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摘 要： 从山东、甘肃、宁夏、陕西、新疆酿酒葡萄产区采集的 99份葡萄果粒中分离到酵母 258

株，通过抗性和发酵特性评价，筛选出 3株发酵性能优良的菌株。经菌落特征、细胞形态、生理生

化特性鉴定，结合 26S rDNA D1/D2序列，菌株 ZYFJQ 和 QLM LZ2被鉴定为酿酒酵母，菌株

ZYY73- 2被鉴定为葡萄酒有孢汉逊氏酵母。
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Abstract:258 yeaststrainswereisolated from thesurfaceof99 grapesamplescollected from grapewineproduction area

including Shandong,Gansu,Shanxi,Ningxia and Xinjiang.3 quality yeaststrainsofexcellentferm enting performance

werescreened outbytheevaluation oftheirtoleranceand ferm enting properties.StrainsZYFJQ and QLM LZ wereidenti-

fied asSaccharomyces cerevisiae and strain ZYY73-2 identified asHanseniaspora uvarum bytheanalysisoftheirm orpho-

logicalandphysiologicalcharacteristicsandtheir26S rDNA D1/D2sequence.
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在传统的葡萄和葡萄酒产区，酵母菌逐渐适应了当

地的气候、土壤和葡萄品种，再加上自然选择的作用，形

成了适应当地葡萄酒的菌系。所以，传统葡萄园酿出的

美酒，具有很强的甚至独一无二的地方特性。优良酵母

菌株的获取有两种途径，一是从外引入酵母，二是从天

然酵母中选育。引入酵母由于葡萄品种、栽培及工艺条

件等的变化，在当地葡萄酒生产上并不一定能完全表现

出其优良性状，或不能完全体现产地葡萄酒的品质和特

色[1]。宁夏贺兰山、甘肃武威、山东胶东半岛、新疆吐鲁番

等地是中国葡萄栽培的最适生态区，也是酿酒葡萄原料

和葡萄酒的主要生产基地，可能存在与地方优质名牌葡

萄酒的品种形成相关的天然优良酵母菌株。基于此，我

们对甘肃、宁夏、山东、陕西、新疆的主要酿酒葡萄产地

的野生酵母资源进行了系统的收集，通过耐性实验及酒

精模拟发酵实验，从中筛选出了 3株优良的酵母菌株，

并通过分子鉴定（26 SrDNA D1/D2序列）[2]、形态、生理

生化特征对其进行分类。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验材料

于 2006年 8～10月从新疆吐鲁番、石河子，甘肃武

威黄羊河，宁夏贺兰山东麓，陕北延安、榆林以及山东烟

台酿酒葡萄产区采集成熟的葡萄果粒或压榨汁。样品运

抵实验室后,立即分离酵母菌。

1.1.2 培养基

筛选培养基：葡萄糖 5% ，（NH4）2SO4 0.2% ，KH2PO4

0.25% ，M gSO4·7H2O 0.1% ，FeSO4·7H2O 0.01% ，酵母膏

0.05% ，灭菌后加亚硫酸钠至 30mg/L。

分离和保藏培养基：（YEPD 培养基）酵母膏 1% ，蛋

白胨 2% ，葡萄糖 2% ，琼脂 2% 。麦芽汁培养基：自制。

酵母菌生理生化实验培养基[3]。

发酵培养基[4]：蔗糖 20 % ，酵母膏 1 % ，（NH4）2SO4

0.1% ，KH2PO4 0.1% ，M gSO4·7H2O 0.1% 。
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1.2 方法

1.2.1 酵母的富集培养及分离

称取葡萄果皮 1.0g，加入 50mL 灭菌的液体富集

培养基（加 30m g/L 亚硫酸钠），25℃摇床培养 48h。将

富集液用生理盐水进行不同梯度稀释后涂布于分离纯

化平板上，25℃培养 48h，转接并经多次划线纯化,获得

纯化菌株。纯化菌株保藏于试管斜面或甘油管中，备用。

1.2.2 优良菌株的筛选实验

1.2.2.1 杜氏管发酵实验

麦芽汁发酵法：将活化传代的酵母菌接入带有杜氏

管的麦芽汁（10!Brix）培养基中，25℃培养 48 h，初筛出

产气好的酵母菌株。接种量为 1.0×107cfu/m L。

1.2.2.2 酵母菌的耐性实验[5]

分别采用不同的乙醇浓度 （6% 、8% 、10% 、12% 、

14% 、16% 、18% ）、二氧化硫浓度（100m g/L、200mg/L、

250 mg/L、300 m g/L、350 mg/L、400 mg/L）、pH （1.5、2.0、

2.5、3.0、3.5、4.0）、温度（37℃、45℃）以及糖浓度（10% 、

20% 、30% 、40% 、50% 、60% ）的带有杜氏管的 YPD 培

养基中，25℃培养 3d，选择产气好的菌株。接种量为

1.0×107cfu/m L。

1.2.3 优良菌株的发酵筛选实验

将初筛得到的耐性较好的酵母菌株以 5 % 的接种

量接入发酵培养基，28℃静止发酵（以发酵液重量不再

下降时为发酵终点）。

检测方法[6～7]：发酵力采用 CO2 失重法；酒精度(以

体积百分数计，% vol)采用比重法；残还原糖(g/L)采用费

林法；酸度(以酒石酸 g/L 计)采用滴定法；感官评定项

目包括外观、香味和酒的风格等。

1.2.4 选育酵母的鉴定

常规鉴定：将试验菌株活化 3～4代，镜检合格后，

根据酵母菌分类学研究标准方法对供试菌株进行形态

学观察及生理生化检测[8]。

分子鉴定：26S rDNA D1/D2序列分析法。采用玻

璃珠法[9]提取基因组总 DNA；PCR 扩增：正向引物 NL1

(5’- GCA TAT CGG TAA GCG GAG GAA AAG - 3’)，反

向引物 NL4 (5’- GGT CCG TGT TTC AAG ACG G - 3’)。

PCR 扩增程序：95℃，5m in；（94℃，1min；53℃，8 m in；

72℃，1m in20s）共 36个循环；72℃，10min。然后电泳

和 EB 染色检测目标产物有无及效果。所得 PCR 产物送

交北京华大基因公司测序。

2 结果与分析

2.1 酵母菌株的分离

从山东、甘肃、宁夏、新疆酿酒葡萄产

区收集葡萄果粒 99份，经过富集培养和

划线分离，镜检共分离得到酵母 258株。

2.2 优良菌株的筛选

2.2.1 杜氏管发酵实验

对分离得到的 258株酵母菌进行杜氏管产气实验，

结果显示，在 48h内充满气体的有 68株。进一步进行

菌株耐性实验。

2.2.2 耐性实验

对供试菌株进行不同浓度的酒精、SO2、NaCl、酸碱

度及不同温度的耐性实验。68株中能耐 14% 酒精的有

22株，其中 9株可耐受 16% 的酒精度。进一步的耐 SO2

筛选实验表明，这 9株酵母菌均可耐受 200 m g/L 的

SO2，4株甚至可耐 400mg/L。耐酸实验显示，9株酵母

菌均可耐受 pH 2.0的酸度，有 2株能耐受 pH 1.0的酸

度环境。葡萄酒生产过程的 pH 范围在 3.0～4.0，所以这

9株酵母菌均适宜葡萄酒酵母耐酸性较强的要求。综合

所述，4株供试菌株总体耐性较好，分别命名为 ZYFJQ、

ZYY73- 2、QLM LZ 和 ZYBSBD2，并以此菌株为出发株

完成后续模拟发酵。

2.3 优良菌株的发酵实验

几株优良菌株的发酵实验结果见表 1。

由表 1可知,在 20% 的葡萄糖发酵液中，与所有供

试菌株相比,菌株 QLM LZ 和 ZYFJQ 的酒精产率最高,

分别为 8.8% vol和 7.9% vol；还原糖残留量低,分别为

0.4g/L 和 0.5g/L；发酵力高，72h内 CO2 的失重量分别

为 18.5g和 19.9g。同时,结合感官评定结果，这 2株菌

发酵后的香气纯正、香味浓郁，酒质醇厚。菌株 ZYY73-

2酒精产率虽较低，为 5.0 % vol，但发酵过程中香味突

出，故而作为后续的实验菌株。

2.4 选育优良酵母的鉴定

2.4.1 菌株的形态和培养特征

表 2列出了 3株菌株的形态和培养特征。

2.4.2 生理生化鉴定结果

几株优良菌株的生理生化特征结果见表 3。

表 3表明，基于形态与培养特征、发酵糖、同化碳

源、同化氮源、50% 和 60% 葡萄糖酵母膏中生长、37℃

生长以及抗放线菌酮等试验结果。综合 3个菌株的形态

特征（表 2）、部分生理生化特性（表 3）和 26 S rDNA

D1/D2序列（表 4）鉴定结果，参照《TheYeasts:A Taxo-

nomicStudy》第三版以及分子鉴定的结果,ZYFJQ 和

QLM LZ 酵母菌均被鉴定为酿酒酵母 (Saccharomyces

cerevisiae)； 菌 株 ZYY73- 2 为 葡 萄 酒 有 孢 汉 逊 酵 母

（Hanseniaspora uvarum）。
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3 讨论

3.1 从葡萄果粒分离的酵母菌采用分子鉴定为主，再

结合形态、生理生化鉴定的结果，使得鉴定结果更加准

确、可靠。

3.2 本研究的生理生化鉴定结果与分子鉴定结果稍微

有一些出入，分析原因可能为：实验操作有不足之处，使

鉴定结果出现偏差。例如：碳源同化试验和氮源同化试

验中，我们对标准鉴定方法有所改进，采用了固体生长

谱法，即在 YEPD 培养基上涂布供试碳源或氮源，接种

供试菌后在 28℃培养 2～3d，通过观察菌落生长情况

的方法来确定供试菌株能否同化被测碳源或氮源。这一

方法能大量减少劳动量，节约试剂，但是存在一定不足。

首先，在涂布时，有可能涂布不均，造成局部浓度过高或

过低，进而影响酵母菌的生长，从而影响了鉴定结果的

准确性。其次，这一方法的试验结果没有液体生长谱法

明显直观。采用这一方法在对鉴定结果的统计上，由于

存在主观判断的差异可能对某些结果的判断出现偏差。

另外，供试菌株可能由于生存环境的不同而与模式菌株

确有差异。进一步证实后，可以确定部分供试菌为模式

菌的变种，这表明，葡萄果粒有丰富的野生酵母菌。

3.3 初步研究表明,菌株 ZYFJQ 和 QLM LZ 性能稳定，

发酵力强。其中，汉逊酵母属菌株 ZYY73- 2在发酵过程

中高产乙酸乙酯，从而增加了产品的香味，可用于酿酒

和食品工业。对筛选出的 3株优良菌株的葡萄酒酿造试

验正在进行之中，以期筛选、分离获得更优异的菌株。
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由图 1 可看出，在培养时间为 0～28 h 内，随着培

养时间的延长，菌体密度逐渐增大，当培养时间为 28

h 时，菌株密度达到最大值，吸光度达到 6.30；在 28～

38 h 内菌体密度随培养时间的延长而逐渐降低,但下

降幅度不大，吸光度仅下降了 0.45，这表明，S2.101 菌

株最适宜的培养时间为 28 h。

2.5 温度对 S2.101生长的影响（图 2）

温度的高低影响微生物的生长、繁殖和新陈代谢，

过高的温度会导致蛋白质或核酸的变性失活，而过低的

温度会使酶活力受到抑制，细胞的新陈代谢活力减弱[4]。

由图 2 可看出，温度在 26～30 ℃内，随着培养温

度的升高，菌体密度逐渐增大，当温度为 30 ℃时，菌体

密度达到最大值，温度超过 30 ℃后，随着温度的升高菌

体密度逐渐降低。表明适宜的温度有利于菌株的生长，

S2.101酵母菌株的最适生长温度为 30 ℃。

2.6 pH 值对 S2.101生长的影响

pH 值对菌株 S2.101生长的影响结果见图 3。

最适生长 pH 值是指细胞在最高生长率所需的 pH

值，在此 pH 值下能获得最大的细胞量，并且细胞生长

过程中所需的有关酶的活性也最高。由图 3可看出，菌

株在 pH 值为 4.0～9.0 之间均能生长，在 pH 值为

4.0～6.0之间均能较好地生长，当 pH 值为 6.0时，菌体

密度达到最大值，pH 值大于 6.0 时对菌株生长有较强

的抑制作用，由此得出，菌株 S2.101 生长最适宜的 pH

值为 6.0。

3 结论与讨论

3.1 实验证明，S2.101 酿酒酵母对高粱和小麦糖化

液的发酵力最强，发酵 7 d 时，发酵力分别为 3.179

g/50 m L和 3.034 g/50 m L；对玉米和大米糖化液也有

较强的发酵力，7 d 的发酵力分别为 2.703 g/50 m L 和

2.763 g/50 m L，并且对 4种主要酿酒原料的糖化液，其

发酵力均是随着发酵时间的延长而逐渐增加，发酵液糖

度随发酵时间的延长而逐渐降低，因此 S2.101不失为

一株适合白酒窖内缓慢发酵和适应性广的优良酿酒酵

母菌株。

3.2 在液体酵母合成培养基中添入 50 % 的麸皮培养

基制成的混合培养基，不仅有利于酵母菌的生长，而且

能够大大地降低培养酵母菌液的成本。

3.3 S2.101优良酵母菌株的最佳生长时间为 28 h，最

适生长温度为 30 ℃，最适生长 pH 值为 6.0。

3.4 通过对 S2.101 优良酿酒酵母菌株的最适生长条

件研究，为 S2.101酵母菌液的生产和在酿酒生产上的

推广应用提供了理论依据。
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图 1 不同的培养时间下菌株 S2.101的生长情况

图 2 温度对菌株 S2.101生长的影响

图 3 pH 值对菌株 S2.101生长的影响
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