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生物柴油与微生物油脂                                                               

利用转座标签 mTn-lacZ/leu2 插入突变发酵性丝孢酵

母 2.1368-Leu−筛选高效产油突变株 

宋安东 1*，刘玉博 1*，谢慧 1，王风芹 1，鲍晓明 2 
1 河南农业大学生命科学学院，郑州 450002 
2 山东大学微生物技术国家重点实验室，济南 250100 

摘  要: 为提高微生物油脂产率，降低其生产成本，以转座标签 mTn-lacZ/leu2 插入突变发酵性丝孢酵母 2.1368-Leu−

筛选高效产油突变株。利用 LacZ 显色反应、脂肪酸合成酶抑制剂 Cerulenin 和磷酸香草醛反应，最终在玉米秸秆糖化

液中筛选出一株高效产油突变株 2.1368-Leu−-7。结果表明其油脂含量为 38.30％，比对照的 29.33％高了 8.97％，而其

产油率为 8.35％，比对照的 6.92％提高了 20.63％；在玉米秸秆糖化液中的糖利用率为 77％，每 100 g 玉米秸秆可转化

油脂 8.32 g。可为未来生物柴油产业提供了廉价原料。 

关键词 : 转座标签，磷酸香草醛反应，玉米秸秆糖化液，生物柴油  

Screening of high lipid production Trichosporon fermentans  
mutants by transposon tagging mTn-lacZ/leu2 insertion 
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Abstract:  To improve microbial lipid production, we inserted mTn-lacZ/leu2 into Trichosporon fermentans 2.1368-Leu− to obtain 
high lipid production mutants. By observing the LacZ chromogenic change, the positive reaction between Cerulenin (inhibitor of 
fatty acid synthase) and phosphate vanillin, a higher lipid-producing mutant 2.1368-Leu−-7 grown on corn-stalk hydrolysate was 
obtained. The lipid content of this mutant reached 38.30% (8.97% higher than that of the control) and the lipid production rate was 
8.35% (20.63% higher than that of the control). The rate of sugar utilization was 77%, meaning that 100 g corn-stalk could be converted 
to 8.32 g lipid. The study provided an effective method for microbial lipid production by using cheap raw materials for biodiesel. 
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生物柴油是典型的“绿色能源”，大力发展生

物柴油对发展低碳经济、推进能源替代和减轻环境

压力具有重要的战略意义[1-2]。当前利用动植物油脂

生产生物柴油，原料成本偏高，并且稳定、充足的

油脂原料供应体系尚未形成。而微生物油脂发酵周

期短，不受场地、季节、气候变化等因素的影响；

且产油微生物菌种资源丰富，能利用和转化各种农

林废弃木质纤维素原材料，对农业大国具有特殊的

意义。因此，利用微生物转化法获取油脂具有非常

大的发展潜力[3-4]。 

转座子标签技术是根据转座子随机插入突变的

特性而发展起来的研究基因功能的新方法。山东大

学微生物技术国家重点实验室利用 mTn3 转座标签

对酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae W303.1A 进行

诱变、筛选得到突变体 263-H9，该突变体表现出对

多种逆境胁迫敏感的表型特征，并最终确定了

263-H9 突变体的盐敏感相关基因[5]。转座子标签技

术主要用于植物基因组和功能序列的分离与研究。

任争光等 [6]利用转座子 Mini-Tn5 构建致病菌株

MH21 的突变体库，筛选得到 1 株致病性完全丧失

的突变体 M543。对 M543 中转座子插入基因的克隆

和测序表明其突变基因为燕麦食酸菌Ⅲ型分泌系统 

(TTSS) 中的保守基因 hrcR[6]。 

发 酵 性 丝 孢 酵 母  Trichosporon fermentans 

2.1368，酵母目隐球酵母科毛孢酵母属，属于茁芽

毛孢酵母的一种，是可以进行全糖发酵的产油酵

母，具有易培养、木糖转化率高等特点。近几年，

对发酵性丝孢酵母 2.1368 的研究主要集中在发酵

条件的优化，而对此菌株的改造尚未见报道。用

浓度为 1.0 mg/mL 的亚硝基胍，处理 1.0 h，诱变

2.1368，得到 2.1368 的亮氨酸缺陷型 2.1368-Leu−。

本研究以 2.1368 的亮氨酸缺陷型 2.1368-Leu−为出发

菌株，采用转座标签 mTn-lacZ/leu2 插入突变的方

法，筛选出一株在玉米秸秆糖化液发酵中产油率明

显提高的突变株。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

菌种：发酵性丝孢酵母 Trichosporon fermentans 

2.1368，购于中国工业微生物菌种保藏中心；发酵

性丝孢酵母 Trichosporon fermentans 2.1368 的亮氨

酸营养缺陷型 2.1368-Leu−，本实验室筛选；大肠杆

菌 DH5α，河南农业大学微生物学系保藏菌种。 

质粒：mTn3 转座子标签系列的 mTn-lacZ/leu2

转座标签插入文库质粒 15 个，编号分别为 P21-P29、

P31 、 P34-P38 ， 山 东 大 学 鲍 晓 明 教 授 赠 送 。

mTn-lacZ/leu2 转座子标签插入示意图如图 1 所示。 

 
图 1  mTn-lacZ/leu2 转座子标签插入文库 
Fig. 1  Pools of the yeast genomic library with mTn-lacZ/leu2 
transposon tagging. 
 

转座子标签插入文库是以 mTn3 转座标签对构

建于载体 pHSS6 上的酿酒酵母 Saccharomyces 

cerevisiae 染色体文库进行随机插入而得。它具有

38 bp 的末端重复序列、 res 位点与 lox 位点，并

加入了 Amp 抗性标记、Leu 缺陷型标记和没有启

动子的报道基因 LacZ，以及 2 个相同的 Not І 酶切

位点[7]。 

1.1.2  试剂与溶液 

2.24×103 mol/L Cerulenin (浅蓝菌素 ) 母液：

5 mg Cerulenin 充分溶解于 10 mL DMSO (二甲基亚

砜) 中。 

磷酸香草醛试剂：0.12 g 香草醛溶解于 20 mL

蒸馏水中，用 85％的磷酸定容至 100 mL。 

1.1.3  培养基 

发酵性丝孢酵母 2.1368 菌种活化培养基  (麦

芽汁培养基)：糖度为 12-13 波美度的麦芽汁，2％

琼脂。  
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2.1368 营养缺陷型筛选基本培养基  (SD)[8] 

(g/100 mL)：酵母氮源 (不含氨基酸) 0.67，葡萄糖 2，

琼脂 2，硫酸铵 0.5，pH 6.0，(或加腺嘌呤 80 mg/L)。 

YAPD 培养基 (g/100 mL)：酵母浸膏 1，蛋白胨

2，葡萄糖 2，腺嘌呤 80 mg/L，琼脂 2 (YAPD 培养

基加腺嘌呤可抑制 ade1和 ade2突变株的回复突变)。 

X-gal 显色平板培养基(g/100 mL)：0.6 mL X-gal

贮存液，Na2HPO4 3.5814，硫酸镁 0.0245，琼脂 1.6，

pH 7.0。 

发酵性丝孢酵母 2.1368 产脂培养基 (g/100 mL)：

葡萄糖 12，酵母膏 0.8，蛋白胨 0.3，KH2PO4 0.7，

MgSO4·7H2O 0.1，乙醇 0.2，pH 5.8。 

玉米秸秆糖化液发酵培养基：用体积分数为

1％的稀 H2SO4 于 121 ℃预处理 60 min 后，加入蒸

馏水调节 pH 值至 5.0，使固液比达到 10∶1，然后

加入纤维素酶 25 g/kg 和木聚糖酶液 20 mL/kg，

120 r/min、50 ℃处理 48 h，过滤除渣得糖化液。糖

化液中总还原糖浓度为 5.2％，其中葡萄糖浓度为

3.9％，木糖为 1.2％，其余为杂糖。 

1.2  试验方法 
1.2.1  转座标签文库质粒插入片段的获得 

将 15 个 mTn-lacZ/leu2 转座标签插入文库质粒

分别转化大肠杆菌 DH5α，挑取单菌落提取质粒，将

质粒用 Not I 酶切，并回收转座子标签文库质粒的插

入片段 (8 kb 左右)。 

1.2.2  酵母的高效转化方法[9] 

将菌种 2.1368-Leu−用 100 mmol/L 醋酸锂 

(LiAc) 处理并悬浮细胞，每 100 µL 等份分装到

1.5 mL EP 管，离心后除去 LiAc。按如下量加入转

化混合液：PEG 3350 (50％，W/V)，240 µL；1.0 mol/L 

LiAc，36 µL；单链载体 DNA (2.0 mg/mL)，25 µL；

水和质粒 DNA，50 µL；剧烈振荡后置 28 ℃保温

30 min 转化酵母，然后于 42 ℃水浴中热激 25 min。

10 000 r/min 高速离心 30 s 除去转化混合液后，吸

0.4 mL 无菌水加到每个 EP 管中，悬浮沉淀，用等

份的 200 µL 转化混合液涂布选择平板 SD，28 ℃培

养 3 d 左右。 

本试验用 P26 号质粒酶切回收片段为例研究

2.1368-Leu−的最佳转化热激时间，设计 10、15、20、

25、30、35、40 min 为热激时间梯度。 

1.2.3  同源重组质粒的筛选 

挑取 SD 平板上生长出来的转化子落涂片于

YAPD 平板上，每板的密度为 100 个铺片，28 ℃条

件下培养 24 h，用一张无菌滤纸将该平板复制于另

一加有腺嘌呤的 SD 平板上，28 ℃过夜。将滤纸

取出，克隆面向上，置于一密闭容器中，容器底部

加入 10 mL 氯仿处理 10~30 min，取出滤纸，再将

其克隆面向上置于 X-gal 平板 (120 μg/mL X-gal，

0.1 mol/L Na2PO4 和 1 mmol/L MgSO4 1.6％ 琼脂糖) 

上，28 ℃条件下显色 1 d。 

1.2.4  浅蓝菌素 Cerulenin 初筛高产油脂酵母 

确定 2.1368原始菌株对 Cerulenin的最小抑制浓

度，即在每 10 mL 2.1368 固体培养基中分别加入

2.24×10−3 mol/L 的 cerulenin 母液 0、10、20、30、40、

50、60、70、80 μL 制成梯度培养基，按照常规方法

涂布平板，统计 cerulenin 对菌体菌落形成率的影响。 

1.2.5  磷酸香草醛反应筛选高产油脂突变株[10-11] 

对初筛菌株进行产脂培养后，取 10 mL 菌液，

4 000 r/min 离心 10 min，蒸馏水洗 1~2 次。定容至

2 mL，取 100 μL (对照取蒸馏水) 加入一带塞试管

中，加入 18 mol/L 的 H2SO4  2 mL，沸水浴中孵化

10 min，常温水浴 5 min，加入 5 mL 磷酸香草醛试

剂，37 ℃保温 15 min，常温水浴 10 min，于 530 nm

测其 OD 值。  

1.2.6  生物量的测定 

通过 4 500 r/min 离心 l0 min，收集菌体并干燥 

(干燥温度：80 ℃) 至衡重，准确称取干菌体量。 

1.2.7  发酵验证试验[12] 

对所筛突变株在玉米秸秆糖化液中进行发酵试

验验证。其中 

干菌体含油率=粗油脂重量/干菌体重量×100％。 

产油率=粗油脂重量/加入糖化液糖质量×100％。 
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2  结果与分析 

2.1  所提取的转座标签插入文库质粒及其 NotⅠ
酶切结果 

将 15 个转座标签插入文库质粒转化大肠杆菌

DH5α、挑取阳性克隆提取质粒备用。纯化后的质粒

经 NotⅠ酶切，相应质粒的酶切产物所得到的两条带。

含有酵母同源序列和 mTn-lacZ/leu2 转座子的片段 

(6 654 bp) 不均一，约 8~10 kb 大小，而不含有酵母

同源序列的载体 pHSS6 片段则大小一致，为 2.1 kb。 

2.2  发酵性丝孢酵母 2.1368-Leu−的高效转化 
用回收后的 DNA 片段进行酵母高效转化，确定

最佳热激时间为 20 min，适宜的热激时间范围扩大

至 15~35 min。将 15 个转座子标签插入文库质粒采

用以上转化条件 (即热激时间为 20 min 或 25 min) 

转化 2.1368-Leu−，在 SD 筛选平板上得到的转化子

情况如表 1 所示。 

由表 1 可以看出，经过转化试验共得到 166 个

转化子，其中成功实现转化的质粒为 P22、P24、P25、

P26、P27、P29、P31、P34、P35、P37、P38，用所

得到的 15 个转座子标签文库质粒进行酶切转化，有

4 个没有实现成功转化。 
 
表 1  酵母高效转化所得转化子情况 
Table 1  Transformants gained by yeast efficient 
transformation 

Plasmid  
number 

Number of 
transformants 

Heat-shock time  
(min) 

22 8 25 

24 5 25 

25 15 25 

26 23 20, 25, 35 

26 (recovery) 43 15, 20, 25, 30, 35 

27 16 25 

29 5 25 

31 3 25 

34 2 25 

35 10 25 

37 23 25 

38 13 25 

Total 166  

试验中所用的转座子的报道基因 LacZ 没有启

动子，缺失了前端的 ATG 序列，载体在 Not I 线性

化之后重组片段自身就不携带启动子，转座子系统

中，LacZ 基因下游有—LEU 基因，因此选用亮氨酸

缺陷型的酵母菌株作为重组菌株，该菌株不能够在

缺少亮氨酸的 SD 培养基上生长，只在含有上述转

座系统的质粒同源重组到酵母中，并且有启动子在

其上游启动它转录，且能够按三联密码子正确读框，

该重组酵母菌株才能够编码合成亮氨酸，从而在亮

氨酸缺陷型的 SD 平板上生长。 

2.3  同源重组质粒的筛选 
利用 LacZ 显色反应，根据其显色水平，可以判

断 LacZ 基因前端的启动子强弱。在含 X-gal 平板上

对试验中得到的 166 个转化子进行同源重组子筛

选，结果如图 2 所示。 

从图 2 中可以看出，P26-3 和 P26-5 号不显蓝色 

(图中实箭头所指)，其他 P26 号质粒的转化子蓝色都

较深，说明这两个转化子不是同源重组子，可能是

阅读框架错误，应该是试验误差；P35 和 P25 号质

粒的转化子蓝色较弱，其中 P25-5 基本不显蓝色 (图

中方框处)，可能因为 LacZ 基因上游的启动子太弱，

不能很好完成转录所致。因此，在用 mTn-lacZ/leu2

转座标签对发酵性丝孢酵母进行插入突变过程中，

P22、P24、P26、P27、P29、P31、P34、P37 和 P38

这 9 个质粒是比较适合的同源载体。筛选 166 个转

化子，最终得到 139 个同源重组子，可以作为筛选

高产突变株的出发菌株。 

2.4  优良重组子的筛选 
2.4.1  Cerulenin 初筛高产油脂突变株 

Cerulenin 是一种蓝色头孢霉的自然代谢产物，

它通过与脂肪酸合成酶中 β-酮脂酰-ACP 合酶末端

丝氨酸上的-SH 基结合，形成羟基内酰胺环而使之

失活。β-酮脂酰-ACP 合酶是脂肪酸合成的关键酶，

故低浓度的 Cerulenin能够不可逆地抑制生物体的内

源性脂肪酸合成，从而抑制细胞的生长代谢。在一

定浓度的 Cerulenin 培养基上，只有脂肪酸合成酶活

性比较高的菌株才能存活下来而被选出[11]。 
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图 2  单菌落酵母转化子在 X-gal 板上的显色结果 
Fig. 2  The color result of transformant colony on X-gal plate. 
(a) The number of P38 plasmid (13), P26 (7), P31 (3), P34 (2). (b) 
The number of P37 plasmid (23). (c) The number of P24 plasmid 
(5), P26 (recovery) (43). (d) The number of P35 plasmid (10), 
P25 (15), P22 (8). (e) The number of P26 plasmid (16), P27 (16), 
P29 (5). 
 

经试验确定当 2.24×10−3 mol/L Cerulenin 的量达

到 60 μL 时，菌落形成率约为 3％，以此浓度作为筛

选最佳剂量。得到的重组子中，在 Cerulenin 作用下

有部分菌落比出发菌株存活率高，相同 Cerulenin 抑

制浓度下，选取菌落形成率比出发菌株大的作为初

筛菌株，从 32 株菌中得到了 15 株可能高产油脂的

突变株。 

2.4.2  磷酸香草醛反应法分析初筛突变株 

经过发酵产脂的酵母经处理后进行磷酸香草醛

反应，会生成一种有色物质，其反应体系的颜色从

浅绿色到茶红色，随油脂含量的增加而加深[10]。将

初筛后的 15 个重组子经过产脂培养，其菌体通过磷

酸香草醛反应后，反应颜色有明显变化，根据颜色

深浅可以判断其含油率高低，从 15 株初筛突变株中

选出 10 株颜色较深的突变株进行 OD 值测定和油脂

含量测定。 

发酵产脂的酵母经处理后进行磷酸香草醛反应

后，其在 530 nm 处的光吸收值与氯仿甲醇抽提法测

得的菌体油脂含量成正比，测得结果见表 2。 
 
表 2  磷酸香草醛反应法测定的初筛突变株 OD530 值和油

脂含量 
Table 2  OD530 results and lipid content results of primary 
screening mutants by the methods of phosphate and vanillin 
reaction 

Mutants OD530

Lipid 
content 

(%) 
Mutants OD530 

Lipid 
content 

(%) 
2.1368-Leu−-1 1.17 46.13 2.1368-Leu−-6 1.53 52.73

2.1368-Leu−-2 1.34 50.75 2.1368-Leu−-7 1.19 46.53

2.1368-Leu−-3 1.08 45.65 2.1368-Leu−-8 1.29 50.35

2.1368-Leu−-4 1.25 50.55 2.1368-Leu−-10 0.87 41.80

2.1368-Leu−-5 1.75 54.28 Ck 1.21 51.31

 
由表 2 可以看出，2.1368-Leu−-1、2.1368-Leu−-2、

2.1368-Leu−-4 、 2.1368-Leu−-5 、 2.1368-Leu−-16 、

2.1368-Leu−-7、2.1368-Leu−-8 这几个突变株的 OD

值和油脂含量大于 Ck (原始菌株) 或者和对照相当，

并且各重组子在 530 nm 处的光吸收值与油脂含量

基本上呈正相关。所以筛选这几株菌进行玉米秸秆

糖化液发酵试验。 

2.4.3  发酵试验复筛高产突变株 

将上述 7 个突变株进行玉米秸秆糖化液发酵试

验，研究这 7 株突变对玉米秸秆糖化液的耐受性及

利用纤维质原料生产微生物油脂的转化效率。发酵

结果如表 3 所示。 
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表 3  突变株在秸秆糖化液培养基中的发酵结果 
Table 3  The fermentation results of the mutants under 
stalk saccharified liquid 

Mutants Biomass of  
strain (g/L) 

Lipid 
content  

(%) 

Lipid 
production  

rate (%) 

2.1368-Leu−-1  8.72 21.44 1.87 

2.1368-Leu−-2  8.56 20.63 1.77 

2.1368-Leu−-4  8.24 26.16 2.16 

2.1368-Leu−-5 19.08 37.88 7.23 

2.1368-Leu−-6 18.00 37.64 6.78 

2.1368-Leu−-7 21.80 38.30 8.35 

2.1368-Leu−-8 19.00 17.83 3.88 

Ck 23.60 29.33 6.92 
 

由表 3 可以看出，发酵后这 7 个突变株的生物

量 均 低 于 对 照 ， 其 中 突 变 株 2.1368-Leu−-1 、

2.1368-Leu−-2、2.1368-Leu−-4 的生物量低于 10 g/L，

可能是由于突变株对秸秆糖化液中的有毒物质比较

敏感，导致生长受到抑制；突变株 2.1368-Leu−-7 的

油脂含量最高，为 38.30％，比对照的 29.33％高了

8.97％，并且 2.1368-Leu−-7 的产油率最高，为 8.35％，

而对照为 6.92％，产油率比对照提高了 20.63％。可

以确定 2.1368-Leu−-7 为最佳高效产油突变株。 

在 2.1368-Leu−-7 进行玉米秸秆糖化液的发酵试

验中，其残余总还原糖为 1.20％，糖利用率为 77％；

每 g 糖可转化油脂 1.60 g；每 100 g 秸秆转化油脂

8.32 g。为微生物油脂的工业化奠定基础。 

3  讨论 

通过试验，确定最佳热激时间为 20 min。将 15

个转座子标签插入文库质粒在最佳热激时间下转化

2.1368-Leu−，在 SD 筛选平板上得到的 166 株转化

子。其中成功实现转化的质粒为 P22、P24、P25、P26、

P27、P29、P31、P34、P35、P37、P38。 

利用 LacZ 显色反应，根据其显色水平，对 166

株转化子进行同源重组载体进行筛选，得到 139 株

同源重组子。作为筛选高产菌的出发菌株。 

利用 Cerulenin和磷酸香草醛反应筛选高产油脂

酵母菌，并对初筛菌株进行玉米秸秆糖化液发酵试

验验证。最终确定 7 号菌为最佳高效产油菌株，其

油脂含量为 38.30％，比对照的 29.33％高了 8.97％，

而其产油率为 8.35％，比对照的 6.922％提高了

20.63％；而在玉米秸秆糖化液中残余总还原糖为

1.20％，糖利用率为 77％；每 g 糖可转化油脂 1.60 g；

每 100 g 秸秆转化油脂 8.32 g。 

本文参考文献[9]和[13]，将几种酵母转化方法

进行比较和改进，最终确定了最佳转化方法。在酵

母转化过程中发现导致转化率低的因素很多，如

PEG 浓度、热激时间、单链载体、质粒 DNA 浓度

等。通过多次试验发现，混合液中质粒 DNA 添加

4~5 µL (0.6 µg 左右) 最佳，浓度较高时转化效果并

不理想，这可能是线性化质粒串联整合所致。 

利用 Cerulenin 筛选高产油脂酵母，可以实现酵

母的高通量筛选，方便易行，是一种比较理想的油

脂酵母筛选方法。在磷酸香草醛反应中，生物体与

磷酸香草醛试剂反应，生成一种红色物质，其机理

尚不清楚，但根据反应颜色的深浅即可以定性分析

油脂含量的高低，该方法需要的生物量小，且无须

细胞破碎便可直接对细胞油脂含量进行定性分析，

快速方便，具有很好的应用前景。 

本文仅完成了利用转座子标签插入突变筛选高

产油脂突变株 2.1368-Leu−-7，初步分析该突变株仍

是发酵性丝孢酵母。突变株的获得，这只是酵母功

能分析的第一步。要对酵母突变株进一步研究，需

要通过拯救质粒 pRSQ2-URA (实验室已具有) 法确

定转座子标签插入位点，根据拯救质粒全序列设计

并合成引物对验证过的质粒测序，将测序结果与酿

酒酵母基因组全序列数据库进行 Blast 分析，确定各

转座标签的插入位点，进而对插入位点基因进行深

入分析。 
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