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摘 要： 现代分子生物学技术 PCR-DGGE 是一种分析微生物群落的有效工具， 可以用于研究生态系统中微生

物多样性和群落动态性。 简要介绍了 PCR-DGGE 技术原理及其在食品行业中微生物生态学领域的应用。
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Abstract：As a modern molecular biology technique, PCR-DGGE is a powerful tool for the analysis of microbial populations，which could be

used to study the diversity and dynamics of microbial populations．The technical principles of PCR-DCGE and its application in food industry

(microbial ecology) were introduced briefly in this paper.
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1 PCR- DGGE 技术概况及原理

变性梯度凝胶电泳 （Denaturing Gradient Gel Elec-

trophoresis, DGGE）最早是由 Fisher 和 Lerman[1] 于 1979

年发明并用于检测 DNA 突变的技术，1993 年 Muyzer[2]

首次将该技术用于微生物生态学的研究，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。 在近十年的时间已被广泛应

用于各种环境微生物生态的研究，如高温热泉[3]、湖泊[4]、
长江[5]、海洋[6]、根系[7]、土壤[8]和沙丘[9]等。

DGGE 技术检测核酸序列是通过不同序列的 DNA

片段在各自相应的变性剂浓度下变性，发生空间构型的

变化，导致电泳速度的急剧下降，最后在其相应的变性

剂梯度位置停滞，经过染色后可以在凝胶上呈现为分散

的条带。 该技术可以分辨具有相同大小片段的序列差

异，可以用于检测单一碱基的变化、微生物群落遗传多

样性以及 PCR 扩增 DNA 片段的多态性。

2 PCR-DGGE 技术的特点

2.1 检测极限低

Muyzer[2]等用这种方法能检测出数量仅占总群落数

1 %的微生物。 Omar 等证实 PCR-DGGE 技术检测极限

为 1 %～3 %，如果结合使用 rRNA 杂交技术，还可使检

测极限降至 0.1 %左右。
2.2 检测速度快、经济

Omar 等利用该方法实时实地的研究了墨西哥发酵

玉米面团 Pozoi 在发酵过程中不同阶段微生物种类和

数量发生的动态变化。 Cocofin 等[10]对意大利香肠发酵

动力学变化进行了研究，PCR-DGGE 法能在取样后 8 h

内得到结果，因此可以根据生产的实际需要对工艺作出

调整。
2.3 结果比较客观

传统的生化鉴定方法虽然也能对细菌进行鉴定，但

会出现假阳性或假阴性结果，主观性比较强，而且会漏

失一些不能培养的微生物。 而 PCR-DGGE 方法则能客

观完整地鉴定微生物，结果也很直观，它根据参考菌株

和样品微生物 16S rDNA 的 PCR 扩增产物在凝胶中的

相对位置来进行判断。 若将凝胶上的条带切割下来测

序，然后与 Genebank 中的标准序列进行比较分析，就可

以得出它们的遗传相关性。
2.4 可同时检测多种微生物，分析多个样品

DGGE 凝 胶 上 至 少 可 以 区 分 10 个 清 晰 可 辩 的 条

带，每个条带可能来自不同的微生物。 并且可以同时分

析多个样品。
2.5 能与其他多种方法结合
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PCR-DGGE 在不同种群的初步调查以及优势群落

的鉴定中是非常有用的，能够提供有关群体变化和差异

的信息。 DGGE 可以和许多方法结合，从而全面认识微

生态的组成、优势菌群等。 实际上，这种结合起来的方法

目前被认为是研究微生物真正的系统发育的最有力的

手段， 近些年来， 这一观点得到了强调和重视。 PCR-
DGGE 可以和传统方法、糖和发酵产物分析、杂交技术、
克隆测序技术、RAPD 技术等结合起来。

3 PCR-DGGE 在食品行业中的应用

近年来， 国内外研究人员在食品行业中开始利用

PCR-DGGE 技 术 快 速 检 测 样 品 及 其 微 生 物 动 态 的 变

化[20]。
3.1 淀粉和面包发酵

1999 年，Ampe 等研究了墨西哥发酵玉米面团，直

接从该面团中抽提微生物 DNA 并对 16S rDNA 的不同

V3 区 PCR 扩增， 然后对通过 DGGE 得到纯化的 DNA

片段进行测序来鉴定乳杆菌[11]，他们还用同样的方法检

测了酸化的木薯淀粉发酵中的微生物群落，检测到的微

生物包括链球菌、乳球菌、乳杆菌、明串珠菌等。
Meroth 等采 用 具 有 乳 杆 菌 群 特 异 性 的 16S rDNA

引物，检测了不同面包发酵采用的酸面团，分析了各种

面团的发酵中乳酸菌数量的变化，证明在整个发酵过程

中占优势的菌类分别为旧金山乳杆菌、桥乳杆菌、约氏

乳杆菌、路氏乳杆菌等[12]。
3.2 牛奶和奶酪

Ercolini 等用 PCR-DGGE 方法直接鉴定天然的乳

清培养基(NWCs)中对 Mozzarella 奶酪生产起作用的微

生物， 对乳清培养基中 16S rDNA 的 V3 区进行 PCR-
DGGE 分析，鉴定出德氏乳杆菌、乳球菌和嗜热链球菌

等嗜温的乳酸菌和一些污染物。通过对 Stilton 奶酪中细

菌群落 16S rDNA 的 V3 和 V4-V5 区进行序列分析，结

果表明，传统的英国奶酪由植物乳杆菌、乳明串珠菌、马

胃葡萄球菌、粪肠球菌和肠膜明串珠菌等复杂的菌群共

同发酵生产。 他们还用 DGGE 分离的序列设计出特殊

的探针用于奶酪的 FISH 杂交荧光实验， 检测到不同种

类微生物的位置并且发现 Stilton 奶酪的中心、外壳下和

沿奶酪纹理的微生物对发酵起着不同作用[13]。
Randazzo 等 利 用 乳 酸 菌 特 殊 的 前 体 跨 越 Vl-V3

区， 通过 DGGE 对 l6S rDNA 的可变区 V6-V8 进行序

列分析， 鉴定了 Artisanal Sicilian 奶酪生产中总的微生

物菌群， 并将 16S rRNA 先进行反转录(RT-PCR)再进

行 DGGE，rDNA 扩增片段的克隆和测序表明，在原料奶

中嗜温细菌如明串珠菌、乳杆菌等占优势地位，而在发

酵中嗜热链球菌占优势，成熟过程中还发现其他的乳杆

菌如发酵乳杆菌和德氏乳杆菌等[14]。
3.3 啤酒和葡萄酒

Cocolin 等 用 PCR-DGGE 分 析 酵 母 DNA 的 26S

rDNA 可变区域的方法来监控酵母菌群，并且在实验室

规模的葡萄酒发酵中对这种方法进行验证，鉴定出在发

酵初期有假丝酵母存在，而发酵后期啤酒酵母成为优势

微生物，改进后的方法可用于大规模葡萄酒发酵中酵母

菌群的检测，对发酵各阶段酵母菌群指纹图谱的分析也

表明对应于啤酒酵母的谱带占优势[15]。
Mills 等通过分析葡萄酒发酵中酵母的多样性，证

明 发 酵 温 度 对 非 啤 酒 酵 母 的 生 长 有 着 重 要 影 响。 对

PCR 和 RT-PCR 中获得的 26S rDNA 片段 DGGE 分析

的结果，发现在整个发酵过程中存在假丝酵母，而发酵

过程结束时非啤酒酵母的含量降低，但对应于假丝酵母

的谱带仍然存在。
3.4 发酵和非发酵型饮料

Van Beck 和 Prest 对 16S rDNA 的 V3 区 进 行

PCR-DGGE 分析，对 V6-V8 区进行 RT-PCR-DGGE 分

析，并将传统的分离方法染色计数和电子显微镜扫描相

结合， 检测到 Malt 威士忌中乳酸菌菌群在发酵中起重

要作用，而同型发酵的嗜酸乳杆菌和卷曲乳杆菌在发酵

后熟中起着重要作用[16]。 Dewettinek 等比较了瓶装矿泉

水样品的 DGGE 条带和样品平板培养的指纹图谱，得

到了在矿泉水样品中菌类的百分比[17]。
3.5 其他发酵食品

Cocolin 等在自然发酵的意大利香肠分析中， 采用

l6S rDNA 的 Vl 区进行 PCR 和 RT-PCR 获得扩增片段

进行 DGGE 分离， 在香肠成熟早期发现乳杆菌和微球

菌和污染菌(热杀微杆菌和肠杆菌等)，发现乳杆菌尤其

是清酒乳杆菌和弯曲乳杆菌在发酵和蛋白水解中起着

重要作用，决定了发酵香肠的感官特性[18]。
Raling 等研究了印度尼西亚香草加工中微生物菌

群的变化， 采用 18S rDNA 进行 PCR-DGGE 的方法鉴

别了香草豆加工中的酵母和真菌,发现在香草豆生产的

高温过程中有枯草杆菌菌群存在[19]。
在国内研究人员进行了泡菜中乳酸菌多样性的研

究，也进行了灵菇菌发酵的研究。

4 PCR-DGGE 指纹分析技术的应用前景

PCR-DGGE 方法可用于检测食品中的的活泼微生

物，通过对特异 rDNA 序列或目的基因的分析可以检测

发酵过程中存在的微生物。 PCR-DGGE 技术可应用于

微生物发酵研究和发酵食品风味和质构分析，例如对我

国传统白酒发酵和中药材种质资源进行研究。 这一技术

还可用于检测某些名优食品中的微生物种类从而判断
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其地理来源和产品质量。
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洋河两产品获表彰

本刊讯：2008 年 9 月中旬，在中国食品工业协会白酒专业委员会发布的 2007 年度白酒骨干企业先进生产经营成果名单上，江苏洋河酒厂股

份有限公司 2 个产品获得表彰。 其中 ，天之蓝（ 52%vol）被评为年度酒体设计先进产品；梦之蓝（ 42.8%vol）被评为年度质量效益先进产品。 (江源)
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