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摘要：为了丰富对安阳地区赤霞珠葡萄果表酵母菌组成的认识，从采自安阳地

区的赤霞珠葡萄果表进行富集、分离、纯化得到７０株酵母菌，通过传统的形态
学分类与现代分子生物学鉴定，这７０株酵母菌被确定为３个已知酵母属的３个
种，分别为 Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａｏｐｕｎｔｉａｅ，Ｐｉｃｈｉａｔｅｒｒｉｃｏｌａ和 Ｃａｎｄｉｄａｑｕｅｒｃｉｔｒｕｓａ，其中
Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａｏｐｕｎｔｉａｅ和Ｐｉｃｈｉａｔｅｒｒｉｃｏｌａ为优势种群，而Ｃａｎｄｉｄａｑｕｅｒｃｉｔｒｕｓａ的含
量极少．该研究对产区特色葡萄酒的酿造具有一定的实践指导意义．
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０　前言

我国葡萄品种较多，种植广泛，不同产区生

态条件差异较大，这就使得葡萄果表蕴含的酵

母菌较为丰富［１］．酵母菌是葡萄酒酿造过程中
最重要的微生物菌群［２］．葡萄酒自然发酵过程
中的大多数酵母菌来自果皮，仅有少数来自空

气［３］．酵母菌不仅影响葡萄酒质量，而且对其色
泽、香气、感官品质和风格等的形成有重要贡

献［４］．因此，因地制宜地筛选土著酵母菌株，对
于生产有地域特色的葡萄酒至关重要［５］；同时，

可为利用酵母菌资源开展遗传多样性研究奠定

坚实的酵母菌菌种基础［６］．
传统酿酒酵母的分类鉴定主要根据细胞繁

殖类型，产孢子状况，菌落的颜色、大小和形态，

以及生理生化试验结果等，再参照《酵母菌的

特征和鉴定手册》［７］进行相关菌种的鉴定，然

而，传统鉴定方法不仅工作量大、周期长、操作

复杂，且鉴定结果的可重复性也较差［８－９］．现代
分子鉴定法以核酸作为主要研究对象，研究的

是基因型而非表现型，因此能更清晰地反映菌

种的遗传本质［１０－１２］．如杨莹等［１３］利用传统分类

方法与现代分子鉴定方法相结合对广西毛葡萄

产区葡萄酒相关酵母菌的种类进行鉴定，明确了

毛葡萄产区主要酵母菌种类与分布规律，为当地

酿酒酵母资源的开发利用打下了基础．
本研究以河南安阳葡萄种植园的赤霞珠葡

萄为原料，采用菌落形态、细胞显微形态与序列

系统发育分析相结合的方法，对从赤霞珠葡萄

果表分离得到的７０株酵母菌进行多样性研究，

以丰富对安阳地区赤霞珠葡萄果表酵母菌组成

的认识，为优良酵母菌的筛选和鉴定提供参考．

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　原料　赤霞珠葡萄，２０１７年９月２１日
采自安阳葡萄种植园，共采３个葡萄样品用于

３次重复实验，每个样品包含３串健康的葡萄，
分别标记为ＡＹ１，ＡＹ２和 ＡＹ３，并在当天置于冰

盒中运回实验室，于无菌条件下，分别将３个葡
萄样品的表皮收集起来备用．

１．１．２　主要培养基与试剂　ＹＥＰＤ培养基，
ＷＬ培养基，北京双旋微生物培养基制造厂产；

Ｅｚｕｐ柱式基因组ＤＮＡ抽提试剂盒（酵母），２６Ｓ
ｒＤＮＡＤ１／Ｄ２区扩增引物 ＮＬ－１和 ＮＬ－４，生

工生物工程（上海）股份有限公司产．
１．１．３　主要仪器与设备　ＳＷ－ＣＪ－２Ｄ超净
工作台，ＨＨ－Ｓ恒温水浴锅，江苏省金坛市医

疗器械有限公司产；ＴＧＬ－１６Ｇ台式离心机，上
海安亭科学仪器厂产；Ｃ１０００ＰＣＲ扩增仪，苏州

净化安泰公司产；ＤＨ－６００生化培养箱，北京
中兴伟业仪器有限公司产；ＪＹ０２３紫外分析仪，

北京君意东方电泳设备有限公司产；ＦＤ－４ｎｅｗ
真空干燥机，郑州沃邦仪器设备有限公司产；普

通光学显微镜，上海光学仪器五厂有限公司产．
１．２　实验方法
１．２．１　酵母菌的富集、分离与纯化　参见张俊

杰等［１４］研究方法，简述如下：在无菌条件下向

已灭菌的ＹＥＰＤ（含氯霉素）液体培养基中加入

葡萄浆果表皮，于１８０ｒ／ｍｉｎ，２８℃条件下振荡
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培养４８ｈ．梯度稀释富集液，选择１０－３，１０－４，

１０－５共３个梯度稀释液进行ＹＥＰＤ固体平板涂

布和培养，并随机挑取单菌落进行纯化和保藏．

１．２．２　酵母菌的初步鉴定　显微镜观察：挑取

菌体，接种到液体 ＹＥＰＤ培养基中，于２８℃条

件下培养１ｄ，在显微镜下观察酵母菌细胞的形

态特征［１４］．

ＷＬ培养基上酵母菌的菌落观察：将酵母

菌接种于 ＷＬ培养基，于２８℃条件下培养５ｄ

使其长出单菌落．根据不同酵母菌在 ＷＬ培养

基上的形态描述（如菌落颜色等）进行初步

分类［１５］．

１．２．３　酵母菌２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２区和５．８ＳＩＴＳ

区序列的 ＰＣＲ扩增与检测　按照试剂盒说明

书进行酵母菌的 ＤＮＡ提取，使用正向引物

ＮＬ－１和反向引物 ＮＬ－４扩增２６ＳｒＤＮＡＤ１／

Ｄ２区段［１５］．使用正向引物 ＩＴＳ１和反向引物

ＩＴＳ４进行５．８ＳＩＴＳ区基因扩增［１６］．ＰＣＲ反应

体系和反应程序参照刘爱国等［１７］的研究方法，

结果检测参照张俊杰等［１５］的检测方法，即进行

琼脂糖凝胶电泳，并通过凝胶成像拍照确认．

１．２．４　ＰＣＲ产物测序及系统发育分析　测序

结果采用ＭＥＧＡ６软件进行序列比较，具体方

法参照张俊杰等［１５］的方法．

２　结果与分析

２．１　酵母菌的初步鉴定结果
本研究从安阳赤霞珠葡萄果表分离得到共

７０株酵母菌，依据 ＷＬ培养基上不同的菌落形

态将其划分为５个表型，然后从每个表型随机

挑选代表菌株，并对代表菌株进行显微镜观察．

代表菌株在ＷＬ培养基上的表型特征和显微细

胞特征如图１所示，具体菌落表型聚类结果见

表１．由图１和表１可知，安阳赤霞珠葡萄果表

酵母菌的代表菌株，在ＷＬ培养基上，菌落颜色

呈黄色或白色边，绿色或蓝色顶，菌落形态均呈

现为中部凸起，表面光滑，有光泽，干躁，不透明，

菌落大的特征；在显微镜下，菌株细胞形态呈柠

檬形、椭圆形、棱形或圆形，单生，单端芽殖．

图１　各类型代表菌株在ＷＬ培养基上的

表型特征（左）和显微细胞特征（右）

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｃｏｌｏｎｙｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｎＷＬｍｅｄｉｕｍ

（ｔｈｅｌｅｆｔｐｉｃｔｕｒｅ）ａｎｄｃｅｌｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

（ｔｈｅｒｉｇｈｔｐｉｃｔｕｒｅ）ｏｆｔｈｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ

ｓｔｒａｉｎｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｙｐｅｓ
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２．２　酵母菌的２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２区系统发育

分析结果

　　对 ５株代表酵母菌（ＡＹ１－３，ＡＹ１－１６，

ＡＹ１－２２，ＡＹ３－２，ＡＹ３－１１）进行 ＤＮＡ的提

取，并对其扩增的２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２区域进行

测序，所得序列在ＮＣＢＩ数据库进行比对，得到

与所测序列最相近的参比酵母菌株的相关序

列，通过Ｍｅｇａ６进行序列比对并构建 ＮＪ系统

发育树，见图２．

由图２可知，菌株ＡＹ３－２与Ｃａｎｄｉｄａｑｕｅｒ

ｃｉｔｒｕｓａ聚为一支，序列相似性为１００％，因此可

将菌株 ＡＹ３－２归为 Ｃａｎｄｉｄａｑｕｅｒｃｉｔｒｕｓａ；菌株

ＡＹ１－２２和菌株ＡＹ３－１１与 Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａ

ｏｐｕｎｔｉａｅ的序列相似性为１００％，处于同一分支，

故菌株 ＡＹ１－２２和菌株 ＡＹ３－１１被鉴定为

Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａｏｐｕｎｔｉａｅ；而菌株 ＡＹ１－３和菌株

ＡＹ１－１６与 Ｐｉｃｈｉａｔｅｒｒｉｃｏｌａ序列相似性为

１００％，表明菌株ＡＹ１－３和菌株ＡＹ１－１６属于

Ｐｉｃｈｉａｔｅｒｒｉｃｏｌａ．

２．３　酵母菌的系统分析结果
依据上述对代表菌株的分类鉴定结果，可

将本研究所分离的７０个菌株划归为３个已知

酵母属的３个种群．其中Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａｏｐｕｎｔｉａｅ

含有４１个菌株，有２８个菌株属于 Ｐｉｃｈｉａｔｅｒｒｉ

ｃｏｌａ，而属于 Ｃａｎｄｉｄａｑｕｅｒｃｉｔｒｕｓａ的只有１个株

菌．并且发现，关于酵母菌菌落形态的描述，尽

管Ⅰ型与Ⅲ型的菌落形态不同，但是它们属于

同一种群Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａｏｐｕｎｔｉａｅ；而Ⅰ型与Ⅱ型

表１　酵母菌基于ＷＬ培养基的表型聚类结果

Ｔａｂｌｅ１　ＣｌｕｓｔｅｒｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｙｅａｓｔｓｔｒａｉｎｓｏｎＷＬｍｅｄｉｕｍｂａｓｅｄｏｎｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ

表型 菌落颜色 菌落形态 显微细胞形态 菌株

Ⅰ 黄色边，深绿色顶
中部凸起，表面光滑，有光泽，
干燥，不透明，菌落大

柠檬形，单生，单端芽殖
ＡＹ１－２，５，６，１３，１４，１５，１７；
ＡＹ３－３—１５，１７—２３

Ⅱ 黄色边，草绿色顶
中部凸起，表面光滑，有光泽，
干燥，不透明，菌落大

椭圆形，单生，单端芽殖
ＡＹ１－４，１６，２３；
ＡＹ２－１—２０，２３，２４

Ⅲ 黄色边，绿色顶
中部凸起，表面光滑，有光泽，
干燥，不透明，菌落大

梭形，单生，单端芽殖
ＡＹ１－１，７—１２，１８—２２；

ＡＹ２－２１，２２

Ⅳ 白色边，青绿色顶
中部凸起，表面光滑，有光泽，
干燥，不透明，菌落大

椭圆形，单生，单端芽殖
ＡＹ１－３；
ＡＹ３－１，１６

Ⅴ 白色边，蓝色顶
中部凸起，表面光滑，有光泽，
干燥，不透明，菌落大

圆形，单生，单端芽殖 ＡＹ３－２

图２　代表菌株２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２区段的ＮＪ系统发育树（邻接法）

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅＮＪｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆ２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２ｆｏｒｔｈｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ

（ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ）
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的菌落形态不同，并且分属于不同的种群，即Ⅰ
型属于 Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａｏｐｕｎｔｉａｅ，Ⅱ型属于 Ｐｉｃｈｉａ

ｔｅｒｒｉｃｏｌａ．这表明，只有把传统的鉴定方法与现

代分子生物学鉴定方法相结合，才可以更加全

面、有效、准确地对未知酵母菌菌株进行分类

鉴定［４］．

３　结论

本研究选取安阳葡萄园３次随机采摘的赤

霞珠葡萄，对其果表酵母菌进行富集、分离与纯

化，共得到７０株酵母菌．将 ＷＬ培养基上的表

型特征、显微细胞特征与分子生物学鉴定结果

相结合，最终确定这７０株酵母菌分属于 Ｈａｎ

ｓｅｎｉａｓｐｏｒａｏｐｕｎｔｉａｅ，Ｐｉｃｈｉａｔｅｒｒｉｃｏｌａ和 Ｃａｎｄｉｄａ

ｑｕｅｒｃｉｔｒｕｓａ３个已知酵母菌种群．其中，Ｈａｎ

ｓｅｎｉａｓｐｏｒａｏｐｕｎｔｉａｅ和 Ｐｉｃｈｉａｔｅｒｒｉｃｏｌａ这两个种

群是优势种群，而 Ｃａｎｄｉｄａｑｕｅｒｃｉｔｒｕｓａ的含量极

少，故在安阳地区，赤霞珠果表酵母菌组成以

Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａｏｐｕｎｔｉａｅ和 Ｐｉｃｈｉａｔｅｒｒｉｃｏｌａ为主．

而Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａｏｐｕｎｔｉａｅ大量存在于葡萄酒酿

造过程中，因此安阳地区的赤霞珠葡萄可以用

于酿造葡萄酒，并且 Ｈａｎｓｅｎｉａｓｐｏｒａｏｐｕｎｔｉａｅ是

酿造前期的主要种群．而对于仅有的１株 Ｃａｎ

ｄｉｄａｑｕｅｒｃｉｔｒｕｓａ，在先前的研究中发现，该种群

主要存在于酿造后期，并会逐渐成为优势种群，

因此，该株菌的发现对于葡萄酒的后期酿造具

有一定的实践指导意义．

本研究结果丰富了对安阳地区赤霞珠葡萄

果表酵母菌组成的认识，为葡萄表皮酵母菌的

富集、分离和鉴定提供了一定参考，同时也为选

育赤霞珠葡萄优质的酵母菌种质资源，进而打

造产区特色葡萄酒提供了依据．
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