
基金项目!国家自然科学基金!编号"

!"#(&##8

#

作者简介!古丽娜孜,卡哈尔$女$新疆师范大学在读硕士研究生%

通信作者!努尔古丽,热合曼!

"'D$

&#$女$新疆师范大学副教授$博

士%

)*+,-.

"

03>

1

3.3+

!

"(!47:+

收稿日期!

$&"D*""*$%

第
!#

卷第
#

期

$&"8

年
#

月
! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

9:.4!#

$

;:4#

<

=

>4$&"8

!"#

"

$%&$'()*

'

+

&,--.&$%%'/)011&*%$1&%2&%%'

南疆传统发酵酸奶中酵母菌的分子鉴定及

抗氧化活性研究
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摘要!以开发新疆地区传统发酵乳中的酵母菌为研究目的"

对分离的
D8

株酵母菌利用
$([>A;<A"

(

A$

区和
RO[

转录

区间分析以及抗氧化活性检测试剂盒进行分子鉴定和抗氧

化活性检测$结果表明"

D8

株酵母菌中具有抗氧化活性的

菌株有
#$

株"其中
;\*#&

综合抗氧化能力突出"其抗氧化活

性为!

"&(4#"f!4'$

#

F

(

+@

"抑制羟基自由基能力为!

(%"4$#f

!4D%

#

F

(

@

"抗超氧阴离子能力为!

"&#4""f!4$%

#

F

(

+@

"而

脂质过氧化物含量仅为!

"4''f&4(%

#

#

+:.

(

@

'分子鉴定结果

表明"

!8

株为酿酒酵母!

!/99;/'(H

4

92>92'2=%>%/2

#"

!(

株为

马克思克鲁维酵母!

3<?

4

=2'(H

4

92>H/'@%/)?>

#"

#

株属于毕

赤酵母!

K%9;%/S?8'%/=L2=%%

#$

关键词!发酵酸奶'酵母菌'分子鉴定'抗氧化活性
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新疆地域辽阔$气候多样$向来就以其丰富的乳制品资

源著称%当地的传统发酵酸奶更是历史悠久$味道可口)

"

*

%

传统发酵食品的微生物区系通常有细菌与酵母菌组成$少数

情况下也有霉菌参与%这些微生物在发酵过程中$增添了独

特的芳香物质与层次感)

$

*

%酵母菌在真核微生物群体当中

所占的数量庞大$分布广泛$而且在生物技术方面拥有多种

用途)

!V#

*

%在众多发酵食品当中酵母菌占有举足轻重的地

位)

%

*

%此外$酵母菌可以从外界环境中吸取酚类物质$具有

提高自身抗氧化活性的能力)

(

*

$含有丰富的维他命
?

(

+

?

"$

以

及可以与各种酶类有协同作用的诸多矿物质)

D

*

%传统工业

化生产的酸奶主要发酵菌是乳酸菌$很少会将酵母菌添加为

发酵菌$酵母菌一直以来也被看做是引起产品腐坏的腐

败菌%

在鉴定方面$随着科学技术水平的发展$

$([>A;<

及其

转录间区
RO[

的序列分析等技术被越来越多地应用于酵母

菌的分类与序列分析当中)

8V'

*

%

]3>HQ+,0

等)

"&

*对大约
%&&

种子囊菌酵母和担子菌酵母
$([>A;<

中的
A"

'

A$

区域序

列进行了研究$发现该方法可以将绝大部分分离开来%由于

这些序列均已公布于
\50?,0J

'

)X*?@

'

AA?W

等国际核酸数

据库$为酵母菌的分子分类学+分子系统学和多样性的研究

带 来 很 大 便 利)

""

*

8V'

%近 年 来$

@,7E,075

等)

"$

* 发 现

A</=%>

F

('/<?>%1/)%/2

的
$([>A;<A"

'

A$

区具有显著的多

$"



态性%随着研究的深入$发现愈来愈多的酵母菌中存在个体

基因组
RO[

和
$([>A;<

序列多态性$同一菌株基因组内不

同类型的
RO[

序列差异也可能远远超过菌种间的差异范

围)

"!

*

%因此$仅仅依靠单一序列的鉴定结果会有一定程度

的不确定性%在抗氧化活性方面$中国已有利用抗氧化活性

酵母在小鼠体内进行抗衰试验等方面的研究)

"#

*

%

本研究拟以新疆阿图什与乌什的
#

种酸奶中分离纯化

得到的
D8

株酵母菌为研究对象$采用
$([>A;<A"

'

A$

区

域及
RO[

内转录序列扩增技术进行分子生物学鉴定$并对其

总抗氧化能力$羟基自由基抑制能力+抗超氧阴离子自由基

能力以及脂质过氧化物产量进行测定$筛选出具有优良抗氧

化活性的菌株(通过双序列测序技术对分离得到的酵母菌进

行鉴定$使用
X)\<D4&

等生物学软件绘制系统发育进化

树$并对南疆地区酸奶中的酵母菌抗氧化活性进行初筛$为

酵母菌资源的开发提供理论依据%

"

!

材料与方法
"4"

!

材料与仪器

"4"4"

!

菌株及其来源

传统手工酸奶"阿图什与乌什地区农民家庭作坊生产$

将样品装置于无菌容器$运至实验室后置于
#C

保藏$从中

分离纯化得到
D8

株酵母菌$标号$并用
$&_

甘油于
V8&C

超低温冰箱保种%

"4"4$

!

仪器与试剂

立式压力蒸汽灭菌器"

@̂ Â a*!&]?[

型$上海申安医疗

器械厂(

离心机"

?@T(

型$上海一恒科技有限公司(

ZGS

仪"

@;?#8Y

型$上海皓庄仪器有限公司(

分光光度计"

D$$

型$上海菁华科技仪器有限公司(

酵母浸粉+蛋白胨"分析纯$北京澳博星生物技术有限责

任公司(

葡萄糖+琼脂"分析纯$合肥志宏生物技术有限公司(

酵母菌基因组提取试剂盒"天根生化科技有限公司(

上游引物!

;@"

+

RO["

#+下游引物!

;@#

+

RO[#

#"上海生

物工程股份有限公司(

总抗氧化能力!

O*<UG

#测定试剂盒!货号
<&"%*"

#+脂

质过氧化!

@ZU

#测试盒!货号
<"&(

#+抗超氧阴离子自由基

测试盒!货号
<&%$

#+羟基自由基测定试剂盒!货号
<&"8

#"

南京建成生物工程研究所%

"4$

!

方法

"4$4"

!

菌株鉴定

!

"

#菌种活化"在提取酵母菌基因组
A;<

之前先对其

进行
$

次活化$将用甘油冻藏!

V8&C

#的酵母菌菌株按照

"_

的接种量接种于新鲜配置的
eZA

培养基中!

"&

1

'

@

酵母

浸粉$

$&

1

'

@

蛋白胨$

$&

1

'

@

葡萄糖#

)

"%

*

$

$8C

培养
$#E

%

!

$

#总
A;<

的提取"

A;<

的提取按照试剂盒说明书进

行操作$第二步略有改动$水浴时间改为
#&+-0

对酵母菌进

行破壁处理)

"(

*

%

!

!

#基因组
A;<

电泳"提取的
A;<

采用
"4&_

的琼脂

糖凝胶进行电泳$电压
8&9

$时长
#&+-0

$在凝胶成像仪中

观察凝胶%

!

#

#

$([>A;<A"

'

A$

区
ZGS

扩增"酵母菌
ZGS

扩增

体系 见 表
"

$引 物 为 通 用 引 物$正 向 引 物
;@"

"!

%

-

*

\G<O<OG<<O<<\G\\<\\<<<<\*!

-#$反 向 引 物

;@#

"!

%

-

*\\OGG\O\OOOG<<\<G\\*!

-#%

表
"

!

$([>A;<A"

"

A$

区
ZGS

扩增体系#

"8

$

O,P.5"

!

ZGS,+

=

.-K-7,H-:0I

L

IH5+:K$([>A;<

A"

"

A$

1

505I5

d

35075

试剂
%&

#

@

反应体系中

加样体积'
#

@

引物
;@" "4&

引物
;@# "4&

[3

=

5>X-N "&4&

基因组模板
A;< $4&

66B

$

U

补充至
%&

#

@

!!

扩增循环为
'% C %+-0

$预变性$

'# C "+-0

+

%$ C

"+-0

+

D$C"+-0

$

!(

个循环$

D$C

延伸
8+-0

)

"D

*

%扩增结

束后取
#

#

@ZGS

扩增产物与
\:.650M-525>

核酸染料混合

点样$用!

"kO<)

#缓冲液制备
$4&_

琼脂糖凝胶进行电泳检

测$扩增成功在
(&&P

=

左右形成可见条带%

ZGS

产物被送

到新疆昆泰锐生物技术有限公司进行测序%

!

%

#

RO[

序列
ZGS

扩增"

RO[ZGS

扩增体系见表
$

$引物

采用
RO[

通用扩增引物$正向引物
RO["

!

%

-

*OGG\O<\\O*

\<<GGO\G\\*!

-#$反 向 引 物
RO[#

!

%

-

*OGGOGG\GO*

O<OO\<O<O\G*!

-#%

表
$

!

RO[ZGS

扩增体系#

"8

$

"(

O,P.5$

!

ZGS,+

=

.-K-7,H-:0I

L

IH5+:KRO[

1

505I5

d

35075

试剂
%&

#

@

反应体系中

加样体积'
#

@

引物
RO[" "4%

引物
RO[# "4%

[3

=

5>X-N "$4%

基因组模板
A;< $4&

66B

$

U

补充至
%&

#

@

!!

扩增循环为
'% C %+-0

预变性$

'# C "+-0

+

%% C

"+-0

+

D$C "4%+-0

$

!&

个循环$

D$ C

延伸
"&+-0

)

"8

*

"%V"(

%

扩增结束后取
#

#

@ZGS

扩增产物与
\:.650M-525>

核酸染

料混合点样$用!

"kO<)

#缓冲液制备
$4&_

琼脂糖凝胶进

行电泳检测$扩增成功在
#&&

"

D&&P

=

左右形成可见条

带)

"'

*

%

ZGS

产物被送到新疆昆泰锐生物技术有限公司进

行测序%

!

(

#同源性分析"利用
X)\<D4&

软件$对被测酵母菌的

$([>A;<A"

'

A$

区域+

RO[

序列以及
\50?,0J

中比对获得

的参比菌株序列进行同源性分析$申请菌株登录号$构建系

统发育进化树%

!"

基础研究
!

$&"8

年第
#

期



"4$4$

!

酵母菌抗氧化活性检测

!

"

#酵母菌细胞的收集"将
V8&C

下甘油保藏的菌株进

行活化$将活化好的酵母菌
"&&&&>

'

+-0

离心
"&+-0

收集

细胞%

!

$

#酵母细胞预处理"将离心收集的细胞用无菌水洗涤

!

"

%

次后进行冷冻干燥!

V#8C

$

#Z,

#$冻干细胞备用%利

用反复冻融超声破碎法)

$&

*提取粗酶液%

!

!

#抗氧化能力检测"菌株总抗氧化能力!

O*<UG

#检

测)

$"

*

+羟基自由基抑制能力检测+抗超氧阴离子自由基能力

测试以及产生脂质过氧化物!

@ZU

#含量测试均以南京建成

测定试剂盒步骤进行$每个样品均重复
!

次%

$

!

结果与分析
$4"

!

$([>A;<

序列分析结果

分别采用
D8

株菌的基因组序列为模板$采用引物
;@"

+

;@#

扩增出
$([>A;<A"

'

A$

序列$利用
$4&_

浓度的琼脂

糖凝胶对扩增产物进行电泳$大小约为
(&&P

=

!图
"

#%扩增

序列片段经测序后$通过
?RU)ARO

生物软件整理数据并在

\50?,0J

中进行
?@<[O

同源序列搜索$对同源性高的相似

菌株序列进行下载%结果表明$

D8

株酵母菌的
$([>A;<

图
"

!

部分菌株
$([>A;<A"

(

A$

区域序列电泳图

T-

1

3>5"

!

Z,>H:KHE5$([>A;<A"

(

A$S5

1

-:0,.

I5

d

350755.57H>:

=

E:>5I-I

A"

'

A$

区域基因序列同源性均
&

''_

$菌株登录号及名称见

表
!

%

!!

随后利用
X)\<D4&

对序列绘制系统发育进化树

!图
$

#%结果表明$阿图什与乌什县传统发酵乳当中的酵母

菌共属于
!

个属
!

个种$其中
!

个属分别为酵母属!

!/99;/&

'(H

4

92>92'2=%>%/2

#+克鲁维酵母属!

3<?

4

=2'(H

4

92>H/'@%/&

)?>

#+毕赤酵母属!

K%9;%/S?8'%/=L2=%%

#(

!

个种为酿酒酵母

!

!/99;/'(H

4

92>92'2=%>%/2

#+马克思克鲁维酵母!

3<?
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序列分析结果
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羟基自由基抑制能力
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+@

*$

;\*%8

号菌株最弱)!

!%4%!f#4((

#

F

'

+@

*%

$4!4#

!

脂质过氧化物含量
!

脂质过氧化物含量测定结果见

图
8

%

!!

由图
8

可知$本研究所测试的
D

株酵母菌$产生脂质过

氧化物的含量偏低$脂质过氧化物含量最高的菌株
;\*e%D

所产生的
@ZU

值也仅为!

#4'Df&4""

#

#

+:.

'

@

$而含量最低

的菌株
;\*"&%

产生的
@ZU

值只有!

&4!$f&4"#

#

#

+:.

'

@

%

!!

由表
%

可以看出$

;\*e%&

号菌株抗氧化活性最高$抑制

羟基自由基能力为!

(#84D!f#48"

#

F

'

@

$但是其抗超氧阴

图
D

!

抗超氧阴离子自由基能力

T-

1

3>5D

!

S5I-IH,075H:I3

=

5>:N-65,0-:0K>55>,6-7,.I

离子能力)!

#&4!(f#4%(

#

F

'

+@

*不及
;\*#&

$而且
;\*#&

号菌株抗氧化活性为!

"&(4#"f!4'$

#

F

'

+@

$抑制羟基自由

基能力为!

(%"4$#f!4D%

#

F

'

@

$抗超氧阴离子能力为!

"&#4""f

!4$%

#

F

'

+@

$而其所含有的脂质过氧化物含量仅有!

"4''f

&4(%

#

#

+:.

'

@

%综上所述$

;\*#&

具有较强的抑制自由基能

力$可被开发为新型抗氧化活剂%这株菌被鉴定为马克思克

鲁维酵母!

3<?

4

=2'(H

4

92>H/'@%/)?>

#%

!

!

结论
!

"

#本研究对酸奶中的酵母菌进行分子鉴定$结果表

明$

!8

株属于酿酒酵母!

!/99;/'(H

4

92>92'2=%>%/2

#$

!(

株属

于马克思克鲁维酵母!

3<?

4

=2'(H

4

92>H/'@%/)?>

#$

#

株属于

毕赤酵母 !

K%9;%/S?8'%/=L2=%%

#%

\,P>-5.,A-:I+,

等)

$$

*

对开菲尔样品中分离出的酵母菌进行鉴定$发现它们属于

图
8

!

菌株脂质过氧化物!

@ZU

#含量测定

T-

1

3>58

!

A5H5>+-0,H-:0:K.-

=

-6

=

5>:N-6,I5

!

@ZU

#

7:0H50H-0IH>,-0I

表
%

!

D

株酵母菌的抗氧化活性比较

O,P.5%

!

G:+

=

,>-I:0:K,0H-:N-6,0H,7H-M-H-5I:KD

L

5,IHIH>,-0I

菌株号
总抗氧化活性'

!

F

'

+@

V"

#

抑制羟基自由基能力'

!

F

'

@

V"

#

抗超氧阴离子自由基

能力'!

F

'

+@

V"

#

脂质过氧化物含量'

!

#

+:.

'

@

V"

#

;\*#& "&(4#"f!4'$ (%"4$#f!4D% "&#4""f!4$% "4''f&4(%

;\*#" %D4#"f&4'8 D!"48(f"4$D '%4&&f"48D !4$&f&48&

;\*%D '$4("f!4D# ($84%Df#4'8 %84'!f!4## #4'Df&4""

;\*%8 8&4"'f$4%D D&#4"(f!488 !%4%!f#4(( "4#'f&4%(

;\*"&% '&4#Df#4!% %("4D8f#4(% "!#4$'f"4D$ &4!$f&4"#

;\*@" !D4%Df#4&' D#%4D$f#4&& ""D4"#f#4(! "48#f&4'"

;\*e%& "&D4!!f$4'D (#84D!f#48" #&4!(f#4%( $4&8f&4!"
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#

期 古丽娜孜,卡哈尔等"南疆传统发酵酸奶中酵母菌的分子鉴定及抗氧化活性研究
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!/99;/'(H

4

92>92'2=%>%/2

$

!/99;/'(H

4

92> ?)%>

F

('?>

$

C>&

>/19;2)S%/(99%82)1/<%>

$

3<?

4

=2'(H

4

92>H/'@%/)?>#

种酵

母%但 本 试 验 的 样 品 中 并 没 有 发 现
!/99;/'(H

4

92>

?)%>

F

('?>

以及
C>>/19;2)S%/(99%82)1/<%>

等酵母菌种$这与样

品的地域性以及种类有关%

e,0

1

等)

$!

*以西藏牦牛酸奶为对

象$对其中的酵母菌进行研究$发现它们同样属于酿酒酵母$

马克思克鲁维酵母与毕赤酵母%李静等)

$#

*对新疆酸驼乳进

行研究时也同样分离出这
!

种酵母%由此可见马克思克鲁

维酵母与酿酒酵母在传统发酵乳制品中很常见%

!

$

#通过抗氧化活性试剂盒从
D8

株酵母中筛选出
D

株

高抗氧活性酵母$其中
;\*#&

+

;\*#"

+

;\*%8

为马克思克鲁

维酵母!

3<?

4

=2'(H

4

92>H/'@%/)?>

#$

;\*%D

+

;\*"&%

+

;\*

@"

+

;\*e%&

为酿酒酵母!

!/99;/'(H

4

92>92'2=%>%/2

#%戴癑

等)

$%

*通过超氧阴离子清除率等试验选出具有高抗氧能力的

假丝酵母
e"

$其羟基自由基清除能力超过
#&_

%韦琰琰)

$(

*

从食品中筛选到
"

株具有高抗氧化活性的酵母菌
e""

$并将

其鉴定为
N?'2(5/>%8%?H

F

?<<?</)>

%这些研究结果与本研

究结果相一致$说明酵母菌具有抑制和清除某些自由基的能

力%在发酵食品中$酿酒酵母与马克思克鲁维酵母对食物风

味做出的贡献较大)

""

*

!DV!'

)

"8

*

#DV#8

$而毕赤酵母一般因其产气

效应被视为污染菌)

"%

*

$本试验中筛选出抗氧化活性较高的
D

株酵母中也未发现毕赤酵母%

!

!

#关于这
D8

株酵母菌的生理生化特性以及对新疆传

统发酵乳制品风味方面的作用有待进一步研究%
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