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摘 要：从新疆少数民族牧民家庭采集的 #% 份传统工艺酿造酸马奶样品中分离出 %" 株酵母菌，并对其进行了生理

生化鉴定、分子生物学鉴定和生物多样性分析。生化试验结果表明，新疆地区酸马奶中的酵母菌为 !"##$"%&’(#)*
+,-*.&%+*（占总分离株的 !%H-I ），/0+(1)%&’(#)* ’"%2-",+*（#"H.I ），3-#$-" ’)’4%",")5"#-),*（/&H$I ）和 !"##$"%&’(#)*
#)%)1-*-")（0H#I）。选取其中的 . 株酵母菌和 / 株参考菌株，进行大亚基（#.J）KLM( L/NL# 区域（.$$O= 左右）碱基序

列分析，并通过 P4>Q7>F 进行同源序列搜索以确定各菌株的归属，进一步验证生理生化方法的正确性。从得到的

结果中可以看出，! H +,-*.&%+* 和 / H ’"%2-",+* 为新疆地区酸马奶中的优势菌。
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酸马奶（SD):;++）是由鲜马奶经乳酸菌和酵母

菌等微生物自然发酵制成的酸性低酒精含量乳饮

品。在传统的蒙医学中，它可与蒙药结合用于结核

病、胃肠道疾病以及心血管疾病的治疗，是具有蒙古

族特色的保健饮品［/，#］。现代医学也证实了酸马奶

具有降血压、抑制结核菌生长［-，!］的疗效。

酸马奶中的嗜热乳杆菌和酵母菌在其发酵过程

中起着至关重要的作用，与它的许多生物活性和医

疗保健作用密切相关。它们不仅能抵抗发酵过程中

有害菌的污染，而且在代谢过程中能产生抗菌物质

并促进维生素 Q/、Q# 和 Q/# 的合成［&］。目前对酸马

奶中的乳酸菌已经有了广泛而深入的研究，其中也

发现了一些具有益生潜质的优良菌株［.，"］。但是对

酸马奶中酵母菌的鉴定一直停留在属的水平上，缺

乏更进一步的数据来支持对乳酸菌与酵母菌互相作

用形成酸马奶过程的研究。由于所有酵母菌种的

#.J KLM( L/NL# 区域序列均已公布，从理论上来讲，

根据其 L/NL# 区域序列就可以鉴定到种［%］。本试验

在进行了大量生理生化试验的基础上，选取代表菌

株进行序列分析，试图通过两种方法的对比，摸索精

确且快速的鉴定方法。新疆地区少数民族牧民制作

酸马奶有悠久的历史和丰富的经验。酸马奶自然发

酵过程中形成的微生物类群受多种因素影响，使用

传统方法在长期自然选择中保留下来的发酵菌种，

利于进行微生物多样性分析。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 样品来源：#% 份样品均采自新疆维吾尔自治

区伊犁哈萨克族自治州、博尔塔拉蒙古族自治州和

巴音郭勒蒙古族自治州不同地区用传统工艺酿造酸

马奶的哈萨克族和蒙古族牧民家庭。

!"!"# 菌株来源：试验所用菌株为样品中分离出的

%" 株 酵 母 菌。 参 考 菌 株 /0+(1)%&’(#)* ’"%2-",+*
(J#H/&!0、/0+(1)%&’(#)* 0"#6-* (J#H/!0!、7",8-8"
9)5(% (J#H.% 购 自 中 国 科 学 院 微 生 物 研 究 所；

!"##$"%&’(#)* #)%)1-*-") TUTT/.#/、:",*),+0" ",&’"0"
TUTT/.-" 购自内蒙古轻工研究所。

!"!"$ 试剂和仪器：梯度基因扩增仪 V3T2#$$ 购自

美国 WXH 公司，凝胶成像分析系统 TLJ%$$$ 购自美

国 YZV 公司，引物 M[/ 和 M[! 由北京奥科生物工程

有限责任公司合成，质粒载体 =WL2/0 购自 37S7\7
公司。

!"# 培养基与培养条件

分离使用 VL(（VD,7,D L48,KD+4 (*7K）合成培养

基，常规培养使用 ]VL（]47+, 48,K7C, V4=,D>4 L48,KD+4）
培养基，生理生化试验使用氮源基础培养基、碳源基

础培养基、无维生素基础培养基、糖发酵基础培养



基、!"#"$%"&’ 培养基和脲酶培养基，培养基的配制

参考文献［(，)*］。接种后置于 +,-温箱培养。

!"# 酵母菌的分离

将样品涂布于酸化 ./0 培养基，培养 +$ 后选

取单个菌落观察、编号、划线并保存。

!"$ 酵母菌的生化鉴定

待测菌株活化 1 代后，制成 )*2 345678 左右的供

试菌悬液，按文献［(，)*］的方法进行生理生化试验。

!"% &’( )*+, *!-*& 区域 ./0 扩增

提取代表菌株 92:1，9;:+，/1:)，/1:+，<2:=，<;:)
和参考菌株 0>+?)=(= 基因组，方法参照文献［))］。

酵母菌 +2> #/@0 /)6/+ 区域的扩增引 物 @8) 和

@8=［)+］为 @8)：,A:!90B0B900B00!9!!0!!0000!:
1A；@8=：,A:!!B99!B!BBB900!09!!:1A。采用 +,!8
反应 体 系 进 行 .9C 扩 增，扩 增 条 件：(=- )7DE，

,1?,- )7DE，;+- +7DE，12 个循环；;+-延伸 )*7DE。

取 ,!8 产物用 )?+F琼脂糖凝胶电泳检测。

!"’ &’( )*+, *!-*& 区域的克隆

将 .9C 产物与质粒载体 GH/:)( 连接并转化大

肠杆菌 /I,"感受态细胞。使用快速提质粒法初步

筛选重组子，.9C 检测重组子，将阳性克隆菌邮寄到

上海生物工程公司测序。

& 结果和讨论

&"! 酵母菌的生理生化鉴定

表 ) 为对 J; 株酵母菌进行生理生化试验结果。

参照文献［(，)*］，J; 株酵母菌经检索归为 = 个种，其

中 ! ? "#$%&’("% =+ 株、) ? *+(,$+#"% += 株、- ?
*.*/(+#+.0+1$.#% )1 株和 ! ? 1.(.2$%$+. J 株。

&"& &’( )*+, *!-*& 区域 ./0 检测

扩增产物经电泳检测出现 2**KG 荧光条带，与

预期结果一致（图 )）。

&"# 重组质粒的筛选

转化菌质粒大于 GL9)( 的初步定为阳性克隆

菌，它们的质粒经 .9C 扩增后，产物大约在 ;**KG 左

右的进一步确定其为阳性克隆菌。

&"$ &’( )*+, *!-*& 区域序列比较分析

将 +2> #/@0 /)6/+ 区域序列在 !MEN’E% 中进行

同源 序 列 搜 索，结 果 发 现：92:1 与 - ? 3+4.$0’(*$%
<>0N,（0O;=(J+2）有 )**F 的 相 似 性；9;:+ 与 ! ?
1.(.2$%$+.（0O;=21=*）有 ((?J=F的相似性；/1:) 与 ) ?
*+(,$+#"% LPQ.:+*J（0Q11,(;J）有 )**F的相似性；

/1:+ 与 ! ? "#$%&’("% @CC8 R:),,2（0R*=J),J）有

)**F 的 相 似 性；<2:= 与 - ? *.*/(+#$0+1$.#%
（0O,))1=J）有 (J?2;F 的 相 似 性；<;:) 与 - ?
0.(*.#5+#% SBB 9:*=,2;（/T1;;2,+）有 ((?2;F 的相

似性；参考菌株 0>+?)=(= 与 ) U 4+15$% @CC8 R:))=*
（9C1J+)+=）有 )**F的相似性。

表 ! 新疆酸马奶中分离的酵母菌的生理特性

B’KVM ) .WXYD"V"ZD3’V 3W’#’3[M#DY[D3Y "4 [WM XM’Y[Y DY"V’[M$

4#"7 \"57DYY 3"VVM3[M$ DE ]DE^D’EZ

9W’#’3[M#DY[D3 ) + 1 =
QM#7ME[’[D"E "4：
!V53"YM =+6=+ +=6+= 26)1 J6J
!’V’3["YM =)6=+ +=6+= *6)1 J6J
8’3["YM *6=+ +=6+= *6)1 *6J
>53#"YM *6=+ +=6+= *6)1 +6J
H’V["YM *6=+ *6+= *6)1 26J

0YYD7DV’[D"E "4：
!V53"YM =+6=+ +=6+= )16)1 J6J
H’V["YM )6=+ )6+= *6)1 ,6J
8’3["YM *6=+ +=6+= )6)1 *6J
!’V’3["YM =+6=+ +=6+= *6)1 ;6J
>53#"YM *6=+ +=6+= )6)1 16J
/:0#’KDE"YM *6=+ *6+= *6)1 *6J
9D[#D3 *6=+ )6+= *6)1 *6J
HMVDKD"YM *6=+ *6+= *6)1 *6J
C’44DE"YM 16=+ ++6+= )6)1 +6J
HMVM_D["YM )6=+ *6+= +6)1 +6J
H’EED["V *6=+ ;6+= *6)1 *6J
<#X[W#D["V *6=+ *6+= )6)1 *6J
9MVV"KD"YM *6=+ 16+= *6)1 *6J
>533DED3 ’3D$； )*6=+ );6+= 16)1 )6J
8’3[D3 ’3D$ 16=+ )J6+= (6)1 =6J
0V3"W"V； )+6=+ J6+ (6)1 ,6J
077"ED57 Y5V4’[M =+6=+ +=6+= )16)1 J6J
@D[#D[M *6=+ *6+= *6)1 *6J
@D[#D357 )6=+ 16+= *6)1 *6J
8:VXYDEM )16=+ +*6+= )16)1 *6J
9’$’‘M#DEM =)6=+ )(6+= )16)1 *6J

!#"&[W：

PD[W"5[ ‘D[’7DEY +6=+ *6+= )16)1 *6J
PD[W"5[ [WD’7DE J6=+ +*6+= )16)1 )6J
PD[W"5[ GX#D$"a"V ))6=+ )(6+= )16)1 +6J
PD[W"5[ ED’3DE 16=+ +6+= )16)1 +6J
0[ 1*- =+6=+ +=6+= )16)1 J6J
0[ 1;- ),6=+ +=6+= )16)1 J6J
0[ =+- +6=+ +=6+= ,6)1 J6J
bE ,*F /:!V53"YM *6=+ *6+= *6)1 *6J
bE 2*F /:!V53"YM *6=+ *6+= *6)1 *6J
cE )**GG7 3X3V"WMaD7D$M 1;6=+ +=6+= *6)1 *6J
cE )***GG7 3X3V"WMaD7D$M )16=+ )*6+= *6)1 *6J

IX$#"VXYDY "4 5#M’ *6=+ *6+= *6)1 *6J

)? !+116+(’*71.% "#$%&’("%；+? )4"72.(’*71.% *+(,$+#"%；1? -$16$+
*.*/(+#+.0+1$.#%；=? !+116+(’*71.% 1.(.2$%$+.；d 6 d $*&4$.% &’%$5$2. %5(+$#%6
#.3+5$2. %5(+$#% U
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图 ! "#$ %&’( &!)&" 区域的 *+, 扩增产物电泳图

!"#$% &’()"*+,"-. (/-01*,"-. -2 ,34 5%657 0-’+". 84914.*48$ % $ :;<

=；7 $ :><7；= $ 5=<%；?@ 5=<7；A@ B;<?；;@ B><%；>@ &C7@%?D?；E@

5F7GGG E+/H4/8@

为显示供试菌株与已知酵母菌株之间的亲缘关

系及其系统地位，根据同源序列搜索结果下载相关

菌种的 5%657 区域序列，用 :)18,+) I 软件进行校准，

并用 J4"#3K-/<L-".".# 分析方法进行分析。该系统发

育树经过 %GGG 次 M--,8,/+( 检验，结果见图 7。

"-. 酸马奶中酵母菌的地区分布特点

从新疆 A 个采样区域分离到酵母菌的数量及其

鉴定结果见表 7。由表 7 可知，尽管从菌株总数上

来看 ! $ "#$%&’("%（占总分离株的 ?N@=O）具有绝对

优势，但当不同采样区域的自然环境、制作方法、采

样时间存在差异时，这种优势并不明显。在伊犁哈

萨克族自治州乌苏市巴音沟卡（M）采集的 ? 份样品

中，共分离出 ; 株 ) $ *+(,$+#"%、A 株 ! $ "#$%&’("% 和

% 株 ! $ -.(./$%$+.，优势菌株为 ) $ *+(,$+#"%。在从

伊犁哈萨克族自治州新源县那拉提高山草原（B）采

集的 > 份样品中，共分离出 N 株 ) $ *+(,$+#"%、; 株

! $ "#$%&’("% 和 ; 株 0 $ *.*1(+#+.2+-$.#%（ 0 $
*.*1(+#+.2+-$.#% 集中出现在 7 个样品中），优势菌株

仍为 ) $ *+(,$+#"%。只有在伊犁哈萨克族自治州尼

勒克县唐布拉牧场（:）、博尔塔拉蒙古族自治州赛

里木湖牧场（5）和巴半日高勒蒙古自治州巴音布鲁

克（!）这 = 个区域优势菌株为 ! $ "#$%&’("%。

表 " 新疆不同地区酸马奶中酵母菌分离株数量

P+K)4 7 J1’K4/8 -2 ,34 "8-)+,40 8,/+".8 ". H-1’"88 ". 0"224/4., (+/,8 -2 I".Q"+.#

J+’4 -2 ,34 "8-)+,40 8,/+".8
F-*+)",R -2 8+’()".#

M : 5 B !
!% !% 6N>O

!+--3+(’*4-.% "#$%&’("% A %G %= ; N ?7 ?N@=O
)5"4/.(’*4-.% *+(,$+#"% ; A ? N % 7? 7>@;O
0$-3$+ *.*1(+#+.2+-$.#% S 7 = ; 7 %= %A@GO
!+--3+(’*4-.% -.(./$%$+. % ; S S % N D@7O

!7 %7 7= 7G 7G %7 N> %GGO
M：T181 -2 U")" 3+8+H+ &1,-.-’-18 V/424*,1/4；:：J")4H4 -2 U")" 3+8+H+ &1,-.-’-18 V/424*,1/4；5：C+")"’1 )+H4 -2 M-4,+)+ E-.#-)"+ &1,-.-’-18 V/424*,1/4；

B：I".R1+. -2 U")" 3+8+H+ &1,-.-’-18 V/424*,1/4；!：M+K+./"#+-)4 E-.#-)"+ &1,-.-’-18 V/424*,1/4$ !% "8 ,34 .1’K4/ -2 "8-)+,40 8,/+".8 ". 0"224/4., #/-1(8；!7

"8 ,34 .1’K4/ -2 "8-)+,40 8,/+".8 ". 0"224/4., ()+*48$

/ 讨论

由于同一菌种内不同菌株间碱基差异不大于

%O，根据比对结果可以鉴定 :;<= 为 0 $ 6+5.$2’(*$%
（生 化 结 果 为 0 $ *.*1(+#+.2+-$.#% ）；:><7 为 ! $
-.(./$%$+.（生 化 结 果 为 ! $ -.(./$%$+.）；5=<% 为 ) $
*+(,$+#"%（生化结果为 ) $ *+(,$+#"%）；5=<7 为 ! $
"#$%&’("%（生 化 结 果 为 ! $ "#$%&’("%）；B><% 为 0 $
2.(*.#7+#%（生化结果为 0 $ *.*1(+#+.2+-$.#%）。由于

B;<? 与 0 $ *.*1(+#$2+-$.#%（ 生 化 结 果 为 0 $
*.*1(+#+.2+-$.#%）的 碱 基 差 异 大 于 %O，故 仅 根 据

5%657 同源序列比对无法确定其归属。对比两种鉴

定方法可发现，生化实验结果与分子试验结果基本

一致。区别在对毕赤氏酵母的分类，同源序列比对

可得到更加精确的结果。但同时也可看到，这种方

法对数据库的依赖性较强，有时还需要其他的方法

作为补充。本文是国内首次对马奶酒这种传统发酵

饮料中的酵母菌分类进行系统的研究，为以后的进

一步深入研究奠定了良好的基础。

W3/"8+.2-X+［%=］在对酸马奶的研究中发现其微生

物群包括乳糖发酵酵母、非乳糖发酵酵母和非糖发

酵酵母 = 种主要型。有报道［%?］称，在传统酸马奶中

!+--3+(’*4-.%、)5"4/.(’*4-.% 和 8+#9$9+ 在其发酵过

程中起着特殊的作用，与它特有的营养价值和医疗

保健功能有关。E-.,+.+/"［%A］在对来自不同地区的

D? 份酸马奶样品进行了酵母菌分离鉴定后，发现多

数样品中含有 ! $ "#$%&’("%，并且它的数量随海拔位

置的提高而增加，是传统酸马奶酒精发酵的主要微

生物之一。还有日本学者 Y83"" 等［%;］报道，他们从中

国内蒙古的酸马奶样品中分离到 ) $ *+(,$+#"% 和

8 $ :.24( 等 7G 株乳糖发酵酵母。

本研究从新疆 A 个地区共采集到 7N 份酸马奶

样品，从中分离出 N> 株酵母菌。这些菌株经鉴定分

别 归 为 ? 个 种，其 中 ! $ "#$%&’("%?7 株，) $
*+(,$+#"%7? 株，0 $ *.*1(+#+.2+-$.#% %= 株，! $
-.(./$%$+.N 株。我们的试验表明，新疆地区酸马奶中

酵母 菌 的 优 势 菌 为 ! $ "#$%&’("%（?N@=O ）和 ) $
*+(,$+#"%（7> $;O）。

GNA JY Z1"<Q1+. .7 +5 $ 6;-7+ <$-(’1$’5’6$-+ !$#$-+（7GG>）?>（?）



图 ! 根据 !"# $%&’ %()%! 区域序列绘制系统树
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