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杀伤能力之啤酒酵母的选育

王 正祥 诸葛健

(发酵工程系 )

摘要 运用原生质体融合技术成功地将杀伤质粒转入啤酒酵母中
,

并使其能十 分

稳定地表达杀伤性能
。

经发酵试验确认胞质融合株 k s c
一

Z f一

n 具有 与亲株相似的

发酵性能
。

所生产出的嫩啤酒与亲株相似且能保持较长时间的杀菌活力
。
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0 前 言
_

优质啤酒酵母是酿制优质啤酒的基础
;
防止非生产菌进入发酵过程中则是酿制优质啤

酒的重要保证
。

我国中小型啤酒厂
,

病害微生物污染是极为常见的
。 ’

病害微生物污染后
,

轻

者会引起啤酒质量下降
、

发酵延迟或再发酵
;
重者可使发酵异常乃至终止

。

啤酒病害微生物

主要有野生酵母和细菌
,

以前者常见
。

迄今为止
,

啤酒病害微生物污染特别是野生酵母污染

的防治 尚无特别有效的方法
。

杀伤酵母具有杀伤敏感酵母的能力
,

此 由胞质杀伤质粒介

导 lj[
。

为此
,

我们运用原生质体融合术将这一性状转移给啤酒酵母并探索在实际应用中的可

行性
。

本研究在安徽圣泉啤洒厂无锡轻工业学院联合育种实验室完成
。

l 材料与方法

L l 供试菌株

酿酒酵母 ( s a e e h a r o m y e e s e e r e v i s i a e ) ^ T e 仁 4 0 0 7 5 ( ha i s 4 k a r l
一

1 [ K I L
一

K Z

〕

〔N E X
一

0〕作为供体菌株
,

由日本歧阜大学掘津教授赠送
。

b
·

糖化酵母 ( S a e e h a r o m y e e s d i a s t a t i e u s ) N o
.

7
一

2 5 ,

为 K Z

标准敏感株
,

由掘津教授赠

送
。

c
.

啤酒酵母 (工业生产菌株 ) s C 一

00 2
,

5 2 6
,

s c 一
0 0 4

,

由联合育种实验室保存
。

d
.

其它试验菌株除注明外皆为本院菌种室保藏
。

.l2 培养基
’

a
.

M M 甘 Y N B w / o ( D i fc o ) 6
·

7 9 / L
,

甘油 2 0
·

om l / L
,

琼脂 2 0二09 / L
·
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一
0 4

一
0 1
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b
.

YE Po 酵母膏 20
.

0 9 /L
,

蛋白陈 1 0
.

09 / L
,

葡萄糖 2 0
.

0 9 / L
,

琼脂 2 0
.

0 9 / L
.

。
.

M Y G P Y E P D 培养基中补加 30
.

Om l / L 麦芽汁
。

1
.

3 受体菌株呼吸缺陷突变株的筛选

按 [ 2〕介绍的方法进行
。

1
.

4 杀伤酵母杀伤性能检测

按【3〕介绍的方法进行
。

1
.

5 原生质体制备
、

融合及再生

按文献〔4〕介绍的方法加以改进
。

一般步骤为取 18 一 2 h4 供体及受体菌株之 Y E P D 培

养液 s m l
,

离心收获细胞并洗涤
,

用 z y m ol ya
s e

20 T ( 日本通产省工微所 M i ya ke 博士赠 )酶

液悬浮细胞至 1 0
,

个 /m l
,

原生质体化 80 m in 后收获原生质体
。

将供
、

受体亲株原生质体等量

混合
,

用 1 0 m m o l / L C a Z+
高渗缓冲液洗涤一次

,

加入 4m l 3 0 % P E o (聚 乙二醇
,

分子量

4 0 0 0 )和 1 0m m o 一/ L e a Z + ,

室温放置 2 5 m i n
,

涂布或包埋融合物于以 0
.

7 m o l / L K e 一为渗透

压稳定剂之 Y E P D 中于 30 ℃培养 3一 7d
`

生长菌落再于 M M 甘 上选择
。

1
.

6 杀伤质粒提取及电泳

按〔5〕报道的方法进行
。

提取物用琼脂糖凝胶电泳 (1 %琼脂糖
,

8 o v ,

3一 4h) 鉴定
。

1
.

7 发酵试验
1 20 麦芽汁无菌分装于 2L 三角烧瓶内

,

每瓶 lL
,

接入于 23 ℃培养 3d 之酵母
,

接种量为

2 9 湿酵母 / L
,

再于 12 ℃培养 2 h4 后转人 6 只 S OOm l 三角烧瓶中
,

每瓶 巧 Om l
,

继续于 12 ℃

下发酵培养
。

2 结 果

2
.

1 受体菌株原生质体化条件

2
·

1
·

1 Z y m o l y a s e 2 0 T 最适使用浓度及

作用时 b1I 分别以 0
.

2
,

0
.

5 , 1
.

0
,

1
.

5 ,

2
.

o m g / m l 的 z y m o l y a s 。 Z o T 处 理 1 0
,

竺

个 / m l 酵母细胞
,

结果如图 1
,

2 所示
。

从 鲁
中可以看出不同菌株

,

对 z y m Q l ya
s 。 : O T

霎
的敏感性不完全相同

,

以原生质体形成 纂
率 9 0 %计

,

则 A T e e 4 4 0 7 5 需在 l m g / 虽

m l 浓度下用 a om i n
,
5 2 6 需在 x

.

s m g / m l

酶浓 度 下作用 6 0m in
.

同一 菌株对 z y
-

m ol ya
s “

20 T 存在一最适浓度
。

2
.

1
.

2 E n p A
, e a , + , 2一统 基 乙 醇 ( 2

-

M )E 对原生质体化 的影响
·

以 。
,

l m 。 l / L 图 1

E o T 入
,

0 : zm o l / L E n T ^ 与 0
.

l m o l / L Z
-

M E 及 2 0m m o l / L c a e 一:

在 3 D℃下

处理时间 ( m i n

不同酶浓度下 A T c c 咐 075 原生质体形成百分率

△一△ 、▲一▲
、

. 一.
、

O一O为分别使用

0
.

2
,

0
.

5
,

1
.

0
,

2
.

0 m s / m t z y m o l邓
s e 2 0T
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预处理经 22h培养的 5 6 2酵母细胞
,

然

后用 .0 s m g /m l 的酶液原生质体化
。

结

果显示在原生质体化初期
,

E D T A 及 2 -

M E 预处理可以加速原生质体形成
,

对

原生质体化后期几无作用
,

而 Z o m m 。 1

c a Z+
则能显著抑制 5 26 原生质体化 (图

3 )
.

2
.

1
.

3 培养时 间对原 生质 体的 影响

将 5 2 6
、

s e : 0 0 2 及 A T c C 4 4 0 7 5 接 入
Y E P D 培养基中于 30 ℃培养 6

, 1 3
,

1 8
,

2 0
, 2 2 , 2 4 h

,

收获细 胞后 以 1
.

s m g /m l

酶液处理 80 m in
,

计数原生质体形成率
,

结果如图 4 所示
。

2
.

1
,

4 培养基组成朴原生质体的影响

将 ^ T e e 4 4 0 7 5 及 5 2 6 接种至 Y E P G
、

P Y G 及 1 2
。

麦芽汁中于 30 ℃培养 18 一

24 h
,

然 后 用 1
.

sm g /m l 酶 液 处 理

1 00 m in
,

结果表明酵母细胞在 Y E P D 及

P Y G 中生长时
,

原生质体化较易
,

两者

无明显差异
,

而在麦芽汁中生长时
,

则

对原生质体形成不利
。

.2 2 影响原生质体再生的因素
2

.

2
.

1 原生质体化对再生的影响 以

1
.

s m g / tn l 酶液处理 5 2 6 和 s e 一
0 0 2 ,

1 1 / J尸

一
止 姚 丫

关丫
, J 尸产 成

一

》 /
’ -

2 0 40 60 80 10 0

处理时间

L20 14()

( m i n )

16 0 1 80

图 2 不同酶浓度下 5 26 原生质体形成百分率

△一△
、

▲一▲
、

. 一
.

.
、

O 一O 为分别使用

0
.

2
,

0
.

5
,

2
.

0
,

2
.

0 m g /m 一yZ m o 一y a s e 2 0T

10 0

欲 8D

6040即

à哥粗梁耸馒乌州

2 0 4 0 6 0 80 100 12 0

处理
、

时间 ( m i n 、

图 3 不同预处理后 52 6 在 。
.

s m g / ml
z y m o ly a s e Z叮 原生质体形成率

▲一人为对照
;

O一O为 .0 l m ol L/ E D T A 预处理
;

. 一. 为 0
.

l m o l / L E D T ^ 一
0一m o 一/ L Z

一
M E 预处理

;

△一△为 Zo m m o l / L c a Z+
预处理

9 12

培 养时间

15 18 21 24

〔 h )

图 组 培养时间对原生质体形成的影响

▲一▲为 5 2 6 ; O 一O 为 A T e e 峨寸0 7 5 ; . 一. 为 s e 一 0 02

定时取样镜检
、

计数以及经无菌蒸馏水处理

后涂布 Y E P D 平板及直接涂布高渗 Y E P D
,

计数生长 出的菌落
。

如以 90 呢原生质体化

计
,

则 5 26 原生质体再生率为另
.

25 %
,

s c
-

0 0 2 为 1
.

1 7 %
. _

2
.

2
.

玄 再生培养基对再 生的影响 将 5 26

原生质体涂布或包埋于高渗 M M 甘 时及 高

渗 Y E P D 中
,

于 30 ℃培养 2一 d7
.

5 26 原生

质体在高渗 M M 甘 中不能再生
。

渗透压稳定

506040即
,

0
ǎ欲à握辞缺挂唱州医
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剂以 10 % 蔗糖最好
。

包埋比涂布原生质体再生率高 2~0 1倍
。

2 .3 原生质体融合

将受体菌株原生质体与 AT C c 44 O7 5原生质体以 1 :1等量混合
,

然后在 尸E G 及 C a ’ +

介导下诱导细胞膜融合
,

融合产物涂布或包埋于再生培养基中于 30 ℃再生
.

。

生长菌落分别

点种或涂布 M M 甘 ,

划线分离纯化后作杀伤活性检测
,

结果如表 1 所示
。

将具有杀伤活性之

啤酒酵母接种于保藏斜面 (分别命名为咚 26
f 一

b k S C 一 Zf一 1
,
二介

。

表 l 单倍体杀伤酵母 (K Z )啤酒醉母 ( p 一 )间原生质体融合

—
.

丁几
.

一 _
`

. .

结 果

胞质融合子数 杀伤酵母数

声 2 6、

声 26 了二 s

A T C C 44 0 7 5

声 26 0J 4
.

4
言

声C 一
2 ; 4 3 3 3

.2 4 构建菌株发酵性能

以 1 5 o m l 发酵规模

对 S C
一

0 02 之衍生菌株作

发酵试验
,

结果如图 5 所

示
。

从中可以看出 k s c
-

Zf 一

n 之发酵性能与亲株

柑似
,

由此生产出的嫩啤

酒经三杯品评法品评
,

除 呈
略 带酸酚异味外未见 明

显 差 异
,

而 k s c 一 2厂 1 ,

k S C
一

2广8 之发酵性能与

亲株有差异
,

生产出的嫩

啤酒含有明显酸酚异味
。

.2 5 嫩啤酒抗菌效应及

1
.

0 10

1 0 00

8 9 10 1 1 12

其构建菌株杀伤性能表
’ _

”
.

`
-

- 一

发醉时间 (d ,

达稳定性

将 k s --c 2,
一

n 接 入
·

图 5 杀伤 cs
一

002 发酵试验

1 2
。

麦芽汁中于 1 0℃发酵
:

一
为 s c一 Do Z ( c

o n` r o , ) ;
O一O为 k s c 一

2 ,一 1 1 ; ▲一▲

10 d ,

离心取上清液再经 为 k sC
一
Z r一 18 泊一△为乡sc

一

2f
一

iX1 一 `

朴 sc
一
2f

一
8

0
.

22 、 亩滤膜过滤除酵母细胞后置 4℃存放
,

定期取样加入一定数目的敏感酵母细胞置 2 0℃

孵育 h3 后分析活细胞数
。

发酵液在 4℃存放 4 周后仍保持较高杀伤活性
。

ks C
一

2,
一

11 在斜面

上于 20 ℃连续传代 15 次仍保待完好的杀
`

伤性能
。
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3 讨 论

啤酒酵母通常为双倍体或多倍体
,

几乎不能形成抱子
,

交配能力极为低下甚至缺如
,

通

过诱变极难获得染色体遗传标志
,

且即便获得了染色体遗传标志
,

也可能同时破坏了亲株原

有的优良特性
。

因此
,

运用啤酒酵母的现代育种手段
,

主要有胞质介导法困
、

原生质体技术及

基因工程技术
。

杀伤酵母表达杀伤性能是由其胞浆中的 M
一

ds R N A 介导
,

因此
,

杀伤啤酒酵

母的选育
,

其基点就是 M
一

ds R N A 转移与稳定表达
。

.

原生质体融合技术中原生质体化步骤至关重要
。

一般认为
,

待原生质体化酵母细胞需用
E D T A 等预处理 以便提高原生质体化率或缩短原生质体化时间

,

但在我们的实验中发现

E D T A 及
`

2
一

M E 预处理时所试菌株的原生质体化无显著影响
,

而离子成分特别是 C a ,十
则能

抑制原生质体化
。

细胞的菌龄
、

生长培养基
、

酶使用浓度对原生质体化也有极显著的影响
。

运用原生质体融合技术获得的具有杀伤性能之 s c 一

00 2 衍生菌株能十分稳定地表达杀

伤性能
,

核酸电泳分析法显示杀伤质粒的转移
。

其中 k s c 一 Zf 一

n 具有与亲株相似的发酵性

能
,

所产生出的嫩啤酒可保存数周的杀伤活力
。

因此
,

运用有杀伤性能的啤酒酵母不但可以

防止发酵过程中野生酵母的污染
,

且可有效地防止贮藏期野生酵母的污染
。 。

在研究中也发现构建的杀伤啤酒酵母中多数出现发酵性能改变
,

发酵液中带有较明显

的酸酚异味
,

这可能与供体线粒体及胞质其它遗传物质有关 7[, 幻
。

致 谢

本研究得到了方惠英
、

章文琦等老师和圣泉啤洒厂秦武
、

明明
、

姜惠珠等同志的支持与帮助在此一并致谢
。

参 考 文 献

M
a k o w e M a n d B e

va
n E A

.

P r o e In s t C o n s e r G e n e t ,

1 9 6 3 ; X l ( I )
:
2 0 2

诸葛健
·

发酵微生物学实验技术
,

江苏
:

江苏调味品站
,

19 85
; 199 一 2 00

王正祥
.

天津微生物
,

1 9 8 7 ; 2 1 ( 4 )

焦瑞身
·

微生物生理代谢实验技术
.

北京
:

科学出版社
,

19 90
, 291 一 2 95

K i t a n o K , e t a一
’

J F o r m e n t T e e h n o l ,

1 0 5硕; 6 2
:
z

S P e n e e r J F T a n d s p e n e e r D M
.

J I n s t B r e w ,
19 7 7 ; 8 3

:
2 8 7

H a m m o n n d J R M
,

a n d E c k e r s l e y R w
·

J I n s t B r e w ,
1 9 8 d ; 9 0

: 16 7

G o o d e y A R a n d T u b b R 5
.

J G e n
M i e r o b i o l , 1 9 8 2 ; 1 2 8

:
26 15



2 2 2无 锡 轻 工 业 学 院 学 报 第 11卷第 3期

Br e e i dn go fBr e w in gYe a st w it hK i i l ln gC har e at e r i st ie

W n aZ g he n gx in aZ gu ge J in a

D (
e Pt

.

o fFe rm e nt at io n
.

En g
.

)

A b st r aet Br e w iny ge a st sw it k i hli ln ge har aet e r i st i亡 we r e e o n st r ut e b dy Pr ot o P la st fu sio n
.

T he k i li ln ge hr a
e at e r i st ie e o u l dbe ex Pr e se s dst e a di ly

.

Ex Pe r im e nt s s ho we dt hat t he ne w

Pr o de ue r
,

k S C
一

2 , 一 1 1
,

h a d t h e

b e 七 r P r o d u e e d b y k S C 一 Z f 一 1 1

t a s t s a n d i t s a n t i s e P t i e P o w e r

s a m e fe r m e n t a t i o n p r o p e r t y a s i t s p a r e
呼

·

T h e q u a l i t y o f t h e

w a s n e a r l y t h e s a m e a s t h a t o f i t s p a r e n t
,

S C
一

0 0 2
,

i n t h r e e

m a i n t a i n e d
、

允 r a t l e a s t 4 w e e k s a t 4 oC
.

K e y
一

w o r d s K i l l e r ; Y e a s t ; P r o t o P la s t : F e r m e n t a t i o n


