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摘 要： 葡萄酒酵母 3)4)# 与克勒克柠檬形酵母 5,( %" 作为亲株进行属间融合，交换重组获得
重组子 $2#%"。生长繁殖快，能在 !! 6内达 &亿个 7 89以上，很快进入厌氧后发酵，抑制许多需氧
菌生长；在 !#:&! ;发酵 %# <，絮凝快，沉积紧，澄清透明，酒体醇厚圆润，酸甜适口；并可提高酒精
度 ! =；为酿造果酒提供了一个优良菌种。
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细胞融合是遗传重组培育菌种的一项技术。3DIDQ‘[D

等（%012）首次报道裂殖酵母的融合成功，之后在国内外
有酿酒酵母与乳酸克鲁维酵母、酿酒酵母与耐高渗酵

母、糖化酵母与高絮凝酵母；啤酒酵母与产朊假丝酵母

等在种间、属间的融合成功的报道。

本文以葡萄酒酵母与克勒克氏酵母（1,’*#2*&"
"30#4,"5"）进行属间细胞融合，已取得重组子酵母，现报
道如下。目的是让同仁智士从培育优良菌种入手，改善

果酒品质，把果酒发展推向一个新台阶。

% 材料

出发亲株：!"##$"&’()#*+ #"&,+-*&.*/+0+ ’A)#（以下
简称 3)4)#）及 1,’*#2*&" "30#4,"5" ’A)%"（以下简称
5,(%"）由宏亿集团技术中心微生物研究室提供。
蜗牛酶（3ELD,LTK）：北京百泰生物技术公司出品。
聚乙二醇（a_?）：成都科龙化工试剂厂（分析纯）出

品。

巯基乙醇（b_）：成都科龙化工试剂厂（分析纯）出
品。

酵母膏：北京双旋微生物培养基制品厂出品。

琼脂粉：北京微生物试剂有限公司出品。

蛋白胨：北京奥博星生物技术责任有限公司出品。

葡萄糖：成都金山化工试剂厂（分析纯）出品。

牛血清白蛋白：上海百奥生物科技有限公司出品。

乳糖：成都科龙化工试剂厂（分析纯）出品。

枇杷汁：由宏亿集团技术中心微生物研究室自制。

蔗糖：成都金山化工试剂厂（分析纯）出品。

4L4,!：成都科龙化工试剂厂（分析纯）出品。
bJ4,!：成都科龙化工试剂厂（分析纯）出品。

! 细胞融合方法

!)% 先试验选定具有遗传标记的出发菌株*3)4)# 及 5,(
%"-，分别接种于 ^ac 液体培养基（酵母膏 ")2 =，蛋白



胨 !"# $，葡萄糖 % $）中，在 &% ’培养 %( )（达 & 亿个 *
+,），放入尖底离心管，离心（&!!! - * +./，&! +./），收集
沉降菌体。

%"% 按收集菌体与 011 稳定液（蔗糖 2!& 3 * ,，1345%
%"!& 3 * ,，67 8"9）2:2 等量混合在 &% ’感受 2 )，离心
（&!!! - * +./，2! +./），收集沉降菌体，配成 ; +, 011 菌
悬液。

%"& 取菌悬液 2 +,<011 稳定剂 2 +,，稀释成 %=2!>8 *
!"2 +,，接种在 ?@A 平板上，在 &% ’培养 %( )，计数其
未经酶处理的总菌落数。

%"( 加酶剥除细胞壁：加 & $蜗牛酶溶液 2 +,（相当于
&! +3），再加 1B !"% $ !"; +, 置 &( ’水浴锅中酶解
2"; )，镜检原生质球形成。
%"; 离心（%!!! - * +./，2! +./），收集原生质体化沉降
物，配成 ; +, 011悬浮液。稀释成 2!>; * !"2 +,或 2!>8 *
!"2 +,，接种于 ?@A 平板上，在 &% ’培养 %(C(# )，计数
其经酶处理后的菌落数。

%"8 分别取原生质体化各亲株（0"4"; 及 D5E 2! ）2 +,，
混合后加入 @BF（(!!!）2"# +,，加 011 液 !"% +,，加
4G45%（&"8# $）2 +,，加 2 $牛清白蛋白 2 +,，混合后在
&8 ’水浴锅中融合 &! +./，离心（%!!! - * +./，2! +./），
收集沉降融合子。

%"9 融合子加 011 液 ;+,，稀释成 2!>; * !"2 +,，分别
接种于 ?@A 及 410（再生培养基：蔗糖 29 $，蛋白胨 %
$，葡萄糖 % $，琼脂 % $———是酵母菌专用）平板上铺
匀，又再用相同 ?@A 及 410 培养基 8 +, 覆盖一层
（(;C;! ’时加），在 &% ’培养 %(C(# )，选出重组子菌
落。

%"# 分别选定重组子菌落，在 ?@A 及 410 斜面试管上
移传 %C& 代或在 ?@A 与 410 培养基上交叉遗传 % 代，
进行重组子鉴定。获得两个以上遗传标志，叫重组子。

& 重组子检定（见表 2）

( 讨论与结论

("2 据文献H2I记载：!"#$%&$’(酵母是柠檬形酵母的典型
代表。虽说是称之谓野生酵母，然而确确实实在酿酒中，

十之八九都有其柠檬形酵母参与（果中带有此菌）。柠檬

形酵母既有发酵作用，又有氧化功能。其有害方面是：产

酒精少（( $C; $），耐酒精力高（22 $C2% $），使果酒变
酸，酒液微浑。但繁殖快，繁殖一代周期只需要葡萄酒酵

母的一半时间，初始时大大超过葡萄酒酵母；适温范围

广（%;C&% ’）等，这是可利用之处。针对此点出发，选
D5E 2! 与葡萄酒酵母 0"4"; 作出发亲株，两亲株进行融
合，使之交换重组，获得重组子 (8;2!。(8;2! 重组子的
遗传标记为：

!生长繁殖快，能在 %% ) 以内达 & 亿个 * +, 以上，
很快转入厌氧发酵，抑制许多需氧菌生长，纯洁了发酵

环境。

"在 %;C&% ’自然温度下发酵 2; J，絮凝快，沉积
紧，酒液澄清明亮。

#赋有醇厚圆润、酸甜可口的果酒口感（残糖在
!"22 $以下）。

$产生酒精度提高 % $以上（指在相同含糖的条件
下）。

("% (8;2! 重组子在液体浅层培养时，2( ) 后长一层白
色似孢子样菌体，附管壁一圈，深层培养时却未见此现

象。

("& (8;2! 重组子在 %;C&% ’培养产生的 4K%很多，经

常冲脱塞子。

("( (8;2! 重组子需生物营养物质尚不够稳定，可能与
D5E 2!亲本类型有关。待后进一步研究。
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