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摘　要：为挖掘发酵性能良好且能够有效改善葡萄酒香气的本土非酿酒酵母菌株，本研究对采集自贺兰山东麓的非

酿酒酵母（non-Saccharomyces）菌株进行 β-D-葡萄糖苷酶酶活性测试和酿酒环境耐受性测试，对筛选出的菌株进

行分子生物学鉴定，并将所筛选的非酿酒酵母与酿酒酵母进行模拟葡萄汁的混菌发酵，监测发酵过程中菌群变化，

并检测糖、总酸、pH和酒精度等基本发酵参数。采用气相色谱-质谱联用（Gas Chromatography-Mass Spectrometry，
GC-MS）技术检测香气物质并开展聚类分析（Cluster Analysis，CA）和主成分分析（Principal Component Analysis，
PCA）。结果显示，筛选出 4株高产 β-D-葡萄糖苷酶且环境耐受性能较强的非酿酒酵母（RICNA-GM003、RIC-
NA-GM005、RICNA-GM006、RICNA-GM008）均为有孢汉逊酵母（Hanseniaspora），与酿酒酵母纯种发酵相

比，有孢汉逊酵母参与发酵能够延长发酵周期，提高发酵基质中糖的利用率，降低酒精度，改变模拟葡萄酒香气

物质组成，提高酯类物质和酮类物质的含量，增加酒体果香、花香强度及酒体香气复杂性。其中，ICNA-GM003+
Sc实验组发酵周期最长，定殖能力最强，酒体香气最为丰富，发酵性能表现最为突出。本土有孢汉逊酵母在混菌

发酵中展现出改善葡萄酒香气复杂性的巨大潜力。该研究为本土酵母种质资源挖掘、实现葡萄酒风格差异化与品

质提升奠定了基础。
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Abstract：To investigate indigenous non-Saccharomyces yeast strains with high β-D-glucosidase activity and desirable fer-
mentation  characteristics,  this  study  evaluated  the  enzymatic  activity  and  environmental  tolerance  of  non-Saccharomyces
strains  isolated  from the  eastern  foothills  of  Helan  Mountain.  Selected  strains  were  identified  using  molecular  biological
methods and combined with Saccharomyces cerevisiae to simulate grape juice fermentation. Microbial community dynam-
ics  were  monitored  during  fermentation,  and  key  oenological  parameters,  including  sugar  content,  total  acidity,  pH,  and
alcohol degree, were analyzed. Aroma compounds were detected using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS),
and data were further examined using cluster analysis (CA) and principal component analysis (PCA). It was found that four
strains  exhibiting  high β-D-glucosidase  activity  and  strong  environmental  resilience—RICNA-GM003,  RICNA-GM005,
RICNA-GM006, and RICNA-GM008—were identified as Hanseniaspora. Compared with pure S. cerevisiae fermentation,
the use of Hanseniaspora significantly extended the fermentation cycle, improved sugar utilization, reduced alcohol levels,
altered the aroma profile of the simulated wine, increased the concentrations of esters and ketones, and enhanced aroma in-
tensity  and  complexity,  especially  in  fruity  and  floral  notes.  Among the  experimental  groups,  RICNA-GM003 combined
with S.  cerevisiae  (RICNA-GM003+Sc)  showed  the  longest  fermentation  duration,  the  strongest  colonization  ability,  the
most complex aroma profile, and the best overall fermentation performance. Indigenous Hanseniaspora yeasts demonstrat-
ed great potential for enhancing wine aroma complexity through mixed-culture fermentation. This study provides a founda-
tion for developing local yeast resources and promotes wine style diversification and quality improvement.

Key words：non-Saccharomyces；wine；β-D-glucosidase；aroma compounds；stress tolerance analysis

葡萄酒是以葡萄或葡萄汁为原料，经过全部或

部分发酵酿制而成，具有一定酒精度的发酵酒[1]。酿

酒酵母属是最常见的一类酵母，具有较强的发酵性能

和酒精耐受性，在葡萄酒酿造过程中起着关键作用。

然而，使用单一酿酒酵母发酵，虽有利于控制发酵过

程，但容易造成葡萄酒风味特征同质化、地域性风格

欠缺等问题，限制了葡萄酒风格的多样性[2]。

非酿酒酵母（non-Saccharomyces）是指除酿酒酵

母属以外的、具有酒精发酵功能的酵母菌，通常具有

酒精耐受能力差、发酵能力弱的特点，主要作用于葡

萄酒酒精发酵的前期。在研究初期，非酿酒酵母曾被

认为是导致葡萄酒发酵延迟、产生不良风味的原因，

被认为是不受欢迎的腐败酵母菌[3]，但随着研究深入，

研究者们发现利用非酿酒酵母进行发酵可以增加甘

油、总酸、挥发性酯类含量，降低乙酸、乙醛含量，形

成稳定的吡喃花青素等，从而改善葡萄酒的香气复杂

性，调节葡萄酒的口感平衡，增强葡萄酒的颜色稳定

性，进而改善酒的整体品质[4]。Muñoz-Redondo等[5]

发现与酿酒酵母纯种发酵相比，美极梅奇酵母

（Metschnikowia pulcherrima）与酿酒酵母进行混菌

发酵降低了葡萄酒的乙醛水平，增加了花青素和单宁

的含量，进而调节葡萄酒的口感平衡和颜色的稳定。

非酿酒酵母菌株主要从环境、葡萄表皮、生产器具上

分离、纯化、筛选而得，因此具有产地依赖性，是实现

葡萄酒产区风格化和典型性的重要因素之一。

ZHANG等 [6] 从新疆葡萄产区筛选出中国本土非

酿酒酵母属 Torulaspora delbrueckii，与酿酒酵母进

行顺序接种发酵，增加了葡萄酒中大部分乙酯和挥发

性脂肪酸的浓度，贡献了菠萝、花香等香气；LI等[7]

从河北怀来葡萄产区筛选出两种非酿酒酵母

（Hanseniaspora vineae 和 T. delbrueckii），与酿酒酵

母混合发酵可以改善长相思干型葡萄酒的香气复杂

性，有效地增加了水果香、花香和甜香的风味特征，

增加葡萄酒中的酯类和萜烯含量。因此，筛选提升葡

萄酒香气复杂性和丰富度的本土非酿酒酵母菌株，对

提高葡萄酒的产区典型性、促进产区风格表达具有

重要的作用[8]。

葡萄酒中的香气化合物以游离态和结合态两种

方式存在，其中游离态香气化合物具有挥发性，可以

直接产生香气；结合态香气化合物不具备挥发性，但

是在发酵过程中经酶解或酸解可转化为游离态香气

化合物，从而增加葡萄酒的香气强度[9−10]。由此可

知，结合态香气物质是葡萄酒重要的香气前体物。部

分非酿酒酵母可以分泌 β-D-葡萄糖苷酶，该酶可通

过酶促反应将糖苷结合态物质中的糖苷键催化水解，

产生苷元与糖基，使香气物质以游离态的形式释放，

从而提高葡萄酒的花香、果香等香气特征[11]，改善葡

萄酒感官品质。因此，筛选能够分泌 β-D-葡萄糖苷

酶的本土非酿酒酵母菌株对于葡萄酒增香具有积极

作用[12]。

综上所述，本研究以采集自怀涿盆地、贺兰山东

麓、碣石山、蓬莱、天山北麓 5个国内葡萄酒产区的

β-D-葡萄糖浓度苷酶酶活力较高的非酿酒酵母为研

究对象，通过探究菌株对酿酒环境的耐受性与 β-D-
葡萄糖浓度苷酶酶活力，筛选获得耐受性能良好的非

酿酒酵母菌株进行葡萄酒模拟发酵实验，采用气相色

谱-质谱联用（Gas Chromatography–Mass Spectrome-

try，GC-MS）风味分析技术对酒样进行香气物质解

析，探究不同非酿酒酵母菌株混菌发酵对葡萄酒风味

的影响，最终获得酿酒性能与产香性能优良的非酿酒

酵母菌株，以此提升葡萄酒非酿酒酵母菌株的丰富

度，为国内非酿酒酵母选择提供理论依据，为本土非
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酿酒酵母的商业化发展奠定基础。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

赤霞珠葡萄（含糖量为 198 g/L，pH3.75）　北京

市密云区爱斐堡酒庄；商业酿酒酵母英纳帝斯酵母

白香郁　爱赛科有限公司；本土非酿酒酵母　实验

室保存的筛选自贺兰山东麓的菌株，分别是 RICNA-
GM001、RICNA-GM002、RICNA-GM003、RICNA-
GM004、RICNA-GM005、RICNA-GM006、RICNA-
GM007、RICNA-GM008（依次简称为 GM001、GM
002、GM003、GM004、GM005、GM006、GM007、
GM008）；氯化铵、磷酸氢二钾、酒石酸、焦亚硫酸

钾、对硝基苯酚（p-NP）、碳酸钠、磷酸钠，葡萄糖、果

糖、琼脂粉、柠檬酸、DL-苹果酸、肌醇、烟酸、泛酸

钙、盐酸吡哆醇、生物素、麦角甾醇、油酸钠、吐温

80、KH2PO4、KH2SO4、MgSO4·7H2O、CaCl2·2H2O、

NaCl、 MnSO4·H2O、 ZnSO4、 CuSO4·5H2O、 KI、
CoCl2·6H2O、H3BO3、（NH4）6Mo7O24、NH4Cl、脯氨

酸、谷氨酰胺、精氨酸、色氨酸、丙氨酸、谷氨酸、丝

氨酸、苏氨酸、亮氨酸、天冬氨酸、缬氨酸、苯丙氨

酸、异亮氨酸、组氨酸、甲硫氨酸、酪氨酸、甘氨酸、

赖氨酸、半胱氨酸、氢氧化钠、斐林试剂Ⅰ、斐林试

剂Ⅱ、次甲基蓝指示剂、分析级无水乙醇　北京迈瑞

达科技有限公司；对硝基苯-β-D-葡萄糖苷（p-NPG）

　上海源叶生物科技有限公司；蛋白胨　北京索莱

宝科技有限公司；酵母浸粉、色谱级无水乙醇　上海

阿拉丁生化科技股份有限公司；WL固体鉴别培养基

粉末　上海麦克林生化科技股份有限公司；高纯氦气

（纯度 99.999%）、正构烷烃（C7~C25）　坛墨质检科

技股份有限公司；2×Phanta  Flash Master  Mix（Dye
Plus） P520　南京诺唯赞生物科技股份有限公司。

KG-SX-500高压蒸汽灭菌锅　日本 Tomy Digi-
tal Biology公司；DHP-9082B电热恒温培养箱　上

海一恒科学仪器有限公司；THZ-C-1恒温振荡器　

苏州培英实验设备有限公司；SpectraMax® M2e酶标

仪　北京五洲东方科技发展有限公司；CR22N台式

高速冷冻离心机　工机控股株式会社 ； PHS-
25/3C/3E/2F pH计　上海雷磁公司；7890A-5975C
气相色谱 -质谱联用仪　美国安捷伦有限公司；

MF859细菌/真菌 DNA提取试剂盒　北京聚合美生

物科技有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   菌株筛选

 1.2.1.1   培养基的制备　YPD培养基：葡萄糖 2.0%、

蛋白胨 2.0%、酵母浸粉 1.0%，琼脂 2.0%（仅固体培

养基添加），121 ℃ 灭菌 20 min；发酵培养基：葡萄糖

2.0%、蛋白胨 2.0%、酵母浸粉 1.0%、NH4Cl 0.3%、

KH2PO4 0.4%，121 ℃ 灭菌 20 min；WL固体鉴别培

养基：80 g WL固体鉴别培养基粉末溶于 1 L超纯

水，溶解混匀后 121 ℃ 灭菌 20 min。

 1.2.1.2   酵母菌耐受性测试　酵母菌环境耐受性测

试条件按照表 1配制不同梯度的改性 YPD培养

基。按 2.5%的接种量向改性 YPD液体培养基中接

种非酿酒酵母菌株，28 ℃、180 r/min培养 24 h，测定

不同改性 YPD培养基菌液的 OD600 值，判断其耐受

性。由于 GM002菌株对 SO2 耐受性较强，因此增加

改性 YPD培养基中 SO2 浓度至 1500、2000 mg/L。
  

表 1    酵母环境耐受性测试条件
Table 1    Test conditions for environmental tolerance of yeast

梯度 温度（℃）
葡萄糖浓度

（g/L）
SO2浓度
（mg/L） pH

乙醇浓度
（%vol）

0（对照组） 28 20 0 6 0
1 5 100 800 2.0 2
2 10 150 850 2.5 4
3 15 200 900 3.0 6
4 20 250 950 3.5 8
5 25 300 1000 4.0 10
6 − − − − 12

注：“−”表示无数据；表2同。
 

 1.2.1.3   β-D-葡萄糖苷酶提取　将活化好的菌液以

2.5%接种量接种于发酵培养基中，使待发酵菌液初

始 OD600 值为 0.1~0.2，在 28 ℃、180 r/min条件下振

荡培养 72 h后取样，于 4 ℃、8000 r/min离心 15 min，
取上清液作为粗酶液，使用 0.45 μm无菌过滤膜对粗

酶液进行过滤，获得 β-D-葡萄糖苷酶粗提取液。

 1.2.1.4   β-D-葡萄糖苷酶酶活测定　吸取 0.75 mL
柠檬酸-磷酸缓冲溶液（pH5）和 0.25 mL 1 mmol/L p-
NPG于离心管中混匀，再加入 0.1 mL待测 β-D-葡萄

糖苷酶提取液，构建反应体系。将反应体系于 40 ℃
反应 30 min，加入 1 mL 0.5 mol/L Na2CO3 标准溶液

终止反应，测定反应体系的 OD400 值。以 OD400 值

为纵坐标，等浓度梯度稀释的 p-NP溶液浓度为横坐

标，绘制对硝基苯酚标准曲线来计算 p-NP溶液浓度，

标准曲线回归方程为 y=0.1192x−0.0084，相关系数

为 0.9994，表明吸光度值与对硝基苯酚含量成线性关

系。最终计算待测样品中 β-D-葡萄糖苷酶酶活（每

分钟生成 1 mmol p-NP所需酶量），计算公式如下：

酶活(U/mL) = C×V/(t×0.1)×N 式（1）

式中，C为 p-NP浓度（mmol/L）；V是反应体系

的体积（mL）；N是 β-葡萄糖苷酶提取液稀释倍数；

t为反应时间（min）；0.1是所取 β-葡萄糖苷酶提取液

体积。

 1.2.1.5   β-D-葡萄糖苷酶耐受性测试　根据表 2改

变 β-D-葡萄糖苷酶酶活测定的反应体系条件，并按

照 1.2.1.4测定酶活力。

 1.2.1.6   菌株的鉴定　用细菌 /真菌 DNA提取试

剂盒提取菌株 DNA，−20 ℃ 储藏备用。用通用引

物 NL1（5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-
3'）和NL4（5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'）对菌

株的 26S rDNA基因序列进行 PCR扩增并测序。
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PCR扩增体系：20  μL  2×Phanta  Flash  Master  Mix
（Dye Plus）P520，NL-1和 NL-4引物各 2 μL，DNA模

板 2 μL，ddH2O 2 μL。PCR扩增条件：98 ℃ 预变性

30 s；98 ℃ 条件下 10 s，55 ℃ 条件下 5 s，72 ℃ 条件

下 5 s，循环 30次；72 ℃ 条件下 1 min。电泳检测扩

增结果合格后，由生工生物（上海）完成测序。将测序

结果在 NCBI上的 GenBank数据库中进行基本局部

比对搜索工具 （ basic  local  alignment  search  tool，
BLAST）比对，用MEGA11.0软件采用邻接法（neigh-
bor-joining，NJ）构建系统发育树。

 1.2.2   发酵试验

 1.2.2.1   模拟葡萄汁制备　模拟葡萄汁配方：含氮量

为 300 N/L，葡萄糖 100 g/L、果糖 100 g/L、柠檬酸

6 g/L、DL-苹果酸 6 g/L、肌醇 20 mg/L、烟酸 2 mg/L、
泛酸钙 1.5 mg/L、盐酸吡哆醇 0.25 mg/L、生物素

0.005 mg/L、麦角甾醇 15 mg/L、油酸钠 5 mg/L、吐

温 80 0.5 mg/L、KH2PO4 750 mg/L、KH2SO4 500 mg/
L、MgSO4·7H2O 250 mg/L、CaC12·2H2O 155 mg/L、
NaC1 200 mg/L、MnSO4·H2O 4 mg/L、ZnSO4 4 mg/
L、CuSO4·5H2O  1  mg/L、KI  1  mg/L、CoCl2·6H2O
0.4  mg/L、H3BO3  1  mg/L、（NH4）6Mo7O24  1  mg/L、
NH4Cl  781.2  mg/L、脯氨酸 861  mg/L、谷氨酰胺

709.8 mg/L、精氨酸 52.5 mg/L、色氨酸 252 mg/L、
丙氨酸 205.8  mg/L、谷氨酸 168  mg/L、丝氨酸

109.2 mg/L、苏氨酸 109.2 mg/L、亮氨酸 73.92 mg/
L、天冬氨酸 63 mg/L、缬氨酸63 mg/L、苯丙氨酸

54.6  mg/L、异亮氨酸 46.2  mg/L、组氨酸 46.2  mg/
L、甲硫氨酸 46.2 mg/L、酪氨酸 25.2 mg/L、甘氨酸

25.2  mg/L、赖氨酸 25.2  mg/L、半胱氨酸 16.8  mg/
L。配制完成后使用 NaOH将模拟葡萄汁 pH调整

至 3.3，并使用 0.22 μm无菌过滤器进行过滤灭菌。

 1.2.2.2   模拟葡萄汁发酵工艺　将过滤灭菌后的模

拟葡萄汁分装至 250 mL发酵瓶中，每瓶 200 mL；采
用连续接种发酵方法，首先接种非酿酒酵母，接种浓

度为 1×106 cfu/mL，2 d后接种浓度为 1×106 cfu/mL
的商业酿酒酵母，于 25±1 ℃、165 r/min条件进行模

拟发酵，每组设定 3个生物学平行。以商业酿酒酵

母纯种发酵为对照组，接种浓度为 1×106 cfu/mL，与
非酿酒酵母接种时间一致。发酵期间，每隔 24 h监

测发酵体系的温度和失重，采用 CO2 累计失重统计

法和平板菌落计数法进行模拟发酵过程中的生长动

力学监测，当连续 2~3 d发酵瓶质量未发生明显变化

（失重质量<0.3 g）则停止发酵，对发酵液进行 4 ℃，

8000 r/min离心 15 min，收集上清液于−20 ℃ 保存

待测。

 1.2.3   指标检测与分析

 1.2.3.1   理化指标检测　根据 GB/T 15038-2006《葡
萄酒、果酒通用分析方法的检测方法》和 GB 5009.
225-2023《食品安全国家标准 酒和食用酒精中乙醇

浓度的测定》[13−14]，分别对模拟发酵液的残糖、酒精

度与可滴定酸进行测定，同时使用 pH计检测酒样

的 pH。

 1.2.3.2   挥发性香气化合物　采用顶空固相微萃取

（ headspace-solid  phase  microextraction，HS-SPME）
结合 GC-MS技术，参照 Lan等[15] 方法分析模拟酒

样的挥发性成分。将 8  mL样品、3  g氯化钠、

1 mg/L 3-辛醇（内标化合物）置于 20 mL进样小瓶

中，40 ℃ 下平衡 30 min后，将 50/30 μm DVB/CAR/
PDMS三相萃取头插入小瓶顶空，在 40 ℃、500 r/
min条件下提取挥发性化合物 30 min。然后将萃取

头插入 GC进样器进行 8 min热解吸。色谱柱为

HP-INNOWAX毛细管色谱柱 （ 60  m×0.25  mm×
0.25 μm），载气为高纯氦气（纯度 99.999%），流速

1 mL/min。检测程序：起始温度 50 ℃，保温 1 min，
3 ℃/min升温至 220 ℃，保温 5 min，不分流进样。

MSD传输线加热器温度为 250 ℃，离子源温度

250 ℃，四极杆温度 150 ℃，离子源能量 70 eV，质量

扫描范围 m/z 30~350。定性定量方法：根据 NIST
20谱库检索、保留指数、香气属性比对和标准品比

对四种方式定性样品的香气成分。对模拟发酵酒样

进行半定量分析，挥发性香气化合物半定量计算公式

如下：

Ci = Ai/As ×Cs 式（2）

式中，Ci 为挥发性香气化合物的相对质量浓度

（mg/L）；Ai 为待测挥发性物质峰面积；As 为内标物

质的峰面积；Cs 为 3-辛醇（内标化合物）的含量

（mg/L）。

 1.3　数据处理

折线图、柱形图、韦恩图与 PCA图采用 Origin
Pro 2021（Origin Lab公司，美国马萨诸塞州）完成。

热图采用 Chiplot（https://www.chiplot.online/）绘制。

发育树采用MEGA11.0软件（MEGA Software Team，

亚利桑那州立大学）采用邻接法（neighbor-joining，
NJ）构建。差异显著水平采用 Duncan检验，设置为

P<0.05，利用 SPSS 27软件（IBM公司，美国纽约州

 

表 2    β-D-葡萄糖苷酶酶活耐受性测试条件

Table 2    Testing conditions for β-D-glucosidase activity
tolerance

梯度
温度
（℃）

葡萄糖浓度
（g/L） pH

乙醇浓度
（%vol）

SO2浓度
（mg/L）

1 10 0（对照组） 2 0（对照组） 0（对照组）

2 20 100 3 4 100
3 30 200 4 8 200

4 40（对照组） 300 5（对照组） 12 300
5 50 400 6 16 400
6 60 500 7 20 500
7 − 600 − − 600
8 − − − − 700
9 − − − − 800
10 − − − − 900
11 − − − − 1000
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阿蒙克市）进行统计分析。所有实验均进行 3次独

立重复，实验结果均以“平均值±标准差”表示。

 2　结果与分析

 2.1　菌株耐受性分析

在葡萄酒发酵环境中，非酿酒酵母的生长状态

主要受到温度、葡萄糖浓度、pH、乙醇浓度、SO2 浓

度的影响[16]。对 8株非酿酒酵母菌株的温度、葡萄

糖浓度、pH、乙醇浓度、二氧化硫浓度的耐受性进行

测试，结果如表 3所示。

为保证葡萄酒香气的浓郁度和愉悦度，葡萄酒发

酵温度一般控制在 15~25 ℃，低于酵母生长的最适

温度，因此，耐受低温是酵母菌株的重要性能之一。

结果表明，随着发酵体系温度的降低，菌株活力减弱，

这与冯文倩等[16] 的研究结果相一致。其中，GM002
在 15 ℃ 和 20 ℃ 时的 OD600 显著低于（P<0.05）其
他菌株，耐低温性最差。GM004在15 ℃ 时的 OD600

显著高于（P<0.05）其他菌株，耐低温性最强。在葡萄

酒发酵温度下（15~25 ℃），GM001、GM003、GM004、
GM006、GM007、GM008的菌株活力较强。在葡萄

酒酿造过程中，糖是酒精发酵的基础，也是酵母菌的

主要能量来源，但是，待发酵的葡萄醪或葡萄汁中，糖

含量一般为 180~240 g/L，可能造成渗透胁迫阻碍酵

母生长[17]。糖耐受性结果表明，随着发酵体系葡萄糖

浓度的升高，菌株活力逐渐减弱，与董琦楠等[18] 研究

结果一致。在 150~250 g/L的葡萄糖浓度下，GM003、
GM004的 OD600 显著高于（P<0.05）其他菌株，糖

耐受性最强，GM001、GM002、GM005、GM006、
GM008菌株的耐受性次之。pH耐受性实验结果表

明，pH低于 6时，随着 pH的降低，菌株活力逐渐减

弱，与姚红红等[19] 报道一致。在葡萄酒发酵体系的

pH条件（3.0~4.0）下，除 GM007菌株（pH3和 pH3.5）
的 OD600 显著（P<0.05）低于其他菌株外，其他菌株

无明显突出优势。酒精度随葡萄酒发酵进程不断升

高 ，为保证非酿酒酵母菌株尽可能长时间的

参与发酵过程，对 8株非酿酒酵母菌株进行酒精耐

受性检测。结果表明，随着发酵体系乙醇浓度的升

高，菌株活力逐渐减弱，与马延琴等[20] 报道一致。

在 12%vol条件下，GM007的 OD600 显著高于（P<
0.05）其他菌株，对乙醇耐受能力最强，而 GM001、
GM006、GM008则较弱。向葡萄酒中添加 SO2 具

有抑菌、抗氧化的作用，可保证葡萄酒的稳定性和维

持葡萄酒品质[21]。结果表明，随着发酵体系 SO2 浓

度的升高，菌株活力受 SO2 抑制而逐渐减弱，与陈

益萱等 [22] 研究结果一致。GM002在 2000  mg/L
SO2 浓度下仍具有较强活性，耐受能力过强，难以人

工终止发酵，而 GM005、GM006、GM007、GM008
硫浓度耐受能力适中，符合葡萄酒酿造体系。综合

8株非酿酒酵母菌株对温度、葡萄糖浓度、乙醇浓

度、pH及 SO2 浓度的耐受能力，根据上述菌株的筛

出频率，选出综合耐受性表现较好的 5株菌株：

GM003、GM004、GM005、GM006、GM008。

 2.2　菌株中 β-D-葡萄糖苷酶酶活耐受性分析

β-D-葡萄糖苷酶是非酿酒酵母产生的、可催化

裂解糖苷态香气前体物转化为游离态香气物质的重

要功能酶，为此，将探究 8株非酿酒酵母菌株所产 β-
D-葡萄糖苷酶经过不同温度、葡萄糖浓度、pH、乙醇

浓度、SO2 浓度处理后的耐受能力（表 4）。
β-D-葡萄糖苷酶的温度耐受性实验结果显示，

GM003和 GM005所产 β-D-葡萄糖苷酶对低温的

耐受性较强，在 10 ℃ 环境下依然有较强的酶活力，

GM005和 GM006所产 β-D-葡萄糖苷酶对高温的耐

受性较强，在 60 ℃ 依然具有较强的酶活力，8株菌

在葡萄酒酿造温度范围内均具有活性，且差异不明

显。β-D-葡萄糖苷酶对糖的耐受性实验结果显示，

GM003、GM005、GM008所产 β-D-葡萄糖苷酶对

糖含量耐受能力较强，在葡萄酒酿造条件下表现出较

强的酶活力。β-D-葡萄糖苷酶对 pH的耐受性实验

结果表明，在葡萄酒发酵体系的 pH条件（3.0~4.0）
下，除 GM004表现出很强的酶活力以外，其他 7株

菌的酶活力无显著性差异（P<0.05）。β-D-葡萄糖苷

酶对乙醇浓度的耐受性实验结果表明，随着乙醇浓度

的提高，GM002、GM003、GM005、GM006、GM007、
GM008均表现出较强的酶活耐受能力，而 GM001、
GM004酶活耐受能力则相对较弱。β-D-葡萄糖苷酶

对 SO2 的耐受性实验结果显示，随着 SO2 浓度的提

高，8株菌的 β-D-葡萄糖苷酶酶活力减弱，其中

GM001、GM002、GM003、GM005、GM006、GM008
的 β-D-葡萄糖苷酶对 SO2 的耐受性相对较强。综

合 8株非酿酒酵母菌株所产 β-D-葡萄糖苷酶酶活对

温度、糖、乙醇、pH及 SO2 的耐受能力，选出综合耐

受性表现出较好的 5株菌株 ：GM002、GM003、
GM005、GM006、GM008。

研究表明，酵母和其糖苷酶的最适温度分别为

20~30 ℃ 和 40~50 ℃，最适 pH为 5.0~6.0[23]。本研

究发现在最适条件下实验菌株与酶的活性与文献

[23]报道基本一致，然而由于葡萄酒在发酵过程中处

于低温与低 pH环境，酵母菌株与相关酶的活性普遍

会随着温度与 pH的降低而降低[16,24]，且实验菌株与

相关酶的活性在低 pH条件下同样展现出与现有研

究相同的规律。在高糖、高醇、高硫等环境下，酵母

菌株与酶的活性普遍会随着相关因素浓度的提高而

降低[19,25]，且实验菌株与相关酶的活性同样符合现有

研究结果。基于葡萄酒发酵体系的环境条件，结合上

述菌株环境耐受性能与 β-D-葡萄糖苷酶酶活耐受性

能结果，最终选择 GM003、GM005、GM006、GM008
四株非酿酒酵母菌株进行菌种鉴定和产香性能分析。

 2.3　菌株鉴定

对耐受性实验筛选获得的 GM003、GM005、
GM006和 GM008 4株菌进行菌种鉴定，通过提取

DNA、16S rDNA基因测序、序列比对及构建系统进

化树（图 1）可知，菌株 GM003、GM005、GM006和
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A
1.
15
95
±0
.0
23
3a

B
1.
10
19
±0
.0
35
0a

B
1.
10
83
±0
.0
46
7b

B
1.
10
47
±0
.0
07
9a

B
1.
11
43
±0
.0
25
2a

B

28
（对

照
）

0.
90
10
±0
.0
23
2b

C
1.
19
53
±0
.0
51
0a

A
0.
90
48
±0
.0
37
9b

C
0.
98
71
±0
.0
28
0b

B
0.
91
53
±0
.0
23
5b

C
0.
94
09
±0
.0
09
6c

B
C

0.
89
37
±0
.0
27
4b

C
0.
98
95
±0
.0
29
5b

B

葡
萄

糖
浓

度
（g
/L

）

20
（对

照
）

0.
98
10
±0
.0
57
4c

dC
1.
40
37
±0
.0
17
3a

A
1.
06
96
±0
.0
13
3c

dB
1.
04
54
±0
.0
47
0c

B
C

1.
09
31
±0
.0
15
9b

B
1.
08
47
±0
.0
17
4a

bB
0.
87
61
±0
.0
56
3b

cD
1.
02
37
±0
.0
27
7b

B
C

10
0

1.
18
73
±0
.0
18
8a

C
1.
24
36
±0
.0
04
2b

B
1.
33
71
±0
.0
52
5a

A
1.
30
80
±0
.0
17
5a

A
1.
15
92
±0
.0
01
5a

C
D

1.
19
08
±0
.0
01
3a

C
1.
06
88
±0
.0
11
6a

E
1.
14
46
±0
.0
22
4a

D

15
0

1.
09
31
±0
.0
16
8b

B
1.
12
75
±0
.0
15
5c

B
1.
25
52
±0
.0
10
6a

bA
1.
21
00
±0
.0
21
8b

A
1.
06
63
±0
.0
13
6b

B
1.
07
55
±0
.1
02
9a

bB
0.
92
65
±0
.0
25
2b

C
1.
04
06
±0
.0
72
97

bB

20
0

1.
05
91
±0
.0
13
3b

cA
B

1.
01
45
±0
.0
23
4d

B
1.
16
49
±0
.0
82
4b

cA
1.
14
51
±0
.0
12
8b

A
1.
00
40
±0
.0
36
3c

B
0.
98
08
±0
.1
32
1b

cB
C

0.
83
82
±0
.0
23
2c

D
0.
89
55
±0
.0
31
4c

C
D

25
0

0.
97
33
±0
.0
37
8d

eA
B

0.
89
74
±0
.0
20
0e

B
1.
05
88
±0
.0
60
6c

dA
1.
02
48
±0
.0
67
4c

A
0.
88
91
±0
.0
25
7d

B
0.
90
86
±0
.1
10
7c

dB
0.
75
60
±0
.0
08
4d

C
0.
74
79
±0
.0
19
5d

C

30
0

0.
93
40
±0
.0
26
6e

A
0.
80
86
±0
.0
34
6f

B
C

0.
99
45
±0
.1
39
4d

A
0.
89
95
±0
.0
18
1d

A
B

0.
76
27
±0
.0
17
6e

C
0.
77
57
±0
.0
44
9d

C
0.
63
29
±0
.0
28
8e

D
0.
60
86
±0
.0
11
4e

D

pH

2
0.
00
64
±0
.0
01
4d

E
0.
01
44
±0
.0
00
8c

E
0.
00
93
±0
.0
02
7d

E
0.
09
27
±0
.0
13
8d

C
0.
04
24
±0
.0
15
3e

D
0.
12
26
±0
.0
14
8d

B
0.
00
82
±0
.0
05
7d

E
0.
33
57
±0
.0
18
1e

A

2.
5

0.
95
49
±0
.0
18
4c

A
0.
82
61
±0
.2
56
1b

A
B

0.
92
03
±0
.0
12
7c

A
B

0.
90
09
±0
.0
43
0c

A
B

0.
91
96
±0
.0
07
9d

A
B

0.
80
15
±0
.0
27
5c

A
B

0.
74
44
±0
.0
33
3c

B
0.
93
40
±0
.0
38
9d

A

3
1.
00
50
±0
.0
04
3b

A
B

1.
06
38
±0
.0
10
7a

bA
1.
00
41
±0
.0
65
1b

A
B

0.
96
21
±0
.0
43
9b

cB
1.
05
02
±0
.0
09
7c

A
1.
01
72
±0
.0
18
0b

A
B

0.
83
31
±0
.0
31
4b

C
1.
01
22
±0
.0
15
5c

A
B

3.
5

1.
04
29
±0
.0
37
0a

bB
1.
14
74
±0
.1
23
8a

A
1.
06
96
±0
.0
30
3a

A
B

0.
97
42
±0
.0
37
1b

B
C

1.
06
43
±0
.0
31
0b

cA
B

1.
03
64
±0
.0
11
4a

bB
0.
89
48
±0
.0
50
1a

bC
1.
07
33
±0
.0
08
5b

A
B

4
1.
05
57
±0
.0
30
0a

B
C
D

1.
18
06
±0
.1
41
0a

A
1.
07
52
±0
.0
06
3a

B
C
D

0.
99
61
±0
.0
02
9a

bC
D

1.
11
21
±0
.0
09
1a

A
B

1.
06
49
±0
.0
21
4a

B
C
D

0.
97
94
±0
.0
26
6a

D
1.
08
31
±0
.0
08
5a

bB
C

6（
对

照
）

1.
07
90
±0
.0
34
0a

A
1.
18
05
±0
.1
60
1a

A
1.
07
81
±0
.0
08
5a

A
1.
04
54
±0
.0
47
0a

A
B

1.
09
31
±0
.0
15
9a

bA
1.
07
17
±0
.0
45
6a

A
0.
93
87
±0
.0
95
9a

bB
1.
11
96
±0
.0
18
4a

A

乙
醇

浓
度

（%
vo
l）

0（
对

照
）

1.
09
74
±0
.0
24
4a

C
1.
44
67
±0
.0
26
0a

A
1.
20
46
±0
.0
60
7a

B
1.
04
54
±0
.0
47
0a

C
1.
09
31
±0
.0
15
9a

C
1.
05
61
±0
.0
35
5a

C
0.
98
46
±0
.0
24
8a

D
1.
17
00
±0
.0
23
0a

B

2
1.
07
84
±0
.0
17
9a

B
C
D

1.
32
05
±0
.0
03
1b

A
1.
03
03
±0
.0
58
8b

E
1.
02
63
±0
.0
32
6a

D
E

1.
11
86
±0
.0
33
5a

B
C

1.
00
90
±0
.0
14
7a

E
1.
04
73
±0
.0
51
4a

C
D
E

1.
09
58
±0
.0
10
0b

B
C

4
0.
95
24
±0
.0
24
8b

A
B

1.
07
94
±0
.0
38
3c

A
1.
00
16
±0
.0
30
5b

A
B

0.
93
28
±0
.0
13
3b

B
0.
78
88
±0
.1
85
9b

C
0.
91
50
±0
.0
26
8b

B
C

0.
78
68
±0
.0
69
5b

C
0.
96
06
±0
.0
37
3c

A
B

6
0.
00
54
±0
.0
03
1c

C
0.
01
44
±0
.0
03
0d

C
0.
93
26
±0
.0
04
2c

A
0.
01
19
±0
.0
06
8c

C
0.
00
51
±0
.0
02
7c

C
0.
08
17
±0
.0
91
1c

B
0.
00
47
±0
.0
01
8c

C
0.
00
24
±0
.0
01
1d

C

8
0.
00
42
±0
.0
02
5c

A
0.
00
56
±0
.0
01
3d

A
0.
00
38
±0
.0
01
2d

A
0.
01
93
±0
.0
07
2c

A
0.
00
81
±0
.0
06
2c

A
0.
00
26
±0
.0
00
6d

A
0.
02
40
±0
.0
01
8c

A
0.
00
31
±0
.0
03
0d

A

10
0.
00
21
±0
.0
01
4c

B
0.
00
73
±0
.0
00
8d

A
B

0.
01
10
±0
.0
10
4d

A
B

0.
01
65
±0
.0
06
1c

A
0.
00
62
±0
.0
04
6c

A
B

0.
00
59
±0
.0
06
1d

A
B

0.
01
15
±0
.0
01
8c

A
B

0.
00
18
±0
.0
01
3d

B

12
0.
00
22
±0
.0
01
4c

C
0.
01
47
±0
.0
07
4d

B
0.
01
06
±0
.0
01
8d

B
C

0.
01
51
±0
.0
06
8c

B
0.
00
82
±0
.0
08
4c

B
C

0.
00
28
±0
.0
02
1d

C
0.
03
27
±0
.0
10
2c

A
0.
00
19
±0
.0
01
3d

C

SO
2（
m
g/
L）

0（
对

照
）

1.
07
44
±0
.0
18
2a

B
C

1.
35
49
±0
.0
15
8a

A
0.
92
70
±0
.1
50
4a

C
D

1.
10
50
±0
.0
13
6a

B
1.
02
77
±0
.0
62
7a

B
C
D

0.
97
48
±0
.0
86
2a

B
C
D

0.
87
16
±0
.0
71
2a

D
1.
05
80
±0
.1
30
0a

B
C

80
0

0.
01
33
±0
.0
18
8b

E
1.
14
41
±0
.0
37
7b

A
0.
05
18
±0
.0
52
2b

E
0.
00
69
±0
.0
03
7b

E
0.
52
55
±0
.0
13
6b

D
0.
64
95
±0
.0
33
9b

B
C

0.
69
76
±0
.0
87
7b

B
0.
58
20
±0
.1
19
7b

C
D

85
0

0.
00
84
±0
.0
08
8b

E
1.
14
63
±0
.0
21
4b

A
0.
05
43
±0
.0
56
0b

E
0.
01
40
±0
.0
05
5b

E
0.
31
24
±0
.0
13
9c

D
0.
48
40
±0
.0
35
0c

C
0.
56
74
±0
.0
70
1c

B
0.
44
78
±0
.0
41
7b

C

90
0

0.
00
95
±0
.0
10
6b

F
1.
10
26
±0
.0
17
4b

cA
0.
00
45
±0
.0
02
0b

F
0.
01
16
±0
.0
01
8b

F
0.
18
04
±0
.0
18
0d

E
0.
33
74
±0
.0
24
2d

D
0.
54
63
±0
.0
64
8c

B
0.
43
89
±0
.0
52
2b

C

95
0

0.
02
43
±0
.0
20
6b

E
1.
09
33
±0
.0
60
9b

cA
0.
00
73
±0
.0
04
3b

E
0.
01
35
±0
.0
07
5b

E
0.
12
03
±0
.0
03
3e

D
0.
31
62
±0
.0
62
6d

C
0.
53
02
±0
.0
30
0c

B
0.
26
25
±0
.0
67
2c

C

10
00

0.
00
72
±0
.0
02
2b

D
1.
07
37
±0
.0
41
5c

A
0.
00
42
±0
.0
02
8b

D
0.
00
87
±0
.0
02
8b

D
0.
02
75
±0
.0
13
1f

D
0.
08
05
±0
.0
10
8e

C
0.
02
60
±0
.0
13
3d

D
0.
16
80
±0
.0
11
5c

B

15
00

0.
83
59
±0
.0
27
8d

20
00

0.
58
44
±0
.0
18
4e

注
：小

写
字

母
代

表
同

一
菌

株
在

不
同

条
件

梯
度

下
的
O
D
60
0值

存
在

显
著

性
差

异
（P
<0
.0
5）

；大
写

字
母

代
表
8株

菌
株

在
同

一
条

件
下

的
O
D
60
0值

存
在

显
著

性
差

异
（P
<0
.0
5）

。

第  47 卷  第  12 期 韩　爽 ，等： 高产 β-D-葡萄糖苷酶的本土非酿酒酵母菌株的筛选及发酵性能研究 · 183 · 



 

表
 4
   
 非

酿
酒

酵
母

所
产

β-
D
-葡

萄
糖

苷
酶

酶
活

温
度

、
葡

萄
糖

浓
度

、
pH

、
乙

醇
浓

度
、
SO

2
浓

度
耐

受
性

测
试

结
果

Ta
bl
e 
4 
   
Te
m
pe
ra
tu
re
, g
lu
co
se
 c
on
ce
nt
ra
tio
n,
 p
H
, e
th
an
ol
 c
on
ce
nt
ra
tio
n 
an
d 
SO

2 c
on
ce
nt
ra
tio
n 
to
le
ra
nc
e 
of
 β
-D
-g
lu
co
si
da
se
 a
ct
iv
ity
 p
ro
du
ce
d 
by
 n
on

-S
ac

ch
ar

om
yc

es

条
件

梯
度

不
同

编
号

菌
株

的
酶

活
（U

）

G
M
00
1

G
M
00
2

G
M
00
3

G
M
00
4

G
M
00
5

G
M
00
6

G
M
00
7

G
M
00
8

温
度

（℃
）

10
0.
20
42
±0
.0
35
4b

C
0.
24
46
±0
.0
03
5c

A
B

0.
27
62
±0
.0
10
6b

cA
0.
24
71
±0
.0
02
7a

bA
B

0.
27
59
±0
.0
32
4b

A
0.
24
76
±0
.0
07
1b

A
B

0.
25
10
±0
.0
07
6a

A
B

0.
22
47
±0
.0
09
1b

cB
C

20
0.
23
88
±0
.0
28
1a

bA
0.
24
75
±0
.0
19
4c

A
0.
26
37
±0
.0
05
4c

A
0.
25
24
±0
.0
02
3a

A
0.
26
55
±0
.0
14
0b

A
0.
27
40
±0
.0
19
9a

bA
0.
27
51
±0
.0
44
9a

A
0.
24
04
±0
.0
17
2b

A

30
0.
25
10
±0
.0
17
4a

A
B

0.
26
97
±0
.0
22
0b

cA
B

0.
27
72
±0
.0
21
2b

cA
B

0.
23
87
±0
.0
14
3a

bB
0.
26
89
±0
.0
15
8b

A
B

0.
30
99
±0
.0
89
2a

bA
0.
24
72
±0
.0
08
5a

A
B

0.
24
10
±0
.0
10
2b

B

40
（对

照
）

0.
24
82
±0
.0
13
0a

B
C

0.
29
26
±0
.0
22
1b

A
B

0.
32
83
±0
.0
42
0a

A
0.
21
95
±0
.0
21
5a

bc
C

0.
33
01
±0
.0
23
8a

A
0.
35
13
±0
.0
86
2a

A
0.
28
69
±0
.0
12
4a

A
B
C

0.
25
66
±0
.0
18
6b

B
C

50
0.
26
65
±0
.0
23
3a

B
0.
35
13
±0
.0
34
9a

A
0.
30
80
±0
.0
10
7a

bA
B

0.
21
64
±0
.0
30
3b

cC
0.
34
39
±0
.0
38
1a

A
0.
34
70
±0
.0
39
7a

A
0.
27
74
±0
.0
22
7a

B
0.
34
10
±0
.0
04
6a

A

60
0.
20
53
±0
.0
06
0b

C
0.
25
53
±0
.0
01
3c

A
B

0.
22
04
±0
.0
06
8d

B
C

0.
19
46
±0
.0
27
0c

C
0.
27
03
±0
.0
29
7b

A
0.
26
64
±0
.0
13
6a

bA
0.
18
10
±0
.0
15
5b

C
0.
20
17
±0
.0
39
9c

C

葡
萄

糖
浓

度
（g
/L

）

0（
对

照
）

0.
24
82
±0
.0
13
0a

B
C

0.
29
26
±0
.0
22
1a

A
B

0.
32
83
±0
.0
42
0a

A
0.
21
95
±0
.0
21
5c

C
0.
33
01
±0
.0
23
8a

A
0.
35
13
±0
.0
86
2a

A
0.
28
69
±0
.0
12
4a

A
B
C

0.
25
66
±0
.0
18
6a

B
C

10
0

0.
16
54
±0
.0
06
4b

E
0.
19
75
±0
.0
05
1b

B
C
D

0.
33
71
±0
.0
11
1a

A
0.
17
64
±0
.0
05
9b

D
E

0.
21
56
±0
.0
12
5b

B
0.
21
00
±0
.0
23
7b

B
C

0.
18
77
±0
.0
14
5b

C
D
E

0.
21
15
±0
.0
11
6b

B

20
0

0.
16
75
±0
.0
08
3b

C
0.
18
88
±0
.0
06
6b

cA
B

0.
19
26
±0
.0
09
7b

A
B

0.
17
64
±0
.0
07
7b

B
C

0.
19
65
±0
.0
07
3b

cA
0.
17
49
±0
.0
10
0b

cB
C

0.
18
31
±0
.0
16
2b

cA
B
C

0.
19
25
±0
.0
06
0b

cA
B

30
0

0.
16
47
±0
.0
02
9b

B
0.
18
44
±0
.0
06
5b

cd
A
B

0.
18
71
±0
.0
13
3b

A
0.
17
79
±0
.0
02
1b

A
B

0.
18
75
±0
.0
08
3c

A
0.
17
21
±0
.0
18
4b

cA
B

0.
17
55
±0
.0
06
7b

cA
B

0.
18
86
±0
.0
14
5b

cA

40
0

0.
16
40
±0
.0
05
4b

C
0.
18
31
±0
.0
06
5b

cd
A

0.
18
39
±0
.0
07
4b

A
0.
17
07
±0
.0
05
1b

B
C

0.
17
94
±0
.0
04
4c

dA
B

0.
16
79
±0
.0
07
7b

cB
C

0.
16
29
±0
.0
03
4c

dC
0.
18
62
±0
.0
11
4b

cA

50
0

0.
16
27
±0
.0
05
3b

B
0.
17
61
±0
.0
08
8c

dA
B

0.
17
82
±0
.0
14
3b

A
B

0.
17
37
±0
.0
01
4b

A
B

0.
17
97
±0
.0
08
2c

dA
B

0.
15
88
±0
.0
18
9b

cB
0.
16
71
±0
.0
13
0c

dA
B

0.
18
68
±0
.0
14
8b

cA

60
0

0.
13
61
±0
.0
11
8c

D
0.
16
86
±0
.0
14
2d

A
B

0.
17
61
±0
.0
07
2b

A
0.
15
16
±0
.0
10
4c

B
C
D

0.
16
60
±0
.0
10
7d

A
B
C

0.
14
36
±0
.0
05
1c

C
D

0.
15
07
±0
.0
09
8d

B
C
D

0.
18
03
±0
.0
25
2c

A

pH

2
0.
20
08
±0
.0
13
4c

A
0.
22
59
±0
.0
29
6b

A
0.
20
75
±0
.0
28
8b

A
0.
21
18
±0
.0
36
4c

A
0.
25
93
±0
.0
32
6b

A
0.
21
00
±0
.0
15
0c

A
0.
15
89
±0
.0
23
7b

A
0.
22
49
±0
.0
37
2c

dA

3
0.
21
25
±0
.0
25
9b

cB
0.
22
97
±0
.0
12
4b

B
0.
22
13
±0
.0
15
5b

B
0.
38
53
±0
.0
45
0a

A
0.
29
02
±0
.0
26
1a

bB
0.
24
28
±0
.0
35
3b

cB
0.
23
86
±0
.0
32
1a

B
0.
19
73
±0
.0
47
9d

B

4
0.
23
81
±0
.0
24
5a

bA
0.
28
31
±0
.0
11
2a

A
0.
23
76
±0
.0
21
8a

bA
0.
39
52
±0
.1
03
9a

A
0.
30
68
±0
.0
01
5a

bA
0.
29
23
±0
.0
11
2a

A
0.
25
20
±0
.0
17
4a

A
0.
30
56
±0
.0
10
1a

A

5（
对

照
）

0.
26
99
±0
.0
20
5a

B
0.
26
42
±0
.0
07
5a

B
0.
27
40
±0
.0
56
3a

A
B

0.
37
00
±0
.0
18
0a

bA
0.
31
94
±0
.0
55
6a

B
0.
29
84
±0
.0
21
1a

A
B

0.
25
28
±0
.0
57
4a

B
0.
29
38
±0
.0
13
8a

bB

6
0.
25
40
±0
.0
09
2a

B
0.
27
10
±0
.0
09
1a

A
B

0.
23
93
±0
.0
16
5a

bA
B

0.
35
74
±0
.0
22
5a

bA
0.
27
73
±0
.0
20
1a

bA
B

0.
25
42
±0
.0
03
5b

A
B

0.
25
98
±0
.0
12
2a

B
0.
24
62
±0
.0
16
0b

cB

7
0.
24
23
±0
.0
11
6a

bA
B

0.
26
05
±0
.0
13
1a

A
B

0.
21
16
±0
.0
05
6b

B
0.
28
03
±0
.0
21
1b

cA
0.
25
30
±0
.0
16
1b

A
B

0.
25
02
±0
.0
13
4b

A
B

0.
22
94
±0
.0
13
5a

A
B

0.
24
97
±0
.0
15
3b

cB

乙
醇

浓
度

（%
vo
l）

0（
对

照
）

0.
24
82
±0
.0
13
0a

B
C

0.
29
26
±0
.0
22
1a

A
B

0.
32
83
±0
.0
42
0a

A
0.
21
95
±0
.0
21
5a

C
0.
33
01
±0
.0
23
8a

A
0.
35
13
±0
.0
86
2a

A
0.
28
69
±0
.0
12
4a

B
C

0.
25
66
±0
.0
18
6a

A
B
C

4
0.
19
74
±0
.0
04
5b

C
0.
21
24
±0
.0
25
3b

B
C

0.
21
98
±0
.0
03
7b

B
C

0.
20
82
±0
.0
21
7a

bB
C

0.
23
19
±0
.0
01
2b

A
B

0.
23
03
±0
.1
48
8b

A
B

0.
22
53
±0
.0
11
3b

B
0.
25
23
±0
.0
09
1a

A

8
0.
19
00
±0
.0
14
9b

C
0.
21
14
±0
.0
09
4b

B
0.
21
64
±0
.0
11
0b

B
0.
19
19
±0
.0
05
2a

bC
0.
22
51
±0
.0
05
1b

B
0.
21
35
±0
.1
05
9b

B
0.
21
78
±0
.0
04
3b

B
0.
24
40
±0
.0
03
8a

bA

12
0.
18
83
±0
.0
04
3b

B
0.
20
80
±0
.0
31
2b

A
B

0.
20
91
±0
.0
28
9b

A
B

0.
18
75
±0
.0
05
7a

bB
0.
22
40
±0
.0
06
2b

A
0.
22
24
±0
.2
52
3b

A
B

0.
21
44
±0
.0
09
5b

A
B

0.
24
03
±0
.0
03
7a

bA

16
0.
18
46
±0
.0
10
5b

C
0.
21
87
±0
.0
10
2b

A
0.
20
84
±0
.0
06
9b

A
B

0.
18
90
±0
.0
22
9a

bB
C

0.
21
46
±0
.0
12
0b

A
0.
21
69
±0
.1
73
7b

A
0.
21
43
±0
.0
08
1b

A
0.
23
20
±0
.0
05
7b

cA

20
0.
16
39
±0
.0
11
8c

C
0.
20
92
±0
.0
05
4b

A
B

0.
19
72
±0
.0
36
2b

A
B
C

0.
17
67
±0
.0
25
4b

B
C

0.
21
31
±0
.0
13
1b

A
B

0.
21
12
±0
.1
97
2b

A
B

0.
21
11
±0
.0
11
2b

A
B

0.
22
12
±0
.0
13
6c

A

SO
2（
m
g/
L）

0（
对

照
）

0.
24
82
±0
.0
13
0h

B
C

0.
29
26
±0
.0
22
1g

A
B

0.
32
83
±0
.0
42
0e

A
0.
21
95
±0
.0
21
5f

C
0.
33
01
±0
.0
23
8h

A
0.
35
13
±0
.0
86
2g

A
0.
28
69
±0
.0
12
4e

A
B
C

0.
25
66
±0
.0
18
6f

B
C

10
0

0.
95
58
±0
.0
31
0a

A
B
C

1.
00
62
±0
.0
20
5a

A
0.
89
68
±0
.0
36
0a

B
C
D

0.
81
11
±0
.0
67
7a

D
EF

0.
88
09
±0
.0
02
6a

C
D
E

0.
98
26
±0
.0
75
5a

A
B

0.
76
28
±0
.0
34
2a

F
0.
80
04
±0
.0
64
1a

EF

20
0

0.
78
87
±0
.0
10
3b

B
0.
91
26
±0
.0
62
3b

A
0.
87
34
±0
.0
19
0a

A
0.
77
31
±0
.0
24
2a

B
0.
81
14
±0
.0
20
0b

B
0.
92
05
±0
.0
23
7a

bA
0.
75
45
±0
.0
09
0a

B
0.
79
64
±0
.0
46
0a

B

30
0

0.
77
42
±0
.0
34
5b

cB
0.
86
90
±0
.0
13
6b

cA
0.
85
87
±0
.0
42
8a

bA
0.
77
78
±0
.0
33
3a

B
0.
78
63
±0
.0
22
0b

cB
0.
84
68
±0
.0
34
3b

A
0.
73
57
±0
.0
58
3a

B
0.
78
03
±0
.0
23
3a

B

40
0

0.
75
1±
0.
01
51
8c

B
C

0.
79
61
±0
.0
48
8c

dA
B

0.
81
84
±0
.0
49
0b

A
0.
76
15
±0
.0
15
3a

A
B
C

0.
75
80
±0
.0
19
2c

A
B
C

0.
76
75
±0
.0
53
6c

A
B
C

0.
72
21
±0
.0
25
6a

C
0.
75
84
±0
.0
21
4a

A
B
C

50
0

0.
64
65
±0
.0
38
5d

C
D

0.
74
76
±0
.0
09
4d

A
B

0.
69
47
±0
.0
32
2c

B
C

0.
69
55
±0
.0
58
6b

B
C

0.
65
77
±0
.0
29
1d

C
D

0.
76
77
±0
.0
19
1c

A
0.
62
76
±0
.0
07
0b

D
0.
66
81
±0
.0
41
8b

C
D

60
0

0.
64
67
±0
.0
16
6d

C
D

0.
72
82
±0
.0
22
5d

A
B

0.
69
32
±0
.0
24
8c

B
0.
56
90
±0
.0
15
8c

F
0.
65
07
±0
.0
04
9d

C
0.
73
29
±0
.0
05
9c

dA
0.
60
51
±0
.0
30
4b

cE
0.
61
35
±0
.0
26
8c

D
E

70
0

0.
61
23
±0
.0
15
3d

A
B

0.
60
45
±0
.1
12
3e

A
B

0.
64
88
±0
.0
28
3c

A
B

0.
56
67
±0
.0
20
6c

B
0.
57
74
±0
.0
52
9e

A
B

0.
66
81
±0
.0
24
3d

A
0.
56
74
±0
.0
16
7c

B
0.
62
92
±0
.0
12
4b

cA
B

80
0

0.
51
27
±0
.0
18
4e

B
C

0.
54
47
±0
.0
25
9e

fA
B

0.
50
07
±0
.0
34
0d

B
C

0.
47
90
±0
.0
29
8d

C
0.
49
00
±0
.0
29
6f

C
0.
56
97
±0
.0
04
9e

A
0.
43
72
±0
.0
17
9d

D
0.
50
87
±0
.0
18
7d

B
C

90
0

0.
46
47
±0
.0
17
3f

A
B

0.
48
81
±0
.0
09
0f

A
0.
49
84
±0
.0
14
0d

A
0.
42
56
±0
.0
10
6e

B
C

0.
48
58
±0
.0
18
8f

A
0.
48
35
±0
.0
52
7f

A
0.
40
14
±0
.0
13
6d

C
0.
43
70
±0
.0
21
5e

B
C

10
00

0.
40
73
±0
.0
07
6g

D
0.
47
87
±0
.0
08
7f

A
0.
45
70
±0
.0
04
15

dA
B

0.
41
71
±0
.0
20
7e

C
D

0.
44
19
±0
.0
18
7g

B
C

0.
48
35
±0
.0
33
6f

A
0.
39
85
±0
.0
19
2d

D
0.
41
00
±0
.0
11
4e

C
D

注
：小

写
字

母
代

表
同

一
菌

株
在

不
同

条
件

梯
度

下
的

酶
活

（U
）存

在
显

著
性

差
异

（P
<0
.0
5）

；大
写

字
母

代
表
8株

菌
株

在
同

一
条

件
下

的
酶

活
（U

）存
在

显
著

性
差

异
（P
<0
.0
5）

。

 · 184 · 食品工业科技 2026年  6 月



GM008均被鉴定为有孢汉逊酵母（Hanseniaspora），
其中 GM003和 GM008属于葡萄园有孢汉逊酵母

（H. vineae），GM005和 GM006属于西方有孢汉逊

酵母（H. occidentalis）。

 2.4　模拟发酵生长动力学分析

图 2展示了模拟发酵过程中 CO2 累计失重变

化，酿酒酵母纯种发酵需 11 d完成发酵，除 GM003+

Sc实验组外，其余发酵组合均于 12 d前完成发酵，

而 GM003+Sc于第 27 d才完成发酵。由此可知，添

加 Hanseniaspora 会延长发酵周期。与文献 [26-27]

报道的酿酒酵母与耐热克鲁维酵母（Lachancea ther-
motolerans）、美极梅奇酵母（Metschnikowia spp.）和
星状芽孢杆菌（Starmerella bacillaris）混菌发酵可将

发酵时间延长至 14 d以上的结果一致，这种情况可

能是由于非酿酒酵母的死亡和自溶为酿酒酵母带来

了额外的营养来源[26−27]。对模拟发酵过程中各实验

组和对照组中酵母菌群进行监测发现，在 GM003+
Sc实验组中，GM003在发酵过程中一直处于主导地

位，从发酵第 19 d后才开始出现菌落数下降的现

象，到发酵第 23 d死亡并消失（图 3b）；GM005+Sc、
GM006+Sc实验组中的 Hanseniaspora 在发酵第

3~5 d，菌落数下降，第 6 d彻底消失（图 3c~图 3d）；
GM008+Sc实验组中的非酿酒酵母从发酵第 3  d
开始菌落数下降，第 4 d彻底消失（图 3e）。综上，

GM003在发酵体系中存活的时间明显长于其他菌

株，这可能与 2.1和 2.2中 GM003菌株酒精浓度耐

受能力强于其余菌株有关。

 2.5　模拟发酵酒样理化指标分析

对模拟酒样的残糖量、酒精浓度、总酸含量与

pH进行检测（表 5）。所有酒样的残糖量均小于

4 g/L，说明均发酵完全，其中 Sc与 GM008+Sc组的

残糖量显著（P<0.05）高于其他组，GM005+Sc的残

糖含量最低，说明 GM003、GM005和 GM006参与

发酵可提高发酵基质中糖的利用率。对酒精度分析

发现，GM006+Sc、GM005+Sc和 Sc组酒精度较高，

并且三者之间无显著差异，而 GM003+Sc和 GM008+
Sc的酒精度显著低于（P<0.05）其他三组。结合残糖

量综合分析可知，酿酒酵母的产酒精率较高，非酿酒

酵母产酒精率较低，更多地将糖代谢生成其他副产

物[8]。对酒样的总酸含量与 pH进行分析发现，Sc、
GM005+Sc、GM006+Sc和 GM008+Sc的总酸含量

无显著性差异，但是 GM003+Sc的总酸含量显著高

于（P<0.05）其他实验组，pH也最低。
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图 1    基于 26S rDNA基因序列菌株 GM003、GM005、GM006和 GM008的系统发育树

Fig.1    Phylogenetic tree of strains GM003, GM005, GM006 and GM008 based on 26S rDNA gene sequences
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图 2    模拟发酵酒 CO2 累计失重

Fig.2    Accumulated weight loss of CO2 of simulated
fermented wine
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 2.6　模拟发酵酒样香气分析

为进一步探究 4株 Hanseniaspora 参与混菌发

酵对模拟葡萄酒发酵香气的影响，采用 HS-SPME-

GC-MS，结合 NIST谱库检索、保留指数对比以及标

准品鉴定等手段，对模拟发酵酒样中的挥发性香气化

合物进行定性与半定量分析。对照组（Sc）检测到

28种香气化合物，包括 13种酯类、6种高级醇类、

6种脂肪酸类、1种酮类和 2种芳香族类，而 Hanseni-

aspora 与酿酒酵母的混菌发酵组检测到的香气化合

物种类均有 29种以上，明显多于对照组（图 4），说

明 Hanseniaspora 参与发酵可提高酒体的香气复杂

性，与前人结果一致，Testa等[10] 发现接种 Hansenias-

pora guilliermondii 与酿酒酵母混菌发酵会增加香气

化合物浓度，并通过感官分析验证了在持久性、柔和

度、花香、果香等属性的增强，赋予葡萄酒更丰富的

香气轮廓。对比分析对照组与实验组模拟酒样中的

香气化合物可知，5种酒样共有的香气物质是 16种，

对照组（Sc）中独有的香气物质是 2种，分别是辛酸异

丁酯和 3-乙氧基丙醇；GM008+Sc实验组独有的香

气物质是 3种，分别是辛酸 3-甲基丁酯、丙醇和庚醇；

GM005+Sc实验组独有的香气物质是戊酸；GM003+

Sc实验组独有的香气物质是 5种，分别是乙酸甘油

酯、丁二酸二乙酯、2-甲基丁酸、苯甲醛与丁内酯

（图 5）；GM006+Sc实验组没有独有的香气物质。

模拟酒样香气物质的半定量结果如表 6所示，

GM003+Sc实验组的香气物质总浓度最高，显著高

于（P<0.05）其他实验组与对照组（Sc），说明缓慢的发

酵过程可能有利于发酵体系中香气物质的产生和积

累[29]。按照香气化合物种类分析可知，酯类是葡萄酒

中重要的香气化合物，主要由醇类与酸类经酯化反应

产生，多呈现果香、花香、甜香等香气特征。所有实

验组中酯类含量均高于对照组，且 GM003+Sc和

GM005+Sc实验组中酯类物质的总含量显著突出
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图 3    模拟发酵过程中菌群浓度监测

Fig.3    Monitoring of yeast concentration in simulated fermentation
注：a. 酿酒酵母纯种发酵；b. GM003+Sc混菌发酵；c. GM005+Sc混菌发酵；d. GM006+Sc混菌发酵；e. GM008+Sc混菌发酵。

 

表 5    模拟发酵酒样理化指标

Table 5    Physical and chemical indicators of simulated fermented wine samples

指标 Sc GM003+Sc GM005+Sc GM006+Sc GM008+Sc

残糖量（g/L） 2.83±0.29a 1.67±0.58b 0.40±0.17c 1.83±0.29b 2.87±0.32a

酒精浓度（%vol） 10.91±0.45347a 9.22±0.38b 11.01±0.34a 11.16±0.42a 9.51±0.71b

总酸（g/L） 10.31±0.34b 15.2±0.94a 9.93±0.10b 9.84±0.11b 10.24±0.038b

pH 3.21±0.042ab 3.01±0.025d 3.18±0.015bc 3.15±0.029c 3.26±0.035a

注：不同字母表示不同组别之间理化指标存在显著性差异（P<0.05）。
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Fig.4    Bar chart of aroma compounds in simulated wine
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（P<0.05），其中乙酸乙酯仅在实验组中检测到且含量

较高，可赋予酒样清新的甜香和果香香气。高级醇类

化合物主要通过酵母代谢产生，也是酯类物质的前体

物，通过氨基酸分解代谢（“Ehrlich”反应）、糖酵解和

三羧酸循环的合成代谢途径（Harris途径）产生，低浓

度的高级醇含量可增加葡萄酒香气的复杂性[30]。结

果表明，所有实验组高级醇类总浓度均低于对照组，

且 GM008+Sc实验组中高级醇含量最低，香气物质

较为丰富。酸类物质能够增加葡萄酒中黄油、奶酪

等风味特征，本实验中的实验组与对照组之间脂肪酸

的含量均无显著性差异，但 GM003+Sc实验组的乙

酸和异丁酸含量显著高于（P<0.05）其他组，赋予酒样

酸乳酪的香气特征。在所有组别中共检测到 3种芳

香族化合物，其中苯甲醛仅在 GM003+Sc实验组中

检测到，且 GM003+Sc实验组中乙酸苯乙酯的含量

显著高于（P<0.05）其他组，赋予酒样杏仁、甜香和玫

瑰花香等香气特征。β-D-葡萄糖苷酶可以将芳香族

化合物、单萜烯和 C13-降异戊二烯等糖苷结合态香

气物质释放出来[12]，但由于这些化合物主要来自葡萄

果皮中香气糖苷前体物质的水解[31]，而模拟葡萄汁不

含有该前体物，所以未检测出萜烯类化合物。酮类主

要产生于发酵和陈酿过程，可赋予葡萄酒优雅独特的

香气[32]，乙偶姻可赋予酒样黄油的香气特征，且在

GM003+Sc实验组含量显著高于（P<0.05）其他实验

组。丁内酯仅在 GM003中检测到，可为酒体贡献脂

肪香气。Hanseniaspora 菌株赋予了葡萄酒更高浓

度水平的酯类化合物，降低了高级醇类以及一些脂肪

酸的含量，使得酒体香气更加协调，与前人研究结果

基本一致[33−35]。酮类主要产生于发酵和陈酿过程，可

赋予葡萄酒优雅独特的香气[32]。

依据模拟酒样香气物质的半定量结果进行聚类

分析（图 6），分析发现对照组酒样具有较高浓度的 1-

辛醇、1-壬醇、异戊醇等高级醇，以及乙酸异戊酯、乙

酸异丁酯、壬酸乙酯、癸酸乙酯、辛酸乙酯、月桂酸

乙酯高级脂肪酸乙酯类物质。而 GM003+Sc实验组

中乙酸乙酯、 L（-）-乳酸乙酯、丁二酸二乙酯等短链

脂肪酸酯，苯甲醛、乙酸苯乙酯等芳香族化合物含量

较高，而庚酸乙酯、辛酸乙酯、辛酸等碳链较长的化

合物浓度则相对较低，与对照组和其他实验组中香气

化合物差异显著，这可能与该发酵组较长的发酵时间

与菌株独特的发酵生长规律等生长动力学特征有

关。由此可知，GM003参与混菌发酵可提高葡萄酒香

气物质的种类和香气复杂性。GM008+Sc、GM006+

Sc、GM005+Sc 3个实验组之间香气物质种类和浓

度相似度较高，差异性较小。
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图 6    模拟酒样香气化合物聚类分析
Fig.6    Cluster analysis of aroma compounds in simulated wine

samples
 

对实验组和对照组进行主成分分析（PCA），如

图 7所示，模拟酒样的累计方差为 72.1%，且 PC1和

PC2分别占总方差的 52.7%和 19.4%。5个发酵组

模拟酒样分布在四个象限，Sc对照组与 GM003+Sc

实验组分别单独位于第一象限和第二象限，通过香气

化合物的分布可知，月桂酸乙酯、异丁醇、己酸、壬

酸乙酯、乙酸异丁酯、9-癸酸乙酯、2,5-己二酮、庚醇、

异丁醇、 1-壬醇、异戊醇、苯乙醇、 3-甲基丁

酸、癸酸乙酯、癸酸、乙酸异戊酯、己酸乙酯与 1-辛

醇集中分布于第一象限，表明这些香气物质与 Sc对

照组的香气特征呈现高度正相关关系。其中酯类物

质，如月桂酸乙酯、己酸乙酯等为酒体贡献出香蕉、

花香等香气特征，赋予对照组典型的发酵香气，而较

高浓度的高级醇，如庚醇、1-壬醇、异戊醇会带给酒

体杂醇油味，使酒体香气品质下降[36]。乙酸乙酯、L

（-）-乳酸乙酯、（2S,3S）-（+）-2,3-丁二醇、乙酸、乙偶姻、

苯甲醛、丁内酯、乙酸甘油酯、2-甲基丁酸、乙酸苯乙

酯、丁二酸二乙酯、异丁酸集中分布于第二象限，与

GM003+Sc实验组香气特征呈现高度正相关关系。

其中乙酸乙酯、乙酸苯乙酯、丁二酸二乙酯等赋予酒

样菠萝的清爽果香香气和玫瑰的花香，乳酸乙酯、乙

 

Sc

GM008+Sc

GM005+Sc
GM006+Sc

GM003+Sc

图 5    模拟酒样的香气成分韦恩图

Fig.5    Venn diagram of aroma compounds in simulated wine
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偶姻、2-甲基丁酸、异丁酸等物质为酒样提供酸乳酪、

奶香、甜香等香气特征。而 GM006+Sc、GM005+
Sc、GM008+Sc实验组混合分布于 PC2的负半轴，

由此可知 GM006+Sc、GM005+Sc、GM008+Sc实验

组具有一定的相似性，但仍与 Sc对照组明显不同。

由此分析可知，4株 Hanseniaspora 参与混菌发酵的

实验组与酿酒酵母单菌发酵的对照组明显不同，且

GM003+Sc实验组最为独特，为挖掘独具特色的本

土非酿酒酵母奠定了基础。

 3　结论
本研究从我国贺兰山东麓产区筛选获得 4株高

产 β-D-葡萄糖苷酶且在葡萄酒酿造所需温度、葡萄

糖浓度、pH、乙醇浓度、二氧化硫浓度条件下活性良

好的 Hanseniaspora 菌株。与酿酒酵母进行模拟葡

萄汁的混菌发酵实验，以酿酒酵母纯种发酵为对照

组，结果显示，Hanseniaspora 参与混菌发酵显著延

长发酵周期，其中 GM003+Sc实验组发酵周期最长，

为 27 d，并且 GM003成为优势菌。对模拟酒样中香

气物质的种类、含量进行检测结合 PCA分析可知，

对照组与 4个混菌发酵实验组的差异较大，说明

Hanseniaspora 可显著改变葡萄酒的香气物质组

成。GM008+Sc、GM006+Sc、GM005+Sc实验组香

气化合物种类与浓度差异性较小，相似度较高；

GM003+Sc实验组中乙酸乙酯、乙酸苯乙酯等酯类，

乙偶姻等酮类与芳香族类化合物浓度显著高于对照

组及其他实验组。本试验筛选得到的 4株高产 β-D-
葡萄糖苷酶的本土非酿酒酵母 GM003、GM005、
GM006、GM008均具有参与葡萄酒酿造的性能，且

GM003菌株可显著提高酯类、酮类、芳香族类香气

物质的含量，具有提高葡萄酒香气强度和丰富度的潜

力，丰富了国内产区本土非酿酒酵母微生物资源。

后续可通过葡萄酒发酵实验进一步验证 GM003、
GM005、GM006、GM008菌株的产香特性，并结合中

试或工业化生产探索菌株的生产价值和商业化价值。

© The Author(s) 2026.  This  is  an  Open  Access  article   dis-
tributed under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution   Li-
cense (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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