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摘  要：【目的】研究 MIG1 基因和葡萄糖对扣囊复膜孢酵母细胞形态变化的影响及其机理探

究。【方法】扣囊复膜孢酵母在不同浓度葡萄糖的 YPD 培养基中培养，敲除 MIG1 基因菌株在

常规 YPD 培养基中培养，研究细胞内葡聚糖酶和几丁质酶活性以及细胞壁 β-葡聚糖和几丁质

含量与细胞形态变化之间的关系。【结果】培养基中葡萄糖浓度越低，扣囊复膜孢酵母菌丝体

越少，单细胞酵母越多，且葡聚糖酶和几丁质酶活性越高，β-葡聚糖和几丁质含量越低；葡萄

糖浓度对敲除 MIG1 基因菌株没有显著影响，葡聚糖酶和几丁质酶活性始终保持在较高水平，

β-葡聚糖和几丁质含量也较低，菌体多以单细胞酵母形式存在。【结论】MIG1 基因和葡萄糖通

过葡萄糖阻遏作用调节葡聚糖酶和几丁质酶活性，进而影响细胞壁的葡聚糖和几丁质含量，最

终影响扣囊复膜孢酵母细胞的形态变化。 
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Effects of MIG1 gene and glucose on cell morphology of 
Saccharomycopsis fibuligera and mechanism exploration 
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Abstract: [Objective] It was studied that the effects of MIG1 gene and glucose on cell morphology 
of Saccharomycopsis fibuligera and the mechanism exploration. [Methods] S. fibuligera was 
cultured in YPD mediums with different concentrations of glucose and MIG1 gene knockout strain 
was in YPD medium. We studied the relationship between intracellular glucanase and chitinase 
activities and cell wall glucan and chitin contents and cell morphological changes. [Results] When 
the concentration of glucose in the media was lower, the mycelium of S. fibuligera decreased, 
single-cell yeast increased, glucanase and chitinase activities increased, and then glucan and chitin 
contents in cell walls reduced. The concentration of glucose had no significant effect on MIG1 gene 
knockout strain: glucanase and chitinase activities of MIG1 gene knockout strain were remained at a 
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high level, glucan and chitin contents in cell walls was also lower, and most of cells existed as the 
form of single-cell yeast. [Conclusion] MIG1 gene and glucose by multicopy inhibitor of glucose 
regulated glucanase and chitinase activities which affected glucan and chitin contents in cell walls, so 
that the cell morphology of S. fibuligera changed. 

Keywords: Saccharomycopsis fibuligera, Multicopy inhibitor of glucose, MIG1 gene, Cell 
morphology 

近年来，对扣囊复膜孢酵母菌的研究越来越受

到重视，它不仅能合成并积累海藻糖，还能分泌多

种酶类，在发酵工业中有着广泛的应用。前期研究

发 现 ， 扣 囊 复 膜 孢 酵 母 菌 具 有 葡 萄 糖 阻 遏

(Multicopy inhibitor of glucose，MIG)现象，即当培

养基含葡萄糖或果糖时，由酶催化的其它碳源降解

的生物反应将大大减少甚至停止[1]。参与葡萄糖阻

遏作用的主要蛋白是由 MIG1 基因表达的 C2H2 锌

指蛋白质 Mig1[2]，其作用方式如下：当在培养基

中葡萄糖的浓度非常低或没有葡萄糖时，Snf1 蛋

白激酶因被磷酸化而激活，进而催化 Mig1 磷酸化，

磷酸化的 Mig1 不能再与葡萄糖阻遏基因的启动子

结合，由细胞核转移到细胞质，致使抑制基因的转

录被激活；当培养基中葡萄糖浓度非常高时，Snf1

蛋白激酶去磷酸化后，失去活性，Mig1 也不能被

磷酸化，它就能进入细胞核与葡萄糖阻遏基因的启

动子结合，使基因表达受到抑制[3]。 

关于 Mig1 的研究有很多，Liu 等[4]报道，Mig1

在扣囊复膜孢酵母中至少参与了 α-淀粉酶、葡萄

糖淀粉酶、酸性蛋白酶和-葡萄糖苷酶的调控；

Wang 等[5]发现，Mig1 参与了耶罗维亚酵母脂类的

生物合成调节，而没有关于参与葡聚糖酶和几丁质

酶调控的报道。几丁质酶和葡聚糖酶已被证实是大

多数真菌(酵母)细胞壁的水解酶，它们对真菌的单

细胞状和丝状之间的形态变化有调节作用，参与维

持细胞壁可塑性[6]。几丁质酶和葡聚糖酶都属于碳

源降解酶，它们是否受 Mig1 调控，葡萄糖阻遏是

否通过调节几丁质酶和葡聚糖酶活性来调控扣囊

复膜孢酵母的菌丝体和单细胞酵母两种形态之间

的变化，这些是本研究的主要内容。研究真菌(酵

母)的单细胞和菌丝两种形态变化的调控机理，有

助于全面认识真菌(酵母)细胞壁合成与降解的调

控机理。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 

扣囊复膜孢酵母(Saccharomycpsis fibuligera)，

菌种编号为 2.1553，购自中国普通微生物菌种保藏

管理中心；敲除 MIG1 基因的扣囊复膜孢酵母

2.15531，MIG1 基因敲除方法见 Liu 等[4]。 

1.2  培养基 

YPD 液体培养基(g/L)：葡萄糖 20，酵母提取

物 10，蛋白胨 20，蒸馏水 1 L，0.6×105 Pa 灭菌    

30 min。 

YPD 固体培养基：在液体 YPD 培养基中加入

2.0%的琼脂。 

不同葡萄糖浓度的 YPD 液体培养基：葡萄糖

梯度为 2.00%、1.00%、0.50%、0.25%和 0，其它

成分不变。 

1.3  菌体培养 

未敲除 MIG1 基因菌株和敲除 MIG1 基因菌株

接种在固体 YPD 培养基上活化，在 26 °C 下培养

48 h，挑取单菌落接种于 5 mL 液体 YPD 的试管中，

在 26 °C 和 160 r/min 下振荡培养。当菌体 OD600

值达到 2 时，取 1 mL 接种到 50 mL 液体 YPD 的

三角瓶中振荡培养。未敲除 MIG1 基因菌株接种到

葡萄糖分别为 2.00%、1.00%、0.50%、0.25%和 0

的培养基中，敲除 MIG1 基因菌株只接种到 2%葡

萄糖的培养基中。 

1.4  培养基中剩余葡萄糖含量的测定 

菌体在培养过程中，分别在 8、16、24、32、

40、48 和 56 h 取菌液，在 4 °C、8 000×g 离心 10 min，

获得的上清经适当的稀释，用 Nelson-Somogyi 方
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法测定葡萄糖的含量。 

1.5  菌体形态观察 

菌体培养 56 h 后，取酵母菌悬液进行适当稀

释，在 Leica DM750 显微镜下观察菌体细胞形态，

并拍照。 

1.6  β-1,3-葡聚糖酶活性的测定 

细胞干重的测定：取 10 mL 菌液，在 8 000×g、

4 °C 离心 10 min 收集菌体，菌体用冰冻 dH2O 洗涤

3 次。菌体在 100 °C 烘干至恒重，即为细胞干重。 

β-1,3- 葡 聚 糖 酶 活 性 测 定 参 照 Martín- 

Cuadrado[7] 等 的 方 法 ， 有 改 进 。 10 mL 菌 液 在      

8 000×g 和 4 °C 下离心 10 min，获得菌体，液氮研

磨，用 0.1 mol/L 乙酸-乙酸钠缓冲溶液(pH 5.5)抽

提蛋白质，制成 β-1,3-葡聚糖酶粗酶液。0.25 g 底

物昆布多糖溶于 2 mL 无水乙醇，加 20 mL 蒸馏水

混合 15 min，再在沸水中煮 5 min，自然冷却后，

加入 2.5 mL 1 mol/L 醋酸缓冲液(pH 5.5)，最后用

蒸馏水定容到 25 mL；在 37 °C 下，温孵的 100 L 

β-1,3-葡聚糖酶粗酶液和 400 L 底物溶液反应  

30 min，然后，在沸水中煮 10 min 终止反应。用

Nelson-Somogyi 方法测定释放还原糖的量。一个

β-1,3-葡聚糖酶活力单位(U)定义为：在上述反应条

件下，每小时产生 1 μmol 还原糖所需的酶量。β-1,3-

葡聚糖酶比活力表示为每毫克细胞干重所具有的

酶活力单位数。 

1.7  细胞壁 β-葡聚糖含量的测定 

细胞壁的制备方法：10 mL 培养 56 h 的扣囊

复膜孢酵母培养物 8 000×g 离心 5 min，收集菌体，

液氮研磨破碎菌体细胞，用 1 mol/L 的 NaCl 洗涤

5 次，然后，在 100 °C 下用 SDS-MerOH 缓冲液  

(50 mmol/L Tris，2.0% SDS，0.3 mol/L β-巯基乙醇，

1.0 mmol/L EDTA；pH 8.0)抽提 10 min，最后用

dH2O 洗涤和悬浮细胞壁碎片，冻干备用。 

细胞壁 β-葡聚糖酶活性测定参照李仁勇等[8]的

方法。 

1.8  几丁质酶活性的测定 

几丁质酶活性测定参照张海涛等[9]的方法，有

改动。10 mL 菌液在 8 000×g 和 4 °C 下离心 10 min，

获得菌体液氮研磨，用 0.1 mol/L 磷酸缓冲液   

(pH 6.0)抽提蛋白质，制成几丁质酶粗酶液。1 mL

粗酶液加入 1 mL dH2O 和 1 mL 1%的胶体几丁质，

在 50 °C 水浴中温孵 1 h 后立即转入 100 °C 沸水煮

10 min 以中止反应。用 DNS 方法测定释放 N-乙酰

氨基葡萄糖的量。一个几丁质酶活力单位(U)定义

为：在上述反应条件下，每小时产生 1 μmol N-乙

酰氨基葡萄糖所需酶量。几丁质酶比活力表示为每

毫克细胞干重所具有的酶活力单位数。 

1.9  细胞壁几丁质含量的测定 

培养 56 h 的扣囊复膜孢酵母菌细胞壁几丁质

含量的测定通过测定纯化的细胞壁被酸水解后所

释放的葡萄糖胺[10]。 

2  结果与分析 

2.1  培养基中葡萄糖含量的变化 

扣囊复膜孢酵母在不同浓度葡萄糖的 YPD 培

养基中培养，培养基中葡萄糖含量的变化如图 1

所示。在 2%葡萄糖的培养基中，未敲除 MIG1 基 

 
 

 
 

 

图 1  培养基中葡萄糖含量的变化 
Figure 1  Change of glucose content in the medium 
注：1：AF：分别为 2.00%、1.00%、0.50%、0.25%、0 和 2.00%

的葡萄糖；2：AE：S. fibuligera；F：敲除 MIG1 基因的 S. 

fibuligera. 
Note: 1: AF were 2%, 1%, 0.5%, 0.25%, 0% and 2% glucose, 
respectively; 2: AE: S. fibuligera; F: S. fibuligera of MIG1 gene 
knock-out. 
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因菌株对葡萄糖消耗速率较大，培养 16 h 就消耗

了近 75%，而敲除 MIG1 基因菌株对葡萄糖消耗速

率就小的多，培养 16 h 只消耗了约 35%，这应该

是扣囊复膜孢酵母菌 MIG1 基因被敲除后，细胞的

生理代谢机能受到一定损伤，不能像原始菌株一样

对葡萄糖进行正常代谢。未敲除 MIG1 基因菌株在

葡萄糖初始含量较低的培养基中培养时，菌体也一

直处在葡萄糖剩余量相对较低的培养基中生长，这

种不同与菌体细胞形态不同相对应。 

2.2  菌体形态观察结果 

扣囊复膜孢酵母在葡萄糖浓度不同的 YPD 培

养基中培养 56 h 时，细胞形态如图 2 所示。未敲

除 MIG1 基因菌株细胞随着培养基中葡萄糖含量

的降低而出现规律性的变化，菌丝体逐渐减少，游

离单细胞酵母逐渐增多：在 2.00%葡萄糖培养基

中，细胞以菌丝体形式存在；在 0.25%葡萄糖培养

基中，细胞多以单细胞酵母形式存在(图 2D)；在 0

葡萄糖培养基中，细胞只以单细胞酵母形式存在

(图 2E)。敲除 MIG1 基因菌株在 2.00%葡萄糖的培

养基中细胞形态(图 2F)和未敲除 MIG1 基因菌株在

0.25%葡萄糖的培养基中细胞形态相似。可见，敲

除 MIG1 基因(图 2F)和低浓度葡萄糖(如 0.25%葡萄

糖，图2D)对扣囊复膜孢酵母细胞形态的影响相似；

葡萄糖和 MIG1 基因对扣囊复膜孢酵母细胞形态

变化的作用可能存在某种联系。 

2.3  β-1,3-葡聚糖酶活性的变化 

如图 3 所示，在培养过程中，未敲除 MIG1 基

因菌株的葡聚糖酶活性随着培养时间的延长逐渐

升高，这与培养基中葡萄糖含量的逐渐降低呈负相

关：未敲除 MIG1 基因菌株在葡萄糖为 2.00%、

1.00%、0.50%、0.25%和 0 的培养基中培养 56 h

时，其葡聚糖酶活性分别是 0.186、0.211、0.254、

0.287 和 0.326 U/mg 细胞干重。而敲除 MIG1 基因

菌株的葡聚糖酶活性为 0.309 U/mg 细胞干重，与

培养基中的葡萄糖含量无显著关系。可见，扣膜复

囊孢酵母细胞内葡聚糖酶活性基本保持不变是

MIG1 基因被敲除的结果。 

2.4  细胞壁 β-葡聚糖含量的变化 

扣囊复膜孢酵母细胞壁 β-葡聚糖含量的变化

如图 4 所示。在葡萄糖初始含量为 2.00%、1.50%、  

 

 
 

图 2  扣囊复膜孢酵母细胞形态(10×40) 
Figure 2  Cell morphology of S. fibuligera (10×40) 

注：AE 和 F 所表示的与图 1 相同. 

Note: AE and F represent the same as Figure 1. 
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图 3  β-1,3-葡聚糖酶活性 
Figure 3  β-1,3-glucanase activity 
注：AE 和 F 所表示的与图 1 相同. 

Note: AE and F represent the same as Figure 1. 
 

 
 
图 4  细胞壁 β-葡聚糖含量 
Figure 4  β-glucan content of dry cell wall weight 
注：AE 和 F 所表示的与图 1 相同. 

Note: AE and F represent the same as Figure 1. 

 
0.50%、0.25%和 0 的培养基中，未敲除 MIG1 基因

菌 株细 胞壁的 β-葡 聚糖 含量 分别为 32.80%、

32.50%、31.63%、30.50%和 29.06%；在 2.00%葡

萄糖的培养基中，敲除 MIG1 基因菌株细胞壁的 β-

葡聚糖含量为 30.93%。结合图 3 可以看出，细胞

壁 β-葡聚糖含量与 β-葡聚糖酶活性相对应：当细

胞内 β-葡聚糖酶活性高时，β-葡聚糖含量就相应的

低。所以，推测细胞壁 β-葡聚糖含量的下降是由

于 β-葡聚糖酶活性升高而加速了细胞壁 β-葡聚糖降

解的原因。敲除 MIG1 基因菌株的 β-葡聚糖酶活性

很高，但细胞壁 β-葡聚糖含量不很低，这应该是其

培养基中葡萄糖多，导致 β-葡聚糖合成量多的原因。 

2.5  几丁质酶活性变化 

如图 5 所示，未敲除 MIG1 基因菌株几丁质酶

活性随着培养基中葡萄糖含量降低而逐渐升高，当

培养基中葡萄糖初始含量为 2.00%，1.50%，0.50%，

0.25%和 0 时，培养 56 h 后，几丁质酶活性分别为

0.033、0.052、0.083、0.105 和 0.115 U/mg 细胞干

重；敲除 MIG1 基因菌株在 2.00%葡萄糖的培养基

中几丁质酶活性达到 0.127 U/mg 细胞干重，且在

培养过程中几丁质酶活性不随葡萄糖消耗而出现

显著变化。可见，扣膜复囊孢酵母因为敲除了 MIG1

基因而失去了对几丁质酶的调节。 

2.6  细胞壁几丁质含量的变化 

扣囊复膜孢酵母细胞壁几丁质含量的变化如

图 6 所示。当培养基中葡萄糖初始含量为 2.00%、

1.50%、0.50%、0.25%和 0 时，菌体未敲除 MIG1 

 

 
 

图 5  几丁质酶活性 
Figure 5  Chitinase activity 
注：AE 和 F 所表示的与图 1 相同. 

Note: AE and F represent the same as Figure 1. 
 

 
 
图 6  细胞壁几丁质含量 
Figure 6  Cell wall chitin content 
注：AE 和 F 所表示的与图 1 相同. 

Note: AE and F represent the same as Figure 1. 
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基因菌株细胞壁几丁质含量分别为 14.83、11.73、

8.67、6.47 和 4.40 nmol/mg 细胞壁干重；敲除 MIG1

基因菌株在 2.00%葡萄糖的培养基中培养时，细胞

壁几丁质含量为 6.80 nmol/mg 细胞壁干重。结合

图 5 和 6 可以看出，未敲除 MIG1 基因菌株在培养

过程中，随着培养基中葡萄糖含量的降低，几丁质

酶活性逐渐升高，而细胞壁几丁质含量则不断下

降。因此，可以认为细胞壁几丁质含量的下降是由

于几丁质酶活性升高而加速了细胞壁几丁质降解

的原故。 

3  讨论 

一些酵母菌细胞具有二型性，即菌丝体和单细

胞酵母，能引起细胞二型性转变的因素很多，张晓

云等[11]发现，脯氨酸可使热带假丝酵母由多细胞

形态向单细胞形态转变，另外，培养温度、接种量

也会对细胞形态产生影响。可见，引起酵母菌细胞

形态变化因素有多种。 

扣囊复膜孢酵母菌就有二型性菌体细胞。本研

究表明，当培养基中葡萄糖含量低的时候，扣囊复

膜孢酵母就由菌丝体向单细胞酵母转变，这个过程

涉及到菌体细胞的分离。菌丝体相连两细胞之间存

在原生隔壁和次生隔壁，几丁质酶和葡聚糖酶对原

生隔壁和次生隔壁的水解起主要作用[6]，这与本研

究结果相吻合。如图 2、3 和 5 所示，当扣囊复膜

孢酵母为菌丝体时，几丁质酶和葡聚糖酶活性相对

较低，当扣囊复膜孢酵母为单细胞酵母时，几丁质

酶和葡聚糖酶活性相对较高。Martín-Cuadrado 等[7]

发现，Sz. Pombe 编码 β-1,3-葡聚糖内切酶基因的

缺失，使 β-1,3-葡聚糖的原生隔壁未能降解而形成

菌丝；Dekker 等[12]发现，α-1,3-葡聚糖酶水解隔壁

周围的 α-1,3-葡聚糖，促进细胞分离，而 García   

等[13]发现，agn1+基因的敲除不影响细胞的分离；

Henry 等[14]也发现，Aspergillus fumigatus 的 α-1,3-

葡聚糖酶基因缺失后，细胞壁不含 α-1,3-葡聚糖，

但不影响菌丝体生长，这是因为细胞壁获得 β-1,3-

葡聚糖和几丁质的补偿。C. albicans 在以单细胞酵

母生长时，可分解几丁质的 CHT2 和 CHT3 基因转

录水平比丝状体生长时要高得多[6]。在真菌(酵母)

的隔壁降解所致细胞分离的过程中，β-1,3-葡聚糖

酶和几丁质酶起主导作用，在有的真菌中 α-1,3-葡

聚糖酶对细胞的分离也起促进作用。 

由图 2A、2E、4 和 6 可以看出，当扣囊复膜

孢酵母为菌丝体时，细胞形态相对较长，这是由于

此时的细胞壁葡聚糖和几丁质含量高，细胞壁可塑

性强的缘故；然而，当扣囊复膜孢酵母为单细胞酵

母时，细胞几乎呈圆形，这是由于此时的细胞壁葡

聚糖和几丁质含量低，细胞壁可塑性弱的缘故，这

种解释正好符合本实验对细胞壁葡聚糖和几丁质

含量的测定结果。 

在扣囊复膜孢酵母培养基的葡萄糖消耗、葡萄

糖阻遏解除过程中，葡聚糖酶和几丁质酶活性的增

加，加速了细胞壁葡聚糖和几丁质的水解，促进了

细胞分离和单细胞形成。当敲除 MIG1 基因后，无

论培养基中葡萄糖含量高或低，几丁质酶和葡聚糖

酶活性都保持较高水平，细胞壁葡聚糖和几丁质得

到更多的水解，致使菌体多以单细胞酵母形态存

在，又由于 Mig1 是葡萄糖阻遏系统中已知的关键

因子之一，所以得出结论，MIG1 基因和葡萄糖通

过葡萄糖阻遏作用对扣囊复膜孢酵母细胞形态变

化起调节作用，主要是通过调节葡聚糖酶和几丁质

酶的活性以改变细胞壁的葡聚糖和几丁质含量来

完成的。 

一 般 认 为 大 多 数 葡 萄 糖 阻 遏 系 统 都 涉 及

mRNA 和蛋白质 2 个水平平行减少[3]。本文在 MIG1

基因和葡萄糖对扣囊复膜孢酵母细胞形态变化调

节中，虽然没有直接数据证明是在转录水平还是在

蛋白质水平起作用，但是根据 Gancedo 提出的

Mig1 的作用方式[3]，可以做出以下推断(图 7)：当

培养基中葡萄糖的浓度非常低或没有时，Snf1 蛋

白激酶因被磷酸化而激活，进而催化 Mig1 磷酸化，

磷酸化的 Mig1 不能再与葡聚糖酶和几丁质酶基因

的启动子结合，由细胞核转移到细胞质，致使受抑

制的葡聚糖酶和几丁质酶基因的转录被激活，  
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图 7  MIG1 基因和葡萄糖对扣囊复膜孢酵母细胞形态

变化的作用方式 
Figure 7  Mode of action of MIG1 gene and glucose on 
cell morphological changes of S. fibuligera 

 
mRNA 进入细胞质，翻译成葡聚糖酶和几丁质酶，

降解细胞壁的葡聚糖和几丁质，促进细胞分离；当

培养基中葡萄糖浓度高时，Snf1 蛋白激酶去磷酸

化而失活，Mig1 不能被磷酸化，它就能进入细胞

核与葡聚糖酶和几丁质酶基因的启动子结合，抑制

它们表达。 
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