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解脂假丝酵母中神经酰胺的鉴别和定量分析

周 全 陈国强"

（清华大学生物科学与技术系 北京 %$$$2!）

摘 要：采用制备型薄层板分离解脂假丝酵母（!"##$%&" ’&($’&)&*"）中与神经酰胺标样近似的脂类成分，将其用于二

级质谱分析，确认了其结构为脂肪酸碳链长度为 #! 的神经酰胺。结合高效液相色谱H蒸发光散射检测器（IJKLH
:KMN）的检测方法，首次定量报道了解脂假丝酵母中神经酰胺的含量为 #O"P。
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神经酰胺是一种广泛存在于真核生物细胞中的信号传

导物质，作为一种脂质分子以细胞膜的结构组成成份或胞内

自由分子形式存在［%，#］。它与细胞的增殖、分化、凋亡，细胞

周期抑制等都有关系［6 S 3］。近年相关研究发现神经酰胺在

皮肤护理中起着活性因子的作用，具有皮肤保湿、防护、修复

损伤等重要功效［5，2］；因此它已成为一种重要的化妆品添加

组分。神经酰胺曾经主要提取自牛脑组织，但由于疯牛病可

能带来的污染，目前迫切需要找到一种安全和经济的方法获

得神经酰胺。

酵母生长周期短，培养成本低，相关技术成熟，容易进行

基因操作，是生产神经酰胺的理想来源。现今在酿酒酵母与

解脂假丝酵母等中报道过自由态神经酰胺的存在［E，%$］。但

解脂假丝酵母中神经酰胺的研究相对很少，目前仅有一家实

验室初步报道过其中神经酰胺的存在，并且无法定量测得其

中含量［%$］。本文采用薄层板（1KL）分离的方法得到神经酰

胺，通过二级质谱证实并分析了结构，采用高效液相色谱

（IJKL）结合蒸发光散射检测器（:KMN）分析［%%］等手段，首次

定量分析了酵母中神经酰胺的含量及结构。

! 材料和方法

!"! 材料

!#!#! 菌种和培养基：解脂假丝酵母（!"##$%&" ’&($’&)&*"）66T
来自克罗地亚 UCV+<+ 实验室［%$］。培养基为丰富营养培养基

WJN，细胞在 6$X，#$$/H;<> 的摇床上培养 5#= 后离心冰干后

待检测。

!#!#$ 试剂和仪器：色谱纯正己烷，乙醇，购自迪马公司（北

京）。其他试剂为分析纯。神经酰胺标样 04!羟基棕榈酰4植
物神经酰胺（L./&）由 L’B;’Y./;（荷兰）公司赠送，其结构与酵

母神经酰胺类似，仅脂肪酸的碳链长度有差异。液相色谱仪

为 1MJ（1=./;’ M.V8/8,<’> J/’DC+,B）公司的 MV.+,/8MZB,.; J#$$$

（美 国）。检 测 器 为 蒸 发 光 散 射 检 测 器（:[8V’/8,<[. K<?=,
M+8,,./<>? N.,.+,’/，:KMN）M.D.95" 型（M.D./.，法国）。色谱柱

为 R((,<;8 L0 柱（""，!O3 ;; \ #"$ ;;，R((,.+=，美国）。薄层

板采用烟台化工研究厂生产的硅胶高效薄层色谱板。质谱

仪为 RJ] 6$$$ 质谱仪（J: 公司，美国）。

!#$ 脂类提取

摇瓶中培养 5#= 的 %$$;K 发酵液经离心后收集湿细胞，

冰干 #!= 除去细胞内水分。用 %;’(HK 08*I 碱液处理细胞

后，采用 ^(<?=4NZ./ 方法［%#］提取胞内脂肪，得到酵母脂类粗提

物后，定容于适量氯仿，以脂类粗提物用于 IJKL 及 1KL 分

析。

!#% 高效液相色谱（&’()）分析和薄层板（*()）分析

IJKL分 析 所 用 流 动 相 为 正 己 烷H乙 醇（EEH%），流 速

$O2;KH;<>，色谱柱为 R((,<;8 L0 柱。蒸发光散射检测器温度

设为 !$X，空气压力 6O" -8/，检测灵敏度为 2。定量分析时

以标样浓度 L 和样品峰面积 R 为参数作出双对数曲线，对神

经酰胺进行定量。薄层板分析时展开剂为氯仿H甲醇H冰乙酸

（%E_$OE _$O%），显色时将薄层板浸在 %$‘硫酸铜溶液（2‘的

磷酸）后在 %5$X烘干 6$;<>。

!#+ 质谱（,-）分析

!#+#! 质谱分析样品制备：将溶于氯仿的细胞脂类提取物

经制备型薄层板分离展开，刮取与标样 UY 值近似的条带，经

氯仿 _甲醇（%_%）反复提取数次回收后挥发干，溶于适量氯仿

待质谱分析。

!#+#$ 质谱分析：采用 RJ] 6$$$ 质谱仪。一级质谱条件为：

正离子模式，雾化气流为 6KH;<>；气帘气压为 %% JM]；离子源

电压为 "$$$&。二级质谱条件为：正离子模式，雾化气流为

6KH;<>；气帘气压为 %% JM]；雾化气流为 6KH;<>；气帘气压为

%% JM]；碰撞气压为 ! JM]；离子源电压为 "$$$&；碰撞电压为

F !# &。



! 结果

!"# !"##$%&" ’&($’&)&*" $$% 中脂类在 &’( 板上的分离

将菌株 !!" 提取后的脂类粗提物在 #$% 板上分析，结果

如图 &’( 所示。谱带 & ) *，+ ) , 为 !!" 脂类提取物，谱带 -
为神经酰胺标样。薄层板前端斑点主要是极性较低的长链

脂肪酸及甾醇。神经酰胺含数个羟基而呈中等极性，./ 约为

012。经制备型薄层板分离酵母脂类中对应条带，在分析型

薄层板上验证其纯度，如图 &’3 所示。谱带 4 为神经酰胺标

样，谱带 &0 为分离后的脂类样品。

图 # 解脂假丝酵母 $$%中脂类提取物的薄层板谱图
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!)! 质谱分析确定神经酰胺结构

将图 &’3 中分离到的 ./ 近似于神经酰胺标样的样品用

于质谱分析。在一级质谱下解析确认其 GMO P -,Q，如图 2’(

图 ! 解脂假丝酵母 $$%中脂类提取物的质谱谱图
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所示。其对应的结构可能为脂肪酸链长为 2Q 的神经酰胺。为

确认其结构，将该分子在二级质谱条件下打碎观察断裂模

式，该分子首先脱水形成 GMO P --- 的片段，继而断裂得到

GMO P 2-Q，GMO P 2,Q 与 GMO P !00 的碎片，这是神经酰胺特异

的断裂方式（图 2’3），与标样在二级质谱下谱图吻合，也与文

献报道的神经酰胺的断裂模式一致［&!］。根据二级质谱所推

测的神经酰胺结构如图 2’% 所示。

!)$ *+’(,-’./ 分析解脂假丝酵母 $$%中神经酰胺含量

配制不同浓度 %（G7M$）的神经酰胺标样，用 RS$% 进行

分析。以峰面积 ( 和神经酰胺浓度 % 为参数，作双对数曲

线，从而得到神经酰胺的定量标准曲线（图 !’(）。在此基础

上，定量测得解脂假丝酵母 !!" 中脂肪酸碳链长度为 2Q 的

神经酰胺 A 含量占细胞干重为 21*T。酵母 !!" 脂类提取物

在 RS$% 下的谱图如图 !’3 所示。

图 $ （0）神经酰胺标样在 *+’(,-’./ 上的双对数标准曲线；

（1）解脂假丝酵母 $$%的脂类粗提取物的 *+’(,-’./谱图
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$ 讨论

神经酰胺在细胞内主要以鞘脂的一个基本结构单元存

在［4］，自由态的神经酰胺含量很少。它没有紫外或荧光生色

团，很难被衍生，因此其检测非常困难［&Q］。常规的放射性同

位素测量法要求苛刻，步骤繁琐，因此对神经酰胺的研究相

当 局 限，目 前 只 有 一 个 实 验 室 曾 研 究 过 解 脂 假 丝 酵 母

（!"##$%&" ’&($)&)&*"，别称为 +",-&-" ’&($’&)&*"）能否产生神经酰

胺［&0］，但至今仍只有间接证据推测，而没有明确的质谱数据

或谱图确认其存在。本论文首次采用 #$% 分离方法，结合二

级质谱确认了其中神经酰胺的存在与结构。同时采用近年

发展起来的 RS$%MV$KW 方法对神经酰胺进行了定量分析，明

确证实了解脂假丝酵母中含有神经酰胺。

#$%板上化学合成来源的神经酰胺标样表现为两个斑

点，将其分离后进行质谱检测，确认二者均为分子量为 -00
的神经酰胺，互为对应消旋体。但在酵母细胞中仅存在结构

类似于 ./ 值较小的那一类型，因此在定量分析中以它作标

准曲线。蒸发光散射检测器的峰面积响应与进样量并不呈

线性关系，但其双对数曲线却具有良好的线性，如图 !’( 所

示，在此基础上即可测定神经酰胺的含量。
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将纯化的酵母神经酰胺进行质谱分析，在 !"# $ %&’ 处得

到一个 较 强 响 应。在 二 级 质 谱 条 件 下，该 物 质 脱 水 形 成

!"# $ %%%的片段，继而断裂得到 !"# $ ())，*&*，*%’ 的碎片。

这是该类型神经酰胺典型的碎片模式，结合薄层板上的斑点

及高效液相色谱上的谱峰，可确认解脂假丝酵母中含有神经

酰胺。它的脂肪酸碳链长度为 *’。

神经酰胺在解脂假丝酵母细胞中的含量极低，仅占细胞

干重的 *+,-左右。因此若要以酵母作为神经酰胺工业用的

原料，则需要进行细胞高密度发酵，或通过基因工程的方法

高效表达神经酰胺合成酶的基因（ !"#$ 与 !"#%），提高它在

细胞内的初始含量，在此基础上结合发酵工艺的改进以提高

其生产水平。
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