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生物柴油与微生物油脂                                                               

常压室温等离子体快速诱变产油酵母的条件及其突变株

的特性 
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摘  要: 采用新型常压室温等离子体射流诱变产油酵母，结合快速突变产油酵母操作条件及基于 96 孔板的高通量筛选

手段，获得了一系列增殖速度和产油量发生变化的突变株。在等离子体对菌株致死率为 99％的条件下获得的以突变株

增殖速度为指标的正突变率达到 27.2％。用含酵母粉 (10 g/L)、蛋白胨 (10 g/L) 及葡萄糖 (20 g/L) 的酵母膏胨葡萄糖

培养基进行发酵实验表明，筛选得到的高产突变体产油量从对照株的 1.87％ (W/W) 增加到 4.07％ (W/W)。 
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Abstract:  To obtain oleaginous yeast mutants with improved lipid production and growth rates, an atmospheric and room 
temperature plasma (ARTP) jet was used with a 96-well plate for high throughput screening. Mutants with changes in growth 
rates and lipid contents were obtained. At a lethality rate of 99%, the positive mutation rate of the yeast cells was 27.2% evaluated 
by the growth rates of the mutants and the comparison with the wild strain. The fermentation in a medium composed of yeast 
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extract (10 g/L), peptone (10 g/L) and D-glucose (20 g/L) resulted in the lipid yield of the mutant (C4) with 4.07% (W/W) compared 
with that of the wild strain (1.87%). 

Keywords:  atmospheric and room temperature plasma (ARTP), oleaginous yeast, high throughput screening (HTS), 
mutation, lipid 

当今世界化石燃料的过度消耗造成其储备量日

益减少，可再生能源的开发与研究日益重要 [1]。利

用微生物转化生物质生产生物柴油是解决能源短缺

的途径之一。利用微生物生产油脂有以下优点：微

生物生产油脂周期短、不受季节和气候的影响、营

养简单、易于进行工业化大规模培养等。但是也存

在微生物的生产能力低、可用碳源种类有限等问题。

获取高增殖速度、高油脂含量的菌株成为微生物生

物柴油实现工业化的瓶颈。为了筛选高效的油脂生

产菌株，国内外研究小组不断从自然界中筛选优良

菌株[2]、优化培养基来提高产量[3-4]，或者尝试利用

微波、紫外等物理诱变方法获取高产菌株[5-6]。 

本课题组自主研发了新型常压室温等离子体 

(ARTP) 微生物基因组快速突变技术。ARTP 具有射

流温度低、产生的等离子体均匀、无需真空装置、

操作简易、成本低、与生物大分子和细胞作用明显

等优点[7-8]，已成为快速突变微生物基因组的有效方

法。前期的研究结果表明，ARTP 技术可以快速有效

地突变细菌、微藻、真菌、酵母等微生物[9-10]，能够

成为构建多样性丰富的突变库的方法，为利用系统

生物学和合成生物学手段构建高性能菌株提供了平

台方法。 

对产油酵母来说油脂含量是一个重要的指标，

但其检测方法复杂。传统方法利用苏丹红染色法结

合显微镜观察来确定油脂量；或者直接利用有机溶

液提取油脂，测量油脂干重[2,5-6,11]。但这些方法较为

复杂，操作上耗时耗力，很难实现高通量筛选。利

用芯片可以实现油脂含量高通量筛选[12]，但是芯片

费用昂贵，也难以成为广泛使用的筛选方法。Kimura

等研发了基于尼罗红荧光染色的油脂测定方法[13]，

该方法操作简单，重复性好，可用于构建油脂高通

量筛选方法。 

本论文利用新型 ARTP 育种方法诱变产油酵母

圆红冬孢酵母 Rhodosporidum toruloides，利用多孔

板培养并结合胞内油滴的荧光染色法建立快速简便

筛选突变体的方法，从而建立 ARTP 快速诱变产油

酵母的条件，并研究其突变株的特性。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  药品及仪器 

酵母粉、蛋白胨、葡萄糖、琼脂粉、尼罗红、

氯仿、甲醇等试剂均为分析纯，购自北京鼎国昌盛

生物技术有限公司 (中国)、Sigma Aldrich 等公司。 

1.1.2  菌株 

圆红冬孢酵母 Rhodosporidum toruloides ACCC 

20341 购 自 中 国 农 业 生 物 菌 种 保 藏 管 理 中 心 

(ACCC)。 

1.2  培养方法及保存方法 
YEPD 液体培养基组成 (g/L)：酵母粉 10、蛋白

胨 10、葡萄糖 20。固体培养基在 YEPD 液体培养基

的基础上加 2％ (W/V) 琼脂粉。菌株以用平板和三

角瓶培养 (液体培养条件：150 r/min，30 ℃)。传代

培养在固体平板上进行，培养好的平板放入 4 ℃冰

箱保管，每隔 2 周重新接种培养。 

1.3  ARTP 诱变方法 
利用研究组自主开发的常压室温等离子体育种

机 (ARTP) 进行酵母的诱变。该育种装置操作简单，

在一定的电源功率、工作气流量、等离子体发射源

与样品之间距离的条件下，诱变主要的可变操作参

数是处理时间。本研究利用氦气作为工作气体，在

表 1 所示的 ARTP 操作条件下，产生的等离子体温

度在 25 ℃~35 ℃。为了寻找最佳的诱变条件，首先

需要得到致死率曲线。因此处理时间从 10 s 开始，

依次增加到 240 s，然后将处理的样品稀释涂平板，

利用 CFU 方法来计算致死率。 
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表 1  ARTP 诱变条件 
Table 1  Operating conditions using ARTP 

Parameters Operating condition 

Power input (W) 115 

Treatment distance (mm) 2 

Gas flow rate (L/min) 10 

Treatment time (s) 10, 30, 60, 120, 180, 210, 240 

Sample amount 10 μL of culture broth with OD600=1 

1.4  高通量筛选方法 
为了快速筛选增殖速度快且产油量多的突变

体，本研究建立了利用多孔板的高通量筛选方法。

48 孔板适合培养 1 mL 菌液，而且在培养过程中可

以连续直接检测细胞吸光度，或者是结合 96 孔板检

测其吸光度和相对油脂量。这一过程操作简便，96

孔板一次可以检测 96 个样品，实现快速筛选。整体

实验流程如图 1 所示。

 

图 1  ARTP 诱变产油酵母及高通量筛选研究流程图 
Fig. 1  Schematic diagram of the process of oleoginous yeast mutation by ARTP and the high throughput screening.  
 
1.4.1  增殖速度 

为了筛选出增殖速度快的菌株，诱变得出的平

板上的单菌落利用 1 μL 的接种环接到 48 孔板的各

个孔中培养 (1 mL 培养基/孔)，在 30 ℃、150 r/min

的培养箱里培养，并每隔 6 h 把 100 μL 样品移到 96

孔板利用酶标仪 (DNA expert，Tecan，奥地利) 检

测 600 nm 处的光学密度来表征细胞浓度。根据细

胞浓度-时间曲线，计算出对数生长期的酵母增殖

速度。 

1.4.2  细胞内油脂量 

每 6 h 从 48 孔板的培养液中取出 100 μL 菌液，

先测 600 nm 的吸光度，然后再加 5 μL 尼罗红溶液 

(0.1 mg 尼罗红 /1 mL 丙酮)，混匀后在 37 ℃，避

光条件下放置 5 min 后用酶标仪检测胞内油脂量。

检测时的发射光波长是 485 nm，吸收光波长是

580 nm。为了计算油脂荧光强度，需要将测出的样

品荧光强度减去没有加荧光剂的样品的背景荧光

强度。 
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1.5  其他分析方法 
1.5.1  生物量测定 

发酵液离心去上清，收集沉淀，加入蒸馏水离

心洗涤 3 次，105 ℃烘干，称重。为了减少误差，

每个样品做 3 个平行对照。 

1.5.2  油脂提取  

酵母的胞内油脂的提取按照 Wu 等方法[14]进行。 

1.5.3  遗传稳定性分析 

为了分析突变株的遗传稳定性，在固体平板上

进行了 6 代传代培养，分析其增殖速度和产油能力。 

1.5.4  突变率计算 

诱变株的突变率的计算以增殖速度为准。增殖

速度提高或降低 20％以上的诱变株定义为突变株，

增殖速度提高的突变株定义为正突变株。于是，突

变率 (％) =突变株数/总诱变菌株数，正突变率 (％) 

=增殖速度提高 20％以上的诱变株/总诱变菌株数。 

2  结果与分析 

2.1  ARTP 诱变致死率曲线的测定 
前期研究发现，等离子体对细菌细胞壁、细胞

膜及蛋白质都有显著的作用效果，处理时间长会导

致细胞壁部分或者完全破裂，释放出细胞内蛋白[15]。

这是由于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

键等，从而导致大部分微生物死亡[16]。但少数经过

ARTP 照射过的微生物会通过本身的自动修复系统

修复存活，并在这一过程中产生基因突变。因此，

选择合适的 ARTP 操作条件能够实现微生物的快速

诱变。 

如图 2 所示，等离子体对圆红冬孢酵母杀伤力

比较强，ARTP 处理 10 s 会杀死 80％的菌体；处理

60 s 以后致死率达到 90％以上；处理 240 s 致死率

达到 100％。突变本身具有随机性，其致死率和正

突变之间的关系并不是十分清楚，主要取决于诱变

方法和菌株本身的特性。本实验为了便于选择单菌

落，选取致死率为 99％的条件进行处理。 

 

图 2  产油酵母的致死率曲线 
Fig. 2  Variaton of the lethal rate of the oleoginous yeast with 
the ARTP treatment time. 
 
2.2  酵母突变体的快速筛选 

高通量筛选是获取目标诱变株的重要步骤之

一。传统的筛选方法利用苏丹染色法染色，结合显

微镜观察判断胞内油脂含量。这种方法可以用于少

量菌株的筛选，但是很难实现高通量快速筛选。本

论文建立的方法可以快速简便地实现几百个诱变株

的筛选，且筛选结果重复性高。将经 ARTP 处理 3 min

的酵母稀释到 106 个/mL，并涂在平板培养基上，每

个平板能长出 20~30 个菌落。将菌落转移到 48 孔板

中培养，以实现高通量筛选。每 6 h 各取 100 μL 转

移到 96 孔板检测吸光度，得出比增殖速度 μ (h−1)，

然后继续加 5 μL 尼罗红荧光染剂，避光放置 5 min

后检测荧光强度。 

图 3 给出了原始菌株和诱变菌株的相对增殖速

度和油脂含量 (培养 48 h，原始菌为 1)。有 12 株诱

变菌的增殖速度提高到原始菌的 1.2 倍以上 (最高

达到 2.3 倍)；以相对增殖速度为指标计算出的产油

酵母的突变率为 47.2％，其中正突变率为 27.2％。

挑选增殖速度和油脂产量都提高 20％以上的突变株 

(C4，D4，F4，A7，A8 和 E8) 进行后续实验。 

2.3  遗传稳定性分析 
为了检测突变体的遗传稳定性，传代过程中对

各代的突变株进行增殖速度与油脂量分析。从 1 代

到 6 代相对增殖速度与油脂量都保持稳定。对第 4
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图 3  原始菌和 44 个突变株 (培养 48 h) 的相对增殖速度和相对油脂量 (虚线为原始菌的相对增殖速度和油脂量，实

线是增殖速度和油脂量达到对照菌株 1.2 倍的位置) 
Fig. 3  The relative growth rates and lipid concentrations of the 44 mutants and the original strain (incubation for 48 h). The dotted 
line is for original strain, and solid line indicated the position where both relative growth rate and lipid concentration were 1.2 folds of 
those of the original strain. 
 
代和第 6 代进行了 24 h 的三角瓶培养，并检测了此

时的油脂干重以及油脂含量，分析结果表明，等离

子体诱变的酵母突变体都保持着良好的遗传稳定性 

(表 2)。 
 
表 2  传代四次和六次后的突变体的油脂产量与油脂含

量 (培养 24 h)  
Table 2  The Lipid concentration and contents of the mutants 
at the forth and sixth subculture (incubation for 24 h) 

4th subculture (24 h) 6th subculture (24 h) 
Mutants Lipid 

(g/L) 
Lipid contents

(%, W/W) 
Lipid 
(g/L) 

Lipid contents
(%, W/W) 

C4 0.79 12.18 0.77 12.26 

D4 0.87 15.02 0.90 15.05 

F4 0.89 15.97 0.85 15.88 

A7 0.66 13.19 0.65 13.22 

A8 0.98 16.83 0.99 16.79 

E8 1.16 18.25 1.14 18.11 

 
2.4  高产突变株的发酵特性 

经过高通量筛选获得的 6 株突变株 (C4，D4，

F4，A7，A8 和 E8) 的增殖速度及相对油脂量均提

高到了原始菌的 1.2 倍以上。为了检测筛选到的菌

株的准确油脂含量、了解这些高产突变株的培养特

性，本文进行了三角瓶发酵培养，并检测了细胞的

增殖速度及油脂含量。如图 4、5 所示，发酵 78 h

后，原始菌的细胞干重达到了 8.4 g/L，而增殖速度

最快的突变株 (C4，E8) 的生物量达到了 12.3 g/L，

此外，突变株 C4 的油脂量达到原始菌的 2.2 倍左右。

文献中对圆红冬孢酵母产油特性的研究表明[3]，酵

母产油发酵有 2 个阶段，第一个阶段是细胞增殖期，

第二阶段是产油期，而且在产油培养基中，当葡萄

糖浓度从 10 g/L 增加到 90 g/L，产油量会从 1.13 g/L

达到 8.63 g/L，而以 40 g/L 葡萄糖为碳源，圆红冬

孢酵母的油脂产量约为 2.5 g/L。在本研究采用的

YEPD 培养基中，当培养到 40 h 的时候，90％以上

的葡萄糖已被消耗掉，这时候生物量增殖慢，细胞

进入积累油脂期，因而油脂开始积累。突变株 C4

在没有优化培养基的条件下，20 g/L 葡萄糖培养基

中的产油量达到了 4.07 g/L，远高于原始菌株，表明

突变菌种的产油效率得到了提高。三角瓶发酵分析

结果与高通量筛选结果趋势一致，说明本文建立的 
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图 4  对照菌和 6 个突变株的细胞生长曲线 
Fig. 4  Cell growth curves of the six mutants and the original 
strain. 

 

图 5  高产突变株和对照菌株的油脂含量比较 (图里的数

字表示相应条件下油脂浓度 (g/L)) 
Fig. 5  Comparisons of the lipid contents of the high-yield of 
lipid mutants and the original strain. The numbers in this figure 
represent the lipid concentrations (g/L) of the corresponding 
strains. 
 

高通量筛选方法可行，能够用于高产油脂酵母的筛

选。由于本论文是以 ARTP 诱变酵母方法为主要研

究目的，采用 YEPD 培养基获得了油脂含量显著提

高的突变株，但对酵母发酵产油条件优化包括培养

基组成的优化需要进一步的研究。 

3  结论 

本研究表明，ARTP 诱变育种方法能够快速有效

地诱变产油酵母 Rhodosporidium toruloides，而且突

变效果良好。通过对 44 个诱变株的筛选，以增殖速

度为指标的突变率为 47.2％，其中正突变率达到

27.2％。以增殖速度和油脂产量为指标，建立了基

于尼罗红染色的高通量筛选方法，通过这种方法筛

选 到 一 株 高 产 油 脂 的 突 变 株  (C4)， 该 突 变 株 在

YEPD 培养基中培养 78 h，产油量为原始菌的 2.2 倍，

生物量也提高到了原始菌株的 1.5 倍。 
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