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研究报告 

解脂亚罗酵母 P12 单倍体的制备 
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摘  要：【背景】目前解脂亚罗酵母在实验研究和工业生产方面的应用越来越广泛，但相较于常规酵

母而言，解脂亚罗酵母缺乏简便有效的遗传转化体系，致使其在基因表达调控方面存在较大困难。

同时，酵母的染色体倍性也会对基因敲除效果产生影响，选择单倍体细胞作为功能基因改造的受体

可以避免等位基因之间相互作用的影响，解决多倍体细胞基因敲除不完全的问题。【目的】以解脂亚

罗酵母诱变菌株 P12 为研究对象，以不同方法分离得到单倍体菌株，建立解脂亚罗酵母单倍体的制

备方法。【方法】分别采用固体和液体 McClary 产孢培养基诱导解脂亚罗酵母菌株产生子囊孢子，培

养条件为 30 °C，固体 7−14 d；液体 200 r/min，2−4 d。以 2%浓度的蜗牛酶 33 °C 水浴裂解子囊孢子

细胞壁 3 h，通过染色镜检和 PCR 鉴定筛选单倍体细胞。【结果】镜检结果表明，解脂亚罗酵母在液

体产孢培养基中产孢速度较快，相同视野下孢子数约为固体产孢培养基的 3.7 倍，在固体产孢培养

基中产孢质量较好。初步探索并筛选得到 6 株解脂亚罗酵母 P12 B 型单倍体菌株。【结论】解脂亚罗

酵母 P12 B 型单倍体菌株的获得可为后续继续开展基因工程操作奠定基础。 

关键词：解脂亚罗酵母 P12，子囊孢子，单倍体，MATA/MATB 
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Abstract: [Background] Currently, with the in-depth study of the yeast and the completion of the whole 
genome and mitochondrial gene sequence determination, Yarrowia lipolytica is popular for using in 
experimental research and industrial production. However, compared with conventional yeasts, the lack of 
effective genetic transformation system is also difficulties in gene regulation for Y. lipolytica. At the same 
time, the chromosome ploidy of yeast will also affect the transformation. When the haploid cells are as 
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receptors for functional gene modification, it can avoid the effect of interaction between alleles. Solve the 
problem of incomplete gene knockout in polyploid cells. [Objective] The mutant strain P12 of         
Y. lipolytica was used as the research object. The haploid protease was isolated by different methods, with 
the aim of establishing a method of preparing haploid strains of Y. lipolytica. [Methods] Y. lipolytica 
strain was induced to produce ascospores by solid McClary sporulation medium with the culture condition 
at 30 °C for 7−14 d and liquid McClary sporulation medium with the culture condition at 200 r/min for    
2−4 d, respectively. Then the ascospore cell wall was lysed with 2% snail enzyme at 33 °C for 3 h. Finally, 
the haploid cells were screened and identified by staining microscopy and PCR. [Results] The growth rate 
of Y. lipolytica was faster in liquid sporulation medium, and the quality of sporulation was better in solid 
sporulation medium. In the same field of view, the number of spores in the liquid sporulation medium was 
about 3.7 times higher than in the solid sporulation medium. Moreover, six strains of Y. lipolytica P12 type 
B haploid were obtained through preliminary exploration and screening. [Conclusion] This research laid 
the foundation for the subsequent continued operations of genetic engineering.  

Keywords: Yarrowia lipolytica P12, ascospores, haploid, MATA/MATB 
 

解脂亚罗酵母，又称解脂耶氏酵母(Yarrowia 

lipolytica)，属于半子囊菌纲的一种非常规酵母[1]。

“非常规”是指该酵母与应用广泛的酿酒酵母和粟酒

裂殖酵母在分子生物学、生理学、遗传学等方面

都有着较大的区别[2]，例如：解脂亚罗酵母通常利

用有机酸作为碳源，有着特殊的 rDNA 结构，缺乏

RNA 聚合酶 I 等[3]。解脂亚罗酵母与子囊菌属酵母

在 RNA 聚合酶 II 的启动子及转录相关因子上发生

巨大分化，因此，解脂亚罗酵母中的大部分基因

很难在酿酒酵母中直接表达；另外，解脂亚罗酵母

的基因组大小为 20.5 Mb，远小于酿酒酵母基因

组，其基因组中 GC 含量约为 51%，而且密码子的

偏好性也与曲霉更为相似[3]。解脂亚罗酵母在自然

界中分布广泛，由于该酵母分解疏水性底物的能

力较强[4]，因此在奶酪、地沟油等富含脂类和蛋白

质的环境中分布更为集中。 

解脂亚罗酵母是非致病性酵母，该酵母大多

数不能在超过 32 °C 以上的温度生长，而且属于严

格需氧型微生物，目前欧洲食品安全局就解脂耶

氏酵母生物质作为新型食品的安全性发布意见中

也对其安全性进行了认证[5]。自 1942 年首次发现

解脂亚罗酵母后，其不同寻常的生理特性受到了

越来越多的关注与研究。随着对该酵母的深入研

究以及全基因组和线粒体基因序列测定的完成，

解脂亚罗酵母在实验研究和工业生产方面的应用

越来越广泛。例如，解脂亚罗酵母对多种有机化

合物、盐浓度以及 pH 的变化范围具有很强的耐受

性，使其生产工艺得到了优化并促进了非糖原料

的应用[6]。研究者们发现解脂亚罗酵母可以通过代

谢烷烃生产多种不同类别的代谢产物，如类胡萝

卜素、聚酮化合物、纳米颗粒[6]、各种蛋白质[7]、

赤藓糖醇和 γ-癸内酯[8]等。但是目前已有的研究结

果表明，相较于常规酵母如酿酒酵母而言，解脂

亚罗酵母在基因调控方面依旧存在较大困难，缺

乏有效的基因调控工具也是阻碍该菌株进一步应

用的主要问题[9]。 

解脂亚罗酵母是工业常用赤藓糖醇生产菌株

之一，而提高赤藓糖醇的产量一直是研究的热点

问题。由于传统的菌种改良技术难以使赤藓糖醇产

量得到进一步提高，因此基因工程技术是进行菌

种改良的有效手段之一。本研究团队采用同源重

组的方法对 E4-2 菌株的 EYK1 基因进行了敲除，但

实验结果表明 EYK1 基因未能被完全敲除，只是表

达量降低，推断可能存在等位基因间的干扰，选

择单倍体细胞作为功能基因改造的受体可以避免

等位基因之间相互作用的影响，因此，诱导解脂

亚罗酵母产孢并获得其单倍体成为关键的一步。

解脂亚罗酵母是严格异源的物种，具有 2 种交配类
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型(MATA 和 MATB)[10]，MATA 基因座是通过互补

作用克隆而来的，因此具有将 MATB 型子囊孢子

恢复为 MATB/MATB 二倍体的能力[11]。单倍体细

胞的交配型由 MATA 和 MATB 决定，因此可以采

用 PCR 的方式进行倍型鉴定。 

目前，针对赤藓糖醇生产菌株解脂亚罗酵母

的单倍体制备分离及基因工程育种的研究鲜见报

道。因此，本试验以解脂亚罗酵母诱变菌株 P12 为

研究对象，分别采用液体和固体产孢培养基进行

产孢试验，并对分离得到的单倍体菌株的接合型

进行 PCR 鉴定，以期建立解脂亚罗酵母单倍体的

制备方法，为后续基因工程育种和提高赤藓糖醇

产量提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器及培养基 

7.5%孔雀石绿，西陇化工股份有限公司；

0.5%番红，北京东胜泰博科技公司；2%蜗牛酶，

Biodee 公司；酵母基因组提取试剂盒，天根生化

科技(北京)有限公司；DNA Marker，TaKaRa 公

司。恒温培养箱，上海一恒科学仪器有限公司；

PCR 仪，Bio-Rad 公司；高速冷冻离心机，Eppendorf

公司。 

McClary 产孢培养基参照文献[12]配制；YPD

培养基参照文献[13]配制。 

1.2  方法 

1.2.1  子囊孢子的诱导 

将解脂亚罗酵母 P12 菌株接种至 YPD 液体培

养基中，30 °C 进行初始培养，将活化后的菌液分

别接种于液体和固体产孢培养基，置于 30 °C 恒温

培养，摇床转速为 200 r/min。固体培养基培养

7−14 d，液体培养基培养 2−4 d。在显微镜下观察

子囊孢子的形成情况，并计算产孢率： 

100% 
数

产
总细 数

子囊孢子
孢率

胞
。 

1.2.2  子囊孢子的染色 

从解脂亚罗酵母 P12 菌株的固体产孢培养基上

蘸取适量菌体(或从液体产孢培养基中吸取 10 μL

菌液)，均匀涂抹在载玻片上固定菌体；采用 7.5%

的孔雀石绿染液染色 1 min；用蒸馏水冲洗孔雀石

绿染液后，用 95%的酒精脱色 20 s，再次进行水

洗；采用 0.5%的番红染液染色 30 s，蒸馏水清洗

后室温下自然干燥；用显微镜观察染色后的解脂

亚罗酵母子囊孢子体。 

1.2.3  子囊孢子的分离及单倍体的获得 

向解脂亚罗酵母 P12 菌株的固体产孢培养基

中加入无菌生理盐水，制成孢子悬液，同时吸取

1 mL OD600 为 1.0 的液体产孢培养基中的菌液，分

别于 10 000 r/min 离心 10 min 后收集菌体沉淀；用

浓度为 2%的蜗牛酶处理菌体，33 °C 水解 3 h，再

58 °C 水浴 8 min 以终止酶解反应，之后将离心管

移入冰中至完全冷却；向离心管中加入无菌小磁

珠、液体石蜡和生理盐水，于 30 °C、200 r/min 条

件下培养 45 min，将菌液涂布于 YPD 固体培养基

上，继续培养至产生单克隆，挑取单克隆至固体

产孢培养基中再次培养后，通过显微镜观察子囊

孢子的形成情况，将能够确定为单倍体的菌株用

甘油保存。 

1.2.4  酵母基因组的提取 

采用酵母基因组提取试剂盒提取解脂亚罗酵

母基因组，步骤按说明书操作。回收 DNA 后采用

PCR 和琼脂糖凝胶电泳进行 DNA 的检测。 

1.2.5  单倍体倍型的 PCR 检测 

设 计 引 物 MATA-F 、 MATA-R 、 MATB-F 、

MATB-R (表 1)，PCR 反应体系(20 μL)：DNA 模板

1 μL，2×Taq PCR Master Mix 10 μL，MATA-F 或

MATB-F (5 μmol/L) 1 μL，MATA-R 或 MATB-R  

(5 μmol/L) 1 μL，ddH2O 补足 20 μL。PCR 反应条

件：98 °C 5 min；95 °C 30 s，47 °C 30 s，72 °C  

1 min，34 个循环；72 °C 10 min。A 倍型菌株预

计产生 534 bp 大小的条带，B 倍型菌株预计产生

100 bp 大小的条带，二倍体菌株预计在 534 bp 和

100 bp 处均有扩增条带产生。 
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表 1  解脂亚罗酵母 P12 单倍体倍型验证引物 
Table 1  Yarrowia lipolytica P12 haplotype verification 
primer 
引物名称 

Primers name 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

MATA-F GTCATCCATTCGTTCTGTTTTA 

MATA-R TGTCTTTGTTCCAGAACCATAT 

MATB-F CACAATTGCCTAAACTAGAGAT 

MATB-R GTGCATGAATAATATCGGGGTA 

 
将 PCR 产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳检测。以

90 V 恒定电压进行电泳约 40 min，将琼脂糖凝胶

在 EB 染料中染色后用清水洗涤，在凝胶成像仪中

成像，参照 DNA Marker 确定单克隆的倍型。 

2  结果与分析 

2.1  产孢试验 

染色后，解脂亚罗酵母 P12 菌株的二倍体呈红

色，子囊孢子体呈绿色，因此可以采用染色的方

法进行区分。 

为了比较二倍体解脂亚罗酵母 P12 菌株在固体

和液体培养基的产孢效果，挑取产孢培养基中长

出的单菌落进行染色镜检，结果如图 1 所示，图 1A

为 YPD 液体培养基中生长的二倍体镜检图，菌体

形态为酵母型(圆形)；图 1B 为液体产孢培养基中

生长的菌体镜检图，菌体较小，虽然有子囊孢子

体(染色呈绿色)但数目较少；图 1C 为固体产孢培

养基上生长的菌体镜检图，菌体呈现出酵母型、

菌丝型和假菌丝型 3 种形态，能观察到较为明显的

呈绿色的子囊孢子体。 

2.2  单倍体的获得 

将产孢培养后的解脂亚罗酵母培养液用蜗牛

酶处理 3 h，加入小磁珠、液体石蜡和生理盐水，

30 °C、200 r/min 培养 45 min，再次染色镜检。结

果如图 2 所示，呈红色的为解脂亚罗酵母二倍

体，呈绿色的为解脂亚罗酵母孢子体。与图 1C 相

比，孢子的数量明显增多，说明蜗牛酶处理后

可以明显增加单倍体的数量，但二倍体未能完

全去除。 

 
 
图 1  不同培养基中的酵母细胞 
Figure 1  Yeast cells in different media 
注：A：培养于液体 YPD 培养基；B：培养于液体产孢培养基；

C：培养于固体产孢培养基 

Note: A: Cultivated in liquid YPD medium; B: Cultivated in liquid 
McClary medium; C: Cultivated in McClary sporulation medium 

 

 
 
图 2  蜗牛酶处理后的解脂亚罗酵母镜检图 
Figure 2  Microscopic examination of Yarrowia lipolytica 
after snail enzyme treatment 

 



1678 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

2.3  单倍体的分离 

经过一系列的培养筛选后，挑取形状规则、表

面光滑的解脂亚罗酵母单菌落再次接种于液体产

孢培养基中，染色镜检，结果如图 3 所示。图 3A

为 YPD 固体培养基培养得到的单菌落，图 3B 为

单倍体细胞，其不能再形成孢子，菌体染色结果呈

红色。 

2.4  酵母基因组的提取 

提取的解脂亚罗酵母 P12 菌株的基因组 DNA 

(图 4)，以此为模板 PCR 扩增得到解脂亚罗酵母 

 

 
 
图 3  解脂亚罗酵母 P12 单倍体 
Figure 3  Haploids of Yarrowia lipolytica P12 
注：A：YPD 固体培养基中培养得到的单菌落；B：单菌落的

染色镜检 

Note: A: Single colony cultured in YPD solid medium; B: Staining 
microscopic examination of single colonies 

 
 
图 4  解脂亚罗酵母基因组 DNA 
Figure 4  Yarrowia lipolytica genomic DNA 
注：M：DL15000 DNA Marker；1、2：解脂亚罗酵母 P12 菌株

基因组 DNA 

Note: M: DL15000 DNA Marker; 1, 2: Genomic DNA of Yarrowia 
lipolytica P12 strain 

 
MATA 和 MATB 基因的片段，用作后续单倍体倍

型鉴定的阳性对照。 

2.5  单倍体倍型鉴定 

采用 PCR 扩增的方式验证单倍体的倍型，若

534 bp 处出现条带则为 A 倍型菌株，若 100 bp 处

出现条带则为 B 倍型菌株，若 534 bp 和 100 bp 处

均有扩增条带产生则为二倍体菌株。PCR 扩增结

果如图 5 所示，其中，1、2 号泳道分别为 A 型和 

 

 
 
图 5  单倍体 PCR 鉴定结果 
Figure 5  The PCR results of haploid identification 
注：M：DL2000 DNA Marker；1：阴性对照(A 型引物)；2：阴性对照(B 型引物)；3：阳性对照(A 型引物)；4：阳性对照(B 型引

物)；5、7、9、11、13、15、17、19、21、23：单克隆样品(A 型引物)；6、8、10、12、14、16、18、20、22、24：单克隆样品

(B 型引物) 

Note: M: DL2000 DNA Marker; 1: Negative control (Primer A); 2: Negative control (Primer B); 3: Positive control (Primer A); 4: Positive 
control (Primer B); 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23: Monoclonal samples (Primer A); 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24: Monoclonal 
samples (Primer B) 
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B 型的阴性对照；3、4 号分别为 A 型和 B 型的阳

性对照；5−24 号泳道每两条泳道为一组，对应

1−10 组样品，单号泳道加入 A 型引物，双号泳道

加入 B 型引物。从图 5 可见，1、4、6、7、8、   

9 组仅扩增出 100 bp 的条带，说明该 6 组样品为  

B 型单倍体。 

3  讨论与结论 

解脂亚罗酵母独特的 rDNA 结构、多种转录因

子、密码子结构以及自主复制序列(Autonomously 

Replicating Sequence，ARS)功能在实验研究和工

业生产上都引起了巨大的关注[14]。与酿酒酵母不

同的是，解脂亚罗酵母通常利用有机酸作为碳

源，其 RNA 聚合酶 II 的启动子及转录相关因子与

子囊菌属酵母发生了巨大分化，其 7sRNA 和

snRNA[15]大小与真核生物接近，但是在氨基酸水

平上与酿酒酵母的一致性不足 60%[3]，因此，解

脂亚罗酵母中的大部分基因很难在酿酒酵母中直

接表达。单倍体解脂亚罗酵母细胞的交配型取决

于 MAT 基因座上的交配基因 MATA 和 MATB[11]。

酿酒酵母及一些传统酵母菌种可以在 Ho 核酸内切

酶的介导下切换它们的交配类型，但由于解脂亚

罗酵母缺乏 Ho 核酸内切酶，因此无法切换其交配

类型[16]。 

在制备解脂亚罗酵母 P12 单倍体时，PCR 鉴

定结果显示只筛选出 6 株 B 型单倍体菌株，未见

有 A 型单倍体菌株，通过查阅国内外相关资料发

现，解脂亚罗酵母有 MATA 和 MATB 这 2 种交配

类型，这与二倍体 PCR 鉴定结果一致；然而筛选

得到的均为 B 型单倍体菌株，推测可能的原因是：

在通常情况下自然界筛选出的解脂亚罗酵母普遍

为 B 型单倍体。由于解脂亚罗酵母中不存在交配

型 突 变 体 ， 同 时 该 酵 母 的 交 配 率 极 低 [17] ( 通     

常<0.1%)，而 MATA 基因座最初是通过互补作用克

隆 而 来 的 ， 具 有 将 MATB 型 子 囊 孢 子 恢 复 为

MATB/MATB 二倍体的能力，因此，最初筛选得

到的是 B/B 纯合二倍体菌株，而且纯合 B 型二倍体

具有非交配表型的特征。由于 B 型纯合二倍体菌

株中存在 MATA 位点，因此二倍体 PCR 鉴定能够

扩增得到 A 基因，而 B 型单倍体菌株没有产孢的

能力则是由于丢失了 A 基因，导致 PCR 鉴定时仅

能扩增出 B 基因，因此最终筛选得到的 6 株单倍体

菌株均为 B 型单倍体。 

解脂亚罗酵母作为一种严格需氧的非致病性

酵母，其在赤藓糖醇生产中得到了广泛的应用，

为了进一步提高赤藓糖醇的产率，需要借助基因

工程的手段。本研究以解脂亚罗酵母 P12 为研究对

象，选用 McClary 为产孢培养基，培养条件为

30 °C，固体 7−14 d，液体(200 r/min) 2−4 d，发现

解脂亚罗酵母在液体产孢培养基中产孢速度较

快，在固体产孢培养基中产孢质量较好；初步探

索并筛选得到 6 株解脂亚罗酵母 P12 B 型单倍体菌

株，期望在后续的研究中以单倍体作为功能基因

改造的受体，从而避免等位基因之间的影响，实

现 EYK1 基因的彻底敲除，使赤藓糖醇的产率有较

为明显的提高。 
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