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摘要：【目的】探讨酿酒酵母 YSI-3.7 在富集 Cr（Ⅲ）形成葡萄糖耐量因子（GTF）过程中自身抗氧化机制以

及硫在该过程中发挥的作用，以期揭示硫对降低铬胁迫，进而提高生物富铬的作用机理。【方法】以高产 GTF 酿

酒酵母 YSI-3.7 为目的菌株，通过设置不同浓度的 Cr（Ⅲ）、硫组合进行生物富铬，测定不同条件下 YSI-3.7 菌

株的生物富铬量以及相应氧化应激指标（如丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）等）的变

化，分析硫对酵母菌体在 Cr（Ⅲ）胁迫下的改善作用。【结果】低浓度 Cr（Ⅲ）（200 μg·mL-1
）会刺激酵母 YSI-3.7

生长，使其生物量增加；而高浓度 Cr（Ⅲ）（>500 μg·mL-1
）对酵母生长有抑制作用。Cr（Ⅲ）浓度为 500 μg·mL-1

时，酵母中有机铬含量为（725.55±55.08）μg·g-1
 DCW，总铬含量达（1 255.53±43.75）μg·g-1

 DCW；Cr（Ⅲ）浓

度为 800 μg·mL-1
时，有机铬为（536.25±36.89）μg·g-1

 DCW，其中，总铬含量达（1 812.22±38.24）μg·g-1
 DCW。

随 Cr（Ⅲ）浓度的增加（0—800 μg·mL-1
），菌体中 MDA 含量从 11.83 nmol·mL-1

升高到 18.04 nmol·mL-1
。SOD 和 CAT

活力随 Cr（Ⅲ）浓度升高而降低。在较低 Cr（Ⅲ）浓度（≤500 μg·mL-1
）下，谷胱甘肽（GSH）、总巯基、总抗氧

化能力（T-AOC）含量均升高，但在高浓度 Cr（Ⅲ）（800 μg·mL-1
）下会降低。1 mmol·L-1

 Na2SO3可以缓解 Cr（Ⅲ）

的胁迫作用，此时，酵母中蛋白质含量上升，MDA 含量降低 12.83%，CAT 活力基本无影响，SOD 活力提高 4.41%，

GSH、T-AOC、GSH-Px 含量分别增加 28.83%、14.29%和 18.80%。【结论】酵母富铬过程中，Cr（Ⅲ）胁迫作用可造

成酵母膜脂过氧化程度加重。在较低铬浓度时（≤500 μg·mL-1
），酵母可以通过自身抗氧化酶系统缓解该胁迫作用，

其中发挥重要作用的是谷胱甘肽及其相关酶。高浓度 Cr（Ⅲ）（800 μg·mL-1
）下，膜脂过氧化程度进一步加重，酵

母自身抗氧化能力不足以抵御 Cr（Ⅲ）
 
胁迫。硫（1 mmol·L-1

 Na2SO3）可以通过提高酵母中 SOD 活力、GSH、T-AOC、

GSH-Px 含量，减轻 Cr（Ⅲ）造成的膜脂过氧化程度，提高酵母自身抗氧化能力，进而提高酵母生物富铬效率。  

关键词：三价铬；硫；酿酒酵母；葡萄糖耐量因子；氧化应激  
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Abstract:【Objective】The objective of this study was to investigate the antioxidative mechanism and role of sulphur during 

chromium (Ⅲ) enrichment by Saccharomyces cerevisiae. The mechanisms of alleviation chromium (Ⅲ) toxicity against yeast by 
sulphur were revealed. 【Method】Saccharomyces cerevisiae YSI-3.7 was used in this study. Various incubation conditions were 
investigated, such as various concentrations Cr(Ⅲ) and sulfate. And the corresponding biomass, total chromium content, organic 
chromium content and oxidative stress markers (including malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) 
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and so on), were measured and analyzed. 【Result】 Low Cr(Ⅲ) concentration (0-200 μg·mL-1) could stimulate the growth of yeast, 
while high Cr(Ⅲ) concentration (>500 μg·mL-1) inhibited its growth. After Saccharomyces cerevisiae YSI-3.7 was incubated with 
500 μg·mL-1 Cr(Ⅲ) for 44 h, the content of organic Cr in yeast was found to be 725.55±55.08 μg·g-1 DCW and that of total Cr was 
1255.53±43.75 μg·g-1 DCW. After Saccharomyces cerevisiae YSI-3.7 was incubated with 800 μg·mL-1 Cr(Ⅲ) for 44 h, the content of 
organic Cr in yeast was found to be 536.25±36.89 μg·g-1 DCW and that of total Cr was 1812.22±38.24 μg·g-1 DCW. The content of 
MDA increased (from 11.83 nmol·mL-1 to 18.04 nmol·mL-1) with the increasement of Cr(Ⅲ) concentration (0-800 μg·mL-1), while 
the activity of SOD and CAT decreased. The content of GSH, total sulfhydryl and T-AOC increased at lower Cr(Ⅲ) concentration 
(≤500 μg·mL-1), and decreased at the high concentration (800 μg·mL-1). The supplementation of 1 mmol·L-1 Na2SO3 during 
incubation could alleviate the stress of Cr(Ⅲ) against yeast. The protein content increased and MDA content decreased (12.83%) 
with the addition of 1 mmol·L-1 Na2SO3 during incubation. The activity of CAT was almost unaffected. The activity of SOD was 
increased to 4.41%. GSH, T-AOC and GSH-Px content increased to 28.83%, 14.29% and 18.80%, respectively. 【Conclusion】
During the Cr(Ⅲ) bio-enrichment process by yeast, Cr(Ⅲ) stress could aggravate the lipid peroxidation of cell membrane. At low 
Cr(Ⅲ) concentration(0-500 μg·mL-1), yeast could protect itself from this stress by its own antioxidant enzymes, among which 
glutathione and its related enzymes played an important role. At high concentration of Cr(Ⅲ) (800 μg·mL-1) , the degree of 
membrane lipid peroxidation was aggravated and the yeast’s own antioxidant capacity was not enough to protect itself from Cr(Ⅲ) 
stress. Supplementation of S (1 mmol·L-1 Na2SO3) could mitigate membrane lipid peroxidation caused by Cr(Ⅲ)by improving SOD 
activity, GSH, T-AOC and GSH-Px content in yeast, improving the antioxidant capacity of yeast itself and Cr(Ⅲ) bio-enrichment 
by yeast.  

Key words: Cr(Ⅲ); S; Saccharomyces cerevisiae; GTF; oxidative stress 
 

0  引言 

【研究意义】作为人体必需的微量元素，Cr（Ⅲ）

可以促进机体葡萄糖代谢，降低甘油三酯和游离脂肪

酸含量，维持体内糖脂代谢平衡[1]。酵母可以通过生

物吸附和转化作用将环境中的无机铬转化为有机铬。

这种来源于酵母的有机铬也被称为葡萄糖耐量因子

（glucose tolerance factor，GTF）[2-4]，它具有吸收率

高、安全性高的特点，被认为是最安全的铬补充剂[5]。

但作为重金属，Cr（Ⅲ）对酵母的生长有两面性。一

方面，低浓度的铬可促进酵母的生长；另一方面，高

浓度的铬可对酵母生长造成一定的氧化胁迫作用，抑

制酵母的正常生命活动、生长和 GTF 的生成。因此，

研究酿酒酵母在富集 Cr（Ⅲ）形成葡萄糖耐量因子

（GTF）过程中自身抗氧化机制以及硫在该过程中发

挥的作用，对揭示硫降低铬胁迫，进而提高生物富铬

的作用机理具有重要意义。【前人研究进展】环境中

的氧化还原剂或重金属等能刺激细胞产生超氧负离

子、羟基和过氧化氢等内源性活性氧族物质（reactive 
oxygen species，ROS）等代谢产物。这些代谢产物在

细胞中累积到一定程度，可对 DNA、脂质和蛋白质等

细胞组分造成一定的损害，进而影响细胞的功能甚至

造成细胞死亡[6]。研究发现，高浓度 Cu2+会对酵母造

成胁迫作用[7-8]，铜是氧化还原反应的活泼因子，参与

Fenton 反应[9]，产生有害的氢氧根离子[10]，氢氧根离

子可引起细胞膜脂质、蛋白质的氧化以及 DNA 和

RNA 分子的解链，导致细胞的死亡[11]。重金属会对生

物造成氧化应激，破坏 DNA 结构，抑制酶的功能，

破坏蛋白质在细胞增殖、细胞周期、细胞凋亡和变异

过程中的作用[12-13]。据报道，Cd（Ⅱ）、As（Ⅲ）和

Cr（Ⅵ）可以在酵母中产生 ROS，诱导酵母体内氧化

应激和脂质过氧化反应从而造成酵母细胞损伤[14-16]。

有研究表明，Cr（Ⅲ）容易与酵母中 DNA 和其他生

物组分形成稳定的胞内配体，特别是与抗坏血酸盐、

组氨酸、谷胱甘肽、半胱氨酸等[17]。刘鹭等[18]研究发

现，培养液中高浓度 Cr（Ⅲ）（800 μg·mL-1）严重抑

制菌体生长；而低浓度的 Cr（Ⅲ）（200—400 μg·mL-1）

对菌体的生长具有轻微刺激作用，但有机铬富集率较

低。高氧化价态的金属在硫的作用下可以转变为低价

态[19]，硫的补充可以降低 Cr（Ⅵ）对于酵母细胞的毒

性，促进酵母对废水液中 Cr（Ⅵ）的吸收[20]。【本研

究切入点】关于 Cr（Ⅲ）对酵母在生成 GTF 过程中

产生的氧化胁迫作用鲜有报道，而针对缓解铬的氧化

胁迫作用、提高酵母富铬含量的研究更少。本研究利

用前期转录组学结果对比分析了富铬酵母和对照酵母

的差异基因及其代谢通路，发现酵母富铬过程与硫代

谢和 GSH 代谢通路有密切的关系。基于以往文献报道

硫吸收和 GSH 生物合成相互联系，并在缓解重金属

Cr（Ⅵ）对微生物的胁迫时发挥了重要的作用[21]，本

研究拟在富铬酵母发酵过程中添加不同种类的硫化合
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物，对比观察富铬酵母的生长，包括富集有机铬、总

铬以及体内氧化应激的变化。【拟解决的关键问题】

基于转录组学对酵母富铬代谢通路的分析结果，研究

不同种类的硫对酵母富铬以及体内氧化应激的影响，

揭示硫对 Cr（Ⅲ）胁迫下酵母生物富铬调节机制，为

酵母生物富集铬生成 GTF 的发酵条件优化提供理论

依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

试验菌株和对照菌株均为酿酒酵母 YSI-3.7，保藏

于中国普通微生物菌种保藏管理中心（CGMCC No. 
2687）。YPD 培养基（大豆蛋白胨 20 g，葡萄糖

20 g，酵母浸粉 10 g，蒸馏水 1 L，pH 5.8，121℃，

灭菌 15 min）的大豆蛋白胨和酵母浸粉，北京奥  
博星生物技术公司；葡萄糖、无水亚硫酸钠、硫化

钠，国药集团；硝酸、氨水和高氯酸，上海晶纯科

技公司；三氯化铬（Ⅲ）六水化合物，上海阿拉丁

公司。 
1.2  试验设计 

以高产 GTF 的 YSI-3.7 为出发菌株，研究和分析

不同浓度（0、200、500 和 800 μg·mL-1）Cr（Ⅲ）对

酵母富集 Cr（Ⅲ）情况及氧化应激的影响，寻找酵母

培养最适 Cr（Ⅲ）浓度；在最适 Cr（Ⅲ）浓度条件下

（ 500 μg·mL-1 ），对比研究不同种类硫化合物

（Na2SO3、Na2S、（NH4）2SO3）对缓解 Cr（Ⅲ）

胁迫的氧化应激的影响；在最适硫化合物及浓度下

（1 mmol·L-1Na2SO3），测定酵母菌体生物量、丙二

醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化物酶

（CAT）、还原型谷胱甘肽（GSH）、氧化型谷胱甘

肽（GSSG）、谷胱甘肽氧化酶（GSH-PX）、总巯基、

总抗氧化能力（T-AOC）等参数，探讨硫对 Cr（Ⅲ）

胁迫下酵母生物富铬调节机制。 
1.3  方法 

1.3.1  富铬酵母 YSI-3.7 培养  将通过梯度铬平板

（200、500、800 和 1 000 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）筛选出的

富铬能力最强、生物量最大的酿酒酵母 YSI-3.7 单菌

落（有机铬含量 1 033.91 μg·g-1 DCW，总铬含量 1 
603.87 μg·g-1 DCW，生物量 1.041 g/100 mL YPD）接

种于 YPD 培养基中培养至第 3 代，然后以 10%（v/v）
接种量分别接种于含有一定铬浓度的 YPD 培养基中，

于恒温培养振荡器中 28℃、200 r/min 摇瓶培养 44 h。
于 4℃、6 000 r/min 离心 10 min 收集菌体，用无菌水

洗涤 3 次，称其湿重；-60℃冷冻干燥 48 h 得到冻干

菌粉。 
1.3.2  有机铬、总铬含量的测定  参考火焰原子吸收

法[22]。 
1.3.2.1  富铬酵母菌体中有机铬测定  富铬酵母中

有机铬可溶于氨水，称取 0.1 g 冻干酵母菌粉溶于 10 
mL 0.1 mol·L-1氨水溶液中，于 37℃、200 r/min 提取 3 
h。于 4℃、5 000 r/min 离心 10 min，收集上清液于溶

样杯中，加入 6 mL 浓硝酸。将其置于加热板于 160
℃预加热 30 min，再加入 0.5 mL 高氯酸和 5 mL 5%
（m/v）的过硫酸铵，进行微波消解，参数如表 1 所

示。消解完全后用 10% NH4Cl 溶液定容至 25 mL，参

照 GB/T15555.6—1995 火焰原子吸收光谱法测定消化

液中铬含量，即为富铬酵母菌体中有机铬的含量。 
1.3.2.2  富铬酵母菌体总铬测定  直接称取 0.1 g 冻

干菌粉于溶样杯中，加入 6 mL 浓硝酸。将其置于加

热板于 160℃预加热 30 min，再加入 0.5 mL 高氯酸和

5 mL 5%（m/v）的过硫酸铵，进行微波消解，微波消

解参数设置如表 1 所示。消解完全后用 10% NH4Cl 溶
液定容至 25 mL，参照 GB/T15555.6—1995 火焰原子

吸收光谱法测定消化液中铬含量，即为富铬酵母菌体

的总铬含量。 
1.3.3  相关生理指标的测定 

1.3.3.1  丙二醛（MDA）含量  取菌体破壁、离心后

的上清液，按照丙二醛（MDA）测试盒说明书步骤

进行。 
1.3.3.2  超氧化物歧化酶（SOD）活力  取菌体破壁、

离心后的上清液，按照超氧化物歧化酶（SOD）测定

试剂盒说明书步骤进行。 
1.3.3.3  过氧化氢酶（CAT）  取菌体破壁、离心后

的上清液，按照过氧化氢酶（CAT）测定试剂盒说明

书步骤进行。 
1.3.3.4  谷胱甘肽（GSH，GSSG）  取菌体破壁、离

心后的上清液，按照 GSH 和 GSSG 检测试剂盒说明

书步骤进行。 
1.3.3.5  总抗氧化能力（T-AOC）  取菌体破壁、离

心后的上清液，按照 T-AOC 检测试剂盒说明书步骤

进行。 
1.3.3.6  总巯基  取菌体破壁、离心后的上清液，按

照巯基检测试剂盒说明书步骤进行。 
1.3.3.7  谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）  取菌体破

壁、离心后的上清液，按照谷胱甘肽检测试剂盒说明

书步骤进行。 
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1.4  数据分析 

应用 SPSS16.0 对所有数据进行统计分析和绘图。 

2  结果 

2.1  Cr（Ⅲ）胁迫对酵母 YSI-3.7 生物富铬及氧化应

激影响 

2.1.1  生物量及富铬情况  随着培养液中 Cr（Ⅲ）

浓度的升高，YSI-3.7 菌体富集铬的总量升高（包括有

机铬和总铬），生物量下降。与对照组（Cr（Ⅲ）浓

度为 0）酵母相比，200、500 和 800 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）

浓度下酵母生物量分别降低 24.29%、 30.71%和

67.86%。在 500 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）浓度下，酵母中的

有机铬含量达到 725.55 μg·g-1 DCW，有机铬率最高，

达到 57.79%；酵母于 800 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）浓度下虽

然吸附的总铬高至 1 812.22 μg·mL-1，但生物量降低较

为严重，并且有机铬率仅为 29.59%（表 1）。综合考

虑菌体生物量以及富集铬的情况，Cr（Ⅲ）浓度为 500 
μg·mL-1为酵母发酵富铬最佳浓度。 

 
表 1  Cr（Ⅲ）对酵母 YSI-3.7 生物量及生物富铬的影响 

Table 1  Effect of Cr (Ⅲ)  on YSI-3.7 growth and its chromium enrichment 

Cr（Ⅲ） (μg·mL-1)  

0 200 500 800 

生物量 Biomass (g/100 mL) 1.40±0.07 1.06±0.01 0.97±0.05 0.45±0.02 

有机铬 Organic chromium (μg·g-1DCW) 0 224.74±6.41 725.55±55.08 536.25±36.89 

总铬 Total chromium (μg·g-1DCW) 0 409.04±12.65 1255.53±43.75 1812.22±38.24 

有机铬/总铬 Organic/total chromium (%) 0 54.94±1.90 57.79±2.45 29.59±2.48 

 
2.1.2  Cr（Ⅲ）胁迫对酵母 YSI-3.7 氧化应激影响  
通过研究 Cr（Ⅲ）胁迫对酵母 YSI-3.7 各氧化应激指

标的影响可知（表 2），酵母细胞中丙二醛（MDA）

的含量随着培养基中 Cr（Ⅲ）浓度的增加而增加。

MDA 的量可以反映酵母细胞内脂质过氧化的程度，

间接地反映出细胞损伤的程度。200、500 和 800 
μg·mL-1 铬浓度下，丙二醛含量分别比对照组增加

31.36%、42.94%和 52.49%。 
随着 Cr（Ⅲ）浓度升高，YSI-3.7 中 SOD 活力略

有下降，在 200、500 和 800 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）浓度下，

分别比对照组下降 3.83%、7.90%和 14.63%。在对照

酵母中，CAT 的活力可达到 9.09 U·mg-1 prot，随着

Cr（Ⅲ）浓度升高，CAT 活力有所下降，在 200、500
和 800 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）浓度下，分别比对照组下降

13.86%、48.07%和 59.96%。 
在对照酵母中，还原型谷胱甘肽（GSH）含量随

着 Cr（Ⅲ）浓度升高，呈现先增加后减少趋势，GSH
含量于 500 μg·mL-1 Cr（Ⅲ） 浓度下达到最高 48.52 
μmol·g-1 prot。在 200、500 和 800 μg·mL-1 Cr（Ⅲ） 浓

度下，分别比对照组增加 28.01%、54.42%和 39.53%。

与 GSH 变化趋势不同，氧化型谷胱甘肽（GSSG）含

量随着 Cr（Ⅲ）浓度的升高而升高，在 Cr（Ⅲ）浓度

为800 μg·mL-1时含量达到最高，为15.46 μmol·g-1 prot，
比对照组增加 96.69%。在 Cr（Ⅲ）浓度为 200、500 

μg·mL-1 时，GSSG 的含量也高于对照组，分别增加

21.63%和 57.51%。GSH/GSSG 通常用来表示生物体的

抗氧化能力。GSH/GSSG 的比值在对照组中为 4，在

Cr（Ⅲ）浓度为 200、500 和 800 μg·mL-1时分别为 4.21、
3.92 和 2.84。 

Cr（Ⅲ）添加浓度为 200 和 500 μg·mL-1时，培养

基中巯基含量分别比对照组提高 38.77%和 53.34%。

在 800 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）浓度下，巯基含量相对于对照

组酵母降低约 7.19%。酵母细胞中总抗氧化能力

(T-AOC)于 0—500 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）浓度下持续升高。

当 Cr（Ⅲ）浓度继续升高至 800 μg·mL-1时，T-AOC
比对照降低 56.25%。培养基中 Cr（Ⅲ）浓度从 0 升

高到 500 μg·mL-1时，酵母细胞中 T-AOC 持续升高，

说明在此浓度范围内，Cr（Ⅲ）胁迫使酵母细胞的抗

氧化能力提高，而当 Cr（Ⅲ）浓度升高至 800 μg·mL-1

时，酵母细胞的抗氧化能力降低，并且远低于对照组。

说明高 Cr（Ⅲ）对酵母造成了很大的破坏作用，酵母

自身的抗氧化能力已经不足以应对此浓度下 Cr（Ⅲ）

的氧化胁迫。 
2.2  不同硫化合物对铬胁迫下酵母 YSI-3.7 生物量

及生物富铬的影响 

由表 3 可以看出，培养基中添加不同硫酸盐培养

的酵母细胞生物量（干重）几乎均随着其浓度的增加

而减少。其中有机铬含量随着培养基中添加 Na2SO3、 
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表 2  Cr（Ⅲ）
 
对酵母细胞氧化应激的影响  

Table 2  Effect of Cr (Ⅲ) on YSI-3.7 oxidative stress 

Cr（Ⅲ） 浓度  Cr（Ⅲ） concentration (μg·mL-1) 检测指标 
Index 0 200 500 800 

丙二醛 MDA (nmol·mL-1) 11.83±0.38 15.54±0.41 16.91±0.33 18.04±0.44 

超氧化物岐化酶 SOD (U·mg-1 prot) 8.61±0.19 8.28±0.11 7.93±0.07 7.35±0.21 

过氧化氢酶 CAT (U·mg-1 prot) 9.09±0.28 7.83±0.14 4.72±0.09 3.64±0.03 

还原型谷胱甘肽 GSH (μmol·g-1 prot) 31.42±1.54 40.22±1.38 48.52±2.01 43.84±1.94 

氧化型谷胱甘肽 GSSG (μmol·g-1 prot) 7.86±0.21 9.56±0.32 12.38±0.52 15.46±0.61 

谷胱甘肽氧化酶 GSH-Px (U·g-1 prot) 1044.51±10.22 1274.32±5.89 763.01±3.21 534.68±6.76 

总巯基 -SH (μg·g-1 prot) 38.51±1.14 53.44±2.71 59.05±2.98 35.74±1.97 

总抗氧化能力 T-AOC (U·g-1 prot) 0.8±0.21 0.85±0.19 1.61±0.32 0.35±0.01 

 
表 3  硫化合物对酿酒酵母 YSI-3.7 生物量及生物富铬的影响 

Table 3  Effect of various S compounds on YSI-3.7 biomass and its chromium enrichment 

含硫化合物 
S compound 

浓度 
Concentration (mmol·L-1) 

生物量 
Biomass 

(g/100 mL) 

有机铬 
Organic chromium 

(μg·g-1·DCW) 

总铬 
Total chromium 
(μg·g-1·DCW) 

有机铬率 
Percentage of organic 

chromium (%) 
0 对照组 Control 1.002±0.1 755.63±4.23 1431.93±10.12 52.77±1.24 

0.5  0.92±0.07 1198.16±9.43 1578.21±11.27 75.92±3.75 

1  0.85±0.08 1607.02±6.78 1876.32±9.43 85.65±2.36 

5  0.60±0.04 2052.43±10.58 2755.04±11.38 74.50±3.57 

10  0.49±0.03 609.58±4.98 1746.95±8.79 34.84±1.98 

Na2SO3 

15   0.32±0.02 477.39±2.75 740.18±8.02 64.50±1.63 

0.5   1.005±0.25 895.98±5.72 1601.45±5.98 55.95±1.48 

1  1.08±0.07 1261.16±6.27 1868.74±9.98 67.75±2.32 

5  0.781±0.03 691.63±3.61 2302.31±11.54 30.04±1.03 

10   0.69±0.08 613.83±2.88 3516.62±21.32 17.46±0.98 

Na2S 

15  0.15±0.04 318.70±1.02 3834.02±20.98 8.31±0.45 

0.5   0.996±0.05 721.01±2.79 2101.45±14.32 34.31±1.74 

1   0.942±0.04 861.12±5.97 2868.14±16.45 30.02±1.05 

5   0.276±0.02 542.19±4.34 3000.21±18.91 18.07±1.13 

10   0.121±0.02 301.21±2.83 1812.62±13.69 16.62±0.45 

（NH4）2SO3 

15   0.085±0.01 100.32±1.56 1367.02±9.13 7.33±0.41 
      
对照组酵母培养采用含 500 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）浓度 YPD 培养基；其余处理组酵母培养采用含不同浓度硫化合物+500 μg·mL-1 Cr（Ⅲ） 浓度 YPD
培养基 
Control group yeast culture in 500 μg·mL-1 Cr(Ⅲ) YPD medium; Other yeast culture in different concentrations of Sulfur compounds and 500 μg·mL-1 Cr(Ⅲ)  
YPD medium 

 
Na2S、（NH4）2SO3 浓度的升高先增加后减少，并分

别在浓度 5、1 和 1 mmol·L-1时达到最大值。对于培养

基中添加 Na2SO3 和（NH4）2SO3 的酵母而言，酵母

中总铬含量随着亚硫酸盐添加浓度的升高先增加后

减少，分别在 5、15 mmol·L-1 时达到最大值。而对于

添加 Na2S 的酵母，其总铬的含量在 0.5—15 mmol·L-1

浓度持续增加。对于培养基中添加 Na2SO3、Na2S
的酵母，其有机铬率均先上升后下降，且均在浓度

为 1 mmol·L-1时达到最大值，分别为对照的 85.65%和

67.75%。而对于添加（NH4）2SO3 后发酵的酵母，其

有机铬率随着其浓度升高而下降。结合细胞干重、有

机铬、总铬、有机铬率等指标，当在培养基中添加
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1 mmol·L-1 Na2SO3时，对于酵母富集 Cr（Ⅲ）形成有

机铬最有利。此时，酵母细胞生物量为只添加 500 
μg·mL-1 Cr（Ⅲ）的 84.83%，总铬含量提高 31.03%，

有机铬率提高 32.88%。综上，选择 1 mmol·L-1 Na2SO3

进行后续研究。 
2.3  Na2SO3对酵母YSI-3.7富铬及铬胁迫下氧化应激

的影响 

2.3.1  对应激代谢产物的影响  氧自由基能攻击生

物膜中的多不饱和脂肪酸，引发脂质过氧化作用，形

成脂质过氧化物，如丙二醛。MDA 的量可以反映酵

母细胞内脂质过氧化的程度，间接地反映出细胞损伤

的程度。如图 1-A 所示，500 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）处理的

酵母体内 MDA 含量为 16.91 nmol·mL-1，相比于空白

组，提高了 24.60%；1 mmol·L-1 Na2SO3可有效降低因

Cr（Ⅲ）引起的 MDA 含量，相比于 500 μg·mL-1 Cr
（Ⅲ）处理组，MDA 含量降低了 12.8%。 

如图 1-B 所示，500 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）处理的酵母 

体内巯基含量为 59.05 μg·g-1 prot；1 mmol·L-1 Na2SO3

可促进富铬酵母体内巯基含量的增加，达到 65.51 
μg·g-1 prot；相比于 500 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）处理组，巯

基含量提高了 16.87%。 
如图 1-C 所示，500 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）处理的酵母细

胞内还原型谷胱甘肽（GSH）含量为 48.52 μmol·g-1 prot，
相比于对照酵母组增加了 54.42%。1 mmol·L-1 Na2SO3

可促进富铬酵母体内 GSH 增加至 62.51 μmol·g-1 prot。
相比于空白组和 500 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）处理组分别提高

98.95%和 28.83%。 
如图 1-D 所示，500 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）处理的酵

母体内氧化型谷胱甘肽（GSSG）含量为 12.38 
μmol·g-1 prot，相比于空白酵母组增加 57.71%。1 
mmol·L-1 Na2SO3 可促进富铬酵母体内 GSSG 降低至

7.85 μmol·g-1 prot。相较于 500 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）处理

组，GSSG 降低了 57.71%，与空白组酵母体内 GSSG
含量近似。 
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0：Cr（Ⅲ）浓度为 0（空白对照组）；500：Cr（Ⅲ） 浓度为 500 μg·mL-1；500+1S: Cr（Ⅲ） 浓度为 500 μg·mL-1，Na2SO3 浓度为 1 mmol·L-1。下同 
0: Chromium (Ⅲ) concentration is 0. 500: Chromium (Ⅲ) concentration is 500 μg·mL-1. 500+1 NS: Chromium (Ⅲ) concentration is 500 μg·mL-1, Na2SO3 
concentration is 1 mmol·L-1. The same as below 

 

图 1  Na2SO3对铬胁迫下酵母氧化应激代谢产物的影响 

Fig. 1  Effects of Na2SO3 on reactive oxygen species related intermediate metabolites by YSI-3.7 
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2.3.2  对酵母抗氧化能力的影响  金属离子的氧

化胁迫会激活微生物机体自身抗氧化保护酶系统，

消除自由基，维持体内自由基动态平衡 [23]。如图

2-A 所示，500 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）处理的酵母体内

SOD 含量为 7.93 U·mg-1 prot，相比于空白酵母组降

低 7.9%。1 mmol·L-1 Na2SO3 可促进富铬酵母体内

SOD 增加至 8.28 U·mg-1 prot，比 500 μg·mL-1 Cr
（Ⅲ）单独处理组提高 4.41%。空白对照组中酵母

的 CAT 的活力达到 9.09 U·mg-1·prot；其他两组处

理相比，酵母细胞中 CAT 活力无显著变化（图

2-B），表明硫的添加对 SOD、CAT 的活力提高不

明显。 
总抗氧化能力（T-AOC）是衡量机体抗氧化酶系

统和非酶促系统功能状况的综合性指标。它的大小可

代表和反映机体抗氧化酶系统和非酶系统对外来刺激

的代偿能力以及机体自由基代谢的状态。由图 2-C 所

示，在 Cr（Ⅲ）胁迫下，酵母的总抗氧化能力有所提

升，酵母发挥自身调节作用以对抗外界氧化胁迫作用；

500 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）处理的酵母体内 T-AOC 含量为

1.61 U·g-1 prot，相比于空白酵母组提高 101.25%。1 
mmol·L-1 Na2SO3可促进富铬酵母体内 T-AOC 增加至

1.84 U·g-1 prot，分别比空白酵母和 500 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）

处理组中 T-AOC 含量提高 130%和 14.29%。表明硫的

添加可以提高酵母的总抗氧化能力。 
谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）可以促进过

氧化氢（H2O2）与还原型谷胱甘肽反应生成 H2O
和氧化型谷胱甘肽（GSSG）。由图 2-D 可知，500 
μg·mL-1 Cr（Ⅲ）处理的酵母体内GSH-Px含量为763.94 
U·mg-1 prot，相比于空白酵母组降低 26.86%。1 
mmol·L-1 Na2SO3 可使富铬酵母体内 GSH-Px 增加至

907.53 U·mg-1 prot，比 500 μg·mL-1 Cr（Ⅲ）处理组提

高 18.80%。以上结果表明，硫的添加可以提高谷胱甘

肽过氧化物酶的活力，促进氧化氢（H2O2）与还原型

谷胱甘肽反应，促进过氧化氢的分解。 
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图 2  Na2SO3对酵母抗氧化能力的影响 

Fig. 2  Effect of Na2SO3 on YSI-3.7 antioxidant capacity 
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3  讨论 

动物、植物细胞在代谢过程中不断产生自由基，

这些自由基会被细胞本身具有的防御体系所清除，在

正常生理条件下，二者之间始终处于动态平衡。一旦

平衡被打破，机体组织内的活性氧自由基不断聚积，

使组织代谢功能出现异常并发生组织过氧化现象，从

而引发一系列病理及生理变化[24]。过量的重金属会诱

导活性氧基团（ROS）的产生，如超氧离子（O2-）、

羟基(-OH)、过氧化氢（H2O2）等活跃的微粒。这些

微粒能与大量细胞成分反应，氧化核酸、蛋白质、糖

类和脂肪等大分子，引起细胞内氧化应激反应导致细

胞死亡[25]。铬和其他金属一样，会显著诱导活性氧的

产生，可以直接或者间接地对生物体中核酸、叶绿体

结构和细胞膜造成破坏[26]。PEREIAR 等[27]在研究氧

化胁迫与酵母抗逆性的关系时也发现，在高温、饥

饿、金属离子等逆境因子存在时可诱使酵母细胞产

生活性氧 ROS。ROS 的清除主要包括非酶促和酶促

两种机制。其中，非酶促清除机制主要依赖于抗坏

血酸、谷胱甘肽、类黄酮和生物碱等还原性物质[28]；

而酶促清除机制则依赖于超氧化物歧化酶、过氧化

氢酶、过氧化物酶、抗坏血酸过氧化物酶和谷胱甘

肽过氧化物酶等[29]。KEUNEN 等[30]认为，铬（Ⅵ）

主要通过硫转运体进入细胞，并且竞争性地抑制硫的

摄取，导致硫饥饿，从而引起硫摄取量的减少。在这

两者竞争下，硫的补充可以解除铬的毒性，使酵母生

长状态变好，蛋白含量增加。GSH 等含半胱氨酸残基

的巯基化合物，具有抗氧化、提高机体免疫、重金属

解毒，维持生物细胞特定的氧化还原氛围等多种生物

学功能，是生物细胞内重要的活性物质。硫在蛋白质

中的保存增加了 GSH 的合成。硫通路的激活，不仅可

以控制 GSH 的合成，而且保存蛋白中的硫，为 GSH
的合成提供 S 原子。 
3.1  Na2SO3对酵母膜脂质过氧化程度的影响 

六价铬胁迫可能会导致脂质的过氧化以及细胞

膜损伤，产生氧化应激损伤[31-32]。在胁迫下，植物

组织和器官膜脂质过氧化的主要产物是丙二醛，细

胞膜发生过氧化后细胞内电解质大量渗透。植物体

内 MDA 的含量和细胞膜透性可以一定程度上反应

植物受胁迫损伤的程度，也能反映细胞膜所受伤害

程度的高低[33-34]。Cd2+胁迫可以使美人蕉 MDA 含

量升高[35]，SHAH 等[36]在 Cd2+处理的两种水稻品种

中均检测到了 MDA 的积累。杜君等报道，铜胁迫

可以使酿酒酵母膜脂过氧化程度加剧且细胞内丙二

醛含量随着铜处理浓度的增加而增加[37]。Al3+作用

可以造成烟草细胞的膜脂过氧化[38]，对酵母的毒性

很大程度上也是膜脂过氧化造成细胞膜完整性和

流动性消失引起的[39]。本研究发现，酵母富铬过程

中，随着 Cr（Ⅲ）  浓度的升高，酵母中 MDA 含

量上升，说明酵母细胞膜质过氧化的程度升高，细

胞膜所受伤害程度不断加深。适当浓度的 Na2SO3

可以使酵母细胞中 MDA 含量降低，缓解细胞膜脂

质过氧化的程度。有报道指出，H2S 可以增强抗氧

化酶活性，参与调节盐胁迫下植物活性氧代谢，显

著降低 O2-、H2O2 和 MDA 含量，缓解盐胁迫引起的

氧化损伤[40-42]。 
3.2  Na2SO3 对酵母生物富铬过程中抗氧化能力的

影响 
超氧化物歧化酶(SOD)是细胞中最重要的清

除自由基的酶之一，以 为基质进行歧化反应，将

毒性较强的 转化为毒性次级的 H2O2 和基态氧，

避免毒性更大的·OH 的生成。研究表明，Cd2+使美

人蕉根部 SOD 活性明显增加，Cu2+对其活性无明

显影响[35]。酿酒酵母细胞内超氧化物歧化酶活性在

不同浓度铜胁迫下有不同程度的升高[37]。本研究中

添加 Na2SO3 后酵母中 SOD 活力比只添加 500 
μg·mL-1 Cr（Ⅲ）略有上升，说明 Na2SO3 可以通过

提高酵母 SOD 活力抵抗铬胁迫。本研究还发现，

Cr（Ⅲ）可降低酵母体内 CAT 含量，使酵母体内

过氧化氢分解能力减弱，外源添加 Na2SO3 对 CAT
酶系没有影响。杜君等[37]发现，酿酒酵母细胞内氧

化氢酶的活性在不同浓度铜胁迫下有不同程度的

升高。三价铬和铜对酵母过氧化氢酶影响不同，可

能与酵母对不同种的金属的抗氧化能力和途径有

所不同有关。 
GSH 是含半胱氨酸残基的巯基化合物，具有抗

氧化、提高机体免疫、重金属解毒，维持生物细胞

特定的氧化还原氛围等多种生物学功能，是生物细

胞内重要的活性物质[31]。生物体对重金属的抗逆性、

解毒及积累作用与生物细胞内含有丰富的 GSH 和金

属硫蛋白等疏基化合物有关 [42-45]。Fe3+、Cu2+、Cr
（Ⅲ）这些变价离子在胁迫细胞时，与酵母细胞中

的巯基化合物中巯基发生直接的配位作用[46]。有研

究表明，镉处理诱导了水稻根系产生大量的包括还

原型谷胱甘肽在内的含巯基物质。谷胱甘肽几乎是

所有活细胞中抗氧化剂中最丰富的物质。铬对酵母
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细胞既然存在氧化胁迫，那么，酵母细胞内必然也

存在相应的反应机制来对抗或消除氧化毒性。研究

结果说明低浓度的 Cr（Ⅲ）可以刺激酵母产生 GSH，

抵抗氧化毒性。GSH 被称为生物体中抵抗重金属压

力的缓解剂[47]。GSH 在缓解氧化毒性中具有多种

功能，如：动物呼吸作用产生的 H2O2 由线粒体中

的谷胱甘肽过氧化物酶（GPx）消除，而 GSH 就

是该酶的电子供体；在植物中，GSH 也是活性氧自

由基防御反应中的关键因子，并作为一种植物螯合

肽底物，可以帮助植物应对金属毒性[48-50]，如抵抗

氧化剂对巯基（-SH）的破坏，与 α-生育酚协调清除

细胞中积累的氧自由基。GSH 还被发现在酿酒酵母

的热激、H2O2、Hg、Cu 等引起的氧化胁迫中起到关

键作用[51-54]。谷胱甘肽在体内以还原型(GSH)和氧

化型(GSSG)两种形式存在，正常时主要以还原型为

主，具有清除自由基的能力，可在谷胱甘肽过氧化

酶(GPx)的催化下与过氧化物、自由基等反应，形成

氧化态的 GSSG，GSSG 又可在还原型辅酶Ⅱ

(NADPH)和 GSH 还原酶(GSR)的作用下还原成

GSH，形成一个循环，这个过程被认为是谷胱甘肽

最重要的抗氧化机制。此外，一些报道发现，GSH
还具有其他抗性功能。有报道认为，GSH 可以保护

一些同样含巯基的蛋白质及酶免受氧化，也可以作

为一些酶的辅助因子或者具有调节相关氨基酸的运

输等功能[55]。还有人发现，GSH 可以直接与 Cd 等

金属螯合形成复合物储存到液泡中[13]，在植物中，

GSH 还是植物螯合肽的合成底物[7]。GSH/GSSG 是

氧化压力的生物标志[56]。随着 Cr（Ⅲ）浓度不断升

高（0—800 μg·mL-1），GSH/GSSG 分别为 4、4.2、
3.9 和 2.8，呈先升高后下降的趋势，说明酵母对低

浓度的 Cr（Ⅲ）自身抗氧化能力较强，对高浓度的铬

抵抗力变弱。 
总抗氧化能力（T-AOC）是衡量机体抗氧化酶系

统和非酶促系统功能状况的综合性指标。它的大小

可代表和反映机体抗氧化酶系统和非酶系统对外来

刺激的代偿能力以及机体自由基代谢的状态[57]。在

低 Cr（Ⅲ）浓度下（≤500 μg·mL-1），机体自身氧化

应激调整，酵母细胞中总抗氧化能力升高；而高浓

度 Cr（Ⅲ）胁迫下，总抗氧化能力远低于对照组，

酵母细胞的抗氧化能力降低，说明高 Cr（Ⅲ）对酵

母造成了很大的破坏作用，酵母自身氧化应激的调

整无法应对此浓度下 Cr（Ⅲ）的氧化胁迫。适当浓

度的 Na2SO3 使酵母细胞 T-AOC 进一步升高，表明

Na2SO3可以通过提高酵母总抗氧化能力防御 Cr（Ⅲ）

带来的氧化作用。  

4  结论 

酵母在富集 Cr（Ⅲ）形成 GTF 过程中，会受到

Cr（Ⅲ）的氧化胁迫作用。较低浓度 Cr（Ⅲ）会刺

激酵母细胞生长，而较高浓度的 Cr（Ⅲ）则会抑制

其生长。酵母细胞的膜脂过氧化程度随 Cr（Ⅲ）浓

度的升高而加重。在较低浓度 Cr（Ⅲ）作用下，酵

母自身可通过增加 T-AOC、GSH、巯基含量以及

GSH-Px 活力以防御 Cr（Ⅲ）的氧化胁迫。但在高

Cr（Ⅲ）浓度下，有些未得到及时清除的自由基对

细胞产生不可逆的伤害，使细胞膜脂过氧化程度大

大加重，酵母自身无法抵抗其氧化胁迫作用。适当

浓度 Na2SO3 可以通过增加酵母中-SH、GSH、T-AOC
含量，提高 GSH-Px 酶活力，降低膜脂过氧化程度，

从而帮助酵母细胞抵御一定浓度的 Cr（Ⅲ）氧化胁

迫作用，进而提高有机铬生成率。 
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