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大湘西野生猕猴桃酿酒酵母的分离鉴定

及其产物
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抑制活性
8&*,)'#*")"5#5%"'#+#2)'#*"*+3%))5%&"4

+

)(6)(&($'6'%(*++%-.%"')'#*",#

N

7*-*+

0#,5K#0#+-7#'+-*.'1%H%&'%-"*+<7")")"5'1%-%,)'#$%!I;#"1#/#'*-

4

)2'#$#'

4

伍
!

强"

!

8

!-+*04

A

"

#

8

!

万
!

常"

!"#2304

A

"

!

彭娟娟"

L'#$5)04.

K

)04

"

!

曾
!

豪"

&'#$10;

"

!

余有贵"

!

8

H-H;).

A

)*

"

#

8

!

"M

邵阳学院食品与化学工程学院#湖南 邵阳
!

988$$$

+

8M

邵阳市酿酒工程技术研究中心#湖南 邵阳
!

988$$$

$

!

"M2;QQ%

A

%;

<

=;;>04>23%:*@0Q'4

A

*4%%8*4

A

#

?30;

D

04

A

-4*B%8C*9

D

#

?30;

D

04

A

#

1)404988$$$

#

23*40

+

8M?30;

D

04

A

'4

A

*4%%8*4

A

(%C%08@32%49%8;

<

!*4%

#

?30;

D

04

A

#

1)404988$$$

#

23*40

$

摘要!通过平板划线#显微镜观察#
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培养基筛选#酒精度

及血管紧张素转化酶!
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抑制活性测定$对野生猕猴桃酿酒酵母进行分离筛选$再利

用
8%CET;<T"
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区序列分析进行分子生物学鉴定%利

用该菌株对野生猕猴桃进行纯种发酵$研究不同发酵阶段中

发酵醪液的
<B)

抑制率#酒精度及多肽浓度变化%结果表

明$经分离筛选获得适于猕猴桃果酒发酵的野生酵母
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为酿酒酵母!
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$说明该菌

株可酿制果酒$制得的产品还具有良好的
<B)

抑制活性$可

作为野生猕猴桃降血压型保健果酒发酵的专用菌种或选育

野生猕猴桃专用菌种的出发菌株%

关键词!野生猕猴桃&酿酒酵母&

8%CET;<T"

*

T8

&

<B)

抑

制活性

23-45674

'

D01K-.I

H

1,LFb?""K,L-L7.,F1IGE7+ K-.IQ-K-GE=-FLM

H

.-21,F-72L1

O

,E,F-2

3

$

L6E1121IM

H

+7E

O

07.7

3

-6,.60,E,6F1E-LF-6L-2eY

+1I-=+,2I+-6E7L67

O

17ML1EN,F-72,2IG=EF01E672G-E+1I,L?0@.

@308;:

D

@%C@%8%B*C*0% M

H

8%C ET;< T"

*

T8 I7+,-2 L1

j

=1261

,2,.

H

L-L5D01672F12F7G,.6707.

$

O

1

O

F-I1672612FE,F-72,2I <B)

!

<2

3

-7F12L-2672N1EF-2

3

12/

H

+1

$

<B)

"

-20-M-F7E

H

,6F-N-F

H

K1E1I1*

F1E+-21II=E-2

3

G1E+12F,F-72K-F0

O

=E1?M@%8%B*C*0%5D01Q-K-GE=-F

4

=-61G1E+12F1I9I1LF-+,F1IF01672F12F7G,.6707.K,L

!

#5(a

$5'

"

^:7.

$

<B)-20-M-F7E

H

,6F-N-F

H

K,L

!

&!5$a85%

"

^ ,2I

O

1

O

F-I1

672612FE,F-72K,L

!

8%'85$a""859

"

$

3

*

+Y5)2I7

3

127=L

H

1,LFLFE,-2

K,L=L1IG7E

O

E1

O

,E1IF01Q-K-GE=-FK-21

$

K0-60E1N1,.1I0-

3

0<B)

-20-M-F7E

H

,6F-N-F

H

$

,2I67=.IM1I-E16F.

H

=L1IG7EG1E+12F-2

3

Q-K-GE=-F

K-21G7E0

HO

1EF12L-727E,LF017E-

3

-2,.LFE,-2G7EME11I-2

3

21K

LFE,-25

89

:

;<5=-

'

K-.IQ-K-GE=-F

&

?0@@308;:

D

@%C@%8%B*C*0%

&

8%CET;<T"

*

T8

&

<B)-20-M-F7E

H

,6F-N-F

H

猕猴桃果酒除含一定乙醇外#还富含各种氨基酸(肽类

及糖类(

:

B

等成分#具有预防心脑血管疾病(抗氧化(抗菌消

炎等保健功效)

"

*

#但该功效究竟与哪些活性成分有关#目前

尚未得到表征%

<B)

抑制肽是一类具潜在降血压功效的小分子物质#

具备安全高效(人体易吸收等优点%关于食物中本身存在的

天然
<B)

抑制肽研究甚少#通常采用定向酶解技术制备食

源性小肽)

8

*

%目前#已有研究发现利用微生物制成的发酵产

品中含有活性较强的天然
<B)

抑制肽#其中
f.11Q,

H

,-

等)
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*

发现经传统自然发酵法制成的泰国虾酱中含有
8

种
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抑

制肽!
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和
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等)
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*利用纳豆芽孢杆菌发酵

豆粕获得
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抑制肽#测得其活性
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*接种乳酸乳球菌
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制成发酵乳#获得
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为

'

$

3

'

+Y

的
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抑制肽+
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等)
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*发现经霉菌发酵生产

的豆豉中富含
<B)

抑制肽#并指出霉菌发酵过程中发生的

美拉德反应影响
<B)

抑制活性#目前国内外尚未见果酒

<B)

抑制肽的研究报道%

本研究拟以大湘西野生猕猴桃为菌种分离源#通过分离

筛选和分子生物学鉴定#旨在获得一株适用于猕猴桃果酒发

酵的优势野生酵母菌#并初步研究该菌株纯种发酵过程中

<B)

抑制活性(多肽浓度及酒精度的动态变化#为开发大湘
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西野生猕猴桃降血压型保健果酒提供理论依据%
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材料与方法
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!

材料

酵母菌分离源"湖南邵阳绥宁野生猕猴桃+

对照菌株"安琪果酒酵母#安琪酵母股份有限公司+

酵母
8%CEW;<

基因
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区序列扩增引物
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$"北京六合华大基因有限

公司+
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(蛋白酶
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缓冲液(
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(
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聚

合酶"北京宝杰罗生物科技有限公司+

果胶酶"酶活
'$$$$d

'

3

#河南华悦化工产品有限公司+

培养基所有试剂均为分析纯%

"58

!

培养基

分离培养基"

X)VT

培养基)

#

*

+

eY

培养基"葡萄糖
'$

3

#溴甲酚绿
$5$88

3

#磷酸二氢钾

$5''

3

#胰蛋白胨
'5$

3

#氯化钾
$598'

3

#酵母浸粉
95$

3

#硫酸

镁
$5"8'

3

#硫酸锰
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3

#氯化铁
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3

#氯化钙
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3

#琼脂
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3

#用蒸馏水定容至
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#

O
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为
%5'

#高温

"8"[

灭菌
8$+-2

)

(
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+

猕猴桃培养基"选八成熟(发软的野生猕猴桃#清洗干

净#打浆#加入
$5"$

3

'

"$$

3

果胶酶搅拌均匀#在
!'[

酶解
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#取上清液于
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灭菌
8$+-2

%

"5!
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主要仪器设备

单人单面垂直净化工作台"

Ce*Bb*"@T

型#苏州博莱尔

净化设备有限公司+

数码显微镜"
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型#麦克奥迪!厦门$实业集团有限

公司+

打浆机"

bXY*B$"8

型#九阳股份有限公司+
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计"

)Y8$

型#梅特勒
*

托利多仪器!上海$有限公司+
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公司+

高压灭菌锅"
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型#致微!厦门$仪器有限公司%

"59

!

方法
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酵母菌的分离
!

根据柴洋洋等)

&

*的方法修改如下"无

菌称取
"$

3

新鲜的野生猕猴桃#置于无菌研钵中研成果浆#

转移至装有
&$+Y

无菌水的三角瓶#混合均匀后置于
8([

培养
890

%以无菌水对该浆液进行梯度稀释#吸取
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Z"稀释

液
8

$
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涂布于
X)VT

分离培养基上#于
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%挑

选典型的酵母单菌落平板划线#继代
8

次获得纯化菌种#用
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(
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(
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(??依次编号#观察菌落形态特征%
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酿酒酵母的筛选
!

挑选
X)VT

分离培养基上具有单

菌落(表面光滑突起(呈奶油色的菌株#在
"$S($

倍显微镜

下镜检#观察细胞的形态特征#对多端出芽繁殖的酵母菌株

进行初筛%

采用
eY

培养基从初筛的酵母菌株中筛选出酿酒酵

母)

(

*

#将酵母菌株分别划线接种于
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培养基#

8([

培养
'I

后#选择颜色为乳白色(球形突起(表面光滑不透明(平板上

有酒香的菌株%

将筛选的酿酒酵母活化后#以
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'

"$$+Y

接种量!种

子液浓度
"5$S"$

(个'
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$接种于猕猴桃培养基上#调整起

始
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为
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#起始糖度
"%$

3

'

Y

#于
8([

发酵
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#测定发

酵醪液的
<B)

抑制活性及酒精度#以安琪果酒酵母作为对

照#筛选出发酵能力较强并具有
<B)

抑制活性的酿酒酵母%
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酵母菌的分子生物学鉴定
!

根据牛广财等)
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*的方法

修改如下"取纯化菌株于研钵中液氮研磨#加入
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充分悬浮菌体#加入
"$̂ CTC8'$

$

Y

#倒转混匀后加入
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测

序#在
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核酸序列数据库中进行同源序列比对
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发酵醪液的
<B)

抑制活性
!

将分离筛选获得的酿酒

酵母接种于猕猴桃培养基#调整起始糖度为
"%$

3

'

Y

#起始

O

>

为
!5%

#在
8([

下进行纯种发酵%分别在不同发酵阶段

!

$

#

8

#

9

#

%

#

(

#

"$I

$取
"$$+Y

发酵醪液#根据余有贵等)

""

*的

方法#采用密度仪测定其酒精度%

9$$$E

'

+-2

离心
"'+-2

#

测定发酵醪液上清液的
<B)

抑制率和多肽浓度%

"595'

!

<B)

抑制率的测定
!

参照
e=

等)

"8

*的方法%

"595%

!

多肽浓度的测定
!

根据
e=

等)

"!

*的方法修改如下"

将发酵醪液上清液与
"$

3

'

"$$+Y

的三氯乙酸!

DB<

$水溶

液等体积混合后静置
"$+-2

#在
9$$$E

'

+-2

下离心
"'+-2

#

取上清液用福林&酚法测定吸光值#计算多肽浓度%

8

!

结果与分析
85"

!

酵母菌的分离纯化与筛选

经初步分离#获得
"8

株符合条件的酵母菌菌株#分别标

记为
b?"

%

b?"8

%如表
"

所示#通过菌落形态观察和细胞

形态镜检#发现
b?"
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b?%
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菌落均呈白色#显微镜下观察细胞多呈圆形(椭圆形#其中

b?"

(

b?""

(

b?"8

菌落较大(呈奶白色(表面光滑突起)图
"

!

,

$*#细胞呈圆形)图
"

!

M

$*%利用
eY

培养基对
(

株菌株作

进一步筛选#发现其菌落形态差异明显#

b?"

(

b?""

(

b?"8

菌

落呈乳白色(球形突起(表面光滑不透明)图
"

!

6

$*#平板上有

酒香#将其初步拟定为酿酒酵母!
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菌落中央呈深绿色(边缘呈淡绿色#扁平(表面光

滑不透明#呈黄油状#属于葡萄汁有孢汉逊酵母!
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菌落呈鲜绿色#菌落很小(表

面光滑不透明(呈黄油状#属于粟酒裂殖酵母!
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表
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野生猕猴桃酵母菌的分离筛选
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3
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H

1,LFLFE,-2LGE7+K-.IQ-K-GE=-F

菌株编号
X)VT eY

镜检 初步鉴定

b?8

(

b?!

白色#表面湿润光滑#稍透明#菌落小
中央深绿色#边缘浅绿色#扁平(表面光滑不

透明
椭圆形

葡萄汁有孢汉逊

酵母

b?9

(

b?'

(

b?%

白色#表面光滑不透明#菌落小#较平坦
鲜绿色#菌落很小#表面光滑不透明#呈黄

油状
圆形

!

粟酒裂殖酵母

b?#

(

b?(

粉红色#表面湿润黏稠#菌落较大 红色#表面光滑黏稠#呈黄油状#球形突起 椭圆形 红酵母

b?&

(

b?"$

红棕色#表面黏稠#菌落突起 红棕色#菌落小#表面光滑不透明#球形突起 椭圆形 全美梅氏酵母

b?"

(

b?""

(

b?"8

奶白色#表面湿润光滑#菌落较大
乳白色#平板上有酒香#表面湿润光滑#球形

突起
椭圆形 酿酒酵母

图
"

!

野生猕猴桃酿酒酵母菌
b?""

的形态特征

@-

3

=E1"

!

?7E

O

07.7

3

-6,.60,E,6F1E-LF-6L7G?0@@308;:

D

@%C

@%8%B*C*0%b?""GE7+K-.IQ-K-GE=-F

!!

选取
b?"

(

b?""

(

b?"8

对猕猴桃培养基进行发酵#比较

三者的产酒量及
<B)

抑制活性#发现
b?""

发酵醪液的酒

精度最高!

'5%̂ :7.

$#

<B)

抑制率较强!

%&59̂

$%对
b?""

作进一步分子生物学鉴定#以验证该野生酵母菌为酿酒

酵母%

858

!

酿酒酵母的分子生物学鉴定

利用引物
;Y*"

与
;Y*9

对该酿酒酵母
8%CET;<

基因

序列进行
VBW

扩增#如图
8

所示#琼脂糖凝胶电泳显示该扩

增产物的分子量约为
''$M

O

%

!!

野生猕猴桃酵母菌
b?""

的
T;<

测序结果如图
!

所

示#将该序列提交至
A12U,2Q

核酸序列数据库进行序列比

?5

标准
?,Q1E

!

b?""5VBW

产物

图
8

!

野生猕猴桃酿酒酵母菌
b?""

的
VBW

产物电泳图

@-

3

=E18

!

).16FE7

O

07E1F7

3

E,+7GVBW

O

E7I=6F7G?0@@308;.

:

D

@%C@%8%B*C*0%b?""GE7+K-.IQ-K-GE=-F

对#发现该菌株与
?0@@308;:

D

@%C@%8%B*C*0%

!

?A'9###95"

$

序列相似性最高#为
&$̂

%结合该菌株的
X)VT

培养基(

eY

培养基等菌落特征和显微镜细胞形态观察#确定所筛选

的野生猕猴桃酵母菌
b?""

属于酿酒酵母!

?0@@308;:

D

@%C

@%8%B*C*0%

$%

85!

!

酿酒酵母发酵醪液的
<B)

抑制活性

如图
9

所示#随着野生猕猴桃酿酒酵母纯种发酵的进

行#该发酵醪液中多肽浓度呈先上升后下降的趋势#

<B)

抑

制率则先上升后趋于平缓%酒精度不断上升#尽管在第
%

天

时酒精度高达
&5'̂ :7.

#但在发酵第
9

天时#

<B)

抑制率由

发酵前的
!85%̂

上升至
&!5$̂

#多肽浓度也达到最高值

!

8%'85$

$

3

'

+Y

$#说明在野生猕猴桃经自然发酵后产生了

活性较强的
<B)

抑制剂#其活性高于箭鱼鱼卵)

"9

*

(墨鱼)

"'

*

(

鸭皮)

"%

*等食源性
<B)

抑制剂%

!!

真菌在生长过程中可分泌蛋白酶#将蛋白质降解为氨基

酸或短肽)

"#

*

%酵母为适应环境变化#胞内会出现应激蛋白#

与此同时也会分泌胞外蛋白作为一种信号载体或分泌蛋白

图
!

!

野生猕猴桃酵母菌
b?""

基因序列

@-

3

=E1!

!

;=6.17F-I1L1

j

=12617G

H

1,Lb?""GE7+Q-K-GE=-F
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第
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(

期 伍
!

强等"大湘西野生猕猴桃酿酒酵母的分离鉴定及其产物
<B)

抑制活性
!



图
9

!

野生猕猴桃不同发酵阶段醪液中
<B)

抑制活性的测定

@-

3

=E19

!

T1F1E+-2,F-727G<B)-20-M-F7E

H

,6F-N-F

H

7GK-21

G1E+12F,F-72.-

j

=7E7GK-.IQ-K-GE=-F

酶来应对环境的变化)

"(

*

#酿酒酵母)

"&

*和纯生啤酒酵母)

8$

*在

特定发酵条件下可分泌蛋白酶
<

酶原(蛋白酶
<

%因此#本

研究推测在该发酵过程中野生酵母菌分泌蛋白酶#降解猕猴

桃果肉蛋白#从而产生
<B)

抑制活性较强的肽类物质%为

证实推测#后期课题组将进一步对发酵醪液中可能存在的

<B)

抑制肽进行分离纯化#并研究该活性肽在野生猕猴桃

纯种发酵过程中的形成机理%

!

!

结论
利用平板划线(

X)VT

培养基(

eY

培养基及显微镜观

察对野生猕猴桃酵母菌进行分离筛选及初步鉴定#发现野生

猕猴桃酵母菌共有酿酒酵母!

?0@@308;:

D

@%C@%8%B*C*0%

$(葡

萄汁有孢汉逊酵母!

104C%4*0C

7

;80)B08):

$(路氏类酵母

!

?0@@308;:

D

@;8>%CQ)>I;

AA

*

$(红酵母!

(3;>;9;8)Q08

$(全

美梅氏酵母!

W%9C@34*@;I*0

7

)Q@3%88*:0

$

'

类#分别编号为

b?"

%

b?"8

#其中
b?"

(

b?""

(

b?"8

被鉴定为酿酒酵母%利

用
<B)

抑制活性(酒精度等指标对酵母菌
b?"

(

b?""

(

b?"8

作进一步筛选#发现
b?""

发酵醪液表现出较强的
<B)

抑

制活性#并测得酒精度为
'5%̂ :7.

#经
8%CET;<T"

'

T8

区

序列分析#确定野生猕猴桃酵母菌
b?""

为酿酒酵母!

?0@.

@308;:

D

@%C@%8%B*C*0%

$%利用酵母菌
b?""

对野生猕猴桃进

行纯种发酵#发现该发酵过程中产生了活性较强的
<B)

抑

制剂#该物质是否为
<B)

抑制肽#仍有待进一步确认%
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