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DNA 分子标记技术在酿酒酵母菌株遗传多样性分析中的应用 
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摘要：本文介绍了 RAPD、mtDNA-RFLP、微卫星 DNA（microsatellite）、Interdelta 指纹图谱以及线粒体

DNA COX1 基因指纹图谱等 5 种 DNA 分子标记技术的方法和原理及其优缺点，同时探讨了 DNA 分子标记技术在国内

外酿酒酵母菌株区分中的应用状况与前景。 
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Abstract: The basic principles of the methods concerning five DNA molecular markers including random amplified 
polymorphic DNA (RAPD), fragment length polymorphism of mitochondrial DNA (mtDNA-RFLP), microsatellite DNA, interdelta 
fingerprinting and mtDNA COX1 gene fingerprinting were introduced in this paper，including illustration of both the advantages and 
the disadvantages of each method. Besides, the application and prospect of these DNA molecular markers in differentiation of 
Saccharomyces cerevisiae strains were discussed and reviewed.  
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0  引言 

遗传标记（genetic markers）在种质资源的遗传多

样性研究和育种工作中有着十分重要的地位。目前，

应用较为广泛的遗传标记有形态标记（morphological 
markers）、细胞标记（cytological markers）、生化     
标记（biological markers）和分子标记（molecular 
markers）[1]。前 3 种标记都是对基因表达结果的间接

反映，标记数目有限，多态性较差，易受环境条件的

影响[2]。而 DNA 分子标记是直接在 DNA 分子上检测

生物间的差异，是 DNA 水平遗传变异的直接反映。

DNA 分子标记不受环境与基因表达与否的限制，数量

极多，遍及整个基因组，多态性高，遗传稳定[3]。所

以，DNA 分子标记从它诞生之日起，就引起了生物科

学家极大的兴趣，在酿酒酵母菌株的遗传多样性研究 

中也发挥着重要作用，成为国外近年来的研究热点。 
酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）广泛应用于

食品发酵[4-8]、医药[9]和环保[10]等领域。在工业生产的

纯种发酵时代，要求能在菌株水平实现发酵的微生物

学控制，如在食品发酵中，为了监测酿酒酵母菌株变

化[11-13]，在医药中，为了确保酿酒酵母菌种种质的纯

度[9,14]，在葡萄酒酿造中，发酵过程的微生物学监控、

发酵优势菌的检测、不同地理起源的酿酒酵母菌株的

甄别等，都需要进行酿酒酵母菌株区分[15-17]，通过菌

株区分而揭示其遗传多样性。常规的遗传和生理生化

手段难以达到菌株水平的区分，必须借助于 DNA 分

子标记方法来完成。目前，应用于酿酒酵母菌株区   
分的 广泛、 有应用前景的 DNA 分子标记技术  
有：随机扩增多态性 DNA 标记法（RAPD）[18-23]、线

粒体 DNA 限制性片段长度多态性分析（mtDNA- 
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RFLP）[24-26]、微卫星 DNA 标记法[27-31]、Interdelta 指

纹图谱法[32-37]以及 COX1 基因指纹图谱法等[38]。本文

介绍这几种 DNA 分子标记方法的原理及优缺点，并

探讨其在酿酒酵母菌株区分中的应用状况与前景。 

1  RAPD 标记法 

RAPD 技术是 1990 年由美国科学家 Williams 在

PCR 技术的基础上发展起来的。RAPD 采用随机的寡

聚核苷酸为引物，以不同菌株的基因组 DNA 内的核

苷酸序列的不同，通过 PCR 扩增反应，产生不同的

PCR 扩增产物，显示出不同菌株之间的差异，因此可

以应用于酿酒酵母的分类分型[39]。由于其可检测到生

物体的整个基因组 DNA，大大简化了技术过程和工作

强度，在菌种的鉴定、基因遗传图谱制作、数量性    
状基因研究、自然群体中遗传变异及种间杂交的研  
究、流行病学调查和菌株鉴别上均发挥了重要的作   
用[13,19,40-44]。 
1.1  RAPD 技术在酿酒酵母菌株区分中的应用 

Martinez 等[45]为了确保所获得酵母单菌落的地方

性遗传背景，利用 RAPD、mtDNA-RFLP 以及脉冲场

凝胶电泳（pulsed-field gel electrophoresis, PFGE）分析

本土酿酒酵母单菌落的地理起源和遗传多样性，在

RAPD 技术中，采用 27 个引物进行了酿酒酵母单菌落

的区分，发现大多数酿酒酵母单菌落与其地理起源有

很高的相关性，同地理起源的酿酒酵母单菌落间的平

均相似系数为 0.7，是 3 种方法中获得相似值 高的，

认为 RAPD 技术具有更强的菌株区分能力。Romano
等[46] 利用 RAPD 技术对分离自意大利葡萄园不同葡

萄品种的酿酒酵母单菌落进行菌株区分，80 个野生酿

酒酵母单菌落中被区分为 12 种不同的基因型，即 12
株不同的酿酒酵母菌株，用这些遗传背景不同的菌株

进行发酵试验，可以更高效地获得对葡萄酒质量有突

出贡献的优良菌株。徐勇等[47]对 6 个属的 21 个酵母

菌株的基因组 DNA 的多态性进行了 RAPD 分析，研

究表明，RAPD 能够检测出酵母种内微小的遗传差异，

其特征谱带可作为酵母菌种鉴定的特征标记。 
1.2  RAPD 优缺点 

RAPD 技术优点：①速度快、成本低，在较短时

间内可分析大量样本，既省时又省力；②RAPD 多态

性灵敏度高，可检测到单个碱基的置换；③设计引物

时不需预先知道模板的序列信息；④DNA 用量少，随

机引物可从生物技术公司低价购置等。但是，由于

RAPD 技术本身的原因如引物较短、复性温度较低，

因而重复性及特异性较低，对反应中的许多因素的变

化敏感[47]。另外，引物的筛选和反应条件的优化也往

往需要花费较多的时间。 

2  mtDNA-RFLP 分析  

线粒体 DNA 限制性片段长度多态性分析

（mtDNA-RFLP）是利用不种或同种生物的线粒体

DNA 经限制性内切酶消化，产生大量的、分子量不等

的 DNA 片段，利用凝胶电泳技术分离被酶解的 DNA
片段后，产生不同的条带，进行差异性分析，从而将

不同菌株区分开[24-25]。由于 mtDNA 较小，适于进行

限制性酶切分析，而且不同的菌株具有一定的 mtDNA
限制性酶切图谱[48]。 
2.1  mtDNA-RFLP 在酿酒酵母菌株区分中的应用 

国外的一些葡萄酒厂已将 mtDNA-RFLP 技术引

入到葡萄酒的发酵控制[24-25]。通过对发酵过程中酿酒

酵母的菌株区分，揭示发酵过程中酿酒酵母菌株的生

态变化和多样性。González 等[49]对来自不同样品的   
1 307 个酿酒酵母单菌落进行了 mtDNA Hinf1 酶切分

析，得到 47 株不同的酿酒酵母菌株，每个菌株中包含

1—10 个酿酒酵母单菌落。同时发现这 47 株酿酒酵母

中，在葡萄汁只发现 2 个菌株，而在发酵中期，这 47
株酿酒酵母菌株都存在，在发酵末期，只有部分菌株

存在。Agnolucci 等[50]用 Rsa1 酶对 S. bayanus、S. 
pastorianus 和 S. cerevisiae 菌株 mtDNA 进行酶切分析

时，发现其图谱间的相似性为20%，证明mtDNA-RFLP
标 记法 能够 区分 同种 菌株 。 Lopes 等 [24] 利用

mtDNA-RFLP 和 killer biotype 分析法，对来自阿根廷

Patagonia 地区不同品种葡萄自然发酵过程中分离的

112 个本土酿酒酵母单菌落进行了菌株区分，发现这

112 个本土酿酒酵母单菌落中 mtDNA-RFLP 产生 37
种不同的酶切图谱，而 killer biotype 法只产生了 19 种

不同图谱，结合两种分析法，在 112 个酿酒酵母单菌

落总共有 42 个酿酒酵母菌株，同时也说明

mtDNA-RFLP 具有更强的菌株区分能力。较多的研究

表明[18-19,24-26,49]，mtDNA-RFLP 具有同脉冲电泳核型

分析（PFGE）相同或相当的菌株鉴别能力，所以近些

年来，mtDNA-RFLP 分析法已逐渐取代了 PFGE 在酵

母菌株区分上的经典地位。 
2.2  mtDNA-RFLP 的优缺点 

优点[51-53]：①方法较为简便；②影响因子少；③

稳定性高；④背景清楚。但是，在实际工作中，往往

要反复进行酶切，才可能获得满意的谱带，造成时间 
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的延误和成本的增加。 

3  微卫星 DNA 分子标记法 

微卫星指“短 DNA 序列的重复”，也被称为“简

单重复序列（simple sequence repeats, SSRs）”，其串

联重复的核心序列为 1—6 bp，其中 常见的是双核苷

酸重复，多为（CA）n 或（TG）n 重复，也有一些微

卫星重复单位为 3 个核苷酸，极少数为 4 个核苷酸或

更多[27,29]。值得注意的是，并不是所有的微卫星都严

格按照重复单位的碱基组成串联重复，这种重复可能

被另外一些核苷酸所打断，形成不完整的微卫星[31]。

这可能是由于碱基的替换、错配及不均等交换所    
致[54-55]。微卫星 DNA 由于核心序列重复次数的不同

以及重复程度的不同而造成了每个座位的多态性，这

种多态性的信息量丰富。微卫星位点是由微卫星的核

心序列与其两侧的侧翼序列构成。侧翼序列使微卫星

位点具有特异性，微卫星 DNA 本身重复单位数的变

异是形成微卫星位点多态性的基础，多态性常表现为

复等位性。其原理是：根据微卫星序列两端的互补序

列设计引物，通过 PCR 反应扩增微卫星片段，扩增片

段进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，根据分离片段的多态性

来区分不同的菌株[31]。 
3.1  微卫星 DNA 标记在酿酒酵母菌株区分中的应用 

在葡萄牙，Schuller 等[56]从自然发酵的葡萄汁中

分离鉴定出 361 株酿酒酵母单菌落，用 6 个微卫星引

物进行 PCR 扩增与 mtDNA 限制性酶切分析，结果表

明 S. cerevisiae和 S. bayanus是葡萄酒发酵过程中的优

势菌株。Laitila 等[57]利用微卫星引物 M13 对麦芽糖生

产过程中分离的 700 株酵母单菌落进行 MSP-PCR 指

纹分析，经初步归类后鉴定出 25 种子囊菌酵母和 18
种担子菌酵母。Dorit 等[27]研究利比里亚极端酸性环境

中的酵母菌，利用微卫星引物 M13 对分离的 207 株

S. Domingos 和 58 株 R. Tinto 酵母进行 MSP-PCR 指纹

分析，并把代表性菌株进行了 26S rDNA D1/D2 测序，

经 GenBank 内同源序列搜索以及 BLAST 分析，相似

性在 99%以上。Ewa 等[58]分离了啤酒酿造中的 15 株

酵母菌。通过 API32C 系统鉴定其中 7 株为 Candida 
sake，利用微卫星引物 M13 及 RAPD 分析了 Candida 
sake 的多态性。与其它的 Candida 相比，这些菌株的

相似性比例为 37 %。不同研究报道中关于微卫星的菌

株区分能力有所差异[27-31,56]，这可能同其所用的微卫

星引物不同有关。 
3.2  微卫星 DNA 分子标记的优缺点 

微卫星 DNA 分子标记的优点：①多态性丰富；

②数量多且分布均匀；③等显性遗传；④微卫星标记

具有保守性；⑤易检测、重复性好、省时，适于自动

化分析[58]。其不足[27,29,31,55]是：①开发和合成新的 SSR
引物投入高、难度大；②现有的 SSR 标记数量有限，

不能标记所有的功能基因，不能构建饱和的 SSR 遗传

图谱；③SSR 座位突变率高，对变异反应非常敏感；

④从某些生物中获得微卫星的过程极其复杂；⑤在自

动测序凝胶上进行电泳并被自动确定长度时，电脑得

出的长度与真正长度存在差异，造成单个碱基变化以

及额外的大小估计问题；⑥在种群研究中某些等位基

因由于在引导位点上的替换、插入、删减或其它原因

所造成的无法扩增可导致无效等位基因的出现，给种

群研究带来困难等[59]。 

4  Interdelta 指纹图谱分析 

利用PCR对 Interdelta序列进行扩增， 早是 1993
年由 Ness 等[60]提出。Interdelta 序列是指在酿酒酵母

反转座子 Ty1/ Ty2 的两端均有一个同向重复序列，简

称 δ 元件（delta element），同时 Interdelta 序列还包

括酿酒酵母中约 100 个独立的 δ元件，称为单独 δs。
Timothy 等[61]在研究无性酵母白色念珠菌的长末端重

复序列家族中，比较了酿酒酵母的几个长末端重复序

列 Interdelta、omega、sigma 和 tau，其中 Interdelta 序

列数量 多，如独立 Interdelta 序列大小在 334 bp 左

右，数目在 251 个左右。而且 Interdelta 序列之间差异

非常丰富，同时 Interdelta 序列的数目和位置在种内具

有一定的差异性，所以被作为基因标记用于区分酿酒

酵母菌株[33-37]。由于酵母 Interdelta 序列数目上和长短

上的差异，扩增出的条带多态性丰富，因此，利用

Interdelta 指纹图谱分析，能够将酿酒酵母菌株区分开

来。 
4.1  Interdelta 指纹图谱在酿酒酵母菌株区分中的

应用 

Legras 和 Karst[62]设计了一对新的引物（delta12- 
delta21）对 53 株酿酒酵母（包括工业酿酒酵母、实验

室酿酒酵母和野生酿酒酵母）进行了 PCR 扩增分析。

扩增结果与 BLAST 数据库中计算得来的虚拟电泳图

谱比较分析，得出：所有检测到的条带都对应于一个

计算出来的可能条带，同时，与原先的引物比较，优

化的引物所扩增出的条带明显增多，多态性更加丰富，

具有很好的菌株区分能力。Ayoub 等[35]在利用多位点

测序技术（MLST）分析酿酒酵母类型多样性研究时，
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应用 Interdelta 序列指纹图谱来比较多位点测序技术

的菌株区分能力。他们对 84 株酿酒酵母，包括 65 株

分离的酵母、11 株商业酵母、5 株亚洲酵母和 3 株模

式酵母进行了分析，得出：Interdelta 序列指纹图谱的

菌株区分能力达到 99.90%，而多位点测序技术的菌株

区分能力达到 92.27%，说明 Interdelta 序列指纹图谱

具有更好的菌株区分能力。Schuller 等[56]对 23 株商业

酿酒酵母进行了微卫星、优化的 Interdelta 指纹图谱以

及线粒体 DNA 限制性片段长度多态性分析

（mtDNA-RFLP），研究表明，使用优化的 delta 引物

对酿酒酵母菌株进行 Interdelta 指纹图谱分析时，具有

与 mtDNA-RFLP 及 PFGE 相当的菌株区分能力，这表

明利用 Interdelta 序列指纹图谱对酿酒酵母菌株的区

分具有非常好的应用前景。 
在进行酿酒酵母的菌株筛选和酿酒特性研究时，

利用 Interdelta 技术也是非常有效的。用常规的生理生

化和遗传标记无法区分在发酵过程中分离获得的大量

酿酒酵母单菌落，而通过 Interdelta 分型，就可获得遗

传背景不同的菌株，这样可大大降低筛选的工作强度，

提高工作效率。 
4.2  Interdelta 指纹图谱的优缺点 

Interdelta 指纹图谱的优点：①在酿酒酵母中分布

广泛，如在酿酒酵母 S288C 的基因组中，约有 300 个

Interdelta 序列；②多态性丰富，使用了由 Legras[62]设

计的一对新引物（delta12-delta21）后，能产生更加丰

富的条带，多态性更加明显；③方法简单，操作容易，

如只需要进行 PCR 扩增和电泳分析检测即可获得结

果，不需要投入大量的仪器设备。但存在扩增条带中

有暗带，对分析不便，且只适用于酿酒酵母菌株的区

分。 

5  COX1 基因指纹图谱分析 

COX1 基因是线粒体细胞色素氧化酶亚基 I 基因，

这种嵌合基因编码了细胞色素酶 大的亚基，到目前

为止，COX1 基因是含内含子数目 多的基因，且其

内含子的数目和位置具有很高的多态性[38,63]。据报道

在酵母种间以及种内水平上，COX1 基因中内含子的

数目和位置都有变化，如在酿酒酵母中，菌株 FY1679
含有 7 个内含子，而菌株 D273-10B 含有 6 个内含    
子[64-66]。因而可利用 COX1 基因的这种多态性作为一

种酵母菌株遗传多样性分析的工具[38]。 
5.1  COX1 基因指纹图谱的应用 

López 等[38]为了增加对新商业酵母菌株的介绍， 

依据线粒体 COX1 基因中内含子数目和位置的多态

性，建立了一种新的菌株区分法——COX1 基因指纹

图谱法。发现使用 3L、3R、4L 和 5R 这 4 条引物时，

能取得更好的扩增结果。同时发现 COX1 基因指纹图

谱具有较强的菌株区分能力。然而目前 COX1 基因指

纹图谱在酿酒酵母菌株区分上应用还较少，而在其它

物种的鉴定和遗传多样性研究上有一些报道[67-70]。 
5.2  COX1 基因指纹图谱的优缺点 

COX1 基因指纹图谱法优点：①操作简单、快速；

②多态性丰富；③能够同时适用于酿酒酵母和非酿酒

酵母菌株的区分 [38]。但同时也存在一定的不稳定   
性[38]。另外，其对非酿酒酵母菌株的区分，还需进行

大量的研究以进行利用评价。 

6  应用评述和展望 

随着生物标记技术及分子生物学的迅猛发展，

DNA 分子标记技术也在不断完善。本文所介绍的几种

分子标记技术，是现阶段酿酒酵母菌株区分和遗传多

样性研究中 广泛、简便和有效的技术，每种方法对

菌株的区分能力，都能达到 90%以上。但每种方法都

各有其优缺点。从菌株的鉴别能力方面比较，RAPD、

mtDNA-RFLP 及 Interdelta 序列指纹图谱技术已能满

足研究和生产的需要。而微卫星 PCR 技术还需研究开

发更好的微卫星引物，以进一步提高其对菌株的区分

能力。就使用的简便性而言，除 mtDNA-RFLP 外，其

它 4 种方法都是基于 PCR 技术，程序简单、快速、易

于掌握和使用。而微卫星技术由于所用的引物需要进

行荧光标记，其结果也需要上测序胶或毛细管电泳进

行分析，所需的设备较为昂贵，所以不太方便在生产

上推广应用。 
虽然 mtDNA-RFLP 技术相比于其它基于 PCR 的

菌株区分技术较为繁琐，费时，但随着技术手段的不

断改进，试验操作的逐步规范，及对商品化试剂盒研

制进程的加快，mtDNA-RFLP 技术将会在酵母菌种鉴

定和菌株区分上继续发挥作用。 
酿酒酵母的 Interdelta 指纹图谱分析技术是 有

生产应用前景的技术，可以替代 mtDNA-RFLP 技术应

用到生产单位，达到快速、简便、准确地在发酵过程

中进行微生物纯度和优势菌株监控的目的。使用优化

的 delta 引物对酿酒酵母菌株进行 Interdelta 指纹图谱

分析时，具有与 mtDNA-RFLP 及 PFGE 相当的菌株区

分能力，其诸多优点是现阶段其它方法无法比拟的，

将在酿酒酵母菌株的区分和遗传多样性研究、菌种鉴
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定、污染菌株检测、开发特定地区酿酒酵母菌株资源

及酿酒酵母筛选中发挥重要作用。COX1 基因指纹图

谱分析技术具有与 Interdelta 同样的简便性，但 COX1
基因指纹图谱的菌株鉴别能力的稳定性，还需要更多

的研究进行验证。 
Interdelta 和 COX1 的不足之处是，同一菌株在不

同实验室的图谱分型结果可能有所差异，希望发展标

准工作程序、试剂盒以及计算机联用技术，以便更方

便、快速、准确地区分不同的酵母菌株，实现研究成

果的有效共享。RAPD 也存在同样的问题，而且其所

用引物比之于前二者更具有多样化特征，不同实验室

的工作往往难以具有可比性。而对于微卫星 PCR 技

术，还需研究开发更有效的、具有通用性的微卫星引

物，以进一步提高其对菌株的区分能力，并充分发挥

其良好的结果共享特性。 
鉴于几种 DNA 分子标记技术都有其优缺点，因

此在酿酒酵母菌株区分中，一般需要结合两种或两种

以上的方法，简单化、自动化和商业化是发展的趋势。

根据本实验室几年来在这方面的工作体会，要在发酵

过程中进行酿酒酵母的菌株区分、菌株动态和遗传多

样性研究，Interdelta fingerprinting 已可以满足生产和

研究需要。对于亲缘关系特别近的菌株或菌种的鉴定，

可结合 COX1 基因的指纹图谱进行分析，必要时再对

难以区分的菌株进行 mtDNA-RFLP 分析。 
虽然国内在酿酒酵母遗传多样性方面的研究还鲜

有报道，但可以预见，DNA 分子标记技术除了在酵母

菌株区分、菌种的鉴定、遗传多样性研究方面不断发

挥重要作用外，还会在酿酒酵母生态学、流行病学调

查、分子遗传图谱构建、目的性状基因标记、自然群

体中遗传变异及种间杂交的研究、遗传质量检测、系

谱分析、亲源关系鉴定、群体间遗传距离分析、进化

和分子标记辅助育种等方面具有非常广阔的应用前景。 
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