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摘 � 要: 应用单链构象多态性( SSCP)方法研究榨菜低盐腌制条件下的微生物群落结构与变化。

研究了凝胶质量浓度、电泳前处理、银染操作条件对 SSCP 分析方法的影响。结果表明, 在凝胶质

量浓度为 22 g/ dL、丙烯酰胺与双丙烯酰胺质量比为 29 �1, 并加入体积分数 6%的甘油, 4 � 条件
下 1 � T BE 缓冲液中 250 V 电泳 18 h,通过强碱性显影液和甲醛作还原剂的银染方法显色,可以

获得理想的 SSCP 图谱。对榨菜低盐腌制不同时期样品的 SSCP 图谱分析结果,发现在榨菜腌制

初期优势菌群为肠膜明串珠菌( L euconostoc mesenter oid es ) ,随后转变为植物乳杆菌( L actobaci l lus

p lantar um)和短乳杆菌( L actobacil lus br ev is )占优势;腌制后期主要存在的优势菌群为植物乳杆

菌和 L actobaci llus v ersmoldensis ,结合感官分析证实这些优势乳酸菌对保持制品高品质具有功能

作用。
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Abstract:M icrobial community and its changes in pickled mustar d tuber were investig ated at the

low salinity by using sing le�st rand confo rmat ion po lymor phism ( SSCP) method. Ef fects o f gel

concentrat ion, glycerol addit ion, foret reatment of elect rophoresis and silver staining methods on

SSCP pat ter n w ere also examined in this manuscript . The results demonst rated that an ideal

SSCP method w as obtained as the opt imum condit ions, gel concentrat ion of 22 g / dL at the

crosslinking degr ee o f 29� 1( a rat io of acrylam ide and bisacry lamide) , g lycer ol concentration of

6%, voltage of 250 V, elect rophoresis buf fer o f 1 � TBE, electr ophoresis at 4 � fo r 18 hours,

and using silver staining method of st rong alkaline solution and formaldehyde as reducing agent.



Based on the optimized SSCP method for pickled leaching liquid measurement, it w as found that

the L euconostoc mesenteroides is the dominant micro org anism in the init ial stage of pickling, then

L actobacil lus p lantarum and L actobacil lus br ev is grow n up w ith the alterat ion o f env ir onmental

condit ions. At the later stage, the dominant microor ganism are L actobaci llus p lantarum and

L actobacil lus ver smoldensi s, respect ively. The contribut ion o f lact ic acid bacteria w as confirmed

by microbial community st ructure analysis in pickled mustard tuber w ith low�salinity, w hich is

carried out by combining the senso ry evaluat ion method.

Key words: mustard tuber, PCR�SSCP, elect rophoresis pattern, condit ion opt imizat ion, m icrobial

diversity

� � 传统的榨菜腌制加工由于采用高盐浓度来抑

制微生物繁殖,由此加工方式带来的高盐废水对环

境产生污染或带来很高的处理成本, 不利于现代蔬

菜加工向绿色、健康与高效益的生产方向发展[ 1- 2] ;

研究表明
[ 2- 3]

,在低盐腌制条件下经合适的生产条

件,可改善蔬菜风味、增进食欲,提高腌制菜的营养

价值。其中的微生物(乳酸菌)对蔬菜的保藏与品

质维持发挥重要作用 [ 2- 4] , 乳酸菌是保持腌制菜较

高营养价值和质地的主要微生物。但如果条件控

制不当,腌制过程中也会出现杂菌污染或过量繁殖

导致产品的劣败[ 5] 。到目前为止, 在低盐条件下榨

菜腌制保存不同阶段的微生物群落组成、优势菌群

及变化规律仍不明确,研究蔬菜腌制过程中微生物

区系的多样性并揭示其功能可为榨菜加工产业实

现清洁生产新工艺提供微生物学证据。

环境样品中微生物组成及数量变化测定的传

统方法是采用平板培养方法
[ 6- 7]

,但由于自然样品

中多种微生物很难培养,给这些方法带来很大的局

限性,从而造成微生物区系分析的误差。目前已有

较多的文献报道用分子鉴定方法检测乳酸菌[ 8- 10] ,

随着分子生物学技术的发展,单链构象多态性( Sin�
gle�Strand Conformat ion Polymorphism, 以下简写

SSCP)技术也已发展成为一种高通量、使用简便快

速及准确性较高的方法而被应用于微生物群落结

构等的分析
[ 11- 13]

。其基本原理是经过 PCR扩增的

DNA 片段,经变性解链产生的 DNA单链依据各自

不同的碱基序列进行配对折叠成一定的空间构象,

不同碱基序列 DNA 单链在非变性聚丙烯酰胺凝胶

中电泳时, 因其构象的差异会引起迁移率的改变,

显色后就会得到不同的带型,即多态性。因此, 该方

法在检测基因突变方面有较为广泛的应用,但针对不

同来源样品 SSCP 方法的结果也易受各种因素的影

响,而出现诸如条带不清、难以辨认等各种情况[ 14]。

作者从聚丙烯酰胺凝胶组成与质量浓度、添加

物、电泳前处理及银染等方面对 SSCP 方法进行优

化,通过优化 SSCP 操作条件,旨在研究榨菜低盐腌

制体系的微生物群落结构与优势菌群的变化规律,

从而可阐明不同种类乳酸菌在榨菜腌制保藏中所

发生的作用及功能定位,为进一步优化生产工艺和

产品质量的控制提供理论依据。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
腌制样品液:榨菜腌制与腌制汁液的制备按文

献[ 3]方法进行。分别取榨菜腌制过程 4个不同时

间点(腌制开始后的第 2天、5天、15天、35 天)的腌

制液,记为 1�4号样品。
主要试剂: APS、TEMED、丙烯酰胺, T r is�碱、

二水二乙胺四乙酸二钠、氢氧化钠、碳酸钠和硼酸

等:由生物工程(上海)有限公司提供; N, N ��亚甲基
双丙烯酰胺: 由国药集团化学试剂有限公司提供;

二甲苯菁和硝酸银: 由 BIO BASIC� IN C 提供; 甲

醛:由宜兴市第二化学试剂厂提供; 以上试剂均为

分析纯。乙酸, 化学纯, 由宜兴市第二化学试剂厂

提供。

乳酸菌检测培养基和细菌平板计数培养基:分

别为 MRS培养基和普通营养琼脂培养基
[ 3]

, pH 调

至 6� 8, 115 � 灭菌 20 min。

1� 2 � 主要仪器与设备
梯度 PCR 仪和 5424型高速离心机, 德国汉堡

Eppendorf ; WD�9405B 型水平摇床、DYY�8C 型电
泳仪、24EN 型制胶器等。北京六一仪器厂制造;

LRH�190�S 型恒温恒湿培养箱:广东省医疗器械厂

制造。

1� 3 � 方法
1� 3� 1 � 样品总 DNA 的提取与 PCR 的扩增 � 将腌

制液样品用无菌纱布过滤, 10 000 g 离心 5 m in,去

上清液。用改进的 SDS 高盐提取法提取样品总

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



DNA。将样品中加入 500 �L 裂解缓冲液 ( 0� 1
mol/ L T ris�HCl, 0� 1 mol/ L EDTA, 1� 5 mo l/ L

NaCl, 1 g/ dL CT AB; pH 8� 0) , 20 �L 溶菌酶( 25

mg/ mL) ,于 37 � 处理 40 min;加入 5 �L 蛋白酶 K

( 10 mg/ mL)于 37 � 处理 40 min� ;再加入 120 �L

SDS( 10 g / dL) , 65 � 处理 2 h;粗提的 DNA 由酚/

氯仿/异戊醇(体积比 25� 24� 1)法提取 [ 15- 16]。

PCR扩增采用引物为 f341( 5��CTCCTA CGG�
GAGGCAGCAG�3�)及 r533( 5��TT ACCGCGGCT�
GCT GGCA�3�) ,其中反向引物 r533的 5�端采用磷

酸标记, 由上海英骏生物技术有限公司合成并标

记。PCR 反应体系为: 10 � PCR Buf fer 2� 5 �L,
dNTP( 2� 5 mmol/ L ) 2 �L, 正向引物 ( 10 �mol/ L )

1� 0 �L,反向引物( 10 �mol/ L ) 1�0 �L, DNA 聚合酶
( 5 U/ �L) 0�25 �L, M gCl2 ( 25 mmol/ L ) 2� 0 �L, 模板
DNA 1�0 �L,用超纯水补足反应总体积至 25 �L。

1� 3� 2 � 加热变性与酶切 � 经上步扩增得到的 PCR

产物与上样缓冲液(体积分数 95% 的去离子甲酰

胺、10 mmol/ L NaOH、20 mmol/ L EDT A 和 0� 02
g / dL 溴酚蓝及 0� 02 g / dL 二甲苯菁)混匀后,在高

温下变性数分钟后马上冷却以保持单链构象。酶

切:由 �核酶外切酶 2 �L, 10 � buf fer 2 �L, PCR产

物 30 �L, 37 � 温浴 4 h。后经 72 � 灭活 10 min

�核酸外切酶,此酶切过的 PCR 产物与上样缓冲液

混匀,即可进行点样操作。

1� 3� 3 � 凝胶制备与预电泳 � 实验设计了 3个凝胶

质量浓度 (分别为 22、14、9 g / dL) , 质量浓度为:

( ACR体积/总体积) � 30% , 其中 A CR(丙烯酰胺

29 g, N, N��亚甲基双丙烯酰胺 1 g, 水 100 mL, 交

联度为 29 � 1)。再向其中加入 3� 36 mL 的 5 �
T BE( 54 g T ris碱, 27� 5 g 硼酸, 20 mL 0� 5 mo l/ L

的 pH 值为 8� 0 的 EDT A, 定容至 1 L) , 80%的甘

油 1� 032 mL, 10%的A PS 115� 2 �L, T EMED 12� 0
�L,最后用 ddH 2O 使各浓度混合液的体积一致。

在没有样品情况下 250 V电压下预电泳 30 min。

1� 3� 4 � 银染 � 采用两种不同的银染方法, 分别为

采用 3 g/ dL NaCO 3 200 mL, 加 100 �L 硫代硫酸

钠, 4~ 10 � 显色 3 m in和显影液( NaOH 粉末 6 g ,

37%甲醛 1 mL,双蒸水 200 mL)显影,比较条带显

色效果。

1� 3� 5 � 条带的分离、克隆与测序 � 特异条带由 EZ

Spin Co lumn PAGE Gel DNA Extraction Kit (上海

生工生物公司)进行回收。取回收的 DNA 1 �L 为

模板,以 f341 和 r533 为引物, 采用前体系和 PCR

程序进行扩增,琼脂糖电泳, PCR产物切胶纯化(纯

化试剂盒由上海生工生物公司提供) , 按产品说明

书克隆进 T�载体( pMD�18�T, 宝生物(大连)有限公

司)。采用蓝白斑及 PCR方法筛选转化子, PCR直

接以白斑菌落为模板,采用能与 T�载体插入点两侧
特异结合的 M13通用引物进行检测。每条带选取

2~ 3个克隆, 同样以 M13通用引物进行测序, 测序

由上海英骏生物技术有限公司完成。通过 Blast软

件,将测序获得的序列与 GenBank 进行比对, 得到

相似性大小。

2 � 结果与分析

2� 1 � 凝胶质量浓度对 SSCP结果的影响

聚丙烯酰胺在凝胶中的不同比重会影响凝胶

中水分的质量分数, 从而直接导致泳动率的改变。

试验设置 3个质量浓度 9, 14, 22 g / dL, 取榨菜腌制

液 1~ 4号样品,分别以总 DNA 扩增产物作为样品

进行垂直电泳,实验结果见图 1。

从图 1可以看出, 9 g / dL 的凝胶条带分散,颜

色浅淡,虽然分离度较好, 但条带模糊不清, 不易于

观察,凝胶本身韧性不好, 容易在显色过程中破碎,

影响结果分析,也增加了操作难度; 14 g / dL 的条带

较多, 但分离效果欠佳,难于分辨; 22 g/ dL 的凝胶

分离效果较为理想, 条带也较清晰, 多样性好, 条带

有较好的可读性。综上结果, 取 22 g/ dL 为最佳的

凝胶质量浓度。

1、2、3、4分别为 1~ 4号样品

图 1 � 凝胶质量浓度对 SSCP 影响的效果对比图

Fig. 1 � Effect of gel concentration on SSCP results
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� � 从图 1可以看出, 9 g/ dL 的凝胶条带分散, 颜

色浅淡,虽然分离度较好,但条带模糊不清,不易于

观察,凝胶本身韧性不好,容易在显色过程中破碎,

影响结果分析, 也增加了操作难度。14 g / dL 的条

带较多, 但分离效果欠佳, 难于分辨; 22 g / dL 的凝

胶分离效果较为理想,条带也较清晰,多样性好,条

带有较好的可读性。综上所述,取 22 g/ dL 为最佳

的凝胶质量浓度。

2� 2 � 甘油体积分数对 SSCP结果的影响

甘油具有保湿的作用, 对单链 DNA 在凝胶中

的泳动速度及提高条带的分辨率可能产生影响。

结合文献[ 14] ,设定甘油的体积分数为 6%, 以空白

作对照,比较条带分离效果,结果见图 2。

1、2、3、4分别为 1~ 4号样品

图 2� 凝胶中添加体积分数 6%甘油对 SSCP影响

Fig. 2 � Effect of 6% glycerol in gel on SSCP results

� � 从图 2可以看出,加入 6%甘油的凝胶电泳效果

(图 2左侧)明显优于后者,不仅条带清晰,分离效果

好,泳道也较为匀称,泳动时间缩短;而对照组未加入

甘油的凝胶条带模糊,不利于进一步的回收操作。

2� 3 � 预电泳对 SSCP图谱的影响

预电泳是指将凝固好的凝胶先不直接进行点

样操作,而是先放入装有电泳缓冲液的电泳槽中,

在没有样品的情况下以电泳时采用的电压电泳一

段时间。本试验中, 预电泳时间设置为 30 min, 实

验效果见图 3。

1、2、3、4分别为 1~ 4号样品

图 3 � 预电泳对 SSCP 图谱结果的影响

Fig. 3� Effect of prerunning on SSCP electrophoresis map

� � 从图 3可以看出,电泳之前经过预电泳处理的

凝胶,得到的条带比较直,清晰度高, 效果明显好于

对照组。通过预电泳处理, 可能是由于可除去凝胶

中没有聚合的单体及聚合引发剂,从而提高了条带

的清晰度。

2� 4 � 银染方法对 SSCP图谱的影响

银染操作是 SSCP 分析方法中最常用的染色方

法,该方法不需要对引物或 dNT P 做任何修饰, 也

不用专门的检测设备, 结果直观, 用肉眼即可观察。

作者采用硝酸银染色法,方法之一是其中的还原剂

为甲醛与硫代硫酸钠,在银染之前需用甲醛处理 5

~ 10 min;另一方法是每步银染操作前后均插入洗

脱步骤,显影液为强碱性, 还原剂为甲醛, 显色时间

为 20~ 30 min, 实验结果见图 4。从图 4的 SSCP

图谱结果可以看出, 采用方法一进行显色时(图 4

左侧) , 凝胶在显色液中迅速变色, 背景不断加深,

而未见明显的条带,约 2 min 后 DNA 条带隐约可

见,但此时整个背景已呈青黑色, 需在强光条件下,

才能对条带进行观察。该方法对水的去离子状态

要求相当严格, 容易造成聚丙烯酰胺凝胶背景过

深,影响判读。而银染操作中插入洗脱步骤, 强碱

性的显色液, 显色结果为胶的背景清亮, 条带清晰

(图 4方法二) , 有利于结果的判读, 而且这种方法

对水的要求不严格,因此, 采用方法二银染操作。

1、2、3、4分别为 1~ 4号样品

图 4 � 银染方法对 SSCP 图谱的影响效果图

Fig. 4� Effect of silver staining method on SSCP electro�

phoresis map

2� 5 � 优化的 SSCP 方法对低盐腌制榨菜过程微生

物群落结构多样性分析

由以上分析 SSCP 图谱效果的重要影响因素的

实验结果, 对各因素进行优化组合, 试验条件为凝

胶质量浓度为 22 g / dL、丙烯酰胺与双丙烯酰胺质

量比为 29 �1, 并加入体积分数 6%的甘油, 98 � 变

性 10 m in, 4 � 条件下 1 � T BE 缓冲液中 250 V 电

泳 18 h,使用强碱液作显色剂。对在最适工艺条件

下制作的低盐腌制榨菜不同阶段样品(样品 1~ 4)

进行微生物群落结构及变化分析,试验结果见图 5。

� � 实验结果获得的 SSCP 图谱条带较清晰, 达到

了理想的效果。然后根据条带的相对亮度、丰度等

结合 1� 3� 5方法来分析不同腌制阶段的微生物种
类及其变化,经过 Blast 软件和 Genbank 序列比对

结果, 共检测到的微生物分别有肠膜明串珠菌

( Leuconostoc mesenteroides )、植物乳杆菌( L actoba�
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1、2、3、4分别为 1~ 4号样品

图 5� 优化的 SSCP方法下样品的微生物群落分析结果

Fig. 5� Performance of microbial community at the opti�

mum operating condition of SSCP method

ci l lus plantarum)、短乳杆菌( Lactobaci llus brevis)

、Lactobacil lus versmoldensis、毕赤酵母属( Pichia

sp� )、伊萨酵母( I ssatchenk ia sp� ) (这些菌种其相
似性均达到 100%)和弧菌属 ( V ibr io sp� ) (相似性
达 95%)等。根据被选择条带的信息 (丰度、亮度

等)得到在腌制发酵初期, 肠膜明串珠菌为主要的

优势菌群。随着腌制环境条件的变化, 出现了植物

乳杆菌和短乳杆菌。在腌制保存后期起主导作用

的微生物为植物乳杆菌和 L actobacil lus ver smol�
densi s。这些实验结果可为进一步分析榨菜低盐腌

制过程中质量品质维持相关的乳酸菌类型及功能

提供基础。

3 � 讨 � 论

以前研究表明
[ 12]

, SSCP 分析对于小于 400 bp

的 PCR产物最有效,而本试验所采用的 DNA 来自

低盐腌制体系的各个腌制时期, 其片段长度均为

200 bp左右,适合进行 SSCP 法分析。凝胶的组成

及配比直接影响到电泳结果, 主要是引起凝胶中水

分质量分数的改变, DNA 单链在低浓度的凝胶中

泳动速度较快, 可能会造成条带模糊, 只有在合适

的凝胶质量浓度下各单链的迁移速度差异较大,可

使条带清晰, 显示出多态性。从甘油添加对 SSCP

效果影响结果,表明甘油具有加快泳动速度和去除

杂带的作用, 甘油具有保湿作用, 因此凝胶中甘油

的加入减少了凝胶中水分的损失, 保证泳道通畅,

同时也加快了条带的泳动速率, 缩短了电泳时间。

另一方面, 低体积分数的甘油能够稳定单链 DNA

的三维结构, 从而提高条带的分辨率, 这与文献

[ 17]报道的结果一致。银染操作是 SSCP 图谱获得

的必经步骤, 采用甲醛与硫代硫酸钠为还原剂显

色,容易造成聚丙烯酰胺凝胶背景过深,影响判读,

同时该方法对水的去离子状态要求相当严格; 而每

步银染操作前后均插入洗脱步骤, 显影液为强碱

性,还原剂为甲醛, 在这样的条件下可能是被固定

剂固定到凝胶的核酸与银染剂中的银离子结合较

牢固,再通过还原剂将银离子还原, 从而发生银棕

色显色反应, 标示出核酸的位置, 形成较清晰的条

带,显色效果较理想。

由不同腌制时期样液的 SSCP 图谱分析结果,

榨菜腌制初始阶段, 附着在榨菜鲜头上具有兼性和

厌氧性微生物, 在菜体切割处理及在盐的作用下,

榨菜表面渗出的汁液非常适宜肠膜明串珠菌的生

长繁殖,肠膜明串珠菌作为优势菌群起到了发酵起

动剂的作用,它产生二氧化碳和酸很快使 pH 值下

降,阻止了其他有害微生物的生长; 同时, 肠膜明串

珠菌能将多余的糖转化为甘露醇和葡聚糖。这种

腌制环境条件的改变, 随后其它乳酸菌按一定的顺

序生长。中期过程以植物乳杆菌快速生长繁殖、产

酸,在榨菜腌制中起主导作用。短乳杆菌能够发酵

戊糖,使产品具有独特的风味。整个腌制过程经感

官品评产品口感脆嫩、风味浓郁。在腌制后期可发

酵性碳水化合物全部被利用完后, 加上腌制环境

pH 值太低,乳酸菌的生长繁殖就会受到抑制, 发酵

的结果是产生乳酸和乙酸。另外,蔬菜原料的缓冲

能力和可发酵性碳水化合物的含量是控制乳酸发

酵、酵母发酵程度的重要因素。

4 � 结 � 语

1) 聚丙烯酰胺在凝胶中的质量浓度控制在 22

g / dL 时具有较好的分离效果, 条带清晰具可读性;

在凝胶中添加体积分数 6%甘油其泳道匀称, 可缩

短电泳时间。

2) 经 250 V、30 min的预电泳处理的凝胶,得

到的条带比较直和清晰度高。银染操作时每步均

插入洗脱步骤,显色液为强碱性, 还原剂为甲醛,显

色时间为 20~ 30 min,凝胶显色后条带较清晰。

3) 榨菜腌制液 SSCP 分析方法的优化条件为

凝胶质量浓度 22 g/ dL ,加入体积分数 6%的甘油,

在 98 � 变性 10 m in, 4 � 条件下 1 � TBE缓冲液中
经 250 V电泳 18 h,使用强碱液作显色剂。经优化

的 SSCP 方法分析不同阶段腌制液样品的结果:得

到榨菜不同腌制阶段(前、中与后期)的优势菌种分

别为肠膜明串珠菌、植物乳杆菌和短乳杆菌, 最后

阶段为植物乳杆菌和 L actobacil lus ver smoldensi s。
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