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摘要：设计出一种用于快速筛选丙酮酸高产菌株的方法。这是一种理性化筛选方法。其原理是菌落产生的丙酮酸

与碳酸钙反应形成可溶性的丙酮酸钙而出现透明圈，比较透明圈直径可以直观的选择出产酸较多的菌株；&&’ 与

()* 作用而显色，颜色的深浅与 ()* 活性呈正比，这样可监测丙酮酸向乙醇的转化，筛选出低转化率的菌株。通

过此方法，筛选出产酸多、()* 酶活力弱、发酵副产物少的目的菌株。
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丙酮酸是代谢途径中重要的有机酸，产品用途

广泛，可用于化工、制药、农用化学品和营养保健品

等行业，近年来世界上对其商业需求不断增长。丙

酮酸的生产方法主要有化学合成法和微生物发酵

法两大类，化学合成法费时费料，而且设备损耗大，

环境污染严重。而发酵法具有原料来源广泛、能耗

低、污染小等优点，因此近年来发酵生产丙酮酸研

究发展较快。但发酵法也有其不足，筛选到的高产

菌种多易退化而使产酸能力大幅下降，最终影响生

产，造成原材料的大量浪费［% ] .］。在发酵工厂中菌

种复壮工作非常重要，但是工作量大，效率不高，因

此选择一种省时省力的菌种筛选方法意义重大。

我们通过 &&’ 与碳酸钙复合平板筛选丙酮酸

高产菌株取得了较好的效果，与未采用该方法前相

比节省了大量时间和物料，而且高产菌株的遗传稳

定性也较好。

B 材料与方法

BCB 实验菌种

光滑球拟酵母（河南大学生物工程实验室自

备）。

BCD 培养基与试剂

显色培养基（&&’ 培养基）［!］：葡萄糖 #9，琼脂

1$9，&&’（1，.，#+三苯基氯化四氮唑）$^#9，M* 自然，

加水至 %$$$P?。

碳 酸 钙 培 养 基：葡 萄 糖 !$9，蛋 白 胨 %$9，
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!"#$%& ’(，)(*%&·+"#% ,-.(，金属离子液 ’,/0，碳

酸钙 .(，烟酸 &/(，盐酸硫胺素 &,!(，盐酸吡哆醇

’/(，生物素 1,!(，琼脂 #,(，2" .-3，加水至 ’,,,/0。

金属离子液：4546# ’(，78*%& ,-&(，9:46# ,-’(，

):46# 3,/(，4;*%& <,/( 用 #/=6>0 的 "46 溶解后定

容至 ’0，备用。

以上碳酸钙需要单独灭菌，条件为 ’ ? ’,.$5，
3,/@:；其他成分 ,-+ ? ’,.$5，’./@: 灭菌。AA4 单独

过滤除菌，待培养基温度降至 .,B后加入。

!"# 实验方法

首先制备单细胞悬液，稀释后在碳酸钙平板上

分离单菌落，每平板上的菌落 ’, 个以下为宜；1,B
培养 #&C D &<C 后发酵产酸会使单菌落周围出现透

明圈，比较透明圈直径并结合透明圈与菌的直径比

可以直观的选择产酸较多生长快的菌；透明圈出现

后在其上方覆盖一层 AA4 培养基，1,B避光培养 #C
之后可以呈现不同的颜色，随后进行摇瓶发酵试

验，测定丙酮酸产量、残糖量和生物量以验证并确

定筛选原则。

!"$ 菌株的遗传稳定性检验

筛选出的菌种用斜面传代，摇瓶发酵，测定发

酵液的丙酮酸质量浓度，以鉴定其稳定性。

!"% 测定方法

生物量的测定：菌体生长以吸光度表示，发酵

液稀释 ’, 倍后以培养基为对照，测定 !"33,；

丙酮酸的测定：#，&E二硝基苯肼法［.］；

残糖量的测定：FG* 试剂法［3］；

酒精量的测定：比色法［+］。

& 结果与分析

&"! 透明圈的直径与!透明圈 ’!菌落

涂布菌液的碳酸钙平板培养 #&C 后，单菌落周

围出现透明圈，在同一条件下，透明圈大小反映菌

落产酸的多少，所以"透明圈 成为菌种筛选的一个重

要指标。经过测量，"透明圈 平均为 ’#-<,//，故所选

用的菌，其"透明圈 应大于此值。由图 ’ 可见，平板上

长出的单菌落直径略有差异，此系其生长快慢差异

造成，菌落平均直径 &-,,//，此值以上者为生长快

的菌株；但菌落越大，其周围的透明圈也越大，为比

较菌 落 直 径 大 于 &-,,// 时 的 产 酸 情 况，引 入

"透明圈 >"菌落 的概念，菌种筛选应选取比值较大者，此

菌种在产酸和生长上均有优势。

图 ’ 454%1 平板上光滑球拟酵母产生的透明圈

图 # 加入 AA4 上层培养基的 454%1 平板

&"& 显色结果分析

AA4（#，1-.E三苯基氯化四氮唑）是一种显色剂，

能与乙醇脱氢酶（HF"）作用使其失活［<］，同时产生

红色物质。图 # 为倒过 AA4 上层培养基的 454%1

平板的显色情况。

在丙酮酸通向乙醇的代谢过程中，乙醇产量受

此酶活性影响。产酒精能力强的酵母 HF" 活性强

且与 AA4 作用呈深红色，次之显粉红色，微红色或

不显色。用于发酵产丙酮酸的菌种在理论上应该

是选择 HF" 酶活力较弱的，这样可以减少丙酮酸向

乙醇的转化，发酵副产物少也有利于产品的分离提

纯，因此白色或粉红色菌株可能是我们的目的菌

株。

&"# !菌落 、!透明圈 以及!透明圈 ’!菌落 对摇瓶发酵结果

的影响

选取碳酸钙平板上的菌落进行发酵试验，记录

参数选取为"菌落 、"透明圈 以及"透明圈 >"菌落 ，进行摇瓶

发酵实验，测定丙酮酸产量和生物量（见表 #）。由

表 ’ 可看出"透明圈 、"菌落 以及"透明圈 >"菌落 与最终发
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酵结果 有 一 定 关 联，!菌落 在 !"##$$ 以 上，!透明圈 %

!菌落 在 &"’ 附近，产酸大致相等，比值越大产酸越

高，反之越低。不能仅以!透明圈 %!菌落 判断产酸，如

( ) ，* ) ，菌落太小，最终产酸也不高。!菌落 反映菌

体生长快慢，由表 + 可看出，!菌落 越小生长越慢，同

期摇瓶发酵产酸也越低。

表 ! 不同直径选择的发酵实验结果比较

!菌落

（$$）

!透明圈

（$$）

!透明圈 %

!菌落

产酸

（,%-）

生物量

!"((#

+ ) !"## +’".# &"’# !’"+# +"##/

’ ) !"+/ +’"/& &"#’ &0"*. +"+’#

& ) !"/# +!"!# &"’+ !’"&( +"!’.

! ) !"#/ +!"/. &"( !*"+# +"#’#

/ ) &"./ +!"’* &"*+ !#"’# #"0!’

( ) &"+# +’"/( !"#/ &/"(* #"*./

* ) &"## 0"&# &"+# &+"/( #"*’(

在实际操作过程中，+ ) 的平均直径、平均直径

比有重要的参考价值，选取时首先选择!透明圈 在

+’".#$$ 以上者，然后选择!菌落 在 !"##$$ 以上，在

此范围内选择!透明圈 %!菌落 最大的菌落为宜。

"#$ 不同显色结果对摇瓶发酵结果的影响

我们对不同显色结果的单菌落进行扩培，摇瓶

发酵测定丙酮酸产量和残糖量以确定颜色的取舍

原则（见表 ’），由表 ’ 可以看出，颜色对产酸的影响

是：白色菌落产酸最多，其次为粉红色菌落，红色菌

落产酸最少。实验结果验证了我们的预测，并且残

糖 量 和 副 产 物 （ 酒 精 ） 上 也 是 白 色

菌落最低，酒精量低至未能测出，说明白色菌落

表 " 不同颜色菌落对发酵的影响（,%-）

颜色 产酸 酒精量 残糖量

红色菌落 &/".( #"#( +’"’#

粉红色菌落 &."*/ #"#’ +#"&/

白色菌落 !*"+# 未测出 ("’/

对原料利用率最高，节约了原料，提高了转化率，降

低了副产物的积累。

"#& 菌株遗传稳定性检验

通过该方法筛选出的高产菌株经连续传代后

摇瓶发酵考察，其产量变化小，遗传稳定性高，适于

工业化菌种的筛选（见表 &）。

表 ’ 高产菌株的遗传稳定性实验

第一代 第二代 第三代 第四代 第五代

丙酮酸（,%-） !*"+’ !*"#/ !(".( !("(# !("(.

’ 讨论

该实验的顺序可根据情况灵活掌握。可先用

1213& 平板使之产生透明圈，然后再用 441 平板筛

选出产酒精较低的菌种；或先用 441 平板筛选出产

酒精较低的菌种，然后再用 1213& 平板使之产生透

明圈。顺序颠倒也是一种有效的筛选方法，虽然此

种方法用时间较多，但有利于菌种的挑取，并且在

菌种性质（567 酶活力较低）恒定时，也可以省略

441 的使用。

总之，441 碳酸钙复合平板法筛选效率高、时间

短，尤其适合于大量菌株的初筛。所获得的菌株产

酸多，提高了原料利用率，提高了转化率，降低了副

产物的积累。该法对其它工业微生物菌株的筛选

也有着较高的借鉴意义。
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