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摘要  象牙色克罗彭施泰特氏菌（Kroppenstedtia eburnea）与血液克罗彭施泰特氏菌（K. sanguinis）是大曲细菌群落

中的核心功能物种. 为实现对大曲中这两个物种的快速检测与定量，从K. eburnea与K. sanguinis基因组中筛选了特异

性强的基因序列作为模板设计特异性引物，通过近缘菌株和不同类型大曲样品分别验证引物的特异性与有效性，并建立

基于实时荧光定量PCR（RT-qPCR）的特异性检测方法. 结果表明，以K. eburnea与K. sanguinis的DNA旋酶B亚单位

基因（gyrB基因）为参考序列分别设计的引物KE-P-1与KS-P-1具有良好的特异性，其扩增目的片段长度分别为277 bp
和287 bp. 根据引物KE-P-1和KS-P-1建立的RT-qPCR方法特异性强、灵敏度高且准确性高，扩增效率分别为101.8%和

97.70%，检测范围分别为2.089-9.089 lg(copies/μL)和1.088-9.088 lg(copies/μL)，成功应用于大曲样品中K. eburnea
与K. sanguinis的检测. 对高温大曲发酵过程的研究表明，高温大曲中的K. eburnea与K. sanguinis含量均表现出先增加

后降低再增加的变化规律，发酵结束时含量分别为9.20 ± 0.11 lg(copies/g)和9.71 ± 0.22 lg(copies/g). 本研究所建立的

RT-qPCR方法可对各类大曲发酵过程中K. eburnea与K. sanguinis进行特异性鉴定和快速定量. （图4 表4 参37）
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Abstract  To establish a real-time quantitative PCR (RT-qPCR) method for the detection of two core functional 
bacteria (Kroppenstedtia eburnea and Kroppenstedtia sanguinis) in Daqu samples, specific genes in K. 
eburnea and K. sanguinis genomes were screened to design PCR sequence-specific primers. The specificity 
and accuracy of the specific primers were verified by PCR using the isolated strains and samples of Daqu, 
respectively. The RT-qPCR method was established to analyze the contents of K. eburnea and K. sanguinis 
in different types of Daqu and samples during the fermentation process of high-temperature Daqu. The results 
showed that specific primers KE-P-1 and KS-P-1 were designed for K. eburnea and K. sanguinis based on 
their gyrase B subunit gene (gyrB gene), respectively, with product lengths of 277 and 287 bp. The RT-qPCR 
methods established using KE-P-1 and KS-P-1 showed strong specificity, high sensitivity, and good accuracy. 
The RT-qPCR quantitative standard curves for primers KE-P-1 and KS-P-1 were y = - 0.3050x + 1.12 (R2 = 
0.9990) and y = - 0.2960x + 10.63 (R2 = 0.9998), respectively. The amplification efficiency was 101.8% and 
97.70% and the detection ranges were 2.089-9.089 lg(copies/μL) and 1.088-9.088 lg(copies/μL), respectively. 
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克罗彭施泰特氏菌属（Kroppenstedtia）是属于

高温放线菌科（Thermoactinomycetaceae）的一类

嗜热、好氧、丝状的革兰氏阳性菌，常见于高温环境，

最适生长温度为45-50 ℃ [1-2]. 已有研究报道，克罗彭

施泰特氏菌属普遍存在于大曲[3]、酒醅[4]以及豆瓣酱[5]

等酿造环境中，并被确定为中温大曲和高温大曲中的

核心功能细菌，能够促进多种挥发性和非挥发性代谢

产物的合成 [6 -7]. 大曲中存在的克罗彭施泰特氏菌属

细菌包含象牙色克罗彭施泰特氏菌（Kroppenstedtia 
eburnea）与血液克罗彭施泰特氏菌（Kroppenstedtia 
sanguinis）[8]，并且这两个物种在大曲中的功能有所

不同. 其中K. eburnea能够为白酒酿造提供发酵力[9]

与淀粉酶 [10]，并与酸类和酯类物质形成有关 [11]；而K. 
sanguinis能够产多种酶并分解大分子物质，为微生物

生长和风味物质合成提供前体物质[12]. 因此，在大曲

微生物群落中对K. eburnea与K. sanguinis进行特异

性定量分析将有助于大曲生产过程的监测与优化以及

对成品曲的质量判别，但目前尚未见关于这两个物种

的定量分析的报道. 
目前，微生物绝对定量的方法包括流式细胞计数

法 [13]、外标绝对定量法外标法 [14]、实时荧光定量PCR
（RT-qPCR）技术 [15]等. RT-qPCR技术是一种基于

特异性引物定量特定物种的PCR方法，具有精准度

高、灵敏度高、操作简便[16]等特点，已广泛应用于酿造

微生物的检测[17]，何宏魁等（2019）采用RT-qPCR技

术实现了对窖泥中甲烷囊菌属的定量分析[18]；孙佳等

（2021）基于RT-qPCR技术开发了一种对食醋和白酒

发酵过程中金山醋酸乳杆菌的特异性检测方法[19]. 
本研究从目标菌株K. eburnea与K. sanguinis的

基因组中筛选了特异性强的基因，并以这些基因序列

作为模板序列，使用Primer Premier 5设计了特异性

引物. 通过软件模拟PCR与近缘物种PCR相结合评价

引物的特异性，通过不同类型的大曲评价引物的有效

性，以特异性强、灵敏度高的PCR引物. 根据设计的引

物建立了相应的RT-qPCR方法，并在大曲发酵过程中

实现了对K. eburnea与K. sanguinis含量变化的监测. 

1   材料与方法

1.1   实验材料

1 .1 .1   菌株　　荧光定量P C R方法建立过程

中所用细菌均从大曲中筛选得到 .  墓地枝芽孢

杆菌（Virg ibac i l lus  necropo l is）、戊糖片球菌

（Pediococcus pentosaceus）、索诺拉沙漠芽

孢杆菌（Bac i l lus  sonorens is）、甲基营养型芽

孢杆菌（Bacil lus methylotrophicus）、腐生葡萄

球菌（Staphylococcus saprophyticus）、白色链

霉菌（Streptomyces a lbus）、大曲岩石芽孢杆

菌（Scopulibaci l lus daqui）、卡氏海洋芽孢杆菌

（Oceanobaci l lus caeni）和大豆海洋芽孢杆菌

（Oceanobacillus sojae）采用胰蛋白胨大豆琼脂培

养基（TSB）在37 ℃条件下培养24 h；普通高温放线

菌（Thermoactinomyces vulgaris）、中间型高温放线

菌（Thermoactinomyces intermedius）、甘蔗莱西氏

菌（Laceyella sacchari）和腾冲莱西氏菌（Laceyella 
tengchongensis）采用TSB在55 ℃条件下培养24 h；
K. eburnea和K. sanguinis采用TSB在45 ℃条件下分

别培养32 h和48 h. 
1.1.2   TSB培养基（g/L）    胰蛋白胨15.0，大豆胨

5.0，氯化钠5.0. 
1.1.3   大曲样本    中温大曲、高温大曲样本取自四川

省某酒厂，低温大曲样本取自山西省某酒厂. 
1.2  主要试剂与仪器

氯化钠、葡萄糖、酵母粉、琼脂粉、牛心浸粉和

蛋白胨等（国药集团有限公司）；细菌基因组DNA
提取试剂盒（上海捷瑞生物有限公司）；DNeasy 
Powersoil Kit（德国MOBIO公司）；7890B-5977B
气相色谱质谱联用仪（美国Agi lent公司）；AceQ 
Universal SYBR Green qPCR Master Mix、Green 
Taq Mix（Thermo Fisher公司）；荧光定量PCR仪

（Applied Biosystems公司）；PCR仪（Eppendorf公
司）；核酸电泳装置、凝胶成像分析系统（Bio-Rad公
司）；DNA Marker、Premix Ex Taq 酶（TaKaRa公
司）. 
1.3  基因组DNA提取

细菌基因组DNA提取：取1 mL处于稳定期的细

The methods can be applied to detect K. eburnea and K. sanguinis in high-, medium-, and low-temperature 
Daqu. A study of the high-temperature Daqu fermentation process indicated that K. eburnea and K. sanguinis 
exhibited an initial increase, followed by a decrease and then an increase. At the end of fermentation, the 
content of K. eburnea and K. sanguinis was 9.20 ± 0.11 lg (copies/g) and 9.71 ± 0.22 lg (copies/g), respectively. 
In conclusion, the RT-qPCR method established in this study enabled the rapid identification and quantification 
of K. eburnea and K. sanguinis in Daqu.

Keywords  Daqu; Kroppenstedtia eburnea; Kroppenstedtia sanguinis; specific primer; RT-qPCR
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菌培养液于1.5 mL离心管中，8 000 r/min离心5 min，
收集菌体沉淀，采用试剂盒提取基因组DNA；大曲样

品基因组DNA提取：使用DNeasy Powersoil Kit试剂

盒，并根据其说明书要求提取样品总DNA，提取DNA
样品适当稀释后采用Nano Drop 2000确定DNA浓

度，以A260/A280评价DNA纯度. 
1.4  大曲样品微生物高通量测序

使用细菌通用引物338F（5′-ACTCCTACGGGA-
GGCAGCAG-3′）和806R（5′-GGACTACHVGGG-
TWTCTAAT-3′）扩增样品中细菌群落的16S rRNA 
V3-V4保守区. 将质量合格的DNA委托武汉华大医学

检验所有限公司完成文库构建和Illumina Misea平合

双端测序. 微生物组生物信息学分析按照QITME2流
程进行，基于官方教程稍作修改. 简言之，原始序列

数据被Demux插件解复用，序列被引物切割、质量过

滤、去噪、合并和使用DADA2插件去除嵌合体. 使用

特征分类器插件中的分类Sklearn方法和具有99%的

同一性的预训练SILVA数据库将按分类学注释给非

单扩增序列变异体（amplicon sequence variants，
ASVs）. 
1.5   特异性引物的设计与初筛

从JGI（https://genome.jgi.doe.gov）下载K. 
eburnea与K. sanguinis的基因组序列，通过Prokka
软件预测编码序列. 查阅文献获取用于细菌种间分型

的基因，通过比较各基因序列在NCBI上与其他物种

的相似度，选择相似度低于80%的基因序列作为模

板序列设计特异性引物. 使用Primer Premier 5软件

设计特异性引物，设定引物参数：PCR产物长度80-
300 bp，其余参数按照默认设定，从所获得的引物对

中挑选不能够自身成环、无引物二聚体的序列. 通过

Tbtools软件[20]进行模拟PCR对所设计引物进行初筛. 
1.6   引物的特异性评价

1. 6 .1    K .  ebu r nea引物的特异性评价     以
K .  e b u r n e a基因组作为阳性对照，高温大曲中

常见的14种细菌（K. sanguinis，T. vulgar is，T. 
intermedius，L. sacchari，L. tengchongensis，V. 
necropolis，P. pentosaceus，B. sonorensis，B. 
methylotrophicus，S. saprophyticus，S. albus，S. 
daqui，O. caeni，O. sojae）基因组作为阴性对照，

不加样品作为空白对照进行PCR. 反应体系：上下游

引物各1 μL，Taq PCR Mix 20 μL，模板DNA 1 μL，
ddH2O 27 μL. 反应条件：95 ℃预变性5 min；95 ℃
变性1 min，65 ℃退火30 s，72 ℃延伸90 s，35个循

环. 经Nano Drop 2000测定DNA浓度后将其统一稀

释为50 ng/μL用作PCR的模板. 
1. 6 . 2    K .  sanguinis引物特异性评价     以
K .  sangu in is基因组作为阳性对照，高温大曲中

常见的14种细菌（K . eburnea，T.  vu lgar is，T. 
intermedius，L. sacchari，L. tengchongensis，V. 
necropolis，P. pentosaceus，B. sonorensis，B. 
methylotrophicus，S. saprophyticus，S. albus，S. 
daqui，O. caeni，O. sojae）基因组作为阴性对照，

不加样品作为空白对照进行PCR. 反应体系与条件同

1.6.1. 
1.7   引物的有效性评价

使用设计的引物对低温大曲、中温大曲、高温大

曲基因组进行PCR扩增，扩增产物进行琼脂糖凝胶

电泳分析. 随后将得到的PCR扩增产物送至生工生

物工程（上海）股份有限公司进行测序. 测序结果将与

EzBioCloud数据库进行比对，以评估引物的有效性. 
1.8   荧光定量PCR方法的建立

使用含有目的片段的单拷贝克隆质粒作为标准

品，测定标准品浓度，并对其进行10倍稀释，设置10个
梯度，以不同浓度标准品作为模板进行RT-qPCR. 反
应体系：上下游引物各0.5 μL，SYBR Green Master 
Mix 12.5 μL，模板DNA 1 μL，ddH2O 10.5 μL. 反应

条件：95 ℃预变性2.5 min，94 ℃变性15 s，65 ℃退

火45 s，40个循环. 以每个反应管内荧光值达到阈值

时的循环数Cq值作为横轴，标准品浓度的对数作为纵

轴，绘制定量标准曲线，扩增完成后绘制熔解曲线. 
1.9   引物定量准确性评价

1.9.1   K. eburnea加标回收率测定    在空白样品

（ddH2O）加入不同数量的K. eburnea（3.43 × 105、

3.43 × 106、3.43 × 107和3.43 × 108 copies/g）计算

其空白加标回收率. 在小麦样品中加入不同数量的K. 
eburnea（3.43 × 104、3.43 × 105、3.43 × 106和3.43 
× 107 copies/g）计算其样品加标回收率. 
1.9.2   K. sanguinis加标回收率测定    在空白样

品（ddH2O）加入不同数量的K. sanguinis（3.89 × 
103、3.89 × 104、3.89 × 105和 3.89 × 106 copies/g）
计算其空白加标回收率. 在小麦样品中加入不同数量

的K. sanguinis（3.89 × 103、3.89 × 104、3.89 × 105

和 3.89 × 106 copies/g）计算其样品加标回收率. 
1.10   高温大曲发酵过程细菌含量测定

使 用 细 菌 定 量 引物 P 1 / P 2（ P 1 序 列 为

5 ′ - CCTACGGGAGGCAGCAG - 3 ′；P 2序列为

5′-ATTACCGCGGCTGCTGG-3′）对第0、2、5、7、
9、12、14、27和42天高温大曲发酵过程样品DNA进行

RT-qPCR反应，反应条件：95 ℃预变性2.5 min；94 
℃变性15 s，58 ℃退火45 s，40个循环. 反应体系与

标准曲线绘制方法同1.8. 
1.11   目标菌株含量计算

以高温大曲发酵过程样品总DNA为模板，进行

RT-qPCR反应，对不同发酵时间的高温大曲中K. 
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eburnea和K. sanguinis的含量进行测定，空白对照为

ddH2O，根据标准曲线计算这两种菌在高温大曲发酵

过程中的含量. 
1.12   数据分析

使用Microsoft Excel 2021进行数据处理；使用

Graphpad Prism 8软件进行分析绘图；采用T检验进

行显著性分析. 

2   结果与分析

2.1   菌株特异性引物的设计与初筛

根据已有文献报道，常用于细菌分型的基因主

要有tuf [21]、gyrA [22]、gyrB [23]、rpoA [24]、rpoB [25]、

dnaK [26]、recA [27]和16S rRNA [28]等. 通过GenBank

比对分析，选取与其他物种相似度最低的4种基因（K. 
eburnea：gyrA、gyrB、dnaK和recA；K. sanguinis：
gyrA、gyrB、ropA和dnaK）序列作为模板序列用于设

计引物（表1）. 
2.2  引物扩增的特异性评价

将所设计引物与GenBank数据库中所有高温放

线菌科（Thermoactinomycetaceae）的模式菌株全

基因组序列采用TBtools软件进行模拟PCR对所设

计引物特异性进行初步评价. 结果表明，仅以gyrB为
模板基因设计的6对引物（表2）能获得目标菌株单一

PCR产物，而其他引物均能扩增多种菌株或对目标菌

株出现非特异性扩增. 
使用通过初步特异性评价的引物分别以目标菌

株K. eburnea或K. sanguinis为阳性模板，以其他14

表1  Kroppenstedtia eburnea和K. sanguinis基因序列比对结果

Table 1  Conserved sequence alignment of Kroppenstedtia eburnea and Kroppenstedtia sanguinis

物种
Species

基因名称
Gene ID

相似物种
Similar species

相似度
Similarity (P/%)

GenBank登录号
GenBank accession number

K. eburnea

tuf Staphylospora marina 82.68 CP034118.1
gyrA Polycladomyces abyssicola 76.13 AP024601.1
gyrB Caldalkalibacillus thermarum 70.99 CP082237.1
rpoA Kroppenstedtia pulmonis 81.63 CP048104.1
rpoB Kroppenstedtia pulmonis 80.93 CP048104.1
dnaK Thermoactinomyces vulgaris 76.00 CP039710.1
recA Paenibacillus mucilaginosus 78.24 CP035456.1

16S rRNA Kroppenstedtia guangzhouensis 97.59 NR_109746.1

K. sanguinis

tuf Kroppenstedtia pulmonis 82.59 CP048104.1
gyrA Polycladomyces abyssicola 74.84 AP024601.1
gyrB Kroppenstedtia pulmonis 77.35 CP048104.1
rpoA Kroppenstedtia pulmonis 82.48 CP048104.1
rpoB Kroppenstedtia pulmonis 79.81 CP048104.1
dnaK Staphylospora marina 75.47 CP034118.1
recA Kroppenstedtia pulmonis 80.73 CP048104.1

16S rRNA Kroppenstedtia guangzhouensis 95.41 NR_109746.1

表2  Kroppenstedtia eburnea与Kroppenstedtia sanguinis特异性引物设计

Table 2  Specific primer design for Kroppenstedtia eburnea and Kroppenstedtia sanguinis
物种

Species
引物

Primer
基因名称
Gene ID

正/反向引物
Primer f/r

序列
Sequence (5′→3′)

产物长度
Product length (bp)

K. eburnea

KE-P-1 gyrB
KE-P-1f AGGCATCCGCTCCTTTGTGG

277
KE-P-1r TCCGCTCAGGTTGTTGTCATTC

KE-P-2 gyrB
KE-P-2f GGCATCCGCTCCTTTGTGG

276
KE-P-2r TCCGCTCAGGTTGTTGTCATT

KE-P-3 gyrB
KE-P-3f GCATCCGCTCCTTTGTGG

275
KE-P-3r TCCGCTCAGGTTGTTGTCATTC

K. 
sanguinis

KS-P-1 gyrB
KS-P-1f GGAGGAACAGCCAAACAGG

287
KS-P-1r CCCGCATCAATCAAAGGAC

KS-P-2 gyrB
KS-P-2f CAGGAGGAACAGCCAAACA

289
KS-P-2r CCCGCATCAATCAAAGGAC

KS-P-3 gyrB
KS-P-3f AAAATTGGCTGATTGCACCTC

88
KS-P-3r CTGTTTGGCTGTTCCTCCTG
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种大曲中常见高丰度近缘细菌为阴性模板进行PCR
扩增.  结果如表3所示，引物KE-P-2和KE-P-3对目

标菌株K. eburnea扩增较微弱，KS-P-2对目标菌株

K. sanguinis扩增较微弱，KS-P-3对K. sanguinis无
扩增，引物KE-P-1和KS-P-1分别对K. eburnea和K. 
sanguinis呈阳性扩增，且条带清晰明亮，无拖尾，对

14株非目标菌株无扩增. 其中引物KE-P-1的PCR产

物琼脂糖凝胶电泳结果如图1A所示，K. eburnea所
在泳道上条带单一且长度在300 bp左右，其他菌株所

在泳道上均无条带，表明引物KE-P-1的特异性较好. 
经测序，引物KE-P-1的PCR产物的序列长度为277 
bp，与所设计引物目的片段一致性为100%；引物KS-
P-1的PCR产物琼脂糖凝胶电泳结果如图1B所示，K. 
sanguinis所在泳道上条带单一且长度在300 bp左右，

其他菌株所在泳道上均无条带，表明引物KE-P-1的特

异性较好. 经测序，引物KS-P-1的PCR产物的序列长

度为287 bp，与所设计引物目的片段一致性为100%. 
2.3  引物扩增的有效性评价

分别使用引物KE-P-1与KS-P-1对低、中、高温大

曲基因组DNA进行PCR扩增，PCR产物进行琼脂糖

凝胶电泳. 电泳结果显示引物KE-P-1与KS-P-1对所有

大曲样品的扩增产物均有条带显示（图2），说明引物

KE-P-1与KS-P-1可分别用于不同品温的大曲样品中

K. eburnea与K. sanguinis的检测. 
2.4   荧光定量PCR方法的建立

2.4.1   标准曲线以及熔解曲线的绘制    含有引物

KE-P-1目的片段的单拷贝克隆标准品浓度为1.228 × 
1010 copies/μL，其梯度稀释后的稀释曲线均为平稳

光滑的“S”形，熔解曲线呈现单一熔解峰，无引物二

聚体及非特异性产物（图3A），获得的标准曲线为斜

率为y = -0.3050x + 11.12（R2 = 0.9990），引物的

扩增效率为101.8%（图3B），线性检测范围为2.089-

表3  Kroppenstedtia eburnea与K. sanguinis引物特异性扩增结果

Table 3  Results of specific amplification of primers for Kroppenstedtia eburnea and Kroppenstedtia sanguinis

物种 Species
扩增结果 Product results

KE-P-1 KE-P-2 KE-P-3 KS-P-1 KS-P-2 KS-P-3
K. eburnea ++ + + – – –
K. sanguinis – – – ++ + –
Thermoactinomyces vulgaris – – – – – –
Thermoactinomyces intermedius – – – – – –
Laceyella sacchari – – – – – –
Laceyella tengchongensis – – – – – –
Virgibacillus necropolis – – – – – –
Pediococcus pentosaceus – – – – – –
Bacillus sonorensis – – – – – –
Bacillus methylotrophicus – – – – – –
Staphylococcus saprophyticus – – – – – –
Streptomyces albus – – – – – –
Scopulibacillus daqui – – – – – –
Oceanobacillus caeni – – – – – –
Oceanobacillus sojae – – – – – –

“++”表示条带明亮，“+”表示条带较微弱，“–”表示无条带. 
“++” mean bright positive amplification; “+” mean low positive amplification; “–” mean negative amplification.

图1  引物KE-P-1（A）与KS-P-1（B）的特异性评价. M：1 000 bp DNA marker；CK：空白对照. 
Fig. 1  Specificity evaluation of primers KE-P-1 (A) and KS-P-1 (B). M: 1 000 bp DNA marker; CK: Blank control.
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9.089 lg(copies/μL)；含有引物KS-P-1目的片段的单

拷贝克隆标准品浓度为1.224 × 1010 copies/μL，其
梯度稀释后的稀释曲线均为平稳光滑的“S”形，熔

解曲线呈现单一熔解峰，无引物二聚体及非特异性

产物（图3C），获得的标准曲线为y = - 0.2960x + 
10.63（R2 = 0.9998），引物的扩增效率为97.70%（图

3D），线性检测范围为1.088-9.088 lg(copies/μL). 
2.4.2   菌株加标回收率的测定    空白样品（ddH2O）
和小麦样品中添加不同数量的目标菌株模板测定得

到K. eburnea的加标回收率在97%-104%之间，K. 
sanguinis的加标回收率在96%-104%之间（表4）. 
2.5　高温大曲发酵过程中克罗彭施泰特氏菌的动态变化

高温大曲发酵过程中细菌含量变化如图4A所

示. 发酵开始后两天内细菌迅速增长，第2天时细菌

总量为10.45 ± 0.14 lg(copies/g），随后细菌总量开

始缓慢下降，第12天后又一次开始增长，发酵结束时，

含量为10.57 ± 0.18 lg(copies/g). 高温大曲发酵过

程的微生物群落结构表明，大曲中的克罗彭施泰特氏

菌包含K. eburnea与K. sanguinis两个物种，在发酵

过程中这两种菌的相对丰度均呈现“先增后减再增”

的趋势（图4B），平均相对丰度均在第9天达到最大

值，分别为8.11%和20.60%，发酵结束时相对丰度

分别为6.16%和20.15%. 使用设计的引物KE-P-1与
KS-P-1分别对高温大曲发酵过程中K. eburnea与K. 
sanguinis含量进行监测. 结果显示，高温大曲发酵过

程中K. eburnea与K. sanguinis含量的变化趋势与总

细菌含量变化相似，在发酵前两天迅速积累，第2天
含量分别达到8.77 ± 0.09 lg(copies/g)和9.13 ± 0.15 
lg(copies/g)，而后开始缓慢降低，直至14 d后两种菌

的含量又开始增加，发酵结束时含量分别为9.20 ± 

图2  引物KE-P-1（A）与KS-P-1（B）的有效性评价. M：DNA marker；LTD：低温大曲；MTD：中温大曲；HTD：高温大曲；KE：
Kroppenstedtia eburnea；KS：K. sanguinis；CK：空白对照. 
Fig. 2  Effectiveness evaluation of primers KE-P-1 (A) and KS-P-1 (B). M: DNA marker; LTD: Low-temperature Daqu; 
MTD: Medium-temperature Daqu; HTD: High-temperature Daqu; KE: Kroppenstedtia eburnea; KS: Kroppenstedtia 
sanguinis; CK: Blank control.

图3  RT-qPCR熔解曲线与标准曲线. A：KE-P-1熔解曲线；B：KE-P-1标准曲线；C：KS-P-1熔解曲线；D：KS-P-1标准曲线.. 
Fig. 3  Standard and melting curves of RT-qPCR. A: Melting curve of KE-P-1; B: Standard curve of KE-P-1; C: Melting 
curve of KS-P-1; D: Standard curve of KS-P-1.
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0.11 lg(copies/g)和9.71 ± 0.22 lg(copies/g)（图4C和

4D）. 
将细菌总含量乘以K. eburnea与K. sanguinis

的相对丰度所估算出的这两种菌的含量与RT-qPCR
测得的这两种菌的含量进行对比. 结果表明，对于K. 
eburnea的定量，两种方法的数值在第2、5、9、14、27
天样品存在显著差异（图4C），而对于K. sanguinis的

定量，两种方法的数值在第5、14天样品存在显著差异

（图4D）. 这些存在显著差异样本的共同点为目标菌

株的相对丰度较低（< 5%），说明通过物种相对丰度

和总细菌含量来计算某个物种的含量，在一定程度上

与RT-qPCR的检测结果接近. 但当目标菌株的相对丰

度较低时，该方法计算的含量与RT-qPCR分析结果具

有显著差异，说明应用本研究的特异性引物KE-P-1与

表4  Kroppenstedtia eburnea与K. sanguinis的加标回收率

Table 4  Recovery experience of Kroppenstedtia eburnea and Kroppenstedtia sanguinis
物种

Species
原始量

Origin content (n/copies g-1)
添加量

Added content (n/copies g-1)
检出量

Found content (n/copies g-1)
回收率

Recovery (r/%)

K. eburnea

0 3.43 × 105 3.41 × 105 ± 4.67 × 103   99.42 ± 1.36
0 3.43 × 106 3.44 × 106 ± 1.13 × 105 100.29 ± 3.29
0 3.43 × 107 3.48 × 107 ± 5.96 × 105 101.46 ± 1.74
0 3.43 × 108 3.45 × 108 ± 8.91 × 106 100.58 ± 2.60

3.43 × 106 3.43 × 104 3.47 × 104 ± 4.81 × 102   99.88 ± 1.38
3.43 × 106 3.43 × 105 3.77 × 106 ± 1.06 × 105   99.92 ± 1.55
3.43 × 106 3.43 × 106 6.79 × 106 ± 7.33 × 104   98.98 ± 1.07
3.43 × 106 3.43 × 107 3.79 × 107 ± 5.97 × 105 100.45 ± 1.58

K. sanguinis

0 3.89 × 103 3.85 × 103 ± 1.06 × 102   98.97 ± 2.75
0 3.89 × 104 3.91 × 104 ± 6.72 × 102 100.51 ± 1.73
0 3.89 × 105 3.88 × 105 ± 4.17 × 103   99.74 ± 1.07
0 3.89 × 106 3.93 × 106 ± 3.66 × 104 101.03 ± 0.94

3.89 × 104 3.89 × 103 4.29 × 104 ± 5.83 × 102 100.26 ± 1.36
3.89 × 104 3.89 × 104 7.81 × 104 ± 2.59 × 103 100.39 ± 3.32
3.89 × 104 3.89 × 105 4.27 × 105 ± 5.18 × 103   99.79 ± 1.21
3.89 × 104 3.89 × 106 3.96 × 106 ± 3.82 × 104 100.79 ± 0.97

图4  高温大曲发酵过程细菌与克罗彭施泰特氏菌的动态变化. A：总细菌含量变化；B：克罗彭施泰特氏菌属不同ASV的相对丰

度变化；C：Kroppenstedtia eburnea含量的变化；D：K. sanguinis含量的变化. 
Fig. 4  Dynamics changes in bacteria and Kroppenstedtia of high-temperature Daqu during the fermentation 
process. A: Changes in the content of all bacteria; B: Changes in relative abundance of different ASVs in Kroppenstedtia; C: 
Changes in the content of K. eburnea; D: Changes in the content of K. sanguinis.
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KS-P-1适合用于大曲发酵全过程中K. sanguinis与K. 
sanguinis的准确定量，这和以往报道研究结果 [29]相

似. 

3   讨论

模板DNA序列的高保守性、强特异性是特异性

引物设计的关键. gyrB基因即DNA促旋酶（gyrase）
的B亚单位基因，属于信息通路中与DNA复制、限制、

修饰或修复有关的蛋白编码基因，以单拷贝的形式存

在. 作为蛋白编码基因，其所固有的遗传密码子的兼

并性使得DNA序列可以发生较多的变异而不改变氨

基酸序列，这使得gyrB基因序列在区分和鉴定细菌近

缘种方面比非蛋白编码基因16S rDNA有更高的分辨

率，成为细菌快速检测与定量技术的靶基因[30-31]. 目
前，已有许多基于gyrB基因进行细菌RT-qPCR的报

道，Ruan等（2017）以gyrB基因为目标序列，设计了金

黄色葡萄球菌的特异性检测与定量的方法，实现了饮

用水和土壤中金黄色葡萄球菌的定量以及金黄色葡萄

球菌感染病的快速鉴定[32]；Mashoufi等（2019）基于

gyrB基因序列设计特异性引物实现了对婴儿奶粉和食

品中Cronobacter sakazakii的快速检测[33]. 本研究的

结果也充分证明，采用基于gyrB基因设计的引物对K. 
eburnea与K. sanguinis的鉴定与定量具有很高的特

异性和准确性. 
RT-qPCR是基于荧光信号的累积在DNA扩增过

程中对整个实验进程进行实时监测的一种技术，具

有较高的灵敏度与特异性，且定量准确、快速简便，

在微生物分析、食品科学研究、临床诊断等方面具有

广泛的应用[34]. 基于RT-qPCR的检测方法的主要局

限性在于无法区分样品中活细胞和死细胞的DNA，为
了克服这个限制，近年来，叠氮溴化丙锭（propidium 
monoazide，PMA）等光敏性核酸染料被引入到检测

方法中以抑制来自死细胞DNA或膜受损细胞的胞外

DNA的PCR扩增，进而与RT-qPCR相结合可以实现

对样品中活性微生物的准确定量[35]. 而发酵产品的微

生态环境往往具有复杂性和特异性，对于不同的样品

和目标菌种，需要对PMA处理条件（PMA浓度、暗反

应时间和光反应时间等）作出针对性的优化才能保证

定量的准确性 [36]. 要实现对大曲中K. eburnea与K. 

sanguinis活菌的定量还需要进一步对PMA处理条件

进行探究. 
单一菌种的荧光定量PCR（单重qPCR）并不

能适用所有应用场景.  当需要同时检测大曲中的K. 
eburnea与K. sanguinis时，单重qPCR耗时费力并

且无法排除不同样品孔间的加样差异，重荧光定量

PCR（多重qPCR）是更加合适的方法[37]. 多重qPCR
技术可以同时使用多对引物对样品中多个目标基因

进行检测. 要实现对多重qPCR中对K. eburnea与K. 
sanguinis的荧光信号进行区分，需要进一步针对KE-
P-1与KS-P-1的扩增序列设计特异性探针. 利用不同

探针上标记的荧光基团，结合仪器对不同通道荧光的

检测能力可实现同时对K. eburnea与K. sanguinis的
实时检测. 此外，对于仅需要检测克罗彭施泰特氏菌

而不需要区分物种时也可以通过设计属水平的特异性

引物来实现. 
克罗彭施泰特氏菌不仅是大曲中的关键功能微生

物，还广泛存在于多种传统酿造环境中，并且与这些发

酵产品的风味与品质密切相关. Zhuansun等（2022）
对浓香型酒醅的微生物群落动态变化、挥发性化合物

积累、理化性质和酶活性的研究表明克罗彭施泰特氏

菌同样是酒醅中的核心功能菌之一，其参与淀粉酶、

脂肪酶以及酸类物质的代谢[4]；Yao等（2022）通过对

东北豆瓣酱微生物群落与代谢产物的相关性分析发

现在豆瓣酱中的克罗彭施泰特氏菌与大多数游离氨基

酸呈显著正相关[5]. 因此，对于这些酿造环境中的克罗

彭施泰特氏菌进行定量分析同样有利于生产的监控与

优化，然而不同的酿造环境的菌群结构不同，本研究

所设计的引物是否在其他酿造环境中具有通用性，还

需进一步验证. 

4   结论

本研究基于K. eburnea与K. sanguinis的gyrB基
因序列分别设计了特异性引物KE-P-1和KS-P-1，这两

对引物特异性强，建立的RT-qPCR方法灵敏度高，检

测范围广，为各类大曲中的K. eburnea与K. sanguinis
的快速鉴定与定量提供了有效工具，有助于大曲生产

过程的监测与优化以及成品曲质量的判别. 同时本研

究还为其他微生物引物设计提供了新的思路. 
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