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几株酵母菌的分子系统学鉴定
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摘   要：通过对酵母菌 5.8S 核糖体 RNA 的 ITS 区域 PCR 扩增及限制性酶切片段多态性(RFLP)的图谱分析以和

26S rDNA D1/D2 区及 5.8S-ITS 区的序列分析，共鉴定 13 株分离自新疆鄯善地区的葡萄酒相关酵母菌。5.8S-ITS 区

的 4 种内切酶(Hae Ⅲ、Hin6 Ⅰ、Hinf Ⅰ、Alu Ⅰ)的酶切分析产出 4 种特异性图谱。根据 26S rDNA D1/D2 区的序

列分析和 BLAST 比对，将供试菌株鉴定为 4 个属 4 个种，分别为 Saccharomyces cerevisiae、Candida zemplinina、
Hanseniaspora uvarum、Pichia kluyveri var. kluyveri；而根据 5.8S-ITS-RFLP 及 5.8S-ITS 序列分析，将供试菌种鉴

定为 Saccharomyces cerevisiae、Candida zemplinina、Hanseniaspora uvarum、Issatchenkia terricola 4 个属 4 个种。

3 种方法对供试的 10 个菌株的鉴定结果一致，而对另外 3 株的鉴定结果不同。
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Abstract：In this study, thirteen wine-related wild yeast strains from Shanshan, Xijiang were identified by PCR-RFLP

(restriction fragment length polymorphism) and sequence analysis of the 5.8S-ITS region and the 26S rDNA D1/D2 domains.

The PCR amplified 5.8S-ITS region were digested with four restriction endonucleases, Hae Ⅲ, Hin6Ⅰ, HinfⅠand AluⅠ to

obtain 4 specific patterns. According to the sequence analysis of the 26S rDNA D1/D2 domains and BLAST alignment, the 13

yeast strains were identified as Saccharomyces cerevisiae, Candida zemplinina, Hanseniaspora uvarum and Pichia kluyveri var.

kluyveri, while they were identified as Saccharomyces cerevisiae, Candida zemplinina, Hanseniaspora uvarum and Issatchenkia

terricola according to the PCR-RFLP and sequence analysis of the 5.8S-ITS region. The same identification results for 10 of the

13 isolated yeast strains were obtained using the three methods, whereas inconsistent identification results were obtained for

other three.
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传统的酵母菌株鉴定方法建立在菌株的形态、生理

特性和生物化学特性质差异之上。然而这些特征会受培

养条件的影响，在某种程度上具有不确定性，为确保

鉴定结果的可靠性，鉴定一株菌经常需要完成 50～100
项实验 [ 1 ]。尽管酵母菌的培养及菌落的观察极其简单，

但其费时费力且重复性差的弊端却不可避免。与之相

比，分子鉴定以其所提供的简便、准确与多种选择性

的方法成为一种重要的鉴定手段。近年来，新的鉴定

方法主要建立在核酸序列上。26S、18S、5.8S、5S 核

糖体是较为保守的片段，其所带的信息是菌种鉴定的依

据。其中，ITS-5.8S(内转录区)位于小亚基和大亚基 rRNA
基因之间，该区可分为 ITS1 区和 ITS2 区。5.8S-ITS 的

限制性内切酶消化产生的片段大小和数目存在多态性，

对于每一个种 ITS-5.8S rDNA 的限制性内切酶组合来说，

所产生的片段是特异性的，作为该种菌 ITS-5.8S rDNA
所特有的“指纹”( 即片段差异的多态性 ) ，可依此进

行种的水平上的归类[2]。26S rDNA 在对大量未知菌种

的快速鉴定和系统发育分析中显示了很大的优势 [ 3 ]。



     2012, Vol. 33, No. 15 食品科学 ※生物工程196

Kurtzman等[4]在对将近 500株子囊酵母的 26S rDNA D1/D2
区的测序及系统发育分析中发现同一种内不同菌株间

D1/D2 区的核苷酸差异不超过 1%。依此为依据，通过

26S rDNA D1/D2 区测序并进行核酸序列数据库查询，可

方便地将酵母菌鉴定到种。

本研究通过最常用的 3 种分子系统学方法，即 5.8S-
ITS-RFLP 分析、26S rDNA D1/D2 区序列分析、5.8S-ITS
区序列分析及 GenBank 查询和 BLAST 比对，对分离自

新疆鄯善葡萄产区的酵母菌进行分类鉴定，同时比较几

种分子系统学方法在鉴定结果上的异同。

1 材料与方法

1.1 材料

自新疆鄯善葡萄酒产区，从自然发酵葡萄醪分离获

得酵母菌。在形态和生理生化鉴定基础上，选取 13 株

代表性类型进行分子系统学鉴定。

1.2 方法

1.2.1 酵母菌分离

从新疆鄯善葡萄自然发酵醪中分离获得酵母菌株，

菌株分离使用 YPD 培养基(10g/L 酵母浸粉、20g/L 蛋白

胨、2 0 g / L 葡萄糖、2 0 g / L 琼脂，自然 p H 值)。

1.2.2 酵母 DNA 提取

采用石英砂破壁法[ 5 ]。

1.2.3 5.8S-ITS 区和 26S rDNA D1/D2 基因序列的 PCR
扩增

按 Guillamon等[6]的反应程序、使用引物 ITS1 (5′-TC
CGTAGGTGAACCTGCGG-3＇)和 ITS4 (5′-TCCTC
CGCTTATTGATATGC-3＇)[7]进行 5.8S-ITS区的PCR扩增。

测序结果查询 GenBank 数据库，采用 BLAST 在线工具

进行序列相似性比较。

利用引物 NL1 和 NL4 扩增菌株的 26S rDNA D1/D2
基因序列[6]，将测序产物送交生工生物(上海)有限公司测

序。测序生物结果查询 GenBank 数据库，采用 BLAST
在线工具进行序列相似性比较。

1.2.4 限制性内切酶消化

纯化后的 PCR 扩增产物分别用限制性内切酶Hae Ⅲ、

Hinf Ⅰ、Hin6 Ⅰ和 Alu Ⅰ(MBI 产品)按产品说明书消化；

30g/L 琼脂糖凝胶电泳检测酶切片段多样性。

2 结果与分析

2.1 5.8S-ITS-RFLP分析

由引物 ITS1和 ITS4扩增的核糖体 rRNA的重复单元包

括两个非编码的内转录区ITS1和ITS2及5.8S rRNA基因。PCR
产物的片段长度多样性也显示了种属间的差异[8]。在所鉴

定的菌株中酿酒酵母的 PCR 产物长度为 820～880bp，葡

萄汁有孢汉逊酵母为 760～800bp，伊萨酵母为 400～
480bp，毕赤酵母为 420bp，假丝酵母为 400～420bp。

5.8S-ITS 的 PCR 产物由限制性内切酶消化所得的电

泳图谱如图 1 所示。一般同种酵母具有相同的酶切位点

数目，所得的酶切片段数目和大小相同[9]。通过酶切图

谱分析，被测菌株可分别归为 4 个不同类型：Ⅰ类包

括 A24-3-1、A27-3-2、A24-2-2、A27-3-5；Ⅱ类包括

A9-5-3、A5-5-5、A9-4-7、A13-1-3；Ⅲ类包括 A6-1-6、
A27-3-4、A27-4-1；Ⅳ类包括 A9-3-2、A11-1-1。

A. Hae Ⅲ；B. Hinf Ⅰ；C. Hin6 Ⅰ；D. Alu Ⅰ；1. A24-3-M.
100bp DNA Ladder；1；2. A9-5-3；3. A9-3-2；4. A5-5-5；5.
A27-3-2；6. A24-2-2；7. A9-4-7；8. A13-1-3；9. A6-1-6；
10. A27-3-4；11. A27-3-5；12. A27-4-1；13. A11-1-1。
图 1 鄯善地区菌株 4 种限制性内切酶消化的凝胶电泳图

Fig.1   Restriction enzyme digestion analysis of PCR amplified 5.8S-ITS
region from 13 yeast strains
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PCR 产物由 4 种限制性内切酶消化(Hae Ⅲ、Hinf Ⅰ、

Hin6 Ⅰ和 Alu Ⅰ)消化片段见表 1(100bp 以下不可视片段未

记录)。与已知文献[2,6,9]及 5.8S-ITS-RFLP 数据库(http://
yeas t - id .com/)比对得出：菌株 A24-3-1、A27-3-2、
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A24-2-2 和 A27-3-5 可鉴定为 Saccharomyces cerevisia，
菌株A9-5-3、A5-5-5、A9-4-7和A13-1-3可鉴定为Candida
zemplinina；菌株 A6-1-6、A27-3-4 和 A27-4-1 可鉴定为

Hanseniaspora uvarum；菌株 A9-3-2 和 A11-1-1 可鉴定

为 Issatchenkia terricola。
2.2 26S rDNA D1/D2 区的测序及分析

根据 26S rDNA D1/D2 区的序列测定和 GenBank 查

询及 BLAST 比对，将供试菌株鉴定到种的水平，包括

3 株 Candida zemplinina、5 株 Hanseniaspora uvarum、

4 株 Saccharomyces cerevisia、1 株 Pichia kluyveri var.
kluyveri(表 2)。

比较表 1、2 的结果，可以发现 5.8S-ITS-RFLP 的

鉴定结果与 26S rDNA 的 D1/D2 区序列分析的结果存在一

些差异：它们对供试的 10 株菌的鉴定结果一致，而对

菌株 PCR 产物长度 /bp
                                   限制性酶切片段大小 /bp

种名
HaeⅢ HinfⅠ Hin6 Ⅰ Alu Ⅰ

A24-3-1 880 300+220+180+140 370+370+100 380+380+120 800 Saccharomyces cerevisia
A9-5-3 420 420 210+210 200+120 410 Candida zemplinina
A9-3-2 400 300+100 220+100 140+100 310 Issatchenkia terricola
A5-5-5 420 430 210+210 200+120 420 Candida zemplinina
A27-3-2 880 300+260+200+120 380+380+100 370+370 800 Saccharomyces cerevisia
A24-2-2 880 300+260+200+120 380+380+100 370+370 800 Saccharomyces cerevisia
A9-4-7 410 410 200+200 200+100 410 Candida zemplinina
A13-1-3 410 410 200+200 200+100 410 Candida zemplinina
A27-4-1 800 800 300+180+160 300+300+120 540+100 Hanseniaspora uvarum
A27-3-4 800 800 300+180+160 300+300+120 540+100 Hanseniaspora uvarum
A27-3-5 840 320+260+200+120 350+350+140 350+350+140 800 Saccharomyces cerevisia
A6-1-6 800 800 310+190+160 300+300+120 540+100 Hanseniaspora uvarum
A11-1-1 400 280+120 200+100+100 140 300 Issatchenkia terricola

表 1 鄯善地区菌株限制性酶切片段长度

Table 1   Lengths (in bp) of the 5.8S-ITS region of yeast strains from Shanshan amplified by PCR and the fragments obtained after digestion with
four restriction endonucleases

5.8S-ITS-RFLP 分类 菌株 相关模式菌株 模式菌株编号 相似性 /% 基因库登录号

Ⅰ A24-2-2 Saccharomyces cerevisiae EU188613 Zi 100 EU386746
Ⅰ A27-3-2 Saccharomyces cerevisiae EU188613 Zi 100 EU386757
Ⅰ A27-3-5 Saccharomyces cerevisiae EU188613 Zi 99.8 EU386754
Ⅰ A24-3-1 Saccharomyces cerevisiae AY048154.1 NRRL Y-12632 99.1 EU386748
Ⅱ A9-4-7 Hanseniaspora uvarum U84229 NRRL Y-1614 100 EU386737
Ⅱ A5-5-5 Candida zemplinina EF460841 I.SE1 100 EU386734
Ⅱ A9-5-3 Candida zemplinina EF452222 Rst 100 EU386738
Ⅱ A13-1-3 Candida zemplinina EF452196 CBS4729 100 EU386742
Ⅲ A27-4-1 Hanseniaspora uvarum U84229 NRRL Y-1614 100 EU386747
Ⅲ A27-3-4 Hanseniaspora uvarum U84229 NRRL Y-1614 100 EU386750
Ⅲ A6-1-6 Hanseniaspora uvarum U84229 NRRL Y-1614 100 EU386735
Ⅳ A9-3-2 Hanseniaspora uvarum U84229 NRRL Y-1614 99.8 EU386753
Ⅳ A11-1-1 Pichia kluyveri var. kluyveri DQ104733 CBS 1367 100 EU386756

表 2 被测序菌株 26S rDNA D1/D2 片断大小及与相关菌株的序列相似性

Table 2   26S rDNA D1/D2 fragment size of the sequenced strains and the identity with related yeasts

另外 3 株的鉴定结果不同(表 3)。其中，对于菌株A9-4-7，
前者的鉴定结果为 H . u v a r u m，而后者将其鉴定为

C.zemplinina；对于菌株 A11-1-1 和 A9-3-2，前者的鉴

定结果均为 I. terricola，后者将其分别鉴定为 P.kluyveri
var. kluyveri 和 H.uvarum。

对鉴定结果存在分歧的 3 个菌株 A9-4-7、A11-1-1 和

A9-3-2，继续进行 5.8S-ITS 测序和 BLAST 比对，结果

均同 5.8S-ITS-RFLP 分析的鉴定结果相一致(表 4)，而与

26S rDNA 的 D1/D2 区序列分析结果不同。

由于菌株A9-4-7的 5.8S-ITS的PCR产物为 410bp，而

H.uvarum 的为 800bp，因而不能接受 26S rDNA D1/D2 区

的测序和鉴定结果；根据 5.8S-ITS 区的测序和序列比对

结果，A9-4-7 可确认为 C. zemplinina。而菌株 A11-1-1
和 A9-3-2 的分类归属，尚需进一步鉴定。
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菌株 5.8S-IT SrDNA 长度 /bp 参考菌株号 菌种 参考菌株基因库接受号 相似性 /% 基因库接受号

A9-3-2 394 CECT10885 Issatchenkia terricola AY235808 99.8 EF648008
A11-1-1 391 CECT10885 Issatchenkia terricola AY235808 99.8 EF648009
A9-4-7 410 EJ1 Candida zemplinina AY372189 99.8 EF648011

表 4 新疆鄯善地区酵母菌株 5.8S-ITS 测序结果

Table 4   5.8S-ITS fragment size of the sequenced strains and their identity with related yeasts

3 讨  论

5.8S-ITS- RFLP分析是一种无需进行测序就可获得较

为精确的鉴定结果的分析方法，而且简单易行，目前

多用于菌种种间的区分。Montrocher 等[8]利用 rDNA 扩

增产物的 RFLP 分析和 ITS 序列分析方法研究了属于狭义

酿酒酵母组(S.cerevisiae、S.bayanus、S.paradoxus、
S.pastorianus)的菌株之间的系统发育关系，两种分析方

法显示了非常相似的结果。两种方法都将这些菌株区分

为较为明显的两大系统发育类群，即 S.cerevisiae 群和

S.bayanus 群，证实了 S.cerevisiae 和 S.bayanus 是两个

定义明确的分类群。然而，另外两个现今被普遍接受

的归入狭义酿酒酵母组的 S.paradoxus 和 S.pastorianu，
不能明显地与 S.cerevisiae 和 S.bayanus 区分开来，而

且，无论是对于 P C R - R F L P 还是在 I T S 序列分析中

S.paradoxus 在狭义酿酒酵母组中处于最外层的位置。

de Llanos Frutos 等[10]利用此技术结合序列分析对假

丝酵母属进行了分子生物学鉴定，并且建立了包含有假

丝酵母属的 75 个种共 109 株酵母菌的数据库。Fernadez-
Espinar 等[2]对酵母属菌种进行了鉴定，结果表明这是一

种可进行菌种鉴定快捷而准确的方法。 l a s  H e r a s -
Vazquez 等[11]利用此技术结合序列分析对从橘子及其果汁

自然发酵过程中分离到的酵母菌初步进行鉴定，鉴定出

了 C a n d i d a  t r o p i c a l i s、C l a v i s p o r a  l u s i t a n i a e、
Hanseniaspora uvarum、Pichia anomala、Pichia

菌株 26  S rDNA D1/D2测序分类 5.8S-ITS-RFLP数据库分析 5.8S-ITS-RFLP分类

A24-2-2 Saccharomyce   scerevisiae Saccharomyce   s cerevisia Saccharomyce   s cerevisia
A27-3-2 Saccharomyce   scerevisiae Saccharomyce   s cerevisia Saccharomyce   s cerevisia
A27-3-5 Saccharomyce   scerevisiae Saccharomyce   s cerevisia Saccharomyce   s cerevisia
A24-3-1 Saccharomyce  s cerevisia Saccharomyce   s cerevisia Saccharomyce   s cerevisia
A9-4-7 Hanseniaspora   uvarum Candida   zemplinina Candida   zemplinina
A5-5-5 Candida   zemplinina Candida   zemplinina Candida   zemplinina
A9-5-3 Candida   zemplinina Candida   zemplinina Candida   zemplinina
A13-1-3 Candida   zemplinina Candida   zemplinina Candida   zemplinina
A27-4-1 Hanseniaspora   uvarum Hanseniaspora   uvarum Hanseniaspora   uvarum
A27-3-4 Hanseniaspora   uvarum Hanseniaspora   uvarum Hanseniaspora   uvarum
A6-1-6 Hanseniaspora   uvarum Hanseniaspora   uvarum Hanseniaspora   uvarum
A9-3-2 Hanseniaspora   uvarum Issatchenkia  t erricola Issatchenki a  terricola
A11-1-1 Pichia  kluyveri  var. kluyveri Issatchenkia  t erricola Issatchenki a  terricola

表 3 3 种分子系统学鉴定方法的结果比较

Table 3   Comparison of identification results by the three different
methods

fermentans、Rhodotorula mucilaginosa、Saccharomyces
cerevisiae、Saccharomyces unisporus 和 Trichosporon
asahii 等酵母，结和形态学、生理学和生物化学特性分

析表明该方法可以快速、准确地进行酵母菌的鉴定。

限制性内切酶的选择很关键，选用不同的内切酶会

产生不同的酶切图谱。Naumova 等[12]指出 Hae Ⅲ对于区

分酵母属间酵母具有很好的效果，他们在对 Saccharo-
myces 属的基因差异研究中指出 Hae Ⅲ可以很好的将

S. cerevisiae 从 S. paradoxus 和 S. bayanus 中区分出来。

Fernadez-Espinar 等[2]使用了 9 种酶对酵母属(Sacch
aromyces)的酵母进行了 5.8S-ITS 区的 RFLP 分析，也指

出 H a e Ⅲ对于区分酵母属间酵母具有很好的效果，对

S.cerevisiae、S.paradoxus、S.pastorianus、S. castelli、
S.dairenensis、S.exiguus、S.kunashirensis、S.martiniae、
S.rosinii、S.servazzii 等都可产生不同的限制型酶切片

段。但无法区分 S.bayanus 与 S.paradoxus。
Hinf Ⅰ、Hin6 Ⅰ在假丝酵母的分类中有广泛的应

用，但 de Llanos Frutos 等[10]在研究中指出，5.8S rDNA
的 RFLP 不能区分假丝酵菌的有性态和无性态。在德克

酵母属中，5.8S rDNA 的 RFLP 分析不能很好的区分该

属酵母，因为在个别种的序列上仅有一个碱基的差异。

Hin6 Ⅰ与 Hinf Ⅰ在葡萄酒相关酵母的 RFLP 分析鉴

定中具有比较显著的多态性，这在本研究中得到证实，

但 Hae Ⅲ不能有效区分供试的非酵母属酵母，这在本实

验中也得到证实；Alu Ⅰ的多态性也较差，不能用来区

分所有实验菌株。

虽然通过对酶切片段大小的估计和文献查询及数据

库比对(5.8S-ITS-RFLP 数据库 http://yeast-id.com/)，可以

将供试酵母菌快速鉴定到种。但 5.8S-ITS-RFLP 数据库

还未涵盖酵母的所有种，实际工作中对酶切片段大小的

估计也往往存在误差，使得近缘种的区分不易进行。

相比之下，随着 DNA 序列分析技术的日趋成熟和

简易化，序列分析方法已经被广泛应用于酵母菌的分类

鉴定以及系统学研究。其中，rRNA 基因(rDNA)及其转

录间区(ITS)的序列是最为常用的，包括 18S rDNA、26S
rDNA 的 D1/D2、ITS、5.8S rDNA。这些序列均己经

公布于 GenBank/EMBL/DDBJ 等国际核酸序列数据库，

为酵母菌的分类鉴定带来了极大的便利。
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酵母菌小亚基 rRNA 存在不同保守程度序列的镶嵌

现象(从高度保守到半保守区到高可变区)，使得该分子

可以用来衡量较远的亲缘关系，也适宜于较近的亲缘关

系。这个区域大约有 1800bp，含有不同变异率的区段，

可以用于种、属或更高等级分类群之间的系统关系研

究。James 等[13]根据 18S rDNA 基因序列，对 Saccha-
romyces 属及相关的子囊菌酵母(包括 Kluyveromyces、
Torulaspora、Zygosaccharomyces)进行了分子系统学分

析，结果显示在分子系统树上狭义酿酒酵母组内的 4 个

种形成一个独立的分支，表明其非常近缘的系统演化关

系，但该属内的其他种却分散在不同的分支之中，并

与 Kluyveromyces、Torulaspora、Zygosaccharomyces
属的某些种聚合在一起，分子系统学研究表明，以形

态和生理生化特性界定的 Saccharomyces 属及相关的

子囊菌酵母属均是异源性的非自然属，应作进一步的

调 整 。

ITS(internal transcribed spacer)区为核糖体内转录间

隔区，位于 18S rDNA 和 26S rDNA 之间，包括 ITS1 和

ITS2 两个片断，中间包含一个 5.8S rDNA 片段。通常，

在分析 ITS 区域序列时也将 5.8S rDNA 一起进行考虑，但

5.8S rDNA 相对保守，从中获取的信息量很少[14]。ITS 区

域与 rDNA 转录区相比具有较高的变异率，对于亲缘关

系较近的菌株间的区分是比较有效的[8]。Takashima[15]、

Sugita[16-17]等研究表明 ITS 区域的差异大于 1% 时就可能

代表不同的种，然而对于不同的属而言，情况会有所

不 同 。

ITS 区序列常常与其他序列相结合，应用于酵母菌

分类的系统学研究中。Sipiczki[18]利用 ITS 和大亚基序列

分析，对一株贵腐酒中的耐寒耐渗透性菌 C. zemplinina
进行了鉴定，结果分别显示了 8% 和 8 .1% 的差异率，

分析认为这是一种新种 Candida zemplinina sp. nov.。
26S rDNA 的 Dl/D2 区域位于大亚基的 5＇端，序列长

度在 600bp 左右，该段区域具有较高的变异率，可以用

于亲缘关系较近的菌株之间的分类研究。Peterson 等[3]研

究了核糖体大亚基 5＇端可变区 D1/D2 区域的序列，他们

的工作显示同一菌种在 Dl/D2 区域一般有少于 1% 的替代

率，而不同种的菌株有比这个数字更大的值，因此为

菌株的鉴定提供了一个经验性方法。Kurtzman 等[4]利用

D1/D2 序列分析全面评价了囊括整个子囊菌酵母的 500 多

种酵母菌的系统发育关系，数据显示用该区域的序列足

以确定大部分菌种的发育地位，其结果预测了 55 个当今

被确认的分类群是早期描述的菌种的异名。他们认为酵

母菌同一个种的不同菌株其碱基差异一般不超过 1%，而

属于不同种的菌株其核甘酸序列差异一般较大，根据这

一标准，可以将绝大部分种区分开。Fell 等[19]根据 Dl/D2
区域对担子菌酵母做了系统学研究，它们的研究结果也

得出了相似的结果。目前，一般认为 Dl/D2 区碱基差异

在 1% 以上就代表了不同的种，尽管区分紧密相关的种

时需要运用 ITS 区，但大多数种都可以用 D1/D2 区序列

分析进行区别。

van Keulen 等[20]根据 26S rDNA 的 D1/D2 区序列及

酶切分析研究了 Lake Erie 地区霞多丽、雷司令、灰比

诺自然发酵过程中分离的酵母菌，研究发现该方法可以

在属的水平上对酵母菌进行很好地区分，成功的鉴定出

了 Torulaspora delbrueckii、S. bayanus，并获得了与

H.uvarum、P.kluyveri、C.stellata、S.cerevisiae 相关

的菌种。

目前，所有已描述的酵母菌种的大亚基 rDNA D1/D2
区序列都可以在核酸序列数据库上查询到，因此，D1/D2
区序列通常用于种的水平上的鉴定。总的来说，大亚

基 D1/D2 区序列分析结果与标准表型分析结果相一致，

但有时具有相同 D1/D2 区序列的菌株，杂交遗传学和标

准特征却表明它们不属于同一个种。

其中，26S rDNA 的 D1/D2 区序列已建成了完备的

分析数据库，用其进行酵母菌种的鉴定更为方便准确，

其应用也最为广泛[19,21]。虽然 26S rDNA D1/D2 区的序

列分析，可以有效的将一些未知菌株鉴定到种，但是

对于一些特殊菌种也存在一定的不足，需要辅以其他

的鉴定方法，比如 18S rDNA 测序[13]、ITS 区测序或

者 5.8S rDNA 限制性酶切分析等[9]，甚至要做一些复杂

的生理生化检测才能鉴定到种。Scorze t t i 等[21]研究表

明，C.magnus、F. magnus 和 F. floriforme 的 26S rRNA
D1/D2 区基因序列是完全相同的，只通过这段基因序

列分析无法区分这 3 个种，但是在 5.8S-ITS 区序列存

在很大的差异，通过 5.8S-ITS 区序列分析可以被很好

的区别。

本研究通过最常用的 3 种分子系统学方法，即 5.8S-
ITS 的 RFLP 分析、26S rDNA D1/D2 区序列分析、5.8S-
ITS 区序列分析及 GenBank 查询和 BLAST 比对，对分离

自新疆鄯善葡萄产区的 13 株酵母菌进行了分类鉴定，同

时比较了它们在鉴定结果上的异同。结果发现 5.8S-ITS-
RFLP 的结果与 5.8S-ITS 序列分析的鉴定结果相符合；而

5.8S-ITS-RFLP 及 5.8S-ITS 分析与 26S rDNA 的 D1/D2 区

序列分析结果存在一些差异，3 种方法对供试的 10 个菌

株的鉴定结果一致，而对另外 3 株的鉴定结果不同。对

于菌株 A9-4-7 的鉴定，否定了 26S rDNA 的 D1/D2 区

序列分析认为其为 H.uvarum 的结果，因为该菌株 5.8S-
ITS 区 PCR 产物的大小与 H.uvarum 的相差太大；而综

合 5.8S-ITS 区 PCR 产物的大小及 5.8S-ITS-RFLP 分析和

5.8S-ITS 序列分析，将菌株 A9-4-7 鉴定为 C.zemplinina，
这也在经典分类鉴定的结果中得到了证实(数据未显示)。

对于菌株 A11-1-1 和 A9-3-2，鉴于几种分类鉴定结
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果的分歧，它们的分类地位尚不能确定，还需佐以经

典分类方法和 / 或其他的分子生物学方法进行确认。

本研究对酵母菌鉴定中最常用的 3 种分子系统学方

法的鉴定结果进行比较得出：对酵母菌的鉴定，不能过

分依赖于分子系统学的结果；如果三者的鉴定结果能相

互印证，则可以确认鉴定的结果，而如果相互之间的

结果不相符合，则需根据具体的情况确认，必要时再

佐以经典分类方法和 / 或其他的分子生物学方法。
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