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ＰＣＲ法检测一株啤酒腐败菌条件的优化
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摘　要：以短乳杆菌 （Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ）为研究对象�对 ＰＣＲ法快速检测短乳杆菌 （Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ）的扩增条件：
Ｔａｑ酶浓度、Ｍｇ2＋浓度、退火温度、循环温度／时间、循环次数5个方面进行了优化。最终得到 ＰＣＲ反应最佳条件：
25ｕｌ体系中�Ｔａｑ酶用量2．0Ｕ／ｍｌ�Ｍｇ2＋浓度2．0ｍＭ退火温度为50℃。扩增程序：94℃4ｍｉｎ进入循环�94℃30ｓ�50℃
30ｓ�72℃30ｓ�35个循环后�再72下延伸5ｍｉｎ。
关键词：短乳杆菌 （Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ）；ＰＣＲ；条件优化
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　　近年来我国啤酒工业发展迅速�2003年国家统
计局报道 ［1］�中国啤酒产量以每年8％的速度增长�
在持续9年居世界第二后�2002年以2386．83万 ｔ
的产量超过美国居世界第一。虽然啤酒业近几十年
来的发展势头十分乐观�但是污染啤酒的微生物依
然是困扰国内外各大啤酒酿造公司的一大难题。目
前�对这些腐败菌的检测主要还是通过从啤酒中分
离出腐败菌在平板上厌氧培养�然后通过观察和一
些生理生化试验来判定这些腐败菌。这种方法最大
的缺点是耗时长�5～7ｄ才可以看到结果�不能及时
反馈啤酒中微生物污染情况�对实际生产具有很大
的滞后性。ＰＣＲ技术从分子、基因水平极大地提高
了检测效率�具有方便、快捷、省时等优点 。目前�
美国、日本、加拿大和我国的科研工作者都致力于将
ＰＣＲ技术应用于啤酒腐败菌的鉴定和检测。因此�
利用ＰＣＲ技术快速检测啤酒中腐败菌�可大大缩短
检测时间�及时反馈啤酒中微生物的污染情况�对于
啤酒生产具有重要意义。

短乳杆菌 （Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ）是啤酒中的主要
污染菌之一�通常占啤酒腐败菌50％以上 ［2］�通过
对ＰＣＲ法检测短乳杆菌条件的优化�提高其反应灵
敏度�缩短检测时间。
1　材料与方法
1．1　试验材料与主要仪器设备

标准菌株：短乳杆菌 （Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ）。
ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｂｕｆｆｅｒ、引物 （委托上海生工合

成 ）、Ｍｇ2＋、ｄＮＴＰ、琼脂糖、ＥＢ（溴化乙锭 ）、ＤＮＡ分
子量标准 （ＤＮＡＭａｒｋｅｒ）、Ｔｒｉｓ（三羟甲基氨基甲烷 ）、
蛋白酶Ｋ、ＳＤＳ饱和酚、去离子无菌水等。

ＰＣＲ扩增仪、台式高速离心机、电泳仪、紫外透
射检测仪、凝胶成像仪、高压灭菌锅、恒温水浴锅、摇
床、超净工作台、精密微量移液器 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ（10μｌ�
100μｌ�Ｌ200μｌ�1000μｌ）、ＰＣＲ管、离心管、枪头。
1．2　试验设计与方法
1．2．1　模板ＤＮＡ制备

按 ＣＴＡＢ法提取模板 ［3］�得到1．2×10－2ｕｇ／ｍｌ
和1．2×10－5ｕｇ／ｍｌ两种模板的ＤＮＡ。
1．2．2　引物设计

参照 Ｙａｍａｚａｋｉ等人 ［4］设计根据短乳杆菌基因
序列�采用引物设计软件设计引物为：引物 Ｆ：5′－
ＧＡＡＣＡＧＧＡＴＴＡＧＡＴＡＣＣＣ－3′�引物 Ｒ：5′－ＧＡＣＴ-
ＴＡＡＣＣＣＡＡＣＡＴＣＴＣＡＣ－3′。扩增产物片段为
260ｂｐ。此片段是短乳杆菌的特异序列�扩增灵敏性
较高。
1．2．3　ＰＣＲ体系优化 （25ｕｌ）预试验

采用 25ｕｌＰＣＲ反应体系 ［1］�见表 1�以普通
ＰＣＲ扩增�如图1得出未优化体系的检出低限为
1∙2×10－5ｕｇ／ｍｌ。

表1　25ｕｌＰＣＲ反应体系
　　　试剂 标准反应 （25ｕｌ） 阴性对照

10ｘＴａｑ缓冲液 2．5ｕｌ 2．5ｕｌ
ＭｇＣ12（25ｍＭ） 1．5ｕｌ 1．5ｕｌ
ｄＮＴＰＳ（10ｍＭ） 0．5ｕｌ 0．5ｕｌ
上游引物 1ｕｌ 1ｕｌ
下游引物 1ｕｌ 1ｕｌ
ＤＮＡ模板 4ｕｌ 4ｕｌ
ｄｄＨ2Ｏ 14ｕｌ 14ｕｌ
Ｔａｑ聚合酶 0．5ｕｌ 0．5ｕｌ



图1　注：Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（100、250、500、750、1000、2000）
0：阴性对照

1～10：模板浓度分别为1．2×100～1．2×10－9ｕｇ／ｍｌ个分子

　　根据预试验结果�对ＰＥ公司推荐标准ＰＣＲ反
应体系和扩增条件�见表2［5］稍加修改�即Ｂｕｆｆｅｒ缓
冲液、ｄＮＴＰｓ和引物条件未变�对Ｔａｑ酶浓度、Ｍｇ2＋
浓度、退火温度、循环温度／时间、循环次数等五个条
件采用单因素逐项优化法优化�以1．2×10－2ｕｇ／ｍｌ
和1．2×10－5ｕｇ／ｍｌ模板量作对照。在退火温度、循
环时间、循环次数未优化前采用的扩增程序为：94℃
预变 性 4ｍｉｎ进 入 ＰＣＲ 循 环�即 94℃／60ｓ�
55℃／60ｓ�72℃／60ｓ�40个循环�再于 72℃下延伸
5ｍｉｎ。
表2　ＰＥ公司推荐标准ＰＣＲ反应体系和扩增条件

成分 Ｂｕｆｆｅｒ ｄＮＴＰｓ 引物 模板 Ｔａｑ酶 Ｍｇ2＋

浓度 1×缓冲液 0．2ｍＭ 1ｕｍｏｌ／Ｌ 10ｎｇ／ｍＬ 2．5Ｕ／ｍＬ 1．5ｍｍｏｌ／Ｌ

2　结果与分析
2．1　Ｔａｑ酶浓度优化

选1．2×10－2ｕｇ／ｍｌ、1．2×10－5ｕｇ／ｍｌ两种浓度
模板作为对照。由图2ａ、2ｂ可见�模板量为1．2×
10－5ｕｇ／ｍｌ时�1Ｕ／ｍＬ扩增结果呈阴性�1．5、2．0、
2．5、3．0Ｕ／ｍＬ均有清晰目的 ＤＮＡ片段�且4者的
结果无明显的差别。模板量为1．2×10－2ｕｇ／ｍｌ时�
均有清晰的ＤＮＡ片段�且5个结果无明显的差别。
按低模板量的原则�Ｔａｑ酶浓度至少为1．5Ｕ／ｍＬ�由
于Ｔａｑ酶活性可能会受某些未知因素的影响�为了
使结果稳定�Ｔａｑ酶应稍微过量�因此取Ｔａｑ酶浓度
为2．0Ｕ／ｍＬ。

2．2　Ｍｇ2＋浓度优化
选1．2×10－2ｕｇ／ｍｌ和1．2×10－5ｕｇ／ｍｌ两种浓

度模板作为对照。由图3可见�对两种浓度的模板
进行扩增�均能得到目标条带�模板浓度为1．2×
10－2ｕｇ／ｍｌ时�2号条带相对较亮。模板浓度为1．2
×10－5ｕｇ／ｍｌ时�5号条带相对较亮．2号和5号对
应的Ｍｇ2＋浓度均为2．0ｍＭ�因此最佳Ｍｇ2＋浓度确
定为2．0ｍＭ。

图3　注：Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（100、250、500、750、1000、2000）
0：阴性对照

1、4：Ｍｇ2＋浓度为 1．5ｍＭ�2、5：Ｍｇ2＋浓度为 2．0ｍＭ�3、6：
Ｍｇ2＋浓度为2．5ｍＭ�1、2、3：模板浓度为1．2×10－2ｕｇ／ｍｌ�4、
5、6：模板浓度为1．2×10－5ｕｇ／ｍｌ．
2．3　退火温度优化

选1．2×10－2ｕｇ／ｍｌ、1．2×10－5ｕｇ／ｍｌ两种浓度
模板作为对照。比较图4ａ、4ｂ可以看出�2～5号的
扩增带均相对较亮�且结果基本相同。一般来说退
火温度越低�其灵敏度越高；退火温度越高�扩增特
异性越高�在扩增效果相同的前提下�应选较高的温
度以保证扩增的特异性�因此选 50℃为最佳退火
温度�其值应介于4号与5号之间。
2．4　循环时间优化

选1．2×10－2ｕｇ／ｍｌ、1．2×10－5ｕｇ／ｍｌ两种浓度
模板作为对照。由图5可以看出�模板量为1．2×
10－5ｕｇ／ｍｌ时变性、退火、延伸时间为10ｓ的扩增结
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果为阴性�30ｓ、45ｓ和60ｓ的结果均呈阳性�且3者
扩增结果基本相同。当模板量为1．2×10－2ｕｇ／ｍｌ
时�10ｓ、30ｓ、60ｓ的扩增效果基本相同。从省时和扩
增反应的充分发生的角度考虑�选30ｓ为最佳循环
时间。

图5　注：Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（100、250、500、750、1000、2000）
0：阴性对照

1、2：94／10�50／10�72／10；3、4：94／30�50／30�72／30；
5、6：94／45�50／45�72／45；7、8：94／60�50／60�72／60．
奇数序号模板浓度为1．2×10－2ｕｇ／ｍｌ�偶数序号模板浓

度为1．2×10－5ｕｇ／ｍｌ．
2．5　循环次数优化

选1．2×10－2ｕｇ／ｍｌ、1．2×10－5ｕｇ／ｍｌ两种浓度
模板作为对照。如图6所示�模板量为1．2×10－5
ｕｇ／ｍｌ时�25次、30次的结果呈阴性�35次、40次有
扩增产物带。当模板量为1．2×10－2ｕｇ／ｍｌ时�25
次没有扩增产物�30次、35次、40次均有扩增产物
带。综合分析可知�无论模板量高或低�35次循环
可使扩增产物量达到检测限�因此取35次循环。

图6　注：Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（100、250、500、750、1000、2000）
0：阴性对照

1、2：25次�3、4：30次�5、6：35次�7、8：40次．
奇数序号模板浓度为1．2×10－2ｕｇ／ｍｌ�偶数序号模板浓

度为1．2×10－5ｕｇ／ｍｌ．
2．6　优化后的检测结果

通过以上优化后�采用25ｕｌＰＣＲ反应体系�以
普通ＰＣＲ扩增�如图7得出优化后体系的检出底限
为1．2×10－5ｕｇ／ｍｌ。

图7　注：Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（100、250、500、750、1000、2000）
0：阴性对照

1～10：模板浓度分别为1．2×100～1．2×10－9ｕｇ／ｍｌ个
分子

3　结论
由以上优化结果可知�短乳杆菌 （Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ

ｂｒｅｖｉｓ）25ｕｌ体系ＰＣＲ优化的最佳结果如下：
Ｔａｑ酶用量2．0Ｕ／ｍｌ�Ｍｇ2＋浓度为2．0ｍＭ�退火

温度为50℃。扩增程序：94℃4ｍｉｎ进入循环�94℃
30ｓ�50℃30ｓ�72℃30ｓ�35个循环后�再72下延伸
5ｍｉｎ。在这些条件下�可以保证 ＤＮＡ模板量低至
1．2×10－5ｕｇ／ｍｌ时仍具有较好的扩增效果�同时使
短乳杆菌预培养时间缩短在24ｈ以内�ＰＣＲ扩增反
应时间减少1ｈ以上。这个过程所需时间的减少�为
啤酒中腐败菌的快速检测奠定了基础。
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Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｓｐｐ．ｆｒｏｍｐｕｒｅｃｕｌｔｕｒｅｓａｎｄｆｏｏｄｓ�Ｊ．Ａｐｐｌ．
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［20］　ＦｌｕｉｔＡ．ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＬｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓｉｎｃｈｅｅｓｅ
ｗｉｔｈｔｈｅｍａｇｎｒｔｉｃｉｍｍｕｎｏ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ
ａｓｓａｙ�ＡｐｐｌＥｎｖｉｒｏｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ�1998�54；1564-1569．

（上接第65页 ）（3）压缩进入旋转失速后�压力发生
脉动�但流量基本不变。 （4）旋转失速引起的振动�
强度比喘振小。
5．3　喘振

喘振是突变型失速的进一步发展。当气量进一
步减小时�压缩机整个流量被气体旋涡区所占据�这
时压缩机出口压力会突然下降。但是有较大容量的
管网压力并不会马上下降�出现管网气体向压缩机
倒流现象。当管网压力下降到低于压缩机出口压力
时�气体倒流停止�压缩机又恢复到原来压力后�又
会出现整个流道内的旋涡区。这样周而复始�出现
了压力和流量周期性的脉动�并发出低频吼叫�机组
产生剧烈振动。振动振幅和频率与管网容积大小密
切相关。管网容量越大�喘振频率越低�振幅越大。
多数大容量机组的振动频率＜1Ｈｚ。

喘振产生的原因是：（1）压缩机转速下降而出
口压力未下降；（2）管网压力升高；（3）压缩机流量
下降；（4）压缩进气温度高；（5）分子量减小；（6）压
缩机进气压力下降或入口管网阻力增大。
6　结论与建议

　　1）压缩机的叶轮及隔板结疤较快�严重影响打
气量和转子的动平衡�需经常揭盖清理。ＣＯ2在进
入压缩机前进行充分除尘�需要增加2台电除尘�确
保气体除尘量在10ｍｇ／ｍ3以下�减少压缩机的结
疤。
2）建议气封材料改为浸四氟�以免在机组运行

过程中被氧化腐蚀、断裂变形�与转子产生摩擦引起
压缩机振动。
3）建议一、二段冷却器改为波纹管换热器�这

种冷却器使气体和水能够加剧湍流�管内外不易结
疤�提高换热效果。从而避免因气体得不到充分冷
却而使压缩机稳定工作范围变窄发生喘振。
4）建议在压缩机进出管上安装波纹管膨胀节�

避免压缩机受到外力作用�在运行过程中不能自由
膨胀而引起振动。
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