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中性海藻糖酶基因缺失对面包酵母耐冷冻性的影响 
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摘要：研究了中性海藻糖酶基因（NTH1和 NTH2）对面包酵母耐冷冻性的影响。通过分析中性海藻糖酶基因缺失突变株和亲本

菌株(BY6-9α)的生长曲线、生物量、比生长速率、中性海藻糖酶酶活力、胞内海藻糖含量、胞内海藻糖降解速率、冷冻存活率、冷冻

前产气量、比发酵力、冷冻后产气量和相对发酵力，结果表明，中性海藻糖酶基因对酵母生物量、比生长速率、胞内海藻糖含量和比

发酵力均无显著影响，而相对于亲本菌株(BY6-9α)，TL-101(nth1△)和TL-201(nth1△nth2△)的胞内海藻糖降解速率分别减慢了 9.22%和

15.60%，冷冻后CO2产生量分别提高了 63.04%和 65.22%，-20 ℃冷冻 28 d后冷冻存活率分别提高了 91.06%和 103.01%，冷冻后相

对发酵力分别提高了 95.95%和 116.04%，这充分说明敲除 NTH1 基因能明显改善酵母菌株的耐冷冻特性，而且酵母的耐冷冻特性与

胞内海藻糖降解速率呈负相关。TL-102(nth2△)的耐冷冻特性与亲本菌株无显著差异，说明单敲 NTH2 基因对酵母耐冷冻性无显著影

响。 
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Abstract: The effect of neutral trehalase genes deletion on the bread yeast was investigated by analysis of t he growth curve, biomass, 

specific growth rate, neutral trehalase activity, intracellular trehalose content, degradation speed of intracellular trehalose, survival ratio, specific 

fermentation ability, CO2 production before and after freezing, and the relative fermentation ability after freezing of trehalase genes deletion 

mutants and the parental strain (BY6-9α). It was found that the trehalase genes had less significant effects on biomass, specific growth rate, 

intracellular trehalose content and the specific fermentation ability  of bread yeast. The degradation speed of intracellular trehalose of 

TL-101(nth1△)and TL-201(nth1△nth2△) was 9.22% and 15.60% lower than the parental strain respectively. Meanwhile, the CO2 production 

after freezing of TL-101 and TL-201 increased 63.04% and 65.22% compared with the parental strain. Furthermore, the survival ratio of TL-101 

and TL-201 after freezing for 28 days at -20 ℃ was 91.06% and 103.01%, respectively, higher than the parental strain, and the relative 

fermentation ability after freezing was 95.95% and 116.04% higher than the parental strain, respectively. These results revealed that deletion of 

NTH1 gene sufficiently improved the freeze-tolerance characteristics of bread yeast, and there was a negative correlation between the 

degradation speed of intracellular trehalose and freeze-tolerance characteristics of bread yeast. On the other hand, the freeze-tolerant 

characteristics of TL-102(nth2△) were not significant difference as that of the parental strain, which indicated that single NTH2-deleted was not 

significantly influence on the freeze-tolerant characteristics of bread yeast.  

Key words: yeast; freezing; neutral trehalase genes; fermentation; characterization 

 

收稿日期：2013-09-28 

基金项目：国家自然科学基金资助项目（31171730）；国家高技术研究发展

计划（863计划）（2013AA102106）；教育部“长江学者和创新团队发展计划”

（IRT1166） 

作者简介：谭海刚（1979-），男，博士研究生，讲师，研究方向：现代酿造

技术 

通讯作者：肖冬光（1956-），男，教授，博导，研究方向：现代酿造技术 

冷冻面团技术是面包生产的一种新工艺，它将面 

包生产中的面团制作和烘烤两个环节分离。大型面包

生产企业负责将调粉、预发酵的面团冷冻制得冷冻面

团，然后运往超市、连锁店等面包零售机构，在零售

机构，冷冻面团经过解冻、整形、醒发、烘烤，即可

得到新鲜面包供给消费者。冷冻面团技术的应用，不

仅可以为消费者提供更新鲜、品质更稳定的面包，同
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时可以简化制作过程、降低工作强度[1~2]。然而，面包

酵母在冷冻面团低温（-18 ℃~-23 ℃）贮藏过程中会

受到冷冻伤害，如高渗、脱水和冰晶等，导致酵母细

胞存活率明显下降，使解冻后的面团膨胀不足，结构

粗，口感差，产品质量明显降低。因此，提高面包酵

母的耐冷冻性是冷冻面团技术应用的关键。 

研究表明，酵母的耐冷冻性与其胞内海藻糖含量

密切相关[3,4]。然而，在冷冻面团制作中的预发酵会导

致胞内海藻糖的迅速降解，从而失去对酵母细胞的保

护作用[5]。一般认为，面包酵母胞内海藻糖的迅速降

解与由 NTH1 和 NTH2 基因编码的中性海藻糖酶

（Nth1p 和Nth2p）有关[6]。其中，Nth1p 存在于胞液

中，最适 pH值为 6.8~7.0，受磷酸化作用调控，参与

解除环境胁迫后胞内海藻糖的迅速分解与利用[7]。

NTH2 基因与 NTH1 基因有 77%的同源性，其功能一

直不十分清楚。Jules 等发现Nth2p也存在于胞液中，

具有活性功能，可能参与 nth1△tps1△菌株胞内海藻糖

的转运[8]。本文通过分析中性海藻糖酶基因缺失突变

株和亲本菌株（BY6-9α）的生长曲线、生物量、比生

长速率、胞内海藻糖含量、胞内海藻糖降解速率、冷

冻存活率、冷冻前产气量、比发酵力、冷冻后产气量

和相对发酵力，探讨中性海藻糖酶基因对工业面包酵

母 BY6-9α 耐冷冻特性的影响，为开发耐冷冻面包酵

母打下基础，对降低冷冻面团的成本、促进冷冻面团

技术的推广具有重要的实际意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种 

面包酵母BY6-9α（亲本菌株）、TL-101(nth1△)、

TL-102(nth2△)、TL-201(nth1△nth2△)，天津市工业微生

物重点实验室保藏； 

1.1.2  培养基 

YPD固体培养基[9]； 

葡萄糖液体模拟面团培养基（LSMLD）：葡萄糖

40 g/L，尿素 5 g/L，磷酸氢二钠5 g/L，硫酸铵 2.5 g/L，

硫酸镁 0.6 g/L，磷酸二氢钾 16 g/L，维生素 B1 2.5 

mg/L，烟酸 22.5 mg/L，维生素 B2 1.0 mg/L，维生素

B6 1.25 mg/L，泛酸 5.0 mg/L，叶酸 0.5 mg/L。使用前

于 100 ℃蒸煮 30 min 灭菌，冷却至 30 ℃备用。 

1.2  酵母生长曲线的测定 

挑取一环酵母菌接种于 50 mL YPD 液体培养基

中，30 ℃摇床培养 16 h，以 10%接种量接入 100 mL 

YPD液体培养基于30 ℃ 180 r/min培养22 h。每隔1 

h 取 1 mL菌液，离心洗涤后稀释 25 倍，然后以蒸馏

水为空白，测定 600 nm 下的吸光度值，绘制生长曲

线。 

1.3  酵母比生长速率的测定 

对数期内，以菌株的干重 ln 值为纵坐标，时间

为横坐标绘图，所得斜率即为平均比生长速率 µ

（h-1）。 

1.4  鲜酵母制备 

挑取一环酵母菌接种于 50 mL的 YPD 液体培养

基中，30 ℃摇床（180 r/min）培养 16 h，以 10%接种

量接入YPD液体培养基于30 ℃180 r/min培养48 h，

离心（5000 r/min，5 min，4 ℃）洗涤两次后收集菌

体，称湿重，备用。 

生物量（g）为菌株在 100 mL YPD 液体培养基

30 ℃ 180 r/min 培养 48 h的获得的菌体量（干重）。 

1.5  菌体干物质含量的测定 

取 1.0 g 左右的湿菌体称重为 M1（g），于 85 ℃

烘干至恒重，重量为 M2（g），干物质含量/%=

（M2/M1）×100。 

1.6  中性海藻糖酶酶活力的测定 

发酵液离心收集菌体，取 2 g 湿菌体加入 50 

mmol/L HEPES 缓冲液（pH 7.1）洗涤 2次后，用 10 mL

缓冲液重新悬浮。取 1 mL装入匀浆管，再装入 1.5 g

直径0.5 mm的Sigma玻璃珠，盖好管盖，置于Precellys 

24 匀浆机（5500 r/min，4 ℃，16 s，5循环）匀浆，

离心后取上清液即为粗酶液。 

中性海藻糖酶酶活力的测定：反应体系为 50 

mmol/L HEPES 缓冲液（2.5 mmol/L CaCl2，50 mmol/L

海藻糖）500 μL、粗酶液 100 μL，30 ℃反应 30 min，

取出100 μL反应液与100 μL 80 ℃的热水混合，80 ℃

水浴 5 min 使酶失活。葡萄糖含量的测定：SBA-40E

生物传感仪。 

酶活力单位(U)定义为每克干酵母每分钟催化海

藻糖水解产生 1 μg 葡萄糖所需的酶量。 

1.7  酵母胞内海藻糖含量和海藻糖降解速率

的测定 

将1 g菌体接入100 mL葡萄糖液体模拟面团培养

基 30 ℃静置培养 0 min 和 60 min，分别取样离心
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（5000 r/min，5 min，4 ℃）洗涤两次后收集菌体。

取 0.1 g菌体加入 4 mL 0.5 mol/L冷三氯乙酸提取 1 h，

海藻糖的测定采用硫酸蒽酮法[10]，记录预发酵 0 min

和 60 min 的胞内海藻糖含量[mg/g(干重)]。 

海藻糖降解速率[mg/min·g(干重)]定义为每克干

酵母每分钟胞内海藻糖的降解量。 

1.8  酵母冷冻存活率的测定 

将1 g菌体接入100 mL葡萄糖液体模拟面团培养

基 30 ℃静置培养 60 min，取 100 μL发酵液进行梯度

稀释，涂布于 YPD 固体培养基，30 ℃培养 48 h，计

录活细胞数（cfu/mL）。另取 100 μL发酵液于-20 ℃

冰箱中分别冷冻1 d、7 d、14 d和28 d，30 ℃解冻10 

min ，梯度稀释后涂布培养，计录活细胞 数

（cfu/mL）。酵母冷冻存活率表示为冷冻后与冷冻前

酵母活细胞数的百分比。 

1.9  酵母冷冻前产气量的测定 

将 1 g鲜酵母接入100 mL葡萄糖液体模拟面团

培养基中，30 ℃静置培养 1 h，称重，计算 CO2的产

生量，实验重复 3 次取平均值。 

1.10  酵母比发酵力的测定 

将 1 g鲜酵母接入100 mL葡萄糖液体模拟面团

培养基中，30 ℃静置培养 2 h，称重，计算 CO2的产

生量。葡萄糖含量的测定：SBA-40E生物传感仪。 

比发酵力[mgCO2/min·g(干重)·C(mol)]定义为每

克干酵母每分钟每摩尔所耗碳源C 的产气量。 

1.11  酵母冷冻后产气量和相对发酵力的测定 

预发酵 60 min 的葡萄糖液体模拟面团培养基在

30 ℃继续发酵 60 min，记录 CO2产生量（A），另取

一份预发酵 60 min 的葡萄糖液体模拟面团培养贮藏

于-20 ℃冰箱中冷冻7 d，30 ℃解冻 10 min 后，记录

30 ℃ 60 min 内的 CO2 产生量（B）。 

相对发酵力（%）表示为 B/A×100。 

2  结果与讨论 

2.1  中性海藻糖酶突变株与亲本菌株生长曲

线 

由图 1 可以看出，菌株TL-102(nth2△)、菌株TL- 

101(nth1△)和亲本菌株(BY6-9α)的生长曲线变化趋势

基本相同，这说明单敲 NTH2 基因或 NTH1 基因对酵

母生长情况无显著影响。但是，菌株 TL-201(nth1△ 

nth2△)的延滞期（2 h）比亲本菌株（1 h）长，到达稳

定期的时间比亲本菌株（15 h）晚 3 h，这说明双敲

NTH2 基因和 NTH1 基因会使酵母的延滞期延长，生

长速度减慢，到达稳定期的时间明显延长。 

 
图 1 中性海糖酶突变株及其亲本菌株的生长曲线 

Fig. 1 Growth curve of the parental strain and the neutral 

trehalase mutants 

2.2  中性海藻糖酶对酵母生物量的影响 

 
图2 中性海藻糖酶对四株酵母菌株生物量的影响 

Fig.2 Effect of neutral trehalase on the biomass of four yeast 

strains 

由图 2 可以看出，菌株 TL-102(nth2△)和亲本菌株

(BY6-9α)的生物量基本相同，这说明单敲 NTH2 基因

对酵母生物量无影响。同时，菌株TL-201(nth1△nth2△)

和菌株 TL-101(nth1△)的生物量略低于亲本菌株

(BY6-9α)，分别减慢了 1.27%和 1.52%，这说明 NTH1

基因的敲除对酵母生物量的影响不显著。综上所述，

中性海藻糖酶（NTH1 和 NTH2）的敲除对酵母生物量

无显著影响。 

2.3  中性海藻糖酶对酵母比生长速率的影响 

由图 3 可以看出，菌株 TL-102(nth2△)的比生长速

率略高于亲本菌株(BY6-9α)，提高了 2.84%，而菌株

TL-201(nth1△nth2△)和菌株 TL-101(nth1△)的比生长

速率略低于亲本菌株(BY6-9α)，分别减慢了 1.42%和
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3.78%，这说明中性海藻糖酶（NTH1 和 NTH2）的敲

除对酵母比生长速率无显著影响。 

 
图3 中性海藻糖酶对四株酵母菌株比生长速率的影响 

Fig.3 Effect of neutral trehalase on the specific growth rate of 

four yeast strains 

2.4  中性海藻糖酶突变株与亲本菌株的中性

海藻糖酶酶活力 

 
图4 中性海糖酶突变株及其亲本菌株的中性海藻糖酶酶活力 

Fig.4 The neutral trehalase activity of the parental strain and 

the neutral trehalase mutants 

由图 4 可以看出，菌株 TL-102(nth2△)和亲本菌株

(BY6-9α)的中性海藻糖酶酶活力基本相同，这说明单

敲 NTH2 基因对中性海藻糖酶酶活力无影响，Nth2p

未显示有酶活存在。菌株 TL-201(nth1△nth2△)和菌株

TL-101(nth1△)的中性海藻糖酶酶活力远低于亲本菌

株(BY6-9α)，分别降低了 53.16%和 49.81%，这说明

NTH1 基因的敲除对中性海藻糖酶酶活力的影响显

著，Nth1p 在海藻糖降解中发挥主要作用。同时可以

看出，菌株 TL-201 的中性海藻糖酶基因（NTH2 和

NTH1）都被敲除，但菌株仍能进行海藻糖的降解，这

说明酵母中还存在其他海藻糖降解机制[6]。 

2.5  中性海藻糖酶对酵母胞内海藻糖含量的

影响 

由图 5 可以看出，菌株TL-201(nth1△nth2△)和菌

株 TL-101(nth1△)的胞内海藻糖含量略高于亲本菌株

(BY6-9α)，分别提高了 3.29%和 4.79%，这说明 NTH1

基因的敲除有利于胞内海藻糖的积累，但其影响并不

显著。菌株TL-102(nth2△)和亲本菌株(BY6-9α)的胞内

海藻糖含量基本一致，这说明单敲 NTH2 基因对酵母

胞内海藻糖含量无影响。综上所述，中性海藻糖酶

（NTH1 和 NTH2）对酵母海藻糖的积累无显著影响。 

 
图5 中性海藻糖酶对四株酵母菌株胞内海藻糖含量的影响 

Fig. 5 Effect of neutral trehalase on the content of intracellular 

trehalose in four yeast strains 

2.6  中性海藻糖酶对酵母预发酵胞内海藻糖

降解速率的影响 

 
图6 中性海藻糖酶对四株酵母菌株预发酵胞内海藻糖降解速率

的影响 

Fig.6 Effect of neutral trehalase on the degradation speed of 

intracellular trehalose during the prefermentation in four yeast 

strains 

由图 6 可以看出，菌株 TL-201(nth1△nth2△)和菌

株 TL-101(nth1△)的胞内海藻糖降解速率明显慢于亲

本菌株(BY6-9α)，分别减慢了 9.22%和 15.60%，这说

明 NTH1 基因的敲除能明显降低海藻糖降解速率。同

时可以看出，菌株 TL-102(nth2△)的胞内海藻糖降解速

率与亲本菌株(BY6-9α)基本一致，这说明单敲 NTH2

基因对胞内海藻糖的降解无显著影响。 
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2.7  中性海藻糖酶对酵母冷冻存活率的影响 

 
图 7 冷冻时间对四株酵母菌株冷冻存活率的影响 

Fig.7 Effect of freezing time on the survival ratio of four yeast 

strains 

由图 7 可以看出，四株菌株的冷冻存活率均随着

冷冻时间而降低，而且短期内冷冻存活率下降较快，

随着时间的延长，冷冻存活率下降速度逐渐减慢。其

中，菌株 TL-102(nth2△)与亲本菌株(BY6-9α)的冷冻存

活率下降较快，两株菌株的冷冻存活率变化曲线也大

致相同。菌株 TL-101(nth1△)和菌株 TL-201(nth1△ 

nth2△)的冷冻存活率明显高于亲本菌株。冷冻 28 d 后，

菌株 TL-101 和菌株 TL-201 的冷冻存活率分别为

48.95±1.12%和52.01±0.69%，分别比亲本菌株(BY6-9α)

高了 91.06%和 103.01%。这些结果表明，敲除 NTH1

基因能明显提高预发酵后酵母的冷冻存活率，而单敲

NTH2 基因没有明显效果。结合图 4 可以看出，酵母

的冷冻存活率与其预发酵过程中胞内海藻糖降解速率

密切相关，呈负相关。 

2.8  中性海藻糖酶对酵母冷冻前产气量的影

响 

 
图 8 中性海藻糖酶对四株酵母菌株冷冻前产气量的影响 

Fig. 8 Effect of neutral trehalase on the CO2 production of four 

yeast strains before freezing 

由图 8 可以看出，菌株 TL-102(nth2△)与亲本菌株

(BY6-9α)的冷冻前 CO2产生量大致相同，这说明单敲

NTH2 基因对酵母 CO2 产生量无明显影响。同时可以

看出，菌株 TL-101(nth1△)和菌株TL-201(nth1△nth2△)

的冷冻前 CO2产生量明显减少，分别比亲本菌株减少

了 16.77%和 23.66%，这说明敲除 NTH1 基因对两株

菌株的产气能力有显著影响，冷冻前产气量的降低可

能与发酵初期这两株菌株的胞内海藻糖降解速率较慢

有关，因为Shima 和 Singer 等研究发现海藻糖能抑制

酶的活性并阻止部分变性蛋白恢复功能[11~12]。 

2.9  中性海藻糖酶对酵母比发酵力的影响 

 

图 9 中性海藻糖酶对四株酵母菌株比发酵力的影响 

Fig.9 Effect of neutral trehalase on the specific fermentation 

ability of four yeast strains 

由图 9 可以看出，菌株 TL-102(nth2△)、菌株

TL-101(nth1△)与亲本菌株(BY6-9α)的比发酵力大致

相同，这说明单敲 NTH2 基因或 NTH1 基因对酵母单

位时间内消耗单位碳源产生 CO2 的能力无明显影响。

菌株 TL-201(nth1△nth2△)的比发酵力略少于亲本菌株

(BY6-9α)，减少了 1.93%，这说明双敲 NTH2 基因和

NTH1 基因对酵母比发酵力有一定影响，但其影响不

显著。综上所述，中性海藻糖酶（NTH1 和 NTH2）对

酵母比发酵力无显著影响。 

2.10  中性海藻糖酶对酵母冷冻后产气量的影

响 

由图 10 可以看出，菌株 TL-101(nth1△)和菌株

TL-201(nth1△nth2△)的冷冻后 CO2 产生量明显高于亲

本菌株(BY6-9α)，分别提高了 63.04%和 65.22%，这

说明敲除 NTH1 基因能明显提高两株菌株的冷冻后产

气能力，这与两株菌株较高的冷冻存活率密切相关，

呈正相关。菌株 TL-102(nth2△)与亲本菌株(BY6-9α)

的冷冻后 CO2产生量基本相同，这与两株菌株的冷冻

存活率基本一致相对应，这也说明单敲 NTH2 基因对

酵母冷冻后 CO2 产生量无影响。 
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图 10 中性海藻糖酶对四株酵母菌株冷冻后产气量的影响 

Fig.10 Effect of neutral trehalase on the CO2 production of four 

yeast strains after freezing 

2.11  中性海藻糖酶对酵母冷冻后相对发酵力

的影响 

 
图 11 中性海藻糖酶对四株酵母菌株冷冻后相对发酵力的影响 

Fig.11 Effect of neutral trehalase on the relative fermentation 

ability of four yeast strains after freezing 

由图 11 可以看出，菌株 TL-102(nth2△)与亲本菌

株(BY6-9α)的冷冻后相对发酵力基本相同，这说明单

敲 NTH2 基因对酵母冷冻后相对发酵力无影响。同时

可 以 看 出 ， 菌 株 TL-101(nth1△) 和 菌 株

TL-201(nth1△nth2△)的冷冻后相对发酵力都得到显著

提高，分别比亲本菌株高了95.95%和 116.04%，这说

明敲除 NTH1 基因能显著提高冷冻后酵母的发酵性

能。 

3  结论 

本文通过分析 BY6-9α(亲本菌株 )、 TL-101 

(nth1△)、TL-102(nth2△)和 TL-201(nth1△nth2△)的生长

曲线、生物量、比生长速率、中性海藻糖酶酶活力、

胞内海藻糖含量、胞内海藻糖降解速率、冷冻存活率、

冷冻前产气量、比发酵力、冷冻后产气量和相对发酵

力，结果表明，四株酵母菌株的生物量、比生长速率、

胞内海藻糖含量和比发酵力均无显著差异，这说明中

性海藻糖酶基因对酵母菌株的生物量、比生长速率、

胞内海藻糖含量和比发酵力的影响均不显著。同时，

TL-102的胞内海藻糖降解速率、冷冻存活率、冷冻前

产气量、冷冻后产气量和相对发酵力与亲本菌株

(BY6-9α)无明显差别，说明单敲 NTH2 对酵母耐冷冻

特性无任何显著影响。而相对于亲本菌株（BY6-9α），

TL-101 和 TL-201 的中性海藻糖酶酶活力降低了

49.81%和 53.16%，胞内海藻糖降解速率分别减慢了

9.22%和 15.60%，-20 ℃冷冻28 d后冷冻存活率分别

提高了 91.06%和 103.01%，冷冻后 CO2产生量分别提

高了 63.04%和 65.22%，冷冻后相对发酵力分别提高

了 95.95%和 116.04%，这充分说明敲除 NTH1 基因能

明显改善酵母菌株的耐冷冻特性，而且酵母的耐冷冻

特性与胞内海藻糖降解速率密切相关，呈负相关。相

对于亲本菌株（BY6-9α），TL-201 在 YPD 液体培养

基中的延滞期延长，生长速度减慢，且其冷冻前 CO2

产生量减少了 23.66%，同时TL-101 冷冻前 CO2产生

量也减少了 16.77%，这可能与发酵初期这两株菌株的

胞内海藻糖降解速率较慢，胞内海藻糖能抑制酶的活

性并阻止部分变性蛋白恢复功能有关[11~12]。 
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