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渗透压敏感和耐高渗酵母菌在海藻酸钠-壳聚糖-海藻酸

钠微囊中的生长和代谢 
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1 中国科学院大连化学物理研究所生物医学材料工程组, 大连 116023 
2 江西农业大学理学院, 南昌 330045 

摘  要: 为了研究微囊微环境中渗透压对微囊内不同渗透压敏感性细胞生长、代谢的影响, 分别以渗透压敏感型酿酒酵

母 Y02724 与耐高渗酵母 Hansel 为细胞模型 , 考察了有氧条件下这两种细胞在海藻酸钠 -壳聚糖 -海藻酸

(Alginate-chitosan-alginate, ACA)微胶囊中的生长、代谢状态。主要检测了细胞比生长速率、最大产物生成量以及代谢

物乙醇、甘油分泌量等的变化。实验结果分析表明, 渗透压胁迫可能是导致不同渗透压敏感性细胞在微囊微环境中生长

代谢特征变化的因素之一, 即微囊微环境内可能存在渗透压胁迫。 
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Growth and Metabolism of Osmo-sensentive Yeast Y02724  
and High-osmotic Resistant Yeast Hansel in  
Alginate-chitosan-alginate Microcapsules 
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Abstract: To study the effect of the osmotic stress in the microenvironment on the growth and metabolism of the encapsulated cells 
under aerobic condition, Osmo-sensitive yeast Y02724 and high-osmotic resistant yeast Hansel were used as models to explore the 
growth and metabolism state of the cells cultivated inalginate-chitosan-alginate(ACA) microcapsules. The changes of the yeast cells’ 
specific growth rate, maximum product quantity and the secretion of ethanol and glycerol were analyzed. For Y02724, the yield of 
ethanol was increased in the ACA microenvironment compared to suspension cultivation. For Hansel, the maximum growth speed of 
microencapsulated cultivation had no obvious difference compared to the suspension cultivation. Moreover, after encapsulation, the 
production of glycerol was decreased for both Y02724 and Hansel compared to suspension cultivation. In conclusion, osmotic stress 
existed in the ACA microcapsules and affected the growth and metabolism of the cells. 
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随着对生物技术和膜技术研究及认识的不断深

入 , 微胶囊的应用领域正在不断拓宽 , 应用前景非

常广阔。作为一种极有前途的载体, 微胶囊已被用

于动物细胞培养、细胞和酶的固定化、生化药物控

制释放、抗癌药物筛选、人工器官及基因运载工具

等生物医学领域[1,2]。海藻酸盐、壳聚糖等天然多糖

资源丰富、制备简单、价格便宜, 极具作为生物微

胶囊制备材料的潜力。将天然材料与合成高分子混

合作为一种材料, 既利用合成材料弥补天然材料强

度不足, 又利于弥补合成材料生物相容性较差的缺

点。由于壳聚糖在自然界大量存在, 其价格比聚赖

氨酸低近 2500 倍[3,4], 同时它具有良好的生物相容

性 , 因此 , 海藻酸钠 - 壳聚糖 - 海藻酸 (Alginate- 

chitosan-alginate, ACA)微胶囊越来越广泛地应用于

微生物固定化培养领域。 

与悬浮培养环境相比, 微囊为细胞提供了一个

具有不同物质和环境梯度的特殊微环境, 微囊微环

境对囊内细胞的生长、代谢状况具有至关重要的影

响。前人的研究结果表明, 微囊微环境可以显著增

强酿酒酵母细胞的抵抗高渗透压胁迫、氧化胁迫、

乙醇胁迫以及热胁迫的能力。微囊微环境对细胞的

驯化作用在微囊化细胞抗胁迫过程中发挥重要作用, 

而且微囊微环境对细胞还产生了一种胁迫作用, 这

种胁迫作用增强了细胞对抗外界环境高强度胁迫的

能力[5]。由于在细胞生物学等基础科学领域, 酵母菌

被作为研究真核细胞的重要模式细胞 , 因此 , 研究

酵母菌在微囊中的生长代谢规律具有重要的意义。

本文比较了渗透压敏感酿酒酵母 Y02724 与耐高渗

的酵母 Hansel 在微囊微环境中的生长行为及其代谢

产物的变化, 有助于了解微胶囊微环境对细胞生长

行为和代谢特性的影响, 从而为完善 ACA 微囊的制

备和应用提供理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
耐 高 渗 酵 母 Hansel(Hansenula arabitolgenes 

Fang 阿拉伯糖醇汉逊酵母,购自广东微生物研究所)

和渗透压敏感酵母 Y02724 (BY4741; Mat a; his3 1; 

leu2 0; met15 0; ura3 0; YLR113w::kanMX4)(购自

Euroscarf) 均培养在葡萄糖浓度为 2%的 YPD 培养

基中, 培养温度为 28oC。 

壳 聚 糖 经 本 实 验 室 改 性 , 脱 乙 酰 度 为

96%~98%。海藻酸钠购自青岛晶岩生物科技开发有

限公司, 使用前经滤膜过滤。其他试剂均为化学纯。 

1.2  实验方法 
1.2.1  Hansel 和 Y02724 的渗透压敏感性分析 

将培养至对数生长期的 Hansel 和 Y02724 以合

适密度均匀涂于含有不同浓度 NaCl 的 2%琼脂-YPD

培养皿上, 30oC 下倒置静止培养 3~7 d, 计数克隆数

量, 并计算克隆形成率(CFU)[6]。 

1.2.2  ACA 非凝胶化核心 ACA 微囊的制备 

参照王勇等[7]制备 ACA 微胶囊的方法略加改

动。将悬浮培养所得的对数生长期的酿酒酵母经  

离心分离后 ,与浓度为 1.5%(W/V)的海藻酸钠均匀  
混合。在自制的大规模液滴发生器的作用下滴入 

100 mmol/L 的氯化钙溶液中进行凝胶化反应 , 制
备海藻酸钙凝胶珠, 然后与 0.5%(W/V)的壳聚糖溶

液进行成膜反应,最后用 0.05%(W/V)的海藻酸钠覆

膜, 以 55 mmol/L 的柠檬酸钠液化其内核。 

1.2.3  微囊化酿酒酵母的有氧培养 

0.8 mL ACA 微囊(微囊化 Hansel 和 Y02724)接

入盛有 3.2 mL 葡萄糖浓度为 12.5 g/L 的 YPD 培养

基的有氧培养瓶中, 置于恒温振荡培养箱中, 30oC, 

170 r/min 培养, 每隔 3 h 取样、并测葡萄糖浓度, 直

到葡萄糖耗尽、停止培养, 收集微囊并测定细胞密

度。将同样数量的 Hansel 和 Y02724 接入 4 mL 葡萄

糖浓度为 10 g/L 的 YPD 培养基中作为悬浮对照, 培

养条件同微囊化细胞。 

1.2.4  发酵液成分分析 

葡萄糖生物传感分析仪(SBA-40C, 山东科学院

生物研究所)测定发酵液中葡萄糖浓度。气相色谱法

(GC7890F, 上海天美公司 )测定乙醇含量。HPLC 

(Waters)测定甘油含量, 方法参看文献[8]。 

1.2.5  细胞密度和细胞干重测定 

破囊液处理释放 ACA 微囊中细胞[8], 3000 r/min

离心, 分光光度计 600 nm 波长下测定细胞密度, 称

重法测定细胞干重。 

1.2.6  参数计算 

各种代谢参数由本实验室建立的修改后的

Richard 数学模型拟和, 该模型是适合微囊化细胞专

用的数学模型, 具体推导方法参看文献[9]。 

葡萄糖消耗模型:  
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式中 S 为底物浓度(g·L−1); S0 为底物初始浓度

(g·L−1); m 为常数 ; Rms 为底物最大消耗速率

(g·L−1·h−1), λ为葡萄糖消耗延迟时间(h)。 

细胞生长模型: 
1
1
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A为最大细胞数量(OD/mL); μm为最大比生长速

率(h−1); m 为常数; λ为葡萄糖消耗延迟时间(h)。 

产物合成模型: 
1
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Kp 最大产物生成量; Rmp 为最大产物生成速率; 

m为常数; λ为产物生成延迟时间(h)应用 Matlab软件

最小二乘法计算各种参数。每个实验数据均有三个

平行样并以 X ±S 表示。 

2  结果 

2.1  Hansel 和 Y02724 的渗透压敏感性 
实验首先考察 Hansel 和 Y02724 两种菌对渗透

压的敏感程度, 实验结果如图 1 所示, Hansel 细胞的克

隆形成率(CFU)随着盐浓度的上升而缓慢下降, 直到

盐浓度超过 1 mol/L 后其 CFU 才显著下降, CFU 为 10%

时所对应的盐浓度大约为1.7 mol/L, 到1.75 mol/L时活

率不再变化。而 hog1[10] 基因敲除的酿酒酵母细胞

系 Y02724 表现出显著的渗透压敏感性, 其 CFU 从

盐浓度为 0.25 mol/L 开始急剧下降, 到 0.5 mol/L 时, 

活率接近零, 由此可知 Y02724 和 Hansel 的渗透压

敏感性差异非常显著, 故可以用这两种菌作为研究

微囊内渗透压胁迫环境的模型。 

2.2  微囊化培养和悬浮培养条件下不同渗透压敏

感细胞的生长和代谢变化 
2.2.1  细胞生长 

有氧条件下, 渗透压敏感细胞 YO2724 在微囊

中的生长规律与悬浮培养显著不同(P<0.05), (图 2, 

表 1), 即其最大比生长速率是悬浮培养的 1/2, 且最

大生物量相当于悬浮培养的 80%。而微囊化 Hansel

的最大比生长速率 0.6003 与悬浮培养的 0.7264 相比

无显著差异(P>0.05), 最大生物量约为悬浮培养的

2.3 倍。微囊化 YO2724 的延迟时间与悬浮培养相比

显著延长, 而 Hansel 的两种培养方式的延迟时间相

差不大(表 1)。由此可知, 有氧条件下微囊微环境显

著抑制了渗透压敏感细胞的生长, 但对于耐高渗的

Hansel 来说微囊化生长却占优势, 即说明微囊对其

内部生长的细胞可能具有渗透胁迫作用。 

 
图 1  Y02724 和 Hansel 的渗透压敏感性 

Fig. 1  Osmo-sensitivity of the yeast Y02724 and Hansel 

 

图 2  Y02724 和 Hansel 在 ACA 微囊培养和悬浮培养下

的生长行为变化 
Fig. 2  Growth behavior of Y02724 and Hansel cultivated in 

microcapsules compared with suspended cultivation 

表 1  Richard 模型模拟的 Y02724 和 Hansel 在 ACA 微

囊培养和悬浮培养下的生长和代谢参数 
Table 1  Parameter of the growth and metabolism of 

Y02724 and Hansel cultivated in microcapsules compared 
with suspended cultivation simulated by Richard modle 

  
Maximum
biomass 

Maximum specific 
growth rate Dely time

Free 2.6685 0.2166 0.4304 
Y02724

ACA 2.1799 0.1075 4.2694 

Free 8.3348 0.6003 14.135 
Hansel

ACA 19.4425 0.7264 13.3066 
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2.2.2  葡萄糖消耗和乙醇生成 

不同培养方式下 Y02724 细胞最大葡萄糖消耗

速率(Rms)微囊化培养为 0.1546 略低于悬浮培养的

0.1724; 而在微囊微环境中耐高渗细胞 Hansel 的葡

萄糖最大消耗速率 4.1245 显著低于悬浮培养的值

3.964(图 3, 表 2)。 

 

图 3  Y02724 和 Hansel 在 ACA 微囊培养和悬浮培养下

的葡萄糖代谢曲线 
Fig. 3  Metabolism of glucose of Y02724 and Hansel 

cultivated in ACA microcapsules compared with suspended 
cultivation 

表 2  Y02724 和 Hansel 在 ACA 微囊培养和悬浮培养下

的葡萄糖代谢参数 
Table 2  Parameter of metabolism of glucose of Y02724 and 

Hansel cultivated in ACA microcapsules compared with 
suspended cultivation 

  Maximum specific 
consumption rate Dely time 

Free 0.1724 3.964 
Y02724 

ACA 0.1546 4.1245 

Free 0.4319 2.3761 
Hansel 

ACA 0.2483 2.1209 

乙醇是酿酒酵母细胞的主要分泌产物, 不同培

养方式使得渗透压敏感菌 Y02724 的乙醇分泌量显著

变化。Richard 模型拟合结果结合实验结果表明, 微

囊化培养增加了渗透压敏感的酿酒酵母细胞 Y02724

的乙醇产量和产物生成速率(图 4, 表 3), 延迟时间大

大缩短。而对于耐高渗菌株 Hansel 不产乙醇。 

 
图 4  Y02724(渗透压敏感菌)在 ACA 微囊培养和悬浮培

养下的乙醇生成量变化 
Fig. 4  Output of ethanol produced by Y02724 cultivated in 

ACA microcapsules compared with suspended cultivation 

表 3  Y02724 在 ACA 微囊培养和悬浮培养下的乙醇代谢

参数 
Table 3  Parameter of the metabolism of ethanol of Y02724 
cultivated in ACA microcapsules compared with suspended 

cultivation 

  Maximum 
producing rate Dely time Maximum product

quantity 

Free 0.2273 6.1312 3.1064 
Y02724

ACA 0.2648 3.0107 3.4284 
 

因此, 与悬浮培养相比微囊化 Y02724和 Hansel

的葡萄糖消耗速率均降低, 即在微囊微环境中两种

细 胞 的 生 长 均 受 到 抑 制 ; 但 对 于 能 产 乙 醇 的

Y02724 来说 , 微囊微环境有助于增加乙醇的生成

速率和产量。 

2.2.3  代谢产物得率分析 

微囊化 Y02724 的乙醇得率达到 0.4157 g/L 葡萄

糖, 较悬浮培养增加了约 40%。而 Hansel 酵母由于

能在代谢过程中利用乙醇作为碳源 , 所以不产乙

醇。微囊化 Hansel 和微囊化 Y02724 的生物质得率

均高于悬浮培养(见表 4)。由于甘油是是与渗透压胁

迫密切相关的代谢产物[13], 因此考察了微囊环境对

于甘油产率的影响。较悬浮培养, 微囊化 Hansel 的

甘油得率降低了 50%, 微囊化 Y02724的甘油得率降
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低了 30.6%, 这是因为在细胞与 ACA 微囊微环境接

触后 , 由于微囊微环境胁迫效应的存在 , 细胞需要

在胞内积累甘油以对抗胁迫环境, 所以微囊化细胞

分泌的甘油得率较低[11]。 

表 4  Y02724 和 Hansel 在 ACA 微囊培养和悬浮培养下

的葡萄糖产物得率分析 
Table 4  Obtainement rate of glucose of Y02724 and Hansel 
cultivated in ACA microcapsules compared with suspended 

cultivation 

Obtainment rate of glucose(g/L) 
  

Biomass Ethanol Glycerol 

Y02724 Free 0.34 0.3 0.005 

 ACA 0.3875 0.4157 0.0035 

Hansel Free 0.143 — 0.0189 

 ACA 0.173 — 0.0094 

3  讨论  

不同渗透压敏感细胞系在 ACA 微囊微环境中

的生长代谢行为表明, 微囊微环境中可能存在渗透

压胁迫作用 , 因为与悬浮培养相比 , 微囊化培养的

渗透敏感菌株 Y02724 的最大生物量及最大产物生

成速率均显著降低, 即渗透压敏感酿酒酵母的生长

明显受到 ACA 微囊微环境的抑制(图 2)。而与之相

对的, 由于耐高渗的菌株 Hansel 对囊内的渗透胁迫

不敏感, 在其微囊化后生长速率与悬浮培养相比变

化不大, 其微囊化的最大生物量反而高于悬浮培养

的结果, 因此可知微囊微环境内存在渗透压胁迫。

另外试验也发现细胞抗胁迫物质(甘油)[12,13]因 ACA

微囊微环境的变化而变化, 如甘油的得率分析表明, 

在有氧条件下不论是 Y02724 还是 Hansel 其微囊化

甘油得率均低于悬浮培养, 即进一步说明了微囊微

环境中的渗透压胁迫作用较明显。由于微胶囊膜是

一种选择性半透膜, 小分子离子是可以自由通过的, 

因此, 微囊内的渗透压应该是由非小分子物质引起, 

分析可能是海藻酸钠, 壳聚糖等大分子引起的胶体

渗透压。 

研究结果表明在微囊的特殊微环境中不同特性

的细胞具有不同的生长代谢行为, 例如渗透压敏感

的酿酒酵母其乙醇产量显著上升, 而耐高渗酵母的

最大生物量显著增加。这就提示可以根据不同的目

的 , 选择具有不同表型的细胞进行微囊化培养 , 以

发挥细胞和微囊的最大优势, 另外也可以调整微囊

制作方法以产生具有不同特殊微环境的微囊以适应

细胞生长的需要。 
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