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66摘6要!浓香型白酒的酒醅中含有大量的单糖%寡糖%多糖%色素%有机酸和腐殖酸等有机杂质$严重

影响对酒醅中微生物进行相关分子生物学研究& 如何通过预处理方法降低杂质的影响$快速成功提取

高质量的L;M直接影响整个分子生物学实验的准确性& 实验采用无菌水%N9;O缓冲液%OP. 缓冲液分

别对酒醅样品进行预处理& 通过对样品浓度%纯度%LQQ9丰度等指标的比较$确定了 OP. 预处理法为

最佳预处理方法&

关键词!浓香型白酒#酒醅#预处理

中图分类号!R##% 文献标志码!M

引 言

运用分子生物学相关方法对固态酿造食品中微生

物进行分子生态分析% 不仅能克服经典培养方法对微

生物群落结构特征信息研究丢失的局限"还可以更加可

靠&快速地获得发酵过程中各种微生物的菌落指纹特

征"确定微生物的多样性及其分类地位% 对食品发酵进

行微生物分子生态研究"首先是需要获得高质量微生物

总L;M% 所以"发酵食品微生物总 L;M提取是进行后

续分子生物学研究的第一个技术难点% 能否快速成功

获得样品的总 L;M"获得的总 L;M质量的高低直接影

响整个后续实验的成败'%(

% 在富含多糖&盐&淀粉&腐殖

酸和代谢色素酚等杂质的酒醅环境中提取微生物总

L;M"这些杂质不易与L;M样品分离"而它们的存在会

抑制L;M聚合酶活性"导致后续分子生物学实验失败%

环境样品总 L;M预处理方法可概括为两类)直接

法和间接法"直接法是先用溶液溶解样品中的杂质"通

过反复离心等方法获得样品沉淀"该操作能除去环境样

品中水溶性杂质"还能减少微生物在预处理中的丢失#

间接法提取是通过梯度离心&离心洗涤等步骤出去样品

杂质"然后再收集菌体"该过程容易造成微生物种类和

数量的丢失"但能够得到较高质量的L;M% 根据环境样

品的差异采用合适的预处理方法"能够保证实验的顺利

进行% 在此"本实验研究了不同预处理方法"以获得一

种适合酒醅环境中微生物总L;M提取预处理的方法%

% 材料与方法

!7! 实验材料

酒醅样品采集于泸州老窖罗汉基地浓香型白酒窖

池% 取样后迅速置于SE$ T冰箱保藏"备用%

!7) 主要试剂与仪器

试剂)蛋白酶 U !上海生工生物工程技术服务有限

公司$&无菌水&N9;O缓冲液&OP.缓冲液%

仪器)OVW仪!美国 PXYWML$&LQQ9电泳仪!美国

PXYWML$&高速离心机!日本 ZXNXVZX$&核酸蛋白检测

仪!德国9[[4*<')-$%



!7$ 酒醅预处理

称取 $>B :酒醅样品于 B$ H\离心管"分别按照下

面方法进行%

方法M!无菌水$)离心管加入 # H\无菌水和 $># :

玻璃珠"漩涡震荡 B H/*"%$ $$$ )[H离心 B H/*"弃上清%

在沉淀中加入 # H\无菌水重复上述操作 ! 次"取沉淀%

方法P!N9;O$)离心管加入 #H\N9;O缓冲液和

$># :玻璃珠"漩涡震荡 B H/*"%$ $$$ )[H离心 B H/*"弃

上清% 在沉淀中加入 # H\N9;O缓冲液重复上述操作 !

次"取沉淀%

方法 V!OP.$)离心管加入 # H\OP. 缓冲液和

$># :玻璃珠"漩涡震荡 B H/*"!$$ ]:离心 B H/*"吸取上

清液% 在沉淀中加入 # H\OP. 缓冲液重复洗涤两次"

合并三次上清液"%! $$$ )[H离心 B H/*"取沉淀%

!7' +45的提取和纯化$)%

预处理后的沉淀中加入 % H\L;M抽提液

!%$$ HH',̂\N)/5SZV,[ZE>$" %$$ HH',̂\9LNM"

%$$ HH',̂\;+#OYA"%>B H',̂\;+V,$和 B

!

蛋白酶 U

!!$ H:̂H\$"!$$ )̂H/* 摇床 #G T下 #$ H/*"在加入

B$$

!

\%$_.L. "B T水浴 % 1% 水浴后的样品 A T下

"$$$ ]:离心 %$ H/*"小心吸取上清于 ! H\离心管"加

入等体积酚氯仿异戊醇!!B !̀A %̀$抽提一次"%! $$$ )[H

离心 %$ H/*"取上清加入等体积氯仿异戊醇!!A %̀$

%! $$$ )[H离心 %$ H/*"取上清"重复两次% 上清液加入

$>" 体积预冷的异丙醇S!$ T沉淀 % 1"%! $$$ )[H离心

%$ H/*"小心倒掉液体% 沉淀用 G$_乙醇洗涤数次% 洗

涤后的L;M用吹风吹干后N9溶解" S!$ T保存%

!7& +45核酸蛋白仪检测

提取的 L;M样品在核酸蛋白仪中测其 YL!#$&

!"$&!E$&#A$ 及YL!"$ !̂E$&YL!"$ !̂#$%

!7" 细菌 8$区9:;

!%$引物 )%". )L;M=# 区OVW扩增所用的引物采

用a(b74)等人所用的引物"可以扩增 %". )L;M=# 区约

%F"c[的片段"对应9K0',/%". )L;M#A% 到 B#A 的位点%

在片段的一端加了富含 QV的片段!QV0,+H[$"序列

如下)

O!)B* SMNNMVVQVQQVNQVNQQS#*

O#)B* S'VQVVVQVVQVQVQVQQVQQQVQQQ

QVQQQQQVMVQQQQQQ( VVNMVQQQMQQVMQV

MQS#*

!!$OVW反应体系及程序)OVW反应需进行两轮"

第一轮反应体系为 !B

!

\)$>!

!

\N+J 酶!B (^

!

\$"!

!

\<;NO5!!>B Ha$"!>B

!

\%$ ]c(--4)"引物!%$ [a$各

%

!

,"模板L;M!%$ *:$"%E>#

!

\灭菌双蒸水% 程序)FA

T预变性 A H/*#FA T变性 % H/*"应用降落 OVW""B T

开始退火"每两轮降低 % T"最终降至 B" T"退火 % H/*"

G! T 延伸 % H/*#再 FA T变性 % H/*"BB T退火 % H/*"

G! T延伸 % H/*"共 %$ 个循环"G! T 终延伸 " H/* % 第

二轮 OVW反应!B$

!

\$)$>B

!

,N+J 酶!B (^

!

\$"A

!

\

<;NO5!!>B Ha$"B

!

\%$ ]c(--4)"引物!%$ [a$各 %

!

,"

第一轮OVW产物模板 L;M!B

!

\$"##>B

!

\灭菌双蒸

水"FA T 预变性 # H/*"FA T变性 % H/*" BB T退火

% H/*"G! T延伸 % H/*"共 %$ 个循环"终延伸 G! T

%$ H/*% 两轮OVW产物用 %>$_琼脂糖凝胶电泳分离检

验"电压约 %% =̂0H"电泳时间 !$ H/*"凝胶成像系统照

相%

!7# +<<=电泳

LQQ9电泳条件)E_聚丙烯酰胺凝胶"LQQ9采用

#$_ dB$_变性梯度!%$$_变性剂浓度为 G a尿素"

A$_甲酰胺$"上样量为 E$ (\的 OVW产物% 电泳缓冲

液为 % ]NM9""$ T"!$$ =电压电泳 #>B 1".ePWQ)44*

"

染色 AB H/*"凝胶成像系统拍照%

! 结果与分析

)7! 核酸蛋白仪检测结果分析

蛋白核酸定量检测仪测定三种方法所提总 L;M在

!E$ *H&!"$ *H与 !#$ *H下光吸收值"并以 M!"$^

M!E$ 与M!"$ M̂!#$ 分析 L;M纯度"根据 L;M浓度换

算出每克酒醅样品中L;M含量% 每种方法重复 A 次独

立实验 !* fA$"L;M浓度与L;M提取量以 A 次重复试

验的!g.表示% O

!

$>$% 表示具有显著差异% 实验数

据用 .NMNM统计软件分析完成% 结果见表 %%

表! 不同预处理方法提取+45比较

方法 "!"$ !̂E$ "!"$ !̂#$ "#A$ #$"提取率!

!

%&%$

无菌水处理 %>"AB g$>$AB %>%FB g$>$A$ $>!!# g$>$B% %F>%AB g$>B"%

N9;O处理 %>B#B g$>$AG $>E!# g$>$F# $>%G$ g$>$$F %%>!FB g%>F!$

OP.处理 %>EBB g$>$!A %>A#$ g$>$BF $>%$G g$>$!% %#>!GB g$>EAA

??注)所有数据 [ h$>$% 说明结果均无显著差异
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!!从表 " 结果可以看出三种预处理方法均得到较高

浓度的 #$%!其中无菌水处理的样品平均值达到

&'()*' +*(,-.

!

/012!其次是 345 处理样品平均值为

66(7)' +.(**.

!

/012!浓度最低为 89$3处理样!其平

均值为 '6(.)' +&(6-"

!

/012" 从获得#$%浓度分析!

无菌水处理样品明显高于其余两种方法!而345 缓冲液

和89$3缓冲液处理样 #$%浓度差别不大" 其原因可

能由于89$3中的3:3与酒醅中的腐殖酸#酚类物质结

合的时候!少量 #$%分子也结合在一起!留在上清液

中!造成#$%的损失" 345处理是通过多次悬浮细胞来

获得菌体!由于少量细菌与酒醅结合在一起!振荡后少

量菌体仍留在酒醅中而损失"

#$%的纯度可通过 %*6-0%*,- 比值表示!比值在

"(, ;*(- 说明#$%纯度较好!比值低于 "(, 说明样品

#$%存在蛋白质污染! 比值高于 *(- 说明样品存在

<$%污染" 样品杂质的含量可以通过 %*6-0%*7- 比值

来确定!即比值越高!杂质含量越低" 无菌水#89$3#345

三种预处理方法获得的#$%样品%*6-0%*,- 平均值分

别为 "(6.' +-(-.'#"('7' +-(-.) 和 "(,'' +-(-*." 其

中无菌水和89$3处理样低于 "(,!说明样品中存在蛋

白质污染" 无菌水处理样品虽然 #$%浓度较高!但各

种杂质含量也是最高的!反映出 #$%浓度越高其杂质

含量也就越多!原因可能是杂质与 #$%分子之间存在

相互结合!其机理还未见相关报道!有待进一步研究"

89$3缓冲液中的3:3可以和苯酚基化合物形成氢键!

国内外大部分方法也应用 3:3或是不溶性的聚乙烯聚

吡咯烷酮去除腐殖酸$7=.%

" 从数据中可以看出用 89$3

处理样品 >#%7.- 较低!说明 89$3对去除样品中的

酚#腐殖酸有一定的效果" 经过 345 处理的样品!经过

高速离心后!大量杂质都沉淀下来!从而获得较纯净的

菌液悬浮"

!"! #$%扩增分析

图 " 为第一轮 3?<产物电泳图!图 * 为以第一轮

3?<扩增产物为模板电泳图!三种预处理方法均在预测

大小片段 *-- @A处有目的条带!扩增片段越清晰!条带

越明亮!扩增出目的#$%浓度越高" 无菌水与89$3处

理的样品条带较暗!345 处理后的样品!均有较亮条带!

说明345方法能较好的扩增出目的基因"

#$%模板中腐殖酸的存在!可以螯合 B/

* C也可与

#$%#蛋白质发生共价结合!从而抑制 8DE 酶的活性$'%

"

"#* 无菌水处理样&7#. 89$3处理样&

'#6 345处理样&B#$%1DFGH"

图& 第一轮#$%琼脂糖电泳

"#* 无菌水处理样&7#. 89$3处理样&

'#6 345处理样&B#$%1DFGH"

图! 第二轮#$%琼脂糖电泳

模板中蛋白质存在会阻碍引物与模板的结合!影响 3?<

扩增" 无菌水样品虽然 #$%浓度较高!但杂质含量也

高!从图 "#图 * 看出!杂质较高的无菌水和 89$3处理

的样品!其扩增目的 #$%条带较暗!证明了 #$%模板

中杂质会影响3?<扩增" 345处理样品中#$%浓度不

高!但杂质含量较低!其扩增条带明亮!能很好的扩增目

的基因片段!说明经过该方法处理后获得的酒醅微生物

#$%!适合进行后续的操作"

!"' ('区扩增片段)**+分析

3?<I#JJ9用于微生物群落结构的分析!一般要

求目的片段在 '-- @A以下!对细菌群落的分析通常采用

"65 H<$%:7 区片段$6=)%

" 根据 #JJ9能分离长度相同

而序列不同 #$%的原理!图谱中不同条带代表不同的

细菌!电泳条带越多表明分离的细菌种属越多!条带亮

度越强表示该条带代表的相应细菌数量越多$,=&%

" 三种

预处理方法获得的 #JJ9图谱'图 7(中条带的位置和

数目均有差异!有的条带位置相同但亮度'粗细(不同!

对应其在#JJ9梯度胶上的密度大小不同!有的条带在

#JJ9梯度胶上出现的位置不一样!有的则显示空缺"

无菌水处理的样品有五条明显条带且条带亮度较暗!

89$3和345处理样品获得的#JJ9图谱具有相近的条

," 四川理工学院学报!自然科学版"!!!!! !!!!!!!*-"7 年 6 月



带数#条带位置及相对丰度!表明两种方法获得的基因

组#$%中菌群结构相似性较高" 图像图谱分析表明

345处理方法侦测条带最高'KLM值最高(!89$3处理方

法次之!无菌水处理方法条带最少" 将三种方法处理的

样品获得的相同优势条带进行峰面积积分'表 *(" 其

中345处理方法获得的各条带清晰度最高"

"#* 无菌水处理样&7#. 89$3处理样&

'#6 345处理样"

图' 细菌&,-.)/0('区扩增片段)**+图谱

表! 细菌&,-.)/0('区扩增片段)**+指纹图谱

峰面积积分

" * 7 . ' 6

4DLN" 6"(&7 ,"(&6 .,()6 ..('' 7)(6* 7'

4DLN* ,'(". ,*(6* $# $# $# $#

4DLN7 ).(*" &7(&7 ).(6' 6,(&7 ''(,7 ''(-)

4DLN. '7()6 ')('& $# $# $# $#

4DLN' '.(*, '6(6* ''(&7 .)()6 .)(6* .6(7,

4DLN6 6. 6"()* ''(7, '-()6 ."(*. 7&(7"

4DLN) 6'(." 6,(., '6(6& '-("" 7,(,6 7'(,7

4DLN, &*(&6 ,, 6,(." ')(,& 7,(.' 77(,&

!!注)$#为$OM#GMGPMGN

7 讨 论

本实验在三种预处理方法基础上!采用 5#5 高盐 C

蛋白酶Q的方法提取得到酒醅中的微生物总 #$%" 实

验分析发现!#$%样品中的杂质会严重影响 3?<扩增!

且#$%中杂质含量与#$%浓度成正相关!#$%浓度越

高其杂质含量也高" 无菌水和89$3处理的样品在3?<

第一轮和第二轮中扩增出条带较暗!最终 #JJ9图谱条

带数目与亮度也较差" 345 处理的样品能很好的扩增

出目的基因!#JJ9图谱分析及相似性分析均表明 345

处理方法较佳!通过 345 处理方法获得的基因组 #$%

其#JJ9图谱中条带明亮#丰度高!能很好反映样品细

菌的多样性!有利于相关分子生物学分析"

分子生物学广泛应用于酒醅微生物生态学研究

中 $"-%

!如用于构建环境微生物基因库!用于动态分析

群落变化规律以及微生物酿酒环境关系研究等" 如

何快速高效提取适于进一步分子生物学操作的微生

物总 #$%的方法成为关键技术" 对酒醅样品进行预

先处理!是一种简单有效的方法!能有效地去除大量

杂质!保证后续分子生物学实验的顺利进行" 本文

比较了三种不同预处理方法!最终确定了 345 处理

法为酒糟最佳预处理方法!可用于酒醅环境中细菌

基因组 #$%的提取"
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