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高生物量富硒酵母的选育及培养条件初步优化

范秀英!，$ 郭雪娜! 傅秀辉! 何秀萍! 王昌禄$ 张博润!"

（!中国科学院微生物研究所，北京 !%%%3%； $天津科技大学，天津 &%%$$$）

摘 要 通过筛选、单倍体分离、诱变和原生质体融合，从融合子中选育了一株高生物量富硒酵母菌株（编号为

C661$3），其细胞硒总含量分别是原始亲株 CD1#2 和 CD1!"3 的 $E3 倍和 $E% 倍。通过单因素实验和正交试验设计，

确定了优化培养条件：#F糖浓度的蔗糖糖蜜，添加 %EGF（+HI）$ JKI、%E!F H& LKI、#%!>M.N J-，OH#E% P #EG，装液量

G%.NM$G%.N 三角瓶，接种量 !%F，培养时间 $G<。在优化培养条件下，菌株 C661$3 的生物量可达 3E$>MN，细胞中硒

的含量达 $%G%!>M>，硒总含量达到了 !#3!%!>MN，是培养条件优化前的 !E& 倍。细胞硒含量的 "!F为有机硒。
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生物体内，硒（J-)-=:A.，J-）是谷胱甘肽过氧化

物酶（S)AT7T<:(=- O-0(8:U7@-，SL8）的活性中心元素，

而 SL8 具有清除对机体有害的自由基，防止细胞膜

氧化受损的作用［!］。缺硒可能导致癌症、心肌梗塞

等多种疾病的发生，通过膳食摄取足够的硒可起到

预防有关疾病的作用［$，&］。但无机硒毒性高，所以硒

的生物转化是一条安全有效的途径［I］。

酵母具有较高的富硒能力并能将无机硒转化为

有机硒［G］。硒酵母作为一种安全有效的食品硒源，

受到国内外研究者的重视，并对硒酵母中硒的有机

结合形态、生物学作用机制等进行了研究［#，2］。硒酵

母在一些国家已成为一种商业化产品［3］，目前国外

报道的富硒酵母硒含量达 !I%%!>M>
［"］。国内报道的

富硒酵母一般是将普通的酿酒酵母或稍作筛选的酵

母在添加有适量亚硒酸钠的发酵培养基中，于一定

的培养条件下获得，细胞硒含量在 &%% P !$%%!>M> 之

间［!%］。本文报道了高生物量富硒酵母菌的选育及

其发酵条件初步优化的研究结果。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：&%% 株不同种属的酵母菌为实验的初

筛菌株，统一编号为 CD1! P CD1&%%；标准交配型菌

株 C61G13（7）和 CV1$!（"），均由本研究组保存。

!"!"# 培养基：D9LW：酵母粉（D9）!F，蛋白胨（L）

!F，葡萄糖（W）IF。固体培养基添加 !E$F 琼脂

粉。D9LJ：酵母粉（D9）!F，蛋白胨（L）!F，蔗糖（J）

IF。D9LX：酵母粉（D9）!F，蛋白胨（L）!F，麦芽

糖（X）IF。麦芽汁培养基：糖浓度为 IYZ0:8。蔗糖

糖蜜培养基：糖浓度 IF，（+HI ）$ JKI %EGF，H& LKI

%E!F。XB4)70[ 生孢培养基：参照文献［!!］。三角

瓶发 酵 培 养 基：蔗 糖 糖 蜜 培 养 基 添 加（+HI ）$ JKI

%EGF，H&LKI%E!F，其它条件由发酵实验具体而定。

!"!"$ 试剂：所用试剂为分析纯或化学纯。

!"# 方法

!"#"! 菌种选育：参照文献［!!］。

!"#"# 培养条件初步优化：比较不同培养条件的

实验结果，确定合适的发酵条件。

!"#"$ 正交试验设计：选取 N!#（I& \ $# ）正交试验

表［!$］，进一步确认影响因素的显著性。

!"#"% 生物量的测定：#%%%0M.:= 离心 3.:= 收集菌

体，蒸馏水洗涤 & 次，收集菌体，#G]烘干至恒重后

称重。

!"#"& 硒含量的测定：参照文献［!&、!I］。硒总含

量（!>MN）̂ 生物量（>MN）\ 硒含量（!>M> 干细胞）。



! 结果与讨论

!"# 高生物量及细胞硒含量高的菌株的筛选

采用酵母菌对亚硒酸钠的抗性测定进行筛选，

测定了 !"" 株酵母菌对亚硒酸钠的抗性，结果发现

不同酵母菌株对亚硒酸钠的抗性差异较大。从中选

出对 亚 硒 酸 钠 抗 性 较 高 的 菌 株，测 定 其 在 含 有

#$"!%&’( 硒的 )*+, 培养基中培养的细胞生物量和

硒含量。通过筛选，获得 #" 株生物量较高的菌株和

- 株硒含量较高的菌株，部分结果列于表 #。

!"! 高生物量富硒酵母菌的选育

从上述菌株中挑选出一株生物量较高的二倍体

.)/01（!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）和一株硒含量较高的

二倍体 .)/#2-（ !"##$"%&’(#)* -./(+)%,），按常规方法

对其进行生孢培养和单倍体分离。分别测定单倍体

菌株的生物量和硒含量，从中选出生物量较高的单

倍体 .)/01/#-（"）和硒含量较高的单倍体 .)/#2-/3#

（"），用亚硝基胍（456）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 .)/01/#-/!7（"，

89:）和 .)/#2-/3#/0（"，;<=）作为融合亲株。按文献

［##］进行原生质体融合，共获得 73" 个融合子，测定

其在含有 #$"!%&’( 硒的 )*+, 培养基中培养的生

物量和硒含量。从中选出生物量和硒含量明显优于

亲株的融合菌株 .>>/3-。融合菌株及亲株的生物

量和硒含量的比较如表 3 所示。融合菌株 .>>/3-
具有双亲株的优良性状，其硒总含量明显高于亲株，

分别是原始亲株 .)/01 和 .)/#2- 的 3?- 倍和 3?"
倍。通过遗传稳定性分析，证明融合菌株 .>>/3- 是

遗传稳定的。

!"$ 融合菌株 %&&’!( 的发酵条件优化

!"$"# 不同培养基的影响：配制不同的培养基，硒添加

量#$"!%&’(，=@ $ A 0，接种量 #"B，装液量 $" ’(&3$"
’(三角瓶，培养 37 C。结果见表 !。不同培养基对菌

株 .>>/3- 的生物量和硒含量有一定的影响。

表 # 不同酵母菌株的生物量及硒含量的比较

)*+,- # ./01*22 *34 2-,-3/51 6037-37 /3 4/88-9-37 :-*27 279*/32

D;<EFGH .)/#3 .)/01 .)/#37 .)/3!$ .)/77 .)/2" .)/#2- .)/30$

IFJ’EHH &（%&(） 1?7 K "?# -?3 K "?# 1?7 K "?3 1?0 K "?# !?# K "?3 !?! K "?# 3?2 K "?3 3?7 K "?#

D9&（!%&%） 010 K #" $-0 K 0 $27 K $ $12 K 0 #--3 K 2 #23- K - 33#$ K 1 3"23 K 1

5J;E8 D9（!%&(） $""3 K #!$ 7-"$ K ##! 7!20 K #!0 77"" K #"3 $-!7 K #32 0!03 K ##! 0737 K #!3 $"3# K #31

4J;9：5C9 LE8:9H HCJMG E<9 ;C9 EL9<E%9 JN ;<F=8FOE;9HP

表 ! 亲株及融合菌株 %&&’!( 的生物量及硒含量的比较

)*+,- ! ./01*22 *34 2-,-3/51 6037-37 08 7;- <*9-37*, 279*/32 *34 852*37 %&&’!(

D;<EFGH .)/01 .)/01/#- .)/01/#-/!7 .)/#2- .)/#2-/3# .)/#2-/3#/0 .>>/3-

IFJ’EHH&（%&(） -?# K "?3 7?0 K "?# 7?1 K "?3 !?" K "?3 #?- K "?# 3?" K "?# $?2 K "?3

D9&（!%&%） $-2 K - !2- K 1 7#3 K 1 33#3 K $ #7$" K - #$17 K 2 3!"" K 1

5J;E8 D9&（!%&(） 711# K #3# #-!# K 12 #2!0 K -# 00!0 K #!$ 30#" K ##3 !#7- K #37 #!$1" K #!!

表 $ 不同培养基对菌株 %&&’!( 生物量和硒含量的影响

)*+,- $ =88-672 08 1-4/* 03 7;- +/01*22 *34 2-,-3/51 6037-37 08 %&&’!(

Q9RFE )*+, )*+D )*+Q QJ8EHH9H QE8;
IFJ’EHH&（%&(） $?1 K "?# $?7 K "?3 $?" K "?# $?$ K "?3 $?7 K "?#
D9&（!%&%） 33!- K - #2-" K 1 #2$0 K - 33!1 K 0 3#$2 K -

5J;E8 D9 &（!%&(） #31$1 K 33$ #"023 K !3" 21-" K 33# #33!" K !!2 ##0$2 K 3!3

在 )*+, 培养基和糖蜜培养基中培养的菌株 .>>/
3-，生物量、硒含量及硒总含量均较高。与 )*+, 和

麦芽汁培养基比较，糖蜜培养基具有价格便宜、使用

方便的优点。以下实验选取糖蜜为发酵培养基。

!"$"! 糖浓度的影响：配制不同糖浓度的糖蜜培养

基，硒添加量 #$"!%&’(，=@$ A 0，接种量 #"B，装液

量 $"’(&3$"’( 三角瓶，培养 37 C。结果见图 #。由

图 # 可见，在培养基糖浓度低于 #3B时，随着糖浓

度的增大，菌株 .>>/3- 的生物量呈上升趋势，但糖

浓度达 #7B时，对其生长产生一定的抑制。细胞硒

含量则随着培养基糖浓度的增加呈下降趋势。综合

考虑生物量和硒含量，在 0B糖浓度时达到最高的

硒总含量。因此，以下实验的糖浓度定为 0B。

!"$"$ 硒浓度的影响：采用糖浓度 0B，=@ $ A 0，
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图 ! 不同糖蜜浓度对菌株 "##$%&生物量和硒含量的影响

#’()! *++,-./ 0+ /1(23 -04-,4.32.’04/ 04 .5, 6’072// 248
/,9,4’17 -04.,4. 0+ "##$%&

:’072//（!）； ;, -04.,4.（"）； <,8’17 ;,（#）

硒添加量不同的糖蜜培养基，接种量 !=>，装液量

?=7@A%?=7@ 三角瓶，培养 %B5。结果见图 %。

图 % 不同硒添加量对菌株 "##$%&生物量和硒含量的影响

#’()% *++,-./ 0+ /,9,4’17 -04-,4.32.’04/ 04 .5, 6’072// 248
/,9,4’17 -04.,4. 0+ "##$%&

:’072//（!）； ;, -04.,4.（"）； <,8’17 ;,（#）

硒浓度低于 C=!(A7@ 时，对菌株 "##$%& 的生物

量没有显著影响；当培养基中的硒浓度在 C=!(A7@
以上时，随着硒浓度的升高，生物量呈下降趋势。当

培养基中硒浓度为 D=!(A7@ 时，菌株 "##$%& 的生物

量、硒 含 量 达 到 较 高 水 平。因 此，培 养 基 中 添 加

D=!(A7@ 硒为佳。

!"#"$ 初始 EF 的影响：糖浓度 D>的糖蜜培养基，

硒添加量 D=!(A7@，EF 在 GH? I &H= 之 间，装 液 量

?=7@A%?=7@ 三角瓶，接种量 !=>，培养 %B5。结果

见图 G。由图 G 可见，初始 EF 对菌株 "##$%& 的生长

和富硒能力有一定影响。低 EF 有利于菌株 "##$%&
对硒的吸收。当初始 EF 为 DH= I DH? 时，菌株 "##$
%& 的生物量较高，其硒总含量最高。因此，初始 EF
应控制在 DH= I DH? 为宜。

!"#"% 装液量的影响：糖浓度 D>的糖蜜培养基，

硒添加量 D=!(A7@，EF 为 DH= I DH?，装液量不同，培

养 %B 5，结果见图 B。实验证明，装液量大（低溶氧）

图 G 初始 EF对菌株 "##$%&生物量和硒含量的影响

#’()G *++,-./ 0+ ’4’.’29 EF 04 .5, 6’072// 248 /,9,4’17
-04.,4. 0+ "##$%&

:’072//（!）； ;, -04.,4.（"）； <,8’17 ;,（#）

有利于菌株 "##$%& 对硒吸收，但影响不显著；而装

液量小（高溶氧）对菌株 "##$%& 生物量的提高比较

明显。装液量为 ?=7@A%?=7@ 三角瓶时细胞硒总含

量达到最高。在进一步的试验采用 ?=7@A%?=7@ 三

角瓶的装液量。

图 B 装液量对菌株 "##$%& 生物量和

硒含量的影响

#’()B *++,-./ 0+ J0917,/ 04 .5, 6’072// 248
/,9,4’17 -04.,4. 0+ "##$%&

:’072//（!）； ;, -04.,4.（"）； <,8’17 ;,（#）

!"#"& 培养时间的影响：糖浓度 D> 的糖蜜培养

基，硒添加量 D=!(A7@，EF 为 DH= I DH?，装液量 ?=
7@A%?= 7@ 三角瓶，实验不同培养时间对菌株 "##$
%& 的生物量和硒含量的影响。结果见图 ?。培养

%? 5硒总含量最高。培养时间延长，富硒量略有升

高，但生物量却呈下降趋势。因此，培养%? 5较合

适。

!"$ 正交试验设计

以上实验表明，培养基的 EF、糖浓度、硒浓度对

菌株 "##$%& 的生物量和硒含量有影响。选取以上

几个因素的不同水平，同时增加氮源（KFB）% ;LB的不

同水平，利用 @!D（BG M %!）正交试验表，以确定各因

素对菌株 "##$%N& 的硒总含量影响的显著性。

%%N 生 物 工 程 学 报 !C 卷



图 ! 不同培养时间对菌株 "##$%&生物量和硒含量的影响

#’()! *++,-./ 0+ ’1-234.’01 .’5,/ 01 .6, 3’054// 417 /,8,1’25
-01.,1. 0+ "##$%&

9’054//（!）； :, -01.,1.（"）； ;,7’25 :,（#）

表 ! 正交试验 "#$（!% & ’#）表头设计

()*+, ! "#$（!% & ’#）-./0-1-2)+ ,34,.56,2/

<,=,8

#4-.0>

?

@A

9

:2(4>

-01-,1.>4.’01

BC

D
（EAF）%:GF

BC

H

:,

B（!(B5<）

I FJ! % KJ% LK

% !J! F KJF MK

L MJ! M KJM

F NJ! & KJ&

表 7 正交试验结果

()*+, 7 (-/)+ 8,+,2596 :-2/,2/ ;.-6 /0, -./0-1-2)+
,34,.56,2/8 "#$（!% & ’#）

#4-.0>/

? 9 D H

O0.48 :,

B（!(B<）

I I I I IKLPMJF&

I % % % IM!!!JPP

I L L % I!I&!JKF

I F F I ILL!FJII

% I % % IL!MLJM%

% % I I PMKPJL&

% L F I IKN%PJ%P

% F L % IMNKNJ%K

L I L I P!N!JKM

L % F % IMFKIJ%&

L L I % I!P!NJPP

L F % I ILFKNJN!

F I F % IFKP!JM

F % L I PFKILJKK

F L % I PI!NJLP

F F I % INNIIJKK

表 $ 正交试验的方差分析表

()*+, $ <).5)2:, )2)+=858 -; /0, /-/)+ 8,+,2596 :-2/,2/
-2 /0, -./0-1-2)+ ,34,.56,2/8

:02>-, ::4 7+3 ;:- ! :’(1’+’-41-, 8,=,8

? MJK&!! L（+I） %JK%&! KJFL

9 %!JINK L（+I） &JLPKI IJNN

D IJ&PM& L（+I） KJML%L KJFK $$
H IK%JN!!K I（+I） IK%JN!!K %IJN%

*>>0> %LJM!IM !（+%） FJNLKL

O0.48 I!PJ!!PI I!

O6, .0.48 /,8,1’25 +’(2>,/ +>05 .6, ,Q@,>’5,1./ R,>, 7’82.,7 IKKK .’5,/)
4:25 0+ /S24>,； 3H,(>,, 0+ +>,,705/； -;,41 /S24>,

$$ :’(1’+’-41-, 8,=,8（ ! T !KJKI ）

由 ! 检验可以看出因素 H 对菌株 "##$%& 的硒

总含量影响非常显著。以上的单因素实验表明，

@A、糖浓度对菌株 "##$%& 的生物量和硒含量都有影

响，但影响趋势是相反的，正交试验结果表明，这两

个因素对硒总含量的影响不显著。在选取的氮源水

平范围内，对硒总含量的影响不显著。

’>7 菌株 ?@@A’B 有机硒含量和无机硒含量分析

在以上实验的基础上，确定了菌株 "##$%& 的培

养优 化 条 件：MC 糖 浓 度 的 蔗 糖 糖 蜜，添 加 KJ!C
（EAF）% :GF、KJICAL UGF、MK!(B5< :,，调节 @AMJK V
MJ!，装液量 !K5<B%!K5< 三角瓶，接种量 IKC，培养

%! 6。在此优化培养条件下，菌株 "##$%& 的生物量

达 &J%(B<，细 胞 硒 含 量 达 %K!K!(B(，硒 总 含 量 达

IM&IK!(B<，其中 PIC为有机硒，无机硒含量占细胞

硒含量的 PC。结果表明在培养过程中，细胞吸收

的大部分无机硒已被转化为有机硒。

% 讨 论

自从确认硒是谷胱甘肽过氧化物酶的重要组份

以来［I!］，有关硒的研究受到广泛的重视，但采用育

种技术选育高生物量的富硒酵母，目前国内外尚未

见报道。我们运用原生质体融合育种技术成功构建

了高生物量的富硒酵母融合菌株 "##$%&，这在国内

外尚属首次。

通过培养条件实验，分析了不同培养条件对菌

株 "##$%& 的生物量、硒含量的影响。结果表明，培

养条件对其有一定影响。富硒酵母 "##$%& 的富硒

能力 和 抗 硒 能 力 均 达 到 了 较 高 水 平。:264W74 ?
等［P］在培养基中添加 LK!(B5< 硒时，获得的富硒酵

母硒含量为 I%KK V IFKK!(B(。在本实验中，培养基

中添 加 MK!(B5< 硒，菌 株 "##$%& 的 硒 含 量 可 达
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!"""!#$#。当培养基中硒浓度高于 %"!#$&’ 时，才对

菌株 ())*!+ 生物量有明显抑制。融合菌株 ())*!+
抗硒能力强，生物量和硒含量均较高。

在优化培养条件下，富硒酵母 ())*!+ 生物量可

达 +,!#$’，硒 含 量 达 !"-"!#$#，硒 总 含 量 达 到

./+."!#$&’。有机硒含量占细胞硒含量的 %.0 以

上，与 1234564 7 等［%］的结果基本一致。
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