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摘 要： 建立酵母细胞应激高温和酒精共同刺激的茅台酒高温发酵工艺实验模型，采用双向电泳方法分析茅台

酒高温发酵工艺对酵母细胞活性衍生物（LYCD）中应激蛋白的影响，采用银染显色扫描胶图后用 Image Master 2D
Platinum5.0 凝胶电泳分析软件对胶图分析，检出了 23 个差异蛋白点。质谱鉴定得到 3 个重要蛋白，为探讨茅台酒

高温发酵工艺的发酵机理提供了依据。
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酿酒酵母在极端环境下的应激反应，能产生促进细

胞呼吸和修复作用的保护性物质，称为活性酵母衍生物

(Live Yeast Cell Derivative,简称 LYCD)。 这些活性酵母

衍生物有重要的医用和保健价值 [1]，但其作用机理尚不

清楚。 高温发酵工艺是茅台酒生产的特点之一，赋予茅

台酒中独特的功能组分[2]。 本论文模拟高温发酵的高温

和酒精工艺条件，建立茅台酒生产高温应激反应实验模

型，制备高活性酵母细胞衍生物，探讨应激反应 LYCD
中的应激蛋白和应激机理。

1 材料与方法

1.1 菌种和培养条件

从茅台酒生产过程筛得的 Y14 酵母菌作为 LYCD
和 YE 的实验菌株；酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae)

MZT.39（中国微生物国家菌种保藏中心提供）作为标准

菌株，供生物活性测定；培养基为 12°Brix 麦芽汁培养

基， 以 6 %的接种量接入培养基于 170 r/min 的恒温摇

床中培养。
1.2 高活性 LYCD 和 YE 的制备

按照本文确定的高活性 LYCD 制备最佳条件：高温

46℃、酒精浓度为 4 %时刺激 Y14 酵母细胞 20 min，终

止刺激离心收集菌体加入培养基继续培养 2 h 后离心，
液氮冷冻破壁，用 4℃的无菌水转移破碎物，10000 g 离

心，上清液即为 LYCD[3]。
酵母提取物（Yeast Extract，YE），是指未经高温和酒

精处理在常温和无酒精的麦芽汁培养基中培养的酵母

细胞，与 LYCD 做对照，依照 LYCD 的制备方法进行。
采用紫外分光光度法测定 LYCD 的活性，量取一定
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量的测定菌株 MZT.39 的培养液， 加入一定量的 LY-
CD，30℃水浴振荡培养 1 h，用 UV-2550 紫外分光光度

计测定反应前后 OD256nm 值的变化，以此来反映 LYCD
活性的大小[4]。
1.3 双向凝胶电泳

将终止培养离心收集的菌体洗涤干净后， 用蛋白

裂 解 液 (40 mmol/L 的 Tris，2 %NP-40)收 集 液 氮 研 磨

样品，再于样品中加入蛋白酶抑制剂(1 mmol/L PMSF，
2 mmol/L EDTA 和 10 mmol/L DTT)； 冰浴超声后离心

加入 TCA 丙酮沉淀蛋白， 充分洗脱丙酮后再加入蛋白

裂 解 液 L3 (8 mol 尿 素，2 mol 硫 脲，2 %NP-40，4 mM
Tris，pH8.0～8.5)，超声并离心收集蛋白等待定量 [5]。 2-
D Quant kit 试剂盒定量使用 Molecular Devices 紫外分

光光度计根据 480 nm 处的吸光值绘制蛋白浓度的标准

曲线，空白为水。
定量后的蛋白溶液以相同蛋白上样量进行 2DGE

分离[6]，第一维在 18 cm 的 pH3～10 非线性 IPG 胶条上

进行，水化溶液的组成是 50 mM DTT，0.5 %IPG-buffer，
200 μg 蛋白， 补加剩余体积的 R-buffer 溶液至 350 μL
总体积。 采用 20℃无电压的被动水化 8 h 加上 50 V 电

压主动水化 4 h 后， 电压快速升至 500 V 维持 1 h，从

500 V 快速升至 1000 V 维持 1 h 后线性升至 8000 V 电

压维持 1 h，聚焦在 8000 V 电压聚焦 72000 VHrs。 等电

聚焦结束后， 胶条先后在适当体积的 SDS 平衡缓冲液

(1.5 mol/L Tris -hcl 50 mmol 6.7 mL，UREA 6 mol/L
72.07 g，Glycerol 87 % 30 % 69 mL，SDS 2 %w/v 4.0 g，
Bromophenol blue TO 200 mL)中平衡 2 次，第一次平衡

在平衡液中加入 1 %的 DTT，平衡 15 min，第二次加入

2.5 %IAM 也平衡 15 min。 将平衡好的胶条转入二相凝

胶模块并放入 GE 公司 Ettan DALT Ⅱ System 电泳仪，
开启电源先在 80 V 电压下缓慢进行 30 min 左右，待干

胶条的蛋白全部转到二向凝胶后， 设置每块胶 15 W 功

率电泳。 电泳结束采用银染方法显色和检出蛋白。
1.4 图像采集和分析

使 用 UMAX MagicScan3.2 v4.5 扫 描 系 统 在 300
dpi 的分辨率下转换为 TIFF 格式的图像文件， 利用 Im-
ageMaster 2D Platinum5.0 对扫描后的 TIFF 格式的图像

文件进行分析，检定出所有真实的蛋白点和劈开重叠的

蛋白点；配对修正完成查看配对率，在保证 80 %左右的

配对率基础上，选择要绘制在虚拟凝胶中的点群，得到

综合三块平行胶的虚拟凝胶。
YE 和 LYCD 中蛋白的差异性分析，可以选择体积

较小浓度较大的点作为 LandMark， 并给其添加上 An-
notation，自动匹配凝胶。 配对完成后，给分子量 Marker

点添加上分子量信息。 差异点信息可以反映 Max 值上，
选择 Max≥3.0，则所有点为 3 倍差异点，得到 3 倍差异

点报告；未配对点中筛选出浓度较大的有无差异点。
1.5 质谱分析鉴定

切下待分析蛋白点， 使用 Trypsin 储液 （0.5 mol/L
40 μL to 0.1 mol/L 200 μL）酶解消化过夜，点样到 An-
chorchip 靶，与标准品同时除盐并用无尘纸吸干凉干后

进质谱仪。 质谱仪 BRUKER ultraflex TOF/TOF，激光源

为 337 nm 波长的激光器，加速电压为 25 kV。 采集的数

据 图 谱 用 BRUKER 专 用 peptide calibration standard II
进行外标校正，用 Flxanalysis 操作软件对肽质指纹图数

据搜索。

2 结果与分析

2.1 LYCD 和 YE 中的蛋白定量

按 照 试 剂 盒 定 量 方 法 取 适 量 制 备 好 的 LYCD 和

YE 蛋白样本，与标准蛋白一同测吸光值。以标准品的吸

光值减去水的吸光值后的相对吸光值(X)为横坐标，以

标准品中的蛋白浓度(Y)为纵坐标作图，得到计算蛋白

相对浓度的标准曲线，见图 1 所示。

对样品的吸光值求平均减去空白样水的吸光值后

得到相对吸光值(魡)，利用标准曲线的公式计算蛋白的

含量，最终除以取样体积后得到样品的相对浓度。
经计算，YE 中的蛋白相对浓度为 10.8382 μg/mL；

LYCD 中的蛋白浓度为 8.2785 μg/mL。
2.2 LYCD 和 YE 中蛋白的 2DGE 胶图分析

图 2 是 LYCD 和 YE 中蛋白的虚拟凝胶，综合了 3
块平行胶的蛋白图谱，蛋白点更加可靠，为后续蛋白差

异分析和质谱鉴定提供基础。
虚拟凝胶进行自动匹配后， 给标准蛋白 Marker 标

记添加上分子量信息。 比较 LYCD 和 YE 两个样本的虚

拟凝胶时，选择体积百分比%（v/v），差异点的信息反应

在 Max 值上，实验一般要求 Max 值≥3.0，即蛋白点的

含量差异为 3 倍以上，因为通常认为这样的点具有生物

学比较意义，因为如果含量差异较小的话，可能这种差

图 1 蛋白定量标准曲线
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图 2 LYCD 和 YE 中蛋白的虚拟胶图谱及相应差异点

异不是菌体本身表达的，而是由于电泳过程中不可避免

的误差所导致的，因此，含量高于 3 倍的差异点比较分

析更具意义，得出的 3 倍差异点报告绘制于表 1，共 10
个蛋白点。

在得出 3 倍差异点后选择哪些未配对的蛋白点，得

出未配对点报告，以 Intensity 值排序选择蛋白浓度较大

的蛋白点， 这样不会因为浓度太低而造成质谱结果无

效，最终在胶图上进行肉眼筛选，得出有用的有无差异

点，汇总于表 2 中，差异点相应标注在虚拟胶图上。
2.3 质谱分析

选取 20 个蛋白质点进行酶解-质谱指纹图分析，质

谱获得的图谱搜索时选择 NCBInr 数据库， 搜寻参数：
enzyme 中 选 择 trypsin，global modification 中 选 择 car-
bamidomethyl (C)，variablemodification 中选择 oxidation
(M)，missed clearages 选 择 1，mass tol 选 择 100 mg/L，
mass 选 MH+。 根据数据库内 score 判断阳性结果，查询

数据库初步鉴定了 15 个蛋白质， 其中部分是与细胞周

期和代谢有关的蛋白， 如磷酸甘油酸变位酶和 3-磷酸

甘油醛脱氢酶等； 部分是与信号传导有关的蛋白，如

RACK1； 有 3 个是和酵母高温酒精应激反应相关的蛋

白，分别是 S-腺苷甲硫氨酸合成酶(SAM)，它是谷胱甘

肽的前体；细胞色素 C 过氧化物酶；乙醇脱氢酶(ADH)。
酵母应激反应制备的 LYCD 中这 3 种蛋白的含量明显

高于 YE 中的， 说明这 3 类蛋白参与了复杂的应激反

应， 并且是酵母对高温和酒精刺激应激机制的关键蛋

白。

3 结论

在国内，茅台酒中富含多种对人体有益的微量成分

引起了人们的广泛关注，并成为茅台酒的核心竞争力之

一，但其机制仍不清楚。 本文实验条件与茅台酒高温发

酵工艺中的发酵条件基本一致，表明茅台酒高温发酵温

度能促进茅台酒生产过程酒醅中酿酒酵母产生具有生
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物活性的 LYCD，表明茅台酒具有特殊的健康和保健成

分与茅台酒独特的生产工艺密切相关[7～9]。 酵母应激反

应前后蛋白质的表达发生了很大的改变，诱导产生了一

些新的应激蛋白产生， 同时也抑制了一些蛋白的表达，
说明茅台酒高温工艺对酵母细胞蛋白的表达产生明显

影响。 对蛋白质组成的分析和特殊蛋白的鉴定将有益于

应激蛋白分析及功能的研究， 为应激机理研究提供依

据。
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兼性厌氧以及厌氧的细菌则不适宜，有报道可以采用燃

烧法来培养兼性厌氧细菌[5]，或者通过厌氧罐培养，但这

些方法只适合于少数样品的分离，对于大规模的酒醅样

品分析来说，这些方法对设备的要求比较高。 相比较而

言，分离细菌采用混合倒平板方法，不仅平板表面可以

分离得到好氧细菌，在平板的中部以及底层则可以分离

到兼性厌氧菌，而且对仪器设备的要求不高，在数量和

种类上具有较好的重现性。 因此，可通过混合倒平板的

方式来快速分离兼性厌氧菌。
2.3 菌株细胞观察

通过镜检所分离到的细菌多为杆菌，霉菌多为具有

隔膜的菌丝体以及形态不同的孢子梗，而酵母多为椭圆

形，并伴有出芽繁殖。 将菌种按照一定的形态归类，并结

合菌株细胞的镜检观察，有利于分析酒醅中微生物类群

的生长，结合一定的生理生化指标，掌握微生物类群的

发展体系，有助于更深刻的了解白酒固态发酵过程中微

生物的作用，以及采用有效的控制措施来科学的指导生

产实践 。

3 讨论与结论

采用平板分离法是研究白酒酒醅微生物的一种快

速有效的试验手段。 不仅对试验设备的要求不高，而且

通过最佳稀释度的选择、抗生素的添加以及微生物类群

的分类等系列的分析，基本上就可以掌握细菌、霉菌、酵

母在各个阶段的不同变化。 对于进行大规模的白酒固态

发酵的动态分析，更深入了解糟醅中微生物组成的复杂

性而言，是一种有效的实验方法。
由实验结果可知，分离细菌、霉菌和酵母分别采用

牛肉膏蛋白胨培养基、淀粉培养基和 YPD 培养基。 在淀

粉和 YPD 培养基中添加 60 μg/mL 的链霉素就能很好

地抑制细菌的生长，且对霉菌和酵母的数量和种类并没

有影响。 分离细菌主要采用混合倒平板的方法。 而霉菌

和酵母的分离均可采用涂布的方法。 采用上述分离条件

对入窖和出窖样品进行分析，得出不同生产工序时段的

细菌、霉菌和酵母所采用的稀释度是不同的，而且相对

应的微生物种类的多样性也是有所不同的。 入窖酒醅中

的微生物种类和数量要比出窖酒醅中的微生物丰富，这

是由于酒醅中微生物的消长受氧气、温度、pH 值等因素

的影响所致，入窖与出窖酒醅中微生物生长环境的巨大

变化导致了细菌、霉菌和酵母在数量和种类上的巨大差

异。符合酒醅中微生物消长的基本规律。同时，酒醅中分

离出来的细菌的种类和数量都较霉菌、酵母多，这也与

熊昌绪[1]报道的结果相同。
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