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常压室温等离子体诱变选育高产脂肪酶

解脂耶氏酵母
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摘要$采用常压室温等离子体!
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"对产脂肪酶的解脂耶氏酵母菌

株
8<

$

进行诱变'通过三丁酸甘油酯平板法%

U

D5;;

法以

及酸碱滴定法等筛选得到高产脂肪酶的目标菌株
2&

$并

研究其遗传稳定性&结果表明$解脂耶氏酵母菌株
8<

$

的最佳诱变时间为
+"K

$菌株致死率达
9A)&(*

'突变株

2&

的脂肪酶酶活为
$#)& \

)

E<

$较出发菌株提高了

%!)+*

$多代培养后遗传稳定'与出发菌株相比$突变株脂

肪酶可使维生素
1

棕榈酸酯的合成转化率提高
#+)9*

&

关键词$常压室温等离子体'解脂耶氏酵母'脂肪酶
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维生素
1

是人体必需的微量营养素之一!具有促进

人体生长发育!维持免疫!癌症预防以及维持视力和上皮

屏障1

$'#

2等作用!在医药&食品各行业具有广阔的市场$

维生素
1

性质非常不稳定!容易被光&热和氧气分解!可

以合成性质更为稳定的维生素
1

棕榈酸酯$

脂肪酶.
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是一种可以在油水界面催化三酰甘油酯水解释放脂肪

酸&甘油单酯&甘油二酯和甘油!并且催化合成各种酯类

的酶1

&

2

$脂肪酶在有机溶剂中结构稳定!可以在低水条

件下催化酯化或者酯交换反应!对底物具有较高的专一

性和选择性1

(

2

!并且具有催化活性高&反应条件温和&反

应迅速&固定化后可重复利用1

+'9

2等优点!已被广泛应用

于多种工业生产及商业应用中!被认为是继蛋白酶和淀

粉酶之后销量第三的酶类1

$"

2

$

贺秋红等1

$$

2通过筛选鉴定得到一株产脂肪酶的枯草

芽孢杆菌.

01<'77=AA=.@'7'A

/!并对其发酵培养基进行优化!

最终脂肪酶酶活达
&)#\

0

E<

!较优化前提高了
$+)!!*

$

贾佳等1

$!

2以黑曲霉
/A

J

-?

4

'77=A*'

4

-?_!A

为出发菌株!通

过亚硝基胍对其原生质体进行诱变处理!筛选得到
!

株遗

传稳定的高产脂肪酶菌株!与出发菌株相比!酶活分别提

高了
!!)9*

和
!")$*

$

;NRNGRF

等1

$#

2以芒果废料为材料!优

化解脂耶氏酵母脂肪酶生产条件!其最大酶活可达

#)&$\

0

E<

$

<?

U

NK

等1

$&

2以废弃食用油为底物!诱导解脂

耶氏酵母
e!9

生产脂肪酶!脂肪酶酶活达
$!\

0

E<

$

2MG

等1

$(

2对解脂耶氏酵母
<G

U

!

脂肪酶的固定化载体进行改

性!并将其应用于维生素
1

棕榈酸酯的合成$

野生菌株某些特性无法满足越来越高的工业需求!

因此需要对菌株进行诱变育种!提高菌株的性能!从而满

足生产需求$常压室温等离子体.
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/诱变是一种新兴的诱变技
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术!与传统的诱变方法如紫外诱变&化学诱变相比!

17=;

可以在室温常压下高效诱导
.51

双链断裂!引发细胞

:-:

修复机制并得到大量高突变体样本1

$+

2

!其操作安

全&方便!因此已成为微生物诱变育种领域的研究热

点1

$A'$%

2

$

<GM

等1

$9

2

&

8MFQ

等1

!"

2通过
17=;

对高产赤藓

糖醇和高产丙酮酸的解脂耶氏酵母进行了选育!但目前

尚未见通过
17=;

筛选高产脂肪酶的解脂耶氏酵母的报

道$试验拟以一株解脂耶氏酵母菌株
8<

$

为研究对象!

通过
17=;

诱变!对其进行改造!以期筛选获得高产脂肪

酶且遗传性能稳定的目标解脂耶氏酵母菌株!并将其应

用于维生素
1

棕榈酸酯的合成!以提高维生素
1

棕榈酸

酯的转化率!为维生素
1

棕榈酸酯的工业化生产提供理

论依据$

$

!

材料与方法
$)$

!

材料与仪器

$)$)$

!

材料与试剂

酵母菌株
8<

$

(实验室保藏'

酵母提取物(英国
-Y?GO

公司'

蛋白胨(北京奥博星生物技术有限责任公司'

葡萄糖&蔗糖&硫酸镁&磷酸氢二钾&无水乙醇&橄榄

油(分析纯!江苏强盛功能化学股份有限公司'

硫酸铵(生工生物工程.上海/股份有限公司'

三丁酸甘油酯(上海源叶生物科技有限公司'

琼脂粉(南京茂捷微生物科技有限公司$

$)$)!

!

培养基

8;.

培养基(酵母提取物
$"

T

!蛋白胨
!"

T

!葡萄糖

!"

T

!蒸馏水
$"""E<

!

U

3

自然!

$!$]

灭菌
!"EGQ

'

发酵培养基(蛋白胨
!"

T

!蔗糖
(

T

!橄榄油乳化液

#"E<

!.
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&

/

:-

&

$

T

!

B

!

3;-

&

!

T

!

0

T

:-

&

3

A3

!

-

$

T

!蒸馏水
$"""E<

!

U

3

自然!

$!$]

灭菌
!"EGQ

'

三丁酸甘油酯培养基(蛋白胨
$"

T

!酵母提取物
$"

T

!

5F2@$"

T

!三丁酸甘油酯
! E<

!琼脂粉
!"

T

!蒸馏水

$"""E<

!

U

3

自然!

$!$]

灭菌
!"EGQ

$

$)$)#

!

主要仪器设备

全温振荡培养箱(

[h[8D2,

型!上海知楚仪器有限

公司'

组织捣碎匀浆机(

CCD!d

型!江苏省金坛市荣华仪器

制造有限公司'

高效液相色谱仪(

:;.D!"1>

型!日本
:IGEFOHM

公司'

微孔板分光光度计(

Z017B

型!美国
dG?D7FO

公司'

恒温培养箱(

_3;D9!A"

型!上海索普仪器有限公司'

电子天平(

Z:$"(.\

型!梅特勒+托利多.上海/有

限公司'

高速 台 式 离 心 机(

<N

T

NQO 0GPR?$A7

型!美 国

=INRE?

公司'

17=;

诱变育种仪(

%

:

型!无锡源清天木生物科技

有限公司$

$)!

!

方法

$)!)$

!

菌悬液制备
!

挑取活化后的
8<

$

酵母菌接种至

8;.

液体培养基中!于
!%]

&

$("R

0

EGQ

下培养
!&I

!制

成种子液!其
,M

+""QE

为
")+

!

")%

$种子液以体积分数

$*

接入
8;.

液体培养基中!

!%]

!

$("R

0

EGQ

下培养至

对数期!取
$E<

菌液!

&]

&

&"""R

0

EGQ

离心
$"EGQ

!弃

上清!离心后的沉淀加无菌生理盐水悬浮!使其
,M

+""QE

为
")+

!

")%

!添加甘油保护使其终浓度为
(*

!即为菌体

悬浮液$

$)!)!

!

8<

$

菌株生长曲线测定
!

种子液以体积分数
$*

接种至
8;.

液体培养基!于
!%]

&

$("R

0

EGQ

下振荡培

养!每隔
!I

取样!测定
+""QE

处的吸光值!绘制
8<

$

菌

株生长曲线并确定其对数生长期$

$)!)#

!

17=;

诱变致死率曲线测定
!

无菌环境中取

$"

#

<

菌体悬浮液均匀涂于无菌载片上!将载片转移至提

前灭菌处理的
17=;

中!功率
$!"e

!照射距离
!EE

!工

作气体为纯度
99)999*

的氦气!气量
$":0<

!处理时间

分别为
"

!

$(

!

#"

!

&(

!

+"

!

A(

!

9"

!

$"(

!

$!"K

$将诱变处理后

的载片置于装有
$E<

无菌生理盐水的
6;

管中振荡洗

脱
!EGQ

并梯度稀释后涂布!

!%]

培养
!O

!记录每个梯

度的菌落数$以出发菌株为参照!按式.

$

/计算致死率$

!

N

W

R

W

$

W

Q

$""*

! .

$

/

式中(

!

+++菌株致死率!

*

'

W

+++对照组菌落数'

W

$

+++

17=;

处理后的菌落数$

$)!)&

!

高产脂肪酶解脂耶氏酵母初筛

.

$

/三丁酸甘油酯平板筛选(根据致死率曲线设置合

适的诱变参数进行诱变处理!将处理后的菌悬液适度稀

释并涂布至三丁酸甘油酯培养基!

!%]

培养
!

!

#O

!测定

菌落水解圈直径.

"

/与菌落直径.

9

/!

1"

记为出发菌株!

对突变株进行编号!选取
"

0

9

值较大的菌落进行液体培

养!备用$

.

!

/

U

D5;;

法筛选(

9+

孔板中每孔加入
!""

#

<

发酵

培养基!将上述菌液以体积分数
#*

接种至各孔中!

!%]

&

$("R

0

EGQ

下于全温振荡培养箱中发酵$每
$!I

取样
(

#

<

至另一
9+

孔板中测定发酵液酶活$除
(

#

<

样

品外!每孔中加入
$""

#

<")"(E?@

0

<

&

U

3

为
%

的
=RGKD

32@

缓冲液和
(

#

<#E

T

0

E<

&溶剂为乙腈的
U

D5;;

溶

液!于
&"]

&

$("R

0

EGQ

下反应
#"EGQ

!利用酶标仪测定

&"(QE

处各孔吸光度!比较突变株和出发菌株的测量值

并计算相对酶活1

!$

2

!

1"

记为出发菌株!相对酶活为
$

!对

突变株重新进行编号!挑选出相对酶活较高的菌株$

$)!)(

!

高产脂肪酶解脂耶氏酵母复筛
!

将初筛挑选出的

菌株和出发菌株分别接入
8;.

液体培养基!

!% ]

&

!!

"

>?@)#+

"

5?)$$

季亚美等$常压室温等离子体诱变选育高产脂肪酶解脂耶氏酵母



$("R

0

EGQ

下培养
!&I

!将菌液按体积分数
#*

转接至发

酵培养基中!

#"]

&

$("R

0

EGQ

下于全温振荡培养箱中摇

瓶发酵!每
$!I

取样
$E<

!

("""R

0

EGQ

离心
+EGQ

!取上

清液测定脂肪酶酶活$

$)!)+

!

遗传稳定性分析
!

将突变株分别连续传代
(

次!

并检测每代菌种在相同条件下发酵后的脂肪酶酶活!从

而验证突变株的遗传稳定性$

$)!)A

!

酶活测定
!

按
_d

0

=!#(#(

+

!""9

执行!并按

式.

!

/计算酶活力1

!!

2

$

W

N

X

$

R

X

!

. /

Q

<

Q

("

Q

*

$

"8"(

Q

$

$(

! .

!

/

式中(

W

+++样品酶活力!

\

0

E<

'

X

$

+++滴定 样 品 时 消 耗 的
5F-3

标 准 溶 液 体

积!

E<

'

X

!

+++滴定 空 白 时 消 耗 的
5F-3

标 准 溶 液 体

积!

E<

'

<

+++

5F-3

标准溶液浓度!

E?@

0

<

'

("

+++每
$E<")"(E?@

0

<5F-3

标准溶液相当于

("

#

E?@

脂肪酸'

*

$

+++样品稀释倍数!取值为
$

'

")"(

+++

5F-3

标准溶液浓度换算系数'

$

$(

+++反应时间为
$(EGQ

!以
$EGQ

计$

$)!)%

!

维生素
1

棕榈酸酯的转化
!

向
!(E<

具塞锥形

瓶中加入
")$+&

T

维生素
1

醋酸酯&

")#!

T

棕榈酸&

")&%

T

冷冻干燥后的酶粉和
$"E<

正己烷!

#"]

&

!""R

0

EGQ

下

振荡反应
!&I

!取反应液
$E<

!吸取
!"

#

<

进样!高效液

相色谱分析检测$色谱柱为
4QNRL:MKLFGQ2

$%

.

&)+EE^

!("EE

!

(

#

E

/!流动相为
$""*

甲醇!检测器为
:;.D

!"1>

!检测波长
#!AQE

!流速
$E<

0

EGQ

!按外标法1

!#'!&

2

计算$以反应体系内酯化生成维生素
1

棕榈酸酯的量计

算转化率!并按式.

#

/进行计算$

!

N

9

9

$

Q

$""*

! .

#

/

式中(

!

+++转化率!

*

'

9

+++生成的维生素
1

棕榈酸酯的摩尔数!

E?@

'

9

$

+++起始的底物维生素
1

醋酸酯的摩尔数
E?@

$

$)!)9

!

数 据 处 理
!

采 用
-RG

T

GQ%)"

&

:;::!")"

及

_RF

U

I;FO;RGKEA)"

软件进行数据分析$

!

!

结果与分析
!)$

!

8<

$

酵母菌生长曲线

由图
$

可知!将菌液以体积分数
$*

接入
8;.

液体

培养基中!接种
$&I

内菌体浓度几乎没有变化!属于菌株

生长延滞期'

$&

!

#%I

内菌株处于对数生长期!此时菌体

适应环境后迅速繁殖!生长代谢旺盛'

#%I

后菌株进入稳

图
$

!

8<

$

酵母菌生长曲线

,G

T

MRN$

!

8<

$X

NFKL

T

R?WLIPMRSN

定期$当菌株处于对数期时!菌体繁殖迅速!代谢活性很

高!易发生突变且重复性好1

!(

2

$因此!选择接种
!+I

时

的菌株进行诱变试验$

!)!

!

最佳诱变时间的确定

由图
!

可知!随着诱变处理时间的延长!菌株致死率

明显升 高$当 诱 变 处 理 时 间 为
&(K

时!致 死 率 为

!()"&*

'当诱变处理时间为
+"K

时!致死率为
9A)&(*

'

当诱变处理时间为
$"(K

时!致死率为
9%)(*

'当诱变处

理时间为
$!"K

时!致死率接近
$""*

$

<M

等1

!+'!9

2认为!

致死率较高时更易发生突变且正突变率较高$为了提高

筛选效率以及获得足够进行筛选的样本!选择诱变处理

时间为
+"K

!其致死率为
9A)&(*

$

!)#

!

高产脂肪酶菌株初筛

!)#)$

!

三丁酸甘油酯平板筛选
!

菌株产生的脂肪酶会分解

三丁酸甘油酯!形成水解圈!水解圈越大说明菌株产脂肪酶

能力越强$三丁酸甘油酯平板见图
#

!其筛选结果见表
$

$

!!

由表
$

可知!出发菌株
1"

的
"

0

9

值为
+)"

!从
%#

株突

变株中挑选
"

0

9

值
#

+)"

的
(%

株突变株进行后续试验$

!)#)!

!U

D5;;

法筛选
!

"

0

9

值
#

+)"

的
(%

株突变株接

入
9+

孔板发酵
+"I

后的相对酶活如图
&

所示$由图
&

可

知!大部分菌株发生正向突变!其中有
%

株正突变菌株的

脂肪酶相对酶活比出发菌株的提高了
&"*

!

9"*

!编号

图
!

!

诱变处理时间对菌株
8<

$

致死率的影响

,G

T

MRN!

!

6JJNPLK?JOGJJNRNQLLRNFLENQLLGEN?Q@NLIF@GL

X

RFLN?JKLRFGQ8<

$

"!

基础研究
,\5.1065=1<76:61723

总第
!!9

期
"

!"!"

年
$$

月
"



图
#

!

三丁酸甘油酯平板图

,G

T

MRN#

!

;GPLMRN?JLRGVML

X

RGQ

U

@FLN

分别为
1+

&

1$"

&

d#

&

2!

&

2&

&

.A

&

.%

和
6&

!从中挑选
1+

&

1$"

&

2&

和
6&&

株菌株进行后续试验$

!)&

!

高产脂肪酶菌株复筛

将
&

株突变株接种至摇瓶发酵!

!&I

后每
$!I

取样

测定酶活!其结果如图
(

所示$由图
(

可知!与出发菌株

1"

相比!

&

株突变株的酶活均有一定提高!当发酵时间为

+"I

时酶活最高$发酵培养
+"I

后!出发菌株
1"

酶活

为
A)#&\

0

E<

!突变株
1+

酶活为
$!)!!\

0

E<

!比出发

菌株酶活提高了
++)(*

'突变株
1$"

酶活为
$$)!$\

0

E<

!

表
$

!

三丁酸甘油酯平板筛选结果

=FV@N$

!

7NKM@LK?JLRGVML

X

RGQ

U

@FLNKPRNNQGQ

T

菌株编号
"

0

9

值 菌株编号
"

0

9

值 菌株编号
"

0

9

值 菌株编号
"

0

9

值

1" +)" !$ +)9 &! A)# +# A)&

$ +)% !! A)( &# %)A +& ()#

! ()# !# %)( && +)A +( ()A

# +)( !& %)! &( 9)% ++ A)%

& A)" !( +)( &+ A)A +A +)(

( A)% !+ %)( &A %)! +% A)!

+ 9)( !A ()( &% A)& +9 %)(

A A)( !% A)& &9 +)" A" %)A

% %)" !9 A)% (" +)" A$ A)A

9 %)# #" ()( ($ A)& A! ()%

$" 9)! #$ ()# (! +)" A# &)"

$$ A)# #! +)+ (# ()( A& A)"

$! %)" ## %)! (& ()+ A( A)"

$# %)# #& A)$ (( A)$ A+ +)"

$& 9)" #( %)# (+ A)" AA &)(

$( A)" #+ +)% (A A)! A% ()(

$+ A)A #A ()A (% +)% A9 +)"

$A A)( #% ()% (9 +)A %" ()%

$% %)# #9 ()9 +" +)" %$ ()(

$9 +)% &" +)" +$ +)9 %! A)"

!" A)+ &$ ()( +! +)( %# +)(

图
&

!

出发菌株及突变株的相对酶活

,G

T

MRN&

!

7N@FLGSNNQH

X

ENFPLGSGL

X

?J?RG

T

GQF@VFPLNRGFFQOEMLFQL

#!

"

>?@)#+

"

5?)$$

季亚美等$常压室温等离子体诱变选育高产脂肪酶解脂耶氏酵母



比出发菌株酶活提高了
(!)A*

'突变株
2&

酶活为

$#)A+\

0

E<

!比出发菌株酶活提高了
%A)(*

'突变株
6&

酶活为
9)&9\

0

E<

!比出发菌株酶活提高了
!9)#*

$因

此!确定突变株
2&

为目标菌株$

9+

孔板筛选显示酶活提

高的菌株在摇瓶发酵中也表现了高酶活!说明
9+

孔板快

速筛选突变株脂肪酶的方法是可行的$但是由于
9+

孔

板发酵体系的缩小!可能会导致发酵过程中含氧量&营养

成分的变化!限制酶产量!使最终结果不够精准$因此!

9+

孔板筛选可以初步大批量初筛!提高筛选效率!缩小范

围后摇瓶复筛得到最优菌株$

!)(

!

遗传稳定性试验

由图
+

可知!第
$

代菌株产脂肪酶酶活最高为

$#)%&\

0

E<

!虽然每代菌株的产脂肪酶能力存在微小差

距!但酶活基本维持在
$#)&"\

0

E<

左右!差异不显著

.

;

#

")"(

/$因此!突变株
2&

的遗传性能稳定!与任春梅

等1

#"

2的重组菌株
E8

J

1A@2?'A ZD##

0

U

;42[

$

1D21<d

相

比!突变株
2&

的发酵时间缩短至
+"I

!且酶活更高$

!)+

!

维生素
1

棕榈酸酯的转化率

出发菌株
1"

和突变株
2&

发酵后制得粗酶粉!正己

烷体系内转化
!&I

后的样液
3;<2

结果如图
A

所示$由

图
A

可知!出发菌株
1"

和突变株
2&

反应液中维生素
1

图
(

!

出发菌株及突变株摇瓶复筛的酶活

,G

T

MRN(

!

6QH

X

ENFPLGSGL

X

?J?RG

T

GQF@KLRFGQKFQOEMLFQL

KLRFGQKGQKIFaNJ@FKaRNKPRNNQGQ

T

图
+

!

突变株
2&

脂肪酶活力的测定及其遗传稳定性分析

,G

T

MRN+

!

_NQNLGPKLFVG@GL

X

?JEMLFQLKLRFGQ2&J?R

@G

U

FKN

U

R?OMPLG?Q

图
A

!

高效液相色谱图

,G

T

MRNA

!

=IN3;<2JG

T

MRN

棕榈酸酯的保留时间分别为
#()"#&

!

#()"+&EGQ

!与标品

的保留时间.

#()!A$EGQ

/基本一致!故确定产物为维生素

1

棕榈酸酯$通过计算!突变株
2&

较出发菌株
1"

催化

合成维生素
1

棕榈酸酯的转化率提高了
#+)9*

$

#

!

结论
以解脂耶氏酵母菌株

8<

$

为研究对象!利用常压室

温等离子体诱变技术对出发菌株进行处理!研究诱变时

间对菌株致死率的影响!确定处理菌株的最佳时间为

+"K

!此时致死率为
9A)&(*

$采用三丁酸甘油酯平板试

验和
U

D5;;

法结合初步筛选突变菌株!经摇瓶复筛和遗

传稳定性试验确定目标菌株
2&

!其脂肪酶酶活为

$#)&\

0

E<

!较出发菌株
1"

提高了
%!)+*

$该菌株所产

脂肪酶可以应用于维生素
1

棕榈酸酯的转化!与出发菌

株相比!突变株
2&

的转化率提高了
#+)9*

$但该研究仅

将诱变菌株
2&

所产脂肪酶在维生素
1

棕榈酸酯转化中

与出发菌株进行了对比!后续试验有待进一步优化发酵

培养基以提高脂肪酶酶活$
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压力+温度协同作用下华根霉脂肪
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耐高温酿酒酵母菌的筛选及发

酵性能研究1
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