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酵母线粒体 ATP 合酶活性对谷胱甘肽合成的影响

李 莉 1, 2 , 陈庆富 2 , 曾 坤 2 , 席令勇 2, 王华芳 1

( 1 北京林业大学生物科学与技术学院, 北京 100083; 2 贵州师范大学生物技术

与工程学院, 贵州 贵阳 550001)

摘 要: 以酿酒酵母为菌种, 采用 PDA 基本培养基,研究在不同的培养温度、时间和初始 pH 值

条件下线粒体 ATP 合酶活性对谷胱甘肽( GSH) 合成的影响。结果表明: ①初始 pH6.0 时, 30 ℃培

养 24 h, 线粒体 ATP 合酶活性和 GSH 含量均达到了最高 , 分别为 15.73 μmol/mg·protein·h 和

1.27 μmol/g·FW; ②在最适温度 30 ℃、pH6.0 条件下培养, 线粒体 ATP 合酶活性在培养 48 h 达到

最大 , GSH 含量在培养 60 h 达到最大 ; ③初始 pH 6.0 时 , 在 24 ℃条件下 , 线粒体 ATP 合酶活性

保持稳定, GSH 含量随时间增加而增加。在 34 ℃时, 线粒体 ATP 合酶活性在 24 h 最大 , GSH 含

量在 36 h 达到最高; ④初始 pH 6.0 时线粒体 ATP 合酶活性达到最大,GSH 含量最高。实验结果表

明, 酵母线粒体 ATP 合酶在不同培养条件下活性是不同的 , 同时也说明了 ATP 合酶活性与 GSH
的合成有密切的关系。
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Abstract: By using PDA as basic medium and Saccharomyce cerevisiae as species, the effects of ATP synthase activity on

GSH synthesis in S. cerevisiae were studied under different culture temperature, time and initial pH values. The results in-

dicated as follows: 1. as the initial pH value was 6.0 and 24 h culture at 30 ℃, both ATP synthase activity and GSH content

could reach the maximum values as 15.73 μmol/mg·protein·h and 1.27 μmol/g·FW. 2. as the temperature was at 30 ℃

and the initial pH was 6.0, ATP synthase activity reached the highest after 48 h culture and GSH content reached the high-

est after 60 h culture. 3. as the initial pH was 6.0 and temperature at 24 ℃, ATP synthase activity maintained stable and

GSH content increased as culture time passed. If the temperature was at 34 ℃ and pH was 6.0, ATP synthase activity and

GSH content reached the highest at 24 h and at 36 h respectively. 4. both ATP synthase activity and GSH content could

reach the maximum as initial pH was 6.0. The experimental results suggested that ATP synthase activity changed under

different culture conditions and there was close relations between ATP synthase activity and GSH synthesis.
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谷胱甘肽 (glutathione, GSH) 是一种广泛存在于动

物、植物及微生物细胞内的含有巯基的三肽化合物, 它

不但能降低生物体内的还原态 , 防止氧化伤害 , 同时也

能够对细胞内和细胞外的毒性起到解毒的作用[1]。还原

型 GSH 作为重要的抗氧化物质, 在生物体内具有极其

重要的生理功能[2, 3]。Aline 的研究表明, 缺失 GSH 的酵

母突变体菌株, 在脱水的胁迫条件下, 更易受氧化胁迫,

MDA 含量大量增加[4]。在临床上, 谷胱甘肽是一种治疗

肝脏疾病、肿瘤、中毒、白内障、衰老及变态反应的重要

生化药物[5]。近年来,随着谷胱甘肽更多的生理功能被发

现, 它在食品添加剂、临床医学和运动营养学上倍受关

注,需求量不断增加。
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GSH 由谷氨酸、半胱氨酸和甘氨酸经肽键缩合而

成。L- 谷氨酸和 L- 半胱氨酸在 γ- 谷氨酰半胱氨酸合成

酶(γ- GCS: EC6.3.2.2)的催化下生成 γ- 谷氨酰半胱氨酸

(γ- GC), 随后在谷胱甘肽合成酶(GC: EC6.3.2.3)的催化

下, γ- GC 与甘氨酸缩合形成 GSH。两个合成步骤都需

要 ATP 的参与[6]。在酵母细胞中, ATP 合成是在线粒体

内由 ATP 合酶催化而成。

目前 GSH 商品主要来自酵母生物合成。前人在利

用酵母发酵法生产 GSH 和提高 GSH 含量上作了很多

的研究, 主要是酵母 GSH 高产突变育种[7, 8], 培养条件优

化[8]和利用分子生物学技术[9]等研究 GSH 的合成及生理

作用[10～12]等。但在酵母线粒体 ATP 合酶活性对 GSH 合

成的影响方面报道极少。本研究设置不同的培养条件对

酵母线粒体 ATP 合酶活性和谷胱甘肽含量的关系进行

探讨 , 旨在弄清酵母谷胱甘肽合成的生理机制 , 为提高

酵母发酵法生产 GSH 的产量提供理论指导。

1 材料与方法

1.1 实验菌种和培养基

实 验 菌 种 : 酿 酒 酵 母 ( Saccharomyces cerevisiae
LL5) , 从安琪酵母股份有限公司提供的高活性干酵母中

分离, 本实验室保藏。

保藏培养基: 10 %麦芽汁斜面。

PDA 培养基 : 马铃薯 200 g; 葡萄糖 20 g; 1000 mL
水。马铃薯去皮, 切成小块煮沸 30 min, 纱布过滤, 再加

糖, 补水至 1000 mL, 121 ℃高压灭菌 30 min。

培养条件 : 旋转式摇床 ( 200 r/min) , 从斜面种子接

种后, 在 100 mL PDA 液体培养基中培养。

1.2 不同培养条件对 ATP 合酶活性和 GSH 含量的影

响

1.2.1 温度梯度实验

分别设置 24 ℃、26 ℃、28 ℃、30 ℃、32 ℃和 34 ℃

6 个培养温度 , 在初始 pH6.0 培养 24 h, 测定 ATP 合酶

活性和 GSH 含量。

1.2.2 时间梯度实验

分别设置 24 h、36 h、48 h、60 h、72 h 5 个培养时间 ,

在初始 pH6.0, 温度分别为 24 ℃、30 ℃和 34 ℃条件下

培养不同时间 , 然后测定 ATP 合酶活性和 GSH 含量 ,

以寻找不同温度下的最佳培养时间。

1.2.3 pH 梯度实验

设置 pH4.0、pH5.0、pH6.0、pH7.0 和 pH8.0 5 个初始

pH 值, 在实验 1.2.2 所得的不同温度与时间最佳组合条

件 , 即 24 ℃、24 h, 30 ℃、60 h, 34 ℃、36 h 下培养 , 再测

定 ATP 合酶活性和 GSH 含量。

1.3 酵母 GSH 的提取和测定

GSH 的提取: 培养好的酵母细胞于 3000 r/min 离心

10 min 收集菌体, 加生理盐水洗涤 2～3 次。再加 40 %
酒精( 1 g 湿酵母加 5 mL) , 30 ℃、200 r/min 萃取 3 h, 离

心取上清液即可作为还原型 GSH 含量测定样品。

还原型 GSH 的测定: 按 Ellman 的方法略加改进[13]。

取 GSH 待测液 (样品液)0.25 mL, 加入 150 mmol/L 的

NaH2PO4 2.6 mL , 混合均匀后 , 向各管中加入 5,5'- 二硫

- 双硝基苯甲酸 ( DTNB) 试剂 0.18 mL, 混匀后 30 ℃保

温 5 min, 412 nm 波长处测定吸光值 , 根据标准曲线算

出 GSH 的含量。

1.4 酵母线粒体 ATP 合酶的活性测定

按卞留贯的方法略加改进[14]。

酵母线粒体的分离提取: 取一定量的酵母菌体, 用

提 取 液 ( 0.32 M 蔗 糖 、10 mM EGTA、50 mM Tris- HCl
pH7.4) 研磨后 , 在超速冷冻离心机上(SIGMA 2- 16K)于

4200 r/min 离心 3 min, 取上清液, 再用 9200 r/min 离心

10 min, 弃去上清液 , 再用适量提取液 , 小心悬浮沉淀 ,

再 9200 r/min 离心 10 min, 弃去上清液取沉淀。用 1～

2 mL 悬浮液( 0.32 M 蔗糖、50 mM Tris- HCl pH7.4) 使线

粒体悬浮好, 备用。整个提取过程在 4 ℃低温下进行。

线粒体 ATP 合酶活性测定 : 0.1 mL ATP (30 mM)
+0.4 mL 反应液 (3.75 mM MgCl2、100 mM KCl、100 mM
NaCl、50 mM Tris- HCl pH7.2) 置于试管中, 30 ℃保温

5 min, 加入线粒体悬浮液 0.5 mL, 再保温 30 min, 加

入 0.2 mL (20 %TCA) 中止反应 , 3000 r/min 离心 5 min,
取上清液 0.5 mL 加入 2.5 mL 硫酸亚铁- 钼酸铵试剂 ,

反应 10 min, 颜色变蓝后, 在 660 nm 测吸光值。根据标

准曲线求出 Pi 的含量, 以释放的无机 Pi 的量表示酶活

性的大小, 用 μmol Pi/mg·protein·h 来表示。参照《植物

生理学实验手册》[15], 用考马斯亮兰法测定蛋白质含量 ,

用牛血清蛋白作标准曲线。

2 结果与分析

2.1 培养温度对线粒体 ATP 合酶活性和 GSH 含量的

影响

在 24～34 ℃之间设计的 6 个温度条件对 ATP 合

酶活性和 GSH 含量的影响结果见图 1。

从图 1 可知, 在 30 ℃以下, 随着酶反应温度的升

高 , 线粒体 ATP 合酶的活性和 GSH 含量均有所上升。

在 30 ℃条件下, 线粒体 ATP 合酶的活性最高, 可达到

15.73 μmol/mg·protein·h, GSH 含 量 也 最 高 , 达 到 了

1.27 μmol/g·FW。当培养温度超过 30 ℃时, 则随着温度

升高 , 线粒体 ATP 合酶和 GSH 含量的活性均有所下

降。因此 , 30 ℃的培养温度可能是酵母细胞合成 GSH
的最佳温度。

2.2 培养时间对 GSH 含量、线粒体 ATP 合酶活性的影

响

2.2.1 24 ℃时不同培养时间对线粒体 ATP 合酶活性和

GSH 含量的影响

在较低培养温度( 24 ℃) 条件下 , 在 24 ～72 h 的 5
个时间点对 ATP 合酶活性和 GSH 含量的影响结果见
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图 1 不同培养温度对线粒体 ATP 合酶活性( A) 和

GSH 含量(B)的影响

图 4 34 ℃条件下不同培养时间对线粒体 ATP 合酶活性

( A) 和 GSH 含量(B)的影响

图 2。从图 2 可知, 线粒体 ATP 合酶活性能基本保持在

6.50 μmol/mg·protein·h 左右 , 而 GSH 含量随培养时间

的增加而增加。

2.2.2 30 ℃下不同培养时间对线粒体 ATP 合酶活性和

GSH 含量的影响

在 30 ℃条件下 , 于 24～72 h 的 5 个培养时间点对

ATP 合酶活性和 GSH 含量的影响结果见图 3。

图 3 表明, 线粒体 ATP 合酶活性在培养 48 h 达到

最 大 , 达 21.922 μmol/mg·protein·h, 而 GSH 含 量 在 培

养 60 h 才达到最大 , 含量为 1.923 μmol/g·FW。随着培

养时间的延长, 线粒体 ATP 合酶活性和 GSH 含量都在

下降。

2.2.3 34 ℃时不同培养时间对线粒体 ATP 合酶活性和

GSH 含量的影响

为了考察较高培养温度 34 ℃条件下, 培养时间对

线粒体 ATP 合酶活性和 GSH 含量的影响 , 在 34 ℃条

件 下 进 行 培 养 24 h 后 , 并 且 每 隔 12 h 测 一 次 线 粒 体

ATP 合酶活性和 GSH 含量, 结果见图 4。

从图 4 可知, 线粒体 ATP 合酶活性在培养 24 h 时

就已达最大, 为 10.369 μmol/mg·protein·h, GSH 含量在

培养 36 h 后达到最大, 为 1.545 μmol/g·FW。

2.3 不 同 初 始 pH 对 线 粒 体 ATP 合 酶 的 活 性 和 GSH
含量的影响

为了探讨酵母生产 GSH 所需的最适的 pH 条件,设
定了 pH4.0～8.0, 共 5 个 pH 梯度 , 分别在 24 ℃、30 ℃、

34 ℃培养温度条件下进行培养, 分别测定 ATP 合酶的

活性与 GSH 的含量。

2.3.1 24 ℃时不同 pH 对线粒体 ATP 合酶活性和 GSH
含量的影响

图 2 24 ℃时不同培养时间对线粒体 ATP

合酶活性( A) 和 GSH 含量(B)的影响

图 3 30 ℃下不同培养时间对线粒体 ATP

合酶活性( A) 和 GSH 含量(B)的影响
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图 7 34 ℃时不同 pH 对线粒体 ATP 合酶活性( A) 和

GSH 含量(B)的影响

设置培养温度 24 ℃、培养时间 24 h, 将 PDA 培养

基的初始 pH 值分别调到 pH4.0、pH5.0、pH6.0 ( 自然) 、

pH7.0 和 pH8.0 进行培养, 所得结果见图 5。

图 5 结果表明, PDA 培养基的初始 pH 值在 6.0( 自

然) 条件下, GSH 含量、线粒体 ATP 合酶活性达到最高。

2.3.2 30 ℃条件下不同 pH 对线粒体 ATP 合酶活性和

GSH 含量的影响

将 PDA 培 养 基 的 初 始 pH 值 设 定 为 4.0、5.0、6.0、

7.0 和 8.0, 在 30 ℃下培养 60 h, 测定结果见图 6。

图 6 结果表明 , 在 30 ℃的培养条件下 , PDA 培养

基 的 初 始 pH6.0 时 线 粒 体 ATP 合 酶 活 性 最 高 , 为

16.538 μmol/mg·protein·h, GSH 含 量 达 最 大 , 为

1.955 μmol/g·FW。

2.3.3 34 ℃条件下不同 pH 对线粒体 ATP 合酶活性和

GSH 含量的影响

将 PDA 培 养 基 的 初 始 pH 值 调 整 为 4.0、5.0、6.0、

7.0 和 8.0, 在 34 ℃下培养 24 h, 结果见图 7。

从图 7 结果中可看出, 在 34 ℃条件下培养,PDA 培

养基的初始 pH 值在 6.0 时 , 线粒体 ATP 合酶活性最

高, 达到了 12.923 μmol/mg·protein·h, GSH 含量最大,

达到 1.52 μmol/g·FW。

上述结果表明 , PDA 培养基的初始 pH 值在 6.0 时

ATP 合酶活性和 GSH 含量均最高, 暗示该 pH6.0 是酵

母生长的最佳pH 值。

3 讨论

3.1 培养温度对 ATP 合酶活性和 GSH 含量的影响

酵母细胞内的 ATP 主要是通过线粒体 ATP 合酶

通过氧化磷酸化耦联产生的 , 通常认为线粒体 ATP 合

酶有双重的功能 , 一方面利用 ADP 和 Pi 能合成 ATP,

另一方面能水解 ATP 释放能量 , 以供细胞所需 , 因此它

的活性大小, 直接影响到细胞内多种生理功能。酵母细

胞的 GSH 合成需要 ATP 提供能量, 只有充足的 ATP 供

应才能保证 GSH 合成能顺利进行。因此, 保持高的 ATP
合酶活性是极为必要的, 刘立明等认为酵母突变株胞内

ATPase 活性的降低可能是导致胞内 ATP 含量降低的

原因之一 [16]。培养温度的改变对 ATP 合酶的活性和

GSH 含量产生很大的影响, 虽然酵母细胞的培养温度通

常在 26～28 ℃, 通过实验, 我们测得酵母细胞合成 GSH
的最佳温度是 30 ℃, 而此温度下 ATP 合酶的活性最

高 , 可能与这时的呼吸强度有关 , 马超颖用活性酵母细

胞 衍 生 物 (Live Yeast Cell Derivative , LYCD)处 理 酵 母

细胞时, 发现呼吸强度和 GSH 含量存在着明显的相关

图 5 24 ℃时不同 pH 对线粒体 ATP 合酶活性( A)

和 GSH 含量(B)的影响

图 6 30 ℃时不同 pH 对线粒体 ATP 合酶活性( A) 和

GSH 含量(B)的影响
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性[17], 这可能与线粒体的 ATP 产生的量有关。因为呼吸

强度加大 , 相应提供给 GSH 合成的 ATP 量也高 , 因而

合成的 GSH 量最高。

我们在实验中发现, 培养温度在 30 ℃和 34 ℃时 ,

ATP 合酶的最大活性分别于 48 h 和 24 h 时达到最大 ,

而 GSH 合成量分别在 60 h 和 36 h 出现峰值 , 这说明了

ATP 合酶活性峰值出现在 GSH 最大含量之前, 这可能

是 GSH 合成之前要有 ATP 含量的积累 , 以供 GSH 合

成所需。但是童群义等研究表明 , 在 ATP 的浓度较低

时, GSH 的产量随 ATP 浓度的增加而增加 , 当 ATP 浓

度达 20 mmol/L 时 , 过多的 ATP 反而使 GSH 含 量 降

低, 这可能是反应过程中产生的 ADP 对 GSH 有抑制作

用[18]。因此在不同的培养条件下, 最适宜的 ATP 浓度还

有待于进一步研究。

3.2 培养 pH 对 ATP 合酶活性和 GSH 含量的影响

pH 是影响细胞生长、GSH 合成的主要环境因素之

一 , 决定营养物的解离状态,制约着微生物细胞对营养

物质的吸收和利用速率[19], GSH 还能保护细胞在外界胁

迫作用下和极端环境下(尤其是酸性环境)生存[20, 21]。

在 PDA 培养基中, 自然初始 pH 值是 6.0, 实验中将

初始 pH 值分别上下各调两个单位。并在 24 ℃、30 ℃和

34 ℃下培养, 都发现在自然初始 pH 值下, ATP 合酶活

性的最大值和 GSH 含量都出现在 pH 6.0 的初始培养条

件下 , pH 稍偏酸对 GSH 合成比偏碱的影响要小的多。

因此 , 在 PDA 培养基中 , 酵母的 GSH 含量在 pH6.0 的

条件下是最好的。

聂薇等[22]对低 pH 环境下产朊假丝酵母生产谷胱甘

肽情况进行了研究。发现产朊假丝酵母受到低 pH 胁迫

时,可以促使胞内的 GSH 向胞外分泌, 并以增加 GSH 合

成、向胞外释放 GSH 的方式来响应和抵御外界 pH 的不

断降低, 从而导致胞内 GSH 产量较低。在控制恒定 pH
条件下,细胞在生长阶段所合成的 GSH 基本上都集中在

胞内。

4 结论

通过我们的实验结果发现 , 酵母的 ATP 合酶活性

对 GSH 含量有着重要的影响。在不同培养温度和培养

基的初始 pH 条件下 , GSH 的最大含量和 ATP 合酶的

最大活性的出现是一致的。而更有趣的是培养时间上,

ATP 合酶的活性峰值出现在 GSH 含量峰值前的 12 h,

这可能是在 GSH 合成前期必需要有 ATP 的大量合成

才能提供充足的 ATP 供给 GSH 合成的需要 , 说明了

GSH 合成量与 ATP 合酶活性是有密切关系的。
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