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摘  要: 通过逐步减少巴斯德毕赤酵母基本培养基中生长因子和微量元素的组成种类, 最终确认

维持巴斯德毕赤酵母在平板上的生长, 除生物素外其它生长因子和微量元素不必额外添加。据此

提出了一种简化的巴斯德毕赤酵母基本培养基 SPMD, 其成分为 6 种无机盐、生物素和葡萄糖。

除葡萄糖单独灭菌外, 配制时可以高温高压灭菌。使用该培养基用于转化子的筛选实验中, 获得

了与使用常规 MD 培养基基本相当的转化效率。 
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Abstract: In this study, by gradually reducing the kinds of the trace elements and growth factors from the 
minimal medium of Pichia pastoris, the result showed that to maintain the normal growth of P. pastoris on 
agar plate, trace elements and growth factors except biotin don’t need to be added specially. A simplified 
minimal medium of P. pastoris, SPMD was presented, containing six kinds of inorganic salt, biotin and glu-
cose. All components can be sterilized by autoclave except glucose which should be sterilized separately. 
This medium was used in screening for transformants and got a transformation rate comparable to that using 
MD medium. 
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巴斯德毕赤酵母(Pichia pastoris)是重要的真核
蛋白表达系统, 也用于蛋白分泌途径、代谢工程等
的基础性研究, 在科研和生产中有重要意义[1,2]。在

实验中, 比如缺陷型的验证、转化子的筛选, 往往需
要基本培养基。现有报道的两种基本培养基 MD[3]

和 SD[4]均需要使用 YNB(Yeast nitrogen base)。YNB
所含组分约有 20种, 自行配制非常繁琐。虽然已经
有商品化 YNB供应, 但一方面价格略贵, 另一方面

仍然需要过滤除菌, 过程仍显繁琐。 
本文探索对 P. pastoris 基本培养基(Minimal 

medium)进行简化 , 报道了一种简化的基本培养
基。这种培养基所含组分较少 , 配制方便 , 可进行
高压蒸汽灭菌 , 减少了实验材料成本和操作工  
作量。使用这种培养基进行筛选转化子实验 , 获  
得的转化效率与使用常规 MD 培养基的转化效率
相当。  
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1  材料与方法 

1.1  菌种、质粒与试剂 
菌种与质粒均来自相应公司 , P. pastoris 

GS115(his4)和 KM71(arg4,his4,aox1::ARG4) (Invir-
trogen)、大肠杆菌 DH5α (TaKaRa)、质粒 pPIC3.5K 
(Invirtrogen)。实验过程为分子生物学与微生物学的
基本实验方法[5], 酵母转化使用电转化[3]。所用试剂

均为国产分析纯试剂或生化试剂。 

1.2  培养基 
MD培养基: 每升含 13.4 g YNB, 0.4 mg生物素, 

20 g葡萄糖。参照文献[3]配制。YNB具体由十余种
成分组成, 包括生长因子微量元素盐等。 

SPMD 培养基(Simplified Pichia minimal dex-
trose medium): 每升含有(NH4)2SO4 10 g, K2HPO4⋅ 
3H2O 1.7 g, KH2PO4 0.3 g, MgSO4⋅7H2O 1 g, NaCl 
0.2 g, CaCl2⋅6H2O 0.2 g, 生物素 0.4 mg, 葡萄糖  
20 g。1×105 Pa灭菌 30 min, 葡萄糖单独灭菌并于
使用前加入。必要时添加需要的生长因子或氨基酸

等。配制固体培养基时添加 2%琼脂。 

2  实验过程与实验结果 

2.1  简化基本培养基 
在保留 MD 培养基中碳源、氮源和大量元素盐

并维持其大致比例的基础上, 逐步减少YNB配方中

的微量元素盐以及生长因子的种类, 分别以 P. pas-

toris GS115(his4)和 KM71(arg4,his4,aox1::ARG4)作

为实验菌株, 用划线培养的方法, 与在 MD 培养基

上的生长情况相对比, 鉴定对 P. pastoris 正常生长

所必需的成分。 

最终确认, 维持 P. pastoris正常生长, 仅需要添

加生物素作为生长因子(如图 1 所示)。其他生长因

子不必额外添加, 这一点与参考文献[6]中的描述相

符合。微量元素盐也不需要额外添加, 使用去离子

水和自来水配制都可以获得较好的效果。根据这些

结果, 我们提出了 SPMD培养基的配方。 

配置过程中可能产生少量沉淀, 可能是钙镁或

微量元素金属离子的磷酸盐, 琼脂培养基灭菌后可

能呈褐色。这些现象均不影响使用。 
2.2  进一步简化配制过程 

在进行 MD 培养基配制时, 生物素往往采用过
滤除菌, 单独加入的方法 [3]。但我们进一步查阅文 

 
图 1  P. pastoris GS115 在 SPMD 培养基平板上的生长情

况(均已添加组氨酸) 
Fig. 1  The growth condition of P. pastoris GS115 on SPMD 
agar plate with or without biotin (With histidine adding 
both) 
 
献发现 , 生物素在烹饪中对加热是有一定的稳定
性的[7]。因此, 我们尝试将生物素与 SPMD 培养基
中的其他成分(除葡萄糖外)一起蒸汽灭菌, 最终验
证培养基可以维持 P. pastoris 的正常生长, 说明蒸
汽灭菌后的生物素损失有限。据此, 我们对配制和
灭菌过程进一步进行简化 , 仅葡萄糖单独灭菌外 , 
其他组分常规高压蒸汽灭菌。  

2.3  使用 SPMD 培养基用于转化子的筛选实验 
质粒 pPIC3.5K电击转入GS115和KM71后, 分

别使用不含组氨酸的 MD培养基与 SPMD培养基筛
选原养型转化子。 

如表 1所示, 用限制酶 Bgl II或 Sal I处理后的
pPIC3.5K转化 P. pastoris GS115和 KM71。同一批
次转化, 使用 SPMD 培养基筛选, 转化效率与使用
常规的 MD培养基的转化效率是基本相等的。 

3  讨论 

根据上述实验结果, SPMD培养基可以作为MD
培养基的替代品, 进行转化实验。可以预见, 如果在
SPMD 培养基中添加不同的氨基酸或者核苷酸, 也
可以用于营养缺陷性的鉴定筛选等实验。如果使用

甲醇代替葡萄糖为碳源 , 即成为 SPMM 培养基

(Simplified Pichia minimal methanol medium), 可以
用于 Mut+/MutS 表型的鉴定。总之, 这种简化的 P. 
pastoris培养基材料简单、配制方便, 可以用于多种
实验, 具有很好的利用价值。 

培养基配制时, 我们发现使用去离子水和自来
水配制都可以获得较好的效果。自来水中含有的微

量杂质不仅无害且有可能成为营养物质被微生物吸

收利用。如果进行筛选转化子等要求不是很高的实 
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表 1  使用 MD 或 SPMD 培养基获得的转化子数和转化效率 
Table 1  Count of transformants and transformation efficiency using MD medium or SPMD medium 

稀释度 Dilution 限制酶-培养基 
Restriction endonuclease-medium

菌种 
P. pastoris strains 100 101 

转化效率 
Transformation efficiency (µg−1) 

Bgl II - MD GS115 57, 62 6, 6 2.98×102 
Bgl II - SPMD GS115 67, 64 6, 8 3.28×102 

Sal I - MD GS115 189, 180 18, 16 9.23×102 
Sal I - SPMD GS115 175, 182 12, 15 8.93×102 

Sal I - MD KM71 220, 208 23, 19 1.07×103 
Sal I - SPMD KM71 221, 216 22, 21 1.09×103 

注: 2 μg酶切后的质粒 pPIC3.5K分别转入 GS115和 KM71, 获得 1 mL菌悬液, 取其中 100 μL细胞悬液涂布于筛选培养基. 
Note: 2 μg digested plasmid pPIC3.5K were transformed into GS115 and KM71 separately and got 1 mL whole suspension. 100 μL were 
spreaded onto selective media.  

 
验, 则可以使用自来水代替去离子水进行培养基的
配制, 这一解释与参考文献[8]的描述相符合。但各
地的自来水可能会有所不同, 可能需要在正式实施
实验之前进行预实验测试。 

YNB 中所含多种生长因子和微量元素, 可以满
足多种酵母的生长需要。但对于某一特定的酵母菌

株来说, 不是每一种生长因子都是必需的。对于其
它的酵母菌株, 研究者可以参考本实验的简化思路, 
根据不同的需要进行培养基的优化, 也可能获得相
应的简化培养基配方, 最终简单工作流程又能降低
成本。 
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稿件书写规范 

论文中计量单位的表示方法 
为执行国务院发布的《关于在我国统一实行法定计量单位的命令》的规定, 计量单位和单位符号按国家技术监督

局发布的《量和单位》GB3100-3102-93 执行。单位符号均用英文小写(正体), 不允许随便对单位符号进行修饰。现将
本刊常用计量单位和符号介绍如下, 希望作者参照执行。 

时间: 日用 d; 小时用 h; 分钟用 min; 秒用 s等表示。 
溶液浓度: 用 mol/L, 不用 M (克分子浓度)和 N(当量浓度)等非许用单位表示。 
旋转速度: 用 r/min, 不用 rpm。 
蒸汽压力: 用 Pa或 kPa、MPa 表示。 
光密度: 用 OD(斜体)表示。 
生物大分子的分子量: 蛋白质用 D或 kD, 核酸用 bp或 kb表示。 
图表中数值的物理量和单位: 物理量符号采用斜体, 单位用正体并用括号括起, 例如: t(h) (表示时间, 单位是小

时)。带数值的计量单位: 计量单位不能省略, 跟数字之间加一空格（℃和%除外），例如: 20 cm×0.3 cm, 不能写成 20
×0.3 cm; 3℃~5℃不可写成 3~5℃; 3%~6%不可写成 3~6%等。  

 


