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摘 要：为进一步提高光滑球拟酵母发酵生产丙酮酸的生产强度，在能量代谢分析的基础上提出了降低 *CD 合成

酶活性、但不影响 /*EF 氧化的育种策略。通过亚硝基胍诱变，获得一株新霉素抗性突变株 /$@，该菌株 G? 3*CD5-:
活性降低 A"H、丙酮酸产量高于 !%,IJ 且单位细胞消耗葡萄糖能力提高 1%H。添加双环己基碳二亚胺（EKKE）、叠

氮钠（/5/1）、新霉素显著降低出发株 G? 3*CD5-: 活性但不影响突变株 G? 3*CD5-: 活性。突变菌株胞内 *CD 含量下降

#1L@H导致生长速率和最终菌体浓度（为出发菌株的 @AH）均低于出发菌株，但葡萄糖消耗速度和丙酮酸生产速度

分别提高 1!H和 !#L0H，发酵周期缩短 ?#9。进一步研究发现，突变株糖酵解途径中关键酶磷酸果糖激酶、丙酮酸

激酶和磷酸甘油醛激酶的活性提高了 A1L@H、#%L%H和 ?!L!H，电子传递链关键酶活性提高 ?$H。结果表明降低

真核微生物 G? 3*CD5-: 活性有效地提高了糖酵解关键酶活性而加速葡萄糖代谢。
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利用生物催化剂（微生物、酶），采用取之不尽、用之不竭

的可再生生物质资源大规模生产人类所需的能源、化工、医

药、食品及农用原材料的工业生物技术是支撑 #? 世纪社会

可持续发展的战略技术［?］。为了提高微生物利用碳水化合

物发酵生产目标代谢产物的生产强度，需要加速碳水化合物

中心代谢途径（糖酵解途径）的代谢流量。而微生物细胞对

糖质底物（以葡萄糖为例）的代谢速度主要受细胞内能量水

平控制［#］（图 ?）。

前期研究表明，光滑球拟酵母中胞内高 *CD 含量抑制糖

酵解关键酶磷酸果糖激酶和丙酮酸激酶活性，在一定程度降

低胞内 *CD 含量能有效地提高糖酵解速度［#］。由电子传递

链和 *CD 合成酶（*CD5-:）构成的氧化磷酸化系统对维持细

胞内 *CD 含量起着关键作用，在前期研究中作者通过选育呼

吸缺陷型菌株，降低电子传递链的活性有效地降低了胞内

*CD 含量而显著提高了糖酵解速度［1］。但糖酵解所需 /*EN

由于电子传递链的阻断使 /*EF 无法氧化而短缺，在一定程

度上限制了糖酵解速度的进一步提高。理想状态是消弱

*CD5-: 的活性使 /*EF 氧化成 /*EN 以满足酵解途径的需要

而不产生 *CD。

原核生物中，O:;-:; 等和 P’Q’.5 等分别降低大肠杆菌

（!"#$%&’#$’( #)*’）中 FN 3*CD5-: 和 G? 3*CD5-: 的活性，使胞内

*CDI*ED 比 率 下 降 而 加 快 了 葡 萄 糖 消 耗 速 度［!，"］。同 样，

R:Q6;5 F 降低 +)&,-%.(#/%&’0 1*2/(0’#20 中 FN 3*CD5-: @"H的

活性，使葡萄糖比消耗速率提高了 @$H而加速了谷氨酸的合

图 ! 糖酵解途径中的能量代谢

G6,)? 2;:S,= 4:.5T’(6-4 6; ,(=8’(=.68 U5.9V5=

成［A］；3(#’**2" "2./’*’" 缺失 G$G? 3*CD5-: 突变株也表现出相类

似的变化［@］。这些研究表明，降低原核生物中 *CD5-: 的活性

能有效降低能量代谢而强化目标代谢产物的生产。降低真

核生物中 *CD5-: 的活性能否有效地提高糖酵解速度，目前



尚 不 清 楚。 已 有 研 究 表 明，在 降 低 ! ! "#$%&’()$’［"］，

*+%,&-./&)%+0($’ %,+0’.&$%.%0.1,()$’［#］，23),+0(),(& ).#(［$］能量

代谢的研究中，新霉素有效降低了细胞能量代谢，降低细胞

内能量水平。同时新霉素抗性菌株表现出较低 %&’()* 活

性［+,，++］，这些研究表明，利用新霉素作为菌种选育的筛子，能

获得 -+ .%&’()* 活性降低的突变株。本文希望通过选育光滑

球拟酵母新霉素抗性菌株以降低光滑球拟酵母中 %&’()* 的

活性，以期全面了解 %&’()* 对光滑球拟酵母能量代谢和糖

酵解的影响。

图 ! "# $%&’()* 典型抑制剂对出发菌株和突变株 "# $%&’()* 活性的影响

-/0!1 233*45 63 -+.%&’()* /78/9/56:) 67 58* (45/;/5< 63 -+.%&’()*

%：=>>= /78/9/5 (45/;/5< 63 -+.%&’()*；?：@(@A /78/9/5 (45/;/5< 63 -+.%&’()*；>：@*6B<4/7 /78/9/5 (45/;/5< 63 -+.%&’()*!

# 材料和方法

#+# 材料

#+#+# 菌 株：光 滑 球 拟 酵 母（ 4.0$#.13(3 "#&/0&%&）>>&>>
C1,1,+$，烟酸、生物素、硫胺素、盐酸吡哆醇 D 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［+1］。

#+#+! 培养基和培养方法：参见文献［+1］。

#+#+, 主 要 试 剂 和 仪 器：新 霉 素、双 环 己 基 碳 二 亚 胺

（=>>=）、叠氮钠、糖酵解关键酶测定所用试剂均购自 EFGC%
公司，其他常规试剂购自普通商业渠道。高效液相色谱仪采

用 %0/H*75 ++,, 系列。

#+! 葡萄糖、有机酸、细胞浓度（-./ 0*11 2*3456，-78）测定

具体操作参见文献［+1］。

#+, 胞内 %&’ 含量的测定［,］

取 IBJ 处于对数生长期的细胞发酵液，置于已加热煮沸

的 IBJ I,0KJ 的三氯乙酸中，共同煮沸 IB/7，迅速置于冷水中

冷却，加 I,0KJ 三氯乙酸定容到 +,BJ 然后用高效液相色谱法

测定。测定条件：柱子：E5(9H*.>+# 反向柱；流动相：+,BB6HKJ
磷酸钾缓冲液（LMNO,），流速 +O1BJKB/7；检测器：1",7B；柱

温：1IP；进样：+,!J；洗脱时间：+,B/7。

#+9 糖酵解关键酶活性的测定

参见文献［+A］进行测定。

#+: 胞内 %&’()* 活性的测定

测定方法见文献［++］，酶活定义为每分钟每毫克酶蛋白

消耗的 @%=M 的!B6H 数。

#+; 线粒体呼吸链酶复合体的测定

具体操作参见文献［A］进行。

#+< 蛋白质含量的测定

参见文献［+D］进行操作。

! 结果和讨论

!+# 新霉素抗性菌株的选育

出发菌株经 @&G 诱变后，将诱变后的菌液经适当稀释后

涂布在含有 +, B0KJ 新霉素的平板上，选取能在新霉素抗性

平板上生长的菌株 +A" 株。将 +A" 株菌株接种于发酵培养基

中，发现 1, 株菌株的丙酮酸产量和单位细胞消耗葡萄糖的

能力高于原种。将这 1, 株菌株同时接种于以发酵性底物

（葡萄糖）和非发酵性底物（甘油、乙酸）为惟一碳源的培养基

中进行培养，获得 N 株能利用葡萄糖生长但不能利用非发酵

性底物（琥 珀 酸、乳 酸）生 长 的 突 变 菌 株。检 测 N 株 菌 的

%&’()* 活性、丙酮酸产量、单位细胞消耗葡萄糖能力，获得一

株 %&’()* 活性降低 "IQ、丙酮酸产量高于 D# 0KJ 且单位细

胞消耗葡萄糖能力提高 A#Q的突变株 @,N。经传代实验证

实该菌株具有良好的遗传稳定性。

!+! %&’()* 抑制剂对 "# $%&’()* 的影响

在发酵培养基中添加不同浓度的 -+ .%&’()* 典型抑制剂

=>>=、@(@A 、新霉素对出发菌株和突变株 @,N -+ .%&’()* 活性

的影响如图 1 所示。图 1 表明，A 种抑制剂并不能显著降低

突变株中 -+ .%&’()* 的活性，而对出发菌株中 -+ .%&’()* 酶活

性有强烈抑制作用。在出发菌株中添加 +BB6HKJ =>>= 使

-+ .%&’()* 活 性 降 低 IAOAQ（图 1.%），而 添 加 ,O+BB6HKJ 的

@(@A 就使出发菌株的 -+ .%&’()* 下降 NIQ（图 1.?）。这一结

果表明，通过选育新霉素抗性突变菌株能有效地降低胞内

-+ .%&’()* 的活性。

!+, 突变株与原种发酵的比较

图 A（%.>）为突变株和出发菌株发酵生产丙酮酸过程中

细胞干重、葡萄糖质量浓度和丙酮酸质量浓度的变化曲线。

根据 53 和 51 的定义式 R
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当时间间隔很小时，可以近似用上述公式直接计算得到

!、!" 和 !& #

!" ! " !"
$·!% !& ! !&

$·!%
因此，作者利用 $%&’())* 图形软件，对图 +（&,-）中的

数据进行插值计算（时间间隔为 ./0 1），再利用 23-2* 软件，

求解得到发酵过程中不同时刻的 !" 和 !& ，经平滑处理，得到

两株菌发酵过程动力学参数 !" 和 !&（图 +,4，表 0）。

图 ! 出发菌株和 "#$ 发酵过程曲线

’567 + (589 :;<=>9 ;? @A=<BCD9 ?9=89EDCD5;E FA @C=9ED >D=C5E CEG 8<DCED

>D=C5E H.I

表 % 不同菌株的特征参数

(CFJ9 0 ’9=89EDCD5;E @CDD9=E> ;? D19 DK; >D=C5E>

LC=C89D9=>
MD=C5E

LC=9ED
>D=C5E

N<DCED
>D=C5E H.I

’0,&(LC>9（OP86 @=;D95E） 0Q/R S/Q+
(19 :;ED9ED ;? 5ED=C:9JJ<JC= &(L（86P6 4-T） S/SU U/.V
’9=89EDCD5;E D589（1） UW V.
(;DCJ :;E><89G 6J<:;>9（6P*） QW/W QU/S
&B9=C69 >@9:5?5: 6J<:;>9 :;E><8@D5;E =CD9（X>）（1" 0） ./SW 0/SR
&B9=C69 >@9:5?5: @A=<BCD9 @=;G<:D5;E =CD9（X@）（1" 0） ./00U ./W0W
%CD9 ;? 6J<:;>9 :;E><89G（6P*P1） 0/II+ W/+Q
LA=<BCD9 @=;G<:D5;E ;E :9JJ（6P6） U/QV R/U0
L=B<BCD9 @=;G<:D5B5DA（6 P*P1） ./RI0 0/WVU

表 & 糖酵解和电子传递链关键酶活性的比较

(CFJ9 W -;8@C=5>;E ;? C:D5B5D59> ;? 6JA:;JAD5: 9EYA89 CEG 9J9:D=;E5: D=CE>?9= :1C5E 5E @C=9ED >D=C5E CEG 8<DCED >D=C5EC

MD=C5E Z[ L’[ L[ $&L4Z -;8@J9\" -;8@J9\" ]# -;8@J9\$ ]#
LC=9ED >D=C5E 0/. 0/+U ./VU W/V+ V/+S +S/UV +U/+S

MD=C5E H.I 0/.+ W/W0 ./UR W/IR V/RW V./0+ +Q/I+
&FF=9B5CD5;E>：Z[ 19\;^5EC>9；L’[ @1;>@1;?=<:D;^5EC>9；L[ @A=<BCD9 ^5EC>9；$&L4Z 6JA:9=CJG91AG9>,+,@1;>@CD9 G91AG=;69EC>97 C：&JJ C:D5B5DA ;? 9EYA89>
K9=9 9\@=9>>9G C> OP86 @=;D95E7

’0 ,&(LC>9 活性的降低使得胞内 &(L 含量下降 W+/I_
（表 0），导致突变株的生长缓慢（图 +,&），最终菌体浓度为

U/RU6P*，仅为出发菌株的 IS_。但葡萄糖平均消耗速度（图

+,‘）和丙酮酸生产强度分别比出发菌株（图 +,-）高出 +V_和

VW/Q_（表 0）。突变株 H.I 与出发菌株在葡萄糖消耗、丙酮

酸产量及丙酮酸生产强度的差异如表 0 所示。突变株平均

葡萄糖消耗比速 > 和丙酮酸生成比速 XF 分别比出发菌株提

高 0I._和 RV/+_。突变株 H.I 单位细胞消耗葡萄糖的能力

比出发菌株提高了 +U/W_，可能是因为突变株 &(LC>9 活性

下降了 SU_导致突变株中胞内 (L 的含量大幅度下降，减少

了 &(L 对糖酵解中关键酶的抑制。

&’( 糖酵解和电子传递链关键酶活性的变化

与出发菌株相比，为何突变株在 ’0 ,&(LC>9 活 性 下 降

SU_的情况下，胞内 &(L 含量只下降 W+/I_？胞内 &(L 主要

来源于氧化磷酸化和底物水平磷酸化，由于 ’0 ,&(LC>9 活性

的下降导致由氧化磷酸化途径产生 &(L 急剧下降，细胞为了

满足自身对 &(L 的需要，就必须加速底物水平磷酸化。取对

数生 长 中 期 的 细 胞，测 定 糖 酵 解 关 键 酶 活 性（表 W）。’0 ,

&(LC>9 活性降低突变株中，糖酵解途径中关键酶 L’[、L[ 和

$&L4Z 的 活 性 分 别 比 出 发 菌 株 增 加 了 S+/I_、WR/R_ 和

0V/V_。这可能是为什么突变株单位细胞消耗葡萄糖的能

力提高了 +U/W_的缘故（表 0）。对于菌株 ’ 7 ()*+,*%* --(--
N W.W.0Q，由于丙酮酸脱羧酶活性下降，导致 H&4Z 无法通过

丙酮酸到乙醇而氧化成 H&4] ，细胞内 H&4Z 必须通过电子

传递链氧化成 H&4] ，以满足糖酵解速度的提高对 H&4] 的

需要，从而导致突变株中电子传递链关键酶的活性比出发菌

株提高了 0._左右（表 W）。尽管突变株电子传递链活性得

到增强，但由于 ’0 ,&(LC>9 活性的降低，使胞内总 &(L 水平下

降 W+/V_。

酵母细胞在有氧呼吸的条件下，胞内 &(L 绝大部分来源

于线粒体内的氧化磷酸化［0U］。在氧化磷酸化过程中，Z] 通

过电子传递链后在 &(L 合成酶的作用下生成 &(L（图 0）。由

于新霉素抗性菌株的 ’0 ,&(LC>9 活性降低了 SU_（表 0）而导

致胞内 &(L 浓度也发生下降。在光滑球拟酵母糖酵解关键

酶中，磷酸果糖激酶（L’[）、丙酮酸激酶（L[）等受胞内高浓度

的 &(L 变构抑制，降低胞内 &(L 水平能有效提高糖酵解关键

酶的活性［W］。当胞内处于低 &(L 水平时，细胞为了满足自身

对 &(L 的需求，需要通过电子传递链的氧化 磷 酸 化 氧 化

H&4Z 和底物水平磷酸化产生 &(L。氧化磷酸化途径的加

强，表现为电子传递链关键酶活性的增强（表 W）。在酵解途

径中，+,磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶（$&4LZ）的 活 性 受 高 水 平 的

Q0SW..U，a;J7VU H;7V 刘立明等：光滑球拟酵母新霉素抗性株加速葡萄糖代谢



!"#$ 激活。氧化磷 酸 化 途 径 的 加 强，使 得 由 !"#% 氧 化

!"#$ 的能力加强，表现为胞内 !"#$ 的增加，提高了 &’磷酸

甘油醛脱氢酶的活性，也提高酵解速度。低 "() 水平同时促

进底物水平磷酸化，导致糖酵解中关键酶的活性得以提高。
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