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摘要：【目的】研究贵州紫云县刺葡萄自然发酵过程中野生酿酒酵母的基因型多样性，分析不同基因

型酵母在不同发酵时期的动态变化，为优良酿酒酵母资源的开发利用提供理论依据。【方法】采用

Interdelta指纹图谱分析方法和微卫星分子标记法，研究贵州紫云县刺葡萄自然发酵中野生酿酒酵母的

基因型多样性，并通过DPS软件分析不同基因型之间的遗传关系。【结果】贵州紫云县刺葡萄自然发

酵中共分离野生酿酒酵母75株，经Interdelta指纹图谱分析方法和微卫星分子标记法鉴定为10个基因

型，其中基因型6、9、10、11、14、15、16为野生酿酒酵母独有的7个基因型，7、17和18为野生与商

业酿酒酵母共有的3个基因型，此外，本研究所用其他商业酿酒酵母另有独有的9个基因型(1、2、3、

4、5、8、12、13和19)。75株野生酿酒酵母中基因型17的占比最高为36%，其次为基因型10占比为13.3%。

在自然发酵过程中不同基因型呈现此消彼长的变化，每一种基因型的菌株细胞密度在104–107 CFU/mL

之间。【结论】贵州紫云县刺葡萄自然发酵样品展现了丰富的酿酒酵母菌株基因型多样性，其中基因

型10和17为主导基因型，该研究为贵州刺葡萄优良野生酿酒酵母资源的开发奠定了基础。 
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自 1845 年巴斯德发现了酵母菌后，以酒精

发酵为基础的葡萄酒酿造工艺开始作为一门科

学被研究和确立。在 20 世纪 50 年代，新世界葡

萄酒厂开始使用外源酵母进行接种发酵，10 年后

活性干酵母产品推出并迅速推广到欧洲各葡萄

酒酿造国家，现今，全球每年约有 40 万 t 商业活

性干酵母生产[1]。选用商业活性干酵母接种进行

葡萄酒酒精发酵时，所接种菌株一般会形成优势
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菌群，抑制野生非酿酒酵母在发酵中后期的生长

代谢，可以避免由自然发酵引发的发酵缓慢、发

酵停滞和风味败坏等风险。因此，世界各葡萄酒

产区一般通过接种商业酵母酿造葡萄酒以保证

葡萄酒质量的可预测性和稳定性[2]。葡萄酒酿造

中主导酵母菌的生长代谢对葡萄酒的化学组成

和感官特性有十分重要的影响[3–4]，研究指出单一

商业酿酒酵母的大范围使用会导致所酿造的葡

萄酒风格单一，不利于葡萄酒产区特色和风格的

形成[2,5]。Nikolaou 等(2006)提出，优良本土野生

酿酒酵母通过筛选后更适合作为该葡萄酒产区

的商业发酵剂使用，因为本产区筛选的野生酿酒

酵母更能适应葡萄酒产区原本的风土条件，也更

容易在发酵中占据主导地位，而且选用本产区筛

选的野生酿酒酵母可以确保每个葡萄酒产区酿

造葡萄酒的典型风格[6]。Fleet (2008)提出通过合

理地管理酵母菌可以创造性地设计葡萄酒的风

格，从而解决葡萄酒正面临着的国际竞争，顺应

人们更倾向于饮用健康和具有区域特色风格的

葡萄酒的消费观念[3]。因此，近 10 年研究者们聚

焦于野生酵母菌的挖掘利用，相关研究表明野生

酵母菌相对于商业酵母所酿造的葡萄酒感官特

性和地域特征更明显[7–8]。中国地域辽阔，地形、

气候和土壤差异形成了复杂的生态环境，因此孕

育了丰富的酵母资源，具有地域特色的野生酵母

资源的研发对形成中国各产区风格的葡萄酒有

着十分重要的意义。 

野生酵母资源研发的首要问题是确定它们

在种水平甚至是种内水平上的分子身份，以便对

后续发酵等应用提供可追踪监测的依据。酿酒酵

母(Saccharomyces cerevisiae)种内分子鉴定常用

的方法包括 RAPD (random amplified polymorphic 

DNA)标记法、mtDNA-RFLP (restriction fragment 

length polymorphism of mtDNA)分析、Interdelta

指纹图谱分析和微卫星分子标记法等[9]，这些方

法均为片段长度多态性分析方法，可展现酿酒酵

母的基因型多样性。Interdelta 指纹图谱分析主要

研究酿酒酵母基因组中的重复序列——delta序列

的分布特征，delta 序列的数目和位置具有丰富的种

内差异，是用于区分酿酒酵母菌株的经典方法[10]。

由于 Interdelta 指纹图谱分析操作方法简便且展

示的多态性丰富[11–13]，在酿酒酵母的种内区分中

得到广泛的应用[10,14–19]。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。相比于

其他片段长度多态性分析方法，微卫星分子标记

表现出较优的种内分型效果[20–24]。本研究采用经

典的 Interdelta 指纹图谱分析和分型效果优良的

微卫星分子标记法对贵州省紫云县刺葡萄自然

发酵过程中分离的野生酿酒酵母菌株进行基因

型多样性分析，为野生酿酒酵母资源的开发利用

提供理论基础。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  菌株：实验菌株为 93 株酿酒酵母，由本

实验室保存。其中 75 株分离自 2017 年贵州紫云

县刺葡萄自然发酵过程中(现保存于贵州大学酿

酒与食品工程学院贵州省发酵工程与生物制药

重点实验室)，18 株商业酿酒酵母(71B、F33、

CECA、RV171、D254、EC1118、KD、2323、CEC01、

VIC、BO213、ADT、RV002、RC212、BV818、

F15、AC 和 X16)作为参考菌株，其中 CECA、

RV171、CEC01、VIC、ADT、RV002 和 BV818
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购自安琪酵母股份有限公司，其他 11 株商业酿

酒酵母购自法国 Lallemand 集团。 

1.1.2  主要试剂：本实验所用 6 对 PCR 扩增引物

(具体见方法部分)均由宝日医(TaKaRa)生物技术

有限公司合成。MgCl2、Buffer、dNTPmix、Taq 

DNA 聚合酶和 DNA marker 均购自宝日医

(TaKaRa)生物技术有限公司，核酸染料 Genegreen

购自天根生物科技(北京)有限公司，HyAgarose

琼脂糖购自厦门太阳马生物工程有限公司，WL

营养琼脂培养基购自上海博威生物科技有限公

司，其他常规化学试剂为国产分析纯产品。 

1.1.3  主要仪器：YXQ-75SⅡ立式压力蒸汽灭菌

器 (博讯实业有限公司医疗设备厂，上海 )；

SPX-250B-Z 生化培养箱(博讯实业有限公司医疗

设备厂，上海)；IMS-20 制冰机(雪科电器有限公

司，常熟)；JXFSTPRP-24 细胞破碎仪(净信实业

发展有限公司，上海)；MIT-100 恒温混匀仪(米

欧仪器有限公司，杭州)；Ti-s 尼康显微镜(尼康

有限股份公司，日本)；Allegra X-30R 高速冷冻离

心机(贝克曼库尔特有限公司(Beckman Coulter)，

美国)；CFX Connect Real-Time System PCR 仪(伯

乐仪器设备公司(Bio-Rad)，美国)；核酸电泳仪(伯

乐仪器设备公司(Bio-Rad)，美国)；Bio-Bset140E

凝胶成像仪(西盟国际公司(SIM)，美国)。 

1.2  样品采集与酿酒酵母的初步筛选 

2017 年 8 月于贵州省紫云县火花镇(东经

105°56′59″，北纬 25°38′47″)采摘刺葡萄(2 个品

种：紫秋和紫秋 1 号)，人工无菌破碎后获取葡萄

醪液，调节为两种含糖量水平(I 为 18 °Bx 经检测

为 143 g/L、II 为 24 °Bx 经检测为 200 g/L)后在

28 °C 下进行自然发酵。通过 CO2 失重法监测发

酵进程，在自然发酵期间定期取发酵液在 WL 鉴

定培养基上进行涂布培养，根据稀释涂布系数进

行菌落计数。28–30 °C 培养 5 d 后所有在 WL 鉴

定培养基上表现出圆锥形凸起菌落特征和在显

微观察下表现卵圆形细胞形态的酵母均初步认

定为酿酒酵母，所分离酵母菌经 WL 鉴定培养基

纯化后保存于–80 °C 冰箱。 

1.3  酿酒酵母的种水平鉴定 

酿酒酵母的种水平和种内基因型区分所用

的 DNA 获取[26]。首先，将 1.2.1 保存的酿酒酵母

划线接种在 YPD 固体培养基(10 g/L 酵母浸出粉、

20 g/L 蛋白胨、20 g/L 葡萄糖、20 g/L 琼脂)于

28–30 °C 培养 2 d。然后挑取适量菌体于装有

200 μL 酵母裂解液和 0.2 g 石英砂的 2 mL 离心管

中，使用细胞破碎仪(振荡频率 70 Hz)破碎 1 min

后，冰浴 30 s，并重复破碎和冰浴操作 4 次。DNA

提取后续操作按照周小玲等所述程序进行[26]。 

所有初步认定为酿酒酵母的菌落全部通过

5.8S-ITS-RFLP 技术进行种水平鉴定，首先采用

ITS1 和 ITS4 引物进行 PCR 扩增反应，扩增程序

参考 Wang 等所述程序进行[25]，所得 PCR 产物进

一步采用 Hae Ⅲ限制性核酸内切酶酶切，酶切体

系为 20 µL，包含 10 µL PCR 产物、7 µL 双蒸水、

2 µL 酶反应配套缓冲液和 1 µL 内切酶。酶切产

物经 1.5% HyAgarose 琼脂糖凝胶电泳进行检测，

电泳液为 0.5×TBE 缓冲液，电泳条件为 90 V 稳

压 50 min，使用凝胶成像仪拍照记录电泳图谱。

5.8S-ITS-RFLP 图谱为 290+230+160+130 的菌株

确认为酿酒酵母，并随机挑选 3 株代表性菌株进

行 26S rRNA 基因 D1/D2 序列分析[25]。 

1.4  Interdelta 指纹图谱分析方法 

采用通用 DNA 引物 delta12 (5′-TCAACAAT 

GGAATCCCAAC-3′)和 delta21 (5′-CATCTTAAC 
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ACCGTATATGA-3′)作为扩增引物进行酿酒酵母

种内区分，该对引物位于 delta 序列(编号 YOLC 

delta3)的保守区[27]。PCR 扩增反应[28]体系总体积

为 20 µL，包含 2.5 mmol/L MgCl2、1×酶反应配

套缓冲液、0.2 mmol/L dNTPs、0.5 µmol/L 上下游

引物、1.6 U Taq DNA 聚合酶和 1 µL DNA 模板。

PCR 扩增程序为：95 °C 预变性 4 min；95 °C 变

性 30 s，46 °C 退火 30 s，72 °C 延伸 90 s，35 个

循环；72 °C 延伸 10 min。琼脂糖凝胶电泳条件

同 1.3 所述，使用凝胶成像仪拍照记录电泳图谱。 

1.5  微卫星分子标记法 

采用微卫星位点 ScAAT1、C4和 SCYOR267C

进行酿酒酵母的种内区分，微卫星位点 ScAAT1

的上游引物序列为 5′-AAAAGCGTAAGCAATG 

GTGTAGAT-3′， ScAAT1 的下游引物序列为

5′-AGCATGACCTTTACAATTTGATAT-3′[20]，微

卫星位点 C4 的上游引物序列为 5′-GAGAAAAA 

TGCTGTTTATTCTGACC-3′，C4 的下游引物序列

为 5′-CCTCCGGGACGTGAAATAAC-3′[23]，微卫星

位点SCYOR267C的上游引物序列为5′-TACTAAC 

GTCAACACTGCTGCCAA-3′，SCYOR267C 的下

游引物序列为 5′-GGATCTACTTGCAGTATACG 

GG-3′[20]。PCR 扩增反应[23]体系总体积为 15 µL，

包含 2 mmol/L MgCl2、1×酶反应配套缓冲液、  

0.2 mmol/L dNTPs 、 0.2 µmol/L 上 下 游 引 物

(SCYOR267C 位点引物使用浓度为 0.13 µmol/L)、

0.3 U Taq DNA 聚合酶和 1 µL DNA 模板。PCR

扩增程序为：94 °C 预变性 5 min；94 °C 变性 30 s，

58 °C 退火 30 s，72 °C 延伸 30 s，35 个循环；72 °C

延伸 7 min。琼脂糖凝胶电泳条件同 1.3 所述，使

用凝胶成像仪拍照记录电泳图谱。 

1.6  系统发育分析 

根据凝胶成像仪记录的电泳图谱进行图谱

条带的人工读取和准确归类，将每种图谱类型的

所有条带按有和无进行 1 和 0 转换，使用 DPS 数

据处理系统进行聚类分析，在聚类分析中采用欧

氏距离作为聚类距离，采用类平均法(unweighted 

pair-group method with arithmetic means，UPGMA)

作为聚类方法。 

1.7  基因型分析和计数方法 

根据 Interdelta 指纹图谱分析和微卫星分子

标记的结果，每个酿酒酵母菌株获取 4 种不同分

析方法下的图谱类型，将 4 种图谱类型进行结合

分析，凡有一种图谱类型不同的即归类为不同基

因型。所有酿酒酵母都通过种内水平分析确定最

终的基因型，每种基因型酵母的计数是根据该基

因型菌落所占的比例乘酿酒酵母在该时期的密

度值所得。 

2  结果和分析 

2.1  野生酿酒酵母的初步筛选 

从贵州省紫云县刺葡萄自然发酵中共分离

鉴定出 75 株野生酿酒酵母，通过酿酒酵母 5.8S 

rRNA 基因的 ITS 扩增获得 810 bp 产物，使用   

Hae Ⅲ限制性内切酶进一步将扩增产物进行酶切，

经检测所有的 ITS 扩增产物都为 290+230+160+130 

(图 1)，说明通过 WL 培养基分离保存的 75 株酵

母全部为酿酒酵母。随机选择 3 株代表性菌株进

行 26S rRNA 基因 D1/D2 区域序列分析(序列登录

号为 MK581077、MK581099 和 MK581135)，结

果表明其与酿酒酵母模式菌株的序列相似性高

于 99%。在酿酒酵母菌种鉴定的基础上，下一步 
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图 1.  酿酒酵母 5.8S-ITS-RFLP分析Hae Ⅲ酶切图谱 

Figure 1.  The Hae  endonuclease digestion Ⅲ

profile of S. cerevisiae by 5.8S-ITS-RFLP analysis. 
 

结合 Interdelta 指纹图谱分析和微卫星分子标记法

进行野生酿酒酵母和商业酿酒酵母的种内区分。 

2.2  Interdelta 指纹图谱分析 

Interdelta 指纹图谱分析选用具有丰富扩增

多态性的 delta12 和 delta21 引物对进行 93 株酿酒

酵母(包含 75 株野生酿酒酵母和 18 株商业酿酒酵

母)的种内差异分析(图 2)，由图中可看出该引物

对扩增后形成两种类型的条带：较亮的 1000 bp

以上的条带和相对较暗且扩增不稳定的 1000 bp

以下的条带。 

根据 Interdelta 指纹图谱分析，可将全部待测

酿酒酵母分为 I1–I8 共 8 个图谱类型，8 类图谱型

菌株的集中电泳分析如图 2 所示：I1 类图谱型条

带为 3000+1400+600+450+230+180 (下划线为电泳

图谱中的亮条带，下同)，有 22 株菌(包含 21 株野

生酿酒酵母和 1 株商业酿酒酵母 VIC)；I2 为

3000+1400+700+420+220+100，有 54 株菌(包含

48 株野生酿酒酵母和 6 株商业酿酒酵母 CEC01、

ADT、RV002、BV818、F33 和 BD213)；I3 类为

640+200，有 1 株菌(商业酿酒酵母 CECA)；I4 类

为 3000+2250+1400+870+700+550，有 1 株菌(野

生酿酒酵母)；I5 类为 3000+1400+870+520+470+ 

430+250+200，有 1 株菌(野生酿酒酵母)；I6 类为

3000+2250+1400+680+550+400+300+100，有 1 株

菌(商业酿酒酵母 RV171)；I7 类为 3000+2250+ 

1400+900+550+400，有 1 株菌 (商业酿酒酵母

EC1118)；I8 类为 3000+1400+700+550+420+320+ 

200+170，有 12 株菌(包含 48 株野生酿酒酵母和

6 株商业酿酒酵母 CEC01、ADT、RV002、BV818、

F33 和 BO213)。将 8 类图谱条带进行聚类分析，

如图 2-C 所示，I4 类与 I7 类遗传关系最近，而

I5 类与其他类型的遗传关系最远，如前所述 I3、

I6、I7 类为商业酿酒酵母所特有的图谱类型。 

 

 
 

图 2.  酿酒酵母 Interdelta 指纹图谱分析结果 

Figure 2.  Interdelta fingerprinting analysis results of S. cerevisiae. A and B: the eight different 
electrophoresis profiles of selected S. cerevisiae strains by interdelta fingerprinting analysis. M2: 100 bp 
DNA marker; M3: 250 bp DNA marker; I1–I8: the profiles’ name. C: the cluster dendrogram of eight 
electrophoresis profiles got by interdelta fingerprinting analysis. 
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2.3  微卫星分子标记分析 

酿酒酵母的 16 条染色体基因序列上存在丰

富的微卫星位点，目前已经报道用于基因型分析

的微卫星位点有 50 余个，本研究通过比对等位

基因数目、扩增产物大小和检测获得的基因型数

目，采用了具有高度多态性的 3 个微卫星位点

ScAAT1、C4 和 SCYOR267C 对 93 株酿酒酵母进

行种内差异分析，每个微卫星位点展现了不同的

区分能力。 

根据微卫星位点 ScAAT1 可将全部待测酿酒

酵母分为 Sa1–Sa5 共 5 个图谱类型，5 类图谱型

菌株的集中电泳分析如图 3 所示：Sa1 类为 180(下

划线为电泳图谱中的亮条带，下同)，有 16株菌(包

含 10 株野生酿酒酵母和 6 株商业酿酒酵母 71B、

RV002、VIC、ADT、RV171、F33)；Sa2 类为 210，

是 6 株商业酿酒酵母特有的图谱类型(2323、AC、

D254、F15、RC212、X16)；Sa3 类图谱条带为

150，有 24 株菌(全部为野生酿酒酵母)；Sa4 类为

180+250，有 46 株菌(包含 41 株野生酿酒酵母和

5 株商业酿酒酵母 CEC01、CECA、BO213、

BV818、KD)；Sa5 类为 140+180，是商业酵母

EC1118 特有的图谱类型。将 5 类图谱条带进行聚

类分析，如图 3-C 所示，Sa1 类、Sa2 类与 Sa4

类遗传关系最近聚为一类，而 Sa3 类与其他类型

的遗传关系最远。 

微卫星位点 C4 将全部待测酿酒酵母分为

Cg1–Cg4 共 4 个图谱类型，4 类图谱型菌株的集

中电泳分析如图 4 所示：Cg1 类图谱条带为 220 

(下划线为电泳图谱中的亮条带，下同)，是 6 株

商业酿酒酵母特有的图谱类型 (71B、RV002、

VIC、ADT、CEC01、CECA)；Cg2 类图谱条带

为 400+300+220，是 7 株商业酿酒酵母特有的图

谱类型(RV171、2323、AC、D254、F15、RC212、

X16)；Cg3 类图谱条带为 300，有 64 株菌(包含

59 株野生酿酒酵母和 5 株商业酿酒酵母 F33、

BO213、BV818、KD、EC1118)；Cg4 类图谱条

带为 300+400，有 16 株菌(全部为野生酿酒酵母)。

将 4 类图谱条带进行聚类分析，如图 4-C 所示，

Cg2 类与 Cg4 类遗传关系最近，而 Cg1 类与其他

类型的遗传关系最远。 

微卫星位点 SCYOR267C 将全部待测酿酒酵

母分为 Sy1–Sy4 共 4 个图谱类型，4 类图谱型菌

株的集中电泳分析如图 5 所示：Sy1 图谱条带为

400+350 (下划线为电泳图谱中的亮条带，下同)， 

 

 
 

图 3.  酿酒酵母微卫星位点 ScAAT1 图谱分析结果 

Figure 3.  Electrophoresis profiles analysis results using microsatellite site ScAAT1 of S. cerevisiae. A and B: 
the five different electrophoresis profiles of selected S. cerevisiae strains by microsatellite site ScAAT1 analysis. 
M1: 500DL DNA marker; Sa1–Sa5: the profiles’ name. C: the cluster dendrogram of five electrophoresis profiles 
got by microsatellite site ScAAT1 analysis. 
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图 4.  酿酒酵母微卫星位点 C4 图谱分析结果 

Figure 4.  Electrophoresis profiles analysis results using microsatellite site C4 of S. cerevisiae. A and B: the four 
different electrophoresis profiles of selected S. cerevisiae strains by microsatellite site C4 analysis. M1: 500DL 
DNA marker; Cg1–Cg4: the profiles’ name. C: the cluster dendrogram of four electrophoresis profiles got by 
microsatellite site C4 analysis. 

 

 
 

图 5.  酿酒酵母微卫星位点 SCYOR267C 图谱分析结果 

Figure 5.  Electrophoresis profiles analysis results using microsatellite site SCYOR267C of S. cerevisiae. A and 
B: the four different electrophoresis profiles of selected S. cerevisiae strains by microsatellite site SCYOR267C 
analysis. M1: 500DL DNA marker; Sy1–Sy4: the profiles’ name. C: the cluster dendrogram of eight 
electrophoresis profiles got by microsatellite site SCYOR267C analysis. 
 

有 17 株菌(包含 16 株野生酿酒酵母和 1 株商业酿

酒酵母 CEC01)；Sy2 类为 350，有 13 株菌(包含

6 株野生酿酒酵母和 7 株商业酿酒酵母 71B、

2323、AC、D254、F15、RC212、X16)；Sy3 类

为 300，有 60 株菌(包含 53 株野生酿酒酵母和 7

株商业酿酒酵母 RV002、RV171、F33、CECA、

BO213、BV818、KD)；Sy4 类图谱条带为 350+280，

是 3 株商业酿酒特有的图谱类型(VIC、ADT、

EC1118)。将 4 类微卫星位点图谱条带进行聚类

分析，如图 5-C 所示，Sy1 类与 Sy2 类遗传关系

最近，而 Sy4 类与其他类型的遗传关系远。 

2.4  酿酒酵母基因型多样性分析 

将 Interdelta 指纹图谱分析和微卫星分子标

记法获取的全部图谱类型进行结合分析，可将  

93 株酿酒酵母分为 19 个基因型：75 株野生酿酒

酵母被鉴定为 10 个基因型(表 1)，包含基因型 6  

(2 株)、7 (8 株)、9 (8 株)、10 (15 株)、11 (1 株)、

14 (3 株)、15 (1 株)、16 (6 株)、17 (27 株)和 18     

(4 株)；而商业酿酒酵母 F33 被鉴定为基因型 7，

BO213 和 BV818 被鉴定为基因型 17，KD 被鉴定

为基因型 18，其余 14 株商业酿酒酵母可分为    

9 个 基 因 型 ( 7 1 B 为 基 因 型 1 ， 图 谱 型 为

I8-Sa1-Cg1-Sy2；RV002 为基因型 2，图谱型为

I2-Sa1-Cg1-Sy3；VIC 为基因型 3，图谱型为

I1-Sa1-Cg1-Sy4；ADT 为基因型 4，图谱型为

I2-Sa1-Cg1-Sy4；RV171 为基因型 5，图谱型为 
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表 1.  紫秋和紫秋 1 号刺葡萄自然发酵过程中野生酿酒酵母基因型占比和密度动态变化 

Table 1.  Dynamic changes in the proportion and concentration of indigenous S. cerevisiae genotypes during 
spontaneous fermentations of two Vitis davidii Föex varieties (Ziqiu, and Ziqiu No 1) 
Genotypes (Types of 
electrophoresis 
profiles) 

The proportion (%)—concentration (CFU/mL) 

Ziqiu-I-84 h Ziqiu No 1-I-84 h Ziqiu No 1-I-108 h Ziqiu-II-96 h Ziqiu-II-120 h Ziqiu-II-168 h Ziqiu-II-240 h

6 (I2-Sa1-Cg3-Sy2) – – – – 13.33%– 
4.27×106 

– – 

7 (I2-Sa1-Cg3-Sy3) – – – – 6.67%– 
2.13×106 

10.53%– 
5.47×106 

26.32%– 
7.30×105 

9 (I2-Sa3-Cg3-Sy3) – – – – 6.67%– 
2.13×106 

31.58%– 
1.64×107 

5.26%– 
1.46×105 

10 (I1-Sa3-Cg4-Sy1) 
100%– 
4.76×104 

100%– 
1.86×104 

91.67%– 
1.56×105 

– – – – 

11 (I5-Sa3-Cg4-Sy1) – – 8.33%– 
1.56×105 

– – – – 

14 (I2-Sa4-Cg3-Sy2) – – – – 20.00%– 
6.40×106 

– – 

15 (I4-Sa4-Cg3-Sy2) – – – – 6.67%– 
2.13×106 

– – 

16 (I1-Sa4-Cg3-Sy3) 
– – – 16.67%– 

2.86×104 
6.67%– 
2.13×106 

5.26%– 
2.74×106 

15.79%– 
4.38×105 

17 (I2-Sa4-Cg3-Sy3) 
– – – 66.67%– 

1.14×105 
40.00%– 
1.28×107 

52.63%– 
2.74×107 

36.84%– 
1.02×106 

18 (I8-Sa4-Cg3-Sy3) – – – 16.67%– 
2.86×104 

– – 15.79%– 
4.38×105 

The different fermentation stages were named with “grape variety-initial sugar content-fermentation time”, for example, Ziqiu-I-84 h 

means the 84 h of spontaneous fermentation of Ziqiu variety with initial sugar content of 143 g/L (I). There is no samples from 

Ziqiu No 1-II due to no S. cerevisiae isolated from the spontaneous fermentation of Ziqiu No 1 variety with initial sugar content of 

200 g/L (II). –: no isolation of S. cerevisiae. 

 
I6-Sa1-Cg1-Sy3；2323、AC、D254、F15、RC212

和 X16 为基因型 8，图谱型为 I8-Sa2-Cg2-Sy2；

CEC01 为基因型 12，图谱型为 I2-Sa4-Cg1-Sy1；

CECA 为基因型 13，图谱型为 I3-Sa4-Cg1-Sy3；

EC1118 为基因型 19，图谱型为 I7-Sa5-Cg3-Sy4)。

19 个基因型的聚类分析结果(图 6)表明，基因型 2

与 7 的遗传关系最近，其中基因型 2 为国内商业

酿酒酵母 RV002，基因型 7 包含 8 株野生酿酒酵

母和 1 株国外商业酿酒酵母(F33)，展现了国内外

商业酿酒酵母与野生酿酒酵母相近的系统发育

关系。 

2.5  自然发酵过程中野生酿酒酵母不同基因型

的动态变化研究 

本实验的前期研究表明，在刺葡萄 4 种自然

发酵样品(2 个品种 2 种含糖量水平)中占据主导

地位的酵母菌是日本裂殖酵母(Schizosaccharomyces 

japonicus)，发酵结束时主导菌为日本裂殖酵母而

酿酒酵母未得到分离[25]。在自然发酵的整个过程

中酿酒酵母为阶段性出现，所检测到的细胞密度

与日本裂殖酵母相近，但酿酒酵母在 4 种自然发

酵中出现的时间差别较大(表 1)：在刺葡萄 2 个品

种(紫秋和紫秋 1 号)含糖量 I 的自然发酵过程中， 
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图 6.  酿酒酵母 19 个基因型的聚类分析图 

Figure 6.  The cluster dendrogram of 19 S. cerevisiae 

genotypes 

 

野生酿酒酵母只在发酵中期被分离到，其密度在

104–105 CFU/mL 之间，基因型种类较少，其中紫

秋样品中分离的野生酿酒酵母全部鉴定为基因

型 10，紫秋 1 号样品中分离的野生酿酒酵母以基

因型 10 为主，此外还存在一部分基因型 11；在

刺葡萄 2 个品种(紫秋和紫秋 1 号)含糖量 II 的自

然发酵过程中，在紫秋 1 号中没有分离出酿酒酵

母，野生酿酒酵母只在紫秋品种自然发酵的中后

期被分离到，其密度在 104–107 CFU/mL 之间，且

展现了丰富的基因型变化。对比分析发现，两个

含糖量水平的自然发酵中未分离到共有基因型。

在紫秋含糖量 I 的自然发酵过程中，基因型 6、

14 和 15 只在发酵中期(120 h，密度为 106 CFU/mL)

被分离到，基因型 7、9、16、17 和 18 广泛存在

于发酵中后期，其中基因型 7 所占比例随发酵进

行呈上升趋势，基因型 17 占比呈下降趋势，基

因型 9 占比先上升后下降而基因型 16 和 18 占比

先下降后上升，而且这 3 种基因型(9、16 和 18)

在发酵中期(96 h/120 h)和发酵末期(240 h)出现时

占比相近，展现了可能存在的酿酒酵母种内相互

作用及酿酒酵母与以日本裂殖酵母为代表的其

他酵母菌种之间相互作用的结果。 

3  讨论 

作为目前工业应用最广的酵母菌[29–30]，酿酒

酵母是葡萄酒自然发酵中后期存在的主要野生

酵母菌种[3,28]，野生酿酒酵母的基因型多样性研

究对其开发利用具有重要意义[11–12]。目前中国具

有地域特色的野生酿酒酵母资源及其基因型多

样性已得到不断的研发，如分离自沙城产区的龙

眼葡萄[11]、宁夏的赤霞珠[31]和陕西的小白玫瑰[28]

等的酿酒酵母，为产区特色葡萄酒的酿造提供了

必要的菌种基础。本研究从贵州紫云县刺葡萄自

然发酵过程中分离鉴定到野生酿酒酵母 75 株， 

采用 Interdelta 指纹图谱分析和微卫星分子标记

法对这些野生酿酒酵母进行了基因型分析，并与

商业酿酒酵母的基因型进行了比对分析。研究表

明，75 株野生酿酒酵母被鉴定为 10 种基因型，

其中 7 种基因型为野生酿酒酵母特有基因型，其

余 3 种基因型与商业酵母为共有基因型，具体来

说，8 株野生酿酒酵母和 F33 为基因型 7，27 株

野生酿酒酵母、BO213 和 BV818 为基因型 17，   

4 株野生酿酒酵母和 KD 为基因型 18。酿酒酵母

基因型在不同的发酵时期展现出了动态变化，该

动态变化可能是受到葡萄品种、含糖量和其他主

导酵母菌如日本裂殖酵母的影响所致[25]。 

Wang 和 Liu (2013)曾使用 Interdelta 指纹图谱

分析将 216 株酿酒酵母划分为 6 个图谱类型[28]，

本研究中 75 株野生酿酒酵母具有 5 个 Interdelta
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指纹图谱类型(I1、I2、I4、I5 和 I8)，并结合微卫

星分子标记法划分为 10 种基因型，表现了贵州

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。刺葡萄发酵前含糖量水平的

调节，导致了主导基因型酵母的明显变化，说明

发酵条件会影响自然发酵过程中具有不同遗传

特点的酿酒酵母基因型之间的竞争。此外，因在

刺葡萄的自然发酵中后期，酿酒酵母与日本裂殖

酵母共同占据主导地位，发酵末期以日本裂殖酵

母为主而酿酒酵母未得到分离[25]，推测含糖量水

平的变化可能通过影响日本裂殖酵母与酿酒酵母

之间的竞争从而间接导致了酿酒酵母主导基因型

的明显变化直至消亡。进一步的研究分析需关注

酿酒酵母不同基因型及与日本裂殖酵母菌株之间

的相互作用。75 株野生酿酒酵母中基因型 17 的占

比最高为 36%，但该基因型与国外商业酿酒酵母

BO213和国内商业酿酒酵母BV818的基因型相同，

说明该基因型酵母在世界范围内分布较为广泛。 

本研究通过 Interdelta 指纹图谱分析鉴定了 

8 个图谱类型，其中 I2 类型的菌株最多，占总数

的 58.1%。本研究中的 Interdelta 指纹图谱展现了

较亮的 1000 bp 以上的条带和相对较暗且扩增不

稳定的 1000 bp 以下的条带，明显不同于已报道

的分离自沙城产区、新疆、甘肃、内蒙古、陕西

和宁夏的酿酒酵母 Interdelta 指纹图谱[11,19,28,31]。

商业酵母 EC1118、RC212 和 71B 在本研究中的

图谱不同于 Legras 和 Karst (2003)及 Feng 等(2020)

报道的 Interdelta 指纹图谱[15,27]，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可能具有

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)的参考菌株在相同实验条

件下进行比对分析。微卫星分子标记法所采用的

3 个微卫星位点区分能力类似，但鉴别结果并不

完全相同，微卫星位点 ScAAT1 鉴定了 5 个图谱

类型，Sa4 类菌株数量最多占 49.5%，微卫星位

点 C4 鉴定了 4 个图谱类型，其中 Cg3 类占比最高

为 68.8%，微卫星位点 SCYOR267C 鉴定了 4 个图

谱类型，Sy3 类占比最高为 64.5%，因此多个微

卫星位点的结合使用有利于酿酒酵母的种内差

异分析。此外，相关研究报道表明微卫星位点

ScAAT1 具有较多的等位基因数目，因此适用于

酿酒酵母的种内区分[11,13–14]，本研究通过琼脂糖

电泳分析微卫星扩增图谱时发现 ScAAT1 位点扩

增条带相对暗淡，且部分条带不易扩增，需通过

多次 PCR 获取微卫星图谱，但经过 PCR 体系的

调整，其条带亮度有明显改善。微卫星位点 C4

和 SCYOR267C 的扩增表现优于 ScAAT1，尤以

SCYOR267C 的扩增条带亮度最佳且一次性检测通

过。总之，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对酿酒酵母基

因型多样性分析的能力，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[23,32]。单核苷酸多态性分析和高

通量测序分析可从酿酒酵母 DNA 序列分析的角

度解读酿酒酵母的种内差异，较本研究所用方法

更为全面，但这两种分析方法对 DNA 的完整性

要求更高，因此基于全基因组序列分析之上的更

多新微卫星位点的发掘使用对酿酒酵母基因型

研究具有重大意义[32]。此外，为减少指纹图谱读

取的主观性，进一步的研究可引入毛细管电泳技

术，以提高条带读取的准确性。值得注意的是，

虽然新技术的使用可获得更全面准确的结果，但
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本研究中使用的 Interdelta 指纹图谱分析和微卫

星分子标记法，在现阶段乃至将来较长时期仍然

是酿酒酵母基因型研究的有效补充手段。 

Pfliegler 和 Sipiczki 指出酿酒酵母的基因型

多样性与菌株的表型多样性之间没有必然的关

联[32]，因此，进一步的研究将就相关基因型的表

型如耐受性、发酵及酿造特性进行分析比对，以

证实野生酿酒酵母与商业酿酒酵母之间的表现

型关联或差异，并对酿酒酵母与日本裂殖酵母共

发酵过程中的消亡关系展开研究，在此基础上筛

选优良的野生酿酒酵母为贵州地区特色葡萄酒

的酿造提供菌种基础。 
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Genotype diversity analysis of indigenous Saccharomyces 
cerevisiae during spontaneous fermentations of Vitis davidii 
Föex in Ziyun, Guizhou 

Jinxian Yang1, Cheng Wu1, Chunxiao Wang1*, Jin Tian1, Yinhu Xu2, Shuyi Qiu1 
1 Province Key Laboratory of Fermentation Engineering and Biopharmacy, School of Liquor and Food Engineering, Guizhou 

University, Guiyang 550025, Guizhou Province, China 
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Abstract: [Objective] The aim is to study the genotype diversity of indigenous Saccharomyces cerevisiae 

isolated from spontaneous fermentations of Vitis davidii Föex in Ziyun County of Guizhou Province, to analyze 

the dynamic changes of different S. cerevisiae genotypes at different fermentation periods, and to provide 

theoretical references for the industrial application of excellent S. cerevisiae resources. [Methods] We applied 

interdelta fingerprinting analysis and microsatellite marker analysis to study the genotype diversity of indigenous 

S. cerevisiae during spontaneous fermentations of Vitis davidii Föex in Ziyun County of Guizhou Province. DPS 

software was used to analyze the genetic relationship among different genotypes. [Results] We totally isolated  

75 indigenous S. cerevisiae strains, and identified them into 10 genotypes by interdelta fingerprinting analysis 

and microsatellite marker analysis. Genotypes 6, 9, 10, 11, 14, 15 and 16 are the peculiar seven genotypes owned 

by indigenous S. cerevisiae strains. Genotypes 7, 17 and 18 are the mutual three genotypes owned by both 

indigenous and commercial S. cerevisiae strains. Furthermore, other commercial S. cerevisiae strains in the study 

showed nine other specific genotypes including genotypes 1, 2, 3, 4, 5, 8, 12, 13 and 19. The genotype 17 took 

the highest proportion in the 75 isolates (36%) followed by the genotype 10 (13.3%). Different genotypes showed 

waxing and waning ratio changes during fermentations, and the cell density of each genotype varied among 

104–107 CFU/mL. [Conclusion] Spontaneous fermentation samples of Vitis davidii Föex in Ziyun County of 

Guizhou Province showed rich genotype diversity of S. cerevisiae strains. Genotypes 10 and 17 were the 

predominant S. cerevisiae genotypes. This study laid a basis for the development of excellent indigenous      

S. cerevisiae resources of Vitis davidii Föexin Guizhou Province. 

Keywords: Interdelta fingerprinting analysis, microsatellite site, genotype, phylogenetic analysis 
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