
!"卷"期
#$$$年!!月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&%’()*$+,(-.#(/%0"$(,(12
%&’(!")&("

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
)&*+,-+. #$$$

收稿日期：#$$$/$0/!1，修回日期：#$$$/$"/#2。
"通讯联系人。

酿酒酵母与粟酒裂殖酵母属间原生质体融合选育

降解苹果酸强的葡萄酒酵母
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摘 要 采用赖氨酸缺陷型酿酒酵母（3+00"+*(420%&0%*%5#&#+%）4!原生质与肌醇缺陷型粟酒裂殖酵母（30"#6(&+07
0"+*(420%&8(49%）56/7原生质体融合选育了葡萄酒发酵性能良好且具有降解苹果酸能力的酵母菌株。对融合子
菌落形态、遗传稳定性、降解苹果酸能力和葡萄酒发酵性能进行了研究。结果表明：用促融合剂［0$8聚乙二醇
（69"$$$）、$:$#,&’／4;<;’#和!3=／!$$,4蔗糖］处理两亲本进行属间融合，获得!1株融合子，融合率为>:3?

!$@"!0:!?!$@3。融合子具有降解苹果酸能力和葡萄酒发酵性能好的双亲优良特性，证实了其杂种特征。
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在国内一些葡萄酒产区，由于成熟期多雨和平

均气温低等不良条件均会引起葡萄中过多有机酸，

从而使葡萄酒有酸涩感，酒味粗硬品质下降，所以降

低酒中的有机酸，一直是酿酒师们研究的课题［!，#］。

目前，生产上采用两种方法达到降酸的目的：（!）速
冻工艺。先添加晶种，速冻生成酒石沉淀，需要消耗

大量能源从而使成本升高。（#）苹果酸/乳酸发酵。
发酵后期添加乳酸细菌使葡萄汁中的苹果酸转变成

乳酸和;C#从而降低酸度，往往减低酒的新鲜果香
味，影响酒质。近年来，葡萄酒研究者们把目标移向

能分解苹果酸的粟酒裂殖酵母［0］，但是，葡萄酒是

非纯种发酵，粟酒裂殖酵母因发酵速度慢，易被其它

酵母所抑制，因此采用它发酵生产葡萄酒是不现实

的。自!133年DEFEGHIE与J+.+KGHL［>］首次实现酵母
菌的原生质体融合以来，相继做了酵母种间和属间

的原生质体融合研究［7!!>］。但是采用单灭活法的

酵母属间原生质体融合选育酿酒性能好，分解苹果

酸强的酿酒酵母菌株未见报道。本研究通过酿酒酵

母与粟酒裂殖酵母属间原生质体融合，获得了葡萄

酒发酵性能好且具有降酸能力的融合子，具有工业

应用价值。

! 材料与方法

!"! 菌株
酿酒酵母（3+00"+*(420%&0%*%5#&#+%）4!是从中

国长城葡萄酒有限责任公司使用的法国活性干酵母

中分离纯化获得的酵母B>，经细胞诱导产孢子后，
酶解子囊壁获得的遗传性状稳定的单倍M/##（"
型），再经紫外线（!79，波长#703N，距离0$G,）照
射!#$O，筛选获得的赖氨酸缺陷型4!（4LO@）。粟
酒裂殖酵母（30"#6(&+00"+*(420%&8(49%）56/7为肌
醇缺陷型（PK&@），由中国科技大学生物系潘仁瑞教
授赠送。

!"# 培养基

!"#"! 完全培养基Q5R、基本培养基66［7］，添加

!38蔗糖后成Q5RD和66D，添加!8赖氨酸母液
后成664，添加!8肌醇母液后成66P。

!"#"# Q)5再生培养基、无氮基本培养基、#倍氮
源基本培养基和限制培养基同文献［"］。

!"#"$ 降解苹果酸鉴定培养基上层：葡萄糖#=，
（)S>）#DC> $:7=，Q)T$:"3,4，完 全 培 养 基

$:7,4，苹果酸$:$"=，溴酚蓝指示剂7滴，分装琼
脂$:2=，去离子水!$$,4。

!"$ 龙眼葡萄汁
含还原糖!>:78，总酸!!:"8，由中国长城葡

萄酒有限公司提供。

!"% 试剂

!"%"! 磷酸缓冲液—蔗糖溶液（5TD）：FS7:2!
":$，蔗糖!3=／!$$,4。

!"%"# #8蜗牛酶液和!8溶壁酶液：用5TD溶液



配制，!"#$!%膜过滤除菌。

!"#"$ &’()*巯基乙醇溶液：+$%,!"!$%-.／,
&’()与/%,!"$%-.／,"*巯基乙醇混合液。

!"#"# 促融合剂（0&12）：聚乙二醇（3!!!）4!5，

262.+!"!+%-.／,，蔗糖/78／/!!%,。
上述培养基及试剂除酶液外都于//$9灭菌

+$%:;。

!"% 方法

!"%"! 单倍体细胞制备和营养缺陷菌株的筛选及
鉴定［/$］：获得单倍体’*++（#型），进行紫外诱变，用
生长谱法检出赖氨酸缺陷型酿酒酵母,/（,<=>）。

0?*$为一株天然肌醇缺陷型菌株（@;->）。

!"%"& 原生质体的制备［/$］：将亲株,/和0?*$于

+A9，/+!B／%:;培养 /+C和 /AC，各取 7%, 在

4!!!B／%:;下离心$%:;，0DE溶液洗涤+次，收集菌
体。,/菌体悬浮于7%,&’()*巯基乙醇溶液中，
于4!9，/!!B／%:;振荡 +!%:;，4!!!B／%:;离心

$%:;，弃去上清液加入蜗牛酶溶液7%,于4!9，

/!!B／%:;振荡!"$$/C。0?*$菌体直接加入溶壁
酶溶液7%,，于4!9，/!!B／%:;振荡!"$$/C。当

F!5以上细胞为原生质体后，4!!!B／%:;离心A$
/!%:;，0DE溶液洗涤+次，收集原生质体于7%,
0DE溶液中，活菌记数法测定细胞数。原生质体形

成率G!>"! H/!!#，式中)为破壁前每%,细胞

总数，D为破壁后每%,剩余细胞数。

!"%"$ 原生质体的再生［/$］：将原生质体分别涂布
于高渗再生培养基上，于+A9培养4$#I，计算再生

率。原生质体再生率G$>"!>"H/!!5
，式中)和D

同前，2为每%,菌体原生质体再生细胞数。

!"%"# 原生质体融合［A］：将0?*$原生质体悬浮液

+"$%,在3!9水浴保持#!%:;，将,/原生质体和
灭活的0?*$原生质体（/!3个／%,）等量混合，加入

0&12溶液 $%,，于 4$9，/!!B／%:; 振荡处理

4!%:;，0DE溶液洗涤/次，用0DE溶液适当稀释，
取!"/%,悬浮液与冷却至#$$$!9的上层高渗再
生培养基$%,（JKDE）混合均匀，迅速倒入下层高
渗再生培养基平板上，于+A9培养$$7I。同时将
两亲株的原生质体于高渗再生培养基平板上作对照

实验，对照平板不长出菌落而融合平板上长出菌落，

即为融合子。融合率G %
$>"H/!!5

，式中"和$
同前，%为每%,融合子数。

!"%"% 融合子的筛选：在上述菌落平板上均匀涂布

一层降解苹果酸鉴定培养基的上层的指标培养基，

于+A9培养+$4I，呈现蓝色菌落的即为融合子。

!"%"’ 融合子与亲株细胞培养特性、形态、大小和

’K)含量测定同文献［3］。

!"%"( 融合子降解苹果酸能力的测定：将检出的融
合子接种于JKD基本培养基平板上，再将降解苹
果酸鉴定培养基的上层倾入平板，于+A9培养+$
4I，呈现蓝色菌落。

!"%") 融合子与亲本的葡萄酒发酵及降解苹果酸
性能的测定：将活化的融合子于完全培养基中，

+A9，/+!B／%:;培养/+C和/#C，离心收集菌体，分
别接入龙眼葡萄汁中，调整菌体浓度为/!3$/!7个
／%,，+!9封闭发酵，测定各菌株的发酵率（以降糖
量计）、滴定酸度变化（以酒石酸计）以及感官品尝。

!"%"* 细胞形态图像采集：在显微镜下，用22’摄
像机采集图像，通过图像采集卡将图像输入计算机，

形成图片。细胞形态均放大#!!倍。

& 结果与讨论

&"! 亲本遗传标记的确定
将酿酒酵母)*#细胞诱导产孢后，酶解子囊壁

获单倍体’*++株细胞，采用紫外线（/$L，+$47M，
距离4!N%）照射/+!=筛选出单倍体菌株,/的细胞
形态如图/所示。

图/ ,/的细胞形态

O:8P/ ?-BQC-.-8<-R=SB6:;,/

将蘸有分组氨基酸混合液小纸片分别放于含

,/菌的??平板上，培养，结果见图+。可见，仅小
纸片+周围有菌圈，由生长谱法可以确定,/为赖
氨酸缺陷型，传代实验确认菌株遗传标记稳定，交配

型测定为6型。
粟酒裂殖酵母是单倍体营养细胞，以裂殖方式

进行无性繁殖，仅在某些特定的条件，如氮源枯竭或

低温保存条件下发生接合而生产孢子［F］。这些孢

子在适当温度和营养条件下，萌发为单倍体营养细
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图! "#赖氨酸缺陷型的检出

$%&’! ()*)+,%-.*%/-/0"123/02*+.%-"#

胞，以裂殖方式进行繁殖。其形态呈椭圆和短圆柱

状（见图4），经营养缺陷型检出为肌醇缺陷型，如图

5所示。由图5可见，蘸有肌醇水溶液的小纸片6
周围有菌圈，而蘸有去离子水的小纸片7无菌体生
长，因此可以确定89:;为肌醇缺陷型。

图4 89:;菌的形态

$%&’4 9/+<=/>/&1/02*+.%-89:;

图5 89:;肌醇缺陷型验证

$%&’5 ()*)+,%-.*%/-/0?-/3/02*+.%-89:;

!"! 原生质体的形成率和再生率
原生质体的形成率和再生率结果见表#。

!"# 融合子鉴定和分析

!"#"$ 融合子的检出：利用营养缺陷和降解苹果酸

表$ 原生质体的形成率和再生率

%&’()$ *+,-&./+0,&.)&01,)2)0),&./+0,&.)+*3,+.+3(&4.

8.+)-*.>

2*+.%-

$/+,.*%/-

+.*)@

A)&)-)+.*%/-

+.*)／@
!／,%-

B-C1,)

D/-D)-*+.*%/-／@

"# EF’E !#’G #!H !（I-.%>.2)）

89:; EG’# 4H’J EH #（K1,/>1.2)）

特征筛选。对粟酒裂殖酵母89:;进行热灭活，酿
酒酵母为赖氨酸缺陷（"123），无苹果酸降解能力。
双亲原生质体经融合处理后，涂布于高渗再生培养

基上，于!GL培养4!5M，长出菌落覆盖降解苹果酸
鉴定培养基，蓝色菌落即为融合株。"#在缺乏"12
的高渗再生培养基平板上不生长，即使回复突变，在

降解苹果酸鉴定平板上不能降解苹果酸，使菌落变

蓝。89:;在缺乏?-/的高渗再生培养基平板上不
生长，虽能在高渗再生培养基和降解苹果酸鉴定平

板上使菌落变蓝，但它已被热灭活，从而淘汰两亲本

及同源融合产物，筛选出融合株。

共检出融合子#E株，融合率为5NFO#H3J!
4N#O#H3F，经初筛和复筛获得!株优良性状的融合
子$5、$G。两种典型的融合子细胞形态见图;和J。

图; 融合子$J细胞形态

$%&’; 9/+<=/>/&1/00P2.-*$J

图J 融合子$G细胞形态

$%&’J 9/+<=/>/&1/00P2.-*$G
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由图!和图"可见，融合子细胞形态明显与亲
株不同。#$呈圆形，形态上与亲株%&相似，但体积
明显增大。#"呈“豆角”形，较长，两端尖，细胞较
大，倾向于亲株’()!。

!"#"! 亲本及各融合子培养特性、大小和*+,含
量的比较：将检出的融合子连续传代（&!代）后，进
行培养特性、大小和*+,含量的比较，其结果如表

-所示。

表! 亲本及各融合子培养特性、大小和$%&含量的比较

’()*+! ,-./(012-3-456*760+58(0(57+0127152，9-*6.+2
(3:$%&5-37+372-4/(0+37(*270(132(3:462(372

./0123 (( ((% ((4 5677897:;6
（!;<）

*+,=93/63/
（>->&?@$!A／=677）

%& @ B @ --C$ &CD
’()! @ @ B <&C- -C"
#& B B B !-CE <C"
#- B B B <DCF &C<
#< B B B "!CD DC$
#D B B B "$C? <C"
#" B B B D-C" &?C-
#E B B B <?CF -C$
#$ B B B "<C$ <CD
#&& B B B -?CF -CD

!"#"# 融合子和亲本降解苹果酸性能的测定：将融
合子连续传代（&!代）后，接种于G+H基本培养基
平板上，再将降解苹果酸鉴定培养基的上层倾入平

板，实际结果见表<和图E所示。

表# 融合子和亲本在降解苹果酸鉴定培养基上变色情况

’()*+# ,-*-058(3;+-4/(0+37(*270(132(3:462(372
-3.(*15(51:.+:16.

./0123 ,D %& ’()! #< #D #E #$ #&&

59790IJ2/6IJ2/6H7:6BBB H7:6B H7:6BB H7:6B H7:6BBH7:6B

图E 融合子#$，亲本%&及葡萄酒酵母,D在降解

苹果酸鉴定培养基上变色比较

#2ACE 59;K102L939M=9790=J13A69MM:L13/#$，

K1063/17L/0123%&13N,D93;172=1=2N;6N2:;

由此可见，,D、%&的菌体颜色为白色。#$、#D
的菌体为蓝色，这时因为#$、#D具有降解苹果酸能
力从而导致其颜色由白色变为蓝色。

!"< 融合子与亲本的葡萄酒发酵及降解苹果酸性
能的测定

将检出的融合子连续传代（&!代）后，具有降解
苹果酸的能力，形态呈圆形和卵圆形，融合子与亲本

的葡萄酒发酵、产醇和降酸性能，结果如图$、F所示。

图$ 融合子与亲本的葡萄酒发酵性能

#2AC$ O2;6=9:0L69MA7:=9L6=93=63/01/29323/J6M60;63/6N
;:L/9MM:L13/L13NK1063/17L/0123L

图F 融合子与亲本的葡萄酒降酸性能

#2ACF O2;6=9:0L69MA7:=9L6=93=63/01/29323/J6
M60;63/6N;:L/9MM:L13/L13NK1063/17L/0123L

由图$、F可见，融合子#D和#$发酵及降酸性
能介于两亲株之间，其发酵性能接近亲株%&，而降
酸性能接近亲株’(!。

!"= 感官评价
在香气的评价上，对龙眼、贵人香品种，两融合

子#D和#$发酵的酒均优于’()!的酒，与,D和

%&相近，表明是一个产香良好的菌种。

# 结 论
对’(!原生质体作了不同方式的物理灭活进

行融合，在预实验中设计了多种条件，最后确定了实
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验方案，获得了!"个融合子，其融合率与一般属间
融合率!#$%!!#$&相一致。融合子筛选标记明确，
有效的淘汰了同源融合产物。将两亲株的原生质体

分别用融合条件处理，或未经融合条件处理的两亲

株的原生质体混合物直接涂布于’’(平板，培养

后皆无菌落生长，从而排除了回复突变和由于两亲

株原生质体混合后可能分泌营养成分至细胞外而达

营养互补的可能。融合子经反复传代试验（!%代），
遗传性状稳定，发酵结果表明，融合子具有双亲本的

优良性状。
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