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摘 要： 能诱导酿酒酵母产孢的醋酸盐培养基不能诱导管囊酵母 1770、1771产孢。1770、1771分别在 YM1、YM2
中均不产孢，前者在 YMA2平板上当菌落过疏时能产孢，产孢率为 2 %，而菌落过密过小时不能产孢，同等条件下
后者均不能产孢；管囊酵母是强烈型同宗结合型菌株，子囊孢子在培养过程中易发生二倍体化，尝试添加 Triton X-
100及胰蛋白酶处理，避免发生二倍体化，但作用不明显，分离不到单倍体。
关键词： 微生物； 管囊酵母； 产孢； 单倍体； 燃料乙醇

中图分类号：Q93-3；TS261.1；TS262.2 文献标识码：A 文章编号：1001－9286（2011）07－0020－03

Study on Sporulation and Haploid Separation of Pachysolen tannophilus
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Abstract: The spore-inducing acetate culture medium for S.Cerevisiae could not sporulate for Pachysolen tannophilus 1770 or 1771. Pachysolen
tannophilus 1770 or 1771 could not sporulate both in YM1 and in YM2. Pachysolen tannophilus 1770 in YMA2 could sporulate as the colony
scattered and its diameter was about 2 mm (sporulation not occurred as the colony overcrowded). However, Pachysolen tannophilus 1771 never
sporulate under the same conditions. Pachysolen tannophilus is a strongly homothallic organism and diploidization easily occurs during the culture
process. In the experiments, we tried to add Triton X-100 or trypsin in YMA2 plate to avoid diploidization but no satisfactory effects were
achieved and we failed in separating haploid successfully.
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木质纤维素类物质是世界上最为丰富的可再生资

源。 采用微生物发酵将其转化为燃料乙醇可以缓解人类
社会对石油等化石能源的依赖，意义重大。 不过，利用木
质纤维素生产燃料乙醇尚存在一系列技术瓶颈， 利用其
中的半纤维素组分的主要水解产物， 木糖发酵生产乙醇
为技术难题之一。 管囊酵母已经被发现能够代谢木糖产
酒精 [1]，被证明其可能在生物质转化为能源方面具有更
高的效率，因而具有潜在的工业价值[2]。 诱导酵母产孢从
而获得单倍体是进行酵母遗传学和育种工作极为关键的

一步，它既是性状遗传分析所必需，又可为杂交做好亲本
的准备[3]。 管囊酵母产孢及单倍体分离至今国内仍未见
报道。为此，本文对管囊酵母产孢及单倍体的分离进行了
研究。

1 材料与方法

1.1 菌种
嗜鞣管囊酵母(Pachysolen tannophilus)，编号分别为

1770、1771，购自中国工业微生物菌种保藏管理中心(CI-
CC)。
1.2 试剂
蛋白胨、酵母粉购自 OXOID；麦芽提取物购自北京

奥博星； 蜗牛酶、Triton X-100、β-巯基乙醇购自上海生
工；EGTA、β-葡萄糖苷酸酶购自 Sigma。
1.2.1 40 mg/mL蜗牛酶配制
称取蜗牛酶粉末， 加入 1×柠檬酸-磷酸氢二钠缓

冲液 (pH5.99) 配制成终浓度为 40 mg/mL 的溶液，经
0.45 μm滤膜过滤除菌。
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1.2.2 2 %(w/v)胰蛋白酶配制
参考文献[4]，用已灭菌 D-Hank 溶液溶解配制成终

浓度为 2 %胰蛋白酶 (含 0.2 %(w/v)EGTA) 的溶液，经
0.45 μm滤膜过滤除菌。
1.3 培养基
1.3.1 YPD培养基
酵母粉 1 %，蛋白胨 2 %，葡萄糖 2 %。

1.3.2 预生孢培养基
酵母粉 2 %，蛋白胨 1 %，葡萄糖 2 %。

1.3.3 含醋酸盐的生孢培养基 Ac
Ac1：葡萄糖 0.1 %，KCl 0.18 %，NaAc 0.82 %，酵母

粉 0.25 %。
Ac2：葡萄糖 0.1 %，KAc 0.98 %，酵母粉 0.1 %。
Ac3：葡萄糖 0.1 %，KAc 0.98 %，酵母粉 0.25 %。
Ac4：葡萄糖 0.05 %，KAc 1 %，酵母粉 0.1 %。
Ac5：葡萄糖 0.05 %，KAc 1.2 %，酵母粉 0.1 %。
Ac6：葡萄糖 0.05 %，KAc 1.5 %，酵母粉 0.1 %。
Ac7：KAc 1 %。

1.3.4 含麦芽提取物的培养基 YM
参见文献[2]，115℃，20 min灭菌。

1.3.4.1 pH自然条件下生孢培养基
生孢培养基 YM1：酵母粉 0.4 %，葡萄糖 0.4 %，麦芽

提取物 1 %，pH自然。
生孢培养基 YMA1：酵母粉 0.4 %，葡萄糖 0.4 %，麦

芽提取物 1 %，琼脂 2 %，pH自然。
1.3.4.2 pH为 5.0条件下生孢培养基
生孢培养基 YM2：酵母粉 0.4 %，葡萄糖 0.4 %，麦芽

提取物 1 %，pH5.0。
生孢培养基 YMA2：酵母粉 0.4 %，葡萄糖 0.4 %，麦

芽提取物 1 %，琼脂 2 %，pH5.0。
1.4 生长曲线
用接种环从斜面挑取一满环管囊酵母菌株接种于

YPD 培养基于 30℃培养，活化 2 次后，种子液按 1 %接
种量接入到装有 100 mL YPD的 250 mL三角瓶中，取样
测 OD600，YPD培养基做空白。
1.5 子囊孢子的诱导[5]

1.5.1 生孢培养基培养
经预生孢培养基培养后转入生孢培养基培养， 用接

种环从斜面挑取一满环管囊酵母菌株接种于 YPD培养基
于 30℃培养，活化 2次后，接入预生孢培养基，于 28℃、
130 r/min 培养 24 h， 然后收集菌体， 经无菌水洗涤 2
次后接入生孢培养基上 ， 分别于 25℃、28℃、30℃，
130 r/min 培养 3～7 d，每天取样于显微镜下观察子囊孢
子的形成情况。

对于利用固体培养基的管囊酵母菌， 将其稀释后涂
板培养观察。
1.5.2 直接进行生孢培养基培养
同 1.5.1，但不经过预生孢培养基培养。

1.6 子囊裂解和单倍体的分离及鉴定
取适量已形成子囊的菌体，用 10 %β-巯基乙醇预处

理 1 h，经无菌水洗涤 2 次后加入终浓度为 40 mg/mL 的
蜗牛酶液，30℃、180 r/min 条件下水浴摇床酶解 24 h，使
子囊壁破裂，然后经 55℃水浴处理 10 min 杀死营养细
胞。 取 100 μL 酶解液涂布在分别含有 1 %、2 %、3 %、
4 %、5 %、6 % Triton X-100 或 2 %胰蛋白酶的 YMA2 平
板上，30℃培养；另外，酶解 24 h 后，各取 1 mL 酶解液
分别加入 500 U和 1000 U β-葡萄糖苷酸酶[6]，按上述方
法进行热处理及涂板，30℃培养。 除以上涂板培养外，还
采用接种环蘸取酶解液进行划线培养，平板同上。镜检平
板上长出的所有菌落，产孢者为双倍体，不产孢者为单倍
体。
1.7 产孢率计算方法
在显微镜下观察孢子， 统计一个视野内酵母总数和

子囊孢子数，观察 5个视野，计算产孢率。
产孢率(%)=子囊数量 /总细胞数

2 结果与分析

2.1 管囊酵母生长曲线
管囊酵母 1770、1771 在 YPD 液体培养基中的生长

结果见图 1。 从图 1可知，两者生长相差不大，6 h开始后
均进入对数期，30 h后进入稳定期。 因此，选择培养 24 h
后收集菌体进行产孢培养是比较理想的。

2.2 醋酸盐诱导产孢子情况
即便是有孢子形成能力的细胞， 也需要先在有丰富

的氮源和碳源的培养基中进行增殖， 即采用预生孢培养
基进行预培养， 然后再将细胞移到营养贫乏的生孢子培
养基上才能形成孢子， 孢子生成培养基常用 1 %KAc 溶
液[5]。 醋酸盐能诱导酿酒酵母产孢，且醋酸钠与醋酸钾诱

图 1 1770和 1771生长曲线(二次试验的平均值和标准差)
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导子囊孢子效果相当[7]。 但对于 1770 及 1771，经过预生
孢培养后， 再接入含有醋酸盐的产孢培养基 Ac1、Ac2、
Ac3、Ac4、Ac5、Ac6、Ac7上，均不能产孢。此外，不经预生
孢培养阶段直接接入以上 7种培养基亦不能产孢。另外，
以上 7 种培养基添加 2 %琼脂制成固体培养基进行培
养，不管是否进行预培养亦不产孢。 在孢子生成过程中，
孢子生成时的培养温度很重要，菌株生长的适温在 30℃
左右，也有在 40℃可以生长的菌株，但孢子生成的适温
应在 25～30 ℃，超过 35 ℃几乎不可能生成孢子 [8]。 而
对于 1770、1771，利用含醋酸盐的生孢培养基在 25 ℃、
28℃、30℃条件下培养都不能诱导产孢。因此，能诱导酿
酒酵母产孢的醋酸盐培养基对管囊酵母 1770、1771 产孢
的作用不明显。
2.3 麦芽提取物诱导产孢情况
利用含有麦芽提取物的培养基在 30 ℃条件下，分

别进行液体和固体培养。 采用液体培养，在 pH 自然和
pH5.0 条件下均未观察到子囊的出现， 即不能诱导管囊
酵母 1770、1771产孢。 固体培养结果见表 1。

在孢子生成过程中，孢子生成时的 pH也很重要。 管
囊酵母 1770、1771产孢子情况见图 2。 1770 在 pH5.0 平
板上能产孢子，但跟菌体密度有一定的关系，稀释成 10-4

涂平板长出的菌落过密，菌落过小（约 0.5 mm,图 2,A），
菌落镜检未观察到孢子生成， 而稀释成 10-5涂平板长出
的菌落 100～150 个，直径较大（约 2 mm，图 2,B），菌落
分布比较松散，镜检能观察到孢子生成，孢子的显微镜照
片见图 3，但产孢率不高，2 %左右。 而 1770 在 pH 自然
（约为 7）的平板上未观察到孢子的生成。 由此可见，管囊
酵母 1770 产孢的适应 pH 约为 5.0， 而酿酒酵母营养生
长的最适 pH在 5左右，孢子生产时的最适 pH在 7、8 左
右，在 pH6 以下，不仅会使减数分裂及成熟孢子出现的
时间延长，而且孢子生产率也会降低 [5，8]；管囊酵母1771
在 pH5.0 或 pH 自然的平板上均未观察到孢子生成。 稀
释成 10-4、10-5涂平板(图 2,C/D)，长出的菌落的表面普遍
比 1770 的光亮，聚集的水分较多，尤其是 10-5涂板上长

出的菌落较为明显。产孢过程中水分也很重要，这也许是
1771不能产孢的原因之一。
2.4 单倍体分离

1770在 YMA2平板上长出的子囊经蜗牛酶或 β-葡
萄糖苷酸酶酶解子囊壁后， 经过 55℃处理杀死营养细

胞，子囊孢子由于热耐受性强存活下来。由于管囊酵母是
强烈的同宗结合型菌株 [2]，因此子囊孢子在培养过程中
很容易两两结合(a 与 a 或 α 与 α)形成结合子，发生二倍
体化 [9]，故酶解后子囊孢子不能接到营养细胞生成所需
的 YPD平板上， 而是直接接到生孢培养基 YMA2 平板
上生长，长出的单菌落全部镜检，结果是均能产孢，由此
可见，此培养过程发生了二倍体化，分离不到单倍体。
目前， 有关管囊酵母发生二倍体化的具体过程没有

相关的文献报道。 究其原因可能是子囊孢子发生二倍体
化前，单孢子之间会在各自细胞表面形成一个信号纽带，
也许是形成蛋白质受体，从而开启两两结合的通道。为了
打破此蛋白质通道，尝试使用一些方法，如在 YMA2 中
添加表面活性剂 Triton X-100或胰蛋白酶， 避免发生二
倍体化从而分离得到单倍体，但均能产孢，即在培养过程
发生了二倍体化，从而分离不到单倍体。

3 结论

不管有无预生孢培养过程， 能诱导酿酒酵母产孢的
醋酸盐培养基对管囊酵母 1770、1771 产孢的作用不明
显；1770、1771 分别在 YM1、YM2 中均不产孢， 前者在
YMA2 平板上当菌落过疏时能产孢，但产孢率不高，2 %
左右，而菌落过密、过小时不能产孢，同等条件下后者均
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图 3 1770子囊的显微镜照片(×400)

注：A:1770(稀释成 10-4),不产孢；B:1770(稀释成 10-5),产孢；
C:1771(稀释成 10-4),不产孢；D: 1771(稀释成 10-5),不产孢。
图 2 1770、1771生孢培养基 YMA2生长照片
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不能产孢；管囊酵母是强烈的同宗结合型菌株，子囊孢子
在培养过程中很容易发生二倍体化，尝试添加 Triton X-
100 或胰蛋白酶处理， 但作用均不明显， 分离不到单倍

体。
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力有明显抑制作用，Mg2+微弱抑制该酶的活力。
2.2.2 透性细胞海藻糖合酶的底物特异性研究
将透性细胞海藻糖合酶分别与 5 %终浓度的葡萄

糖、果糖、麦芽糖、蔗糖、乳糖、糊精、可溶性淀粉溶液在最
适条件下反应 6 h，用 HPLC测定反应混合液中海藻糖的
含量，结果见表 3。

由表 3可知， 透性化细胞海藻糖合酶能以麦芽糖为
底物， 将其转化为海藻糖， 而对其他 5种糖类均不起作
用，说明该酶具有极强的底物特异性。 另外，张峻等对亚
栖热菌透性化细胞海藻糖合酶的底物特异性进行研究 [5]

指出，该细胞酶对麦芽糖和海藻糖具有部分水解作用，可
以催化 2种糖转化成葡萄糖。 本实验并没有出现类似现
象，这可能由于海藻糖合酶的同源性较差，不同菌种的性
质不同导致。
2.2.3 透性化海藻糖合酶的稳定性
将透性化海藻糖合酶分别置于室温、4℃、-20℃保

存。 每隔一段时间测定 1次酶活。 观察酶活变化规律，结
果见表 4。

将透性化海藻糖合酶保存于-20℃时，30 d 酶活下
降不大，虽然冷冻引起少量酶活的丢失，但酶活力保存率

仍可达 78.9 %，保存 7 d酶活保存率高达 94.1 %。当保存
于 4℃时，30 d 酶活力保存率仅为 65.1 %，保存 7d，酶活
力保存率达 93.4 %。 当置于室温保存时，透性化海藻糖
合酶明显不如前两种条件下稳定， 保存 7 d 酶活力有显
著下降， 至 30 d 时酶活已下降很多， 酶活保存率仅为
21.9 %。 因此， 透性化海藻糖合酶在室温下保存很不稳
定，应尽量置于低温下保存，保存时间最好不要超过 7 d。

3 结论

通过对透性细胞海藻糖合酶的酶反应工艺优化并研

究了透性细胞海藻糖合酶的性质， 得到了酶催化反应的
最适 pH7.8， 最佳转速为 180 r/min， 最适酶反应温度为
40℃，最适反应时间为 8 h。
透性细胞海藻糖合酶的激活离子有 Na+、K+，重金属

离子对菌体生长和酶活有强抑制性，Mg2+有利于菌体生
长，却对菌体酶活有轻微的抑制。透性细胞海藻糖合酶有
极强的底物特异性， 只能单一的催化麦芽糖转化为海藻
糖。 在室温下保存很不稳定，应尽量置于低温下保存，保
存时间最好不要超过 7 d。
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