
研究论文

!"#$

年第
%&

卷第
'!

期食品与生物技术学报

邱盼盼!等" 酿酒酵母萌发突变株的筛选

摘要! 酵母细胞孢子作为微胶囊首次运用于酶的固定化! 但是由于其孢子遇到营养物质即萌发

的性质!导致固定化酶的重复利用率受到限制!因此筛选有萌发缺陷的酵母细胞孢子突变株对

微胶囊的应用至关重要#利用
!"#

对酵母细胞进行诱变再经过乙醚的筛选获得
$

株萌发突变株

%&'()*+,

$

%&-.)*+/

$

%&-()*+-)

和
%&-()*+-0

# 验证后发现他们均产孢正常!除了
%&-()*+,

生长有些弱之外!其余
1

株生长都正常# 后对这些突变株进行了液体培养基以及固体培养基内

的验证!实验发现所有突变株都表现出明显的萌发缺陷!其中
%&-()*+-)

孢子在液体培养基中

萌发率只有
-2

!而
%&-()*+,

单个孢子在固体培养基上则完全不萌发#由于
%&-()*+,

单个孢

子不能萌发因此得不到杂交后代!而其余
1

株突变株在与野生型杂交三代后!发现野生型孢子

与突变型孢子萌发状况相比始终呈现
(!(

的萌发优劣比! 从而可以推测突变株是单基因突变菌

株!为后续研究确定突变基因从而筛选得到完全不萌发菌株打下基础#

关键词! 酿酒酵母%萌发%孢子%筛选
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酵母细胞在缺乏氮源且遇到非发酵性碳源的

情况下! 酵母细胞就会进入减数分裂进行孢子生

殖! 将单倍体的染色体分到
!

个不同的子细胞中!

形成孢子"#$

$ 而孢子在遇到营养物质如葡萄糖时!开

始萌发%发生形变!出芽长成正常的营养细胞"%&'$

$ 孢

子萌发是孢子经过休眠!非分裂性孢子的生长和进

入有丝分裂的过程!而控制细胞进入有丝分裂的系

统是个有序的选择性系统!只有在遇到适合的情况

才会退出休眠期进入有丝分裂 "!$

!该选择性系统涉

及一系列蛋白质!影响到转录%蛋白质的磷酸化%催

化子和抑制子的稳定性 "($

$ 关于萌发机制则至今还

未被详细解析!因此本实验对萌发机制的研究有理

论意义$

孢子外层壁结构由里到外依次是甘露糖蛋白

&

)*++,-.,/01+

'!

! &

葡聚糖 &

! &2345*+

'! 壳聚糖

&

561/,7*+

'!以及二酪氨酸&

81/9.,71+0

'层 ":&;$

!而孢子

最外层的二酪氨酸层对其乙醚抗性具有重要作用"<&=$

!

而正常的营养细胞对乙醚缺乏抗性!本研究利用这

一特性筛选萌发缺陷型突变株$

本研究室首次利用孢子作为微胶囊 "#>$

!建立
%

种新型固定化酶方法$ 其中一个方法是以孢子为载

体"##$

!利用二酪氨酸的阻挡作用!将酵母中分泌型的

酶固定在孢子壁上! 其特点是固定化酶的稳定性

高!能抵抗较高的温度和培养环境水解酶的降解作

用$ 另一种方法是将外层二酪氨酸层去除!使壳聚

糖层暴露在孢子最外层形成壳聚糖球$ 利用壳聚糖

层上的氨基!结合有效的化学方法将需要固定的外

源酶共价交联在壳聚糖层上! 具有重复利用率高!

热稳定性好等特点$ 该壳聚糖球还具有吸附性强的

特点! 可去除废水中的金属离子和带负电荷的离

子!达到净化环境的目的$ 但是上述
%

种方法的不

足之处在于孢子遇到营养物质即开始萌发!不利于

酶的固定化!为保证其重复利用性!本研究对酿酒

酵母进行化学诱变!经筛选获得若干株具有萌发缺

陷的突变株$

)*)

材料

)*)*)

菌株 出发菌株酿酒酵母 &

!"##$"%&'(#)*

#)%)+,*,")

'

?@#%>

由本实验室保藏和提供$

)*)*+

培养基
AB?C

培养基&

2D8E

'#

%

葡萄糖!

%

蛋白胨!

#

酵母提取物!

>F>>'

腺嘌呤!&固体培养基

加
%

琼脂'(预产孢液体培养基&

AB?G0

'#

%

蛋白胨!

#

酵母提取物!

%

醋酸钾(产孢培养基&

HI?G

'#

%

醋

酸钾!&固体培养基加
%

琼脂'( 萌发液体培养基

AB?

&

2J8E

'

K %

蛋白胨!

#

酵母提取物!

>F>>'

腺嘌呤
L

选择性培养基&

MC

'&

2J8E

'#

>F:;

不含氨基酸的酵母

氮源!

%

琼脂!

%

葡萄糖!

%

不含特定氨基酸的氨基

酸混合物(大肠杆菌培养基&

EN

'&

2J8E

'#

>F(

酵母提

取物!

#

胰蛋白胨!

#

氯化钠!

%

琼脂$

)*)*,

化学突变试剂和缓冲液 本实验采用甲基

磺酸乙酯&

OPM

'

"#%$对酵母细胞进行突变!再使用

( 2J8E

灭菌的硫代硫酸钠&

M12)*

'解除突变后的药

物毒性! 缓冲液使用灭菌的
>F# ),3JE

磷酸钠缓冲

液!

-Q;F>

$

)*)*-

仪器与设备 &

B1-0/ E1/0 REM

' 移液枪 %

&

GS#:TR"

'台式高速冷冻离心机!购于德国
O--0+8,.U

(

&

N?%#>

'光学显微镜!购于美国
VO

公司(&

GW''!

'

超声破碎仪!购于南京新辰生物科技公司$

)*+

方法

)*+*)

突变以及用乙醚筛选突变株 突变参照

S.08 X1+7/,+

"#%$的方法进行诱变!每
'F>"#>

< 个细胞

使用
#(> #E

的突变化学试剂
OPM

在
'> #

震荡处

理
# 6

! 然后加入
#>> )E ( 2J8E 7,814) /61,7U*/0

进

行解毒处理$

乙醚筛选# 产孢后! 将孢子悬浮在液体
AB?C

培养基中于
';#

摇床内萌发
#! 6

!滴加乙醚使其终体

积分数
#'Y

!在
'> #

摇床中处理
!( )1+

!稀释
# >>>

倍后涂布在
(>

个固体
AB?C

培养基上置于
%( #

恒温箱内
! 8

以进行后续实验$

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
9999

9

<:
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!"#"#

子囊孢子的制备以及萌发步骤 在
!"#$

培养基中过夜培养细胞! 上述液体预产孢培养基

!"%&'

培养
() *

后! 在产孢培养基
+,%&

中培养

-./ 0

!收集孢子!加入
( 1203 456789:';

置于
<= !

摇

床中
>.< *;

收集孢子!用去离子水洗涤
/

次!溶于

? @3

体积分数
=A?B CD76EFGHI==

!使用超声破碎仪

进行破壁处理
? @7F

!用去离子水洗涤
>

次" 在光学

显微镜下可见
JKB

以上的细胞均为单个的孢子" 萌

发的步骤如下# 将孢子置于
!"#

液体培养基于
<=!

下
<= @7F

! 再加入葡萄糖至总质量浓度为
/ 1203

"

萌发率的计算则由每
I==

个细胞计已萌发孢子数!

测
<

次取平均值"

!"#"$

四分体孢子的分离 将新鲜的孢子! 置于

I==!3

的去离子水中! 加
=A?!3

的
456789:'

置于
<=!

下
I? @7F

! 将
!"#L

平板在边缘处划线! 取
I= !3

的处理液置于一个线内的
!"%L

上!在操作台内吹

干处理液!将切孢的针用乙醇处理
I= @7F

!在显微

镜下利用针尖将四分体的孢子分离开来置于该

!"%L

平板上" 由于没有添加裂解酶的四分体子囊

孢子不能通过针尖取到!因此后续部分实验处理子

囊孢子时先将其分开再放置在一起"

#"!

突变方法的确立

突变流程见图
I

! 首先对细胞进行化学试剂突

变处理!在细胞量回补后!经过正常的产孢!在高温

下
<K !

下萌发! 使得没有高温萌发缺陷的孢子萌

发成正常的营养细胞!而有缺陷的孢子依然保持孢

子的结构!经过一定浓度的乙醚处理!将萌发后的

营养细胞杀死!而保留对乙醚有抗性的孢子!然后

置于
/? !

下! 缺陷孢子开始萌发即得到萌发缺陷

初选菌株" 本实验由于完全不能萌发的突变株不能

被筛选到!因此本实验假设突变株在高温下不能萌

发而在低温下能萌发" 其中测试乙醚筛选条件时!

经过一系列不同浓度乙醚测试! 发现处理以
I<B

终

体积分数的乙醚在
<= !

下
)? @7F

能杀死所有的萌

发细胞!而保留一定数量的孢子存活"本实验获取
<

"I=

M个酵母细胞! 经过
NOP

诱变后! 致死率约为

?=Q.K=B

!最后经过乙醚筛选得到
<==

株左右菌株"

实验通过对突变条件的测试! 确立了通过化学试剂

对酿酒酵母进行突变! 结合利用乙醚筛选突变株的

方法!成功获得了具有萌发缺陷的突变株"

图
!

突变流程

%&'" ! ()*+*&,- ./,012)/1

筛选最终得到约
<==

株初选菌株!为排除生长

缺陷菌株!将此
<==

株菌株置于
<K !

下培养!其中

I=<

株可以生长"而为方便研究萌发的缺陷!本文主

要针对能产孢的菌株以方便后续的研究!故此排除

产孢有缺陷或者单倍体菌株! 最后得到
</

株菌株

能产孢的双倍体菌株" 为进一步确认这
</

株菌株

的确有萌发缺陷! 对这些菌株再进行萌发处理!发

现有明显萌发缺陷的只有
)

株 ! 分别命名为

#RI/=S@?

$

#RI>=T@M

$

#RI>=T@I=

$

#RI>=T@IK

"

表
!

筛选量

3+451 ! 60/11-&-' 7,5)81

注# 原始菌量指的是经过突变后未经乙醚处理涂布在
?=

个

固体
!"#L

平板上的菌量!后同样操作经乙醚处理后低温下

在
?=

个
!"#L

固体平板上萌发得到约
U==

株"

#"#

突变株验证

上述实验已证明!

V

株突变株均可以正常产孢!

为进一步确认这
V

株突变株是在萌发过程中有缺

陷!并非生长缺陷突变株!对固体培养基亦做了生

长缺陷测试" 将野生型和突变株在
<K !

下培养!由

图
>

可看出
%RI>=T@M

!

%RI>=T@I=

!

%RI>=T@IK

相对于野生型来说没有明显的生长缺陷 !而

%RI>=T@?

则表示为轻微生长劣势! 但是能够在

结结结结结果果果果果与与与与与讨讨讨讨讨论论论论论
!!!!

!

筛选情况 筛选数量

有萌发缺陷
V

原始菌量
W

已突变
X #?= ===

低温下萌发%经过乙醚筛选&

#<==

无生长缺陷%

<K !

&

-=<

能产孢
<>

$%
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!" !

下生长! 实验表明"

#

株突变株都能在
!" !

下

生长!

图
!

突变株
"# !

生长状况

$%&' ! ()*+,- *. /0,12,3 *2 4567 891,: %2 "# !

为确认突变株在萌发过程中有缺陷"测试突变

株在液体培养基内的缺陷进行验证!如图
!

#

$

$所示"

经过
% &

后" 野生型孢子在
!" !

和
'( !

下均能正

常萌发" 而该
#

株突变株在
'( !

下和
)" !

下都有

明显的萌发缺陷" 而尤其特殊的是
*+,'-./,-

突

变株在
0( !

下和
1" !

下萌发率都极低" 说明该突

变株的萌发缺陷非常严重% 之后"对突变株在固体

培养基的缺陷进行验证! 将突变株单个孢子置于固

体培养基上" 将来自同一子囊的四个孢子放在一

行" 将
2

组单孢子组在固体
34*5

于
0( !

中培养

)"# 6

后"

7

株突变体在固体培养基上萌发状况如图

!

&

8

$所示"能直观的看到
7

株突变株在固体培养基

上的萌发缺陷更为严重% 而各突变株在
!" !

下除

*+,'-./,"

全不萌发"且
*+,'-./,"

萌发率也极

低% 并且野生型的单孢子在固体培养基上萌发只需

' 6

"而突变型则需要
7 6

%显著观察到的是
*+,'-./(

的单个孢子在固体培养基上于任何温度下都完全

不萌发%结合上述实验数据表明"

7

株突变株在产孢

正常"也没有生长缺陷的情况下"确实是在萌发过

程中有缺陷"其孢子萌发时间较野生型更长%

可见突变体
*+,'-./(

的单个孢子在固体培

养基中完全不能萌发"但是在液体培养基中"却能

够萌发" 考虑到在液体培养基中孢子的聚集性"于

是将其子囊孢子的
7

个孢子紧紧贴近置于固体培

养基
34*5

上"发现萌发效率和单个孢子相比有所

提高"如图
7

"这可能是因为在
*+,'-./(

中多个孢

子聚集在一起" 某种物质的生成能诱发萌发的发

生"而导致萌发率提高%

将子囊孢子用裂解酶处理后将该子囊孢子的
7

个孢子紧紧

挨近放置于固体培养基上"一共放置
7

行
2

列%

图
; 6<=!>?/@ ;

个紧凑挨近的子囊孢子在固体培养基上

的萌发

$%&' ; (:)/%21,%*2 *2 3*9%A 891,: *. ,:,)1A 38*):3 *.

6<=!>?/@

!'"

萌发缺陷稳定性验证

为确保突变株的缺陷稳定性" 验证是否单个基

因突变发生在突变株中"对突变株的孢子进行分离"

将其与自身突变株的单倍体进行交配" 获得自交双

倍体% 测验结果由图
(

可知" 突变体
*+,'-./%

'

*+,'-./,-

和
*+,'-./,"

的自交后代
*+,'-./%9

'

*+,'-./!9

'

*+,'-./75

" 在
!" !

下萌发率为

!%:

'

,7:

'

7!:

! 而由于
*+,'-./(

突变株不能得

到单倍体"所以不能交配得到自交双倍体! 实验显

示"在自交后"萌发缺陷依然存在"说明突变性状是

&

$

$将各孢子放在
34*

中萌发半小时后 "加入葡萄糖至终

质量浓度为
' ;<6=

"继续萌发至
% &

"萌发率的计算见方法!

&

8

$分别将突变体的单个孢子置于固体
34*5

培养基上置于

0( !

中

图
"

验证突变株在液体和固体培养基中的萌发率

$%&' " (:)/%21,%*2 :..%B%:2BC *. /0,12,3 %2 9%D0%A /:A%0/

12A *2 3*9%A /:A%0/

<K



研究论文

!"#$

年第
%&

卷第
'!

期食品与生物技术学报

邱盼盼!等" 酿酒酵母萌发突变株的筛选

一行的
!

个孢子来源于一个子囊内产生的
!

个孢子!

"#$%&'()*

"

"#$%&'()$&

"

"#$%&'()$+

分别是
"#$%&',*

"

"#$%&',$&

"

"#$%&',$+

的第三代杂交后代!

图
!

第三代杂交双倍体切割孢子

"#$% ! &#''()*#+, +- *.( *.#/0 $(/,(/1*#+, .23/#0 0#45+#0 )(55'

稳定的!

通过将上述孢子分离得到的突变体单倍体#测试交配型后与

其自身另一交配型单倍体融合得到自交后代!

"#$%&',*

自

交后代
"#$%&',*-

"

"#$%&',!.

$

"#$%&',$&

自交后代

"#$%&',)-

"

"#$%&',%/

$

"#$%&',$+

自交后代
"#$%&',!/

"

"#$%&',0-

!

图
6

自交双倍体萌发率

"#$7 8 9(/:#,1*#+, (--#)#(,)2 +- '(5- ;)/+''(0 :<*1,*

0#45+#0 )(55'

为了进一步验证萌发缺陷的稳定性#在和野生

型单倍体杂交三代后#测试在液体培养基内的萌发

率#由图
1

可知#同一个平板上切割的杂交双倍体

的孢子#为清楚确认生长良好的菌落确是来自于野

生型#取生长良好菌落和野生型单倍体交配#发现

其和野生型孢子萌发情况相同! 实验证明#萌发状

况良好的单菌落是来自野生型#而萌发状况不良的

单菌落则是来自突变型! 由图
1

可以明显看到#每

个四分体的
%

个突变型孢子在
%0 !

下经过三代杂

交后萌发情况始终较野生型的
%

个孢子弱#呈现出

萌发缺陷的性状! 由图
+

可知
"#$%&',*

"

"#$%&'

,$&

和
"#$%&',$+

的第三代杂交双倍体
"#$%&'

()*

"

"#$%&'()$&

"

"#$%&'()$+

在
)+ !

萌发率分

别为
!02

"

!*2

和
0)2

#较原始菌株有所提高#但是

始终低于野生型! 实验进一步证明#萌发缺陷稳定

存在突变型菌株中#不随着产孢过程中遗传物质的

分离
)

次后消失#显著表现为野生型与突变型孢子

的生长优良状况始终呈现出
%"%

的状态# 进一步证

明突变株是单基因突变菌株的可能性很大!

图
=

第三代杂交双倍体萌发率

"#$7 = 9(/:#,1*#+, +- *.( *.#/0 $(/,(/1*#+, .23/#0 0#45+#0

)(55'

>7?

讨论

本实验室研究利用孢子作为载体进行酶的固

定化#将酶固定在孢子壁外层二酪氨酸层内以及利

用化学方法将酶共价交联在去除二酪氨酸层的壳聚

糖球体上#得到新型固定化酶型孢子! 但是经过固定

化的孢子其中一个缺陷是孢子遇到营养物质将萌

发#为了确保固定化酶的重复使用性#同时利于研究

萌发机制# 本研究通过化学试剂对酿酒酵母细胞进

行诱变#旨在获取萌发缺陷菌株! 本实验筛选方法的

特征在于利用孢子对乙醚的抗性#保护了在
)+ !

下

未萌发的突变型孢子#再在
%0 !

下得以萌发#经过

进一步筛选# 成功地从
) #$&

* 个细胞中筛选到约

)&&

株初选菌株#并且通过各种验证#最终获得了
!

株目的菌株! 由于上述突变株在液体培养基中有严

重的萌发缺陷#初步表明符合微胶囊的应用条件!

有研究者用切孢技术将四倍体孢子分离 3$)4

#在

本研究中#使用显微镜和针尖将孢子分离获得突变

体单倍体#不仅直观看到在固体培养基上突变株的

萌发缺陷更为明显#并且明显观察到
"#$%&',0

突

变体单个孢子在固体培养基上完全不能萌发#这对

于后续筛选突变基因具有重要意义! 而该突变体在

液体培养基中能萌发#但是其单个孢子不能在固体

培养基上萌发#并且多个孢子聚集在一起时#其四

分体孢子在固体培养基上萌发率提高#这可能是由

于孢子分离的状态影响了萌发的发生#该突变体的

孢子可能只以子囊的形式萌发#其具体的原因待进

$(
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一步探究%

为验证突变株萌发缺陷的稳定性!从而确认突

变的来源是否来自单个基因上% 在同时测试杂交双

倍体和自交双倍体的萌发率后!实验证明!在与野

生型单倍体杂交三代后!其野生型孢子和突变型孢

子生长优劣状况始终呈现
!!!

的比例! 缺陷依然存

在!不随着产孢后遗传物质的分离而消失!证明缺

陷稳定存在突变株内!所以
"

株突变株是单基因突

变菌株有很大的可能性%

"

株突变株性状各有不同!

而且特别显著的是
#$%!&'()

的性状和其余
*

株

有很大差异!至少说明经过后续筛选我们可以获得

!

个以上的突变基因%

本研究成功利用甲基磺酸乙酯进行突变处理!

并利用孢子对乙醚的抵抗性确定了一种筛选萌发

突变株的方法!并以此找到了
"

株在固体培养基和

液体培养基同时具有萌发缺陷的突变株!并且萌发

缺陷稳定存在% 由于单基因突变的可能性很大!后

续实验利用确定找到发生突变的基因!从而达到敲

除突变基因获得完全不萌发的突变菌株!并研究用

于工业固定化酶的工程菌株以及为萌发机制%

结结结结结 语语语语语
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