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一株啤酒污染菌的分离鉴定及快速检测方法
*

田小群 , 周世宁
(中山大学生命科学学院 , 广东 广州 510275)

摘　要:在成品瓶装啤酒中分离得到 1株有害的污染菌。经表型性状分析 、 生理生化反应 、 G +C含量测定以

及 16S rDNA序列分析 , 鉴定为 Lactobacillus acetotolerans。建立了 1种新的快速鉴定啤酒有害菌的 PCR方法 , 这

种方法基于抗酒花基因 horA的部分序列。用传统的检测方法检测有害菌需要 8 ～ 10 d, 而用新的 PCR方法仅需

24 ～ 32 h。
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　　在啤酒酿造过程中 , 微生物的污染是一件十分

令人头疼的事。污染了微生物的啤酒会产生一系列

品质上的破坏 , 如失光 、 异味 、变酸 、形成混浊和

沉淀等 。对啤酒品质造成危害的微生物就是啤酒有

害菌。啤酒有害菌包括野生酵母 、乳酸菌等 , 其中

以乳酸菌最为常见 , 危害也最大
[ 1 - 3]

。

啤酒厂对啤酒乳酸菌的检出目前采用平板法 ,

即将液体样品经膜过滤 , 将可能存在的有害菌截留

在膜上 , 再将膜平置于琼脂培养基平板上 , 在一定

条件下培养 , 待长出肉眼可见的菌落 , 进行观察确

认 。这一过程一般需要 5 ～ 7 d, 耗时长 , 耗材量

大 , 检测成本高 。同时由于检测时间长 , 常常造成

检测结果对生产线反馈的迟滞 , 导致成品积压 , 引

起浪费 。因此 , 寻找一种快速检验啤酒有害菌的方

法是十分必要的 。

聚合酶链式反应 (PCR)具有灵敏度好 、 检测

速度快 、特异性强的突出优点 , 因而自它诞生之日

起 , 就被研究者们成功地应用于各个研究领域
[ 4]
。

PCR用于啤酒有害菌的快速鉴定 , 在国外有较为

深广的研究与应用 , 而目前国内在这方面的研究报

道罕见
[ 5 - 8]

。在本研究中 , 我们分离到一株啤酒有

害菌 105F。通过传统方法以及 16S rDNA分析对其

进行了鉴定。 horA基因是存在于大多数乳酸杆菌

中的质粒 DNA片段 , 其产物具有抵抗酒花物质异

律草酮对细胞生长的抑制的作用 , 由于乳酸菌是一

类兼性厌氧细菌 , 因此能够在啤酒中无氧或微氧环

境中生长而成为污染菌
[ 1]
。本文对菌株 105F进行

了 horA基因的检验 , 发现该菌株具有该基因 。我

们以该菌株 horA为 PCR扩增的目的基因 , 检测时

间从 10 d缩短到 32 h。此种方法对于含有 ho rA抗

酒花基因的污染菌都可以快速检出。在如此短的时

间内检测出啤酒中存在的污染菌目前在国内外尚未

见报道。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株 105F从一支被污染的成品瓶装啤酒中

分离得到 。

1.1.2　培养基 MRS为英国 OXO ID产品 , NBB为

德国德乐公司产品 。按照产品说明书进行配制 , 固

体培养基另加 w =1.5%琼脂 。

1.1.3　主要仪器设备 　厌氧培养箱 ( form a公

司), 高速离心机 (北京医用离心机厂 LG16 -

W), PCR仪 (PTC - 100型 , 美国制造 ), 凝胶电

泳成像系统 (M JRESEARCH. INT)

1.1.4　其它　细菌 DNA提取试剂盒和质粒提取试

剂盒为上海华舜生物工程有限公司出品 。

1.2方法

1.2.1　生理生化反应试验　采用法国梅里埃公司

API50CHL生化反应试剂条 。

1.2.2　乳酸旋光性分析 参见文献 [ 10] 。

1.2.3　G +C%含量测定 参见文献 [ 11] 。

1.2.4　DNA和质粒的提取　DNA的提取:参见试

剂盒说明书。质粒的提取:①试剂盒法按照试剂盒

说明书;②煮沸法:取 1 mL菌悬液 , 5 000 r /m in

离心 5 m in, 弃上清 , 用无菌双蒸水洗涤 1次 , 离
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心弃上清 , 加 30 μL TE缓冲液 , 100 ℃水浴 10

m in, 4 ℃保存。

1.2.5目的片段扩增　16S rDNA片段扩增:在总

反应体积为 25 μL的 PCR反应体系中 , 加入引物

16 (+)和引物 16 ( -)各 0.5 μmo l, 10×buffe r

( - M gC l2) 2.5 μL, MgC l2 2.5 μmo l, dNTP 100

μmo l, Taq酶 0.4 U, 模板 DNA 4 μL, 引物序列

为:16(+):5’– GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG–

3’ , 16( - ):5’– CTGAGCCAGGATCAAACTCTC–

3’ 。 PCR扩增条件:94 ℃变性 4 m in, 然后 94 ℃

1 m in , 52 ℃ 40 s, 72 ℃ 1.5m in, 35个循环 , 最

后 72℃延伸 10 m in。

horA部分序列扩增:根据文献 [ 9] 合成上游

引物 350 bp。扩增反应体系体积 25 μL, 首轮循环

94 ℃ LbHC - 1序列为 5'-ATCCGGCGGTGGCAAA

TCA - 3 ', 下游引物 LbHC - 2 序列为 5 '-

AATCGCCAATCGTTGGCG -3', 用此对引物扩增得

到 horA基因片段预计大小变性 3 m in, 接着以 98

℃30 s, 55 ℃1m in, 72 ℃30 s进行 25个循环 。

1.2.6　PCR扩增产物的电泳　在每 100mL的 w =

1%低熔点琼脂糖加入 5 μL 的低毒染色剂

G oldV iew , 制胶 , 点样 , 电泳 。结束后将凝胶置于

凝胶成像系统中观察分析 。

1.2.7　16S rDNA序列分析　扩增产物经纯化后直

接作为序列测定的模板 , 于 377型 DNA自动测序

仪进行直接 PCR测序。将所获得的序列输入 G en-

Bank, 以 b last程序对数据库中的所有序列进行比

较分析 。

2　结果与分析

2.1　菌株 105F的种属鉴定

通过对菌株 105F进行革兰氏染色反应 、过氧

化氢酶反应 、乳酸旋光性分析 、 生理生化反应 、 G

+C含量测定和 16S rDNA序列分析等项目的检测

和试验 , 发现其特性 (见表 1)与文献 [ 1] 所描

述的菌株一致。对 16S rDNA扩增产物进行测序 ,

测序长度为 767个碱基对 , 在 GeneBank中进行序

列排比 (BLAST), 结果与 Lactobacillus acetotolerans

(LBARR16S , gi:175003)的一致率达到 98%,

(G +C )%含 量也 与 文献 [ 12 ] 中描 述的

Lactobacillus acetotolerans菌株非常接近。因此可判

定菌株 105F为 Lactobacillus acetotolerans。

2.2　菌株 105F抗酒花基因 horA的检验

为了检验 105F的 horA基因 , 我们以质粒提取

物为模板 , 进行 horA基因部分序列的扩增 , 扩增

产物经 w =1%低熔点琼脂糖凝胶电泳 , 得到与预

表 1　菌株 105F的特性

Tab.1　The charac te ristics o f strain 105F

项目 结果 项目 结果

阿拉伯糖 - 柳醇 +

木糖 - 苦杏仁甙 -

鼠李糖 - 葡萄糖酸盐 -

山梨醇 - 革兰氏染色 +

核糖 - 过氧化氢酶反应 -

葡萄糖 + 氧化酶 -

甘露糖 + 硝酸盐还原 -

果糖 + 产生 H2S -

半乳糖 - 明胶水解 -

蔗糖 - 精氨酸产氨 -

麦芽糖 + 石蕊牛奶 -

纤维二糖 - 从葡萄糖产气 -

乳糖 - 15℃生长 -

海藻糖 + 45℃生长 -

蜜二糖 - pH 7.0 -

棉子糖 - pH 3.3 +

松三糖 - 乳酸旋光性 DL

淀粉 - 耐乙酸浓度(w t /vo l)4

甘露醇 - 厌氧生长 +

山梨醇 - (G +C)% (mo l%) 36.5

七叶灵 W

期相同的大小为 340 bp的片段 , 表明有 horA基因

存在 (图 1)。对扩增的片段进行测序 , 结果如下:

GTTTTTATGAACCTAACGAGGGCAGCATCACGATTG

GCAATACCAATATTACTGATATTCAACTTGCCGATT

GGCGCCAGCAAATCGGCCTGGTCGGCCAAGACGC

TGCGATCATGTCTGGAACGATTCGTTACAATTTAAC

CTATGGTTTGCCGGGGCATTTTTCCGATGAACAGCT

TTGGCATGTCTTGGAAATGGCTTACGCAACGCAATT

TGTCCAGAAGATGCCTCGGGGCTTGGACACGGAAG

TGGGTGAGCGTGGAGTCAAGGTATCTGGGGGCCAA

CGCCAACGAATTGGAAA。将此序列与 GenBank中

的已知序 列进行排比 (BLAST ), 证实 其与

Lactobacillus paraco llinoides ( AB178589, gi:

57864210)的 horA基因部分序列之间存在 100%的

同源性;与 Lactobacillus lindneri (AB167898 , gi:

56709947)和 Lactobacillus brevis (AB167897, gi:

56709945)的 horA;基因 部分序列之间存在 99%

的同源性 。

2.3　检验 horA基因的 PCR灵敏度试验

确定了 105F含有 horA基因之后 , 当样品中检

测到 horA基因 , 则可证实有 105F或其它有害菌的

存在 , 那么关键问题在于样品中含有多少个细胞 ,

能够被 PCR检测出 horA基因 , 亦即 PCR检测有害

71



中山大学学报 (自然科学版) 第 45卷　

图 1　PCR产物 w=1%低熔点琼脂糖凝胶电泳图谱

F ig.1　w =1% ge l e lectropho resis analysis o f PCR produc ts

S为 105F horA基因部分序列片段

菌的灵敏度是多少 。以菌株 105F为例 , 将菌体用

5mL MRS活化培养 5 d, 离心 (5 000 r /m in ×5

m in), 收集菌体 , 用无菌水洗涤 1次 , 沉淀的菌

体用 5mL无菌水重悬 , 作 10倍递减稀释处理 , 得

到稀释倍数依 次为 10
-1
, 10

-2
, 10

-3
, 10

- 4
,

10
-5
, 10

-6
的菌悬液 , 各稀释度菌悬液相应的细胞

数 (CFU)如表 2所示 。每个稀释度取 1 mL, 离

心收集菌体 , 以煮沸法提取质粒 , 进行 PCR扩增 ,

结果见表 2。

表 2　不同细胞浓度对 horA基因检出的影响
Tab. 2　The e ffects of ce ll concentration on horA detec tion

编号 1 2 3 4 5 6 7

稀释度 10- 1 10 -2 10- 3 10- 4 10- 5 10- 6 10- 7

细胞浓度(CFU /mL) 3. 1×106 8×105 2. 7×104 5. 6×103 185 3 0

检出 horA基因 + + + + + + -

从表 2可见 , 对于菌株 105F, PCR检测的灵

敏度达到 3 CFU /mL。由于 105F菌株的细胞排列

为单个 、成双和成束 , 而成束的细胞可高达 10个 ,

因此推测 PCR检测的灵敏度可达 3 ～ 30个细胞 。

2.4　菌株 105F在不同培养基下的生长状况

为了提高灵敏度需要对样品中的菌体细胞进行

增殖培养 , 以下是增殖培养的条件试验结果 。将菌

株 105F接种于 MRS琼脂平板 、 NBB琼脂平板 、

MRS肉汤和 NBB肉汤培养基中 , 30 ℃培养 10 d,

如表 3所示 , 105F菌株在固体培养基平板上生长

极其缓慢 , 在液体培养基中生长良好 , 而 MRS肉

汤比 NBB肉汤更有利于促进菌体增殖。

表 3　菌株 105F在不同培养基的生长状况

Tab.3　G row th sta tus o f strain 105F on differen t cu lturem edium

培养基
培养时间 /d

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

M RS固 - - - - - - - + + +

NBB固 - - - - - - - - - +

M RS液(A 600) 0. 20 0. 21 0. 46 0. 84 1. 27 1. 39

NBB液( A 600) 0. 05 0. 13 0. 18 0. 49 0. 96 1. 05

2.5　不同温度对菌株 105F生长的影响

将经活化的 105F菌按 1mL量接种于含 15mL

MRS液体试管中 , 分别放置于 20, 25, 30, 35 ℃

温度下培养 , 每 8 h取样 , 以 MRS培养基作为空

白对照 , 于 600 nm 处测光密度值 。结果见图 2。

从图中结果可以看出 , 在 35℃时菌株的生长最快 。

2.6　不同 pH值对菌株 105F生长的影响

将经活化的 105F菌按 1 mL量分别接种于含

15 mL不同 pH的 MRS液体试管中 , 放置于 35 ℃

温度下培养 , 每 8 h取样 , 以 MRS培养基作为空
图 2　温度对 105F生长的影响

F ig.2　 Inluence of tem pe ra ture on the grow th of stra in 105F
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白对照 , 于 600 nm 处测光密度值 。结果见图 3。

从图中结果可以看出 , 在 pH5时菌株的生长最快 。

图 3　pH 值对 105F生长的影响

F ig. 3　 Influence o f pH on the groth of strain 105F

图 4　生长因子对 105F生长的影响

F ig.4　 Influence o f g row th facto r on the g ro th of stra in

105F

0:未加生长因子的 MRS;1:140 m g /LD -泛酸;

2:160 mg /L菸酸胺;3:160 m g /L烟酸;4: 180

mg /L叶酸男;5: 180 mg /LVB12;6:180m g /L生

物素;7:100 m g /LVB6;8:180 m g /LVB1;9:60

mg /L核黄素

2.7　生长因子对 105F菌株生长的影响

将生长因子 D -泛酸 、 菸酸胺 、 烟酸 、 叶酸 、

VB12、生物素 、 VB6、 VB1、核黄素以各种浓度添

加到 MRS液体培养基中 , 以 1%的接种量将经活

化的 105F 菌悬液接入 , 35 ℃培养 5 d, 测定

A660 nm。从图 4结果可知:140 mg /LD -泛酸 、 160

mg /L菸酸胺 、 160 mg /L烟酸 、 180 mg /L叶酸 、

180mg /L VB12 、 180mg /L生物素 、 100 mg /L VB6 、

180mg /LVB1、 60mg /L核黄素对菌株 105F的生长

有明显的促进作用。

2.8　啤酒有害菌的快速鉴定

用 PCR方法对 105F菌株进行检测 , 由于存在

着检测的灵敏度问题 , 必须对样品中的菌体细胞进

行增殖培养 。将 105F菌悬液用 MRS肉汤 (添加

180mg /L叶酸)稀释到 1 ～ 10 CFU /mL的细胞浓

度悬液 , 将该菌液 35 ℃培养 48 h, 从 12 h开始 ,

每 6 h取 1 mL以煮沸法提取质粒 , 作 horA基因扩

增 , 将扩增产物进行电泳 , 对 horA部分基因片段

进行检查 , 结果如表 4所示 。当细胞初始浓度为

1 CFU /mL时 , 仅需增殖 18 h即可检测出 horA基

因片段。

表 4　105F增殖过程 ho rA基因片段检测

Tab. 4　horA de te ction o f 105F du ring m ultip lication

培养时间 /h
细胞浓度 /

(CFU mL - 1)
horA部分片段

0 1 -

12 3 -

18 3 +

24 8 +

3　讨　论

据文献报道
[ 6]
, 啤酒污染有害菌主要有

Lactobacillus brevis, Leuconostoc mesen teroides,

Megasphaera cerevisiae, Pan toea agg lomerans,

ctinatus erevisiiph ilus, Z ymoph ilus affinosivorans, 而由

Lactobacillus acetotolerans引起的啤酒腐败目前尚未

见报道。传统平板培养的方法检测有害菌 , 需时 5

～ 7 d, 一般常见的污染菌都可在此期间内长出菌

落以供判别 , 而 Lactobacillus acetotolerans在 MRS

平板上生长极其缓慢 , 在规定的检测时间内无法长

成肉眼可见的菌落 , 往往在 8 ～ 10 d甚至更长的时

间才能够长出菌落 。因而容易造成实验者对结果的

误判 , 得出假阴性的结论。引入 PCR检测方法 ,

能够大大加快检测速度 。只需将样品短时间富集培

养 , 达到 PCR检测所需的灵敏度 。研究表明:

PCR检测 Lactobacillus acetotolerans菌株 105F的灵

敏度达到 3个 CFU /mL, 由于 105F菌株的细胞排

列为单个 、成双和成束 , 而成束的细胞可高达 10

个 , 因此推测 PCR检测的灵敏度可达 3 ～ 30个细

胞。这里需对表 4的结果做出解释:即为什么在培

养 12、 18 h后才有 3 CFU /mL, 而同样 3 CFU /mL,

12 h时却检不出  分析其原因:①在 12、 18 h才

有 3个 CFU , 可能与最初细胞的状态有关 , 如可能

受伤或处于休眠状态 , 因而延迟期较长;②12 h

和 18 h的 3个 CFU是不同的 , 前者真正的细胞数

一定小于后者的细胞数 , 所以 18 h检出而 12 h检

不出是正常的 。当细胞初始浓度为 1 CFU /mL, 经

过用改良了的 MRS液体 (内加 180mg /L叶酸)对

菌体进行细胞富集培养 , 增殖所需要的时间为 18

～ 24 h。加上样品制备 、质粒提取 、 基因扩增及电

泳观察所需的时间 8 h, 检测有害菌株 105F总需时

26 ～ 32 h , 比传统平板培养法缩短 6 ～ 8 d, 大大提
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高了检测效率。

在本文的前言部分已经提及乳酸菌是引起啤酒

腐败的主要有害菌群 , 且大多数啤酒有害乳酸菌都

含有抗酒花基因 horA
[ 1]
。因此 horA基因啤酒有害

乳酸菌所特异的 。在啤酒成品实际检测中 , 只要检

测到 horA基因阳性 , 就可以证明啤酒中污染了乳

酸菌 , 因此 PCR快速检测菌株 105F的实验方法对

检测其它乳酸菌同样适用 。

通过本研究 , 我们建立了一个简单快速准确的

啤酒有害乳酸菌定性检测方法 。虽然 PCR检测只

能定性不能定量 , 但对于成品啤酒有害乳酸菌的检

测来讲 , 只要求定性而无须定量。因为啤酒成品中

一旦检出有害菌即为不合格产品。因此此方法适用

于啤酒 厂成 品酒 的有 害乳 酸菌 Lactobacillus

acetotolerans的快速检验 , 对其他啤酒有害乳酸菌

也可按相似的程序检测。
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Isolation , Identification and Rapid Detection

of a Beer Spo ilage Bacter ium

TIAN X iao-qun , ZHOU Sh i-ning

(Schoo l of L ife Sciences, Sun Yat-sen Unive rsity, G uang zhou 510275, China)

Abstract:A new bee r spoilage bacterium was iso la ted in a bottle o f product beer. Itw as identified asLactobacillus

acetotolerans by type description , biochem ical te st , G +C% de te rm ination and 16S rDNA sequence analy sis. A

new method for rapid de tecting beer-spo ilageLactobacillus by PCR was developed. This method w as based on the

sequence of a hop-resistance gene horA. The time for the beer-spoilage Lactobacillus acetotolerans detection w as

on ly 24 ～ 32 h by the PCR method.

Key words:bee r spo ilage;rapid de tection;PCR;Lactobacillus acetotolerans

74


