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Abstract： 36 yeast strains were subjected to analysis of Selenium-resistance，and a Selenium -
resistant and Selenium -enriched Candida tropicalis strain named 1254，was obtained，whose Se
content and biomass were 5.48 mg/l and 4.1 g/l，respectively. The strain 1254 was subjected to
genetic breeding via N-methy-N-nitro-N- Nitrosoguanidine（NTG） and UV irradiation mutagenesis
successively，to screen high Selenium -resistant and ethionie -resistant mutants. As a result，A
mutant 1254-6-1 was obtained，and the biomass，total selenium content，organic selenium content
and conversion rate of organic selenium increased to 7.60 g/l，5 626.00 μg/g，4 879.99 μg/g，
86.74% ，much higher than that of the parent strain. Especially，the content of methionine and
cystine were increased by 135% and 194.10%.
Keywords： selenium-enriched yeast，breeding，organic-Se，methionine，cystine

摘要： 对 36 株不同来源的酵母菌进行了硒耐受性分析和比较， 获得 1 株硒耐受性和富硒能力
较强的热带假丝酵母菌（Candida tropicalis）菌株 1254。以该菌株为出发菌株，进行了亚硝基胍诱
变和亚硒酸钠抗性筛选、 紫外线诱变和乙硫氨酸抗性筛选等两轮突变和筛选， 获得突变菌株
1254-6-1，其生物量、总硒含量、有机硒的含量及转化率达到 7.60 g/l、5 626.00 μg/g、4 879.99
μg/g、86.74%，分别为原始出发菌株的 1.85 倍、7.90 倍、9.35 倍、1.18 倍；各种氨基酸的含量均高
于出发菌株，其中蛋氨酸和胱氨酸的含量分别是出发株的 135%和 194.10%。
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世界卫生组织于 1973 年将硒确定为人和动物
必需的微量元素， 同年美国 FDA 批准亚硒酸钠和
硒酸钠可作为饲料添加剂应用于动物养殖业。 近年
来，越来越多的研究揭示和验证了硒的多种生理功
能，主要包括：抗氧化作用 [1-2]，增强免疫作用与抗病
作用 [3-5]，调节机体代谢 [2]，另外，硒还能增强人和动
物的生殖机能 [6-7]，具有抗自由基，延缓衰老，拮抗有
毒元素等作用[7]。
由于硒元素具有上述重要的生理功能，其作为

机体必需的营养元素早就引起人们的高度重视 [8-9]。
目前， 硒营养强化剂主要有 3 种即无机态亚硒酸
钠、有机态硒及富硒酵母，无机硒和有机硒化合物
都能被动物机体吸收，但是，由于畜禽对无机硒吸
收利用过程中，无机硒须先进入肝脏，转化成生物
硒后才可被吸收，因而毒性很大，而富硒酵母具有
吸收性好、安全无毒等优点，是一种比较理想的硒
营养剂 [9]，已被用作营养强化剂应用到各种食品中，
在预防和治疗疾病以及养殖业等方面也有广泛的

应用 [8-9]。 我国 20 个省市中，缺硒、贫硒县高达 72
%，全国近 7 亿人口处于缺硒状态，因此开发高富硒
酵母具有重要的意义。
酵母硒是通过酵母自身的代谢活动，将无机硒

在体内转化为与蛋白质和多糖相结合的有机硒，提
高了硒的利用率和安全性[10]。已有的研究结果表明，
在酵母体内硒主要以硒代半胱氨酸和硒代蛋氨酸

形式存在[9-10]。 硒是硫的类似物，硒被生物同化吸收
是利用 S 的代谢酶作用进入细胞，取代 S 整合到游
离氨基酸和蛋白质中 [9-10]，因而，无机硒盐离子和无
机硫酸酸根离子在吸收同化过程中竞争同一转运

系统。
国内已有多篇有关富硒酵母菌选育的报道 [11-

13]，但多采用单一诱变剂处理的方法，难以获得理想
的富硒酵母突变菌株。 作者利用多种来源的酵母
菌，先通过亚硒酸抗性筛选，选出硒耐受性和富硒
能力强的酵母菌株，并以此为出发菌株，经亚硝基
胍（NTG）、紫外线复合诱变，再分别结合亚硒酸抗
性、乙硫氨酸抗性筛选，选育出高产富硒酵母菌株，
旨在为酵母硒的产业化生产提供菌种资源。

1.1 菌种来源
由市农产品市场购买到的 8 种食用酵母粉和 3

种酒曲，作为菌株分离的样品来源。 另外，从中国工
业微生物菌种保藏管理中心购买到 10 株食品安全
级的酵母菌直接作为供试菌株，包括：2 株热带假丝
酵 母 （Candida tropicalis），2 株 酿 酒 酵 母
（Saccharomyces cerevisiae），2 株 产 朊 假 丝 酵 母
（Candida utilis）， 其余葡萄汁酵母 （Saccharomyces
uvarum）、异常汉逊酵母（Hansenula anomala）、白球
拟 酵 母 （Torulopsis candida）、 粟 酒 裂 殖 酵 母
（Schizosaccharomyces pombe）各 1株。
1.2 培养基
1.2.1 YEPD 和 YNB 培养基 培养基的配制参照
文献[14-15]的方法，加 1.8%的琼脂即成固体培养
基；
1.2.2 酵母菌分离培养基 （孟加拉红培养基） 配
方 （g/L）： 蛋白胨 5 g， 葡萄糖 10 g， 磷酸二氢钾
（K2HPO4·3H2O）1 g，硫酸镁（MgSO4·7H2O）0.5 g，琼
脂 15~20 g，蒸馏水 1 000 mL，氯霉素 0.1 g；上述各
成分加入蒸馏水中溶解后， 再加孟加拉红溶液（1%
水溶液）3.3 mL。 另用少量乙醇溶解氯霉素，加入培
养基中，分装后，121 ℃灭菌 20 min；
1.2.3 亚硒酸钠抗性筛选培养基 在 YEPD 培养
基中加入一定浓度过滤灭菌的亚硒酸钠溶液；
1.2.4 乙硫氨酸抗性培养基 在 YNB 培养集中加
入一定量过滤灭菌的乙硫氨酸溶液。
1.3 试剂

3，3′-二氨基联苯胺（DAB）：Fluka 公司产品；亚
硝基胍、DL-乙硫氨酸、硒代蛋氨酸标准品：Sigma 公
司产品。
1.4 菌种初筛
分别称取食用酵母粉和酒曲样品各 2 g， 加入

到 YEPD 液体培养基中，30 ℃，静置活化 2 h，梯度
稀释， 取 0.2 mL稀释涂布于酵母菌分离培养基上，
30 ℃，培养 24 h，挑取单菌落于斜面保存。
1.5 亚硒酸钠抗性复筛
亚硒酸钠溶液过滤除菌后，加入到灭菌的培养

基中 ， 制备 Se4+含量分别为 0、10、20、40、60、80、
100、120 μg/mL 的亚硒酸钠抗性培养基。 将分离获
得的酵母菌株及购买的 10 株菌活化后， 制作菌悬
液，分别取 0.2 mL 菌悬液，涂布于上述固体亚硒酸
钠抗性培养基上，30 ℃倒置培养，48 h后观察。选出
菌落较大，颜色较浅的酵母菌于斜面培养基进行纯
培养。从新鲜斜面上转接于一环菌体于装有 100 mL

材料与方法1
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发酵培养基的 500 mL 三角瓶中，30 ℃，200 r/min
振荡培养，测其生物量和硒含量，筛选出生物量和
硒含量较高的酵母菌株。
1.6 酵母中硒含量的测定
参照文献[14-16]，采用 3，3’-二氨基联苯胺比

色法测定酵母细胞的总硒含量及无机硒含量，两者
之差即为酵母细胞内有机硒的含量。
1.7 菌体生物量的测定
取发酵菌液于 4 000 r/min 离心 10 min，收集菌

体，无菌水洗涤 3 次，65 ℃烘干至恒重后，称量即得
菌体生物量（g/L）。
1.8 氨基酸成分分析
样品的氨基酸成分委托中国测试技术研究院

测定。
1.9 菌种的诱变与筛选
1.9.1 亚硝基胍诱变及亚硒酸钠抗性筛选 取生
长至对数期的酵母菌悬液，4 000 r/min 离心， 用生
理盐水洗涤数次，悬浮于柠檬酸缓冲液，细胞浓度
调至 107个/mL，加入 0.5 mL 亚硝基胍溶液，35 ℃振
荡处理 1 h，其致死率为 80%。 加入生理盐水稀释终
止反应，再用生理盐水洗涤数次，悬浮于生理盐水
中。取适量上述菌液涂布于 Se4+含量为 80 μg/mL的
亚硒酸钠抗性平板中，避光培养 48 h。
1.9.2 紫外线诱变及乙硫氨酸抗性筛选 取生长
至对数期的酵母菌悬液稀释，涂布于乙硫氨酸质量
浓度分别为 0.5、1、1.5、2、2.5、3 g/L 的 YNB 培养基
上（每一个浓度梯度设 2 个平行实验组），经 48~72
h培养后，确定菌株的乙硫氨酸敏感性。
将前述诱变获得的高产菌株培养至对数期，收

集细胞，用无菌水稀释成 107个/mL。吸取 6 mL菌悬
液于直径为 9 cm 的无菌平板中， 将平皿置于紫外
诱变箱中， 使无菌平板距离紫外灯管 25 cm 左右，
经紫外灯照射 60 s，致死率为 80%。 将经上述紫外
线诱变处理后的菌液适当稀释，涂布于乙硫氨酸抗
性平板上，避光培养 48 h。

2.1 亚硒酸钠抗性菌株筛选
从 8 种食用酵母粉和 3 种酒曲中分离获得 26

株菌株， 加上作者所在实验室购买并保存的 10 株
酵母菌，共计 36 株。 对该 36 株酵母菌进行亚硒酸
钠抗性筛选， 获得 3 株能在 Se4+质量浓度为 80 μg/

mL 的平板上生长的菌株。 研究表明，在 Se4+质量浓
度低于 20 μg/mL 的平板上， 各个菌株与对照组相
比，生长状况无明显差异。 Se4+质量浓度大于 20 μg/
mL 时，有的菌株生长开始受阻；当 Se4+质量浓度达
到 40 μg/mL 时，有 14 株能正常生长；当 Se4+质量浓
度达到 80 μg/mL 时， 不同酵母菌株生长差异十分
明显，36 株供试菌中仅有 3 株能正常生长， 它们分
别是酿酒酵母 A1-2，热带假丝酵母 1254，产朊假丝
酵母 Y-3，当 Se4+质量浓度高达 100 μg/mL 时，所有
菌株均不能正常生长。 对该 3 株菌株分别进行复
筛，测定其生物量、总硒质量分数、无机硒质量分
数，计算有机硒质量分数及转化率，结果见表 1。

表 1 亚硒酸钠抗性菌株的筛选
Table 1 Screening of sodium selenite-resistant strains

由表 1 可见， 热带假丝酵母菌株 1254 的生物
量、有机硒含量及有机硒转化率均最高，分别为 4.1
g/L、521.99 μg/g、73.26%。故选择热带假丝酵母菌株
1254作为诱变育种的出发菌株。
2.2 亚硝基胍诱变及亚硒酸钠抗性株的筛选
出发菌株热带假丝酵母菌 1254 经亚硝基胍诱

变后，涂布亚硒酸钠抗性平板筛选，以菌落大小和
颜色特征为指标， 挑出菌落较大颜色较浅的株菌，
依次编号。 将各菌株接种在 Se4+质量浓度为 80 μg/
mL 的液体培养基中进行发酵培养， 测定菌株的生
物量、总硒量、无机硒质量分数，计算有机硒的质量
分数及转化率。 共计挑出 12株菌落较大、颜色较浅
的菌株，进行发酵培养，获得总硒质量分数、有机硒
质量分数及有机硒转化率均最高的菌株 1254-6，与
出发菌株对比如表 2。
表 2 出发菌株 1254 和化学诱变株 1254-6 的生物量及硒
质量分数

Table 2 Biomass and selenium content of the parental
strain 1254 and mutant 1254-6

结果与讨论2

菌株
生物量/
（g/L）

有机硒

转化率/%

A1-2 3.04 614.73 316.77 297.96 48.47

1254 4.10 712.52 190.53 521.99 73.26

Y-3 2.32 758.15 403.71 354.44 46.75

质量分数/（μg/g）

总硒 无机硒 有机硒

菌株
生物量/
（g/L）

有机硒

转化率/%

出发菌 4.10 712.52 190.53 521.99 73.26

1254-6 3.56 4694.00 663.26 4030.74 85.87

质量分数/（μg/g）
总硒 无机硒 有机硒
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由表 2 可见，与出发菌株 1254 相比，诱变菌株
1254-6的生物量降低了 13.17%，但诱变菌株 1254-
6的总硒质量分数、 有机硒质量分数及有机硒转化
率分别是出发菌株 1254的 6.59倍、7.72倍、1.17倍，
故选取菌株 1254-6作为下一轮诱变育种的材料。
2.3 紫外线诱变及乙硫氨酸抗性菌株筛选结果
2.3.1 乙硫氨酸抗性分析 将菌株 1254-6 活化后
稀释， 涂布于一定乙硫氨酸浓度梯度的 YNB 培养
基上，经 48~72 h培养后，观察其生长情况。 结果显
示，与大多数酵母菌相似，该菌株在乙硫氨酸质量
浓度为 1.0 g/L的平板上，不能正常生长。 因此选择
乙硫氨酸质量浓度为 1.0 g/L 作为诱变抗性的筛选
质量浓度。
2.3.2 乙硫氨酸抗性株的筛选 1254-6 菌株经紫
外诱变处理，菌悬液稀释涂布于含 1.0 g/L 乙硫氨酸
的 YNB 平板上，避光培养 72 h。 挑选生长快，菌落
较大，颜色较浅的抗性菌株共 37 株，编号为 1254-
6-1 到 1254-6-37。 将其点样于含乙硫氨酸的平板
上，培养 48~72 h，每组设 3 个平行实验组。 根据菌
落大小及生长情况选取 16 株菌株， 在发酵培养集
中进行富硒培养，测定菌株的生物量、总硒量、无机
硒质量分数，计算有机硒质量分数及转化率。 其中
菌株 1254-6-1含硒量最高的，结果如表 3所示。
表 3 菌株 1254-6-1 生物量及硒质量分数

Table 3 Biomass and selenium content of mutant 1254-6-1

由表 3 可见，与菌株 1254-6 相比，菌株 1254-
6-1的生物量、总硒质量分数、有机硒质量分数及有
机硒转化率分别提高了 2.13 倍、1.20 倍、1.21 倍、
1.01 倍。 与原始出发菌株 1254 相比， 双抗菌株
1254-6-1 的生物量、总硒质量分数、有机硒质量分
数及转化率分别提高 1.85 倍、7.90 倍、9.35 倍、1.18
倍，分别达到 7.60 g/L、5 626.00 μg/g、4 879.99 μg/g、
86.74%。
出发菌株 1254 经亚硝基胍诱变处理， 显著提

高了菌株总硒质量分数、有机硒质量分数及有机硒
转化率，但降低了菌株生物量。 出发菌株 1254经亚
硝基胍诱变处理后，再采用紫外线诱变处理，结果
获得的菌株生物量得以明显提高， 总硒质量分数、

有机硒质量分数及有机硒转化率也得以改善。 由此
可见，采用不同诱变剂处理，可以减少单一诱变剂
的负突变，实现正突变的累加，从而提高育种效率。
2.4 突变菌株氨基酸含量分析
利用氨基酸自动分析仪对双抗性株 1254-6-1

与出发株 1254 氨基酸的质量分数进行测定， 结果
见表 4。
表 4 诱变株 1254-6-1 与出发株 1254 氨基酸质量分数

Table 4 Content of amino acids of mutant 1254-6-1 and
the parental strain 1254

由表 4 可知，经过连续诱变及两种抗性平板的
反复筛选得到的菌株 1254-6-1，各种氨基酸的相对
质量分数均高于出发菌株，其中蛋氨酸是出发株的
135%，胱氨酸是 194.1%，从代谢途径来可知，胱氨
酸为蛋氨酸的合成提供巯基，说明合成前体物含量
的增加可造成蛋氨酸的增加。 有前人研究结果可
知，在酵母体内硒主要以硒代半胱氨酸和硒代蛋氨
酸形式存在 [8-9]，因此由此推测，半胱氨酸和蛋氨酸

菌种编号
生物量/
（g/L）

有机硒

转化率/%

1254-6-1 7.6 5 626 4 879.99 86.74

质量分数/（μg/g）
细胞中硒 有机硒

氨基酸名称 相对质量分数/%

天门冬氨酸 3.57 3.94 110.4

苯丙氨酸 1.58 1.68 106.3

酪氨酸 0.95 1.33 140.0

亮氨酸 2.45 2.58 105.3

蛋氨酸 0.59 0.80 135.6

异亮氨酸 1.57 1.83 116.6

缬氨酸 2.29 2.92 127.5

胱氨酸 0.17 0.33 194.1

丙氨酸 2.40 2.44 101.7

甘氨酸 1.84 2.07 112.5

谷氨酸 6.57 6.62 100.8

丝氨酸 1.93 1.94 100．5

苏氨酸 1.90 2.06 108．4

菌 株

1254 1254-6-1

赖氨酸 3.61 3.85 106.6

组氨酸 0.83 0.85 102.4

精氨酸 2.58 2.71 105.0

脯氨酸 1.60 1.63 101.9

氨基酸总量 36.4 39.6 109.0
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含量的变化与酵母体内硒含量是呈正相关性的。 此
外，与出发菌株相比，诱变后菌株中酪氨酸的含量
也有较大提高，是出发菌株的 140%。 酪氨酸用途很
广泛，在医药上用作甲状腺功能亢进，也可作为食
品添加剂。 另外酪氨酸还是一种重要的生化试剂，
是合成多肽类激素、 抗生素、L-多巴等药物的主要
原料。 广泛用于农业科学研究，也作饲料添加剂和
配制人工昆虫饲料。

从 8 种食用酵母粉和 3 种酒曲中分离得到 26
株酵母菌菌株，连同由中国微生物菌种保藏中心提
供的 10株酵母菌，共 36株菌。 通过对该 36株酵母
菌进行硒耐受性初筛和摇瓶发酵富硒复筛， 获得 1

株硒耐受性高且富硒能力较强的热带假丝酵母菌

株 1254。对菌株 1254进行了多轮诱变选育。通过亚
硝基胍诱变，亚硒酸钠抗性筛选后，获得了 12 株抗
性菌，其中突变菌株 1254-6 的总硒质量分数、有机
硒质量分数及有机硒转化率分别是出发菌株 1254
的 6.59倍、7.72 倍、1.17 倍。 突变菌株 1254-6 经紫
外诱变和乙硫氨酸抗性筛选后，获得了乙硫氨酸抗
性菌株 37 株， 其中突变菌株 1254-6-1 的生物量、
总硒质量分数、有机硒质量分数及转化率分别达到
7.60 g/L、5 626.00 μg/g、4 879.99 μg/g、86.74%。 对
双抗性株 1254-6-1 与出发株 1254 氨基酸的相对
质量分数分别进行测定，结果显示，双抗性株 1254-
6-1 的各种氨基酸含量均高于出发菌株 1254，其中
蛋氨酸是出发株的 135%，胱氨酸是 194.1%。

结 语3
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会议背景介绍： 中国白酒历史悠久，驰名中外，是我国经济发展的支柱产业。 从现代科学技术角度来看，香醇美酒

实际上是酿酒微生物新陈代谢和酿造工艺技术完美融合的结果， 微生物作为传统白酒酿造的关键性因素发挥了重要作

用。 随着白酒酿造技术的科技创新发展，结合现代分子生物学、生物信息学、生态学、代谢组学和基因组学技术深入研究

微生物与白酒酿造技术的关系，探讨我国传统白酒产业技术创新问题受到业内高度关注。

应业内的广泛要求， 中国微生物学会工业微生物学专业委员会决定召开 “中国首届微生物与白酒酿造技术研讨

会”，邀请国内著名专家从微生物与白酒酿造技术等方面开展专业交流和研讨，为在本领域拥有一定研究基础和成果的

科研团队和酿酒企业打造一个全新的技术交流、成果展示和项目对接平台，推动酿酒技术的现代化发展。

本次大会由山西省微生物学会、山西杏花村汾酒集团有限责任公司共同承办，在我国酿就圣地山西汾阳举行，大会

得到了中国酒业协会白酒分会的大力支持。

悠悠千年史，杏花伴酒香，牧童一声笛,汾清醉他乡。 热忱欢迎酿酒微生物领域的同行莅临大会，齐聚一堂，共享盛
事。
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