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摘要：【目的】探究云南杞麓湖酵母菌群落结构及其与环境因子的相互关系。【方法】采用原位培养方

法对杞麓湖14个水样进行酵母菌分离，应用26S rDNA D1/D2区域序列分析，并结合形态及生理生化指标

将对分离获得的酵母菌进行鉴定，运用软件bio-dap和Canoco分析酵母菌类群的丰富度及其与环境因子间

的相互关系。【结果】从杞麓湖中分离得到321株酵母菌，鉴定为14个属27个种和1个潜在的新类群。

Rhodosporidium kratochvilovae和出芽短梗霉(Aureobasidium pullulans)是优势种，分别为总菌株数的

29.6%和16.8%。水体总磷含量是影响产色素红冬孢酵母属(Rhodosporidium)分布的重要环境因子，而

pH为隐球酵母属(Cryptococcus)分布的一个重要选择条件。【结论】杞麓湖酵母菌具有较为丰富的群落

多样性。
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酵母菌存在于许多类型的淡水系统中，如湖

泊、河流、地下水、冰川及冰川融水等。包含酵

母菌在内的微生物在水生生态系统的物质循环和

能量流动中起着重要的作用[1–2]。在湖泊生态系统

的酵母菌多样性研究中，不同生境条件的湖泊，

酵母菌群落结构和多样性存在明显差异 [ 3 – 6 ]。

Brandão等研究发现，富营养化湖泊的酵母菌类群

多样性高于贫营养类型湖泊，属水平的酵母菌类

群丰度与总氮、总磷具有很强的相关性 [ 6 ]。紫

外线同样会对湖泊酵母菌落结构产生一定的影

响[7]。酵母菌类群在水生生态系统中易受环境影

响，是系统中生物量的重要组成部分；在生态修

复过程中，酵母菌的丰度、群落结构及多样性可

以作为湖泊生态特征的重要指标[8–11]。因此，研究

湖泊的酵母菌群落结构对了解湖泊生态系统的健

康和稳定具有重要的意义。
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杞麓湖位于云南高原西南边缘的玉溪市通海

县境内，属富营养型湖泊，水质污染以有机污染

和氮、磷污染为主。目前对杞麓湖酵母菌研究未

见有报道。对杞麓湖酵母菌多样性进行研究，可

以探讨酵母菌群落在湖区的分布及其与理化因子

的相关性，以期为富营养化湖泊生态系统的监测

与修复机制提供理论依据。

1    材料和方法

1.1    样品采集

杞麓湖的冬季平均气温为6–18 °C，年平均水

温为15.6 °C。2012年12月11日，采用GPS定位取

样点，根据杞麓湖的周围环境和水体特征设置

14个采样点(QW1–QW14)(图1)，共采集14个样

图 1.  杞麓湖采样位点分布图

Figure 1.  Distribution of sample sites in Qilu Lake.
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品。使用采水器在水表面下约30 cm进行水样采

集，每个样点共采集3 L，放在无菌的收集瓶里。

样品采集完带回实验室立即处理。

1.2    理化指标测定

委托昆明绿岛环境科技有限公司测定各点水

样的总有机碳(TOC)、总氮(TN)、总磷(TP)和总硬

度。用Orion 5 star (Thermo Scientific)测定各点水

样的水温、pH值和电导率；浊度用TN100浊度仪

(Eutech Instruments Pte Ltd.)进行测定。

1.3    酵母菌分离

分离培养基为酸化YM培养基(酵母膏0.3%，

蛋白胨0.5%，麦芽汁0.3%，葡萄糖1.0%，琼脂

2%，倒皿前按100 mL培养基加入1 mol/L的盐酸

0.7 mL)、RBCH培养基(蛋白胨0.5%，葡萄糖

1%，磷酸氢二钾0.1%，硫酸镁0.05%，孟加拉红

0.005%，琼脂2%，倒皿前加青霉素80 U/mL)和

PDA培养基(马铃薯20%，葡萄糖2%，琼脂2%，

倒皿前加青霉素80 U/mL)，所有的培养基都用杞

麓湖湖水配制。湖水用孔径大小为0.45 μm，直径

47 mm的醋酸纤维素滤膜过滤，每张滤膜过滤

50 mL湖水，滤膜平置于培养基上；每个样点过

滤1.5 L (每种培养基过滤0.5 L)，原位培养。置于

室温培养3–7 d，挑取单菌落，划线纯化，获得纯

培养物。所有分离纯化的酵母菌菌株采用冷冻干

燥和甘油管法保藏于云南省微生物研究所。

1.4    酵母菌的鉴定

1.4.1    形态和生理生化指标：形态和生理生化测

试主要参照文献[12]。形态主要包括菌落颜色、

形状、质地，细胞形状、大小和芽殖方式等。生

理生化测试选取了5个指标：葡萄糖发酵，脲酶反

应，无维生素生长测试，淀粉类似物的形成，高

渗透测试。

1.4.2    DNA的提取和PCR扩增：对所有分离得到

的酵母菌株进行DNA的提取，DNA的提取参照文

献[13]的方法进行。26S rDNA D1/D2区域序列的

PCR扩增和测序参照文献[14]的方法并稍作改动进

行。引物NL1(5′-GCATATCAATAAGCGGAGG

AAAAG-3′)，NL4(5′-GGTCCGTGTTTCAAG

ACGG-3′)。PCR扩增程序为：94 °C 5 min；94 °C

45 s，56 °C 45 s，72 °C 60 s，30个循环；72 °C

10 min。扩增产物在1% 琼脂糖凝胶上电泳检测，

送上海生物工程有限公司进行测序。

1.4.3    序列分析：对酵母菌的26S rDNA D1/D2进

行序列分析[15]。采用DNAStar软件对酵母的26S

rDNA D1/D2序列进行分析，对序列进行人工校

对，序列在GenBank核酸序列数据库中进行同源

序列搜索，选取与菌株亲源关系较近的模式菌株，

应用Clustal X进行序列比对，用MEGA 5.0软件的

邻接法构建系统发育树进行系统进化分析[16–18]。

1.5    数据处理

应用Bio-Dap计算多样性指数分析各样点酵

母菌的多样性和丰富度[19]。运用生物统计学软件

Canoco 5进行主成分分析(PCA)，研究各个采样点

中酵母菌与环境因子间相关性[20]。

2    结果和分析

2.1    杞麓湖理化性质及酵母菌数量

杞麓湖冬季采样当天的气温为8 °C，水表面

下30 cm的平均水温为13 °C。杞麓湖不同样点的

湖水总磷和总氮含量变化明显。QW2的总磷含量

最高，其次是QW1和QW3，最低的是QW6(表

1)；总氮含量最高的是QW13(3.0 mg/L)，最低的

为QW1 (0.2 mg/L)；总硬度在179.1–315.9 mg/L之

间变化。所有样点的总有机碳、浊度和电导率均

高，但样点之间变化不大。各样点的酵母菌数量

变化明显，从56–2145 CFU/L，样点QW1、QW2

和QW3的酵母菌数量明显高于其它样点的酵母菌

数量，同时从表1可以观察到这3个样点的总磷、

总有机碳和电导率也相对较高。

董明华等  |  微生物学报, 2016, 56(4) 605

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn



2.2    杞麓湖酵母菌多样性

从杞麓湖14个水样中共分离得到321株酵母

菌，经在GenBank数据库中比对后确定其分类地

位，共14属27个种和1个潜在的新类群(表2)。对

27个种进行系统发育分析发现，杞麓湖酵母菌分

布在担子菌酵母、子囊菌酵母和类酵母出芽短梗

霉中(图2)。担子菌酵母共得到213株，占总数的

66.4%，是杞麓湖的主要酵母菌类群。在担子菌

酵 母 类 群 中 ， 共 有 5 个 属 ： 红 冬 孢 酵 母 属

(Rhodosporidium)2个种97株占总数的30.2%，为该

湖的主要优势属；隐球酵母属(Cryptococcus)6个

种46株(14.3%)，红酵母属(Rhodotorula)4个种50株

(15 .6%)，丝孢酵母 (Trichosporon )2个种4株

(1.2%)，Hannaella 2个种16株(5.0%)。子囊菌酵母

有54株，鉴定为8个属10个种和1个潜在的新类

群，占总酵母数的16.8%；其中毕赤酵母(Pichia)

2个种、假丝酵母 (Candida)有2个种和1个潜在

的 新 类 群 、 Zygowilliopsis、 威 克 汉 姆 酵 母

(Wickerhamomyces)、德巴利酵母(Debar yomyces)、

Meyerozyma、地霉属(Geotrichum)和有孢汉逊酵母

(Hanseniaspora) 分别有1个种。类酵母出芽短梗霉

(Aureobasidium pullulans)有54株(16.8%)。在所有

分离到的菌株中Rhodosporidium kratochvilovae是
优势种，共分离到95株(29.6%)，其次是出芽短梗

霉(Aureobasidium pullul ans)54株。本研究对各个

样品的酵母菌群落多样性进行分析，结果显示

(表2)，不同样品的多样性存在差异。其中，QW14

的多样性指数最高，指数为2.38，QW3样品最

低，指数为0.83。

2.3    酵母菌类群与环境因子相关性

主成分(Principal components analysis，PCA)

分析结果表明杞麓湖酵母类群分布与环境因子存

在着密切联系(图3)。红冬孢酵母属(Rhodosporidium)、

丝孢酵母属(Trichosporon)和假丝酵母属(Candida)

表 1.  杞麓湖各水样理化因子和酵母菌数量

Table 1.  Physical and chemical characteristics and CFU of the Qiluhu Lake samples

Sites pH c (TP)/
(mg/L)

c (TN)/
(mg/L)

c (TOC)/
(mg/L)

c (Total
hardness)/(mg/L)

Turbidity/
(NTU)

Conductivity/
(μS/cm)

Yeast counts/
(CFU/L)

QW1 9.3 0.37 0.2 190 311.9 49 1232 1497

QW2 9.1 0.47 2.2 193 179.1 50 1218 2145

QW3 9.1 0.22 1.8 183 234.4 80 1241 1780

QW4 9.4 0.17 1.3 177 209.2 40 1056 625

QW5 9.3 – – – – 29 1057 563

QW6 9.4 0.09 2.4 179 211.3 69 1034 236

QW7 9.3 0.13 0.7 179 241.4 57 1037 193

QW8 9.4 0.13 0.6 165 269.6 68 1046 71

QW9 9.4 0.12 0.9 162 209.2 57 1040 56

  QW10 9.4 0.13 1.2 172 213.3 52 1035 153

  QW11 9.4 0.10 0.9 143 315.9 55 1035 120

  QW12 9.3 0.16 0.8 171 279.7 51 1042 58

  QW13 9.3 0.11 3.0 152 305.8 53 1033 123

  QW14 9.4 0.13 1.8 168 263.6 65 1041 90

–: not measured.
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表 2.  云南杞麓湖酵母菌类群数量分布

Table 2.  Distribution of yeasts isolated from Qilu Lake samples

Species QW1 QW2 QW3 QW4 QW5 QW6 QW7 QW8 QW9 QW10 QW11 QW12 QW13 QW14

Basidiomycetous               

Cryptococcus albidus              3

Cryptococcus flavescens      2  1    2 2  

Cryptococcus foliicola     1   9 5  4 2 3 4

Cryptococcus uzbekistanensis         2      

Cryptococcus victoriae    4           

Cryptococcus taibaiensis              2

Rhodotorula glutinis           1    

Rhodotorula graminis    1 1  6 5 3 3 3 2  1

Rhodotorula ingeniosa      3       5 2

Rhodotorula mucilaginosa 3    6    1    2 2

Rhodosporidium diobovatum            1 1  

Rhodosporidium kratochvilovae 21 21 11 14 11 6 1 2  3 2 1 1 1

Trichosporon montevideense  2             

Trichosporon multisporum     2          

Hannaella luteolus       4        

Hannaella zeae 1      3  2 6     

Ascomycetous               

Candida pseudolambica  5           2 1

Candida solani    1           

Candida sp. 1              

Debaryomyces fabryi 2            1  

Geotrichum silvicola   1            

Hanseniaspora uvarum         1      

Meyerozyma guilliermondii        2       

Pichia kudriavzevii 4    1  3  5 5 3 1 3 1

Pichia onychis              2

Zygowilliopsis californica 3            2  

Wickerhamomyces anomalus        3  1     

Yeast-like               

Aureobasidium pullulans 2 5 13  4  2 5 4 7 1 4 6 1

Shannon diversity 1.39 1.03 0.83 0.87 1.56 0.99 1.67 1.74 1.93 1.66 1.67 1.82 2.23 2.28
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图 2.  基于26S rDNA D1\D2区域序列和Neighbor-Joining构建的系统树

Figure 2.  Phylogenetic tree drawn from Neighbor-Joining analysis based on the 26S rDNA D1/D2 domain sequence
alignment.
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与湖水的总磷有密切的联系；隐球酵母属

(Cryptococcus)和红酵母属(Rhodotorula)的分布与

pH直接相关；电导率影响地霉属(Geotrichum) 的

分布。

3    讨论

3.1    环境因子对杞麓湖酵母菌的影响

对云南高原湖泊杞麓湖的酵母菌进行调查研

究，共分离得到321株酵母菌，分14个属27个种和

1个潜在的新类群。酵母菌数量从56-2145 CFU/L，

酵母菌数量在不同湖区存在差异，营养的分布特

征可能是造成酵母密度发生变化的原因。杞麓湖

湖水中各样点总有机碳、总硬度、浊度和电导率

变化不大，总磷和总氮差异较大。杞麓湖的3个样

点(QW1、QW2和QW3)酵母菌的数量(CFU/L)明

显高于湖中其它样点，同时这3个样点的总磷、总

有机碳和电导率也相对于其它样点的较高；杞麓

湖的西南面有6条河流，东北面有2条，而西南面

(QW1-QW7)的酵母菌数量明显高于东北面(QW8-

QW14)。杞麓湖西南面的酵母菌数量明显高于东

北面，由于西南面的入湖河流多，营养来源广，

受杞麓湖营养盐空间分布特征的影响[21]。

主成分(Principal components analysis，PCA)

分析结果表明杞麓湖酵母分布与环境因子存在着

密切联系。假丝酵母属(Candida)的生长分布与水

体的总磷含量直接相关[22]。假丝酵母属(Candida)

能够对污染环境起到一定的指示作用，可以利用

引起富营养化的硝酸盐或磷酸盐进行生长，吸附

利用重金属离子，代谢某些难降解的复合物[23–24]。

本研究发现，除假丝酵母(Candida)外，红冬孢酵

母属(Rhodosporidium)、丝孢酵母属(Trichosporon)

也与湖水的总磷直接有密切的联系，推测这些酵

母菌类群可能参与了湖水中磷的消除，并且对于

这一富营养化环境中磷循环具有重要作用。另

外，由于磷在湖水中是监测富营养化的一个重要

指标，而这些酵母类群的生态分布，对于评估水

体富营养化程度具有重要影响，因而非常值得对

其进一步研究。最近研究发现，隐球酵母

(Cryptococcus)生存分布与人为活动的影响密切相

关，并且存在于各类水体环境中，表明其具有多

种代谢及生理生化特征，但其生态功能仍是未知

的，有待于进一步研究 [ 2 5 – 2 6 ]。对杞麓湖，阳宗

海，阿根廷巴塔哥尼亚淡水湖和阿根廷巴里洛切

高纬度湖中酵母菌类群组成进行比较分析发现，

隐球酵母(Cryptococcus)在pH值较高的杞麓湖和阳

宗海的多样性高于阿根廷巴塔哥尼亚淡水湖和阿

根廷巴里洛切高纬度湖(表3)[6,27–28]，同样我们在偏

碱性的云南高原湖泊洱海中分离到较为丰富的隐

球酵母(Cryptococcus)。这些结果表明水生环境中

的pH值影响隐球酵母(Cryptococcus)的分布，也说

明在长期的进化选择中，隐球酵母(Cryptococcus)

已经适应偏碱性的高原湖泊环境。杞麓湖酵母菌

结构分布变化主要是受人为活动影响的水体营养

发生变化，使酵母菌类群分布产生差异，影响群

落结构。

图 3.  杞麓湖中非生物因子对酵母菌群落的影响

Figure 3.  PCA analysis the environmental factors
affected on yeasts community in the Qilu Lake. TP:
total phosphorus; TN: total nitrogen; TOC: total organic
carbon; Cond: conductivity; Tur: turbidity.
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3.2    杞麓湖酵母菌群落结构的特点

酵母菌在不同湖泊态系统中具有不同的群落

结构。研究结果表明(表2)，杞麓湖酵母菌群落以

红冬孢酵母属(Rhodosporidium)为主，其次为短梗

霉属(Aureobasidium)、隐球酵母属(Cryptococcus)

和红酵母属(Rhodotorula)，这与其他水体环境分

表 3.  杞麓湖湖水中酵母菌与其它4种水环境中酵母菌的比较

Table 3.  Comparison of yeasts species isolated from Qilu Lake and other aquatic environments

Species Qilu Lake
Oligotrophic Lake High-altitude Lakes

Yangzonghai Lake
(Patagonia, Argentina) (Bariloche, Argentina)

Cryptococcus albidus + – + +

Cryptococcus flavescens + – – +

Cryptococcus foliicola + – – –

Cryptococcus uzbekistanensis + – – +

Cryptococcus victoriae + + – +

Cryptococcus taibaiensis + – – –

Rhodotorula glutinis + – – +

Rhodotorula graminis + – – +

Rhodotorula ingeniosa + – – –

Rhodotorula mucilaginosa + + + +

Rhodosporidium diobovatum + + + +

Rhodosporidium kratochvilovae + – – –

Trichosporon montevideense + – – –

Trichosporon multisporum + – – –

Hannaella luteolus + – – +

Hannaella zeae + – – +

Candida pseudolambica + – – +

Candida solani + – – –

Debaryomyces fabryi + – – –

Geotrichum silvicola + – – –

Hanseniaspora uvarum + + – +

Meyerozyma guilliermondii + – – +

Pichia kudriavzevii + – – +

Pichia onychis + – – –

Zygowilliopsis californica + – – –

Wickerhamomyces anomalus + – – +

Aureobasidium pullulans + + + +

+: Present; –: Absent．
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离得到的结果相似[29]。杞麓湖与云南阳宗海、阿

根廷一个寡营养淡水湖和一个高纬度湖湖水中酵

母菌群落结构比较，结果表明杞麓湖的酵母菌群

落多样性与其他3种水环境存在较大差异(表3)。
胶红酵母(Rhodotorula mucilaginosa)和出芽短梗霉

(Aureobasidium pullulans)在4种水环境中都有存

在，与同一水系的云南阳宗海湖相比，有15个相

同的种，与寡营养湖和高纬度湖相比，分别只有

5个和4个种相同。也就是说，不同富营养化程度

可能是导致杞麓湖与这些湖泊酵母菌群落结构差

异的主要原因。产红色的酵母菌红冬孢酵母属

(Rhodosporidium)、红酵母属(Rhodotorula)和出芽

短梗霉(Aureobasidium pullulans)在各采样点分布

较为广泛，可能是由于红色酵母能产生一种良好

的抗氧化剂类胡萝卜素，短梗霉属(Aureobasidium)
产生黑色素，同样能够抵御UV的伤害，使得产色

素的酵母类群能够在高紫外线下的高原湖泊中繁

殖，成为优势种属[27,30]。杞麓湖有11个种是其它

3个湖没有分布，其中的Rhodosporidium kratochvilovae
是杞麓湖的优势种，Cryptococcus foliicola在7个样

点都有分布，与其它3个湖泊的酵母菌群落相比，

杞麓湖酵母菌有自己独特的类群组成。据文献报

道，Rhodosporidium kratochvilovae、胶红酵母

( R h o d o t o r u l a  m u c i l a g i n o s a )和禾本红酵母

(Rhodotorula graminis)是常见类胡萝卜素的产生

菌，由此可见杞麓湖的酵母菌具有潜在的应用价

值[31]。

4    结论

本研究发现云南杞麓湖的酵母菌和类酵母具

有丰富的多样性，Rhodosporidium kratochvilovae
和出芽短梗霉(Aureobasidium pullulans)是优势

种；同时环境因子分析结果表明总磷是影响产色

素红冬孢酵母属(Rhodosporidium)分布的重要环境

因子，而pH为隐球酵母(Cryptococcus)分布的一个

重要选择条件。
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Diversity of cultivable yeast in Qilu Lake in winter
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Abstract: [Objective] To investigate yeasts diversity in Qilu Lake and analyze the influence of environmental factors
on yeast diversity. [Methods] Yeasts were isolated by in-situ cultivation and analyzed for the D1/D2 domain of large
subunit (26S) ribosomal DNA and morphological characterization. We analyzed yeast species richness and species
distribution in the Qilu Lake. [Results] In total 321 isolated yeasts were identified to 14 genera and 27 species.
Rhodosporidium kratochvilovae and Aureobasidium pullulans were the dominating species in the lake, representing
29.6% and 16.8% of the total strains, respectively. Principal component analysis (PCA) showed that the total
phosphorus was an important environmental factor affecting the distribution of Rhodosporidium and the pH affected
Cryptococcus yeasts distribution. [Conclusion] There was a high diversity of yeasts community in the Qilu Lake.
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