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大曲中酵母菌种群结构及多样性分析
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摘 要：将传统培养方法与分子生物学技术相结合，对大曲中酵母菌种群结构特征及多样性进行

研究。从大曲中共获得92株酵母茵纯培养，通过5．8孓ITS RFLP指纹图谱分析后，得到12个不

同的类群。从各个类群中随机选取代表菌株进行26S rDNA D1／D2区域序列分析和系统发育分

析，大曲中酵母茵主要分布在Saccharomyces、Pichia、Zygosaccharomyces、Debaryomyces、Can—

dida、Endomyces、Rhodotorula、Hanseniaspora、Issatchenkia 9个已知酵母茵属。传统培养方法

与分子生物学技术相结合能较好地从分子水平揭示大曲中酵母茵的种群结构及多样性。
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Abstract：In this manuscript，the community composition and the diversity of yeast what isolated

from Daqu were examined by the combination of traditional culture and molecular biology．By

analysis of the restriction patterns of amplified 5．8S-ITS rDNA with the enzyme HinfI and Hae

Ⅲ，respectively，the isolates were clustered into 1 2 genotypes，and the representatiVes of each

genotype were randomly chosen for the determination of 26S rDNA D1／D2 domain sequence．The

phylogenetic analysis revealed that all of the isolates belonged to 9 generas：Saccharomyces，

Pichia， Zygosaccharomyces，Debaryomyces， Candida， Endomyces， Rhodotorula，

Hanseniaspora and Issatchenkia．The results showed that the combination method were efficient

in generating more accurate information on community composition and diversity of yeast isolated

from Daqu．
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白酒是我国传统的发酵食品，具有悠久的历史

和深厚的酒文化内涵，以其独特风格深受消费者厚

爱。大曲是白酒生产的动力，在酿造过程中起着重

要的糖化、发酵、生香的作用，直接或间接影响白酒
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的产量、质量和风格[1_2]。众所周知，大曲生产是传

统工艺，自然培菌，网络和富积环境中的微生物，微

生物区系十分复杂。酵母菌是大曲主要的功能微

生物之一，它主要有酒精酵母和产酯酵母等，其中

酒精酵母是大曲中主要的产酒功能菌，产酯酵母可

产多种醇、醛、酯等芳香物质[2]。因此，揭示大曲中

酵母菌的数量和组成对提高大曲质量及进一步搞

清大曲与白酒质量的因果关系有重要意义。

由于地域政治、传统文化、经济发展等诸多因

素，国外学者对中国大曲的认识近乎空白。国内学

者对大曲的研究起步较早，研究得也较深入，但研

究工作更多的是对传统工艺的改良与更新，而对大

曲中酵母菌种群结构及多样性的研究相对较少。

施安辉等研究了徐坊大曲中酵母菌数量，并对分离

的优势酵母菌进行了鉴定[3]。姚万春等对泸州老

窖国窖大曲不同层次间酵母菌数量、种类和优势种

群差异及规律进行了初步研究[1]。目前对大曲中

酵母菌种群多样性的研究，基本上是依赖传统的形

态和生理生化特征的分类和鉴定[3]，需要进行一系

列复杂形态和生理生化试验。这种方法最大的缺

点是，即使使用最复杂的试验组合也不能对分离物

进行精确鉴定，不能反映分离物的系统发育关系，

不能获得微生物多样性的真正概貌。近年来，随着

分子生物学技术的发展，5．8S-ITS RFLP及26S

rDNA D1／D2区域序列分析被愈来愈多地应用于

酵母菌的分子分类学、分子系统和多样性研究

中[4_8]。Esteve-Zarzoso等将5．8孓lTS RFLP指纹

技术应用于食品和发酵饮料中酵母菌的分类和鉴

定，建立了由132种酵母菌5．8S-ITS RFLP指纹图

谱组成的数据库[4]。Kurtzman等和Fell等研究绝

大部分子囊菌酵母和担子菌酵母26S rDNA D1／D2

区域序列，发现用这段序列，可以将绝大部分种区

别开，而种内菌株间的碱基差异不大于1％[6_8]。

由于这些序列均已公布于GenBank／EMBL／DDBJ

等国际核酸数据库，为酵母菌的分子分类学和分子

系统研究带来很大便利。作者采用传统培养方法

与分子生物学技术相结合的方法，揭示大曲中酵母

菌种群结构特征，为进一步搞清大曲与白酒质量的

因果关系奠定基础。

1材料与方法

1．1材料与试剂

1．1．1样品及处理 中温大曲由河南天冠企业集

团卧龙酒厂提供；试验前将大曲外、中、内3层的混

合曲样在无菌条件下粉碎。

1．1．2培养基

1)麦芽汁培养基：12 Bx麦芽汁，去氧胆酸钠

0．05 g／dL，氯霉素0．05 g／dL，琼脂1．5 g／dL。

2)马铃薯葡萄糖培养基：马铃薯20 g／dL，葡

萄糖2 g／dL，去氧胆酸钠0．05 g／dL，氯霉素0．05

g／dL，琼脂1．5 g／dL。

1．1．3 试剂与试剂盒PCR扩增试剂，购自

TaKaRa公司；PCR扩增引物，由上海生工生物工

程技术服务有限公司合成；限制性内切酶HinfI、

HaeⅢ，购自纽英伦生物技术(北京)有限公司；

DNA纯化回收试剂盒，购自上海申能博彩生物科

技有限公司。

1．2 方 法

1．2．1 菌株计数与分离 称取1 g混合曲样装于

99 mL无菌水并带玻璃珠的三角瓶中，不断摇动30

rain后静置澄清，用无菌吸管吸取0．5 mL菌悬液

于装有4．5 mL无菌水的试管中，进行系列稀释，取

10～、10一、10’5稀释液涂布平板，28℃培养3～4 d后

进行菌落计数，挑取形态不同的菌落分别纯化并保

存。

1．2．2 DNA的提取参照文献[9]方法。用接种

环取两环旺盛生长于斜面上的酵母菌细胞，悬浮于

500“L裂解液(50 mmol／L Tris，250 mmol／L

NaCl，50 mmol／L EDTA，0．3 g／dL SDS，pH 8)中，

加入200弘L直径为425～600 mm的玻璃珠，蜗旋

3 rain后，65℃水浴1 h，13 000 g离心10 min，上清

液稀释300倍直接作为PCR扩增模板。

1．2．3 5．8S-ITS RFLP分析根据White等的方

法，用引物itsl(5’一TCC GTA GGT GAA CCT

GCG G-3’)和its4(5'-TCC TCC GCT TAT TGA

TAT GC-3’)扩增分离菌株的5．8S—ITS序列[1 0。。

PCR扩增条件：95℃5 min，40个循环(94℃40 s，

55℃40 s，72℃30 s)，最后72℃延伸10 min。

PCR产物用1 g／dL琼脂糖凝胶电泳检测。5．8S-

ITS序列扩增产物纯化后，分别用HinfI或Haell

内切酶进行酶切，酶切产物在3 g／dL的琼脂糖凝胶

上电泳，用自动凝胶成像系统拍照，依照酶切图谱

对所有菌株进行归类。

1．2．4 26S rDNA PCR扩增和测序 根据5．8孓

ITS RFLP分析结果，从不同酶切谱带类型中随机

选取代表菌株，按照Kurtzman等的方法，用引物

NLl(5’一GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA

AAp3’)和NL4(5，-GGT CCG TGT TTC AAG

ACG G3’)PCR扩增代表菌株26S rDNA近57端

的D1／D2区域[43。PCR扩增条件：95℃5 rain，40
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个循环(94℃40 s，55℃40 S，72℃30 s)，最后72

℃延伸10 min。所得PCR产物送上海生工生物工

程技术服务有限公司纯化后，用PE公司BigDye

循环测序试剂盒在ABI 377型DNA自动测序仪上

进行直接双向测序。

1．2．5 构建系统发育树 将所测代表菌株26S

rDNA D1／D2区域序列用Blast软件在GenBank

数据库中进行相似性比较，选取同源性较高的相关

菌株的26S rDNA D1／D2区域序列作为参比对象，

用ClustalX软件口1]按照最大同源性的原则进行多

序列比对。采用MEGA3．1软件包根据Kimura两

参数法[1幻计算进化距离，用邻接法[131构建系统进

化树。进化树拓扑分析为1 000次重复取样的结

果。

2结果与分析

2．1菌株的计数与分离

采用稀释平板计数法，对混合曲样中酵母菌进

行计数，结果见表1。由表1可知，不同培养基获得

菌落数量没有明显差异，但不同菌落形态、大小和

颜色有一定差异。从不同培养基平板上，共挑选91

个菌落进行分离纯化，最终获得92株酵母菌纯培

养。

表1大曲中酵母菌数量的计数结果

Tab．1 Yeast populations of Daqu

培养基类型 酵母菌数量／(个／g)

麦芽汁培养基

马铃薯葡萄糖培养基

4．8×105

4．3×105

2．2 5．8S-ITS RFLP分析

以itsl和its4为引物，特异性地扩增92株酵

母菌5．8孓ITS区段，所有供试菌株均可获得PCR

产物，扩增片段大小约为600 bp左右。利用限制性

内切酶Hinf I或HaeⅢ对扩增片段进行酶切，电

泳后产生了丰富的谱带类型。HinfI酶切后产生

了12种不同的图谱类型，不同类型包含的酶切片

段数目不同，多数为1～3条带，最大的约为300

bp，其它条带大小不同，为多态性片段，见图1。根

据5．8孓ITS限制性内切酶谱带类型，将92株酵母

菌初步分为12个类群。

2．3 26S rDNA测序和系统发育分析

根据5．8S-ITS RFLP分析结果，从12个类群

中随机选取代表菌株进行26S rDNA D1／D2区域

序列测定，将序列结果提交GenBank进行相似性

搜索，选定其中同源性较高的相关菌株并与之构建

M．DNA标准相对分子质量，1，2，3，4，5，6，7，8，9，10，11，12

分别为DQYl。DQY2，DQY3，DQY4，DQY5，DQY6，DQYl7，

DQY56，DQY68，DQY70，DQY76，DQY78．

图1代表菌株的5．8S-ITS rDNA的HinfI限制性内

切酶图谱

Fig．1 Restriction patterns of 5．8S-ITS rDNA of repre。

sentative strains digested with Hinf I

系统发育树，见图2。从系统发育树来看，12个序

列与9个已知酵母菌属有同源性，分别是Saccha-

romyces、Pichia、Zygosaccharomyces、Debaryo—

myces、Candida、Endomyces、Rhodotorula、Han—

seniaspora、Issatchenkia，其中以DQYl、DQY2、

DQY3、DQY4、DQY5、DQY6、DQYl7、DQY68、

DQY70、DQY76和DQY78为代表的菌株分别与已

知酵母菌种Saccharomyces cerevisiae、Pichia de—

serticola、Zygosaccharomyces bailii、Debaryomy—

ce$hansenii、Candida pseudolambica、Endomyces

fibuliger、Rhodotorula mucilaginosa、Candida

fermentati、Issatchenkia orientalis、Candida quer-

citrusa、Candida tropicalis具有较高的同源性(≥

99％)，而以DQY56为代表的菌株与已知种同源性

低于99％，可能为潜在的新种。

3 结 语

3．1 5．8S-ITS RFLP指纹技术可用于分离菌株的

分类和鉴定

自Esteve-Zarzoso等于1999年首次将5．8S-

ITS RFLP指纹技术应用食品和发酵饮料中酵母菌

的分类和鉴定以来，该技术已广泛用于食品中酵母

菌的分类及鉴定。Covadonga等对橘汁中分离获得

92株酵母菌用5．8S-ITS RFLP指纹技术进行鉴

定，正确鉴定率达98％[5]。Naumova等采用5．8孓

ITS RFLP指纹技术对酵母属的一些菌株进行研

究，进一步证实该方法在酵母菌分类、鉴定中的有

效性[1引。本研究中用5．8S-ITS RFLP指纹技术对

分离到的92株酵母菌进行分组，获得了12个不同

类群。从12个类群代表菌株26S rDNA D1／D2区

域序列测序结果看，两种酶不仅可在属级水平上对
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分离菌株进行鉴定，而且还可将属内菌株在种水平 现性好，稳定性高，具有简单、快速、准确的优点。

上进行区分。与传统的分类技术相比，这种方法重
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每个分支点上的数字为引导值的支持百分率；括号里的数字表示序列的登录号；刻度尺表示每个核苷酸位置的替换率为2％．

图2代表菌株26S rDNA DI／02区域序列系统发育树

Fig．2 Phylogenetic tree constructed from 26S rDNA D1／D2 domain sequence of representative strains from Daqu

3．2常规分离培养技术是研究微生物种群结构不

可缺少的手段

近年来，分子生物学技术的发展使微生态学研

究从可培养技术转向了非培养分析法。这种方法

由于不需要培养微生物就能有效分析复杂微生物

群落的多样性而越来越受到重视口5‘。虽然非培养

分析法为研究和揭示微生物多样性而得到极大的

拓展，但是要了解微生物的生态功能，仍需要得到

它们的纯培养，因此传统分离培养工作仍然是研究
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