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在不同碳源培养条件下酿酒酵母的蛋白质组解析

张慧敏 姚善泾" 彭立凤 清水和幸
（浙江大学化学工程与生物工程学系，杭州 #/""!0）

摘 要 为了分析酿酒酵母在不同培养条件下的代谢调控过程的差异，采用固相 DE梯度.FGF聚丙烯酰胺双向凝
胶电泳对其利用不同碳源时细胞的总蛋白进行了分离，银染显色，使用 !G蛋白质图像分析系统 H9,I3 +,;J3K !G
8(:J3对双向电泳图谱进行分析，查询 FLHFF.!G MNO8蛋白质组数据库，识别了约 %""个蛋白质点。对与糖酵解途
径、磷酸戊糖途径、三羧酸循环和几种回补反应相关的大部分关键的蛋白质进行了差异分析。探讨了酿酒酵母利

用不同碳源时及生长的不同阶段代谢机理的变化和在蛋白质水平的调控。
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酿酒酵母作为一种重要的工业微生物，在生产

实践和基础研究中有着广泛的应用。国外学者对研

究酵母在不同的培养条件下代谢机理的变化取得了

很大的进展。随着蛋白质双向电泳技术（!G8）不断
发展，!G凝胶的分辨率越来越高，多种生物的蛋白
质组图都已建立数据库并上互联网［/，!］，!G图像分
析系统也越来越完备［#，$］，使研究人员能够对人眼很

难辨别的蛋白质差异点进行分析，成为研究微生物

代谢机理的强有力的工具。继基因组计划之后，作

为生命活动的执行体蛋白质组学的研究正成为国际

上新的热点［%，1］。我国学者也逐渐展开对这一领域

的研究工作，但尚缺乏基于蛋白质组差异分析的机

理性的研究［0，4，5］。本文采用固相 DE梯度.FGF聚丙
烯酰胺双向凝胶电泳对酿酒酵母利用不同碳源时及

培养的不同阶段的细胞的总蛋白进行了分离，使用

!G蛋白质图像分析系统 H9,I3 +,;J3K !G 8(:J3对双
向电泳图谱进行定量分析，探讨了其中间代谢途径

为了适应不同的条件下所作的系统而精细的调控。

! 材料与方法

!"! 菌种与培养条件
菌株为一种重要的工业微生物 3+00"+*(420%&

0%*%5#&#+% H6Q !#0$；
培养方法：种子接入 !R 发酵罐中，装液量为

/R，培养基为 !"ISR M’(-D3DJ’C，/"ISR T3,;J 37JK,>J，碳
源分别为 !"ISR葡萄糖或 %ISR乳酸，DE %U"，培养温
度为 #"V，搅拌转速 #""KS9:C，通气量为 /U"RS9:C。
!"# 检测方法
通过分光光度计（WX3J.#"，Y,;>’，2’Z-’）测量发

酵液在 1""C9处的光密度（67）来测定菌浓度。再
根据光密度与细胞干重的关系将其转换成细胞干重

S发酵液（ISR）。用葡萄糖 [:J 来测定葡萄糖浓度
（L,Z’ \’)，Q;,Z,）。乙酸和乳酸浓度在高效液相色
谱 EMR\（R\./"N\，F?:9,B@A \’)，2’Z-’，Y,D,C)
\’(A9C：F?:9 MN\[ F\]./"^E）上测定。乙醇浓度
通过气相色谱（O\.4NM6S\.]1N，F?:9,B@A \’)，[-’.
J’）测量。
!"$ 双向电泳（#%&）

/9R发酵液在 /! """ KS9:C，$V下离心 /"9:C，收
集菌体，并在盐溶液（#99’(SR [\(，%99’(SR [E!MQ$，

1499’(SR *,\(，599’(SR *,E!MQ$）中洗涤 !次后，悬
浮在 "U/9R 的裂解溶液（49’(SR 脲，$_（ 8 S9）
\ENMF，$"99’(SR 2K:; X,;3，使用前用去离子水现配，
保存在 ‘ !"V冰箱中，也可用 2K:J’C a./"" 或 *M.$"
代替 \ENMF）中，在室温下保存 /?。将样品置于冰
中超声波破碎 /9:C。再次离心后取上清液作 !G8
分析。第一维在 /4>9固定化的 DE# b /"的线性 HMO
凝胶条（N93K;?,9 M?,K9,>:, c:’J3>? \’)，Fd3B3C）上



进行，!"#凝胶在水合溶液（$ %&’() 脲，*+ ,-."/，
01 %%&’() 233，和几粒溴酚蓝）中重新水合，并放置
过夜，载样量 0%)。经过重新水合的凝胶条在 45’6
789:&; !34电泳仪上，在 <11=(*%.(<> 下先维持
0%8?，然后在 0@<:内电压从 <11=连续升到 A<11=，
最后在 A<11=维持 B@A:。等电聚焦以后，凝胶条在
/2/平衡液（0+ 233，*@<+碘化乙酰胺，<1 %%&’()
3;8C6-,’ 缓冲液，B%&’()脲，1@*<+ 233，A1+ D’EF6
G;&’ 和 0+ /2/）中平衡 *次。平衡后的凝胶条置于
预制的 /2/梯度凝胶（HIFG’#G’ /2/ J) 0*60K，.%G;6
C:L% ":L;%LF8L M8&7GF: ,&N，/OGPG?）上进行二维电
泳，首先在 0111 =(*1%.下维持 K<%8?，然后在 0111
=(K1 %.下维持 0B1%8?。蛋白质 %L;QG;（*2标样，购
自 M8&6RLP，,.）与样品同时进行电泳。电泳结束
后，在 -&GSG; 凝胶自动染色仪（.%G;C:L% ":L;%LF8L
M8&7GF: ,&N，/OGPG?）上进行银染。
!"# 图像采集与分析
银染色后的凝胶在 28D87L’ !%LDG /7&FQG; 2/6A1，

T./ !!!（3&QE& ,&N，UCLQL）扫描仪上扫描。使用二

维蛋白质电泳图像分析系统 !%LDG 4LC7G; *2 H’87G
（.%G;C:L% ":L;%LF8L M8&7GF: ,&N，/OGPG?）对肉眼很
难辨别的蛋白质差异点进行分析。/G?C878V87E 值为
WX*$，/9’87 ’GVG’值为 X。对图像进行背景消减，斑点
检测，匹配，9!校正，分子量校正，并调用 />!//6*2
".#H 蛋白质组数据库（ :779：((OOON GI9LCE N &;D(
F:*P(）进行分析［A，K，01，00］。蛋白质匹配先从其中选取
一块凝胶图像作为参考胶（;GSG;G?FG DG’），并建立一
些匹配点（5CG; CGGPC），然后自动匹配其他蛋白质点，
与参考胶不相匹配的点被加入参考胶中，与参考胶

中同一蛋白质点相匹配的点为同一蛋白质。将每个

蛋白质点的量对总量进行归一化，结果乘以 011 来
代表该种蛋白质的相对含量。

$ 结果与讨论

$"! 菌体生长、底物消耗及部分胞外代谢产物的积
累与消耗情况

菌体生长、底物消耗、及部分胞外代谢产物的积

累与消耗情况如图 0（L，Y）所示。

图 0 菌体生长、底物消耗及部分胞外代谢产物的积累与消耗曲线
T8DN0 ,G’’ D;&O7: 9;&S8’G

3:G L;;&OC 8?P8FL7G 7:G CL%9’8?D 78%GN（L）SG;%G?7L78&? O87: D’5F&CG LC 7:G 8?878L’ FL;Y&? C&5;FGN !"! D’5F&CG，!#!Y8&%LCC，! Z!G7:L?&’，!$!LFG78F
LF8P，!%!’LF78F LF8PN（Y）SG;%G?7L78&? O87: ’LF78F LF8P LC FL;Y&? C&5;FGN !"!’LF78F LF8P，!#!Y8&%LCC

从图 0中可以看出，图 0（L）中的第一个样品取
在葡萄糖作碳源的对数生长期，此时葡萄糖正在迅

速被消耗，主要积累了乙醇等代谢产物。在发酵的

后期，葡萄糖被消耗光，菌体调整了体内的酶系，转

而利用乙醇产生了二次生长的现象。取在第 01 个
小时的样品就代表了酵母开始利用发酵前期积累的

乙醇为碳源的情况。)L?DG -N ,N曾利用代谢网络通
量等技术研究过酿酒酵母对这种两碳原子的分子作

为碳源的吸收利用的情况［0*］，[G? \%G%5;L 等人也
曾发现在乙醇为碳源的基本培养基中利用酿酒酵母

表达外源基因时所表现出来的优良的性态［0A］。图 0
（Y）中的样品则取在以乳酸为碳源的发酵的对数期。

乳酸正在迅速的被消耗，细胞生长旺盛，此时胞内的

酶系应为酵母利用乳酸为底物所需。

$"$ 不同碳源培养条件下部分酵母蛋白质的 $%&
分析

不同样品的蛋白质 *2H图谱如图 *（L，Y，F）所
示。采集后的图像经过相对于标样的分子量和等电

点的校正后，用二维蛋白质电泳图像分析系统 !%LDG
4LC7G; *2 H’87G 根据等电点和分子量与 />!//6*2
".#H蛋白质组双向电泳数据库进行匹配，对蛋白
质点定性分析。再由该系统根据蛋白质点的面积和

强度对蛋白质点进行定量。部分蛋白质表达量的相

对变化情况如图 A所示。
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图 ! 蛋白质表达 !"#图谱
$%&’! ()*+,%- ,./),00%*- /)*1%2,0 ),0*23,4 56 !"#

（7）89, 1%)0+ 07:/2, ;%+9 &2<=*0, 70 =7)5*- 0*<)=, %- +9, ,./*-,-+%72 /970,；（5）89, 0,=*-4 07:/2, +7>,- 71+,) &2<=*0, %0 =*-0<:,4 </；（=）?<2+%37+%*- ;%+9

27=+%= 7=%4 70 =7)5*- 0*<)=,

!"# 糖酵解途径和磷酸戊糖途径中部分关键蛋白质
从图 @（7）中可以看到，由于葡萄糖激酶（ !"#），

磷酸葡萄糖异构酶（$!%），磷酸甘油酸激酶（ $!#），烯
醇酶（ &’(）和丙酮酸激酶（ $)#）是催化糖酵解反应
的，在葡萄糖作碳源的对数期时，为了有效地利用葡

萄糖，表现了较高的表达量，相应地在葡萄糖消耗光

的后期和乳酸作碳源时表达量较低或未被检测到。

这种趋势在磷酸戊糖途径的氧化阶段尤为明显，在

葡萄糖作为碳源的对数期，AB磷酸葡萄糖脱氢酶
（ *+,）和 AB磷酸葡萄糖酸脱氢酶（ !’-）的表达量远
远高于另外两个样品。同时在三个条件下磷酸戊糖

途径的非氧化阶段却无如此明显的差别，相关的蛋

白质包括转醛酶（ ./"C）、转酮酶（ .#"C，.#"!）。
以上结果表明，在利用乙醇和乳酸为碳源时，糖

酵解途径并不活跃（ !"#，$!%，$!#，&’(，$)#），磷酸戊
糖途径的氧化阶段也被大大的削弱或被阻断了

（ *+,，!’-）。而作为 "DE、FDE、色氨酸、苯基丙氨
酸、酪氨酸等生物合成前体的 GB磷酸赤藓糖和 HB磷
酸核糖主要由磷酸戊糖途径的非氧化阶段来提供

（ ./"C，.#"C，.#"!）。
而对于 C，AB二磷酸果糖醛缩酶（ ,0/）和 @B磷酸

甘油醛脱氢酶（ .-1@）由于其催化可逆的反应，既属
于糖酵解途径，又对糖异生有贡献，同时提供了磷酸

戊糖途径的非氧化阶段的反应物，所以在利用乙醇

和乳酸时，也表现出了较高的表达量（图 @7）。
!"$ 三羧酸循环和乙醛酸支路等中部分蛋白质
由 $,# 和 ,0$ 所表达的酶分别催化从 AB磷酸果

糖到 C，AB二磷酸果糖的反应和其逆反应。从图 @
（5）所示的变化中可以看出在利用乙醇和乳酸为碳
源时，糖酵解途径的 $,# 基因的表达被大大的抑制
了，而糖异生途径中起重要作用的 ,0$ 基因的表达

图 @ 中间代谢途径中表达的部分蛋白质的相对含量
$%&’@ 89, 75<-47-=,0 *1 +9, =,-+)72 :,+75*2%= /7+9;76 /)*+,%-0
()*+,%- 0/*+0 ;,), 0,/7)7+,4 56 !"#，7-4 0/*+0 75<-47-=, ;,), I<7-+%B

1%,4 *3,) +9, 0/*+ 7),7 7-4 %-+,-0%+6 56 <0%-& +9, J:7&, !" #2%+, 0*1+;7),’
（7）K26=*26+%= 7-4 (,-+*0, /9*0/97+, /7+9;76；（5）8?E =6=2,，7-7/2,)*B

+%= /7+9;76，&26*.627+, 09<-+ 7-4 &2<=*-,*&,-,+%= /7+9;76

较高。三羧酸循环（8?E）中的柠檬酸合成酶（ 2%.@）
和苹果酸脱氢酶（3-1C）在三种情况下区别不大（图
@5）。表明三羧酸循环为利用三种底物所必需，因
为在酿酒酵母中提供生命活动中所需的 DE"(L主
要来源于磷酸戊糖途径的氧化阶段的 AB磷酸葡萄
糖脱氢酶和三羧酸循环中的部分酶所催化的 DE"(
依赖的反应，这就可能构成了一种补偿机制，在利用

乙醇和乳酸为碳源时，三羧酸循环弥补了由于削弱

的磷酸戊糖途径的氧化阶段所带来的 DE"(L的损
失（ *+,，图 @7）。而苹果酸酶（3&*）和异柠檬酸裂解
酶（/2&4）在吸收利用乙醇时异常活跃（图 @5），因为
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这后者为乙醛酸支路的关键酶，表明了对乙醇的利

用主要通过乙醛酸支路，生成的苹果酸进而在苹果

酸酶（!"#）的作用下回补到丙酮酸，弥补了由于糖
酵解途径的削弱（$%&，’$(，’$&，")*，’+&）而带来的作
为赖氨酸、异亮氨酸等前体的丙酮酸的损失。该结

果与 !"#$%&&%等人的发现一致［’(］。而由于苹果酸酶
也包含 )*+,依赖的异构体，所以也构成了对削弱
的磷酸戊糖途径的氧化阶段（ #,-）所带来的 )*+,-
损失的一种补偿机制。

磷酸烯醇式丙酮酸羧化激酶（ ’.&）在吸收利用
乙醇和乳酸时表达量较高（图 ./）。说明乙醇和乳
酸在分别被转化成乙酰辅酶 * 进入 0!* 循环以
后［’(］，该酶所催化的从草酰乙酸到磷酸烯醇式丙酮

酸的回补反应在这种条件下是主要的糖异生的途

径，与 1%234 -5 !5的研究结果相符［’6］。
以上的分析使我们更深入地了解酿酒酵母细胞

在利用不同的碳源以及生长的不同的阶段所作的系

统而精细的调控，在利用乙醇和乳酸为碳源时相对

于葡萄糖作为碳源时，糖酵解途径并不活跃，磷酸戊

糖途径的氧化阶段也被大大的削弱或被阻断了，作

为碳骨架和能量的补偿机制，磷酸戊糖途径的非氧

化阶段，乙醛酸支路和糖异生的途径比较活跃，从而

维持了细胞在不同环境下生长的需要以及能量的平

衡。很多蛋白质点含量较低，尚无法确定，更深入的

研究还需要质谱等手段。
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’>(.期 张慧敏等：在不同碳源培养条件下酿酒酵母的蛋白质组解析
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源于植物的新型抗癌药物

曾报道紫杉（红豆杉）产生的紫杉醇抗癌药，用于癌症治疗具有广谱性和特效性（本刊 CBBC，)*（J）：A；)*（C）：JNN）。优质的
紫杉醇每千克 JO美元。探究细胞工程、基因工程、微生物工程生产紫杉醇仍然是今后的目标，关键是提高紫杉醇的产率。别
的植物同样蕴藏着潜在的抗癌物质资源，有待积极开发。法国一组研究者发现红酒中含有一种潜在的抗癌物质叫 0*,$&((&6&’
<，也是一种抗氧化剂，它的抗癌效力比临床试验的抗癌药物 P;5JK要强 CAB倍，有一定的开发价值。有几点值得注意：Q J R
在山毛榉科的麻栎（6)%#7* "#78,**,’"）树皮中含有 0*,$&((&6&’ <抗癌物质，从中提取这种物质是可能的，不过要牺牲众多林木；
Q C R是否通过细胞工程技术开发 0*,$&((&6&’ <呢？这是未知数，有待积极探究；Q S R已知有菌根真菌与栎树建立亲密的共生
关系，其茎部、叶部是否有真菌与其建立互生关系？如果有这类真菌存在的话，它们能否产生抗癌物质呢？还需做实验探索。

在我国，研究人员对源于植物的抗癌、防癌药物研究取得了重要进展。 Q J R中国科学院武汉植物研究所研究者从唇形
科植物中研发一种 T<I抗癌新药，用于治疗食管癌、贲门癌、肝癌、乳腺癌等，有明显缓解症状、稳定和缩小瘤体以及延长癌症
患者生命的作用。该药物是呈现自我特色、自主知识产权的一类防癌、抗癌新药，有开发前景。 Q C R厦门大学生命科学学院
研究者从几种红树植物的树皮及叶片中分离到一些内生真菌，发现其中有些真菌不仅对某些指示菌有抑制作用，而且对口腔

上皮癌细胞有明显抑制作用，显然，对防止癌细胞生长与扩散起重要作用。这样，有可能不仅从其树皮中找到抗癌物质，而且

更重要的是从这些内生真菌代谢产物中索取有效或高效抗致病菌、抗肿瘤药物以研发新型抗癌药，应该说，是有潜力的。 Q S
R江苏肿瘤防治研究所和南京农业大学合作研究，发现无花果具有防癌、抗癌的特殊功能，从无花果果实和植物中提取汁液
均含有抗癌素，它能防治早期癌症形成，研究结果表明，无花果具有明显抗癌、防癌和增强抗体免疫功能的作用。据调研，常

食用无花果地区的人群中几乎无癌症患者，其原因在于无花果含有抗癌活性元素所致，无疑对于防治癌症起着一定作用。

总之，源于植物的抗癌、防癌药物有巨大的开发潜力，这类药物有其重要特点，无毒副作用，显现防癌、抗癌效果，甚至有

的有特效。在我国有极丰富的药用植物资源，只要研究者遵循科学的思想，努力积极探究，一定能从众多植物宝库和独特的

优势中创造性地研发新型抗癌、防癌药物服务社会，为民造福。

（柯 为供稿）
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