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!3、"3长链二元酸（!3、"3>&?@4A.B?CBD.,+&7/’BD=DBE，C4=）是一种重要的化工原料，是合成工程塑

料、香料、耐寒性增塑剂、涂料和液晶等物质的主要原料。目前，人们主要通过热带假丝酵母（!"#$%$"
&’()%*"+%,）代谢烷烃来生产从C4=""到C4="9等不同碳链长的二元酸［"，#］。

多年来在各种微生物，尤其是假丝酵母的烷烃氧化途径方面有大量的研究［5，!］。在假丝酵母转化

烷烃生成长链二元酸的代谢过程中［8#6］，烷烃被吸引进入细胞后，首先经过细胞色素:!8$酶（4/3
F&DA,&G*:!8$）氧化生成!3一元醇，再进一步被氧化生成!3一元酸，引过程称为!3氧化。接着，!3一元酸

经过同样的酶系催化，经过"3氧化途径被氧化生成目标产物!3、"3二元酸。在烷烃的!3、"3氧化过程中，

其中的细胞色素:!8$酶是关键酶，所以，在研究假丝酵母细胞代谢烷烃的过程中，对于:!8$酶活的研

究是十分重要的。从目前国内有关长链二元酸的研究来看，其重点主要还是在于生产长链二元酸菌株

的诱变筛选以及发酵工艺的改造，还没有深入到烷烃代谢途径中酶学的研究。我们在参考了国外有关

细胞色素:!8$酶研究的基础上［9#"$］，逐步建立了研究:!8$酶的方法，这对进一步深入研究和提高二

元酸的产率有重要的作用。

% 材料和方法

%&% 菌株

热带假丝酵母（!"#$%$"&’()%*"+%,），来源于清华大学化工系生物化工研究所。

%&’ 培养基

种子 培 养 基：0.H#:;!，$I#@／>；J#H:;!，$I!@／>；0.4’，"I$@／>；（0H!）#K;!，8I$@／>；蔗 糖，

#$@／>；酵母膏"@／>；玉米浆"@／>；烷烃8$G>／>；LH2I8。

发酵 培 养 基：0.H#:;!，$I#@／>；J#H:;!，$I!@／>；0.4’，"I$@／>；（0H!）#K;!，8I$@／>；蔗 糖，

#$@／>；酵母膏"@／>；玉米浆"@／>；烷烃8$G>／>；LH2I8；进入产酸期后，补加烷烃至"$$G>／>，并将LH
提高到6I8。

%&( 方法

%&(&% 细胞中细胞色素:!8$酶活力检测方法［"$#"#］：将待测细胞离心收集后，用MN缓冲液（LH6I#，

M,BO8$GG&’／>，NCM="GG&’／>）洗涤细胞，离心，收集细胞。称取8$G@的湿菌体，加入"G>的溶液=
（"PMQ**?#$，!$P甘油，8GG&’／>CBFAB&FA,*BF&’，"GG&’／>NCM=，用LH6I#磷酸缓冲液定容），混匀；加

入$I"G>J40溶液J40$I"G&’／>，M,BO8$GG&’／>，NCM="GG&’／>，LH6I#），混匀，于冰浴中放置



!"#$%。将细胞悬液分成&份（分开前混匀），其中一个用’(气体鼓泡"#$%，然后用’(差光谱法测量。

所用仪器为)*$#+,-./01222扫描仪，波长范围为322!"22%#。扫描结果中，细胞悬液在波长3"2%#
的吸光率即代表细胞中43"2酶的活性［5!!&］。

!"#"$ 不同浓度的烷烃对43"2酶的诱导作用：从平板上挑取单菌落接种于种子培养基的基液（不含烷

烃）中，培养16*后，吸取"#7菌液加入含!22#7种子培养液（分别加入28、&8、38、"8和98的烷

烃）的三角瓶，经过16*的培养后，测定细胞的43"2酶活。同时测定不同烷烃浓度培养液中的菌干重。

!"#"# 发酵过程中细胞43"2酶活的变化：在发酵过程中，在生长阶段每6*取样测细胞酶活力；进入产

酸期后，每3*测定细胞酶活力；同时测量二元酸的产量和细胞干重。

$ 结果和讨论

$"! 烷烃对%&’(酶的诱导作用

早在92年代，我国就有文献报道［6］在种子培养基中加入烷烃可以提高二元酸的产酸量，但是当时

并没有给出其生物学机理，只是猜测烷烃可能对烷烃代谢途径中某些酶有诱导作用。我们通过对不同

浓度烷烃对43"2酶活的影响，证明了这种诱导作用的存在。43"2酶作用烷烃代谢过程中的关键酶，其

活力的提高也必然会提高细胞的产酸能力。图!显示了在不同烷烃浓度中经过16*培养的细胞的43"2
酶’(差光谱图（只显示了其中&个浓度的谱图，其它的略去）。由于在3"2%#的波长处通过’(差光谱

所测得的吸光率即代表细胞43"2酶的活性，所以可以从图中看出，在98浓度的的烷烃培养液中生长

以后，细胞中43"2酶在3"2%#的波长处所显示出明显的峰值，表示此时98烷烃培养液中细胞有更高

的43"2酶活。

图! 在不同浓度的烷烃培养条件下

细胞的’(差光谱图

图& 不同烷烃浓度培养条件下43"2酶活曲线

通过对经过不同浓度烷烃培养的细胞43"2酶活的测量，可以看出随着烷烃浓度的增高，43"2酶活

也随着增大（图&）。由于没有进一步提高底物烷烃的浓度，所以，并没有获得细胞43"2酶活的一个上

限，但98烷烃浓度以内的测量结果可以看出，43"2酶活随底物烷烃浓度的变化，并没有出现米氏方程

的变化规律，而是初步显示了变构酶的“)”型的变化规律，有关这一方面的研究，我们正在深入进行。此

外，在实验中发现，虽然43"2酶活随底物烷烃浓度的升高而升高，但是高浓度的烷烃却对细胞的生长有

抑制作用。从实验结果可以看出，"8烷烃浓度下，细胞的生长还没有被明显的抑制，而细胞的43"2酶

也可以被很好的诱导。

$"$ 在二元酸发酵过程中%&’(酶活变化

在二元酸的发酵过程中，细胞首先经过&3*的生长期，在这个过程中，细胞主要处于分裂生长状态，
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其中的!"#$酶表达很少。在接种的初期，所测得的细胞!"#$酶活较高，主要在于此时的细胞!"#$酶

活体现了原来种子培养液中细胞的!"#$酶活，但从图%中看出，在细胞迟滞期即将结束时，细胞的

!"#$酶活降到最低点，此时细胞开始主要合成于生长繁殖有关的酶系。此后，在细胞的对数生长期，细

胞!"#$酶活保持在一个相对平稳的升高过程。在细胞的对数生长期末期，通过补加烷烃和提高培养液

的&’值，促使细胞进入产酸期。在二元酸发酵体系中，&’值对!"#$酶活的影响还不十分清楚，但从图

%看出，随着&’值的升高和烷烃的加入，细胞的!"#$酶活出现了一定的降低，说明培养条件的改变对

细胞的!"#$酶活产生了影响。在经过一定时间的迟滞后，细胞!"#$酶活迅速增高，细胞的产酸速率也

随着增高；说明细胞烷烃对于!"#$酶的诱导存在一个延迟期。此外，从图%可以看出，细胞产酸速率相

对于细胞!"#$酶活的增高，也有一个相对的延滞，当!"#$酶活达到最高的时候，又过了()，细胞的产

酸速率才达到最高的*+,"-／（.·)），这可能是因为细胞的产酸还涉及到二元酸的分泌以及细胞对烷烃

的吸收等问题。在产酸期的后期，!"#$酶活和产酸速率都有一定的降低，这可能和细胞的活力以及培

养液中烷烃浓度的降低有关。

图% !"#$酶活及产酸速率曲线

从图%中的实验结果可以看到，在

发酵#/)后，即 细 胞 进 入 产 酸 期/()
后，细胞!"#$酶活达到最大（01差光

谱吸光率!"#$2$+$"##）。此外，从图

/可以看到，在(3烷烃浓度的种子培

养基中，经过%,)的培养，细胞!"#$酶

显示 了 更 高 的 酶（01差 光 谱 吸 光 率

!"#$2$+$#"(），这说明细胞色素!"#$
酶活一方面与烷烃的浓度和诱导时间

有关；另一方面，虽然在转产酸的初期

发酵体系中的烷烃浓度为*$3，但随

着!"#$酶活的快速增加和产酸速率的

增加，细胞快速消耗烷烃产生长链二元

酸，所以，当细胞!"#$酶活达到最大时，此时发酵体系中的烷烃浓度已低于*$3，只接近43左右。而

在图/所显示的烷烃诱导!"#$酶的实验中，由于细胞在生长过程中只消耗非常少量的烷烃，所以即使

经过%,小时的培养，在培养体系中烷烃浓度依然接近初始的水平，从而在(3烷烃初始浓度的种子培养

基中对!"#$酶进行诱导，获得了比初始烷烃浓度*$3的发酵产酸条件下更高的!"#$酶活。

! 讨论

在研究热带假丝酵母代谢烷烃生产二元酸的过程中，人们已知在烷烃的代谢过程中!"#$酶是!、"5
氧化的关键酶。我们在研究中证实了在种子培养基中（或发酵的生长阶段）加入烷烃确实可以促进细胞

!"#$酶活的提高。在烷烃代谢中充当重要作用的!"#$酶，也是一个细胞的“解毒”工具［*$，*/］。在高浓

度的烷烃条件下，由于烷烃本身并不利于细胞的生长，但是却促进了!"#$的表达。通过对在不同的烷

烃初始浓度培养条件下细胞生长和!"#$酶活的研究，表明#3的烷烃初始浓度既对诱导细胞!"#$酶

活有利，又无明显的抑制细胞的生长。

通过对发酵过程!"#$酶活变化的研究表明，在细胞的对数生长期，!"#$表达量是相对较低，这也

从一个侧面反应出细胞的自我调节能力。在进入产酸期后，!"#$酶活增大，同时细胞产酸速率增加，也

充分说明!"#$酶活与细胞的产酸能力密切相关。
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