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通过灭活原生质体融合选育啤酒酵母新菌株

周东坡 平文祥 孙剑秋
（齐齐哈尔大学师范学院生物系 齐齐哈尔 $4$%%4）

张宝国 王 超 国晓秋
（齐齐哈尔啤酒厂 齐齐哈尔 $4$%%%）

摘 要 将生产用啤酒酵母（!"##$"%&’(#)*#)%)+,*,")）56$4和6781分别进行单倍体化，并筛

选56$4（9(.:，;<,/）和6781（=(<:，>?7:）的遗传标记。经摇振培养后，酶解制备原生质体，对
前者进行紫外灭活，而后者进行热灭活，再利用@AB进行融合，在CCD和7CCD培养基上
再生，挑选融合子。连续传代稳定后鉴定融合子6782E94。通过细胞体积和生物量的测定，
以及遗传型的分析和细胞;0=含量测定等均证实了获得的是融合子。经对啤酒感观评价，
双乙酰含量测定与多种成分的气相色谱分析以及啤酒的发酵度，絮凝性、稳定性测定，并经连

续多次生产试验证实6782E94是一株口味独特、发酵度高、絮凝性强、遗传性能稳定兼具有
多种优良性状的啤酒酵母生产新菌株。

关键词 啤酒酵母，灭活原生质体，原生质体融合，融合子6782E94
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自$"11年7GHG+IJG与K./.L+IM［$］首次实现酵母菌的原生质体融合以来，相继有人做
了啤酒酵母的原生质体融合研究［?!"］，但多仅限于实验室的方法学研究，或限于将亲株

的某一、两种优良性状转入融合子中，未见选育出集中双亲的多种优良性状并有明显提

高，再应用于生产者。本文旨在探讨酵母菌双亲灭活原生质体融合的新方法，将生产菌株

进行融合，改良其多种遗传性状，达到工业菌株的育种目的。

! 材料和方法
!"! 材料

!"!"! 出发菌株：啤酒酵母（!"##$"%&’(#)*#)%)+,*,")）56$4是由齐齐哈尔啤酒厂提供的
生产菌株；6781来自齐齐哈尔大学师范学院微生物实验室。

!"!"# 蜗牛酶：购自中国科学院东方仪器设备公司。

!"!"$ 培养基：产孢培养基：葡萄糖$N%O，酵母膏?N#O，0<=P3N?O，QP(#RR’(／5，CO2
7*F%N?"RR’(／5定容至$5；完全培养基（SA@;）：液体、固体，按文献［$%］配制；再生培
养基（CCD）：液体、半固体、固体，均按周东坡、平文祥的方法配制［$%］，H>#N?（在灭菌后
加入适量?T无菌的人血清白蛋白）；选择再生培养基（7CCD）：在CCD中去除人血清
白蛋白，而加入%N%1T的醋酸铅和#%%"O／R5的双乙酰；基础培养基（CC）：在CCD中
去除山梨醇和人血清白蛋白；7C系列培养基：在CC中分别加入F%"O／R5的52氨基酸
（$种或几种），在SA@;中分别加入%N%1T的醋酸铅和#%%"O／R5的双乙酰。



!"!"# 有关溶液：原生质体制备液：!"#$%&／’柠檬酸(磷酸盐缓冲液，)*+",（含!"-$%&／’的山
梨醇和!"!#$%&／’的./01）；!"23!(巯基乙醇（4／4）和!"!5$%&／’的./01溶液；聚合剂：含
有!"-$%&／’的山梨醇和含#!$$%&／’的676&2的8!39.:（;<5!!!）溶液。

!"$ 方法

!"$"! 诱导单倍体与遗传标记：将活化的双亲出发株分别转接于产孢培养基上，2-=培
养,"+>，离心收集菌体，洗涤悬浮后加23蜗牛酶，?+=酶解8@，经,倍稀释后再置于

,-=保温-$AB，离心再悬浮后，以玻璃珠用力摇振#!$AB。将已基本分散的 孢子悬液适
当稀释，涂于C.9/平皿上，2-=培养+>，从平皿上挑取小菌落，移至C.9/斜面上。将
该培养好的菌株再转接至产孢培养基上，培养?"+>，染色镜检证明不产生子囊孢子，即
为单倍体细胞株；将此二单倍体细胞株分别稀释成约#!+6DE／$’，并用 E4灯诱变
（?!<，距离2!F$，照射#,$AB）处理，经暗培养后，再挑取单菌落分别培养于 ;;、各种

G;和C.9/固体培养基上，标记结果证明，HGI+为1&7J，*2GJ（低*2G合成能力）；

’H#5为K&LJ，/7MN（抗双乙酰）。

!"$"$ 原生质体制备：参照周东坡、平文祥［#!］的方法进行。将上述两个单倍体细胞亲株
分别经C.9/斜面和液体培养基两次活化后，再按23的接种量转接于上述液体三角瓶
中，2-=振荡培养约#?@，!",+!达!"8?时，离心收集菌体，并以无菌水洗涤两次，,倍浓
缩于!"23!(巯基乙醇和!"!5$%&／’的./01中，?!=保温?!$AB；振荡后各取#!$’，用
原生质体制备液洗涤?次，以等量的原生质体制备液悬浮，加蜗牛酶!O!-P，?!=水浴

5!$AB，离心收集原生质体，并洗涤再悬浮于等体积的原生质体制备液中。
取悬浮液#$’加入无菌水#!$’，2!$AB后再用无菌水稀释成#!J2、#!J?、#!J8浓

度，涂布于C.9/平皿培养，做裂解计数。
取悬浮液!",$’用原生质体制备液稀释成#!J2、#!J?、#!J8，分别倾注;;Q双层

平板培养，以计算原生质体制备率。

!"$"% 原生质体灭活：各取悬浮液,$’，HGI+置于,2=超级恒温水浴中?!$AB灭活；

’H#5用E4灯（?!R，距离2!F$）灭活2!$AB。再用原生质体制备液稀释成#!J2、#!J?、

#!J8，倾注于;;Q双层平皿培养，计算灭活率。

!"$"# 原生质体融合：分别取上述灭活的原生质体悬液各#$’，等量混合并离心，弃上
清，加入8$’8!3的9.:，摇匀后置?!=水浴中处理8,$AB，稀释后离心弃上清，再用

;;Q液或G;;Q液做#!倍系列稀释，并分别倾注 ;;Q双层平皿和G;;Q双层平
皿，置2-=（G;;Q双层平皿置#-=）温箱中培养,"+>，计数再生菌落。

!"$"& 融合子的传代与鉴定：挑取;;Q和G;;Q双层平皿上长出的菌落于;;、G;
系列平皿上做鉴定，再将融合子转接于C.9/斜面，转接传代#!次以上，经;;和G;
系列培养基上检验无分离者，与双亲株（6S）一起用麦汁做啤酒发酵筛选试验，并做融合
子鉴定。经与双亲株（2B）细胞一起做啤酒发酵试验，筛选到双乙酰较低，口味好，发酵度
较高，凝絮性较好的融合子HGI(TK5。
细胞体积的测定：用显微测微尺测量细胞的长轴（7）、短轴（U），按1BBL等［##］的公式：

4V8?
·#·72
·（U
2
）2计算。
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生物量测定：参照蔡金科等［!"］的方法，将经两次活化的菌悬液转接于#$%&液中，

"’(摇振培养!’)，再经*+++,／-./离心’-./，收集细胞，并以无菌水洗涤*次，放入称量
瓶中，!+0(烘干至恒重。
遗传型测定：将已活化的双亲株和融合子1234567细胞分别接种到!-8无菌生理盐

水的小试管中饥饿*)以上，再用接种环取样点在 99、系列29（各种84氨基酸）和

#$%&加醋酸铅或双乙酰的培养基平皿上，"’(培养:’)（后者置!’(培养*!0;）观察结
果。在含双乙酰皿中长出的菌落即为抗双乙酰，在含酯酸铅的皿中长出的白色菌落即为

低<"2合成能力的菌株。
细胞&=>含量的测定：采用文献［!*］的方法，用+?0-@A／8的高氯酸分别提取双亲

株与融合子的&=>。再用二苯胺法［!*］，将!-8的核酸抽提液中加入"?0-8的新鲜二苯
胺试剂，*+(下密闭放置!’)，然后用B04"分光光度计在7++/-的波长下测其!"值，并
用小牛胸腺&=>测得的标准曲线，计算其&=>含量，同时测定所提取酵母菌的细胞数，
计算出每个细胞&=>含量的近似值。求出三次测定结果的平均值。
死灭温度的测定：按管敦仪［!:］的方法测定。

!"#"$ 融合子与亲株发酵效果比较：将融合子1234567和齐齐哈尔啤酒厂目前生产中

使用的亲株81!7分别做装瓶和!7+C露天锥形大罐的发酵试验。按照管敦仪等的方法
［!:］

测定其发酵度、双乙酰含量，按照3D,/E试验法［!:］和悬液透光率的方法［*］，测定其酵母菌
的絮凝性，并品尝成品啤酒的口味，用气相色谱仪（FG0>型）测定其成品啤酒中数种重要
成份的含量。

# 结果
#"! 原生质体的制备率、再生率、灭活率和融合率
原生质体的制备率、再生率、灭活率和融合率的结果见表!。

表! 双亲株的原生质体制备、再生、灭活与二者的融合结果

HIJAK! LKEDACE@MMDE.@/JKCNKK/C)K./IOC.PICK;Q,@C@QAIECE@M#$%&’&()*)+&81!7I/;#$%&’&()*)+&123B

出发株 原生质体制备率／R 再生率／R 灭活率／R 融合率

2C,I./ %,@C@QAIECM@,-IC.@/,ICK LKSK/K,IC.@/,ICK 6/IOC.PICK;Q,@C@QAIEC,ICK TDE.@/,ICK

123B UUV"’ B!V0
（热灭活）
（)KIC4./IOC.PICK;）

UUVUU
!V’0W!+X7

81!7 UUV:U B+V7
（YZ灭活）
（YZ4./IOC.PICK;）

UUVUU

#"# 细胞体积、生物量、遗传型、&=>含量与死灭温度的测定
融合子与双亲株的形态学、遗传学与某些生理生化特性的测定结果见表"。

#"% 融合子与双亲株的发酵效果

#"%"! 发酵度：用瓶装小试并按齐齐哈尔啤酒厂现行生产工艺用!7+C露天锥形大罐发
酵，测定其真正发酵度结果见表*。
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表! 融合"#$%&’(和双亲株的某些特征

!"#"$%&’(%$%’)"$*+)*’+,--.+%/)0!12345%/67%$"/)+

项 目

4)"8+
90:5 0!1; 0!12345

平均细胞体积

<"%/#,&.8",-’"&&
%／!8 =>???@A>=?; 5>A?@A>5= ;>:B5@A>;C?
D／!8 C>=AC@A>=:: C>;AE@A>C=: =>B:E@A>5FA
G／!8B 5E>FEE@:B>?:; ;A>C:B@:E>?C5 :A?>A=@:F>;=C
生物量（干重）

1*,8%++（6$HI"*J()） :EEA :EAE>= :?EB>5
／8J／=AA89
遣传型

K"/,)H7" L&%MNE!M 4&"OP%$$
L&%M4&"M

NE!OP%$$

PQL含量
R,/)"/),-PQL
／!J／’"&&S:AOF

E>C:= E>E: B>??

死灭温度／T
9")(%&)"87"$%).$" =E =C =C

!%：<"%/8%U,$%V*+（长轴平均值） D：<"%/8*,$%V*+（短轴平均值） G：<"%/#,&.8"（体积平均值）

表) 融合子0!1234(与亲株的发酵度比较

W%D&"B X"$8"/)%)*,/6"J$"",-0!12345%/67%$"/)+

菌株 小试真正发酵度 大罐真正发酵度

!)$%*/ W$."-"$8"/)%)*,/
6"J$""*/D,))&"

W.$"-"$8"/)%)*,/
6"J$""*/D*J)%/Y

0!12345 ;:>A;@A>=: ;:>?=?@A>5FC
90:5 5E>A=@A>C5 5=>5A@A>FEE
0!1; =5>AB@A>5;

!*)*! 啤酒口味：对瓶装发酵和大罐发酵生
产的啤酒，由国家和省级评酒员进行品尝品

评，认为0!12345融合子发酵 啤酒具有清淡
爽口，饮后干净利落，色淡口味独特的特点。

!*)*) 双乙酰含量：通过瓶装发酵试验和大
罐发酵试验的定期抽样检测，证明0!12345
株比90:5菌株发酵样品中双乙酰生成量少，
峰值低，且早期下降的速度快，说明其酵母双

乙酰还原酶产量高或释放的快。大罐发酵的成品啤酒中90:5平均含双乙酰AZA;:8J／9，

0!12345平均含双乙酰为AZA==8J／9（见表C）。
表+ 融合子与亲株的发酵液与成品酒中双乙酰变化

W%D&"C R(%/J",-6*%’")H&’,/)"/)*/-"$8"/)"6&*[.*6%/6D""$7$,6.’),-0!12345%/6,-90:5

菌株 双乙酰含量 P*%’")H&’,/)"/)／8J／9
瓶装小试 W"+)*/D,))&"

天数／6 : E B C = 5 ;
大罐成品

1""$7$,6.’)*/D*J)%/Y
0!12345 A>A;E A>E:C A>BB A>E: A>:BF A>AF5 A>A;E A>A==C@A>AA;
90:5 A>::A A>:BF A>:;B A>=:: A>EC5 A>AF; A>A;; A>A;:@A>AA:

表, 融合子0!1234(与亲株的絮凝性
W%D&"= X&,’’.&"/’"’,87%$*+,/,-

-.+%/)0!12345%/690:5

菌株
!)$%*/

本斯值
1.$/+#%&."
／89

悬液透光率
W$%/+8*))%/’H,-
+.7"$/%)%/)

0!12345 B>:B BE>C;@C>B
90:5 E>;? EF>EE@=>?

!*)*+ 絮凝性：通过对:5A)大罐发酵后分
别测定其酵母絮凝性，说明融合子0!12345
的絮凝力有所提高（如表=）。

!*)*, 降糖速度、"2氨基氮的降低速度：通
过瓶装小试，其结果是融合子0!12345均明
显高于双亲株（见表5、表;）。
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!"#"$ 酵母细胞数的变化和乙醇含量比较：小试结果证明融合子!"#$%&’的细胞数比
双亲株明显增殖较快（()即至高峰，而双亲株*)才至高峰），后期絮凝沉降的也快（见表

+）；小试结果表明融合子!"#$%&’的发酵液中乙醇含量高于双亲株（见表,）。

!"#"% 成品啤酒中化学成分比较：大罐发酵后的成品酒经-.*/型气相色谱测定，融合
子!"#$%&’的酒中，丁酸乙酯少乳酸乙酯等酯类含量明显较高，异戊醇等杂醇含量较少。
结果见表01。

表$ 融合子!"#$%&$与双亲株发酵液降糖速度

23456’ .73896:;<=93>)69>66?8@76;6>A68@6)5?B=?):;!"#$%&’38):;C3>68@<

菌株

"@>3?8

糖度 "=93>)69>66／D#E

天数／) 1 0 ( * F , 0(

!"#$%&’ 00GHH ,G’( ’G,F (G,+ HG1( 0GI’ 0G0*
J!0’ 00GHH 01G01 ,G0F ’GF1 (G+1 HGH10G(0
!"#F 00GHH 01G(F ,G,1 +G,1 ’GH* HG1( 0GI(

表% 融合子!"#$%&$与双亲株发酵液中!$氨基氮的变化

23456F .73896:;!$3A?8:8?@>:968?8@76;6>A68@6)

5?B=?):;!"#$%&’38):;@76C3>68@<

菌株

"@>3?8

!$氨基氮!$/A?8:8?@>:968／A9／J

天数／) 1 0 ( * F

!"#$%&’ 0’*G+ 0II ,I ’( *’
J!0’ 0’*G+ 0*’ 0I+ 01I ,H
!"#F 0’*G+ 0’1 0*+ 0I1 000

表& 不同菌株发酵液中乙醇含量的变化

23456, .73896:;35K:7:5K:8@68@?8@76

;6>A68@6)5?B=?):;!"#$%&’38):;C3>68@<

菌株

"@>3?8

乙醇含量/5K:7:5K:8@68@／L

天数／) 0 ( * F ,

!"#$%&’ 1G*,10GF( (G0*(G+F*IG1I+
J!0’ 1GI+*1G+**0G+I(G0II(G*+F
!"#F 1G(H*1GI+*1G,’*HG0H (G01

# 结论和讨论
本试验由于是对双亲株分别做了不同

方式的物理灭活原生质体进行融合，故原生

质体及其融合子的再生受到很大影响，而由

于在预试验中设计了多种不同条件，最后选

出了最佳试验条件进行原生质体的制备、再

生与融合，故使双亲灭活的原生质体融合率

已达到了0M+*N01O’，还是很理想的。另
外，双亲株均是单一的营养缺陷型标记，在

表’ 不同菌株发酵液中细胞数的变化

23456’ .73896:;K6558=A46>?8@76

;6>A68@6)5?B=?):;!"#$%&$38):;@76C3>68@<

菌株

"@>3?8

酵母细胞数.6558=A46>／（万个／AJ）

天数／)0 ( * F , 00

!"#$%&’ 0+11*,’1I*11H1110111 ’11
J!0’ 0’11I’11*(11HF110’110111
!"#F 0I11(111I111(1110*11 ,11

表() 融合子!"#$%&$与亲株J!($
成品酒中某些成分的气相色谱分析
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化学成分

.:AC:<?@?:8

含量.:8@68@／（"9／J）

!"#$%&’ J!0’
正丙醇 0’G( 0+G(
8$Q>:CP535K:7:5
异丁醇 FG( FG1*
&<:4=@38:5
正丁醇 ——— *G*
8$#=@38:5
异戊醇 *HGF *’GI
&<:3AP535K:7:5
丁酸乙酯 00GF ,G,
4=@P>P53K6@3@6
乳酸乙酯 H*GH 01G1
J3K@?K3K6@3@6
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预试验中将双亲的细胞浓度调整到!"#!!"$／%&时，分别涂’’平皿，均不长菌落；原生
质体灭活后分别倾注’’(（不加血清白蛋白）平皿，也无菌落再生。加之，原生质体不能
百分之百的再生，因此，灭活融合后，在)’’(上长出的原养型菌落不可能是自发回复突
变的结果，也不可能是*+灭活时，诱发回复突变的结果，而是双亲融合的产物，故所挑取
的菌落是可信的，所计算出的融合率也是可信的。

双亲原生质体灭活后的融合有利地排除双方亲本类型的再生株，所以对选择融合子

是十分有利与方便的。’’(双层平皿可用于间接选择各类遗传型的融合子，并准确的
计算融合率；如不考虑计算融合率，在)’’(双层平皿中同时加入双乙酰和醋酸铅进行
直接选择融合子，则直接选择出来的融合子虽然遗传型不全，但的确增大了具有几种遗传

标记的真正融合子的选择力度，增加了选择融合子的准确性与可靠性，也会减少日后融合

子鉴定的工作量。特别是上述直接选择法有利于大量选择出较理想的正突变菌株（尤其

是啤酒口味等性状），可明显减少初筛与复筛的工作量，缩短育种进程。

根据菌体生理代谢的途径，对&,!-亲株做了高抗双乙酰的遗传标记，而该种变异株
又缺乏乙酰羟酸合成酶［!.］，使"/乙酰乳酸合成的量与双乙酰生成的量减少，0，1/戊二酮
生成的量也减少，故发酵过程中双乙酰的峰值较低，抗双乙酰的变异株也可产生较多的双

乙酰还原酶，可将双乙酰还原成0，1/丁二醇，使啤酒中双乙酰还原快且含量低；对,)2#
亲株又做了低30)合成能力的遗传标记，可使发酵的酒中含硫化合物减少。二者的融合
子,)2/45-集中了双亲的上述特性，故使成品酒中的双乙酰和30)的含量均低；利用该
菌株发酵制成的成品酒经气相色谱分析证实其正丁醇、异戊醇等杂醇含量少，乙酸乙酯、

乳酸乙酯等酯类含量较高，且远低于阈值，故口味独特。

测定,)2/45-株的细胞体积接近于二亲株细胞之和，生物量和678含量也明显高
于双亲株，兼具双亲株的低30)合成能力和高抗双乙酰的特性，而且发醇度、口味、絮凝
性等均有一定提高或改善。说明它确实是融合子。而经传代十几代后仍稳定，故应视为

稳定的融合子。

融合子,)2/45-的细胞增殖速度和在发酵中降糖速度、"/氨基氮的降低速度、双乙酰
的降低速度和乙醇含量及发酵度均明显高于双亲株（可缩短发酵周期1!.9），絮凝性也
高于双亲株，且口味有明显改善，已投入生产。说明原生质体融合确实是一种有效的重要

育种手段，并可创造出不同于双亲的新性状［!"］。该方法在工业微生物育种中的确具有广

泛的应用前景。
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