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摘 要：通过初筛、单倍体分离、诱变及原生质体融合技术选育到一株谷胱甘肽产量明显提高

的融合菌株 89*53#，其谷胱甘肽产量分别为亲株的 #) :2 和 #) !$ 倍。并对其培养条件进行了

研究，结果表明碳源、装液量和培养时间对融合菌株 89*53# 生产谷胱甘肽的影响较为显著。

在优化的培养条件下，发酵液中谷胱甘肽总量达到 #7:) ";<=>，为初始培养条件下的 $) 7 倍。

经遗传稳定性分析，证明融合菌株 89* 4 3# 是遗传稳定的。
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谷胱甘肽（A(.B/BCD’E+，简称 AFG）是生物体内一种重要的活性三肽，由谷氨酸、半胱氨

酸和甘氨酸通过肽键缩合而成。AFG 广泛分布于有机体中，在蛋白质和 H1I 的合成、氨

基酸的转运、细胞的保护等重要的生物学现象中起着直接或间接的作用，临床上可用于治

疗肝脏疾病、解除重金属的中毒等［#，$］。AFG 最突出的功能体现在它的抗氧化作用上，被

称为“三倍效能的抗衰老氨基酸”［"］。AFG 的生产方法有萃取法、化学合成法、发酵法和酶

法。其中发酵法生产 AFG 的工艺及方法不断得到改进，目前已经成为生产 AFG 最普遍的

方法。发酵法所用的菌种一般为酵母菌，但普通酵母 AFG 含量较低，因此必须对其进行

改良。所采用的方法主要有：用诱变剂进行菌种诱变提高产量［!］，利用基因重组技术构建

高产菌［:，6］。本文利用原生质体融合技术，将生物量高的酵母菌单倍体与细胞 AFG 含量

高的单倍体融合，构建 AFG 的高产菌株，并对其发酵条件进行了研究。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 实验菌株：$2: 株不同种属的酵母菌为实验的初筛菌株，统一编号为 J# K J$2:；标

准交配型菌株 8*5:57（/）和 8L5$#（!），均由中国科学院微生物研究所酵母菌分子遗传与

育种研究组保存。

! "! "# 培养基：JMNH 培养基，麦芽汁培养基，OPQ(/-0 生孢培养基，J1@ 培养基，J1@F 培

养基及 J1@ 选择培养基［3］；三角瓶发酵培养基由发酵实验具体而定。

! "! "$ 培养条件：菌种筛选培养条件：从新鲜斜面接种于 $;> 麦芽汁培养基中，摇床

（"%R，$%%-=;DE）培养 #6 C，接种于 :;> 麦芽汁培养基中，摇床（"%R，$%%-=;DE）培养 $! C。



三角瓶发酵培养条件：从新鲜斜面接种于 !"#$ %&’( 培养基中，摇床（)"*，+"",-#./）培

养 !0 1，以 23的接种量接到发酵培养基中，其他条件由发酵实验具体确定。

! "! "# 试剂：456 标准品购自华美生物工程公司，2，2’7二硫代双（+7硝基苯甲酸）（简称

(89:）购自 5.;#< 公司，其余均为国产分析纯试剂。

! "$ 方法

! "$ "! 单倍体的分离、诱变及原生质体融合：参照文献［=］。

! "$ " $ 生物量的测定：取一定体积发酵液 ) 2"",-#./ 离心 2#./，水洗两次，收集菌体，

>2*烘干至恒重，称量。

! "$ "% 细胞 456 含量的分析：因为 456 为胞内产物，采用冻溶法及在沸水浴中煮沸

!"#./ 破碎细胞，离心获得上清液，参照文献［>］测定 456 含量。

$ 结果和讨论

$ "! 初筛结果

对 +?2 株不同种属的酵母菌的生物量和 456 含量进行了测定，结果发现不同菌株生

物量和 456 含量有较大的差异。通过初筛获得 !0 株 456 含量较高的菌株和 !+ 株生物

量较高的菌株，部分结果列于表 !。

表 ! 不同酵母菌株生物量及 &’( 含量的比较

8<@AB ! CD#E<,.FD/ DG @.D#<FF </H 456 ID/JB/J <#D/; H.GGB,B/J KB<FJ FJ,<./F

5J,<./F %= %+) %2+ %0L %=+ %+!= %2? %+L=

:.D#<FF-（;-$） !2ML !L M= !L M2 !2 M" = M! = M+ 2 M) 0 M"

456 ID/JB/J-（#;-;） ) M) + M> L M! ) M+ = M2 > M! = M! ? M!

注：%=M发酵假丝酵母（!"#$%$" &’()’#*"*%）；%+)M 麦芽糖假丝酵母（ !"#$%$" )"+*,-"）；%2+M 异常汉逊酵母（ ."#-’#/+"
"#,)"+"）；%0LM酿酒酵母（0"112"(,)31’- 1’(’4%-%"’）；%=+M发酵毕赤酵母（5%12%" &’()’#*"#-）；%+!=M鲁氏接合酵母（637,-"18
12"(,)31’- (,/9%%）；%2?M酿酒酵母（0"112"(,)31’- 1’(’4%-%"’）；%+L=M葡萄汁酵母（0"112"(,)31’- /4"(/)）

$ "$ &’( 高产菌的选育

从初筛菌株中挑选出一株生物量较高的酿酒酵母二倍体 %0L 和一株 456 含量较高

的葡萄汁酵母二倍体 %+L=，按常规方法对其进行单倍体分离。分别测定单倍体菌株的生

物量和 456 含量，从中选出生物量较高的单倍体 %0L7)+（<）和 456 含量较高的单倍体

%+L=70（<），用 (&5 对其进行诱变，从突变株中选出带有不同氨基酸缺陷标记的 %0L7)+7=0
（<，AKF）和 %+L=707+!（<，#BJ）作为融合亲株。按文献［=］进行原生质体融合，共获得 ++> 个

融合子，从中选出生物量和 456 含量明显优于亲株的融合菌株 NOP7=!。亲株及融合菌株

的生物量和 456 含量的比较如图 ! 所示。融合菌株 NOP7=! 具有双亲株的优良性状，其

456 总量明显高于亲株，分别是原始亲株 %0L 和 %+L= 的 ! M 2? 倍和 ! M L+ 倍。融合菌株

NOP7=! 经传代 )" 代培养后，分离单菌落进行遗传稳定性分析，未发现有核标记基因的分

离现象，而且生物量和 456 含量没有显著的变化，证明融合菌株 NOP7=! 是遗传稳定的。

$ "% 融合菌株 )*+,-! 的培养条件优化

$.%.! 碳源的影响：采用 %&’( 培养基配方，分别选择葡萄糖、蔗糖（食用白糖）、麦芽糖
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和糖蜜作为碳源，发酵 !" # 后测定生物量及 $%& 含量。结果表明，碳源的种类对融合菌

株 ’()*+, 的生长及 $%& 的合成有一定的影响。同以往报道［-］有所不同的是，在以上几种

碳源中，以蔗糖的效果最好，其次为麦芽糖、葡萄糖，而用糖蜜作碳源时，生物量和 $%& 的

含量都很低。进一步研究不同蔗糖浓度对融合菌株 ’()*+, 合成 $%& 的影响（图 !）。在

,./的糖浓度时生物量达到最高，糖浓度再提高时，细胞的生长受到明显的抑制，表明融

合菌株 ’()*+, 不耐高糖。$%& 含量随糖浓度的升高也逐渐降低，尤其当糖浓度超过 ./
时，对 $%& 合成的抑制作用更加明显。因此选择 ./的糖浓度进行后续试验。

图 ! 亲株及融合菌株 "#$%&! 的生物量

及 ’() 含量的比较

)012, 345678094: 4; <#= >045799 7:? $%& @4:<=:< 754:1

678=:<7A 9<870:9 7:? ;B97:< 9<870:

72 C."；>2 C."*D!；@2 C."*D!*+.；?2 C!"+；=2 C!"+*

.；; 2 C!"+*.*!,；12 )B97:< 9<870: ’()*+,；! 2 E045799；

" 2 $%& @4:<=:< 2

图 * 蔗糖浓度对融合菌株 "#$%&!
生物量及 ’() 含量的影响

)012! F;;=@< 4; 9B@849= @4:@=:<87<04: 4: <#= >045799

7:? $%& @4:<=:< >G ;B97:< 9<870: ’()*+,

# 2 E045799；" 2 $%& @4:<=:< 2

* +, +* 氮源的影响：研究了不同浓度的蛋白胨（H 2I/ J IKH/）对融合菌株 ’()*+, 生物量

及 $%& 合成的影响，发现生物量随着蛋白胨浓度的提高而提高，而 $%& 含量呈下降趋势，

蛋白胨浓度为 ,/ 时，$%& 总量最高。以上述确定的培养基为基础，研究不同浓度的

（L&"）! %M"、L&"3A 和尿素对融合菌株 ’()*+, 合成 $%& 的影响。结果表明，（L&"）! %M" 和

L&"3A 的添加对细胞的生长有一定的抑制作用，这三种无机氮源的添加对 $%& 的总量并

无多大影响，因此确定发酵培养基中不添加额外的无机氮源。

* +, +, 氨基酸的影响：培养基中分别添加终浓度为 !554ANO 的谷氨酸、半胱氨酸、甘氨

酸、蛋氨酸和丝氨酸。结果如图 D 所示：除蛋氨酸外，其余几种氨基酸均会抑制细胞的生

长；半胱氨酸和谷氨酸能够促进胞内 $%& 的合成，尤以半胱氨酸的促进作用最明显，因此

尽管这两种氨基酸对细胞生长有一定的抑制作用，但仍能够提高发酵液中 $%& 的总量。

后续实验中，发酵培养基中添加终浓度为 !554ANO 的半胱氨酸。

* + , +- 初始 6& 的影响：培养基的初始 6& 分别调到 D 2H J P 2H，培养 !"# 后，测定融合菌株

’()*+, 的生物量及胞内 $%& 的含量。当初始 6& 值在 I 2H J P 2H 时，生物量和胞内 $%& 含

量都能保持在较高的水平。说明在发酵过程中，融合菌株 ’()*+, 对 6& 的要求并不苛刻，

我们选择初始 6& 为 + 2H 进行后续实验。
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! "# "$ 装液量的影响：研究了在 !"#$% 三角瓶内不同装液量对融合菌株 &’()*+ 发酵生

产 ,-. 的影响。结果表明（图 /），随着装液量的增加，生物量和 ,-. 含量均呈逐渐下降

的趋势。由于细胞内 ,-. 合成是一个耗氧过程，装液量少时，供氧充足，菌体生长旺盛，

细胞内 ,-. 含量也较高。考虑到设备利用率，确定装液量为 0#$%。

图 # 不同氨基酸对融合菌株 %&’()*
生物量及 +,- 含量的影响

(1230 455678 95 :$1;9 :71<= 9; 8>6 ?19$:== :;<

,-. 79;86;8 95 5@=:;8 =8A:1; &’()*+

B3 CD=；E3 ,F@；C3 ,FD；G3 -6A；43 H68；(3 C9;8A9F；

! 3 E19$:==；" 3 ,-. 79;86;8 3

图 . 通气量对融合菌株 %&’()*
生物量及 +,- 含量的影响

(123/ 455678 95 :6A:819; 9; 8>6 ?19$:== :;<

2F@8:8>19;6 79;86;8 ?D 5@=:;8 &’()*+

# 3 E19$:==；" 3 ,-. 79;86;8 3

! "# "/ 培养时间的影响：培养时间对融合菌株 &’()*+ 的生物量和 ,-. 含量的影响如图 "
所示。整个发酵过程可以分为两个阶段：（+）细胞的生长阶段；（!）,-. 的大量累积阶段。

发酵时间为 +I> 时，生物量已经达到较高的水平，此后随着发酵时间的延长，生物量逐渐

增加，在 0/> 左右达到最高值，0J> 以后开始缓慢下降。对于 ,-. 而言，在前 !!> 内细胞

内并未大量合成 ,-.，!!> 以后胞内 ,-. 含量开始大幅度提高，在 0!> 时 ,-. 含量达到最

高值，说明这一阶段细胞内在大量累积 ,-.。

确定优化后的发酵条件为：培养基组成为 IK蔗糖，+K蛋白胨，+K酵母粉，!$$9FL%
半胱氨酸，初始 M. *3#，装液量 0#$%，在 0#N下发酵 0!>。从表 ! 可以看出，优化的发酵条

件下获得的 ,-. 的总量是初始培养条件下的 ! 3J 倍。

图 $ 培养时间对 %&’()* 生物量及

+,- 含量的影响

(123" 455678 95 1;7@?:819; 81$6 9; 8>6 ?19$:== :;<

2F@8:8>19;6 79;86;8 ?D 5@=:;8 &.()*+

# 3 E19$:==；" 3 ,-. 79;86;8 3

表 ! 优化前后融合菌株 %&’()* 生物量

及 +,- 含量的比较

O:?F6 ! C9$M:A1=9; 95 8>6 ?19$:== :;< ,-. 79;86;8 ?D 5@=:;8

=8A:1; &’()*+ @;<6A 1;181:F :;< 9M81$:F 79;<1819;

P:A:$686A
C@F8@A6 79;<1819;

Q;181:F RM81$:F

E19$:==L（2L%） J 3! ++ 3J

,-. 79;86;8L（$2L2） J 3+ +" 3*

,-. D16F<L（$2L%） II 3/ +J" 30
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国内关于高产 !"# 酵母菌株选育的工作开展的较少，而且一般是通过诱变提高细胞

内 !"# 含量。我们通过单倍体分离、$%" 诱变、原生质体融合技术成功构建了高产 !"#
的融合菌株 &’()*+。这是利用原生质体融合技术获得 !"# 高产菌株的首次尝试。融合

菌株 &’()*+ 具有双亲的优良性状，遗传性状稳定。在此基础上，研究了培养条件对其生

长和 !"# 合成的影响，融合菌株 &’()*+ 能够较好的利用蔗糖，而且对发酵初始 ,# 要求不

苛刻。在优化培养条件下，!"# 总量可以达到 +-. /01234。
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0I++ 期 刘 娟等：高产谷胱甘肽的酵母融合菌株的选育及其培养条件的研究




