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摘   要：【背景】酵母菌在葡萄酒酿造中起到重要的作用，接种商业活性干酵母(active dry yeast，

ADY)进行葡萄酒酿造在国内较为普遍，然而商业酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)对我国本土酵母

菌资源的影响及二者竞争关系的相关报道不多。【目的】比较商业酿酒酵母在不同品种葡萄酒工业化

生产中的定殖差异，揭示各品种葡萄酒发酵中酿酒酵母基因型的多样性。【方法】以宁夏贺兰山东麓

葡萄酒产区优质葡萄品种赤霞珠、马瑟兰、紫代夫和小味儿多为原料，分别进行接种商业酵母 SP 的

发酵，于接种后的 1、3 和 5 d 这 3 个时期取样，并进行酿酒酵母的分离(每个时期分离 20 个单菌落)，

然后利用 Interdelta 指纹图谱及微卫星标记(simple sequence repeat，SSR)技术分析酿酒酵母菌株遗传多

样性。【结果】对于分离到的 240 个酿酒酵母单菌落，Interdelta 结果显示出 24 种基因型，商业酵母

SP 显示出 SP1−SP4 共 4 种基因型，本土酵母显示出 20 种基因型 Type1−Type20。对于选取的 9 个微

卫星位点，微卫星分子标记法将上述 24 种基因型进一步区分为 15 种不同类型，商业酵母 SP 显示     

3 种基因型(SP-1−SP-3)，本土酵母显示 12 种基因型(L-1−L-12)。在赤霞珠葡萄酒发酵中，商业酵母 SP

存在于整个发酵过程中，是第 1、3、5 天的主导菌株；马瑟兰葡萄酒发酵中，商业酵母 SP 只在      

第 5 天检测到且占据优势，而 1 d 和 3 d 的主导菌株均是本土酵母；紫代夫葡萄酒发酵中，Interdelta

分析和 SSR 分析均显示整个发酵过程中没有分离到与 SP 基因型相同的菌株；小味儿多葡萄酒发酵中，

SP 是 1 d 和 3 d 的优势菌株。【结论】接种商业酵母 SP 的葡萄酒发酵中，发酵是由本土酵母与商业酵

母共同参与完成的，二者在发酵中相互竞争，数量演替变化。SP 在葡萄酒发酵中的主导地位得不到

保障，本土酿酒酵母基因型丰富，供试的 24 株酿酒酵母具有较高的遗传多样性。此外，Interdelta 指

纹图谱技术区分不同酿酒酵母菌株的能力强于 SSR 技术。 

关键词：葡萄品种；接种发酵；酿酒酵母；遗传多样性  
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Comparing the implantation and persistence of inoculated 
active dry yeast in different industrial wine fermentations 
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Abstract: [Background] Yeasts play an important role during the wine fermentation. In China, most 

wineries use active dry yeast (ADY) to make wine during industrial fermentations. However, there are 

few reports on the influence of ADY on indigenous yeast resources and on the competitive relationship 

between them. [Objective] The purpose of this study was to compare the implantation and persistence of 

commercial ADY during industrial wine productions using different grape varieties, and to reveal the 

genetic diversity of different Saccharomyces cerevisiae genotypes. [Methods] In this study, Cabernet 

Sauvignon, Marselan, Dunkelfelder and Petit Verdot grew in Eastern Foot of Helan Mountain in Ningxia 

were inoculated with commercial yeast SP. Samples were collected at 1 d, 3 d and 5 d after the 

inoculation, and 20 S. cerevisiae isolates were collected in each period. Then the genetic diversity of   

S. cerevisiae was analyzed by Interdelta fingerprinting and microsatellite molecular markers. [Results] 

For the 240 S. cerevisiae isolates, Interdelta showed 24 genotypes. SP showed 4 genotypes of SP1−SP4, 

and indigenous yeast showed 20 genotypes of Type1−Type20. For 9 microsatellite loci selected, the 

above 24 genotypes were further divided into 15 different genotypes by the microsatellite method. SP 

showed 3 genotypes (SP-1−SP-3), and the indigenous yeast showed 12 genotypes (L-1−L-12). In 

Cabernet Sauvignon wine fermentation, SP existed in the whole fermentation process and was the 

dominant strain on 1 d, 3 d and 5 d, while in Marselan wine fermentation, SP was only detected and 

dominated on 5 d, while the indigenous strains dominated on 1 d and 3 d. Interdelta analysis and SSR 

analysis showed that SP was not isolated in the whole process of Dunkelfelder wine fermentation. In the 

fermentation of Petit Verdot wine, SP was the dominant strain on 1 d and 3 d. [Conclusion] In industrial 

wine fermentations inoculated with commercial yeast SP, the fermentation was completed by both 

indigenous strains and commercial ADY. Moreover, they competed with each other in the same 

fermentation and showed a dynamic succession of different strains. The dominant position of SP in wine 

fermentation was not guaranteed. The genotypes of indigenous S. cerevisiae strains in the industrial 

wine fermentations were rich. And the degree of variability was high. Compared with SSR, Interdelta 

fingerprinting showed a higher distinguishing ability for S. cerevisiae strains. 

Keywords: grape varieties; inoculation fermentation; Saccharomyces cerevisiae; genetic diversity 

近 20 年来，我国葡萄酒产业迅速发展，宁

夏贺兰山东麓葡萄酒产区以“明星产区”和“新兴

国产区”打入了国际葡萄酒平台。2003 年，宁夏

贺兰山东麓葡萄酒产区通过“葡萄酒国家地理标

志产品”保护区认证，成为业界公认的世界上最

适合种植酿酒葡萄和生产高端葡萄酒的产区之

一[1]。该产区位于贺兰山东麓洪积倾斜平原与黄

河冲击平原交汇地带，在自然选择的作用下形成

了丰富多样的酵母菌群落[2-6]。这些酵母菌代谢

特征独特，通过筛选具有优良发酵特性和酿造特
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性的宁夏本土酵母如葡萄汁有孢汉逊酵母

(Hanseniaspora uvarum)[7] 、 美 极 梅 奇 酵 母

(Metschnikowia pulcherrima)[7]、克鲁维毕赤酵母

(Pichia kluyveri)[8] 、酿酒酵母 (Saccharomyces 

cerevisiae)[9-10]等有望生产地域特色的葡萄酒，提

升贺兰山东麓葡萄酒品质。 

酵母菌在葡萄酒酿造过程中起重要的作用。

酵母菌是酒精发酵阶段的主要微生物。工业生产

中大都通过添加商业活性干酵母 (active dry 

yeast，ADY)进行葡萄酒酿造，因此，葡萄酒的

酿造过程由野生酿酒酵母和商业酵母的不同株

系共同完成[11]。研究表明，ADY 在发酵中并不

都占据主导地位，酵母菌菌株特性及发酵工艺影

响其在葡萄酒工业生产中的定殖情况 [12-15]。

ADY 对我国本土酵母菌资源的影响及二者的竞

争关系，尤其是不同葡萄品种接种发酵过程中商

业酿酒酵母的竞争能力情况，目前尚无全面、系

统的研究。因此，进行宁夏葡萄酒产区 ADY 在

发酵中的竞争能力研究及对其功能的解析意义

重大、任务紧迫。分子生物学技术的发展为酿酒

酵母的菌株区分提供了方法支撑，Interdelta 指

纹图谱法操作简便、经济节约，适用于酿酒酵母

菌株的区分[6,16-17]；微卫星标记(simple sequence 

repeat，SSR)作为一种经典的分子标记方法，因

其高度的多态性、呈孟德尔共显性遗传、稳定

性好等优点，在微生物群体的遗传与分化研究

中得到了很好的应用[18]。同时，微卫星标记具

有多态性丰富、检测快速方便和结果稳定可靠

等优点，也非常适合对酵母进行菌株区分、分

类鉴定[19]。 

商业酵母 SP 是世界上最早育种的优良酿酒

酵母品种之一，适用于口感丰满、圆润的果香类

红葡萄酒的生产，SP 具有快速植入能力，其挥

发酸产量低，与乳酸菌也有良好的兼容性。因此，

该酵母在宁夏贺兰山东麓葡萄酒产区应用较为

广泛。基于此，本研究以宁夏产区赤霞珠、马瑟

兰、紫代夫和小味儿多 4 个葡萄品种为原料，分

别接种商业酵母 SP 进行工业发酵，对其发酵的

3 个不同时期进行酿酒酵母的分离，利用

Interdelta 指纹图谱鉴定和聚类分析，并结合微

卫星标记法分析不同酿酒酵母的遗传多样性，从

而揭示商业酵母与本土酿酒酵母间的竞争关系，

为酿酒工艺的优化和商业酿酒酵母的选择，以及

本土优良酿酒酵母资源的开发提供参考与依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  葡萄原料 

宁夏贺兰山东麓产区 2018 年赤霞珠、马瑟

兰、紫代夫和小味儿多这 4 个葡萄品种。 

1.1.2  商业酵母 

商业酵母为法国诺盟公司 Excellence® SP。 

1.1.3  培养基和主要试剂、仪器 

YEPD 培养基(Yeast Extract Peptone Dextrose 

Medium)、WLN 营养琼脂培养基 (Wallerstein 

Laboratory Nutrient Agar Medium)，青岛高科技

工业园海博生物技术有限公司；dNTPs、TransTaq 

HiFi DNA Polymerase，生工生物工程(上海)股份

有限公司。恒温培养箱、生化培养箱，常州诺

基仪器有限公司；全自动凝胶成像仪，北京赛

智创业科技有限公司；PCR 仪，耶拿分析仪器

股份公司。 

1.2  方法 
1.2.1  发酵及取样 

宁夏贺兰山东麓产区 2018 年葡萄品种赤霞

珠(总糖 245.7 g/L，总酸 4.7 g/L)、马瑟兰(总糖

256.4 g/L，总酸 3.9 g/L)、紫代夫(总糖 186.7 g/L，

总酸 6.9 g/L)、小味儿多(总糖 238.1 g/L，总酸

4.1 g/L)的发酵体积均为 700 L，于接种后的 1、

3、5 d 取样。如图 1 所示，发酵工艺按照干红葡

萄酒进行。 
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图 1  干红葡萄酒发酵工艺流程图 
Figure 1  Flow chart of the fermentation process of dry red wine. 
 

1.2.2  酿酒酵母的分离纯化 

将采集的酒样进行梯度稀释，通常稀释至

10−4−10−7，于 WLN 营养培养基上进行平板涂布，

28 °C 培养 5−7 d 后观察菌落颜色及形态，以商

业酵母 SP 为对照，根据菌落颜色和形态随机挑

取 20 个酿酒酵母单菌落(共计 240 个)。在 WLN

营养培养基上纯化后，于 YPD 液体培养基中

28 °C、150 r/min 活化 1 d，与 40%的无菌甘油

以 1:1 (体积比)混合于 1.5 mL 离心管中，−80 °C

保藏备用。 

1.2.3  酵母菌 DNA 提取 

酵母菌 DNA 的提取方法及酿酒酵母的鉴定

参考文献[6]。 

1.2.4  Interdelta 扩增 

使用优化引物 delta12 (5′-TCAACAATGGA 

ATCCCAAC-3′)和 delta21 (5′-CATCTTAACACC 

GTATATGA-3′)进行 PCR 扩增[20]。PCR 反应体

系：10×HiFi Buffer  2.5 μLⅠ ，delta12 (1 μmol/L) 

0.5 μL，delta21 (1 μmol/L) 0.5 μL，dNTPs   

(2.5 mmol/L) 2 μL ， TransTaq HiFi DNA 

Polymerase (5 U/μL) 0.25 μL，模板 DNA 1 μL，

ddH2O 18.25 μL。PCR 反应条件：94 °C 2 min；

94 °C 30 s，46 °C 30 s，72 °C 90 s，35 次循环；

72 °C 10 min。PCR 产物在 2%琼脂糖凝胶上电

泳，然后在凝胶成像仪上观察、照相。 

1.2.5  Interdelta 数据处理与聚类分析 

对 Interdelta 序列的 PCR 电泳图谱进行统

计分析，将特定位置上 DNA 条带的有和无分

别按“1”和“0”进行统计，建立数据矩阵，利用

NTsys 2.10e 版软件进行类平均法 (unweighted 

pair-group method with arithmetic means ，

UPGMA)聚类分析[6]。 

1.2.6  酿酒酵母菌株 SSR 分型分析 

选取 9 个多态性好的微卫星位点进行 SSR

分型分析，供试样本送至生工生物工程(上海)股

份有限公司进行毛细管电泳分析[21]。所得数据利

用PopGene 32软件分析酿酒酵母群体的9个微卫

星位点上的观测杂合度(Ho)、期望杂合度(He)；

利用 PowerMarker 分析酿酒酵母的等位基因数

及各微卫星位点的多态信息含量(polymorphism 

information contents，PIC)；利用 NTsys2.0e 软件

构建基于每对菌株的 Jaccard 相似性系数的非加

权算术平均数(UPGMA)系统发育树。 

2  结果与分析 

2.1  Interdelta 指纹图谱鉴定 4 个发酵中酿

酒酵母菌株多样性 
从宁夏贺兰山东麓葡萄酒产区的赤霞珠、马
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瑟兰、紫代夫和小味儿多 4 个葡萄品种工业生产

中共分离到 240 个酿酒酵母单菌落，Interdelta

指纹图谱法将其分为 24 种基因型即 24 株酿酒

酵母，商业酵母 SP 本身显示出 4 种基因型为

SP1−SP4，本土酵母显示出 20 种基因型为

Type1−Type20 (图 2)。上述 24 株酿酒酵母菌株

的聚类分析树形图及与其对应的 Interdelta 指纹

图谱如图 2 所示。在类平均法聚类分析中，菌株

相似度越接近 1.00，说明其亲缘关系越近，供试

菌株之间的 Jaccard 相似系数均在 0.15 以上。将

相似度大于 0.29 的具有一定亲缘关系的菌株分

为一类，则共可将 24 株供试菌株分为 14 大类。

其中，分离自赤霞珠葡萄酒的酿酒酵母菌株

SP1、Type1、Type3、Type4 聚为一类，说明其

亲缘关系较其他菌株更近，而分离自马瑟兰、紫

代夫和小味儿多 3 个葡萄品种的酿酒酵母菌株

都并未聚在一个分支，说明其亲缘关系较远，即

分离自相同葡萄品种发酵中的酿酒酵母菌株间

遗传差异性较大。 

2.2  酿酒酵母菌株的 SSR 分析 
2.2.1  酿酒酵母菌株的 SSR 分型 

SSR分析将上述 24株酿酒酵母分为 15种基

因型，表明微卫星对酵母菌株的分型效果较

Interdelta 差。本研究中，9 个微卫星位点均表

现出较高的多态性，多态信息含量可以反映微

卫星标记的多态性水平，度量群体内遗传变异

的高低[22]。根据 Botstein 等[23]提出的 PIC 判断

标准：当 PIC<0.25 时，该位点为低度多态；当

0.25<PIC<0.50 时，为中度多态；当 PIC>0.50 时，

为高度多态。本研究中的 9 个位点 PIC 平均值为

0.700 0，9 个 PIC 都大于 0.50，即每个位点都是

高度多态性位点。9 个微卫星位点共检测出   

50 个等位基因，平均每个位点的等位基因数为

5.555 6 个，其中在 C4 位点上检测到 9 个等位 

 

 
 
图 2  代表性酿酒酵母菌株的聚类分析树形图 
Figure 2  Phylogenetic tree of representative Saccharomyces cerevisiae strains. 
 



 
194 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

基因，表现出较高的等位基因多样性，C5、

SCYOR267C、YPL009C 这 3 个位点均仅检测出

4 个等位基因，等位基因最少。杂合度是衡量酿

酒酵母群体遗传变异情况的一个参数，杂合度越

高说明群体的遗传多样性越高[18]。本研究中，  

9 个位点的观测杂合度(Ho)值在 0.600 0−1.000 0

之间，平均值为 0.753 3，期望杂合度(He)介于

0.615 7−0.874 2 之间，平均值为 0.739 9 (表 1)。

整体来看，供试的 24 株酿酒酵母具有较高的遗

传多样性。 

2.2.2  酿酒酵母菌株的亲缘关系 

以菌株间的 Jaccard相似系数构建 20株本土

酿酒酵母与 4 株商业酵母的聚类图(图 3)，说明

20 株本土酿酒酵母与 4 株商业酵母的亲缘关系。

从图 3 中可以看出，Type1 和 Type2 的菌株具有

相同的基因型，Type3、Type10、Type11、Type15

的菌株具有相同的基因型，Type12、Type13、

Type14 的菌株具有相同的基因型，Type20、SP1、

SP2的菌株具有相同的基因型，Type17和 Type19

的菌株具有相同的基因型。 

菌株之间的 Jaccard 相似系数越接近 1，其

亲缘关系越近。从图 3 中可以看出，分离自相同

葡萄品种发酵中的酿酒酵母菌株间遗传差异性

较大。Type1、Type2 (SSR 类型为 L-1)与 Type6 

(SSR 类型为 L-5)聚在一个分支，Type3、Type10、

Type11、Type15 (SSR 类型为 L-2)与 Type12、

Type13、Type14 (SSR 类型为 L-9)聚在一个分支，

Type20、SP1、SP2 (SSR 类型为 SP-1)与 SP4 (SSR

类型为 SP-3)聚在一个分支，Type17、Type19 

(SSR 类型为 L-11)与 Type18 (SSR 类型为 L-12)

聚在一个分支，说明其亲缘关系较近；如图 3

所示，分离自赤霞珠葡萄酒发酵的商业酵母 SP

与本土酵母 Type1、Type2、Type3、Type4 (SSR

类型为 L-1、L-2、L-3)菌株的亲缘关系较远；当

Jaccard 相似系数约为 0.05 时，分离自马瑟兰葡

萄酒的基因型 SP3、Type5、Type6、Type7、Type8、

Type9、Type10、Type11 (SSR 类型为 SP-2、L-2、

L-4、L-5、L-6、L-7、L-8)聚为一类，表明其亲

缘关系较远；当 Jaccard 相似系数约为 0.05 时，

分离自紫代夫葡萄酒的各个基因型 Type5、

Type7、Type12、Type13、Type14、Type15 (SSR

类型为 L-2、L-4、L-6、L-9)聚为一类，表明其

亲缘关系较远；当 Jaccard 相似系数为 0.04 时，

分离自紫代夫葡萄酒的各个基因型聚为一类，表

明其亲缘关系最远。 

 
表 1  24 株酿酒酵母菌株的遗传多样性水平 
Table 1  Genetic diversity of 24 Saccharomyces cerevisiae strains 
位点 等位基因数 观测杂合度(Ho) 期望杂合度(He) 多态信息含量(PIC) 

Locus Alleles Heterozygosity observed Heterozygosity expected Polymorphism information contents

C4 9 0.833 3 0.819 2 0.781 9 

C5 4 0.633 3 0.702 3 0.635 6 

C8 5 1.000 0 0.874 2 0.852 7 

C11 5 0.633 3 0.728 2 0.667 8 

C12 5 0.703 7 0.615 7 0.611 7 

SCAAT1 8 0.866 7 0.853 7 0.819 7 

SCAAT3 6 0.642 9 0.679 2 0.674 6 

SCYOR267C 4 0.600 0 0.687 6 0.620 8 

YPL009C 4 0.866 7 0.698 9 0.635 0 

Mean 5.555 6 0.753 3 0.739 9 0.700 0 



 
王雪荣等: 商业酵母在不同品种葡萄酒工业化生产中的定殖差异 195 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 3  代表性酿酒酵母菌株的亲缘关系聚类图 
Figure 3  Clustering diagram of genetic relationship of representative Saccharomyces cerevisiae strains. 
 

2.3  商业酵母 SP 的定殖情况 

如图 4 所示，在接种商业酵母 SP 的赤霞珠、

马瑟兰、紫代夫和小味儿多葡萄酒发酵中，商业

酵母 SP 在 Interdelta 分型中表现出 4 种基因型

(SP1−SP4)，在微卫星分型中共表现出 3 种基因

型(SP-1−SP-3)。在赤霞珠葡萄酒发酵中，商业

酵母 SP 存在于整个发酵过程中，Interdelta 类

型 SP2 (SSR 类型为 SP-1)均是第 1、3、5 天的

主导菌株；马瑟兰葡萄酒发酵中，商业酵母 SP

只在第 5 天检测到且占据优势，其类型为 SP3 

(SSR 类型为 SP-2)，而第 1、3 天的主导菌株均

是本土酵母，分别为 Type5 (SSR 类型为 L-4)、

Type8 (SSR 类型为 L-7)；紫代夫葡萄酒发酵

中，Interdelta 分析和 SSR 分析均显示整个发

酵过程中未分离到与 SP 基因型相同的菌株，

Type12 (SSR 类型为 L-9)和 Type15 (SSR 类型为

L-2)是发酵中的主导菌株；小味儿多葡萄酒发

酵中，SP 是第 1、3 天的优势菌株，其 Interdelta

类型 SP3 (SSR 类型为 SP-2)、Interdelta 类型

Type10 是 5 d 的主导菌株，对应 SSR 分析中的

类型 L-2。 

3  讨论 

宁夏贺兰山东麓葡萄酒产区具有特殊的地

理环境，这使其蕴含着丰富的本土酿酒微生物资

源，从而为葡萄酒酿造创造了优越的条件[1]。目

前，我国多数葡萄酒生产企业使用 ADY 进行葡

萄酒酿造与生产，长期使用 ADY 可能造成葡萄

酒同质化严重，破坏我国本土酿酒微生物多样

性。因此，本研究对宁夏贺兰山东麓产区葡萄酒

工业生产过程中 ADY 的定殖情况及酿酒酵母菌

株多样性进行研究，并分析不同品种葡萄酒工业 
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图 4  接种商业酵母 SP 的赤霞珠、马瑟兰、紫代夫和小味儿多发酵中不同酿酒酵母菌株数量动态

变化   A：赤霞珠葡萄酒发酵；B：马瑟兰葡萄酒发酵；C：紫代夫葡萄酒发酵；D：小味儿多葡萄酒

发酵 

Figure 4  Dynamic changes of the number of different Saccharomyces cerevisiae strains in the 
fermentation of Cabernet Sauvignon, Marselan, Dunkelfelder and Petit Verdot. A: Cabernet Sauvignon 
wine fermentation; B: Maserland wine fermentation; C: Fermentation of Zidav wine; D: Fermentation of 
petit much wine. 
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生产过程中不同酿酒酵母菌株间的数量竞争关

系，研究结果可为选育具有本土特色和自主知识

产权的葡萄酒酵母提供理论依据。 

本研究从接种商业酵母 SP 的 4 个葡萄品种

的发酵液中共分离出 240 个酿酒酵母单菌落，

Interdelta 指纹图谱将其分为 24 种基因型，其中

商业酵母共显示出 4 种基因型；而 SSR 分析结

果显示出 15 种基因型，其中商业酵母共显示出

3 种基因型。因此，Interdelta 指纹图谱技术对于

不同酿酒酵母菌株显示了较高的区分能力。

Interdelta 序列的数目和位置在酿酒酵母种内具

有一定的差异性，常被作为基因标记用于区分不

同酿酒酵母菌株。通过 Interdelta 分型获得遗传

背景不同的菌株，再进行酿酒特性研究可极大降

低筛选的工作强度，提高工作效率。Ness 等第

一次系统地研究了用 Interdelta 技术进行酵母菌

株鉴定的可行性，他们根据 5′端的保守序列设计

出 δ1 和 δ2 这 2 个引物进行扩增，结果发现这种

方法对于酵母属的不同种以及亚种的菌株都有

很好的鉴定效果，但是对其他属的酵母(Candida 

vini、Pichia canadensis 和 Hanseniaspora uvarum)

不能得到有效的扩增条带[24]。2003 年，Legras

等设计了一对新引物(delta12、delta21)对 53 株

酿酒酵母进行了 PCR 扩增分析[20]，扩增结果与

BLAST 数据库中计算得来的虚拟电泳图谱比较

分析得出，所有检测到的条带都对应于一个计算

出来的可能条带，同时，与原先的引物相比较，

优化的引物所扩增出的条带明显增多，多态性更

加丰富，具有很好的菌株区分能力[20]。 

Ayoub 等[25]利用 Interdelta 指纹图谱法与多

位点测序技术对 84 株不同来源的酿酒酵母和  

3 株模式菌株进行了分析，结果显示 Interdelta

指纹图谱的菌株区分能力达到 99.90%，而多位

点测序技术的菌株区分能力达到 92.27%，说明

Interdelta 指纹图谱具有更好的菌株区分能力。

然而杨金仙等[26]证实了实验室 PCR 扩增和电泳

条件及菌种获取来源的不同对 Interdelta 指纹图

谱分析结果的稳定性具有一定的影响，因此，对

中国不同产区酿酒酵母基因型的比较需要选用

相同来源(如商业活性干酵母或菌种保藏中心酵

母)的参考菌株，并在相同实验条件下进行比对

分析。微卫星分子标记法主要依赖微卫星位点的

高度多态性和特异性进行分子鉴定，可在种内不

同个体间展现差异。相较于其他片段长度多态性

分析方法，微卫星分子标记法具有较优的种内分

型效果[19,27-29]。自酿酒酵母全基因组序列公布以

后，科学家开始构建搜索酿酒酵母微卫星序列的

方法，并取得了显著成果。Pérez 等[30]从 10 个微

卫星位点中选出 6 个高多态性位点，对来自不

同酒厂的 51 株酿酒酵母进行区分，得到 57 个

等位基因和 44 个基因型，他们指出多个微卫星

位点组合分析具有很高的分辨率。Legras 等[31]

对 41 个微卫星位点的多态信息进行评估和筛

选，得到 6 个稳定的高变异微卫星位点，而这   

6 个位点丰富的多态性也在随后其他学者的研

究中得到认可，使得微卫星组合分型达到相对较

高的分辨率。贾佳等[32]对 Interdelta 和 SSR 基因

分型的可行性进行了研究，结果表明 SSR 的区

分能力强于 Interdelta，其原因之一为 SSR 在对

样品进行鉴定时所选用引物的数量远远高于

Interdelta，对比的基因片段累计长度远远大于

Interdelta 基因片段长度，能够捕捉更多的基因

突变点[33]。杨金仙等[26]利用 Interdelta 指纹图谱

技术结合 SSR 分子标记法研究了贵州紫云县刺

葡萄自然发酵过程中丰富的酿酒酵母菌株基因

型多样性，结果表明，Interdelta 指纹图谱分析

和微卫星分子标记法的结合使用提供了更强的

分析酿酒酵母基因型多样性的能力，也验证了较

多遗传标记的使用，理论上可以赋予每种酿酒酵

母菌株独特的基因型的报道[22,24]。本研究结果表
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明，Interdelta 指纹图谱技术结合 SSR 分子标记

法在菌株水平上都具有很好的区分效果。

Interdelta 指纹图谱法容易操作，不需要投入大

量的仪器设备，只需要进行 PCR 扩增和电泳分

析检测即可获得结果，但容易出现暗带，给分析

带来困难；SSR 分析需合成荧光标记引物，成本

较高，但其结果是扩增片段大小的具体数值(bp)，

容易对不同来源的研究结果进行比较。本研究表

明 Interdelta 指纹图谱技术与 SSR 标记技术在酵

母基因型的区分上具有不同的区分能力，这与前

人研究结果相似，一些能被 Interdelta 指纹图谱

技术区分的酿酒酵母菌株，微卫星分型技术却不

能将其区分[21,25]。 

目前可以查到的资料显示，商业酵母 SP 属

于酿酒酵母种，该酵母是否由单菌株构成未见报

道，对于本研究检测到的不同基因型而言，可以

推测该酵母是由不同株系构成的。关于商业酵母

由不同株系构成，前人已有相似报道[21,34]。在葡

萄酒酿造中，商业 ADY 的成功植入与否取决于

酵母添加量、酵母本身的特性和接种温度等因 

素[14,35-36]。也有研究表明，氮源在混菌发酵体系

中会影响酵母的生长和代谢，酵母在混菌发酵

中对不同氮源的利用可能会影响各自的生长[37]。

有研究指出，在商业酿酒酵母与本地酵母的竞争

中，商业酿酒酵母并不占优势[38-39]。本研究得到

了相似的结果，接种的商业酵母 SP 与本土酵母

在发酵中相互竞争，而且所接种的 SP 并不都是

各个品种发酵各个时期的优势菌株。在不同的葡

萄品种葡萄酒的工业生产中，SP 在发酵中的主

导地位存在显著差异：在赤霞珠葡萄酒接种发酵

中，商业酵母 SP-1 (Interdelta 类型 SP2)是整个

发酵的主导菌株；而在紫代夫葡萄酒接种发酵

中，Interdelta 分析和 SSR 分析均显示本土酵母是

整个发酵的主导菌株。这可能与葡萄原料导致的

发酵条件如 pH、SO2 存在差异有关[40-41]。研究表

明，不同酵母菌株对 pH、SO2 等的耐受性存在明

显差异，即不同酵母菌株对发酵条件的适应能力

存在差异[40-41]。 

4  结论 

接种商业酵母 SP 的 4 个葡萄品种发酵中，

SP 与本土酵母相互竞争，二者共同参与完成酒

精发酵。SP 在不同葡萄酒工业生产中的定殖情

况存在差异，在赤霞珠葡萄酒发酵中其定殖力最

强，而在紫代夫葡萄酒发酵中其定殖力最弱。虽

然也有其他研究表明温度、pH 值、乙醇、细胞

间接触、氮源及 SO2 等因素对酿酒酵母种内竞争

关系有重要影响，然而什么因素是影响酿酒酵母

菌株优势地位及其持久性的根本因素，哪些因素

抑制或促进了 ADY 的定殖及其背后的分子机制

等，这些问题还有待进一步研究。 
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