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摘要：当以 %&、%"、%’作为出发菌株，用酵母菌原生质体紫外诱变的方法，在不同温度下，用含有不同浓度乙醇的平板
筛选，分别获得了在耐高温和耐乙醇性状有较大提高的 %&($、%"()、%’($、%&("等正突变菌株。以这些菌株作为出发
菌株，进一步用硫酸二乙酯诱变，获得了 %"()()、%&($()两个乙醇耐受性能较高的菌株。在建立了上述不同突变株
后，通过基因组改组（*+,-.+ /01%%23,*）的方法，将上述不同特性的菌株经过两轮 *+,-.+ /01%%23,*，获得了耐高温性能
和耐乙醇性能都较好的酵母菌株。经过摇瓶发酵后证明，4$&株在 !"5发酵过程中，发酵液中的最高乙醇浓度

)$(6!7（!8"），比原始出发菌株 %&在 !"5的发酵液中最高乙醇浓度 9())7提高了近 "7。
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作为生产燃料乙醇或酿酒的生产菌株，酿酒酵

母的耐高温、耐乙醇性能的高低直接与生产效益相

关。特别是在我国南部的生产企业，提高酵母的耐

高温性能可减少生产过程中因维持发酵温度的成

本。

高温通常会引起酵母细胞内各种成分，如脂肪

酸、磷脂、麦角固醇等的变化。而这些成份的变化，

反过来就会影响细胞本身正常的生理活动。从而

表现出高温对酵母细胞有毒性，温度越高，越易引

起酵母早衰、死亡［)］。同时高温也增加了乙醇对酵

母细胞的毒害作用。乙醇作为酵母菌发酵的重要

的产物，发酵液中乙醇累积到一定浓度会对酵母细

胞产生毒害作用，且这种负作用随着温度的增加而

增加。在发酵过程中，要提高发酵液中乙醇的含

量，减少分离过程中的成本，就必须提高酵母菌对

乙醇的耐受性。

最近的研究表明，酵母菌耐高温和耐酒精的生

化机理十分复杂，酿酒酵母的耐高温和耐高乙醇浓

度性状并不是由一个或数个基因控制，它涉及到大

量的基因产物及其相关的代谢途径［)］。在高温和乙

醇对酵母细胞作用机制完全阐明以前，用基因工程

等理性育种手段，很难同时提高酵母菌的耐高温和
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耐乙醇性能。

!"#$%" &’())*+#!技术是指将具有不同正突变的
不同菌株的全基因组进行随机重组，快速选育出具

有较大改进的杂交菌株的方法。,+#!-.+#! /’0#!等
已成功地通过基因组改组的方法提高弗氏链霉菌

的泰乐菌素的产量［1］；20#30# 405#0+6等人通过基因
组改组技术使得乳杆菌的耐酸性能有了较大提

高［7］。!"#$%" &’())*+#!非常适合于生化反应机理还
没有阐明的菌种表型的改变以及优良性状的组合。

在国内目前鲜有利用 !"#$%" &’())*+#!技术改良各种
工业菌株的报道。本文则经过诱变获得酿酒酵母

具不同耐受性的正突变株的基础上，用 !"#$%"
&’())*+#!的技术获得在耐高温和耐高乙醇性能上比
原始出发菌株有较大提高的融合株，并进一步通过

摇瓶发酵试验证明其在发酵过程中乙醇产量较出

发菌株有较大的提高。

! 材料与方法

!"! 菌株
)8、)9、):三株酿酒酵母均为本实验室保藏。

!"!"! 培养基：（;）液体培养基：葡萄糖 ;<=、酵母
膏 <>9=、蛋白胨 <>9=、?@8A* <>;7=、B!CD8·E@1D

<><:9=、A0A*1 <><<:=、F@ 8>9 G 9><，: H ;<840灭菌

1<分钟。（1）固体培养基：液体培养基中含 1= 琼脂
（7）高渗培养基：液体培养基中含 ;E= 蔗糖。
!"!"# 试剂及溶液：前处理液：含 <><9%$*IJ KLMN
和 <>1=巯基乙醇；79=4KO-:<<<液 ；硫酸二乙酯：
购于国药集团化学试剂有限公司；缓冲液：MP+&-@A*
缓冲液中加 ;E=蔗糖；蜗牛酶：购于厦门星隆达化
学试剂有限公司。

!"# 方法
!"#"! 紫外诱变原生质体：原生质体制备的方法参
阅文献［8］。紫外诱变的方法参阅文献［9］。
!"#"# 化学诱变：取 9 %J酵母细胞培养液，以 7<<<
PI%+#离心 ;<%+#，用无菌生理盐水洗涤沉淀，离心后
向沉淀中加入 <>1 %$*I磷酸缓冲液（F@E>1）1<%J，硫
酸二乙酯（LKC）<>1 %J，混匀后于 7<Q下震荡 7<%+#
然后加入终止剂 19=硫代硫酸钠 <>1 %J，终止诱
变，7<<< PI%+#离心 ;<%+#，再用磷酸缓冲液洗涤沉
淀 1 次，最后用生理盐水将菌体稀释，涂布于筛选
平板上［:］。

!"#"$ 基因组改组：所谓 O"#$%" &’())*+#!是将各正
突变株分别制备原生质体后等量混合，在 79=4KO-
:<<<的促融下对各正突变株的全基因组进行随机
&’())*+#!，并通过定向筛选的方向获得了在耐高温或
耐乙醇性状上有提高的融合株。然后，在获得有提

高的突变株的基础上，再将这些有提高的突变株与

通过诱变获得正突变株进一步用同样方法进行一

次 &’())*+#!，通过筛选以获得耐高温或耐乙醇性状上
更进一步提高的融合株［1］。

!"#"% 筛选：将处理后的细胞，在 7<Q、79 Q和 7R
Q等不同温度下，分别涂布含 E=、S=、;;=、;7=
等乙醇浓度（! I!）的平板来进行筛选。为了降低平
板培养基中的乙醇挥发，我们采用透明胶带先将培

养皿封住，然后再将平板放置在密封袋内密封培

养。将平板上生长出菌落的时间也作为衡量菌株

耐受性的初筛标志。最先生长出菌落的菌株，在同

等条件下，其耐受性能最好。

# 结果

#"! 紫外诱变原生质体
以 )8、)9、):三株菌株为出发菌株，分别进行原

生质体紫外诱变。在紫外灯的功率为 7<T，照射距
离为 ;<U%，照射时间 9&的条件下，原生质体的致死
率约为 S1>9=。使用在不同温度下含不同乙醇浓
度的平板进行筛选。综合平板上菌株生长出来的

时间、平板中乙醇浓度以及培养温度来筛选正突变

菌株。

我们以 )8 菌株为出发菌株经过筛选获得了
)8>1株、)8>9、)8>:菌株，以 )9菌株为出发菌株获得
了 )9>;、)9>1、)9>7菌株，以 ):菌株为出发菌株获得
了 ):>1菌株。如表 ;所示。就温度耐受性而言，原
始出发菌株，在 7RQ条件下，培养基中乙醇浓度为
7=就不能生长。而 )8>:和 )9>7株能耐受 7RQ，9=
乙醇浓度，它们是在耐高温性状方面有提高的正突

变株。对乙醇耐受性来说，原始出发菌株在 7<Q
下，;<=乙醇浓度的平板上不能生长出菌落来，而
)9>;和 )8>1则是在 7<Q条件下，分别能耐受 ;<=和
;1=乙醇浓度，相对原始出发菌株，它们在耐乙醇性
状方面有一定地提高。在 79Q条件下，原始出发菌
株最高耐受乙醇的浓度为 E=。而 )8>9、)9>1、):>1
菌株，在 79Q条件下，含 S=乙醇浓度的平板上能够
生长。它们是在耐高温和耐乙醇浓度性能上同时
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有一定提高的突变株。

表 ! 紫外诱变突变株的高温及乙醇浓度的耐受性

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

"/01/#"2#/（3） .4 .4 .+ .+ .+ .5 .5

6"7$&89
:8&:/&"#$"%8&（!;!） ,*< ,4< =< =< =< +< +<

>%0/（?） ( ( + + ( ( (

"#" 硫酸二乙酯作为诱变剂的化学诱变
我们分别以紫外诱变得到的 ’-)*、’()*、’()+、

’()-、’+),、’+)*、’+). 作为出发菌株，通过硫酸二乙
酯诱变。.43的条件下，在以 ’()*株作为出发菌株
时，我们获得了突变株 ’()*),，在以 ’+), 菌株作为
出发菌株时，我们获得了突变株 ’+),),。对于其它
菌株作为出发菌株，未能筛选在高温和乙醇浓度方

面有效提高的新突变株。表 * 所示为化学诱变后
所得两株菌株在 .43时，耐平板中乙醇浓度。由表
*可以看出，新获得的两株菌株是在 .43下，在提高
了 *<乙醇浓度的平板上，菌落长出的天数比出发

菌株少 (?。所以我们认为与出发菌株相比，新获得
的菌株在耐平板中的乙醇浓度方面，均提高了 *<。

表 " 化学诱变突变株的耐受性

!"#$%&! ’()* ’()*), ’+), ’+),),

"/01/#"2#/（3） .4 .4 .4 .4

6"7$&89 :8&:/&"#$"%8&（!;!） ,(< ,(< ,*< ,*<

>%0/（?） = + = +

"#$ %&’()& *+,--./’0
"#$#! 第一次 @/&80/ !72’’9%&A：我们将上述的通过
紫外诱变原生质体法和硫酸二乙酯诱变得到的菌

株 ’-)*、’()*、’()+、’()-、’+),、’+)*、’+). 和 ’()B、’+)+
菌株同时制备原生质体后，等量混合，用 .+< C6@
（-444）介导进行 @/&80/ !72’’9%&A。采用 .+3，含乙
醇浓度为 =<、,,<和 ,.<三个梯度平板的筛选。
经过 !72’’9%&A 后，获得了 D, 到 D,4 共 ,4 个菌株。
如表 .所示。

表 $ 第一次 *+,--./’0得到菌株的乙醇耐受性

!"#$%&! D, D* D. D( D+ D- DB D5 D= D,4

6"7$&89 :8&:/&"#$"%8&（!;!） =< ,,< ,,< ,,< ,,< ,,< ,.< ,.< ,.< ,.<

>%0/（?） ( + + ( - - = 5 5 5

虽然 D,菌株是耐受 =<乙醇浓度，但在平板上
长出菌落的天数为 (?，且在后面两天内，菌落生长
较快，菌落直径迅速长大。而 ’()+、’+)*、’-)* 虽然
也在第 (天长出菌落，但在菌落生长出来的后面几
天内，菌落生长比较缓慢，且菌落直径一直较小，所

以认为 D,是有一定提高的菌株。至于 D* E D- 菌
株，是在 ,,<乙醇浓度的平板上筛选出的菌株，且
菌落长出天数大致与出发菌株一致，这些都是在

.+3下，耐受平板中乙醇浓度提高的菌株。同出发
菌株在 .+3，含 ,.<乙醇浓度的条件下不能生长相
比，DB E D,4虽然菌落在平板上生长出来的时间较

长，但最终有菌落出现，所以是在耐高温和耐乙醇

浓度方面同时有一定提高的菌株。

"#$#" 第二次 @/&80/ !72’’9%&A：在通过第一次
@/&80/ !72’’9%&A得到了上述菌株以后，我们又进行
了一次 !72’’9%&A，我们将上次得到的 ,4 株和菌株
’-)*、’()*、’()+、’()-、’+),、’+)*、’+).、’()B、’+)+ 作为
出发菌株，同时制备原生质体，经过等量混合、用

.+<C6@（-444）介导进行 @/&80/ !72’’9%&A，涂布在筛
选平板上。筛选平板的条件同第一次 !72’’9%&A 相
同。最后经过筛选，共得到 ,(株有了提高的菌株。

表 1 第二次 *+,--./’0得到菌株的乙醇耐受性及菌落长出天数

F"#$%&! D,, D,* D,. D,( D,+ D,- D,B D,5 D,= D*4 D*, D** D*. D*+

6"7$&89 :8&:/&"#$"%8& =< =< ,,< ,,< ,,< ,,< ,.< ,.< ,.< ,.< ,.< ,.< ,.< ,.<

>%0/!（?） . * ( ( ( . 5 5 5 B B - - -
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如表 !所示。"##和 "#$菌株是在 %&’下 ()
乙醇浓度的平板上筛选的菌株，但其菌落生长天数

却是只有 $、% 天，明显优于第一轮 *+,-.+ /012234,5
所获得的菌株。对于其它的菌株来说，其在相应的

乙醇浓度的平板上，从平板上生长的天数都比出发

菌株相应减少，它们都是有一定提高的菌株。

!"# 摇瓶发酵
经过在不同温度下含不同乙醇浓度平板的筛

选，我们得到了一系列的菌株。与原始的出发菌株

相比，在平板上生长无论是耐高温还是耐乙醇浓度

都有了较大提高。为了检验所筛选的菌株在发酵

过程中产乙醇的能力，我们在 %&’下用摇瓶进行发
酵实验，对比各个菌株发酵液中最高乙醇浓度。从

图 #可以看出，最初的出发菌株在摇瓶发酵过程中
最高乙醇浓度仅为 67#6)（! 8"），经过诱变的方法
得到的突变株，发酵液中乙醇最高浓度比出发菌株

的最高浓度一般都高出 $) 9 %)左右，而经过
*+,-.+ /012234,5技术最终获得的菌株，其发酵液中
乙醇最高浓度又比其出发菌株的最高浓度一般都

高出 $)左右，相比最初的出发菌株 2!，"$!菌株最
高浓度约提高了 &)。达到 #$7(%)（! 8"）。经过 :
次传代，冷冻保存 :个月后，再经摇瓶发酵检测后，
其发酵液中最高乙醇浓度为 #$76:)和 #$7(&)，获
得的融合菌株在遗传性状基本保持稳定。

图 # %&’条件下，几种菌株发酵液中最高乙醇浓度

$ 讨论

单一诱变技术一般具有位点特异性，紫外诱变

对 ;<=的作用机理主要表现为相邻的胸腺嘧啶成
为二聚体。硫酸二乙酯作为烷化剂主要引起碱基

的错误配对而使 ;<=分子发生改变。分别对菌株
进行紫外诱变和硫酸二乙酯诱变时，二者作用于

;<=上的位点可能不相同，对出发菌株采取紫外诱
变和硫酸二乙酯复合诱变的方法，可能得到在不同

位点上突变的菌株，进而筛选出理想的菌株。本文

依靠复合诱变，获得了 2!7$7#、2&7#7# 两个菌株，在
乙醇耐受性上比其出发菌株提高了 $)。

*+,-.+ /012234,5是将不同正突变的菌株经原生
质体融合后通过 ;<=分子的重组，将不同的菌株的
优良性状集中到同一株菌株的一种方法。这种方

法的优点在于控制某性状或代谢途径还不清楚的

情况下，对已有的具有不同性状的菌株进行遗传改

造，使人们在不涉及清楚的遗传机理的情况下获得

不同性状都提高的菌株。我们的工作也证明了能

够通过 *+,-.+ /012234,5 的方法将酵母菌耐高温性
能和耐高乙醇的性能能够集中于同一菌株，从而选

育出既耐受较高高温又耐受较高乙醇的菌株。

我们最终的目的是选育出在高温下能够产生

较高乙醇的酵母菌菌株。本着高产的生产菌株必

能耐受高乙醇浓度的思路，用平板筛选的方法先提

高其耐高温和耐高乙醇浓度的特性，我们首先从平

板上筛选酵母菌的耐高温和耐高乙醇的菌株，然后

通过摇瓶的方法筛选高产的生产菌株，实验的结果

证明该思路可用于高产乙醇菌株的筛选。
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