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浓香型白酒窖泥中一株细菌的分离鉴定

郑若欣，冯治平，宗绪岩，卫春会，黄治国，赵 斌

（酿酒生物技术及应用四川省重点实验室，四川 自贡 ６４３０００）

　　摘　要：为了探讨Ｂｉｏｌｏｇ微生物自动鉴定系统在窖泥微生物鉴定中的应用，试验从泸州老窖浓香型

白酒发酵窖池窖泥中分离纯化得到１株细菌。经菌落特征观察和镜检后，由Ｂｉｏｌｏｇ微生物自动鉴定系统

鉴定为Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ／ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓＢ（蜡状芽孢杆菌／苏云金芽孢杆菌Ｂ）。
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　　窖池是生产浓香型大曲白酒的重要前提条件，好酒
必产于优质的窖池，而好的窖池则依赖于优质的窖泥。

优质窖泥中生长着种类繁多、功能各异、有益于酿酒的

微生物菌群落，如球菌类、梭菌类、杆菌类，以及其它已

知和未知的酿酒功能菌群类，其中，代谢己酸的梭状芽

孢杆菌是产生浓香型大曲白酒的主体香—己酸乙酯的

重要产香菌群类，及产其它各种呈味物质—有机酸的细

菌菌群类等［１］。因此研究窖泥中的微生物特别是微生

物的分离鉴定对改善浓香型白酒发酵环境、促进新窖池

的老熟，提高白酒的质量有重要的指导意义。

试验从泸州老窖窖泥中分离出 １株细菌，纯化培
养，利用Ｂｉｏｌｏｇ微生物自动鉴定系统对分离到的菌株进
行鉴定，为进一步研究提供较为准确的支撑资料。

１ 试验材料与方法

１．１ 试验材料

窖壁泥样品采自泸州老窖股份有限公司白酒生产

窖池（乾隆年间开始使用的天成生作坊、窖龄３００年左
右）。于窖底中心取样，迅速置于冰盒运回，４℃保藏。

１．２ 主要试剂

蛋白胨，牛肉膏（北京奥博星生物技术有限公司），

葡萄糖、琼脂粉、９５％乙醇（成都科龙公司），ＢＵＧ培养
基、巯基乙酸钠等（美国Ｂｉｏｌｏｇ公司）。

１．３ 主要仪器与设备

Ｂｉｏｌｏｇ微生物自动鉴定系统、浊度仪、电动移液器

（美国Ｂｉｏｌｏｇ公司），显微成像系统（日本ＮＩＫＯＮ公司），
ＭＪ－２５０恒温培养箱（上海和羽良公司）。

１．４ 培养基的配制

称取牛肉膏 ２５ｇ，蛋白胨 ５ｇ，琼脂粉 １２ｇ，ＮａＣｌ

２５ｇ于１０００ｍＬ的锥形瓶，加入５００ｍＬ的蒸馏水［２］，

加热溶解，塞紧棉塞，牛皮纸包扎。１２１℃高压湿热灭菌
１５ｍｉｎ，冷却至４５～５０℃时在超净工作台上倒平板备
用。

１．５ 分离纯化

在无菌条件下，取０５ｇ窖泥，加入５０ｍＬ无菌水，

充分摇匀，自然沉淀后取上清液，得到１０－２稀释样，然后

依次制成１０－３～１０－７稀释样。吸取１０－５～１０－７菌悬液

各０５ｍＬ，均匀涂布于牛肉膏蛋白胨培养基平皿，２８℃
培养４８ｈ后，根据菌种的生长状况，选取适当平皿，挑取
单菌落，转接于另一平皿，依照此法转接２～３次，进行
分离纯化，根据菌落特征及革兰氏染色镜检确认为细菌

后，挑取单菌落移入斜面，培养后备用。

１．６ 富积培养

挑取斜面上的菌落，在滴加了巯基乙酸钠的

ＢＵＧ培养基平板上进行十字划线接种，３７℃下恒温
培养１２ｈ。



１．７ Ｂｉｏｌｏｇ鉴定
在无菌条件下，用灭菌棉签从 ＢＵＧ培养基平板上

挑取十字接种外周的菌落，接种于 ＧＮ／ＧＰ－ＩＦ接种液
中，使其浊度调整为２８％，用移液器接种到 ＧＰ２Ｍｉｃｒｏ
Ｐｌａｔｅ上，２８℃培养 ４～６ｈ、１６～２４ｈ、４８ｈ后分别用
Ｂｉｏｌｏｇ自动微生物鉴定系统进行鉴定。

２ 结果与分析

２．１ 窖泥细菌的分离纯化及镜检结果

本试验从泸州老窖窖泥样品中成功分离得到１株
菌Ａ１，具有细菌菌落的形态特征：湿润、较光滑、较透
明、较粘稠、易挑取、质地均匀等。对分离到的菌株进行

革兰氏染色镜检后发现：Ａ１菌为革兰氏阳性菌，杆状，
有芽孢，没有杂菌的存在（图１），已经达到了较纯的程
度，可用于Ｂｉｏｌｏｇ的鉴定。

图１　Ａ１镜检结果（×１００）

２．２ Ｂｉｏｌｏｇ鉴定结果
由 ＢＵＧ培养基十字划线富集培养结果可以看出，

菌种生长十分旺盛，没有杂菌存在，基本达到 Ｂｉｏｌｏｇ鉴
定中的微平板接种所需要的纯度以及所需要的微生物

的量。对其进行Ｂｉｏｌｏｇ鉴定，结果发现：菌株Ａ１鉴定板
培养４～６ｈ的鉴定结果显示“ＮＯＩＤ”，给出的最大可能
结果为Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ／ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓＢ（蜡状芽孢杆菌／苏
云金芽孢杆菌 Ｂ），其 ＳＩＭ值为 ０７２８；ＤＩＳＴ值为 ４１１
（图２）。培养１６～２４ｈ的鉴定结果显示“ＳＰＥＣＩＥＳＩＤ”，
表示已经鉴定出了可能性相当大的菌种，系统给出的最

大可能结果是 Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ／ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓＢ（蜡状芽孢
杆菌／苏云金芽孢杆菌Ｂ），其 ＰＲＯＢ值为１００％，ＳＩＭ值
为０６４１；ＤＩＳＴ值为５４８（图３）。

Ｂｉｏｌｏｇ系统鉴定结果主要有 ３个参数：可能性
（ＰＲＯＢ），相似性（ＳＩＭ）和位距（ＤＩＳＴ）。其中 ＳＩＭ值和

图２ Ａ１菌４～６ｈ鉴定结果

图３ Ａ１菌１６～２４ｈ鉴定结果

ＤＩＳＴ值是两个重要的参数，ＤＩＳＴ值表示测试结果与数
据库相应数据条的位距，ＳＩＭ值表示测试结果与数据库
相应数据条的相似程度。Ｂｉｏｌｏｇ系统规定：芽孢杆菌在
获得良好鉴定结果时，培养１６～２４ｈ，ＳＩＭ值应≥０５０。
系统给出的鉴定结果为种名，ＳＩＭ值越接近１００，表明
鉴定结果的可靠性越高；当ＳＩＭ值小于０５，但鉴定结果
中属名相同的结果的ＳＩＭ值之和大于０５时，自动给出
的鉴定结果为属名［３］。因此根据结果可以认为细菌 Ａ１
为蜡状芽孢杆菌／苏云金芽孢杆菌Ｂ。

３ 结束语

试验对从泸州老窖窖泥中分离出的１株细菌进行
形态学分析并进行Ｂｉｏｌｏｇ鉴定。由镜检和Ｂｉｏｌｏｇ的鉴定
结果可知为 Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ／ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓＢ（蜡状芽孢杆
菌／苏云金芽孢杆菌Ｂ）。

蜡状芽孢杆菌／苏云金芽孢杆菌Ｂ同属蜡状芽孢杆
菌属，两种菌染色体体外遗传物质可以出现高度重组，

ＤＮＡ水平也具有较高的同源性，只有个别碱基有差
异［４］。因此Ｂｉｏｌｏｇ系统利用生化方法不能进行区分，可
以运用ＲＥＰ－ＰＣＲ指纹法即细菌基因组重复序列 ＰＣＲ
技术进行分析［５６］。
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目前Ｂｉｏｌｏｇ微生物鉴定系统可用于细菌，真菌及微
生物群落研究等方面，在临床＼食品行业都得到了应用。
但是Ｂｉｏｌｏｇ微生物鉴定系统也存在自身的局限性，如数
据库覆盖面小，更新慢，菌种高等。因此针对本试验的

结果将Ｂｉｏｌｏｇ系统与各种分子方法联用［７］，并选取相关

的数据分析模式对结果进行有效的处理分析将会得到

更为准确有效的结果。同时也使得 Ｂｉｏｌｏｇ系统鉴定方
法应用范围不断扩大，为基础研究和工业生产提供更为

可靠简捷的研究手段。
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