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摘  要 

白霉奶酪富含饱和脂肪酸（SFA，约 60-70%）但缺少不饱和脂肪酸（UFA，

约 30-40%）。提高白霉奶酪发酵剂的UFAs转化能力可以实现提升其UFAs含量。

前期研究表明，单一发酵剂转化 UFAs 的能力有限。微生物代谢分工可以利用互

利的种间交互作用，达到提高 UFAs 产量的目的。白霉奶酪次级发酵剂酿酒酵母

（Saccharomyces cerevisiae）和白地霉（Geotrichum candidum）共培养使脂肪酸

合成途径分工到两种菌株中，从而提高 UFAs 合成能力。在 S. cerevisiae 和 G. 

candidum 合成 UFAs 的代谢分工过程中，产生的脂肪酸多以甘油三酯（TAG）形

式储存在 S. cerevisiae 细胞内，无法以游离形式分泌到胞外从而被 G. candidum

利用。前期研究表明高糖胁迫可以提高 S. cerevisiae UFAs 合成和分泌，但高糖胁

迫如何影响 S. cerevisiae 脂质代谢的机制尚不清楚。本研究首先构建 S. cerevisiae

和 G. candidum 共培养体系并确定培养条件对 UFAs 生产的影响顺序；探索高糖

胁迫对 S. cerevisiae UFAs 合成与分泌的调控机制；分析高糖胁迫对 S. cerevisiae

细胞膜的影响；将 S. cerevisiae 和 G. candidum 共培养菌株作为发酵剂应用于霉

菌奶酪制作，考察奶酪中 UFAs 含量变化。主要研究结果如下： 

（1）优化发酵条件提高了 S. cerevisiae 与 G. candidum 共培养菌株中的 UFAs

产量：共培养菌株（S. cerevisiae 与 G. candidum 配比为 2:1）在葡萄糖添加量为

10%（v/v）的培养基中 30℃恒温培养 3 天，UFAs 产量可达到（165.73 ± 2.7 mg/L，

与单菌 UFAs 相比提高了 2.39 倍。利用回归模型方差分析确定培养条件对共培

养菌株中 UFAs 含量影响顺序为：葡萄糖添加量>培养时间>培养温度。 

（2）解析了高糖胁迫对UFAs合成的调控过程：考察高糖胁迫后，S. cerevisiae 

中 TAG，胞内脂肪酸和胞外脂肪酸含量，并检测脂质代谢相关基因转录水平变

化。结果表明，S. cerevisiae 中脂肪酸合成的关键酶乙酰辅酶 A 羧化酶 ACC1 的

转录水平提高了 1.42 倍，TAG 含量提高了 2.30 倍，高糖胁迫参与调控 ACC1 主

导的脂质合成系统；S. cerevisiae 在葡萄糖添加量为 14%（v/v）的条件下总脂肪

酸含量增加了 2.16 倍，油酸含量提高至 80.04 ± 0.74 mg/L，提高了 3.20 倍。脂

肪酸转化相关 FAA1 酶基因表达量仅为 0.35 倍，高糖胁迫参与调控 FAA1 主导

的脂肪酸转化系统；S. cerevisiae 胞外脂肪酸均有提高，当葡萄糖添加量为 14%

（v/v）时胞外脂肪酸总量 54.63± 3.62 mg/L，提高了 2.22 倍，且催化水解脂酰

CoA 释放 FFA 的硫酯酶 TES1 的转录水平提高了约 2.15 倍。S. cerevisiae 通过提

高脂肪酸合成和分泌相关基因转录水平并降低脂肪酸转化相关基因转录水平来

实现脂肪酸含量增加并分泌到胞外。 

（3）分析了 S. cerevisiae 细胞膜的高糖胁迫应答：考察高糖胁迫对细胞膜中
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的麦角固醇、神经酰胺、细胞膜流动性和通透性的影响。结果表明，S. cerevisiae

细胞膜发生一系列生理应答以适应高糖环境。细胞膜中的麦角固醇含量由 4.58 ± 

0.12 mg/g 降低到 2.51 ± 0.13 mg/g，神经酰胺含量由 1258.58 ± 15.66 mg/g 降低到

1031.63 ± 20.27 mg/g。细胞膜的流动性提高了 1.17 倍，通透性先增大后趋于稳

定。 

（4）添加共培养菌株提高了白霉奶酪中 UFAs 含量：评价成熟期间白霉奶

酪的品质特性与 UFAs 的组成与含量。结果表明随着成熟时间的延长，白霉奶酪

的水分含量、pH 值、蛋白质含量和脂肪含量呈下降趋势；奶酪的硬度和咀嚼性

提升，粘性波动较为明显；共培养发酵奶酪中 UFAs 的含量显著提升，成熟第 15

天，UFAs 含量达到 15.4 ± 1.49 g/100 g，UFAs 占总脂肪酸的比例从 38.54%升至

47.29%。 

以上研究结果揭示了基于高糖胁迫的 UFAs 合成与分泌的调控机制，促进白

霉奶酪中优势菌对 UFAs 的高效转化，对提高白霉奶酪 UFAs 含量和提升奶酪产

品附加值具有重要意义。 

关键词：白霉奶酪；不饱和脂肪酸；共培养；高糖胁迫 
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Abstract 

White mold cheese is rich in saturated fatty acids (SFA, about 60-70%) but lacks 

unsaturated fatty acids (UFA, about 30-40%). Improving the UFAs conversion ability 

of the white mold cheese starter can increase its UFAs content. Previous studies have 

shown that the ability of a single fermentation agent to convert UFAs is limited. The 

division of microbial metabolism can use mutually beneficial interspecific interactions 

to achieve the purpose of increasing UFAs production. The co-culture of cheese starter 

Saccharomyces cerevisiae and Geotrichum candidum divided the fatty acid synthesis 

pathway into two strains, thereby improving the UFAs synthesis ability. During the 

metabolic division of S. cerevisiae and G. candidum to synthesize UFAs, the fatty acids 

produced are mostly stored in S. cerevisiae cells in the form of triglycerides, and cannot 

be secreted into the extracellular in a free form to be utilized by G. candidum. Previous 

studies have shown that high glucose stress can increase the synthesis and secretion of 

S. cerevisiae UFAs, but the mechanism of how high glucose stress affects S. cerevisiae

lipid metabolism is unclear. In this study, the co-culture system of S. cerevisiae and G.

candidum was constructed, and the order of influence of culture conditions on UFAs

production was determined. To explore the regulation mechanism of high glucose stress

on the synthesis and secretion of S. cerevisiae UFAs ; the effect of high glucose stress

on the cell membrane of S. cerevisiae was analyzed. The co-culture strains of S.

cerevisiae and G. candidum were applied to the production of mold cheese to increase

the content of UFAs in cheese. The main results are as follows:

(1)The optimized fermentation conditions improved the yield of UFAs in the co-

culture strains of S. cerevisiae and G. candidum: The co-culture strain (the ratio of S. 

cerevisiae to G. candidum was 2:1) was cultured in a medium with a glucose addition 

of 10% (v/v) at 30°C for 3 days. The yield of UFAs reached 165.73 ± 2.7 mg/L, which 

was 2.39 times higher than that of single-strain UFAs. The regression model analysis 

of variance was used to determine the order of the influence of culture conditions on 

the content of UFAs in co-cultured strains: glucose addition > culture time > culture 

temperature. 

(2)The regulation process of high glucose stress on UFAs synthesis was analyzed.

The contents of triglycerides, intracellular fatty acids, and extracellular fatty acids in S. 

cerevisiae were investigated after high glucose stress, and the transcription levels of 

lipid metabolism-related genes were detected. The results showed that the transcription 

level of acetyl-CoA carboxylase ACC1, a key enzyme for fatty acid synthesis in S. 

cerevisiae, increased by 1.42 times, and the triglyceride content increased by 2.30 times. 

High glucose stress was involved in the regulation of the ACC1-dominated lipid 

synthesis system. The total fatty acid content of S. cerevisiae increased by 2.16 times, 

and the oleic acid content increased to 80.04 ± 0.74 mg/L under the condition of 14% 

(v/v) glucose addition, which increased by 3.20 times. The expression level of the fatty 

acid conversion-related gene FAA1 enzyme gene was only 0.35 times, and high glucose 

stress was involved in the regulation of the FAA1-dominated fatty acid conversion 

system. The extracellular fatty acids of S. cerevisiae increased. When the amount of 
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glucose was 14% (v/v), the total amount of extracellular fatty acids was 54.63 ± 3.62 

mg/L, which was increased by 2.22 times, and the transcription level of thioesterase 

Tes1, which catalyzes the hydrolysis of acyl-CoA to release FFA, was increased by 

about 2.15 times. S. cerevisiae increases fatty acid content and secretion to the 

extracellular level by increasing the transcription level of fatty acid synthesis and 

secretion-related genes and reducing the transcription level of fatty acid oxidation-

related genes. 

(3)The high glucose stress response of S. cerevisiae cell membrane was analyzed:

The effects of high glucose stress on ergosterol, ceramide, cell membrane fluidity, and 

permeability in the cell membrane were investigated. The results showed that the cell 

membrane of S. cerevisiae underwent a series of physiological responses to adapt to the 

high glucose environment. The ergosterol content in the cell membrane decreased from 

4.58 ± 0.12 mg/g to 2.51 ± 0.13 mg/g. The ceramide content decreased from 1258.58 ± 

15.66 mg/g to 1031.63 ± 20.27 mg/g. The fluidity of the cell membrane increased by 

1.17 times, and the permeability increased first and then stabilized. 

(4)The addition of co-cultured strains increased the content of UFAs in white mold

cheese: The quality characteristics of white mold cheese during ripening and the 

composition and content of UFAs were evaluated. The results showed that the moisture 

content, pH value, protein content, and fat content of white mold cheese decreased with 

the prolongation of ripening time. The hardness and chewiness of the cheese were 

improved, and the viscosity fluctuation was more obvious. The content of UFAs in co-

cultured fermented cheese increased significantly. On the 15th day of maturation, the 

content of UFAs reached 15.4 ± 1.49 g/100 g, and the proportion of UFAs in total fatty 

acids increased from 38.54% to 47.29%. 

The above research results reveal the regulatory mechanism of UFA synthesis and 

secretion based on high sugar stress, promoting the efficient transformation of UFAs by 

dominant bacteria in white mold cheese, which is of great significance for increasing 

the content of UFAs in white mold cheese and enhancing the added value of cheese 

products. 

Key words：white mold cheese；unsaturated fatty acids；co-culture；high glucose 

stress  
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第一章 前 言 

1.1 白霉奶酪概述 

1.1.1 白霉奶酪种类及发酵菌种 

白霉奶酪是在牛奶中加入乳酸菌（LAB）发酵剂、凝乳酶和霉菌发酵制成的，

这一过程的特点是接种霉菌（Suzuki-Iwashima et al.，2020），使奶酪的表面存在

由霉菌产生的白色菌丝体，形成独特的白色外皮（Adamska et al.，2017）。依据

发酵菌种的不同分为白地霉奶酪（Geotrichum cheese）、布里奶酪（Brie）、卡门

贝尔奶酪（Camembert） （Judacewski et al.，2019）。奶酪的质地、风味和香气

是由成熟过程中发生的生化和微生物变化决定的。微生物发酵剂在奶酪的成熟过

程中发挥着重要作用（Sacristán et al.，2012）。 

G. candidum 作为霉菌奶酪成熟过程中的优势菌株，通常用作奶酪制作的发

酵剂（Luo et al.，2019）。G. candidum 在奶酪成熟过程中主要生长在奶酪皮表面，

使奶酪具有均匀、白色和天鹅绒般的外观（Li et al.，2020b；Vong and Liu，2017）。

G. candidum 具有典型的强烈的脂解和蛋白解活性，从而形成大量挥发性化合物，

进一步带来丰富、芳香、独特的风味（Monnet et al.，2015）。G. candidum 脂肪酶

也是许多奶酪中脂肪酸含量高的原因，其能产生一系列对长链 UFAs 具有特异性

的脂肪酶。一种同型脂肪酶在 TAG 中表现出对顺式（Δ-9）不饱和脂肪酸的偏好，

这些脂肪酸如油酸或亚油酸在第 9 个碳位置有双键。 

1.1.2 白霉奶酪生产工艺及特点 

白霉奶酪的生产的一般工艺流程为：1）原料乳预处理；2）巴氏杀菌；3）

冷却至室温后添加乳酸菌发酵剂进行预酸化；4）添加氯化钙溶液；5）添加凝乳

酶进行凝乳，排乳清；6）喷洒霉菌孢子液，发酵；7）盐渍，切块；8）后熟并进

行贮存。白霉奶酪的风味和品质特征不仅受微生物群落的变化的影响，还会受加

工方式的影响，从而赋予白霉奶酪的典型特征。白霉奶酪加工工艺流程和工艺特

点如表 1-1（Jaster et al.，2019；Zeng et al.，2022）和表 1-2（Bintsis and Thomas，

2021；Zeng et al.，2022）所示。 
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表 1-1 白霉奶酪加工工艺流程 

Table 1-1 Flow chart of the production process of white mold cheese 

奶酪 生产工艺工艺流程 

布里奶酪 
原料乳→标准化→巴氏杀菌→冷却→添加发酵剂→添加凝乳酶凝乳→切

割，保温搅拌→排乳清→装模→盐渍→喷洒霉菌发酵剂→成熟→贮存 

卡门贝尔奶酪 
生牛乳→预处理→嗜温乳酸菌，凝乳酶凝乳→切块→排乳清→盐渍→喷涂

霉菌孢子液→表面成熟→贮存 

白地霉奶酪 
新鲜牛乳→预处理→乳酸菌预酸化→氯化钙溶液→凝乳酶凝乳→切割，搅

拌→排乳清→盐渍→喷涂霉菌孢子液→后熟→贮存 

表 1-2 白霉奶酪加工工艺特点 

Table 1-2 Processing characteristics of white mold cheese 

奶酪 布里奶酪 卡门贝尔奶酪 白地霉奶酪 

奶酪分类 软质奶酪 软质奶酪 软质奶酪 

原料乳类型 新鲜牛乳 生牛乳 生牛乳 

凝乳方式 凝乳酶凝乳 
30℃凝乳 

10~20 min 
凝乳酶凝乳 

排乳清 
放入模具，分段翻转排

乳清 

放入特定容器，挤压排

乳清 

放入模具，上下翻转排

乳清 

盐渍 
20%~26%盐水浸泡 1~2 

h 
干盐腌制 20%盐水浸泡 1 h 

发酵剂种类 白青霉、嗜温乳酸菌 
娄地青霉、白地霉、嗜

温乳酸菌 
白地霉、嗜温乳酸菌 

成熟条件 
12℃~15℃、相对湿度

＞90% 

10℃~13℃、相对湿度

＞95% 
12℃、相对湿度＞95% 

1.1.3 白霉奶酪脂肪酸组成及其转化 

白霉奶酪营养成分丰富，脂质占干重的 20-35%，由 SFAs 和 UFAs 组成（Luo 

et al.，2019；Santiago-López et al.，2018）。然而，白霉奶酪中缺乏 UFAs（栾滨

羽等，2020）。这是造成奶酪中 SFAs 与 UFAs 比例失衡的主要原因。长期食用含

有大量 SFAs 而缺乏 UFAs 的奶酪，可能会导致高脂血症、高血压、动脉粥样硬

化等各种心脑血管疾病（Calder et al.，2016；Ramsden et al，2021）。为了健康饮

食，平衡奶酪中 SFAs 与 UFAs 比例是非常必要的（Appukutty et al.，2023；Wang 

et al.，2023）。利用白霉奶酪发酵剂对脂肪酸的转化可以实现提升其 UFAs 含量。 

白霉奶酪成熟过程中，常见的 UFAs 合成途径是脂肪酸脱饱和酶和延伸酶参

与的以硬脂酸为底物的长链 UFAs 合成途径。团队前期阐明了高山被孢霉和 G. 

candidum 中Δ12 脂肪酸脱饱和酶（FADS12）催化特性的分子机理。并且利用同

源建模和分子对接技术进一步揭示了酶口袋结构域及与底物结合的关键氨基酸
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位点对 FADS 活性和底物选择性的重要性（史海粟，2017）。在此基础上，通过

基因工程技术在 G. candidum 中过表达了编码高活性的卷枝毛霉的 Δ12 脂肪酸脱

饱和酶的基因，提高 G. candidum 工程菌生产 UFAs 能力，在单一发酵剂层面提

高了白霉奶酪 UFAs 含量（吴琛，2023）。因此，选用优良的 UFAs 合成微生物用

于霉菌奶酪制作，对于霉菌奶酪中 UFAs 含量的提高是至关重要的。G. candidum

是白霉奶酪中优势微生物菌种，可以通过增强 G. candidum 的 UFAs 转化能力，

增加奶酪 UFAs 的含量。已有研究通过在缺氮培养基中添加微量激活剂来激发脂

肪生成途径 ACL、ACC 和 ME 的一种或多种关键酶，从而促进微生物的整体脂

肪生成或脂质积累。通过调节培养基的碳源种类、碳氮比来优化 G. candidum 的

脂肪酸组成，提高脂肪酸的营养价值（Diwan and Gupta，2020）。为通过优化 G. 

candidum 脂肪酸合成促进奶酪中 UFAs 转化提供了研究基础。 

1.2 微生物共培养研究进展 

1.2.1 微生物共培养的相互作用关系 

微生物群落在自然界中无处不在，在生物经济的许多领域都很有用（McCarty 

and Ledesma-Amaro，2019），在食品生产、微量营养素的循环利用以及维持人类、

动物和植物的健康方面具有重要意义。共培养是两种或两种以上不同生物体共存

的生物系统，它们在明确定义的自然或人工培养基中以一定程度的接触生长

（Goers et al.，2014；Padmaperuma et al.，2017；Rosero-Chasoy et al.，2021），其

中不同菌株可以相互作用。共培养系统中的微生物可能是协同的，包括互惠和共

生，这种协同作用通常涉及释放用于营养目的的分子，如植物激素和生长促进剂

（Magdouli et al.，2016）。另一方面，共培养系统也可能是胁迫的，包括寄生或

掠夺，如释放抑制微生物生长的毒素、抗生素和生物碱（Padmaperuma et al.，2017）。 

种间群体感应（Quorum Sensing，QS）作为微生物群落相互作用的方式普遍

存在自然界中，在生长过程中根据种群的密度变化来调控微生物的基因表达

（Ledesma-Amaro and Nicaud，2016a）。通过适应现有的生物通信系统，可以构

建合成微生物联合体（Yin and Keller，2011）。基因转移也是微生物群落相互作

用的一种方式，某些基因在特定条件下可以在不同细胞之间发生横向转移（黄兵

等，2009）。由于基因转移这种现象，在微生物群落中，某些微生物可能同时获

得多种优势，例如在生长方面存在优势的同时，产生代谢产物的能力也有所提升

（王儒红，2023）。基于天然微生物群落内部的相互作用关系，采用合理的策略

对多个细胞群体进行共培养，为合成微生物群落的成功获得提供了理论和实验支

持，促进了其在众多领域的工业应用研究和对天然微生物群落的深入了解（Jia et 

al.，2016）。 
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1.2.2 共培养代谢分工研究进展 

与纯培养相比，由多个物种组成的共培养具有更广泛的基因和代谢能力，因

为它们能够以各种方式相互作用（Espinosa-Ortiz et al.，2021）。当目标产物的生

物合成途径漫长而复杂时，大量基因会在单个菌株中异源表达。一般来说，引入

的酶的生化特性和表达水平有很大的差异。单个宿主细胞无法为所有酶提供最佳

的功能环境，而微生物群落可以为不同的酶提供多样化的细胞环境。共培养群落

中不同微生物物种之间的相互作用可导致新出现的共同特性的发展，例如：稳定

性、稳健性（生存压力的能力）和劳动分工（Division of Labor，DOL） （菌株

在微生物群落中执行不同任务的专业化） （Rice et al.，2014；West and Cooper，

2016）。不同的种群执行不同的任务，可以使微生物联合体以比单一培养更高的

效率完成任务。如果构建得当，代谢分工可以以多种方式促进群落功能（Tsoi et 

al.，2019）。 

（1）通过专门化改进功能。代谢分工可以通过将不同步骤划分给微生物群

落的不同成员来实现途径的合理组织，从而提供有利于每个过程的自然或工程环

境。当多个步骤不能在同一菌株中共存时，这种分工是必要的。例如，像木质纤

维素生物质含有许多单糖和其他碳源的原料，已经成为可再生微生物生物合成的

研究热点（Isikgor and Remzibecer，2015）。然而，由于分解代谢抑制，单个种群

通常不能同时利用多种糖，而是按偏好顺序一次消耗一种糖。相比之下，群落可

以通过每个种群代谢一个碳源来更快、更有效地利用这些混合物。 

（2）减轻代谢负担。维持异源成分如酶和质粒会给宿主带来显著的代谢负

担。基因表达会流失宿主资源，包括核苷酸、氨基酸和 ATP，这些资源随后无法

用于细胞生长或维持（Wu et al.，2016）。这种负担降低了培养的适应度，从而导

致培养的生产力低下或促进功能丧失突变。对于特别复杂的系统，由于过重的代

谢负担，包含所有途径的单个菌株可能根本无法生长。通过 DOL 将执行工程功

能的任务分散到不同的菌种中，可以减少每个菌种的负担。该策略可以通过提高

个体种群的适应度来提高系统性能，从而提高单个种群的产品产量（Tsoi et al.，

2018）。这种增加是因为代谢负担的减少超过了代谢物运输导致的生产力下降。

因此，DOL 可以使更复杂的途径在联合体中被设计出来，而这些途径在单个群

体中可能不是最优的或不起作用的。与单一培养相比，许多共培养的例子具有更

长的途径，更少的酶，和更高的性能（Zhang et al.，2015）。 

（3）降低工程复杂性。将细胞过程划分为不同的种群可以增加系统的模块

性。可以在不影响其他功能的情况下，以即插即用的方式独立地调整、修改或替

换各个模块。因此，根据其复杂程度，利用分工的联合体可能比单个细胞更容易

操作，因为每个菌株只包含总体途径的其中一段。 

DOL 可以简化这些代谢途径的优化（Roell et al.，2019）。对于单一培养，构
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建高效的异源途径通常涉及途径组分的调整，如启动子、核糖体结合位点、终止

子和载体，然后是设计-构建-测试周期（Chen et al.，2018），这是劳动密集型和

成本效益低的。相比之下，微生物群落的优化更容易，只需改变组成菌株的比例

即可实现（Jones et al.，2016）。从理论上讲，培养物成分的改变可以在发酵过程

的任何阶段通过补充所需的次培养物来进行。 

将微生物作为一个群体进行培养面临着几个关键的限制。如果一个途径被分

配到不同菌种，代谢物转运可能是一个问题，因此第一个产物必须转运到第二个

宿主中进行进一步转化。如果第一个产物（例如磷酸化分子）不稳定或不能穿过

细胞膜，或者第二个宿主缺乏从第一个宿主摄取前体的转运蛋白，DOL 将失败。

设计有效的转运蛋白和外排系统并不容易，还可能增加代谢负担（Zhou et al.，

2012）。此外，长步骤生物合成途径通常需要接近通道来克服体内扩散限制、代

谢产物损失和热力学障碍。两个不同物种之间生物合成途径的 DOL 可能会破坏

固有通道并稀释中间浓度，这不可避免地阻碍生物合成效率。 

1.2.3 微生物共培养生产脂肪酸研究进展 

现有提高油脂产率的方法包括基因敲除（Courchesne et al.，2009）、添加诱

导剂（Huang et al.，2017a）、非生物胁迫、添加金属离子（Yeesang and Cheirsilp，

2011）和发酵罐培养等。但是这些方法存在着能耗高、效率低、需增加额外的设

备、前期投入较大、成本高等缺陷。共培养是一种有效地提高生物量和油脂产量

的方法。共培养中氮的消耗比单独培养更快，这将提高微生物生产油脂的效率（刘

鹭，2020）。将短链脂肪酸代谢能力存在种间特异性的互营球菌和梭菌属共培养，

与单培养相比生物量和短链脂肪酸的积累都明显提高（孙红，2023）。通过将给

定的微藻与生产性微生物（如酵母）和生物转化的碳底物混合培养成有价值的生

物活性脂肪酸，可以增加生物量和功能性代谢物的产量。酵母和微藻共培养可以

提高脂质产量，因为酵母利用微藻通过光合作用产生的 O2，并通过酵母的呼吸

作用为微藻提供 CO2，达到气体互换的目的，从而提高生物量和油脂产量

（Ashtiani et al.，2021；刘方舟等，2020）。 

菌株间相互作用和外部条件对共培养菌株中脂肪酸的组成产生影响

（Marileo et al.，2023）。共培养蓝藻和曲霉导致脂肪酸含量发生了从 C18:0 和

C18:1到C18:2和C18:3的变化，这表明蓝藻和曲霉之间可能发生代谢相互作用，

并导致有利于脂肪酸去饱和的途径的调整（Li et al.，2020a）。此外，通过添加氮

限制培养条件，小球藻和大肠杆菌共培养菌株中的 TAG 和油酸含量明显提升，

亚油酸含量变化不大，表现出三烯脂肪酸向单烯脂肪酸的显著转变（Higgins et 

al.，2015）。 
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1.3 高糖胁迫对酿酒酵母中脂质代谢的影响 

1.3.1 酵母脂质代谢概述 

TAG 和甾醇酯作为酵母细胞中的重要中性脂组成成分，在氮缺乏的情况下

大量积累（Probst et al.，2016）。单细胞油的生物合成有两种生物化学途径：细胞

脂质在含有非脂质碳源的培养基中的从头合成和从环境中摄取脂肪酸的合成微

生物油脂（Fabiszewska et al.，2022）。从头合成包含脂肪酸前体的合成及其储存

油脂的合成途径，并且它在含有非脂质碳源的介质中进行。脂肪酸在脂溶性酵母

细胞的细胞质中由乙酰 CoA 生成，乙酰 CoA 可来自 ATP 柠檬酸裂解酶的作用。

脂肪酸合成酶（FAS）是新生成途径中的第二个关键酶，可产生作为起始分子的

酰基 CoA 和作为延伸单元的丙二酰 CoA。活化的 16:0 和 18:0 分子是延伸酶和

脱饱和酶的底物，通过肯尼迪途径产生长链脂肪酸和 UFAs （Ledesma-Amaro and 

Nicaud，2016b）。不同酵母种类的脂肪酸种类不同。例如，在 S. cerevisiae 中，

主要的脂肪酸种类包括具有 16 个碳原子和 18 个碳原子的单不饱和脂肪酸。S. 

cerevisiae 不具有 Δ12 脂肪酸去饱和酶，也不产生亚油酸（Takaku et al.，2020）。 

酵母菌大多将脂质储存为 TAG（占中性脂质部分的 80-90%）；小部分则以固

醇酯（SE）的形式储存在脂质体（LB）中（Park and Nicaud，2020）。在营养有

限的环境中，储存的脂质通过再活化、运输和降解被用作额外的碳源。TAG 通过

两种脂肪酶水解为游离脂肪酸（FFA）：Tgl4p 和 Tgl3p。然后，脂肪酸通过 β-氧

化途径在过氧化物酶体中降解，将脂肪酸主链缩短两个碳，并释放乙酰 CoA。脂

肪酸可以被细胞质中的脂肪酰基辅酶 A 合成酶激活，已经鉴定出六个编码脂肪

酰基辅酶 A 合成酶的基因（FAA1、FAA2、FAA3、FAA4、FAT1、FAT2），根据 FFA

链长的不同，这些酶表现出不同的活性模式（Fang et al.，2016）。然后被转运蛋

白 Pxa1p/Pxa2p 转运到过氧化物酶体进行降解（Dulermo et al.，2015）。 

1.3.2 高糖胁迫对酿酒酵母的影响 

生长需要低碳，而脂质合成需要高碳。葡萄糖浓度的增加会影响脂质的组成

（Chandra et al.，2014）。在这种条件下，由于氮源的缺乏，细胞的生长趋于稳定，

达到固定阶段。在这个阶段，储存的碳水化合物转变为脂质转化的途径。脂质积

累的增强可能发生在氮耗竭和过量有机碳的可用性下。因此，脂质积累可归因于

糖的消耗速度高于细胞分裂的速度，这将促进多余的碳转化为脂质。较高的脂质

合成还与参与细胞生长和增殖的主要酶的停止以及与脂质积累特异性相关的酶

的过度表达有关（Mohan and Devi，2014）。储存脂质生物合成的必要条件是三羧

酸循环（TCA）受到干扰，乙酰 CoA 被引导到脂肪酸生物合成而不是氧化（Bellou 

et al.，2016）。在这些条件下，细胞质中的柠檬酸被 TP-柠檬酸裂解酶裂解成乙酰

CoA 和草酰乙酸（Dourou et al.，2017）。高糖环境抑制酵母的有氧呼吸作用，即
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Crabtree 效应，从而改变酵母生理代谢途径，当糖浓度持续增加时 Crabtree 效应

增大，使酵母的 TCA 循环断裂，因此导致大量的柠檬酸、α-酮戊二酸和苹果酸

积累（雷梦琳等，2020）。 

高糖可以提高乙酰辅酶 A 羧化酶 ACC1 水平，从而提高脂肪酸产量。ACC1

是脂肪酸合成的关键酶，其活性受到多层次调控（Zhu et al.，2020）。因此，可通

过增加 ACC1 水平提高脂肪酸的合成（Fernandez-Moya and Da Silva，2017）。在

Shin 等（2012）的研究中，S. cerevisiae ACC1 基因的过表达使脂肪酸和胆固醇水

平分别增加了 4.0 和 1.7 倍。在另一种提高 ACC1 活性的方法中，拟南芥乙酰辅

酶 A 羧化酶基因在 S. cerevisiae 中过表达，导致脂质含量增加 1.6 倍（Wang et 

al.，2014）。S. cerevisiae 的 ACC1 蛋白受 Snf1 负调控。Snf1 对 ACC1 进行磷酸

化后，ACC1 的活性会降低高达 90%，其假定机制是位于中心结构域调节环中的

磷酸化 Ser1157 残基干扰了 ACC1 酶活性所必需的二聚化。Snf1 的激活是由葡萄

糖消耗引发的，通过一个或多个丝氨酸残基的磷酸化导致ACC1部分失活（Woods 

et al.，1994）。当葡萄糖被消耗时，活性 ACC1 的减少从而导致胞质丙二酰 CoA

池的下降。以前曾尝试用丙氨酸取代该丝氨酸残基以取消磷酸化调节，结果导致

脂肪酸产量显著增加（Choi and Da Silva，2014；Hofbauer et al.，2014；Shi et al.，

2014）。此外，这种操作导致酵母细胞中长链脂肪酸的比例增加。研究表明，当

酵母细胞在高糖环境下，Snf1 被灭活（Carlson，1999），因此高糖情况下，Snf1

对 ACC1 的负调控被解除，在一定程度上提高 ACC1 水平，从而提高脂肪酸产

量。 

1.3.3 酿酒酵母脂肪酸胞外分泌 

许多酵母已被改造以积累细胞内脂质，但脂肪酸分泌尚未得到深入研究，仅

在少数情况下在 S. cerevisiae 中被报道（Ledesma-Amaro et al.，2016）。早期研究

人员认为，脂肪酸转运只是一种简单的扩散，不存在能量消耗。然而随着分子生

物学研究的深入，已经发现了一些与脂肪酸转运和分泌相关的功能蛋白和基因，

然而到目前为止，其分泌的相关机制尚不清楚（He，2023；Jindra et al.，2023）。 

阻止 FFA 被催化成酰基 CoA 的途径，既可以增加 FFA 的数量，又可以将

FFA 从细胞内转运到培养基中。相关的活化酶是酰基辅酶 A 合成酶。S. cerevisiae

具有 5 种酰基辅酶 A 合成酶，它们参与不同的过程，并表现出不同的脂肪酸特

异性。酰基辅酶 A 合成酶的活性与脂肪酸的摄取以及细胞内脂质储存的动员有

关（López et al.，2023）。FAA1 和 FAA4 是激活长链 FFAs 的主要酶。FAA1 对

12-16 碳链具有很高的活性，但也可以激活己酸和硬脂酸；FAA4 显示了与 FAA1

重叠的功能。酵母中的中链 FFA 被过氧化物酶体 FAA2 催化，对 C8-C14 具有底

物特异性。FAA3 的活性明显低于 FAA2 和 FAA1，并不是外源性脂肪酸激活所
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必需的。FAT1 是一种多功能酶，参与长链和超长链脂肪酸的转运和活化。FAA1

的破坏使分泌到培养基中的脂肪酸量增加了 2 倍，也增加了细胞内脂肪酸水平。

当 FAA1 和 FAA4 均被破坏时，脂肪酸分泌增加（Li et al.，2014）。Leber 等（2015）

敲除了 FAT1，与敲除 FAA1 FAA4 菌株相比，敲除 FAT1 菌株分泌的长链 FFA 增

加了 60%。阻止 FFA 活化和 β-氧化可进一步提高细胞外 FA 水平。联合缺失 FAA4

和 POX1 会使分泌到培养基中的 FFA 比单独缺失 FAA4 增加 54%（Runguphan and 

Keasling，2014）。Li 等（2014）发现相对于 FAA1 和 FAA4 的缺失，FAA1、FAA4

和 POX1 的缺失使 FFA 增加了 31%。 

除了防止降解和激活外，还可以侧重于增加 FFA 的合成。硫酯酶普遍存在

于微生物体中，它催化水解脂酰 CoA 或脂酰基 ACP 形成 CoASH 或 ACP，释放

FFA，是脂肪酸合成、降解、转运的关键酶。酰基 CoA 硫酯酶可以表达以从酰基

CoA 形式获得 FFA。微生物产生的脂肪酸是以胞内脂形式还是以 FFA 形式存在

在细胞内是由硫酯酶的活性决定的（Voelker et al.，1997）。在敲除 FAA1 的大肠

杆菌中，表达硫酯酶 TesA 能将 FFA 含量从 5 mg/L 提高到 164 mg/L，并且在敲

除 FAA1 FAA4 菌株后，提高到 207 mg/L（Runguphan and Keasling，2014）。大肠

杆菌的 TesA 硫酯酶或小家鼠 ACOT5 硫酯酶的截断版本的过表达进一步增加了

FFA 产量，分别达到 207 mg/L（Chen et al.，2014）和 520 mg/L（Runguphan and 

Keasling，2014）。这种方法最近已与其他几种提高 FFA 的方法结合使用（Zhou 

et al.，2016）。在工程改造大肠杆菌过量生产 FFA 的工作中 ACC1 和 TesA 在同时

表达后，脂肪酸的合成有非常明显的增加。S. cerevisiae 只有一种已知的酰基辅

酶 A 硫酯酶 Tes1（李晓伟，2017）。这种 TE 靶向酵母过氧化物酶体，具有广泛

的底物特异性。天然 Tes1 在敲除 FAA1 FAA4 的菌株中将 FFA 的总产量从 77 mg/L

增加到 115 mg/L（Li et al.，2014）。在聚藻球菌中，几个硫酯酶和乙酰辅酶 A 羧

化酶基因同时过表达使 FFA 分泌，在高含量乙酸中预培养和测序分批培养可以

提高产油酵母细胞外脂质产量（Huang et al.，2018）。 

虽然传统上脂肪酸分泌是被动地通过膜扩散，但现在人们认为这些过程是由

细胞中的特定蛋白质控制的（Claus et al.，2019）。例如，在 S. cerevisiae 中，Pry

蛋白对脂肪酸输出有影响。S. cerevisiae 的 Pry 蛋白已被实验鉴定参与脂肪酸输

出，其中 ScPry1 是最重要的一个。ScPry1 的结构包含棕榈酸的结合袋。这些是

来自 CAP 超家族的细胞外脂肪酸结合蛋白，也与固醇输出有关（Darwiche et al.，

2018）。在缺乏两种酰基辅酶 A 合成酶 FAA1 和 FAA4 的双突变体中，Pry1 结合

和输出 FFA 对于细胞内积累高水平 FFA 的细胞的存活是重要的。 

1.4 研究目的及意义 

以 S. cerevisiae 为研究对象，分析高糖胁迫对 S. cerevisiae 脂质合成、转化、
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胞外分泌和组成，并验证在这个过程中相关基因的表达，探究高糖胁迫对 S. 

cerevisiae UFAs 合成的影响以及脂肪酸胞外分泌的作用机制。通过高糖胁迫增强

S. cerevisiae 脂肪酸合成和分泌能力，应用于 S. cerevisiae-G. candidum 共培养，

促进白霉奶酪中 UFAs 的转化，平衡霉菌奶酪 SFAs 与 UFAs 比例，提高白霉奶

酪附加值。 

深入探究基于高糖胁迫的 UFAs 合成与分泌的调控机制，将有助于增强 S. 

cerevisiae 脂肪酸合成和分泌能力，应用于 S. cerevisiae-G. candidum 共培养，提

高菌株 UFAs 转化能力，将其应用于奶酪制作，增强对奶酪中 SFAs 的转化，对

于提高白霉奶酪 UFAs 含量，促进奶酪行业发展具有重要意义。 

1.5 本课题解决的科学问题 

研究通过高糖胁迫提高白霉奶酪微生物合成 UFAs 与分泌量，并应用于白霉

奶酪发酵，课题拟解决高糖胁迫作用如何将 TAG 转化成 FFA 而实现脂质分泌，

进而解决在利用 S. cerevisiae 和 G. candidum 进行代谢分工过程中由于 S. 

cerevisiae 中 TAG 不能分泌到胞外被 G. candidum 而利用的问题。 

1.6 研究主要内容 

（1）酿酒酵母与白地霉共培养体系构建与强化 UFAs 生产

首先制备共培养发酵剂孢子悬液确定共培养菌株生长情况，随后进行微生物

拮抗实验测 S. cerevisiae 和 G. candidum 是否存在抑制作用。其次分别接种不同

菌种配比的菌液，通过鉴定菌液中 UFAs 产量，确定最佳的混合菌液发酵配比，

并考察优化发酵条件（葡萄糖添加量、发酵时间、发酵温度）对共培养菌株合成

UFAs 的影响。 

（2）高糖胁迫调控酿酒酵母脂肪酸代谢的机制研究

通过响应面法证明葡萄糖添加量对共培养菌株中 UFAs 的合成具有显著影

响，因此将 S. cerevisiae 在不同葡萄糖添加量下进行培养，探究其生长量及脂质

和脂肪酸组成，其次通过检测 S. cerevisiae 中 UFAs 含量和脂肪酸合成、转化和

分泌相关基因转录水平来分析 S. cerevisiae 在高葡萄糖胁迫下对 UFAs 的合成和

胞外分泌的影响机制。 

（3）高糖胁迫对酿酒酵母细胞膜的影响

考察高糖胁迫对细胞膜中的麦角固醇和神经酰胺含量变化情况，研究高糖胁

迫对细胞膜流动性和通透性的影响，探索高糖胁迫对 S. cerevisiae 细胞膜的影响，

进而深入分析高糖胁迫下脂肪酸分泌的调控机制。 

（4）共培养菌株发酵白霉奶酪的品质特性及其脂肪酸组成分析

共培养菌株作为优势真菌发酵白霉奶酪，测定白霉奶酪感官评分、基础理化
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指标，结合滋味和质构分析来评估白霉奶酪的品质特性。白霉奶酪成熟期间，测

定其脂肪酸含量变化，分析白霉奶酪的脂肪酸组成及 UFAs 含量的动态变化规律

以提高白霉奶酪中 UFAs 含量。 

1.7 技术路线图 

本实验的技术路线图如下： 

图 1-1 技术路线图 

Fig. 1-1 Technology roadmap 
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第二章 酿酒酵母-白地霉共培养体系构建与强化 UFAs 生产 

2.1 前言 

G. candidum 是霉菌奶酪中优势微生物菌种，但其 UFAs 合成能力不足。微

生物中的 UFAs 是通过脂肪酸合成途径逐步生成的（史海粟等，2016），每个酶

的活性直接决定微生物脂肪酸的产量。将 S. cerevisiae 和 G. candidum 共培养，

利用代谢分工将 UFAs 合成途径分配到不同菌种中，消除脱饱和酶活性不同带来

的限制，提高 UFAs 产量。共培养可以利用两种或更多微生物群落来重新构建目

标生物合成途径。这很大程度上减少了每株菌株的生物合成工作量，并降低了相

关的代谢负担。本文利用 S. cerevisiae 和 G. candidum 共培养合成 UFAs，探究不

同菌株配比、培养时间、培养温度和葡萄糖添加量对共培养菌株合成 UFAs 的影

响，并结合响应面优化发酵条件，进一步提高共培养菌株 UFAs 含量。 

2.2 材料与设备 

2.2.1 供试菌株 

本实验中用到的菌株有两种，S. cerevisiae 和 G. candidum，具体如下表： 

表 2-1 本实验中试验菌株 

Table 2-1 Test strains in this experiment 

菌株 用途 来源 

S. cerevisiae 共培养发酵 本实验室保藏 

G. candidum 共培养发酵 本实验室保藏 

2.2.2 试验培养基 

YPD 培养基：2%蛋白胨，2%葡萄糖，1%酵母浸粉，无菌水配平（固体培养

基加入 2%琼脂粉），于 121℃高压蒸汽灭菌锅灭菌 20 min。用于 S. cerevisiae 和

G. candidum 活化及培养。

2.2.3 主要试剂 

氯化钠、无水硫酸钠、甘油、葡萄糖均为分析纯，天津大茂化学试剂有限公

司；盐酸、乙醇、正己烷、硫酸、甲醇、三氯甲烷均为分析纯，西陇科学股份有

限公司；蛋白胨为分析纯，沈阳佰境化玻仪器有限公司；酵母提取物，生工生物

工程（上海）股份有限公司，正十七烷酸标品，NU-CHEK，PREP 公司。 

2.2.4 主要仪器设备
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表 2-2 主要仪器设备 

Table 2-2 Main instruments and equipment 

名称 仪器型号 生产厂家 

气相质谱联用仪 7890A-5975c 美国Agilent科技有限公司 

超净工作台 HCB-1300V 青岛海尔特种电器有限公司 

全自动摇床培养箱 KYC-100C 海福玛实验设备有限公司 

电热恒温培养箱 HN-50S 邦西仪器科技上海有限公司 

电子天平 EL3002 梅特勒-托利多仪器有限公司 

电热恒温水浴锅 DK-98-ⅡA 天津泰丝仪器有限公司 

漩涡振荡器 XFF-C 常州荣化仪器制造有限公司 

自动电热压力蒸汽灭菌锅 LX-B50 合肥华泰医疗设备有限公司 

高速离心机 AG 22331 艾本德中国（北京）有限公司 

2.3 试验方法 

2.3.1 菌株的培养与保存 

在超净台无菌环境下，分别吸取 S. cerevisiae 和 G. candidum 菌液至 50 mL 

YPD 培养基的无菌摇瓶中，于 28℃，200 rpm 过夜培养。将 YPD 培养基与 50%

甘油按 1:1 混合后移至冷冻管中，将培养好的菌液悬浮（浓度不低于 106 个/mL）

后置于-80℃冰箱中保存。 

2.3.2 微生物生物量的测定 

将已称重的滤纸放入布氏漏斗，分别抽取锥形瓶中的菌液 100 mL 进行过滤，

并用 0.9%生理盐水洗涤 2 次，将第三次菌体放进 50 mL 的含有 0.9%生理盐水的

离心管中，转速为 6000 r/min 离心 2-4 min，将洗涤后的菌体放入 55℃烘箱中干

燥质恒重，利用差重法得到细胞生物量。 

2.3.3 微生物拮抗作用 

根据余友恒等（2018）方法进行测定 S. cerevisiae 对 G. candidum 的抑菌圈

大小。制备固体 PDA 培养基并倒板待其凝固，表面涂布 100 μL S. cerevisiae 后

备用。在 PDA 固体培养用 1 mL 的枪头打孔，用移液枪吸取 G. candidum 共 50 

μL 到琼脂孔内，盖好培养皿，放入培养箱中，培养 28℃，24 h。培养后利用游

标卡尺测算各处抑菌圈直径大小。 

2.3.4 酿酒酵母白地霉共培养 

在无菌环境下，按照下列表 2-3 中不同配比的混合发酵剂以接种量为 2%添

加到装有 50 mL 液体 PDA 培养基的三角瓶中，在培养温度为 28℃恒温培养箱培
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养。 

表 2-3 菌种组合及配比设置表 

Table 2-3 Bacteria combination and ratio setting 

分组 接种菌株组合 

A-1 单独接种 S. cerevisiae 

A-2 S. cerevisiae：G. candidum（3:1）

A-3 S. cerevisiae：G. candidum（2:1）

A-4 S. cerevisiae：G. candidum（1:1）

A-5 S. cerevisiae：G. candidum（1:2）

A-6 S. cerevisiae：G. candidum（1:3）

A-7 单独接种 G. candidum 

2.3.5 共培养细胞总脂质的提取 

根据 Marileo（2023）的方法并精选改良提取总脂质，培养足量多的 S. 

cerevisiae 细胞，常温下 7000 rpm，离心 2 min，使用灭菌后的生理盐水冲洗三次，

水洗完成后，放置到 60°C 烘箱中进行烘干至重量不再发生变化。取出后，用液

氮研磨法把干燥的菌体研磨成细致均匀的粉末状。用电子分析天平准确称取 100 

mg，使用氯仿:甲醇（2:1 和 0.01% BHT）溶液作为提取剂，并进行振荡，此外还

使用 1.5 mL 0.1 N HCl 和 1 mL 0.5% MgCl2。然后将溶液涡旋，在 3500 rpm 下离

心，继续使用氯仿相，在氮气流下将有机相吹干至恒重。获得的值表示为总脂质

的百分比。 

2.3.6 共培养细胞脂肪酸含量测定 

2.3.6.1脂肪酸甲酯化 

将共培养细胞脂质溶解于 2 mL 三氯甲烷/甲醇（2:1）溶液中，通过氮吹去除

有机溶剂。加入 0.5 mL 甲苯，3 mL 盐酸/甲醇（1:49）溶液，4000 rpm 离心 1 min

后 98℃水浴 1 h，冰上冷却后加入 1 mL 去离子水，2 mL 乙烷/三氯甲烷（4:1）

溶液，迅速涡旋，于摇床中 10 min，3000 rpm 离心 5 min，小心吸取有机相至新

的玻璃管中，加入内标物，氮气吹干后留用。 

2.3.6.2 GC-MS分析 

色谱条件设置：载气为氦气，进样口温度为 280℃，载气流速为 1.0 mL/min。

程序初始温度为 80℃保持 1 min，20℃/min 升至 280℃，并保持 5 min，分流比

为 20:1，进样量为 2 μL。 

质谱条件参数：离子源温度为 220℃，传输线温度为 280℃，EI 电子能为 70 

Ev，扫描范围为 50~500 amu，全扫描。 
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2.3.7 不同葡萄糖添加量试验 

不同葡萄糖添加量会对菌株合成脂肪酸产生影响，因此选用（2%、6%、10%、

14%、18%（v/v））葡萄糖添加量进行试验。选取最佳配比的混合菌液以 2%（v/v）

的接种量，接种于含有 50 mL 液体培养基的锥形瓶中，设置转速为 180 rpm、温

度为 28°C，培养 72 h。培养结束后，测定其脂肪酸组成及含量，探究不同葡萄

糖添加量对共培养菌株中脂肪酸生产的影响，实验重复 3 次。 

2.3.8 不同时间发酵试验 

选取最佳配比的混合菌液以接种量 2%（v/v）的接种量，在装液量为 50 mL

的摇瓶液体培养基中接种后，温度设定为 28°C，转速为 180 rpm，分别培养 12、

24、36、48 和 72 h。培养完成后，测定其脂肪酸组成及含量，探究不同培养时间

对共培养菌株中脂肪酸生产的影响，实验重复 3 次。 

2.3.9 不同温度发酵试验 

选取最佳配比的混合菌液以 2%（v/v）的接种量，在装液量为 50 mL 的摇瓶

液体培养基中进行菌体接种，温度分别设置为 26°C，28°C，30°C，32°C 和 34°C，

将转速设置为 180 rpm，培养 72 h 后。测定其脂肪酸组成及含量，探究不同培养

温度对共培养菌株中脂肪酸生产的影响，实验重复 3 次。 

2.3.10Box-Behnken 试验设计 

根据单因素实验结果，我们利用响应面优化的方法探究共培养菌株的最佳发

酵条件，选取葡萄糖添加量、培养温度及培养时间设计 3 因素 3 水平试验，以共

培养菌株中 UFAs 产量为响应值，用 Box-Behnken 进行试验设计，试验各因素水

平如表 2-4 所示。 

表 2-4 响应面实验因素及水平 

Table 2-4 Factors and levels of Box-Behnken design 

水平 

因素 

A 葡萄糖添加量（%） B 发酵温度（°C） C 发酵时间（h） 

-1 10 28 36 

0 15 30 48 

1 20 32 72 

2.4 结果与讨论 

2.4.1 发酵剂生长特性分析 

周期性地从发酵培养液中提取样品并进行生物量的测定。图 2-1 表示 S. 

cerevisiae、G. candidum 和两者共培养组合在培养过程中生长情况。如图所示 S. 
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cerevisiae 的菌体密度低于 G. candidum。共培养的生物量明显高于单独培养，说

明 S. cerevisiae 和 G. candidum 可以共处并积累生物量，这有利于整个体系的长

期稳定（刘鹭，2020）。微生物经过短期的滞停期后快速的汲取培养基中营

养成分进行自身生长代谢（樊明明，2016），随着培养时间的增加，微生

物生长趋势平缓，这可能是由于自身产生的代谢物质累计过多和底物中营养物

质的消耗，所处的生长环境限制菌体的生长（张玉，2022）。 

图 2-1 S. cerevisiae 和 G. candidum 的生长情况 

Fig. 2-1 Growth of S. cerevisiae and G. candidum 

2.4.2 微生物间拮抗关系 

共培养系统菌株之间可能是协同的，包括互惠和共生；也可能是胁迫的，包

括寄生或掠夺。互利的种间交互作用会改善底物感官属性，微生物对营养物质的

利用程度也会提高，使发酵食品产生独特的品质和风味（Cotarlet et al.，2020）。

因此在共培养菌株发酵奶酪之前，应考虑微生物之间是否有明显的抑制作用。前

期实验得出酵母和 G. candidum 最佳培养条件相似，所以共培养培养条件与单独

培养条件相同。如图 2-2 所示，无论是将 S. cerevisiae 接种到 G. candidum 中，还

是将 G. candidum 接种到 S. cerevisiae，没有出现明显的抑菌圈。初步表明 S. 

cerevisiae 和 G. candidum 之间没有拮抗关系，可以用作 S. cerevisiae-G. candidum

共培养发酵剂。
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图 2-2 S. cerevisiae 和 G. candidum 对彼此生长的影响 

Fig. 2-2 Effects of S. cerevisiae and G. candidum on each other 's growth 

注：左是 S. cerevisiae 对 G. candidum 生长的影响；右是 G. candidum 对 S. cerevisiae 生长的影响。 

2.4.3 菌种配比对共培养菌株合成 UFAs 的影响 

表 2-5 和图 2-3 表示不同的菌种配比对共培养菌株合成 UFAs 的影响。S. 

cerevisiae 与 G. candidum 共培养能充分利用培养基中的营养物质，将其转化生产

UFAs，总脂肪酸产量和 UFAs 产量都有所提升。单独培养时，S. cerevisiae 和 G. 

candidum 总脂肪酸产量分别为 69.38 ± 0.93 mg/L 和 84.24 ± 0.88 mg/L，当 S. 

cerevisiae 与 G. candidum 比例为 2:1 时，总脂肪酸产量为 120.41 ± 0.96 mg/L，

分别提高了 1.74 倍和 1.43 倍。UFAs 占比也在 S. cerevisiae 与 G. candidum 比例

为 2:1 时最高，达到 57.32 ± 0.09%。从图 2-3 得知，与单独培养 S. cerevisiae 与

G. candidum 相比，其 UFAs 含量分别从 25.71 ± 0.41 mg/L、46.51 ± 0.52 mg/L 增

加到 70.97 ± 0.45 mg/L；UFAs 与 SFAs 的比例分别从 0.59、1.23 增加到 1.43。 

共培养 S. cerevisiae 与 G. candidum 不仅提高了菌株合成脂肪酸的能力，而

且对 UFAs 的合成影响较大，与单独培养 G. candidum 相比，共培养菌株能更好

的利用培养基中的营养物质并转化成脂肪酸，脂肪酸产量和 UFAs 含量都明显提

高，通常，微生物在缺氮和充足碳源条件下积累脂质，与单独培养相比，共培养

中的氮源消耗更快，有利于更快达到氮胁迫状态的油脂积累，缩短培养时间。另

一方面，共培养的 UFAs 占总脂肪酸的比例更高。酵母分泌的脂肪酸可作为外源

脂肪酸对 G. candidum 的多不饱和脂肪酸合成起到促进作用。OA 的添加对于 G. 

candidum 的 LA 积累具有显著作用，这是由于 OA 作为 FADS12 的底物，促进

FADS12 活性的提高。此外，G. candidum 通过 FADS12 催化产生的 LA，进一步

作为 FADS15 的底物，促进 FADS15 活性提高，提高 ALA 含量，使 G. candidum

具有更高的 LA 水平从而使共培养菌株中 UFAs 比例提高。 
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表 2-5 菌种配比对共培养菌株相对脂肪酸组成的影响 

Table 2-5 Effect of fermentation agent ratios on relative fatty acid composition in co-culture 

配比 

脂肪酸（%） 

C16:0 C18:0 
C18:1

（n=9） 

C18:2

（n=6） 

C18:3

（n=6） 
其他 

A-1 36.92±0.05 9.71±0.01 27.46±0.03 0 0 25.91±0.02 

A-2 37.58±0.01 5.17±0.04 31.80±0.02 15.54±0.01 6.48±0.03 3.42±0.02 

A-3 35.40±0.02 4.52±0.01 31.95±0.03 16.27±0.04 9.10±0.02 2.75±0.03 

A-4 40.50±0.03 6.04±0.01 28.61±0.02 16.33±0.04 6.41±0.03 2.11±0.01 

A-5 34.21±0.01 6.81±0.01 29.59±0.03 16.91±0.02 6.42±0.01 6.07±0.03 

A-6 37.91±0.01 5.48±0.04 30.76±0.05 16.00±0.01 6.22±0.04 3.62±0.02 

A-7 30.02±0.02 7.71±0.01 32.40±0.02 10.51±0.02 3.60±0.03 15.76±0.01 

图 2-3 菌种配比对共培养菌株 UFAs 含量的的影响 

Fig. 2-3 Effect of fermentation agent ratios on UFAs contents in co-culture 

注：不同字母代表数据之间存在显著性差异（P<0.05），下同 

2.4.4 葡萄糖添加量对共培养菌株合成 UFAs 的影响 

为了定量评价葡萄糖添加量对共培养菌株合成脂肪酸产生的影响，选择不同

的葡萄糖添加量进行培养。葡萄糖添加量的增加使培养基中碳源增加，从而影响

菌株脂肪酸的合成。从表 2-6 中得知当葡萄糖添加量为 10%（v/v）时 UFAs 占比

达到最高，为 64.25 ± 0.12%。同时，与正常葡萄糖添加量 2%（v/v）相比，当葡

萄糖添加量为 10%（v/v）时 UFAs 含量从 78.53 ± 0.67 mg/L 提高到了 175.40 ± 

0.68 mg/L，UFAs 与 SFAs 的比例从 1.44 增加到 1.99（图 2-4）。其中油酸的含量
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呈上升趋势，而亚油酸和亚麻酸的含量呈现先上升后下降趋势，这一现象的出现

可能是由于处于高糖环境时，酵母细胞会将碳源以油酸的形式积累（Chenah et al.，

2022）。产生这种现象的原因可能是由于葡萄糖含量增加，导致代谢过程中乙酰

CoA 增加，从而使生成的油酸含量提高，而油酸是脂肪酸代谢过程中的重要中间

产物，可以延伸成多种不同的长链脂肪酸。当葡萄糖添加量大于正常葡萄糖添加

量 2%（v/v）时，共培养菌株中 SFAs 和 UFAs 产量均有提高，说明葡萄糖添加

量的提高对共培养菌株的脂肪酸合成能力有促进作用。 

表 2-6 葡萄糖添加量对共培养菌株相对脂肪酸组成的影响 

Table 2-6 Effect of glucose addition amount on relative fatty acid composition in co-culture 

葡萄糖浓度 

脂肪酸（%） 

C16:0 C18:0 
C18:1

（n=9） 

C18:2

（n=6） 

C18:3

（n=6） 
其他 

2% 35.40±0.02 4.52±0.01 31.95±0.03 16.27±0.04 9.10±0.02 2.75±0.03 

6% 33.28±0.01 4.82±0.04 33.88±0.02 17.60±0.01 9.19±0.03 1.23±0.02 

10% 28.84±0.02 3.45±0.01 35.61±0.03 17.75±0.04 10.89±0.05 1.01±0.03 

14% 33.35±0.03 5.33±0.01 36.08±0.02 14.41±0.04 9.18±0.03 1.65±0.01 

18% 29.91±0.02 3.59±0.01 38.76±0.02 14.02±0.02 10.19±0.03 3.53±0.01 

图 2-4 葡萄糖添加量对共培养菌株 UFAs 含量的影响 

Fig. 2-4 Effect of glucose addition amount on UFAs contents in co-culture 

2.4.5 培养时间对共培养菌株合成 UFAs 的影响 

表 2-7 和图 2-5 表示培养时间对共培养菌株 UFAs 合成的影响。共培养菌株

的总脂肪酸含量和 UFAs 含量随着培养时间的增加逐渐上升，在培养时间为 48 h

时达到最高，UFAs 含量从 42.16 ± 0.41 mg/L 升至 78.09 ± 0.36 mg/L，共培养菌
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株中 UFAs 占比从 52.70 ± 0.09%增加至 56.68 ± 0.07%，但随着培养时间的延长，

UFAs 含量呈平稳的趋势，可能是由于培养后期营养物质缺乏，抑制了共培养菌

株的脂肪酸合成，且由于菌株的生长代谢活动导致脂肪酸的消耗（吴琛，2023）。

以上结果说明培养时间在 48 h 内，共培养菌株合成 UFAs 的能力更强，对于共培

养菌株的 UFAs 合成至关重要。 

表 2-7 发酵时间对共培养菌株相对脂肪酸组成的影响 

Table 2-7 Effect of fermentation time on relative fatty acid composition in co-culture 

发酵时间 

脂肪酸（%） 

C16:0 C18:0 
C18:1

（n=9） 

C18:2

（n=6） 

C18:3

（n=6） 
其他 

12 h 40.60±0.05 5.64±0.01 32.70±0.03 14.93±0.02 5.07±0.04 1.06±0.02 

24 h 36.53±0.01 2.42±0.04 36.99±0.02 15.26±0.01 7.26±0.03 1.53±0.02 

36 h 36.59±0.02 1.36±0.01 37.44±0.03 17.62±0.04 5.68±0.02 1.32±0.03 

48 h 36.98±0.02 2.71±0.01 33.54±0.02 18.44±0.02 4.70±0.03 3.63±0.01 

72 h 35.26±0.03 2.54±0.01 32.30±0.02 17.19±0.04 7.17±0.03 5.53±0.01 

图 2-5 发酵时间对共培养菌株 UFAs 含量的影响 

Fig. 2-5 Effect of fermentation time on UFAs contents in co-culture 

2.4.6 培养温度对共培养菌株合成 UFAs 的影响 

考察共培养菌株的合成脂肪酸能力与培养温度的关系，结果如表 2-8 和图 2-

6 所示。共培养菌株的合成脂肪酸能力和转化成 UFAs 都随着培养温度的增加呈

先上升后下降趋势。培养温度通过改变细胞膜的流动性和酶的活性来影响酵母菌

株的生长代谢，进而调控菌株对 UFAs 的转化（王儒红，2023）。在培养温度为

30°C 时，共培养菌株脂肪酸产量最高，UFAs 与 SFAs 之和达到 131.92 ± 1.74 
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mg/L。但 UFAs 占比和产量最高是在培养温度为 28°C 时，占比为 56.60 ± 0.09%，

产量达到 77.76 ± 0.68 mg/L。说明培养温度可能对不同的酶造成不同的活性影

响，从而影响共培养菌株的脂肪酸合成，导致合成总脂肪酸产量与 UFAs 产量在

不同的温度下达到最大值。 

表 2-8 发酵温度对共培养菌株相对脂肪酸组成的影响 

Table 2-8 Effect of fermentation temperature on relative fatty acid composition in co-culture 

发酵温度 

脂肪酸（%） 

C16:0 C18:0 
C18:1

（n=9） 

C18:2

（n=6） 

C18:3

（n=6） 
其他 

26°C 38.35±0.05 5.59±0.01 29.67±0.03 15.35±0.02 6.28±0.01 4.76±0.02 

28°C 33.40±0.01 5.09±0.04 32.14±0.02 18.56±0.04 5.81±0.03 5.00±0.02 

30°C 37.04±0.02 4.61±0.01 31.22±0.03 17.55±0.04 5.18±0.02 4.41±0.03 

32°C 36.97±0.03 6.15±0.01 32.08±0.02 17.29±0.04 5.94±0.03 1.57±0.01 

34°C 40.25±0.02 1.00±0.01 31.14±0.02 16.11±0.02 6.59±0.03 4.92±0.01 

图 2-6 发酵温度对共培养菌株 UFAs 含量的影响 

Fig. 2-6 Effect of fermentation temperature on UFAs contents in co-culture 

2.4.7Box-Behnken 试验结果与分析 

根据表 2-4 中的三因素三水平进行 Box-Behnken 试验，得到共培养菌株合成

UFAs 最佳条件参数的响应面试验结果如表 2-9。根据表 2-10 得出的 17 组试验结

果由 Design-Expert 13.0 软件进行数据分析，得到回归方程模型、响应面和等高

线，以及二次多项式模型的显著性分析和回归拟合的程度分析。该试验得到的数

学模型 P<0.0001，因此得出的该数学模型具有高度的显著性，失拟性 P 为 0.0809，

表明该模型对于绝对误差不显著，具有很好的预测响应值。模型确定系数
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R2=0.9854，模型调整确定系数 RAdj2=0.9665，表明回归方程回归效果良好。 

UFAs 含量（R）、葡萄糖添加量（A）、培养温度（B）、培养时间（C）的三

元二次回归方程为： 

R=174.79−5.14A−1.22B+3.29C+1.97AB−1.56AC−3.33BC−30.71A2−7.91B2−1

9.06C2 

表 2-9 Box-Behnken 试验设计及结果 

Table 2-9 Design and results of response surface experiment 

试验号 A B C R UFAs 含量（mg/L） 

1 0 0 0 171.65 

2 -1 0 -1 135.86 

3 0 0 0 174.92 

4 -1 1 0 135.48 

5 1 -1 0 132.92 

6 0 0 0 173.58 

7 -1 0 1 135.86 

8 1 0 -1 117.31 

9 0 -1 -1 140.62 

10 0 0 0 176.14 

11 -1 -1 0 147.65 

12 1 0 1 122.97 

13 0 1 1 148.37 

14 1 1 0 128.64 

15 0 -1 1 151.67 

16 0 1 -1 150.64 

17 0 0 0 177.64 

响应值二次模型的方差分析及显著性如表 2-10 所示。可知葡萄糖添加量对

共培养菌株中 UFAs 产量具有显著性影响，培养时间和培养温度对共培养菌株中

UFAs 产量影响不明显。从三个因素单独比较分析可知，三个因素对共培养菌株

中 UFAs 含量影响顺序为葡萄糖添加量>培养时间>培养温度。为了得到影响共培

养菌株中 UFAs 含量的各因素之间的交互性，采用 Design-Expert 处理实验数据，

获得回归方程的响应面图和等高线图，如 2-7 所示。保持其它因素不变，分析不

同的两个因素之间对共培养菌株中 UFAs 含量的影响。 
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表 2-10 回归模型方差分析 

Table 2-10 Analysis of variance of regression model 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 显著性 

模型 6636.34 9 737.37 52.36 < 0.0001 极显著 

A 211.15 1 211.15 15.00 0.0061 极显著 

B 11.83 1 11.83 0.8404 0.3898 

C 86.79 1 86.79 6.16 0.0420 显著 

AB 15.56 1 15.56 1.11 0.3281 

AC 9.77 1 9.77 0.6935 0.4325 

BC 44.36 1 44.36 3.15 0.1192 

A² 3970.45 1 3970.45 281.96 < 0.0001 极显著 

B² 263.14 1 263.14 18.69 0.0035 极显著 

C² 1528.89 1 1528.89 108.58 < 0.0001 极显著 

残项 98.57 7 14.08 

失拟性 77.28 3 25.76 4.84 0.0809 不显著 

纯误差 21.29 4 5.32 

总差 6734.91 16 

R² 0.9854 

RAdj² 0.9665 

注：P<0.01，表示极显著；P<0.05，表示显著；P>0.05，表示不显著。 

图 2-7 可直观地反映出葡萄糖添加量、培养温度和培养时间之间的相互作用

对共培养菌株中 UFAs 含量的影响。由图看出葡萄糖添加量与培养温度、葡萄糖

添加量和培养时间的交互作用对共培养菌株中 UFAs 含量的影响显著，而培养温

度和培养时间的交互作用对共培养菌株中 UFAs 含量的影响不显著，与方差分析

结果相同。 
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图 2-7 两因素交互作用对共培养菌株中 UFAs 含量影响的响应面和等高线 

Fig. 2-7 Response surface and contour lines of the interaction of two factors on UFAs content 

in co-culture 
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2.4.8 验证试验分析 

通过数据处理软件分析所建立的模型，获得共培养菌株生产 UFAs 的培养参

数为葡萄糖添加量 11.83%，培养时间 55.26 h，培养温度为 29.93℃，该条件下共

培养菌株中 UFAs 含量可高达 166.07 mg/L。为了后续实验便于实际操作，将培

养条件最佳参数值调整为：葡萄糖添加量为 10%，培养时间为 72 h，培养温度为

30℃，共培养菌株生产 UFAs 在该条件下进行验证试验，以检验回归模型的可靠

性。经三组平行试验后，共培养菌株中 UFAs 产量为 165.73 ± 2.7 mg/L，与模型

的预测值相比相差 0.34，相对误差为 0.20%，说明该模型优化工艺条件可靠性、

实用性强。 

2.5 本章小结 

本章研究中利用 S. cerevisiae 与 G. candidum 共培养合成脂肪酸并通过优化

发酵条件提高共培养菌株 UFAs 产量，研究结论如下： 

（1）两种菌没有明显的拮抗作用，可作用共培养菌株合成脂肪酸。

（2）S. cerevisiae 与 G. candidum 菌种比例为 2:1 时，共培养菌株合成 UFAs

效果较好，显著高于 S. cerevisiae 与 G. candidum 的单培养和其他菌种比例共培

养组合。 

（3）通过响应面法优化发酵工艺，并利用方差分析确定培养条件葡萄糖添

加量、发酵温度和发酵时间对共培养菌株中 UFAs 含量的影响。通过方差分析，

说明该模型具有显著性（Pr＞F 值＜0.05）。通过软件预测共培养菌株的最佳培养

培养条件为：葡萄糖添加量为 10%，培养时间为 72 h，培养温度为 30℃，此时

UFAs 含量为 165.73 ± 2.7 mg/L。 
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第三章 高糖胁迫调控酿酒酵母脂肪酸代谢的机制研究 

3.1 前言 

通过响应面法证实在发酵期间，葡萄糖添加量对菌株 UFAs 的产量具有显著

影响。微生物次生代谢物的生物合成是由应激诱导的（Fordjour et al.，2023）。可

以通过改变生长环境使微生物应激产生目标产物，高糖胁迫作为一种应激作用，

通过提高细胞膜通透性、调节关键代谢酶活性等作用，不仅可以促进微生物生产，

还能提高微生物代谢产物合成和分泌能力（Huang et al.，2017b；郭红等，2020；

李翠丽，2019）。前期预实验结果表明高糖胁迫可以提高 S. cerevisiae UFAs 合成

和分泌，但高糖胁迫如何影响 S. cerevisiae 脂肪酸分泌的机制尚不清楚（He，2023；

Jindra et al.，2023）。因此，本章通过测定高糖胁迫处理的 S. cerevisiae 脂肪酸含

量，结合脂肪酸合成、转化和分泌相关基因分析高糖胁迫对 S. cerevisiae 中脂质

代谢的调控机制。 

3.2 材料与设备 

3.2.1 所用菌株与引物 

酿酒酵母筛选自本实验室，保存于本实验室-80℃冰箱，本章所用引物如下： 

表 3-1 本章所用引物 

Table 3-1 Primers used in this chapter 

引物名称 引物序列（5'→3'） 功能 

OLE1-F GCTATCTTCGGTTGTGCTTC 

脂肪酸合成 

OLE1-R ATAGACCTCTACGAGCGTCA 

MGA2-F TTGAAGGAGGAAGAAGAGGAC 

MGA2-R AATGGAATCGCTAGGCAAGT 

FAS1-F ATATTCGGTTCTGGTTTCGG 

FAS1-R CCCTCGAACCAAATAGGAAA 

ACC1-F GGGTTACTTCTCCGTGGGTA 

ACC1-R AATTCCTTCAGGGCAACAAC 

FAA1-F AACATGCAACGTCTCCACAT 

脂肪酸转化 
FAA1-R TGGAGAACCACCGTTTAACA 

FAA4-F TGCTCATTGGATATGGGCTA 

FAA4-R TAGTTCCGACAAGGTCACCA 
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表 3-1 本章所用引物（续表） 

Table 3-1 Primers used in this chapter 

引物名称 引物序列（5'→3'） 功能 

FAT1-F TGTCGGAGAAGTCTGTAGATACCTG 

脂肪酸转化 

FAT1-R TCCTGAAGTCCTGCCAGATGTC 

POX1-F CACCGTCAAAACTGAGCCAC 

POX1-R ATGTCCTCCGCAAGTCTGTC 

PXA2-F ATTTCGTATTCTAGGCGGGCTTTG 

PXA2-R CGCAATCTCTATCCACAGTTCTACG 

FAA2-F GTCGGACTTGAGCCTTTAACTCTC 

FAA2-R CCTTCGGCGTATAGTTGGTCTAATG 

TES1-F GCGACGAGTCTTCTTTACACAAGC 

脂肪酸分泌 
TES1-R TGAGTAGGAGGTAGGAATCGGACAG 

PRY1-F ATGAGGCTGCAGTCGTTACT 

PRY1-R TAGAAGTTGGAGTGGCAGTG 

18SrRNA-F CGGCTACCACATCCAAGGAAG 
18SrRNA 

18SrRNA-R AGCTGGAATTACCGCGGCT 

3.2.2 主要试剂 

RNA 提取试剂盒，常州百代生物科技有限公司；反转录试剂盒，苏州近岸

蛋白质科技股份有限公司；引物合成由生工生物工程（上海）股份有限公司完成。 

3.2.3 试验培养基 

酿酒酵母活化及培养培养基成分详见 2.2.2。 

3.2.4 主要仪器和设备 

表 3-2 主要仪器设备 

Table 3-2 Main instruments and equipment 

设备名称 规格及型号 生产单位 

气相质谱联用仪 7890A-5975c 美国Agilent科技有限公司 

超净工作台 HCB-1300V 青岛海尔特种电器有限公司 

电热恒温培养箱 HN-50S 邦西仪器科技上海有限公司 

电子天平 EL3002 梅特勒-托利多仪器有限公司 

电热恒温水浴锅 DK-98-ⅡA 天津泰丝仪器有限公司 

漩涡振荡器 XFF-C 常州荣化仪器制造有限公司 

Administrator
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表 3-2 主要仪器设备（续表） 

Table 3-2 Main instruments and equipment 

设备名称 规格及型号 生产单位 

微型离心机 5418 Eppendorf AG 

制冰机 SIM-F140AD2 日本 Panasonic 

荧光定量仪 Qubit 赛默飞世尔科技公司 

3.3 试验方法 

3.3.1 高糖胁迫生长适应性 

将 S. cerevisiae 按照 2%（v/v）分别接种于含 2%、6%、10%、14%、18%（v/v）

葡萄糖的 50 mL 的 YPD 液体培养基的 100 ml 锥形瓶中，置于 28℃温度条件下

摇床培养 72 h。取样检测，确定其生长速率，分析高糖胁迫对 S. cerevisiae 生长

的影响。 

3.3.2 生物量的测定 

酿酒酵母生物量的测定方法详见 2.3.2。 

3.3.3 菌种甘油三酯的提取 

酿酒酵母甘油三酯的检测方法详见参考 Ploier 等（2013）的方法进行改进。 

3.3.4 菌种脂肪酸测定 

酿酒酵母脂肪酸的提取与检测方法详见 2.3.6。 

3.3.5 胞外脂肪酸的提取 

胞外游离脂肪酸检测参考 Stumpe 等（2001）的方法进行改进。每 100 mL 藻

株的胞外油脂提取物中加入 400 μL 甲醇和 10 μL 0.1 mg/μL 1-ethyl-3-（3-

dimethylaminopropylcar-bodiimide），22℃反应 2 h。加入 200 μL 1 M Tris-HCl 75℃

水浴 5 min 中止反应，冷却后加入 1 mL 正己烷，5000 g 离心 5 min，萃取 2 次。

将上层正己烷相转移至新试管中，用氮吹仪吹干。加入 500 μL CH2Cl2 溶解，并

转移置色谱进样瓶中，在凹液面处划线标记，-20℃保存待检测。 

3.3.6 胞外脂肪酸的检测 

胞外游离脂肪酸含量测定 GC-MS 气相色谱柱型号为 HP-5 MS（5%苯基-95%

的聚二甲基硅氧烷，30 m×0.25 mm；0.25 μm 的涂层厚度；Agilent，Waldbronn，

Germany）。载气为氦气（40 cm/s）。电子能量 70 电子伏特，离子源温度 230℃，

传输线的温度为 275℃。测定的样品在 EI 模式下进行，采用不分流进样模式。柱

温箱升温程序如下：70℃保持 4 min，以 25℃/min 的速率升温至 195℃，然后以

3℃/min 的速率升温至 270℃，再以 8℃/min 的速率升温至 270℃（保持 1 min）。 
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3.3.7 酿酒酵母总 RNA 提取及 cDNA 合成 

取酿酒酵母孢子悬液涂布于 YPD 固体培养基中，于 28°C 培养 48 h 至长满

菌丝。挑取一环菌丝接种到 YPD 液体培养基中，在 28°C，180 rpm 培养 48 h 后

收集菌体，抽滤并收集菌体。酿酒酵母总 RNA 采用 BIOG RNA Fungi &Bacteria 

Kit 试剂盒提取，具体步骤如下： 

（1）取出适量在超低温冰箱中冻存的菌体于无菌的研钵中利用液氮充分研

磨； 

（2）加入 200 μL PBS，振荡混匀，5000 rpm 离心 3 min，弃上清；

（3）加入 100 μL 裂解酶Ⅰ，强烈漩涡，直到沉淀悬浮，再加入裂解酶 10 μL，

充分混匀，室温放置 20 min； 

（4）加入 200 μL 裂解酶Ⅱ，20 μL 复合消化液，充分混匀，在 65℃下孵育

30 min； 

（5）在吸附柱中加入 450 μL 异丙醇，并放入收集管中，12000 rpm 离心 1

min，弃收集管废液，按每份样品 40 μL 取洗脱液，放置于灭菌 1.5 mL 的离心管，

65℃预热。 

（6）取出吸附柱，放入 1.5 mL 离心管中，加入上述预热的 40 μL 取洗脱液，

静置 2 min，12000 rpm 离心 2 min，收集 RNA 溶液。 

3.3.8 反转录 

酿酒酵母总 RNA 反转录得到 cDNA 采用 NovoScript○R  Plus All-in-one 1st 

Strand cDNA Synthesis Supersix 试剂盒，步骤与反应体系如下。 

首先将引物、dNTP 与 RNA 模板预混（体系如下），置于 42℃水浴 5 min，

之后立即放于冰上。 

模板 RNA 10 pg 

gDNA Purge 1 μL 

RNase Free Water 至 10 μL 

总体积 10 μL 

其次，准备反应体系（(20 μL） 

第一步反应液 10 μL 

2×NovoScript
○R Plus 1st Strand cDNA Synthesis Supersix 10 μL 

总体积 20 μL 

轻轻混匀后，50℃孵育 15 min；75℃孵育 5 min 终止反应。 

3.3.9 实时荧光定量 PCR 测定 

根据 NovoScript
○RPlus All-in-one 1st Strand cDNA Synthesis Supersix 试剂盒的

操作说明，以 cDNA 第一链为模板，体系如下: 
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2×Taq Master Mix* 25 μL 

上游引物 1.0 μM 

下游引物 1.0 μM 

模板 1-2 μL 

DdH2O 至 50 μL 

总体积 50 μL 

RT-qPCR 条件为：94°C 1.3 min；94°C 20 s，57°C 20 s，72°C 1.0 min，30 个

循环；72°C 5 min；4°C 保存 10 min。以酿酒酵母的 18S rRNA 作为内参基因。根

据 2-ΔΔCt 法计算基因的相对转录水平和倍数变化，其中所有样品测三个重复。 

3.4 结果与讨论 

3.4.1 高糖胁迫对酿酒酵母生长和脂质合成的影响 

培养基葡萄糖添加量分别为 2%、6%、10%、14%、18%（v/v）条件下，检

测 S. cerevisiae 生长情况，结果如图 3-1 所示。培养基葡萄糖添加量分别为 2%、

6%、10%、14%和 18%（v/v）时生物量呈先上升后下降的趋势，与葡萄糖添加量

为 2%（v/v）的正常培养基相比，S. cerevisiae 生物量均有提高。S. cerevisiae 最

适生长在葡萄糖添加量为 14%（v/v）的环境下，达到 4.64 ± 0.18 g/L。此外，酵

母的 TAG 积累量随着培养基中葡萄糖含量的升高呈先上升后降低的趋势，但与

正常培养基相比都有提高（图 3-2）；葡萄糖添加量的增加使培养基中碳源增加，

从而影响菌株脂肪酸的合成。从图中得知当葡萄糖添加量为 14%（v/v）时 TAG

含量达到最高，与正常葡萄糖添加量 2%（v/v）相比，TAG 含量提高了 2.3 倍。 

高糖胁迫的作用可能与它们的浓度和所研究的微生物种类有关。Huang 等

（2017）证明随着初始葡萄糖浓度（initial glucose concentration，IGC）的增加，

红曲霉 CGMCC 10910 干细胞重量逐渐增加，当 IGC 达到 200 g/L 时，干细胞重

可达 28.18 g/L。Ge 等（2011）证明在葡萄糖为 120 g/L 的培养基中，干酪乳杆菌

的生物量最大。由于酵母渗透压调节系统的表达方式和强弱程度不同，对外界环

境表现出的耐渗性也有明显差异。我们发现高糖胁迫可以使 S. cerevisiae 在生物

量积累的早期阶段停滞不前，推测酵母对高糖的环境进行了自我调节，自身存在

一套对渗透压的调节系统。酵母在高渗协迫下存在多种信号传导途径和分子应答

机制。 

储存脂质生物合成的必要条件是 TCA 受到干扰，乙酰 CoA 被引导到脂肪酸

生物合成而不是氧化（Bellou et al.，2016；Dourou et al.，2017）。高糖环境抑制

酵母的有氧呼吸作用，即 Crabtree 效应，从而改变酵母生理代谢途径，当糖浓度

持续增加时 Crabtree 效应增大，使酵母的 TCA 循环断裂。在这种条件下，由于

氮源的缺乏，细胞的生长趋于稳定，达到固定阶段。在这个阶段，储存的碳水化
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合物转变为脂质转化的途径。脂质积累的增强可能发生在氮耗竭和过量有机碳的

可用性下。因此，脂质积累可归因于糖的消耗速度高于细胞分裂的速度，这将促

进多余的碳转化为脂质。较高的脂质合成还与参与细胞生长和增殖的主要酶的停

止以及与脂质积累特异性相关的酶的过度表达有关（Mohan and Devi，2014）。 

图 3-1 不同葡萄糖添加量对 S. cerevisiae 生长情况的影响 

Fig. 3-1 Effects of glucose addition on the growth of S. cerevisiae 

图 3-2 高糖胁迫对 S. cerevisiae 中 TAG 含量的影响 

Fig. 3-2 Effect of high glucose stress on TAG contents in S. cerevisiae 

3.4.2 高糖胁迫调控酿酒酵母脂肪酸合成 

上述的研究结果表明，高糖胁迫会影响 S. cerevisiae 中脂肪酸的组成与含量，

为进一步研究高糖胁迫对酵母细胞脂质合成的调控机制，分析了高糖胁迫对脂肪

酸合成相关基因 mRNA 水平的影响。OLE1 是脂肪酸脱饱和酶，参与 S. cerevisiae 
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UFAs 的合成，而 MGA2 是转录调控因子，可激活其自身的 mRNA 转录水平，且

MGA2 上调有助于增加 OLE1 的表达（张玥，2023）。我们选取了脂肪酸合成相

关基因 OLE1、MGA2、ACC1 和 FAS1。 

结果如图 3-3 所示，与对照组相比，高糖胁迫后促进转录因子 MGA2 的转

录，其相对表达水平提高了约 1.66 倍，ACC1 的相对转录水平在高糖胁迫下提高

了约 1.42 倍，结果表明高糖胁迫确实可以提高 ACC1 基因的表达水平，促进酵

母生产脂肪酸。同时促进了编码 Δ9 脂肪酸脱饱和酶 OLE1 的转录水平，提高了

约 1.35 倍，从而提高 S. cerevisiae 中 UFAs 的含量。S. cerevisiae 细胞中脂肪酸合

成过程中 FAS1 基因的转录水平也发生变化。进一步说明高糖胁迫通过调控 S. 

cerevisiae 中脂肪酸合成相关基因的表达来调节 UFAs 的合成。 

Paredes 等（2020）认为微生物处在等极端环境时，细胞发出特定信号引起

细胞膜中某些特定结构蛋白或蛋白激酶等组成的信号转导器的感应，进而调控合

成 UFAs 的相关酶表达。乙酰辅酶 A 羧化酶 ACC1 是脂肪酸合成的关键酶，可

通过增加 ACC1 水平提高脂肪酸的合成。S. cerevisiae 的 ACC1 蛋白受 Snf1 负调

控，Snf1 对 ACC1 进行磷酸化后，ACC1 的活性会降低高达 90%。Snf1 的激活

是由葡萄糖消耗引发的，通过一个或多个丝氨酸残基的磷酸化导致 ACC1 部分

失活。ACC1 转录水平的提高可能是因为当酵母细胞在高糖环境下，Snf1 被灭活，

Snf1 对 ACC1 的负调控被解除，在一定程度上提高 ACC1 水平，从而提高脂肪

酸产量。 

图 3-3 高糖胁迫对 S. cerevisiae 脂质合成相关基因的表达水平影响 

Fig. 3-3 Effects of overexpression of high glucose stress of lipid synthesis related genes in S. 

cerevisiae 

3.4.3 高糖胁迫对酿酒酵母脂肪酸合成的影响 

培养基葡萄糖添加量分别为 2%、6%、10%、14%、18%（v/v）条件下，检
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测脂肪酸合成情况，结果如图 3-4 所示。葡萄糖添加量会对酵母脂肪酸合成有重

要影响，酵母的脂肪酸积累量随着葡萄糖添加量的升高呈先上升后降低的趋势，

但与正常培养基相比都有提高；葡萄糖添加量的增加使培养基中碳源增加，从而

影响菌株脂肪酸的合成。当葡萄糖添加量为 14%（v/v）时脂肪酸总量达到最高，

为 196.68 ± 6.63 mg/L。与正常葡萄糖添加量 2%（v/v）相比，脂肪酸总量提高

了 2.16 倍。同时，油酸的含量呈上升趋势，与正常葡萄糖添加量 2%（v/v）相比，

油酸含量由 25.00 ± 0.86 mg/L 提高至 80.04 ± 0.74 mg/L，提高了 3.20 倍。当葡

萄糖添加量大于正常葡萄糖添加量 2%（v/v）时，S. cerevisiae 中油酸产量均有提

高，说明葡萄糖添加量的提高对 S. cerevisiae 的油酸合成能力有促进作用。 

单细胞油的生物合成有两种生物化学途径，细胞脂质在含有非脂质碳源的培

养基中的从头合成和从环境中摄取脂肪酸的合成微生物油脂（Fabiszewska et al.，

2022）。从头合成包含脂肪酸前体的合成及其储存油脂的合成途径，并且它在含

有非脂质碳源的介质中进行。高糖胁迫为酵母提供了充足的非脂质碳源，使酵母

脂肪酸的从头合成途径大幅提高。此外高糖胁迫使酵母中油酸含量显著提高可能

是由于高糖胁迫使 OLE1 的转录水平提高了约 1.35 倍，脂肪酸的脱饱和反应提

高，从而提高了酵母的 UFAs 含量。 

表 3-3 S. cerevisiae 在高糖胁迫下相对脂肪酸含量 

Table 3-3 Relative fatty acid content of S. cerevisiae at high glucose stress 

葡萄糖浓度 
脂肪酸（%） 

C16:0 C16:1（n=7） C18:0 C18:1（n=9） 其他 

2% 36.92±1.06 14.52±0.73 9.71±1.35 27.46±0.86 11.39±0.69 

6% 31.36±1.63 24.16±0.97 12.49±1.75 27.61±1.54 4.38±0.94 

10% 35.52±1.52 12.12±1.69 15.88±1.64 31.17±1.09 5.31±1.65 

14% 30.37±1.34 17.93±1.82 14.65±0.91 34.10±0.74 2.95±1.82 

18% 24.09±0.98 22.14±0.65 10.96±0.48 40.69±0.93 2.11±1.36 



沈阳农业大学硕士学位论文 

37 

图 3-4 高糖胁迫对 S. cerevisiae 中脂肪酸含量的影响 

Fig. 3-4 Effect of high glucose stress on fatty acid contents in S. cerevisiae 

3.4.4 高糖胁迫调控酿酒酵母脂肪酸转化 

脂肪酸转化成酰基 CoA 途径的降低，既可以增加 FFA 的数量，又可以促进

脂肪酸从细胞转运到培养基中。相关的酶是酰基辅酶 A 合成酶 FAA1、FAA4 和

FAT1 和与 β-氧化相关的 POX1、FAA2 和 PXA2（Fernandez-Moya and Da Silva，

2017）。β-氧化是脂肪酸在过氧化物酶体中代谢分解生成乙酰 CoA 的过程。在酵

母中，当脂肪酸不被用作碳源时，β-氧化活性对于酵母细胞的正常生长不是必须

的（Wang et al.，2024b）。我们选取了脂肪酸转化相关基因 FAA1、FAA4、FAT1、

POX1、FAA2 和 PXA2。 

结果如图3-5所示，与对照组相比，高糖胁迫后降低酰基辅酶A合成酶FAA1、

FAA2 和 FAA4 的转录，其相对表达水平分别为 0.35、0.53 和 0.61，表明高糖胁

迫确实可以降低酰基辅酶 A 合成酶的表达，减少酵母脂肪酸转化从而提高胞内

脂肪酸含量，并与脂肪酸的分泌有关（López et al.，2023）。同时与 β-氧化相关的

POX1、FAA2 和 PXA2 的相对转录水平分别为 2.07、0.53 和 0.59。 

酰基辅酶 A 合成酶的活性与脂肪酸的摄取以及细胞内脂质储存的动员有关

（López et al.，2023）。酵母菌大多将脂质储存为 TAG；小部分则以 SE 的形式储

存在 LB 中（Park and Nicaud, 2020）。TAG 通过脂肪酶水解为 FFA，然后，脂肪

酸通过 β-氧化途径在过氧化物酶体中降解，释放乙酰 CoA。阻止 FFA 被催化成

酰基 CoA 的途径，既可以增加 FFA 的数量，又可以将 FFA 从细胞内转运到培养

基中。相关的活化酶是酰基辅酶 A 合成酶，S. cerevisiae 具有 5 种酰基辅酶 A 合

成酶，它们参与不同的过程，并表现出不同的脂肪酸特异性。阻止 FFA 活化和

β-氧化可进一步提高细胞外脂肪酸水平。当主要负责转化脂肪酸的酶基因转录水
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平降低时，胞质溶胶中的大部分脂肪酸不能被转化成脂肪酰基 CoA，即不能被转

运到过氧化物酶体中进行 β-氧化降解，胞质溶胶中的 FFA 积累（Leber et al.，

2015）。结果表明，高糖胁迫可以减少脂肪酸向酰基 CoA 的转化，从而提高脂肪

酸含量。 

图 3-5 高糖胁迫对 S. cerevisiae 脂质转化相关基因的表达水平影响 

Fig. 3-5 Effects of overexpression of high glucose stress of lipid transformation related genes 

in S. cerevisiae 

3.4.5 高糖胁迫对酿酒酵母胞外分泌脂肪酸的影响 

培养基葡萄糖添加量分别为 2%、6%、10%、14%、18%（v/v）条件下，分

别检测培养基中胞外脂肪酸含量，分析 S. cerevisiae 在不同葡萄糖添加量情况下

脂肪酸分泌情况。培养基葡萄糖添加量分别为 2%、6%、10%、14%和 18%（v/v）

时胞外脂肪酸含量呈先上升后下降的趋势，与葡萄糖添加量为 2%的正常培养基

相比，S. cerevisiae 胞外脂肪酸均有提高。当葡萄糖添加量为 14%（v/v）时胞外

脂肪酸总量达到最高，为 54.63± 3.62 mg/L。与正常葡萄糖添加量 2%（v/v）相

比，胞外脂肪酸总量提高了 2.22 倍。当葡萄糖添加量大于正常葡萄糖添加量 2%

（v/v）时，胞外油酸产量均有提高，说明葡萄糖添加量的提高对胞外油酸分泌能

力有促进作用。 

阻止 FFA 被催化成酰基 CoA 的途径，既可以增加 FFA 的数量，又可以将

FFA 从细胞内转运到培养基中。高糖胁迫使 FFA 氧化途径中相关基因转录水平

降低，减少 FFA 向酰基 CoA 的转化，从而增加 FFA 含量并促进 FFA 的分泌。

随着葡萄糖浓度的升高，培养基中 UFAs 的积累增多，这可能是由于一方面胞内

脂肪酸含量提高较为明显，另一方面 UFAs 更容易分泌到细胞外导致（吴敏，

2017）。 
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表 3-4 S. cerevisiae 在高糖胁迫下胞外分泌脂肪酸相对含量 

Table 3-4 The secretion of relative fatty acid content of S. cerevisiae at high glucose stress 

葡萄糖浓度 
脂肪酸（%） 

C16:0 C16:1（n=7） C18:0 C18:1（n=9） 其他 

2% 38.62±1.35 12.65±0.93 21.62±1.93 16.94±1.79 10.17±0.62 

6% 37.63±1.41 12.92±0.82 20.81±1.58 19.41±1.61 9.23±1.83 

10% 30.32±0.95 4.86±0.91 14.66±1.73 38.56±1.43 11.60±0.69 

14% 34.93±0.67 4.74±1.39 31.63±0.96 26.27±0.84 2.42±1.22 

18% 40.93±1.91 6.65±1.02 33.46±1.40 9.38±0.67 9.58±1.60 

图 3-6 高糖胁迫对 S. cerevisiae 胞外分泌脂肪酸含量的影响 

Fig. 3-6 Effect of high glucose stress on extracellular secreted fatty acid contents in S. 

cerevisiae 

3.4.6 高糖胁迫调控酿酒酵母脂肪酸分泌 

S. cerevisiae 的 PRY 蛋白已被实验鉴定参与脂肪酸输出，PRY1 的结构包含

FFA 的结合位点。酰基 CoA 硫酯酶可以将酰基 CoA 水解获得 FFA（Wang et al.，

2024b）。S. cerevisiae 只有一种已知的酰基 CoA 硫酯酶 TES1。我们选取了脂肪

酸分泌相关基因 PRY 和 TES 1 进行验证。结果如图 3-7 所示，与对照组相比，高

糖胁迫后 PRY1 的转录水平提高了约 1.29 倍，表明高糖胁迫确实可以提高 PRY1

基因的表达水平，促进酵母脂肪酸分泌。同时促进了 S. cerevisiae 酰基 CoA 硫酯

酶 TES 1 的转录水平，提高了约 2.15 倍，从而促进酰基 CoA 水解获得 FFA，提

高 S. cerevisiae 中 FFA 的含量，为酵母胞内脂肪酸以 FFA 形式分泌到胞外提供

物质基础，进一步说明高糖胁迫通过调控 S. cerevisiae 中脂肪酸分泌相关基因的

表达来调节 UFAs 的分泌。 
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S. cerevisiae 脂肪酸的分泌的增加不仅与 TES 1 和 PRY1 这些分泌相关的基

因表达有关，还与脂肪酸的合成和转化有关。天然 TES 1 在敲除 FAA1 FAA4 的

菌株中将 FFA 的总产量从 77 mg/L 增加到 115 mg/L（Li et al.，2014）。在聚藻球

菌中，硫酯酶和 ACC1 基因同时过表达使 FFA 分泌（Huang et al.，2018）。此外，

在缺乏两种酰基辅酶 A 合成酶 FAA1 和 FAA4 的双突变体中，PRY1 结合和输出

FFA 对于细胞内积累高水平 FFA 的细胞的存活是重要的。实验结果表明高糖胁

迫不仅提高了 TES 1 和 PRY1 的转录水平，同时降低了 FAA1 和 FAA4 的转录水

平，在一定程度上提高了 TES 1 水解酰基 CoA 获得 FFA 和 PRY1 蛋白输出 FFA

的能力，增加 S. cerevisiae FFA 的分泌。 

图 3-7 高糖胁迫对 S. cerevisiae 脂质分泌相关基因的表达水平影响 

Fig. 3-7 Effects of overexpression of high glucose stress of lipid secretion related genes in S. 

cerevisiae 

3.5 本章小结 

本章研究中 UFAs 含量和脂肪酸合成、转化和分泌相关基因转录水平探究高

糖胁迫对 S. cerevisiae 中 UFAs 合成的作用机制。主要结论如下： 

（1）培养基中葡萄糖含量对酵母脂质合成有重要影响，酵母的 TAG 积累量

随着培养基中葡萄糖含量的升高呈先上升后降低的趋势，葡萄糖添加量为 14%

（v/v）时 TAG 含量达到最高，TAG 含量提高了 2.3 倍。高糖胁迫通过影响 S. 

cerevisiae 中脂肪酸合成相关基因转录水平来调控脂质合成，进而来提高脂质含

量。高糖胁迫下酵母中 ACC1 及关键转录因子 MGA2 的转录水平分别提高了 1.42

倍和 1.66 倍，表明 S. cerevisiae 在高糖胁迫环境下，细胞提高了脂肪酸合成相关

基因转录水平，调控合成脂质的 ACC1、OLE1 和 FAS1 表达。 

（2）在不同葡萄糖添加量培养下，对 S. cerevisiae 中 UFAs 合成有影响。在
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葡萄糖添加量为 14%（v/v）时，脂肪酸总量达到最高，为 196.68 ± 6.63 mg/L，

脂肪酸总量提高了 2.16 倍。同时 S. cerevisiae 的 UFAs 相对含量最高，为 52.03%，

此时油酸含量为 34.1%。表明适当浓度的葡萄糖的添加会促进 S. cerevisiae 中

UFAs 合成的转化能力。高糖胁迫后降低酰基辅酶 A 合成酶 FAA1、FAA2 和 FAA4

的转录，其相对表达水平分别为 0.35、0.53 和 0.61。同时与 β-氧化相关的 POX1、

FAA2 和 PXA2 的相对转录水平分别为 2.07、0.53 和 0.59。当主要负责转化脂肪

酸的酶基因转录水平降低时，胞质溶胶中的大部分脂肪酸不能被转化成脂肪酰基

辅酶 A，即不能被转运到过氧化物酶体中进行 β-氧化降解，胞质溶胶中的 FFA

积累。结果表明，高糖胁迫可以减少脂肪酸向酰基辅酶 A 的转化，从而提高脂肪

酸含量。 

（3）与葡萄糖添加量为 2%（v/v）的正常培养基相比，高糖胁迫下 S. cerevisiae

胞外脂肪酸均有提高。当葡萄糖添加量为 14%（v/v）时胞外脂肪酸总量达到最

高，为 54.63± 3.62 mg/L，提高了 2.22 倍。高糖胁迫后脂肪酸转运蛋白 PRY1 的

转录水平提高了约 1.29 倍，表明高糖胁迫确实可以提高 PRY1 基因的表达水平，

促进酵母脂肪酸分泌。同时促进了 S. cerevisiae 酰基 CoA 硫酯酶 TES1 的转录水

平，提高了约 2.15 倍，从而促进酰基 CoA 水解获得 FFA，调节酰基 CoA 代谢可

以增加酵母细胞中 FFA 的积累。 

图 3-8 高糖胁迫对 S. cerevisiae UFAs 合成的调控机制 

Fig. 3-8 Regulatory mechanism of high glucose stress on the synthesis of UFAs in S. 

cerevisiae 
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第四章 酿酒酵母细胞膜组分的高糖胁迫应答 

4.1 前言 

前一章实验结果表明高糖胁迫提高了脂肪酸的合成并减少脂肪酸转化成乙

酰 CoA，导致脂肪酸在细胞内的含量增加，由于脂肪酸在胞内的积累对于微生物

是有毒的，微生物会通过改变细胞膜的结构和成分的策略来减弱这些有毒物质的

影响。另一方面，高渗胁迫对 S. cerevisiae 细胞壁和细胞膜影响研究表明，高糖

胁迫改变了 S. cerevisiae 细胞壁和细胞膜的特性，还通过下调 S. cerevisiae 与细

胞膜成分相关的基因造成了细胞膜损伤。S. cerevisiae 通过改变膜的流动性或渗

透性来参与对外部应激的反应（郭红等，2020）。细胞膜的渗透能力和脂肪酸的

分泌会受到细胞膜中麦角固醇和神经酰胺含量变化的影响。麦角固醇在通过细胞

膜的物质运输，维持膜结合酶的活性和细胞活力发挥着重要作用。质膜中的神经

酰胺会在各种应激刺激下发生快速变化（Ventura et al.，2020）。从而调节影响生

物反应的膜特性，引起生物膜组织和流动性的大量变化。因此，本章考察高糖胁

迫对细胞膜中的神经酰胺和麦角固醇含量变化情况，并研究高糖胁迫对细胞膜流

动性和通透性的影响，进而深入分析高糖胁迫对 S. cerevisiae UFAs 胞外分泌及

细胞膜的影响。 

4.2 材料与设备 

4.2.1 主要试剂 

碘化丙啶（PI）、1,6-二苯基-1,3,5-己三烯（DPH）、磷酸盐缓冲盐水（PBS），

生工生物工程（上海）股份有限公司；麦角固醇等标准品购于美国 Sigma 公司；

无水硫酸钠、三氟化硼、乙醇（HPLC 级）、甲醇（HPLC 级），上海国药集团；

其余试剂见 2.2.3。 

4.2.2 试验培养基 

YPD 培养基：用于酿酒酵母活化及培养，培养基成分见 2.2.2。 

4.2.3 主要仪器设备

表 4-1 主要仪器设备 

Table 4-1 Main instruments and equipment 

设备名称 规格及型号 生产单位 

气相质谱联用仪 7890A-5975c 美国Agilent科技有限公司 

超净工作台 HCB-1300V 青岛海尔特种电器有限公司 
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表 4-1 主要仪器设备（续表） 

Table 4-1 Main instruments and equipment 

设备名称 规格及型号 生产单位 

电子天平 EL3002 梅特勒-托利多仪器有限公司 

电热恒温水浴锅 DK-98-ⅡA 天津泰丝仪器有限公司 

漩涡振荡器 XFF-C 常州荣化仪器制造有限公司 

自动电热压力蒸汽灭菌锅 LX-B50 合肥华泰医疗设备有限公司 

紫外可见分光光度计 UV-2700 日本SHIMADZU岛津公司 

光学显微镜 N-117M 沈阳和君生物科技有限公司 

单四级杆气相色谱质谱联用仪 LCMS-8050 日本岛津公司 

高效液相色谱仪 H-Class 美国waters公司 

电导率仪 DDSJ-319 L 中国上海科学仪器有限公司 

高速离心机 AG 22331 艾本德中国（北京）有限公司 

4.3 试验方法 

4.3.1 细胞膜流动性的测定 

采用带有荧光偏振装置的荧光分光光度计检测细胞膜的流动性：将 4.65 mg 

DPH 溶于 10 mL 丙酮中，得到可在-20℃下保存 1 个月的 DPH 原液（2 mm），

保存于棕色瓶中，避光保存。为了方便使用，使用 PBS 将 DPH 原液稀释至 2 μM，

称为 DPH 工作液。 

为了测试细胞膜的通透性，收集酵母细胞，离心（13400×g，4°C，10 min），

PBS 洗涤 3 次，PBS 重悬，生成 OD600=0.2 的细胞悬液。在 650 μL 细胞悬液中

加入 650 μL DPH 工作液，室温下于旋转摇床（500 rpm）黑暗培养 30 min。培养

结束后，提取 300 μL 混合液，用微孔板分光光度计测定荧光强度、偏振度和各

向异性。微孔板分光光度计的参数为：以 PBS 和 PBS + DPH 的荧光强度为基线；

采用中等灵敏度的高能氙灯作为光源；激发 360 nm，发射 430 nm。荧光强度（F）、

极化度（mP）、各向异性（r）、细胞膜平均粘度（η）、膜脂流动性（LFU）按

式计算。 

F= I∏+2 I⊥ 

mp=1000×
(𝐼∏−𝐼∏𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘)−𝐺×(𝐼⊥−𝐼⊥𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘)

(𝐼∏−𝐼∏𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘)+𝐺×(𝐼⊥−𝐼⊥𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘)

r=
(𝐼∏−𝐼∏𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘)−𝐺×(𝐼⊥−𝐼⊥𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘)

(𝐼∏−𝐼∏𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘)+2×𝐺×(𝐼⊥−𝐼⊥𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘)
=

2𝑃

3−𝑃

η=
2𝑃

0.46−𝑃
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LFU=
(𝑃𝑚𝑎𝑥−𝑃𝑟)−1

𝑃𝑟

I∏:平行滤光片的荧光强度；I⊥:垂直滤光片的荧光强度；G:校正因子，1；Pmax

为 0.5；Pr 是 P 的测量值。 

4.3.2 细胞膜通透性的测定 

采用电导率仪检测细胞膜的通透性：微生物细胞膜通透性的检测采用 Wang

等（2024a）的方法进行改进，在 4°C 条件下，使用 4000 r/min 的转速离心 5 min

收集酵母细胞，用 0.9%的生理盐水（(w/v）洗涤，直到酵母混悬液的电导率与生

理盐水近似相等。将酵母细胞接种于不同葡萄糖浓度（2%、6%、10%、14%和 18%

（v/v））的培养基后，立即用电导率仪测定酵母悬浮液（R1）的电导率。然后，

将所有酵母悬浮液置于 30℃，分别于 8、16、24 h 后测量电导率（Rt）。最后，

将所有酵母悬浮液在沸水中水浴 5 min，冷却至室温后测定其电导率（R0）。相

对电导率按下式计算。 

相对电导率(%)=100×
Rt-R1

R0

4.3.3 麦角固醇含量的测定 

麦角固醇含量检测参考李翠丽（2019）的方法进行改进。 

4.3.4 神经酰胺含量的测定 

神经酰胺检测参考山格依里·巴依尔（2021）的方法进行改进。 

4.4 结果与讨论 

4.4.1 高糖胁迫对酿酒酵母细胞膜流动性的影响 

通过细胞膜的各向异性值表征不同葡萄糖添加量对 S. cerevisiae 膜流动性的

影响。各向异性值越大，细胞膜的流动性就越强（Huang et al.，2019）。结果表

明，葡萄糖的添加增加了细胞膜的各向异性值，并且随着浓度的增加细胞膜的各

向异性呈上升趋势。与对照组相比，在葡萄糖添加量为 18%（v/v）条件下，各向

异性值提高了 1.17 倍。在高糖培养基发酵过程中，由于底物浓度高，外界渗透压

力大，会加快磷脂分子在膜内的侧向扩散或侧向运动，增加膜的流动性。 

细胞膜流动性对细胞功能至关重要，它是细胞对环境应激反应的重要调节因

子，以维持细胞膜的生物活性状态（Los et al.，2013）。细胞膜流动性增加，由此

推断质膜组分发生了改变，以维持高糖胁迫下细胞膜的正常流动，保证细胞维持

正常的生理功能，这与 UFAs 含量提高的结果相吻合。在高渗透压下，大多数细

胞通过改变膜组分来维持其生化功能。高糖胁迫导致膜内脂肪酸的不饱和程度增

加。细胞膜流动性的程度也受细胞膜内脂肪酸组成变化的影响。天然膜的流动性
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变化与化学动力学有关。U/S 比和平均链长的增加可能有助于维持细胞膜的流动

性，因为由长链脂肪酸组成的膜排列紧密，而由 UFA 组成的膜排列松散，流动

性更强。总之，葡萄糖的添加能增强细胞膜的流动性，提高其转运物质的能力。 

图 4-1 高糖胁迫对 S. cerevisiae 细胞质膜流动性的影响 

Fig. 4-1 Effects of high glucose stress on the plasma membrane fluidity of S. cerevisiae 

4.4.2 高糖胁迫对酿酒酵母细胞膜通透性的影响 

微生物悬浮液的相对电导率变化是评价微生物细胞膜通透性的重要指标

（Cai et al.，2019），从图中可以看出，在高糖的情况下，S. cerevisiae 悬浮液的

相对电导率随着时间的推移增加，并最终变得稳定。细胞质膜通透性的大小与细

胞对环境胁迫耐受性的强弱成反比。质膜通透性升高，则细胞渗透性屏障降低，

难以维持细胞质膜的完整性，降低细胞对环境胁迫的耐受能力（李翠丽，2019；

周柳，2023）。 
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S. cerevisiae 细胞膜的通透性与膜脂的组成有关。S. cerevisiae 在环境胁迫下

调节脂肪酸饱和度和酰基长度，以及细胞膜中的脂肪酸异构化，以逐渐恢复细胞

膜的通透性（Pei et al.，2022；Wang et al.，2020）。此外，麦角固醇通过形成屏

障阻断细胞内和细胞外物质的自由流动，在恢复 S. cerevisiae 细胞膜的渗透性方

面发挥着重要作用（Jordá and Puig，2020）。S. cerevisiae 需要时间才能对高糖应

激做出完全反应，在此期间 S. cerevisiae 还不能适应应激。高糖应激导致细胞膜

通透性升高，细胞内电解质渗漏，从而增加 S. cerevisiae 悬浮液的相对电导率。

随着高糖应激持续时间的延长，S. cerevisiae 完成细胞应答，适应高糖应激。通过

调节细胞膜脂质组成逐渐恢复细胞膜通透性，胞内电解质停止渗漏。因此，S. 

cerevisiae 悬浮液的相对电导率趋于稳定（Wang et al.，2024a）。 

图 4-2 高糖胁迫对 S. cerevisiae 细胞质膜通透性的影响  

Fig. 4-2 Effects of high glucose stress on the plasma membrane permeability of S. cerevisiae 

4.4.3 高糖胁迫对酿酒酵母细胞膜麦角固醇的影响 

培养基葡萄糖添加量分别为 2%、6%、10%、14%、18%（v/v）条件下，检

测 S. cerevisiae 麦角固醇含量，结果如图 4-3 所示。培养基葡萄糖添加量分别为

2%、6%、10%、14%和 18%（v/v）时麦角固醇呈下降的趋势，与葡萄糖添加量

为 2%的正常培养基中 S. cerevisiae 细胞膜麦角固醇含量为 4.58 ± 0.12 mg/g 相

比，培养基中葡萄糖的增加使 S. cerevisiae 细胞膜麦角固醇含量降低。S. cerevisiae

在葡萄糖添加量为 18%（v/v）的环境下达到最低，麦角固醇含量为 2.51 ± 0.13 

mg/g。 

麦角固醇作为酵母细胞类固醇的主要成分，通过与磷脂结合调节细胞膜的流

动性和通透性、膜结合酶活性和跨膜运输，对稳定细胞膜结构和功能起重要作用

（Jordá and Puig，2020；Liu et al.，2019；Wang et al.，2024a）。上述结果表明，
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麦角固醇含量降低对 S. cerevisiae 细胞膜结构和成分产生影响，并促进脂肪酸的

分泌作用，从而提高培养基中胞外脂肪酸的产生。 

图 4-3 高糖胁迫对 S. cerevisiae 细胞膜麦角固醇含量的影响 

Fig. 4-3 Effects of high glucose stress on the ergosterol content of plasma membrane of S. 

cerevisiae 

4.4.4 高糖胁迫对酿酒酵母细胞膜神经酰胺的影响 

培养基葡萄糖添加量分别为 2%、6%、10%、14%、18%（v/v）条件下，检

测 S. cerevisiae 神经酰胺含量，结果如图 4-4 所示。培养基葡萄糖添加量分别为

2%、6%、10%、14%和 18%（v/v）时神经酰胺呈下降的趋势，与葡萄糖添加量

为 2%（v/v）的正常培养基中 S. cerevisiae 细胞膜神经酰胺含量为 1258.58 ± 15.66 

mg/g 相比，培养基中葡萄糖的增加使 S. cerevisiae 细胞膜神经酰胺含量降低。S. 

cerevisiae 在葡萄糖添加量为 18%（v/v）的环境下达到最低，神经酰胺含量为

1031.63 ± 20.27 mg/g。 

神经酰胺是一类重要的神经脂类，可调节多种细胞活动。神经酰胺可以通过

调节膜的生物物理特性来起作用（Ventura et al.，2020）。神经酰胺浓度的变化会

影响细胞膜特性，如局部流动性和膜完整性，引起囊泡或细胞外排，并在调节细

胞迁移中发挥作用。细胞膜中麦角固醇和神经酰胺含量的降低能提高膜的渗透能

力和脂肪酸的分泌（Fang et al.，2016）。上述结果表明，培养基中葡萄糖含量的

增加使神经酰胺含量降低从而对 S. cerevisiae 细胞膜结构和成分产生影响，使脂

肪酸的分泌发生改变，从而提高培养基中胞外脂肪酸的含量。 
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图 4-4 高糖胁迫对 S. cerevisiae 细胞膜神经酰胺含量的影响 

Fig. 4-4 Effects of high glucose stress on the ceramide content of plasma membrane of S. 

cerevisiae 

4.5 本章小结 

本章考察了高糖胁迫对细胞膜中的麦角固醇和神经酰胺含量变化情况，并研

究高糖胁迫对细胞膜流动性和通透性的影响，进而深入分析高糖胁迫对 S. 

cerevisiae UFAs 胞外分泌及细胞膜的影响。 

（1）培养基中葡萄糖的增加使 S. cerevisiae 细胞膜麦角固醇和神经酰胺含量

降低，在葡萄糖添加量为 18%（v/v）下达到最低，含量分别为 2.51 ± 0.13 mg/g

和 1031.63 ± 20.27 mg/g。麦角固醇和神经酰胺含量降低对 S. cerevisiae 细胞膜结

构和成分产生影响，提高膜的渗透能力和脂肪酸的分泌，从而提高培养基中胞外

脂肪酸含量。 

（2）细胞膜的流动性和通透性出现不同程度的升高。因此高糖胁迫能增强

细胞膜的流动性，提高其转运物质的能力。细胞膜通透性随着时间的推移增加，

并最终变得稳定。随着高糖应激持续时间的延长，S. cerevisiae 完成细胞应答，通

过调节细胞膜脂质组成逐渐恢复细胞膜通透性并趋于稳定。 
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第五章 共培养菌株发酵白霉奶酪的品质特性及其脂肪酸组

成分析 

5.1 前言 

白霉奶酪营养成分丰富，但 SFA 和 UFA 比例失衡。长期食用含有大量 SFA

而缺乏 UFA 的奶酪，可能会导致高脂血症、高血压、动脉粥样硬化等各种心脑

血管疾病。利用白霉奶酪发酵剂对脂肪酸的转化可以实现提升其 UFAs 含量。G. 

candidum 是白霉奶酪中优势微生物菌种，但其 UFAs 合成能力不足。利用 S. 

cerevisiae-G. candidum 共培养使脂肪酸合成途径分工到两种菌株中，利用代谢分

工消除由于脱饱和酶活性不同而带来的限制，可提高 G. candidum 合成 UFAs 能

力。 

基于此，本章实验利用 S. cerevisiae-G. candidum 共培养菌株发酵白霉奶酪，

检测白霉奶酪中不饱和优质脂肪酸组成与含量、评估白霉奶酪的质地和感官特性

等理化指标，分析共培养发酵剂对白霉奶酪 UFAs 含量及品质特性的影响，为基

于优化发酵剂来提高奶酪中 UFAs 的含量提供了理论基础。 

5.2 材料与设备 

5.2.1 实验材料 

巴氏杀菌乳，辽宁辉山乳业集团；乳酸菌（食品级），河北一然生物科技有

限公司；氯化钙（食品级），天津化工公司公司；凝乳酶（食品级），河南万邦化

工科技有限公司；食盐（食品级），中国盐业有限公司。 

5.2.2 主要试剂 

正己烷、无水硫酸钠、盐酸、甲醇、乙醚、石油醚均为分析纯，西陇科学股

份有限公司；其余试剂见 2.2.3。 

5.2.3 主要仪器与设备 

电子舌，日本 Insent 公司；紫外可见分光光度计，日本 SHIMADZU 岛津公

司；质构仪，丹麦公司；半自动凯氏定氮仪，美国马英文股份有限公司；pH 计，

上海佑科仪器有限公司；奶酪排乳清模具，实验室自制；其他仪器设备详见与

2.2.4。 
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5.3 实验方法 

5.3.1 白霉奶酪样品的制备 

共培养发酵剂白霉奶酪制作工艺：新鲜牛乳→巴氏杀菌后冷却至室温→添加

1%的乳酸菌和共培养发酵剂→37℃恒温培养 1.5 h→添加 0.05%氯化钙溶液，搅

拌均匀→添加 0.3%凝乳酶→37℃恒温凝乳 1 h→切割、搅拌→排乳清→盐渍

（1%~2%）→切块→后熟。 

5.3.2 感官评定 

以风味、组织状态和色泽指标为依据对共培养发酵剂白霉奶酪样品进行感官

评价，评分标准如表 5-1 所示。 

表 5-1 感官评价表 

Table 5-1 Sensory evaluation scale 

评分项目 特征描述 感官评分 

整体风味 

有牛乳特有的滋味与风味，香味浓郁 34~40 

有牛乳特有的滋味与香气，风味较好 25~33 

滋味与气味相对较好 16~24 

滋味与气味一般，风味合格 9~15 

滋味与气味异常 0~8 

组织形态 

奶酪质地紧密，外表光滑，硬度适中 34~40 

质地较为紧密，外表较为光滑，组织细腻 25~33 

质地疏松，硬度较软 16~24 

组织状态易碎，呈断层状 9~15 

组织状态分层，表面菌斑分布异常 0~8 

色泽 

呈白色或淡黄色，色泽均匀且有光泽 16~20 

色泽较为均匀，无明显光泽感 9~15 

色泽分布不均匀 0~8 

5.3.3 pH 值测定 

将共培养发酵剂发酵白霉奶酪样品充分研碎，准确称取 1 g 加入 10 mL 蒸馏

水，混合均匀，均质后使用校准好的 pH 计进行测定，三次平行后计算平均值。 

5.3.4 水分含量测定 

共培养发酵剂发酵白霉奶酪样品的水分含量测定参照 GB5009.3-2016 第一

法直接干燥法。 



沈阳农业大学硕士学位论文 

51 

5.3.5 蛋白质含量测定 

共培养发酵剂发酵白霉奶酪样品中蛋白质含量测定参照 GB 5009.5-2016 第

一法凯氏定氮法。 

5.3.6 脂肪含量测定 

共培养发酵剂发酵白霉奶酪样品中脂肪含量测定参照 GB 5009.6-2016 第三

法碱水解法。 

5.3.7 质构分析 

将共培养发酵剂发酵白霉奶酪样品切割成 4 cm×2 cm×2 cm 方块状置于质构

仪（Texture profile analysis，TPA）台面测定。 

参数设置：距离为 10.0 mm，测试速度为 1.00 mm/s，探头为 TA3/100，目标

类型和目标值分别为距离和 10.0 mm，触发点负载 0.15 牛顿，循环次数 2 次。 

第一循环计算勾选硬度、粘力、粘性；第二循环计算勾选内聚性、弹力、弹

性、咀嚼性。 

5.3.8 滋味分析 

共培养发酵剂发酵白霉奶酪样品准确称取 25.0 g，研磨后置于 500 mL 蒸馏

水中溶解，均质后得到奶酪浆，5000 rpm，离心 20 min，将奶酪上清液精密过滤

2 次得到清澈滤液，小心倒入电子舌专用杯中进行检测。 

5.3.9 脂肪酸含量测定 

奶酪样品脂肪酸含量测定参考李宇辉等（2022）的方法。 

5.4 结果与讨论 

5.4.1 白霉奶酪成熟期间的感官评价 

共培养发酵剂发酵白霉奶酪在成熟中期具有较高的感官接受度。奶酪在成熟

期间的感官评价如图 5-1 所示。在白霉奶酪成熟 30 d 期间奶酪评分随时间变化

呈先上升后下降趋势，在成熟第 1 d 到第 20 d，奶酪感官评分由 73.5 ± 1.9 分增

加至 93.6 ± 1.6 分，但从 20 d 后，奶酪的感官评分开始逐渐降低，说明奶酪样品

在成熟中期总体风味更好。在奶酪成熟初期 S. cerevisiae 和 G. candidum 迅速生

长，并参与了发酵过程，赋予奶酪更加复杂的物质代谢途径的同时，产生的风味

相关代谢产物，增加了奶酪的受欢迎程度。然而，随着成熟时间的延长，感官评

分降低，可能是由于霉菌会在成熟过程中产生强烈的霉菌气味，在 28 天气味达

到最大。白霉奶酪特有风味的显现不利于消费者的口味风格，不利于接受，致使

感官评分略低。 



第五章 共培养菌株发酵白霉奶酪的品质特性及其脂肪酸组成分析 

52 

图 5-1 奶酪成熟期间感官评分变化 

Fig. 5-1 Changes of sensory scores during cheese ripening 

5.4.2 pH 值变化 

共培养发酵剂发酵白霉奶酪的 pH 值在成熟期间的变化如图 5-2 所示。随着

成熟时间的延长白霉奶酪的 pH 值整体呈下降趋势，成熟初期奶酪的 pH 值变化

显著，由成熟第 5 d 的 5.86 ± 0.04 下降至第 20 d 的 5.18 ± 0.08，在第 20 d 后奶

酪的 pH 值波动无明显变化，可能是由于 G. candidum 分泌的脂肪酶分解脂肪产

生脂肪酸导致的，而在成熟后期，可能由于蛋白质分解产生碱性小分子物质，奶

酪 pH 值趋于稳定。此外，白霉奶酪中乳酸菌发酵剂对乳糖产生乳酸也会调节其

中 pH 值的变化。这种酸度可以防止许多细菌在表面生长。 

图 5-2 奶酪成熟期间 pH 值变化 

Fig. 5-2 Changes of pH values during cheese ripening 
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5.4.3 水分含量变化 

在共培养发酵剂发酵白霉奶酪成熟过程中水分含量逐渐降低，结果如图 5-3

所示。在奶酪成熟初期和中期水分含量下降明显，在成熟后期水分含量趋于稳定。

奶酪水分含量由最初的 64.3 ± 2.6 g/100 g，逐渐下降为 46.9 ± 3.1 g/100 g，说明

奶酪的成熟会促进水分的流失，这与张荣荣（2022）的研究结果一致。此外，成

熟初期高水分含量有利于共培养菌株的生长与繁殖，且成熟后期由于 G. 

candidum 在奶酪表面形成的较为坚硬的“白色外壳”能有效阻止水分的流失，从

而保证软质白霉奶酪后期水分含量的恒定。 

图 5-3 奶酪成熟期间水分含量变化 

Fig. 5-3 Changes of moisture contents during cheese ripening 

5.4.4 蛋白质含量变化 

共培养发酵剂发酵白霉奶酪中蛋白质含量随成熟时间的延长呈现逐渐下降

的趋势，且成熟初期的下降趋势更为显著，蛋白质含量由最初的 24.57 ± 0.55 

g/100g 减少至 19.69 ± 0.62 g/100g（图 5-4）。奶酪中的蛋白质主要来自于原料乳

和微生物菌丝体。在奶酪成熟初期，G. candidum 的生长促使奶酪中蛋白质含量

较高，随着发酵的进行，菌株生长稳定，因共培养发酵剂的接种对蛋白质的水解

作用分解奶酪中蛋白质产生小分子物质，致使奶酪的蛋白质含量降低。在奶酪成

熟后期，蛋白质变化平缓，可能是由于酶扩散困难，奶酪中心的蛋白质水解率较

低。奶酪中蛋白质不仅能提高其营养价值，且真菌菌丝体中的蛋白能赋予奶酪功

能性，对人体的营养健康有重要的作用。 

5 10 15 20 25 30
0

10

20

30

40

50

60

70

80

水
分

（
g

/1
0

0
g
）

成熟时间（d）

a

b

fedc



第五章 共培养菌株发酵白霉奶酪的品质特性及其脂肪酸组成分析 

54 

图 5-4 奶酪成熟期间蛋白质含量变化 

Fig. 5-4 Changes of protein contents during cheese ripening 

5.4.5 脂肪含量变化 

共培养发酵剂奶酪中脂肪含量随着成熟时间的延长呈现逐渐下降的趋势，且

在成熟后期脂肪含量趋于平稳，结果如图 5-5 所示。共培养发酵剂发酵白霉奶酪

成熟初期的脂肪含量较高，由于奶酪中的脂肪在成熟初期未被微生物分解利用，

但随着成熟时间的延长，脂肪逐渐被微生物分泌的脂肪酶分解成为脂肪酸，且随

着共培养菌株的生长繁殖也会降解脂类，从而致使奶酪中的脂肪含量逐步下降，

由最初的 31.75 ± 0.59 g/100 g 下降至 26.51 ± 0.63 g/100 g。共培养发酵剂发酵白

霉奶酪中微生物脂肪的分解对于挥发性风味物质的形成具有重要作用，因其产生

的醇类、醛类、酯类和游离脂肪酸等物质对奶酪风味形成具有重要贡献（李宇辉

等，2022）。脂肪在质地上的作用是作为润滑剂，使奶酪在口中有一种柔软的感

觉。此外，优势微生物中不同脂肪分解程度对白霉奶酪的风味形成也有巨大贡献，

共培养发酵剂的添加促进了白霉奶酪中脂肪分解，从而提高风味物质的形成，使

白霉奶酪具有独特的风味。 
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图 5-5 奶酪成熟期间脂肪含量变化 

Fig. 5-5 Changes of fat contents during cheese ripening 

5.4.6 质构的变化 

共培养发酵剂发酵白霉奶酪成熟过程中，硬度和咀嚼性都逐步上升，而内聚

性和弹性变化较为迟缓。工程菌奶酪在成熟期间的质构变化如图 5-6 所示，奶酪

的硬度由初始的 19.3 ± 1.64 g 增加至 44.6 ± 0.95 g；奶酪咀嚼性也逐步上升，由

初始的 0.46 ± 0.04 mJ 上升至 1.32 ± 0.06 mJ；此外，在成熟期间奶酪的粘性明

显提高，且在第 5~10 天变化比较显著，由 0.11 ± 0.01 mJ 上升至 0.29 ± 0.03 mJ

（图 5-6），但在成熟后期粘性呈先上升后下降的趋势，说明其变化与发酵时间具

有高度相关性。上述变化的原因可能是随着成熟时间的延长，奶酪中微生物菌群

的自身生长及其物质代谢的共同效应，且 G. candidum 在奶酪表皮形成的“白色

外壳”也影响质构的各项指标。尽管共培养发酵剂奶酪内聚性和弹性变化较小，

但也整体呈现上升趋势。其中奶酪内聚性和弹性都在成熟中期发生较为明显的变

化，说明在成熟中期共培养发酵剂奶酪的内部结构变化较为显著。 
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a-硬度；b-弹性；c-内聚性；d-粘性；e-咀嚼性

图 5-6 30 天成熟期内奶酪质地剖面分析结果

Fig. 5-6 The results of TPA of cheese during 30 days of ripening 

注：a：共培养发酵剂发酵白霉奶酪的硬度；b：共培养发酵剂发酵白霉奶酪的弹性；c：共培养发酵剂发酵白霉奶酪的内聚性；

d：共培养发酵剂发酵白霉奶酪的粘性；e：共培养发酵剂发酵白霉奶酪的咀嚼性 

5.4.7 滋味的变化 

共培养发酵剂奶酪的微生物群落随着发酵时间的延长而交替更迭，微生物自

身生长和代谢产物影响着奶酪滋味的变化。奶酪的电子舌分析结果如图5-7所示，

随着成熟时间的延长，奶酪的咸味逐渐升高，可能是成熟初期奶酪表面的盐分由

于水分含量的流失而浓度变高。而奶酪的甜味和酸味逐渐降低，苦味、涩味和丰

富度并无明显变化，奶酪的鲜味随着成熟时间的延长呈现先上升后下降的趋势，
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可能是由于成熟初期共培养菌株的生长及其代谢产物对奶酪的贡献。总体而言，

共培养发酵剂发酵白霉奶酪的咸味、甜味、苦味、涩味、鲜味的变化并不显著，

而酸味的显著变化可能是由于共培养发酵剂的添加对柠檬酸和乳酸的同化作用。

并且，由图 5-7 可以得知，奶酪在成熟第 15 d 时，雷达图的面积和周长最大，说

明此阶段共培养发酵剂发酵白霉奶酪的风味质量最佳。 

图 5-7 奶酪成熟期间风味雷达图 

Fig. 5-7 Flavor radar charts during cheese ripening 

5.4.8 脂肪酸含量的变化 

G. candidum 单菌发酵白霉奶酪中微生物随成熟时间的延长而不断变化，微

生物的代谢活动与脂质代谢息息相关，进而影响奶酪中 UFAs 含量。在成熟过程

中，单菌白霉奶酪中脂肪酸组成无明显变化，但 UFAs 含量缓慢增加。在成熟期，

单菌白霉奶酪的 SFAs 为 59.45 ± 1.97%，UFAs 含量为 38.54 ± 1.53%。单菌白霉

奶酪 UFAs 含量在成熟前期变化不显著，在成熟后期 UFAs 的含量有所上升。在

15~30 d，LA 含量增多约成熟初期的 2~3 倍，ALA 含量增多约成熟初期的 2~4

倍，此期间 UFAs 与 SFAs 的比例接近于 0.65:1。 

共培养发酵剂发酵白霉奶酪成熟期间 UFAs 含量明显提升（图 5-11），其中

LA 含量在成熟中后期增多，LA 含量和 UFAs 含量在成熟第 30 d 天分别达到 7.58 

± 0.45 g/100 g 和 15.4 ± 1.49 g/100 g。此外，随着成熟时间的延长，奶酪中 LA

含量显著增加，而 OA 含量水平先上升后下降，推测共培养菌株前期合成大量

OA，随着成熟时间的延长，共培养菌株胞内的 UFAs 出现外泌。且 G. candidum

出现生长优势，利用菌株外泌的 OA 作为底物来合成 LA。与 G. candidum 奶酪

相比，共培养发酵剂白霉奶酪的 SFAs 水平降低了 10.98%，而 LA 和 UFAs 水平

分别提高了 13.73%和 11.33%。此外，共培养发酵剂白霉奶酪中的 UFAs 百分比
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（47.29%）高于传统的 G. candidum 奶酪，这表明共培养菌株能有效提高奶酪中

UFAs 的含量。 

图 5-8 白地霉单菌发酵白霉奶酪成熟期间脂肪酸组成 

Fig. 5-8 Fatty acid profile G. candidum-ripened cheese of during ripening 

注：图中所示，饱和脂肪酸（C16:0，C18:0）；不饱和脂肪酸（C16:1，C18:1，C18:2，C18:3）；下同。 

图 5-9 白地霉单菌发酵白霉奶酪成熟期间 UFAs 组成 

Fig. 5-9 Fatty acids composition of G. candidum-ripened cheese of during ripening 
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图 5-10 共培养发酵剂发酵白霉奶酪成熟期间脂肪酸组成 

Fig. 5-10 Fatty acids composition of co-culture bacteria-ripened cheese of during ripening 

图 5-11 共培养发酵剂发酵白霉奶酪成熟期间脂肪酸组成及含量 

Fig. 5-11 Fatty acids composition and contents of co-culture bacteria-ripened cheese of 

during ripening 

5.5 本章小结 

在本研究中应用共培养发酵剂作为优势真菌发酵白霉奶酪，评价成熟期间内

白霉奶酪的品质特性与 UFAs 的组成与含量，明确了共培养发酵剂发酵白霉奶酪

的品质与风味，提高其 UFAs 的含量，主要结论如下： 

（1）共培养发酵剂发酵白霉奶酪在成熟期间具有较好的感官评价；且随着

成熟时间的延长，白霉奶酪的水分含量、pH 值、蛋白质含量和脂肪含量逐渐降
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低。 

（2）成熟过程中共培养发酵剂发酵白霉奶酪的硬度和咀嚼性逐步提升，其

中白霉奶酪的粘性波动较为明显，而奶酪的弹性和内聚性的变化较弱。 

（3）随着成熟时间的延长，共培养发酵剂发酵白霉奶酪的咸味逐渐增加，

其中苦味、涩味和丰富度变化较弱，而奶酪的甜味和酸味逐渐变弱，鲜味则出现

先上升后下降的趋势。 

（4）在共培养发酵剂发酵白霉奶酪成熟过程中，UFAs 的含量显著提升，成

熟第 15 天，OA 含量达到 8.84 ± 0.3 g/100 g，LA 含量达到 7.02 ± 0.4 g/100 g，

UFAs 占总脂肪酸的 47.29%。 
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第六章 主要结论与展望 

6.1 结论 

S. cerevisiae-G. candidum 共培养使脂肪酸合成途径分工到两种菌株中，利用

代谢分工消除由于脱饱和酶活性不同而带来的限制，提高 G. candidum 合成 UFAs

能力。以 S. cerevisiae 为研究对象，分析高糖胁迫对 S. cerevisiae 生长、脂质积累

合成、转化、细胞外脂肪酸分泌和组成，并通过验证脂肪酸合成、转化和分泌在

这个过程中相关基因的表达，探究高糖胁迫对 S. cerevisiae UFAs 合成的影响以

及脂肪酸胞外分泌的作用机制。通过高糖胁迫增强 S. cerevisiae 脂肪酸合成和分

泌能力，应用于 S. cerevisiae-G. candidum 共培养，并应用于白霉奶酪发酵，促进

白霉奶酪中 UFAs 的转化，平衡白霉奶酪 SFAs 与 UFAs 比例。主要结论如下： 

（1）通过试验证明 S. cerevisiae 和 G. candidum 共培养未出现抑制作用，且

S. cerevisiae 与 G. candidum 菌种比例为 2：1 时，共培养菌株合成 UFAs 效果较

好。通过单因素试验及响应面法优化，检测共培养菌株生长情况及生产 UFAs 的

能力，确定了共培养发酵的条件参数，从而实现提高共培养菌株中 UFAs 产量的

目的。 

（2）探究高糖胁迫对 S. cerevisiae UFAs 合成的影响以及胞外分泌的作用机

制。高糖胁迫下检测酵母细胞中脂肪酸含量，验证脂肪酸合成、转化和转运过程

中相关基因的转录水平，结果发现高糖胁迫提高了酵母细胞中 UFAs 的含量，且

酵母中 ACC1 及关键转录因子 MGA2 的转录水平分别提高了 1.42 倍和 1.66 倍；

降低了酰基辅酶 A 合成酶 FAA1、FAA2 和 FAA4 的转录水平，同时降低了与 β-

氧化相关的 POX1、FAA2 和 PXA2 的相对转录水平；高糖胁迫时胞外脂肪酸总

量提高了 2.22 倍，脂肪酸转运蛋白 PRY1 的转录水平提高了约 1.29 倍，促进了

S. cerevisiae 酰基 CoA 硫酯酶 TES1 的转录水平，提高了约 2.15 倍，从而促进酰

基CoA水解获得FFA，为酵母胞内脂肪酸以FFA形式分泌到胞外提供物质基础。

高糖胁迫通过提高 S. cerevisiae 脂肪酸合成和分泌相关基因转录水平并降低脂肪

酸转化相关基因转录水平来实现脂肪酸含量增加并分泌到胞外。 

（3）探索高糖胁迫对 S. cerevisiae 细胞膜的影响。S. cerevisiae 细胞膜麦角

固醇和神经酰胺含量降低。细胞膜中麦角固醇和神经酰胺含量的降低能提高膜的

渗透能力和脂肪酸的分泌，从而提高培养基中胞外脂肪酸的含量。并且细胞质膜

的流动性和通透性出现不同程度的升高。高糖胁迫通过改变细胞质膜稳态，促进

胞外脂肪酸分泌。 

（4）共培养菌株在高糖条件下培养，作为优势真菌发酵白霉奶酪，并评估

共培养菌株奶酪中脂肪酸组成及其品质特性，进而明确奶酪成熟期间感官接受程
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度、pH 值、水分含量、蛋白质含量、脂肪含量、质构特性、滋味指标以及脂肪

酸组成和含量变化，最终得到品质优良且高含 UFAs 的奶酪，此时奶酪中 UFAs

含量为 15.4 ± 1.49 g/100 g，LA 含量为 7.58 ± 0.43 g/100 g，UFAs 与 SFAs 的比

例约为 9.5:10。 

6.2 展望 

本文利用 S. cerevisiae 和 G. candidum 共培养提高 UFAs 合成。通过高糖胁迫

S. cerevisiae 调控脂肪酸合成、转化与分泌相关基因的转录水平，提高合成 UFAs

能力，同时考察高糖胁迫对细胞膜中的神经酰胺和麦角固醇含量变化情况，研究

高糖胁迫对细胞膜流动性和通透性的影响，最后应用共培养菌株制作白霉奶酪，

从而提高奶酪中 UFAs 的含量，优化白霉奶酪中优质脂肪酸的比例。建议今后的

研究重点如下： 

高糖胁迫对脂肪酸生物合成的作用机制研究中，有大量基因发生了上调或下

调的表达，且这些基因富集在生物学功能、细胞组分、分子功能等方面，在本课

题中，只对部分基因做了研究，并未对这些基因涉及的代谢路径充分了解，因此

后续我们可以继续对转录组数据进行深入挖掘，探究基因的调控作用，从而可以

从代谢路径方面入手，通过阻碍竞争途径、加强产物途径或基因敲除等手段提高

脂肪酸产量。 
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创新点 

1.首次基于共培养 S. cerevisiae 和 G. candidum 提高 UFAs 的合成，促进白霉

奶酪中优势真菌中 UFAs 的高效转化。 

2.探索高糖胁迫对 S. cerevisiae 脂肪酸的合成转化分泌的调控机制，达到通

过高糖胁迫提高共培养菌株中 UFAs 含量的目的，提高白霉奶酪中 UFAs 含量，

为奶酪中发酵剂的定向驯化及工业化生产提高了研究思路。
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