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细胞壁组分在红酵母 RS1 高耐铝中的作用研究
① 

胡振民1,2，赵学强1，王  超1，沈仁芳1* 

(1 土壤与农业可持续发展国家重点实验室(中国科学院南京土壤研究所)，南京  210008；2 中国科学院大学，北京  100049) 

摘  要：红酵母 RS1是从酸性油茶土壤中分离到的一株高耐铝微生物，能够忍耐高达 200 mmol/L以上的铝，前

期研究表明 RS1 高耐铝能力与细胞壁有关，但是其具体机制还不清楚。因此，本文进一步研究了细胞壁组分在 RS1

高耐铝中的作用，以期为 RS1高耐铝的具体机制提供新信息。结果表明，高于 70 mmol/L的铝对 RS1生长产生抑制

作用，0 ~ 70 mmol/L铝处理后细胞壁主要组分甘露糖和葡聚糖含量都没有显著改变，而细胞壁磷含量在 70 mmol/L铝

处理后显著升高。在高铝处理时，糖蛋白抑制剂抗生素衣霉素(tunicamycin)极大加重 RS1的铝毒害。由此说明，细胞

壁多糖组分含量并不对 RS1 高耐铝起到主要作用，细胞壁结构修饰如细胞壁磷含量响应和细胞壁 N 连接的糖蛋白修

饰在 RS1高耐铝中可能起到一定作用。 
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当土壤 pH低于 5时，铝(Al)主要以毒性 Al3+ 形

式存在，是酸性土壤中对植物和微生物造成毒害的主

要因子之一[1–3]。对植物的耐铝机制研究较多，其耐

铝机制主要包括外部排斥和内部耐受[4–6]。同时，在

酸性土壤中存在着高耐铝微生物，相对植物，耐铝微

生物可以耐受高达 100 mmol/L的铝[7–9]。相对于培养

基中高浓度铝，耐铝微生物能保持细胞极低铝浓度，

说明高耐铝微生物主要通过有效地将铝屏蔽于细胞

外达到解铝毒目的[10–11]，但关于微生物屏蔽铝的具体

机制并不清楚。对于进入到细胞质内的铝，微生物主

要通过有机酸或其他螯合物质与铝螯合减轻细胞内

铝毒害[12–13]。同时微生物生长快、周期短、易变异、

单细胞等特点为铝毒研究提供了便利，其高耐铝机制

的阐明也可为植物耐铝机制提供借鉴，在未来有望应

用于改良酸性土壤和改善生态环境[14]。 

本实验室前期在江西鹰潭酸性油茶土壤中筛

选得到一株高耐铝红酵母 RS1，可以在 200 mmol/L

铝下生长，并发现高浓度铝处理下 RS1 细胞壁增

厚，这种响应机制可能对 RS1耐高浓度铝起到重要

作用[15–17]，但是细胞壁在 RS1 高耐铝中的确切作

用还不清楚。酵母细胞壁主要由葡聚糖和甘露糖蛋

白组成，葡聚糖位于细胞壁内侧，主要维持细胞壁

的机械强度[18]；甘露糖蛋白位于细胞壁表面，并广

泛被 O(丝氨酸或苏氨酸)和 N(天冬酰胺)糖基化修

饰，决定了细胞壁的疏水性、电荷及对溶质分子的

透过性[19]。酿酒酵母中与囊泡运输和蛋白甘露糖基

化有关的基因缺失后，酵母细胞壁结构受到影响，

突变体对铝更为敏感，说明细胞壁相关组分及其代

谢在酵母耐铝中起到作用[20]。细胞壁糖蛋白抑制剂

衣霉素，作为一种抗生素，其对酵母进行处理后能

够抑制甘露糖 N连接的糖基化修饰，会影响到细胞

壁甘露糖蛋白组成及结构 [21]，进而可能会影响到

RS1耐铝性。 

在本实验室前期研究及相关文献的基础上[15–21]，

本文进一步研究了细胞壁在 RS1 高耐铝中的作用，

并用糖蛋白抑制剂衣霉素处理细胞，以期阐明细胞壁

组分在 RS1耐铝中的作用。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

采用红酵母 Rhodotorula taiwanensis RS1 (RS1) 

(=China General Microbiological Culture Collection 
(CGMCC) 2.4753)为试验材料，其分离自江西酸性

红壤[15, 22]。 
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1.2  培养条件 

试验采用低 pH低磷低镁 (low pH, low Phosphate 

and low Magnesium, LPM) 培养基，具体组成参照文

献[23]，其中镁、磷含量都降低为 0.1 mmol/L，pH 3.5，

同时添加 50 mmol/L琥珀酸作为 pH缓冲液[24]。液体

培养在 30℃、200 r/min下进行。固体培养基在上述

液体培养基基础上添加 2% 琼脂糖，在 30℃ 倒置静

止培养。铝采用 AlCl3，配备 1 mol/L母液，抽滤灭

菌后加入高温灭菌 LPM培养基中，获得不同铝浓度

的 LPM培养基。 

1.3  RS1对铝的耐性 

RS1预培养至对数期，3 000 g离心 5 min收集

菌体，去离子水清洗两次，加入含不同铝浓度 LPM

培养基，至初始 OD600 = 0.01，培养 24 h后取样，测

定 OD600反应菌体生长状况。 

1.4  细胞壁组分测定 

按照 1.3中方法，RS1预培养并接种至含不同浓

度铝 LPM培养基中，处理 24 h后，离心收集菌体，

加入玻璃珠(450 ~ 600 μm)置于冰上，FastPrep-24匀

浆仪间隔破碎细胞 1 min，间隔置于冰上冷却 1 min，

共计破碎 4个循环后，2 000 g离心 10 min，用预冷

的去离子水清洗数次直至上清液澄清，离心管底部沉

淀即为细胞壁[25]。Labconco-2.5L 台式冻干机冷冻干

燥，称取一定量细胞壁，用 2 mol/L 硫酸水解将 β-

葡聚糖完全转化为葡萄糖，甘露聚糖转化为甘露糖，

然后参照文献中方法测葡萄糖和甘露糖含量[26]。 

1.5  细胞壁磷含量 

按照 1.3中方法，不同浓度铝处理 24 h后，离心

收集菌体，按照 1.4中方法破壁，清洗并冷冻干燥后，

称取 5 mg细胞壁，加入 0.5 ml浓HNO3(优级纯)消煮，

定容后用电感耦合等离子体光谱仪 PerkinElmer- 

Optima8000测定消煮液中磷含量。 

1.6  细胞壁代谢抑制剂衣霉素对 RS1耐铝性的影响 

对数期 RS1细胞在含不同浓度衣霉素(0、0.05、

0.1 μg/ml)液体 LPM培养基预培养 4 h，3 000 g离心    

5 min收集菌体，按照 1.3中方法，分别转接至对照和含

50 mmol/L铝的LPM培养基中，培养24 h后测定OD600。 

1.7  数据分析 

数据采用 Excel 2013和 SPSS 18.0统计软件进行

分析，差异水平通过 Duncan 法进行检验(P<0.05)。

作图采用 SigmaPlot 12.5进行。 

2  结果与分析 

2.1  RS1对铝的耐性 

相对我们前面试验中使用的半合成培养基GM[15]，

完全合成培养基 LPM 中磷、镁含量更低，都为    

0.1 mmol/L，这有助于降低外界因子磷和镁缓解铝毒

的作用，从而更好地阐述红酵母本身的铝毒害或耐铝

机制。在 LPM培养基中，RS1仍具有很高的耐铝性，

10 mmol/L 时对 RS1 生长有促进作用，铝浓度达到  

70 mmol/L时，才对 RS1生长产生显著抑制作用，100 ~ 

200 mmol/L铝对 RS1生长抑制更为显著(图 1)。 

 

图 1  RS1 在不同浓度铝下生长状况 
Fig. 1  Tolerances of RS1 to different concentrations of Al 

 

2.2  铝对 RS1细胞壁组分的影响 

不同浓度铝处理 24 h后，RS1细胞壁葡聚糖、

甘露糖含量都没有显著变化(图 2)。细胞壁磷含量

在 0.1、10 mmol/L铝处理后较对照未有显著变化，

70 mmol/L铝处理 24 h后显著升高(图 3)。由此可见，

RS1 细胞壁多糖组分占细胞壁的比例不受铝处理的

影响，而高浓度铝处理后细胞壁磷含量升高，暗示高

浓度铝处理导致细胞壁吸附了更多的磷酸根或者细

胞壁磷酸化修饰程度升高。 

 

图 2  铝处理 24 h 后 RS1 细胞壁葡聚糖和甘露糖含量 
Fig. 2  Glucan and mannan contents in cell walls of RS1 after 

treatment with Al for 24 hours 
 

2.3  糖蛋白抑制剂衣霉素对 RS1耐铝性的影响 

RS1 在含不同浓度糖蛋白抑制剂衣霉素的 LPM

培养基中预培养 4 h，再转入含 50 mmol/L铝培养基

中处理 24 h，不含抑制剂预培养对照组细胞生长基本 
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(小写字母不同表示处理间差异达到 P<0.05显著水平，下图同) 

图 3  铝处理 24 h 后细胞壁磷含量 
Fig. 3  Phosphorus contents of cell walls of RS1 after treatment with 

Al for 24 hours 

 
不受铝抑制，随抑制剂预培养浓度增加，细胞生长受

铝抑制逐渐增强(图 4)。进一步计算了加铝相对于不

加铝条件下细胞的相对生长率，0、0.05、0.10 μg/ml

衣霉素预处理的相对生长率分别为 102%、58%、

37%，可见糖蛋白抑制剂加重了 RS1铝毒害，这说明

N连接的甘露糖蛋白在 RS1耐铝中起到作用。 

  

图 4  衣霉素对 RS1 耐铝性的影响 
Fig. 4  Effects of tunicamycin on growths of RS1 under control 

and Al condition 

3  讨论与结论 

铝毒害受培养基中多种因素影响，其中磷和镁是

培养基中影响铝毒害的重要因子，磷与铝螯合，会降

低培养基中铝效应[27]；细胞对镁的吸收受低浓度铝

抑制，提高培养基中镁浓度或者过表达镁离子通道蛋

白，都会提高酿酒酵母耐铝性[28–29]。这里采用的低

磷低镁 LPM培养基降低了外界因子磷和镁对 RS1铝

毒害的缓解作用，相对 GM 培养基[15]，更适合研究

RS1 本身内在的耐铝机制。10 mmol/L 铝能够促进

RS1细胞生长，酿酒酵母中低浓度铝能够通过铝剂量

和细胞密度依赖的方式促进细胞分裂，进而促进细胞

生长[30]。70 mmol/L铝处理下 RS1相对对照生长率为

44.7%，对 RS1生长起到中等抑制作用，所以后续试验

最大铝处理浓度选为 70 mmol/L；而 100 ~ 200 mmol/L

铝对 RS1 生长抑制程度过大，所以未采用 100 ~   

200 mmol/L铝处理浓度。 

本实验室前期结果表明，RS1的高耐铝性是本身

遗传固有的，不被诱导产生[17]，细胞壁增厚可能在

RS1耐高浓度铝中起到重要作用[15]。GM培养基中高

浓度铝处理后 RS1细胞壁增厚，细胞壁占细胞比重

升高，但各多糖组分占细胞壁的比例并没有显著变

化[15]。本试验中铝处理后 RS1 各细胞壁多糖组分占

细胞壁的比例同样没有显著变化，但不同细胞壁组分

间交联程度或方式可能发生了改变，以适应高浓度铝

胁迫。另外，虽然各多糖组分在细胞壁的比例没有变

化，但是细胞壁在铝胁迫下厚度增加[15]，这会导致

多糖组分的总量增加。葡聚糖和甘露糖，作为细胞壁

的主要组分交织在一起但并非均匀分布在细胞壁中，

其中甘露糖蛋白主要位于细胞壁外侧，葡聚糖位于内

侧；内侧葡聚糖赋予细胞壁刚度，外侧的甘露糖蛋白

及其修饰则决定了细胞壁的孔隙度及所带电荷[31–32]，

细胞壁中位于外侧的甘露糖蛋白与铝毒害关系可能

最为密切。 

甘露糖蛋白的修饰，如磷酸化等，使得细胞壁带

有负电荷。磷酸根在细胞壁中可能以吸附[33]或者甘

露糖磷酸的形式存在，其赋予了细胞壁负电荷，决定

了细胞壁与环境中阳离子电荷的吸附能力[34]。磷能

缓解水稻的铝毒害，耐铝品种水稻根表及根自由空间

中磷浓度高于敏感品种，表现出更强的质外体解铝毒

能力，这可能与更强的磷吸收效率有关[35]；同时磷

能增强铝耐性胡枝子的耐铝性，施磷后更多的铝被从

根尖排除[36]。可见，根质外体中较高的磷含量有助

于缓解铝毒，红酵母 RS1 细胞壁中的磷也可能会影

响到 RS1铝毒害。70 mmol/L铝处理后，RS1细胞壁

磷含量显著增高，此时细胞壁铝含量也升高[15]，细

胞壁吸附更多的铝，导致细胞壁带有更多的正电荷，

这可能会吸附更多带负电荷的磷酸根，从而导致细胞

壁磷含量升高。细胞壁磷含量增高也可能是由于铝处

理后细胞壁甘露糖磷酸化修饰增多造成的，对胁迫蛋

白的甘露糖磷酸化修饰有助于胁迫条件下蛋白的稳

定，也可能会导致细胞壁表面负电荷增加[34]。磷含

量增高可能是 RS1 适应高浓度铝胁迫的响应机制，

也可能仅是高浓度铝对细胞的毒害作用。 

糖蛋白抑制剂衣霉素作为一种抗生素，能抑制

N-乙酰氨基葡糖胺-1-磷酸从 UDP-N-乙酰氨基葡糖

胺转移至磷酸多萜醇，阻断 N-糖基化中蛋白和糖链的
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交联，进而影响细胞壁甘露糖蛋白的糖基化修饰[37]。

酿酒酵母用衣霉素处理后，甘露糖蛋白合成受抑制，

细胞壁完整性受破坏，导致细胞壁具有更高的孔隙

度[38]，这会使得培养基中的物质更容易透过细胞壁

与细胞膜接触。白念珠菌中，衣霉素能抑制细胞壁甘

露糖蛋白形成，进而抑制生物膜的形成[39]。衣霉素

处理细胞后，还会抑制胞外蛋白，如果糖苷酶的分

泌[40]。本试验中细胞壁甘露糖蛋白合成受抑制后，

同时加入 50 mmol/L 铝处理，极大加重了 RS1 铝毒

害，可见 N连接的甘露糖蛋白在 RS1 耐铝中起到重

要作用。N连接的甘露糖蛋白受抑制后，可能导致了

细胞壁结构改变，位于细胞壁最外层的甘露糖蛋白层

失去对铝的有效屏蔽作用，从而 RS1 耐铝性下降，

其中涉及到的具体机制有待进一步试验验证。本文中

采用的糖蛋白抑制剂衣霉素本身即为抗生素，高浓度

时能够抑制细胞壁合成从而完全抑制细胞生长，考

虑到抑制剂在较低浓度下并不能达到完全、即时抑

制细胞壁糖蛋白合成的效果，这可能造成了本实验

中糖蛋白合成受抑制，铝毒害只是加重，但并未达到

50 mmol/L铝完全抑制细胞生长的效果。为阐述不同

细胞壁组分在 RS1 耐铝中的作用，后续试验需采用

细胞壁相关组分突变体。 

综上所述，RS1在 LPM培养基中仍能够耐受高

浓度铝，细胞壁多糖组分含量不受外部供铝的影响，

细胞壁磷含量可能对 RS1 耐铝性起作用，高浓度铝

处理下 N-连接的甘露糖蛋白在 RS1 耐铝中起到作

用，其具体作用机制有待进一步研究。 
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Role of Cell Wall Components in High Aluminum Tolerance  
of Rhodotorula taiwanensis RS1 
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Abstract: RS1 was a high Al tolerant Rhodotorula taiwanensis strain which was isolated from the acidic oil tea soil, and 

our previous studies showed that cell wall played an important role in the Al tolerance of RS1. However, the exact role of cell 

wall in the high Al tolerance of RS1 is still unclear. The role of cell wall components in the Al tolerance of RS1 was further 

investigated in this paper in order to clarify the mechanism underlying the high Al tolerance of RS1. The results showed that, the 

growth of RS1 was severely inhibited by Al higher than 70 mmol/L. The glucan and mannan contents of cell wall of RS1 did not 

change after Al treatment, whereas the content of phosphorus of cell wall was elevated under 70 mmol/L Al. The growth of RS1 

was inhibited by Al much more after additions of cell wall metabolism inhibitor tunicamycin. In conclusion, phosphorus 

accumulation of cell wall and N-linked mannoproteins may play important roles in high Al tolerance of RS1. 
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