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基于 PCR-DGGE 与高通量测序技术的恩施地区腊鱼 

细菌多样性评价 
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摘要：作为我国传统的发酵食品，腊鱼因具有独特的滋味和口感而深受人们青睐。以 16 s rDNA 基因为标靶，采用聚合酶链式

反应-变性梯度凝胶电泳（PCR-DGGE）与 MiSeq 高通量测序技术相结合的方法对采集自恩施地区腊鱼样品的细菌多样性进行了研究。

PCR-DGGE 结果表明，腊鱼样品中的细菌以 Psychrobacter 和 Lactobacillus 为主。MiSeq 高通量测序结果表明，腊鱼中的优势细菌门

主要为变形菌门（Proteobacteria）、硬壁菌门（Firmicutes）、拟杆菌门（Bacteroidetes）和放线菌门（Actinobacteria），其平均相对含量

分别为 61.29%、30.21%、5.34%和 1.74%。腊鱼中的优势细菌主要为 Psychrobacter、Brochothrix、Pseudomonas、Staphylococcus、

Acinetobacter、Vibrio、Pseudoalteromonas 和 Chryseobacterium，其平均相对含量为 35.70%、19.74%、7.13%、7.12%、4.19%、3.90%、

3.09%和 1.98%。在分类操作单元（Operational taxonomic units，OTU）水平上，发现了 64 个核心 OTU，累计平均相对含量高达 62.67%。

由此可见，恩施地区腊鱼中的优势细菌主要由隶属于 Proteobacteria 的 Psychrobacter 及隶属于 Firmicutes 的 Brochothrix 构成，且不同

样品共有大量的核心细菌菌群。 
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Abstract: Cured fish is a kind of Chinese traditional food which is popular for its unique taste and flavor.The bacterial diversity of cured 

fish samples collected from Enshi was studied by 16s rDNA gene-based PCR-DGGE and MiSeq high-throughput sequencing. The result of 

PCR-DGGE indicated that the domain bacteria in cured fish samples were belong to Psychrobacter and Lactobacillus. The result of MiSeq 

high-throughput sequencing indicated that Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, and Actinobacteria constituted more than 1.0% of total 

sequences at the phylum level, with the relative abundance of 61.29%, 30.21%, 5.34%, and1.74%, respectively. Meanwhile, Psychrobacter, 

Brochothrix, Pseudomonas, Staphylococcus, Acinetobacter, Vibrio, Pseudoalteromonas, and Chryseobacterium constituted more than 1.0% of 

total sequences at the genus level, with the relative abundance of 35.70%, 19.74%, 7.13%, 7.12%, 4.19%, 3.90%, 3.09%, and 1.98%, 

respectively. At the OTU level, 64 OTUs were found with the cumulative average relative was 62.67% of total qualified sequences. Thus, the 

main dominant bacteria in cured fish samples were composed of Psychrobacter belonging to Proteobacteria and Brochothrix belonging to 

Firmicutes, and all samples shared a large number of core bacterial microbiome. 
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成，境内地势复杂，河谷深切，河流较多且生活着汉

族、土家族和苗族等 27 个民族，少数民族文化多姿多

彩，传统发酵食品制作技艺更是不胜枚举[1,2]。该地生

产的腊鱼主要以境内野生草鱼或是农家自养鲜鱼为原

料进行腌制，又因恩施自治州属亚热带季风性山地湿

润气候，环境较为潮湿，当地人将腌制后的腊鱼用松
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柏枝进行烟熏，该方法不仅可以延长腊鱼保质期还能

有效改善成品风味。 
传统发酵食品中微生物的构成不仅影响了产品的

风味品质，同时其含有的一些条件致病菌亦可能存在

一定安全隐患，因而对传统发酵食品的微生物多样性

进行解析则显得尤为重要。国内研究人员对腊鱼中微

生物进行了多项研究，且大多采用纯培养的手段并从

中检测出多种微生物，如酵母菌[3,4]、乳酸菌[5~7]、葡

萄球菌[8]和微球菌[9]等。由于纯培养技术的局限性，一

些非纯培养的手段逐渐被应用到腊鱼微生物研究中，

吴燕燕采用MiSeq测序技术研究了腌干鱼在不同加工

阶段的细菌多样性，发现拟杆菌门（Bacteroidetes）、
厚壁菌门（Firmicutes）和变性菌门（Proteobacteri）
为腌干鱼加工过程主要微生物[10]；钱茜茜采用宏基因

组技术对不同加工阶段腌干鱼中细菌多样性进行了研

究，发现整个加工体系主要微生物亦为 Bacteroidetes、
Firmicutes 和 Proteobacteria[11]。然而目前有关恩施地

区产腊鱼微生物多样性的研究尚未见报道。 
鉴于恩施特殊的地理环境与当地腊肠制作工艺的

开放性与特殊性，本研究采用聚合酶链式反应-变性梯

度凝胶电泳（PCR-DGGE）与 MiSeq 高通量测序技术

相结合的方法对该地生产的腊鱼样品中细菌多样性进

行了全面解析，以期为提高恩施地区腊鱼品质的稳定

性和安全性提供一定数据支撑。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料与设备 

主要试剂：尿素、聚丙烯酰胺、N,N-亚甲基二丙

烯酰胺、过硫酸铵、冰醋酸、甲醛、硝酸银、乙醇和

十六烷基三甲基溴化铵购于国药集团化学试剂有限公

司；QIAGEN DNeasymericon Food Kit 提取试剂盒，

购于德国 QIAGEN 公司；10×PCR Buffer、dNTPs Mix、
DNA 聚合酶、pMD18-T vector 和 SolutionI，宝生物工

程（大连）有限公司；Loading buffer、DL2000 和

DL15000 DNA Marker，宝日医生物技术（北京）有限

公司；2×PCR mix，购于南京诺唯赞生物科技有限公

司；Axygen 清洁试剂盒，购于北京科博汇智生物科技

发展有限公司；大肠杆菌 Top10 感受态细胞，本实验

室制备。引物 338F/806R（正向引物中加入 7 个核苷

酸标签）、ALL-GC-V3F/ALL-V3R、ALL-V3F/ALL-V3R
和 M13F（-47）/M13R（-48）购于武汉天一辉远生物

科技有限公司合成。各引物序列如表 1 所示。 
 

表1 引物名称和序列信息 

Table 1 Primer name and sequence information 

引物名称 序列（5’-3’） 参考文献

338F ACTCCTACGGGAGGCAGCA 
[12] 

806R GGACTACHVGGGT 

ALL-GC-V3F CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGCCCGGGGGCACCGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG 

[13] ALL-V3R ATTACCGCGGCTGCTGG 

ALL-V3F CCTACGGGAGGCAGCAG 

M13F（-47） CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 
[14] 

M13R（-48） GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 

主要设备：HBM-400B 拍击式无菌均质器，天津

市恒奥科技发展有限公司；5810R 台式高速冷冻离心

机，德国 Eppendorf 公司；ND-2000C 微量紫外分光光

度计，美国 Nano Drop 公司；DYY-12 电泳仪，北京

六一仪器厂；VeritiTM 96 孔梯度 PCR 扩增仪，美国

AB 公司；DCodeTM System，美国 Bio-Rad 公司；

UVPCDS8000 凝胶成像分析系统，美国 BIO-RAD 公

司；MiSeq PE300 高通量测序平台，美国 Illumina 公
司；R920 机架式服务器，美国 DELL 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品采集 

从湖北省恩施市舞阳坝菜市场（109.47 °N，

30.3 °E）采集 5 个腊鱼样品分别置于无菌采样袋中低

温运回实验室。只有符合下列条件的样品才可纳入采

集的范围：（1）腊鱼由草鱼制作；（2）腊鱼无肉眼可

见杂质、寄生虫和虫卵；（3）腊鱼无病变、霉变和酸

败等腐败变质现象；（4）腊鱼的制作地点需在恩施市

范围内。 
1.2.2  样品前处理及宏基因组 DNA 提取 

取 25 g 切碎的腊鱼加入 225 mL 无菌生理盐水后

置于拍击器中拍击 3 min，取出置于冷冻离心机中 300 
r/min 离心 10 min 保留上清液，上清液以 10000 r/min
离心 10 min 以便收集菌体，然后使用商业试剂盒提取
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腊鱼样品微生物宏基因组 DNA。 
1.2.3  基因组 DNA 检测 

使用 1%的琼脂糖凝胶电泳以 DL15000 Maker 为
参照查看是否扩增出清晰明亮大小合适的目的条带。

然后以无菌超纯水为参照，取 1 μL 提取 DNA 置于微

量紫外分光光度计检测口检测其 OD260/280 是否在

1.8~2.0 之间并确定各样品 DNA 浓度。用无菌超纯水

将检测合格的样品宏基因组 DNA 浓度统一稀释至 30 
ng/μL 备用。 
1.2.4  细菌 DGGE 指纹图谱分析 

细菌 PCR 扩增时使用引物对为 ALL-GC-V3F/ 
ALL-V3R，扩增体系中各试剂添加量及循环条件参照

文献 15 中的方法略做改动：细菌 PCR 扩增体系为 50 
μL，模板量为 1 μL，退火温度（Tm）为 55 ℃。扩增

结束后使用 1.2.2 中的方法检测扩增效果。在检测合格

的体系中加入 6 μL Loading buffer 混匀置于-20 ℃备

用。DGGE 凝胶中变性剂范围为 35%~52%，待电泳

槽中缓冲溶液的温度升至 60 ℃时在每个胶孔中加入

10 μL 混有 Loading buffer 的 PCR 产物，先 120 V 电泳

76 min 使样品穿过上层胶后 80 V 维持 13 h 然后采用

银染法染色。取优势条带回溶溶液 2 μL 为模板进行

PCR 扩增，PCR 扩增体系为 25 μL：正反向引物

ALL-V3F/ALL-V3R 各 0.5 μL，2×PCR mix 12.5 μL，剩
余体积用无菌超纯水补齐。扩增循环条件及检测方法

同上。参照杨春丽的方法将清洁后的扩增产物连接

PMD18-T 载体[16]，并采用热激法[17]将连接产物导入

大肠杆菌 Top10 中，挑选阳性克隆送去测序。 
1.2.5  细菌 MiSeq 高通量测序分析 

首先对细菌 16s rDNA 进行 PCR 扩增，扩增方法

参照文献 18 中所描述的进行操作。扩增合格的 DNA
使用干冰寄至上海美吉生物医药科技有限公司进行

MiSeq 高通量测序。参照蔡宏宇[19]的方法对返回的序

列进行质量控制并根据核苷酸标签（barcode）区分序

列来源。然后利用 QIIME（v1.7.0）分析平台[20]对序

列进行生物信息学分析：采用 UCLUST 法[21]划分分类

操作单元（Operational taxonomic units，OTU），使用

RDP（Ribosomal Database Project）[22]和 Greengenes[23]

数据库对 OTU 中各代表性序列进行同源性比对确定

其微生物分类地位，使用超 1（Chao1）指数和香浓

（Shannon）指数分析腊鱼样品中细菌多样性。 
1.2.6  多元统计学分析 

使用BioEdit 7.0.9 和Mega7.0 处理DGGE 序列并

绘制系统发育树，使用 OriginPro 2017 软件绘制图形。 

2  结果与讨论 

2.1  细菌 DGGE 指纹图谱分析 

PCR-DGGE 技术可有效区分长度相同但碱基存

在差异的序列从而直观反映样品中微生物多样性及各

样品中微生物差异[24]。本研究首先采用 PCR-DGGE
技术对恩施腊鱼样品中细菌多样性进行研究，分析结

果如图 1 所示。 

 
图1 细菌DGGE指纹图谱 

Fig.1 The DGGE fingerprint of bacteria 

注：条带 1~条带 6 分别对应 ALY1~ALY6。 

由图 1 可知，在 DGGE 指纹图谱中 5 个样品呈现

出明亮不一的条带，其中条带 ALY2 和条带 ALY6 为

所有样品中共有条带且条带较明亮，说明 ALY2 和

ALY6 为样品中共有细菌且含量较高；条带 ALY1、
ALY3、ALY4 和 ALY5 为某些样品中特有条带，且在

不同样品中条带亮度不同，说明各样品中都含独特细

菌且同种细菌在不同样品间含量存在差异。值得一提

的是，样品LY1中条带数量和亮度明显低于其他样品，

说明该样品中细菌丰度和多样性均不及其他样品。本

研究进一步将 6 条轮廓清晰的优势条带回收后扩增的

序列与数据库进行比对，结果如图 2 所示。 

 
图2 优势条带序列系统发育树 

Fig.2 Phylogenetic tree of dominant band sequences 

由图 2 可知，条带 ALY1、ALY2 和 ALY3 与北极

冷杆菌（ Psychrobacterarcticus ）和水栖冷杆菌

（Psychrobacterglacincola）形成一个聚类，而 ALY4、
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ALY5 和 ALY6 与 植 物 乳 杆 菌 （ Lactobacillus 
plantarum）和戊糖乳杆菌（Lactobacillus pentosus）形

成一个聚类。由此可见，虽然利用 PCR-DGGE 技术

无法将各条带鉴定到种水平，究其原因可能与引物扩

增区域较短有关，但不难发现腊鱼样品中的微生物以

嗜 冷 杆 菌 属 （ Psychrobacter ） 和 乳 酸 杆 菌 属

（Lactobacillus）为主。曾令彬采用传统微生物学手段

对腊鱼加工中微生物进行分离鉴定，发现其优势微生

物菌群为乳酸菌、微球菌、葡萄球菌和酵母菌[9]，其

研究结论与本研究存在一定的差异性，这可能是由于

原料种类、地域以及传统微生物学手段的限制等因素

造成的。值得一提的是，王建建研究发现野生银鲳消

化道内主要菌群为嗜冷菌属（Psychrobacter），而养殖

银鲳消化道主要菌群为不动杆菌属（Acinetobacter）
和假单孢菌属（Pseudomonas）[25]。此外，杨红玲研

究发现石斑鱼肠道原籍 Psychrobacter sp. SE6 能抑制

多种常见病原菌的生长，且能显著提高石斑鱼饵料利

用率并增加其免疫力[26]。由此可见，恩施地区腊鱼样

品中的嗜冷杆菌属可能主要来源于原料本身。 

2.2  细菌 MiSeq 高通量测序分析 

 
图3 细菌门水平平均相对含量饼图 

Fig.3 The pie chart of average relative content of bacterial 

phyla 

相对于基于纯培养的传统微生物手段以及DGGE
指纹图谱技术，以 Illumina MiSeq 为代表的第二代高

通量测序技术可检测到样品中低丰度的菌群，从而能

够更加真实准确的反映样本微生物多样性[27]。本研究

采用 MiSeq 高通量测序技术从 5 个样品中共检测出

84721 条合格序列，采用 α 多样性对序列进行分析时

发现在测序深度为 29910 条序列时 LY1、LY2、LY3、
LY4 和 LY5 的 Chao1 指数分别为 574、1085、1149、
843 和 1096，Shannon 指数分别为 2.65、4.35、6.62、
5.76 和 4.86，说明 LY1 中的细菌总数和丰富度最低而

LY3 中的最高，这与 DGGE 分析结果相同。在 97%的

相似度下可将质检合格的序列划分至 6733 个 OTU
中，从每个 OTU 中挑选代表性序列与数据库比对后

发现，所有样品共检测出 18 个细菌门，将相对含量大

于 1.0%的定义为优势菌门，各优势菌门分析结果如图

3 所示。 
由图 3 可知，腊鱼样品中优势细菌门主要为变形

菌门（Proteobacteria）、硬壁菌门（Firmicutes）、拟杆

菌门（Bacteroidetes）和放线菌门（Actinobacteria），
其平均相对含量分别为 61.29%、30.21%、5.34%和

1.74%。值得一提的是 LY4 中 Firmicutes 的相对含量

高达 80.20%，LY2 中 Firmicutes 的相对含量仅为

6.14%，LY1 和 LY3 中 Proteobacteria 和 Firmicutes 的
相对含量较为相近。吴燕燕[10]和钱茜茜[11]的研究均表

明腌干鱼加工过程中主要微生物为 Bacteroidetes、
Firmicute和Proteobacteria，其研究结果与本研究相同。 

本研究进一步从属水平上分析细菌多样性，发现

从 LY1、LY2、LY3、LY4 和 LY5 中检测到的细菌属

数量分别为 27 个、227 个、133 个、136 个和 53 个，

仅有 3.93%的序列不能鉴定到属水平。所有细菌属中

平均相对含量大于 0.1%的有 32 个，大于 1.0%的有 8
个，现将平均相对含量大于 1.0%的细菌属定义为优势

菌属，则各优势菌属分析结果如图 4 所示。 

 
图4 优势细菌属平均相对含量饼图 

Fig.4 The pie chart of average relative content of dominant 

bacteria genus 

由图 4 可知，恩施腊鱼中的优势细菌属及其平均

相对含量分别为嗜冷杆菌属（Psychrobacter，35.70%）、

环丝菌属（Brochothrix，19.74%）、假单胞菌属

（Pseudomonas，7.13%）、葡萄球菌属（Staphylococcus，
7.12%）、不动细菌属（Acinetobacter，4.19%）、弧菌

属 （ Vibrio ， 3.90% ）、 假 交 替 单 胞 菌 属

（ Pseudoalteromonas ， 3.09% ） 和 金 黄 杆 菌 属

（Chryseobacterium，1.98%），这些优势细菌属的累积

平均相对含量高达 82.84%，但 Pseudomonas、
Acinetobacter、Vibrio 和 Chryseobacterium 在 LY1 中没

有检出，Chryseobacterium 在 LY5 中亦没有检出。作

为 兼性 厌氧 的革 兰氏 阳性 杆菌 ，环 丝菌 属

（Brochothrix）细菌可以在低氧和 4 ℃生长繁殖，是

冷却猪肉中主要的一种污染菌[28]。本研究采集腊鱼样
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品中亦含有 7.12%的葡萄球菌（Staphylococcus），该菌

广泛的分布于自然环境且多数为非致病菌，但作为人

类化脓感染中最常见的病原菌，隶属于该属的金黄色

葡萄球菌（S. aureus）可在加工、贮藏和运输过程中

对食品造成污染[29]。值得一提的是，高通量测序技术

亦检测出样品中含有 Lactobacillus（平均相对含量为

0.83% ）而 DGGE 技术未检测出 Brochothrix 、
Pseudomonas 和 Staphylococcus 等优势菌属以及其他

相对含量更低的细菌属，这可能是由于 DGGE 扩增引

物、变性剂范围以及该技术的检测限较低等因素引起

的。本研究进一步对 OTU 在各样品中出现次数进行

了统计，结果如图 5 所示。 

 
图5 OTU出现次数统计 

Fig.5 Distribution of OTU as a function of their prevalence 

由图 5 可知，只出现 1 次的 OTU 有 5622 个，占

OTU 总数的 83.50%，其所包含的序列有 19170 条，

占总序列数的 9.43%；在 5 个样品中均存在的 OTU 有

64 个，仅占 OTU 总数的 0.90%，但其所包含的序列

有 127335 条，占总序列数的 62.67%，这说明 5 个腊

鱼样本中含有大量共有细菌菌群。本研究将出现次数

为 5 次且平均相对含量大于 1.0%的 OTU 定义为核心

优势 OTU，其分析结果如图 6 所示。 

 
图6 核心优势菌OTU含量分布 

Fig.6 The bar chart of core OTUs 

由图 6 可知，样品中核心优势 OTU 及其平均相

对含量分别为OTU230（19.65%）、OTU6669（18.27%）、

OTU3491（5.84%）、OTU3919（3.06%）、OTU2016

（1.71%）和 OTU285（1.59%），其中 OTU230、
OTU3919、OTU2016和OTU285隶属于Psychrobacter，
OTU6669 隶属于 Brochothrix，OTU3491 隶属于

Staphylococcus，说明 Psychrobacter、Brochothrix 和

Staphylococcus 为恩施腊鱼样品中核心优势细菌属。由

图 6 亦可知，LY1 中 OTU6669（Brochothrix）和 LY3
中 OTU34919（Staphylococcus）的相对含量明显高于

其他样品，而 LY2 和 LY4 中核心优势 OTU 的累积平

均相对含量要低于 LY1、LY3 和 LY5，说明核心优势

OTU 在各样品中的相对含量存在差异。 

3  结论 

采用 PCR-DGGE 和 MiSeq 高通量测序技术相结

合的方法对恩施地区腊鱼细菌多样性进行了解析，结

果发现恩施地区腊鱼中的优势细菌主要由隶属于

Proteobacteria 的 Psychrobacter 及隶属于 Firmicutes 的
Brochothrix 构成，两者的相对含量占到了细菌总数的

55.44%。虽然不同腊鱼样品中含有较为独特的细菌种

群，但其含有 62.67%的核心细菌类群，且核心细菌类

群 主 隶 属 于 Psychrobacter 、 Brochothrix 和

Staphylococcus。通过本研究的开展，对恩施地区腊鱼

品质的稳定性和安全性的提升提供了一定数据支撑。 
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