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摘 要： 探讨酵母菌株间的遗传亲缘关系以及遗传多样性，为酵母菌株的分类和鉴定提供科学依据。利用 44个
SRAP（sequence-related amplified polymorphism）引物组合对 23株酿酒酵母菌株进行聚类分析、主成分分析及遗传
多样性的评价。结果表明，从 160个 SRAP引物组合中筛选得到 44个多态性引物组合，共检测到 529条 DNA带，
其中多态性条带有 465个，多态性条带百分率为 86.20 %，平均每个引物组合产生多态性条带 10.1个。各菌株遗传
相似系数在 0.531～0.813之间，平均遗传相似系数为 0.671；根据 UPGMA聚类分析，23株酵母菌种在遗传相似系
数 0.610处被分为两大类群，在遗传相似系数 0.705处被进一步划分为 6个亚类群。第Ⅰ大类又分为Ⅰa（包括 1、2、
4、7、10、11、12、14和 13号酵母菌株）、Ⅰb（包括 15、16、19、20和 21号酵母菌株）、Ⅰc（包括 17和 23号酵母菌株）
及Ⅰd（18号酵母菌株）；第Ⅱ大类分为Ⅱa（包括 3、8、9和 6号酵母菌株）和Ⅱb（包括 5和 22号酵母菌株）。主成分
（PCA）分析结果与此一致。这也与形态及生理特性的分类基本相似。SRAP标记技术能很好地用于酿酒酵母遗传亲
缘关系、菌种鉴定和分类的研究，是一种经济、有效和可靠的分子标记技术。
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Abstract: In this study, the genetic relations and genetic diversity among 23 Saccharomyces cerevisiae strains were investigated by using se-
quence-related amplified polymorphism (SRAP) markers to provide scientific data for the classification and the identification of Saccharomyces
cerevisiae strains. UPGMA cluster analysis, principal coordinate analysis (PCA) and genetic diversity analysis of 23 S.cerevisiae strains were car-
ried out by using 44 SRAP primer combinations. The results showed that 44 SRAP primer combinations generated a total of 529 scorable bands,
with an average of 11.6 bands per primer pair, of which 465 (86.20 %) were polymorphic. The average number of polymorphic bands amplified
by per primer combination was 10.1. The genetic similarity coefficient among all strains varied from 0.531 to 0.813 with the average coefficient as
0.671. UPGMA method cluster analysis showed that 23 strains were classified into two main cluster groups with the genetic similarity coefficient
of 0.610 and further divided into six subgroups with the genetic similarity coefficient of 0.705. Group I was further divided into four subgroups:
group Ia ( including No.1,2,4,7,10,11,12,14 and 13 strain), group Ib (including No.15,16,19,20 and 21), groupⅠc (including No.17 and 23 strain)
and groupⅠd (including 18 strain). Group II was also divided into two subgroups: groupⅡa (including No.3,8,9 and 6 strain) and groupⅡb (in-
cluding No.5 and 22 strain). Principal coordinate analysis (PCA) results were almost the same and the results were also consistent with morpho-
logical and physiological data of these strains. SRAP markers could be used for the study of genetic relations of S. cerevisiae strains and their clas-
sification and identification and it was a simple, efficient and reliable method.
Key words：Saccharomyces cerevisiae；SRAP marker; genetic relations; cluster analysis

工业生产上应用的酵母菌大多属于酵母属（Saccha-
romyces Meyen ex Rees），在自然界中分布很广。 有很多

酵母菌在酿造、食品、医药工业等方面有着重要的经济价

值，其不仅在面包、啤酒、果酒生产中起着关键的作用，而

且利用酵母菌体还可提取核苷酸、辅酶 A、细胞色素 C、

凝血质及核黄素等贵重药物[1-2]。 酵母菌作为一种重要的

工业微生物资源， 对其鉴定并确定遗传亲缘及进化关系

具有非常重要的意义。
传统的菌株鉴定及遗传亲缘关系分析一般采用形态

特征、繁殖特性和生理生化特性观察的方法 [3-4]，通常需
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要做 60～90 次试验，不仅繁琐、费时，而且也会因实验条

件的不同导致重现性不好[5]。 此外，随着酵母新品种的选

育和变异类型的调查发现， 出现同物异名、 同名异物现

象，以及酵母菌种种源和菌种间的亲缘关系模糊不清，缺

乏完善的品种分类系统等一系列问题， 对酵母属酵母菌

株有待作进一步的分类和亲缘关系研究。 就一个相关企

业而言，分析酵母菌种的特性指标，了解本企业与其他竞

争者的酵母菌株在遗传方面的差异性， 以及分析酵母经

过若干年大生产驯化后遗传性能的变化， 在某些特定条

件下维护了本企业的正当权益， 具有重大的经济意义和

菌种保护意义。
近年来，DNA 分子标记技术的引入对微生物分类鉴

定产生了巨大的推动作用， 使其分类鉴定工作由一般的

表型特征鉴定深化到分子水平和遗传型特征的鉴定 [6]。
SRAP 是一种基于 PCR 技术的新的 DNA 分子标记，由

Li 和 Quiros[7]于 2001 年提出，具有简便、稳定、中等产率

和容易获得选择条带序列的特点。 SRAP 利用其独特的

引物设计对基因组的开放阅读框(ORFs)进行特异扩增，
上游引物长 17 bp，对外显子进行特异扩增，下游引物长

18 bp，对内含子区域、启动子区域进行特异性扩增，因个

体不同及物种的内含子、启动子和间隔序列的不同，产生

基于内含子和外显子的 SRAP 多态性。 SRAP 标记具有

简便、稳定、中等产率的特点，在基因组中分布均匀，适合

基因定位、 基因克隆及遗传多态性分析， 目前已经在松

茸、 毛木耳和灵芝等真菌及内生真菌等遗传多态性及基

因型鉴定中得到了应用[8-11]。 本研究应用 SRAP 标记对安

琪酵母股份有限公司菌株保藏中心保藏的 23 株酵母菌

进行了分子标记鉴定， 为酵母菌的遗传分析和亲缘关系

鉴定提供分子水平基础数据 。

1 材料与方法

1.1 材料
采用安琪酵母股份有限公司菌种保藏中心用于研究

的酵母菌，这些菌种是从葡萄、梨、柑橘等水果表皮、果园

土壤、酒厂等地采集分离而来，编号为 1， 2，3……21，22，
23，共 23 株。
1.2 实验方法
1.2.1 DNA 的提取

使用酵母基因组 DNA 提取试剂盒提取 DNA， 试剂

盒购于北京三博远志生物技术有限公司。 以酵母菌的液

体培养基为实验材料， 进行基因组总 DNA 的提取。 用

1.0 %琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量，通过紫外分光光

度计测定 DNA 的浓度和纯度， 并将 DNA 浓度稀释为

50 ng/μL 备用。

1.2.2 引物筛选

按照 Li 和 Quiros (2001)[7]等提出的原则设计 16 个

正向引物和 10 个反向引物，得到 160 个引物组合，由上

海生工生物技术有限公司合成， 所用的引物组合见表

2。 从 160 对引物中筛选出 44 对扩增条带较多、亮度清

晰的引物。 PCR 扩增反应体系为： 总体积为 25 μL，含

50 ng 模板 DNA，50 ng 引物，1.5 μL dNTPs（2.5 mmol/L），
2.0 μL MgCl2 （25 mmol/L）, 1.0 U Taq DNA 聚合酶，1×
PCR 缓冲液。 反应程序为：94℃预变性 5 min；94℃变性

1 min，37℃退火 1 min，72℃延伸 1 min，扩增 5 个循环；
94℃变性 1 min，52℃退火 1 min，72℃延伸 1 min，扩增

25 个循环；72℃延伸 10 min。
1.2.3 数据记录与处理

用引物对 23 个样品基因组 DNA 进行 PCR 扩增反

应，对获得清晰可重复的 DNA 条带进行统计。 同一引物

扩增出的产物，在同一位点上，有扩增条带的为阳性，记

录为 1；没有条带的为阴性，记录为 0。 从上到下逐条记

录， 转换成 0、1 矩阵， 输入 Excel 表格中。 依据 SRAP-
PCR 扩增产物的结果，记录统计各引物对扩增多态性信

息含量，其中每个引物对的多态性比率(%)= 引物对扩增

的 多 态 性 谱 带 数 / 总 谱 带 数×100 %。 采 用 NTSYS-pc
2.10 软件计算遗传相似系数，然后用 UPGMA(unweight-
ed pair group method arithmetic average) 进行 聚 类 分 析，
构建树状图，同时利用 NTSYSpc 2.10 软件进行主成分

三维散点图分析。

2 结果与分析

2.1 SRAP扩增结果的多态性分析
采用筛选得到的多态性较高的 44 对 SRAP 引物组

合对 23 株酵母菌株进行 PCR 扩增， 共扩增出 529 条谱

带，多态性条带为 465 个，平均每个 SRAP 引物组合扩增

出 11.6 条带，多态性条带为 10.1 个，多态性条带百分率

为 86.20 %，其中以引物组合 me6-em5、me6-em6、me6-
em9、me14-em10 为最高， 多态性百分率达 100.00 %（表

2）。 结果表明，本研究所用菌株基因型丰富，遗传多样性

较高，具有丰富的遗传变异，同时说明 SRAP 标记对酵母

菌株具有较强的鉴别能力。 图 1 为引物组合 me2-em5 对

23 个酵母菌的扩增结果。
2.2 遗传相似系和 UPGMA聚类结果分析

采用 NTSYS-pc 2.10 软件计算了 23 株酵母菌株的

Nei's 遗传相似系数， 遗传距离用 Microsoft excel 软件计

算（遗传距离 = 1-遗传相似系数）。 结果见表 2。 23 株酵

母 菌 株 的 Nei's 遗 传 相 似 性 系 数 变 化 范 围 为 0.531～
0.813，表明不同个体之间存在一定的遗传差异，平均遗
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注： M： DL1500； 1～23：酵母菌株。

图 1 引物组合 me2-em5对 23株酵母菌株的 SRAP扩增

传相似系数为 0.671。 其中，5 号与 21 号酵母菌株之间的

遗传相似性系数最小（0.5312），亲缘关系最远，8 号与 9
号酵母菌株之间的遗传相似性系数最大（0.81），亲缘关

系最近。
聚类结果表明，当遗传相似系数为 0.610 时，可将 23

株酵母菌株分成两大类，第Ⅰ大类包括 1、2、4、7、10、11、
12、14、13、15、16、19、20、21、17、23 和 18 号酵母菌株；第

Ⅱ大类包括 3、8、9、6、5 和 22 号共 6 株酵母菌株。在遗传

相似系数为 0.705 时，23 株酵母菌株可进一步分为 6 个
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亚类群：第Ⅰ类分为Ⅰa（包括 1、2、4、7、10、11、12、14 和

13 号酵母菌株），Ⅰb（包括 15、16、19、20 和 21 号酵母菌

株），Ⅰc（包括 17 和 23 号酵母菌株），Ⅰd（18 号酵母菌

株）；第Ⅱ类分为Ⅱa（包括 3、8、9 和 6 号酵母菌株），Ⅱb
（包括 5 和 22 号酵母菌株）。 综上所述，SRAP 标记的多

态性水平可以揭示酵母菌株之间的遗传变异水平。
2.3 酵母菌株主成分（PCA）分析

主成分分析主要是从空间上展示不同材料、 特别是

不同分类群之间的关系， 能够更直观地表现类群间的亲

缘关系。 综合使用主成分分析和聚类分析是研究物种遗

传多样性较常用的方法。对供试 23 株酵母菌株进行主成

分（PCA）分析，结果表明，前 3 个主成分所包含的信息量

占总信息量的 33.4 %，其中第 1 主成分包含的信息量为

16.92 %，第 2 主成分包含的信息量为 9.26 %，第 3 主成

分包含的信息量为 7.22 %，选取前 3 个主成分作三维散

点图（图 3）。 位置相近者表示亲缘关系较近，远则表示亲

缘关系较远，可以更加直观地揭示菌株间的亲缘关系。将

位置靠近的供试酵母菌株划归在一起，结果表明，主成分

分析结果与聚类分析结果基本一致，支持 UPGMA 聚类

结果， 主成分分析结果更直观地表明了不同酵母菌株之

间的亲缘关系。从图 3 可知，通过不同层面、不同方向，更

加直观清晰地显示 23 株酵母菌株之间的遗传亲缘关系，
大部分酵母菌株按各自类型聚类, 说明这些聚在一起的

资源间遗传亲缘关系较近。 图 3 基于 SRAP的主成分分析分布图(PCA)

Nei's coefficient
图 2 SRAP聚类分析树形图
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3 讨论

SRAP 标记是一种新的基于 PCR 的 DNA 分子标记

技术，其多态性和重现性都好。本研究结果显示，以 44 对

SRAP 引物组合对 23 株酵母菌株进行 PCR 扩增， 共扩

增出 529 条谱带，多态性条带为 465 个，多态性条带百分

率为 86.20 %，揭示了丰富的多态性和遗传多样性，证明

SRAP 标记是研究酵母菌株遗传多态性和进行遗传鉴定

的一种有效方法。
在本研究中，23 株酵母菌株的 Nei's 遗传相似性系

数变化范围为 0.53～0.81， 表明不同菌种之间存在一定

的遗传差异。 采用 UPGMA 聚类和主成分分析，可将 23
个菌种主要分为两大类，第Ⅰ大类包括 1、2、4、7、10、11、
12、14、13、15、16、19、20、21、17、23 和 18 号共 17 株酵母

菌株； 第Ⅱ大类包括 3、8、9、6、5 和 22 号共 6 株酵母菌

株，进一步细分为 6 个亚群，第Ⅰ大类又分为Ⅰa（包括

1、2、4、7、10、11、12、14 和 13 号酵母菌株）、Ⅰb（包括 15、
16、19、20 和 21 号酵母菌株）、Ⅰc（包括 17 和 23 号酵母

菌株）及Ⅰd（18 号酵母菌株）；第Ⅱ大类分为Ⅱa（包括 3、
8、9 和 6 号酵母菌株）和Ⅱb（包括 5 和 22 号酵母菌株）。
这与形态学与生理特性的分类基本一致， 也与 ISSR 标

记的分类一致（另文发表）。 每个类群所含的种的形态学

特征和发酵性能相似， 第Ⅰ大类酵母形态一般为球形有

光泽，除 18 号菌株 1450 发酵性能优良外，其余的发酵性

能良好，第Ⅱ大类酵母一般为椭圆形有光泽，发酵能力一

般，其中 18 号菌株在 6 个亚群中单独聚为一类，与其他

菌株间遗传距离较远，而且在指纹谱带分析中 18 号菌株

有特异性谱带带。通过 SRAP 标记分析，进一步从分子水

平上鉴定出发酵性能优良的 18 号菌株 1450， 可作为工

业生产的潜力株， 为今后菌株的改良和选育提供了分子

基础。 本研究在国内外首次采用 SRAP 标记对酵母的遗

传亲缘关系进行分析， 结果也表明了 SRAP 标记是酵母

菌种鉴定、遗传关系分析及新品种选育的一种经济、有效

和可靠的分子标记技术。
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安琪酵母优质葡萄酒辅料适应更多需求

葡萄酒产业在中国已有近百年的历史，但真正的大发展时期还是近三十年；最近几年，此产业开始驶入发展的快车道。
致力于中国本土葡萄酒产业发展的安琪酵母股份有限公司，其专业的酿酒团队在葡萄酒的技术研究及应用方面卓有成效。
目前，全球葡萄酒业的发展趋势呈现出专业化、高端化、差异化的转变。而葡萄酒酵母作为发酵过程的关键要素，需要满足

不同变化的葡萄原料、品质与酿造工艺需求。多年来，安琪公司在着力投入研究葡萄酒菌种的同时，更加注重了关于葡萄酒相关
辅料的研究，以适应市场更多新的需求。
目前安琪公司已经形成了除葡萄酒酵母以外的发酵营养剂、甘露糖蛋白、酵母细胞壁等葡萄酒发酵应用系列产品。这些产

品能很好的辅助酿酒师在发酵过程中合理调配平衡酵母营养，保持发酵度、质量及风味的最优化；提高葡萄酒中甘露糖蛋白的
含量以改善葡萄酒的结构和口感，从而有效提升葡萄酒的品质。
酿造美好生活，安琪公司正携手中国葡萄酒产业，共同驶向美好的明天。（戴浩林）
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