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利用 PCR-DGGE 技术快速检测鉴定饲用微生物
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摘要:针对目前国内外对饲用微生物添加剂中多种微生物的检测缺乏简捷有效手段这一现实状况，通过 PCR­

DGGE 方法建立了地衣芽抱杆菌 Bacill旧 licheniformis 、粪肠球菌 Enterococc旧 faecalis、植物乳杆菌 Lactobacillus plan的­

rum、干酷乳杆菌 Lactobacillω casei 4 种标准菌株的分子指纹图谱，建立了一套这 4 种微生物的快速同步检测技术，

并用该检测技术对市场上一种饲用微生物添加剂进行分析，结果判定其含有 6 种优势菌群，包括植物乳杆菌和干

酷乳杆菌.本技术还可以推广应用到目前国家允许添加的其他 16 种饲用微生物的检测，为饲用微生物添加剂产品

质量监控提供了技术支撑.
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Abstract: Total DNA was extracted from strains Bacillus licheniformis , Enterococcus faeca屿 ， Lαctobacillus

plantαmm ，Lactobαcillus cαsei and the mixed sample of the four stains. The V3 regions of 165 rDNA were 

amplified by PCR and the PCR products were analyzed by denaturing gradient gel electrophoresis 

(DGGE) .ηlen DGGE bands of sample could be identified by comparing the migration distance with 

those of finger-printing. The results suggested that the DGGE technique is a rapid method to detect the di­

rect-fed microbials. 5ix dominant microorganisms including Lαctobαcillus plantarum and Lαctobαcillus cαsei 

in direct-fed microbials were detected by DGGE technique. 
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饲用微生物添加剂是一类多种活体微生物的混

合制剂，产品中所含有益微生物的种类和数量是产

品质量的主要指标之一.目前，国内关于饲用微生物

添加剂中有效微生物的检测处于空缺状态.相关的

行业标准或国家标准仍未出台，适合参照引用的标
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准仅有细菌总数、酵母和霉菌总数，而目前绝大多数

饲用微生物添加剂是多种微生物的混合菌剂，利用

平板计数法和选择性培养方法，只能检测菌落总数

或者单一的特定菌，不能全面反映产品品质;而关于

饲用微生物添加剂中多种微生物及其含量的检测方
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法的研究，国内至今鲜见报道，因此必须寻找新的检

测方法.

PCR-DGGE 是近年来发展起来的一种分子生态

学技术，能使混合 DNA 样品中大小相同但序列组成

不同的 DNA 分子在凝胶中得以分离，而这些序列不同

的 DNA 分子，代表了样品中不同的微生物，这样能以

指纹图谱的形式直观地反映各种微生物，主要用于复

杂环境样品中微生物群落结构及数量分布的分

析[1·2]. 本研究将 PCR-DGGE 技术用于饲用微生物的

检测，建立了常用的几种饲用微生物快速同步检测技

术，该技术能客观地反映产品中微生物菌种组成，可作

为产品质量控制和动态监测的快速简便的新方法.

1 材料与方法

1. 1 

4 种饲用微生物菌种地衣芽于抱包杆菌 Bα阳Ci山IIωlιiι -

必che阳en叫zi协(0阳b衍fn山 ATCC1194钊6 、粪肠球菌 Ent化仰e旷rocωocαCαuωlsfa白ecαl岭

4 ATCC292应阻1口2、捕物草到|抨萌μ缸Cωωb缸ωωil，归lωωp阳阳u阳ωumA1吭'CC朋14

和干酷乳杆菌 Zμ.acto呻bα町Cαz品l

东省微生物菌种保藏中d心提供.

1. 2 因组 DNA 的提取

体基因组总 DNA 的提取按 Ellis 等[ 3 J 的方法.

1. 3 饲用微生物添加剂样晶 DNA 的提取与纯化

为了从饲用微生物添加剂中抽提获得较好的

DNA 用作 PCR 扩增的模板，本文对报道的几种抽提

方法进行了试验比较.方法 1 :热休克法[4]; 方法 11:

Bead Beating 法[5];方法 m:孙晓棠等[6] 的方法.抽提

的 DNA 样品，经 DUR-640 型紫外分析仪和琼脂糖凝

胶电泳进行分析比较.粗提 DNA 采用 Promega 公司

的 Wizard DNA Clean-Up 5ystem 试剂盒进行纯化

1. 4 16S rDNA 的 Nested PCR 扩增

利用 Nested PCR 对所有样品 165 rDNA V3 高变

区进行扩增.反应 I 所用引物为细菌 165 rDNA 全长

通用引物 F8-27 和 RI541-1522 ，扩增 15 个循环.反

应 E所用引物为细菌 165 rDNA V3 高变区 F341-357

( GC) 和盯34-518 ，以 1110 的第 1 次 PCR 扩增产物

作为模板，反应程序为 94 'c 5 min 预变'性; 94 "c 30 

s ,60 -55 "C 30 s( 每循环降低 O. 5 'C) ,72 'C 2 min , 

30 个循环;72 "c 7 min. 扩增产物用 15g.L- 1琼脂糖

分析检验.

1. 5 DGGE 分析

PCR 产物浓缩后，采用 D-Code 突变检测系统

(Bio-Rad , Hercules , Calif. )对样品进行 DGGE 分析.

采用 8% 的聚丙烯酷胶凝胶，变性梯度为 359毛~

60% (100% 的变性剂为 7 mol • L -1 尿素，40% 甲酌

胶) , 180 V , 60 'C恒温， 0.5 xTAE 中电泳 4.0 h , 

GoldView 染料染色 30 min , UVI 成像系统拍照

1. 6 DNA 的回收测序

无菌条件下切下 DGGE 胶上的条带，加 30μL

ddH2 0 ，用枪头将凝胶压碎， 4 'C过夜.10000g ，1O

min 离心.分别取上清液梯度稀释后作模板进行 165

rDNA V3 可变区域扩增(条件同1. 4). PCR 产物经

DGGE 后证明与所割条带位于相同的迁移位置，再割

胶回收，用不含 GC 夹子的引物再次扩增 165 rDNA 

V3 可变区序列，纯化后用lO g.L- 1 琼脂糖凝胶电

泳检验，产物送上海生物工程技术服务公司测序.登

录 NCBI，将所得序列与 GenBa此数据库中己知序列

进行比对.

2 结果与分析

2.1 饲用微生物添加押~DNA 提取方法的比较分析

饲用微生物添加剂成分复杂，传统的对纯培养

微生物提取 DNA 的方法很难直接应用到饲料样品

的研究中.本文比较了 3 种不同的 DNA 提取方法.

所提取总 DNA 大小依次为方法 1 >方法 11 >方法

皿以 DNA 产量为评估指标，方法皿从每克样品中

提取到的 DNA 量最多，其次是方法 11 ，方法 I 提取

到的 DNA 量较少.提取的总 DNA 的 D260 nm/ D280 nm 比

值为方法 11 >方法m> 方法 1 , D260 nm/ D230 nm 比值为

方法m>方法 11 >方法1. 3 种方法在时间上都只需

5~6h，方法 H 和方法m裂解方法相同，均使用 DNA

提取液和 5D5 一步裂解细胞，操作简单，只是方法皿

样品经过预处理，延长了操作时间.方法 I 使用反复

冻融、洛菌酶、5D5 溶液多步裂解细胞，操作相对繁

琐.因此综合来看，方法 E 更适合用于饲用微生物添

加剂总 DNA 的提取.

2.2 16S rDNA V3 高变区的 PCR 扩增

饲用微生物添加剂内含多种微生物，无论是优

势扩增，还是嵌合片段的产生，元疑将对微生物种群

的认识产生扭曲.因此优化 PCR 反应的体系和严格

控制 PCR 反应的条件是非常重要的.本文为提高灵

敏度且保证扩增产物的丰富度和特异性，采用了

Nested PCR 和降落 PCR 策略，将抽提所得的总 DNA

适当稀释后作为模板，扩增细菌的 165 rDNA V3 高

变区，都得到大小为 250 bp 左右的单一特异性扩增

片段，适合于 DGGE 分析，结果如图 1 所示.
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M:4 种菌混合;l:植物乳杆菌 ATCC8014;2: 干酷乳杆菌 ACCCI0639 ; 

3:粪肠球菌 ATCC29212;4 :地衣芽抱杆菌 ATCC11946;5 :饲用微生物

添加剂样品.

图 l 不同样品的 16S rDNA V3 区扩增结果

Fig. 1 V3 fragment of different samples amplified by PCR 

2.3 DGGE 分析

从 DGGE 图谱(图 2) 可以看出地衣芽抱杆菌、

粪肠球菌、植物乳杆菌和干酷乳杆菌 4 种标准菌株

分别迁移在不同的位置，均能很好地分开，而且条带

单一、清晰.因此 DGGE 图谱能很好地区分这 4 种

菌，适合这 4 种菌的快速检测.在单一菌株 DGGE 指

纹图谱的基础上，将 4 种单一菌株按相同的比例混

合，进行 DNA 提取和 PCR-DGGE 分析，建立了标准

菌株的混合指纹图谱.从 4 种单一菌株指纹图谱可

以判断混合菌条带从上至下依次为植物乳杆菌、粪

肠球菌、地衣芽抱杆菌和干酷乳杆菌.

1 234 5 6 

植物乳杆菌

粪肠球菌

地衣芽抱杆菌

子酷乳杆菌

l:4 种菌混合标准品 ;2: 植物乳杆菌 ATCC8014; 3: 干酷乳杆菌 AC­

CCI0639;4 :粪肠球菌 ATCC29212;5 :地衣芽抱杆菌 ATCC1l946;6 :饲

用微生物添加剂样品.

图 2 不同样品的 DGGE 图谱

Fig. 2 DGGE profile of different samples 

对直接从饲料微生物添加剂提取的 DNA 样品

和混合菌株 DNA 样品进行 16S rDNA V3 区扩增，扩

增产物进行 DGGE 分析.结果发现，该饲料微生物添

加剂样品在 DGGE 图谱中出现了 6 条电泳带(图 2

中泳道 6) ，分别代表该样品中的 6 种优势菌群，参照

标准菌株的混合指纹图谱，条带 a 和 e 的迁移位置分

别对应于植物乳杆菌和干醋乳杆菌的位置，可以直

接鉴定出该样品中含有植物乳杆菌和干酷乳杆VN • 

为验证 DGGE 鉴定结果以及获取未知条带信息，对

DGGE 凝胶中的条带 a - f 进行切胶回收，扩增测序，

在 NCBI 上用 BLAST 软件在 GenBank 中与参考序列

进行相似性比对后发现，条带 a 与植物乳杆菌同源

性最高为 100% ，条带 e 与干酷乳杆菌同源性最高为

100% ，与 DGGE 直接鉴定结果一致.而条带 b 、 c ， d 、 f

分别与嗜酸乳杆菌 L. αcidophilus 、蜡样芽抱杆菌 B.

cere阳、枯草芽抱杆菌 B. subtilis 和类干酷乳杆菌

L. pαrαcωe同源性最高.

3 讨论

饲用微生物添加剂作为一类新型无公害饲料资

源，近年来越来越受到重视.但是目前这一产品也存

在诸多问题，主要表现在:产品中实际使用的微生物

与产品标识不符或超出国家允许的微生物名单，产

品中各种微生物的实际含量与产品标识不符或标识

中缺少微生物含量这一项目等.而目前我国仍未有

饲用微生物添加剂产品的相关标准出台，产品质量

完全依靠企业自身把关.在我们实际检测工作中也

发现，一些企业仅对部分产品中单一微生物或产品

菌落总数进行检测，少数企业甚至根本不送检，产品

质量得不到保障

上述问题的存在，最主要的原因是缺乏对多种

微生物混合制剂的有效检测手段.目前市场上的饲

用微生物添加剂，以复合菌剂即多种微生物混合制

剂为主，单一菌制剂很少.对于这类多种微生物混合

制剂的微生物检测，目前只能靠平板分离法分离后，

再进行形态和生理生化的鉴定.这种方法不仅费时

费力，而且有时不准确，因为平板分离法主要依靠菌

落形态进行分离，对于一些相近种或菌落形态相似

的种无法准确分离，从而漏检甚至错检.因此，建立

一套能同时检测多种有效微生物的快速检测方法，

成为饲用微生物添加剂标准制订中的首要任务.

PCR-DGGE 是近年来发展起来的一种分子生态

学技术.2003 年 Temmerman 等 [7] 将该方法引人益生

素产品的检测中，对欧洲 10 个产品进行检测，发现

有 4 个产品不含所标示的微生物，并认为 PCR­

DGGE 技术在分析益生素类产品的微生物组成和含

量中有着极大的优势和应用潜力.随后 Elliot 等问检

测了南非 9 个益生素产品，发现仅 3 个产品含有所

标示的微生物.国内马俊孝等[9] 利用 PCR-DGGE 技

术分析了微生态制剂在传代过程中的菌群变化.本
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研究利用 PCR-DGGE 技术建立了一套饲用微生物地

衣芽抱杆菌、粪肠球菌、植物乳杆菌、干酷乳杆菌的

快速同步检测技术.只要将待测饲用微生物制剂样

品和标准品同时进行 DGGE 指纹图谱分析，观察待

测样品的 PCR 产物经 DGGE 分离后的电泳图谱，根

据标准品中这 4 种菌条带的位置即可判断待测样品

中这 4 种菌的有无情况.通过条带的亮度进行软件

分析还可进一步半定量地确定该菌的含量.本技术
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