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摘要：【目的】探究自然发酵和接种发酵两种发酵方式，对霞多丽葡萄发酵中酵母菌种多样性和酿酒

酵母菌株遗传多样性的影响。【方法】以霞多丽葡萄为原料，分别进行自然发酵和接种不同酿酒酵母

菌株(NXU17-26、UCD522和UCD2610)的发酵，利用26S rDNA D1/D2区序列分析和Interdelta指纹图谱

技术分别进行酵母菌的种间及种内水平的区分，通过聚类分析及多样性指数对不同发酵方式下酿酒酵

母菌株的多样性进行分析和比较。【结果】自然发酵的发酵曲线较平缓，接种发酵的发酵速度显著快

于自然发酵。26S rDNA D1/D2区序列分析将4个发酵中分离到的酵母菌鉴定为6属11种，自然发酵中分

离的酵母有5属6种，均为非酿酒酵母(non-Saccharomyces)；而接种发酵中的酵母多样性远低于自然发

酵，均由酿酒酵母和两种非酿酒酵母组成。Interdelta指纹图谱分析表明，接种UCD2610的发酵中，发

酵后UCD2610是优势菌株，其基因型占比为48.78%；接种NXU17-26和UCD522的发酵中，未发现与

NXU17-26和UCD522相同的基因型。聚类分析表明，分离自接种UCD522发酵中的酿酒酵母菌株间的

遗传差异性较小；而分离自NXU17-26和UCD2610发酵中的酿酒酵母菌株间遗传差异性较大。多样性

指数结果表明，接种UCD2610发酵中的优势菌株(UCD2610)在发酵过程中占据更加突出的地位；接种

UCD522发酵中分离的酿酒酵母具有更高的多样性，影响其菌株多样性的未知因素较多，且不同基因

型酿酒酵母的集中度较高。【结论】发酵方式对霞多丽葡萄发酵中酵母菌种多样性、以及酿酒酵母菌

株遗传多样性的影响显著，研究结果对葡萄酒发酵中的微生物控制具有指导意义。 
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葡萄酒的酿造过程主要涉及多酵母属、种及

菌株等微生物的参与，以酿酒酵母(Saccharomyces 

cerevisiae)为主的酒精发酵是葡萄酒生产的重要

阶段。根据葡萄酒酒精发酵过程中是否接种酵母
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菌，可将其分为接种发酵和非接种发酵(即自然发

酵)。自然发酵完全依靠葡萄表面的天然菌群和酿

酒设备上的微生物来完成整个发酵过程；而接种

发酵是由所接种的商业酵母和本土酵母共同完

成的。纯培养技术的建立促使葡萄酒的发酵方式

由自然发酵向接种发酵转变。 

自然发酵生产的葡萄酒通常具有典型的地

域风格，但由于不确定因素的影响，会导致葡萄

酒质量的不稳定。接种发酵使酒精发酵过程得到

有效控制，并实现产品质量的均一化。但这一过

程会造成葡萄酒的同质化，从而削弱葡萄酒的整

体风味特性。传统观点认为，接种发酵过程中，

所接种的商业活性干酵母是相应发酵中的优势菌

株。但前人研究发现，接种的酿酒酵母在发酵过

程中并不一定占据主导地位，野生酿酒酵母表现

出较强的竞争力，处于优势地位、主导完成酒精

发酵[1–2]。在接种发酵过程中，酿酒酵母的定殖能

力受菌株特性、接种方式(复水活化或干粉直投)、

接种温度、发酵温度和接种量等因素的影响[2–8]。

不同酿酒酵母菌株的代谢产物存在差异，发酵过

程中酿酒酵母菌株多样性组成影响葡萄酒的外

观及品质。因此，借助 DNA 分子标记法对酿酒

酵母菌株进行区分至关重要，从而实现对发酵过

程的有效监控。Interdelta 指纹图谱分析技术具有

容易操作、多态性丰富等优点，因此在酿酒酵母

菌株的区分和遗传多样性研究，开发特定地区酿

酒酵母菌株资源中发挥重要作用[9–10]。 

因此，本研究利用 Interdelta 指纹图谱技术对

宁夏银川产区霞多丽葡萄自然发酵和接种不同

酿酒酵母菌株 NXU17-26、UCD522 和 UCD2610

发酵过程中的酿酒酵母分离株进行分类，比较自

然发酵和 3 个接种发酵中酿酒酵母菌株的遗传多

样性。利用 UPGMA 聚类分析构建相关酿酒酵母

菌株的系统发育树，通过计算不同接种发酵过程

中酿酒酵母的多样性指数对分离的酿酒酵母多

样性进行比较。 

1  材料和方法 

1.1  材料、试剂及仪器 

1.1.1  葡萄材料：霞多丽葡萄(宁夏银川产区)：

糖 210.00 g/L，总酸 6.65 g/L，pH 3.99。 

1.1.2  酿酒酵母：NXU17-26 (中性菌株，宁夏大

学食品与葡萄酒学院葡萄酒微生物资源与遗传

育种实验室保藏)，UCD522 (敏感菌株，美国加

州大学戴维斯分校葡萄栽培与葡萄酒酿造系菌

种保藏中心)，UCD2610 (嗜杀菌株，美国加州大

学戴维斯分校葡萄栽培与葡萄酒酿造系菌种保

藏中心)，UCD522 和 UCD2610 两株酵母菌株由

美国加州大学戴维斯分校葡萄栽培与葡萄酒酿

造系菌种保藏中心赠予。 

1.1.3  引物：26S rDNA D1/D2 区序列引物：使

用优化的引物 NL1 (5′-GCATATCAATAAGCGG 

AGGAAAAG-3′)和 NL4 (5′-GGTCCGTGTTTCA 

AGACGG-3′)。  

Interdelta 扩增引物：使用优化的 delta 引物

delta12 (5′-TCAACAATGGAATCCCAAC-3′)和 delta21 

(5′-CATCTTAACACCGTATATGA-3′)。 

1.1.4  试剂：葡萄糖、蛋白胨、酵母浸粉、琼脂

等生物试剂，引物(由生工生物公司合成)、dNTPs 

(北京全式金生物公司)、Taq 酶 (北京全式金生物

公司)。 

1.1.5  仪器设备：超净工作台 SW-CJ-2FD (苏州

安泰空气技术有限公司)；生化培养箱 SHP-150B

型 ( 常 州 诺 基 仪 器 有 限 公 司 ) ； 干 式 恒 温 器



何荣荣等 | 微生物学报, 2021, 61(5) 1213 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

GDH-100 (上海巴玖实业有限公司)；JNX-26 高速

冷冻离心机(贝克曼库尔特股份有限公司)；PCR

仪 844-0069 (德国耶拿分析仪器股份公司)；全自

动凝胶成像仪 ChampGel 15000 (北京赛智创业科

技有限公司)；电泳仪 DYY-6C 型(北京六一生物

科技有限公司)。 

1.1.6  培养基：YEPD 培养基(yeast extract peptone 

dextrose medium)：酵母浸粉 10 g/L (1%)，蛋白胨

20 g/L (2%)，葡萄糖 20 g/L (2%)，蒸馏水。121 °C

灭菌 20 min，添加 100 mg/L 的氯霉素。配制固

体培养基时加入 20 g/L (2%)的琼脂。 

WL 营养琼脂培养基(wallerstein laboratory 

nutrient agar medium)：用于酵母菌株的初步形态

分类[11]，调 pH 至 6.5，121 °C 灭菌 20 min，添加

100 mg/L 的氯霉素。 

1.2  葡萄汁发酵 

本试验设置了 4 种发酵处理，分别是自然发

酵、接种中性菌株 NXU17-26、敏感菌株 UCD522

和嗜杀菌株 UCD2610 的发酵。用无菌自封袋将成

熟的葡萄原料在无菌状态下进行除梗破碎，发酵

体积为 700 mL，每个处理设置 2 个发酵重复[12–13]。

对于接种发酵而言，在葡萄破碎后的第 2 天进行

接种，接种后的细胞浓度为 106 CFU/mL。所有的

发酵均于 25–28 °C 控温发酵，采用 CO2 失重法对

发酵进程进行监控，连续两天失重变化小于 0.1 g 

时视为发酵结束。 

1.3  酵母菌分离 

在发酵的第 2，4，6 天[2,14]取样并进行梯度

稀释，选取合适的稀释浓度涂布于 WL 培养基上

(加入氯霉素 100 mg/L，抑制细菌和霉菌的生长)，

28 °C 培养 3 d，根据菌落的颜色和形态不同，每

个时期挑选 20 个酵母单菌落进行划线纯化[15–17]，

经纯化后的酵母菌于 20%的无菌甘油中于–20 °C

下保藏备用。 

1.4  DNA 提取 

DNA 的提取采用石英砂破壁法[18]。 

1.5  酵母菌 26S rDNA D1/D2 区的扩增[12] 

引物 NL1 和 NL4 各 0.5 μL，10×Easy Tap 

Buffer 2.5 μL，2.5 mmol/L dNTPs 2 μL，10×Easy 

Tap Buffer Polymerase 0.25 μL，酵母菌 DNA 模板

1 μL，加 ddH2O 至 25 μL。PCR 扩增条件：95 °C 

5 min；94 °C 1 min，52 °C 1 min，72 °C 80 s，    

36 个循环；72 °C 8 min。PCR 产物经 2%琼脂糖

凝胶电泳进行检验，电压 110 V，电流 90 mA，

时间约 30 min，然后将 PCR 产物送生工生物工程

(上海)股份有限公司检测。  

1.6  酿酒酵母的 Interdelta 指纹图谱分析[19] 

引物 delta12 和 delta21 各 0.5 μL，10×HiFi 

buffer  2.5 μLⅠ ，2.5 mmol/L dNTPs 2 μL，10×HiFi 

DNA Polymerase 0.25 μL，酵母菌 DNA 模板 1 μL，

加 ddH2O 至 25 μL。PCR 扩增条件：94 °C 2 min；

94 °C 30 s，56 °C 30 s，72 °C 90 s，35 个循环；

72 °C 10 min。PCR 产物经 2%琼脂糖凝胶电泳进

行检验，电压 100 V，电流 90 mA，时间约 40 min，

用凝胶成像仪观察结果。 

对 Interdelta PCR 电泳图谱进行统计，根据

特定位置上有、无 DNA 条带分别记为“1”和“0”

进行统计区分，建立数据矩阵，采用 NTsys 2.10e

版软件进行非加权算术平均数法(unweighted pair 

group method with arithmetic mean，UPGMA)构建

相关酿酒酵母菌株的系统发育树[20]。 
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1.7  数据处理 

使用 Office 2007 和 SPSS Statistics V19.0 

(IBM Inc.，Chicago，IL，USA)对所得的数据进行

均值和方差分析，采用 Ducan 检验方法(P<0.05)，

绘图软件使用 Origin 8.1。 

2  结果和分析 

2.1  发酵曲线 

利用 CO2 失重法监控发酵进程，图 1 为不同

发酵处理的发酵曲线(CO2 每天释放量表示)。从

发酵曲线可以看出，接种 UCD522 和接种

UCD2610 的发酵曲线相类似，在发酵的第 3 天和

4 天时发酵速度最快，接种 NXU17-26 的发酵速

度次之；自然发酵的发酵曲线较为平缓，在发酵

的第 5 天和 6 天发酵速度较快。 

2.2  酵母菌种属动态变化  

经 WL 培养基初步分离，自然发酵中共分离

到 112 个酵母单菌落，接种 NX11424 发酵中分离

到 114 个酵母单菌落，接种 UCD522 发酵中分离 

 

 
 

图 1.  接种不同酿酒酵母菌株发酵的 CO2 失重曲线 

Figure 1.  Comparison of CO2 weight loss curves of 
different fermentation. The standard deviation reflects 
the dispersion of CO2 weight loss per day (until the end 
of fermentation) in different fermentation treatments. 

到 117 个酵母单菌落，接种 UCD2610 发酵中分

离到 113 个酵母单菌落。利用 26S rDNA D1/D2 

区序列分析，按序列相似性在 99%–100%原则进

行酵母菌种鉴定。本研究对 4 个发酵中分离到的

456 个酵母菌落进行了鉴定，经鉴定共有 6 属 11 种，

即矮小假丝酵母(Candida humili)、萄葡汁有孢汉逊

酵母(Hanseniaspora uvarum)、H. guilliermondii、   

H. meyeri、Kazachstania hellenica、美极梅奇酵母

(Metschnikowia pulcherrima)、Metschnikowia aff、

Metschnikowia sp. 、 库 徳 毕 赤 酵 母 (Pichia 

kudriavzevii)、克鲁维毕赤酵母(P. kluyveri)和酿酒

酵母(S. cerevisiae)。其中，自然发酵中分离的酵母

有 5 属 6 种，即 C. humili、K. hellenica、H. uvarum、

Metschnikowia aff、P. kudriavzevii 和 P. kluyveri，

未分离到酿酒酵母；接种 NXU17-26 的发酵中分

离到 3 种酵母 P. kluyveri、Metschnikowia sp.和酿

酒酵母；接种 UCD522 的发酵分离到 3 种酵母

H. uvarum、M. pulcherrima 和酿酒酵母；接种

UCD2610的发酵分离到 3种酵母H. guilliermondii、

M. pulcherrima 和酿酒酵母。 

不同发酵处理的酵母菌种、属组成存在明显

差异，自然发酵中非酿酒酵母的比例远高于其他

发酵(表 1)。如表所示，随着发酵的进行各接种发

酵中非酿酒酵母的比例逐渐下降，酿酒酵母逐渐

占据主导地位并完成酒精发酵。在发酵中后期，

接种 UCD2610 的发酵中，酿酒酵母的数量高于

其他发酵。 

2.3  酿酒酵母菌株基因型多样性分析 

Interdelta 指纹图谱能实现不同菌株的区分。

本研究利用 Interdelta 指纹图谱技术对酿酒酵母

的基因型进行分析，从而计算出不同基因型所占

的比例，进而对不同发酵方式下酿酒酵母菌株多
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样性进行比较。自然发酵和接种发酵中共分离到

90 个酿酒酵母单菌落，经 Interdelta 指纹图谱即

不同基因型的分析后，共分为 13 种基因型即   

13 株不同的酿酒酵母菌株，除接种的 NXU17-26、

UCD522 和 UCD2610 3 株酵母以外，分离到    

10 株本土酿酒酵母(图 2)。结合 Inerdelta 和聚类

分析结果可以看出，当欧氏距离为 0.61 时，分离

自接种敏感菌株 UCD522 的发酵中的 5 种基因型

(NXU19-12，NXU29-22，NXU19-13，NXU29-21

和 NXU29-23)被聚为一类。而分离自不同发酵中

的酿酒酵母菌株间遗传差异性较大。 

13 个基因型在各发酵时期的分布情况如图 3

所示。本研究在不同的接种发酵中，发酵结束时

酿酒酵母占主导地位甚至完全是酿酒酵母，但这

些酵母的基因型是有差异的。接种中性菌株

NXU17-26 的发酵中共分离出 24 株酿酒酵母，表

现为 3 种基因型 (NXU18-01 、 NXU28-15 和

NXU28-16)，NXU18-01 是发酵中的优势酵母，

其基因型占比为 45.83% (11/24)；接种敏感菌株

UCD522 的发酵中共分离出 25 株酿酒酵母，表现 

 

表 1.  酵母菌在不同发酵处理中的比例 

Table 1.  The proportion of yeasts in different fermentation 

Yeast species 
2 d 4 d 6 d 

A B C D A B C D A B C D 

Pichia 7.42% 10.91% 0 9.26% 50.00% 0 0 0 12.20% 0 0 0 

Metschnikowia 7.42% 3.62% 3.12% 3.07% 0 0 0 0 0 0 0 0 

Hanseniaspora 85.16% 84.38% 90.86% 80.26% 50.00% 13.64% 8.71% 0 14.83% 0 0 0 

Candida 0 0 0 0 0 0 0 0 27.84% 0 0 0 

Kazachstania 0 0 0 0 0 0 0 0 45.13% 0 0 0 

S. cerevisiae 0 1.09% 6.02% 7.41% 0 86.36% 91.29% 100.00% 0 100.00% 100.00% 100.00%

A: spontaneous fermentation; B: inoculated with NXU17-26; C: inoculated with UCD522; D: inoculated with UCD2610. 

 

 
 

图 2.  酿酒酵母的 Interdelta 指纹图谱 UPGMA 聚类图 

Figurre 2.  The UPGMA cluster of Interdelta fingerprinting patterns of S. cerevisiae strains. 
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图 3.  接种发酵过程中酿酒酵母的基因型动态变化 

Figure 3.  Dynamic changes of S. cerevisiae genotypes 
during inoculated fermentations. B: inoculated with 
NXU17-26; C: inoculated with UCD522; D: inoculated 
with UCD2610. 

 

出 5 种基因型(NXU19-12、NXU29-22、NXU19-13、

NXU29-21 和 NXU29-23)，NXU29-21 是发酵中

的优势酵母，基因型占比为 36.00% (9/25)；接种

嗜杀菌株 UCD2610 的发酵中分离出 41 株酿酒酵

母，表现为 3 种基因型(NXU20-14、NXU30-19

和 NXU30-18)，其中类型 NXU20-14 与所接种的

UCD2610具有相同基因型，基因型占比为 48.78% 

(20/41)。接种 NXU17-26 和 UCD522 的发酵中，

未发现与 NXU17-26 和 UCD522 相同的基因型，

可能是因为发酵过程中野生本土酵母表现出较强

的竞争力，成为发酵中的优势菌株，接种的酿酒

酵母生长受到了抑制；而接种的 UCD2610 发酵

中，UCD2610 占主导地位，这可能与 UCD2610

是嗜杀菌株有关。 

2.4  酿酒酵母多样性指数 

为更好地分析自然发酵和接种发酵对酿酒

酵母菌株多样性的影响，将 3 个接种发酵中分离

的 90 个酿酒酵母的多样性指数进行统计比较。

如表 2 所示，90 个酿酒酵母单菌落共产生了

11(3+5+3)种基因型。以基因型数量与分离到的菌

株数量之间的比率表示生物多样性(%)[21]，接种

UCD522 发酵过程中分离的酿酒酵母的多态性水

平最高，生物多样性为 20% (5/25)；接种 UCD2610

发酵过程中分离的酿酒酵母的多态性水平最低，

生物多样性为 7.3% (3/41)。3 个发酵中分离的酿

酒酵母的优势度指数：接种 UCD2610>接种

NXU17-26>接种 UCD522，优势度指数可以反映

各物种种群数量的变化情况，优势度指数越大，

则说明接种 UCD2610 的发酵过程中不同基因型

酿酒酵母的分布越不均匀，因此，接种 UCD2610

发酵中的优势菌株(UCD2610)在发酵过程中占据

更加突出的地位。接种 UCD522 发酵中分离的酿

酒酵母的 Shannon 指数大于接种 NXU17-26 和接

种 UCD2610 中分离的酿酒酵母，Shannon 指数越

大，说明接种 UCD522 发酵中酿酒酵母种群中的

未知因素越多(表 2)。Simpson 指数反映了不同基

因型酿酒酵母的集中度，接种 NXU17-26 和接种

UCD2610 发酵中的 Simpson 指数值相似，接种

UCD522 发酵中的 Simpson 指数值大于其他两个

发酵 (表 2)，则说明接种 NXU17-26 和接种 

 

表 2.  不同发酵酿酒酵母种群多样性指数 

Table 2.  Diversity indices of S. cerevisiae population of different ferments 
Different 
ferments 

Number of  
S. cerevisiae isolates 

Number of 
interdelta patterns 

Biodiversitya/%
Berger-Parker 
dominance index 

Shannon index 
(H′) 

Simpson index 
(D) 

NXU17-26 24 3 12.50 0.4583 1.5157 0.6354 

UCD522 25 5 20.00 0.3600 2.0621 0.7360 

UCD2610 41 3 7.30 0.4878 1.4906 0.6234 
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UCD2610 发酵过程中不同基因型酿酒酵母的集

中程度大小基本相同，而接种 UCD522 发酵过程

中不同基因型酿酒酵母的集中度较高。 

3  讨论 

本文研究了不同发酵类型(接种发酵与自然

发酵)对霞多丽葡萄酒发酵中酿酒酵母菌株多样

性的影响。自然发酵中分离的酵母菌和商业酵母

菌株具有相同的基因型，在我国宁夏、香格里拉

产区已有报道[18,22]。本研究中，自然发酵过程中

未分离出与接种酵母相同的基因型，说明自然发

酵中本土酵母表现出较强的竞争力，没有受到所

接 种 的 酿 酒 酵 母 (NXU17-26 、 UCD522 和

UCD2610)的影响。因此，亟需对我国本土酵母菌

资源进行收集与开发，对发酵中分离的本土酿酵

母菌资源进行分离、鉴定，可为后续开发和利用

优良本土酵母菌株奠定基础，保护我国本土酵母

菌资源的多样性。 

葡萄酒的发酵是一个复杂的过程，是由不同

的酵母属、种之间相互协作完成的。根据前人研

究发现，自然发酵在发酵前期非酿酒酵母占据主

导地位，在发酵中后期酿酒酵母成为优势菌。杨

美景等 [23]对赤霞珠葡萄自然发酵过程中的酵母

菌进行了分离和鉴定并探寻赤霞珠葡萄酒发酵

过程相关酵母菌群的变化规律，研究发现，酵母

属(Saccharomyces)酵母是自然发酵中后期的主导

菌，发酵前期主要是非酿酒酵母。Elena 等对意

大利白葡萄自发发酵过程中的酵母种群的多样

性 进 行 了 研 究 ， 结 果 显 示 ， 发 酵 早 期 以

Hanseniaspa、Issatchenkia 和 Candida 为优势菌

株，发酵中期和末期以酿酒酵母为主[24]。然而，

本研究在自然发酵初期和中期 Hanseniaspora 

uvarum 为优势菌，发酵末期以 Candida humili 和

Kazachstania hellenica 为主，整个发酵过程中并

未分离到酿酒酵母。自然发酵过程中的酿酒酵母

可能来自酿酒厂、设备仪器和葡萄表皮等，本研

究的自然发酵中没有分离到野生酿酒酵母，可能

是由于该发酵是在实验室条件下进行的，所使用

仪器都经过高压灭菌处理，加之发酵过程中野生

非酿酒酵母与酿酒酵母间的竞争，而使野生酿酒

酵母受到了抑制。此外，在分类学上，Candida 

humili 与 Kazachstania hellenica 同位于哈萨克斯

坦种属 Kazachstania 的进化分支上，两者都归类

于 Kazachstania 属[25]。C. humilis 是一种公认安全

的酵母[26]，具有较好的葡萄酒酿造潜力。对非酿

酒酵母 C. humilis 和 Kazachstania hellenica 的遗

传关系以及发酵特性等进行研究，从而进一步探

索和开发宁夏产区本土的优良酵母资源。 

研究表明，即使在接种商业酵母的情况下，

野生酿酒酵母在发酵中也能表现出较强的竞争

力，甚至在发酵中占据主导地位。宋育阳等研究

接种商业酵母 RC212 的黑比诺葡萄发酵过程中

酿酒酵母菌株动态变化，结果发现，在发酵早期

和中期，接种的商业酵母 RC212 并没有表现出很

强的竞争性，直到发酵末期才开始占据主导地 

位[3]。孙悦等对接种不同嗜杀特性的酿酒酵母的

赤霞珠葡萄发酵中的酵母菌多样性进行了研究，

结果显示所接种的酿酒酵母是相应发酵中的优

势菌[27]。Vigentini 等[1]在 A 厂和 B 厂接种相同的

商业酵母进行发酵，对基酒发酵过程进行微生物

监测。在 A 厂商业酵母在发酵中占据主导地位，
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而在 B 厂，发酵过程不是由接种的商业酵母主导

完成的。本研究中，在接种 NXU17-26 和 UCD522

的发酵后期，未发现与 NXU17-26 和 UCD522 相

同的基因型，这与接种的酵母与本土酵母间的竞

争关系有关，后续研究可通过研究不同酿酒酵母

菌株在发酵中的定殖能力，细胞间的相互作用来

研究其在发酵中消失的原因。此外，本土酿酒酵

母 NXU18-01 和 NXU29-21 在相应的发酵中表现

出较强的发酵能力和竞争力，通过对本土酿酒酵

母 NXU18-01 和 NXU29-21 酿酒特性的研究，有

望获得适合该地区和该品种葡萄发酵的优良酵

母菌系。 

不同酵母菌株的酿造特性存在差异，尤其是

嗜杀特性，使各发酵中酵母菌株之间的相互作用

有所不同。嗜杀酵母在其生长繁殖过程中向体外

分泌蛋白或者糖蛋白毒素，从而抑制或杀死某些特

定的微生物[26,28–30]。Villalba 等对 18 个不同的嗜

杀酵母进行了分析，结果显示，菌株 T. delbrueckii 

NPCC 1033 (TdKT 产生菌)对所有腐败酵母的生

长均有明显的抑制作用[31]。Satora 等通过评估嗜

杀酵母菌株在苹果酒生产中对葡萄酒腐败微生

物的抗菌活性，表明在最佳发酵条件下，所分析

的嗜杀菌株抑制了 11 种葡萄酒腐败真菌(包括酵

母菌和其他真菌菌株)中 7 种的生长[32]。在葡萄

酒发酵中，嗜杀酵母能够抑制或杀死其近缘酵

母，加速近缘酵母细胞自溶，增加葡萄酒风味物

质的含量[33–34]。因此，分离筛选出适合宁夏地区

的本土嗜杀酵母作为工业生产用菌株，可以有效

防止生产过程中的杂菌污染，保证发酵的正常进

行，丰富葡萄酒风味并酿造出具有当地特色的葡

萄酒。 

4  结论 

本研究以霞多丽葡萄为原料，进行了自然发

酵和接种不同酿酒酵母菌株的发酵，通过对酵母

菌种类和酿酒酵母菌株遗传多样性进行分析，证

实了不同发酵方式对酵母菌的种类多样性具有

显著影响，同时接种不同菌株的发酵过程中酿酒

酵母的遗传多样性也存在明显差异。26S rDNA 

D1/D2 区序列分析将分离到的酵母菌鉴定为 6 属

11 种，自然发酵中分离的酵母有 5 属 6 种，均为

非酿酒酵母；而接种发酵中的酵母多样性远低于

自然发酵，均由酿酒酵母和两种非酿酒酵母组

成。此外，本研究发现在接种发酵中，接种所使

用的酿酒酵母不一定是相应发酵中的优势菌株。

如在接种 NXU17-26 和 UCD522 的发酵中，未分

离到与 NXU17-26 和 UCD522 相同的基因型，本

土酿酒酵母 NXU18-01 和 NXU29-21 在相应的发

酵中表现出较强的竞争力，基因型占比分别为和

45.83%和 36.00%。通过对其酿酒特性的研究，有

望获得适于宁夏地区葡萄酒发酵的优良酵母菌系。 
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Yeasts diversity of inoculated and spontaneous fermentations 
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Abstract: [Objective] To explore the effects of spontaneous and inoculated wine fermentations on the yeast 

diversity and genetic diversity of Saccharomyces cerevisiae. [Methods] Spontaneous and inoculated fermentations 

were conducted with Chardonnay using different S. cerevisiae strains of NXU17-26, UCD522 and UCD2610. We 

used 26S rDNA D1/D2 sequence analysis and Interdelta fingerprint to distinguish the yeasts at interspecific and 

intraspecific levels, respectively. The diversity of S. cerevisiae strains was analysed by cluster analysis and diversity 

index. [Results] The fermentation curve of spontaneous fermentation was relatively smooth, and the fermentation 

speed of inoculated fermentations was significantly faster than spontaneous fermentation. The isolated yeasts were 

identified as 6 genera and 11 species with 6 species of 5 genera of non-Saccharomyces in spontaneous fermentation. 

The yeast diversity in inoculated fermentation was far lower than that in spontaneous fermentation, which was 

composed of Saccharomyces cerevisiae and two non-Saccharomyces. UCD2610 dominated the corresponding 

fermentation and its genotype accounted for 48.78%; while in the fermentation inoculated with NXU17-26 and 

UCD522, we didn’t find the same genotype as them. Genetic differences between Saccharomyces cerevisiae strains 

isolated from UCD522 fermentation were small, while obvious in NXU17-26 and UCD2610 fermentations. 

Diversity index results showed that UCD2610 showed a more prominent position in the fermentation; 

Saccharomyces cerevisiae strains isolated in UCD522 fermentation showed a higher diversity, and there were more 

unknown factors affecting the population diversity and the concentration of different genotypes of Saccharomyces 

cerevisiae. [Conclusion] Fermentation methods have a significant effect on the yeast diversity and the genetic 

diversity of Saccharomyces cerevisiae strains. This study provides reference for the control of microorganisms 

during wine fermentation. 
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