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ARTP 诱变以及基因组重排筛选具有耐高温性能 

的酿酒酵母 
 

赵宇，刘珊珊，陈叶福，郝爱丽，洪坤强，付肖蒙，王鹏飞，肖冬光 

（工业微生物教育部重点实验室，天津市工业微生物重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457）
 

摘要：在工业生产中，酿酒酵母进行高温发酵具有发酵速度快、发酵周期短、发酵原料黏度低、生产成本少并且更适用于同步

糖化发酵工艺等优点，因此，选育耐高温的酿酒酵母菌株在工业应用方面具有重要意义。本研究以从工业菌种中分离出来的酿酒酵母

AY12 作为出发菌株，对其进行常压室温等离子体诱变，在 37 ℃下进行初筛，得到 150 株单菌落长势较好的菌株。将其进行产孢、

杂交以实现基因组重排，在 37 ℃下进行复筛，得到 137 株生长性能良好的菌株。在 35 ℃玉米水解液中发酵，进行二次复筛，从而获

得具有良好发酵性能的 14 株菌株。最后，进行 35 ℃同步糖化发酵，并测定每菌株的乙醇产量和残糖含量。，最终筛选出 7 株具有良

好耐高温发酵性能的菌株，其中发酵性能最好的菌株为 L-38，其同步糖化发酵完成后，乙醇产量为 16.20%（V/V），较出发菌株 AY12

提升了 8.00%，残糖含量为 35.50 g/L，较 AY12 降低了 32.38%。 
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Abstract: Saccharomyces cerevisiae has the advantages of fast fermentation speed, short fermentation cycle, low viscosity of fermentation 

raw materials and low production cost during the high temperature fermentation in industrial production, which is more suitable for 

simultaneous saccharification fermentation technique. Therefore, S. cerevisiae strain with high temperature tolerance is of great significance in 

the industrial application. In this study, AY12 was used as the starting strain, which was isolated from industrial strains. The strain was mutated 

by atmospheric and screened at 37 ℃. Then, 150 strains with good colony growth were obtained. By the way, the stains were carried out to 

achieve genome shuffling by sporulation and hybridization, and 137 strains with good growth performance were obtained by re-screening at 

37℃. After fermentation in the corn hydrolysate at 35 ℃, 14 strains were obtained with good fermentation performance. The strains were 

rescreened by the simultaneous saccharification fermentation at 35 ℃, and the ethanol yield and residual sugar content of each strain were 

determined. Finally, 7 strains were screened with good tolerance to high temperature fermentation. L-38 was screened as the best fermentation 

performance strain after the simultaneous saccharification fermentation. Compared with the starting strain AY12, the ethanol yield of L-38 was 

16.20% (V/V), which increased by 8.00%., and the residual sugar content was 35.50 g/L, which was 32.38% lower than that by AY12. 
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ARTP（常压室温等离子体）是进行高效诱变的

一种新方法，属于 APNED（常压非平衡放电等离子 
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体）[1]的一种。APNED 是由带电粒子（电子、阴离子

和阳离子）、中性粒子（激发的原子或分子）、自由基、

光子（可见光和紫外线）以及电磁场组成的，其中各

组分的比例因等离子体的放电电压、产生方式以及气

源种类的不同而略有差异[2]。ARTP 生物育种技术因

其操作便捷性、安全性以及高效性等特点得到了广泛

的应用，在微生物育种领域里发挥着重要的作用[3]。
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目前，ARTP 生物育种技术已经成功用于百余种微生

物的性能改造，包括细菌、真菌以及微藻等，涉及生

产能力、细胞生长速度及耐受性等表型的改变[4~6]。 
基因组重排技术是分子定向进化在全基因组水平

上的延伸，它将重组对象从单个基因扩展到整个基因

组，可以在更广的范围内对菌种的目的性状进行优化

组合[7]。在进行基因组重排之前，要先有一个含有不

同正突变基因的基因组库。通过经典的诱变育种得到

目的性状发生改变的正突变菌株，以构成所需要的基

因组库，然后通过原生质体融合的方式使这些正突变

菌株的基因得以随机重组，控制筛选条件筛选出目的

性状得到进一步改进的菌株群作为下一轮基因组重排

的出发菌株。通过多轮的随机重组，即可以快速而高

效的选育出性状得到较大改进的杂交菌株。大量的研

究表明，经过基因组的重排可以筛选出具有耐盐性、

广谱 pH 以及高效利用淀粉水解液的融合菌株[8~10]。 
本研究以从工业菌种中分离出来的菌株 AY12 作

为出发菌株，对其进行 ARTP 等离子诱变从而增加基

因的多样性，然后对诱变后的菌株进行基因组重排，

37 ℃条件下对重排菌株进行初筛后，在 35 ℃条件下

进行玉米水解液发酵测定其发酵性能，将发酵性能优

良的菌株进行 35 ℃同步糖化发酵，以进行二次复筛，

最后确定出具有耐高温发酵性能的酿酒酵母菌株。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  菌株 
工业酿酒酵母 AY12，安琪酵母（伊犁）有限公

司。 

1.1.2  培养基与溶液 
YEPD 培养基：2%葡萄糖，2%蛋白胨，1%酵母

浸粉，pH 自然，115 ℃高压蒸汽灭菌 20 min。固体培

养基需再添加 2%琼脂粉。 
YPK 预产孢培养基：1% KAC，1%酵母浸粉，2%

蛋白胨，115 ℃高压蒸汽灭菌 20 min。 
高效液体生孢培养基：1% KAC，0.1%酵母浸粉，

0.05%葡萄糖，50 mg/L 腺嘌呤，100 mg/L 组氨酸，50 
mg/L 尿嘧啶，100 mg/L 色氨酸，100 mg/L 亮氨酸（根

据需要可省却特定的氨基酸成分），在 115 ℃条件下

灭菌 20 min。 
软化缓冲液：10 mmol/L 二硫苏糖醇，100 mmol/L 

Tris-SO4，调节 pH 至 9.4。 
原生质体缓冲溶液：2.1 mol/L 山梨醇，10 mmol/L

磷酸钾，调节 pH 至 7.2。 

0.5% Triton X-100：量取 0.5 mL Triton X-100 溶于

少量蒸馏水并定容至 100 mL。 
3%蜗牛酶：量取 3 g 蜗牛酶固体粉末溶于少量蒸

馏水并定容至 100 mL。 
1.1.3  主要试剂 

酵母浸粉：北京奥博星生物技术有限公司；胰蛋

白胨：北京奥博星生物技术有限公司；乙酸钾：天津

市北方化玻购销中心；磷酸钾（分析纯）：天津市凯通

化学试剂有限公司；硫酸：天津市化学试剂一厂；尿

嘧啶：上海生物工程有限公司；山梨醇：北京泛基诺

科技有限公司；二硫苏糖醇：北京泛基诺科技有限公

司；玉米粉：市售。 

1.2  仪器与设备 

台式离心机 T gL-16C；上海安亭科技仪器厂；岛

津紫外分光光度计 UVmini-1240：岛津仪器（苏州）

有限公司；高压蒸汽灭菌锅：山东新华医疗器械厂；

ARTP 等离子体诱变仪 ARTP-II 型：北京思清源生物

科技有限公司；1260Infinity 型高效液相色谱仪：美国

安捷伦科技公司；UV-5200 型紫外可见分光光度计：

上海元析仪器有限公司；SeverEasy 型 pH 计：瑞士梅

特勒托利多仪器有限公司。 

1.3  分析方法 

(1)同步糖化发酵酒精浓度的测定：酒精计法[11]。 
(2)还原糖的测定：斐林法[12]。 
(3)酿酒酵母玉米水解液发酵参数的测定：高效液

相色谱法[13]。 
(4)生长曲线的测定：全自动生长曲线测定仪[14]。 

1.4  实验内容 

1.4.1  酿酒酵母菌株 AY12-G 的 ARTP 诱变处

理 
取一环菌泥接入 5 mL YEPD 液体培养基中，

30 ℃，180 r/min 的摇床培养 12 h 后，取菌液 500 μL
至 5 mL新鲜的YEPD液体培养基中，30 ℃，180 r/min
的摇床培养 4~6 h。取适量上述菌液用生理盐水稀释

1000 倍，取 10 μL 稀释后的菌液点于 ARTP 诱变载片

上进行诱变处理，处理时间分别为 20 s、30 s、40 s、
50 s、60 s 和 70 s。诱变处理完成后，将处理后的载片

置于加有 1 mL 无菌生理盐水的 2 mL 离心管中，漩涡

震荡仪剧烈震荡 3 min，取震荡后的菌液涂布于 YEPD
平板，置于 30 ℃恒温培养箱中进行培养。绘制第一

轮致死曲线，取死亡率≥60%至 100%的时间段，进行

下一轮致死曲线的测定，循环数次，直至选择出合适
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的诱变时间。 
根据绘制出来的致死曲线选取合适的诱变时间按

照上述步骤对出发菌株进行 ARTP 诱变。 
1.4.2  突变菌株的基因组重排 

取活化后的突变菌株，接种量 10%（V/V），接种

于 5 mL 的 YEPD 液体培养基中，在 30 ℃，180 r/min
条件下培养约 11 h 至对数期，5000 r/min 离心 30 s 去
上清收集菌体，用无菌水洗涤三次后，接种于 50 mL 
YPK 预产孢培养基中，28 ℃，180 r/min 条件下培养

12 h，5000 r/min 离心 30 s 去上清收集菌体，无菌水

洗涤三次后，将菌体重悬于 50 mL 的高效液体生孢培

养基中，28 ℃，180 r/min 条件下培养 5 d。5000 r/min
离心 30 s 去上清收集生孢后的细胞，用软化缓冲液重

悬细胞使其最终浓度为 5 OD600/mL，30 ℃条件下培

养 10 min 后，5000 r/min 离心 30 s 去上清收集菌体，

用原生质体缓冲溶液重悬细胞使其最终浓度为 25 
OD600/mL，加入浓度为 3%的蜗牛酶使其最终浓度为

0.5 mg/OD600，30 ℃条件下反应 30 min 后，5000 r/min
离心 30 s 去上清收集菌体，用等量的 0.5%（V/V）的

Triton X-100 洗涤一次后，再用 0.5%（V/V）的 Triton 
X-100 重悬使孢子反应液为总体积的 1/4，用超声波震

荡该体系，使子囊壁充分破裂释放出孢子，期间不断

观察破壁效率，待视野中无二倍体细胞时，终止超声

破碎，用无菌水洗涤三次后，重悬于 0.5%（V/V）的

Triton X-100 中并将其 4 ℃进行保存。将保存在 Triton 
X-100中的孢子用无菌水洗涤三次后重新接入100 mL 
YEPD 液体培养基中，30 ℃，100 r/min 条件下培养

24 h 使孢子进行充分接合形成二倍体菌株，将所得菌

液涂布于YEPD平板上在37 ℃下培养24 h进行初筛。

选出长势好的菌落进行玉米水解液发酵进行复筛，选

出乙醇产量较高的菌株进行同步糖化发酵验证，最终

选出耐高温性能好的重排菌株。 
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1.4.3  数据统计分析 
对实验过程中所得到的数据进行统计分析，本文

均采用的统计量为标准差[15]。标准差是指样本测量值

与其算数平均数离差平方的算术平均数的平方根，用

公式表示为： 

∑
=

−=
N

i
ix

N 1

2)(1 μσ  

公式中数值 x1，x2，x3，......xN(皆为实数)，其平均值(算术

平均值)为 μ，标准差为 σ。 

2  结果与讨论 

 
 

2.1  酿酒酵母菌株AY12的ARTP 诱变结果 

对酿酒酵母进行 ARTP 诱变时，一般使用对数中

后期的菌进行诱变，由于此时菌株活力高，繁殖旺盛

且易发生突变。为了确定菌株 AY12 对数中后期的位

置，测定并绘制了 AY12 的生长曲线见图 1。由图可

以看出应该对培养 4~6 h 的酵母细胞进行诱变处理。 

 
图1 AY12的生长曲线 

Fig.1 The growth curve of AY12 

诱变的致死率约为 80%时，筛选到正向突变菌株

的可能性最大，对出发菌株 AY12 进行诱变处理，并

绘制致死率曲线见图 2。对 AY12 进行诱变处理后，

突变细胞数量比较少且容易发生回复突变，因此将诱

变后的菌液接入 YEPD 液体培养基中，在 30 ℃，180 
r/min 的条件下进行一段时间的稳定培养，扩大突变细

胞的数量并使突变具有稳定遗传能力。将经过培养后

的菌液稀释涂布到 YEPD 平板上，置于 37 ℃恒温培

养箱内培养 24 h，从平板上选取较大的菌落进行保存，

共筛选出突变菌株 150 株。 

 
图2 AY12的致死率曲线 

Fig.2 The death rate curve of AY12 

2.2  突变菌株进行基因组重排筛选耐高温菌

株 
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将 ARTP 诱变后筛选出来的 150 株菌进行基因组

重排，以进一步提高菌株的耐高温性能。对突变菌株

进行产孢以、孢子纯化以及接合，将得到细胞涂布于

YEPD 平板上，置于 37 ℃培养箱内培养 24 h，从平

板上选取较大的菌落保存并进行复筛，共筛得 137 株

突变株。采用 35 ℃玉米水解液发酵对 137 株突变株

进行二次复筛，发酵结束后乙醇含量和残糖含量的部

分结果见图 3 和图 4。 
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图3 重排菌株玉米水解液发酵乙醇含量 

Fig.3 The ethanol content of genome shuffling strains by corn 

hydrolysate fermentation 

 
图4 重排菌株玉米水解液发酵残糖含量 

Fig. 4 The residual sugar content of genome shuffling strains by 

corn hydrolysate fermentation 

由图可知，在进行玉米水解液发酵的 137 株菌中，

共有 14 株菌的乙醇产量较出发菌株有 10%~14%的提

升，残糖含量较出发菌株有小幅度的下降，即综合发

酵性能较出发菌株有所提升。 
将这 14 株菌命名为 L-X 并按照同步糖化发酵工

艺，主发酵温度为 35 ℃进行发酵实验，并测定每菌

株的乙醇产量和残糖含量见图 5 和图 6。 
综合乙醇产量的提升和残糖含量的降低，从 14

株菌中选出 7 株发酵性能比较好的菌株作为后续高温

驯化实验的出发菌株。这 7 株菌分别为 L-19、L-25、
L-26、L-38、L-90、L-122 和 L-130，其中发酵性能最

好的菌株为 L-38，其同步糖化发酵完成后，乙醇产量

为 16.20%(V/V)，较出发菌株 AY12 的乙醇产量提升了

8.00%，残糖含量为 35.50 g/L，较 AY12 的残糖含量

降低了 32.38%。 

 
图5 重排菌株同步糖化发酵乙醇含量 

Fig.5 The ethanol content of genome shuffling strains by 

simultaneous saccharification fermentation 

 
图6 重排菌株同步糖化发酵残糖含量 

Fig.6 The residual sugar content of genome shuffling strains by 

simultaneous saccharification fermentation 

3  结论 

在本研究中，我们对出发菌株 AY12 进行 ARTP
诱变以及基因组重排，目的是为了获得具有更好耐高

温性能以及更适于进行同步糖化发酵的酿酒酵母菌

株。由于 ARTP 诱变对生物的遗传物质损伤效果明显、

损伤机制丰富，尤其是对于染色体等真核生物的遗传

物质均有很强的损伤效果[16]，与传统的诱变方法相

比，采用 ARTP 能够有效造成 DNA 多样性的损伤，

突变率高，并易获得遗传稳定性良好的突变株，因此

可以用来构建基因组重排之前需要的原始突变文库。

通过乙醇产量以及残糖的含量结果，最终筛选出 L-38
为具有良好的耐高温性能菌株，较出发菌株 AY12 的

乙醇产量提升了 8.00%，残糖含量降低了 32.38%。 
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