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摘  要: 【目的】酿酒酵母的嗜果糖性是葡萄酒酵母选育工作的一项重要内容。建立评

价菌体发酵果糖能力的方法, 是葡萄酒酿酒酵母嗜果糖性研究的基础。【方法】以 3 株不

同果糖发酵能力的酵母菌为研究对象, 考察菌体在模拟葡萄汁培养基条件下, 发酵情况

与单糖利用之间的关系; 并通过数学方程拟合单糖动力发酵曲线, 得到发酵持续时间、葡

萄糖浓度拟为 0 时的果糖浓度、果糖与葡萄糖曲线面积的差值等参数。【结果】这些参数

可以反应出菌体的发酵速率和嗜果糖性。其中后两个参数能显著将 3 个菌株的嗜果糖特

性区分开。【结论】为高果糖利用优良葡萄酒酿酒酵母菌株的筛选和构建, 提供了较为全

面、客观和有效的评价方法。 
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A method for assessment of the fructophilicity  
of wine yeast strains 
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Abstract: [Objective] Fructophilicity of wine yeasts is critically important for the maintenance 
of a high fermentation rate at the end of alcoholic fermentation. [Methods] In this study three 
Saccharomyces cerevisiae strains with different fermentation traits were investigated in synthetic 
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grape medium to determine the relationship between their relative abilities to utilise glucose and 
fructose and fermentation performances. [Results] Parameters obtained by calculating from ki-
netic glucose and fructose fermentation curve, include fermentation duration, fructose concen-
tration if glucose concentration was 0, area difference under fructose and glucose curve. The 
latter two parameters can rank their fructophilicity significantly. [Conclusion] This study pro-
vides an effective and objective method for programs which seek to generate strains that have a 
high fructose utilization capacity in wine fermentation. 

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Wine, Synthetic grape medium, Fructophilicity 

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)常常被

筛选作为葡萄酒酒精发酵菌种[1]。葡萄浆汁中葡

萄糖和果糖含量基本相等, 但在酒精发酵过程

中, 酿酒酵母通常利用葡萄糖的能力比利用果糖

的能力强。其结果是果糖与葡萄糖比例随着发酵

的进行不断升高, 以致在发酵后期果糖成了主导

糖[2]。有研究表明, 酿酒酵母的低果糖利用能力与

发酵停止、发酵后期发酵速率低和发酵不彻底密

切相关[2−3]。另外, 由于果糖不能被有效利用而残

留在葡萄酒中, 一方面果糖甜度高, 会造成葡萄

酒口感失衡; 另一方面, 酒中残糖的存在具有引

发微生物污染的危险[4−5]。因此酿酒酵母的嗜果糖

性是葡萄酒酵母选育工作的一项重要内容。国内

尚未见葡萄酒酿酒酵母嗜果糖性的研究报道。 

本研究以 3 株具有不同果糖发酵能力的酵母

菌为研究对象, 考察菌体在模拟葡萄汁培养基中, 

发酵情况与单糖利用之间的关系, 试图通过数学

拟合单糖动力发酵曲线, 找到酿酒酵母菌合理有

效的嗜果糖参数, 为高果糖利用菌株的筛选、构

建, 提供客观的酿酒酵母嗜果糖特性的评价方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株: 本实验选用葡萄酒生产商业用酿酒

酵母 EC1118, 该菌通常能使葡萄酒发酵至干, 也

能成功进行二次发酵接种, 拟设定为较高果糖利

用葡萄酒酿酒酵母。自行分离所得的优良野生葡

萄酒酿酒酵母 SX-1, 该菌分离自山西戎子酒庄

2011 年自然发酵的赤霞珠葡萄酒中, 从该菌的发

酵特性上拟设定为一般果糖利用葡萄酒酿酒酵

母。实验室用单倍体酿酒酵母 S288c (购买于中国

科学院微生物研究所), 具有较差的葡萄酒发酵

特性, 拟设定为较差果糖利用酿酒酵母, 以作对

照。商业用活性干菌在无菌条件下复水 20 min, 
接入 YPD 培养基(20 g/L 葡萄糖, 10 g/L 酵母浸提

物, 20 g/L 蛋白胨)中, 于 28 °C 条件下摇床振荡培

养过夜(180 r/min)。酿酒酵母培养物于 YPD 琼脂

培养基上进行划线培养以检测纯度并获得单菌落, 
将多个单菌落菌体接入 25 mL YPD 培养液中培养

过夜, 进行发酵试验。另取 1 mL 配以 0.5 mL 灭菌

后的 80% (V/V)甘油, 在−80 °C 冰箱中长期保存。 
1.1.2  模拟葡萄汁培养液: 每升含葡萄糖 110 g, 
果糖 110 g, DL-苹果酸 5 g, 柠檬酸 2 g, K2HPO4 

0.1 g, MgSO4·7H2O 0.1 g, CaCl2·2H2O 0.1 g, 酒石

酸钾 0.25 g, 调整 pH 3.6 后, 灭菌。冷却后, 将通

过 0.45 μm 过滤膜的 FeSO4、微量元素、维生素

及 300 g/L 的可利用氮含量(包括铵盐氮 18.6% 和

氨基酸 81.4%)添加入培养液中[6]。 

1.2  发酵试验 
将过夜培养的菌体接入 12 mL 酵母培养管

中, 其中装有 8 mL 模拟葡萄汁培养液。接种密度

为 1×106 个细胞/mL。将发酵管放置摇床培养箱
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(18 °C, 130 r/min), 以提供充足的氧气。每日通过

称量发酵管的重量, 以跟踪发酵情况。同时吸取

10 μL 发酵液置于 PCR 管中, 并直接加入 90 μL

蒸馏水, 稀释 10 倍后, 于−20 °C 条件下冷冻保

藏, 以备测定葡萄糖果糖浓度。 

1.3  发酵曲线的绘制 
每组发酵试验做 3 个重复, 重量损失取平均

值。以培养时间为横坐标, 以重量损失为纵坐标, 

绘制发酵曲线。发酵结束, 糖含量小于 2.5 g/L 可

用 Clini-test®片剂(Bayer)进行复查。 

1.4  葡萄糖果糖的测定 
利用 Megazyme 试剂盒进行葡萄糖果糖的测

定。对样品进行适当稀释后, 利用 96 孔平板, 在

340 nm 光照下扫描读数。葡萄糖浓度的计算公式: 

c=0.692 0×△AD-glucose 。 果 糖 浓 度 的 计 算 公 式 : 

c=0.697 8×△AD-fructose。每个样品重复测定 3 次, 取

平均值。 

1.5  嗜果糖系数的计算 
以培养时间为横坐标, 以将葡萄糖果糖的测

定值为纵坐标, 绘制葡萄糖果糖动力曲线。对单

糖动力曲线进行方程模拟。设定葡萄糖浓度为 0
时, 发酵所需时间为理论发酵持续时间。设定葡

萄糖浓度为 0 时, 果糖的浓度为菌体嗜果糖参数

之一。以理论发酵持续时间为终点, 计算葡萄糖

果糖动力曲线面积值。其面积的差值视为菌体嗜

果糖参数之二。 

1.6  数据处理 
采用 DPSv7.55 数据处理软件对实验数据的

方差显著性进行分析。 

2  结果与分析 

2.1  不同菌株的发酵曲线 
3 种酵母菌经活化后, 以 1×106 个细胞/mL 的

接种密度进行发酵试验。如图 1 所示, S288c 菌发

酵速率最慢, 直到第 7 天生长速率才有明显下降, 

第 8−9 天时质量损失基本趋于平稳。对于 EC1118
和 SX-1 而言, 发酵速率较快, 一天迟滞期后, 进

入快速生长阶段, 第 4 天后生长速率明显下降, 第

6 天后质量损失趋于平稳, 但 SX-1 质量损失略低

于 EC1118。总体而言, S288c 菌的质量损失最低, 

说明 S288c 作为单倍体酵母菌, 较难在模拟葡萄汁

环境下生长。尽管 EC1118 和 SX-1 生长速率接近, 

但在发酵后期, SX-1 的发酵性略低于 EC1118。 

2.2  不同菌株葡萄糖果糖的测定曲线 
对各菌单糖的利用情况进行连续测定后发现, 

糖利用情况基本与发酵曲线相吻合(图 2)。在迅速

生长期, 糖的消耗量最大, 无论葡萄糖还是果糖

下降速率都较大。在发酵后期, 糖的消耗要低得

多。在整个发酵过程中, 3 个菌都表现出葡萄糖比

果糖能优先被利用的特点, 这与前人研究结果一

致[4,9]。但各个菌株间葡萄糖果糖的利用情况却有

明显差异。S288c 葡萄糖的消耗明显低于商业用酿

酒酵母菌 , 果糖的消耗差距更明显。SX-1 和

EC1118 对葡萄糖的消耗比较接近, 但果糖的利用

在发酵后期开始有了明显差距, 直至发酵结束, 这

种差距一直存在。说明 EC1118 的果糖利用能力要

强于 SX-1。各菌株的嗜果糖性不同, 这可能与菌体

基因背景或生理特性有关, 有待进一步研究探讨。 
 

 
图 1  不同酿酒酵母菌在模拟葡萄汁条件下的发酵曲线  
Fig. 1  The fermentation curve of different S. cerevisiaes 
in synthetic grape medium 
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2.3  不同菌株的嗜果糖参数 
我们对各菌株的葡萄糖果糖的动力曲线进行

了方程模拟。S288c 菌的糖动力趋势线方程和拟

合度相关系数见图 3−5。首先通过计算出葡萄糖

动力曲线与横坐标的交叉点, 以确定为理论发酵

持续时间。即根据数学模拟, 可知 S288c 在第 8.3

天时, 葡萄糖利用完全。此时通过果糖动力曲线

计算得知, 相对应的果糖浓度为 24.1 g/L。该值可

近似说明 S288c 菌体在葡萄糖利用完全的情况

下, 果糖的利用能力还比较差, 仍有 24.1 g/L 的

果糖未被利用。该值是菌体嗜果糖性的重要参数, 

可显著区分菌株间的差异。S288c 菌体葡萄糖果

糖的曲线面积值平均值分别是 485.5、624.1。曲

线面积越大, 说明菌体发酵该糖的能力越弱, 发

酵速率低。葡萄糖曲线面积小于果糖曲线面积, 

即菌体葡萄糖利用能力高于果糖。其差值大小可

表示菌体发酵葡萄糖和果糖的能力差异的大小, 

差值越小, 菌体嗜果糖性越强, 差值越大, 菌体

嗜果糖性越弱。该值是菌体嗜果糖性的另一重要

参数, 可显著区分菌株间的差异。 

由表 1 可知, S288c 发酵理论持续时间最长,

为 8.3 d; 当葡萄糖浓度拟为 0 时, 剩余果糖浓度

最高; 葡萄糖和果糖曲线面积均大于商业用酿酒

酵母; 且面积之差也是最高。所以说, S288c 菌体

发酵能力最弱, 嗜果糖性最差。 

SX-1 菌发酵理论持续时间为 6.3 d; 当葡萄

糖浓度拟为 0 时, 剩余果糖浓度为 16.2 g/L; 葡萄

糖和果糖曲线面积均小于 S288c; 且面积之差较

S288c 小很多; 说明 SX-1 菌体发酵能力和嗜果糖

性均要显著高于 S288c。 
 

 
图 2  不同酿酒酵母菌在模拟葡萄汁条件下的单糖利用曲线  

Fig. 2  The glucose and fructose curve of different S. cerevisiaes in synthetic grape medium 
 

表 1  不同菌株的果糖利用参数(n=3) 
Table 1  Fructose utilization parameters of different S. cerevisiaes strains (n=3) 

菌株 
Strain 

拟葡萄糖消耗完所需

发酵持续时间 
Fermentation duration if 

glucose is 0 (d) 

葡萄糖浓度拟为 0 时的

果糖浓度 
Fructose concentration 

if glucose is 0 (g/L) 

葡萄糖曲线面积 
Area under glucose 

curve 

果糖曲线面积 
Area under 

fructose curve 

面积差 
Area difference

S288c 8.3±0.9b 24.1±3.1c 485.6±42.2b 624.1±48.9b 138.5±11.2c 
SX-1 6.3±0.7a 16.2±1.8b 383.2±35.6a 453.6±39.5a 70.4±5.8b 

EC1118 6.2±0.5a 10.7±1.1a 370.3±39.4a 426.2±41.2a 55.8±5.1a 
注: a,b,c: 试验数据在 P<0.05 水平上的显著性差异. 
Note: a,b,c: The results are significantly different (P<0.05). 
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图 3  S288c 菌的单糖发酵模拟曲线及方程  
Fig. 3  The glucose and fructose curve of S288c made 
by mathematic calculation  
 

 
图 4  SX-1 菌的单糖发酵模拟曲线及方程  
Fig. 4  The glucose and fructose curve of SX-1 made by 
mathematic calculation  
 

 
图 5  EC1118 菌的单糖发酵模拟曲线及方程   
Fig. 5  The glucose and fructose curve of EC1118 made 
by mathematic calculation  

EC1118 葡萄糖消耗完所需理论持续时间为

6.2 d; 当葡萄糖浓度拟为 0 时, 剩余果糖浓度为

10.7 g/L; 葡萄糖和果糖曲线面积均小于前两者, 

说明葡萄糖果糖发酵能力均强于前两种菌株; 且

面积之差最小; 从果糖浓度值和曲线面积差值可

说明 EC1118 嗜果糖性显著高于前两者。 

3  结论与讨论 

酿酒酵母的嗜果糖性是葡萄酒酵母选育工作

的一项重要内容。建立评价菌体发酵果糖能力的

方法, 是酿酒酵母嗜果糖性研究的基础。我们采

用的模拟葡萄汁培养基, 其中初始葡萄糖果糖含

量相等。Liccioli 等[9]用只含果糖的培养基, 认为

不能正确评价菌体在葡萄酒环境下的嗜果糖性, 

因为葡萄糖对果糖的代谢具有积极的影响[10]。试

验证明我们采用的模拟葡萄汁培养基对评价菌

体的嗜果糖性是合理有效的。 

为了区分各菌株果糖利用情况的差异, 评价

各菌株的嗜果糖特性。Berthels 等 [4]计算出当

20%、30%、40%、50%的葡萄糖被消耗完时, 葡

萄糖与果糖的比值线性增加。他们根据菌体线性

增加的幅度, 对菌株的嗜果糖性进行了排序。这

种方法的可操作性较差, 因为无法控制取样点的

准确性。另外, 有研究认为发酵后期菌体对果糖

的利用能力对彻底发酵更重要[5]。Guillaume 等以

残糖为纵坐标, CO2 释放量为横坐标, 画出两个

菌的葡萄糖果糖利用曲线以区分它们的嗜果糖

性[7]。该方法没有与发酵持续时间联系起来, 因此

不能全面认识菌体的发酵性, 而且只是定性区分, 

对菌体的嗜果糖性没有量化。Dumont 等[1]提出的

嗜果糖系数, 是指发酵后半部分, 葡萄糖与果糖

曲线面积的差值。差值越小, 嗜果糖性越强。该方

法对发酵后半部分的界定比较模糊, 随机性强。 

本研究提出的嗜果糖性评价方法考虑到了整

个发酵过程, 但无需在特定残糖浓度时准确取
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样。发酵期间每日取样即可, 然后通过二次曲线

方程模拟单糖发酵曲线 , 其模拟方程 R2 均在

0.97 以上。设定葡萄糖浓度为 0 时, 发酵所需时

间为理论发酵持续时间, 该值与发酵曲线所得

的发酵持续时间基本吻和。本研究提出的嗜果糖

参数计算方法把发酵持续时间与嗜果糖性联系

在了一起, 这有助于筛选获得发酵快速且彻底

的优良菌株。另外, 我们发现葡萄糖通常能接近

完全消耗, 而此时果糖浓度可指示菌体的嗜果

糖性。以理论发酵持续时间为限, 其果糖与葡萄

糖曲线面积的差值, 也可有效指示菌体的嗜果

糖性。通过该方法所得嗜果糖参数值能将 3 个菌

体显著区分开 , 且与其他文献报道一致 [2,8]。

S288c 菌体嗜果糖性最差, EC1118 最强, 本实验

室菌株 SX-1 居中。葡萄糖果糖动力曲线面积值, 

可反映菌体发酵该糖的速率, 面积值越大, 发酵

速率越低。S288c 菌体葡萄糖果糖动力曲线面积

值均最大, 说明发酵速率最低。对 3 个菌体而言, 

葡萄糖曲线面积均小于果糖曲线面积, 说明葡

萄糖发酵速率高于果糖。其面积的差值可视为菌

体嗜果糖参数之二, 差值越大, 嗜果糖性越低, 

差值越小, 嗜果糖性越强。S288c 菌差值最大, 

其嗜果糖性最低; EC1118 菌差值最小, 其嗜果

糖性最强。 
由此可见, 本方法所得菌体发酵参数, 一方

面可反映发酵速率, 另一方面可反映菌体的嗜果

糖性。这为评价和筛选高果糖利用葡萄酒酿酒酵

母提供了有力的工具。对于该方法的客观性和准

确性, 我们将利用更多的菌株来实验, 而且要进

一步分析菌株间嗜果糖差异的分子基础。 
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