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摘 要： 从习酒大曲中分离到优势酵母菌 24 株，选择了其中具有代表性的 5 株纯培养菌株。经菌落特征、细胞形

态、生理生化特性等常规分类方法，结合 18S rDNA 序列分析，对这 5 株酵母菌做了系统鉴定。结果表明，Q0-45 和

Saccharomyces sp.、Q0-47 和 Debaryomyces hansenii、Q1XP-6 和 Candida pseudolambica、Q1XP-8 和 Issatchenkia orien－
tali、Q1XX-46 和 Saccharomyces cerevisiae 分别具有较高的相似性。经典分类学和分子生物学方法的结合，对传统白

酒微生物菌群的快速、准确认识和目的性纯菌株的利用具有重要意义。
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Abstract: 24 dominant yeast strains had been isolated from Xijiu Daqu starter and 5 representative pure culture strains were selected. These 5
strains were identified through general classification methods (including colony characteristics, cell morphology, physiological and biochemical
properties etc.) supplemented with 18S rDNA sequence analysis. The results showed that Q0-45 and Saccharomyces sp., Q0-47 and Debaryomyces
hansenii, Q1XP-6 and Candida pseudolambica, Q1XP-8 and Issatchenkia orientali, and Q1XX-46 and Saccharomyces cerevisiae showed high simi-
larities respectively. The combination of classical taxonomy and molecular biological methods was of great significance in rapid and accurate i-
dentification of microbial community in traditional liquor and the use of pure strains.
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大曲是酿制传统大曲酒的糖化剂、发酵剂和增香剂，
同时也是传统白酒酿造的中间原料和生产动力， 含有多

种微生物及产生的多种酶类， 在酿造过程中起着重要的

糖化、发酵和生香的作用，直接或间接影响白酒的产量、
质量和风格 [1-3]。 浓香型习酒大曲的制作工艺为自然发

酵，网罗和富集了原材料和环境中的微生物，微生物区系

十分复杂。经初步分类鉴定，浓香型习酒大曲中包含不少

于 2 个属的细菌、不少于 5 个属的丝状真菌、不少于 5 个

属的酵母菌[4]。 酵母菌是大曲主要功能微生物菌群之一，
主要有产酒的酒精酵母类群和产香的产酯酵母类群 [5]。
不同类群酵母菌的数量及构成， 对大曲酒产率及风格特

征具有极大影响。因此，研究大曲中酵母菌的组成对提高

大曲质量有重要意义。

1 材料与方法

1.1 样品

贵州茅台酒厂（集团）习酒有限责任公司，夏季大曲。

1.2 试剂和设备

0.067 %孟加拉红，青霉素钠（添加量为 1600 U/mL）；
UNIQ-10 柱式细菌基因组 DNA 抽提试剂盒， 购自上海

生 工 生 物 工 程 技 术 服 务 有 限 公 司 ；2×Taq PCR Master-
Mix， 购自北京天根生化科技有限公司；PCR 扩增引物，
购自上海生工生物工程技术服务有限公司；无菌工作台，
电热恒温培养箱，显微镜，压力灭菌锅等。
1.3 培养基

1.3.1 YEPD 培养基

葡萄糖 20 g，蛋白胨 20 g，酵母膏 10 g，琼脂 20 g，水

1000 mL，115℃灭菌 30 min。
1.3.2 葡萄糖发酵培养基

黄豆芽 125 g，酵母膏 6 g，葡萄糖 20 g，水 1000 mL，
115℃灭菌 30 min。
1.3.3 氮源同化培养基[6]

葡萄糖 20 g，KH2PO4 1 g，MgSO4·7H2O 0.5 g，酵母膏
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0.2 g，琼脂 20 g，水 1000 mL，过滤后分装试管，115℃灭

菌 30 min。
1.4 实验方法

1.4.1 酵母菌的分离

采用平板稀释法分离菌株[7]。 25℃培养 2～3 d，以菌

落外观形态为主，配合菌体形态，观察计数，2～3 次纯化

后接入斜面，置于冰箱 4℃保存。
1.4.2 酵母菌的常规鉴定

1.4.2.1 酵母菌的形态学观察[8-9]

将菌株分别移接于 YEPD 培养基中， 于 25℃下培

养 3 d 后观察其细胞形态及菌落形态特征。
1.4.2.2 酵母菌的生理学特性比较

1.4.2.2.1 发酵糖类实验

选用糖发酵培养基，接种后 25℃培养, 每隔 12 h 观

察发酵情况。
1.4.2.2.2 氮源同化实验

选用氮源同化培养基，接种后 25℃培养 2 d 观察。
1.4.3 酵母菌的分子鉴定

1.4.3.1 总基因组 DNA 提取

收集过夜培养的细胞，用裂解液（100 mmol/L Tris-
CI, 5 mmol/L EDTA, 500 mmol/L NaCI, 1 %SDS, pH 7.5）
重悬，在-20℃反复冻融 3 次后，65℃处理样品 30 min，
4℃，12000 r/min， 离心 10 min， 收 集 上 清 液 即 释 放 的

DNA。 利 用 试 剂 盒 中 DNA 特 异 性 吸 附 柱 并 根 据 说 明

书操作步骤对基因组进行漂洗，洗脱，收集。DNA 置于

-20℃保存。
1.4.3.2 18S rDNA 片段扩增及测序

用引物 EF4（5'-GGAAGGGRTGTATTTATTAG-3'）
和 EF3 （5'-TCCTAAATGACCAAGTTTG-3'） [10]。反应体

系（50 μL）为：模板 DNA 4 μL，引物 EF4（10 μmol/L）和

EF3（10 μmol/L）各 2 μL，2×PCR MasterMix 25 μL，双蒸

水 17 μL。 PCR 程序如下：94℃预变性 5 min；94℃变性

1 min，48℃退火 1 min，72℃延伸 2 min， 共循环 35 次；
最后 72℃延伸 10 min，4℃保存。PCR 产物纯化后测序，
测序由上海生工生物工程技术服务有限公司完成。
1.4.3.3 菌株同源性比对

用 18S rDNA 序列的测序结果在 GenBank 数据库中

进行同源性序列搜索， 以比较分离菌株与已知酵母菌相

应序列的相似性。

2 结果与讨论

2.1 大曲酵母菌纯菌株分离结果

从习酒大曲（发酵期）中分离到优势酵母菌 24 株，根

据其形态和培养特征， 选取最有代表性的 5 株纯培养菌

株 。 分 别 编 号 为 ：Q0-45，Q0-47，Q1XP -6，Q1XP -8 和

Q1XX-46。

2.2 常规分类鉴定结果

根据各菌株的细胞形态、菌落形态，以及生理生化培

养特性，参照《酵母菌的特征与鉴定手册》的检索路径，对

上述 5 菌株进行了基本的分类， 初步将 Q0-45、Q0-47、
Q1XP-6、Q1XP-8 和 Q1XX-46 分别归类为酵母属、 德氏

酵母属、假丝酵母属、伊萨酵母属和酵母属。 由于实验数

据指标较少，以及存在一些不确定因素，分类结果尚有待

于进一步确认。 细胞形态见表 1～表 3。

2.3 分子鉴定结果

2.3.1 DNA 提取和 PCR 扩增

以 EF4 和 EF3 为引物通过酵母菌特异性 PCR 反应

扩增得到 18S rDNA 序列，扩增产生的 DNA 片段为单一

条带，大小长度约为 1500 bp，扩增产物无明显非特异扩

增现象，结果见图 1。
2.3.2 18S rDNA 序列相似性

测定 5 株大曲酵母菌 18S rDNA 约 1500 bp 的序列，
测得序列向日本 DDBJ 数据库提交，将测序结果在 Gen-
Bank 核酸序列数据库中进行同源性序列搜索，检索结果

见表 4。
从 表 4 可 知 ，5 株 大 曲 酵 母 菌 与 GenBank 数 据 库

中 已 知 酵 母 的 18S rDNA 序 列 具 有 较 高 的 相 似 性 （≥
99 %），可以判断为同种。 同时，所得分子生物学分析结

果与常规培养鉴定结果在属层面上一致性较好， 既肯定

了常规分类鉴定结果（实验尚不完备），也较为快速、准确

地获得了分离纯化酵母菌株的更为详尽的系统分析鉴定

结果。
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M.DL2500 marker，1. Q0-45，2. Q0-47，
3. Q1XP-6，4. Q1XP-8，5. Q1XX-46

图 1 5 株酵母菌的 18S rDNA 电泳图

从表 4 和表 5 可知，除了 α-2 菌株以外，各菌株生

长状况及发酵力均相差不大。 各菌株黄酒发酵液酒度也

均在 11 %vol 以上， 其中 a-3、α-1 及亲本黄酒发酵液的

酒度达到了 14 %vol。a-3、a-5 和 α-1 发酵液的残糖含量

均低于亲本菌株。 a-3 的乙酸乙酯产量最高，且高于亲本

菌株； 各单倍体的异戊醇产量均低于亲本菌株。 综合比

较，选定性能最优的单倍体菌株 a-3 和 α-1 为遗传育种

单倍体亲本。

3 结论

3.1 利用胰蛋白胨培养基于 25℃条件下将工业生产上

用的黄酒酵母培养 7 d，使其产生子囊孢子，再经过子囊

孢子分离成功制备了黄酒酵母的单倍体。
3.2 通过耐酒精、耐高糖、耐乳酸的耐受性比较、模拟黄

酒发酵能力以及黄酒发酵液中残糖、 酒精度和风味成分

分析，筛选出了 a-3 和 α-1 两株具有优良耐受性能且风

味成分产量较好的黄酒酵母单倍体菌株， 为后续的遗传

育种改良黄酒酵母及优化黄酒风味奠定良好基础。
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3 结论

3.1 分子生物学方法是目前的热点，解决了一大批传统

方法难以确定其分类学地位的菌株，特别是纯菌株 DNA
序列分析，具有操作简便、结果客观、重复性好的优点。虽

然经典分类学研究实验条件的要求不高，但方法复杂，试

验工作量大，而且结果也可能不够精确，因而，将多种方

法综合分析所得出的结论更加令人信服[11-12]。
3.2 课题组用经典分类学和分子生物学的方法对习酒

大曲中主要酵母菌进行分类鉴定， 研究发现：Q0-45 与

Saccharomyces sp. 的相似性为 99.8 %，Q0-47 与 Debary-
omyces hansenii 的 相 似 性 为 100 %，Q1XP-6 与 Candida
pseudolambica 的 相 似 性 为 99.6 % ，Q1XP -8 与 Is-
satchenkia orientalis 的 相 似 性 为 99.6 % ，Q1XX-46 与

Saccharomyces cerevisiae 的相似性为 100 %。 新的微生物

分类方法都源于经典传统分类方法的发展， 将各类方法

结合起来，有利于更好地理解现代分类学方法，并取得突

破。
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