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酿酒酵母单倍体制备方法的优化

肖冬光，刘 青，李 静，姜天笑

（天津科技大学食品与生物技术学院，天津 ;66555）

摘 要： 研究了酿酒酵母单倍体的制备方法。对酿酒酵母 <=’> 的产孢条件进行了优化，产孢培养基为 ?.@3)&4 培

养基，培养时间为 A B，培养温度为 5CD5E F，在此条件下，酿酒酵母的产孢率可达 GE:C H。蜗牛酶浓度及酶解时间是影

响孢子释放的关键因素，最适酶浓度为 ; H，酶解时间为 >6 ("+。酶解后，C6 I热处理 86 ("+ 杀死营养体，有利于单倍

体的检出。
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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。酿酒酵母营养体在营养缺乏条件下，经过减数分

裂由二倍体变为单倍体，形成含有四个孢子的子囊。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 c8D;d，国 外

对孢子形成过程中基因调控 c7d、酶活性 cCd、糖的吸收活性 c>d和孢子壁

特异性组成 cAd等方面也有深入的研究，但 对 于 生 产 面 包 用 酿 酒 酵

母的孢子形成条件研究很少。我们对生产面包用酿酒酵母的产孢

情况进行研究，得出了最佳产孢条件，提高了产孢率，并简化了单

倍体制备方法。

8 材料与方法

8:8 菌种

酿酒酵母（-:@/&/Y"Z")/）<=’>。

8:5 培养基

=efO 培养基：蛋 白 胨 5 ,，葡 萄 糖 5 ,，酵 母 膏 8 ,，琼 脂 5 ,，

水 866 (3。
生孢子培养基：（8）棉子糖培养基：9)K@ 6:C ,，棉子糖 6:67 ,，

琼脂 5 ,，水 866 (3。（5）*3/4+ 培养基：蛋白胨 6:5C ,，葡萄糖 6:6>5
,，9)@3 6:6>5 ,，9)K@ 6:C ,，琼脂 5 ,，水 866 (3。（;）?.@3)&4 培养

基：葡萄糖 6:8 ,，g@3 6:8E ,，9)K@ 6:E5 ,，酵母膏 6:5C ,，琼脂 5 ,，

水 866 (3。
8:; 试剂

蜗牛酶，联星生物公司。

8:7 实验方法

8:7:8 诱导孢子形成的方法

将酿酒酵母于 =efO 液体培养基 5E I培养 7E 2，离心洗涤 ;
次，弃上清液，将酵母泥接种在产孢培养基上，5E I培养 7DA B，在

显微镜下观察子囊孢子的形成情况，采用血球计数板记酵母总数

和子囊孢子数，并计算产孢率。

产孢率（H）h子囊孢子数量 i 总细胞数

8:7:5 孢子的分离和单倍体的制备

采用改进的孢子群体分离方法，从生孢子培养基上取适量已

形成子囊的菌体，制成含 86E 个 i (3 子囊孢子的菌悬液，取一定量

的菌悬液，加入最终浓度为 5 H的蜗牛酶，;6 I水浴 >6 ("+，使子

囊壁破裂释放出单孢子，然后 C6 I水浴处理 86 ("+，用以杀死营

养体细胞，用微量移液器将菌悬液吹吸几次，将孢子打散，迅速稀

释 ; 个稀释度，涂布于 =efO 培养基上，5E I培养 5D; B。

8:7:; 单倍体的鉴定

挑取所有菌落至产孢培养基上，5E I培养 A B 后镜检。产孢者

为双倍体，不产孢子者为单倍体。

5 结果与讨论

5:8 不同培养基对孢子形成的影响

没有一种产孢培养基能够适于所有酵母产孢，为了找到酿酒
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酵母的最适产孢培养基，选择 ;.<3)&4 培养基、棉子糖培养基以及

=3/+4 培养基，在 5> ?下培养 @ A，观察在各种产孢培养基下的产

孢情况，计算产孢率。结果如表 8 所示，在 ;.<3)&4 培养基中，酿酒

酵母产孢率高达 B>:7B C，而在棉子糖培养基和 =3/+4 培养基条件

下产孢率都较低。在 ;.<3)&4 培养基条件下，D 孢、7 孢的产孢率

也高于棉子糖培养基和 =3/+4 培养基条件下的产孢率。由此可见，

;.<3)&4 培养基是酿酒酵母的最适产孢培养基。

在产孢培养基中加入适量醋酸盐可诱导产孢，适量的营养物

质对产孢也十分重要。葡萄糖为孢子形成提供碳源骨架和其他前

体物质，同时也提供细胞进行减数分裂的能源，但葡萄糖浓度过高

会抑制孢子形成，大大降低孢子的形成能力。适量的氮源可增加产

孢率，过量氮源会导致菌株营养体的生长，同样大大降低孢子的形

成能力 E>F。本实验的实验结果与此观点相符。

5:5 培养温度和培养时间对孢子形成的影响

一般来说，温度过高或过低都会对孢子形成有影响，在 56 ?，

5G ?，5> ?，D5 ?，D@ ?下，酿酒酵母 HI’J 在 ;.<3)&4 培养基中

的产孢率如图 8。

图 8 表明，温度小于 56 ?或大于 D5 ?，酿酒酵母的生孢能力

明显下降，D@ ?时完全不生孢。只要培养温度控制在 5GK5> L之

间，培养时间达到 @ A 以上，产孢率差别并不大，都能达到 B6 C以

上。温度对生孢的影响可能与酶有关，高温不适于孢子的生成 EBF。

5:D 蜗牛酶浓度与处理时间对孢子释放的影响

对于酵母菌子囊孢子破壁释放孢子，蜗牛酶的浓度和处理时

间是关键因素。子囊孢子的破壁情况通过镜检观察，结果发现：5
C蜗牛酶处理 856 ("+，D C蜗牛酶处理 J6 ("+，7 C蜗牛酶处理 D6
("+ 都能使子囊孢子完全破壁。蜗牛酶浓度过低，子囊需要很长时

间才能破壁，而且破壁不完全；酶浓度过高，处理时间必须缩短，时

间再稍稍延长，孢子就会受到损伤而破裂，因此，最适蜗牛酶浓度

和处理时间为 D C蜗牛酶处理 J6 ("+。图 5 为蜗牛酶处理时子囊

孢子破裂释放孢子的过程。

5:7 热处理对孢子检出的影响

蜗牛酶处理菌液后，菌液中存在大量单孢子和少数营养体细

胞，杀死营养体细胞会易于单倍体的检出。由于酵母菌孢子比其营

养体细胞热耐受性强，所以选择热灭活杀死营养体细胞，热灭活温

度分别为 76 M，7G ?，G6 ?，GG ?，J6 ?处理 86 ("+ 后，适当稀释

从表 5 可见，温度低于 G6 ?时，双倍体存活数较多，温度等于

或高于 G6 ?时，双倍体存活数为 6，温度高于 G6 ?时，单倍体的存

活数又会随温度增高而减少。为了既易于挑选又能得到更多的单

倍体，选择热处理温度 G6 ?处理 86 ("+。

D 结论

D:8 实验 表 明 ， 最 适 于 酿 酒 酵 母 产 孢 的 培 养 基 为 ;.<3)&4 培 养

基，产孢温度控制在 5GK5> ?，在产孢培养基上培养 @ A，产孢率可

达 B>:G N。

D:5 制备单倍体时，蜗牛酶能使子囊壁破裂释放出孢子，蜗牛酶

浓度要控制在 5 NO7 N，酶处理时间随蜗牛酶浓度增加而减少，最

适蜗牛酶浓度和处理时间分别为 D N和 J6 ("+。

D:D 蜗牛酶处理后，菌液中存在大量孢子和少量营养体，为了易

于单倍体的挑选，选择 G6 ?热处理 86 ("+ 杀死营养体。
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图 8 不同培养温度下的酿酒酵母产孢率
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