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摘   要：耐热克鲁维酵母(Lachancea thermotolerans)是一种具有优良酿造学特性的非酿酒酵母

(non-Saccharomyces cevevisiae)，近年来由于其对葡萄酒的发酵进程及香气、滋味等感官特性均有着重

要影响而受到越来越多的关注。耐热克鲁维酵母突出的特点表现为高产乳酸、甘油、2-苯乙醇及乙酯

类香气成分，低产乙醇及挥发酸类物质，并且相关研究显示不同耐热克鲁维酵母发酵对葡萄酒的影响

存在明显的菌株特异性。文章围绕耐热克鲁维酵母的菌株多样性、其对葡萄酒质量的影响及在混合发

酵中的应用等方面进行综述，以期为本土耐热克鲁维酵母菌株性状的筛选、产酸及产香机制的解析提

供参考依据，促进我国酿酒微生物种质资源的良性发展。 
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Abstract: Lachancea thermotolerans, a species of non-Saccharomyces yeast, has attracted increasing 
attention because of its excellent enological characteristics such as enhancing aroma and taste. It is 
characterized by high production of lactic acid, glycerol, 2-phenylethanol, and ethyl esters while low 
production of ethanol and volatile acids during the fermentation of wine. The available studies have 
proved the distinct performance among different strains of L. thermotolerans in fermentation. We 
reviewed the studies about the strain diversity, effect on wine quality, and application in co-fermentation 
of L. thermotolerans. This review provides a basis for screening the traits and exploring the mechanism 
of acid and aroma production of the indigenous L. thermotolerans, which will promote the sound 
development of microbial germplasm resources for winemaking in China. 

Keywords: non-Saccharomyces yeast; Lachancea thermotolerans; biological acidification; low production 
of ethanol; lactic acid 

葡萄酒的发酵过程由多种微生物综合作

用，具有物种和数量的多样性、生物间相互作

用复杂性和代谢产物动态性变化等特点；其

中，起主导作用的微生物酿酒酵母(Saccharomyces 
cevevisiae)具有较强的定殖及酒精发酵能力，而

非酿酒酵母(除酿酒酵母以外的其他酵母的统称)
则是一类发酵能力相对较弱的酵母，主要在酒

精发酵的前期起作用 [1]。一些非酿酒酵母由于

其代谢的特异性而在发酵过程中能生成更多的

甘油、高级醇、醛及酯等物质，增加葡萄酒的

风味[2]。 
近年来，受全球气候变暖等众多因素的影

响，我国西部葡萄酒产区葡萄原料糖分过高、酸

度过低的现象愈发突出，使得葡萄酒在口感上

失去平衡的同时也易被微生物污染。为解决这

一问题，需要对葡萄酒进行增酸处理。目前较

为普遍的增酸方法包括物理增酸、化学增酸及

生物增酸三类。化学方法通过添加酒石酸调节

酸度，但可能会引起酒石沉淀，进而对葡萄酒

产生复杂影响，并且添加量受到法律的严格限制[3]。

物理增酸采用离子交换法，但其价格昂贵且易

引入大量金属离子，影响葡萄酒的品质 [4]。然

而利用部分非酿酒酵母发酵产生的乳酸口感柔

和、性质稳定、不易被微生物利用 [5]，使得非

酿酒酵母在葡萄酒增酸中的应用得到越来越多

的关注 [2,6-7]。本团队在近几年的研究中对各类

非酿酒酵母在葡萄酒中的应用进行了一定程度

的探索，包括戴尔有孢圆酵母 (Torulaspora 
debrueckii)[8] 、 毕 赤 克 鲁 维 酵 母 (Pichia 
kluyveri)[9]、耐热克鲁维酵母[10]、有孢汉逊酵母

(Hanseniaspora)[11]及东方伊萨酵母(Issatchenkia 
occidentalis)[12]等多种非酿酒酵母，发现不同种
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属的非酿酒酵母具有不同的酿造特性，其中耐

热克鲁维酵母 LT1 在生物酸化葡萄酒的应用中

具有极大潜力 [7]。相关研究表明，耐热克鲁维

酵母在提高葡萄酒酸度、降低 pH 的同时，也能

够增加葡萄酒的香气[5,13-15]，相对于其他非酿酒

酵母，该酵母具有较强的发酵能力且对酒精和

SO2 耐受性较高 [16-17]。本团队从分离自我国葡

萄酒主产区的耐热克鲁维酵母菌株中筛选获得

了具有稳定增酸及增香性能的菌株，将其应用

在我国西北产区红色酿酒品种的发酵，已初步取

得一定成效[10,18]。 
利用耐热克鲁维酵母发酵进行葡萄酒的生

物酸化及增香修饰已成为新酿造技术应用的热

点。本文在介绍耐热克鲁维酵母多样性的基础

上，重点分析其对葡萄酒品质的影响及在混合

接种酿造中的应用，旨在为耐热克鲁维酵母在

我国葡萄酒行业中的应用提供参考。 

1  耐热克鲁维酵母的命名、特征及

多样性 
“Lachancea”这一概念最早在 2003 年由

Kurtzman 提出，目前共有 11 个种，包括被重新

划 分 为 Lachancea 的 5 个 种 ： L. cidri 
(Zygosaccharomyces cidri) 、 L. fermentati (Z. 
fermentati)、L. thermotolerans (Z. thermotolerans
或 Kluyveromyces thermotolerans)、L. kluyveri (S. 
kluyveri)和 L. waltii (K. waltii)，以及后续分离鉴

定出的 6 个种：L. meyersii、L. quebecensis、L. 
dasiensis、L. nothofagi、L. lanzarotensis 和 L. 
mirantina[19]。Lachancea 广泛地分布在植物、昆

虫、土壤和食物中，在种层面上，耐热克鲁维酵

母和 L. fermentati 在生态环境中的分布最广，最

常见于葡萄醪中 [19]。耐热克鲁维酵母最早由

Filipov 在 1932 年从李子酱中分离，命名为

“Zygosaccharomyces thermotolerans”，之后又在

1972 年被归为克鲁维酵母属(Kluyveromyces)，
最终在 2003 年重新经过多基因序列分析及系

统发育树分析后由克鲁维酵母属被正式确立为

“Lachancea” ， 命 名 为 “Lachancea 
thermotolerans”[20]，但由于目前国内对其开发应

用的程度不高，所以一般文献中依旧称其为“耐
热克鲁维酵母”[21]。 

耐热克鲁维酵母在显微镜下细胞呈球形或

椭圆形，大小为(3−6) μm×(6−8) μm，略小于酿

酒 酵母细胞 [20] 。 在 WL 营 养琼 脂培养基

(Wallersteins laboratory nutrient agar，WLN)培养

3−7 d 后，其菌落形态呈球形突起，最顶圈呈灰

绿色，次外圈呈深绿，最外圈淡黄绿色，表面光

滑、不透明、奶油状[18]，与其他酵母的形态差

异较明显，因此可以利用 WLN 培养基对耐热克

鲁维酵母进行初步鉴别。耐热克鲁维酵母在生态

环境中分布较广，曾在葡萄醪、果汁、湖水、树

莓及可可发酵罐等环境中被分离出来[19]。耐热

克鲁维酵母对环境也具有较高的适应能力，遇到

营养胁迫时，与酿酒酵母一样能积累一定量的海

藻糖及谷胱甘肽保护细胞[22]。当外界环境条件

恶劣时，则会生成子囊孢子并附着在环境中进入

休眠期以抵御不良环境，当条件适宜时则又会重

新进入生长期[20]。此外，耐热克鲁维酵母在大

部分研究中都被证实为单倍体[23-25]，由于单倍体

在各类环境中都具有较好的适应能力[26]，因此，

这一特性也有利于其更好地适应各类复杂环境。 
利用线粒体基因多态性分析、多位点微卫星

序列标记(simple sequence repeat，SSR)、随机扩

增多态性 DNA (random amplified polymorphic 
DNA，RAPD) 片段分析及 Sau3AI 酶切分子分

型技术(sau-PCR)等分析方法对不同地理区域及

不同生态来源的耐热克鲁维酵母进行种内菌株

多态性鉴定，发现该菌种不同地理区域的分离株

之间的群体结构具有显著差异，受地理起源和生 
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态环境影响较大 [23,25,27]。出现在人类活动的环

境，如葡萄和葡萄酒中的主要为驯化类群，体

现出人类活动对该酵母的驯化作用 [19-20,24]。

Binati 等对来自人类活动环境中(葡萄醪、葡萄

表皮等)分离的多株耐热克鲁维酵母菌株进行

了生理特性的鉴定，发现其在基因分型、发酵

特征及酶活特性上存在巨大差异，这表明参与

葡萄酒发酵过程的耐热克鲁维酵母具有明显的

基因和表型多态性[27]。大量研究数据支撑了这

一结论，如耐热克鲁维酵母种内差异体现在耐

受能力(渗透压、乙醇和二氧化硫)[23-24]、发酵能

力[23]和影响葡萄酒质量安全及风味的物质产量

(硫化氢、生物胺、乳酸、挥发性物质)[23-24,27-28]

等方面。为了研究种内表型多态性的差异机制，

有研究对表型差异较大的耐热克鲁维酵母进行

了全基因组测序，证明表型和基因型多样性呈

一定程度的正相关性，并发现与表型相关的基

因序列存在种内多态性[27,29]。 
尽管目前不少研究证明了耐热克鲁维酵母

表型多态性和基因多态性之间的重要联系，但在

表型与其基因型之间作用机制层面的研究程度

依然较浅，特别是备受关注的增酸和增香等热点

表型上，仅有几篇文章进行了酶活程度上的探

讨，缺乏从基因及代谢调控水平解析其差异机制

的研究，进而阻碍了对耐热克鲁维酵母进行更广

泛开发与利用，这与目前耐热克鲁维酵母基因组

信息等基础研究较少有关。相较于酿酒酵母，耐

热克鲁维酵母作为近年来葡萄酒研究领域新兴

的热点微生物之一，鉴于其研究价值与范围的限

制，目前报道的仅对菌株 CBS6340、高产乳酸

菌株 SOL13 及低产乳酸菌株 COLC27 进行了全

基因组测序[29-30]，代谢通路的未知阻碍了表型与

基因型关系的深入研究，挖掘工作仍需研究人员

的进一步拓展。 

2  耐热克鲁维酵母对葡萄酒质量的

影响 
研究表明，耐热克鲁维酵母能够明显改善葡

萄酒的质量。目前市场上已经推出 3 款含有耐热

克鲁维酵母的商业活性干酵母，分别为纯种耐热

克鲁维酵母：ConcertoTM；混合型菌剂：Viniflora® 
Rhythm，由耐热克鲁维酵母及酿酒酵母组成；

MelodyTM，由耐热克鲁维酵母、戴尔有孢圆酵母

及酿酒酵母组成[31]。不同菌株在特定的发酵策

略及发酵条件下，表现出特定的酿造学性状，如

降低生物胺(ConcertoTM)[32]、乙醇(ConcertoTM)[14]

及氨基甲酸乙酯(ConcertoTM)[33]的含量，增加甘

油(TH941、IWBT-Y1240)[17,34]和乳酸(TH941、
LT101、UCD602)[17,35]的产量，增强葡萄酒的果

味和口感(ConcertoTM、LT101)[5]，以及增加葡萄

酒的香气复杂性和强度(LT197、LT101)[13]等。在

Web of Science 及 CNKI 以耐热克鲁维酵母为关

键词检索得到 2003−2021年期间 187篇文献中的

关键词后，利用 VOSviewer 进行统计聚类并合

并选取出现频率较高的关键词，发现耐热克鲁维

酵母共现较强的关键词为混合发酵、酒精发酵、

乳酸、风味香气、戴尔有孢圆酵母、葡萄酒酸化

等，表明耐热克鲁维酵母的研究主要集中在混合

发酵增酸及提高香气等方面。 

2.1  生物增酸 
适宜的酸度是高品质葡萄酒的基础，面对全

球众多炎热产区葡萄酒酸度不足的现状，利用产

酸非酿酒酵母发酵产生乳酸的方法逐渐成为葡

萄酒增酸工艺革新的热点。乳酸是一种稳定的有

机酸，不易被其他微生物利用，能使葡萄酒的口

感更圆润；耐热克鲁维酵母在目前研究中被认为

是最具增酸潜质的一种[5]，其在葡萄酒发酵过程

中产生的乳酸范围约为 0.22 g/L (ConcertoTM)− 
16.6 g/L (P-HO9)[15,22,24-25,27,29,31]，而乳酸在酿酒
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酵母中产量普遍不超过 0.2 g/L[5,15]。除了不同菌

株造成的差异外，发酵时期[36]、接种量、混合

发酵的接种时间间隔[13,17]及不同发酵条件[37]等

因素也对乳酸的产生有影响。在整个酒精发酵过

程中，耐热克鲁维酵母主要在前 6 天生成乳酸，

之后基本保持稳定[36]。Comitini 等在混合发酵中

发现，增加耐热克鲁维酵母的接种量及其与酿酒

酵母接种的时间间隔能够显著增加酒样中的乳

酸含量[13]。相对于混合酿造，耐热克鲁维酵母

(ConcertoTM)在灭菌的葡萄汁中纯种发酵产生的

乳酸含量比对照组增加了一倍[37]。此外，耐热

克鲁维酵母也可以降解少量的苹果酸[15,38]，比如

商业菌剂 Viniflora® Rhythm 能够降解 20%的苹

果酸[31]。然而，由于乳酸的生成比少量苹果酸

降解对葡萄酒的影响更大，耐热克鲁维酵母依然

能有效增加酒样中的总酸并降低 pH 值[32,39-40]。 
增酸作为耐热克鲁维酵母最热点的表型之

一，其产生及调控机制深受关注。目前的研究认

为，耐热克鲁维酵母细胞内存在的乳酸脱氢酶

(lactate dehydrogenase，LDH，EC 1.1.1.27)具有

较 高 活 性 ， 能 够 直 接 将 糖 酵 解 途 径

(embden-meyerh of pathway，EMP)过程中产生的

丙酮酸转化为乳酸，并与乙醇支路产生竞争[41]，

这与酿酒酵母细胞中乳酸积累导致的 LDH 反馈

抑制机制不同[42-43]。最近的一项研究通过对高产

乳酸和低产乳酸的 2 株耐热克鲁维酵母基因组

序列及 ldh 基因的转录水平研究发现，发酵中期

的 ldh 基因高表达可能是该菌株高产乳酸的原 
因[29]，其中 ldh2 基因的调控与乳酸产量的高低

相关性最强[44]。此外，有研究表明在厌氧条件

下，耐热克鲁维酵母的乳酸脱氢酶具有更高的表

达量，这表明厌氧条件对其乳酸代谢具有积极作

用[45]。然而，基于目前耐热克鲁维酵母基因操

作技术尚不成熟，无法通过在其胞内增加 ldh
基因表达量来验证结果，因此，乳酸的产生和

调控机制还需要更深入的研究来提供更加直接

的证据。 

2.2  低产乙醇 
酿酒酵母在发酵过程中的主要反应有以下

几步：葡萄糖经糖酵解途径转化为中间代谢产物

丙酮酸，丙酮酸由丙酮酸脱羧酶催化还原生成乙

醛，乙醛再经乙醇脱氢酶还原生成乙醇[46]。由

于耐热克鲁维酵母在 9%的乙醇条件下不能生

长，并且该酵母的乳酸代谢支路能够与乙醇支路

产生一定的竞争[17,41]，因此利用耐热克鲁维酵母 
纯种发酵产生的乙醇含量一般为 9%−10%[17,23,27]。

这一特性也使得其在啤酒、甜酒或起泡酒等低酒

精度饮料中具有一定的应用价值[47]。目前研究

中影响乙醇产生的因素主要为菌株[16]、混合发

酵接种比例及接种时间间隔[35]、发酵体系中氧

气浓度[34]、发酵温度[48]及发酵基质[49]等。在混

合发酵中，耐热克鲁维酵母与酿酒酵母混合接种

的体系中能够降低 0.20%−0.76% (体积分数)的
乙醇[15,35,49-50]。随着酿酒酵母接入时间的延后[35]

及耐热克鲁维酵母与酿酒酵母比例的增加[51-52]，

混合发酵酒样最终的乙醇浓度越低；而随着通入

氧气浓度的增加，最终酒样乙醇的浓度越低[34]；

随着发酵温度的降低，乙醇产量也有一定程度的

降低[48]；发酵基质中某些氨基酸(天冬酰胺、天

冬氨酸、谷氨酰胺及谷氨酸)的添加也可以降低

乙醇产量[49]。 

2.3  提高甘油产量 
甘油是酵母在酒精发酵过程中最主要的副

产物之一，当其浓度超过感官阈值(5.2 g/L)时，

能够显著改善葡萄酒的酒体与丰满度[53]。近年

来不少研究表明，耐热克鲁维酵母能够有效增加

葡萄酒中的甘油产量，其中耐热克鲁维酵母与酿

酒酵母的接种比例[13,35]、发酵体系的溶氧量[34]

及发酵温度[48]等因素都会影响最终酒样中的甘

油产量。如在发酵初期接入耐热克鲁维酵母
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(LT97)的比例越大，最终甘油产量越多[13]；减少

发酵过程中的溶氧量，能够增加甘油产量[34]。研究

发现，耐热克鲁维酵母(LT101)在低温下(20 °C)发
酵时的甘油产量比 30 °C 条件下高 0.56 g/L[48]。此

外，耐热克鲁维酵母与酿酒酵母(EC 1118)混合

发酵时，混酿组的甘油产量比对照组显著提高

0.69 g/L (LT97)−3.30 g/L (LT101)[16,54]。 

2.4  低产挥发酸 
挥发酸是体现葡萄酒“健康”状况的重要指

标，是指在一定条件下从葡萄酒中蒸馏出来的各

种低沸点酸的总和，其中乙酸为主要成分，约占

总含量的 90%[55]。研究表明，在纯种发酵中，

耐热克鲁维酵母比酿酒酵母显著降低 0.12 g/L 
(ConcertoTM)−0.71 g/L (LT103)的挥发酸[13,31-32]，并

且相比于其他非酿酒酵母处于较低水平[36,56]。然而

在混合发酵中，耐热克鲁维酵母能够降低 0.40− 
0.50 g/L (CHKt 421)的挥发酸[57]。除了菌株[31-32]，

接种比例[51-52]、发酵基质[49,57]及发酵体系的溶氧

量[34,58]等因素都会影响挥发酸的产量。随着耐热

克鲁维酵母与酿酒酵母接种比例的增加，酒样中

最终挥发酸产量逐渐降低(CLI-P218、RCKT4 和

RCKT5)[51-52]。当在混合发酵体系中加入部分氨

基酸(缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸及苯丙氨酸)时，

最终挥发酸产量比对照组显著降低 0.15 g/L[49]。

此外，发酵过程中溶氧量的增加会导致挥发酸产

量的增加[34]，这可能与耐热克鲁维酵母中乳酸加

氧酶(lactate 2-monooxygenase，EC 1.13.12.4)的存

在有关[59]。 

2.5  提升香气质量 
挥发性香气物质是影响葡萄酒品质的重要

因素之一，包括高级醇、酯、萜烯及脂肪酸类物

质，这些物质在葡萄酒风格和质量方面起着重要

的作用[60]。研究表明，耐热克鲁维酵母能降低

葡萄酒中的高级醇含量[28]。与酿酒酵母相比，

耐热克鲁维酵母(ConcertoTM)纯种发酵处理中高

级醇产量降低 49 mg/L，其中 3-甲基丁醇含量降

低 20 mg/L[15]。酿酒酵母与耐热克鲁维酵母(CBS 
2860)混合发酵的酒样中最终产生的总高级醇的

浓度降低 55 mg/L[61]。 
2-苯乙醇是一种令人愉悦的具有玫瑰、紫罗

兰香气的挥发性物质[60]，对葡萄酒香气有积极

影响。相关研究表明，耐热克鲁维酵母参与发酵

的酒样中 2-苯乙醇产量比 S. cevevisiae 纯种发酵

高 10% (LT101)[13]−25% (LT97)[48]。Benito 等发

现，顺序接种耐热克鲁维酵母(CECT 12672)的酒

样中的 2-苯乙醇含量比同时接种更高[62]。此外，

随着体系溶氧量的增加，2-苯乙醇的产量也有所

增加[58]。Shekhawat 等在研究时发现，耐热克鲁

维酵母能够增加参与半胱氨酸、蛋氨酸、苯丙氨

酸及 β-丙氨酸代谢的基因的表达量，并且所有

参与苯丙氨酸转化为苯乙醇的基因表达均上调，

这一结果也支持了该酵母具有提高 2-苯乙醇产

量的能力[63]。 
酯类物质由酰基辅酶 A、脂肪酸和醇类在相

关酶的催化作用下生成，能够为葡萄酒带来果香

和 花 香 [61] 。 研 究 发 现 ， 耐 热 克 鲁 维 酵 母

(ConcertoTM)参与发酵的酒样中，乙酯总量增长

了 30%[64]，其中差异最大的物质为乳酸乙酯及

丁酸乙酯[15]。Chen 等研究发现，接种耐热克鲁

维酵母发酵的酒样中乳酸乙酯含量增加 32 mg/L，
这可能得益于耐热克鲁维酵母发酵过程中乳酸

产量的增加[65]。 
萜烯类化合物感官阈值低，是麝香型葡萄及

其葡萄酒的典型香气成分。酵母可以通过二磷酸

异戊烯途径(isopentene diphosphate pathway，IPP)
生物合成萜烯类化合物[5]。研究发现，在混合发

酵中，耐热克鲁维酵母 (ConcertoTM)能够增加

15%的总萜烯含量，其中芳樟醇和橙花醇的增加

量较显著[15]，这可能与其较高的 β-葡萄糖苷酶

的活性有关[13]。β-葡萄糖苷酶能够水解单葡萄糖
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苷以释放挥发性单萜，对葡萄酒的香气具有积

极贡献。Porter 等对比了克鲁维酵母属下不同

种酵母的发酵特性，发现不论是纯种发酵还是

混合发酵，仅耐热克鲁维酵母具有 β-葡萄糖苷

酶活性[16]。 

2.6  其他 
多糖是构成葡萄酒中大分子物质的主要成

分之一，具有降低葡萄酒收敛性、提高稳定性和

改善口感等作用，研究表明耐热克鲁维酵母能够

增加葡萄酒中多糖和甘露糖蛋白[48,66]的含量。与

酿酒酵母对照组相比，耐热克鲁维酵母(LT101)
参与的实验组酒样中多糖浓度显著增加[66]，顺

序接种 24 h 时多糖的产量最高，而不同发酵温

度对多糖的产量无显著影响[48]。 
红葡萄酒的颜色取决于葡萄皮中浸渍提取

出的花色苷及其在葡萄酒中的稳定性[67]。酵母

在代谢过程中的一部分酶能够促进葡萄皮中酚

类化合物的释放[68]，同时一些代谢物也可以作

为前体物质与葡萄花青素结合生成稳定的加成

物(如 vitisin A 和 B)，增强花色苷的稳定性[69]。

有研究表明，耐热克鲁维酵母能够增加混合发酵

酒样中的花色苷浓度[65,69]及颜色强度[62]，这可能

是由于花色苷分子在较低的 pH 值下显色较高，

而耐热克鲁维酵母在发酵过程中生成的乳酸能

够有效降低酒样中的 pH 值，使得酒样中红色调

和紫色调增加[62]。Escribano-Viana 等的研究则发

现，耐热克鲁维酵母参与发酵的酒样中 vitisin B
含量最高，对葡萄酒颜色的稳定具有积极作用[69]。 

3  耐热克鲁维酵母的混合发酵 
3.1  耐热克鲁维酵母与其他酵母的混合发

酵策略 
在葡萄酒酿造过程中，纯种耐热克鲁维酵母

进行酒精发酵耗时长，并且当葡萄汁中含糖量较

高时难以完成发酵，因此多采用与其他酵母混合

发酵的策略。目前，应用较多的主要是耐热克鲁

维酵母和酿酒酵母的混合发酵，对混菌发酵过程

中接种时间间隔和接种比例的优化是最重要的

问题之一[13,48]。图 1 总结了近年来研究报道的主

要接种策略，接种时间间隔从同时接种到间隔  
96 h，耐热克鲁维酵母与酿酒酵母的接种比例从

1:1 逐渐提高到 104:1。尽管不同研究中使用的耐

热克鲁维酵母菌株不同，但大多数菌株在降低

pH 值、增加乳酸及甘油产量的能力是一致的，

并且在降高级醇、增酯等香气物质方面均具有一

定的潜力[15-16,21,32-33,39-41,48,61-62,64,70-72]。 
利用耐热克鲁维酵母与酿酒酵母顺序接种

(先接种耐热克鲁维酵母，后接种酿酒酵母，后

同)会使得整体发酵时间比接种纯种酿酒酵母长

2−4 d[15]。一般酿酒酵母发酵时糖的消耗量呈指

数型减少，但纯种耐热克鲁维酵母发酵时对糖的

消耗则为线性降低，并且在发酵 20 d 后仍有残

糖剩余[38]。因此，实际生产中往往需要将耐热

克鲁维酵母与酿酒酵母混合发酵以促使发酵顺

利完成。纯种发酵中，耐热克鲁维酵母(TH941)
在发酵前期与酿酒酵母(SCM 952)对照组中的酵

母数量相似，但随着发酵的进行，耐热克鲁维酵

母的细胞存活率缓慢下降；混合发酵中，顺序接

种酿酒酵母后，耐热克鲁维酵母的细胞数量呈指

数下降趋势，导致发酵后期酒样中乳酸产量的减 
少[17]。Gobbi 等将耐热克鲁维酵母(LT101)与酿

酒酵母(EC 1118)以 10:1 的比例进行混合发酵时

发现，同时接种处理下耐热克鲁维酵母的菌体减

少量达 1×103 CFU/mL，而顺序接种的情况下，

该酵母菌体数量的减少仅为 1×101 CFU/mL[48]。 
与酿酒酵母纯种发酵相比，接入耐热克鲁维

酵母的混合发酵能够降低葡萄酒中的酒精浓度

和挥发酸产量[5,15]，同时增加乳酸、甘油、2-苯
乙醇和总酸的含量[35,73]，增降的幅度取决于耐热

克鲁维酵母与酿酒酵母的接种比例[13]及顺序发 
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图 1  L. thermotolerans 混菌发酵策略对葡萄酒品质的影响 
Figure 1  Effects of mixed fermentation with L. thermotolerans on wine quality. 
 
酵时二者接种的间隔时间[48,61]，其中接种时间间

隔对酒样的影响更为显著。Gobbi 等发现，在顺

序接种中，酒样中乳酸产量随着接种间隔的增加

而增加，当顺序接种间隔时间为 24 h 时，酒样

中 (LT101) 2-苯乙醇及乙酯类香气显著 [48]。

Balikci 等的研究也表明，在接种间隔时间为 24 h

时，葡萄酒的感官评价最高[61]。Benito 等在雷司

令葡萄汁中对耐热克鲁维酵母(ConcertoTM)进行

48 h 的顺序接种发酵，结果发现酒样中的萜烯及

具有桃、杏等香气的三烯醇类物质的产量显著增

加[15]。部分研究将接种时间间隔增加至 96 h 后

发现，酒样中的乳酸乙酯产量显著提高[62,71]。在
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接种比例方面，大部分研究均使用 1:1 或 10:1 
(耐热克鲁维酵母:酿酒酵母)的方式进行接种，

在相同的接种时间间隔下，接种比例的不同对

酒样影响较小[13]。Comitini 等的研究结果显示，

当耐热克鲁维酵母(LT97)与酿酒酵母(EC 1118)
的接种比例为 102:1 和 104:1 时，混合发酵体系

中的 pH 值能够显著降低，但其他物质间的产

量无显著差异；除上述 2 种方式之外，也有部

分研究探索了不同发酵温度对混合发酵的影

响，相比于 20 °C 发酵，30 °C 发酵酒样中的甘

油含量显著增加[13]。 
使用耐热克鲁维酵母与粟酒裂殖酵母

(Schizosaccharomyces pombe)混合发酵可在酒精

发酵的同时完成苹果酸乳酸发酵 (malolactic 
fermentation，MLF)[40]。在这一过程中，粟酒裂

殖酵母能够完全消耗苹果酸，实现微生物稳定并降

低酒样中生物胺和氨基甲酸乙酯的浓度[32-33]。耐热

克鲁维酵母在产生乳酸降低 pH 值的同时也能带来

更多的复杂香气，二者不同特性的融合使得其混合

发酵策略对葡萄酒的质量产生积极影响[15,33]。 
除此之外，利用耐热克鲁维酵母与其他非酿

酒酵母及酿酒酵母进行混合接种的三元发酵也

有研究，Vaquero 等对耐热克鲁维酵母分别与戴

尔有孢圆酵母、美极梅奇酵母 (Metschnikowia 
pulcherrima)、葡萄酒有孢汉逊酵母(Hanseniaspora 
vineae)及酿酒酵母的三元混合结果表明，耐热克

鲁维酵母与美极梅奇酵母能够产生一定的协同

效应，能够产生 3.2 g/L 的乳酸、降低 0.33 的 pH
值，并有效增加酒样的感官特性[50]。 

3.2  混合发酵中影响耐热克鲁维酵母生长

的因素 
在葡萄酒发酵过程中，非酿酒酵母通常会在

发酵前期衰亡，致死因素包括其本身较低的乙醇

耐受性、发酵系统中较低浓度的溶氧量及不同菌

株间的相互作用，如菌株之间的营养竞争、有害

代谢物质的积累、细胞间接触作用及其他菌种分

泌的抗菌肽等；通常这些因素并非单独存在，而

是综合作用于整个发酵过程[74]。 
早期的研究认为，抑制酵母生长的主要因素

是酒精发酵产生的高浓度乙醇，其能够破坏酵母

的细胞膜结构并影响糖酵解过程中相关酶的活

性[75]。最近的一项研究表明，含氧量作为酵母

糖代谢过程中的关键因素，对耐热克鲁维酵母的

生存活性具有更显著的影响[45]。相关研究表明，

在缺氧条件下耐热克鲁维酵母的活细胞量仅为

107 CFU/mL，当增加溶氧量后，细胞浓度则能

够达到 1010 CFU/mL[34]。耐热克鲁维酵母也具备

一定程度的氧化应激能力，在厌氧条件下其细胞

内一些编码过氧化氢酶、超氧化物歧化酶和过氧

化物酶及与细胞聚集、死亡和对渗透胁迫的反应

相关的基因均显著上调[63]。 
除了氧气和营养物质的消耗及有毒化合物

的积累外，不同酵母间的竞争也是导致耐热克鲁

维酵母衰亡的原因之一[76]。发酵液的糖浓度及

其可利用的氧气浓度导致了不同酵母对葡萄糖

的摄取率存在差异，在耐热克鲁维酵母与酿酒酵

母混合发酵的过程中，二者对葡萄糖的摄取率会

影响其各自在混菌体系中争夺空间的能力，进而

影响其衰亡程度[77]。此外，酵母细胞间的物理

接触会抑制耐热克鲁维酵母的可培养性并改变

酵母的代谢[74,78]。酿酒酵母所分泌的一些分子量

介于 2−10 kDa 的蛋白类物质会诱导耐热克鲁维

酵母的衰亡[79]，这类物质来自糖酵解酶甘油-3-
磷酸脱氢酶的抗菌肽 (antimicrobial peptides，
AMPs)，被称为“糖霉素”(saccharomycin)[80]。在

混合发酵初期，酿酒酵母为了获取营养并维持细

胞稳态，会上调参与内吞的蛋白、增加营养利用

率的蛋白及细胞拯救和抗应力蛋白的表达，同时

下调参与脯氨酸合成和酵母凋亡的蛋白；在发酵

末期，即耐热克鲁维酵母大量衰亡的阶段，为了
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保证生存状态，酿酒酵母会上调参与蛋白合成的

蛋白，并下调参与应激反应的蛋白[81]。然而，

混合发酵过程中不同酵母菌之间的相互影响依

然存在复杂的作用机制，关于耐热克鲁维酵母与

其他菌株的相互作用仍需进一步研究。 

4  总结与展望 
耐热克鲁维酵母作为一种能够显著降低葡

萄酒 pH 值、乙醇、乙酸浓度，增加乳酸、甘油、

多糖、乙酯类及 2-苯乙醇等优良香气物质含量

的非酿酒酵母，目前从实验室小试水平到工业生

产规模的混合发酵试验在逐渐增多。将耐热克鲁

维酵母与酿酒酵母混合发酵能在一定程度上增

加葡萄酒的独特风味，也有望作为缓解部分炎热

产区(如新疆、宁夏)葡萄原料酸度不足的一种可

选方法，但生产应用尚需进行更为严谨的实验室

研究和大生产应用试验。 

受限于研究手段，目前对耐热克鲁维酵母在

葡萄酒发酵中的研究以应用层面为主，针对乳

酸、香气代谢调控机制及与其他菌种间的相互作

用仍有待深入挖掘。国内对本土耐热克鲁维酵母

资源的利用还十分有限，由于耐热克鲁维酵母受

地理起源影响较大，菌株的基因型及表型存在特

异性，而土著微生物能在本土葡萄酒的酿造中具

有更好的定殖能力，在发酵体系中更有利于保持

竞争优势，因此，筛选和培育性状稳定的本土优

良耐热克鲁维酵母是解决菌株特异性这一问题

的关键途径。为获得本土优质耐热克鲁维酵母，

未来应加强对国内葡萄酒主要产区耐热克鲁维

酵母的筛选，获得具有稳定增酸及增香效果的菌

株，并结合基因组、转录组和蛋白质组等技术手

段进一步解析其产酸与产香机制，不断挖掘菌株

的优良特性，以促进我国酿酒微生物种质资源的

良性发展。 
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