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新鲜哈密瓜汁中可培养细菌的
分离鉴定及系统发育分析
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(新疆石河子大学 食品学院,新疆 石河子 832003)

摘 � 要: 采用稀释平板法从新鲜哈密瓜汁中分离出 48株可培养细菌, 通过传统的形态特征鉴定,

将其归为 10个类群。利用细菌通用引物 PCR扩增 10个类群代表菌株的 16S rRNA 基因, 并进

行序列测定。将获得的序列通过 Blast 在 GenBank 数据库中搜索相关菌株的同源性序列, 采用

Clustal1. 81软件比对,用 Mega 4. 1软件构建系统发育树。系统发育分析结合表型特征研究表明,

新鲜哈密瓜汁中可培养细菌以芽孢杆菌属为优势微生物类群,主要为枯草芽孢杆菌 Bacil lus sub-

ti l is ,其次为地衣芽孢杆菌 Baci llus l ichenif ormis、苏云金芽孢杆菌 Baci llus moj av ensi s。此外还

有铜绿假单胞菌 Pseudomonas aer uginosa、洋葱伯克霍尔德氏菌 Burkholder ia cep acia st rain、鲍

曼不动杆菌 A cinetobacter baumannii ,以及肠球菌属 Enterococcus sp、克雷伯氏菌属 K lebsiella sp

的菌株。
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Identification and Phylogenesis Analysis of Cultivable Microorganism

Isolated from Fresh Ham-i Melon Juice

JIANG Ha-i rong, � NI Yong-qing, � SONG L-i jun, � YIN Lin- lin,

JIANG Ying , � CHEN J-i luan*

( Colleg e of Food Science and Techno lo gy , Shihezi University, Shihezi 832000, China)

Abstract:Fo rty-eight st rains w er e isolated from the f resh ham i melon juice using the dilut ion plate

method. T ho se isolated st rains divided into ten g roups accor ding to the morpho logical features.

Then the 16S rDNA sequences w er e performed by employing the universal prime bacterial for

po lymerase chain react ion ( PCR ) amplificat ion. T he alignment search w as per formed w ith

BLAST and GenBank databases, then compared this sequences using the so ftw are of Clastal1.

81, the phylo genet ic t ree w as built using M ega 4. 1 sof tw ar e. From the phy logenet ic t ree, it could

be concluded that Baci l lus subt il i s is the main cult ivated bacteria in the f resh hami melon juice

and the fo llow ing is Baci l lus l icheni f ormis , Bacil lus moj av ensi s , P seudomonas aer uginosa st rain

RE7, Bur kholder ia cepacia str ain AT CC 21809, A cinetobacter baumanni i , and Enter ococcus sp ,

K lebsiel la sp.
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� � 新疆哈密瓜风味独特、富含多种营养物质, 其
果汁为金黄色, 处于均匀的混合状态, 是一种很有

市场潜力的果汁。但哈密瓜是热敏性瓜果, 采用传

统的高温杀菌, 将使哈密瓜汁产生不良的蒸煮味,

且失去大量营养物质, 因此对于热敏性的果蔬汁多

采用非热力杀菌模式。研究表明[ 1] ,引起果汁腐败

变质的因素很多,如微生物、酶类等,但是引起新鲜

果汁腐败变质的主要因素是微生物污染。

为了选择合适的杀菌方式, 更有效地控制哈密

瓜汁中微生物, 就必须首先了解哈密瓜汁中的常见

微生物的种类、特性和数量分布状况, 然后才能有

针对性地选择适宜的杀菌方法和杀菌工艺。因此

对新鲜哈密瓜汁中的微生物种类进行分离和鉴定,

对如何控制新鲜哈密瓜汁中微生物具有非常重要

的意义。

果汁中的微生物菌群相对复杂,按照传统的以

形态学和生理生化指标为基础的细菌检测和分类

方法较为繁琐。目前随着分子生物学的发展, 采用

16S rRNA 基因鉴定未知菌更加方便、快捷、高效。

因此 16S rRN A 已经成为细菌系统分类研究中最

常用也是最有效的分子指标,被广泛地应用于各种

微生物的遗传特性和分子差异的研究[ 2]。作者在

研究新鲜哈密瓜汁中的可培养细菌基本生长特性

的基础上, 采用细菌通用引物对分离菌株的 16S

rRNA 基因进行扩增和快速鉴定,以确定哈密瓜汁

中微生物类群的多样性, 为哈密瓜汁的有效杀菌和

贮藏提供理论依据。

1 � 材料与方法

1. 1 � 供试菌种及仪器设备

1. 1. 1 � 材料 � 新疆哈密瓜,品种为伽师瓜 86-1, 产

于新疆喀什市, 其新鲜哈密瓜汁 pH 值为 6. 55。

1. 1. 2 � 菌种 � 分离自新鲜哈密瓜汁中的可培养细

菌。

1. 1. 3 � 仪器设备 � SW-CJ-100 型超净工作台, 苏

净集团安泰公司制造; DNP-9272 型电热恒温培养

箱:上海精宏实验设备有限公司制造; SPX-250B-2

型生化培养箱: 上海博远实业有限公司制造; T C-

512型 PCR 仪: Barlow or ld 公司制造; Gel Dox TM

XR 170-8170 型凝胶成像系统: Blo-RAD 公司

制造。

1. 2 � 培养基
1. 2. 1 � LB 固体培养基: � 胰蛋白胨 10 g,酵母膏 5

g,氯化钠 10 g ,琼脂 17 g,调 pH 7� 0,定容至 1 000

mL, 121 � 高压灭菌 20 m in。

1� 2� 2 � 营养肉汤培养基( NA ) � 蛋白胨 10 g ,牛肉

膏 3 g, 氯化钠 5 g, 琼脂 17 g, 调 pH 7� 2, 定容至
1 000 mL, 121 � 高压灭菌 20 m in。

1� 2� 3 � 营养琼脂肉汤培养基( NB) � 蛋白胨 10 g,

牛肉膏 3 g, 氯化钠 5 g, 调 pH 7� 2, 定容至 1 000

mL, 121 � 高压灭菌 20 m in。

1� 3 � 细菌的分离、纯化及保存
100个哈密瓜随机分为 5组,每组随机选取一

个,瓜体表面经过酒精消毒, 去皮去瓤,在无菌超净

台将哈密瓜切成 1 cm 小块放入无菌培养皿, 再用

无菌玻板捣碎,静置 10 m in,吸取 1 mL 新鲜瓜汁接

入 9 mL 无菌生理盐水,即得 10- 1浓度菌悬液,依次

类推,分别制取 10
- 2
、10

- 3
浓度菌悬液。稀释平板

法分离哈密瓜汁中可培养细菌。

取菌落数在 30~ 300 个之间而且菌落之间分

离生长较好的平皿,无菌操作挑选不同形态和颜色

的菌落, 在 NA 培养基上进行平板划线分离, 将此

平皿置 37 � 恒温箱内培养 2~ 4 d,挑取的菌落经 3

~ 5次的平板划线分离后, 如果菌落形态、颜色较一

致,则进行革兰氏染色后镜检, 经过分离得到的单

菌落进行涂片和简单结晶紫染色, 在 1 000倍光学

显微镜下观察观察其形态和纯度
[ 3]
, 不纯的菌落用

平板稀释法进行纯化, 分离纯化后在 4~ 6 � 下保

存。另一份纯化后的单菌落接入营养肉汤培养培

养基, 37 � 摇床培养后加入体积分数 15%的甘油,

于- 80 � 超低温冰箱中保存。

1� 4 � 革兰氏染色和镜检
取菌种培养物常规涂片, 用结晶紫进行染色,

再用碘液媒染,然后用乙醇脱色, 最后用番红复染。

在显微镜下观察个体形态特征, 如果发现还有杂

菌,则继续进行平板划线分离, 直至镜检个体形态

特征一致。镜检中细胞保留蓝紫色的细菌为革兰

氏阳性菌,细胞为红色的细菌为革兰氏阴性。

1� 5 � 芽孢检测
分离出的菌株分别编号为 s-5-2, B-1, s-4, s-

5-1 , A-1, AAM-1 , AAM-2 , S-2, s-3, B-2, 接种到

NA平板上, 30 � 培养 3~ 7 d, 显微镜观察是否有

芽孢形成。

427� 第 3期 姜海荣等:新鲜哈密瓜汁中可培养细菌的分离鉴定及系统发育分析



1� 6 � 生长温度范围和 pH值范围的测定

分离的菌株编号为 s-5-2, B-1, s-4, s-5-1, A-

1, AAM-1, AAM-2, S-2, s-3, B-2。

1� 6� 1 � 生长温度范围 � 为准确测定温度范围 [ 4] ,

采用下面两个步骤:

1) 粗测: 首先将以上编号的菌悬液以涂布法涂

布在 pH 为 7� 0的 NA 培养基平板上,将平板分别

在温度为 20、30、40、50、60、70 � 条件下恒温培养
48 h后观察菌落生成情况, 初步确定各菌生长温度

范围。

2) 精测: 确定大致范围, 再将以上编号的菌悬

液以涂布法涂布在 pH 为 7� 2 的 NA 培养基平板

上,使其温度值在粗测的范围内精确到 0� 1,将平板
分别在不同的温度下恒温培养 48 h, 观察菌落生成

情况,最终确定各菌生长温度范围。

1� 6� 2 � 不同菌生长 pH 值范围的确定

1) 粗测:分别采用 1%的稀硫酸, 1%的氢氧化

钠溶液来调整 NA 培养基的 pH 值, 使其 pH 值分

别为 3� 0、4� 0、5� 0、6� 0、7� 0、8� 0、9� 0、10� 0,将不同
编号菌悬液以涂布法分别涂布在不同 pH 值的 NA

培养基上, 37 � 下培养 48 h 后观察菌落生成情况,

初步确定耐热菌的生长 pH 值范围。

2) 精测: 经初步确定, 将耐热菌菌悬液以涂布

法分别涂布在不同 pH 值的 NA培养基上, 使其 pH

值在粗测的范围内精确到 0� 1, 37 � 下培养 48 h 后

观察菌落生成情况, 最终确定不同菌的生长 pH 值

范围。

1� 7 � 细菌菌株的 16S rDNA鉴定

1� 7� 1 � 细菌培养及染色体 DNA 制备 � 接种单菌

落于 5 mL LB培养基中, 37 � 培养过夜。然后取 1

mL 培养液接入 100 mL LB 培养基中, 37 � 、220

r/ min培养 24 h, 5 000 r/ min 离心 15 min, 弃上清

液,加入无菌水离心洗涤, 弃上清液,再加入 10 mL

TE 离心洗涤, 弃上清液, 加入 10 mL TE 溶解菌

体,混匀于- 20 � 保存备用。

取 0� 5 mL 菌悬液加入 30 �L SDS 混匀, 加入

10 �L 20 mg/ mL 蛋白酶 K, 10 �L 溶菌酶, 37 � 混

匀温育1 h。加入 100 �L、5 mol/ L NaCl,再加入 80

�L CT AB/ NaCl溶液混匀, 65 � 温育 10 min, 加入

等体积 V酚 � V氯仿 � V异戊醇为 25 � 24 � 1, 混匀于

12 000 r/ m in 离心 5 min, 保留上清液, 上清液中加

入等体积 V酚 �V氯仿 �V异戊醇为 25 � 24 � 1混匀,

12 000 r/ m in 离心 5 min, 保留上清液, 上清液中加

入氯仿/异戊醇, 12 000 r/ min离心5 m in,保留上清

液。上清液中加入无水乙醇和醋酸钠, 轻轻混合直

到 DNA 沉淀下来, 冷藏过夜, 12 000 r/ min 离心 5

min,收集沉淀, 用 70% 乙醇离心洗涤沉淀, 用 1

mLTE 溶解 DNA,加入 20 �g/ mL RnaseA 于 4 �

保存。

DNA 电泳检测:用 1 g/ dL 琼脂糖凝胶(含核酸

染液) , 每孔点样 6 �L ( 5 �L 样品+ 1 �L loading

but ter) ,电泳为 100 V/ h。

1� 7� 2 � 16S rDNA基因的 PCR扩增和产物纯化 �

目前根据大肠杆菌的基因组序列设计出了多对用

于 16S rDNA 序列扩增的引物。作者选择引物为

27f 5-AGA GTT T GA TCM TGG CTC AG-3 对

应于 E� col i 16S rDNA 的 8~ 27位和 1492r 5-T AC

GGY T AC CT T GT T ACG A CT T-3, 对应于

E� col i 16S rDNA 的 1 525~ 1 542位进行扩增, 该

对引物能够扩增出近乎全长的 16S rDNA 序列, 长

度约为 1 500 bp。

50 �L16S rDNA-PCR的反应体系: 16S rDNA-

PCR的反应体系: 10 � 的 T aq Buf fer 5 �L, 2� 5
mmol/ L dNT P 4 �L, 2� 5 UT aq 酶 0� 2 �L, 0� 4
�mol/ L的引物 1 �L,模板约 500 ng/ �L, 2 mmol/ L

MgCl2 4 �L,使用超纯水将反应体系补至 50 �L。

热循环参数设置为: 95 � 预变性 4 min, 94 �

变性 1 m in, 55 � 复性 1 m in, 72 � 延伸 2 m in, 30

个循环; 72 � 延伸 7 m in。取 3~ 5 �L 扩增产物于

1 g/ dL 的琼脂糖凝胶上电泳, 利用凝胶成像系统成

像。

1� 7� 3 � PCR产物的测序及结果分析 � PCR产物通
过切胶纯化, 样品送至上海生工公司双向测序, 将

拼接后的测序结果输入http: / / www� ncbi� nlm�
nih� gov/ , 通过互联网, 将测得的基因序列, 通过
Blast程序与 GenBank 数据库中相似性较高的相关

菌株的 16S rRNA 基因序列进行同源性分析。

序列的比较及系统发育分析采用 Clustalx1� 81
软件与 GenBank基因序列作最大同源性比较分析,

并利用 Mega 4� 1软件以 N-J法( neighbor- jo ining)

作系统树,并构建系统发育树。

2 � 结果与分析

2� 1 � 16S的 rDNA-PCR产物纯化电泳检测

PCR产物纯化,经电泳后利用小源凝胶成像系

统成像,见图 1。与 Maker 条带比较, 可知目标扩

增产物的片段长度大约为 1 500 bp。图 1标号为 1

~ 10, 分别为 s-5-2、B-1、s-4、s-5-1、A-1、AAM-1、

AAM-2、S-2、s-3、B-2的 16S rDNA-PCR 产物纯化

电泳图。
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图 1 � 不同分离自新鲜哈密瓜汁中菌株 16SrDNA-PCR

产物纯化电泳图谱

Fig. 1 � Diagram of Agarose gel electrophoresis of strains

isolated from freah Ham-i melon juice by 16S

rDNA-PCR

2� 2 � 形态特征、基本生长特征及序列分析
不同编号菌株的形态特征、基本生长特征及序

列分析结果见表 1。

� � 根据与 Genebank 中已有的核酸序列比较结

果,除 s-3和 B-2菌株外,其余 8株菌与数据库中同

一种的细菌同源性均大于 99%。一般认为, 16S

rDNA 序列同源性小于 98% ,可以认为属于不同的

种,同源性小于 93 % ~ 95%, 可以认为属于不同

属[ 5]。因此 s-5-2、s-4、B-1可以确定为枯草芽孢杆

菌 Baci llus subt il i s, AAM-1 可以确定为铜绿假单

胞菌 P seudomonas aeruginosa st rain, AAM-2可以

确定为洋葱伯克霍尔德氏力 Bur kholderia cepa-

cia, S-2 可以确定为鲍曼不动杆菌 A cinetobacter

baumanni i st rain, A-1可以确定为苏云氏芽孢杆菌

Bacil lus moj avensis st rain, s-5-1 可以确定为地衣

芽孢杆菌 Baci llus li chenif ormis str ain, s-3 和 B-2

分别可以确定为肠球菌属 Enter ococcus和克雷伯氏

菌属 K lebsiel la。其中 s-3与粪肠球菌同源性高达

97% ,有可能与其是一个种。B-2 可能属于克雷伯

氏菌属的某个新种。

表 1 � 哈密瓜汁中可培养菌株的生长特性及其系统发育归属
Tab. 1� The growth characteristics of the isolated strains from Ham-i melon juice and their phylogenetic attribution

菌株 形态特征

基本生长特征

生长
温度/ � pH 值

最适生长
温度/ �

最适
pH 值

系统发育 菌株登录号

s-5-2 杆状有芽胞( + ) 25~ 56 4. 8~ 8. 7 35. 5~ 39. 2 6. 9~ 7. 3
B acillus subtilisgenef or
( 99% )

FJ9071840

B-1 杆状有芽胞( + ) 25~ 55 4. 7~ 8. 5 35. 4~ 38. 9 6. 8~ 7. 2
B acillus subtilis
str ain CICC10028( 100% )

FJ907187

s-4 杆状有芽胞( + ) 25~ 60 5. 1~ 8. 9 36. 1~ 39. 5 6. 8~ 7. 5 B acillus subtilis ( 99% ) FJ907191

s-5-1 杆状有芽胞( + ) 25~ 55 4. 8~ 8. 5 35. 9~ 39. 1 6. 9~ 7. 3

B acillus lichenif ormis
str ain RT7P1( 99% )
B acillus amy lol iquef aciens
str ain NBRC14141( 99% )

FJ907196

A-1 杆状有芽胞( + ) 25~ 55 5. 1~ 8. 5 35. 2~ 38. 0 6. 5~ 7. 3
B acillus moj av ensis
str ain BCRC 17531 ( 99%)

FJ907188

AAM-1 细杆状( + ) 24~ 45 5. 6~ 8. 4 34. 0~ 38. 2 6. 7~ 7. 2
P seudomonas aerug inosa
str ain RE7 ( 99% )

FJ907193

AAM-2 细杆状( + ) 25~ 43 5. 5~ 8. 2 35. 0~ 38. 0 6. 7~ 7. 3
B urkholder ia cepacia
str ain ATCC 21809( 99% )
B urkholder ia sp( 99% )

FJ907190

S-2 短杆状( + ) 25~ 51 5. 1~ 8. 2 36. 5~ 38. 1 6. 5~ 7. 2
A cinetobacter baumannii
str ain ( 99% )

FJ907197

s-3 球状( - ) 25~ 50 5. 0~ 8. 6 35. 6~ 39. 0 6. 4~ 7. 2
E nterococcus f aecalis
str ain XR7 ( 97% )

FJ907185

B-2 杆状( + ) 26~ 48 4. 9~ 8. 0 34. 5~ 38. 4 6. 8~ 7. 3
K lebs iella p neumoniae
str ain K30 ( 95% )
K lebs iella sp ( 95% )

FJ907195

� + 表示革兰氏染色紫色, - 表示革兰氏染色红色
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2� 3 � 16S rDNA 序列的系统发育分析
将各代表菌株和应用 Blast 检索到的与之有较

高同源性菌株的 16S rDNA 序列利用 Clustalx1� 81
软件与 GenBank基因序列作最大同源性比较分析,

并利用 Mega 4� 1 软件以 N-J法( neighbo r- joining )

作系统树, 并构建系统发育树, 确定菌株的分类地

位。在图 2中, A-1、s-5-1、s-5-2、B-1、s-4亲缘关系

非常近,与 s-3 较近, 基本属于同一属的范围内, 而

与 AAM-1, AAM-2, S-2, B-2亲缘关系非常远。

图 2 � 新鲜哈密瓜汁中分离菌株序列系统发育分析( NJ)

Fig. 2� Neighbor-joing tree constructed showing the phylogenetic relationships among 16SrRNA gene sequences of isola-

ted from Ham-i melon juice� The scale bar represent 0� 05 substitution

3 � 讨 � 论

基于当今分子生物学技术迅速的发展, 越来越

多的研究者开始使用 16S rDNA 序列分析方法
[ 6]
。

作者采用传统方法将所有分离到的菌株作初步的

形态观察和生理学检测, 将分离到的 48株菌分为

10个类群, 应用 16S rDN A 作为分子指标, 扩增出

未知菌的 16S rDNA, 纯化测序, 测序结果在 Gen-

bank 中用 Blast 比对分析发现, 从哈密瓜汁分离的

不同菌株,大部分与已知菌都有很高的同源性, 且

能达到鉴定种的水平,很少可能有新种。

作者从新鲜哈密瓜汁中分离的 48株可培养细

菌,其中分离芽胞菌比例最大,占分离菌株的 60% ,

为哈密瓜汁中主要的菌群。芽孢杆菌属如枯草芽

孢杆菌是革兰氏阳性细菌, 在缺氧或不利条件下形

成芽胞,是食品中常见的一种污染菌, 在传统的发

酵制品中污染几率更大
[ 7]
。一般而言,耐热的细菌

同样耐压,枯草芽胞杆菌比嗜热脂肪芽胞杆菌( Ba-

ci llus stear othemophilus)更耐压 [ 8-9]。陈世琼等[ 10]

人对苹果汁中酸耐热菌的分离鉴定为苹果汁的非

热力杀菌技术提供了研究方向。

由于芽胞菌为哈密瓜汁中主要的菌群, 在选择

哈密瓜汁杀菌方式时, 应考虑该菌群的杀灭程度对

果汁品质本身可能造成的影响,因此该研究可为后

续研究超高压处理哈密瓜汁的杀菌工艺提供更为

可靠的依据。
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