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耐高渗压高产甘油的一个假丝酵母新种

———产甘油假丝酵母!

王正祥 诸葛健 方慧英
（无锡轻工大学发酵甘油研究设计中心 无锡 (!)%&*）

摘 要 从自然标本中分离获得一高产甘油的菌株 +,(%%($-，仅发酵葡萄糖及微发酵蔗
糖，能利用葡萄糖、蔗糖、乙醇生长，微利用甘油和柠檬酸，不利用肌醇、硝酸盐、赤藓醇、阿拉

伯醇、甘露醇，与.//显色反应为阴性，可在含-%%0／,葡萄糖或!%%1,／,醋酸的培养基中
及)%2下生长，可在水活度为%3’"%!%3"%%的培养基中生长，出芽生殖，易形成“假丝酵母
菌型”假菌丝，不进行有性生殖，线粒体.45的分子量为(%67，是假丝酵母属的一个新种，定
名为产甘油假丝酵母（!"#$%$"&’()*+,’&*#*-%-89:0;<=>?@A>）。
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利用耐高渗酵母从葡萄糖生产甘油在我国已成功地实现了工业化。高产甘油菌株

+,(%%($-是目前我国用于发酵甘油工业化生产的优良菌株之一，它具有："甘油产率
高，实验室规模可达到!!%$!&%0／,，工业化生产也已经达到!!%!!!%0／,［!］；#耐高渗压，
可以在含-%%0／,葡萄糖的培养基中良好生长，因而发酵过程很少出现染菌，发酵条件粗
旷；$菌体生长速度及发酵速度快；%转化率及耗糖转化率为世界最好水平。为此，我们
对+,(%%($-进行了系统鉴定，发现该菌株为假丝酵母属的一个新种，定名为产甘油假丝
酵母（!"#$%$"&’()*+,’&*#*-%-89:0;<=>?@A>）。

! 材料和方法
!"! 菌种来源
产甘油菌株+,(%%($-由无锡轻工大学发酵甘油研究设计中心分离及保藏，其余菌

株由本校菌种室提供。

!"# 菌株的培养与生理特性鉴定
按AC?D;E+CFG和HCEE@I提供的方法进行［(］。除特别指明外，试验温度为(-2。

!"$ 十二烷基磺酸钠$聚丙烯酰胺凝胶电泳
按本中心常规方法进行［&］。一般方法为：制备%3*J的分离胶和-J的浓缩胶；菌株

全菌蛋白经反复冻融获得；加样(%&,，(%15下电泳)9；凝胶用%3!J考马斯蓝染色。

!"% 限制性酶切图谱
按K;I;FF等［)］介绍的方法制备染色体.45，用LM@NO，KP?D’（华美生物工程公司
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产品）进行酶切，!"#下于$%"&琼脂糖凝胶电泳过夜。

! 结果
!"# 形态特征

’()$$)*+在液体培养基中振荡培养!),时菌体为椭圆形，有典型的芽痕（图!），延
长培养时间，部分菌体呈球形或长杆状。在玉米琼脂培养基中形成典型的假菌丝（图)），
假菌丝强烈分枝，其细胞连接处有对称分布的芽生孢子数个。假菌丝类型属“假丝酵母菌

型（-./010.*2345）”。在6789平板上培养:;,，菌落为圆形、隆起、边缘不整齐、粗糙型白
色菌落（图<）。

图! ’()$$)*+菌体扫描电镜（!"$$=）
>1?@! 8,A2A?B.4,AC’()$$)*+D3
EF.//1/?5G5F2BA/H1FBAEFA45（!"$$=）

图) ’()$$)*+的假菌丝（:$$=）
>1?@) 8E5I0A,34,.5AC’()$$)*+

1/FAB/H5.G.?.B

图< ’()$$)*+的菌落形态
>1?@< -AGA/3HAB4,AGA?3AC’()$$)*+

!"! 生长与生理生化特性

’()$$)*+在静止液体培养时，呈现表面生长（图:）；在6789平板上延长培养时间，

’()$$)*+呈扩散生长并形成典型的假菌丝（图+）。’()$$)*+行出芽增殖，不形成子囊
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孢子。在!"、#$、#%&下生长良好，在’$&时生长，’"&时不生长；在含"$$(／)葡萄糖的
培养基上生长良好，在含*$$(／)葡萄糖的培养基上不生长；在含+$,)／)醋酸的培养基
上生长；在含$-+,(／)及+,(／)放线菌酮的培养基上不生长。

图’ .)!$$!/"在静置液
体培养基中的生长特征

01(2’ 345678(9:;4<=9:=5948
:>.)!$$!/"1?@9:4<

图" .)!$$!/"巨大菌落形态
01(2" A:9=<:B:(8:>4<5B69(5C4D:B:?8

:>.)!$$!/"

.)!$$!/"糖发酵试验及碳源利用试验结果如表+、表!所示。可见，.)!$$!/"仅发
酵葡萄糖；在碳源利用上主要利用葡萄糖、蔗糖、乙醇、缓慢利用甘油、柠檬酸等，不利用肌

醇、硝酸盐、赤藓醇、阿拉伯醇、甘露醇等。与EFF（06C4FBG536B4F，0BGH6公司出口）显色
反应为阴性。

表! "#$%%$&’糖发酵试验

I6@B5+ 3G(69>59,5?4641:?45C4@8

!
!!!

.)!$$!/"

糖

3G(69C

结 果

J5CGB4C

糖

3G(69C

结 果

!
!!!

J5CGB4C

发酵试验

059,5?4641:?45C4

发酵试验

!! 059,5?4641:?45C4

E/葡萄糖 K" 乳糖!! L

!!E/MBGD:C5 )6D4:C5
E/半乳糖 L 纤维二糖!! L

!!E/M6B6D4:C5 N5BB:@1:C5
麦芽糖 L 棉籽糖!! L

!!A6B4:C5 J6>>1?:C5
蔗糖 L／K"" 菊糖!! L

!!3GD9:C5 O?GB1?
岩藻糖 L 淀粉!! L

!!I95<6B:C5 3469D<
蜜二糖 L E/木糖!! L
A5B1@1:C5 E/P8B:C5

"强烈发酵349:?(B8>59,5?4572

""微发酵Q598;56H，;14<:?B86@G@@B5>:9,571?4<51?C5944G@52
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表! "#!$$!%&碳源利用特征
!"#$%& !’%(")#*+,*-).%/-01$12%3#4

!
!!!

56&77&89

碳源利用试验

(")#*+/*-).%-01$104

结 果

:%/-$0/

碳源利用试验

(")#*+/*-).%-01$104

结 果

!! :%/-$0/

;8葡萄糖 < 菊糖!! =

!!;8>$-.*/% ?+-$1+
;8半乳糖 = 淀粉!! =

!!;8>"$".0*/% ,0").’
68山梨糖 = 甘油 <!! """

68,*)#*/% >$4!! .%)*$
;8木糖 = 赤藓醇!! =
;8@4$*/% A)4!! 0’)10*$
68阿拉伯糖 = 68阿拉伯醇!! =

!!68B)"#1+*/% 68B)"#1+10*$
68鼠李糖 = ;8甘露醇!! =

!!68:’"C+*/% ;8D"++10*$
蔗糖 < 柠檬酸 <!! """

!!,-.)*/% (10)"0%
麦芽糖 <／""" 硝酸盐!! =

!!D"$0*/% E10)"0%
岩藻糖 <／= 甲醇!! =

!!!)%’"$*/% D%0’"+*$
纤维二糖 = 乙醇!! <

!!(%$$*#1*/% A0’"+*$
蜜二糖 = 肌醇!! =

!!D%$1#1*/% ?+*/10*$
乳糖 = 糊精!! =

!!6".0*/% ;%F0)1+
棉籽糖 = 无维生素培养基生长!! <
:"GG1+*/% >)*H0’*+I10"C1+8G)%%C%31-C

"""缓慢生长,$*H$4J)*H0’K

""""弱利用5%"L$4-01$12%3K

与已知假丝酵母菌株的比较研究结果见表M。56&77&89的生理生化特性与已知的
假丝酵母菌株有很大的不同。

表’ "#!$$!%&的主要生理生化特征的比较研究
N1JKM (*CO")"01I%O’4/1*$*J1."$"+3#1*.’%C1."$0%/0)%/-$0/*G56&77&89

56&77&89 !"#$%&’#() !"*+,)-& !".#+#.)&$/)&) !".-$$&’,$/)# !"+/%,)0#
发酵试验

N%)C%+0"01*+0%/0
葡萄糖 < < < < < <
>$-.*/%
半乳糖 = < = = = <
>"$".0*/%
麦芽糖 = < = = =／<" <
D"$0*/%
蔗糖 =／<" < = = = <
,-.)*/%
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续表!
碳源利用试验

"#$%&’(&)$*+),-.-,/
葡萄糖 0 0 0 0 0 0
123.)*&(+
半乳糖 4 0 4 0 0 0

123#.#*,&(+
山梨糖 4 0 4 4 4 4
526&$%&(+
赤藓醇 4 0 4 4 4 4
7$/,8$-,&.
甘露醇 4 0 4 0 4 4
9#’’-,&.
甘油 0!! 0 0 0 0 4
3./*+$&.
蔗糖 0 0 0 0 0 0
6)*$&(+

!微发酵:+$/;+#<，;-,8&’./#%)%%.+=&$>+?-’,8+-’(+$,,)%+@

!!缓慢生长6.&;./A$&;,8@

在不同渗透压添加剂下，B5CDDC2E的生长特征如图F所示。可见，B5CDDC2E的最
适生长糖浓度在CDD!!DDA／5之间；GDDA／5甘油已明显影响 B5CDDC2E的生长；CDDA／5
甘露醇对B5CDDC2E的生长无抑制作用；EDA／5氯化钠则显著影响 B5CDDC2E的生长。

B5CDDC2E的最低生长水活度为DHIJD—DHJDD。

图F B5CDDC2E在不同渗透压调节剂存在下培养CF8的生长特征

K-A@F 3$&;,8L$&L+$,/&=B5CDDC2E*).,)$+?=&$CF8-’,8+%$&,8*&’,#-’-’A?-==+$+’,&(>&./,+(
G@葡萄糖3.)*&(+；C@甘油3./*+$&.；!@氯化钠M#".；N@甘露醇 9#’’-,&.@

!"# $%!&&!’(的分子生物学特征

B5CDDC2E的菌体蛋白图谱如图O所示，主要蛋白条带有IEDDD，FGDDD，EFDDD，

ENDDD，!JDDD，!ODDD，!NDDD，!DDDD，CDDDD等九条主带，其中分子量为IEDDD的蛋白
条带在含GDA／5葡萄糖的培养基中培养时不出现，在含CDA／5葡萄糖的培养基中培养时
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图! "#$%%$&’菌体蛋白的()(&*+,-图谱

./01! ()(&*+,-2345/674523487/9:534;"#$%%$&’
<=>467?@6A3B7/0C8;A3D73：EAFF/82C4:2C43G6A:7H>"I!J%%；H4K/97:73@;A6&

F@;/9>"LL$%%；EAFF/8A?8/9>"JM%%%；H4K/97?A3F49/?A9CGN3A:7>"M<

%%%；O3G2:/9/9C/F/843>"$%<%%；P79700BC/876G:4QG;7>"<JJ%%；

$1"#$%%$&’034B9/98C7F348C?498A/9/90<%0／#06@?4:7；M1"#$%%$&’034B9

B/8C/9R%0／#06@?4:7；J1"#$%%$&’034B9B/8C/9<L%0／#06@?4:71

图R "#$%%$&’线粒体

)S+电泳图谱

./01R OC72345/6745;/84&
?C49N3/A)S+/9<T
A0A34:7076
<1!)S+／P/9N"；

$1;8)S+1

开始出现。

"#$%%$&’染色体)S+限制性酶切图谱（略），-?4E#对 "#$%%$&’染色体)S+的
酶切不完全；P/9N"对"#$%%$&’染色体)S+的酶切较完全，主要谱带片长约为$M、<R、

L=’、J=’、M及$DF。"#$%%$&’的线粒体)S+分子大小约为$%DF（图R）。

! 讨论
从自然样本中分离获得的甘油高产菌株"#$%%$&’，其菌落为白色粗糙型，以芽殖方

式进行无性繁殖，易形成假菌丝，不进行有性生殖，线粒体)S+分子量为$%DF左右，符
合假丝酵母属典型特征［$］，因此将 "#$%%$&’归属于假丝酵母属。"#$%%$&’在碳源利
用上主要利用葡萄糖、蔗糖和乙醇，对甘油、柠檬酸微弱而缓慢利用，不能同化肌醇、赤藓

醇、阿拉伯醇、甘露醇及硝酸盐，与)HH显色反应为阴性。据此，可将 "#$%%$&’划归假
丝酵母属第七组［’］。但他还具有自己独特的生理生化特征，除强烈发酵葡萄糖、微发酵

蔗糖外不发酵其他糖类；生长不需要外源维生素；在$’、M%、M!、及J%U下生长；在含’%%
0／#葡萄糖的培养基及<%;#／#醋酸的培养基中生长良好，最低生长水活度为%=RI%$
%=I%%。为此，我们认为菌株"#$%%$&’是假丝酵母属的一个新种，将其定名为产甘油假
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丝酵母（!"#$%$"&’()*+,’&*#*-%-!"#$%!"#$%&#）。菌株’()**)+,作为该新种的模式株，
保藏于无锡轻工大学发酵甘油研究设计中心，编号为’()**)+,。

致谢 电子显微镜观察由本校中心实验室吴亢等同志协助完成，本中心王晓晴硕士

协助完成部分工作，特此致谢。
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