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摘要!以湖南省盛产的
;

种刺葡萄为原料!经过分离筛选与

鉴定!从米刺葡萄表面获得编号为
SCT<

的一株产乙醇的

细菌#

SCT<

在
!5@

发酵
;5E

后!其发酵液中乙醇体积分

数可达到
#"7$9?

#通过绘制生长曲线"同化试验"甲基红试

验"耐高渗透压试验等对其生理生化特征进行研究#同时采

用
#$PHZ%U

序列鉴定及进化树分析对该细菌进行鉴定#

结果表明!

SCT<

与
7(A;@'?3EA;@.,+2

A

J+2

A

126,66GH+,2#")

#9

最为接近!相似度达
#""?

!所以该菌种为
7(A;@'?3EA;@

.,+2

A

J+2

A

126,66GH+,2#")#9

#

关 键 词!刺 葡 萄%乙 醇%

#$P HZ%U

%
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%生理生化特征
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随着中国人均
cZW

的不断增长以及中西方文化的深入

交流$葡萄酒文化越来越受到国人的重视$中国的葡萄酒产

业取得了长足发展)

#

*

$葡萄酒的年均消费量也在不断的增

加)

!

*

%近几十年$许多葡萄酒生产商采用国外进口酵母进行

纯种发酵$以提高生产效率并且使酿造过程便于控制$保证

安全高效生产)

<

*

$但这也导致葡萄酒生产出现较为严重的

1同质化2现象)

;

*

$对中国的葡萄酒产业的发展带来冲击%因

此$为了酿造出风格独特又具有典型性)

:

*的葡萄酒已经成为

了一个世界性的课题%

刺葡萄在湖南凤凰+吉首等地已有较大的种植基地$果实

产量较高$品质优良并含丰富的营养物质)

$Q9

*

$是酿造葡萄酒

的优质原料%用刺葡萄酿制的葡萄酒$颜色深红艳丽$并且风

味品质极佳)

5

*

%目前$刺葡萄酒的酿造中多采用已有活性干

酵母)

'

*进行纯种发酵$虽然提高了产品的稳定性和可预测

性)

#"

*

$但产品缺乏特色%本研究拟从成熟葡萄果实的果皮和

果肉)

##

*

+葡萄酒的自然发酵醪)

#!

*

+葡萄种植园的土壤)

#<Q#;

*等

相关环境中筛选适合本土葡萄酿造的葡萄酒酿造菌种$为刺

葡萄酒酿造做好菌种储备%目前已有学者)

#:

*从上述环境中

分离得到酵母菌并应用于葡萄酒的酿造中$然而从葡萄果皮

上筛选具有优良发酵性能的细菌菌种则暂未有报道%

本研究从湖南怀化刺葡萄的表面分离得到的一株产乙

醇能力较强的细菌$通过对该细菌进行菌种鉴定及碳源同

化+氮源同化+耐高渗透压试验)

#$

*等生理生化研究$以期将

其运用于葡萄酒酿造领域中%

#

!

材料与方法

#7#

!

材料与仪器

#7#7#

!

材料与试剂

刺葡萄"米刺葡萄$湖南省怀化市(

氯化钠+无水乙醇"分析纯$国药集团化学试剂有限

公司%
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培养基
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#
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!

!
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氯化三苯基四氮唑#上层培养基"胰蛋

白胨
#97"

A

$大豆胨
<7"

A

$葡萄糖
$7"

A

$氯化钠
!7:

A

$硫代硫
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$琼脂
#:
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盐酸胱氨酸
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硫酸钠
"7#

A

$

DDX"7:

A

$蒸馏水
#"""*B

%

!

!

#

DDX

底层培养基!即
WZU

培养基#"马铃薯浸出粉

<""

A

$葡 萄 糖
!"

A

$琼 脂
#:

A

$氯 霉 素
"7#

A

$蒸 馏 水

#"""*B

$最终
M

V

为!

$7"e"7!

#%

!

<

#发酵培养基"酵母膏
#"

A

$蛋白胨
!"

A

$葡萄糖
!"

A

$

蒸馏水
#"""*B

%

!

;

#

#!7:?

豆芽汁培养基"称取
#!:

A

黄豆芽放入
#B

水

中$煮沸
"7:E

后过滤$并补充蒸馏水至
#B

$即成
#!7:?

豆芽

汁培养基$在
#!#@

灭菌
!"*,2

%

!

:

#无氮培养基"葡萄糖
#"

A

$磷酸二氢钾
"7!

A

$七水合

硫酸镁
"7!

A

$二水合硫酸钙
"7!

A

$琼脂
!"

A

$碳酸钙
"7!

A

$

蒸馏水
#"""*B

%

!

$

#缓冲葡萄糖蛋白水"磷酸二氢钾
:

A

$多胨
9

A

$葡萄

糖
:

A

$蒸馏水
#"""*B

$矫正
M

V

为
97"

%

#7#7<

!

主要仪器设备

分光光度计"

9!!%

型$上海菁华科技仪器有限公司(

电子天平"

DW)$!"U

型$湘仪天平仪器设备有限公司(

智能生化培养箱"

BRV)!:"

型$上海飞越实验仪器有限

公司(

低温高速离心机"

X12GH,J4

A

1:;!;R

型$德国
(

MM

12L/HJ

公司(

数显三用恒温水箱"

VV);!"

型$上海浦东物理光学仪

器厂(

WXR

仪"

D#""

型$美国
b̀_)RUZ

公司%

#7!

!

菌种分离与筛选

#7!7#

!

分离培养
!

取
!:

A

新鲜成熟的米刺葡萄果实放入

!!:*B

的已灭菌生理盐水中$在
!;@;"&VN

的超声清洗

器中超声
!*,2

制成混浊液%经过梯度稀释后$选取适当的

稀释倍数取
#""

&

B

均匀涂布在
WZU

培养基上$于!

!5e

#

#

@

倒置培养
!

"

<L

%挑取具有典型特征的菌落进行染色

镜检$并进行平板反复划线纯化后$将其接到斜面培养基上

于
;@

保藏备用%

#7!7!

!

DDX

平板初筛
!

DDX

!

!

$

<

$

:)

氯化三苯基四氮唑#是

一种显色剂$当
DDX

接受细菌脱氢酶作用而释放出游离氢

后会产生显色反应使菌落显出红色$此过程中释放的氢越

多$红色越深$反之$则红色越浅)

#9Q#5

*

%

将斜面培养基上保藏的菌株接入
DDX

底层培养基上$

在
!5@

恒温条件下倒置培养
;5E

$待菌落充分长成后$倒入

一层较薄的
DDX

上层培养基将底层培养基完全覆盖$然后

在!

!5e#

#

@

条件下培养
!;E

$挑取颜色较深的菌落将其保

藏备用%

#7!7<

!

摇瓶复筛
!

将
DDX

平板初筛得到的菌株分别接入装

有
#""*B

发酵培养基的三角瓶中$在!

!5e#

#

@

条件下发

酵
;5E

后$测定发酵液中是否有乙醇产生$及发酵液中乙醇

的含量$挑选出乙醇产量高的菌株做进一步的鉴定%试验设

置
<

个平行%

#7<

!

生长曲线的绘制

首先将低温保藏的菌种接入
#""*B

的发酵培养基中$

!

!5e#

#

@

恒温培养
!;E

进行活化%然后按照
:?

的接种量

接入到装有
<""*B

发酵培养基的三角瓶中$于!

!5e#

#

@

培养$每
!E

取一次样$用可见光光度计测定
-&

$""

值$根据

测定得到的光密度值绘制该菌种的生长曲线)

#'

*

%

#7;

!

菌种的鉴定

使用
DbU%c(%

细菌基因组
Z%U

提取试剂盒提取待

测菌株的
Z%U

$对提取的
Z%U

进行
WXR

扩增
#$PHZ%U

$

通用引物为!

!9)a

"

UcUcDDDcUDXSDccXDXUc

(

#;'!)

R

"

DUXccTDUXXDDcDDUXcUXDD

#%

WXR

反应体系为

:"

&

B

!

Z%U

模板
!

&

B

+上下游引物各为
#

&

B

+缓冲液
:

&

B

+

L%DW6;

&

B

+

D+

M

酶
"7!:

&

B

+

S

A

X-

!

;

&

B

+

LL V

!

_

<!79:

&

B

#%

WXR

反应条件"

':@

预变性
:*,2

$

': @

变性

<"6

$

:5@

退火
<"6

$

9!@

延伸
<"6

$循环
<"

次$最后
9!@

延伸
#"*,2

%将
WXR

扩增产物送至测序公司进行测序$将

测序得到的基因序列在
%X̀b

上进行
B̀UPD

比对$从中选

取同源性高的菌株$再使用
S(cU97"

软件$

%>

方法$构建

系统进化树%

#7:

!

生理生化鉴定

#7:7#

!

碳源同化试验
!

采用的碳源有"葡萄糖+蔗糖+麦芽

糖+乳糖+半乳糖+鼠李糖+

&)

木糖+

&)

阿拉伯糖+柠檬酸+可

溶性淀粉+甘露醇+纤维二糖+山梨醇+棉子糖%将
#!7:?

的

豆芽汁培养基进行分装$每只试管中装入
#"*B

培养基$并

于
#!#@

灭菌
!"*,2

$待培养基冷却至
;"

"

:"@

时$加入

#"?

的无菌糖溶液
$!:

&

B

%然后将待测试菌种进行活化后$

按照
:?

的接种量接入到已准备好的培养基中$!

!5e#

#

@

培养
<

"

:L

$观察是否出现浑浊$如果培养基出现浑浊则为

阳性$反之则为阴性%以不含糖的试管为阴性对照管$每种

碳源试验设置
<

个平行%

#7:7!

!

氮源同化试验
!

采用的氮源有"

!)

赖氨酸+硝酸钾+亚

硝酸钠+硝酸铵+天门冬素%在无氮培养基上分别加入以上

氮源作为培养基的唯一氮源$加入量为
"7"95?

$并于
##:@

灭菌
!"*,2

%按
:?

的接种量将已活化的菌种接入制备好

的培养基中$于!

!5e#

#

@

培养
;5E

%试验设置
<

个平行$以

不加氮源的无氮培养基作为阴性对照%根据菌种在不同氮

源培养基上生长情况$判断氮源是否能够被菌株同化%

#7:7<

!

甲基红试验
!

挑取少量新鲜的待测试培养物接种于

缓冲葡萄糖蛋白胨水中$于!

!5e#

#

@

恒温培养
<

"

:L

$

;5E

后每
!;E

取培养液加入甲基红试剂
#

"

!

滴$立即观察现象%

直至发现阳性或第
:

天仍为阴性即可判定结果%滴入指示

剂$呈鲜红色或橘红色为阳性(橘黄色或黄色为阴性%

#7:7;

!

耐乙醇试验
!

向带有杜氏小管且已灭菌的培养基中

添加乙醇$使发酵培养基中的乙醇体积分数达到
#"?

$

#:?

$

!"?

$

!:?

$

<"?

$

<:?

$

;"?

$混匀后接入已活化好的菌种$

!

!5e#

#

@

培养
!

"

<L

$观察菌体生长情况和产气情况%通

过试验结果缩小耐受限值范围$并再进行试验确定%

#7:7:

!

耐高渗透压试验
!

将经过隔夜活化的菌种划线接种

于葡萄糖浓度为
!:?

$

<"?

$

<:?

$

;"?

$

;:?

的
WZU

培养基

上$放置于!

!5e#

#

@

恒温培养箱中培养
;

周$进行检查%试

验过程中需采取蜡纸封口等措施预防培养基干燥%

!<

基础研究
!

!"#9

年第
9

期



!

!

结果与分析
!7#

!

菌种的筛选

从米刺葡萄表面筛选出一株产乙醇能力较强的细菌$编

号为
SCT<

$在!

!5e#

#

@

的恒温条件下静置发酵
;5E

后$

其发酵液中的乙醇浓度可达到
#"7$9?

%

!7!

!

SCT<

的形态特征

SCT<

在
WZU

培养基上培养
<L

后$菌落呈规则的圆

形$白色$表面光滑且凸起$直径达
#7:

"

!7"**

$见图
#

%经

过革兰氏染色后在油镜下观察$细胞为直杆状+无芽孢的革

兰氏阴性细菌$见图
!

%图
<

为
SCT<

在
DDX

平板上生长

;5E

的菌落特征%

图
#

!

菌落形态

a,

A

4H1#

!

X/-/2

I

*/H

M

E/-/

AI

图
!

!

革兰氏染色结果'

#"""]

(

a,

A

4H1!

!

cH+*6G+,2H164-G6

'

#"""]

(

图
<

!

DDX

平板结果

a,

A

4H1<

!

DDXJ-+GH164-G6

!7<

!

SCT<

的鉴定

采用细菌通用引物对
SCT<

的高度保守序列区域进行

WXR

扩增$得到了大约
#:""F

M

的扩增片段$其扩增产物较

纯$见图
;

%在
%X̀b

上对比后选择同源性较高的菌株并构

建系 统 进 化 树$见 图
:

%从 进 化 树 可 知
SCT<

与

7(A;@'?3EA;@.,+2

A

J+2

A

126,66GH+,2#")#9

的亲缘关系最近$

同源性可信度为
#""?

%因此$

SCT<

可以初步判定为
7(*

A;@'?3EA;@.,+2

A

J+2

A

126,66GH+,2#")#9

%

图
;

!

SCT<#$PHZ%UWXR

扩增结果

a,

A

4H1;

!

SCT<#$PHZ%UWXR+*

M

-,J,8+G,/2H164-G6

图
:

!

菌株
SCT<

的系统进化树

a,

A

4H1:

!

P

I

6G1*,8

M

E

I

-/

A

121G,8GH11/J6GH+,2SCT<

!7;

!

菌株的生长曲线

由图
$

可知$当菌种接种入培养基
5E

后进入对数期$

#5E

后进入稳定期%如果在试验或生产中为获得生理特性

稳定+代谢旺盛)

!"

*的细菌则可活化
#"

"

#5E

%

图
$

!

SCT<

的生长曲线

a,

A

4H1$

!

SCT<

A

H/0GE84HK1

!7:

!

生理生化试验

!7:7#

!

同化试验
!

SCT<

可以利用的碳源+氮源范围较广$

并且该菌种利用葡萄糖和蔗糖作为碳源时$其发酵液中浑浊

度和产气量明显高于其他碳源$试验结果见表
#

+

!

%

<<

第
<<

卷第
9

期 陈梦娟等"一株产乙醇细菌的分离筛选与鉴定
!



表
#

!

碳源同化试验j

D+F-1#

!

X+HF/26/4H81+66,*,-+G,/2G16G

碳源 结果 碳源 结果

葡萄糖
\ &)

阿拉伯糖
Q

蔗糖
\

柠檬酸
Q

麦芽糖
\

可溶性淀粉
Q

乳糖
\

甘露醇
\

半乳糖
Q

纤维二糖
Q

鼠李糖
\

山梨醇
\

&)

木糖
\

棉子糖
\

!!

j

!

1

\

2表示培养基中出现浑浊(1

Q

2表示培养基中无浑浊%

表
!

!

氮源同化试验j

D+F-1!

!

%,GH/

A

126/4H81+66,*,-+G,/2G16G

菌种编号
氮源

!)

赖氨酸 硝酸钾 亚硝酸钠 硝酸铵 天门冬素

SCT< \ Q Q \ \

!

j

!

1

\

2表示培养基上有菌落长成(1

Q

2表示培养基上无菌落

长成%

!7:7!

!

甲基红试验
!

培养
;5E

后$每
!;E

取培养液滴入少

量甲基红试剂观察培养液颜色的变化%结果显示$培养
;5

$

9!

$

'$E

时培养液为淡黄色$培养
#!"E

时!即第
:

天#培养液

变为黄色$记为
SR

试验为1

Q

2$表明
SCT<

产酸能力较

弱$见图
9

%

图
9

!

甲基红试验

a,

A

4H19

!

S1GE

I

-H1LG16G

!7:7<

!

耐乙醇试验
!

一般葡萄酒含乙醇的体积分数在

#"?

"

#:?

)

!#

*

%由表
<

可知$

SCT<

对乙醇有较高的耐受

性$当体积分数为
#"?

"

#:?

时$对该菌种的发酵无明显影

响$并且其最大耐受限度范围为
<"?

"

<:?

%因此$使发酵

液中的乙醇体积分数达到
<"?

$

<#?

$

<!?

$

<<?

$

<;?

$

<:?

$以同样的方法再进行试验$得到结果见表
;

%所以得出

菌种
SCT<

对乙醇的最大耐受限度为
<"?

!体积分数#%

!7:7;

!

耐高渗透压试验
!

本试验采用葡萄糖进行培养基中

糖浓度的调节$见表
:

$其耐渗透压的极限值为
;"?

$且在该

浓度下
SCT<

存活率偏低%

<

!

结论
本研究从湖南怀化米刺葡萄表面筛选出一株能产乙醇

的细菌$编号为
SCT<

$被初步鉴定为
7(A;@'?3EA;@.,+2

A

)

表
<

!

SCT<

在不同体积分数乙醇中的产气情况j

D+F-1<

!

SCT<,2L,JJ1H12GK/-4*1JH+8G,/2/J1GE+2/-0,GE

A

+6

M

H/L48G,/26,G4+G,/2

#"? #:? !"? !:? <"? <:? ;"?

\\\\\ \\\\ \\\ \ \ Q Q

!

j

!

1

Q

2表示不产气(1

\

2表示产气量为杜氏小管的
#

'

:

(1

\\

2

表示产气量为杜氏小管的
!

'

:

(1

\\\

2表示产气量为杜氏小

管的
<

'

:

(1

\\\\

2表示产气量为杜氏小管的
;

'

:

(1

\\\

\\

2表示气体量充满杜氏小管%

表
;

!

SCT<

的乙醇耐受限度j

D+F-1;

!

(GE+2/-D/-1H+281/JSCT<

<"? <#? <!? <<? <;? <:?

\ Q Q Q Q Q

!!

j

!

1

Q

2表示不产气(1

\

2表示产气量为杜氏小管的
#

'

:

%

表
:

!

高渗透压试验j

D+F-1:

!

V,

A

E/6*/G,8

M

H1664H1G16G

试验组号
!:? <"? <:? ;"? ;:?

# \ \ \ \ Q

! \ \ \ \ Q

< \ \ \ Q Q

!!

j

!

1

Q

2表示无菌落长成(1

\

2表示有菌落长成%

J+2

A

126,66GH+,2#")#9

$并对其部分发酵特性进行了研究%菌

株
SCT<

能耐高渗透压$具有较强的发酵性能$在
!5@

恒

温培养条件下发酵
;5E

后$其发酵液中产乙醇量为
#"7$9?

$

而耐受乙醇体积分数可达到
<"?

$并且该菌种能利用多种碳

源!葡萄糖+蔗糖+麦芽糖+乳糖+鼠李糖+

&)

木糖+甘露醇+山

梨醇+棉子糖#和氮源!

!)

赖氨酸+硝酸铵+天门冬素#%

目前菌种
7(A;@'?3EA;@.,+2

A

J+2

A

126,66GH+,2#")#9

的相

关研究较少$暂时无法取代酵母菌在葡萄酒酿造中的应用$

主要的原因是无法确定发酵过程中有哪些副产物的产生$同

时也无法确定副产物对葡萄酒品质是否有影响%为解决上

述问题$对
7(A;@'?3EA;@.,+2

A

J+2

A

126,66GH+,2#")#9

进行菌

种改良及发酵副产物的研究将成为今后科研工作者的研究

方向%
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酶的酶解作用使牛骨胶原蛋白的三股螺旋结

构遭到破坏$生色基团分布发生改变$使胶原蛋白肽的肽链

上&

%V

\

!

&相互排斥减弱$疏水氨基酸残基作用增强$分子

内与分子间的氢键作用增加$

%

&

V

伸缩振动与氢键形成了

缔合体$并且酶解作用促进
#

)

转角的产生$同时破坏了牛骨

胶原蛋白的表面分子结构$使其变得疏松%本研究为今后牛

骨资源的深加工提供了理论指导%
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