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摘要!对从葡萄表面筛选的
%

$

菌株进行常压室温等离子

体%

M@AL

&诱变$通过单因素试验确定$处理时间
#""B

$

致死率
,-;+"W

为最佳诱变条件"采用三苯基氯化四氮

唑%

AAS

&法!溴甲酚绿法以及杜氏小管等筛选出产酒精

和产酸强的目标菌株
%

$

0-

$同时对其遗传稳定性进行研

究"结果表明$将诱变菌株
%

$

0-

与出发菌株接进糖度相

同的葡萄汁中$诱变菌株的产酒精!产酸能力分别提高了

!-;#*W

和
!#(;,*W

$并且遗传性能稳定"

关键词!常压室温等离子体'酿酒酵母'产酸'产酒精
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随着消费者对饮食健康及养生关注度的不断加深'

中国葡萄酒的需求量逐年增长'酿酒工业呈现快速发展

态势,

#

-

(新疆作为中国最古老的葡萄种植产区'地区生

态环境独特'区位优势明显'是发展酿酒葡萄的理想产

区,

!

-

(但该地日温差大+降雨量少'使得酿酒葡萄原料具

有糖高酸低的特点'酸度过低会使葡萄酒颜色黯淡无光'

口感单调+不清新'直接影响到新疆地区葡萄酒的品

质,

*N)

-

'因此需要选育高产酸的酵母菌株进行发酵'改善

葡萄酒酸度低的现状(

目前'通常采用传统分离筛选的方法从自然界中筛

选酿酒酵母菌株'但分离得到的野生菌株在发酵性能和

功能上都具有一定的局限性(因此需要对已知菌株进行

诱变'从基因层面上改变酵母菌的性质及功能'从而达到

生产需要,

$N-

-

(传统的诱变方法操作复杂'对人体和环

境存在一定的危害'新型常压室温等离子体#

M@AL

%生物
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第
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卷第
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期 总第
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期
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年
)

月
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诱变育种技术'因其操作简单'对人体环境无毒无害'已

成为生物诱变育种领域的一个研究热点,

,N##

-

(赵宇

等,

#!

-

+曲文娟等,

#*

-

+秦艳飞等,

#(

-采用
M@AL

对高核酸酿

酒酵母+产蛋白酶菌株以及产恩拉霉素菌株进行处理'获

得生产所需的诱变菌株'但目前还没有学者通过
M@AL

筛选高产酒精和酸的酿酒酵母(

本试验拟以从葡萄表面筛选的
%

$

菌株为出发菌'通

过
M@AL

诱变对其功能进行改造'以期获得高产酒精及

酸且发酵性能稳定的目标酿酒酵母菌株'通过微生物代

谢来增加葡萄酒的酒精度和酸度'以提高新疆葡萄酒

品质(

#

!

材料与方法

#;#

!

材料与仪器

#;#;#

!

材料与试剂

酵母菌株
%

$

$新疆农业大学食品科学与药学学院微

生物实验室提供&

酵母浸粉+蛋白胨+琼脂粉$北京奥博星生物技术有

限责任公司&

葡萄糖+无水乙醇+$分析纯'天津市致远化学试剂有

限公司&

!

'

*

'

)0

三苯基氯化四氮唑 #

!

'

*

'

)0CI3

H

7<6

D

4C<CI20

jE4381>74EI3=<

'

AAS

%$分析纯'上海蓝季生物科技发展有

限公司&

溴甲酚绿$分析纯'天津市北联精细化学品开发有限

公司&

马铃薯葡萄糖琼脂$青岛高科园海博生物技术有限

公司&

磷酸二氢钾+硫酸镁#

R

9

YP

(

.

+T

!

P

%$分析纯'天津

市光复科技发展有限公司(

#;#;!

!

培养基

酵母浸出粉胨葡萄糖#

D
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H

<

H
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1<=381
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%L'

%$

!"

9

葡萄糖
o!"

9

蛋白胨
o#"

9

酵母浸

粉
o!"

9

琼脂
o#"""1̂

蒸馏水&

AAS

上层培养基$

";")

9

AASo";)

9

葡萄糖
o!

9

琼脂
o#""1̂

蒸馏水&

AAS

下层培养基$

#"

9

葡萄糖
o!

9

蛋白胨
o)

9

酵

母浸粉
o#

9

XT

!

LP

(

o";(

9

R

9
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.

+T

!

Po!"

9

琼

脂
o#"""1̂

蒸馏水'调
H

T

为
);)

#

);+

&

溴甲酚绿培养基$

L'M

基础培养基
o";"#W

溴甲酚

绿'调
H

T

为
$;"

(

#;#;*

!

仪器与设备

常压室温等离子诱变仪$

)

Y

型'无锡源清天木生物

科技有限公司&

分析天平$

&M!"#(V

型'北京东南仪诚实验室设备有

限公司&

立式高压灭菌器$

'̂[?0)"X.Y

型'上海申安医疗器

械厂&

生物安全柜$

T@("0M!

型'青岛海尔特种电器有限

公司&

霉菌培养箱$

RZ?0#$"0[

型'上海博讯实业有限公司

医疗设备厂&

紫外可见光光度计$

Ae0#-#"

型'北京普析通用仪器

有限责任公司&

LT

计$

&/!"L̂ eY

型'梅特勒)托利多仪器#上海%

有限公司&

手持糖度计$

LM̂0#

型'北京阳光亿事达科技有限

公司&

漩涡混合器$

]P@A/?0)

型'华利达实验设备有限

公司&

离心机$

Y&0A'̂0$M

型'上海菲恰尔分析仪器有限

公司&

葡萄酒全自动检测仪$

%#)

型'西班牙
.3EB

D

BC<1

公司(

#;!

!

方法

#;!;#

!

菌悬液的制备
!

首先挑取一环存放于冰箱的
%

$

酵母菌接种于
%L'

液体培养基中'在
!-_

下培养
!(7

&

然后将菌液以
!W

的接种量接入新配的
%L'

液体培养基

中'在
!-_

下培养
!(7

后'制得菌悬液(

#;!;!

!

%

$

酵母生长曲线的测定
!

将活化好的
%

$

菌液以

)W

的接种量接种到
%L'

液体培养基中'在
!- _

下培

养'每间隔
!7

取
#

次样'在波长
$""61

测吸光值'以空

白培养基为对照'根据测得的吸光值绘制
%

$

酵母的生长

曲线'确定
%

$

酵母的生长对数期(

#;!;*

!

M@AL

诱变试验
!

试验参数$选择纯度为
,,;,,,W

的氦气作为工作气体'流量为
#"Ŷ R

'电源功率设定为

#!"O

'操作温度
!"_

'处理时间分别为
"

'

!"

'

("

'

$"

'

-"

'

#""

'

#!"

'

#("B

(诱变试验$在超净工作台中吸取
#1̂

在

液体培养基中培养至对数期的出发菌株
%

$

的菌液'在

*"""I

*

136

离心
#"136

'弃上清液'用无菌生理盐水洗

涤
*

次后吸取
#"

(

^

放在载片上'用无菌镊子将载片依次

放在对应的凹槽中'并将装有
#1̂ %L'

液体培养基的

/L

管固定在下方'即可进行诱变试验'诱变后将装有载

片的
/L

管放在漩涡器上剧烈震荡
#136

'将诱变菌洗脱

下来'梯度稀释
#"

N$

#

#"

N+后'吸取
#""

(

^

涂布在平板

上'在
!-_

培养箱中避光培养
(-7

'计算致死率'选择最

佳诱变时间(

#;!;(

!

致死率计算
!

Q

S

#

#

T

W

#

W

%

U

#""W

' #

#

%

式中$

Q

)))菌株的致死率'

W

&

'"

"

]E4;*)

#

VE;)
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#

)))

M@AL

诱变后的菌落数&

W

)))对照组的菌落数(

#;!;)

!

高产酒精及酸酿酒酵母初筛
!

#

#

%

AAS

培养基筛选$采用划线法将挑选出的突变

菌株接种于
AAS

下层培养基中'在
!-_

条件下培养
(-7

后'在
AAS

下层培养基上覆盖一层
AAS

上层培养基'并

于
!-_

的条件下培养
*7

'观察培养皿中的显色情况'从

中筛选出产酒精能力强的突变菌株(

#

!

%溴甲酚绿培养基筛选$先在培养皿中倒入一层刚

好可以覆盖培养皿底部的溴甲酚绿培养基'待其凝固后

放入牛津杯'再在牛津杯外围倒入一层溴甲酚绿培养基'

培养基凝固后取出牛津杯'将
AAS

培养基筛选出的颜色

较深的酵母菌株进行活化'将吸取
#""

(

^

菌液环接种于

牛津杯空洞内'在
!-_

条件下培养
!(7

'观察黄色圈'选

择菌落周围出现较大黄色圈的菌株进行发酵能力试验(

#

*

%菌株发酵能力测试$两步筛选出的突变酵母菌

株'以
)W

的接种量分别接种于装有
#"1̂ %L'

液体培

养基的试管中后'放入杜氏小管'并确保杜氏小管内无气

泡'在
!-_

的条件下培养'每
#!7

观察一次突变菌株产

气情况'记录杜氏小管内的填充度(根据试验结果'筛选

出发酵性能好'起酵快+生长旺盛的菌株(

#;!;$

!

高产酒精及酿酒酵母的复筛
!

将葡萄汁
##)_

'

灭菌
!"136

'分装在
)

个三角瓶中'每瓶
#)"1̂

'测定葡

萄汁的糖度为
!*;$.I3\

'总酸为
(;,(

9

*

^

(将上几步筛

选的诱变菌株和出发菌株同时以
)W

的接种量接种于葡

萄汁中'在
!)_

条件下培养
#"=

'测定菌株产酒精和产

酸能力'确定目标菌株(

#;!;+

!

遗传稳定性试验
!

将突变酵母菌株连续传代培养

)

次'将每一代菌株以
)W

的接种量接种于糖度为

!!;-.I3\

'总酸为
);*!

9

*

^

的葡萄汁中'在
!-_

条件下

培养
#"=

'测定突变菌株的产酒精和产酸能力'从而验证

菌株的突变性能是否能够稳定遗传(

#;*

!

数据处理

试验数据通过
/\><4!"#-

软件及
PI3

9

36-;)

软件进

行分析处理(

!

!

结果与分析
!;#

!

%

$

酵母菌生长曲线

酵母菌株所处的生理状态在一定程度上影响了菌株

诱变的效果'酵母菌处于对数生长期时'其个体之间的形

态+化学组成和生理特性等基本一致'数目以稳定的几何

指数增长且对环境因素的作用十分敏感,

#)N#$

-

(因此'在

此阶段进行诱变'可以增加基因突变+稳定遗传的几

率,

#+

-

(如图
#

所示'将
%

$

酵母菌接入液体培养基中'前

(7

酵母菌处于迟缓期'微生物的代谢系统需要适应新环

境'因此数目增长缓慢(在
(

#

#$7

酵母菌数量增长迅速

处于对数生长期'在
#$7

后酵母菌进入稳定期'因此本试

图
#

!

%

$

酵母菌生长曲线

&3

9

8I<#

!

%

$D

<2BC

9

IE5C7>8IF<

验选择在
#"7

时对酵母菌进行诱变试验(

!;!

!

最佳诱变时间的确定

诱变处理剂量或时间不仅影响致死率'同时影响突

变效率'在一个合适的突变效率区间进行有效的筛选是

菌种选育的关键之处,

#-

-

(如图
!

所示'随着常压室温等

离子体处理时间的延长'

%

$

酵母的致死率急剧升高'当处

理时间为
#""B

时'致死率达到
,-;+W

'当处理时间为

#!"B

时'酵母菌无一存活'说明常压室温等离子体产生

的活性粒子能够破坏细胞结构'也能够穿过细胞壁到达

细胞内打断基因+蛋白质分子等'从而导致大部分微生物

死亡,

#,

-

'但当能量适中时'少数经过
M@AL

照射的酵母

菌会通过本身的自动修复系统进行修复'由于细胞中

'VM

的不完全修复可能会引起控制产生目标性状功能

的遗传 片 段 发 生 改 变'从 而 导 致 性 状 功 能 发 生 改

变,

!"N!#

-

(一般认为出发菌株稳定时'选用致死率在
,"W

以上菌株'以求得突变幅度较大的目标菌株,

!!

-

'因此试验

选择处理时间为
#""B

'致死率为
,-;+W

的诱变菌株(

!;*

!

高产酒精及酸酿酒酵母初筛

!;*;#

!

AAS

培养基的筛选结果
!

AAS

作为一种显色剂'

能对酵母的代谢产物发生显色反应'并且通过反应颜色

的深浅来判断酵母中呼吸酶活力大小'从而判断酵母产

酒精能力的高低(通常情况下'产酒精能力越强的酵母

菌株在
AAS

培养基上显现的颜色越深(采用划线法将

图
!

!

处理时间对
%

$

酵母菌致死率的影响

&3

9

8I<!

!

/GG<>CEG'3GG<I<6C

H

IE><BB36

9

A31<E6

<̂C7243C

D

EG%

$

%<2BC

("
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*,

株诱变菌株接种到
AAS

培养基上'结果如表
#

所示'

%

$

0)

+

%

$

0-

+

%

$

0#"

+

%

$

0#(

+

%

$

0#)

+

%

$

0#+

+

%

$

0!-

+

%

$

0*#

+

%

$

0*!

+

%

$

0**

+

%

$

0*)

'

##

株菌株显色最为明显'为深红色'

比出发菌
%

$

显现的颜色更深'说明这
##

株酵母菌株在经

过等离子体处理后'产酒精能力有所增强(而
%

$

0*

+

%

$

0$

+

%

$

0##

+

%

$

0!+

+

%

$

0*(

+

%

$

0*,

'这
$

株酵母菌都和出发

菌
%

$

显色一致'为红色'但为了进一步了解株菌的产酸

能力是否提高'将筛选出的
##

株深红色酵母菌进行溴甲

酚绿培养基筛选试验(

!;*;!

!

溴甲酚绿培养基的筛选
!

溴甲酚绿一般被用作

酸碱指示剂'当
H

T

值在
*;-

时'显现出黄色&当
H

T

值在

);(

时'显现出蓝绿色(将溴甲酚绿加入培养基中'可以

判断酵母菌株产酸能力的强弱(将
AAS

筛选出的
#+

株

菌株接种到溴甲酚绿培养基中'结果如表
!

所示'

%

$

0-

+

%

$

0#"

+

%

$

0#(

+

%

$

0#)

+

%

$

0!-

+

%

$

0*#

+

%

$

0**

这
+

株诱变菌

株在溴甲酚绿培养基上的黄色圈均大于出发菌株
%

$

'

可以初步判断这
+

株突变菌株的产酸能力强于出发

菌株(

表
#

!

*,

株诱变酵母菌株
AAS

培养基筛选结果g

A2J4<#

!

Y>I<<636

9

I<B84CBEG*,BCI236BEG18C2

9

<63j<=

D

<2BCBCI236AAS1<=381

菌株编号 显色情况 菌株编号 显色情况 菌株编号 显色情况 菌株编号 显色情况

%

$

0#

N

%

$

0##

ooo

%

$

0!#

N

%

$

0*#

oooo

%

$

0!

N

%

$

0#!

N

%

$

0!!

N

%

$

0*!

oooo

%

$

0*

ooo

%

$

#*

N

%

$

0!*

N

%

$

0**

oooo

%

$

0(

N

%

$

0#(

oooo

%

$

0!(

N

%

$

0*(

ooo

%

$

0)

oooo

%

$

0#)

oooo

%

$

0!)

N

%

$

0*)

oooo

%

$

0$

ooo

%

$

0#$

oo

%

$

0!$

oo

%

$

0*$

oo

%

$

0+

N

%

$

0#+

oooo

%

$

0!+

ooo

%

$

0*+

N

%

$

0-

oooo

%

$

0#-

N

%

$

0!-

oooo

%

$

0*-

oo

%

$

0,

oo

%

$

0#,

N

%

$0

!,

N

%

$0

*,

ooo

%

$

0#"

oooo

%

$

0!"

N

%

$0

*"

N

%

$

ooo

!!!!

g

!

!

oooo

"表示深红色&!

ooo

"表示红色&!

oo

"表示粉色&!

o

"表示浅粉色&!

N

"表示无色(

表
!

!

##

株诱变酵母菌株溴甲酚绿培养基筛选结果

A2J4<!

!

Y>I<<636

9

I<B84CBEG##BCI236BEG18C2

9

<63j<=

D

<2BCBCI236JIE1E>I<BE4

9

I<<61<=381 11

菌株编号 牛津杯内径
!(7

后黄色圈直径 黄色圈实际直径 菌株编号 牛津杯内径
!(7

后黄色圈直径 黄色圈实际直径

%

$

0)

);+, !);,* !";#(

%

$

0!-

);(, !-;!) !!;+$

%

$

0-

$;*" *);-$ !,;)$

%

$

0*#

);!# !-;+- !*;)+

%

$

0#"

$;"! !-;)* !!;)#

%

$

0*!

-;#+ #+;#* -;,$

%

$

0#(

+;!+ #,;") ##;+-

%

$

0**

+;#( *";!, !*;#)

%

$

0#)

$;+! *(;!# !+;(,

%

$

0*)

);+( !(;*) #-;$#

%

$

0#+

+;(+ !);)$ #-;",

%

$

$;,$ !,;!( !!;!-

!;*;*

!

杜氏小管筛选
!

将上步筛选出的
+

株诱变菌株接

种在装有杜氏小管的试管中'当
#!7

时'菌株
%

$

0#)

和

%

$

0**

的杜氏小管中产气较多'其他诱变菌株均无明显反

应&当
!(7

时'菌株
%

$

0-

中的杜氏小管充满了气体'并且

杜氏小管浮在液面上'

%

$

0*#

和
%

$

0**

与出发菌株
%

$

的

产气能力相同'在杜氏小管中有
(

*

)

的气体'其他菌株的

产气能力相对较弱&当
*$7

时'除
%

$

0#)

和
%

$

0!-

之外'

其他菌株都将杜氏小管中充满气体&在
*$

'

(-7

时'所有

菌株都将杜氏小管中充满气体(综上所述'可以判断
+

株

诱变菌株的起酵能力为$

%

$

0-

%

%

$

0**a%

$

0*#

%

%

$

0#)

%

%

$

0#"

%

%

$

0!-

'因此初步确定
%

$

0-

为目标菌株(

!;(

!

诱变菌株复筛

将
+

株菌株分别接种到葡萄汁后'其产酒精产酸情

况如表
(

所示'与出发菌株相比'诱变菌株的产酸产酒精

能力明显增强'与初筛结果一致'说明
M@AL

处理能够改

变菌株的某些基因'从而改变菌株的功能(

$

株菌株产酒

精能力依次为$

%

$

0-

%

%

$

0*#

%

%

$

0#)

%

%

$

0**

%

%

$

0#"

%

%

$

0!-

&

$

株突变菌株的产酸能力也存在一定的差别'其能

力强弱依次为$

%

$

0-

%

%

$

0#)

%

%

$

0*#

%

%

$

0**

%

%

$

0!-

%

%

$

0#"

'但菌株产主要有机酸种类基本一致'为
L0

乳酸+酒

石酸以及苹果酸(由此可以猜测菌株经过
M@AL

处理

后'虽然产酸能力的强弱得到了改变'但产主要有机酸种

类不会发生改变(

h.#)"*+

)

!""$

/葡萄酒0中限定葡萄

)"

"

]E4;*)

#

VE;)

王犁烨等!常压室温等离子体选育高产酒精及酸的酿酒酵母



表
*

!

$

株诱变酵母菌株杜氏小管
$"7

间产气情况g

A2J4<*

!

$BCI236BEG18C2

9

<63j<=

D

<2BCBCI236'8qBC8J<GEI$"7E8IBEG

9

2B

H

IE=8>C3E6

菌株编号
#!7 !(7 *$7 (-7 $"7

%

$0

-

o ooooo ooooo ooooo ooooo

%

$0

#"

oo oo ooooo ooooo ooooo

%

$0

#)

ooo ooo oooo ooooo ooooo

%

$0

!- 0 o oo ooooo ooooo

%

$0

*#

oo oooo ooooo ooooo ooooo

%

$0

**

ooo oooo ooooo ooooo ooooo

%

$

o oooo ooooo ooooo ooooo

!

g

!

!

ooooo

"表示杜氏小管中充满气体&!

oooo

"表示杜氏小管中充满
(

*

)

的气体&

!

ooo

"表示杜氏小管中充满
#

*

!

的气体&!

oo

"表示杜氏小管中充满
#

*

*

的气体&!

o

"

表示杜氏小管中充满
#

*

)

的气体&!

N

"表示杜氏小管中无气体(

表
(

!

$

株诱变酵母菌株与出发菌株产酒精产酸情况

A2J4<(

!

$BCI236BEG18C2

9

<63j<=

D

<2BCBCI236B26=BC2IC36

9

BCI236B

H

IE=8><24>E7E426=

H

IE=8><2>3=

菌株编号
总酸*

#

9

.

^

N#

%

产酸量*

#

9

.

^

N#

%

挥发酸*

#

9

.

^

N#

%

0̂

乳酸*

#

1

9

.

^

N#

%

酒石酸*

#

1

9

.

^

N#

%

柠檬酸*

#

1

9

.

^

N#

%

苹果酸*

#

1

9

.

^

N#

%

酒精度*

WFE4

%

$

0- +;!! !;!- ";*! !!#";"" !)$+;"" *-!;"" #)-$;"" #!;)"

%

$

0#)

$;-, #;,) ";*, !#"*;"" !((,;"" *$(;"" #(++;"" ##;+"

%

$

0*# $;-) #;,# ";(! !",-;"" !*+,;"" *$);"" #*-+;"" #!;""

%

$

0** $;)( #;$" ";*) #,)$;"" !!(,;"" *+";"" #()*;"" ##;)"

%

$

0!-

);,* ";,, ";)# #)+);"" !*",;"" *#";"" ##!,;"" ,;-"

%

$

0#" );+) ";-# ";(! #$+*;"" !!#*;"" !,-;"" #"");"" #";*"

%

$

);$) ";+# ";(" #$*,;"" !#",;"" *"#;"" ,-";"" ,;$"

酒中挥发酸
)

#;!

9

*

^

'以上菌株均符合要求'因此'最终

将
%

$

0-

确定为目标菌株(

!;)

!

遗传稳定性试验

将突变菌株
%

$

0-

培养
)

代'把每一代菌液接种到葡

萄汁中发酵
#"=

'发酵液的酒精度和总酸分析结果见

图
*

(由图
*

可知'第
*

代菌株产酒精能力最强为

#!;+WFE4

'第
)

代菌株产酸能力最强为
!;!$

9

*

^

(虽然

)

代菌株的产酸和产酒精能力存在微小差距'产酸能力都

维持在
!;!

9

*

^

左右且挥发酸含量在
";**

9

*

^

左右'产酒

图
*

!

%

$

0-

连续
)

代产酒精和产酸情况

&3

9

8I<*

!

%

$

0->E6C368E8B)

9

<6<I2C3E6BEG24>E7E4

H

IE=8>C3E626=2>3=

H

IE=8>C3E6

精能力都维持在
#!WFE4

以上(由此可以表明'突变菌株

%

$

0-

的高产酸和酒精性能可以稳定的遗传(

*

!

结论
本研究以葡萄表面筛选出的酿酒酵母菌株

%

$

为出

发菌'通过单因素试验确定
M@AL

处理时间的最佳时间(

通过
AAS

培养基试验+溴甲酚绿培养基试验以及杜氏小

管试验对突变菌株进行初步筛选'最后再经葡萄汁发酵

试验和遗传稳定性试验确定目标菌株为
%

$

0-

'该突变菌

株的产酸能力和产酒精能力较出发菌株
%

$

分别提高了

!#(;,*W

和
!-;#*W

'该菌株在一定程度上可以解决新疆

葡萄酒糖高酸低的现状'提高新疆葡萄酒品质(同时说

明
M@AL

诱变能够高效率改变菌株的发酵性能(但该研

究仅将诱变菌株
%

$

0-

在红葡萄酒发酵过程中给予验证'

在白葡萄酒的生产中还有待进一步验证(
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