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摘要　用光学显微镜和电子显微镜研究热带假丝酵母 ( Candida tropicalis ) 的二型性。菌丝体 ( M ) 和单细胞

酵母 ( Y) 形态差异很大 , M是长管状多细胞相连 , Y则是球形的单个细胞。 内部结构上也体现了与其形态的
相适应性。 M菌丝顶端大的液泡为菌丝的延伸提供压力 , 但当顶端生长芽管时 , 大液泡会分裂成小液泡 , 部分

小液泡进入芽管 ; 菌丝顶端和侧面的泡囊 , 与其顶端生长和侧枝发生有关。单细胞酵母中 , 靠近母细胞和子细

胞相连的部位 , 有些囊泡和颗粒物质 , 可能与细胞的新壁形成和分开有关。

关键词　酵母　形态差异　二型性
中图法分类号　 Q 936

Abstract　 The dimorphism of Candida tropical is was studied by means of both optical and elect ron-

ic microscopes. There is much difference in shape betw een mycelium and yeast. Mycelium is some

tubular cells lined together, w hile yeast i s single-celled. The inner structures of mycelium and yeast

are coincided with their shapes respectiv ely. A large vacuole in the apical hypha of mycelium pro-

vides pressure fo r hypha expansion, whereas, the large vacuole w as divided into small ones w hen

hypha elongates from mother cell , and some small v acuoles g o into the new hyphae. There w ere

many vesicles in the apicula and both sides of hyphae, w hich are response to apical g row th and

branching of hyphae. In yeast, some vesicles and particula te matters a re found in the juncture be-

tw een mother cell and daughter cell. They were related to formation of new cell wall and division of

mother cell and daugh ter cell.
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　 Muthukumar等 [1 ] 和 韦 一 能 [2 ] 相 继 发 现

Ceratocystis ulmi在 GYR和 GY P( G为 2%的葡萄糖 ,

Y为 0. 2%酵母提取物 , R为精氨酸 , P为脯氨酸 )培

养基中细胞形态有异 ,而且脯氨酸可使其由多细胞形

态向单细胞形态转变 ,最佳浓度为 10mmol /L。另外 ,

培养温度 , 接种量也会对细胞形态产生影响
[ 3～ 5]

。

菌丝体 ( M )和单细胞酵母 ( Y)形态差异明显 ,

Y是单细胞形态 , M则是多个细胞相连的丝状体 ;内

部结构亦有差异 , Y一般以芽殖方式增加细胞个数 ,

其间液泡和线粒体活动旺盛 , M又可分为假菌丝和

菌丝型 , 假菌丝是伸长的芽管与母体相连但不分开 ,

菌丝型细胞间有隔膜 ,位于细胞膜处有泡囊 ,与细胞

膜延伸有关 , 还有大量线粒体存在。

本文以热带假丝酵母 ( Candida tropical is )为出

发菌 , 在 GYR和 GYP中培养 ( Y为 0. 15%酵母提

取物 , 并加入 0. 1% K2 HPO4 , 其余同上 ) , 选出诱发

稳定二型性的合适温度和合适接种量 , 并对 M和 Y

的形态结构进行观察 ,为进一步揭示二型性的发生机

理提供依据。

1　材料和方法

1. 1　主要试剂

所用试剂除酵母提取物为进口外 ,其它均为国产

分析纯。

1. 2　材料和方法

1. 2. 1　材料

热带假丝酵母 ( Candida tropicalis )由广西师范

大学生物系微生物教研室提供。菌体培养及菌体提取

参照文献 [6]。

1. 2. 2　方法

1. 2. 2. 1　培养温度和接种量的选择

在 25 ml GYR和 GYP中接入适量菌体悬液 ,分
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别在 25℃和 37℃下静置培养 ,每隔 4 h镜检 1次 ;然

后在 37℃下分别接入菌体悬液于 25 ml培养基中 ,使

其浓度为 6× 10
5
个细胞 /毫升、 5× 10

6
个细胞 /毫升 ,

107个细胞 /毫升 , 每隔 4h镜检 1次 , 选出诱发二型

性的合适温度和合适接种量。

1. 2. 2. 2　光镜下观察二型性菌体细胞形态

在 25 ml GYR和 GYP中分别接入菌体悬液 ,使

其浓度为 5× 106个细胞 /毫升 , 37℃下培养 , 每隔 4

h取少量菌体细胞用醋酸洋红染色制片 , Olympus

BH-2型光镜下观察形态并拍照 ,培养 12 h时提取菌

体备用。

1. 2. 2. 3　扫描和透射电镜下观察二型性菌体细胞结

构

培养 12 h时提取的二型性菌体细胞 ,在 1%高锰

酸钾冰浴中固定 30 min,然后进行乙醇系列脱水 ,醋

酸异戊酯浸泡以及临界点干燥 ,最后喷金用扫描电镜

观察
[7 ]
。

用透射电镜观察时的样品处理如下:细胞置于磷

酸缓冲液 ( p H值 7. 4)配制的 0. 25 mol / l半胱氨酸溶

液中 15 min～ 30 min, 用缓冲液洗 2次 , 离心 (此处

理为了削弱细胞壁的影响 ,促进固定剂的渗透 ) , 6%

戊二醛固定 4 h,在 40℃水浴中加入 2%温热的琼脂 ,

轻微搅拌 , 使之与细胞相凝 , 冷后用刀片切成 1 mm
2

的小块 , 2%锇酸固定 2 h, 乙醇系列脱水 , Epon812

树脂渗透包埋 , 制切片 , 铀铅双染色。透射电镜观

察
[7 ]
。

2　结果和讨论

2. 1　诱发 C. t ropicalis二型性的合适条件和光镜下

的细胞形态

观察可见 ,在以氨基酸为氮源的条件下 ,诱发二

型性的合适温度为 37℃ , 合适接种量为 5× 106个细

胞 /毫升。此条件下 , GYR中细胞培养 12 h时出现明

显的菌丝体 (图 1) ; GY P中细胞在培养 8 h时观察到

一些短的丝状体 ,但 12 h时则以单细胞形态为主 (图

2) ,说明其形态发生过程中经历一个短暂的丝状体阶

段。 GYR和 GYP中加入了不同的氨基酸作为氮源 ,

GY P中的脯氨酸对 C. tropical is二型性的调控可能

出现在培养的 8 h左右。

2. 2　电镜下细胞结构差异

2. 2. 1　扫描电镜下的观察

单细胞形态酵母 ( Y)呈球形或椭圆形 , 宽度为

2μm～ 3μm, 长 2μm～ 7μm。 Y细胞以出芽方式增

加细胞个数 ,从母细胞表面上突起形成一个 “小芽” ,

图 1　 GYR中培养 12h时的菌丝体

Fig. 1　 Mycelial after 12 hour s in GYR

图 2　 GYP中培养 12h时的单细胞酵母菌体细胞

Fig. 2　 Yeast cell after 12 hours in GYP

细胞表面可以看到芽痕和蒂痕 (图 4) ;菌丝体细胞呈

管状 , 宽 1μm～ 2. 5μm, 长 20μm～ 60μm, 菌体细

胞有分枝 ,细胞间有隔膜 ,侧枝都出现在隔膜的附近。

(图 3)

图 3　电镜下的菌丝体

　　 Fig . 3　 Mycelia l observ ed with electronic microscope

图 4　电镜下的单细胞酵母菌体细胞
　　 Fig . 4　 Yeast cell observ ed with electronic microscope

2. 2. 2　透射电镜下的观察

单细胞酵母细胞内部细胞器很明显。可辨认的有

细胞壁、细胞膜、细胞核、液泡、液泡内的一些颗粒、

线粒体 ,以及一些贮藏颗粒和囊泡 (图 5) ; 单细胞形
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态以芽殖方式增加细胞个数 , 顶端突起 , 形成小芽 ,

然后芽体逐渐伸长 ,母细胞中核移至母细胞和芽体之

间分裂 , 一个核进入芽体 , 一个回到母细胞 , 液泡也

由一个分裂成许多小的 , 部分小液泡进入芽体 ,线粒

体体积增大并分开 , 部分进入芽体 ; 芽体和母细胞之

间在相连的部位有物质堆积 (电镜下可见连接处较

暗 , 说明此处电子密度大 , 有堆积的物质存在 ) , 可

能发生物质交换 , 也可能是合成细胞壁的前体物质 ,

当芽体长到一定程度时 ,两细胞连接处会分别形成新

壁 (图 6) ,母细胞表面呈凹形 ,芽体脱落后形成芽痕 ,

芽体细胞的该部位留下蒂痕 ,在母细胞的其它部位又

可以突起再形成新的芽体 ; 最终两细胞分离 ,芽体脱

离母细胞 ,那些小液泡在母细胞和子细胞中又重新融

合形成大液泡 , 出芽初期 , 细胞核凹凸不规则 , 也

图 5　单细胞酵母菌体细胞中的主要细胞器
　　 Fig. 5　 The main infra str uctures in yeast cell. × 30 000

N: 细胞核 Nucleus; V: 液泡 Vacuole; M: 线粒体 Mitoch ond ria.

图 6　单细胞酵母菌体母细胞与子细胞

　　 Fig. 6　 Th e moth er cell and daughter cell in yeast. × 25 000

M: 线粒体 Mitochondria; Bs: 芽痕 Bud mark (泡囊 vesica) ; bs: 蒂

痕 Base mark; N:细胞核 Nucleuous; V: 液泡 Vacuole; Vb:囊泡 Vesicle.

显示了细胞生理活动比较旺盛。

多细胞酵母细胞同样可辩认出细胞壁、 细胞膜、

细胞核、 线粒体 , 菌丝顶端还聚集了泡囊 (图 7) ; 为

芽管发生打下基础 , 芽管自母体长出 , 细胞核中可以

见到两组着色深的部位 , 可能与遗传物质的分开有

关 , 芽管逐渐伸长但与母体不分开 , 形成假菌丝 (图

8) ,或者形成有隔膜的菌丝型细胞 ,隔膜自中心形成 ,

可见中央着色深 , 隔膜逐渐生长 , 细胞相连 , 形成菌

丝体 , 成熟的隔膜是桶形 , 中央膨大 , 使隔膜呈中央

厚、 两边稍薄的桶形 , 外被一层桶形覆垫 (图 9) , 但

隔膜中央无中心孔。同文献 [9]报道的 C .albicans菌

丝体隔膜相似。

图 7　菌丝体细胞中的主要细胞器

　　 Fig. 7　 Th e main inf rast ructures in mycelial cell.× 40 000

V: 液泡 Vacuole; V b: 囊泡 Vesicle.

图 8　细胞相连的假菌丝

　　 Fig. 8　 Pseudoh yph ae wi th cells lined tog eth er. × 30 000

图 9　菌丝体隔膜的桶形隔膜 , 外被 “桶形覆垫”

　　 Fig. 9　 Septum cov erd w ith paren thesome in mycelial. × 50 000
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电镜下 M和 Y的超微结构 , 显示了其与形态的

相适应性。无论 M还是 Y,芽体或芽管长出时 ,线粒

体总是移到母细胞与芽体或芽管相连的部位 ,为子细

胞的发生提供能量 ;液泡在子细胞发生时也会发生形

态的变化 ,在芽体或芽管发生前 ,母细胞中有比较大

的液泡 ,大液泡逐渐分裂形成小液泡 ,部分小液泡进

入子细胞 ,等到形成子细胞后 , 这些小液泡又分别在

母细胞和子细胞中聚成大液泡。由于液泡内含有许多

酶类 , 在诱导 M和 Y形成时 , 氨基酸可能起作用产

生不同的酶参与了生物代谢过程 ,从而产生不同的形

态。M和 Y又各自有和本身形态发生相关的结构。在

Y中 ,靠近母细胞和子细胞相连的部位及靠近子细胞

和母细胞相连的部位 ,有些颗粒状物质和囊泡 ,这些

物质与母细胞和子细胞的新壁形成有关 ,囊泡中可能

含有一种酶 ,这种酶与芽体形成区的质膜相融合 ,释

放水解酶激活细胞质中的几丁质合成酶 ,利于新壁的

形成 ,使细胞分开。在 M细胞中 ,母细胞顶端形成的

大液泡 (相对细胞直径来说比较大 ) , 所起的作用是

产生压力使菌丝延伸。 在 M细胞的侧壁以及顶端部

位有很多泡囊 , 着色稍深 , 含有多种水解酶类 , 顶端

泡囊与 M细胞顶端生长时细胞壁的形成有关 , 侧面

的泡囊可能与 M 的侧枝发生有关。 综上所述 ,

C . t ropicalis二型性菌体细胞形态和结构有明显差

异 ,这些差异与所加氨基酸有何关系 ,氨基酸是如何

调控二型性发生的 ,还需进一步从二型性菌体细胞生

物化学差异上来分析。
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