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耐高渗酿酒酵母的代谢流分析

李晓军 ’ 徐鹏 9 栾静， 苗君， 赵长新+
(大连工业大学生物与食品 工程学院，辽宁大连116034)

摘 要：研究了指数生长期的酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)在高渗胁迫下的生理代谢。

甘油和海藻糖是酿酒酵母的主要相容性溶质。在高渗环境下，胞外酒精质量浓度、甘油质量浓度、

海藻糖质量浓度分别较对照提高i00％、400％和11％。代谢流分析表明，高渗环境下，从节点6一磷

酸葡萄糖合成海藻糖的碳流较常规培养增加了47．3％；从节点磷酸二羟丙酮和3一磷酸甘油醛合成

甘油的碳流增加了55．7％；从节点丙酮酸流向乙醇的碳流增加了300％，而流向三羧酸(TCA)循

环的流量减少了21．7％。
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The Metabolic Flux Analysis of the Osmotolerant

Saccharamyces cerevisiae

LI Xiao-Jun，XU Peng，LUAN Jing，MIAO Jun，ZHAO Chang-Xin’
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Abstract：The physiological metabolism of Saccharomyces cerevisiae under high osmotic stress

was studied．Glycerol and trehalose are the primary compatible solutes in S．cerevisiae．Under

high osmotic stress，the content of ethanol，glycerol and trehalose was increased by 1 00％，400％

and 1 1％，respectively，as compared with that of the contr01．Furthermore，the metabolic flux

analysis indicated that the carbon flux for trehalose synthesis at glucose-6一phosphate node

increased by 47．3％under hyperosmotic stress．The carbon flux for glycerol synthesis at

dihydroxyacetone phosphate (DHAP) and glyceraldehyde-3一phosphate (GAP) node also

increased 55．7％．The carbon flux for ethanol synthesis at pyruvate node increased by 300％，

while the carbon flux channeled into TCA cycle decreased by 2 1．7％．

Key words：Saccharomyces cerevisiae，osmotic stress，glycerol，trehalose，metabolic flux

analysis

浓醪发酵是利用耐高渗酵母在较高的底物浓

度下进行的发酵。高浓度发酵具有许多优点，例

如：提高设备利用率；增加产物生产强度；减少热能

和水的消耗；降低生产成本等n]。鉴于此，浓醪发
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酵已成为发酵界和工业微生物界研究的热点。近

年来，人们通过代谢工程方法改变细胞内部的代谢

流分布，使底物更有效地转化为产物。代谢流分析

(Metabolic flux analysis，MFA)[21是代谢工程中

用以指导遗传操作的重要手段，是代谢网络分析的

基本方法。作者考察了一株耐高渗酿酒酵母(Sac-

charomyces cerevisiae)在由高浓度糖所形成的高

渗透压(简称高渗)环境下的生理特性，并对其高

渗透压胁迫下的代谢流进行了分析，这对进一步研

究耐高渗酵母耐高渗机理提供了有益的参考，同时

也为耐高渗酵母的遗传操作和发酵控制提供了理

论依据。

1材料与方法

1．1实验材料

1．1．1 茵种 酿酒酵母(Saccharomyces cerevisi-

ae)FCC2146。由大连工业大学食品发酵菌种保藏

所提供。

I．I．2培养基

斜面培养基：葡萄糖1 g／dL，酵母膏1 g／dL，碳

酸钙1．5 g／dL，琼脂2．0 g／dL。

种子培养基：葡萄糖2 g／dL，蛋白胨2 g／dL，酵

母膏2 g／dL。

高渗发酵培养基：葡萄糖30 g／dL，蛋白胨1 g／

dL，酵母膏1 g／dL。

普通发酵培养基：葡萄糖10 g／dL，蛋白胨1 g／

dL，酵母膏1 g／dL。

培养基pH均为5．4～5．6，121℃高压蒸汽灭

菌20～30 min。

1．1．3乳酸标准溶液乳酸标准溶液采用超纯水

配制，经0．22“m微孔滤膜过滤后备用；超纯水：娃

哈哈纯净水经0．45 ttm孔径的合成纤维素酯滤膜

进行真空超滤。

1．2实验方法

1．2．1培养条件 斜面接种后30℃培养3 d，接

人种子培养基，30℃、120 r／min振荡培养12 h，制

备处于指数生长期的细胞悬浊液。种子培养基在4

℃，4 000 r／rain离心10 min。洗涤一次后以1％接

种量(体积分数)接人高渗发酵培养基和普通发酵

培养基中，30℃、120 r／min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。

1．2．2 细胞干重的测定 取10 mL发酵液，

4 000 r／rain离心10 min，去除上清液，洗涤两次后

在80℃烘干至恒重，用电子天平称重，计算得出每

升发酵液中细胞的干重。

l。2．3 酒精的测定 利用气相色谱仪(GCl22型，

上海分析仪器厂制)测定发酵液的酒精含量[3]。

1．2．4还原糖的测定 利用3，5一二硝基水杨酸法

测定发酵液中的还原糖[4]。

1．2．s甘油的测定利用比色法测定发酵液的甘

油含量¨J。

1．2．6胞内海藻糖的测定利用蒽酮一硫酸法测定

酵母中海藻糖的含量[6]。

1．2．7乳酸的测定 使用高效液相色谱仪(Jas-

CO，日产)测定。流动相：0。1 mol／L KH：P04缓冲

溶液(磷酸调节pH至2．9)；体积流量0．8 mE／

min；柱温25℃；检测器波长215 nm；进样量

20 ttL／次。发酵液5℃、18 000 r／min离心10 min

后，用一次性无菌注射器(2 mL容积)配合0．22

肛m的针筒式水膜过滤器直接进样检测。

2结果与讨论

2．1 高渗胁迫下酿酒酵母的代谢特性

指数生长期的细胞对高渗环境最为敏感，将处

在指数生长期的种子液接人高渗发酵培养基和普

通发酵培养基中。细胞生长、底物消耗及产物生成

情况如图1、2和图3所示。
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高渗堵养：口葡萄糖{A菌体干重I×乳酸；O酒精

常规培养：■葡萄糖；▲菌体干重#+乳酸；●酒精

图1高渗培养和常规培养细胞生长、底物消耗。酒精、

乳酸合成

Fig．1 Biomass-glucose consumption-ethanol and lac—

tic acid synthesis of S．cerevisiae under osmotic

and normal conditions

由图1可知，高渗培养基和普通培养基中的细

胞生长没有显著差异，这说明指数生长期的细胞能

较好地抵御渗透压胁迫。细胞的葡萄糖消耗速率

在高渗培养基中有所减慢，普通培养基中细胞在

72 h糖已耗完，而高渗培养基中糖耗延迟至84 h。

普通培养基中酒精质量浓度在60 h达到69．3 g／L，
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随后酒精含量基本稳定。而高渗培养基中的酒精

在72 h达到最高值127．8 g／I。，是普通培养基酒精

质量浓度的2倍。在高渗条件下乳酸的合成明显

受到抑制，最大值由普通培养的8．3 g／L降为高渗

时的6．5 g／L。

图2是海藻糖合成情况。海藻糖在高渗培养

条件下，早期含量较普通培养基有所偏低，但在发酵

40 h以后海藻糖含量一直维持较高水平。高渗培养

时海藻糖质量分数最高达细胞干重的13．8％，而普

通培养时的则为12．4％。海藻糖是一种典型的应激

性代谢物，在高渗胁迫环境下对细胞的生物膜、蛋白

质和核酸等大分子具有良好的保护作用[7]。

图3是甘油的合成情况。甘油合成在高渗培

养中明显高于普通培养，高渗培养条件下甘油产量

最高达6．6 g／L，而普通培养甘油最高达1．3 g／L。

甘油是一种良好的生物相容性溶质。由于含有羟

基，亲水性能好，能有效地维持细胞内水活度，保护

细胞免受脱水的侵害[8]。

比较以上结果可知，高渗环境中酿酒酵母产物

的生成均出现了延迟期。
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图2高渗培养和常规培养的细胞海藻糖合成

脚2 Intracellular trehalose content of＆cerevisiae under

osmotic and normal conditions

0 24 48 72 96

时间／h

图3高渗培养和常规培养的甘油合成

Fig．3 Glycerol content of S．cerevisiae under osmotic

and normal conditions

2．2代谢网络的构建

酿酒酵母在高渗培养下产物的形成出现了延

迟期，且甘油和海藻糖的合成均较常规培养有显著

提高。因此进一步比较了高渗培养和常规培养时

酿酒酵母细胞产物生成期的代谢流分布情况。

S．cerevisiae产物生成期(42～48 h)细胞生长趋于

稳定，来自底物葡萄糖的碳流量主要用于产物合

成。此阶段的碳代谢网络如图4所示[9--11]。其中

葡萄糖消耗速率和胞外代谢产物(如酒精、海藻糖、

甘油和乳酸)生成速率经测定后换算为代谢通量q

(如qglu等)。代谢通量定义为单位细胞在单位时间

内代谢产物物质的量的变化⋯-1引，即用比速率表

示，单位是mmol／(g·h)。V／(i一1～7)表示未知

流量。图4中的代谢节点平衡式和代谢方程式如

表l和表2所示。
Glucose

‰l

Trehal。se·—j生一蒜P

K ／弋
G3P．．——二-DHAP．-—◆GAP

90uJr Jr巧
G1ycc咖e

3矗

co， l■
Ethanol·一童塑坠 P靠j!L◆Lactic acid

C≯O k，●一一l。

AcCoA

(厂—————∑cIT—]
OAA ICTT

co．

1 巧L夕‘
MAL o-KG

LFuM—suc——SUCCoA．土h。，
G6P l Glucose-6一phosphate；GAP；Glyceraldehydes一3一phos—

phate；DHAP：Dihydroxyacetone phosphate；G3P：Glycerol一3一

phosphate；3PG：3-phospholglycerate#PEP：Phosphoenolpyru—

rate；PYR：Pyruvate；AcCOA：Acetyl coenzyme；CIT：Cit—

rateI ICIT：Isocitrate；MAL：Malate；SUC：Succinate!SUC-

CoAlSuccinateCoAl FUM：Fumarate!OAA：Oxaloacetate!a—

KG：a—ketoglutarate；CoA：Coenzyme A

图4 S．cerevisiae在产物生成期的物质代谢网络

Fig．4 Mass metabolic network of S．eerevisiae at prod—

uct synthesis stage

2．3代谢流分析

2．3．I 代谢流分析 根据所建立的代谢网络和代

谢流分析方法，用Matlab软件求解产物生成期

(42～48 h)细胞的代谢流分布，如表3所示。
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表l代谢节点平衡方程式

Tab．1 Equilibrium equations at different metabolic nodes

代谢产物与平衡方程式

G6p：

GAP&DHAP：

G3p：

3PG：

PEP：

PYR：

AcCoA：

gGl。一2 qTm+yl

2 Vl—Vz+砜

％一qGl，

Vs=u

U=Vs

K一砜+qEIh+qL^

砜一V7

表2不同代谢产物的化学计量关系和代谢反应式

Tab．2 Stoichiometric relationships and metabolic reactions

of different metabolites

代谢通量 代谢反应式

Glucose+ATP=G6P+ADP

G6P+0．5 ATP=0．5 Tre+0．5 ADP

G3P+ADP=Gly+ATP

PYR+NADH=LA+NAD+

PYR+NADH=Eth+NAD+

G6P+ATP=DHAP+GAP+ADP

DHAP+NADH=G3P+NAD+

GAP+NAD++ADP=3PG+NADH+ATP

3PG=PEP

PEP+ADP=PYR+ATP

PYR+COA+NAD+=AcCOA+C02+NADH

AcCOA上OAA=CIT

CIT=lCIT

ICIT+NAD+=a KG+C02+NADH

aKG+NAD+=SUCcoA+C02+NADH

SUCCOA+ADP=SUC+ATP

SUC+FAD=FUM+FADH2

FUM=MAL

MAL+NAD+=NADH+OAA

表3商渗培养和常规培养酿酒酵母的代谢流分布

Tab．3 Metabolic flux distribution of S．cerevisiae at product

synthesis stage under osmotic and normal conditions

代谢通量
代谢通量值

高渗培养 常规培养

续表3

代谢通量
代谢通最值

高渗培养 常规培养

2．3．2 节点代谢流分布 由表3可知，高渗环境

下酿酒酵母的代谢流分布发生了明显改变。作者

又进一步分析了影响生成物产出的3个重要代谢

节点，即六磷酸葡萄糖(G6P)、磷酸二羟丙酮和3一磷

酸甘油醛(DHAP和GAP)、丙酮酸(PYR)处的代

谢流分布情况(用归一法将进入代谢节点的流量设

为100)，如图5所示。
Glucose Glucose

1100 1100

Trehal。se土墅芝P Trehalose上盐未P
98 r07 98．69

DHAPCP GAP DHAPa-b GAP
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，

TCA
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1100
6．84 ◆2．18

Ethanol●一PYR———◆LA
190．98
T

AcCoA

(b)

图5高渗培养(a)和常规培养(b)不同节点处的代谢

流分布

Fjg．5 Metabolic flux distribution under different meta-

bolic nodes Ia)osmotic condition Ib)normal COIl-

dition

由图5(b)可知，常规培养时，由于细胞生长基

本维持恒定，来自底物葡萄糖的碳流量有1．31％流

向海藻糖，而98．69％的碳流量流向DHAP&GAP；

由G6P节点的代谢流分布可知，0．88 oA的碳流量流

向了三磷酸甘油(用于合成甘油)，99．12％的碳流

量进入TCA循环；由PEP节点的代谢流分布可知，
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从PYR流向乳酸的碳流量为2．18％，流向乙酰辅酶

A进入TCA循环的碳流量为90．98％，用于合成酒

精的碳流量为6．84％。与常规培养相比较，高渗培

养时(图5(a))用于海藻糖合成的碳流量增加了

0．62％。从节点DHAP&GAP流向三磷酸甘油的碳

流量为1．37％，较常规培养时增加了55．68％。节点

PYR处的代谢流分布变化最大，从该节点流向乙醇

的碳流量为28．14％，比常规培养增加3．1倍，而流向

TCA循环的碳流量减少了21．70％，并且从该节点流

向乳酸的碳流量比常规培养减少了71．56％。

3 结 语

上述研究结果表明，在高渗透压的外界环境
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