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利用菊芋一步法生产酒精工程菌　　
构建的研究　　　

李雪雁，张 维，张秀兰，李 冰
（兰州理工大学生命科学与工程学院，甘肃 兰州７３００５０）

摘要：为了构建一种能够直接利用菊芋（Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ　ｔｕｂｅｒｏｓｕｓ）来进行酒精发酵的融合菌株，选择适宜的原生质体

制备与融合条件，将自行筛选所得的一种能高产菊粉酶的青霉菌与酿酒酵母进行原生质体融合，选择性地检出融

合子，对其产酶能力、产酒精能力进行测定，并对其遗传稳定性进行研究，最终确定筛选出一株各项性能较优的融

合菌株Ｒ８。酒精发酵试验结果显示，菌株Ｒ８发酵菊粉的酒精得率为４１．１６％，原料糖分利用率为７５．５２％。
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　　菊芋（Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ　ｔｕｂｅｒｏｓｕｓ）是菊科向日葵属中

能形成地下块茎的栽培种，其块茎中菊粉含量可占

其干质量的７０％以 上，且 这 种 植 物 适 应 性 强，产 量

高，价格低廉，是一种宝贵的半野生资源，具有极大

的开发利用价值。菊芋是酒精发酵的良好糖源，近

年来，有关利用微生物菊粉酶进行菊芋酒精发酵的

报道［１］相继出现，但选育高产酒精菌种直接应用于

生产仍是人 们 努 力 的 方 向。余 响 华 等［２］以 Ｋ氏 酵

母、糖化酵母为亲本，采用单亲灭活原生质体融合技

术进行属间融合，构建可直接转化淀粉产酒精的菌

株。结果 获 得 高 于９２％的 形 成 率 和６．５％的 再 生

率，最终获得 一 株 性 状 稳 定、酒 精 转 化 率 高 的 融 合

子，在含５．０％的可溶性淀粉发酵液中，酒精度可达

７．０％。本研究通过设定合适的原生质体制备与融

合条件，使酿酒酵母［３］与一种能高产菊粉酶的青霉

菌菌株进行原生质体融合，通过测定融合菌株的产

菊粉酶能力和产酒精能力，选用各项性能较优的融

合子作为利用菊芋进行酒精发酵的菌株，旨为生物

质可再生资源转化生产燃料酒精提供理论依据和研

究资料。

１　材料与方法

１．１材料

１．１．１菌种　酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）
为兰州理工大学生命学院微生物实验室保存；青霉

菌（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）为 本 试 验 前 期 工 作 中 筛 选 所 得 产

菊粉酶的菌株。

１．１．２培养基

酵母ＹＰＤ培 养 基：蛋 白 胨１０ｇ·Ｌ－１，葡 萄 糖

２０ｇ·Ｌ－１，酵母膏１０ｇ·Ｌ－１。

青 霉 菌 培 养 基：菊 粉４０ｇ·Ｌ－１，酵 母 膏 ５

ｇ·Ｌ－１，（ＮＨ４）２ＨＰＯ４１０ｇ·Ｌ－１。

再生培 养 基：将１５％蔗 糖（溶 透 稳 定 剂）加 入

ＹＰＤ培养基，成分参见酵母ＹＰＤ培养基。

融合子酒精发酵培养基：菊粉９０ｇ·Ｌ－１，酵母

膏５ｇ·Ｌ－１，蛋白胨１０ｇ·Ｌ－１。

１．１．３试剂　Ｎａ２ＨＰＯ４、柠檬酸、蔗糖、ＥＤＴＡ、β－巯
基乙醇、ＰＥＧ、ＣａＣｌ２、蜗 牛 酶、纤 维 素 酶、酒 石 酸 钾

钠、醋酸钠、冰醋酸和果糖，试验所涉及药品均为分

析纯。

１．２方法

１．２．１菌种活化与扩 大 培 养　试 验 中，由 于 酿 酒 酵

母和青霉菌 冷 藏 了 一 段 时 间，故 需 对 其 活 化１～２
代。方法为在试管斜面培养基上，２８～３０℃培养４８
ｈ，然后转接入液体摇瓶中（装量为１００ｍＬ／５００ｍＬ
三角瓶），２８～３０℃，２００ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养。

１．２．２原生质体制备

酵母菌原生质体制备

１）离心洗涤、收集细胞：分别取５ｍＬ上述培养
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至对数生长 期 的 酵 母 细 胞 培 养 液，３　０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１０ｍｉｎ，弃上清液，向沉淀的菌体中加入５ｍＬ
缓冲液，用无菌接种环，搅散菌体，振荡均匀后离心

洗涤１次，再用５ｍＬ高渗缓冲液离心洗涤１次，收

集菌体。

２）酶解脱壁：向 收 集 的 菌 体 中 加 入３ｍＬ脱 壁

预处理剂，振荡均匀，于３０℃保温３０ｍｉｎ，离心５～
１０ｍｉｎ，弃上 清，无 菌 水 洗 涤２次。所 用 脱 壁 酶 为

１．５％蜗牛 酶，３０℃，１５０ｒ·ｍｉｎ－１轻 微 振 荡，每 隔

３０ｍｉｎ取样镜检酶解程度，处理１～２ｈ即可停止酶

解处理，加入１０％蔗糖溶液低渗冲击，然后离心５～
１０ｍｉｎ，弃 酶 液，收 集 原 生 质 体 及 未 酶 解 细 胞［４－６］。

用高渗溶液洗涤，悬浮于原生质体保存液。

青霉菌原生质体制备：用无菌接种环从静置液

体培养的三角瓶中挑出菌膜（对数生长期内），置于

无菌的圆底离心管中，用４ｍＬ，加入３ｍＬ脱 壁 预

处理剂，稍微振荡，于３０℃保温３０ｍｉｎ，离心５～１０
ｍｉｎ，弃上清，用４ｍＬ，去上清液，加入２％纤维素酶

和１％蜗 牛 酶 混 合 酶 液 共３ｍＬ，同 时 加 入０．１ｍＬ
１０％β－巯基乙醇，于３０℃水浴酶解３ｈ，间或摇动。

酶解结束后，２　５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃酶液，收

集原生质体及未酶解细胞［７－８］。

１．２．３原生质体再生　将原生质体稀释适当倍数后涂

于再生高渗培养基平板，２８℃培养，３～５ｄ后观察。

１．２．４原生质体融合　取两亲本原生质体各１ｍＬ，

混合于灭菌小试管中，２　５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，

弃上清液，向上述沉淀菌体中加入２ｍＬ促溶剂，轻

轻摇匀，３２℃水浴保温３０ｍｉｎ，取适量，适当稀释后

涂布于完全培 养 基 固 体 平 板 上，２８℃培 养３～５ｄ
后观察。

１．２．５融合子的性能测定　挑取原生质体融合后在

以菊粉为唯一碳源的培养基平板上长出的若干大菌

落接种，３０℃培养２４～４８ｈ，后转接于液体完全培

养基中。利用其营养标记、酶活力的测定、融合子的

酒精发酵特性、细胞形态、体积大小、繁殖速率、发酵

强度等方面的观察和测定结果来鉴定融合子。

１）融合子菊粉酶活力测定：菊粉酶的活力分为

内切酶活力（Ｉ）和外切酶活力（Ｓ），具体测定方法见

参考文献［９］。

２）酒精浓度 测 定：取１００ｍＬ成 熟 发 酵 液 到 蒸

馏瓶中，加 入１００ｍＬ水，混 匀 后 蒸 馏。取 馏 出 液

１００ｍＬ。用酒 精 比 重 计 测 定 馏 出 液 中 的 酒 精 浓

度［１０］，再校正为２０℃时的酒精浓度。

３）糖分利用率与酒精的实际出率的计算参考文

献［１１］。

２　结果

２．１原生质体制备条件的选择

２．１．１菌龄　原生质 体 的 形 成 与 菌 龄 有 很 大 关 系，

本试验选取对数生长期的酵母细胞培养液，培养时

间控制在１２ｈ以内。丝状真菌生长较慢，１８ｈ以后

肉眼才能看见菌膜，因此，菌龄控制在２４ｈ内，以更

好地形成原生质体。

２．１．２脱壁条件的选择　酵母原生质体制备一般选

用蜗牛酶作为脱壁酶，本试验所采用的蜗牛酶浓度

为１．５％，酶解时间１～２ｈ。丝 状 真 菌 类 原 生 质 体

制备一般选用蜗牛酶，纤维素酶不同浓度的组合酶

系，本试验选择２％纤维素酶加１％蜗牛酶的混合酶

液，丝状真菌所 需 脱 壁 时 间 较 长，酶 解 时 间 约３ｈ，

究其原因可能是菌膜没有被捣碎，酶与菌丝体接触

面积小，不利于原生质体的释放。

２．２原生质体的融合及融合子的检出　采 用

ＰＥＧ（ＭＷ　６０００）促 融 法，将 两 亲 本 等 比 例 混 合，

ＰＥＧ浓度为３０％，３２℃水浴保温３０ｍｉｎ。

原生质体融合的两个亲本，其一为可以产生菊

粉酶的青霉菌，其二为可以进行酒精发酵的酵母菌，

二者融合以后直接采取选择性培养基鉴定的方法可

很容易检出真正的融合子，挑取原生质体融合后长

出的若干大菌落接种在以菊粉为唯一碳源的培养基

平板上，３０℃培养２４～４８ｈ。后转接于液体完全培

养基中，其融合子的酒精发酵特性、酶活力测定、细

胞形态、体积大小、繁殖速率等方面的观察和测定结

果表明，均不同于双亲菌株，因此，可确定为融合子。

２．３酒精 发 酵 菌 株Ｒ８菌 落 形 态　Ｒ８菌 株 在

平板上的菌落形态更接近于酵母菌，只是菌落透明

度并不高，同时没有表现出很明显的青霉菌菌落的

形态（图１）。

２．４融合子性能测定及筛选　通过对初步确定

的１６株融合菌株的进一步性能测定，包括其产菊粉

酶的能力、产酒精的能力以及遗传稳定性的研究，最
终确定一株利用菊芋发酵产生酒精的菌株。

２．４．１ 产菊粉酶能力测定　融合菌株Ｒ１、Ｒ３、Ｒ４、

４３８
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图１　Ｒ８菌株平板菌落形态

Ｆｉｇ．１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｒ８ｓｔｒａｉｎｓ　ｆｌａｔ　ｃｏｌｏｎｙ

Ｒ８、Ｒ１４产菊粉酶活力均极显著高于其他各组（Ｐ＜
０．０１）（图２）。为 了 能 从 中 筛 选 出 产 酒 精 能 力 强 的

发酵菌种，本研究将产菊粉酶活力相对较好的融合

菌株Ｒ１、Ｒ３、Ｒ４、Ｒ１０、Ｒ１１、Ｒ１４，在进一步的产酒精

能力试验中都作为考察对象。

２．４．２产酒精能力的测定　菌株Ｒ３和Ｒ８的 产 酒

精能力均极显著高于其他各组（Ｐ＜０．０１），而且酒

精得率均为４１．１６％（图３），这可能是因为菌株Ｒ３
的酒精耐受性比Ｒ８好，Ｒ８的产酶能力随发酵液中

酒精浓度的增加而受到抑制。但考虑到Ｒ８产菊粉

酶活力高于Ｒ３，基本确定Ｒ８作为后续酒精发酵的

菌株。测定误差，进行数据描述和分析。

２．４．３ 融合子稳定性测定结果　融合子Ｒ８稳定性

图２　Ｒ１－Ｒ１６菊粉酶活力测定结果

Ｆｉｇ．２　Ｉｎｕｌｉｎａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　Ｒ１－Ｒ１６
注：不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下同。

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｏｗｅｒ　ｃａｓｅ　ａｎｄ　ｃａｐｉｔａｌ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｉｎｕｌｉｎａｓｅ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ａｍｏｎｇ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｆｕｓｉｏｎ　ｓｔｒａｉｎ　ａｔ

０．０５ａｎｄ　０．０１ｌｅｖｅｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

图３　融合菌株酒精发酵得率测定

Ｆｉｇ．３　Ａｌｃｏｈｏｌ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｕｓｉｏｎ　ｓｔｒａｉｎｓ

测定结 果 表 明，四 代 以 内，酒 精 得 率 不 变，均 为

４１．１６％，内切酶与外切酶活力有所波动，均 为 无 规

律小范围波 动，稳 定 性 相 对 良 好（表１）。最 终 选 择

融合菌株Ｒ８作为进行后续发酵的菌株。

３　结论

选用适合酿酒酵母和青霉菌的不同原生质体制

备条件，经融合与鉴定，筛选出了１６株融合子，分别

对其产菊粉酶和产酒精能力及其三代以上遗传稳定

性做了测定，最终确定最优菌株为Ｒ８，内切酶活力

为８．９７Ｕ·ｍＬ－１，外切酶活力为２５．０９Ｕ·ｍＬ－１，
酒精得率为４１．１６％，原料糖分 利 用 率 为７５．５２％，
稳定性良好。

５３８
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表１　融合子Ｒ８稳定性测定结果

Ｔａｂｌｅ　１　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｆｕｓｉｏｎ　Ｒ８

　　　传代数

　　　Ｐａｓｓ　ａｌｇｅｂｒａ

第一代

Ｆｉｒｓｔ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

第二代

Ｓｅｃｏｎｄ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

第三代

Ｔｈｉｒｄ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

第四代

Ｆｏｕｒｔｈ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

内切酶活力

Ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ／Ｕ·ｍＬ－１
８．８２　 ９．２５　 ９．０８　 ８．９７

外切酶活力

Ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ／Ｕ·ｍＬ－１
２５．６０　 ２４．３９　 ２４．７７　 ２５．０９

酒精得率

Ｅｔｈａｎｏｌ　ｙｉｅｌｄ／％
４１．１６　 ４１．１６　 ４１．１６　 ４１．１６

　　利用原生质体融合技术构建出一种可以直接利

用菊芋为原料来发酵产生酒精的菌种，经过初步的

性能测定，筛选出一种产菊粉酶和产酒精能力较优

的菌株，为进一步提高菊芋酒精发酵的产量有一定

的参考意义。
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