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富含巯基化合物酿酒酵母的筛选及发酵培养基优化

褚金磊,李　欣,王　志,代　俊,陈　雄
(湖北工业大学生物工程与食品学院,发酵工程教育部重点试验室,

工业发酵湖北省协同创新中心,湖北 武汉４３００６８)

[摘　要]从实验室保藏的菌种中筛选出一株富含巯基化合物酿酒酵母 YCＧ５,在初始培养基中胞内巯基含量最高

为１．１４％.采用响应面法对酿酒酵母 YCＧ５的培养基配方进行优化,建立糖蜜、蛋白胨和(NH４)２SO４用量的二次

回归模型,确定培养基最佳配方为:糖蜜,７０mL/L;酵母浸粉,５g/L;蛋白胨,８g/L;MgSO４􀅰７H２O,０．８g/L;KH２

PO４,０．６g/L;(NH４)２SO４,０．２g/L.在通过响应面法优化后的最适培养基中发酵１２h,胞内巯基含量最高可达

１．８２％,比未优化前提高了６０％.
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　　巯基化合物是生物体内重要的抗氧化剂,是维

持细胞代谢氧化还原稳定性必需的化合物,巯基化

合物的缺乏会造成细胞代谢紊乱,进而影响生物体

整体生命活动[１].半胱氨酸和谷胱甘肽是生物体内

比较常见的含巯基化合物,前者更是含硫化合物生

物合成的必需氨基酸,能有效减少硫进入细胞代谢,
而后者是一种重要的抗氧化剂,可以清除体内自由

基,保护DNA、蛋白质和其他生物分子,抵抗氧化破

坏,延缓机体衰老[２Ｇ３],又因为其抗氧化性突出,美容

化妆类产品中常会添加一定量的谷胱甘肽以起到延

缓皮肤衰老的作用.正因为巯基化合物用途广泛,
所以人们对其需求不断增大,如何扩大生产就成为

了现在亟待解决的一大难题[４Ｇ５].
目前巯基化合物的生产主要分为化学合成法和

发酵法.相较于发酵法而言,化学合成法生产过程

容易产生大量的废水和废气,污染环境.通过基因

工程、蛋白质工程和遗传工程改造的大肠杆菌已经

能得到比较可观的产量,但是大肠杆菌是条件致病

菌,对生产工艺和环境要求更为严格,导致其生产成

本过大,不利于大规模生产.同时出于食品及药品

生产安全标准考虑,利用工程改造菌种生产的药品

和保健品,其商业化过程会受到国家食品和药物监

督和管理局的更多限制[６Ｇ８].而酿酒酵母属于食品

安全级菌株,将酿酒酵母制作成药品和保健品的工

艺已经成熟,有着丰富且完善的工艺流程体系,可以

极大地降低生产成本[９].
本研究通过菌种筛选,得到一株胞内巯基含量

高的酿酒酵母菌株,并利用响应面法对发酵培养基

进行优化,以期提高胞内巯基含量,为后续进行高密

度工业化发酵奠定基础.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

菌种来源:湖北省工业微生物重点实验室.
斜面培养基:蔗糖,１００g/L;酵母浸粉,２０g/L;

MgSO４􀅰７H２O ,１g/L;KH２PO４,１g/L;pH４．８~
５．０;１２１℃灭菌２０min.

种子培养基:蔗糖,１００g/L;酵母浸粉,２０g/L;

MgSO４􀅰７H２O ,１g/L;KH２PO４,１g/L;pH４．８~
５．０;１２１℃灭菌２０min.

初始培养基:糖蜜,５０mL/L(由安琪酵母股份

有限公司提供,含糖量为３００~３５０g/L);酵母浸

粉,２０g/L;蛋 白 胨,２０g/L;MgSO４ 􀅰７H２ O ,

１g/L;KH２PO４,１g/L;(NH４)２SO４,０．５g/L;

pH４．６;１２１℃灭菌２０min.

１．２　实验方法

１．２．１　菌种的活化　吸取保藏于安瓿管中的酿酒

酵母菌液１mL,转接至２５０mL三角瓶,３０℃、２００



r/min摇床培养１２h.将培养后的菌液进行无菌稀

释操作,最后制成１０－４、１０－５稀释液,分别取２００uL
加入平皿中(YEPD 培养基),用涂布棒涂布均匀,

３０℃培养箱中培养４８h,采用平板划线操作,获取

单菌落并斜面保存.

１．２．２　富巯基化合物酿酒酵母菌株的筛选　将斜

面保藏菌种用接种环转接到新鲜的试管斜面中,

３０℃培养１２h后,用无菌水在无菌操作条件下洗脱

菌体,制成菌悬液,以１０％的接种量接种到种子培

养基中,在３０ ℃、２００r/min条件下培养１２h.然

后将培养好的种子液以７％接种量转接到初始培养

基(２５０ mL 规 格,装 液 量 为 ５０ mL),培 养 温 度

３０℃,摇床转速２００r/min培养１２h.取２．５mL样

品离心水洗２次后得到干净菌体,再加入５mL去

离子水重悬菌体,将重悬后的菌液置于－２０℃冰箱

冷冻１２h后８０℃水浴６０min,待水浴完再将其冷

却至室温后,以８０００r/min离心３min,收集离心后

的上清液体[１０Ｇ１１],检测上清液中巯基的浓度,选择胞

内巯基含量最高的菌株进行下一步试验.

１．２．３　细胞干重的测定　取２．５mL样品,离心水

洗２次后得到干净菌体,置于８０℃恒温烘箱中烘干

２４h后,取出置于干燥器中,冷却至室温后用分析

天平准确称量菌体质量.

１．２．４　酵母胞内巯基测定　取２．５mL样品离心水

洗２次后得到干净菌体,再加入５mL去离子水重

悬菌体,将重悬后的菌液置于－２０℃冰箱冷冻１２
h,再８０℃水浴６０min,待水浴完再将其冷却至室温

后,以８０００r/min离心３min,收集离心后的上清液

体.取上清液１mL加入３mLTrisＧHCl缓冲液,
再加入１mL去离子水迅速振荡摇匀.

将配置好的 DTNB显色液加入５mL到试管

中,再加入１mL处理好的样品,振荡摇匀后２５ ℃
水浴５min,波长４１２nm 处测量吸光值,通过制作

的巯基标准曲线计算巯基总量[１２Ｇ１３].

胞内巯基含量＝
胞内巯基质量
菌体干质量 ×１００％

１．２．５　培养基优化　考虑到实际生产成本以及原

料来源等问题,选择糖蜜、酵母浸粉和蛋白胨作为主

要碳氮源,同时选择了 MgSO４􀅰７H２O、KH２PO４、
(NH４)２SO４等无机盐进行单因素优化预试验.用

DesignExpert８．０．６软件设计实验及分析实验结

果,确定影响巯基合成的显著因子,再通过最陡爬坡

试验,选取合适的响应面中心点,最后用响应面分析

法对显著因子水平进行优化,以得到最适发酵培养

基配方.

１．３　数据处理

所有数据至少取３个平行试验的平均值,使用

Origin９．０和Excel２００３对实验数据进行分析.

２　结果与分析

２．１　菌株筛选结果

通过比较不同酿酒酵母菌株发酵１２h后的干

重以及胞内巯基含量,筛选出一株生长速度快且合

成巯基能力强的酿酒酵母菌株.
表１　不同菌株干重和胞内巯基含量

菌种编号
细胞干重/

(g􀅰L－１)
胞内巯基质量/

(mg􀅰L－１)
巯基含量/％

YCＧ１ ７．７４ ５６．５０ ０．７３
YCＧ２ １０．２９ ８６．４４ ０．８４
YCＧ３ ５．６０ ５５．４４ ０．９９
YCＧ４ ９．３７ ６７．４６ ０．７２
YCＧ５ １１．２５ １２８．２５ １．１４
YCＧ６ １０．０８ １０６．９１ １．０４
YCＧ７ １２．０３ １１６．６９ ０．９７
YCＧ８ ８．７４ ９７．８９ １．１２
YCＧ９ １１．１５ １２１．５４ １．０９
YCＧ１０ １２．１８ １２５．４５ １．０３

　　由表１可知,胞内巯基含量最高的酿酒酵母菌

株为 YCＧ５和 YCＧ８,其峰值分别达到了１．１４％和

１．１２％,说明 YCＧ５菌株和 YCＧ８菌株胞内巯基合成

能力明显优于其他８株酿酒酵母菌.但是 YCＧ５菌

株发酵１２h后的细胞干重远高于 YCＧ８菌株,这说

明 YCＧ５菌株生长能力优于 YCＧ８菌株.因此,选择

YCＧ５菌株作为实验菌株进行后续试验.

２．２　PlackettＧBurman试验设计与分析

PB试验设计的优点在于能以最少的试验次数

从众多变量中筛选出对响应值影响最显著的变量,
从而大大减少试验时间和节约试验成本[１４Ｇ１５].以

胞内巯基含量为响应值设计 PB试验,试验设计和

结果见表３,对数据进行回归分析得到各因子的偏

回归系数及其显著性(表２).
表２　各因素水平、效应值及显著性分析

因素
水平

低 高
效应

贡献

值/％
P 值

A １００mL/L ２００mL/L －０．３７０ ８５．９２ ０．０００２

B ５g/L １０g/L －０．０３１ ０．６０ ０．４５９４

C １０g/L ２０g/L －０．０６７ ２．７３ ０．１４９０

D ０．８g/L １．６g/L －０．０３０ ０．５７ ０．４７３１

E ０．６g/L １．２g/L －０．０６２ ２．３７ ０．１７３８
F ０．４g/L １．８g/L －０．０７１ ３．１０ ０．１２９２

A为糖蜜;B为酵母浸粉;C 为蛋白胨;D 为 MgSO４􀅰

７H２O;E为 KH２PO４;F为(NH４)２SO４.下同

　　由表２可知,糖蜜、酵母浸粉、蛋白胨、MgSO４
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􀅰７H２O、KH２PO４、(NH４)２SO４均表现为负效应,
贡献值排在前三位的分别为糖蜜、蛋白胨和(NH４)２
SO４,其中糖蜜的可信度大于９５％,且贡献值超过

８０％,表现最为显著.蛋白胨和(NH４)２SO４的可信

度也都大于８５％,可信度较高.因此将糖蜜、蛋白

胨、(NH４)２SO４作为主要影响因素进行下一步最陡

爬坡试验.
表３　PlackettＧBurman试验设计及结果

试验号 A B C D E F 巯基含量/％

１ １ １ －１ １ １ １ ０．９５

２ １ －１ １ １ １ －１ ０．８８

３ １ １ １ －１ －１ －１ ０．９６

４ １ －１ １ １ －１ １ ０．９２

５ －１ －１ －１ １ －１ １ １．３４
６ －１ １ １ １ －１ －１ １．３９

７ １ １ －１ －１ －１ １ ０．９２

８ －１ １ １ －１ １ １ １．２５

９ －１ －１ －１ －１ －１ －１ １．４８
１０ －１ １ －１ １ １ －１ １．２６

１１ １ －１ －１ －１ １ －１ １．０７

１２ －１ －１ １ －１ １ １ １．２３

２．３　最陡爬坡试验结果

根据PB试验确定的显著影响因素及效应值,
在合适范围内取值,设计最陡爬坡试验,试验设计及

结果见表４.由表４可知,最高巯基含量出现在第８
组,因此选择第８组作为响应面实验的中心点,即糖

蜜８０mL/L,蛋白胨８g/L,(NH４)２SO４０．２g/L.
表４　最陡爬坡实验及结果

试验号
糖蜜/

(mL􀅰L－１)
蛋白胨/

(g􀅰L－１)

(NH４)２SO４/

(g􀅰L－１)
巯基含

量/％
１ １５０ １５ ０．９ １．０３

２ １４０ １４ ０．８ １．４５

３ １３０ １３ ０．７ １．２０

４ １２０ １２ ０．６ １．３１

５ １１０ １１ ０．５ １．３９
６ １００ １０ ０．４ １．４０

７ ９０ ９ ０．３ １．３７

８ ８０ ８ ０．２ １．５６

９ ７０ ７ ０．１ １．５０
１０ ６０ ６ ０．０５ １．４７

２．４　响应面分析的试验设计与结果

根据最陡爬坡试验确定的中心点,用 Design
Expert８．０．６软件设计中心组合试验,将最陡爬坡

试验中的三个显著因素分别标记为X１、X２、X３,以
胞内巯基含量为响应值,标记为Y,中心组合试验因

素变量及水平见表５,试验设计及结果见表６,方差

分析见表７.

表５　中心组合试验因素与水平

因素
水平

－１．６８２ －１ ０ １ １．６８２
X１糖蜜/(mL􀅰L－１) ４６ ６０ ８０ １００ １１４
X２蛋白胨/(g􀅰L－１) ４．６ ６ ８ １０ １１．４

X３(NH４)２SO４/(g􀅰L－１) ０．０３ ０．１ ０．２ ０．３ ０．３７

表６　中心组合试验设计及结果

试验号 X１ X２ X３ Y 巯基含量/％

１ １ １ －１ １．３６
２ ０ ０ ０ １．８９
３ －１ １ －１ １．６２
４ ０ ０ ０ １．７４
５ ０ ０ １．６８２ １．４２
６ －１．６８２ ０ ０ １．６６
７ －１ －１ １ １．５８
８ －１ １ １ １．５９
９ １ －１ １ １．４７
１０ ０ ０ ０ １．８７
１１ ０ ０ －１．６８２ １．４８
１２ －１ －１ －１ １．５５
１３ １ －１ －１ １．２７
１４ ０ ０ ０ １．６９
１５ ０ －１．６８２ ０ １．５０
１６ ０ ０ ０ １．７８
１７ １ １ １ １．３６
１８ ０ １．６８２ ０ １．４５
１９ ０ ０ ０ １．８２
２０ １．６８２ ０ ０ １．２５

表７　方差分析

方差来源 方差 自由度 均方差 F 值 P 值

模型 ０．７８ ９ ０．０７ １５．８０ ０．０００１
X１ ０．１８ １ ０．１８ ３９．３３ ０．０００１
X２ ０．０１ １ ０．０５ ０．０３ ０．９２４４
X３ ０．０２ １ ０．０４ ０．１６ ０．６９５８

X１X２ ０．０２ １ ０．０３ ０．２３ ０．６４２９
X１X３ ０．０３ １ ０．０３ １．２６ ０．２８８６
X２X３ ０．０４ １ ０．０３ １．８９ ０．１９８９
X２

１ ０．１９ １ ０．１９ ４０．６１ ０．０００１
X２

２ ０．１６ １ ０．１６ ３５．７７ ０．０００１
X２

３ ０．２０ １ ０．２０ ４２．６３ ０．０００１
残差 ０．０５ １０ ０．０３ － －

失拟项 ０．０１ ５ ０．０３ ０．４５ ０．８００８
总和 ０．８３ １９ － － －

　　表５将三个显著因素分为５个不同水平,０对

应为响应面中心点,１对应中心点数值的１．２５倍,

１．６８２对应更高值,－１对应中心点数值的０．７５倍,

－１．６８２对应更低值.以这５个不同水平进行随机

组合试验,实验设计和实验结果见表６.根据表６
的试验结果通过 DesignＧExpert进行响应面分析,
建立多元二次回归方程:
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Y＝１．８０－０．１２X１－０．００３X２＋０．００３X３－０．０１１X１X２＋

０．０２７X１X３－０．０３３X２X３－０．１１X２
１－０．１１X２

２－０．１２X２
３

(１)

方程的方差分析结果见表７,模型P＜０．０１,失拟项

不显著,这些数据表明回归方程拟合程度良好.决

定系数R２＝０．９３４３,说明因变量与考察的自变量之

间线性关系显著.因此,使用该模型可以较好地对

响应值进行分析和预测.

２．５　最佳浓度的确定及验证试验

根据响应面试验得到的回归方程绘制出响应面

分析图(图１),用以确定３个显著因素对胞内巯基

含量的影响.如图１所示,该回归方程的抛物线图

形开口均向下,说明回归方程存在最大值,即响应面

覆盖了最大值所在的区域.由 DesignＧExpert分析

得到最适培养基中三个显著影响因素对应的实际值

分别为:糖蜜,７０ mL/L;蛋白胨,８g/L;(NH４)２
SO４,０．２g/L.综上所述,最适培养基成分组成分

别为:糖蜜,７０ mL/L;酵母浸粉,５g/L;蛋白胨,

８g/L;MgSO４ 􀅰 ７H２ O,０．８ g/L;KH２ PO４,

０．６g/L;(NH４)２SO４,０．２g/L.将最适培养基成分

带入方程(１),预测酿酒酵母胞内巯基含量最高可达

１．８３％.以上述最适培养基配方进行摇瓶验证试

验,胞内巯基含量达到１．８２％,比未优化前的１．１４％
提高了６０％,与模型预测结果相吻合.

(a)糖蜜与蛋白胨

(b)糖蜜与硫酸铵

(c)糖蜜与硫酸铵

图１　各因素间相互作用响应面分析

３　讨论与结论

通过比较筛选,从实验室保藏的诸多酿酒酵母

菌株中得到一株胞内巯基含量最高的酿酒酵母菌株

YCＧ５,同 时 选 择 了 MgSO４ 􀅰７H２ O、KH２PO４、
(NH４)２SO４等无机盐进行单因素优化预试验,确定

其最佳浓度分别为:糖蜜,１００ mL/L;酵母浸粉,

５g/L;蛋白胨,１０g/L;MgSO４􀅰７H２O,０．８g/L;

KH２PO４,０．６g/L;(NH４)２SO４,０．４g/L.在此基础

上,利用PlackettＧBurman试验、最陡爬坡试验和响

应面分析试验,对菌株 YCＧ５的发酵培养基进行优

化,最终得到的最适发酵培养基组成成分为:糖蜜,

７０mL/L;酵母浸粉,５g/L;蛋白胨,８g/L;MgSO４

􀅰７H２O,０．８g/L;KH２PO４,０．６g/L;(NH４)２SO４,

０．２g/L.在此最优培养基中发酵１２h得到最高胞

内巯基含量为１．８２％,比未优化前提高了６０％.本

试验为中试阶段进行发酵工艺优化和补料策略研究

提供了基础数据支持,也为工业化生产奠定了基础.
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ScreeningofHighIntracellularThiolCompoundsSaccharomyces
CerevisiaeandOptimizationofFermentationMedium

CHUJinlei,LIXin,WANGZhi,DAIJun,CHENXiong
(KeyLaboratoryofMinistryofEducationforFermentationEngineering,

HubeiProvincialCooperativeInnovationCenterforIndustrialFermentation,

SchoolofBiologicalEngineeringandFoodScience,HubeiUniv,ofTech．,Wuhan４３００６８,China)

Abstract:AstrainofSaccharomycescerevisiaeYC５whichwasrichinthesulfhydrylwasscreenedfromthe
strainspreservedinlaboratory．Thehighestintracellularthiolcontentwas１．１４％intheinitialmedium．
TheresponsesurfacemethodwasusedtooptimizethemediumformulaofSaccharomycescerevisiaeYC５,

andaquadraticregressionmodelofmolasses,peptoneand(NH４)２SO４dosagewasestablished．TheoptiＧ
malformulafordeterminingthemediumwassetasfollows:molasses７０mL/L,yeastextract５g/L,pepＧ
tone８g/L,MgSO４􀅰７H２O０．８g/L、KH２PO４０．６g/L、(NH４)２SO４０．２g/L．After１２hoffermentationin
theoptimum mediumoptimizedbyresponsesurfacemethodology,theintracellularsulfhydrylcontentwas
ashighasto１．８２％,whichwas６０％higherthanthatbeforeoptimization．
Keywords:saccharomycescerevisiae;intracellularthiolcontent;mediumoptimization;responsesurface
methodology
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