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糯米发酵炸糕酵母菌的分离鉴定及优势菌株筛选 
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摘要：为探究天津耳朵眼炸糕工业化纯种或混种发酵中的优势酵母菌株，以耳朵眼炸糕的沥水米浆和发酵面团为原料，首先采

用米浆固体培养基划线分离纯化的方法，获得 6 株酵母菌。其次对其进行 WL 培养基菌落形态观察、个体形态显微镜观察、生理生

化特征测定和 18S rRNA 基因序列分析，发现 Y2、Y3 菌株为酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae），Y4 为西文毕赤酵母（Pichia 

occidentalis），Y7-1、Y7-2 为矮小假丝酵母（Candida humilis），Y8 为溶磷白地霉（Galactomyces geotrichum）。最后测定各菌株的产

气量、碳源利用率和菌体生长速度，结果显示 Y2 发酵产气快且产气量最大，发酵结束时发酵液中的残糖含量最低为 16.33 mg，快速

生长期的 OD600为 0.149。由此认为 Y2 菌株为糯米炸糕发酵生产的优势酵母菌，具有作为纯种发酵菌剂生产的潜力，为耳朵眼炸糕

的品质控制和工业化生产提供了理论依据。 
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Abstract: To explore the dominant yeast strain in industrial pure or mixed fermentation during the preparation of Tianjin erduoyan fried 

cake, the rice slurry and fermented dough were used as experiment material, and six yeast strains were separated and purified by the streak plate 

method using slurry solid culture medium.Based on observations of colony morphology in Wallerstein Laboratory (WL) medium and individual 

cell morphology, determination of physiological and biochemical characteristics, and 18S rRNA gene sequence analysis, strains Y2 and Y3 were 

identified as Saccharomyces cerevisiae and strain Y4 was identified as Pichia occidentalis. Besides, Y7-1 and Y7-2 were identified as Candida 

humilis, and Y8 was identified as Galactomyces geotrichum. Gas production, carbon source utilization rate, and cell growth rate of each strain 

were determined. Results showed that Y2 had a fast gas production rate and the highest gas production. At the end of fermentation, the content of 

residual sugar in the fermentation broth was the lowest (16.33 mg), and the optical density at 600 nm (OD600) during exponential growth phase 

was 0.149. Thus, strain Y2 is the dominant yeast in the production of fried fermented glutinous rice cake, and has the potential to be a pure 

fermentation agent. This study provides a theoretical basis for the quality control and industrial production of erduoyan fried cake. 
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糯米发酵炸糕是我国传统风味食品，其生产流程

是将糯米磨浆后，经过数天的沥水和自然发酵，加馅

包制，最后油炸得成品。在沥水环节由于生米和环境

中存在微生物，导致产酸发酵，米浆 pH 持续下降，  
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形成酸面团，此时接入老酵进行自然发酵，乳酸菌和

酵母菌是参与糯米炸糕自然发酵的主要微生物。研究

表明，自然发酵面团含有 20 余种的常见酵母菌，其中

酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）的存在最广泛。

假丝酵母（Candida humilis ）和东方伊萨酵母

（Issatchenkia orientalis）等也常存在于酸面团中[1]。

通过发酵作用，阻碍支链淀粉发生重结晶作用，减缓

老化速度[2]；直链淀粉含量增加，淀粉分子聚合作用

增强，形成了更好的凝胶网络[3]，使炸糕劲道不粘牙。

发酵过程中，微生物降解葡萄糖、果糖、蔗糖、麦芽
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糖等糖类物质产生的 CO2能够抑制杂菌生长，不仅可

增加面团的体积，而且形成面团的疏松多孔结构，使

炸糕柔软蓬松，同时生成乙醇、乳酸、醋酸等物质以

及少量的风味辅助物质[4]，形成糯米炸糕独特的风味

和口感[5]。 

目前糯米炸糕采用作坊式生产，发酵依靠生米和

老酵携带的微生物在自然条件下完成，微生物的活性

和菌相易受环境的影响，沥水和发酵时间的长短随室

温的变化而存在较大差异，产品工艺参数未实现标准

化，质量控制依赖于车间老艺人肉眼观察和经验判断，

因此生产过程缺乏规范性，且产品质量不稳定。为了

实现发酵环节的合理控制，推进炸糕生产从作坊式生

产向工业化生产转型，提高产品质量并保证品质稳定，

本实验拟分离鉴定存在于沥水和发酵环节的酵母菌，

以了解糯米炸糕自然发酵微生物区系的菌种组成，对

菌种进行分离鉴定，在此基础上筛选最适合糯米发酵

的酵母菌菌株，为制备纯种发酵菌剂奠定基础，推动

耳朵眼炸糕工业化生产进程。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  原料 

沥水环节的新鲜米浆和发酵环节的湿米粉，采自

糯米炸糕生产车间。 

1.1.2  培养基及主要试剂 

米浆培养基：新鲜米浆 100 g，琼脂 15 g，加水

至 1000 mL，于 121 ℃高压蒸汽灭菌 15 min。 

PDA 培养基、YPD 培养基、WL 营养琼脂培养基、

生孢子培养基、碳源基础培养基、氮源基础培养基、

蛋白胨水培养基、水解尿素培养基的配方参见相关的

微生物实验指导书。 

酵母基因组 DNA 快速提取试剂盒(离心柱型)、蛋

白酶 K、TaqDNA 等购自索莱宝生物科技有限公司。 

1.1.3  主要仪器 

MLS-3780 高压灭菌锅，日本 SANYO 电器集团；

FJ200-SH 数显高速分散均质机，上海标本模型厂；754

型紫外可见分光光度计，上海舜宇恒平科学仪器有限

公司；Neofuge 18R 台式高速冷冻离心机，力康发展

有限公司；TGL-16 台式高速冷冻离心机，湖南湘仪

实验室仪器开发有限公司；iCycler-BIO-RAD PCR 扩

增仪，美国 Bio-Rad 公司；UV-1 型紫外投射分析仪，

珠海黑马医学仪器有限公司；CHEMIDOC XRS 凝胶

成像分析系统，美国 Bio-Rad 公司。 

 

1.2  实验方法 

1.2.1  菌株的分离纯化 

无菌条件下，取新鲜米浆或湿米粉 10.0 g 置于装

有 90 mL 无菌生理盐水的锥形瓶中。用均质机充分混

匀后 4 ℃条件下静置 1 h。取上层悬液梯度稀释至适宜

浓度，取 1 μL悬液均匀涂布于米浆培养基，28 ℃培

养 4~5 d。 

挑取菌落形态不同的单菌落，划线接种于 PDA

培养基。反复纯化并镜检，直至得到单一菌落。将疑

似酵母菌转移至 PDA 斜面培养基，4 ℃保藏。 

1.2.2  菌种的鉴定 

WL 培养基鉴定：将活化后的待测菌株划线接种

于 WL 营养培养基，28 ℃培养 4~5 d。观察并记录菌

落形态和颜色。 

形态观察：观察酵母菌的菌落形态、细胞形态、

子囊孢子、假菌丝、出芽方式及液体培养特征。 

生理生化特征测定：对酵母菌进行碳源同化、氮

源同化、糖发酵和尿素酶试验。 

18S rRNA 基因序列分析：选用索莱宝公司的酵母

基因组 DNA 快速提取试剂盒(离心柱型)提取酵母菌

基因组 DNA。并进行 PCR 扩增。PCR 反应体系为：

2×Premix 25 μL，正向引物 2 μL，反向引物 2 μL，模

板 DNA2 μL，去离子水 19 μL，总计 50 μL。选用 18S 

rRNA 通用扩增引物：5’-ATTGGAGGGCAAGTCTG 

GTG-3’，5’-CCGATCCCTAGTCGGCATAG-3’；PCR

反应条件：94 ℃预变性 4 min；94 ℃变性 1 min，55 ℃

复性 1 min,，72 ℃延伸 1 min，28 个循环；72 ℃补齐

10 min。 

扩增产物由上海生工生物工程股份有限公司进

行纯化并测序。测得的序列与 NCBI 中的相关序列进

行比对。并用 Mega6 软件采用 NJ 法构建系统进化树。 

1.2.3  优势菌种的筛选[6,7]
 

一级筛选：取 1 μL OD600为 0.5 的菌悬液接入放

有杜氏小管的 0.5 mLYPD 液体培养基中，28 ℃培养，

记录各菌株的开始产气时间与产气量，筛选出产气较

快较多的菌株。 

二级筛选：取 2 mL OD600为 0.5（±0.05）的各菌

株菌悬液分别接入 100 mLYPD 液体培养基中，定时

测定失重情况。发酵结束后，测定发酵液 pH、还原糖

含量，选出发酵性能较优的菌株。 

三级筛选：将各菌株菌悬液 OD600 调整至 0.5

（±0.05），按 2%接种量接入 YPD 液体培养基中，72 h

跟踪测定培养基 OD600并绘制生长曲线，根据生长速 

 

http://www.baidu.com/link?url=kzvdmojLaWp0V_KKkEQaSMrwVJH5idiedHU8kCGgPOrLdXEuhBOWVaUCmFUrBUwbS5ae_j9NoRDJhv2Y8lJeFq
http://www.baidu.com/link?url=YDf9pWRTPxd9rYlSKYJCn8I9MHE_OVXb9KhfOKUif16fP5tYRISyXrbIVEvDYJU59en6kdo9RqjoA9msrKCDzq
http://www.baidu.com/link?url=lCse1FNZEkqDSOq-nbBozul6CgTZkmDNPIm3aIqHJlKq_OsvH1igqDZZ6MisUY33_1_KnPrfNB40cVV1XY-Tcq
http://www.baidu.com/link?url=lCse1FNZEkqDSOq-nbBozul6CgTZkmDNPIm3aIqHJlKq_OsvH1igqDZZ6MisUY33_1_KnPrfNB40cVV1XY-Tcq
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率确定最优菌株。 

2  结果与讨论 

2.1  菌株的分离纯化 

从新鲜米浆或湿米粉中分离获得 6 株酵母菌，编

号为 Y2，Y3，Y4，Y7-1，Y7-2 和 Y8，各菌株的菌

落形态、个体形态和大小如表 1 和图 1 所示。 

2.2  菌种的鉴定 

表1 酵母菌菌落、细胞形态 

Table 1 Morphology of yeast colonies and cells 

编号 菌落形态 细胞形态 细胞大小/μm 

Y2 白色、不透明、半球形、高凸、表面光滑 卵圆形 (5-6)×(7-8) 

Y3 白色、不透明、扁平中间凸起、表面光滑 卵圆形 (5-6)×(7-8) 

Y4 白色、低隆起、边缘毛糙成粉状、不透明、干燥 椭圆形 (3-5)×(8-10) 

Y7-1 白色、扁平、光滑、湿润、圆形、不透明 卵圆形 (4-5.5)×(7-8) 

Y7-2 白色、扁平、光滑、湿润、形状不规则、不透明 长筒形 (5-7)×(8-10) 

Y8 白色、干燥、高凸起、毛糙成丝状 长筒形 (5-7)×(8-10) 

  

图1 部分酵母菌菌体形态 

Fig.1 Morphology of yeast cells 

2.2.1  基于 WL 培养基菌落形态的分类 

纯化酵母菌在 WL 培养基上的菌落形态见图 2，

依照 Cavazza
[8]，杨莹[9]文章中对酵母菌 WL 分类描述

结果见表 2。 

2.2.2  基于形态及生理生化特征的鉴定 

根据酵母菌在 WL 培养基的菌落形态，对其进行

了初步分类，在此基础上，根据《酵母菌的特征与鉴

定手册》[10]、《真菌鉴定手册》[11]，选择相应的个体

形态、液体生长情况和相关生理生化指标进行了测定，

结果见表 3 和表 4。 

  
图2 Ⅰ类和Ⅲ类酵母在WL培养基上的菌落形态 

Fig.2 Colony morphology on WL medium with class I and III yeast 

strains 

表2 WL培养基菌落形态及分类结果 

Table 2 Colony morphology on WL medium and classification result 

编号 菌落形态 所属类群 备注 

Y2,Y3 泛绿奶油色，5 d 后绿色变深，球形凸起，表面光滑，不透明 I 类 酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae） 

Y4 奶油色，球形凸起，干燥，边缘粉状，不透明 II 类 未提及 

Y7-1,Y7-2 泛绿奶油色，扁平中间凸起，表面光滑，湿润，不透明 III 类 未提及 

Y8 泛绿奶油色，中间有凸起，干燥，粉状，不透明 IV 类 未提及 

表3 酵母菌形态及液体培养特征 

Table 3 Morphologies of yeast strains and characteristics of liquid culture 

编号 子囊孢子 假菌丝 出芽方式 液体培养特征 

Y2 有 无 芽殖 无醭膜，形成致密沉淀 

Y3 有 无 芽殖 无醭膜，形成致密沉淀 

Y4 有 无 芽殖 有醭膜，有沉淀，培养液浑浊 

Y7-1 无 有 芽殖 无醭膜，有沉淀 

Y7-2 无 有 芽殖 无醭膜，有沉淀 

Y8 有 有 芽殖 有醭膜，沉淀较少，培养液澄清 

根据表 3、表 4 的测定结果，查阅相应的鉴定手 册，可以认为 Y2、Y3 为酿酒酵母（Saccharomyces 
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cerevisiae），Y7-1、Y7-2 为矮小假丝酵母（Candida 

humilis），其它菌株未鉴定到种属。 

表4 酵母菌的生理生化特征 

Table 4 Physiological and biochemical characteristics of yeast 

strains 

 Y2 Y3 Y4 Y7-1 Y7-2 Y8 

碳氮源 

同化 

D-半乳糖 + + - + + + 

L-山梨糖 - - V - - + 

蔗糖 + + - - - - 

麦芽糖 V V - - - - 

乳糖 - - - - - - 

棉子糖 + + - - - - 

淀粉 V V - - - - 

柠檬酸 - - - - - V 

甘油 + + V + + + 

纤维二糖 V V - - - - 

鼠李糖 - - - - - - 

甘露醇 V V - - - + 

硝酸钾 - - - - - - 

糖发酵 

葡萄糖 + + + + + V 

D-半乳糖 V V - + + V 

麦芽糖 - - - - - - 

蔗糖 V V - - - - 

乳糖 - - - - - - 

棉子糖 V V - - - - 

水解尿素试验 - - - - - - 

温度生长 

25℃  + + + + + + 

30℃  + + + + + + 

37℃  - - + - - - 

42℃  + + V - - - 

注：+表示阳性结果，-表示阴性结果，V 表示结果可变。 

2.2.3  基于 18S rRNA 基因序列的鉴定 

 

图 3 酵母菌18S rRNA基因的PCR扩增产物 

Fig.3 PCR amplification products of 18S rRNA gene in yeast 

strains 

以酵母菌基因组 DNA 为模板，采用通用引物对

18S rRNA 基因进行 PCR 特异性扩增，获得大小在 500 

bp左右的PCR产物（图3）。将测序获得的序列与NCBI

数据库中的相关序列进行比对并建立系统发育树[12]，

结果如图 4 所示。 

从图 4 可知，Y2、Y3 与 Saccharomyces cerevisiae

（ KC969085.1 ）、 Y4 与 Pichia occidentalis

（EF550374.1）、Y7-1、Y7-2 与 Candida humilis

（KM516765.1）、Y8 与 Galactomyces geotrichum

（JN256015.1）位于同一主枝，相似性均为 99%以上，

说明同一主枝不同菌株之间的发育关系密切，该鉴定

结果得到 99%以上的 Bootstrap 检验支持率。据此，确

定 Y2、Y3 为酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae），

Y4 为西文毕赤酵母(Pichia occidentalis)，Y7-1、Y7-2

为矮小假丝酵母（Candida humilis），Y8 为溶磷白地

霉(Galactomyces geotrichum)。 

 

图4 基于18S rRNA基因序列的系统发育树 

Fig.4 Phylogenetic tree based on 18S rRNA gene sequences 

2.3  沥水、发酵环节酵母菌菌相组成的变化 

在沥水和发酵环节定时取样，制备菌悬液并涂布

于米浆固体平板培养基，28 ℃培养 4~5 d 进行计数，

结果如图 5 所示。 

 
图5 各酵母菌占总酵母菌菌落数比例 

Fig.5 Proportion of each yeast strain based on total number of 

colonies 

从图 5 可知，在沥水及发酵环节 Saccharomyces 

cerevisiae Y2 菌株一直占绝对优势，尤其在发酵 72 h

时所占比例达到 80%。Saccharomyces cerevisiaeY3 菌
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株为次优菌株，尤其在沥水 72 h 时，所占比例达到

47%。另外，沥水开始时米浆中含有少量 Galactomyces 

geotrichumY8 和 Candida humilis Y7-2 菌株，沥水 36 h

后 Y7-2 菌株不再检出。发酵开始时湿米粉含有少量

的 Pichia occidentalis Y4 和 Candida humilis Y7-1 和

Y7-2 菌株，发酵结束时 Y7-2 菌株不再检出。可见沥

水和发酵后期菌种组成趋于简单。 

2.4  优势菌株筛选 

通过对 6 株酵母菌的产气情况测定进行一级筛

选，结果见表 5。 

表5 酵母菌产气情况 

Table 5 Gas production in yeast strains 

 12 h 24 h 48 h 60 h 

Y2 +++ +++++ +++++ +++++ 

Y3 ++ +++++ +++++ +++++ 

Y4 - ++ ++++ +++++ 

Y7-1 + ++++ +++++ +++++ 

Y7-2 +++ +++++ +++++ +++++ 

Y8 - - + + 

注：-表示杜氏小管中无气体、+表示气体占小管体积的

1/5、+++++表示气体充满小管。 

从表 5 可以看出，Y8 菌株产气最慢且产气量最

小，生长 48 h 时产生极少量气体，Y4 菌株 24 h 时观

察有气体产生，但与其它菌株相比产气速度较慢。其

它菌株在 12 h 时均出现产气情况，且 Y2 和 Y7-2 菌

株初期产气量较大，Y3 和 Y7-1 次之，但 48 h 时气体

均已充满杜氏小管。因此，根据产气速度和产气量的

多少将 Y2、Y3、Y7-1 和 Y7-2 菌株接种于 YPD 液体

培养基中培养，定时记录培养体系的失重情况，并测

定发酵液最终 pH 和残糖量。结果见图 6 和表 6。 

 
图6 发酵液失重情况 

Fig.6 Weight loss of fermented liquid 

从上述结果可以看出，Y7-1 菌株生长过程中，发

酵液质量损失最低，依次从低到高分别是 Y3，Y7-2

和 Y2 菌株，且后三株菌发酵液中残余还原糖含量较

少，即底物葡萄糖利用率较高，因此选取 Y2，Y3，

Y7-2 进行生长速度测定，结果如图 7。 

对三株酵母菌最大生物量进行统计分析，发现不

存在无显著差异，且达到最大生物量的时间基本一致，

均为48 h。但Y2菌株在快速生长前期，OD600为0.149，

高于 Y3(0.141)和 Y7-2(0.135)菌株，同时考虑 Y2 菌株

发酵液的 pH 值变化幅度较小，且与湿米粉实际发酵

过程的 pH 值基本相当，因此选取 Y2 为最优菌株。 

表6 发酵液pH值和还原糖残糖含量 

Table 6 Residual content of reducing sugars and pH value of 

fermentation liquid 

菌株 
残余还原糖 

含量/mg 

pH 值 

始 终 

Y2 16.33±0.11 5.23±0.03 5.07±0.04 

Y3 17.17±0.07 5.22±0.03 4.54±0.02 

Y7-1 18.24±0.04 5.23±0.05 4.74±0.04 

Y7-2 16.63±0.03 5.24±0.02 4.63±0.02 

 
图7 酵母菌生长曲线 

Fig.7 Growth curve of yeast strains 

3  结论 

本研究从糯米炸糕传统工艺的沥水米浆和发酵

湿米粉中分离获得 6 株酵母菌。经 WL 培养基菌落形

态观察、菌体形态及生理生化特征测定和 18S rRNA

基因序列分析，确定 Y2 、 Y3 为酿酒酵母

（Saccharomyces cerevisiae），Y4 为西文毕赤酵母

(Pichia occidentalis)，Y7-1、Y7-2 为矮小假丝酵母

（Candida humilis），Y8 为溶磷白地霉(Galactomyces 

geotrichum) 。其中，酿酒酵母（ Saccharomyces 

cerevisiae）繁殖速度快，葡萄糖利用率最高，发酵产

气量最大，是沥水和发酵环节的优势菌株，该结论与

他人的研究结果一致[13]。另外存在于新鲜米浆的矮小

假丝酵母（Candida humilis）Y7-2 菌株也具有较优的

发酵性能，且其快速生长滞后于酿酒酵母

（Saccharomyces cerevisiae），说明可以发酵更低浓度

的残糖。 
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