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明显。波纹巴非蛤活性肽对超氧自由基清除率最高达７４％，
对过氧化氢清除率最高达６１．５％，对羟自由基清除率最高达
４５％，对亚硝酸根离子的清除率最高达２４％。当波纹巴非蛤
活性肽分子量在４００００～４５０００ｕ时，其清除超氧自由基、过
氧化氢、羟自由基和亚硝酸根的能力均达到最大。
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ＥＲＩＣ－ＰＣＲ指纹图谱及电镜技术在纳豆
生产菌鉴定中的应用
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　　摘要：纳豆是一种传统的日本食品，由纳豆菌在一定温度湿度条件下发酵大豆而来，新鲜纳豆表面金黄色，风味独
特营养丰富。纳豆的主要发酵菌为纳豆菌，属芽孢杆菌属，称为纳豆枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｖａｒ．ｎａｔｔｏ），是好氧
的革兰氏阳性菌。利用扫描电子显微镜和 ＥＲＩＣ－ＰＣＲ指纹图谱技术对４株纳豆菌（高桥纳豆、ＭＩＺＫＡＭ１、寿纳豆、
ＭＩＺＫＡＭ无臭）进行了亲缘关系鉴定。结果显示，ＭＩＺＫＡＭ无臭与寿纳豆的亲缘关系较近，而高桥纳豆与其他品种亲
缘关系较远。
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　　纳豆（ｎａｔｔｏ）是日本传统大豆发酵食品。纳豆的主要发
酵菌为纳豆菌，属芽孢杆菌属，是好氧的革兰氏阳性菌［１］。

纳豆菌能分解蛋白质、碳水化合物、脂肪等大分子物质，使发

酵产品中富含氨基酸、有机酸、寡聚糖等多种易被人体吸收的

成分，还能分泌各种酶和维生素，从而可促进小肠黏膜细胞的

增殖，保证小肠功能正常［２－６］。纳豆还能有效预防和辅助治

疗心脑血管疾病。纳豆防治心脑血管疾病的药用价值主要源

自纳豆激酶［７］。自１９８７年纳豆中发现强力溶栓激酶———纳
豆激酶以来，纳豆引起了全世界的广泛关注［８］。该酶不仅有

显著的溶栓作用，还可以激活静脉内皮细胞的纤维蛋白酶

原［９－１０］。此外，纳豆菌发酵液中含有多达１７种氨基酸，其中
包括人体必需的８种氨基酸［１１］，因此纳豆具有“超级健康食

品”的美誉。然而，由于当今市场纳豆产品种类繁多，都有各

自的菌种命名，因此本试验利用扫描电子显微镜和 ＥＲＩＣ－
ＰＣＲ（ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｃｏｎｓｅｎｓｕｓＰＣＲ）指纹
图谱技术［１２］对４个纳豆菌生产种进行鉴定分析，旨在鉴定其
个体形态的差别及亲缘关系的远近。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
４个纳豆菌株（高桥纳豆、ＭＩＺＫＡＭ１、寿纳豆、ＭＩＺＫＡＭ

无臭），由青岛农业大学农业应用真菌研究室提供。

１．２　方法
１．２．１　单菌落培养 　将４种纳豆菌株接种到 ＬＢ液体培养
基（成分为 １０ｇ／Ｌ蛋白胨、５ｇ／Ｌ酵母粉、５ｇ／ＬＮａＣｌ）中，放
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入摇床３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下过夜培养，将过夜培养的菌液
稀释１００倍后取５０μＬ均匀涂布在 ＬＢ固体培养基（成分为
１０ｇ／Ｌ蛋白胨、５ｇ／Ｌ酵母粉、５ｇ／ＬＮａＣｌ、２０ｇ／Ｌ琼脂）上，放
入３７℃ 恒温箱中过夜培养，分别挑取菌落做四区划线放入
３７℃ 恒温箱中培养５ｈ，挑取单菌落接种到 ＬＢ液体培养基
中过夜培养。

１．２．２　菌种的形态学分析———制作纳豆菌的电镜样品　
（１）将浸泡在７５％乙醇中的洁净盖玻片取出在酒精灯火焰上
烧一下，待盖玻片冷却后将其放到平板培养的菌落上轻压一

下粘取菌落；然后用 ＰＢＳ（ｐＨ值为７．４，将２．９ｇＮａＨ２ＰＯ４·
２Ｈ２Ｏ与２９ｇＮａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ用去离子水定容到５００ｍＬ）
处理３次，每次 １０ｍｉｎ；用戊二醛固定液（配制比例为戊二
醛 ∶ＰＢＳ∶去离子水体积比１∶８∶１）固定２ｄ，中间换１次固
定液。（２）固定２ｄ后用ＰＢＳ洗３次，每次１０ｍｉｎ。（３）分别
用３０％、５０％、７０％、９０％、１００％乙醇洗样品１ｈ，使其逐步脱
水，再用１００％乙醇洗样品３０ｍｉｎ。（４）用乙醇 ∶叔丁醇 ＝
１∶１的混合液洗样品３０ｍｉｎ，再用１００％叔丁醇洗样品２次，
每次３０ｍｉｎ，用叔丁醇逐渐将乙醇从样本中替换出来。（５）
将样本抽真空，把盖玻片压碎，将有菌的碎片用导电胶粘附到

观察台上喷涂导电材料，然后在电子显微镜下观察。

１．２．３　细菌基因组ＤＮＡ的提取（ＣＴＡＢ／ＮａＣｌ法）　（１）将活
化好的菌株转接到５ｍＬＬＢ液体培养基中，培养至饱和状态，
取１．５ｍＬ培养物１００００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ。（２）沉淀物加入
６００μＬ的ＴＥ缓冲液，用吸管反复吹打使之重悬，加入少量溶
菌酶，３７℃温浴 ３０ｍｉｎ，加入 ３０μＬ１０％的 ＳＤＳ和 ３μＬ
２０ｍｇ／ｍＬ的蛋白酶 Ｋ，混匀，于 ３７℃温浴 １ｈ。（３）加入
１００μＬ５ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ，充分混匀，再加入８０μＬＣＴＡＢ／ＮａＣｌ
溶液，混匀，于６５℃温浴１５ｍｉｎ。（４）加入等体积的三氯甲
烷、异戊醇，混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，将上清液转到一
个新管中，如果难以移出上请，先用牙签去除界面物质。（５）
加入等体积的酚、三氯甲烷、异戊醇，混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，将上清液转入另一支新管中。（６）加入１倍体积无水
乙醇，轻轻混合直到 ＤＮＡ沉淀下来，放入 －２０℃冰箱沉淀
３０ｍｉｎ，取出后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，将沉淀转移到１ｍＬ
７０％乙醇中洗涤。（７）１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上清，用
超净工作台稍加干燥，重溶于５０μＬ的 ＴＥ缓冲液。（８）取
２μＬ上述提取的ＤＮＡ进行琼脂糖凝胶电泳检测。
１．２．４　基因组ＤＮＡ纯度检测　用０．８％琼脂糖凝胶进行电
泳检测，如果 ＤＮＡ条带清晰、整齐、明亮且无拖尾，则表明
ＤＮＡ完整性好且纯度较高，可用作ＰＣＲ反应。
１．２．５　ＥＲＩＣ－ＰＣＲ扩增　ＥＲＩＣ－ＰＣＲ扩增应用的引物
ＥＲＩＣ１（５′－ｇｇｇｇＴＡＣＣＴＴｇＣｇＡＣＴＡＡＣＡＡＡＴＡＴｇＣＴ－３′）、
ＥＲＩＣ２（５′－ＴｇＣＴＣＴＡｇＡＣＴＣＴＡＴＴＣＣＣＴＡＣＣＡＴＣＡＴｇＴＴＣ－３′）
均由上海生工生物工程有限公司合成。ＥＲＩＣ－ＰＣＲ反应体
系为５０μＬ，由２５μＬＤｒｅａｍＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）、２μＬ
引物 ＥＲＩＣ１（２０μｍｏｌ／Ｌ）、２μＬ引物 ＥＲＩＣ２（２０μｍｏｌ／Ｌ）、
３μＬ基因组ＤＮＡ、１８μＬ去离子水组成。ＥＲＩＣ－ＰＣＲ反应条
件为９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５２℃退火１ｍｉｎ，
６５℃ 延伸５ｍｉｎ，３５个循环；最后６５℃延伸 １６ｍｉｎ，４℃ 结
束扩增。

２　结果与分析

２．１　形态学分析
由图１、图２、图３、图４的电镜照片可以看出，ＭＩＺＫＡＭ１、

寿纳豆、ＭＩＺＫＡＭ无臭的菌体呈单杆状，而高桥纳豆的菌体呈
长杆状，因此 ＭＩＺＫＡＭ１、寿纳豆、ＭＩＺＫＡＭ无臭３个菌株的
亲缘关系较近，而高桥纳豆与其他３个菌株的亲缘关系较远。

２．２　ＤＮＡ提取结果
４个纳豆菌株的基因组ＤＮＡ０．８％琼脂糖凝胶电泳图谱

见图５，图中１～４号泳道分别为高桥纳豆、ＭＩＺＫＡＭ１、寿纳
豆、ＭＩＺＫＡＭ无臭的ＤＮＡ条带。从图５可以发现，ＤＮＡ条带
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清晰、整齐、明亮且无拖尾，表明 ＤＮＡ完整性好且纯度较高，
可用作ＰＣＲ反应。
２．３　基因组ＤＮＡ的ＥＲＩＣ－ＰＣＲ及聚类分析

图６为４个纳豆菌株的ＥＲＩＣ－ＰＣＲ１．４％琼脂糖凝胶电
泳图谱，图中Ｍ泳道为ｍａｒｋｅｒ，１～４号泳道分别为高桥纳豆、
ＭＩＺＫＡＭ１、寿纳豆、ＭＩＺＫＡＭ无臭的ＥＲＩＣ－ＰＣＲ电泳图谱。

　　使用ＮＴＳＹＳ２．１０ｅ软件对４个菌株的相似性进行聚类分
析，结果见图７。
　　由图７可知，当以相似性系数０．６４为阈值时，４个菌株
聚成２组：第１组为ＭＩＺＫＡＭ无臭、寿纳豆、ＭＩＺＫＡＭ１，第２

组为高桥纳豆；当以相似性系数０．７５为阈值时，４个菌株聚
成３组，ＭＩＺＫＡＭ无臭和寿纳豆聚为一组，ＭＩＺＫＡＭ１和高桥
纳豆各为一组。因此 ＭＩＺＫＡＭ无臭与寿纳豆的亲缘关系
较近。

３　讨论

本试验通过扫描电子显微镜及 ＥＲＩＣ－ＰＣＲ指纹图谱技
术对４个纳豆生产菌株进行了亲缘关系鉴定。通过 ＥＲＩＣ－
ＰＣＲ指纹图谱的聚类分析与电镜２种技术，最终都得到 ＭＩＺ
ＫＡＭ无臭与寿纳豆的亲缘关系较近，而高桥纳豆则与其他品
种亲缘关系较远的结论，同时也证明了这２种技术对纳豆菌
种鉴定的准确性与可靠性。
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