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摘  要: 本研究采用透析袋发酵法研究了酿酒酵母产生的不同分子量代谢产物对非酿酒酵母胞内

蛋白和酒体有机酸的影响。当截留分子量为 3.5 kD 和 10.0 kD 时非酿酒酵母的存活时间分别延长

至 18 d 和 22 d, 表明通过改变菌种之间物质的交换可以调节非酿酒酵母的存活时间。蛋白质解析

发现共有 65 个蛋白质斑点表达出现差异, 占蛋白质总数的 13%, 经质谱鉴定表明与这些蛋白同类

固醇、赖氨酸、有机酸和 ATP 的生物合成有关。与截留分子量为 10 kD 的透析袋发酵相比, 在截

留分子量为 3.5 kD 的混菌发酵中, 酒石酸含量升高 5.1%、醋酸含量下降 44.3%, 说明通过限定菌

体间代谢产物的沟通可以调整酒的滴定酸度和挥发酸度。 
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Abstract: In this study, the effect of extracellular metabolites produced by Saccharomyces cerevisiae 
on intracellular protein expression of Non-Saccharomyces cerevisiae and on the quality of wine was 
investigated by dialysis tube fermentation method. By using dialysis tubes with molecular weight 
cut-off value of 10.0 kD and 3.5 kD respectively in the mixed fermentation, the survival time of non- 
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S. cerevisiae was extended to 18 days and 22 days correspondingly. Consequently the survival time of 
non-S. cerevisiae can be changed by limiting the exchange of metabolites between strains. 65 proteins, 
namely 13% of the total protein, were found differently expressed, with mass spectrometry results in-
dicating their close relation to the biosynthesis of steroids, lysine, organic acids and ATP. Compared 
with 10.0 kD dialysis tube fermentation, in 3.5 kD dialysis tube, the concentration of tartaric acid in-
creased by 5.1% while acetic acid decreased by 44.3%, which indicates that by allowing communication 
of metabolism between cells with limited molecular weight, we can adjust the yield of wine’s titratable 
acidity and volatile acidity. 

Keywords: Two-dimensional electrophoresis, Dialysis tube fermentation, Volatile acidity, Mixed fer-
mentation 

葡萄酒的自然发酵过程是一个多种菌交替作用

的过程, 一般发酵的初期由酒精耐受能力较弱但具

有较高产香能力的非酿酒酵母来完成, 但随着酒精

浓度的不断升高非酿酒酵母的这种优势逐渐被酒精

耐受能力较强的酿酒酵母代替[1]。 
混菌发酵过程中酿酒酵母不断地向外界环境分

泌一些代谢产物, 例如中长链的脂肪酸、酯类、一

些起信号作用的多肽以及糖蛋白[2−7]。近几年来关于

这些代谢产物对非酿酒酵母生长代谢方面影响的研

究逐渐增多, 并得到一些初步结论, 部分研究表明

这些代谢产物一方面能够调节葡萄酒的风味, 另一

方面这些有机酸或蛋白在发酵液中达到一定浓度后

会抑制非酿酒酵母的生长 [4−5], 而且一些蛋白质或

多肽会诱导非酿酒酵母的提前衰亡[8]。 
透析袋发酵[9]是指在混菌发酵过程中采用不同

截留分子量的透析袋将酿酒酵母和非酿酒酵母隔

开, 通过不同截留分子量的透析袋来限制不同代谢

产物的交换, 从而实现对单独菌体的研究。 
非酿酒酵母在外界不良环境的刺激下其外分泌

物和细胞内部蛋白的表达会发生相应的变化, 这些

分泌物中有机酸对酒最终的滴定酸度和挥发酸度具

有非常重要的作用, 而蛋白表达的差异可以从细胞

内部蛋白的变化找到非酵母细胞对外界刺激的适应

机制。 
本实验采用蛋白质组学和液相色谱法对不同代

谢产物作用下耐热克鲁维酵母(即非酿酒酵母)胞内

蛋白的变化及酒中有机酸成分的变化进行了研究 , 
确定不同分子量的代谢产物对非酿酒酵母及酒风味

的影响, 为生产实践提供一定的依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌种及培养基 
酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae FFC2144 大

连 工 业 大 学 菌 种 保 藏 中 心 ), 耐 热 克 鲁 维 酵 母

(Kluyveromyces. Thermotolerans CBS2083 大连工业

大学菌种保藏中心)。 

培养基采用全合成培养基(g/L)[10]: 葡萄糖 200, 

柠檬酸 6, D,L-苹果酸 6, KH2PO4 0.750, K2SO4 0.500, 
MgSO4·7H2O 0.250,  CaCl2·2H2O 0.155, NaCl  
0.200, MnSO4·H2O 0.004, ZnSO4 0.004, CuSO4·5H2O 
0.001, KI 0.001, CoCl2·6H2O 4×10−4, H3BO3 0.001, 
(NH4)6Mo7O24·2H2O 0.001, NH4Cl 0.300, YNB (Yeast  
nitrogen base without amino acids) 3.3。pH 3.3, 该培

养基经 1.0×105 Pa 灭菌 20 min。 

1.2  实验方法 
1.2.1  混菌发酵生长曲线的测定方法: 酵母菌生长

变化情况通过平板计数法确定, 在酿酒酵母和非酿

酒酵母的纯培养中, 直接将菌液经适当稀释后涂布

于 YPDA (5 g 酵母提取物、10 g 蛋白胨、10 g 葡萄

糖、20 g 琼脂粉、pH 5.6), 25 °C 培养 3 d。完全式

混合培养中非酿酒酵母的生长速度测定方法参考文

献[9]。 

1.2.2  发酵方法透析: 袋发酵法: 将酿酒酵母接种

于透析袋的内部, 非酿酒酵母接种于透析袋的外部, 

接种浓度均为 1×104 CFU/mL。完全混合式培养: 培

养液中分别接入浓度为 1×104 CFU/mL 的酿酒酵母

和非酿酒酵母。 

1.2.3  残糖的测定方法: 发酵液中残糖的测定采用
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3,5-二硝基水杨酸法, 当发酵残糖小于 2 g/L 时认为

发酵结束。 

1.2.4  有机酸的测定 [11]: 发酵液中有机酸的测定

采用高效液相色谱法 : 本实验采用 SHIMADZU 液

相色谱(LC-20AB pump、CTO-20A column oven、

SPD-20A UV/visedtector), 色 谱 条 件 : 采 用

0.02 mol/L 的磷酸缓冲液作为流动相, pH 2.6, 流速

0.8 mL/min, 215 nm 处检测。 
1.2.5  菌体细胞总蛋白的制备: 500 mL 发酵液(第 4
天)→10 000 r/min 离心 10 min, 得菌体→pH 7.0 的

磷酸缓冲液清洗 3 次→加入 20 mL 的裂解缓冲液

(50 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA, 150 mmol/L  
NaCl, 0.5 mmol/L PMSF, 1 mmol/L DTT)→超声波破

碎(200 w, 工作 5 s、间歇 5 s, 60 次)→离心取上清→
加入 0.2%的 DTT, 10%三氯乙酸 4 °C 沉淀 2 h→含有

DTT 的丙酮清洗 3 次→抽真空得到蛋白质粉末。 
1.2.6  蛋白质双向电泳解析[12−13]: 样品制作: 向上

述得到的蛋白质粉末中加入适当体积含有 8 mol/L
尿素、2% (W/V) CHAPS、40 mmol/L DTT、2%载体

两性电解质(pH 3−10)的样品溶解液, 室温裂解 1 h。

经离心后得到蛋白质样品, 采用考马斯亮蓝法测定

蛋白质浓度。 
胶条制作: 将 0.6 g 尿素、540 μL 双蒸水、200 μL 

30%丙烯酰胺溶液、24 μL pH 4−6 载体两性电解质

和 4.8 μL pH 3−10 载体两性电解质溶液轻缓混匀后

依次加入 5 μL 10%过硫酸铵和 4 μL TEMED, 轻轻

混匀, 快速吸取 90 μL 上述混合液, 从玻璃管(直径

1 mm, 长 8 cm)的一端缓慢均匀灌入, 避免产生气

泡, 室温聚合。 
等电聚焦: 组装好圆盘电泳槽, 用微量进样器

取准备好的样品液, 缓慢从玻璃管的上端注入, 使

样品沉于胶面上 , 确定上槽与玻璃管之间无渗漏 , 
倒入电泳缓冲液, 其中阴极电泳缓冲液: 20 mmol/L 
NaOH 150 mL, 阳极电泳缓冲液: 10 mmol/L 磷酸

200 mL。接通电源, 室温下 1 000 V 恒压电泳 4 h 进

行等电聚焦。再将胶条从玻璃管中均匀挤出, 在组

成为 0.05 mol/L Tris-HCl (pH 8.8)、30% (W/V)甘油、

2.3% (W/V) SDS、6 mmol/L 尿素的平衡缓冲液中平

衡 30 min, 转移至 12%分离凝胶上端, 30 mA 恒流进

行 SDS-PAGE 电泳。电泳所得到的凝胶进行高灵敏

度的硝酸银染色。 
1.2.7  凝胶图像的分析: 凝胶通过 BINTA 2020D 型

凝胶成像系统进行拍照, 利用 Pduest 8.0 软件完成

对凝胶图像的消减、斑点检测、匹配、量化、获取

斑点位置坐标等分析。 
1.2.8  蛋白质斑点的质谱解析方法: 蛋白质斑点的

胶内消化基本步骤: 铁氰化钾、硫代硫酸钠清洗→3
遍水洗→乙腈、碳酸氢铵交替洗 3 次→DTT 还原→
碘乙酰胺吸收→乙腈、碳酸氢铵再次清洗→蛋白酶

消化(测序级、Promega)→肽段提取。将消化得到的

肽段与质谱基质等体积混合, 室温下自然风干, 进

行检测。肽段的查询: http://www. matrixscience.com, 
菌种搜索范围: 真菌和微生物。 

2  结果与讨论 

2.1  不同发酵条件下非酿酒酵母生长曲线 
由上图可见, 在完全混合发酵和两种透析袋发

酵条件下非酿酒酵母的生长趋势基本一致, 但在生

长速度、存活时间上存在一定的差别。生长速度方

面: 由图可以看出, 发酵的前 2 天在各种发酵中非

酿酒酵母的生长速度基本相同, 但从第 3 天开始生

长速度出现差别, 即透析袋发酵的生长速度大于完

全式混合的生长速度 , 这就表明有些分子量大于

10.0 kD 的代谢产物对非酿酒酵母的生长起了抑制

作用。而两种透析袋发酵的生长速度也存在差别 , 
截留分子量为 3.5 kD 的透析袋发酵生长速度较大, 
同样说明有些分子量介于 3.5−10.0 kD 的代谢产物

对非酿酒酵母的生长起了抑制作用, 上述结果结合

一些最新研究 [8]可以得出, 酿酒酵母分泌的代谢产

物无论分子量大小均有可能对非酿酒酵母的生长起

抑制作用。存活时间方面: 由图 1 可见透析袋发酵

中非酿酒酵母的存活时间明显长于完全混合式发

酵, 分别延长至 18 d 和 22 d, 这与后期的死亡速率

密不可分, 很有可能是细胞死亡后释放的部分细胞

内溶物对非酿酒酵母的死亡起一定的诱导作用, 通

过限定不同分子量物质的沟通可以减弱这种诱导作

用。由此可见混菌发酵中, 通过调整菌种之间部分物

质的交换可以适当的调整非酿酒酵母的存活时间。 
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图 1  不同发酵条件下非酿酒酵母生长变化情况线  
Fig. 1  Biomass evolution of K. thermotolerans under di- 
fferent fermentations 
注: ■: 纯培养; ●: 完全混合培养; ▲: 截留分子量为 3.5 kD 的混

菌发酵; ▼: 截留分子量为 10.0 kD 的混菌发酵. 
Note: ■: Single fermentation; ●: Full mixed fermentation; ▲: Di-
alysis tube fermentation with molecular weight cut-off value 3.5 kD; 
▼: Dialysis tube fermentation with molecular weight cut-off value 
10.0 kD. 
 
2.2  双向电泳解析 

由图 2 可以看出, 在不同发酵条件下非酵母菌

胞内蛋白的总体分布基本一致, 蛋白质大部分集中

在 pH 4−8 之间, 两种透析袋发酵分别检测到 495 个

和 499 个蛋白质斑点。 

浓度变化方面, 以 A 图作为空白组, 图 B 与图

A 相比较, 共有 65 个蛋白质斑点表达出现差异, 占

蛋白质总数的 13%左右。65 个变化的蛋白质斑点中, 

有 33 个蛋白表达量下调, 28 个蛋白质上调, 并产生

4 个特异性蛋白质斑点。蛋白质表达的变化说明在

不同分子量代谢产物作用下非酿酒酵母内部蛋白表

达出现差异。这种差异的产生正是非酿酒酵母对外

界环境的一种适应机制, 为进一步揭示在不同分子

量代谢产物的作用下非酿酒酵母细胞内发生了什么

变化, 也就是阐明非酿酒酵母体内的什么蛋白变化

导致了它对外界环境的这种适应, 本研究选择浓度

变化较大的 20 个蛋白质斑点进行了质谱分析。经

分析共有 6 个蛋白质点被检出(表 1)。除两个未知蛋

白外, 其他的蛋白分别参与了类固醇、赖氨酸、有

机酸和 ATP 的生物合成。 

2.3 不同发酵条件下几种主要有机酸的变化 
酒石酸是葡萄酒发酵中产生量最大的有机酸 , 

酒石酸、柠檬酸和苹果酸等是构成酒最终滴定酸度

的主要成分, 3 种有机酸的适量产生对调整酒最终滴

定酸度和提高酒风味具有积极意义[14]。由图 3 可见, 

两种透析袋发酵中柠檬酸和苹果酸的浓度变化不

大, 但酒石酸的浓度相差较大, 分别为 16.70 g/L 和

17.55 g/L, 相差 5.1%。也就是说通过限制酵母细胞

间代谢产物的沟通可以适当提高酒的滴定酸度。 

 

 

图 2  两种透析袋发酵非酿酒酵母胞内蛋白双向电泳解析 
Fig. 2  Two-dimensional PAGE analysis of global intracellular proteins of non-Saccharomyces cerevisiae under two disparate 

dialysis tube fermentation 
注: pH 范围 3−10 (从左到右); A: 截留分子量为 3.5 kD 的透析袋发酵; B: 截留分子量为 10.0 kD 的透析袋发酵. 
Note: pH range 3−10; A: Dialysis tube with molecular cut-off value of 3.5 kD; B: Dialysis tube with molecular cut-off value of 10.0 kD. 
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表 1  蛋白质质谱解析结果 
Table 1  The results of protein spots dentified by MALDI TOF/MS 

编号及浓度变化趋势 
Spot No. and  

concentration change 

蛋白质名称 
Protein names 

数据库代码 
Accession number 

序列覆盖率 
Sequence coverage (%) 

1↑ 4-Hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate synthase gi|283836573 33 

2↓ Succinyl-diaminopimelatedesuccinylase gi|154174233 21 

3↑ Hypothetical protein PERMA_1430 gi|225850964 65 

4↓ Hypothetical protein SCHCODRAFT_61226 gi|302674752 20 

5↑ 5-Formyltetrahydrofolate cyclo-ligase gi|145219705 31 

6↑ V-ATPase C subunit gi|94469226 22 

 

         

图 3  两种透析袋发酵条件下几种重要有机酸的变化 
Fig. 3  Analysis on important organic acids under two disparate dialysis tube fermentation 

注 : 1: 酒 石 酸 ; 2: 醋 酸 ; 3: 柠 檬 酸 ; 4: 苹 果 酸 . A: 截 留 分 子 量 为 10.0 kD 的 透 析 袋 发 酵 ; B: 截 留 分 子 量 为 3.5 kD 的 透 析 袋

发 酵 . 
Note: 1: Tartaric Acid peak; 2: Acetic Acid peak; 3: Citric Acid peak; 4: Hydroxy succinic Acid. A: Dialysis tube with molecular cut-off value 
of 10.0 kD; B: Dialysis tube with molecular cut-off value of 3.5 kD. 
 

醋酸是造成酒挥发酸度的主要原因, 挥发酸对

酒的风味产生不良影响, 一般在发酵过程中酿酒酵

母会产生相对比较高浓度的醋酸(0.25−0.50 g/L)等

挥发酸, 是挥发酸的主要产生者。本实验中醋酸的含

量在两种透析袋发酵中差别较大, 分别为 0.58 g/L

和 0.32 g/L, 降低 44.3%, 由此可见代谢物之间的沟

通对于调节酒的挥发酸度至关重要。 

3  结论 

通过上述的实验可以得到以下结论:  

(1) 通过对不同分子量代谢产物作用下非酿酒

酵母生长状况的研究表明, 酿酒酵母产生的不同分

子量的代谢产物会对非酵母菌的生长产生抑制作

用, 同时通过调整菌种之间部分物质的交换可以适

当调整非酿酒酵母的存活时间。 

(2) 通过对非酿酒酵母胞内蛋白的研究发现不

同代谢产物作用下蛋白质表达存在差异, 这种差异

的产生恰好说明了 3.5−10.0 kD 代谢产物对非酿酒

酵母起一定的抑制作用, 这种抑制作用在内部蛋白

表达上得到显现, 为揭示酵母菌产生这种抗性机制

的原因, 采用 MALDI-TOF 对差异较大的蛋白斑点

进行了分析, 结果显示这种抗性机制与细胞内部类
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固醇、赖氨酸、有机酸和 ATP 的生物合成有关。 

(3) 通过不同孔径的透析袋限定酵母间物质的

交换能够一定程度上调整酒的滴定酸度和挥发酸

度, 限定物质之间的沟通一方面减少了代谢产物对

酿酒酵母的抑制, 同时也减小了对非酿酒酵母的抑

制, 增加了几种重要有机酸的分泌, 有利于酒风味

的调整。 
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稿件书写规范 

论文中有关正、斜体的约定 

物种的学名: 菌株的属名、种名(包括亚种、变种)用拉丁文斜体。属的首字母大写, 其余小写, 属以上

用拉丁文正体。病毒一律用正体, 首字母大写。 

限制性内切酶: 前 3 个字母用斜体, 后面的字母和编码正体平排, 例如：BamH I、Msp I、Sau3A I 等。 

氨基酸和碱基的缩写: 氨基酸缩写用 3 个字母表示时, 仅第一个字母大写, 其余小写, 正体。碱基缩写

为大写正体。 

基因符号用小写斜体, 蛋白质符号首字母大写, 用正体。 


