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摘  要：【目的】黄酒酵母菌种是影响大罐黄酒生产效率的关键因素之一，高发酵性能黄酒酵

母的选育对于提升黄酒生产效率具有重要的实用意义。【方法】以一种药物抗性为基础设计快

速初筛方法，对黄酒酿酒酵母 XY 进行诱变筛选得到克霉唑(CTZ)抗性的黄酒酵母突变株，进

一步以酵母发酵性参数为指标筛选得到发酵速率提高的黄酒酵母新菌株 XY-3。【结果】比较突

变菌株与原始菌株酿造性能发现，XY-3 菌株最大发酵速率较原始菌株提高 5.21%。黄酒酿造小

试结果显示发酵前 4 天 XY-3 菌株乙醇生成速率明显高于原始菌株，其最大乙醇生成速率从 XY
菌株的 14.77 g/d 提高到 15.30 g/d。XY-3 酵母菌株发酵速率的提高能够缩短黄酒发酵周期 1−2
天，有助于提高发酵设备的利用效率。进一步研究发现 XY-3 发酵速率的提升可能与 XY-3 菌株

多药物抗性(PDR)有关。【结论】联合使用传统诱变和药物抗性筛选策略选育得到高效黄酒酵母

新菌株，这种筛选策略也为发酵食品行业优良菌株的选育提供了一种新的思路。 
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Abstract: [Objective] High fermentation efficiency is desirable for Saccharomyces cerevisiae used 
in the Chinese rice wine brewing. In this study, we developed a drug resistance screening protocol to 
obtain a Chinese rice wine yeast strain with higher fermentation efficiency. [Methods] Clotrimazole 
(CTZ)-resistant strains of S. cerevisiae were isolated from the parent Chinese rice wine yeast strain. 
Then fermentation power, fermentation rate, and brewing property were used to screen mutants with 
higher fermentation efficiency compared with the parent. [Results] A total of 18 stable CTZ-resistant 
mutants were obtained through UV mutagenesis from Chinese rice wine yeast strain XY. In these 18 
CTZ-resistant mutants, strain XY-3 gave a 5.21% higher max-fermentation rate than that of the strain 
XY by flask fermentation tests. In lab-scale Chinese rice wine brewing, strain XY-3 (15.30 g/d) also 
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showed a higher maximum fermentation rate than that of strain XY (14.77 g/d), leading to shorter 
fermentation period of Chinese rice wine brewing by 1–2 days. [Conclusion] Combining traditional 
mutation with CTZ-resistant screening protocol was an efficient approach to screen Chinese rice 
wine yeasts with higher fermentation efficiency. 

Keywords: Chinese rice wine, Yeast, CTZ-resistance, Fermentation rate 

黄酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)是黄酒发

酵和形成黄酒独特风格关键因素之一，对酿酒过程

中酒精发酵生成效率和最终产品品质有显著影  

响[1]，选育高发酵速率黄酒酵母新菌株对于提升黄

酒生产效率具有重要意义。目前我国对于优良黄酒

酵母菌种的选育工作滞后，技术手段单一，过程繁

琐，效率低下[2-5]，且由于食品安全限制，目前发

酵食品优良菌株选育主要还是采用诱变手段进行。

日本清酒酿造类似我国黄酒，渡辺睦等[6-7]发现真

菌抑制剂抗性酵母发酵速率提高，对其它种类酿酒

酵母也有类似报道[8-11]。进一步研究发现药物抗性

突变株显示出多药物抗性(PDR)[7]，且研究表明药

物抗性造成的酵母胞内 ATP 水平的变化对酵母发

酵速率的提升有重要贡献[12]。故选育药物抗性酵

母能有效富集突变株，提高筛选快速发酵优良酿酒

酵母效率。虽然药物抗性作为筛选指标广泛存在于

其它菌种选育工作，在快速发酵黄酒酵母的筛选中

未见报道。 

本文首次以克霉唑(CTZ)作为黄酒酵母抗性指

标，通过 UV 诱变方法对黄酒酵母 XY 进行诱变处

理，筛选稳定的真菌抑制剂 CTZ 抗性黄酒酵母，

再通过发酵力为研究指标筛选出发酵速率高的药

物抗性黄酒酵母。通过利用传统诱变与药物抗性结

合方法对黄酒酵母进行改造筛选，减少了筛选工

作，提高了筛选效率。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 
酵母：黄酒酵母 S. cerevisiae XY，我国黄酒

行业普遍使用的生产菌种，于本实验室保藏。最

终获得酵母 XY-3 保藏于中国微生物菌种保藏管

理委员会普通微生物中心，保藏编号为：CGMCC 

No. 6329。 
酿酒原料：市售糯米；液化酶(10 000 U/mL)，

糖化酶(50 000 U/mL)，酸性蛋白酶(25 000 U/mL)
均购于无锡杰能科生物工程有限公司；麦曲由我国

某大型黄酒企业提供。 
YPD 固体培养基(g/L)：葡萄糖 20，蛋白胨 20，

酵母提取物 10，琼脂 20。 
YPD 液体培养基(g/L)：葡萄糖 20，蛋白胨 20，

酵母提取物 10。 

发酵培养基：糯米蒸熟后经麦曲，液化酶，糖

化酶和酸性蛋白酶处理，将糖度调到 15ºBx。 

CTZ 固体培养基：YNB 6.7 g/L，葡萄糖 20 g/L，

琼脂 20 g/L。CTZ 浓度梯度为 0、5、10、15、20、

30、40 mg/L。 

氯霉素培养基：YNB 6.7 g/L，甘油 20 g/L，氯霉

素 2 g/L。 

放线菌酮培养基：YNB 6.7 g/L，葡萄糖 20 g/L，

放线菌酮 0.1 mg/L。 

1.2  试验试剂 
Yeast Nitrogen Base without amino acids 

(YNB)、氯霉素、放线菌酮均购于 Sigma 公司。 

1.3  试验方法 
1.3.1  发酵培养基的制备：500 g 糯米 30 °C 浸泡

2 d 后蒸熟，依次加水 1 L，糖化酶、液化酶、酸

性蛋白酶各 200 μL，麦曲 75 g，混匀后 60 °C 水浴，

间歇搅拌且保温 10 h 后过滤离心，取清液待用。 

1.3.2  不同浓度梯度 CTZ 平板配制：配制葡萄糖

20 g/L，YNB 6.7 g/L，琼脂 20 g/L 的基础培养基后，

加入不同量 CTZ 配制成浓度梯度分别为 0、5、10、

15、20、30、40 mg/L 的 CTZ 平板。 
1.3.3  黄酒酵母 CTZ 致死浓度测定：从固体斜面

上接种酵母至 10 mL YPD 液体培养基 30 °C 静置
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培养活化 24 h，取样品稀释至 10−4，将稀释液涂布

含有不同浓度梯度 CTZ 平板后，30 °C 培养 7−10 d，

观察酵母生长情况。 
1.3.4  药物抗性酵母的获得：以 UV (照射时间   
3 min)对 XY (200 r/min 摇床培养 8 h 到对数期)进

行诱变，诱变菌涂布于含致死浓度 CTZ 平板避光

培养 7−10 d，能生长菌株即为药物抗性菌株，以

传代 5 代酵母菌点种至 CTZ 平板检测抗性稳定性。 
1.3.5  快速发酵酵母筛选：以酵母进行 10 mL 发

酵培养基发酵 1 d 后，发酵液残糖浓度与酵母三角

瓶发酵最大发酵速率为指标筛选快速发酵酵母，选

择残糖浓度低且最大发酵速率高于 XY 的诱变菌

为优良菌，测定最大发酵速率时发酵结束时间以

CO2 不再失重为止。 

1.3.6  残糖浓度测定：发酵液经离心取上清液，

DNS 法测定还原糖浓度[13]。 

1.3.7  酵母发酵力与最大发酵速率测定：5 mL 活

化后酵母接种于 100 mL 发酵培养基中(带发酵栓

三角瓶)，30 °C 静置培养，每隔一段时间测 CO2

失重情况，以 CO2 失重多少代表酵母发酵力，发

酵力数据通过 Origin 求导拟合得到发酵速率曲线，

最大点即酵母最大发酵速率[14]。 

1.3.8  传代稳定性检测：通过斜面划线传代 30 °C

培养，比较第 1 代、第 10 代及第 20 代发酵力差别。 

1.3.9  2 L 黄酒酿造试验研究：黄酒酿造过程参照

陈双等所报道方法进行[15]，具体过程如下：1 000 g

糯米浸泡 2 d，蒸熟后加入水 1 000 mL，麦曲 150 g，

液化酶与糖化酶各 300 μL，酵母培养液 250 mL。

30 °C 前发酵 4 d 后，17 °C 后发酵 10 d。定时取样

测量乙醇浓度及甘油浓度。乙醇及甘油浓度测定采

用 HPLC 法进行[16]。发酵 14 d 结束后过滤，即为

黄酒成品酒。 

1.3.10  黄酒总糖，总酸，氨基氮，pH 测定：参

照国标方法 GB/T 13662-2008 方法进行。 

1.3.11  乙醇耐受性研究：以 1×107 cells/mL 接种

量将出发菌株与突变株酵母接种于含 20% (体积比)

乙醇 YPD 培养基，30 °C 静置培养 3 d，取样以亚

甲基美蓝染色法测定酵母死亡率。 
1.3.12  多药物抗性研究：以 1×107 cells/mL 接种

量将出发菌株与突变菌株酵母接种于氯霉素，放线

菌酮培养基，30 °C、200 r/min 摇床培养 1 d 后，

检测前后 OD600 变化情况。 

2  结果与讨论 

2.1  CTZ 抗性菌的分离及抗性稳定性检测 
由前期预实验确定了黄酒酵母紫外诱变的最

佳试验条件：菌浓度 1×109 cells/mL，UV 处理时间：

3 min，黄酒酵母致死率为 68.92%。通过不同浓度

CTZ 对黄酒酵母 XY 生长抑制试验得出 CTZ 对黄

酒酵母的致死浓度为 20 mg/L，这与国外的研究结

果相似[6]。图 1 表示以此条件对黄酒酵母 XY 菌株

进行紫外诱变处理后的菌株在 20 mg/L CTZ 平板上

的生长情况，能够生长的菌株即为 CTZ 抗性黄酒酵

母菌株。分离挑选得到 28 株 CTZ 抗性酵母，由 CTZ

抗性稳定性实验进一步确定其中有 18 株诱变菌株

对 CTZ 抗性稳定，进入下一轮筛选过程。 

2.2  高发酵速率黄酒酵母突变株初筛 
最大发酵速率与耗糖能力是黄酒酵母发酵的

两个重要指标。发酵液残糖浓度越低，表示酵母利

用糖越完全，即耗糖能力越强，因此以发酵液的残

糖浓度能表征酵母耗糖能力。如表 1 所示，综合考 
 

 
 
图 1  黄酒酵母诱变菌株 20 mg/L CTZ 平板生长情况 
Figure 1  Growth of yeast mutants on 20 mg/L CTZ plate 
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表 1  酵母发酵液残糖浓度及最大发酵速率 
Table 1  Residual sugar content of fermented medium and maximum fermentation rate of each yeast 

菌株 
Strains 

残糖浓度 
Residual sugar content (g/L) 

最大发酵速率 
Maximum fermentation rate (g/h) 

XY 5.523 0.191 
XY-1 5.737 0.188 
XY-3 5.494 0.196 
XY-4 5.611 0.179 
XY-5 5.698 0.190 
XY-6 6.058 0.195 
XY-7 6.185 0.176 
XY-8 5.620 0.191 

XY-10 6.029 0.186 
XY-11 6.020 0.183 
XY-12 6.100 0.181 
XY-15 6.564 0.177 
XY-16 5.445 0.194 
XY-18 5.513 0.198 
XY-19 5.620 0.190 
XY-21 6.400 0.186 
XY-23 5.844 0.191 
XY-26 5.523 0.189 
XY-28 5.465 0.196 

 

虑酵母发酵液残糖浓度与最大发酵速率，XY-3、

XY-16、XY-18 和 XY-28 发酵液残糖浓度低于原始

菌株 XY，且最大发酵速率较 XY 高，故可选择

XY-3、XY-16、XY-18 和 XY-28 进入下一轮发酵筛

选。比较传统筛选方法，如谢广发报道采用 TTC

平板法所筛选酵母基数为几十株[2]，毛青钟从传统

发酵醪中分离酵母菌为 50 株以上[17]，而药物 CTZ

抗性筛选方法能富集快速发酵正突变黄酒酵母菌

株，富集到 18 株待筛选酵母，且通过试管发酵试

验进而筛选得到 4 株黄酒酵母，从而减少筛选酵母

基数，提高筛选效率。 

2.3  快速发酵酵母复筛及发酵力稳定性检测 
通过比较各菌株的发酵力，由表 2 可知 XY-3

优于其它菌株。由图 2 可知，XY-3 最大发酵速率 

 
表 2  各菌株发酵力比较 

Table 2  Fermentation power of each yeast 
CO2 失重 

CO2 weight loss (g) 
发酵时间 

Fermentation time (h) 
XY XY-3 XY-16 XY-18 XY-28 

0 0 0 0 0 0 
9 0.80±0.01 0.84±0.02 0.81±0.01 0.81±0.02 0.80±0.02 

14 2.05±0.01 2.15±0.02 2.05±0.03 2.05±0.05 2.05±0.03 
19 3.40±0.02 3.60±0.02 3.45±0.04 3.40±0.01 3.45±0.02 
23 4.15±0.05 4.31±0.03 4.15±0.04 4.15±0.03 4.15±0.05 
32 5.00±0.02 5.20±0.04 4.95±0.02 4.95±0.04 5.00±0.01 
37 5.15±0.04 5.26±0.02 5.15±0.02 5.10±0.04 5.20±0.02 
55 5.35±0.01 5.45±0.01 5.30±0.04 5.35±0.03 5.35±0.02 
60 5.35±0 5.45±0 5.35±0.01 5.35±0 5.35±0 
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为 0.303 g/h，较 XY 最大发酵速率达 0.288 g/h 提

高 5.21%。且由表 3 可知，XY-3 传代到 20 代发酵

力与第 1 代接近，具有较好的稳定性。故综合以上

所述，可确定 XY-3 为稳定的发酵速率高的优良菌。

日本学者渡辺睦等发现药物抗性清酒酵母菌在整

个发酵过程发酵力均高于原始菌株[6]，而 XY-3 在

后期发酵力与 XY 较近，这可能是由于日本清酒酿

造一直处于低温酿造过程[7]，而黄酒酵母在 30 °C
发酵测定其发酵力，而在此温度下黄酒酵母能快速

消耗还原糖，积累乙醇，从而到发酵结束表现出一

致的发酵力。 
 

 
 

图 2  XY 与 XY-3 发酵速率曲线 
Figure 2  Fermentation rate of XY and XY-3 

2.4  2 L 黄酒酿造试验研究 
为验证黄酒酵母 XY-3 在酿造环境下是否保

持优势，对 XY-3 进行实验室 2 L 黄酒酿造，由   
图 3 可知，XY-3 在前酵阶段乙醇生成量与生成速

率明显高于 XY，当发酵至第 4 天时 XY-3 乙醇积

累量接近最大值，而 XY 发酵第 6 天才接近最大

值；后酵时二者一致，最终乙醇生成量二者相当，

其原因是前 4 天黄酒酵母迅速耗糖，积累大量乙

醇，故二者前 4 天平均乙醇生成速率是相当的，

正如表 4 所示，这也是与清酒酿造的差别所在，

而比较前 4 天 XY-3 与 XY 前酵最大乙醇生成速率 
 

 
 
图 3  XY 与 XY-3 黄酒酿造乙醇及甘油浓度变化 
Figure 3  Ethanol and glycerol content curve of Chinese 
rice wine brewed by XY and XY-3 

 
表 3  XY-3 发酵力稳定性 

Table 3  Fermentation power stability of XY-3 
CO2 失重 

CO2 weight loss (g) 
发酵时间 

Fermentation time (h) 
XY XY-3-1 XY-3-10 XY-3-20 

0 0 0 0 0 
5 0.01±0.01 0.05±0.02 0.05±0.01 0.05±0.02 

10 0.48±0.01 0.58±0.08 0.56±0.03 0.56±0.05 
15 1.29±0.02 1.45±0.05 1.43±0.07 1.42±0.07 
24 3.16±0.05 3.34±0.06 3.38±0.09 3.38±0.06 
29 3.74±0.06 4.00±0.05 3.94±0.02 3.97±0.02 
34 4.16±0.04 4.26±0.02 4.26±0.02 4.24±0.01 
39 4.39±0.01 4.52±0.04 4.53±0.01 4.52±0 
48 4.86±0 4.99±0 4.99±0 4.99±0 
53 5.12±0 5.15±0 5.14±0 5.15±0 
58 5.12±0 5.15±0 5.14±0 5.15±0 
63 5.12±0 5.15±0 5.14±0 5.15±0 

注：XY-3-n，n 代表传代数. 
Note: XY-3-n, n represents the generations. 
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可知 XY-3 较 XY 高。酿酒酵母在乙醇发酵过程中

会产生副产物甘油，Sumio Michnick 与 Elke Ne-
voigt 研究指出，酵母甘油产量的增加会降低乙醇

的产量或降低乙醇生成速率，而降低甘油的生成

量可提升乙醇生成速率[18-19]，由图 3 可知，XY-3
的甘油产量低于 XY，这与 Sumio Michnick 与 Elke 
Nevoigt 研究结果一致。 

如表 5 所示，从两株酵母菌发酵 14 d 后所酿造

黄酒成品酒的理化指标看来，二者在酒精度、总糖、

总酸及氨基氮总量及 pH 差别不大，因此相对 XY 而

言，XY-3 所酿黄酒在一般理化指标上并未产生变化，

总体来说理化指标与王梅报道一致[20]。通过黄酒国

家标准(GB/T 13662-2008)可知，XY-3 黄酒成品符  

合黄酒国家标准中干型或半干型优级黄酒的标准。 

2.5  酵母XY-3 与XY 乙醇耐受性与药物抗性研究 
日本学者渡辺睦等研究发现真菌抑制剂抗性

清 酒 酵 母 发 酵 速 率 的 提 升 与 酵 母 多 药 物 抗 性

(PDR)现象的获得直接相关[7,12,21]。为了初步探索 

本研究中 CZT 抗性酵母发酵速率提升的原因，我

们对抗性菌株 XY-3 的乙醇耐受性和其他种类真

菌抑制剂抗性进行了分析。如表 6 所示，在 20%
乙醇耐受性环境中，XY-3 菌株与亲株乙醇耐受能

力并没有显著性的差异。但 XY-3 菌株对真菌抑

制剂如氯霉素、放线菌酮的抗性较亲株 XY 有明

显提高，显示 XY-3 表现出一定程度的 PDR 现象，

这与渡辺睦等[6-7]的研究结论相符，因此推测黄酒

酵母 XY-3 发酵速率的提升可能与其多药物抗性

的获得相关。 
 

表 4  前 4 天最大乙醇生成速率与平均乙醇生成速率

Table 4  Maximum ethanol producing rate and aver-
age ethanol producing rate in the first 4 d 

菌株 
Strains 

最大乙醇生成速率 
Maximum ethanol 

producing rate (g/d) 

平均乙醇生成速率

Average ethanol 
producing rate (g/d)

XY 14.77 4.10 

XY-3 15.30 4.15 

 
 

表 5  成品酒理化比较 
Table 5  Physicochemical indexes of Chinese rice wine brewed by XY and XY-3 

菌株 
Strains 

酒精度 
Ethanol content (%, V/V) 

总糖 
Total sugar (g/L) 

总酸 
Total acid (g/L) 

氨基氮 
Amino nitrogen (g/L) 

pH 

XY 16.77±0.02a 6.30±0.16a 4.26±0.09a 0.78±0.06a 4.20±0.05a 

XY-3 16.79±0.01a 6.27±0.13a 4.21±0.11a 0.82±0.04a 4.17±0.05a 

注：相同字母表示差异不显著(P≥0.05). 

Note: Same letters indicate the non-existence of a significant difference between samples (P≥0.05). 

 
表 6  XY-3 与 XY 乙醇耐受性与药物抗性 

Table 6  Ethanol tolerance and drug resistance of XY-3 and XY 

菌株 
Strains 

死亡率(%，乙醇 20%) 
Lethal rate (%, ethanol 20%) 

ΔOD600 

氯霉素 
Chloramphenicol (2 000 mg/L) 

放线菌酮 
Cycloheximide (0.1 mg/L) 

XY 83.54±9.81a 0.02±0.01a 0.98±0.01a 

XY-3 78.53±5.55a 0.05±0.01b 1.04±0.01b 

注：不同字母表示差异显著(P≤0.05)，相同字母表示差异不显著(P≥0.05). 

Note: Different letters indicate the existence of a significant difference between samples (P≤0.05), same letters indicate the 
non-existence of a significant difference between samples (P≥0.05). 
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3  结论 

选育高发酵速率黄酒酵母菌株对提高黄酒生

产效率具有重要意义，本文在高发酵速率黄酒酵母

选育过程中首次通过以 CTZ 抗性为指标，有效富

集突变株，实现了目标菌株的高效筛选。所筛选优

良黄酒酵母菌 XY-3 最大发酵速率较原始菌株 XY
提高 5.21%，药物抗性试验显示 XY-3 表现出多药

物抗性表型，这可能是其发酵速率提升的原因。

CTZ 抗性作为筛选指标选育快速发酵优良黄酒酵

母，能提高筛选效率，对优良黄酒酵母的选育具有

一定的指导意义。 
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