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自絮凝酵母细胞膜脂肪酸影响
乙 醇 激 活 ATP酶
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摘要 � 首次揭示酵母菌细胞膜磷脂脂肪酸组成对影响质膜 ATP 酶对乙醇刺激的响应. 实验结果表明,细胞

膜磷脂脂肪酸组成特点, 对生长于未添加乙醇条件下的自絮凝酵母的质膜 ATP 酶活性没有影响, 但却明显

影响生长于添加乙醇(体积分数为 0. 01~ 0. 10)的菌体质膜 ATP 酶对乙醇激活的敏感性. 预培养于添加 0. 6

mmol� L - 1棕榈酸、亚油酸或亚麻酸条件下,菌体质膜 ATP 酶的最大激活水平分别为各自酶的基态水平(未

激活)的 3. 6, 1. 5 和 1. 2 倍,而对照组(预培养于未添加脂肪酸条件下的菌体)的相应值为 2. 3 倍.酶激活后,

米氏常数 K m、最适 pH 和对质膜 ATP 酶特异性抑制剂钒酸钠的敏感性等性质不变,但最大反应速度 V max明

显增加.实验结果还表明, 细胞膜磷脂脂肪酸组成特点对提高菌体的耐乙醇能力越有利, 其质膜 ATP 酶被乙

醇激活的幅度越大,说明菌体耐乙醇能力的提高 ,与其质膜 ATP 酶对乙醇激活的敏感性的增加密切相关.
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酵母菌质膜 ATP 酶位于细胞膜内侧,是菌体生长必不可少的元件
〔1〕

.其主要功能是催化胞内 ATP

的水解并伴随将胞内 H
+
泵出胞外的反应

〔2〕
.随着 A TP 水解和 H

+
泵出偶联反应的不断进行, 质膜

ATP 酶为酵母菌细胞膜建立跨膜的 H + 电化学梯度. 该梯度所蕴藏的能量, 可用于驱动菌体生长所需

营养物质的主动运输〔3, 4〕.质膜 AT P 酶还是维持酵母菌胞内 pH 值稳定的主要因素〔5〕,它可调节胞内许

多对 pH 值敏感的酶的活性
〔5〕

. 此外, 质膜 AT P 酶在维持细胞结构稳定中具有重要作用
〔4〕

. 虽然人们对

质膜 AT P 酶在酵母菌生命活动中的作用的认识不断深入,但是有关其与酵母菌耐乙醇关系的研究尚

少.因此, 本工作旨在考察改变酵母菌细胞膜磷脂脂肪酸组成对质膜 AT P 酶活性, 酶对乙醇刺激的响

应,以及其与菌体耐乙醇的影响关系.在此基础上,探索有关细胞膜脂类和蛋白质组分在酵母菌耐乙醇

中的相互关系.

1 � 材料与方法

1. 1 � 菌种

自絮凝酵母,融合株 SPSC 系由 S chiz osaccharomyces p ombe 和 Sacchar omyces cer ev isiae 两亲本

经原生质体融合选育而成〔6〕,融合株具强自絮凝特征.该菌株由本实验室保存.

1. 2 � 培养基和培养方法

1. 2. 1 � 培养基 � 斜面保藏培养基( g � L- 1
) :葡萄糖 10,酵母浸出膏 3. 85, 蛋白胨 3,琼脂 20.生长培养

基( g � L - 1
) : 葡萄糖 30,酵母浸出膏 3. 85, 蛋白胨 3.

1. 2. 2 � 培养方法 � 生长培养基分为添加棕榈酸、亚油酸和亚麻酸(添加浓度均为 0. 6 mmo l � L- 1 ) 3个

试验组,各加入质量分数为 0. 001的牛血清白蛋白(预先脱脂)作为乳化剂.然后,接入菌龄为 18 h 的融
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合株 SPSC 絮凝颗粒,于 30 � 培养 20 h.对照组除了不添加任何脂肪酸外, 其他培养控制条件同试验

组.收获试验组和对照组菌体,分别接入添加体积分数为 0~ 0. 10的乙醇的生长培养基中,于旋转式摇

床( 150 r �min
- 1
, 30 � )培养至对数中期.

1. 3 � 细胞膜的分离提取
按文献〔7, 8〕报道的方法进行.

1. 4 � 细胞膜磷脂脂肪酸组成的分析

参照文〔2〕的方法进行.其中,脂肪酸甲基酯采用气相色谱法分析(美国安捷伦 6890A 气相色谱仪,

配氢焰离子化检测器,进样口温度 270 � ,检测器温度 250 � ,柱温采用程序升温控制) .

1. 5 � 质膜 ATP酶活力的测定

� � ( 1) 酶活力的测定方法.按 Serrano 描述的方法〔9〕进行. 1个质膜 AT P 酶活力单位定义为, 每分钟

释放 1纳摩尔( nmol)无机磷所需要的膜蛋白量. ( 2) 钒酸钠对酶的抑制作用.在测定酶活力采用的体系

的基础上, 添加一定浓度( 50~ 300 �mo l � L - 1 ) N a3VO4 � 14H 2O, 让质膜提取物与 Na3VO 4 � 14H 2O

于 30 � 预保温 10 m in.然后,加入终浓度为 2 mmol � L - 1的底物 AT P 开始酶促反应,然后, 测定酶活

力.所有实验至少重复 2次,每个测试重复 3次,最后结果以平均值表示.

2 � 结果与分析

2. 1 � 细胞膜磷脂脂肪酸组成影响菌体生长的耐乙醇能力

表 1所示为试验组与对照组菌体细胞膜磷脂脂肪酸组成( w )特点的比较. 由表可见, 培养于添加脂

肪酸条件下的菌体的细胞膜均富含各自添加的脂肪酸,而对照组菌体棕榈酸含量低于细胞膜富含棕榈

酸的菌体, 但高于细胞膜富含亚油酸或亚麻酸的菌体.表中,棕榈酸、亚油酸和亚麻酸的添加浓度均为

表 1 � 不同培养条件对自絮凝酵母细胞膜磷脂脂肪酸组成的影响

培养条件
脂肪酸组成

十四酸 9�十四烯酸 棕榈酸 棕榈油酸 硬脂酸 油酸 亚油酸 亚麻酸

脂肪酸组成

不饱和度

棕榈酸 0. 014 0. 032 0. 486 0. 208 0. 086 0. 173 0 0 0. 41

亚油酸 0. 035 0. 026 0. 283 0. 174 0. 115 0. 166 0. 204 0 0. 77

亚麻酸 0. 027 0. 030 0. 250 0. 155 0. 120 0. 160 0 0. 257 1. 12

对照组 0. 032 0. 016 0. 336 0. 268 0. 120 0. 226 0 0 0. 51

0. 6 mmo l � L - 1 ,对照组未添加任何脂肪酸(脂肪酸组成不饱和度= [ 1 � 单烯脂肪酸的质量分数+ 2 �

双烯脂肪酸的质量分数+ 3 � 三烯脂肪酸的质量分数] ) . 细胞膜磷脂脂肪酸组成不同的 4类菌体,其添

加乙醇的生长状况, 如图 1所示.由图 1可见,改变细胞膜磷脂脂肪酸组成,不影响菌体在未添加乙醇的

比生长速率( �) ,但是, 却明显影响菌体生长的耐乙醇能力. 对于每个相同起始乙醇浓度,细胞膜富含棕

榈酸的菌体的比生长速率,均明显高于对照组和细胞膜富含亚油酸或亚麻酸的菌体.

2. 2 � 细胞膜磷脂脂肪酸组成影响质膜 ATP酶对乙醇激活的敏感性

生长于相同起始乙醇体积分数的菌体,因细胞膜磷脂脂肪酸组成的不同,而导致各自的耐乙醇能力

产生明显的差别,如表 1和图 1所示.在考察 4类菌体生长的耐乙醇能力的同时,分析它们在各个起始

乙醇体积分数下的质膜 AT P 酶活力( A ) , 如图 2所示.由图 2可见, 生长于未添加乙醇的 4 类菌体,其

质膜 AT P 酶活力相近( 610~ 660 u� mg
- 1
) ,这表明细胞膜磷脂脂肪酸组成的变化, 并不影响菌体固有

的质膜 ATP 酶活性.但是,细胞膜磷脂脂肪酸组成特点,却显著影响菌体质膜 ATP 酶对乙醇激活的敏

感性.即生长于添加乙醇的 4类菌体,其酶活性均高于生长于未添加乙醇的同一类菌体的酶活性(基态

酶活性) .其中, 细胞膜富含棕榈酸、亚油酸或亚麻酸菌体的最大酶活性, 分别为各自基态酶活性的 3. 6,

1. 5和 1. 2倍,对照组的最大酶活性为基态酶活性的 2. 3倍.这说明菌体的细胞膜磷脂脂肪酸组成特

点,明显影响乙醇对质膜 AT P 酶的激活水平.细胞膜磷脂脂肪酸组成会影响酵母菌质膜 A TP 酶对乙

醇激活的敏感性,这是本研究观察到的新的实验现象. 值得注意的是, 酶被激活幅度越大的菌体(图 2) ,

其耐乙醇能力越强(图 1) ,提示菌体的耐乙醇能力与其质膜 AT P酶对乙醇激活的敏感性密切相关.

2. 3 � 激活态和基态质膜 AT P 酶性质的比较
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图 1 � 细胞膜磷脂脂肪酸组成对自絮凝酵母

� � � � � 生长的耐乙醇能力的影响
� � � �

图 2 � 细胞膜磷脂脂肪酸组成对自絮凝酵母

� � � � � 质膜 AT P酶的影响

4类菌体最大激活态(细胞膜富含棕榈酸的菌体和对照组培养于添加体积分数为 0. 07的乙醇中,

而细胞膜富含亚油酸或亚麻酸的菌体培养于添加体积分数为 0. 06的乙醇中,基态( 4 类菌体均培养于

未添加乙醇的条件下,质膜 ATP 酶的一些基本性质.如图 3, 4 和表 2所示.图中,残留酶活力 A R= A�/
A�0 , A�和 A�0分别表示与一定浓度钒酸钠( CO )保温和未保温测得的酶活力� 曲线 1~ 8分别表示添加

棕榈酸和 0. 07的乙醇;添加棕榈酸和未添加乙醇; 添加亚油酸和 0. 06的乙醇;添加亚油酸和未添加乙

醇;添加亚麻酸和 0. 06的乙醇;添加亚麻酸和未添加乙醇; 未添加脂肪酸和添加 0. 07的乙醇;未添加脂

图 3 � 自絮凝酵母基态和激活态质膜 ATP 酶

� � 对钒酸钠抑制剂的敏感性
� � � �

图 4 � 自絮凝酵母基态和激活态质膜

� � � � ATP 酶的适宜 pH 范围

表 2� 不同培养条件对自絮凝酵母质膜 ATP 酶动力学参数的影响

加外源
脂肪酸

wE tOH
K m /

mmo l� L - 1
V max /

nmol Pi� ( min � mg) - 1
加外源
脂肪酸

wE tOH
K m /

mmol� L - 1
V max /

nmol Pi� ( min � mg) - 1

棕榈酸 0 0. 64 1 290 亚麻酸 0 0. 67 1 230

棕榈酸 0. 07 0. 60 3 900 亚麻酸 0. 06 0. 63 1 830

亚油酸 0 0. 66 1 250 未添加 0 0. 66 1 310

亚油酸 0. 06 0. 63 1990 未添加 0. 07 0. 61 2 550

肪酸和乙醇.由此可见, 4类菌体的激活态酶和基态酶在对质膜 AT P 酶特异性抑制剂钒酸钠的敏感性

(图 3)、米氏常数 K m(表 2)和适宜 pH 范围( 5. 3~ 6. 3,最适 pH= 5. 8,图 4)等方面基本上是相同的,但

是酶被激活后最大反应速度( Vmax )明显增大.

3 � 结束语

细胞膜磷脂脂肪酸和质膜 A TP 酶是酵母菌细胞膜的两大重要组分. 本文尝试改变细胞膜磷脂脂

肪酸组成特点, 以探索对酵母菌质膜 AT P 酶活性的影响及其与菌体耐乙醇能力的关系.实验表明, 细
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胞膜磷脂脂肪酸组成特点不影响菌体固有的质膜 A TP 酶活性, 但却明显影响酶对乙醇激活的敏感性,

这是一个新的实验现象. 同时, 实验表明,细胞膜磷脂脂肪酸组成影响菌体耐乙醇能力, 与影响质膜

ATP 酶对乙醇激活的敏感性存在直接的相关性,即耐乙醇能力越强的菌体, 其酶活力激活幅度越大.这

说明菌体的耐乙醇能力与质膜 A TP 酶对乙醇激活的敏感性存在密切关系.
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Fatty Acid Composition of Plasma Membrane Affects in Vivo Ethanol

Activation of ATPase in a Self�Flocculating Yeast
Hu Chunkeng
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Abstract � T his wo rk reveals for the first time that fatty acid composition of phospho lipids in plasma membranes o f yeast

significantly affects the response o f plasma membrane AT Pase to ethanol st imuli. A s shown exper imenta lly, t he charac�

ter istics o f phospholipid fatty acid com position of plasma membranes significantly affect ed t he sensitivit ies of plasma mem�

brane ATPases to in viv o ethano l activation for a self�flocculating yeast gr ow ing in the pr esence of ethano l( vo lume fraction

is 0. 01~ 0. 10) , although they had no effect on the activ ities of t he enzymes of t he cells g rowing in the absence of etha�

nol. T he max imal levels of activ ated plasma membrane AT Pases fo r the cells cultur ing in advance in the presence of 0. 6

mmol� L - 1 palmitic, lino leic or lino lenic acid were 3. 6, 1. 5 or 1. 2�fold higher than the basal( inactiv ated) lev els respec�

t ively, w hile 2. 3�fold w as the co rresponding value for the contr ol( cells cultur ing in advance in t he absence o f fatty acid) .

After enzyme activat ion, the K m values, the optimal pH values and the sensitiv ities of plasma membrane ATPases to spe�

cif ic inhibitor sodium or thovanadate kept constant but V max increased significantly . A s also show n experimentally , the

more advantag eous fo r the char acteristics o f phospholipid fatt y acid composition o f plasma membranes to enhance ethanol

tolerance o f yeast, the gr eater in v ivo ethanol activ ation of plasma membrane AT Pases. This illustr ates a close corr elation

betw een the enhancement in ethanol toler ance o f yeast and the increase in sensitiv ities o f plasma membrane ATPase to in

viv o ethano l activation.

Keywords � ethano l to ler ance, plasma membrane ATPase, phospholipid fatt y acid, self�flocculating yeast, K m
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