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摘  要: 对酿酒酵母在添加苹果酸、柠檬酸和琥珀酸的混合培养基与其在 YEPD 培养基中胞内丙

酮酸激酶、葡萄糖-6-磷酸脱氢酶、异柠檬酸脱氢酶、苹果酸脱氢酶、乙醇脱氢酶的酶活力差异进

行了对比分析。结果表明: 添加苹果酸使胞内丙酮酸激酶、异柠檬酸脱氢酶、苹果酸脱氢酶、乙

醇脱氢酶的酶活分别下降 34.82%、57.23%、39.15%、12.10%; 添加柠檬酸使胞内丙酮酸激酶、异

柠檬酸脱氢酶、苹果酸脱氢酶的酶活分别下降 50.17%、42.20%、48.40%; 添加琥珀酸使胞内丙酮

酸激酶、葡萄糖-6-磷酸脱氢酶、异柠檬酸脱氢酶、苹果酸脱氢酶、乙醇脱氢酶的酶活分别下降

34.16%、34.16%、50.87%、50.87%、12.37%。丙酮酸激酶、异柠檬酸脱氢酶和苹果酸脱氢酶对 3

种有机酸的耐受性较差, 葡萄糖-6-磷酸脱氢酶、乙醇脱氢酶对 3 种有机酸的耐受具有选择性。 
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Abstract: The enzyme activity of some key metabolic enzymes (pyruvate kinase, glucose-6-phosphate de-

hydrogenase, isocitrate dehydrogenase, malate dehydrogenase and ethanol dehydrogenase) in Saccharomy-

ces cerevisiae with YEPD medium were compared with malic aicd, citric acid and succinic acid mixed me-

dium. The result showed that after adding malic acid, enzymatic activity of pyruvate kinase, isocitrate dehy-

drogenase, malate dehydrogenase and ethanol dehydrogenase respectively declined 34.82%, 57.23%, 

39.15% and 12.10%; after adding citric acid, enzymatic activity of pyruvate kinase, isocitrate dehydrogenase 

and malate dehydrogenase respectively declined 50.17%, 42.20% and 48.40%; after adding succinic acid, 

enzymatic activity of pyruvate kinase, glucose-6-phosphate dehydrogenase, isocitrate dehydrogenase, malate 

dehydrogenase and ethanol dehydrogenase respectively declined 34.16%, 34.16%, 50.87%, 50.87% and 
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12.37%. Pyruvate kinase, isocitrate dehydrogenase and malate dehydrogenase had bad tolerance to three 

kinds of organic acids, tolerance of glucose-6-phosphate dehydrogenase and ethanol dehydrogenase to three 

kinds of organic acids had selectivity. 

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, TCA cycle, Enzymatic activity, Organic acids 

三羧酸循环 (TCA)作为重要的能量代谢途径 ,

对生物体的生命活动起着重要作用。它是糖、脂类

和氨基酸代谢的最后共同途径[1]。判断某一代谢中

间物是否参与代谢或影响细胞生理已成为代谢控

制分析的主要内容[2]。TCA 循环中间产物能够作为

碳源来满足微生物的生长需要 [35]。已报道产朊假

丝酵母能够利用苹果酸等 TCA 循环中间产物作为

唯一碳源或能源物质 [6]。园球形假丝酵母(Candida 

sphaerica)、产朊假丝酵母(Candida utilis)和酿酒酵

母(Saccharomyces cerevisiae)等都存在将 TCA 循

环中间产物通过质膜转运进入细胞的质子转运系

统 [79]。它们都能将 TCA 循环中间产物加以利用, 使

由糖酵解产生的丙酮酸碳流与添加的 TCA 循环中

间产物共同进入下游循环, 并对原有的代谢活动产

生很大影响, 改变代谢途径中的碳流分布, 导致其

中某种代谢中间产物含量产生变化, 从而达到调控

其生理代谢的目的。 

在啤酒酿造的实际生产中, 认识和掌握反映发

酵过程的有机酸参数及其对代谢酶活的影响, 对于

啤酒生产工艺的创新、啤酒质量的稳定和提高以及

酿造菌种的改造、工程菌的构建等研究都具有重要

的实践意义。 

本文在 YEPD 培养基中添加 TCA 循环的中间产

物有机酸(苹果酸、柠檬酸、琥珀酸), 通过测定代谢

途径中节点处的酶活, 研究在好氧发酵条件下 3 种

有机酸对酿酒酵母代谢过程的影响机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种: 酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae): 

FCC2146, 大连工业大学菌种保藏所提供。 

1.1.2  培养基: YEPD 培养基含葡萄糖 2%, 酵母膏

1%, 蛋白胨 1%。混合培养基中另加入苹果酸、柠檬

酸 、 琥 珀 酸 ,  使 其 浓 度 为 0.01  mol /L。 灭 菌 前 

pH 4.95.1。 

1.1.3  试剂: 磷酸烯醇式丙酮酸(PEP)、葡萄糖-6-

磷酸(G6P)、乳酸脱氢酶(LDH)均为 Sigma 产品 ,  

ADP、NAD、NADH、NADP 均为进口分装生化试

剂, 其余试剂均为分析纯。 

1.2  摇瓶培养方法 

装量为 50 mL/250 mL 三角瓶 , 接种量 1%, 

30C、120 r/min 于旋转式摇床培养 24 h, 放瓶时根

据培养前后重量差补水, 定时无菌操作移取发酵液

分析。 

1.3  酶液的制备 
样品在 10000 r/min、4C 离心 10 min, 收集细

胞。用 100 mmol/L Tris-HCl (包含 20 mmol/L KCl,  

5 mmol/L MnSO4, 2 mmol/L DTT, 0.1 mmol/L 
EDTA, pH 7.0)缓冲液洗涤 2 次, 然后重新悬浮在缓

冲液中。低温超声破碎 1 min。细胞碎片在 10000 r/min、

4C 下离心, 上清液即为细胞裂解液。 

1.4  分析方法 
1.4.1  菌体浓度的测定: 浊度法, 测量 600 nm 处

OD 值[10]。 

1.4.2  葡萄糖浓度的测定: 3,5-二硝基水杨酸法。 

1.4.3  酶蛋白定量: Bradford 法测定。 

1.4.4  酶活性检测: 丙酮酸激酶按 Malcovati 等[11]

的方法。葡萄糖-6-磷酸脱氢酶按 Rossi 等[12]的方法。

异柠檬酸脱氢酶按 Mesfin 等[13]的方法。苹果酸脱氢

酶按胡光星等[14]的方法。乙醇脱氢酶按 Andersson

等[15]的方法。所有酶活由 CANY UV-765 型紫外可

见分光光度计测定(上海精密仪器有限公司)。酶活

力单位定义为每分钟每毫克蛋白质转化 1 μmol 底物

所需的酶为 1 个单位(U)。 

2  结果与分析 

2.1  TCA循环的中间产物对酿酒酵母生理特性的

影响 
2.1.1  TCA 循环的中间产物对发酵降糖速率的影

响: 不同微生物在利用不同碳源生长时, 往往存在

葡萄糖阻遏现象。本文以葡萄糖和有机酸(苹果酸、

柠檬酸、琥珀酸)同时做碳源, 通过在菌体不同生长

阶段取样并测定样品的残余葡萄糖浓度, 研究酿酒

酵母菌在有机酸存在的情况下利用葡萄糖的规律如
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图 1 所示。在延滞期(06 h)以 YEPD 培养的葡萄糖

浓度比较高, 在存在有机酸碳源的环境中, 酵母优

先利用葡萄糖为碳源, 有机酸对发酵初期的糖代谢

有一定的促进作用。进入对数期(612 h), YEPD 中

的酵母细胞浓度较大(图 2), 因此葡萄糖浓度下降速

率较快。在稳定期(1224 h), 发酵液中的葡萄糖被

消耗殆尽, 4 种发酵液的葡萄糖浓度相差不大。 

 

 

图 1  TCA 循环中的有机酸对发酵降糖速率的影响 
Fig. 1  Effects of adding organic acid in tricarboxylic acid 
cycle on residual sugar during fermentation 
 
2.1.2  TCA 循环的中间产物对酵母细胞增殖的影

响: 如图 2 所示, 在延滞期(06 h)细胞浓度相差很

小, 说明在发酵初期葡萄糖含量充足, 满足了酵母

正常增殖的需要; 当进入对数期(612 h)后 , 利用

YEPD 的酵母无有机酸的抑制作用, 能量充足, 酵

母细胞数多于其他 3 种培养基中的酵母细胞数; 进

入稳定期(1224 h)后, 葡萄糖已被消耗殆尽, 酵母

利用部分有机酸作为碳源生长, 4 种培养基中的细胞

数较接近且趋势稳定。 

 

 

图 2  TCA 循环中的有机酸对酵母细胞增殖的影响 
Fig. 2  Effects of adding organic acid in tricarboxylic acid 
cycle on yeast cell growth during fermentation 

2.2  TCA循环的中间产物对酿酒酵母胞内代谢关

键酶活性的影响 
酿酒酵母的主要代谢途径包括 : 糖酵解途径

(EMP)、戊糖磷酸途径(PP)、三羧酸循环(TCA)和一

些生物质合成的分支途径。由于酵母能够对周围环

境的改变做出应答, 在不同环境下, 胞内的酶系会

做出系统的调整和响应[1618]。 

2.2.1  糖酵解和戊糖磷酸途径中关键酶活性变化: 

丙酮酸激酶(PYK)是 EMP 途径中的一个重要变构调

节酶, 它能够催化磷酸烯醇式丙酮酸将高能磷酸基

团转移给 ADP 形成一个 ATP 和丙酮酸。ATP、乙酰- 

CoA、长链脂肪酸、丙氨酸都对该酶有抑制作用。

如图 3 所示, 利用 YEPD 的酵母细胞内 PYK 活力最

高, 为 0.606 U, 添加柠檬酸培养的胞内 PYK 活力最

低, 为 0.302 U, 酶活降低了 50.17%; 添加苹果酸和

琥珀酸培养的胞内 PYK 活力为 0.395 U 和 0.399 U, 

酶活分别降低了 34.82%和 34.16%。可见 TCA 循环

中的有机酸都能够使 PYK 活性降低, PYK 对柠檬酸

的耐受性小于对苹果酸和琥珀酸的耐受性。柠檬酸

含 量的增 加 , 产 生了反馈 抑制作 用 , 从 而使乙酰

-CoA 得到积累, PYK 的活性则受到更大抑制。PYK

活性的降低导致细胞内丙酮酸含量减少, 影响酵母

的能量供应。 

葡萄糖-6-磷酸脱氢酶(G6PDH)是 PP 途径中的

一个关键酶, 它在 PP 途径的氧化阶段催化葡萄糖- 

6-磷酸氧化生成 6-磷酸葡萄糖酸-δ-内酯, NADP+接

受一个 H+生成还原型辅酶 (NADPH)Ⅱ 。如图 3 所示, 

在添加柠檬酸的培养基中 , G6PDH 活力最高 , 为

0.196 U, 而 添 加 琥 珀 酸 的 培 养 基 中 酵 母 胞 内

G6PDH 活力最低, 为 0.117 U, 酶活降低了 40.31%; 

利用 YEPD 和葡萄糖苹果酸混合培养基的酵母胞内

G6PDH 活力分别为 0.186 U 和 0.170 U, 酶活变化不

明显。结果表明, 琥珀酸能使 G6PDH 活力大幅降低, 

抑制 PP 途径的氧化阶段, 该途径是 NADPH 的重要

来源, 表明此时生物质合成所需的 NADPH 可能主

要由其他途径提供。由于 G6PDH 活性的降低使酵

母细胞合成的原料不足, 所以酵母在葡萄糖琥珀酸

混合培养基中有较小的细胞浓度。 

2.2.2  TCA 循环中的关键酶活性的变化: 异柠檬酸

脱氢酶(ICDH)是 TCA 循环中的重要限速酶, 它催化

异柠檬酸氧化生成 α-酮戊二酸, 其活性变化对整个

TCA 循环的活跃程度产生很大影响。实验结果表明: 

3 种有机酸都能降低 ICDH 活性; 利用 YEPD 的酵母
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细胞内 ICDH 活力最高, 为 0.173 U; 添加苹果酸、

柠檬酸、琥珀酸, ICDH 活力为 0.074、0.1、0.085 U, 

分别下降了 57.23%、42.20%、50.87%。柠檬酸是良

好的经济性碳底物, 容易被酵母回归利用[19]。所以

作为该反应上游物质的柠檬酸对 ICDH 的抑制作用

比较小。 

苹果酸脱氢酶(MDH)能够催化苹果酸脱氢形成

草酰乙酸, 这是 TCA 循环的最后一个步骤。由图 4

可知, 3 种有机酸均使 MDH 活力降低; 利用 YEPD

的酵母细胞内 MDH 活力最高, 为 0.779 U; 添加苹

果酸、柠檬酸、琥珀酸, MDH 活力为 0.474、0.402、

0.427 U, 分别下降了 39.15%、48.40%、45.19%。苹

果酸是该反应的底物, 所以利用葡萄糖苹果酸混合

培养基的酵母 MDH 活力略高。柠檬酸含量的增加

能够积累草酰乙酸, 进而反馈抑制 MDH 活性。 
 

 

图 3  不同培养条件下丙酮酸激酶和葡萄糖-6-磷酸脱氢

酶活性对比 
Fig. 3  Comparison of specific activity of pyruvate kinase 
and glucose-6-phosphate dehydrogenase under different 
culture conditions 

 

 

图 4  不同培养条件下苹果酸脱氢酶和异柠檬酸脱氢酶

活性对比 
Fig. 4  Comparison of specific activity of isocitrate dehy-
drogenase and malate dehydrogenase under different cul-
ture conditions 

2.2.3  乙醇脱氢酶活性的变化 : 乙 醇 脱 氢 酶

(YADH)在酵母细胞内催化乙醛还原成乙醇 , 其活

性大小影响着乙醇的转化率。由图 5 可见 , 利用

YEPD 的酵母细胞内 YADH 活力为 3.693 U, 利用葡

萄糖柠檬酸混合培养基的 YADH 活力为 3.713 U, 

柠檬酸对 YADH 活性无显著影响; 添加苹果酸和琥

珀酸的培养基中胞内 YADH 活力为 3.246 和 3.236 U, 

分别下降了 12.1%和 12.37%。柠檬酸含量的增加使

乙酰-CoA 得到积累, 减小了丙酮酸进入 TCA 循环

的通量, 促进丙酮酸向乙醇支路的转化。苹果酸和

琥珀酸能够抑制乙醇脱氢酶活性, 减少乙醇产生。

所以在工业酒精生产中一定要注意控制发酵液中苹

果酸和琥珀酸的含量。 

 

 

图 5  不同培养条件下乙醇脱氢酶活性对比 
Fig. 5  Comparison of specific activity of ethanol dehydro-
genase under different culture conditions 

3  结论 

研究结果表明: 酵母利用有机酸与葡萄糖联合

代谢, 胞内代谢关键酶的活性均呈现一定变化。苹

果酸能够抑制丙酮酸激酶、苹果酸脱氢酶、异柠檬

酸脱氢酶和乙醇脱氢酶的活性, 影响 EMP 途径、

TCA 循环和乙醇生成, 但对 PP 途径影响甚微, 可以

推断在苹果酸含量较高的条件下 PP 途径代谢较为

旺盛, 为酵母提供所需的物质和能量; 柠檬酸能够

抑制丙酮酸激酶、苹果酸脱氢酶、异柠檬酸脱氢酶

的活性, 影响 EMP 途径和 TCA 循环, 所以在柠檬酸

含量较高的条件下酿酒酵母获得物质和能量的方式

也同样依赖于 PP 途径; 琥珀酸能够抑制丙酮酸激

酶、葡萄糖-6-磷酸脱氢酶、苹果酸脱氢酶、异柠檬
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酸脱氢酶和乙醇脱氢酶的活性, 影响 EMP 途径、PP

途径、TCA 循环和乙醇生成, 可见琥珀酸含量的增

加对酿酒酵母的整个生理代谢产生很大影响, 酿酒

酵母获得物质及能量的途径还有待进行更深层次的

研究。在实际生产中要根据发酵产物生成的需求控

制好相应有机酸的含量, 保证代谢酶活, 增大产出

途径通量, 进而增加酿酒酵母的代谢能力, 对产品

质量控制和产率的提高有着重要意义。 
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