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细胞壁是酵母菌的重要细胞器，参与细胞内外多方面的生理生化过程，如细胞絮凝、信号转导、致病

性等，在决定细胞结构完整性方面起着重要的作用。酵母细胞壁是由!C ;，" C 葡聚糖、!C ;，= C 葡聚

糖、甘露聚糖蛋白及几丁质等相互交链构成的复杂的双层网状结构［;］。细胞壁组成或结构的改变会使

细胞产生对温度或低渗透压的敏感性，在相应的条件下发生自溶，使细胞内容物释放到胞外。产生上述

效应的突变株称为温度敏感自溶突变株和低渗透敏感自溶突变株［# D !］。对此类突变株的研究一方面有

利于进一步阐明酵母菌细胞壁代谢及组装的调控机制。同时利用其条件性自溶特性将有利于构建能有

效释放外源蛋白的基因表达宿主系统［B］。本研究分离筛选到 " 个对低渗透敏感的酵母菌细胞自溶突变

株，对其生理生化分析表明它们是 " 个新的突变株。

! 材料和方法

!"! 菌株

酿酒酵母菌（!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）EF#$@ C ;B（-./! 0)1#）和 EF#$@ C @（-./" "2)#）均由本实验室保

存。突变株 FG;##，FG;H" 和 FG;<# 由本研究分离获得。

!"# 培养基与培养条件

酵母菌常规培养用 I.JK 培养基［=］。突变株的筛选及分析鉴定用 I.JKL（I.JK 中添加 !MBN氯化

钾）、I.JKE（I.JK 中添加 $M$$!N十二烷基磺酸钠）、I.JE（用 #N蔗糖代替 I.JK 中的葡萄糖）、EK［=］、

EKL（EK 中添加 !MBN氯化钾）培养基。酵母菌生孢测定用 O:P’1+? 培养基［=］。#@Q静置或振荡培养。

!"$ 突变株分离

用 $MB05R0S 亚硝基胍（-OOT）处理对数生长期的酵母菌 EF#;$@ C ;B 细胞（#@Q，"$0,4）后，离心收

集细胞，沉淀用无菌水洗两次，再用 I.JKL 洗 ; 次后，细 胞 重 悬 于 # 0S I.JKL 中，#@Q 培 养 ;#3。

" $$$ +R0,4离心 #0,4，取上清液进行梯度稀释后涂布于 I.JKL 平皿上，#@Q培养 !@3。将生长的单菌落

分别影印到 I.JKL 和 I.JKE 平皿上，#@Q培养 !@3，在 I.JKL 上正常生长，而在 I.JKE 不能生长的单菌

落即为可能的突变株。

!"% 酵母菌遗传分析

交配型分析，生孢及随机孢子分析均参照文献［=］。

!"& 酵母菌细胞壁完整性分析

参照文献［H］。



!"# 细胞自溶的测定

在渗透保护培养基中培养细胞至对数中期，测定 !"" #$ 光吸收值。离心收集细胞，用 %&’(氯化钾

洗 ) 次后，将细胞悬于与培养液等体积的无菌水中，剧烈震荡 *$+#，*" """,-$+# 离心 ’ $+#，分别测定上清

液在 )!"#$ 和 )."#$ 的光吸收值（!")!"，!")." ）。细胞自溶程度（/01+1 234,33，/5）用 !")!" -!"!"" 或

!")." -!"!""表示。

!"$ 内源转化酶 %& 糖基化水平的测定

参照文献［.］。

!"’ ()(& 聚丙烯酰胺凝胶电泳

参照文献［*"］

!"* 蛋白质含量测定

参照文献［!］破碎细胞，按考马斯亮兰 67 )’" 染色法测定蛋白质含量［**］。

+ 结 果

+"! 酵母菌低渗透敏感突变株的分离筛选

按方法所述，从约 )" """ 个诱变单菌落中筛选到 8) 个可能的突变株，分别命名为 9:* ; 9:8)。液

体培养验证了这些突变株的低渗透压敏感性。在低渗透条件下，它们均表现出细胞自溶特性，突变株的

#")!"分别是野生型菌株的 ) ; . 倍。其中 9:< 的 #")!" 最高，9:) 和 9:= 次之。进一步分析表明这 8 个

突变株同时具有低渗透敏感性和温度敏感性，如表 * 所示，当培养温度为 ).>时，在渗透保护培养基

（?@A5B）上 8 个突变株均能很好生长，在低渗透培养基（?@A5C）上生长完全被抑制；在 8<>培养时，即使

在渗透保护培养基上它们也不能生长，这与 ABD* 信号转导途径突变株是不同［*)］。但是这 8 个突变株

存在一些特性差异，在酵母菌常规培养基（?@A5）上，9:) 能够正常生长，而 9:< 和 9:= 却不能生长；当

在低渗透培养基中添加 %&’(氯化钾后，9:< 的生长得到部分恢复，而 9:) 和 9:= 仍不能生长。在上述

不同培养条件下，野生型菌株均能正常生长。因此选择上述 8 个突变株进一步分析。

表 ! 野生型和突变株在不同培养条件下的生长比较

菌株
?@A5B

).> 8<>

?@A5

).> 8<>

?@A5C

).> 8<>

?@A5C E %&’(BDF

).> 8<>

C9)". 7 *’ E E E E E E E E

9:) E 7 E 7 7 7 7 7

9:< E 7 7 7 7 7 E - 7 7

9:= E 7 7 7 7 7 7 7

注：E 生长；7 不生长；E - 7 微弱生长。

+"+ 突变株胞内蛋白向胞外的释放

按方法所述用 !"!"" 相同的菌悬液制备细胞自溶液，各取 )"!/ 进行 *"(的 C5C 7 聚丙烯酰胺凝胶

电泳。图 * 结果显示野生型菌株的处理液中没有检出任何蛋白，而突变株的细胞自溶液中均有蛋白带

出现，尤其 9:< 表现最为突出。对细胞总蛋白和自溶释放到胞外的蛋白含量的测定表明，在低渗透条件

下，9:< 约有 8!(的胞内蛋白释放到胞外，9:) 和 9:= 约分别有 )*(和 *<(的蛋白释放到胞外。

+", 突变株的细胞壁缺陷

酵母菌细胞壁发生缺陷后，细胞对细胞壁降解酶（G0$HF0I13）的敏感性增强［<］。按照 JKIFF3 等的方

法，测定了不同菌株对 G0$HF0I13 的敏感性。表 ) 结果表明，与野生型菌株 C9)". 7 *’ 相比，8 个突变株

均表现出细胞发生快速自溶所需要的时间（/I4 L+$3，/M）缩短；细胞自溶速率（N/O）明显提高。说明 8
个突变株的细胞壁结构或组成与野生型菌株是不同的，突变株的低渗透敏感性与细胞壁缺陷有关。
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表 ! 野生型菌株和突变株对细胞壁降解酶（"#$%&#’()）的敏感性比较

菌株 !"#$%&’ (!)*$%&’ + , )-.

/0123 + ,4 5561 26,, 7 ,2 + 1 2625 7 ,2 + 5

081 ,465 2699 7 ,2 + 1 26:4 7 ,2 + 5

08; :6, 2639 7 ,2 + 1 ,6<: 7 ,2 + 5

089 96: 26:: 7 ,2 + 1 26:3 7 ,2 + 5

#= !"（!#> "&%?）：细胞悬液的 !"::2降低 2624 所需要的时间；

*=(!)（"@? (#A&%B% C#D? EF GHI&I）：以时间为横坐标，!"::2为纵坐标所做细胞自溶曲线的最大斜率；

.= )-（"@? )#D? -’J?A）：(!)$!"=

!*+ 内源转化酶 ,- 糖基化水平检测

将待测菌的对数生长期细胞转移到 KLM/ 培养基中诱导培养 5@，提取细胞总蛋白，进行 ;N的非变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳，按文献［3］方法进行活性染色。结果显示野生型菌株和 5 个突变株所分泌的内

源转化酶的 O+ 糖基化水平没有明显的差异（图 1）。而 0#I@&%EDE 和 KEJ# 等曾报道酵母菌细胞壁缺陷突

变株 #$%,$ &’(9 中的内源转化酶 O+ 糖基化水平与野生型菌株相比明显降低［3，9］，因此本研究筛选到的 5
个突变株与报道的 #$%,$ &’(9 突变株是不同的。

图 . 胞内蛋白在低渗透条件下向胞外的释放

P= 胞内总蛋白；Q= 细胞自溶液 =

,6 野生型菌株 /0123 + ,4；16 081；56 08;；<6 0896

图 ! 不同菌株内源转化酶糖基化水平的比较

,6 野生型菌株 /0123 + ,4；16 081；56 08;；<6 0896

!*/ 突变菌株遗传分析

突变株与野生型菌株具有相同的交配型，它们分别与同源的单倍体菌株 /0123R3 进行杂交，获得的

二倍体菌株均表现的是野生型表型。对杂交的二倍体菌株进行随机孢子分析，没有发现突变表型发生

重组的现象，说明突变是核内单基因的隐性突变。可用作克隆相关基因的宿主。

0 讨 论

酵母菌的细胞壁是一个复杂的动力学结构。细胞壁的化学组成和空间构象受到细胞发育分化周期

及外界环境条件变化的严格调控［,，,<］，但其复杂的调控机制及究竟有多少基因（蛋白质）参与了细胞壁

代谢及其调控目前还不清楚。本研究获得的 5 个不同的细胞壁缺陷、低渗透敏感突变株具有与文献报

道突变株不同的表型特征，对其生物学特征及相关基因的研究将为阐明上述机制提供重要的理论依据。

另外，酵母菌，尤其是酿酒酵母是生物技术领域非常有用的外源蛋白表达系统，但其坚硬的细胞壁

是有效裂解细胞释放外源蛋白的一个主要障碍，分泌型表达虽然是一个有效的解决方法，但外源蛋白在

分泌过程中的过分糖基化对其生物活性有很大的不利影响［,5］。同时酵母菌细胞内有许多功能性化合
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物可用作食品添加剂、调味品及药物，同样需要有效的释放，以便不破坏产品的营养及感官特性。本研

究获得的低渗透敏感自溶突变株能将 !"# $ %&#的胞内蛋白释放到外部介质，为构建遗传稳定的、可

调控裂解的基因表达受体系统奠定了基础。
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) 投稿要求

（?）投稿须一式两份；（A）就论文是否涉及保密、署名是否无误等问题，务请出示研究内容所涉及单

位的介绍信；（K）?JJ 元审稿费，收款人一栏写《微生物学报》编辑部；（L）为便于联系请提供 ME,!&- 地址；

（N）与国外作者合写的论文，应出示国外作者同意以中文形式发表及署名顺序的说明。

* 中英文脚注

需要增补以下信息，如有些项目没有可缺项。

中文脚注：（正文首页下方）

基金项目：⋯⋯基金资助（项目编号）

"通讯作者。:%-：OPE ；9!1：OPE ；ME,!&-：
作者简介：姓名（出生年E），性别（民族），籍贯，职称，学位及研究方向。ME,!&-：（本项指的是

第一作者）

收稿日期：AJJKEJ?EJ?，修回日期：AJJKEJLEJ?
英文脚注：（英文摘要下方）：

@788*4’%# ;) ⋯⋯

">*44%$8*"#&"/ !7’0*4 5 :%-：OPE ；9!1：OPE ；ME,!&-：
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+ 参考文献

补充文章题目，其它请详见刊登在 AJJK 年第 ? 期上的“投稿须知”。

, 图和表

文中图、表力求精简，避免图、表的内容重复。

图：在文中插图位置要用一长方形示意，图题应中英文对照置于框下，图注全部用英文表示；原图集

中另纸打印附文后，只需标出图号即可。照片要清晰，线图要精绘，照片图最好附软盘或原照片。

表：随正文排，表序及表题（中英文）置表上方，表注（英文）置于表下。表的内容全部用英文表述。

一般使用三线表。

- 英文摘要

用第三人称概述研究的目的、方法、结果和讨论，也可以加入自己的一些观点。要求语法应正确，句

子要通顺。使读者通过英文摘要、图和表就可以了解全文的研究内容。

BOAA 期 何秀萍等：酵母菌细胞自溶突变株的研究




