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摘　要　以耐乙酸乳杆菌的 ３个特异性基因为靶标，设计并优化了 ３对耐乙酸乳杆菌的特异性引物，建立了基

于 ＳＹＢＲＧＲＥＥＮ实时荧光定量 ＰＣＲ的耐乙酸乳杆菌定性定量检测的标准检测（ｓｔａｎｄａｒｄｏｐｅｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅ，

ＳＯＰ）方法。利用耐乙酸乳杆菌 ＣＮ２４７的基因组 ＤＮＡ作为标准品绘制了标准曲线，实现了对耐乙酸乳杆菌的定

量检测，耐乙酸乳杆菌的最低检测限可达１００ＣＦＵ／ｍＬ，精度可达１０ＣＦＵ／ｍＬ。大生产样品在培养基中富集培养

４８ｈ后即可满足检测的要求，检出率为 １００％，整个检测时间控制在 ３ｄ以内，满足了啤酒企业对出厂产品快速

检测的质量控制要求。
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　　啤酒是世界上最受欢迎的酒精饮料之一。尽管
工业生产中对微生物污染高度重视，但由于啤酒微生

物的高度适应性，微生物污染的情况仍时有发生，这

给啤酒生产企业带来了极大的困扰
［１］
。

啤酒中的腐败菌种类较多，以乳酸菌为主。近

年，啤酒中发现的１个新啤酒腐败菌菌种———耐乙酸
乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ），因其特殊的生理
特性引起了人们的关注

［２］
。啤酒中的耐乙酸乳杆菌

保持了乳杆菌的菌种特性，以乳酸、醋酸和双乙酰为

糖酵解终产物，大量的双乙酰使啤酒产生了令消费

者不愉快的黄油味和油腻的口感，严重影响了啤酒

的品质；同时，该菌具有在一般营养条件下不易培

养的生理特性，国标等常规方法难以检测到此菌，

出现假阴性结果
［３］
。这使得啤酒在贮存或销售环

节易出现质量问题，严重影响产品形象和企业

声誉。

基于微生物检测技术的快速发展，除常规的检测

方法外，蛋白质和核酸等分子检测手段也得到广泛应

用。其中聚合酶链式反应（ｐｏｌｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＰＣＲ）技术以其较高的灵敏性和准确性在啤酒腐败菌
检测中得到普遍认可

［４］
。ＰＣＲ检测多以啤酒腐败菌

某些特定的靶标进行检测，包括 １６ＳｒＤＮＡ通用引物

和四联球菌特异性引物等
［５－７］

；或利用某些特殊抗性

基因，如酒花抗性基因 ｈｏｒＡ［８］、ｈｏｒＢ［９］或 ｈｏｒＣ［１０－１１］

进行跨种属检测，以实现对啤酒腐败菌的快速检测。

但对于新出现的啤酒污染菌仍然需要建立对应的检

测方法，以实现对其进行有效的监控
［１２］
。因此本研

究以建立啤酒中耐乙酸乳杆菌种特异性检测体系为

切入点，建立特异性的检测体系，以实现对啤酒生产

过程质量检测和对出厂啤酒提供必要的技术保障。

１　材料与方法

１．１　仪器与材料

２１６Ｎ高速微量离心机，湖南恒诺仪器设备有限
公司；ＮａｎｏＤｒｏｐＯｎｅ，赛默飞世尔仪器有限公司；
ＡＢＩ７５００ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｙｓｔｅｍ，美国 ＡＢＩ公司；Ｍｕｌｔｉ
ｓｋａｎＦＣ酶标仪，赛默飞世尔仪器有限公司；ＳＷＣＪ
２ＦＤ超净工作台，苏州净化设备有限公司；ＢＸ５１显微
镜，奥林巴斯（中国）有限公司；ＬＲＨ２５０培养箱，上海
一恒科学仪器有限公司；ＢＣＣ５７ＰＣＲ仪，北京天林恒
泰科技有限公司；ＢＧｓｕｂＭＩＤＩ多用途水平电泳仪、
Ｔａｎｏｎ１６００凝胶成像系统，上海天能科技有限公司。

ＮＢＢＰ培养基，德乐公司；ＫＫ４６０１ＫＡＰＡＳＹＢＲ
ＦＡＳＴ试剂盒，ＫＡＰＡＢＩＯＳＹＳＴＥＭＳ；细菌基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒，北京天根生化科技有限公司。

１．２　本研究中使用的菌株
本研究中使用的菌株均分离自出现混浊、异味或

产生沉淀的啤酒样品，共分离鉴定了 １２株啤酒腐败
菌，菌株信息见表１。所有菌株均采用平板分离后再
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进行厌氧培养
［１３－１４］

。

表 １　本研究中分离和使用的啤酒腐败菌菌株

Ｔａｂｌｅ１　Ｂｅｅｒｓｐｏｉｌａｇｅｓｔｒａｉｎｓｉｓｏｌａｔｅｄａｎｄｕｓｅｄｉｎｔｈｅｓｔｕｄｙ

序号 菌株编号 鉴定结果

１ Ｌ２ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｎｄｎｅｒｉ

２ Ｌ１５０ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ

３ Ｌ２３８ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｃａｓｅｉ

４ Ｌ７５８ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ

５ Ｌ１１０４ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂａｃｋｉｉ

６ ＣＮ００４ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐａｒａｃａｓｅｉ

７ ＣＮ００９ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｈａｒｂｉｎｅｎｓｉｓ

８ ＣＮ１２４ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐａｒａｂｕｃｈｎｅｒｉ

９ ＣＮ１３４ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓ

１０ ＣＮ２４７ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ

１１ ＳａＴ Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓｄａｍｎｏｓｕｓ

１２ ２５０ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｈｉｌｇａｒｄｉｉ

１．３　引物设计与验证
１．３．１　耐乙酸乳杆菌特异性基因的筛选与引物设计

目前开放的 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中仅有一株较为完
整的耐乙酸乳杆菌的基因组数据，其余均为基因组草

图
［１５－１６］

。研究中根据以上数据和预测的蛋白质信

息，利用 Ｍａｕｖｅ软件比对 ＧｅｎＢａｎｋ中 ２３株耐乙酸乳
杆菌基因组，从中筛选出 １０个耐乙酸乳杆菌较为特
异的基因编码区片段，然后将基因编码序列与数据库

中的微生物序列进行 ＢＬＡＳＴ比对，在比对结果中排
除具有较多相似菌株且相似度较高的基因序列，保留

比对结果中只有耐乙酸乳杆菌的特异性基因序列，以

此筛选出耐乙酸乳杆菌特有的基因作为检测的备选

基因用于后续研究。

１．３．２　引物设计
下载筛选到的目的基因序列，使用 Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉ

ｅｒ５软件进行引物设计。引物长度１８～２４ｂｐ，ＧＣ含
量４０％ ～６０％，目标产物在１３０ｂｐ～３００ｂｐ，Ｔｍ值在
５５～６０℃，设计完成后登录在线引物设计工具［１７－１８］

，

在模板输入框中分别输入引物上下游序列，在线检测

合成产物。

１．４　扩增体系与反应条件
将设计好的引物送上海生工生物有限公司合成。

扩增反应总体系为２０μＬ，包括上下游引物各０．４μＬ
（２００ｎｍｏｌ／Ｌ），基因组 ＤＮＡ为 １．０μＬ（１ｎｇ／μＬ），
２×ｍｉｘ１０μＬ，５０×ＲＯＸ０．４μＬ，无菌水定容到 ２０
μＬ；反应条件见表２。
１．５　耐乙酸乳杆菌定性检测
１．５．１　引物特异性验证

表 ２　耐乙酸乳杆菌种特异性 ＰＣＲ反应条件

Ｔａｂｌｅ２　ＳｐｅｃｅｉｓｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

反应阶段 反应温度与时间设置

恒温阶段 ｓｔｅｐ１９５℃ １０ｍｉｎ
循环阶段 ｓｔｅｐ１９５℃ １５ｓ ｓｔｅｐ２６０℃ ６０ｓ ３０ｃｙｃｌｅ

熔解曲线阶段
ｓｔｅｐ１９５℃

ｓｔｅｐ３９５℃

１５ｓ

３０ｓ

ｓｔｅｐ２６０℃

ｓｔｅｐ４６０℃

１５ｓ

５ｓ
冷却阶段 ｓｔｅｐ１６０℃ ７ｍｉｎ

以提取的啤酒腐败菌耐乙酸乳杆菌基因组 ＤＮＡ
为模板，使用设计的 １０对耐乙酸乳杆菌引物分别对
每种菌的基因组进行扩增，筛选特异性最佳的耐乙酸

乳杆菌引物用于后续混合菌中耐乙酸乳杆菌的定性

和定量检测
［１９－２０］

。

１．５．２　混合菌中耐乙酸乳杆菌的定性检测
以本研究中使用的 １２株啤酒腐败菌的基因组

ＤＮＡ混合物作为模板，检测筛选的特异性引物在混
合菌中耐乙酸乳杆菌的检出情况

［２１］
。

１．５．３　同种属耐乙酸乳杆菌的检测
以同种属的耐乙酸乳杆菌 ２０１１３（２０１１年 ３月

在８°纯生啤酒中回收样品中检出）与 ２０１１８（２０１１
年８月在１０°纯生微检留样中检出）的 ＤＮＡ为模板，
检测引物特异性。

１．６　耐乙酸乳杆菌特异性探针的定量检测
使用细菌基因组提取试剂盒，提取耐乙酸乳杆菌

的菌悬液（１．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）基因组。经 １０倍系列
梯度稀释，得到耐乙酸乳杆菌不同 ＤＮＡ浓度的标准
品。再以该标准品为模板，使用筛选到的特异性耐乙

酸乳杆菌引物进行 ＲＴｑＰＣＲ扩增，建立耐乙酸乳杆
菌的标准曲线，得到标准曲线的相关性方程，用于后

续的实际样品检测
［２２］
。

１．７　耐乙酸乳杆菌特异性探针的最低检出限
将培养好的耐乙酸乳杆菌按照１０倍系列梯度稀

释后，分别接种到 ＮＢＢＢ液体培养基中，２６℃厌氧
培养２ｄ，提取基因组。利用优化的种特异性引物对
目标菌上机检测，比对确认样品中耐乙酸乳杆菌的菌

量与实际值之间的差异，完成样品中耐乙酸乳杆菌的

种特异性定性和定量检测。

１．８　耐乙酸乳杆菌特异性引物检测实际样品
跟踪生产上的 ２０批样品，利用膜过滤（０．４５

μｍ）富集啤酒样品中的微生物。然后，将抽滤膜置于
ＮＢＢＢ培养基中，２６℃厌氧培养 ２ｄ，取 １０ｍＬ菌液
提取基因组 ＤＮＡ，然后使用本研究方法进行检测。
同时，对阳性样品进行菌株分离，然后送往华大基因
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公司进行测序，对比本研究建立的方法与实际样品的

一致性。

２　结果与分析

２．１　特异性引物筛选和定性检测
２．１．１　耐乙酸特异性引物的筛选

按照１．３的方法，初步筛选 １０个基因作为备选
靶标用于啤酒中耐乙酸乳杆菌的种特异性检测。以

啤酒腐败菌耐乙酸乳杆菌 ＣＮ２４７基因组 ＤＮＡ为模
板，经 ＲＴｑＰＣＲ扩增后，剔除产生非特异性片段的引
物，最终确定了３对特异性强的引物，引物序列如表
３所示。

表 ３　本研究筛选的啤酒腐败菌耐乙酸乳杆菌的特异性引物序列

Ｔａｂｌｅ３　ＳｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｆｏｒＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ

引物名称 引物序列 ５′—３′ 对应耐乙酸乳杆菌基因 片段大小／ｂｐ

ＹＷ５
Ｆ：ＴＡＡＡＡＧＡＡＧＴＡＡＣＧＣＡＡＡＣＣＡＣＧ
Ｒ：ＡＣＧＧＡＴＡＣＡＡＡＣＧＣＴＧＣＴＣＡＡＣ

ＡＰ０１４８０８．１：６０３９２１６０４２７７
砷酸还原酶

１６３

ＹＷ６
Ｆ：ＣＧＧＡＡＡＴＧＴＡＴＴＡＧＡＣＧＧＴＧＴＴ
Ｒ：ＡＴＧＡＴＧＡＡＧＣＧＴＡＡＧＡＡＧＧＡＴＧ

ＡＰ０１４８０８．１：１５０９４６８１５１０００４
保守预测蛋白

１５０

ＹＷ７
Ｆ：ＴＣＴＴＡＴＴＧＣＴＴＣＴＧＧＴＴＴＧＧ
Ｒ：ＡＣＡＣＧＡＴＧＣＧＡＣＴＧＡＴＴＴＴＡ

ＡＰ０１４８０８．１：５２９５５０５２９８８５
保守预测蛋白

１４３

２．１．２　耐乙酸乳杆菌特异性引物定性检测单一
ＤＮＡ模板的结果

以本研究中 １２株菌的基因组为模板，分别用
ＹＷ５、ＹＷ６和 ＹＷ７三对耐乙酸乳杆菌特异性引物进

行 ＲＴｑＰＣＲ扩增，以确认 ３对引物对耐乙酸乳杆菌
检测的特异性。ＹＷ５、ＹＷ６和 ＹＷ７特异性引物的
ＲＴｑＰＣＲ扩增曲线和熔解曲线如图１所示。

图 １　ＹＷ５、ＹＷ６和 ＹＷ７引物在 ＲＴｑＰＣＲ上检测单一 ＤＮＡ的扩增曲线和熔解曲线

Ｆｉｇ．１　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅａｎｄｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｓｉｎｇｌｅＤＮＡｂｙＹＷ５，ＹＷ６ａｎｄＹＷ７ｐｒｉｍｅｒｓｏｎＲＴｑＰＣＲ

　　如图１所示，使用 １．４的反应体系和反应条件，
ＹＷ５、ＹＷ６和 ＹＷ７三对引物只有在扩增耐乙酸乳杆
菌 ＣＮ２４７时分别出现了对应的扩增曲线，其余菌株

均无扩增曲线；同时，对应的熔解曲线出现单一尖锐

的峰，没有杂峰，说明在本研究的反应体系和反应条

件下，３对引物对于耐乙酸乳杆菌菌种 ＣＮ２４７检测具
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有特异性，参照 Ｃｔ值和熔解曲线可将 ＣＮ２４７与其他
１１株腐败菌区分开来，因此这 ３对引物可以作为
ＣＮ２４７的特异性引物用于１２种啤酒腐败菌中耐乙酸
乳杆菌菌种的定性检测。

２．１．３　耐乙酸乳杆菌特异性引物定性检测混合

ＤＮＡ模板
为了进一步验证所筛选引物的特异性，研究中将

１２个菌种的基因组混合后作为模板，利用筛选的 ３
对引物对目标产物进行扩增，扩增结果如图２所示。

图 ２　ＹＷ５、ＹＷ６和 ＹＷ７引物在 ＲＴｑＰＣＲ上检测混合 ＤＮＡ的扩增曲线和熔解曲线

Ｆｉｇ．２　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅａｎｄｍｅｌｔｉｎｇｃｕｖｅｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｍｉｘｅｄＤＮＡｂｙＹＷ５、ＹＷ６ａｎｄＹＷ７

ｐｒｉｍｅｒｓｏｎＲＴｑＰＣＲ

　　如图２所示，在分别使用３对特异性引物对混合
ＤＮＡ样品进行扩增时，在多个复杂模板及近缘乳酸
菌菌种存在的情况下，检测体系只对耐乙酸乳杆菌的

检测具有种特异性，说明引物特异性良好。

２．１．４　耐乙酸乳杆菌特异性引物定性检测同种属其
他耐乙酸乳杆菌

为了进一步验证设计的特异性引物对另外 ２株
鉴定的耐乙酸乳杆菌 ２０１１３和 ２０１１８检测的有效
性，使用其中 １对引物 ＹＷ５对测试菌株 ＤＮＡ进行
ＰＣＲ扩增，结果如图３所示。

ＲＴｑＰＣＲ测试结果表明，检测的 ２株菌 ２０１１３
与２０１１８为耐乙酸乳杆菌，与分子鉴定的结果相同。
说明设计的引物对耐乙酸乳杆菌菌种具有种特异性。

因此，以分离到的 １２株啤酒污染菌基因组为模
板，无论是单一菌 ＤＮＡ还是混合菌的 ＤＮＡ，通过
ＹＷ５、ＹＷ６和 ＹＷ７三对引物在 ＲＴｑＰＣＲ上扩增后，
均能对样品中的耐乙酸乳杆菌检测出唯一的扩增曲

线和熔解曲线，同时也能对耐乙酸乳杆菌的菌种进行

种特异性有效检出，表明了３对引物的特异性符合检
测耐乙酸乳杆菌的检测要求。

２．２　定量检测结果
２．２．１　耐乙酸乳杆菌 ＤＮＡ标准曲线的建立

以１０８ＣＦＵ／ｍＬ耐乙酸乳杆菌提取的基因组为
基础，通过 １０倍梯度稀释的 ＤＮＡ为模板，以特异性
引物 ＹＷ５对不同梯度的耐乙酸乳杆菌基因组 ＤＮＡ
扩增，建立耐乙酸乳杆菌标准曲线，如图４所示。
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图 ３　ＹＷ５引物在 ＲＴｑＰＣＲ上检测耐乙酸乳杆菌 ２０１１３和 ２０１１８的扩增曲线和熔解曲线

Ｆｉｇ３　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅａｎｄｍｅｌｔｉｎｇｃｕｖｅｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎ２０１１３ａｎｄ２０１１８ｂｙＹＷ５ｐｒｉｍｅｒｏｎＲＴｑＰＣＲ

图 ４　耐乙酸乳杆菌 ＤＮＡ的标准曲线

Ｆｉｇ．４　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ

ＤＮＡ

　　如图４所示，７个浓度梯度的耐乙酸乳杆菌 ＤＮＡ
样品扩增的标准曲线满足误差范围，其对应的回归方

程 ｙ＝－３．３４４Ｘ＋３３．５６，Ｒ２＞０．９９，线性关系良好，

满足后续对标的需要。

２．２．２　标曲的重复性和再现性验证
选取３人分别使用新开发的耐乙酸乳杆菌特异

性探针 ＹＷ５，验证定量标曲（从 ＤＮＡ稀释至上机为
一次操作）的重复性和再现性，每人做 ６次标曲，实
验结果如表４所示。

如表４所示，每个人测试６次标曲斜率的重复性
ＲＳＤ均在 ５％以内，３人测试标曲的再现性 ＲＳＤ为
３９４％，在 ５％的合格范围内，说明标曲的重复性和
再现性良好，可以用于实际的检测。

２．２．３　耐乙酸乳杆菌的最低检出限
为了进一步确定耐乙酸乳杆菌特异性引物的最

低检出限，将浓度 １×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的耐乙酸乳杆菌

ＣＮ２４７的原始菌液 １０倍梯度稀释，并以最后 ３个梯
度分别进行平板计数，２６℃厌氧培养 ２ｄ。再对各梯
度的菌液平板计数，确定样品培养前后的菌体浓度。

培养后的菌液分别取１０ｍＬ菌液提取 ＤＮＡ后在 ＲＴ
ｑＰＣＲ进行检测，结果如表５所示。

不同梯度接种的样品经预培养２ｄ后，取１０ｍＬ

表 ４　标曲的重复性和再现性结果

Ｔａｂｌｅ４　Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｓｔａｎｄ

ｃｕｒｖｅ

序号 标曲
相关性

（Ｒ２）

斜率重复

性的 ＲＳＤ
操作者

１ Ｙ＝－２．９６６Ｘ＋３０．９２ ０．８６
２ Ｙ＝－２．９８４Ｘ＋３０．２３ １．００
３ Ｙ＝－２．９８５Ｘ＋３０．８４ １．００
４ Ｙ＝－３．０８８Ｘ＋３１．０２ １．００
５ Ｙ－３．１５３Ｘ＋３１．５３ ０．９８
６ Ｙ＝－３．２０４Ｘ＋３１．９９ １．００

３．１９％ 操作者１

７ Ｙ＝－３．３０３＋３２．４６ １．００
８ Ｙ＝－３．３０９Ｘ＋３２．５７ １．００
９ Ｙ＝－３．２３５Ｘ＋３２．４７ １．００
１０ Ｙ＝－３．２２５Ｘ＋３１．８４ １．００
１１ Ｙ＝－３．３９５Ｘ＋３２．８９ １．００
１２ Ｙ＝－３．２５８Ｘ＋３２．００ １．００

１．７７％ 操作者２

１３ Ｙ＝－３．２３１Ｘ＋３２．１０ １．００
１４ Ｙ＝－３．２０５Ｘ＋３１．７２ １．００
１５ Ｙ＝－３．２５９Ｘ＋３１．８９ １．００
１６ Ｙ＝－３．１７４Ｘ＋３１．８３ １．００
１７ Ｙ＝－３．２５９Ｘ＋３１．１１ １．００
１８ Ｙ＝－３．３４０Ｘ＋３２．８１ １．００

１．７６％ 操作者３

标曲斜率再现性 ＲＳＤ ３．９４％

表 ５　不同梯度 ＣＮ２４７培养 ２ｄ后的菌液使用特异性

探针 ＲＴｑＰＣＲ测试结果

Ｔａｂｌｅ５　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲＴｑＰＣＲｕｓｉｎｇｔｈｅｓｐｅｃｉａｌｐｒｏｂｅ

ｔｏｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｏｆＣＮ２４７ａｆｔｅｒｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ

编号

培养前平

板计数结果

（ＣＦＵ·ｍＬ－１）

培养后平

板计数结果

（ＣＦＵ·ｍＬ－１）

特异性探针 ＲＴｑＰＣＲ

检测结果

扩增曲线 熔解曲线 判定

检出率

１ 不可计数 ７．１×１０３ ＋ ＋（７８℃） ＋ １００．０％
２ １１５ ５．４×１０２ ＋ ＋（７８℃） ＋ １００．０％
３ １４ ９７ ＋ ＋（７８℃） ＋ １００．０％
４ １ １１ ＋ ＋（７８℃） ＋ １００．０％

　　注：“＋”表示结果正常，判定为阳性。

预培养液提取的基因组 ＤＮＡ中均可以检测到目标
菌。其中，经预培养的最低稀释度的４号样品平板检
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测结果为 １１ＣＦＵ／ｍＬ。因在提取 ＤＮＡ做 ＲＴｑＰＣＲ
时使用的是１０ｍＬ菌液，故上机检测出来４号样品对
应的菌数为 １０２ＣＦＵ／ｍＬ。因此，新开发的特异性探
针对耐乙酸乳杆菌的最低检出限为 １０２ＣＦＵ，检测精
度为１０１ＣＦＵ／ｍＬ。

２．３　实际样品的检测
应用本研究开发的耐乙酸乳杆菌特异性引物检

测生产上预培养 ２ｄ的 ２０批样品，并同时进行菌株
分析后的样品测序对比结果如表６所示。

表 ６　样品分离鉴定后的测序结果与新开发探针方法检测结果

Ｔａｂｌｅ６　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｓｏｌａｔｅｄａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｓａｍｐｌｅａｎｄｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｎｅｗｌｙｄｅｖｅｌｏｐｅｄｍｅｔｈｏｄ

编号 ＮＢＢＢ 测序结果
耐乙酸乳杆菌实时荧光定量

ＲＴｑＰＣＲ快速检测方法
一致性判定

１ － Ｌ．ａｃｔｏｔｏｌｅｎｃｅ Ｌ．ａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ
２ ＋ Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ／ｐａｒａｐｌａｎｔａｒｕｍ －
３ ＋ Ｌ．ｂｒｅｖｉｓ －
４ － Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ与 Ｌ．ａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ Ｌ．ａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ
５ － Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ与 Ｌ．ａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ Ｌ．ａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ
６ － Ｌ．ａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ Ｌ．ａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ
７ ＋ Ｌ．ｃａｓｅｉ －
８ ＋ Ｌ．ｂｒｅｖｉｓ＋Ｌ．ｃａｓｅｉ －
９ ＋ Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ －
１０ ＋ Ｌ．ａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ＋Ｌ．ｂｒｅｖｉｓ Ｌ．ａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ
１１ － Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ －
１２ － Ｌ．ａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ Ｌ．ａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ
１３ ＋ Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ／ｐａｒａｐｌａｎｔａｒｕｍ －
１４ － Ｌ．ａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ＋Ｌ．ｂｒｅｖｉｓ Ｌ．ａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ
１５ ＋ Ｌ．ｐｌａｎｔａｒｕｍ／ｐａｒａｐｌａｎｔａｒｕｍ －
１６ － Ｌ．ｃｏｌｌｉｎｏｉｄｅｓ／ｐａｒａｃｏｌｌｉｎｏｉｄｅｓ与 Ｌ．ａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ Ｌ．ａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ
１７ ＋ Ｌ．ｌｉｎｄｎｅｒｉ －
１８ － Ｌ．ｂａｃｋｉｉ －
１９ ＋ Ｌ．ａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ＋Ｌ．ｂｒｅｖｉｓ Ｌ．ａｃｅｔｏｔｏｌｅｒａｎｓ
２０ ＋ Ｌ．ｌｉｎｄｎｅｒｉ －

１００％

　　注：“＋”表示 ＮＢＢＢ液体培养基变色，判定为阳性；“－”表示不变色或未检测到，判定为阴性。

　　实验结果表明，检测的 ２０批生产样品经预培养
２ｄ后，只要样品中含有耐乙酸乳杆菌且达到检出限
的样品，均可以使用本研究开发的方法进行有效检

测。结果表明，本研究开发的耐乙酸乳杆菌特异性探

针对实际样品中的耐乙酸乳杆菌检测具有特异性及

准确性，检出效率为１００％。

３　结论

本研究以耐乙酸乳杆菌 ３个种特异性基因为靶
目标，成功设计并优化了３对种特异性引物用于啤酒
腐败菌耐乙酸乳杆菌的检测。建立了基于 ＳＹＢＲ
ＧＲＥＥＮ实时荧光定量种特异性 ＰＣＲ方法及耐乙酸
乳杆菌定量检测的标准曲线，实现了对耐乙酸乳杆菌

的定性与定量检测。定量检测的最低检测限为 １０２

ＣＦＵ／ｍＬ，精度为 １０ＣＦＵ／ｍＬ。实际样品经富集培养
２ｄ后，可以满足 ＰＣＲ检测需求，整个检测时间可控
制３ｄ以内，特异性探针对生产上含有耐乙酸乳杆菌
样品的检出率为 １００％。本研究开发的方法满足了

啤酒生产企业对出厂产品进行质量控制的要求，为啤

酒或其他食品中新发现的污染微生物检测提供了

借鉴。
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