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构建直接发酵淀粉产生酒精的酵母融合菌株的研究
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摘 要 以酒精酵母和热带假丝酵母为亲本，通过单亲灭活原生质体融合技术，获得了既具有糖化酶活性又能高

产酒精的稳定的酵母融合株，并测定和比较了融合子的细胞大小、8*9含量以及比增长率!、淀粉利用能力、乙醇

耐受性、"0淀粉酶和糖化酶活力等生产性能。属间原生质体融合率为1:#;!$<5。=0!和=06两株融合子性状较

好，酒精发酵产量可达4:4>和!!:6>，具有良好的应用前景。
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如何才能实现淀粉质原料直接发酵生产酒精一

直是酒精发酵工业一个亟待解决的问题［!#6］，本实

验即是以酒精酵母和能较好利用淀粉的热带假丝酵

母为亲本，进行原生质体融合，以构建具有淀粉糖化

活性的新型酒精酵母。融合子的筛选采用单亲原生

质体灭活法，即用不可逆生化抑制剂碘乙酸（@8）处

理热带假丝酵母的原生质体，灭活其正常代谢所需

酶系，使之丧失在淀粉培养基上生长的能力，再将这

种灭活了的原生质体和正常的酒精酵母原生质体在

%6>聚乙二醇（+A：5$$$）和B,#C的诱导下融合，

形成融合子。在融合子中，失活的热带假丝酵母的

酶系统被酒精酵母体内的酶系激活，代谢得以补偿，

故可在以淀粉为唯一碳源的基础培养基上生长，以

此为特征鉴别融合子。

单亲灭活原生质体融合法不需要选择性标记，

因此可避免重组体失去亲本的优良性状，还可显著

缩短融合工序和时间，大大提高了筛选效率，是一种

高效、快捷的融合方法［5、"］，现已广泛为人们所重视

和采用。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌种：酒精酵母（3+00"+*(420%&0%*%5#&#+%）

%11：本实验室保存。热带假丝酵母（!+$6#6+/*(7#8
0+,#&）154：本实验室保存。

!"!"# 培养基：液体完全培养基（DE8）：蛋白胨

#>，葡萄糖#>，酵母膏!>，FG5:6。固体完全培

养 基：同 DE8，加#>琼 脂。 高 渗 完 全 培 养 基

（DE8H）：DE8C$:4I’(／J甘露醇。选择性培养基

（++）：可溶性淀粉#>，KG#EL7$:!>，+MHL7·

"G#L$:$6>，（*G7）#HL7$:!>，蛋白胨$:6>，酵

母膏$:$6>。高渗选择性培养基（++H）：++C
$:4I’(／J甘露醇。固体麸曲培养基：麸皮N玉米面N
水O%N!N%。淀粉发酵培养基（DPEH=）：可溶性淀

粉6>，蛋白胨$:6>，酵母膏$:$#6>，B,B(#·#G#L
$:$!#6>，（*G7）#HL7$:$#6>，KG#EL7$:#>。以

上培养基均为!:$6QM／.I#%$IRS灭菌。

!"!"$ 试剂：FG6)4、$)#I’(／J磷酸缓冲液（ET）、

渗透压稳定剂：$:4I’(／J甘露醇溶液。高渗磷酸缓

冲液（ETH）：ETC渗 透 压 稳 定 剂。预 处 理 剂：由

$:!I’(／JP829配制的$:7>巯基乙醇溶液。脱壁

酶：蜗牛酶（G3(R.,U3）和纤维素酶（B3((V(,U3）均购自北

京百泰生化技术公司。使用时按所需浓度用渗透压

稳定剂配制，$:##!微 孔 滤 膜 过 滤 除 菌。促 融 剂：

%6>EPW5$$$（#$II’(／JB,B(，$:4I’(／JKB(）。

!"# 方法

!"#"! 原生质体的制备与再生：收集处于对数生长

期（!##!5/）的 390%*%5#&#+%%11和 !9/*(7#8
0+,#&154细 胞，用ETH洗 涤%次，加 入 预 处 理 剂

P8290巯基乙醇于%$X处理%$IRS，洗涤后加入蜗



牛酶和纤维素酶的混合酶液，!!"振荡脱壁。酶解

完成后用#$%反复洗涤。取少量菌悬液稀释到适当

浓度后涂&#’和&#’%平板，计算原生质体形成率和

再生率。

!"#"# 单亲原生质体的灭活：将新制备的热带假丝

酵母原生质体用()*+碘乙酸（,’）在!("下处理

-(./0，#$%洗涤。

!"#"$ 双亲原生质体的融合及融合子的检出：新鲜

的热带假丝酵母灭活原生质体和酒精酵母原生质体

按*1*的比例混合，悬于促融剂中，混匀，!("水浴

中静置处理-(./0。融合菌液用#$%反复洗涤。取

少量适当稀释后涂布于 22%和&#’%，!("培养

34。记录22%和&#’%两种培养基上的菌落数。

挑取22%上的小菌落转接在22上培养，连续

传代*(次，将稳定的融合子转至&#’斜面上再传代

*(次，能稳定遗传的即视为真正的融合子保存。

!"#"% 融合子的鉴定：融合子细胞大小的测定：细

胞体积按!5!"#6／7计算（式中：8为细胞长轴长

度，9为细胞短轴长度）。融合子’:;含量的测定：

参照文献［<，=］。

!"#"& 融合子的性能测定：菌体比增长率"值的测

定：比增长率（%>?@/A/@BCDEFGC8F?）是能够确切地描

述微生物生长特性的一个参数，是生物工程学和生

理学上的重要概念之一。它的高低由"值来表示，

"定义为单位重量菌体的瞬时增量。将融合子与双

亲株细胞分别活化后，于完全培养基中培养，在培养

时间为(G、!)HG、7G分别取样计数，计算"值［*(］。

菌体水解淀粉能力的测定：将活化后的融合子

和双亲菌株接入以淀粉为唯一碳源的 22平板，

!("培养待菌落长成后，滴加碘液铺满平板，在-"
冰箱冷存过夜。根据菌落周围透明的水解圈的大小

计算水解圈指数，初步鉴定利用淀粉能力的大小。

水解圈指数5水解圈直径／菌落直径。

菌株乙醇耐受性的测定：活化的融合子和亲本

分别接种在*((.I含不同酒精度的&#’液体培养

基中，!("振荡培养-<G后观察其生长情况。

融合株#J淀粉酶和糖化酶活性的测定：热带假

丝酵母和融合子分别接种于固体麸曲培养基，!("
培养-4，取固体曲*(B加H(.I水和*(.IK;@J:8;@
缓冲液，搅匀，于!("水浴中保温振摇浸出*G，用滤

纸过滤，滤液即为粗酶液。#J淀粉酶活力测定按照

&DD改良法［**］，糖化酶活力测定按照文献［*6］。

!"#"’ 融合子在酒精发酵中的应用：将性状优良的

融合子活化后接种于含6((.I淀粉发酵培养基

&L#%M的三角瓶中，!("水浴厌氧变温发酵，即前

*<G发酵温度为63$!("，*<G后发酵温度改为!(
$!!"。!4后取*((.I发酵液蒸馏，测其酒精含

量和淀粉利用率。

# 结果与讨论

#"! 影响原生质体形成与再生的因素

#"!"! 菌龄对原生质体形成的影响：原生质体化一

般选用对数生长期的菌体，此时的细胞代谢旺盛，细

胞壁 对 酶 的 作 用 最 为 敏 感。$%&’(’)*+*"’ 和,%
-(./*&"0*+的对数生长期均在*6$*7G之间，故采用

培养*-G的菌体细胞制备原生质体。

#"!"# 脱壁酶系统的选择：纤维素酶和蜗牛酶是微

生物细胞脱壁常用的效果较好的酶。我们比较了纤

维素酶、蜗牛酶6种单酶及不同浓度的混合酶对酵

母细胞进行酶解后释放出原生质体的数量（图*），

实验表明，单酶处理的效果不如混合酶处理的效果

好。对于$%&’(’)*+*"’，最佳酶系统为*+纤维素酶

N*+蜗牛酶，同法测得,%-(./*&"0*+的最佳酶系统

为*)H+纤维素酶N()H+蜗牛酶，酶系统的不同与

两类酵母细胞壁的化学组成不同有关。在此条件下

酶解6$6)HG，$%&’(’)*+*"’!==和,%-(./*&"0*+=7<
的原生质体形成率分别为3<+和<!+，再生率分别

为6H+和*<+。由于两亲本原生质体的再生率均

较高，故可进行以后的融合实验。

图* 酒精酵母!==在不同酶液中原生质体释放量的比较

M/BO* #CDFD>P8QFQC?P?8Q?4ACD.$%&’(’)*+*"’!==
8F4/AA?C?0F?0RS.?@D0@?0FC8F/D0
!O*+@?PPTP8Q?；"O*+G?P/@8Q?；

#O(OH+@?PPTP8Q?N(OH+G?P/@8Q?；$O*+@?PPTP8Q?N*+G?P/@8Q?；

%O*OH+@?PPTP8Q?N(OH+G?P/@8Q?；&O6+@?PPTP8Q?N6+G?P/@8Q?

#"# 单亲原生质体的灭活

热带假丝酵母原生质体灭活所用抑制剂,’的

浓度定为()*+，因为较高浓度的,’对细胞损害强

烈，细胞中大部分的酶系和生理活性会受到抑制，导

致融合实验的失败。
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图! "#$%&’对热带假丝酵母原生质体再生率的影响

()*+! ,-..//.012/"+$%&’231-.4.*.3.451)23/4.67.308
2/1-.942129:5;1;4.:.5;.</42=!"#$%&’()*’+>?@

由图!可看出，用"#$&’处理原生质体，A"=)3
时灭活率基本可达$""%，若处理时间少于A"=)3，

则部分原生质体未被杀死，仍能在BC’D上再生，不

利于融合子的筛选，所以我们采用"#$%&’在E"F
处理A"=)3来灭活热带假丝酵母的原生质体。

!"# 原生质体的融合及融合子的检出

,"(-$-.’+’)-原生质体与灭活的!"#$%&’()*’+
原生质体的融合液在GGD培养基上培养H<后，即

可长出白色小菌落，即融合子，而作为对照的灭活

!"#$%&’()*’+原生质体在 GGD平板上不生长。属

间融合率为>#!I$"J?。这种融合产物存在两种情

况：一种为两亲本的细胞质发生了融合而核未融合，

即异核体，会因细胞核的不亲和而在传代中发生核

的分离；另一种为真正的核融合体，其遗传性状稳

定，后代不会发生分离。通过连续传代培养我们获

得了@株稳定遗传的融合子，记为(K$!@。

!"$ 融合子的鉴定

@株融合子和双亲的细胞大小及’LM含量测

定结果见表$。

表% 亲本及融合子细胞大小、&’(含量的比较

)*+,-% ./01*234/5/6437-/68-,,4*59&’(8/5:-5:
/61*2-5:44:2*35*596;4*5:4

D145)3; N.::O2:7=.／（"=E） ’LM0231.31／（"*·$"J@／0.::）

,"(-$-.’+’)-E>> $!+@" E+$
!"#$%&’()*’+>?@ $"+"> P+?

(K$ H!+H" $"+H
(K! A>+"$ ?+H
(KE !@+AP @+E
(KA $E+HA A+!
(KP P!+?$ H+A
(K? !$+?E P+@
(KH !E+@! ?+E
(K@ P?+@H P+A

由表中可看出，融合子的细胞明显大于双亲细

胞，’LM含量也高于双亲。表中数据还显示，融合

子的’LM含量并不完全等于或近似于两亲本’LM
含量之和，这种现象在其它种间、属间原生质体融合

的研究中也有报道［$E、$A］。

!"< 融合子的性能测定及筛选

!"<"% 融合子与双亲株细胞比增长率的测定：

表! 亲本及融合子!值的比较

)*+,-! ./01*234/5/6!=*,;-/61*2-5:44:2*35*596;4*5:4

D145)3;
N.::<.3;)18／（0.::／=Q） "O5:7.／（-J$）

"- E+P- ?- "!E+P-E+P!?-

,"(-$-.’+’)-E>> P+A$I$"P E+>EI$"? $+$$I$"H "+PPA "+AE@
!"#$%&’()*’+>?@ A+$!I$"? !+?"I$"? $+$>I$"H "+A@E "+P$!

(K$ A+@?I$"P A+EEI$"? $+>>I$"H "+?"E "+P@>
(K! E+HAI$"P !+>@I$"H $+!PI$"H "+PP@ "+PH"
(KE P+$EI$"P A+P!I$"? $+??I$"H "+P>$ "+PP@
(KA E+@!I$"P $+PEI$"? A+!"I$"? "+A"@ "+E@E
(KP P+!HI$"P A+EEI$"? $+@AI$"H "+P?$ "+PHP
(K? P+?!I$"P P+$HI$"? !+PPI$"H "+?AP "+?$P
(KH A+>$I$"P A+"$I$"? >+PHI$"? "+P?A "+AE"
(K@ E+P"I$"P !+H@I$"? $+"?I$"H "+PHH "+PE$

从表!可看出，@株融合子中，(KA在"!E#P-
和E#?!?-期间的比增长率均显著低于亲本，在

BC’培 养 基 中 长 势 弱，故 将 其 淘 汰。(KH在"!
E#P-内的"值大于亲本，但在E#P!?-却大大下

降，由于实际生产中设计工艺时一般取!!A-内的

"值作为设计参数，因此该融合子仍可继续保存。

其余融合子"值均大于双亲，表现为增殖能力强，尤

其是(K?，增长速度最快。

!"<"! 菌体利用淀粉能力的测定：酒精酵母不能在

淀粉培养基上生长，故无透明圈。假丝酵母和融合

子(K$、(K!、(KE、(KP、(K?、(KH、(K@的透明圈指数分

别为!#?H、A#""、!#""、!#@?、E#@"、E#$H、$#?"和

E#?H。根据水解圈指数的大小，淘汰利用淀粉能力

较弱的融合子(K!、(KH。

表# 亲株与融合株乙醇耐受性的测定

)*+,-# )>-9-:-2035-/6-:>*5/,:/,-2*58-/6

1*2-5:44:2*35*596;4*5:4

D145)3;

R1-532:0231.31
,"(-$-.’+’)-E>> (K$ (KP (K? (K@

$!% S S S S S

$A% S S S S S

$?% S S S S J

$@% J S S J

!"% J S

!!% J

S：&3<)051..3<745T:.；J：&3<)051.73.3<745T:.
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!"#"$ 融合株乙醇耐受性的测定：每一种酵母能忍

耐的最高酒精浓度，是它在应用上的一个重要特征。

!"#、!"$、!"%的耐受性等于或强于亲株，而!"&反而

低于亲株，将其淘汰。

!"#"% 融合株产!"淀粉酶、糖化酶能力的比较：供

体株!"#$%&’()*’+和融合株在固体麸曲培养基中培

养使其产酶，抽提出含!"淀粉酶和糖化酶的粗酶液，

分别测其酶活。酶活力的表示是以供体株!"#$%,
&’()*’+作对比，以相对酶活来表示。

表% 供体株与融合株!&淀粉酶、糖化酶能力的比较

’()*+% ’,+(-./0/./+123!&(45*(1+(671(--,(829+6(45*(1+
23.,+72628:(8+6.(673;1(6.1

’()*+,-
./(+0+(+1-23

!"*456*-1／7

./(+0+(+1-23

-*//8*)291,*456*-1／7

!"#$%&’()*’+:%& #;; #;;

!"# $%<=# $><:=

!"$ =$<#? &><?$

!"% =><$% >?<$?

淀粉的快速完全水解需要!"淀粉酶、糖化酶、脱

支酶等的协同作用，因此，要构建能直接发酵淀粉的

工程菌，就要求该菌株能够同时产生多种淀粉酶。?
株融合子均获得了热带假丝酵母不同程度的产!"淀

粉酶和糖化酶的能力，这是融合双亲基因组发生交

换、重组的结果，也可表明，产!"淀粉酶和糖化酶能

力的高低是由多基因协同控制的。相比起来，!"%
的产酶能力较弱。

通过以上各项生产性能的测定，将最初获得的

&株融合子层层淘汰、筛选，最后检出!"#、!"$两株

融合子，它们的各项性能均较好，可应用于酒精发

酵。

!"#"# 融合子在酒精发酵中的应用：由于直接利用

生淀粉进行酒精发酵速度较慢，故在@AB’!中加

入微量糖化酶（#;;C），再进行融合子的酒精发酵，结

果见表$。

表# 不同酵母菌株利用淀粉产酒精能力的比较

’()*+# ’,+-24:(8/12623.,+()/*/./+1237/33+8+6.5+(1.
1.8(/61.2:827;-.+.,(62*)54(</69;1+231.(8-,

’()*+,-
A(8*,265+16D／（-／-）

／7
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?株融合子在发酵液中的乙醇浓度分别可达

&G&7、##G$7和%G%7，均显著高于亲本酒精酵母

?::。因!"%酒精产量较低，故淘汰。!"#和!"$酒

精产量高，基本符合工业生产的要求，特别是!"$，

酒精产量最高。用!"#、!"$这两个菌株进行酒精发

酵，可以大大减少糖化酶用量，简化工艺，提高劳动

生产率，具有广阔的应用前景。
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中国微生物学会099,年学术会议计划

序号 会议名称 时间 地点 人数 筹办单位 联系人（电话）

,
第五次中日国际真菌学会议和
第二次亚太医学真菌学会议 V月 昆明 <99 中国微生物学会 薛春华9,9)S0UU:S;;

0 第五届全国病毒学会议 U月中下旬 太原 ,99 军事医学科学院五所
李中铎9,9)SSP:VS,9
9,9)SSP<,U:9

< 酶学与酶工程发展方向讨论会 ;月 张家界 U9
中国微生物学会酶工程专业委
员会

黎高翔9,9)S0UU:S;;
9,9)S0S:<9;:（2）

:
迎接0,世纪微生物学教学暨西
部大开发研讨会 ;月 新疆 ,99 新疆大学微生物系

谢 志 刚 9PP,)0VS0;U< 转
<<<V（2）、0:SS（3）

U 第十六届国际酶工程大会 ,9月 柏林 ,S9 美国工程基金会
黎高翔9,9)S0UU:S;;
9,9)S0S:<9;:（2）

S
第九届全国土壤微生物学术研
讨会 V月 青岛 ,U9

中国微生物学会农业微生物学
专业委员会

李俊、沈德龙9,9)SVP;UVP,

;
杀虫微生物及微生物产业化研
讨会 ,9月 武汉 ,99

中国微生物学会农业微生物学
专业委员会

喻子牛90;)V;<P<VV0

V 生物毒素与健康国际研讨会 待定 待定
中国微生物学会分子生物毒素
专业委员会

刘 秀 梅 9,9)S<,US,<<，
V<,U9S;;

P 微生物生物技术应用研讨会 ,, 上海 ,99
中国微生物学会分子生物学专
业委员会

朱 春 宝 90,)S0:;PV9V 转
<9:

,9
全国第三届分析生物学既第八
届分析微生物学术讨论会 V月 兰州 ,U9 分析微生物学专业委员会

周方9,9)SSP:VS9U
杨瑞馥9,9)SSPSVUS0

,, 迈向0,世纪生物制品研讨会 P月 长春 0U9人
中国微生物学会生物制品专业
委员会预防医科院生物制品专
业委员会

白 东 亭 9,9)S;9,;;UU 转
:<V

,0
第六届生化过程模型化与控制
会议

无锡
生化过程模型化与控制专业委
员会

,<
人兽共患病病原微生物学术研
讨会

待定 待定 V9人
兽医微生物专业委员会人兽共
患病病原微生物专业委员会

王 在 时 9,9)S0,;VV::)
<0SU 徐建国9,9)S,;<PU;P

,:
中国微生物学会全国代表大会
既学术研讨会 ,9月 待定 <99 中国微生物学会 薛春华9,9)S0UU:S;;

,U 全国农业微生物学术研讨会 ,9月或,,月 武汉 ,99 华中农业大学 喻子牛4’Z：90;)V;<P<VV0

,S 第八届全国菌根学术研讨会 :月,P)0,日 武汉 ,U9 华中农业大学生命科技学院
赵 斌 90;)V;0V9US,，
V;0V9S;9 4’Z：V;0V9S;9

PS,0期 庞小燕等：构建直接发酵淀粉产生酒精的酵母融合菌株的研究




