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常压室温等离子体(ARTP)诱变选育高核酸酿酒酵母 
 

李小坤，王旺，林影，梁书利 

（华南理工大学生物科学与工程学院，广东广州 510006） 

摘要：核糖核酸(RNA)是一类非常重要的生物分子，降解后得到的核苷酸、核苷及碱基具有广泛用途。酿酒酵母是目前生产 RNA

的主要食品级微生物。本研究采用常压室温等离子体（ARTP）技术进行酿酒酵母诱变育种，利用氯化钾敏感性筛选，多次反复诱变

最终得到在以糖蜜为碳源的摇瓶试验中 RNA 含量为 112 mg-RNA/g-DCW，提高了 39%的突变菌株 Y17aM3。经过对 Y17aM3 培养条

件优化后，确定生产 RNA 最适接种量为 10%，最适 pH 为 5.5，最适温度为 26 ℃，且传代稳定性良好。研究发现在最佳培养条件下，

添加磷酸可使Y17aM3 的RNA含量提高至 119 mg-RNA/g-DCW；添加蛋白胨可使Y17aM3 的RNA 含量提高至 122 mg-RNA/g-DCW。

上述结果不仅证明 ARTP 诱变育种方法突变效果显著，可应用于工业微生物的选育，而且有助于降低基于核苷酸的食品添加剂的生产

成本。 
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Screening of High-yield Nucleic Acid Saccharomyces cerevisiae Strain by 

Atmospheric and Room-temperature Plasma (ARTP) Technique 
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Abstract: As an important biomolecule, ribonucleic acid (RNA) can be degraded into nucleotides, nucleosides and bases which exhibit a 

great potential in wide applications. Saccharomyces cerevisiae is widely used in food industry and generally regarded as safe are the preferred 

source of nucleic acid. In this study, the cells were repeatedly exposed under atmospheric and room temperature plasma (ARTP), with the aim to 

screen high-yield nucleic acid strains with potassium chloride sensitivity. A mutant strain Y17aM3 was successfully obtained. In shake flask test 

with molasses as carbon source, Y17aM3 contained 112 mg-RNA/g-DCW RNA, 39% higher than that of the untreated control. The optimal 

inoculation quantity of Y17aM3 to produce RNA was 10%.The optimal pH and temperature of fermentation was 5.5 and 26 , ℃ respectively. 

When culturing with optimal condition, it was found that adding phosphoric acid increased RNA content to 119 mg-RNA/g-DCW, and adding 

peptone increased RNA content to 122 mg-RNA/g-DCW. The results not only demonstrate the effectiveness of using ARTP mutation strategy 

for the industrial microorganism breeding, but also can greatly reduce the production cost of nucleotide-based food additives. 
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核糖核酸(Ribonucleicacid，RNA)是一类重要的生

物大分子，它不仅在基因的表达和蛋白质的生物合成

中起着关键的作用，而且还能促进细胞的诸多生理功

能[1]。核糖核酸降解后得到的核苷酸、核苷及碱基用

途广泛。5’-核苷酸可作为增味剂应用于食品工业，而

它主要来源是 RNA[2,3]。目前，绝大部分生产核糖核

酸的企业是利用经诱变筛选后的产朊假丝酵母或热带

假丝酵母等发酵提取得到核糖核酸[4]。解脂假丝酵母 
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为念珠菌的一种，念珠菌是引起全身性念珠菌感染的

主要致病原，至今为止仍不能完全说明假丝酵母对人

畜健康无害。而酿酒酵母是最早人类认识和利用微生

物之一，几个世纪以来，酿酒酵母被用于食品和酒精

饮料生产[5]。 
应用常压室温等离子体（ARTP）技术进行诱变

育种[6]。等离子体（Plasma）是与物质的固态、液态

和气态并存的物质第四态，是一种正离子和电子密度

大致相等的电离气体，具有导电、发光、化学性质活

泼以及分布广等特点[7]。均匀的等离子体射流作用于

细胞，可引发种类丰富的 DNA 损伤，获得大量突变

库[8]。到目前为止，ARTP 诱变育种仪已经成功应用

于包括细菌、真菌、微藻在内的多种微生物，并且突
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变率和正突变率均较高，突变株遗传稳定性好等诸多

优点[9]。 
本研究以从环境中分离得到的菌株 Y17 作为出

发菌株，对其进行反复多次 ARTP 等离子诱变，利用

氯化钾敏感筛选得到核酸含量提高的突变菌株

Y17aM3，然后对突变菌株进行生理生化特性分析，

并进行发酵培养条件优化及传代稳定性分析。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂  

1.1.1  菌株 
野生酿酒酵母酿酒酵母Y17均由广东江门生物技

术开发中心有限公司提供。 
1.1.2  培养基与溶液 

麦芽汁培养基：购买于广东环凯微生物科技有限

公司，称取 130.1 g 产品溶解于 1000 mL 蒸馏水中，

搅拌至完全溶解，115 ℃高压蒸汽灭菌 20 min。 
麦氏培养基：葡萄糖 0.1%、KCl 0.18%、NaAC 

0.82%、酵母浸膏 0.25%、琼脂 2%，115 ℃高压蒸汽

灭菌 20 min。 
碳源同化试验基础培养基：(NH4)2SO4 0.5%、

KH2PO4 0.1%、MgSO4 0.05%、CaCl2 0.01%、NaCl 
0.01%、酵母浸膏 0.02%、糖或其它碳源 2%，115 ℃
高压蒸汽灭菌 20 min。 

氮源同化试验基础培养基：葡萄糖 2%、KH2PO4 
0.1%、MgSO4 0.05%、酵母浸膏 0.02%，115 ℃高压

蒸汽灭菌 20 min。 
糖蜜酸化液：80 g 糖蜜加 120 mL 蒸馏水搅拌均

匀，用硫酸调节 pH 4.0~4.3，90~95 ℃水浴并不断搅

拌 15 min，4000 r/min 离心 10 min，取上清。 
糖蜜培养基：上述糖蜜酸化液加水至 1000 mL，

加 3%营养液并调 pH 至 4.8，121 ℃高压蒸汽灭菌 20 
min。 

营养液：85%磷酸 4.55%、硫酸铵 25%、尿素

12.5%、硫酸镁 1.25%。 

1.2  仪器与设备 

购于江苏无锡源清天木生物科技有限公司的

ARTP 诱变育种仪；UV-5200 型紫外可见分光光度计。 

1.3  实验方法 

1.3.1  培养条件 
1.3.1.1  菌种活化 

用无菌牙签从保种管中蘸取菌液于麦芽汁平板上

划线，在 30 ℃培养箱培养 2~3 d。 
1.3.1.2  摇瓶种子培养 

从麦芽汁平板上挑取单菌落接种于装有10 mL麦

芽汁培养基的 50 mL 三角瓶中，在柜式旋转摇床上

30 ℃，250 r/min 培养 24 h。 
1.3.1.3  摇瓶发酵培养 

按5%的接种量将种子液转接于装有100 mL糖蜜

培养基的 500 mL 三角瓶中，在柜式旋转摇床上

30 ℃，250 r/min 培养 18 h。 
1.3.2  RNA 含量测定方法 

收集并洗净发酵培养后的酿酒酵母，称取一定重

量菌体，采用高氯酸法[2,10]测定 RNA 含量。RNA 含

量的计算公式如下： 

干重

）含量（
W

ODDCWRNARNA 260503365.0-g/-mg ××
=  

式中：OD260是紫外可见分光光度计于 260 nm 测得的吸光

值，W 干重是样品的干重。 

1.3.3  酿酒酵母单倍体分离 
酿酒酵母在麦芽汁培养基中经二级活化后于麦氏

培养基平板上划线，28 ℃培养。每天进行子囊孢子染

色并镜检，观察酿酒酵母产孢情况[11]。产孢率较高时

（5~7 d左右），采用文献[12]进行酿酒酵母单倍体分离。

将单倍体分离后得到的菌液适当稀释，涂布于麦芽汁

培养基平板上，28 ℃培养 2~3 d，最后 PCR 鉴定单倍

体菌株[13]。 
1.3.4  ARTP 诱变育种 

参考文献[14,15]进行 ARTP 诱变育种，分别设定了

菌悬液诱变的处理时间为 0、5、10、15、20、25、30、
35、40、45、50、55、60、65、70 s，统计不同处理

时间下菌株的致死率。致死率计算公式如下： 

T
AT −

=）致死率（%  

式中：T 是样品在未经 ARTP 处理时的总菌落数，A 是样

品在 ARTP 处理后存活的的菌落数。 

1.3.5  筛选方法 

采用 KCl 敏感筛选高核酸突变菌株[16]。诱变处理

后培养 2~3 d，影印到含一定浓度 KCl 的麦芽汁培养

基平板，筛选出对 KCl 敏感的突变株，摇瓶发酵培养

并测定 RNA 含量。 
1.3.6  生理生化特性 

参考文献[17]进行酿酒酵母培养特征和细胞形态

观察、碳源同化试验、氮源同化试验、耐糖性、耐酸

性以及耐盐性等一系列生理生化特性分析。 
1.3.7  发酵培养优化 

参考文献[18]进行酿酒酵母培养条件和培养基成
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分进行优化，包括接种量、初始 pH、培养温度、氮源

和无机盐，确定最适的培养条件以及培养基成分。 
1.3.8  传代试验 

参照文献[19]进行传代试验，将酿酒酵母突变菌株

Y17aM3 连续传代培养至 10 代。 
1.3.9  数据统计分析 

对研究过程中所得到的数据进行统计分析，本研

究所采用的统计量为标准差[20]。标准差是是各数据偏

离平均数的距离的平均数，是离均差平方和平均后的

方根，用公式表示为： 

2

1
)1 μσ −= ∑

=

N

i
ix

N
（  

式中：数值 X1，X2，X3……XN(皆为实数)，其算术平均

值为 μ，标准差为 σ。 

2  结果与讨论 

2.1  酿酒酵母单倍体分离  

用光学显微镜观察酿酒酵母产孢情况结果如图

1，图中绿色的为子囊孢子，红色的为营养细胞。由图

可看出细胞形成子囊孢子的数量并不都相同，其中形

成 2 个和 3 个子囊孢子相对较多，能形成 4 个子囊孢

子非常少。 

 
图1 酿酒酵母Y17的子囊孢子 

Fig.1 The ascospores of Saccharomyces cerevisiae Y17 

 
图2 酿酒酵母Y17单倍体配型PCR鉴定 

Fig.2 Identification of the haploid types of Saccharomyces 

cerevisiae Y17 by PCR 

酿酒酵母的交配型是由位于酵母染色体Ⅲ上

MAT 座控制的，MAT 座上的两个等位基因 MATa 和

MATα大约相差 100 bp[21]。PCR 产物仅有一条 544 bp

条带的为 a 型单倍体，PCR 产物仅有一条 404 bp 条带

的为 α型单倍体，两条产物都有的为二倍体[22]。如图

2，得到 4 株 Y17a 型单倍体，3 株 Y17α型单倍体。

两种交配型单倍体分别挑取 3 株与原始出发菌株 Y17
同时培养测定 RNA 含量，结果如图 3。两种配型单倍

体 RNA 含量分配不均，a 型单倍体 RNA 含量比 α型
单倍体约高 50%。 

 
图3 酿酒酵母Y17单倍体RNA含量 

Fig.3 The RNA content of haploid of Saccharomyces cerevisiae 

Y17 

2.2  ARTP诱变育种 

以 RNA 含量最高的 a 型单倍体为出发菌株进行

ARTP 诱变，致死率和诱变处理时间关系如图 4。选

择诱变效应最强即致死率 90%~95%的 55 s 进行反复

诱变[23]，最终得到一株RNA含量比原始出发菌株Y17
高 39%突变菌株 Y17aM3（如图 5）。将 Y17aM3 在糖

蜜培养基中培养，从第 6 h 开始每隔 2 h 取一次样，得

到 Y17aM3 生长及产 RNA 曲线如图 6。由图 6 可知，

发酵培养至 12 h 之前，酵母生长和 RNA 含量都随着

培养时间增加而增加；12~18 h 酵母生长处于稳定期，

而 RNA 含量在 18 h 时最高；18 h 之后，酵母生长处

于衰亡期，RNA 含量随着培养时间增加而降低。 

 
图4 致死率和诱变处理时间关系 

Fig.4 The relationship between lethality rate and time of 

mutagenesis 
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图5 突变菌株RNA含量 

Fig.5 The RNA content of Mutant strains 

 
图6 突变菌株Y17aM3生长及生产RNA曲线 

Fig.6 The growth and RNA production of mutant strain 

Y17aM3 

2.3  酿酒酵母生理生化实验 

2.3.1  形态特征 
将 Y17aM3 和 Y17 进行培养并诱导产孢，观察菌

落形态和培养特征，并在油镜下观察细胞形态和产孢

情况。结果如图 7 和表 1。Y17aM3 和 Y17 细胞形态

均为柠檬形，菌落均为乳白色、有光泽、边缘整齐，

无性繁殖方式均为出芽生殖，液体培养均产生白色沉

淀。Y17aM3 为单倍体，不能产生子囊孢子。Y17aM3
的形态特征与Y17一致，符合酿酒酵母基本形态特征。 

 

  

   
图7 酿酒酵母的形态特征观察 

Fig.7 Observation on the morphological characteristics of 

Saccharomyces cerevisiae 

 

表 1 酿酒酵母形态特征 

Table 1 Morphological characteristics of Y17aM3 

菌株 菌落 细胞 子囊孢子 无性繁殖方式 液体培养 

Y17 
凸起，乳白色，表面湿润，

易挑取，有光泽，边缘整齐
柠檬形 卵圆形 出芽生殖 

菌体白色沉 

淀于底部 

Y17aM3 凸起，乳白色，表面湿润，

易挑取，有光泽，边缘整齐
柠檬形 - 出芽生殖 菌体白色沉 

淀于底部 

表 2酿酒酵母糖发酵结果 

Table 2 The results of Saccharomyces cerevisiae to ferment sugars 
菌株 葡萄糖 麦芽糖 果糖 蔗糖 糊精 木糖 木聚糖 乳糖 
Y17 + + + + - - - - 

Y17aM3 + + + + - - - - 

菌株 半乳糖 可溶性淀粉 鼠李糖 棉子糖 纤维二糖 甘露醇 菊糖 木糖醇

Y17 + + - + - - - - 
Y17aM3 + + - + - - - - 

2.3.2  糖发酵试验 
对 Y17aM3 和 Y17 进行糖发酵试验，Y17W 和

Y17aM3 均能够发酵葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、果糖、

半乳糖、可溶性淀粉、棉子糖，均不能够发酵糊精、

木糖、木聚糖、乳糖、鼠李糖、纤维二糖、甘露醇、

菊糖、木糖醇，与菌种鉴定手册中酿酒酵母糖类发酵
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结果一致。 
2.3.3  碳源同化试验 

对 Y17aM3 和 Y17 进行碳源同化试验，结果如图

8。对比了两株菌同化碳源的能力，发现 Y17aM3 对

葡萄糖、麦芽糖、果糖、可溶性淀粉、菊糖的同化能

力稍有降低，而几乎丧失了对半乳糖的同化能力，但

对糊精特别是乳糖的同化能力提高了，而 Y17 几乎没

有同化乳糖的能力。 

 
图8 Y17和 Y17aM3碳源同化实验结果 

Fig.8 The results of carbon source assimilation of Y17 and 

Y17aM3 

2.3.4  氮源同化试验 
对 Y17aM3 和 Y17 进行碳源同化试验，结果如图

9。Y17aM3 除了对大豆蛋白胨的同化能力提高了，对

其余几种氮源同化能力与 Y17 出发菌大致相同。因此

在糖蜜培养基中加入大豆蛋白胨可以促进Y17aM3 的

生长。 

 
图9 Y17和 Y17aM3氮源同化实验结果 

Fig.9 The results of nitrogen source assimilation of Y17 and 

Y17aM3 
2.3.5  耐糖性 

葡萄糖对 Y17aM3 生长的影响结果如图 10-a。在

低浓度的葡萄糖中都能良好生长，当葡萄糖浓度>5%
时，Y17aM3 的生长随葡萄糖浓度的增加而减慢；当

葡萄糖浓度为 60%时，Y17aM3 的生长完全被抑制。 
2.3.6  耐酸性 

麦芽汁培养基初始 pH 对 Y17aM3 生长的影响结

果如图 10-b。当 pH 为 3.5~5.5 时，Y17aM3 的生长随

初始 pH 的增大而逐渐加快；当 pH=5.5 时，Y17aM3
生长最快；当 pH>5.5 时，Y17aM3 的生长明显减慢。

因此，Y17aM3 的最适生长 pH 为 5.5。 
2.3.7  耐糖性 

培养基中盐浓度的变化可以影响酵母的好氧量、

生长速度以及发酵率等方面的生理功能。麦芽汁培养

基中 KCl 对 Y17aM3 生长的影响结果如图 10-c。随着

KCl 浓度的增加，Y17aM3 的生长受到不同程度的抑

制，当 KCl 浓度达 160 g/L 时，Y17aM3 基本不生长。 

 

 

 
图10 葡萄糖、初始pH和 KCl对 Y17aM3生长的影响 

Fig.10 The effect of glucose, initial pH and KCl on the growth 

of Y17aM3 

2.4  发酵培养优化 

2.4.1  最适接种量确定 
研究了接种量对 Y17aM3 生长及生产 RNA 的影

响，结果如图 11。随着接种量逐渐增加，Y17aM3 生
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产RNA含量逐渐提高，大于10%时Y17aM3生产RNA
含量逐渐降低。因此最适接种量为 10%，此时 Y17aM3
生长 OD600 最高为 15，RNA 产量最高达到 112 
mg-RNA/g-DCW。 

 
图11 接种量对Y17aM3生长及生产RNA影响 

Fig.11 The effect of inoculation on the growth and RNA 

production of Y17aM3 
2.4.2  最适初始 pH 确定 

pH 对酿酒酵母生长代谢有重要影响作用，研究了

pH对Y17aM3生长及生产RNA的影响，结果如图12。
初始 pH 为 3.5~5.5 时，Y17aM3 随着初始 pH 升高而

生长加快及 RNA 产量增加，初始 pH 为 5.5~7 时，

Y17aM3 随着初始 pH升高而生长减慢及RNA产量减

少。因此，最适初始 pH 为 5.5，此时 Y17aM3 生长

OD600 最高为 14，RNA 产量最高为 112 mg-RNA/g- 
DCW。 

 

图12 初始pH对 Y17aM3生长及生产RNA影响 

Fig.12 The effect of initial pH on the growth and RNA 

production of Y17aM3 
2.4.3  最适温度确定 

适合的温度有利于酿酒酵母更好的生长代谢，研

究了温度对 Y17aM3 生长及生产 RNA 的影响，结果

如图 13。Y17aM3 随着培养温度升高而生长减慢及

RNA 产量减少，因此低温更有利于 Y17aM3 生长和积

累 RNA。最适温度为 26 ℃，此时 Y17aM3 生长 OD600

最高为 14.5，RNA 含量最高为 115 mg-RNA/g-DCW，

比在 30 ℃条件下提高了 3 mg-RNA/g-DCW。 

 
图13 培养温度对Y17aM3生长及生产RNA影响 

Fig.13 The effect of culture temperature on the growth and 

RNA production of Y17aM3 
2.4.4  氮源对 Y17aM3 生长和生产 RNA 的影

响 
氮源是微生物生长过程中不可或缺的营养元素

[24]，其主要功能是合成含氮物质。研究几种氮源对

Y17aM3 生长及生产 RNA 的影响，结果如图 14。添

加大豆粉能明显促进 Y17aM3 的生长，生长 OD600由

14 提高至 14，但是对酵母生产 RNA 没有明显促进作

用；添加酵母提取物也能明显促进 Y17aM3 的生长，

生长 OD600由 14 提高至 17，且 RNA 含量提高至 119 
mg-RNA/g-DCW，提高了 7 mg-RNA/g-DCW；其中蛋

白胨对Y17aM3的生长和生产RNA促进作用最明显，

生长 OD600 由 14 提高至 17，RNA 含量提高至 122 
mg-RNA/g-DCW，提高了 10 mg-RNA/g-DCW。 

 
图14 氮源对Y17aM3生长及生产RNA影响 

Fig.14 The effect of nitrogen source on the growth and RNA 

production of Y17aM3 

2.4.5  无机盐对 Y17aM3 生长和生产 RNA 的

影响 
无机盐是微生物生长不可缺少的营养物质，对微

生物合成 RNA 有重要意义[25]。研究了几种无机盐对

Y17aM3 生长及生产 RNA 的影响，结果如图 15。只

有磷酸对 Y17aM3 生产 RNA 促进作用最明显，RNA
含 量 提 高 至 119 mg-RNA/g-DCW ， 提 高 了 7 
mg-RNA/g-DCW，而对 Y17aM3 生长没有促进作用亦
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没有抑制作用。 

 
图15 无机盐对Y17aM3生长及生产RNA影响 

Fig.15 The effect of inorganic salt on the growth and RNA 

production of Y17aM3 

2.5  酿酒酵母突变菌株 Y17aM3 的传代稳定

性分析 

应用物理化学方法进行菌种选育得到的突变菌株

包含很多隐性突变，且突变性状不稳定容易发生回复

突变，因此对筛选得到的突变菌株进行传代试验验证

传代稳定性是非常必要的[19]。将突变菌 Y17aM3 连续

传代培养至 10 代，培养并测定 RNA 含量，结果如图

16。传代至 10 代，生长 OD600稳定在 14.6~15.0 之间，

RNA 含量稳定在 109~112 mg-RNA/g-DCW 之间，变

化幅度非常小，因此说明经过 ARTP 诱变得到的突变

菌 Y17aM3 传代稳定性良好，不易发生回复突变。 

 
图16 Y17aM3传代及其生长和RNA含量 

Fig.16 The growth and RNA content of Y17aM3 passages 

3  结论 

由于 ARTP 诱变对生物的遗传物质损伤效果明

显、损伤机制丰富，尤其是对于染色体等真核生物的

遗传物质均有很强的损伤效果[26]。本研究通过 ARTP
诱变选育获得了在以糖蜜为碳源的摇瓶试验中 RNA
含量比原始出发菌株 Y17 提高了 39%突变菌

Y17aM3，经过发酵培养条件优化后，RNA 含量最高

可达 122 mg-RNA/g-DCW，达到目前文献报道的最高

水平[2]。要实现工业大规模生产，还需要进一步改进，

比如发酵罐流加条件的细化及核酸代谢动力学的建立

等。酿酒酵母 RNA 含量的大幅度提高，将大大降低

食品工业中添加剂的生产成本以及增加经济效益。在

研究过程中发现，与传统的诱变方法相比，ARTP 能

够有效造成 DNA 多样性的损伤，突变率高，并易获

得遗传稳定性良好的突变株，将为工业微生物的系统

改造提供仪器和方法平台，有望成为现代生物技术的

通用工具。 
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