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摘要：基于 GenBank提供的葡糖杆菌的 16S rRNA 保守序列设计 PCR 引物，利用 SYBR Green Ι荧光定量 PCR 技术建立一种快

速灵敏检测酸乳制品中葡糖杆菌的方法。用本研究建立的 SYBR Green Ι荧光 PCR 方法对 3 株葡糖杆菌以及 18 株非葡糖杆菌进行特

异性检测，并用凝胶电泳验证其可靠性，结果显示，本研究所设计的引物具有良好的特异性。对扩增结束后的 PCR 产物进行溶解曲

线分析，证实此引物的扩增产物存在引物二聚体，但可通过溶解曲线的出峰时间排除非特异性扩增。利用 SYBR Green Ι荧光定量 PCR

检测葡糖杆菌建立的标准曲线相关性良好，R2=0.9968，对葡糖杆菌进行灵敏度检测，最低检出限可达 75 CFU/mL。利用该方法可成

功检测出 5份人工污染样品中的葡糖杆菌，研究表明，该方法灵敏度高、操作简便快捷，适用于酸乳制品的定量检测。 
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Abstract: PCR primer was designed according to 16S rRNA conserved sequence of Gluconobacter from the GenBank, and a rapid and 

sensitive fluorescence quantitative PCR using SYBR Green Ι for Gluconobacter detection in fermented dairy products was established. The 

established method was then used for the specific detection of a panel of three Gluconobacter strains and 18 non-Gluconobacter strains, with the 

reliability of the results verified by agarose gel electrophoresis. The results showed that the primers were highly specific. Melting curve analysis 

of the PCR amplification product showed that primer dimers were present in the amplification product. However, nonspecific amplification 

could be excluded using the peak time of the melting curve. The standard curve based on Gluconobacter detection using the established method 

had good correlation (R2 = 0.9968). The minimal detection limit was 75 CFU/mL in the sensitivity test. The established method also successfully 

detected Gluconobacter in five artificially contaminated samples. These results indicated that the SYBR Green Ι fluorescence quantitative PCR 

method used herein exhibited high sensitivity and was easy to use. Therefore, this method is suitable for the qualitative detection of 

Gluconobacter strains in fermented dairy products. 
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葡糖杆菌属(Gluconobacter)是一群革兰氏阴性，

绝对好氧，有极生鞭毛、可运动或无运动动物产生致

病的报道。葡糖杆菌属同醋杆性的细菌种群，常见于 
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富糖环境[1]，目前未有对人及菌属（Acetobacter）都

是醋酸菌科中较早发现并且研究的重要菌属，由于他

氧化乙醇为乙酸的能力较弱而氧化葡萄糖生成多种衍

生物的能力极强
[2]
，因此，在食品、医药、化工等行

业有着广泛的应用。如葡糖杆菌属菌株参与维生素 C

（抗坏血酸）及米格列醇的合成，在葡萄糖酸、L-山

梨糖和二羟基丙酮的微生物合成中具有重要作用[3~5]。

但是，葡糖杆菌造成的工业污染也不断被人们关注，

葡糖杆菌可从葡萄果实或葡萄汁中分离出来，由于它

们的需氧特性，醋酸细菌一般生长在葡萄酒的表面，
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呈现出一种半透明的膜状，引起红酒变质[6]；葡糖杆

菌存在于成熟的水果中，引起水果的腐烂、霉变[7]；

葡糖杆菌加快固态发酵食醋的返混速率，影响食醋的

返混程度[8]。另外，近年来不断有报道指出，在污染

的酸乳中可分离出醋酸菌，他是致使酸乳制品变色的

原因[9]，降低酸乳的pH，导致酸乳过酸化，引起酸乳

包装涨袋。目前对葡糖杆菌属的研究主要集中于针对

其特性的分离筛选及其应用的研究，而对酸乳生产过

程中葡糖杆菌污染的检测研究报道极少。因此，建立

特异、灵敏的葡糖杆菌检测方法尤为重要。 

实时荧光—聚合酶链反应(real-time PCR)，于1996

年由美国 Applied Biosystems 公司推出，是指在 PCR

反应体系中加入荧光基团，随着荧光信号的不断积累

实时监测整个 PCR 进程，最后通过标准曲线对未知模

板进行定量分析的方法[10]。根据荧光类型， QRT-PCR

可分为染料类、探针类和引物标记三种。由于探针类

和引物标记类操作繁杂，价格昂贵，不利于应用推广，

本研究采用染料类荧光 PCR。染料类是利用荧光染料

SYBR Green Ι 可嵌入双链 DNA小沟中，与 DNA结

合发出荧光信号，指示扩增产物的增加，此方法成本

较低且操作简单
[11]

。目前，SYBR Green Ι 实时荧光

PCR 方法在细菌检测[12~13]、病毒检测[14]
 等多个方面

得到广泛应用。 

本研究对葡糖杆菌基因的保守区域设计引物，采

用 SYBR Green Ι 荧光法建立了一种快速检测葡糖杆

菌的方法，并对此方法的特异性和灵敏度进行了评价，

建立了实时荧光标准曲线并成功检测出模拟样品中的

葡糖杆菌，另外，本研究建立的检测方法仅需3 h 即

可完成检测，与分离鉴定传统方法比较，大大缩短了

检测时间。对于酸乳饮品生产企业来说，此方法的应

用能够快捷有效的检测出酸乳生产过程中的葡糖杆

菌，找出解决方案，最大限度的减少由于葡糖杆菌污

染带来的行业损失。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

1.1.1  主要仪器及试剂 

电热恒温水浴锅，余姚市东方电工仪器厂；凝胶

成像系统，Bio-Rad 公司；超净工作台，苏净安泰；

水平电泳仪，北京市六一仪器厂；3K15 台式高速离心

机，SIGMA；MIR254 型低温恒温培养箱，日本三洋

株式会社；MS3 涡旋混匀器，IKA公司；ABI7300 实

时荧光PCR 仪，美国应用生物系统公司。 

细菌基因组 DNA 提取试剂盒，上海生工生物工

程技术服务有限公司；SYBR Premix Ex Taq(RR420Q)

购自 TAKARA公司；10×PCR buffer、dNTPs、MgCl2、

Taq DNA ploymerase，购自上海生工生物工程技术服

务有限公司。 

1.1.2  菌株 

本研究所用 21 株菌株购自中国工业微生物菌种

保藏管理中心和中国普通微生物菌种保藏管理中心，

这 21 株菌包括 3 葡糖杆菌、3 株醋化醋杆菌和 15 株

非醋酸菌，株菌株编号及培养条件详见表 1。 

表 1 实验所用菌株 

Table 1 Bacterial strains used in this study 

菌株编号 菌种名称 培养条件 

CGMCC1.0637 氧化葡糖杆菌 28 ℃，需氧 

CGMCC1.3748 泰国葡糖杆菌 28 ℃，需氧 

CICC10357 葡萄糖杆菌 28 ℃，需氧 

CICC21682 醋化醋杆菌 30 ℃，需氧 

CICC22519 醋化醋杆菌 30 ℃，需氧 

CICC21683 醋化醋杆菌 30 ℃，需氧 

CICC21482 肠炎沙门氏菌 36 ℃，兼性厌氧 

CICC10420 鼠伤寒沙门氏菌 37 ℃，兼性厌氧 

CICC21560 阪崎肠杆菌 36 ℃，兼性厌氧 

CICC21534 福氏志贺氏菌 36 ℃，兼性厌氧 

CICC21600 金黄色葡萄球菌 37 ℃，兼性厌氧 

CICC6224 鼠李糖乳杆菌 37 ℃ 

CICC6076 植物乳糖杆菌 37 ℃，厌氧 

CICC6223 嗜热链球菌 37 ℃ 

CICC6077 德氏乳杆菌 37 ℃，厌氧 

CICC6069 婴儿双歧杆菌 37 ℃，厌氧 

CICC21633 单增李斯特细菌 37 ℃，兼性厌氧 

CICC10389 大肠埃希氏菌 37 ℃，兼性厌氧 

CICC21617 副溶血弧菌 30 ℃，兼性厌氧 

CICC10041 蜡样芽胞杆菌 30 ℃，兼性厌氧 

CICC21699 小肠结肠炎耶尔森氏菌 26 ℃，兼性厌氧 

1.1.3  模板 DNA的提取 

将氧化葡糖杆菌接种于菌种保藏中心指示的无菌

液体培养基中，28 ℃，200 r/min 摇床培养48 h。采

用平板计数法进行菌落计数，测定其纯培养物活菌浓

度为 7.5×10
7 
CFU/mL。 

采用 Ezup柱式细菌基因组 DNA抽提试剂盒法提

取氧化葡糖杆菌的基因组 DNA，按照说明书进行操

作，将提取的基因组 DNA储存在-20 ℃备用。 

1.1.4  引物设计 

结合报道文献，针对葡糖杆菌 GenBank 中 16S 

rRNA.（X73820）的基因， 选取特异性强的保守序列，

用 Primer 5.0 进行 PCR 引物设计。并对引物进行
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BLAST 分析，筛选得到一组特异性较强的引物，其上

游引物为 5’-ACGCGCAGAACCTTACCA-3’，下游

引物序列为 5’-TGACGTCATCCCCACCTTC-3’，

扩增的目的片段大小为 220 bp。 

1.2  方法 

1.2.1  实时荧光 PCR 反应体系 

20 μL的QRT-PCR体系如下：10 μL SYBR Premix 

Ex Taq(包括 DNA Taq 酶、Mg
2+、dNTP、SYBR Green 

I 和 Buffer)，10 μmol/L的引物 F 和 B各 0.4 μL，DNA

模板 2 μL，加灭菌蒸馏水补足至 20 μL。 

反应程序：95 ℃预变性 1 min；95 ℃ 5 s，61 ℃ 

31 s，共扩增 40 个循环。 

熔解曲线制作程序：95 ℃ 15 s；60 ℃ 60 s；每

循环增加退火温度 0.5 ℃，温度达95 ℃时停止反应。 

仪器自动分析阈值，以荧光信号线性化处理后对

应循环数生成的曲线图呈“S”形，判定荧光 PCR 阳

性结果。 

1.2.2  PCR 反应体系 

PCR 反应体系：10×EasyTaq buffer 2.5 µL，1.0 

mmol/L MgSO4，0.4 mmol/L dNTPs，10 µM上下游引

物各 1 µL，2.5 U的 EasyTaq DNA polymerase，2 µL

的 DNA模板并用灭菌双蒸水补足 25 µL反应体系。 

PCR 的反应程序：95 ℃预变性，5 min；94 ℃变

性，45 s；56 ℃退火，45 s；72 ℃延伸，45 s。进行

30 个循环，72℃后延伸 10 min。PCR 反应产物 5 µL，

与 1 µL的 6×loading buffer 均匀混合，进行 2%琼脂糖

凝胶电泳，观察电泳结果。 

1.2.3  特异性检测 

用表 1 所列的株菌过夜培养后提取基因组 DNA

进行 QRT-PCR 反应，检测特异性。并将反应后的扩

增产物进行 2%琼脂糖凝胶电泳，验证其特异性的可

靠性。 

1.2.4  QRT-PCR 检测体系评价 
取摇床培养后葡糖杆菌的菌悬液，用灭菌双蒸水

逐级从 7.5×10
7 

CFU/mL稀释到7.5 CFU/mL，按照试

剂盒法提取葡糖杆菌的基因组 DNA，分别用

QRT-PCR 和普通 PCR 进行检测，确定 QRT-PCR 方

法的灵敏度并与普通PCR 进行比较，对 QRT-PCR 方

法灵敏性进行评价；以不同稀释度的阳性模板为横坐

标，以扩增过程中荧光信号的 Ct 值为纵坐标绘制标准

曲线，对 QRT-PCR 方法的相关性进行评价。 

1.2.5  QRT-PCR 方法的初步应用 
将购买的市售酸奶和酸乳饮料进行高压灭菌，无

菌操作进行人工污染葡糖杆菌，用试剂盒法提取模板

DNA，按上述体系进行荧光 PCR 检测，通过样品的

扩增曲线及 Ct 值判定结果。 

2  结果与分析 

2.1  特异性检测 

 
图 1 葡糖杆菌实时荧光定量 PCR方法的特异性 

Fig.1 Specificity of real-time quantitative fluorescence PCR for 

detecting Gluconobacter 

 
图 2 SYBR GreenⅠ实时定量 PCR溶解曲线 

Fig.2 Melting curves for SYBR Green I-based real-time 

quantitative PCR 

 
图 3 引物特异性电泳检测结果 

Fig.3 Results of primer specificity tests by agarose gel 

electrophoresis 

注 : M-100bp DNA ladder marker;1-氧 化葡萄 糖杆 菌

（CGMCC1.0637）；2-泰国葡糖杆菌(CGMCC1.3748)；3-葡萄糖

杆菌（CICC10357）；4-醋化醋杆菌1（CICC21682）；5-醋化醋杆

菌2(CICC22519);6-醋化醋杆菌3（CICC21683）；7-肠炎沙门氏菌；
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8-鼠伤寒沙门氏菌；9-阪崎肠杆菌；10-福氏志贺氏菌；11-金黄

色葡糖球菌；12-鼠李糖乳杆菌；13-植物乳糖杆菌；14-嗜热链球

菌；15-德氏乳杆菌；16-婴儿双歧杆菌；17-单增李斯特细菌；18-

大肠埃希氏菌；19-副溶血弧菌；20-蜡样芽胞杆菌；21-小肠结肠

炎耶尔森氏菌。 

用 21 株供试菌株验证引物的特异性，图 1 表明 3

株葡糖杆菌呈现明显的“S”型曲线，判定为阳性扩

增曲线，而其余18 株非葡糖杆菌稍有扩增，无明显的

“S”型曲线，可判定为阴性非特异性扩增。荧光定

量 PCR 的溶解曲线图 2 表明，三株葡糖杆菌的的Tm

为 87.2 ℃~87.5 ℃，其他菌株的非特异性扩增溶解曲

线 Tm 值为 76 ℃~77 ℃。综上所述，本研究设计的

引物具有强特异性。 

将荧光PCR 扩增结束后的产物进行电泳检测，如

图 3 所示，3株葡糖杆菌有扩增条带，大小为 220 bp

左右，而非葡糖杆菌无扩增条带，证实溶解曲线中的

小波峰确实为非特异性扩增，结果同 QRT-PCR 分析

一致，表明 QRT-PCR 方法特异性真实可靠。 

2.2  灵敏度评价 

 

图 4 葡糖杆菌实时荧光 PCR的灵敏度 

Fig.4 Sensitivity of real-time florescence PCR for detecting 

Gluconobacter 

 
图 5 葡糖杆菌 PCR检测灵敏度 

Fig.5 Sensitivity of PCR for detecting Gluconobacter 

注：M-100bp DNA ladder marker；1. negative control；2. 7.5

×106 CFU/mL；3. 7.5×105 CFU/mL；4. 7.5×104 CFU/mL；5. 7.5

×103 CFU/mL；6. 7.5×102 CFU/mL；7. 7.5×101 CFU/mL；8. 7.5

×100 CFU/mL。 

用葡糖杆菌梯度稀释后的菌液模板 DNA 进行实

时荧光PCR 扩增。结果如图 4 所示，葡糖杆菌浓度为

7.5×10
1 

cfu/mL 时荧光信号有“S”曲线，而稀释度为

7.5×10
0 

cfu/mL 时无“S”曲线，表明 QRT-PCR 的灵敏

度为 75 cfu/mL。图 5 表明，当纯菌的培养物浓度为

7.5×10
2
 cfu/mL时，普通PCR 不再扩增出目的条带，

其灵敏度为 7.5×10
2 
cfu /mL。所以，实时荧光 PCR 检

测葡糖杆菌的灵敏度是 PCR 方法的 10 倍。 

 
图 6 实时荧光 PCR标准曲线 

Fig.6 Standard curve for real-time florescence PCR 

2.3  QRT-PCR 的标准曲线 

利用建立的葡糖杆菌 QRT-PCR 反应体系对 7 个

10 倍梯度稀释的定量标准品进行检测，建立菌液浓度

与 Ct 值对应关系的定量标准曲线(图 6)。结果显示，

所生成的标准曲线的 Ct 值与菌液浓度之间的线性关

系良好。其 R
2
=0.9968，斜率为﹣3.4114，截距为

36.0338 ，线性方程为 Ct＝-3.411X+36.034。进行实

际样品检测时，可根据 Ct 值获得相应的样品含菌量。 

2.4  人工污染样品检测 

 
图 7 实时荧光 PCR人工污染样品的检测 

Fig.7 Evaluation of real-time quantitative florescence PCR with 

artificially contaminated samples 
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用本研究建立的 QRT-PCR 方法对人工污染的 2

种酸奶、3 种酸乳饮料进行检测，荧光 PCR 的 Ct 值

与菌浓度之间的定量曲线参照图 5。结果显示，2种酸

奶的 Ct 值分别为 15.38 和 14.72；3 种酸乳饮料的 Ct

值分别为 13.67、13.49 和 14.02。5个人工污染样品均

呈现阳性反应，结果表明，本研究建立的荧光 PCR 具

有较强的应用性。 

3  结论 

3.1  酸乳饮品制造业是食品行业中增长速度最快的

行业之一，随着人们消费水平和营养健康知识的普及，

酸乳饮品制造业得到迅速发展。但是由于葡糖杆菌的

污染造成的酸乳变色、酸败、包装损坏等不利影响对

酸乳饮品生产企业带来巨大的损失，因此，建立一种

及时有效的检测酸乳中葡糖杆菌的方法对酸乳饮品生

产企业具有重要的意义。 

3.2  本研究建立的SYBR GreenⅠ染料法荧光PCR的

原理是荧光染料可嵌入所有 DNA 双螺旋的小沟区域

当中，并在检测光下发射荧光信号，达到实时监控荧

光扩增反应的目的，因此染料法荧光 PCR 可应用于任

何 PCR 扩增的反应体系当中，且相对于探针法及引物

标记法来说燃料法在节省经费方面占很大优势，这对

生产企业来说十分重要。然而，SYBR GreenⅠ能与任

意 DNA 双链结合的特性可能由于产生非特异性片段

（引物二聚体）而产生荧光信号，这是 SYBR Green

Ⅰ荧光PCR 法的显著缺点，但可以通过设计高质量的

引物、优化退火温度和分析溶解曲线特征峰来弥补这

一缺点。 

3.3  设计高质量的引物对基于普通 PCR 为基础发展

起来的各种PCR 技术都是至关重要的，尤其是 SYBR 

GreenⅠ染料法荧光 PCR 技术。首先，设计引物时要

选取高度保守的目的片段，保证引物的高特异性，可

通过 Primer-BLAST 进行分析验证；其次，退火温度

的优化对 PCR 反应的扩增效率也十分重要，本研究最

终选取 61 ℃为最适退火温度；最后，所设计的引物

要尽量减少形成引物二聚体，引物二聚体会影响对溶

解曲线特征峰的判断，通常在溶解曲线上 75 ℃左右

产生的小波峰被判定为引物二聚体，图 2 中 76 ℃时

产生的小波峰即为引物二聚体。 

3.4  本研究用SYBR GreenⅠ荧光PCR方法对酸乳中

的葡糖杆菌进行了检测，一步完成PCR 扩增与产物检

测，简便快捷，避免了电泳检测产物因开盖引起的交

叉污染。所建立的标准曲线相关性可达 0.99 以上，灵

敏度为 75CFU/mL，通过与普通 PCR 方法的比较，证

实了该方法检测葡糖杆菌的灵敏度较高，并且可准确

的检测出人工污染酸乳制品中的葡糖杆菌。综上所述，

本研究建立的葡糖杆菌 SYBR GreenⅠ荧光PCR 检测

方法，可以定量检测葡糖杆菌，检测周期短，特异性

强灵敏度高，可以满足酸乳企业的质量要求对微生物

控制的检测需要。 
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