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西藏来源酵母菌株的鉴定与生理特性
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摘  要  酵母菌在食品、化学品及生物能源生产中具有广泛的应用潜力. 我国西藏自治区具有独特的地理环境，可能孕育

着丰富的微生物多样性，在食品、化学品及生物能源生产中具有广泛的应用潜力. 为开发利用西藏地区的酵母资源，对

西藏土壤、地衣和植物等不同来源的10株酵母菌株进行研究. 其中，5株非常规酵母1-5-2、B02、H1、SD32和SD29分别

鉴定为Occultifur kilbournensis、Coniochaeta mutabilis、Pichia pijperi、Debaryomyces fabryi和Candida fermentati，
这是首次报道从西藏来源的粗壮秦艽、茶树花朵和隔距兰匍匐根等植物样品中分离出这些酵母菌属种. 鉴定了5株酿酒

酵母2-2、4a1、5-1、SC2-1和SC12，分别来自松萝、青稞酒曲、冰川水和土壤. 进一步比较这10株酵母的抗逆性和酿酒酵

母菌株细胞壁多糖的抗氧化性，发现来自地衣的酿酒酵母菌株2-2和来自土壤的酿酒酵母菌株SC2-1对乙酸、过氧化氢

和高温等环境胁迫耐受性较好. 此外，来自土壤的酿酒酵母SC12和SC2-1细胞壁多糖抗氧化性较高, 其Trolox当量分别

可达55.24 mmol g-1 L-1和46.57 mmol g-1 L-1. 本研究结果表明西藏来源酵母具有丰富的生物多样性，其中发现的对环境

胁迫具有较好耐受性的酵母菌株可进一步开发利用. （图5 表1 参31）
关键词  土壤酵母菌多样性；菌株鉴定；抗逆性；细胞壁多糖；抗氧化性

Identification and physiological characteristics of yeast strains isolated 
from Tibet, China
YANG Yuqing1#, WANG Muyao1#, YE Peiliang1, BAI Long1, FAN Tingting1, WANG Xueqing1, MA 
Juanyao1, LI Jun2, JIANG Dandan2, ZHANG Zhang2 ＆ ZHAO Xinqing1

1	School of Life Sciences and Biotechnology, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240, China
2	JALA（Group) Co. Ltd, Shanghai 200233, China

Abstract  The Tibet Autonomous Region in China has a unique geographical environment and may harbor 
abundant microbial diversity. Therefore, studies on microbial strains from Tibet are important for the exploration 
of biodiversity in China. Yeast strains have widespread application potential in food, chemical, and bioenergy 
production, but so far, only a few studies have been conducted on yeast strains from Tibet. In this study, ten yeast 
strains from soil, lichen, and plant samples from Tibet were collected and characterized. Subsequently, the stress 
resistance of these yeasts and the antioxidant resistance of cell wall polysaccharides from the Saccharomyces 
cerevisiae strains were compared. Among these yeast strains, the isolates of 1-5-2, B02, H1, SD32, and SD29 
are unconventional yeast strains belonging to five different genera. These yeast strains were identified as 
Occultifur kilbournensis, Coniochaeta mutabilis, Pichia pijperi, Debaryomyces fabryi, and Candida fermentati. 
This is the first report on the isolation of these species from plants of Gentiana robusta, Camellia sinensis, and 
stolon of Cleisostoma sagittiforme grown in Tibet. Five budding yeast S. cerevisiae strains were isolated from 
lichen, glacial water, highland barley wine starter, and soil. It was found that S. cerevisiae strain 2-2 from lichen 
and S. cerevisiae strain SC2-1 from the soil both had good tolerance to environmental stress conditions such as 
acetic acid, hydrogen peroxide, and high temperatures. In addition, the cell wall polysaccharides of S. cerevisiae 
strains SC12 and SC2-1 isolated from the soil sample showed relatively higher oxidation resistance than that of 
the other strains, with their Trolox equivalent being 55.24 mmol g-1 L-1 and 46.57 mmol g-1 L-1, respectively. Our 
studies revealed the rich biodiversity of yeast strains in Tibet, and the yeast strains that are tolerant to adverse 
environments provide a basis for the further development and utilization of natural yeast strains in China.
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酵母菌用途广泛，在发酵食品生产方面有悠久的应用历

史，而且在化工、新能源开发、生物制药等多个领域也被广泛

研究和应用 [1-3].  随着不同来源酵母菌种资源被不断开发，性

能优良的酵母菌株被不断发现. 例如，我国学者在吉林省长白

山林区分离获得高效分解树皮的酵母菌群 [4]；从河北昌黎葡萄

园产区土壤样品中成功分离高产酶的酵母菌株等 [5]. 此外，植

物内生酵母菌能促进植物生长，保护植物免受病原微生物的

侵袭 [6]. 西藏位于我国青藏高原西南部，地形样貌多样，平均

海拔高，气候环境独特，可能蕴藏了大量的独特微生物菌种资

源. 高海拔地区低温、缺氧、强紫外照射的独特环境可能导致

该地区微生物的特殊生理特性，为微生物多样性提供了生态

系统基础. 此外，特色的藏药与食品特产也可能和一些功能酵

母的作用有关. 因此，西藏来源的酵母具有重要的理论研究价

值和开发应用前景. 
目前对西藏地区酵母的研究主要集中在对西藏极端生境

中的嗜热、耐低温菌株进行分离鉴定，以及其在原生环境中的

生态分布[7]. 对西藏特产的发酵食品中的酵母菌分布、特性和益

生效用也展开了一定研究，比如对西藏开菲尔粒中酵母菌多样

性的研究等 [8].  在从西藏各类样品分离获得的酵母中，本研究

主要聚焦土壤酵母与植物内生酵母. 前期研究报道表明，土壤

来源的酿酒酵母能发酵生产葡萄酒并产生特有香气化合物  [9]. 
此外，土壤酵母在工业、农业、环境治理、新材料开发等多个领

域也具有潜在的价值 [4]. 对西藏植物内生酵母与西藏土壤酵母

的多样性研究将推动西藏特有功能性酵母菌株筛选，为发酵产

业提供更多优质菌种资源. 现有报道包括拉鲁湿地土壤酵母菌

和在西藏植物叶片表面分离到新的酵母等 [7, 10-11]，然而目前针对

西藏土壤、地衣及植物来源酵母的研究报道还较少. 
关于西藏酵母菌株细胞壁多糖的抗氧化活性和修复受损

细胞能力的相关研究同样较为欠缺. 酵母细胞壁多糖是从酵母

细胞壁所提取的一系列大分子糖类聚合物的统称，其主要活性

成分是β-葡聚糖以及甘露聚糖 [12]. 酵母细胞壁多糖在农业上应

用广泛，此外有研究表明酵母细胞壁多糖能提高抗氧化酶活性

和超氧阴离子清除活性 [13]. 为探究高海拔、低温和高紫外线条

件的西藏地区酵母菌株细胞壁多糖的抗氧化性，进一步探索细

胞壁多糖在医药和轻工业领域的应用潜力，本研究在检测菌株

对过氧化氢和乙酸等工业发酵常见代谢毒副产物的耐受性后，

又对酿酒酵母细胞壁多糖的抗氧化性进行了检测. 
我们对来自西藏的10株酵母菌株进行鉴定和系统发育分

析，并检测酿酒酵母细胞壁多糖的抗氧化性和环境胁迫耐受

性等性能，以期获得具有应用价值的酵母菌株. 

1  材料与方法

1.1  材 料
1.1.1  样品来源　　从西藏采集土壤、隔距兰匍匐根、粗壮秦

艽、冰川水等样品，从当地藏民处获取青稞酒曲. 
1.1.2  培养基　　YPD（Yeast Extract Peptone Dextrose）
液体培养基：酵母浸出粉1%，蛋白胨2%，葡萄糖2%，自然pH 
值，121 ℃高压灭菌20 min. 

YPD固体培养基：YPD液体培养基加入琼脂粉2%，121 
℃高压灭菌20 min. 

乙酸和过氧化氢耐性测试培养基：YPD固体培养基灭菌

后，冷却至50 ℃，然后分别加入乙酸和过氧化氢，终浓度分别

为3.5 g/L和5 mmol/L. 
1.2  方 法
1.2.1  菌株鉴定　　将单克隆纯化的菌株在YPD液体培养基

过夜培养，送菌液在擎科公司（上海）测定26S rDNA序列. 对
各菌株的26S rDNA的D1/D2区域进行测序，采用SnapGene
软件对所测得的序列进行人工校对.  登录NCBI利用BLAST
（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）将测序所得各菌株

26S rDNA D1/D2区域与GenBank已知序列进行比对，查找相

似性最高的模式菌种. 
    用MEGA-X.10.1.6软件按照邻接法（Neighbor Joining，
NJ），选择自展数（bootstrap）为1 000，进行演化史推断，进

化距离采用最大合成似然法进行计算，构建系统发育树[14-16]. 
1.2.2  细胞壁多糖提取　　取30 ℃培养48 h的菌液10 mL用
于细胞壁多糖提取，使用文献[17]的方法提取酵母菌的细胞

壁多糖，将多糖含量与生物量作比值，得到单位生物量所含的

细胞壁多糖的量. 
1.2.3  细胞壁多糖抗氧化性测定　　将1.2.2中获取的细胞壁

多糖全部进行硫酸化，用于抗氧化性的测定. 参考文献[18]方
法制备硫酸化酵母细胞壁多糖. 使用碧云天总抗氧化能力检

测试剂盒（ABTS法）检测细胞壁多糖的抗氧化能力，按照说

明书进行. 
1.2.4  酵母菌抗逆性评价　　菌株活化至对数期之后，将

OD600调整至1.0，按照10-1梯度稀释5个浓度. 取2 μL菌液点在

YPD培养基、乙酸培养基和过氧化氢培养基上，置于30 ℃培

养箱中，另取无乙酸和过氧化氢添加的YPD培养基平板，点板

并置于40 ℃培养箱中，观察并拍照记录，以YPD培养基中30 
℃培养的结果作为对照进行分析. 

2  结果与分析

2.1  菌株鉴定
从西藏样品中筛选出10个酵母菌株，随后对各菌株的26S 

rDNA的D1/D2区域进行测序，结合形态学特征，对这些菌株进

行鉴定，其结果如表1所示. 结果表明，这10个菌株分别包括5
种非常规酵母和5种酿酒酵母菌株，其中非常规酵母的5个菌

株分别属于5个不同的属，提示了来自西藏酵母植物的酵母具

有丰富的多样性. 此外，1-5-2和SD29都分离自植物样品的内

部，提示西藏植物来源的样品孕育着丰富的内生酵母资源. 
10株酵母菌株系统发育分析结果如图1所示，与表1结果

一致，各个菌株与其相似度最高的模式菌株在系统发育树的

同一个分支上，进化距离极小，同属于酿酒酵母的6个菌株皆

在同一分支，10个实验菌株分属6个系统发育树分支，说明10
个酵母分属6个酵母属，不同种属的菌株之间进化距离显著. 
其中SD29与SD32所属菌株同在一个分支上. 从进化距离数

SD29

SD32

100

100

100
100

64

99

100

100

100 1-5-2
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Candida fermentati (EU348786.1) 

2-2
4-A
5-1
SC2-1
SC12

0.050

Debaryomyces fabryi (EU816296.1)

Pichia pijperi (MH595042.1)
Saccharomyces cerevisiae (NG 042623.1)

Occultifur kilbournensis (KP413160.1)

Coniochaeta mutabilis (KY883454.1)

图1  基于26S rDNA D1/D2序列的西藏来源酵母系统发育分析.
Fig. 1  Phylogenetic analysis of yeast strains isolated from Tibet 
based on 26S rDNA D1/D2 sequence.
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值上看，SD29与SD32进化距离最短，亲缘关系最近，B02与
SD29、SD32进化距离最长，亲缘关系最远. 
2.2  酵母菌抗逆性评价

酵母菌作为工业发酵常用的菌种，对高温、氧化、低pH值

等发酵过程中可能产生的环境压力的耐受性在工业用菌株选

育和改造中是非常重要的指标. 乙酸是木质纤维素水解液中常

见的抑制物，乙酸耐性良好的酵母可作为木质纤维素资源生物

转化的良好宿主 [1]. 另外，已知高温、乙醇等多种胁迫都对细胞

产生氧化损伤，因此常用过氧化氢作为氧化胁迫耐性检测的代

表性化合物 [19-20]. 基于本课题前期预实验的条件摸索（数据未

显示），分别取乙酸和过氧化氢有较好抑制作用的浓度为3.5 
g/L和5 mmol/L，并考察了40 ℃高温胁迫对菌株生长的影响. 

对从西藏样品中筛选出的5种非常规酵母和5种酿酒酵母

以及实验室模式酿酒酵母S288C、工业酿酒酵母EtOH Red
和SPSC01 [21]共计13种酵母进行了基于点板实验的抗逆性检

测，其结果如图2、图3和图4所示. 
对非常规酵母之间进行比较，在5个菌株中，1-5-2、B02、

SD32和SD29有较好的乙酸耐受性，1-5-2、B02和SD32具有

较好的过氧化氢耐受性，所有菌株在40 ℃都能较好地生长（图

2），整体来看，1-5-2、SD29和SD32有较好的多重耐受性. 
酿酒酵母中，2-2、4a1和5-1有较好的乙酸耐受性，2-2、

5-1和SC2-1表现出了较好的过氧化氢耐受性. 所有实验菌株

的高温耐受性均优于标准对照的S288C. 整体来看，2-2和SC 
2-1表现出了较好的综合耐受性（图3）. 该实验结果表明，本

研究使用的西藏来源的酵母菌株对逆境环境的适应能力显著

优于实验菌株，因此可作为后续继续研究酵母菌抗逆机理，以

及抗逆工业菌株的宿主菌株. 
挑选酿酒酵母中有较好抗逆性的菌株，以工业酿酒酵母

EtOH Red、SPSC01作为对照进行重复实验. 在各胁迫条件

下，实验菌株均有较好的抗性，其生长状况与工业用的对照菌

株无显著区别，说明这些天然分离的菌株具有较好的抗逆性，

表1  实验酵母菌株的样品来源和鉴定结果

Table 1  Sources and identification of the sample strains
菌株编号 Strain code 来源  Source 最相似菌种 The most similar species 最大相似度 Maximum similarity

1-5-2 粗壮秦艽 Gentiana robusta Occultifur kilbournensis 100.00%
B02 土壤 Soil Coniochaeta mutabilis 96.97%
H1 土壤 Soil Pichia pijperi 96.03%
SD32 茶树花朵 Camellia sinensis flower Debaryomyces fabryi 100.00%

SD29 西藏隔距兰匍匐根
Tibetan Cleisostoma sagittiforme Garay creeping roots Candida fermentati 100.00%

2-2 松萝 Usnea diffracta Vain. Saccharomyces cerevisiae 99.47%
4a1 青稞酒曲 Hordeum vulgare koji S. cerevisiae 99.65%
5-1 冰川水 Glacier water S. cerevisiae 99.64%
SC2-1 土壤 Soil S. cerevisiae 99.82%
SC 12 土壤 Soil S. cerevisiae 99.82%
S288C 实验室模式酵母 Type yeast strain S. cerevisiae —

图2  各非常规酵母菌株抗逆性比较.
Fig. 2  Comparison in stress resistance of unconventional yeast strains.

图3  各酿酒酵母菌株抗逆性比较.
Fig. 3  Comparison in stress resistance of Saccharomyces cerevisiae 
strains.

图4  部分酿酒酵母菌株与工业菌株的抗逆性比较.
Fig. 4  Comparison in stress resistance of certain industrial 
Saccharomyces cerevisiae strains.
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提示在自然界有可能分离抗逆性良好的菌株，作为后续工业

生产菌株改造的出发菌株. 
2.3  酵母细胞壁多糖抗氧化性能

此前已有报道指出酵母细胞壁多糖有提高抗氧化酶活性

和清除超氧阴离子的生物活性. 为探究酵母细胞壁多糖可能

的工业应用，本研究对涉及的5个酿酒酵母菌株的细胞壁多糖

抗氧化性能进行了定量检测，同时作为这些菌株优良抗逆性

的可能解释. 
ABTS在存在过氧化物酶和过氧化物的体系中被氧化为

ABTS+·自由基. 抗氧化剂可以使ABTS+·自由基的光吸收值下

降，在同一条件下，生物样品的抗氧化活性强弱和反应溶液

吸光度值下降程度成正比 [22]. 不同样品细胞壁多糖的自由基

清除能力Trolox当量如图5所示. 各样品多糖均呈现出一定的

ABTS+·自由基清除能力，Trolox抗氧化当量均呈现出量效关

系. 当处理手法相同时，来自土壤酿酒酵母SC12的细胞壁多

糖清除ABTS+·自由基能力最强，其次是来自SC2-1的细胞壁

多糖样品. 此外，来自4a1、5-1和2-2的样品亦表现出了一定的

抗氧化性. SC12菌株具有较好的乙酸耐性和高温耐性，但是

过氧化氢耐受性相对比较弱，本研究表明细胞壁多糖的抗氧

化性和菌株的抗氧化性不存在一一对应的关系. 

3  讨 论
本研究对西藏样品分离筛选的10个酵母菌株进行了鉴

定，根据分子生物学鉴定结果，10个酵母菌株从属于6个属，

其中有5株菌株为酿酒酵母菌株，这提示西藏土壤、地衣和植

物可能孕育着丰富的酵母多样性.  以往的研究表明，部分非

常规酵母胁迫条件下发酵效率能优于常规酵母 [23]，后续可进

一步研究本文得到的6株非常规酵母菌株的特性和应用价值. 
在从不同地点土壤分得的非常规酵母中，H1菌株属于Pichia 
pijperi，据报道P. pijperi可用于改善咖啡豆等食材的风味、降

低腌制鱼肉中真菌毒素的含量、高效生产酶制剂，此外通过

基因工程技术，P. pijperi还可用于直接发酵生产异戊醇，是

常用的工业微生物 [24-27]. H1菌株与P. pijperi模式酵母的26S 
rDNA D1/D2序列相似度仅为96.03%，后续可进一步进行新

种鉴定以及应用开发.  B02土壤酵母菌株属于Coniochaeta 
mutabilis，该类酵母现仅有分离记录，暂无应用实例 [28]. B02
酵母与C. mutabilis模式酵母的最高相似度为96.97%，提示

西藏菌株可能具有丰富的新种资源. 从系统发育树可以观察

到，不同种属的酵母菌株间亲缘关系最近的是SD29和SD32，
亲缘关系最远的是B02与SD29、SD32. 但由于比对用序列为

26S rDNA D1/D2分析鉴定所得，各个菌株序列长度仅为558-
569 bp，要进一步验证不同菌株之前的进化关系与功能差异，

还需要进一步鉴定分析. 
隔距兰作为观赏与药用兼备的属种，近年来越来越受到

药学研究者的重视 [29-30].  本研究鉴定了来源于西藏隔距兰匍

匐根样品的内生菌SD29，目前还不清楚该酵母在西藏隔距

兰中是否有促进生长或者抵抗病原菌入侵的作用，有待进

一步分析研究. 相应地，从粗壮秦艽样品中分离的Occultifur 
ki lbournensis菌株1-5 -2，以及从茶树花朵样品中获得的

Debaryomyces fabryi菌株SD32也值得进行相关的深入研究. 
环境胁迫耐受性分析结果显示，虽然5株酿酒酵母与模式

酵母的相似度都在99.00%以上，但5株酵母的耐受性表现各

有差异，体现了菌株内生理特征的多样性. 在非常规酵母中，

1-5-2、SD29和SD32有较好的乙酸、过氧化氢及高温耐受性. 
这些结果说明了西藏来源菌株对极端环境适应能力的生理多

样性. 本研究则发现，所有实验酵母菌株都具有良好的高温耐

受性，在40 ℃高温下的生长状况显著优于模式酵母S288C，

体现了这些菌株对广泛温度的适应能力. 
本研究发现5株酿酒酵母的细胞壁多糖均显示出了一定的

抗氧化性，其中以来自土壤的SC12和SC2-1的细胞壁多糖抗

氧化性最佳，但是SC12菌株过氧化氢耐性没有比其他菌株更

强，所以该菌株的耐性可能和细胞壁之外的其他因素有关. 氧
化性自由基能够在生物体内引发各种生物大分子氧化性损伤

和引起核酸突变，进而诱导炎症、癌症、神经系统疾病等的发

生 [31]，因此具有抗氧化活性的酵母细胞壁多糖具有一定的开

发应用前景. 
西藏地区地理条件独特，其中所蕴含的酵母菌种可能具

有独特的生理特征. 但是，由于目前对西藏地区来源的酵母研

究比较有限，因此无法得到与其他地区酵母特点比较的准确

结论. 本研究仅选取了部分具有工业应用潜力的西藏来源酵

母进行分析，未来随着研究的不断深入和全面，将能更清晰认

识西藏地区菌株资源的特性. 本研究筛选出的10个西藏来源

的酵母菌株表现出不同程度较好的环境胁迫耐受性，对其耐

受性机制进一步研究，有望揭示新的作用机理，后续将进一

步探究其应用开发价值. 
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