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提 要 酿酒酵母（!"##$"%&’(#)*#)%)+,*,")）/’’(和克鲁维酵母（-./(+)%&’(#)*01#）2’*)
属间原生质体融合构建高温酵母菌株。对制备高再生活性原生质体及融合子细胞形态、生理

化特征、同工酶性质、遗传稳定性和高温发酵等方面进行了研究。结果表明，融合子/2’,*
和/2+$’遗传性能稳定，表达了双亲优良性状，获得了在)%3培养条件下产酒率.4)5的属

间融合菌株，是目前已见文献报道的产酒率最高的高温（)%3）酵母菌株。

关键词 酿酒酵母，克鲁维酵母，原生质体融合，高温酒精发酵

分类号 6-*-4% 文献标识码 7 文章编号 ’’’(8+,’-（(---）’,&’()(&).

乙醇作为石油化石燃料的替代能源已日益受到世界各国的高度重视。然而世界上许

多热带、亚热带国家或地区，由于地域环境温度较高，普通酵母菌难以进行正常乙醇发酵，

必须配以制冷设备才能维持正常生产，增加了设备投资和运行费用［(］。在我国南方部分

省区，夏季高温季节现行所有优良酒精酵母菌株出酒率均显著下降［,］，生产不能正常，许

多厂家被迫停产，即使在春、秋、冬三季，欲控制正常发酵温度（*)3以下），也要消耗大量

冷却水和电能，因此高温菌株的选育具有重要价值。

长期以来，高温菌株的选育主要集中于高温驯化［*］和自然界筛选［)］。9:;:<等［%］和方

霭祺等［+］通过原生质体融合分别获得了),3条件下发酵产酒率+4’5和)’3发酵产酒

率%4-5的耐高温酵母。本研究通过耐高温的克鲁维酵母和产酒率高的酿酒酵母进行属

间原生质体融合，获得了在)%3下发酵产酒率为.4)5的融合子。

! 材料和方法

!"! 菌种

酿酒酵母（!"##$"%&’(#)*#)%)+,*,")）/’’(，产酒率(,5，能发酵麦芽糖，但在)%3条

件下不能生长；克鲁维酵母（-./(+)%&’(#)*01#）2’*)为呼吸缺陷型（!8），产酒率)4*5，

不能发酵麦芽糖，却能在)%3条件下良好生长。上述两菌株均为本室保藏菌种。

!"# 培养基

!###! 2=>培养基和??@上层指示培养基均同文献［.］，同化碳源基础培养基同文献

［$］，完全高渗培养基参照文献［-］。

!#### 发酵培养基：葡萄糖(%’A，酵母粉(’A，蛋白胨,’A，BC,=D)(A，加蒸馏水定容至
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!"""#$，分装%&"#$三角瓶（!""#$／瓶），!!&’灭菌("#)*。

!"# 试剂

!"#"! 柠檬酸+磷酸缓冲液（,-.）：/012"，内含"31#45／$蔗糖。

!"#"$ 脱壁预处理剂（67-8）："31#45／$蔗糖，!"##45／$9:;<=，&"##45／$二硫苏

糖醇（6>>）。

!"#"# $?蜗牛酶液，用,-.配制，"3=&!#膜过滤除菌。

!"#"% 促融合剂：(&?聚乙二醇（971"""），"3"!#45／$,@,5%，"31#45／$蔗糖。上述

各培养基和试剂（除酶液外）均于!!&’灭菌("#)*。

!"% 方法

!"%"! 原生质体制备：亲株A""!和B"(=各取活化菌种于%C’%""D／#)*培养。A""!
培养CE，B"(=!!E，各取F#$，("""D／#)*离心&#)*，无菌水洗两次，,-.洗一次，加入

67-8!#$，%C’下预处理%"#)*，="""D／#)*离心=#)*，弃上清，加入%C’预温的%?
蜗牛酶液(#$，%C’，!""D／#)*摇床振荡"3&"!E。相差显微镜镜检，当G"?以上细胞

变为原生质体后，("""D／#)*离心C#)*，,-.洗两次，离心收集原生质体。原生质体形

成率按下式计算：原生质体形成率H（AI,）／A·!""?，式中A为破壁前菌落数；,为破

壁后无菌水稀释%"倍，静置%"#)*后在完全培养基上生长的菌落数。

!"%"$ 原生质体纯化：参照文献［!"］，略加修改。制备!"?、%&?和="?的蔗糖浓度梯

度，将原生质体轻置于上层，("""D／#)*离心!"#)*，不同浓度界面处有原生质体区带，分

别命名为-!"，-%&和-="原生质体。

!"%"# 原生质体再生：将所获原生质体分别涂布高渗再生培养基，%C’培养(J，计算再

生率：原生质体再生率H（.I,）／（AI,）·!""?，式中A、,同前，.为破壁后高渗液适当

稀释后涂布高渗平板菌落数。

!"%"% 原生质体融合：两亲株原生质体（!"1／#$）等量混合，加入促融合剂，%C’=&#)*，

,-;稀释，涂布完全高渗再生培养基，=&’培养(J，长出菌落用于融合子检出。

!"%"& 融合子筛选：向上述待检菌落平皿加入>>,上层指示培养基，置%C’条件观察，

如%E内呈现红色菌落者即为融合子。

!"%"’ 融合子乙醇脱氢酶同工酶-A8K电泳分析［!!］：收集对数生长期的融合子菌株

!:，加少许;)<%，超声波处理（冰浴）C#)*，冷冻离心（!""""D／#)*，!"#)*）取上清&"!$
用于-A8K电泳。,;—G("双波长薄层扫描仪扫描。

!"%"( 融合子与亲株细胞形态及生理特性比较测试［!%，!(］

!"%") 融合子与亲株发酵速率和产酒率比较［!=］：酒精含量测定采用气相色谱法（气相色

谱仪，8,—GA8@L,ED4#@M4:@D/E，;E)#@JNO）。

!"%"* 融合子稳定性分析：（!）遗传稳定性分析：将斜面上已转接!&代的融合子活化两

次，制成菌悬液，稀释后涂B-6平板，("’培养%J，接入!#$生理盐水，饥饿=E，分别

取样接种于B-6培养基和以麦芽糖为唯一碳源的同化碳源培养基［C］，置于("’和=&’
培养，分析融合子的遗传稳定性。（%）发酵性能稳定性测试：将融合子在B-6斜面上置

=&’培养，每传(代进行=&’产酒发酵，测定产酒率有无显著变化。
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! 结果和讨论

!"# 预处理对原生质体形成与再生的影响

亲株!""#和$"%&分别培养至对数生长初期，以进行预处理对原生质体形成与再生

影响的比较研究，结果如表#所示。

表# 预处理对原生质体形成与再生的影响

’()*+# ,--+./01-23+/3+(/4+5/15/6+-134(/715(583+9+5+3(/7153(/+1-231/12*(0/

处理

’3+(/4+5/

菌株 :/3(75

!""# $"%&
非预处理 ;"<=( #%<") >?<=( #&<?)

@15A23+/3+(/4+5/
间接预处理 ;><% #B<= ;=<> #%<C
D5873+1/7E+23+/3+(/4+5/
直接预处理 #B<C #<? %<& B<%
F73+./7E+23+/3+(/4+5/

非预处理：细胞经BG蜗牛酶液B>H酶解B6。

@15A23+/3+(/4+5/：I+**0J+3+/3+(/+875BG05(7*(0+01*K/715，B>HB6，J7/61K/(5L23+/3+(/4+5/M
间接预处理：细胞经脱壁预处理剂作B>HB"475预处理后，加BG蜗牛酶液B>H酶解B6。

D5873+./7E+23+/3+(/4+5/：N3713/1(88BG05(7*(0+01*K/715，.+**0J+3+23+/3+(/+875FONPB>H-13B"475M
直接预处理：脱壁预处理剂与BG蜗牛酶液直接酶解细胞B>H，B6。

F73+./7E+23+/3+(/4+5/：FONPQBG05(7*(0+01*K/715，B>H，B6M

(：原生质体形成率；)：原生质体再生率。

(：’6+231/12*(0/0-134(/7153(/+；)：’6+231/12*(0/03+9+5+3(/7153(/+M

对亲株进行不同预处理直接影响其原生质体的形成与再生。不经预处理，直接将

BG蜗牛酶液处理亲株!""#的原生质体形成率为;"<=G，明显高于$"%&的>?<=G，而

原生质体再生率则相反，这说明$"%&细胞壁结构的抗性大于!""#，不利于原生质体制

备。然而从生物学意义上分析，$"%&所具有的这一特性很可能与其耐高温性能密切相

关。另一方面，原生质体再生率$"%&又稍高于!""#，这也正是修复能力较强的显示；对

双亲株直接预处理，无论是原生质体形成率还是再生率都是最低的，这可能是因为脱壁预

处理剂中的F’’对蜗牛酶活性有一定的抑制作用；对亲株进行间接预处理原生质体形成

率均达最大值。这可能是由于F’’打断细胞壁结构中的二硫键，随后除掉F’’，此时再

加蜗牛酶，酶活性不受影响。至于原生质体再生率虽略低于非预处理，但从形成率与再生

率双重因素的最终结果分析，间接预处理再生总数高于非预处理。（表#）

!"! 原生质体纯化与再生活性

并非形成的所有原生质体都能再生。为了获得具有高生物活性的原生质体，可通过

蔗糖密度梯度离心纯化亲株$"%&的原生质体。结果表明，NBC带原生质体再生活性最

高，N#"和N&"带原生质体再生活性都低（表B）。另从细胞学镜检，N#"带原生质体体积

最小，NBC带居中，N&"最大，这一结果表明：太小的原生质体尚未成熟，而太大的原生质

体又过于老化，虽两者对原生质体形成率并无影响，但再生率都极低。
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表! 高再生活性原生质体的纯化

!"#$%& ’()*+*,"-*./.+0*10)%1%/%)"-*2%",-*2*-3.+4).-.4$"5-

沉降带

6%7*8%/-"-*./#"/75

原生质体数9:;<／8=

>(8#%).+4).-.4$"5-

再生原生质体数9:;<／8=

>(8#%).+)%1%/%)"-*2%4).-.4$"5-

再生活性／?

@%1%/%)"-*2%",-*2*-3
’:; ;A:& ;A;: <ABB
’&C BAC& :A:B B&A:
’D; ;A;< ;A;;& &AC;

!"# 融合子的鉴定与分析

!"#"$ 融合子的检出：亲株E;;:呼吸正常，!!F检测为红色菌落，但在DCG条件下不

能生长。另一亲株H;BD虽然能在DCG生长，但为呼吸缺陷型，!!F检测为白色菌落，因

此融合子检出的条件是；在DCG下能够生长且经!!F检测为红色菌落者即为融合子。

此种选择标记（高温、呼吸缺陷）的优势在于避免了由作营养缺陷型标记导致的亲株优良

遗传性状的变异。同时作为融合子其线粒体只来自亲株一方更有利于其遗传的稳定

性［:C］。

对检出的IDJ株融合子经初筛与复筛获得&株优良性状的融合子EH;&B和EHJ<;。

!"#"! 亲株及其融合子细胞形态特征比较：用显微测微尺分别测量亲株及融合子的大

小，按公式KLD／B!·"／&·（#／&）&计算。表B可见融合子EHJ<;细胞体积大于亲株，其他

介于两亲本之间；另以平均比轴可以看到亲株与融合子细胞形态的变化，EHJ<;平均轴

比为;MN<，细胞形态近圆形，而EH;:I为;MJJ近似杆状。需要提出的是融合子细胞体

积并非为两亲株体积之和，而是略大或介于两亲株之间。

表# 亲株及融合子细胞大小测定

!"#$%B F.84")*5./.+-0%,%$$2.$(8%#%-O%%/4")%/-5-)"*/5"/7+(5"/-5

菌株

6-)"*/

平均长轴"／"8

P%"/8"Q.)"R*5

平均短轴#／"8

P%"/8*/.)"R*5

平均轴比#／"

P%"/"R*5)"-%

平均体积K／"8&

P%"/2.$(8%
E;;: JAI: JABD ;ANDD :D:A:&
H;BD CA;; BAN; ;AI<; BNAIN
EH;:I JACN DABN ;AJJJ DJADC
EH;&B JA:; CABI ;A<<; N&A;D
EHJ&D CADN DA&I ;AIII C&ABI
EHJ<; JAI: JAC< ;AN<; :C:ANC

!"#"# 乙醇脱氢酶同工酶分析：对亲株及EH;&B乙醇脱氢酶同工酶’EST电泳后进行

双波长薄层扫描（图:），可见融合子EH;&B出现了双亲互补的乙醇脱氢酶类型。

!"#"% 亲株及融合子麦芽糖的同化：对亲株及其融合子进行了麦芽糖的同化测试，结果

列于表D。

结果 表 明，亲 株 E;;:不 能 同 化 乳 糖，H;BD不 能 同 化 麦 芽 糖 和 蜜 二 糖，融 合 子

EHJ<;、EH;&B均获得了同化麦芽糖、蜜二糖和乳糖的性能，这种能力的获得正是双亲株

基因发生重组的结果。

!"% 融合子的稳定性

为了考察融合子遗传稳定性，排除异核体形成的可能性，通过连续传代（:C代）后，对
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融合子!"#$%和!"&’#进行了遗传稳定性测试，结果如表(所示。

图) 亲株及融合子乙醇脱氢酶同工酶双波长薄层扫描图谱

*+,-) ./01/234567809/7:79;5:<;37,51065+67=<>5?0@@531678?0351@6@30+1601;82601@
（)）!##)（$）!"#$%（%）"#%A

表! 糖类同化作用

B0C95A B:5/03C7:<;30@5066+>+90@+7178?0351@6@30+1601;82601@6

糖 类

D03C7:<;30@5

菌株 .@30+1

!##)! "#%A !"#$% !"&$A !"&’#
葡萄糖E92/765 F F F F F
棉子糖G088+1765 F F F F F
麦芽糖 H09@765 F I F I F
蜜二糖 H59+C+765 F I F F F
半乳糖E090/@765 F F F F F
乳糖J0/@765 I F F F F
蔗糖.2/3765 F F F F F
淀粉.@03/: I I I I I

!%#K条件下培养，其他菌株于A(K条件下培养。

!B5>?530@23578066+>+90@+71+60@%#K，8737@:536@30+160@A(K

表" 融合子遗传的稳定性

B0C95( E515@+/6@0C+9+@<7882601@6

菌株

.@30+1

培养基

H5;+2>

生长温度@／K

E37L@:@5>?530@235

BBD检测

BBD@56@

"MN 同化碳源培养基FH09

!66+>+90@+71>5;+0

%# A(

!##) F F F I F
"#%A F I F F I
!"#$% F F F F F
!"&’# F F F F F

结果表明，此两株融合子均能在所试条件下生长，BBD检测阳性（红色），说明融合子

含亲株!##)的线粒体；A(K下生长说明融合子获得了"#%A耐温性状；以麦芽糖（H09）为
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唯一碳源的培养基上生长，说明融合子获得!""#利用麦芽糖性状，如果融合子为异核

体，在连续传代过程中将出现基因分离现象，即只能在$%&培养基上生长，不能在以麦芽

糖为唯一碳源的培养基上生长。

进一步通过高温条件（’()）下连续传代的乙醇发酵性能研究，确证了融合子的稳定

性，如表*所示。数理统计表明，融合子在传代过程发酵性能稳定，产酒率无显著性差异。

表! 融合子乙醇发酵性状的稳定性

+,-./* 01,-2.21345567,817549/1:,84.5/9;/81,1248

菌 株

019,28

传代次数

+2;/745</8/9,1248

乙醇产率／=

>1:,84.?94@6A1248

糖利用率／=

B.6A47/612.2C,1248

!$"DE # FGED H(G’I
( FGE" H(GDD
#" FGDI H’GH*
#( FGEE H(G*#

!$*I" # FGD* H’GF"
( FGDD H’G#F
#" FGE" H(GDD
#( FGDI H’GH*

"#$ 亲株与融合子发酵速率比较

对亲株$"E’和融合子!$"DE、!$*I"产酒率速率的研究表明：在发酵前期（#D:）并

无明显差异，随时间延长，发酵速率的递增差异增大。发酵FD:时，产酒率几乎呈线性增

长，随后增加微弱。亲株与融合子的产酒动力学曲线具同一性，其差异在于产酒能力的强

弱。$"E’产酒率’JE"=，!$"DE和!$*I"产酒率分别是FJ’"=和FJDI=，此种产酒能

力的提高无疑源于亲株!""#（图D）。

图D 亲株$"E’及融合子发酵速率比较
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