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酿酒酵母产孢培养基的筛选及单倍体的分离
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摘 要: 为获得酿酒酵母 1450 遗传育种单倍体亲本 , 采用不同的培养基对酿酒酵母 1450 进行了生孢培养实验 ,

通过优化得出 , 葡萄酒酵母 1450 的最适宜的产孢条件是 , Mcclary 培养基于 25～28 ℃条件下培养 6 d, 在此条件

下 , 酿酒酵母 1450 的产孢率为 70 %左右。子囊孢子分离得到单倍体菌株 , 通过测定这些单倍体菌株的发酵力和发

酵性能 , 筛选出单倍体 S- 3 为一株优良的酿酒酵母 1450 遗传育种单倍体亲本。
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The Screening of Sporogenous Medium and Haploid
Separation of Saccharomyces Cerevisiae
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Abstract: To obtain a haploid genetics hybrid breeding of 1450 ( S.Cerevisiae) , Spore-producing cultivation experiments of 1450 were done by

using different culture media and under different conditions. The results showed that the optimum sporulation medium and cultivation time were

McClary medium and 6 days, the cultivation temperature must be controlled at 25～28 ℃. Under the above conditions, the sporulation rate could

reach to about 70 %. A yeast strain S-3 as a genetics hybrid breeding was isolated by comparasion of the fermentation capability and performance

of haploid.
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诱导酵母产孢进而获得单倍体是进行酵母遗传学

和育种工作极为关键的一步,它既是性状遗传分析所必

需, 又可为杂交作好亲本的准备。对于实验室用标准二

倍体酿酒酵母的孢子产生条件, 国内外均有报道[1～3]。孢

子的获得必须要提供适当的产孢条件,酿酒酵母营养体

在营养缺乏等饥饿条件下, 经过减数分裂由二倍体变为

单倍体, 形成子囊。在常用的酵母产孢培养基中没有一

种产孢培养基能够适用于所有的酵母产孢。为此, 在几

种不同生孢培养基的条件下进行酿酒酵母 1450 的生孢

实验 , 选择一种最适培养基进行单倍体分离 , 并采用发

酵法筛选出一株性能良好的单倍体。

1 材料与方法

1.1 菌种

酿 酒 酵 母 ( Saccharomyces Cerevisiae) 1450, 由 轻 工

部发酵研究所提供。

1.2 培养基

YPD 培养基 : 葡萄糖 2 %, 蛋 白 胨 2 %, 酵 母 浸 膏

1 %, 自然 pH, 固体加 2 %琼脂( 需要时加入) 。

产孢培养基: ①Mcclary 培养基[4]: 葡萄糖 0.1 %, KCl

0.18 %, NaAc 0.82 %, 酵母膏 0.25 %, 琼脂 2 %; ②SPM

培养基 [5]: 葡萄糖 0.1 %, KCl 1 %, KH2PO4 5 mmol/L, 酵

母膏 0.25 %, 琼脂 2 %; ③Kleyn 培养基: 蛋白胨 0.25 %,

葡萄糖 0.062 %, NaAc 0.5 %, 琼脂 2 %; ④马铃薯条培

养基: 马铃薯洗净切成条状斜面, 大头朝下放入试管中,

管底预先放入润湿的棉团, 高压蒸汽灭菌 20 min。

模拟发酵培养基: 葡萄糖 200 g/L, 酵母粉 0.5 %, 蛋

白胨 1 %, 蒸馏水配制, pH3.0。

1.3 诱导孢子形成的方法[6]

将酿酒酵母菌株接种于 YPD 培养基 28 ℃培养 , 活

化 2 次后接入产孢培养基上, 于 20 ℃、23 ℃、25 ℃、28 ℃、

32 ℃ 5 个温度梯度下培养 , 在 3～7 d, 每天在显微镜下

观察子囊孢子的形成情况, 统计一个视野内酵母总数和

子囊孢子数, 每个梯度观察 5 个视野, 计算产孢率。

产孢率(%)= 子囊孢子数量
总细胞数

1.4 子囊孢子的染色[7]

取干净载玻片 1 张 , 滴加少许蒸馏水 , 用接种环取
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图 2 酵母孢子

菌少许涂片 , 自然干燥 ; 在灯焰上通过火焰 2～3 次 , 冷

却 ; 滴加石炭酸复红液 , 在火焰上方加热 5～10 min 至

冒气为止, 冷却, 水洗; 加酸性酒精脱色 10～20 s, 水洗;

滴加美兰染色液染色 1min, 水洗 , 干燥; 在低、高倍镜下

观察, 子囊孢子为红色, 菌体为青蓝色。染色液的配制方

法参见文献[8]。

1.5 子囊孢子分离和单倍体的获得[9]

将酿酒酵母 1450 活化后接种至 YPD 培养基, 28 ℃

培养 2 d, 转接于产孢培养基 , 28 ℃培养 2 d 后涂片染

色: 观察孢子形成与否。待孢子大量生成时, 用无菌生理

盐水制成孢子悬液, 取无菌的 1.5 mL 离心管 1 只 , 加入

1 mL 孢子悬液 , 离心 5 min( 5000 r/min) 收集菌体 , 加入

20 mg/mL 的蜗牛酶液 1 mL, 33 ℃水浴 酶 解 4 h, 58 ℃

水浴处理 8 min, 迅速冷却菌液, 倒入装有玻璃珠的无菌

离心管中 , 加适量无菌生理盐水和无菌液体石蜡 , 振荡

20 min, 梯度稀释 105 倍, 取菌液涂在完全培养基平板

上, 28 ℃培养至长出明显菌落。将平板上各个菌落按上

述方法在产孢前培养基和产孢培养基中再培养, 染色后

镜检并拍照 , 放大倍数为 10×100, 凡不形成子囊孢子的

基本确定为单倍体细胞。把确定为单倍体的菌株分别保

种(YPD 斜面、甘油管)。

1.6 单倍体菌株发酵力的测定

活化菌株接种至 YPD 培养基隔夜培养后 , 于 28 ℃

接种至发酵培养基。发酵过程中定时称重并记录数据,

计算发酵瓶失重量( 即 CO2 的释放量) 。然后以发酵瓶失

重为纵坐标, 发酵时间为横坐标, 绘制发酵速率曲线。

1.7 单倍体生长曲线的绘制[10]

待测菌活化后转接至液体培养基, 培养温度 28 ℃,

每 2 h 取样测定 OD600 值。以培养时间为横坐标, 菌液的

OD600 值为纵坐标, 绘制菌体生长曲线。

1.8 残糖和酒精度的测定

参照文献[11]所述的方法。

2 结果与分析

2.1 不同产孢培养基中酵母的产孢率

任取 5 个视野, 统计其中子囊数及未形成子囊的细

胞数,计算产孢率( 表 1) 。

从表 1 可知 , 酿酒酵母在麦氏 ( Mcclary) 琼脂培养

基上的产孢量最大, 产孢效果最好, 马铃薯培养基次之。

SPM 和 Kleyn 培养基的产孢率很低, 在产孢基本结束时

产孢率都在 20 %以下 , 因此 , 在对 1450 进行产孢时不

推荐使用。随着时间的延长, 各产孢培养基的产孢率都

在逐渐增加 , 到 6 d 时 , 子囊孢子的生长基本停止 , 因而

在酵母单倍体的分离制备时选用麦氏琼脂培养基培养

6 d 较好, 此时产生的孢子量大且活性较高。此外, 该结

果也可以说明在产孢培养基中加入适量醋酸盐可诱导

产孢, 缓冲液在产孢培养基中不仅可以维持一定的 pH

范围,而且醋酸还有启动孢子形成的作用[12]。

2.2 不同温度条件对酵母产孢的影响

一般来说, 温度过高或过低都会对产孢率有影响,

为此测定了在 20 ℃、23 ℃、25 ℃、28 ℃、32 ℃下 , 酿酒

酵母 1450 在 Mcclary 产孢培养基中的产孢率随时间的

变化情况, 结果见图 1。

图 1 表明 , 当温度低于 20 ℃或 者 高 于 32 ℃时 ,

酿酒酵母 1450 的生孢子能力下降 , 而在温度为 25～

28 ℃, 培养时间为 5～7 d 时, 生孢能力变化并不是很

大 , 到 6 d 时 , 子囊孢子几乎停止生长 , 这说明温度对酵

母生孢能力的影响与相关酶的活性有关[13]。

2.3 单倍体的获得

利用最佳产孢培养基 Mcclary 培养基 , 在 25 ℃对

酿酒酵母 1450 进行产孢培养, 在 6 d 时按 1.4 所述的方

法进行单倍体的制备及检验, 对检验结果染色鉴定后进

行拍照, 见图 2 和图 3。

由图 2 可知 , 酿酒酵母 1450 的孢子多为 2 孢或 3

孢, 少数为 4 孢。这可能是由酿酒酵母的 2 倍体或准备

体特性造成的。将在产孢培养基上不表现产孢的菌种
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图 1 不同温度条件下酿酒酵母的产孢率
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( 染色结果如图 3 所示) 进行保藏, 用来进行下一步实验。

2.4 单倍体酒精发酵力的测定

本实验中共获得酿酒酵母 1450 的单倍体 9 株。分

别将其接入模拟发酵汁发酵, 测定酒精发酵力并与亲本

1450 的发酵力进行比较, 对与亲本 1450 CO2 总失重基

本相同的单被体进行发酵力曲线的绘制, 结果见图 4。

由图 4 可知, 单倍体 S- 3 与亲本 1450 发酵力基本

一致 , 都是在 24 h 时 CO2 失重达到最大值 , 但 1450 在

72 h 后 CO2 失重量基本稳定 , 而单倍体 S- 3 和 S- 5 都

是到 84 h 时才开始达到一个稳定值 , 单倍体 S- 5 较亲

本和 S- 3 来说 CO2 失重的最大值在 36 h 时出现 , 但随

后的失重值较其他菌株明显, 说明其发酵力相对其他两

株菌来说比较平稳。

2.5 单倍体发酵性能的测试

将单倍体接入模拟发酵培养基发酵 7 d 后对 S- 3、

S- 5 两株与亲本 CO2 失重基本相差不大的单倍体菌株

的残糖、酒精度等发酵性能进行测定, 测定结果见表 2。

表 2 说明 , 发酵 7 d 后两株单倍体与亲本 1450 的

CO2 失重基本相同 , S- 5 发酵后的残糖含量高于其他两

株菌, 酒度较其他两者低。而单倍体菌株 S- 3 则良好地

保持了亲本的优良发酵性能, 发酵残糖含量及酒度均与

亲本差别不大 , 因此 , 其可以作为进行性状遗传分析用

菌株,也可作为良好的杂交亲本供育种使用 , 接入甘油

管后进行保藏。

综合比较单倍体菌株的发酵力及发酵性能可以得

出, 由同一个出发菌进行分离获得的单倍体菌株之间发

酵性能差别较大, 说明酿酒酵母的发酵能力由多个基因

控制[14]。

2.6 单倍体 S- 3 生长曲线的绘制

微生物所处的生理状态对其应用于育种中的效果

有很大影响 , 生长旺盛的对数期细胞对外界环境更敏

感 , 选取对数生长中后期的单倍体进行遗传育种 , 成功

率更高。测定的 S- 3 的生长曲线见图 5。

由图 5 可知, 单倍体菌株在 YPD 液体培养基中生

长, 于 6 h 开始进入对数期, 12 h 进入稳定期。因此, 在

进行育种工作时选取 9 h 左右的菌体培养液较好。

3 结论

3.1 本实验对 4 种常用于酵母产孢的培养基进行生孢

培养以筛选出最适合酿酒酵母 1450 产孢的培养基 , 结

果表明 , Mcclary 培养基用于 1450 的产孢效果最好 , 在

培养至 6 d 时, 产孢率达到 70 %。

3.2 用 Mcclary 培养基对 1450 进行产孢培养, 温度控

制在 25～28 ℃, 培养 5 d 以上 , 产孢率可达 50 %, 当培

养到 6 d 时孢子生成量基本稳定在 70 %左右。说明温度

对酵母生孢能力的影响与相关酶的活性有关。

3.3 在测定菌株的发酵力试验中 , 发现单倍体菌株的

酒精发酵力差异较大, 推测原因是酒酵母的发酵能力由

多个基因控制。影响酒精发酵性能的因素很多, 单倍体

的细胞生长速度比亲本二倍体的生长速度稍慢, 其发酵

周期也较长。通过酒精发酵力和酒精发酵性能的综合筛

选 , 得到 1 株性能良好的单倍体 S- 3, 可以作为以后杂

交实验的亲本。
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图 5 S- 3 的生长曲线
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图 1 麦汁收得率随试验因素变化规律

从图 1 可知 , 随着各种酶用量的增加 , 麦汁收得率

也相应增加。主要是由于酶类的加入有利于淀粉类物质

的降解, 使得原料利用率提高, 收得率相应增加。但从经

济效益角度考虑 , 酶用量不是越多越好 , 应该有一个发

挥最大效益的用量水平。

3 结论

3.1 以麦汁收得率为考察指标 , 经过频数选优得出最

佳糖化外加酶添加量的范围 , 为 : 复合酶用量为 1.95～

2.24 mL; 糖化酶用量 2.04 ～2.30 mL; 淀粉酶用量 2.16

～2.67 mL。

3.2 各 因 素 对 麦 汁 收 得 率 的 影 响 程 度 由 因 子 贡 献 率

( x1=1.49, x2=0.48, x3=1.80) 可 知 , 其 影 响 程 度 按 从 大 到

小的顺序依次为 : x3> x1> x2。其中 , 淀粉酶的用量对麦

汁收得率的影响最显著,复合酶用量对麦汁收得率的影

响也比较显著 , 而糖化酶用量对麦汁收得率的影响不

显著。
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