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陕西浓缩苹果汁中高渗酵母的分离鉴定
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摘要：为研究引起苹果浓缩汁污染腐败的高渗酵母，采用 ＹＰＤ高渗培养基对陕西苹果汁加工厂的苹果浓缩汁中的

高渗酵母进行分离纯化，并对分离菌株的耐糖能力进行了研究。对分离菌株菌落形态、细胞形态、生理生化特征进

行了分析，并以 ２６ＳｒＤＮＡ序列构建系统发育树，确定了 ７株分离菌的遗传学位置。进一步研究了分离株在苹果浓

缩汁中的生长情况。除一株分离菌为热带假丝酵母（Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）外，其余分离株均为鲁氏接合酵母

（Ｚｙｇｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｒｏｕｘｉｉ）。鲁氏接合酵母（Ｚ．ｒｏｕｘｉｉ）能够在葡萄糖质量浓度为 ９００ｇ／Ｌ的培养基中生长，耐糖能

力明显强于热带假丝酵母（Ｃ．ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ），并且鲁氏接合酵母（Ｚ．ｒｏｕｘｉｉ）也能够在苹果浓缩汁中生长。结果表明：

鲁氏接合酵母（Ｚ．ｒｏｕｘｉｉ）会对苹果浓缩汁质量造成威胁，需要加强控制。
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　　引言

一直以来关于高渗酵母污染浓缩水果汁时有报

道
［１－７］

，同时由于市售的水果汁都是用浓缩水果汁

调配而来，因此其也存在着被高渗酵母污染的风险。

高渗酵母至少能够在葡萄糖质量浓度为 ５００ｇ／Ｌ环
境下生长，该菌可使果汁发酵变质，引起腐败，不但

破坏外观，也会降低产品的质量，包括营养成分的破

坏、ｐＨ值、气味的改变等，直接影响到产品的出口，
如果是包装的果汁则可能造成胀包，严重的会引起



爆炸，威胁消费者的身心健康，也给生产企业造成巨

大的损失
［８－９］

。我国目前是世界上苹果生产大国，

每年浓缩苹果汁大量出口，但因高渗酵母的污染导

致产品出口下降。因此，对高渗酵母的研究刻不容

缓，但是国内关于对浓缩苹果汁中高渗酵母分离鉴

定研究的报道还较为少见。

本文对来源于陕西省苹果汁加工厂的苹果浓缩

汁中高渗酵母进行分离纯化，对纯化后菌种进行耐

糖性测定，并研究其生理生化特性，结合 ２６ＳｒＤＮＡ
测序将菌株鉴定到种的水平，最后研究分离株在苹

果浓缩汁中的生长情况，为苹果浓缩汁加工中耐高

渗酵母的控制提供理论依据。

１　材料与方法

１１　分离样品与培养基
１１１　分离样品

苹果浓缩清汁，ｐＨ值 ３５～４，可溶性固形物含
量为（７１±１）°Ｂｘ，分别从陕西省当地某果汁生产企
业收集。

１１２　培养基
ＹＰＤ固体培养基：２０ｇ葡萄糖，２０ｇ蛋白胨，

１０ｇ酵母浸粉，２０ｇ琼脂，１Ｌ蒸馏水。
ＹＰＤ液体培养基：２０ｇ葡萄糖，２０ｇ蛋白胨，

１０ｇ酵母浸粉，１Ｌ蒸馏水。
３０％ＹＰＤ液体培养基：３００ｇ葡萄糖，２０ｇ蛋白

胨，１０ｇ酵母浸粉，补加蒸馏水至１Ｌ。

１２　主要仪器与设备
ＵＶ ２５５０型紫外可见分光光度计（日本岛津

公司）；ＨＣ ３０１８Ｒ型高速冷冻离心机（安徽中科中
佳科学仪器有限公司）；ＪＡ２００３型电子天平（上海精
密科学仪器有限公司）；ＣＸ３１型显微镜（奥林巴斯
公司）；ＰＴＣ ２００型 ＰＣＲ仪（ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公司）；
ＤＹＹ ７Ｃ型电泳仪（北京六一仪器厂）；Ｄｏｌｐｈｉｎ
ｄｏｃ型凝胶成像系统（美国 Ｗｅａｌｔｅｃ公司）。

１３　高渗酵母分离与纯化
用无菌吸管吸取１０ｍＬ苹果浓缩清汁加入到含

有９０ｍＬ无菌 ３０％ＹＰＤ液体培养基的三角瓶后置
于２８℃，１５０ｒ／ｍｉｎ摇床培养 ４８ｈ进行菌体富集。
培养结束后用无菌 ３０％葡萄糖水对培养液进行梯
度稀释，选取合适的梯度稀释液后各取 ２００μＬ于
ＹＰＤ固体培养基上进行涂布，２８℃培养７ｄ。挑选具
有典型酵母菌落特征的单菌落进一步划线分离纯

化。纯化后的菌落在光学显微镜下观察其形态和纯

度，确认无杂菌后转接到 ＹＰＤ斜面培养基上，于
２８℃培养２～３ｄ后置于４℃冰箱保存备用。

１４　耐糖性的测定
将１０ｍＬ无菌的葡萄糖质量浓度分别为 ５００、

５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８５０和 ９００ｇ／Ｌ的 ＹＰＤ
液体培养基置于试管中，将静置 １２ｈ培养的酵母种
子液用血球计数板计数，适当稀释后将 １００μＬ稀释
液加入到上述培养中，置于 ２８℃静置培养 １５ｄ。培
养结束后对样品进行适当稀释后，测定其在 ６００ｎｍ
下的吸光度。以接种后立即测得的样品吸光度作为

对照。

１５　菌落及细胞形态观察
菌种在 ＹＰＤ培养基平板上涂布接种，２８℃培养

３ｄ后进行菌落形态观察，并拍照。选取 ２４ｈ内培
养菌株的纯培养物，制成菌悬液，在光学显微镜下观

察分离株的细胞形态。

１６　生理生化鉴定
糖发酵、碳源同化、氮源同化及其他一些试验均

参照文献［１０］的方法进行。
１７　分子鉴定
１７１　模板制备

取２４ｈ培养的分离株纯培养物３ｍＬ，按照酵母
基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（离心柱型，美国 Ｏｍｅｇａ公
司生产）说明书描述的方法提取 ＤＮＡ。
１７２　２６ＳｒＤＮＡＰＣＰ扩增

采用 引 物 ＮＬ１：５′ＧＣＡＴＡＴＣＡＡＴＡＡＧＣＧＧ
ＡＧＧＡＡＡＡＧ３′ 及 ＮＬ４： ５′ＧＧＴＣＣＧＴＧＴＴ
ＴＣＡＡＧＡＣＧＧ３′进行 ＰＣＲ扩增［１１］

。引物由北京六

合华大基因有限公司合成。

ＰＣＲ扩增体系：总体积５０μＬ，包括１０μＬ模板，
１μＬ上游引物，１μＬ下游引物，０２μＬＴａｑＤＮＡ聚
合酶，１μＬｄＮＴＰ，１８μＬＭｇＣｌ２，５μＬ１０×ＰＣＲ缓冲
液，２５μＬＤＭＳＯ，２７５μＬ灭菌蒸馏水。

ＰＣＲ反应程序：９４℃／３ｍｉｎ（预变性）；９４℃／
１ｍｉｎ变性；５８℃／１ｍｉｎ退火；７２℃／２ｍｉｎ延伸，３６个
循环，７２℃／５ｍｉｎ延伸［１２］

。

用１０％的琼脂糖凝胶电泳确认扩增的 ＤＮＡ
片段。将检测后的 ＰＣＲ扩增产物寄送至深圳华大
基因研究院进行测序。

１８　序列比对及系统发育树构建
获得的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中序列进行

Ｂｌａｓｔ（ｈｔｔｐ：∥ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）比对，用
ＣＬＵＳＴＡＬ Ｘ［１３］软件进行序列比对，并用软件
ＭＥＧＡ４［１４］进行系统发育树构建。
１９　苹果浓缩汁中生长能力测定

将１０ｍＬ苹果浓缩汁置于试管中，在 １００℃下
灭菌３０ｍｉｎ。将静置１２ｈ培养的酵母种子液用血球
计数板计数，适当稀释后将１００μＬ稀释液加入到无
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菌苹果浓缩汁中，置于 ２８℃静置培养 １个月。培养
结束后用３０％葡萄糖液对培养液进行梯度稀释，稀
释液在 ＹＰＤ固体平板上进行涂布，于 ２８℃培养 ３～
５ｄ进行菌落计数。以接种后立即测得的样品菌落
数作为对照。

２　结果

２１　高渗酵母的分离纯化及耐糖性测定
从苹果浓缩汁中分离高渗酵母，经纯化得到 ６

株分离菌株。除菌株 Ｎ１８外，其余菌株具有相似的
耐糖性，均可以在葡萄糖质量浓度为 ７００～９００ｇ／Ｌ
的培养基中生长并且在质量浓度为 ５００～７００ｇ／Ｌ
的范围内生长速率变化不大。随着葡萄糖质量浓度

的进一步提高（大于 ７００ｇ／Ｌ），糖胁迫作用才体现
出来，５株分离菌的生长速率逐渐下降。菌株 Ｎ１８

图 ２　各高渗酵母分离株在 ＹＰＤ平板生长菌落形态

Ｆｉｇ．２　ＣｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｅａｃｈｏｓｍｏｔｏｌｅｒａｎｔｉｓｏｌａｔｅｏｎＹＰＤｐｌａｔｅｓ
（ａ）鲁氏接合酵母 ＬＡ　（ｂ）鲁氏接合酵母 ＬＢ　（ｃ）鲁氏接合酵母 ＱＡ

（ｄ）鲁氏接合酵母 ＱＢ　（ｅ）鲁氏接合酵母 ＱＣ　（ｆ）热带假丝酵母 Ｎ１８

在质量浓度为 ５００～７００ｇ／Ｌ的范围内其生长速率
随着糖浓度的增加受到明显抑制。当葡萄糖质量浓

度为７５０ｇ／Ｌ时，其生长完全被抑制，表现出较差的
耐糖性。由于除 Ｎ１８外其余 ５株菌的耐糖性比较
相似，图１中只列出菌株 ＬＡ和 Ｎ１８的耐糖曲线。

２２　菌落形态及细胞形态观察
６株分离菌在 ＹＰＤ培养基上培养 ３ｄ后其菌落

形态均为白色或乳白色的圆形菌落。菌落表面光

滑，湿润，边缘整齐，中心突起（图 ２）。显微镜下观
察菌株 Ｎ１８细胞为椭圆形，出芽生殖。而其他菌株
细胞为近圆形，出芽生殖（图３）。

２３　生理生化鉴定
６株酵母的生理生化结果见表 １。将这些结果

图 １　高渗酵母分离株在葡萄糖质量浓度为 ５００～

９００ｇ／ＬＹＰＤ液体培养基中的生长状况

Ｆｉｇ．１　ＧｒｏｗｔｈｏｆｏｓｍｏｔｏｌｅｒａｎｔｉｓｏｌａｔｅｓｉｎＹＰＤｂｒｏｔｈ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ５００～９００ｇ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅ
　

与文献［１０］中酵母的生理生化结果进行比较，发现
菌株 Ｎ１８与热带假丝酵母（Ｃ．ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）的描述基
本一致。其他菌株与鲁氏接合酵母（Ｚ．ｒｏｕｘｉｉ）的描
述基本一致。初步鉴定菌株 Ｎ１８为热带假丝酵母
（Ｃ．ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ），其余 ６株分离株为鲁氏接合酵母
（Ｚ．ｒｏｕｘｉｉ）。

２４　分子鉴定及系统进化树分析

利用 ＢＬＡＳＴ工具与 ＧｅｎＢａｎｋ中的２６ＳｒＤＮＡ序
列进行比对，比对结果如表 ２所示。运用 ＮＪ法
（Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统进化树（图 ４），确定了
分离菌株的系统发育地位。

ＢＬＡＳＴ及系统发育树结果表明，菌株 Ｎ１８与热
带假 丝 酵 母 （Ｃ．ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）的 亲 缘 关 系 最 近
（１００％）。其余菌株与鲁氏接合酵母（Ｚ．ｒｏｕｘｉｉ）的
亲缘关系最近（９９％）。通过对比发现分子鉴定结
果与生理生化鉴定结果一致。确定菌株 Ｎ１８是热
带假丝酵母（Ｃ．ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）。其余菌株均为鲁氏接
合酵母（Ｚ．ｒｏｕｘｉｉ）。
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图 ３　各高渗酵母分离株细胞形态

Ｆｉｇ．３　Ｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｅａｃｈｏｓｍｏｔｏｌｅｒａｎｔｙｅａｓｔｉｓｏｌａｔｅ
（ａ）鲁氏接合酵母 ＬＡ　（ｂ）鲁氏接合酵母 ＬＢ　（ｃ）鲁氏接合酵母 ＱＡ

（ｄ）鲁氏接合酵母 ＱＢ　（ｅ）鲁氏接合酵母 ＱＣ　（ｆ）热带假丝酵母 Ｎ１８
　

表 １　分离菌株的生理生化特征

Ｔａｂ．１　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ

生理生化反应
分离菌株

Ｎ１８ ＬＡ ＬＢ ＱＡ ＱＢ ＱＣ

糖发酵

葡萄糖 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｄ半乳糖 ＋ － － － － －

麦芽糖 ＋ － － － － －

蔗糖 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

纤维二塘 － － － － － －

乳糖 － － － － － －

棉籽糖 － － － － － －

菊糖 － － － － － －

蜜二糖 － － － － － －

松三糖 － － － － － －

可溶性淀粉 － － － － － －

碳氮源同化

Ｄ半乳糖 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｌ山梨糖 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｄ葡萄糖胺 － － － － － －

Ｄ核糖 Ｗ － － － － －

Ｄ木糖 ＋ － － － － －

Ｌ阿拉伯糖 － － － － － －

Ｄ阿拉伯糖 － － － － － －

Ｌ鼠李糖 － － － － － －

蔗糖 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

麦芽糖 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

纤维二糖 Ｗ － － － － －

乳糖 － － － － － －

棉籽糖 － － － － － －

菊糖 － － － － － －

可溶性淀粉 ＋ － － － － －

蜜二糖 － － － － － －

生理生化反应
分离菌株

Ｎ１８ ＬＡ ＬＢ ＱＡ ＱＢ ＱＣ

松三糖 － － － － － －

甘油 ＋ － － ＋ ＋ ＋

赤藓糖醇 － － － － － －

木糖醇 ＋ － － － － －

Ｄ山梨醇 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｄ甘露醇 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

半乳糖醇 － － － － － －

肌醇 － － － － － －

碳氮源同化 ＤＬ乳酸 Ｗ － － － － －

琥珀酸 ＋ － － － － －

柠檬酸 ＋ － － － － －

甲醇 － － － － － －

乙醇 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

硝酸盐 － － － － － －

乙胺 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｌ赖氨酸 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

其他生理生化试验

３７℃ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

４５℃ － － － － －

放线菌酮（０１％） ＋ － － － － －

放线菌酮（００１％） ＋ － － － － －

葡萄糖（５０％） ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

葡萄糖（６０％） － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

尿素水解 － － － － － －

醋酸产生 － － － － － －

淀粉形成 － － － － － －

重氮基兰 Ｂ － － － － － －

　　注：“＋”为阳性、“－”为阴性、“Ｗ”为弱阳性。
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表 ２　分离菌株与 Ｇｅｎｂａｎｋ参考菌株的比对结果

Ｔａｂ．２　Ｂｌａｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｓｏｌａｔｅｓｗｉｔｈｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｓｔｒａｉｎｓｆｒｏｍＧｅｎｂａｎｋ

分离株 比对结果 同源率／％ 参考菌株

Ｎ１８ Ｃ．ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ ９９７５ ＥＵ８２８７９０１

ＬＡ Ｚ．ｒｏｕｘｉｉ ９９４８ ＫＣ１４６３７３１

ＬＢ Ｚ．ｒｏｕｘｉｉ ９９８２ ＫＣ１４６３７３１

ＱＡ Ｚ．ｒｏｕｘｉｉ ９９１３ ＫＣ１４６３７３１

ＱＢ Ｚ．ｒｏｕｘｉｉ ９９４８ ＫＣ１４６３７３１

ＱＣ Ｚ．ｒｏｕｘｉｉ ９９４８ ＫＣ１４６３７３１

２５　分离株在苹果浓缩汁中生长情况
在２８℃条件下，鲁氏接合酵母菌株（Ｚ．ｒｏｕｘｉｉ）

在苹果浓缩清汁中能够生长，其菌落数与接种量相

比增加了３个数量级。培养结束后，其在浓缩汁表
面形成一层由菌体构成的薄膜。而热带假丝酵母菌

株（Ｃ．ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）则不能够在苹果浓缩清汁中生长，
其菌落数与接种量相比减少了两个数量级，表明苹

果浓缩汁对其有抑制作用。培养结束后，浓缩汁表

面没有薄膜形成。

图 ４　浓缩苹果汁高渗酵母分离株 ２６ＳｒＤＮＡ序列系统发育树

Ｆｉｇ．４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｉｃｔｒｅｅｏｆ２６ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｏｓｍｏｔｏｌｅｒａｎｔｙｅａｓｔｓｆｒｏｍａｐｐｌｅｊｕｉｃｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ
　

３　讨论

（１）从陕西果汁加工厂苹果浓缩汁中分离得到
６株高渗酵母，经过形态、生理生化及分子鉴定确定
１株为热带假丝酵母（Ｃ．ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ），其余 ５株均为
鲁氏接合酵母（Ｚ．ｒｏｕｘｉｉ）。目前国内只有谢勇等及
李国良做过苹果浓缩汁中高渗酵母的分离鉴定工

作
［１５－１６］

。他们各分离得到一株高渗酵母但并没有

说明其种属信息。国外文献报道鲁氏接合酵母

（Ｚ．ｒｏｕｘｉｉ）是一种极端耐高渗酵母，能够引起各种
水果浓缩汁腐败，与本文结果相一致

［６，７，１７－１８］
。

（２）分离得到的１株热带假丝酵母（Ｃ．ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）
与其余５株鲁氏接合酵母（Ｚ．ｒｏｕｘｉｉ）相比不仅耐糖
性较差，而且无法在苹果浓缩汁中生存。因此推测

热带假丝酵母分离株（Ｃ．ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）并不是苹果浓
缩汁的固有微生物，而是一种偶然性污染微生物，其

并不能对苹果浓缩汁构成污染腐败。

（３）目前国内关于苹果浓缩汁的微生物污染研
究主要集中在嗜酸耐热菌

［１９］
，涉及高渗酵母较少。

一般来说，酵母对高温比较敏感，容易被杀死。因

此，浓缩苹果汁较难被酵母污染。但是由于生产

设备的某些死角灭菌不彻底，产品灌装时与生产

车间空气接触以及包装材料的卫生指标较差等因

素仍然能够使得高渗酵母进入到苹果浓缩汁中引

起腐败。

４　结束语

对陕西当地生产的苹果浓缩汁中高渗酵母进行

了分离鉴定，得到６株高渗酵母，１株为热带假丝酵
母（Ｃ．ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ），其余 ５株均为鲁氏接合酵母
（Ｚ．ｒｏｕｘｉｉ）。结果表明高渗酵母在苹果浓缩汁中确
有存在，对果汁质量造成威胁，需要加强控制。
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