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摘 要 为评价 .+8LDE/ 在快速鉴定啤酒污染菌中的应用，首先比较了 \)7 提取方法，确定 E=7] 法作为制备 .+8LDE/ 的 \)7
模板的方法。并通过 DE/ 产物直接测序的方法，从分离菌中鉴定得到 $$ 种常见的啤酒污染菌。用 ]XY7$/ 和（V=V）6 引物扩

增分离菌，采用 V+’E&,8A.!软件处理电泳图，构建污染菌的标准指纹图库。经过聚类分 析 表 明，]XY7$/ 和（V=V）6 对

5+0/(6+0#,,)& 6*%C#&、5 ( 6)0"$%*#、5 ( 0+&%#^ ?+*+0+&%#、5 ( ?,+$/+*)A 和 5 ( -%*A%$/)A 的聚类效果具有互补性，并首次提出指纹比对快

速鉴定的相似系数阈值的概念。对来自三个不同来源的 M 株乳酸菌的快速鉴定结果表明，.+8LDE/ 鉴定技术简单、快速、可靠，

在快速鉴定方面将具有重要的应用价值。
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目前啤酒厂检测污染菌还是采用传统的培养基 检测方法，如 ‘/G 培养基或 ‘L)]] 培养基等，其缺



点是难以预测污染菌可能造成的威胁。不同的啤酒

污染菌对啤酒酿造的危害是不同的，如 !"#$%&"#’(()*
&+,-’* 能发酵糊精和淀粉，加速发酵液的稀化；! !
(’./.,+’ 具有较强的抗酒花能力和耐热能力，且所有

菌株都具有腐败啤酒的能力等等。所以对分离的菌

株进行快速鉴定，才能更好地指导啤酒的生产，保证

啤酒风味的稳定。

"! #$%&’() *)$+( 对多种基于基因型的快速鉴定

技术进行比较，表明 ,(-./01 鉴定能力高于 12/".
/01，仅次于 /345；而且其鉴定程序简单，指纹重复

性好，适用于指纹数据库的构建［6］。近年来对 ,(-.
/01 的研究不断增加，如作为研究 178’9$’9 乳制品

发酵过程的不同指纹的优势菌群变化趋势从而筛选

出有价值的菌株的一个有利工具［:］；采用 ;*<261.
,(-./01 对 =>6 株 0$+,1$%23#,* ! ?--!标准菌的进行了

系统的分类和鉴定［@］。（4A4）> ./01 指纹被证明可

以 应 用 于 快 速 鉴 定 4.$,+%#%##)* B--!［=］ 和

!"#$%&"#’(()* B--!［>］。但在啤酒污染菌的鉴定方面研

究较少。本次研究主要是评价 ,(-./01 指纹对分离

的啤酒污染菌的分类效果，并初步验证其鉴定效果。

根据聚类分析，首次提出不同菌种指纹鉴定的相似

系数阈值这个新概念。

! 材料和方法

!"! 分离污染菌及菌种培养条件

从两个不同的啤酒厂分别分离得到 @C 株和 :6
株啤酒污染菌；从实验室的不同品种麦芽的表面分

离得到 6: 株菌；实验室保藏的啤酒污染菌有两株标

准菌（ ! D #"*,’ BEFB-! #"*,’ G0#66@= 和 ! ! &)#5.,+’
G0#666>）和 6: 株分离菌。分离培养基：采用添加有

酒花、放线菌酮的麦汁培养基和 #1? 培养基。富集

培养基：用添加 @HI啤酒的 #.#1? 培养基。培养方

法如下：将装有培养皿的厌氧罐用 J: 排气 >8$9 后

放入含有 6K 没食子酸的试管，在试管中加入 6H8L
的 :D>87)ML 的 J’*N，放入厌氧指示剂后排气 68$9，

并盖上盖子，@HO培养。

!"# $%& 提取

本次比较两种常用的 "J2 提取方法，上海生工

生物工程技术服务有限公司的 PJQR.6H 细菌基因组

"J2 提取试剂盒和 0A2; 法。后者的提取步骤如

下：将经过 : S =T 厌氧培养的 6HH S @HH8K 的细胞用

于 "J2 提 取；加 入 HD=>8L 的 "J2 提 取 缓 冲 液

（0A2;）（6HH887)ML A,$B.N0)（ -NCDH），6HH887)ML
5"A2（-NCDH），6D>87)ML J’0)，6 I的 0A2;）（若有

沉淀则需要 @UO 预热），加入 >H!L 的 :>8KM8L 的

)VB7WV8(，@UO水浴 @H8$9；加入 :>!L 6HI的 ?"?，混

匀，加入 =!L 的 :H8KM8L 的蛋白酶 X（/X），>>O水浴

:&，每隔 :H8$9 上下颠倒混匀；离心，取上清，经过等

体积的酚M氯仿M异戊醇（:> Y := Y 6）抽提和氯仿M异戊

醇（:= Y6）抽提后；用 HDZ 倍体积的异丙醇沉淀 "J2，

再用 UHI的乙醇洗涤 : 次。空气中干燥后，将沉淀

溶于 >H!L 的 6 [ A5 FE\\(,。纯 化 的 "J2 溶 液 用

4(9(RE’9] 公司的微型核酸蛋白分析仪 CH.:66=.^C
上分析浓度和纯度，只取 6:ZH M6:CH _ 6DZ S 6D^ 的

"J2 样品用于 ,(-./01。

!"’ 乳酸菌专一性引物的扩增

采用自行设计的乳酸菌专一性引物 ;/6 和 ;/@
用于鉴定分离菌株［Z］，反应体系如下：#K: ‘ 浓度为

:D>887)ML，A’a "J2 聚合酶（上海申能博彩生物科

技有限公司）:D>E，引物 ;/6 和 ;/@ 均为 HD=!87)ML，

"J2 模 板 >H S 6HH9K（6 S :!L 纯 化 的 "J2），:HH

!87)ML的 TJA/，加 >!L 6H [ /01 FE\\(, 后用双蒸水补

足 >H!L。扩增程序为：̂=O.@8$9；@H 个循环：̂=O.
=>B，>>O.>HB，U:O.68$9；U:O.6H8$9；=O保温。/01
在 #G 1(B(’,%& QJ0 的 /A0.6HHA# 上 进 行。取 :!L
/01 产物用于 6I 的琼脂糖凝胶电泳，用 47)Tb$(c
"J2 染料（上海赛百盛基因技术有限公司）染色，目

的片段大小为 U=HF-。

!"( $%& 测序鉴定

;/6 和 ;/@ 的 /01 产物直接用于测序，10/ 产

物纯化步骤和测序反应按照厂家提供的流程（美国

应用生物系统中国公司），测序反应产物在 4(9(]$%
29’)VW(,@6@H 上电泳测序。

!") *+,-./0 扩增及指纹图谱处理

本次研究选用三个比较常用的 ,(-./01 引物：

（4A4）>：>d.4A4 4A4 4A4 4A4 4A4.@；51Q061（>d.
2A4 A22 40A 00A 444 42A A020.@d）和 51Q0:：>d.
224 A22 4A42 0A4 444 A42 404.@d；;*<261：>d.
0A2 044 022 440 420 40A 4204.@d。每一种的最

佳扩增程序和扩增体系如文献［U］报道。

取 6>!L 的 /01 产物用于 6DCI的琼脂糖凝胶

电泳（6>%8 [ 6>%8），在 ZD>bM%8（六 一 仪 器 厂 的

"ee.C0 电泳仪）稳压条件下电泳 =&，用上海申能博

彩生物科技有限公司的 @? :>HF- "J2 )’9T(, 作为标

准 "J2 分子量，用 47)Tb$(c "J2 染料染色，在紫外

光下 成 像。指 纹 图 谱 采 用 2--)$(T #’]&B 公 司 的

4()078-’,"软件处理，选用 /(’,B79 系数计算指纹的

=6H6 75’.,*, 8%)+."( %9 :’%$,#5.%(%;3 生物工程学报 :HHZ，b7)D::，J7DZ



相似性，并用 !"#$%（!&’()*+,(- ".)/0#/123 $(,+1-
!4)&* %/),+5(,)6 .7(/.*(4）方法构建距离树。

! 结果和讨论

!"# 评价 $%& 提取方法和指纹的重复性

89%: 法提取的 ;<% 纯度较好，!=>? @!=A? 的值一

般在 BC> D BCE 之间；而浓度一般在 F?!*@5G 以上；

提取得到的 ;<% 经过电泳鉴定其大片段在 =? HI 以

上。而试剂盒 !<JK0B?（L),）提取的 ;<% 片段较大，

一般在 F?HI 以上，不过其浓度较低，经过紫外吸光

度检测，其纯度不如 89%: 法提取的 ;<% 模板。所

以 89%: 法提取的 ;<% 的浓度和纯度均较好，只是

其片段相对较小。

将 F 株已知菌和 M 株未知菌的菌悬液经两种方

法提取 ;<% 后用引物 :NO%BP（如图 B）和（#9#）F

扩增。其中 :NO%BP 扩增指纹最大差异是 Q:F 的指

纹，其相似性系数为 E=CBR。而（#9#）F 的指纹最大

差异也是 Q:F，其相似性系数为 EMC=R（数据未显

示）。另外，多次提取的 " C #$%&’( QB 和 " C #)*+,%$’
S8$BBBF 的 ;<% 模板用于扩增，其指纹的最小相似

性系数分别是 ETC>R和 E>CFR。由于不同菌种的

指纹相似性系数一般在 A?R以下，所以两种方法提

取的 ;<% 和不同批次提取的 ;<% 对指纹的重复性

影响较小，即可以忽略 89%: 法产生的小片段 ;<%
片段的影响。所以 89%: 法提取的 ;<% 纯度好，浓

度高，用于 /(30"8P 扩增得到的指纹条带清晰，指纹

重复性好，提取成本较低，所以适用于构建 /(30"8P
指纹数据库。

图 B 比较 89%: 和 L), 提取 ;<% 对 :NO%BP 扩增的影响

Q)*UB 8153./)41& 1V 89%: .&- L), ;<% (W,/.6,)1& 5(,+1- )& :NO%BP0"8P
X8==："-*./#-*’00)( 1-$-#)*+,%$’；QB："-*./#-*’00)( #$%&’(；Q:M："-*./#-*’00)( #$%&’(；F>>A："-*./#-*’00)(

#)*+,%$)；S8$BBBF："-*./#-*’00)( #)*+,%$’；X8B>，Q:F .&- X8=?：2&H&1’& )41Y.,(4U L /(3/(4(&,(- L), U

!"! $%& 测序鉴定分离菌株并构建啤酒污染菌标

准菌库

目前国内还没有针对啤酒污染菌的标准菌库，

而且 /(30"8P 指纹具有菌株专一性的特点，所以本

次标准菌库主要是从啤酒厂中得到污染菌后通过

B>X /;<% 测序鉴定而建立。

由于 :" 引物专一性较好，能够专一性鉴定一

些常见的啤酒污染菌，适用于 "8P 产物直接测序。

为验证 :" 引物扩增的 B>X /;<% 的 FZ末端的 [T?I3
用于鉴定菌种的可行性，比较了 #(&:.&H 数据库中

FB?B朱林江等：P(30"8P 应用于快速鉴定啤酒污染菌的研究



的 ! ! "#$%&’、! " ()#)*)’$& # *)’$& 和 ! " "+*,-$#& 三种菌

的所有 $%& ’()* 序列（$!+,-. 以上）的相似性和 /0
末端的 122-.（含 34 引物扩增的 5+2-.）序列的相似

性。结果表明其相似性基本一致，! " "#$%&’ 的比较

如图 6 所示。另外，17 株不同的 !)*./")*&00+’ 8.."和
1$2&/*/**+’ 8.." 的 /0末端 122-. 序列相似 性 高 于

719的只有 ! " *+#%).+’ 和 ! " ’)3$& 这两种菌。可见

/0末端的 122-. 的序列涵盖了比重较大的高变区，

适用于准确鉴定菌种，如 :;< =>88?@@; 只是采用 /0末
端的 /22-. 用于鉴定菌种［1］。

采用 34A 引物测序，在 B?C?@;D *C<EFG?’A$A2 可

以准 确 分 析 其 中 %12-. H 5$2-. 的 序 列，并 用 于

B?C3<C, 的 3:*&I 分析并筛选鉴定。从分离菌中共

测序鉴定的分离菌如表 $ 所示。

表 ! 测序鉴定的菌种和数量

"#$%& ! "’& (&)*+ ,-&).,/0,)( $0 123 +&4*&)5,)(
!)*./")*&00+’ 8.." IJ? CKL-?’ >M ;8>E<@?8 1$2&/*/**+’ 8.." IJ? CKL-?’ >M ;8>E<@?8 N@J?’ 8.?D;?8 IJ? CKL-?’ >M ;8>E<@?8
! " "#$%&’ 6$ 1 " *0)+’’$-&& 6 4-.$#/*/**+’ 5)$*&+6 +
! " (0)-.)#+6 7 1 " 2)6-/’+’ A 4-.$#/*/**+’ 7&0%+’ $
! " *)’$& # ()#)*)’$& $$ 1 " )*&2&0)*.&* + 8)*&00+’ */)7+0)-’ $
! " 5$#6$-.+6 7
! " "+*,-$#&# ()#)"+*,-$#& %
! " 0)*.&’ $

图 6 $A 株 ! " "#$%&’ 的 $%& ’()* 中 $!/,- 和 /0末端 122-. 序列的聚类分析比较

O;P"6 Q>L.<’;8>C >M DEK8@?’ <C<EF8;8 >M $!/,- <CR 122-. 8?SK?CD? ;C $%& ’()* -?@T??C $A ! " "#$%&’ 8@’<;C8

678 三条引物的比较

对 5 株啤酒污染菌扩增结果表明 U=VQ 引物扩

增的条带较少，而且条带不清晰，彼此分离效果不

佳。虽然B ! =<88DJ<?’@和WCP?EB>CGXE?G都报道U=VQ的

图 A （BIB）/ 和 3NY*$= 扩增条带的比较

O;P"A Q>L.<’;8>C >M @J? M;CP?’.’;C@ >-@<;C?R T;@J（BIB）/ <CR 3NY*$=
*" $：A& 6/2-. ()* E<CR?’；6：ZY[$（! " *)’$&）；A，+：ZY[6，ZY[A（! " (0)-.)#+6）；/：\Q]$$A+（! " *)’$&）；%，5，1：\Q]$$$/（! " "+*,-$#&）
*" $：!()*#4*/=" ^ 9&-R# L<’,?’；6：ZY[$（ ! " *)’$&）；A，+：ZY[6，ZY[A（! " (0)-.)#+6）；/：\Q]$$$/（! " "+*,-$#&）；%：\Q]$$A+（ ! "
*)’$&）；5，1：\Q]$$$/（! " "+*,-$#&）"

%$2$ :,&-$’$ ;/+#-)0 /5 8&/.$*,-/0/7< 生物工程学报 622%，_>E!66，)>!%



图 ! "#$%&’ 的一些分离菌的指纹的聚类分析

()*+! ,-./012 343-5/)/ 67 /681 )/6-301/，7)4*1292)40/ 6:03)41; <)0= "#$%&’ 92)812
>023)4?@，?&A，>"& B34’0 :1 );140)7)1; :5 ;)21B0 /1C.14B)4* 67 D,’ 926;.B0 +

指纹有一定应用价值［E，&A］，但从文献报道统计表明

（FGF）H 和 "#$%&’ 被 应 用 得 更 多，所 以 没 有 对

I’J, 的扩增条件进一步深入优化。而（FGF）H 和

"#$%&’ 的指纹如图 K 所示。（FGF）H 指纹条带分

布在 HAA:9 L MHAA:9 之 间，条 带 数 量 变 化 较 大。

"#$%&’ 指 纹 的 分 子 量 分 布 较 大，即 在 MHA:9 L

!AAA:9 之间，条带数量较多，而且条带的亮度和彼

此分离效果明显好于（FGF）H 的。不过两者指纹均

能区分不同菌种，所以需要进一步比较两个引物在

快速鉴定啤酒污染菌中的应用。

!"# 建立标准菌的 $%&’()* 指纹图库并对分离菌

株快速鉴定

N&A&朱林江等：’19OD,’ 应用于快速鉴定啤酒污染菌的研究



图 ! （"#"）! 的一些分离菌的指纹的聚类分析

$%&’! ()*+,-. /0/)1+%+ 23 +24- %+2)/,-+’3%0&-.5.%0,+ 26,/%0-7 8%,9（"#"）! 5.%4-.
:(;<，:(=>，:(=;，?;;，$@=，$@A ，$@! B/0’, 6- %7-0,%3%-7 61 C(D 5.27*B, 7%.-B, +-E*-0B%0& 23 C(D 5.27*B, ’

对已有分离鉴定的菌株用 @FGH;D 和（"#"）!

进行扩增，经过 ;IJK的琼脂糖凝胶电泳并紫外成

像后，用 "-)(245/.!软件处理电泳图并得到指纹数

据库，经过聚类分析如图 A 和 ! 所示。聚类分析表

J;>; !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 =>><，L2)I==，M2I<



明不同菌种的 !"#$%& 指纹相似性一般小于 ’()，

（*+*）( 指纹的一般小于 ’’)；而同一种菌的两类

指纹的相似性一般均高于 ,-)。同一种菌的指纹

聚类 分 析 如 表 . 所 示。如 / 种 来 源 的 .% 株 ! 0
"#$%&’ 至少被分成三块，每一块的聚类相似性都在

,1) 以上，共产生 %. 种不同的指纹，另外，! 0 "#$%&’
2% 和 ! 0 "#$%&’ 2!%1 没有被聚类在一起，这可能与

! 0 "#$%&’ 的基因多样性有关［(］。!"#$%& 指纹聚类

! 0 "()*+$#& 和（*+*）( 指纹聚类 ! 0 ,-.+/.#(0 的效

果都不好，这方面需要进一步研究。而其它同属于

一 种 的 菌 株 均 被 归 类 在 一 块，另 外 片 球 菌 的

!"#$%& 指纹数量都在 %- 条以下。

345 &6778994 验证乳制品中分离的上千株菌的

:%1;&$<= 指纹数据库时表明当指纹的相似系数在

,-)以上时可以认为是同一种菌［,］。*0 &577>?58@9
认为同一株菌的指纹的相似系数变化可以控制在一

定范围［A］。所以根据已有菌株的指纹聚类分析，提

出快速鉴定菌种的指纹相似系数阈值。即若未知菌

的指纹与数据库中某一株指纹最相近，且其相似性

系数在某个值以上就可以确认该未知菌属于指纹对

应的菌种，则就把这个值定义为该菌种的相似系数

阈值（74B4C5@49D >68EE4>48F9 >G9;6EE，2HH），可见 2HH 是统

计大量菌种的相似性和总结鉴定实践得出的一个经

验值。在现有的实验规模，还无法准确得出菌种的

相似系数阈值，只能初步确定该值。如 ! 0 "#$%&’ 的

!"#$%& 指纹的相似系数阈值初步定为 ,1)；! 0
,-.+/.#(0 的为 ,%) ；! 0 ).’$& I ,.#.).’$& 的为 ,() 。

! 0 "#$%&’ 的（*+*）( 指纹的相似系数阈值为 ,1)，

! 0 "()*+$#& 的定为 ,()，! 0 ).’$& I ,.#.).’$& 为 ,/)。

为验证指纹数据库的快速鉴定效果，A 株未知

菌（:5C9%、.、1、’、,、%- 来自麦芽表面，<+. 来自豆腐

乳，乳酸 % J 、. J 来自酸奶）用于指纹鉴定。通过指

纹聚类分析，麦芽中分离的 K 株菌的 !"#$%& 指纹

与数据库中已知菌 ! 0 1$#0$+/(0 *%（来源于麦芽）

的指纹相似系数为 A(LA)，而（*+*）( 指纹的相似系

数为 AKLK)；<+. 与 ! 0 "#$%&’ M%, 的（*+*）( 指纹的

相似系数为 A(LA)。通过 =N$ 测序验证，这 ’ 株菌

的指纹鉴定结果均正确。而酸奶中分离的两株菌的

!"#$%& 指纹的与数据库中指纹的最大的相似性系

数为 K(L,)，据 此 推 测 它 们 为 新 的 菌 种；而 其

（*+*）( 指纹与 ! 0 ).’$& 21 指纹最相似，且相似系数

为 ,%LK)，介于 ! 0 ).’$& I ,.#.).’$& 的相似性系数阈

值 ,/)和 ,-)之间，难以得出鉴定结果。通过测序

表明这两株菌均属于 ! 0 2$-"#($)3&&（德氏乳杆菌），

是新的菌种。

表 ! 比较（"#"）$ %&’ ()*+,- 的指纹对菌株的聚类效果

#%./0 ! #10 2034/5 67 869:%2;&< 510 8/43502 %&%/=3;3 67 7;&<02:2;&53 6.5%;&0’ .=（"#"）$ %&’ ()*+,- :2;902
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以上两种指纹对啤酒污染菌的分类存在一定的

缺陷，不能有效归类同一种菌，这可能是基于基因型

分类和基于传统表型分类存在差异的缘故，如图 .
中聚类分析表明 ! 0 "#$%&’ 的 %K2 @=N$ 的最小相似

系数为 /-)。而这两种指纹在快速鉴定菌种中具

有互补性，以上鉴定实践表明若能够提高数据库中

标准指纹的容量，或针对某一个区域如一个啤酒厂

建立污染菌的指纹数据库，则可以有效地对重复出

现的污染菌进行快速鉴定。由于目前还不能快速地

鉴定啤酒腐败菌［%%］，所以菌株专一性的 @8O;<H& 指

纹对重复出现的腐败菌的快速鉴定具有重要意义。

采用这种方法，可以对检测培养基表面生长的单菌

落或菌悬液中的细菌在 %- 个小时以内进行准确鉴

定。

&8O;<H& 快速鉴定技术的应用是多方面的，如

应用于乳制品中分离菌株的快速鉴定［%.，.］，对一些

病原菌的重新聚类，并快速鉴定，在临床鉴定方面具

有重要意义［A］。但是影响 @8O;<H& 快速鉴定的步骤

较多，如不同批次电泳、染料的染色效果以及使用的

不同仪器比如 <H& 仪、凝胶成像仪等均对指纹的重

A%-%朱林江等：&8O;<H& 应用于快速鉴定啤酒污染菌的研究



复性造成影响，而且准确评价各种菌的相似系数阈

值需要收集大量已知菌的指纹和更多的鉴定实践。

目前应用于快速鉴定的指纹文库（包括 !"#$ 指纹

和 %&’(#)! 指纹）都只是针对某一个区域或某一种

发酵产品［*，+，,］，还没有一个完善的具有广泛应用价

值的指纹文库。另外，从 -.)（欧洲酿酒协会）的报

告表明目前还不能从酿造样品或成品啤酒中收集污

染菌并直接用于 #)! 研究［/0］，所以只能采取先培养

后再进行快速鉴定的方法。可见将 %&’(#)! 快速鉴

定技术推广还需完善各种工作，统计各种因素造成

的影响，增加指纹鉴定的可靠性；同时为增加鉴定能

力和准确程度，可以结合菌种专一性 #)! 或多条引

物同时扩增的鉴定技术。
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