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絮凝性强的优良面包酵母菌株的选育

刘春秀 何秀萍 蒋思欣 曲 娜 张博润"

（中国科学院微生物研究所 北京 &%%%3%）

摘 要：通过初筛、单倍体分离、G;H诱变、絮凝基因的克隆表达及杂交等育种技术成功构建
了高生物量、耐高糖、强絮凝的优良面包酵母菌株（ !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）IJ2K5#3（-./"L!，
0)1，234&）。菌株 IJ2K5#3具有双亲的优良性状，遗传性状稳定。对其生物量、耐高糖能力、
絮凝特性进行了检测，结果表明，菌株 IJ2K5#3的生物量是原始亲株 MJ#4的 &N$&倍；耐高糖
能力优于原始亲株 MJ4&；絮凝性能明显优于原始亲株 MJ#4和 MJ4&。对其培养条件进行了优
化，在优化的培养条件下，生物量可以达到 3"N%4ALJ，为初始培养条件下的 &N"#倍。
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面包酵母菌在食品工业方面占有重要地位，广泛应用于面包、糕点和面点的制作［&］。

面包酵母的耐高糖能力和生物量是评价菌种优劣的重要标准［$，"］，国内生产中使用的面包

酵母存在耐高糖能力较差、生物量偏低的问题［!］。尤其是酵母细胞的絮凝性较弱，给后处

理带来困难。为此，本研究采用基因表达及杂交技术构建了耐高糖、高生物量、强絮凝的

优良面包酵母菌株，并对其培养条件进行了优化。

! 材料和方法

!"! 实验菌株
3$株不同来源的工业用面包酵母菌（!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")），为实验的初筛菌株，编

号为 MJ& Q MJ3$；标准交配型菌株 P"4!（-./"）和 IR5$&（-./!）为本组保存；重组质粒
STF#%：：8J+&为本组构建［#］。
!"# 培养基

S;UG培养基：酵母粉 &%A，蛋白胨 $%A，葡萄糖 $%A，加水定容至 &J。S;UV培养基：酵
母粉 &%A，蛋白胨 $%A，麦芽糖 $%A，加水定容至 &J。V,T)90W生孢培养基：醋酸钾 7N3A，葡萄
糖 &A，酵母粉 $N#A，琼脂粉 3A，加水定容到 &J。S1M培养基配方参见文献［4］，S1M选择
培养基（S1M培养基中根据需要添加氨基酸或其它营养物质）。糖蜜培养基：含糖量约
!3X的蔗糖糖蜜 #%A，加 $%%<J自来水，煮沸 "%<=@，冷却后离心去沉淀，加 &<J磷酸，调 FK
至 6N%，定容至 &J。
!"$ 培养条件
!"$"! 耐高糖发酵：从新鲜斜面接一环菌体于 &<J无菌水中，饥饿 ! Q 4?后，接一环菌悬



液至装有 !"#不同糖浓度的 $%&’培养基的试管中（试管中放有倒置的杜氏管，用来测发
酵产气量），()*静止培养，每 (+,观察记录。
!"#"$ 摇瓶发酵培养：从新鲜斜面接种于 !"# $%&-培养基中，()*、(../0"12培养 34,，
以 3.5的接种量接到糖蜜发酵培养基中，其他条件由发酵实验具体确定。
!"% 群体杂交
单倍体的分离、硫酸二乙酯（-%6）诱变及杂交等按文献［7，)］所述方法进行。

!"& 酵母转化
参照文献［8］。

!"’ 细胞生物量的测定
取一定体积发酵液 !9../0"12离心 9"12，水洗两次，收集菌体，称重，换算成 3#发酵液

的菌体量，即为细胞生物量（湿重，含水量约为 ).5）。
!"( 菌体絮凝性能的鉴定
按文献［3.］进行。

!") 杂交子遗传稳定性的分析
按文献［)］进行。

!"* 菌株发酵力的测定
杂交子及亲株的高糖面团发酵力的测定分析参照文献［+］：面粉 (.:.;，蔗糖 9:.;，鲜

酵母 (:.;，!.*水 39"#，揉成面团，由此面团称取 !个 3.;的小面团，搓成小球（无裂缝），
放入 !.*水中，立即开始计时，记录 !个小球浮起时间，取平均值作为实验结果。

$ 结果

$"! 菌株选育
$"!"! 初筛和复筛结果：对 )(株不同来源的工业用面包酵母菌的生物量和耐高糖性能
进行了测定，通过筛选，获得 9 株耐高糖能力较强、生物量较高的菌株，部分结果列于
表 3。

表 ! 不同面包酵母菌株生物量及耐高糖能力的比较
<=>?@ 3 AB"C=/1DB2 BE >1B"=DD =2F ,1;,GDH;=/GIB?@/=2J@ ="B2; F1EE@/@2I >=K@/’D L@=DI DI/=12D

6I/=12D M1B"=DD0（;0#） !.5"=?IBD@ +.5"=?IBD@ 9.5"=?IBD@ ’=I12; ILC@ 6CB/H?=I1B2

M#43 4+:) N N N N N N !"#$0! OBBF

M#94 9.:8 N N N N N N N N N !"#$0! OBBF

M#(4 94:! N N N N !"#$0! #BP

M#!4 +):( N N N N N N N !"#$0! OBBF

M#)3 +3:. N N N N N N N N N !"#$0! OBBF

N Q #BP E@/"@2I=I1B2 =>1?1IL；N N Q AB""B2 E@/"@2I=I1B2 =>1?1IL；N N N QR1;, E@/"@2I=I1B2 =>1?1IL Q

$"!"$ 单倍体分离：从上述菌株中选出生物量高的二倍体菌株 M#43和耐高糖能力强的
二倍体菌株 M#94，按常规方法进行单倍体分离，分别获得 (..多株单倍体菌株，对单倍体
菌株的生物量和耐高糖性能进行检测，选出生物量较高的单倍体菌株 M#43G33.（!"#$）和
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耐高糖性能较强的单倍体菌株 !"#$%&’（!"#!）。
!"#"$ 诱变：用硫酸二乙酯（()*）对单倍体菌株 !"$+%++,和 !"#$%&’进行诱变，筛选营养
缺陷型突变株。通过测定营养缺陷型、细胞生物量和耐高糖性能，从营养缺陷型突变株中

选出生物量较高的营养缺陷株 !"$+%++,%+$（!"#$，%&$，’(%）和耐高糖性能较强的营养缺
陷株 !"#$%&’%+（!"#!，%&$，’(%）作为后续研究菌株。
!"#"% 酵母完整细胞转化：将本组构建的携有絮凝基因（ )*++）的重组质粒 -./#,：：
)*++通过酵母完整细胞转化法转入耐高糖性能较强的单倍体 !"#$%&’%+（!"#!，%&$，
’(%）中，得到 0, 多株转化子，根据耐高糖能力和絮凝能力测定，选出性状优良的转化子
1#$%&’%+%+,（!"#!，’(%，)*++）。
!"#"& 杂交：将具有不同交配型、不同优良性状的两种单倍体菌株 !"$+%++,%+$（!"#$，
%&$，’(%）和 1#$%&’%+%+,（!"#!，’(%，)*++）进行群体杂交，得到 +,,多个杂交子，根据生
物量、耐高糖和絮凝检测，筛选出一株性状优良的菌株 2"13%#&（!"#$ 4!，’(%，)*++）。
!"! 菌株 ’()*+&,的生物学特性分析
!"!"# 菌株 2"13%#&遗传稳定性的检测：参照文献［5］的方法，将杂交子 2"13%#&及其亲
株分别传代 0,次以后，划线分离单菌落。用牙签各挑 +,,个单菌落至无菌水中，饥饿 ’ 6
$7，用接种环将菌悬液分别接种到 -8!、-8! 9尿嘧啶（:;<）、-8! 9亮氨酸（"=>）、-8! 9
尿嘧啶 9亮氨酸（:;< 9 "=>）、-)?(平皿及生孢培养基斜面上，@&A培养 @ 6 #B，观察生长
情况。结果表明（表 @）单倍体亲株 1#$%&’%+%+,（!"#!，’(%）为亮氨酸缺陷型，在 -8! 和
-8! 9尿嘧啶（:;<）平皿上不生长，只能在 -8! 9 亮氨酸（"=>）、-8! 9 尿嘧啶 9 亮氨酸
（:;< 9 "=>）及 -)?(平皿上生长，不生孢；单倍体亲株 !"$+%++,%+$（!"#$，%&$，’(%）为尿
嘧啶和亮氨酸缺陷型，在 -8!、-8! 9亮氨酸（"=>）和 -8! 9尿嘧啶（:;<）平皿上不生长，
只能在 -8! 9尿嘧啶 9亮氨酸（:;< 9 "=>）及 -)?(平皿上生长，不生孢；杂种菌株 2"13%
#&（!"#$ 4!，C=>，D"E+）为亮氨酸缺陷型，在 -8!和 -8! 9尿嘧啶（:;<）平皿上不生长，能
在 -8! 9亮氨酸（"=>）、-8! 9尿嘧啶 9亮氨酸（:;< 9 "=>）及 -)?(平皿上生长，具有良好
生孢能力。实验结果证明菌株 2"13%#&遗传稳定。在 0,次传代遗传稳定的基础上，在后
继工作中对菌株 2"13%#&的优良性状进行了检测。

表 ! 菌株 ’()*+&,及亲株的遗传稳定性
1<FC= @ G=H=IJK LI<FJCJIM NO LI;<JH 2"13%#& <HB /<;=HI LI;<JHL

*I;<JHL
8>PF=;L NO KNCNHJ=L NH BJOO=;=HI P=BJ<

-8! -8! 9 :;< -8! 9 "=> -8! 9 :;< 9 "=> -)?(
*/N;>C<IJNH DCNKK>C<IJNH

!"#$（!"#$4!） +,, +,, +,, +,, +,, GNNB *CNQ

!"#$%&’%+（!"#!，%&$，’(%） , , , +,, +,, 8N *CNQ

1#$%&’%+%+,（!"#!，’(%，)*++） , , +,, +,, +,, 8N GNNB

!"$+（!"#$4!） +,, +,, +,, +,, +,, GNNB *CNQ

!"$+%++,%+$（!"#$，%&$，’(%） , , , +,, +,, 8N *CNQ

2"13%#&（!"#$4!，’(%，)*++） , , +,, +,, +,, GNNB GNNB
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!"!"! 菌株 !"#$%&’与亲株生物量的比较：在相同发酵条件下，菌株 !"#$%&’生物量是
原始亲株 ("&)与 (")* 的 *+,* 倍和 -+.& 倍；是杂交亲株 #&)%’/%*%*- 与 (")*%**-%*) 的
*+&’和 *+0&倍（图 *）。表明菌株 !"#$%&’获得了原始亲株 (")*的高生物量性能。
!"!"# 菌株 !"#$%&’耐高糖能力分析：用高浓度麦芽糖对菌株 !"#$%&’及其亲株的发酵
能力进行了分析，结果表明（表 0）菌株 !"#$%&’的耐高糖能力明显优于原始亲株 (")*，与
原始亲株 ("&)相当；表明菌株 !"#$%&’获得了亲株 #&)%’/%*%*-的耐高糖性能。

表 # 菌株 $%&’()*与亲株耐高糖发酵比较
#1234 0 567819:;6< 6= =4974<>1>:6< 12:3:>? :< @:A@%;BA19 176<A ;>91:< !"#$%&’ 1<C 8194<> ;>91:<;

D>91:<; 0-EF13>6;4 /-EF13>6;4 &-EF13>6;4

(")*（!"#$G!） H H H H H H

(")*%**-%*)（!"#$，%&$，’(%） H H H H H H

("&)（!"#$G!） H H H H H H H H H

("&)%’/%*（!"#!，%&$，’(%） H H H H H H H H H

#&)%’/%*%*-（!"#!，’(%，)*+*） H H H H H H H H H

!"#$%&’（!"#$G!，’(%，)*+*） H H H H H H H H H

H I "6J =4974<>1>:6< 12:3:>?；H H I 56776< =4974<>1>:6< 12:3:>?；H H H I$:A@ =4974<>1>:6< 12:3:>? I

!"!"+ 菌株 !"#$%&’絮凝能力测定：对菌株 !"#$%&’及其亲株的絮凝性能进行检测，结
果表明菌株 !"#$%&’絮凝能力明显强于亲株 (")*%**-%*)，但略差于亲株 #&)%’/%*%*-；表
明菌株 !"#$%&’获得了亲株 #&)%’/%*%*-的絮凝特性（图 ,）。

图 , 菌株 $%&’()*及亲株生物量比较
K:AI* 567819:;6< 6= 2:671;; 176<A ;>91:<

!"#$%&’ 1<C 8194<> ;>91:<;

*+(")*；,+(")*%**-； 0+(")*%**-%*)； /+("&)；

&+("&)%’/； )+("&)%’/%*； L+#&)%’/%*%*-；

’+!"#$%&’ I

图 ! 菌株 $%&’()*与
亲株絮凝性能比较

K:AI, 567819:;:6< 6= =36MMB31>:6< 12:3:>?
176<A ;>91:< !"#$%&’ 1<C 8194<> ;>91:<;
* I #&)%’/%*%*-（!"#!，’(%，)*+*）；
,I (")*%**-%*)（!"#$，%&$，’(%）；
0I !"#$%&’（!"#$G!，’(%，)*+*）I

!"!") 菌株 !"#$%&’及亲株发酵力检测：对菌株 !"#$%&’及亲株高糖面团发酵力进行检
测，结果表明菌株 !"#$%&’的发酵力优于单倍体亲株，略优于原始亲株（表 /）。
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表 ! 菌株 "#$%&’(与亲株高糖面团发酵力比较
!"#$% & ’()*"+,-(. (/ /%+)%.0"0,(. "#,$,01 ,. 2,324-53"+ 6(532 ")(.3 -0+",. 78!94:; ".6 *"+%.0 -0+",.-

<0+",.- !:=4;&4>4>? @8=>4>>?4>= @8:= @8=> 78!94:;

! A),. ;> B: :> &C &;

)*)*+ 菌株 78!94:;及亲株细胞 DEF含量测定：提取菌株 78!94:;及亲株的总 DEF，对
其细胞 DEF含量进行比较，二倍体细胞 DEF含量约为单倍体细胞 DEF含量的 G倍（表
:），进一步证明 78!94:;为二倍体杂交菌株。

表 ’ 菌株 "#$%&’(和亲株细胞的 ,-.含量比较
!"#$% : ’()*"+,-(. (/ DEF H(.0%.0 (/ %"H2 H%$$ ")(.3 -0+",. 78!94:; ".6 *"+%.0"$ -0+",.-

<0+",.- E5)#%+ (/ H%$$- DEF H(.0%.0 ,. %"H2 H%$$A!3 I$(,61

!:=4;&4>4>? G J >?>? GKG J >? L C .

@8=>4>>?4>= G J >?>? GKM J >? L C .

@8:= G J >?>? &K> J >? L C G.

@8=> G J >?>? &KC J >? L C G.

78!94:; G J >?>? &K; J >? L C G.

)*)*/ 重组质粒 N’*:? O O "#$>在菌株 78!94:;细胞中的稳定性测试：为了了解在非选
择培养条件下菌株 78!94:; 中重组质粒的稳定性，将菌株 78!94:; 分别在有选择压力
（NE@ P 8%5）及无选择压力（NQID）的液体培养基中连续传代培养 >?6，每天取样检测质粒
的丢失情况（图 M）。从图 M可以看出，在有选择压力条件下，重组质粒很稳定；而在无选

图 0 菌株 "#$%&’(中质粒的稳定性
R,3SM <0"#,$,01 (/ *$"-),6 ,. -0+",. 78!94:;

择压力条件下，随着传代次数增加，重组质粒的丢

失率也相应增加，传代培养 >?6后丢失 =?T左右的
重组质粒。但面包酵母生产周期较短（&; U =?2），
使用选择培养基（NE@ P 8%5）保存菌种，菌株 78!94
:;的重组质粒稳定性问题便可避免。
)*0 菌株 "#$%&’(的培养条件优化
鉴于菌株 78!94:; 是由两株具有不同优良特

性单倍体菌株杂交获得的，对其培养条件进行了优

化实验。

)*0*1 碳源的影响：以 NQID培养基配方为基础，
分别选择葡萄糖、蔗糖、麦芽糖和糖蜜作为碳源，发

酵 G&2后测定生物量。结果表明，碳源的种类对杂交菌株 78!94:;的生长有一定的影响。
在以上几种碳源中，以糖蜜的效果最好，这说明菌株 78!94:;能够很好的利用糖蜜这一廉
价的碳源，在大规模的生产中可节约成本。进一步试验了不同糖蜜浓度对菌株 78!94:;
生物量的影响，在 >?T的糖浓度时生物量达到最高，糖浓度再提高时，细胞的生长受到明
显的抑制，因此选择 >?T的糖浓度进行后续试验。
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!"#"! 氮源的影响：以 !"#糖蜜培养基为基础，研究不同氮源如（$%&）’ ()&、$%&*+和尿
素对菌株 ,-.%/01生物量的影响。结果表明，尿素对细胞生物量提高作用明显，当尿素浓
度为 "230#时，生物量最高。因此确定发酵培养基中添加 "230#的尿素作为氮源。
!"#"# 培养基初始 4%的影响：试验了培养基初始 4%对菌株 ,-.%/01的生物量的影响。

图 $ 培养基初始 %&对菌株
’()&*+,生物量的影响

5678& 9::;<= >: ?;@6A? 6B6=6C+ 4% >B =D;

E6>?CFF >: F=GC6B ,-.%/01

由图 &可以看出，当初始 4%值在 H2" I 12"时，生物量
能保持在较高的水平，其中在 4% 32" 时生物量最高。
选择初始 4%为 32"进行后续试验。
!"#"$ 装液量的影响：研究了不同的装液量对菌株
,-.%/01生物量的影响。结果表明随着装液量的增
加，生物量呈逐渐下降的趋势。装液量少时，供氧充

足，菌体生长旺盛，菌体生物量较高。装液量超过

0"?-，生物量明显下降。确定装液量为 J"?-K’0"?-三
角瓶。

!"#"+ 培养时间的影响：比较了发酵时间对菌株
,-.%/01的生物量影响，结果发现随着发酵时间的延
长，生物量逐渐增加，在 &"D左右达到最高值，&"D以后

开始缓慢下降。

!"#"- 接种量的影响：试验了不同接种量的影响，结果表明接种量对生物量影响不大，一
般选用 !"#接种量。通过上述实验，确定菌株 ,-.%/01的优化培养条件。培养基组成：
每升含 !""7糖蜜，3207尿素，!7磷酸，4% 32"；!"#接种量；装液量 J"?-K’0"?-三角瓶；在
’1L、’""GK?6B振荡培养 &"D。在优化培养条件下，菌株 ,-.%/01生物量比原始发酵条件
下的生物量提高了 !2J0倍。

# 讨论
单纯通过自然筛选或诱变，很难筛选到既具有高生物量、耐高糖能力又具有强絮凝特

性的面包酵母菌株。而通过杂交和分子育种等技术可以解决这一问题。我们首先通过单

倍体分离、M9(诱变获得生物量较高的单倍体 N-H!/!!"/!H（!"#$，%&$，’(%）和耐高糖性
能较强的单倍体 N-0H/1&/!（!"#!，%&$，’(%）。然后将本组构建的携有絮凝基因（)*+!）
的重组质粒 O*40"：：)*+!通过酵母完整细胞转化法转入耐高糖性能较强的单倍体 N-0H/
1&/!（!"#!，%&$，’(%）中，从获得的转化子选出具有耐高糖能力和絮凝能力较强的转化子
.0H/1&/!/!"（!"#!，’(%，)*+!）。最后将具有不同交配型、不同优良性状的两种单倍体
N-H!/!!"/!H（!"#$，%&$，’(%）和 .0H/1&/!/!"（!"#!，’(%，)*+!）进行群体杂交，根据生物
量、耐高糖和絮凝特性等测定，从得到的杂交菌株中筛选出一株具有高生物量、耐高糖和

絮凝性强的优良面包酵母菌株 ,-.%/01（!"#$ K!，’(%，)*+!）。研究结果表明，菌株 ,-.%/
01具有双亲的优良性状，遗传性状稳定，有良好的工业应用价值。
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