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摘要: 采用 PCR-DGGE 等分析手段，研究了餐厨垃圾乳酸发酵过程中的微生物种群动态变化． 结果表明，餐厨垃圾不灭菌而

接种的开放式发酵体系中微生物的多样性高于灭菌后接种的非开放式发酵体系，而乳酸产量也是前者高于后者． 说明发酵体

系中的微生物多样性与乳酸产量有很大的相关性． 通过对部分条带的测序可知，餐厨垃圾开放式发酵体系中除含有接种用的

嗜淀粉乳杆菌外，还含有很多土著乳酸菌，如 Lactobacillus sp． 、Lactobacillus casei 和 Lactobacillus plantarum，以及土著水解菌，

如假单胞菌属( Pseudomonas sp． ) 等，这些土著菌的存在是促进乳酸发酵的重要因素． PCR-DGGE 结合技术对于成分复杂的

餐厨垃圾中的细菌种群结构的动态变化分析是可行的．
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Abstract: In this study，PCR-DGGE was used to analyze the microbial community structure in lactic acid fermentation from kitchen
waste． The results showed that with Lactobacillus amylophilus inoculation，both the microbial diversity and lactic acid production in the
open fermentation system were higher than those in the sterilized fermentation system． These results indicated that the microbial
diversity and the lactic acid production have great correlation in the kitchen waste fermentation system． Through analyzing the sequence
of some DNA bands excised from the DGGE gel，it showed that in addition to the inoculation of Lactobacillus amylophilus there were
some indigenous lactic acid bacteria，such as Lactobacillus sp． ，Lactobacillus casei，Lactobacillus plantarum and indigenous hydrolytic
bacteria，such as Pseudomonas sp． ． These indigenous bacteria can help to promote lactic acid production． PCR-DGGE is feasible for
analyzing the dynamic changes of microbial community structure in kitchen waste with complicated composition．
Key words: kitchen waste; lactic acid fermentation; microbial diversity analysis; Lactobacillus amylophilus; PCR-DGGE

餐厨垃圾含有丰富的营养成分，利用其发酵生

产乳酸是实现资源化的有效途径之一
［1，2］． 乳酸作

为一种重要的有机酸，广泛应用于食品、化工等多

种领域，聚乳酸类可生物降解塑料的开发使“白色

污染”的问题得到减轻
［3］，更显示出乳酸在包装材

料等方面的巨大潜力． 本课题组前期已对餐厨垃圾

乳酸发酵过程的工艺优化做了深入的研究，发现底

物不灭菌时乳酸产率更高
［4］，采用基质不灭菌的开

放式发酵，接种自行筛选的解淀粉乳酸细菌，比不接

种发酵的乳酸浓度高 19. 2%［5］． 推测可能灭菌杀死

了垃圾中大部分微生物，而开放式发酵中由于垃圾

存在各种代谢类型的微生物，可降解蛋白质、纤维

素等大分子，提高了乳酸菌可利用的小分子化合物

的含量，从而使乳酸产量增加
［6］． 但是，目前对于开

放式发酵提高乳酸产量的机制只有简单的推测，缺

乏足够的理论依据．
变性 梯 度 凝 胶 电 泳 ( DGGE ) 技 术 由 Muyzer

等
［7］

于 1979 年最先提出，用来检测 DNA 片段中的

点突变，1993 年 Muzyer 等
［8］

首次将 DGGE 技术应

用于微生物生态学研究． 近年来，PCR-DGGE 技术

在微生物群落多样性和种群动态监测中得到了广泛

应用，如用于活性污泥、土壤、底泥等环境样品中

的微生物多样性检测． 傅以钢等
［9］

用 DGGE 指纹图

谱技术对污泥堆肥工艺的细菌种群动态变化进行了

研究，张春林
［10］

运用 DGGE 分析了内蒙古发酵酸粥

中的微生物多样性，但关于餐厨垃圾的乳酸发酵过

程的 PCR-DGGE 的研究分析未见报道．
本研究运用 PCR-DGGE 方法研究餐厨垃圾不

同发酵条件下的微生物种群变化，以阐明主要微生
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物种群间的相互竞争、协同的动态关系，解释餐厨

垃圾不灭菌的开放式发酵产乳酸量高的生物学机

制，丰富乳酸发酵理论，以期为餐厨垃圾回收再利用

的发酵过程提供更多的信息．

1 材料与方法

1. 1 实验材料

餐厨垃圾取自北京科技大学学生食堂，挑去大

块杂质后经绞碎保存于 － 20℃冰箱待用． 由于餐厨

垃圾中淀粉含量相对较高( 约 50% ) ，为了获得较好

的发酵结果，实验所用菌种为嗜淀粉乳杆菌，购买于

中国普通微生物菌种保藏管理中心．
1. 2 乳酸发酵方法

不灭菌而接种的开放式发酵: 按固液比 1∶ 2 ( 餐

厨垃圾 /水，g·mL －1 ) 配制成培养基，按 0. 2 g ( 菌体

湿重) /100 mL( 餐厨垃圾培养基) 接入嗜淀粉乳杆

菌，通入高纯氮气生成厌氧环境，密封后 35℃ 下发

酵，每隔 24 h 取样，经离心机( eppendorf centrifuge，

5417C) 固液分离后的上清液再经 0. 45 μm 膜过滤

后用高效液相色谱仪( 日本岛津公司，LC-20AT) 分

析乳酸浓度; 而离心后的固相样品用作微生物的群

落分析．
灭菌后接种的非开放式发酵: 将餐厨垃圾用灭

菌锅( HV50，Hirayama，Japan) 在 120℃ 高温灭菌 20
min 后再接嗜淀粉乳杆菌，在上述同样条件下进行

发酵、取样和分析．
既不灭菌也不接种的开放式发酵: 作为对照，餐

厨垃圾既不灭菌也不接种嗜淀粉乳杆菌，在上述同

样条件下进行发酵、取样和分析．
1. 3 乳酸测定方法

采用日本岛津公司高效液相色谱仪 LC-20AT，

检测器为 UV-VIS 检测器: SPD ( 紫外分光检测 ) -
20A; 色谱柱: Inertsil ODS-SP ( 5μm 4. 6 mm × 250
mm) ，保护柱: Inertsil ODS-SP 5 μm; 超纯水( pH 用

磷酸 调 至 2. 5 ～ 3. 0 ) 作 为 流 动 相; 流 速 为 0. 8
mL·min －1 ; 柱温为室温; 进样量为 5 μL; 二极管阵

列检验波长为 210 nm．
利用超纯水作为流动相，使用前将超纯水的 pH

值用磷酸调到 2. 5 ～ 3. 0． 将流动相溶液用 0. 45 μm
孔径的微孔滤膜过滤，再经超声波脱气． 洗液的使

用及配制，在使用柱子前先利用色谱纯甲醇清洗系

统 0. 5 ～ 1 h，然后利用甲醇和超纯水 ( 体积比 15 ∶
85) 的混合液洗脱柱子再次冲平基线，最后换成超

纯水流动相．

1. 4 微生物多样性分析方法

( 1) 基因组 DNA 的提取和纯化

DNA 的提取采用 Zhou 等
［11］

提出的蛋白酶 K-
CTAB 法，粗提后的 DNA 溶液采取 Promega 公司的

Wizard 少量 DNA 纯化系统对总 DNA 进行纯化． 取

粗提及纯化后的 DNA 溶液 5 μL 进行 0. 8% 琼脂糖

凝胶电泳检测．
( 2) 基因组 DNA 的 PCR 扩增

采用对大多数细菌的 16S rDNA 基因 V3 区具

有 特 异 性 的 引 物
［12］

对 F338-GC ( CGCCCG
CCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG) 和 R518 ( ATTACCGC
GGCTGCTGG) 对 纯 化 后 的 DNA 进 行 PCR 扩 增

( EDC-810，北 京 东 胜 创 新 生 物 科 技 有 限 公 司 ) ．
PCR 反应体系: 1 μL 模板，4 μL dNTP 混合溶液( 终

浓度为 1 pmol·μL －1 ) ，引物( 10 mmol·L －1 ) 各 1 μL，

10 × PCR 反应缓冲液 ( 已加 MgCl2 ) 5 μL，Taq DNA
聚合酶 1 μL，加无菌 Milli-Q 水补足至 50 μL． PCR
反应扩增条件为: 94℃预变性 3 min; 接下来是 94℃
变性 60 s，57℃退火 90 s，72℃延伸 90 s，30 个循环;

72℃延伸 10 min． PCR 扩增结束，使用 1%琼脂糖凝

胶电泳进行检测．
( 3) PCR 产物变性梯度凝胶电泳( DGGE) 分析

PCR 扩增结束，采用变性梯度凝胶电泳系统

( DCodeTMUniversal Detection System，Bio-Rad，USA)

对 PCR 产物进行基因突变检测． 本实验的电泳条

件为凝胶变性梯度 30% ～ 60%，聚丙烯酰胺凝胶浓

度为 8%，电泳温度 60℃，电泳电压 100 V，电泳时间

6 h． 电泳结束后，将凝胶进行银染，用凝胶成像分

析系统( Gel Doc 2000，Bio-Rad，USA) 观察凝胶上的

条带并拍照． 使用 Quantity One 对 DGGE 图谱进行

自动优化处理，去除背景噪音，分析得到样品的相似

性矩阵．
( 4) 目的条带测序

从 DGGE 图谱中选取目的条带进行切割回收．
回收的条带转移到 1. 5 mL 离心管中，用枪头挤碎，

加入 30 μL TE 缓冲液，4℃浸泡过夜，反复冻融 1 到

3 次，取 1 μL 为模板重新进行 PCR 扩增，用 DGGE
检查回收条带的纯度和分离状况． 重复上述步骤，

直到 DGGE 鉴定为单一条带后，取 20 μL PCR 扩增

产物送交测序，获得不同的 16S rDNA 序列，将测序

结果在 GenBank 数据库中进行 BLAST 比对分析，找

到最相似菌株，获得各条序列的同源性信息．
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2 结果与讨论

2. 1 发酵过程中乳酸浓度变化

按 1. 2 节所述的乳酸发酵方法，分别进行了餐

厨垃圾不灭菌而接种嗜淀粉乳杆菌的开放式发酵、
餐厨垃圾灭菌后接种嗜淀粉乳杆菌的非开放式发酵

和既不灭菌也不接种的开放式发酵． 3 种发酵过程

的乳酸浓度变化如图 1 所示．

图 1 3 种条件下的乳酸浓度随发酵时间变化

Fig． 1 Time courses of lactic acid production

under different fermentation conditions

由图 1 可知，餐厨垃圾不灭菌而接种的开放式

发酵所产乳酸的速率大于其他 2 种，且获得最高乳

酸产量的顺序为: 不灭菌而接种 ＞ 不灭菌不接种 ＞
灭菌后接种．

不灭菌体系的产乳酸量高于灭菌体系可能是因

为乳酸发酵存在水解、糖化、乳酸化阶段，水解阶

段需要水解菌( 或水解酶) ，废物中如存在能分泌糖

化酶的细菌，也可促进糖化，不灭菌体系的餐厨垃圾

中本身含有大量的土著菌，它们可分解出许多水解

酶和糖化酶等胞外酶，这些酶可将餐厨垃圾中的淀

粉、蛋白质等大分子物质逐级水解、糖化为乳酸菌

可以利用的糖、氨基酸( 作为氮源) 等小分子物质，

进而促进了乳酸的产生． 而餐厨垃圾经蒸汽灭菌

后，其中大部分的土著菌群被高温蒸汽杀死，乳酸的

产生主要依靠外加嗜淀粉乳杆菌的作用，部分原料

不能转化为乳酸菌可利用的物质，因此最终其乳酸

的产量不如开放式发酵的乳酸产量高．
既不灭菌也不接种的对照实验中，即使没有外

加嗜淀粉乳杆菌，餐厨垃圾利用自身的土著菌群也

产生了较多的乳酸，这意味着土著菌中也存在较多

的土著乳酸菌． 由此可推测，不灭菌的开放式发酵

体系的微生物多样性应该高于灭菌的非开放式发酵

体系，为了证实这一点，对 3 种发酵过程进行了下述

的微生物群落分析．
2. 2 发酵样品基因组 DNA 的提取与纯化

取餐厨垃圾部分发酵样品进行 PCR-DGGE 的

分析． 首先采用蛋白酶 K-CTAB 法对基因组总 DNA
进行提取，提取后的样品中含有较多的腐殖酸等其

它杂质，不能直接进行 PCR 等后续实验操作． 使用

Wizard DNA Clean-Up System 对粗提 DNA 进行纯

化，纯化后所得 DNA 条带亮度明显，说明用文中所

述的 DNA 提取方法可以顺利地从发酵样品中提取

出总 DNA 片段，没有导致严重的 DNA 断裂． 纯化

后提高了总 DNA 的纯度与浓度，有利于后续的 PCR
扩增．
2. 3 发酵样品的 PCR 扩增结果

以细菌 16S rDNA V3 序列的通用引物 F338-GC
和 R518 对纯化后的发酵样品 DNA 进行 PCR 扩增

反应． PCR 扩增产物以 1% 琼脂糖凝胶电泳后用

EtBr 染 色，紫 外 灯 下 经 凝 胶 成 像 系 统 检 测 拍 照，

PCR 扩增结果如图 2 所示．

O 代表餐厨垃圾初始样品( 即发酵 0 h) ; A1、A3 代表灭菌后接

种发酵第 1 d 和第 3 d 样品; B1、B3 代表不灭菌不接种发酵的

第 1 d 和第3 d 样品; C1、C2、C3、C4 代表不灭菌而接种发酵的

第 1 ～ 4 d 的样品，下同

图 2 发酵样品的 PCR 扩增电泳图谱

Fig． 2 PCR electrophoresis image of samples

图 2 中的片段长度约为 200 bp，条带单一，亮度

明显，表明获得了高产量和高特异性的 PCR 产物，

均可作为变性梯度凝胶电泳( DGGE) 的样品．
2. 4 发酵样品的细菌种群 DGGE 指纹图谱结果与

多样性分析

餐厨垃圾糖化发酵的样品 PCR 扩 增 产 物 经

DGGE 分离出数目、强度和迁移位置都不同的条带

( 见图 3) ，这些不同位置的条带代表着不同的细菌

种群，同时也可以看出细菌的种类和数目在发酵过

程中的演替规律． 由 DGGE 图谱( 图 3 ) 可以看出，

不同发酵条件下餐厨垃圾样品中的细菌 16S rDNA
序列使用 PCR-DGGE 分析得到了比较好的分离，条

带位置清晰，亮度明显． 不灭菌的开放式发酵后试
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样( 无论接种与否) 的微生物多样性明显高于灭菌

的非开放式发酵后试样． 这 2 种不灭菌的开放式发

酵中，条带 a、b、c、d 几乎存在于整个发酵过程，说

明这些条带所代表的细菌为土著菌，具有广泛的适

应性． 而接种比未接种的发酵试样中增加了条带 e，

条带 e 的强度没有随着发酵时间而增强． 但这些条

带哪个代表土著乳酸菌、哪个代表接种的嗜淀粉乳

杆菌，哪个代表其他菌种需要在下述目的条带测序

结果中证实．
由图 3 还可知，灭菌后餐厨垃圾中的微生物多

样性明显低于灭菌前的试样． 餐厨垃圾初始试样中

存在很多土著菌，但经过高温蒸汽灭菌后，其中的菌

群数量大为减少，接种嗜淀粉乳杆菌后，随着发酵的

不断进行，条带 e 在发酵第 1d 时亮度增加较为明

显，之后保持稳定．
同时，利用 Quantity One 软件对电泳图谱进行

图 3 发酵样品的 DGGE 电泳图谱

Fig． 3 DGGE electrophoresis image of samples

了泳道和条带的识别后，通过系统运算得出各个样

品的相似性矩阵，见表 1．
表 1 发酵样品相似性分析结果

Table 1 Similarity analysis result of samples

O A1 A3 B1 B3 C1 C2 C3 C4

O 100. 0
A1 12. 8 100. 0
A3 15. 3 47. 6 100. 0
B1 29. 8 15. 8 18. 5 100. 0
B3 33. 4 17. 2 20. 2 87. 9 100. 0
C1 27. 9 33. 5 30. 7 54. 4 62. 9 100. 0
C2 22. 1 30. 4 28. 1 74. 3 85. 6 70. 8 100. 0
C3 30. 4 26. 0 32. 9 84. 0 76. 1 54. 9 70. 4 100. 0
C4 22. 0 26. 1 35. 5 84. 8 80. 8 66. 0 88. 3 73. 9 100. 0

由表 1 知，最低相似度为 12. 8% ( 样品 O 和样

品 A1) ，即灭菌后接种发酵 1 d 后的样品与餐厨垃

圾初始样品的种群结构相似性较低，同时可以看到

灭菌后接种发酵的样品( 样品 A) 与其他的样品( 样

品 B 和样品 C) 的相似度均较低，说明灭菌杀死了环

境中大部分的微生物，使得其与开放式发酵 ( 无论

是否添加乳酸菌) 样品的种群结构相差很大． 另外，

样品 B 与样品 C 之间的相似度均比较高( 如 B1 和

C3 的相似度为 84% ) ，可知在开放式发酵过程中，

添加嗜淀粉乳杆菌并没有使样品的种群结构发生大

的变化．
2. 5 目的条带的测序分析

选取 DGGE 图谱( 图 3) 中的部分条带，经切胶

回收、PCR 重扩增和 DGGE 鉴定为单一条带后，取

20 μL PCR 扩增产物送交北京博迈德科技发展有限

公司测序，一共获得 5 条不同的 16S rDNA 序列，将

5 条序列与数据库中的序列进行比对，获得各条序

列的同源性信息，见表 2．

表 2 发酵样品 5 个条带的序列比对结果

Table 2 Sequence comparison result of 5 bands

条带编号
比对序列

序列号 种属
同源性 /%

a HQ697623 Lactobacillus plantarum 98
b JF286632 Uncultured bacterium 100
c JF767386 Pseudomonas sp． 98
d HQ697665 Lactobacillus casei 90
e JF811579 Lactobacillus sp． 100

从表 2 中可以发现，DGGE 切胶测序的 5 个条

带均可以在 GenBank 中找到与其序列同源性较高

( ＞ 90% ) 的种群． 其中条带 b 为未培养的菌种，条

带 a、d 都 属 于 乳 酸 菌 属，它 们 同 Lactobacillus
plantarum 和 Lactobacillus casei 的同源性分别达到了

98% 和 90%，研究表明有些乳酸菌可产生淀粉酶，

如 Narita 等
［13］

发现 Lactobacillus casei 能够产生 a-淀
粉酶，故此类乳酸菌可直接利用淀粉生成乳酸; 条

带 c 与假单胞菌属 Pseudomonas sp． 的同源性达到

了 98%，假单胞菌广泛存在于土壤、水、污物及空
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气中，以多种有机物为碳源和能源，有的可产生多种

胞外酶，在其作用下可水解餐厨垃圾，因而多具有分

解蛋白质、脂肪和淀粉的能力，水解产生的小分子

物质可供给乳酸菌利用，进而促进了乳酸的产生．
如张志强

［14］
从海洋沉积物中分离出 1 株高产淀粉

酶的假单胞菌． 条带 e 与乳酸杆菌 Lactobacillus sp．
的同源性高达 100%，由 DGGE 图谱 ( 图 4 ) 可以看

到不灭菌不接种中并没有出现条带 e，因此推测它

有可能是本实验所添加的嗜淀粉乳杆菌，该菌在发

酵初期起到了加速乳酸发酵的作用，但随着发酵不

断进行并没有逐渐增强成为优势菌种，可能该菌种

并不太适应餐厨垃圾这样复杂的底物，而餐厨垃圾

自身存在的土著乳酸菌( 条带 a、d) 适应性强，其数

量无衰减趋势． 这也说明了本课题组以往在开放式

发酵中接种与不接种乳酸菌对产酸量影响不大的

原因．

3 结论

( 1) PCR-DGGE 分析的结果表明餐厨垃圾不灭

菌而接种的开放式发酵体系中微生物多样性高于灭

菌后接种的非开放式发酵体系，而乳酸产量也是前

者高于后者． 说明发酵体系中的微生物多样性与乳

酸产量有一定的相关性．
( 2) 通过对部分条带的测序可知，餐厨垃圾开

放式发酵体系中除含有接种用的嗜淀粉乳杆菌外，

还含 有 很 多 土 著 乳 酸 菌，如 Lactobacillus sp． 、
Lactobacillus casei 和 Lactobacillus plantarum，以及土

著水解菌，如假单胞菌属( Pseudomonas sp． ) 等，这

些土著菌的存在是促进乳酸发酵的重要因素．
( 3) 接种用的嗜淀粉乳杆菌无论在开放式还是

非开放式发酵，都可在一定程度上提高乳酸产量，但

在发酵过程中，代表嗜淀粉乳杆菌的条带 e 并没有

增强的趋势，可能该菌种不太适应餐厨垃圾这样复

杂的底物，而餐厨垃圾自身存在的土著乳酸菌适应

性强，其数量无衰减趋势． 因此，为节省生产成本，

可不接乳酸菌种，或从餐厨垃圾中筛选出更优势的

乳酸菌，经过驯化、培养后接种发酵，以显著提高乳

酸产量．
( 4) PCR-DGGE 结合技术对于成分复杂的餐厨

垃圾中的细菌种群结构的动态变化分析是可行的．

PCR-DGGE 可以帮助全面和深刻地理解餐厨垃圾发

酵过程的微生物变化规律，为优化控制发酵过程提

供理论基础．
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