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摘  要：【目的】通过构建的人工耐酸系统，筛选耐受低 pH 值、乳酸及琥珀酸的菌株。【方法】

构建人工耐酸系统长期驯化菌株，利用不同 pH 的酸性平板进行筛选，从环境中筛选出一株对

低 pH 值、高浓度乳酸以及琥珀酸有很好耐受性的菌株。通过形态学特征、生理生化特征研究，

并结合 18S rDNA 基因序列分析及分子系统发育树的构建结果，确定菌株的种类。【结果】经过

酸性人工系统的长期驯化，筛选分离出一株耐受低 pH 值、高浓度乳酸以及琥珀酸的菌株 WJ-2，
经鉴定该菌株为酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)，其最适生长温度为 30 °C。酸性平板实验

显示该菌株能够耐受 pH 2.5 的酸性环境，同时对 9%的乳酸及 8%的琥珀酸也有很好的耐受性。

另外，耐酸菌株 WJ-2 在 pH 2.5、9%乳酸和 8%琥珀酸的培养环境中仍能保持相对中性的细胞

内 pH 值。【结论】通过构建人工酸性系统，成功筛选出一株对低 pH 值、高浓度乳酸以及琥珀

酸具有耐受性的菌株——酿酒酵母菌WJ-2，该方法可为筛选具有特定耐受能力菌株提供一个新

思路。 
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Isolation and identification of a low-pH, lactic acid and succinic acid 
tolerant strain 
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Abstract: [Objective] The aim of this study was to screen a low pH, lactic acid and succinic acid 
tolerant strain from the artificial acidic ecosystem. [Methods] A strain resistant to low pH, lactic acid 
and succinic acid was isolated from the artificial acidic ecosystem by acidic plates. We identified the 
strain by morphological and physiological traits, combined with 18S rDNA gene sequence and phy-
logenetic trees. [Results] A strain named WJ-2 with low pH, lactic acid and succinic acid tolerance 
was obtained and identified as Saccharomyces cerevisiae. Its optimal growth temperature was    
30 °C, and it could survive in acidic plate at pH 2.5 and grow in the plate with a lactic acid concen-
tration of 9% (W/V). WJ-2 also showed a succinic acid tolerance (8% succinic acid, W/V). WJ-2 also 
displayed a relative neutral intracellular pH when being challenged at pH 2.5, 9% lactic acid and 8% 
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succinic acid. [Conclusion] Artificial ecosystem is a good alternative to screen strain with specific 
characteristics. 

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Screening and isolation, Acid tolerance, Lactic acid tolerance, 
Succinic acid tolerance 

在微生物发酵过程中，不适宜的培养环境会抑

制微生物的生长，进而限制目标产品的产量，或者

影响菌株对环境的处理能力[1-2]。例如，在维生素

C 生产过程中，2-酮基-L-古龙酸的积累限制了
Bacillus megaterium菌株的生长，降低了维生素 C
的产量[3]；在乳糖酸生产过程中，乳糖酸的积累反

馈抑制 Pseudomonas taetrolens的生长，进而限制
了乳糖酸产量的提高[4]。同样，利用微生物进行碱

性含氮污水[5-6]与碱性烟道气体处理[7]也由于过于

碱性的发酵环境使得菌株的处理能力下降。因此提

高菌株在极端环境的耐受性成为研究热点。 
采用驯化的方式提高菌株的耐受性已经较为

常见。曹月婷等[8]通过对长双歧杆菌进行连续的耐

酸、耐氧以及耐胆盐驯化，最后得到一株对 3种因
素耐受性提高的菌株。孙军德等[9]通过不断降低培

养基的 pH值驯化出一株耐酸能力较原始菌株提高
52%的酵母菌。Hong 等[10]通过不断降低培养基中

半乳糖的含量筛选出一株半乳糖利用能力提高的

酵母菌。但是，通过构建人工极端环境来筛选具有

目标性状的菌株还较为少见，本研究旨在通过收集

中国天津、河北、山东、河南等不同省市的酸性土

壤、不同品牌的酸菜以及酸奶近 30种酸性样本，
并在培养基中添加乳酸和琥珀酸(必要时添加盐酸
以得到较低 pH 值)创造出一种极端的人工酸性环
境，目标为筛选出一株具有耐受高浓度酸的菌株，

并对其生长特性以及耐受性进行探究。构建人工耐

受系统为筛选具有特殊性状的菌株提供了一种新

思路。    

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株：菌株WJ-2为本实验室筛选分离得到；
参照菌株为酿酒酵母菌 Saccharomyces cerevisiae 
YSG50。 

1.1.2  主要试剂和仪器：核酸 Marker、真菌提取
试剂盒和 PCR 产物纯化试剂盒，天根生化科技有
限公司；dNTPs、Fast Pfu DNA聚合酶，北京全式金
生物技术公司；其余试剂均为国产分析纯。 

SW-CL-1G型单人净化工作台，苏州净化设备
有限公司；YXQ-LLS-50S11立式压力蒸气灭菌锅，
上海博迅实业有限公司医疗设备厂；Eppendorf 
22331 PCR 仪，德国 Eppendorf；Vortex-5 漩涡振
荡器，海门市其林贝尔仪器制造有限公司；AL204
电子天平，梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司；
L5-紫外可见分光光度计，上海精学科学仪器有限
公司；Q5000超微量分光光度计，美国 Quawell公
司；F-2700荧光分光光度计，日立高新技术公司；
S-4800场发射扫描电子显微镜，日本日立公司。 

1.2  培养基的制备 
1.2.1  PDA 培养基(g/L)：马铃薯(去皮) 300.0，葡
萄糖 20.0，固体培养基加琼脂 15.0，蒸馏水定容至
1 L，pH 6.0，1×105 Pa灭菌 30 min。 
1.2.2  LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母浸粉 
5.0，氯化钠 10.0，固体培养基加琼脂 15.0，蒸馏水
定容至 1 L，pH 7.0，1×105 Pa灭菌 30 min。 
1.2.3  YEPD培养基(g/L)：酵母粉10.0，蛋白胨20.0，
葡萄糖 20.0，蒸馏水定容至 1 L，pH 6.0，1×105 Pa
灭菌 30 min。 
1.2.4  磷酸钾缓冲溶液(PPB，g/L)：KH2PO4 12.52，
K2HPO4 1.39，蒸馏水定容至 1 L，pH 2.5，1×105 Pa
灭菌 30 min。 

1.3  人工酸性系统的构建及维护 
将收集的样品分别取适量置于以下不同 pH

值、不同浓度乳酸和琥珀酸的 500 mL广口瓶中，
如表 1所示。广口瓶瓶塞未拧紧，允许空气中的耐
酸菌株进入瓶内。每 2周从人工系统中筛选耐受较
低 pH值、较高浓度乳酸和琥珀酸的菌株。 
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表 1  酸性系统的构建方案 
Table 1  The construction of artificial acidic ecosystem 

编号 
The number of 

bottle 
pH 

乳酸含量 
Lactic acid 
content (%) 

琥珀酸含量 
Succinic acid 
content (%) 

编号 
The number of 

bottle 
pH 

乳酸含量 
Lactic acid 
content (%) 

琥珀酸含量 
Succinic acid 
content (%) 

1 4 49 4 
2 6 50 6 
3 8 51 8 
4 

4 

10 52 

4 

10 
5 4 53 4 
6 6 54 6 
7 8 55 8 
8 

6 

10 56 

6 

10 
9 4 57 4 

10 6 58 6 
11 8 59 8 
12 

8 

10 60 

8 

10 
13 4 61 4 
14 6 62 6 
15 8 63 8 
16 

5.0 

10 

10 64 

3.0 

10 

10 
17 4 65 4 
18 6 66 6 
19 8 67 8 
20 

4 

10 68 

4 

10 
21 4 69 4 
22 6 70 6 
23 8 71 8 
24 

6 

10 72 

6 

10 
25 4 73 4 
26 6 74 6 
27 8 75 8 
28 

8 

10 76 

8 

10 
29 4 77 4 
30 6 78 6 
31 8 79 8 
32 

4.0 

10 

10 80 

2.5 

10 

10 
33 4 81 4 
34 6 82 6 
35 8 83 8 
36 

4 

10 84 

4 

10 
37 4 85 4 
38 6 86 6 
39 8 87 8 
40 

6 

10 88 

6 

10 
41 4 89 4 
42 6 90 6 
43 8 91 8 
44 

8 

10 92 

8 

10 
45 4 93 4 
46 6 94 6 
47 8 95 8 
48 

3.5 

10 

10 96 

2.0 

10 

10 
注：添加酸性土壤、市售酸菜和市售酸奶作为菌源. 每 2天调节 pH值、每周补充营养物质、每周进行瓶间液体交换(从低压到高压).  
Note: Add acidic soil, pickled Chinese cabbage and yogurt in market to the artificial acidic system. Keep constant the pH value of every 
bottle broth, add nutrients to bottles every week, exchange strains from low challenged environments to higher challenged ones. 
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1.4  耐受菌株的筛选 
1.4.1  酸性固体培养基的制备：按需要配制不同

pH、乳酸(琥珀酸)浓度的 100 mL PDA (LB)培养基，
并装于 250 mL锥形瓶中，再取 3 g琼脂放入另一
个 250 mL 锥形瓶中。封好后均 1×105 Pa 灭菌    
30 min。在无菌条件下，将 PDA (LB)培养基加入
琼脂瓶中，封好。将混合好的培养基置于沸水浴中

10 min，期间摇动锥形瓶几次，将琼脂混均。最后，
将固体培养基放入微波炉加热，沸腾即取出。适当

冷却后，倒入灭菌过的平板中即可制成固体培养基。 
1.4.2  耐酸、耐乳酸和耐琥珀酸菌株的筛选：从不

同条件的人工系统中吸取 100 μL菌液分别涂布在
pH 3.0、2.5和 2.0的酸性 PDA和 LB固体培养基
上。30 °C培养 2−3 d，观察菌落生长情况。 

从不同条件的人工系统中吸取 100 μL菌液分
别涂布在乳酸浓度为 6%、8%和 10%的 pH 6.0的
PDA和 LB固体培养基上。30 °C培养 2−3 d，观
察菌落生长情况。 

从不同条件的人工系统中吸取 100 μL菌液涂
布在琥珀酸浓度为 4%、6%、8%和 10%的 pH 6.0
的 PDA和 LB固体培养基中。30 °C培养 2−3 d，
观察菌落生长情况。 

1.5  菌株的鉴定 
1.5.1  菌株的菌落形态观察：(1) 在 pH 2.5的固体
YEPD 培养基上稀释菌落涂布平板，30 °C 培养   
48 h，观察菌株生长情况及菌落特征。 

(2) 菌株在扫描电镜中形态：取 5 mL菌悬液
在 5 000 r/min、4 °C条件下离心 5 min，并用 pH 7.0
的磷酸盐缓冲溶液清洗 2 次。将收集到的菌体用
3% (质量体积比)磷酸盐缓冲液-戊二醛固定细胞 
2 h，再在 5 000 r/min、4 °C条件下离心 5 min，用
蒸馏水清洗 2次。将浓缩的细胞分别用 30%、50%、
70%、90%和 100%的乙醇溶液脱水处理 10 min。
把脱水后的细胞置于真空离心蒸发浓缩器干燥  
20 min，即得测试菌粉。将获得的菌粉在场发射扫
描电镜中观察形态。 
1.5.2  菌株的 18S rDNA 基因序列测定以及分子

系统发育树的构建：提取真菌 DNA，并针对真菌

的特异性 ITS 基因序列设计引物 [11]。上游引物

Forward：5′-TCCGTAGGTGAACCT-3′和下游引物
Reverse：5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′，PCR反
应体系：DNA模板 1 μL (<1 μg)、10 μmol/L上游引
物、下游引物各 1 μL、2.5 mmol/L dNTPs 5 μL、
5×PCR Buffer 10 μL、2.5 U/μL Pfu酶 1 μL、ddH2O
补足至 50 μL。反应条件：94 °C 5 min；94 °C 30 s，
55 °C 30 s，72 °C 1 min，30个循环；72 °C 5 min。 

将 PCR 产物中的目的片段用试剂盒纯化后送
金唯智公司测序，将测序得到的基因序列应用

BLASTn程序与 GenBank、EMBL、DDBJ和 PDB
等数据库中已知的序列进行相似性比较分析，再用

MEGA 5，使用 Neighbor-Joining 方法，构建系统
发育树[12]。 

1.6  耐酸菌株与对照菌株YSG-50生长曲线的

比较 
将耐酸菌株与对照菌株 YSG-50 均以 2%的接

种量接种于 pH 6.0和 pH 3.0的 YEPD培养基中，
置于 30 °C、转速为 200 r/min的恒温摇床培养箱中
培养 50 h。每隔 10 h用 L5-紫外可见分光光度计在
600 nm的条件下测量菌体的生长密度 OD值。 

1.7  耐酸菌株最适生长温度的确定 
用 NaOH调节 YEPD培养基至 pH 6.0，菌株

接种量为 2%，置于 25、30、35、40和 45 °C的转
速为 200 r/min的恒温摇床培养箱中培养 50 h。每
隔 10 h用 L5-紫外可见分光光度计在 600 nm的条
件下测量菌体的生长密度 OD值。 

1.8  菌株耐受能力实验 
1.8.1  耐酸菌株盐酸耐受性实验：将用 HCl 或者
NaOH调节 YEPD培养基的 pH分别为 2.0、2.5、
3.0、3.5、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 和 10.0，
接种量 2%，在 30 °C、200 r/min的恒温摇床培养
箱中培养 50 h，每隔 10 h用 L5-紫外可见分光光度
计在 600 nm的条件下测量菌体的 OD值。 
1.8.2  菌株对于乳酸的耐受性实验：配制不同乳酸

浓度的 YEPD培养基，在培养基中分别加入 2%、
4%、6%、8%、9%和 10% (体积比)的乳酸，再用
NaOH 调节 pH 至 6.0。一瓶不加乳酸，以 HCl 调
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节至 pH 6.0的 YEPD培养基作对照。接种量 2%，
在 30 °C、200 r/min的恒温摇床培养箱中培养 50 h，
每隔 10 h用 L5-紫外可见分光光度计在 600 nm的条
件下测量菌体的 OD值。 
1.8.3  菌株对于琥珀酸的耐受性实验：配制不同琥

珀酸浓度的 YEPD 培养基，在培养基中分别加入
2%、4%、6%、8%和 9% (质量体积比)的琥珀酸，
再用 NaOH 调节 pH 至 6.0。一瓶不加琥珀酸，由
HCl调节至 pH 6.0的 YEPD培养基作对照。接种
量 2%，在 30 °C、200 r/min的恒温摇床培养箱中
培养 50 h，每隔 10 h用 L5-紫外可见分光光度计在
600 nm条件下测量菌体的 OD值。 

1.9  耐酸菌株及参照菌株细胞内pH的测定 
1.9.1  耐酸菌株及参照菌株细胞内 pH 值的校正

曲线绘制：取对数期菌株 1 mL，8 000 r/min、4 °C
离心 5 min收集菌体，用 3 mL磷酸钾缓冲溶液 4 °C
清洗 3 遍。加入 5-(6-)二醋酸盐琥珀酰亚胺酯
(CFDASE)至终浓度为 30 μmol/L，振荡均匀后 40 °C
培养 20 min。随后在 8 000 r/min、4 °C离心 5 min
收集菌体，去除上清。用 3 mL 70%的乙醇溶液重
悬菌体，30 °C培养 30 min。8 000 r/min、4 °C离
心 5 min收集菌体。配制不同 pH的 PPB溶液，从
pH 2.0到 pH 10.0，分别用不同 pH的 3 mL PPB缓
冲液漂洗菌株 3次。最后用不同 pH值 PPB溶液定
容至 3 mL。室温培养 5 min之后置于荧光分光光
度计中，在激发波长为 490 nm和 435 nm，吸收波长
为 525 nm的条件下分别测量数值，进而求得 490 nm
激发条件下的吸收数值与 435 nm激发条件下吸收
数值的比值与细胞内 pH值之间的关系[13-14]。 
1.9.2  耐酸菌株及参照菌株在 pH 2.5 条件下细胞

内 pH 值的测定：耐酸菌株及参照菌株在 pH 2.5
的 YEPD培养基中培养。每隔 10 h取 1 mL菌体在
8 000 r/min、4 °C离心 5 min得菌体；用 3 mL的
磷酸钾缓冲溶液在 4 °C清洗 3遍。加入 5-(6-)二醋
酸盐琥珀酰亚胺酯(CFDASE)至终浓度为30 μmol/L，
振荡均匀后 40 °C培养 20 min。随后在 8 000 r/min、
4 °C离心 5 min收集菌体，用 3 mL的 PPB缓冲液
清洗 3遍，最后定容至 3 mL，室温培养 5 min后

置于荧光分光光度计中，在激发波长为 490 nm和
435 nm，吸收波长为 525 nm的条件下分别测量数
值，求得 490 nm激发条件下吸收数值与 435 nm激
发条件下吸收数值的比值，最后利用标准方程求得

细胞内 pH值[13-14]。 
1.9.3  耐酸菌株及参照菌株在 9%乳酸 pH 2.5 条

件下细胞内 pH 值的测定：耐酸菌株以及参照菌株

在 9%乳酸 pH 2.5的 YEPD培养基中培养。其余步
骤同 1.9.2。 
1.9.4  耐酸菌株及参照菌株在 8%琥珀酸 pH 2.5 条

件下细胞内 pH 值的测定：耐酸菌株以及参照菌株

在 8%琥珀酸 pH 2.5的 YEPD培养基中培养。其余
步骤同 1.9.2。 

2  结果与分析 

2.1  菌株筛选结果 
经过 7个月的驯化培养，pH 3.0和 pH 2.5的

酸性固体培养基上经涂布有菌落生长，pH 2.0的固
体培养基上没有观察到菌落；乳酸浓度为 6%和 8%
固体培养基上有菌落生长，浓度为 10%乳酸的平
板上没有生长菌落；琥珀酸浓度为 4%、6%和 8%
的固体培养基上有菌落生长，琥珀酸浓度为 10%
的固体培养基上没有菌落生长。经显微镜观察，初

步确定出 6株耐酸菌株。为了更确定地比较 6株菌
的耐酸性能，将这 6株菌株分别涂布在 pH 3.0、6%
乳酸和 6%琥珀酸的酸性平板上，结果如图 1所示。
编号为WJ-2的菌株在这 3种条件下的菌落数最多，
因此选其作为目的菌株并对其进行下一步研究。 

2.2  菌株鉴定结果 
耐受低 pH 值、高浓度乳酸和琥珀酸的菌株

WJ-2在 pH 3.0的 YEPD固体培养基上培养 2 d后
形成的菌落呈椭圆形或卵圆形，乳白色，表面隆起，

边缘整齐，表面光滑，无光泽，质粒粘稠(图 2)。经
扫描电镜观察，10 000 倍放大倍数电镜结果显示菌
体呈现卵圆形或者椭圆形(图 3A)，经测量其长×宽平
均为 3.00 μm×1.75 μm；参照酵母菌株 Saccharomyces 
cerevisiae YSG50 电镜结果平均为长×宽为 4.5 μm× 
3.5 μm (图 3B)。耐受菌株WJ-2比YSG-50的尺寸小。 
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图 1  6 株菌株在 pH 3.0 (A)，6%乳酸(B)和 6%琥珀酸

(C)条件下的生长情况 
Figure 1  Effects of pH 3.0 (A), 6% lactic acid (B) and 
6% succinic acid (C) on the growth of six strains 
 

18S rDNA 鉴定结果分析显示，WJ-2 的 18S 
rDNA共 1 450 bp，与 Saccharomyces cerevisiae的
相似度达到 99%以上，使用 MEGA 5 软件，采用
Neighbor-Joining 方法，构建系统发育树，分支左
侧的数值为聚类的置信度(%)，如图 4所示。该发
育 树 的 构 建 表 明 耐 酸 菌 株 与 酿 酒 酵 母 

 
 
图 2  耐酸菌的菌落形态 
Figure 2  The morphology of WJ-2 on the acidic plate 
 

 
(Saccharomyces cerevisiae)的亲缘关系最近，分支

置信度 63%，且由于菌株与菌株 Saccharomyces 

cerevisiae (JQ585703.1)具有最高的相似性 85%，结

合菌落形态观察结果可认为所得菌株为一株酿酒

酵母(Saccharomyces cerevisiae)。 

2.3  耐酸菌株WJ-2与对照菌株YSG-50生长曲

线的比较 
如图 5 所示，耐酸菌株 WJ-2 与对照菌株

YSG-50在 pH 6.0的培养条件下其生长曲线基本重
合，表明两株菌株在 pH 6.0 的条件下生长速率差
别不大。pH 3.0的培养条件对于耐酸菌株WJ-2的
生长速率影响较小，但是对于 YSG-50表现出明显
的抑制作用，表明耐酸菌株WJ-2的耐酸能力明显
高于 YSG-50。  

2.4  耐酸菌株最适生长温度 
如图6所示，耐酸菌株WJ-2在培养温度为30 °C

时菌体的生长速率最快且生物量最大。在其他温

度下菌株的生长温度都有不同程度的下降。尤其

在温度达到40 °C时，菌株生长受到了强烈的抑

制，可能由于维持菌株生长必需的关键酶活性在

该温度下受到了抑制，进而导致菌株生长缓慢。 

2.5  耐酸菌株对盐酸的耐受性实验结果 
如图 7 所示，耐受菌株 WJ-2 生存适应的 pH

范围较广，从 pH 2.5至 pH 9.0都有较高的生长速 
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图 3  WJ-2 与 YSG-50 菌株在扫描电镜下的形态对比(10 000×) 
Figure 3  The comparison of morphology of WJ-2 and YSG-50 (10 000×) 

Note: A: The morphology of Saccharomyces cerevisiae WJ-2; B: The morphology of Saccharomyces cerevisiae YSG-50. 
 

 
 

图 4  根据菌株的 ITS 区序列同源性建立的系统发育进化树 
Figure 4  Phylogenetic tree of the strain WJ-2 based on 18S rDNA sequences 

注：括号中的序号代表序列 GenBank中的登录号；分支点数字代表步长值；标尺代表序列间分歧度. 
Note: Number in parentheses represents the sequences’ accession number in GenBank. Numbers at the nodes indicate the bootstrap  
values on Neighbor-Joining analysis of 1 000 resampled data sets. Bar 0.002 represents sequences divergence. 
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图 5  耐酸菌株 WJ-2 与对照菌株 YSG-50 生长曲线的

比较 
Figure 5  The comparison between WJ-2 and YSG-50 in 
different pH conditions 
 

 
 

图 6  温度对耐酸菌株 WJ-2 生长的影响 
Figure 6  The effect of temperature on WJ-2 growth 
 

 
 

图 7  发酵液 pH 值对耐酸菌株 WJ-2 生长的影响 
Figure 7  Effects of pH value of fermentation broth on 
WJ-2 growth 

率。其中在 pH 6.0的条件下，WJ-2呈现出生长的最
大生物量，表明菌株最适生长 pH值为 6.0。当环境中
pH值降低到 2.0时或者大于 pH 9.0时，菌株的生长
受到了明显的抑制，表明菌株的耐酸极限是 pH 2.5。 

2.6  耐酸菌株对于乳酸的耐受性实验结果 
如图 8 所示，随着发酵时间的增长，耐酸菌

的生物量不断的增加。随着乳酸浓度的升高，耐

酸菌株的生长速率不断的降低，当乳酸浓度达到

9%时，耐酸菌株的生长速率开始有明显的下降趋
势。在乳酸浓度为 10%时，耐酸菌株的生长速率几
乎为零，这时菌株的生长受到了严重的抑制。由

该实验得知，耐酸菌株对于乳酸浓度的耐受极  
限是 9%。 

2.7  耐酸菌株对于琥珀酸的耐受性实验结果 
如图 9所示，随着发酵时间的增长，耐酸菌的

生物量不断的增加。随着琥珀酸浓度的增加，耐酸

菌株的生长速率不断降低，当琥珀酸浓度达到 8%，
耐酸菌株的生长速率受到了抑制。当其浓度为 9%
时，耐酸菌株的生长速率几乎为零，这时菌株的生

长受到了严重的抑制。由该实验可以得知，耐酸菌

株对于琥珀酸浓度的耐受极限是 8%。 

2.8  耐酸菌株与参照菌株细胞内pH值测量结果 
2.8.1  耐酸菌株 WJ-2 及参照菌株 YSG-50 细胞

内 pH 值标准曲线的绘制：如图 10所示，随着细
胞内 pH的升高，激发波长 490 nm与 435 nm的
比值不断增大，于 pH 10 之后达到平衡。采用
Henderson-Hasselbalch 方程拟合 [15-16]，得出    
菌 株 WJ-2 的 拟 合 方 程 为 Y=10.515 2+       
{−9.217 2/[1+exp(X−7.212 4)/0.715 07]}；其中 X代
表细胞内 pH值，Y代表激发波长 490 nm与 435 nm
的比值 (R490/435)； YSG-50 的拟合方程为 Y=   
11.242 74+{−9.927 06/[1+exp(X−7.117 07)/0.745 94]}。
其中 X代表细胞内 pH值，Y代表激发波长 490 nm
与 435 nm的比值(R490/435)。 
2.8.2  耐酸菌株 WJ-2 及参照菌株 YSG-50 在 3 种

酸刺激条件下细胞内 pH 值的变化趋势：如图 11
所示，随着发酵的进行，耐酸菌株 WJ-2 与参照 
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图 8  乳酸对耐酸菌株 WJ-2 生长的影响 
Figure 8  The effect of lactic acid on WJ-2 growth 

 
 

图 9  琥珀酸对耐酸菌株 WJ-2 生长的影响 
Figure 9  The effect of succinic acid on WJ-2 growth 

 

 
 

图 10  激发波长 490 nm 与 435 nm 比值(R490/435)与细胞内 pH 值之间的关系 
Figure 10  Correlation between excitation ratio 490 nm/435 nm (R490/435) and pHi of pH-equilibrated cells in buffers with 

pH ranging from 2.0 to 10.0 
Note: A: Saccharomyces cerevisiae WJ-2; B: Saccharomyces cerevisiae YSG-50. 
 

  
 
图 11  耐酸菌株 WJ-2 与参照菌株 YSG-50 分别在 pH 2.5，9%乳酸和 8%琥珀酸的 YEPD 培养基中细胞内 pH 值

随时间的变化曲线 
Figure 11  Correlation between intracellular pH of strain and time in the YEPD medium with a pH 2.5 value, 9% lactic 

acid and 8% succinic acid, respectively 
Note: A: Saccharomyces cerevisiae WJ-2; B: Saccharomyces cerevisiae YSG-50.  
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菌株 YSG-50细胞内 pH值不断降低。WJ-2菌株在

发酵过程中始终保持细胞内 pH值大于 6；而对于

参照菌株 YSG-50，在 3 种酸刺激下其细胞内 pH

均较 WJ-2 低，由此可见，耐酸菌株 WJ-2 比参照

菌株YSG-50在酸性环境中具有更好的维持细胞内

的 pH 值稳定的能力。这种性质可能与 WJ-2 的耐

酸性相关。不同浓度的 3种酸对于WJ-2的影响是

不同的，其影响从大到小依次为 8%琥珀酸和 pH 

2.5、9%乳酸和 pH 2.5、pH 2.5。琥珀酸对于菌株

的影响大于同浓度的乳酸。 

3  讨论 

近年来，利用微生物生产药物以及处理环境得

到了人们的广泛关注[6,17]，但是不适宜的发酵环境

以及处理环境限制了微生物的生长，进而导致发酵

或者处理效率的降低。具有特定耐受能力菌株的获

得是提高生产以及处理能力的关键，故需要建立一

种能够高效筛选具有特定耐受能力的菌株的方法。 

本实验通过采集中国不同地方的酸性土壤、不

同品牌的酸奶和酸菜，加入盐酸、乳酸以及琥珀酸

成功构建了不同梯度的酸性系统。经过长时间驯化

培养，并采用酸性固体培养基成功地从构建的酸性

系统中筛选出来一株能够耐受低 pH值、高浓度乳

酸和琥珀酸的菌株。经形态学观察以及 18S rDNA

基因序列分析，该菌株属于酿酒酵母菌属

(Saccharomyces cerevisiae)。通过对该耐酸菌株生

理生化特性分析可知其最适生长温度为 30 °C，可

以耐受 pH 2.5 的酸性环境，对于乳酸以及琥珀酸

的耐受性分别达到 9%和 8%，该菌株对于有机酸

的耐受性使其应用前景更为宽广。经扫描电子显微

镜观察其尺寸平均长×宽为 3 μm×1.75 μm，比对照

菌株 Saccharomyces cerevisiae YSG-50 平均尺寸 

长×宽为 4.5 μm×3.5 μm要偏小，相对小的尺寸可

能是WJ-2具有较高耐酸性的原因。 

为了探究酸性环境对于细胞的影响，还进行了

耐酸菌株WJ-2与参考菌株 YSG-50在 pH 2.5、9%

乳酸和 8%琥珀酸环境下细胞内 pH 值的测定。结

果表明耐酸菌株WJ-2在 3种酸的培养环境下，细

胞内 pH值都维持在 6.0以上且倾向于维持相对中

性的胞内 pH值；而参照菌株细胞内 pH值较耐酸

菌株偏低，耐酸菌株WJ-2较强耐酸性或许与细胞

具有很好的酸阻挡以及酸外排能力有关。耐酸菌株

对于盐酸以及乳酸的耐受性要明显高于琥珀酸，可

能是由于琥珀酸的积累对菌株 TCA循环和乙醛酸

循环造成了抑制作用[18]。故采用构建人工耐酸系

统定向筛选具有耐酸能力的菌株是可行的。 

在极端环境中筛选极端耐受微生物[19-20]或者

采用适应性进化(Adapted evolution)的方法定向驯
化菌株，使得菌株具有我们所期望的性质已经有所

报道[10,21]，但是通过构建人工酸性系统来定向筛选

大量耐酸菌株的方法还较为少见。本实验成功构建

了人工酸性系统，并且从中筛选出一株具有低 pH
耐受性、高浓度乳酸和琥珀酸的菌株。表明该方法

在定向筛选具有特定耐受能力的菌株方面具有明

显的优势，为以后获得极端耐受能力的菌株提供了

一种新的思路。 
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