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摘要：从汾酒大曲中分离出１５株可以产生ＴＴＭＰ的芽孢杆

菌。通过观察菌落形态的基本特征和细胞的显微形态图对

其进行纯种确认，采用气相色谱法筛选出３株高产 ＴＴＭＰ

的芽孢杆菌，并利用１６ＳｒＤＮＡ序列测定法进行菌种鉴定，

得出３株高产ＴＴＭＰ的芽孢杆菌中２株为枯草芽孢杆菌、

１株为弯曲芽孢杆菌，该结果增加了ＴＴＭＰ高产菌株的类型

范围，为ＴＴＭＰ的生产实践应用提供了依据。
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近年来，人们的饮酒日趋理性，对白酒的安全健康功效

更加关注，也刺激学术及企业界对白酒健康功能的研

究［１－２］。以茅台、剑南春等为代表的白酒企业对白酒与人类

的健康状况的关系进行了研究，发现长期适量饮用白酒可以

增强免疫系统，降低血脂，扩张血管，减轻动脉硬化，改善微

循环等［３］。通过对白酒成分的分析可知白酒中的主要成分

是水和乙醇，约占总量的９８％左右，其余的微量成分约占

２％，包括有机酸、酯类、醛类、吡嗪类、醇类、酚类及其它芳香

族化合物。白酒中的微量成分虽然含量极少却决定着酒的

香气、口味和风格［４］。其中，四甲基吡嗪（ＴＴＭＰ）多年来受

到人们的广泛关注，该物质在制曲、堆积发酵等过程均会在

不同程度上有所产生，并通过蒸馏作用进入白酒中，在中国

主要白酒种类中有很高的含量，是一种对人体健康有益的香

味物质。目前关于白酒中 ＴＴＭＰ的相关研究，已成为研究

白酒对人体健康作用的重要方向［５－７］。

ＴＴＭＰ广泛存在于采用高温曲发酵的白酒中（酱香、芝

麻香型白酒），且呈现焙烤的香味［８］。当前学术界认为

ＴＴＭＰ的产生方式有两种：第一种是通过糖和氨基酸发生美

拉德反应［９］；第二种则是通过微生物合成，主要分为两步：

① 芽孢杆菌利用底物合成 ＴＴＭＰ的前体３羟基丁酮；

②３羟基丁酮与氨反应生成 ＴＴＭＰ
［１０］。学者［１１］研究证实

中国白酒中的ＴＴＭＰ不是纯粹地由美拉德反应生成，而是

功能菌株糖降解产生ｐｙｒｕｖｉｃａｃｉｄ，两分子的ｐｙｒｕｖｉｃａｃｉｄ经

过缩合反应生成α乙酰乳酸，α乙酰乳酸发生脱羧反应产生

３羟基丁酮，３羟基丁酮和氨（主要由氨基酸转化而来的）再

经过美拉德反应生成 ＴＴＭＰ。Ｃｌａｒｅ等
［１２］阐述了微生物利

用生长过程中产生的３羟基丁酮与外加的铵盐反应可以提

高代谢产物中四甲基吡嗪的含量。

从目前市场看，浓香、酱香等香型白酒都检出一定浓度

的ＴＴＭＰ，清香型白酒中ＴＴＭＰ则比较低。作为主要香型

之一的清香型白酒，在改善风味的同时，也需要增加健康因

子。目前对白酒中ＴＴＭＰ的研究大多集中在酱香型和浓香

型白酒中，而对于清香型白酒中ＴＴＭＰ的研究相对较少，且

如何进一步提高ＴＴＭＰ的产量还未见报道。本研究通过增

加清香型汾酒大曲中有益菌种的含量来进一步提高清香型

汾酒中ＴＴＭＰ的产量，增加汾酒保健功能。本研究拟从清

香型汾酒大曲中分离纯化芽孢杆菌，采用气相色谱法筛选出

高产ＴＴＭＰ的芽孢杆菌，通过显微观察其菌落形态和细胞

形态，并利用１６ＳｒＤＮＡ测定同源性，对高产ＴＴＭＰ的芽孢

９４



杆菌进行鉴定，旨在为菌株的进一步应用提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料

３种不同类型的清香大曲：山西汾酒厂股份有限公司；

正己烷、磷酸氢二铵：分析纯，天津市光复科技发展有限

公司；

无水硫酸钠：分析纯，天津市光复科技发展有限公司；

ＤＮＡ凝胶回收试剂盒：上海桑尼生物科技有限公司；

ＴａｑＤＮＡ聚合酶：０．５Ｕ／ｇ，上海桑尼生物科技有限

公司；

培养基：牛肉膏蛋白胨培养基，发酵培养基：葡萄糖

３０ｇ，蛋白胨１０ｇ，酵母膏５ｇ，磷酸二氢钾４ｇ，加水到

１０００ｍＬ。

１．２　仪器

气相色谱仪：ＧＣ２０１０型，配有ＦＩＤ检测器，台州市盛凯

计量仪器有限公司；

ＰＣＲ仪：９７００型，郑州南北仪器设备有限公司；

离心机：ＡＸＴＧ１６Ｇ型，上海赵迪生物科技有限公司；

电子天平：ＬＱＡ６００２型，瑞安市安特称重设备有限

公司。

１．３　试验方法

１．３．１　大曲中芽孢杆菌的分离纯化　将大曲５ｇ加入４５ｍＬ

蒸馏水煮沸后，取上清液，分别稀释１０－３，１０－４，１０－５，１０－６，

进行平板涂布，每个浓度对应３个平行，３７℃下培养２ｄ，观

察菌落形态，将形态不同的单菌落挑出重新划线接至固体平

板上３７℃下培养２ｄ，多次重复，直至分离纯化得到单菌落，

再进行镜检，确认得到的为不同的菌种且都为纯种，然后将

菌种编号冷藏。

１．３．２　高产四甲基吡嗪的芽孢杆菌的筛选　将纯化的菌种

接至牛肉膏蛋白胨液体培养基中，３７℃振荡培养，活化１５～

１８ｈ，后按３％的接种量接入１００ｍＬ的发酵培养基中，３７℃

下振荡培养２４ｈ；然后将发酵液直接蒸馏得到２０ｍＬ蒸馏

液，用５ｍＬ的正己烷萃取，步骤为：将蒸馏液倒入分液漏斗

中，取５ ｍＬ 的正己烷，轻轻振荡混匀，排出气体，静置

１０ｍｉｎ，可明显看到分层，将下层液体从下方流出，上层液体

从上方倒出，再将下方倒出的液体再次倒入分液漏斗中，重

复上述步骤，则得到１０ｍＬ萃取液，然后用气相色谱仪测定

其ＴＴＭＰ的含量。

１．３．３　菌株的显微观察　将筛选出的３株菌进行显微形态

观察。

１．３．４　菌株的鉴定　利用１６ＳｒＤＮＡ法对上述３种菌株进

行进一步鉴定。通过测定ＤＮＡ序列得出同源性，当１６ＳｒＤ

ＮＡ序列同源性高于９７％时，可以认为是属内的同种。

１．３．５　ＴＴＭＰ含量的测定　色谱柱：ＰＥＧ２０Ｍ（２５ ｍ×

０．２０ｍｍ×０．３３μｍ）；流动相：氮气；恒压模式：１２７．４ｋＰａ；进

样量：１μＬ；分流比：２０１；进样器：２３０℃；检测器：３００℃；

程序升温：４０ ℃ 保持 ３ ｍｉｎ，１５ ℃／ｍｉｎ 的速度升温至

２００℃，保持２０ｍｉｎ。

２　结果与分析
２．１　大曲中四甲基吡嗪高产菌株的筛选

从汾酒大曲中共分离纯化得到１５株芽孢杆菌，将这

１５株芽孢杆菌液态发酵正已烷萃取ＴＴＭＰ后，用气相色谱

分析。在建立标准曲线之前先对样品及ＴＴＭＰ标品进行全

波段扫描，确定其吸收对应波长，如图１所示，２７８ｎｍ处有

典型吸收峰。确定 ＴＴＭＰ检出波长为２７８ｎｍ。在此波长

处，对各样品ＴＴＭＰ测定，结果见图２，其中，菌种Ｂ７６、Ｂ８３、

Ｂ６４３株菌的ＴＴＭＰ的含量最高超过２００μｇ／ｍＬ，即通过初

筛共得到３株高产四甲基吡嗪的芽孢杆菌，其 ＴＴＭＰ的含

量均远远大于酱香型白酒和浓香型白酒中的。

图１　ＴＴＭＰ不同波段扫描图

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｐｅｃｔｒｕｍｓｃａｎｏｆＴＴＭＰａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎａｎｏｍｅｔｒｅ

图２　不同菌株ＴＴＭＰ产量

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＴＴＭＰｙｉｅｌｄｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓ

２．２　菌落形态及细胞形态的显微观察

将３株菌接种到牛肉膏蛋白胨培养基中培养后，观察其

显微及菌落特征，分别见图３、４。由图３可知，Ｂ６４和Ｂ８３的

菌落特征较为相似，污白色，菌落大小为３ｍｍ左右，圆形，

边缘不整齐，不透明，干燥。Ｂ７６的菌落呈微黄色，略大一

点，约４ｍｍ，圆形，边缘同样不整齐，略感湿润。由图４可

知，Ｂ６４和Ｂ８３比Ｂ７６更早形成芽孢，菌体略为粗短，芽孢几

乎为柱状；Ｂ７６菌体则稍细长一点，明显链状排列，因此，初

步判断Ｂ６４和Ｂ８３更为相似。

２．３　菌株分子生物学鉴定

将３株高产ＴＴＭＰ的芽孢杆菌进行１６ＳｒＤＮＡ序列测

定后，与ＧｅｎＢａｎｋ数据库比对，挑选亲缘关系较近的菌株用

ＭＥＧＡ软件制作进化树，见图５。由图５可知，菌株Ｂ６４和

Ｂ８３与几株枯草芽孢杆菌１６ＳｒＤＮＡ相似度高达９９％以上，

故可鉴定为犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊。而菌株Ｂ７６则与弯曲芽孢杆

０５
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图３　高产ＴＴＭＰ菌株的菌落形态

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｃｏｌｏｎｉａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆ３ｓｔｒａｉｎｓ犫犪犮犻犾犾狌狊

ｗｉｔｈｈｉｇｈＴＴＭＰｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

图４　高产ＴＴＭＰ菌株的显微形态

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｍｉｃｒｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆ３ｓｔｒａｉｎｓ犫犪犮犻犾犾狌狊

ｗｉｔｈｈｉｇｈＴＴＭＰｐｒｏｄｕｃｉｎｇ

图５　基于１６ＳｒＤＮＡ基因序列同源性构建的系统发生树

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｓｉｓｔｒｅｅｂａｓｅｄ１６ｓｒＤＮＡ

ｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

菌更为接近，相似度达到了９７％，应属于犅犪犮犻犾犾狌狊犳犾犲狓狌狊，而

Ｂ７６属于目前发现的新菌株，扩大了菌株种类，为后期研究

提供基础。

３　结论
清香白酒由于使用低温大曲，清蒸二次清的工艺，使其

成品酒中ＴＴＭＰ的浓度较低甚至检测不到。为了提高清香

白酒的保健功能，本试验从清香大曲分离到高产 ＴＴＭＰ的

芽孢杆菌，清香大曲中来源的芽孢杆菌易适应清香白酒的酿

造环境而应用到实际生产中。与其它研究相比，高产ＴＴＭＰ

的芽孢杆菌多为枯草芽孢杆菌，本试验也分离到２株枯草芽

孢杆菌，同时，本试验还筛到１株弯曲芽孢杆菌，扩大了高产

ＴＴＭＰ的菌种类型，为高产ＴＴＭＰ菌株的优化及实际应用

提供优良的菌株。本试验的不足之处在于未将筛选得到的

菌株进一步扩大培养，应用于实践生产，后期拟将分离筛选

得到的３株芽孢杆菌制成芽孢杆菌制剂，先在实验室进行小

型的模拟发酵试验，并同时在不影响汾酒生产其他环节的情

况下初步应用于汾酒的实践生产中，检测成品酒中 ＴＴＭＰ

的含量，以进一步提高汾酒品质。
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