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摘 要 通过原生质体融合选育耐高温的酵母，以解决在纤维素类物质同步发酵过程中酵母

发酵温度同纤维素酶酶解温度不一致的问题。利用电场诱导原生质体融合技术对产酒率高

的菌株 %&!和产酒率低但耐高温的菌株 ’()$"进行融合。经过融合条件的选择，分别对 *亲
株进行遗传标记，$)+,蜗牛酶处理原生质体，在脉冲强度为 !! -.、宽度 !"!%、次数为 *次时
进行融合，得到数株融合子。鉴定得知，融合子 *是所需要的融合子，其在固态发酵 /+0时产
酒精能力达到体积分数 1)*#,。
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在纤维素类物质同步糖化发酵（%%6）过
程中，制约反应效率的 !个重要因素就是纤
维素酶的最适温度同酵母发酵的最适温度的

不一致，纤维素酶的最适温度为 /+ 7 +"0左
右，而酵母发酵的控制温度一般在 $"0左
右，选用耐高温酵母菌株是解决纤维素同步

发酵中这 *个温度不协调的有效方法［!］。
长期以来，高温菌株的选育主要集中在

自然界筛选［*，$］和高温驯化［/］。利用分子生

物技术手段改良酵母等亦有报道［+］。原生质

体融合是以 *亲株的细胞膜的融合为起点，
经细胞质的完全融合，直至基因组的交换重

组，产生众多的重组子，从中筛选出耐高温型

的重组子［4］。%898: 等［1］和方霭祺等［#］通过
原生质体融合分别获得了 /*0条件下发酵
产酒精体积分数为 4)",和 /"0发酵产酒精
体积分数为 +)3,的耐高温酵母。文铁桥等
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 /+0
下发酵产酒精体积分数为 1)/, 的融合
子［3］。

本文正是通过原生质体融合技术，力求

利用现有的出发菌株获得耐高温的酵母，以

解决纤维素同步糖化发酵过程中的纤维素酶

同酵母最适温度不同的问题。

! 材料与方法

!"! 菌 株
（!）葡萄酿酒酵母 ’()$"：由中国微生物
菌种中心提供，该酵母耐高温能力强，可在

/+0条件下很好的生长，但在此温度发酵时，
产酒精能力较差。

（*）%&! 酵母：由山东大学微生物系购
得，在 $"0条件下生长很好，产酒精能力较
强。

!"# 培养基
（!）麦芽汁固体培养基，灭菌后加入溴化
乙锭，质量浓度为 !;< = >。
（*）甘油培养基：见参考文献［!"］。
（$）含 !,葡萄糖和 !,琼脂的培养基。
（/）三苯基四氮唑酸盐酸（??@）溶液

（+,的母液）。
（+）ABCD液体培养基：蛋白胨 *,，葡萄
糖 *,，酵母膏 !,，EF+)#。
（4）完全培养基（ABCD 固体培养基）：

ABCD液体培养基中加入 *,琼脂。
（1）高渗完全培养基（ABCD%）：在 ABCD
液体培养基中加入 *,琼脂，G@H 终浓度为

!
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!"#$%& ’ (。
（)）甘油鉴别培养基：甘油 * +，,+-./·

012. !"!3 +，（41/）2-./ !"3 +，酵母膏 !"!5 +，

467& !"!5 +，767&2 !"!5 +，蒸馏水 5!! $(，
8129./ !"5 +，:1 3"!。
（;）乙醇发酵培养基：见参考文献［55］。

!"# 试 剂
（5）蜗牛酶液：用 79<配制，!"/3!$无菌
过滤器过滤。

（2）溴化乙锭溶液（=<母溶液）：质量浓
度为 5!!!+ ’ $(（无菌水配制）。
（*）5>淀粉指示剂。
（/）柠檬酸?磷酸氢二钠缓冲液（79<）：见
参考文献［52］。
（3）脱壁预处理剂（@A9B）：见参考文献

［55］。
（#）脉冲缓冲液：见参考文献［5*］。
（0）高渗 9<：见参考文献［55］。

!"$ 乙醇体积分数测定
重铬酸钾比色法［5/］。

!"% 方 法
5"3"5 遗传标记的获得
（5）4%"*! 的呼吸缺陷型突变体的筛
选［3］：吖啶黄，溴化乙锭等可诱发酵母呼吸缺

陷型突变。野生型酵母菌落能还原三苯基四

氮唑盐酸盐（CC7）而变成红色。呼吸缺陷型
菌株则无此能力，菌落仍为白色，利用这一特

性可以检出呼吸缺陷型酵母。

（2）菌株 -D5遗传缺陷型标记的选择：取
-D5酵母的原生质体液（浓度为 3 E 5!0 个 ’
$(），倒入无菌的培养皿中，于 2! A紫外灯
下保持 *! F$的垂直距离照射不同的时间，
每隔 3$GH摇动 5次。照射完毕，取样镜检原
生质体是否破裂或裂解。同时在照射前后取

原生质体悬液涂布高渗 I=9@平板，在 *!J
下培养 * K观察存活情况。
5"3"2 原生质体的制备与再生
活化上述菌株，于 I=9@ 液体培养基活

化一定时间，各取 3 $(，*!!! L ’ $GH 离心 3
$GH，无菌水洗 2 次；79< 洗 5 次。各加入

@A9B 5$(，*!J下预处理 2!$GH。/!!! L ’ $GH
离心 / $GH，弃去上清液，加入蜗牛酶液，在
*!J，5!! L ’ $GH 摇床振荡 !"3 M 5 N。在相差
显微镜下镜检，当 ;!>以上细胞变为原生质
体后，*!!! L ’ $GH离心 ) $GH，79<洗 2次。最
后加入 /$(高渗 9<制得原生质体悬液，并
分别适当稀释并涂布高渗 I=9@，所得悬液
浓度控制在 3 E 5!0个 ’ $(左右待用。
5"3"* 原生质体融合
将 2种原生质体悬液以体积比 5 O 5混合

（3 E 5!0 个 ’ $(）在 5! !!! L ’ $GH 离心 5! $GH，
弃上清液，用 !"/$%& ’ ( 767&2 溶液洗涤 5次。
向沉淀中加入电极缓冲液，轻轻摇匀得悬液。

用移液器吸取 3!!( 悬液注入融合体小室
内。将融合小室放于倒置显微镜下观察，接

通低压交变电场。电脉冲结束后，让融合小

室静置存放 53 $GH以上，取融合的原生质体
悬液用 5"2$%& ’ (山梨醇溶淮稀释后，涂布高
渗 I=9@培养基和甘油，鉴别培养基平板，于
/3J下培养 # K，对再生菌落计数，计算融合
频率，挑取融合子。

5"3"/ 融合子筛选
（5）发酵液的醇化及酒精的定量测定：见
参考文献［5/，53］。
（2）遗传稳定性的检验［5!］：融合子继代
培养 53次，稀释并涂布 I=9@ 平板，挑选生
长的单菌落，分别用牙签点种于甘油培养基

和 I=9@平板，观察培养后的生长情况。如
在 2种平板上均生长良好，则为融合子；否则
为异核体。

（*）细胞大小的测检及其体积的计算：见
参考文献［5!，52］。

2 结果及讨论

&"! 小菌落（呼吸缺陷型）突变体筛选
酵母细胞线粒体 @4P（$Q @4P）突变会

造成呼吸缺陷，产生小菌落，采用的化学诱变

剂为溴化乙锭（简称 =<）。
由图 5可知，=<终质量浓度在 5!!+ ’ $(

时小菌落比数发生了突变。在对挑取的小菌
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图 ! 不同 "#浓度处理效果

落突变株进行鉴定时，用 $$% 显色法，并利
用甘油培养基对小菌落突变株和野生型加以

筛选，同时经发酵能力的测定，得到了 &株稳
定的 ’()*+ 呼吸缺陷突变株，分别为 ’,!，

’,-，’,*，’,.，’,&。

!"! 灭活 #$%原生质体紫外线致死剂量的
确定［%&，%’］

采用不同的紫外照射时间，对 /0! 的原
生质体进行处理，保持 /0! 的原生质体悬液
浓度为 & 1 !+2个 3 45左右。

表 % 紫外线致死剂量的确定
时间 3 467 *+ *& .+ .&
存活菌落数 - + + +
存活率 3 8 & 1 !+ 9 : + + +

注：存活率为照射前后在高渗 ;"#<平板上生长的菌
落数之比。

在高渗 ;"<=平板上形成的菌落，大多
为再生的原生质体，而少数为未脱壁的细胞。

灭活的目的是破坏原生质体的再生能力，并

将破坏其结构，由表 !结果可知，紫外照射合
理的时间为 .+ 467，镜检观察这时的原生质
体是完整的。

!"( 温度对菌株 )*+原生质体制备的影响

图 - 温度对菌株 ’,.原生质体

制备再生的影响

由图 -结果可以看出，’,. 在 .+>时形
成率较 *&>略有下降，但再生率却大幅度提

高。温度过高或过低均对再生率不利，这主

要是由于 ’,. 的耐高温特性在酶解时具有

其活跃的生理状况，对酶的敏感性增强，从而

抵消了部分由于酶活性的损失而造成的对形

成率的影响，由此制得的原生质体对环境的

适应能力就很大，从而了保持了较高的再生

率。因而 ’,.在 .+>时酶解是理想的。
!"+ 蜗牛酶浓度对于原生质体制备和再生
的影响

经不同的蜗牛酶浓度对原生质体制备和

再生的比较得知，质量分数为 *)&8时各菌
株的原生质体形成率和再生率比较理想。而

当酶的浓度升高时，会因为酶对细胞膜的作

用而造成损伤，从而使再生率下降。

图 * 酶浓度对 ’,.原生质体

制备和再生的影响

图 . 酶浓度对 /0!原生质体制备
和再生的影响

!", 电场诱导融合参数的选择
电融合时原生质体在高压脉冲下会排成

不同长度的串珠结构。该结构在高压脉冲下

使原生质体膜产生可逆电激孔，相邻细胞相

互沟通而融合。自 !?&+ 年电融合技术问世
以来，由于其安全、快捷的特点，得到了广泛

的推广应用。然而由于不同的生物细胞结构

的差异，导致融合条件存在较大的差异。为

*
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了得到较高的融合频率，必须针对不同生物

细胞，精心选择电脉冲强度，脉冲宽度，脉冲

间隔和次数等参数。为了更好的确定脉冲参

数，选择脉冲强度、宽度、次数进行 ! 因素 !
水平正交实验。

表 ! 正交实验

实验号 脉冲强度 脉冲宽度 空列 脉冲次数 融合率

" "（#） "（"$） " "（%） "&’ ( "$ ) *

% " %（"*） % %（!） ’&+ ( "$ ) +

! " !（%$） ! !（,） !&+ ( "$ ) +

, %（"$） " % ! "&+ ( "$ ) ,

* % % ! " ,&! ( "$ ) *

+ % ! " % -&’ ( "$ ) *

- !（""） " ! % %&* ( "$ ) ,

’ ! % " ! ’&- ( "$ ) *

# ! ! % " !&" ( "$ ) ,

较好水平 .! /" 0"
主次因素 .1 / 1 0

注：融合率 2甘油培养基菌落数 3原生质体总数。

各因素影响大小的顺序为脉冲强度 1脉
冲宽度 1 脉冲次数，最佳融合条件为 .! /"

0"，即脉冲强度、宽度、次数为 ""、"$、% 时为

佳，此时的融合率为 ,&"$ ( "$) ,。

!"# 融合子的鉴定
%&+&" 各菌株在最适温度下的产酒精能力

表 $ 各菌株的产酒精能力

菌 株 温度 3 4 产酒精的体积分数 3 5
67" !$ +&,%
89, ,* %&*’
融合株 " ,* +&!*
融合株 % ,* -&%’
融合株 ! ,* %&#,
融合株 , ,* !&#!
融合株 * ,* *&!’

在得到的几株融合子中，融合株 "、%、*
在 ,*4下的发酵能力与酵母 67" 在 !$4时
的发酵能力比较接近，因此进一步将主要研

究融合株 "、%、*是否是真正的融合子。
%&+&% 遗传稳定性
经过遗传 "*代以后，融合株 "、%、*仍能

稳定生长，则说明融合株遗传稳定。

%&+&! 细胞大小的确定
当 %亲株细胞融合以后，其细胞体积会

有所增大，因而经过此法可以鉴别融合株。

由表 ,中可知，融合株 % 的长短轴及菌株的
体积都有不同程度的增大，结合以上的测定

结果，可得出此融合株 %是真正的融合子。
表 % 亲株和融合株 !的体积大小测定

菌 株 长轴 ! 3!: 短轴 " 3!: 体积 3!:
!

89, "$&-* +&*$ %!-&’#
67" ""&%* *&$$ ",-&!$
融合株 % "+&$$ +&’$ !’-&*$

! 小 结

（"）在原生质体融合中，对单一亲株的灭
活可以实现遗传物质的单向传递，被灭活亲

株的原生质体失去再生的能力，再与另一方

发生融合后，在再生完全培养基平板上长出

的只有可能为后者，这便达到了直接淘汰前

者的目的，提高了筛选频率。此实验成功地

采用了单亲灭活获得了多株融合子，融合频

率较高；而 8;< !$的耐高温性能在融合子中
得到了表达。

（%）利用电场诱导原生质体融合技术对
菌株 67"和 8;<!$进行融合。在原生质体制
备时选择 !$4、! < *5蜗牛酶处理。融合时
为了能得到较高的融合率，对电场强度进行

了选择，在脉冲强度、宽度、次数分别为 ""
=>、"$!6、%次时，通过融合后得到了融合子，
且对它的一些性质进行了鉴定，得知融合子

具有 %亲株的某些特性，经过小型发酵实验
融合株的发酵能力也较高，最后确定此融合

株 %是所需要得融合子，在 ,*4时产酒精能
力达到 - <%’5，完全可适应纤维素的同步糖
化发酵。
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日本饮料工业健康甜味剂使用情况

过去 57年日本国民中肥胖症、高血压和糖尿病发病率不断上升，鉴于此，日本饮料工业大力
开发与应用健康饮料专用甜味剂，以取代容易使人发胖的蔗糖。

据日本刊物报道，日本饮料工业专用甜味剂主要分为 8 大类：即化学合成甜味剂，如天冬甜肽（阿斯巴
甜）；天然甜味剂，如甘草甜素（甘草酸）、甜叶菊苷等；各种异型甜味剂，如大豆寡糖、乳果寡糖、麦芽糖醇、异麦

芽糖醇、赤藓糖醇等。据介绍，日本各大饮料公司（如三得利、麒麟、朝日啤酒等）已在其饮料产品中普遍使用

甜叶菊苷和阿斯巴甜，以取代食后有苦味残留感的糖精钠，从而造成日本糖精钠市场的逐年萎缩。无论甜叶

菊苷或阿斯巴甜均不含任何热量（或仅含很少热量）。目前，日本仅饮料业使用的甜菊苷即高达年 G77$。为改
善甜菊苷的异味，日本科学家发现，只要将甜菊苷与 ./苹果酸以 5 Z 5调合后使用，即可使甜菊苷的异味大为
改善。

值得注意的新动向是，近几年来，木糖醇在日本饮料工业中使用增长较快。据介绍，木糖醇不仅不含热

量，甜味纯正，而且对人体还有某些保健作用。据说常饮含木糖醇的饮料可防止老年痴呆症，故木糖醇值得在

饮料及其他食品中推广应用。日本木糖醇年产量约 ! 777 $，估计饮料用木糖醇约占其中 5 [ 8。
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