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酸汤子玉米面团中微生物多样性分析
乌日娜1,2，张 颖1，张红萧1，陶冬冰1，孙慧君1,3，岳媛媛1，武俊瑞1,*
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摘  要：酸汤子是我国北方地区一种营养丰富、风味独特的民族传统食品，深受满族及东北人民的喜爱。多样

的微生物在酸汤子玉米面团的营养品质形成过程中，发挥着极其重要的作用，然而到目前为止，对满族传统发

酵食品酸汤子面团中的微生物菌群多样性，仍不明确。以不同地区采集的酸汤子玉米面团为研究对象，利用聚

合酶链式反应结合变性梯度凝胶电泳技术探究了酸汤子中微生物菌群多样性。结果表明：在9 份酸汤子面团中共

鉴定出14 种真菌，分别为Saccharomyces castellii、Geotrichun candidum、Simplicillium lanosoniveum、Rhizochaete 
sulphurosa、Guehomyces pullulans、Debaryomyces hansenii、Fusarium culmorum、Trichoderma brevicompactum、

Oryza lonqistaminata、Geotrichun fraqrans、Galactomyces candidum、G. geotrichum、Geotrichum sp.和Galactomyces 
sp.。鉴于S. castellii在多数样品中被检测，推测其为酸汤样品中真菌的优势发酵菌种。鉴定出4 种细菌，分别是

Bacillus pumilu、Lactobacillus tucceti、L. plantarum和Weissella paramesenteroides。由于W. paramesenteroides在多数

样品中被检测出，推测其为酸汤样品细菌的优势菌群。 
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Abstract: The Suantangzi is a traditional ethnic food with good nutritional properties and unique flavor, which is popular 

among Manchu people and northeastern Chinese people. The diverse microbes in corn sourdough for Sutangzi play an 

extremely important role in the development of its nutritional quality. However, the microbial community diversity is still 

unclear today. This study aimed to study the diversity of the microflora in nine samples of Suantangzi sourdough collected 

from different regions by polymerase chain reaction-denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE). The results 

showed that a total of 14 species of fungi were identified from these samples, including Saccharomyces castellii, Geotrichun 
candidum, Simplicillium lanosoniveum, Rhizochaete sulphurosa, Guehomyces pullulans, Debaryomyces hansenii, 
Fusarium culmorum, Trichoderma brevicompactum, Oryza lonqistaminata, Geotrichun fraqrans, Galactomyces candidum, 

Galactomyces geotrichum, Geotrichum sp. and Galactomyces sp. S. castellii was detected in most samples. Based on this 

observation, S. castellii was predicted to be the dominant fungal species in Suantangzi. Moreover, 4 species of bacteria were 

also identified, including Bacillus pumilu, Lactobacillus tucceti, Lactobacillus plantarum and Weissella paramesenteroides. 

Weissella paramesenteroides was supposed to be the dominant species for the widest distribution in the samples. 
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酸汤子，又称汤子、馇子，是用玉米水磨发酵而成

的一种粗面条样主食，具体做法是把新鲜嫩玉米脱粒放

入盛有冷水的缸中浸泡，待米质松软后，磨成糊状，在

适宜的温度进行自然发酵，等面飘出酸味时，烹调熟制

后做成汤面或肉酱面即可食用[1]。酸汤子味道微酸，通脾

健胃、消乏解渴，易消化又开胃，是一种老少皆宜的食

品[2]，但是其认知度也只局限于东北地区和少数人群。如

今，城市里已经很难找到“酸汤子”了，很多身在外地

的人们只有每当秋季回老家时，才能尝上一碗日思夜想

的酸汤子。因此，将这种营养价值丰富且迎合大众口味

的满族特色美食推广开来，丰富广大人民日常餐谱，推

进产业化发展有着重要意义。

国内外对小麦、大麦和藜麦面粉发酵面团中的微

生物研究较多，而对于玉米面发酵面团中微生物研究很

少。对于小麦面粉发酵面团中微生物的研究，主要集中

于面团中微生物之间的相互作用以及采样、分离和鉴定

过程等一些外在因素，对不同地域生产的面粉所制得的

酸面团中微生物组成的影响[3]。Harth等[4]发现不同处理的

大麦粉发酵形成的酸面团在微生物群落组成方面存在着

明显的差异；Rodríguez等[5]利用随机扩增多态性DNA标

记（random amplification polymorphic DNA，RAPD）-聚

合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）和PCR-变

性梯度凝胶电泳（denatured gradient gel electrophoresis，

DGGE）结合rRNA基因测序分析藜麦发酵面团中乳酸菌

多样性，共鉴定出4 个菌属和9 个菌种。

PCR-DGGE技术不仅可以检测到自然界中无法培养

或难以培养的微生物，且检测速率快，结果准确可靠，能

够更好的反映酸汤子面团内细菌多样性的真实情况[6-7]。 

Muyzer等[8]证明DGGE技术在研究自然界微生物群落多

样性及菌相差异方面具有明显的优越性，在发酵类食品

以及自然环境中得到了很好的应用[9-13]。Ampe等[14]以墨

西哥发酵玉米面团为材料，采用PCR-DGGE技术纯化

DNA片段，鉴定乳杆菌；Ercolini等[15]用PCR-DGGE法

在天然乳清培养基16S rDNA的V3区中鉴定出德氏乳杆

菌和乳球菌等；Biddle等[16]运用宏基因组结合RT-PCR方

法对秘鲁海域浅海水层生物圈中微生物群落进行多样性

探究，结果表明秘鲁海域浅海水层的优势菌群未培养是

Crenarchaeota菌；滕齐辉等[17]运用PCR-限制性内切酶片

段长度多态性（restriction fragment length polymorphism，

RFLP）结合DGGE技术对太湖地区土壤微生物多样性进

行了研究，结果表明有机肥能提高土壤微生物的丰富度

和多样性。

本实验主要通过PCR-DGGE分子生物学技术结合测

序的方法，对传统自然发酵酸汤子面团中微生物多样性

进行研究，为挖掘丰富的微生物资源，进一步实现传统

酸汤子产品的现代化、规模化生产提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

酸汤样品分别来自7 个不同城市，其中地理位置与

其对应的编号样品分别为鞍山1号、本溪2号、沈阳3号、

丹东4号、丹东5号、抚顺6号、丹东7号、桓仁8号、通辽

9号，共9 份酸汤样品，丹东样品分别随机采取3 户不同

人家的酸汤样品。

去离子甲酰胺、四甲基二乙胺、双丙烯酰胺、过硫

酸铵、灭菌蒸馏水、三蒸水、10×Easy Taq Buffer、High 

Pure dNTPs、F338-GC、R518、Easy Taq聚合酶、双蒸水   

沈阳力新生物技术有限公司。

1.2 仪器与设备

5417高速冷冻离心机 德国Eppendorf公司；ABI 

Veriti96 PCR扩增仪 美国ABI公司；水浴锅 上海精

宏实验设备有限公司；DYCP-31BN型琼脂糖凝胶电泳仪 

深华生物技术有限公司；紫外凝胶成像及分析系统、

DGGE仪 美国Bio-Rad公司。

1.3 方法

1.3.1 样品总DNA提取

从样品中间称取10 g酸汤子面团样品，加入15 mL灭

菌磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，PBS），用

玻璃棒搅拌混匀，称取0.5 g混匀样品放入1.5 mL灭菌离

心管中，其余实验步骤按照基因组DNA快速抽提试剂盒

进行。以上操作均在无菌操作台上进行。

1.3.2 PCR扩增

1.3.2.1 细菌的PCR扩增

以提取的总 D N A 为模板，细菌 1 6 S  r D N A

基 因 V 3 区 采 用 通 用 引 物 （ 上 下 游 引 物 F 3 3 8 ：

5 ’ - C C T A C G G G A G G C A G C A G - 3 ’ 、 R 5 ：

5 ’ - A T T A C C G C G G C T G C T G G - 3 ’、G C发卡：5 ’ -
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（G C） n C C T A C G G G A G G C A G C A G - 3 ’）进行

P C R扩增，扩增产物片段长约 2 5 0  b p。 P C R体系

（50 µL）：36 µL ddH2O、5 µL 10×Easy Taq Buffer、

4  µ L  H i g h  P u r e  d N T P s 、 1 . 5  µ L  F 3 3 8 - G C 、

1.5 µL R518、0.5 µL Easy Taq聚合酶及适量的双蒸水

补足50 µL。反应参数：95 ℃预变性4 min；95 ℃变性

1 min，55 ℃退火45 s，72 ℃延伸1 min，30 个循环；

72 ℃延伸7 min，4 ℃保存。PCR产物用质量分数为1%

的琼脂糖凝胶电泳（100 V恒压电泳30 min）检测后 

－20 ℃保存备用。

1.3.2.2 真菌的PCR扩增

以提取的总D N A为模板，真菌采用2 6 S  r D N A 

D 1 / D 2 区具有特异性的引物（上游引物 N L - 1 ：

5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’、下游引

物NL-4：5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’）进行

26S rDNA的PCR扩增，扩增产物片段长约600 bp。反

应体系（50 μL）：3 μL基因组DNA模板、4 μL dNTP

（2.5 mmol/L）、2 条引物各1 μL、0.4 μL DNA Taq聚
合酶、5 μL 10×PCR Buffer，补充ddH2O至50 µL。反

应参数：94 ℃变性1 min，54 ℃退火1 min，72 ℃延伸

1 min 30 s，36 个循环，最后72 ℃末端延伸10 min，PCR

产物用质量分数为1%的琼脂糖凝胶电泳（100 V恒压电

泳30 min）检测后－20 ℃保存备用。

1.3.2.3 DGGE与图谱分析

采用基因突变检测系统对PCR产物进行分析。使用

梯度胶制备装置，制备变形质量分数35%～50%（100%

变性剂、7 mol/L尿素、40%去离子甲酰胺的混合物）

的8%的聚丙烯酰胺凝胶，其中变性剂质量分数从胶板

由上到下依次递增。待胶完全凝固后，将胶板放入装有

1×TAE电泳缓冲液的装置中，在每个加样孔中加入已和

Marker混合好的PCR样品。细菌的变性剂质量分数范围

35%～55%，在200 V电压下，60 ℃电泳5 h。真菌的变性

剂质量分数范围30%～55%，在120 V电压下，60 ℃电泳

5 h 15 min。电泳完毕后，利用Gelred染色法将凝胶染色

30 min，将染好的凝胶用扫描仪成像，得到PCR-DGGE

图谱，对上述扫描后的图片进行分析，标记特异性条

带，并回收条带，由上海桑尼生物技术有限公司测序，

测序结果进行BLAST比对鉴定。

2 结果与分析

2.1 酸汤子面团样品的PCR扩增

由图1、2可知，所有样品细菌引物PCR扩增均获得

一条约250 bp大小的特异性条带，所有样品真菌引物PCR

扩增均获得一条约600 bp大小的特异性条带，它们分别与

细菌16S rDNA的V3区和真菌26S rDNA的D1/D2区预期条

带大小一致，可用于后续DGGE分析。

2 000 bp
M 1 2

1 000 bp
500 bp
750 bp

250 bp
100 bp

3 4 5 6 7 8 9

M. DNA Marker；1～9.细菌扩增产物。

图 1 酸汤子面团细菌扩增产物

Fig. 1 Agarose gel electrophoresis of PCR amplified products from 

bacterial DNA from Suantangzi sourdough 
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500 bp
250 bp
100 bp

3 4 5 6 7 8 9

M. DNA Marker；1～9.真菌扩增产物。

图 2 酸汤子面团真菌扩增产物

Fig. 2 Agarose gel electrophoresis of PCR-amplified DNA fragments 

from fungi in Suantangzi sourdough

2.2 酸汤子面团样品中细菌多样性分析
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图 3 酸汤子面团中细菌总DNA的PCR-DGGE图谱

Fig. 3 DGGE profiles of PCR-amplified DNA from the total bacterial 

population in each sourdough 

表 1 不同发酵阶段酸汤子面团样品中细菌16S rDNA V3区PCR-

DGGE特异性条带比对结果

Table 1 Identification of the bands obtained by PCR-DGGE of 

bacterial populations based on 16S rDNA sequence 

条带编号 鉴定结果 同源性/% 序列号

A 未检测出

B 未检测出

C Bacillus pumilus 100 HM216572.1

D Lactobacillus tucceti 99 KC787552.1

E Lactobacillus plantarum 100 KT626386.1

F Weissella paramesenteroides 100 KT982257.1

H uncultured bacterium clone 98 KC570917.1

I uncultured bacterium clone 100 JQ013040.1

J uncultured bacterium clone 100 KU031269.1

DGGE图谱条带的数目可以直观地反映样品中细菌

菌落的遗传多样性[19]。由图3可知，酸汤子9 个样品的细

菌PCR-DGGE图谱中共发现9 个特异性扩增条带，得到的

条带数量和微生物分布情况均有明显不同，这说明酸汤

样品中细菌分布有着较大的差异性。由图谱可以明显看
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出样品4～6中条带的数目与其他地区样品相比较多，说

明丹东与抚顺地区酸汤子样品中细菌的种类最为丰富；

样品2、3的条带数目最少，说明本溪与沈阳地区酸汤子

样品中细菌数目最少。对9 个特征条带进行回收和测序，

测序结果在NCBI数据库中进行BLAST同源性比对，比对

结果如表1所示。

结合图3和表1可知，酸汤子9 个样品中共检测到了

4 种细菌，它们分别属于3 个属。条带C在样品5、6、9

中均检测出，且在样品5中条带较其他样品更亮，条带

更宽，说明短小芽孢杆菌（Bacillus pumilus）在丹东地

区酸汤子样品中数量最多；条带H、I、J的比对结果均

为未培养细菌克隆，在少部分样品中被检测出。条带

F、I、E在样品中出现的频率均在占总样品总数的44%

以上，其中所占比例最高的是条带I未培养细菌克隆，

为66.7%，其次为条带F，其鉴定结果为类肠膜魏斯氏菌

（Weissella paramesenteroides），在5 份样品中均被检测

出；条带E的比对结果分别为植物乳杆菌（Lactobacillus 
plantarum），在样品4、5、6、8中均被检测出；条带D

（L. tucceti）在样品4中被检测出，为酸汤样品中的特殊

菌群。综上，植物乳杆菌与类肠膜魏斯氏菌在酸汤子发

酵面团样品中所占比例最多，可推测为酸汤子样品的优

势细菌菌群；乳杆菌属为优势菌属。条带A、B均未检测

出信号。

此外，由图3中条带分布结合鉴定结果可知，即使同

一地区采集的酸汤子样品中的细菌构成也不尽相同。丹

东地区3 个不同人家的酸汤样品的细菌菌群分布有着明显

的差异性：样品4较样品5和7更为多样，样品4中有5 条清

晰的条带，样品5中有4 条清晰的条带，而样品7中仅有

2 条清晰的条带。李晓红利用传统分离鉴定方法，从自然

发酵小麦面粉面团中分离纯化出2 株乳酸菌菌株，通过菌

落形态、菌体形态观察和生理生化实验分别鉴定为植物

乳杆菌和嗜热链球菌[18]。陶东娅等[19]采用DGGE结合基因

测序技术得出在黑龙江黏豆包酸面团中乳杆菌属为样品

的优势细菌菌属；Zhang Guohua等[20]利用Illumina Hiseq 

2000系统测序结合贝塔多样性分析，主成分分析和聚类

分析确定了明串珠菌属、乳酸杆菌和魏斯氏菌属为5 份中

国传统小麦面粉发酵面团中重要细菌属。虽然上述结果

均有所不同，但一致认为，乳杆菌属是酸面团中的优势菌

属之一。然而，本研究中所采集的样品主要是以玉米为原

料发酵而成的酸汤子面团，在细菌多样性方面也与小麦面

粉发酵面团有所区别，尤其是本研究发现，除了乳杆菌属

外，魏斯氏菌属细菌在大部分样品中均有检出，也可以初

步推断其在酸汤子发酵中发挥着较大作用。

2.3 酸汤子面团样品中真菌多样性分析

由图4可知，酸汤子面团9 份样品的真菌PCR-DGGE

图谱中共发现16 个特异性扩增条带，每个样品的扩增条

带呈现出较大差异性，得到的条带数量、真菌分布情况

以及清晰度均有明显不同，且与细菌图谱相比可明显看

出酸汤子面团样品中真菌种类较细菌相比更为丰富。对

16 个特征条带进行回收和测序，通过NCBI进行BLAST

同源性比对，结果如表2所示。

1 2 3 4 5 6 7 8 9

A A

B

A A A A A A

C CE EDGI I I I I I I
G
HKK K K K
M M M

LL

NN

F

O O O
N
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H G G G

图 4 酸汤子面团中真菌总DNA的PCR-DGGE图谱

Fig. 4 DGGE profiles of PCR-amplified DNA from the total fungal 

population in each Suantangzi sourdough 

表 2 不同地区酸汤子面团样品中真菌26S D1/D2 rDNA区PCR-DGGE

特异性条带比对结果

Table 2 Identification of the bands obtained by PCR-DGGE of fungal 

populations based on 26S rDNA sequence

条带编号 鉴定结果 同源性/% 序列号

A Saccharomyces castellii 99 AY007880.1

B Geotrichun candidum 99 KF112070.1

C Simplicillium lanosoniveum 97 KT878334.1

D Rhizochaete sulphurosa 100 KT003520.1

E Guehomyces pullulans 78 EU637078.1

F Geotrichum sp. 99 EF025925.1

G Debaryomyces hansenii 79 JQ277241.1

H Fusarium culmorum 86 JN938910.1

I Geotrichum sp. 100 EF025925.1

J Galactomyces sp. 99 GU904190.1

K Trichoderma brevicompactum 82 KR094463.1

L Oryza lonqistaminata 95 AY097328.1

M Geotrichum fraqrans 97 GQ222355.1

N 未检测出

O Galactomyces candidum 99 KM391959.1

P Galactomyces geotrichum 99 JF262190.1

结合图4与表2分析可得，在获得的16  个特征条

带中，共检测到14  种真菌，分别属于8  个菌属。其

中，条带A、G、I、K条带出现的频率均占总样品总

数的55.6%以上。其中条带A的鉴定结果为芽殖酵母菌

（Saccharomyces castellii），出现的频率最高，占样品总

数的88.9%；条带B、F、I、M的鉴定结果均属于地霉属

（Geotrichun sp.），占总真菌种类的比例为25%，其中

条带B、M经检测分别隶属于白地霉菌（G. candidum）和

G. fraqrans；条带G、K的检测结果分别为汉逊德巴利酵

母（Debaryomyces hansenii）和脐孢木霉菌（Trichoderma 
brevicompactum）。条带D、F、P和J只出现在个别样品

中，为不同地区酸汤子样品的特征条带。由此可推断，

酸汤子面团中的优势真菌菌属为酵母菌属和地霉菌属，



※生物工程	                            食品科学	 2017, Vol.38, No.12   25

其中芽殖酵母菌为7 个地区酸汤子面团样品中真菌的优势

发酵菌种。

通过观察、分析可得出，不同地区的酸汤子面团样

品中真菌分布存在着一定差异：样品9中的条带相对于其

他地区样品最多、条带清晰、较亮，说明通辽地区酸汤

子面团样品中真菌数目较其他地区样品比更多，其真菌

菌群种类丰富，数目较多；相比之下，样品3中总条带数

目较少，亮度较暗，说明沈阳地区酸汤子面团样品中真

菌种类、数目较少。样品8中条带A与其他条带相比为最

亮的菌带，说明芽殖酵母菌是桓仁地区酸汤子面团样品

的优势菌群。同一地区不同区域酸汤样品中真菌的多样

性有着共性，同时存在着明显的差异性。样品4、5、7均

采自丹东地区的不同家庭，条带A在3 份样品中均被检测

出，说明芽殖酵母菌与地霉属为丹东地区酸汤样品中真

菌的优势发酵菌群。同时可以明显看出，条带A在样品5

中与其余两家样品对应条带和同泳道其他条带相比均最

亮，说明芽殖酵母菌在样品5中数量要比其他两个家庭的

酸汤子面团样品多，为此样品中的优势菌群。而样品5中

检测出的条带F、L和O，样品4和7中均没有检出。而样

品7中检测出的条带D，样品4和5中没有检出。

本实验从酸汤子面团中鉴定出了普鲁兰久浩酵母

（G. pullulans）与汉逊德巴利酵母。其中普鲁兰久浩酵

母属于耐冷酵母，是一种能高产乳糖酶的菌株，乳糖

酶是能将乳糖水解为葡萄糖和半乳糖的水解酶，在低温

有高活性，在乳品加工和乳清引起的环境污染治理等

方面，有着中温和高温乳糖酶无法达到的优越性，目

前在医药、食品等领域应用广泛，在食品工业中有潜

在的应用价值[21]；汉逊德巴利酵母在体外实验扩散和挥

发性化合物以及在无细胞上清液中表现出抗曲霉属显

著抑制活性，其应用降低了生产胶孢镰刀菌（Fusarium 
subglutinans）伏马菌素的59.8%[22]。闫岩等[23]利用汉逊德

巴利酵母不同浓度梯度的处理液对指状青霉体外和柑橘

上进行生物防治实验，结果表明，汉逊德巴利酵母在适

宜条件下能对青霉产生抑制，能够抑制霉菌孢子萌发和

生长繁殖并在贮藏期间延缓柑橘青霉病的发生，明显降

低腐烂指数，达到了最高的防治效率，在柑橘的整个贮

藏期间保证了柑橘良好的贮藏品质。因此，汉逊德巴利

酵母有很大的作生物防除剂的潜力。从本研究中发现的

普鲁兰久浩酵母与汉逊德巴利酵母在之前酸汤子面团的

研究中未分离出。同时值得注意，地霉属广泛分布在青

贮饲料、泡菜、有机肥、各种乳制品和土壤等处，在本

研究中酸汤子面团的样品中也广泛存在，在之前国内外

酸面团的研究中从未鉴定出。白地霉现已广泛应用于酿

造、医药、水处理及生物工程等多项产业，并在食品、

香料、饲料、环境治理等领域有着巨大的开发价值[24-25]，

但也有着一定的致病性，其具体作用有待进一步研究。

3 结 论

本研究利用PCR-DGGE技术来分析酸汤子样品中菌

群结构多样性，了解不同地区利用传统方法自然发酵的

酸汤子面团中微生物的种类。结果发现酸汤子面团中真

菌较细菌相比种类更为多样，魏斯氏菌和芽殖酵母菌是

其中的优势真菌群，乳杆菌属为其优势细菌菌属。即不

同地区样品存在共性，但同时同一地区不同样品之间也

存在差异。该结果将为今后相关方面研究提供借鉴与参

考，也为进一步开发质量安全、风味优良的酸汤子提供

理论支持。
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