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热带假丝酵母细胞内 !" 的测定及其与生长代谢活性的关系
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摘 要 应用荧光探针 9（4）/双醋酸羧基荧光素（C+,D&8EA’=&,6>-6<? F<+-6G+G6）测定了产长链二元酸热带假丝酵母

（!+$3#3+ /*(4#0+,#&）细胞内 BH（BH<）值，确定了该探针载入 ! ( /*(4#0+,#& 细胞的适宜条件。用摇瓶培养 ! ( /*(4#0+,#&
细胞，考察了细胞外 BH 和生长碳源对 BH<的影响，实验结果表明：细胞外 BH 对 BH<略有影响，而生长碳源对 BH< 的

影响略为明显。利用 9 I 发酵罐进一步研究了细胞生长代谢活性与 BH<的关系，结果表明：细胞比生长速率、CJ! 比

生产速率和葡萄糖比消耗速率与 BH<变化密切相关，BH<的增加伴随着细胞生长活力的增加，反之亦然。在 BH 4K"
条件下用葡萄糖和醋酸钠共作碳源培养 ! ( /*(4#0+,#& 细胞时，测得的 BH<值维持在 9K3! L 4K19 范围内。
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细胞内 BH（BH<）对细胞代谢活性或生理活动如蛋白质

合成［1］、物质跨膜运输［!］、酶活性［$］和细胞内代谢物质分

泌［#］等过程有重要影响。测量 BH< 的方法很多，主要包括弱

酸平衡法［9］、核磁共振法［4］和荧光探针法［3］。弱酸平衡法需

要较长的平衡时间，不适于快速测量；核磁共振法需要昂贵

的仪器，而且需要高密度细胞，测量中细胞内代谢情况变化

较大。荧光探针法可用于真核细胞和原核细胞的 BH< 测量，

其特点是方法简单、速度快、结果可靠，而且对细胞代谢没有

副作用，是目前常用的测量 BH< 的方法。许多细胞生长状况

与营养物质跨膜运输以及相关一些代谢途径的关键酶的活

性有关，例如 BH<对酵母细胞内一些关键酶如糖酵解途径中

的磷酸果糖激酶有调控作用［0］。有许多关于测量酵母细胞

的 BH< 的报道［3，2 O 1!］，但目前还没有关于产长链二元酸 ! (

/*(4#0+,#& 细胞的 BH< 研究报道。在发酵法生产长链二元酸

中，! ( /*(4#0+,#& 酵母细胞生长状况对产酸水平有直接影响，

优化的培养工艺对提高种子质量至关重要。本文报道了利

用荧光探针技术测量 ! ( /*(4#0+,#& 细胞的 BH<，研究了细胞外

BH 和生长碳源对 BH< 的影响以及细胞生长代谢活性与 BH<

的关系。

# 材料和方法

#$# 菌种

!+$3#3+ /*(4#0+,#& 突变株 CP*CC $94。

#$% 培养基

斜面培养基：1" Q,<8 麦芽汁；1K9R L !K"R琼脂。种子

和发酵培养基（STI）：葡萄糖，$"；酵母膏，1；玉米浆，1；尿素，

1；UH!VJ#，!；)+!HVJ#·1!H!J，4；)+C’，1；)+N-·$H! J，9；

*SWJ#·3H!J，1；?/C1$，9R（5T5）。

#$& 培养方法

取 1 接种环斜面菌种，接种至含有 1"" ;I 种子培养基

（已灭菌）的 1""" ;I 三角瓶内（带挡板），共 $ 瓶。于 $"X、

10" ,T;<? 条件下摇床培养 #" .。将上述培养的种子液 $""
;I 接入含有 $K! I 发酵培养基的 9 I 发酵罐内。培养条件：

温度 $"X，BH 4K"，搅拌转速 0"" ,T;<?，通气量 $K9 IT;<?。

#$’ 方法

#$’$# 菌体浓度的测量：采用干重法测量。

#$’$% 发酵液中葡萄糖和醋酸含量的测定：用高效液相色

谱分析。Y+G6,> 91" 泵、#1" 示差折光检测器和 !"1" 色谱管

理系统。色谱条件：N;<?68/03H 色谱柱，流动相为 "K""9 ;&’T
I 的 H! WJ#水溶液，流速为 "K9 ;IT;<?，柱温为 4"X。

#$’$& 尾 气 中 CJ! 的 分 析：用 IU*!"""/$ J! TCJ!（I&Z+>

N=G&;+G<&? C&,B，5+6[6&?，U&,6+）气体分析器检测。

#$’$’ BH<的测量：取细胞培养液 $ ;I，9""" ,T;<? 离心 1"

;<?，用 #X去离子水洗涤细胞，将洗涤过的细胞悬浮在 43
;;&’TI 磷酸盐缓冲液（BH #K"）中，674!"?; 值为 "K0。然后，

加入 双 醋 酸 羧 基 荧 光 素［9（4）-+,D&8EA’=&,6>-6<? F<+-6G+G6，





图 ! 细胞外 "# 对热带假丝酵母细胞 "#$的影响

%$&’! ())*+, -) *.,/0+*11210/ "# -3 "#$ $3 ,4* +*115 -) ! ’ "#$%&’()&*

64* +*11 507"1*8 0, ,4* *."-3*3,$01 "405*

-) 99 4 :05 25*8 ,- 7*052/* "#$

测得的细胞 "#$变化规律几乎一样，培养初始时 "#$ 为 ;<=，

生长期间 "#$最大值 ;<>! 左右，培养 9? 4 降至 ;<>；当以醋酸

为碳源时，培养初始时 "#$ 为 !<@，生长期间 "#$ 最大值为

;<=，培养 9? 4 时 "#$为 !<A!，测得的 "#$水平较低，可能与醋

酸进入细胞内释放出 #B 导致 "# 下降有关；当以十三烷为

碳源时，培 养 初 始 时 "#$ 为 !<A@，生 长 期 间 "#$ 最 大 值 为

;<=!，培养 9? 4 时 "#$为 !<;，在培养后期测得的 "#$过低，可

能与细胞氧化烷烃产生的二元酸在细胞内积累有关。可见，

生长碳源对细胞 "#$有一定影响。

表 ! 碳源对 ! " "#$%&’()&* 细胞内 #$ 的影响

%&’() ! *++),-. /+ ,&0’/1 ./20,) +/0 30/4-5 /1 -5) 61-0&,)((2(&0 #$
61 ! " "#$%&’()&*

C0/D-3 5-2/+*
E*052/*8 "#$ 0, +21,$F0,$-3 ,$7*

=4 9?4
E0.$727 "#$

>94
G12+-5* ;<= ;<> ;<>@

H2+/-5* ;<= ;<> ;<>!

H-8$27 0+*,0,* !<@ !<A ;<==

+I6/$8*+03* !<A@ !<; ;<=!

E*8$27 "# :05 /*&210,*8 0, ;<=

由于细胞内 "# 随培养时间变化较大，可能与细胞代谢

活性有关。为了证明细胞生长代谢活性与 "#$的关系，在 ! J
发酵罐中于 "# ;<= 条件下培养细胞，并分析一些能表征细

胞生 长 代 谢 活 性 的 发 酵 参 数 与 "#$ 或 "# 跨 膜 梯 度!"#
（!"# K "#$ L "#）之间的关系。

789 细胞生长代谢活性与 #$6关系

由于细胞比生长速率（!）、葡萄糖比消耗速率（ ,5）和

CM9比生成速率（ ,+）与活细胞量有关，它们的大小反映了

细胞活力的高低，因此，本文分析了这些参数在生长期的变

化规律，并按方程" N#计算。
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其中!" 为两个取样点的时间间隔；!.和 !5分别为干细

胞、葡萄糖质量浓度（&OJ）；!+-9为尾气中 CM9 体积百分含量

（Q）；-0$/和 - 分别为通气量（JO7$3）和培养液体积（J）。当

"" K 9 4 时，由方程（>）和（9）得到方程（?）和（!）：

! K >
?!.$

!.$B>
L !.$L( )> （?）

,5 K >
?!.$

!5$B>
L !5$L( )> （!）

葡萄糖和醋酸共作碳源时的菌体生长动力学见图 ;。

从图 ; 中可以看出，在培养初期 ; 4 之内，葡萄糖消耗非常缓

慢，而醋酸含量逐渐下降，至 ; 4 时几乎消耗殆尽，可以判断

菌体在这段生长期间主要利用醋酸作生长碳源，说明 ! ’
"#$%&’()&* 酵母优先利用醋酸作生长碳源，可能醋酸较葡萄糖

更易跨过质膜进入细胞；培养 R 4 后葡萄糖含量明显下降，

表明细胞开始快速利用葡萄糖生长。虽然细胞有选择性地

代谢碳源，但是 "#$ 始终处于逐渐上升趋势，当培养至 >9 4
时 "#$达到最大值 ;<>!，而 CM9释放量和溶解氧（./）在培养

>? 4 时分别达到最大值和最小值，之后 ./ 水平回升，CM9 释

放量下降，"#$也略有下降，在培养期间 "#$ 变化范围在 !<@9

N ;<>!，这些现象说明细胞生长代谢活性与 "#$密切相关。

图 ; 热带假丝酵母细胞生长动力学（细胞外 "# K ;<=，P=S）

%$&’; T$3*,$+5 -) ,4* +*11 &/-:,4 -) ! ’ "#$%&’()&*

!、,5、,+与!"# 的关系见图 @。菌体生长的延迟期约为

9 4，菌体几乎不繁殖，而在培养期 ? N >= 4，!"# 随着培养时

间增长而逐渐增大，!、,5和 ,+也随之增加，说明菌体生长活

力随 "#$的增加而逐渐提高。培养至 >= 4 时!、,5和 ,+同时

达到最大值，分别为 =<9 4L >、=<9!R 4L > 和 =<!?; 4L >，此时菌

体生长活力最强，!"# 增至 =<=!，表明在细胞质膜两侧形成

了内向氢离子浓度梯度，可能对与 #B 协同运输的营养物质

的摄取有促进作用。!"# 在培养至 >9 4 时达到最大值 =<>!
（"#$ ;<>!），较前者达到最大值时间延迟了 9 4，可能是菌体

自身调节的一个迟缓过程。培养 >9 4 后!"# 开始减小，同
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时 ! 个比速率参数值也迅速下降。这些结果说明菌体生长

活性与!"#（或 "#$）存在对应关系，!"#（或 "#$）的增加对应

着菌体代谢活性增加，"#$在 %&’ ( )&)* 范围内时细胞生长代

谢活性最高。

图 + 热带假丝酵母细胞比生长速率、,-.比生产速率和

葡萄糖比消耗速率及!"# 随时间的变化，细胞外 "# / %&)，!)0

1$23+ 456 7$86 9:;<=6 :> ="69$>$9 <?76= :> ! 3 "#$%&’()&* 96@@

2<:A75，,-. "<:B;97$:C，2@;9:=6 9:C=;8"7$:C ?CB!"#

! 结论

采用荧光探针技术测量了产长链二元酸 ! 3 "#$%&’()&* 细

胞内 "# 值。载入荧光探针 91DE 的适宜条件为 91DE 浓度

为 ’)"8:@FG、处理时间 !) 8$C、温度为 !*0。在磷酸盐缓冲

液 "# *&) H +&* 范围内，测量的 "#$ 在 %&) H %&!，细胞外 "#
对 "#$影响较小；醋酸和烷烃对细胞 "#$ 影响略为明显，这与

醋酸解离性质和烷烃代谢产物形成有关，而葡萄糖和蔗糖有

类似的影响。在发酵罐中恒定 "# %&) 培养细胞，证明细胞

生长代谢活性与 "#$ 密切相关。通过对细胞内 "# 的分析，

可以为进一步研究提高细胞生长速率和长链二元酸跨膜运

输机理提供理论依据。
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江苏无锡市雪浪发酵工程设备厂

我厂 DJ 余年来长期供应生产以下产品（材质

有碳钢、不锈钢、钼二肽、KG6A、钛、铝、LMC）

" 5 F GJ JJJA 不饱和树脂、造漆、涂料、胶粘剂

全套设备和电加热、蒸汽反应锅、蒸馏锅

" DJ F GJ JJJA 水解釜、聚化釜、聚醚釜、酯代

釜、分层锅、结晶锅

" JH5<D 以上各种换热面积的列管冷凝器、浮

头冷凝器、螺旋板式换热器、散热器

" G<D 以上升膜、降膜式单、双、三效薄膜蒸发

器，刮板式旋转蒸发器，三足式离心机

" !EJ F!G 5JJ<< 甲醇、乙醇回收塔和汽液分

离设备、丝网规整波纹填料

" 5 F G5J <K 发酵罐，JHG F 5 <K 种子罐、助晶槽

" JH5 F 6 <K 真空耙式干燥机、圆筒式真空干燥

箱、切片机

" JH5 F I <K 多功能中药提取罐、冷冻沉醇锅、

真空减压浓缩锅

" G F GJ <K 运输槽罐，GJ <K 以上储罐，内衬 N@
的反应器、储罐

" 各种大卡燃油（燃煤）有机热载体加热炉、导

热油、热油泵

" 承接内衬 LMC、LL、L> 钢塑反应器、储罐、塔

类设备

" 重整反应扇形筒

" 提供硫酸铝、氯化钙产品交钥匙工程

厂 长：朱 海 祖 手 机：JGKEJ6GOJK66
JGKKDEGGO55I （J5GJ）5GEJJED（宅）

联系人：董漪萍 手机：JGKE6G6EODKD
厂 电：（J5GJ）5GEGK6E
厂 址：无锡市雪浪镇横山桥

传真：（J5GJ）5GEJJED 邮编：DGNGD5
-!!,：PP===: $&8+: #2<: #%
>.<+&1：$Q: Q$(R$&8+: #2<: #%

KEDD 期 刘树臣等：热带假丝酵母细胞内 ,- 的测定及其与生长代谢活性的关系


