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摘要!为促进酿酒酵母胞内产物的有效释放$以其野生型二

倍体'

(4

(菌株
f

"

为出发菌株$经紫外诱变处理$通过测定其

胞外
WVX

浓度及核酸&蛋白质渗透率$对比各突变株在低渗

条件下的自溶程度!结果表明"突变株
G1

%

&

'

4

(低渗培养

时$条件性自溶程度最高$其胞外
WVX

浓度达
(%6:(

"

>

#

+?

$

低渗培养
'A

时$其核酸&蛋白质渗透率高达
"6:'

$

(6#$

!此

外突变株
G1

(

&

'

4

(&

G1

"

'

(4

(也具有较好的条件性自溶能

力!试验共筛选获得
!

株低渗敏感性突变株$与野生型菌株

相比$条件性自溶的低渗敏感性突变株能有效促进胞内大分

子物质的外泌!

关键词!酿酒酵母%紫外诱变%低渗敏感性突变株%条件性

自溶
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酿酒酵母!
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#是生物技术领域最

常用的真核外源基因表达系统)

"

*

%但其坚硬的细胞壁及细胞

膜是阻碍胞内产物释放的主要屏障)

(

*

%因此如何促进胞内物

质及外源蛋白的高效分泌成为研究热点&目前提高胞内物

质释放的方法主要有物理法-化学法和生物法%其中物理法

和化学法是目前最常采用的手段%这
(

种方法虽然效果明显

但也存在着不足)

!M%

*

&物理法以脉冲电场-超声波等方法为

主%对仪器设备要求较高$化学法主要采用溶剂破碎%易导致

蛋白质等大分子物质发生改变&此外%采用基因工程手段改

造外源基因中的信号肽%增强外源蛋白的分泌能力也是研究

的主流方向)

'M$

*

%但此法技术难度高-处理步骤复杂&

相比之下%采用传统的遗传育种方式筛选条件致死突变

株显得更为安全-简便&条件致死突变株的突变位点经常发

生在细胞壁!膜#的相关基因上%导致其在相应的条件下细胞

通透性增大%从而促进细胞发生自溶%使细胞内物质释放到

胞外)

:

*

&目前%常见的条件致死酵母菌株主要有三类"温度

敏感突变株)

:

*

-高渗胁迫突变株)

&

*以及低渗敏感突变株)

"#

*

&

!(



课题组)

""

*前期研究过程中以酿酒酵母
f

"

为出发菌株%诱变

选育出一株温度敏感突变酵母菌
K1

N

%

!$]

培养时其胞内大

分子物质分泌能力明显提升%证明了条件致死突变株能有效

释放胞内产物&基于此%本研究拟继续对酿酒酵母
f

"

进行

诱变处理%采用等渗-低渗培养基对比培养进行初筛%再以胞

外
"

-

'*

二磷酸果糖!

WC59/017*"

%

'*8-

E

A01

E

A,/7

%

WVX

#浓度及

胞内蛋白质-核酸渗透率为复筛指标%筛选出具有高蛋白外

泌水平的低渗敏感性突变株!

G

2E

0/04-9*1741-/-H7+5/,4/

%

G1

#%旨在丰富酿酒酵母条件致死菌株类型%并为快速构建

有效释放胞内产物的宿主系统提供更为简单有效的方法&

"

!

材料与方法
"6"

!

材料

"6"6"

!

菌种

酿酒酵母菌!

4$>>0$8%:

5

>)C>)8)B(C($)

#

f

"

"长沙理工大

学食品与发酵研究所分离并保藏&

"6"6(

!

培养基

活化斜面培养基"麦芽汁培养基)

"(

*

(N(

$

生孢子培养基"

I79.,C

2

培养基)

"(

*

(NN

$

种子培养基"

f)XV

培养液)

"!

*

$

f)XVh

培养基"

f)XV

培养基中添加
N6%P hY.

$

f)XVZ_h

培养基"

f)XV

培养基中添加
N6%P hY.

和

#6##NP

十二烷基磺酸钠!

ZVZ

#$

f)XZ

培养基"用蔗糖代替
f)XV

培养基中的葡萄糖$

f)XVZ

培养基"

f)XV

培养基中添加
#6##NP

十二烷基

磺酸钠!

ZVZ

#$

发酵培养基"在
f)XVZ

培养液中添加
#6(P I

>

Y.

(

&

"6"6!

!

仪器

显微成像系统"

)9.-

E

17)(##

型%尼康仪器!上海#有限

公司$

紫外分光光度计"

\;":##

型%日本岛津公司$

恒温振荡培养箱"

[ef*("#(Y

型%上海智城分析仪器制

造有限公司$

高速离心机"台式
KO?*"'O

型%常州诺基仪器有限

公司&

"6(

!

方法

"6(6"

!

菌悬液的制备
!

菌株
f

"

在
(:]

-

"'#C

(

+-4

下培养

"(A

%无菌生理盐水离心洗涤
!

次%制成
"#

:

YW\

(

+?

的菌

悬液备用&

"6(6(

!

紫外诱变及突变株的筛选
!

根据文献)

""

*%对
f

"

菌

的二倍体!

(4

#及单倍体!

4

#菌悬液进行紫外诱变%将诱变后

的酵母菌悬液梯度稀释%影印接种于
f)XVh

-

f)XVZ

平板

上%

(: ]

-培养
N:A

&挑选在
f)XVh

上正常生长%而在

f)XVZ

上微生长或不生长的突变株进入复筛$取初筛挑选的

菌株依次接种于
f)XV

-

f)XVh

-

f)XVZ

-

f)XZ

-

f)XVZ_h

平板上%再次筛选低渗透压时微生长或不长的菌株)

(

*

&

"6(6!

!

WVX

含量的测定
!

参考文献)

"N

*%并采用血球计数板

计算发酵液菌体浓度%以每毫升发酵液中
"#

$个细胞计算

WVX

含量&

"6(6N

!

酵母核酸-蛋白质渗透率的测定
!

取筛选获得的突变

株依次进行活化-种子培养基培养-发酵培养基培养!培养

!A

时添加
ZVZ#6#N

>

(

?

#&取两份发酵液%其中一份采用紫

外分光光度法直接测定菌体密度!

36

'##

#%另一份先
:#]

水

浴
%+-4

%再
"####C

(

+-4

离心
(#+-4

%取上清液%分别测定

36

('#

-

36

(:#

%按式!

"

#-!

(

#计算胞外核酸渗透率!

G6

('#

#-蛋

白质渗透率!

G6

(:#

#&

G6

('#

W

36

('#

36

'##

% !

"

#

G6

(:#

W

36

(:#

36

'##

& !

(

#

(

!

结果与讨论
(6"

!

酵母子囊孢子的制备

通常条件下酵母细胞以二倍体的形式存在%进行出芽生

殖%但在特殊条件诱导下!以醋酸钠为唯一碳源%缺乏氮源#%

可以进行有性繁殖%产生
(

#

N

个单倍体有性孢子)

"%

*

%即子

囊孢子%酿酒酵母产生的子囊孢子是人工选育优良杂交酵母

菌株的重要基因纯核系来源)

"'

*

&将酿酒酵母
f

"

二倍体!

(4

#

接种于麦氏培养基上培养一周%筛选获得其单倍体!

4

#%并通

过显微镜下观察%检验其二倍体生孢子情况%孔雀绿'番红

染色后见图
"

&可以看出%在麦氏培养基上培养时%

f

"

二倍

体!

(4

#营养细胞易转变生成子囊%这时细胞核进行减数分

裂%形成子囊孢子&

图
"

!

酿酒酵母
f

"

子囊孢子染色图'

"##b

(
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>
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!

低渗敏感性突变株的筛选及生长特征鉴定

酿酒酵母的营养体多以二倍体!

(4

#的形式存在%但其单

倍体!

4

#的突变率相对较
!

%且单倍体!

4

#突变株经重新结合

形成二倍体!

(4

#后%诱变所获得的性状才能较稳定地遗传下

去)

"$

*

&因此%同时以酵母二倍体!

(4

#-单倍体!

4

#为出发菌

株%采用紫外线对菌株
f

"

的二倍体!

(4

#及单倍体!

4

#菌株分

别照射
!#1

%

N6%+-4

%利用影印培养法对等渗及低渗条件下

菌株的生长状况进行对比初筛%获得低渗敏感性突变株%结

果见图
(

及表
"

-

(

&由图
(

可知%圆圈标出的突变株在等渗

培养条件下!

f)XVh

培养#生长正常%但在低渗培养条件下

!

f)XVZ

培养#生长微弱甚至无法生长$表
"

-

(

显示%根据等

渗平板与低渗透平板菌落生长对照情况%筛选出
:

株二倍体

!

(4

#-

$

株单倍体!

4

#低渗敏感性突变株&

N(

基础研究
!

(#"$

年第
:

期



表
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酿酒酵母二倍体$
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%突变菌株生长谱^
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(4

%
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"
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(4

#
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N
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M _
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M

!!!!!

^

!

f

"

为出发菌株$+

M

,为不生长$+

_

(

M

,为生长微弱$+

_

,为正常生长$+

__

,为生长旺盛&

表
(

!

酿酒酵母单倍体$

4

%突变菌株生长谱^

K,F.7(

!

=5i,40

>

C,+0B4$>>0$8%:
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>)C>)8)B(C($)

$

4

%

+5/,4/1

菌株
f

"

!

4

#

G1

"

&

G1

(

&

G1

!

&

G1

N

&

G1

%

&

G1

'

&

G1

$

&

f)XV __ _ _ __ __ __ __ __

f)XVh __ _ __ _ __ __ _ _

f)XVZ_h _ M _

(

M M _ _

(

M _

(

M _
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M

f)XZ __ M _ _ _ _

(

M _ _

f)XVZ _ _

(

M M M _

(

M M _

(

M _

(

M

!!!!!

^

!

f

"

为出发菌株$+

M

,为不生长$+

_

(

M

,为生长微弱$+

_

,为正常生长$+

__

,为生长旺盛&

图
(

!

影印培养筛选低渗敏感性突变株

W-

>

5C7(

!

Z9C774-4

>

A

2E

0/04-9*1741-/-H7+5/,4/1F

2

C7

E

.-9,

E

.,/-4

>

!!

低渗培养基!

f)XVZ

#中添加了表面活性剂十二烷基硫

酸钠!

ZVZ

#%

ZVZ

能形成低渗环境%并作用于细胞膜上的脂

类和蛋白质%促进胞内物质释放到胞外%进而引起酵母细胞

的自溶)

":

*

&由表
"

-

(

可知%出发菌株
f

"

!

(4

%

4

#在等渗培养

基!

f)XVh

#-等渗保护培养基!

f)XVZ_h

#-低渗培养基
"

!

f)XZ

#及低渗培养基
(

!

f)XVZ

#中均能生长%说明其不具

有低 渗 敏 感 性&而
G1

"

-

G1

(

&

-

G1

%

&

!

株 突 变 株 在

f)XVh

上均生长旺盛%在低渗培养基!

f)XVZ

#上则生长被

抑制%且当在低渗培养基中添加
N6%P

氯化钾!

f)XVZ_h

#

后
!

株突变株的生长均得到部分恢复%因此选择突变株

G1

"

-

G1

(

&

-

G1

%

&

作进一步分析&对比发现%

G1

"

-

G1

(

&

-

G1

%

&

存在一些特性差异%在酵母菌常规培养基!

f)XV

#上%

G1

"

-

G1

(

&

生长状况一般%而
G1

%

&

生长茂盛%说明常规条件

下
G1

%

&

更易繁殖$在低渗条件相对较弱的培养基!

f)XZ

#

上
G1

"

-

G1

%

&

生长微弱%而
G1

(

&

则正常生长%说明
G1

"

-

G1

%

&

的渗透压敏感性强于
G1

(

&

%因此%初步推测
G1

"

-

G1

(

&

-

G1

%

&

为低渗敏感性突变株%且
G1

%

&

在低渗时更易

发生自溶&

(6!

!

低渗敏感性突变株自溶程度考察

(6!6"

!

低渗敏感性突变株胞外
WVX

测定
!

WVX

是酵母细胞

内糖酵解途径中的中间产物%由于其不断参与代谢反应所以

存在时间非常短&正常情况下%未经处理的细胞其通透性较

差%

WVX

在胞外很难得到积累)

"&

*

%而低渗敏感性突变株在低

渗条件下细胞的通透性发生改变%培养液中
WVX

的浓度升

高%因此
WVX

是衡量酵母细胞低渗敏感程度的重要指标&

测定酿酒酵母及其突变株在低渗条件下培养
(A

时的菌体

浓度及其胞外
WVX

浓度%菌体浓度以数量级
"#

$个为单位%

计算出
WVX

在发酵液中的浓度%结果见图
!

-

N

&由图
!

可

知%在酿酒酵母二倍体突变株中%

G1

"

胞外
WVX

含量最高%为

出发菌株的
"6%%

倍%说明二倍体突变株中
G1

"

的渗透压敏感

性最强&由图
N

可知%在酿酒酵母单倍体突变株中%

G1

(

&

-

G1

%

&

的胞外
WVX

浓度明显高于其它菌株%分别为出发菌株

的
"6&N

-

(6!$

倍&由图
!

-

N

可以确定
G1

"

-

G1

(

&

-

G1

%

&

!

株突变株为低渗敏感性突变株%其中
G1

%

&

低渗敏感性最

强%其细胞外
WVX

浓度达
(%6:(

"

>

(

+?

&

(6!6(

!

低渗敏感性突变株核酸-蛋白质胞外渗透率测定
!

正

常情况下难以分泌到胞外的大分子物质核酸-蛋白质渗透率

也是可以衡量酵母细胞自溶程度的重要指标&对比分析添

图
!

!

二倍体突变株胞外
WVX

浓度

W-

>

5C7!

!

Y04974/C,/-040BWVX-48-

E

.0-8+5/,4/-4

7i/C,97..5.,C

%(

第
!!
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加
ZVZ

前后突变株
G1

"

-

G1

(

&

-

G1

%

&

以及发菌株
f

"

的核

酸-蛋白质渗透率%结果见图
%

-

'

&由图
%

-

'

可知%突变株

G1

"

-

G1

(

&

-

G1

%

&

核酸-蛋白质渗透率均明显大于出发菌

株%说明紫外诱变导致突变株的细胞壁(膜结构发生改变%当

其处于低渗环境时会出现适度自溶%因此胞外大分子物质含

量增大&此外从图
%

-

'

还可以看出%出发菌株
f

"

在添加

ZVZ

前后的核酸-蛋白质渗透率变化很小%而突变株核酸-蛋

白质的渗透率随着添加
ZVZ

发酵时间的延长而越来越高%其

原因是突变株在低渗环境中生长微弱%同时细胞溶胀作用引

起了膜不可逆的破坏%促进核酸-蛋白质等物质的外泌)

(#

*

&

其中
G1

%

&

大分子渗透率最大%发酵
'A

时%其胞外核酸-蛋

白质渗透率分别达
(6#$

%

"6:'

%为出发菌株的
!6((

倍及

!6'N

倍&由此证明突变株
G1

"

-

G1

(

&

-

G1

%

&

属于具有大分

子外泌能力的低渗敏感性突变株%且
G1

%

&

在低渗条件下展

现出最强的外泌特性&

图
N

!

单倍体突变株胞外
WVX

浓度

W-

>

5C7N

!

Y04974/C,/-040BWVX-4A,

E

.0/

2E

7+5/,4/-4

7i/C,97..5.,C

图
%

!

突变株核酸渗透率

W-

>

5C7%

!

KA7G6

('#

0B+5/,4/

图
'

!

突变株蛋白质渗透率

W-

>

5C7'

!

KA7G6

(:#

0B+5/,4/

!

!

结论
酿酒酵母作为外源基因最理想的真核生物表达系统%其

细胞通透性对胞内产物的有效释放具有重要意义&通过简

单的诱变处理%利用低渗培养基定向筛选出
!

株低渗敏感性

自溶突变株%即
G1

"

-

G1

(

&

-

G1

%

&

&对比其低渗条件下自

溶程度可以发现"

G1

%

&

突变株自溶程度最高%其胞外
WVX

浓度达
(%6:(

"

>

(

+?

%为出发菌株的
(6!$

倍%核酸及蛋白质

渗透率分别为
(6#$

%

"6:'

%为出发菌株的
!6((

倍及
!6'N

倍%可

以较大程度地提高酿酒酵母对外源蛋白的分泌能力&将低

渗敏感突变株
G1

%

&

与前期筛选的温度敏感突变株
K1

N

对比

分析发现
G1

%

&

具有更强的胞内物质释放能力&

温度和渗透压在微生物培养中都是易于控制的条件%筛

选对渗透压-温度敏感性强的目标菌株%有利于简化胞内产

物的提取工艺%为其工业化应用奠定基础&
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对枯草芽孢杆菌和绿脓杆菌的最低抑制浓度为
N+

>

(

+?

&

通过各菌株抑制效果的比较可以看出%柳叶蜡梅叶不同极性

萃取物对不同菌株的最小抑制浓度不同%其中二氯甲烷萃取

物活性最强%可进一步通过柱层析分离二氯甲烷萃取物%能

够筛选出针对不同菌株的有效活性成分%从而开发出有针对

性的抑菌药物&

!

!

结论
经过以上试验%可知柳叶蜡梅叶不同极性萃取物的总酚

含量丰富%均具有较强的还原能力和
VXXG

自由基清除能

力&乙酸乙酯萃取物的抗氧化能力最为显著%可能与其高含

量的总酚物质有关)

(NM(%

*

&体外抑菌试验显示%除正丁醇和

水萃取物无明显抑制作用外%其它
!

种萃取物对大肠杆菌-

金黄葡萄球菌-枯草芽抱杆菌和绿脓杆菌均具有显著的抑菌

效果&本试验系统地探究了柳叶蜡梅叶萃取物的抗氧化和

抑菌性能%填补了之前没有柳叶蜡梅叶主要活性成分分离及

抗氧化-抑菌性能系列数据的空白%为该植物的进一步活性

成分分离及开发利用提供试验依据&但柳叶蜡梅叶中总酚

物质种类繁多%需更深入地分离纯化%以筛选出更加明确有

效的抗氧化和抑菌活性成分&
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