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大肠杆菌—面包酵母种间耦合 ATP再生

系统中生物合成谷胱甘肽

李华钟 ,林金萍 ,李　寅 ,陈　坚
(无锡轻工大学生物工程学院 ,江苏无锡 214036)

摘要: 利用混合悬浮培养的方法 ,构建了一个由重组大肠杆菌的谷胱甘肽生物合成酶系与面

包酵母的糖酵解途径组成的 AT P再生系统 ,验证了该系统用于谷胱甘肽 ( GS H)生物合成的

可行性 .研究了葡萄糖浓度、细胞量对耦合系统合成 GSH能力的影响 ,讨论了所构建的 ATP

再生系统中 GSH合成能力较低的可能原因 .
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谷胱甘肽 ( GSH)是一种重要的生理活性物质 ,它是由γ-谷氨酰半胱氨酸合成酶 ( GSH

Ⅰ , EC6. 3. 2. 2)和谷胱甘肽合成酶 ( GSHⅡ , E. C. 6. 3. 2. 3)在 ATP存在的条件下催化 L-

谷氨酸 ( L- Glu)、 L- 半胱氨酸 ( L- Cys)和甘氨酸 ( Gly )合成的 .影响合成过程的重要因素

包括∶ 1) GSHⅠ和 GSHⅡ的活性 ; 2) ATP的供给 .前者主要影响生物合成的效率 ,而后者

则与过程的经济性紧密相关 .由于在反应过程中直接添加 ATP是经济上所不合适的 ,因

此 ,对于这类需要 ATP的生物合成过程 ,能否引入一个有效的 A TP合成系统 ,并与 GSH

合成系统相协调构成一个耦合系统 ,即 ATP再生系统 [1 ] ,直接影响反应过程的经济性和效

率 .

Langer [2 ]利用同时存在于大肠杆菌中的乙酸激酶反应系统 (负责 ADP的磷酸化 )与

GSH生物合成酶系构建了一个 ATP再生系统 ,其优点是 ATP的输送方便 ,但由于乙酰磷

酸盐作为高能磷酸基供体 ,昂贵且不稳定 ,因而这一系统并不实用 .酵母中的糖酵解途径可

以用作 AT P的合成系统
[3 ]
, M urata

[4, 5 ]
研究了固定化酿酒酵母以葡萄糖为原料再生 AT P

并用于 GSH生物合成的过程 .作者在前期研究
[6～ 10 ]
的基础上 ,利用 GSH合成酶系活性高

的重组大肠杆菌和酵解途径酶活性较强的面包酵母 ,经对细胞处理提高其通透性后 ,不进行

固定化操作而直接将两种菌体混合 ,由其完整的酶系构建一个 AT P再生系统 ,并对该系统

合成 GSH的性能进行了初步研究和讨论 .
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1　材料与方法

1. 1　菌株

重组大肠杆菌 Escherichia col i WSH- K E1
[6 ]
,由韩国仁荷大学生物工程系提供 ,用于

谷胱甘肽的生物合成 ;面包酵母 ( Saccharomyces cerevisiae )W SH- J7
[11 ] ,作者所在研究室保

藏的一株高发酵活力面包酵母 ,用作 A TP的合成系统 .

1. 2　培养基

1. 2. 1　斜面培养基　 E. col i和 S.cerevisiae的斜面培养基分别见文献 [6 ]和 [11].

1. 2. 2　摇瓶生长培养基

1) VB培养基 ( g /L ):葡萄糖 5,蛋白胨 5, 酵母膏 2. 5, MgSO4· 7H2O 0. 2, 柠檬酸 2,

无水 K2HPO4 10, NaNH4HPO4· 4H2O 3. 5; pH 7. 0.

2) YEPD培养基 ( g /L):葡萄糖 20, 蛋白胨 20, 酵母膏 10; pH6. 0.

1. 3　培养方法

E. coli细胞在 VB培养基中于 37℃摇瓶培养 20 h, S. cerevisiae细胞在 YEPD培养基

中于 30℃培养 24 h ,而后分别于 10 000 r /min和 3 000 r /min下离心 ,收获细胞并用蒸馏水

充分洗涤 ,离心后备用 .

1. 4　谷胱甘肽的生物合成

1. 4. 1　细胞的处理　为了改进底物和产物的输送 ,必须用有机溶剂对细胞进行处理 .大肠

杆菌细胞悬浮在 100 mL含有 10%甲苯和 0. 5 mmol /L L- Cys的 5. 0 mmol /L磷酸钾缓冲

液 ( pH 7. 0)中 , 37℃下振荡培养 30 min后离心收集细胞 ,用同一缓冲液洗涤两次 .酵母细

胞悬浮在 10 m L 0. 85% 的 NaCl溶液中 ,再加入 90 mL冰冻的丙酮 ,搅拌 5 min后离心收

集细胞 ,用含有 0. 5 mmol /L L- Cys的 5. 0 mmo l /L磷酸钾缓冲液洗涤两次 .

1. 4. 2　伴有 AT P再生反应的 GSH的生产　 GSH生物合成的一般混合反应体系组成

( mmo l /L)为: L- Glu 60, L- Cys 20, Gly 20, MgCl2 20,葡萄糖 400,磷酸钾缓冲液 50; pH

7. 5.反应体系总体积为 5 mL,甲苯处理过的 E .coli细胞和丙酮处理过的 S. cerevisiae细胞

的用量根据实验要求确定 .

1. 5　分析方法

转化反应结束后 ,将反应液离心取上清液 ,根据文献 [ 12 ],用荧光法检测反应液中的

GSH含量 .菌体用 40%乙醇于 30℃处理 2 h (使胞内 GSH释放 ) ,再离心取上清液测定

GSH含量 ,用以衡量胞内 GSH的水平 .

2　实验结果

2. 1　不同浓度 AT P对重组大肠杆菌合成 GSH的影响

在发酵过程中直接添加一定量的 ATP可促进重组大肠杆菌 WSH- K E1胞内积累

GSH[10 ] ,因此首先考察了外加不同浓度 ATP对用甲苯处理过的 WSH- KE1细胞合成

GSH的影响 ,见图 1.可知 ,缺乏 AT P时 WSH- KE1几乎不能合成 GSH,在一定范围内提

高 ATP浓度可显著促进 GSH的合成 ,但 ATP浓度过高时 , GSH的合成量反而降低 ,这种

现象从未见报导 .此外 ,细胞用甲苯处理后 ,胞内 GSH水平很低 ,表明细胞通透性明显改善 .
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2. 2　利用 S. cerevisiae的糖酵解途径构建 AT P再生系统用于合成 GSH

图 1　外加 ATP对甲苯处理过的 E . coli细胞

生产 GSH的影响

以上结果表明 ,有必要构建一个 ATP再生

系统来提高 GSH生物合成的效率和经济性 .一

般来说 , S. cerev isiae的糖酵解途径所包含的酶

系是一个理想的 ATP合成系统 ,但以往的研

究 [4, 5 ]多利用固定化 S. cerevisiae的方法进行

ATP再生的研究 .实际上 ,一旦细胞通透性得

以提高 ,与固定化操作相比 ,采用悬浮混合培养

的方式 ,具有效率更高、操作更简便的优点 ,细

胞还可回用 .因此 ,对于利用胞内酶系的细胞转

化反应 ,采用悬浮培养转化的方法比固定化操

作更容易实现工业化
[5 ]
.有鉴于此 ,研究中以葡

萄糖为能源混合培养大肠杆菌和酵母 ,构建一个 ATP再生系统 ,并对其合成 GSH的可行

性进行了考察 .

2. 2. 1　葡萄糖浓度的影响　由于葡萄糖的浓度是影响 ATP产生能力的重要因素 ,因此 ,

研究了不同葡萄糖浓度对各种反应系统合成 GSH的影响 ,见图 2.

Ⅰ ——由 Saccharomyces cerevisiae和 E . coli构成的耦合系统

Ⅱ ——反应系统中只加 E . col i

Ⅲ - -反应系统中只加 Saccharomyces cerevisiae

图 2　葡萄糖浓度对耦合系统生物合成 GSH的影响

　　可见 ,改变葡萄糖浓度对耦合系统

(系统Ⅰ )合成 GSH能力的影响较为显

著 . W SH- KE1细胞中 GSH合成酶系

活性较强 ,但自身无法利用葡萄糖产生

足够的 AT P
[10 ] ,所以葡萄糖浓度的变化

对 GSH的合成几乎没有影响 ;而 WSH

- J7细胞虽然能够合成较多的 A TP,但

GSH合成酶系相对较弱 .因此 ,单独培养

大肠杆菌或酵母时 GSH产量均很低 .将

两种菌进行混合培养后 ,同样条件下

GSH的合成能力显著提高 ,表明利用大

肠杆菌—酵母混合培养确实构成了一个

A TP再生系统 ,并且在 GSH的生物合成

中发挥了重要作用 .

2. 2. 2　反应体系中细胞量的影响　在确证了所构建的 ATP再生系统合成 GSH的可行性

之后 ,考察了系统内大肠杆菌和酵母菌的细胞量对耦合系统合成 GSH的影响 ,分别如图 3,

4所示 .虽然 GSH的产量均随着大肠杆菌和酵母细胞量的增加而增加 ,但两者还是有区别

的 .固定酵母细胞量时 ,大肠杆菌细胞量增大到一定程度后 GSH不再继续合成 ;而固定大肠

杆菌细胞量时 ,增大酵母细胞量却一直能够促进 GSH的合成 ,表明 AT P的供给仍是限制

耦合系统合成能力的最大瓶颈因素 ,因此 ,选择合适的大肠杆菌与酵母细胞的比例对提高耦

合系统合成 GSH能力至关重要 .
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图 3　耦合系统中甲苯处理过的 E . coli

细胞量对 GSH产量的影响

图 4　耦合系统中丙酮处理过的 S. cerevisiae

细胞量对 GSH产量的影响

3　讨　　论

谷胱甘肽的生物合成需要 A TP.向反应体系中直接添加 A TP,虽然 GSH的产量很高

( 1 000 mg /L左右 ) ,但不适宜 GSH的实际生产 .用葡萄糖作为能量来源 ,以 S. cerev isiae的

糖酵解途径合成 A TP,从系统的经济性来讲要比外加 ATP更为合理 ,但反应体系中累积的

GSH的量比外加 ATP情况下低得多 .分析 A TP使用的低效率 ,可能有 3点原因: 1) AT P

被存在于细胞中的 ATP水解酶 ,如 AT Pase或磷酸脂酶降解 ; 2)谷胱甘肽合成酶系对 AT P

的低亲和性 ; 3)糖酵解途径的酶反应与 GSH合成反应间存在位点间隔 ,阻碍了 ATP的有

效转移 .因此 ,提高两种微生物间 ATP的转移效率及 A TP在反应体系中的稳定性 ,是 AT P

再生系统高效运行的关键 .

本研究利用大肠杆菌—酵母混合培养构建了一个 ATP再生系统 .反应系统各项性能

的优化 ,包括最佳细胞浓度与比例关系的选择、不影响酶活条件下提高细胞膜通透性的方法

以及 AT P的有效传递方式等 ,还有待于进一步研究 .
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Biosynthesis of Glutathione in the ATP Regeneration System
Established by the Mixed Culture of Escherichia coli

andSacharomyces cerevisiae

LI Hua-zhong, LIN Jin-ping, LI Yin, CHEN Jian
( Schoo l o f Biotechnolog y , Wuxi Univ ersity o f Light Industry , Wux i 214036)

Abstract: An AT P regeneration system composed o f the gluta thione- synthetase in the re-

combinant Escherichia col i WSH-KE1 and the EMP pa thw ay in the Sacharomyces cerevisiae

WSH-J7 was established by the mixed cul ture o f the tw o kinds of microo rganisms in sus-

pension. The feasibi li ty of the system used in the biosynthesis o f g luta thione w as verified.

The ef fect of the g lucose concentration and the biomass of the two kinds of microorg an-

isms on the bio synthesis o f g luta thione was studied. The possible reason o f the w eaker a-

bi li ty of g luta thione synthesis in the established AT P regeneration sy stem w as discussed.

Key words: AT P regeneration sy stem; g luta thione; biosynthesis; recombinant Escherichia

coli ; Sacharomyces cerevisiae
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