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安琪超级酿酒酵母原生质体制备与再生条件研究
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摘 要: 应用正交试验研究预处理剂、酶种类和浓度、渗透压稳定剂和酶解时间对安琪超级酿酒酵母( Saccha-

romyces cerevisiae) 原生质体形成率和再生的影响。结果表明 ,渗透压稳定剂在上述 4 种因素中对原生质体的形成

和再生影响最大。最优组合为 :使用 β-巯基乙醇作预处理剂 , 0.4 %蜗牛酶加 0.4 %纤维素酶 , 使用 0.53 M 蔗糖做

渗透压稳定剂 , 28℃酶解 1 h。安琪超级酿酒酵母原生质体的形成率为 98.6223 %,再生率为 19.9904 %。
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Abstract: The effects of pretreatment agents, enzyme type and density, osmotic pressure stabilizer and enzymeolysis time on protoplast forma-

tion rate (Fr) and regeneration rate (Rr) of “Angel Super Yeast”(Saccharomyces cerevisiae) were studied by orthogonal test. The results indicat-

ed that the osmotic pressure stabilizer had the strongest influence in the above four kinds of factors on protoplast Fr and Rr. The optimum condi-

tions were summed up as follows: yeast cells which grow into the medium logarithmic growth phase were pretreated with 0.1 % β-Mercap-

toethanol, then 0.4 % snailase and 0.4 % cellulose were added at 28 ℃ for 1 h enzymeolysis by using 0.53 mol/L sucrose as osmotic pressure

stabilizer. As a result, Fr reached 98.6223 % and Rr reached 19.9904 %.
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在石油资源日益枯竭 , 环境污染日益严重的形势

下, 寻找新的可再生能源具有重大的战略及实际意义,

其中利用木质纤维素发酵生产燃料乙醇被认为是一种

很有前途的方法。木质纤维素发酵生产乙醇分为一步法

和两步法 , 其中两步法需使用大剂量的纤维素酶 , 在

18.9美分 / 加仑的生产成本中,纤维素酶生产占 9.85 美

分 / 加仑[1] , 两步法同时也存在着酶解温度与发酵温度

不统一等问题 [2];而利用一步法即生物质联合生物加工

( consolidated bioprocessing, CBP)生产成本仅为 4.23 美

分 / 加仑 ,不到两步法的四分之一。但一步法的难点在

于寻找合适的发酵率高的菌株。

笔者拟采用酵母与白腐菌进行原生质体融合 , 构

建出生长速度快 , 酒精耐受度高 , 能用于直接发酵的新

型工业菌种。安琪超级酿酒酵母 , 具有耐高温(主发酵

温度40～42℃)、耐酸( pH2.5)、耐乙醇( 13 %vol)、耐浓

糖( 60 %葡萄糖)等特点[3], 是利用原生质体融合法构建

工程菌的理想亲本。本文利用正交试验方法,探讨了安

琪超级酿酒酵母原生质体制备和再生的最佳条件,为下

一步的原生质体融合提供了必要的技术准备。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌种

安琪超级酿酒酵母 ( Saccharomyces cerevisiae) , 市

售。

1.1.2 培养基

液体完全培养基 ( YPD) : 酵母提取物 10 g/L, 蛋白

胨 20 g/L,葡萄糖 20 g/L。

固体完全培养基 ( YEPD ) : 在 YPD 中加琼脂

20 g/L,同时加入 1粒(约 0.1 g)NaOH[4]。

高渗固体完全培养基( YEPDS) :在 YEPD中分别加

入 0.7 M NaCl, 0.6 M MgSO4和 0.53 M蔗糖。

以上培养基于 121℃灭菌 30 min。
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1.1.3 试剂

柠檬酸-磷酸缓冲液(CPB):每 100 mL 含 0.1 mol/L

柠檬酸溶液 36.85 mL 和 0.2 mol/L 的磷酸氢二钠溶

液63.15 mL。pH6.0,分别内含 0.7 M NaCl(CPB- NaCl),

0.6 M MgSO4(CPB- MgSO4)和 0.53 M蔗糖(CPB-蔗糖)。

脱壁促进剂: 0.1 % L-半胱氨酸 (L- Cys), 0.1 %β-

巯基乙醇(β- ME), 0.5 %β-巯基乙醇 +0.5 % L-半胱氨

酸 (β- ME+L- Cys), 内含 1 mg/mL 乙二胺四乙酸二钠

( EDTA- Na2) ,分别用 CPB- NaCl、CPB- MgSO4和 CPB-

蔗糖配制。

1.1.4 酶制剂

酶制剂 1:蜗牛酶: 2 %;

酶制剂 2:蜗牛酶 +纤维素酶: 0.4 %+0.4 %[5];

酶制剂 3:蜗牛酶 +纤维素酶: 2 %+1 %。

分别用相应的缓冲溶液配制。蜗牛酶、纤维素酶 R-

10均购于拜尔迪生物技术有限公司。

以上酶制剂及预处理剂经 0.22μm 微孔滤膜过滤

除菌。

1.2 方法

1.2.1 生长曲线的测定

取斜面活化菌种接于含 50 mL YPD 的 250 mL 三

角瓶中 , 28 ℃ , 200 r/min 摇瓶培养 , 每隔 2 h 测定其

OD600值,绘制生长曲线。

1.2.2 正交试验设计

以脱壁促进剂( A)、酶的种类和浓度( B)、渗透压稳

定剂 ( C)和酶解时间 ( D)为设计因素 , 每个因素选取 3

个水平,用 L9( 34)正交表进行 4 因素 3 水平正交试验[6],

共 9种组合,每种组合设置 3个重复。

1.2.3 原生质体的制备和再生

依据参考文献[7]的方法,并作适当修改。取对数生

长期的菌悬液 1.6 mL, 3500 r/ min 离心 10 min, 用相应

的渗透压稳定剂洗 2次。取 1 mL,用无菌水稀释到 10-5

后 ,取 100μL涂 YEPD 平板 ,得“总菌数值( A)”。再次

离心,弃上清液,加入相应的脱壁促进剂 1.6 mL,先静置

10 min, 再 3500 r/min 离心 10 min, 除掉预处理剂后

加入相应的酶制剂 1.6 mL, 摇匀后于 28 ℃温箱中

220 r/min水解 1～3 h, 完成后 3000 r/min 离心 10 min,

加入相应的渗透压稳定剂后,分别用水和相应的渗透压

稳定剂稀释至适当倍数,取 100μL涂 YEPD平板得“未

脱壁的细胞数( B)”及“酶处理后未脱壁的细胞数与原生

质体再生的细胞数的和( C)”。

1.2.4 原生质体制备率和再生率的计算

原生质体形成率(%) =(A- B)/A×100 %

原生质体再生率(%) =(C- B)/(A- B)×100 %

2 结果与分析

2.1 安琪超级酿酒酵母生长曲线( 见图 1)

由图 1 的生长曲线可知,安琪超级酿酒酵母的对数

生长期为 6～9 h, 确定 7 h 为对数生长前期 , 此时细胞

壁对酶的作用敏感。

2.2 正交试验结果

将影响安琪超级酿酒酵母原生质体形成的几种因

素的正交试验结果进行分析 ,其结果见表 2。正交试验

方差分析结果见表 3。

从表 2 可以看出,影响安琪超级酿酒酵母原生质体

形成的因素依次是 :渗透压稳定剂( C) > 酶的种类和浓

度( B) > 酶解时间( D) > 预处理剂种类( A) ,影响再生率

的因素依次是 : 渗透压稳定剂 ( C) > 酶的种类和浓度

( B) > 预处理剂种类( A) > 酶解时间( D)。其中由δ值可

见 , 安琪超级酿酒酵母的原生质体最优形成条件为

A3B1C2D2, 最优再生条件为 A2B2C3D1, 但考虑到形成率

相差不大(最小为 96.8889 %, 最大为 99.9806 %) , 且在

原生质体制备与再生试验中,主要用形成率与再生率的

乘积作为选择的指标 [8]。故选择乘积最高的组合

A2B2C3D1,即选用 β-巯基乙醇作预处理剂 , 酶种类和浓

度为 0.4 %蜗牛酶 +0.4 %纤维素酶,使用 0.53 M蔗糖做

渗透压稳定剂,酶解 1 h为最优组合。

由表 3 可知 , 因素 C, 即渗透压稳定剂在 4 个试

验因素中对原生质体的形成与再生影响最为显著。选

用最优组合进行试验 , 得到安琪超级酿酒酵母原生质

体形成率为 98.6223 %, 再生率为 19.9904 %, 乘积为

19.7150 %,比正交试验中的最高值高出 7.3193 %。
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图 1 安琪超级酿酒酵母生长曲线
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图 2 酵母对数生长期细胞分裂情况
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2.3 原生质体的观察[9]

对得到的安琪超级酿酒酵母原生质体进行镜检观

察,结果见图 2和图 3。

由图 2 可知,酵母处于对数生长期,细胞分裂旺盛。

由图 3 可知,已形成原生质体的细胞由于缺少细胞壁反

光 , 故颜色较未形成原生质体的细胞黯淡 , 且形状为非

规则的球形。

3 讨论

3.1 预处理剂对酵母原生质体形成率与再生率的影响

β- 巯基乙醇 (β- ME)为传统的制备酿酒酵母原生

质体的预处理剂,但由于β- ME对生物细胞存在一定毒

性[10],故本试验中设计使用了对细胞无毒害的 L-半胱氨

酸( L- Cys)作为备选预处理剂 , 但由试验结果可知 ,β-

ME 在原生质体形成率与再生率方面均较 L- Cys 更有

优势 ,故在最优组合中仍选用 β- ME 为预处理剂 , 但应

注意浓度与预处理时间。

3.2 酶的种类和浓度

由酶的种类和浓度可知 , 使用 2 %的蜗牛酶 , 原生

质体形成率最高 ,但在其中再加入 1 %的纤维素酶后形

成率并没有上升 , 并且再生率明显下降 , 推测可能是由

于 2 %的蜗牛酶已能使绝大部分的酵母破壁 ,再加入纤

维素酶会使原生质体表面残留的细胞壁进一步减少,从

而造成再生率较低。研究报道 ,认为采用 2 %的蜗牛酶

对酿酒酵母破壁效果良好 , 可不必添加其他酶 [11], 但也
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图 3 原生质体细胞比较
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有学者认为单一酶的作用效果不如混合酶 [12]。由本次

实验的正交试验结果 (表 2)可知 , 虽然 0.4 %蜗牛酶

+0.4 %纤维素酶形成率最低 , 但继续加大酶液浓度 ,形

成率上升程度不大 , 且在该浓度下原生质体再生率最

高。故笔者认为,若以原生质体的形成率与再生率的乘

积作为判断指标,使用低浓度的混合酶效果要优于使用

高浓度的单一酶。

3.3 渗透压稳定剂

由 T值和方差分析可知, 在设计的 4 个因素中,渗

透压稳定剂对原生质体的形成和再生影响最大。其中使

用蔗糖做渗透压稳定剂,形成率最低,但再生率最高,分

析可能由于蔗糖不仅可以作为渗透压稳定剂,同样是一

种可被酵母利用的碳源,对酵母细胞起到了一定的保护

作用,使酵母细胞可以较快恢复生长。这点从酵母在再

生培养基上的生长速度亦可知(蔗糖培养基长出可见菌

落约需 24 h, MgSO4需 36 h而 NaCl至少需 60 h)。

3.4 酶解时间

关于酶解时间,有学者认为原生质体的形成率随酶

解时间的增加而升高 , 在酶解时间超过 1 h 后 , 原生质

体形成率均达到 87 %以上; 再生率随酶解时间的增加

而下降 ,其中在 1.5～2 h 区间下降明显 , 2.5 h 后再生率

几乎为零[13]。本试验结论与之相同,在超过 2 h 后 ,酵母

的再生率远低于平均值。故选择 1 h为最佳酶解时间。
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贵州青酒集团新增万吨白酒扩建工程奠基仪式在青溪隆重举行
本刊讯 :贵州青酒集团新增万吨白酒扩建工程奠基仪式于 2007 年 12 月 16 日中

午 1: 30 在黔东南州镇远县青溪隆重举行 , 贵州省人民政府副秘书长陈训华、贵州省
经贸委副主任李保方、贵州省中小企业局局长龙超亚、黔东南州州委、州政府、地区人

大、地区政协的领导及镇远县县委、县政府、县人大、县政协及相关政府职能部门的领

导出席了奠基仪式。贵州省酿酒工业协会秘书长高士敏、副秘书长黄平等到会祝贺。

奠基仪式上省政府秘书长陈训华、黔东南州州委副书记、州长李飞跃发表了热情

洋溢的讲话。青酒天津总经销刘家熙代表青酒销售商作了讲话。贵州青酒集团董事长

文义长作了青酒集团新增万吨白酒扩建工程介绍。

青酒集团新增万吨白酒扩建工程建设内容 : 建设酿酒车间 l0 个 , 发酵池 1100
口 , 建筑面积 18000 平方米 ;建设原辅材料库 7200 平方米 , 半成品库(洞藏酒窖)4000
平方米 ; 建设包装车间 2 栋 (机械
包装线 4 条), 建筑面积 8000 平方
米 ;建设 10 吨锅炉 l 台 , 建筑面积
500 平方米; 总建筑面积 37700 平

方米。

配套新增不锈钢储酒灌、陶瓷酒坛、行车、酒甑、自动水处理设备、摊粮机、检测设

备等设施设备。新征土地 100 亩。
项目计划总投资 12413 万元 , 其中固定资产投资 10413 万元。自筹资金 1913 万

元 ,银行贷款 6000 万元 ,其他融资 2500 万元。
建设期 :预计 1.5 年。
经济社会效益 :项目建成达产后 , 可年产 60 %vol 大曲基础酒 6000 吨 , 新增成品

酒生产能力 10000 吨 , 年销售收入达到 4 亿元 , 新增税金 5000 万元 , 实现利润 2000 万
元 ,新增就业岗位 1000 个。
奠基仪式后 ,领导、专家、经销商等对青酒集团的未来发展进行了座谈。( 黄永光) 文艺表演

贵州省人民政府副秘书长陈训华讲话
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