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混合培养条件下酵母菌菌株生长影响因素 

的初步研究 
 

刘茜，吴祖芳，范三微，翁佩芳 

（宁波大学食品科学与工程系，应用海洋生物技术教育部重点实验室，浙江宁波 315211） 

摘要：为研究两种酵母菌在混合培养条件下各菌株生长相互影响的因素，本文考察了初糖浓度及 pH 对两种酵母菌 Saccharomyces 

cerevisiae（简称 Sc）和 Issatchenkio orientalis（简称 Io）生长的影响，以纯培养作对比，研究了混合培养条件下两种酵母菌有机酸代

谢的差异性。结果表明，低糖浓度、低 pH 以及有机酸代谢的差异是造成混合培养条件下 Sc 生长受到抑制的主要因素；Io 代谢葡萄

糖速率较 Sc 快，在初糖浓度为 1%的混合培养中，Io 优先竞争性地消耗葡萄糖，混合培养体系中 Io/Sc（菌落数量比值）为 70；Io 较

Sc 耐酸，在 pH3.5 下，Io/Sc 达 56；有机酸代谢中，Io 可特异性地生成 2.52 g/L 的乳酸，Sc 可特异性地生成 1.14 g/L 的乙酸，混合培

养中，Io 可吸收代谢 Sc 产生的乙酸，而 Io 产生的乳酸则对 Sc 的生长产生抑制作用。从细胞生长与有机酸代谢角度分析果酒酵母菌

混合培养细胞行为影响的因素，为多菌种混合发酵在果酒产业中的应用提供理论基础。 
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Abstract: To investigate the factors affecting the growth of different yeast strains in a mixed culture, the effects of initial glucose 

concentration and pH value on the growth of Saccharomyces cerevisiae (Sc) and Issatchenkia orientalis (Io) were investigated. The differences 

in organic acid metabolism of the two types of yeasts in a mixed culture were compared using pure cultures as controls. The results showed that 

low initial glucose concentration, low pH, and differences in organic acid metabolism were the main factors inhibiting the growth of Sc. The 

glucose consumption rate of Io was faster than that of Sc; in the mixed culture with an initial glucose concentration of 1%, Io consumed glucose 

preferentially, and the Io/Sc (the ratio of colony numbers) value was 70. Io was more acid tolerant than Sc, and the Io/Sc was 56 in pH 3.5. 

Regarding organic acid metabolism, Io produced 2.52 g/L lactic acid specifically, and Sc produced 1.14 g/L acetic acid specifically. In a mixed 

culture, Io could absorb the acetic acid produced by Sc, whereas the lactic acid produced by Io could inhibit the growth of Sc. The factors 

influencing cell behavior of wine yeasts in a mixed culture were analyzed in terms of cell growth and organic acid metabolism, and this study 

provides a theoretical basis for the application of multi-strain mixed fermentation in the wine industry. 

Key words: mixed cultivation; initial glucose concentration; pH; acetic acid; lactic acid 

 

葡萄酒自然发酵是多菌种混合发酵的过程，根据

发酵中酵母菌的不同作用，可将其分为两大类，一类

是酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae，主要完成酒精

发酵，且发酵速率快，发酵力强；另一类是非酿酒酵

母 non-Saccharomyces，这类酵母虽然发酵效率较低，

但能够合成多种酶类物质，将果汁原料中的前体物质 
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转化成风味物质，如酯、酸、高级醇等产物，对最终

酒体风味、色泽产生积极影响[1~5]。但目前的研究[6~8]

多集中于非酿酒酵母与酿酒酵母混合培养时工艺优化

及风味形成贡献方面，对发酵过程中酿酒酵母与非酿

酒酵母相互影响规律及机制的研究很少见文献报道。 

现有研究表明[9]，自然发酵初期由一些酒精耐受

能力较弱的非酿酒酵母如假丝酵母、汉逊酵母、圆酵

母等完成；但随着酒精浓度的不断升高，非酿酒酵母

的这种优势逐渐被酒精耐受能力较强的酿酒酵母所替

代。一般认为[10]酿酒酵母和非酿酒酵母之间的这种接

替关系是由菌种对外界环境抵抗能力的差异造成的，
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如酒精浓度升高、有机酸积累、pH 降低以及营养物质

的消耗等。但随着细胞与细胞间相互作用的研究受到

越来越多的关注[11~15]，除以上影响因素外，还有研究

证明[16~20]，酿酒酵母在发酵过程中产生的除酒精外的

代谢产物，如中长链脂肪酸、一些有毒化合物（如糖

蛋白、分泌肽等）会抑制其它菌种的生长。然而，自

然界中非酿酒酵母种类繁多，不同种属的非酿酒酵母

自身特性有所差异，与酿酒酵母混合培养时相互作用

关系也有所不同。至今为止，国内外还没有一个统一

的结论能解释酿酒酵母与非酿酒酵母之间相互影响的

本质。 

本文以前期研究筛选获得的具有较好发酵风味

的非酿酒酵母 Issatchenkia orientalis（简称 Io）和酿酒

酵母 Saccharomyces cerevisiae（简称 Sc）为研究对象

进行混合培养，从发酵环境变化及代谢产物的相互影

响角度考察两种酵母菌混合培养过程中对各自菌株生

长的影响，研究影响其生长变化的主要因素，为下一

步探索多菌种混合发酵相互作用的分子本质以及酵母

菌混合发酵在果酒产业中的应用提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  菌种与培养基 

实验菌种：Saccharomyces cerevisiae （Sc）、

Issatchenkia orientalis (Io )均保藏于宁波大学海洋学院

食品生物技术实验室。 

麦芽浸膏琼脂培养基 MEA（/L）：麦芽浸粉 30 g，

大豆蛋白胨 3 g，琼脂 15 g，pH 值 5.6±0.2；麦芽浸膏

汤培养基 MEB(/L)：麦芽浸粉 15 g，pH 值 4.7±0.2；

SGJ
[21]（synthetic grape juice media）（/L）：葡萄糖 200 

g，酵母浸膏 2 g，(NH4)2SO4 2 g，柠檬酸 0.3 g，L-苹

果酸 5 g，L-酒石酸 5 g，MgSO4 0.4 g，KH2PO4 5 g，

pH 值 3.5。 

1.1.2  实验药品 

麦芽浸膏琼脂（MEA）、麦芽浸膏汤（MEB）：

青岛高科园海博生物技术有限公司；酵母浸膏：杭州

微生物试剂有限公司；NaOH、HCl、(NH4)2SO4、

MgSO4、KH2PO4、NaH2PO4、葡萄糖、三氯甲烷、硫

酸、酒石酸、苹果酸、乳酸、冰乙酸、柠檬酸、丙酮

酸：国药集团化学试剂有限公司。 

1.1.3  仪器与设备 

LDZX-40BⅠ型立式蒸汽灭菌器，上海申安医疗

器械厂；XPX 智能型生化培养箱，宁波江南仪器厂；

高速冷冻离心机，德国 Eppendorf 公司；紫外可见分

光光度计，上海美谱达仪器有限公司；超净工作台，

苏州净化设备有限公司；PHS-3C pH 计，上海精密科

学仪器有限公司；电子天平，上海民桥精密科学仪器

有限公司；安捷伦 1260 infinity LC，配备真空脱气机、

四元泵、VWD 检测器，美国 Agilent 公司；超声波振

荡仪，昆山市淀山湖检测仪器厂。 

1.2  实验方法 

1.2.1  菌种的活化 

取实验室甘油保藏菌种，划线于 MEA 培养基上，

于 30 ℃的恒温培养箱中培养 48 h，取一环平板活化的

菌体于 50 mL MEB 培养基中，30 ℃，150 r/min 恒温

培养 24 h 后于 4 ℃的冰箱中保藏备用。 

1.2.2  混合培养方法 

将活化好的两种酵母菌以 1:1 的浓度比例接种于

装有 50 mL 灭菌 MEB 的锥形瓶中，并分别接种两种

酵母菌作为纯培养对照，30 ℃、150 r/min 恒温培养。

混合培养及纯培养接种后培养液起始浓度均为 2×10
5 

CFU/mL。 

1.2.3  初糖浓度对混合培养酵母菌生长的影响 

以 SGJ 为基础发酵培养基，调节葡萄糖浓度为

1%、5%、10%、15%和 20%，将活化好的两种酵母菌，

按 1.2.2 所述分别接种到 50 mL 灭菌的不同葡萄糖浓

度的 SGJ 培养基中，150 r/min，30 ℃恒温培养 24 h

后测定各菌株生长量。 

1.2.4  pH 变化对混合培养酵母菌生长的影响 

以 SGJ 为基础培养基，选择一合适的初糖浓度，

调节 pH 值为 2.5、3.5、4.5、5.5 和 6.5，将活化好的

两种酵母菌，按 1.2.2 所述分别接种到 50 mL 灭菌的

不同 pH 值的 SGJ 培养基中，150 r/min，30 ℃恒温培

养 24h 后测定各菌株生长量。 

1.2.5  分析方法 

1.2.5.1  混合培养各菌株生长的测定 

按 1.2.2 所述方法培养，每隔 4h 取样，采用平板

计数法并结合各菌株在 MEA 培养基上的不同形态，

测定各菌株生长的数量。 

1.2.5.2  还原糖的测定：3,5-二硝基水杨酸法测定残糖

量 

1.2.5.3  有机酸分析 

色谱柱为 C18 柱 5 μm，250×4.6 mm（i.d.，

Phenomenex，USA）；进样体积：10 μL；流动相：

NaH2PO4溶液（1.0 mol/L 磷酸调节 pH 值至 2.8）。等

度洗脱程序：0~25 min NaH2PO4 缓冲液，流速 0.3 

mL/min。检测波长为 210 nm，柱温 30 ℃。 

样品前处理：取发酵样液 4 mL，离心 5 min（10000 
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r /min），取上清液 2 mL 并加入等体积氯仿以除去发

酵液中的蛋白，离心 5 min（10000 r /min），取上清液

1 mL 并加入 50% H2SO4 70 μL，离心 5 min（10000 

r/min），取上清液 100 μL，稀释至 600 μL，经 0.22 μm

滤膜过滤后进行 HPLC 分析，相同的色谱条件下检测

标准溶液与样品，样品中待测组分用保留时间和峰面

积增量法定性，标准曲线法定量。 

1.2.5.4  数据处理 

所有试验平行进行三次，利用 SAS8.1 软件进行

统计分析，p<0.05 为显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  酵母菌混合培养生长量测定 

如图 1 所示，MEA 培养基上两种酵母菌菌落形

态均为白色圆形，Io 菌落直径较大，表面湿润平坦无

光泽。Sc 菌落直径较小，表面湿润凸起有光泽，边缘

整齐。 

 

图 1 两种酵母菌在MEA平板上的形态 

Fig.1 Morphology of strains Sc and Io in an MEA plate 

 
图2 不同培养方式下两种酵母菌生长动态变化 

Fig.2 Changes in the dynamic growth of two yeasts under 

different culture methods 

两种酵母菌混合培养时生长动态变化如图 2 所

示，为考察混合培养菌种间相互作用而引起的两菌种

生长量的变化，引入 Io/Sc（菌落数量之比），结果如

图 3 所示。从图 2 可看出，在纯培养中非酿酒酵母 Io

生长速率较酿酒酵母 Sc 快，Io 生长量最高值为

1.04×10
8 

CFU/mL，而酿酒酵母 Sc 最高值为 4.7×10
7 

CFU/mL。培养 12 h 后两种酵母菌进入稳定期。混合

培养时，前 12 h 两种酵母菌生长量均未达到纯培养时

的量，12 h 后 Io 生长逐渐加快，至 24h 时基本达到了

纯培养时的生长量，为 9.8×10
7 

CFU/mL，而 Sc 在混

合培养中受到了抑制，生长量最高值仅为 5×10
6 

CFU/mL。Io/Sc 初始值为 1，由于 Io 生长速率较 Sc

快，因此无论是纯培养还是混合培养该比值都大于 1，

从图 3 可看出，纯培养与混合培养前 8h，Io/Sc 差异

不显著，但 8h 时后，混合培养 Io/Sc 开始大于纯培养

时 Io/Sc 的值；其可能的原因是前 8 h 两菌种在混合培

养体系中发生相互作用，如对营养物质的竞争，对混

合培养体系环境的适应能力不同等；随着发酵的进行，

混合体系中该比例逐渐增大，发酵 20 h，该比例已达

28。结合图 2、图 3 可推测，混合培养中酿酒酵母 Sc

和非酿酒酵母 Io 之间存在相互作用，且该种作用会导

致 Sc 生长受到抑制。实验结果与文献报道不同[13]，

非酿酒酵母 Io 在培养过程中并未受到抑制，相反酿酒

酵母 Sc 在混合培养中受到明显抑制。本试验所用的东

方伊萨酵母 Io 是一种既耐酸又耐乙醇且可利用低浓

度乙醇为唯一碳源生长的酵母菌 [22]；已有文献表明[23]

在高温连续发酵中，至发酵末期也能分离到非酿酒酵

母 Io。结果的差异主要是因为不同种属非酿酒酵母特

性不同，其与酿酒酵母混合培养生长相互的影响也不

同。 

 
图3 不同培养方式下两种酵母菌生长比率变化 

Fig.3 Changes of Io/Sc ratio under different culture methods 

注：图 2 中 Sc 混培、Io 混培指混合培养条件下各菌种的

数量；图 3 中纯培养指 Sc、Io 分别纯培养时 Io/Sc 比值；混合

培养指混合培养条件下两菌种的 Io/Sc 比值；图中同一时间点

不同字母表示差异显著(p＜0.05)。 

2.2  初糖浓度对混合培养两菌种生长的影响 

在 1%、5%、10%、15%和 20%五种不同葡萄糖

浓度下培养，两种酵母菌纯培养及混合培养时各自生

长情况及生长量比率如图 4、5 所示。 

从图 4 中可看出，不同初糖浓度下，Io 在混合体

系中生长与纯培养相比差异不显著。而 Sc 在混合体系

I

o

  

S

c 
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中生长处于抑制状态。由图 5 可知，随着初糖浓度的

升高，Sc 受抑制程度减小，故 Io/Sc 逐渐减小；当初

糖浓度为 1%时，Sc 受抑制程度最大，Io/Sc 高达 70。

同时测定培养 24 h 后，各培养液的残糖量，结果如表

3 所示。 

 
图4 初糖浓度对酵母菌混合培养生长的影响 

Fig.4 Effects of initial glucose concentrations on the yeast growth in 

a mixed culture 

 
图5 不同初糖浓度下两种酵母菌生长比率 

Fig.5 Io/Sc ratio under different initial glucose concentrations 

注：图中同一初糖浓度不同字母表示差异显著(p＜0.05)。 

表3 不同初糖浓度下的残糖量 

Table 3 Residual glucose concentrations under different initial 

glucose concentrations 

初糖浓

度/(g/L) 

残糖量/(g/L) 

Sc 纯培养 Io 纯培养 Sc与 Io混合培养 

10 3.34±0.02a 0.16±0.04b 0.16±0.05b 

50 20.51±0.24a 1.31±0.05b 1.56±0.04c 

100 80.35±0.08a 46.32±0.11b 40.36±0.13c 

150 132.29±0.15a 102.78±0.14b 100.47±0.22c 

200 186.30±0.21a 153.35±0.31b 149.14±0.31c 

注：同行不同字母表示差异显著(p＜0.05)。 

从表 3 可知，Io 纯培养时残糖量低于 Sc，即 Io

消耗葡萄糖的速率较 Sc 快，且在 1%和 5%较初低糖

浓度下尤为明显。由图 2 得知，Io 生长速率快于 Sc

可能也与 Io 消耗葡萄糖的速率较快有关。由此可推

知，在初糖浓度较低的混合培养中，两种酵母菌竞争

性地消耗碳源，Sc 竞争碳源的能力弱于 Io 从而使其

生长受到抑制。因此在糖浓度为 1%时，混合体系中

Io/Sc 高达 70。但随着葡萄糖浓度的升高，Io/Sc 逐渐

减小，在葡萄糖浓度为 20%时，该比值为 25，但仍大

于纯培养时的值，证明除对碳源的竞争外，还有其它

因素影响混合体系中 Sc 的生长。 

2.3  pH 对混合培养两菌种生长的影响 

与初糖浓度相比，pH 是影响酵母菌生长与代谢

的又一重要因素。为降低初糖浓度对 Sc 生长造成的竞

争性抑制，在 10%的葡萄糖浓度下设计了不同 pH

（2.5、3.5、4.5、5.5、6.5）对两菌株生长的影响，两

种酵母菌纯培养与混合培养的生长比率结果如图 6、7

所示。 

 
图6 pH对酵母菌混合培养生长的影响 

Fig.6 Effects of pH on yeast growth in a mixed culture 

 
图7 不同pH下两种酵母菌生长比率 

Fig.7 Io/Sc ratio under different pH values 

注：图中同一 pH 不同字母表示差异显著(p＜0.05)。 

从图 6 可以看出，Io 较 Sc 耐酸，在 pH2.5 下仍

能正常生长，且数量可达 10
8 
CFU/mL；而 Sc 在该 pH

下已出现菌体死亡现象，该结论与 Hisamatsu 
[24]结果

相似，非酿酒酵母 Io 可在 pH 低至 2 的环境中正常生

长且进行酒精发酵。尽管酵母菌在微酸性（pH=4）的

环境下最适于生长繁殖，但较低的 pH 值可以保证添

加的 SO2以较多的游离态存在，更好地抑制有害微生

物作用，但 pH 过低会促使乙酸酯类物质水解，生成
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挥发酸，影响果酒口感，故实际果酒生产中 pH 值控

制在 3.3~3.5 之间[25]。由此可见，果酒发酵的低酸性

环境更适于 Io 生长。故在 pH 3.5 时，混合培养 Io/Sc

最大，为 56。随着 pH 的增大，嗜酸酵母菌 Io 生长量

稍有减少；降低低 pH 的胁迫，Sc 生长量也有所增加，

故在 pH 5.5 及 6.5 时，混合培养 Io/Sc 变小，分别为

21 和 22。Sc 耐酸性弱于 Io，也是混合体系中 Sc 生长

处于劣势的主要原因。 

2.4  有机酸代谢对混合培养两菌种生长的影

响 

有机酸含量的多少关系到葡萄酒最终的口感和

稳定性，同时也对酵母菌的生长产生重要影响[26]。为

降低低糖浓度及低 pH 对 Sc 生长的影响，选择在 10%

初糖浓度，pH4.5 条件下测定不同培养条件下有机酸

代谢情况，结果如表 4 所示。 

表4 不同培养条件下有机酸代谢情况 

Table 4 Organic acid metabolism under different culture 

conditions 

培养 

方式 

有机酸/(g/L) 

酒石酸 丙酮酸 苹果酸 乳酸 乙酸 

Sc 纯培 3.84±0.02a 0.36±0.02a 4.26±0.03a 未检出 1.14±0.01 

Io 纯培 3.82±0.03a 0.18±0.01b 3.18±0.02b 2.52±0.01a 未检出 

Sc＋ 

Io 混培 
3.42±0.01b 0.24±0.01c 3.16±0.03b 2.49±0.03a 未检出 

注：同列不同字母表示差异显著(p＜0.05)。 

酒石酸、苹果酸是葡萄果实中的主要有机酸，酵

母菌对这两种有机酸的降解能力，不仅关系到酒体的

最终质量，更对发酵环境的 pH 变化有重要影响。SGJ

培养基中这两种酸的浓度均为5 g/L。从表4中可看出，

两种酵母菌纯培养 60 h 后，酒石酸降解能力差异不显

著，均约为 23.20%，混合培养时，降酸率提高，达

31.60%。Io 对苹果酸的降解能力强于 Sc，发酵 60 h

降酸率为 36.40%，而 Sc 仅为 14.80%。两种酵母菌混

合培养，对酒石酸及苹果酸的降解率均有提高，不仅

对酒体的品质形成产生积极影响，更为酵母菌的生长

提供更为合适的 pH 环境。丙酮酸是酵母菌糖代谢的

关键分支点，在有氧及无氧情况下随即进一步代谢为

不同产物，故发酵过程检测到的丙酮酸含量均较少。 

由表 4 可知，两种酵母菌对乳酸及乙酸的代谢差

异最明显。Io 在纯培养时可特异性地产生 2.52 g/L 的

乳酸，Sc在纯培养时可特异性地产生 1.14 g/L的乙酸；

但在混合培养中只检出 2.49 g/L 乳酸，并未检测出乙

酸。据此，可推测混合培养中的非酿酒酵母 Io 可降解

Sc 代谢产生的乙酸。事实上，早有研究证明部分酵母

可直接通过乙酸运载系统将乙酸运输到细胞内进行利

用[27]。Io 产生的乳酸不能被两种酵母菌代谢分解，故

造成对 Sc 生长的抑制，而对 Io 本身并无影响。乙酸

和乳酸都是果酒酿造中常见的副产物，发酵过程若积

累过多，不仅会对最终酒体质量产生严重影响，且对

酵母菌的生长繁殖造成抑制。Narendranath
[28]研究证明

在 30 ℃基础培养基中添加醋酸或乳酸会使得酿酒酵

母的生长率呈指数级减少，醋酸的最低抑菌浓度为

0.60%（m/V），乳酸为 2.50%，但当乙酸浓度低至

0.05~0.10%，乳酸浓度低至 0.20~0.80%会对酿酒酵母

造成胁迫，且随着这两种酸浓度的升高，酵母菌生长

速率减慢，糖耗减慢。因此可推断，混合培养产生的

2.49 g/L（约 0.25%，m/V）的乳酸对酿酒酵母 Sc 生长

造成了抑制。为进一步证实乳酸对酿酒酵母生长产生

的影响，在单独接种酿酒酵母的情况下，添加 2.50 g/L

的乳酸，与未添加乳酸组相比，酿酒酵母的数量减少

近 55%（数据未列），进一步证实乳酸对 Sc 的生长产

生了抑制作用。 

4  结论 

4.1  通过比较酿酒酵母 Sc 和非酿酒酵母 Io 在纯培养

与混合培养时的生长差异，可知低糖浓度、低 pH 以

及有机酸代谢的差异是造成酿酒酵母 Sc 生长受到抑

制的主要因素。混合培养中，随着起始糖浓度及 pH

的增加，Sc 生长抑制程度减小，初糖浓度为 1%时，

混合培养 Sc 受抑制程度最明显，Io/Sc 为 70；pH 为

3.5 时，混合培养 Sc 受抑制程度最明显，Io/Sc 为 56；

非酿酒酵母 Io 在混合培养中产生的 2.49g/L 乳酸，对

Sc 生长造成抑制。 

4.2  本文研究结果表明，初糖浓度和 pH 对试验所涉

的菌株在混合培养条件下的生长行为产生影响，同时

由于所筛选菌株的生理生化特性，其代谢产物有机酸

的差异性对混合培养条件下菌株的生长产生不同程度

的影响。除此之外，对于如分泌肽、细胞间接触等对

混合培养中各菌种生长的影响将在后续作进一步的探

讨。与此同时，从蛋白质组学与基因组学角度研究混

合培养体系细胞生长行为的变化将与这些研究结果的

解释得到相互补充。 

4.3  酿酒酵母 Sc 与非酿酒酵母 Io 混合培养时各菌株

生长的影响因素研究结果，可为进一步研究酵母菌混

合培养过程中不同影响因素下菌种间相互作用的分子

机制奠定基础，从而对酵母菌株影响果酒质量的规律

认识及加工过程控制手段提供科学依据。 
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