
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.9 

34 

 

两阶段 pH控制方式提高富硒产朊假丝酵母的性能 
 

王大慧，刘恩承，王冬华，卫功元 

（苏州大学基础医学与生物科学学院，江苏苏州 215123） 

摘要：为了提高富硒产朊假丝酵母的性能，本文在摇瓶培养和分批培养的基础上，考察了不同 pH 控制方式对流加培养条件下

富硒产朊假丝酵母细胞生长、谷胱甘肽（GSH）合成和有机硒转化的影响，结果发现：在 12 h 将 pH 从 3.5 切换至 5.5（pH 3.5→5.5）

的两阶段 pH 控制方式最有利于富硒产朊假丝酵母胞内 GSH 和有机硒含量的提高。在 pH 3.5→5.5 条件下，富硒产朊假丝酵母胞内

GSH 含量、有机硒含量和有机硒转化率分别达到最大值 13.09 mg/g、1.88 mg/g 和 94.69%。通过对酵母胞内 GSH 合成关键酶活性、

氧化还原酶活性和能量代谢物质 ATP 水平进行测定，发现 pH 3.5→5.5 两阶段 pH 控制方式提高了富硒酵母胞内过氧化氢酶活性，降

低了丙二醛含量，为酵母进行有机硒富集与转化以及 GSH 合成与积累提供了合适的氧化还原环境，并最终提高了富硒酵母的性能。 
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Improved Performance of Selenium-Enriched Candida utilis Using a 

Two-stage pH Control Strategy 
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(School of Biology and Basic Medical Sciences, Soochow University, Suzhou 215123, China) 
Abstract: Effects of different pH control modes on yeast cell growth, glutathione biosynthesis and organic selenium (Se) transformation 

during fed-batch culture of Se-enriched Candida utilis were investigated. Based on the results derived from both flask culture and batch culture, 

the fed-batch culture was carried out to improve the performance of Se-enriched C. utilis. A two-stage pH control strategy of shifting pH from 

3.5 to 5.5 at 12 h (pH 3.5→5.5) was found to be the optimum condition for the increase in intracellular GSH and organic Se contents of 

Se-enriched C. utilis. The maximal intracellular glutathione, organic selenium content and organic selenium bioconversion rate of 13.09 mg/g, 

1.88 mg/g and 94.69% were achieved, respectively, under pH 3.5→5.5. According to the assay of key enzyme activity involved in glutathione 

biosynthesis, the measurement of intracellular oxidoreductases, and the determination of energy metabolism substance ATP, the two-stage pH 

control strategy of pH 3.5→5.5 was found to favor the increase in catalase activity and the decrease in malondialdehyde content of Se-enriched 

C. utilis. Results indicated that pH 3.5→5.5 provided appropriate intracellular redox environment for selenium assimilation and transformation, 

as well as glutathione biosynthesis and accumulation, all of which ultimately improved the performance of Se-enriched yeast. 
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硒是维持人体正常生理代谢必不可少的一种微量

元素，硒缺乏可引发多种疾病[1,2]，而富硒食品可有效

补充人体所缺乏的硒。富硒酵母因其富含B族维生素、

食用安全及生物利用率高等优点已成为最佳补硒载体
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[3,4]。富硒酵母是细胞通过自身代谢活动，将无机硒（如

亚硒酸钠等）与胞内蛋白质等大分子物质结合，从而

转化为有机硒[5]。一直以来，酿酒酵母作为富硒的主

要微生物，在富硒研究和富硒酵母生产中扮演着重要

角色[3,6]。近年来，利用产朊假丝酵母（Candida utilis）
进行富硒研究逐渐引起关注，该种酵母比酿酒酵母具

有更为宽广的营养谱以及更强的胞内谷胱甘肽

（glutathione，GSH）合成能力，因而在富硒酵母制备

中将更具开发潜力[7-9]。 
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酵母胞内有机硒和 GSH 含量是体现富硒酵母性

能高低的两个重要技术指标[4,10]。硒是细胞内谷胱甘

肽过氧化物酶的重要组成部分，酵母富硒提高了谷胱

甘肽过氧化物酶的活性，同时也更多地消耗了该酶的

直接底物 GSH[11]。此外，亚硒酸钠容易与 GSH 发生

氧化还原反应而形成红色单质硒[12]，且亚硒酸钠也会

影响细胞膜的结构和功能，导致 GSH 向胞外泄漏[13]。

因此，在富硒酵母的制备过程中，胞内有机硒含量和

GSH 含量很难同时维持在较高水平。为此，作者所在

研究团队已经在菌种选育、培养基优化、培养条件调

控及前体物质添加等方面开展研究[14-16]，较好地解决

了上述矛盾，制备得到的富硒产朊假丝酵母具有较高

性能。 
然而，已有富硒酵母制备的研究均是建立在分批

培养的基础上，酵母细胞的生物量还处于较低水平

（<15 g/L）。截止目前，对于产朊假丝酵母在较高细

胞密度下如何富硒、是否还能保持较高性能等问题仍

然缺乏深入理解和掌握。为此，本文在前期研究弱酸

胁迫（pH 3.5）提升富硒产朊假丝酵母性能的基础上
[16,17]，考察流加培养条件下，不同 pH 控制方式对富

硒酵母性能的影响，并对相关生理机制进行解析，为

进一步提高富硒产朊假丝酵母性能提供可行的技术参

考。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与培养基 

C. utilis CCTCC M 209298，由苏州大学微生物生

理与代谢调控研究室保藏。 
种子培养基：葡萄糖 20 g/L，蛋白胨 10 g/L，酵

母膏 10 g/L，pH 6.0。 
发酵培养基：葡萄糖 30 g/L，硫酸铵 8 g/L，磷酸

二氢钾 3 g/L，无水硫酸镁 0.25 g/L，pH 5.5。 
流加培养基：葡萄糖 600 g/L，硫酸铵 80 g/L，磷

酸二氢钾 30 g/L，无水硫酸镁 2.5 g/L。葡萄糖单独灭

菌，室温下与其他成分混合使用。 

1.2  材料与试剂 

γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶（γ-glutamylcysteine 
synthetase，γ-GCS）测定试剂盒、超氧化物歧化酶

（superoxide dismutase，SOD）测定试剂盒、过氧化

氢酶（ catalase ， CAT ）测定试剂盒、丙二醛

（malondialdehyde，MDA）测定试剂盒，南京建成生

物工程研究所有限公司；所有试剂均为国产分析纯，

购自生工生物工程（上海）股份有限公司。 

1.3  仪器与设备 

BIOTECH-5BGZ 全自动搅拌式发酵罐，上海保兴

生物设备工程有限公司；Waters1525 高效液相色谱仪，

美国 Waters 公司；LD5-2A 离心机，北京京立离心机

有限公司；T6 新世纪紫外可见分光光度计，北京普析

通用仪器有限责任公司；SW-CJ-2A 超净工作台，吴

江市龙宏净化设备有限公司；HZ-2010K 恒温摇瓶柜，

太仓市华利达实验仪器设备有限公司；LDZX-50KB
高压蒸汽灭菌锅，上海申安医疗器械厂；X0-150D 超

声波信号发生器，南京先欧仪器制造有限公司。 

1.4  方法 

1.4.1  种子培养 
斜面种子活化 4 h 后，接种至装有 50 mL 种子培

养基的 500 mL 三角瓶中，摇床中培养 20 h，温度

30 ℃，转速 200 r/min。 
1.4.2  摇瓶培养 

将种子按体积分数10%的接种量接入到装有50 
mL发酵培养基的500 mL三角瓶中，于30 ℃、200 r/min
条件下摇床培养30 h。接种前，向发酵培养基中加入

灭菌后的亚硒酸钠至15 mg/L，并将初始pH调节至2.5、
3.5、4.5、5.5和6.5。 
1.4.3  分批培养 

按体积分数10%的接种量将培养好的种子接种至

装有 3 L 发酵培养基的 5 L 发酵罐中，在温度 30 ℃，

转速 400 r/min 和通气量 3 L/min 的条件下培养 30 h。
pH 值采用梅特勒电极在位监测，并通过自动流加 3 
mol/L H2SO4或 3 mol/L NaOH 溶液将 pH 控制在 3.5
或5.5。发酵培养基中亚硒酸钠的初始浓度为15 mg/L。 
1.4.4  流加培养 

在总葡萄糖质量浓度为 100 g/L 的前提下，以多

项式流加的方式对富硒产朊假丝酵母进行培养，具体

操作方法见文献[18]。考虑到培养过程一直需要有葡萄

糖的供给，结合分批培养中葡萄糖的消耗情况，确定

流加发酵开始时间为 12 h[8]。流加培养基中亚硒酸钠

浓度为 60 mg/L。流加培养过程中，将溶氧控制在不

低于 10%的水平。根据实验需要，将 pH 恒定控制在

3.5 或 5.5，或采取两阶段 pH 控制方式（即在 12 h 切

换 pH 3.5→5.5 或 pH 5.5→3.5）。 
1.4.5  无细胞提取物的制备 

取 5 mL 发酵液，于 4 ℃、8000 r/min 下离心 10 
min，生理盐水洗涤两次后，将湿细胞重新悬浮在 5 mL
磷酸盐缓冲溶液（0.1 mol/L，pH 7.0）中，超声波破

碎 10 min，在 4 ℃、12000 r/min 下离心 20 min 后得到
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的上清液即为无细胞提取物，用于测定胞内物质含量

和关键酶活性。 
1.4.6  指标测定 

酵母细胞干质量测定、葡萄糖浓度测定、胞内

GSH 提取和测定方法、胞内 GSH 含量计算方法、细

胞和 GSH 得率与生产强度的计算方法见文献[18]。 
无机硒浓度、胞内总硒的测定、胞内有机硒含量

及有机硒转化率的计算方法见文献[8]。 
富硒产朊假丝酵母胞内 γ-GCS、SOD、CAT 活性

以及 MDA 含量均采用试剂盒进行测定，操作方法和

步骤按照试剂盒说明书进行。 
胞内 ATP 含量测定采用高效液相色谱法，具体方

法和操作步骤见文献[17]。 

1.5  数据统计分析 

所有摇瓶实验数据均为 3 组独立实验样品的平均

值，所有分批培养和流加培养实验数据均为 3 次检测

结果的平均值。数据应用 SPSS 17.0 软件进行统计分

析，结果以 X±SD 表示，组内、组间比较均采用 t 检
验进行分析，当 p<0.05 时认为有显著差异。 

2  结果与分析 

2.1  不同初始 pH 对富硒产朊假丝酵母摇瓶培

养的影响 

 

 
图1 不同初始pH对富硒产朊假丝酵母摇瓶培养的影响 

Fig.1 Effect of different initial pHs on Se-enriched C. utilis 

preparation in flasks 

注：不同小写字母表示显著性差异（p<0.05），图 4~7 同。 

在摇瓶中考察不同初始 pH 对富硒产朊假丝酵母

细胞生长和 GSH 合成的影响，结果如图 1 所示。可

以看出，除了 pH 2.5 以外，富硒酵母细胞在 pH 3.5~6.5
范围内均可以正常生长，不同 pH 条件下的细胞干质

量没有明显差异（均在 10 g/L 左右）；并且与不富硒

组（对照）相比，富硒环境下的酵母细胞干质量也没

有显著变化。然而，酵母在不同 pH 条件下的胞内 GSH
含量却有所不同。对照组中，胞内 GSH 含量在 pH 5.5
时达到最大值 18.85 mg/g，而富硒酵母的胞内 GSH 含

量在 pH 3.5 时达到最大值 14.99 mg/g。以上结果表明，

酵母细胞在富硒过程中影响了 GSH 的积累并降低了

胞内 GSH 含量。为此，后续研究将重点对产朊假丝

酵母在 pH 3.5 和 5.5 时的富硒过程进行考察和分析。 

2.2  富硒产朊假丝酵母分批培养过程分析 

 

 

 
图2 不同pH条件下的富硒产朊假丝酵母分批培养过程 

Fig.2 Time-course of batch culture of Se-enriched C. utilis 

under different pHs 

在 pH 3.5 和 5.5 条件下对富硒产朊假丝酵母进行

分批培养，结果如图 2 所示。为了便于比较，分别将
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pH 3.5 和 5.5 条件下不富硒的分批培养过程设为对照

组。可以看出，pH 5.5 时的富硒产朊假丝酵母生长速

率（12 h 前）高于 pH 3.5 时的结果，但是最终细胞干

质量没有明显差异。对于 GSH 合成，pH 3.5 条件下的

富硒酵母能将胞内 GSH 含量保持在与对照组相当的

水平（16.48 mg/g），而 pH 5.5 条件下的富硒酵母最大

胞内 GSH 含量（13.13 mg/g）比对照组低 30.65%。进

一步地，对产朊假丝酵母胞内 GSH 含量处于最大值

时（21 h）的有机硒进行检测，结果表明，pH 3.5 条

件下的胞内有机硒含量和有机硒转化率分别为 0.99 
mg/g 和 85.94%，而 pH 5.5 时两项指标的水平分别为

1.13 mg/g 和 91.81%。由此可见，pH 3.5 有利于富硒

产朊假丝酵母胞内 GSH 积累，而 pH 5.5 则有利于胞

内有机硒含量的提高。 

2.3  不同 pH 控制方式下富硒产朊假丝酵母流

加培养过程分析 

 

 

 
图3 不同pH控制方式下的富硒产朊假丝酵母流加培养过程 

Fig.3 Time-course of cell growth of Se-enriched C. utilis and 

GSH biosynthesis during fed-batch culture under different pH 

control modes 

为了提高细胞密度，采用流加发酵法对富硒酵母

进行培养。将 pH 分别控制在恒定水平（pH 3.5 和 5.5）
或两阶段方式（pH 3.5→5.5 和 pH 5.5→3.5），不同 pH
控制方式下的富硒产朊假丝酵母流加培养过程如图 3
所示，流加培养过程参数总结列于表 1。 

表1 不同pH控制方式下的富硒产朊假丝酵母流加培养过程参数 

Table 1 Kinetic parameters involved in fed-batch culture of Se-enriched C. utilis under different pH control modes 

过程参数* 
pH 控制方式 

pH 3.5 pH 5.5 pH 3.5→5.5** pH 5.5→3.5** 

总葡萄糖质量浓度/(g/L) 97.90±0.23a 98.70±0.17a 97.80±0.25a 99.60±0.31a 

最大细胞干质量/(g/L) 40.20±1.12a 40.66±0.97a 29.96±1.09b 12.42±0.67c 

最大 GSH 质量浓度/(mg/L) 337.01±6.33a 331.92±12.71a 355.37±15.44a 89.87±10.68b 

最大胞内 GSH 含量/(mg/g) 9.82±0.14b 10.06±0.22b 13.09±0.08a 8.63±0.28c 

细胞得率/(g/g) 0.41±0.01a 0.41±0.01a 0.31±0.01b 0.13±0.01c 

GSH 得率/(mg/g) 3.44±0.06a 3.36±0.13a 3.63±0.16a 0.90±0.11b 

细胞生产强度/[g/(L·h)] 1.68±0.05a 1.70±0.04a 1.25±0.05b 1.04±0.06c 

GSH 生产强度/[mg/(L·h)] 9.36±0.18a 10.06±0.38a 9.87±0.43a 7.49±0.89b 

有机硒含量/(mg/g) 1.50±0.06b 1.56±0.04b 1.88±0.04a 1.14±0.02c 

有机硒转化率/% 86.02±0.61b 85.69±0.54b 94.69±0.42a 21.67±0.24c 

注：*有机硒含量和有机硒转化率计算数据取自 36 h；**pH 切换时间为 12 h；同一行中不同小写字母表示显著性差异（p<0.05）。 

可以看出，富硒产朊假丝酵母在恒定pH 3.5和5.5
时的生长情况基本一致，细胞干质量均在 24 h 时达到

最大值（约 40 g/L）；同时，GSH 合成、胞内 GSH 含

量、有机硒含量以及有机硒转化率均没有显著差异（表

1）。然而，pH 切换后的细胞生长、GSH 合成以及有

机硒转化等过程均发生较大变化。在 pH 3.5→5.5 时，

富硒酵母细胞生长受到部分影响，最大细胞干质量只

有 29.96 g/L，比恒定 pH 条件下的结果低了约 25%。
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尽管如此，该 pH 控制方式并没有对 GSH 合成产生不

利影响，GSH 浓度和胞内 GSH 含量在 36 h 时分别达

到最大值 355.37 mg/L 和 13.09 mg/g。此外，pH 
3.5→5.5 两阶段 pH 控制方式也有利于酵母细胞对硒

的富集，36 h 时胞内有机硒含量和有机硒转化率分别

为 1.88 mg/g 和 94.69%。值得注意的是，在 pH 5.5→3.5
情况下，酵母细胞难以适应弱酸胁迫带来的冲击，12 h
后细胞干质量几乎不变，GSH 浓度和胞内 GSH 含量

均逐渐下降，细胞对硒的富集能力也显著下降。 
以上研究结果表明，将弱酸胁迫环境下（pH 3.5）

培养得到的富硒酵母切换至pH 5.5环境中继续进行流

加培养时，细胞体现出更高的有机硒转化能力以及将

胞内 GSH 含量维持在更高水平的能力。相反，若将

在 pH 5.5条件下培养得到的富硒酵母细胞置于pH 3.5
环境中进行流加培养，细胞对硒的吸收和转化以及

GSH 的积累均处于较低水平。为了揭示不同 pH 控制

方式影响富硒产朊假丝酵母性能的生理机制，后续研

究将分别从胞内酶活和能量物质水平入手进行分析。 

2.4  不同 pH 控制方式影响富硒产朊假丝酵母

性能的生理机制 

2.4.1  γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶活性 
γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶（γ-GCS）是 GSH 生物

合成途径中的关键限速酶，其活性高低与 GSH 合成

速率密切相关[19]。对不同培养时间（如 15、24 和 36 h）、
不同 pH 控制方式下富硒产朊假丝酵母胞内 γ-GCS 活

性进行测定，结果如图 4。 

 
图4 富硒产朊假丝酵母胞内γ-GCS活性 

Fig.4 Activities of γ-GCS in Se-enriched C. utilis 

可以看出，恒定 pH 3.5 和 5.5 以及 pH 3.5→5.5
条件下的 γ-GCS 均处于较高活性（平均值 0.29 U/mg 
prot），而在相同培养时间下，这三种 pH 控制方式下

的 γ-GCS 活性差异不明显。此外，γ-GCS 活性在流加

培养进程中呈现出逐渐增加的趋势，但增幅不大。值

得注意的是，在 pH 5.5→3.5 情况下，各个培养阶段的

γ-GCS 活性均处于较低水平（平均值 0.16 U/mg prot），

显示出 γ-GCS 的活性受到了部分抑制。事实上，弱酸

胁迫（pH 3.5）有利于分批培养富硒产朊假丝酵母胞

内 γ-GCS 活性的提高[17]，而 pH 5.5→3.5 显著降低了

γ-GCS 活性，则可能与 pH 切换的冲击极大地影响了

富硒酵母细胞生长有关。 
2.4.2  超氧化物歧化酶和过氧化氢酶活性 

 

 
图5 富硒产朊假丝酵母胞内SOD和 CAT活性 

Fig.5 Activities of SOD and CAT in Se-enriched C. utilis 

超氧化物歧化酶（SOD）和过氧化氢酶（CAT）
参与胞内自由基的消除，是维持胞内氧化还原环境的

两个重要酶[20]。不同培养时间、不同 pH 控制方式下

的 SOD 和 CAT 活性大小如图 5 所示。在恒定 pH 3.5
和 5.5 以及 pH 3.5→5.5 条件下，SOD 活性的平均值为

0.69 U/mg prot，而 pH 5.5→3.5 条件下的 SOD 活性则

显著提高 3.53~4.72 倍。与此相反，CAT 在恒定 pH 和

pH 3.5→5.5 时具有更高的活性，而在 pH 5.5→3.5 时

处于极低的水平（平均值 0.17 U/mg prot）。特别地，

与恒定 pH 相比，pH 3.5→5.5 下的 CAT 在 15~36 h 范

围内均保持更高的活性（1.64 U/mg prot）。由此可见，

SOD 和 CAT 在消除富硒产朊假丝酵母胞内自由基的

过程中起着互补的作用。 
酸胁迫处理和亚硒酸钠摄入均容易导致自由基的

形成[15,16]，而酵母胞内自由基的消除主要依赖于 GSH
等还原性物质以及 SOD 和 CAT 等氧化还原酶类的协

同作用[21]。如果参与自由基消除反应的酶具有较高活

性，则更加有利于提高酵母胞内 GSH 含量。综合图 3
和图 5 的结果可以得出，与 SOD 相比，CAT 在富硒

酵母提高胞内 GSH 含量方面起着更加重要的作用，

与 GSH 一起共同维持酵母胞内适宜的氧化还原环境。 
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2.4.3  丙二醛含量 

 
图6 富硒产朊假丝酵母胞内MDA含量 

Fig.6 Intracellular MDA contents of Se-enriched C. utilis 

丙二醛（MDA）是生物体内脂质与自由基发生过

氧化反应的终产物之一，通过测定 MDA 含量可以了

解胞内氧化性环境的强弱以及细胞膜的损伤程度[22]。

如图 6，恒定 pH 3.5 和 5.5 条件下的 MDA 含量均处

于较低水平（平均值 0.12 nmol/g），且相互之间没有

显著差异。pH 3.5→5.5 时的 MDA 含量比恒定 pH 时

的水平还要低（平均值 0.08 nmol/g），表明将 pH 从

3.5切换至5.5条件下的富硒酵母在培养过程中具有较

强的抗氧化能力，细胞膜没有发生明显的损伤，这可

能与该条件下具有更高的 CAT 活性和胞内 GSH 含量

有关。然而，pH 5.5→3.5 条件下的富硒酵母胞内 MDA
含量显著高于其他三种 pH 控制方式下的水平，表明

在将 pH从 5.5 切换至 3.5的过程中富硒酵母胞内产生

了大量的自由基。虽然此 pH 控制条件下的 SOD 活性

较高，但 CAT 活性较低，不能有效解除自由基的影响，

最终细胞膜的完整性受到破坏，影响了富硒酵母细胞

的正常生长和代谢。 
2.4.4  胞内 ATP 含量 

 
图7 富硒产朊假丝酵母胞内ATP水平 

Fig.7 Intracellular ATP levels of Se-enriched C. utilis 

ATP 是 GSH 合成和有机硒吸收和转化不可或缺

的能量物质，充足的 ATP 供给将有利于 GSH 在胞内

的合成和积累，也有助于实现富硒酵母性能的提高
[16]。对不同培养时间下的富硒酵母胞内 ATP 含量进行

测定，结果如图 7。可以看出，与恒定 pH 3.5 和 5.5
时的结果相比，pH 3.5→5.5 条件下的富硒酵母具有更

高的胞内 ATP 含量（平均值 1.84 mg/g）。特别地，在

细胞干质量达到最大值之后（如 24 和 36 h），GSH 生

物合成持续进行，而此时更高的胞内 ATP 含量将为胞

内 GSH 的进一步合成提供更加充足的能量保障[19]。 

3  结论 

本研究分别通过摇瓶培养、分批培养和流加培养

考察了不同 pH 控制方式对富硒产朊假丝酵母制备的

影响，结果发现，与恒定 pH 控制相比，在流加培养

过程中采用 pH 3.5→5.5两阶段 pH控制方式更有利于

GSH 合成和有机硒富集。制备得到的富硒产朊假丝酵

母具有更高的性能，胞内 GSH 含量达 13.09 mg/g，胞

内有机硒含量和有机硒转化率分别为 1.88 mg/g 和

94.69%。在此基础上，结合胞内酶活水平和能量物质

含量，部分解析了不同 pH 控制方式影响富硒酵母性

能的生理机制。研究结果不仅为高性能富硒酵母的制

备提供一种可行的方法，同时也为深入理解产朊假丝

酵母生理特性开拓新的思路。 
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