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研究报告 

出芽短梗霉细胞多形性及影响细胞分化因素探索 
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2 沈阳农业大学土地与环境学院  辽宁 沈阳  110866 

摘  要：【背景】出芽短梗霉(Aureobasidium pullulans)是在生活史中有酵母状细胞生长阶段，并合成

黑色素的一种黑酵母(Black yeast)，具有典型的细胞多形性，可分化形成酵母状细胞(Yeast-like cell，
YL)、膨大细胞(Swollen cell，SC)、厚垣孢子(Chlamydospore，CH)、菌丝(Hyphae，HY)、念珠状菌

丝(Monilioid hyphae，MH)、有隔膜膨大细胞(Septate swollen cell，SSC)、分生组织状结构(Meristematic 
structure，MS)，其中膨大细胞既可以作为生长的细胞类型，也可分化为其他的细胞类型。出芽短梗

霉的形态分化是可调控的，调控因子有 pH、温度、营养条件等。【目的】探究不同的氧气浓度、温

度、盐浓度、营养水平对出芽短梗霉细胞形态的影响。【方法】利用显微镜、美兰染色等技术观察不

同条件对出芽短梗霉细胞形态的影响。【结果】在完全无氧的试管底部菌体不能生长；在高层半固体

表层(高氧气浓度)，酵母状细胞(YL)在营养丰富的生长初期出芽繁殖，在养分匮乏的培养后期诱导

酵母状细胞(YL)经过膨大细胞(SC)形成厚垣孢子(CH)并合成黑色素；在营养丰富的生长初期，半固

体试管浅表层和中间层(微好氧)低浓度氧气诱导 YL 经过 SC 形成 HY 侵入性生长。养分差异对菌体

细胞多形性分化影响显著，环境适宜养分丰富(Yeast extract peptone dextrose medium，YPD)，以 YL
生长，不需要分化成 HY；环境适宜养分不丰富(Potato dextrose agar，PDA)，分化成 SC 或 HY 以适

应或逃离环境；环境不适宜养分匮乏时(Malt extract agar，MEA)，SC 或 HY 分化成 CH 或 MH 进入

休眠阶段。10% NaCl 胁迫降低菌体生长速度，抑制色素合成、HY 和 MH 的形成，并且细胞主要以

YL 生长繁殖。在相同质量浓度(10%)的 KCl 或 Na2SO4 渗透胁迫条件下，细胞多形性表型均为 YL
发达，HY 及 MH 被抑制，说明高渗胁迫阻止了酵母状细胞向菌丝和厚垣孢子的分化。温度实验中，

SC 比 YL 耐高温，MS 比 SC 耐高温。【结论】营养状态对出芽短梗霉细胞分化影响最大。 
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Abstract: [Background] Aureobasidium pullulans belongs to “black yeast” and can synthesize melanin. 
A. pullulans displays characteristic polymorphic cell types, such as yeast-like cell (YL), swollen cell (SC), 
chlamydospore (CH), hyphae (HY), monilioid hyphae (MH), septate swollen cell (SSC), meristematic 
structure (MS). The swollen cell can be further differentiated into chlamydospore, monilioid hyphae, 
septate swollen cell and meristematic structure. The differentiation of A. pullulans can be regulated by 
various factors such as pH, temperature and nutritional conditions. [Objective] To study the effects of 
different oxygen density, temperature, osmotic pressure, pH value and nutrition level on the morphology of 
A. pullulan cells. [Methods] The microscopic techniques and methylene blue staining were used to 
observe the effects of different conditions on cell morphology of A. pullulans. [Results] Growth of A. 
pullulan was not observed under completely anaerobic condition. Under high oxygen condition, the 
yeast-like cells budded at the early nutrient-rich stage. However, once the nutrient was gradually used up, 
the yeast-like cells started to form swollen cell and then to chlamydospore. Under low oxygen condition, 
the yeast-like cell grew into HY through SC at the beginning of incubation when nutrients are rich. The 
different nutrient concentration had significant effects on the polymorphic differentiation of A. pullulans. 
Yeast-like cells were the main types of cells in the yeast extract peptone dextrose medium (YPD) medium 
with high nutrition and optimal ambient conditions. The YL cell differentiated into SC or HY to adapt to or 
escape the environment in the potato dextrose agar (PDA) medium. The malt extract agar (MEA) medium 
was nutrient deficient, therefore the SC or HY differentiated into dormant cell CH or MH. The 10% NaCl 
depressed the growth rate of A. pullulans and inhibited the synthesis of melanin. The effect of 10% KCl or 
10% Na2SO4 on the cell differentiation of YL was the same as 10% NaCl, which suggests osmotic stress 
prevented the differentiation of yeast-like cells into hypha or chlamydospore. The SC was more resistant to 
high temperature than YL, but less resistant than MS. [Conclusion] Nutrition levels are the key factor 
regulating cell morphogenesis of A. pullulans. 

Keywords: Aureobacidium pullulans, Cell differentiation, Cell polymorphisms 

出芽短梗霉(Aureobasidium pullulans)是一种

世界性分布的酵母状真菌，由于其产生黑色素因此

俗称为黑酵母[1]。出芽短梗霉具有复杂的生活史，

有 酵 母 状 细 胞 (Yeast-like cell， YL)、 膨 大 细 胞

(Swollen cell ， SC) 、 有 隔 膜 膨 大 细 胞 (Septate 
swollen cell，SSC)、厚垣孢子(Chlamydospore，CH)、
菌丝(Hyphae，HY)等[2-3]多种细胞形态，这些多形

性细胞之间可以相互转变，属于真核细胞分化现

象。在出芽短梗霉的生活史中，可以产生重油[4]、

普鲁兰多糖[5-6]、苹果酸[5,7-8]、β-葡聚糖[9]、黑色素、

马索亚内酯[10]、酸性漆酶[11]。出芽短梗霉的细胞

形态不同产物也会不同[5-7]，为了获得需要的产物，

系统研究出芽短梗霉在不同条件下的分化规律很

有必要。 
不同条件对出芽短梗霉细胞形态影响的研究主

要在 20 世纪七八十年代，集中在酵母-菌丝体[12-13]

和酵母-厚垣孢子[14-15]两形性转变两个方面。出芽

短梗霉酵母和菌丝体形态的转变受许多环境因素

影响，有菌株特异性，在液体培养基和固体培养基

中表现很不相同[12]。Moragues 等[16]研究在无外加

碳源的情况下，n-Alkanol 可以诱导酵母状细胞向

菌丝体转化。Madi 等[17]发现外源添加 Ca2+可以抑

制酵母状细胞向菌丝体的转化，若限制供应 Ca2+，

菌丝体的比例增加。出芽短梗霉还具有由酵母状细
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胞分化形成厚垣孢子的特点，Brown 等[18]研究发

现氮源种类可以调控细胞分化，当以铵类为氮源

时，细胞形态以酵母状细胞为主，以硝态氮为氮源

时，主要是酵母状细胞和厚垣孢子，且厚垣孢子细

胞 壁 加 厚 [18] 并 在 胞 壁 中 大 量 积 累 黑 色 素 [19] 。

Bermejo 等[14]研究发现，pH 6.0 时出芽短梗霉以酵

母状细胞生长繁殖，不形成膨大细胞和厚垣孢子。

厚垣孢子由培养基不利环境诱导，pH 降到 3.0 以

下是形成厚垣孢子的必需条件[14,20]。孔维甲等[21]

研究发现，在最适 pH 条件下出芽短梗霉生长繁殖

以酵母状细胞和膨大细胞为主，证明膨大细胞是菌

体形态转化的中心环节。有研究发现假丝酵母和白

色念珠菌在不同的 pH 条件下会有酵母细胞和菌丝

体的相互转化以适应特定的环境[22]，在环境 pH 不

适时酵母状细胞分化为假菌丝，当环境 pH 适宜时

假菌丝可以出芽产生后代[23]。 
出芽短梗霉 NG 是本实验室从草莓果实分离

得到的，具有较强的吸附和定殖能力，可以抑制草

莓灰霉病。作为高产普鲁兰多糖的菌株，其在不同

的培养基中发酵液颜色不同，菌体的颜色也不同。

在菌体发酵过程中还会产生酸性漆酶类物质[11]，

可降解染料和氯酚[24]等物质。本文主要研究了营

养水平和温度、氧气、渗透压等环境条件影响细胞

多形性分化的规律，确定调控出芽短梗霉细胞分化

的重要环境因子，从而建立出芽短梗霉细胞分化的

调控模型。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌种 

出芽短梗霉 NG，本实验室保藏菌株。 
1.1.2  培养基 

种子培养基 YND (g/L)：葡萄糖 20.0，NaNO3 
6.4，酵母浸粉 0.2，KH2PO4 1.0，MgSO4·7.H2O 0.5，

pH 6.0±0.5。 
土豆培养基 PDA (g/L)：葡萄糖 20.0，去皮土

豆 200.0，pH 自然。 
YAD 培养基(g/L)：(NH4)2SO4 5.0，酵母浸粉

0.2，MgSO4·7.H2O 0.5，KH2PO4 1.0，pH 6.0±0.5。 
产糖培养基 YPD (g/L)：葡萄糖 20.0，蛋白胨

20.0，酵母浸粉 10.0，pH 6.0±0.5。 
麦芽糖培养基 MEA (g/L)：麦芽浸膏 20.0，pH 

6.0±0.5。 
以上所有培养基，固体培养基均加 2%的琼

脂粉。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

葡萄糖、酵母浸粉、蛋白胨、麦芽浸膏、磷酸

二氢钾、硫酸镁等均是国产分析纯，国药集团化学

试剂有限公司。 
台式恒温振荡器，上海精宏实验设备有限公

司；恒温培养箱，上海一恒科学仪器有限公司；光

学显微镜，奥林巴斯公司；紫外可见分光光度计，

上海仪电分析仪器有限公司；pH 计，赛默飞世尔

科技有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  种子液培养 

将 PDA 斜面于 28 °C 活化 24 h 的菌种接种到

YND 液体培养基，180 r/min 振荡培养 24 h 作为

预种子液，以体积比 1%接种 YND 液体培养基，

180 r/min 振荡培养 24 h 成为种子液。 
1.2.2  菌落培养特征 

将 PDA 斜面于 28 °C 活化 24 h 的菌种划线法

或点接法接种到 PDA、MEA 等平板表面，28 °C
倒置培养 7 d，每天观察菌落特征。 

1.3  细胞多形性分化及其影响因素 
探究不同条件对出芽短梗霉细胞多形性影响

时，所有液体培养的菌液取 100 μL 制片，若菌体

浓度过大，稀释到适当浓度，然后再取 100 μL 制

片，然后在显微镜的视野里随机选取 100 个单细胞

进行细胞形态观察和大小测定。用显微镜拍照，记

录菌体形态，MiE 软件(Olympus)测量细胞大小。 
1.3.1  氧气浓度 

将 OD560 约 3.0 的液体种子 100 µL，用移液管

混匀法接种到 10 mL 高层半固体 PDA (0.5%琼脂)
试管中，28 °C 静置培养 7 d。在高层半固体表层(高
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氧气浓度)、中间层(微好氧)、深层(低氧气浓度)分
别取样制成约 1 cm×1 cm 琼脂块，每天用显微镜观

察氧气浓度对菌体细胞多形性分化的影响。 
1.3.2  营养条件 

将 OD560 约 3.0 的液体种子 100 µL，涂抹法接

种于高营养水平的 YPD、中等程度的养分水平的

PDA、低营养水平的 MEA 平板上，28 °C 静置培

养。每天观察菌落形态特征，用显微镜拍照，记录

菌体形态。 
1.3.3  盐胁迫 

在 PDA 固体培养基中添加 0 (对照)、1%、5%、

10%的 NaCl 或 10% KCl 和 10% Na2SO4，制备平

板。将 OD560 约 3.0 的液体 100 µL，涂抹法接种于

固体平板(9 cm)表面，28 °C 培养 7 d。在表层取样

制成约 1 cm×1 cm 琼脂块，每天用显微镜观察盐胁

迫对菌体细胞多形性分化的影响。 
1.3.4  温度 

将 OD560 约 3.0 的液体种子 100 µL 接种于 5 mL 
PDA 液体培养基，分别于 28 (对照)、32、34 °C
控温 180 r/min 振荡培养 24 h。取样 100 µL 制片，

显微镜观察温度对菌体细胞多形性分化的影响。在

显微镜的视野里每样品随机选取 100 个单细胞，记

录各种细胞的数量(美兰染色区分死活细胞，分别

计数)，每处理 3 次重复。 

2  结果与分析 

2.1  出芽短梗霉细胞多形性 
出芽短梗霉菌株均有典型的细胞多形性特

征，具有酵母状细胞、膨大细胞、厚垣孢子和菌

丝(表 1)。 

2.2  菌落培养特征 
出芽短梗霉 NG 在固体 PDA 培养基上，1−2 d

菌落中心乳白色光滑湿润，粘稠易挑起，边缘菌丝

发达(图 1A)。3 d 后菌落中心变黑，菌落边缘菌丝

也变黑。在 MEA 平板上，由于营养不如 PDA 丰

富，出芽短梗霉 NG 菌落边缘菌丝发达，菌落中心

在培养 1−2 d 不湿润粘稠，不易挑起。在 1 d 后菌

丝迅速变黑(图 1B)。在 YAD 平板上，出芽短梗霉

NG 菌落干燥不湿润，边缘菌丝不发达。1−2 d 菌

落为脏白色，3 d 后变为黄色，7 d 后逐渐转为暗黑

色(图 1C)。在 YND 平板上，出芽短梗霉 NG 菌落

特征与在上述其他培养基上特征显著不同。7 d 内

菌落保持乳白色光滑湿润，粘稠易挑起，边缘菌丝

不发达，无色素合成(图 1D)。 
 

表 1  出芽短梗霉多形性细胞特性 
Table 1  Characteristics of various polymorphic cells of A. pullulans 

Characteristics cell type Polymorphism size (µm) Thickening of cell wall Melain Physiological function
酵母状细胞 
Yeast like (YL) 

椭圆或长圆 
Ellipse or long round  
(8.28±1.01)×(3.76±0.71)  

− − 生长 
Growth 

膨大细胞 
Swollen cell (SC) 

圆或长圆 
Round or long round  
(10.8±1.21)×(8.76±1.54) 

− − 生长 
Growth 

有隔膜膨大细胞 
Septate swollen cell (SSC) 

短链状 
Short chain 

− − 抗逆 
Resistance 

厚垣孢子 
Chlamydospore (CH) 

圆形 
Round (10.93±1.08)×(8.98±1.39) 

+ + 休眠 
Dormancy 

真菌丝 
Hyphae (HY) 

丝状 
Filaments 

− − 扩展 
Spread 

念珠状菌丝 
Monilioid hyphae (MH) 

长念珠状 
Long monilioid 

+ + 休眠 
Dormancy 

分生组织结构 
Meristematic structure (MS) 

分生组织状 
Meristematic 

− − 抗逆 
Resistance 

注：+：有；–：没有. 
Note: +: Have; −: No. 
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图 1  出芽短梗霉菌落培养特征  
Figure 1  Characteristics of colony of A. pullulans  
注：A：PDA 平板；B：MEA 平板；C：YAD 平板；D：YND 平板. 
Note: A: PDA; B: MEA; C: YAD; D: YND. 
 

2.3  不同条件对细胞形态的影响 
2.3.1  氧气浓度 

出芽短梗霉 NG 属于兼性好氧真菌。在高层半

固体表层(高氧气浓度)，酵母状细胞在营养丰富的

生长初期(1−2 d)出芽繁殖，在培养后期(3 d)养分匮

乏诱导 YL 经过 SC 形成 CH 并合成黑色素(图 2A)。
在营养丰富的生长初期(1−2 d)，高层半固体试管浅

表层和中间层(微好氧)低浓度氧气诱导 YL 经过

SC 形成 HY 侵入性生长(图 2B 和 2C)。中间层比

浅表层氧气浓度低，HY 更发达，利于菌株逃离厌

氧环境。 
2.3.2  营养条件 

在高营养水平的 YPD 平板上，出芽短梗霉 NG
以 YL 生长繁殖为主，7 d 后也很少形成休眠的 CH，

菌落边缘 HY 不发达(图 3A)。在中等程度的养分

水平的 PDA 平板上，先以 YL 生长繁殖为主，1 d
后就有大量 SC 和 CH 发育，同时有 HY 出现在菌

落边缘(图 3B)。在低营养水平的 MEA 平板上，不

能以 YL 为主生长繁殖，1 d 后形成发达的 HY，7 d
后形成 MH 进入休眠(图 3C)。 

 

 
 

图 2  氧气浓度对出芽短梗霉细胞分化的影响 
Figure 2  Cell differentiation of A. pullulans affected by oxygen concentration  
注：A：表层；B：浅表层；C：中间层. 
Note: A: Surface layer; B: Subsurface layer; C: Mesosphere. 

 

 
 

图 3  营养条件对出芽短梗霉菌落形态的影响  
Figure 3  Morphology of A. pullulans colonies affected by nutrition level  
注：A：YPD 上不形成菌丝；B：PDA 菌落边缘菌丝分化；C：MEA 菌丝状菌落. 
Note：A: No hyphae (HY) generate on YPD; B: HY generate at colony edge on PDA; C: HY type colony on MEA. 
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2.3.3  盐胁迫 
出芽短梗霉 NG 在 1% NaCl 平板上生长无影

响；5% NaCl 平板上菌落变黑延迟 24 h；在 10% 
NaCl 平板上生长延迟 24 h，菌落不变黑，菌体可

以生长繁殖形成乳白色光滑的酵母状菌落(图 4D)。
菌体以酵母状细胞为主，可形成部分膨大细胞，无

厚垣孢子和菌丝形成。以 10% NaCl 平板上的细胞

接种在 PDA 平板，菌落变黑的性状恢复。 
10% NaCl 胁迫降低菌体生长速度，抑制色素

合成。10% NaCl 部分抑制 HY 及 MH 形成，细胞

以 YL 为主生长繁殖(图 4D)。在相同质量浓度

(10%)的 KCl 或 Na2SO4 渗透胁迫条件下，细胞多

形性表型均为 YL 发达，HY 及 MH 被抑制，说明

高渗胁迫阻止了酵母状细胞向菌丝和厚垣孢子的

分化(图 5B 和 C)。 
2.3.4  温度 

出芽短梗霉 NG 在 28 °C PDA 液体培养以 YL
生长繁殖(图 6A)，YL 及其芽孢占活细胞总数

97.13%±1.33%，仅有少量分化成 SC (2.87%±1.33%)。
在 32 °C YL 分化为 SC，SC 横隔分裂形成 SSC
或出芽形成 SCB (图 6B)，SC 和 SCB 占活细胞

比例达 79.09%±7.76%，YL 仅有 18.92%±8.92%。

在 34 °C 高温胁迫条件下，SC 或 SSC 多向分裂形

成 MS (图 6C)，MS 成为主要细胞类型(占 86.37%± 
3.76%)抵抗逆境。YL 的死亡率随温度升高而升

高，在 28、32、34 °C 分别为 36.50%、75.93%和

94.23% ； SC 的 死 亡 率 始 终 保 持 在 30% 以 下   
(图 7B)。 

 

 
 

图 4  盐胁迫下出芽短梗霉菌落特征 
Figure 4  Characteristics of colony of A. pullulans under salt stress  
Note: A: PDA; B: 1% NaCl; C: 5% NaCl; D: 10% NaCl. 

 

 
 

图 5  高渗胁迫影响出芽短梗霉细胞分化 
Figure 5  Cell differentiation of A. pullulans affected by osmotic pressure 
Note: A: PDA; B: 10% KCl; C: 10% Na2SO4. 
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图 6  高温胁迫影响出芽短梗霉细胞分化 
Figure 6  Cell differentiation of A. pullulans affected by high temperature stress  
注：A：酵母状细胞 28 °C 出芽生殖；B：膨大细胞 32 °C 出芽或横隔分裂；C：34 °C 形成分生组织状结构. 标尺：10 µm. 
Note: A: Yeast like (YL) budded at 28 °C; B: Swollen cell budded or septated at 32 °C; C: MS was formed at 34 °C. Bar: 10 µm. 

 

  
 

图 7  pH (A)或高温(B)胁迫对细胞死亡率的影响  
Figure 7  The cell death rate of yeast cell and swollen cell under acid stress (A) or high temperature stress (B) 
注：*：P<0.005；**：P<0.000 5，以 pH 6.0 或 28 °C 为对照. 
Note: *: P< 0.005; **: P<0.000 5, compared to pH 6.0 or 28 °C respectively.  

 
3  讨论与结论 

出芽短梗霉 NG 的细胞形态转变具有一定的

规律性(图 8)，在固体平板上，与培养基接触的 YL
细胞因氧气浓度不足经 SC 分化为 HY，营养不充

足(MEA)促进 SC 向 HY 分化。在液体培养过程中，

氧气浓度相对充足，菌株 NG 较少有菌丝分化出

现。10% NaCl、10% KCl 或 10% Na2SO4 胁迫    
(图 5)降低菌体生长速度，抑制黑色素合成、HY
及 MH 的形成，细胞以 YL 为主生长繁殖。在高温

或酸性胁迫条件下出芽短梗霉 NG 形成分生组织

结构(图 6)，使菌体以群体方式生长抵抗高温逆 

境，而一般的真菌中只有孢子和厚垣孢子抗性较

强[25]。多形性变化与 pH 密切相关[6]，当 pH 为 6.0
时，出芽短梗霉 NG 以酵母状细胞生长繁殖，不形

成膨大细胞和厚垣孢子[6,14]。厚垣孢子在对数生长

期末由培养基不利环境诱导，pH 降到 3.0 以下是

形成厚垣孢子的必需条件[14,20]。酵母状细胞经由膨

大细胞转变成厚垣孢子，厚垣孢子细胞壁加厚[18]，

并在胞壁中大量积累黑色素[19]。 

环境酸碱度[6]和营养水平对细胞分化的诱导

作 用 表 现 一 定 的 规 律 。 营 养 匮 乏 和 环 境 酸 化

(pH≤3.0)双重不利条件下，不论在固体平板上或在 
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图 8  出芽短梗霉细胞多形性及影响因素[6] 
Figure 8  Cell polymorphisms and factors influencing cell differentiation of A. pullulans[6] 

 
培养液中，出芽短梗霉细胞均分化为休眠孢子 CH
或 MH。在固体平板上，pH>6.0 时(YND 平板)，YL
不分化。环境 pH 4.5 可以诱导 YL 分化成 SC，此时

即使同时营养物匮乏，也并不继续分化形成 CH。环

境 pH 和营养水平是诱导细胞分化的主要因子[6,21]，

使得深入研究出芽短梗霉细胞分化成为可能。 
在出芽短梗霉 NG 的多种细胞形态中，厚垣孢

子[26]产生黑色素，黑色素[27]能够帮助出芽短梗霉

抵抗紫外线、高渗胁迫及重金属毒害等多种逆境。

本实验中养分匮乏诱导膨大细胞 SC 分化为休眠的

厚垣孢子，合成大量黑色素。出芽短梗霉 NG 在

10% NaCl 条件下黑色素合成受抑制[27]。赵博等[28]

发现出芽短梗霉黑色素具有一定的抗氧化能力。

Yu 等[29]研究发现出芽短梗霉对重金属的吸附能力

与其黑色素分泌有关。因此，出芽短梗霉在重金属

污染的治理和在抗氧化方面具有广泛应用前景。 
出芽短梗霉作为产普鲁兰多糖的重要菌株，在

发酵后期会伴随有黑色素的产生，这对普鲁兰多糖

的纯化造成一定的困难[30]。如果能有效地控制细胞

向厚垣孢子分化，从而有效地减少黑色素的分泌，

对工业生产无色素污染普鲁兰多糖具有重要意义。 
国内外系统开展培养条件对出芽短梗霉分化

规律影响的研究还很少。由于出芽短梗霉遗传背景

还不清楚，关于出芽短梗霉细胞分化的研究还没有

深入到分子水平。本研究找到了控制细胞分化的主

要影响因素，可以通过精确调节环境条件控制细胞

分化，从而获得 YL、SC 或 CH 3 种类型细胞，分

别研究它们的生理生化特点、细胞结构和代谢产

物。对分离获得的不同种类的细胞进行转录组测序

比较分析，有助于从分子水平上揭开出芽短梗霉细

胞分化的奥秘。 
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