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　　摘　要：试验对浓香型大曲微生物群落的ＰＣＲ－ＤＧＧＥ电泳最佳变性剂梯度范围、电泳时间进行了
优化。结果表明：细菌ＤＧＧＥ电泳最佳变性剂浓度梯度为３５％～５５％；而真菌ＤＧＧＥ电泳最佳变性剂浓
度梯度为３０％ ～５０％。通过时间进程法得出最佳电泳时间为１６小时。运用此优化后的 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ
技术对不同时期曲药微生物群落进行了研究，获得了较丰富的微生物多样性。
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　　大曲的发明及运用在我国已有几千年的历史［１］。

大曲是以小麦、大麦和豌豆等为原料，经破碎、加水拌

料、压成砖块状的曲坯后，在人工控制温度、湿度下培养

而成［２］。曲块经过自然接种［３］，使得大曲中的微生物极

为丰富，是多种微生物的混合体系［４］。它作为白酒发酵

生产中微生物及酶的主要来源，它的质量直接关系到出

酒率及基酒的质量［５］。“生料制曲、自然接种”的生产方

式，受到环境、地域、原料、季节等因素的影响，使得曲药

质量不稳定，波动很大。本质上是受到曲药中微生物种

群的影响。

传统研究都是使用常规培养基和优化培养条件进

行微生物分离培养研究。相当多的菌种没能被发现，使

得其研究结果不够全面。因此，利用免培养方法从曲药

中提取微生物 ＤＮＡ对菌种进行检测，得到更加全面的
菌种讯息，其研究结果更具有全面性，更加有利于指导

曲药的生产。

ＤＧＧＥ技术在一般的聚丙烯酰胺凝胶基础上，加入
了变性剂（尿素和甲酰胺）梯度或是温度梯度，从而能够

把同样长度但序列不同的 ＤＮＡ片段区分开，一个特定
的 ＤＮＡ片段有其特有的序列组成，其序列组成决定了
其解链区域（ｍｅｌｔｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＭＤ）和解链行为（ｍｅｌｔｉｎｇ
ｂｅｈａｖｉｏｒ）［６７］。本文对浓香型大曲微生物中 ＤＮＡ的
ＤＧＧＥ条件及其ＤＧＧＥ图谱进行了分析，旨在得到大曲
微生物更加全面的菌种信息，了解曲药在成熟过程中微

生物种群的多样性及其变化规律，以便更加有利于指导

曲药的生产。

１ 材料和方法

１１ 曲药来源

研究所用的曲药由泸州老窖公司生产的“久久牌”

曲药。取不同时期的曲药，装入无菌塑料袋内封口，带

回实验室－２０℃保存备用。
１２ 试剂

实验主要使用的试剂：蛋白酶 Ｋ（Ｍｅｒｃｋ公司），ＳＤＳ
（Ｓｉｇｍａ公司），琼脂糖（华美生物工程公司），ＰＣＲ所用
试剂（Ｔａｐ酶，ｄＮＴＰ等）（大连宝生物工程有限公司），
１６ＳｒＤＮＡ细菌通用引物８ｆ和５１９ｒ（上海英俊生物技术
公司合成），Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＴＭｓｏｉｌＤＮＡｋｉｔ（ｏｍｅｇａ公司）。
１３ 仪器

本实验主要使用仪器：ＭｙＣｙｃｌｅｒ型ＰＣＲ仪（伯乐生
命医学产品（上海）有限公司），ＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓｉｃ型恒压
恒流电泳仪（美国Ｂｉｏ－ｒａｄ公司），ＳＷ－ＣＧ－１Ｆ型超净
工作台（苏州苏洁净化设备有限公司），ＵＮＩＶＥＲＳＡＬ
３２Ｒ型高速冷冻离心机（德国Ｈｅｔｔｉｃｈ公司），ＪＹ－ＳＰ－Ｃ
型水平电泳槽（北京君意东方电泳设备有限公司），ＫＳ
４０００Ｉｃｏｎｔｒｏｌ恒温控制摇床（德国 ＩＫＡ公司），ＤＹＣＺ－
２４Ａ型垂直电泳槽（北京六一仪器厂），Ｂｉｏ－Ｂｅｓｔ２００Ｅ
型凝胶成像分析系统（美国ＳＩＭ公司）。



１４ 试验方法

１４１ 曲药样品处理
对所采集曲块，从区块的上表面、下表面、曲心、曲

皮、曲表、曲角分割出５０ｇ，磨碎混合。
１４２ 曲药总ＤＮＡ提取

取５ｇ样品，采用ＳＤＳ－酶法［８９］，从样品中提取基因

组总ＤＮＡ。
１５ 曲药总ＤＮＡＰＣＲ扩增
１５１ 试验引物

试验所用引物见表１［１０１１］和表２［１２］。
表１ 细菌１６ＳｒＤＮＡＶ３区引物序列

引物名 序　　列

Ｐ１ ５’－ＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ－３’
５１９ｒ ５’－ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ－３’

表２ 真菌１８ＳｒＤＮＡ引物序列
引物名 序　　列

ＥＦ－４ｆ ５’－ＧＧＡＡＧＧＧ（Ａ／Ｇ）ＴＧＴＡＴＴＴＡＴＴＡＧ－３’
Ｆｕｎｇ－５ｒ ５’－ＧＴＡＡＡＡＧＴＣＣＴＧＧＴＴＣＣＣ－３’

１５２ ＰＣＲ反应体系
ＰＣＲ５０μＬ反应体系：０５μＬＴａｑ酶（５Ｕ／μＬ），５０

μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ，３０μＬＭｇＣｌ２（２５ｍＭ），２０μＬｄＮＴＰｓ
Ｍｉｘｔｕｒｅ（各２５ｍＭ），１５μＬ引物Ｉ（１０μＭ），１５μＬ引
物ＩＩ（１０μＭ），５０μＬ模板 ＤＮＡ（１００ｎｇ／μＬ），３１５μＬ
灭菌双蒸水。

１５３ 扩增反应参数
９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃热变性１ｍｉｎ，５４℃退火１

ｍｉｎ，７２℃延长１５ｍｉｎ，共３０个循环；最后冷却到４℃。
反应结束后，－２０℃保存。
１６ 变性剂梯度浓度的优化

采用水平变性梯度凝胶电泳分析曲药微生物群落

多样性之前，首先利用垂直变性梯度凝胶电泳了解待测

ＤＮＡ片段的电泳迁移率与变性剂之间的关系，从而确定
ＤＧＧＥ凝胶中变性剂的梯度范围，以提高分析结果的准
确性与可靠性。

１７ 电泳时间的优化

电泳时间的长短，直接关系到后续结论分析的准确

度，故本实验使用时间进程法来确定最佳的电泳时间。

在时间为０ｈ、１ｈ、２ｈ、４ｈ、８ｈ、１２ｈ、１６ｈ时，对其点样，
进行时间的优化。

２ 结果与分析

２１ 最佳变性剂梯度浓度的确定

ＤＧＧＥ分析微生物多样性，首先根据垂直电泳来确
定变性剂的梯度范围，然后使用水平电泳对样品进行分

析［１３－１４］。垂直电泳变性剂的浓度呈梯度变化，ＤＮＡ进
入胶片后，在一段ＤＮＡ片度以双链形式电泳，一段以解

链形式电泳，而在胶的中间，则是两种形态同时存在，造

成ＤＮＡ在电泳时的迁移率不同，得到Ｓ形的电泳轨迹。
在曲药成熟过程中，以曲药微生物的 ＤＮＡ为模板，

分别用细菌１６ＳｒＤＮＡＶ３区与真菌１８ＳｒＤＮＡ引物进行
ＰＣＲ扩增，然后使用ＤＧＧＥ垂直电泳进行分离。如图１、
图２所示，细菌１６ＳｒＤＮＡ的 ＰＣＲ扩增产物在 ＤＧＧＥ垂
直电泳中完全分离开的变性剂浓度范围在３５％ ～５５％
之间。真菌１８ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增产物在ＤＧＧＥ垂直电
泳中完全分离开的变性剂浓度范围在３０％～５０％之间。
所以在ＤＧＧＥ水平电泳中，曲药中细菌ＰＣＲ扩增产物的
变性剂最佳浓度在３５％ ～５５％，真菌 ＰＣＲ扩增产物的
变性剂最佳浓度在３０％～５０％。

图１ 细菌１６ＳｒＤＮＡＶ３区的ＰＣＲ产物
的ＤＧＧＥ垂直电泳图谱

图２ 真菌１８ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ产物
的ＤＧＧＥ垂直电泳图谱

２２ 最佳电泳时间的确定

最佳电泳时间的确定在 ＤＧＧＥ水平电泳中尤为重
要，在最佳的时间使 ＤＮＡ片段达到最佳的分离效果。
本试验采用时间进程法来确定最佳电泳时间，即在电泳

过程中按照倍数法则，分别在电泳开始的０ｈ、１ｈ、２ｈ、
４ｈ、８ｈ、１２ｈ、１６ｈ点样。结果表明，在不同起始时刻电
泳，条带出现不同的分散度，而且条带数目也出现差异。

如图３所示，从１号泳道到６号泳道，条带的分散度逐渐
加大，到６号泳道达到最佳，２～５号泳道出现的条带数
基本相同，但是相对于６号泳道，其分散度稍微欠缺，同
时２、３号泳道的条带太过于集中在一个区，这说明，可
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能在该区存在没有分散开的条带。故选择６号泳道及
电泳最佳时间为１６ｈ。

图３ 不同点样时间的ＤＧＧＥ图谱

２３ 曲药微生物的ＤＧＧＥ图谱分析
２３１ 曲药微生物细菌１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ产物的 ＤＧＧＥ
图谱分析

应用优化得到的 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ电泳条件，对不同时
期曲药中的细菌群落情况进行分析，由图４可以看出，
每个泳道均出现清晰条带，条带数在５～９之间，说明曲
药样品细菌１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ产物通过ＤＧＧＥ水平电泳
能够较好的分离。由图谱中清晰的条带的变化可以判

定在曲药成熟过程中，其细菌的种类处于动态变化中。

在此变化过程中，有的前后相邻条带出现了增加或者减

少，５、１５号条带一直存在于每个曲药成熟阶段。１、２、
１６、１７号条带出现在曲药成熟前期，说明在成熟过程中，
细菌处于动态变化。１０、１２号条带在发酵后期出现，说明
在曲药发酵前期这些细菌不影响曲药的形成。在条带中，

如１３、１２号条件亮度明显高于其它条带，说此种细菌在曲
药中含量较大。反之则含量越少，如１号条带。

在曲药发酵前期，对应于图谱中的１、２、３号泳道，
１３号条带一直存在，且亮度逐渐减少，说明该细菌的量
在逐渐减少；１５号条带，亮度逐渐增加，说明该细菌的量
在增加；在曲药发酵中期，对应图谱中４、５、６号泳道，表
现出的条带基本相似，说明该阶段细菌的量处于一个平

衡状态，与发酵前期对比发现，很多细菌在这一时期出

现，如３、１１号条带。在发酵后期及成熟期，对应７～１１
号泳道，很多条带的亮度降低，同时在发酵前期和中期

出现的条带在发酵后期消失，这都说明在发酵过程中细

菌处于一个动态变化过程。

２３２ 曲药微生物真菌１８ＳｒＤＮＡＰＣＲ产物的 ＤＧＧＥ

图４ １６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ扩增产物的ＤＧＧＥ图谱
（１～３曲药发酵前期，４～６曲药发酵中期，
７～１０曲药成熟期，１１为成熟曲药）

图谱分析

应用优化得到的 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ电泳条件，对不同时
期曲药中的真菌群落情况进行分析，由图５可知，每个
泳道均出现清晰条带，条带数在５～９之间，说明曲药样
品真菌１８ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ产物通过ＤＧＧＥ水平电泳能够
较好的分离。由图谱中清晰的条带的变化可以判定在

曲药成熟过程中，其真菌的种类处于动态变化中。在曲

药成熟过程中，出现非常均匀的条带，且亮度较大，同时

发酵后期相对于发酵前期，出现了新的条带，如１、２、３、４
号条带。就整个发酵过程而言，真菌的条带基本变化不

大，但在发酵后期至成熟期，其真菌的条带在逐渐减少

且亮度降低，说在发酵过程中，曲药中的各类养分的减

少使得真菌量的减少，甚至死亡。

图５ 真菌的ＰＣＲ扩增产物的ＤＧＧＥ图谱
（１～３曲药发酵前期，４～６曲药发酵中期，
７～１０曲药成熟期，１１为成熟曲药）

３ 讨 论

经过试验发现，曲药中基因组 ＤＮＡ的 ＰＣＲ的扩增
产物在ＤＧＧＥ中，最佳变性剂浓度为，细菌１６ＳｒＤＮＡ的
ＰＣＲ扩增产物在 ＤＧＧＥ垂直电泳中完全分离开的变性
剂浓度范围在３５％～５５％之间。真菌１８ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ
扩增产物在ＤＧＧＥ垂直电泳中完全分离开的变性剂浓
度范围在３０％ ～５０％之间。通过时间进程法得出最佳
电泳时间为１６小时。

在曲药的生产到成熟过程中，曲药中的微生物不断
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变化，种群数量，种群的多样性都是一个动态变化过程，

就细菌而言，曲药人工培养起始阶段，细菌的量大于曲

药成熟后的量，但是就真菌而言，菌落数量在曲药的成

熟过程中是一个恒定的状态。

在使用ＰＣＲ－ＤＧＧＥ对曲药进行多样性分析过程
中发现，该方法用于曲药的生产过程中曲药中微生物变

化过程的研究是有效的。电泳过程中，能够很好的分离出

曲药中的微生物ＤＮＡ。同时认为，研究曲药中微生物多
样性，应该科学的对曲药的样品进行收集，同时要考察不

同季节，不同曲药位置，不同曲房等因素对曲药的影响。

曲药是作为白酒生产的前体物质，在后续研究中，

应该联系白酒产量、质量与曲药的关系，尤其白酒香味

物质与曲药的关系。以便生产出更加优质的白酒。
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