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变性梯度凝胶电泳技术在食品微生物多样性 
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摘  要: 变性梯度凝胶电泳(denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE)可以克服传统微生物检测方法的弊

端, 不依赖于微生物的分离培养, 是微生物分子多样性研究的热点技术之一。DGGE技术具有可靠性强、重复

性好、易操作、可同时分析多个样品等优点, 结合聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR), 被广泛地

应用在微生物群落组成及其遗传信息、多样性及不同种群动态比较分析等方面。本文介绍了 DGGE 技术的基

本原理、操作过程、优缺点, 并概述了其在食品微生物多样性分析中的应用, 分析了该技术在水产品、酒类、

发酵食品、肉制品等领域应用现状。通过分析目前在食品微生物多样性分析中的优点和不足, 提出发展方向, 

最后对 DGGE 技术在食源性致病菌溯源应用前景进行评述, 以期为我国食品安全食源性致病菌快速溯源技术

的发展提供文献支持。 
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Application prospect of denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) 
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ABSTRACT: It is difficult to cultivate all microbiology by using traditional methods. Denaturing gradient gel 

electrophoresis (DGGE) can avoid the disadvantages of traditional methods, and has many advantages, such as 
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a high reliability, repeatability, and convenience. As one of the most important technique in microbial 

community structure analysis, DGGE has been widely used in different fields of molecular ecology researches. 

The basic principle, advantages and disadvantages of DGGE and its application in the diversity of food 

microbiology were mainly summarized in this paper. The development direction of PCR-DGGE technique in 

food tracing technologies was given after the advantages and disadvantages were analyzed, and the application 

prospect in tracing technologies was reviewed for food origin pathogenic bacteria, which could promote the 

rapid tracing technologies for original pathogenic of food safety in our country. 

KEY WORDS: denaturing gradient gel electrophoresis; diversity of food microbiology; tracing; food origin 

pathogenic 
 
 

1  引  言 

微生物多样性是指生命体在遗传、种类和生态系统层

次上的变化。与其他生物类群相比, 其多样性有很多独特

之处。如生长繁殖速度多样、营养代谢类型多样、生活方

式多样、基因组大小和数目多样、DNA序列结构多样、遗

传背景多样、遗传物质化学组成多样等[1]。 

变 性 梯 度 凝 胶 电 泳 (denatured gradient gel 

electrophoresis, DGGE)技术是研究微生物群落组成及亲缘

关系的主要分子生物学检测技术之一, 是研究微生物群落

组成分析的重要技术[2,3], DGGE 技术不依赖于培养过程, 

缩短了样品分析时间, 能显示环境样品中不可培养微生物

的遗传信息, 在土壤、海洋群落等领域得到广泛的应用
[4-8]。虽然 DGGE 技术已被广泛地应用于微生物分子生态

学研究的各个领域, 但是 DGGE技术可以应用的潜在领域

还有很多, 随着研究的不断深入, 大量的应用领域将被逐

步开发出来。在食品微生物多样性研究也逐渐在采用这种

研究方法[9]。 

2  DGGE 技术 

1979 年, Fischer 和 Leman 首次提出了应用于检测

DNA 点突变的新技术, 即 DGGE 技术[10]。这项技术主要

利用具有化学变性剂梯度的聚丙烯酰胺凝胶电泳对 DNA

进行电泳, 其主要是由于聚丙烯酰胺凝胶具有将 PCR扩增

产物区分。DGGE技术的分辨率高于琼脂糖凝胶电泳和聚

丙烯酰胺凝胶电泳, 检测的基因序列可以达到一个碱基的

差异。Muyzer等[11,12]首次将该技术应用于分子微生物学研

究领域, 在后续的应用中逐渐证实了 DGGE技术在揭示自

然界微生物区系的遗传多样性和种群差异方面的优越性。 

2.1  DGGE 技术原理 

PCR对 DNA片段的 16S rRNA或 18S rRNA中具有

保守性、可变性和分子量适中的基因序列进行扩增, 得到

的扩增产物 DNA 片段长度相同而序列不同。由于不同

DNA 片段的解链和梯度变性胶的特性不同, 因此可以分

离 DNA片段。在含有线性递增的变性剂(尿素和甲酰胺组

成)的聚丙烯酰胺凝胶中电泳时, 双链 DNA 分子解链的速

度和程度与其碱基序列的区域由解链温度较低的碱基组

成。由于 DNA序列中 G、C、A、T4种碱基组成和排列的

差异, 使得双链 DNA 分子具有不同的解链温度(Tm), 低

Tm 值 DNA 分子在低浓度变性剂作用下解链, 高 Tm 值

DNA分子在高浓度变性剂作用下变性。相同碱基对的双链

DNA 分子如果碱基对组成不同, 所需要的变性剂浓度不

同。当某一个双链 DNA分子泳动到 DNA变性所需的浓度

时 , 开始解链 , 解链程度越大 , 所遇到的迁移阻力越大 , 

DNA 分子的电泳迁移率降低, 产生的迁移阻力与电场力

相平衡时, 该 DNA 分子即可停留在这一变性剂浓度梯度

的凝胶中, 故不同片段的 DNA 分子可以形成相互分开的

条带图谱[13,14]。 

2.2  操作过程 

对扩增特定的 DNA 区域产物进行梯度凝胶电泳, 利

用 DGGE技术研究微生物群落结构, 达到反映微生物群落

的结构组成的目的, 其操作一般是结合 PCR技术进行。进

行 PCR 时, 选择的真菌和细菌片段是不同的, 真菌 DNA

片段选择 28S rDNA[15]或 26S rDNA 进行扩增[16], 而细菌

DNA片段选择 16S rDNA片段进行扩增[17]。16S rDNA是

16S rRNA的基因, 由保守区和可变区组成, 保守区序列基

本恒定, 不同的细菌可变区序列不同, 通过对不同细菌的

可变区进行扩增, 即可得到大小相同、序列不同的 DNA扩

增产物。HAN等[18]研究证明, 通过 RNA反转录得到 DNA, 

结合 PCR-DGGE 技术可以很好的反应食品中微生物活菌

的菌群状态。 

采用 PCR-DGGE 技术对食品微生物多样性检测主要

包括下列步骤: 1)样品采集, 对样品中DNA/RNA进行富集

提取、纯化; 2)对所提取的 DNA/RNA进行 PCR扩增; 3)设

置实验条件, 优化DGGE参数; 4)按照标准程序制备DGGE

凝胶, 点样, 进行 DGGE电泳; 5)对结果进行图谱分析, 根

据分析结果, 进行条带序列分析[19]。 

2.3  特  点 

传统微生物检测方法以微生物生长为前提, 步骤繁
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琐、时间长、工作量大、检出率及灵敏度不高, 且容易出

现假阴性。许多研究已经证实, 通过传统分离方法鉴定的

微生物仅占环境微生物总数的 0.1％～10％”[20]。用传统的

方法培养和鉴定不能代表样品中微生物的真实情况。与传

统的富集培养、选择性分离、菌落计数等方法相比较 , 

DGGE技术可以鉴定出无法利用传统方法分离出来的菌株, 

更可以快捷地分析大量样本, 评估群落里特异的分类群[21], 

快速、准确地鉴定出微生物个体, 并对微生物种群动态性、

重要基因定位、表达和调控的评价进行分析[22]。 

PCR-DGGE方法基于选择对大多数细菌 16S rRNA基

因都能有效扩增的引物对样本中提取微生物基因组DNA进

行特异性 PCR扩增, 对扩增产物运用 DGGE 技术进行分离

和鉴定, 从而得到食品微生物多样性的信息。PCR-DGGE方

法不需要培养, 检测极限低, 检测速度快、经济、结果准确

可靠, 可同时检测多种微生物, 可与其他方法结合, 是研究

细菌群落结构最常用的分子生物学方法之一。 

目前, 尽管 DGGE 技术已经被广泛应用于各种生态

系统的微生物群落分析[23,24], 但是仍然没有统一的 DGGE

凝胶的分析方法和 DGGE 凝胶有效条带选取的统一标准
[2,25-27]。DGGE凝胶的分析方法主要采用凝胶条带的 0/1矩

阵、峰值矩阵及亮度矩阵等方式对凝胶图谱进行分析。

DGGE 凝胶分析时有效条带的确定方法可能对实验结果, 

尤其是对微生物群落的 α-多样性分析造成影响。 

同其他的分子生物学方法一样, PCR-DGGE也有不足, 

需要进一步的完善。首先, DGGE方法不能对样品中所有的

DNA 片段进行分析[28], 对微生物群落中数量上小于 1%的

优势种群的分析缺少准确性[28]。其次, DGGE 方法仅能分

离较小的片段, 这限制了系统发育分析比较和探针设计序

列的信息量[29], 再次, 对 DGGE 实验条件选择要求较高, 

若选择不当, 则不同序列的 DNA 片段可能发生共迁移现

象, 同一条DGGE条带可能包含不同种类的DNA片段, 从

而导致低估样品中微生物多样性[30]。 

3  PCR-DGGE 技术研究食品微生物多样性研

究中的应用 

DGGE 技术作为一种能够监测样品中微生物群落多

样性的手段, 被世界各地的微生物实验室广泛应用, 目前

是食品微生物多样性研究的重要方法之一。聚类分析

(UPGMA)类群的划分显示出不同来源样品中微生物组成

之间的相似性和亲缘关系。样品电泳图谱的条带数目的多

少可以反映不同样品之间的群落相似性, 通过计算群落相

似性系数可以得到微生物群落之间差异的信息[19]。采用

PCR-DGGE 技术能揭示微生物群落结构的真实状态, 为食

品溯源提供依据。目前, 在水产品、酒类、发酵食品、肉

制品等领域得到广泛应用。 

倪加加等[27]评估并建立了一种重复性高、样本间相似

性最稳定的 DGGE凝胶分析方法。通过研究草鱼消化道细

菌群落 PCR-DGGE分析图谱, 分析时去掉泳道背景的影响, 

比较 DGGE凝胶的条带 0/1矩阵、峰值矩阵和亮度矩阵在

有效条带阈值分别设定为不同值时分析结果的差距, 确定

了不同 DGGE谱带信息提取方法对分析结果的影响。 

王世宽[31]等对浓香型大曲微生物群落 PCR-DGGE 分

析条件进行了优化, 研究结果表明, 细菌 DGGE 电泳最佳

变性剂浓度梯度为 35%~55%; 真菌 DGGE 电泳最佳变性

剂浓度为 30%~50%, 真菌 DGGE 电泳最佳变性剂浓度梯

度为 30%~50%。对优化后的 PCR-DGGE 技术对不同时期

曲药微生物群落进行了研究, 并获得了丰富的微生物多样

性信息。 

张先琴 [32]等以四川家庭制作泡菜为研究对象 , 

PCR-DGGE 指纹图谱技术分析样品中微生物群落结构, 对

典型条带进行系列分析, 并构建系统发育进化树, 并对细

菌种类和真菌种类分别进行了研究和比较。 

DGGE 技术在发酵肉制品中得到广泛应用。Fontana

等[33,34]对不同发酵香肠的研究得出相同的结果。通过对不

同天数的发酵香肠中提取的细菌 16S rRNA基因的V3区域

进行PCR-DGGE研究, 发现在 0 d 及发酵的 5 d和 14 d, 均

包括植物乳杆菌、弯曲乳杆菌, 在 0 d时, 微生物种类还包

括乳酸片球菌、清酒乳杆菌, 在 5 d和 14 d, 优势菌群多了

腐生葡萄球菌(Staphylococci saprophyticus)种类。谢科等[35]

采用传统培养方法结合聚合酶链式反应-变性梯度凝胶电

泳(PCR-DGGE)指纹技术对广式腊肠中微生物种群结构进

行研究, 分析广式腊肠发酵过程中的优势微生物群落。在

传统分离培养中得到纯菌株, DGGE 指纹图谱显示光是拉

长混合菌群中 3条条带无对应的纯菌株而纯菌株中有 1株

在混合菌群的图谱上没有相应的条带。传统分离法与

PCR-DGGE技术结合能够更有效、更全面地分析广式腊肠

中微生物群落结构及优势菌。 

采用PCR-DGGE还可用于食品不同状态的菌相研究。

翁丽华[36]等应用传统微生物培养和 PCR-DGGE 方法研究

热鲜肉分别在 5、15、25、30 ℃贮藏过程中的菌相变化。

将热鲜肉贮藏于一定温度, 每隔适当时间取出, 测定菌落

总数, 并提取细菌 DNA, 进行 PCR—DGGE分析。细菌计

数结果表明, 热鲜肉贮藏于不同温度时, 菌落总数的最小

腐败量 7.2(1 g(cfu/g))分别在约 14 d、75 h、19 h和 16 h出

现。PCR-DGGE 结果表明, 热鲜肉在不同温度下贮藏时, 

贮藏末期优势腐败菌并不一致。在贮藏过程中主要优势腐

败菌有巨大球菌属、克雷伯氏菌属、假单胞菌属、柠檬酸

细菌属、不动杆菌属和埃希氏菌属。 

4  PCR-DGGE 在我国食品微生物溯源中的应

用前景 

传统微生物检测方法主要是依赖于富集培养、选择性
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分离、菌落计数和生化鉴定等方法, 检测步骤繁琐、时间

长、工作量大、检出率及灵敏度不高, 且容易出现假阴性。

PCR-DGGE 方法是从食品样品中提取微生物基因组 DNA

后, 选择对样本中都能有效扩增的引物进行特异性 PCR扩

增, 对扩增产物运用DGGE技术进行微生物群落结构分析, 

从而得到食品微生物多样性的信息。 

与传统方法相比较, DGGE技术最大的优势在于鉴别

不可培养的细菌, 在基因水平上具有简单、快速及准确性

和重复性好的优点, 为自然界中多种微生态系统菌群多样

性和动态分析提供了重要理论依据 [37,38]。研究表明 , 

PCR-DGGE 方法在揭示自然界微生物区系的遗传多样性

和菌群差异方面具有独特的优越性[39]。 

尽管 PCR-DGGE 技术在微生物群落结构分析中得到

了广泛的应用, 并且在食品中微生物的多样性和群落演替

性研究中应用较多。然而, 很多因素都会影响实验结果。

PCR-DGGE 实验结果与样品来源, 方法的选择性和局限

性、方法的灵敏度有很大的关系, 这都可能导致检测到的

微生物种类不同。通过研究发现, 影响实验结果的因素包

括样品处理方法、提取 DNA方法、所提取 DNA纯度、PCR

条件等。样品中菌体浓度低于 103~104 cfu/g或占整个群落

细菌数量不足 1%, DGGE技术很难检测出来[17,39,40]。 

随着 PCR-DGGE 技术的应用, 在灵敏度及与其他方

法, 尤其是传统培养方法相比较, 很多学者做了研究。孟赫

诚等[41]随机选取某肉菜市场的 8 份鸡肉和鸭肉样品, 增菌

分离后, 对其中的弯曲菌(Campylobacter)分别采用脉冲场

凝胶电泳(PFGE)和 DGGE 对分离出的菌株进行分子水平

的分型和溯源, 结果表明, 与 PFGE相比, DGGE分型的方

法灵敏度略低, 但是更快速、成本更低, 且稳定、准确, 可

用于食品中弯曲菌的快速分型。与其他分型方法相比较, 

PCR-DGGE 可以不依赖培养而直接检测和鉴定食品中微

生物, 可以进行食源性致病菌快速检测和分型[42]。 

不同食品在加工过程中的微生物种群多种多样, 因

此在研究中, 对于 DGGE电泳中出现的不同条带进行克隆

测序, 结合现代分子生物学技术研究方法, 利用统计学原

理, 如何建立完整的食品安全微生物溯源动力学模式, 通

过控制微生物的种类与数量, 为食品微生物安全溯源机制

研究建立基础, 并且通过分析食品中微生物种类以判断其

地理来源, 从而达到控制食品质量、防止食品假冒的目的, 

这些是 PCR-DGGE技术发展的必然趋势。 
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