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摘 要： 采用不同培养基对 &’%( 酿酒酵母进行不同条件下的生孢培养实验，通过菌体前培养
和诱导生孢子、单倍体细胞的分离、单倍体生孢能力的确认、菌体生长曲线的绘制、单倍体菌株的

诱变和营养缺陷型的筛选，得出单倍体菌株 )$ 作为最好的诱变出发菌株。最后筛选出菌株 )$*
%"为遗传稳定性的呼吸缺陷型突变株。（孙悟）
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酿酒酵母属的特征为营养细胞主要是双倍体，子囊

由双倍体营养细胞直接转化而来［!］。很难通过药物或放

射线处理而得到二倍体突变株，这是因为当酵母细胞为

二倍体时，对它进行诱变处理，得到的只是显性突变，而

许多隐性突变则被漏掉了［"］。随着工业微生物育种的发

展，原生质体融合技术应用的领域越来越多，原生质体

融合技术可以在不受接合型限制的条件下进行微生物

的育种工作，而生孢及带有遗传标记的单倍体菌株的获

得是利用原生质体融合进行育种的重要环节。

酵母线粒体基因组缺失突变而导致菌体氧化磷酸

化功能缺失的一类突变型，通常称之为呼吸缺陷型。这

类突变型不会发生回复突变，因此是遗传稳定的［$］。它

们的生理生化特征包括：不能利用非发酵性碳源W如甘
油、乙醇等X，只能利用发酵性碳源（如葡萄糖、果糖等），
进行糖酵解产生乙醇来提供生长代谢所需要的能量。而

野生型则可以利用发酵性和非发酵性两类碳源产能和

生长：在耗氧条件下既可以利用发酵性碳源进行酵解和

三羧酸循环及氧化磷酸化产能，也可以利用氧化非发酵

性碳源产能Y厌氧条件下则只能利用发酵性碳源进行糖
酵解和乙醇发酵产能和生长。呼吸缺陷型酵母菌株是酵

母中丧失呼吸能力的突变体，酒精脱氢酶活力比野生型

高，对酒精发酵有益，同时呼吸缺陷型也是育种工作的

一个有效的选择标记。筛选呼吸缺陷型酵母菌株常采用

’’=W"，$，0*氯化三苯基四氮唑X显色鉴别快速筛选，’’=
是一种显色剂，能与氧气竞争呼吸链中的还原氢，其还

原产物三苯基甲腈W’MX以红色结晶存在于细胞内，使呼
吸正常的酵母呈红色，而呼吸链发生突变的酵母菌因缺

少还原氢而不能与 "，$，0*氯化三苯基四氮唑W’’=X结合
生成三苯基甲腈W’MX而呈白色［1］。
本文在几种不同生孢培养基的条件下进行生孢实

验，选择一种最适培养基进行单倍体分离，发酵法筛选

出一株性能良好的单倍体，并通过紫外线诱变用 ’’=平
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板筛选出带有呼吸缺陷型遗传标记的单倍体突变株，为

进一步的融合育种提供前提条件。

$ 材料

$($ 菌种
-*".，实验室保藏菌种。

$(! 培养基
/012 培养基：葡萄糖 ! 3，酵母膏 $ 3，蛋白胨 !

3，固体培养基加 ! 3琼脂，456("，$!$ 7，!" 89: 湿热
灭菌。

生孢培养基 ;：氯化钾 "(<6 3，醋酸钠 "(=> 3，葡萄
糖 "($ 3，酵母膏 "(!# 3，琼脂 ! 3，45自然。
生孢培养基 ?：醋酸钠 "(> 3，棉子糖 "("> 3，琼脂

! 3，456("。
生孢培养基 @：醋酸钠 "(=! 3，氯化钾 "($= 3，琼脂

! 3，456("。
生孢培养基 2：氯化钠 "("6! 3，醋酸钠 "(# 3，胰蛋

白胨 "(!# 3，琼脂 ! 3。
生孢培养基 0：醋酸钠 "(=! 3，氯化钾 $(=6 3，硫酸

镁 "("!! 3，葡萄糖 "($ 3，琼脂 ! 3，456("。
**@ 上层培养基：葡萄糖 "(# 3，琼脂 $(# 3，

**@"("# 3。
**@ 下层培养基：葡萄糖 $ 3，蛋白胨 "(! 3，酵母

膏 "($# 3，磷酸二氢钾 "($# 3，硫酸镁 "("> 3，45#(#A
#(<，琼脂 ! 3。
糖发酵培养基：葡萄糖 $" 3，酵母膏 "(# 3，蛋白胨

"(% 3。

! 实验方法［#］

!($ 菌体前培养和诱导生孢子
取经纯化的酵母斜面菌种一环，接于装有 # 8B

/012液体培养基试管中，!= 7培养 !> C。取 ! 8B培养
液接于装有 !" 8B/012 液体培养基的 !#" 8B 三角瓶
中，!= 7培养 !> C。%""" D E 89:，$" 89:离心处理收集菌
体，用生理盐水离心洗涤 ! 次。将菌泥堆积于生孢子培
养基平板上，!# 7培养 %A> F，在显微镜下观察子囊孢子
形成的情况。

!(! 单倍体细胞的分离
酶解子囊壁：从生孢子培养基上取适量已形成子囊

的菌体，于 $ 8B浓度为 $ 8G E 8B HI8’+IJKL 酶液中，%"
7水浴振荡处理 >"A#" 89:，在显微镜下观察子囊壁的
水解情况。

单倍体细胞分离：待子囊壁去除后，将全部菌液转

移至装有 . 8B生理盐水和玻璃珠的 $"" 8B三角瓶中，
#=A6! 7水浴处理 $" 89:，之后加入 ! 8B 无菌液体石

蜡，激烈振荡 >"A6" 89:，使子囊孢子充分散开。将菌液
移入离心管，离心（!""" D E 89:，# 89:）分离，用移液管小
心地吸取石蜡层，适当稀释后，取 "($ 8B 涂布于完全培
养基平板上，!= 7培养 !A> F。挑取小菌落于完全培养基
斜面中保存，待鉴定用。

!(% 单倍体生孢能力的确认
单倍体细胞不具有生成子囊孢子的能力，在生孢培

养基上不形成子囊。因此，将待鉴定的菌株按前述诱导

生孢子的方法，在生孢培养基平板上测定其生孢能力。

一般在 !!A!# 7条件下，培养 $> F 以上，镜检不生孢子
的菌株可确认为单倍体。

!(> 菌体生长曲线的绘制)比浊法,
将待测菌接种于 /012 斜面培养基，活化后再转接

于液体培养基内，!= 7培养，每隔 ! C取样测定 M2值。
以培养时间为横坐标，菌液 M2 值为纵坐标，绘制菌体
生长曲线。

!(# 单倍体菌株的诱变和营养缺陷型的筛选
!(#($ 存活率曲线的测定
选取对数生长中后期的菌体，离心去除发酵液

（%""" D E 89:），以生理盐水洗涤 ! 次，悬浮于 $! 8B生理
盐水中，吸取 $ 8B适当稀释，活菌计数法测定细胞悬浮
液浓度。另取 $" 8B菌液于带有磁棒的培养皿中，将皿
放置于诱变箱的磁力搅拌器上，分别照射 !" K，>" K，6"
K，=" K，$"" K，$!" K，$>" K，$6" K，$=" K，取不同时间诱变
处理菌液 $ 8B适当稀释进行活菌计数，测定处理液中
存活细胞浓度，绘制存活率曲线。

!(#(! 检出呼吸缺陷型菌落
按照与存活率测定相同的方法，选取存活率在 !"

3A%" 3的处理时间照射，吸取 $ 8B适当稀释后涂布于
/012 平板，待长出菌落后，作好标记，用无菌牙签挑取
小且干燥的白色菌落于 **@ 下层平板培养 ! F 后，倒入
**@上层培养基培养 $A% C，找出 **@上层平板上的白
色菌落即是呼吸缺陷型菌落，转接入 /012 固体斜面待
鉴定。

% 结果与讨论

%($ 生孢培养基的选择
经过几批生孢实验，镜检发现出发菌株 -*". 均是

在生孢培养基 0上生孢最好。
%(! 单倍体菌株的获得和发酵筛选
进行单倍体分离并确认后得到了 . 株单倍体，进行

发酵实验，用生物传感仪测定残糖浓度，蒸馏法测定酒

精度［6］。结果如表 $。
由表 $可知，单倍体菌株 2%可作为最好的诱变出



发菌株。

!"! 生长曲线的绘制
微生物所处的生理状态对诱变效果有很大影响，生

长旺盛的对数期细胞对诱变剂敏感，突变率高且重现性

好，同时为保证诱变处理时具有一定的细胞浓度以增加

变异细胞总数，为此选用对数生长中后期的细胞进行诱

变处理。按 #"$所述方法测定的 %!生长曲线如图 &。

由图 &可见，单倍体菌株 %!在 ’()% 液体培养基
中生长，于 $ * 开始进入对数期，&$ * 进入稳定期。因
此，选取 &+ * 菌体培养液进行紫外线照射致死率曲线
测定和诱变。

!"$ 紫外诱变选育呼吸缺陷型突变株
!"$"& 诱变剂量的选择
任何诱变剂都同时具有致死和诱变的双重效应。因

此需要测定单倍体菌株 %!经紫外线照射后的存活率曲
线，确定最佳诱变时间。按照 #", 所述方法将单倍体菌
株 %! 培养至对数生长中后期 &+ * 后，测得其紫外线照
射的存活率曲线，如图 #。

近年来，通过紫外线、- 射线和乙烯亚胺等多种诱
变剂诱变效应的研究发现，正向突变较多地出现在偏低

剂量中。因此选择紫外线照射时间为 .+/0+ 1（存活率为
#+ 2/!+ 2）作为诱变剂量。
!"$"# 紫外诱变及呼吸缺陷型突变株的筛选
按照 #","# 所述方法得到的菌落中根据菌落形态、

显微形态的观察与鉴定挑选出特征较典型的候选呼吸

缺陷型突变株 , 株，并在 ’()% 和甘油为唯一碳源的固
体和液体培养基中对照培养，进一步确定它们均是在

’()% 中生长而在甘油中不生长的呼吸缺陷型突变株。
并进行发酵实验，挑选菌株 %!3+# 进行反复传代，确保
其遗传稳定性。

在工业微生物育种中，原生质体融合技术是摆脱接

合型及双亲遗传差异等限制因素影响较好的选择。呼吸

缺陷适合作为融合育种中单倍体菌株的遗传标记，方便

融合子的检出。传统的化学诱变方法筛选呼吸缺陷型突

变株对 %45 的破坏比较剧烈，常导致多基因突变，且化
学诱变剂多为强致癌物质，给操作者带来极大的不便6
而本方法采用的紫外诱变比较温和，而且 778鉴别性筛
选周期较短，是呼吸缺陷型突变株的一种快速简便的筛

选方法。
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图 & 单倍体菌株 %! 在 ’()% 液体培养基中的生长曲线

图 # 单倍体菌株 %! 经紫外线照射后的存活曲线
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《中国酒后处理技术》
出版发行

本刊讯：沈祖志院长编著的《中国酒后处理技术》

一书，近日由四川出版集团·四川科学技术出版社出

版发行。

该书从酒的主要成分分析、出现浑浊的原因，异

杂味的处理方法和酒的催熟陈化等方面进行了全面

的分析研究，并对酒用水的处理、酒的勾兑与调味进

行详细阐述，是近年来关于酒类生产技术的较为详尽

的参考书之一。（小凡）
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