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GH(IC［!］在 !0"1 年提出了相容溶质（2(;J-A<K)5 B()?A5B）的

概念，尽管有关它们功能的确切机制尚不是非常清楚，但是

通常它们被认为是具有渗透调节作用和对细胞中生物活性

物质具保护功能的物质。海藻糖和甘油在这方面所表现出

的特殊功能已被国内外广泛关注［$］。GH(IC［#］和 2H(I5［7］还

分别报道了甘油和海藻糖在保护胞内可溶性酶和细胞膜稳

定性方面的功能。2H(I5［&］在研究几种不同碳水化合物对动

物肌细胞的保护功能时发现，海藻糖和甘油都在不同程度上

表现出这种特性。关于酵母细胞在加盐培养基中的生长代

谢情况 L?C<>( +-M-A-［1］和 N?M5B>［" 分别进行了报道，发现酵

母细胞内有海藻糖的积累，并且海藻糖的量与细胞对外界不

利环境的耐受性有密切关系。我们以前的工作表明，热冲击

（O5-A/B>(EM）［6］和高渗透压［0］的环境能够在很大程度上提高

耐高渗克鲁氏假丝酵母（ !+3#3+ 4*)&%#）发酵产生甘油的能

力。目前，国内外主要是以酿酒酵母（5+00"+*(620%& 0%*%7#&#+%）
为研究对象考察海藻糖和甘油的积累代谢情况，对于极端微

生物的报道却很少。本文主要报道耐高渗克鲁氏假丝酵母

细胞在抵御高渗透压环境时海藻糖和胞内甘油的代谢情况，

这对研究细胞耐受不利环境的生理机制有重要的启示作用。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 实验菌株：耐高渗克鲁氏假丝酵母菌 P2,/Q/%&（!+$8
3#3+ 4*)&%#）。

!"!"# 培养基：种子培养基组成为：葡萄糖 !%R，玉米浆

%S#R，尿素 %S#R；发酵培养基组成为：葡萄糖 !&R，玉米浆

%S$&R，尿素 %S$&R，+-2) 和 L2) 含量由实验需要而定。初

始 JO 均为 7S% T 7S&。

!$# 方法

!"#"! 培养条件：摇瓶种子活化 $7> 后按 !%R接种量接到

发酵培养基中（装液量为 !%%;UV&%%;U 三角瓶），培养温度为

#&W，转速为 !7%HV;<C。在培养过程中取样进行分析测定。

!"#"# 样 品 的 预 处 理：取 样 所 得 细 胞 在 !& %%%HV;<C离 心

!%;<C，用蒸馏水洗涤 # 次，第一次离心所得上清用来测定其

中的胞外甘油和葡萄糖，细胞用来提取胞内海藻糖和甘油。

!"#"% 胞内甘油的提取和测定：!;U 离心洗涤所得到的酵

母细胞用微波破碎法［!%］进行细胞破碎，使用功率为 "%%X 家

用微波炉，破碎时间为 1%B。用 !;U 蒸馏水常温下提取胞内

甘油，提取时间为 #%;<C，OYU2 测定其含量。胞内甘油的百

分含量是所测甘油含量与细胞干重的百分比。

!"#"& 胞内海藻糖的提取及测定：经离心洗涤后的菌体用

%S&;()VU 三氯乙酸（423）常温下提取 # 次，每次 $%;<C。收集

# 次提取液稀释后用硫酸蒽酮法［!!］测定其中的海藻糖。海

藻糖百分含量是指测定的海藻糖的量与细胞干重的百分比。

!"#"’ 菌体干重的测定：将样品放入已称重的离心管中，

!& %%%HV;<C离心 !%;<C，用蒸馏水洗涤 $ 次，将得到的菌体在

6%W烘箱中烘至恒重，称量细胞干重。

!"#"( 葡萄糖和甘油分析：用菲林试剂测定葡萄糖浓度，用

高碘酸氧化法分析甘油浓度。测定数据均取自 # 组平行实

验平均值。

# 结果和讨论

#"! 不同渗透压对酵母细胞海藻糖和甘油产生的影响

为改变不同的渗透压，我们在基本发酵培养基中加入不

同浓度的 +-2) 和 L2)，在发酵过程中间隔一定时间取样进行

分析测定，加入 +-2) 的发酵结果如图 ! 所示。

由图 ! 中结果可以看出，细胞的生长趋势都是相同的，

无论所加盐浓度如何，达到稳定期的时间都很接近。盐的加

入对细胞的生长有明显抑制作用，加盐浓度越高细胞浓度越

低。与不加盐的对照样相比，所有加盐培养基中甘油浓度均

有所提高，其中 !*%;()VU +-2) 培养液中胞外甘油产量最高。

我们以前的工作也表明［0］加盐有利于耐高渗酵母细胞发酵



产生甘油。

酵母在不同渗透压环境下生长时，胞内海藻糖的积累呈

现明显的规律性：在 !" 内迅速达到最高峰，而后逐渐减少，

随着细胞达到快速生长的指数期，海藻糖的量逐渐下降，在

此之前积累的海藻糖作为一种胞内的储存性碳源被消耗。

当细胞的生长达到稳定期时海藻糖已经降到了很低的程度。

对比海藻糖和甘油的发酵规律可以看到，在海藻糖降低到一

定程度时，胞外甘油已经积累到一定的浓度，这是否可以表

明胞外甘油对酵母在高渗环境中可以起到更为长期的保护

作用或者此时细胞内又产生其他具有保护性的物质还有待

于进一步的研究。

克鲁氏假丝酵母细胞在加入不同浓度 #$% 培养基中的

代谢情况与相同浓度 &’$% 的发酵结果有类似的规律，在此

没有列出。

()*+,"［-］在对 !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,") 对高渗透压的耐受

性的研究中发现在由 &’$% 造成的高渗透压环境中生长的酵

母细胞被转移到高浓度乙醇的培养基时其耐受力有所提高，

认为酵母细胞对渗透压的耐受和对乙醇的耐受机制有着密

切的关系。我们也进行了类似的实验研究，实验操作为将上

面不同渗透压下发酵结束的酵母细胞收集，离心，在生理盐

水中洗涤 . 次，稀释到相同的浓度，分别接入到含有 /0!
12%34 &’$% 和 /56（-3-）的乙醇的发酵培养基中培养，如果

如图 . 所示，其中 /、.、7、8 分别表示原来培养的对照样和

90:12%34、/0912%34 和 /0:1%34 &’$% 培养转移后的细胞生长情

况。试验结果发现细胞原来所处的环境渗透压越高，在转到

/0!12%34 &’$% 和 /56（-3-）乙醇时的存活率越高。

图 / &’$% 造成的高渗透压环境对发酵情况的影响

;<=>/ ?"+ +@@+AB 2@ "<=" 2,12B<A 1+C<’ A2DB’<D<D= &’$% 2D B"+ @+E1+DB’B<2D 2@ F+’,B A+%%,

!9>:12%34 &’$%；"/>912%34 &’$%；#/>:12%34 &’$%；$$2DBE2%

图 . 转移到更高浓度 &’$% 和乙醇中

后酵母细胞的生长情况
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!"! 不同渗透压下胞内甘油的积累

国内外对于海藻糖和甘油作为胁迫环境下细胞生物活

性物质的保护剂的研究主要是集中到它们各自特性的考察。

由 !#$ 的研究结果可以看出对于耐高渗克鲁氏假丝酵母细

胞中海藻糖和甘油保护机制的研究，单独考虑其中之一或仅

考虑胞 外 甘 油 都 是 不 充 分 的，因 此 我 们 对 含 有 /0912%34、

/0:12%34 &’$% 和 #$% 培养基中生长的细胞胞内甘油和海藻

糖的积累情况进行了实验研究。关于这方面的研究尚未见

到相关报道。实验结果如图 7 所示。

从图中可以看出，酵母细胞在两种不同盐的高渗培养环

境下胞内甘油同海藻糖类似也会很快地积累然后又被细胞

消耗，而且盐浓度越高，所产的胞内甘油也越多。而 &’$% 和

#$% 影响程度又有所不同，在含 #$% 培养基中酵母细胞中胞

内甘油增长速度比在相同浓度的 &’$% 培养基中要快，但是

含量要稍微低一些。对于海藻糖含量也是 #$% 比 &’$% 中的

低。我们认为这是由于细胞对这两种盐的运输情况不同，这

样就使最初培养基中的 #J 被较多地运输到胞内，细胞内的

浓度要高，从而对于添加相同浓度两种盐的培养基中由 #J

实际造成的细胞内外的渗透压比 &’J 要低，致使胞内甘油和

海藻糖的含量有差别，从中也可以看出，胞内甘油和海藻糖

有保护细胞抵御胞外渗透压压力的作用。结合胞内外甘油

和海藻糖的代谢情况可以看出，在高渗透压环境中，耐高渗

克鲁氏假丝酵母细胞会迅速积累胞内甘油和海藻糖，并且它

们的含量和胞外的渗透压成正相关。但是随着细胞的生长

海藻糖可能作为胞内的一种储存性碳源被消耗，而甘油则源

源不断的运输到胞外，从而胞内的浓度逐渐降到很低。当酵

母细胞培养到 79" 左右时，胞内的海藻糖和甘油的浓度都已

经比较低，此时胞外已经具有一定浓度的甘油，对于仍然存

在的胞外渗透压是否胞外甘油替代胞内物质来完成这个保

护作用还要进行更深入的研究。图中甘油对干重的最高百

分含量超出 /996，对于这一现象我们又对烘干的样品采用

同样的方法测定其中的胞内甘油，发现经过烘干的细胞中几

乎没有甘油的存在，估计这是导致这一现象的主要原因。

!"% 高渗透压对不同培养时期细胞产生海藻糖的影响
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为了研究不同培养时期的酵母细胞对高渗透压环境的

反应，我们分别在 !"、#" 和 $%" 向培养基中加入 &’!()*+, 的

-./*，酵母细胞在 #" 时处于指数生长的初期，$%" 时处于稳

定期。发酵结果如图 0 所示。对于海藻糖的产生而言，一旦

面临高渗透压的环境，胞内海藻糖的量即呈现快速增长的趋

势，同时也会在较短的时间内被消耗。不同培养时期的细胞

对高渗透压的反应有所不同。在 !" 和 $%" 加盐的培养条件

下细胞产生的海藻糖较多。总体而言，由于 -./* 造成的高

渗透压的环境可以引起耐高渗克鲁氏假丝酵母细胞内海藻

糖的迅速积累。

图 $ 在含 -./* 和 1/* 的高渗培养基中酵母细胞中海藻糖和胞内甘油的积累

2345$ 6"7 .889(9*.:3); )< :=7".*)>7 .;? 3;:=.87**9*.= 4*@87=)* 3; =7>A);>7 :) :"7 "34" )>():38

(7?3. 8);:.3;3;4 -./* .;? 1/* 3; !"#$%$" &’()*%

!& 5!()*+, -./*；"&5!()*+, 1/*；#&5B()*+, -./*；$&5B()*+, 1/*；%/);:=)*

图 0 高渗环境对不同培养时期酵母细胞发酵结果的影响

23450 6"7 <7=(7;:.:3); )< @7.>: 87**> .: ?3<<7=7;: 89*:9=7 >:.47> =7>A);>3;4 :) :"7 "34" )>():38 8);?3:3);>

!!"；##"；&$%"；%/);:=)*

对于胞内甘油的积累研究发现，对照样品中就有甘油的

积累，在 !" 加盐会促进这种生理反应，但是对于在细胞指数

生长初期和稳定期加盐的结果来看，此时的胞内甘油几乎没

有什么变化，这个时期细胞内海藻糖比甘油所起的作用大。

综合胞内海藻糖和甘油积累的情况，对于生长环境特殊

的耐高渗酵母而言，两者在保护功能上既有重叠的一面，即

在细胞直接转入高渗透压培养基时两者都在细胞内迅速积

累，同时他们似乎又有各自不同的职能，在指数生长初期或

稳定期的细胞中海藻糖所起的作用比胞内甘油要明显。我

们同时还研究了细胞在 &’B()*+, 的 -./* 和 &’!()*+,、&’B()*+
, 1/* 中的代谢情况，结果与 &’!()*+, -./* 类似。

! 结 论

通过对耐高渗克鲁氏假丝酵母在高渗透压环境下的甘

油和海藻糖积累情况的研究发现，高渗透压会诱导细胞迅速

产生大量的海藻糖和胞内甘油，培养基中的渗透压越高，胞

内海藻糖和甘油也越高。随着发酵过程的进行海藻糖作为

一种储存性碳源被很快消耗，同时胞内产生的甘油被不断运

输到胞外使其浓度下降。不同渗透压培养的酵母细胞被转

移到含有更高浓度的 -./* 和乙醇培养基中，细胞的生存能

力与原来所处的环境呈正相关。不同培养时期的酵母细胞

对高渗透压的反应不同，直接转接到高渗培养基的细胞会在

胞内迅速积累海藻糖和甘油，但对于指数生长初期和稳定期

的细胞胞内只有海藻糖浓度会出现短时间的升高。此时培

养基中已经积累了一定浓度的甘油。胞内甘油和海藻糖在

保护机制方面既有类似之处又有各自不同的表现形式，其中

的原因我们正在进一步的研究之中。
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安捷伦和 E)9%F/5 联手推出 L(7 =>>> 芯片实验室（ N)GE&%F）试剂盒

快速准确地测定 L(7 片段的大小和含量

安捷伦科技和 E)9%F/5 公司日前宣布，推出 L(7 =>>> 芯片实验室（N)GE&%F）试剂盒，用于 L(7 片段的自动分析，测定片段大

小及浓度。作为芯片实验室（N)GE&%F）系列试剂盒中的新成员，可以让分子生物学研究人员使用 E)9%F/5 科技公司开发的独特

的芯片实验室技术，快速精确地分析 YE[ 产物和小片段限制性酶解产物。

快速、简便、洁净

L(7 =>>> 芯片实验室（N)GE&%F）试剂盒不仅是有 L(7 @>> 芯片实验室（N)GE&%F）试剂盒的分辨率，而且片段大小范围也适

合于大多数 YE[ 片段（U@ 到 =>>> 个碱基对），是不断出现的芯片实验室解决方案中另一有应用价值的成员。L(7 =>>> 芯片实

验室（N)GE&%F）试剂盒具有定量准确和宽线性动态范围的特点，对于竞争性 YE[，[VHYE[ 或者优化 YE[ 反应条件，它都是实验

室中不可缺少的工具。与其它芯片实验室试剂盒一样，L(7 =>>> 芯片实验室试剂盒采用内标和外标，自动地计算样品中每个

分离的 L(7 片段的大小（碱基对）和浓度（$S‘4N），———无须凝胶染色或扫描。

仅仅需要 >6@$S 的样品，就可以自动地分离、检测和分析，然后进行数据处理归档。到目前为止，这是分子生物学研究人

员分析 L(7 最为快速、简便、洁净的方法。

关于 F.12?+6 科技

E)9%F/5 科技公司是芯片实验室技术的领导者。E)9%F/5 设计、制造及推动 N)GE&%F 设备和系统的商品化。通过芯片实验室

技术，科学家可以在一个小芯片上进行试验，而这在过去则要求使用全套实验室设备和人员才能完成。这个芯片非常小，可

以放在一个小孩的手掌中，它包含一个由许多用显微镜才能看见的通道构成的网络，液体和化学物质通过这些通道流动，以

完成实验。N)GE&%F 系统简化和加快了实验室试验过程，可望应用于非常广泛的行业中，包括制药、农业、化工和诊断。E)9%F/5
已经建立了多个战略和商业联盟，在微型流体技术中拥有领先的知识产权。

（北京世纪恒通有限公司公关部 安东娜 郑向华 供稿）
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