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摘  要: 乙醇发酵过程中酿酒酵母细胞辅酶 NAD+ 和 NADH 质量分数及其比例反映了胞内的氧

化还原状态和细胞代谢活性,具有重要的生理意义。作者主要研究了加热萃取、珠磨破碎、反复冻

融破碎 3 种方法对乙醇发酵过程酿酒酵母细胞辅酶 NAD + 和 NADH 提取和测定的影响, 提出基

于珠磨破碎、辅以加酸或碱并加热的萃取模式,以及合适的酶循环反应体系,从而建立了高效的胞

内 NAD
+
和 NADH 检测方法。
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Abstract: Due to the importance o f NAD+ and NADH levels in the yeast metabo lism , the

determination of int racellular NA DH/ NAD+ is a v ery interest ing fo r ethanol production. In this

study, Three NADH. / NAD
+

ext racting methods, including heating, f reeze- thaw cycles,

shaking bead, for the disrupt ion and ex t ract ion of the NAD
+

and NADH in yeast cells w ere

invest igated and compared. Final ly an eff icient process for ex t ract ion and detect ion of NAD+ and

NADH in yeast cells w as established as fo llow s. Yeast cells w ere disrupted by shaking bead

while NAD
+

and NADH wer e ex t racted by acid o r alkali, then the ex t racts w er e detected under

the fav orable enzymatic cycling sy stem Ò.
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  NAD
+

(氧化型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸) 和

NADH(还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸)是酵母发

酵产乙醇代谢过程中的一对极为重要的氧化还原

代谢辅酶[ 1- 2]。在酵母细胞内 NAD + 和 NADH 二



者相互转化, 同化或异化过程都会导致 NAD
+
被还

原为 NADH, 为维持细胞内的氧化还原平衡,

NADH 需被重氧化。酵母细胞中存在至少 5 条

NADH 重氧化代谢途径, 如乙醇生成途径, 甘油生

成途径等,酵母细胞内的 NAD
+
和 NADH 水平一

定程度上决定着细胞内的代谢流分布 [ 3]。酵母细

胞内的 NAD+ 和 NADH 比例不仅调节着氧化还原

平衡, 而且是细胞的代谢活性指标, 在代谢过程及

控制上有着极为重要的作用
[ 4]
。酵母细胞内的

NAD+ 和 NADH 水平与细胞所处环境的氧化还原

状态息息相关,在乙醇发酵过程中可通过控制胞外

氧化还原状态来调节细胞的生长及产物生成
[ 5]
。

因此考察乙醇发酵过程中细胞内 NAD+ 和 NADH

水平对了解细胞代谢有举足轻重的作用。

检测酵母细胞内辅酶 NAD + 和 NADH 的关键

步骤为:胞内辅酶的高效提取及辅酶含量的准确测

定。辅酶的提取方法主要有酸碱加热提取[ 6, 7] , 细

胞破碎提取[ 8] 等,针对不同种类不同发酵体系的细

胞提取方法不能通用。关于酿酒酵母辅酶 NAD
+

和 NADH 提取方法众说纷纭, 并且辅酶分子自身

不够稳定,因此探讨乙醇发酵体系中辅酶的提取方

法显得尤为重要。

目前测定微生物细胞内 NAD
+
和 NADH 采用

的方法有 HPLC、荧光法及酶循环法[ 8- 12]。利用

HPLC 测定辅酶时, 样品处理对测定影响较大, 样

品处理过程中积累的盐离子及发酵液中的蛋白质

对测定均有较大干扰, 导致检测灵敏度降低
[ 10]
。荧

光法相对成本更高, 降低了使用的可能性。酶循环

测定方法反应温和,无污染,灵敏度高且操作简便。

酶循环法的反应原理见图 1
[ 8]
。

图 1 定量测定 NAD+ 和 NADH的反应程序

Fig. 1  Reaction scheme for quantitative determination

of the levels of NAD+ and NADH

其中ET OH、ALD、PES、MT T 和 Fo rmazan分

别为乙醇、乙醛、吩嗪乙基硫酸盐、噻唑蓝和甲簪。

当体系中存在以上底物及辅酶 NAD+ 和 NADH

时,在乙醇脱氢酶( ADH )催化作用下, 辅酶参加循

环反应直至底物消耗完。反应过程中不断生成蓝

色的物质甲簪 ( Formazan) , 从而使体系在 570 nm

下的吸光值不断发生变化[ 13] 。在一定温度及反应

时间内, 酶反应速率与样品中辅酶浓度呈线性关

系。据此,通过与标准品的反应速率进行对比, 能

够准确测得样品中辅酶的浓度。基于此反应原理,

作者主要目的在于研究酿酒酵母细胞内辅酶

NAD + 和 NADH 的提取方法, 并建立合适的酶循

环反应体系,最终建立一套完善高效的酵母细胞内

辅酶 NAD
+
和 NADH 检测方法。

1  材料与方法

11 1  试剂

ADH、MT T、PES、Bicine: 均购买自 Sigma 公

司; 乙醇等其余试剂:均为分析纯, 购买自国药集团

公司。

11 2  培养基

11 21 1  种子培养基组成(组分 g / dL)  葡萄糖 4,

KH 2 PO4 01 35, MgSO4 # 7H2 O 01 075, ( NH 4 ) 2 SO 4

01 75; 微量元素 1 mL/ L, 维生素溶液 1 mL/ L[ 14] 。

11 21 2  发酵培养基组成(组分 g/ dL)  葡萄糖 10,

KH 2 PO4 01 35, M gSO 4 # 7H 2 O 01 075, ( NH 4 ) 2 SO 4

01 75; 微量元素 1 mL/ L, 维生素溶液 1 mL/ L。

11 21 3  微量元素组成( mg/ L )  EDTA 30, ZnSO 4

# 7H 2O 91 0, CoCl2 # 6H 2 O 01 6, M nCl2 # 4H2 O 2,

CuSO4 # 5H 2 O 01 6, CaCl2 # 2H 2 O 91 0, FeSO 4 #

7H2 O 61 0, NaM oO4 # 2H 2 O 01 8, H3 BO 3 21 0, KI

01 2。

11 21 4  维生素溶液组成 ( mg / L )  Bio tin 01 05,

Calcium pantothenate 1, Nicot inic acid 1, Ino sitol

25, T hiamin # HCl 1, Pyridoxine # HCl 1, Para-

aminobenzo ic acid 01 2。

11 3  培养方法

11 31 1  菌种活化及保藏  称取 5 g 活性干酵母,置

于已灭菌的 2 g/ dL 的 100 mL 葡萄糖溶液中, 于30

e 下孵育30 min,活菌浓度为2 @ 108 CFU / mL。活

化后的菌液稀释至一定的浓度,取 100 LL 涂布在

固体培养基上,获得单菌落, 4 e 保藏。

11 31 2  种子培养方法
1) 一级种子培养: 从平板上挑取一个单菌落,

接入已灭菌的 30 mL 种子培养基中, 30 e , 200

r/ min条件下培养 16 h。

2) 二级种子培养: 将培养 16 h 的一级种子液

转入 120 mL 种子培养基中, 30 e 、200 r/ min 条件

下培养 16 h。

11 31 3  摇瓶发酵条件  以 10%接种体积分数接入

一级种子液, 500 mL 摇瓶装液量为 150 mL, 转速

200 r/ min,温度 30 e 。

11 31 4  21 5 L 发酵罐批培养条件  以 10%接种体
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积分数将二级种子液接入发酵培养基, 21 5 L 发酵

罐装液量 11 5 L,搅拌转速为 250~ 300 r/ m in, 温度

30 e , 0~ 6 h通气01 2 vvm。分别于接种后5 h和8

h取样一次, 每次取 3份平行样品,测定发酵样品的

生物量及辅酶含量。

11 4  生物量测定

取 40 mL 发酵液置于已知重量干燥的 50 mL

离心管中, 10 000 r/ min下离心 10 m in, 去上清液,

用无菌水清洗, 重复离心操作 2遍。置于 60 e 下
烘干至恒重后称重,每个样品 3 个重复, 测酵母细

胞干重。

11 5  辅酶提取方法
11 51 1  辅酶 NAD + 提取方法  

1) 方法 1: 1 mL 样品加入 300 LL HCl( 01 4

mol/ L ) , 50 e 加热 10 min,冷却至 0 e 后用 KOH

溶液( 01 2 mol/ L)滴定中和,离心( 12 000 r/ min, 10

m in, 4 e )保留上清液, 立即用于酶循环反应测定。

2) 方法 2:注入 1 mL HClO 4溶液中( 35 g/ dL,

- 20 e ) ,终止细胞代谢。0 e 与- 20 e 间反复冻

融,破坏细胞结构提取 NAD
+
同时破坏 NADH, 实

验中考察不同的冻融次数对提取的影响。冻融结

束后冰浴条件下用 2 mol/ L KOH 滴定调节提取液

pH 至 71 0, 离心( 12 000 r/ min, 10 min, 4 e )保留

上清液,立即用于酶循环反应测定。

3) 方法 3:注入 1 mL HClO 4溶液中( 35 g/ dL;

- 20 e ) , 终止细胞代谢。加入等体积玻璃珠 ( D

01 5 mm) , 30 s振荡、30 s冰浴重复操作, 70 e 下保
温 7 min,破坏细胞及 NADH 的同时提取 NAD+ ,

考察反复振荡操作时间对提取的影响。细胞破碎

结束后冰浴条件下用 2 mol/ L KOH 滴定调节提取

液 pH 至 71 0,离心( 12 000 r / min, 10 min, 4 e )保

留上清液,进行酶循环反应测定。

11 51 2  辅酶 NADH 提取方法  

1) 方法 1: 1 mL 样品加入 300 LL KOH ( 01 4

mol/ L ) , 50 e 加热 10 m in, 冷却至 0 e 后用 HCl

( 01 2 mol/ L )滴定中和至 pH 71 0, 离心( 12 000 r/

m in, 10 m in, 4 e )保留上清液,立即进行酶循环反

应测定。

2) 方法 2: 3 mL 样品注入 1 mL 2 mol/ L KOH

乙醇(体积分数 50% ; - 20 e )溶液中, 终止细胞代

谢。70 e 加热 7 m in,冷却至 0 e 后用 HCl( 1 mo l/

L )滴定中和,离心( 12 000 r/ m in, 10 min, 4 e )保留

上清液,立即进入酶循环反应。

3) 方法 3: 3 mL 样品注入 1 mL 2 mol/ L KOH

乙醇(体积分数 50% ; - 20 e )溶液中, 终止细胞代

谢。加入等体积玻璃珠( D 01 5 mm) , 30 s振荡、30

s冰浴重复操作 8次, 70 e 保温 7 m in,破坏细胞及

NAD + 的同时提取 NADH。冰浴条件下用 H Cl( 1

mol/ L )滴定提取液 pH 71 0,离心保留上清液, 立即

酶循环反应进行测定。

2  结果与讨论

21 1  酶循环法反应体系的确立
现有文献报道中所使用的酶循环法反应体系

各有不同[ 10, 12] , 实验中以标准品 NAD+ 反应速率为

指标考查 2种不同的反应体系, 从而确立较为合适

的酶循环反应体系。2种体系的组成成分及规格见

表 1,其中乙醇脱氢酶最后加入以启动反应。不同

反应体系下测定 NAD + 标准品的反应速率。结果

表明:体系 1反应速度快, 体系 2相对较慢。
表 1  两种反应酶循环反应体系

Tab. 1  Two type of enzymatic cycling system

组成
成分

体系 1

规格 体积/LL

体系 2

规格 体积/LL

Bicine
buffer

11 0 mol/ L
( pH 81 0)

200
0. 1 mo l/ L
( pH 71 4)

2000

EDT A
15. 2 g / L
( pH 8. 0)

200 - -

PES 5. 6 g / L 400 4. 0 g/ L 200

M TT 1. 7 g / L 200 5. 0 g/ L 100

EtOH 分析纯 200 分析纯 75

Sample - 100 - 50

ADH 150 U 50 100 U 20

  NAD+ 标准品浓度范围为 01 01~ 01 04 mmo l/

L ,体系 1条件下的反应动力学过程见图 2。
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图 2  体系 1 中 NAD+ 标准品反应动力学

Fig. 2  Reaction kinetics of NAD+ standards under the system

Ñ

  该体系条件下反应迅速, 2~ 3 min内吸光值超

过有效测定范围, 得到的辅酶浓度与反应速率标准

曲线为: y= 41 505 6x- 01 005( R2 = 01 983 2)。其中

相关系数 R
2较低,可能由于过快的反应速度导致较

大的测定误差。体系 2 实验结果表明, 体系 2中酶

反应速率较低, 15 min 内仍能保持反应速率稳定,

吸光值与时间呈良好的线性关系且吸光值未超过

有效的测定范围。

  如图 3所示, 当标品浓度为 01 04 mmo l/ L 时,

反应速率仅为 01 0022( $A 570 nm /$S )。然而在反应

体系 1条件下, 当标品浓度为 01 01 mmo l/ L 时, 反

应速率已经达到 01 003( $A 570 nm / $S )。由体系 2得

到的 NAD+ 标准曲线为 y= 01 318 3x- 01 000 8( R 2

= 01 996 6) , 相关系数高。因此酶循环反应体系 2

更加适合于辅酶浓度的测定, 可减小测量误差, 使

检测结果准确率更高。

图 3  体系 2 中 NAD+ 标准品反应动力学

Fig. 3  Reaction kinetics of NAD+ standards under the sys-

temÒ
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21 2  辅酶提取方法探讨

21 21 1  辅酶 NAD + 的提取方法  NAD+ 在酸性条

件下稳定,酸的水溶液可用于提取生物细胞内辅酶

NAD+ [ 9- 10] 。作者主要考察乙醇发酵中酿酒酵母细

胞辅酶 NAD+ 的 3种提取方法。

方法 1处理样品的酶循环反应速率为 0, 说明

单纯加盐酸加热方法不能有效提取出真菌酵母细

胞的辅酶。可能由于提取体系中的盐酸不能有效

增加细胞膜的通透性,不足以破坏酿酒酵母的细胞

结构, 导致提取失败, 因此盐酸不适合于酵母细胞

内氧化型辅酶的提取。

方法2分别进行 3组实验考察不同的冻融次数

对辅酶 NAD+ 提取的影响,不同冻融次数下细胞破

碎程度可能有差别。冻融次数分别为 1次, 2次, 3

次,样品反应速率结果见图 4。

图 4 不同冻融次数处理的样品中 NAD+ 的反应动力学

Fig. 4  Reaction kinetics of NAD+ obtained with one, two or

three freeze-thaw cycles

  由图 4可知,冻融一次的样品酶循环反应速率

为 0,即未能提取出胞内的 NAD
+
。冻融 2 次与 3

次处理的样品酶反应速率相似, 表明冻融 2 次就可

以高效的破碎细胞,提取胞内的 NAD
+
。对照标准

曲线得到的辅酶浓度见表 2。
表 2 不同处理方法所得样品的胞内 NAD+ 浓度

Tab. 2  Concentrations of NAD+ in samples obtained from

different pretreatment methods

预处理方法
NAD+ 浓度/
( mmol/ L )

NAD+ 摩尔质量/
( mmol/ g )

一个冻融循环 0 0

两个冻融循环 0. 022 2 0. 004 8

三个冻融循环 0. 019 7 0. 004 2

珠磨破碎 8 min 0. 026 6 0. 005 9

珠磨破碎 10 min 0. 024 2 0. 005 3

珠磨破碎 13 min 0. 027 0 0. 005 9

  方法 3主要探讨了振荡时间对提取 NAD + 的

影响,不同的振荡时间可能会对细胞破碎率产生影

响。30 s振荡、30 s 冰浴反复间歇操作分别为 8、

10、13次,即破碎时间分别为 8、10、13 min, 处理后

样品所测定的辅酶的反应动力学如图 5。由图 5可

知, 8~ 13 min处理的样品测定反应速率一致, 表明

8 min已经能够完全破碎酵母细胞并有效提取酵母

细胞内的辅酶 NAD+ 。

运用方法2与方法 3提取相同样品的细胞内辅

酶,浓度测定结果见表 2。珠磨破碎法处理的样品

浓度( 01 0059 mmo l/ g) (以 DCW 计)要稍高于冻融

循环破碎法处理样品的浓度( 01 0048 mmol/ g ) (以

DCW 计) ,表明珠磨破碎法能够更高效的提取胞内

辅酶 NAD+ 。并且珠磨破碎辅助加高氯酸加热提

取方法处理样品的总时间仅 15 m in, 而反复冻融法

至少需要 2 h,较长的操作时间内环境因素可能会

导致氧化还原型辅酶的相互转化及辅酶的降解,因

此方法 3有效避免了长时间操作带来的不利影响

并且操作简便。方法 3中设计了标准品的对照组

实验,其中 01 020 mmo l/ L NAD+ 标准品经过相同

提取条件处理后测定浓度为 01 020 mmol/ L (实验

重复 3 次, 标准偏差为 ? 01 001) , 01 020 mmol/ L

NADH 标准品经过相同提取条件酸处理后酶循环

反应速率几乎为零, 即提取过程不会造成辅酶

NAD
+
的损失并能完全破坏 NADH,从而实现了辅

酶 NAD + 的高效检测。实验结果表明,珠磨破碎细

胞辅助加高氯酸方法能够有效提取乙醇发酵样品

中酿酒酵母细胞的辅酶 NAD+ 。
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21 21 2  辅酶 NADH 的提取方法  NADH 在碱性

条件下稳定, 利用碱溶液可提取胞内 NADH, 在已

有文献报道基础上 [ 8, 15] ,作者考察了辅酶 NADH 样

品的 3种处理方法。

方法 1处理的样品进行酶反应速率为 0, 即利

用碱的水溶液加热提取酵母胞内 NADH 不可行。

该方法不足以破坏酵母细胞结构,不能增加细胞膜

的通透性,从而无法有效地提取出辅酶 NADH。

图 5 不同珠磨破碎时间处理的样品中 NAD+ 的反应动力

学

Fig. 5  Reaction kinetics of NAD+ obtained with eight- ,

ten- or thirteen- minute shaking with glass beads

  方法 2中 KOH 溶液中含有乙醇, 能够破坏酵

母细胞膜增加膜通透性,因此辅以加热可能会得到

较为理想的结果。作者考察碱溶液用量与样品的比

例(由1 B3增加至1 B1) ,对辅酶NADH 提取的影响

以及不同处理方法测定的酶反应动力学见图6。

图 6  不同 KOH用量处理样品中的 NADH的反应动力学

Fig. 6  Reaction kinetics of NADH extraction with diff erent

KOH concentrations

  由于 KOH 浓度的差异, 中和时加入的酸量不

同,导致样品的稀释率有所不同, 样品中细胞干重

为 51 6 g/ L。当 KOH 与样品比例为 1 B 3时, 测得

NADH 浓度为 01 008 mmol/ g (以 DCW 计 ) ; 而

KOH 与样品比例为 1 B 1时, 测定样品中 NADH

为 01 006 4 mmo l/ g(以 DCW 计)。当 KOH 与样品

比例为 1: 3 时已经能够有效的提取胞内的辅酶,

KOH 浓度过大反而不利于胞内 NADH 的提取,这

可能与 NADH 的不稳定性有关。

  按照方法 3提取样品进行酶循环反应测定,得

到胞内的 NADH 摩尔质量为 01 009 mmo l/ g (以

DCW 计)。比较以上 3种方法可见,方法 3 最适合

胞内辅酶 NADH 的测定。而 01 02 mmol/ L 标准品

对照实验同样表明方法 3 能较完全的提取辅酶

NADH,并有效破坏氧化型辅酶( NAD
+
)。这种胞

内 NADH 提取方法与 NAD+ 提取方法采用相同的

物理辅助破碎方法, 达到相同的细胞破碎效率, 可
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以有效减小提取过程中的系统误差。

至此建立了完整且高效的检测乙醇发酵中酵

母细胞内的辅酶 NAD+ 及 NADH 的方法。进一步

利用这套方法测定 21 5 L 乙醇发酵体系中酿酒酵母

辅酶的浓度, 考察不同胞外氧化还原状态下胞内的

辅酶水平。

21 21 3  21 5 L 发酵罐乙醇发酵过程中辅酶的测定

 为探究方法的稳定性和可行性,实验考察了 21 5

L 发酵罐乙醇发酵过程中,不同氧化还原状态下酵

母细胞内辅酶 NAD+ 和 NADH 的水平。接种后 5

h后,酵母细胞生物量为 91 5 g/ L, 胞外氧化还原电

位 80 mV。培养 8 h 取样,测得酵母生物量为 101 0

g / L ,胞外氧化还原电位为- 200 mV。分别检测这

两种不同氧化还原状态下胞内辅酶浓度, 两种状态

下的 3份平行样品测 NAD
+
及 NADH 样品的预处

理方法均为提取方法 3。

酶循环反应 NAD + 及 NADH 的标准曲线分别

为:

y = 01 368 2x - 01 021( R2
= 01 994 1) ,其中 x

为样品酶反应速率 ( $A 570 nm/ $S) , y 为辅酶浓度

( mmo l/ L )。

y = 01 376 9x - 01 000 2( R
2
= 01 9975) ,其中 x

为样品酶反应速率 ( $A 570 nm /$S) , y 为辅酶浓度

( mmo l/ L )。

不同 ORP 水平下胞内 NAD
+
及 NADH 浓度

见表 3。

表 3 不同 ORP水平下胞内 NAD+ 及 NADH浓度

Tab. 3  Intracellular NAD+ and NADH contents under diff erent ORP levels

氧化还原
电位/ mV

NAD+ a浓度/
( mmo l/ L)

NAD+

摩尔质量/
( mmol/ g)

NADH a浓度/
( mmol/ L )

NADH +

摩尔质量/
( mmo l/ g)

NAD+ /
NADH

NAD+ + NADH
摩尔质量/
( mmo l/ g )

80 0. 055 1? 0. 000 15 0. 005 8 0. 050 4? 0. 000 10 0. 005 3 1. 280 0. 011 0

- 200 0. 051 0? 0. 000 21 0. 005 1 0. 057 0? 0. 000 15 0. 005 7 0. 869 0. 010 8

 a平均值 ? 标准偏差

  NAD+ 及 NADH 浓度与文献[ 8]处于相近水

平。结果显示: 不同氧化还原状态下酿酒酵母

NAD
+
及 NADH 总量没有显著差异, 但氧化型与

还原型辅酶的比例却有所不同。停止通氧后,酵母

细胞内还原型辅酶浓度相对增多,而氧化型辅酶浓

度减少,表明此时细胞处于相对还原的的状态。

不同氧化还原状态下实验结果进一步表明, 作

者建立的酿酒酵母细胞 NAD+ 及 NADH 浓度测定

方法是可行的。这套提取方法为分析乙醇发酵体

系中细胞代谢情况提供了方法上的保障, 也为深入

探讨氧化还原电位控制对于乙醇发酵影响提供了

基础。

3  结  语

作者通过考察两种酶循环反应体系下辅酶的

反应速率, 确定体系 2 可提供合适的反应速率, 使

辅酶的酶循环法测定更加精确。通过对酸碱加热

提取、反复冻融破碎提取及珠磨破碎提取方法的研

究,表明珠磨破碎 8 min、辅助加酸/碱加热处理 7

m in提取酵母细胞胞内辅酶的方法简便易行,快速

且准确。同时, 21 5 L 发酵罐乙醇发酵体系中的测

定结果进一步肯定了方法的可行性和准确性。作

者所建立的 NAD+ 和 NADH 高效提取、准确测定

方法为分析乙醇发酵体系中酵母细胞胞内代谢水

平提供了方法上的保障。
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简  讯:

/ 2011微生态与健康生活方式国际论坛0在上海举行

2011年 3月 23日,第十五届中国国际食品添加剂和配料展览会( F IC 2011)暨第二十一届全

国食品添加剂生产应用技术展示会在上海举行。来自 20多个国家和地区的 1000多家参展公司、

几十家新闻媒体云集上海光大会展中心。

会议期间,国家生物产业(德州)基地、中国发酵工业协会携手中国乳制品工业协会、中国焙烤

食品糖制品协会、中国食品添加剂和配料协会及保龄宝生物股份有限公司在上海光大会展中心成

功举办了/ 2011微生态与健康生活方式国际论坛0,本刊编辑部应邀出席了此次会议。
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