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浓香型白酒酒醅中乳酸菌的筛选与鉴定

解廷娜1，黄雅楠1，尼苹乐喜1，詹峰萍1，余洪春1，南国辉1,3，李 莉1，伍 琼2，袁华伟1,3*

（1. 宜宾学院质量管理与检验检测学部，宜宾 644000；2. 宜宾五粮液股份有限公司，宜宾 644000； 
3. 宜宾学院固态发酵资源利用四川省重点实验室，宜宾 644000）

摘 要：乳酸及其衍生物是白酒中重要的风味物质，对酒体的呈香呈味具有重要作用。为了筛选乳酸菌，本研究以
某酒企浓香型白酒酒醅为研究对象，优化乳酸菌分离条件，比较不同 DNA 提取方法的效果，经酶切与 DNA 测序鉴
定乳酸菌种类。结果表明，在 MRS 肉汤培养基中，以 37°C 厌氧培养 24 h 条件下，初筛酒醅中 95 株乳酸菌。确定
乳酸菌 DNA 提取最优方法为煮沸法，并鉴定菌株均为面包乳杆菌（Lactobacillus panis），具有生成乳酸与正丙醇
等作用，本研究对白酒的生产与品质的提升有重要参考价值。
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ABSTRACT: Lactic acid and its derivatives are important flavor substances in Nongxiang Baijiu which play a vital role in 
the aroma and taste of the wine. In order to screen lactic acid bacteria, this study tooke a Nongxiang Baijiu fermented grains 
as the research object. The isolation conditions of lactic acid bacteria were optimized, the effects of different DNA extraction 
methods were compared, and the species of lactic acid bacteria were identified by enzyme digestion and DNA sequencing. 
The results showed that 95 strains of lactic acid bacteria were preliminarily screened in MRS broth medium under anaerobic 
culture at 37°C for 24 h. The optimal method for DNA extraction of lactic acid bacteria was determined to be boiling method, 
and the strains were identified as Lactobacillus panis, which had the effects of producing lactic acid and n-propanol. This 
study has important reference value for the production and quality improvement of Nongxiang Baijiu.
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0  引  言

酒醅是白酒酿造的主体及微生物生长代谢的基质，窖池里

微生物通过复杂的代谢和物质转化，最后形成白酒的主体骨架

与微量的呈香呈味成分 [1-3]。浓香型白酒中风味物质形成主要来

源于酒醅发酵阶段，包括酿酒原料在微生物和酶作用下的分解

产物、微生物的代谢产物以及不同代谢产物之间的相互转化 [4]。

因此，酒醅中微生物群落结构和代谢活动是决定白酒酿造成败

与品质的关键因素。

乳酸菌是中国白酒酿造工业中非常重要的微生物类群，已

发现的乳酸菌有 39 个属，包括 653 个种和亚种 [5-6]。在酒醅发

酵阶段，乳酸菌通过复杂代谢产生有机酸以及醛、酮类等香味

物质，提升白酒风味，抑制杂菌的生长，维持酿酒环境的洁净，

使酿酒环境偏酸性，提升酿酒酶系的糖化力和发酵能力 [7-8]。为

了明确浓香型白酒酒醅中乳酸菌的组成，本研究拟分离乳酸菌

并进行分子生物学鉴定，对白酒生产过程中酒醅微生物的调节
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与品质的提升具有重要的参考价值。

1  材料与方法

1.1  实验材料
本研究所用的酒醅取样来自四川省某浓香型白酒酿酒基地

的酿酒车间，酒醅为当天刚出窖酒醅，取样时按窖池上中下三
个不同位置取，均匀混合样品。样品取回后立即分装小袋，每
袋 10 g，置于 4°C 冰箱保藏。
1.2  实验试剂

无水乙醇、NaCl、HCl 与 NaOH（分析纯，国药集团化学
试剂有限公司）；琼脂糖（生物试剂，BioFoxx）；Ezup 柱式细菌
基因组 DNA 抽提试剂盒（实验试剂，上海生工生物工程有限公
司）；4S green 核酸染料（生物染料，上海生工生物工程有限公司）；
MRS 琼脂培养基（生物试剂，海博生物技术有限公司）；MRS
肉汤培养基（生物试剂，海博生物技术有限公司）；溶菌酶（生
物试剂，上海生工生物工程有限公司）溶于 TE 缓冲液（生物试剂，
北京索莱宝科技有限公司）中，浓度为 20 mg/mL；细菌裂解液
成分为 50 mmol/L Tris–HCl（生物试剂，上海生工生物工程有限
公司）、2 mmol/L 乙二胺四乙酸（EDTA）（分析纯，上海生工生
物工程有限公司）、100 mmol/L NaCl、2% SDS（化学纯，上海
生工生物工程有限公司）、1000 mL 超纯水（实验室自制）。
1.3  实验仪器

恒温恒湿培养箱（QP–50，山东博科生物产业有限公司）；
pH 计（SevenExcellence™，梅特勒 – 托利多有限公司）；电泳仪

（Mini-Sub-Cell，山东三瑞科技有限公司）；PCR 仪（9700，赛默
飞世尔科技）。
1.4  酒醅中乳酸菌的筛选分离

取 10 g 样品置于三角瓶中，加入无菌生理盐水 90 mL，放
入摇床中，150 r/min 振荡 2 h，作为无增菌处理样品。另取
10 g 样品，置于 90 mL MRS 肉汤培养基中，震荡摇匀后，于
37°C 恒温培养箱 24 h，作为增菌处理样品。取培养液，按照 10
倍梯度稀释后，涂布于无菌 MRS 琼脂培养基。

将涂布好的平板分为两组，置于 37°C 培养箱中培养 48 h，
分别进行好氧培养与厌氧培养（封口膜密封），确定适宜稀释梯
度与培养条件。随后，以适宜稀释梯度，将增菌处理的培养液
涂布于 MRS 琼脂培养基，37°C 厌氧培养 48 h 后，挑选具有明
显乳酸菌特征菌落，纯化后，接种于深孔板，置于 37°C 厌氧工
作站富集培养 24 h。
1.5  菌种鉴定
1.5.1 菌种 DNA 的提取方法

为了明确乳酸菌菌种 DNA 的最佳提取方法，本研究对试
剂盒法、化学试剂法、煮沸法的 DNA 提取效果进行了比较。
将深孔板中培养的菌液离心后收集细胞沉淀，并分别进行如下
处理。

（1）试剂盒法
采用 Ezup 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒，并按照说明

书所述方法进行提取。
（2）酶解法
将离心后的细胞分为 5 组，分别进行如下处理，加入 50 μL

裂解液，56°C 水浴 1 h（A 组）；加入 50 μL 溶菌酶，37°C 水浴
30 min（B 组）；加入 30 μL 溶菌酶，37°C 水浴 30 min，再加入
20 μL 裂解液 56°C 水浴 1 h（C 组）；加入溶菌酶 30 μL，37°C
水浴 30 min，随后加入裂解液 20 μL，56°C 水浴 1 h，65°C 水
浴 1 h（D 组）；加入 50 μL 裂解液，56°C 水浴 1 h，65°C 水浴
1 h（E 组）。

（3）煮沸法
将离心后的细胞分为 4 组，分别进行如下处理，10 μL 乳酸

菌菌液 +50 μL 去离子水，煮沸 4 min 取上清 2.5 μL，进行 PCR。
1.5.2 菌种 16S rRNA 扩增产物的酶切与测序

将上述方法提取的 DNA，进行 PCR 扩增，所用引物为细菌

16S rRNA 通用引物，F：5’–GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG–3’
和 R：5’–CTACGGCTACCTTGTTACGA-3’。获得的 PCR 产物，
分别用限制性内切酶 hinfI 对进行酶解分型。PCR 产物委托上
海生工生物科技有限公司进行测序分析，获得的序列信息提交
美国国家生物技术信息中心（National center for biotechnology 
information，NCBI）进行序列比对，采用 MEGAll 软件的邻接
法（Neighbor joining，NJ）Bootstrap method 值为 1000 构建系统
发育树，确定属种关系。

2  结果与分析

2.1  酒醅中乳酸菌筛选结果
本研究首先探索了酒醅处理方法与培养条件，结果见 

图 1。图 1 中 A 组未见明显乳酸菌菌落，而芽孢杆菌菌落较
多；B 组未见明显菌落；C 组可见明显的乳酸菌菌落，菌落
分明，无污染，菌落呈乳白色、不透明、隆起、圆形、表面
光滑。经 MRS 肉汤培养基，37°C 恒温培养箱中，厌氧条件
下培养 24 h 且经 5~7 倍稀释的菌落培养与筛选条件较好。在
此条件下，共分离得到 95 个乳酸菌菌株。与江威等人 [9] 的
相关研究相比，在该处理方法及培养条件下，分离得到的乳
酸菌菌种更多。

A B C

A 组：未富集 + 好氧培养；B 组：未富集 + 厌氧培养；C 组：富集 + 厌
氧培养

图 1 酒醅培养菌落图 
Fig.1 Colony diagram of fermented grains 

2.2  不同方法提取菌株 DNA产物分析 
为了比较三种处理方式提取菌株 DNA 的效果，以便进行后

续菌株鉴定。不同方法提取产物经 PCR 后电泳图见图 2。结果
可见，试剂盒法提取产物经 PCR 后，电泳条带清晰、明亮，提
取 DNA 相对含量最高（如图 2A）。对于酶解法提取菌株 DNA
结果可见，B 组与 E 组处理方法均可获得菌株 DNA（如图 2B）。
由图 2C 可见，煮沸法提取菌株 DNA 成功率较高，操作最为简 
单，在周晏阳等人 [10] 的研究中也表示用煮沸法提取的 DNA 浓
度符合 PCR 检测要求，目的条带清晰，所得测序结果满足常规
分子生物学研究。该方法具有简单、快速、高效的特点，且具
有广泛的实用性。因此，本研究选择煮沸法进行后续分析。
2.3  菌株 PCR产物酶切分析

为了初步鉴别所筛选的乳酸菌种类是否一致，本研究对菌

株 PCR 产物进行了酶切分析，结果见图 3。以煮沸法 PCR 产物

为底物，进行酶切后，可见 PCR 产物被酶切为三条条带，条带

大小均匀一致，推测所筛选的乳酸菌为同一种。在熊亚等人 [11]

的研究中其测定方法与本实验一致，可见该测定方法的普遍性

及实用性。

2.4  菌种测序结果
根据酶切结果，随机挑选 5 株菌株的 PCR 产物进行测序，

测序结果经比对后发现，5 株菌种为同一种，与预测结果一致，

命名为 JPRSJ。经过 16S rRNA 基因序列分析和利用 GenBank 
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BLAST 程序进行序列同源性比较，菌株 JPRSJ 的 16S rRNA
序列与面包乳杆菌菌株（Lactobacillus panis strain）TCP080

（GenBank 编号：KF312690.1）聚于一类，说明该菌株与面包

乳杆菌高度同源（见图 4）。根据菌株形态观察和序列比对，该

菌株被鉴定为面包乳杆菌。面包乳杆菌是关键产乳酸微生物，

也是白酒酿造过程中正丙醇的重要微生物来源，直接影响群落

组成与基酒品质，在白酒酿造中占有非常重要的地位 [12-13]。

A：试剂盒法；B：酶解法；C：煮沸法

图 2 PCR产物电泳条带 
Fig.2 Electrophoresis bands of PCR products

图 3 PCR产物酶切电泳条带 
Fig.3 Electrophoretic bands of PCR products after enzyme 

digestion

图 4 基于 16S rRNA基因序列筛选菌株的系统发育树 
Fig.4 Phylogenetic tree of selected strains based on 16S rRNA 

gene sequences

3  结  论

在 MRS 肉汤培养基中，以 37°C 厌氧培养 24 h 条件下，初

筛酒醅中 95 株乳酸菌。确定乳酸菌 DNA 提取最优方法为煮沸

法，并鉴定菌株均为面包乳杆菌，具有生成乳酸与正丙醇等作用，

本研究对白酒的生产与品质的提升有重要参考价值。
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