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摘 要 : 对耐高渗酵母与普通酿酒酵母在丙酮酸激酶、葡萄糖- 6-磷酸脱氢酶、苹果酸脱氢酶、异柠檬酸脱氢酶、

乙醇脱氢酶的酶活性特征的差异进行比较分析 , 建立酶活力测定方法。发现耐高渗酵母在高渗环境的诱导下 , 其

EMP途径、磷酸戊糖途径的关键酶活力都高于普通酿酒酵母。耐高渗酵母具有高活力的乙醇脱氢酶 , 其能高效地

将丙酮酸转化成乙醇。并且三羧酸循环中的关键酶异柠檬酸脱氢酶和苹果酸脱氢酶的活性也得到加强。这些酶活

力的增强维持了耐高渗酵母在高渗、高酒精环境下的生长需要与能量代谢的平衡。
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Abstract: The enzyme activities of some key metabolic enzymes (pyruvate kinase, glucose-6-phosphate dehydrogenase, isocitrate dehydrogenase

and ethanol dehydrogenase) in Saccharomyces cerevisiae FCC2146 (osmophilic yeast) were compared with those in Saccharomyces cerevisiae

FCC2144 (common yeast) and the relative enzyme activity measurement methods were established.The results indicated that pyruvate kinase,

glucose-6-phosphate dehydrogenase, ethanol dehydrogenase, malate dehydrogenase and isocitrate dehydrogenase in Saccharomyces cerevisiae

FCC2146 had higher activities than those in Saccharomyces cerevisiae FCC2144. That's why the osmophilic yeast under hypertonic and high-al-

cohol conditions could maintain the balance between energy metabolism and growth needs.
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浓醪发酵是利用耐高渗酵母在较高的底物浓度条

件下进行的发酵。高浓度发酵具有许多优点,例如:提高

设备利用率 ;提高单位时间产品的产出量 ;减少热能和

用水的消耗 ;降低生产成本[1]。随着酒精发酵工业的发

展,浓醪发酵技术获得普遍的成功和认可。浓醪发酵可

以使企业获得更大的生产效率 , 提高生产能力 , 同时可

以相应地降低生产成本。但是浓醪发酵也会带来一些问

题, 比如由于渗透压的提高会影响酵母的生长和繁殖,

这就要求菌株具有好的耐高渗性能。另一方面,由于浓

醪发酵所得到的酒精浓度较高,酵母菌的发酵也会受到

影响。以往的研究表明,乙醇浓度超过 8 %就会对酵母

产生抑制作用[2]。所以,有必要对酵母在高渗透压和高酒

精度的环境下的生物应答进行深入的研究。目前,对于

酵母耐高渗及耐酒精机理的研究主要集中在酵母细胞

膜中脂肪酸、磷脂、海藻糖、甘油等的含量对细胞耐高渗

及耐酒精性能的影响上。但实际上,酵母细胞是一个有

生命的整体, 酵母细胞不但能察觉营养物的存在与否,

还能根据外界营养物的变化来调节自身的各种酶的表

达水平和活性,从而使细胞呈现不同的代谢模式。葡萄

糖作为酵母细胞最重要的碳源物质,同时也是重要的初

期信号分子,它的浓度的变化必然诱导细胞对胞内主要

代谢途径的酶活力水平作出一系列的调节。本实验从酵

母细胞代谢关键酶的活性入手,研究耐高渗酵母与普通

酿酒酵母在代谢途径关键酶活性方面的差异,从而为探

寻酵母耐高渗的内在原因提供依据。

1 材料与方法

1.1 菌种

酿酒酵母 ( Saccharomyces cerevisiae) : FCC2144 和

FCC2146, FCC2146 为耐高渗菌株。由大连工业大学食
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品发酵菌种保藏所提供。

1.2 培养基

YEPD培养基:葡萄糖 2 %,蛋白胨 2 %,酵母膏 2 %,

pH 5.6。

低糖度发酵培养基:葡萄糖 2 %,蛋白胨 1 %,酵母膏

1 %,pH 5.6。

高渗发酵培养基:葡萄糖 45 %,蛋白胨 1 %,酵母膏

1 %,pH 5.6。

1.3 发酵试验

种子液: 2 株酵母菌种经复壮后 , 分别挑取 1 菌环

置于含有 50 mLYEPD 液体培养基的 250 mL 锥形瓶

中 , 于 30℃、120 r/min 下振荡培养 12 h, 制备处于对数

生长期的细胞悬浊液。

发酵液:按 1 %(体积分数)的接种量接种于上述低

糖度发酵培养基和高渗发酵培养基中 , 30℃、120 r/min

下在往复式振荡摇床培养。定时无菌操作移取发酵液用

于分析。

1.4 检测方法

细胞干重的测定 : 称出的干燥 1.5 mL Enppendorf

空管重量 , 取 1 mL 发酵液于管中 , 10000 r/min 离心

10 min, 去上清液 , 洗涤 2 次后于 80℃烘干至恒重 , 用

电子天平称重,计算得出毫升发酵液中的细胞干重。

葡萄糖浓度的测定: 3, 5-二硝基水杨酸法。

乙醇含量的测定 :气相色谱法( GC122 上海分析仪

器厂)。

1.5 细胞的收获

取 40 mL发酵液, 4000 r/min 离心 10 min,弃去上清

液 , 加入 20 mL 100 mM Tris- HCl pH7.0 缓冲液洗涤 2

次,洗涤后的细胞直接进行酶蛋白提取及活性检测。

1.6 酶蛋白提取

将收集到的酵母细胞悬浮在 10 mL缓冲液( 100 mM

Tris - HCl, pH7.0, 1 mM DTT, 10 mM MgCl2, 1 mM

EDTA)中 ; 冰浴条件下超声破碎细胞 (工作 1 s, 间歇

2 s, 全程时间 10 min, 功率 80 W) ; 4 ℃ 10000 r/min

离心5 min,取上清液即为酶蛋白溶液 ,置于冰上待测各

酶活性。

1.7 酶蛋白定量

以牛血清白蛋白(BSA)作标准, Bradford法测定[3]。

1.8 酶活性检测

酶活性检测在可控温度的紫外分光光度计上进行,

测量 340 nm下 NADH或 NADPH的浓度的变化。所有

测量都是在 25℃条件下进行的。反应所需混合物加入

1 cm 光程的石英比色皿中 , 最后加入 50μL 细胞抽提

液,使反应总体积为 1 mL,并启动反应。记录吸光度值

随时间的变化。每个样品平行测定 3次。具体测定条件

如下:

丙酮酸激酶:通过检测 NADH 在 340 nm 时的氧化

速度来测定。酶活力单位定义为每分钟催化 1 μmol

NADH氧化所需要的酶量[4]。

葡萄糖- 6-磷酸脱氢酶:于 340 nm 处检测 NAD+的

还原速度。酶活力单位定义为每分钟催化 1 μmol

NAD+还原需要的酶量[5]。

苹果酸脱氢酶:于 340 nm 处检测 NADP+的还原速

度。酶活力单位定义为每分钟催化 1μmol NADP +还原

需要的酶量[6]。

异柠檬酸脱氢酶: 于 340 nm 处检测 NAD+的还原

速度。酶活力单位定义为每分钟催化 1μmol NADP+还

原需要的酶量[7]。

乙醇脱氢酶:于 340 nm 处检测 NAD+的还原速度。

酶活力单位定义为每分钟催化 1μmol NAD +还原需要

的酶量[8]。

1.9 酶比活力计算

经酶活力测定获得样品中各种酶的活力值,再根据

Bradford法测定的蛋白质含量计算酶比活力。

2 结果与分析

2.1 不同发酵环境下酵母生长曲线的变化

将新鲜种子液接入发酵培养基中, 发酵不同时间 ,

定时取样分析 , 菌体生长、底物消耗及乙醇的积累结果

见图 1、图 2。

从图 1 中可看出,在葡萄糖含量为 2 %的 YEPD 培

养基中 , 2 种酵母都可以迅速地进入对数生长期( 5～12

h) , 此时葡萄糖被迅速地消耗 , 菌体浓度迅速提高的同

时主要积累了乙醇等代谢产物。在发酵后期,即便是在

葡萄糖含量为 2 %的 YEPD培养基中, FCC2146 发酵葡

萄糖生产酒精的速率要比 FCC2144 的快 , 在成熟发酵

液中 FCC2146产生的酒精的含量比 FCC2144高 1 g/L。

从图 2 可以看出 , 在葡萄糖含量为 45 %的高渗培

养基中 , 2 种酵母都产生了 8 h 的延滞期 , 延滞期过后

FCC2146 开始快速增殖, 而 FCC2144 的初始生长速度

较慢,经 48 h 的生长 , FCC2146 的菌体浓度达 13.6 g/L,

而 FCC2144 的菌体浓度仅为 10.6 g/L。直到 96 h,两者

的菌体浓度都保持基本稳定。可以看出,在高浓度的葡

萄糖培养基中, 2种酵母发酵生产乙醇的差异。FCC2146

比 FCC2144 发酵葡萄糖生产乙醇的速度要快。在成熟

发酵液中 ,由 FCC2146 产生的乙醇浓度为 110.4 g/L,而

FCC2144产生的乙醇浓度为 95.2 g/L。耐高渗酵母产生

了更高浓度的乙醇。

2.2 糖酵解和磷酸戊糖途径中关键酶活性变化
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图 1 低糖度发酵培养基中菌体生长、底物消耗及

乙醇的积累与消耗曲线

图 2 高渗发酵培养基中菌体生长、底物消耗及

乙醇的积累与消耗曲线

分别以 2 %葡萄糖和 45 %葡萄糖为碳源,连续培养

Saccharomyces cerevisiae 2144 和 2146,在它们各自的对

数期取样, 测定中间代谢途径中的一些关键酶活性,包

括糖酵解途径(丙酮酸激酶 , pyk)、磷酸戊糖途径( 6-磷

酸葡萄糖脱氢酶 , G6PDH)、柠檬酸循环(异柠檬酸脱氢

酶, ICDH;苹果酸脱氢酶 MDH)以及乙醇脱氢酶 YADH

活性。检测结果见图 3。

图 3 显示 , 在 2 %的葡萄糖培养基中 , 2 种酵母的

丙酮酸激酶含量基本处于相同的水平上。当培养基中葡

萄糖含量提升到 45 %的高渗条件后 , FCC2146 胞内的

丙酮酸激酶活力水平由 0.453 u/mg 升高到 0.647 u/mg,

活性提升了 42.8 %。而 FCC2144 胞内的丙酮酸激酶活

力水平则由 0.432 u/mg降低为 0.303 u/mg, 活性减少了

29.8 %。丙酮酸激酶( PK)是 EMP途径中重要的限速酶

之一 , 它的作用是催化磷酸烯醇式丙酮酸转化成丙酮

酸,同时生成一个 ATP。PK活性的提高有利于糖酵解途

径的顺利进行。反之该酶活性的降低会导致细胞能量的

供应受到影响。它在细胞内含量的多少直接反映了细胞

内流经糖酵解过程的通量的大小。在葡萄糖作碳源的对

数期,为了能有效地利用葡萄糖,就需要较高的表达量。

对比 FCC2144 和 FCC2146, 发现 , 在 2%葡萄糖条件

下, 它们胞内的丙酮酸激酶含量处于基本相同的水平,

这也就说明了在这种条件下,它们利用葡萄糖的能力比

较接近。而 FCC2146 在高渗条件下能迅速诱导出比一

般条件下更多的丙酮酸激酶,这就意味着其整个糖酵解

过程得到了加强 , 从而能更好地适应高渗环境。而

FCC2144 缺乏这种诱导更多的丙酮酸激酶的表达的能

力,所以它的生长受到了高渗环境的抑制。

当 FCC2146 处于高渗培养条件下 ,细胞内葡萄糖-

6-磷酸脱氢酶活力从 0.036 u/mg增长到 0.112 u/mg, 活

性是低糖度培养条件下的 3.11 倍。而 FCC2144 的葡萄

糖- 6-磷酸脱氢酶活力也有一定的增长, 从低糖度条件

下的 0.05 u/mg增长到了 0.089 u/mg。这说明高浓度的

葡萄糖对 2种酵母体内的葡萄糖- 6-磷酸脱氢酶都有正

向的诱导作用。不过耐高渗酵母对葡萄糖更敏感,酶活

性增长幅度也更大。

己糖激酶将胞内的葡萄糖磷酸化为葡萄糖- 6- 磷

酸,产生的葡萄糖- 6-磷酸可以流向不同的途径。一路走

向乙醇 ;另一路走向多糖、糖原和海藻糖。FCC2146 在

45 %葡萄糖培养条件下的 6-磷酸葡萄糖脱氢酶活性比

图 3 糖酵解和磷酸戊糖途径中关键酶活性变化
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图 4 苹果酸脱氢酶和异柠檬酸脱氢酶活性变化

图 5 乙醇脱氢酶活性的变化

2 %葡萄糖培养条件下增长了 3倍多。这说明,磷酸戊糖

的氧化阶段比较活跃,磷酸戊糖途径是细胞内重要的还

原性物质 NADPH 的重要来源。同时提供合成 DNA、

RNA、色氨酸、苯基丙氨酸、酪氨酸等生物合成的前提物

质 4-磷酸赤藓糖和 5-磷酸核糖。正是由于 6-磷酸葡萄

糖脱氢酶活性的增强使得耐高渗酵母有更多的合成细

胞的原料 , 才使得 FCC2146 在高渗培养基中有比

FCC2144更大的菌体生长速率。

2.3 三羧酸循环中关键酶活性变化

由图 4 可知,培养基中高浓度的葡萄糖对苹果酸脱

氢酶和异柠檬酸脱氢酶都有正向诱导作用, FCC2146 中

MDH 和 ICDH 的增长幅度分别为 17.8 %和 12.2 %;

FCC2144 中 MDH 和 ICDH 的增长幅度分别为 8.3 %和

23 %。可以看出,异柠檬酸脱氢酶和苹果酸脱氢酶的活

性有所上升, 但上升的幅度与丙酮酸激酶和葡萄糖- 6-

磷酸脱氢酶活力的增长程度相比要小很多。异柠檬酸脱

氢酶是三羧酸循环中的重要限速酶,它的活性的变化会

影响到整个 TCA循环的活跃程度。三羧酸循环作为能

量代谢的重要途径对生物体的生命活动起着重要的作

用,不仅影响到糖代谢,也是脂质、蛋白质等物质代谢的

重要途径。因此,胞内 TCA循环中,关键酶活性能够保

持基本稳定,对整个细胞的生长代谢具有重要意义。

2.4 乙醇脱氢酶活性的变化

乙醇脱氢酶 ( YADH)在酵母细胞内催化由丙酮酸

到乙醇支路的转化,它的活性大小直接关系着乙醇的转

化率。对 YADH的酶学性质研究表明,其最适反应温度

是 26℃, 等电点 5.4, 在 pH8.6～9.0 下催化乙醇氧化生

成乙醛,在 pH7.0下催化乙醛还原成乙醇[9]。在酵母细胞

内部 pH 值稳定在 5.72～6.15 的范围内 [10], 所以 , 乙醇

脱氢酶在正常生理状况下肯定是催化乙醛到乙醇的

还原反应。从图中发现 , 随着培养基中葡萄糖浓度由

2 %提升到 45 %,酵母细胞中的乙醇脱氢酶的含量都有

了显著增长 , FCC2146 的乙醇脱氢酶含量从 0.545 u/mg

增长到 1.84 u/mg, 增长幅度为 237 %; FCC2144 的乙醇

脱氢酶含量从 0.358 u/mg 增长到 0.613 u/mg, 增长幅度

为 71.2 %。FCC2144中的乙醇脱氢酶含量即使在增长后

仍与 FCC2146 有很大的差距。综合 2 株酵母在糖酵解

过程中的关键酶丙酮酸激酶含量的差异,发现 FCC2146

由于有高活力的丙酮酸激酶和乙醇脱氢酶的共同作用,

可以以很高的速率将葡萄糖转化为乙醇,从而使得它能

更好地适应高渗环境,具有了更大的菌体生长速率和乙

醇转化率。

3 讨论

酿酒酵母的主要代谢途径包括 : 糖酵解途径

( EMP)、戊糖磷酸途径( PP)、三羧酸循环( TCA)和一些

生物质合成的分支途径。由于酵母细胞具有感知周围环

境并做出应答的能力 , 所以 , 在高渗透压及高酒精含量

的培养环境下,细胞内部主要代谢途径中的酶的活性会

做出相应的调整。在葡萄糖作为碳源的整个代谢过程

中,首先是由己糖激酶将胞内的葡萄糖磷酸化为葡萄糖

- 6-磷酸。同时,葡萄糖- 6-磷酸又是己糖激酶的反馈抑

制剂 , 所以要想快速利用葡萄糖 , 葡萄糖- 6- 磷酸是一

个重要的调控点。在细胞内,葡萄糖- 6-磷酸可以流向 2

条不同的途径。一条是经过 EMP途径由丙酮酸生成乙

醇 ;另一条是经由磷酸戊糖途径走向多糖、糖原和海藻

糖[11]。葡萄糖- 6-磷酸脱氢酶催化的磷酸戊糖途径的第

一步反应实质上是不可逆的、是重要的调节位点 , 它控

制了细胞内重要的还原性物质 NADPH 的生成的多少。

由上面的分析可看出,在高渗环境下同时提高糖酵解途

径的关键酶活力,磷酸戊糖途径关键酶活力和乙醇脱氢

酶的活力才可以消除代谢过程中的反馈抑制加速葡萄

糖的吸收速率,高效的生产乙醇。

葡萄糖在经过磷酸化和醛缩酶的作用下 , 分解成

3-磷酸甘油醛和磷酸二羟基丙酮, 前者经 EMP途径进

入三羧酸循环 , 后者在 3-磷酸甘油酯酶的作用下脱磷

酸根形成甘油[12]。当酵母处于高渗环境中时 ,甘油的诱

导合成可以提高细胞内的渗透压, 这一过程即 HOG途

径 ( High Osmolarity Glycerol respinse pathway) [13]。而甘
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中国酿酒工业协会啤酒分会第三届会员
大会暨理事会在武汉召开

本刊讯:中国酿酒工业协会啤酒分会第三届会员大会暨理事会于 2008 年 4 月 9 日在武汉江城明珠豪生大酒店召开 , 啤酒分会秘书长杜绿君主持会

议。啤酒分会应到会会员单位 177 个 ,实到会会员单位 127 个 150 人。中国酿酒工业协会理事长王延才到会并做重要讲话 ,他充分肯定了上一届啤酒分会

所做的工作 ,并希望全体会员认真选举产生新一届团结务实的领导班子 ,做好啤酒分会的工作。湖北酿酒工业协会会长到会并讲话 ,祝贺大会顺利召开并

取得圆满成功。中国酿酒工业协会副理事长、啤酒分会理事长肖德润做工作报告 , 2003～2007 年 , 我国啤酒产量增加了 1426 万 kL, 增长 56.9 %;销售收

入增加 455.2 亿元 ,增长 88.6 %;税金增加 47.04 亿元 ,增长 47.7 %;利润增加 35.83 亿元 ,增长 137.8 %。5 年来 ,啤酒工业的发展是健康的,变化令人瞩目。

2007 年 , 全国啤酒产量 3931.37 万 kL, 较上年增长 13.8 %; 完成工

业总产值 1031.2 亿元 ,较上年增长 18.6 %;完成销售收入 968.61 亿

元 , 较上年增长 16.3 %; 利税总额 207.6 亿元 , 较上年增长 10.4 %。

存在的主要问题是产量增长率低 ,产量大 ,但经济实力不强。提出了

2008 年的努力方向。

会议讨论并通过了“中国酿酒工业协会啤酒分会二届理事会工

作报告”、“中国酿酒工业协会啤酒分会 2008 年工作计划”、“《中国

酿酒工业协会章程》啤酒分会实施细则”, 选举产生了中国酿酒工业

协会啤酒分会第三届理事会理事、常务理事、理事长、副理事长和秘

书长。肖德润再次当选为啤酒分会理事长 ,杜绿君当选为副理事长 ,

何勇当选为秘书长。会议完成各项议程 ,圆满结束。( 小雨)
中国酿酒工业协会理事长王延长讲话 啤酒分会第三届会员大会

油合成的前体物质 3-磷酸甘油醛是由 EMP 途径中的

1, 6-二磷酸果糖合成的, 所以 EMP途径活力的加强也

有利于细胞内产生能抵抗外界高渗环境的物质甘油的

生成 , 从而保证了细胞膜功能的完整 , 促进了菌体的生

长繁殖。

乙醇脱氢酶能迅速地把 EMP途径产生的丙酮酸转

化为乙醇,这个过程受 1, 6-二磷酸果糖的激活[14]。而且

细胞内由 EMP产生的丙酮酸越多就越需要酵母细胞有

高活力的乙醇脱氢酶,耐高渗菌株由于在胞内合成了高

活力水平的乙醇脱氢酶, 使得它的 EMP途径才可以顺

利进行,从而产生高浓度的乙醇。

以上分析使我们了解了酿酒酵母细胞在高渗环境

下是如何对细胞内主要代谢通路做出调节的。本试验研

究结果表明 , 高活力的 EMP 途径、磷酸戊糖途径、以及

高活力的乙醇脱氢酶使得细胞能顺畅地吸收外界的葡

萄糖并把它加工成乙醇。保持了细胞功能的完整性,从

而维持了在高渗、高酒精环境下生长需要与能量代谢的

平衡。对于酵母细胞耐高渗的机理还需要更深入的研

究 , 随着各种研究方法、结果的相互借鉴和新的研究手

段的出现,有望在不远的将来能更加明确酵母对于高渗

环境的耐性的整个机理。
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