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二元酸发酵过程中流加 !"#" 对细胞色素 $%&’酶
及产物生成的影响"

李书良 华玉涛 黄英明 焦 鹏 曹竹安
（清华大学化工系生物化工研究所 北京 /$$$4!）

摘 要：在二元酸发酵过程中流加 5"6" 对热带假丝酵母发酵生产二元酸有明显的促进作

用，"77’(89的 5"6" 对产酸的促进作用最为明显，比对照提高了 "%:。对细胞色素 ;!<$酶的

分析表明，流加 5"6" 对细胞色素 ;!<$酶的活性有明显的促进作用，并且细胞色素 ;!<$酶的

活性跟产酸成正相关。此外，还进一步分析了流加 5"6" 对产酸的促进机理。
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长链二元酸（9’,@ ABCD, EDFCGH’IJ(DF ?FDK，EA?）是一种重要的化工原料，它是合成工
程塑料、香料、耐寒增塑剂、涂料、液晶等物质的重要原料。目前主要利用热带假丝酵母

（!"#$%$" &’()%*"+%,）转化烷烃生产［/，"］。热带假丝酵母代谢烷烃的过程如下［# L <］：烷烃被转
运到细胞内部以后，首先经过细胞色素 ;!<$酶（AJM’FBG’7- ;!<$）氧化成!3一元醇，再进一
步被氧化成!3一元酸，此过程称为!3氧化。接着!3一元酸经过同样的酶系催化，经过"3
氧化途径转化为目标产物—!3、"3二元酸。在烷烃!3、"3氧化过程中，细胞色素 ;!<$酶是
一个关键酶，它的活性与菌体产酸能力密切相关［%］。我们在二元酸发酵过程中进行了

5"6" 流加，发现 5"6" 对热带假丝酵母产酸有明显的促进作用。对细胞色素 ;!<$酶活性
的分析表明，5"6" 对细胞色素 ;!<$酶有明显的诱导作用。此外，在 5"6" 存在的情况下，

细胞还可能通过一个过氧化氢旁路（N-G’IDK- OB+,M）途径［1］来氧化烷烃。

( 材料和方法

( )( 菌种
热带假丝酵母（!"#$%$" &’()%*"+%,）突变株来源于清华大学化工系生物化工研究所。

( )" 培养基
种子培养基：（.5!）" P6!，<>$@89；.CA(，/>$@89；Q5";6!，!>$@89；.C"5;6!，"@89；R@P6!，

/><@89；蔗糖，"$@89；玉米浆，/>$@89；酵母膏，/>$@89；尿素，/><@89；烷烃，<$7989；N5%><。
发酵培养基：同种子培养基，进入产酸期后，补加烷烃至 /$$7989，并将 N5调至 1><。

( )* 细胞培养
(+*+( 流加 5"6" 的摇瓶培养：从平板上挑取单菌落接种于种子培养基的基液（不含烷

烃）中，培养 #%B后，吸取 <79菌液加入 /$$79的种子培养液的三角瓶，#%B后补加烷烃至



!"#$%$，调节 &’至 ()!，然后每 *+补加一次 ’,-,，使得发酵液中 ’,-, 的浓度分别为 "，

").，")!，,)"和 !)"##/0%$。
!"#"$ 流加 ’,-, 的发酵罐培养：发酵罐实验在 *"1，2"" 3%#45条件下进行。将摇瓶中的
种子接入发酵罐中，菌体进入对数生长期后，每隔一段时间以脉冲形式流加 ’,-, !#45，使

’,-, 在发酵罐中的浓度在 ."##/0%$左右，同时记录尾气氧及尾气二氧化碳的变化。

! %& 分析方法
菌量分析：干重法。含酸量分析：滴定法。细胞中细胞色素 67!"酶活力检测方法：一

氧化碳差光谱法［8］。所用仪器为 9+4#:;<=>?*"""扫描仪，扫描波长范围为 7"" @ !""5#。
其中在 7!"5#波长处测得的 !" 差值反映了 67!"酶的活性，差值越大，说明 67!"酶活性
越高。

$ 结果和讨论

$ %! ’$($ 对产酸和细胞色素 )&*+酶的诱导作用
菌体培养 *2+后进入产酸期，开始每 *+补加一次 ’,-,，使得发酵液中的 ’,-, 浓度分

别为 "、").、")!、,)"和 !)"##/0%$。从图 .可以看出，不同浓度的 ’,-, 对菌体产酸均有不

同程度的促进作用，其中 ,##/0%$ ’,-, 对产酸的促进作用最为明显，比空白的产酸提高

了 ,2A。分析其原因，可能是 ’,-, 的加入改善了供氧，热带假丝酵母细胞内含有过氧化

氢酶，加入的 ’,-, 在过氧化氢酶的催化作用下放出氧气，直接供给细胞进行氧化反应。

但是 ,##/0%$的 ’,-, 对产酸的明显促进作用使我们进而猜想 ’,-, 可能对细胞内的关键

酶起了诱导作用，为此我们重新研究了流加 ’,-, 对产酸和细胞色素 67!"酶的影响，’,-,

的浓度分别为 "、.、,、7和 !##/0%$。图 ,显示了细胞色素 67!"酶相对活性与菌体产酸之
间的关系。从图中可以看出，细胞色素 67!" 酶的活性与产酸之间成正相关，细胞色素
67!"酶的活性越高，对应的产酸也越高。

图 ! 不同 ’$($ 浓度对产酸的影响

B4CD. EFFGHI /F ;4FFG3G5I H/5HG5I3:I4/5 ’,-,

/5 JKL &3/;=HI4/5

图 $ 不同 ’$($ 浓度下细胞产酸与

细胞色素 )&*+酶相对活力
B4CD, MG0:I4NG :HI4N4I4GO /F HPI/H+3/#G 67!" :5; JKL

H/5HG5I3:I4/5 :I ;4FFG3G5I ’,-, H/5HG5I3:I4/5

许多文献指出，巴比妥盐类和过氧化物酶增殖剂［Q］都可以诱导细胞色素 67!"酶的表
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达。各种生物中的细胞色素 !"#$酶是高度保守的，诱导剂对它们的诱导机理也基本相
同，都是与其基因上游的转录抑制剂（%&’()）相结合，使其与其 *+,操纵子相分离，从而
启动细胞色素 !"#$酶的转录。但由于 -./. 的结构很简单，且不稳定，它对细胞色素 !"#$
酶的诱导机理应该不是与转录抑制剂 %&’()相结合，进而启动 !"#$酶的转录。过氧化
氢对细胞色素 !"#$酶的诱导机理还有待进一步研究。
!"! 流加 -!/! 对细胞生长及呼吸代谢的影响

为了考察流加 -./. 对细胞生长的影响，我们在 ’0的发酵罐上进行了生长期流加

-./. 的实验。细胞进入生长期以后，分别在接种后 )’1’、)21#、’3、") 和 ""4 流加 -./.

"&56，使得发酵液中 -./. 的浓度不超过 )$&&7890。图 ’ 显示了细胞生长速率在流加

-./. 过程中的变化情况。流加使得细胞的生长速率变慢，但停止流加后细胞生长又可以

逐渐恢复，这表明 -./. 对热带假丝酵母细胞的生长并没有发生不可恢复的损害。进入静

止期之后，细胞生长基本不受 -./. 的影响，因此流加 -./. 最好在静止期以后进行。图 "
显示的是流加 -./. 过程中溶氧和尾气 :/. 组成的变化。溶氧在流加过程中逐渐上升，停

止流加后又逐渐恢复到流加前的水平，表明热带假丝酵母细胞内的过氧化氢酶能够将流

加进去的 -./. 分解放出氧气。尾气 :/. 组成的变化表明流加 -./. 对呼吸代谢的影响，

流加 -./. 对细胞的呼吸代谢有促进作用。尾气 :/. 与溶氧有相同的变化趋势，只是比溶

氧的变化有一个延迟，这是因为细胞的呼吸代谢涉及到一系列的酶催化反应，要经过一定

的适应期。

图 # 流加 $!%! 对细胞生长的影响

;5<=’ >??@AB 7? -./. CDD5B576 76 A@88 <E7FB4

图 & 流加 $!%! 过程中溶氧及尾气 ’%!

组成的变化曲线

;5<=" G5&@HIE7?58@J 7? *= / 8@K@8 C6D 7LBH8@B :/.

A7&I7J5B576 56 -./. CDD5B576

! (# 流加 $!%! 对细胞色素 )&*+酶及产酸促进作用的机理研究
前面已经提到，-./. 对细胞色素 !"#$酶的诱导机理应该不是与转录抑制剂 %&’()

相结合，我们认为这可能是细胞启动遗传程序发生 M/M［)$］应答的一种表现。-./. 在过氧

化氢酶的催化下除了产生水和氧气外，还可以以其它形式在细胞内存在，如超氧阴离子

（/.N
. ·）、羟自由基（/-·）以及过氧化氢（-./.）等

［)$，))］，它们是一类活性氧（E@CAB5K@ 7OP<@6
JI@A5@J，(/M）。(/M参与了细胞的生长调节、细胞凋亡以及调节基因表达的过程［).，)’］，其
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中最主要的是它可以作用于细胞的信号系统和启动基因的表达。当细胞内的 !"#浓度
高于一个阈值时，细胞便启动遗传程序来适应高浓度的 !"#。!"#作为细胞内的信使激
活转录因子和促进细胞外信号对基因的表达，其中转录因子可以和 $%&的特异操纵子结
合并诱导基因表达。一些研究表明细菌在过量的过氧化氢中培养后，会合成多种新的蛋

白质，这些蛋白质有巨大的保护和修复机能，此机制称为 #"#应答。因此，’("( 对细胞色

素 )*+,酶的诱导便有可能是细胞启动遗传程序发生 #"#应答的一种表现。
热带假丝酵母发酵过程中流加 ’("( 除了提高细胞色素 )*+,酶的活性之外，还可能

改变了菌体的代谢途径，进而促进产酸。细胞色素 )*+,酶系所催化的是一个氧化还原反
应，它在烷烃的代谢中起着重要作用。细胞色素 )*+, 酶含有一个带有铁离子的卟啉基
团，通过铁离子的氧化态与还原态之间的循环来实现电子传递过程，同时将一个氧原子插

入到底物中。这一反应过程需要一个复杂的辅酶因子再生系统（由多个氧化还原蛋白构

成），稳定性较低［-］。复杂的辅酶因子再生过程使得细胞不能快速而有效的将烷烃转化为

一元醇，而烷烃转化为一元醇的反应是烷烃代谢的第一步反应，因此细胞色素 )*+,酶的
活性成为制约烷烃转化为二元酸的瓶颈。现已发现，在细胞色素 )*+, 酶系中有一个
’("( 代谢旁路

［-］，)*+,酶系将氧原子插入烷烃或烯烃时，也会利用 ’("( 旁路
［.*］。加入

’("( 后，烷烃可以通过这一旁路被氧化。由于这一旁路不需要辅酶因子，省去了再生辅

酶因子的复杂过程，直接从卟啉铁复合物（)/0!）变成它的氧化态（)/0"），因而它是一个
更为有效和快速的代谢过程，能够提高最终二元酸浓度和烷烃转化速率。从下面的反应

式中我们可以看到二者的不同。

!’
还原物质

1 "( 1 $’(
辅酶因子

! !"’
氧化产物

1 $
还原后的
辅酶因子

1 ’("

!’
还原物质

1 ’("( !!"’
氧化产物

1 ’("

! 结论
在研究热带假丝酵母代谢烷烃生产二元酸的过程中，细胞色素 )*+,酶是烷烃代谢过

程中的关键酶。我们在研究加入 ’("( 对二元酸生产影响的过程中发现，加入 ’("( 对产

酸有明显的促进作用，特别是在 (223456时，对产酸的促进作用最为明显，发酵结束后二
元酸的浓度是空白的 .7(8倍。流加 ’("( 对细胞色素 )*+,酶的活性有明显的促进作用，
并且 )*+,酶的活性跟产酸成正相关。对细胞生长的研究表明，流加 ’("( 对细胞的生长

有抑制作用，但并没有发生不可恢复的损害作用，特别是对静止期的细胞，这表明采用流

加 ’("( 的方法来提高产酸具有可行性。此外，实验还表明，热带假丝酵母细胞内的过氧

化氢酶确实可以将外加进去的 ’("( 催化转化为氧气，因而提高了供氧。我们还进一步分

析了流加 ’("( 对产酸的促进机理，认为流加 ’("( 对细胞色素 )*+,酶活性的诱导作用一
方面可能是细胞启动遗传程序发生 #"#应答的一种表现，另一方面细胞色素 )*+, 酶在
’("( 存在的情况下还可能利用一个更为有效的 ’("( 旁路代谢途径来氧化烷烃。
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