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摘要：为准确监控酿酒酵母胞内磷酸腺苷和辅酶Ｉ的代谢情况，作者建立了酿酒酵母胞内磷酸

腺苷和辅酶Ｉ的高效液相色谱分析方法。胞内代谢物经液氮研磨提取后，采用 Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｚｏｒｂａｘ
ＳＢ－Ａｑ色谱柱（５μｍ，４．６ｍｍ×１５０ｍｍ）分离，流动相０．０２５ｍｍｏｌ／Ｌ三乙胺－磷酸缓冲液（ｐＨ
６．０）与乙腈梯度洗脱，流速１ｍＬ／ｍｉｍ，检测波长２５４ｎｍ。在此条件下，３种磷酸腺苷和两种辅

酶Ｉ达到了较好的分离效果。回收率在９８．３０％～１０３．４２％之间，ＲＳＤ＜３．００％。结果表明，本

法灵敏、准确、重现性好，可用于酿酒酵母胞内磷酸腺苷和辅酶Ｉ摩尔质量浓度的测定。
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酵生成乙醇、二氧化碳和其他副产物。这一过程包

括 诸 多 代 谢 反 应，其 反 应 活 性 直 接 决 定 啤 酒 的 品

质［２］。酵母代 谢 活 性 受 胞 内 磷 酸 腺 苷（ＡＴＰ、ＡＤＰ
和ＡＭＰ）和 辅 酶Ｉ（ＮＡＤＨ 和 ＮＡＤ＋）含 量 和 状 态

的调控［３－４］。ＡＴＰ是 酿 酒 酵 母 细 胞 合 成 的 含 有 高

能磷 酸 键 的 化 合 物，参 与 机 体 内 蛋 白 质、脂 肪 及 糖

类的 代 谢，是 生 物 体 重 要 的 能 量 物 质，对 生 物 体 正

常机能的维持有着无可替代的 作 用。ＡＴＰ可 水 解

生成ＡＤＰ和 ＡＭＰ，三 者 之 间 的 相 互 转 化 使 ＡＴＰ
在机 体 内 达 到 动 态 平 衡，以 维 持 机 体 代 谢 的 需

要［５］。ＮＡＤ＋、ＮＡＤＨ是辅酶Ｉ在细胞内存在的两

种形式。细胞代 谢 过 程 中，氧 化 型 和 还 原 型 辅 酶Ｉ
之间的相互转换，起着调节能量代谢和物质代谢的

核心作用［６］。
目前，测定ＡＴＰ、ＡＤＰ和ＡＭＰ的方法较多，主

要有试剂 盒 法、电 化 学 分 析 法、层 析 法、生 物 发 光

法、高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法、毛细管区带电泳法及

荧光光谱 法［７］。其 中 试 剂 盒 法、电 化 学 分 析 法、生

物发光法及毛细管区带电泳法存在操作繁琐、精度

低、杂质干扰等缺点，ＨＰＬＣ法则具有操作简便、灵

敏度高、精确度高 等 特 点［８－９］。但 准 确 分 析 检 测 酵

母胞内的磷酸 腺 苷 和 辅 酶Ｉ，并 监 测 其 在 发 酵 过 程

中的代谢 情 况，尚 未 见 相 关 报 道。因 此，作 者 在 以

前研究的基础上，建立了利用ＲＰ－ＨＰＬＣ法 测 定 酿

酒酵母胞内磷酸腺苷和辅酶Ｉ的方法，该方法不仅

操作简便，而 且 稳 定 性、重 现 性 好，准 确 度、灵 敏 度

高，能为啤酒酿造者监控酿酒酵母的代谢活性提供

可靠依据。

１．１　菌株

下 面 酿 酒 酵 母 （Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）

ＦＢＹ００９５，上 面 酿 酒 酵 母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉ－
ａｅ）ＦＢＹ００９９：由作者所在实验室保藏。

１．２　仪器与试剂

Ｗａｔｅｒｓ　６００高 效 液 相 色 谱 仪，Ｗａｔｅｒｓ　２４１８紫

外检 测 器，Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｚｏｒｂａｘ　ＳＢ－Ａｑ色 谱 柱（５μｍ，

４．６ｍｍ×１５０ｍｍ）；ｐＨＳ－２Ｃ型数字酸度 计：上 海

精科仪器有限公司；３－１８Ｋ高速冷冻离心机：Ｓｉｇｍａ
仪器有限公司；ＸＯ－６５０Ｄ超声细胞破碎仪：南京先

欧生物科技 有 限 公 司；三 乙 胺、乙 腈、磷 酸：迪 马 试

剂有 限 公 司，色 谱 纯；ＡＴＰ－Ｎａ２、ＡＤＰ－Ｎａ２、ＡＭＰ－
Ｎａ２、ＮＡＤ＋、ＮＡＤＨ：Ｓｉｇｍａ试 剂 有 限 公 司，色 谱

纯；其他试剂均为分析纯。

１．３　酵母细胞猝灭

取１０ｍＬ对数期发酵液，加入４０ｍＬ、－４０℃、
体积分数７２％甲醇溶液，在－２０℃下保藏１０ｍｉｎ，
每两分钟剧烈振荡一次，以猝灭酵母胞内代谢。在

４℃下以６　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集菌体，再 用

冰甲醇溶液洗涤两遍，离心后收集菌体［１０］。

１．４　胞内物提取

１．４．１　超声提取　向菌体中加入５ｍＬ　ｐＨ　６．０的

磷酸钠缓冲液，超声处理１０ｍｉｎ（功率３００Ｗ，工作

１ｓ，间歇０．５ｓ），离心后收集上清液［１１］。

１．４．２　热 乙 醇 提 取　向 菌 体 中 加 入 一 定 量 热 乙

醇，在沸水浴中将乙醇蒸干，然后加入５ｍＬ　ｐＨ　６．０
的磷 酸 钠 缓 冲 液，煮 沸１０ｍｉｎ，离 心 后 收 集 上 清

液［１０］。

１．４．３　液氮提取　向菌体中加入２ｍＬ　ｐＨ　６．０的

磷酸钠缓冲液，用石英砂研磨５ｍｉｎ，再 加 入３ｍＬ
磷酸钠 缓 冲 液 洗 涤，离 心 后 收 集 上 清 液，并 于－２０
℃下保藏。

１．５　色谱条件

流动相：０．０２５ｍｍｏｌ／Ｌ三乙胺溶液（用磷酸调

ｐＨ至６．０）和乙腈梯度洗脱，流速１ｍＬ／ｍｉｎ，洗脱

时间４０ｍｉｎ，在０～２０ｍｉｎ，流动相中三乙胺缓冲液

与乙腈的比例由９９∶１降低到９５∶５，保持５ｍｉｎ，
接下来１５ｍｉｎ内，流 动 相 比 例 再 由９５∶５变 化 为

９９∶１，紫外 检 测 波 长２５４ｎｍ，柱 温３０℃，进 样 量

２０μＬ。

２．１　提取方法的选择

酿酒酵母细胞经甲醇猝灭处理后，用不同提取

方法 对 胞 内 代 谢 物 进 行 提 取，然 后 进 行 ＨＰＬＣ检

测。由表１可知，液氮研磨法对胞内磷酸腺苷和辅

酶Ｉ的提取效果最好，该法提取的总磷酸腺苷和总

辅酶Ｉ浓度均为最高。超声提取法提取效 果 次 之，
热乙醇提 取 法 提 取 效 果 最 差。这 说 明 液 氮 研 磨 法

对酵母细胞有较好的破碎作用，使胞内代谢物完全

释放出来。超声处理对酵母细胞产生空化作用，使

细胞膜产生裂隙，胞内物质不完全释放［１２］。乙醇对
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细胞 膜 起 溶 解 作 用，但 酵 母 细 胞 膜 较 坚 固，所 以 只

有部分胞内物被提取出来。超声提取法对ＡＴＰ和

ＮＡＤＨ的水解作 用 较 明 显，使 细 胞 能 荷（ＥＣ）和 还

原度（ＮＡＤＨ／ＮＡＤ＋）最 低，不 能 准 确 反 映 酵 母 细

胞的代谢 状 况。液 氮 研 磨 提 取 后，酵 母 细 胞 的ＥＣ
和还原度均为最高，可能是由于在低温条件下能较

好地防止ＡＴＰ和ＮＡＤＨ的水解。因此，液氮研磨

法对酵母胞内磷酸腺苷和辅酶Ｉ的提取效果较好。
表１　不同提取 方 法 对 酿 酒 酵 母 胞 内 磷 酸 腺 苷 和 辅 酶Ｉ提

取的影响

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｎ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｔｒａｃｅｌ－
ｌｕｌａｒ　ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ａｎｄ　ｃｏｅｎｚｙｍｅ　Ｉ　ｆｒｏｍＳａｃ－
ｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ

（μｍｏｌ／ｇ）

胞内提取物＊ 超声
提取

热乙醇
提取

液氮研磨
提取

ＡＴＰ　 ３．４３３　 ２．５５２　 ４．９７６

ＡＤＰ　 ０．６４６　 ０．３８９　 ０．５０８

ＡＭＰ　 ０．９７５　 ０．２７０　 ０．３０４

ＥＣ　 ０．７４３　 ０．８５５　 ０．９０４

总磷酸腺苷 ５．０５４　 ３．２１１　 ５．７８８

ＮＡＤ＋ ５．００４　 １．９７６　 ４．６３７

ＮＡＤＨ　 ０．５５０　 ０．３４７　 １．２１１

ＮＡＤＨ／ＮＡＤ＋ ０．１１０　 ０．１７６　 ０．２６１

总辅酶Ｉ　 ５．５５４　 ２．３２３　 ５．８４８

２．２　流动相条件选择

２．２．１　流动相种类选择　磷酸盐缓冲液－乙腈和三

乙胺缓冲液－乙腈系统是分离磷酸腺苷和辅酶Ｉ时

应用较 广 泛 的 流 动 相［１３－１４］。作 者 选 择 Ｎａ２ＨＰＯ４－
ＮａＨ２ＰＯ４ 缓冲液－乙腈和三 乙 胺－磷 酸 缓 冲 液－乙 腈

作为流 动 相，比 较５种 物 质 的 分 离 情 况。结 果 表

明，这两种流动相都能较好的分离磷酸腺苷和辅酶

Ｉ，相同浓度条件下，当三乙胺缓冲液作为流动相时，
磷酸腺苷和辅酶Ｉ的响应值较大。此外，由于 磷 酸

盐缓冲液的本底吸收较高，故选择三乙胺缓冲液作

为流动相。
缓冲液浓度直接影响缓冲能力大小，影响流动

相 稳 定 性，从 而 影 响 色 谱 柱 分 离 效 果。０．０２５、

０．０３、０．０３５、０．０４ｍｍｏｌ／Ｌ　４种 浓 度 的 缓 冲 液 对 磷

酸腺苷和辅酶Ｉ的分离效果都较好。而高浓度缓冲

液会增加流 动 相 的 本 底 吸 收，降 低 灵 敏 度，影 响 分

离效 果，并 缩 短 色 谱 柱 寿 命。因 此，选 择０．０２５
ｍｍｏｌ／Ｌ的三乙胺缓冲液［１５］。

２．２．２　流动相ｐＨ 选择　由于流动相ｐＨ 值对 磷

酸腺苷的保留时间有较大影响，因此考察不同流动

相ｐＨ值（ｐＨ　５．０、５．５、６．０、６．５、７．０）对 磷 酸 腺 苷

和辅 酶Ｉ分 离 的 影 响，结 果 见 图１。由 图１知，

ＡＭＰ、ＡＤＰ、ＡＴＰ和 ＮＡＤＨ 的 保 留 时 间 随ｐＨ 值

的增加而减小，ＮＡＤＨ的降低幅度较大，而 ＮＡＤ＋

的保留时间随ｐＨ的增加而增加。ｐＨ值为５．０时，

５种物 质 保 留 时 间 差 异 较 大，较 易 分 离，但 ＮＡＤＨ
的 保 留 时 间 过 大 对 分 离 不 利。ｐＨ 为 ５．５ 时，

ＮＡＤ＋ 与 ＡＭＰ 不 能 分 离 开 来。ｐＨ 为 ６．５ 时，

ＮＡＤ＋ 与ＡＤＰ的保 留 时 间 较 接 近，不 易 分 离。ｐＨ
为７时，５种 胞 内 物 分 离 效 果 较 好，但 ＡＴＰ 和

ＮＡＤＨ在酸性条件下稳定性较好，在碱性或中性条

件下较 易 水 解［１６］。ｐＨ 为６．０时，５种 物 质 保 留 时

间差异较大，较易分离。故流动相ｐＨ选为６．０。

图１　流动相ｐＨ值对磷酸腺苷和辅酶Ｉ保留时间的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ｏｆ　ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕ－
ｌａｒ　ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ａｎｄ　ｃｏｅｎｚｙｍｅ　Ｉ

２．２．３　流 动 相 配 比 选 择　考 察 等 度 洗 脱 条 件（乙

腈体积分数分别为１％、２％、３％、４％和５％）对磷酸

腺苷和辅酶Ｉ的 分 离 效 果，结 果 见 图２。磷 酸 腺 苷

和辅酶Ｉ的保留时间随乙腈比例的增加而减小，乙

腈比例较低（＜２％）时，ＮＡＤＨ难以洗脱出来。当

乙腈体 积 分 数 为５％时，磷 酸 腺 苷 和 辅 酶Ｉ在１５
ｍｉｎ内被 全 部 洗 脱 出 来，但 ＡＭＰ、ＮＡＤ＋、ＡＤＰ无

法达到良 好 分 离。可 见 等 度 洗 脱 很 难 满 足 分 离 要

求。因此作者选择梯度洗脱，发现在０～２０ｍｉｎ，流

动相中三乙胺 缓 冲 液 与 乙 腈 的 比 例 由９９∶１降 低

到９５∶５，保持５ｍｉｎ，接下来１５ｍｉｎ内，流动相比

例再由９５∶５变化为９９∶１时，５种 标 准 物 质 和 样
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品均有较好的分离效果，结果见图３。

图２　流动相中 乙 腈 体 积 分 数 对 磷 酸 腺 苷 和 辅 酶Ｉ保 留 时

间的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ　ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｒｅ－
ｔｅｎｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ｏｆ　ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ａｎｄ
ｃｏｅｎｚｙｍｅ　Ｉ

图３　磷酸腺苷和辅酶Ｉ标准品的ＨＰＬＣ图 谱（ａ）和 样 品 的

ＨＰＬＣ图谱（ｂ）
Ｆｉｇ．３　ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｓｔａｎｄａｒｄｓ（ａ）ａｎｄ　ｓａｍｐｌｅ

（ｂ）

２．３　工作曲线

分别以各组分峰面积Ａ 对标准工作溶液质 量

浓度ｃ（ｇ／Ｌ）进行线性回归分析，磷酸腺苷和辅酶Ｉ
的回归方程、相关系数及检出限见表２。由表２知，
在所测范围内，线性关系良好。

２．４　精密度和回收率

取一定量待 测 样 品３份，其 中 一 份 做 本 底，另

外两份分别添加一定量磷酸腺苷和辅酶Ｉ的标准混

合液，然后按照优化的方法进行检测。每份样品进

行３次 平 行 测 定，计 算 回 收 率 和 精 密 度，结 果 表 明

该方法回收率高，重现性好，见表２。
表２　回归分析、检测限、精密度和回收率

Ｔａｂ．２　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ，ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｌｉｍｉｔ，ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＲＰ－ＨＰＬＣ　ｍｅｔｈｏｄ

胞内物 线性范围／（ｇ／Ｌ） 线性方程 相关系数 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

ＡＭＰ　 ０．００３　２５～０．１０４ Ａ＝９×１０７　Ｃ－４３　６８０　 ０．９９９　９７　 １０１．６１　 １．６５
ＮＡＤ＋ ０．００３　１８８～０．１０２ Ａ＝６×１０７　Ｃ－２４　２８０　 ０．９９９　９８　 １０３．４２　 １．４１
ＡＤＰ　 ０．００３　１８７　５～０．１０２ Ａ＝５×１０７　Ｃ－３８　９８５　 ０．９９９　９４　 ９８．３０　 １．７９
ＡＴＰ　 ０．００３　１８７　５～０．１０２ Ａ＝５×１０７　Ｃ－３８　６３９　 ０．９９９　９５　 ９８．６１　 ２．２５
ＮＡＤＨ　 ０．００３　１２５～０．１００ Ａ＝３×１０７　Ｃ－３７　０３４　 ０．９９９　９６　 ９９．８４　 １．３２

２．５　发酵过程中酿酒酵母胞内磷酸腺苷和 辅 酶Ｉ
含量的变化

在上述确定的色谱条件下，检测发酵过程中下

面酿酒酵母和上面酿酒酵母胞内磷酸腺苷和辅酶Ｉ
的摩尔质量浓度，结果见图４、５。

ＡＴＰ普遍存在于生物细胞内，为细胞新陈代谢

提供能 量，是 细 胞 生 存 的 必 要 因 素。Ｇｕｉｍａｒａｅｓ　Ｐ
Ｍ　Ｒ等人用生 物 发 光 法 研 究 了 厌 氧 发 酵 过 程 中 酿

酒酵母胞内磷酸腺苷摩尔质 量 浓 度 和ＥＣ的 变 化，

测得ＡＴＰ摩尔质量浓度为１．７～４．２μｍｏｌ／ｇ，ＡＤＰ
摩尔质量浓度为０．１～１．８μｍｏｌ／ｇ，ＡＭＰ摩尔质量

浓度为０．１～１．８μｍｏｌ／ｇ，ＥＣ为０．４７～０．９５ ［１７］。
由图４（Ａ）及图５（Ａ）可知，本法测定的下面酿酒酵

母胞内ＡＴＰ摩尔质量浓度为１．５７～５．３２μｍｏｌ／ｇ，

ＡＤＰ摩 尔 质 量 浓 度 为０．７５～１．３２μｍｏｌ／ｇ，ＡＭＰ
摩尔质量浓度为０．５４～１．１０μｍｏｌ／ｇ，ＥＣ为０．５６～
０．８５。上面 酿 酒 酵 母 胞 内 ＡＴＰ摩 尔 质 量 浓 度 为

１．３６～５．１０μｍｏｌ／ｇ，ＡＤＰ摩尔质量浓度为０．３６～





ＬＩ　Ｈｕｉ－ｐｉｎ，ｅｔ　ａｌ：Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ａｎｄ

Ｃｏｅｎｚｙｍｅ　Ｉ　ｉｎ　Ｃｅｌｌｓ　ｏｆ　Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ　ｂｙ　ＲＰ－ＨＰＬＣ Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ａｒｔｉｃｌｅ

１．１１μｍｏｌ／ｇ，ＡＭＰ摩 尔 质 量 浓 度 为０．２４～０．８８

μｍｏｌ／ｇ，ＥＣ为０．５７～０．９０，与 Ｇｕｉｍａｒａｅｓ　Ｐ　Ｍ　Ｒ
测定的结 果 基 本 一 致。发 酵 过 程 中 下 面 酿 酒 酵 母

和上面酿酒酵母胞内ＡＴＰ摩尔质量浓度都是先升

高后降低，ＡＤＰ和ＡＭＰ摩尔质量浓度都呈升高趋

势。下面酿酒酵母胞内ＥＣ在发酵０～３ｄ内 基 本

不变，而后逐渐降低，而上面酿酒酵母胞内ＥＣ在发

酵过程中 呈 逐 渐 降 低 趋 势。发 酵 过 程 中 下 面 酿 酒

酵母和上 面 酿 酒 酵 母 胞 内 ＡＴＰ、ＡＤＰ、ＡＭＰ摩 尔

质量浓度和ＥＣ的变化趋势都基本一致。由于在发

酵开始时，酵母细胞利用麦汁中的营养物质维持代

谢，同时合成ＡＴＰ贮存起来，此时细胞代谢活性较

高，ＡＴＰ摩尔质量浓度较高，ＥＣ较高。随着发酵时

间的 延 长，发 酵 液 中 营 养 物 质 逐 渐 被 消 耗，溶 氧 量

逐渐 降 低，酵 母 细 胞 分 解 胞 内 ＡＴＰ生 成 ＡＤＰ、

ＡＭＰ，以供代谢需要，所以胞内ＡＴＰ摩尔质量浓度

逐渐降 低，ＡＤＰ和 ＡＭＰ摩 尔 质 量 浓 度 逐 渐 升 高。
此时细胞代谢活性降低，使ＥＣ逐渐降低。

图４　发酵过程中下 面 酿 酒 酵 母 胞 内 磷 酸 腺 苷（ａ）及 辅 酶Ｉ
（ｂ）摩尔质量浓度的变化

Ｆｉｇ．４　Ｔｉｍｅ　ｃｏｕｒｓｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
（ａ）ａｎｄ　ｃｏｅｎｚｙｍｅ　Ｉ（ｂ）ｄｕｒｉｎｇ　ｌａｒｇｅｒ　Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

图５　发酵过程中上 面 酿 酒 酵 母 胞 内 磷 酸 腺 苷（ａ）及 辅 酶Ｉ
（ｂ）摩尔质量浓度的变化

Ｆｉｇ．５　Ｔｉｍｅ　ｃｏｕｒｓｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｈｅ　ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　ｐｈｏｓ－
ｐｈａｔｅ（ａ）ａｎｄ　ｃｏｅｎｚｙｍｅ　Ｉ（ｂ）ｄｕｒｉｎｇ　ａｌｅ　Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙ－
ｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

　　ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ反映细胞的氧化还原状态，其

水平直接影 响 着 细 胞 的 节 律、衰 老、癌 变 和 死 亡 等

生命过程［１８］。由图４（ｂ）及图５（ｂ）可知，发酵过程

中 下 面 酿 酒 酵 母 和 上 面 酿 酒 酵 母 胞 内 ＮＡＤ＋、

ＮＡＤＨ摩尔质量浓度和ＮＡＤＨ／ＮＡＤ＋ 都是先升

高后 降 低，下 面 酿 酒 酵 母 和 上 面 酿 酒 酵 母 胞 内

ＮＡＤ＋、ＮＡＤＨ摩尔质量浓度和ＮＡＤＨ／ＮＡＤ＋ 的

变化趋 势 都 基 本 一 致。在 发 酵 初 期，细 胞 代 谢 旺

盛，合成较多的 辅 酶Ｉ，细 胞 还 原 度 较 高，但 随 着 发

酵 液 中 的 营 养 物 质 逐 渐 被 消 耗，细 胞 代 谢 逐 渐 减

弱，辅 酶Ｉ摩 尔 质 量 浓 度 逐 渐 下 降，还 原 度 逐 渐 降

低。

　　液氮研磨法能较好地提取胞内代谢物，并能很

好地防止ＡＴＰ和ＮＡＤＨ的水解。经过优化，确定





研究论文 李会品，等：ＲＰ－ＨＰＬＣ法同时测定酿酒酵母胞内磷酸腺苷和辅酶Ｉ

０．０２５ｍｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　６．０的三乙胺－磷酸缓冲液－乙腈

作为流动相，梯度洗脱程序为：０～２０ｍｉｎ，流动相中

三乙胺－磷酸 缓 冲 液 与 乙 腈 的 比 例 由９９：１降 低 到

９５：５，保持５ｍｉｎ，接下来１５ｍｉｎ，流动相的比例再

由９５∶５变化为９９∶１。此条件能对胞内磷酸腺苷

和辅酶Ｉ进行较好地分离，且该方法回收率高，重现

性好，可以准确监控发酵过程中酵母胞内磷酸腺苷

和辅酶Ｉ的代谢情况。结果表明，用液氮研磨 法 提

取，高效液相色谱法测定酵母胞内磷酸腺苷和辅酶

Ｉ，准确度和精密度均较高，是一种简便、快速、准确、
易于推广的检测方法。
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会 议 信 息

会议名称（中文）：全国生物能源与生物基产品产业化技术研讨会暨第六届生物产业技术研讨会

会议名称（英文）：ＳＷＣＹ
所属学科：有机化学，生物技术与生物工程，作物学及林木育种、生物学，有机及精细化工，再生能源技术与

工程

开始日期：２０１２－０８－１５　　　　结束日期：２０１２－０８－１８
所在城市：安徽省 黄山市

主办单位：中国生物工程学会，化学工业出版社

承办单位：《生物产业技术》杂志

摘要截稿日期：２０１２－０５－３１　　　　全文截稿日期：２０１２－０７－１５
联系人：李江胜 　　　　联系电话：０１０－５９７９８０５３
Ｅ－ＭＡＩＬ：ｓｗｃｙ＠ｓｗｃｙ．ｏｒｇ　　　　会议网站：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｗｃｙ．ｏｒｇ
会议背景介绍：２０１１年底，国家颁布了《“十二五”生物技术发展规划》，明确了“十 二 五”期 间 生 物 能 源 技 术

主攻方向：大力发展非粮生物乙醇、生物柴油等生物能源产品相关关键技术和 专 用 设 备。为 了 结 合 实 际 贯 彻 落

实《规划》精神，推动在生物产业技术中应用广泛的前沿技术的进步与发展，中国生物 工 程 学 会 和 化 学 工 业 出 版

社在成功举办了五届生物产业技术研讨会的基础上，继续举办第六届生物产业技术研讨会。本届会议将邀请我

国生物能源和生物化工领域著名专家、学者做主题报告，并将有２００余名来自 学 术 界 和 产 业 界 的 专 家 学 者 共 同

参与，共同研讨生物能源与生物基产品产业化技术的重点、难点及热点问题。

会议名称（中文）：第八届海峡两岸生物学启发的理论科学问题研讨会

所属学科：动植物微生物学，作物学及林木育种、生物学

开始日期：２０１２－０６－２０　　　　结束日期：２０１２－０６－２３
所在城市：湖北省 宜昌市

主办单位：三峡大学、华中科技大学和中国科学院理论物理研究所

会议网站：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉｔｐ．ｃａｓ．ｃｎ／ｘｓｈｄ／ｘｓｈｙ／２０１２０４／ｔ２０１２０４１１＿３５５４３０９．ｈｔｍｌ
会议背景介绍：自１９９８年中国科学院理论物理所郝柏林院士和台湾“中央大学”李弘谦教授组织举办首届

海峡两岸生物学启发的理论科学问题研讨会（ＢＩＴＳ）以 来，该 系 列 会 议 每 二 年 一 届 交 替 在 两 岸 举 办。目 前 已 举

办七届，取得了非常好的效果。为进一步推动两岸在生命科学新兴交叉学科的研究，促进学术交流，增进两岸同

仁的团结合作，组委会研究决定于２０１２年６月２０日至２３日 在 湖 北 宜 昌 召 开 第 八 届 研 讨 会，由 三 峡 大 学、华 中

科技大学和中国科学院理论物理研究所共同举办。




