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摘 要 在多重维生素营养缺陷型菌株光滑球拟酵母 II9II J$%$%!"发酵生产丙酮酸的摇瓶和发酵罐实验中发
现，I;IK& 的添加对发酵液中!1酮戊二酸（!167）的积累有重要影响。在维生素浓度不变且供氧充分的前提下，延迟

I;IK& 添加时间可明显抑制!167的产生，并提高丙酮酸与!167的碳摩尔比（!LMN O!!167）；而增加培养基中的 I;IK&

浓度会导致!167积累的增加。用不同物质调节发酵液中 PQ的实验证实：在丙酮酸发酵过程中，I;$ R对!167的积
累起主要作用，IK&

$ S起辅助作用，两者对!167的积累具有协同效应。维持培养基中 I;IK& 浓度不变，改变培养基

中硫胺素的浓度，对!167的积累，特别是对 !LMN O!!167值没有影响；而增加培养基中生物素的浓度，则导致!167的

浓度不断上升且 !LMN O!!167值不断下降。当有 I;$ R存在时，胞内丙酮酸羧化酶的活性最高可提高 2%T，而丙酮酸脱

氢酶系的活性没有明显变化。结果表明，丙酮酸发酵过程中!167的形成是由于 I;IK& 促进了丙酮酸羧化反应，其

中 I;$ R可显著提高丙酮酸羧化酶的活性，而 IK&
$ S则有可能作为丙酮酸羧化反应的底物。
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利用光滑球拟酵母（ 3(*),(4&#& 1,+5*+/+）的多重
维生素营养缺陷型菌株发酵生产丙酮酸时，观察到

摇瓶发酵中的丙酮酸产量总是低于小型发酵罐的产

量［! S $］。进一步研究发现，摇瓶培养时发酵液中!1
酮戊二酸（!167）的浓度较高，但在发酵罐培养中!1
67却几乎不积累或很少积累。摇瓶培养时产生高
浓度的!167意味着三羧酸（9IV）循环通量较高，但
3 * 1,+5*+/+ 中丙酮酸进入 9IV循环的主要途径有
两条：（!）由丙酮酸脱氢酶系（LWQ，以硫胺素为辅因
子）控制的丙酮酸氧化脱羧途径；（$）由丙酮酸羧化
酶（LI，以生物素为辅因子）控制的丙酮酸羧化途
径。由于 LWQ和 LI的活性分别受培养基中硫胺素
和生物素浓度控制，当培养基中维生素的浓度不变

时，这两条途径的活性应当不会因为所采用反应器

的不同而改变。既然如此，为什么摇瓶培养时菌株

会产生较高浓度的!167？
为了回答这一问题，作者在摇瓶条件下，研究了

不同硫胺素、生物素和碳酸钙浓度对 3 * 1,+5*+/+
II9II J$%$%!"积累!167的影响。进而利用完全

相同的培养基，在发酵罐中考察不同调节 PQ的物
质对!167的产生及丙酮酸羧化酶和丙酮酸脱氢酶
系活性的影响，初步揭示了!167的形成机制。由于
在多种有机酸发酵中都存在摇瓶产量低于发酵罐产

量的现象，本研究结果有可能为解释这一现象提供

一个新的思路。

" 材料与方法

"#" 菌种
光滑球拟酵母（3 * 1,+5*+/+）II9II J$%$%!"，烟

酸、生物素、硫胺素、盐酸吡哆醇 2种维生素营养缺
陷型菌株，且丙酮酸脱羧酶活性组成型降低，为本研

究室选育菌株［ &］。

"#$ 培养基和培养方法
参见文献［&］。

"#% 分析方法
"#%#" 葡萄糖的测定：&，41二硝基水杨酸法［2］。
"#%#$ 丙酮酸和!1酮戊二酸的测定：采用高压液相
色谱（QLXI）测定［&，4］。



色谱条件为：!"#$%&’()*+,-反相柱，柱温：.-/，
检测器：01 .,2 )3，流动相：24,5 6789:，流速：,42
3;<3=)，进样体积：,2!;。
!"#"# 丙酮酸羧化酶和丙酮酸脱氢酶活性的测定：
根据文献［>，?］进行。将在 72/下培养了 .: @的细
胞用无菌水离心洗涤 7次，然后悬浮在 A6为 ?4B的
24, 3(%<;的磷酸钾缓冲液中，用玻璃珠于 :/下振
荡 B 3=)，使细胞在悬浮液中混合均匀，于 :/超声
波破碎 . 3=)，工作强度为 725，工作 , C间隔 24B C；
随后在 :/、,2222 D<3=)下离心 7 3=)，除去细胞碎
片，取上清液测定。

丙酮酸羧化酶（8+）活性的测定：反应混合物中
含有：A6 ?4- 的 8’! 缓冲液 24B> 3;、蒸馏水 ,4?
3;、24B 3(%<; E#6+97 溶液 24: 3;、24, 3(%<; FG+%.
溶液 24. 3;、,42 33(%<; 的乙酰辅酶 H 溶液 24:
3;、24, 3(%<; B，BI二硫代二苯基安息香酸的乙醇溶
液 24, 3;、,222 J<3;的柠檬酸合成酶 242. 3;、24,
3(%<;的 HK8溶液 24. 3;，细胞抽提物 24. 3;，将上
述混合液于 72/下保温 ,2 3=)。添加 24. 3; 24,
3(%<;的丙酮酸启动反应，反应 >2 C后添加 247 3;
的 , 3(%<;的 L96终止反应，然后用分光光度计在
:,B )3下检测草酰乙酸的生成量。根据标准曲线
计算出丙酮酸羧化酶的活性。,个酶活单位表示为
, 3=)内该酶催化产物生成的微摩尔数。
丙酮酸脱氢酶系（8M6）活性的测定：反应混合

物中含有：A6 ?4- 磷酸钾缓冲液 ,42 3;、.4B 33(%<
;、EHM 24. 3;、24. 33(%<; 焦磷酸硫胺素 24. 3;、
24, 33(%<;乙酰辅酶 H 24: 3;、247 33(%<;二硫苏

糖醇 24, 3;、, 33(%<;氯化镁 24. 3;、, 3G<3;牛血
清蛋白 24, 3;，> 33(%<; .I碘苯基I7I硝基苯氯化四
唑（NEK）24: 3;，24, 3G<;硫辛酰胺脱氢酶 24, 3;、
细胞抽提物 24B 3;。将上述混合液于 72 /保温 ,2
3=)后添加 24. 3; B 33(%<;丙酮酸启动反应，反应
>2 C后加入 24B 3;的 , 3(%<;的 6.!9: 溶液终止反

应，然后于 72/下用分光光度计在 B22 )3下检测
NEK的减少量。, 个酶活单位表示为在 , 3=) 内该
酶催化底物减少的微摩尔数。

!"#"$ 细胞干重（M+O）和蛋白质含量的测定：分别
参见文献［7］和文献［-］。

% 结果与讨论

%"! 摇瓶与发酵罐生产丙酮酸的对比实验
在发酵罐中对培养基进行灭菌，接种混匀后，将

72 3;已接种的培养基无菌转移至已灭菌的 B22 3;
三角瓶中进行摇瓶培养，以考察培养基组成完全相

同的情况下发酵罐和摇瓶培养的差异。如表 , 所
示，当摇瓶和发酵罐中不调节 A6 时，细胞生长微
弱，丙酮酸积累也很少。在摇瓶中用 +#+97 作为缓

冲剂时，细胞正常生长，丙酮酸大量积累，但同时也

产生了较高浓度（>4- G<;）的"ILP。在发酵罐培养
中，如果用 E#96 调节 A6，发酵液中"ILP 浓度很
低。但如果改用 +#+97 调节 A6，发酵液中"ILP的
浓度则比用 E#96调节 A6时增加了 - 倍。在发酵
罐和摇瓶培养中，用 +#+97 调节 A6时的 !8QR <!LP

值相近，表明 +#+97 的添加对发酵液中"ILP的积累
有重要影响。

表 ! 摇瓶和发酵罐上发酵的对照
&’()* ! +*,-*./’/01. 12 34,56’/* ’.7!89: ’.7 !;<= >!9: 0. 2*,-*./1, ’.7 2)’?@ A5)/5,*?

M+O<（G<;）
+()CJ3A"=()

(S G%JT(C&<（G<;）
U(D3#"=()

(S AVDJW#"&<（G<;）
U(D3#"=()

(S"ILP<（G<;）
!8QR<!LP#

U%#CX（E( +#+97） .4- B4> .47 2 Y

U%#CX（+#+97） ,24Z -:4- 7?4- >4- >4Z>

U&D3&)"(D（A6 )(" T()"D(%%&*） :4Z ,:47 B4, 2 Y

U&D3&)"(D（A6 T()"D(%%&* $V E#96） ,:4- Z24? >Z4: ,47 >?4.

U&D3&)"(D（A6 T()"D(%%&* $V +#+97） ,>4? -Z4? >.47 ,,4B >4-:

#：!8QR<!LP D&AD&C&)"C "@& D#"=( (S T#D$() 3(%&TJ%&C =) AVDJW#"& #)*"IX&"(G%J"#D#"&[

%"% B’BC# 添加时间和浓度对!89:产生的影响

为了说明 +#+97 的添加是否是导致"ILP产生

的主要因素，研究了 +#+97 添加时间和浓度对"ILP
产生的影响。在维生素浓度不变的前提下，延迟

+#+97 添加时间可明显抑制"ILP 的产生并提高

!8QR <!LP值（图 ,），而增加培养基中的 +#+97 浓度会

导致"ILP的积累增加（表 .）。这些结果表明 +#+97

有可能以某种方式（如激活了 8M6或 8+），使丙酮
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酸进入 !"#循环的通量增加。

图 $ "%"&’（() *+,）添加时间对!-./生成的影响

01*2 $ 344567 84 45591:* 71;5 84 "%"&’

（() *+,）8: <=>?@%75 <>89?6718:

表 ! 不同装液量下 "#"$% 质量浓度对丙酮酸发酵的影响

&#’() ! *++),-. /+ "#"$% ,/0,)0-1#-2/0. /0 34156#-)
31/75,-2/0 20 72++)1)0- +)18)0-#-2/0

A8B?;5
"%"&’ +（*+,）

’) ;, C) ;,

) D) () D) ()

01:%B <E DF$ ’FG CF$ ’FG CF)

H"I+（*+,） ’FJ $DF$ $KF’ $’F( $CF’

L=>?@%75+（*+,） $FD DKFD ’KFG DCFG ’$FD

!-./+（*+,） ) ’FM $CFJ ’FD GFG

N5O19?%B *B?68O5+（*+,） GCFK ’$F’ GFK $GFJ JFC

!LPN+!!-./ Q GFKJ ’F$ $)F(J (F)J

!9% "#!:、"$%
!;对!<=>的影响

发酵液中 "%"&’ 的存在促进了!-./的积累，但
具体是 "%D R 还是 "&’

D S 或者是两者共同促进了!-
./的积累呢？为了解释这一问题，作者设计了 C种
方法来自动控制 K ,发酵罐（装液量 ( ,）发酵过程
的 <E：（$）流加 C ;8B+,的 T%&E；（D）流加 DFC ;8B+,
的 T%D"&’；（’）流加 "%"&’ 悬浊液（$C) * "%"&’ +$))
;,水）；（(）在发酵开始后流加浓度为 ()U的 "%"BD
浓缩液（流加速度 DC ;,+V，共流加 J V，使发酵液中
"%"BD 终浓度达到 D) *+,），同时流加 C ;8B+, 的

T%&E；（C）在发酵开始后流加浓度为 ()U的 "%"BD
浓缩液（流加方法同（(）），同时用 DFC ;8B+, 的
T%D"&’ 调节 <E。C种情况下的发酵过程曲线如图 D
所示。

从图 D（#）可知，当用 T%&E 对发酵过程的 <E
进行调节时，!LPN +!!-./值可保持在 C) W M)之间；用

T%"&’ 调节 <E时，发酵过程中的 !LPN +!!-./值下降
到 D) W ’)。当用 "%"&’ 调节 <E时，或者当发酵液
中有大量 "%"BD 存在、再用 T%&E或 T%"&’ 调节 <E
时，发酵过程中的 !LPN +!!-./值均低于 $)。结合图 D
（X）可以认为，"%D R和 "&’

D 都促进了!-./的积累，
其中 "%D R对!-./积累起主要促进作用。

图 D 不同物质调节 <E时对!-./产生的影响
01*2 D 344567O 84 91445>5:7 <E Y?445>O 8:!-./ <>89?6718:

! T%D"&’；" "%"&’；# "%"BD R T%D"&’；$ "%"BD R T%&E；% T%&E

此外，在图 D（"）中发现，与用 T%&E调节 <E的
发酵过程相比，当培养基中有大量 "%D R 存在时，细
胞生长较快，最终细胞浓度也较高。这可能是因为

"%D R作为细胞内的第二信使［G］，能够加速细胞的生
长；此外，有 "%D R 存在时!-./浓度较高，为合成更
多细胞物质提供了可能，导致最终细胞量有所提高。

研究还发现用不同物质调节 <E时对丙酮酸的
积累速度和产量也有影响。如图 D（H）所示，当有
"%D R存在时，由于细胞生长较快，丙酮酸积累速度也
较快，但丙酮酸的产量有所下降。同时由于!-./的
产生，丙酮酸对葡萄糖得率有所下降（数据未给出）。

!9? 硫胺素和生物素浓度对!<=>生成的影响
在菌株 " 2 #$%&’%(% ""!"" ZD)D)$G中，LHE和

L"是控制丙酮酸降解进入 !"#循环的两个重要酶
（系）（图 ’），其活性的高低决定了进入 !"#循环碳
流的多少。由于该菌株自身不能合成硫胺素（X$）和

生物素（X18），因此该菌株胞内的 LHE和 L"活性可
分别被培养基中的 X$ 和 X18 浓度所控制。为了考
察具体是哪个酶（系）影响!-./ 的产生，作者在
"%"&’ 添加浓度为 () *+,的前提下，研究了不同 X$

和 X18浓度对!-./积累的影响。结果发现，改变培

K(KM期 刘立明等：碳酸钙促进丙酮酸发酵过程中!-酮戊二酸的形成



养基中 !" 的浓度，对!#$%的积累、特别是对 !&’( )
!!#$%值没有影响（图 *+）。而增加培养基中 !,- 的
浓度，则导致!#$%的浓度不断上升且 !&’( )!!#$%值
不断下降（图 *!）。由于 !,- 是 &. 的辅因子，据此
可以认为!#$%的产生是由 &.活性变化而引起的。

图 / "#$%&#’()( *&+,$+-+丙酮酸代谢
0,12 / &3456789 :987;-<,=: ,> " 2 *&+,$+-+
!" 2 ?@,7:,>；A+2A,B-8,>9 7B,C；!,-2 !,-8,>；

&.2 &3456789 B74;-D3<7=9；&EF2&3456789 C9@3C4-19>7=9 B-:G<9D

图 * 硫胺素、生物素浓度对!#$%积累的影响
0,12 * HII9B8= -I ;,-8,> 7>C 8@,7:,> B->B9>8478,->=

->!#$% G4-C5B8,->
?@9 ;,-8,> 7>C 8@,7:,>9 B->B9>8478,->= J949 I,D9C
78 KLK* :1)M 7>C KLK"N :1)M，49=G9B8,69<3，

,> 8@9 9DG94,:9>8= =@-J> ,> 0,12 *+ 7>C 0,12 *!
! &’(；" !&’()!$%；#!#$%

!"# 采用不同调节 $%物质对 &’(和 &’%活性的
影响

维持培养基中维生素质量浓度不变，在发酵进

行到细胞对数生长期时（OK @），测定采用不同物质
调节发酵液中 GF时细胞内 &.和 &EF活性的变化。
结果发现（图 N），当有 .7O P 存在时，胞内 &.的活性
最高可提高 *KQ，而 &EF的活性没有明显变化。表
明 .7O P 可提高 &.的活性，从而使丙酮酸通过丙酮
酸羧化途径进入 ?.+循环的通量增加。由于!#$%
脱氢酶亦以 !" 为辅因子，在 !" 限制的条件下，!#$%
脱氢酶活性也很低，由此导致发酵液中!#$%大量积
累。已有研究发现 .7O P 能够加速肝细胞线粒体中
的丙酮酸羧化反应［"K］。本文首次发现酵母的 &.活
性有可能被 .7O P激活，为深入研究 .7O P在微生物中
的生理作用提供了一个重要证据。

图 N 不同调节 GF的物质对 &.和 &EF活性的影响
0,12 N HII9B8= -I C,II949>8 GF ;5II94= -> 8@9 7B8,6,8,9=

-I &. 7>C &EF ,> " 2 *&+,$+-+
+2 A7RF；!2 A7RFP .7.<O；.2 A7O.R/；

E2 A7O.R/ P .7.<O；H2 .7.R/

)*+*)*,(*-（参考文献）

［ " ］ S,3787 (，’->9@747 ?2 T:G4-69:9>8 -I I94:9>878,69 G4-C5B8,-> -I

G3456789 I4-: 1<5B-=9 ;3 "#$%&#’()( *&+,$+-+ T0R KKKNL . /0$102-

3)#02*，"UUV，.!：*WN X *WU
［ O］ M, ’，.@9> Y，M5> Z ’ 0- +& 2 HII,B,9>8 G3456789 G4-C5B8,-> ;3 7

:5<8,#6,87:,> 75D-84-G@ -I "#$%&#’()( *&+,$+-+：[93 4-<9 7>C -G8,:,#

\78,-> -I 6,87:,> <969<=2 4’’& 5)6$#,)#& 3)#-0672#&，OKK"，##：V]K

X V]N
［ /］ MT^ M S（刘立明），MT ’（李寅），E^ % .（堵国成）0- +& 2 !499C#

,>1 -I @,1@#G3456789#G4-C5B,>1 "#$%&#’()( *&+,$+-+ J,8@ 7B98789 7=

=5GG<9:9>8 B74;-> =-54B92 829%(-$)+& 5)6$#,)#&#*:（工业微生物），

OKKO，/!（/）："K X "*
［ *］ S,<<94 % M2 E,>,84-=7<,B3<,B 7B,C 49719>8 I-4 C9894:,>78,-> -I 49C5B,>1

=5174 2 42+& !701，"UVK，/0：*OV X *O]
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