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一株特耐酸酵母 !"的分离及其耐酸机理研究

张国顺 洪 青 刘 智 张晓舟 李顺鹏"

（南京农业大学生命科学学院 农业部农业环境微生物工程重点开放实验室 南京 #%$$;"）

摘 要：从江西某铜矿的污泥中分离到一株特耐酸酵母菌 K%（!"#$#%#&’() ?@) ），能在 @L值 %M" N 9M$的范围内生
长，最适生长 @L为 1M$，属于嗜酸菌，初步鉴定为红酵母属（!"#$#%#&’() ?@)）。K%在不同培养基中的耐酸能力基本
相同。@L冲击实验显示，K%通过泵出 LO吸收 PO来维持胞内 @L的稳定，表明膜 LO :Q3R6?.和 PO在 K%耐酸中发
挥作用。K%细胞膜的 LO :Q3R6?.活性与 K%生长的 @L呈负相关。通过 RSK克隆了 K%的 LO :Q3R6?. 基因（ *+)），
并进行了测序，序列比较显示该基因的保守性很高。
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在自然界中存在一些极端自然环境（<7,/.=.
06,D/6( <BU>/’B=.B,?），如低温、高温、高压、强碱、强
酸、干燥、辐射、高盐、低营养等，这些环境中存在一

些特殊微生物，被称为极端微生物（<7,/.=@>(.?），嗜
酸菌是其中一个很重要的类群。目前研究的比较多

的是细菌中的氧化硫硫杆菌（ ,"-#.)/-((’0 %"-##1-2
$)30）和氧化亚铁硫杆菌（ ,"-#.)/-((’0 45&&##1-$)30），
它们的最适生长 @L值在 #M"左右，可以从含硫化合
物中获得能量，并产生硫酸，在生物沥滤中广泛应

用［%］。低 @L对大多数微生物有毒害作用［#］，但嗜酸
微生物必须在低 @L下才能生长。一般微生物在生
长繁殖时胞质 @L必须在中性左右，如 6*5&+)%#0#*-0
)/-$#*"-()在 @L%M$ 时生长最适，但胞内 @L却维持
在 2［1］。有关微生物抵抗低 @L的机理有多种说法，
目前对此报道较多的是细菌的耐酸机理，如质子泵、

大分子的保护和修饰、细胞膜组分的变化、胞内碱性

物质的产生、细胞浓度、代谢途径的改变和其它调节

因子对耐酸都有作用［!］。但很多假设目前还缺乏充

足的证据。酵母菌中有些种类如椭圆酵母、点滴酵

母和酿酒酵母最低可分别在 @L#M"、@L#M$和 @L%M;
中生长［#］，而一般酵母菌适合于 @L1M8 N 9M$的酸性
环境，最低 @L 为 #M"，最高为 8M$。对极端嗜酸的
7’3)(-5(() )/-$#*"-() 研究发现，PO能够促进 LO :Q3:
R6?.的活性，作用部位为质膜内侧，而不是外侧［"］。
LO :Q3R6?.在酵母中起碱化胞质作用，为调控胞内
@L所必需［9］；@L还能影响该酶的表达量［2，8］。

本文考察了 @L冲击下 K%胞外 @L及 06O、PO

离子浓度的变化，测定了不同 @L培养下的 K%细胞
膜上 LO :Q3R6?. 的活力，并克隆和测序了 K% 的细
胞膜 LO :Q3R6?. 基因（*+)），对 K%的耐酸机理进行
了探索，阐述了耐酸与 06O、PO离子以及膜 LO :Q3:
R6?.酶的关系，初步揭示了其耐酸的机理。

" 材料和方法

"#" 材料
"#"#" 样品来源：取江西某铜矿排水沟中的酸性污
泥作为实验的分菌样品。

"#"#$ 菌株和质粒：菌株 K%（!"#$#%#&’() ?@) ）和白
色假丝酵母 V%（8)3$-$) ?@)）为本实验室分离和保
存；大肠杆菌（90/"5&-/"-) /#(-）WL"!；质粒 @XS%;为
本实验室保存。

"#"#% 酶和引物：限制性内切酶、3!连接酶、,): 酶
为 36P6K6公司产品；溶菌酶为华美生物工程公司产
品；引物由 36P6K6公司合成。
"#"#& 培养基：YZ 培养基：每升含蛋白胨 %$I，酵母
膏 "I，06S( %$I，Q=@使用浓度为 %$$=I4Y；[RW培养
基［%$］：每升含葡萄糖 #I，蛋白胨 #I，酵母抽提物 %I；
无机盐培养基（\\）：每升含葡萄糖 %$I，（0L!）# ]*!

"I，蛋白胨 $M"I，\I]*! $M%I，5.]*! $M%I；豆芽汁培

养基：每升含黄豆芽 #$$I，蔗糖 #$I。@L均根据需要
用 LS(调节。



!"# 菌株的分离纯化和鉴定
取污泥样品 !"#，加入豆芽汁$蔗糖培养基中

（%& ’("左右），并加入几粒玻璃珠，于 )"*!+",-./0
摇床培养，每 )1 按 !"2接种量转移至新鲜的培养
基中，结合镜检，富集耐酸酵母，最后取培养液进行

系列稀释后涂豆芽汁 3蔗糖培养基平板，挑取单菌
落、纯化。由于酸性环境中，琼脂在高温灭菌时水解

液化，室温时不能凝固，操作时采用琼脂和对应酸性

培养基分开灭菌，冷却至 4"*左右，合并两者即可。
对菌株进行形态及生理生化实验，参照文献［5］鉴定
到属。

!"$ %!总 &’(提取和 )*%条件
参照文献［!"］，用 676$玻璃珠法裂解细胞，

689:;抽提，再用无水乙醇沉淀得 <! 的总 7=:。
根据 ;>0?@0A已经登录的 &B $:CD@E> 基因（ !"#）序
列 设 计 一 对 引 物：FG$H;H;:;HCH:C;:HC;:C$
:H:CH:CHHCHC$)G， FG$H;H::;HCCCC:;;CCCHH$
CCCCH;C;CC;$)G；以 <!的总 7=:为模板进行 DH<
扩增。F"!I 体系：模板 !!I，1=CD（’(F..JK-I）L!I，
引物（ !..JK-I）各 !!I，!" M ?NOO>, F!I，P#

’ B

（’("..JK-I）)!I，$#% 酶（FQ-!I）"(F!I，超纯水
)F(L!I，DH< 循环条件：5F* ’./0；5L* )"E，4L*
)"E，R’* ’./0，)"个循环；R’*延伸 !"./0。
!"+ ,-冲击实验
将发酵罐中最适 %&下培养至稳定期的 <! 移

种 FI 至全自动发酵罐（RI），根据预实验结果在
!"",-./0下加 &HK调节到所需 %&，%&从自动控制面
板读出。=@B、SB 浓度的测定：定时从种子罐中取

出菌液离心收集上清，稀释后用原子吸收分光光度

计测定。每个处理重复 )次。
!". 细胞膜分离和 -/ 0(1)234活力的测定
参考文献［!!］，将在不同 %&下生长至对数期

的 <! 细胞离心洗涤两次，置于冰上，用缓冲液
（’(F..JK-I 87C:，!..JK-I DP6T，F"..JK-I C,/E，
%&R(F）悬浮，在 !5F""KU-/0’下 T,>0VW破碎后立即用
’.JK-I C,/E将 %&调到 R(’F，F"""#离心 !"./0两次，
上清在 )""""#下离心 !W得细胞质膜。:CD@E>酶活
分析［!!］：酶活用 %&4("的 F"..JK-I P86$C,/E缓冲液
（!F..JK-I P#6XL，!F..JK-I :CD，F"..JK-I S=X)，

"(’..JK-I的铵钼酸盐，F..JK-I =@=)）测定。!’"!I
的反应混合物在 ’+*下水浴 !F./0，加入 !)"!I 的
终止液（!2676，!""..JK-I的钠钼酸盐，"(4.JK-I的
&’6XL，"(+2的抗坏血酸盐），’F*水浴 !"./0 后测
&4’"，释放出的磷酸盐数量根据标准曲线计算。对

照为加样后立即加终止液的处理。每个处理重复 )
次。蛋白含量测定用 ?,@1OJ,1法［!’］。

# 结果和讨论

#"! 菌株的分离鉴定和生物学特性
通过富集培养和分离得到一株能在 %&为 ’("

的豆芽汁培养基中生长，且能产红色色素的酵母菌；

菌落为圆形、有乳状凸起质地光滑；菌体为卵形或椭

圆形、无假菌丝；繁殖方式为多边芽殖、无有性繁殖；

葡萄糖发酵实验和肌醇实验结果为阴性；硝酸盐、脲

酶和 7??实验结果为阳性，不能产淀粉、类淀粉化
合物，最适生长温度为 )"*。根据这些结果，将该
菌株初步鉴定红酵母属（’()*)+),-.# E%Y），并把它
命名为 <!。
#"# %!在不同培养基中的耐酸情况
从图 ! 可以看出，<! 在不同培养基中生长的

%&范围均为 !(F Z 4("，最适 %&均为 )("，具有很强
的耐酸能力。但在相同 %&下不同培养基中生物量
有所差异，[8D7中最高，D7:次之，PP最低，这可
能与营养等因素有关；当 %&高于 4("时，菌株的生
长受到严重抑制，这些特征和嗜酸菌的特征相符合，

因此把 <!归为嗜酸菌。

图 ! 不同培养基中 %!的耐酸特性
T/#Y! CW> @V/1$\JK>,@0V> JO <! /0 1/OO>,>0\ .>1/N.

#"$ 5/对 %!耐酸的影响
SB在细菌耐酸过程中可能起着平衡作用，即胞

质酸化后要从胞外运入 SB 弥补泵出 &B 导致的离

子不平衡［!)］。图 ’为酵母 <!在相同 %&不同 SB浓

度下培养的生长情况，在 %&!(F时，4.#-I以下菌体
不长，+ Z ’".#-I时，<!的生物量呈升高趋势，超过
’".#-I时对生物量没有影响；而在最适生长 %&时，
只要有 SB菌体就会生长，超过 !".#-I时菌体生物
量基本一样。表明在 %&!(F 时 <! 在 SB 浓度低于

4.#-I不能生长的原因是缺乏足够的 SB 来抵抗低

%&，而不是 <! 生长对 SB 的需要造成的，这也证明

’)4 微 生 物 学 报 LL 卷



了 !"在 #$耐酸中的作用。

图 ! "#对 $%耐酸的影响
%&’() *++,-. /+ !" /0 .1, 2-&34./5,620-, /+ #$

!&’ ()冲击对 $%生长的影响
将在 78$9:和 78;9<中培养至对数期的 #$分

别接种到 78;9<和 78$9:的培养基中培养（图 ; ），
结果发现从 78$9: 接种到 78;9< 中的菌体延滞期
（$=1）明显大于从 78;9<接种到 78$9:中的菌体延
滞期（>1）。表明高 78的冲击对菌体影响大，证明
了 #$ 为嗜酸菌，这和盐浓度冲击对嗜盐菌的影响
类似［$=］。

图 * ()冲击对 $%生长的影响
%&’(; *++,-. /+ 78 ?1/-@ /0 .1, ’6/A.1 /+ #$

!&+ ()冲击对 $%培养液 ()的影响
菌体要维持生长，胞内的 78必须相对稳定在

中性左右，以保证生物分子的功能正常发挥，这在细

菌研究中已得到验证。多种胞内 78测定方法表明
! ( "#$% 能在很宽的生长 78范围内维持胞内 78在
中性［$:］。在细菌如何维持胞内 78稳定的机理中提
得最多的是质子泵和 B24!泵，C//.1、D2320 等研究
认为，细菌在酸性环境下生长时是通过泵出 8" 和

吸收 !" 来维持胞内 78稳定的；E2?/0等在酵母研
究中发现将其从 78F变化到 78;时，膜向外泵质子
的能力提高［G］。酵母是真核生物，在细胞膜上没有

原核生物用来产生 HID的质子泵，但质膜上有 8" 4
HID2?,，具有泵出质子的功能［$;］。

以白色假丝酵母 J$（最低生长 78为 ;9$，耐酸
能力远低于 #$）为对照，做了 J$和 #$的冲击试验。
从图 = 可以看到，在冲击到 )9<$ 时，J$ 的!78
（!78 K 78& L 78<，&表示时间，78<表示冲击后菌液

的 78）值不断增加，表明不断有 8" 进入其胞内，而

在冲击到 78)9;) 和 78)9:< 时，78值很快下降，然
后稳定，再上升，最后又降低，表明不断有 8" 泵出

菌体；而 #$ 除在前 $<M&0!78为正值外（图 :），以
后!78 均为负值，即在高低冲击下都能泵出 8"。

两者最大的不同在于低 78 冲击下短时间内的表
现：前者在冲击到 )9<$时 78一直上升，表明膜的抵
抗能力很快伤失，8"不断进入菌体；而后者 78有短
暂提高后一直下降至稳定（短暂提高表明 8" 是逐

步进入，反映了膜对高浓度 8" 有屏障作用），然后

很快恢复抗酸能力，不断泵出 8"，可以看出其更耐

酸的原因。尽管在 78$9<时 #$仍能泵出 8"，但与

冲击到 78$9== 时比较，泵 8" 能力有所下降，最终

前者!78 值变化比后者高了 <9<)单位，即前者菌
体中的 8" 浓度要远远大于后者，从而导致不能生

图 ’ ()冲击下 ,%胞外 ()的变化
%&’(= I1, -120’, /+ ?N66/N03&0’ 78 /+ J$ -2N?,3 OP 78 ?1/-@

图 + ()冲击下 $%胞外 ()的变化
%&’(: I1, -120’, /+ ?N66/N03&0’ 78 /+ #$ -2N?,3 OP 78 ?1/-@

长。另外平板涂布表明，#$在冲击到 $9<)时 >1内
菌落数没有下降，表明上述现象都是有活力的菌体

细胞的反应。

;;F: 期 张国顺等：一株特耐酸酵母 #$的分离及其耐酸机理研究



为了进一步验证 !" 的泵出效应，还做了冲击

时添加和不添加解偶联剂 #，$%二硝基苯酚（#，$%&’(%
(’)*+,-.(+/）的实验（图 0）。不添加时，,!值短暂升
高后迅速下降；添加时，,!值短暂升高后下降，然后
又持续上升，表明有 !" 不断进入菌体。短暂升高

是高浓度 !"冲击导致 !"不断进入菌体所致，下降

为耐酸系统在起作用，但随着低 ,!和解偶联剂的
作用下细胞膜逐渐失去其屏障功能，!" 又回到胞

内，导致菌液 ,!不断上升。到 1234’(时仍在上升，
表明耐酸系统活性仍没完全丧失，否则 !" 应很快

进入胞内，达到平衡［10］。从上面的实验中可以肯定

5"和 !" %6789:.在耐酸中发挥了作用。

图 ! "，#$二硝基苯酚对 %&冲击效果的影响
;’<=0 >??.@) +? #，$%&’((’)*+,-.(+/ +( )-. ,! :-+@A +? B1

"’! %&冲击下 ()培养液 *+,和 -,浓度的变化

从图 C可以看出，冲击过程中菌液的 5"浓度发

生了显著变化，而 D9"浓度变化呈动态平衡。冲击

中，5" 首先均呈下降趋势，然后又都有所回升，5"

浓度的明显降低表明确实有 5" 进入到菌体，维持

胞内离子平衡并可能对 !" %6789:. 活性起促进作
用［2］。那么在 B1嗜酸生长的过程中 !" %6789:.和
5"发生作用可能有两种：一是独立发生作用，因为

有报道说 !" %6789:.在没有 5" 存在时也能泵出质

子，5" 是通过其他系统在跨膜电动势下进入细

胞［1C］，进入的 5" 仅起平衡泵出的 !" 作用；另一种

图 . %&冲击下 ()胞外 *+,和 -,浓度的变化

;’<=C 7-. @-9(<. +? @+(@.()*9)’+( +? D9" 9(E 5" ’( 4.E’F4 F(E.* ,!

:-+@A

是共同作用，即进入细胞的 5" 对 !" %6789:. 活性
起促进作用，以抵抗胞外的极端酸环境［2］。具体作

用有待进一步研究。D9"浓度的动态平衡表明其在

耐酸系统中可能起着中介作用，这符合 D9" 在生物

膜上的运输特性，即同向运输和反向运输共同进行，

导致其在菌液中的浓度保持基本不变。

"’. !"# 的扩增及不同生长 %&对 ()细胞膜 &, $
/01+23 活力的影响
将 8GB产物进行电泳后，用 8GB回收试剂盒回

收片段，!"#E!和 $%&B"双酶切后连接到经过同样
双酶切 ,HG1I上，转化 &!2#，蓝白斑筛选，挑选白斑
菌落，提质粒，双酶切验证插入片段大小（#JKAL 左
右）；测序由 7959B9 公司完成。将测序结果用
MN6O7软件与 P.(M9(A中的 ’() 序列进行同源性比
较，结果表明，B1的 ’() 和许多酵母菌的 ’() 序列
同源性为 K2Q以上，表明该基因非常保守。
分离了在不同恒定 ,!培养下 B1 的细胞质膜

并测定了其上面所含的 !" %6789:.活力。结果表明
酶活与生长 ,! 值呈负相关，,!1J2 时酶活最高，
,!0J3时酶活最低。而该酶的最适 ,!为 0J2，因此
推断 ,!1J2 时酶活力高的原因是 !" %6789:. 在低
,!下酶量高于其它 ,!所致，即 B1在低 ,!下生长
时 !" %6789:.表达量会增加，而酶表达量方面的差
异，则需要从 ’() 的 4BD6 水平上进行进一步研
究。
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