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 适应性进化提高酿酒酵母生物量  
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摘要：酿酒酵母是一种生长周期短、发酵能力强、容易进行大规模培养的工业模式微生物菌株，菌体富含多种蛋白质、氨基酸、维生素、生物活性物质等营养成分，但在工业生产中仍存在生产效率低等问题，为了改善上述问题，本实验以1株野生型酿酒酵母为出发菌株，通过生长抑制剂G418（遗传霉素）持续适应性进化，筛选到1株摇瓶水平下菌体干重达到17.4 g/L的突变株2G160-3，高于出发菌株25%，且遗传稳定性良好。后通过比较转录组学分析，发现上调前5位基因（LEU1、HXT15、FMP48、LEU2、BAP2），与下调前5位基因（PES4、THI4、MCH5、PRM5、GNP1）可能对菌体干重提高具有重要作用。本实验为提高微生物生物量提供了一种新的思路。 
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Abstract: Saccharomyces cerevisiae is an industrial model microbial strain with a short growth cycle, strong fermentation capacity, and easy large-scale cultivation,its thallus is rich in a variety of nutrients such as proteins, amino acids, vitamins, and bioactive substances, but there are still problems such as low production efficiency in industrial production. In order to improve the above problems, this experiment took a wild type Saccharomyces cerevisiae as the starting strain, Through continuous adaptive evolution of growth inhibitor G418 (geneticin), a mutant strain 2G160-3 with a dry weight of 17.4 g/L at the shake flask level was selected, which is 25% higher than the original strain, and has good genetic stability. Through comparative transcriptome analysis, it was found that upregulation of the top 5 genes (LEU1, HXT15, FMP48, LEU2, BAP2) and downregulation of the top 5 genes (PES4, THI4, MCH5, PRM5, GNP1) may have an important role in improving bacterial dry weight. This experiment provides a new idea for improving microbial biomass.
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2.0

0 引言

随着全球人口数量的不断增加，人类对蛋白质数量及质量需求也逐年提升。《世界人口展望：2019修订版》指出，2056年全世界人口将达到100亿左右，食品总需求增加50-80%。为了满足食品蛋白需求，畜牧业和种植业快速发展，但引发了一系列环境问题，如温室气体排放等。一项研究表明，2007 年至 2013 年间，食品生产占温室气体 （GHG） 排放量的 35%，其中动物性食品生产占57%，这会进一步对全球资源环境，生物多样性造成恶劣影响。因此，人们急需新的替代蛋白来减少动物性肉类消费以缓解食品生产过程中温室气体排放所带来的影响[1-5]。

常见的替代蛋白包括植物蛋白、昆虫蛋白、单细胞蛋白（SCP）、细胞培养肉等。酵母蛋白作为单细胞蛋白的一种，具有营养丰富，蛋白含量高（40-60%），安全环保等优点[6, 7]，据文献报道[8]在未来如果用真菌蛋白替代全球20%的牛肉消费，每年能够减少56%的二氧化碳排放，且可以大大提高蛋白生产效率。目前已有学者做了关于提高酵母蛋白产量或降低生产成本的研究，如陈文明等[9]对野外采集的酵母经过摇瓶初筛，30 L小试发酵复筛后，得到1  株高蛋白酵母菌株，该酵母菌发酵后蛋白质含量可达59.4%,干重达到41.58 g/L。Zhang等[10]以沼渣为培养基碳源，通过优化生产工艺参数，实现了以沼渣为碳源生产酵母蛋白的可行性。Hashem等[11]实现以废弃枣蜜（WDM）为碳源生产大量酵母蛋白，该碳源可使得酵母快速生长且蛋白含量高达54.3%，同时，该课题组发现向废弃枣蜜培养基中补充有机或无机氮源可显著提高废弃枣蜜向酵母蛋白转化效率。

酵母蛋白产量由酵母生物量与酵母蛋白含量构成，在单细胞蛋白生产中生物量（菌体量）积累是关键环节[12]，上述研究多集中在生产工艺优化或菌种直接筛选以提高酵母蛋白产量，忽略了生物量的提高也是酵母蛋白高效生产的关键因素。本研究，以1株生物量积累较优异的酿酒酵母为出发菌株，通过适应性进化的方法，筛选到1株培养16 h后，OD600达到54的高生物量突变株，较出发菌株提高26%，菌体干重达到17.4 g/L，较出发菌株提高25%。后通过持续进化提高了遗传稳定性，使其在连续10天的传代实验中保持生物量稳定产生。最后通过比较转录组学分析了对菌体生长产生影响的关键基因，为工业发酵提高微生物菌体量提供了新的思路。
1 材料与方法
1.1 材料与试剂
1.1.1 菌株
出发菌株有2株，均为安琪酵母公司菌种库保存，命名为S1和S2。
1.1.2 培养基与试剂

YPD液体培养基（g/L）：蛋白胨20，酵母抽提物10，葡萄糖20。

YPD固体平板培养基（g/L）：蛋白胨20，酵母抽提物10，葡萄糖20，琼脂粉20。

液体发酵培养基（g/L）：酵母抽提物20，蔗糖100，磷酸二氢钾1，硫酸镁1。

G418硫酸盐溶液母液（40 g/L，无菌），上海生工生物工程有限公司。

不同G418浓度液体培养基：将G418硫酸盐溶液母液按照不同比例稀释于液体发酵培养基中，并于4 ℃冰箱保存备用。

1.2 主要仪器与设备

UVmini-1280紫外分光光度计，日本岛津公司；BG-160恒温培养箱，上海博讯公司；VXMNAL涡旋振荡混匀器，美国奥豪斯公司；eppendorf 5804R冷冻离心机，德国艾本德公司；ZQZY-AF8E 组合式振荡培养箱，上海知楚公司；ME204万分位天平，梅特勒公司；K9860全自动凯氏定氮仪，山东海能公司；Freezone 6L冷冻干燥机，美国Labconco公司；Waters 2695高效液相色谱仪，美国沃特世公司。

1.3 实验方法
1.3.1 适应性进化及高生物量突变株筛选

确定出发菌株的初始抑制浓度。出发菌株经平板划线长出单菌落，后接种到YPD液体培养基中，30℃，220 rpm，培养12h作为种子液。以OD600=0.1将种子液分别接种到含有20、40、80 mg/L G418的液体培养基中（14 mL摇菌管装有2 mL培养基），不含G418的液体培养基作为对照组，220 rpm，30℃培养24h后测量菌液OD600，以值大于0并低于对照组浓度作为初始筛选浓度。在G418初始筛选条件下每隔24h测量菌液OD600，并按照转接后菌浓OD600=0.1的标准转接至含同样G418浓度的新鲜培养基（培养条件不变），对照组转接不含G418的新鲜培养基。当实验组OD600大于等于对照组时，提高G418浓度，以同样的方法转接进化。直至筛选到高生物量，且遗传稳定性良好的目的菌株时停止。

当进化菌液OD600恢复至对照组值时，将菌液划线于YPD固体平板，并于30℃培养箱中培养2天，后挑选15个生长良好的单菌落接种于YPD液体培养基，摇瓶发酵16h（500 mL摇瓶装有50 mL液体发酵培养基，30℃，220 rpm），并对OD600进行监测，挑选发酵后生物量高于出发菌株的突变株作为高产生物量菌株，每组3个生物学重复。
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图 1  适应性进化筛选生物量提高突变株

Fig. 1  Adaptive laboratory evolutionary screening for biomass enhancement mutant strains

1.3.2 遗传稳定性测试
参照方法1.3.1，当适应性进化获得高生物量菌株后，持续以相同浓度进化20天，继续筛选OD600提高突变株，并对其遗传稳定性进行测定。参考宿安琪遗传稳定性测试方法[13]，随机挑选突变株若干个单菌落，于YPD液体培养基中活化，后转接至摇瓶中，使初始OD600=0.1，培养16h，后将发酵液转接至新鲜YPD液体培养基中继续培养，重复培养10天。S2出发菌株为对照组，测试组与对照组每组3个生物学重复。

1.3.3 转录组测序及分析

将筛选到的生物量提高突变株与出发菌株按照方法1.3.2培养至菌体生长稳定期前4 h，后离心收集菌体，并于干冰保存送至上海生工进行转录组测序分析，每组3个生物学重复。

1.4 分析方法

1.4.1 生物量测定

将按照方法1.3.1 培养后的菌液稀释至紫外分光光度计可测定范围测量菌OD600。

提前称取若干50 mL离心管初始重量，记为M 1；将发酵液收集至50 mL离心管，于冷冻离心机8000 rpm，3 min离心，去除上清，再用去离子水重悬洗涤2-3次；随后放置冷冻干燥机中冻干2-3天得到冻干菌体，称量带有冻干菌体的50 mL离心管重量，记为M 2，M 2 – M 1即为发酵液液体体积所对应的菌体干重。

1.4.2 蛋白含量与蛋白产量产量的测定

采用凯氏定氮法[14]测量所得菌体蛋白，按照方法1.4.1收集冻干菌体后，于石墨消解仪240 ℃，30 min，420 ℃，1h消解菌体，消解完成后于全自动凯氏定氮仪测量蛋白含量（%），蛋白产量按照公式：蛋白产量（g/L）=菌体干重（g/L）×蛋白含量（%）进行计算。

1.4.3 HPLC法测定蔗糖浓度

参考郭秀春[15]，Zhang等[16]色谱条件测定发酵液中蔗糖浓度，使用Arc HPLC系统（Waters，美国）和XBridge BEH Amide色谱柱（150×4.6 mm，Waters，美国），其中柱温为35 ℃，流动相为75% 乙腈溶液，流速为1.0 mL·min-1，进样量为10 µL。采用视差检测器（RI Detector）进行分析，蔗糖的保留出峰时间为6.4 min。使用超纯水稀释蔗糖标准品分别为15 g·L-1、12 g·L-1、10 g·L-1、5 g·L-1、2 g·L-1、1 g·L-1等梯度浓度，以上述液相检测方法测定各标准品在保留出峰时间时的峰面积，并以浓度为横坐标、峰面积为纵坐标建立标准曲线，并保证标准差大于0.99，测得标准曲线如下图 2所示。
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图 2 蔗糖浓度与液相色谱峰面积的线性关系图

Figure 2 Linear relationship between sucrose concentration and HPLC peak area
2 结果与分析

2.1 适应性进化获得高菌体量酿酒酵母

2.1.1 出发菌株的选择

对安琪酵母寄送的2株出发菌株S1、S2，按照方法1.3.2培养并收集菌体，分别测量生物量、蛋白含量。结果如表 1所示，S1比S2菌株蛋白含量高，但菌体干重较S2低，蛋白产量也低于S2菌株约30%，故以S2菌株为出发菌株进行后续实验。

表 1  出发菌株的参数对比

Tab. 1  Comparison of parameters of starting strains

	菌株
	菌体干重（g/L）
	蛋白含量（%）
	蛋白产量（g/L）


	S1
S2
	9.56

14.22
	59.03

53.75
	5.72

7.45


2.1.2 适应性进化高生物量突变株的筛选
首先，确定了G418的初始抑制浓度，根据方法1.3.1，得出结果如表 2所示，由于20 mg/L G418条件下OD600过高，与对照组相差不大，80mg/L G418条件下OD600过低，因此以40 mg/L G418作为初始抑制浓度进行适应性进化。
表 2  S2菌株G418初始抑制浓度比较

Tab. 2  Comparison of initial inhibition concentration of G418 of S2 strain

	G418浓度（mg/L）
	OD600

	0

20

40

80
	43.24

42.23

32.57

0.778


根据方法1.3.1，将S2菌株对G418适应浓度从40 mg/L进化至640 mg/L，其OD600变化如下图3（a）所示 。后根据方法1.3.2，对每个浓度进化后筛选出的OD600最高菌株重新比较，所得结果如图 3（b）-(f)所示，重新比较结果如图 4 (a)示，其中在经160 mg/L G418进化后筛选到一株最高生物量突变株2G160-1，如图 4 (b)所示该突变株在同等培养条件下（500 mL摇瓶装50 mL发酵培养基，30 ℃、220 rpm、发酵16 h），OD600与菌体干重分别达到52.32与16.84g/L，较出发菌株S2分别提高21.43%与21.24%。
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图 3  不同浓度G418适应性进化及筛选
Fig. 3  Adaptive laboratory evolution and screening of different concentrations of G418

[image: image4]
图 4 不同浓度G418进化筛选最优比较

Fig. 4 Optimal comparison of evolutionary screening of different concentrations of G418
2.2持续适应性进化提高遗传稳定性

[image: image9.emf] 
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随后对2G160-1的遗传稳定性测试中发现其生物量会随着传代过程而降低，即出现遗传不稳定现象。为了解决遗传不稳定的问题，参考贺铁凡等[17]通过对改造后酿酒酵母持续适应性进化弥补了生长能力缺陷的不足，对2G160-1以筛选时浓度（160 mg/L G418）按照方法1.3.1持续传代进化，如图5 (a)所示，在持续10天及20天后，进化菌液OD600较初始分别提高7%和13%，并重新筛选高生物量突变株。如图 5(b)所示，2G160-3与2G160-2分别为2G160-1持续进化10天以及20天后筛选得到的高生物量突变株。根据方法1.3.2对出发菌株S2及高生物量菌株2G160-1、2G160-2和2G160-3进行遗传稳定性测试。在遗传稳定性测试10与20天后，2G160-1与2G160-2的OD600相较第一天存在6-11%的衰退，而2G160-3仍能保持高生物量特征，OD600稳定高于出发菌22-26%，表明经生长抑制剂适应性进化获得的突变株表型需持续进化一段时间，以维持其遗传稳定性。
图 5 持续适应性进化提高遗传稳定性测试

Fig.5 Test of continuous adaptive laboratory evolution to improve genetic stability
2.3 生长曲线比较

  对S2出发菌株以及稳定遗传高生物量菌株2G160-3按照方法1.3.2培养，在摇瓶发酵0-16 h间隔2h进行取样，分别测定样品OD600及残糖浓度（HPLC法测定蔗糖浓度标准曲线如图 4）。如图 6所示，S2与2G160-3在摇瓶培养0-16h耗糖速率相差不大，且12h后将蔗糖消耗殆尽，但2G160-3在12h后表现出生物量比S2更高的特征。
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图 6  S2和2G160-3生长曲线

Fig. 6Growth curve of S2 and 2G160-3
2.4 比较转录组学分析

2.4.1 测序样品相关性分析

根据方法1.3.3得到转录组测序结果，对照组B（S2）与处理组A（2G160-1）各有3个生物学重复，共6组转录组测序数据。由图 7可知对照组与处理组之间相关性系数为0.92左右，平行样品间相关性系数为1或接近1，说明样品间重复性好，两组间差异相对较大，结果可信度高。
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图 7 样品相关性热图

Fig. 7 Heat map of sample correlation
2.4.2 差异表达基因分析
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图 8 差异表达基因火山图

Fig. 8Volcano map of differentially expressed genes
以q Value < 0.05以及log2 Fold Change的绝对值＞1为筛选标准，如图 8所示，S2与2G160-1差异表达基因共有110个，其中上调基因48个，下调基因62个，这说明两株菌之间存在一定数量的差异表达基因，且其中部分基因在差异较大。

通过KEGG信号功能注释工具进一步分析差异表达基因主要集中的30条代谢通路，如在图 9所示，其中与生物量差异有关的代谢通路主要包括氮代谢，嘌呤代谢，蛋白质消化与吸收，缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸合成与分解，硒化合物代谢，硫代谢，淀粉与蔗糖代谢，葡萄糖酸盐合成等。
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图 9 差异表达基因KEGG富集分析

Fig. 9 KEGG pathway analysis of DEGs

以log2 Fold Change绝对值为参照，分别选出上调和下调倍数最大的前5位基因，如下表 3和表 4，发现上调倍数前5位基因中，与亮氨酸代谢相关的有3个，且有文献指出，低亮氨酸浓度会影响酵母生长[18,19]，因此亮氨酸代谢较大可能对酿酒酵母生物量差异产生显著影响。下调基因中，有2个基因参与维生素B族代谢（THI4参与维生素B1生物合成，MCH5参与到维生素B2的运输功能）；PRM5（细胞壁完整途径蛋白）下调可能是由于酿酒酵母在快速生长中，细胞壁不会受到应激反应，而微生物的生长遵循节能高效原则，因此有所下调[20]。

表 3  上调基因Top 5

Tab. 3  Top 5 of up-regulated genes

	基因
	基因注释
	Log2（差异倍数）绝对值

	LEU1

HXT15

FMP48

LEU2

BAP2
	亮氨酸合成第2步关键酶

参与己糖、多元醇跨膜转运蛋白

参与蛋白质磷酸化的蛋白激酶

亮氨酸合成第3步关键酶

高亲和力亮氨酸透性酶
	3.039847

2.191812

2.171224

2.123149

1.71455


表 4  下调基因Top 5

Tab. 4  Top 5 of down-regulated genes
	基因
	基因注释
	Log2（差异倍数）绝对值

	PES4

THI4

MCH5

PRM5

GNP1
	RNA结合蛋白，参与调控翻译和mRNA代谢

参与噻唑（硫胺素生物合成前体）合成

质膜核黄素转运蛋白

细胞壁完整途径蛋白

谷氨酰胺透性酶
	2.860418

2.711233

2.485276

2.261361

2.035071


3 结论

本实验以1株初始生物量、蛋白产量较高的酿酒酵母菌株为出发菌株，通过160 mg/L G418适应性进化后，菌体干重较出发菌株有所提升，最高筛选到1株高于出发菌株22%的突变株，进一步提高G418浓度进化对菌体干重无改善，同时以出发菌株在不含G418的条件下持续转接传代作为对照，菌体干重较出发菌株无明显变化，说明生物量增高突变株是由于合适浓度G418适应性进化后带来的效果。接着通过对比出发菌株与突变株的生长曲线后发现，在进入对数生长后期，二者都能将培养基中的蔗糖消耗殆尽，但生物量提高突变株表现出更高的生物量，说明经G418适应性进化后，微生物菌体会产生某种生长上的突变，这种突变会使得微生物的细胞得率提高。后针对突变株遗传稳定性差的问题，通过160 mg/L G418持续适应性进化20天重新筛选，得到1株遗传稳定性良好的高生物量突变株，表明延长适应性进化时间可有效提高微生物突变的遗传稳定性。

综上所述，本实验结果表明微生物通过合适浓度生长抑制剂持续适应性进化，可以获得生物量提高，遗传稳定性良好的突变株，为不能做基因编辑的工业微生物育种提供了新的思路。
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