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摘 要： 采取传统微生物手段从浓香型大曲中分离纯化得到两株酵母菌，对其进行菌落特征观察和镜检后，利用

Biolog 微生物自动鉴定系统进行鉴定。鉴定结果表明，两株菌分别是约氏掷孢酵母 A（Sporidiobolus johnsonii A）和

葡萄牙棒孢酵母（Clavisopora lusitaniae）。
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Abstract: Two yeast strains were isolated and purified from Nong-flavor Daqu through traditional microorganism isolation methods. After the ob-

servation of colony characteristics and microscopic examination, the two strains were then identified by use of Biolog system and the identifica-

tion results showed that the two strains were Sporidiobolus johnsonii A and Clavisopora lusitaniae.
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在浓香型白酒生产过程中， 大曲是富集培养有益微

生物及其代谢产物的载体， 对白酒品质有十分重要的影

响[1]。 大曲微生物主要包括细菌、霉菌、酵母菌和放线菌

等 [2]，其中酵母菌在发酵代谢过程中对白酒的风格形成

起到重要作用，是产酒精与产香味的重要来源[3]。 在整个

白酒生产中， 酵母菌的种类和存在状况在一定程度上决

定了白酒的质量，为保证白酒的产量和质量，对酵母菌进

行系统、具体的研究十分必要[4]。
本研究从浓香型大曲中酵母菌的筛选着手， 采用稀

释平板法分离获得两株酵母菌。 通过微生物菌落特征观

察和镜检， 初步确定两株菌为不同的酵母菌， 然后利用

Biolog 自动微生物鉴定系统对其种类进行鉴定， 实现了

Biolog 鉴定系统在浓香型大曲微生物鉴定中的具体应

用，从而丰富白酒功能微生物菌种库菌种资源，同时也为

今后对发酵过程中酵母菌特性的研究提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂及仪器

浓香型大曲样品： 采自泸州老窖股份有限公司制曲

分公司。
试剂及培养基：蛋白胨、酵母膏、琼脂粉、麦芽汁琼脂

培养基等生化试剂购自成都科龙化工； 生理盐水、 无菌

水、酵母膏胨葡萄糖（YPD）琼脂培养基、马铃薯葡萄糖琼

脂（PDA）培 养 基 [5]、麦 芽 汁 琼 脂 培 养 基 均 为 现 用 现 配 ；
BUY 琼脂培养基、YT MicroPlate 等购自美国 Biolog 公

司。
仪器设备：Biolog 自动微生物鉴定系统、 浊度仪、电

动移液器（MicroStation，美国 Biolog 公司），正置生物显

微成像系统（55i-Ds-5M-U1，日本 NIKON 公司），全自

动高压灭菌锅（MLS-3020，日本三洋公司），恒温振荡培

养箱（BS-2F，常州精成国华仪器有限公司），生化培养箱

（MJ-250，上海和羽良公司），超净工作台（SW-CJ-1F，苏
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净集团）。
1.2 试验方法

1.2.1 酵母菌的分离纯化

称取 10 g 粉碎后的大曲样品，在无菌条件下置于带玻

璃珠的 90 mL 无菌生理盐水中， 以 150 r/min 振荡 30 min

后取上清液，得到 10-1 稀释样 [6]。 然后依次制成 10-2～
10-7 稀释样。吸取各梯度稀释液 100 μL 分别涂布于 YPD

培养基、PDA 培养基、麦芽汁琼脂培养基上，以 30℃培

养 48～72 h，挑取单菌落，平板多次划线纯化。 根据菌落

特征及镜检确认为酵母菌后，移入斜面保藏备用。
1.2.2 Biolog 自动微生物鉴定系统鉴定

BUY 琼脂培 养 基 的 制 备： 称 取 BUY 琼 脂 培 养 基

5.7 g，加入到 100 mL 蒸馏水中，加热溶解，冷却后调整

pH 值至 5.6 左右。 121℃高压湿热灭菌 15 min， 冷却至

45～50℃时，于超净工作台上倒平板备用。
BUY 琼脂培养基培养： 将分离得到的纯种酵母菌

进行十字接种于 BUY 琼脂培养基上，倒置于培养箱以

30℃恒温培养 48～72 h，培养 2 代，如果菌量较少，不足

以接种鉴定板时，可多接几块平板。
YT 鉴定板培养及 biolog 鉴定[7]：先以装有空白无菌

水玻璃管调 100 %T 透光率，标准比浊管校正浊度仪。 再

在无菌条件下， 用灭菌棉签从 BUY 培养基平板上挑取

十字接种外周的菌落， 接种于无菌水中， 制备成 47 %T

的菌悬液， 然后接种于 YT 鉴定板上， 操作时间控制在

20 min 以内，每孔菌悬液接种量 100 μL。 再将鉴定板放

入一个密闭的塑料袋或其他盒中， 加入浸湿的纸团或毛

巾，用以保持湿度，避免在培养过程中使鉴定板中菌悬液

因蒸发减少而影响测定结果。
将 鉴 定 板 放 入 培 养 箱，26 ℃恒 温 培 养 24 h、48 h、

72 h 后， 分别用 Biolog 自动微生物鉴定系统进行鉴定，
记录鉴定结果。

2 结果与分析

2.1 浓香型大曲中酵母菌分离纯化及初步鉴定结果

本试验以泸州老窖浓香型大曲为基础， 对大曲中的

酵母进行分离纯化，并获得两株酵母菌，分别编号为 Nj-
Yeast1 和 Nj-Yeast2，对其进行形态观察。 菌落形态见图

1、图 2，显微镜 40 倍镜观察结果见图 3、图 4。
由菌落形态和镜检结果发现， 两株菌都具有酵母菌

的一般特征。 Nj-Yeast1 在培养基上是呈表面光滑湿润、
无假菌丝、无光泽的白色菌落，在显微镜下是卵圆形，多

变芽殖；Nj-Yeast2 在培养基上是呈表面平滑湿润、无假

菌丝、无光泽的乳白色菌落，在显微镜下是椭圆形，多变

芽殖。 经过多次分离纯化和镜检结果，确定 Nj-Yeast1 和

Nj-Yeast2 酵母菌为较纯的菌种， 已达到 Biolog 自动微

生物鉴定系统的鉴定要求的纯度。
2.2 Biolog 自动微生物鉴定分析结果

Biolog 自动微生物鉴定系统主要根据酵母菌对糖、
醇、酸、酯、苷和大分子聚合物等多种碳源的利用情况进

图 4 Nj-Yeast2 镜检结果

图 1 Nj-Yeast1 菌落形态

图 2 Nj-Yeast2 菌落形态

图 3 Nj-Yeast1 镜检结果
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行鉴定，其中 A-C 行基于显色反应原理，D-H 行基于浊

度差异原理。通过纤维光学读数仪来读取颜色变化，由计

算机通过概率最大模拟法将该反应模式或“指纹图谱”与

数据库相比较， 将目标菌株与数据库相关菌株的特征数

据进行比对，获得最大限度的匹配，确定所分析菌株的属

名或种名[7]。
本试验将 Nj-Yeast1 和 Nj-Yeast2 分别 接 种 于 YT

鉴定培养板，以 26℃恒温培养 24 h、48 h、72 h 后，经 Bi-

olog 自动微生物鉴定仪检测其结果。 在 48 h 时，两株菌

鉴定结果都显示了 3 个重要参数：可能性（PROB）、相似

性（SIM）、和位距（DIST），见图 5、图 6。

由试验结果分析，酵母菌的鉴定结果是出现在 48 h，
可能是经过 24～48 h 培养后，菌体生长比较充分，代谢

比较旺盛；48 h 以后， 微生物二级代谢产物逐渐增加，所

以反应没有 48 h 时旺盛。因此，一般以 48 h 的结果为准。
由 图 5 和 图 6 发 现 ， 鉴 定 结 果 都 显 示 为 绿 色 状 态 栏

（Species ID）， 可知 Nj-Yeast1 和 Nj-Yeast2 菌株都得到

了可能性相当大的结果。 鉴定结果为：Nj-Yeast1 菌株最

具可能性的菌种为 Sporidiobolus johnsonii A （约氏掷孢

酵 母 A），PROB 值 为 99 %、SIM 值 为 0.800、DIST 值 为

2.85， 是理想的鉴定结果；Nj-Yeast2 菌株最具可能性的

菌种为 Clavisopora lusitaniae （葡萄牙棒孢酵母），PROB

值为 96 %、SIM 值为 0.791、DIST 值为 2.67，同样是较为

可信的鉴定结果。

3 讨论

利用 Biolog 自动微生物鉴定系统对酵母菌进行鉴

定， 与传统微生物学鉴定方法及分子生物学手段相比，
其 操 作 简 便 快 捷 且 结 果 准 确， 能 节 省 大 量 工 作 时 间，
24～72 h 就能得出精确的结果， 为后续微生物代谢产物

研究奠定坚实的基础。 由于现阶段酿酒微生物的分离鉴

定还需进行大量的工作，而 Biolog 自动微生物鉴定系统

不仅能够对微生物的单个菌种进行鉴定， 还能够对微生

物群落进行分析， 值得在酿酒微生物的菌种鉴定以及菌

落结构研究上进行推广使用[8-10]。
Biolog 自动微生物鉴定系统的软件将读取的 96 孔

微平板反应结果与数据库匹配良好， 将显示鉴定结果在

绿色状态栏上；如果鉴定结果不可靠，结果栏为黄色，显

示 “NO ID”。 每个鉴定结果主要有 3 个参数： 可能性

(PROB)，相 似 性 (SIM) 和 位 距 (DIST)。 其 中 SIM 值 和

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：酵母菌的 SIM

值在培养 24 h 时，SIM 值≥0.75， 培养 48 h 或 72 h 时，
SIM 值应≥0.5， 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[5，7]。
根据本试验的结果可以看出， 两株酵母菌都能准确

鉴定到种，其 SIM 值 >90 %，准确率比较高，且获得的约

氏掷孢酵母 A（Sporidiobolus johnsonii A）和葡萄 牙 棒 孢

酵母（Clavisopora lusitaniae）两株酵母菌在浓香型大曲中

尚未见报道， 其在白酒酿制过程中的作用也需要进一步

验证。因此，后期需要对两株酵母菌进行生理生化性能试

验，确定其在酿酒过程中的具体作用，以期在丰富白酒工

业微生物菌种库的同时， 为白酒行业的可控性生产提供

微生物菌种支持。
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