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面包酵母生物合成ATP的影响因素及机理初探
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摘 要：在对面包酵母生物合成ATP的影响因素研究的基础上，初步探讨了生物合成ATP的反

应机理。研究结果表明：在反应体系中直接添加终体积分数为0．5％的甲苯，可显著提高面包酵

母细胞膜通透性。M92+对ATP的合成影响很大，当M92+浓度为40 mmol／L时，ATP合成量达

到最大值，为9．02 mmol／L。在面包酵母生物合成ATP的过程中，当葡萄糖磷酸化和腺苷磷酸化

反应竞争时，葡萄糖磷酸化快于腺苷磷酸化，在体系中其它需能反应结束后ATP才开始大量积

累。在面包酵母经糖酵解途径生物合成ATP的前期，NAD的再生主要通过形成甘油和乙醇来实

现，而在生物合成ATP的中期和快速合成期，NAD的再生主要是通过形成乙醇来实现。
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Abstract：Based on the study of factors of ATP biosynthesis in Saccharomyces cerevisiae WSH2，

the mechanism of ATP biosynthesis was investigated．The results showed that toluene direct

treatment with the final concentration of 0．5％(v／v)was beneficial for the improvement of

penetrability of cell membrane．Magnesium ion greatly affected the synthesis of ATP 9’and the

highest ATP production(9．02 mmol／L)could be achieved at 40 mmol／L．It was found that the

rate of glucose phosphorylation was faster than that of adenosine phosphorylation． ATP was

accumulated rapidly only in the final phase．In case of ATP biosynthesis，NAD regeneration was

mainly conducted via the formation of glycerol and ethan01．WhiIe in metaphase and fast

synthesis phase of ATP，NAD regeneration was mainly conducted by the formation of ethan01．
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三磷酸腺苷(ATP)是生物体内重要的代谢物

质，它作为代谢的中间体、辅酶和能量供体，参与生

物体内许多生化反应[1]。此外，作为酶反应的辅助

因子，ATP在多步酶反应催化合成有用化合物中的

应用也愈来愈广E2-3j。目前合成ATP的方法主要

有化学合成法[‘]、酶催化合成法[5]、利用微生物细

胞酶系合成法邙]及构建基因工程菌合成法州等。

其中研究和应用较多的是利用微生物细胞酶系合

成ATP。Tani等哺3采用经山梨醇处理的Candida

boidinii(Kloeckera sp．)No．2201细胞，利用甲醇

的氧化以还原烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NAD)产生

的还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NADH)进人氧

化磷酸化途径，耦合腺嘌呤或腺苷的磷酸化反应合

成ATP。Murata等[8-91利用面包酵母Saccharo-

myces cerevisiae细胞中糖酵解途径，耦联腺苷的磷

酸化反应作为ATP再生系统而用于谷胱甘肽

(GSH)的合成，由于菌株未经遗传改造，实际研究

结果不很理想，但糖酵解途径仍被认为是最有希望

的ATP再生途径。微生物的糖酵解途径不仅可以

用来合成ATP，还可以将其作为某些需要ATP的

产物合成系统(如GSH合成系统)的ATP再生系

统。但到目前为止，报道主要集中在基质和辅因子

的浓度对ATP合成的影响上，而对ATP合成反应

的机理研究甚少。

作者在前期研究[10．11]的基础上，利用面包酵母

糖酵解途径耦联腺苷激酶(AK)和腺苷酸激酶

(ADK)合成ATP(见图1)。在对面包酵母生物合

成ATP的影响因素研究的基础上，初步探讨了面

包酵母生物合成ATP的反应机理。

1材料与方法

1．1 菌种

面包酵母(Saccharomyces cerevisiae)WSH2，

作者所在研究室保存菌株。

1．2材料

三磷酸腺苷(ATP)、二磷酸腺苷(ADP)、单磷

酸腺苷(AMP)、腺苷(Adenosine，Ado)、腺嘌呤

(Adenine，Ade)和肌苷(Inosine，Ino)，均为Sigma—

Aldrich(上海)公司产品。葡萄糖购自无锡润生淀

粉油脂公司(口服级)。酵母膏为广东一品鲜生物

科技有限公司产品。蛋白胨为上海东海制药厂产

品。其余试剂为国产分析纯。

1．3培养基

种子和发酵培养基(g／L)：葡萄糖20，蛋白胨

20，酵母膏10；pH 5．5。
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图1面包酵母生物合成ATP的代谢途径

Fig．1 Metabolic pathways of ATP biosynthesis by&

cerevidae

1．4面包酵母培养方法

1．4．1种子培养 将斜面种子于30℃活化3～

4 h，取一环菌体接种至装有50 mL种子培养基的

500 mL的三角瓶中培养，摇床转速200 r／min，30

℃培养20 h。

1．4．2 发酵培养 将培养好的种子培养液按照体

积分数10％的接种量接种至装有50 mL发酵培养

基的500 mL的三角瓶中培养，培养时间18 h，温度

30℃，摇床转速200 r／min。将培养液经3 000

r／min离心后再用蒸馏水洗涤2次，得到的湿酵母

菌体贮存于超低温冰箱(一70℃)中。

1．5面包酵母合成ATP反应过程

称取室温解冻的面包酵母湿菌体(反应体系中

菌体浓度为200 mg湿重细胞／mL)，加入基础ATP

合成反应液，再加入不同终浓度甲苯(或面包酵母

细胞经通透性预处理)，37℃、150 r／min下振荡反

应，沸水浴中加热终止反应，离心收集上清液进行

分析测定。每批实验有3组平行对照样，取实验结

果的平均值进行分析和计算。

基础ATP合成反应液(mmol／L)：葡萄糖400，

Ado 10，AMP 1，NAD 0．1，MgCl2·6H20 40；溶

于200 mmol／L磷酸钾缓冲液(pH 7．O)。

1．6面包酵母细胞膜通透性研究

1．6．1 甲苯顸处理对面包酵母合成ATP的影响

将10 g面包酵母湿菌体悬浮于100 mL含有不同

体积分数的甲苯和0．5 mmol／L L—Cys的5．0
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mmol／L磷酸钾缓冲液(pH 7．0)中，37℃振荡处理

30 min，离心后收集菌体，并用0．5 mmol／L L—Cys

的5．0 mmol／L磷酸钾缓冲液(pH 7．O)洗涤两次。

1．6．2反应体系中直接添加甲苯处理对面包酵母

合成ATP的影响 在生物合成ATP的反应体系

中，直接添加含有不同体积分数甲苯的基础ATP

合成反应液。

1．7分析方法

葡萄糖浓度测定采用3，5---硝基水杨酸

法m3；ATP及其相关物质测定采用高压液相色谱

测定(HPLC)[133；甘油浓度测定采用变色酸法[1们；

乙醇浓度测定采用气相色谱法口51。

2结果与讨论

2．1 通透性处理对面包酵母合成ATP的影响

利用面包酵母合成ATP，主要是利用面包酵母

细胞中糖酵解途径的关键酶和腺苷激酶及腺苷酸

激酶等。通常情况下，这些酶系分布在胞内，而反

应底物和能量物质以及一些金属离子都存在于胞

外反应液中，胞内酶系要与胞外底物发生反应则需

要进行大量物质的跨膜运输。因此利用面包酵母

合成ATP，在保证胞内有关酶活性的基础上应尽可

能地提高细胞膜的通透性。

目前，用于提高细胞膜通透性的处理方法主要

有化学法，如：有机溶剂法、表面活性剂法等；物理

法，如：超声波破碎、冻融法等；生物生理调控法，即

通过调节细胞的生理环境来影响细胞膜的结构和

化学组成，以达到提高细胞膜通透性的目的。沈立

新等[16]比较了几种不同有机溶剂和表面活性剂对

大肠杆菌和酵母细胞膜通透性的影响，发现甲苯和

丙酮的处理效果较好。Fujio和Furuya口力考察了

表面活性剂、抗生素和有机溶剂等细胞通透性处理

方法对产氨短杆菌合成ATP的影响，发现有机溶

剂，如甲苯或二甲苯处理可以提高细胞膜通透性。

因此，作者选择甲苯作为提高面包酵母细胞膜通透

性的处理方法，比较了甲苯的不同处理方式(甲苯

预处理和在合成ATP反应体系中直接添加甲苯处

理)对面包酵母合成ATP的影响，结果见图2。

由图2(a)可知，当甲苯体积分数较低时，在反

应体系中直接添加甲苯处理的面包酵母比甲苯预

处理的面包酵母合成ATP效果好。当直接添加终

体积分数为0．5％的甲苯时，反应3 h时ATP合成

量为6．45 mmol／L，腺苷向ATP的转化率达到

65％；而甲苯预处理(2％甲苯)的面包酵母合成

ATP最大量为3．72 mmol／L，腺苷向ATP的转化

率为38％。随着甲苯体积分数的增加，两种处理方

法的面包酵母合成ATP能力均呈现下降趋势，且

直接添加甲苯处理的面包酵母合成ATP能力下降

得更为明显，这可能是因为高体积分数甲苯的直接

添加比甲苯预处理对面包酵母的糖耗能力影响更

大(图2(b))。
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有约28％的腺苷被转化，但葡萄糖仍能被完全消

耗。表明在此条件下，尽管M92+的缺乏会造成

ATP的合成受阻，但葡萄糖的酵解过程仍能正常进

行，此时葡萄糖的消耗可能主要用于葡萄糖的磷酸

化，生成糖酵解途径的中间产物。

暑
粤8
穗

嚣 6
藿

‘
4

差
a=2

盆

滞后于葡萄糖的消耗。根据文献E2，：sJ报道，葡萄

糖的消耗主要产生了大量中间代谢产物6一磷酸葡

萄糖和1，6一二磷酸果糖，此阶段葡萄糖代谢产生的

ATP又很快被葡萄糖和6一磷酸果糖磷酸化所消耗，

ATP处于不断合成和不断消耗的动态变化中，因此

ATP不能大量积累。
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面包酵母以腺苷为底物合成ATP过程曲线

Time course of ATP generation from Ado by

s．eerevisiae WSlt2

ATP合成中期，腺苷在此阶段被完全转化，

AMP和ADP大量积累(ADP为3．70 mmol／L，

AMP为2．37 mmol／L)。当葡萄糖磷酸化产生的

6一磷酸葡萄糖和6一磷酸果糖转化为1，6一二磷酸果糖

后，反应体系的需能反应基本完成，葡萄糖代谢产

生的中间代谢产物再通过糖酵解途径生成ATP，在

腺苷激酶和腺苷酸激酶的催化下将底物腺苷磷酸

化生成AMP和ADP，并最终生成ATP，此时ATP

开始积累。

在ATP快速合成期，大量ATP快速合成，此时

发生的主要是底物水平磷酸化反应，ATP的积累量

在此阶段达到最大(反应3 h，ATP浓度为

8．98 mmol／L)。

由此可以看出，在面包酵母合成ATP的过程

中，当葡萄糖和腺苷的磷酸化反应竞争时，葡萄糖

的磷酸化快于腺苷磷酸化，ATP的大量积累是在体

系中其它需能反应结束后才快速出现的。

2．4面包酵母合成ATP过程中NAD的再生

在面包酵母经糖酵解途径合成ATP的过程

中，需要辅酶NAD的不断供给。在反应过程中，辅

酶NAD是作为氢原子受体从3一磷酸甘油醛移走

氢，而自身还原为NADH。在酵母细胞内NAD与

NADH以一定比例处于平衡状态，为了酵解的继续

进行，NADH必须以适当方式再生为NAD。酵母

处于好氧环境时，NADH可以通过呼吸链氧化为

NAD。而在厌氧条件下主要存在两条NAD再生途
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径：一是NADH作为醇脱氢酶辅酶，还原乙醛为乙

醇；二是作为磷酸甘油脱氢酶辅酶，还原磷酸二羟

丙酮为甘油，由此完成NAD的再生。在一般情况

下，酵母细胞很少形成甘油。为了明确反应过程中

NAD的再生途径，作者考察了反应过程中甘油和

乙醇的积累情况，结果见图5。
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图5面包酵母合成ATP过程中甘油与乙醇质量浓度

变化

Fig．5 Change of glycerol and ethanol concentration

during the biosynthesis of ATP by S．cerepisiae

WSH2

由图5可看出，在ATP合成前期，反应体系中

甘油和乙醇都有所积累。这可能是因为此时还未

形成足量的乙醛，通过形成乙醇来完成NAD的再

生不能满足糖酵解的需要。而为了再生NAD，必

然会有甘油形成[191，这是细胞的一种自我调节机

制。在ATP合成中期和快速合成期，一方面磷酸

烯醇式丙酮酸的分解加速，产生更多的ATP；另一

方面，由于磷酸烯醇式丙酮酸的分解，通过形成乙

醇来完成NAD的再生途径加强，因此反应体系中

甘油量不再增加。

3 结 语

1)在反应体系中直接添加体积分数为0．5％

‘的甲苯，可显著提高面包酵母细胞膜通透性，有利

于面包酵母将基质腺苷转化为ATP。

2)M92+对ATP的合成影响很大，面包酵母

S．cerevisiae WSH2酶法合成ATP的最适M92+浓

度为40 mmol／L。

3)在面包酵母合成ATP的过程中，当葡萄糖

的磷酸化和腺苷磷酸化反应竞争时，葡萄糖的磷酸

化快于腺苷磷酸化，ATP的大量积累是在体系中其

它需能反应结束后才快速出现的。

4)在面包酵母经糖酵解途径生物合成ATP前

期，主要是通过形成甘油和乙醇来完成NAD的再

生，而在生物合成ATP中期和快速合成期，主要是

通过形成乙醇来完成NAD的再生。
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