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摘 要：从东北山葡萄酒产区山葡萄酒自然发酵过程中共分离到132株葡萄酒相关酵母，通过

WL培养泰(Wallerstein Laboratory Nutrient Agar)培赛得到5锋不臻类整的蕊落。蹿英中酶44

棵进行5．8S-ITS rRNA基因的RFLP分析，得到19种酶切图谱，表现了东北山葡萄酒产区葡萄酒

相关酵母的多样性。其中以酶切类型6为代表的茵株为Dekkera anomala，是山葡萄浆果表面的

主要秘，以酶秘类型l§为代表的蔫椿为酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)。聚类分析兵强到了

5个遗传聚类群且与WL培养基初步分类有较高的相关性。
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Abstract：The aim of this work was to explore the diversity of wine related yeasts in V．amurensis

Rupr wine terrior in Northeastern regions of China．132 wine related yeasts were isolated from

the Spontaneous fermentation of y．amurensis Rupr．Yeast species assessment was carried out by

Wallerstein Laboratory Nutrient Agar(WL agar)．5 unique colony morphologies were identified．．

By analysis of the restriction pattern of amplified 5．8S-ITS rRNA gene(RFLP)with the enzyme

Hinf，Hae and Hha，respectively，19 different genotypes were existed in fermentation．．

Thereinto，pattern 6 was Dekkera anomala that was the main species on the surface of the V．

amurensis Rupr berry and pattern 1 9 was Saccharomyces cerevisiae．HierachicalI duster analysis

pattern exhibited that 44 isolates could be divided into 5 distinct groups and had high relation

with WL agar assessment．．
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葡萄汁的发酵是多个酵母菌种及菌株互作生

长和发鼹变纯鳇复杂体系。这些酵母蘸的来源有：

葡萄浆果表面的土著菌群，酿酒设备和洒厂环境中

的土著菌群，接种的人工酵母等。一般情况下，在

自然发酵过程中，鸯孢汉逊酵母属(Hanseniaspo-

ra)、克勒克酵母属(Kloeckera)、假丝酵母属(Can-

dida)、梅奇酵母属(Metschnikowia)的酵母启动发

酵，丈部分来源予浆果，数量霹达108"--107cfu／g，发

酵中期逐步死亡和减少。这个时候S．cerevisiae开

始占据主导地位(107～108 cfu／g)，使发酵继续，煦

至完或‘¨。

我国气候多样化的特点造就了非常丰富的葡

萄酒酵母资源。东北山葡萄淄产区的长自山葡蕊

溪厂、通纯葡萄潘广，一面坡葡萄酒厂等放20世纪

的30年代就开始利用V．amurensis Rupr酿酒，擞

产了在国内负有盛名的国家缀名优产菇，弗出口囡

外，年出灏量最高达2 100 t。本研究的强的是借助

中国东北产区的独特酿酒葡萄生态条件，开发中国

东北由葡萄酒产区酶酿酒酵母资源。研究了山麓

萄酒自然发酵过程巾的酵母菌群，为筛选适合该产

区的优良酿酒酵母菌种奠定丁基础，以解决经常出

现的发酵中止，发酵周期太长等阍题，保持由蘩蕊

酒典型的产区特色。首先，利用WL培养基对所筛

选到的菌种进行初步的分类，然后对rDNA包含的

5．8S-ITS序列进行RFLP分析，与已建立的标准黧

谱对照鉴定自然发酵过程中出现的酵母菌群。+

1材料与方法

1．1实骏材料

1．1．1 自然发酵和茵种分离 2005年lO月从东

就鑫薷莓滔产区传统的长怠由酒厂及通化逑嚣的

山葡萄栽培基地采集浆果。在车间进行除梗、破

碎，葡萄鹾转入50 L的发酵罐，加入40 mg／L的

S毡于室滋进行自然发酵，发酵过程用院重计进行

监测。分别在发酵的前期、中期、后期取汁，分离各

个时期葡萄酒自然发酵出现的野生酵母菌。

1．1。2簿静分离培莽基采掰YPD培养基．每舞

含酵母浸粉10．0 g，摄白胨20．0 g，葡萄糖20．0 g，

琼脂20．0 g。为了程筛选过程中排除缨蒴的干扰，

在YEPD培养基孛添搬100 mg／L的氯霉素。

1．1．3蛊要试剂和酶各种DNA限制性内切酶，

Taq DNA聚合酶均赌自MBI。100 bp Maker赡鱼

广东东胜生物科技有限公司。 ．

1．2菌种的初步分类

用YPD液体培养基活化分离到的野生酵母蘸

划线接种于WL培养基，5 d后记录其菌落颜色与

形态，并进行分橱程初步麓}羟类。WL培养基缓分：

酵母浸粉4．0 g／L，胰蛋白胨5．0 g／L，葡萄糖50．0

g／L，磷酸二氯钾0．55 g／L，氯化钾0．425 g／L，氯

化锈0．125 g／L，硫酸镁0。125 g／L，氯化铁0．0025

g／L，硫酸锰0．0025 g／L，琼脂20．0 g／L，溴甲酚绿

22．0 mg／L。
·

1．3 5．8S-ITS rRNA基嚣的扩增及PCR产物约

RFLP分析

1．3．1 酵母蓬基因组DNA的提取 参照周小

玲￡2】等的方法进行。提取酶DNA取l弘L作PCR

模板。

1．3．2 5．8S-lTS rRNA基因锈扩增 引物为

lTSl(5，-TCCGTAGG善GAACCTGCGG-3’)，ITS4

(5。TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)。PCR扩

增条l譬力95℃5 min；94℃l min，55．5℃2 min，

72℃2 min，35个循环；72℃10 min。

1．3．3 PCR产物的限制性内切酶酶切酶切反应

体系为30弘L，其中10×缓冲渡2弘L，限制性内锈

酶(Hinf王，Hae蕾，Hha王)10 U，PCR产物lO

taL，ddH。O补充体系为30肛L，混匀后置于37℃酶

切2 h。取酶甥产物lo弘乙予3．0 g／dL琼脂糖凝

胶，90 V电压下电泳1 h后进行凝胶照相并进行酶

切图谱的分析。

1．3。4聚类分析将菌株对应的限制牲核羧走切

酶酶切谱带有无按“1”和“0”进行统计，建立数据矩

阵，应用DPS7．55版软件(杭州睿丰信息技术有限

公司)进行聚类分辑。聚类距离秀款式距离，聚类

方法为类平均法(UPGA)。

2 实验结果

2．1 WL培养基初步分类分析

WL培养基常用于监测饮料发酵过程中的酵母

菌群静]。最近，Cavazza等的研究表明，葡萄淄tl然

发酵过程中出现的大多数典型的酵母菌都可以基

于其在WL培养基上生长所形成的菌落颜色及形

态进行归类和区舅lj秘]，而鼠描述了主要的葡萄酒相

关酵母菌在WL培养基上的培养液现。本次试验

从出麓萄滔自然发酵的{l霪、中、后期总共筛选褥瑟

132株葡萄酒耩关酵母菌，其中前期44株，中期44

株，后期44株。所有菌株在WL培养基上培养共

形成5耪不同类型的菌落。其中王、Ⅱ、瑾型出理

在自然发酵的前期，且类型Ⅱ占前期所筛选酵母菌

的50％；自然发酵中期出现的类型为Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、

V，类型Ⅳ占碡5％；发酵酶后期哭骞类型匪出现，
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见表1。

表1 自然发酵前、中、后期酵母菌在WL培养基上的培养

袭瑗

Tab．1 Description of isolates Oli WL medium

IV自色蒂淡淡的绿色赫耋霁虢要鬻汝
V 奶油恕 斛掰汛
2．2 RFLP分析

根据初步的分类，发酵前期选择22株(记为

BFl-BF22)，孛期选择ll株(记为MFl一MFll)，螽

期选择11株(记为FFl一FFll)对其5．8S-ITS

rRNA基因进行扩增。PCR产物用限制性内切酶

(Hinf王，HaeII，Hha王)进行酶甥分析，膨褥酶

切图谱见表2。根据酶切图谱，山葡萄酒自然发酵

的整个过程中醵母菌的酶切图谱包括19个类型，

显示了东j|：产隧薷萄酒裰关酵母多样性的丰富。

酶切图谱与Guillamon和Esteve-Zarzoso等建立的

标准豳谱哺1进行对照鉴定。酶切图谱中只有类型6

和19可以根据标准图谱鉴定到种，反映了东亚种

群的山葡萄和欧亚种酿酒葡萄浆果表面酵母菌群

的区别，其余的17稀瓣诱图谱露麓有潜程的毅争}|。

类型6为Dekkera anomala，占发酵前期的36％，中

期的9％。说明D．anomala为东北产区山葡萄浆

祭表面的童要释。类鳌19蠹S．cerevisiae，只在鑫

然发酵的后期筛选得到，主要因为群体的生长竞争

影响和产物酒精的影响，前期如现的耐酒精能力弱

的酵母裙继减少程消失，发酵蒋期只有掰酒精麓为

强的S．cerevisiae出现。葡萄酒生产中最主要的酵

母菌——S．cerevisiae在浆果蔽面数量很少。一般

情况下，其数量小于lO～102 cfu／g，在选育过程中

最好用富集培养基iiii非直接铺平板[6]。～些研究

者弗没有从健康、成熟的葡萄浆果表面分离筛选到

S．cerevisiae[引，所以现在对葡翡酒自然发酵过程中

酿酒酵母的来源产嫩了争论。作者在发酵的前期

释中期都没有分离剿S。cerevisiae的菌株，发酵詹

期的菌株都是S．cerevisia，证明出葡萄浆果表面存

在S．cerevisia的菌株，但数量很少，前期和中期都

分离不刭。另外，Naumov[83等的研究认为，在发酵

溢度低，气候冷凉的产区贝酵母(Saccharomyces

bayanus)的菌株会出现在自然发酵的过程中，在后

期主导发酵，但本试验蔗期静菌株均为

S．cerevisia。筛选蘸株的5．8S-ITS rRNA基因

PCR产物及部分酶切图谱见图1。
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图1 A．自然发酵前期菌株(1-22)5．8S-ITS rRNA基因PCR产物。B．自然发酵中期(1-11)和自然发酵后期(a-k J

5．8S-ITS rRNA基因PCR产物。C．自然发酵中期菌株(1-11)5．8S-ITS rRNA基因PCR产物限制性内切酶

HinfI酶切图谱和自然发酵后期菌株(叫)限制性内切酶HaeⅡ酶切图谱。M：Maker 100 bp．

Fig．1 A．Size of the PCR-amplified 5．8S-ITS region of yeasts isolated from begin fermentation(1-22)．B．Size of the

PCR-amplified 5．8孓ITS region of yeasts isolated from middle fermentation(1-11)and final fermentation(a-k)．

C．Restrictin analysis of PCR’products of yeasts from middle fermentation(1-11)with the endonucleases Hinf I

and yeasts isolated from final fermentation(a-j)with the endonucleases HaeⅡ．Lanes M：Maker 100bp．

2．3聚类分析

3个核酸内切酶对44个供试菌株的ITS片段

共酶切产生35条带。将44个菌株对应的限制性核

酸内切酶酶切谱带有无按“l”和“0”进行统计，建立

数据矩阵，进行聚类分析(聚类距离为欧式距离，聚

类方法为类平均法UPGA)，获得树状图(见图2)。

在树状图上，最长距离为2．3时可以将44个菌株划

分为5个遗传聚类群。I：BFl，MF7两个菌株；

II：BF9，BFl0，BFll，BFl8，FFl一FFl0，MF8，MFl，

MFl0，MFll，MF9，BF21共20个菌株聚为一类；

Ⅲ：MF2，MF6两个菌株；IV：BF2，BF4，BF5，BF6，

BF7，BFl2，BFl5，BFl6，BFl7，BF20，BF22，MF4

共12个菌株为一类；V：BF3，BFl3，BFl4，BFl9，

MF3，BF8，MF5共7个菌株一类。第四类除BF2，

BF6，BF7外均为D．anomala。聚类结果和用WL

培养基的分类结果进行比较，发现两种分类的相关

性很高，例如，菌株BF2，BF4，BF5，BF6，BF7，

BFl2，BFl5，BFl6，BFl7，BF20，BF22，MF8，MFl，

MF4在WL培养基上均为类型Ⅱ的菌落，在聚类分

析中，除了MF8，MFl在一起聚为第二类外，其余

的均聚为第Ⅳ类。另外，在发酵末期筛选到的酵母

菌在WL培养基上生长所形成的菌落均描述为类

型Ⅲ，依据Cavazza[43等的研究，在WL培养基上此

种类型的菌落为S．cerevisiae，经RFLP分析与标

准酶切图谱对照确定为该种，说明WL培养基在葡

萄酒相关酵母的初步分类中具有应用价值，可以简

化后续的分子鉴定工作。

表2 PCR扩增产物大小及限制性内切酶酶切图谱

Tab．1 Size in bp of the PCR products and the restriction fragments of isolates
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豳2 44株酵母菌RFLP的聚类分析树状圈

F喀2 Dendrogram resulting from UPGA cluster analy-

s翘by RFLP analysis of the 5。8S-ITS

3讨 论

优良的葡萄酒酵母可以及自然界中分离筛选

获得。葡萄园的土壤、成熟的葡萄浆果、葡萄酒厂

区的土壤、发酵醪、麓萄皮渣、酒瓣秘漉淀物等，凡

是酵母栖息的地方都是分离筛选酵母的取样地。

而最好的材料是葡萄酒厂未添加培养酵母的自然

发酵过程，溺这一繇凌条终誊身就是对酵母群进行

了初筛，而且目的性强，从中可以分离获得比其他

材料更多的有用菌株。自然发酵是由存在于葡萄

祭皮程工厂设备上豹酵母菌束完成的。发酵过程

中酵母菌群的存在数量及种的数量取决子酒厂所

在产区、酿酒的工艺、及所要生产的葡萄酒的类型。

零研究工作主要基予东委耱群的中冒东l艺出蘸萄

酒产区，共获得5个类群，19种不同酶切类型的菌

株，初步揭示了此产暇葡萄酒相关酵母具有丰富的

多样性。在欧亚种葡萄懿自然发酵过程巾，一般存

在柠檬形酵母(Kloeckera，Hanseniaspora)、假丝酵

母属(Candida)、梅氏酵母属(Metschnikowia)和毕

赤酵母属(Pichia)等稚酵母属懿酵母菌，这些酵母

一般不耐高酒精度，不能完全发酵葡萄汁糖分，随

罄发酵的进行被S．cerevisiae所替代。但在出葡萄

潘的自然发酵菌群的研究中，并没有筛选羁欧亚静

自然发酵中经常出现的葡萄汁有孢汉生酵母

(Hanseniaspora uvarum)。棚反的，德嵬酵母属

(Dekkera)的D．anomala为主要的菲酵母属的释。

反映了欧派种和东弧种的山葡萄在浆果表面及果

鹾酵母落生态方瑟的差别，主要取决于东北产嚣特

殊的气候及生态条件以及出葡萄自身的酸高糖低、

浸出物高、单宁色素禽量高等特点。应用WL培养

基对所筛选菌耪根撰菌落形态翻颜色的初步分类

表明该培养基对葡萄汁自然发酵过程中出现的大

多数酵母菌具有很好的鉴别力，可以用予酒厂来监
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测接种发酵可能的杂菌污染及作为酵母菌鉴定的

辖动手段。

在酵母的资源利用方面，法国、美网和意大利

等葡萄溉发达国家走在世界前列，适用于不同产

邋、葡萄溪类型释葡萄瑟静静“特种”酵母已经逐渐

取代了“广适性”酵母。目前我国在葡萄酒酵母的

研究和利用方蕊还处于起步阶段，葡莓酒生产所用

菌种大部分依赖迸秘，单一菌种接种的纯种发酵使

得葡萄酒失去了其特征的香气和风味凹]。但从酿

造学的观点来看，用本土的土著菌种接种发酵或者

与其谴接种物相混合进行发酵，可以生产出具有地

区特色的葡萄酒[101。另外，当地优选的菌种由于适

宜当地的风土环境，因而具有更强的发酵竞争力。

东北山葡萄及产区的特点决定了必须用与欧贬品

种不同的发酵工艺帮选耀磊|高漓定酸，纛季低瀑的酵

母接种物进行发酵。本蜜验自然发酵筛选的菌种

中番44株S．cerevisiae，下一步的研究就要从中优

选适合东j艺产区发酵的接种物以鳃决经常臻现的

发酵中止，发酵周期太长等问题并保持该产区的山

葡莓酒的独特风格。而熙可以从巾筛选耐低温发

酵鳇菌株霜予予自葡萄瀵的发酵，更好的表现干自

葡萄酒的品种香气[11。。另外，对该产区酵母菌群的

代表性菌株进符深入研究，可以为原产地域保护工

作键供参考信息。
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