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摘要：为了提高海洋红酵母超氧化物歧化酶的活性，寻找一种可以从众多菌株中定向筛选超氧
化物歧化酶高产菌株的方法，通过在培养基中添加百草枯并逐级提高、层层筛选，筛选出了超氧
化物歧化酶活性较高的菌株并研究了不同程度的氧化胁迫对海洋红酵母的生长状况、超氧化物
歧化酶活性及虾青素质量分数的影响。结果表明：在百草枯浓度为０．０７５ｍｍｏｌ／Ｌ的条件下，可
大大提高超氧化物歧化酶活性；经逐步提高百草枯浓度所筛选的菌株超氧化物歧化酶比活性提
高３５．２％；而所筛菌株在含０．０７５ｍｍｏｌ／Ｌ的百草枯培养基中培养后，超氧化物歧化酶比活性较
初始菌株提高１０３．７％，差异显著（ｐ＜０．０５）。这说明使用该方法可以达到筛选超氧化物歧化酶
高产菌株的目的，而在培养基中添加低浓度的百草枯同样可提高海洋红酵母的超氧化物歧化酶
活性。
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　　自从生物选择了氧气，新陈代谢大大加快，进
化提速，但有氧代谢所产生的活性氧却也不可免的

会对机体造成伤害。为此，生物体进化出了酶促和
非酶促反应两套活性氧清除系统。超氧化物歧化
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酶（ＳＯＤ，Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ　Ｄｉｓｍｕｔａｓｅ）和虾青素（Ａｓｔａｘ－
ａｎｔｈｉｎ）就分属于以上两套系统。超氧化物歧化酶
（ＥＣ．１．１５．１．１）是催化生物体中Ｏ２－·分解，保护
细胞免受损伤的一类金属酶，广泛存在于需氧和耐
氧生物体内［１］，在临床医药、食品、化妆品及农业、
渔业等方面均有应用［２］。而虾青素可有效淬灭单
线态氧和清除自由基，其抗氧化能力是维生素Ｅ的

１００倍。红酵母属的一个显著特征就是可产虾青
素。因而，对如何筛选高产虾青素的海洋红酵母的
相关研究较多。同时，酵母菌作为单细胞真核微生
物，细胞质内含真核生物特有的Ｃｕ，Ｚｎ－ＳＯＤ，开发
利用价值较大，因而酵母菌也被视为生产ＳＯＤ的
重点研究对象［３］。但目前对酵母菌的虾青含量和

ＳＯＤ活性的综合研究较少，且各高产菌株的筛选多
采取直接从自然界筛选后经诱变处理，逐株检测的
方法。此法固然有效，但是工作量大，目的性不强，
同时可能会是高产菌株因没有被检测到而流失。
目前，尚没有有关定向筛选高产ＳＯＤ活性菌株方
法的报道。
一种ＲＯＳ（活性氧）的预处理使机体不仅耐受了

这种特定的ＲＯＳ，还能全面的耐受其他多种ＲＯＳ，于
是全面提高各种抗氧化酶活性［４］。Ｈａｓｓａｎ等［５］发现
百草枯对Ｅ．ｃｏｌｉ（大肠杆菌）中 Ｍｎ－ＳＯＤ的表达有诱
导作用。这是因为，百草枯（１，１－二甲基－４，４′－联吡啶
鎓盐二氯化物）可在氧化还原反应中作为电子受体，
在细胞内经呼吸链电子传递可产生氧自由基。而氧
自由基的存在正好诱导了 Ｍｎ－ＳＯＤ的大量生成，从
而使Ｅ．ｃｏｌｉ对百草枯的毒性具有抵御功能。但ＳＯＤ
对活性氧的清除能力是有限的，超过这个限度就会对
机体产生伤害。据报道，Ｃｕ２＋可使虾青素的合成降
低而致使虾青素低产菌株因失去保护而被淘汰，因此
可将Ｃｕ２＋作为虾青素高产菌株的筛选剂［６］。有鉴于
此，作者通过研究不同百草枯浓度对海洋红酵母得虾
青素质量分数、ＳＯＤ活性等抗氧化性能指标及生物
量的影响，旨在通过外加氧化胁迫淘汰抗氧化能力较
低的菌株以期筛选得到抗氧化性能较高的菌株，并为
相关研究提供参考。

１．１　材料

１．１．１　菌种　实验用海洋红酵母菌种购自大连健

洋生物科技有限公司。

１．１．２　培养基　酵母膏５ｇ、蛋白胨１０ｇ、葡萄糖

２０ｇ、陈海水１　０００ｍＬ、链霉素３００Ｕ／ｍＬ，上述培
养基中加２０ｇ琼脂制成固体培养基。

１．１．３　试剂　百草枯：四川西亚化工股份有限公
司；邻苯三酚、丙酮、异丙醇、盐酸等：均为分析纯。

１．１．４　仪器　生化恒温培养箱、摇床、７５２型紫外
可见光分光光度计、ＳＰ－ＤＪ系列净化工作台、电子分
析天平等。

１．２　方法

１．２．１　菌种活化与培养　挑取菌种于斜面上２８
℃活化三代后（每代２４ｈ），挑取两环培养物接种于
装有４０ｍＬ液体培养基的１５０ｍＬ锥形瓶中。２８
℃摇床扩培２４ｈ后，以体积分数１０％的接种量转
接至实验各组的液体培养基中，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇
床培养３ｄ。

１．２．２　菌体收集　将发酵培养基以３　０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ后弃上清液，再水洗两遍，每次以３　０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，收集得湿菌体，低温
烘干测干重。

１．２．３　ＳＯＤ提取及酶活测定　ＳＯＤ释放及酶活
测定（微量邻苯三酚法）参照文献进行［７］。

１．２．４　虾青素提取及质量分数测定　参照文献
［８］。

２．１　不同浓度的百草枯对海洋红酵母生存的影响
在液体培养基中加入百草枯配成不同浓度梯

度的培养基，培养５０ｈ后于６００ｎｍ下测吸光度值，
结果见图１。从图１可以看出：低浓度的百草枯不
会对海洋红酵母的生存构成威胁，但百草枯浓度超
过０．２ｍｍｏｌ／Ｌ时，海洋红酵母的细胞密度迅速下
降。这表明海洋红酵母的抗氧化能力存在一定的
限度，超过该限度便不能生存。据报道，在０．４～
１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的百草枯浓度下，大肠杆菌的细胞密
度随浓度升高下降，超过１．２ｍｍｏｌ／Ｌ时几乎不能
生存［９］。这说明原核与真核生物的抗氧化能力存
在较大差异。同时也表明，通过控制百草枯的浓度
可以淘汰掉大部分菌株，进而有可能筛选得到抗氧
化性能优越的菌株。
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图１　百草枯对海洋红酵母生存的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｐａｒａｑｕａｔ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｏｆ　Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｍａ－

ｒｉｎａ

２．２　不同百草枯浓度下海洋红酵母的生长曲线
选择了在百草枯浓度分别为０、０．０７５、０．１５０

ｍｍｏｌ／Ｌ的条件下每８小时于６００ｎｍ处测吸光度
值，绘制生长曲线，结果见图２。由图２可知：在较
低的浓度下，百草枯不仅不会对海洋红酵母的生长
产生不良影响，反而可以加快其繁殖能力。相类似
的是，有实验结果表明，低浓度的Ｏ２－·可刺激叙利
亚地鼠胚胎成纤维细胞的分裂能力［１０］。因此，在实
际生产中可以考虑有低浓度的氧胁迫加快生产菌

株的分裂速度，缩短生产周期。

２．３　不同浓度的百草枯对海洋红酵母ＳＯＤ活性及
虾青素质量分数的影响

在不同的百草枯浓度下，培养３０ｈ后于６００
ｎｍ处测吸光度值；培养７２ｈ后分别测其ＳＯＤ活性
及虾青素质量分数，结果见图３，４。由图３，４可以

图２　不同百草枯浓度下海洋红酵母的生长曲线
Ｆｉｇ．２　Ｇｒｏｗｔｈ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｍａｒｉｎａ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐａｒａｑｕａｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

看出：ＳＯＤ酶活、虾青素质量分数以及海洋红酵母
的生物量会随培养基中百草枯浓度的增加而波动。
大约在百草枯浓度为０．０７５ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＳＯＤ酶活
以及海洋红酵母的生物量都较理想且虾青素质量

分数此时也可以接受。这与Ｂｉｆｅｎｇ　Ｇａｏ等［１１］报道
的２０μｍｏｌ／Ｌ的百草枯可显著提高转人类ＳＯＤ基
因的大肠杆菌 Ｍｎ－ＳＯＤ的合成相似，低浓度百草枯
胁迫可以提高ＳＯＤ比活。同时我们还发现，在培
养３０ｈ后，海洋红酵母的ＯＤ６００ｎｍ与ＳＯＤ活性之间
存在 明 显 相 关 性，在 百 草 枯 浓 度 低 于 ０．０７５
ｍｍｏｌ／Ｌ时，其线性相关系数Ｒ２＝０．９８４。在培养

３０ｈ后海洋红酵母的生长进入对数期，其 ＯＤ６００ｎｍ
值可反映其细胞分裂速度。因此，在ＳＯＤ与细胞
分裂间可能存在某种联系。

图３　不同浓度的百草枯对海洋红酵母抗氧化性能的影响
Ｆｉｇ．３　Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ　ｏｆ　Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｍａｒｉｎａ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐａｒａｑｕａｔ
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图４　ＳＯＤ活性与生物量间的相关性
Ｆｉｇ．４　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ＳＯＤ　ａｎｄ　ｂｉｏｍａｓｓ

２．４　高抗氧化性菌株的筛选试验
鉴于以上结果，以１０％接种体积分数依次转接

至含有百草枯浓度为０．２５、０．３０、０．３５、０．４０、０．４５
ｍｍｏｌ／Ｌ的培养基中，每轮于２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床
培养３０ｈ。此时于显微镜下镜检发现大部分酵母
细胞已死亡，存活细胞的浓度较低。因而，作者直
接以每平板２００μＬ的量将培养液进行涂布培养，
挑选生长旺盛的单个菌落进行传代培养并保藏。
以不加百草枯的培养基中培养初始菌株作对照，将
所分离得到的菌株分别在不含百草枯和百草枯浓

度为０．０７５ｍｍｏｌ／Ｌ的条件下进行试验，培养７２ｈ
后分别检测各组ＳＯＤ活性及虾青素质量分数（每
组３个平行，结果以 Ｍ±ＳＤ表示），结果见表１。

表１　百草枯处理对海洋红酵母抗氧化性能的影响

Ｔａｂ．１　Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ　ｏｆ　Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｍａｒｉｎａｔｒｅａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｐａｒａｑｕａｔ

菌株
生物量／
（ｇ／Ｌ）

ＳＯＤ比活／
（Ｕ／ｇ）

ＳＯＤ总量／
（Ｕ／Ｌ）

虾青素质量分数／
（μｇ／ｇ）

虾青素产量／
（μｇ／Ｌ）

对照 ４．５５±０．０５　 ６１．８０±６．１０　 ５７９±６９　 ２５０．５０±１４．０９　 １１３９．８±５１．５

所筛菌株 ３．００±０．３８﹡ ８３．５７±１０．９８　 ４２７±５３　 １１２．９８±２．５８﹡ ３３６．３±４４．５﹡

在含百草枯的培养基中
培养的所筛菌株 ２．６０±０．０８﹡﹡ １２６．８７±１３．９０﹡ ５２２±１９　 １０６．３１±２．３７﹡﹡ ２７４．５±５３．５﹡﹡

　注：﹡表示与对照组差异显著（Ｐ ＜０．０５），﹡﹡表示与对照组差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

　　采用ＳＰＳＳ进行显著性ｔ检验，结果表明：所筛
菌株在相同条件下（即不含百草枯）培养后与初始
菌株相比其生物量、虾青素质量分数及产量均显著
下降（ｐ＜０．０５）；而于０．０７５ｍｍｏｌ／Ｌ的百草枯浓度
下培养的所筛菌株的生物量、虾青素质量分数及产
量与对照相比下降均极显著（ｐ＜０．０１）。将分离得
到的菌株经两次转接后镜检，仍有大量细胞死亡，
其中大多为未成熟的芽体。据此推测：出现生物量
下降的原因可能是长期的氧化胁迫产生的大量自

由基破坏了酵母遗传物质，使部分受损伤较严重的
细胞不能正常分裂的结果；那么存活下来的很可能
是经修复的突变细胞或本身抗氧化能力较强的细

胞。所筛菌株的虾青素含量出现显著下降，表明经
多次传代培养的所筛菌株细胞内可能仍维持一定

的百草枯浓度并对正常的细胞代谢产生影响。但
是，所筛选的海洋红酵母ＳＯＤ比活与对照相比升
高３５．２％，而于０．０７５ｍｍｏｌ／Ｌ的百草枯浓度下培
养的所筛菌株ＳＯＤ比活与对照相比升高１０３．７％，
差异显著（ｐ＜０．０５）。可能是由于上述试验的各组

菌株均来源于同一株初始海洋红酵母菌株，即种内
变异较小，因而所筛菌株的ＳＯＤ比活性虽有提高
但差异不显著。也可能是由于所筛选出的菌株确
与初始菌株存在较大差异，但表现出这种差异的条
件是一定的氧化胁迫。抗氧化物酶不仅直接受到
其作用底物的诱导，还受到非作用底物的交叉诱
导，如Ｏ２－·不仅使ＳＯＤ活性上升，也使过氧化氢
酶活性上升［４］。这也是于０．０７５ｍｍｏｌ／Ｌ的百草枯
浓度下培养的所筛菌株ＳＯＤ比活与对照相比显著
升高的可能原因。因而，较理想的获得高产ＳＯＤ
海洋红酵母的思路为：先采用常规的物理化学诱变
方法进行诱变以增加初始菌株的变异度，再用逐级
提高百草枯浓度的方法筛选出高ＳＯＤ活性的变异
菌株，最后施以微量的百草枯以诱导该性状的表
现。

　　目前，诱变的方法很多，但如何从诱变处理的
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菌株中选择出所需要的性状通常比较繁琐。本研
究结果表明，相对较高的百草枯胁迫可以淘汰大部
分的海洋红酵母而筛选出ＳＯＤ活性较高的菌株；
而相对较低的百草枯浓度（０．０７５ｍｍｏｌ／Ｌ）对海洋
红酵母的生存无影响，但却可以提高ＳＯＤ活性。

尽管百草枯是一种毒性较强的农药，但是由于所需
量极少即可提高ＳＯＤ活性，且其对鱼类等低毒；因
而可以考虑将百草枯作为发酵条件研究，在提取

ＳＯＤ时去除百草枯即可或是考虑将酵母直接用于
鱼类等的饵料。
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