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摘要：虾酱是中国传统发酵水产调味品，营养丰富，并具有独特的风味。传统生产工艺周期长，产品盐度高，工艺不稳定，且

存在安全性问题。为了实现传统食品的产业化需求，筛选可用于虾酱发酵的产香酵母，以提高虾酱的香气品质。本文以中国传统虾

酱为原料，采用平板稀释法以马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)对虾酱中的酵母种群进行分离，经产香试验筛选得到一株产香酵母，

对其进行形态观察及生理生化鉴定，结合 ITS序列分析，经NCBI中数据库比对，构建菌株系统发育树明确其分类地位，确定该菌株

为季氏毕赤氏酵母(Pichia gilliermondii)。对该菌株进行耐盐性分析，发现该菌株耐盐性能较好，在 10%的盐度下仍有菌体存活。研

究结果表明，从中国传统虾酱中分离得到的一株季氏毕赤氏酵母(Pichia gilliermondii)，不仅产香能力较强，并且具有一定的耐盐

性，可对其进行耐盐驯化，作为虾酱复合发酵剂的菌株之一，用于低盐虾酱的发酵，提高虾酱发酵香气，控制产品质量。从传统虾

酱中分离的产香酵母，为虾酱快速生产用复合发酵剂的制备提供了理论基础。 
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Abstract: Because of the distinct flavor and rich nutrition, shrimp paste was generally consumed as a traditional Chinese aquatic 

seasoning. But its difficult in industrialization development was hampered because of long production cycle, high salinity, technology instability 

and insecurity. In order to obtain the aroma producing yeasts for shrimp paste fermentation and improve the fragrance of the shrimp  paste for 

meeting industrialization requirement of traditional food, an aroma producing yeast was isolated from traditional Chinese shrimp paste with the 

method of dilution plating on the medium of potato dextrose agar (PDA) and aroma sensory analysis. The morphological identification, 

physiological and biochemical identification, ITS rDNA analysis and phylogenetic tree were used to identify species in this paper. By Sequence 

alignment from database of NCBI showed that it belonged to Pichia gilliermondii. The salt-tolerance analysis indicated that the strain could 

survive in 10% NaCl solution. The results showed that the aroma producing ability and salt tolerance of strain were good, and the salt -tolerance 

of strain could be domesticated for low-salt shrimp paste fermentation as one of shrimp paste composite starter cultures. The aroma producing 

yeast isolated from the traditional shrimp paste can improve the aroma and quality of fermented shrimp paste.  
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产香酵母是一类能够产生挥发性香味物质的酵母

菌[1]，在发酵过程中通过代谢产生醇类、酯类等香味物

质[2]。香气成分的种类和感官阈值共同作用决定了食品

的风味特征，赋予发酵食品特有的香气[3]。产香酵母的

类群十分广泛，可以应用于如酒类、果汁、调味品等

食品，目前广泛应用的有数十种[4~5]。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2014, Vol.30, No.7 

93 

虾酱以其丰富的营养和独特的风味，自古以来受

到世界很多国家消费者的喜爱。其独特风味的形成是

在发酵过程，由于多种微生物和酶的作用，形成风味

物质而产生的。研究表明，虾酱特有的酱香味，可能

是由于虾酱中微生物菌群多样性，特别是产香酵母发

酵产生的[6]。 

在日本，多菌种发酵工艺和多菌种固定化生物反

应器等新型生物反应已广泛在发酵过程中使用[7]；国

内学者杜云建等[8]人用米曲霉发酵制备虾酱，建立了

最佳工艺及发酵条件。刘树青等[9]利用酵母菌并结合

酶解发酵虾酱，不仅增加了虾酱产品的浓香度，更提

高了产品的营养成分。虽然我国制酱历史悠久，经过

学者的不断研究和发展，现在已研制出通风制曲法、

酶制剂法等新工艺，提高了生产效率，但仍存在产品

风味不足、质量不稳定等工业化的瓶颈。如何改良虾

酱的传统发酵工艺，达到低盐、保健，又能获得理想

的风味，是现代发酵技术面临的难题。本研究旨在通

过对传统虾酱内部酵母的分离鉴定，获得产香菌株，

为传统发酵食品复合发酵剂的制备提供优良的微生物

菌株，以达到提高产品风味、稳定生产的目的。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

1.1.1  材料与试剂 

广东传统发酵虾酱，由李锦记（新会）食品有限

公司提供，为传统发酵虾酱，发酵过程中未添加菌种；

马铃薯葡萄糖琼脂培养基，购自北京陆桥技术有限责

任公司；糖发酵鉴定管、碳同化鉴定管，购自杭州天

和微生物试剂有限公司；氯化钠（分析纯），购自天津

市科密欧化学试剂有限公司；琼脂糖（分析纯），购自

北京鼎国生物技术有限公司； DNA Marker 、

MightyAmp DNA Polymerase Ver.2，购自宝生物工程

（大连）有限责任公司；Gold ViewⅡ，购自北京索莱

宝科技有限公司；引物 ITS1、ITS4，由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成。 

马铃薯葡萄糖培养基：取去皮马铃薯 200 g，切

成小块，加水 1000 mL煮沸 30 min，滤去马铃薯块，

将滤液补足至 1000 mL，加葡萄糖 20 g，溶化后分装，

12l ℃灭菌 20 min。 

YPD 培养基：葡萄糖2.0%，蛋白胨 2.0%，酵母

粉 1.0%。 

发酵培养基：将小虾打浆与水按 1:5 的比例混合，

过滤、分装于 50 mL三角瓶中，每瓶 20 mL，115 ℃

灭菌 30 min。 

1.1.2  主要仪器设备 

超净工作台 SW-CJ-2F，博讯实业有限公司医疗

设备厂；立式压力蒸汽灭菌锅 LS-B50L，上海华线医

用核子仪器有限公司；生化培养箱 SPX-150B-Z，博

讯实业有限公司医疗设备厂；紫外可见分光光度计

UV-3200PC，上海美谱达仪器有限公司；电子天平

AY-120，深圳巨杰科技有限公司；PCR 仪 S-1000，美

国伯乐公司；电泳仪 DYY-4C，北京市六一仪器厂；

凝胶成像系统 WD-9403D，北京市六一仪器厂。 

1.2  实验方法 

1.2.1  酵母菌的分离[10] 

无菌操作条件，取虾酱样品10 g，于90 mL马铃

薯葡萄糖液体培养基中震荡摇匀（180 r/min，30 min），

转移到 28 ℃培养箱培养24 h。将培养液稀释成适当

的浓度(10-1~10-3)，取 0.2~0.3 mL稀释液涂布于 PDA

平板上，28 ℃培养 48 h。挑取单菌落，在 PDA平板

上划线纯化，直至得到纯种单菌落，观察并记录菌落

形态，4 ℃保存备用。 

1.2.2  产香酵母菌的筛选 

将筛选出来的酵母分别接种在发酵培养基中进行

产香比较试验，28 ℃培养2~4 d。以虾味、氨味、酵

母味、甜味、酸味和异味几个风味特点进行感观评价，

筛选出风味柔和、虾味浓郁及发酵味明显的产香菌株，

并对其进行菌株鉴定。 

1.2.3  形态学鉴定方法 

将分离纯化后的菌株接种于 PDA固体培养基上，

28 ℃下培养48 h，观察记录培养基上菌落的形态，取

典型菌落进行镜检，并 40倍物镜下观察菌体形态。参

考《真菌鉴定手册》，判断菌株的种属。 

1.2.4  酵母菌的生理生化鉴定 

依据《The Yeast, A Taxonomic Study》对分离菌株

进行糖发酵试验、碳源同化试验、生理生化试验。 

酵母菌糖发酵实验：将分离纯化后的菌株做糖发

酵实验，检验菌株对各种糖醇类碳源的利用情况，将

菌株制成菌悬液，以每管100 μL的量接种于糖发酵鉴

定管内摇匀，28 ℃下培养 2 周，每次观察时注意杜

氏小管的产气情况，以杜氏小管中有气泡为阳性，无

气泡为阴性[11]。发酵用糖类包括葡萄糖、乳糖、半乳

糖、麦芽糖、蔗糖和棉子糖。 

酵母菌碳源同化实验：将菌种用无菌水制成菌悬

液，调整细胞浓度使悬液至半透光，然后用移液枪吸

取 80 μL接入同化管中，25 ℃下静置培养 3 周后记录

结果。同化实验用碳源包括葡萄糖、蜜二糖、木糖、

乳糖、L-阿拉伯糖、麦芽糖、蔗糖、半乳糖、纤维二
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糖、棉子糖、海藻糖。 

同化结果的观察方法：取一白色卡片，用黑色墨

水划约 3~4 mm 宽的直线，将培养 3 周后的同化管充

分摇匀，透过培养液观察卡片上的黑线，并根据下述

原则记录：“透过试管完全看不见黑线”或者“可见

黑线但线条模糊”为阳性；“黑线可看清但边缘模

糊”或“黑线清晰可见”为阴性[11]。 

1.2.5  ITS rDNA 序列分析及系统发育树构建

的方法 

采用改良的 CTAB 法提取菌株的基因组，参照

Guo[12]等的方法扩增真菌的 ITS(内转录间隔区)序列，

选 择 ITS rDNA 序 列 通 用 引 物 （ ITS1 ：

5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'；ITS4：5'-TCCTC 

GCTTATTGATATGC-3'）进行基因扩增并测序。PCR

反应条件：98 ℃ 2 min；98 ℃ 10 sec，58 ℃ 15 sec，

68 ℃ 90 sec，40 个循环；72 ℃ 10 min。取 5 μL PCR 

产物进行琼脂糖凝胶电泳检测。PCR 产物的测序工作

由上海英骏生物技术有限公司（广州分公司）完成。

将测序结果登录 NCBI 网站用 BLAST 程序进行序列

比对，用 ClustalX 2 软件进行多序列比对（Multiple 

alignments），用软件 MEGA5.2 进行分析获得系统进

化树。 

1.2.6  菌株 Y8 的耐盐性分析 

菌株 Y8 经活化后，调整菌液浓度为 108 cfu/mL，

取菌悬液 0.5 mL，分别接入含0、1%、2%、3%、4%、

5%、6%、8%、10%、12%、16%、20%、24%、28%

和 32%的 NaCl 液体 YPD 培养基中，于 28 ℃、150 

r/min 摇床培养 24 h，测定 OD660nm值。 

1.2.7  菌株 Y8 的生长曲线 

菌株 Y8 经活化后，调整菌液浓度为 108 cfu/mL，

取菌悬液 0.5 mL，分别接入液体 YPD 培养基中，于

28 ℃、150 r/min 摇床培养 48 h，每隔4 h取样，测定

OD560 nm值。 

1.3  数据分析 

采用 ClustalX 2 对菌株 Y8 及模式菌株序列进行

比对，MEGA5.2 构建系统发育树。采用 Excel软件作

图，结果由三个平行样的平均值±标准偏差表示。 

2  结果与讨论 

2.1  酵母的分离纯化及产香能力 

以 PDA 培养基从传统虾酱中分离微生物，共分

离出 8 株酵母菌，分别编号为 Y1~Y8，对其进一步进

行气味感官分析，选择适合发酵的具有产香能力的菌

株，菌株的筛选结果如表 1 所示。 

表 1 酵母菌的气味感官分析 

Table 1 Aroma sensory analysis of strains 

编号 虾味 氨味 酵母味 甜味 酸味 异味 

Y1 - - + - + + 

Y2 ++ - + - - - 

Y3 - - +++ - - + 

Y4 - ++ ++ - - +++ 

Y5 - - + - - + 

Y6 - - ++ - - ++ 

Y7 - + + - - ++ 

Y8 +++ - + ++ - - 

注：“-”：无该种特征风味；“+”：有明显该种特征风味；

“++”：风味较浓；“+++”：风味很浓。 

酵母菌发酵糖类产生小分子醛、酸、酯等风味物

质，赋予了虾酱独特的发酵味，但酵母味过重，会影

响虾酱风味。如表 1 所示，接入酵母的发酵培养基，

大多数都虾味消失，酵母味明显，异味较重，酵母味

掩盖虾味，使虾酱发酵液的虾味特征不明显。菌株 Y2，

Y8 既有虾味又有发酵味，而且菌株 Y8 甜味突出，香

气柔和，虾味更突出，故选择菌株 Y8 作为发酵菌株，

对菌株 Y8 进行分离纯化，并保存于 4 ℃冰箱。 

2.2  菌株 Y8的形态学初步鉴定 

从 PDA 培养基中，挑取经过三代以上分离纯化

的 Y8 菌株，利用摄影光学显微镜观察菌株的形态特

征(图 1)，并对照《真菌鉴定手册》，对分离的 Y8 菌

株进行形态学鉴定。 

  

图 1 菌株 Y8 的菌落形态及菌体形态(×40) 

Fig.1 Colony and thallus morphology of strain Y8(×40) 

根据菌落形态观察，菌落直径为 0.5~1 mm，菌落

为乳白色，奶油状，表面光滑。对菌体进行镜检，发

现其细胞形态呈卵圆形，多边芽殖，无假菌丝。 

2.3  菌株 Y8的生理生化鉴定 

依据《The Yeast, A Taxonomic Study》对菌株 Y8

进行糖发酵实验和碳源同化实验，实验结果如下。 
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表 2 菌株 Y8的糖发酵实验及碳同化实验 

Table 2 Sugar fermentation experiments and carbon assimilation experiments of strain Y8 

糖 葡萄糖 蜜二糖 木糖 乳糖 L-阿拉伯糖 麦芽糖 蔗糖 半乳糖 纤维二糖 棉籽糖 海藻糖 

糖发酵实验 + ND ND - ND - + - ND + ND 

碳同化实验 + + + - + + + + + + + 

注：“+”：阳性，“-”：阴性，“ND”：未检测。 

菌株 Y8 的糖发酵实验及碳同化实验结果见表 2。

将菌株 Y8 的糖发酵谱和碳源同化谱与《The Yeast, A 

Taxonomic Study》书中的酵母的生理生化结果进行比

较，发现菌 株 Y8 与季氏毕 赤氏酵母 (Pichia 

gilliermondii)基本一致。 

2.4  菌株 Y8 ITS rDNA基因片段的扩增 

利用 ITS通用引物 ITS1和 ITS4 进行PCR 扩增所

得的单一 DNA 片段，经琼脂糖凝胶电泳得到一条长

度 600 bp 左右范围内的扩增条带，PCR 扩增图谱见图

2。 

 
图 2 菌株 Y8的 ITS rDNA 扩增片段凝胶电泳图 

Fig.2 Gel electrophoretogram of ITS rDNA amplification of strain 

Y8 

结果表明，菌株 Y8 的 ITS rDNA基因片段扩增成

功，可将扩增产物纯化后送检直接测序。 

2.5  基于 ITS rDNA序列分析的菌株Y8系统

发育树构建及分子鉴定 

将测序获得的 DNA 核苷酸序列与 NCBI 中的数

据库进行BLASTn比对，结果表明，该片段与GenBank

中的季氏毕赤氏酵母 ATCC 6260 的 ITS rDNA序列的

相似率为 100%，确定菌株 Y8 为 Pichia gilliermondii

（季氏毕赤氏酵母）（图 3）。 

提交序列与对比序列之间的分值为 1094 bits，而

Score值越高说明越相似；Expect 比对的期望值为 0.0，

说明比对效果较好；相似性 100%；Gaps 为 0，无碱

基空位；Strand：链的方向，Plus/Plus 表示提交序列

和参比序列皆为正向。结合形态学及生理生化鉴定，

确定其为季氏毕赤氏酵母（Pichia guilliermondii）。 

 

图 3 菌株 Y8 的 ITS序列中 592bP 测序片段与 GenBank数据库

中季氏毕赤氏酵母（Pichia guilliermondii strain ATCC 6260）

的序列比对 

Fig.3 Sequence alignment of strain Y8 592 bp sequence 

fragment with Pichia guilliermondii  (Pichia guilliermondii  

strain ATCC 6260) from GenBank database  

注：季氏毕赤氏酵母ATCC 6260序列包括 18S rRNA 部分

序列，ITS1、5.8S rRNA 和 ITS2完整序列，及 28S rRNA 部分

序列。其中，Length=607，Score=10941bits(592)，xpeet 0.0，

Identities=592/592(100%)，Gaps=0/569(0%)，Strand=Plus/Plus。 

选取同源性较高的模式菌株，采用 Neighbor- 

Joining 法构建系统发育树，将相关菌株按亲缘关系远

近顺序进行排列，从系统发育树方面确定菌株的分类

地位。构建的系统进化树如图 4 所示。 

 

图 4 菌株 Y8的 ITS rDNA 序列分析 Neighbour-joining 树 

Fig.4 Neighbor-joining phylogenetic tree of strain Y8 
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由图 4 可知菌株 Y8 与其它毕赤氏酵母的亲缘关

系，其中，菌株 Y8 与菌株 Pichia guilliermondii

（AY939792.1）处于同一分支上，遗传距离相同，

bootstrap 值为 97，说明菌株 Y8 与其同源性高，且置

信度高。 

2.6  菌株 Y8的耐盐性分析 

将菌株分别接入含不同浓度 NaCl 的液体培养基

中，28 ℃培养 24 h，在 650 nm处测定OD 值，结果

见图 5。 

 

图 5 菌株 Y8的耐盐特性 

Fig.5 Salt tolerance of strain Y8 

由图 5 可以看出菌株 Y8 对 NaCl 具有一定耐受

性，NaCl 浓度为 1%~3%时，酵母的生长基本不受影

响，对于菌株 Y8 在含 2%NaCl的 YPD 培养基上生长

量明显高于 1%的培养基，说明 2% NaCl可以促进菌

株的生长，NaCl 浓度为 6%时，菌株的生长受到一定

的抑制，NaCl浓度高于 10%时，菌株 Y8 的生长受到

了明显的抑制，但仍有菌株存活。这一结果与柳志强
[13]等人从海洋中分离出的一株季氏毕赤氏酵母的耐

盐性分析结果相近，可能是由于该种酵母为虾酱原料

虾中存在的对虾内源微生物，参与虾酱缓慢的发酵过

程，对酱香味的产生有一定影响。耐盐性分析表明，

菌株 Y8 在 NaCl浓度低于 10%时，生长良好，而高于

10%时虽受到一定的抑制作用，但仍有菌体存在，故

可对菌株 Y8 进行驯化改良[14]，作为低盐虾酱的发酵

剂。 

2.7  菌株 Y8的生长曲线 

对菌株 Y8 的生长曲线进行测定，得到菌株 Y8

的 48 小时生长曲线，见图 6。 

如图 6 所示，菌株 Y8 的生长曲线，从 2h 起，菌

株逐渐进入对数期，生长旺盛，20 h 后进入稳定期，

菌株生长速率逐渐平稳，且代谢产物积累。由生长曲

线可知发酵时间与 OD 值之间的关系，在实践生产中，

便于选择合适的生长时期进行接种发酵，提高发酵速

率。 

 
图 6 菌株 Y8的生长曲线 

Fig.6 Growth curve of strain Y8 

3  结论 

3.1  从传统虾酱中分离出的一株产香酵母，对菌株进

行形态学、生理生化鉴定和 ITS rDNA基因序列分析，

经测序、BLASTn 序列比对后，发现 Y8 与季氏毕赤

氏酵母（Pichia guilliermondii）序列的同源相似性为

100%，鉴定该菌株为季氏毕赤氏酵母（Pichia 

guilliermondii）。 

3.2  菌株 Y8 的耐盐特性初步研究结果表明，菌株 Y8

对 NaCl具有一定耐受性，NaCl浓度低于10%时，菌

株 Y8 仍能保持一定的生长，而高于 10%时则受到一

定的抑制作用。 

3.3  在传统虾酱发酵过程中，生产周期长，微生物和

酶组成复杂，受环境影响很大，导致虾酱生产质量不

稳定，风味难以控制，不能满足工业化的生产需要。

因此如何提升虾酱风味成为一个关键。虾酱呈味的主

要途径是通过酵母菌发酵糖类产生小分子醛、酸、酯

等风味物质。毕赤类酵母是主要的产香酵母，对虾酱

的风味有重要贡献。 

3.4  产香酵母在食品行业应用广泛，已制备出多种发

酵剂[15]。本文从传统虾酱中分离出一株产香酵母，将

与工业化发酵剂比较，以进一步研究其在虾酱生产中

对风味的影响，并期望对菌株进行定向改造，为传统

发酵制品的复合发酵剂提供优良菌株，发展快速发酵

技术，促进虾酱生产工业化。 
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