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传统酸面团中优势酵母菌的分离及鉴定
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摘要：为充分挖掘性状优良的可用于发酵面制品生产的酵母菌发酵剂菌种资源，采集黑龙江地区私人家庭长

期用于馒头等发酵面制品制作的传统自然发酵酸面团，均质化并梯度稀释后，稀释液培养于马铃薯琼脂培养

基中，从而对传统酸面团样品中的优势酵母菌进行分离及纯化，并分别对其形成的菌落及菌体细胞特征进行

形态学描述，随后提取酵母菌分离菌株的基因组ＤＮＡ，通过ＰＣＲ扩增其２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２区基因并测序，利

用 ＭＥＧＡ软件构建同属内菌种的系统发育树，通过亲缘关系远近对酵母菌分离菌株的种属加以鉴定。结果

表明：从黑龙江地区采集的５份传统酸面团样品中，共分离出１９株酵母菌，其中１８株为酿酒酵母，１株为异

常威克汉姆酵母，可为工业酵母菌发酵剂菌种的开发提供候选菌株。
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　　酸面团是用于制作馒头、面包等发酵面制品

时的发酵剂，俗称面引子，在我国已有２０００年的

应用史［１］。目前，世界各国人们已经获得了工业

化生产发酵面制品的纯种发酵剂，多为酿酒酵母，

纯种发酵剂具有发酵时间短、品质稳定等优点。

然而，越来越多的研究显示，相比于工业化单一菌

种发酵面制品，传统酸面团制作的发酵面制品具

有更好的风味及质构，这主要取决于菌种的特性，

传统酸面团中菌种丰富，其富含的酵母菌已鉴定

的超过３０种
［２］，除了酿酒酵母外，还有霍氏假丝

酵母、葡萄汁酵母、葡萄汁有孢汉逊酵母、发酵毕

赤酵母等［３４］，这些菌种在发酵过程中各司其职，

互为补充，从而赋予了发酵面制品更优的感官性

状。因此，从传统酸面团中发掘性状优良的酵母

菌具有重要意义。文中以黑龙江地区采集的传统

发酵酸面团为研究对象，从中分离优势酵母菌，并

对其进行种属鉴定，以期为开发性状优良的工业

酵母菌发酵剂菌种奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　样品　酸面团样品采集自黑龙江省不同

家庭，长期手工制作馒头等发酵面制品，均为自然

发酵形成。

１．１．２　培养基及试剂　ＹＰＤ 培养基：酵母粉

１．０％，蛋白胨２．０％，葡萄糖２．０％，蒸馏水溶解，

１２１℃湿热灭菌１５ｍｉｎ；ＰＤＡ琼脂培养基（青岛

海博生物技术有限公司）；酵母菌基因组提取试剂

盒［天根生化科技（北京）有限公司］；其他试剂均

为国产分析纯。

１．１．３　主要仪器　ＭＥ２０３Ｅ分析天平（梅特勒

托利多集团）；Ｈ１６５０离心机（湖南湘仪实验室仪

器开发有限公司）；ＤＭ５００显微镜［徕卡显微系

统（上海）有限公司］；ＳＰＸ２０生化培养箱（上海跃

进医疗器械有限公司）；Ｔ１００ＰＣＲ仪（美国Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司）。

１．２　方法

１．２．１　样品采集　无菌药匙采集酸面团样品，冰

盒保存带回实验室，置于４℃冰箱暂存备用。

１．２．２　酵母菌的分离　将酸面团样品在无菌条

件下捣碎，并重悬于无菌生理盐水中，并对形成的

菌悬液进行梯度稀释，随后取适当梯度稀释液涂

布于ＰＤＡ琼脂培养基，３０℃恒温培养箱中培养

４８ｈ后，用接种环挑取单菌落，继续划线于ＰＤＡ

琼脂培养基，直至确定为纯菌。

１．２．３　酵母菌分离株的形态学特征观察　选取

已纯化的疑似酵母菌，划线于ＰＤＡ琼脂培养基

３０℃培养４８ｈ，记录菌落的形态特征。随后，用

接种环挑取单菌落均匀涂于载玻片上，结晶紫染

色后，油镜观察菌体细胞特征。

１．２．４　酵母菌分离株的２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２区序

列分析　疑似酵母菌分离株通过２６ＳｒＤＮＡＤ１／

Ｄ２区序列分析进行种属鉴定。选取已纯化的酵
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母菌分离株接种于ＹＰＤ液体培养基，３０℃培养

４８ｈ，离心收集菌泥，采用酵母菌基因组ＤＮＡ提

取试剂盒分别提取酵母菌分离菌株的基因组

ＤＮＡ，并以基因组 ＤＮＡ 为模板，以 ＮＬ１（５′

ＧＣＡＴＡＴＣＡＡＴＡＡＧＣＧＧＡＧＧＡＡＡＡＧ３′）和

ＮＬ４（５′ＧＧＴＣＣＧＴＧＴＴＴＣＡＡＧＡＣＧＧ３′）分别

为正向引物和反向引物［５］，进行酵母菌分离菌株

２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２区基因的ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ扩

增条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，

５２℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，循环３５次；

７２℃延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物送至华大基因进行测序，并将测序

获得的酵母菌分离株２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２区基因

序列，分别通过ＢＬＡＳＴ比对分析，找到与其序列

同源性最高的已知菌属。随后，从ＧｅｎＢａｎｋ中获

取酵母菌相应属内代表性模式菌株的２６ＳｒＤＮＡ

Ｄ１／Ｄ２区基因序列，并利用 ＭＥＧＡ５．１软件与分

离菌株的２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２区基因序列进行多

序列比较分析，构建相应属的系统发生树，从而鉴

定分离菌株具体种的归属。

１．２．５　数据分析　基因序列数据采用 ＭＥＧＡ

５．１软件进行多序列校准排齐，以ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎ

ｉｎｇ法构建系统发生树，１０００次随机抽样，计算

自引导值以评估其置信度。

２　结果与分析
２．１　酵母菌的分离

选取可在ＰＤＡ琼脂培养基上生长，且形成

具有一定差异性的单菌落，进行分离株纯化，最终

从５份酸面团样品中获得１９株疑似酵母菌分离

菌株，菌株分布如表１所示。

表１　酵母菌分离株在酸面团样品中的分布

样品

编号
菌株编号

分离株

数量

１ Ｙ１１、Ｙ１２ ２

２ Ｙ２１、Ｙ２２、Ｙ２３ ３

３ Ｙ３１、Ｙ３２、Ｙ３３ ３

４ Ｙ４１１、Ｙ４１２、Ｙ４２、Ｙ４３、Ｙ４４、Ｙ４５、Ｙ４６ ７

５ Ｙ５１、Ｙ５２、Ｙ５３、Ｙ５４ ４

２．２　酵母菌分离株的形态学特征

对１９株疑似酵母菌分离菌株，经３０℃培养

４８ｈ形成的单菌落及菌体细胞特征描述如表２

所示。所有分离菌株均具有典型的酵母菌菌落特

表２　酵母菌分离株的菌落及菌体细胞特征

菌株
菌落特征 菌体细胞形态

形状 表面特征 隆起形状 边缘 表面光泽 质地 颜色 透明度 形状 排列方式

Ｙ１１ 圆形 光滑 低凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 圆球 成簇，偶见单在、成对

Ｙ１２ 圆形 光滑 高凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 圆球 单在，成对，成簇

Ｙ２１ 圆形 光滑 低凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 圆球，椭球 单在，成对，成簇

Ｙ２２ 圆形 光滑 高凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 圆球，椭球 单在，成对，成簇

Ｙ２３ 圆形 光滑 低凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 椭球 单在，成对，成簇

Ｙ３１ 圆形 光滑 低凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 椭球 单在，成对

Ｙ３２ 圆形 光滑 高凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 椭球 单在，成对

Ｙ３３ 圆形 光滑 低凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 椭球 单在，成对，成簇

Ｙ４１１ 圆形 光滑 低凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 圆球，椭球 单在，成对

Ｙ４１２ 圆形 光滑 高凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 圆球，椭球 单在，成对

Ｙ４２ 圆形 光滑 低凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 圆球，偶有椭球 单在，成对

Ｙ４３ 圆形 光滑 低凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 圆球，偶有椭球 单在，成对，成链

Ｙ４４ 圆形 光滑 高凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 圆球，偶有椭球 单在，成对，成簇

Ｙ４５ 圆形 光滑 低凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 圆球 单在，成对

Ｙ４６ 圆形 光滑 低凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 圆球 单在，成对，成簇

Ｙ５１ 圆形 光滑 低凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 椭球 单在，成对，成簇

Ｙ５２ 圆形 光滑 高凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 椭球 单在，成对，成簇

Ｙ５３ 圆形 光滑 低凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 圆球，椭球 单在，成对

Ｙ５４ 圆形 光滑 低凸 完整 光泽 黏稠 乳白 不透明 椭球 单在，成对，成簇
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征，圆形，边缘整齐完整，表面光滑有光泽，低凸起

或高凸起，质地黏稠细腻的乳白色不透明菌落。

菌体细胞大多数能看到芽殖的分裂方式，形状为

圆球或椭球形，排列方式多数为单个存在，部分成

对存在，少部分成簇存在，偶有成链。

２．３　酵母菌分离株的２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２区序列

分析

　　供试酵母菌分离株的２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２区

序列分别使用ＢＬＡＳＴ进行比对分析，发现其中

１８ 株 与 酵 母 属 内 种 的 同 源 性 最 高。利 用

ＭＥＧＡ５．１软件，分别将供试菌株２６ＳｒＤＮＡＤ１／

Ｄ２区序列与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中已知的酵母属

内代表性模式菌株的相应序列进行比较，并构建

系统 发 育 树，以 非 同 属 的 乳 酸 克 鲁 维 酵

母（犓犾狌狔狏犲狉狅犿狔犮犲狊犾犪犮狋犻狊）为外标，结果如图１所

示。菌株 Ｙ１１、Ｙ１２、Ｙ２１、Ｙ２２、Ｙ２３、Ｙ３１、

Ｙ３３、Ｙ４１１、Ｙ４１２、Ｙ４２、Ｙ４３、Ｙ４４、Ｙ４５、

Ｙ４６、Ｙ５１、Ｙ５２、Ｙ５３、Ｙ５４同犛犪犮犮犺犪狉狅犿狔犮犲狊

犮犲狉犲狏犻狊犻犪犲（ＧｅｎＢａｎｋ注册号为ＡＹ０４８１５４）亲缘关

系最近，序列相似性大于９９％，故将上述１８株菌

鉴定为酿酒酵母（犛犪犮犮犺犪狉狅犿狔犮犲狊犮犲狉犲狏犻狊犻犪犲）。

同样的方法发现Ｙ３２分离菌株与毕赤酵母

属内种的同源性最高，基于２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２区

序列构建了毕赤酵母属内代表性模式菌株的系统

发育树，以非同属的乳酸克鲁维酵母（犓犾狌狔狏犲狉狅

犿狔犮犲狊犾犪犮狋犻狊）为外标，结果如图２所示。菌株Ｙ３

２同犠犻犮犽犲狉犺犪犿狅犿狔犮犲狊犪狀狅犿犪犾狌狊（ＧｅｎＢａｎｋ注册

号为ＥＦ５５０３４１）亲缘关系最近，序列相似性大于

９９％，故 将 该 菌 株 鉴 定 为 异 常 威 克 汉 姆 酵

母（犠犻犮犽犲狉犺犪犿狅犿狔犮犲狊犪狀狅犿犪犾狌狊）。

图１　基于２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２区构建的酵母属系统发育树
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图２　基于２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２区构建的威克汉姆酵母属系统发育树

３　讨论
酸面团在人类制作发酵面制品的历史上具有

重要地位，其蕴含着大量微生物资源，主要包括酵

母菌和乳酸菌。文中从黑龙江地区采集的传统酸

面团样品中分离到１９株优势酵母菌，其中１８株

为酿酒酵母，１株为异常威克汉姆酵母，酿酒酵母

在酸面团样品中占有绝对生长优势，这与已有研

究报道一致，大部分研究报道均发现酿酒酵母是

传统酸面团中最主要的优势酵母菌。例如，Ｌａｎ

ｄｉｓ等
［６］对５００份酸面团样品进行微生物多样性

分析，发现７７％的酸面团样品中酿酒酵母数量超

过５０％；Ｚｈａｎｇ等
［７］研究了分别来自河南、陕西、

甘肃、安徽、黑龙江５个省的２５个酸面团样品的

酵母菌多样性，发现酿酒酵母为主要优势酵母菌，

而热带假丝酵母次之。传统酸面团的菌种组成可

能因不同国家和地区而异［４，７］，但也有研究报道

认为酸面团的微生物多样性受地理位置影响不

大，其可能更依赖于酸面团发酵剂的制作方法以

及使用年限的长短［６］。文中从传统酸面团样品中

分离到一株异常威克汉姆酵母，其虽然并不属于

酸面团中的主要优势菌，但在酸面团样品中也有

发现［２，６］。异常威克汉姆酵母相比于酿酒酵母，

产气缓慢，但较为持久［８］，并且具有一定的产酯能

力［９］，可以赋予发酵食品更好的风味，因此可以将

异常威克汉姆酵母作为一种产香的补充发酵剂用

于馒头等发酵面制品的生产以改善其风味特征。

然而，酵母菌的性能具有菌种与菌株特异性，因此

本研究中分离获得的酿酒酵母和异常威克汉姆酵

母的具体发酵特性及功能性，仍有待于进一步深

入研究。

４　结论
从黑龙江地区私人家庭长期用于制作馒头等

发酵面制品的传统自然发酵酸面团中分离获得

１９株酵母菌，经形态学及２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２区序

列分析鉴定为酿酒酵母１８株，异常威克汉姆酵母

１株，可以作为候选酵母菌发酵剂菌种。
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枯草芽孢杆菌发酵中药皂素共表达蛋白酶及

果胶酶的研究

陈钰泉１，李明芳２，谭　强１
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摘要：为促进中药皂素的开发利用，本文采用单因素方法设置不同提取时间、温度、ｐＨ、料液比，以富含皂苷的

４种中草药的混合水提液作为发酵基质用共表达蛋白酶和果胶酶的枯草芽孢杆菌或添加５％葡萄糖进行发

酵，测定发酵前后发酵基质的洗涤效果、透光率和皂素变化。结果表明：提取中药皂素的条件为６０℃，３ｈ，

ｐＨ９．０，料液比１∶１８。与发酵前相比，经枯草芽孢杆菌直接发酵后的皂素提取液洗涤效果提升了８．１８％。添

加５％葡萄糖后得到的发酵液的洗涤效果与蛋白酶及果胶酶的酶活呈正相关。两种发酵方式得到的发酵液

透光率均在发酵３２ｈ达到最大。发酵前后皂素基本稳定不变。研究发现中药皂素经枯草芽孢杆菌发酵后的

酵素液可以作为洗涤液的前期开发。

关键词：蛋白酶；果胶酶；洗涤效果；透光率；皂素

　　枯草芽孢杆菌属于革兰氏阳性好氧菌，自身

没有致病性，对人和动物安全有益，是我国农业部

公布的可直接饲喂动物且允许使用的益生菌菌种
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之一，也是美国食品药物管理局公布的安全菌种，

在当今工业酶的主要生产中有着广泛应用［１２］。

枯草芽孢杆菌作为一种重要的发酵剂，可以分泌

表达多种酶如蛋白酶、淀粉酶、果胶酶等。这些酶

可广泛应用于工业生产，如利用枯草芽孢杆菌对

大豆豆粕进行发酵，不仅可以显著提高发酵效果，

还可以提高蛋白质的生物效价。

皂素作为一种表面活性分子，用水提取得到

的皂素提取液除了皂素外，还含有大量适于微生

物生长的营养物质。这些营养物质包括各种生物
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