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摘要：苹果酒在生产和储运过程中的褐变严重影响苹果酒品

质，而酵母菌的代谢产物谷胱甘肽可以抑制苹果酒的褐变。

选用实验室筛选出的一株高产谷胱甘肽（ＧＳＨ）菌株Ｙ１８为

出发菌株，利用紫外诱变和硫酸二乙酯（ＤＥＳ）诱变，用９６孔

板高通量初筛产ＧＳＨ菌株，用摇床发酵培养复筛，以发酵力

及产ＧＳＨ能力为指标，复筛出高产 ＧＳＨ 的优良苹果酒酵

母，并对诱变条件和酵母生产 ＧＳＨ 的发酵条件进行研究。

经过９６孔板高通量筛选出的突变株 Ｙ１８２０在模拟苹果酒

发酵条件的培养基中 ＧＳＨ 浓度高达４６．８ｍｇ／Ｌ，单位细胞

产ＧＳＨ能力为８．９５ｍｇ／ｇ，是出发菌Ｙ１８的２．１８倍。９６孔

板高通量筛选方法具有节约经济成本、提高筛选效率、缩短

选育周期的优势，选育出的优良高产ＧＳＨ的突变菌株Ｙ１８

２０，有比较好的发酵特性和遗传稳定性，对生产高谷胱甘肽

苹果酒、抑制苹果酒褐变从而提高苹果酒品质具有现实

意义。

关键词：高通量筛选；谷胱甘肽；苹果酒；酵母
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在全球范围内，苹果酒是葡萄酒之外全球贸易量最大的

果酒，富含氨基酸、矿物质、维生素以及钙、磷、钾、铁等成分，

２８１



不仅可以补充人体必需营养物质，调节新陈代谢，还具有控

制人体胆固醇含量，激发肝功能，预防疾病的保健功能。在

苹果酒生产及贮存过程中，褐变是造成质量不稳定的一个重

要问题，褐变既影响色泽，又影响酒质和风味，使酒体氧化感

增强，感官特性降低，又会造成一些营养物质的损失［１－３］。

目前，对果酒褐变的主要抑制方法添加是抗氧化剂，但

化学抑制剂的安全性问题愈发成为消费者关注的重点。谷

胱甘肽（ＧＳＨ）是由谷氨酸、甘氨酸和半胱氨酸经肽键缩合而

成的一种活性三肽，具有抗氧化、清除自由基、解毒等生理功

能。研究［１－３］表明，谷胱甘肽在抑制葡萄酒褐变，保护酒中

挥发性香气成分方面具有重要作用。

现代微生物试验技术手段的发展趋势是微型化、自动

化、高效率和高通量，高通量筛选技术（ＨＴＳ）是一种适合大

规模筛选的快速高效的新型自动化筛选体系，将计算机控

制、高灵敏度检测、自动化操作、结果自动采集及处理等技术

有机结合。

发酵法生产ＧＳＨ是通过利用微生物体内物质代谢，将

糖类原料转化为 ＧＳＨ 的方法
［４］。酵母是发酵法生产 ＧＳＨ

最普遍的微生物，Ｍｕｒａｔａ等
［５］发现，酵母菌中酵母属、假丝

酵母属及汉逊氏酵母属胞内 ＧＳＨ 含量较高，其中酿酒酵母

（犛犪犮犮犺犪狉犪犿狔犮犲狊犮犲狉犲狏犻狊犻犪犲）的ＧＳＨ合成活性显著高于其它

菌株，因此，酿酒酵母也是发酵法生产 ＧＳＨ 最常用的酵母。

苹果酒在生产和储运过程中的褐变严重影响苹果酒品质，而

酵母菌的代谢产物谷胱甘肽可以抑制苹果酒的褐变［６－７］。

本试验通过９６孔板筛选出一株高产谷胱甘肽的苹果酒酵

母，对生产出高谷胱甘肽苹果酒，抑制苹果酒褐变，提高苹果

酒品质具有现实意义。

１　材料和方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

诱变出发菌株：Ｙ１８菌株，实验室保藏；

还原型谷胱甘肽标准品：纯度≥９９％，上海阿拉丁生化

科技股份有限公司；

ＤＰＰＨ、２辛醇、ＰＶＰＰ、异硫氰酸苯酯、三乙胺：色谱纯，

美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；

甲醇、乙腈：色谱纯，国药集团化学试剂有限公司；

其它试剂：分析纯，国药集团化学试剂有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

高效液相色谱系统（配有２４８９紫外检测器及Ｅｍｐｏｗｅｒ２

色谱工作站）：Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５型，美国沃特世（Ｗａｔｅｒｓ）科技有

限公司；

气相色谱质谱联用仪：ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＴｒａｃｅ型，美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司；

萃取头：５０／３０μｍＤＶＢ／ＣＡＲ／ＰＤＭＳ型，美国Ｓｕｐｅｌｃｏ

公司；

台式高速冷冻离心机：５８１０Ｒ型，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；

低速大容量多管离心机：ＲＪＬＤＬ５０Ｇ型，无锡瑞江分析

仪器有限公司；

电子天平：ＥＬ３００２型，梅特勒—托利多仪器（上海）有限

公司；

超低温冰箱：ｔｈｅｒｍｏ９０５型，赛默飞世尔科技（中国）有限

公司；

可见分光光度计：７２３０Ｇ型，上海佑科仪器仪表有限

公司；

超声波清洗器：ＫＱ７００Ｅ型，昆山市超声仪器有限公司；

恒温磁力搅拌器：８５２型，上海司乐仪器有限公司；

自动菌落挑选仪：ＱＰｉｘ４２０ｓｙｓｔｅｍ 型，美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｄｅｖｉｃｅｓ公司；

多孔板恒温振荡器：Ｔｉｔｒａｍａｘ１０００型，德国 Ｈｅｉｄｏｌｐｈ

公司；

多功能酶标仪：Ｃｙｔａｔｉｏｎ３型，美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ

公司。

１．２　方法

１．２．１　紫外诱变

（１）取培养至对数生长期的酵母菌５ｍＬ，离心后用生理

盐水洗涤两次，加入０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ６．０的磷酸缓冲液，将细

胞浓度稀释为１０６ＣＦＵ／ｍＬ，转入到培养皿（直径９ｃｍ）中。

（２）在无菌条件下磁力搅拌，紫外灯３５ｃｍ处照射一定

时间，使酵母菌致死率在７０％～８０％。

（３）将诱变后的菌液避光中间培养２４ｈ，按浓度梯度稀

释，涂布于ＺｎＣｌ２的抗性培养基中，３０℃培养２ｄ，通过控制

ＺｎＣｌ２的质量浓度，使酵母菌致死率在７０％～８０％
［８］。

１．２．２　硫酸二乙酯（ＤＥＳ）诱变

（１）取培养至对数生长期的酵母菌５ｍＬ，离心后用ＰＢＳ

洗涤２次后，加入０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ６．０的磷酸缓冲液，恢复至

原体积５ｍＬ，转入三角瓶中。

（２）加入０．３～０．８ｍＬ／１００ｍＬ浓度为２％的 ＤＥＳ溶

液，振荡处理４０ｍｉｎ，按两倍体积的ＤＥＳ溶液加入２５％硫代

硫酸钠溶液终止反应。通过控制ＤＥＳ溶液体积分数，使酵

母细胞致死率在７０％～８０％。

（３）将诱变后的菌液避光中间培养２４ｈ，按浓度梯度稀

释，涂布于ＺｎＣｌ２的抗性培养基中，３０℃培养２ｄ。

１．２．３　诱变菌株的高通量筛选

（１）诱变菌株的初筛
［９］：将诱变后的菌株转移到种子培

养基的洁净９６孔板中，摇床培养２４ｈ，向另一洁净的９６孔

板中加入２００μＬ液体培养基（含有１．６ｇ／ＬＺｎＣｌ２和５％乙

醇），每孔中移取２０μＬ种子培养基加入其中，用酶标仪每隔

４ｈ测定其光密度犗犇６００值来表征生物量。选取生物量较高

的孔样制成１０８ＣＦＵ／ｍＬ的细胞悬液，涂布平板中培养，挑

取生长状况良好、饱满的单菌落，进行划线纯化两次后于斜

面中培养保藏。

（２）诱变菌株的复筛：将初筛后得到的菌株进行发酵培

养，考察其在发酵培养基中的发酵力及产ＧＳＨ能力，选出发

酵力及产ＧＳＨ能力较强的酵母突变株，－８０℃甘油保藏。

１．２．４　ＧＳＨ高产诱变菌株稳定性测定　将诱变菌株斜面传

代培养６代，考察其生物量、产ＧＳＨ能力及发酵力的状况。

１．２．５　高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定发酵液中ＧＳＨ的含量
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（１）样品处理
［１０－１２］：取１ｍＬ发酵液，加入１ｍＬ三氯乙

酸（１０％）沉淀蛋白，在转速１×１０４ｒ／ｍｉｎ下离心８ｍｉｎ，沉淀

蛋白质。取１ｍＬ上清液，加入０．５ｍＬ５００μｍｏｌ／ＬｐＨ８．０

的Ｔｒｉｓ—ＨＣｌ溶液，混合均匀，加入２０μＬ 纯水，再加入

０．５ｍＬ０．０１ｍｏｌ／ＬＤＴＮＢ，振荡均匀，在室温下反应５ｍｉｎ，

再加入０．１ｍＬ７．０ｍｏｌ／Ｌ磷酸溶液酸化，１×１０４ｒ／ｍｉｎ离心

８ｍｉｎ，将上清液滤过０．２２μｍ 微孔滤膜后，进行 ＨＰＬＣ

分析。

（２）色谱条件：色谱柱：ＡｔｈｅｎａＣ１８ＷＰ（２５０ ｍｍ×

４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ５．６醋酸钠缓冲液—

甲醇体积比９０∶１０；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：２０μＬ；柱温：

４０℃；运行时间：１０ｍｉｎ；紫外检测波长：３３０ｎｍ。

（３）标准曲线绘制：分别取浓度为０，５，１０，２０，４０，６０，

８０，１００ ｍｇ／Ｌ 的 ＧＳＨ 标 准 溶 液 １ ｍＬ，加 入 ０．５ ｍＬ

５００μｍｏｌ／ＬｐＨ８．０ 的 Ｔｒｉｓ—ＨＣｌ溶液，混合均匀，加入

２０μＬ纯水，再加入０．５ｍＬ０．０１ｍｏｌ／ＬＤＴＮＢ，振荡均匀，在

室温下反应５ｍｉｎ，再加入０．１ｍＬ７．０ｍｏｌ／Ｌ磷酸溶液酸化，

１×１０４ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，将上清液滤过０．２２μｍ微孔滤膜

后，进行 ＨＰＬＣ分析，以峰面积狔 对浓度狓 绘制标准曲线，

见图１。根据回归方程求样品中的ＧＳＨ浓度。

图１　谷胱甘肽的标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＧＳＨ

１．２．６　统计分析方法　利用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＯｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌ２０１３软

件及 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ９．０软件进行数据计算和图谱制作，采用

ＳＰＳＳ１７．０统计分析软件对数据进行分析。

２　结果与分析
２．１　初筛果酒酵母诱变条件的确定

２．１．１　Ｙ１８菌株生长曲线的测定　处于对数生长期的酵母

菌群体生长状况较为一致，细胞成分较平衡，对诱变敏感，且

变异重复性较好，同时对数生长期的酵母菌细胞浓度对增加

变异细胞数较有利，所以，通常将酵母细胞培养至对数生长期

后进行诱变处理。以培养时间为横坐标，光密度犗犇６００值为纵

坐标（稀释一定倍数），Ｙ１８菌株的生长曲线见图４。Ｙ１８菌

株从６ｈ进入对数生长期，１８ｈ后开始缓慢生长进入静止期和

衰亡期，故选择生长时间为１２ｈ的酵母菌液进行诱变处理，此

时酵母细胞较年轻，浓度易达到１０７ＣＦＵ／ｍＬ菌悬液。

２．１．２　紫外诱变时间的确定　诱变育种是一种应用广泛的

育种手段，诱变过程是先通过理化因素诱发突变，提高突变

图２　Ｙ１８菌株生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＹ１８

几率，以创造更多筛选优良菌株的可能，之后在诱发变异的

细胞中通过一定筛选条件得到需要的优良菌株［１３］。其中，

紫外诱变是应用较广泛的一种方式，主要通过提高物质分子

或原子的内层电子来提高能级，紫外诱变在ＤＮＡ上产生的

生物学效应是：使ＤＮＡ链上的两个相邻的嘧啶形成二聚体，

组织ＤＮＡ双链解开和复制。在工业微生物中，提高生产性

能（正突变）的突变多出现在较低处理剂量中，一般处理剂量

的死亡率为７０％～８０％
［１４］。

将紫外诱变前后的菌液稀释一定倍数涂在 ＹＥＰＤ平板

上，３０℃培养２ｄ，以细胞数计算紫外照射时间与细胞致死

率的关系，结果见表１。

表１　ＵＶ照射时间与致死率关系

Ｔａｂｌｅ１　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｔｉｍｅｏｎｔｈｅｌｅｔｈａｌｉｔｙｒａｔｅ

时间／ｓ 平均菌落数／个 致死率／％

０ １４２．０ ０．０

３０ ６５．１ ５４．２

５０ ５４．４ ６１．９

７０ ３１．１ ７８．１

８０ １７．２ ８７．８

９０ １２．０ ９１．６

由表１可知，紫外照射时间对酵母细胞致死率有明显的

剂量效应作用，紫外处理时间越长，细胞死亡数越高。当紫

外照射３０ｓ时，酵母致死率较低，平板上菌落过多，不易于挑

菌。研究［１４］表明，正突变以７０％～８０％致死率的照射时间

为宜，故选择紫外照射时间为７０ｓ。

２．１．３　化学诱变剂量的确定　研究结果表明，通常复合诱变

优于单一诱变，采用紫外诱变和硫酸二乙酯（ＤＥＳ）复合诱变

的方法，筛选获得高产 ＧＳＨ 突变株是一种有效的方式
［１５］。

化学诱变效率主要取决于诱变剂浓度和处理时间，试验将酵

母细胞在不同体积分数的ＤＥＳ中振荡处理３０ｍｉｎ，涂布于

平板中，以细胞数计算致死率，见表２。致死率为７０％～

８０％对应的ＤＥＳ体积分数约为０．７％，所以试验选取ＤＥＳ体

积分数０．７％作为化学诱变处理剂量。

２．１．４　筛选平板中ＺｎＣｌ２浓度的确定　在生物体内，ＧＳＨ可

在ＧＳＨ过氧化物酶（ＧＳＨＰｘ）的作用下氧化生成氧化型谷
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表２　ＤＥＳ体积分数与致死率关系

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

ＤＥＳａｎｄｌｅｔｈａｌｉｔｙｒａｔｅ

体积分数／％ 平均菌落数／个 致死率／％

０．０ １８６．２ ０．０

０．４ １０５．３ ４３．５

０．５ ７７．０ ５８．６

０．６ ５５．６ ７０．２

０．７ ４２．４ ７７．３

０．８ ２９．１ ８４．４

胱甘肽（ＧＳＳＧ），又可被ＧＳＨ还原酶还原为有活性的ＧＳＨ，

ＧＳＨ还原酶是受Ｚｎ２＋抑制的调节酶，当细胞内Ｚｎ２＋达到一

定浓度时，ＧＳＨ 还原酶的活性中心会发生变构失活，阻止

ＧＳＨ的继续合成。若能减轻或解除Ｚｎ２＋对ＧＳＨ还原酶的

抑制作用，可以促进ＧＳＨ的生成和积累
［１６］。因此以ＺｎＣｌ２

为抗性筛选剂，筛选抗Ｚｎ２＋的突变株对ＧＳＨ的生产有重要

意义。ＺｎＣｌ２质量浓度与致死率之间的关系如表３所示，筛

选平板中ＺｎＣｌ２浓度与酵母致死率之间存在明显的剂效关

系，致死率随ＺｎＣｌ２浓度增加而增大，当ＺｎＣｌ２浓度为１．６ｇ／Ｌ

时，致死率达到８０％以上，致死率为７０％～８０％对应的

ＺｎＣｌ２浓度约为１．５ｇ／Ｌ，所以试验选取ＺｎＣｌ２浓度１．５ｇ／Ｌ作

为筛选平板所用剂量。

表３　ＺｎＣｌ２浓度与致死率的关系

Ｔａｂｌｅ３　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＺｉｎｅ

ｃｈｌｏｒｉｄｅａｎｄｌｅｔｈａｌｉｔｙ

浓度／（ｇ·Ｌ－１） 平均菌落数／个 致死率／％

０．０ ２０４．１ ０．０

０．６ １７３．３ １５．１

１．０ １３４．１ ３４．３

１．２ １０３．７ ４９．１

１．４ ７８．８ ６１．４

１．６ ４０．０ ８０．４

２．０ ２９．６ ８５．５

２．２　高产ＧＳＨ果酒酵母的高通量筛选

传统诱变选育通常采用摇瓶发酵，将突变株逐个培养后

测定目标产量，这种方法不仅存在工作量大、耗材多、周期长

的弊端，筛选效率也受到很大限制。因此，利用高效、快速、

高通量的筛选方法是诱变选育菌种面临的重要问题［１７］。

在随机突变的过程中，建立一种高效灵敏的筛选方法，

是从大容量随机突变库中得到良好正向突变体的重要手段。

９６孔板发酵培养结合酶标仪检测的高通量筛选技术是一种

筛选优良突变株的高效方法，试验将诱变后的７１０个菌株进

行９６孔板发酵培养，液体培养基中加入１．６ｇ／ＬＺｎＣｌ２和

５％乙醇，每隔４ｈ通过酶标仪检测诱变菌株的生物量，筛选

出在特定培养基中生长状况较好的３３株酵母菌进行单独摇

床培养，以发酵力及产 ＧＳＨ 能力为指标，复筛出高产 ＧＳＨ

的优良果酒酵母。初筛后得到的３３株突变菌生物量及发酵

液中ＧＳＨ浓度见表４。

由表４可知，诱变后的菌株产ＧＳＨ能力有显著性差异。

诱变出发菌株Ｙ１８培养发酵液中ＧＳＨ浓度为２８．８３ｍｇ／Ｌ，

单位细胞产 ＧＳＨ 能力为４．１１ｍｇ／ｇ，其余３３株突变株中

２７株菌发酵液ＧＳＨ浓度高于初始菌，其中，突变株Ｙ１８２０

表４　高通量初筛突变株的发酵结果


Ｔａｂｌｅ４　ＴｈｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｍｕｔａｎｔｓｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙＨＴＳ

编号 犗犇６００
生物量／

（ｇ·Ｌ－１）

ＧＳＨ浓度／

（ｍｇ·Ｌ－１）

ＧＳＨ产量／

（ｍｇ·ｇ－１）

Ｙ１８ ０．３６８±０．０２ｂ ５．５６±０．３５ｂｃ ２２．８３±１．５４ａ ４．１１±０．０８ａ

Ｙ１８１ ０．２７８±０．０８ａ ４．４３±０．６３ａ ２４．６２±２．０５ｂ ５．５６±０．１２ｄ

Ｙ１８２ ０．３４２±０．０１ｂ ５．０３±０．１５ａｂ ２６．９６±１．３６ｂｃ ５．３６±０．０４ｃｄ

Ｙ１８３ ０．３３１±０．１０ｂ ５．９１±０．３８ｃ ２７．２８±３．２８ｂｃ ４．６１±０．２３ｂ

Ｙ１８４ ０．４５８±０．０４ｅ ７．１５±０．７２ｄ ３３．７２±１．０３ｅ ４．７５±０．０２ｂ

Ｙ１８５ ０．３３８±０．０１ｂ ５．９３±０．１９ｃ ２５．５５±２．６９ｂ ４．３１±０．１１ａ

Ｙ１８６ ０．３８６±０．１２ｃ ６．３６±０．４５ｃｄ ２８．９８±４．３２ｂｃ ４．５６±０．１３ｂ

Ｙ１８７ ０．３５３±０．０２ｂ ５．２６±０．１２ａｂ ３４．９５±２．１６ｅ ６．６４±０．０８ｇ

Ｙ１８８ ０．３７７±０．０７ｂｃ７．７６±１．０４ｅ ３４．０６±１．５９ｅ ４．３９±０．０５ａ

Ｙ１８９ ０．３３９±０．１３ｂ ６．０３±０．４３ｃ ３２．１５±０．８５ｄ ５．３３±０．０２ｃｄ

Ｙ１８１０ ０．３６２±０．０９ｂｃ６．２４±０．２６ｃｄ ４０．７０±２．６４ｈ ５．５６±０．０９ｄ

Ｙ１８１１ ０．３３０±０．１１ｂ ６．０３±０．１４ｃ ２８．６４±４．２３ｂｃ ４．７５±０．１８ｂ

Ｙ１８１２ ０．２４７±０．１４ａ ６．１３±０．６６ｃ ３８．３４±１．４８ｆ ６．２８±０．０３ｆ

Ｙ１８１３ ０．３４５±０．０３ｂ ５．５１±０．３６ｂｃ ３１．３５±１．８３ｄ ５．７０±０．０４ｄｅ

Ｙ１８１４ ０．３４１±０．０６ｂ ６．４３±０．２９ｃｄ ３７．４６±２．５９ｇ ５．８２±０．１１ｄｅ

Ｙ１８１５ ０．３６８±０．０３ｂｃ６．０６±０．５４ｃ ３５．２８±１．０４ｆ ５．８２±０．０４ｄｅ

Ｙ１８１６ ０．３４３±０．０６ｂ ５．９０±０．２９ｃ ４３．８６±３．２０ｉ ７．４３±０．１４ｈ

Ｙ１８１７ ０．３４７±０．０９ｂ ６．９３±０．８１ｄ ３４．０３±０．８４ｅ ４．９１±０．０５ｂ

Ｙ１８１８ ０．６４４±０．０７ｇ ９．６３±０．３０ｆ ４１．６１±２．６３ｈ ４．３２±０．０８ａ

Ｙ１８１９ ０．５１０±０．０６ｆ ６．９３±０．１２ｄ ３６．０１±１．６２ｆ ５．２０±０．１２ｃ

Ｙ１８２０ ０．３８１±０．０１ｃ ５．２３±０．４６ａｂ ４６．８０±２．５９ｊ ８．９５±０．１４ｊ

Ｙ１８２１ ０．３１５±０．０３ｂ ３．９０±０．５７ａ ３１．１８±３．０１ｄ ７．９９±０．２１ｈｉ

Ｙ１８２２ ０．３４８±０．０２ｂ ５．０４±０．２８ａｂ ３１．７７±０．８６ｄ ６．３０±０．０３ｆ

Ｙ１８２３ ０．３７２±０．０１ｂｃ５．８３±０．３２ｃ ３３．５９±１．４５ｅ ５．７６±０．０７ｄｅ

Ｙ１８２４ ０．４５１±０．１５ｄ ４．２６±１．４１ａ ２９．０３±４．２４ｃ ６．８２±０．１５ｇ

Ｙ１８２５ ０．３３３±０．０３ｂ ４．０３±０．８５ａ ２７．２５±２．４５ｂｃ ６．７６±０．０８ｇ

Ｙ１８２６ ０．５０３±０．０９ｆ ６．９３±０．２９ｄ ４０．４１±１．５２ｈ ５．８３±０．０５ｅ

Ｙ１８２７ ０．３９４±０．０４ｃ ５．９６±０．３６ｃ ３５．６５±２．１５ｆ ５．９８±０．１０ｅ

Ｙ１８２８ ０．３４０±０．０３ｂ ４．８６±０．６０ａ ３３．５０±１．０４ｅ ６．８９±０．０５ｇ

Ｙ１８２９ ０．３４４±０．０１ｂ ５．３２±０．０６ａｂ ３３．６９±３．１３ｅ ６．３６±０．１７ｆ

Ｙ１８３０ ０．３６１±０．０２ｂｃ５．２３±０．５７ａｂ ３７．４５±２．０５ｇ ７．１６±０．１１ｈ

Ｙ１８３１ ０．３９１±０．１０ｃ ６．３３±１．０３ｃｄ ３６．１２±１．５１ｆ ５．７１±０．０３ｄｅ

Ｙ１８３２ ０．３８５±０．０４ｂｃ５．０３±０．４８ａｂ ３４．４７±１．７４ｅ ６．８５±０．０６ｇ

Ｙ１８３３ ０．３２４±０．０５ｂ ４．０６±０．７２ａ ３４．８４±０．４６ｅ ８．５８±０．０２ｉ

　　同行数据不同上标字母表示在Ｐ＜０．０５水平上进行 ＡＮＯＶＡ

检验，差异显著。
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在模 拟 苹 果 酒 发 酵 条 件 的 培 养 基 中 ＧＳＨ 浓 度 高 达

４６．８０ｍｇ／Ｌ，单位细胞产ＧＳＨ能力为８．９５ｍｇ／ｇ，是出发菌

Ｙ１８的２．１８倍。其次，Ｙ１８３３菌株单位细胞产 ＧＳＨ 含量

分别为８．５８ｍｇ／ｇ，ＧＳＨ生产能力仅次于Ｙ１８２０，这两株酵

母菌在模拟苹果酒发酵ｐＨ及温度条件下产ＧＳＨ能力显著

高于其它菌株。

２．３　高产ＧＳＨ酵母突变株的传代稳定性研究

诱变育种获得的菌株必须是具备遗传稳定性的突变株，

才能应用到工业化实际生产中，菌种在保藏和应用时突变的

频率较低。对突变菌株进行一段时间的培养和检测，连续传

代考察ＧＳＨ高产菌株基因的稳定性，结果见表５。

表５　突变株的遗传稳定性

Ｔａｂｌｅ５　ＳｔａｂｉｌｉｔｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆＹ１８２０ｍｕｔａｎｔ

传代数／代 生物量／（ｇ·Ｌ－１） ＧＳＨ浓度／（ｍｇ·Ｌ－１）

１ ９．９３ ４６．８０

２ ９．８２ ４２．２４

３ ９．８０ ４４．８４

４ ９．７５ ４３．３２

５ ９．７８ ４３．６０

６ ９．６７ ４２．２５

突变株Ｙ１８２０生物量及发酵液 ＧＳＨ 浓度随传代代数

变化幅度不大，平均值为４３．２５ｍｇ／Ｌ，仅下降了７．５８％，单位

细胞产 ＧＳＨ 能力均值为 ８．３９ ｍｇ／ｇ，比第一代降低了

６．２７％，说明该突变株具有较良好的遗传稳定性。

２．４　酵母生产ＧＳＨ的发酵条件研究

ＧＳＨ在酵母细胞胞内生成，部分分泌到胞外，在苹果酒

发酵过程中，接种的酵母菌分泌到胞外的 ＧＳＨ 对苹果酒发

酵及抗氧化能力影响较大。探讨发酵条件对酵母菌 Ｙ１８２０

生物量及 ＧＳＨ 浓度的影响，优化 Ｙ１８２０培养基及发酵条

件，为其在苹果酒酿造中的应用提供参考。

２．４．１　ｐＨ对菌体生物量和发酵液 ＧＳＨ 浓度的影响　ｐＨ

对微生物生长和产物代谢的影响主要存在以下几个方面：

① 改变细胞膜通透性，调控细胞膜电荷状态，影响微生物代

谢产物的生成和排泄；② 改变酶的活性，影响菌体的新陈代

谢；③ 影响培养基中某些组分的解离，影响菌体对基体的吸

收和细胞的结构，影响产物的合成［１７］。由图３可知，菌株

Ｙ１８２０在低ｐＨ条件下生长状况较好，抵御外界酸变化的能

力较强，当酵母细胞遭遇低ｐＨ胁迫时，细胞能以增加ＧＳＨ

合成并向胞外分泌ＧＳＨ的方式来响应和抵御外界ｐＨ的降

低。所以该酵母在ｐＨ３．４～３．６时，发酵液中ＧＳＨ积累量较

高，生物量最高达到８．６８ｇ／Ｌ，ＧＳＨ浓度为３８．７９ｍｇ／Ｌ。

２．４．２　糖度对菌体生物量和发酵液ＧＳＨ浓度的影响　葡萄

糖是酵母菌生长的速效碳源，初始糖度对酵母的生长和

ＧＳＨ的积累有重要影响。由图４可知，当糖度小于１２°Ｂｒｉｘ

时，酵母生长受到碳源浓度的抑制，发酵液中 ＧＳＨ 浓度较

低，当糖度大于１２°Ｂｒｉｘ，葡萄糖对于酵母菌生长的影响较

小，ＧＳＨ浓度趋于平衡，浓度为４７．０７ｍｇ／Ｌ。

图３　初始ｐＨ对酵母菌生物量和发酵液ＧＳＨ浓度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｎｉｔｉａｌｐＨｏｎｔｈｅｙｅａｓｔｂｉｏｍａｓｓａｎｄ

ＧＳＨｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

图４　初始糖度对酵母菌生物量和发酵液ＧＳＨ浓度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｉｔｉａｌｓｕｇａｒｄｅｇｒｅｅｏｎｔｈｅｙｅａｓｔｂｉｏｍａｓｓ

ａｎｄＧＳＨｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２．４．３　温度对菌体生物量和发酵液ＧＳＨ浓度的影响　温度

对微生物的生化反应和生长繁殖有重要影响，一般而言，生

长速率随着温度的升高而增加，温度会影响细胞酶反应，改

变代谢产物的合成和代谢调控机制，但温度提高会破坏机体

重要组成成分如蛋白质、核酸等，最适发酵温度与最适产物

积累温度往往存在差异［１８］。由图５可知，发酵温度对 Ｙ１８

２０生物量及发酵液中 ＧＳＨ 浓度影响明显，发酵液中 ＧＳＨ

浓度与菌体生物量的变化趋势较一致，随着培养温度的升

高，ＧＳＨ浓度和生物量有明显的提高，在３０℃时达到最大

值。当温度超过３０℃时，发酵液中 ＧＳＨ 浓度略有下降，主

要由于高温条件会导致积累的ＧＳＨ发生氧化分解。试验确

定最佳发酵温度为３０℃，此时生物量为８．０２ｇ／Ｌ，发酵液中

ＧＳＨ浓度为４９．６８ｍｇ／Ｌ。

２．４．４　接种量对菌体生物量和发酵液ＧＳＨ浓度的影响　接

种量主要影响微生物的发酵周期，接种量较大的培养基中含

有较多的微生物生长所需的胞外酶和代谢物，菌体较快达到

对数生长期，因而缩短了微生物生长代谢的延滞期，缩短了

发酵周期。但接种量超过一定范围时，带入了较多代谢废

物，菌体生长会受到干扰，细胞浓度下降。由图６可知，接种

量为８％时发酵液中ＧＳＨ浓度最高，达到５２．８３ｍｇ／Ｌ，之后

随着接种量的增加有所下降。
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图５　温度对酵母菌生物量和发酵液ＧＳＨ浓度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｙｅａｓｔｂｉｏｍａｓｓ

ａｎｄＧＳＨｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

图６　接种量对酵母菌生物量和发酵液ＧＳＨ浓度的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｏｃｕｌｕｍｓｉｚｅｏｎｔｈｅｙｅａｓｔｂｉｏｍａｓｓ

ａｎｄＧＳＨｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

３　结论
本试验确定初筛苹果酒酵母诱变条件为：出发菌株生长

时间１２ｈ、紫外照射时间７０ｓ、化学诱变处理剂ＤＥＳ体积分

数０．７％、筛选平板ＺｎＣｌ２浓度所用剂量１．５ｇ／Ｌ。

本试验经过高通量筛选出的突变株Ｙ１８２０在模拟苹果

酒发酵条件的培养基中 ＧＳＨ 浓度高达４６．８ｍｇ／Ｌ，单位细

胞产ＧＳＨ能力为８．９５ｍｇ／ｇ，是出发菌Ｙ１８的２．１８倍。其

次，Ｙ１８３３菌株单位细胞产 ＧＳＨ 含量分别为８．５８ｍｇ／ｇ，

ＧＳＨ生产能力仅次于 Ｙ１８２０，这两株酵母菌在模拟苹果酒

发酵ｐＨ及温度条件下产ＧＳＨ能力显著高于其它菌株。从

而得到了优良的高产ＧＳＨ的突变菌株Ｙ１８２０，且有比较好

的发酵特性。经过高产 ＧＳＨ 酵母突变株的传代稳定性研

究，结果显示高产ＧＳＨ的突变菌株Ｙ１８２０具有较好的遗传

稳定性。

本试验确定了优良的高产 ＧＳＨ 的突变菌株 Ｙ１８２０生

产ＧＳＨ的发酵条件：ｐＨ３．４～３．６、糖度１２°Ｂｒｉｘ左右、最佳

发酵温度３０℃、接种量８％。
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２００７，２４（１）：２５３１．

［８］贾学杰，王雅琴，李亮．复合诱变和抗性筛选高产谷胱甘肽酵母

菌株［Ｊ］．中国医药工业杂志，２００５，３６（１０）：６０４６０９．

［９］江洁，单立峰，吴耘红，等．高产谷胱甘肽酵母菌株的筛选和抗

乙硫氨酸突变株的选育［Ｊ］．安徽农业科学，２００９，３７（１）：

２２７２２９．

［１０］王晓娜，徐晓敏，许波，等．高效液相色谱法测定ＬＯ２细胞中

还原型及氧化型谷胱甘肽［Ｊ］．石河子大学学报：自然科学版，

２０１３，３１（４）：４８４４８８．

［１１］ＣｈｅｎＷｅｉ，ＺｈａｏＹｏｎｇ，ＳｅｅｆｅｌｄｔＴ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｉ

ｏｌｓａｎｄｄｉｓｕｌｆｉｄｅｓｖｉａ ＨＰＬＣｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ５ｔｈｉｏ２ｎｉｔｒｏ

ｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ［Ｊ］．Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｉｏｍｅｄ．Ａｎａｌ．，２００８，４８（５）：１３７５

１３８０．

［１２］ＬｕｃｉｊａＪａｎｅｓ，ＫｌｅｍｅｎＬｉｓｊａｋ，ＡｎｄｒｅｊａＶａｎｚｏ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ

ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｇｒａｐｅｊｕｉｃｅａｎｄｗｉｎｅｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｗｉｔｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ［Ｊ］．

ＡｎａｌｙｔｉｃａＣｈｉｍｉｃａＡｃｔａ，２０１０，６７４（２）：２３９２４２．

［１３］贾学杰，王雅琴，李亮．复合诱变和抗性筛选高产谷胱甘肽酵

母菌株［Ｊ］．中国医药工业杂志，２００５，３６（１０）：６０４６０７．

［１４］张继琳，张栩，谭天伟．９６孔板高通量选育产乙醇酵母［Ｊ］．酿

酒，２００７，３４（１）：７１７３．

［１５］贺小贤．谷胱甘肽生产菌种的选育及摇瓶发酵研究［Ｄ］．西安：

陕西科技大学，２００８：７９．

［１６］诸葛健，沈微．工业微生物育种学［Ｍ］．北京：化学工业出版

社，２００６：８８．

［１７］张继琳，张栩，谭天伟．９６孔板高通量选育产乙醇酵母［Ｊ］．酿

酒，２００７，３４（１）：７１７３．

［１８］ＤｒａｇｏｎｅＧ，ＭｕｓｓａｔｔｏＳＩ，ＡｌｍｅｉｄａＳ，ｅｔａｌ．Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｅｍ

ｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｈｉｇｈｇｒａｖｉｔｙｂｒｅｗｉｎｇｗｉｔｈｙｅａｓｔｓｉｍｍｏ

ｂｉｌｉｚｅｄｏｎｓｐｅｎｔｇｒａｉｎｓ［Ｊ］．Ｅｕｒ．ＦｏｏｄＲｅｓ．Ｔｅｃｈｎｏｌ．，２００８，２２８

（２）：２５７２６４．
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