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摘要：慕萨莱思是极富传统维吾尔族民族特色的饮品，酿酒酵母与乳酸菌的共存广泛存在于其自然发酵过程中。

采用 ５种乳酸菌分离培养基分别从 ２个慕萨莱思样品中分离乳酸菌，并采用微量板半定量法对其生物膜形成能力

进行检测，再将其与 ５株分离自慕萨莱思的酿酒酵母进行混菌培养，探索酿酒酵母对乳酸菌生物膜形成能力的影

响，然后模拟慕萨莱思自然发酵检测混菌生物膜对酿酒酵母乙醇发酵的影响。结果表明：共从 ２个慕萨莱思样品

中分离获得 ２１株疑似乳酸菌，其中 ２株为生物膜形成强阳性菌株，经鉴定分别为植物乳杆菌（Ｔ１ ８）和戊糖片球

菌（Ｍ１ ６）；混菌培养后，酿酒酵母 Ａ对 Ｔ１ ８生物膜的形成有极显著促进作用（ｐ＜００１），酿酒酵母 Ｂ和 Ｄ对

Ｔ１ ８生物膜的形成有显著促进作用（ｐ＜００５）；混菌组合 Ａ＋Ｔ１ ８、Ｂ＋Ｔ１ ８、Ｃ＋Ｔ１ ８、Ｄ＋Ｔ１ ８、Ｂ＋Ｍ１ ６、

Ｃ＋Ｍ１ ６及 Ｄ＋Ｍ１ ６组能将相应的酿酒酵母乙醇产量提高近 ２倍或以上。
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　　引言

慕萨莱思是新疆维吾尔族利用鲜食或兼食性的

葡萄取汁、熬煮、发酵而成的一种天然酒精饮料。其

酿制工艺及其品质与葡萄酒完全不一致，为民族传

统饮品之一。在慕萨莱思主产区———新疆阿瓦提地

区，不同地域、不同作坊，即使同一个酿造师利用同

样的原料与方法酿制的慕萨莱思品质也有很大差

异
［１］
。微生物的这种局限作用，大大阻碍了慕萨莱

思的工业化生产。

在慕萨莱思的自然发酵过程中，酿酒酵母

（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）和 乳 酸 菌 （Ｌａｃｔｉｃａｃｉｄ
ｂａｃｔｅｒｉａ，ＬＡＢ）是非常重要的微生物。酿酒酵母主要
进行酒精发酵，而乳酸菌在苹果酸 乳酸发酵

（Ｍａｌｏｌａｃｔｉｃｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ，ＭＬＦ）过程中起着关键作
用。酿酒酵母是慕萨莱思自然发酵过程中的起发者

及唯一一种优势菌，其他细菌（例如假单孢菌属、乳

杆菌属、片球菌属、芽孢杆菌属、微球菌属、醋酸杆菌

及葡萄糖杆菌属）也存在于慕萨莱思中，赋予了慕

萨莱思自然发酵过程中微生物丰富的多样性
［２］
。

苹果酸 乳酸发酵可将葡萄酒中的苹果酸转化为乳

酸，达到降低酒品酸度、改善酒品香气和口感、提高

酒品微生物稳定性等多重效果
［３］
。引起这种变化

的微生物是葡萄酒中的乳酸菌，其中主要包括明串

珠菌属（Ｌｅｕｃｏｎｏｓｔｏｃｖａｎ）、片球菌属（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ）和
乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）［４］。同时，在自然发酵过程
中，混菌生物膜的形成也被广泛关注和研究。乳酸

菌与酿酒酵母混菌生物膜的形成已有报道
［５］
，并且

ＦＵＲＵＫＡＷＡ等［６］
通过电镜观察建立了混菌生物膜

形成结构示意图，混菌生物膜形成后酿酒酵母细胞

会产生一些小突起可能用于细胞间“交流”
［７］
。同

时混菌生物膜的形成有助于细胞更长时间地保持某

种优良特性，这对于混菌发酵应用于实际生产有一

定的指导作用。

在前期研究中，发现酿酒酵母能够影响乳酸

菌生物膜的形成，并且不同的酿酒酵母及其代谢

产物对乳酸菌生物膜形成的影响有较大差异
［８］
。

本文从自然发酵的慕萨莱思中分离鉴定乳酸菌，

并检测其单菌及混菌生物膜形成情况，探索自然

发酵过程中乳酸菌生物膜的形成对酿酒酵母酒精

发酵过程的影响，进而为筛选优良的酿酒酵母及

乳酸菌组合应用于慕萨莱思工业化生产提供参

考。

１　材料与方法

１１　菌株来源
从慕萨莱思中分离的 ５株酵母菌，经生理生化

及分子 生 物 学 鉴 定 为 酿 酒 酵 母 （Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ），分别编号为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ；实验中所用到
的乳酸菌均分离自慕萨莱思中。

实验过程中为便于进行结果分析，采用酿酒酵

母（或其代谢物）编号 ＋乳酸菌编号的方式分别代
表不同的酿酒酵母（或其代谢物）与不同的乳酸菌

混合培养。

１２　培养基
乳酸菌分离培养基：采用 ＭＲＳ肉汤培养基、

Ｍ１７培养基、改良番茄汁培养基、Ｅｌｌｉｋｅｒ培养基、
ＰＴＹＧ培养基等对慕萨莱思中的乳酸菌进行分离纯
化操作。

发酵培养基：采用和田红葡萄压碎榨汁，将葡萄

汁连同皮渣一起作为发酵培养基，模拟慕萨莱思自

然发酵条件。

１３　慕萨莱思样品采集
在新疆阿克苏地区阿瓦提县采集正处于自然发

酵阶段的慕萨莱斯至无菌离心管中，置于便携式冰

箱中，并在 ２ｈ内带回实验室进行后续乳酸菌的分
离操作。

１４　慕萨莱思中乳酸菌的分离及鉴定
采用５种乳酸菌分离培养基对慕萨莱思中的乳

酸菌进行初步分离，然后对其进行简单理化鉴定，具

体包括革兰氏染色、镜检、过氧化氢酶试验和溶钙圈

试验等
［９］
，初步鉴定乳酸菌。

１５　乳酸菌与酿酒酵母混菌生物膜形成能力检测
根据 ＣＨＲＩＳＴＥＮＳＥＮ等［１０］

方法并略做改动，同

时参照文献［１１］，将分离得到的疑似乳酸菌采用微
量板半定量法分别与５株酿酒酵母组合进行混菌生
物膜形成能力检测。采用 ＭＲＳ培养基作为检测培
养基，酿酒酵母与乳酸菌混合比例为 １∶９。将混合
菌液按体积比１∶２００的接种比例接种至 ３ｍＬ培养
基，振荡摇匀后，吸取 ２００μＬ至 ９６孔细胞培养板
中，每株接种５孔；剩余 ３孔为对应空白对照（等体
积的相应空白液体培养基）；同时每一培养板中设
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置生物膜阳性对照（表皮葡萄球菌 ＡＴＣＣ３５９８４）。
３７℃恒温静置培养４８ｈ后，取出培养板用Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ
Ｒｅａｄｅｒ测定其５９０ｎｍ处 ＯＤ值，然后轻轻拍出培养
液，无菌水洗板４次，每次振摇３０下左右，以洗去未
黏附细菌。５６℃干燥固定 １ｈ，５０μＬ质量分数
０５％的结晶紫染色 ５ｍｉｎ，自来水冲洗除去多余染
液，３７℃晾干，再用 ＭｉｃｒｏｐｌａｔｅＲｅａｄｅｒ测定其生物膜
形成４９０ｎｍ处 ＯＤ值。所有生物膜形成检测实验
均在不同时间重复３次。
１６　慕萨莱思的模拟自然条件发酵

将和田红葡萄粉碎后连同皮渣进行无菌处理

（１１５℃灭菌 １５ｍｉｎ），然后分别接入单一酿酒酵母
和混合菌种（能够形成混菌生物膜的乳酸菌与酿酒

酵母的混合菌液），接种比例为 ３％（体积分数），模
拟慕萨莱思条件进行发酵。

１７　发酵后酿酒酵母乙醇产量的检测
模拟慕萨莱思自然条件发酵完成后，参照文

献［１２］对酿酒酵母乙醇产量进行测定。

２　实验结果

２１　慕萨莱思中乳酸菌的分离及简单鉴定结果
经过初步分离鉴定，采用 ５种培养基共从 ２个

慕萨莱思酒样中分离获得了２１株疑似乳酸菌，其主
要特性表现为革兰氏阳性、过氧化氢酶阴性，在含有

碳酸钙的平板上有溶钙圈。对该 ２１株疑似乳酸菌
进行生物膜形成能力检测。

２２　乳酸菌生物膜的形成情况
将分离得到的 ２１株疑似乳酸菌分别进行生物

膜形成能力检测。共得到了 ２株疑似乳酸菌（编号
分别为 Ｔ１ ８及 Ｍ１ ６）能够形成强阳性生物膜
（４９０ｎｍ处 ＯＤ值在 ０５６以上）。经过进一步的生
理生化鉴定及分子生物学实验鉴定，确定该 ２株乳
酸菌分别为：Ｔ１ ８为植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｌａｎｔａｒｕｍ）、Ｍ１ ６为 戊 糖 片 球 菌 （Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ
ｐｅｎｔｏｓａｃｅｕｓ）。
２３　生物膜阳性乳酸菌与酿酒酵母混菌生物膜形

成情况

从图１（图中表示差异显著，表示差异极
显著）中可以看出，２株乳酸菌分别与 ５株酿酒酵母
混合培养后，不同的酿酒酵母对不同的乳酸菌的生

长均无明显影响，但对其生物膜形成的影响有较大

差异。其中５株酿酒酵母均能在不同程度上促进乳
酸菌 Ｔ１ ８生物膜的形成，尤其是酿酒酵母 Ａ，对乳
酸菌生物膜的形成具有极显著的促进作用（ｐ＜
００１）；而５株酿酒酵母对乳酸菌 Ｍ１ ６生物膜的
形成却无明显影响。

图 １　２株乳酸菌与 ５株酿酒酵母共培养对

乳酸菌生物膜形成的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｆｉｖｅＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ

ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｔｗｏＬＡＢｏｎＬＡＢｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ
　
２４　模拟慕萨莱思自然条件发酵后酿酒酵母乙醇

产量的变化情况

２株乳酸菌与５株酿酒酵母的共培养均能够在
不同程度上促进酿酒酵母乙醇发酵产量，尤其是

Ｂ＋Ｔ１ ８、Ｃ＋Ｔ１ ８、Ｃ＋Ｍ１ ６，相对于酿酒酵母
纯种发酵其乙醇产量增长２倍以上（图２）。

图 ２　２株乳酸菌生物膜的形成对 ５株酿酒酵母

乙醇产量的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｗｏＬＡＢｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｎ

ｆｉｖｅＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｅｔｈａｎｏｌｙｉｅｌｄ
　

３　讨论

乳酸菌和酵母菌共同发酵制品是国内学者研究

的一个热点。乳酸菌与酿酒酵母的共生长现象广泛

存在于多种混合菌发酵食品中，例如乳制品、面制

品、泡菜、白酒等。有多位学者对这些共生现象进行

过报道，吕雪峰等
［１３］
通过研究酿酒酵母对贮存期发

酵乳特性的影响发现乳酸菌和酿酒酵母之间存在相

互促进作用，添加酿酒酵母后，发酵乳的坚实度、稠

度、黏度及 ｐＨ值均产生了变化，尤其是贮存中后期
的稠度和黏度具有显著性差异；刘同杰等

［１４］
通过对

我国北方地区６份传统面食发酵剂样品中细菌和酵
母菌的分离鉴定共获得乳酸菌８种，酵母菌４种，并
且酿酒酵母为优势种。同时发现发酵剂中酵母菌与

乳酸菌作用不同：酵母菌发酵产生气体使面团体积

膨大、蓬松；乳酸菌则产生有机酸酸化面团，改善面
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团质构，并且产生各种风味成分，赋予面制品优良的

风味，此外乳酸菌分泌的胞外多糖能够延缓面制品

老化，产生的其他代谢产物能够有效抑制有害微生

物的生长繁殖，延长面制品保藏时间等。二者共同

作用于面团发酵过程，赋予发酵面制品独特的风味

和口感。曾骏等
［１５］
也从传统四川泡菜发酵过程中

分离获得４株酿酒酵母，其作用主要是既可以有效
利用可发酵糖，抑制杂菌生长，又能产生一定的醇香

和酯类物质，与乳酸菌发酵共同赋予泡菜优良的风

味和口感。在酱香型白酒的发酵过程中，张艳等
［１６］

发现２株乳酸菌能够促进３株主要酿造酵母菌的生
长，并且能够促进其酸类、醇类、酯类等风味物质的

代谢，维持主要酿造酵母菌在酱香型白酒发酵过程

中的生态地位，进而保证酱香型白酒的品质。郭倩

茹等
［１７］
通过对分离自酸马奶酒中的９株乳酸菌和８

株酵母菌进行筛选，发现有 ７个组合的乳酸菌和酵
母菌存在共生作用。

对于乳酸菌与酿酒酵母的共生机理，闫彬等
［１８］

曾从信号分子水平进行过深入讨论。群体感应

（Ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ，ＱＳ）系统调节能使一个群体中每
个细胞协同作用，成为一个多细胞整体。ＱＳ中的细
胞之间通过信号分子进行信号传递与沟通。乳酸菌

在高氧环境下分泌的２（５Ｈ）呋喃酮，酵母菌和乳酸
菌在高酸环境下分泌的异戊酸，都可以将其看成为

信号分子。生物膜中的细胞之间进行交流正是通过

ＱＳ的信号分子进行的。ＫＡＷＡＲＡＩ等［５］
通过实验

研究发现，乳酸菌与酿酒酵母形成的混菌生物膜需

要极为严格的相互选择机制后才可能形成混菌生物

膜结构，而这种过程也是通过信号分子完成的。在

课题组此前的研究结果中也可以看出，不同的乳酸

菌与酿酒酵母之间的相互选择，有些菌株组合能够

显著促进生物膜的形成，但是也有菌株组合能够显

著抑制生物膜的形成
［１１］
。

ＡＬＶＡＲＥＺＭＡＲＴＩＮ等［１９］
分别对 ４株乳酸菌及

１２株酵母菌进行混菌培养，在设置的 ３６个混菌培
养组合中有１５个组合的乳酸菌活菌数显著高于单
菌培养的活菌数（ｐ≤００１），并且其中 ３株酵母菌
的活菌数显著高于单菌培养的活菌数（ｐ≤００１）。
这说明对某些菌株来说混菌培养能够显著提高其生

长能力。ＡＴＳＵＭＵ等［７］
探索了一株来自萨巴寿司

（Ｓａｂａｓｕｃｈｉ）的植物乳杆菌与一株酿酒酵母标准菌
株所形成的混菌生物膜在乙醇发酵过程中的作用，

结果显示这２株菌所形成的混菌生物膜结构对酿酒
酵母乙醇产量没有明显的影响，但是却能够在维持

乙醇恒定产量的同时大大延长酿酒酵母的使用周

期，进而用于酿酒酵母的细胞固定化。本研究中的

乳酸菌及酿酒酵母均来自同一生活环境，均存在于

慕萨莱思的自然发酵过程中。慕萨莱思独特的酿造

生境及酿造工艺为乳酸菌与酿酒酵母的共生长提供

了极为有利的条件。本研究共从慕萨莱思中分离获

得了２１株疑似乳酸菌，其中有２株为生物膜形成强
阳性菌株，经鉴定为植物乳杆菌和戊糖片球菌。将

其与分离自慕萨莱思的 ５株酿酒酵母进行混合培
养，结果显示对菌株的生长繁殖无明显影响，但是 ５
株酿酒酵母均能够在不同程度上促进植物乳杆菌

Ｔ１ ８生物膜的形成，尤其是酿酒酵母 Ａ，对其生物
膜的形成有极为显著的促进作用（增长高达 ２倍以
上），其所对应的酿酒酵母乙醇产量也显著提高（增

长也高达２倍），该现象也存在于其他组（例如 Ｔ１
８＋Ｂ及 Ｔ１ ８＋Ｄ），均表明乳酸菌生物膜形成能力
的增加与酿酒酵母乙醇产量呈正相关关系；但是乙

醇产量的增加并非完全依赖于乳酸菌生物膜形成能

力的增强（例如 Ｔ１ ８＋Ｃ、Ｍ１ ６＋Ｂ、Ｍ１ ６＋Ｃ及
Ｍ１ ６＋Ｄ），说明酿酒酵母乙醇产量的增加受到混
合培养过程中多种因素的调控。

慕萨莱思优良风味和口感的形成是由多种风味

化合物共同作用的结果，其中所含有的风味化合物

种类多达数百种
［２０］
，本研究针对乳酸菌生物膜的形

成对酿酒酵母乙醇产量的影响进行了初步探索，对

酿酒酵母发酵过程中其他风味相关代谢产物，例如

醇类、酯类及酸类的产量变化情况有待进一步研究。

４　结论

（１）采用５种乳酸菌分离培养基从 ２个慕萨莱
思样品中分离获得了２１株疑似乳酸菌，其中有 ２株
为生物膜强阳性菌株，经进一步鉴定为植物乳杆菌

（Ｔ１ ８）和戊糖片球菌（Ｍ１ ６）。
（２）将２株乳酸菌分别与 ５株酿酒酵母进行混

合培养，５株酿酒酵母对乳酸菌生长影响不大，但是
对其生物膜形成有不同程度影响，其中酿酒酵母 Ａ
对植物乳杆菌（Ｔ１ ８）生物膜的形成有极显著促进
作用（ｐ＜００１），酿酒酵母 Ｂ和 Ｄ对植物乳杆菌
（Ｔ１ ８）生物膜的形成有显著促进作用（ｐ＜００５）；
５株酿酒酵母对戊糖片球菌（Ｍ１ ６）生物膜的形成
无明显影响。

（３）将混菌组合进行模拟慕萨莱思自然发酵过
程，不同的组合对酿酒酵母乙醇产量影响不同，其中

混菌组合Ａ＋Ｔ１ ８、Ｂ＋Ｔ１ ８、Ｃ＋Ｔ１ ８、Ｄ＋Ｔ１ ８、
Ｂ＋Ｍ１ ６、Ｃ＋Ｍ１ ６及 Ｄ＋Ｍ１ ６能将乙醇产量
提高近２倍或以上，并且乙醇产量提升并非完全依
赖乳酸菌生物膜形成能力的增强（例如 Ｔ１ ８＋Ｃ、
Ｍ１ ６＋Ｂ、Ｍ１ ６＋Ｃ及 Ｍ１ ６＋Ｄ）。
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