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摘 要 在维生素限制的条件下，研究了添加 9HI 循环中间产物对光滑球拟酵母多重维生素营养缺陷型菌株

HH9HH J!"!"#6 生长和积累丙酮酸的影响。该菌株能以 9HI 循环中间产物为唯一碳源进行生长，且在以葡萄糖、

乙酸和 9HI 循环中间产物为复合碳源的平板上菌落数高于分别以葡萄糖和乙酸或 9HI 循环中间产物为唯一碳源

时的菌落数。与其它 9HI 循环中间产物相比，草酰乙酸更能促进细胞的生长、提高丙酮酸产量和对葡萄糖的得率。

草酰乙酸能够促进细胞生长，是因为 3 ( 1,+4*+/+ HH9HH J!"!"#6 菌株能够利用乙酸作为乙酰辅酶 I 供体。在含有

#"" KLM 葡萄糖和 ; KLM 乙酸钠的培养基中再添加 #" KLM 草酰乙酸进行分批发酵实验，可使菌体浓度从 ##N7 KLM 提

高到 #0N; KLM，增长幅度为 #8O；丙酮酸对葡萄糖的得率（"N;; KLK）以及生产强度（#N#6 K·MP #·CP # ）分别高出 ;O和

!$O，使发酵结束时间提前 7 Q #!C。
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丙酮酸是糖酵解的终产物，位于呼吸和发酵的

关键代谢节点。对于光滑球拟酵母（ 3(*),(5&#& 1,+6
4*+/+）多重维生素营养缺陷型菌株 HH9HH J!"!"#6，

当培养基中维生素浓度处于亚适量水平时，由丙酮

酸进入 9HI 循环的碳流量减小，且 9HI 循环流动不

通畅（因为酮戊二酸脱氢酶（图 #，酶!）活性受 3#

浓度限制），故细胞生长受到抑制，代谢活性也被削

弱［#，!］。虽然丙酮酸对葡萄糖得率较高，但丙酮酸积

累速度较慢［0］。由于产生这一现象的核心原因是细

胞生长被削弱，导致细胞不能高速积累丙酮酸，为此

作者考虑：有没有可能在维生素限制的情况下让细

胞继续生长，以保持合成丙酮酸的能力？一个简单

的思路就是添加 9HI 循环中间产物补充细胞生长，

以期提高丙酮酸的生产强度。

9HI 循环中间产物能够作为碳源来满足 9HI
循环受限制的突变株的生长需要［$ P ;］。已报道许多

酵母能够利用苹果酸等 9HI 循环中间产物作为唯

一碳源或能源物质［2，7］。 !+$7#7+ &5"+%*#0+、!+$7#7+
)/#,#& 和 8+00"+*(920%& 0%*%:#&#+% 等都存在将 9HI 循环

中间 产 物 通 过 质 膜 转 运 进 入 细 胞 的 质 子 转 运 系

统［6 P #0］。3 ( 1,+4*+/+ 在分类学上原属 !+$7#7+，据此

作者推测 3 ( 1,+4*+/+ 菌株也能够利用 9HI 循环中

间产物进行生长。如果这一推测能被实验证实，那

么，即使由丙酮酸代谢进入 9HI 循环的碳流被完全

阻断，细胞也能利用补加的 9HI 循环中间产物进行

生长，并继续将葡萄糖转化为丙酮酸，这样就有可能

提高丙酮酸对葡萄糖的得率和生产强度（图 !）。从

这一研究思路出发，在维生素限量的条件下，研究了

9HI 循环中间产物对 3 ( 1,+4*+/+ HH9HH J!"!"#6
细胞生长和丙酮酸生产的影响，并证实在培养基中

添加草酰乙酸能够提高丙酮酸的生产强度和对葡萄

糖的得率。

$ 材料与方法

$%$ 菌种

光 滑 球 拟 酵 母（ 3(*),(5&#& 1,+4*+/+ ）HH9HH
J!"!"#6，烟酸、生物素、硫胺素、盐酸吡哆醇四种维

生素营养缺陷型，且丙酮酸脱羧酶活性组成型降低，

为本研究室选育菌株［#$］，现保藏于武汉中国典型培

养物保藏中心（HH9HH）。



图 ! ! " "#$%&$’$ ##$## %&’&’!( 丙酮酸代谢途径

)*+"! %,-./01*2 3.-45.6 07 3689:*2 .2*;
() ! " "#$%&$’$ ##$## %&’&’!(

!：3689:.-, ;,2.8/0<61.=,；"：3689:.-, 2.8/0<61.=,；

#：3689:.-, ;,46;80+,>.=, 20?31,<；$：.1;,46;,

;,46;80+,>.=,；%：.2,-61@#0A =6>-4.=,；

&：-8.>=.?*>.=,；’：B,-0+19-.8.-, ;,46;80+,>.=,

C!：-4*.?*>；DA：>*20-*>*2 .2*;；C*0：/*0-*>；

E;<：368*;0<*>,；FAA：

!"
0<.10.2,-.-,

"

20?380?*=,; ?,-./01*2 3.-45.6

>08?.1 ?,-./01*2 3.-45.6

图 & ! " "#$%&$’$ 葡萄糖和 $#A 循环中间

产物代谢概念图
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!"# 培养基与培养方法

!"#"! 培养基：种子培养基见文献［!H］。

!"#"# 发酵培养基（!I）：葡萄糖 !’’+；乙酸钠 J+；
氯化铵 K+；LM&EFH N+；%+OFH·KM&F ’PQ+；L#1 N+；盐

酸硫胺素 &’(+；生物素 !’(+；烟酸 H?+；盐酸吡哆醇

!’’(+；#.#FR H’+（摇瓶时添加）；微量元素液 N?I；苹

果酸、琥珀酸、草酰乙酸、)@酮戊二酸等添加量视实

验而定。初始 3M NP’，自来水配制。

微量元素液：#.#1&·&M&F，& +；),OFH·KM&F，&
+；S>#1&，’PN +；%>#1&·HM&F，’P& +；#9OFH·NM&F，

’P’N +；& ?01TI M#1 溶解后定容至 ! I。

!"#"$ 平板培养：从斜面挑取一环菌接入种子培养

基，经 &H 4 培养后，取 H ?I 培养液离心，细胞用无

菌蒸馏水洗涤 R 次后，用无菌 3M KPN 磷酸缓冲液悬

浮，作 !’U !、!’U & ⋯⋯!’U K 梯度稀释，取最后 & 个梯

度的稀释液涂布含不同碳源的平板上，每一种碳源

做 R 个平行样。

!"#"% 摇瓶与发酵罐培养：见文献［!H］。

从新鲜斜面上接一环菌入种子培养基（N’ ?IT
N’’ ?I 锥形瓶），于 R’V、&’’ 8T?*> 下摇瓶培养 &H 4
后，以 !’W接种量（体积分数）接入发酵培养基。

摇瓶发酵：N’’ ?I 锥形瓶中发酵培养基为 R’
?I，温度为 R’V，转速 &’’ 8T?*>，发酵时间为 HQ 4。

发酵罐发酵：K I 发酵罐中发酵培养基体积为

H I，温度为R’V、通气量 R IT（I·?*>），搅拌转速为

H’’ 8T?*>，用 Q ?01TI D.FM 控制 3M 恒定在 NP’ 左

右。

!"$ 分析方法

将含有 H ?I 发酵液的塑料离心管置于台式高

速离心机（$GI@!JG）中，于 !’ ’’’ 8T?*> 下 离 心 N
?*>，取上清液进行分析测定。

!"$"! 丙酮酸质量浓度：见文献［!H］。

!"$"# 葡萄糖浓度：见文献［!H］。

!"$"$ 细胞干重：见文献［!H］。

# 结果与讨论

#"! 添加 &’( 循环中间产物对细胞生长的影响

维持培养基中其他营养成分不变，分别以葡萄

糖与乙酸钠的复合物或 $#A 中间产物为碳源，研究

了不同碳源对 ! " "#$%&$’$ ##$## %&’&’!( 生长的

影响。培养基中碳源浓度分别为：葡萄糖 !’ +TI 和

乙酸 J +TI、苹果酸 !’ +TI、琥珀酸 &’ +TI、草酰乙酸

!’ +TI、)@酮戊二酸 !N +TI。

研究发现，在含乙酸为唯一碳源的平板上只有

Q 个菌落出现（图 R）；在以 $#A 循环中间产物为唯

一碳源的平板上出现了一定数量的菌落，但少于以

葡萄糖和乙酸为复合碳源时的菌落数，表明该菌株

能利用 $#A 循环的中间产物为唯一碳源物质进行

生长，但效果不及葡萄糖与乙酸为复合碳源；在葡萄

糖与乙酸复合碳源上添加 $#A 循环中间产物，此时

平板上的菌落数多于任何一种单一（复合）碳源，表

明 $#A 循环中间产物能够促进细胞生长。
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图 ! "#$ 循环中间产物对 ! % "#$%&$’$ ##"##
&’(’()* 生长的影响
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!"! 添加 #$% 循环中间产物对丙酮酸生产的影响

添加 "#$ 循环中间产物对细胞生长、葡萄糖消

耗和丙酮酸生产的影响分别如图 F$、G、# 所示。细

胞对葡萄糖得率（(EH3）及丙酮酸对葡萄糖得率（(IH3）

的影响列于表 )。

表 & #$% 循环中间产物对 !’() !*()的影响

#+,-. & #/. .00.12) 30 #$% 141-. 562.78.95+2.) 36 !’() +69 !*()

> > J A > J D > J &

(EH3 (KFL M (K(’ (KN( M (K() (KLL M (K(! (KLF M (K()

(IH3 (KNO M (K() (KLF M (K(’ (KLO M ( (KL’ M (K()

>：-6?1430；&：9;6;20；A：!BC024-6?2;8;20；D：4E;64;102;20

添加 "#$ 循环中间产物显著促进了细胞生长

（图 F$），使葡萄糖消耗速度加快（图 FG），且 FP < 时

的丙酮酸产量提高了 )OKO Q（图 F#）。这表明添加

"#$ 循环中间产物实现了补充细胞生长、加速葡萄

糖消耗并提高丙酮酸产量的思想。由于添加 "#$
循环中间产物后，用于细胞生长的葡萄糖比例下降，

故而细胞对葡萄糖得率（(EH3）显著提高；而丙酮酸产

量的增加和葡萄糖消耗的减少，也使得丙酮酸对葡

萄糖得率（(IH3）有所改善（表 )）。

图 F 添加 "#$ 循环中间产物对分批发酵生产丙酮酸的影响
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分析图 F 和表 ) 可知，在所实验的 "#$ 循环中

间产物中，草酰乙酸（D$$）对细胞生长、葡萄糖消耗

和丙酮酸生产的促进作用最为明显。这种优势是由

该菌株自身的生理和代谢特性决定的。在前期研究

中已发现［)N］，当培养基中存在大量 #;’ J 时，即使生

物素（G,4）限量，该菌株中的丙酮酸羧化途径也被激

活（生成 D$$）。在此条件下，细胞产生了较高浓度

的!B酮戊二酸（L-HU 左右）。由于丙酮酸羧化反应

存在于细胞质中，而!B酮戊二酸的生成则发生于线

粒体内，!B酮戊二酸在胞外积累表明该菌株胞内具

有完整的 D$$ 转运系统，能够有效地将 D$$ 从细

胞质运输到线粒体内，并与来源于乙酸和丙酮酸的

乙酰辅酶 $（$1#4$）结合形成柠檬酸，以补充 "#$
循环的流量［)L］。若在发酵刚开始时在培养基中加

入 D$$，推测该物质可以被迅速转运到 ! % "#$%&$’$
的细胞质中［)O］。细胞质中 D$$ 浓度的升高，使细

胞对丙酮酸羧化反应的需求降低，这样可减少丙酮

酸进入 "#$ 循环的流量；但细胞质中 D$$ 浓度的升

高促进了 "#$ 循环的流动，细胞浓度提高，葡萄糖

消耗速度也随之加快。这样就在少消耗丙酮酸的基

础上达到了促进细胞生长、加速葡萄糖消耗的目标。

!": 硫胺素与 #$% 循环中间产物对丙酮酸生产的

影响

虽然在实验中观察到添加 D$$ 能够促进细胞

生长，但 D$$ 要进入 "#$ 循环一定要有 $1#4$ 的

参与［)P］。在 G) 限制的情况下，$1#4$ 的产生如何满

足 D$$ 浓度增加的需要？

! % "#$%&$’$ 内 $1#4$ 的形成途径有两条（图

O))) 期 刘立明等：添加 "#$ 循环中间产物加速光滑球拟酵母积累丙酮酸



!）：一是线粒体内的丙酮酸直接氧化脱羧途径，由

"#$ 将丙酮酸氧化为 %&’(%；二是细胞质内的丙酮

酸脱羧支路，在 "#’、乙醛脱氢酶和 %&’(% 合成酶的

联合作用下将丙酮酸转化为 %&’(%。由于 )! 是

"#$ 和 "#’ 的辅因子，当培养基中没有 )! 时，"#$
和 "#’ 活性几乎为零，%&’(% 的缺乏导致细胞生长

很弱（图 *)），即使添加 +%% 也不能促进细胞生长

（图 *,）。但 ! - "#$%&$’$ ’’.’’ /0101!2 是乙酸渗

漏型突变株，对乙酸的利用能力明显强于出发菌

株［!3］。当葡萄糖培养基中缺乏 )! 但添加 4 567 的

乙酸钠时，乙酸能够作为 %&’(% 的供体实现部分生

长（图 *’）；如在此基础上再加入 !1 567+%%，则其生

长量与 ’ 相比提高了 !80 倍（图 *#）。在含有 )! 的

葡萄糖培养基中（图 *%），如果不加入乙酸，观察不

到 +%% 对细胞生长和丙酮酸生产的促进作用（图

*$）；添加乙酸可以促进细胞的生长（图 *9），在此基

础上添加 +%% 细胞的生长量进一步提高（图 *:）。

此外，菌株以乙酸为唯一碳源时，生长极弱（图 *;）；

但若在此培养基中添加 +%%，细胞量提高了 28* 倍

（图 *<）。由以上三方面可以说明，在本研究中 +%%
能够促进细胞生长，是建立在 ! - "#$%&$’$ ’’.’’
/0101!2 菌株能够利用乙酸作为 %&’(% 供体的基础

之上的。

图 * ! - "#$%&$’$ 在不同培养基上生长情况
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!"# 分批发酵验证实验

图 4 为 ! - "#$%&$’$ ’’.’’ /0101!2 在复合碳

源或单一碳源上进行分批发酵的过程曲线。添加

!1 567 +%% 后，细胞生长速度加快，最终菌体浓度

（!Q84 567）比不添加 +%% 时提高了 !*R（图 4 %）；发

酵 *4 A 后葡萄糖基本消耗完毕，此时丙酮酸产量、

(M6J及丙酮酸生产强度分别达到 448S 567、1844 565
及 !8!2 5·7T !·AT !。发酵前期葡萄糖消耗速度很慢

（图 4’），但 (M6J 最高达到 1823 565（图 4 #），这表明

菌株有可能优先利用 +%% 生长，从而使大部分葡萄

糖能够转化为丙酮酸。如若不添加 +%%，发酵结束

时（4U A）丙酮酸产量、(M6J及丙酮酸生产强度分别为

4*8Q 567、184Q 565（发酵 *4 A 时为 1840* 565）及 1824
5·7T !·AT !。由此可以看出，添加 !1 567 +%% 作为补

充碳源，可使 (M6J 提高 *R、丙酮酸生产强度提高

03R，发酵时间缩短 U V !0 A。

图 4 ! - "#$%&$’$ ’’.’’ /0101 使用复合碳源

和单一碳源的发酵过程曲线

:=5-4 ;BBE&@J(B (LGH(G&E@G@E (C @AE MP>IOG@E
M>(DI&@=(C =C @AE SW! BE>FEC@(>

! /ED=IF &(C@G=CJ +%%；!/ED=IF ?=@A(I@ +%%
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