
!! 卷 ! 期

!""# 年 $ 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
%&’(!! )&(!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
*+,-. !""#

/0-01203：)&20450, !$，!""6；7--08903：:+;<+,= 6，!""#(

" >&,,0?8&;31;@ +<9.&, ( A0’：B#C!DC#E!6$"!6；FC4+1’：=GH.+;@I 0-<?9 ( 03<( -;

流式细胞术检测毕赤酵母发酵过程中胞内活性氧水平
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摘 要 以 !V，UVC二氢二氯荧光黄双乙酸钠（W>MOCW7）和碘化丙锭（XK）为标记探针，通过 W>MOCW7YXK 双染色与 XK 单染色的

对照，检测毕赤酵母胞内活性氧（,0+-9120 &G=@0; ?80-10?，/LQ）的水平及其影响。研究发现发酵过程细胞活性下降与胞内 /LQ 积

累相关。在甘油生长期，细胞几乎没有 /LQ 积累，细胞活性接近 D""Z。在甲醇诱导初期，部分细胞积累少量的 /LQ，细胞活

性仍然很高，死亡细胞所占比例只有 D[6Z。在甲醇诱导后期，\E["Z的细胞积累了大量的 /LQ，高含量的 /LQ 造成细胞损伤，

引起部分细胞丧失了活性，在总共 !\[DZ的死亡细胞中，高 /LQ 积累的死亡细胞占了 !6[EZ。
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活性氧（,0+-9120 &G=@0; ?80-10?，/LQ）是指氧的某

些衍生物如超氧负离子（La
! ）、羟自由基（LO·）和过

氧化氢（O!L!）等，过量的 /LQ 能够使生物大分子如

W)7、蛋白质、脂类发生过氧化链式反应，造成细胞

结构的损伤，影响生理活性［D，!］。检测细胞内活性

氧的方法很多，有分光光度计法、化学发光法、激光



扫描共聚焦显微镜法和电子自旋共振法等。流式细

胞技术（!"#$ %&’#()’*&，!+,）能够快速地对个体细

胞进行光化学分析，使研究人员建立个体细胞在群

体中的多维表象，与常规的细胞计数方法相比具有

很多优势［-］，如精确度高，重复性好等优点。

流式细胞术可以检测细胞的多种生理生化指

标，如细胞周期［.］、细胞凋亡［/］、细胞活性［0］、抗原特

性［1］等。人们最早从动物细胞开始利用流式细胞术

检测胞内 234。2#’5) 等 6778 年利用流式细胞术检

测了噬细胞的呼吸活性［9］，:;# 等建立了一种检测

受损脊髓神经细胞 234 水平的新方法［7］。微生物

细胞 胞 内 234 的 流 式 细 胞 术 检 测 的 报 道 不 多，

<#$")’’ 检测了铜离子所引起的酿酒酵母胞内 234
的变化，发现 234 水平对细胞周期有一定影响［68］。

基因工程巴斯德毕赤酵母在分泌表达外源蛋白

已经得到了广泛的应用，它容易培养，可以进行高密

度发酵培养，外源蛋白表达量高，分泌蛋白易于纯

化，是最有前景的商业蛋白质生产工具之一［66，6=］。

在毕赤酵母发酵过程中，甲醇氧化产生代谢副产物

过氧化氢，过氧化氢积累可能会对细胞产生氧化性

损伤，并可能影响酵母细胞的生长并且引起外源蛋

白的降解，但目前国内外对这个问题并没有确凿的

实验数据证明。利用流式细胞术对毕赤酵母代谢甲

醇所产生的过氧化氢等 234 产物的检测目前在国

内外也未见文献报道，本文首次通过以 =>，1>?二氢

二氯荧光黄双乙酸钠（@+!<?@A）和碘化丙锭（BC）为

探针，建立流式细胞术检测细胞内 234 的方法并对

发酵过程胞内 234 含量变化对细胞的定量影响加

以分析。

! 材料与方法

!"! 菌株

,;’D 型毕赤酵母基因工程菌由山东东阿阿胶

股份有限公司提供。

!"# 细胞培养

种子培养：= : 三角瓶中装入 /88(: 种子培养

基（无氨基酸酵母氮源 EFG 6H-.IJ:，甘油 6/(:J:，

生物素 8H.(IJ:），8H6,BK 湿热灭菌 -8(LM，接入单菌

落，-8N、=88*J(LM 培养至 !"088为 0H8。

/ : 罐发酵：发酵罐内装入 -: 发酵培养基（9/O
<-B3. =6H-0(:J:，P3< .H6-IJ:，+K43. 8H9=IJ:，

,I43.·1<=3 6.H78IJ:，甘 油 .8IJ:，AFQC!3A, =8.
（4LI(K）8H--(:J:），6 R 68/ BK 湿热灭菌 -8(LM，再加

入 .H.(:J: 微量元素溶液 BQ,，6 S 68 接种，=9N，溶

解氧 T .8O培养 == 5 以补料培养基（/8O甘油，6 R
68/ BK 湿热灭菌 -8(LM，再加入 .H.(:J: BQ,）限制性

补料至菌体湿重 =88IJ:，然后以甲醇为唯一碳源限

制性流加［6-］。

!"$ 荧光试剂

碘化丙锭（BC，4LI(K）溶液：6(I BC 溶于 6(: 去

离子水中，.N避光保存。=>，1>?二氢二氯荧光黄双

乙酸钠（@+!<?@A，4LI(K）溶液：8H8=((#" @+!<?@A
溶于 6(: @,43 中，U =8N避光保存。

!"% &’( 检测

@+!<?@AJBC 双染色：用 BG4 溶液将发酵样品稀

释为 6 R 681 %)""VJ(: 的细胞悬液，吸取 6(:，加入

/!: @+!<?@A 溶液，-1N、/8*J(LM 避光负载 -8(LM，

然后将溶液置于冰上避光保藏。检测前加入 /!: BC
溶液，然后于流式细胞仪（!A+4+K"LW;*，美国 G@ 公

司）上检测，激发光波长 .99M(，每个样品收集 6 R
68. 个细胞，+)""X;)V’ 软件分析结果。BC 单染色：另

取 6(: 上述细胞悬液，加入 /!: BC 溶液，流式细胞

仪检测，每个样品收集 6 R 68. 个细胞，作为双染色

的阴性对照。

# 结果与讨论

#"! )*+ 的 &’( 图谱

@+!<?@A 可以通过细胞膜进入细胞内，在胞内

非特异性脂酶的催化下，变成 =>，1>?二氢二氯荧光黄

（@+!<），@+!< 不能发出荧光。当细胞内有 234 存

在时，@+!< 可以被氧化成 =>，1>?二氯荧光黄（@+!），

在激光激发下发出绿色荧光，波长在 008M( 左右。

当酵母的细胞膜不完整时，BC 可以进入细胞，

与 @FA 结合，发出波长 /-8M( 左右的红色荧光，而

BC 不能进入具有完整细胞膜的活细胞，因此可以通

过 BC 染色检验毕赤酵母发酵过程的细胞活性。当

BC 染色为阳性（BCD ）时为死亡细胞，而 BC 染色为阴

性（BCU ）时为活细胞。

取诱导 08 5 后的发酵液，稀释到所需浓度后，

分成 A、G、+ 三份，A 中只加入 BC 进行单染色，G 加

入 BC 和 @+!<?@A 两种试剂，进行双染色，+ 在 G 的

基础上还加入 /IJ: 的甲醇，然后分别对 A、G、+ 进行

!+, 检测，得到以下结果（图 6）。@+! 发出绿色荧

光，强度对应胞内 234 含量，以 !:6?<6 表示，BC 发

出红色荧光，强度以 !:-?< 表示。

根据图 6 的结果，设定特定的“十字门”将双染

色图谱分为四个区：左下区域为双阴性区（@+!U J
BCU ），对应于无（或低）234 积累活细胞；右下区为

.1= #$%&’(’ )*+,&-. */ 0%*1’2$&*.*34 生物工程学报 =880，Y#"H==，F#H=



图 ! 不同染色方式流式细胞检测结果（"#!$%：&’" 染色强度；"#($%：)* 染色强度）

"+,-! ./0 1023452 67 8+7701095 25:+9+9, ;05/682 <+5/ "’=（"#!$%：&’" 25:+9+9, /0+,/5；)* 25:+9+9, /0+,/5）
>：)* 2+9,40$25:+908 865 ?4652（ 5/0 @695164）；A：&’"%$&>B)* 863C40 25:+908 865 ?4652；’：&’"%$&>B)* 863C40 25:+908 865 ?4652（:88+9, D,B#

;05/:964）-

&’" 阴性 )* 阳性区（&’"E B)*F ），为无（或低）GHI 积

累的死亡细胞；左上为 &’" 阳性 )* 阴性区（&’"F B
)*E ）高 GHI 积累活细胞；右上为双阳性区（&’"F B
)*F ），为高 GHI 积累死亡细胞。

图 J 发酵 JK / 样品的 "’= 图谱

"+,- J I5:+9+9, 865 ?4652 67 ! - "#$%&’($ @0442 :5 JK /
>：)* 2+9,40$25:+908 865 ?4652；A：&’"%$&>B)* 863C40$25:+908 865 ?4652（:88+9, D,B# ;05/:964）-

图 !> 为只加 )* 的阴性对照，通过“门”的设立，

可以将细胞分为两部分，其中 )* 染色阳性的为死亡

细胞，而没有被 )* 染色的为活细胞。在毕赤酵母的

发酵过程中，甲醇氧化产生代谢副产物过氧化氢，而

过氧化氢又被细胞自身产生的过氧化氢酶除去，加

入荧光染料 &’"%$&>，就可以检测到胞内 GHI 的残

留量。图 !A 为 &’"%$&>B)* 双染色的图谱，与图 !>
相比，某些细胞已被 &’" 染色，显示出较强的荧光

强度，细胞内部有过量 GHI 存在，这说明甲醇代谢

所产生的过氧化氢等 GHI 副产物并不能完全被除

去。由于发酵过程中甲醇不断地补加，酵母连续地

消耗甲醇，过氧化氢不断地产生，考虑到培养基中总

是有甲醇存在这种情况，在 &’"%$&>B)* 双染色过

程中添加 D,B# 甲醇，得到如图 !’ 的图谱。图 !’ 中

几乎所有的细胞在纵坐标的荧光强度值都很高，即

处于 GHI 过量的情况。

图 !>、A、’ 比较可知，毕赤酵母自身的过氧化

氢酶具有除去 GHI 的能力，但并不能即时除去，细

胞内仍然有大量 GHI 存在。

!"! 甘油补料期 #$% 含量

在甘油补料期（JK /），&’"%$&>B)* 双 染 色 的

"’= 图谱（图 JA）与 )* 单染色的 "’= 图谱（图 J>）

几乎 完 全 相 同。当 &’"%$&> 进 入 细 胞 后，生 成

&’"%，由于甘油的氧化途径不产生 GHI 副产物，酵

母细胞内几乎没有 GHI 存在，因此 &’"% 不能转化

为 &’"，也就不会发出荧光，"’= 图谱上细胞显示为

&’"E B)*E 。对图 J > 进行设“门”分析，此时期的细

胞活性接近 !KKL。

!"& 甲醇诱导期 ’() 图谱

当发酵进行至 JM/ 后，更换碳源，使用甲醇诱

DNJ肖安风等：流式细胞术检测毕赤酵母发酵过程中胞内活性氧水平



导，酵母产生催化甲醇的氧化酶，利用甲醇获得能量

用于生长与蛋白表达，同时，也不断产生代谢副产物

!"#"。

甲醇诱导初期（$%&）的 ’() 图谱如图 $ 所示。

*(’ 的荧光强度要高于 "+& 的荧光强度，这说明

,#- 已经开始在细胞中产生积累。由于这时甲醇的

消耗速率较低，,#- 的积累量不高，细胞仍能够承受

这种压力，大部分细胞仍处于 ./0 状态，保持较高的

活性，死细胞所占比例只有 1234。

经过一段时间的适应后，酵母利用甲醇的速度

加快，产生的过氧化氢也相应增加。在甲醇诱导后

期（55 &），如图 6，细胞基本 上 分 为 *(’7 8./0 和

*(’7 8./7 两 个 部 分，这 两 部 分 总 计 为 962+4，即

962+4的细胞都显示出高水平的 ,#- 积累，其它低

水平的 ,#- 积累两部分的细胞很少。

同时从图中也可看出，过量的 ,#- 使细胞所承

受的氧化压力大大高于甲醇诱导初期，造成细胞结

构损伤，引起细胞活性的丧失，图中只有 :52:4的

细胞为高 ,#- 积累的活细胞，而 "3264 细胞为高

,#- 积累的死亡细胞，还有 $2%4细胞为低 ,#- 积

累的死亡细胞，死细胞总比例为 "9214，远高于甲

醇诱导初期（如图 $）的 1234。

图 $ 发酵 $% & 样品的 ’() 图谱

’;<= $ ->?;@;@< AB> CDB>E BF ! = "#$%&’($ GHDDE ?> $% &
I：./ E;@<DHJE>?;@HA AB> CDB>E；K：*(’!J*I8./ ABLMDHJE>?;@HA AB> CDB>E（?AA;@< 3<8N OH>&?@BD）=

图 6 发酵 55 & 样品的 ’() 图谱

’;<= 6 ->?;@;@< AB> CDB>E BF ! = "#$%&’($ ?> 55 &
I：./ E;@<DHJE>?;@HA AB> CDB>E；K：*(’!J*I8./ ABLMDHJE>?;@HA AB> CDB>E（?AA;@< 3<8N OH>&?@BD）=

! 结论

本文以 *(’!J*I 和 ./ 两种试剂对酵母进行染

色，通过对荧光强度信号的分析，可以检测毕赤酵母

胞内 ,#- 水平，并首次定量分析了 ,#- 积累对毕赤

酵母细胞活性的影响。实验证明，不同发酵时期胞

内 ,#- 水平不一，对细胞膜的损伤程度不一。甘油

补料期检测不到 ,#- 的积累，细胞活性高。在甲醇

诱导初期，有少量的 ,#- 积累，细胞仍能维持完整

的膜 结 构，保 持 较 高 的 活 性。在 甲 醇 诱 导 后 期，

:%" )*(+,$, -&.’+#/ &0 1(&%,2*+&/&34 生物工程学报 "++:，PBD2""，QB2"



!"#$%的细胞内积累了大量的 &’(，)*#"%的细胞

已经死亡。
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生物柴油研发进展

大力发展包括生物质能在内的可再生能源具有重要的战略意义，也是一个必然的趋向。分布极为广泛的生物质能“取之

不尽，用之不竭”，很有开发潜力。在《生物工程学报》（)$$*，*)（*）：F+P）的“大力发展生物质能及其产业化”一文中提到应引起

注意的十个方面的问题。当前世界各国都在关注这种洁净生物能源的发展，对生物质能（含生物柴油）的研发非常重视。我

国于 )$$O 年 + 月 + 日起正式实施了可再生能源法，将会促进这种“绿色能源”的产业化。预计到 )$+* 年我国这种可再生能源

年开发量将达到 "P$$ 万吨，占能源消费总量的 )%。这里着重介绍生物柴油的研发进展。在美国，相关研究人员首先从简便

易行的“复合柴油”开始，就是将 *%生物柴油加到普通柴油（源于石油）中混合均匀。这种“复合柴油”可作为柴油汽车的燃

料，替代传统的柴油，不仅更加环保，还是扩大新能源的措施之一。为扩大替代能源的范围，德国科隆大学的研究人员另有新

招，他们开发出一种新型“油水混合燃料”，由柴油、水和表面活性剂（注：该表面活性剂是一类由化学合成或生物合成、具有降

低液体表面张力作用的物质，如糖脂等）组成。这种“混合燃料”不仅降低燃料的消耗，而且减少有害物质的排放，如烟气排出

率下降 F*%，一氧化氮排出量也明显下降。当这种“混合燃料”水占到 +a) 时，车的发动机仍然能正常点火，因此如果这种“混

合燃料”很稳定的话，不仅可作为一种替代能源，还可节能。在欧盟，生物柴油的推广及其产业化也取得了一定的进展，)$$*
年达到了 )%，* 年后将达到 +$%，到 )$)$ 年将要达 )$%左右。

如何从废弃“油脂垃圾”中索取生物柴油也是当今世界关注的一个重大课题。在日本，制作油炸食品后残留的食用油每

年约有 "$ 万吨，将这些残油用来制成植物性柴油，可用作燃料。它与汽油相比，气态硫化物（形成酸雨的主要物质）排放少得

多，其它有毒有害物质也减少 )aP。马来西亚一家集团利用油棕渣滓提取生化燃料（生物柴油）取得成功。我国北京市科委与

北京石油大学合作研究用垃圾油制取生物柴油，可使北京每年 * 万多吨垃圾油转化成生物柴油，将成为能源的重要补充或替

代。中国农业科学院油料研究所也开展将废弃油脂转化为生物柴油的研发，实现了资源综合利用。据称，在我国一些食品加

工、油脂生产、餐饮业等企业每年消耗油脂量 +G$$ 万吨，而产出废弃油脂达 )*$ 多万吨，若能将其转化为生物柴油的话，不仅

可缓解油价上涨，对食品安全、环境保护等多方面必将产生明显的生态效益、社会效益和经济效益。

总之，不论是来源于动物、植物或微生物，还是从废弃油脂垃圾中索取，生物柴油均有可能为当前能源建设与发展做出重

要贡献，这也是发展生物质能及其产业化的一大趋势，也是战略性的重要选择。

（柯 为）

GG)肖安风等：流式细胞术检测毕赤酵母发酵过程中胞内活性氧水平




