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摘 要# ABC 技术即利用聚合酶链反应!进行 F:G 片段的体外扩增!可用于发酵过程的特定菌的检验和鉴定!该法

快速"准确# ABC 技术有特异引物 ABC 技术"CGAF’ABC 技术和 :/HI/J’ABC 几种$ ABC 技术在酿酒中可用于啤酒中
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聚合酶链反应又称 ABC 技术!是近几年发展起来的一种快速

的特定 F:G 片段的体外扩增法!一般与电泳连用’ ABC 技术可以

用来对发酵中的某些特定菌进行检验和鉴定(与传统方法相比(它

的最大特点是快速)准确’ 由于 ABC 产物在每个环节中都呈指数

增长(而 ABC 的灵敏性决定于目的核酸的扩增(所以任何可以影

响扩增因素的微小变化都将极大地影响 ABC 产物的量(造成常见

的假阳性反应’ 本文对 ABC 技术的几种常见类型及在酿酒工业中

的应用做了简要论述’

9 ABC 技术的几种常见类型

9;9 使用一套特异引物的 ABC 技术

该 ABC 技术是在特定酶的作用下(提取相应的 F:G(加入到

含特定引物的反应混合物中(进入热循环(终产物再经琼脂凝胶电

泳进行检测’ 使用特异引物的 ABC 技术可用于快速检测和鉴定啤

酒中的腐败菌( 且引物的特异性确保了检测结果的准确性和灵敏

度’ 从而为保证啤酒的质量提供了有效的微生物检测方法’
9;5 CGAF’ABC 技术

CGAF’ABC 技术是利用较短 的 寡 聚 核 苷 酸 引 物 扩 增 得 到 长

短不一的 F:G 片段混合物’ 这些 ABC 产物经琼脂凝胶电泳之后

所呈现的带型反映了扩增模板的 F:G 分子的总体特征’因此能够

测定出 5 个生物体 %不论是 5 个不同的物种还是同一物种的 5 个

不同个体&基因组之间的差异’ 两个物种个体之间的亲缘越近(其

相应的 ABC 扩增带型就越相似(反之则差异越悬殊’
使用 CGAF’ABC 技术(所需的 F:G 提取物少’ 实验证明(此

方法可在 96 2 内通过啤酒污染菌独特的指纹图谱来鉴定发酵中

的污染菌’对于每一个菌种(每一个引物仅能产生唯一的特异性指

纹图谱(因为每一种菌都具有专一的特征图谱’将被检测样品的图

谱与标准特征图谱对照便可得到鉴定结果’ 加拿大的 !)U)II 公司

的研究人员运用此技术可实现鉴别啤酒腐败菌的种和亚种’
9;< :/HI/J’ABC

:/HI/J’ABC 也称嵌套多聚酶链反应’ 研究发现(在发酵环境

中酵母细胞(尤其是酵母细胞]<^967 时_会对 ABC 产生干扰 ‘9a’ 虽

然采用对样品稀释会减少这种干扰( 但同样也会降低检测水平(
:/HI/J’ABC 可以较好地解决这一矛盾’ :/HI/J’ABC 需要 5 套引

物(第 9 套用于产生 ABC 扩增的 F:G 片段(此片段中含有第 5 轮

ABC 引物的结合位点$扩增靶 F:G’ 由于第 9 轮反应之后增加了

靶 F:G 模板的数量(使第 5 轮 ABC 反应效率明显提高"此外(由

于第 9 轮扩增产物比原 F:G 小( 因而在第 5 轮反应中更易变性(
也使得反应速度加快’ 因此(:/HI/J’ABC 的反应速率会提高(特别

是对含有高浓度酵母细胞的样品检测’

5 ABC 技术在酿酒中的应用

5;9 ABC 技术在啤酒中的应用

到目前为止(ABC 技术在啤酒工业中的应用主要集中在运用

ABC 技术对啤酒中的腐败菌进行鉴定’ 乳酸菌是引起啤酒腐败最

常见的微生物 ‘5(<a’ 它对啤酒的危害最大(主要在啤酒发酵的中后

期造成污染’ 乳酸菌种类很多(生物学分类上将它归为 7 大类(共

5< 个属(包括乳杆菌属%!"#$%&"#’(()*&(链球菌属%+$,-.$%##)*&等(
其中 !"#$%&"#’(()* *../和 .-0’%##)* *../是最主要的啤酒污染乳酸

菌’ 大多数的乳酸菌属革兰氏阳性兼型厌氧菌_在有氧无氧条件下
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均能生长< 且适合在酸性环境下生长! 它们对啤酒花有一定的抗

性"结果会引起啤酒酸度下降"风味变差"严重的还会影响啤酒酵

母的生长"使啤酒发酵无法正常进行 =7">?! 大多数啤酒厂均采用传

统的乳酸菌检测方法"通常需要 7@A B"非常不利于啤酒生产中微

生物的监控!
98 C &D:E 是原核生物体小亚单位上的一个 D:E 分子" 分子

量为 6;8F968G"由 9>66 多个核苷酸组成=8?! 98 C &D:E 的一级结构

非常保密"而决定其一级结构的 98 C &D:E 基因#98 C &G:E$序列

也非常保守% 随着 98 C &D:E 基因库的建立"可以发现同属或同种

的微生物"98 C &D:E 序列之间保持很高的同源性! 这种同源性与

物种间的亲缘关系有着密切的对应关系! 现代微生物学中" 利用

98 C &D:E 序列来鉴定细菌的种类正在被成功的运用 =A@99?! 郑云飞

等 =95?根据 98 C &D:E 的同源性分析了啤酒污染乳酸菌之间的亲缘

关系"并在 98 C &D:E 上找到了一对针对啤酒污染菌’乳酸菌的引

物&HI’9 和 HI’5% 研究证明"该引物与啤酒污染菌有较高的同源

性"而与啤酒中其他的污染菌的同源性较差"实现了对啤酒污染乳

酸菌的快速检测和鉴定%
5;5 IJD 技术在葡萄酒中的应用

5;5;9 IJD 技术对葡萄酒中苹果酸’乳酸发酵#K!L$的检测和控

制

在葡萄酒的苹果酸’乳酸发酵#K!L$中"起主要作用的细菌是

!"#$%&%’(%) *"&%’#明串珠菌$"所以对明串珠菌的快速检测和 鉴

定是控制葡萄酒中 K!L 的关键%IJD 技术可实现快速直接的检验

葡萄酒中明串珠菌% 这是因为在明串珠菌的 D:E 中有一段 ’MM>
NO 的片段"该片段是明串珠菌 D:E 的特征片段"与之相对应的由

两个引物用来延伸这一 G:E 片段"并进行特异性反应"以此来鉴

定明串珠菌<其最大检出量为 96P.Q$ R (3"能有效地控制 K!L 中细

菌的生长%
5;5;5 IJD 技术对葡萄酒中生物胺的检测

生物胺"如组胺"是血管收缩剂<能刺激胃液流入胃中<并涉及

各种变态反应%当生物胺浓度过高时"会引起人体不愉快的生理学

反应% 多种食物和饮料含有生物胺% 乳酸菌能使氨基酸脱羧生成

生物胺% 因为葡萄酒的酿制包含 K!L 过程"所以生物胺的生成成

为必然% E3"+/ !%+S)$B L$+/3 证明了用 IJD 技术或 G:E 探针技

术对生物胺进行检测的可行性 =97?%J%T%+ "U=9>?等对葡萄酒中产组胺

的乳酸菌出现的频率进行了研究"他们用 IJD 技术对来自法国 -;
V;的代表 99W 种葡萄酒的 5>6 个完成 K!L 的酒样进行了检测%结

果 证 明" 约 有 7M X的 葡 萄 酒 中 含 有 组 胺 生 成 菌" 并 证 明 2B.E
#YGJ"组氨酸脱羧酶$基因的存在与否’YGJ 的活性和最终 组 胺

的含量三者之间有密切的关系&在无 2B.E 基因存在情况下"YGJ
失活且无组胺酸生成(在有 2B.E 基因存在的情况下"YGJ 有活性

且无组胺酸的生成( 所有具有 YGJ 活性的细菌都为 +"#)%&%’(%)
*"&%’"并且其 YGJ 活性在贮酒阶段依然存在% 他们还发现"葡萄

酒中组氨酸含量是变化的"一般在 6;59P@96;>W (, R ! 之间"影响其

含量的主要因素是组氨酸的含量( 含有组胺的葡萄酒也含有其他

生物胺如鸟胺和酪胺等 =97?(不含组胺的葡萄酒只含有痕量的其他

胺% 因此可用 IJD 技术对组胺生成菌 !,%"&-’ 进行早期检查"当然

最有效的方法用一种无组胺生成的发酵剂来代替 +,%"&-’=97?%
另外"在西班牙 E3,$).&3"K 等用 IJD 技术对收获的葡萄和酿

造厂中的收购车间和压榨车间中的 ."//"01 ’22; 进行了检测"有

A> X的酵母在各个不同的工序中被检出%

P IJD 技术的改进

为了提高检测的灵敏度" 芬兰技术中心的实验者使用膜过滤

技术来收集细胞"再使用 :)ZY’-G- 处理"以除去啤酒中的 IJD
抑制因子% 此方法所检测的 I;Q&"C"+,/+C"C 和 K;./&/S"C")/ 的最低限

度分别为 >F968 和 >F967.Q$ R !=9>?% 为进一步提高检测的灵敏度"实

验者又采用了菌体富集方法% 使用一种更有效的快速生长培养基

UJ’KD- 液 体 培 养 基 对 污 染 样 品 进 行 培 养" 即 预 富 集% 然 后 用

IJD 技术进行检测"所用时间小于 W 2"使腐败菌的最低检出量限

度均小于 966 .Q$ R !=98?% 我国的研究者也已经开始关注这一领域的

研究% 无锡轻工学院与青岛啤酒股份有限公司合作研究已进入工

业化阶段"其主要是采用 IJD 技术对青岛啤酒生产过程中的微生

物进行检测 =9A?%
总之"IJD 技术作为一种微生物的快速鉴定分析的新的快捷

方法"倍受国内外科研工作者的关注% 它具有快速’准确等特点的

同时" 也存在一定的缺陷&IJD 技术仅限于那些核酸序列已知的

微生物的鉴定"并且在啤酒腐败菌检测中不能得知提取的 G:E 是

来自死细胞还是活细胞"在定性鉴定的同时"定量操作的能力还显

得不足% 随着研究的深入"相信在不久的将来"IJD 技术在酿酒工

业中将得到更为广泛的应用%
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