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酿酒酵母悬浮培养体系的建立及其对香豆素的微生
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摘要：本文以酿酒酵母（Sacharomyces cerevisiae）悬浮培养细胞为研究对象，筛选优化悬浮培养转化体系，同时探讨香豆素在

其中发生的变化；根据不同起始细胞培养密度下的细胞形态，生长曲线和 pH 值变化，选择最适起始密度和最适 pH 值，并利用此微

生物转化体系对天然香精香豆素（Coumarins）进行初步的转化试验。结果表明：起始细胞培养密度为 8×106 个/mL、温度 27±1 ℃，

转速 110 r/min，pH 值为 4.5∼5.5，黑暗条件为最适转化体系，并初步认定香豆素已进入酵母细胞，该转化体系可能对香豆素具有吸收、

转化作用。 
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Abstract: To get a better system for biotransformation and analysis of coumarins, cell suspension cultures of the yeast (Sacharomyces 

cerevisiae) were established. The best primary cultural density and the pH value of the system for preliminary transformation test of coumarins 

were determined by investigating the change of cell morphology, growth curve and the pH value of the cultures during a yeast cell growth cycle. 

Results showed that the best cultural density, temperature, shaking speed and the pH value were 8×106 /ml, 27±1 , 110 r℃ /min and 4.5~5.5, 

respectively. Besides, dark cultures were preferred. It was concluded that coumarins could be absorbed and transformed in the achieved yeast 

cell cultures. 
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微生物转化（microbioltransformation）是生物转

化技术应用的分支，是利用微生物代谢过程中产生的

酶对底物进行某种有机修饰化学反应。反应涉及到羟

基化、环氧化、Backer Villiger 反应、氢化、脱氢等[1]。

因为微生物转化具有明显的位置选择性、立体选择性

和对映选择性，因此在天然次生代谢产物的修饰[2]、

有机化合物的不对称合成[3]、对映异构体的拆分[4]以及

以天然活性成分为基础的创新药物研究与开发等方面

显示出巨大的应用潜力。 
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酵母是微生物转化中最主要的单细胞真菌，具生

长快、易于遗传操作、能对外源药物及蛋白进行加工

和修饰、不产生有毒产物等优点，广泛应用于还原反

应和水解反应。已有部分研究者对酵母的生物转化培

养进行了研究[4~6]。目前，酵母转化培养体系及酵母酶

系研究已成为国内外有机合成化学和生物技术研究的

新的研究热点和生长点[7]，并广泛应用于医药、食品、

化工工业。 
但目前，应用酿酒酵母悬浮培养体系对植物天然

药物香豆素的生物转化研究未见有报道。因此，本研

究拟通过对酿酒酵母的细胞悬浮培养以及影响因素的

研究，建立酿酒酵母的悬浮培养转化体系，并用该体

系对香豆素（HA-1）进行生物转化研究，为相关药物

的微生物转化与合成研究提供理论参考。 
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1  材料与方法 

1.1  实验菌种及培养条件 
酿酒酵母（Sacharomyces cerevisiae）：西北师范大

学生命科学学院提供。菌种保存在 YPD 斜面培养基

上，4 ℃储存。 
转化底物：天然香精香豆素（Coumarins），白色

结晶，分子式 C9H6O2，为顺式邻羟基桂皮酸内，具有

α，β-不饱和 δ 内酯结构，包含香豆素 A 和 B 两种物

质，常以游离状态及苷类存在于生物体内，具特异香

气，为食品化工工业和日用烟草的重要香精。用二甲

基亚酚（DMSO）溶解待用。 
1.2  实验方法 
1.2.1  培养基及培养条件  

酿酒酵母（Sacharomyces cerevisiae）悬浮培养的

培养基：葡萄糖 20 g/L，酵母提取物 10 g/L，蛋白胨

20 g/L，pH 5.4。 
取上述培养基 20 mL 置于 100 mL 三角瓶中，灭

菌 20 min 后，冷却至 37 ℃，接种一环斜面酿酒酵母

种子，置于恒温摇床上，转速 110 r/min，温度 27±1 ℃，

黑暗条件下悬浮震荡培养。 
1.2.2  酿酒酵母生长的检测 

用血球计数板检测起始悬浮培养菌液的细胞数，

计算起始悬浮培养液细胞密度，同时根据不同起始密

度对细胞存活率的影响，确定最适起始密度，然后根

据需要的起始密度，用新鲜培养液稀释后，进行下一

步的微生物转化反应。 
从接种第 1 d 起用美蓝检查酵母细胞活性：取

0.1%美蓝生理盐水溶液与细胞悬液以 100:1（v/v）混

合，2 min 后取混合液置于血球计数板上计数，未被

染色的为活细胞。取 3 次重复平均值，绘制酿酒酵母

的生长曲线。 
在测定生长曲线的同时，每天定时在 Olympus 光

学显微镜下观察细胞大小、形状及分裂情况。并定期

用 pH5-9V 型酸度计测量 pH，取 3 次重复平均值。 
1.2.3  酿酒酵母对香豆素的微生物转化过程 

将酵母接种于装有 80 mL 培养液的 250 mL 摇瓶

中，悬浮震荡培养，待其生长进入对数生长中期时，

加入香豆素。步骤如下：在无菌条件下，吸取酵母培

养液 2 mL 逐滴加入 1 mg/mL 香豆素溶液，轻轻摇晃，

然后将此混合液慢慢加入上述培养液中即可。上述条

件下震荡培养 100 h 后终止转化培养。 
1.2.4  转化产物的提取分离 

 

酿酒酵母转化培养 100 h 后取酵母培养液，25 ℃
下 2000 r/min 离心 10 min，分别收集上清液和沉淀细

胞。沉淀的酵母细胞溶解在 30 mL 的蒸馏水中经超声

波细胞破碎仪破碎 10 min 以后，加入 10 mL 乙酸乙酯

中止反应，连续萃取 3 次，萃取液合并。乙酸乙酯萃

取物在 40 ℃的旋转蒸发仪上浓缩至干，经甲醇溶解

后，带状点样于薄层板上，取对照样品（酿酒酵母培

养液和香豆素溶液）随行点样。 

2  结果与分析 

2.1  不同起始细胞培养密度下酿酒酵母悬浮培养细

胞的形态和生长曲线 
本实验设计 3 个起始细胞培养密度梯度：1 号：

8.0×106 个/mL，2 号：2.0×107 个/mL，3 号：4.0×107 个

/mL，分析起始密度对细胞培养周期的影响。 
在酿酒酵母细胞一个悬浮培养周期（约 20 d）内，

不同细胞起始密度下，其各个生长时期的长短和到达

对数生长期的时间有明显差别（图 1）。 

 
图1 不同起始细胞密度对酿酒酵母生长曲线变化的影响 

Fig.1 Effect of primary cultural density to growth curve of 

yeast cell 

从图 1 可看出，起始密度为 8.0×106 个/mL 时，

酿酒酵母细胞的生长延滞期短，对数生长期和静止期

延长，细胞密度最大为 4.48×108 个/mL，衰亡期长而

缓慢。起始密度为 2.0×107 个/mL 时，生长延滞期短，

对数生长期提前，静止期极短，之后迅速进入衰亡期，

衰亡期短而迅速。起始密度为 4.0×107 个/mL 时，没

有出现延滞期，直接进入对数生长期，静止期很短，

细胞密度最小（3.7×108 个/mL），衰亡期长而缓慢。

因此，起始细胞密度为 8.0×106 个/mL 的酿酒酵母悬

浮系的对数生长期与静止期时间较长，衰亡期长而缓

慢，是最适合的转化起始密度。 
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表1 不同起始密度和培养时间对酵母细胞形态和生长的影响 

Table 1 Effect of the primary density and cultural time to character and growth of yeast cell 

培养时

间/d 

酵母细胞生长特征 

8.0×106 个/mL 2.0×107 个/mL 4.0×107 个/mL 

1 细胞分裂缓慢，均一，圆形 分裂极旺，细胞大小较均一 分裂较旺，有超大裂殖细胞 

2~4 分裂出芽旺盛，单个小细胞极少 
分裂出芽旺盛，小细胞增多，出芽

细胞占 85 %以上 

出芽旺盛，小细胞增多，出芽细胞占

85 %以上 

5~10 
分裂出芽旺盛，单个小细胞增多，大小

不均 

单个小细胞增多，出芽细胞逐渐减

少，小而均一 

单个小细胞增多，大小均一，出芽细

胞逐渐减少 

10~22 分裂出芽减少，大小不均，有裂解细胞 有出芽，大小均一，出现裂解细胞 出芽极少，大小不均，裂解细胞增多

2.2  不同细胞起始密度对培养液 pH 值变化的影响 

 
图2 不同细胞起始密度对酿酒酵母培养液pH值变化的影响 

Fig.2 Effect of primary cultural density to pH value of yeast cell 

cultural dissolve 

如图 2 所示，不同细胞起始密度下，酿酒酵母培

养液 pH 值均是先降低后持续升高，13 d 后趋于平缓。

这是因为在生长周期前期，酿酒酵母细胞生长代谢旺

盛，呼吸强度大，有机酸的释放较多，加之该阶段酿

酒酵母细胞主要以 NH4
+为氮源，所以 pH 降低。后期

pH 的升高是由于氮源 NH4
+利用完后，酿酒酵母细胞

主要以 NO3
-作为氮源，硝酸盐的消耗使培养基趋向碱

性，因而使 pH 持续升高。不同起始培养密度对 pH 值

变化影响无明显差异。 
2.3  酿酒酵母细胞悬浮培养体系对香豆素（HA-1）
的生物转化与薄层层析鉴定 

香豆素包含香豆素 A 和 B 两种物质，因其极性极

为相似，在薄层层析图谱中表现为一个点。从图 3 可

以看出，薄层层析板上共出现了 5 种不同颜色的显色

点。在上清液萃取物和细胞沉淀萃取物泳道上分别出

现了 2 个和 4 个与香豆素标样、酵母空白对照的 Rf
值均不相同的显色点，其 Rf 值分别为：0.074、0.353、
0.485、0.647、0.706，其中两者间有 1 个显色点的 Rf
值（0.706）相同，4 个显色点的 Rf 值（0.074、0.353、

0.647、0.735）不相同；而且对比 2、3 泳道说明香豆

素已进入了酵母细胞内，并发生了改变。这可以初步

认定酵母悬浮培养体系对香豆素可能具有吸收和转化

作用。 

 
图3 酿酒酵母转化香豆素的薄层层析鉴定图谱及Rf值 

Fig.3 The atlas of thin-layer chromatography indentification 

and Rf value after Coumarins was biotransformated by yeast 

cell 

注：1 为香豆素标样，2 为上清液萃取物，3 为细胞沉淀

萃取物，4 为酵母空白对照。吸附剂：硅胶 H-60；展开剂为氯

仿:甲醇=15:1；显色剂：8 %浓硫酸乙醇溶液 

 

3  讨论 

生物界许多基本代谢途径和酶系是相同的，而酵

母由于其繁殖和基础代谢迅速，体内酶体系相对简单，
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而成为生物转化和生物合成，尤其是天然药物活性成

分生物转化研究中最重要的转化材料，应用酿酒酵母

悬浮培养转化体系对植物天然药物活性成分进行生物

转化研究目前尚不多见。 
本实验通过对酿酒酵母（Sacharomyces cerevisiae）

悬浮培养转化体系以及该体系对两种香豆素的微生物

转化研究得出：（1）生长曲线是酿酒酵母悬浮培养转

化体系的重要生长状态指标，对后期培养的同步化控

制以及转化效率有重要指导意义。（2）悬浮培养过程

中可适当降低起始细胞培养密度，有利于延长对数生

长期与静止期的时间，该实验中，起始密度为 8×106

个/mL 时最适合作为药物转化体系的起始密度。（3）
虽然不同起始培养密度对pH值变化影响无明显差异，

但酵母细胞生长的最适 pH 值为 4.5∼5.5，最低为

2.0∼3.0，最高为 7.0∼8.0。而该实验中培养后期 pH 值

已达到 8.08，已超过了最高 pH 值。因此，实验中应

该根据不同生物转化需要，适当降低起始培养的 pH
值，可能更有利于延长对数生长期与静止期的时间。

（4）确定酿酒酵母的最适生物转化体系为：黑暗条件

下起始细胞培养密度为 8×106个/mL，温度 27±1 ℃，

转速 110 r/min，pH 值为 4.5∼5.5。 
另外，根据酿酒酵母细胞悬浮培养体系对香豆素

的生物转化与薄层层析鉴定图谱表明香豆素已进入了

酵母细胞内并发生了改变，并可初步认定酵母悬浮培

养体系对香豆素可能具有吸收和转化作用，但尚不能

排除薄层层析图谱中出现的特异点不是因为加入香豆

素后酿酒酵母细胞代谢发生变化而诱导产生的产物。

因此，要得到确定的结论还要对其产物进行进一步的

分离、纯化鉴定研究。另外，香豆素是如何进入酵母

细胞并产生变化的原因也都有待进一步的深入研究。 
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调味品优劣鉴别 

优质酱油：倒入无色杯内，对光看，其为红褐或棕褐色，有光亮；倒入白瓷碗，汁黏稠度一致，再倒出时碗

壁附着一层酱油；有香气，口尝有鲜味、咸味和甜味。 
劣质酱油：呈黄褐色，液面暗淡无光，汁液稀薄，对光可见悬浮物和沉淀物，香气淡，口味上有酸、苦、涩、

焦、霉味。 
优质食醋：具有应有色泽(如熏醋为棕红色或深褐色，白醋为无色透明)，有光泽，香气(为熏醋、熏香醋共有)，

酸味柔和，回味绵长，浓度适当，无沉淀悬浮物及霉花浮膜。 
劣质食醋：色浅淡，发乌，无香味，口味单薄，除酸味还有明显苦涩味，有沉淀或悬浮物。 
假食醋：冰醋酸兑水配制。可取 2 毫升在试管中加高锰酸钾 0.5 毫升搅匀，高锰酸钾褪色为真，反之为假。

外观颜色浅淡，开瓶酸气冲眼睛，无香味，口味单薄，除酸味外还有明显苦涩味，常有沉淀或悬浮物。 
优质味精：取少量放在舌头上，感到冰凉，味道鲜美，有鱼鲜味；从外观上看，颗粒形状一致，色洁白有光

泽，颗粒松散。 
劣质味精：颗粒大小不一，色发乌、发黄，甚至颗粒成团。 
掺假味精：品尝咸味大于鲜味，是掺食盐；如有苦味是掺氯化镁、硫酸镁；甜味是掺白砂糖；难于溶化又有

冷滑黏糊之感是掺了木薯粉或石膏粉。【新闻来源】市场报 


