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低氮促进红发夫酵母合成虾青素机理的研究
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赵学明

摘要：培养基中初始氮(硫酸铵)浓度对红发夫酵母虾青素合成有明显的影响，低氮能够促进红

发夫酵母合成虾青素。运用代谢通量分析的方法，定量分析不同氮浓度下红发夫酵母的中心碳代

谢表明：生成乙酰辅酶A的反应的通量与合成虾青素反应的通量正相关，并且这两个通量都随培

养基中初始氮浓度的降低而升高。这说明乙酰辅酶A是红发夫酵母合成虾青素的一个限制因素。

进一步测定红发夫酵母丙酮酸代谢相关酶的活性表明：参与丙酮酸脱氢酶旁路的两种酶——乙醛

脱氢酶和乙酰辅酶A合成酶在红发夫酵母中的活性极低；然而，柠檬酸裂解酶的活性较高，并且与

红发夫酵母虾青素的合成明显呈正相关。该结果说明，柠檬酸裂解反应决定着红发夫酵母细胞质

中乙酰辅酶A的供给，从而显著影响着其虾青素的合成。低氮条件能够提高柠檬酸裂解酶的活性

和限制蛋白质的合成，从而增加乙酰辅酶A的供给，促进红发夫酵母合成虾青素。
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The Mechanism of Low Nitrogen Promoting Astaxanthin Biosynthesis

in Phaffia rhodozyma
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Abstract：The initial nitrogen(ammonium sulfate)concentration remarkably affected astaxanthin

biosynthesis in Phaffia rhodozyma．Low nitrogen concentration promoted the biosynthesis of

astaxanthin of P．rhodozyma．Metabolic flux analysis was utilized to characterize the influences

of nitrogen concentration on the central metabolism of P．rhodozyma．The flux of acetyl-CoA

production was positively correlated with the flux of astaxanthin biosynthesis and both of these

tWO fluxes increased with the decrease of the nitrogen concentration．This suggested that acetyl—

CoA was a limiting factor for astaxanthin biosynthesis in this yeast．Further more，the enzyme

assays were employed to investigate the pyruvate metabolism of P．rhodozyma in detail．The

activities of acetaldehyde dehydrogenase and acetyl—CoA synthetase，two enzymes functioning in

pyruvate dehydrogenase bypass，were extremely low． In contrast，the activity of ATP： citrate

lyase was much higher．Furthermore，the activity of ATP：citrate lyase was positively correlated

with the biosynthesis of astaxanthin in P．rhodozyma．These results showed that ATP：citrate
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lyase reaction determines the supply of acetyl—CoA，the precursor for astaxanthin biosynthesis，in

cytosol of this yeast．Low nitrogen concentration improved the activity of ATP．citrate lyase and

limited the synthesis of protein，thereby increasing the supply of acetyl—CoA and promoting the

biosynthesis of astaxanthin in P．rhodozyma．
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虾青素是一种非维生素A源的类胡萝b素。

它使鸟、虾和鲑鱼等生物呈现特殊的粉红色，已经

被用作家禽和鲑鱼养殖的饲料添加剂[1卅]。此外，

虾青素还是一种有效的抗氧化剂[3]，具有抗癌和增

强免疫功能的作用[4]。因此，虾青素生产菌——红

发夫酵母，目前受到广泛的关注。

到目前为止，对红发夫酵母的研究主要集中在

不同培养条件对于其虾青素产量的影响L51]。实验

表明：低氮有利于红发夫酵母积累虾青素[5’8]，但是

其作用机理并不明确，限制了红发夫酵母的虾青素

产量的进一步提高。

虾青素是次级代谢产物，从代谢工程的角度

看，其合成应与红发夫酵母的初级代谢紧密相联。

作者首先应用代谢通量分析的方法，研究了氮浓度

对于红法夫酵母中心碳代谢的影响。然后，用酶活

分析的方法进一步研究了红发夫酵母的丙酮酸代

谢。在此基础上，从初级代谢的角度，提出了低氮

促进红发夫酵母合成虾青素的机理。

1材料和方法

1．1材料

1．1．1茵种红发夫酵母(PhaⅣia rhodozyma)

AS2．1557，购自中科院微生物研究所。

1．1．2培养基斜面培养基(g／L)：葡萄糖10，蛋

白胨5，酵母抽提物3，麦芽汁3，琼脂粉20；pH

5．0。种子培养基：不加琼脂粉，其余成分与斜面培

养基相同。发酵培养基(g／L)：葡萄糖20，

(NH4)2S04 1、5或20，KH2P04 1，NaCl 0．1，

MgS04·7H20 0．5，CaCl2·2H20 0．1，酵母抽提

物0．2；pH 5．0。

1．2方法

1．2．1种子培养方法从斜面上挑取一环菌体接

入50 mL种子培养基(500 mL的摇瓶)，22℃，150

r／min振荡培养28 h。

1．2．2发酵培养方法 将培养28 h的种子培养

基，按体积分数10％的接种量接人发酵培养基中

(50 mL培养基／500 mL的摇瓶)，150 r／min振荡

培养。

1．2．3 葡萄糖浓度的测定采用SBA生物传感分

析仪测定。

1．2．4 虾青素的测定 DMS0法[9]。

1．2．5 丙酮酸的测定高效液相色谱法[1叫。

1．2．6 茵体生物量测定 取40 mL发酵液于

5 000 r／min下离心10 min后，倒掉上清液。将收

集的菌体用去离子水洗涤两次，于105℃下烘干至

恒重。

1．2．7红发夫酵母的中心碳代谢网络采用孙乃

霞等人n03构建的代谢网络。

1．2．8代谢通量分析方法参见文献[11]。

1．2．9粗酶液的制备取20 mL发酵液，5 000 r／

min离心10 min，收集菌体。将菌体用10 mmol／L

磷酸钾缓冲液(pH一7．5，4℃，含2 mmol／L ED—

TA)洗涤两次。然后加入抽提缓冲液(抽提缓冲液

含100 mmol／L的磷酸钾，2 mmol／L MgCl2，

1 mmol／L DTT)，冰浴下超声破碎15 min。超声破

碎仪工作功率为200 W，工作5 S，间隔10 S。随后

在4℃，10 000 r／min下离心10 min，取出上清液。

该上清液即为粗酶液。

1．2．10酶活力的测定 在特征吸收波长下，测定

比色皿内的反应体系反应3 min吸收光度的变化

量。具体方法见参考文献：乳酸脱氢酶[12_17]。

1．2．11蛋白质浓度的测定考马斯亮蓝法[1引。

2结果与讨论

2．1 (NIl4)：S04浓度对红发夫酵母虾青素合成的

影响

在整个培养过程中，红发夫酵母的虾青素的含

量都是随着(NH。)：SO。质量浓度的降低而升高。

当(NH。)。SO。质量浓度为1 g／L时，其最大虾青素

质量分数达到0．52 mg／g(以干物质计)，分别是5

g／L和20 g／L时的1．11倍和1．30倍(图1)。说明

低氮有利于红发夫酵母合成虾青素。

2．2 (NIl4 l：SO。浓度对红发夫酵母中心碳代谢通

■的影响

在间歇培养条件下，分别测定不同氮浓度下，

处于对数生长期的红发夫酵母的菌体比生长速率、
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图1 不同质量浓度(NII．)zSO,条件下虾青素合成

Fig．1 Time course of astaxanthin content at various

(NIl4)2 S04 concentrations

葡萄糖糖比消耗速率、虾青素比生成速率、丙酮酸

比分泌速率，并计算得到二氧化碳的比释放速率。

求解矩阵方程，得到不同氮浓度下红发夫酵母中心

碳代谢的通量分布。结果如图2所示，图中数据依

次表示l g／L(NH。)2 SO。，5 g／L(NH；)2 SOt，20

g／L(NH。)：SO。培养下的通量值。

——'C02
G6P：6-磷酸葡萄糖IRu5P：5-磷酸核酮糖；F6P：6-磷酸果糖；

G3P：3-磷酸甘油醛；PEP：磷酸烯醇式丙酮酸lPYR：丙酮

酸；AeCoA：乙酰辅酶A；oAA：草酰乙酸；rKetoG：n一酮戊二

酸；Asta：虾青素。

图2不同氮源质量浓度下红发夫酵母的中心碳代谢

通量分布图

Fig．2 Metabolic flux distribution of Phal|ia rhodozy。

ma at VIIrious nitrogen concentrations

对比不同的氮质量浓度下红发夫酵母中心碳

代谢的通量分布可以发现：

(1)在不同的(NH。)z SO；质量浓度下，红发夫

酵母磷酸戊糖途径的通量都比较高。Cannizzaro等

人[1们在以不同稀释率连续培养红发夫酵母的条件

下，通过代谢网络分析也发现红发夫酵磷酸戊糖途

径的相对通量很高。Dong等人[2们代谢通量分析的

结果也表明，在纯培养及其与雨生红球藻的混合培

养条件下，红发夫酵母磷酸戊糖途径的相对通量都

较高，分别为48％和51％。这些结果都可以从红发

夫酵母的生理特点来解释。红发夫酵母是一种富

含脂质的、生产虾青素的红酵母。无论是脂肪酸的

合成，还是虾青素的合成都需要大量NADPH。磷

酸戊糖途径的高通量，就为其脂肪酸和虾青素的合

成提供了充足的还原力。

(2)与(NH。)2SO。质量浓度为5 g／L相比，在

低氮(1 g／L(NH。)zSO。)条件下，用于细胞合成的

前体物质(6一磷酸葡萄糖，5一磷酸核酮糖，3一磷酸甘

油醛，磷酸烯醇式丙酮酸，丙酮酸，乙酰辅酶A，草

酰乙酸，a一酮戊二酸)的通量明显下降，这说明低氮

限制了红发夫酵母的生长及蛋白质合成。

(3)在不同的氮浓度下，红发夫酵母丙酮酸节

点均有大于35％的通量分泌到胞外。这个结果与

作者前面的研究结果一致[1 0’20--21]。

(4)虾青素合成反应的相对通量随着氮质量浓

度的降低而升高。

(5)生成乙酰辅酶A反应的相对通量随着氮质

量浓度的降低而升高。这个规律与虾青素合成反

应的相对通量随氮质量浓度的变化规律一致。乙

酰辅酶A既是红发夫酵母合成虾青素的结构单元，

又是合成初级代谢物如脂肪酸等的前体。Vustin[8]

和董庆霖[2妇等人都认为红发夫酵母细胞中的乙酰

辅酶A是其虾青素合成的一个限制因素。通量分

析结果表明，生成乙酰辅酶A的反应的通量越高，

虾青素合成反应的通量也就越高。这个结果支持

了Vustin和董庆霖等人的观点。那么，低氮培养条

件很可能是通过促进红发夫酵母生成乙酰辅酶A，

进而促进了其虾青素的合成。

2．3(NH。)：S04质量浓度对红发夫酵母丙酮酸代

谢相关酶活性的影响

为进一步揭示低氮促进红发夫酵母虾青素合

成的机理，作者又采用酶活分析的方法，研究了红

发夫酵母的丙酮酸代谢。

从图3可以看出，丙酮酸——这一位于酵解和

呼吸作用分支点的关键初级代谢中间物，在红发夫

酵母中可能有多个去路。
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Eth：乙醇；AeA：乙醛；AcT：乙酸fAcCoA：乙酰辅醮A；Lac：乳

酸；PYRl丙酮酸；CIT；柠檬酸，OGA：口一酮戊二酸IOAA：草酰

乙酸#

1：乙醇脱氢酶}2：乙醛脱氢酶；3：乙酰辅酶A合成酶；4：丙酮

酸脱羧酶；5：乳酸脱氢酶；6：丙酮酸脱氢酶复合体；7：柠檬酸合

成酶，8：柠檬酸裂解酶；9：丙酮酸羧化酶；10和11表示由多个

酶催化的多步线性反应。

图3红发夫酵母的丙酮酸代谢模型

Fig．3 Pyruvate metabolism model of P．rhodozyma

丙酮酸羧化酶、丙酮酸脱氢酶、乙酰辅酶A合

成酶、丙酮酸脱羧酶、乳酸脱氢酶、NAD+一乙醛脱

氢酶、NADP+一乙醛脱氢酶、乙醇脱氢酶、柠檬酸

裂解酶的活性都在实验中测得(结果见图4—6)，说

明这些酶在红发夫酵母细胞内存在。结合上述实

验结果以及文献报道Ⅱ9’21’2引，提出了红发夫酵母的

丙酮酸代谢模型)。
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围4不同氮质量浓度下24 h培养物的粗酶液中乙醇

脱氢酶(ADH)的活性

Fig．4 The activity of alochol dehydrogenase in cell ex‘

tracts from cultures of 24 h at various nitrogen

concentrations

在各个(NH。)。SO。质量浓度下，乙醇脱氢酶的

活性都较高，而NAD+一乙醛脱氢酶、NADP+一乙

醛脱氢酶和乙酰辅酶A合成酶的活性都很低。这

说明由丙酮酸脱羧酶催化产生的乙醛可能主要是

通过乙醇脱氢酶代谢产生乙醇，而不是通过丙酮酸

脱氢酶旁路产生乙酸或乙酰辅酶A。同时，在不同

的(NH。)：SO。质量浓度下，红发夫酵母的丙酮酸脱

氢酶活性相差不大，而柠檬酸裂解酶的活性随着

(NH。)。SO。质量浓度的降低而升高(图6)。柠檬酸

裂解酶是富含脂质的酵母细胞质中的一种酶，Ev—

ans等人认为，这类酵母合成脂类的前体——乙酰

辅酶A主要由该酶催化产生[23‘。红发夫酵母是一

种富含脂质的红酵母，并且其合成虾青素的前体也

是乙酰辅酶A。由此推断低氮促进红发夫酵母的

虾青素合成很可能是与其提高了柠檬酸裂解酶的

活性，进而促进了乙酰辅酶A的合成有关。
■—一PDC
区墨口I．DH

低 中 高

硫酸铵质量浓度

图5不同氮质量浓度下24 h培养物的粗酶液中丙酮

酸脱羧酶《PDC)、乳酸脱氢酶(LDH)、NAD+一乙

醛脱氢酶(NAD-AIDH)和NADP+一乙醛脱氢酶

INADP-AlDH)的活性

Fig．5 The activities of pyruvate decarboxylase-lactate

dehydrogenase。NAD+and NADP+dependent

acetaldehyde dehydrogenase in cell extracts from

cultures of 24 h at various nitrogen concentra-

tions
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图7不同《Nrl,)zS04质量浓度下柠檬酸裂解酶活性

随时间的变化

Fig．7 Time course of the activity of ATP：citrate lyase

in cell extracts from cultures at various

(Nit,l 2S04 concentrations

对比图1和图7可以看出：在不同的(NH。)。S04

质量浓度下，红发夫酵母的柠檬酸裂解酶活性与它的

虾青素合成两者之间总存在这样的关系：24---60 h，

柠檬酸裂解酶活性较高，细胞中虾青素的含量也增加

较快；66--一78 h，酶活性较低，细胞中虾青素的含量微

增；80～120 h，酶活性进一步降低，细胞中虾青素的

含量几乎不增加，甚至开始下降。

Flores-Cotera等人认为红发夫酵母虾青素合

成途径中的上游反应发生在细胞质中[2引。由于乙

酰辅酶A不能直接通过线粒体膜，所以红发夫酵母

细胞质中的乙酰辅酶A源自两条途径：(1)丙酮酸

脱氢酶旁路；(2)柠檬酸裂解酶催化的柠檬酸裂解

反应，即线粒体内的柠檬酸通过三羧酸载体转运透

过线粒体膜，然后由细胞质中的柠檬酸裂解酶裂解

为乙酰辅酶A和草酰乙酸。而红发夫酵母丙酮酸

脱氢酶旁路相关酶的活性极低。那么，红发夫酵母

细胞质中乙酰辅酶A的产生主要由柠檬酸裂解反

应决定。随着氮质量浓度的降低，该裂解反应的通

量将增加，产生乙酰辅酶A的量也将增加：第一，催

化该反应的酶——柠檬酸裂解酶活性随着氮质量

浓度的降低而升高。第二，代谢通量分析表明，当

(NH。)zSO。质量浓度为1 g／L时，红发夫酵母的生

长和蛋白质合成受到抑制。那么，在低氮条件下，

一方面，用于蛋白质合成的ATP的量降低，可以有

更多的ATP用于柠檬酸裂解反应；另一方面，从

TCA循环中移出的，用于合成氨基酸的草酰乙酸和

a一酮戊二酸的量将大大降低，线粒体中积累并转运

到细胞质的柠檬酸的量可能增加(图3)。因此，降

低培养基中的氮质量浓度可以提高红发夫酵母柠

檬酸裂解反应的通量，增加其细胞质中乙酰辅酶A

的合成。由于乙酰辅酶A既是红发夫酵母合成虾

青素的前体物质，也是其积累虾青素的限制因素，

所以低氮促进了红发夫酵母的虾青素合成。

3 结 语

参与红发夫酵母丙酮酸脱氢酶旁路的乙醛脱

氢酶和乙酰辅酶A合成酶的活性很低。柠檬酸裂

解反应是其细胞质中乙酰辅酶A的重要来源。降

低培养基中氮质量浓度，通过限制红发夫酵母的蛋

白质合成及提高它的柠檬酸裂解酶活性的方式，提

高柠檬酸裂解反应的通量，增加红发夫酵母细胞质

中乙酰辅酶A的生成，从而促进其虾青素的合成。

因此，通过基因工程的方法，过量表达编码柠檬酸

裂解酶的基因，可能进一步提高红发夫酵母的虾青

素产量。
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