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基于 26S rRNA D1/D2 区序列对不同时期大曲中酵母

菌的分离与鉴定 
 

窦晓，杨建刚，曹新志，马莹莹，郭家秀，张琦，苏畅 

（四川理工学院生物工程学院，四川自贡 643000） 

摘要：利用大曲作为糖化发酵剂是中国传统白酒主要的工艺特点之一。大曲中的微生物组成十分丰富包括各种种类的霉菌、酵

母以及细菌，这些复杂的微生物体系为白酒的发酵提供了必要的微生物、酶以及风味物质。酵母菌作为所有酒类发酵生产中必不可少

的微生物，在大曲的生产过程中也起到了很重要的作用。为了探究大曲中功能微生物，本文对不同时期大曲中分离的酵母菌采用 26S 

rRNA D1/D2 区序列进行分析比对，共分离鉴定了 260 株酵母菌，分属于 22 个种。主要为 Wickerhamomyces anomalus，Candida 

orthopsilosis，Meyerozyma guilliermondii，Pichia caribbica，Saccharomycopsis fibμLigera，Cryptococcus neoformans var. grubii，Clavispora 

lusitaniae，Saccharomyces cerevisiae 等。对序列比对的结果进行了单链构像多样性（Single Strand Conformation Polymorphism，SSCP）

分析，确定了它们的种间差异，并构建了 M-L 系统树。根据这些分离鉴定的结果初步探究出大曲生产过程中不同时期酵母菌的组成

和变化规律。这些结果为进一步研究中国传统白酒的酿造微生物奠定了一定的基础。 
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Abstract: Using Daqu as a saccharification- fermentation agent is one of the main technological characteristics of traditional Chinese 

liquor. The microbial components in Daqu were rich, including various types of mold, yeast and bacteria. These complex microbial systems 

provided  necessary microorganisms, enzymes and flavor substances for the fermentation of liquor. As an essential microorganism in all 

alcoholic fermentation, yeast also played an important role in the production of Daqu. To explore the functional microorganism in Daqu, the 

yeasts, isolated from Daqu in different periods , were compared and analyzed by 26S rRNA D1 / D2 region sequences, and 260 yeasts were 

isolated and identified, belonging to 22 species. The yeasts were mainly of Wickerhamomyces anomalus, Candida orthopsilosis, Meyerozyma 

guilliermondii, Pichia caribbica, Saccharomycopsis fibμLigera, Cryptococcus neoformans var. Grubii, Clavispora lusitaniae, Saccharomyces 

cerevisiae. Single strand conformation polymorphism (SSCP) analysis was performed on the results of sequence alignmentTheirinterspecies 

differences were determined and the M-L system tree was also constructed. In addition, the composition and variation of yeasts in different 

periods of Daqu production were preliminarily investigated according to the results of isolation and identification. These results provided a basis 

for further research on brewing microorganisms of traditional Chinese liquor. 
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大曲作为中国白酒发酵过程中的发酵剂，可以给 
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发酵过程提供微生物、前体风味物质以及各种酶类
[1~3]。酵母菌作为大曲微生物中的主要组成部分之一，

对大曲的功能的形成有着不可或缺的作用。传统的酵

母菌株鉴定方法建立在菌株的形态、生理特性和生物

化学特性质差异之上。然而这些特征会受培养条件的

影响，在某种程度上具有不确定性，为确保鉴定结果

的可靠性，鉴定一株菌经常需要完成 50~100 项实验
[4]。费时费力且重复性不高。 
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核糖体 RNA 基因(rRNA)存在于所有细胞生物中

并具有相同的起源和功能，因而可以反映所有物种间

具有可比性的进化史。而且 rDNA 中有些片段具有高

度的序列同源性或保守性，从而可为不同物种间的系

统学比较提供研究参考点。 
Kurtzman & Robnett[5,6]和 Fell 等[7]测定了所有已

知酵母种类的 26S rRNA D1 D2 区序列，发现在这一

600 bp 左右的片段中，种内序列变异小于等于 1%，

而种间序列差异大于 1%。目前这一标准已被国际酵

母分类学界普遍接受，从而也使酵母菌的菌种鉴定变

得相对容易。近年来，以核酸为研究对象的分子生物

学技术以其简便、准确等优点逐渐应用到酵母菌的分

类鉴定中。 
单链构象多态性 (Single Strand Conformation 

Polymorphism，SSCP)技术是基因突变分析中最常用

的方法之一。其理论基础是单链 DNA 具有序列特异

性的二级或三级构象。一个或多个碱基的差异能影响

其构象，在非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳中，构象的改

变表现为单链 DNA 迁移率的改变，根据各样品的单

链迁移率，就可以把突变体和非突变体区分开。该方

法最初应用于人类基因点突变的检测中[8,9]，由于其在

检测碱基差异方面的高分辨力，而广泛应用于人类和

植物病原真菌种的鉴定和菌株分析中[10,11]。 
本研究通过对不同时期大曲中分离的酵母菌的

26S rRNA 基因 D1/D2 区序列进行分析，在 GenBank
数据库中进行同源序列搜索(BLAST)，比较供试菌株

与已知酵母菌相应序列的同源性。依据分离鉴定的结

果对大曲生产过程中的酵母菌的演替规律进行了初步

探究。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品 
大曲取自泸州老窖制曲生态园，对生产过程中 0、

3、5、7、10、25、90 d 的大曲进行采集。在形态学观

察的基础上，挑取了 260 株酵母进行 26S rRNA 基因

D1/D2 区的序列测序与比对。 
1.1.2  仪器试剂 

基因扩增仪（GT9612）购自杭州柏恒科技有限公

司；离心机（CF15R）购自日立集团；电泳仪（JK600C）
购自北京君意东方电泳设备有限公司；凝胶成像系统

Alpha Innotech 购自美国 Alpha 公司；Taq PCR Master 
Mix，引物 NL1，NL4 均购自北京博迈德生物技术有

限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  酵母菌分离 
在泸州老窖制曲生态园中采取第 0、3、5、7、10、

25、90 d 的大曲，每个时期的大曲杂碎混匀后取 50 g
加入到 450 mL 无菌水里面充分混匀后，吸取 1 mL 混

合液到装有 9 mL 无菌水的试管中，依次做成 10-2，

10-3，10-4，10-5，10-6五个梯度，然后再用 YPD 培养

基（酵母粉 10 g/L，葡萄糖 20 g/L，蛋白胨 20 g/L，
琼脂 20 g/L，自然 pH）和PDA培养基（马铃薯 200 g/L，
葡萄糖 20 g/L，琼脂 20 g/L，自然 pH）进行平板分离。 
1.2.2  总 DNA 的提取 

在涂布的平板上挑取单菌落再划线纯化，分离纯

的酵母菌株。用Makimura等[12]方法提取菌体总DNA。

在斜面上挑取少量酵母菌体（一环），置于一已灭菌的

1.5 mL的离心管内。加入100 μL裂解液（100 mM Tris，
30 mM EDTA，0.5% SDS，pH 8.0 15P 灭菌 30 min 备

用），100 ℃水浴 15 min。加入 100 μL 2.5M 的醋酸钾

后（室温冷却后），置于冰上 30 min 至 60 min。在 4 ℃
下 13000 r/min 离心 5 min，上清液移至一新 1.5 mL 离

心管内(200 μL 枪)。加入等体积的氯仿异戊醇（24:1），
剧烈震荡 10 min（上下摇动，除去蛋白），13000 r/min，
离心 15 min，吸取 100 μL 上清液至另一只灭菌的 1.5 
mL 离心管中。重复上一步，直到两相之间没有沉淀，

将上清液移至另一只灭菌的 1.5 mL 离心管中（可省

略）。加入等体积（100 μL）的冷的异丙醇，放置-20 ℃
静置 15 min（沉淀 DNA）。13000 r/min 离心 15 min。
用 100 μL 70%乙醇洗涤沉淀。重复上一步骤。将沉淀

置于真空干燥器中抽干乙醇（65 ℃烘干 30 min 或

65 ℃水浴）。加入 50 μL 已灭菌的 MILLI-Q 水

（ddH2O），在 4 ℃下溶解 2 h，-20 ℃保存备用。 
1.2.3  PCR 扩增和测序 

PCR 扩增 26S rRNA D1 D2 区，PCR 扩增反应所

用引物参照 Kurtzman 等 [5] ，正向引物 NL1：
5′-GCATATCGGTAAGCGGAGGAAAAG-3′，反向引

物 NL4：5′-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3′。PCR 采

用 25 μL 体系，扩增反应条件：95 ℃ 5 min；94 ℃ 45 
s，55 ℃ 45 s，72 ℃ 45 s，循环 35 次；72 ℃ 8 min。
PCR 反应产物的琼脂糖电泳检测：取 2 μL PCR 扩增

原液点样于 1%的琼脂糖凝胶，电泳，溴化已锭(EB)
染色后在紫外灯照射下确定是否扩出所要片段。26S 
D1 D2区扩增出单一明亮条带，片段大小约为500~600 
bp。 
1.2.4  DNA 序列分析方法 

DNA 序列分析：用 DNA Star 软件并结合 DNA
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正反向序列图谱对 DNA 序列进行拼接和校正。将校

正后的序列在国际核酸数据库(http:www.ncbi.nlm. 
nih.gov.blast)中进行同源序列搜索，初步确定受试菌株

的分类地位，一般在D1 D2区可以按如下经验值判断：

(1)与最近缘种的模式菌株相似率为 100%，可确定为

同一种；(2)与最近缘种的模式菌株的相似率<98%，

可初步确定为新种；(3)与最近缘种的模式菌株的相似

率在 99%~100%之间，它们的关系要视不同的情况而

定，除考虑序列差异外，还应考虑生理生化性状差异。 

99 

SSCP 分析：用 DCodeTM 突变检测电泳仪进行

SSCP 检测。参照使用说明配置丙稀酰胺，甲叉双丙

稀酰胺(37.5:1)的 8%凝胶。把 PCR 产物稀释 2~5 倍，

取 5 μL(大约 150~300 ng)与等量的上样缓冲液(0.05%
溴酚兰，0.05%二甲苯青，95%甲酰胺，4% 0.5 mol 
EDTA，pH 8.0)混匀，在 95 ℃下变性 10 min，迅速放

在冰上，放置 15 min。把变性后的样品依次加入到点

样孔中，200 V 电压 10 ℃电泳 16 h。电泳结束后将凝

胶按照 Wallace[13]的方法进行硝酸银染色，用相机拍

照保存。 

2  结果与讨论 

2.1  26S rRNA D1/D2 区序列的扩增 

在对分离的 260 株菌的 26S rRNA D1/D2 区序列

进行了 PCR 扩增，下图为 PCR 扩增产物电泳图，显

示产物的长度都在 500~750 bp，这与酵母菌的 D1/D2
区域序列长度为 500~600 bp 左右相符合，说明扩增正

常。电泳效果图见图 1。

 
图1 26S rRNA D1/D2区序列PCR扩增产物电泳图 

Fig.1 PCR amplification product electrophoresis of 26S rRNA 

D1/D2 region sequence 

2.2  26S rRNA D1/D2 区序列的比对 

对分离的 260 株菌的 26SrRNA 基因 D1/D2 区序

列在 GenBank 数据库中进行同源序列搜索(BLAST)
后，将同源性大于 99%的菌株归为同一个种发现有

101 株菌与异常威克汉姆酵母 (Wickerhamomyces 
anomalus)的同源性高于 99%，故将这 101 株酵母菌鉴

定为异常威克汉逊酵母(Wickerhamomyces anomalus)；
其中 52 株菌与扣囊覆膜酵母 (Saccharomycopsis 
fibuligera)的同源性大于 99%，故鉴定为扣囊覆膜酵母

(Saccharomycopsis fibuligera)；11 株菌与酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae) 的 相 似 度 为 100% ；

Clavispora lusitaniae 18 株；库德毕赤酵母(Pichia 
kudriavzevii)15 株；假丝酵母(Candida glabrata)16 株；

Kluyveromyces marxianus 13株；Torulaspora delbrueckii 
9 株；生丝毕赤酵母(Hyphopichia burtonii)7 株；

Meyerozyma guilliermondii 3 株；Pichia caribbica 2 株；

其余均为一株。表 1 为部分菌株在 Genbank 数据库中

进行同源序列搜索后结果。 
表1 部分菌株26S rRNA基因D1/D2区与模式菌株比对结果 

Table 1 Comparison of 26S rRNA gene D1 / D2 region of part of the strains with model strains 

Strain Type strain The related members of the family yeast Identity/% GeneBank Accession Number

0-76 NRRL Y-12632 Saccharomyces cerevisiae 100 NG_042623.1 

5-1 NRRL Y-366 Wickerhamomyces anomalus 100% EU057562.1 

7N-22 ATCC 96139 Candida orthopsilosis 99% FJ746056.1 

7N-26 NRRL Y-2075 Meyerozyma guilliermondii 99% NG_042640.1 

7N-34 NRRL Y-27274 Pichia caribbica 100% EU348786.1 

25-1 CBS 8710 Cryptococcus neoformans var. grubii 100% FJ534909.1 

S15-93 CBS 329.83T Saccharomycopsis fibuligera  100% AF218988.1 
25-6 NRRL Y-11827 Clavispora lusitaniae 99% JQ689030.1 

2.3  对不同种菌株的 26S rRNA 基因

D1/D2-SSCP图谱比较 

为了进一步确定它们之间的种间差异，对部分不

同菌株进行 26S rRNA D1/D2-SSCP 图谱分析比较，结

果如图 2 所示。所比较株菌 D1/D2-SSCP 图谱都包括

两条泳动慢的单链和一条泳动快的双链。双链位置的

不同反映菌株间 26S rRNA 基因 D1/D2 区片段长度的

差异，碱基序列的差异通过单链位置及两单链位置关

系的差异反映在 SSCP 图谱上。因此，由图 2 可以看

出不同类型株菌的核型差异很明显。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2018, Vol.34, No.2 

 
图2 部分菌株间的26S rRNA基因D1/D2-SSCP图谱比较 

Fig.2 Comparison of 26S rRNA D1 / D2-SSCP patterns among 

some strains 

2.4  基于 26S rRNA D1/D2区序列构建M-L系

统树 

 
图3 基于26S rRNA基因D1/D2区序列构建的M-L系统树 

Fig.3 M-L system tree based on 26S rRNA D1 / D2 region 

sequence 

用软件 MEGA6.06 对所有序列进行比对后，删除

两端未对齐的碱基生成进化树，并进行 1000 次的

Bootstraps 检验。采用“Maximum Likelihood Tree”(M-L)
方法显示进化树，结果见图。构建了 22 种不同菌株与

其相似度最接近的模式菌株的 M-L 系统树如（图 3），
通过系统发育树对大曲中分离出的不同类型的酵母的

种间亲缘关系进行了直观界定。 

2.5  不同时期大曲酵母菌的分布规律 

根据对 260 株酵母菌的 26S rRNA D1/D2 区序列

比对鉴定的结果以及前期平板计数的结果对不同时期

大曲中的酵母菌进行统计分析。如图 4 所示，在大曲

生产初期酵母种群数量较多，在顶温区（7 d~10 d）
种群减少，酵母数量最多，但种群开始减少，主要以

异常威克汉姆酵母（Wickerhamomyces anomalus）和

扣囊复膜酵母（Saccharomycopsis fibuligera）为主，

成品大曲（90 d 以后）酵母主要以扣囊复膜酵母

（Saccharomycopsis fibuligera）为主。这可能是随着

大曲培菌过程中温度的变化使酵母群落发生了相应的

演替。 

 
图4 不同时期大曲中酵母的分布 

Fig.4 Yeastdistributions in Daqu in different periods 

3  讨论 

3.1  本文通过传统的平板计数的方法对大曲培菌过

程中的酵母菌的种群变化进行了初步的统计分析，发

现顶温区（7~10 d）酵母数量最多，主要以异常威克

汉姆酵母（Wickerhamomyces anomalus）和扣囊复膜

酵母（Saccharomycopsis fibuLigera）为主，成品大曲

（ 90 d 以 后 ） 酵 母 主 要 以 扣 囊 复 膜 酵 母

（Saccharomycopsis fibuligera）为主。成品大曲中的

酵母菌种类相对单一，而它又能直接参与中国白酒的

发酵过程，因此对成品大曲中含量最高的扣囊复膜酵

母进行更深一步的的研究很有必要。但传统分离由于

自身的局限性对各时期的优势菌株的体现并没有现代

分子生物学那样系统直观，例如 DGGE 和高通量等方

法。Zhang Liqiang 等运用 PCR-DGGE 技术解析了不

同类型大曲中微生物的组成差异[14]；Zheng 等运用高

通量测序技术对30年窖龄和300年窖龄的泸州老窖窖

泥微生物的多样性进行了系统分析[15]；这些技术与传

统的分离鉴定方法存在着很大的优势，可以简单直观

地反映出某一时期某种物质中的可培养的以及不可培

养的微生物的组成，但传统分离也存在着自身独有的

优势，相比较现代分子生物学技术它可以得到活的菌

株，为微生物的进一步研究提供基础。因此运用现代

分子生物学技术手段来指导传统分离将是以后的发展

方向。 
3.2  随着 DNA 序列分析技术的日趋成熟和简易化，

序列分析方法已经被广泛应用于酵母菌的分类鉴定以

及系统学研究。而 26S rRNA 基因 D1/D2 区序列在

GenBank/EMBL/DDBJ 等国际核酸序列数据库中的公

100 
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布为酵母菌的分类鉴定带来了极大的方便[16]。 
3.3  26S rRNA 的 Dl/D2 区域位于大亚基的 5′端，序

列长度在 600 bp 左右，该段区域具有较高的变异率，

可以用于亲缘关系较近的菌株之间的分类研究。此区

域序列已建成了完备的分析数据库，用其进行酵母菌

种的鉴定更为方便准确，其应用也最为广泛[17,18]。本

实验也是依于此对大曲生产过程中不同时期的样品中

分离出的酵母菌进行了 26S rRNA 基因 D1 D2 区的序

列同源性分析，共分析鉴定了 260 株酵母菌。从而确

定了大曲生产过程中不同时期的酵母菌的组成结构，

初步掌握了大曲中酵母菌的演替规律，对研究传统中

国白酒的功能微生物奠定了一定的基础。 
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