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两株野生沙棘酵母菌株的分子生物学
鉴定及其发酵特性

王 曦，田瑞华，万永青，魏立杰，崔洪飞
（内蒙古农业大学生命科学学院，内蒙古 呼和浩特 010018）

摘 要： 应用 26S rDNA D1/D2区域序列测定和系统发育分析，对从野生沙棘果中分离出的两株酵母菌 JHZ3、
WKZ1-2进行了鉴定。结果表明，其分别为葡萄汁有孢汉逊酵母 (Hanseniaspora uvarum) 和戴尔凯氏有孢圆酵母
(Torulaspora delbrueckii)。对这两株菌发酵特性的研究结果表明，JHZ3和WKZ1-2在较强酸性条件下发酵能力强。
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Molecular Biological Identification of Two Wild Sea Buckthorn Strains
and the Fermentation Characteristics
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(College of Life Science, Inner Mongolia Agricultural University, Huhhot, Inner Mongolia 010018, China)

Abstract: 26S rDNA D1 / D2 area sequencing and system development analysis was applied to identify two yeast strains JHZ3 and WKZ1-2 iso-
lated from wild sea buckthorn fruits. The results showed that they were spore han Hudson yeast (Hanseniaspora uvarum) and DaiErKai's spore
round yeast (Torulaspora delbrueckii) respectively. The research on their fermenting performance indicated that JHZ3 was better than WKZ1-2 in
fermenting capacity in high acid conditions.
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沙棘 （Hippophae rhamnoides L.）， 属胡颓子科沙棘
属，野生灌木或乔木[1]，其浆果含有丰富的营养和生物活
性物质。我国是世界上沙棘属植物类群分布最广的国家，
沙棘资源蕴藏量最大， 占世界沙棘总面积的 95 %以上，
素有“沙棘王国”之称。
沙棘属于高纬度耐寒作物， 其浆果上的酵母具有独

特作用。在沙棘果酒的发酵过程中，酵母菌的选择极为重
要，是影响沙棘果酒品质和典型性的重要因素。
由于酵母菌数目庞大，种间差异较大，给酵母菌的初

步鉴定带来很大的不确定性。 随着分子生物学技术的发
展，一些分子水平的分类方法被应用于酵母菌分类中，主
要包括 18S rDNA序列分析、26S rDNA 序列分析、ITS1-
5.8S rDNA-ITS2序列分析等[2]。 26S rDNA D1/D2区域位
于大亚基的 5' -端 ，序列长度在 600 bp 左右[3]。 GUTEL
L[4]等研究表明，这段区域具有较高的变异率，可以用于
亲缘关系较近的菌株之间的分类研究。目前，这一区域序

列在酵母菌分类研究的所有分子生物学方法中是应用最

多的。
本试验通过酵母菌发酵力、 温度和 pH 值等特性指

标试验 [5]， 从沙棘果中筛选出两株酵母菌 JHZ3 和
WKZ1-2， 并通过 WL 营养琼脂培养基 [6]和 26S rD-
NAD1\D2 区域序列分析将其分别初步鉴定为 Hanseni-
aspora uvarum 和 Torulaspora delbrueckii， 为选育优良沙
棘果酒酿造酵母提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 菌株
在内蒙古呼和浩特市和林县境内的不同野生沙棘果

林中无菌采摘沙棘果，从沙棘果表皮上分离、纯化出酵母
菌株。
1.1.2 培养基

3 %麦芽浸粉新鲜培养基 ： 麦芽浸粉 30 g，dH2O
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1000 mL，灭菌。
2 %麦芽浸粉固体培养基 ： 麦芽浸粉 20 g，dH2O

1000 mL，灭菌。
WL 营养琼脂培养基：0.4 %酵母浸粉，0.5 %蛋白

胨，5 %葡萄糖，2 %琼脂，储液 A(40 mL/1000 mL)，储液
B(1 mL/1000 mL)，调 pH 值至 6.5，灭菌后 ，加储液 C
(1 mL/1000 mL)。
储液 A：5.5 g 磷酸二氢钾，4.25 g 氯化钾，1.25 g 氯

化钙，1.25 g硫酸镁，混匀溶解并定容至 400 mL。
储液 B：0.25 g氯化铁，0.25 g硫酸锰，混匀并定容至

100 mL。
储液 C：0.44 g溴甲酚绿，水 10mL，酒精 10 mL。

1.1.3 主要试剂
酵母菌 26S rDNA D1\D2 区域序列扩增引物 NL1

(5'-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG -3')和
NL4(5'-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3')，上海生工
公司；琼脂糖凝胶回收试剂盒，天根生物科技有限公司；
DNA marker、PCR 反应体系， 北京全时金生物科技有限
公司；琼脂糖，中科瑞泰(北京)生物科技有限公司。
1.2 方法
1.2.1 菌株的分离与形态鉴定
将沙棘果粒置于麦芽浸粉液体培养基 28 ℃培养

2 d，至培养液浑浊。 将培养液稀释成适当的梯度（10-3～
10-4）， 取 1 mL 菌液， 涂布于麦芽浸粉平板，28℃培养
2～3 d，随机挑取单菌落，在麦芽浸粉平板上划线纯化。
将纯化好的菌株活化培养 2 d，于WL营养培养基上进行
划线分离，28℃培养 5 d，观察并记录菌落颜色以形态。
1.2.2 发酵力试验
本试验采用二氧化碳失重法。 将菌株按 3 %的接种

量接入 250 mL三角瓶内，培养基 pH 值为 5.0 的麦芽液
体培养基，然后置于 28℃±1℃培养箱内培养 7 d 左右，
每天称重测二氧化碳失重量，待发酵结束后，以二氧化碳
的减少量计算发酵力。
1.2.3 温度实验
准备装有 100 mL 麦芽液体培养基的 250 mL 三

角瓶， 灭菌后接入 1 %的活化后菌液分别放入 20℃、
24℃、28℃、32℃、36℃的培养箱内培养，每个培养箱内
放入 2个平行和 1个空白对照，7 d后用气相色谱仪测定
酒精含量。
1.2.4 pH值试验
准备装有 100 mL麦芽液体培养基的三角瓶， 利用

氢氧化钠和盐酸分别调节其 pH 值为 2.0、3.5、4.0、4.5、
5.0、6.0，每个值设 2个平行，并设 1个空白对照。 灭菌后
接入 3 %的活化后菌液，放入 28℃培养箱里培养，每天

测其二氧化碳失重量。
1.2.5 26S rDNA D1/D2区域序列扩增
用热裂解法微量提取酵母菌 DNA。 PCR 反应体系

(50 μL) 为：2×Taq Master Mix 25 μL，10 μmol/L 正向和
反向引物各 1 μL，DNA 模版 2 μL，ddH2O 21 μL；PCR
反应条件：94℃预变性 3 min，94℃变性 30 s，53℃退火
30 s，72℃延伸 45 s（30个循环，最后 72℃延伸 10 min）。
1.2.6 系统发育分析
取 PCR产物在 1.4 %琼脂糖凝胶上电泳。 电泳完毕

后于紫外灯下切取目的条带，进行凝胶回收，将纯化好的
PCR 产物送北京华大基因进行测序。 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(BLAST Search)，比较测序菌株与已知酵母菌
相应序列的相似程度。 为显示测序菌株和已知酵母菌的
亲缘关系及系统地位 ， 根据相似序列搜索结果 ，用
Clustal X软件对测试菌株和相关菌株的多个序列进行匹
配分析，使用 MEGA 4 软件进行多序列对位排列，并采
用 MEGA 4 软件包中的 Kimuran-Parameter Distance 模
型及 Neighbour-joining 方法构建系统发育树， 并进行
1000次 Bootstrap检验。

2 结果与分析

2.1 菌株的形态鉴定
WL营养琼脂培养基是被设计用来监测饮料发酵过

程中微生物类群的一种非选择性培养基。 Cavazza[7]等研
究表明， 在葡萄酒自然发酵过程中出现的大多数典型酵
母菌种都可以用WL营养琼脂培养基根据菌落颜色及形
态对其加以区分（见表 2）。

JHZ3、KKZ1-2 在 WL 营养琼脂培养基上的菌落形
态见表 1。 通过对两株酵母菌在 WL营养琼脂培养基上
的菌落颜色及形态差异的比较(图 1、图 2)，对照表 2 可
以把 JHZ3 和 WKZ1-2 分别初步鉴定为 Hanseniaspora
uvarum和 Torulaspora delbrueckii。

2.2 发酵力试验
对菌株 JHZ3 和 KKZ1-2 在同等条件下进行发酵

力测定。测定结果见表 3。由表 3 可见：在相同试验条件
下， 两菌株的发酵力随发酵时间的变化趋势是一致的。
在 24 h 左右，两菌株的发酵力最强，发酵最为旺盛；48 h
后两菌株的发酵力都明显减弱， 虽然在 96 h 有所回升，
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但整体仍呈下降趋势。 同时， 从表 3也可以看出， 菌株
WKZ1-2的发酵力明显高于 JHZ3。

2.3 温度对菌株发酵的影响
根据发酵力试验结果， 对菌株 JHZ3 和 KKZ1-2 在

不同的温度下发酵 144 h 后的酒精含量进行测定， 结果
见图 3、图 4。
从图 3可以看出，JHZ3在 24℃左右时，酒精含量达

到最大值，接近 10 %vol，说明在此温度下，发酵能力最

强；当温度超过 24℃时，酒精含量大幅度下降，说明较高
温度对发酵的抑制作用明显。
从图 4 可以看出，WKZ1-2 在 20℃和 32℃时都具

有较高的酒精含量；但是从 20℃到 28℃，酒精含量下降
幅度缓慢，温度对发酵的抑制作用不明显；当达到 32℃
时，酒精含量达到最大值，接近 4.5 %vol，说明在此温度
下，发酵能力最强；随着温度的进一步升高，发酵酒精含
量大幅度下降，说明，高温对发酵的抑制作用明显。
2.4 最适生长 pH值
根据温度实验，对菌株 JHZ3 在不同发酵 pH值下以

24℃发酵 144 h，测定二氧化碳失重量，结果见图 5；菌株
WKZ1-2在 32℃的二氧化碳测定结果见图 6。
由图 5可知，pH值在 4.0 时，菌株 JHZ3 的二氧化碳

失重量最大。 当 pH值升高至 4.5时，二氧化碳失重量的

图 2 WKZ1-2在WL营养琼脂培养基上的菌落形态

图 1 JHZ3在WL营养琼脂培养基上的菌落形态

图 4 WKZ1-2酒精含量随温度的变化趋势图

图 3 JHZ3酒精含量随温度的变化趋势图
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图 6 WKZ1-2二氧化碳失重量随发酵 pH值的变化

图 5 JHZ3二氧化碳失重量随发酵 pH值的变化
M：DL2000 DNA Marker；1：JHZ3；2：WKZ1-2
图 7 26S rDNA D1/D2区域序列扩增产物电泳图

图 8 JHZ3、WKZ1-2 26S rDNA D1/D2区域基因序列系统发育树
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下降趋势显著，这说明，较高的酸性环境有利于菌株的发
酵， 也体现了从酸度较高的野生沙棘果筛选到的酵母菌
株的特殊性。
由图 6可知，pH值在 3.5～4.5时， 二氧化碳失重量

的变化呈先减少再增加的趋势，pH4.5 时，菌株 WKZ1-2
的二氧化碳失重量最大。 随着 pH值的进一步升高，二氧
化碳失重量的下降趋势显著，这说明，菌株可能由于自身
的某种调节机制而适应较高的酸性环境， 以此选择最适
宜的生长环境。从整个发酵发展趋势来看，该菌株的最适
pH值为 4.5。
2.5 酵母菌株 26S rDNA D1/D2区域序列扩增
对菌株 JHZ3 和 WKZ1-2 进行 PCR 扩增、电泳检测

(图 7)，其目的条带片段均在 600 bp 左右。 将产物回收、
纯化，由北京华大基因公司测序。

2.6 系统发育分析
测序结果表明，菌株 JHZ3 和 WKZ1-2 的 26S rDNA

D1/D2区域基因序列分别为 592 bp和 572 bp。 将两菌株
的 26S rDNA D1/D2 序列与 Genbank 数据库中的已知的
模式菌株序列进行比对分析，构建系统发育树(图 8)。
从图 8 中可以看到 ，JHZ3、WKZ1 -2 分别位于

Hanseniaspora uvarum、Torulaspora delbrueckii 两个独立
分 支 上 。 JHZ3 与 Hanseniaspora uvarum 同 源 性 为
99.12 %，WKZ1-2 与 Torulaspora delbrueckii 的同源性为
99.64 %。 根据 Peterson 和 Kurtzman 确定的大亚基 5'端
D1/D2区域的差异范围， 即在同种间菌株的差异不超过
1 % [8]， 可以确定 JHZ3 为 Hanseniaspora uvarum 种 ，
WKZ1-2为 Torulaspora delbrueckii 种。

3 讨论

沙棘属高纬度耐寒作物， 从其果实表面筛选出了两
株酿酒酵母菌种-Hanseniaspora uvarum 和 Torulaspora
delbrueckii，属于分布较广的菌种。 WL营养琼脂培养基
在初步鉴定酿酒酵母的菌种中得到了较为广泛的应用，
但是大多都是对从葡萄上分离的酵母菌株进行研究。 通
过查阅文献， 还未曾有人应用从沙棘果上分离的酵母菌
株。 本研究可以证明，WL营养琼脂培养基在对野生沙棘
果酵母的菌株鉴定方面是具有一定的准确性与可行性

的。
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图 4 发酵液中总还原糖含量的变化

菌株双乙酰峰值高，还原能力减弱；基因工程菌株实际发
酵度降低；基因工程菌株与对照菌株产酒精能力相近。
尽管基因工程菌在各项指标上都有不同程度的下

降，但数值都在正常范围内，因此基因工程菌株具有可应
用于保健啤酒生产的潜能。
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通过相关特性试验研究， 发现 JHZ3 在较高酸性条
件下发酵能力强。 天然沙棘浆果的 pH 值约为 2.0，这表
明， 沙棘酵母在长期的自然驯化过程中已经适应了较高
的酸性环境， 这为耐酸酵母菌株的筛选提供了一个新的
样品资源。
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湖北枝江酒业首季突破 20亿元产值大关
本刊讯：2012年 4月 6日，笔者从湖北省枝江市经济和信息化局获悉：今年 1～3月，湖北枝江酒业集团积极应对

高端白酒市场出现萎缩，全国白酒销售量明显下滑的不利局面，逆势而上，突破 20亿元产值大关，胜利实现首季开门
红。完成现价工业总产值 211759.4万元，比 2011年同期的 159389.3万元增长 23.5 %；实现销售工业总产值 211698.4
万元，比 2011年同期的 159469.7万元增长 32.8 %；实现工业产品销售率 100 %；生产枝江系列白酒(折 65度、商品量)
29000千升，比 2011年同期的 26000千升增长 11.5 %。
今年第一季度，湖北枝江酒业第三届卫冕省委、省政府命名的“全省最佳文明单位”，第三次夺取被誉为“宜昌经

济奥斯卡”的“宜昌经济年度贡献企业”奖。湖北枝江酒业总经理张春雷获评“2011年宜昌经济年度杰出人物”；董事长
蒋红星被枝江市委、市政府作为第二届“枝江市道德模范”，授予“助人为乐模范”荣誉称号。 (杨至爱）
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