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细胞膜蛋白质氨基酸组成对自絮凝颗粒酵母

耐酒精能力的影响及作用机制
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摘 要：揭示细胞膜组分与酵母菌耐酒精能力的一种新颖关系及其机制。实验显示，培养于添加和未添加 3种氨
基酸（异亮氨酸、甲硫氨酸和苯丙氨酸，添加浓度分别为 %E$、$E" 和 #E$ FGH）条件下的自絮凝颗粒酵母于 3$I经
#$J（&G&）酒精冲击 6 ?的存活率分别为 "5J和 $，表明添加该 3种氨基酸能显著提高菌体的耐酒精能力。细胞膜
蛋白质氨基酸组成分析和细胞膜流动性测定表明，所添加 3种氨基酸是通过组入菌体细胞膜、改变细胞膜流动性
从而提高菌体的耐酒精能力的，即当细胞膜蛋白质氨基酸组成中异亮氨酸、甲硫氨酸和苯丙氨酸含量明显增加时，

菌体能有效抵抗高浓度酒精冲击引发的细胞膜流动性的升高，从而维持细胞膜的稳定。细胞膜蛋白质氨基酸组成

会影响细胞膜的流动性（膜蛋白中异亮氨酸、甲硫氨酸和苯丙氨酸含量明显增加时膜流动性降低）是一种新的实验

现象。
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燃料酒精，作为一种可再生的清洁能源，对其开

发和利用前景诱人。特别是近几年来，由于石油资

源日益紧缺，许多国家对该产业的发展寄予厚望。

但是，欲使燃料酒精成功开发为经济可行的生物燃

料，尚需克服许多因素的制约，例如，原材料成本和

酒精发酵工艺技术水平等因素，都明显影响燃料酒

精生产的经济效益［% L !］。虽然纤维素和其它农产品

下脚料是潜在的生产燃料酒精的最廉价原材料，但

是，目前能高效转化这些原材料为产物的技术尚不

成熟［%］。

在培养基中添加不饱和脂肪酸、磷脂或麦角固

醇，均能在厌氧条件下促进酵母菌的生长和酒精生

成［" L 5］；进一步的研究表明，所添加的这些脂类成分

是通过组入酵母菌细胞膜，使菌体的耐酒精能力提

高从而发挥其作用的［1 L 6］。有关添加不饱和脂肪酸

等脂类成分影响酵母菌耐酒精性能和乙醇发酵状况

的研究已有不少报道，这类工作都说明细胞膜脂类

成分在酵母菌耐酒精中的作用。事实上，到目前为

止，有关酵母菌细胞膜组分（质膜 48M酶除外）与其
耐酒精性能的关系的研究，人们所开展的工作主要

集中于对膜脂类成分在菌体耐酒精中作用的探索。

蛋白质和磷脂是构成细胞膜的两大主要成分，其中

膜蛋白约占 !$J L "$J。然而，迄今为止，人们对
膜蛋白氨基酸组分在酵母菌耐酒精中的可能作用了

解甚少，有关这方面的研究报道颇为罕见。本研究

通过添加外源氨基酸，考察对自絮凝颗粒酵母耐酒

精性能的影响，并探索可能的作用机制，揭示细胞膜

组分与菌体耐酒精性能的新的关系。

! 材料和方法

!"! 菌种
自絮凝颗粒酵母———融合株 NMNO系由 !"#$%&’(

)""#)*&+,"-’ .&+/-［%$］和 !)""#)*&+,"-’ "-*-0$’$)- 两亲
本经原生质体融合选育而成［%%］，融合株具强自絮凝

特征，该菌株由本实验室保存。

!"# 培养基
斜面保藏培养基（FGH）：葡萄糖 %$，酵母浸出膏

3E1"，蛋白胨 3，琼脂 #$。生长培养基（FGH）：葡萄糖
3$，酵母浸出膏 3E1"，蛋白胨 3。发酵培养基（FGH）：
葡萄糖 #$$，酵母浸出膏 "，蛋白胨 3。
!"$ 酒精浓度的测定
酒精浓度由气相色谱法定量（美国安捷伦

216$4气相色谱仪，配氢焰离子化检测器，进样口和
检测器温度分别为 %2$I和 #3$I，柱温恒温控制为



!"#，采用氮气为载气，正丁醇为内标物）［$%］。
!"# 菌体耐酒精性能的测定
为考察添加 &种氨基酸对菌体在高浓度酒精冲

击下存活率的影响，将生长培养基分成两组，其中一

组添加 & 种氨基酸（异亮氨酸、甲硫氨酸和苯丙氨
酸，添加浓度分别为 $’"、"’( 和 %’")*+），另一组未
添加 &种氨基酸，于 $"",+生长培养基中均接入一
环新鲜斜面菌体，在旋转式摇床（转速 $("-*,./）上
于 &"#培养 $0 1 后收获菌体，用去离子水洗涤两
次，于 &"#在 %"2（3*3）酒精条件下进行冲击试
验。定期取样检测残余活细胞数目。菌体的耐酒精

能力以存活率（3.45.6.78）表示，3.45.6.78（2）9（! 7 *
!"）: $""2，!" 和 ! 7 分别表示冲击时间为 " 和 7
小时的残余活细胞浓度［$%］。

!"$ 细胞膜的分离提取
将菌体悬于预处理液（"’$,;6*+ <=>?，"’$,;6*+

@<A，BCD’"，临用前加入终浓度为 (,,;6*+ 的二硫
苏糖醇），控制浓度为 $ : $"E F % : $"E 个细胞*,+，于
&"#振荡 &",./。预处理后，离心（(""")，$,./）收获
菌体，用 "’D,;6*+ 山梨醇溶液洗涤一次。然后，将
菌体悬于酶解液（含 &,)*,+ G;H;I8,J，酶溶于 BC
(’0(柠檬酸K磷酸盐缓冲液，临用前加入终浓度为
(,,;6*+的二硫苏糖醇）并控制浓度为 $ : $"E F % :
$"E 个细胞*,+，于 &"#振荡 %" F &",./。后低速离
心（E(" F 0"")）收获原生质体，并用 $’%,;6*+山梨醇
溶液洗涤两次。将菌体悬于 "’!2（L*3）G4M6溶液
进行渗透裂解，后于 N#离心（%!""")，%",./）收获膜
提取物，按 AO1.5JO. 等［$&］报道的方法分离细胞膜。
细胞膜蛋白质含量按 P-4QR;-Q［$N］报道的方法以牛血
清白蛋白为标准品进行定量。

!"% 细胞膜蛋白质氨基酸组成的分析
取出一定量细胞膜提取物（相当于由 D"",)干

重菌体分离制备而成），加入 D",+氯仿 S甲醇（% S $，
3*3）萃取溶剂，再加入对K氯汞苯甲酸（控制浓度为
$,,;6*+），悬液于室温搅拌 &1。然后，分离萃取物，
再向萃取物加入 "’002（L*3）TM6 溶液（加入量为
萃取物容积的一半），充分摇匀后于 N#过夜分相。
然后，从已分离的两相中取出上相用于膜蛋白氨基

酸组成的分析：膜蛋白采用 D,;6*+盐酸水解，氨基
酸组成按 ?65J-U等［$(］报道的方法用氨基酸分析仪
测定。

!"& 细胞膜流动性的测定
膜流动性的测定参照文献［$D F $0］报道的方法

在以荧光探针 =VC（$，D W二苯基 W $，&，( W己三烯）

标记菌体细胞膜的基础上进行。=VC 溶液用四氢
呋喃配制，浓度为 $,,;6*+。将经酒精冲击过的菌
体水洗后悬于 BC D’" 磷酸盐缓冲液，然后，加入
=VC溶液（添加比例为 &!+*,+ 菌悬液），再将菌悬
液置于旋转式摇床（&"#，%""-*,./）上于黑暗条件下
保温 N(,./。通过测定插入细胞膜的荧光探针 =VC
的荧光各向异性（ -）确定膜的流动性：- 9（ X33 W
YX3C）*（X33 Z % YX3C）。测定时采用的激发光和发射
光波长分别为 &(0和 N%D/,。其中，X33和 X3C表示当
激发光为垂直方向的偏振光，而发射光分别为垂直

方向和水平方向的偏振光时测得的荧光强度。Y为
光栅校正因子，等于 XC3 *XCC。

’ 结果和分析
研究添加氨基酸对融合株 AVAM耐酒精性能的

影响时首先必须确定拟添加氨基酸的种类和适宜浓

度。在分别考察 %"种氨基酸对融合株 AVAM乙醇发
酵影响的基础上发现，当同时添加异亮氨酸、甲硫氨

酸和苯丙氨酸 &种氨基酸（添加浓度分别为 $’"、"’(
和 %’")*+）时，发酵终点酒精浓度最高，因此，确定该
&种氨基酸及其添加浓度为以下实验氨基酸的添加
方案。

’"! (种氨基酸对菌体生长的耐酒精性能的影响
通过测定在生长培养基添加起始浓度酒精条件

下菌体的生长，是考察酵母菌耐酒精能力的重要方

法［0］。为了考察添加 &种氨基酸对融合株 AVAM生
长的耐酒精能力的影响，收获分别预培养于添加和

未添加 &种氨基酸条件下的菌体（分别称添加组和
对照组），接入起始添加一系列不同浓度（"2 F

图 ! 不同预培养条件对融合株 )*)+生长的耐酒精能力
的影响
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!"#，$%$）酒精的生长培养基中，于 &"’进行酒精
抑制条件下的生长试验（图 !）。可见，预培养时添
加 &种氨基酸能明显降低酒精对菌体比生长速率
（!）的抑制程度：对于每一个起始酒精浓度，添加组
的比生长速率均高于对照组的水平，尤其是随着酒

精浓度的升高，二者的差异更为显著。以上结果表

明，添加 &种氨基酸能明显提高融合株 ()(*生长对
酒精抑制的抗性，即明显提高菌体生长的耐酒精能

力。

!"! #种氨基酸对菌体在高浓度酒精冲击下存活
率的影响

通过比较培养于添加和未添加 &种氨基酸条件
下的菌体（分别称添加组和对照组）于 &"’在 +"#
（$%$）酒精冲击下的存活率，以进一步考察 &种氨
基酸在菌体耐酒精中的作用（图 +）。经过 ,-冲击，
添加组和对照组的存活率分别为 ./# 和 "，这表明
添加 &种氨基酸能显著提高菌体的耐酒精能力。那
么，所添加氨基酸是以何机制提高融合株 ()(*耐酒
精性能呢？

图 ! 不同预培养条件对融合株 $%$&于 #’( !’)（*+*）
酒精冲击下存活率的影响
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!"# 培养于添加 #种氨基酸条件下的菌体细胞膜
蛋白质氨基酸组成的变化

一些研究表明，在酵母菌培养基中添加不饱和

脂肪酸或麦角固醇，这些成分会组入菌体细胞膜，从

而提高菌体的耐酒精能力，并由此促进菌体生长和

乙醇发酵［. K /］。图 + 所示的实验结果表明，培养于
添加 &种氨基酸条件下的菌体的耐酒精能力显著提
高。那么，所添加氨基酸（异亮氨酸、甲硫氨酸和苯

丙氨酸）是否也通过组入菌体细胞膜而发挥作用呢？

由于有关这方面的研究颇为罕见，因此，假设正如添

加脂类成分那样，所添加的氨基酸也能组入菌体细

胞膜发挥作用。于是，考察培养于添加和未添加

&种氨基酸条件下的菌体（分别称添加组和对照组）
的细胞膜蛋白质氨基酸组成是否存在差异，结果见

表 !。可见，添加组细胞膜蛋白质氨基酸组成中异
亮氨酸（L?9C6E71<6）、甲硫氨酸（M68-19<1<6）和苯丙氨
酸（)-6<DCACA<1<6）的含量明显高于对照组的水平，这
说明所添加的 & 种氨基酸确实能组入融合株 ()(*
菌体的细胞膜。

表 , 培养于添加 #种氨基酸条件下的融合株 $%$&细胞膜
蛋白质氨基酸组成的变化
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QG1<9 A71:
*9<86<8%（G2%2 95 G6GB;A<6 =;9861<）

P O

QCA<1<6 /+I& R/I!
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!"- 培养于添加 #种氨基酸条件下的菌体细胞膜
流动性的变化

所添加的 &种氨基酸（异亮氨酸、甲硫氨酸和苯
丙氨酸）组入融合株 ()(*菌体细胞膜后，是通过什
么途径提高菌体的耐酒精性能呢？由于添加氨基酸

影响了细胞膜蛋白质氨基酸组成特点（表 !），而膜
组分的变化可能影响膜的性质，因此，将细胞膜流动

性作为主要考察对象。将培养于添加和未添加 &种
氨基酸条件下的菌体，分别于 &"’经不同浓度（"#
K !.#，$%$）酒精冲击 S-，后以荧光探针 W)U
（!，S P二苯基 P !，&，. P已三烯）标记菌体细胞膜，
检测膜流动性的变化（图 &）。当酒精冲击浓度为
"# 时（即菌体未经酒精冲击），生长于添加氨基酸
条件下的菌体（添加组）的膜荧光各向异性（;）值高
于生长于未添加氨基酸条件下的菌体（对照组）的水

V&S 微 生 物 学 报 RR 卷



图 ! 酒精冲击对培养于不同生长条件的融合株 "#"$细
胞膜荧光各向异性（%）值的影响
!"#$% &’’()* +’ (*,-.+/ +. ’/0+1(2)(.)( -."2+*1+34（1）5-/0(2 +’ ’02-.*
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-)":2（".)/0:".# <=> #?@ "2+/(0)".(，>=A #?@ ;(*,"+.".( -.: B=> #?@

3,(.4/-/-.".(）C(’+1( (D3+201( *+ (*,-.+/ 1(23()*"5(/4$

平，即 %种氨基酸组入菌体细胞膜后 1值升高。由
于 1值与膜流动性成反相关关系（1 E <?膜流动性），
即 1值越大，表示膜流动性越低，反之，1值越小，表
示膜流动性越高［<F G <H］，因此，%种氨基酸组入菌体细
胞膜后（1值升高）膜流动性降低；其次，无论是添加
组，还是对照组，菌体经酒精冲击后膜流动性均升

高，而且，膜流动性随酒精冲击浓度的升高而升高；

但是，添加组膜流动性随酒精冲击浓度加大而升高

的幅度明显比对照组的小，因此，在各个浓度酒精冲

击下，添加组膜流动性均比对照组低，特别是在高浓

度（如 <AI，J?J）酒精冲击下，二者膜流动性的差异
更为显著，这说明 %种氨基酸组入菌体细胞膜后，菌
体能有效抵抗高浓度酒精冲击引发的膜流动性的升

高，从而维持膜的稳定。由于前面的研究（B=B 和
B=%）表明，添加 %种氨基酸组入细胞膜后能显著提
高菌体在高浓度酒精冲击下的存活率，因此，添加氨

基酸提高融合株 6768耐酒精能力与所添加氨基酸
组入细胞膜后使菌体能有效抵抗高浓度酒精冲击引

起的膜流动性的升高密切相关。

! 讨论
迄今为止，有关细胞膜组分（质膜 KL7酶除外）

与酵母菌耐酒精能力的关系的研究人们所开展的工

作，主要限于膜脂类（含固醇类如麦角固醇）与菌体

耐酒精能力的关系的探讨。本研究揭示细胞膜组分

与菌体耐酒精能力的一种新颖关系———细胞膜蛋白

质氨基酸组成与菌体耐酒精能力的关系，即当融合

株 6768细胞膜蛋白质氨基酸组成中异亮氨酸、甲硫
氨酸和苯丙氨酸含量明显增加时，菌体的耐酒精能

力提高。

许多研究认为，细胞膜中 M!K?6!K（不饱和脂肪
酸?饱和脂肪酸）比例决定膜的流动性。例如，高温
会引起膜流动性升高，酵母菌对高温刺激做出的响

应是降低膜中 M!K?6!K比例（即提高膜中饱和脂肪
酸含量），从而降低膜的流动性［<N］。本研究发现，细

胞膜蛋白质氨基酸组成也会影响膜的流动性，这是

一个新的实验现象，即异亮氨酸、甲硫氨酸和苯丙氨

酸组入融合株 6768细胞膜后，使膜蛋白氨基酸组成
中异亮氨酸、甲硫氨酸和苯丙氨酸含量明显增加时，

膜流动性降低。而膜蛋白氨基酸组成中异亮氨酸、

甲硫氨酸和苯丙氨酸含量增加具有降低膜流动性的

这种本领，构成菌体可有效抵抗高浓度酒精冲击引

发的膜流动性升高的基础，即当细胞膜组入这 %种
氨基酸后，菌体在高浓度酒精冲击下抵抗酒精引发

的膜流动性升高的能力显著增强，从而在高浓度酒

精胁迫下能维持细胞膜的稳定，这也许是融合株

6768耐酒精的新的策略。
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