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研究报告 

高氨氮利用酵母菌的筛选及相关酶活性 
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1 山西农业大学草业学院  山西 晋中  030801 
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摘  要：【背景】蛋白饲料的缺乏，促进了蛋白含量高、安全性能好的酵母类单细胞蛋白的研究与应

用。【目的】筛选氨氮利用能力强的菌株，为单细胞蛋白的发酵提供优良菌株。【方法】从土壤、奶

制品、水果采集样品分离酵母菌，根据形态学和分子生物学鉴定菌株，然后以硫酸铵为唯一氮源培

养基，测定菌落大小、菌体干重、蛋白质含量，复筛氨氮利用率高的酵母菌，并对复筛菌株氨同化

相关酶活性进行测定。【结果】经过形态学、分子生物学鉴定和氨氮利用能力评价，获得 3 株高氨氮

利用的酵母菌，分别是胶红酵母(Rhodotorula mucilaginosa)、酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)和戴

尔有孢圆酵母(Torulaspora delbrueckii)。通过比较 3 株酵母菌的谷氨酸脱氢酶、谷氨酸合成酶、谷氨

酰胺合成酶活性，酿酒酵母的 3 种酶活性最高，其次是胶红酵母。【结论】从奶酪和西瓜中分离的胶

红酵母 N5 和酿酒酵母 J1 具有较强的氨氮利用能力以及酶活性，可为单细胞蛋白发酵提供优良菌株。 
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Abstract: [Background] The lack of protein feed has promoted the research and application of yeast 
single-cell protein with high protein content and good safety performance. [Objective] In order to screen 
strains with strong ammonia nitrogen utilization ability, provide excellent strains for single-cell protein 
fermentation. [Methods] Yeasts were isolated and identified from the soil, dairy products and fruits based 
on morphology and molecular biology. Then, with ammonium sulfate as the sole nitrogen source medium, 
the bacterial colony size, cell dry weight and protein content were determined, and the yeasts with high 
ammonia nitrogen utilization rate were rescreened. The enzyme activities related to ammonia assimilation 
of the rescreening strains were determined. [Results] By morphological, molecular biological 



凌晓等: 高氨氮利用酵母菌的筛选及相关酶活性 4043 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

identification and ammonia nitrogen utilization ability evaluation, three strains of high ammonia nitrogen 
utilization were obtained, they were Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces cerevisiae and Torulaspora 
delbrueckii. S. cerevisiae has the highest activities of glutamate dehydrogenase, glutamate synthetase, and 
glutamine synthetase, followed by R. mucilaginosa. [Conclusion] R. mucilaginosa N5 and S. cerevisiae J1 
isolated from cheese and watermelon have strong ammonia nitrogen utilization ability and enzyme 
activities, and can provide excellent strains for single cell protein fermentation. 

Keywords: Yeast, Ammonia nitrogen, Enzyme activities, Single cell protein 
 

随着世界人口的持续增长，预计到 2050 年全

球人口将达到 100 亿[1]，目前对地球有限资源的

人为压力以及随之而来的气候显著变化，引起了

人们对当代农业饲料/食物链弹性的严重关注[2]。

肉类、鱼类、禽肉和禽蛋是人类最重要的蛋白质

来源，饲养这些动物都需要牧场或土地来生产饲

草作物。在牧场或土地资源有限时，有必要研究

可用于饲喂动物、生态友好的替代蛋白[3]。20 世

纪 70 年代初期，人们就开始寻求可替代的饲料和

食物来源来持续地供养不断增长的人口[4]。最终

研发出用微生物在适宜的培养基质条件下快速生

长 繁 殖 而 获 得 的 大 量 单 细 胞 蛋 白 (single cell 

protein，SCP)，并把这些 SCP 用于动物的饲养试

验中，但是由于发酵技术还很不完善[5]，SCP 在

动物饲料市场中的应用受到 20 世纪 80 年代末期大

豆和鱼粉等常规饲料蛋白质来源低价销售的限

制。近年来，围绕 SCP 的研究与开发在科学和工

业领域都重新获得动力。鱼粉价格的急剧上涨，

大豆等可做蛋白饲料的作物种植面积无法大规模

提升，甚至还在下降[6]。目前 SCP 产品在必需氨

基酸特征和总体营养价值方面可与鱼粉媲美[7]。

除水产养殖外，SCP 产品已经在陆生动物的饲养

试验中大获成功，包括反刍动物、猪和鸡等主要

牲畜，拓宽了其市场应用。 

SCP 具有多种优势：微生物产生时间短，细

胞中蛋白含量高，脂肪、碳水化合物、核酸、维

生素和矿物质含量丰富，而且富含某些必需氨基

酸，如赖氨酸和蛋氨酸，这些氨基酸在大多数动

植物食品中都含量有限[8]。SCP 的生产可以根据

培养条件或遗传修饰生成特征氨基酸，而且不受

气候条件制约连续发酵[4]。目前，细菌、酵母、

霉菌和藻类这 4 种类型的微生物发酵都可以用作

饲料蛋白质，其中酵母菌的研究最为深入，也是

市场普遍接受的微生物，其含有大量的蛋白质和

B 族维生素[9]。此外，许多研究表明营养酵母可

以预防动物的重要疾病，调节代谢平衡并提高动

物对饲料的利用效率[10-11]。所有这些功能使营养

酵母成为饲料中有前途的 SCP。酵母 SCP 通过替

代豆粕和鱼粉等昂贵的常规饲料，可以缓解蛋白

质饲料来源短缺的问题[12]。另外，微生物也可以

将农业和工业废料进行生物转化为富含蛋白质的

饲料，不仅可以降低生产成本，还可以减少环境

的污染。氮是酵母菌生长所需要的关键营养元

素，而氨同化是酵母菌将无机氮转化有机氮的  

一个重要过程。本研究通过形态学和分子生物学

鉴定及专性培养，筛选出高氨氮利用酵母菌株，

探讨酵母菌氨同化过程中谷氨酸脱氢酶(glutamate 

dehydrogenase，GDH)、谷氨酰胺合成酶(glutamine 

synthetase，GS)、谷氨酸合成酶(glutamate synthase，

GOGAT)这 3 种相关酶活性的规律，为酵母菌发酵

生产 SCP 提供优良菌种，同时为增强酵母菌氮素

利用率提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

样品来源：从山西农业大学 8 号楼海棠果树

下采集土壤 500 g；奶酪(内蒙古华琳食品有限责

任公司 )、奶豆腐 (内蒙古锡林郭勒盟正蓝旗特

产)、酸奶(内蒙古伊利实业集团股份有限公司)以

及菠萝、西瓜、葡萄从市场购买。 
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孟加拉红培养基(g/L)：蛋白胨 5.00，葡萄糖

10.00，K2HPO4 1.00，MgSO4 0.50，琼脂 15.00，

孟加拉红 0.03，氯霉素 0.10。酵母浸出粉胨葡萄糖

琼脂培养基(YPD) (g/L)：胨 10.00，酵母浸出粉

5.00，葡萄糖 20.00，琼脂 14.00。硫酸铵为唯一氮

源 固 体 培 养 基 (g/L) ： (NH4)2SO4 2.00 ， 葡 萄 糖

5.00，MgSO4 0.50，K2HPO4 1.00，NaCl 0.50，

FeSO4 0.01，琼脂 15.00 (液体培养基去掉琼脂)。 

GDH 活性检测试剂盒、GOGAT 活性检测试

剂盒和 GS 活性检测试剂盒，北京索莱宝科技有

限公司。光学数码显微镜，南京江南永新光学有

限公司；高速冷冻离心机，赛默飞世尔科技公

司；立式压力蒸汽灭菌器，江阴滨江医疗设备有

限公司。 

1.2  高氨氮利用酵母菌的筛选和鉴定 

1.2.1  高氨氮利用酵母菌的初筛 

在孟加拉红培养基中，采用稀释涂布平板

法，于 28 °C 条件下从采集的样品中分离出酵母

菌，取菌落长势良好的培养基，挑取单菌落进行

划线，接种于 YPD 平板培养基中纯化，28 °C 倒

置培养 24 h。纯化培养后，选取单菌落接种于配

制的硫酸铵为唯一氮源的固体培养基中，28 °C 避

光倒置培养 5 d，观察是否有菌落生长以及菌落的

大小，筛选出菌落大的菌株作为初代菌种。将初

筛的菌种用液体石蜡保存于 4 °C 冰箱。 

1.2.2  高氨氮利用酵母菌的复筛 

将初筛的菌种从加入液体石蜡的试管中取

出，并接种到 YPD 固体培养基上，在 28 °C 条件

下培养 24 h 活化。将活化的酵母菌接种到 YPD 液

体培养基中，在 28 °C、120 r/min 条件下培养   

24 h，以 5%的接种量转接到装有 50 mL 配制的以

硫酸铵为唯一氮源培养基的 100 mL 三角瓶中，在

28 °C、120 r/min 条件下培养 5 d，取出后放置

4 °C 冰箱保存，用于测定菌体干重[13]、蛋白质含

量[14]以及氨氮含量[15]。 

1.2.3  酵母菌的形态学及分子生物学鉴定 

形态学鉴定：将筛选的菌株接种在 YPD 固体

培养基上，28 °C 培养 3 d，观察菌落的颜色、质

地、表面和边缘形状等特征。挑取单菌落进行美

蓝染色，用 100 倍油镜观察细胞形状、大小以及

繁殖方式。 

分子生物学鉴定：筛选的酵母菌株进行编

号，在 YPD 琼脂培养基斜面培养后，送至南昌

科畅生物技术有限公司进行分析鉴定，然后将测

序 结 果 上 传 到 NCBI 数 据 库 进 行 比 对 ， 运 用

BLAST 程序包进行序列相似性比较，确定其最可

能的种名[16-19]。将鉴定后菌株的基因序列和模式

菌株序列导入 MEGA 7.0 软件进行系统发育分析

(phylogenetic analysis)，再运用邻接法 (neighbor- 

joining method)构建系统发育树。 

1.3  酵母菌氨同化相关酶活性的测定 

分别用以硫酸铵为唯一氮源的液体培养基对

3 种酵母菌进行发酵培养，将灭菌后培养基分装

入 50 mL 锥形瓶中，用无菌封瓶膜密封。培养条

件为 28 °C、120 r/min，培养 1、2、3、4、5 d，

同时设置 3 个平行，每天取一次样，放置实验室

4 °C 冰箱保存，用于测酶活[20]。 

粗酶液的提取：取 2 mL 酵母菌培养液于离心

管中，4 °C、10 000 r/min 离心 10 min，离心后弃

上清，加入 1 mL 提取液，超声波破碎酵母菌(冰

浴，功率 20%或 200 W，超声 3 s，间隔 10 s，重

复 30 次)；4 °C、8 000 r/min 离心 10 min，取上清

液，置于冰上待测酶活性[21]。 

谷氨酸脱氢酶、谷氨酸合成酶及的谷氨酰胺

合成酶的测定分别使用 GDH 活性检测试剂盒、

GOGAT 活性检测试剂盒和 GS 活性检测试剂盒进

行检测。 

2  结果与分析 

2.1  酵母菌的筛选 

2.1.1  高氨氮利用酵母菌的初筛 

将采集的样品初次分离后，在孟加拉红培养

基长出较多菌落，挑选出菌落形态差异较大的单

菌落在 YPD 培养基再次划线纯化，得到了 13 株酵
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母菌，将这 13 株酵母菌接种在以硫酸铵为唯一氮

源的培养基上进行初筛，菌落大小如表 1 所示，

其中有 8 株菌的菌落大小大于 2 mm，1 株酵母菌

不能生长。 

2.1.2  高氨氮利用酵母菌的复筛 

将初筛后的酵母菌进行复筛，结果见表 2。

GBL1 的菌体干重最多，N5 的氨氮利用率最多，

N5、J1、GBL1 的蛋白质含量在 50%以上，其中

J1 的蛋白质含量最高，达到 62.22%。筛选出这  

3 株酵母菌进行氨同化相关酶活性的测定。 

2.2  酵母菌的鉴定 

2.2.1  形态特征 

观察 3 株酵母菌在 YPD 固体培养基中的菌落 
 

表 1  菌种初筛情况 
Table 1  Initial screening of strains 
菌株来源 Strain origin 编号 No. 菌落 Colony 

奶豆腐 Milk tofu N1 + 

奶豆腐 Milk tofu N2 + 

奶豆腐 Milk tofu N3 + 

奶豆腐 Milk tofu N4 ++ 

奶酪 Cheese N5 ++ 

奶酪 Cheese N6 + 

奶酪 Cheese N7 ++ 

西瓜 Watermelon G1 ++ 

西瓜 Watermelon J1 ++ 

海棠土 Begonia soil T1 ++ 

菠萝 Pineapple GBL1 ++ 

菠萝 Pineapple GBL2 ++ 

菠萝 Pineapple GBL3 − 

注：+：出现菌落；++：菌落平均直径超过 2 mm；−：无菌落出现. 

Note: +: The presence of colonies; ++: The average diameter of 
the colonies exceeds 2 mm; −: No colonies appeared. 

表 2  菌种复筛情况 
Table 2  Second screening of strains 
编号 

No. 

菌体干重 

Cell dry weight
(mg/mL) 

蛋白质含量 

Protein content 
(%) 

氨氮利用率 

Ammonia nitrogen 
utilization rate (%) 

N4 1.10 37.27 44.16 

N5 0.75 54.67 88.44 

N7 0.85 49.09 31.57 

G1 0.69 59.86 24.68 

J1 0.65 62.22 45.93 

T1 1.05 38.44 27.03 

GBL1 1.19 34.58 35.35 

GBL2 0.84 49.06 27.51 

 
形态。N5：菌落呈圆形，橙黄色，球形突起，表

面光滑，不透明，黄油状，边缘整齐；J1：菌落

呈圆形，奶白色，球形突起，表面光滑，不透

明，奶油状，边缘整齐；GBL1：菌落呈圆形，乳

白色，球形突起，表面光滑，不透明，奶油状，

边缘不整齐(图 1)。光学显微镜下观察菌体都是出

芽生殖，N5、J1 都是椭圆形，GBL1 呈短棒状还

有菌丝(图 2)。 

2.2.2  酵母菌的分子生物学鉴定 

使用 MEGA 7.0 软件对复筛后的 3 株菌进行亲

缘分析并构建系统发育树(图 3)。由系统发育树可

知：N5 是胶红酵母(Rhodotorula mucilaginosa)，

J1 是酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)，GBL1

是戴尔有孢圆酵母 (Torulaspora delbrueckii)。将

N5、J1、GBL1 所获序列提交至 GenBank，获得

登 录 号 分 别 为 MT550663 、 MT550662 、

MT550664。 
 

 
 

图 1  3 株酵母菌的菌落形态 
Figure 1  The colonial morphology of 3 yeasts 
Note: A: N5; B: J1; C: GBL1. 
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图 2  形态学鉴定结果(1 000×) 
Figure 2  Results of morphological identification (1 000×) 
Note: A: N5; B: J1; C: GBL1. 
 

 
 
图 3  3 株酵母菌 26S rRNA 基因 D1/D2 区域序列系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic tree of 26S rRNA gene D1/D2 region sequence of three yeast strains 
 

2.3  酵母菌氨同化相关酶活性的测定 
2.3.1  谷氨酸脱氢酶活性  

3 株酵母菌发酵 5 d 的 GDH 活性变化趋势相

同，呈先升高后降低的趋势。酿酒酵母 5 d 的酶活

均高于其他 2 株酵母菌，在第 3 天显著高于其他   

2 株酵母菌，达到 18.97 U/mL (P<0.05)，在第 1 天

和第 5 天显著高于戴尔有孢圆酵母，分别达到

10.50 U/mL 和 9.32 U/mL (P<0.05)；胶红酵母 5 d

的发酵酶活均高于戴尔有孢圆酵母，但是没有显著

差异；戴尔有孢圆酵母的发酵酶活较低于其他   

2 株酵母(图 4)。 

2.3.2  谷氨酸合成酶活性 

如图 5 所示，3 株酵母菌发酵 5 d 的 GOGAT

活性变化趋势相同，呈先升高后降低，在第 3 天的 

时候又开始上升。酿酒酵母 5 d 的酶活均高于其他

2 株酵母菌，在第 2 天和第 4 天显著高于其他 2 株

酵母菌，分别达到 13.30 U/mL 和 6.765 U/mL 

(P<0.05)。胶红酵母在 5 d 的发酵酶活均高于戴尔

有孢圆酵母，在第 4 天发酵酶活差异显著，达到

4.93 U/mL (P<0.05)。戴尔有孢圆酵母的发酵酶活

较低于其他 2 株酵母。 

2.3.3  谷氨酰胺合成酶活性 

3 株酵母 5 d 发酵的 GS 活性变化趋势相同，

都是先升高后降低，在第 3 天发酵的酶活又开始增

长。酿酒酵母发酵 5 d 的酶活都高于其他 2 株酵母，

在第 2 天发酵酶活显著高于戴尔有孢圆酵母，达到

0.85 μmol/(h·mL) (P<0.05)，在第 4 和第 5 天与其他 
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2 株酵母菌差异显著，分别达到 0.47 μmol/(h·mL)

和 0.54 μmol/(h·mL) (P<0.05)。胶红酵母的发酵酶

活高于戴尔有孢圆酵母，但差异不显著。戴尔有孢

圆酵母的发酵酶活较低于其他 2 株酵母(图 6)。 
 

 
 

图 4  不同发酵时间谷氨酸脱氢酶活性 
Figure 4  Glutamate dehydrogenase activity at different 
fermentation times 
注：字母 a、b、c、d 表示同一时间不同菌株发酵的显著差异

(P<0.05)；J1：酿酒酵母；N5：胶红酵母；GBL1：戴尔有孢圆

酵母. 

Note: The letter a, b, c, d indicates a significant difference in the 
different strains ferment at the same time (P<0.05); J1: 
Saccharomyces cerevisiae; N5: Rhodotorula mucilaginosa; GBL1: 
Torulaspora delbrueckii. 
 

 
 

图 5  不同发酵时间谷氨酸合成酶活性 
Figure 5  Glutamate synthase activity at different 
fermentation times 
注：字母 a、b、c、d 表示同一时间不同菌株发酵的显著差异

(P<0.05)；J1：酿酒酵母；N5：胶红酵母；GBL1：戴尔有孢

圆酵母. 

Note: The letter a, b, c, d indicates a significant difference in the 
different strains ferment at the same time (P<0.05); J1: 
Saccharomyces cerevisiae; N5: Rhodotorula mucilaginosa; GBL1: 
Torulaspora delbrueckii. 

 
 

图 6  不同发酵时间谷氨酰胺合成酶活性 
Figure 6  Glutamine synthetase activity at different 
fermentation times 
注：字母 a、b、c、d 表示同一时间不同菌株发酵的显著差异

(P<0.05)；J1：酿酒酵母；N5：胶红酵母；GBL1：戴尔有孢圆

酵母. 

Note: The letter a, b, c, d indicates a significant difference in the 
different strains ferment at the same time (P<0.05); J1: 
Saccharomyces cerevisiae; N5: Rhodotorula mucilaginosa; GBL1: 
Torulaspora delbrueckii. 
 

3  讨论与结论 

酵母菌自身具有将无机氮转化成有机氮的同

化能力。ter Schure 等[22]将酿酒酵母在以硫酸铵为

唯一氮源的培养系统中发酵，增加氨氮的浓度时

其生物量得到提高。Minkevich 等[23]在以氯化铵为

唯一氮源的培养基中接种产朊假丝酵母(Candida 

utilis)进行发酵，100 h 之后氨氮浓度减少，生物

量提高。本研究从土壤、奶制品以及水果中筛选

出 13 株酵母菌，其中有一株从菠萝分离出的酵母

菌无法在以硫酸铵为唯一氮源的培养基中生存。

酵母菌具有较高的氨氮利用能力以及蛋白质含

量。马霞飞等[24]从多株酵母菌筛选出 2 株非蛋白

氮利用能力较强的酿酒酵母菌株，这 2 株酵母菌

的蛋白质含量达到 37.41%和 39.77%。曾德霞[25]

以氨基酸废液作为氮源，对氨基酸废液中的氨氮

进 行 转 化 ， 筛 选 出 酿 酒 酵 母 ， 氨 氮 转 化 率 为

28.1%，粗蛋白含量为 12.89%。曹玉飞[26]以硫酸

铵为唯一氮源的培养基，筛选出的酿酒酵母其氨

氮利用率为 1.53%−70.9%。本研究筛选的 J1 蛋白

质含量最高达到 62.22%，N5 的蛋白质含量为
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54.67%，N5 的氨氮利用率最高达到 88.44%，其

次是 J1 氨氮利用率为 45.93%。 

酵母菌氨同化过程中主要有 2 条途径：GDH

途径和 GS/GOGAT 途径，参与的关键酶有 GDH、

GS 和 GOGAT[27]。不同酵母的氨同化酶活性不

同， Valenzuela 等 [28]发现从 乳酸克鲁维 斯酵母

(Kluyveromyces lactis)中提取的 GDH 活性比在酿酒

酵母中发现的低 20%，GS 和 GOGAT 活性与酿酒

酵母相似。本研究筛选出的这 3 株酵母，其中 J1

的 GDH 活性高于其他 2 株酵母，N5 和 GBL1 的

GDH 活性相似；N5、J1 和 GBL1 的 GS 和 GOGAT

活性不同，其中 J1 的这 2 种酶活性最高。酿酒酵

母和胶红酵母可作为优良菌株应用在饲料中，它

们具有丰富的营养物质和生长因子，可满足水产

动物机体所需要的营养需求，从而促进动物的健

康生长和发育[29-30]。Cruz 等[31]在断奶仔猪日常饮

食中添加产朊假丝酵母，发现酵母菌可以替代断

奶仔猪日常饮食中主要蛋白质来源的 40% CP，同

时断奶仔猪保持正常生长且消化功能得到改善。

Chen 等 [32]在罗非鱼的饲料中添加 1%胶红酵母

时，提高了罗非鱼的生长性能、营养成分以及免

疫反应和抗氧化能力。Nasiri 等[33]在荷斯坦奶牛

的日粮中添加酿酒酵母活酵母，有益于乳汁生产

和乳汁成分，并增强了奶牛的免疫调节系统。酿

酒酵母和胶红酵母都已在饲料中应用，且酿酒酵

母已被收录在饲料添加剂品种目录(2013)[34]中。 

本研究通过初筛和复筛以及氨同化酶活的测

定，筛选出胶红酵母 N5 和酿酒酵母 J1，它们具有

较强的氨氮利用能力以及酶活性，并且这 2 株酵

母菌的蛋白质含量较高，可为酵母类单细胞蛋白

饲料的发酵提供优良的菌株。 
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