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摘  要：针对高温（40 ℃）和高盐（18% NaCl）逆境设计了最低营养需求全合成培养基，分析了鲁氏接合酵母

（Zygosaccharomyces rouxii）在长期逆境下生长的营养需求差异，重点解析了酵母细胞从生长适应期到对数生长初

期阶段有机酸、氨基酸和糖类物质的代谢及基因表达差异。研究结果显示，遭遇高盐压力的鲁氏接合酵母细胞更需

要外源氨基酸，而补充维生素和氨基酸有助于缓解酵母细胞的高温压力。鲁氏接合酵母针对高盐和高温逆境采用了

差异明显的有机酸、氨基酸和糖代谢策略。MSN4（逆境转录子基因）和HOG1（高渗调控蛋白基因）响应高盐，

而HSF1（热激调控蛋白基因）和SOD1（超氧化物歧化酶基因）对高温响应。本研究加深了对耐盐鲁氏接合酵母耐

温机制的理解，有助于双抗新能力酿造酵母菌株的研制。
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Abstract: Complete synthetic minimal media for Zygosaccharomyces rouxii growth were designed for high temperature 

(40 ℃, HTS) and high salt stress (18% NaCl, HSS) in this study, and the difference in the nutritional requirements of 

Z. rouxii cells under long-term adverse environmental conditions was analyzed. The differences in the metabolism and 

gene expression of organic acids, amino acids and sugars during the period from the growth adaptation stage to the early 

logarithmic stage were highlighted between HSS and HTS conditions. The results showed that Z. rouxii cells exposed to 

HSS needed more exogenous amino acids, vitamin and amino acid supplementation alleviated HTS-induced damage in yeast 

cells. The adversity transcription gene MSN4 and the hypertonic regulatory protein gene HOG1 responded to high salt, while 

the heat shock regulatory protein gene HSF1 and the superoxide dismutase gene SOD1 responded to high temperature. In 

summary, different strategies for organic acid, amino acid and sugar metabolism were adopted by Z. rouxii in response to 

HSS and HTS. This study deepens the understanding of the mechanism of temperature tolerance in salt-tolerant Z. rouxii, 
which will contribute to the development of new brewing yeast cells with tolerance to both high salt and temperature.
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鲁氏接合酵母（Zygosaccharomyces rouxii）是一种重

要的产香食品酵母，在酱油酿造中发挥着重要作用[1-3]，

也是食品腐败微生物之一[4]。长期以来，鲁氏接合酵母具

备两种截然相反的特点，对高浓度盐的高耐受性和对高

温的高敏感性。该酵母的耐盐机理备受研究者的关注，

明确了高盐下酵母细胞的生理变化特点，筛选和鉴定出

一系列耐盐相关基因和蛋白[5-7]。然而，鲁氏接合酵母耐

温、耐盐特性差异研究较少，影响了双重抗性优良菌株

的构建。

微生物对逆境的响应机理研究对理解微生物与环

境的互作 [8]和构建高水平或新性状菌株 [9]非常重要。作

为食品酿造中常见的微生物，酵母细胞逆境响应机制研

究采用两种策略。第1种策略聚焦模式酵母细胞，主要

是酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）[10-12]，以期获

得普遍性的酵母耐受机制；第2种策略围绕具有特异性

状的酵母物种，如马克斯克鲁维酵母（Kluyveromyces 
marxianus） [13-14]、鲁氏接合酵母 [15-16]、解脂耶氏酵母

（Yarrowia lipolytica）等[17-18]，探索特定种属酵母的独

特的耐受机制。在各种逆境中，除了高浓度的不同外源

物外（如乙酸、乳酸、高糖等）[19-23]，作为环境基本参

数之一的温度是研究工作者持续关注的压力因子。针对

这些环境压力，研究者们从基因、转录、蛋白和生理等

不同层面和视角分析了酵母细胞对逆境的响应[24-27]。作

为酵母对外界环境响应的重要一环，逆境调控基因，如

HSF1（热休克转录因子1）、MSN2/MSN4（SNF1突变

蛋白2和4的多重拷贝抑制子）、HOG1（有丝分裂原激

活蛋白激酶）和SOD1（超氧化物歧化酶1）的变化决定

了细胞的生理状态和参与特定环境响应的基因集。虽然

HSF1p是典型的热激蛋白，但当酿酒酵母遭遇甲萘醌刺

激后，该蛋白充当了细胞拯救基因的激活剂，通过维持

氧化还原稳态和蛋白稳定避免细胞的氧化损伤[28]。作为静

止期糖酵解基因的主要调节因子，MSN4的缺失显著减少

了酿酒酵母对热激的响应或降低NaCl诱导的NTH1活性，

并且下调高渗透胁迫条件下细胞乙二醛酶I（glyoxalase 1， 

GLO1）的表达水平[29-31]。HOG1对细胞在逆境下的存活

至关重要。HOG1基因的失效会增强海洋酵母汉斯德巴

氏酵母（Debaryomyces hansenii）对高浓度NaCl的敏感

性[32]。过表达HOG1提高了酿酒酵母SPSC01对逆境的耐

受能力以及生物乙醇的产量[33]。对SOD1基因而言，该

基因的缺失可显著改变酿酒酵母细胞应答真菌细胞壁

抑制剂CFW（Calcofluor Write）胁迫的全基因组转录表 

达谱[34]，同时降低酿酒酵母细胞在高温和高渗透压逆境

下的耐受性[35]。然而，这些逆境调控基因在鲁氏接合酵

母适应不利环境时的作用尚未可知。此外，耐温机制研

究中所普遍采用的短时间高温刺激[36-39]并不能真实反映

酿造过程中鲁氏接合酵母所遭遇的长时间高温压力。同

时，在绝大部分研究中使用的酵母细胞通用培养基为酵

母提取物蛋白胨葡萄糖（yeast extract peptone dextrose，

YEPD），其营养丰富但物质组成不清的特性给寻找逆境

耐受关键基因带来干扰。

基于以上考虑，本研究针对酿造产香鲁氏接合酵

母，确定了全合成最少营养组分的培养基，基于此探索

酵母细胞在长时期（120 h）的高盐（18% NaCl）和高温

（40 ℃）胁迫下对营养需求特点，并进一步研究从适应

期到对数生长初期的有机酸代谢、氨基酸代谢、胞内相

容抗逆物质和重要逆境响应调控基因表达等方面的两种

逆境响应差异。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

鲁氏接合酵母2013310（中国典型培养物保藏中心

CCTCC M 2013310）是功能酵母和酿造微生物实验室从

中国传统食品酿造中分离出的1 株酵母菌株。

全合成生长通用培养基（葡萄糖20.0 g/L、硫酸镁

0.5 g/L、脯氨酸8.0 g/L、无氨基酵母氮源（yeast nitrogen 

base without amino acids，YNB）培养基1.7 g/L）被用于

酵母生长对照。YEPD固体培养基（酵母粉10.0 g/L、蛋

白胨20.0 g/L、葡萄糖20.0 g/L和琼脂15.0 g/L）被用于种

子液的制备，115 ℃、20 min灭菌。

全合成鲁氏接合酵母生长培养基（葡萄糖20.0 g/L、

脯氨酸4.0 g/L、磷酸二氢钾1.0 g/L、无水硫酸镁0.5 g/L、

泛酸钙1.0 mg/L和叶酸1.0 mg/L）被用于正常生理环境下

鲁氏接合酵母细胞的培养。高盐逆境全合成培养基为添

加有18% NaCl的全合成鲁氏接合酵母生长培养基。高温

逆境全合成培养基是含有30%葡萄糖的全合成鲁氏接合

酵母生长培养基，110 ℃、20 min灭菌。

以上试剂均为分析纯，购自国药集团化学试剂有限

公司。

1.2 仪器与设备

Labconco FreeZone 12 L冻干机 北京中科科尔仪

器有限公司；ZXMP-A1230恒温恒湿箱 上海智城分析

仪器制造有限公司；高速冷冻离心机 艾本德中国有限

公司；高压蒸汽灭菌锅 上海博迅实业有限公司医疗设
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备厂；JY02S紫外分析仪 北京君意东方电泳设备有限

公司；7890B型气相色谱 美国安捷伦公司；NanoDrop 

One C微量分光光度计 美国赛默飞世尔科技有限公司。

1.3 方法

1.3.1 种子细胞的制备和培养条件

在30 ℃静置培养2 d的鲁氏接合酵母种子瓶中加入

适量无菌水，轻微振荡混匀，制成种子细胞悬液。所有

培养条件下的初始OD600 nm均为0.5±0.1。除高温逆境培

养温度为40 ℃外，其他酵母细胞培养温度均为30 ℃。

所有培养条件下酵母细胞振荡培养转速和培养周期均为 

200 r/min和120 h。

1.3.2 样品的处理与检测

通过测定600 nm波长处的吸光度评判鲁氏接合酵母

的生长情况[40]。取培养液4 ℃、12 000 r/min离心5 min，

上清液和细胞沉淀分开收集，放入液氮淬灭1 min， 

－80 ℃保存备用。酵母细胞壁破碎采用物理破壁方法，

具体步骤如下：淬灭后的酵母细胞泥中加入2 mL 40%乙

醇溶液和玻璃珠（湿菌体与玻璃珠质量比为1∶5），涡旋

振荡20 min，－4 ℃、8 000 r/min离心5 min。所有上清液

转移至2 mL离心管，－4 ℃、12 000 r/min离心5 min，留

上清液。分别取400、500 μL和400 μL上清液至气相瓶，

冻干后用于胞内糖类、氨基酸和有机酸的检测。硅烷化

衍生方案、氨基酸的检测和有机酸的检测及其相应气相

色谱条件均参考Wei Yangjian等[41]的方法。硅烷化衍生

标准品包括甘油、琥珀酸、延胡索酸、苹果酸、酮戊二

酸、木糖、木糖醇、鼠李糖、柠檬酸/异柠檬酸、果糖、

半乳糖、草乙酸、葡萄糖、甘露醇、山梨醇、油酸酰

胺、阿魏酸、芥酸酰胺、蔗糖、乳糖、海藻糖、棉子糖。

氨基酸标准品包括甘氨酸、丙氨酸、缬氨酸、亮氨酸、异

亮氨酸、苏氨酸、脯氨酸、天冬氨酸/天冬酰胺/丝氨酸、

甲硫氨酸、谷氨酸、苯丙氨酸、色氨酸。胞内外代谢物标

准品包括正丁醇、乙偶姻、乙酸、丙酸 、丁酸、异丁酸。

1.3.3 逆境下的鲁氏接合酵母营养需求分析

考虑到作为蛋白质辅基的维生素的重要生理功能，

选择了7 种维生素（硫胺素、核黄素、烟酸、吡哆醇、

生物素、钴胺素和抗坏血酸）添加到培养基中。逆境下

的细胞可能遭遇能量物质供给不足，考察7 种能量相关物

质（AMP、ADP、ATP、GMP、IMP、GMP和UMP）对

鲁氏接合酵母细胞生长能力的影响。作为主要代谢途径

之一的丙酮酸溢流代谢和三羧酸循环代谢在逆境下的酵

母细胞中代谢活性可能下降，导致有机酸供给不足，因

此，8 种有机酸也是研究对象之一，包括丙酮酸、丙酸、

丁酸、草酰乙酸、反丁烯二酸、柠檬酸、苹果酸和α-酮

戊二酸。同时，基于逆境下酵母细胞可能出现氨基酸供

应不足的问题，选择14 种氨基酸（组氨酸、赖氨酸、

谷氨酰胺、色氨酸、缬氨酸、蛋氨酸、丝氨酸、天冬氨

酸、酪氨酸、异亮氨酸、亮氨酸、精氨酸、半胱氨酸和

谷氨酸）添加到培养基中。培养基中维生素、有机酸和

能量相关物质的终质量浓度均为1.0 mg/L。氨基酸终质量

浓度为4.0 g/L。

1.3.4 总RNA提取及反转录cDNA

无菌条件下收集200 mg湿菌体，放入无RNA酶的

2 mL EP管内，快速放入液氮中速冻5～10 min，随后贮

存在－80 ℃超低温冰箱中备用。总RNA提取试剂盒用于

提取总RNA。对RNA的浓度和纯度进行微量分光光度计

检测。采用R23-01逆转录试剂盒获得cDNA，聚合酶链式

反应（polymerase chain reaction，PCR）条件为50 ℃反应

15 min，85 ℃变性5 s。

1.3.5 real-time PCR测定

采用Q711试剂盒进行real-time PCR，相关参数按照

说明书。计算：ΔCt（循环阈值）＝Ct（目标基因）－ 

Ct（管家基因ENO1），－ΔΔCt＝Ct（对照样品）－ΔCt

（循环阈值）；最终以2－ΔΔCT计算其倍数变化。内参基因

为ENO1。
1.4 数据处理与统计分析

所有实验重复3 次。使用Excel软件进行统计分析

（计算平均值，确定标准差），并使用Origin Pro 2019b

及GraphPad Prism 9软件绘制变化图。使用SPSS Statistics 

23.0软件确定方差分析的显著差异。通过标准品的保留时

间，对检测的有机酸、氨基酸、糖类物质进行定性分析；

采用内标法对气相色谱数据进行定量分析。

2 结果与分析

2.1 建立全合成最低营养生长培养基

为了规避逆境非必要营养物质对代谢分析和基因表

达分析的干扰，同时也为寻找逆境必须营养物提供干净

的背景，以YNB为对照培养基和出发培养基，选取酵母

最适葡萄糖为唯一碳源，以脯氨酸为唯一氮源，采用单

因素递减策略对微量元素进行评估，建立鲁氏接合酵母

最低营养需求的全合成培养基。鲁氏接合酵母在全合成

培养基中及其不同逆境下的生长曲线如图1A所示。
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左轴表示YNB、全合成培养基的OD600 nm；右轴表示高

温、高盐逆境全合成培养基的OD600 nm。下标1～4.分别表

示全合成培养基0、24 h，高盐逆境全合成培养基48、8 h。

图 1 高温（40 ℃）和高盐胁迫（18% NaCl）下鲁氏接合酵母2013310

在全合成培养基中的生长变化（A）和显微镜观察（B）

Fig. 1 Growth changes of Z. rouxii 2013310 under HTS and HSS (A) and 

microscopic observation (B) of Z. rouxii 2013310 cultured in complete 

synthetic medium

鲁氏接合酵母2013310在YNB培养基培养120 h的最

大OD600 nm达到31.01±0.72，而在全合成培养基中培养

120 h最大OD600 nm只有14.22±1.23。同时，该酵母在全合

成培养基的高温和高盐逆境下培养120 h的最大OD600 nm

只有2.44±0.13和3.87±0.12。此外，与YNB培养基相

似，酵母细胞在全合成培养基中的生长曲线也显示出清

晰的适应期（0～12 h）、增殖期（12～84 h）和稳定期

（84～120 h）。由此可见，全合成培养基能满足鲁氏接

合酵母在正常生理环境下的生长增殖需求。鲁氏接合酵

母在高盐逆境下需要大约36 h适应环境，而在高温环境下

的适应期只有大约2 h。同时，在48 h时，高盐逆境下的

鲁氏接合酵母进入了对数生长前期，而高温下的酵母细

胞在4 h已经处于对数生长前期。可见，该酵母对高温环

境的适应能力比高盐逆境好。鉴于鲁氏接合酵母在两种

逆境下的不同生长曲线，高温逆境前12 h和高盐逆境前

48 h（适应期和对数生长初期）被用来研究鲁氏接合酵母

对两种逆境的响应差异。

通过扫描电镜观察鲁氏接合酵母2013310在全合成培

养基及不同逆境下的形态学差异（图1B）。在全合成培

养基培养下，鲁氏接合酵母菌体主要呈圆形的单细胞状

态（与正常状态下酵母形态一致），部分表面有褶皱，

有明显的出芽现象。发酵24 h后菌体全部呈圆形或椭圆

形，表面圆润饱满，光滑无褶皱。在高盐条件下，酵母

在48 h对数前期细胞缩小，表面出现严重的褶皱变化，大

部分呈单细胞存在。在高温条件下的酵母在发酵8 h后，

细胞大小较全合成培养基0 h较为接近，但存在部分细胞

表面出现褶皱，且分布似乎有絮凝的趋势，这可能与高

温对酵母细胞壁蛋白质结构影响有关[42]。高盐胁迫比高

温胁迫对全合成培养基培养条件下酵母细胞形态影响更

为显著；而相对于高温逆境，该酵母在高盐条件展现出

更高的生长活性。

2.2 鲁氏接合酵母逆境条件下的营养需求差异

酵母细胞对营养物质的获取只有两条途径，自身合

成或转运外源营养物。微生物基因表达和代谢在逆境下

会发生剧烈变化，对营养物的需求应该会发生相应的调

整。考虑到高温逆境和高盐逆境可能会关闭某些营养物

的自身合成途径，使得酵母细胞对营养物获取的方式发

生变化，因此，分析全合成培养基中8 种有机酸、7 种维

生素、7 种核苷类物质和14 种氨基酸对酵母细胞生长的

影响，将有助于阐明鲁氏接合酵母在面对高温逆境和高

盐逆境时的营养需求差异。

高盐逆境下的鲁氏接合酵母2013310的生长不需要

额外有机酸，但丙酮酸和草酰乙酸却能促进高温逆境

下酵母细胞的增殖，较对照分别提高了34.5%和24.2%

（图2A）。无论是高盐还是高温逆境，鲁氏接合酵母

2013310对丙酸和正丁酸敏感。这两种有机酸几乎完全

抑制了高盐逆境下酵母细胞的生长。高温逆境下，添

加丙酸、正丁酸的鲁氏接合酵母2013310 OD600 nm较对照 

（OD600 nm＝2.81）分别降低了85.1%、74.0%。高盐逆境

下，不同类型维生素对鲁氏接合酵母高盐胁迫下生长无

显著效果（图2B1）；高温逆境下，维生素的添加，在整

体上促进了菌体生长，其中添加硫胺素菌体OD600 nm较对

照（OD600 nm＝2.51）提高了1.47 倍（图2B2）。不同类型

核苷酸在两种条件下对鲁氏接合酵母2013310生长均无显

著影响（图2C）。

氨基酸的添加对高盐和高温胁迫下的鲁氏接合酵母 

2013310生长有明显影响（图2D）。高盐逆境下，蛋氨

酸、酪氨酸、谷氨酰胺、色氨酸均能缓解菌体所受高

盐胁迫，OD600 nm较对照分别提高2.72、3.40、2.73 倍和

2.42 倍；高温逆境下，能缓解细胞所受胁迫的氨基酸有

赖氨酸、谷氨酰胺、色氨酸、天冬酰胺、酪氨酸、亮氨

酸和精氨酸，其OD600 nm较对照分别提高52.0%、31.1%、

49.2%、34.5%、66.2%、19.4%和57.1%。丝氨酸和半

胱氨酸均并不利于鲁氏接合酵母2013310耐受高盐和高 

温胁迫。

总体而言，遭遇高盐压力的鲁氏接合酵母细胞更需

要外源氨基酸，而补充维生素和氨基酸有助于缓解酵母

细胞的高温压力。这些结果也表明，鲁氏接合酵母的维

生素和氨基酸自我合成代谢被高温压力所抑制。同时，

谷氨酰胺、色氨酸、酪氨酸是鲁氏接合酵母细胞在两种

环境压力下均需要的氨基酸。缬氨酸和蛋氨酸是鲁氏接

合酵母细胞在高盐压力下生长所需的独特氨基酸，而赖

氨酸、天冬酰胺和精氨酸是高温压力下鲁氏接合酵母细

胞所需的独特氨基酸。由于氨基酸是蛋白质的重要组成

单位[43]，蛋白质又参与酶的形成、物质的转运及稳定细

胞结构等[44]，这表明有必要从蛋白层面进一步研究鲁氏

接合酵母对高盐和高温压力响应的机理。
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图 2 鲁氏接合酵母2013310在高盐和高温胁迫下的营养需求

Fig. 2 Nutritional requirements of Z. rouxii 2013310 under HTS and HSS

2.3 高盐和高温胁迫下鲁氏接合酵母胞内外代谢物差异

有机酸具有多重生理功能，也参与了生命体核心

代谢途径，如丙酮酸溢流代谢和三羧酸循环。在选取

的6 种被检测有机酸物质中，两种逆境下的鲁氏接合

酵母2013310细胞的胞内均只有乙酸被检测到，而且

变化过程相似，如图3所示。乙酸在细胞生长适应前期

（高盐的12 h，高温的2 h）在细胞内大量积累，最高

含量分别达到（78.60±3.23）μg/g（细胞干质量，下

同）和（126.30±10.56）μg/g。在随后的12 h（高盐） 

或2 h（高温），胞内乙酸水平大幅下降，分别降为

（19.54±3.56）μg/g（高盐，24 h）和（38.30±7.02）μg/g 

（高温，4 h）。此后，乙酸含量几乎维持稳定。

在高盐逆境下也只检测到单一的胞外有机酸乙酸

（图3B1）。乙酸在生长前期（0～12 h）快速积累并在

12 h达到峰值（（364.09±15.65）μg/L），24 h后乙酸被

快速消耗至（117.09±17.01）μg/L（36 h）。在高温下，

除了乙酸，胞外还存在多种有机酸，包括正丁醇、丙

酮、丙酸、丁酸和异丁酸。除乙酸外，5 种有机酸在培养

的前2 h就完成了胞外的积累。乙酸在胞外持续积累，最

大质量浓度达到（566.32±13.76）mg/L（10 h）。乙偶

姻是一种酮类物质，是鲁氏接合酵母在胞外积累的第二

大化合物。乙酸代谢可能在鲁氏接合酵母长期适应高
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温高盐压力中起着重要的作用，是有机酸代谢的关键

环节。推测乙酸的存在有利于乙酰辅酶A的合成，因为

乙酰辅酶A是一种重要的抗逆中间代谢物[45]。同时，考

虑到全合成培养基的特点，胞外有机酸的出现源于胞内

有机酸代谢及其分泌。相比于高盐压力，糖代谢在高温

压力下更活跃。可见，鲁氏接合酵母针对高盐和高温逆

境采用了不同的有机酸代谢策略。无论是高盐还是高温

胁迫，鲁氏接合酵母均不会在胞内积累有机酸，这应该

是避免有机酸的伤害，与前面营养需求研究结果一致。
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图 3 高盐和高温胁迫下鲁氏接合酵母2013310胞内外代谢物的差异

Fig. 3 Differences in intracellular and extracellular metabolites in  

Z. rouxii 2013310 under HTS and HSS 

2.4 高盐和高温胁迫下鲁氏接合酵母氨基酸代谢的差异

由于本研究使用的是最低营养需求的全合成培养

基，除脯氨酸外其他氨基酸只能来自细胞自身代谢过

程。鲁氏接合酵母2013310氨基酸代谢对高盐压力和

高温压力的响应差异巨大，如图4所示。鉴于脯氨酸与

其他氨基酸在含量上存在巨大差异，胞外脯氨酸的变

化未在胞外氨基酸图中呈现。高盐压力下，只检测到

4 种氨基酸（苏氨酸、异亮氨酸、色氨酸和苯丙氨酸） 

（图4A1、B1），远低于高温压力下的7 种氨基酸（脯

氨酸、谷氨酸、异亮氨酸、苯丙氨酸、天冬氨酸、色氨

酸和蛋氨酸）（图4A2、B2）。异亮氨酸、色氨酸、苯

丙氨酸参与了鲁氏接合酵母对高盐和高温的响应。苏氨

酸只参与高盐压力响应，脯氨酸、谷氨酸、天冬酰胺、蛋

氨酸只参与高温压力响应。异亮氨酸和脯氨酸分别是高盐

压力和高温压力下酵母胞内主要响应的氨基酸。高盐压力

下，异亮氨酸在0～12 h快速积累至（119.34±0.56）μg/g， 

然后，基本在121.80 μg/g附近波动；高温条件下，脯氨酸

含量在0～6 h快速积累至峰值（（117.30±5.18）μg/g）， 

然后呈下降趋势。色氨酸和蛋氨酸分别是高盐压力和高

温压力下酵母胞外主要响应的氨基酸。高盐逆境下，培养

24 h色氨酸快速累积至（17.97±0.01）μg/L，36 h下降至

（7.04±0.01）μg/L；高温压力下，甲硫氨酸含量在0～6 h

快速累积并在6 h达到峰值（（197.50±7.48）mg/L）， 

8 h存在小幅下降至（164.10±6.85）mg/L，后维持稳

定。结合营养需求差异分析（图2B2），色氨酸是值得关

注的鲁氏接合酵母耐受逆境的氨基酸。
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图 4 高盐和高温胁迫下鲁氏接合酵母胞内外氨基酸的差异

Fig. 4 Differences in intracellular and extracellular amino acids in  

Z. rouxii 2013310 under HTS and HSS

2.5 高盐和高温胁迫下鲁氏接合酵母抗逆代谢物的差异

微生物合成抗逆代谢产物来抵御环境压力是一种

重要的压力响应机制。如图5所示，鲁氏接合酵母胞内

糖代谢对高盐和高温逆境产生了两种截然不同的响应。

高盐逆境下的鲁氏接合酵母细胞内只有鼠李糖和半乳

糖（图5A）。在适应初期的12 h，酵母细胞大量积累

鼠李糖，而半乳糖在胞内只有少量增加，但二者在24 h

下降。进入细胞生长期时，这两种糖的胞内浓度显著

上升。与之不同，高温逆境下鲁氏接合酵母胞内存在

葡萄糖、海藻糖、木糖醇和甘油（图5B）。传统上的

抗逆保护剂（海藻糖和甘油）在鲁氏接合酵母胞内只有

极少量的积累，最大含量分别为（369.00±21.01）μg/g 

和（268.10±21.18）μg/g（8 h），而木糖醇水平却显著

上升（（1 788.20±100.56）μg/g，8 h）。这表明对鲁氏

接合酵母2013310而言，木糖醇，而非海藻糖和甘油，是

其高温压力下的抗逆保护剂。Wei Yangjian等[41]的研究也

证实了处于稳定期的鲁氏接合酵母在高温环境下会大量

合成木糖醇。然而，本研究结果表明，高盐压力下的鲁氏

接合酵母细胞内没有葡萄糖。这可能是两个因素导致的：

其一，高盐下的鲁氏接合酵母对外源葡萄糖的转运能力不

强[46]，导致胞内葡萄糖浓度处于检测线之下；其二，对高

盐环境下的鲁氏接合酵母而言，葡萄糖可能并不是最适碳

源，胞内葡萄糖被快速转化成其他糖类物质。全合成培养

基中添加木糖醇、海藻糖、甘油对鲁氏接合酵母在高盐环

境下的生长均有促进作用，相比空白对照，OD600 nm分别

提高了115.4%、217.0%、223.9%（数据未显示）。

0
0 2412 36 48

1 000

5 000

4 000

A

3 000

2 000

/
µg

/g

/h

0
0 42 1086 12

1 000

7 000
6 000
5 000
4 000

B

3 000
2 000

/
µg

/g

/h

图 5 高盐胁迫（A）和高温胁迫（B）下鲁氏接合酵母2013310 

糖类代谢物的差异

Fig. 5 Differences in intracellular carbohydrate metabolites in  

Z. rouxii under HSS (A) and HTS (B)

2.6 相关基因在高盐和高温胁迫下的时间表达差异

全局调控基因在生命体响应外界环境变化中扮演

重要角色。营养需求和代谢层面所展示的鲁氏接合酵母

2013310对高盐和高温逆境的响应差异说明两种逆境下的相

关全局调控基因和抗逆基因表达存在不同。4 种常见的逆境

响应调控基因在两种逆境下的时序表达差异如图6所示。

在高盐逆境下，热激调控蛋白基因HSF1表达量除

在24 h下调29.3%外，其他培养时间的表达量没有显著

改变。逆境调控响应基因MSN4以及渗透胁迫响应基因

HOG1表达量均在12 h上调，分别为初始的1.4、1.3 倍。

氧化胁迫调控基因SOD1转录表达水平在整个培养阶段均

低于初始对照。可见，MSN4和HOG1是两个主要参与鲁

氏接合酵母对高盐适应生长的调控基因，且主要在适应

初期（12 h）发生响应。Dhar等[47]通过对实验室进化所构

建的耐盐酿酒酵母中的压力响应基因表达分析发现MSN4
的表达水平显著上调。在对汉斯德巴氏酵母的盐和氧化

压力进行分析时，Laura等[48]发现用200 mmol/L NaCl处理

该酵母10 min已能导致MSN2和HOG1上调。HOG1蛋白参

与基因表达的现象在极端耐盐的黑酵母Hortaea werneckii
中也能观察到[49]，这些结果与鲁氏接合酵母相似。虽然

高盐常常被认为会引起氧化胁迫，然而鲁氏接合酵母细

胞并没有遭遇氧化胁迫，这可能是研究采用的低营养环

境导致。

在高温逆境下，热激调控蛋白基因HSF1表达量随培

养时间延长持续上调，在12 h上调到最大值（5.1 倍）。

逆境调控响应基因MSN4相对转录水平在12 h内无显著变

化。渗透胁迫响应基因HOG1转录水平随培养时间延长持

续下调，2、4、12 h分别下调41.7%、43.8%、69.3%。氧

化胁迫调控基因SOD1转录水平在培养2 h上调至2.3 倍，

但随后上调水平逐渐回落。可见，除MSN4外，其他3 种

调控基因均参与了鲁氏接合酵母对高温逆境的适应。与

酿酒酵母HSF1在热刺激初期大量上调而后恢复至正常水

平的现象不同[50]，鲁氏接合酵母在高温逆境下持续增加

HSF1表达用于满足增殖期间蛋白体系稳定的需要。虽然

30%葡萄糖达不到超渗水平，但该浓度对HOG1的表达产
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生抑制效应，引起了氧化胁迫（SOD1表达上调）。考虑

到不同逆境之间存在交联关系[48]，鲁氏接合酵母中高温

抑制高渗而激活氧化胁迫的机理还有待深入研究。
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图 6 鲁氏接合酵母2013310相关基因对高盐逆境和高温逆境的响应

Fig. 6 Responses of genes in Z. rouxii 2013310 to HTS and HSS 

3 结 论

温度压力和盐压力是鲁氏接合酵母在酱油高盐固态

发酵过程中遭遇的主要逆境[51]。与其他环境压力不同，

微生物对这两种逆境无法通过采用降解压力因子的方式

缓解。本研究基于低营养全合成培养基，在营养、代谢

和转录3 个层面分析了鲁氏接合酵母2013310从生长适应

期到对数生长初期的高盐和高温逆境响应。总体而言，

该酵母采用了不同的策略来适应高温和高盐逆境。遭遇

高盐压力的鲁氏接合酵母细胞更需要外源氨基酸，而补

充维生素和氨基酸有助于缓解酵母细胞的高温压力。谷

氨酰胺、色氨酸、酪氨酸和乙酸代谢对酵母细胞适应高温

和高盐逆境极其重要。本研究加深了对耐盐鲁氏接合酵母

耐温机制的理解。同时，微生物不同抗性之间存在交互 

作用[52-53]。鲁氏接合酵母耐高盐的特性与对温度的高敏感

性之间的关联性有待研究，这将有助于为双抗逆新型鲁氏

接合酵母细胞株的构建提供方向和着力点。
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