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摘要:通过测定超声处理前后发酵液中核酸、蛋白质及 1 ， 6- 二磷酸果糖(FDP)浓度的变化，研究了功率超声及有机

溶剂X~ 酵母细胞膜通透性的影响-结果表明随着超声作用时间的增加，功率为 6ω 、5∞、4∞ W 的处理都使胞内核

酸、蛋白质及 FDP 的渗出浓度逐渐提高，其中， 6∞ W超声的作用最为明践.超声处理后，细胞的存活率都逐渐减

小，日Jl细胞的破碎程度增大其中，随着超声作用时间的延长， 6∞ W 的超声使细胞存活率下降最快， 5∞ w 超声次

之， 4∞ w超声使细胞的存活率下降最慢.有机溶剂中，甲苯和氯仿对胞内物质的渗出率影响非常大，但甲苯和氯

仿对细胞的损伤非常严重乙眼对细胞的存活率影响不大.
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Abstract: In this project ，出e effect of ultrasounding treatment wi出 three sorts of organic solvents on ye出t cell 

membrane penneability was studied , by measuring the concentration of nucleic acid , protein and fructose-l , 6-

diphosphate (FDP) before and after Ùle treatment. The result showed that by increasing the effective time , the 

concentration of nucleic acid , protein and FDP in the broth increased gradually after ul仕asound treatment with 

power of 6∞， 5∞ and4∞ W，出e most notable effect being achieved by 6∞ W ultrasounding. Mter treat

ment with those ultrasounds , the livability of cells decreased. That was to say , the number of disintegrated 

cells increased. Wi白白e extension of effective time , li\咄ility decreased most 甲ickly when applyingωOW ， 

Ùlen 5∞ W and 4∞ W. Among organic solvents , toluol and chlorofonn affected exudation from the cell very 

much , but damage Ùle cell severely. Aether has little influence on the cell livability. 
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细胞膜的重要功能之一是选择通透性.通过选

择性地通透，细胞能接受或拒绝，保留或排出某种物

质[IJ 人为地改变细胞膜的通透性，可以改变原料的

输入或代谢产物的排出速率，以利于代谢产物在细

胞外(培养基中)的积累，使代谢朝着人们希望的方

向进行，是实现代谢人工调控的重要方法之一.因此

细胞膜对代谢产物的通透性在发酵工业是一个十-分

重要的问题.目前应用较为广泛的是化学法.其缺

点是效率低，胞内物质释放率低，处理时间长，试剂

用量大，成本高，同时后处理也不便.且由于化学试

剂的毒性，进一步分离时需用透析等方法除去[2] 有

报道认为低频超声的空化作用可以导致细胞的非热

生物效应，使细胞膜短时局部破裂，从而改变细胞质

膜的通透性，使胞内物质释放或胞外物质进入细胞
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材料与方法

时间在 135 s 以内时，核酸、蛋白质及 FDP 的渗出浓

度的增幅不很明显，在 225 s 左右，胞外的核酸、蛋白

质，FDP 的测定值增加较快.
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刘晓 f色等;不同方法x.j醉母细胞膜通透性的膨晌

内 [3J 本试验通过测定处理前后胞内核酸、蛋白质，

FDP 在发酵液中浓度的变化，研究了超声处理及化

学方法处理前后细胞膜通透性的变化.另外，通过次

甲基蓝染色法来检验细胞的存活率.本试验旨在比

较 2 种方法对细胞膜通透性影响的不同.
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图 2 超声对蛋白质渗透的影响

Effect of ultrasound on the penneation of protein 
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Effect of ultrasound on the penncation of nucleic acid 

Fig. 2 

90 45 

45 

"
u
-
D
O
V
F
3
n
v

，
、J

白
U

气
J

、
4

、
4
1
1
'
1

X
B
二
白
』
言U
卢
E
U
U
E
Z
F
-
5
=
5
5
E

时
静
叫
阳
地
摇
阻
击
旧
阳

Fig. 1 

1 

1. 1 材料

啤酒酵母 Saccharomyccs ceremswe. 培养基:葡萄

糖 0.55 molJL，磷酸氢铀 0.2 molJL，磷酸二氢铀 0.2

molJL，氧化娱 0.01 molJL. 121 "c灭菌 20 min. 

1.2 方法

1. 2.1 培养条件 将酵母接种到培养基中，置于转

速 120 r/min 的摇床上， 37.5-38.5 "c下培养 1 h. 

1. 2.2 超声处理 将发酵液放置于冰水浴中，用超

声处理.将处理后的发酵液继续发酵 2 h. 发酵完毕

后，取 20 mL发酵液于 80 "c的水浴中灭酶，剩余部分

置于冰箱中备用(测细胞染色率) .以未经超声处理

的瓶为对照.每组试验平行 3 次，结果取平均值.

超声的作用参数:频率 20 - 25 kHz，功率分别为

6∞、5∞、4∞ W，超声的作用时间为每次 3 s，间隔时

间为 4 s，作用的总时间分别为 0、 90 、 135 、 180 、 225 、

270 s. 
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图 3 超声对 FDP 渗透的影响

Fig. 3 Effect of ultrasound on the penneation of FDP 

由图 4 可知，随着超声作用时间的增加，细胞的

存活率都逐渐减小，6∞ w 的超声使细胞存活率下降

最快， 5ωW 次之， 4∞ W 超声使细胞存活率下降最

慢.也就是说， 400 W 超声对细胞的活性影响最小，

6∞ W超声对细胞的活性影响最大.
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因 4 超声对细胞存活率的影响
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1. 2.3 化学方法处理 向发酵液中分别加入甲苯、

氯仿、乙酷.有机溶剂在发酵液中的体积分数分别为

1% 、2% 、3% 、4% 、5%. 继续发酵 2h 后，取 20 mL 发

酵液于 80 "c的水浴中灭酶剩余部分置于冰箱中备

用(测细胞存活率).以不加入有机溶剂的处理为对

照.每组试验平行 3 次，结果取平均值.

1.2 .4 测试方法 FDP 测定按文献[4J方法进行.

核酸与蛋白质的测定:分别在 260 和 280 nm 波

长下，测定发酵液的光吸收值.

核酸提高亘在=[(处理后发酵液的光吸收值/未

处理发酵液的光吸收值)-I] xl∞%.

细胞存活率的测定:取未经灭酶的发酵液 0.5 mL , 

用 9 glL 的生理盐水稀释 l∞倍后，用次甲基蓝染色

5 min，用血球计数板计数，计算出细胞的存活率.

酵母存活率= [1 - (染色细胞总数/酵母细胞总

数) J x 1∞%. 

Fig. 4 

结果

不同功率的超声对细胞膜通透性的影晌

由图 1 - 3 可知，随着超声作用时间的增加，不

同功率的超声都使胞内核酸、蛋白质及 FDP 的渗出

浓度逐渐提高.其中， 600 W 超声的作用最为明显，

500 W 次之， 400 \V 最差.综合因 I - 3 ，超声的作用
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质膜破裂，在细胞质膜复原以前，就有可能释放胞内

产物，从而造成通透性提高.第二，由 Zimennann[5)等

的电场机制模型发展而来，在超声作用下，细胞膜内

流体静压力足够高以至于引发细胞膜的机械破裂.

总之超声击穿细胞导致通透性增大的现象发生有可

能是瞬态空化泡破裂时或稳态空化泡变化大小时产

生的高压诱导膜的机械破裂;也许上述 2 种可能性

同时存在导致细胞膜的机械破裂[6) 本试验采用的

容器口径大小一致，因而，功率的大小直接对应声强

的大小.一般来说，在一定范围内，提高超声强度会

使空化效应增强.因此，在本试验中，表现出功率越

大，细胞的通透性增大的幅度也越大.但过高的声强

也可能造成细胞的崩解，因而细胞的存活率下降.

有机溶剂中，甲苯和氯仿对胞内物质的渗出率

影响非常大，但甲苯和氯仿对细胞的损伤非常严重.

乙酷对细胞的存活率影响不太大，它对细胞的通透

性影响比甲苯、氯仿小很多.有机溶剂提高了细胞膜

通透性，一般认为是有机溶剂溶解了细胞膜上的磷

脂层，从而改变了细胞膜的结构，使胞内物质释放.

将化学法与超声法进行比较，可以发现，超声法

和化学法都对细胞膜的通透性产生影响，对细胞的

存活率也有影响，一些化学试剂如甲苯，氯仿对细胞

膜的通透性改变很大，但同时对细胞的损伤也很大，

经这 2 种化学试剂处理后，细胞几乎全部死亡.适当

参数的超声可以在一定程度上改变细胞膜通透性，

而且对细胞的存活率影响不太大，显示出超声处理

提高细胞膜的通透性有实际应用的潜力.

通过比较，可以发现 FDP 的曲线变化比核酸、蛋

白质明显.这可能是因为 FDP 的相对分子质量比核

酸、蛋白质要小得多，因而比核酸、蛋白质更容易透

过细胞膜.
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2.2 化学方法对细胞膜通道性的影晌

由图 5-7 可知，经甲苯处理后，胞外核酸、蛋白

质及 FDP 浓度的最大增加量分别为 40.2% 、 29.8% 、

955.0% ，经氯仿处理后，胞外核酸、蛋白质及 FDP 浓

度的最大增加量分别达到 29.8% 、 13.6% 、 759.0% . 

也就是说，经甲苯、氯仿处理后，发酵液中核酸、蛋白

质浓度都有一定的增加.同时试验发现，体积分数低

至 1%的甲苯、氯仿处理后，细胞的存活率即几乎为

o. 即甲苯和氯仿对胞内物质的渗出率影响很大，但

甲苯和氯仿对细胞的损伤很严重.乙酷对细胞存活

率影响不大，但由图 5 - 7 可知，经乙酷处理后，核

酸、蛋白质及 FDP 的透过率最大分别为 18.6% 、

10.8% 、 139.0% ，比甲苯、氯仿小很多.
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图 5 有机溶剂对核酸渗透的影响

四ect of organic solvents on the perrneation of nucleic acid 

超声对细胞通透性影响的机理还不太清楚，但

一般认为有以下 2 种可能.第一，超声引发的空化泡

破裂时产生的高压与高温冲击波可能导致局部细胞

图 6 有机溶剂对蛋白质渗透的影响

Effect of organic 四，lvents on the perrneation of protein 
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图 7 有机溶剂对 FDP 渗透的影响

Effect of organic solvents 011 the penneation of FDP 
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Fig. 5 


