
第  44 卷第  12 期  总第  309 期  |  2025 年  12 月  | 食品与生物技术学报Journal of Food Science and Biotechnology

原生质体融合技术选育低甲醇果酒酵母

张会香  林 楠  吴佳儒  程 鑫  梁韦武  杨世军

（桂林理工大学化学与生物工程学院，广西  桂林  541004）

摘要：【目的】利用原生质体融合技术选育低甲醇果酒酵母。【方法】以酵母 LAB 和酵母 XR 为亲本酵母，通过

原生质体融合技术选育可在果酒发酵中产生低甲醇质量浓度、高乙醇体积分数的酵母菌株。以原生质体形

成率、再生率和制备率为指标，通过单因素与正交试验优化酵母原生质体制备工艺；采用紫外线照射和加热

2种方式对双亲原生质体进行灭活，并采用 35 g/dL的聚乙二醇 6000（PEG-6000）对灭活后的原生质体进行化

学融合。【结果】原生质体最佳制备条件为：蜗牛酶质量浓度 2.0 g/dL、酶解时间 2.0 h、EDTA-巯基乙醇质量浓

度 1.25 g/dL、EDTA-巯基乙醇处理温度 30.0 ℃。在此条件下，原生质体形成率为（93.61±0.86）%、再生率为

（24.23±0.52）%、制备率为（22.68±0.29）%。经化学融合后共获得 19 株融合子，通过酿酒试验筛选出融合子

lx3；与亲本酵母 XR 相比，其发酵果酒中甲醇质量浓度降低了 50.87%，乙醇体积分数维持稳定。【结论】该研

究成功选育出一株酿造低甲醇质量浓度、高乙醇体积分数百香果壳果酒的酵母菌株。
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Abstract: [Objective] This study aims to breed a fruit wine yeast strain with low methanol production by 

protoplast fusion. [Method] With yeast strains LAB and XR as parents, protoplast fusion was employed to breed 

the yeast strains for fruit wine fermentation with a low mass concentration methanol and a high volume fraction  

ethanol. The process of yeast protoplast preparation was optimized by single factor and orthogonal experiments 

with the formation rate, regeneration rate, and preparation rate of protoplasts as indicators. The parental 

protoplasts were inactivated by ultraviolet radiation and heating, and 35 g/dL PEG-6000 was used for chemical 

fusion after inactivation. [Result] The optimum conditions for protoplast preparation were as follows: a snailase 

mass concentration of 2.0 g/dL, enzymolysis time of 2.0 h, an EDTA-mercaptoethanol mass concentration of 

1.25 g/dL, and an EDTA-mercaptoethanol treatment temperature of 30.0 ℃. Under these conditions, the 

formation rate, regeneration rate, and preparation rate of protoplasts were （93.61±0.86）% , （24.23±0.52）% , and 

（22.68±0.29）% , respectively. A total of 19 fusants were obtained by chemical fusion, and the fusant lx3 was 

screened out by the brewing experiment. The methanol mass concentration in the fermented fruit wine produced 

with lx3 was reduced by 50.87% on average compared with that produced with the parent strain XR, and the 

ethanol volume fraction was similar between lx3 and the parent strain. [Conclusion] This study bred a fruit wine 

yeast strain suitable for passion fruit shell fermentation with a low methanol mass concentration and a high 

ethanol volume fraction.
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在果酒酿制过程中不可避免会产生甲醇，而

甲醇对人体的毒性较强，长期饮用甲醇超标的果

酒，会导致甲醇在体内积累，引发甲醇中毒。甲醇

属于神经毒物，会麻痹人体神经系统，对脑组织造

成损伤，严重时可导致中枢性呼吸衰竭；甲醇还对

视网膜神经具有破坏作用，严重时会导致失明［1-4］。

根据 GB/T 15037—2006《葡萄酒》［5］规定，红葡萄

酒中的甲醇质量浓度应低于 400 mg/L，白葡萄酒或

玫瑰葡萄酒中的甲醇质量浓度应低于 250 mg/L。

我国目前尚未针对饮料酒中的甲醇含量制定国家

标准，但 NY/T 1508—2017《绿色食品  果酒》［6］规定

甲醇质量浓度不得超过 400 mg/L。果酒中的甲醇

质量浓度受多种因素影响，如水果成熟度、果渣浸

渍条件、果胶酶添加量、酶活性和发酵条件等［7-13］。

蒋成等［14］选用 5 株商业酵母发酵无花果制备果

酒，发现不同酵母发酵产物的甲醇质量浓度存在

显著差异。因此，选择适宜的酵母对控制果酒中

的甲醇含量至关重要。

原生质体融合技术主要包括 2个步骤：第一步

是通过人工技术去除 2株细胞的细胞壁，以获得原

生质体；第二步是采用物理或化学方法诱导原生

质体融合，进而获得兼具双亲遗传性状的稳定重

组子［15］。该技术可使具有不同遗传性状的亲本菌

株获得兼具双亲遗传特性的稳定融合子，同时兼

具诱变育种和基因工程育种的优点［16-17］。目前，

研究者已将该技术应用于细菌、酵母菌和霉菌的

育种研究中［18-22］。原生质体融合技术在酵母菌的

选育中发挥着关键作用，其选育方向主要包括高

产酵母菌株及耐乙醇、降酸、耐高温酵母菌株

等［23-24］。易弋等［25］以酿酒酵母 GGFS16 和 GJ2008

作为亲本酵母，通过原生质体融合技术选育出性

能优于亲本酵母的高性能乙醇酵母。林小江［26］通

过原生质体融合技术获得了低甲醇、高总酯的酵

母融合子，相较于亲本酵母，该融合子发酵产物的

甲醇含量降低了 11.0%，总酯含量提升了 51.4%，

显著提升了白酒的综合品质。由此可见，原生质

体融合技术在酿酒酵母育种中具有重要的应用

价值。

作者所在课题组前期在百香果壳果酒发酵试

验中发现：采用商业果酒酵母 XR 发酵的果酒，乙

醇体积分数和甲醇质量浓度较高；而采用酵母

LAB 发酵的果酒，乙醇体积分数和甲醇质量浓度

则相对较低。因此，作者以商业果酒酵母 XR 和

LAB 为亲本酵母，开展原生质体融合育种研究，并

通过果酒发酵试验对融合子进行筛选，以期选育

出适合百香果壳发酵的低甲醇质量浓度、高乙醇

体积分数的果酒酵母菌株。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

紫果百香果壳：桂林市万禾农产品有限公司；

葡萄酒通用型酵母 LAB、高档陈酿红酒酵母 XR：

拉曼德酿酒酵母有限公司；无水甲醇、无水乙醇、

叔戊醇：均为色谱纯，上海阿拉丁生化科技股份有

限公司；β-巯基乙醇、PEG-6000：均为分析纯，上海

易恩化学技术有限公司；蜗牛酶：上海飞净生物有

限公司；其他试剂：均为国产分析纯。

YPD 液体培养基：葡萄糖 2 g/dL、酵母浸粉

1 g/dL、胰蛋白胨 2 g/dL，121 ℃灭菌 20 min。高渗

再生培养基 ：在 YPD 培养基中加入 17 g/dL 的

蔗糖。

pH 6.0 的磷酸盐缓冲液（PBS）：取 0.2 mol/L

的磷酸二氢钾溶液 86.8 mL 和 0.2 mol/L 的磷酸氢

二钾溶液 13.2 mL，充分混匀，121 ℃灭菌 20 min。

高渗缓冲液：在 PBS中添加 1 mol/L的山梨醇。

1.2　仪器与设备

紫外-可见分光光度计：VIS-7220N 型，北京

瑞利分析仪器有限公司；蒸汽灭菌器：BXM-30R

型，上海博迅医疗生物仪器股份有限公司；超净

工作台：ZHJH-C112C 型，上海智城分析仪器制

造有限公司；振荡培养箱：LRH-250-Z 型，广东泰

宏 君 科 学 仪 器 股 份 有 限 公 司 ；光 照 培 养 箱 ：

LRH-600A-G 型，广东泰宏君科学仪器股份有限

公司；气相色谱仪：GC1690 型，杭州捷岛科学仪

器有限公司。

1.3　方法

1.3.1　生长曲线的测定　

将 2 株亲本酵母菌株分别接种于 YPD 液体培

养基进行活化，制备亲本菌株菌悬液，28 ℃培养

24 h。将菌悬液以体积分数 2%接种于 YPD液体培

养基，28 ℃摇瓶培养 24 h；每隔 2 h 在 600 nm 处测
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定菌悬液的吸光度，以未接种的 YPD 液体培养基

为空白对照。以培养时间为横坐标，吸光度为纵坐

标，分别绘制 2株亲本酵母菌株的生长曲线。

1.3.2　原生质体制备的单因素试验　

1）原生质体制备方法：将亲本酵母菌株接种

于 YPD 液体培养基，28 ℃恒温振荡培养至对数生

长早期。吸取菌悬液至离心管中，于 8 000 r/min

离心 5 min，弃去上清液。加入生理盐水清洗 3次，

于 8 000 r/min 离心 5 min，弃去上清液，保留菌体。

向菌体中加入 3 mL EDTA-巯基乙醇预处理液，保

温 10 min 后于 8 000 r/min 离心 5 min，弃去上清

液，保留菌体，再加入 3 mL 生理盐水洗涤 1 次，离

心后弃去上清液。随后加入 3 mL 蜗牛酶液，于

38 ℃水浴酶解；酶解结束后于 2 000 r/min 离心

20 min，弃去上层酶液。用 5 mL 高渗液清洗，于

2 000 r/min 离心 20 min，弃去清洗液，重复 3 次。

最后加入 5 mL高渗缓冲液，于 4 ℃避光保存。

2）单因素试验条件：以蜗牛酶质量浓度（1.0、

2.0、3.0、4.0、5.0 g/dL）、蜗牛酶酶解时间（1.0、2.0、

3.0、4.0、5.0 h）、EDTA-巯基乙醇处理温度（25.0、

27.5、30.0、32.5、35.0 ℃）、EDTA-巯基乙醇质量浓

度（0.50、0.75、1.00、1.25、1.50 g/dL）为单因素变

量，对处于对数生长期的酵母 XR 进行酶解破壁处

理。以原生质体形成率、再生率及制备率为评价

指标，确定各因素的最佳处理条件。

3）原生质体形成率、再生率与制备率的测定：

吸取 1 mL 原生质体菌悬液，用高渗缓冲液分别稀

释 1 000 倍和 10 000 倍，涂布于高渗再生培养基

上，28 ℃培养 48 h后进行平板计数。吸取 1 mL 原

生质体菌悬液，用无菌蒸馏水分别稀释 1 000 倍和

10 000 倍，涂布于 YPD 固体培养基上，28 ℃培养

48 h 后进行平板计数。吸取 1 mL 未酶解时的菌

悬液稀释 10 000 倍，涂布于 YPD 固体培养基上，

28 ℃培养 48 h 后进行平板计数。原生质体形成

率按式（1）计算。

X =
L −M

L
× 100% （1）

式中：

X——原生质体形成率，%；

L——未酶解的菌悬液在 YPD 固体培养基上

的菌落数，CFU；

M——无菌水稀释后的原生质体在 YPD 固体培

养基上的菌落数，CFU。

原生质体再生率按式（2）计算。

Y =
N −M

L −M
× 100% （2）

式中：

Y——原生质体再生率，%；

N——高渗缓冲液稀释后的原生质体在高渗

再生培养基上的菌落数，CFU；

L——未酶解的菌悬液在 YPD 固体培养基上

的菌落数，CFU；

M——无菌水稀释后的原生质体在 YPD 固体

培养基上的菌落数，CFU。

原生质体制备率按式（3）计算。

Z = ( X × Y ) × 100% （3）

式中：

Z——原生质体制备率，%；

X——原生质体形成率，%；

Y——原生质体再生率，%。

4）原生质体制备的正交试验设计：在单因素试

验的基础上，以原生质体形成率、再生率与制备率

为指标，设计正交试验。

1.3.3　原生质体的融合　

1）双亲原生质体灭活条件试验：采用紫外线

照射和加热 2 种方式分别对双亲原生质体 LAB 和

XR 进行灭活，再用 35 g/dL 的 PEG-6000 对灭活后

的原生质体进行化学融合。

2）紫外线照射时间的确定：吸取 1 mL 亲本酵

母 LAB 原生质体悬浮液 ，用高渗缓冲液稀释

10 倍，吸取 3 mL 稀释后的亲本酵母 LAB 原生质

体悬浮液，置于 35 W 紫外灯下，在垂直距离 30 cm

处分别照射 30、40、50、60、90、120、180 s。取照射

后的悬浮液，用高渗缓冲液稀释至适宜浓度，涂布

于高渗再生培养基，28 ℃培养 48 h 后进行平板筛

选，以未经紫外线照射处理的酵母 LAB 原生质体

悬浮液作为空白对照。不同紫外线照射时间下酵

母原生质体的灭活率按式（4）计算。

A =
Q 1 −H 1

Q 1

× 100% （4）

式中：

A——紫外线照射下酵母 LAB 原生质体的灭

活率，%；
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Q1——紫外灭活前酵母 LAB 原生质体的菌落

数，CFU；

H1——紫外灭活后高渗再生培养基中检出的

菌落数，CFU。

3）加热灭活时间的确定：吸取 1 mL 亲本酵母

XR 原生质体悬浮液，用高渗缓冲液稀释 10 倍，吸

取 5 mL 稀释后的亲本酵母 XR 原生质体悬浮液于

离心管中，在 65 ℃水浴中分别加热 5、10、15、20、

25 min。取处理后的悬浮液，用高渗缓冲液稀释至

适宜浓度，涂布于高渗再生培养基，28 ℃培养 48 h

后进行平板筛选，以未经加热灭活处理的酵母 XR

原生质体悬液作为空白对照。不同处理时间下酵

母原生质体的灭活率按式（5）计算。

B =
Q 2 −H 2

Q 2

× 100% （5）

式中：

B——加热处理后酵母 XR 原生质体的灭活

率，%；

Q2——加热灭活前酵母 XR 原生质体的菌落

数，CFU；

H2——加热灭活后高渗再生培养基中检出的

菌落数，CFU。

4）原生质体的融合与保存：分别吸取 2种亲本

原生质体悬浮液各 1 mL，用高渗缓冲液稀释 10倍，

随后按最优灭活方式对双亲原生质体进行完全灭

活。将灭活后的 2 种原生质体悬浮液等体积混合

加到离心管中，2 000 r/min 离心 20 min，弃去上清

液，加入 2 mL PEG 促融剂，于 28 ℃振荡融合 2 h，

期间可通过镜检观察原生质体融合情况。融合结

束后，4 000 r/min离心 20 min，以去除上层促融剂，

在沉淀中加入 5 mL 高渗缓冲液，4 000 r/min 离心

20 min，重复冲洗 3次（目的是去除残留的促融剂）。

向沉淀中加入 2 mL 高渗缓冲液，重悬融合子。吸

取 100 μL 重悬液涂布于高渗再生固体培养基上，

同时以未融合的灭活原生质体作为对照，28 ℃培

养 3 d。若对照组培养基上无菌落生长，而试验组

出现菌落，则初步判定为融合子。将获得的融合子

分别接种至 YPD 液体培养基和固体斜面培养基中

培养。将在固体斜面培养基中培养成熟的菌株置

于 4 ℃冰箱保存；将在液体培养基中培养成熟的菌

悬液，与质量分数 20% 的甘油按体积比 1∶1 混合，

随后置于-80 ℃冰箱保存。

1.3.4　融合子发酵能力比较　

将亲本酵母 XR、LAB 及融合子 lx1~lx19 同时

进行果酒酿造试验，比较各菌株发酵果酒的甲醇

质量浓度和乙醇体积分数。配制若干份 50 mL 

YPD 液体培养基，用接种环各取一环亲本酵母

XR、LAB 及筛选好的融合子，接种至液体培养基

中活化，28 ℃摇瓶培养 24 h。分别取各菌株活化

后的菌悬液，以体积分数 3% 接种至预处理的果酒

原料中，发酵工艺流程参照张会香等［27］的方法进

行。发酵前和发酵第 3天取样测定糖度；发酵结束

后，测定乙醇体积分数和甲醇质量浓度，筛选适合

酿造低甲醇质量浓度、高乙醇体积分数百香果壳

果酒的酵母菌株。

2　结果与讨论

2.1　酵母 LAB 和酵母 XR 的生长曲线

随着培养时间的延长，液体培养基中酵母数量

持续升高，见图 1。其中，酵母 LAB在培养 8 h后进

入对数生长期，并持续至 16 h；酵母XR在培养 4 h后

进入对数生长期，且该阶段一直持续至 12 h。在对

数生长期内，酵母生长代谢旺盛，遗传物质快速复

制，细胞出芽频率高、芽体数量多，细胞壁代谢处于

活跃状态。在此期间对酵母细胞进行破壁酶解处

理，有助于提高原生质体的制备率［28］。因此，选择培

养至 12 h的酵母开展原生质体制备试验。

2.2　原生质体制备的单因素试验结果

2.2.1　蜗牛酶质量浓度与酶解时间对原生质体制备

的影响　

蜗牛酶质量浓度与酶解时间对原生质体制备

的影响见图 2。原生质体形成率随蜗牛酶质量浓
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图 1　酵母 LAB 和酵母 XR 的生长曲线

Fig. 1　Growth curves of yeast strains LAB and XR
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度的升高和酶解时间的延长呈上升趋势，而再生

率和制备率呈下降趋势。当蜗牛酶质量浓度为

1.0 g/dL 时，原生质体形成率为 43.36%、再生率为

16.35%、制备率达到最大值 7.58%；但该条件下原生

质体形成率过低，不利于后续原生质体融合试验的

开展。因此，选择蜗牛酶质量浓度 2.0 g/dL 作为原

生质体制备的最优蜗牛酶质量浓度，此时原生质体

制备率为 5.53%。蜗牛酶是一类包含过氧化物酶、

核糖核酸酶等成分的复合酶制剂。随着蜗牛酶酶解

时间的延长，破壁酵母的数量逐渐增多，原生质体制

备率逐渐上升；当酶解持续至一定时间后，酵母细胞

破壁进程基本完成，但体系中其他水解酶的持续作

用会破坏原生质体结构，使其丧失再生能力。同时，

酶解时间过长也会使较早破壁的原生质体发生凋

亡，导致原生质体再生率进一步下降［29］。当蜗牛酶

酶解时间为 2.0 h时，原生质体形成率为 90.14%、再

生率为 21.35%、制备率达到最大值 19.25%。因此，

确定 2.0 h为原生质体制备的最优蜗牛酶酶解时间。

综上所述，制备原生质体的最优蜗牛酶质量浓度为

2.0 g/dL，最优酶解时间为 2.0 h。

2.2.2　EDTA-巯基乙醇质量浓度与处理温度对原生质

体制备的影响　

EDTA-巯基乙醇质量浓度与处理温度对原生

质体制备的影响见图 3。当 EDTA-巯基乙醇处理

温度为 25.0 ℃时，原生质体制备率达到最大值

11.59%，因此确定 25.0 ℃为原生质体制备的最优

EDTA-巯基乙醇处理温度。酶解前适当的预处理

可以提高原生质体形成率，这是因为 EDTA 螯合

金属离子后可以避免其对酶产生抑制作用，进而

提升酶的破壁效果［30］。预处理温度会影响酵母细

胞的活性，进而导致预处理效果存在差异。此外，

预处理剂对细胞和原生质体具有一定的毒性，浓
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图 2　蜗牛酶质量浓度与酶解时间对原生质体制备的影响

Fig. 2　Effects of snailase mass concentration and enzymolysis time on protoplast preparation
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图 3　EDTA-巯基乙醇质量浓度与处理温度对原生质体制备的影响

Fig. 3　Effects of EDTA-mercaptoethanol mass concentration and treatment temperature on protoplast preparation
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度过高会抑制原生质体再生，浓度过低则会导致

原生质体形成率显著降低，因此预处理阶段需确

定预处理剂浓度［31］。当 EDTA-巯基乙醇质量浓度

低于 0.75 g/dL 时，原生质体再生率较高但形成率

较低；当质量浓度高于 1.25 g/dL 时，原生质体形成

率较高但再生率较低。当 EDTA-巯基乙醇质量浓

度为 0.75 g/dL 时，原生质体制备率达到最大值。

因 此 ，确 定 0.75 g/dL 为 原 生 质 体 制 备 的 最 优

EDTA-巯基乙醇质量浓度。综上所述，制备原生

质体的预处理剂 EDTA-巯基乙醇的最优质量浓度

为 0.75 g/dL，最优处理温度为 25.0 ℃。

2.3　原生质体制备的正交试验结果

根据单因素试验的结果，选取 EDTA-巯基乙

醇质量浓度（A）、蜗牛酶质量浓度（B）、酶解时间

（C）、EDTA-巯基乙醇处理温度（D）4 个因素进行

正交试验，因素水平见表 1。

由表 2 可以看出，以原生质体形成率为指标，

4 个因素的影响顺序为 B>C>D>A，最优组合为

A3B2C2D3；即原生质体形成的最优条件为：EDTA-

巯基乙醇质量浓度 1.25 g/dL、蜗牛酶质量浓度

3.0 g/dL、酶解时间 3.0 h、EDTA-巯基乙醇处理温度

32.5 ℃。以原生质体再生率为指标，4个因素的影响

顺序为 B>C>A>D，最优组合为 A1B1C1D1；即原生质

体再生的最优条件为：EDTA-巯基乙醇质量浓度

0.75 g/dL、蜗 牛 酶 质 量 浓 度 2.0 g/dL、酶解时间

2.0 h、EDTA-巯基乙醇处理温度 27.5 ℃。以原生质

体制备率为指标，4个因素的影响顺序为B>C>A>D，

最优组合为 A3B1C1D2；即原生质体制备的最优条件

表 1　正交试验因素水平表

Table 1　Factors and levels of orthogonal experiments

水平

1

2

3

因素

EDTA-巯基乙醇

质量浓度/（g/dL）

0.75

1.00

1.25

蜗牛酶质量

浓度/（g/dL）

2.0

3.0

4.0

酶解

时间/h

2.0

3.0

4.0

EDTA-巯基乙

醇处理温度/℃

27.5

30.0

32.5

表 2　正交试验结果及极差分析

Table 2　Orthogonal experimental results and range analysis

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

K’1

K’2

K’3

R’

K”1

K”2

K”3

R”

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

93.80

94.96

96.02

2.22

8.97

5.54

8.39

3.43

7.76

5.23

7.94

2.70

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

91.20

96.91

96.67

5.72

18.46

2.83

1.61

16.84

16.66

2.74

1.54

15.12

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

91.71

96.64

96.43

4.93

10.98

4.51

7.42

6.47

9.65

4.28

7.01

5.37

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

93.39

95.27

96.13

2.74

8.80

8.16

5.94

2.86

7.59

7.70

5.64

2.05

原生质体形成率/%

85.31

97.84

98.25

94.14

96.91

93.83

94.14

95.99

97.94

原生质体再生率/%

24.30

1.57

1.04

11.55

1.69

3.39

19.52

5.24

0.41

原生质体制备率/%

20.73

1.54

1.02

10.88

1.64

3.18

18.37

5.03

0.41

注：K、R 为以原生质体形成率为指标的极差分析结果；K’、R’为以原生质体再生率为指标的极差分析结果；K”、R”为以原生质体制备率为

指标的极差分析结果。
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为：EDTA-巯基乙醇质量浓度 1.25 g/dL、蜗牛酶质

量浓度 2.0 g/dL、酶解时间 2.0 h、EDTA-巯基乙醇处

理温度 30.0 ℃。

由表 3可知，在筛选所得的最优组合条件下进

行 原 生 质 体 制 备 ，原 生 质 体 形 成 率 为

（93.61±0.86）%、再生率为（24.23±0.52）%、制备率

为（22.68±0.29）%，明显高于正交试验中的最高制

备率（20.73%）。结果表明，通过极差分析筛选出的

最优组合确定为原生质体制备的最优方案。综上，

确定原生质体制备的最优条件为：蜗牛酶质量浓度

2.0 g/dL、酶解时间 2.0 h、EDTA-巯基乙醇质量浓度

1.25 g/dL、EDTA-巯基乙醇处理温度 30.0 ℃。

2.4　紫外线照射时间对亲本原生质体灭活率的影响

由图 4可知，当紫外线照射时间为 120 s时，灭

活率达到 100%，原生质体全部死亡。因此，确定

120 s为最佳紫外线照射时间。

2.5　加热灭活时间对亲本原生质灭活率的影响

由图 5 可知，当加热灭活时间为 20 min 时，灭

活率达到 100%，原生质体全部死亡。因此，确定

20 min为酵母 XR 原生质体的最佳灭活时间。

2.6　融合子发酵能力分析

亲本酵母 XR、LAB 及 lx1~lx19 融合子用于

百香果壳酒酿造时，发酵前糖度、发酵第 3 天糖

度、发酵结束时乙醇体积分数及甲醇质量浓度见

表 4。发酵前 3 d 为酵母繁殖阶段，此阶段酵母利

用发酵体系中的糖分以满足自身生长繁殖需求，

总糖含量随酵母生长逐渐下降，而酵母活菌数逐

步增加；当酵母繁殖到一定密度后，糖含量趋于

稳 定［32-33］。 在 糖 度 方 面 ，酵 母 XR 在 0~3 d 由

15 °Brix 下降至 5 °Brix，表明其在 0~3 d 的糖分利

用率较高；酵母 LAB 在 0~3 d 糖度由 15 °Brix 下

降至 9 °Brix，糖分利用率相对较低。在发酵第 3

天，融合子 lx1、lx2、lx5、lx8、lx9、lx10 的糖度均不

高于 5 °Brix，说明这些融合子能充分利用糖分。

多数融合子在整个发酵期间糖度下降速率较快，

据此可判断该类融合子的环境适应性较强，发酵

速率较高。

在乙醇生成方面，酵母 XR、LAB 酿造的果酒

中乙醇体积分数分别为 17%、7%。有 9 株融合子

酿造的果酒中乙醇体积分数为 16%~17%，说明该

类融合子的产乙醇基因表达更接近酵母 XR，具备

优良的酿造性能；另有 9株融合子酿造的果酒中乙

醇体积分数为 14%~15%，表明其产乙醇基因结合

了酵母 XR 与酵母 LAB 的特性，同样拥有较好的

酿造性能。

在甲醇生成方面，酵母 XR、LAB酿造的果酒中

甲醇质量浓度分别为 849.82、218.66 mg/L。 lx1、

lx2、lx3 等 9 株 融 合 子 的 甲 醇 质 量 浓 度 为

表 3　正交试验验证结果

Table 3　Validation of orthogonal experimental results

单位：%

编号

1

2

3

平均值

原生质体形成率

92.49

94.57

93.79

93.61±0.86

原生质体再生率

24.80

23.56

24.34

24.23±0.52

原生质体制备率

22.93

22.28

22.82

22.68±0.29
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图 4　紫外线照射时间对亲本原生质体灭活率的影响

Fig. 4　Effect of ultraviolet irradiation time on the inactivation 

rate of parental protoplasts
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图 5　加热灭活时间对亲本原生质体灭活率的影响

Fig. 5　Effect of thermal inactivation time on the inactivation 

rate of parental protoplasts
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400~600 mg/L，说明该类融合子的产甲醇基因表

达更接近酵母 LAB，同时保留了部分酵母 XR 的

特性 ，整体产甲醇水平较低 ，具备优良的酿造

性能。

在所有融合子中，lx3 融合子用于百香果壳酿

酒时表现最优，其酿造的果酒中甲醇质量浓度最

低，且乙醇体积分数较高。该诱变筛选获得的低

产甲醇酿酒酵母 lx3，甲醇质量浓度比亲本酵母

XR 低，乙醇体积分数比亲本酵母 LAB 高。综上，

该研究成功融合出的 lx3，可作为百香果壳酿酒工

艺的优选菌种。

3　结论

作者以酵母 LAB 和酵母 XR 为亲本酵母进行

酵母的原生质体融合试验。结果表明，原生质体

制备的最优条件为：蜗牛酶质量浓度 2.0 g/dL、酶

解时间 2.0 h、EDTA-巯基乙醇质量浓度 1.25 g/dL、

EDTA-巯基乙醇处理温度 30.0 ℃。在此条件下，

原 生 质 体 形 成 率 为（93.61±0.86）% 、再 生 率 为

（24.23±0.52）%、制备率为（22.68±0.29）%。原生

质体的最佳灭活时间为：紫外线照射灭活的最佳

时间是 120 s，加热灭活的最佳时间是 20 min。

采用化学融合对灭活原生质体进行融合处理，共

获得 19 株融合子。融合子发酵酿造的果酒中乙

醇体积分数主要分布在 14%~17%。最终筛选出

性能最优的融合子 lx3，其发酵产生的甲醇质量

浓度较亲本酵母 XR 降低了 50.87%。作者通过

原生质体融合技术选育出一株低甲醇果酒酵母

菌株，可有效降低发酵果酒中的甲醇质量浓度，

但该菌株在发酵过程中的培养温度、pH 等条件

是否会影响果酒中的甲醇质量浓度，以及该菌株

发酵对果酒的其他品质指标的影响仍需进一步

探究。
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