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还原型谷胱甘肽 ( Glutathione, GSH)是由 L-

谷氨酸、L-半胱氨酸和甘氨酸缩合而成的一种同

时含有 γ-谷氨酸和巯基的生物活性三肽化合物 ,

GSH 在生物体内具有多种重要的生理功能 , 特别

是对于维持生物体内适宜的氧化还原环境起着至

关重要的作用 [1]. 自 1921 年 Hopkins[2]首先发现

谷胱甘肽的存在以来 , GSH 不仅作为试剂广泛用

于生物化学、医学、生物学和化学的研究测定中 ,

而且已成为一种重要的生化药物. 随着 GSH更多

的功能和性质被发现,人们在食品添加剂、临床医

学和运动营养学上对它的兴趣在日益增长, 其需

求量不断增加.

高产 GSH菌种的选育是国内研究的热点. 目

前报道的菌种选育方法 [3~5]主要是传统的化学诱

变方法(亚硝基胍、硫酸二乙酯、甲基磺酸乙酯等)

和物理诱变方法(紫外线和 X射线)相结合 ,这样

的诱变方法 , 效率较低 , 产量提高的幅度也不大.

本研究以产 GSH 的啤酒酵母菌株 SC-20 为出发

菌株 ,通过等离子和紫外线的复合诱变 , 经 HgCl2
和 ZnCl2抗性交替筛选 ,并采用高通量筛选方法 ,

得到一株 GSH 含量与产量分别比出发菌株提高

了 78.33%和 118.4%的突变株 . 本研究结果为该
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菌种的选育以及进一步的工业化应用奠定基础.

1 材料与方法

1.1 菌种

啤酒酵母 ( Saccharomyces cerevisiae) SC-20,

本实验室保藏.

1.2 培养基

1.2.1 YEPD培养基(斜面培养及平板纯化用) (g/L)

葡萄糖 20, 蛋白胨 20, 酵母膏 10, 琼脂

20, pH自然.

1.2.2 摇瓶筛选培养基( g / L)

葡萄糖 50, 酵母粉 5, Na2HPO4 1, KH2PO4 3,

MgSO4 0.5, pH自然.

1.3 主要仪器

低能离子注入机, 本校电气与电子工程学院

脉冲功率中心提供 ; Anke TGL-16G型超低温离

心机 , 上海安亭科学仪器厂 ; 722S分光光度计 ,

上海精密科学仪器有限公司 ; 岛津 UV-2550 紫

外-可见光光度计, 日本产.

1.4 主要试剂

标准谷胱甘肽、5, 5′-二硫代双 (二硝基苯甲

酸) [ 5, 5′-dithiobis( 2-nitrobenzoic acid) , DTNB]

为 Sigma公司产品. 其他试剂均为国产分析纯.

1.5 方法

1.5.1 生物量的测定

取 5 mL发酵液, 室温下 8 000 r / min 离心 5

min 收集菌体 , 去离子水洗涤菌体两次后 , 85 ℃

烘干至恒重后称重.

1.5.2 GSH提取液制备

利用热水抽提法 [6].

1.5.3 GSH产量测定

采用 DTNB显色法 [7].

1.5.4 诱变处理

1.5.4.1 UV诱变

取对数生长期菌液 5 mL, 离心并以无菌生

理盐水洗两次 , 还原至原体积 , 转入直径 9 cm

的培养皿中, 磁力搅拌. 紫外灯 (功率 15 W, 照

射距离 35 cm)照射一定时间. 通过改变照射时间

控制致死率.

1.5.4.2 等离子诱变

等离子体射线杀菌曲线的制作: 取适量啤酒

酵母菌悬液进行氩气等离子体射线辐照处理, 辐

照时间分别为 0、10、20、30、40、50、60 s. 氩气等

离子器照射条件 :工作电压 : 5 kV;频率 : 20 kHz;

放电间隙: 8.5 mm;处理物距电极距离: 2.5 cm;注

入气体:氩气;温度: 16.7 ℃;湿度: 69%. 将经过不

同辐照时间处理的菌液适当稀释涂平板 , 培养

72 h. 根据处理前后的活菌数计算致死率. 以照射

时间为横坐标, 致死率为纵坐标作图.

1.5.4.3 等离子和 UV复合诱变

经等离子处理过的菌体直接进行紫外诱变即

可. 通过改变照射时间控制致死率.

诱变后的菌体以 10 倍梯度稀释涂布于

YEPD完全培养基 , 与稀释度相同但未经诱变的

菌体对比计算致死率. 上述 3 种诱变方式均将致

死率控制在 60%～80%.

1.5.5 抗性筛选物浓度的确定

经诱变处理稀释后的菌液分别涂布于不同

质量浓度的 ZnCl2 和 HgCl2 抗性培养基上培养

72 h [8] , 与相同稀释度诱变处理后的菌体比较

计算致死率 . 若致死率为 60%～70%, 则选定此

质量浓度进行筛选.

1.5.6 初筛

将诱变处理的菌悬液经梯度稀释后涂布在抗

性平板上, 待其长出菌落后, 经氯仿熏蒸破壁, 喷

上 DTNB显色剂, 选取显色圈的较大、颜色较深、

显色时间较长的诱变菌株作为复筛的出发菌株.

1.5.7 复筛

将初筛到的菌株从斜面接至种子培养基, 培

养 12 h 后 , 以 10%的接种量将菌株接至摇瓶培

养基 , 每株 3 瓶 , 培养 48 h 后测各菌株的 GSH

含量 , 根据单位体积发酵液的 GSH 含量确定高

产菌株.

2 结果与讨论

2.1 等离子体诱变选育

2.1.1 等离子体射线诱变剂量的确定

等离子辐射是直接在生物分子上沉积能量 ,

引起基因突变 , 从而达到诱变育种的目的. 采用

该方法诱变具有突变频率高、突变谱广、生理损伤

小等优点 [9]. 由等离子体射线杀菌致死率 (见图

1)结果可以看出, 等离子体射线对实验菌株的致

死率之间存在着明显的剂量效应关系, 当等离子

体射线照射时间为 30 s 时 , 啤酒酵母的致死率

就达到了 76.5%, 但随着时间的增加存活率下降

有所缓和 , 并有一短时上升后又下降的过程 , 当

等离子体射线辐照时间为 60 s 时 , 致死率为

98.5%. 这可能是由于离子注入到一定程度激活

庞德钦等:等离子体-紫外线复合诱变选育高产谷胱甘肽酵母菌 239



生 命 科 学 研 究 2007 年

图 1 等离子体照射菌体致死率曲线

Fig.1 Plasma ir radiated cell death rate curve

图 2 紫外线照射菌体致死率曲线

Fig.2 UV ir radiated celled rate curve

了菌体的修复机制, 但当注入时间继续增加细胞

损伤无法修复. 本文选择 30 s的辐照剂量作为诱

变指标.

2.1.2 菌株的等离子体射线诱变选育

对出发菌株啤酒酵母 SC-20进行等离子体射

线诱变处理 30 s(此时致死率为 76.5%) , 将经诱变

处理后的菌悬液梯度稀释, 然后涂布于 0.70 g / L

ZnCl2抗性培养基上 , 培养 72 h 后 , 经过上述方

法的初筛和复筛 , 选出产量较高的突变株 , 结果

见表 1.

从表 1 中可以看出, 经过等离子体射线诱变

处理后 , 其中 D-5 突变株 GSH 的产量为 50.64

mg / L, 胞内含量为 6.18 mg / g, 比出发菌株分别

提高 46.53%和 39.50%.

2.2 紫外线诱变选育

2.2.1 紫外线处理时间对菌体存活率的影响

用不同的照射时间对菌体进行紫外线处理 ,

实验结果见图 2. 由图 2 可以看出 , 随着照射时

间的延长 , 致死率增加 , 9 min 时全部致死 , 由

于紫外线有较强的杀菌能力和诱变能力, 较高的

致死率有利于筛选优良菌株, 但是如果处理时间

太长 , 一些高活性菌株也可能致死 , 不利于筛

选, 选取 45 s为诱变处理时间.

2.2.2 菌株的紫外线诱变选育

对等离子诱变处理后的菌株 D-5 分别以不同

照射时间进行 UV诱变. 实验选取紫外照射时间

为 45 s, 致死率为 63%. 使用质量浓度 0.01%的

氯化汞(此时致死率为 67%)抗性平板筛选, 获得

GSH 产量较高的突变株 U-9, 其 GSH 的产量为

58.08 mg/ L.

2.3 等离子体和紫外复合诱变

对 U-9 进行等离子体和 UV复合诱变 [10]. 先

用等离子体照射 , 后用紫外灯照射 , 分别照射不

同时间 , 控制致死率. 实验选取等离子照射时间

15 s, 紫外线照射时间 20 s, 致死率为 75%. 使用

的氯化锌抗性平板筛选 , 得到胞内 GSH 含量较

高的突变株 DU-20, 生物量为 9.56 g / L, GSH 产

量为 75.48 mg / L, 菌体胞内 GSH 含量 7.90 mg /

g, 整个诱变、筛选过程中的生产性状变化见表 2.

2.4 诱变株的遗传稳定性

由于诱变菌株的形状常常不稳定, 尤其是在

连续传代培养时 , 为了检测菌株形状是否稳定 ,

将诱变出的 DU-20 菌株在 YEPD试管中连续传

10 代 , 每代用摇瓶发酵培养检测谷胱甘肽的产

量 , 实验结果见表 3. 结果表明 , 菌株 DU-20 斜

面连续传 10代, 谷胱甘肽产量下降 5.36%, 说明

该突变株具有良好的遗传稳定性.

3 讨论

等离子体和紫外线两种诱变剂的交替和复合

表 1 等离子体诱变结果

Table 1 The results of plasma mutation

菌株编号
Number of strain

生物量
Biomass
/( g·L-1)

GSH 产量
Yield
/(mg·L-1)

GSH 含量
Content
/(mg·g-1)

SC- 20

D- 1

D- 2

D- 3

D- 4

D- 5

D- 6

D- 7

D- 8

D- 9

7.80

8.22

7.95

8.02

8.12

8.20

8.50

7.90

8.05

7.90

34.56

49.02

38.79

37.67

45.96

50.64

50.70

48.85

46.75

39.77

4.43

4.43

5.96

4.88

4.50

6.18

5.96

6.18

5.81

5.03
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使用, 有效避免了使用单一诱变剂产生的诱变饱

和效应 . HgCl2 和 ZnC12 两种抗性筛选物交替使

用 , 避免了菌体对同一种抗性物质产生的耐受

性. 通过复合诱变技术处理出发菌株 ( S.cerevisi-

ae) SC-20, 选育出 GSH 高产菌株 ( S.cerevisiae)

DU-20, 产量比出发菌株提高了 118.4%, 并且从

获得的诱变株的传代实验得出, 诱变株 DU-20有

良好的遗传稳定性. 实验结果与有关报道微生物

复合诱变优于同一方法单独诱变的结论相一致 .

同时证明等离子体技术在微生物育种中切实可

行, 为人工诱变以改善微生物的生产能力提供了

一条新途径.
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表 2 诱变过程中的生产性状变化

Table 2 Character changes in the production process of mutation

菌株编号
Number of strain

生物量
Biomass
/( g·L-1)

GSH 产量
Yield
/(mg·L-1)

GSH 产量提高率
Increase rate of yield
/(%)

GSH 含量
Content
/(mg·g-1)

GSH 含量提高率
Increase rate of content
/(%)

SC-20

D-5

U-9

DU-20

7.80

8.20

8.95

9.56

34.56

50.64

58.08

75.48

-

46.53

68.06

118.4

4.43

6.18

6.49

7.90

-

39.50

46.49

78.33

表 3 DU-20 的遗传稳定性

Table 3 Stability of the mutagenic strain DU-20

传代数
Passage number

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

GSH产量( Yield)
/(mg·L-1) 75.48 75.68 75.52 74.46 74.00 73.61 73.87 73.03 72.12 71.72 71.43

GSH 产量下降比率
( Descent rate of yield)
/(%)

- - - 1.35 1.96 2.48 2.13 3.24 4.45 4.98 5.36
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