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摘 要：光滑球拟酵母 HH4HH I#$#$%E 经溴化乙锭诱变，挑选假阳性呼吸缺陷型菌株共 !$ 株。对其中 3 株丙酮酸

产量提高的突变株进行发酵性底物（葡萄糖）和非发酵性底物（甘油、乙酸）的利用能力测试，鉴定得到 ; 株呼吸缺

陷型突变株 J*6%"、J*6%3 和 J*6%5。相对于出发菌株，呼吸缺陷型突变株生长速率下降，最终菌体浓度降低 #%K L
#EK，胞内 M4N 含量下降 %7K L #%K，但单位细胞耗葡萄糖能力和单位细胞产丙酮酸能力分别提高了 #$O3K L
;$O3K和 ;$O3K L 77O7K。进一步研究发现，呼吸缺陷型突变株线粒体复合体!、! P"、# P"和$的活性分别

下降了 ;!K L !%K、;5O"K L 7#O"K、#%K L #7K、%7$K L ";$K，表明线粒体电子传递链氧化 0M*Q 的功能受到抑

制。为使酵解产生的 0M*Q 正常氧化，在 J*6%5 菌株的对数生长期流加 #O%--’(RS 外源电子受体乙醛。发现细胞

合成丙酮酸能力提高 #%O"K，且葡萄糖消耗速度明显加快，发酵周期缩短 %!T。结果表明适当削弱能量代谢能够提

高真核微生物中心代谢途径的速度。
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具有多重维生素营养缺陷型标记的光滑球拟酵

母（!"#$%"&’(’ )%*+#*,*）具有工业化生产丙酮酸的潜

力［%］。在高溶氧强度（*=AA’(V+D W:>G+? 4+?A=’?，简称

*W4）下，如 *W4 为 57K时，该菌株以葡萄糖为底物

生产丙酮酸的得率可高达 $O3;GRG，但此时由于细胞

中 E$K以上的 0M*Q 通过电子传递链氧化，胞内能

荷较高，导致酵解速度变慢、丙酮酸生产强度降低。

将 *W4 降低至 7$K，M4N 通量下降了 %"K，酵解速

度虽然加快，但大约有 %%K的 0M*Q 通过形成甘油

而氧化，由此不可避免地导致丙酮酸得率下降［#］。

理想的状态是使 ! ) )%*+#*,* 在高 *W4 下实现快速

酵解，这样可获得丙酮酸生产过程高得率和高生产

强度的统一。若要实现这一目标，首先要解决高

*W4 下高能荷对酵解途径的抑制问题。

已经发现在原核细胞中降低胞内 M4N 水平可

有效地提高糖的分解速度［; L 3］。但真核生物中是否

存在类似规律目前尚不清楚。高 东等［5］曾报道酿

酒酵母（ -*../*#"01.2’ .2#23(’(*2）的呼吸缺陷型菌株

中电子传递链被有效阻断，M4N 的产生减少，但没有

研究 M4N 水平与酵解速度的关系。能够过量合成

丙酮酸的 ! ) )%*+#*,* 是研究真核细胞中 M4N 水平

与酵解速度关系的极好材料，因为丙酮酸的积累速

度可以很好地表征酵解速度。本文希望通过选育

! ) )%*+#*,* 的呼吸缺陷型菌株来削弱细胞合成 M4N
的能力，从而提高酵解速度，在保证丙酮酸对葡萄糖

高得率的同时提高丙酮酸的生产强度。

! 材料和方法

!"! 菌株

出发菌株为光滑球拟酵母 HH4HH I#$#$%E，烟

酸、生物素、硫胺素、盐酸吡哆醇 ! 种维生素营养缺

陷型，且丙酮酸脱羧酶活性组成型降低，本研究室选

育［E］。

!"# 培养基

斜面和种子培养基：每升含葡萄糖 ;$G，蛋白胨

%$G，2Q#NW! %G，IGXW!·3Q#W %G，琼脂 #$G（斜面添

加），YQ 7O$。发酵培养基配置参见文献［#］。呼吸

缺陷型菌株筛选培养基见文献［%$］。

X* 培养基：每升含酵母氮基 "O3G，葡萄糖 #$G，



!"#$%& ’(，)(*%&·+"#% ,-.(，/" .-,。

01$ 培养基：每升含葡萄糖 ’,(，蛋白胨 2,(，
!"#$%& 2(，)(*%&·+"#% 2(，/" .-,。

0341$ 培养基：每升含蛋白胨 2,(，!"#$%& 2(，
硫酸镁 2(，甘油 2.56，/" .-,。

001$ 培养基：每升含葡萄糖 #,(，蛋白胨 2,(，
!"#$%& 2(，)(*%&·+"#% 2(，甘油 2.56，/" .-,。

!"# 呼吸缺陷型菌株的选育

参照文献［2,］将一环光滑球拟酵母接入 01$
培养基中，于 ’,7、#,,895:; 培养 #& < 后，取 .56 培

养物接入含有 #.,5( =>?8 的 .,56 *@ 培养基中，用

锡箔纸包严在 ’,7、#,,895:; 避光培养 #&<；然后将

上述培养物进行梯度稀释，将 2,A .、2,A B稀释度的稀

释液涂布 001$ 培养基上，’,7培养 ’C，挑选在 00D
1$ 上长得较小的菌落得到假阳性呼吸缺陷型菌株。

用无菌蒸馏水将上述假呼吸缺陷型菌株小菌落制成

菌悬液，对应点种 01$ 和 0341$ 平板。’,7培养 ’C
后，挑选在 01$ 平板上生长而 0341$ 平板上不长的

菌株供研究用。

!"$ 葡萄糖、丙酮酸、细胞浓度测定

具体操作参见文献［E］。

!"% 胞内 &’( 含量的测定［!!，!)］

取 .56 处于对数生长期的细胞发酵液，置于已

加热煮 沸 的 .56 .,(96 的 三 氯 乙 酸 中，共 同 煮 沸

.5:;，迅速置于冷水中冷却，加 .,(96 三氯乙酸定容

到 2,56 然后用高效液相色谱法测定。测定条件：

柱子：*>FG3HDI2J 反向柱；流动相：2,55K396 磷酸钾缓

冲液（/"+-,），流 速 2-#5695:;；检 测 器：#B,;5；柱

温：#.7；进样：2,!6；洗脱时间：2,5:;。

!"* 胞内 &’(+,- 活性的测定

测定方法见文献［2’］，酶活定义为每分钟每毫

克酶蛋白消耗的 LM@" 的!5K3 数。

!". 细胞色素定性测定

具体方法参见文献［2,，2&］。

!"/ 线粒体呼吸链酶复合体的测定［!% 0 !1］

复合体"、" N#、$ N#的测定在 #.7下按

表 2 所示条件进行，用酶的假一级反应的初速度来

计算酶活性。

表 ! 线粒体呼吸链酶复合体的测定+

OFG3H 2 MPPF4 KQ ><H P/HR:Q:R FR>:S:>:HP KQ 5:>KR<K;C8:F3 H;T45H RK5/3HUF

IK5/3HU $<KP/<F>H GVQQH8
/" +-&956

’55K396
=@OMD!
956

,-25K396
!IL
956

2,55K396
!’WH（IL）B

956

):>KR<K;C8:F3
PVP/H;P:K;

956

255K396
%U:CF>:K; I4> I

956

"#%
956

X;:>:F>H RK;C:>:K;P
OK>F3
SK3V5H
956

"G 2-. — ,-,. ,-’ ,-’ ,-2 ,-&. ,-25K396 LM@" ,-’ 56 ’-,

" N#R 2-. ,-’ ,-,. — ,-’ ,-2 ,-&. ,-25K396 LM@" ,-’ 56 ’-,

$ N#C 2-. ,-’ ,-,. — ,-’ ,-2 ,-BE 2 5K396 PVRR:;:R FR:C ,-,B!6 ’-,
F M33 V;:>P P<KY; :; ><:P >FG3H :P 56Z G MPPF4 YFP 5K;:>K8HC F> ’&, ;5Z $<KP/<F>H GVQQH8 YFP FCCHC >K ><H G3F;[ F;C ><H RK;>8K3 :;P>HFC KQ 5:>KR<K;C8:F3 PVPD

/H;P:K;Z LM@" YFP FCCHC >K ><H RK;>8K3 Y<:3H ;K LM@" YFP FCCHC >K ><H G3F;[Z O<H FR>:S:>4 KQ RK5/3HU X YFP HU/8HPPHC FP 5:R8K5K3HP KQ LM@" RK;PV5HC /H8

5:;V>H /H8 5( /8K>H:;Z R )HFPV8H5H;> YFP CK;H F> .., ;5Z $<KP/<F>H GVQQH8 YFP FCCHC >K ><H RK;>8K3 :;P>HFC KQ 5:>KR<K;C8:F3 PVP/H;P:K; F;C ;K LM@" YFP FCCD

HCZ O<H FR>:S:>4 KQ RK5/3HU X F;C XXX YFP HU/8HPPHC FP 5:R8K5K3HP KQ R4>KR<8K5H（I4>）R 8HCVRHC /H8 5:;V>H /H8 5( /8K>H:;Z ):R8K5K3HP KQ I4> R 8HCVRHC \
（!".., 8 A !".., K）9,-,#22，Y<H8H !".., 8 F;C !".., K F8H ><H FGPK8GF;RH KQ I4> R F;C ><H KU:C:THC I4> R F> .., ;5，8HP/HR>:SH34Z C $<KP/<F>H GVQQH8 YFP FCCHC

>K ><H G3F;[ :;P>HFC KQ 5:>KR<K;C8:F3 PVP/H;P:K; F;C ;K PVRR:;:R FR:C YFP FCCHCZ O<H K><H8 YFP ><H PF5H FP CHPR8:GHC :; QKK>;K>H RZ

复合体%的测定：在样品杯中加入 ,-2.5K396，

/"B-, 的磷酸钾缓冲液 2-.56，255K396 还原型 I4> R
,-256，用双蒸水补充体积至 #-E+56，在 ..,;5 波长

下连续监测 25:;，加入线粒体悬浮液 ,-,’56 作为

起动剂，再在 ..,;5 波长处进行监测。动力学测定

完成后，分别先后加入少量的固体维生素 I 和高铁

氰化钾作为还原剂和氧化剂，测定 I4> R 被完全还原

和被完全氧化的光吸收，由此确定加入的 I4> R 的准

确的量。空白杯中用同体积分离介质代替线粒体悬

浮液，并不加 I4> R，其余加入试剂均同样品杯。单

位定义为每毫克线粒体蛋白每分钟氧化 I4> R 的

!5K3 数。

!"1 蛋白质浓度测定

福林D酚法［#,］进行。

) 结果和讨论

)"! 呼吸缺陷型菌株的选育

出发菌株经 =>?8 诱变后，得到小菌落菌株 &,
株。将 &, 株菌株接种于发酵培养基中，发现 2. 株

丙酮酸产量高于原种。从这 2. 株菌株中选取 ]@D
#、]@D&、]@DE、]@D2&、]@D2B、]@D2+、]@D2J 等 + 株菌

株，同时接种于发酵性底物（葡萄糖）和非发酵性底

物（甘油、乙酸）的培养基中进行培养，以鉴定呼吸缺

陷型菌株。结果发现，出发菌株虽然不能利用乙酸
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为惟一碳源生长，但在以甘油或葡萄糖为碳源的培

养基上细胞干重分别为 !"!#$%& 和 ’"(($%&；突变株

)*+,(、)*+,-、)*+,’ 不能利用乙酸或甘油为惟一碳

源进行生长；其它突变株在以甘油为惟一碳源的培

养基上菌体干重均高于以葡萄糖为碳源时的菌体干

重。由于呼吸缺陷型菌株的特征是不能利用非发酵

性底物为碳源生长，由此确定 )*+,(、)*+,-、)*+,’
为呼吸缺陷型突变株。

!"! 菌株生长速率比较

维持发酵培养基的成分恒定不变，将呼吸缺陷

型突变株 )*+,(、)*+,-、)*+,’ 以及出发菌株分别接

种于发酵培养基中，于 ./0、1//2%345 下进行培养，

在对数生长期开始取样测定菌体浓度。结果表明，

呼吸缺陷型突变株 )*+,(、)*+,-、)*+,’ 的生长速率

普遍低于出发菌株，且最终菌体浓度比出发菌株低

1,6 7 1!6（表 1）。经传代实验证实菌株 )*+,(、

)*+,-、)*+,’ 具有良好的遗传稳定性。

!"# 出发菌株与突变株胞内 $%& 含量的比较

呼吸缺陷型突变株较出发菌株生长微弱，表明

突变株胞内 89: 水平有可能降低。取对数生长期

的菌体进行测定，发现呼吸缺陷型突变株 )*+,(、

)*+,-、)*+,’ 胞内 89: 含量低于出发菌株 ,;6 7
1,6。胞内 89: 含量的下降减轻了对糖酵解途径

的反馈抑制，因此单位细胞消耗葡萄糖的能力和单

位细胞生产丙酮酸能力分别提高了 1/"-6 7 ./"-6
和 ./"-6 7 ;;";6（表 1）。

表 ! 呼吸缺陷型菌株性能比较

9<=>? 1 @A3B<24CA5 AD EF? B2AB?2E4?C AD 2?CB42<EA2G H?D4I4?5E 3JE<5EC

KE2<45
*@L :G2JM<E? N>JIAC? IA5CJ3BE4A5 :G2JM<E?%*@L N>JIAC?%*@L

8=%（$%&）< )<E?%6= 8=%（$%&） )<E?%6 8=%（$%&） )<E?%6 8=%（$%&） )<E?%6 8=%（$%&）)<E?%6
:<2?5E -"! O /"1 / 1!"# O /"; / -/"# O ,"1 / ."-1 O /"/( / ’"!, O /"/# /
)*+,( ;"( P 1!"/ .1"# ,/"1 (;"1 P -". ;".( ;;"; ,,"( ./"-
)*+,- ("( P 1("/ .1", !", -,"/ /"’ #"’( ./"- ,/"’ 1/"-
)*+,’ ("1 P 1,"/ .1"# ,/"1 (-", P #"( ;"11 #/"# ,/"’ 1,"#
< 8= 4C EF? <==2?M4<E4A5 AD <=CA>JE? M<>J?，= )<E? 2?B2?C?5EC EF? 45I2?3?5E IA3B<2?H EA EF<E AD EF? B<2?5E CE2<45 Q

已有研究表明，RES2 直接作用于线粒体的电子

传递链［’］，导致其功能的缺失。因此作者推测胞内

89:总量的减少只能源于电子传递链的减弱或缺

失。故在后续研究中检测对数生长期细胞电子传递

链中关键酶或复合体和 89:<C? 活性的变化。

!"’ 突变株与出发菌株线粒体电子传递链的对比

取对数生长期的细胞经三氯乙酸和连二硫酸钠

处理后，在 #;/ 7 (;/53 波长范围内扫描特征吸收

峰。结果表明，菌株 )*+,( 和 )*+,’ 缺失细胞色素

<<. 和 =，菌株 )*+,- 则缺失细胞色素 =。由于细胞

色素 <<.、=、I 为线粒体电子传递链不可缺失的组

分［,;］，菌株 )*+,(、)*+,- 和 )*+,’ 中部分细胞色素

成分的缺失导致这些菌株电子传递链中复合体活性

下降（表 .）。复合体! T"、# T"活性的下降是

因为复合体"中缺失细胞色素 = 所致，而缺失细胞

表 # 线粒体电子传递链复合体活性的变化

9<=>? . @A3B<24CA5 AD <IE4M4E4?C AD DAJ2 IA3B>?U?C 45 ?>?IE2A5 E2<5CD?2 IF<45

@A3B>?U :<2?5E )*+,( )*+,- )*+,’
# #"1’ O /"/1 1";( O /"/. 1"’/ O /"/1 1";/ O /"/1

# T" .-"!, O /",; 1."1’ O /",- 11"// O /",; ,-"-- O /"1,
! T" .#".( O /"# 1;"-- O /", 1-"// O /"1 1("1. O /"1
$ !."-1 O /",( ,("1- O /"1# ;.",1 O /"1/ ,#".- O /",’

色素 <<. 导致复合体$活性成倍数下降。复合体活

性下降，使得细胞代谢产生的 V8*W 和 X8*W1 不能

通过电子传递链完全氧化，导致细胞内 89: 水平下

降的重要原因之一。

!"( 出发菌株与突变株胞内 $%&)*+ 活性的比较

呼 吸 缺 陷 型 菌 株 )*+,(、)*+,- 和 )*+,’ 中

89:<C?活性比出发菌株分别下降了 ,#"(6、,;"#6
和 11"16。因此，89:<C? 活性的降低也是导致胞内

89: 含量降低的原因之一。而呼吸缺陷型菌株中

89:<C? 活性的降低可能是 RES2 随机诱变的结果，详

细原因目前还不清楚。

!", 乙醛作为电子受体的影响

尽管呼吸缺陷型菌株单位细胞消耗葡萄糖的能

力和单位细胞生产丙酮酸能力增强，但从整体来看，

葡萄糖消耗速度和丙酮酸产量的提高并不显著（表

1）。这可能是由于线粒体电子传递链的破坏（表

.），导致酵解途径产生的 V8*W 不能完全氧化而积

累，对酵解途径造成了抑制。要使 ! Q "#$%&$’$ 在高

*Y9 下快速积累丙酮酸，希望 V8*W 快速氧化（以提

供糖酵解所需的 V8*T ）但不产生或少产生 89:。

在呼吸缺陷型菌株中要达到上述目标有两条途径：

或添加一定的外源电子受体（如乙醛）；或突变 89+
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!"#$ 削弱其活性，以使氧化磷酸化（部分）解偶联（这

部分研究工作正在进行中）。

乙醛作为外源电子受体，在参与 %&’( 氧化和

%&’) 还原，维持细胞 %&’(*%&’) 比率平衡中起着

重要作用。实验发现，由于乙醛本身的毒性，在发酵

初期（+ , -+.）添加导致细胞生长微弱，发酵后期添

加（-/. 以后）难以达到转化 %&’( 为 %&’) 而不生

成 &0! 的效果。细胞生长的对数期（-- , -/.），在呼

吸缺陷型菌株中添加一定量乙醛（-123345*6）促进

了突变株的生长（细胞干重增加 -78）、加快细胞消

耗葡萄糖的速度（生产周期缩短 27.）和提高了丙酮

酸生产能力（丙酮酸产量提高 -21/8）（图 2），而对

出发菌株没有显著影响（数据未给出）。若乙醛过

量，对出发菌株和突变株的生长和生产丙酮酸均产

生抑制作用（数据未给出）。

图 ! 乙醛对呼吸缺陷型突变株发酵生产丙酮酸的影响

9:;<2 =>>$?@ 4> "?$@"5A$.BA$ 4C DBEFG"@$ DE4AF?@:4C HB E$#D:E"@4EBIA$>:I

?:$C@ 3F@"C@

! < "#$%&$’$ 作为过量合成丙酮酸的真核微生

物，因其糖酵解速度可通过丙酮酸的积累速度予以

表征，因此是研究真核细胞中 &0! 水平与酵解速度

关系的极好材料。本研究成功地选育到 &0! 产生

能力下降的 ! < "#$%&$’$ 呼吸缺陷型菌株，并通过在

培养基中添加一定量的外源电子受体（乙醛），使不

能通过电子传递链氧化的 %&’( 通过将电子传递给

乙醛而得到氧化，从而在保证丙酮酸对葡萄糖高得

率的同时提高了丙酮酸的生产强度。本文研究结果

为进一步阐明 ! < "#$%&$’$ 中物质代谢与能量代谢

的关系以及相应的代谢调控机制奠定了基础。

致谢 江南大学生物工程学院生物工程专业 -++J
届毕业生黄慧娟参与部分研究工作，在此表示感谢。
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