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大曲真核微生物群落 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ电泳条件优化
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（四川理工学院酿酒生物技术及应用四川省重点实验室，四川 自贡 ６４３０００）

　　摘　要：试验将ＤＧＧＥ方法应用于大曲真核微生物的研究，并对其电泳条件进行优化；对大曲真核
微生物的１８ＳｒＤＮＡ优化出的ＤＧＧＥ电泳条件为：胶浓度８％，变性范围４０％ ～７０％，电压条件先采用
２００Ｖ、４ｍｉｎ，再采用１３０Ｖ、１４ｈ，获得的ＤＧＧＥ图谱具有较好的分离效果。
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　　白酒的生产是以窖池和酒醅为基础，环境微生物、
大曲微生物和窖泥微生物进行着复杂的物质能量代

谢［１］。大曲富含丰富的微生物，这些微生物代谢可产生

淀粉酶、糖化酶、蛋白酶和酯化酶等［２］，大曲真核微生物

对白酒的产酒、生香和产酯等方面起着十分重要作用。

研究大曲微生物群落多样性，阐明微生物群落组成及其

与生化指标的联系，综合、客观、动态地判断大曲质量的

优劣，才能建立大曲生产标准，使大曲生产科学化［３］。

对于大曲微生物的研究以前主要采用常规的分离

培养方法，通过纯培养得到的大曲微生物主要有霉菌、

细菌、酵母菌和放线菌等［４］，但是常规培养方法耗时长，

准确率低，且可培养的微生物仅占其微生物总类的０．
１％～１０％。随着分子生学的发展，基因指纹图谱技术
越来越多的应用于微生物群落结构的研究中［５］。本试

验利用ＰＣＲ－ＤＧＧＥ（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ－ｄｅｎａｔｕ
ｒｉｎｇｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，聚合酶链式反应 －变性
梯度凝胶电泳）技术来研究大曲真核微生物群落结构，

并对电泳条件进行优化，为大曲真核微生物群落的研究

提供方便、快捷、可靠的研究手段。

１ 材料与方法

１１ 试验材料

中高温大曲样品采自四川泸州老窖酒厂，高温大曲

样品采自四川郎酒集团。无菌取样，迅速用冰盒送回实

验室，－２０℃保存，尽快提取大曲微生物基因组ＤＮＡ。
１２ 主要试剂和仪器

Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＴＭｓｏｉｌＤＮＡｋｉｔ（美国Ｏｍｅｇａ公司）；Ｔａｑ

ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（大连宝生物工程有限公司）；去离子甲
酰胺（德国 ＡｐｐｌｉＣｈｅｍ）。ＰＣＲ仪（美国 ＢＩＯＲＡＤ公司
Ｍｙｃｙｃｌｅ）；ＤＧＧＥ电泳仪（美国 ＢＩＯＲＡＤ公司 ＤＣｏｄｅ）；

凝胶成像系统（美国 ＳＩＭ公司）。
１３ 引物设计

本试验采用近年来较常采用的四对真核微生物引

物（表１）。
表１ 用于１８ＳｒＤＮＡ扩增的引物

引　物 引物序列（５′－３′） 扩增片

段长度

ＦＦ３９０，
ＦＲ１－ＧＣ［６］

ＦＦ３９０：ＣＧＡＴＡＡＣＧＡＡＣＧＡＧＡＣＣＴ

ＦＲ１－ＧＣ：ＧＣ夹 －ＡＩＣＣＡＴＴＣＡＡＴＣＧＧ
ＴＡＩＴ

４３０ｂｐ

ＥＦ４，
ＮＳ－ＧＣ［７］

ＥＦ４：ＧＧＡＡＧＧＧＲＴＧＴＡＴＴＴＡＴＴＡＧ

ＮＳ－ ＧＣ：ＧＣ 夹 － ＴＧＣＴＧＧＣＡＣ
ＣＡＧＡＣＴＴＧＣ

４００ｂｐ

ｎｕ０８１７，
ｎｕ１１９６－ＧＣ［８］

ｎｕ０８１７：ＴＴＡＧＣＡＴＧＧＡＡＴＡＡＴＲＲＡＡＴＡＧＧＡ

ｎｕ１１９６－ＧＣ：ＧＣ夹 －ＴＣＴＧＧＡＣＣＴＧ
ＧＴＧＡＡＧＴＴＴＣＣ

４２２ｂｐ

Ｆｕｎｇ５，
ＥＦ４－ＧＣ［９］

Ｆｕｎｇ５：ＧＴＡＡＡＡＧＴＣＣＴＧＧＴＴＣＣＣＣ

ＥＦ４－ＧＣ：ＧＣ夹 －ＧＧＡＡＧＧＧＲＴＧ
ＴＡＴＴＴＡＴＴＡＧ

６００ｂｐ

　　注：在含ＧＣ夹引物的５′端加了一个富含 ＧＣ序列（４０ｂｐ）：ＣＧＣ
ＣＣＧＧＧＧＣＧＣＧＣＣＣＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧ



１４ 大曲微生物总ＤＮＡ提取及纯化
采用Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＴＭｓｏｉｌＤＮＡｋｉｔ提取大曲微生物总

ＤＮＡ，然后用核酸蛋白仪检测 ＤＮＡ的浓度和纯度，保存
于－２０℃备用。
１５ ＰＣＲ扩增

ＰＣＲ反应体系为（５０μＬ）：１０μＬＴａｑ酶（５Ｕ／μＬ），
５０μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ，３０μＬＭｇＣ１２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ），４０μＬ
ｄＮＴＰｓＭｉｘｔｕｒｅ（各 ２５ｍｍｏｌ／Ｌ），引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各
２０μＬ，２０μＬ模板 ＤＮＡ（１００ｎｇ／Ｌ），３１０μＬ灭菌双
蒸水。

ＰＣＲ扩增程序：①引物 ＦＦ３９０，ＦＲ１－ＧＣ采用如下
程序：９５℃预变性２ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，
７２℃延伸 １０ｍｉｎ，共计 ３０个循环，最后 ７２℃延伸
３０ｍｉｎ；②引物 ＥＦ４，ＮＳ－ＧＣ；ｎｕ０８１７，ｎｕ１１９６－ＧＣ；
Ｆｕｎｇ５，ＥＦ４－ＧＣ采用如下程序：９５℃预变性 ９ｍｉｎ；
９５℃变性１ｍｉｎ，４８℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共计
３５个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１６ ＤＧＧＥ电泳条件优化

首先进行垂直电泳，确定聚丙烯酰胺凝胶的变性范

围，经反复试验选取聚丙烯酰胺凝胶变性范围为４０％～
７０％ （１００％的变性剂中含有７ｍｏｌ／Ｌ的尿素和４０％的
去离子甲酰胺），胶的浓度分别选６％，８％进行试验。胶
的规格为２０ｃｍ×２０ｃｍ，厚１ｍｍ，在５０μＬＰＣＲ产物中
加入８μＬ６×ｌｏａｄｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混匀，取１０μＬ混合样加入
胶的加样孔中，在１×ＴＡＥ电泳液中电泳，电泳温度为
６０℃。然后优化扩增产物电泳的电压和时间，最终根据
条带的分离效果确定出ＤＧＧＥ的最佳电泳条件。

２ 结果与分析

２１ ＰＣＲ扩增产物
四对引物扩增大曲的扩增产物的长度都在４００～

６００ｂｐ之间，与目的片段的长度相符（图１）。理论上对
于４００～５００ｂｐ的片段应该采用６％的聚丙烯酰胺胶，
但由于实际操作中发现，６％的胶易碎，不易进行后续处
理，因此选用８％的聚丙烯酰胺胶。

图１ 大曲真核微生物１８ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增结果
Ｍ：ＤＬ５００ＴＭＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１－２：引物 ＦＦ３９０，ＦＲ１－ＧＣ

扩增产物；３－４：引物 ＥＦ４，ＮＳ－ＧＣ扩增产物；５－６：引物
ｎｕ０８１７，ｎｕ１１９６－ＧＣ扩增产物；７－８：引物Ｆｕｎｇ５，ＥＦ４－ＧＣ
扩增产物曲；１、３、５、７为中高温大曲样；２、４、６、８为高温大
曲样。

２２ 不同电压和时间条件下的电泳图谱

将引物ｎｕ０８１７，ｎｕ１１９６－ＧＣ的扩增产物作为参考，
分别用不同电压和时间来对电泳条件进行优化，获得的

ＤＧＧＥ图谱如图２所示，其中的Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ分别为不同电
泳条件下的电泳泳道。Ａ１、Ａ２采用的电泳条件为２００Ｖ
电泳５ｈ；Ｂ１、Ｂ２为先用２００Ｖ电泳４ｍｉｎ，再用１３０Ｖ电
泳１４ｈ；Ｃ１、Ｃ２条件为先用２００Ｖ电泳４ｍｉｎ，再用１００
Ｖ电泳１５ｈ；Ｄ１、Ｄ２条件为先用２００Ｖ电泳４ｍｉｎ，再用
９０Ｖ电泳１６ｈ。结果发现，不同电泳条件对大曲微生物
的分离效果影响很大，当电压为２００Ｖ时，条带分离效
果较差；当电压为９０Ｖ和１００Ｖ时，电泳时间太长，达不
到快捷的检测目的，而且部分条带在胶下方分离效果较

差；本试验最终确定的电泳优化条件为：先用２００Ｖ电
泳４ｍｉｎ，再用１３０Ｖ电泳１４ｈ，在该条件下，电泳条带较
多而且清晰度高。

图２ ＤＧＧＥ条件优化图谱
Ａ１－Ａ２：２００Ｖ，５ｈ；Ｂ１－Ｂ２：１３０Ｖ，１４ｈ；
Ｃ１－Ｃ２：１００Ｖ，１５ｈ；Ｄ１－Ｄ２：９０Ｖ，１６ｈ

２３ 四对引物扩增产物的ＤＧＧＥ图谱
本试验采用四对近年来常用的真核微生物引物分

别扩增中高温大曲和高温大曲微生物的１８ＳｒＤＮＡ，然后
按照优化后的电泳条件对ＰＣＲ产物进行电泳分析，从图
３可以看出，每个泳道上的条带都在１０－２５之间，不同
的引物扩增大曲真核微生物 ＤＮＡ所得的 ＤＧＧＥ图谱差
异较大，引物ＦＦ３９０，ＦＲ１－ＧＣ和引物ｎｕ０８１７，ｎｕ１１９６－
ＧＣ获得的条带相对较多，说明这两种引物更加适合扩
增大曲微生物的１８ＳｒＤＮＡ，所得的图谱能够更好的反应
大曲中真核微生物的种类以及其多样性，通过图谱可以

看出，引物 ＦＦ３９０，ＦＲ１－ＧＣ和引物 ｎｕ０８１７，ｎｕ１１９６－
ＧＣ扩增产物所得的电泳图上，中高温大曲中真核微生
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物的种类比高温大曲真核微生物的种类要丰富一些。

引物ＥＦ４，ＮＳ－ＧＣ和 Ｆｕｎｇ５，ＤＧＥＦ４扩增产物在电泳图
上的条带较少，所反映的信息不及前面两种引物，但用

这两种引物所得的电泳图谱上，中高温大曲中真核微生

物的种类仍然比高温大曲真核微生物的种类要丰富。

通过对ＤＧＧＥ图谱的分析可知，引物 ＦＦ３９０，ＦＲ１－ＧＣ
和引物ｎｕ０８１７，ｎｕ１１９６－ＧＣ更适合用来研究大曲样品
中的真核微生物群落结构。

图３ 四对引物ＰＣＲ扩增产物的ＤＧＧＥ图谱
１，２－引物ＦＦ３９０，ＦＲ１－ＧＣ扩增产物；３，４－引物ＥＦ４，ＮＳ

－ＧＣ扩增产物；５，６－引物ｎｕ０８１７，ｎｕ１１９６－ＧＣ扩增产物；７，
８－引物Ｆｕｎｇ５，ＥＦ４－ＧＣ扩增产物曲；１，３，５，７为中高温大曲
样；２，４，６，８为高温大曲样。

３ 讨 论

ＰＣＲ－ＤＧＧＥ技术的分离效果在一定程度上依赖于

引物的选择，所以真核微生物引物的选择显得尤为重

要，首先，通过引物扩增出来的序列必须具有高度的种

内保守性。此外，引物必须仅能特异性扩增出所有真核

微生物种类，而不得扩增植物，其他微生物等非真核微

生物模板，只有这样才能在ＤＧＧＥ图谱上真实反映出样

品中真核微生物的相关信息。ＶａｉｎｉｏＥＪ［６］利用引物

ＦＦ３９０，ＦＲ１对木材寄生真核微生物进行扩增，其ＰＣＲ产

物ＤＧＧＥ得到了较好的分离。范晓旭［８］利用引物

ｎｕ０８１７，ｎｕ１１９６－ＧＣ扩增樟子松有机凋落物层的真核

微生物，其ＰＣＲ产物 ＤＧＧＥ也得到了较好的分离，这两

种引物的特异性较好。本试验中采用的四对不同的真

核微生物引物来对大曲ＤＮＡ样品进行ＰＣＲ扩增，引物

Ｆｕｎｇ５，ＥＦ４－ＧＣ扩增产物 ＤＮＡ序列为６００ｂｐ，分离条

带较少，可能是序列超过５００ｂｐ从而导致检出率下降；

其他三对引物扩增产物ＤＮＡ序列为４００－５００ｂｐ，与报

道的 ＤＧＧＥ的最佳 ＤＮＡ片段长度 ４００－５００ｂｐ相

符［１０］，分离的条带相对较多。对于凝胶上的特异性较

好的 ＤＮＡ条带，可以用无菌刀进行切割回收，ＰＣＲ扩

增后测序。通过 Ｂｌａｓｔ软件，将获得的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ

进行比对，并下载与其最相近的序列，用 ｐｈｙｌｉｐ软件构

建系统进化树，通过ＲＤＰ数据库［１１］，可寻找到最相近的

种属。

本试验利用 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ技术为大曲真核微生物

群落的研究提供更为科学的研究方法。此前，有关于浓

香型大曲真核微生物 ＰＣＲ－ＳＳＣＰ的研究报道［１２］，但所

获得的条带较少，不一定完全反映大曲中真核微生物群

落的相关信息。相比之下，本试验采用 ＰＣＲ－ＤＧＧＥ技

术获得的图谱上条带较多，能够更真实地反映大曲中真

核微生物种群的多样性。从本试验的电泳图谱中，大曲

中的真核微生物菌群有１０～２５种，这说明本试验中选

取的引物以及优化出的ＤＧＧＥ电泳条件，适用于大曲真

核微生物的研究，并具有很好的分离效果。通过本研究

能很好地将高温大曲中的优势真核微生物菌群分离出

来，同时本方法有较好的重现性，可以更好的为后续条

带回收和测序服务。
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