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酿酒酵母温度敏感性突变株的选育
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摘要!为获得酵母胞内产物的高效分泌$以酿酒酵母二倍体

!

$8

#及单倍体!

8

#为出发菌$经紫外诱变处理$筛选获得
*

株

可能具有温度敏感性的突变株%为进一步鉴定$以野生菌
+

&

为对照菌$测定其胞外核酸(蛋白质及果糖
0&

$

"0

二磷酸!

,-H

#

的含量$发现突变菌株
R<

)

!

$8

#自溶程度最高$其核酸(蛋白质

渗透率达
&?(%.

$

&?)!#

$胞外
,-H

浓度为
#!

#

9

)

1K

$较
+

&

!

$8

#

提高了
$)?&M

%此外突变株
R<

$

$

!

8

#(

R<

$

#

!

8

#也会发生一定

程度的自溶%因此$该试验共获得温度敏感性突变株
#

株$

即
R<

)

!

$8

#(

R<

$

$

!

8

#和
R<

$

#

!

8

#%

关键词!酿酒酵母&紫外诱变&温度敏感性突变株&自溶
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酿酒酵母!
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#作为一种模式生

物%具有安全可靠+遗传背景清晰等优点%被认为是外源基因

最理想的真核生物表达系统)

&C$

*

&由于其不能有效释放外

源基因所表达的蛋白)

#C)

*

%故在工业中的应用存在着明显的

局限性&近年来国内外开展了一些利用酵母细胞膜通透性

提高外源蛋白分泌的研究%多集中在两个方面"

%

采用物理

方法处理)

*C(

*

%通过超声波+高压脉冲及光照等方法对细胞

膜结构产生破坏%提高胞内物质及外源蛋白的分泌能力$

&

利用基因工程的手段)

!C&%

*

%重组或改造外源基因中的信

号肽%增强外源蛋白的分泌能力&这两类方法中%机械处理

对仪器设备要求较高+工业化生产难度大)

&&C&$

*

$基因工程手

段则处理过程较为繁琐%技术难度较大)

&#

*

&相比之下%传统

的遗传育种相对简便得多%但其研究少见报道%主要集中条

件致死突变株的研究上%特别是高渗胁迫突变株的研究)

&)

*

&

条件致死突变株除高渗胁迫突变株外%还有温度敏感性突变

株&温度敏感性突变株!

R71

I

7G2>;G70<78<3>3T71;>28>

%

R<

#

是一种比较常用的条件致死突变株)

&*

*

%其温度敏感性突变

位点经常发生在细胞膜上%诱变筛选突变位点在细胞膜上的

温度敏感性突变株亚致死类型%可以通过改变温度促使酵母

适度自溶%产生细胞膜通透%促进胞内物质释放到胞外)

&"

*

&

本试验拟以酿酒酵母二倍体!

$8

#及单倍体!

8

#为出发菌株%

采用紫外诱变的方法%以胞内蛋白质+核酸渗透率及胞外
&

%

"0

二磷酸果糖!
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,-H

#浓度为考察

指标%筛选出温度敏感性突变株亚致死类型%利用其适度自

溶特性%简便高效地构建能有效释放胞内产物的宿主系统%

为酵母工程菌工业化的应用提供一条新的思路&

.
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材料和方法

&?&

!

材料与仪器

&?&?&

!

菌种

酿酒酵母菌!
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&

"长沙理工大

学食品与发酵研究所分离并保藏&

&?&?$

!

培养基

酵母菌活化培养基"麦芽汁琼脂培养基%参照文献

)

&(

*

$)$0$))制备$

酵母菌生孢子培养基"

YAL42G

P

培养基%参照文献)

&!

*

制备$

酵母菌完全培养基"

+/H-

培养基%参照文献)

&(

*

$)$C$))

制备$

种子液培养基"葡萄糖
&%

9

%蛋白胨
$%

9

%酵母膏
&%

9

%

蒸馏水
&%%%1K

%

I

J

值为
"

%于
&$&b

%湿热灭菌
$%138

$

发酵培养基"葡萄糖
#%

9

%磷酸二氢钾
$(?$

9

%磷酸氢二

钾
)*?"

9

%氯化镁
$

9

%于
&$&b

%湿热灭菌
$%138

&

&?&?#

!

仪器

显微成像系统"

/A43

I

<7/$%%

型%尼康仪器!上海#有限

公司$

紫外分光光度计%

VD&!%%

型%日本岛津公司$

高速离心机"

RWK0&"W

台式%常州诺基仪器有限公司&

&?$

!

方法

&?$?&

!

菌悬液的制备
!

菌株
+

&

$!b

+

&"%G

(

138

培养
&$6

%

无菌生理盐水离心洗涤
#

次%制成
&%

!

L,V

(

1K

的菌悬液

备用&

&?$?$

!

紫外!

VD

#诱变致死率曲线的测定
!

取
&%1K

菌悬

液于无菌皿中%搅拌状态下%进行不同剂量的紫外照射%紫外

照射条件"紫外灯
#%g

+垂直照射距离
#%A1

%分别照射
&%

%

$%

%

#%

%

)%

%

*%

%

"%<

$计算致死率并确定最佳的诱变剂量&

&?$?#

!

温度敏感性突变株筛选及鉴定方法
!

将诱变后的酵

母悬液进行梯度稀释%涂平板%影印接种于两组平板上!

$8

采用麦芽汁平板%

8

采用麦氏平板#%分别于
$!

%

#( b

培养

)!6

%挑选
$!b

平板上生长良好%

#(b

平板上微生长或不生

长的菌株进入复筛$对应点接初筛挑选的菌株于两组平板

上%先点接的平板于
#(b

培养%后点接的
$!b

培养%再次筛

选
#(b

微生长或不长的菌株为目标菌)

&.

*

&

&?$?)

!

酵母核酸+蛋白质渗透率测定方法
!

将培养
&$6

的

菌悬液接种于发酵培养基中%接种量
&%1K

(

&%%1K

%

#(b

培养%

$6

后取两份
&%1K

发酵液%一份紫外分光光度法测其

在
"%%81

处的吸光值%另一份进行
!%b

水浴
*138

%然后

&̀ &%

)

G

(

138

离心
$%138

%取其上清液%分别测定其在
$"%

%

$!%81

处吸光值%

MG

$"%

+

MG

$!%

与
MG

"%%

比值分别计为胞外

核酸+蛋白质的渗透率&

&?$?*

!

,-H

含量及提高率的测定
!

,-H

含量测定方法参照

文献)

$%

*&

,-H

提高率按式!

&

#计算"

H

I

8

$

J

8

&

8

&

K

&%%M

% !

&

#

式中"

H

'''

,-H

提高率%

M

$

8

&

'''出发菌株胞外
,-H

含量%

#

9

(

1K

$

8

$

'''诱变筛选菌株胞外
,-H

含量%

#

9

(

1K

&

$

!

结果与分析
$?&

!

酿酒酵母单倍体#

8

$的制备

将酿酒酵母二倍体!

$8

#接种于麦氏培养基上培养
&

周%

筛选获得其单倍体!

8

#%并通过显微镜下观察%检验酵母菌二

倍体生孢子情况%其单倍体!

8

#子囊孢子见图
&

&由图
&

可

知%在麦氏培养基上培养时%酵母菌二倍体!

$8

#营养细胞易

转变生成子囊%这时细胞核进行减数分裂%形成
)

个子囊

孢子&

图
&

!

酿酒酵母子囊孢子
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$?$

!

紫外诱变条件确定

紫外是一种应用广泛+效果明显的物理诱变剂%具有诱

变频率高+不易回复突变等优点%是工业微生物育种中最常

用和有效的诱变剂之一)

$&

*

&酿酒酵母的营养体多以二倍体

!

$8

#的形式存在%但其单倍体!

8

#的突变率相对较
!

%且单倍

体!

8

#突变株经重新结合形成二倍体!

$8

#后%诱变所获得的

性状能较稳定的遗传下去%因此%考虑以酵母二倍体!

$8

#+单

倍体!

8

#同时作为诱变出发菌株%对其进行紫外诱变%结果见

图
$

+

#

&由图
$

可知%随着紫外诱变时间的延长%酵母二倍体

!

$8

#致死率逐渐升高%通常情况下取致死率
(%M

"

!%M

为最

佳%因此可以确定酵母二倍体!

$8

#的紫外照射时间为
#%<

&

酵母单倍体!

8

#由于孢子壁的保护作用%其耐紫外线能力要

远远强于酵母细胞%同样%根据其诱变致死率曲线!图
#

#%确

定紫外照射时间为
)?*138

&

图
$

!

酿酒酵母二倍体!

$8

#致死率曲线
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基础研究
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年第
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期



图
#

!

酿酒酵母单倍体!

8

#致死率曲线
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温度敏感性突变株的筛选及生长特征鉴定

$?#?&

!

酿酒酵母温度敏感性突变株影印培养法初筛
!

以温

度为筛选条件%通过影印培养法对诱变菌株中的温度敏感性

突变株进行初筛%结果见图
)

&图
)

中左右两个平板上菌落

一一对应%圆圈标出为突变株%不同温度培养时%其生长状况

出现较大差异%即
$!b

生长正常%

#(b

无法生长或生长微

弱%根据
#(b

平板对照培养情况%可以筛选出无法生长或生

长微弱的菌株为温度敏感性突变株%经初筛%二倍体!

$8

#及

单倍体!

8

#共筛选出
$%

株&

$?#?$

!

酿酒酵母温度敏感性突变株逐个检出法复筛
!

初筛

后的突变株逐个培养法进一步复筛%筛选结果见图
*

%二倍体

R<

突变株"温度敏感性突变株

图
)

!

影印培养筛选温度敏感性突变株

,3

9

;G7)

!

FAG77838
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>71

I

7G2>;G70<78<3>3T71;>28><

Q

P

G7

I

43A2

I

42>38

9

R<

突变株"温度敏感性突变株

图
*

!

逐个检出法筛选温度敏感性突变株
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9

;G7*

!

FAG77838

9
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I

7G2>;G70<78<3>3T71;>28><Q

P

AB4B8

P

@7>7A>3B8B87Q

P

B87

!

$8

#及单倍体!

8

#生长谱分别见表
&

+

$

&结果发现%初筛中的

菌株经复筛进一步验证%只有
R<

)

+

R<

(

+

R<

$

&

+

R<

$

$

+

R<

$

#

*

株

菌株在
$!b

时正常生长%

#(b

时不能正常生长%判断其为

温度敏感性突变株&

$?)

!

温度敏感性突变株自溶程度考察

$?)?&

!

温度敏感性突变株蛋白质+核酸胞外渗透率测定
!

蛋

白质+核酸为细胞内的大分子物质%正常的细胞很难分泌到

胞外&温度敏感性突变株的突变位点如果在细胞膜上%升高

温度时%就会导致细胞膜适度自溶%细胞膜结构不完整%出现

较大的通透性%胞内的蛋白质及核酸等大分子物质分泌到胞

外&因此%可以通过测定酵母胞外的蛋白质+核酸等大分子

物质的渗透情况来判断细胞自溶的程度及大分子物质外泌

能力&测定突变株
R<

)

+

R<

(

+

R<

$

&

+

R<

$

$

+

R<

$

#

的蛋白质+核酸

渗透率%与出发菌株
+

&

对比%结果见图
"

&由图
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可知%突变

株
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蛋白质+核酸渗透率明显大于出发菌株%说

明突其变位点在细胞膜上%出现适度自溶&其中
R<

)

自溶程

度最大%其胞外蛋白质+核酸渗透率分别达到了
&?)!#
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&?(%.

%

约为出发菌株的
&?#"

倍及
&?)(

倍&突变株
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菌株与出发

菌株相差不大%说明突变位点不在细胞膜上&突变株
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)
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R<

$

$

+

R<

$

#

蛋白质+核酸渗透率均超过了出发菌株%其突变位

点发生在细胞膜上%

#(b

培养时细胞膜发生适度自溶%属于

具有大分子外泌能力的温度敏感性突变株&对比发现同一

表
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酿酒酵母二倍体#
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生长良好&
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为出发菌株$

R<

$

8

为单倍体菌株$

C

不生长$

f

(

C

生长微弱$

f

生长良好&
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图
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突变株蛋白质(核酸渗透率
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菌株的核酸渗透率始终大于蛋白质渗透率%这主要是因为在

细胞内外环境中%核酸的存在较蛋白质更为稳定%其水解酶

类少于蛋白质水解酶类%故胞外含量更大&

$?)?$

!

温度敏感性突变株胞外
,-H

测定
!

,-H

也是可以衡

量酵母细胞自溶程度的重要指标%在胞内产生%是糖酵解途

径的中间产物%其存在时间非常短%正常情况下胞外很难积

累)

$$

*

&由图
(

可知%酿酒酵母在发酵时间为
$6

时胞外
,-H

浓度达到最大值%随着发酵时间延长%胞外
,-H

浓度开始降

低$突变株
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R<
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R<
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#

的
,-H

值均明显高于出发菌株%

其中
R<

)

自溶程度最高%其胞外
,-H

含量高达
#!

#

9

(

1K

$突

变株
R<

(

的
,-H

值与出发菌株相近&计算
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个突变株
$6

培养后的胞外
,-H

较出发菌株的提高率%突变株
R<
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增幅最

大%达到
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%

R<

$

$

+

R<

$

#

增幅也较为明显!图
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#&因此可

以确定%当培养温度提高到
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%温度敏感性突变株
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细胞均出现条件性适度自溶%表现出较好的外泌特性&
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多次传代并分别测定突变株
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胞外
,-H

浓度及提高率%结果显示均具有较好的遗传稳定性%因此确

定
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为具有大分子物质外泌能力的温度敏感性

突变株%且遗传性状稳定&
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结论
高通透性细胞膜是增强酿酒酵母对胞内物质分泌能力

的重要因素&通过简单的诱变处理%筛选出对温度较为敏感

的条件自溶性菌株'''温度敏感性突变株%可以较大程度提

高酿酒酵母对外源蛋白的分泌能力&由于温度控制简便的

特点%所筛选的目标菌株将具有良好的工业应用潜力&温度

敏感性突变株条件性自溶对于改变细胞膜壁的通透性有着

重要的意义%可有效促进胞内产物的胞外渗透%较好地简化

了胞内产物的提取工艺&
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