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富硒酵母选育及其硒转化机制的研究

摘要

硒在生物学中扮演着重要的角色，对人体健康有积极影响，因而被广泛认

为是维持人体健康所必需的微量元素之一。人体主要从膳食中获取硒，但通常

来说，膳食中的硒摄入量未能达到人体所需水平（55 μg/d）。研究指出，有机硒

相较于无机硒具有更低的毒性，并且具有更高的生物利用率。微生物如细菌、

酵母菌和霉菌等具有能力将无机硒转化为更易被人体吸收的有机硒和硒单质。

如今，研究的主要课题是寻找在有机硒富集中发挥经济效益的微生物。选取酿

酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）菌株为研究对象，通过高浓度亚硒酸钠胁迫，

经过 ARTP诱变和筛选获得了试验菌株WX-01。在优化培养条件的基础上，成

功选育了一株富硒酵母菌株，并运用转录组学方法深入探讨了该菌的富硒机理。

本文旨在提供经验数据，以支持有关富硒酵母的探索，进而推动富硒酵母及其

在食品发酵中的功效研究。本论文主要研究结果如下：

（1）通过利用实验室保存的亲本菌株WX-01，首先通过菌种鉴定，WX-1菌株

被鉴定为 Saccharomyces（酵母属），然后成功优化了其生长条件。经过高浓度

亚硒酸钠筛选、ARTP诱变处理和抗亚硒酸钠平板筛选等步骤，结合生物量和

硒含量的测定，最终成功筛选出了富硒优势酵母菌株。在培养条件为 35 mg/L、

加硒 8 h、培养 36 小时的情况下，酵母菌株 WX-1 的生物量达到 5192 ± 36

mg/L，比原菌株 WX-01 增加了 201%，硒含量达到 1475 ± 33 μg/g，增加了

330%，有机硒产量和转化率分别为 7658 μg/L和 97.1%。

（2）结合酵母菌的硒代谢特性，试验分析富硒突变菌株的生理特性。通过扫描

电镜结果显示，经酵母菌富集后，表面出现了少量单质硒析出。在特定区域出

现了不同强度的吸收峰，红外光谱结果表明酵母细胞参与了硒蛋白的合成过程。

研究指出，离子通道蛋白对酵母细胞的生理代谢和磷酸盐转运蛋白以及硒代谢

中的关键酶磷酸硒合成酶（SPS）活性具有影响，进而影响细胞对无机硒的吸

收和转化过程。这表明添加 K+有助于维持酵母细胞的胞外 pH稳定性和细胞内
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外离子平衡，提高 SPS的活性，从而促进酵母细胞的生长和硒代谢过程。研究

发现，离子通道蛋白会影响酵母细胞的生理代谢、磷酸盐转运蛋白的活性以及

硒代谢中的关键酶（磷酸硒合成酶，SPS）。这些因素最终会影响细胞对无机硒

的吸收和转化。这意味着，K+的添加可增强 SPS的活性，从而促进酵母细胞的

增殖和硒代谢过程，并有助于维持细胞外 pH值的稳定性以及酵母细胞内外的

离子平衡。

（3）对突变株和野生型菌株进行了转录组分析，以探索酿酒酵母富硒的机制。

结果显示有 2612个差异表达基因（DEGs）。GO分析显示，富硒突变菌株WX-

1，细胞内氧化还原反应、跨膜运输以及 ATP耦合质子转运相关基因的表达发

生显著上调。KEGG路径分析揭示了大量与跨膜转运、能量代谢和氨基酸代谢

相关的基因上调表达，同时与 NADPH合成和硒化合物代谢相关的基因则呈高

水平表达。相比未添加 Na2SeO3的组别，添加 Na2SeO3的组别显示出了与阳离

子平衡相关的基因。与未添加 Na2SeO3的原始酵母组相比，添加 Na2SeO3的诱

变酵母组中发现了磷酸盐转运蛋白（PHO3、PHO8、PHO12）、ATP 合成

（PYC1、CIT3、IDP2）、氨基酸代谢（LYS20、AGX1、CYS3）和 NADPH合

成（GND2、UTR1、MDH2）等相关基因表达存在显著差异。最后，通过硒代

谢途径发现关键差异基因 trr1，其差异表达量上调了 1244.5%。

关键词：酿酒酵母，常压室温等离子体诱变技术（ARTP），硒代谢机制，转录

组测序



安徽工程大学硕士学位论文

VI

BREEDING OF SELENIUM-RICH YEASTAND THE

MECHANISM OF SELENIUM TRANSFORMATION

ABSTRACT

Selenium is an essential trace element and has important biological functions to

promote human health. Although food is the body's primary source of selenium

absorption, most people consume less than the recommended daily amount of 55 mg.

Since the human body is unable to produce selenium on its own, choosing foods high

in selenium is still a crucial tactic for addressing low selenium levels. Studies have

shown that organic selenium has lower toxicity and higher bioavailability. Microbes

such as bacteria, yeast, mold, and fungi are able to convert inorganic selenium into

organic selenium and selenium particles that are more easily absorbed by the human

body. At present, how to select microorganisms that enrich organic selenium cheaply

and efficiently has become one of the focus of research. In this study, a strain of S.

cerevisiae (Saccharomyces cerevisiae) was selected by ARTP mutagenesis and high

concentration of sodium selenite stress. A selenium-rich yeast strain was successfully

bred by optimizing the cultivation conditions, and transcriptomics techniques were

used to study the mechanism of selenium accumulation in the bacterium in detail and

provide experimental data for future studies on optimizing the performance of

selenium-rich yeast and food fermentation. The main findings of this paper are as

follows:

(1) Using laboratory strain WX-01 as the starting bacterium, you perform an

initial screening with a high concentration of sodium selenite, ARTP mutagenesis and

plate screening for sodium selenite resistance, observe biomass growth and selenium



安徽工程大学硕士学位论文

VII

content, and select the dominant high-selenium yeast. Through culture conditions of

35 mg/L of addition, selenium addition time of 8 h and 36 h of 36 h, the biomass of

yeast WX-1 was increased to 5192 ± 36 mg/L, 201% higher than the original strain

WX-01, the selenium content reached 1475 ± 33 μg/g, 330% higher than the original

strain, and the organic selenium yield and conversion were 7658 μg/L and 97.1%,

respectively.

(2) Combined with the selenium metabolic characteristics of yeast, the

physiological characteristics of selenium-rich mutant strains were analyzed entally.

First, the yeast species Saccharomyces was identified as the source of the WX-1 strain,

indicating that following yeast enrichment, a trace amount of elemental selenium

precipitated on the surface. Additionally, the IR results showed the emergence of

absorption peaks in particular locations at varying intensities, suggesting that yeast

cells are engaged in the synthesis of selenoproteins. Studies have shown that ion

channel proteins have an impact on the physiological metabolism of yeast cells, but

also affect the activity of phosphate transporters and the activity of selenophosphate

synthase (SPS), a key rate-limiting enzyme of selenium metabolism, and then affect

the absorption and transformation of inorganic selenium by cells. This suggests that

the addition of K+ helps to maintain the extracellular pH stability and extracellular ion

balance in yeast cells and improve the SPS activity, thus promoting the growth and

selenium metabolism process in yeast cells.

(3) To deeply explore the selenium-enriched mechanism in yeast, we performed

a transcriptomic analysis of the mutant and starter strains, detecting a total of 2,612

differentially expressed genes (DEGs). GO analysis showed that the cellular redox-

reaction, transmembrane transport, and ATP-coupled proton transport occurred in

WX-1. KEGG pathway analysis showed that a large number of genes involved in

transmembrane transport, energy metabolism, and amino acid metabolism were

upregulated, along with high levels of genes related to NADPH synthesis and

selenium compound metabolism. For genes involved in cation homeostasis, in the

added Na2SeO3 and the Na2SeO3-supplemented groups, phosphate transporter (PHO3,

PHO8, PHO12), ATP synthesis (PYC1, CIT3, IDP2), amino acid metabolism (LYS20,
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AGX1, CYS3), and NADPH synthesis (GND2, UTR1, and MDH2) were identified.

Ultimately, the selenium metabolism pathway found the major differential gene trr1

whose differential expression was up-regulated by 1244.5%. These findings provide

crucial theoretical references for the breeding of yeast high in selenium and clarify the

important differential genes following mutagenesis.

KEY WORDS: Saccharomyces cerevisiae, atmospheric room temperature

plasma mutagenesis (ARTP), selenium metabolism mechanism, transcriptome

sequencing
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第一章绪论

1.1富硒微生物及其富硒产品研究进展

1.1.1硒的概述

硒（Se）是一种重要的微量元素，具有抗氧化、改善心血管和调节免疫系

统的作用[1]。通常，硒在自然界以有机硒和无机硒等两种形式存在[2]。无机硒通

常以硒酸盐（SeO43-）和亚硒酸盐（SeO32-）等形式存在，可以作为硒源类营养

强化剂，但吸收率较低，毒性较大；有机硒则包括硒代蛋氨酸、硒代半胱氨酸

等，经各种代谢产生，更易被生物体吸收利用[3, 4]。

尽管瑞典化学家 J.J.Berzelius早在 1817年分离出了纯硒[5]，但直至 1957年，

Schwar等科学家才通过成功运用硒治疗大鼠肝细胞坏死，硒的研究才迈向重大

突破[6]。1973年，Rotruck等研究人员发现了抗氧化活性物质谷胱甘肽过氧化物

酶（GSH-Px），可保护人体免受氧化损伤，Awasthi等也证实硒是构成人类红细

胞 GSH-Px的成分之一[7]。1975年，Schwarzk和 Folltsc发现硒是有机体正常运

作所必需的微量元素，从而引起全球广泛关注[8]。中国科学家在 1979年研究发

现，克山病症状与硒元素缺乏有关，引发我国对硒进行广泛且深入的研究[9]。

20世纪后半叶的人类营养专家委员会会议确认硒是生物体所必需的 14种微量

元素之一，长期缺乏硒可导致癌症等疾病[10, 11]。研究表明微生物转化法是一种

安全有效的补硒方式，可将硒元素转移到发酵食品中[12-14]。

1.1.2富硒产品的开发

近年来随着富硒产品的研究深入，富硒大米、富硒茶叶、富硒啤酒、富硒

面粉、富硒食用菌和富硒酵母等走进人们的视野[15-17]。目前，人体内的硒主要

来源于含硒丰富的植物、富含硒的畜禽产品以及人工生产的富硒产品。富硒植

物是指依托富硒土壤或者富硒资源的地区开发种植产品。例如安徽的富硒茶[18]
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与广西的富硒大米[19]，浙江龙游在富硒区种植的莲藕、番薯[20]等产品都已经具

有了比较成熟的生产种植经验。何炎炘等通过对金针菇富硒培养使硒的有机化

程度达 75%以上，富硒使菌丝体内蛋白、多糖等多种营养成分的含量呈上升趋

势[21]。魏云辉等通过对猴头菌进行富硒栽培，改进生产工艺，发现其对硒的富

集能力和转化率都大大提高[22]。此外，人工加工的硒丰富食品主要通过植物、

动物和微生物将外源无机硒转化为有机硒。我国许多地区地壳中硒含量较低，

富含硒的土壤相对稀缺，因此必须培育富含硒元素的植物，以满足人们日常对

硒的需求。比如新疆大学以新疆本地蛹虫草和普通奶粉为原料，建立新疆地区

富硒蛹虫草菌种人工栽培技术[23]。富硒畜禽产品是通过将含有丰富硒元素的植

物或微生物制成饲料，喂养动物，从而有助于改善猪、牛等动物的健康和生产

性能，提高其免疫力并抑制炎症的发生[24]。目前市面上富硒鸡蛋已经普及，

ourre等人生产的天然鸡蛋含有 45%的有机硒，利用硒来改善鸡蛋蛋黄的色泽，

并增强其抗氧化能力[25]。微生物转化法主要是利用天然或改造的食用菌对硒离

子的耐受性及生长转化特性，将无机硒转化成有机态的硒，是当下研究的热点

[26, 27]。在适宜的生长环境下，微生物可以吸收微量元素，并将其结合到有机物

中。

1.1.3富硒微生物

目前，有机硒的微生物转化主要专注于富硒酵母和富硒乳酸菌。2017年

SAINI等发现发酵乳杆菌 (Lactobacillus fermentum) NCDC 77具有高硒富集能力

[28]。对于富硒乳酸菌的研究，PESCUMA 等人将无机硒添加到嗜酸乳杆菌

(Lactobacillus acidophilus) CRL 636和路氏乳杆菌(Lactobacillus reuteri) CRL 1101

的培养基中，发现两种菌株均合成了 SeCys和 SeMet[29]。为了得到富硒能力较

强的乳酸菌，易鑫利用不同浓度亚硒酸钠筛选出一株植物乳杆菌(Lactobacillus

plantarum)，优化后最佳富硒率为 84.26%[30]。然而，乳酸杆菌并非传统的模式

生物，其硒积累机制仍不为人所了解。此外，其对亚硒酸钠的耐受性远低于富

硒酵母，这直接影响了该菌株对有机硒的积累。研究表明，酵母是良好的富硒

载体，通过酵母的硒磷酸合酶（SPS）催化，将无机硒转化为硒磷酸（SeP），

进而合成硒蛋白[31-33]。富硒酵母与其他富硒微生物相比具有更高的硒转化效率，
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RAJASHREE利用富硒酵母分批补料发酵，得到硒含量为 3758±6.5 mg/L，干

酵母生物量为 32.09 g/L。涂青以富硒酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae) SY2为

发酵菌种，利用 5 L发酵罐培养富硒酵母，其硒含量为 1759.5 g/L，硒转化率

为 90.1%[34]。酵母菌主要将无机硒转化为 SeMet，并将其插入合成硒蛋白，其

硒蛋白含量可以达到总硒量的 90%以上，且 SeMet占比为 70%左右，因此工业

生产中常以 SeMet作为酵母硒产品的质控标准[35, 36]。另外，富硒酵母还用于家

畜的饲养，以便提高肉的品质与有机硒的积累[24]。近年来，越来越多的研究将

富硒酵母应用于食品发酵来满足人们日常的硒摄入量[37]。

1.2富硒酵母及其研究现状

1.2.1富硒酵母的简介

酵母属于酵母菌门中的一类单细胞生物，因具有发酵条件简单，安全无毒，

转化快等优点，在食品和工业生产中发挥着重要的作用，因此可以作为一种优

良的富硒载体[38]。国外研究机构自从 1970年就开始对富硒酵母进行研究，直到

1980年我国也成功培育出富硒酵母菌株[39, 40]。目前越来越多的科学家投入到酿

酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）[40]、产朊假丝酵母（Candida utilis）[41]、鲁

氏酵母（Saccharomyces rouxii）[42]、葡萄汁酵母（Saccharomyces uvarum）[43]等

富硒酵母的研究中。吴竞等人比较了不同酵母之间的硒耐受能力和富硒水平，

发现酿酒酵母具有更加优良的富硒性能[44]。酿酒酵母作为食品级的微生物，是

世界上最早实现全基因组 DNA测序的真核微生物，其硒代谢途径非常清晰，

因此具有更高的生物安全性[45, 46]。

1.2.2硒在酵母中的富集途径

在酵母细胞内，硒的积累包括两个关键过程：摄取和转化。为了克服细胞

膜对硒离子的不透性，富硒酵母需要主动吸收胞外的无机硒，这一过程主要依

赖于硫酸盐转运蛋白和具有更高亲和性的磷酸盐转运蛋白转运系统[47]。据报道，

酵母细胞中存在 2个磷酸盐转运蛋白，分别是 PHO84和 PHO89[48]。PHO84转

运体在中性和酸性条件下具有活性，而在碱性条件下，PHO89发挥作用且具有
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Na+电化学梯度依赖的磷酸（Pi）转运活性[47, 49]。这种作用可能受离子通道蛋白

的影响，当环境中的 Na+浓度过高时，酵母会主动消耗大量能量调节阳离子平

衡，导致产生过多自由的 Pi，而 Pi与磷酸盐转运蛋白的亲合度高于硒磷酸盐，

从而降低了运转效率[50, 51]。

在酵母细胞中，硒代谢是一个复杂的过程，涉及到多个关键调控基因[27, 52,

53]。在酵母的硒积累过程中会形成五种硒的代谢前体。其中，硒半胱氨酸

（SeCys）是构成硒蛋白的核心物质，类似于半胱氨酸(Cys)[27, 54]。在乳酸菌和

双歧杆菌等细菌中，硒半胱氨酸合成酶（SelA）可以通过一步反应将半胱氨酸

合成硒半胱氨酸 [55, 56]。另一方面，在真核生物（如酵母）中，硒磷酸合酶

（SerRS）产生 Ser-tRNASec 以形成硒半胱氨酸。酵母细胞主动摄取亚硒离子

（Se032-），并通过还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）或者通过谷胱

甘肽还原酶（GRX）还原为 H2Se[57]。在 ATP的作用下，硒磷酸合酶（SPS2）

催化 H2Se生成硒磷酸（SeP）[58]。最终，通过一系列酶反应过程，SeP被转化

为 SeCys（见图 1-1）。SeCys能够识别 UGA密码子的翻译复合物，从而读取核

苷酸序列，用于合成多肽链中的氨基酸。在读取 UGA密码子后，Sec-tRNAsec

会被核糖体上的受位点识别，并合成硒蛋白[59]。因此，在酵母细胞中，硒代蛋

氨酸（SeMet）是硒的基本形式，存在于组织中[60]。

图 1-1富硒酵母中硒半胱氨酸合成示意图

Fig.1-1 Schematic representation of selenocysteine synthesis in selenium-enriched yeast
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1.2.2酵母硒耐受机制

高硒耐受性对于微生物硒富集至关重要，因为硒在细胞内的过量积累对大

多数微生物都具有毒性[61, 62]。当浓度较高时，硒会转化为促氧化剂，表现出高

细胞毒性，即氧化应激反应，对细胞结构的稳定性构成威胁[63, 64]。这种现象会

导致新陈代谢失衡，影响细胞膜组织的排列，并加剧细胞器的降解过程，导致

细胞膜氧化，改变蛋白质的结构和功能，同时也会造成 DNA的损伤[65]。细胞

内过度产生的氧自由基也可能导致形态紊乱。然而，酵母具备一套酶和非酶的

防御系统，能够保护细胞内成分免受氧化应激的影响，同时还具备较强的硒转

化能力和硒耐受能力，因此作为富硒微生物之一被广泛研究[66, 67]。

研究表明，与乳酸杆菌（Lactobacillus）与双歧杆菌（Bifidobacterium）等

相比，富硒酵母对亚硒酸盐的耐受性更高[68]。在富硒环境中，酵母细胞通过磷

酸盐转运蛋白吸收硒。接着，亚硒酸盐与谷胱甘肽（GSH）反应生成硒酸谷胱

甘肽（GS-Se-SG）和氧化谷胱甘肽（GSSG）[69]。然后，通过谷胱甘肽还原酶

的作用，GSSG被转化为还原谷胱甘肽（GSH）[70]。在富硒酵母细胞中，GS-

Se-SG进一步转化为谷胱甘肽硒醇（GS-Se-H），其中一部分转化为硒化氢

（H2Se）和 GSSG，另一部分在超氧化物歧化酶的催化下转化为硒单质（Se0）

和 GSH（图 1-2）[71, 72]。在富硒酵母中，谷胱甘肽过氧化物酶与过氧化氢酶和

超氧化物歧化酶一起保护细胞免受氧化损伤[73, 74]。
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图 1-2富硒酵母谷胱甘肽代谢示意图

Fig.1-2 Schematic diagram of glutathione metabolism in selenium-rich yeast

1.3富硒酵母的制备

国内外对富硒酵母进行了大量研究，并将不同的富硒酵母生产方法进行了

组合，如表 1-1所示。常见的育种方式有自然育种、杂交育种、基因工程育种

和诱变育种[75, 76]。自然育种方法简便，但其缺点在于效率较低且进展缓慢。相

对而言，杂交育种能够使得后代具有更强的适应性和抗逆性[77]。然而，杂交育

种具有操作复杂且需要高新技术和设备，同时育种周期长且遗传性能不稳定等

缺点。而基因工程育种的主要优点是它可以根据人们的意愿对菌种进行定向修

饰，并且不受物种限制[78]。然而，通过基因工程进行选择在技术上十分复杂，

难以实施。插入外源基因的表达有可能会影响酿酒酵母的特性，从而可能引发

严重的生态危机。诱变育种是一种简单可行的方法，通过获得突变菌种和优良

菌株来提高菌种的性能，并确保菌株的稳定性。在行业增产扩能中，优良品种

的选育是至关重要的因素。诱变育种通过获取突变和优良菌株来增强菌株的性

能，是一种简单而有效的方法。同时确保其遗传稳定性。在工业增产扩能的进
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程中，培育优良品种至关重要，因此诱变技术得到了广泛的应用。与其他方法

相比，人工诱变育种可以增加突变频率，创造原本不存在的性状，不仅操作简

便而且周期短[79-81]。

富硒酵母具有将无机硒转化为易被人体吸收的硒蛋白的能力。在未经处理

的条件下，富硒酵母的总硒含量约为 300 g/g。李媛媛等人通过结合紫外辐射

和亚硝酸盐诱变的方法，成功提升了起始菌株的生物量和硒含量水平，取得了

显著的效果[82]。朱昌雄等人则通过耐硒驯化、DES多次诱变及筛选等方法，使

得酵母细胞的生物量提高了 149%，硒代蛋氨酸含量达到了 1650 g/g[83]。随着

科学技术的进步，总硒的含量已经达到了 1200 µg/g[84]。从富硒酵母到现在的高

硒酵母，通过选择其他食用微生物，或改变培养工艺流程，都可以使硒的富集

量增加，甚至可以达到 5000 µg/g。酿酒酵母作为载体酵母，是酵母产业的一个

新品种，还有很大的提升空间。富硒酵母是一种营养全面的产品，其主要目的

是降低动物饲料补硒和添加剂的成本，从而促进整个酵母产业链的发展。

天然酵母的本身的富硒能力并不显著。其培养主要影响因素有三点，分别

是亚硒酸钠添加量、添加时间以及培养时间。

（1）不同酵母对硒积累的影响：设置不同浓度的亚硒酸钠 YPD液体培养

基，在 YPD液体培养基中，通过测定不同浓度的亚硒酸钠，在相同的硒浓度下

分别接种了酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae），产朊假丝酵母（Candida

prion），葡萄汁酵母（Saccharomyces uvarum）和鲁氏酵母（Saccharomyces

rouxii），比较了几种酵母菌株在相同硒浓度下的生长情况，从中筛选出了硒富

集量高的菌株。研究结果显示，酿酒酵母表现出最强的耐硒和硒富集能力[85]。

酵母菌被视为最佳的富集硒载体，由于其具有快速生长和增殖速度、优越的微

量营养素吸收能力以及短暂的发酵时间。

（2）硒添加浓度和时间对于富硒的影响：适宜浓度硒促进酵母菌的生长代

谢，当超过一定浓度时，便会抑制代谢和酶的活性。表明参与酵母物质合成的

硒可能是组成物质的蛋白或者多糖，或者是参与物质合成的酶。在高浓度下的

硒具有一定毒性，抑制菌种的生长和代谢[86, 87]。

（3）培养条件对酵母富硒的影响：pH值和温度主要影响酶的活性，适宜

的温度有利于富硒酵母酶的代谢活性。此外，发酵时间也是一个重要因素。培
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养时间不仅会影响酵母的生物量，还会影响酵母的硒代谢。当发酵时间过短时，

菌株尚未完全生长，导致硒的积累不足。而当发酵时间过长时，酵母次级代谢

产物中的有害物质会引起酵母自噬，导致胞内的有机硒外泄，从而降低经济效

益[88]。

表 1-1富硒酵母的国内外研究进展

Table 1-1 Research of selenium enriched yeast
菌种 处理 生物量（g/L） 硒含量（g/g）

酿酒酵母 紫外诱变 10.62 1003.3
产朊假丝酵母 生长条件优化 6.87 1839.8
酿酒酵母 紫外诱变 12.10 1650.0
酵母菌 60Coγ射线 14.90 2531.4

产朊假丝酵母 酸胁迫 12.32 1080.0
酿酒酵母 NaN3诱变 3.45 2303.8
拉茜斯酵母 生长条件优化 4.52 1570.0

1.4富硒酵母的应用价值

富硒酵母被广泛用于生产各种富硒食品，包括用于生产营养丰富、风味独

特的面包。采用富硒酵母作为发酵剂制作的富硒面包，其硒含量约为 11.29

g/g[89]。此外，富硒面包在感官和气孔结构等方面表现出比普通面包更高的整

体接受性，在质地特性方面则呈现出更好的弹性和内聚性，这可能是由于较高

的 CO2产量对面团质量的影响所致[90]。结果表明，硒强化酵母不仅可用作硒补

充剂，还可用作烘焙产品的膨松剂。

富硒酵母作为动物饲料的添加成分，有助于提高肉制品质量，并提供有助

于人体吸收的有机硒[91, 92]。研究表明，富硒酵母饲料混合喂养鸡能增强细胞的

抗氧化能力和免疫力，提高鸡肉品质，促进生长[93, 94]。另一项研究显示，富硒

酵母有助于提高疫苗活性，从而保护鸡免受禽流感等病毒侵害[95, 96]。添加硒酵

母到奶牛饲料中，硒代蛋氨酸在奶牛乳腺部位循环代谢，可获得高品质富硒牛

奶，后代健康状态更佳[97, 98]。作为益生菌的富硒酵母不仅是一种硒补充剂，在

保健品和药品领域也具有很高的研究价值。

1.5硒的检测及表征方法
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硒是一种非金属元素，主要可分为无机硒（如 SeO32-、SeO42-等）和有机硒

（如硒蛋白、硒肽、硒氨基酸、硒多糖等）两类。据了解，硒的形态直接影响

其在生物体内的利用和活性，因此，研究硒的形态和含量对功能性研究和产品

开发至关重要。目前已有多种硒的分析和检测方法，这些方法在灵敏度和适用

性上有所不同，因此需要根据具体情况选择合适的检测手段。硒的定量分析方

法包括紫外/可见光谱法、原子荧光光谱法、荧光光谱法、色谱法、无火焰原子

吸收光谱法、电化学法、电感耦合等离子体质谱法以及质谱法[11, 99, 100]。

硒在生物组织中的浓度很低，其作用机制也很复杂。因此，必须使用选择

性和灵敏的分析方法来测量硒。目前，最有效的元素特异性分析方法包括电感

耦合等离子体质谱（ICP-MS）和高效液相色谱联合 ICP-MS，用于生物硒蛋白

和有机组分（如蛋白质、多糖和脂质）的硒形态分析[101-103]。此外，还可以利用

紫外可见光度计、傅里叶红外光谱、扫描电镜、透射电镜、高分辨率透射电子

显微镜和 X射线能谱等方法进行研究。

1.6本课题研究的意义与研究内容

1.6.1研究意义

研究指出，硒元素具备抗氧化性质，可抑制病毒复制，预防细胞癌变，调

节生理机能，防治克山病和骨病，保护心肝功能，同时对氧化应激具有调节作

用，增强免疫力，延缓衰老进程[38, 104]。然而，中国土壤中硒分布不均，缺乏硒

元素，导致天然食品中硒含量有限，因此在膳食中强化硒的补充至关重要。在

营养保健品领域，富硒酵母被认为是一种硒补充剂和食品添加剂，通过酵母中

的硒代谢生产富硒食品为功能食品的开发提供了机遇和挑战。富硒酵母由于其

抗氧化和抑菌效果，也逐渐应用于食品包装领域[105, 106]。

无机硒的利用率较低，毒性较大。有机硒获取效率高的富硒酵母被视为硒

食品营养的理想选择，因其安全无毒、吸收快、利用率高而备受推崇。开发生

物转化率高的富硒酵母对于改善食品营养和促进公众健康具有重要意义。鉴于

传统单一无机硒盐应用引发的酵母生长受限问题，提出了基于钠钾离子应激的

酵母富硒调控方案，并深入探讨了调控过程和机制，为未来优化富硒酵母性能
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及拓展应用领域奠定了基础。

1.6.2研究内容

目前，国内外普遍采取使用高浓度无机硒的培养基来筛选具有富硒特性的

酵母菌株。这一方法可用来直接驯化天然来源的酵母菌株，或者是经过物理化

学诱变后的酵母菌株。并且在高浓度亚硒酸钠筛选的基础上，应用了常压等离

子诱变技术（ARTP）进行育种[107]。常压等离子体是微生物诱变工具，基于大

气压射频辉光放电。相较于化学或紫外线诱变，ARTP 在常压和室温（25 -

40 °C）下能高效诱导 DNA链的显著断裂。因此，采用酿酒酵母作为试验菌，

在含有高浓度亚硒酸钠（120 mg/L）的 YPD液体培养基中进行初步筛选，实验

方案如图 1-3所示。随后，通过 ARTP诱变评估酵母在不同浓度亚硒酸钠培养

基中的耐受性，并筛选出富硒酵母的优势菌株。通过氢化物原子荧光光谱法研

究富硒酵母的有机硒含量，并结合扫描电子显微镜和傅立叶变换红外分析仪等

工具进行详细分析，以获取富硒酵母的相关数据。此外，通过优化硒富集过程，

研究了酵母硒富集性在转录组水平上的作用机制，为富硒酵母性能优化及食品

发酵提供了实验数据支持。主要内容包括以下几个方面：

（1）以实验室保存的酿酒酵母为出发菌株，通过高浓度亚硒酸钠（120

mg/L）初筛和 ARTP诱变处理改造基因和性状。然后测定了不同培养条件下的

生物量和硒含量，并筛选和培育出了一株富硒优势酵母。

（2）阐明富硒酵母诱变后生理水平富硒能力显著提高的原因。通过扫描电

镜、扫描能谱和红外光谱分析酵母在不同发酵时间下形态学的变化以及细胞中

硒元素的分布规律。同时从细胞阳离子稳态的角度出发，对离子通道蛋白与磷

酸盐转运蛋白和硒磷酸合酶活性的相关性进行了分析。

（3）为了深入探讨富硒酵母的作用机制（诱变后其硒转运能力显著增强），

使用转录组测序技术从基因水平研究了富硒酵母在诱变前后的作用机制。通过

对显著差异表达基因进行功能注释和 KEGG通路分析，确定其硒转运和转化的

关键通路以及关键差异基因。
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图 1-3研究内容及技术路线

Fig.1-3 Research content and technical route
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第二章 菌种筛选以及培养条件优化

2.1 前言

随着社会经济水平和生活水平的提高，越来越多的人开始考虑从食物中摄

取硒。富硒酵母具有低毒、高效等优点，已成为市场上流行的硒补充剂。选择

富硒食品来改善人类的低硒状态正逐渐成为一个研究课题，而目标菌株的选择

至关重要。研究表明，双歧杆菌、酵母、乳酸杆菌等微生物能够将无机硒转化

为有益于人体吸收的有机硒，其中酿酒酵母是理想的微生物硒转化菌株之一，

因其发酵优势而被广泛应用于富硒产品中[27]。在发酵工业中，菌种选择和发酵

优化是获得高性能富硒菌种的重要步骤。通过对菌株进行压力胁迫、优化培养

条件等手段，提高菌株的硒富集能力。Zhang等人利用酸胁迫产朊假丝酵母，

通过间歇培养可显著提高产朊假丝酵母的硒富集能力[108]。考虑到菌株在传代过

程中可能会发生退化，因此纯化菌株的选育是非常必要的。通过 ARTP和硒盐

胁迫的多重诱变，在本章中成功获得了高效富硒的酿酒酵母菌株作为试验菌株。

同时，以筛选得到的菌株为试验对象，对发酵生产工艺进行了优化，确定了最

佳亚硒酸盐浓度、加硒时间和发酵时间。这些结果为后续生产高生物量富硒酵

母提供了潜在的应用前景。

2.2 材料与仪器

2.2.1 实验材料

酿酒酵母，编号WX-01，为实验室筛选保藏菌株。

2.2.2 实验材料与仪器

主要实验药品见表 2-1。主要实验仪器见表 2-2。
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表 2-1主要实验材料

Table 2-1 Main Experimental Materials
药品名称 级别 生产厂家

氯化钾 分析纯 国药集团

葡萄糖 分析纯 国药集团

胰蛋白胨 分析纯 国药集团

氯化钠 分析纯 上海生工

琼脂粉 分析纯 国药集团

结晶紫 指示剂 国药集团

大豆蛋白胨 分析纯 上海生工

磷酸氢二钾 分析纯 国药集团

磷酸二氢钾 分析纯 国药集团

乙醇 分析纯 国药集团

酵母提取物 分析纯 美国 BD公司

十二烷基硫酸钠 分析纯 Biotoppted
Tris 分析纯 北京索莱宝科技有限公

司

表 2-2主要实验仪器

Table 2-2 Main Experimental Instruments
仪器名称 生产厂家

高温高压灭菌锅 日本 sanyo
超纯水机 和泰

烘干机 上海精宏

Multiskan FC型酶标仪 赛默飞世尔

pH计 上海生工

高速离心机 赛默飞世尔

超净台 苏州净化

恒温培养箱 天津津腾实验设备有限公司

紫外分光光度计 上海一恒科学仪器有限公司

磁力搅拌器 上海梅颖浦仪器仪表制造有限公司

ARTP诱变仪 无锡源清天木生物科技公司

2.2.3实验主要试剂配置

YPD液体培养基、YPD固体培养基。

YPD液体选择培养基（g/L）：酵母膏（1%），蛋白胨（2%），葡萄糖（2%），

亚硒酸钠（120 mg/L）。添加 2%琼脂，即配制成固体培养基。

2.3实验方法

2.3.1菌种鉴定

通过菌种鉴定准确了解WX-01菌株的种属特性，为后续试验分析铺垫。使
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用 Ezup柱酵母基因组 DNA提取试剂盒分离WX-1基因组，使用引物 NL1（GT

AGTCATATGCTTGTCTCTCTC）和 NL4（GCATCACAGACCTGTTATTGCCT

C）将目标基因扩增，扩增产物经电泳分离。随后切取目标基因 DNA条带，以

便直接进行测序。

2.3.2菌种活化初筛与生长曲线的测定

将WX-01菌种从保存管接种到配制好的 YPD液体选择培养基（含 120

mg/L亚硒酸钠）中进行活化初筛。随后，将活化的酵母菌悬浮液转移至 50 mL

液体 YPD培养基中，在搅拌条件下进行培养。每隔 4小时取 200 μL实验溶液，

稀释后测量 OD600值，并以空白培养基为对照，绘制酵母菌生长曲线。

2.3.3 ARTP 诱变条件确定以及操作

将选育的最佳耐硒菌株生长至对数生长期，然后将菌液稀释至 OD600 值为

0.8-1.2。

将消毒过的小铁片放在超净台上，用酒精灯灼烧后使其冷却。打开 ARTP

紫外灭菌灯进行 20分钟的灭菌。使用移液枪准确吸取 10 μL菌悬液涂抹均匀在

小铁片上，将盛有 990 μL生理盐水的 2 mL EP管固定在相应位置。将装有小铁

片的灭菌培养皿转移至 ARTP 操作室内，用无菌镊子依次将小铁片放置于

ARTP系统操作室旋转台上的对应凹槽。调整照射距离为 2 mm，气流量为 10

L/min，功率为 100 W，然后进行诱变处理[109]。在本试验中，诱变时间分别定

为 30 s，45 s，60 s，75 s，90 s，105 s和 120 s。

2.3.4 ARTP 致死率

处理后的菌悬液经过 30分钟培养后，在摇床培养箱中恢复培养，然后将其

稀释至 10-6后滴在含有亚硒酸钠（30 mg/L）的抗性平板上，在 28 ℃下培养 36

小时。为了计算菌株的致死率，需要对每个平板上的菌落数进行计数，并绘制

致死率曲线。
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致死率计算公式如下：

致死率（%）=
B
B-A
×100 % （2-1）

式中：

A-未经诱变处理的平板上生长的菌落数；

B-经过诱变处理的平板上生长的菌落数。

2.3.5 耐硒菌株的筛选

实验结果表明，最佳诱变时间为 90秒。从具备理想生长条件的单个诱变菌

落中进行选择，对其进行编号并移至斜面上。为了研究菌株对硒的耐受性，将

细菌悬液稀释至 10-5的比例，然后取 100 µL的细菌悬液接种到含有不同浓度亚

硒酸钠（0、30、60、90和 120 mg/L）的平板上。随后将这些平板在 28 ℃下培

养 24小时。通过筛选，保藏菌落较大且呈红色的菌株以待后期试验。

接着，将诱变后的菌落加入含有 30 mg/L亚硒酸钠的 YPD液体培养基中进

行发酵，并在 28 ℃下培养 36小时。在测量生物量、进行全面分析和梯度平板

筛选后，确定了最佳的诱变菌株。

2.3.6 硒含量的测定方法

原理：邻苯二胺在酸性条件下与硒（Ⅳ）形成具有配位饱和结构的络合物，

在 334 nm波长处有最大吸收峰，因此选择 334 nm为测定波长[110]。

标准曲线：在烧杯中加入 1 mL标准硒溶液（1000 μg/L），再加入 5 mL浓

硝酸，培养过夜。加入 2 mL 30% H2O2，稍许加热，冷却后定容至 100 mL，得

到硒标准溶液（10 μg/L）[111]。使用移液管分取硒标准溶液，在黑暗条件下反应

两小时，测量体积如下：在小烧杯中逐次加入 0、0.5 mL、1 mL、2 mL、3 mL、

4 mL和 5 mL；随后添加 4 mL的 10 g/L邻苯二胺、1.0 mL的 5% EDTA-2Na，

并加入超纯水至总体积达到 15 mL；最后将 pH值调节至 2.0取 3 mL待测液加

入 2 mL甲苯，振荡 5 min后静置，调节紫外分光光度计波长为 334 nm，以甲

苯为参比溶液，取上层有机相测定吸光度值[112]。以硒质量浓度为横坐标，吸光

度值为纵坐标绘制硒标准曲线。
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酵母硒含量的测定：取 0.1000 g富硒酵母粉，加入 5 mL浓硝酸，按照先前

的方法消化混合物，以测定酵母中的硒含量。在 50 mL容量瓶中装入固定的消

化溶液。使用移液管将 5.0 mL移入烧杯后，按照之前的步骤进行处理。为了确

定硒的含量，将所得的吸光度值代入标准曲线回归方程。

2.3.7 酵母生物量与硒含量测定

将原始菌株、活化菌株和选定的诱变菌株进行摇瓶发酵培养 36小时。向培

养基中加入浓度为 35 mg/L的硒，将混合物在 8000 r/min的转速下离心 10分钟。

去除上清液后，用去离子水进行三次离心，清洗沉淀物。将细菌在 60 ℃下干燥

至重量稳定后，测量其生物量。保存干燥的酵母菌体以便后续测量硒含量。

2.4氢化物发生原子荧光光谱分析

2.4.1原理

酵母中的硒以有机和无机形式存在。利用 6 mol/L盐酸提取无样品后，在

水浴中提取，然后用环己烷进行提取，提取出的液体中的无机硒含量通过氢化

物原子荧光光谱法进行测定[113]。总硒含量按照 GB 5009.93标准确定（氢化物

原子荧光光谱法）。有机硒含量等于总硒含量与无机硒含量之差。

2.4.2样品预处理

称取 2.5克样品放入 50 mL试管中，加入 20 mL 6 mol/L盐酸。充分混合，

置于恒温水浴中加热至 70 ℃，搅拌提取 2小时。冷却至室温，用 6 mol/L盐酸

稀释至 25 mL，过滤。取 12.5 mL过滤液放入 25 mL试管中，置于沸水浴中加

热 20分钟，冷却至室温。加入 2.5 mL铁氰化钾溶液和 3滴正辛醇，用水调节

至恒定体积，充分混合，等待检测。同时进行空白实验使用试剂。

2.5酵母菌富硒条件优化

2.5.1硒添加浓度对酵母硒富集的影响
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在培养基条件下，酵母在摇瓶中孵育 36小时，温度为 28 ℃，转速为 180

r/min。接着，分别加入最终浓度为 0、25、30、35和 40 mg/L的亚硒酸钠溶液

（0.22 μm水膜进行过滤灭菌）。酵母经过 10 min、8000 r/min的离心以收集，

随后测定生物量和硒含量。

2.5.2硒添加时间对酵母硒富集的影响

发酵培养物置于摇瓶中（36 h，28 ℃，180 r/min）。在 0、4和 8小时后加

入亚硒酸钠（0.22 μm水膜进行过滤和灭菌）。经过 10 min、8000 r/min的离心

得到酵母菌体，测定生物量和硒含量。

2.5.3发酵时间对酵母硒富集的影响

在振荡培养瓶（28 ℃，180 rpm）中进行发酵。8小时后加入最终浓度为 35

mg/L的亚硒酸钠溶液（0.22 μm水膜进行过滤灭菌）。随后在 24、36和 48小时

分别对发酵液进行离心（8000 r/min，10 min），并进行生物量和硒含量的分析。

2.6结果与分析

2.6.1菌种鉴定结果

通过酵母基因组 DNA抽提试剂盒提取目的基因，利用 NL1和 NL4为引物

进行 PCR扩增，并对其产物进行电泳，电泳图如图 2-1所示。经过测序获得其

扩增序列为：

CCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAATCTGGTAC

CTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGGAGAGGGCAACTTTGGGGCCGTTCCTT

GTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTGTGGC

GAGGAGTGCGGTTCTTTGTAAAGTGCCTTCGAAGAGTCGAGTTGTTTGGG

AATGCAGCTCTAAGTGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGGCGAG

AGACCGATAGCGAACAAGTACAGTGATGGAAAGATGAAAAGAACTTTGAA

AAGAGAGTGAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGGGCATTTGATC

AGACATGGTGTTTTGTGCCCTCTGCTCCTTGTGGGTAGGGGAATCTCGCATT
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TCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGGTGGCAGGATAAATCCATAGGAATGTAG

CTTGCCTCGGTAAGTATTATAGCCTGTGGGAATACTGCCAGCTGGGACTGA

GGACTGCGACGTAAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGT

CT。WX-1目的基因片段为 562bp。

通过在 NCBI上 blast比对，WX-01菌株被鉴定为 Saccharomyces cerevisiae

（酿酒酵母）。

图 2-1 WX-01菌株电泳图

Fig.2-1 Electrophoregram of the WX-1 strain

2.6.2酵母菌生长曲线测定

原始菌株WX-01的生长曲线如下图 2-2所示：在 0到 8小时之间，细菌呈

现缓慢生长；而在 8到 20小时之间，细菌进入对数生长期，生长速度迅速加快，

接着进入稳定生长期，菌株浓度保持稳定。由于酵母菌株在对数生长阶段具有

较高的新陈代谢活性，对外界环境非常敏感。而且容易发生变异，因此选择培

养 8小时的悬浮液作为 ARTP诱变的生物材料。
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图 2-2酿酒酵母生长曲线

Fig.2-2 Growth curves of S. cerevisiae

2.6.3致死率曲线

ARTP诱变后，收集诱变溶液并稀释至 10-6。然后涂布于亚硒酸钠（30

mg/L）的平板上。随着诱变暴露时间的延长，ARTP诱变对WX-01的致死率逐

渐增加，在 120 s时致死率达到 100%。这些结果如图 2-3所示，根据现有文献，

在后续筛选中，致死率最好在 80%至 90%之间。因此，为提高筛选效率，确

90 s为后续诱变处理的最佳持续时间。
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图 2-3菌株WX-01 ARTP诱变致死率曲线

Fig.2-3 ARTP mutagenicity lethality curve of strain WX-01

2.6.4耐硒菌株筛选结果分析

通过 ARTP诱变筛选，鉴定出六株酵母菌株，分别命名为WX-1、WX-2、

WX-4、WX-5、WX-6和WX-8。其中，WX-1和WX-2在标准平板上呈现乳白

色菌落，而在低浓度亚硒酸钠的平板上则呈现零星的淡红色菌落。随着硒浓度

的增加，红色菌落的出现频率逐渐增加。这两种突变菌株生长旺盛，菌落形态

一致，平均菌落数超过 50个，表明它们具有很强的硒代谢能力。



安徽工程大学硕士学位论文

21

图 2-4不同浓度亚硒酸钠平板筛选

Fig.2-4 Different concentrations of sodium selenite plate screening
注：图中平板亚硒酸钠浓度从上至下依次为 0，30，60，90，120 mg/L。a，b，c，d，

e，f分别代表诱变菌WX-1，WX-2，WX-4，WX-5，WX-6和WX-8。

在液体培养条件下对每个菌株的生物量进行了测定。在相同的培养条件下，

WX-1、WX-4和WX-5的生物量分别是原始菌株WX-01的 2.30、2.70和 2.16

倍。值得注意的是，WX-4的生物量达到最高，为 6380 mg/L，其次是WX-1的

5693 mg/L，以及WX-5的 5403 mg/L。综合考虑WX-01亲本菌株和抗硒菌株的

平板筛选结果，WX-1因其出色的生物量被选定为富硒候选菌株。
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图 2-5诱变菌发酵生物量

Fig.2-5 Fermentation biomass of mutagenic bacteria

2.7硒含量测定

2.7.1硒标准曲线绘制

如图 2-6所示，通过使用紫外分光光度法制备标准硒曲线，测定菌株的硒

含量。横坐标为硒标准溶液浓度，纵坐标为 334 nm下的吸光度。

图 2-6硒标准曲线图

Fig.2-6 Selenium standard curve



安徽工程大学硕士学位论文

23

2.7.2酵母生物量与硒含量测定

出发菌WX-01的生物量如图 2-6所示，为 1722 mg/L，硒含量 543 μg/g。

菌株WX-1、WX-2、WX-4、WX-5、WX-6和WX-8的生物量分为 5093 mg/L、

2180 mg/L、6380 mg/L、6003 mg/L、3890 mg/L、923 mg/L，硒含量分别为

1673 μg/g、1522 μg/g、401.7 μg/g、944.5 μg/g、444.2 μg/g。突变菌株WX-1、

WX-4和WX-5的生物量高于原始菌株WX-01；WX-2和WX-1的硒含量高于原

始菌株；综合分析，WX-1是诱变效果最好的菌株，其生物量增加了 2.44倍，

硒含量提高了 2.11倍。在接下来的优化试验中选择WX-1菌株。

图 2-7诱变菌生物量与硒含量

Fig.2-7 Biocontent and selenium content of mutagenic bacteria

2.8氢化物发生原子荧光光谱法测定酵母硒含量

2.8.1硒添加浓度对酵母硒富集的影响

根据图 2-8a显示，当亚硒酸钠添加量为 0 mg/L时，WX-1的生物量为 8630

mg/L。而当亚硒酸钠硒添加量提高至为 40 mg/L时，其生物量降至 4685 mg/L。

浓度不同的亚硒酸钠对酵母中有机硒的产量和转化产生显著影响。图 2-
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8b中的结果表明，在添加质量浓度低于 35 mg/L时，产量和转化随浓度增加而

增加。添加质量浓度为 25 mg/L时，产量为 2277 g/L，转化率为 90.7%；在添

加质量浓度达 30 mg/L时，产量为 4171 mg/L，转化率为 93.5%。当添加质量浓

度为 35 mg/L 时，产量为 7658 g/L，转化率为 97.1%。酵母的硒含量在 40

mg/L时达到 1507 g/g，略高于 30 mg/L时的值（1475 g/g）。然而，最佳选择

的质量浓度为 35 mg/L，因为随着亚硒酸钠浓度的增加，生物量和有机硒转化

率（93.2%）降低，导致产量下降至 7060 g/L。

图 2-8a 不同培养浓度对酵母硒含量的影响

Fig.2-8a Effect of different culture concentrations on the selenium content of yeast
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图 2-8b不同培养浓度对酵母硒含量的影响

Fig.2-8b Effect of different culture concentrations on the selenium content of yeast

2.8.2硒添加时间对酵母硒富集的影响

在 0-8小时内，酵母的生物富集量分别为 5015、4980和 5192 mg/L。如图

2-9a所示，硒含量呈递增趋势，分别为 940、1320和 1475 mg/g。亚硒酸钠添加

时间对 WX-1菌株的生物量影响不大，但对酵母的硒富集有一定影响，添加硒

8小时后酵母的硒富集最高。8小时是WX-1菌株进入对数生长期的开始，其特

点是生长旺盛且相对适应不良外部环境。此时加入亚硒酸钠对菌株的损害最小，

并能促进硒的生物转化；8小时后，酵母菌代谢硒的相对时间明显缩短，不利

于酵母菌富硒。

亚硒酸钠在不同时间点添加对酵母产量和转化率的影响主要取决于菌株在

环境中的代谢能力。如图 2-9b所示，在 0小时添加时，由于酵母的浓度较低，

无法抵御环境的影响，导致酵母的代谢能力降低，转化率降至 93.6%，产量为

4714 μg/L。4 小时后，酵母浓度足以抵抗亚硒酸钠的毒性，此时转化率为

97.5%，基本与 8小时添加时相同，产量为 7574 μg/L，略低于 8小时添加时的

产量。由于 8小时是酵母的对数生长期，菌株此时具有最强的代谢能力和最强

的抗外部环境能力，因此最佳添加时间为 8小时。
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图 2-9a 不同添加时间对酵母硒含量的影响

Fig.2-9 Effect of different addition times on the selenium content of yeast

图 2-9b不同添加时间对酵母硒含量的影响

Fig.2-9 Effect of different addition times on the selenium content of yeast

2.8.3发酵时间对酵母硒富集的影响

根据图 2-10a显示，在 24 - 48小时的发酵时间内，WX-1菌株的生物量和

硒含量分别为 3886 mg/L 和 630 μg/g，5192 mg/L 和 1457 μg/g、4303 mg/L 和

567 μg/g。随着发酵时间的延长，酵母的生物量和硒含量呈现先增加后减少的趋
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势；36小时后，WX-1菌株的生物量和硒含量达到最大值；24-36小时后，菌株

进入稳定期；36小时后，一些菌株进入衰亡期，在代谢后期，酵母通过自发产

生自噬调控来应对环境压力。

由图 2-10b可知，由于培养时间较短，在培养 24小时时生物积累不足，导

致有机硒转化率相对较低，仅为 94.8%，产量为 2483 μg/L。培养 48小时后，

由于培养时间过长导致大量酵母细胞死亡，生物量下降，转化率降低，仅有

92.9%，产量为 2483 μg/L。因此，最佳的培养时间为 36小时。

图 2-10a 不同发酵时间对酵母硒含量的影响

Fig.2-10 Effect of different fermentation times on the selenium content of yeast
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图 2-10b不同发酵时间对酵母硒含量的影响

Fig.2-10 Effect of different fermentation times on the selenium content of yeast

2.8.4氢化物发生原子荧光光谱法测定酵母硒含量

在优化酵母富硒条件后，确定最佳亚硒酸钠添加浓度为 35 mg/L，添加时

间为 8小时，总培养时间为 36小时。使用原子荧光光谱法分析了在相同条件下

培养的 WX-1和 WX-01 菌株的硒含量。表 2-3中的结果表明，培养后 WX-01

菌株的生物量达到 1722 mg/L，有机硒含量为 343 μg/g。

在培养条件不变的前题下，酵母菌株 WX-1的生物量增加至 5192 mg/L，

比原始株 WX-01高出 2.01倍，硒含量达到 1475 µg/g，比原始株高出 3.3倍。

因此，由于 ARTP突变和后期的发酵条件优化，使得该菌株的富硒水平显著提

高。

表 2-3酵母硒含量数据

Table 1 Yeast selenium content data
菌株

编号

生物量

（mg·L-1）

无机硒含量

（μg/g-1）
硒含量

（μg/g-1）
有机硒含量

（μg/g-1）
WX-1 5192 43 1518 1475

WX-01 1722 35 378 343

2.9 本章小结
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在这个试验中，选择了一株天然具有耐硒能力的酿酒酵母(Saccharomyces

cerevisiae)作为起始菌株，利用 ARTP诱导酵母发生突变，通过在培养基中加入

不同浓度的亚硒酸钠筛选出具有优异硒富集效果的阳性突变菌株 WX-1。在优

化硒富集条件后，确定了菌株WX-1的最佳硒富集条件为每升加入 35毫克的亚

硒酸钠，并在 8小时添加亚硒酸钠，发酵 36小时。最终生物量达到 5192 ± 36

mg/L，比原始 WX-01菌株高出 201%，硒含量达到 1475 ± 33 mg/g，比原始菌

株高出 330%（通过氢化物原子荧光光谱测定）。
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第三章 基于阳离子稳态探究富硒酵母生理代谢

3.1引言

通过酿酒酵母富集转化得到的有机硒，具有安全性好、生物利用效率高等

优点。然而，亚硒酸钠过量会抑制酵母的生长。酵母菌的硒富集过程包括胞外

转运和胞内转化两个步骤，其中胞外转运是合成有机硒的充分条件，主要由

ABC型转运蛋白家族中的高亲和力磷酸盐转运体承担[114]。离子平衡对酵母细

胞功能发挥的生理基础至关重要，钾钠离子通过 ABC转运蛋白通道上的通透酶

调节酵母胞内离子稳态，从而影响硒盐的胞外转运[115]。碱金属离子水平（K+和

Na+）也会影响磷酸盐转运蛋白的功能，进而调节代谢酶活性。

在富硒酵母的培养环境中发现，生物量始终不佳，胞外 pH持续较低。可

能是因为外源亚硒酸钠添加带来了过量的毒性钠，限制了酵母正常代谢[116]。维

持细胞阳离子稳态是酵母功能的基础，离子通道蛋白影响磷酸盐转运蛋白和硒

磷酸合酶活性，进而影响硒盐的转运。以 ARTP诱变得到的 WX-1酿酒酵母菌

株为试验对象，通过扫描电镜、扫描能谱、红外等表征手段研究了富硒酵母在

不同发酵时间内硒蛋白的分布状态。此外，添加外源硒并引入新的碱离子钾

（K+）混合培养，旨在从生理角度探究阳离子稳态对酵母富硒能力的影响。

3.2材料与仪器

3.2.1实验材料

富硒酵母菌株WX-1，为实验室诱变菌株。

3.2.2实验材料与仪器

主要实验材料，仪器如表 3-1，3-2所示。
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表 3-1主要实验材料

Table 3-1 Main Experimental Materials
药品名称 级别 生产厂家

硒磷酸合成酶 ELISA 生化试剂 武汉赛培生物

酵母基因组试剂盒 生化试剂 郑州拜纳佛生物

氯化钾 分析纯 国药集团

葡萄糖 分析纯 国药集团

胰蛋白胨 分析纯 国药集团

氯化钠 分析纯 上海生工

琼脂粉 分析纯 国药集团

磷酸盐缓冲液速溶颗粒 分析纯 国药集团

大豆蛋白胨 分析纯 上海生工

磷酸氢二钾 分析纯 国药集团

磷酸二氢钾 分析纯 国药集团

溴化钾 分析纯 国药集团

表 3-2主要仪器

Table 3-2 Main Instruments
仪器名称 生产厂家

全自动酶标仪 美国赛默飞

冷冻高速离心机 BBI
红外光谱仪 美国 Nicolet公司

电热恒温鼓风干燥箱 金坛市杰瑞尔电器有限公司

隔水式恒温培养箱 宁国沙鹰科学仪器有限公司

台式低速离心机 湖南湘仪实验室仪器开发有限公司

SU8020型场发射扫描电镜（SEM） 日本日立公司

PCR仪 Applied Biosystems

3.3实验方法

3.3.1扫描电镜观察与能谱分析

WX-1酵母菌被接种到不含硒或 30 mg/L Na2SeO3的 YPD液体培养基中进

行样品处理。发酵后，无硒空白组在孵育 36小时后取样，而含硒试验组在孵育

0、8、36和 48小时后取样。获得的富硒酵母经 8000 r/min离心 10分钟去除上

清液，通过在 4℃添加 2.5%（v/v）戊二醛固定后再次离心去除上清液[117, 118]。

将样品用 pH值为 7.2的 PBS缓冲液洗涤两次，然后用乙醇梯度（50％、70％、

80％、90％、95％、100％）洗脱，离心去除上清液，随后用丙酮替换乙醇两次，

每次 20min[115]。随后冷冻干燥。最后，样品喷金后进行扫描电镜分析与扫描能

谱分析。

3.3.2红外光谱分析
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样品制备：溴化钾粉末与冷冻干燥的酵母菌粉末混合研磨，混合粉末经液

压机制备成透明薄片[119, 120]。硒代氨基酸和富含硒的酵母被用作试验组，KBr被

用作对照组。利用傅里叶变换红外光谱仪（FTIR）进行光谱检测。

3.3.3胞外 pH 测定

将诱变菌WX-1分别添加到 YPD液体培养基中的三个配方中：0 mg/L，35

mg/L Na2SeO3，以及 35 mg/L Na2SeO3与 35 mg/L KCl混合。培养在 28℃和 180

r/min的振荡条件下进行，发酵 0、10、24、36 和 48小时后取样。测定酵母在

不同培养条件下的胞外 pH值。

3.3.4硒磷酸合成酶测定

3.3.4.1原理

利用微生物硒磷酸合成酶酶联免疫分析试剂盒测定胞内硒磷酸合成酶

（SPS）活性。已纯化的微生物硒磷酸合成酶抗体被涂覆在微孔板上，形成固

相抗体。接着，将硒磷酸合成酶顺序加入涂覆有单克隆抗体的微孔中，然后与

标记 HRP的硒磷酸合成酶抗体结合形成抗体复合物，清洗后，加入底物 TMB

以产生颜色[121]。TMB在酶标记过程中首先被 HRPase转变为蓝色，随后经酸处

理转变为最终的黄色[122]。样本中的颜色深浅与硒磷酸合酶呈正相关。使用酶标

记物在 450 nm处测定吸光度，并从标准曲线计算出样品中微生物硒磷酸合酶的

浓度。

3.3.4.2硒磷酸标曲的绘制

通过以 20、10、5、2.5、1.25和 0 ng/mL浓度的标准品为基础，确定了

OD450吸光值。标准曲线是根据标准物质的质量浓度作为水平坐标（x）和 OD

值作为垂直坐标（y）绘制的。

3.3.4.3样品处理
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将诱变菌株 WX-1 菌液分别添加到 0 mg/L，35 mg/L Na2SeO3，以及 35

mg/mL Na2SeO3与 35 mg/mL的 KCl混合的 YPD液体培养基中，摇床振荡培养

（28 ℃、180 r/min），并分别在发酵第 10、24、36、48 h取样，3000 r/min离心

20 min，用 PBS（pH7.2 - 7.4）稀释细胞悬液 10倍。用细胞破碎仪破碎细胞以

释放细胞内成分，然后以同样的速度再次离心 20 min。收集上清液进行待测。

3.3.5数据处理与分析

采用 Origin和 Office进行数据处理、作图和数据分析。

3.4结果与分析

3.4.1表征结果分析

3.4.1.1 扫描电镜结果分析

在图 3-1中展示了酵母WX-1硒富集后的扫描电子显微镜照片。在未添加

亚硒酸钠的空白组 a中，细胞形态完整，表面光滑。另一方面，在试验组 b中，

在添加亚硒酸钠 8小时后，在酵母菌表面并未清晰观察到单质硒沉淀。试验组

c和 d培养了 36小时和 48小时，分别明显观察到硒单质吸附在酵母菌表面。随

着发酵时间的推进，试验组 d呈现了酵母菌体部分死亡的状态，这表明 36小时

的发酵效果比 48小时更好。
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图 3-1 WX-1菌株扫描电镜照片

Fig.3-1 Scanning electron micrograph of strain WX-1
注：a-酵母对照组（7.5 mm×5.00 k）；b-酵母加硒培养 8 h（7.5 mm×5.00 k）；c-酵母加

硒培养 36 h（7.5 mm×5.00 k）；d-酵母加硒培养 48 h（7.5 mm×5.00 k）；e-酵母对照组（7.5
mm×12.0 k）；f-酵母加硒培养 8 h（7.5 mm×12.0 k）；g-酵母加硒培养 36 h（7.5 mm×12.0 k）；

h-酵母加硒培养 48 h（7.5 mm×12.0 k）
Note: a-Yeast control group (7.5 mm 5.00 k); B-yeast was cultured with selenium for 8 h (7.5

mm 5.00 k); C-yeast was cultured with selenium for 36 h (7.5 mm 5.00 k); Culture of d-yeast with
selenium for 48 h (7.5 mm 5.00 k); The e-yeast control group (7.5 mm 12.0 k); F-yeast was

cultured with selenium for 8 h (7.5 mm 12.0 k); And g-yeast was cultured with selenium for 36 h
(7.5 mm 12.0 k); And h-yeast was cultured with selenium for 48 h (7.5 mm 12.0 k)

3.4.1.2 扫描能谱结果分析

通过对酵母细胞的扫描能谱分析，探究其在不同时间段对硒的摄取量的变

化。如表 3-1显示，酵母培养时间为 0 h，测得硒含量为 0%，培养时间为 36 h

和 48 h硒含量分别 0.68%和 0.9%。随着时间的推移，酵母细胞对于硒的摄取量

越来越高，对比宏观样本（图 3-2），培养时间越长酵母逐渐呈现红色，表明酵

母生成的单质硒越多。
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表 3-1酵母硒含量数据

Table 3-1 Yeast selenium content data
元素 重量

（%）

原子

（%）

元素 重量

（%）

原子

（%）

元素 重量

（%）

原子

（%）

加硒 0 h 加硒 36 h 加硒 48 h
C K 66.37 73.32 C K 68.69 76.39 C K 63.56 70.85
O K 30.73 25.48 O K 25.42 21.22 O K 33.90 28.36

Na K 0.00 0.00 Na K 0.34 0.20 Na K 0.00 0.00
Mg
K

0.31 0.17 Mg
K

0.36 0.20 Mg
K

0.00 0.00

P K 1.60 0.68 P K 3.78 1.63 P K 0.80 0.34
K K 0.99 0.34 K K 0.73 0.25 K K 0.85 0.29
Se L 0.00 0.00 Se L 0.68 0.11 Se L 0.90 0.15
总量 100.00 总量 100.00 总量 100.00

图 3-2 WX-1菌株扫描能谱与宏观样品

Fig.3-2 WX-1 strain scanning energy profiles with macroscopic samples
注：a-加硒培养（35 mg/L）培养时间 0 h；b-加硒培养（35 mg/L）培养时间 36 h；c-

加硒培养（35 mg/L）培养时间 48 h
Note: a-selenium (35 mg/L) for 0 h; 36 h for b-selenium (35 mg/L) for 46 h; c-selenium (35

mg/L) for 48 h

3.4.1.3 红外结果分析

图 3-3a中的红外光谱分析了转移到酵母细胞表面后特定官能团的变化。硒

半胱氨酸、甲基硒半胱氨酸和硒代甲硫氨酸的红外光谱显示，在 1077 cm-1和

526 cm-1处有相对吸收峰。这对应于硒蛋白中 H-Se键和 Se=O键的伸缩振动。

在使用未加硒酵母作为对照组时，与图 3-3b中的结果相比，三个红外光谱

的峰值基本稳定，仅部分峰值发生了位移。吸收峰 3600 cm-1到 3000 cm-1的宽

带属于蛋白质的键合 O-H的伸缩振动，宽频带从 3307 cm-1偏移到 3303 cm-1，

表明存在分子内或分子间的氢键控制了硒蛋白[33]。在 2927 cm-1处的偏移是 C-H

伸展振动的峰值。1539 cm-1代表蛋白质酰胺Ⅱ的 N-H基团与-CN伸缩振动的结

合运动，分别在硒富集后移动到 1543 cm-1和 1546 cm-1[123]。1456 cm-1代表 CH3

的 C-H基团的伸缩振动，宽频带偏移到 1455 cm-1和 1456 cm-1。磷酸根的映射

分布在 1300 cm-1到 800 cm-1之间，其中 1242 cm-1处的吸收峰表示 P=O基团，

而这一峰的微弱偏移暗示细胞膜中的磷蛋白可能参与培养过程中的硒转运。在
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1077 cm-1处和 532 cm-1的吸收峰分别由Ｈ-Se键和 Se=O振动引起[124]。本试验

研究表明，硒参与酵母蛋白的合成，使得酵母蛋白发生结构性改变，导致富硒

酵母与未富硒酵母在部分区域出现了强度不同的吸收峰。该试验研究表明硒参

与酵母蛋白质的合成，导致酵母蛋白质的结构变化，在硒富集和未富集的酵母

中的特定区域有不同强度的吸收峰。

图 3-3 WX-1菌株硒富集培养的红外光谱图

Fig.3-3 IR spectrum of selenium enrichment culture of WX-1 strain
注：图 a为硒代氨基酸红外图，图 b为富硒菌株红外图

Note:Figure a shows the infrared diagram of selenium-generation amino acids, and Figure b
shows the infrared diagram of selenium-rich strains

3.4.2胞外 pH 测定结果分析

试验组与对照组培养基初始 pH维持在 5.3左右。当发酵时间为 10 h，对照

组胞外 pH下降至 4.97。试验组的胞外 pH水平基本保持一致，均下降至 4.7左

右。对照组胞外 pH 从发酵 10 h 开始逐渐大幅度递增，最高 pH 达到 6.49。

Na2SeO3试验组从发酵 10 h开始，胞外 pH大致呈现递减趋势，发酵 36 h达到

最低值 4.59。Na2SeO3和 K+混合试验组从发酵 10 h开始，胞外 pH基本维持在

5.0左右，为酵母细胞正常代谢 pH。

酵母细胞胞外 pH与细胞膜内外质子交换密切相关，这种交换依赖质子泵。

在亚硒酸钠组中，需要将多余的 Na+排出体外，因为高浓度的 Na+可能对细胞造

成有害影响。这会导致 ATP水解产生过量的 Pi，并持续泵出 H+，从而降低胞

外 pH。酵母细胞需要在胞内 K+与 Na+之间保持动态平衡，K+用于补偿负电荷

并激活关键代谢过程，因此在这项试验中引入了 K+来调节细胞内外的生理稳态
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[125]。K+有助于维持酵母质膜电位平衡与细胞内外 pH环境的稳定性，减少自由

Pi的产生，同时维持磷酸盐转运蛋白的活性。试验证明了磷酸盐转运蛋白的活

性与离子通道蛋白活性之间的关联性。

图 3-4富硒酵母在不同时间下胞外 pH的变化

Fig.3-4 IR spectrum of selenium enrichment culture of WX-1 strain

3.4.3硒磷酸合酶测定结果分析

3.4.3.1 硒磷酸合酶标准曲线

为了评估和研究该菌株硒磷酸合酶（SPS）的活性，利用酶标记技术构建

了硒的标准曲线。SPS的标准曲线如图 3-5所示，横坐标表示 SPS标准溶液的

浓度，纵坐标表示在 450 nm波长处的吸光度数值。
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图 3-5硒磷酸合酶标准曲线

Fig.3-5 Standard curves for selenophosphate synthase

3.4.3.2富硒酵母的硒磷酸合酶活性分析

本试验分别在 10 h、24 h、36 h、48 h测定WX-1菌株硒磷酸合酶（SPS）

的活性，从每个时间段来看，试验组的 SPS的活性均高于对照组，并且逐步呈

现上升趋势，在 36h达到最高值，然后缓慢下降。对照组 SPS的活性呈现逐步

下降趋势，由 95.8 ± 2.0 ng/mL下降到 82.8 ± 1.9 ng/mL，并趋于稳定。在发酵

10 h、24 h、36 h、48 h后，亚硒酸钠试验组所测得 SPS的活性分别为 130.9 ±

2.4 ng/mL、 148.1 ± 0.2 ng/mL、 152.9 ± 3.5 ng/mL、 138.1 ± 0.8 ng/mL，而

Na2SeO3 和 K+混合试验组 SPS 的活性分别为 140.0 ± 2.6 ng/mL、148.6 ± 3.0

ng/mL、164.3 ± 1.0 ng/mL、159.0 ± 0.4 ng/mL。

酵母合成硒蛋白的关键限速酶是硒磷酸合成酶（SPS），参与硒磷酸（SeP）

的代谢 [126]。据报道，酵母细胞通过摄取亚硒酸盐（SeO32-）来合成硒化物

（H2Se），并通过还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）生成。H2Se在

SPS的作用下与水解 ATP后的γ-磷酸反应生成 SeP，因此，SPS的活性可以反映

酵母菌株的硒蛋白代谢水平[127, 128]。试验组的酵母细胞在 36小时后表现出活跃

的硒代谢，而对照组的酵母细胞即使没有外源硒的诱导，控制相关合成酶和转

运蛋白的基因表达量也很低。与 Na2SeO3试验组相比，Na2SeO3和 K+混合试验
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组的 SPS活性明显更高。这项研究指出，酵母细胞中 SeP的合成除了需要 SPS

外，还需要保持细胞内的离子平衡。研究结果表明，酵母细胞能够维持相同水

平的离子平衡，这些试验证明，维持细胞内的阳离子平衡对于富硒酵母的硒积

累是有益的。

图 3-6富硒酵母在不同时间下硒磷酸合酶活性的变化

Fig.3-6 Changes in selenophosphate synthase activity in selenium-rich yeast

3.5本章小结

该条件下，扫描电子显微镜的结果显示，富硒酵母和未富硒酵母的表面存

在明显差异，富硒酵母的表面上出现了硒沉淀。从扫描能谱分析，酵母培养时

间越久，摄取的硒越多，相对应的排出胞外的单质硒就越多。

通过红外光谱研究了硒代甲硫氨酸、甲基硒蛋氨酸和硒代半胱氨酸中 H-Se

和 Se=O键的伸缩振动，以比较硒富集酵母中相同位置的键合振动。试验结果

表明，硒参与了酵母细胞的代谢过程。同时磷酸基团相对应吸收峰的振动，可

能是酵母细胞膜上参与运输硒酸盐的 ABC转运蛋白活性发生改变引起的。

通过对酵母胞外 pH的测定推断碱金属离子影响酵母细胞质膜上负责硒盐

转运的磷酸盐转运蛋白活性，从而影响细胞对无机硒的摄取与转化。当添加亚

硒酸盐引入过量的 Na+后，细胞启动解毒效应，需要消耗大量能量来维持细胞

生理稳态，释放大量 H+到胞外，导致胞外 pH降低，额外的能量消耗显然不利



安徽工程大学硕士学位论文

40

于酵母硒代谢，并且会产生大量的 Pi，Pi对于酵母的磷酸盐转运体的亲合度高

与硒酸盐，大大降低酵母利用无机硒的效率。通过试验表明添加 K+有利于维持

酵母胞外 pH稳定，维持细胞内外离子稳态，有利于酵母细胞的生长与代谢。

在对酵母细胞中的硒磷酸合酶（SPS）活性进行测定后，发现WX-1菌株

具有一定的 SPS活性。在无外源硒的情况下，硒磷酸合酶活性较低，这表明酵

母利用硒磷酸合酶系统表达的能量来促进细胞的生长和发育，这与第二章中在

无外源硒的情况下酵母的生长和生物量速率最高的情况相符。添加外源硒时，

SPS活性提高一倍以上，在此基础上额外添加 K+，会进一步提高酵母 SPS活性。
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第四章基于转录组学分析酵母硒代谢机制

4.1前言

转录组测序(RNA-seq)是基因功能和结构研究的基础，在基因挖掘、功能鉴

定和遗传改良研究中起着重要作用。随着基因测序技术的发展，RNA-seq凭借

其高通量、高分辨率、高灵敏度和广泛应用的优势，已经成为转录组研究的主

要方法之一。

硒在细胞内的过量积累对大多数微生物都具有毒性。当浓度较高时，硒会

转化为促氧化剂，表现出高细胞毒性，即氧化应激反应，对细胞结构的稳定性

构成威胁[129]。这种现象会导致新陈代谢失衡，影响细胞膜组织的排列，并加剧

细胞器的降解过程，导致细胞膜氧化，改变蛋白质的结构和功能，同时也会造

成 DNA的损伤[130]。细胞内氧自由基的过度产生也可能引起形态学上的紊乱。

然而，酵母具备一套酶和非酶的防御系统，能够保护细胞内成分免受氧化应激

的影响，同时还具备较强的硒转化能力和硒耐受能力，因此作为富硒微生物之

一被广泛研究[131]。

基于前一章碱离子稳态对于酵母生理水平影响的研究，本章通过 RNA-seq

测序手段分析富硒酵母菌株WX-1与WX-3在相同处理条件下表现出基因功能

的差异，该技术利用建库测序和生物信息分析，通过测定 mRNA反转录后形成

的 cDNA来获得酵母样本的基因序列，随后将所测数据分类注释到不同功能和

表达通路上，探索分子结构和基因功能，寻找关键差异基因，为富硒酵母及其

代谢通路的研究提供参考价值。

4.2实验材料

4.2.1实验材料
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富硒酵母WX-1和WX-01两株试验菌株。

4.2.2实验材料与仪器

实验材料及仪器见 3.2.2。

4.3实验方法

4.3.1转录组样本前处理

本试验设置三个处理组，分别于 35 mg/L Na2SeO3（WX-1）、无硒（WX-2）

和 35 mg/L Na2SeO3（WX-3）培养条件下制备，每组设置三个生物学重复，一

共 9个样本。待发酵培养至 36 h后，收集菌液，4000 r/min离心 3 min，弃上清。

以无菌 PBS洗涤 3次，液氮速冻 15 min。将试验样本放置于干冰中，快递至天

津诺和致源科技有限公司进行总 RNA提取及转录组学分析。样本测序编号如表

4-1所示。

表 4-1富硒酵母转录组样品

Table 4-1 Selenium-rich yeast transcriptome samples
编号 描述 备注

WX-1 35 mg/LNa2SeO3，36 h 试验组
WX-1 35 mg/LNa2SeO3，36 h 试验组
WX-1 35 mg/LNa2SeO3，36 h 试验组
WX-2 36 h 对照组
WX-2 36 h 对照组
WX-2 36 h 对照组
WX-3 35 mg/LNa2SeO3，36 h 试验组
WX-3 35 mg/LNa2SeO3，36 h 试验组
WX-3 35 mg/LNa2SeO3，36 h 试验组

4.3.2文库构建与数据质控

提取细胞内 RNA，并通过生物分析仪对 RNA样本进行严格的质量控制，

以确保其完整性和总量。经检验合格，根据链特异性进行建库，利用高通量测

序平台进行测序[132]。

4.3.3测序数据处理
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首先，根据 Total RNA Extractor 试剂盒的操作步骤，提取酵母细胞总

RNA[133]。接下来，使用 Agilent 2100 bioanalyzer对提取的 RNA进行精确的检

测，以评估其完整性和质量[134]。然后，使用试剂盒制备文库。此外，使用 RT-

qPCR来准确测量文库的有效浓度，这个步骤可以使用特定的引物和探针来放大

和检测文库中的目标 DNA序列[135]。最后，使用测序仪器进行高通量测序。测

序结果将生成大量的测序数据，可用于后续的生物信息学分析和数据解读。

4.3.4转录组测序数据统计分析

为了保证数据分析的质量和可靠性，在测序获得的原始数据上进行了过滤

和处理的步骤。首先，对原始数据进行质量控制（QC），删除低质量的 reads和

带有测序接头的 reads，并使用软件 Fast QC或 Trimmomatic进行了质量控制和

过滤[136]。然后，将经过质控的 reads与参考基因组（Saccharomyces cerevisiae

S288C）进行比对，以获得 reads的精确定位信息。接下来，进行新转录本组装，

用以识别和组装在参考基因组上尚未注释的新转录本。然后，使用 subread软件

中的 Feature Counts对基因序列进行标准化处理，获得每个基因的期望片段数，

即 Fragments Per Kilobase Million（FPKM），用来量化基因的表达水平。此外，

根据定义的阈值（|log2(Fold Change)|>=1和 padj<= 0.05），对差异表达基因进行

检测。

4.3.5实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）验证

按照上述方法提取 RNA，随机选取 10个 DEGs（PXA1、PHO3、CYS3、

GND2、TRR1、GSH1、GLR1、GND1、PDR5、SOD1）进行 RT-qPCR验证，

实验以 Actin1为内参基因，使用 primermer5.0软件设计特异性引物[137]。所有样

品重复检测 3份。采用 2−ΔΔCt法计算候选基因的相对表达水平。

4.4结果与分析

4.4.1差异表达基因
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为了探究诱变菌WX-1和出发菌WX-01在硒富集能力方面的差异，对这两

组酵母菌的差异基因进行了比较。这些转录本构成了试验组WX-1和WX-3，

以及对照组WX-2和试验组WX-1。为了消除基因长度和序列差异对结果的影

响，采用 FPKM归一化方法对不同组转录本间的基因表达差异进行统计评估。

根据火山图所示，在试验组WX-1与对照组WX-2（图 4-1a）和试验组

WX-1与试验组WX-3（图 4-1b）的对比分析中，共有 1673和 2612个基因在表

达上发生了显著变化，其中包括 1127和 1347个基因上调，以及 546和 1265个

基因下调。

图 4-1 差异表达基因的火山图

Fig.4-1 Volcano plot of the differentially expressed genes

4.4.2差异基因的 GO 功能注释分析

为了探究酵母硒富集过程，对差异基因进行筛选，选取最显著的 30个生物

过程绘制柱状图。图中的 x轴表示 GO生物过程，y轴表示 GO生物工程富集的

显著性水平，数值越高表示越显著。不同颜色分别对应于 BP（生物过程）、CC

（细胞成分）和MF（分子功能）三个 GO子类。结果如下图 4-2所示：

在 BP中，表现出显著性差异的基因主要集中于 Peptide metabolic process

（肽的代谢）、Peptide biosynthetic process（肽的生物合成）、Oxidoreductase

activity（氧化还原过程）。在 CC中，差异基因基因主要集中于 Ribosome（核糖

体）、Cytoplasmic part（部分细胞质）、Ribonucleoprotein complex（核蛋白复合

物）、Membrane（膜）、 Integral component of membrane（膜的整体成分）、
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Intrinsic component of membrane（膜的内在成分）。在 MF 中，主要集中于

Oxidoreductase activity（氧化还原酶活性）、Structural constituent of ribosome

（核糖体的结构成分）、 Structural molecule activity（结构分子活性）、

Transmembrane transporter activity（跨膜转运体活性）。正如图 4-2所示，其差异

基因主要集中在 BP和MF中。

图 4-2a GO富集分析柱状图（WX-1 vs WX-2）
Fig.4-2a Histogram of GO Enrichment Analysis（WX-1 vs WX-2）

注：图中横坐标为 GO生物过程，纵坐标为 GO生物工程富集的显著性水平
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图 4-2b GO富集分析柱状图（WX-1 vs WX-3）
Fig.4-2b Histogram of GO Enrichment Analysis（WX-1 vs WX-3）

注：图中横坐标为 GO生物过程，纵坐标为 GO生物工程富集的显著性水平

4.4.3差异基因的 KEGG 通路富集分析

KEGG通路富集以 P＜0.05作为显著性富集的阈值[138]。根据图 4-3所示，

其中差异基因主要参与 Oxidative phosphorylation（氧化磷酸化）、

Aminoacyl−tRNA biosynthesis（氨酰基−tRNA生物合成）、Cysteine and

methionine metabolism（半胱氨酸和蛋氨酸的代谢）、Pyruvate metabolism（丙酮

酸代谢）、Biosynthesis of amino acids（氨基酸生物合成）、Selenocompound

metabolism（硒化合物代谢）、Peroxisome（过氧化物酶体）、ABC transporters

（ABC转运体）、Glutathione metabolism（谷胱甘肽代谢）、MAPK signaling
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pathway − yeast（MAPK信号通路−酵母）。从 KEGG富集结果可知，能量代谢、

物质转运、氨基酸合成等通路基因显著上调。

图 4-3a KEGG富集分析散点图

Fig.4-3a Scatter plots of KEGG enrichment analysis
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图 4-3b KEGG富集分析散点图

Fig.4-3b Scatter plots of KEGG enrichment analysis

4.4.4转运蛋白差异表达基因

酵母的硒富集过程需要转运蛋白的参与。这些转运蛋白主要存在于细胞膜

表面，通过利用 ATP水解释放的能量将物质转运进出细胞。这个过程涉及到主

要的差异蛋白基因包括（图 4-4）：脂肪酸转运蛋白（fatty acid transporter，

PXA1，PXA2），ATP结合转运蛋白（ATP-binding transporter，SNQ2），酸性磷

酸酶（acid phosphatase，PHO3，PHO12）和碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，

PHO8）。
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PXA1和 PXA2编码的转运蛋白在细胞内的脂肪酸跨膜转运中起着重要作

用，同时也是过氧化物酶体膜的组成成分。与WX-3组相比，WX-1组中这两

个基因的差异表达分别上调了 35.1倍和 9.3倍。SNQ2是一种 ABC型外源性转

运蛋白的编码基因，其表达产物主要功能是维持细胞内阳离子的稳态。SNQ2

的表达水平是WX-3组的 1.1倍。另外，PHO3，PHO12，PHO8这三个基因同

属于磷酸盐家族基因，PHO3编码的酸性磷酸酶参与含磷酸盐化合物和含硫胺

素化合物的代谢过程。相比于WX-3组，WX-1组中 PHO3表达水平高出了 13.3

倍。碱性磷酸酶（PHO8）参与烟酰胺核苷酸的代谢和蛋白质去磷酸化过程。与

WX-3组相比，其差异基因表达量增加了 118.5%。PHO12编码的酸性磷酸酶参

与蛋白去磷酸酸化过程，其差异基因上调 20.2倍。

在转录组学分析中，ABC转运蛋白基因表达差异显著，这些基因在调节硒

的转运与积累中发挥着重要的作用[139]。ABCD家族基因参与细胞的β氧化过程，

为细胞提供能量。诱变富硒酵母 PXA1与 PXA2基因的表达明显上调，表明这

两组转运蛋白基因很有可能是突变位点。ABCG家族参与维持细胞的阳离子稳

态，其中 SNQ2在WX-2对照组中表达量较低，验证了维持细胞阳离子稳态有

利于酵母细胞硒代谢过程。酵母细胞负责通过磷酸盐转运体（PHO3、PHO12

和 PHO8）将硒转运到细胞外。在WX-3试验组中，PHO12的表达量很低，但

经过诱变处理后，其表达量上调，可能是影响酵母细胞富硒能力的关键因素之

一。

图 4-4转运蛋白相关差异表达基因百分比堆积柱状图

Fig.4-4 Bar graph of percent transporter-associated differentially expressed genes
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4.4.5能量代谢差异表达基因

能量供应对酵母中的硒代谢非常重要，因为许多代谢过程都需要 ATP才能

发挥作用。在这个过程中，涉及到多个差异基因与能量代谢相关（图 4-5）：丙

酮酸羧化酶（pyruvate carboxylase，PYC1），二氢硫酰基脱氢酶（dihydrolipoyl

dehydrogenase，LPD1），柠檬酸合成酶（citrate-synthase，CIT3），异柠檬酸脱

氢酶（isocitrate dehydrogenase，IDP2，IDP3）和 ATP合成酶（ATP synthase，

ATP2）。

丙酮酸羧化酶（PYC1）是参与细胞糖异生过程的关键限速酶[140]。诱变处

理后，试验组WX-1组与对照组WX-2组的 PYC1表达量较高，其中WX-1组

的基因表达量比WX-3组高出了 3.4倍。LPD1属于二氢硫酰基脱氢酶基因，其

表达产物具有甘氨酸脱氢酶（脱羧）活性，参与羧酸代谢过程和过氧化氢代谢

过程。WX-1差异基因表达量比WX-3组高出了 5.4倍。柠檬酸合酶（CIT3）是

TCA循环的关键限速酶，参与柠檬酸的合成过程，其基因表达量比WX-3组高

出 95.3倍。IDP2和 IDP3是异柠檬酸脱氢酶基因，其编码的蛋白参与谷氨酸的

生物合成过程。WX-1组的基因表达量分别是WX-3组的 52.6倍和 5.8倍。ATP

合成酶（ATP2）具有 ATP水解活性和质子转运 ATP合成酶活性，参与 ATP合

成偶联质子转运，其差异基因表达量上调了 271%。

跨膜转运依赖 ATP水解提供能量。糖酵解和 TCA循环是细胞产生 ATP的

重要途径[141]。丙酮酸羧化酶在丙酮酸生产草酰乙酸的过程中起到了重要的回补

作用，为 TCA循环提供原材料[142]。作为 TCA循环的关键限速酶，CIT3在诱

变富硒酵母中高水平表达，其代谢水平异常活跃，为硒代谢过程提供能量和底

物。IDP2与 IDP3同源，均是酵母过氧化物酶体 NADPH依赖性异柠檬酸脱氢

酶，为脂肪酸的代谢提供所需的 NADPH，参与谷氨酸的合成，在诱变后，

WX-1组与对照组中表达量均有上调。ATP2编码 ATP酶β亚基，参与细胞呼吸

作用。LPD1参与碳代谢过程，为酵母细胞提供能量。
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图 4-5能量代谢相关差异表达基因百分比堆积柱状图

Fig.4-5 Bar graph of percentage of differentially expressed genes related to energy
metabolism

4.4.6氨基酸代谢差异表达基因

氨基酸代谢在硒代谢中发挥着重要作用。其中一些与氨基酸代谢相关的差

异基因包括（表 4-2）：高柠檬酸合成酶（homocitrate synthase，LYS20），丙氨

酸乙醛酸转氨酶（alanine-glyoxylate transaminase，AGX1），胱硫醚γ-裂解酶

（cystathionine gamma-lyase，CYS3）和胱硫醚γ合成酶（cystathionine gamma-

synthase，STR2）。

硒在酵母中的积累过程本质上是一个蛋白质合成过程，而氨基酸代谢为硒

蛋白的合成提供了物质基础。差异基因 LYS20编码高柠檬酸合酶，在酵母硒富

集过程中，其表达量比WX-3组高出了 3.6倍。丙氨酸乙醛酸转氨酶（AGX1）

参与甘氨酸的生物合成过程，其差异基因表达量增加 35.6倍。CYS3是胱硫醚γ

裂解酶基因，其编码蛋白具有胱硫醚γ裂解酶活性和半胱氨酸 S偶联物β裂解酶

活性，通过胱硫醚参与半胱氨酸生物合成过程以及硫化氢生物合成过程的正向

调节[143]，其表达水平提高了 21.0倍。胱硫醚γ合成酶（STR2）参与硫转运，其

差异基因表达量提高 1.3倍。

经过诱变处理后，富硒酵母中与氨基酸代谢相关基因的表达量显著增加。

其中，柠檬酸合成酶不仅参与赖氨酸的生物合成，还在 DNA损伤修复中发挥

关键作用，恢复组蛋白乙酰化。此外，胱硫醚γ-裂解酶在富硒酵母中调节硫酸
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盐水平，参与半胱氨酸的合成，对硒半胱氨酸和硒化氢的合成具有正向调节作

用。高水平的差异基因表达表明其为重要的正向突变基因之一。另外，胱硫醚

γ合成酶参与硒代半胱氨酸形成硒代胱硫醚的代谢，促进硒代蛋氨酸在细胞内

的合成。富硒酵母细胞主要以硒代蛋氨酸为主，因此提高其表达水平对于硒代

蛋氨酸的积累至关重要。

表 4-2 氨基酸代谢相关的差异表达基因

Table 4-2 Differentially expressed genes related to amino acid metabolism
DEG FPKM

（WX-1）
FPKM

（WX-2）
FPKM

（WX-3）
Gene Function

LYS20 782.22±26.20 424.04±13.48 169.27±13.27 homocitrate synthase
AGX1 1056.20±23.55 399.57±19.01 28.84±2.03 transaminase
CYS3 318.02±13.49 230.10±21.04 14.45±0.74 cystathionine gamma-lyase
STR2 94.19±2.59 85.53±3.40 40.72±1.87 cystathionine gamma-synthase

4.4.7 NADPH 合成相关部分差异基因

酵母细胞通过自身的调节机制，激活与 NADPH合成相关的基因，从而促

进硒的生物富集[144]。这个过程涉及到一些主要的差异基因包括（图 4-6）：磷酸

葡糖酸脱氢酶（phosphogluconate dehydrogenase，GND2，ZWF1），乙醛脱氢酶

（aldehyde dehydrogenase，ALD6），NADH/NAD+激酶（NADH/NAD+ kinase，

UTR1）和苹果酸脱氢酶（malate dehydrogenase，MDH2，MDH3），烟酰胺核苷

酸腺苷酸转移酶（nicotinamide-nucleotide adenylyltransferase，NMA2）。

GND2，ZWF1均为磷酸葡萄糖酸脱氢酶，参与细胞合成 NADPH，其差异

基因分别上调 54.3倍和 0.9倍。ALD6是乙醛脱氢酶基因，诱导 NADP+活性，

参与 NADPH的再生，其表达量比WX-3组高 1.6倍。参与 NADPH生物合成过

程和细胞铁平衡的 NADH/NAD+激酶 (UTR1)的表达量增加了 3.3倍。MDH2是

L-苹果酸脱氢酶基因，其表达产物参与糖生成和蛋白质导入过氧化物酶体基质，

与WX-3组相比，差异基因的表达量增加了 73.5倍。MDH3编码苹果酸脱氢酶，

参与 NADH再生和脂肪酸β氧化[145]，其表达水平提高 2倍。NMA2（烟酸核苷

酸腺苷转移酶基因），其表达产物参与 NAD的生物合成过程，基因表达量相差

1.6倍。

亚硒离子通过还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）的还原作用生

成 H2Se，是细胞内硒代谢途径的首要反应[146]。NADPH在涉及细胞大分子生物

合成的许多酶中起着至关重要的作用，因此需要足够水平的 NADPH来保护细
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胞免受氧化应激的损害[147]。细胞内 NADPH的主要酶源是由 6-磷酸葡糖酸脱氢

酶催化的反应，GND2编码的 6-磷酸葡糖酸脱氢酶能够加速辅因子 NADPH的

生成，可能是诱变富硒酵母关键突变基因。此外，ALD6与 UTR1也是 NADPH

的重要来源。MDH2可以将苹果酸逆转为草酰乙酸，并促使烟酰胺腺嘌呤二核

苷酸（NAD）转化为 NADH。MDH3是一种乙二醛酶，参与脂肪酸β氧化过程

中形成的 NADH的再氧化。NAD是参与细胞生化过程和信号传导的基本代谢

物，NMA2的表达对于所有 NAD生物合成途径至关重要。

图 4-6 NADPH合成相关差异表达基因百分比堆积柱状图

Fig.4-6 Bar graph of the percentage of stacked differentially expressed genes related to
NADPH synthesis

4.4.8硒耐受相关差异表达基因

对 KEGG代谢途径的分析确定了富硒酵母中与硒耐受性相关的几个差异基

因。这些基因包括多药转运蛋白（multidrug transporter，PDR5），二羟基丙酮激

酶（dihydroxyacetone kinase，DAK2），2,4-二烯酰基-CoA还原酶（2,4-dienoyl-

CoA reductase，SPS19），超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD1）和 2-

己烯基-6-甲氧基-1,4-苯醌甲基转移酶（2-hexaprenyl-6-methoxy-1,4-benzoquinone

methyltransferase，COQ5）（图 4-7）。

PDR5是 ABC型外源性转运蛋白的基因，编码的蛋白参与细胞内阳离子稳

态平衡以及通过跨膜运输解毒外源性物质[148]。与对照组相比，PDR5在WX-1

中的表达水平增加了 6.1倍。DAK2编码二羟丙酮激酶，主要参与细胞内有毒物
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质的代谢。与对照组相比，WX-1试验组中 DAK2的表达水平增加 2.0倍。

SPS19是 2,4-二烯酰基辅酶 A还原酶（NADPH）活性蛋白基因，其表达产物参

与子囊孢子的形成和脂肪酸分解代谢[149]。与对照组相比，SPS19基因的表达水

平上调了 0.7倍。SOD1是一种超氧化物歧化酶，参与细胞内过渡金属离子的平

衡和蛋白质的稳定；与对照组相比，WX-1试验组的 SOD1表达水平增加了 2.2

倍。COQ5是 2-己烯基-6-甲氧基-1,4-苯醌甲基转移酶基因，其编码蛋白参与有

氧呼吸和泛醌生物合成过程。与对照组相比，COQ5基因表达量增加了 110%。

PDR5是一种多效耐药性基因，在细胞解毒过程中发挥作用，维持细胞内

离子平衡并清除底物。高表达的 PDR5可能与对硒高耐受性相关。二羟基丙酮

（DHA）对细胞具有毒性，而盐的加入会增强 DHA的毒性。DAK2在 DHA代

谢中扮演着重要角色。它参与细胞对 DHA的处理和解毒方面发挥作用。SPS19

编码过氧化物酶体靶向的 2,4-二烯酰辅酶 A还原酶，参与细胞的β氧化和减数分

裂过程，影响细胞的生长和繁殖。超氧化物歧化酶（SOD1）是细胞中重要的抗

氧化防御系统。它能够抑制活性氧（ROS）的产生，调节细胞的代谢过程，延

缓衰老。COQ5可促进硒从细胞中挥发，并显著提高细胞对亚硒酸盐的耐受性。

图 4-7谷胱甘肽合成相关差异表达基因百分比堆积柱状图

Fig.4-7 Bar graph of the percentage of stacked differentially expressed genes related to
glutathione synthesis

4.4.9 RT-qPCR 验证
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为了验证 RNA-seq结果的可靠性，随机选择了 10个 DEGs进行实时定量聚

合酶链反应（RT-qPCR）实验。根据图 4-8所示的结果，通过反转录定量聚合

酶链反应（RT-qPCR）获得的差异表达基因的相对表达水平（2−ΔΔCt）与通过转

录片段图谱（FPKM）读取的转录组结果相符。这些结果表明转录组数据是准

确和可靠的。

图 4-8 RT-qPCR验证基因表达

Fig.4-8 Validation of gene expression by RT-qPCR

4.4.10硒代谢途径

通过对酵母硒代谢途径分析（图 4-9），发现试验组WX-1组与对照组WX-

2组在基因表达上存在明显的差异。在试验组中，观察到 CYS3，IRC7，HSU1

和 TRR1，MET3等基因的上调。而在WX-1和WX-3组的对比分析中，发现差

异基因为 STR2和 TRR1。需要特别提及的是，TRR1是最为关键的差异基因，

其表达水平上调了 1244.5%。

TRR1编码硫氧还蛋白二硫化物还原酶，是细胞内氧化还原稳态和对氧化

应激反应的重要参与者。TRR1在硒代谢中发挥全面调节作用，并增强细胞对

氧化应激的抵抗力。在正常或氧化条件下，TRR1能够显著增强过氧化物酶和

超氧化物歧化酶的活性，从而主导细胞内的氧化还原状态。TRR1与 NADPH共
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同构成细胞内氧化还原系统，其中 NADPH是还原力的燃料。硫氧还蛋白二硫

还原酶参与各种酶的活化和亚硒酸盐的还原，在细胞氧化还原状态的调节中起

着重要的主导作用。总的来说，TRR1在细胞内起着关键的调节作用，维持细

胞的氧化还原平衡。

通过研究硒化合物代谢途径，发现富硒酵母细胞主要有两种方式将亚硒酸

钠还原为硒化氢（H2Se）[146]。第一种途径是通过磷酸盐转运蛋白进入细胞，在

谷胱甘肽存在的情况下形成谷胱甘肽硒化物（GS-Se-SG），然后转化为谷胱甘

肽硒化物（GS-Se-H），产生 H2Se。另一种方式则是利用硫氧还蛋白系统，亚硒

酸盐在硫氧还蛋白二硫还原酶（TRR1）的催化下与 NADPH一步反应生成

H2Se。在硒化合物的代谢过程中，TRR1同样催化甲基亚硒酸盐反应生成甲基

亚硒酰，进而产生 H2Se。经过诱变处理后，富硒酵母的富硒能力明显提高。通

过转录组学分析发现，与硒化合物代谢特别是亚硒酸盐还原有关的基因（TRR1）

高度表达。研究结果表明 TRR1是诱变富硒酵母的关键正向突变基因。毫无疑

问，未来应该进一步研究硫氧还蛋白相关基因在富硒酵母的硒吸收和代谢中的

功能。

图 4-9硒代谢途径中的基因和蛋白

Fig.4-9 Genes and proteins in the selenium metabolism pathway

4.4.11谷胱甘肽代谢途径
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经过对试验组WX-1组和对照组WX-2组进行 KEGG代谢通路分析（图 4-

10），发现在富硒酵母的硒代谢途径中存在着明显的基因差异上调。其中，最重

要的差异基因是 GND1，其上调了 2605.3%。除了 GND1外，还有 GSH1、

GCG1、GLR1等基因也显示了显著差异。

GND1编码 6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶，它是磷酸戊糖途径氧化分支中的第三

个酶。该途径具有两个重要功能：一是生成核苷酸合成所需的 5-磷酸核酮糖，

二是生成 NADPH。NADPH是细胞主要的还原能力和各种还原生物合成反应所

需的电子供体，特别是脂质的合成。谷胱甘肽还原酶需要 NADPH作为电子供

体来还原氧化谷胱甘肽。因此，6-磷酸葡萄糖酸脱氢酶在保护细胞免受氧化压

力方面发挥着重要作用。

通过研究发现，富硒WX-1酵母菌合成谷胱甘肽（GSH）有两条主要途径。

第一种途径是通过γ-谷氨酰半胱氨酸连接酶（GSH1）的酶促作用生成 L-γ-谷氨

酰半胱氨酸，该酶催化底物合成 L-γ-谷氨酰半胱氨酸，最终在 GSH2的存在下

生成谷胱甘肽。第二种途径涉及使用氧化谷胱甘肽（GSSG）作为底物，通过谷

胱甘肽还原酶（GLR1）和 NADPH来合成还原型谷胱甘肽。在经过高浓度亚硒

酸钠处理后，富硒酵母中的谷胱甘肽代谢会受到不同程度的调节，导致相关基

因的表达被显著诱导。特别是与谷胱甘肽合成相关的基因 GND1的表达被明显

上调。

这些研究结果指出，富含硒的酵母可能通过谷胱甘肽介导的代谢来实现对

硒的耐受性。具体而言，富硒酵母能够利用谷胱甘肽将亚硒酸盐（SeO32-）还原

为元素硒（Se0），以减轻硒的毒性影响。此外，已有研究证明 Se0经过富硒酵母

体内代谢后形成纳米硒（SeNPs），其表面附着一些活性基团[151]。因此，未来可

进一步研究开发纳米硒的应用潜力。
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图 4-10谷胱甘肽代谢途径中的基因和蛋白

Fig.4-10 Genes and proteins in the glutathione metabolic pathway

4.5本章小节

这项研究从富硒酵母的胞外转运和胞内转化两个方面阐述了维持细胞阳离

子平衡对富硒酵母硒积累产生的正面影响。通过进行转录组学分析，探究了富

硒酵母在诱变后的关键突变基因。研究结果显示，诱变后富硒酵母中的 SNQ2

显著增加，这表明细胞维持阳离子平衡有利于硒的积累。另外，磷酸盐转运蛋

白（PHO3、PHO8、PHO12）在添加亚硒酸盐后也呈明显增加趋势。同时，与

ATP合成（PYC1，CIT3，IDP2），氨基酸代谢（LYS20，AGX1，CYS3）和

NADPH合成（GND2，UTR1，MDH2）相关的大多数基因都被上调，并介导

富硒酵母对硒的转运与吸收。在谷胱甘肽代谢途径中，GND1基因似乎是受调

控程度最高的基因。由于它与谷胱甘肽的合成密切相关，GND1可能是硒耐受

性的一个重要调控基因。另外，诱变后发现 TRR1上调最为显著，可能是硒富

硒关键调控基因，需要进一步实验证明。通过综合分析硒的胞外运输和胞内转

化可能有助于阐明亚硒酸盐在诱变富硒酵母中的吸收和代谢机制。
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第五章 结论与展望

5.1结论

本论文以一株酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）为试验出发菌株，通过

诱变、酸胁迫和发酵优化等方法提高其富硒能力。以WX-01菌株作为研究对象，

旨在探究酵母硒转化机制，涵盖了生理、代谢以及遗传等多个层面的研究。主

要总结如下：

（1）经过高浓度亚硒酸钠胁迫与 ARTP诱变处理后，成功获得了一株富硒

水平较高的酿酒酵母菌株，即编号为WX-01。探究最佳的发酵培养条件可知，

在酵母发酵 8 h后添加 35 mg/L亚硒酸钠，发酵 36 h后可以使酵母硒含量达到

1475 ± 33 μg/g，生物量达到 5192 ± 36 mg/L，硒含量比出发菌株提高 3倍以上。

总硒含量可达 7881.46 mg/g（干酵母），对比现有研究，已达到中等水平。

（2）通过形态学对比发现，这些酵母细胞参与硒蛋白的代谢。研究发现，

酵母WX-1的高富硒性能可能和钠钾离子参与的自主调控有关。红外发现细胞

膜表面的磷酸基团变化，可以推断出磷酸盐转运蛋白负责硒酸盐的转运。另外，

考虑到 SPS是硒蛋白合成中的关键限速酶，引入 K+后提高了胞内 SPS活性，表

明了富硒性能的提升。

（3）通过转录样本测序结果表明，诱变前后酵母胞外硒转运和胞内硒转化

的相关基因的表达具有一定差异。在 ARTP诱变处理条件下，除了能量代谢、

氨基酸代谢、NADPH合成通路被显著上调外，酵母系统中与硒转运相关的

PHO类基因发生显著变化，与硒化物代谢、GSH合成通路相关的基因也发生了

显著上调，提高了菌株的富硒性能。最后，通过硒代谢途径发现关键差异基因

trr1，其差异表达量上调 1244.5%。

综上所述，以酸胁迫、诱变、发酵优化可以获得高性能的富硒酿酒酵母菌

株。从胞内外的生理水平和分子水平探讨并证实了钾离子在强化富硒应用中具

有显著优势。同时，ARTP诱变能够在短时间选育出具有高富硒能力的菌株，

这种选育与培养优化模式为后续富硒酵母的选育提供了一个新思路。
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5.2展望

利用 ARTP诱变技术制备了高富硒性能的酵母菌，并从基因水平探究了富

硒关键基因。后续还有以下内容的深层次探讨：

（1）酵母诱变后，硫氧还蛋白（TRR1）是在蛋白构象上的变化还是生物

表达的变化，需要进一步确定。鉴于酵母诱变引起的硫氧还蛋白（TRR1）在蛋

白结构或表达上的变化，需要进一步实验确定。

（2）需要通过全基因组测序对未知基因信息进行确定。

（3）差异显著上调的基因是否表达成功，还需要从蛋白组学进一步探究。
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以梦为马，不负韶华。最后要感谢的是我自己。感谢你没有在舒适的生活

中迷失自我，感谢你在面对困难时的勇气，感谢你始终保持热情和善良，去探

索每一处山河。在此机会，我想对自己说一句，你很出色，实际上一直以来你

都做得很好。

去阅读，去结识人，去欣赏世界的美景，让一切逐渐发生，慢慢地相遇。

人生难免遇到挫折，但是前途广阔、光明。

凡是过往，皆为序章。道路曲折蜿蜒，前途充满光明。时间从不亏待那些

努力奋斗的人，当辛苦终将迎来甘美时，山河星月皆将共同庆贺。风起风落，

人聚人散，珍惜生活，不负相遇。

谢谢大家！

汪锡武

2024年 04月于安徽工程大学
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