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摘 要： 从市售鸭梨果皮中分离出 $ 株酵母菌，经形态与培养特征、酵母假菌丝的观察、酵母菌

子囊孢子的观察和生理生化试验，初步鉴定将酵母菌株 /0 定为酵母属的酿酒酵母（!"##$"%
&’()#*+ #*&*,-+-,*）。（孙悟）
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梨广泛分布在山东、河北等地，是一种营养丰富、口

味极佳的果品，是继苹果和柑桔之后的第三大果树树

种。近十年来鸭梨的种植面积在不断增大，鸭梨资源非

常丰富。但由于缺乏鸭梨深加工，致使鸭梨价格有所下

降。响应国家提倡酿造低度果酒的号召，以鸭梨酿造鸭

梨果酒，成为缓解这一压力的有效途径。在果酒的酿造

中，菌种性能的好坏直接影响到果酒的质量。通过实验

证明，用市售的几种酵母菌酿造的鸭梨酒在感官评定上

都不同程度地存在缺陷。这除了与鸭梨果实本身淡雅的

风味有关外，还与所用的酵母菌种有关。

本实验室从市售的鸭梨果皮中分离得到一株酵母

菌，命名为 /0Z它符合酿酒酵母的一般特征，所酿造的

鸭梨果酒具有较好的典型性，是一株优良的适宜果酒酿

造的酵母菌种。经过形态观察和生理生化试验，该酵母

菌被鉴定为酵母属中的酿酒酵母 （!"##$"&’()#*+ #*&*%
,-+-"*）。

$ 材料与方法

$($ 材料

富集培养基：麦芽汁培养基，购自保定市八达啤酒

厂。

酵母菌分离培养基[麦芽汁琼脂培养基。

酵母菌鉴定培养基：参考《*E= I=>QOQ[ > O>X’?’S:D
QOC@I》\$]和《常见与常用真菌》\!]。

生化鉴定糖类：葡萄糖、半乳糖、麦芽糖、棉子糖、纤

维二糖、肌醇、核糖、赤藓糖醇、鼠李糖、木糖、核糖醇、柠

檬酸、琥珀酸、甘露糖、可溶性淀粉、阿拉伯糖、海藻糖，

均为分析纯。

其他试剂及材料：主要有购自 1:FS> 公司的放线菌

酮、乙胺、尸胺，市售玉米粉，等等。

$(! 方法

酵母鉴定方法参考《*E= 0=>QO：> O>X’?’S:D QOC@I》

（第三版）\$]。

$(!($ 形态与培养特征

将菌种接种到麦芽汁液体培养基中，!6 ^，培养 %_
- @，观察是否发酵、培养液的清浊情况、是否形成环或

岛、沉淀量多少以及松紧状况，并用水浸法制片于显微

镜下观察，以目镜测微尺和镜台测微尺测其营养细胞的

大小。将酵母在豆芽汁琼脂培养基平板上划线，!6 ^，培
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养 !"# $，观察其菌落形态。

%&’&’ 酵母假菌丝的观察

将已活化好的酵母划线于玉米粉琼脂培养基平板

上，每个平板划 ’"! 条，在菌线上盖以无菌盖玻片，’( )
培养 *"%+ $。镜检是否有假菌丝。

%&’&! 酵母菌子囊孢子的观察

在接种到生孢培养基之前，菌株在麦芽汁培养基

上，’* )重新培养 %"’ $，进行活化。将已活化好的酵母

在产孢子培养基斜面上划线，’* )培养 ! $，镜检是否有

子囊孢子。如未见孢子需继续培养，保持 #", 周，每周再

检查是否出现子囊孢子。注意观察子囊形成前是否有接

合现象，子囊与子囊孢子的形状，每一子囊内孢子的数

目，孢子是否有颜色。

%&’&# 生理生化试验

进行生理生化试验的目的是将两株自选酵母鉴定

到种，这些生理生化试验包括以下的发酵糖类试验、同

化碳源试验、同化氮源（硝酸钾、乙胺、尸胺）试验、生成

类淀粉化合物试验、无维生素生长测试、在 *+ -（. / .）

葡萄糖0酵母膏中生长测试和在 %+++ 12 / 3 放线菌酮抗

性试验 , 个方面，其具体操作方法与步骤如下：

%&’&#&% 发酵糖类试验

鉴定所需发酵碳源为葡萄糖、麦芽糖、半乳糖、乳糖

和蔗糖。

将上述糖分别加入到含有杜氏发酵管的生理生化

培养基中，使之含量达到 *+ 1145 / 3，经过滤（+&’+ !1）

除菌。酵母菌经活化后分别接入到上述培养基中，’* )
培养 ’"# 周后观察，以杜试小管中有气泡计为阳性，无

气泡为阴性。试验重复 ! 次。

%&’&#&’ 同化碳源试验

鉴定所需同化物质共 %( 种，为半乳糖、棉籽糖、赤

藓糖醇、蔗糖、可溶性淀粉、核糖醇、麦芽糖、60木糖、60
甘露糖醇、纤维二糖、30阿拉伯糖、琥珀酸、海藻糖、60
核糖、柠檬酸、乳糖、30鼠李糖和肌醇。

将上述糖分别加入到生理生化培养基中，使之含量

达到 *+ 1145 / 3，经过滤（+&’+ !1）除菌。酵母菌经活化

后分别接入到上述培养基中，’* )条件下培养 ’"# 周后

观察，以试管中出现混浊计为阳性，否则计为阴性。第一

次观察为阴性的试管，为了防止出现假阳性，需要再转

接一次。重复 ! 次，以不加糖的培养基为对照。

结果观察标准：将已培养数天的试管于混合振荡器

上摇动，使内容物充分混匀。在一张白色卡片上画一条

约 ! / # 11 宽的线，将卡片紧靠试管，直对自然光观察，

如果管中溶液的混浊度完全将线掩盖，记此结果为777；

如 果 透 过 试 管 中 溶 液 仅 能 看 到 不 连 续 的 线 段 ， 则 记

为77；如果能看到不连续线段的清晰边缘，则记为7；如

果溶液非常澄清，记为0，即说明未有酵母生长。

%&’&#&! 同化硝酸钾、乙胺、尸胺试验

该试验主要考察酵母菌在分别以硝酸钾、乙胺和尸

胺为唯一氮源时的生长情况，向同化碳源培养基中加入

硝酸钾，加入量为 +&+8( -9. / .:，%%* )灭菌 ’+ 1;<。向

同化碳源培养基中加入乙胺9尸胺:，加入量为乙胺 +&+,#
-9. / .:，尸胺 +&+,( -9. / .:，过滤（+&’+ !1）除菌，接 种

已活化好的酵母，于 ’* )培养 % 周。试验重复 ! 次，以

不加硝酸钾、乙胺和尸胺的培养基为对照。结果观察标

准同碳源同化测试。

%&’&#&# 生成类淀粉化合物试验

将培养基倒平板 （平板厚度约为培养皿高度的 % /
!），接种已活化好的酵母，于 ’( )培养 %"’ 周后，在平

板长菌处周围滴加刘格氏碘液，凡能产生类淀粉化合物

的酵母会在菌落周围呈现蓝色。

%&’&#&* 无维生素生长测试

培养基经过滤（+&’+ !1）除菌，无菌操作接种已活

化好的酵母菌，’* )培养 8 $ 后观察。为避免由于接种

而混入的微量维生素而引起的误差，可将已培养 8 $ 的

初始培养液作为酵母的活化液，取少量接种到另一无维

生素培养基试管中，经 ’* )培养 8 $ 后观察结果。结果

观察标准如碳源同化测试，如果试管中溶液呈现777，则

说明该酵母具有合成生长所需的维生素的能力；若为77
或7，则说明无此能力。

%&’&#&, 在 *+ -9. / .:葡萄糖0酵母膏中生长测试

将 *+ 2 葡萄糖溶于 *+ 13 含有 +&% -酵母膏的水

中 ，然 后 加 入 ! -9. / =:琼 脂 ，溶 解 后 分 装 试 管 ，每 管 *
13，%%* )灭菌 %+ 1;<，取出做斜面9注意：灭菌过度将会

导致培养基褐变，灭菌后已褐变的培养基不易再用:。将

已活化好的酵母在上述培养基斜面上划线，经 ’* )培

养 * $ 后观察有无生长现象。为防止培养期间由于水分

蒸发而导致培养基的渗透压进一步加大，可用不透气的

塑料纸将试管密封。

%&’&#&8 %+++ 12 / 3 放线酮抗性测试

溶解 % 2 放线酮于 ’&* 13 丙酮中，向丙酮溶液中加

入 ,&8 2 氮源基础培养基，再加入含 %+ 2 葡萄糖的蒸馏

水 ，充 分 混 匀 后 过 滤 （+&’+ !1）除 菌 ，该 溶 液 含 放 线 酮

%++++ 12 / 3。取上述溶液 +&* 13 加入到含 #&* 13 蒸馏

水（以高压灭菌）的试管中，为含 %+++ 12 / 3 放线酮的培

养基。向培养基中接种已活化好的酵母，于 ’* )培养 !
周。结果观察标准同碳源同化测试。7 阳性，生长较快；

7> 阳性，生长较慢；0（7） 阴性，但有少量生长；0 阴

性，没有生长。
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! 结果与分析

!($ 酵母菌细胞形态和培养特征

将酵母菌 01 接种于麦芽汁培养基中，于 !/ 2，培

养 % 3 后，镜检。观察其形态、生殖方式、有无假菌丝等

情况，并用目镜测微尺测量细胞的大小。结果见表 $。

酵母菌 01 在麦芽汁液体培养基中培养 4 3 后，不

形成醭，菌液浑浊，产气明显，有沉淀；在麦芽汁琼脂培

养基上生长的菌落为乳白色，圆形，有光泽，边缘整齐，

粘稠，易挑起；在生孢子 5+678 培养基上 !/ 2培养 $9-
周后，有子囊孢子形成；两者均能形成 $，!，- 个子囊孢

子，孢子壁光滑，见图 $9%；在有盖玻片的玉米粉琼脂培

养基上 !# 2培养 $" 3 左右，镜检不能形成假菌丝；无类

淀粉化合物生成；在以硝酸钾为唯一氮源的培养基上不

生长。综上所述，根据《*:6 16;<=<> ; =;?’8’@AB <=C37》D
可初步判断所筛选的两株酵母菌均属于酵母属E$，%F。

!(! 生理生化试验

!(!($ 发酵糖试验)见表 !,

!(!(! 同化碳源试验（见表 %）

!(!(% 其他生理试验（见表 -）

% 结论

根据以上鉴定结果，参考文献E$F和E-F，自选酵母菌

株 01 为 酵 母 属 的 酿 酒 酵 母 （!"##$"%&’(#)* #)%)+,-
*,+)）。
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图 % 酵母菌 01 生成 - 个孢子（V$""R）

图 $ 酵母菌 01 生成 $ 个孢子（V$""R）

图 ! 酵母菌 01 生成 ! 个孢子（V$""R）

 

! "# $% &’ ()*+,- 
!" !"# !" !"# !"# !" 
!"! "! "! "! "! #!

 

! "# $%&’()*+ 
!" !" !"#$m! !"#$ !"#$% 
GY! !"#$ 5.4!(3.86!7.85)! !"#$% &%

! "# $%& ’( )*+,-./0#
!"! "#! $%! "#! $%! "#!
&’! (! )*+,! (! -.! (!
/,! 00! 12,! (! 345! (!
67,! 00! 8,! (! 9:,! 000!
;<,! 00! =>5! (! ?@,’! (!
<,! (! A,’! (! BCD,! (!
EF,! 00! A,! (! GH,’! (!
!"#!"#$%&’()*++"#$,-./012345

678(9:;<)*+++"#$=>?@A<BCDEF6G
HIJ

 ! "# $%& ’( )*+,-./0!
!"# $%# !"# $%#

&’()*# +# ,- ./01+23456# +#
7’89)*# +# :;<56# ++!
!"#$%&’ (’ ) *+++ ,-./ 0123456’ (’
785956’ :::’ ’ ’
!"#!!!"#$%&’()*+!!"#$%&’,)*+-"

#$./0123
 


