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摘要：对分离鉴定的两株酵母菌用比浊法和 &’()*+’) 法进行 ,- 耐受范围检测。!"#$%&’(&"&) *’*%## ./012 的 ,- 耐受

范围为 34# 5 2"4#，最适 ,- 值为 !4#。+%&,&-&"./* 0.$#/*1#)&’* ./012 的 ,- 耐受范围为 "4# 5 234#，最适 ,- 值为 !46。

比浊法在 ,-$4# 5 2#4# 测出数值比较可靠，而在 ,- 7 $4# 和 ,-"2#4# 产生了较大误差。在最适 ,- 时，&’()*+’) 法

间接测定两酵母的生长量，! 8 *’*%## 总溶解蛋白为 39#!:;<=，+% 8 0.$#/*1#)&’* 总溶解蛋白为 2%$!:;<=。&’()*+’) 法

在 ,-34# 5 2"4# 范围均能较准确地反映出菌株生长状况，数据表明两株酵母有广阔的 ,- 耐受性，它们是耐碱酵母

菌的新成员。
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长期以来耐碱性和嗜碱性一直被认为是原核生

物的特性［2］，近年来，大量耐碱及嗜碱细菌、古细菌

已从各种土壤和水体中分离得到，但对耐碱酵母菌

的研究报道很少［3］。到目前为止，对耐碱菌和嗜碱

菌还没有确切的定义，国内外学者根据细菌和酵母

耐 受 碱 的 程 度 不 同 作 如 下 的 区 分［"，$］：耐 碱 菌

（(MR(MHU+MW’(CU），最适生长 ,- 在 @ 5 9，在中性或酸性

环境中也能生长；嗜碱菌（(MR(MH,JHMW），在 ,-9 以上

最适或生长良好、但在 ,-%46 左右不能生长或仅能

缓慢生长；极端嗜碱菌（WXU’W<W (MR(MH,JHMW），最适生

长在 ,-2# 或者大于 2#，包括专性和兼性嗜碱菌。

专性嗜碱菌的最适生长 ,-"2#4#，并且在中性环境

中也 能 生 长。S’+MM 对 耐 碱 菌 的 限 定 为：嗜 碱 菌

（(MR(MH,JHMW）是 指 最 适 生 长 在 ,-!4# 以 上，通 常 在

,-9 5 2# 之间生长的微生物；而最适值并不在碱性

,-范围的微生物称为耐碱微生物［6］。由于对耐碱

和嗜碱菌的性质和机理尚没有充分的研究，其分类

工作尚待进一步发展［%］。而在国际国内关于耐碱酵

母的报道很少，文献检索表明，3##" 年俄罗斯科学

家 G ? =HNH\JRHC( 等人首次报道发现和分离到耐碱

酵母菌，他们从俄罗斯的 SBC:B’ 草原和亚美尼亚山

区分离到 2"7(-&$&$$.’ /*."3)-##，2 8 */=#,.’，2 8 "&’3.’
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和 !" ! #$%&’(’)，!" ! *%+’$,#’(-), 及 ./-0-1-$-23+4)
0-)4%)，5%04-1,)’6’%2 /%$$%$,() 耐碱酵母菌种［"］；而在

国内，#$$% 年杨艳艳等人首次报道在新疆温泉县分

离到一株酿酒酵母（ . ! +4047’)’,4）［&］。本实验所用供

试菌株粘性红圆酵母 !" ! 2%+’$,#’(-), ’()*+ 是从乌

鲁木齐近郊的一块盐碱土壤（,-!./$）中分离得

到，阿萨希丝孢酵母 8 ! ,),"’’ ’()*+ 是从山西偏关

县的酸性稷米汁（,-0/$ 1 0/#）中分离，这两种菌株

分别是俄罗斯科学家已报道的耐碱酵母（隐球酵母

科和红酵母科）的近缘种群［.］。基于这些信息而开

展本项工作，对两种不同分离来源的两酵母进行耐

碱实验研究，以期获得一些酵母耐碱机理、代谢活性

物质方面有用的信息。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 供试菌株：8 ! ,),"’’ ’()*+（分离自天然发酵

的酸性稷米汁，毛孢子酵母属）和 !" ! 2%+’$,#’(-),
’()*+（分离自盐碱性土壤，红酵母属）来自新疆大学

生命科学与技术学院资源微生物研究室，2345647
提 交 检 索 号 分 别 是 89&"+:.. 和 89+0#&&:、

89+0#&&%。中国微生物菌种保藏委员会普通微生

物中 心 的 保 藏 号 分 别 为：;2<;; => #/0+.. 和

;2<;; ?@!+:0%。

!"!"# 试 剂：缓 冲 溶 液 +： A;B*-;B 缓 冲 液

（$/#C@BDE）（,- +/$ 1 #/#）；缓冲溶液 #：磷酸二氢钠

*柠檬酸缓冲液（,- #/# 1 &/$）；缓冲溶液 0：FGHI*
-;B 缓冲液（$/$: C@BDE）（,- "/% 1 ./J）；缓冲溶液

J：硼酸盐*?6K- 缓冲液（,- ./: 1 ++/:）；缓冲溶液

:：磷酸二氢钠*?6K- 缓冲液（$/$:C@BDE）（,- +$/.
1 +#/$）；缓冲溶液 %：A;B*?6K- 缓冲液（$/#C@BDE）

（,- +#/$ 1 +0/$）；+< 的 ?6K- 溶液，依据 25DF %$+*
#$$# 配制；5G6LM@GL 试剂：将 +$$ CN 考马斯亮蓝 2*
#:$（分 析 纯，上 海 化 学 试 剂 站 进 口 分 装）溶 解 在

:$ CE .:O的乙醇中，再加 +$$ CE &:O（9 D:）的浓

磷酸，用蒸馏水混合定容到 +E，过滤，JP贮存备用。

+ CNDCE的牛血清白蛋白（5>=）（上海普博欣分装）：

溶解牛血清白蛋白在盐溶液中，分装 +CE 小管贮存

在 Q #$P。

!"!"$ 培养基：RS8 培养基（葡萄糖 #$NDE，蛋白胨

#$NDE，酵母膏 +$NDE，蒸馏水 +$$$CE，琼脂 +&NDE）。

!"# 方法

!"#"! 缓冲溶液的配制：参照俞建瑛等人编著的

生物化学实验技术［+$］。

!"#"# 液体培养基的配制：配制定量的液体培养

基，用缓冲溶液代替蒸馏水。灭菌后，用 ,- 酸度计

校正［++］。

!"#"$ 固体平板的制作：琼脂培养基琼脂溶解温度

在 J:P以上溶解后进行 ,- 的调整。测定时，手动

校准 ,- 酸度计的温度补偿，保证培养基在熔化状

态和凝固状态的 ,- 一致［+$、++］。

!"#"% 牛血清白蛋白（5>=）标准工作曲线的绘制：

精密称取 +$CN 牛血清白蛋白（5>=），加水溶解并定

容到 +$$CE，制得 +$$!NDCE 的 5>= 标准溶液。取具

塞试管 % 支，用加样枪移取 5>= 标准溶液 $/$$CE，

$/$:CE，$/+$CE，$/#$CE，$/J$CE，$/%$CE，补 水 至

+CE，得到含 5>= 为 $!N，:!N，+$!N，#$!N，J$!N，%$!N
的系列标液。然后再分别加入 5G6LM@GL 试剂 JCE，

立即混匀，:CH4 后在 :.:4C 波长下测定吸收值，以

牛血清白蛋白（5>=）的质量!N 对吸收值作图，得到

工作曲线并计算回归方程。结果如图 + 所示。

图 + 牛血清白蛋白标准溶液工作曲线（5>=）（!NDCE）

!"#"& 细胞生长量的测定：+）酵母菌的培养和比浊

法测定参照沈萍等的微生物学实验［+#］：取 :CE 液体

培养 基 中 的 +CE 来 稀 释 成 #:O 的 菌 悬 液 测 定

!T :%$4C的吸光值。#）采用 5G6LM@GL 蛋白浓度测定

法［+0 1 +:］。使用 5G6LM@GL 试剂测定总溶解蛋白来间接

估算酵母的生长速率。+:CE 的 +C@BDE ?6K- 加到

:CE 培养到对数期结束时的液体培养基中，混合煮

沸 #$CH4，然后 &$$$GDCH4，JP离心 +$CH4，测定总溶

解蛋白。每个反应准备 0 个平行测定并取平均值。
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! 结果与分析

利用不同 !" 固体平板培养，测定出两种酵母

菌的生长范围并找出最适 !" 值。阿萨希丝孢酵母

! # "#"$%% $%&’( 和 粘 性 红 圆 酵 母 &$ # ’()%*"+%,-#"
$%&’( 分别在 !")*+ 的液体培养基中生长曲线如图

, 所示：! # "#"$%% $%&’( 达到其对数生长期所用时间

为 -(.；&$ # ’()%*"+%,-#" $%&’( 达到其对数生长期所

用时间为 ,/.。将两种 酵 母 接 种 到 不 同 !" 值 的

012 液体培养基上，,)3，()+45678 摇菌，使其在各

自的对数生长期内培养后，94:;<=4; 法间接测定不同

!" 培养条件下菌体的生物增长量，结果如图 - 所

示。

图 , ! # "#"$%% $%&’( 和 &$ # ’()%*"+%,-#"
$%&’( 的生长曲线

（>?@ 代表 ! # "#"$%% $%&’(，?"A 代表 &$ # ’()%*"+%,-#" $%&’(）

图 - 94:;<=4; 法测定 !" 梯度下两酵母的

可溶性总蛋白含量图

（>?@ 代表 ! # "#"$%% $%&’(，?"A 代表 &$ # ’()%*"+%,-#" $%&’(）

! # "#"$%% $%&’( 在最适 !")*+ 时的总溶解蛋白

含量最大，浓度为 ,B+!C56D；，在 !",*+ E )*+ 之间增

幅较大，为 ,+F E /+F；在 !")*+ E (-*+，减幅 -BF

E (GF，说明在偏酸性环境中该菌生长旺盛，它的耐

碱特性属兼性嗜碱。&$ # ’()%*"+%,-#" $%&’( 在最适

!")*/ 时，总溶解蛋白含量最大，浓度为 (GH!C56D；

在 !"-*+ E )*/ 之间增幅为 ,,F E //F，在 !")*/ E
(-*+，减幅 ,GF E H,F，生长环境偏碱性，也属于兼

性耐碱菌。图 H 为用比浊法测定上述两株酵母菌在

!"(*+ E (-*+ 之间生长曲线，培养条件跟 94:;<=4; 法

测定两酵母生长量前的条件相同。

图 H 比浊法测定 !" 梯度下两酵母的生长曲线图

（>?@ 代表 ! # "#"$%% $%&’(，?"A 代表 &$ # ’()%*"+%,-#" $%&’(）

比浊法在 !"H*+ E (+*+ 时与 94:;<=4; 方法测得

的菌体生长率相吻合。而在较低 !" 和较高 !" 时，

由于缓冲液与培养基的相互作用产生颜色，菌体悬

浊液在 I !"H*+ 和!!"(+*+ 产生了偏大的吸收值，

这一结果说明比浊法只适用于 !"H*+ E (+*+ 范围菌

株生长状况的测定。

" 讨论

（(）俄罗斯科学家 J K D7L7M.N78:［O］等人在俄罗

斯的 PQ8CQ4 草原和亚美尼亚山区发现耐碱酵母仅

阐述了上述酵母菌在 !"(+*+ 固体培养基上长出菌

落的时间，而没有对 !" 适应范围进行测试。本研

究中的 ! # "#"$%%$%&’( 和 &$ # ’()%*"+%,-#" $%&’( 分

别属于毛孢子酵母属和红酵母属，是与上述酵母在

进化分支上的进缘种群［B］。 ! # "#"$%% $%&’( 的 !"
耐受范围为 ,*+ E (-*+，&$ # ’()%*"+%,-#" $%&’( 的 !"
耐受范围为 -*+ E (,*+，二者均具有极强的耐碱性能

和广阔的 !" 适应范围。

（,）俄罗斯的 PQ8CQ4 草原和亚美尼亚山区与我

们的采样地点都处于亚洲北部盐碱化土壤较多的大

陆腹地，在全球范围内耐碱酵母集中分布在这一地

区的现象，表明该区域可能在历史上发生过较为频
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繁的地质演变，使该区微生物种获得了多向进化与

适应能力。

（!）"##$ 年 %&’()*+ , -*.)/&0/1 在 2’+34.’3 法基

础上，对 2’+34.’3 法（"#56）进 行 改 进，增 加 使 用

7+89 试剂，改酸性环境测定为中性或者偏碱性；极

大地降低了不同蛋白在分析中的变化和干扰［":］。

在本实验中应用改进的 2’+34.’3 法对酵母菌生长状

况在广泛的 ;9 范围（;9 "<$ = "!<$）内进行检测，检

测结果充分体现了该方法简单、稳定、灵敏、快速、抑

制其他化学试剂干扰分析的特点。室温下该方法测

定的蛋白质浓度范围 "$!>?@A = "$$$!>?@A。而常规

测定微生物生长量的比浊法具有操作简单、快速的

优点，在 ;9:<$ = "$<$ 范围内仍然是一个快捷、经

济、适用的好方法。在 B ;9:<$ 和!;9"$<$ 的强酸

强碱范围内，由于 ;9 缓冲液和培养基在灭菌过程

中的相互作用而产生较深的颜色，产生强烈吸收，影

响最终结果判断。
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科技信息

极端嗜冷微生物

本刊（R$$$，!!（6）：65）曾报道永久冻土层（有数万年之久）中发现简单的细胞生物。冻土融化后释放出

甲烷气体，表明此冻土层中存在甲烷产生菌。其实，极端嗜冷微生物不仅在永久冻土层存在及“长眠”，而且

在极地冰冻块中也能找到它们的踪迹。比如在南极冰川封存 P$$ 万年的冰块中就有细菌“长眠”，冰块随着

气温升高（全球温室效应的发生与发展）而融化，所含的细菌复活了，重新繁殖其后代，研究人员已从中获得

了古老的节杆菌（%&"’()#*"!& );K一种常见的细菌）。为防止污染，在运输过程中把南极冰块浸泡于乙醇和干

冰中，再用消毒过的水将外层几厘米的冰层融化掉，然后再向融化的冰块中加入营养物质，进行再培养。古

老的节杆菌显现菌丛，由此可以断定，其中不仅仅只有节杆菌的存在，或许还有其它微生物存在，有待我们

进一步地探索。古老的极端嗜冷节杆菌的复活有何经济价值呢？目前，加拿大研究人员找到了一种节杆

菌，从中获取了丰富的油质，把它称之为“生物储油库”，微生物科学工作者应该关注它们及其发展。

极端嗜冷微生物的存在与活动是祸是福？两者兼而有之。虽然它们可以作为人类的资源来利用，但还

必须密切注视其对人类有害的负面影响。我们需要进一步探究如何将有害的转化为无害的并进行有效地

利用。

（柯为 供稿）
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