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调节等方面出发，优化密集烘烤工艺技术，采用优化后的烘烤

工艺对烟叶进行烘烤，结果表明，烟叶经过优化后的工艺烘

烤，能明显改善外观质量，主要表现在橘黄烟比例明显提升，

微带青烟叶比例减少，烟叶身份有变薄和色度转浓的趋势，单

叶质量也有增加的趋势，对上部烟叶影响更为明显。外观质

量与烟叶的经济效益呈正相关，因此Ｔ２处理的经济性状好于
对照Ｔ１处理。优化烘烤工艺（Ｔ２处理）能够促使淀粉较充分
地降解和糖类的转化分解，增加烟碱的相对含量，使糖碱比有

所降低，烟叶的总体协调性得到改善，吸食质量和风格特征得

到一定的彰显。

参考文献：

［１］王卫峰，陈江华，宋朝鹏，等．密集烤房的研究进展［Ｊ］．中国烟
草科学，２００５，２６（３）：１２－１４．

［２］郭全伟，侯跃亮，宗树林，等．密集烤房在烘烤实践中的应用［Ｊ］．
中国烟草科学，２００５，２６（３）：１５－１６．

［３］徐秀红，孙福山，王　永，等．我国密集烤房研究应用现状及发展

方向探讨［Ｊ］．中国烟草科学，２００８，２９（４）：５４－５６，６１．
［４］宋朝鹏，李富欣，陈少斌，等．烤烟烘烤技术现状与发展趋势［Ｊ］．
作物杂志，２０１０（１）：６－８．

［５］刘　强．密集烘烤新工艺对烟叶质量的影响［Ｊ］．作物研究，
２０１１，２５（６）：５７７－５７９．

［６］罗玉英，彭晓忠，任建华，等．密集烘烤优化工艺对烤烟品质的影
响及经济效益分析［Ｊ］．安徽农业科学，２０１１，３９（３０）：１８７３１－
１８７３２，１８７３５．

［７］杨建春，鄢继春，吴先华，等．密集烘烤中不同温度和湿度调控对
中部烟叶品质的影响［Ｊ］．江西农业学报，２０１１，２３（１２）：９６－９９．

［８］孟智勇，张保占，马浩波，等．密集烘烤转火时间对烤烟中性致香
物质和评吸质量的影响［Ｊ］．河南农业科学，２０１０，４１（９）：３１－
３４．　

［９］谢鹏飞，邓小华，曾　中，等．密集烘烤关键温度点湿度控制对烤
烟理化性状的影响［Ｊ］．天津农业科学，２０１２，１８（５）：９５－９９．

［１０］詹　军，武圣江，贺　帆，等．密集烘烤干筋期温湿度对上部烟
叶外观质量和内在品质的影响［Ｊ］．甘肃农业大学学报，２０１１，
４６（６）：２９－３５．

杭　姣，陈亚利，陈可泉，等．１株耐辐射酵母菌的鉴定及其生长特性和产物的检测［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（７）：３２０－３２４．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０７．１１０

１株耐辐射酵母菌的鉴定及其生长特性和产物的检测
杭　姣，陈亚利，陈可泉，韦　萍

（南京工业大学生物与制药工程学院，江苏南京２１１８１６）

　　摘要：对未知菌种的鉴定是研究挖掘此菌种功能用途以及产物的基础之一。根据形态学、生理生化鉴定以及２６Ｓ
ｒＲＮＡ的Ｄ１／Ｄ２区域的测序、５．８ＳｒＲＮＡ－ＩＴＳ的ＲＦＬＰ分析等对１株酵母菌进行了鉴定，并探究了其特殊的生长特性
与产物。研究结果，该酵母菌被鉴定为圆形或者卵圆形，以出芽生殖为主，菌落为乳白色、圆形、凸起、边缘光滑的浅白

隐球酵母；经过研究还发现，该酵母菌能在较大的ｐＨ值范围（ｐＨ值３～１３）内生长，能在比较高的温度（３９℃）以及强
酸强碱下生长，检测到其产物为多糖，与以往浅白隐球酵母的产物有区别。

　　关键词：耐辐射；酵母菌；鉴定；核糖体序列分析
　　中图分类号：ＴＱ９２０．１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０７－０３２０－０５

收稿日期：２０１４－０７－１７
基金项目：国家重点基础研究发展计划（编号：２０１１ＣＢＡ００８０７）。
作者简介：杭　姣（１９８９—），女，江苏宜兴人，硕士研究生，主要从事
微生物鉴定及发酵产物的分析。Ｅ－ｍａｉｌ：ＨＪ１３６５５１６６２２７＠
１６３．ｃｏｍ。
通信作者：韦　萍，教授，主要研究方向为生物工程。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｅｉｐ５６
＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ。

　　传统的也是权威的酵母菌鉴定方法是首先依据形态学特
征和生理生化进行分析。２０世纪９０年代开始应用的商业化
Ｂｉｏｌｏｇ系统［１－２］，即测试微生物在鉴定板各孔中对不同碳源

的代谢能力进行菌种鉴定，这种鉴定也被称为代谢指纹图谱

分析。但该方法对于那些并未得到很好分离纯化的酵母菌，

在特殊条件（如强辐射、光照、酸碱条件等）下产生变异的新

菌种，其遗传密码和代谢途径可能发生了变化有时也难以辨

别。与传统分类法互补的分子生物学方法研究酵母菌的基因

型，主要以遗传物质核酸作为研究对象，更能反映其遗传本

质，对酵母菌的多样性分析能够提供基因水平的详细信息，使

鉴定更具准确性和遗传特异性。目前，常用分子生物学鉴定

酵母菌株的遗传信息最直接检测对象为：染色体基因组

ＤＮＡ、核糖体ＤＮＡ、线粒体ＤＮＡ，具体方法主要有基于聚合酶
链反应（ＰＣＲ）的酵母核糖体基因序列分析，例如 ２６ＳｒＲＮＡ
的Ｄ１／Ｄ２区域基因序列测序，５．８ＳｒＲＮＡ－ＩＴＳ－ＲＦＬＰ分析
等。本研究对于１株未知菌株从表型到代谢图谱到基因型多
种手段进行的鉴定，得出此菌株为浅白隐球酵母菌。由于其

独特的生长环境，该酵母菌各方面的特性都比较好，产物中有

含量比较高的多糖，而多糖的存在可能是菌体对环境中普遍

存在的抗菌物质的反应，如表面活性物质、细菌毒素、噬菌体、

抗生素、抗体等，所以野生菌株产生的胞外多糖对细菌的黏附

以及在竞争环境中的存活和生长都具有重要的作用［３］。近

年来，研究发现多种细菌的胞外多糖具有很强的生物学活性

和医学作用，然而浅白隐球菌一般是一种病原菌，有进一步分

析多糖的潜在研究价值。
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１　材料与方法

１．１　材料
菌株：实验室保藏编号为Ｊ２００２的菌株（由罗布泊地区分

离得到）；酵母菌基因提取试剂盒：ＯＭＩＧＡ公司产品；ＰＣＲ引
物：由金斯瑞公司合成；ＫＯＤ－ＰｌｕｓＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ｄＮＴＰｓ：
ＴＯＹＯＢＯ公司产品；ＨｈａⅠ、ＨａｅⅢ、ＨｉｎｆⅠ３种酶：ＴＯＹＯＢＯ公
司产品；ＰＣＲ扩增仪：ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司生产；ＧＩＳ－２００９
凝胶成像仪：伯乐公司生产；ＤＹＹ－６Ｂ电泳仪：北京六一公司
生产；Ｂｉｏｌｏｙ生物自动分析仪以及９６微孔板（ＹＴ板）：华粤公
司生产；其他培养基所用试剂均为市售分析纯试剂。

１．２　方法
１．２．１　酵母菌的鉴定
１．２．１．１　酵母菌形态观察　酵母菌在 ＹＰＤ斜面培养基
（ＹＰＤ培养基：葡萄糖２％，蛋白胨２％，酵母提取物１％，琼脂
粉２％）３０℃条件下培养２ｄ，直接刮取制成玻片，在显微镜下
观察未染色以及染色后的酵母菌的形态，同时又将活化的酵

母菌转接到液体培养基上３０℃过夜培养，稀释涂布于平板上
观察酵母菌的外观形态。

１．２．１．２　酵母菌生理生化试验　酵母菌的生理生化试验主
要是利用Ｂｉｏｌｏｇ自动分析仪来进行。将分离到的纯种用棉签
挑到无菌水中，配成指定细胞浓度的（酵母菌为４７％［４］，由比

浊仪测量浊度）菌悬液。将菌悬液按每孔１００μＬ的量加到
ＹＴ板（即９６微孔孵育板）后孵育（此孵育条件根据仪器扫描
所要的培养条件来定，各种菌有不同的培养需要，酵母菌为

２６℃ 孵育）。所有孔在刚开始时候都是无色的，当孵育一段
时间之后，那些能被细胞利用的碳源孔中的呼吸作用增强了。

增强呼吸作用导致四唑氧化还原染料被还原，变成紫色。同

时，能被利用的碳源孔中的微生物也开始生长，导致浊度变

高。孵育２４、４８、７２ｈ后，通过 ＹＴ板上显紫色及浊度变化所
产生的指纹图谱同Ｂｉｏｌｏｇ数据库中的数据进行比对。如果找
到匹配的，所分离出来的微生物即可得到鉴定。

１．２．１．３　酵母菌的２６ＳｒＤＮＡ的 Ｄ１／Ｄ２区域基因序列分析
　以提取的酵母菌总 ＤＮＡ为模板，用真菌２６ＳｒＤＮＡ的 Ｄ１／
Ｄ２区通用引物 ＮＬ１和 ＮＬ４［５］（ＮＬ１：５′－ＧＣＡＴＡＴＣＡＡＴＡ
ＡＧＣＧＧＡＡＡＡＧ－３′；ＮＬ４：５′－ＧＧＴＣＣＧＴＧＴＴＴＣＡＡＧＡＣＧ－
３′）作为上下游引物，扩增菌株 ２６ＳｒＤＮＡ的 Ｄ１／Ｄ２区域片
段，ＰＣＲ条件为：９４℃预变性２ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５６℃退
火３０ｓ，６８℃延伸４５ｓ。ＰＣＲ产物经电泳验证，将纯化后的
ＰＣＲ产物送至金斯瑞公司测序，拼接后的２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２
区序列于ＮＣＢＩ－ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的进行搜索，应用 ＢＬＡＳＴ
工具与已登陆的酵母菌２６ＳｒＤＮＡ序列进行比对，并利用软
件ＭＥＧＡ制成系统发育树。
１．２．１．４　酵母菌的５．８ＳｒＤＮＡ－ＲＦＬＰ酶切　以提取的酵母
菌的总 ＤＮＡ为扩增模版，以 ＩＴＳ１／ＩＴＳ４［６］（ＩＴＳ１：５′－ＴＣＣＧ
ＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＣ－３′；ＩＴＳ４５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴ
ＧＡＴＡＴＧＣ－３′）为上下游引物扩增５．８Ｓ－ＩＴＳ区域，ＰＣＲ条
件为：９４℃预变性 ２ｍｉｎ，９４℃变性 ３０ｓ，５８℃退火 ３０ｓ，
６８℃延伸４５ｓ。将扩增的片段用３种限制酶，分别是ＨｈａⅠ、
ＨａｅⅢ、ＨｉｎｆⅠ［７］进行单酶切，酶切的片段在 ＴＢＥ缓冲液中
电泳。电泳结果与由 Ｅｓｔｅｖｅ－Ｚａｒｚｏｓｏ等在１９９９年首次做的

５．８ＳｒＤＮＡ－ＲＦＬＰ的酶切图谱大全［８］进行比对。

１．２．２　酵母菌生长条件的研究
１．２．２．１　温度对酵母菌生长的影响　酵母菌于ＹＰＤ斜面培
养基上３０℃活化２ｄ，继而转接于 ＹＰＤ液体培养基，液体培
养基的装液量为５０ｍＬ，接种量为２％。３０℃过夜培养，调整
到统一的Ｄ６００ｎｍ＝１．０，进行２次扩大培养，培养条件相同，设
计不同的温度；温度分别为２７、３０、３３、３６、３９、４１℃，不同温度
下通过Ｄ６００ｎｍ值检测其细胞生长密度。
１．２．２．２　ｐＨ值对酵母菌生长的影响　酵母菌于 ＹＰＤ斜面
培养基上活化 ２ｄ，培养条件同上，调整到统一的 Ｄ６００ｎｍ ＝
１０，再次转接到 ＹＰＤ液体培养基中，设计不同的 ｐＨ值：ｐＨ
值分别为１．０、２．０、３．０、４．０、５．０、６．０、７．０、８．０、９．０、１０．０、
１１０、１２．０、１３．０、１４．０，在不同 ｐＨ值下通过 Ｄ６００ｎｍ处的值简单
检测其生长状况。

１．２．２．３　酵母菌生长曲线的研究　在 ＹＰＤ斜面培养活化酵
母菌，转接到ＹＰＤ培养液中过夜培养，调整到统一的Ｄ６００ｎｍ为
１．０，２次转接于ＹＰＤ培养液中，于３０℃培养条件下，根据培
养时间、生长密度，绘制出其培养周期内的生长曲线。

１．２．３　浅白隐球酵母产物的发现及含量测定　浅白隐球酵母
的产物方面已报道过的一般为油脂［９－１０］，但是这株经过强辐

射后的浅白隐球酵母的产物中有多糖。菌体以ＹＰＤ培养基按
上述培养条件培养６～８ｈ，控制菌数大约在１×１０７个／ｍＬ，按
上述接种量转接至发酵培养基。发酵培养基含葡萄糖３％、
硫酸铵０．３％、酵母提取物０．２％、水硫酸镁０．０５％。培养基
也以上述培养基条件培养，多糖含量以改进的苯酚 －硫酸法
跟踪测定［１１］。１０ｍｇ葡萄糖定容至１００ｍＬ，根据表１内容绘
制葡萄糖标准曲线。

表１　标准葡萄糖曲线制作

试验

编号

加样量

葡萄糖

溶液（ｍＬ）
葡萄糖浓

度（μｇ／ｍＬ）
蒸馏水

（ｍＬ）
６％的苯
酚（ｍＬ）

浓硫酸

（ｍＬ）

Ｄ６００ｎｍ
平均值

０ ０ ０ ０ １．０ ５．０ ００
１ ０．２ １２．５ １．８ １．０ ５．０ ０．６３５
２ ０．４ ２５．０ １．６ １．０ ５．０ １．２０１
３ ０．６ ３７．５ １．４ １．０ ５．０ １．７９８
４ ０．８ ５０．０ １．２ １．０ ５．０ ２．３７３
５ １．０ ６２．５ １．０ １．０ ５．０ ２．９９９

２　结果与分析

２．１　酵母菌碳氮源的利用分析及其检测
利用Ｂｉｏｌｏｇ自动扫描仪进行的分析，对碳／氮检测结果见

表２。
　　由表２可以初步得出，该酵母菌是浅白隐球酵母。根据
源数据进行分析，该酵母菌能利用多种碳氮源，具体利用情况

见表３，并且经过验证试验发现，对于葡萄糖跟蔗糖的利用程
度差不多，可利用碳源有：糊精、菊糖、纤维二糖、龙胆二糖、麦

芽糖、麦芽三糖、松三糖、棉籽糖、海藻糖。处于临界值：乙酸、

琥珀酸、异麦芽酮糖、山梨糖、水杨苷、山梨醇、阿拉伯糖醇。

与《酵母菌的特征与鉴定手册》中浅白隐球酵母的同化试验

数据相比大多碳氮源利用相同。
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表２　Ｂｉｏｌｏｇ自动扫描结果

序号 鉴定结果
可能性

（％） 相似性 距离
培养时间

（ｈ）

１ 浅白隐球酵母（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓａｌｂｉｄｕｓｖａｒ．ｄｉｆｆｌｕｅｎｓ） ７４ ０．６８１ １．０９３ ４８
２ 隐球酵母（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓａｌｂｉｄｕｓ） ２７ ０．２３９ １．４４０ ７２
３ Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｔｓｕｋｕｂａｅｎｓｉｓ ０ ０．０００ ４．４３４ ２４

表３　酵母菌碳氮源利用情况

碳源 同化情况 碳源 同化情况 碳源 同化情况

乙酸  谷氨酸 － 龙胆二糖 ＋
甲酸 － 脯氨酸 － 麦芽糖 ＋
丙酸  葡萄糖酸 － 麦芽三糖 ＋
琥珀酸 － 糊精 ＋ 松三糖 ＋

琥珀酸单甲酯酰 － 菊糖 ＋ 蜜二糖 －
天门冬氨酸 － 纤维二糖 ＋ 异麦芽酮糖 

棉籽糖 ＋ 水苏糖 － 蔗糖 ＋
海藻糖 ＋ 松二糖 － Ｎ－乙酰基－Ｄ－葡萄糖胺 －
Ｄ－葡萄糖 ＋ Ｄ－半乳糖 ＋ Ｄ－阿洛酮糖 －
Ｌ－山梨醇  水杨苷  Ｄ－甘露醇 ＋
Ｄ－山梨醇  Ｄ－阿拉伯糖醇  木糖醇 －
甘油 － 吐温－８０ －

　　注：“＋”表示反应结果为阳性；“－”表示反应结果为阴性；“”代表边界值。

２．２　酵母菌的２６ＳｒＤＮＡ的 Ｄ１／Ｄ２区域基因序列以及树状
图分析

以ＮＬ１和ＮＬ４作为上下游引物，扩增菌株２６ＳｒＤＮＡ的
Ｄ１／Ｄ２区域片段，片段长度在７００ｂｐ左右，电泳结果见图１。

　　该电泳结果条带单一，将此产物纯化后送至金斯瑞公司
测序，反馈的序列经过比对的系统发育树见图２。
　　系统发育树的分支表示是亲缘关系，离得越远亲缘关系
越低，彼此靠近的二者基本可以认定为同种（如果 ｂｌａｓｔ出来
后发现二者同源性非常高的话），而它们之间那个数值表示

这个同源性的可靠程度多高。数值越高表示二者的亲缘关系

（也就是同种）越可信。一般要 ＞９５才能表示是同种，６６以
上可以表示是亚种或者变种之类。构建此酵母系统发育树

时，选择了相似性高达９５％以上的序列作为比对对象，分析
出该酵母菌与模式菌株１０６６６等构成１个大分支，与浅白隐
球酵母为同 １个种，与罗伦隐球酵母为亚种关系或者变种
（图２）。
２．３　酵母菌５．８ＳｒＤＮＡ－ＲＦＬＰ单酶切结果

以引物扩增５．８Ｓ－ＩＴＳ区域 ＰＣＲ产物电泳见图３，片段
长度大概在６００ｂｐ左右，酶切片段见图４。图中目的条带清
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晰而明亮，长度约为６００ｂｐ，但是有杂带和引物二聚体条带，
本试验将目的条带切胶回收后进行单酶切反应。

　　从图３、图４看出，第一泳道为ＨａｅⅢ酶切片段，片段长度
为５００＋７０＋６０ｂｐ；第二泳道为ＨｈａⅠ酶切片段，片段长度为
３３０＋３３０ｂｐ；ＨｉｎｆⅠ酶切片段，片段长度为 ３５０＋１６０＋
１２０ｂｐ。参照 Ｅｓｔｅｖｅ－Ｚａｒｚｏｓｏ等在 １９９９年首次做的 ５．８Ｓ
ｒＤＮＡ－ＲＦＬＰ的酶切图谱大全的结果可以判定此酵母菌为浅
白隐球酵母。

２．４　温度、ｐＨ值对浅白隐球酵母生长的影响
将浅白隐球酵母培养于ＹＰＤ培养基上，进行２次转接后

以Ｄ６００ｎｍ为指标检测其生长状态，结果见图５、图６。
　　由于该浅白隐球酵母取自新疆罗布泊强辐射地区，生长
特性比一般酵母菌顽强，能在比较高的温度（３９℃）下生长，
除此之外强酸强碱（ｐＨ值３～１３）下也能较好地生长。相关
特性还需进一步研究。

２．５　浅白隐球酵母在最适温度以及ｐＨ值下的各生长时期
浅白隐球酵母于最适培养条件下探究其各个时期的具体

生长时间。

　　这株浅白隐球酵母的各生长时期与典型的酵母菌的生长

有很大的相似之处，在生长 ４～５ｈ后进入对数生长期，在
２２～２４ｈ后进入延缓期，２７ｈ后进入衰退期（图７）。

２．６　浅白隐球酵母形态特征
此株浅白隐球酵母呈现圆形或者卵圆形，以出芽生殖为

主，菌落为乳白色，圆形，凸起，边缘光滑（图８、图９）。

２．７　浅白隐球酵母多糖的含量
样品处理为１ｍＬ样品液加１ｍＬ蒸馏水，加１ｍＬ６％的

苯酚，加５ｍＬ的浓硫酸，沸水浴１０ｍｉｎ加热后以流水彻底冷
却，在４９０ｎｍ处测吸光度。葡萄糖标准曲线见图１０。将测
得的多糖Ｄ值换算成稀释后的值代入葡萄糖标准曲线，得到
多糖含量见图１１，多糖含量及活菌率见表４。
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表４　多糖含量测定

时间

（ｈ）
活菌率

（％）
多糖含量

（ｍｇ／ｍＬ）

１２ ９５．３３ ０．６４０
１８ ９０．２３ １．３９２
２４ ７６．３３ １．１９９
４８ ８．４３ １．０１７

　　注：多糖含量测定为 Ｄ４９０ｎｍ，稀释 ３０倍，分别测定 ３次取平

均值。　

　　由图１０得到葡萄糖标准曲线拟合方程为ｙ＝０．０４７５ｘ＋
０．０１４８，ｒ＝０．９９９７。该曲线方程的趋势线拟合度很高，相关
系数高达０．９９９７。
　　根据以上结果可以得出，浅白隐球酵母产物中的多糖含
量最高可达０．９ｍｇ／ｍＬ，在摇瓶发酵至１８ｈ后，产量达到最
高后随着菌体死亡速度的加快而下降。

３　结论与讨论

经多种方法鉴定得知，该酵母菌为浅白隐球酵母。该菌

株生长能够耐受较高温度，最高温度能达到３９℃，该菌株能
在强酸强碱中生存，最酸坏境ｐＨ值仅为３．０，最高碱度ｐＨ值
可达１３。经试验验证发现，自新疆罗布泊地区分离所得的该
浅白隐球酵母菌具有一定的抗辐射性能。酵母菌耐辐射性质

揭示，可能该酵母菌自身所产生的物质如多糖、蛋白质或者多

糖与蛋白的复合物，本菌株的产物可能是多糖具有抗辐射性

能，相关报道认为，多糖等物质能耐受辐射，王璐璐研究发现，

多糖ＡＥＰＳ具有清除自由基的能力，尤其是对羟基自由基和
超氧阴离子的清除能力非常显著［１２］；也有可能是酵母菌本身

的生长、代谢机制在外界条件下发生了变化，进一步研究，有

可能找到一种微生物耐辐射的新机制，有望将这类酵母菌选

作其他有利于微生物生长的候选产物的宿主细胞；也有可能

就是此酵母菌自身的某些特定基因的表达能耐受强辐射，张

永芹等利用ｐｐｒＩ基因转染救治小鼠致死性辐射损伤的研究
表明，ＰｐｒＩ蛋白质有可能成为一种新的来自原核生物的辐射
防护剂［１３］。他们研究发现，ｐｐｒＩ基因是一个对电离辐射抗性
起关键作用的ＤＮＡ修复开关基因。

无论是寻找到抗辐射产物，还是寻找耐辐射相关基因，对

这１株特殊条件地域获得的浅白隐球酵母的进一步研究都有
可能发现宿主细胞或者表达产物的新视野。
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