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摘要  本实验利用 266 nm 激光作为诱变手段，对酿酒酵母 YE0 进行辐照诱变筛选呼吸缺陷型酵母，通过 TTC

（2, 3, 5-氯化三苯基四氮唑)筛选和气相色谱法酒精测定，最终得到一株高葡萄糖转化率呼吸缺陷型酵母 JB7。

对该突变株进行鉴定和发酵条件优化，结果表明，接种量 15%，发酵温度 32℃，葡萄糖初始浓度 25%，发酵

72 h 后，酒精产量体积分数可达 12.3%，葡萄糖转化率达到 52.9%，分别比出发菌株的酒精产量（12.0%）和

葡萄糖转化率（49.6%）有所提高。高于正常酵母的糖原利用率，显示了呼吸缺陷型酵母良好的应用前景。 
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激光作为一种新型诱变因子，有着良好的应用

前景。相对于传统理化因子，辐照诱变在菌株诱变

中的应用越来越多[1]。激光辐照诱变不仅实验操作

简单安全，而且对于细胞膜结构辐射损伤较轻，具

有更高的正突变率[2]。文献[3]、[4]报道 He-Ne 激光

在酵母菌和大肠杆菌等诱变工作上都有应用，然而

短波长激光对微生物的诱变育种研究则少有报道。 

呼吸缺陷型酵母菌株是一类线粒体 DNA 发生

突变的菌株,其糖酵解酶系和醇脱氢酶系的高活性

是提高酒精发酵能力的有效因素之一[5]。本实验以

266 nm 激光为诱变源，以酿酒酵母 Saccharomyces 

Cerevisiae YE0 为出发菌株，探索了 266nm 激光诱

变酵母的合适剂量，通过 TTC（2, 3, 5-氯化三苯基

四氮唑）筛选、气相色谱法检测酒精浓度，以期筛

选得到一株性状优良的呼吸缺陷型酵母。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1  出发菌株  从上海市某酒厂酒曲中分离得到

Saccharomyces Cerevisiae,YE0 作出发酵母菌株。 

1.1.2  激光器  诱变用激光器为四倍频的 Nd：YAG

（Neodymium：Yttrium Aluminum Garnet，即：掺

钕的钇铝石榴石固体激光器）（同济大学生命科学与

技术学院），EKSPLA 产，型号 NL303G，使用激光

波长为 266 nm，脉宽 3～6 ns，单脉冲激光能量为

40 mJ。 

1.1.3  培养基  YPD 液体培养基：葡萄糖 10 g 蛋

白胨 10 g 酵母膏 5 g 加双蒸水至 500 mL；YPD 固

体培养基：葡萄糖 10 g 蛋白胨 10 g 酵母膏 5 g 琼

脂 10 g 加双蒸水至 500 mL。 

TTC 下层培养基：葡萄糖 15 g、蛋白胨 5 g、

酵母浸膏 1.5 g、酸性磷酸钾 1.0 g、硫酸镁 0.4 g、

柠檬酸 0.27 g、琼脂 30.0 g、1000 mL 水； TTC 上

层筛选培养基：TTC 0.05 g、葡萄糖 5 g、琼脂 15 g、

1000 mL 水。以上培养基灭菌条件为 115℃，15 min。 

1.2 实验方法 

1.2.1  激光辐照酵母半致死剂量测定与呼吸缺陷型

筛出率测定  激光辐照酵母半致死剂量测定：酵母

接种于 YPD 液体培养基，摇床培养 18 h，适当稀释，

分别照射 0、3、5、10、30、60 s 后涂 YPD 平板，

32℃培养 48 h 后计数各个平板中单菌落数量，计算

酵母半致死剂量，绘制曲线。 

呼吸缺陷型筛出率测定：样品制备过程同上，

照射时间分别取 0，3，7，18，30 s。辐照后涂板，

32℃培养 72 h 后经过 TTC 上层培养基覆盖培养，

显色后，分别计数酵母菌落数和呼吸缺陷性酵母菌

落数，由此计算呼吸缺陷型筛出率。 

1.2.2  一级筛选（TTC 筛选）  将激光辐射后的菌
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液适当稀释后均匀涂布于 TTC 下层培养基平板，

72h 后覆盖 TTC 上层培养基，避光培养后，观察其

显色状态，普通酵母染成红色，呼吸缺陷型酵母由

于缺少能与氧气竞争呼吸链中的还原氢[H]，而不能

与 TTC 结合生成三苯基甲腈（TF）而呈白色[6]，挑

选菌落白色且菌落较大的克隆，转接于液体 YPD

培养基。 

1.2.3  二级筛选（气相色谱法酒精浓度测定）  一

级筛选的菌株转接于发酵瓶发酵，发酵 72 h 后，经

过蒸馏，以气相色谱法测定其酒精浓度。根据 N2000

双通道色谱工作站自带软件计算的标准曲线，得到

酒精浓度，本文中酒精浓度均采用体积分数表示。 

1.2.4  出发菌株YE0和呼吸缺陷型JB7发酵条件探索  

在 32℃下，取不同接种量（10%、15%、20%）将

YE0，JB7 分别接入发酵瓶中发酵 72 h 后，比较接

种量对 2 株酵母酒精产量影响，在确定 JB7 接种量

基础上分别以培养基的葡萄糖浓度，发酵温度和发

酵时间为 3 因素，每个因素取 3 个水平，采用 L9

（33）正交试验优化 JB7 发酵条件。 

2 结果与分析 

2.1 266 nm 激光辐照酵母存活率曲线 

以酵母存活率－时间作图，建立效应曲线（见

图 1）。由图 1 可知，266 nm 激光对酵母有很大的

辐射损伤，存活率随照射时间的增加而显著减小，

呈非线性剂量效应关系。由图中拟合曲线可见辐照

3 s 时，酵母存活率在 50%左右，初步估算其半致死

时间为 3 s 左右。一般认为辐射诱变剂量在存活率

10%~30%左右时，诱变效果相对明显，容易获得更

多的正向突变，理化性质也可能有较多的变化[7]。

本实验中激光存活率 10%~30%所对应的曲线辐照

时间为 10～25 s 左右。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1  The survival rate of yeasts irradiated by 266 nm laser  

2.2 呼吸缺陷型酵母筛出率 

由图 2 可见，呼吸缺陷型酵母在辐照剂量过低

或过高时筛出率较低，在 18 s 左右呼吸缺陷型酵母

筛出率较高。综合考虑酵母存活率和呼吸缺陷型酵

母筛出率，为了获得较好的突变效果，本次实验辐

照时间选择为 18 s。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2  Screening rate of respiration deficiency mutants  
irradiated by laser 

2.3 筛选结果 

266 nm 激光对酵母辐照后，其诱变酵母第一代

中有 3 株菌株的酒精产量高于出发菌株，JB1、JB3、

JB7 为所筛选的呼吸缺陷型突变株。由表 1 可知，

使用 266 nm 激光对酵母进行辐照是一种有效的诱

变方法，通过 TTC 初筛结合气相色谱法测定酒精浓

度，可以高效率地定向筛选高产呼吸缺陷型酵母。

呼吸缺陷型真菌对于光诱导的一些分子机制更具敏

感性[8]，正常菌株的线粒体会对光诱导的分子机制

产生抗氧化保护，呼吸缺陷型真菌可能会缺失其部

分功能，使得光诱变产生更好的效果。将出发菌株

YE0和呼吸缺陷型酵母 JB7适当稀释后划线于YPD

固体培养基，于 32℃培养，待 72 h 细密的单菌落长

出后，观察两者生长情况。 

Table 1  Screening result of YE0 irradiated by laser   

Strain No. Ethanol yield / % 
YE0 12.0 
JB1 12.1 
JB3 12.2 
JB7 12.8 

图 3 分别是 YE0 和 JB7 生长 72 h 后表观形貌

图。右图呼吸缺陷型酵母 JB7 的菌落较左图出发菌

株 YE0 小，可见其生长较为缓慢。呼吸缺陷型酵母

的线粒体受到破坏，导致呼吸缺陷型酵母的呼吸功

能和营养条件受到较大的影响[9]，尽管在 Hap4p 等

因子的帮助下，呼吸缺陷型酵母可以使细胞适应其

营养限制[10]，但是其初始的生长速度仍受影响，较

出发菌株稍慢。



第 1 期 茅文俊等：激光诱变筛选呼吸缺陷型酵母及其发酵条件优化 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3  Apparent shape of YE0 and JB7 (A: YE0; B: JB7) 

2.4 激光诱变的退化现象 

表 2 是呼吸缺陷型酵母 JB7 经过多次传代，其

酒精产量变化情况。以 JB7 传代稳定后的酒精产量

为 100%，计算其第 1，3，5 代的酒精相对产量。JB7

的酒精产量在传代稳定后并经发酵条件优化后，产

量仍然高于出发菌株 YE0。 

Table 2  Relative ethanol yield of different generations of JB7 

Generation No. 1 3 5 10 

Relative ethanol 
yield/% 

108.5 105.1 100.8 100.0 

呼吸缺陷性状的突变为不可逆突变，其呼吸缺

陷的差异在其 tRNA 上有着缺失、点突变等各种不

同表现[11]，其酒精产量也可能发生退化。激光诱变

效应有多种理论，其中之一称为光活化效应[2]，认

为光被呼吸链的光受体吸收是光生物反应的第一

步，光对细胞的作用可能导致其 DNA、RNA、蛋

白质或酶系统产生某些变异，如果变异源于蛋白质

水平，而不涉及 DNA 突变，则其性状难以实现遗

传稳定；DNA 变异，也要经受各种诱变条件的考验，

才能最终获得遗传稳定的菌株。 

2.5 葡萄糖酒精转化率 

葡萄糖酒精转化率的计算方法为酒精产量与实

际消耗葡萄糖量的比值。葡萄糖酒精转化率可以反

应菌株实际利用碳源能力的高低。将 YE0 与 JB7

分别接种于发酵瓶，12%接种量，发酵 72 h 后测定

其残还原糖含量，计算其葡萄糖酒精转化率。 

由表 3 可见尽管呼吸缺陷型诱变酵母与对照酵

母相同接种量 12%条件下发酵后酒精产量略低于出

发菌株，但是其残留还原糖含量较多，其实际利用

糖 22.3 g，产出 11.8%的酒精，转化率达到 52.9%，

高于出发菌株，可见呼吸缺陷型酵母在线粒体部分

功能障碍下，利用糖原生产酒精的专一性比正常酵

母为高，显示了呼吸缺陷型酵母其良好的应用前景。

如果可以合理地优化发酵条件，使其最大限度地利

用糖原，酒精产量有望进一步提高。 

Table 3  Glucose transformation efficiency of YE0 and JB7 

Strain 
name

Gluc- 
ose/g 

Residue re-
ducing sugar/g 

Ethanol 
yield/% 

Transformation 
efficiency/% 

YE0 25 0.8 12.0 49.6 
JB7 25 2.7 11.8 52.9 

2.6 发酵条件优化 

正交表设计如表 4，试验结果如表 5，极差分析

见表 6。接种量为 15%。 

Table 4  Orthogonal design of three factors and three levels 

Level
A 
Fermentation  
temperature /℃

B 
Glucose  
concentration /% 

C 
Fermentation  
time /h 

1 32 20 48 
2 36 25 72 
3 40 30 96 

Table 5  Result of orthogonal experiment of JB7 mutant strain 

Experiment No. A B C Ethanol yield/% 

1 32 20 48 8.5 
2 32 25 72 12.3 
3 32 30 96 11.3 
4 36 20 96 10.3 
5 36 25 48 7.3 
6 36 30 72 10.1 
7 40 20 72 5.2 
8 40 25 96 5.8 
9 40 30 48 3.9 

Table 6  Range analysis of orthogonal experiment of 
JB7 mutant strain 

 A B C 

Ⅰ 32.1% 24.0% 19.7% 
Ⅱ 27.7% 25.4% 27.6% 
Ⅲ 14.9% 25.3% 27.4% 
Ⅰ/3 0.107 0.0800 0.0657 
Ⅱ/3 0.0923 0.0847 0.0920 
Ⅲ/3 0.0497 0.0843 0.0913 
R 0.0573 0.0047 0.0263 
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根据极差分析，实验条件选取 A1 B2C2为最优，

即发酵温度 32℃，葡萄糖初始浓度 25%，发酵 72 h，

诱变菌株发酵得到酒精产量达到最高为 12.3%（见

表 5 中 2 号样品）。比出发菌株的 12.0%有所提高。 

诱变的呼吸缺陷型酵母的酒精产量一直存在争

议。有研究结果认为呼吸缺陷型突变株由丙酮酸到

呼吸链的代谢通路被打断，丙酮酸大量地向酒精代

谢途径流动造成酒精的大量分泌与积累，因此呼吸

缺陷型酵母可能是高产酒精酵母。本实验结果也显

示通过 266 nm 激光诱变获得的呼吸缺陷型酵母的

酒精产量较出发菌株有提高。与文献[12]一致。 

3 结论 

筛选了一株酒精产量高于出发菌株的呼吸缺陷

型酵母。其葡萄糖转化率达到 52.9%，经过发酵条

件优化后，酒精产量体积分数可达 12.3%均高于出

发菌株。可见 266 nm 激光作为诱变手段，有较好

的诱变育菌效果。呼吸缺陷型酵母，有着自身不同

于正常酵母的特点和作为工业菌株的优良特性，经

进一步的筛选和发酵条件优化，将拥有良好的应用

前景。 
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Selection of the respiration deficiency mutant yeast irritated by laser and  

optimization of the fermentation condition 
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ABSTRACT  A screen of respiration deficiency mutants of Saccharomyces CerevisiaeYE0 induced by 266nm laser 

irradiation was studied. After the selective culture of TTC medium and determination of the alcohol yield by gas 

chromatographs, a respiration deficiency mutant JB7 with high glucose transformation efficiency was obtained. The 

results show that under the optimized fermentation conditions ( inoculation amount is 15%, glucose concentration is 

25%, fermentation temperature is 32℃ and fermentation time is 72h) the alcoholic yield in volume fraction is 12.3% 

and the glucose transformation efficiency of JB7 is 52.9%, which are higher than that of the original strain 

YE0(glucose transformation efficiency is 49.6%, the alcoholic yield is 12.0%). The high glucose transformation effi-

ciency shows a good prospect of application of the respiration deficiency yeast. 

KEYWORDS  Laser, Saccharomyces Cerevisiae, Fermentation 
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