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内蒙古土默川平原葡萄酒相关酵母多样性研究
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摘 要：考察酿酒葡萄中酵母茵种的多样性，分别采用形态学及基于酵母5．8S rRNA—ITS区域的

RFLP分析法对内蒙古土默川平原酿酒葡萄中的酵母菌种进行了鉴定。结果表明，该地区葡萄酒

相关酵母分属于5个属的6个酵母菌种，分别为葡萄汁有孢汉逊酵母(Hanseniaspora uvarum)、

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)、东方伊萨酵母(Issatchenkia orientalis)、克鲁维毕赤酵母

(Pichia kluyveri)、异常毕赤酵母(Pichia anomala)及星形假丝酵母(Candida stellata)。实验表

明，该地区酿酒葡萄中的酵母茵种具有多样性；此外，采用形态学及分子生物学相结合的方法可以

快速、准确地对酵母茵种进行鉴定。
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Abstract：The research of yeast diversity in wine grape can found a base for the screening and

breeding of wine related yeasts．In this study，using morphological and RFLP analysis based on

5．8S rRNA—ITS region，wine related yeasts isolated from Tumochuan plain of Inner Mongolia

were identified．The results indicated that there are six different species of yeast，including

Hanseniaspora uvarum，Saccharomyces cerevisiae，Issatchenkia orientalis，Pichia kluyveri，

Pichia anomala and Candida stellata，and those yeast can be sorted into five genuses，in wine

grape of this area．This study indicated that the yeast species in wine grape was diverse in this

area，and yeast can be quickly and accurately identified combined the methods of morphological

and molecular analysis．
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在葡萄汁经发酵转变为葡萄酒的过程中，酵母

菌起着决定性的作用。然而，葡萄汁发酵不是单一

酵母菌种的行为。在发酵早期，柠檬型克勒克酵

母／葡萄汁有孢汉逊酵母(Kloeckera apiculata／

Hanseniaspora unagum)占优势，也有少量的假丝

酵母(Candida)、红酵母(Rhodotorula)、毕赤酵母

(Pichia)、克鲁维酵母(Kluyveromyces)、汉逊酵母

(Hansenula)。发酵3,-～4 d后，酿酒酵母(Saccha—

romyces cerevisiae)开始占据主导地位，葡萄汁继续

进行发酵uj。

传统的酵母菌种鉴定主要以形态特征、生理特

征为依据，但这些特征易受培养条件的影响而常出

现不确定的结果，且费时、费力。为了可靠地将酵

母鉴定到种的水平，常需要做50～100次实验[2]。

近年来，采用分子生物学技术对酵母菌种进行鉴定

得到了快速的发展。酵母菌种的核糖体5．8S

rRNA基因及其两侧的转录间隔区(Internal Tran—

scribed Spacer，ITS)具有显著的种间差异性，基于

该区域的限制性片段长度多态性(Restriction Frag—

ment Length Polymorphism，RFLP)分析可用于酵

母菌种的鉴定，且具有操作方法简单、重复性好等

优点，因而已被广泛应用于临床病原酵母I-3|、果汁

及果酒L4_3中的酵母种群鉴定。

不同的葡萄产地、气候、年份等因素决定了葡

萄汁和葡萄酒中酵母菌的种类和构成比例口]。内

蒙古土默川平原地区属温带半干旱气候，该地区种

植葡萄已有200多年的历史，但种植酿酒葡萄起步

较晚，相关酵母菌种的研究也未见报道。本研究分

别采用形态及分子生物学的方法对该地区酿酒葡

萄中的酵母菌种进行鉴定，旨在为该地区酿酒葡萄

的病害防治、葡萄酒发酵工艺控制及优良酿酒酵母

的筛选提供依据。

1材料与方法

1．1自然发酵

葡萄浆果于2006年9月采收于内蒙古土默川

平原维信葡萄酒厂。葡萄在发酵车间经除梗、破碎

处理后，转入无菌的玻璃容器内，在实验室内室温

下进行自然发酵。

1．2 菌种分离

分别在自然发酵的前期、中期、后期，使用YPD

培养基对自然发酵葡萄汁中的菌种进行分离纯化

培养，然后将纯化的菌株涂布于wL培养基上，于

28℃条件下继续培养。培养5 d后，根据菌落颜

色、形态进行初步分类。YPD培养基配方为：酵母

浸粉10 g、蛋白胨20 g、葡萄糖20 g、琼脂20 g，蒸

馏水1 000 mL，培养基中需添加100 mg／L氯霉素，

用于抑制细菌的生长。WL培养基(Wallerstein

Laboratory Nutrient Agar)配方参照Cavazza等[6]

提供的数据：酵母浸粉4 g、胰蛋白胨5 g、葡萄糖50

g、琼脂20 g、磷酸二氢钾0．55 g、氯化钾0．425 g、

氯化钙0．125 g、硫酸镁0．125 g、氯化铁0．002 5 g、

硫酸锰0．002 5 g、溴钾酚绿0．022 g、蒸馏水1 000

mL。

1．3酵母DNA的提取

用无菌的接种环挑取经初步分类的酵母菌落，

转移到含50弘L STES缓冲液的微量离心管中。随

后，向酵母悬浊液中加入50弘l酸洗过的玻璃珠

(Sigma)、20 t*I，TE(pH 7．6)、60肛L酚：氯仿混合

液(V／V，1：1)。将上述混合液振荡1 min，使有机

相与水相充分混合。室温下最大转速离心混合液5

min，将上层水相转移到一个新的离心管中，置于冰

水混合物中使温度降至0℃。向离心管中加入200

pI，预冷乙醇沉淀酵母DNA，4V下最大转速离心

10 min，弃上清液。沉淀用体积分数70％乙醇洗涤

1～2次，室温下最大转速离心1 min，弃上清液，离

心管置于超净工作台内干燥DNA沉淀15 min。最

后，将沉淀溶于40弘L TE(pH 7．6)中，于4℃下保

存。

1．4酵母5．8S rRNA-ITS区域的PCR扩增

用于5．8S rRNA-ITS区域扩增的引物序列参

见文献E73，由上海生物工程公司合成。正义引物

(ITSl)序歹Ⅱ为：5’一TCC GTA GGG TGA ACC

TGC GG3’；反义引物(ITS4)序列为：5’一CGT

ATA GTT ATT CGC CTC CT一3’。PCR反应混

合液包括：1弘L DNA模板、1肚L ITSl(10 pmol／

乙)、1肛I。ITS4(10#mol／L)、1弘L Taq DNA聚合酶

(2．5 U／“L，TaKaRa)、5 p．L 10×PCR缓冲液(500

mmol／L KCI、100 mmol／L TrisCl、15 mmol／L

MgCl2，TaKaRa)、1弘L dNTP混合液(2．5 mmol／L

each，TaKaRa)、40弘L超纯水，反应总体积为50

且L。PCR反应条件为：95℃预变性5 min，95℃变

性1 min，55℃退火2 min，78℃延伸2 min，共35

个循环，最后72℃延伸10 min，反应于PCR仪上

进行(DNA Engine DYAD，MJ Research Inc．

USA)。少量PCR产物经i g／dL琼脂糖凝胶电

泳，溴化乙锭染色，凝胶成像分析仪(北京君意)下

观察并摄影。

1．5酵母5．8S rRNA-ITS区域的RFLP分析

不同菌种的PCR扩增产物分别采用限制性核
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酸内切酶H砌．以、HaeⅢ、HhaI(IBM)进行酶切。

酶切反应体系包括：10肛L PCR扩增产物、2肛L 10

Xbuffer、2 IlL限制性核酸内切酶、6弘L超纯水，反

应总体积为20“L。反应混合液置于微量离心管

中，于37℃的恒温水浴锅中酶切16 h。酶切产物

经1．4 g／dL琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，凝胶

成像分析仪下观察并摄影。

2结果与讨论

2．1酿酒葡萄中酵母菌种的形态学鉴定

从自然发酵的葡萄汁中共分离纯化出276株

酵母菌，将所有菌株在wL培养基上继续进行培

养，根据菌落的颜色、形态将其划分为6种不同类

型，结果见图1及表1。

从图1及表1可知，内蒙古土默川平原酿酒葡

萄中至少存在6种酵母菌种，这些酵母菌种在wL

培养基上表现出明显的形态及颜色差异，因而可采

用WL培养基对酵母菌种进行形态学初步鉴定。

(a)BF26菌株l(b)EFl2菌株；(c)MF28菌株；(d)BFI菌

株；(e)BFl6菌株；(f)BF35菌株

图1 WL培养基上不同酵母菌落形态

Fig．1 Morphology of yeast colonies cultured on WL

medium

2．2酿酒葡萄中酵母菌种的RPLF分析

对经WL培养基初步分类的上述6种酵母菌

种各取2株进行基于5．8S rRNA—ITS区域的

RFLP分析，PCR扩增产物及酶切片段电泳结果见

图2。

表l WL培养基上不同酵母菌落形态描述

Tab．1 Morphological description of yeast colonies cultured on WL medium

(a)PCR扩增产物；(b)PCR扩增产物经HinfI酶切后的片段；(c)PCR扩增产物经Hae[]酶切后的片段；(d)PCR扩增产物经

H^n l酶切后的片段；1。BF26；2，BF27f 3。MF33I 4，EFl2；5，BFll；6，MF28l 7，BFl；8，BF6；9，BFl6I 10，BFl7I 11，

BF35；12，BF51；M．DNA分子量标准

图2酵母菌种5．8S rRNA-ITS区域的PCR扩增产物及限制性酶切片段电泳图

Fig．2 Electrophoresis results of PCR production amplified from yeast 5．8S rRNA-ITS region and endonuclease diges。

tion fragment of PCR production
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由图2可知，12株酵母菌株分属于形态学鉴定

出的6个酵母菌种。这6种酵母菌种的5．8S

rRNA-ITS区域扩增产物长度及HinfI、Hae llI、

Hhal三种酶切片段长度存在极大的差异。因而，

基于5．8S rRNA—ITS区域的RFLP分析可用于对

酵母进行菌种鉴定。通过与Esteve—Zarzoso B、Fer-

nandez-Espinar M T等人有关酵母菌种5．8S

rRNA-ITS区域的RFLP分析结果比对[7-1¨，最终

确定上述6种酵母菌种分别为葡萄汁有孢汉逊酵

母(Hanseniaspora uvarum)、酿酒酵母(Saccharo-

myces cerevisiae)、东方伊萨酵母(Issatchenkia ori-

entalis)、克鲁维毕赤酵母(Pichia kluyveri)、异常

毕赤酵母(Pichia anomala)及星形假丝酵母(Can-

dida stellata)(见表2)。

表2不同酵母菌种基于5．8S rRNA-ITS区域的RPLF分析

Tab．2 RPLF analysis based Oil yeast 5．8S rRNA-ITS region

3 结 语

WL培养基最初由Wallerstein实验室设计用

来监测工业发酵过程中微生物类群的一种非选择

性培养基。这种培养基可用来区分和鉴定一些常

见的葡萄酒相关酵母，主要基于菌落的颜色及形

态，可以用于监测接种发酵时可能的杂菌污染及作

为酵母菌种鉴定的辅助手段[1引。作者首先采用

WL培养基对内蒙古土默川平原酿酒葡萄中的酵母

菌种进行了形态学的初步鉴定，鉴定出的6种酵母

菌种在WI。培养基上表现出极大的形态及颜色差

异，后续的分子生物学鉴定证明了形态学鉴定的正

确性。因而，实验进一步表明了wI。培养基可用于

对酿酒葡萄中的酵母菌种进行初步鉴定。

前人的研究结果表明，酵母基因组中两个非编

码的具有多态性的内部转录间隔区(ITS)和编码且

保守的5．8s rRNA区具有低的种内多态性和高的

种间差异性[13‘，因而可作为酵母菌种分类的依据。

1999年，Esteve-Zarzoso等首次采用酵母5．8S

rRNA-ITS区域的RFI，P分析对分属于25个属的

132个酵母菌种进行了鉴定，并提供了相应酵母菌

种的RFLP数据，为酵母菌种的快速鉴定提供了方

便[7]。在随后的几年时间里，基于酵母5．8S

rRNA-ITS区域的RFI。P分析数据得到了不断的补

充，将酵母属(Saccharomyces)[8]、假丝酵母属

(Candida)[9]、毕赤酵母属(Pichia)[1 0]等的相关数

据也包括在内，极大地增强了RFLP分析法在酵母

菌种鉴定方面的实用性。本研究在对内蒙古土默

川平原葡萄酒相关酵母种群进行形态学鉴定的基

础上，进一步采用了基于酵母5．8S rRNA—ITS区域

的RFLP分析。将实验数据与上述相关文献比对

后，快速鉴定出内蒙古土默川平原葡萄酒相关酵母

菌种分属于酵母5个属的6个菌种，分别为葡萄汁

有孢汉逊酵母(Hanseniaspora uvarum)、酿酒酵母

(Saccharomyces cereviszae)、东方伊萨酵母(Is—

satchenkia orientalis)、克鲁维毕赤酵母(Pichia

kluyveri)、异常毕赤酵母(Pichia anomala)、星形

假丝酵母(Candida stellata)。因而本实验充分说

明了基于酵母5．8S rRNA—ITS区域的RFLP分析

可对酵母菌种进行快速、准确的鉴定。

对葡萄酒相关酵母的属、种进行鉴定具有十分

重要的意义。通过鉴定可以对酵母菌种进行比较，

弄清它们在酿酒过程中所起的作用，解决发酵过程

中出现的问题，控制败坏性酵母的危害，选择适合

于该地区的优良酿酒酵母。
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