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摘要： 为了探明传统的自然发酵白菜中乳酸菌的多样性及其优势乳酸菌群，试验主要采用变性
梯度凝胶电泳法（denaturing gradient gel electrophoresis，DGGE），对 5 份采自我国东北地区利用
传统方法制作的自然发酵酸菜样品中的乳酸菌多样性进行分析。 结果表明，5 份传统发酵酸菜
样品共鉴定出了 9个乳酸菌种，呈现出丰富的多样性。其中，植物乳杆菌、短乳杆菌、清酒乳杆菌
和弯曲乳杆菌是酸菜样品的优势菌群，此外，还发现了片球菌、乳酸乳球菌、Hammesii 乳杆菌和
Odoratitofui 乳杆菌， 而 Hammesii 乳杆菌和 Odoratitofui 乳杆菌在此前文献报道中利用传统方法
没有分离到。
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Abstract： In order to reveal the diversity and predominant microflora of lactic acid bacteria in
traditional natural fermented Suan-cai in China. Five samples of naturally fermented suan-cai broth
were collected in the study. Diversity of lactic acid bacteria was analyzed by denaturing gradient gel
electrophoresis （DGGE）. The results indicated that Lactobacillus plantarum，Lactobacillus brevis，
Lactobacillus sakei and Lactobacillus curvatus were the predominant microflora in samples. Cocci-
shaped strains of Pediococcus sp. and Lactococcus lactis were also identified in some samples.
Interestingly，Lactobacillus hammesii and Lactobacillus odoratitofui were only found in DGGE
profiles，differently from previous literature reports using the traditional method.
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研究论文

酸菜是将新鲜白菜用盐水在密闭容器中泡制

一段时间后形成的发酵蔬菜制品。 自然发酵酸菜由

于其独特的风味，至今仍深受广大北方地区居民的

喜爱。 自然发酵酸菜这种独特的发酵方式决定了其
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中微生物区系的多样性，研究表明，乳酸菌在酸菜

自然发酵过程中，发挥着重要的作用[1-5]。 然而，由于

对传统的自然发酵酸菜中乳酸菌的多样性及其所

扮演的角色，仍然没有较为客观、准确的界定，传统

发酵酸菜以其独特的风味和口感，仍占据着酸菜消

费的主流，严重制约了其现代化工业生产。 因此，研

究自然发酵酸菜中乳酸菌的多样性及其所扮演的

角色，具有重要的科学意义。
而对复杂的乳酸菌等微生物区系进行研究，采

用传统的分离﹑纯化和鉴定方法，不仅繁杂耗时，而

且受培养条件和主观因素影响较大，不能反映出乳

酸菌的多样性的真实情况[6-8]。 近年来，基于 16S rDNA
结合变性梯度凝胶电泳法 （denaturing gradient gel
electrophoresis，DGGE）技 术，为 有 效 分 析 复 杂 微 生

物群落及其多样性提供了一种先进手段[9-11]。
作者采用 PCR-DGGE 指纹技术， 试图解析传

统自然发酵酸菜中乳酸菌种群结构，揭示酸菜自然

发酵过程中优势菌群组成，为明确自然酸菜发酵机

制及其质量控制提供参考。

1.1 材料与试剂

TE 缓 冲 液 ，5 ×TBE 电 泳 缓 冲 液 ，10% SDS，
CTAB 溶液，3 mol/L NaAc，5 mol/L NaCl，酚/氯仿/异
戊 醇（25 ∶24 ∶1），氯 仿/异 戊 醇（24 ∶1），40%聚 丙 烯 酰

胺，聚丙烯酰胺凝胶（丙烯酰胺 ∶甲叉=37.5∶1），10%
过硫酸铵，20% AgNO3， 异丙醇， 蛋白酶 K，dNTP，
10×PCR Buffer，Loading Buffer，r-Taq 酶，37%甲醛，
NaOH，冰醋酸，乙醇，三蒸水，蒸馏水，液氮等试剂，
实验中的引物及其它酶制剂全部由上海桑尼生物

科技有限公司合成。
1.2 仪器与设备

PL303/01 电 子 天 平，METTLER TOLEDO FE20
型 pH 计，HIRAYAMA HA-300M 全 自 动 高 压 蒸 汽

火菌器，ADVANTEC SP-650 全自动高压干热火菌

器，ZHJH-C1112C 无菌操作台，OLYMPUS BX50 光

学 显 微 镜 及 OLYMPUS PM-2 摄 像 系 统 ， 菲 恰 尔

TDL-SA 离 心 机，LRH-250 生 化 培 养 箱，Eppendorf
TGL-168 高速台式离心机，UVP GDS-8000 凝胶成

像仪，北京六一 DYY-12 电泳仪，Eppendorf 5810 高

速冷冻离心机，TATIEC 电热恒温水浴锅，ND-1000
型微量紫外分光光度计、Bio-Rad 变性梯度凝胶电

泳仪 （DCode Universal Mutation Detection System）、
Applied biosytems 公 司 的 PCR 仪 、MJ RESEARCH
PTC-200 梯度 PCR 扩增仪。
1.3 试验方法

1.3.1 样品的采集及预处理 供试样品为 5 份采

集自东北地区农家利用传统方法制作的自然发酵

酸菜发酵液。 在样品中加入 5 mL PBS 缓冲液，涡旋

振 荡 30 s，然 后 350 g 离 心 5 min，收 集 上 清 液 ，
12 000 g 离心 5 min 后， 弃上清液， 在沉淀总加入

800 μL TE 缓冲液回溶，用于总 DNA 的提取。
1.3.2 样品总 DNA 的快速提取 采用 FastPrep 结

合 CTAB 法进行总 DNA 的快速提取。 具体步骤如

下： 取预处理的样品于 2 mL 离心管中， 加入 0.5 g
玻璃珠， 置于 FastPrep 核酸快速提取仪中，6.0 m/s
振荡 30 s；加入 SDS 裂解液 50 μL，冰浴 10 min 后

14 000 g 离心 10 min，取上清液，加入 80 μL NaCl/
dL CTAB 溶液，65 ℃水浴 20 min，加入等体积酚/氯
仿/异戊醇（25∶24∶1）混匀，静置 2 min，12 000 g 离心

10 min，取上清液，等体积加入氯仿/异戊醇混匀，静

置 2 min，再次 12 000 g 离心 10 min，取上清液，加

入 500 μL 异戊醇和 50 μL 3 mol/L NaA，-20 ℃放

置 30 min，12 000 g 离心 10 min， 沉淀用 70%乙醇

洗涤两次后， 加入 50 μL TE 缓冲液回溶，-20 ℃保

存备用[12]。
1.3.3 PCR 扩增 以提取的总 DNA 为模板， 采用

16S rDNA 基 因 V3 区 具 有 特 异 性 的 引 物 对：V3F+
GC： （5’ -CGCCC GCCGCGCGCG GCGGG CGGGG
CGGGG GCACG GGGGGACTCC TACGG GAGGC
AGCAG-3’） 和 V3R：（5’-ATTACC GCG GCT GCT
GG-3’），进行 16S rDNA 的 PCR 扩增，扩增产物片

段长约 180 bp。 扩增反应体系（50 μL）包括：50 ng
基 因 组 DNA 模 板 ；2 μL dNTP （2.5 mmol/L，
TaKaRa）； 两 条 引 物 终 浓 度 均 为 0.4 mol/L；0.5 μL
DNA Taq 聚 合 酶 （1.5 U，TaKaRa）；5 μL 10×PCR
Buffer。 反应参数：94 ℃预变性 5 min，35 个循环，包

括 94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 40 s，
最后 72 ℃延伸 10 min。 PCR 反应的产物用 10 g/dL
琼脂糖凝胶电泳检测[13-14]。
1.3.4 DGGE 及图谱分析 采 用 Bio -Rad 公 司

DcodTM 的 基 因 突 变 检 测 系 统 （DCode Univeral
Detection System Instrument） 对 PCR 反应产物进行

分离。变性剂质量浓度为 27～52 g/dL，在 150 V 电压

材料与方法1
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下，60 ℃电泳6.5 h。电泳完毕后，利用银染法对凝胶

进行染色。 将银染好的凝胶用扫描仪成像， 得到

PCR-DGGE 图谱， 对上述扫描后的图片进行分析，
标记特异性条带，并回收条带[15]，由上海桑尼生物技

术有限公司测序，测序结果进行 Blast 比对鉴定。

采用 CTAB-SDS-液氮冻融法提取酸菜样品细

菌总 DNA，并特异扩增了细菌 16S rDNA V3 区，其

PCR-DGGE 图谱见图 1。
由 图 1 可 知 ， 酸 菜 样 品 细 菌 DNA 的 PCR-

DGGE 图谱上共找到 14 条特异性条带，对其编号、
切割、 回收、 测序， 并 登 录 NCBI 数 据 库 进 行

Blast 同 源 性 对 比 分 析（http：//www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST/），比对结果见表 1。

注：1，2，3，4，5 表示 5 份酸菜样品；a，b，c，d，e，f，g，h，i，j，k，l，
m，n 表示选取的待测条带。

图 1 酸菜样品细菌总 DNA 的 PCR-DGGE 图谱

Fig. 1 DGGE profiles of PCR-amplified DNA from the
bacterial population in each suan-cai sample

由表 1 可知， 条带 a 的比对结果为植物乳杆

菌，5 份样品均检测出该条带；条带 b 的比对结果为

Hammesii 乳杆菌，只有样品 2 检测出该条带；条带 c
的比对结果为乳杆菌属种， 样品 2 检测出了该条

带，样品 3 也有较模糊的对应条带；条带 e 的比对

结果为短乳杆菌，5 份样品均检测出了该条带，但样

品 2、4 条带较弱；条带 f 的比对结果为清酒乳杆菌，
5 份样品均检测出了该条带， 但样品 2、3、4 的条带

较弱；条带 g、h 的比对结果为弯曲乳杆菌，其中，5
份样品均检测出了 g 条带，但只有样品 2 检测出了

h 条带；条带 k 的比对结果是乳酸乳球菌，样品 1、
2、3、5 中均检测出了该条带， 而样品 4 中没有检测

出该条带； 条带 l 的比对结果为 Odoratitofui 乳 杆

菌，只有样品 4 检测出了该条带；条带 n 的比对结

果为非培养片球菌属种，样品 2 和 5 检测出了该条

带；而条带 d，i，j，m 在 GenBank 现有数据库中没有

比对出结果，可能是不可培养微生物种类，还要做

进一步的研究才能对鉴定其属种，样品 2 检测出了

d 条带，样品 2 检测出了 i 条带，样品 3 检测出了 j
条带，样品 5 检测出了 m 条带。
表 1 酸菜样品中细菌 16S rDNA V3 区 PCR-DGGE 特异

性条带比对结果

Table 1 Identification of the bands obtained by PCR -
DGGE of suan -cai bacterial communities 16S
rDNA based on BLAST comparison in GenBank

由上述结果可知，通过 PCR-DGGE 图谱分析、
条带测序和 Blast 同源性比对，5 份传统发酵酸菜样

品共鉴定出了 9 个乳酸菌种，呈现出了较为丰富的

乳酸菌多样性。 5 份传统发酵酸菜样品中的乳酸菌

分布既有共性，又存在着一定的差异。 在本试验的

PCR-DGGE 图谱中， 所有样品均检测出来了 a、e、f
和 g 四条条带， 为 5 份酸菜样品中的共有条带，其

对应的比对结果为植物乳杆菌、短乳杆菌、清酒乳

杆菌和弯曲乳杆菌，由此可以推断，植物乳杆菌、短

乳杆菌、清酒乳杆菌和弯曲乳杆菌四种菌为传统发

酵酸菜中的优势菌群。 同时，5 份酸菜样品在本试验

中呈现较大差异性，得到的条带数量和清晰程度均

有所不同，其中，样品 2 中检测出了 11 条清晰的条

带 ， 呈 现 出 较 为 丰 富 的 乳 酸 菌 多 样 性 。 此 外 ，
Hammesii 乳杆菌和 Odoratitofui 乳杆菌在此前文献

中利用传统方法并未分离到。

条带编号 鉴定结果 同源性/% 序列号

a 植物乳杆菌 100 JQ686202

b Hammesii 乳杆菌 99 JQ686206

c 乳杆菌属种 96 JQ686207

e 短乳杆菌 100 JQ686203

f 清酒乳杆菌 100 JQ686204

g 弯曲乳杆菌 100 JQ686205

h 弯曲乳杆菌 100 JQ686205

k 乳酸乳球菌 95 JQ686210

l Odoratitofui 乳杆菌 99 JQ686208

n 非培养片球菌属种 100 JQ686209

d, i, j, m 未鉴定出

结果与分析2
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东北传统发酵酸菜中蕴藏着丰富的乳酸菌资

源，并且呈现出丰富的多样性。 应用 PCR-DGGE 技

术方法对东北自然发酵酸菜中乳酸菌多样性进行

研究，可较为客观地反应传统发酵酸菜中的乳酸菌

等微生物区系，对于揭示酸菜自然发酵过程中优势

菌群组成，具有较高的参考价值。 今后可用于其他

具有复杂微生物体系的发酵食品研究中。

结 语3
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