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摘要　在摇瓶培养中考察了谷胱甘肽的前体氨基酸及三磷酸腺苷对重组大肠杆菌

生产谷胱甘肽的影响, 发现两者均能显著促进胞内谷胱甘肽的积累。利用正交试验

得出了谷胱甘肽产量最大的较优发酵条件组合∶初始 pH 6. 7;酵母膏 8 g/ L ; 混合

前体氨基酸 5 mmol/ L 和三磷酸腺苷 2. 0 g / L ,并进行了实验验证。初步考察了在重

组大肠杆菌流加培养中连续流加前体氨基酸、三磷酸腺苷和氨苄青霉素的影响,发

现胞内谷胱甘肽含量虽有所提高,但菌体生长却受到明显抑制。
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0　前　　言
谷胱甘肽( glutathione, GSH )是生物体内最主要的非蛋白巯基化合物,具有多种重要的

生理功能,如清除自由基、解毒、保护含巯基酶的活性和延缓衰老等。GSH 还可作为多种酶

的辅酶,参与糖代谢与三羧酸循环,使机体获得能量。由于 GSH 在生化防御体系中起着重要

的作用,故人们在研究酶作用机理、蛋白质与核酸的生物合成、物质运输、中间代谢、药物代

谢、内分泌、免疫及抗辐射、癌症、氧中毒和衰老等课题时对它的兴趣日益增长
[ 1]
。

酵母具有生长速度快、GSH 含量高的特点,因而是工业化生产 GSH 的首选菌株。作者

已对酵母生产 GSH 进行了较为深入的研究
[ 2, 3]。近年来,构建具有高 GSH合成活性的重组

大肠杆菌( E. col i )开始成为各国科学家所注目的研究热点,因为利用重组 E . coli 来生产

GSH 具有生长速率快、易实现高密度培养和提取容易等优点。这一技术的关键在于将分别

编码合成GSHⅠ和GSHⅡ的基因 gshⅠ和g shⅡ在宿主菌中高效表达。Mur ata 等
[ 4, 5]通过

在细胞中扩增 gshⅠ和gshⅡ成功地获得了具有较强GSH合成能力的重组 E . col i ,对培养

技术则没有进行深入的研究。由于 GSH 是由 L-谷氨酸、L-半胱氨酸和甘氨酸所构成,且

GSH 合成过程中需要三磷酸腺苷( AT P)提供能量, 故作者采用一株能以葡萄糖为底物合成



GSH 的重组 E. coli ,首先在摇瓶中研究了前体氨基酸和 AT P 对 GSH发酵的影响,然后利

用正交试验获得了前体氨基酸、AT P 与 pH 值和酵母膏的较优组合并进行了实验验证,最

后在容积 2. 5 L 的发酵罐上考察了添加氨苄青霉素、前体氨基酸和 AT P 对重组 E. col i高

密度培养的影响。

1　材料与方法
1. 1　菌种

重组大肠杆菌( Escherichia col i) WSH-KE1, gshⅠ和gshⅡ基因的拷贝数为 2∶1 ,由

韩国仁荷大学生物工程系提供。

1. 2　试剂、培养基、培养方法和分析方法

见文献[ 6] .

2　结果与讨论
2. 1　前体氨基酸对发酵的影响

谷胱甘肽的化学全称是 -L-谷氨酰-L-半胱氨酰-甘氨酸,根据其肽链组成可以预测,在

培养基中添加谷氨酸、半胱氨酸和甘氨酸可能促进 E. col i胞内积累 GSH . 由于确定 GSH

前体氨基酸对发酵的影响是优化WSH-KE1菌株产 GSH 发酵条件的一项基础性工作,为

此,作者考察了在发酵液中加入 1∶1∶1等浓度的前体氨基酸混合液( L-谷氨酸、L-半胱氨

酸和甘氨酸)的影响。由表 1可知,氨基酸在发酵初始时加入对菌体生长和GSH合成均表现

出抑制作用,而若氨基酸在发酵 12 h 时加入, 则反之。若发酵 12 h 加入浓度为5 mmol / L 的

前体氨基酸, 最大细胞干重( 6. 18 g/ L )可比对照提高 40%. 胞内 GSH 含量和发酵液中

GSH 总量则随着氨基酸浓度的增加而增大, 若发酵 12h 加入初始浓度为 9 mmol/ L 的混合

前体氨基酸则两指标均达到最大,其中, 胞内 GSH 含量( 21. 14 mg/ g )比对照提高了 2倍;

GSH 总量( 118. 38 mg/ L )则比对照提高了近 3倍。

表 1　前体氨基酸对 GSH合成的影响

发酵初始时加入
AA/ mm ol·L- 1

DCW
/ g·L- 1

GSH
/ m g·g- 1

TG
/ mg·L- 1

发酵 12 h 时加入
AA/ mm ol·L- 1

DCW
/ g·L- 1

GSH
/ mg·g- 1

TG
/m g·L- 1

不加 4. 45 11. 68 51. 98 1 5. 70 11. 22 63. 95

1 4. 13 11. 76 48. 57 3 5. 55 15. 63 86. 75

3 4. 23 12. 04 50. 93 5 6. 18 15. 10 93. 32

5 4. 28 11. 54 49. 39 7 6. 02 15. 58 93. 79

7 4. 35 10. 36 45. 07 9 5. 60 21. 14 118. 38

9 4. 23 10. 56 44. 67 11 5. 53 19. 89 109. 99

11 3. 98 10. 78 42. 90

　 注∶AA 前体氨基酸; DCW 细胞干重; GSH 胞内 GSH 含量; T G 发酵液内 GSH 总量。

2. 2　ATP对发酵的影响

GSH 生物合成受两步酶反应影响。第一步是由 L-谷氨酸和 L-半胱氨酸在 -谷氨酰半

胱氨酸合成酶( GSHⅠ, EC 6. 3. 2. 2)作用下合成 -谷氨酰半胱氨酸; 第二步由 -谷氨酰半

胱氨酸和甘氨酸在谷胱甘肽合成酶( GSHⅡ, EC6. 3. 2. 3)作用下合成 GSH。这两步酶反应

均需要 AT P 参与,若 AT P 不足则酶反应会受到极大抑制。为了考察WSH-KE1菌株酵解
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途径产生的 ATP 能否满足 GSH 合成的需要,作者分别在发酵开始时和 12 h 向发酵液中加

入不同浓度的 AT P,结果见表 2。在氨基酸混合液加入量同样为 9 mmol / L 的前提下, 添加

AT P 后细胞干重、胞内 GSH 含量均有提高;若发酵一开始就加入 2. 0 g / L 的 ATP,则菌体

干重和胞内 GSH 含量均可达到最大, 分别为 5. 90 g / L 和 28. 84 mg / g; 比较在发酵开始时

和 12 h 时分别加入 AT P 的结果发现,前者对菌体生长和 GSH合成更为有利。

表 2　ATP 的影响

发酵初始时加
AT P/ g·L- 1

DCW
/ g·L- 1

GSH
/ m g·g- 1

TG
/ mg·L- 1

发酵 12 h加
AT P/ g·L- 1

DCW
/ g·L- 1

GSH
/ mg·g- 1

TG
/m g·L- 1

0/不加 AA 4. 75 11. 68 55. 48 0/加 AA 5. 60 21. 14 118. 38

0. 67 5. 62 26. 31 147. 86 0. 67 5. 54 19. 83 109. 86

1. 33 5. 75 28. 24 162. 38 1. 33 5. 54 18. 55 102. 77

2. 00 5. 90 28. 48 168. 03 2. 00 5. 37 18. 09 97. 14

2. 67 5. 78 25. 26 146. 00 2. 67 4. 84 17. 36 84. 02

3. 33 5. 50 22. 64 124. 52 3. 33 4. 81 18. 95 91. 15

　　　注:等摩尔比的前体氨基酸混合液( 9 mmol·L - 1)在发酵 12 h加入。

2. 3　摇瓶发酵条件的正交试验优化

研究发现, 除前体氨基酸和 ATP

外, pH 和酵母膏对 WSH-KE1 菌株

产GSH 也有较大影响,故作者采用正

交试验来确定这些因素的较优组合。

按 L 16 ( 45 )正交表安排正交实验, 具体

实验方案和结果见表 3和表 4.

表 3　L16( 45) 正交试验因子水平表

因子
　　　　　　　水　　平

1 2 3 4
A:氨基酸/ mm ol·L- 1 　0 　5 　10 　15

B: AT P/ g·L- 1 0 0. 67 1. 33 2. 00

C :空列

D:酵母膏/ g·L- 1 0 4 8 12

E : pH 6. 2 6. 7 7. 2 7. 7

　　注:发酵开始时加入 ATP;发酵 12 h 时加入前体氨基酸。

表 4　L16( 4
5)正交实验表

实验号
因　　素

A B C D E
DCW/ g·L- 1 GSH/ mg·g- 1 T G/ mg·L- 1

1 1 1 1 1 1 　　　　0. 775 　　　　10. 02 　　　　7. 77

2 1 2 2 2 2 3. 80 14. 31 54. 37

3 1 3 3 3 3 6. 25 7. 79 48. 68

4 1 4 4 4 4 6. 75 7. 48 50. 46

5 2 1 2 3 4 6. 88 14. 53 99. 90

6 2 2 1 4 3 7. 90 11. 48 90. 66

7 2 3 4 1 2 2. 90 26. 23 76. 07

8 2 4 3 2 1 3. 33 4. 80 15. 95

9 3 1 3 4 2 4. 28 6. 48 27. 69

10 3 2 4 3 1 4. 65 5. 11 23. 78

11 3 3 1 2 4 4. 85 11. 06 53. 66

12 3 4 2 1 3 4. 20 11. 76 49. 39

13 4 1 4 2 3 3. 78 15. 72 59. 35

14 4 2 3 1 4 4. 38 10. 48 45. 83

15 4 3 2 4 1 5. 48 1. 48 8. 12

16 4 4 1 3 2 6. 75 18. 54 125. 16

　　实验结果的极差分析表明: 1) 各因素对细胞干重的影响为:酵母膏> pH> AT P> 氨基

酸,其最佳组合为: 初始 pH 7. 2; 酵母膏质量浓度 8 g / L ;氨基酸浓度 9 mmol/ L ; ATP 加入

量2. 0 g/ L . 2) 各因素对发酵液中 GSH 总量的影响为: pH> 氨基酸> 酵母膏> AT P, 最佳

组合为:初始发酵液 pH 6. 7; 酵母膏质量浓度 8 g/ L ; 氨基酸加入量 5 mmol/ L ; ATP 加入量
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2. 0 g / L。各因素对发酵液中 GSH 总量的影响可能有交互作用。

正交试验结果的方差分析表明: 1) 对细胞干重的影响,酵母膏高度显著, 初始 pH 较显

著,而氨基酸和 AT P 不显著; 2) 对发酵液中 GSH 总量的影响, 初始 pH 最为显著, 氨基酸

和 AT P 高度显著,酵母膏不显著。这些结果与极差分析结果一致。

　　为提高统计分析的可靠性,表 5给出了

对正交试验得出的较优组合进行验证的两组

平行实验结果。与正交试验中得出的最大细

胞干重( 7. 8 g / L )和最大 GSH 总量( 125. 16

mg / L )相比,采用两种较优组合后,最大细胞

干重和最大 GSH 总量分别提高了 10%和

26%.

表 5　较优组合的实验验证

目　标
细胞干重最大　 　GSH 总量最大

实验 1 实验 2 实验 1 实验 2

初始 pH 　7. 20 　7. 20 　6. 70 　6. 70

终了 pH 8. 03 8. 19 7. 21 7. 10

DCW/ g·L- 1 8. 33 8. 83 7. 40 7. 10

GSH/ mg·g - 1 11. 51 13. 08 20. 70 22. 87

T G/ mg·L - 1 95. 89 89. 26 153. 18 162. 38

2. 4　流加前体氨基酸、氨苄青霉素和 ATP对发酵的影响

在摇瓶研究中发现,若制作斜面时温度控制不当或斜面保存时间太长,均会导致氨苄青

霉素失效,结果表现为 GSH 产量的明显下降。作者比较了分别采用含氨苄青霉素和不含氨

苄青霉素的斜面接种然后进行流加培养的结果。发现在同样条件下,两者最大菌体干重均可

超过 60 g / L ,前者 GSH 含量在 12～15 mg / g 波动,而后者的 GSH 含量平均不超过 5 mg/ g

(详细结果另文报道)。为此作者认为,由于高细胞密度培养中细胞通常要繁殖上百代,在细

胞增殖过程中, 添加一定量的氨苄青霉素将有利于重组 E . coli 的稳定从而促进胞内 GSH

的积累。另据摇瓶实验结果可知,混合氨基酸和 AT P 的加入能够显著促进胞内 GSH 的积

累。基于以上考虑,作者在流加培养中先流加一定量的糖,待细胞浓度达到一定值时,流加含

图 1　流加 ATP, 混合氨基酸和

　　氨苄青霉素的发酵过程曲线

1—葡萄糖浓度; 2—胞内GSH 含量; 3—细胞干重

有 2 g ATP, 100 mg 氨苄青霉素和 9

mmol的 3种氨基酸混合液的糖液。它

们的加入量是根据以下原则确定的: 即

在含A TP,氨基酸和氨苄青霉素的糖液

流加完后发酵液中 AT P,氨基酸和氨苄

青 霉 素 的 总浓 度 分 别 为 2 g/ L ,

9 mmo l/ L和 100 mg/ L . 实验中从第 23

h 开始流加含 ATP,氨基酸和氨苄青霉

素的糖液,过程变化曲线见图 1.

从图 1 可见, 加入这 3 种物质后,

胞内 GSH 含量虽有提高, 但促进效果

不如摇瓶中明显。此外,奇怪的是, 糖液

不断流加但细胞量却未见增长,而发酵

液中又并无糖的累积,显然所加入的糖

可能转化成其它未知物质。故在今后研

究中,一方面要考察分别流加 ATP,氨基酸和氨苄青霉素后体系的响应情况,另一方面应比

较相同浓度的 AT P,氨基酸和氨苄青霉素连续加入与瞬间加入发酵罐的不同影响,此外,还

应对本研究中发现的“耗糖细胞却并不生长”的现象作进一步的实验分析。
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Effect of Precusor Amino acids and ATP on the Production

of Glutathione by Recombinant Escherichia coli

Li Yin　Chen Jian　Mao Yingying　Lun Shiyi

( School of Biotech nology, Wuxi Univer sity of Light In dust ry, Wuxi 214036)

Yoon-M o Koo

( Department of Biological Engineerin g, Inh a University, 402-751, Korea)

Abstract　T he positiv e effect o f pr ecusor amino acids and ATP on the production of glu-

tathione by recombinant E scher ichia col i, namely enhancement of the int racellular GSH ac-

cumulat ion, w as determined in shaking-flask culture. T he opt imal fermentation conditions

fo r max imal productivity o f GSH, that is init ial pH6. 7, y east ex t ract 8 g / L , m ix ed precu-

sor am ino acids 5 mmol/ L and AT P 2. 0 g/ L , w as obtained by using orthogonal experi-

ment method. T he fed-batch culture pro cess of r ecombinant E. col i w ith cont inuously feed-

ing precusor am ino acids, AT P and ampicill in w as also examined, it w as found in the pro-

cess that int racellular GSH content could be slight ly increased and cell g row th r ate w as in-

hibited.

Key words　glutathione; recombinant Escherichia coli ; pr ecusor amino acids; ATP
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