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摘　要：研究尝试应用微生物菌体总 ＲＮＡ 提取代替 ＤＮＡ 提取，进而通过反转录－ＰＣＲ（ＲＴ－
ＰＣＲ），结合变性梯度凝胶电泳（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ　ｇｒａｄｉｅｎｔ　ｇｅｌ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＤＧＧＥ）技术，以期揭示超
高压处理后低温烟熏火腿中腐败微生物的存活情况，探索ＲＮＡ－ＤＧＧＥ手段判定超高压处理后微
生物存活状态的可行性。分别以４００ＭＰａ和６００ＭＰａ的压力在室温（２２℃）条件下，对包装后的
烟熏火腿进行１０ｍｉｎ超高压处理，未经高压处理样品作对照，于４℃冷藏条件下，贮藏１、１５、３０、

６０、９０ｄ，直接提取样品中微生物的总ＲＮＡ，对其进行ＲＴ－ＰＣＲ和ＤＧＧＥ指纹图谱分析。ＤＧＧＥ
指纹图谱显示，超高压处理对烟熏火腿中的优势腐败菌具有较强的抑制作用，且随压力的升高抑
菌效应增强；超高压处理后烟熏火腿微生物种群结构变得单一，Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｖｉｒｉｄｅｓｃｅｎｓ和Ｌｅｕｃｏｎｏｓ－
ｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ是超高压处理后烟熏火腿中的优势腐败菌。基于菌体总ＲＮＡ提取的ＤＧＧＥ手
段能够有效检测超高压处理后微生物的存活状况，揭示超高压对低温烟熏火腿中优势腐败微生物
的抑菌效果。
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　　作为一种非热杀菌手段，可以在室温或接近室
温的条件下，显著地抑制微生物的生长，同时较好
地保持食品的色、味、形及营养成分，延长食品的货
架期［１－３］。烟熏切片火腿是一类低温加工的西式肉
制品，采用较低的温度（６５～８５℃）进行热加工，在
严格的低温车间生产，在低温冷链下运输和销售。
低温肉制品集营养、风味、安全于一体，技术含量
高、市场广阔，代表了肉品发展的主导方向。然而，
由于蒸煮温度较低，以及后续切片包装过程中存在
的二次污染，此类肉制品货架期很短，低温条件下
（４～８℃）仅２周左右就发生腐败变质。应用超高
压手段延长肉制品货架期的研究早在２０世纪９０年
代就已开始，现今，超高压技术在产业化火腿加工
中已得到非常广泛的应用。
一般认为，作为一种纯物理手段，超高压处理

后微生物存在３种状态：死亡、受伤和存活。受伤
微生物经过一段时间的修复能够重新繁殖，转化为
正常存活的微生物［４］。目前，检测超高压食品微生
物存活状况的方法中，传统培养方法和基于基因组

ＤＮＡ的分子分析方法都存在一定的缺陷，无法兼
顾对受伤微生物的检测。传统培养方法工作量大，
精确度不高。通过分析微生物基因组 ＤＮＡ，虽然
可以判断样品中是否存在某种细菌，却不能判断这
些细菌的存活情况［５］，Ｄｕｉｎｅｖｅｌｄ研究发现，基于

ＤＮＡ的细菌群落指纹技术不能反映不同土壤在生
理特性、可培养细菌的数量和微生物存活状态上存
在的明显差异，直接提取ＤＮＡ不能准确的反映土
壤微环境的变化［６］。通常情况下，新陈代谢活跃的
细胞中存在更多的细胞间１６ＳｒＲＮＡ［７］，而ｒＲＮＡ
的合成与细胞生长关系密切。所以，分析目标

ｒＲＮＡ比分析ｒＤＮＡ能够提供更多的关于存活微
生物群落的信息［８］，从而更有说服力。
本实验结合相关研究［９］，应用４００ＭＰａ和６００

ＭＰａ的压力在常温（２２℃）下对烟熏切片火腿进行

１０ｍｉｎ超高压处理，于４℃贮藏条件下，直接提取
样品的微生物总 ＲＮＡ进行 ＲＴ－ＰＣＲ－ＤＧＧＥ指纹
图谱分析，探索通过提取总ＲＮＡ研究存活微生物
及其消长规律的可行性，并揭示超高压对低温烟熏
火腿中主要腐败微生物的抑制情况，为超高压技术
在低温肉制品杀菌中的应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　低温烟熏火腿加工
低温烟熏火腿加工流程参考文献［１０］的方法，加

工过程在江苏雨润食品产业集团第一生产车间实

施，切片按车间标准工序进行，每片厚约０．５ｃｍ，质
量１５～１７ｇ，包装材料为聚酰胺／聚乙烯包装袋，每

６片一个包装（每袋１００ｇ左右）。

１．２　超高压处理
超高压处理装置为包头科发高新技术食品机

械公司制造的 ＵＨＰＦ／２Ｌ／８００ＭＰａ型食品高压设
备。最高工作压力为７５０ ＭＰａ，升压速度约５０
ＭＰａ／ｓ，卸压速度约１００ＭＰａ／ｓ。高压处理分为：对
照组（ｎｏｎ－ｔｒｅａｔｅｄ，ＮＴ组）、４００ＭＰａ／１０ｍｉｎ处理组
（Ａ组）和６００ＭＰａ／１０ｍｉｎ处理组（Ｂ组）３组。处理
时间不包括升压和卸压的时间，高压处理都在室温
环境（２２℃）下进行。传压介质为葵二酸二辛酯液
压油，高压处理结束后样品放入冰中，带回实验室。

１．３　贮藏与取样
样品贮藏于４℃冷库，根据试验要求于１、１５、

３０、６０、９０ｄ分别取样进行分子生物学分析。

１．４　样品中微生物总ＲＮＡ的直接提取
参照ＲＮＡｉｓｏＴＭ提取说明书（大连宝生物工程

有限公司，ＴａＫａＲａ），并作部分修改，具体方法如
下：火腿经击碎、混匀（袋内完成）后，无菌取样１０ｇ
稀释于５０ｍＬ蛋白胨－生理盐水中，匀浆后于４℃
振摇３０ｍｉｎ，并静止５ｍｉｎ使大碎片沉降，移取３５
ｍＬ上清液至５０ｍＬ无菌离心管，４　０００　ｇ，４℃离心

６４９ 食　品　与　生　物　技　术　学　报　　　　　　　　　　　　第３０卷　



１０ｍｉｎ。转移２０ｍＬ上清液至５０ｍＬ无菌离心管
中，１０　０００　ｇ，４℃离心２０ｍｉｎ。得到的菌体沉淀转
移至２ｍＬ无菌管，加入１ｍＬ　ＲＮＡｉｓｏＴＭ（大连宝生
物工程有限公司），涡旋式混合２ｍｉｎ后，于室温（１５
～２５℃）静置５ｍｉｎ。再加入２００μＬ氯仿，静置５
ｍｉｎ使其充分混合。１２　０００ｇ，４℃条件下离心１５
ｍｉｎ，移取上清液至１．５ｍＬ无ＲＮａｓｅ的离心管，加
入４００μＬ异丙醇，室温静置１０ｍｉｎ，再次１２　０００ｇ，

４℃离心１０ｍｉｎ。弃去上清液后，沿离心管壁加入
体积分数７５％的乙醇ｌ　ｍＬ，上下颠倒洗涤离心管管
壁，１２　０００ｇ，４℃离心５ｍｉｎ。弃净上清液，加入适
量的ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ水（大连宝生物工程有限公司）充
分溶解沉淀。沉淀溶解后，加入１μＬ　ＲＮａｓｅ　Ｆｒｅｅ
ＤＮａｓｅ　Ｉ（５Ｕ／μＬ，大连宝生物工程有限公司），于

３７℃放置２０～３０ｍｉｎ以除去基因组ＤＮＡ。纯化
后的ＲＮＡ于－８０℃冻藏备用。

１．５　ＲＴ－ＰＣＲ
ＲＴ－ＰＣＲ扩增在 Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ　ｅｐ　ＰＣＲ仪（Ｅｐ－

ｐｅｎｄｏｒｆ，Ｇｅｒｍａｎｙ）上进行。采用 ＲＮＡ　ＰＣＲ　Ｋｉｔ
（ＡＭＶ）Ｖｅｒ．３．０（大连宝生物工程有限公司）试剂
盒，以Ｒａｎｄｏｍ　９ｍｅｒｓ为反转录引物，１μＬ总ＲＮＡ
（１００～３００ｎｇ）作模板，按照试剂盒操作完成ｃＤＮＡ
的合成。反转录程序如下：３０℃，１０ｍｉｎ；４２℃，３０
ｍｉｎ；９９℃，５ｍｉｎ；５℃，５ｍｉｎ；最后冷却至４℃。然
后对细菌１６ＳｒＤＮＡ的Ｖ３可变区进行ＰＣＲ扩增。
上游引物为ｇｃ３３８ｆ（５’－ＣＧＣ　ＣＣＧ　ＣＣＧ　ＣＧＣ　ＧＣＧ
ＧＣＧ　ＧＧＣ　ＧＧＧ　ＧＣＧ　ＧＧＧ　ＧＣＡ　ＣＧＧ　ＧＧＧ　ＧＡＣ
ＴＣＣ　ＴＡＣ　ＧＧＧ　ＡＧＧ　ＣＡＧ　ＣＡＧ－３’），下游引物为

５１８ｒ（５’－ＡＴＴ　ＡＣＣ　ＧＣＧ　ＧＣＴ　ＧＣＴ　ＧＧ－３’）［１１］。
以ｃＤＮＡ作为模板合成双链ＤＮＡ，ＰＣＲ反应条件
如下：９４℃预变性２ｍｉｎ，３０个循环（９４℃变性３０
ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ），最终７２℃延伸

１ｍｉｎ，冷却至４℃。得到的ＰＣＲ产物用１．２％琼
脂糖凝胶电泳检测。

１．６　ＤＧＧＥ分析

ＰＣＲ产物（约２３０ｂｐ）使用ＤｃｏｄｅＴＭ突变检测
系统（ＢｉｏＲａｄ，Ｒｉｃｈｍｏｎｄ，ＣＡ）进行 ＤＧＧＥ分析。
分析方法参照参考文献［１２－１３］。ＰＣＲ产物上样量为

７～８μＬ。聚丙烯酰胺凝胶浓度为８％（丙烯酰胺：
甲叉双丙烯酰胺３７．５∶１），变性梯度从３５％到

５５％（１００％变性剂含有７ｍｏｌ／Ｌ尿素和４０％甲酰
胺），在０．５×ＴＡＥ缓冲液中，先２００Ｖ预电泳１０
ｍｉｎ，然后在８５Ｖ 的恒定电压下电泳 １６ｈ。用

ｅｔｈｉｄｉｕｍ　ｂｒｏｍｉｄｅ（０．５ｍｇ／Ｌ）的０．５×ＴＡＥ缓冲
液中染色２０ｍｉｎ，然后在１０ｍｉｎ内用超纯水洗脱２

次，凝胶成像仪 （ＢｉｏＲａｄ）拍照，得到的图像用

Ｑｕａｎｔｉｔｙ　ｏｎｅ（Ｂｉｏ－ｒａｄ）软件编辑、分析。

１．７　测序
用无菌手术刀切下ＤＧＧＥ胶上不同位置的条

带，分别放入１．５ｍＬ　ＤＮＡ－Ｆｒｅｅ离心管中（Ｉｎｖｉｔｒｏ－
ｇｅｎ公司，上海），并加入２０μＬ无菌水，于４℃条件
下保存过夜。以２～４μＬ洗脱液作为模板，进行

ＰＣＲ扩增，引物为不含ｇｃ夹子的３３８ｆ和５１８ｒ，扩
增程序同１．５节中ＰＣＲ扩增所述。ＰＣＲ产物送上
海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序，测序结果与美国国立生物
技术信息中心（ＮＣＢＩ）数据库中的已知序列比对。
通过Ｂｌａｓｔ在Ｇｅｎｂａｎｋ中搜索与此局部１６ＳｒＤＮＡ
序列最接近的已知序列。

２　结果与讨论

整个贮藏过程中各处理组微生物种群变化的

ＤＧＧＥ图谱如图１所示。图中各条带所代表的微
生物名称列于表１。

（Ａ）６００ＭＰａ处理组；（Ｂ）对照组；（Ｎ）ＲＮＡ－ＤＧＧＥ图谱

图１　贮藏１、１５、３０、６０、９０ｄ４００ＭＰａ处理组

Ｆｉｇ．１　ＲＮＡ－ＤＧＧＥ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ　ｉｎ

ｐｒｅｓｓｕｒｅ　ｔｒｅａｔｅｄ　ａｎｄ　ｎｏｎ－ｔｒｅａｔｅｄ　ｓａｍｐｌｅｓ　ａｔ

ｓｔｏｒａｇｅ　ｔｉｍｅ　１，１５，３０，６０ａｎｄ　９０ｄａｙｓ

表１　ＤＧＧＥ割胶条带序列比对结果

Ｔａｂ．１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂａｎｄｓ　ｅｘｃｉｓｅｄ　ｆｒｏｍ　ＤＧＧＥ　ｇｅｌｓ

条带

编号

亲缘关系

最近的菌株

相似性

ＩＤ（％）
序列

登录号

１　 Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｇａｒｖｉｅａｅ　 １００ ＧＵ３６３９２７

２　 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌａｎｔａｒｕｍ　 １００ ＧＵ３６３９２９

３　 Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｖｉｒｉｄｅｓｃｅｎｓ　 １００ ＧＵ３６３９３０

４　 Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｃｉｂａｒｉａ　 １００ ＧＵ３６３９３１

５　 Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ　 ９９ ＧＵ３６３９３２

６　 Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｐａｒａｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ　 ９９ ＧＵ３６３９３４

７　 Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ　 ９９ ＧＵ３６３９３２
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续表１

条带

编号

亲缘关系

最近的菌株

相似性

ＩＤ（％）
序列

登录号

８　 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓａｋｅｉ　 １００ ＧＵ３６３９３５

９　 Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｕｒｖａｔｕｓ　 １００ ＧＵ３６３９３６

１０　 Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｃａｒｎｏｓｕｍ　 ９９ ＧＵ３６３９３７

１１　 Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｃａｒｎｏｓｕｍ　 ９９ ＧＵ３６３９３７

　　总体来讲，超高压处理后微生物菌相变得单
一，仅有１～２株微生物存活。对照组微生物菌相
相对复杂，大量微生物种群主导产品的菌相。贮藏
初期，对照组微生物种群较多，共有６条条带，分别
为Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｇａｒｖｉｅａｅ（条带１）、Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｖｉｒｉ－
ｄｅｓｃｅｎｓ（条带３）、Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｃｉｂａｒｉａ（条带４）、Ｌｅｕ－
ｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ（条带５，７）、Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｐａ－
ｒａｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ（条带６）和Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｃａｒｎｏｓｕｍ
（条带１０，１１）。随着贮藏时间的延长，Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ
ｃｉｂａｒｉａ（条带４）、Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｐａｒａｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ（条
带６）和Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｇａｒｖｉｅａｅ（条带１）依次消失，说
明其在贮藏阶段竞争力下降，逐渐死亡。而Ｗｅｉｓ－
ｓｅｌｌａ　ｖｉｒｉｄｅｓｃｅｎｓ （条带 ３）、Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅ－
ｒｏｉｄｅｓ（条带５，７）、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓａｋｅｉ（条带８）、

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｕｒｖａｔｕｓ（条带９）和Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｃａｒ－
ｎｏｓｕｍ（条带１０，１１）在整个贮藏过程中始终存在，
作为优势菌主导该类产品的腐败。
超高压处理后，优势腐败菌Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓａｋｅｉ

（条带８）、Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｕｒｖａｔｕｓ（条带９）和Ｌｅｕ－
ｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｃａｒｎｏｓｕｍ （条带１０，１１）的生长受到了有效
的抑制。仅有Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｖｉｒｉｄｅｓｃｅｎｓ（条带３）能够
耐受 ６００ ＭＰａ的压力，而 Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅ－
ｒｏｉｄｅｓ（条带５，７）能够在４００ＭＰａ的压力处理后存
活。此结果与Ｄｉｅｚ等人的研究结果相一致［１４］，他
们研究发现血肠（ｂｌｏｏｄ　ｓａｕｓａｇｅ）中Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｖｉｒｉ－
ｄｅｓｃｅｎｓ 比Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ 相对耐压。

Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ等的研究也发现了Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｖｉｒｉｄｅｓｃｅｎｓ

和Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ具有耐压特性［１５］。

Ｈｕ的研究认为，Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓａｋｅｉ，Ｌａｃｔｏｂａ－
ｃｉｌｌｕｓ　ｃｕｒｖａｔｕｓ 和Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ是主
导低温烟熏火腿腐败的优势菌［１３］。本试验中，经超
高压处理后，Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓａｋｅｉ 和Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｕｒｖａｔｕｓ均被抑制，唯有Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ
存活，与Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｖｉｒｉｄｅｓｃｅｎｓ一起作为优势腐败
菌主导产品的腐败。
试验采用直接提取样品微生物总ＲＮＡ的方法

研究超高压处理后烟熏火腿中微生物的存活情况，
试图揭示超高压处理后真实存活的、能够影响产品
腐败的微生物种群。可以肯定的是超高压能够导
致大部分微生物种群的失活或死亡（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｇａｒｖｉｅａｅ ，Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｃｉｂａｒｉａ，Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｐａｒａｍｅｓ－
ｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ，Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓａｋｅｉ，Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃｕｒ－
ｖａｔｕｓ和Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｃａｒｎｏｓｕｍ），仅有少数几株耐
压微生物种群存活（Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｖｉｒｉｄｅｓｃｅｎｓ和Ｌｅｕ－
ｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ），并最终主导烟熏火腿腐败
微生物的菌相。超高压处理在降低微生物种群多
样性的同时，有效增强了食品的食用安全性，延长
产品货架期。

３　结　语

超高压处理能够有效抑制低温烟熏火腿中的

优势腐败微生物，且随压力的升高抑菌效应增强，
超高压处理后烟熏火腿微生物种群结构变得单一。

Ｗｅｉｓｓｅｌｌａ　ｖｉｒｉｄｅｓｃｅｎｓ和Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ
是超高压处理后烟熏火腿中的优势腐败菌，超高压
处理后低温烟熏火腿的腐败最终由二者主导。
致谢　感谢江苏雨润食品产业集团技术中心

徐宝才总经理给予的试验取样方面的帮助以及南

京财经大学鞠兴荣副校长和高瑀珑老师给予的高

压设备的帮助。
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