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原生质体融合技术及其在酿酒酵母菌株选育中的应用
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摘 要： 酵母是发酵工业的灵魂，优质酵母对于其产品的产量、质量、生产效率等方面都有决定性的作用。论述了这

些年新兴的酵母育种技术———原生质体融合技术在酿酒酵母菌种选育中的原理、应用和发展方向。
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酵母有发酵工业的灵魂之称，其发酵性能的好坏直接影响发

酵产品的质量，同时也决定着发酵工艺流程和运转周期及运转费

用。因此，选育优良的酵母菌种在发酵工业中具有重要的意义 Y8Z。

对酿酒酵母的选育始终是酿酒工作者所要从事的重要工作之一。

好的酿酒酵母能够提高酒的质量和产量，赋予酒良好的风味；能够

简化工艺流程，减少设备投资；能够缩短发酵周期，降低运转费用。

传统的对酿酒酵母的选育方法主要有自然分离、连续培养和

诱变育种。近年来重组M:@技术，基因工程和原生质体融合技术迅

速发展，得到了广泛应用。本文重点对[\（[&%N%F3)UN \$U"%+，原生

质体融合）技术的原理及其在酿酒酵母选育中的应用做一概述。

8 发展及原理

8;8 [\技术的发展

[\技术起源于56世纪96年代。8=9A年，日本的K*)H)发现并证

明了灭活的仙台病毒可诱发体内艾氏腹水癌细胞彼此融合，从而

开始了细胞融 合 的 探 索 ；8=>>年 ，-"F".R*"与\/&/+.R4Y5Z首 次 实 现 酵

母菌的原生质体融合；8=>A年，第三届国际工业微生物遗传学讨论

会上，把原生质体融合作为一种新的基因重组手段提出来，引起全

世界的关注；8=A6年 ，I"((/&()++等 报 道 了 用 电 场 诱 导 细 胞 融 合

新技术；8=AA年张闻迪又报道了激光诱导动物细胞融合。8===年，

L+"/Q%U/RY7Z等人用电场诱导法获 得 一 嗜 杀 性 酵 母 菌 株 ，5665年 国

内孙君社等 Y<Z利用电场诱导原生质体融合技术对产酒率高的菌株

-X3和产酒率低但耐高温的:%;76菌株进行融合，得到<9 ]时产酒

精能力达>;5A ^的融合子，应用于纤维素的同步糖化发酵。

原生质体融合技术，在酵母菌种优良性能的整合方面越来越

显示它特有的优越性 Y9Z。

8;5 技术特点和原理

原生质体融合技术又称细胞融合技术，是指两种不同的亲株

酶法去壁后，得到的原生质体（球），置于高渗溶液中，在一定融合

剂的促融作用下使两者相互凝集并发生细胞之间的融合，进而导

致基因重组，获得新菌株的育种方法。

与其他育种技术相比，其具有杂交频率较高、受接合型或致育

型的限制较小和遗传物质更为完整，并且存在着两株以上亲株同

时参与融合形成融合子的可能性 等 优 点 Y8Z，提 高 菌 株 产 量 和 品 质

的潜力较大。

5 技术要点

原生质体融合技术的操作分为7个主要的部分。制备原生质

体、原生质体的融合及优良融合子的检出 Y?Z。

5;8 原生质体的制备与再生

原生质体的制备即去除细胞壁，形成裸露的原生质体。当然前

提是细胞应具有我们所需要的某一或某些特定的优良性能，并具

有稳定的遗传标记。

原生质体的制备主要采用生物酶法 Y?Z。不同的菌种应用不同

的酶，例如，放线菌和细菌多用溶菌酶；而酵母和霉菌主要用蜗牛

酶、I4(%34)U/或纤维素酶。

原生质体制备前 一 般 需 用CM1@或CM1@和!’巯 基 乙 醇 做 预

处理；制备过程中要注意始终维持适当的渗透压，防止细胞的破

裂，并且也有助于酶与底物的结合；还需注意原生质体化率并非越

高越好，太高往往会导致再生率的降低。

5;5 原生质体融合

融合的最终目的是性能整合，等量的原生质体加合适的融合

方法是原生质体的融合的基本原则。促进细胞融合的方法主要有

生物学法（即采用病毒促进融合）、化学融合法和电处理融合法。表
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面活性剂聚乙二醇（<=>）是最常用的融合剂。

5;7 优良融合子的检出

融合子的检出主要依靠原生质体制备前的亲株的选择性遗传

标记来进行的。优良融合子的检出方法很多 ?8，@A，主要有利用营养

缺陷型、抗药性、荧光染色等。

在检出的过程中，一般要进行数代的自然分离、选择，以防止

异核体的存在。

7 <B法选育优良酵母菌株的方向

7;8 耐高浓度酒精及底物的酵母菌株

在传统的酒精发酵工艺中，所用糖质量浓度一般为6;8@C6;59
, D (3，所用的酵母菌只能产生体积分数为@ EC85 E的 乙 醇 ；更 高

的底物浓度和乙醇浓度对酵母菌生长和发酵会产生抑制作用。选

育耐高浓度酒精及底物的酵母，在超浓醪发酵生产高浓度酒精方

面具有良好的前景。这种工艺可以节省发酵和蒸馏过程中的能量

消耗，提高设备利用率，减少劳动强度和提高酒精产量。

!/,()++?FA将酿酒酵母（不耐高渗）与蜂蜜酵母（-;(/33"G;）（能耐

H6 E以上的葡萄糖）作为亲株进行原生质体融合获得融合子在79
E葡萄糖培养基中产乙醇的速度为亲株的7倍和F倍。国内侯红漫

等 人 利 用 原 生 质 体 融 合 技 术 将 清 酒 酵 母 （-)..2)&%(4./G G)*/
I)J/）与K氏酿酒酵母（-)..2)&%(4./G ./&/L"G")/ K）融合也获得了

耐较高酒精浓度的融合株 ?MA。

7;5 构建糖化型的酵母菌株

传统的发酵工艺中，糖化和发酵一般是分别进行的。生产中需

将麦芽中的淀粉和糊精水解成可发酵性糖，淀粉和糊精的水解可

以通过外加酶法来实现；而通过遗传改良，进行原生质体融合，使

啤酒酵母具有水解淀粉和糊精的能力，不仅可以缩短工艺过程，而

且可以节约设备和投资，增强了市场竞争能力。

近年来应用原生质体融合技术构建既能糖化又能发酵的酵母

菌株已有不少成功的例子 ?NC88A，其转化淀粉能力可与添加酶进行糖

化的方法媲美。如庞小燕等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B’8和<’9，两株融合子酒精发酵产量

分别达M;M E和88;9 E，具有良好的应用前景。此外，通过原生质体

融合技术构建能够直接发酵棉子糖、乳糖等多糖的酵母菌株在国

外也有报道。

7;7 耐高温酿酒酵母菌株的选育

在地域环境高温，或季节因素，及发酵过程排放热能等很多情

况下，普通酵母难以进行正常的乙醇发酵 ?M，85A，或出酒率下降，或发

酵速度减缓，甚至彻底丧失发酵功能，必须配以制冷设备才能维持

正常生产，增加了设备投资和运行费用，每年酿酒厂不得不支付大

量的冷却设备及耗电的费用。由此可见，高温菌种的选育具有重要

的现实意义。

传统的高温菌株的选育主要集中于高温驯化和自然界筛选，

但工作量都非常大，而采用原生质体融合技术进行高温菌的选育

的研究时有报道 ?M，87C8HA。如-/O"?87A等人采用原生质体融合技术将酿

酒酵母1P8与 某 一QR)(%&"酿 造 菌 株 融 合 得 到 的 融 合 株 在H6 S下

产酒精85;H E（R D L）且该菌株表现出良好絮凝性。国内另有研究者

?8HA 通过<=>诱导碘乙酸灭活呼吸缺陷克鲁维酵母（!"#$%&’()$*&+
+,;）原 生 质 体 与 酿 酒 酵 母（-.**/.’()$*&+ 0&’&%1+1.&）原 生 质 体 融

合，获得H9 S发酵产酒率高达M;F E的高温酵母菌株。

7;H 提高酿酒酵母的絮凝性

细胞絮凝性是选育啤酒酵母的一个很重要的指标。良好的絮

凝性不仅可使啤酒发酵液澄清速度加快，降低酵母分离的能量消

耗，而且可防止酵母细胞因长时间悬浮于发酵液中致使细胞自融，

有损啤酒风味。而絮凝性很好的啤酒酵母往往发酵度偏低，如何解

决絮凝性和发酵度两者之间的关系一直是酿酒工作者关注的焦点

之一。

P)L)O/*)&?89A等人将经过紫外灭活的具有嗜杀特性的酿酒酵母

:TUV 79FM与具有高度絮凝特性的酿酒酵母:TUV 795M原生质体

融合，获得的融合子既具有良好絮凝特性，又具有嗜杀特性。这样

在提取工序中容易沉淀分离，减少或避免离心、压滤等工序，可缩

短工艺流程，降低生产成本。国内在提高啤酒酵母絮凝性方面的研

究也有很多 ?8@A。

7;9 降解苹果酸的葡萄酒酵母的选育

葡萄酒中过多的有机酸会使葡萄酒酸涩，酒味粗硬、品质下

降。尤其是葡萄酒中的苹果酸酸味尖刻，且含量较高。目前，生产

上多采用苹果酸’乳酸发酵进行降酸 ?8FA，在发酵后期添加或利用葡

萄酒中本身的乳酸细菌使 葡 萄 酒 中 的 苹 果 酸 转 变 成 乳 酸 和TW5，

从而降低酸度，但往往也使葡萄酒的新鲜果香味受到影响，并且不

易控制。若污染了乳酸腐败菌，对酒质有毁灭性的影响。选育降解

苹果酸能力强的葡萄酒酵母，成为了酿酒师们研究的方向。

高年发等 ?8MA采用赖氨酸缺陷型酿酒酵母原生质与肌醇缺陷型

粟酒裂殖酵母原生质体融合，结果表明，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。黑龙江的高玉容用原生

质体融合技术构建降酸葡萄酒酵母也获得了成功 ?8NA。

此外，在嗜杀性酵母菌株的选育 ?7，56A，产生合成酶的酵母菌株、

双乙酰还原能力强的酵母等的选育中，原生质体融合技术也显示

了其优越性。

H <B技术在酿酒工业中的应用上存在的主要问题和前景

H;8 <B技术的前景

相 对 于 常 用 的 诱 变 育 种 ，<B技 术 用 于 微 生 物 育 种 的 目 的 性

强，成功的几率较大。单亲灭活原生质体融合法 ?88，58A更大大提高了

筛选的效率；此外，有研究显示，融合子若有两 个 位 点 缺 陷 应 为5
个亲株融合的产物，如果融合子是原养型的，则为H个亲株同时融

合而成，这对优良性能的整合势必达到空前的水平。由于它所具有

的一系列特点，原生质体融合技术越来越为国内外酵母选育专家

和其他微生物育种学者广泛研究和应用。

H;5 存在的主要问题

H;5;8 融合子用作生产，常发生分离回复和单核菌株单链突变的

分离回复的现象，导致其性能的退化。

H;5;5 单亲灭活原生质体可显著缩短融合工序和时间，提高筛选

效率，但融合的频率明显低于两亲株原生质体全活的情况。

H;5;7 现行的酿酒酵母，某些方面的性能已趋于完善，通过原生质

体融合技术实现其他优良性能的整合，势必以原有的部分优良性

能为代价。
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