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丙烯酰胺诱导酿酒酵母的抗氧化降解动力学研究 

张  育, 谭晓慧, 刘华忠* 

(广东海洋大学化学与环境学院, 湛江  524088) 

摘  要: 目的  研究丙烯酰胺处理酿酒酵母的抗氧化降解动力学。方法  以酿酒酵母为模型, 测定丙烯酰胺

对酿酒酵母的生长影响及抗氧化指标。结果  丙烯酰胺对酿酒酵母的生长有抑制作用, 且呈剂量依赖性。与

对照组相比, 大部分丙烯酰胺处理组的丙二醛(malondialdehyde, MDA)含量、谷胱甘肽(glutathione, GSH)含量、

总超氧化物歧化酶(total superoxide dismutase, T-SOD)活力增加 , 总抗氧化能力(total antioxidant capacity, 

T-AOC)降低, 且 MDA 含量、T-AOC 的变化符合动力学方程。结论  在培养前期, 处理组各抗氧化指标的波

动比对照组大, 这表明丙烯酰胺对酿酒酵母具有氧化损伤, 且在培养前期较为明显, 这可能与丙烯酰胺的半

衰期及酿酒酵母自身抗氧化防御系统有关。 

关键词: 丙烯酰胺; 酿酒酵母; 氧化应激; 动力学 

Antioxidant degradation kinetics of Saccharomyces cerevisiae  
induced by acrylamide 

ZHANG Yu, TAN Xiao-Hui, LIU Hua-Zhong* 

(College of Chemistry and Environment, Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524088, China) 

ABSTRACT: Objective  To explore the anti-oxidative degradation kinetics of Saccharomyces cerevisiae treated 

with acrylamide. Methods  Taking Saccharomyces cerevisiae as a model, the effect of acrylamide on the growth of 

Saccharomyces cerevisiae and its antioxidant indexes were determined. Results  The growth of Saccharomyces 

cerevisiae was inhibited by acrylamide in a dose-dependent manner. Compared with control cells, the content of 

malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH), and total superoxide dismutase (T-SOD) activity in most acrylamide 

treatment group increased, while total antioxidant capacity (T-AOC) decreased. Degradation of MDA and T-AOC 

conformed to the kinetic equation. Conclusion  In the early stage of culture, the fluctuation of antioxidant indexes in 

the treatment group is larger than that in the control group, which indicates that acrylamide has oxidative damage to 

Saccharomyces cerevisiae, and it is more obvious in the early stage of culture, which may be related to the half-life of 

acrylamide and the antioxidant defense system of Saccharomyces cerevisiae. 
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0  引  言 

丙烯酰胺是一种半不饱和酰胺, 广泛应用于医药、农

药、染料和涂料合成等行业[1]。丙烯酰胺具有潜在的神经

毒性[24]、生殖毒性[56]和致癌性[78]。人体可通过消化道、

呼吸道、皮肤粘膜等多种途径接触丙烯酰胺。据报道, 在
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一些油炸和烘烤的淀粉类食品, 如炸薯条、薯片、麦片、

面包等中检出丙烯酰胺[9]。食品是人类接触丙烯酰胺的主

要来源, 食品中丙烯酰胺的污染已引起国际社会和各国政

府的高度关注[10]。 

丙烯酰胺是通过氨基酸(如天门冬酰胺)、还原糖(如葡

萄糖)的美拉德反应途径和甘油三酯氧化反应的丙烯醛途

径形成的[1112]。丙烯酰胺的致毒机制可基本归纳于遗传毒

性和非遗传毒性两大机制[13]。其中非基因毒性机制是通过

氧化应激损伤、影响激素水平来调控基因表达, 从而导致

毒性和癌变。丙烯酰胺在体内通过细胞色素 P450-2E1 酶部

分代谢成毒性更强的缩水甘油酰胺[1415]。丙烯酰胺诱导细

胞产生过量的活性氧, 破坏细胞内氧化还原平衡, 导致细

胞损伤或凋亡, 是丙烯酰胺毒性的关键作用机制[1617]。氧

化损伤造成氧化应激和炎症的发生, 与癌症密切相关[18]。 

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)是一种模型生物, 

被用于研究细胞生理、代谢或细胞对各种环境压力的反

应[19]。酵母不仅能在营养和环境因素的刺激下产生活性

氧 (reactive oxygen species, ROS), 还具有一系列应对

ROS 的酶和非酶系统[2022]。许多研究证实了酵母细胞在

重金属、药物、杀虫剂或环境化学品毒性测试中的作   

用[23]。有报道研究了丙烯酰胺对动物和细胞的影响及相

关机制 [2426], 但很少使用酿酒酵母作为模型, 进行氧化

应激研究。本研究使用丙烯酰胺处理酿酒酵母来研究其

抗氧化降解动力学, 探究氧化应激在丙烯酰胺毒性机制

中的作用 , 进一步了解丙烯酰胺的氧化应激 , 为防御丙

烯酰胺的危害提供理论支持。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器 

酿酒酵母(ATCC204508, 北京北纳创联生物技术研究

院); 丙烯酰胺(纯度>99%, 北京鼎国昌盛生物科技有限公

司 ); 酵母浸出粉胨葡萄糖培养基 (yeast extract peptone 

dextrose medium, YPD)、琼脂粉(青岛海博生物科技有限公

司); 磷酸盐缓冲液(北京索莱宝科技有限公司); 总蛋白定

量试剂盒、丙二醛(malondialdehyde, MDA)定量试剂盒、谷

胱甘肽(glutathione, GSH)定量试剂盒、总超氧化物歧化酶

(total superoxide dismutase, T-SOD)活力测定试剂盒、总抗

氧化能力(total antioxidant capacity, T-AOC)测定试剂盒(南

京建成生物工程研究所)。 

SJIA-650W 超声波细胞破碎机(宁波双嘉仪器有限公

司); TU-1810SPC 紫外可见光分光光度计(北京普析通用仪

器有限责任公司); LDZX-50KB 立式压力蒸汽灭菌锅(上海

申安医疗器械厂); TGL-16LM 台式高速冷冻离心机(湖南

星科科学有限公司); THZ-82 气浴恒温振荡摇床(常州澳华

仪器); SW-CJ-2 净化工作台(苏州净化有限公司)。 

1.2  酿酒酵母生长的检测 

检测不同时间点(0、2、6、8、10、12、22 和 32 h)

酿酒酵母在波长 600 nm 处的吸光度值, 测定酵母的生长

曲线。 

取 处 在 生 长 对 数 期 的 酿 酒 酵 母 菌 液 进 行 稀 释  

(OD600 nm=0.4), 接种在提前配好的 30 mL 的丙烯酰胺浓度

分别为 10、20、40、80、160 mmol/L 的 YPD 液体培养基

中, 30 ℃培养 8 h, 记录波长 600 nm 处的吸光度值。 

利用点分析法检测丙烯酰胺对酵母活细胞的影响 , 

酵母在含(或不含)丙烯酰胺的培养基中培养 8 h 后, 取菌液

梯度稀释(10、102、103、104、105 倍)后于 YPD 固体培养

基中进行培养, 30 ℃培养 72 h。 

1.3  抗氧化指标的测定 

筛选出最佳剂量的丙烯酰胺后, 30 ℃培养酿酒酵母, 

分别于 1、2、4、6、8 h 吸取菌液, 4 ℃离心(4000 r/min)     

10 min。细胞重悬, 磷酸盐缓冲液(phosphate buffered saline, 

PBS)(0.01 mol/L, pH 7.4)洗涤 2 次。细胞在 PBS 中进行冰

上超声波破碎 10 min(450 W, 超声时间/间歇时间: 3 s/5 s), 

收集上清液[27]。根据试剂盒说明书测定上清液的总蛋白含

量、MDA 含量、GSH 含量、T-SOD 活力和 T-AOC。在本

研究中, 用零级反应方程(公式 1)以及一级反应方程(公式

2)来拟合实验数据[28], R2 用来评估拟合优度。 

Xt=X0-kt                   (1) 
Xt/X0=exp(-kt)                (2) 

其中 X0、Xt 分别为抗氧化指标在零点和 t 时刻的检测值, t

为检测时间点, k 为速率常数。 

1.4  统计分析 

数据显示为平均值±SD, 数据来自 3 个独立的实验。

用 SPSS 22.0 软件进行统计分析。采用单因素方差分析、

最小显著差数法(least-significant difference, LSD)进行多

重比较, 评估对照组与丙烯酰胺处理组均值差异的统计

意义。 

2  结果与分析 

2.1  丙烯酰胺对酿酒酵母的生长和细胞间脂质过氧

化的影响 

酿酒酵母的生长曲线如图 1 所示, 30 ℃培养 10 h 后, 

酿酒酵母的生长接近平台期。与对照组相比, 丙烯酰胺处

理组的细胞 OD 值明显下降, 表明培养基中酿酒酵母细胞

数量下降。随着丙烯酰胺浓度的增加, OD 值越来越小, 数

据表明, 丙烯酰胺对酿酒酵母的生长抑制具有剂量依赖性

(图 2a)。通过 SPSS 计算, 丙烯酰胺对酿酒酵母的半抑菌浓

度为 88.54 mmol/L。 

丙烯酰胺的处理增加了酵母 MDA 的含量, 结果显
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示当丙烯酰胺浓度升至 20 mmol/L 时, 促进了酵母的脂

质过氧化(图 2b)。MDA 含量与丙烯酰胺浓度呈正相关关

系, 说明丙烯酰胺促进酿酒酵母脂质过氧化的作用呈剂

量依赖性。 

为了更具体的可视化上述结果, 根据生长和 MDA 含

量的数据, 选取 40 mmol/L 丙烯酰胺培养体系菌液进行点

分析检测菌体数量, 结果见图 2c。相较于对照组细胞, 丙

烯酰胺处理组细胞数量明显下降。因此, 40 mmol/L 选作后

续实验丙烯酰胺的浓度。 

2.2  丙烯酰胺对酿酒酵母抗氧化能力的影响 

在不同监测点酿酒酵母中, 对照组和处理组细胞内

MDA 含量和 T-AOC 均随培养时间增加而下降(图 3), 但两

组之间出现显著性差异时间不同, T-AOC 早在处理 1 h 后

即出现了较大差异(P< 0.01), 4 h 后与对照组无异(P > 0.05), 

而 MDA 含量的显著性差异出现于 2 h 后(P< 0.01), 4 h 依然

可见(P< 0.05), 直至 6 h 消失(P > 0.05)。 

GSH 含量和 T-SOD 活力变化规律基本一致, 对照组

与丙烯酰胺处理组之间的显著性差异仅见于 2 h (P< 0.05), 

并且, 此时达到 T-SOD活力与 GSH含量峰值, 其他监测点

未发现差异(P > 0.05)。表明丙烯酰胺在 2 h 时有效促进

GSH 的产生和 T-SOD 活力来抵御氧化作用。 

 

 

 
图 1  酿酒酵母的生长曲线(n=3) 

Fig.1  Growth curve of Saccharomyces cerevisiae (n=3) 
 
 

 

 
注: (a)不同剂量丙烯酰胺(0、10、20、40、80、160 mmol/L)培养酿酒酵母 8 h, 检测酿酒酵母生长情况; (b)不同剂量丙烯酰胺(0、10、20、

40、80、160 mmol/L)培养酿酒酵母 8 h, 检测胞内 MDA 含量; (c)在 40 mmol/L 丙烯酰胺条件下, 点分析法检测丙烯酰胺对酿酒酵母活细

胞的影响。ABCDEF 表示 P< 0.01, 差异极显著;  abcde 表示 P< 0.05, 差异显著。 

图 2  丙烯酰胺对酿酒酵母的生长和 MDA 含量的影响(n=3) 

Fig.2  Effects of acrylamide on the growth and malondialdehyde of Saccharomyces cerevisiae(n=3) 
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根据实验数据可以发现, 在培养早期(2 h)酿酒酵母氧

化指标的波动很大, 特别是在丙烯酰胺组, 但到了培养后

期, 波动趋于稳定状态, 表明丙烯酰胺对酿酒酵母的氧化

损伤主要是发生在培养早期阶段。对照组 T-AOC 和 MDA

含量随时间的变化趋势符合一级动力学方程 , 而处理组

T-AOC 变化符合零级动力学方程, MDA 含量符合一级动

力学方程变化(表 1)。 

3  结论与讨论 

氧化应激是丙烯酰胺诱导细胞损伤的机制之一[29]。丙

烯酰胺刺激细胞产生过量的 ROS自由基, 破坏细胞膜的完

整性, 影响细胞的正常功能。当细胞受到毒性物质的刺激

时, 会产生许多抗氧化酶(超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、

谷胱甘肽转移酶、谷胱甘肽过氧化物酶)来处理这些有毒物

质, 氧化剂的产生和分解代谢之间的微妙平衡对维持生物

功能是至关重要的[30]。 

丙烯酰胺及其代谢物缩水甘油酯的化学结构中含有

双键, 其很容易与具有-SH、-NH2 或-OH 基团的细胞亲核

分子相互作用 [26,31], 因此 , 丙烯酰胺能结合谷胱甘肽的

-SH, 这是亲电体生物转化为硫醇尿酸的初始步骤[3132]。

SOD 是一种金属抗氧化酶, 在维持氧化还原平衡中起重要

作用[33]。本研究发现丙烯酰胺处理组细胞中 GSH 含量和

T-SOD活力在2 h时显著升高, 随后恢复到稳定水平, 这可

能与触发细胞自我保护机制有关[34]。由丙烯酰胺刺激产生

的谷胱甘肽的增加, 通过亲电生物转化途径与丙烯酰胺反

应, 从而保护细胞抵御丙烯酰胺造成的细胞损伤[3536]。因

此, GSH 在培养后期逐渐降解, 细胞间氧化还原平衡发生

改变[25]。有研究表明, 在氧化应激的早期阶段, 抗氧化酶

系统存在稳态上调, 以应对自由基的增加, 防止氧化损伤, 

一旦自由基达到长期升高的水平, 这种补偿就会停止[37]。 

 

 
 

注: (a)丙烯酰胺对酿酒酵母 MDA 含量的影响; (b)丙烯酰胺对酿酒酵母 T-AOC 的影响; (c)丙烯酰胺对酿酒酵母 GSH 含量的影响; (d)丙烯

酰胺对酿酒酵母 T-SOD 活力的影响。ABCD 表示 P< 0.01, abcd 表示 P< 0.05, 表示相同处理组组内的不同时间点的差异; * *表示 P<0.01, 

*表示 P<0.05, 表示在同一时间点的不同处理组的组间差异。 

图 3  丙烯酰胺在不同时间点对酿酒酵母抗氧化指标的影响(n=3) 

Fig.3  Effects of acrylamide on antioxidant indicators of saccharomyces cerevisiae at different time points(n=3) 
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表 1  酿酒酵母抗氧化指标动力学参数 
Table 1  Kinetic parameters of antioxidant indicators in Saccharomyces cerevisiae 

指标 组别 
零级动力学 一级动力学 

k R2 k R2 

MDA 含量 
对照组 0.093 0.702 0.142 0.824 

丙烯酰胺组 0.108 0.974 0.154 0.994 

T-AOC 
对照组 0.192 0.941 0.303 0.997 

丙烯酰胺组 0.124 0.957 0.288 0.930 

GSH 含量 
对照组 0.881 0.527 0.056 0.535 

丙烯酰胺组 1.102 0.317 0.056 0.350 

T-SOD 活力 
对照组 3.222 0.121 0.029 0.146 

丙烯酰胺组 4.343 0.161 0.026 0.153 

 

 
T-AOC 反映并代表了机体自由基代谢状态以及抗氧

化酶和非酶系统对外界刺激的补偿能力[38], 它是衡量机体

抗氧化酶和非酶系统功能状态的综合指标[39]。在培养早期, 

处理组细胞的T-AOC与对照细胞有显著差异, 且发生时间

先于 GSH 和 SOD, 说明当酿酒酵母受到丙烯酰胺攻击时, 

细胞间抗氧化系统会立即防御氧化损伤。随着培养时间的

延长 , 酵母细胞的 T-AOC 含量逐渐降低 , GSH 含量和

T-SOD 活力降低。这些数据表明, 应激诱导的抗氧化剂的

暂时升高仍然不能减弱丙烯酰胺对酵母细胞的氧化损伤。

在机体应对丙烯酰胺的刺激中, 虽然抗氧化酶波动较大, 

但代偿能力受损。自由基可通过生物膜中多不饱和脂肪酸

的过氧化和脂氢过氧化物的分解产物引起细胞损伤。丙烯

酰胺处理后的细胞 MDA 含量高于对照组, 且在 2 h 和 4 h

之间存在显著差异。 

大量研究表明 , 丙烯酰胺可以促进脂质过氧化和

MDA 的产生[14,4041]。丙烯酰胺造成 GSH 过度消耗, 导致

脂质过氧化增加, 进而产生 MDA[42]。先前的研究已经证明, 

酿酒酵母适用于非致命剂量的外源性化合物, 这种化合物

通过短暂的细胞周期阻滞产生细胞内的活性氧。这是一种

生理保护机制, 当细胞的抗氧化防御不充分和受到损害时, 

用来保护自身免受氧化剂的攻击[43]。 

本研究以酿酒酵母为模型, 研究了丙烯酰胺刺激下

酿酒酵母的抗氧化降解动力学, 检测了不同时间点丙烯酰

胺对酵母抗氧化指标的影响。结果表明, 丙烯酰胺破坏了

酵母菌的氧化还原平衡态, 抑制了酿酒酵母的生长。丙烯

酰胺诱导酵母氧化应激, 在培养初期表现更为明显, 这可

能与丙烯酰胺的半衰期和酿酒酵母自身的抗氧化防御系统

有关, 有待进一步研究。 
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