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富锌酵母的选育及培养条件研究

郭雪娜 傅秀辉 何秀萍 张博润"

（中国科学院微生物研究所 北京 6###3#）

摘 要：对 !#"株不同种属的酵母菌株进行了出筛、复筛、单倍体分离、诱变，从亲株 G54564563（1 ;.F）（ !"##$"%&’(#)*
#)%)+,*,")）和 G57835!56H（!&.C）（!"#$"%&’(#)* -./(+)%,）的杂交菌株中选育到一株富锌酵母菌株（编号为 IJK578!）。并
初步优化了发酵条件：培养基为 3#?/L 糖浓度的麦芽汁、6#?/L 蛋白胨、锌添加量 !##"?/;L，)K 4’ #，装液量
!#;L/"H#;L三角瓶，接种量 6#M（0/0），培养起始添加锌盐，培养时间 7#=。在优化的条件下，杂交菌株 IJK578!的
生物量（细胞干重）达到 6!’7?/L，细胞锌含量可达到 9’7;?/?，锌总含量达到了 677;?/L。
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锌是人体必须的微量元素之一，与很多基础性

生理活动密切相关，以维持机体正常代谢，促进身

体、智力发育、增强免疫力最为重要［6，"］。生物体对

无机锌盐吸收利用较难，常有肠胃不适甚而胃出血

的现象，有机锌的吸收和生物利用能力都高于无机

锌。酵母菌对锌离子有一定的富集能力，可以将无

机锌转化为有机锌。然而如果培养基中锌的浓度过

高会对酵母菌有毒性，抑制酵母菌的生长。因此，选

育高细胞锌含量的富锌酵母至关重要。国内外有关

富锌酵母的研究主要侧重于酵母细胞对锌离子的传

递和调控［6 O H］，尚未见有关富锌酵母选育的报道。

本文报道了富锌酵母的研究结果。

! 材料和方法

! "! 菌株
!#"株不同种、属的酵母菌为实验初筛菌株，统

一编号为 G56 O G5!#"；标准交配型菌株 I05H53（1）和
IP5"65（!），均由本研究组保存。
! "# 培养基

G:QR：每升含酵母粉 6#?、蛋白胨 6#?、葡萄糖
!#?，固体培养基添加 6#? 琼脂粉，自然 )K。G:QS：
每升含酵母粉 6#?、蛋白胨 6#?、蔗糖 !#?、自然 )K。
G:QT：每升含酵母粉 6#?、蛋白胨 6#?、麦芽糖 !#?、
自然 )K。麦芽汁培养基：每升含总糖 !#?，自然 )K。
蔗糖糖蜜培养基：每升含糖蜜 3 ’ 7?（糖浓度约
!3M）、（,K!）" SU! H?、K7QU! 6?。

! "$ 菌种选育
对硫酸锌的抗性和生物量测定进行初筛和复

筛、单倍体分离、亚硝基胍（,-J）诱变等参照文献
［4，8］。
! "% 培养条件初步优化
实验不同的培养基条件、装液量、接种量、培养

时间及锌添加时间对菌株的生物量、细胞锌含量的

影响，"3V摇床（""#*/;+>）培养，通过比较实验结果，
确定合适的发酵条件。

! "& 生物量的测定
4###*/;+> 离心 3;+> 收集菌体，蒸馏水洗涤 7

次，收集菌体，4HV烘干至恒重。
! "’ 锌含量的测定
参照文献［3］方法进行。

! "( 锌总含量的计算
锌总含量（;?/L）W生物量（?/L）X锌含量（;?/?

干细胞）

# 结果和讨论

# "! 锌抗性菌株及生物量高的菌株的筛选
# "! "! 初筛结果：根据酵母菌对锌抗性能力的不
同，即有的酵母菌能在含有较高浓度锌离子的条件

下生长，有的酵母菌即使在含有较低浓度锌离子的

条件下也生长缓慢。采用酵母菌对硫酸锌的抗性测

定进行初筛，测定了 !#"株不同种属的酵母菌对硫
酸锌的抗性，结果表明不同酵母菌株对硫酸锌的抗

性差异较大，部分结果见图 6。从中选出 "6株在含



有 !"# $ %&& ’ #&&&!()*+的 ,-./培养基平皿上生长
良好的菌株。

图 ! 不同酵母菌株在含有不同锌离子
浓度的 "#$%平皿上生长情况
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& ’! ’& 复筛结果：测定初筛得到的 #3 株菌株在含
有 E&&!()*+ !"# $的 ,-./培养基中培养 #E5后的细
胞生物量和锌含量。通过筛选，获得 %株细胞生物
量较高的菌株和 H株锌含量较高的菌株，部分结果
列于表 3。

表 ! 不同酵母菌株的生物量及锌含量的比较
4=KL6 3 F8*M=71<8" 8; :56 K18*=<< ="? !" >8":6": 8; ?1;;676": <:7=1"<

N:7=1"< ,BC ,BJ% ,B3H% ,B#CC ,BI%H ,BIJG

D18*=<<)（()+） G 2C G 2# G 2% % 2& % 23 % 23

!" >8":6":)（*()(） I 23 I 2# I 2& C 2& % 2H C 2&

48:=L !" >8":6":)（*()+）#C 2I #% 2H #% 2# #H 2G #H 2H I& 2J

-=>5 :71=L 9=< >8"?O>:6? 1" :71ML1>=:62

& ’! ’ ( 富锌酵母的构建：通过生孢测定，从复筛得
到的酵母菌中选出一株细胞生物量较高的二倍体菌

株 ,BC（!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）和细胞锌含量较高的
二倍体菌株 ,BIJG（ !"##$"%&’(#)* 60/(+)%,），按文献
［C］进行生孢培养和单倍体分离，通过对单倍体交配
型、细胞生物量和细胞锌含量的测定，选出细胞生物

量较高的单倍体菌株 ,BCB3C（=）和细胞锌含量较高
的单倍体菌株 ,BIJGBE（&）。经亚硝基胍诱变，获得
带有不同氨基酸缺陷标记的单倍体菌株 ,BCB3CB3G
（= *6:）和 ,BIJGBEB3%（&L6O）。采用群体杂交法进行

杂交，两次杂交共获得 ECH株杂交菌株，测定其在含
有 E&&!()*+ !"# $ 的 ,-./ 培养基中培养的细胞生
物量和锌含量，从中选出细胞生物量和锌含量高于

亲株 ,BC和 ,BIJG的 #&株杂交菌株，其中杂交菌株
!PQBIJE具有双亲株的优良性状，锌总含量明显高
于亲株。遗传稳定性分析表明，杂交菌株 !PQBIJE
是遗传稳定的。进一步对杂交菌株 !PQBIJE的发酵
条件进行了研究。

& ’& 杂交菌株 !PQ)(*+的发酵条件优化
& ’& ’ ! 不同培养基的影响：配制不同的培养基，糖
浓度为 E&()+、锌添加量 E&&!()*+，自然 MQ，装液量
I&*+)#%&*+，接种量 %R，培养时间 #E5。测定结果
（表 #）表明不同培养基对杂交菌株 !PQBIJE 的细胞
生物量和锌含量有一定的影响，在麦芽汁培养基中

培养，杂交菌株 !PQBIJE的细胞生物量、锌含量和锌
总含量均较高。故选用麦芽汁培养基进行以下实

验。

表 & 不同培养基对杂交菌株 ,-.)(*+细胞生物量
和锌含量的影响

4=KL6 # -;;6>: 8; ?1;;676": *6?1= 8" :56 K18*=<< ="? !" >8":6":

8; 5SK71? <:7=1" !PQBIJE

FOL:O76 *6?1O* ,-./ ,-.N ,-.T U87: T8L=<<6<

D18*=<<)（()+） J2E H 2& J 2J G 2% H 2I

!" >8":6":)（*()(） %2E E 2J % 2J C 2& I 2C

48:=L !" >8":6":)（*()+） E&2# E# 2& EI 2C %3 2# II 2&

& ’& ’& 不同氮源的影响：配制不同氮源的麦芽汁培
养基，糖浓度为 E&()+、氮源浓度为 3&()+、锌添加量
E&&!()*+，自然 MQ，装液量 I&*+)#%&*+，接种量
%R，培养时间 #E5。实验结果（表 I）表明在麦芽汁
培养基中添加不同的氮源，对杂交菌株 !PQBIJE的
细胞生物量和锌含量均有一定的影响。添加蛋白胨

比添加其它氮源好。故以下的实验中添加 3&()+的
蛋白胨作为氮源。

& ’& ’( 糖浓度的影响：配制不同糖浓度的麦芽汁培
养基，锌添加量 E&&!()*+、蛋白胨添加量 3&()+，自然
MQ，装液量 I&*+)#%&*+三角瓶，接种量 %R，培养时
间 #E5。当糖浓度低于 G&()+ 时，随着糖浓度的增
大，杂交菌株 !PQBIJE的生物量和细胞锌含量呈上
升趋势。当糖浓度高于 G&()+ 时，随着糖浓度的增
大，对菌体的生长会产生一定的抑制作用，细胞锌含

量也呈递减趋势。在 G&()+ 糖浓度时，锌总含量达
到最高。因此，以下实验的麦芽汁培养基糖浓度定

为 G&()+（图 #）。
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表 ! 不同氮源对杂交菌株 "#$%!&’细胞生物量和锌含量的影响
!"#$% & !’% %((%)* +( ,-((%.%/* /-*.+0%/ 1+2.)%1 +/ *’% #-+3"11 "/, 4/ )+/*%/* +( ’5#.-, 1*."-/ 4678&9:

;-*.+0%/ 1+2.)% （;7:）<=>: ?7&?>>;7: ;7:?$ @.%" AB C%D*+/%

E-+3"11F（0FG） HIH J IK 9 I< H I9 LK I9 LK I&

4/ )+/*%/*F（30F0） :IL M I< N I: M IK M IL 9 IL

!+*"$ 4/ )+/*%/*F（30FG） &M I: NN IM &J I< NL I: MN I: 9& I<

图 ( 不同糖浓度对杂交菌株 "#$%!&’细胞
生物量和锌含量的影响

O-0I< B((%)* +( *’% 120". )+/)%/*."*-+/ +/ *’% #-+3"11

"/, 4/ )+/*%/* +( ’5#.-, 1*."-/ 4678&9:

( )( ) ’ 锌浓度的影响：实验结果表明，当培养基中
的锌浓度低于 :KK!0F3G时，随着锌浓度的增大，菌
株 4678&9:的生物量和锌含量呈上升趋势；总锌含
量在 :KK!0F3G锌浓度时达到最大，故发酵培养基的
锌浓度定为 :KK!0F3G。
( )( )* 起始 D7的影响：实验结果表明，D7对生长
有明显影响，但对细胞锌含量影响不大。当培养基

初始 D7为 M IK时，杂交菌株 4678&9:的细胞生物量
和锌总含量出现峰值，达 L& I H0FG 和 LLH30FG。因
此，培养基的初始 D7定为 M IK比较适宜。
( )( ) + 装液量的影响：实验结果表明，随着装液量
的增加，细胞生物量逐渐降低；当装液量大于 :K3G
时，装液量对于锌含量的影响不显著，但是对细胞生

物量有影响。当装液量为 :K3G时，锌总含量最高。
( )( )& 接种量的影响：实验结果表明接种量对杂交
菌株 4678&9:的细胞生物量和锌含量的影响差异不
大。但接种量为 LKP时，杂交菌株 4678&9:的锌总
含量相对较高。故接种量定为 LKP。
( )( ), 培养时间的影响：不同培养时间对杂交菌株
4678&9:的细胞生物量、锌含量及锌总含量的影响
（图 &）。
从图 &可以看出当培养时间为 &K’，杂交菌株

4678&9:的生物量达到最大值。当培养时间达 LN’
以后，细胞锌含量变化不大，均在 H I : Q H I H30F0 左

图 ! 发酵时间对杂交菌株 "#$%!&’细胞
生物量和锌含量的影响

O-0I& B((%)* +( -/)2#"*-+/ *-3% +/ *’% #-+3"11 "/,

4/ )+/*%/* +( ’5#.-, 1*."-/ 4678&9:

右。故将培养时间定为 &K’。
( )( )- 加锌时间的影响：不同时间添加锌盐对杂交
菌株 4678&9:的细胞生物量和锌含量的影响的实验
结果表明，培养起始时添加锌盐，杂交菌株 4678&9:
的锌总含量达到最大值，达 L<H30FG。故在培养起
始阶段添加锌盐。

( )! 菌株 467%!&’在优化培养条件下细胞有机锌
含量和无机锌含量分析

以上的实验确定了菌株 4678&9:的培养优化条
件：HK0FG糖浓度的麦芽汁培养基，LK0FG蛋白胨、锌
添加量 :KK!0F3G，D7为 M I K，装液量 :K3GF<NK3G三
角瓶，接种量 LKP（RFR），培养起始时添加锌盐，培
养时间 &K’。在此优化培养条件下，杂交菌株 4678
&9:的生物量（细胞干重）可达到 L: I &0FG，细胞锌含
量可达 JS&30F0，锌总含量达到了 L&&30FG。其中
H:P为有机锌，无机锌含量占细胞锌含量的 LMP。

! 讨论
由于锌是与人体新陈代谢关系密切的重要微量

金属元素之一［L，<］，有关锌的研究一直受到广泛的关

注，但通过育种技术选育富锌酵母，目前在国内外

尚未见相关报道。我们运用杂交育种技术成功构建

了一株富锌酵母。杂交菌株 4678&9:具有双亲的优
良性状，遗传性状稳定。这在国内外尚属首次。

通过培养条件优化实验，分析了不同培养条件
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对菌株 !"#$%&’的生物量、细胞锌含量的影响。结
果表明培养条件对其生物量和细胞锌含量有一定影

响。本研究得到的富锌酵母菌株 !"#$%&’的富锌能
力和抗锌能力均达到了较高水平。薛冬桦等人［(］作

了锌盐浓度对细胞生物量的比较研究，当培养基中

添加 )**!+,-.锌盐时，获得的酵母生物量较高。在
本实验中，菌株 !"#$%&’ 可耐受 ’**!+,-. 的锌浓
度，细胞锌含量可达 ( /%-+,+。当培养基中锌浓度高
于 0**!+,-.时，才对菌株 !"#$%&’的生长有明显抑
制。未通过育种技术选育的“富锌酵母”菌株，由于

抗锌能力弱，其生物量和细胞锌含量常存在矛盾。

本研究得到的杂交菌株 !"#$%&’抗锌能力强，细胞
生物量和细胞锌含量均较高。
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