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摘 要： 为研究酱香型白酒中的有益微量成分及其产生机理，优化高温发酵工艺，采用双向电泳和质谱技术，对酵

母高温发酵过程中应激反应产生的活性酵母细胞衍生物（LYCD）进行了蛋白质组水平的分析。结果表明，高温和酒
精应激导致蛋白表达差异明显，对其中 8个差异点进行质谱鉴定，肽质指纹分析发现 S-腺苷甲硫氨酸合成酶在应
激反应中特有大量表达，细胞色素 c过氧化物酶、肌动蛋白、乙醇脱氢酶、烯醇酶等表达量明显增加。说明高温发酵
酵母可通过酶系防御体系和氨基酸生物合成等发挥应激保护作用。
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Abstract: In order to study the beneficial trace components in Maotai-flavor liquor and their formation mechanism, high-temperature fermentation
technology was optimized and two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2-D PAGE) and mass spectrum was applied to analyze the
live yeast cell derivative (LYCD), a kind of protective substance which produced by the complicated stress response of S.cerevisiae in condition of
liquor high-temperature fermentation. The results indicated that high temperature and ethanol stress response resulted in evident difference in pro-
tein expression. 8 difference points among them were identified by MS and peptide mass fingerprinting analysis showed that S-adenosylmethion-
ine synthetase (SAMS) was peculiarly expressed after stress response. In addition, the content of cytochrome c peroxidase (CcP) and ADH and
enolase were evidently enhanced in LYCD, which suggested that S.cerevisiae in condition of high-temperature fermentation could produce protec-
tive substances such as defensive enzymes by complicated stress response.
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酱香型白酒中富含 200 多种对人体有益的微量成
分，但产生机制尚不清楚。 近年来，高温发酵工艺过程中
应激反应与活性酵母细胞衍生物引起了人们的广泛关

注。 酿酒酵母在应激反应条件下能产生促进细胞呼吸和
修复作用的保护性物质，称为活性酵母细胞衍生物（LY-
CD）[1]。本文利用蛋白质组技术对酿酒酵母高温发酵过程
中的 LYCD进行了初步研究，以期从蛋白质组水平研究
主要活性成分及其产生机制，为优化工艺提供线索。

1 材料与方法

1.1 菌株和培养基

耐高温酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)SU10-4-
60， 由茅台微生物菌种资源库提供， 最适生长温度为
35～38℃，作为发酵菌株。
培养基为 12 Bix麦芽汁培养基。

1.2 主要试剂
Urea, Tris, CHAPS, PMSF, SDS, Glycine, Acrylamide

均购自赛泰克生物科技有限公司 ；IAM, DTT, NP-40,
Glycerol (87 % ，v/v)，Bromophenol blue，Glutaraldehyde,
Silver nitrate, β-mercaptoethanol 购自 sigma 公司；Immo-
biline Drystrip pH3 -10 NL，IPG -buffer, Agarose NA,
molecular weight markers (MW range14.4～97.4 KDa)，2-
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D Quant kit 试剂盒均购自 GE公司。
1.3 主要仪器
德国布鲁克 maldi-tof-tof-ms； 一向电泳仪 BIO-

RAD PROTEAN IEF CELL； 一向电泳仪 GE HEALTH-
CARE Ettan IPGphor3； 二向电泳仪 Ettan DALTⅡ Sys-
tem； 扫描仪 UMAX POWERLOOK 2100 XL； 离心机
Backman J2-MC；离心机 Eppendorf Centrifuge 5417R；紫
外分光光度计 Molecular Devices； 图象分析系统 Image-
Master 2D Platinum 5.0。
1.4 方法
1.4.1 LYCD和 YE制备及活性测定
参阅课题组前期文献[2]。

1.4.2 蛋白样本制备与定量
用蛋白裂解液 (40 mmol/L 的 Tris，2 %NP-40)收

集 LYCD 和 YE 样品 ， 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)；
冰浴超声离心取上清液。 上清液加入 10 %TCA-丙酮混
合液，-20℃静置沉淀蛋白，离心去上清液。 待 TCA充分
洗脱后加入蛋白裂解液(8 mol 尿素，2 mol 硫脲，2 %NP-
40,4 mM Tris，pH8.0～8.5)， 超声， 并用不含蛋白酶的
DNase/RNase 除核酸，于 35000 g 高速离心收上清液，即
为处理好的蛋白样本。 使用 2-D Quant kit 试剂盒定量，
用 Bradford法测其蛋白浓度。
1.4.3 双向凝胶电泳
第一向电泳在 18 cm的 pH3～10非线性 IPG胶条上

进行， 水化溶液的组成是 50 mMDTT，0.5 %IPG-buffer，
200 g蛋白， 补加剩余体积的 R-buffer溶液至 350 μL总
体积。 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至 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[3]。 将平衡好的胶条转入二
相垂直电泳。 电泳结束采用银染方法显色和检出蛋白。
1.4.4 肽指纹图谱分析
挑选蛋白点亮度较大， 鉴定率相对较高的 8 个差异

斑点，酶解消化后，进行 MALDI-TOF-TOF-MS检测，得
到肽指纹图谱 。 搜索数据库 NCBInr， enzyme 中选择
trypsin，global modification 中选择 carbamidomethyl (C)，
variablemodification 中选择 oxidation (M),missed clear-
ages选择 1，mass tol 选择 100 ppm，mass选 MH+，获得序
列检索信息。

2 结果与讨论

2.1 LYCD和 YE中蛋白的 2-DE图谱比较分析

图 1为用 ImageMaster2D Platinum5.0 图像分析软件
对 3块平行胶匹配后获得的虚拟胶。 LYCD中的蛋白斑
点有 253个，YE中的蛋白斑点有 312。

从图 1 中可以确定 LYCD 和 YE 中有 20 多个明显
差异的斑点，对其中 8个差异点进行质谱鉴定，肽质指纹
分析。
2.2 质谱分析及蛋白质数据库同源性分析
质谱分析检测得到肽指纹图谱，如图 2。 根据数据库

内 score 值判断阳性结果，图 3 中编号相同的 mixture 为
同源蛋白。 结合双向电泳图上对应的 Mr（相对分子量）、
PI（等电点）鉴定其相应蛋白，这些蛋白的相应信息见表
1。

图 1 应激组 LYCD和常规 YE中蛋白的双向电泳图谱

 

图 3 蛋白分值图

图 2 155号蛋白斑点的肽质量指纹图谱(PMF)
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高和稳定低度浓香型白酒质量的生产实践， 取得了令人
满意的结果。
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2.3 讨论
2.3.1 应激反应中氨基酸生物合成的影响
环境压力常常导致细胞内蛋白质的变性、失活，细胞

可以通过合成新的蛋白来代替失活的蛋白， 并将失活的
蛋白降解，以恢复细胞的稳态[4]。 S-腺苷甲硫氨酸合成酶
（SAMS，EC2.5.1.6）以 ATP 和 L-甲硫氨酸为底物，能催
化合成重要的甲基供体和生物烷化剂 S-腺苷甲硫氨酸，
其也是甲硫氨酸生物降解和含氮氨基酸的生物合成的关

键酶。S-腺苷甲硫氨酸合成酶(SAMS)在酵母对高温发酵
应激反应时的大量表达， 推测 GSH 合成的前体物质
SAM的需求量因 GSH合成而增大。 SAM通过转巯基化
作用合成 GSH在活性氧脱毒过程中起重要作用[5]。
2.3.2 应激反应中酶系防御体系的影响
细胞色素 C 过氧化物酶能特异地催化还原型细胞

色素 C 对过氧化氢的还原反应，同时细胞色素 C 亦是应
激胁迫时细胞凋亡的重要机制之一，推测细胞色素 C 过
氧化物酶同过氧化氢酶、超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘
肽还原酶， 谷胱甘肽过氧化物酶等酶系防御体系一样可
以起到清除自由基或者修复氧化应激引起的细胞损伤的

作用。
高温和酒精应激引起酵母体内参与无氧呼吸的酶活

性如乙醇脱氢酶(ADH)等增强，促进了乙醇发酵，维持细
胞能荷， 从而增强酵母对高温和酒精刺激的适应性，
ADH活性升高，酵母对高温发酵的耐受能力增强。此外，
烯醇酶是一种多功能蛋白， 它能与细胞骨架蛋白和多聚

核苷酸结合，还具有热激蛋白的功能。在极限环境
中，细胞通常分泌或者表达特殊蛋白来适应环境，
有研究表明，烯醇酶的表达量会上调，增加缺氧代
谢来对细胞提供保护 [6]。 在啤酒酵母菌温度升高
时，烯醇酶基因也会被诱导表达，被认为在酵母中
具有耐热和生长调控作用[7]。

3 结论

本研究建立了高温和酒精共同作用的酵母高

温发酵工艺应激反应模拟机制， 应用蛋白质组学技术研
究应激反应活性酵母细胞衍生物 LYCD 中的重要成分，
研究发现了 LYCD 中多个蛋白的差异表达，说明高温发
酵酵母可通过酶系防御体系和氨基酸生物合成等发挥应

激保护作用，为进一步探讨 LYCD 主要活性成分和应激
机理奠定基础。
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