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摘　要:分别考察了面包酵母 、耐高温酵母合成 ATP 的最适条件和重组大肠杆菌合成谷胱甘肽的

最适条件 ,比较了面包酵母和耐高温酵母作为 ATP 再生菌株对谷胱甘肽合成的影响.结果表明:

由耐高温酵母构建的ATP 再生-谷胱甘肽合成耦合体系 ,与用面包酵母构建的耦合体系相比 ,其谷

胱甘肽产量提高 43.6%以上;与直接添加 ATP 相比 ,其谷胱甘肽产量提高 14.5%以上.
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Abstract:The opt imal condi tions synthesized for ATP by baker′s yeast (S .cerevisiaefor WSH J7)

and thermotolerant yeast(S .cerev isiae NGW45)and the opt imal conditions synthesized GSH by re-

combined E .col i were separately investigated.The inf luence of baker′s yeast and thermotolerant yeast

on GSH synthesis was compared.The result showed that the GSH yield in the coupling sy stem con-

structed by S .cerevisiae NGW45 was 43.6% higher than that constructed by S .cerev isiae WSHJ7

and 14.5%higher than that at the addition of pure ATP.
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　　谷胱甘肽(GSH)在生物体内是 L-Glu 、L-Cys和

Gly 在 ATP 存在下由 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(GSH Ⅱ ,

EC6.3.2.3)催化合成的.在这个反应体系中 ,需要

ATP 提供能量.但直接添加 ATP 不仅价格昂贵 ,而

且反应产生的 ADP 对 GSH Ⅰ有一定的抑制作用.

因此 ,构建高效的 ATP 再生系统对反应的经济性

和效率均具有重要的意义.Gardner
[ 1]
和 Whitesides

等[ 2]利用乙酸激酶反应构建了 ATP 再生系统 ,但

反应的底物(乙酰磷酸)昂贵且不稳定 ,因而这一系

统难以实际应用.Tochikura
[ 3]
和 Murata 等

[ 4]
利用

面包酵母的糖酵解途径构建了 ATP 再生系统 ,这

一系统使用价格低廉的葡萄糖作为底物 ,因而具有

一定的应用前景.李华钟等[ 5]也利用面包酵母的糖



酵解途径构建了 ATP 再生系统 ,与具有高活力的

重组大肠杆菌混合培养进行 GSH 的合成 ,但该系

统的 GSH 产率低于直接添加 ATP 的系统.作者对

该系统活力不高的原因进行了仔细的研究 ,发现酵

母产生ATP 的最佳条件与重组大肠杆菌产生 GSH

的最佳条件有较大的差异.特别是面包酵母的最适

酵解温度为 37 ℃,而 GSH Ⅰ和 GSH Ⅱ的最适温度

均为 45 ℃左右[ 6] .为了构建高效的ATP 再生-GSH

合成种间耦合系统 ,应尽可能筛选最适温度一致的

菌种.为此 ,作者比较了面包酵母和耐高温酵母的

ATP 再生能力 ,为构建高效的 ATP 再生-GSH 合成

种间耦合系统提供了理论基础.

1　材料与方法

1.1　菌种

耐 高 温 酵 母 (Saccharomyces cerevisiae

NGW45)　从湖北安琪生物集团提供的耐高温型酿

酒高活性干酵母中分离 、选育;面包酵母(Saccha-

romyces cerevisiae WSH J7)　作者所在学院微生物

实验室保藏菌种;菌种重组大肠杆菌(E.coli WSH

-KE1 ,带有质粒 pGH501)　韩国仁荷大学生物工

程系提供;大肠杆菌(E .coli Ⅱ)　作者所在学院微

生物实验室保藏菌株.

1.2　培养基

1.2.1　大肠杆菌斜面培养基　见文献[ 7] .

1.2.2　大肠杆菌摇瓶培养基　见文献[ 5] .

1.2.3　酵母斜面培养基　见文献[ 8] .

1.2.4　酵母摇瓶培养基　见文献[ 5] .

1.3　重组大肠杆菌 E.coli Ⅱ-1的构建

首先 从 E.coli WSH-KE1 中提 取 质 粒

pGH501 ,然后以 E.coli Ⅱ为宿主进行转化 , 以

Ampr 为选择性标记挑选转化子.挑取生长良好的

单菌落 ,检测其合成 GSH 的能力.结果获得一株高

活力的转化子 E.coli Ⅱ-1 ,其GSH 的合成能力和质

粒 pGH501的稳定性均明显优于原有菌株 E.coli

WSH-KE1 ,详见文献[ 9] .

1.4　培养方法

重组大肠杆菌 E.coli Ⅱ-1 在大肠杆菌摇瓶培

养基中于 37 ℃摇瓶培养 24 h.

面包酵母在酵母摇瓶培养基中于 30 ℃下培养

12 h ,然后每隔 4 h加入 40%的葡萄糖溶液 5 mL ,3

次共加入 15 mL ,继续培养至总培养时间为 30 h.

耐高温酵母在酵母摇瓶培养基中于 32 ℃下培

养12 h , 然后每隔 4 h 加入 40%的葡萄糖溶液 5

mL ,3 次共加入 15 mL ,并逐步升温至 37 ℃,继续

培养至总培养时间为 30 h.

1.5　分析方法

1.5.1　ATP 的测定　纸电泳法
[ 10]

.

1.5.2　谷胱甘肽的测定　见文献[ 5] .

1.6　ATP再生系统的构建

1.6.1　ATP 再生系统产生的 ATP 含量测定　将

250 mg AMP 加入到 6 mL pH 7.0 的磷酸缓冲液

中 ,在一定温度下保温备用.然后加入在一定温度

下保温解冻的冰冻酵母 10 g ,加 MgCl2 25.4 mg ,加

葡萄糖 1.24 g ,加 pH 7.0的磷酸缓冲液至 25 mL ,

混匀 ,在一定温度下(面包酵母为 37 ℃,耐高温酵

母为 41 ℃)保温 2 h.反应结束后10 000 r/min离心

10 min.上清液用纸电泳法测 ATP含量.

1.6.2　ATP 再生系统的最适温度和最适 pH 测定

按1.6.1的条件 ,根据测定实验的要求 ,分别改变

温度或 pH ,测定不同温度或不同 pH下产生的ATP

含量.

1.7　GSH合成的反应系统

1.7.1　反应液的配制　配制方法详见文献[ 5] ,各

组分浓度如下:L-Glu 　60 mmol/ L;L-Cys 　20

mmol/L;Gly　20 mmol/L;MgCl2　5 mmol/L;磷

酸钾缓冲液(pH 7.3)　50 mmol/ L.

1.7.2　大肠杆菌的处理　见文献[ 5] .

1.7.3　GSH 合成的最适温度和最适 pH 测定　吸

取反应液 5 mL ※加入用甲苯处理过的大肠杆菌 1

g ,A TP 20 mg※根据测定实验的要求 ,在不同温度

或不同的pH 下反应2 h※离心※吸取0.4 mL 上清

液 ,测 GSH 含量.

1.8　ATP再生-GSH合成耦合系统的构建

吸取反应液5 mL(pH 7.3),加入葡萄糖0.25 g

※在 42 ℃下保温备用 ,然后加入 AMP 10 mg ※混

匀后立即加入用甲苯处理过的大肠杆菌 1 g ,冰冻

耐高温酵母 1 g※在 42 ℃下反应 2 h※离心※吸取

0.4 mL 上清液 ,测 GSH 含量.

2　结果与讨论

2.1　反应条件对重组大肠杆菌 E.coli Ⅱ-1合成谷

胱甘肽的影响

GSH 的合成反应需要 ATP 提供能量 , 由图 1

可以看出 ,在 ATP 的浓度较低时 , GSH 的产量随

ATP 浓度的增加而增加 ,在 ATP 浓度为 20 mmol/

L 时达到最大值.由于反应过程中产生的 ADP 对

GSH Ⅰ有抑制作用[ 11] ,因此 ,进一步增加 ATP 的浓

度反而降低GSH 的产量.
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图 1　ATP浓度对 GSH合成的影响

Fig.1　The influence of ATP concentration on GSH syn-

thesis

　　笔者在 GSH 的合成反应中添加少量的 ADP ,

证实了 ADP 对GSH 合成反应的抑制作用 ,结果见

表 1.
表 1　ADP 对 GSH合成反应的抑制作用

Tab.1　The inhibition of ADP on GSH synthesis

ADP 浓度/(mmol/L) GSH 质量浓度/(mg/ L)

0 3218.5

0.1 2856.7

0.2 2226.4

0.5 1756.7

　　注:ATP 浓度为 20 mmol/ L.

　　由于 ADP在较低的浓度下即能抑制 GSH 的合

成反应 ,因此 ,为了大量生产 GSH ,必须消除反应过

程中产生的 ADP.笔者将具有糖酵解途径的微生物

所构成的A TP 再生系统与重组大肠杆菌 E.coli Ⅱ-

1的 GSH 合成系统耦合起来 ,形成 ATP 再生-GSH

合成耦合系统.从表 2的数据可以看出 ,面包酵母

与重组大肠杆菌所构成的耦合系统具有较高的

GSH 产量 ,但仍低于添加纯 ATP 时所获得的 GSH

产量.结果见表 2.
　　表 2　不同来源的 ATP 对重组大肠杆菌合成 GSH产量

的影响

　　Tab.2　The influence of different ATP resource on the

GSH synthesis by recombined E.coli

ATP浓度/
(mmol/ L)

面包酵母质量

浓度/(g/ L)
大肠杆菌质量

浓度/(g/ L)
GSH 质量浓

度/(mg/ L)

0 0 100 238.2

20 0 100 3218.5

0 100 100 1163.6

　　李华钟等[ 9] 考察了底物浓度对重组大肠杆菌

合成 GSH 的影响 ,在此基础上 ,笔者重点考察了温

度 、pH 、磷酸缓冲液浓度等因素对 GSH 合成反应的

影响 ,见图 2 ～ 4.

　　由图 2 ～ 4可以看出 ,重组大肠杆菌 E .coli Ⅱ-1

形成 GSH 的最佳条件为:最适温度 43 ℃、最适 pH

7.6 、最适磷酸缓冲液浓度 50 mmol/L.

图 2　温度对 GHS合成反应的影响

Fig.2　The influence of temperature on the GSH synthe-

sis by recombined E.coli

图 3　pH对 GSH合成反应的影响

Fig.3　The influence of pH on the GSH synthesis by re-

combined E.coli

图 4　磷酸盐浓度对 GHS合成反应的影响

Fig.4　The influence of phosphate on the GSH synthesis

by recombined E.coli

2.2　反应条件对酵母菌再生 ATP的影响

影响酵母菌再生ATP 的因素包括温度 、pH 、磷

酸缓冲液浓度等[ 12～ 14] ,其中温度是最重要的因素 ,

它对反应速度有较大的影响;磷酸盐的浓度对酵母

形成 ATP的方向和速度也有较大的影响 ,若磷酸

缓冲溶液的浓度太低 ,则 AMP 向分解为腺苷和磷

酸的方向进行.

经过分析 ,发现面包酵母再生 ATP 的条件与

重组大肠杆菌 E .col i Ⅱ-1形成 GSH 的条件相差较

大.面包酵母形成ATP 的最适温度为 37 ℃,而重组

大肠杆菌 E .col i Ⅱ-1 产生 GSH 的最适温度为 43

℃(见图 2).为了使 ATP 再生-GSH 合成耦合体系
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能协调地工作 ,ATP 再生系统的最适温度应尽可能

地与 GSH 合成反应的最适温度接近.因此 ,作者筛

选了耐高温酵母作为 ATP 再生菌株 ,并比较了面

包酵母和耐高温酵母形成 ATP 的条件 ,见图 5 ～ 7.

(为便于测定 , 所有实验均添加了 10 mg/mL 的

AMP 作为底物).

图 5　温度对 ATP再生的影响

Fig.5　The influence of temperature on the ATP regen-

eration by yeast

图 6　pH对 ATP 再生的影响

Fig.6　The inf luence of pH on the ATP regeneration by

yeast

图 7　磷酸盐浓度对 ATP 再生的影响

Fig.7　The influence of phosphate on the ATP recom-

bined by yeast E.coli

　　从图 5 ～ 7可以看出 ,耐高温酵母再生 ATP 所

需要的最适温度与面包酵母相差较大 ,经与图 2 比

较 ,发现耐高温酵母形成 ATP 的最适温度(41 ℃)

与重组大肠杆菌形成 GSH 的最适温度(43 ℃)接

近;但耐高温酵母再生 ATP 所需要的 pH 和磷酸缓

冲液浓度与面包酵母的相差不大(图 6 , 7),两种酵

母形成 ATP 的最适磷酸缓冲溶液浓度均为 250

mmol/L;面包酵母的最适 pH 为 6.8 ,耐高温酵母的

最适 pH 为 7.0.

2.3　面包酵母和耐高温酵母在 GSH合成过程中作

为 ATP再生体系的效果比较

由于面包酵母 、耐高温酵母形成 ATP 的最适

pH和最适磷酸缓冲液浓度(图 6 , 7)与重组大肠杆

菌形成GSH 的最适 pH 和最适磷酸缓冲液浓度(图

3 ,4)有一定的差别.经过比较 、平衡 ,作者选择耦合

系统的操作 pH和磷酸缓冲液浓度为:pH 7.3 、磷酸

缓冲液浓度为 250 mmol/L(因磷酸缓冲溶液的浓度

对ATP 再生反应的速度和方向有决定性的影响 ,

因此 ,在耦合系统中 ,磷酸缓冲溶液的浓度按 ATP

再生反应的最适条件取 250 mmol/L).操作温度选

择为:面包酵母构建的耦合系统 37 ℃,耐高温酵母

构建的耦合系统 42 ℃,因 AMP 太高对 E .coli Ⅱ-1

产生 GSH 有一定的抑制作用 ,故选择耦合系统中

的AMP 质量浓度为 2 mg/mL(实验数据另文报

道).其余条件按 1.8进行.反应一定时间之后测定

GSH 含量 ,结果见图 8.

　　图 8　用耐高温酵母 、面包酵母 ATP 再生体系或

添加纯 ATP时 GSH产量随时间的变化

Fig.8　The time course of GSH production at different

energy resources

　　由图 8可以看出 ,耐高温酵母构建的耦合反应

与面包酵母构建的耦合反应相比 ,其 GSH 产量提

高 43.6 %以上;而耐高温酵母所构建的耦合反应

与直接添加 ATP 的相比 , 其 GSH 产量则提高

14.5%以上.

3　结　论

　　1)GSH 的生物合成需要 ATP 作为能源 ,但由

于ATP 价格昂贵 ,因此构建高效的 ATP 再生-GSH

合成耦合系统是 GSH 生物合成的关键.利用酵解

能力强的酵母菌可以构建高效的 ATP 再生系统.

本实验中对面包酵母和耐高温酵母进行了比较 ,分

别确定了面包酵母和耐高温酵母再生 ATP 的最适

条件.面包酵母:温度 37 ℃, pH 6.8 ,葡萄糖浓度
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250 mmol/L , AMP 质量浓度 10 mg/mL ,磷酸缓冲

溶液浓度 250 mmol/ L;耐高温酵母:温度 41 ℃,pH

7.0 ,葡萄糖浓度 250 mmol/ L , AMP 质量浓度 10

mg/mL ,磷酸缓冲溶液浓度 250 mmol/L.

2)在添加纯 ATP 的条件下 ,确定了重组大肠

杆菌 E .coli Ⅱ-1 形成 GSH 的最适条件:温度 43

℃,pH 7.6 ,磷酸缓冲溶液浓度 50 mmol/L , L-Glu

浓度 60 mmol/ L , L-Cys浓度 20 mmol/L , Gly 浓度

20 mmol/L , MgCl2浓度 5 mmol/L.

3)由于酵母菌和大肠杆菌所需要的反应条件

有一定的差别 ,因此 ,要构建高效的 ATP 再生-GSH

合成耦合系统必须兼顾两菌种的反应条件 ,使得在

同一反应系统中的酵母菌和重组大肠杆菌都能高

效地运作.根据 ATP 再生反应和 GSH 合成反应的

最适条件进行选择和平衡 ,最后确定耦合系统的高

效运行条件:使用耐高温酵母作为 ATP 再生系统 ,

温度 42 ℃,pH 7.3 ,磷酸缓冲溶液浓度 250 mmol/

L ,葡萄糖浓度 250 mmol/ L ,AMP 浓度 2 mg/mL ,

L-Glu浓度 60 mmol/L , L-Cys浓度 20 mmol/L ,Gly

浓度 20 mmol/ L ,MgCl2浓度 5 mmol/L.
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