
!"卷 #期

$"""年$%月
微 生 物 学 报

!"#$%&"’()&(*(+&"$,&-&"$
&’()!"
*+,+-.+/

0’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$"""

收稿日期：$""123!23%，修回日期：$""12342%5

酵母菌絮凝的分型及其生理生化特性的研究

张博润 陈 蔚 铁翠娟 何秀萍 谭华荣
（中国科学院微生物研究所 北京 $33313）

摘 要 通过对6$3余株酵母菌进行絮凝测定，从中筛选到4株强絮凝菌。依据不同糖对其

絮凝水平的抑制，将4株强絮凝菌分为7(’$型和0+87(’型。对这两种絮凝型菌株的相关生

理生化特性进行了研究。结果表明，7(’$型菌絮凝只受甘露糖抑制，它对高温（539）、蛋白

酶:、胰蛋白酶敏感，而对蛋白酶;、糜蛋白酶、<=%>、?@有一定耐受性。0+87(’型菌絮凝受

甘露糖等多种糖抑制，它对高温（539）、各种蛋白酶、<=%>、?@均较敏感。这两种类型菌株絮

凝的最适<=%>浓度为$3--’(／A!$-’(／A，最适?@为!B3!6B4。

关键词 酵母菌，絮凝，分型，生理生化特性

分类号 C"!"B4 文献标识码D 文章编号 333$2#%3"（$"""）3#234%52!%

酵母菌絮凝通常指酵母菌在生长期间发生的细胞间的无性凝集。在发酵工业中，酵

母菌细胞的絮凝能力是评价菌种优劣的一个重要指标。若细胞絮凝性强，在发酵后期，分

散于发酵液中的细胞相互聚集形成絮凝颗粒并沉降，从而有利于细胞同发酵液的有效分

离，可大大简化后处理工艺，降低成本。然而絮凝是一个极复杂的现象，不仅受遗传因子

的控制，而且受环境、生理等多方面的影响。目前，对酵母菌絮凝机理还不太清楚，主要有

两种假说［$］：一种假说认为酵母菌细胞絮凝是由细胞壁上类外源凝集素的糖蛋白和甘露

聚糖相互作用形成；而另一种假说认为酵母菌细胞絮凝是细胞壁上蛋白和甘露聚糖间以

钙离子桥连接而成。近年来，国外有关学者对酵母菌絮凝机理及其分子遗传学进行了较

广泛的研究［%!6］，而国内未见类似报道。本文报道了强絮凝酵母菌的筛选、分型及其生

理生化特性的研究结果。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：从本组保藏的酵母菌中挑选出不同种属的6$3余株菌作为筛选强絮凝菌的

出发菌株，编号为7A2$!7A26$3。标准7(’$型絮凝菌株DEFA2$*（GDH=，7AI$），

EF%62%E（GDH"，7AI$），DEFJ2$$D（GDH"，7AI4），KHF!652%<（GDH=，7AI4）由美国

的J+.+,,=<’LM’?’N(’N教授赠送。标准0+87(’型絮凝菌株0<O<$$"3，0<O<$$"4由

英国的P)J)P’QLRM’L教授赠送。

!"!"# 培养基：O:S*培养基，O0E培养基，麦芽汁培养基［4］。

!"!"$ 酶、试剂及溶液：各种蛋白酶均为国产。所用化学试剂为分析纯。絮凝缓冲液为

3B$-’(／A柠檬酸钠缓冲液（?@6B3，含$3--’(／A<=<(%））。蛋白酶的缓冲液为3B$-’(／A



磷酸钠缓冲液（!"#$%）。

!"# 培养条件和测定方法

!"#"! 培养条件：实验菌株于&%’活化后接一环于液体()*+中，&%’，&,,-／./0培养

123。

!"#"# 絮凝水平测定：按文献［4］的方法略有改进。目测法：将待测菌接种于装有5.6
()*+液体培养基的试管中，&2’静置培养123后，剧烈振荡7./0，室温静置，观察絮凝

形成速度及絮凝物大小，确定菌株的絮凝水平。分光光度法：取123培养物离心收集菌

体，用&%,..89／6)+:;溶液及无菌水各洗两次，离心收集菌体并悬于絮凝缓冲液中，

立刻在4,,0.处测!"值；然后细胞悬液移至三角瓶中，&%’，7&,-／./0振荡&3至絮凝

完成，室温静置5,./0，取上清在4,,0.处测!" 值。以振荡处理后测定的!" 值除以

振荡处理前测定的!"值，再乘以7,,<（即自由细胞浓度）表示絮凝水平。

!"$ 不同因素对菌株絮凝水平的影响

!"$"! 不同糖对絮凝水平的影响［4］：将不同浓度的各种糖溶于絮凝缓冲液中，测定絮凝

水平，为避免代谢旺盛的酵母细胞消耗糖而降低其浓度，可于&%,..89／6)+:;洗细胞

时，在4,’处理%./0以杀死细胞（该处理不影响细胞的絮凝），然后测定絮凝水平。

!"$"# =>&?浓度对絮凝水平的影响［#］：改变絮凝缓冲液中=>&?的浓度，测定絮凝水平。

!"$"$ !"值对絮凝水平的影响：改变絮凝缓冲液的!"值，测定絮凝水平。

!"$"% 高温对絮凝水平的影响：将用)+:;及蒸馏水洗过的酵母细胞重新悬于絮凝缓

冲液中，#,’保温，在不同时间取样，测定絮凝水平。

!"$"& 蛋白酶对絮凝水平的影响：将用)+:;及蒸馏水洗过的酵母细胞重新悬于加有

各种蛋白酶的,$7.89／6磷酸钠缓冲液（!3#$%）中，5,’保温，在不同时间取样，测定絮凝

水平。蛋白酶浓度分别为：蛋白酶),$7.@／.6，蛋白酶A7.@／.6，胰蛋白酶7.@／.6，

糜蛋白酶,$%.@／.6。

!"$"’ 培养基对絮凝水平的影响：将酵母菌分别接种于()*+培养基、(BC培养基、麦

芽汁培养基中，&%’，&,,-／./0培养123，测定絮凝水平。

!"$"( 培养时间对絮凝水平的影响：将酵母菌接种于()*+培养基后，每隔23取样测

定絮凝水平。

# 结果和分析

#"! 强絮凝菌株的筛选

通过目测法从酵母菌D67!D617,中筛选到%株强絮凝菌株，即D6E724、D6E72#、

D6E72F、D6E7F,、D6E7F7，均为啤酒酵母（#$%%&$’()*%+,%+’+-.,.$+）。用这%株菌进行后续

实验。

#"# 絮凝菌株的分型

GH->HI8-J等人将酵母菌絮凝表型分为两型：D987型和BKLD98型，D987型菌絮凝只受

甘露糖抑制，而BKLD98型菌絮凝受甘露糖等多种糖抑制。本文检测了7.89／6不同糖

（甘露糖、麦芽糖、葡萄糖）对%株强絮凝菌的絮凝水平抑制情况，并以标准絮凝菌株作对

照。结果表明D6E72F、D6E7F,、D6E7F7的絮凝仅受甘露糖抑制，而不受其它糖的影响，与
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标准!"#$型菌株的表型一致，该特性表明这%株菌属于!"#$型。而!&’$()、!&’$(*的

絮凝则受以上%种糖不同程度的抑制，与标准+,-!"#型菌株的表型一致，证明这两株菌

属于+,-!"#型。据文献［*］报道，!"#$型菌可能同基因!&.$、!&./、!&.(、012(、345$
有关。分型结果见表$。

表! 絮凝菌株的分型

367",$ 89:;9<2;9#<#=1,6:;="#224",<;5>,<#;15,:

菌株

?;@69<:

对照絮凝水平

0#<;@#"

甘露糖

A6<<#:,

葡萄糖

B"42#:,

麦芽糖

A6";#:,

分型

C>,<#;15,:

DEF&’$8 GG G GG GG !&.$
EFHI’HE GG G GG GG !&.$
!&’$(J GGG GGG GGG GGG !&.$
!&’$JK GGG GG GGG GGG !&.$
!&’$J$ GGG GG GGG GGG !&.$
+0L0$$JK GG M G M +,-!"#
!&’$() GGG M M M +,-!"#
!&’$(* GGG M M M +,-!"#

注：“M”不絮凝；“G”弱絮凝；“GG”中度絮凝；“GGG”强絮凝

“M”+#="#224"6;9#<；“G”C##@="#224"6;9#<；“GG”N,O96"="#224"6;9#<；“GGG”?;@#<P="#224"6;9#<Q

图$ 糖浓度对絮凝的影响

!9PQ$R==,2;#=:4P6@2#<2,<;@6;9#<#<;>,

="#224"6;9#<#=1,6:;2,"":

!：A6<<#:,；"：A6";#:,；#：B"42#:,；

—：!&’$()；’’：!&’$J$Q

"#$ 不同因素对菌株絮凝水平的影响

"#$#! 糖浓度对絮凝水平的影响：结果如图$
所示。不同浓度的糖对+,-!"#型菌的絮凝均

有抑制作用，且随糖浓度增高，抑制作用加强。

其 中 麦 芽 糖 的 抑 制 作 用 最 强，浓 度 仅 为

$KKNN#"／&时就几乎完全抑制絮凝 ；葡萄糖的

抑制作用最弱，当浓度升高至$N#"／&时才能完

全抑制絮凝。!"#$型菌的絮凝则只受甘露糖

抑制，抑制作用随糖浓度增加而缓慢增强。

"#$#" 06HG对絮凝水平的影响：结果如图H所

示，可以看出，!"#$型和+,-!"#型菌株的絮凝

都依赖06HG。最适06HG浓度为$KNN#"／&!
$SKN#"／&，且+,-!"#型菌对06HG浓度变化较

!"#$型菌敏感，当06HG浓度低于$KNN#"／&或

高于HSKN#"／&时即表现出较明显的絮凝抑制。

"#$#$ 5T对絮凝水平的影响：实验结果表明!"#$型和+,-!"#型菌株的絮凝都依赖

5T（图%）。最适5T为%SK!IS/。同06HG对絮凝的影响相似，+,-!"#型菌对不同5T值

都较!"#$型菌敏感。

"#$#% 高温对絮凝水平的影响：实验结果表明!"#$型和+,-!"#型菌株的絮凝均受高

温（*KU）抑制（图I），且温育时间越长，对细胞絮凝抑制越明显。这可能是由于参与絮凝

形成的细胞壁表面蛋白在高温时失活，空间结构发生改变，从而使絮凝受抑制。
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图! "#!$对絮凝的影响

%&’(! )**+,-.*,#/,&01,2/.3&4+,.5,+5-3#-&.5.5-2+*/.,,0/#-&.5.*6+#-,+//7

!：%89:;<；"：%89:;=；#：%89:>:；$：%89:;>(

图? @A对絮凝的影响

%&’(? )**+,-.*@AB#/0+.5-2+*/.,,0/#-&.5

.*6+#7-,+//7

!：%89:;<；"%89:;=；#：%89:>C；$：%89:;>(

图D 高温（=CE）对絮凝的影响

%&’(D )**+,-.*2&’2-+1@+3#-&.5.5-2+

*/.,,0/#-&.5.*6+#7-,+//7

!：%89:;<；"%89:;=；#：%89:>C；$：%89:;>(

!"#"$ 不同蛋白酶对絮凝水平的影响：如图F所示，G+H%/.型菌对蛋白酶)、蛋白酶I、

胰蛋白酶相当敏感，仅作用:C1&5就几乎完全丧失絮凝性。对糜蛋白酶则有一定耐受性，

随温育时间延长絮凝逐渐减弱，至<C1&5时才几乎不絮凝。%/.:型菌对蛋白酶)、胰蛋

白酶也较敏感，温育:C1&5后即丧失絮凝性，但对蛋白酶I及糜蛋白酶均有一定耐受性，

随温育时间延长絮凝只缓慢减弱。蛋白酶对絮凝有抑制作用表明细胞壁蛋白参与絮凝形

成。由于%/.:型和G+H%/.型菌株对四种蛋白酶的敏感性不同，表明这两种絮凝型菌株

的细胞壁表面参与絮凝形成的蛋白组成可能不同。

!"#"% 培养基对絮凝水平的影响：我们测定了%/.:型和G+H%/.型菌株在不同培养基

中培养后细胞的絮凝水平，结果表明%/.:型菌株在JGK、J)LM中培养较在麦芽汁中培

养絮凝水平高，而G+H%/.型菌株在麦芽汁、JGK中培养较在J)LM中絮凝水平高。
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图! 蛋白酶对絮凝的影响（"蛋白酶#，$胰蛋白酶，%蛋白酶&，’糜蛋白酶）

()*+! #,,-./0,120/-)345-503/6-,70..874/)030,9-45/.-775
（":20/-45-#，$;291545-，%:20/-45-&，’%69<0/2915)3）

!：(=>?@A；"：(=>?@B；#：(=>?C?；$：(=>?@C+

!"#"$ 培养时间对絮凝水平的影响：实验结果表明(70?型菌株在整个培养期间都具絮

凝性，即所谓结构性絮凝。而D-E(70型菌只是到稳定期才开始出现絮凝。

# 讨论
本文通过对F?G余株酵母菌进行絮凝水平能力测定，从中筛选到!株强絮凝菌株。

依据不同糖对其絮凝的抑制作用不同，将!株强絮凝菌株分为(70?型和D-E(70型。实

验了不同物理、化学因子对这两种絮凝型菌株的絮凝表型的影响，对酵母菌的絮凝机理作

了初步探索。结果表明，酵母细胞絮凝是%4HI依赖的，且有细胞壁蛋白和甘露聚糖的参

与。然而，对于不同絮凝型菌株，可能这三种因子所起的作用不同，有可能这两种絮凝型

菌株的絮凝机理分别属上述两种絮凝假说之一，还需进一步深入研究。

据文献［@］报道，可根据菌株絮凝性对高温和糜蛋白酶的敏感性不同将(70?型菌株

分为两大类：对高温（BGJ）敏感而对糜蛋白酶不敏感的(70?型菌株可能带有(=K!基
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因；对高温（!"#）不敏感而对糜蛋白酶敏感的$%&’型菌株可能带有$()’基因。本实验

结果表明我们筛选到的$%&’型菌株对高温（!"#）和糜蛋白酶都有不同程度的敏感性，

仅对高温和糜蛋白酶的敏感性难以确定$%&’型菌株带有何种絮凝基因，故还需进一步

对这些$%&’型菌株进行分子生物学方面的深入研究，才能确定絮凝基因和絮凝表型的

相关性。
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