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摘要： 采用麦芽浸膏富集平板涂布天山冻土中可培养酵母菌， 通过麦芽浸膏分离培养基筛选菌

株。 采用酵母菌常规生理生化实验、最适生长温度、最适 pH 对分离菌株的生理学进行研究。 以

NL1 和 NL4 为 PCR 扩增引物，通过 26S rRNA 基因 D1/D2 区序列同源性分析，初步确定酵母菌

株 的 系 统 进 化 地 位 。 分 离 筛 选 到 4 株 嗜 低 温 酵 母 菌 ， 分 属 于 隐 球 酵 母 （Cystofilobasidium
infirmominiatum）、掷孢酵母（Sporobolomyces patagonicus）、棒孢酵母（Clavispora lusitaniae）和毕赤

酵母（Pichia kluyveri）。
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Abstract： The objective of this study was to investigate the diversity of culturable yeast strains from
permafrost soils at the terminus of a glacier in the Tianshan Mountains was investigated. Isolation
and molecular phylogenetic analysis were performed in order to expand our knowledge on diversity
of psychrotrophic and psychrophilic yeast. In addition，efforts focused on screening for psychrophilic
yeast. Psychrophilic yeast strains were detected on YEPG plates，respectively. Identity and genetic
diversity of strains isolated was determined by 26S rRNA gene D1/D2 by the forward primers NL1
and the reverse NL4. The physiological tests were carried out to determine the phonotypic
differences between strains showing high similarity of 26S rRNA gene sequences. In all，4 yeast
stains was isolated by 26S rRNA gene D1/D2 and internal transcribed spacers of 4 genera
（Cryptococcus，Sporobolomyces，Clavispora，Pichia）. The results enrich our knowledge on the
differences of psychrotrophic yeast diversity between the glacier under study and other worldwide
cold habitats are also discussed.
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目前， 极端微生物已成为国际研究的热门领

域，随着极端微生物的深入研究，冻土微生物的研

究引起了人们的关注。 冻土环境中微生物产生了一

系列适应低温、寡营养、强辐射、冻融等极端因子的

分子机制。 研究其数量、生理生化特性以及遗传多

样性，对于揭示生命起源的奥秘，阐明生物多样性

形成的机制，认识生命的极限及其与环境的相互作

用的规律等，都具有极为重要的科学意义。
国 外 从 南 极 冰 川 中 分 离 酵 母 菌 的 研 究 较 多 ，

Connell L 和 Redman R 从 南 极 冰 川 中 分 离 可 培 养

的嗜低温酵母菌并对其多样性进行了研究。 用加氯

霉素的 YPD 培养基培养所得酵母菌， 通过 DNA 提

取，用 5.8 sDNA 基因测序，对所分离的酵母进行鉴

定， 证明土壤中的 pH 和电导率是影响土壤酵母菌

的主要因素[12]。AkbarAliKhanPathan和BhaskarBhadra
从南极冰川 4 个土壤样品中分离 132 株酵母菌，基

于 D1/D2 序列进行分析， 得到 6 组均为嗜冷酵母

菌，6 组中有两组能够产低温脂肪酶、蛋白酶、果胶

酶和纤维素酶。 2 组嗜冷酵母 C18-1（w9C） 和 C18-
2（w9，12C）产脂肪酸，并对分离菌种产酶和产脂肪

酸进行了分析，温度范围 8~20 ℃，具有很好的应用

前景[13]。
天山冻土属于我国高海拔高山多年冻土类型，

分布于乌鲁木齐河源天山冰川地区， 海拔 3 250 m
以上， 年平均地温为-4.95 ℃， 并且随着海拔的升

高，地温降低。 作者选取天山河源 1 号冰川冻土为

介质，分离筛选嗜低温酵母菌。 用 26s rDNA D1/D2
区序列扩增及检测，根据同源性序列来对待测酵母

进行分类，并构建系统发育树。 常规分离培养技术

是研究微生物种群结构不可缺少的手段。 近年来，
分子生物学技术的发展使微生态学研究从可培养

技术转向了非培养分析法。 这种方法由于不需要培

养微生物就能有效分析复杂微生物群落的多样性

而越来越受到重视[15]。 虽然非培养分析法为研究和

揭示微生物多样性而得到极大的拓展，但是要真正

实现微生物的生物技术潜力，仍需要得到它们的纯

培养物，因此传统分离培养工作仍然是研究微生物

多样性不可缺少的手段[19]。 研究天山冻土中酵母菌

数量生理生化特性、生物多样性对于进一步阐明生

物多样性形成的机制具有重要的科学意义。 另外嗜

低温酵母菌产多不饱和脂肪酸、低温酶以及产类胡

萝卜素特性，在食品、纺织、医药等多个领域中具有

很好的开发应用前景。

1.1 样品采集

冻土样品于 2010 年 9 月采自天山一号冰川西

支 的 冰 川 尾 部 ， 海 拔 3 833 m （43°07.125N，86°
48.707E）。 沿 3.3 m 深的冻土剖面每隔 20 cm 取样，
然后将冻土样品迅速装入己灭菌的保鲜盒内，置于

车载冰箱中保存。 运回实验室后，在超净工作台上

削去表层可能受到污染的样品，于-20 ℃保存备用。
用标准 pH 计测定土壤浸出液 pH 值。 以上所有过

程均在无菌条件下完成。
1.2 培养基

1.2.1 分 离 培 养 基 RB （Rose Bengal agar） +
tetracycline 培养基[7]，加入琼脂到 1.5 g/dL。
1.2.2 液体富集培养基 YEPG （酵母提取物 10 g/
L，peptone 10 g/L，葡萄糖 20 g/L）。
1.2.3 基 础 培 养 基 YEPG （酵 母 提 取 物 10 g/L，
peptone 10 g/L，葡萄糖 20 g/L），1.5 g/dL 琼脂。
1.3 菌株的分离与纯化

在无菌操作台上， 取 5 g 土样加入 50 mL 无菌

水中，加无菌玻璃珠充分振荡摇匀后静置片刻，取 5
mL 上清液分别放入已经灭菌装有 150 mL 液体培

养基的 250 mL 三角瓶中，置于 10 ℃恒温培养箱中

培养 48~72 h，使菌种增殖。 将富集培养液采用梯度

稀释平板涂布法于分离培养基上进行分离。 10 ℃培

养 7 d，转接划线培养 3 次后，根据菌落颜色、大小、
形态等表型差异进行初步分离筛选并纯化，所得纯

培养物转接到 YEPG 基础斜面培养基，4 ℃编号保

藏备用。
1.4 菌落及菌体形态观察

取 100 μL 稀 释 到 10 -8 的 菌 株 发 酵 液 涂 布

YEPD 固体培养基平板，30 ℃倒置培养 3 d，观察菌

落形态。
1.5 最适生长温度的测定

将 4 种酵母菌株的液体培养液按 0.5 mL 的接

入量接入装有 5 mL 的 YEPD 液体富集培养基，pH
为 6.0 的试管中， 分别在 4、10、15、20、25 ℃五个温

度下培养，培养 72 h 后 420 nm 测 OD 值，根据菌悬

液浓度判断最适生长温度。
1.6 最适 pH 的测定

按 10％接种体积分数将 4 种酵母菌分别接种

材料与方法1
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于pH 4.0、4.5、5.0、5.5、6.0、6.5、7.0 的 7 个梯度的50
mL YEPD 液体培养基中，10 ℃培养 72 h 后，420 nm
测 OD 值，根据菌悬液浓度判断最适生长 pH 值。
1.7 26S rRNA 基因 PCR 扩增和系统进化分析

将 保 存 的 4 种 酵 母 菌 菌 株 分 别 接 种 于 YEPD
培养基中，25 ℃培养 24~48 h，连续活化三代，用接

种环取少量旺盛生长于 YEPD 培养基上的供试酵

母细胞，悬浮于 100 μL 裂解液（100 mmol/L Tris，30
mmol/LEDTA，0.5% SDS，pH 8.0） 中，100 ℃水浴 15
min，冷却后加入 100 μL 2.5 mol/L 醋酸钾（pH 7.5），
混匀，置于冰中 1 h，10 000 r/min 离心 10 min，取上

清液，加入等体积的氯仿-异戊醇（24∶1），剧烈振荡

后，10 000 r/min 离心 10 min， 上清液用等体积氯

仿-异戊醇重复处理一次后加入等体积预冷的异戊

醇， 混匀后于-20 ℃下静置 15 min，13 000 r/min 离

心 15 min，沉淀用 100 μL 70%和无水乙醇各洗涤一

次，真空抽干后加入 50 μL 无菌水，溶解后-20 ℃保

藏。
26S rDNA 5' 末端有一个长约 600 bp 的 D1/D2

序列，采用酵母菌 26S rDNA 基因通用引物 NL1（5′
-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3′ ） 和 NL4
（5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'）扩增 26S rDNA
D1/D2 区基因片段，进行 PCR 扩增 [8]。 PCR 产物用

EZ -10 column PCR Product Purification kit （BIO
BASIC INC，Canada）纯化后，由上海生工生 物 科 技

有 限 公 司 采 用 ABI377DNA 自 动 测 序 仪 上 直 接 测

序。 测序结果用 Chromas 参照正反序列图谱人工校

对， 校正后的 26S rDNA D1/D2 区序列在 GenBank
数据库中进行同源序列搜索（BLAST），比较供试菌

株与已知酵母菌相应序列的同源性。 为进一步显示

实验菌株与已知酵母菌的亲缘关系及其分类地位，
根据同源序列搜索结果， 下载相关酵母菌菌种的

26S rDNA D1/D2 区序列， 与实验菌株序列一起用

Clustal X1.83 软件进行 匹 配 排 列（align），用 MEGA
4.1 软件中的 neighbor-joining 分析法构建系统发育

树，并进行 1 000 次 Bootstraps 检验[9]。 所测得的26S
rDNA 序列提交到 GenBank 数据库中，用 BLAST 进

行相关序列的搜索，与 GenBank 数据库中现有的近

缘菌株的序列比较，并从数据库获得相关属、相关

种的 26S rDNA 序列，建立系统发育树。

2.1 嗜冷酵母菌的菌落形态

培养 48 h 后，麦芽浸膏培养基上形成 4 种颜色

和形态不同的酵母菌，见图 1。
BC-1 菌株：橘黄色、中央隆起、边缘较规则、易

于挑起的直径约 2~3 mm 的奶油状菌落、 表面无光

泽、培养时间延长至 3~5 d，菌落直径可达 4 mm，并

由浅橘黄色变为深橘黄色、菌落粘稠性较高。
BC-2 菌株：浅橘黄色、中央隆起、边缘不规则、

不易于挑起，菌落较大且菌落间易粘连的奶油状菌

落、表面光泽、培养时间延长至 3~5 d，菌落大多数

粘连在一起、菌落粘稠性较高。
BC-3 菌株：乳白色、中央隆起、边缘较规则、易

于挑起的直径约 2 mm 左右的奶油状菌落、 表面无

光泽、培养时间延长至 3~5 d，菌落直径可达 3 mm。
BC-4 菌株：乳白色、中央隆起、边缘较规则、不

易于挑起的直径约 1~2 mm 的奶油状菌落、 表面光

泽发亮、培养时间延长至 3~5 d，菌落变大但不是很

明显。

结果与讨论2

图 1 4 株低温酵母菌株在 YEPG 培养基上的菌落形态（从左至右为 BC-1；BC-2；BC-3 和 BC-4）
Fig.1 Colonial morphology of 4 yeast stains are growing on YEPG plate （From left to right is BC-1 to BC-4）
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2.2 嗜冷酵母菌的最适生长温度和 pH 值

2.2.1 4 株低温酵母菌株最适温度测定 由表 1 可

知，在培养 72 h 后，分别吸取 1 mL 的液体培养基于

420 nm 下测 OD 值。 结果显示，4 株酵母菌种均在

15 ℃时 OD 值达到最高， 菌悬液浓度即达到最高，
为酵母菌最适生长温度。
2.2.2 4 株低温酵母菌株最适 pH 测定 由表 2 可

知，在培养 72 h 后，分别吸取 1 mL 的液体培养基于

420 nm 下测 OD 值。 结果显示，4 株酵母菌种均在

pH 为 6.0 时 OD 值达到最高，菌悬液浓度即达到最

高，为酵母菌最适生长 pH。

表 1 不同温度下 4 种嗜冷酵母菌株培养 72 h 后菌悬液的

OD 值

Tab.1 Optimal growth temperature of yeasts isolated
from Tianshan mountains permafrost

菌种名称 4 ℃ 10 ℃ 15 ℃ 20 ℃ 25 ℃

BC-1 菌株 0.554 0 0.898 7 1.094 0 0.695 5 0.122 3

BC-2 菌株 0.543 2 0.802 3 1.080 1 0.601 0 0.102 8

BC-3 菌株 0.256 4 0.698 9 1.025 5 0.641 5 0.098 7

BC-4 菌株 0.189 5 0.565 5 1.056 8 0.552 2 0.092 5

表 2 不同 pH 下 4 种嗜冷酵母菌株培养 72 h 后菌悬液的 OD 值

Tab.2 Optimal growth pH of yeasts isolated from Tianshan mountains permafrost

BC-1 菌株 0.223 1 0.282 1 0.401 2

BC-2 菌株 0.208 8 0.274 7 0.365 5

BC-3 菌株 0.156 4 0.198 9 0.268 7

BC-4 菌株 0.189 5 0.211 5 0.350 8

0.496 8 0.669 8 0.335 1 0.245 5

0.451 2 0.595 6 0.345 3 0.224 5

0.356 0 0.457 5 0.355 6 0.208 9

0.452 2 0.593 5 0.301 2 0.207 0

菌种名称
pH

4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0

2.3 26S rRNA 基因扩增和系统发育分析

将提取的基因组 DNA 稀释 100 倍用于 PCR 扩

增模板，以 NLl 和 NL4 通用引物特异扩增酵母菌的

26S rDNA 中。 电泳结果显示：扩增产物为单一的条

带，无非特异扩增现象，见图 2。 根据 Marker 相对

分子质量大小显示，4 株低温酵母菌的 D1 ／D2 序列

片段大小长度约为 600 bp，与大多数研究报道的酵

母菌该基因大小一致。

图 2 PCR 扩增产物琼脂糖凝胶电泳检测图

Fig.2 PCR amplification result agarose jel electrophoresis

26S rDNA D1/D2 区域序列比较分析构建了酵

母菌株 26S rDNA 基因 D1/D2 区的系统发育树，见

图 3。 由 系 统 发 育 树 可 以 看 出 ：BC -1 菌 株 与

Cystofilobasidium infirmominiatum 亲缘关系最近，序

列同源性均在 97%以上，形成一个簇群，结合 BC-1
菌株的形态学特征、培养特征、生理生化特征、26S
rDNA 序列分析， 将该菌鉴定为隐球酵母属；BC-2
菌株与 Sporobolomyces patagonicus 亲缘关系最近，
序列同源性均在 97%以上， 形成一个簇群， 结合

BC-2 菌株的形态学特征、 培养特征、 生理生化特

征、26S rDNA 序列分析，将该菌鉴定为掷孢酵母属；
BC-3 菌株与 Clavispora lusitaniae 亲缘关系最近，序

列同源性均均在 97%以上， 形成一个簇群， 结合

BC-3 菌株的形态学特征、 培养特征、 生理生化特

征、26S rDNA 序列分析，将该菌鉴定为棒孢酵母属；
BC-4 菌株与 Pichia kluyveri 的亲缘关系达到 99%，
结合 BC-4 菌株的形态学特征、培养特征、生理生化

特征、26S rDNA 序列分析， 说明 BC-4 菌株属于毕

赤酵母属。
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作者依托新疆独特的地理环境，从天山冻土中

分离、纯化出嗜冷酵母的菌株，以解决低温酵母菌

的来源问题。 通过对筛选出的菌株实验室生长条件

和确定其与酵母属内其他种之间的系统发育关系

进行了同源性的研究，为嗜冷酵母菌的基础研究和

工业化应用奠定一定的理论和实践基础。
从天山一号冰川冰层含冰冻土 （海拔 3833m）

中分离出耐冷菌，在有氧和无氧两种条件下，用富

集平板初筛培养基和虎红平板初筛培养基分别筛

选得到 4 株嗜冷酵母菌株， 其中 3 株属于好氧菌；
其余一株属于厌氧菌，菌株的最适生长温度区间均

在 15~20 ℃，属耐冷菌范畴。
对天山冻土进行系列稀释后在麦芽浸膏培养

基平板上进行菌种分离， 初步分离出菌株 4 株，菌

落颜色大致分为两种，橘黄色和乳白色菌落，镜检

为椭球形初步鉴定为酵母菌， 由 26S rRNA 基因序

列同源性分析， 结合形态观察和生理生化鉴定，可

鉴定 4 种酵母菌株为：隐球酵母、掷孢酵母、棒孢酵

母和毕赤酵母。
毕赤酵母为非致病酵母，在工农业生产中有着

很好的潜在应用前景。Droby 等[21]将毕赤酵母发酵液

与 CaCl2 混合后喷洒到成熟的苹果上， 可以防止青

霉等霉菌的侵染，将苹果发生腐烂的几率降低 3％～
27％，推测该菌在发酵过程中能产生抗真菌物质，可

抑制有害真菌生长；毕赤酵母具有很强的将木糖转

化为木糖醇的能力 [11]，而木糖醇由于其多功能性而

成为近几年研究的热点。
分离出低温酵母菌中有红酵母，后续工作可鉴

定此种低温酵母菌是否可产色素。 对将来微生物产

色素方面的研究具有重要意义。
已发现的嗜冷菌有真细菌、蓝细菌、酵母菌、真

菌及嗜冷古生菌。 嗜冷菌绝大多数为革兰氏阴性

菌，革兰氏阳性嗜冷菌出现的几率较革兰氏阴性嗜

冷菌低的多。 已鉴定的嗜冷菌属于假单胞菌、弧菌、
无色杆菌、黄杆菌、嗜纤维菌和螺菌等。 嗜冷菌主要

分布于常冷的环境如南北两极地区、高山、冰川、冻

土[14]、冰窟、冷库、深海和土壤等低温环境中，嗜冷菌

的分布受环境温度限制且数量少。 嗜冷菌适应低温

的机制主要有以下几方面 [15-16]：1）不饱和脂肪酸含

量增加；2）缩短酰基链的长度，增加脂肪酸支链的

比例和减少环状脂肪酸的比例等． 以上这些为膜的

流动性提供了基础， 如嗜冷菌能在 2 ℃转运葡萄

糖；3）嗜冷菌中的蛋白质在低温下能保持结构上的

完整性；4） 嗜冷菌中的酶在低温下具有很高的活

性， 保持了嗜冷菌在低温下生命活动的正常进行；
5）嗜冷菌在 0 ℃下具有合成蛋白质的能力，从而保

证了低温下蛋白质的正常合成；6）冷休克蛋白的产

生使得冷休克基因能正常表达。 利用已鉴定出的嗜

冷酵母菌对分析和阐明生物多样性形成的机制具

有重要的科学研究意义。

结 语3

图 3 基于 26S rDNA 序列的 4 株酵母菌株的系统发育树

Fig.3 Phylogenetic tree of the 4yeasts strains based on partial16S rDNA sequences
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