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摘 要：对香格里拉葡萄酒产区中的野生酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）进行分离鉴定，对鉴定出的 98 株酿酒酵
母进行抗性评价以及发酵特性分析。运用杜氏管发酵法从 98株酿酒酵母中选取 16株起发早、发酵速度快、产香好的
菌株，然后对这 16 株酿酒酵母进行耐糖、耐酒精、耐氯化钠以及耐高温等抗性评价，最终选出 DW4-3、DS3-8、DS2-
5、DS3-6、JP2-3等 5株可以耐受 500 g/L葡萄糖，120 g/L氯化钠，14 % vol酒精和耐 55℃高温的酿酒酵母菌株做下一
步的模拟酒精发酵和酿酒试验。最后对不同菌株发酵葡萄酒的理化性质进行综合分析，菌株 DS2-5 所酿干红葡萄酒
总糖、酒精度和总酸均符合干红葡萄酒国家标准，且在干浸出物，总酚和单宁含量等方面表现突出，干浸出物和总酚
含量高于商业酵母 F15，色调和商业酵母无显著性差异。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Wild S. cerevisiae from Shangri-La wine-producing region was isolated and identified. Ninety-eight
yeasts were identified as S. cerevisiae and their resistance and fermentation characteristics were evaluated.
Firstly， sixteen strains of S. cerevisiae were selected from 98 strains by Durham tube method with early start，
fast fermentation speed and good aroma production. Then the resistance of the 16 strains of S. cerevisiae was
evaluated by resistance to sugar， alcohol resistance， sodium chloride resistance and high temperature
resistance. Five strains of S. cerevisiae， such as DW4-3， DS3-8， DS2-5， DS3-6 and JP2-3， were selected to
be able to tolerate 500 g/L glucose， 120 g/L sodium chloride， 14 % vol alcohol and 55 ℃ high temperature， and
the next step of simulated alcohol fermentation and brewing test was carried out. Finally， the physical and
chemical properties of wine fermented by different strains were comprehensively analyzed. The dry red wine
produced by strain DS2-5 was detected to meet the national standards of dry red wine in terms of total sugar，
alcohol and total acid， and it was also detected to be outstanding in terms of dry extract， total phenol and tannin
content. The content of dry extract and total phenol of the dry red wine made by strain DS2-5 was higher than
that of commercial yeast F15， and there was no significant difference in hue between the wine fermented by
strain DS2-5 and F15.
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葡萄酒是一种营养丰富的低酒精度发酵饮料，是
用新鲜葡萄或葡萄汁经过酵母发酵、陈酿而成，由于
其具有诱人的“色香味”以及很强的国际认同感，受到
了越来越多人的关注和喜爱[1-2]。 葡萄酒的酿造主要是
在酿酒酵母的作用下， 采用自然发酵或纯种发酵，将
葡萄原料中的优良品质在酒中充分表现出来[3]。 酿酒
酵母的发酵特性因菌株不同而存在明显差异，对底物
的利用和发酵产物也不同，从而使葡萄酒的风味物质
存在差异，赋予产品独特的风味[4-5]。 因此，酵母菌株的
品质和特性对葡萄酒的质量影响很大，直接影响到葡
萄酒的口感和风味，对葡萄酒特色和风格的形成至关
重要[6]。 现已知的葡萄酒香气成分超过 1000 种，其中
由酵母菌发酵产生的香气成分超过 400 种[7]。 酿酒酵
母作为当地“风土 terroir”的一部分，是充分体现当地
葡萄酒特色的必要条件。 我国葡萄种植面积广，不同
葡萄酒产区的生态环境差异大，但随着种植面积逐年
扩大，葡萄酒产量逐年上升，为保证发酵速率和发酵
产品的一致性并避免污染，大多数国内葡萄酒生产商
倾向于使用进口活性干酵母，这在一定程度上减少了
当地野生酵母对葡萄酒香气的贡献，从而导致我国葡
萄酒品质单一化、同质化严重等问题。 研究表明，许多
著名葡萄酒都是当地葡萄、工艺技术和微生物菌群共
同作用的产物，形成独具特色的产地酒[8]。

关于酿酒酵母对于葡萄酒风味的影响，国内外的
很多专家已经做了大量的研究。 程仕伟等对烟台贵人
香自然发酵醪中的野生酿酒酵母进行了选育及发酵
特性的研究，发现菌株 YGF2酿造的葡萄酒质量较好，
香气浓郁，部分指标优于商品酿酒酵母，具备生产区
域特色葡萄酒的潜力[9]。 李金鹏对宁夏贺兰山东麓酿
酒酵母进行了分离鉴定和发酵性能研究，结果在野生
酿酒酵母发酵产物中检出了 14 种商业酿酒酵母没有
检出的物质[10]。 刘峻溪等探究了野生酵母和商品酵母
在发酵葡萄酒中的挥发性成分差异，结果表明野生酿
酒酵母所酿造的葡萄酒中主要挥发性物质的总含量

要高于商品酿酒酵母[11]。 Parapouli 等从当地葡萄品种
自然发酵过程中筛选出野生酵母，通过和商用酵母进
行对比，结果表明用野生酵母所酿的酒风味更加丰富
多样[12]。 Carrascosa等研究了用野生酵母菌发酵西班牙
白色葡萄品种 Albari觡o， 结果表明用当地分离的酵母
菌可以调节 Albari觡o白葡萄酒的感官特性[13]。 Knight等
研究发现分离自不同地区的酿酒酵母对葡萄酒香气
质量的影响具有独特的地理特征，香气物质会随着不
同的酵母地理来源而出现变化[14]。 Vilanova 等的研究
表明通过筛选当地的野生酵母菌可以积极的影响葡
萄酒的最终质量，他还进一步证明了，通过自然发酵
得到的葡萄酒比接种选定的酵母菌株可以获得更多
的芳香物质[15-16]。

香格里拉葡萄酒产区的葡萄园主要建在金沙江
和澜沧江流域海拔 1 700 m～2 800 m 的干热和干冷河
谷地带，是目前世界上海拔最高的酿酒葡萄产区之
一 [17]。 香格里拉葡萄酒产区酿酒葡萄种植面积已超 2
万亩，并且坐落着著名的酒企，如酩悦轩尼诗香格里
拉酒业，香格里拉酒业，梅里酒庄等。 香格里拉地质地
貌和气候多样性非常丰富， 蕴含着大量的微生物资
源。 商敬敏[18]对香格里拉葡萄酒产区德钦地区葡萄园
土壤中的酵母菌进行了分离鉴定和耐受性分析，共分
离到 8属 8种，但并未分离到酿酒酵母；史涛涛[19]研究
了德钦冰葡萄自然发酵过程中酵母菌的动态变化，并
对冰葡萄分离出的酿酒酵母发酵特性进行了检测。 赵
悦等[20]对香格里拉葡萄酒产区的非酿酒酵母进行了分
离鉴定及发酵香气分析。 而本研究拟从香格里拉葡萄
园中采集自然成熟的赤霞珠葡萄，对这些葡萄进行人
工破碎后自然发酵，从自然发酵的葡萄醪中分离筛选
酿酒酵母，通过对分离酿酒酵母的耐受性、发酵特性
进行分析，并以商业酵母为对照，以期能够筛选到耐
受性强，发酵性能优良的酿酒酵母，进而运用到香格
里拉酒企的实际酿酒生产当中，增加香格里拉葡萄酒
的产区特色。
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1 材料与方法
1.1 试验材料
1.1.1 菌株分离材料

从香格里拉葡萄酒产区金沙江和澜沧江河谷流
域选取 5个 5年以上的葡萄园，运用五点取样法，每个
园子采集 10 kg的葡萄样品， 人工捣碎放在 10 L 的广
口玻璃瓶中进行自然发酵。 其中采样点斯农（SN）、江
坡（JP）和阿东（AD）属于澜沧江流域，东水（DS）和东旺
（DW）属于金沙江流域，从成熟葡萄自然发酵过程中
分离野生酵母菌株。商业酵母 UV43（加拿大 Lallemand
公司）、F15（法国 laffort 公司）：香格里拉酒业股份有限
公司提供。 香格里拉葡萄酒产区采样点信息见表 1。

1.1.2 常用培养基
研究中主要使用以下培养基类型，配制完成后高

压 101℃灭菌 30 min备用。
YEPD（yeast extract peptone dextrose）培养基：葡萄

糖 20.0 g/L，酵母浸粉 10.0 g/L，蛋白胨 20.0 g/L，琼脂
20.0 g/L，为了防止细菌污染添加 100 mg/L的氯霉素。

WL（wallerstein laboratory）营养琼脂培养基 [21]：酵
母浸粉 4.0 g/L，胰蛋白胨 5.0 g/L，葡萄糖 50.0 g/L，磷酸
二氢钾 0.55 g/L，氯化钾 0.425 g/L，氯化钙 0.125 g/L，硫
酸镁 0.125 g/L，氯化铁 0.002 5 g/L，硫酸锰 0.002 5 g/L，
溴甲酚绿 22 mg/L，琼脂 20.0 g/L，pH 5.5。

发酵培养基：葡萄糖 20.0 g/L，酵母浸粉 10.0 g/L，
蛋白胨 20.0 g/L， 为了防止细菌污染添加 100 mg/L 的
氯霉素。

模拟酒精发酵培养基：蛋白胨 20.0 g/L，酵母浸粉
10.0 g/L，葡萄糖 200.0 g/L。
1.1.3 主要试剂及配方

酵母基因组提取试剂盒：北京天根生化科技有限
公司；酵母 26S rDNA D1/D2 区序列扩增（Master Mix、
DNA Marker、ddH2O、琼脂糖、TAE 电泳缓冲液）：北京
擎科生物科技有限公司； 引物 NL1（5′-GCATAT－
CAATAAGCGGAGGAA AAG-3′）、NL4（5′-GGTCCGT－

GTTTCAAGACGG-3′）：由北京擎科生物科技有限公司
合成；斐林试剂、NaOH 标准滴定溶液、钨酸钠、钼酸
钠、单宁酸、硫酸锂、溴水、没食子酸、硫酸铜、氢氧化
钠、酒石酸钾钠和邻苯二甲酸氢钾：西陇化工股份有
限公司。
1.2 仪器与设备

人工气候箱（MGC-300H）、电热鼓风干燥箱（PH-
030A）：上海一恒科学仪器有限公司；全温振荡培养箱
（HZQ-F280）： 常州申光仪器有限公司； 超净工作台
（BCM-1600A）：苏州安泰空气技术有限公司；光学显
微镜（CX41）：奥林巴斯（中国）有限公司；数显恒温水
浴锅（HH.S21-8）： 上海博讯实业有限公司医疗设备
厂；电子天平（CP214）、pH 计（ST5000-B）：奥豪斯仪器
（上海） 有限公司； 紫外-可见光分光光度计（UV-
3150）：日本岛津公司；高压灭菌锅（GI54DW）：致微（厦
门）仪器有限公司；凝胶成像系统仪（Quantum ST4）：北
京五洲东方科技发展有限公司； 聚合酶链式反应
（polymerase chain reaction，PCR） 扩增仪（6311000070）：
Eppendorf。
1.3 试验方法
1.3.1 酵母菌的分离

自然发酵过程中酵母菌的分离：将采集的成熟葡
萄样品，人工除梗破碎后放入 10 L 的玻璃罐中进行自
然发酵，用 WineScan FT 2-FOSS 葡萄酒成分快速分析
仪监测发酵过程，分别在发酵的前、中、后期取发酵液
0.1 mL， 加入 0.9 mL无菌水中进行梯度稀释至 10-5 或
10-6， 取 0.1 mL 稀释后的发酵液放入 YEPD 固体培养
基，以无菌涂布器涂匀，28 ℃培养 2 d~3 d，根据菌落的
颜色和形态差异，在每个发酵时期分别选取 10 个～15
个菌落进行划线纯化， 多次纯化后放入 4 ℃冰箱中保
存备用。
1.3.2 酵母菌的鉴定
1.3.2.1 酵母菌的初步形态学分类

将分离纯化到的酵母菌用划线法接种到 WL 培养
基上，28℃培养 5 d 后，根据菌落的颜色和形态初步鉴
定酵母的种属，并对形态相似的菌株进行归类。 基于
WL的培养结果， 再在每种培养类型中选取 1 株～2 株
进行 26S rDNA D1/D2区序列分子鉴定。
1.3.2.2 酵母菌的 26S rDNA D1/D2区序列分子鉴定

首先提取酵母基因组 DNA，然后用 PCR 扩增 26S
rDNA D1/D2 区序列，PCR 反应采用 50 μL 体系， 其中
双链总 DNA模板各 2 μL， 上下游引物各 2 μL，Master
Mix 25 μL，最后添加 ddH2O 定容至 50 μL，PCR 产物送

表 1 香格里拉葡萄酒产区采样点信息

Table 1 Information on the sampling point of Shangri-La wine-

producing region

地点 海拔/m 经度 维度 品种 气候

斯农（SN） 2 240 28°29′38″ 98°48′8″ 赤霞珠 干暖河谷

东水（DS） 2 310 28°26′37″ 99°8′1″ 赤霞珠 干暖河谷

东旺（DW） 2 370 28°32′2″ 99°36′37″ 赤霞珠 干暖河谷

阿东（AD） 2 580 28°33′60″ 98°52′15″ 赤霞珠 干冷河谷

江坡（JP） 2 760 28°40′6″ 98°43′53″ 赤霞珠 干冷河谷

杨宽，等：香格里拉葡萄酒产区野生酿酒酵母的分离鉴定和发酵性能研究基础研究
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至北京擎科生物技术有限公司进行测序，然后将测序
结果放在 NCBI 上进行 BLAST search， 比较供试菌株
与 Genbank 中相应菌株的相似性，根据 Kuttzman 等[22]

的酵母菌分类标准，同种内不同菌株间 D1/D2 区序列
差异不超过 1 %，则它们应属于同一个种，再结合前面
的菌落形态分析，初步确定酵母菌的种属。
1.3.3 酵母菌的发酵力测试

运用杜氏管发酵法， 取 100 mLYEPD 液体培养基
分装到 15 mm×150 mm试管中，倒置放入杜氏管（保证
杜氏管中无气泡），121 ℃灭菌 20 min 后备用。 将冷却
至常温的试管中接种酵母菌，放入 28 ℃的人工气候箱
中培养， 每隔 4 h 观察杜氏管中气体的积存量并记录
下来，连续观察 7 d，最终根据酵母的产气情况，凝聚性
和发酵液的气味来对酵母菌进行初步筛选。
1.3.4 酿酒酵母的抗性评价
1.3.4.1 葡萄糖耐受性评价

分别配置不同葡萄糖质量浓度（30 %、40 %、50 %、
60 %），不同 NaCl 质量浓度（6 %、8 %、10 %、12 %、
14 %、16 %），不同乙醇体积分数（10 %、12 %、14 %、
16 %） 的发酵培养基， 分别取 10 mL 分装到 15 mm×
150 mm 试管中，倒置放入杜氏管，保证杜氏管中无气
泡。 接种活化的供试菌株到试管中，28℃静置培养，每
隔 4 h观察一次杜氏管内的气体寄存量并做好记录[20]。
1.3.4.2 高温耐受性评价

取灭过菌的 YEPD液体培养基 1 mL分装到 1.5 mL
的无菌离心管中。 接种酵母菌到离心管中，分别置于
35、40、45、50、55、60 ℃恒温水浴锅中温育 4 h，取出后
再在 28 ℃的培养箱中培养 2 h，最后取 100 μL 用涂布
器涂布于 YEPD 培养基平板上，28 ℃培养 2 d～3 d，观
察记录菌落生长情况。
1.3.5 模拟酒精发酵试验

配置 200 g/L 的 YEPD 液体培养基作为模拟酒精
发酵液， 取 100 mL 培养基分装到 250 mL 三角瓶中，
121℃灭菌 20 min 后备用。 然后将活化的待测菌株接
种到三角瓶中，立即称重 1 次，28 ℃，120 r/min 摇床培
养， 每隔 24 h 称重一次， 参照国标 GB/T 15038-2006
《葡萄酒、 果酒通用分析方法》 测定发酵液的理化指
标。
1.3.6 葡萄酒发酵试验

从香格里拉葡萄园中采摘赤霞珠葡萄运抵实验
室后，立即进行破碎，将破碎后的发酵醪装入 10 L 的
发酵玻璃瓶中，装量约为 80 %，并按照 60 mg/L 的量
加入二氧化硫，浸渍 24 h 后接种待测酵母菌，酵母菌
的接种量约为 106 个活酵母细胞/mL。 然后进行酒精发

酵，在发酵期间每天进行压帽 2 次～3 次，待还原糖降
为 4 g/L 时，视为发酵结束，后浸渍 36 h 后分离皮渣，
最后静置澄清 1个月后，分离酒泥，得到葡萄原酒。
1.3.7 葡萄酒的常规理化性质测定

还原糖：斐林试剂法；酒精度：密度瓶法；干浸出
物：密度瓶法；总酸：氢氧化钠溶液滴定法（以酒石酸
计）；挥发酸：水蒸气蒸馏滴定法（以乙酸计）。 以上指
标均按照国标 GB/T 15038-2006《葡萄酒、果酒通用分
析方法》测定。
1.3.8 色度、色调的测定

采用可见-紫外分光光度计测定波长在 420、520、
620 nm 条件下的吸光值。 色度值记为三者之和，即色
度=A420+A520+A620； 色调以 420 nm 与 520 nm 下吸光值
的比值计算，即色调= A420/A520。
1.3.9 单宁、总酚含量的测定

单宁：采用福林-丹尼斯法（Folin-Denis）；总酚：采
用福林-肖卡法（Folin-Ciocalteu）。
1.3.10 数据处理

本研究试验数据采用 Excel 2010 软件进行计算，
用 SPSS 18.0 软件进行方差分析（analysis of variance，
ANOVA）。

2 结果与分析
2.1 野生酿酒酵母的分离和鉴定

初步鉴定为酿酒酵母的菌落和细胞形态以及
PCR扩增条带见图 1。

从香格里拉 5个葡萄园中的葡萄皮上和自然发酵
过程中共分离到 230株酵母菌。 全部接种到 WL 培养
基上，培养 5 d 后，根据菌落颜色和形态进行聚类，菌
落特征为奶油色带绿色，球形突起，表面光滑，不透明，
奶油状的可以初步判断为酿酒酵母（如图 1a）。

其中有 98 个菌株聚为此类，为了进一步确定 WL
培养基鉴定的准确性，在聚类为酿酒酵母的类别中随

500
750

a.菌株 SN1-9在WL培养基上的菌落形态；b.菌株 SN1-9在 400倍显

微镜下的细胞形态；c.部分菌株 26S rDNA D1/D2区 PCR扩增图谱。

图 1 初步鉴定为酿酒酵母的菌落和细胞形态以及 PCR扩增条带

Fig.1 Initially identified as S. cerevisiae colony and cell

morphology and PCR amplified bands
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可以看出两个菌株和酿酒酵母的相似率为 99 %，
可以鉴定为酿酒酵母，且两个菌株的 26S rDNA D1/D2
区序列已经上传至 NCBI，获得了基因库登录号（AD3-
1：MF769586，SN1-9：MF769605）。
2.2 酿酒酵母的杜氏管发酵试验

采用杜氏管法对香格里拉葡萄园自然发酵过程
中分离得到的 98株酵母菌进行初步发酵力的测定，从
中筛选出 16株起发早、发酵快、产香好的菌株，其发酵
力测定结果见表 3。

从表 3中可以看出，所选的 16株酿酒酵母最晚起
发时间为 5 h，一般为 4 h 就可以启动发酵，在起发时
间后的 2 h～4 h 后，所有菌株产气均充满杜氏管，且发
酵液呈现不同的香味，无不愉快的气味。 相对于其他
82 株酿酒酵母，所筛选的 16 株酿酒酵母起发早、发酵

速度快、产香好，可用于进一步的评价筛选。
2.3 16个菌株的综合抗性比较

对筛选出 16 株起酵快， 发酵力强的酿酒酵母菌
株，通过葡萄糖耐受性、NaCl 耐受性、酒精耐受性、高
温耐受性等指标进行综合评价，见表 4。

从表 4 可以看出，16 株酵母菌都能耐受 400 g/L
葡萄糖，12 %vol 的酒精，12 %的 NaCl 浓度，且能正常
产气发酵，生长繁殖不受影响，这完全可以满足一般
葡萄酒的生产要求。

16 株酵母菌株的耐受特性不同，某些菌株只能在
1 个～2 个耐受性方面表现出色，而很少有在各个方面
都很强的菌株， 综合杜氏管发酵数据和耐受性数据，
最终选出 DW4-3、DS3-8、DS2-5、DS3-6、JP2-3 等5 株

表 2 2株代表菌株的分子鉴定结果

Table 2 Molecular identification of two representative strains

菌株编号 片段长度/bp 相关模式菌株 相似率/% 基因库登录号

AD3-1 581 Saccharomyces cerevisiae（CBS:2967） 99 MF769586

SN1-9 587 Saccharomyces cerevisiae（CBS:2967） 99 MF769605

表 3 16株酿酒酵母的杜氏管发酵力比较

Table 3 Comparison of fermentation capacity of 16 strains of

Saccharomyces cerevisiae in Durham tube

菌株标号
起发
时间/h

产气充满杜
氏管时间/h

发酵气味 凝聚性

DW2-8 4 8 酒香味 沉淀良好

JP5-1 4 8 淡果香味 沉淀良好

DW4-3 4 6 有芳香味 沉淀良好

JP3-2 4 8 果香味 沉淀良好

JP3-1 4 8 酒香味 沉淀良好

JP4-4 4 8 果香味 沉淀良好，液面有膜

JP2-5 5 8 果香味 沉淀良好

DS3-8 5 8 酒香味 沉淀良好

DS2-5 5 8 淡果香味 沉淀良好

DW3-4 5 8 淡酒香味 沉淀良好

JP4-1 5 8 浓果香味 沉淀良好

DS2-6 5 8 酒香味 沉淀良好，液面有膜

JP6-5 5 8 果香味 沉淀良好

DS3-6 5 8 酒香味 沉淀良好

DW4-1 5 8 酒香味 沉淀良好

JP2-3 5 6 酒香味 沉淀良好

注：以上结果均为 3次重复的平均值。

表 4 16株酿酒酵母的综合抗性评价

Table 4 Comprehensive tolerance evaluation of 16 strains of

Saccharomyces cerevisiae

菌株编号
最大耐受条件

最大葡萄糖
浓度/（g/L）

最大 NaCl
浓度/（g/L）

最大酒精浓
度/（%vol）

最大高温生
长值/℃

DW2-8 500 120 12 50

JP5-1 500 120 14 50

DW4-3 500 120 14 60

JP3-2 500 120 12 60

JP3-1 500 120 12 50

JP4-4 500 120 12 50

JP2-5 500 120 14 55

DS3-8 500 120 16 60

DS2-5 500 120 16 55

JP4-1 500 120 12 60

DS2-6 500 120 14 55

JP6-5 500 120 12 60

DS3-6 500 140 16 55

JP2-3 500 120 14 60

DW3-4 500 120 14 55

DW4-1 500 120 14 50

注：以上数据均为 3次重复的结果。

机选择 2 个菌株进行分子鉴定， 对菌株的 26S rDNA
D1/D2区序列进行测序，在 NCBI上进行 BLAST。 根据
Kurtzman和 Robnett 的酵母菌分类标准， 同种内不同

菌株间 D1/D2区序列相似率大于 99 %，一般可认为是
同一个种，随机挑选的两个菌株（AD3-1，SN1-9）的序
列比对结果见表 2。
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所得酒样总糖含量均在 4 g/L以下，达到干红葡萄酒关
于总糖含量的标准。 酒精度除了 CK外，均在 14 % vol
左右，相对于商业酵母，除了菌株 DS2-5，其它菌株酒
精度均比 F15高，且差异显著（p<0.05）。所有菌株的总
酸含量在 5.76 g/L～7.78 g/L 之间， 其中 CK 的最高，其
次是菌株 JP2-3， 野生酿酒酵母和商业酵母无显著差
异。关于挥发酸，除了菌株 DW4-3和 DS3-6在国家规
定范围内之内[23]，其他菌株酿造干红葡萄酒的挥发酸
普遍较高，其中菌株 JP2-3 甚至接近 2 g/L，商业酵母

也较高，其中菌株 DS2-5 和商业酵母挥发酸含量无显
著差异，推测可能在葡萄酒存放过程中由于醋酸菌感
染造成挥发酸升高。 葡萄酒的干浸出物是葡萄酒的一
个很重要的理化指标，也是一个衡量葡萄酒质量的重
要指标，它和葡萄品种，葡萄原料的质量以及酿酒工
艺都有很大的关系，除了这些，干浸出物中还含有一
些酵母酒精发酵的副产物，所以这和酵母菌株也有很
大的关系。 研究结果表明， 干浸出物含量最高的是
DS 2-5，含量为 28.75 g/L，菌株 DS3-8 含量最低，其余

抗性相对较强的菌株做下一步的模拟酒精发酵试验。
2.4 5个酵母菌株的模拟酒精发酵试验

对以上选出的 5 株酿酒酵母做模拟酒精发酵试

验，并与 2 株商业酵母 F15 和 UV43 做对比，分别比较
它们的发酵力，产酸、酒精和残糖的数据。 7 株酿酒酵
母的模拟酒精发酵试验见表 5。

菌株编号 发酵力/（CO2 /24 h） 总糖/（g/L） 总酸/（g/L） 酒精度/（%vol） 挥发酸/（g/L）

DS2-5 4.72±0.011 5c 3.91±0.058d 3.35±0.027a 10.93±0.011c 0.76±0.008b

DW4-3 5.21±0.019 3b 4.33±0.030c 2.25±0.023d 10.96±0.031bc 0.58±0.005d

DS3-8 4.316 7±0.023 3e 4.91±0.035b 1.95±0.026f 11.323±0.003a 1.17±0.014a

DS3-6 6.07±0.055 0a 4.83±0.044b 2.16±0.020e 10.657±0.029d 0.64±0.030c

JP2-3 3.736 7±0.042 5f 5.73±0.040a 1.767±0.035g 9.747±0.029e 0.75±0.029b

UV43 3.343 3±0.082 5g 4.95±0.028b 2.527±0.145c 11.30±0.017a 0.57±0.018d

F15 4.566 1±0.220 8d 4.86±0.034b 3.09±0.012b 11.013±0.111b 0.57±0.045d

表 5 7株酿酒酵母的模拟酒精发酵试验

Table 5 Comprehensive tolerance evaluation of 7 strains of Saccharomyces cerevisiae

注：发酵力为 24 h产 CO2 的克数，以前 3 d的均值表示；数字后不同小写字母表示差异达到显著水平 p＜0.05。

菌株 总糖（以葡萄糖计）/（g/L） 酒精度/（%vol） 总酸（以酒石酸计）/（g/L） 挥发酸（以乙酸计）/（g/L） 干浸出物/（g/L）

DW4-3 2.21+0.015b 14.67+0.020a 5.76+0.172b 0.66+0.014a 27.78+0.008b

DS3-6 2.07+0.186b 14.36+0.030c 6.82+0.050b 0.72+0.001a 27.94+0.029b

DS3-8 1.92+0.026b 14.56+0.021 3b 7.18+0.023b 1.35+0.086c 26.47+0.020c

DS2-5 1.95+0.066b 13.94+0.031e 6.82+0.045b 1.57+0.036b 28.75+0.029a

JP2-3 2.02+0.116b 14.5+0.009b 7.44+0.048b 1.904+0.036a 27.18+0.011b

F15 1.49+0.139c 14.14+0.020d 6.55+0.024b 1.67+0.020b 27.71+0.011b

CK 3.19+0.121a 12.32+0.032f 7.78+0.095a 1.90+0.057a 26.51+0.011c

表 6 所选酿酒酵母菌株酿造干红葡萄酒的理化性质分析

Table 6 Physicochemical properties of dry red wine brewed by selected strains

注：CK为不接种任何酿酒酵母，为葡萄的自然发酵；数字后小写字母不同表示差异达到显著水平 p＜0.05。

由表 5 可以看出各菌株发酵性能之间差异明显，
但各有优劣， 其中野生酵母 DS3-6 的发酵力最强，菌
株 DW4-3、DS2-5 的发酵力均比两株商业酵母的强，
且具有显著差异，而商业酵母 UV43 相对较弱；针对产
酒精能力，菌株 DS3-8最强，其次是商业酵母 UV43和
F15；对于挥发酸和总酸来说，菌株 DS3-8 也较高；整
体而言，自选酵母的不同菌株在发酵过程中表现各不
同，各有优缺点，商业菌株 UV43 和 F15 发酵性能表现
较稳定，其他 5株野生酵母发酵力较好。

2.5 葡萄酒发酵试验
以香格里拉产区赤霞珠葡萄为原料，按照干红葡

萄酒酿造工艺接种筛选的 5 株酵母 DW4-3、DS3-8、
DS2-5、DS3-6、JP2-3 进行发酵，并与商业酵母 F15 作
对比发酵，发酵结束后，对每个葡萄原酒酒样进行理
化指标检测，包括总糖、酒精度、总酸、挥发酸、干浸出
物质、单宁、总酚和色度色调。 所选酿酒酵母菌株酿造
干红葡萄酒的理化性质分析见表 6。

根据表 6的结果，所有菌株发酵酿造干红葡萄酒，
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3 株自选酵母所酿干红葡萄酒和商业酵母均无显著差
异。 各菌株所酿葡萄酒单宁、总酚、色度和色调的情况
见表 7。

一般来说， 葡萄酒的总酚含量和色度呈正相关
性，因为葡萄酒中的显色物质多为酚类物质，从所测
结果来看，菌株 DS2-5 所得总酚含量最高，其次是商
业酵母，并具有显著差异。 葡萄酒的发酵过程，同时是
葡萄果实中的酚类物质、 单宁和香气的浸渍提取过
程，提取效果的好坏，和发酵过程的温度、pH值和操作
工艺有关，同时酵母菌的活动也会影响这个过程[24]。单
宁的含量可以影响葡萄酒的酒体结构和口感质地，除
了 CK，商业酵母所酿酒的单宁含量最高，其次是 DS2-
5和 JP2-3，CK的含量最高，推测在葡萄原料相同的情
况下，自然发酵过程中酿酒酵母的混合菌株发酵可能
更有助于单宁的浸渍提取，这有待下一步的验证。 相
对于商业酵母，除了菌株 JP2-3，野生自选菌株的色调
和商业酵母均无显著性差异。 综合不同菌株所酿葡萄
酒的理化性质指标， 菌株 DS2-5 所酿干红葡萄酒总
糖、酒精度和总酸均符合干红葡萄酒国家标准，且在
干浸出物，总酚和单宁含量等方面表现突出，干浸出
物和总酚含量高于商业酵母 F15， 色调和商业酵母无
显著性差异，可以作为优选酵母菌做下一步的酿酒试
验以及用于实际酿酒生产当中。

3 讨论与结论
本研究一共在香格里拉葡萄酒产区分离到 98 株

酿酒酵母，首先对这些菌株进行杜氏管发酵试验初步
筛选出起发早，产香好的菌株，然后对这些菌株进行
耐糖、耐酒精、耐氯化钠以及耐高温等进行抗性评价，
最终选出 DW4-3、DS3-8、DS2-5、DS3-6、JP2-3 等 5
株表现较好的菌株做下一步的葡萄酒发酵试验。 经过

模拟酒精发酵以及干红葡萄酒小试，综合不同菌株所
酿葡萄酒的理化性质指标，菌株 DS2-5 所酿干红葡萄
酒总糖、 酒精度和总酸均符合干红葡萄酒国际规定，
且在干浸出物， 总酚和单宁含量等方面表现突出，干
浸出物和总酚含量高于商业酵母 F15， 色调和商业酵
母无显著性差异，可以作为优选酵母菌做下一步的酿
酒试验以及用于实际的酿酒生产当中。

酿酒酵母在发酵葡萄酒的过程当中，会遇到各种
不利条件，如高温，低温，高渗透压以及高酒精度等，如
果酿酒酵母菌株抗胁迫能力不强，就会有发酵迟滞和
发酵停止的风险[25]。而在其他外界条件适宜的情况下，
酵母耐葡萄糖能力越强，其生长和发酵速率受影响越
小，产酒度越高，耐高温菌株可以间接降低葡萄酒的
生产成本[18]。所以对酿酒酵母菌株进行耐受性检验，是
进行工业生产的基础。 王风梅等[26]探究了内蒙古西部
地区葡萄酒酿酒酵母的发酵特性，从菌株的耐受性和
发酵特性展开研究， 筛选到了可以耐受 18 %vol 酒精
度和 14 %NaCl浓度的酿酒酵母，而本研究分离的菌株
最大酒精耐受度为 16 %vol， 最大 NaCl 浓度为 12 %，
高糖耐受性相同，推测酿酒酵母在不同地理气候环境
下具有产区差异，但都可以满足正常的葡萄酒发酵过
程。 程仕伟等[27]对新疆霞多丽葡萄自然发酵醪中的酿
酒酵母进行了选育及酿造特性研究， 结合发酵特性、
耐受性分析以及酿酒试验，最终选出一株（XXF3）可以
耐受 500 g/L葡萄糖，19 %vol酒精的酿酒酵母，其整体
发酵指标较好，部分指标优于商业酵母，和本研究的
结果类似。张莉等[28]在苹果园土壤、果实及表皮中的酿
酒酵母菌株进行了耐受性分析， 筛选到菌株 Y-2 和
F-3 在 400 g/L 葡萄糖下能够快速启动发酵， 同时能
够耐受 16 %vol 酒精、20 g/L 的柠檬酸和 200 mg/L 的
SO2。 综合以上分析，在不同葡萄酒产区或者不同地域
都可以分离到大量的酿酒酵母，不同菌株间耐受性差
异较大，经过不同条件筛选，都可以分离出抗逆性较
强的菌株，以期用于实际的生产当中。

葡萄酒的理化指标在很大程度可以反映葡萄酒
的质量，葡萄酒在由葡萄转化为酒的过程当中，酵母
菌是其中主要的驱动力量，酿酒酵母把葡萄汁中的糖
分转为为酒精、二氧化碳和其他不同的副产物，同时
酵母的活动也会影响葡萄果实酚类物质、单宁和香气
的浸渍提取过程[24]。在葡萄原料，发酵工艺相同的情况
下，酿酒酵母同样影响着葡萄酒的质量。 本研究中野
生酵母菌株和商业酵母菌株 F15 所酿葡萄酒相比，残
糖均在 4 g 以下，除了菌株 DS2-5，其它菌株酒精度均
高于 F15，且差异显著；总酸无显著差异；干浸出物菌

菌株 单宁/（mg/L） 总酚/（mg/L） 色度 色调

DW4-3 1 239.52+9.52d 1 296.33+8.81d 9.21+0.003b 0.99+0.009a

DS3-6 1 191.9+4.76e 1 236.33+6.67e 9.25+0.049b 0.99+0.007abc

DS3-8 1 58.57f 1 179.67+3.33f 8.82+0.037d 0.97+0.006bc

DS2-5 1 325.24+4.76c 1 466.33+3.33a 9.08+0.028c 0.99+0.003ab

JP2-3 1 310.95+4.76c 1 249.67+3.33e 8.79+0.018d 0.96+0.001d

F15 1 387.14+8.25b 1 389.67+3.33b 9.38+0.019a 0.99+0.009ab

CK 1 410.95+4.76a 1 369.67+3.33c 9.05+0.012c 0.97+0.007bc

表 7 所选酿酒菌株酿造干红葡萄酒的理化性质分析

Table 7 Physicochemical properties of dry red wine brewed by

selected strains

注：CK 为不接种任何酿酒酵母，为葡萄的自然发酵；数字后小写字

母不同表示差异达到显著水平 p＜0.05。
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株 DS2-5高于 F15，且具有显著差异；单宁含量 F15高
于野生酵母；总酚含量菌株 DS2-5高于 F15，且差异显
著。 解卫海等[29]研究了玫瑰香葡萄自然发酵醪中选育
的酿酒酵母的酿造特性，用筛选的酿酒酵母发酵赤霞
珠葡萄酒，结果表明野生酵母菌株 MF1 的发酵酒样在
常规参数上与对照组无明显差异，在总酚和单宁含量
均高于商业酵母 D254 和 RC212，和本研究结果相似。
蒋文鸿等[30]对昌黎赤霞珠葡萄相关酿酒酵母进行了分
离与筛选， 发现野生分离菌株 a和 d 所酿葡萄酒干浸
出物和总酚含量均高于商业酵母，和本研究中所分离
的菌株 DS2-5 特性类似。 综上所述，酿酒酵母在一定
程度可以影响葡萄酒的理化性质，进而影响葡萄酒的
质量，经过前期筛选，可以获得发酵性能和商业酵母
无差异的菌株，并且可以发现，优选野生酵母菌株所
酿葡萄酒在单宁、总酚和干浸出物这方面优于商业酵
母，推测在酒精发酵过程当中优选野生酵母菌株增加
了葡萄皮的浸渍效果。

香格里拉是一个新兴的、具有高原特色的葡萄酒
产区，该地区气候多样、地理地貌多样。 香格里拉金沙
江流域和澜沧江流域的葡萄园中，蕴藏着丰富的微生
物资源，富集了大量的葡萄酒相关酵母，发掘这些酵
母资源为酵母菌多样性的保护和利用奠定了基础。 酿
酒酵母作为葡萄酒发酵过程当中最重要的一类微生
物之一，当地野生酿酒酵母更能够突显产地葡萄酒的
质量和风格特色。 在本研究中共筛选到 5株发酵性能
优良的酿酒酵母，下一步要对筛选出的酿酒酵母进行
重复小试、中试以及应用到实际生产，以期最终制作
成商品菌剂，应用到香格里拉高原特色葡萄酒的生产
当中。
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