣芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ＫＣＢ 自备菌种 － ＋ ＋
蜡样芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｅｒｅｕｓ ＫＣＣ 自备菌种 － － ＋
纳豆芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｎａｔｔｏ ＫＣＤ 自备菌种 － － ＋

枯草芽孢杆菌
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ＡＴＣＣ１９２１７ 美国模式培

养物保藏中心
－ － ＋

其他菌属
Ｏｔｈｅｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｇｅｎｕｓ

副干酪乳杆菌
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐａｒａｃａｓｅｉ ｒｇ⁃１ 自备菌种 － － －

植物乳杆菌
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ｒｇ⁃２ 自备菌种 － － －

金黄色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ＡＴＣＣ１２６００ 美国模式培

养物保藏中心
－ － －

藤黄微球菌
Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ ｌｕｔｅｕｓ ＣＭＣＣ２８００１ 中国医学细菌

保藏管理中心
－ － －

大肠杆菌
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＡＴＣＣ２５９２２ 美国模式培

养物保藏中心
－ － －

灭菌水（阴性对照）
Ｓｔｅｒｉｌｅ ｗａｔｅｒ （ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ）

－ － －

　 　 自备菌种为经本实验室分离、１６Ｓ ｒＲＮＡ 测序、鉴定后的菌种；①为 ｇｙｒＡ１⁃Ｆ ／ ｇｙｒＡ１⁃Ｒ 引物对，产物大小为 １１５ ｂｐ；②为
ｇｙｒＡ２⁃Ｆ ／ ｇｙｒＡ２⁃Ｒ 引物对，产物大小为 ９６ ｂｐ；③为 １６Ｓ ｒＲＮＡ⁃Ｆ ／ １６Ｓ ｒＲＮＡ⁃Ｒ 引物对，产物大小为 １６４ ｂｐ。 “ ＋”表示常规
ＰＣＲ 反应阳性，“－”表示常规 ＰＣＲ 反应阴性。
　 　 Ｓｅｌｆ⁃ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂｙ ｏｕｒ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｖｉａ １６Ｓ ｒＲＮＡ； ① ｗａｓ
ｇｙｒＡ１⁃Ｆ ／ ｇｙｒＡ１⁃Ｒ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ ｗａｓ １１５ ｂｐ； ② ｗａｓ ｇｙｒＡ２⁃Ｆ ／ ｇｙｒＡ２⁃Ｒ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ ｗａｓ
９６ ｂｐ； ③ ｗａｓ １６Ｓ ｒＲＮＡ⁃Ｆ ／ １６Ｓ ｒＲＮＡ⁃Ｒ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ ｗａｓ １６４ ｂｐ． Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｓｃｏｒｅｄ ａｓ
“＋” ｆｏｒ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ａｎｄ “－” ｆｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ．
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图 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法的特异性

Ｆｉｇ．１　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

２．２　 ｐＭＤ１８Ｔ⁃ｇｙｒＡ 标准品的制备及标准曲线的

建立

　 　 以 ＫＣＡ 菌基因组 ＤＮＡ 为模版，以引物对 ｇｙ⁃
ｒＡ１⁃Ｆ ／ ｇｙｒＡ１⁃Ｒ 进行常规 ＰＣＲ 扩增，获得 １１５ ｂｐ
大小的片段（图 ２），结果与预期相符。 将扩增产

物与 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载体连接，构建重组质粒 ｐＭＤ１８Ｔ⁃
ｇｙｒＡ。 构建后的质粒经酶切、测序验证正确后，使
用核酸微量测定仪测定其浓度（结果未给出），并
计算出其拷贝数为 ５．７４×１０１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，以此作为

所建立的实时荧光定量 ＰＣＲ 方法的标准品。

　 　 Ｍ 为 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ （２ ０００ ｂｐ）；泳道 １ ～ ３ 为 ｇｙｒＡ１⁃Ｆ ／
ｇｙｒＡ１⁃Ｒ 引物对的扩增产物；泳道 ４ 为阴性对照。
　 　 Ｍ ｗａｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ （２ ０００ ｂｐ）； ｌａｎｅｓ １ ｔｏ ３ ｗｅｒｅ ａｍ⁃
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｇｙｒＡ１⁃Ｆ ／ ｇｙｒＡ１⁃Ｒ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ； ｌａｎｅ ４
ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

图 ２　 ｇｙｒＡ１⁃Ｆ ／ ｇｙｒＡ１⁃Ｒ 引物对的常规 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ｇｙｒＡ１⁃Ｆ ／ ｇｙｒＡ１⁃Ｒ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ

　 　 将标准品 ｐＭＤ１８Ｔ⁃ｇｙｒＡ 进行 １０ 倍梯度稀

释，分别以各个稀释度的标准品作为模板进行实

时荧光定量 ＰＣＲ 反应，获得的扩增曲线规律较好，
各稀释度之间的扩增 Ｃｔ 值相差在 ２ ～ ３ 个循环之

间（图 ３）；以不同稀释度的标准品拷贝数的对数

为 Ｘ 轴、Ｃｔ 值为 Ｙ 轴建立标准曲线，该曲线的斜率

为－３．４６８，扩增效率为 ０．９４，截距为 ４１．８６，相关系

数 Ｒ２ ＝ ０．９９９ ３（图 ４），表明标准品浓度在 ５．７４×
１０７ ～ ５．７４×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 有较好的线性关系。
２．３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法的灵敏性及重复性

检测

２．３．１　 重组质粒标准品的灵敏度检测

　 　 以 １０２ ～ １０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 各个稀释度标准品

ｐＭＤ１８Ｔ⁃ｇｙｒＡ 为模板，利用所建立的方法进行检

测。 结果 表 明， 该 方 法 最 小 检 出 量 为 ５． ７４ ×
１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ（表 ３）。
２．３．２　 菌液灵敏度检测

　 　 将 ＫＣＡ 菌的原菌液（４．０×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ）进行

１０ 倍梯度稀释，从 １０７ ～ １０２ 各稀释度提取核酸作

为模板，并进行实时荧光定量 ＰＣＲ 反应。 由表 ４
可知，该方法的菌液最小检出限为 １０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ。
２．３．３　 重复性检测

　 　 以不同稀释度的重组质粒标准品 ｐＭＤ１８Ｔ⁃
ｇｙｒＡ 测定 ３ 次，组内重复 Ｃｔ 值的变异系数介于

０．７６％ ～ ３．２７％，标准偏差（ＳＤ）介于 ０．１０ ～ ０．５５，组
间重复 Ｃｔ 值的变异系数介于 ０．３４％ ～ １．８８％，ＳＤ
介于 ０．０７ ～ ０．６２，均在可接受范围内，证明建立的

实时荧光定量 ＰＣＲ 方法组内和组间重复较好。
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图 ３　 不同稀释度标准品的扩增曲线

Ｆｉｇ．３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｄｉｌｕｔｉｏｎ

图 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 标准曲线

Ｆｉｇ．４　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ

２．４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法的抗干扰验证

２．４．１　 核酸水平抗干扰检测

　 　 由表 ５ 可知，从 １０８ 和 １０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ 菌液浓度

的 ＫＣＡ 菌所提取的核酸中分别加入 １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ
的副干酪乳杆菌 ｒｇ⁃１ 核酸提取物时（核酸浓度为

６．７ ｎｇ ／ μＬ），ＫＣＡ 纯菌液的 Ｃｔ 值均不受影响，且
与无 ｒｇ⁃１ 干扰下的 ＫＣＡ 纯菌液的 Ｃｔ 值无显著差

异（Ｐ＞０．０５）。
２．４．２　 豆粕对检测方法的干扰

　 　 由 表 ６ 可 知， 纯 菌 液 最 低 检 测 限 为

１０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ，其中同等浓度下的纯菌液与豆粕的

混合物的最低检出限为 １０４ ～ １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ，３ 次重

复结果均比纯菌液检测限低 １ ～ ２ 个梯度，表明以

此方法检测发酵豆粕中目的菌的检测值比实际含

量低 １０ ～ １００ 倍。

表 ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ 标准品的灵敏度

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓａｍｐｌｅｓ

标准品浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓａｍｐｌｅｓ ／ （ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）
阳性次数 ／试验次数

Ｎｏ． ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｗｅｌｌｓ ／ Ｎｏ． ｏｆ ｔｅｓｔｅｄ ｗｅｌｌｓ
Ｃｔ 值

Ｃｔ ｖａｌｕｅ

５．７４×１０７ ３ ／ ３ １７．６６±０．３６
５．７４×１０６ ３ ／ ３ ２０．９２±０．１８
５．７４×１０５ ３ ／ ３ ２４．５６±０．１４
５．７４×１０４ ３ ／ ３ ２７．８９±０．３３
５．７４×１０３ ３ ／ ３ ３１．７５±０．３９
５．７４×１０２ ３ ／ ３ ３４．７７±０．３１
阴性对照 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ２ ／ ３ ３８．９２±０．５１

２．５　 发酵豆粕样品的实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

结果

　 　 分别提取 ０、１、２、３、５ ｄ 的发酵豆粕样品基因

组 ＤＮＡ 作为模板，利用 ｇｙｒＡ１⁃Ｆ ／ ｇｙｒＡ１⁃Ｒ 引物对

进行常规 ＰＣＲ 检测。 如图 ５ 所示，不同发酵天数

的豆粕提取的 ＤＮＡ 均有扩增条带，且随着发酵时

间延长，条带越清晰，表明豆粕样品中的细菌 ＤＮＡ
均提出。
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表 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＫＣＡ 菌液样品的灵敏度

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ ＫＣＡ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｉｑｕｉｄ

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

ＫＣＡ 菌液浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＫＣＡ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｌｉｑｕｉｄ ／ （ＣＦＵ ／ ｍＬ）

阳性次数 ／试验次数

Ｎｏ． ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｗｅｌｌｓ ／
Ｎｏ． ｏｆ ｔｅｓｔｅｄ ｗｅｌｌｓ

Ｃｔ 值
Ｃｔ ｖａｌｕｅ

解淀粉芽孢杆菌 ＫＣＡ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ＫＣＡ

１０７ ３ ／ ３ １６．４７±０．１７
１０６ ３ ／ ３ ２１．３２±０．１２
１０５ ３ ／ ３ ２６．９０±０．２５
１０４ ３ ／ ３ ３１．１３±０．１７
１０３ ３ ／ ３ ３４．９７±０．６０

阴性对照 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ３ ／ ３ ３６．５０±０．３５

表 ５　 核酸水平抗干扰检测

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌ ａｎｔｉ⁃ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

菌液浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｉｑｕｉｄ ／
（ＣＦＵ ／ ｍＬ）

Ｃｔ 值 Ｃｔ ｖａｌｕｅ

ＫＣＡ 纯菌液

ＫＣＡ ｐｕｒｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｉｑｕｉｄ

１ ２ ３ 均值 Ｍｅａｎ

ＫＣＡ 纯菌液＋ｒｇ⁃１ 菌液

ＫＣＡ ｐｕｒｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｉｑｕｉｄ＋Ｌ． ｐａｒａｃａｓｅｉ ｒｇ⁃１
ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｉｑｕｉｄ

１ ２ ３ 均值 Ｍｅａｎ

１０８ １２．３７ １２．６７ １２．４０ １２．４８±０．１７ １２．３４ １２．９０ １２．２３ １２．４９±０．３６
１０３ ３４．４７ ３４．１３ ３４．２０ ３４．２７±０．１８ ３４．２２ ３４．０９ ３４．２２ ３４．１８±０．０８

表 ６　 豆粕对接种菌 ＫＣＡ 检测的干扰

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ ｔｏ ＫＣＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌液浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｌｉｑｕｉｄ ／ （ＣＦＵ ／ ｍＬ）

Ｃｔ 值 Ｃｔ ｖａｌｕｅ

ＫＣＡ 纯菌液

ＫＣＡ ｐｕｒｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｉｑｕｉｄ

ＫＣＡ 纯菌液＋豆粕

ＫＣＡ ｐｕｒｅ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｉｑｕｉｄ＋
ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ

阴性对照

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

１０７ １６．４７±０．１７ ２４．２９±０．２６
１０６ ２１．３２±０．１２ ２８．４５±０．０９
１０５ ２６．９０±０．２５ ３２．５７±０．２９
１０４ ３１．１３±０．１７ ３５．１８±０．２３
１０３ ３４．９７±０．６０ ３５．５７±０．７１

３６．８８±０．４１

　 　 实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 方 法 检 测 结 果 表 明

（表 ７），发酵 ０ ｄ 解淀粉芽孢杆菌数量为 ９． ３３ ×
１０５ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ （ 理 论 接 种 菌 量 为 １． ０ ×
１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ），发酵５ ｄ时，解淀粉芽孢杆菌的数

量为 ４．１６×１０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，此时的该菌的数量是发酵

初期的１ ０００倍，说明本研究建立的实时荧光定量

ＰＣＲ 方法能定量检测发酵豆粕中的解淀粉芽孢

杆菌。

３　 讨　 论
　 　 解淀粉芽孢杆菌属于芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ），
是枯草芽孢杆菌近缘种群的芽孢杆菌，该菌群中

主要被用于微生物添加剂生产的近缘菌还有枯草

芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌ⁃
ｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ） ［２７－２８］ 。 细菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列素

有“细菌化石”之称，已成为细菌系统发育分析的

００５
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金标准。 有研究表明，采用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 可以区分芽

孢杆菌属内的菌种，但难以区分枯草近缘种群中

的各类芽孢杆菌［２９－３０］ 。 因此近几年采用细菌解旋

酶 ｇｙｒＡ 基因进行细菌分类、鉴定颇受关注，Ｃｈｕｎ
等［３１］曾用 ｇｙｒＡ 基因设计枯草芽孢杆菌近缘种群

的引物进行序列分析，表明 ｇｙｒＡ 基因能够区分枯

草近缘种群中的芽孢杆菌。 本研究针对解淀粉芽

孢杆菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因及 ｇｙｒＡ 基因的保守区设计

了引物，常规 ＰＣＲ 检测结果表明以 ｇｙｒＡ 基因设计

出的引物进行扩增获得了良好的种间特异性，可
将目的菌与近缘菌区别，而针对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因设

计出的引物只能达到属间特异，这与曹凤明等［３２］

描述一致。
　 　 利用实时荧光定量 ＰＣＲ 方法进行微生物的数

量检测已在发酵领域得到较好的应用。 Ｙｏｎｇ
等［３３］研究了固体发酵机制中产聚 ｃ－谷氨酸的解

淀粉芽孢杆菌生长规律，并与活菌计数进行对比，
表明建立的实时荧光定量 ＰＣＲ 方法与活菌计数无

显著差异；夏雪娟等［３４］利用实时荧光定量 ＰＣＲ 方

法检测麻竹腌制过程中乳酸球菌的动态变化，结
果表明随着腌制时间的延长，乳酸球菌数量逐渐

升高，在 １４ ｄ 达到峰值（４．６３×１０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ），相
比于 ０ ｄ（２． ４１ × １０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ）增加了 ６ 个数量

级。 这些研究结果均表明，实时荧光定量 ＰＣＲ 可

以定量检测发酵过程中优势菌或接种菌的生长变

化。 本研究成功设计了可特异性检测解淀粉芽孢

杆菌 ＫＣＡ 的引物，并利用此引物扩增的产物构建

的重组质粒，建立了标准曲线，建立了定量检测豆

粕发酵过程中解淀粉芽孢杆菌 ＫＣＡ 的实时荧光

定量 ＰＣＲ 的方法。 该方法的标准品在 ５．７４×１０７ ～
５．７４×１０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 有较好的线性关系，核酸水平

最低 检 测 限 在 １０２ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ， 纯 菌 液 水 平 在

１０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ，说明该方法的灵敏性很好。 此外，
发酵豆粕的原料为未灭菌状态，从检样中提取细

菌基因组 ＤＮＡ 时通常为混菌的 ＤＮＡ，进行核酸水

平、菌体水平抗干扰检测结果均表明所建立的方

法抗干扰能力强，添加干扰菌核酸并不影响检

测值。

　 　 Ｍ 为 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ （２ ０００ ｂｐ）；泳道 １ 为阴性对照；泳
道 ２、３、４、５、６ 分别为发酵 ０、１、２、３、５ ｄ 豆粕样品。
　 　 Ｍ ｗａｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ （２ ０００ ｂｐ）； ｌａｎｅ １ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ； ｌａｎｅｓ ２， ３， ４， ５， ａｎｄ ６ ｗｅｒｅ ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ ｓａｍｐｌｅｓ
ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ｆｏｒ ０， ２， ３ ａｎｄ ５ ｄ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图 ５　 不同发酵时间豆粕样品的常规 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ．５　 Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

表 ７　 不同发酵时间的豆粕中解淀粉芽孢杆菌的数量检测

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ

发酵时间

Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ／ ｄ
Ｃｔ 值

Ｃｔ ｖａｌｕｅ

解淀粉芽孢杆菌数量

Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ／
（ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ）

理论接种量

Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｎｏｃｕｌｕｍ
ｑｕａｎｔｉｔｙ ／ （ＣＦＵ ／ ｍＬ）

０ ３０．３８±０．３８ ９．３３×１０５ ７．５×１０６

１ ２３．９５±０．３０ ２．７５×１０８ —
２ ２３．９６±０．４８ ２．６９×１０８ —
３ ２３．９７±０．３１ ３．０２×１０８ —
５ ２３．４７±０．２０ ４．１６×１０８ —

　 　 豆粕原料对照中解淀粉芽孢杆菌数量为 ５７．４ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ。
　 　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ５７．４ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ．

　 　 在实际发酵生产中，豆粕为干燥的粉末状，加
菌发酵时会对目标菌造成吸附，从而导致在提取

细菌 ＤＮＡ 时会有残留，为了探讨豆粕类固体基质

对样品中 ＤＮＡ 检测的影响，本研究还进行了豆粕
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的抗干扰验证试验，结果表明豆粕中目的菌的定

量检测限为 １０４ ～ １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ，比纯菌液的高 １０ ～
１００ 倍，说明豆粕类固体基质对接种菌的 ＤＮＡ 水

平数量检测有干扰，但因发酵豆粕时是以 １０８ ～
１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ的菌液、４％的接种量进行的，接种之

初豆粕样品中目的菌的含量至少在 １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ，
检测基线比所建立方法高出 １ ～ ２ 个数量级以上，
不影响该方法在实际检测中的应用。 实际检测结

果表明，不同发酵时期的豆粕中的解淀粉芽孢杆

菌数量均发生变化，发酵初期（０ ｄ），解淀粉芽孢

杆菌的数量为 ９．３３×１０５ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，发酵至 ５ ｄ，解淀

粉芽孢杆菌的数量为 ４．１６×１０８ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，是接种初

期的 １ ０００ 倍。 同时表明解淀粉芽孢杆菌的数量

随着发酵天数的延长而增加，进而降低豆粕中的

抗营养因子含量，提高营养物质消化利用率，这与

王梅等［３５］描述一致。 以上结果证明本研究建立的

解淀粉芽孢杆菌的实时荧光定量 ＰＣＲ 的方法可良

好地应用于豆粕发酵过程中解淀粉芽孢杆菌的定

量检测。

４　 结　 论
　 　 本研究针对发酵豆粕中接种菌建立了特异性

实时荧光定量 ＰＣＲ 方法，可相对准确检测接种菌

在发酵豆粕中不同时期的数量变化，解决了以豆

粕等未灭菌生产原料进行固体发酵过程中监控接

种菌生长情况难的瓶颈问题，为发酵豆粕生产企

业进行生产过程品质监控提供了新的科学的技术

手段。
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