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应用聚合酶链式反应-变性梯度凝胶电泳和 

16S rDNA技术分析果冻胀气原因 

严琼英, 林  霖, 叶秀玲, 陈  晶, 黄建飞, 刘丛丛, 杨国武*, 兰全学 

(深圳市计量质量检测研究院, 深圳  518131) 

摘  要: 目的  分析某品牌果冻胀气的原因。方法  提取胀气果冻总 DNA, 采用聚合酶链式反应-变性度凝胶

电泳技术(polymerase chain reaction-denaturing gradient gel electrophoresis , PCR-DGGE)进行菌群结构分析, 同

时采用平板分离法从果冻中分离细菌。并将分离得到的菌株进行 16S rDNA扩增和测序比对分析。将分离的菌

株接种到正常果冻中进行产气实验。结果  PCR-DGGE和平板分离结果表明, 在胀气果冻中分别只检测到一种

细菌, 未检测出真菌。测序比对结果表明该细菌属于芽孢乳杆菌属。将该菌接种到正常果冻中会引起果冻胀气。

结论  芽孢乳杆菌是导致该品牌果冻胀气的主要因素。 
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Analysis of swollen jelly by polymerase chain reaction-denaturing gradient 
gel electrophoresis and 16S rDNA techniques 
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YANG Guo-Wu*, LAN Quan-Xue 
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ABSTRACT: Objective  To analyze the reason of swollen brand jelly. Method  Total microbial 

community genome were extracted from swollen and normal jelly and analyzed by polymerase chain 

reaction-denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE). Bacteria was isolated by traditional plate 

technique and the 16S rDNA of isolated bacteria was amplified and sequenced. Observation the production of 

gas by inoculating the isolated strain into normal jelly. Result  Both the DGGE profile and plate technique 

result revealed that only one species of bacteria could be detected, fungus was not detected. The result of 

sequence blasting showed that the strain fell within the genus Sporolactobacillus. The strain resulted in 

production of gas when it was inoculated into normal jelly and cultivated for 7 d. Conclusion  The result 

indicated that Sporolactobacillus played the key role in the swollen brand jelly. 

KEY WORDS: swollen jelly; Sporolactobacillus; 16S rDNA; polymerase chain reaction-denaturing gradient 

gel electrophoresis 
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1  引  言 

果冻是一种由食用明胶、水、糖等原料, 经过溶

胶、调配、灌装、杀菌、冷却等工艺加工制成的半固

体甜食, 外观晶莹、口感软滑、色泽鲜艳、清甜滋润, 

是深受妇女和儿童喜爱的一种低热量、高膳食纤维的

健康食品[1]。我国于 1985 年首次引进第一条果冻生

产线, 随着需求的日益增加, 果冻行业在我国逐渐形

成了产业, 并且超越日本成为了亚洲最大的生产国

和销售国[2]。现有某大型果冻生产企业为保持水果果

冻中水果原有的口感、风味以及减少水果中维生素等

营养成分的损失, 采用新工艺生产了一批果冻, 部分

果冻在储存一段时间后出现胀气现象, 影响果冻外

观, 影响企业经济效益, 更重要的是对食品存在一定

的安全隐患, 因此找出果冻胀气的原因刻不容缓。变

性 梯 度 凝 胶 电 泳 (denaturing gradient gel 

electrophoresis, DGGE)是研究微生物菌群结构及亲

缘关系的主要分子工具, 它不依赖于细菌的培养即

可进行分析, 大大节省了分析时间并防止遗漏环境

中不可培养菌的遗传信息, 该技术迅速扩展到许多

领域[3,4]。理论上它能将大小相同碱基序列不同的条

带加以区分, 单个碱基差异的 DNA 片段都能被区分

为不同的条带[5,6],再结合 16S rDNA 序列分析技术, 

即可鉴定出菌种。本实验应用 PCR-DGGE 和 16S 

rDNA 技术及传统培养技术综合分析引起果冻胀气

的原因。 

2  材料与方法 

2.1  样品及处理  

某品牌同批次胀气果冻和正常果冻, 采用无菌

操作取样并立即进行分析, 剩余样品放置 4 ℃冰箱

保存。 

2.2  主要试剂和引物 

细菌和真菌基因组提取试剂盒、DNA 回收纯化

试剂盒均购自深圳太太基因工程有限公司 , Prime 

STAR聚合酶、质粒 pMD18-T 和 DNA Marker均由 

Takara 公司提供, 革兰染色液购自珠海贝索有限公

司, 马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)购自北京陆桥、

GYP琼脂(葡萄糖 1.0%、蛋白胨 0.3%、酵母粉 0.7%、

KH2PO4 0.1%、MgSO4·7H2O 0.05%、琼脂粉 1.5%),

引物由上海生物工程有限公司合成(见表 1), 其他化

学试剂为分析纯。 

2.3  PCR-DGGE 菌群结构分析 

2.3.1  样品处理和基因组 DNA 提取 

分别取 25 g胀气果冻和正常果冻, 加入 225 mL

无菌生理盐水, 匀浆制成 10倍样品稀释液, 取 10 mL

样品稀释液 800 r/min 离心 2 min, 取上清液 12000 

r/min离心 5 min, 用细菌和真菌基因组 DNA提取试

剂盒提取基因组 DNA作为后续 PCR反应模板。 

 
 

表 1  实验中常用引物 
Table 1  Primers used in this study 

引物 序列(5′→ 3′) 

27F AGAGTTTGATCTGGCTCAG 

1492R GGCTACCTTGTTACGACTT 

GC-338F CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG GACTCCTACGGGAGGCAGCAG 

518R ATTACCGCGGCTGCTGG 

338F CCTACGGGAGGCAGCAG 

NS1 GTAGTCATATGCTTGTCTC 

FR1 AICCATTCAATCGGTAIT 

GC-NS3 CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGGC AAGTCTGGTGCCAGCAGCC 

YM951r TTGGCAAATGCTTTCGC 
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2.3.2  PCR-DGGE 分析 

以总 DNA 为模版, 利用引物 27F/1492R[7]和引

物 NS1/FR1[8]扩增出整个 16S rDNA和 18S rDNA序

列。再分别以 16S rDNA 序列为模版 , 引物

GC-338F/518R[9] 扩增出细菌的 V3区; 以 18S rDNA

序列为模板, 引物 GC-NS3/YM951r[10]扩增真菌的特

殊片段。扩增产物采用浓度为 8%丙烯酰胺/双丙烯酰

胺 (37.5:1, V:V)胶, 选择优化好的 20%~60%变形梯

度凝胶进行 DGGE分离[11,12], 电泳条件为 60 ℃, 120 

V, 6 h, 采用 EB进行染色。将目的条带切胶回收并以

此为模板采用同样的程序再次跑 DGGE 胶直至形成

单一的条带, 将条带连接载体 pMD18中并送去测序, 

测序结果在 NCBI上进行 BLAST序列分析。 

2.4  传统培养和 16S rDNA 序列分析 

2.4.1  传统培养 

取上述 2.3.1匀浆制成的 10倍样品稀释液, 涂布

在 PDA琼脂平板、GYP琼脂平板上分别在 28 ℃、

37 ℃进行需氧、微需氧、厌氧培养 7 d, 将分离菌株

在上述培养基上纯化培养并进行革兰氏染色观察。 

2.4.2  用细菌基因组 DNA 试剂盒提取分离菌株 

得到的基因组 DNA用 16S rDNA通用引物 27F

和 1492R进行 PCR扩增, 反应程序为: 94 ℃预变性 5 

min, 94 ℃变性 30 s, 54 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 30 s, 

35个循环, 最终 72 ℃延伸 10 min。将 16S rDNA片

段回收纯化连接到载体 pMD18 中并送去测序, 测序

结果在 NCBI上进行 BLAST序列分析。 

2.5  果冻胀气验证试验 

用 2 mL 无菌注射器吸取 200 μL 分离菌株的

GYP新鲜增菌液(细菌浓度约为 107 cfu/mL), 注入正

常的果冻中, 同时用另一无菌注射器吸取 200μL 无

菌生理盐水做阴性对照, 分别注射 3个正常果冻, 并

立即密封果冻上的针孔, 确保果冻内无气泡后放置

在 37 ℃培养箱培养 7 d, 观察果冻胀气情况。 

3  结果与分析 

3.1  PCR-DGGE 菌群结构分析 

经 16S rDNA V3区 PCR-DGGE电泳后, 胀气果

冻对应泳道只发现一条亮带, 正常果冻对应泳道没

有亮带, 如图 1所示; 经过 18S rDNA PCR-DGGE电

泳后, 未检测到真菌条带。结果提示胀气果冻中菌群

结构较单一, 只含有一种细菌。经切胶回收连接载体

pMD18中并送去测序, 测序结果进行 BLAST比对后, 

序列登录号为: KP340805, 结果显示与芽孢乳杆菌的

亲缘性最高。 

 

 
 

图 1  16S rDNA V3区 PCR-DGGE指纹图谱 

Fig. 1  PCR-DGGE profiles of bacterial 16S rDNA of V3 
fragment 

注: 泳道 1-6为同批次的 6个胀气样品, 泳道 7为正常果冻 

 

3.2  传统培养和 16S rDNA 序列分析 

经过 7 d 培养, PDA 琼脂平板上均无菌落生长; 

GYP 琼脂平板上, 需氧条件培养均无菌落生长, 微

需氧、厌氧条件培养, 不同胀气果冻的平板均有细菌

生长, 形态单一, 正常果冻中未见菌落生长。该菌株

在 GYP 培养基上生长良好, 形态为白色、光滑、凸

起、湿润的单个菌落(如图 2)。镜检结果为革兰氏阳

性杆状 , 单个排列或成链排列 , 菌体大小为

0.6×6~10.5 μm(如图 3)。通过 16S rDNA序列分析并

BLAST 比对发现分离的菌株属于芽孢乳杆菌属, 但

又与其他种类不同, 序列比对结果见表 2。 
 

 
 

图 2  胀气果冻分离菌株 

Fig. 2  Strain from swollen jelly 
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图 3  革兰氏染色镜检图(放大倍数: 10×100) 

Fig. 3  Gram staining microscopy of strain 

 
表 2  16S rDNA 序列比对结果 

Table 2  Identification results of bacteria by 16S rDNA 
sequence analysis 

相似菌株 登陆号 相似度% 

Sporolactobacillus vineae EF581819 97.46 

Sporolactobacillus putidus AB374522 96.91 

Sporolactobacillus inulinus AB362770 95.96 

Sporolactobacillus terrae AJ634662 95.85 

Sporolactobacillus kofuensis AJ634661 95.58 

 

3.3  果冻胀气验证试验 

注入分离菌株的正常果冻, 放置 7 d后, 均出现

胀气现象; 而只注入无菌生理盐水的果冻未出现胀

气, 表明该菌株在果冻内生长繁殖可引起果冻胀气。 

4  讨  论 

经过 PCR-DGGE、16S rDNA序列分析和传统培

养方法, 只从胀气果冻中鉴定到一种菌, 为芽孢乳杆

菌。1963年, Kitahara等[13] 采用 GYP培养基首次从

家禽饲料中分离到了菊糖芽孢乳杆菌, 并因此建立

芽孢乳杆菌属。芽孢乳杆菌是一种革兰氏阳性杆状, 

产芽孢, 过氧化氢阴性, 产乳酸的细菌[14]。许多特征

与乳酸杆菌(Lactobacillus)类似, 无糖培养基上不生

长。目前芽孢乳杆菌含有 7 个种和 2 个亚种。通过

16S rDNA 比对分析发现该菌与葡萄园芽孢乳杆菌

Sporolactobacillus vineae SL153T(EF581819)[15]模式

菌 16Sr DNA序列同源性最高, 为 97.43%, 同其属内

其余菌株 16S rDNA序列同源性均为 95%到 97%之间, 

S.putidus QC81-06T(96.91%)[16], S.inulinus NRIC 
1133T(95.96%),  S.terrae  DSM 11697T (95.85%)[17] , 
有可能为芽孢乳杆菌属内一个新种, 但菌株相关性

质有待进一步研究。 

本实验中, 将胀气果冻中分离到的芽孢乳杆菌

重新注入正常果冻, 经培养能引起果冻胀气, 表明芽

孢乳杆菌的生长繁殖是导致本次研究果冻胀气的主

要原因。目前, 芽孢乳杆菌大多分离自鸡饲料、根际

土壤、土壤、发酵引子和变质的果汁等, 本次研究胀

气果冻中分离的芽孢乳杆菌可能来源于水果原料。该

菌在果冻中生长繁殖, 导致果冻胀气。该企业可在以

后的果冻生产中, 推行采用 HACCP 体系, 监控加工

过程中的关键环节, 使食品安全危害风险降低到最

小或可接受的水平, 预测和防止在食品生产过程中

出现影响食品安全的危害。 
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