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摘 � 要: 利用重组 E scher ichia coli �add/ ade ( pBV03)和 S accharomyces cer evi siae WSH 2构建

了一个生物合成谷胱甘肽( GSH )的种间耦合系统。在该耦合系统中, 一方面, 大肠杆菌腺苷脱氨

酶和腺嘌呤脱氨酶的缺失完全切断了 E. col i �add/ ade ( pBV03) 中不可逆转化腺苷 ( Ado) 生成

次黄嘌呤 ( H x) 的途径; 另一方面, 利用脯氨酸限制性培养降低了酿酒酵母 WSH 2中 ADE 的活

性, 进一步降低了耦合系统中从 Ado到 H x 的不可逆转化。以上两方面大大降低了耦合系统中从

Ado 到 H x 的不可逆转化, 从而保证更多的底物 Ado 被 S. cerevi siae WSH 2用于再生 ATP,最终

耦合系统中 AT P 再生的效率大大提高。反应 6 h 后, 该耦合系统 GSH 的合成量达到 13� 68

mm ol/ L ,为对照的 5. 14倍。
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Abstract:A coupled system used for the biosynthesis o f glutathione ( GSH ) w as const ructed w ith

Escher ichia col i �add/ ade ( pBV03) and Sacchar omyces cer ev isiae WSH 2. On one hand, the

irreversible t ransformat ion from adeno sine ( Ado ) to hypoxathine ( H x ) in E. col i �add/ ade

( pBV03) w as completely blo cked by the disruption of adenosine deaminase ( ADA ) and adenine

deaminase ( ADE) . On the o ther hand, the activity of ADE in S . cerevi siae WSH 2 decreased

gr eat ly w hen it w as cultured in proline m inimal medium. T herefore, the t ransfor mation f rom

Ado into H x decreased significant ly, and mo re Ado w as used to r eg enerate AT P by S . cer ev isiae

WSH 2. At last , ATP-regener at ing ef ficiency w as improved, and GSH product ion reached 13. 68



mm ol/ L , w hich w as 5. 14 fo ld of the control.

Key words: g lutathione, biosynthesis, coupled sy stem , Escher ichia coli , S accharomyces

cerev isiae

� � 谷胱甘肽 ( GSH ) 是广泛存在于动、植物及微

生物细胞内的一种小分子巯基化合物,具有保护细

胞免受重金属侵害、维持胞内氧化还原平衡和辅助

蛋白质复性等重要的生理功能
[ 1- 2]
。近年来, GSH

广泛应用于医药、食品和化妆品等工业, 需求量日

益增加,我国 GSH 工业化生产呈空白状态 [ 3- 4]。

谷胱甘肽在生物体内是由 �-谷氨酰半胱氨酸

合成酶 ( EC 6� 3� 2� 2, GSH I) 和 GSH 合成酶( EC

6� 3� 2� 3, GSH II) 在 ATP 存在的条件下,催化 L-

谷氨酸、L-半胱氨酸和甘氨酸进行序贯反应而形成

的
[ 5]
。因此,满足 ATP 的有效供给是实现酶法合

成 GSH 的一个必需条件。由于 AT P 价格昂贵, 直

接添加 AT P 大大增加了酶法合成 GSH 的成本;

同时, 高浓度的 A TP 及其代谢产物 ADP 也抑制

GSH 合成酶的活性,由此导致 GSH 的酶法生产至

今未能实现商业化。但是,这些问题可以通过在酶

法合成 GSH 的过程中构建一个 ATP 再生的系统

来解决[ 6]。ATP 再生系统可定义为一个消耗 AT P

的酶催化体系和一个生物合成 AT P 的体系所构成

的耦合系统[ 7]。

在前期的研究中,构建了一系列由重组大肠杆

菌 ( Escher ichia coli ) 和酿酒酵母( S acchar omyces

cer ev isiae) 组成的 AT P 再生系统用于生物合成

GSH [ 8- 10]。一方面,酿酒酵母中的糖酵解途径以腺

苷 ( Ado ) 为底物合成 AT P, Ado 在腺苷激酶和腺

苷酸激酶的催化下生成 ADP, ADP 进一步通过底

物磷酸化转化为 ATP,此过程需要消耗葡萄糖 [ 11]。

另一方面, 消耗酿酒酵母合成的 A TP, 高效表达

GSH 合成酶系的重组大肠杆菌利用 3种前体氨基

酸合成 GSH , 此过程中 AT P 的代谢产物 ADP 和

Ado 可再次被酿酒酵母用来合成 AT P。然而,对耦

合系统中嘌呤核苷酸代谢分析结果表明, 重组大肠

杆菌中腺苷脱氨酶 ( EC 3� 5� 4� 4, ADA) 和腺嘌呤

脱氨酶 ( EC 3� 5� 4� 2, A DE) 迅速将底物 Ado 不可

逆转化为次黄嘌呤 ( H x ) , 导致酿酒酵母不能获得

合成 AT P 的前体腺嘌呤核苷 (酸) ,从而无法实现

耦合系统的 ATP 再生,这是耦合系统 AT P 再生效

率低下的根本原因[ 8- 9]。此外, 酿酒酵母中存在的

ADE加剧了从 A do 到 H x 的不可逆转化, 见图 1。

因此, 如果能采取合适的手段消除大肠杆菌中的

ADA 和 ADE以及酿酒酵母中的 ADE,那么耦合系

统中从 Ado 向 H x 的不可逆转化途径将被切断, 从

而保证更多的底物 Ado 被酿酒酵母用来再生

AT P,那么耦合系统的 AT P 再生效率将明显提高,

GSH 的合成量也将相应增加。

图 1 � 用于 GSH合成的重组大肠杆菌和酿酒酵母耦合

ATP 再生系统示意图

Fig. 1 � Schematic diagram of GSH production and ATP

regeneration by the coupled system

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
1� 1� 1 � 菌株与质粒 � 酿酒酵母 S� cerev isiae
WSH 2:作者所在研究室保存菌株; 质粒 pBV03(包

含两拷贝的 �-谷氨酰半胱氨酸合成酶基因和单拷

贝的 GSH 合成酶基因) :由作者所在实验室廖鲜艳

博士构建
[ 12]

; 大肠杆菌 E� col i BW25113、E� col i
JW1615、E . col i JW3640 和质粒 pKD46: 购自美国

耶鲁大学大肠杆菌保藏中心[ 13] ; 重组大肠杆菌 E.

col i �add / ad e ( pBV03) :作者构建。

1� 1� 2 � 试剂 � 三磷酸腺苷 ( ATP)、二磷酸腺苷

( ADP)、单磷酸腺苷 ( AM P)、腺苷 ( Ado )、腺嘌呤

( Ade)、肌苷 ( Ino )、和次黄嘌呤 ( H x ) : Sigma-

Aldr ich上海公司产品; GSH 还原酶、NADPH 和

5, 5�-二硫双-( 2-硝基苯甲酸) ( DT NB) 等: Sigma-

Aldr ich 上海公司产品; 脯氨酸 ( P roline)、T aq

DNA 聚合酶、卡那霉素、氨苄青霉素、引物、胶回收

试剂盒和质粒提取试剂盒: Sangon 上海公司产品;

酵母粉和胰蛋白胨: Oxo id公司产品。

259� 第 2期 林 军等: 提高耦合系统 AT P 再生效率促进谷胱甘肽合成的研究



1� 2 � 方法
1� 2� 1 � 构建腺苷脱氨酶和腺嘌呤脱氨酶双基因突
变株 E� col i �ad d/ ad e ( pBV03) � 参照 Datsenko

和 Wanner [ 14] 的方法, 敲除腺苷脱氨酶 ( ADA) 突

变株 ( E� col i JW1615)中的腺嘌呤脱氨酶 ( ADE)

基因以构建 add/ ade 双基因缺失菌株 ( E� col i
�add / ad e)。首先将表达 Red 重组酶的质粒

pKD46导入 E� col i JW1615, 在含有 100 m g/ L 氨

苄青霉素的 LB (酵母粉 5 g/ L ,胰蛋白胨 10 g/ L ,

NaCl 10 g/ L) 固体平板上筛选转化子 (培养温度

为 30 � )。然后制备用于电转化的感受态细胞, 当

菌体 OD600达到 0� 2时,加入1 mm ol/ L L-阿拉伯糖

诱导表达 Red重组酶, 诱导时间不少于 1 h, OD600

约为 0� 6时收获菌体, 制备感受态细胞。利用电转

化法将用于同源重组的片段导入感受态细胞内。

用于同源重组的片段是以 A1 ( 5-' GAGGAT T T-

GCGGGT TCACA -3 ') 和 A2 ( 5-' T GGCGA T-

T CAGGGCTT TAC-3') 为引物,以大肠杆菌 ADE

突变株 E� col i JW3640的染色体基因为模板, 获得

含有卡那霉素抗性的 PCR片段。然后,迅速向电转

后的感受态细胞中加入 1 mL LB (酵母粉 5 g/ L, 胰

蛋白胨 10 g/ L , NaCl 10 g/ L , pH 7� 0) 培养基, 30

� 培养 1 h 后升温至 42 � 培养 1 h。最后,取适量

培养后的菌液涂布于含有 25 mg/ L 卡那霉素的 LB

固体平板。次日,通过点种试验选择具有卡那霉素

抗性但不具有氨苄青霉素抗性的转化子,以 A1和

A2为引物,通过 PCR片段的大小验证腺嘌呤脱氨酶

基因的缺失。最后, 通过电转化将质粒 pBV03导入

重组大肠杆菌 �add/ ade中用于 GSH 的生物合成。

1� 2� 2 � 重组大肠杆菌的培养 � 从固体 LB (酵母粉

5 g/ L, 胰蛋白胨 10 g/ L , NaCl 10 g/ L, 琼脂 2

g/ dL, pH 7� 0) 培养基上挑取单菌落接种至装有 20

mL 种子培养基的 250 mL 三角瓶中, 30 � 、200

r/ min下培养 10~ 14 h。将培养好的种子液按体积

分数 1%的接种量接种至装有 100 m L LB培养基的

500 mL 三角瓶中进行发酵培养, 发酵温度 30 � ,

摇床转速 200 r/ min, 当菌体培养至对数生长中后

期时,迅速转至 42 � 摇床, 诱导培养 3~ 5 h。发酵

液经 4800 g 离心后, 再用冰冷的 20 m mol/ L 磷酸

钾缓冲液洗涤 2 次, 得到的湿菌体在- 80 � 下保

存,以用于后续生物合成 GSH 的研究。各培养基

中根据需要添加 100 mg / L 氨苄青霉素。

1� 2� 3 � 酿酒酵母 WSH 2 的培养 � 接种后的斜面

( 8 �P 麦汁,琼脂 2 g/ dL, pH 5� 5) 置于 30 � 恒温

培养箱中培养 2 d,冰箱冷藏室中保藏, 每月至少转

接一次。将斜面种子于 30 � 活化 3~ 4 h,取一环

菌体接种至装有 50 m L 种子培养基 (葡萄糖 20

g/ L, 蛋白胨 20 g / L , 酵母膏 10 g/ L, pH 5� 5) 的

500 mL 三角瓶中培养, 摇床转速 200 r/ min, 温度

30 � ,培养时间 20 h。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 m L 发酵培

养基 (葡萄糖 25 g/ L ,蛋白胨 20 g / L ,酵母膏 10 g/

L , pH 5� 5) 的 500 mL 三角瓶中进行发酵培养, 发

酵 18 h,发酵温度 30 � , 摇床转速 200 r/ m in。发

酵液经 3 000 g离心后再用 20 m mo l/ L 磷酸钾缓冲

液洗涤 2次,得到的湿酵母细胞在- 80 � 下保藏,

备用。脯氨酸基本培养基参照文献[ 15] ,脯氨酸的

添加量为 2 g/ L。

1� 2� 4 � 重组大肠杆菌对外加 Ado 和 AT P 的代谢

实验 � 称取 200 m g 新鲜培养的大肠杆菌菌体, 加

入 2 mL 含有 5 mm ol/ L Ado (或 AT P) 的磷酸钾

缓冲液 ( pH 7� 0) ,加入体积分数 0� 5%的甲苯进行

通透性处理, 37 � 、150 r/ m in 振荡反应 20 min

( AT P 代谢实验时间为 2 h)。反应完成后,将反应

液置于沸水浴中加热 10 m in 终止反应, 10 000

r/ m in离心,得到的上清液稀释后用作腺嘌呤核苷

酸类物质的分析检测。

1� 2� 5 � 酿酒酵母 WSH 2对外加 A do 和 Ade 的代

谢实验 � 称取 400 m g 新鲜培养的酿酒酵母菌体,

加入 2 mL 含有 10 m mol/ L Ado (或 Ade ) , 400

mm ol/ L 葡萄糖, 10 mmo l/ L Ado, 1 m mo l/ L

AM P, 0� 1 m mol/ L NAD, 30 mm ol/ L M gCl2

� 6H2 O的 150 mm ol/ L 磷酸钾缓冲液 ( pH 7� 0) ,

加入体积分数 0� 5% 的甲苯进行通透性处理, 37

� 、150 r/ m in振荡反应 2 h。反应完成后将反应液

置于沸水浴中加热 10 min终止反应, 10 000 r/ min

离心,上清液经稀释后用作腺嘌呤核苷酸类物质的

分析检测。

1� 2� 6 � 耦合系统合成 GSH 的反应体系 � 耦合系

统基础反应液组成( mm ol/ L ) :葡萄糖 400, Ado 10,

AM P 1, NAD 0� 1, MgCl2 � 6H 2 O 30, L-Glu 60, L-

Cys 25, Gly 25, 磷酸钾缓冲液 ( pH 7� 0) 150, 用 2

mo l/ L KOH 溶液调节 pH 7� 0。称取解冻的重组

大肠杆菌湿菌体 (反应体系中湿菌体质量浓度为

200 mg / mL)和解冻的酵母湿菌体 (反应体系中湿

菌体质量浓度为 200 mg/ mL) , 加入耦合系统基础

反应液, 加入体积分数 0� 5% 的甲苯, 37 � 、150

r/ m in下振荡反应 6 h, 样品于沸水浴中加热终止反

应, 离心收集上清液, 将上清液稀释一定的倍数, 测

定上清液中 GSH 和 AT P 及其相关物质。
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1� 2� 7 � 谷胱甘肽测定 � 采用 DT NB ( 5, 5-'二硫双-

( 2-硝基苯甲酸) )-GSH 还原酶循环法
[ 16]
。在 2 mL

比色皿中顺序加入 100 �L、6 m mol/ L DTNB, 700

�L、0� 3 mmo l/ L NADPH 和 200 �L 适当浓度的样

品,室温下加入 100 �L、50 U / mL 谷胱甘肽还原酶

用以启动测定反应, 在 412 nm 下,测定反应体系的

起始 OD值以及 90 s后的 OD值,根据 OD值的变

化速率与 GSH 标样质量浓度关系计算出样品中的

GSH 质量浓度。

1� 2� 8 � AT P 及其相关物质测定 � 采用高效液相色

谱测定 ( H PLC) [ 17] 。色谱条件如下: 柱子为 H y-

persil ODS, 4� 6 mm � 200 mm ;柱温 35 � ; 检测器

UV 254 nm;流动相 A 为 0� 1 mmo l/ L KH 2PO 4 , 2

mol/ L KOH 调 pH 7� 0。流动相 B 为 100%

CH 3 OH , 梯度洗脱为: 0~ 5 m in, 100% A, 流速 1

mL/ m in; 5~ 25 min, 90% A, 10% B,流速 1� 5 mL/

min。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 构建重组大肠杆菌 �add/ ade ( pBV03)
将用于同源重组的片段导入含有质粒 pKD46

的 E� col i JW1615感受态细胞中, 在 L-阿拉伯糖诱

导产生的 Red 重组酶的作用下, E� col i JW1615 染

色体中的 ade基因与重组片段发生同源重组, 从而

被卡那霉素抗性基因替代。以 A1 和 A2 为引物

对, 以E� col i JW1615 ( add - )、E� coli JW3640 ( ade
-

)和 E� coli �add/ ade 的染色体基因为模板进行
PCR时, 它们的 PCR片段长度依次为 2� 6、2� 2、2� 2

kb。电泳结果表明, E� col i JW1615染色体中的 ade

基因已成功被用于同源重组的卡那霉素抗性基因

取代。同时, PCR产物经 Sangon (上海) 测序后表

明,其序列与设计的一致, 由此确证重组 E� col i
�add / ad e构建成功,见图 2。

2� 2 � 重组大肠杆菌 �add/ ade ( pBV03)对外加 Ado

和 ATP的代谢

作者前期的研究[ 9] 表明, 腺苷脱氨酶 ( ADA )

的缺失可以切断大肠杆菌将腺苷 ( A do ) 经肌苷

( Ino) 向次黄嘌呤 ( H x ) 不可逆转化的途径, 但是

由于从 Ado 经腺嘌呤 ( Ade) 向 H x 转化途径的存

在,导致 Ado 依然可以转化为 H x。腺苷脱氨酶和

腺嘌呤脱氨酶 ( ADE)的同时缺失将有可能完全切

断大肠杆菌中从 Ado 到 H x 的转化途径。为此检

测了 E� coli �add/ ade ( pBV03)对 5 mm ol/ L 外加

Ado 的代谢产物。从图 3可以看出, 当以 A do 为底

物时,反应 20 m in 后, 仍有 48� 6%的 Ado 未被转

M� Gen eRulerTM 1 kb DN A ladder; 1� E� c ol i JW 1615

( add - ) ; 2� E� c ol i JW 3640 ( ad e - ) ; 3� E� coli �add/ ad e

图 2 � 大肠杆菌 add/ ade双突变株的 PCR验证

Fig. 2� PCR verification of E� coli �add/ ade

化, Ado 的主要转化产物为 ADP 和 Ade, 反应体系

中未检测到肌苷 (Ino ) 和 Hx 的生成。与之相比,

大肠杆菌 BW25113在 20 min 内可以将 62� 9%的

Ado 不可逆转化为 H x[ 9] 。在用于生物合成 GSH

的种间耦合系统中,大肠杆菌的主要功能为消耗酿

酒酵母合成的 AT P, 并利用其自身表达的 GSH 合

成酶系催化 3种前体氨基酸来生物合成 GSH。因

此, 进一步检测了 E� coli �add/ ade ( pBV03)对 5

mm ol/ L 外加 AT P 的代谢情况。从图 3可以看出,

反应 2 h 后, AT P 的主要代谢产物为 ADP、AM P、

Ade 和 Ado, 未生成 Ino 和 H x。以上结果表明, 在

E� col i �add/ ade ( pBV03)中, 从 Ado 到 H x 的不

可逆转化完全被切断, 大肠杆菌利用 A TP 后的代

谢产物均为可被酿酒酵母用来再生 AT P 的底物。

因此。以此菌株构建种间耦合系统, 其 A TP 的再

生效率将明显提高。

图 3 � 重组大肠杆菌 �add/ ade ( pBV03)对 Ado和 ATP

的代谢

Fig. 3 � Ado and ATP metabolisms by E� coli �add/ ade

(pBV03)
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2� 3 � 酿酒酵母WSH2对外加 Ado和 Ade的代谢

大肠杆菌 ADA 和 ADE 的缺失完全消除了其

自身将 Ado (或 ATP)不可逆转化为 H x 的能力,

E. col i �add/ ade ( pBV03) 利用 AT P 后的主要代

谢产物为 Ade和 Ado。在此基础上,进一步研究了

作为种间耦合系统组成之一的 S� cer ev isiae WSH 2

对Ado 和A de的代谢情况。从图 4可以看出,反应

2 h后,约 88%的底物 Ado被 S� cer evi siae WSH 利

用并转化为 AMP、ADP 和 A TP, 反应体系中检测

不到 Ino和 H x 的生成。由此可知, 虽然有少量关

于 S� cer evi siae WSH 2中存在 ADA 的报道[ 1 8] , 但

是本研究所构建的反应体系中 ADA 的活性极低,

其对 Ado 的降解作用可以忽略, 这一点与 Dee-

ley[ 19] 的研究结果一致。此外, 在反应过程中也未

检测到 Ade的生成,这说明 S� cerevi siae WSH 2 并

不具备将底物 Ado 转化为Ade的代谢途径。然而,

当以 Ade为底物反应 2 h 后, 反应体系中除了检测

到 AT P、A DP 和 AM P 外, 还检测到 H x ( 1� 97

mmo l/ L )和 Ino ( 0� 67 mm ol/ L ) ,约 20%的 Ade 不

可逆转化为H x ,由此确证了酿酒酵母中存在 ADE。

综上所述, 与大肠杆菌类似, 酿酒酵母中也存在

ADE,其催化 Ade不可逆转化为 H x, 但是, 酿酒酵

母中 ADA 的活性极低,其对Ado 的降解可以忽略。

图 4� 酿酒酵母 WSH2对 Ado和 Ade的代谢

Fig. 4� Ado and Ade metabolisms by S� cerevisiaeWSH2

� � 尽管 S� cerevi siae WSH 2不具备将 Ado 转化

为 Ade 的 能力, 但 是重 组 E� col i �add/ ade
( pBV03) 可以催化 Ado 生成 Ade, 此时, 酿酒酵母

中的 ADE 便可催化 Ade不可逆转化为 H x, 从而减

少了可以用于再生 ATP 的底物 Ado 和 A de。因

此, 在 重 组 E� col i�add/ ade ( pBV03 ) 和

S� cerevi siae WSH 2构建的生物合成 GSH 的耦合

系统中,如果可以消除或抑制酿酒酵母中 ADE 对

Ade的降解作用,那么将有更多的A do 和A de可用

来再生 AT P,耦合系统的 AT P 再生效率将进一步

提高, GSH 的产量也会相应增加。Deeley
[ 19]
的研

究表明,生长在脯氨酸为惟一氮源的基本培养基中

的酿酒酵母, 其 ADA 的活性比生长于完全培养基

中的酿酒酵母降低了约 7 倍。据此, 作者采用培养

于脯氨酸基本培养基中的S� cerevisiae WSH 2和重

组 E� coli �add/ ade ( pBV03)构建新的耦合系统,

并考察了该耦合系统中的 AT P 代谢情况。从图 5

可以看出,反应 6 h 后,其 H x 的生成量比对照 (生

长于完全培养基中的 S� cerevisiae WSH 2组成的耦

合系统) 低 46� 7% , 而 Ade的量要高 162� 1%。结

果表明,抑制酿酒酵母中腺嘌呤脱氨酶活性可以明

显降低耦合系统中从 Ade到 H x 的不可逆转化。

图 5 � 生长于完全培养基和脯氨酸基本培养基的

S� cerevisiae WSH2 中 ATP代谢的比较

Fig. 5 � Comparision of ATP metabolism of S� cerevisiae

WSH2 cultured in the complete medium and the

proline minimal medium

2� 4 � 耦合系统合成 GSH能力的比较

从图 6可以看出,反应6 h后, 由E� col i �add/
ad e ( pBV 03)和 S� cerev isiae WSH 2组成的耦合系

统合成 GSH 的量为 10� 95 m mol/ L, 与 E . col i

BW25113 ( pBV03)和 S� cer ev isiae WSH 2组成的

耦合系统相比,提高了 3� 12倍。众所周知,每合成

1 mol/ L GSH 需要消耗 2 mo l/ L AT P,因此要合成

10� 95 mmo l/ L GSH 至少需要消耗 21� 90 m mo l/ L

AT P,这远高于起始添加的 10 m mol/ L Ado 可合

成 的 AT P。由 此 可 知, 在 E� col i �add/ ade
( pBV03) 和 S� cer evi siae WSH 2 组成的耦合系统

中, A TP 再生反应得以建立。该耦合系统中 A TP

再生效率和 GSH 产量的提高是由于大肠杆菌

ADA 和 ADE 的缺失切断了从 Ado 到 H x 的不可

逆转化途径, 从而保证有更多的底物A do 和Ade用

于再生 ATP。在此基础上,利用脯氨酸限制性培养

来降低 S� cerevi siae WSH 2 中腺嘌呤脱氨酶的活
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性,从而进一步降低了底物 Ado 经 Ade到 H x 的降

解,进而增强了耦合系统中 ATP 再生的效率, 由此

低 ADE 活性的酿酒酵母和 E� col i �add/ ade
( pBV03) 组成的耦合系统在 6 h 内合成 13� 68

mmo l/ L GSH , 相 比 于 完 全 培 养 基 培 养 的

S� cerevi siae WSH 2 构建 的耦合 系统 提高 了

24� 9%,为初始耦合系统的 5� 14倍。

CM:完全培养基; Pro-MM:脯氨酸限制性培养基

图 6� 耦合系统合成 GSH的能力比较

Fig. 6 � Comparision of GSH production by the coupled

system

3 � 结 � 语

ATP 的有效供给是实现酶法合成 GSH 的必

需条件之一。在由重组大肠杆菌和酿酒酵母组成

的耦合系统中,底物 A do 被不可逆转化为 H x, 从而

导致酿酒酵母缺乏可用来合成 AT P 的底物, 这是

耦合系统无法高效运行的根本原因。作者通过基

因工程的手段敲除了大肠杆菌中腺苷脱氨酶和腺

嘌呤脱氨酶的基因,并且利用脯氨酸限制性培养来

降低酿酒酵母中的腺嘌呤脱氨酶活性, 从而大大降

低了耦合系统中从 Ado 到 H x 的不可逆转化,进而

促使更多的底物 Ado 被用于再生 AT P, 最终耦合

系统中 ATP 再生的效率大大提高, GSH 合成量也

相应增加。
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