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摘要 利用 WL营养琼脂培养基,对宁夏御马葡萄酒厂的神索葡萄自然发酵过程中不同阶段分离得到的

105株葡萄酒相关酵母进行初步鉴定和聚类,进而对代表性菌株进行26SrDNAD1/D2区的序列分析。结果表

明:供试酵母菌株经分类鉴定应归入4属5种,分别是葡萄汁有孢汉逊酵母 Hanseniasporauvarum、毕赤克鲁维

酵母Pichiakluyveri、假丝酵母Candidazemplinin、酿酒酵母Saccharomycescerevisiae和巴氏酵母Saccharo-

mycespastorianus,分别占分离菌株总数的3%、8%、1%、1%和87%;非酿酒酵母non-Saccharomyces在前期、

中期和后期的数量分别占各发酵阶段菌株总数的24.7%、3.9%和0%,呈动态减少趋势。
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  宁夏贺兰山东麓地区是我国优质酿酒葡萄生态

区之一,该地区的葡萄酒被批准为原产地保护产品。

研究该地区葡萄自然发酵过程中的酵母菌群,可以

为筛选适合该产区的优良酿酒酵母菌种及生产地域

特色的葡萄酒奠定基础。传统的酵母菌鉴定主要依

据其形态特征和生理特征,但这些特征容易受到培

养条件等因素的影响而出现不确定的结果,工作量

大而且耗时[1]。为快速简便地监测发酵过程中的微

生物种类变化,Christina等[2]设计了一种观测酿造

和工业发酵过程中微生物种群的非选择型培养

基———WL营养琼脂培养基(Wallersteinlaboratory
nutrientagar),可用来区分和鉴定一些常见的葡萄

酒相关酵母。研究表明,葡萄酒自然发酵过程中出

现的大多数典型的酵母菌都可以用 WL培养基。

根据菌落的颜色及形态对酵母菌株进行区分和归

类[2-4],其鉴定结果与分子方法的鉴定结果基本一

致。

在分子研究领域,随着DNA序列分析技术的

日趋成熟和简易化,rDNA的序列分析被应用于酵

母菌的分类学研究中。rRNA结构具有保守性和高

变性,保守性反映生物物种的亲缘关系,而高变性则

揭示生物物种的特征核酸序列。26SrRNA是核糖

体RNA的一个亚基,而26SrDNA是编码该亚基

的基因,26SrDNA的D1/D2区域位于大亚基的5′
端,序列长度在600bp左右[5],目前这一区域序列

在酵母菌分类研究中的应用最为广泛。

笔者利用 WL营养琼脂培养基对宁夏御马葡

萄酒厂的神索葡萄自然发酵过程中不同阶段分离的

酵母进行分类,并对不同阶段分离的酵母菌的动态

变化进行分析;在 WL营养琼脂培养基聚类分析的

基础上用26SrDNA的D1/D2区的序列分析法对

所具有代表性的7株酵母菌进行测序鉴定,确定

其分类学地位,揭示分离菌株的多样性,为我国本

土优良葡萄酒酵母的选育提供种质资源和理论依

据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

1)菌株。宁夏御马葡萄酒厂神索葡萄品种自然

发酵过程中分离的酵母菌株(共105株),其中发酵
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初期49株,发酵中期26株,发酵后期30株。

2)YPD培养基。葡萄糖2%,蛋白胨2%,酵母

浸粉1%,pH值自然,121℃灭菌20min,添加100
mg/L的氯霉素以排除细菌的干扰,固体培养基可

加入2%琼脂。酵母菌株的初步形态分类用 WL营

养琼脂培养基[2],调pH 值至6.5,121℃灭菌20
min。
1.2 试验方法

1)菌株分离。将成熟果粒破碎、带皮进行自然

发酵,分别在葡萄酒发酵的初期、中期、后期等3个

时期取样,初期为发酵启动期,中期为发酵旺盛期,
后期为发酵消退期。样品用稀释梯度涂布法接种于

固体YPD培养基,在28℃下培养3d,然后根据菌

落颜色及形态,每平板选择15~20个单菌落在

YPD液体培养基中培养1d,活化的菌液与30%的

无菌甘油以体积比为1∶1混合于1.5mL离心管

中,-70℃下保藏。

2)菌株的 WL营养琼脂培养基聚类分析。将

保藏的酵母菌株用液体YPD培养基活化后,划线接

种于 WL培养基上,28℃培养5~7d后,观察记录

菌落的颜色和形态,并根据菌落的颜色和形态进行

聚类。

3)PCR反应模板DNA的制备。用移液枪蘸取

生长于平板或斜面上的新鲜菌体(不能使用保存于

冰箱内的菌体)至30μL的0.2% 十二烷基磺酸钠

(SDS)中,缓慢抽吸几次;漩涡混匀器上混匀15s;

90℃ 热激4min;4℃13000r/min,取上清液20

μL至0.5mL离心管[6]。

4)26SrDNAD1/D2区扩增。26SrDNAD1/

D2区的扩增引物为:NL1(5′-GCATATCAATA-
AGCGGAGGAAAAG-3′)和 NL4(5′-GGTCCGT-
GTTTCAAGACGG-3′)[7-8]。PCR 反 应 液 的 组 成

(50μL体系):每管中含 PCR缓冲液(10×)5.0

μL;25mmol/LMgCl223.0μL;10mmol/LdNTP
1.0μL;10μmol/LNL1和NL4各1μL;0.5U/μL
DNA聚合酶3μL;10ng/μL~lμg/μL模板DNA
1.0μL;最后补加ddH2O至50μL。PCR扩增条件

为:95℃预变性5min,94℃变性1min,52℃退火

1min,72℃延伸80s;循环36次;再72℃延伸

8min。

5)PCR反应产物的电泳检测。取5μLPCR扩

增原液点样于1%的琼脂糖凝胶(1× TAE缓冲液)
电泳,溴化乙锭(EB)染色后在紫外灯下观察是否扩

增出目标片段。PCR产物送北京三博远志生物技

术有限责任公司进行纯化和测序,得到菌株PCR扩

增片段的原始序列。

6)同源序列搜索。根据测序结果,利用BLAST
软件从GenBank核酸序列数据库中进行相似序列搜

索(BLASTsearch),比较供试菌株与已知酵母菌相应

序列的相似程度。序列的搜索,可以得到该酵母菌株

在这段序列上与其亲缘关系相近的已知酵母菌的相

关信息,因为绝大多数已发表的种的26SrDNA的

Dl/D2区序列已经在GenBank中;因此,可以根据同

源搜索的结果初步确定测序菌株的分类地位。

2 结果与分析

2.1 菌株的初步形态分类

WL营养琼脂培养基可用来监测饮料发酵过程

中的微生物类群。Cavazza等[9]研究表明,在葡萄

酒自然发酵过程中出现的大多数典型的酵母菌种都

可以用 WL营养琼脂培养基,根据其上菌落的颜色

及形态进行区分。
本研究利用 WL营养琼脂培养基对自然发酵

过程初期、中期、后期分离的105株酵母菌的培养形

态进行观察,参照Christina等[2]实验结果与杨莹

等[3]对 WL营养琼脂培养基类型的描述,将分离获

得的菌株分为5种不同的培养类型(表1),分别是

葡萄汁有孢汉逊酵母 Hanseniasporauvarum、毕赤

克鲁维酵母 Pichiakluyveri、假丝酵母 Candida
zemplinina、巴氏酵母Saccharomycespastorianus
和酿酒酵母Saccharomycescerevisiae,所占比例分

别为3%、8%、1%、1%和87%,其中分离获得非酿

酒酵母non-Saccharomyces13株(12.4%),酿酒酵

母S.cerevisiae92 株 (87.6%)。发 酵 初 期 P.
kluyveri占分离的非酿酒酵母non-Saccharomyces
的61.5%;自然发酵中期出现的类型有 H.uvarum
和S.cerevisiae,分别占该时期的3.9%和96.1%;
发 酵 后 期 分 离 得 到S.cerevisiae,达 到 100%
(表2)。
2.2 26S rDNA D1/D2 区基因序列分析

从上述5种不同的培养类型的菌株中各选取

1~2株进行26SrDNAD1/D2区的序列分析。使
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表1 神索葡萄自然发酵分离菌株 WL形态描述鉴定1)

Table1 DescriptionsofyeastcoloniesonWLmediumseparatingfromCinsault

菌落颜色Colonycolor WL形态描述ColonyonWL 菌种名称 Nameofspecies 菌株Strain

深绿色

Intensegreen

扁平,表面光滑,不透明,黄油状

Flatsurface,smooth,opaque,
consistencyofbutter

葡萄汁有孢汉逊酵母

Hanseniasporauvarum
G2-10,GS1-14,GS1-20

白色带淡绿色

Whitewithpalegreen
扁平,表面褶皱,粗糙

Flatwrinklesurface,roughness
毕赤克鲁维酵母

Pichiakluyveri
GS1-1,GS1-2,GS1-15~GS1-17,

GS1-29~GS1-31

蓝色Blue
扁平,表面光滑,四周透明

Flat,smooth,transparentaround
巴氏酵母

Saccharomycespastorianus
G1-19

中央奶油色,边缘绿色

Creaminmiddle,greenfrink
扁平,光滑,不透明

Flatsurface,smooth,opaque
假丝酵母

Candidazemplinina
GS1-18

奶油色带绿色

Creamtogreen

球形突起,表面光滑,不透明,奶油状

Knobikesurface,smooth,
opaque,consistencyofcream

酿酒酵母

Saccharomycescerevisiae

G1-1~G1-18,G1-20~G1-22,
G2-1~G2-9,G2-11~G2-14,
G3-1~G3-15,GS1-3~GS1-12,
GS1-19,GS1-23~GS1-27,

GS2-1~GS2-12,GS3-1~GS3-15

 1)GS.自然发酵时添加SO2(50mg/L)Spontaneousfermentation,addSO2(50mg/L);G.自然发酵未添加SO2Spontaneousfermen-
tation,notaddSO2;1、2、3为发酵的初期、中期、后期 Thebeginningstage,middlestage,finalstageofthefermentation.

表2 发酵各阶段酵母菌种类、数量和比例1)

Table2 Speciesandproportionofyeastindifferentstageofmustfermentation

菌种名称

Nameofspecies
酵母数量和百分比 Yeaststrainnumberandproportion/%

初期Beginningstage 中期 Middlestage 后期Finalstage
葡萄汁有孢汉逊酵母 Hanseniasporauvarum 2/(4.1) 1/(3.9) -

毕赤克鲁维酵母 Pichiakluyveri 8/(16.4) - -

假丝酵母Candidazemplinina 1/(2.1) - -

巴氏酵母Saccharomycespastorianus 1/(2.1) - -

酿酒酵母Saccharomycescerevisiae 37/(75.3) 25/(96.1) 30/(100)

 1)“—”未检出 Nodetected.

表3 被测序菌株26SrDNAD1/D2片段大小和与相关菌株的序列相似性1)

Table3 26SrDNAD1/D2fragmentsizeofthesequencedstrainsandtheidentitywithrelatedyeast

菌株

Strain
长度/bp
Size

相关模式菌株

Relatedmembersofthefamilyyeast
模式菌株编号

Typestrain
相似度

Identity/%
基因库登录号

GeneBankaccessionnumber

G1-22 595 S.cerevisiaeAY130346 NRRLY-12649 100 FJ912836

G1-19 596 S.pastorianusAJ508593 RH6136 100 FJ912837

GS1-20 595 H.uvarumU84229 NRRLY-1614T 100 FJ912838

GS1-3 575 S.cerevisiaeAY130346 NRRLY-12649 100 FJ912839

GS1-1 564 P.kluyveriDQ104733 CBS1367 99 FJ912840

GS1-18 486 C.zemplininaEU386702 M2 99 FJ912841

G3-8 575 S.cerevisiaeAY130346 NRRLY-12649 100 FJ912842

 1)T.模式菌株 Typestrain;CBS:霉菌中心保藏所,荷兰 Centraalbureauvoorschimmelcultures,Delft/Baarn,theNetherlands;NR-
RL:美国农业研究菌种保藏中心,美国 Agriculturalresearchserviceculturecollection,nationalcenterforagriculturalutilizationre-
search,Peoria,Illinois,USA.

用引物NL1/NL4对这些选取的代表菌株 G1-22,

GS1-3,GS1-20,GS1-3,GS1-1,GS1-18,G3-8的26S
rDNAD1/D2区序列进行扩增,测定其片段大小在

486~595bp之间,共获得7个序列。经BLAST分

析及26SrDNA序列相似性计算,代表性的酵母菌

株26SrDNAD1/D2区的基因序列及其相关菌种

模式菌株的相关信息见表3。
供试菌株与模式菌株的26SrDNAD1/D2区基

因序 列 相 似 性 介 于99%~100%,符 合 Kurtzman
等[10]所确定的同种内不同菌株间差异不超过1%的

515



  华 中 农 业 大 学 学 报 第29卷 

标准[10]。

3 讨 论

葡萄酒的品质很大程度上取决于酵母菌的酿酒

特性,优良的葡萄酒酵母可以从自然界中分离筛选

获得。凡是酵母栖息的地方都是分离筛选酵母的取

样地,如葡萄园的土壤、成熟的葡萄浆果、葡萄酒厂

区的土壤、发酵醪、葡萄皮渣、酒脚和沉淀物等,而最

好的葡萄酒酵母是从酒厂未添加工业酵母的自然发

酵过程中所获得的,因为环境本身就已对酵母群进

行了目的性强的初筛。有研究认为发酵过程中菌群

的组成及消长,受葡萄产地的气候、葡萄浆果的成熟

度、葡萄园的管理情况和发酵工艺的影响[11]。
表1的聚类结果与表3的测序结果表明,供试

菌株的测序结果与 WL营养琼脂培养基的鉴定结

果完全相符。本研究显示S.cerevisiae是发酵初期

的主要菌群,但是在发酵初期的主要菌群通常是非

酿酒酵母,其可能原因是所选取的样品中有破损的

葡萄浆果。据 Mortimer等[12]和Polsinelli等[13]的

研究,破损的葡萄浆果会为S.cerevisiae在葡萄园

中栖息提供良好的条件。成熟的葡萄浆果常出现细

小的裂纹,果汁由此流出,使酵母得以繁殖;葡萄的

梗和托上由于有果汁黏附,利于酵母繁殖。在有些

葡萄酒产区,葡萄酒生产者习惯于将发酵结束后压

榨的葡萄皮渣作为葡萄肥料,而这些皮渣中富含酵

母生长必需的糖分和微量元素,将这些皮渣返回葡

萄园,使葡萄园土壤成为最适合酵母生长的野外环

境。
在酵母菌的属、种级分类鉴定中,26SrDNA

D1/D2区的序列分析成为酵母菌鉴定的常规指标

和必要指标[14],它可以有效地将大多数未知菌株鉴

定到种。Kurtzman等[15]和 Fell等[8]的研究表明,
酵母菌种的大亚基rDNA(26SrDNA)中的 D1/D2
区域具有菌种的特异性,能将绝大部分子囊菌纲酵

母和担子菌纲酵母区分鉴定到种。种内不同菌株间

D1/D2区域序列差异一般在1%以内,而不同种的

菌株其核苷酸替换率一般较大,因此碱基差异在1%
以上的菌株分属于不同的种。根据这一标准,26S
rDNAD1/D2区序列分析可以将绝大部分不同的

种区分开来,从而确定各个菌株的归属[16]。Gutell
等[17]研究表明这段序列具有较高的变异率,可以用

于亲缘关系较近的菌株之间的分类研究。本研究通

过 WL营养琼脂培养基和26SrDNAD1/D2区的

序列分析,将分离自宁夏御马葡萄酒厂神索葡萄自

然发酵过程的酵母鉴定为4属5种,为所获酵母菌

资源的利用评价和生产地域特色葡萄酒而筛选优良

酵母的工作奠定了基础,但不同种类酵母菌在发酵

过程中的作用及对葡萄酒品质的影响还有待进一步

研究。
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DiversityofWineRelatedYeastsduringSpontaneous
FermentationofCinsault

SONGYu-yang1 BAIWen-hong2 LIUYan-lin1

1.CollegeofEnology,NorthwestAgricultureandForestryUniversity/Shaanxi
EngineeringResearchCenterforViti-Viniculture,Yangling712100,China;

2.EmperorHorseWinerCo.LTD,Qingtongxia751600,China

Abstract OnehundredandfiveyeastsisolatedfromspontaneousfermentationofCinsaultwere
identifiedprimarilyonWallersteinlaboratorynutrientagarmediumandclassifiedbyanalyzing26SrD-
NAD1/D2domainsequence.Resultsshowedthat105yeastswerefoundtobe5speciesbelongingto
4generaincludingHanseniasporauvarum,Pichiakluyveri,Candidazemplinin,Saccharomycescerevi-
siaeandSaccharomycespastorianuswithproportionof3%,8%,1%,1%and87%,respectively.The
numberofthenon-Saccharomyceswasgraduallyreducingfrom24.7%to3.9%and0%duringtheear-
ly,immediateandlatestageofspontaneousfermentation.

Keywords Cinsault;spontaneousfermentation;yeast;WLnutrientagarmedium;sequenceanal-
ysis
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