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PCR-DGGE 技术对中华开菲尔微生物菌群的分析 
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摘要：为了解中华开菲尔微生物菌群的结构特征，本论文运用聚合酶链式反应-变性梯度凝胶电泳 (PCR-DGGE) 技术对开菲尔

菌株发酵过程中微生物菌群的结构变化进行了实验分析，结果表明：细菌菌群 DGGE 图谱上出现有三种不同迁移位置的斑带，而酵

母菌群 DGGE图谱上只有一条斑带；经过 DNA 序列的对比分析可知：细菌菌群分别为肠膜明串珠菌(Leuconostoc mesenteroides)、马

乳样乳杆菌(Lactobacillus kefiranofaciens)和开菲尔乳杆菌(Lactobacillus kefir)，它们的序列同源性都达到 100%；酵母菌群为德尔布有

孢圆酵母(Torulaspora delbrueckii)，其序列同源性为 99%。本论文首次报道了德尔布有孢圆酵母在开菲尔菌落中的存在。 
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Abstract: The dynamic variation of microbial flora in kefir liquor during its fermentation was studied by PCR-DGGE technique. The 

analysis result showed that 3 different visible bands in bacteria community and only 1 band in yeast community were obtained in their 

electrophoresis pattern. Anaylsis of 16SrDNA sequence blast showed that these sequences of all 3 different visible bands had a high homology 

with the sequence of 16S rDNA of lactic acid bacteria (LAB). They belonged to Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus kefiranofacien and 

Lactobacillus kefir. The sequence of the band in yeast community had a high homology with the 16S rDNA of yeast Torulaspora delbrueckii. 

Yeast Torulaspora delbrueckii was, for the first time, found in kefir grains.  
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开菲尔（Kefir）[1]是一种古老而新型的自然发酵

乳制品。以牛乳为主要原料，添加开菲尔粒状发酵剂，

经发酵而成的具有爽快酸味、香气的起泡性含醇保健

饮品。“Kefir”在高加索地区有“爽快美好口味”之

意，被誉为“发酵乳中之香槟”[2]。由于开菲尔具有

独特的风味、营养、生理和保健功效，因此开菲尔奶

的研究开发，受到了广泛的关注。 

PCR-DGGE指纹技术是聚合酶链式反应与变性

梯度凝胶电泳相结合发展起来的一种分子指纹图谱技

术，1993年Muyzer等人[3]首次将DGGE技术应用于微

生物生态群落结构的研究，之后DGGE技术迅速扩展 
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到微生物分子生态学研究的许多领域，目前已经发展

成为研究微生物群落组成及亲缘关系的主要分子工具

之一[4~5]，在揭示自然界微生物区系的遗传多样性和种

群差异方面具有独特的优越性。开菲尔粒是一个由大

量的细菌共生体系组成的复杂的小微生态环境[6]。开

菲尔微生物菌相及组成比较复杂，其微生物的组成受

来源及培养条件的影响。自从Ampe于1999年首次将

PCR-DGGE指纹图谱技术应用于食品微生物的研究

以来[7]，该技术在国内外已被广泛用于传统发酵食品

中微生物种群结构和种群动力学研究[8]。本研究运用

PCR-DGGE技术通过对开菲尔发酵乳中微生物菌群

结构分析，以期获得的新的群落，为以后更好地开发

应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

中华开菲尔粒，本实验中心保藏。 

app:ds:lactic
app:ds:acid
app:ds:bacteria
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1.2  试剂 

重铬酸钾标准溶液；硫酸亚铁铵标准溶液（使

用前标定）；硫酸-硫酸银溶液；1 mol/L Tris-HCl；0.5 

mol/L EDTA（pH 8.0）；TE（pH 8.0）；10% SDS（pH 

7.2）；1%琼脂糖凝胶；50×TAE缓冲液；1% CTAB；

DGGE固定液；DGGE染色液；DGGE显影液；10% APS

（过硫酸铵）溶液。 

1.3  仪器设备 

HITACHI 公 司 CR22G 高 速 冷冻 离心 机 ；

Eppendorf公司Mastertycler型PCR扩增仪；Bio-Rad公

司Universal Hood II型凝胶成像仪；Bio-Rad公司Power 

Pac型DNA电泳仪；Bio-Rad公司D code型DGGE电泳

仪。 

1.4  开菲尔发酵乳样品准备 

将保存于无菌脱脂牛奶中的开菲尔粒用无菌金属

滤网滤出，按照5%（m/V）的量接种于新的10%（m/V）

的无菌脱脂牛奶中，置于25 ℃生化培养箱中培养24 h，

重复活化三次后，重新接种培养24 h，发酵过程中每

隔4 h取一次样，样品标记为：0 h、4 h、8 h、12 h、

16 h、20 h、24 h。所取样品一部分用于理化性质测定，

一部分用于基因组提取。 

1.5  开菲尔发酵乳中 DNA提取 

细菌基因组提取采用溶菌酶法提取[9]；酵母菌基

因组提取采用玻璃珠法提取[10]。 

1.6  PCR 扩增 

细菌PCR扩增区域为细菌16S rDNA的V3区[11]，采

用341F/518R引物，序列为：GC341f（5'-CGC CCG CCG 

CGC CCC GCG CCC GTC CCG CCG CCC CCG CCC 

G CCT ACG GGA GGC AGC AG-3′），518r（5'-ATT 

ACC GCG GCT GCT GG-3′）；酵母PCR扩增区域为酵

母26S rDNA的D1区[12] ，采用NL1/LS2引物，序列为：

GC-NL1（5′-GCG GGC CGC GCG ACC GCC GGG 

ACG CGC GAG CCG GCG GCG GGC CAT ATC AAT 

AAG CGG AGG AAA AG-3′），LS2（5′-ATT CCC AAA 

CAA CTC GAC TC-3′）；下划线部分为GC夹，上述引

物均由 Invitrogen合成。PCR反应程序采用降落式

PCR[13]。PCR扩增体系见表1。 

降落PCR程序为[14]：95 ℃预变性5 min；95 ℃变

性1 min，65 ℃退火45 s，之后每个循环降低0.5 ℃，

一共20个循环，72 ℃延伸1 min，；最后10个循环参数

是95 ℃变性1 min，55 ℃退火45 s，72 ℃延伸1 min；

最后72 ℃伸长8 min。 

1.7  变性梯度凝胶电泳及图谱分析 

1.7.1  变性梯度凝胶电泳（DGGE） 

采用 BIO-RAD Dcode TM Universal Mutation 

Detection System基因突变检测系统对PCR产物进行检

测，其中凝胶的丙烯酰胺凝胶浓度为8%，变性剂浓度

为30~60%，电泳条件为100 V，60 ℃，10 h。 

表1 PCR扩增体系 

Table 1 The PCR amplification system 

试剂 用量/µL 

rTaq酶 0.25 

PCR buffer 5.00 

dNTP 4.00 

上游引物GC341F(20 μM) 0.50 

下游引物518R(20 μM) 0.50 

模板 1.00 

灭菌dH2O To 50 

1.7.2  切胶回收以及 PCR 扩增 

对DGGE电泳后图谱上的优势条带进行切胶回收。

对于选定的每个条带，只切割其中间部分。回收的条

带转移到PCR管中，加入30 μL的TE缓冲液（或者双蒸

水）用枪头挤碎，4 ℃浸泡过夜，取1 μL为模板按照16S 

rDNA的V3区降落式PCR反应体系和程序再次扩增[15]，

用DGGE检查回收条带的纯度和分离状况。重复上述步

骤，直到有满意的结果为止。 

1.7.3  DNA序列分析 

以最后获得的单一条带为模板，用不带GC发夹的

引物扩增，得到的PCR产物送Invitrogen公司测序，将

测得的16S rDNA的V3区序列在NCBI上比对，得出相

关种属的序列信息。用clustal X软件对未知菌株的序列

与相似菌株的序列进行匹配排列（align），用Mega软件

的neighbor-joining（NJ）来构建系统发育树，进行1000

次Bootstraps检验。 

2  结果与讨论 

2.1  开菲尔发酵乳中细菌基因组 DNA提取 

 

图 1 不同发酵阶段开菲尔乳中细菌基因组 DNA的琼脂糖凝胶电

泳图 

Fig.1 Agarose gel electrophoresis of bacterial genomic DNA 

extracted from different kefir samples(M: λ-Hind Ⅲ  digest) 

用溶菌酶法提取不同发酵阶段的开菲尔乳样品基
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因组，提取的基因组用1%的琼脂糖凝胶电泳检测，结

果如图1所示。6个阶段的基因组DNA片段大小都在23 

kb附近，与预期的片段大小相符，且条带明亮。 

2.2  开菲尔发酵乳中酵母基因组 DNA提取 

由于酵母细胞壁比细菌细胞壁难于破裂，而细胞

破壁是基因组提取好坏的关键，为了提高所提取的

DNA浓度，本文采用了操作简单，成本低廉的玻璃珠

法。结果如图 2。 

 
图 2 不同发酵阶段开菲尔乳中酵母基因组 DNA的琼脂糖凝胶电

泳（玻璃珠法） 

Fig.2 Agarose gel electrophoresis of yeast genomic DNA 

extracted from different kefir samples using the method of 

grinding with glass beads (M:λ-Hind Ⅲ  digest) 

2.3  开菲尔粒发酵过程中细菌群落结构变化的

DGGE图谱分析 

  

图 3 开菲尔粒发酵过程中细菌群落结构变化的 DGGE 指纹图谱

以及条带识别示意图 

Fig.3 DGGE fingerprinting and compare lane images of 

dynamics of the bacterial community during fermentation of 

kefir grains 

图3为开菲尔发酵过程中细菌群落的DGGE指纹

图谱。由图可知，本实验研究的开菲尔样品中细菌种

群结构不是很复杂，发酵 8 h、12 h 和 16 h样品中都

只出现了 3 个条带，其他阶段仅有 2 个条带出现；条

带 LF1 和 LF3 的亮度随发酵过程呈先增后减趋势，条

带 LF3 在发酵8 h时才慢慢开始出现，条带 LF2在整

个发酵过程中都存在，并且相对于条带 LF1、LF2，

其亮度很大，可以断定它为开菲尔粒发酵过程的绝对

优势菌。以泳道 3 为参照，对比出的细菌群落结构相

似性在 80.5~96.4%之间。 

表 1 发酵过程中不同阶段发酵乳样品的细菌种群相似系数

（Cs） 

Table 1 Comparability index of bacterial community from 

different kefir samples  

Lane 1 2 3 4 5 6 

1 100 80.6 84.1 82.1 84.4 85.4 

2 80.6 100 96.4 91.5 81.3 82.1 

3 84.1 96.4 100 91.2 80.5 81.3 

4 82.1 91.5 91.2 100 89.8 90.6 

5 84.4 81.3 80.5 89.8 100 99 

6 85.4 82.1 81.3 90.6 99 100 

 

图 4 发酵过程中不同阶段发酵乳样品的细菌群落相似性聚类

分析 

Fig.4 Cluslering analysis of bacterial community from different 

kefir samples 

表 1 和图 4 为开菲尔粒发酵过程中不同阶段发酵

乳样品的细菌种群相似性比较，可以看出，不同样品

的细菌群落结构相似性在 80.6~99.0%之间，泳道 1 和

泳道 2 的群落相似性最低，仅为 80.6%，表明这两个

阶段细菌群落变化相对较大；泳道 5 和泳道 6 的群落

相似性最高，达到了 99%，表明这两个阶段细菌群落

变化较小。 

 
图 5 开菲尔发酵乳中细菌群落的系统发育树 

Fig.5 Phylogenetic tree of bacterial community from kefir 

samples 

将条带 LF1、LF2、LF3 切胶回收，送 Invitrogen

测序，在 NCBI 上比对后构建系统发育树如图 5，所
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研究的 DNA 序列与已知 DNA 序列的同源性均为

100%，都为乳酸菌，条带 LF1、LF2、LF3 对应的细

菌分别为肠膜明串珠菌（Leuconostoc mesenteroides）、

马乳样乳杆菌（Lactobacillus kefiranofaciens）、开菲尔

乳杆菌（Lactobacillus kefir）。 

2.4  开菲尔发酵过程中酵母群落结构变化的DGGE图

谱分析 

 
图 6 开菲尔粒发酵过程中酵母群落结构变化的 DGGE 指纹图谱 

Fig.6 DGGE fingerprinting of dynamics of the yeast 

community during fermentation of kefir grains 

图 6 为开菲尔发酵过程中酵母群落的 DGGE指纹

图谱。由图可知，样品中酵母种群不丰富，6个泳道均

只有一个条带，且条带在 DGGE图谱上的同一水平位

置，表明在整个发酵过程中只有一种酵母菌在生长代

谢，经测序得到与条带 XP所对应的酵母菌最接近的菌

种为德尔布有孢圆酵母（Torulaspora delbrueckii），同

源性为 99%。这种酵母在国内类似研究中还从未报道

过。 

条带 XP 对应的 DNA序列： 

CTATGGCCATATCAATAGCGGAGGAAAAGA

AACCAACCGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTG

AAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTAC

CTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAAGGTAA

CTTTGGGGCTGGTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAA

CAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGG

CGAGGATCCCAGTTCTTTGTAAAGTGCTTTCGAA

GAGTCGAGTGGTTTGGGAAATGA 

3  结论 

开菲尔粒发酵过程中细菌群落的 DGGE指纹图谱

表明本实验研究的开菲尔样品中细菌种群结构不是很

复杂，整个发酵过程中只有 3条不同迁移位置的条带。

发酵 4 h 和发酵 8 h 的群落相似性最低，仅为 80.6%；

发酵 8 h、12 h 和16 h 时样品的群落相对比较丰富，都

只出现了 3 个条带，其他阶段仅有 2 个条带出现；通

过开菲尔粒发酵过程中不同阶段发酵乳样品的细菌种

群相似性比较，不同样品的细菌群落结构相似性在

80.6~99.0%之间，发酵 16 h时和发酵 20 h 时的群落相

似性最高，达到了 99%，表明这两个阶段细菌群落变

化较小。细菌目的条带切胶回收测序结果显示所研究

的 DNA 序列与已知乳酸菌 DNA 序列的同源性均为

100% ， 分 别 为 肠 膜 明 串 珠 菌 （ Leuconostoc 

mesenteroides ）、 马 乳 样 乳 杆 菌 （ Lactobacillus 

kefiranofaciens）、开菲尔乳杆菌（Lactobacillus kefir）。

开菲尔粒发酵过程中酵母群落的 DGGE指纹图谱显示

样品中酵母种群不丰富，6个泳道均只有一个条带，且

条带在 DGGE图谱上的同一迁移位置，表明在整个发

酵过程中只有一种酵母菌在生长代谢，经测序得到与

条带 XP 所对应的酵母菌最接近的菌种为德尔布有孢

圆酵母（Torulaspora delbrueckii），同源性为 99%。这

种酵母在国内类似研究中还从未报道过。 
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