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谷胱甘肽（IJK）广泛存在于动、植物和微生物细胞内，

有参与氨基酸的跨膜运输、维持细胞的还原状态等重要生理

功能，在临床、保健品、食品等行业有广泛用途，如：重金属解

毒、抗氧化延缓衰老等，我国基本靠进口。开发高效、低成本

的 IJK 生产工艺势在必行。

谷胱甘肽的制备有化学合成法［!］、提取法［$］、微生物发

酵法［D］、酶法［#］等。由于酶法合成 IJK 的产率高、后续的分

离提取较简单而倍受关注。它是以 E0F 为能量供体、由!.
谷氨酰半胱氨酸合成酶（IJKL）和谷胱甘肽合成酶（IJKLL）连

续催化合成的：

谷氨酸 M 半胱氨酸 M E0F #
IJKL

!.谷氨酰半胱氨酸 M ENF M F: （!）

!.谷氨酰半胱氨酸 M 甘氨酸 M E0F #
IJKLL

谷胱甘肽 M ENF M F: （$）

为了提高 IJK 产率、降低成本，人们从提高菌株的活

力［/］及降低能量供体成本方面进行了研究。O,P6B6［3 Q "］对两

种 E0F 供给系统进行了研究：利用大肠杆菌的乙酸激酶以

乙酰磷酸为底物生产 E0F，与自身 IJK 合成酶系耦联效果较

好，但乙酰磷酸价格昂贵且不稳定；利用酵母的糖酵解途径

生产 E0F 的体系与大肠杆菌的 IJK 合成体系耦联效果不理

想，酵母生产 E0F 体系和工程菌合成 IJK 体系在磷酸缓冲

液浓度方面不协调，耦联体系 IJK 的产量仅为酵母及工程

菌在同样反应条件下分别合成的 IJK 的加和。本研究在先

期构 建 的 具 有 较 高 IJK 合 成 活 力 的 工 程 菌 3 ) 0(,# RS$!
（T0P@.UA=）的基础上，将经通透处理的酵母及工程菌耦联，首

先从 E0F 生成体系及 IJK 合成体系在磷酸缓冲液浓度协调

性方面入手，较为有效地解决了这两个体系在磷酸缓冲液浓

度方面的矛盾。其次，优化工艺条件，并首次在 IJK 合成过

程中采用延缓加入甘氨酸的手段有效降低了 IJK 对 IJKL
的反馈抑制，大大提高了 IJK 的合成效率，对后续酶法或固

定化细胞催化合成 IJK，推进 IJK 的工业化生产进程有重

要意义。

! 材料与方法

$-$ 材料

$-$-$ 菌种：工程菌 3 ) 0(,# RS$!（T0P@.UA=）本试验室构建，

酵母：上海民乐啤酒饮料有限公司提供。

$-$-# 试剂：三磷酸腺苷（E0F）、/，/.二硫代双（$.硝基苯甲

酸）（N0*R）、异丙基硫代.".N.半乳糖苷（LF0I）为 J:U96 公司

分装产品，谷氨酸、甘氨酸、IJK 由华美生物工程公司购得，

半胱氨酸由丽珠东风生物工程公司购得，酵母膏为英国产，

其它试剂为国产分析纯。

$-# 方法

$-#-$ 菌体培养及通透：工程菌 3 ) 0(,#RS$!（T0P@.UA=）培

养：将 SR 培养基（含氨苄青霉素 !%%,V9S）中 D"W培养 3= 的

种子以 !X接种量接种至 SR 培养基，$%%PV9:C 培养至 45//%

Y %H/ 左 右，以 LF0I（%H!99’(VS）在 D#W、TK3) # 诱 导 D=，

!$ %%% Z U 冷冻离心 !/9:C，所得菌体以 %H2X*6[( 洗涤，离心

后冰箱保存。

通透处理：菌体以冰冻丙酮处理后抽滤，冷冻保存。

$-#-# 酶反应：酵母生产 E0F 体系：%H!U 丙酮处理的酵母细

胞加至 /9S E0F 反应液（葡萄糖 #%%99’(VS，OUJ\#!%99’(VS，

腺苷 !%99’(VS，EOF $99’(VS 溶于 TK") % 的磷酸盐缓冲液）

中，D#W恒温反应，KFS[ 测定 E0F 浓度随时间的变化。工程

菌合成 IJK 体系：%HDU 工程菌细胞加至 /9S IJK 前体反应

液（谷氨酸 2%99’(VS，半胱氨酸、甘氨酸均为 $%99’(VS，E0F
!%99’(VS，OUJ\#!%99’(VS，溶于 TK"H% 的磷酸盐缓冲液）中，

D"W恒温 反 应，测 定 IJK 随 时 间 的 变 化。耦 联 体 系 生 产

IJK：%H!U 丙酮处理的酵母与 %HDU 工程菌细胞加至 /9S 反

应液（葡萄糖、OUJ\#、腺苷、EOF、谷氨酸、半胱氨酸、甘氨酸

浓度及缓冲液同上）中，在优化的温度 D#W反应，测定 IJK
浓度。

$-#-. 分析方法：IJK 检测见参考文献［2］，E0F 检测采用高



效液 相 色 谱 法，系 统 为 !"#$%&’( )*+,，流 动 组：溶 剂 -：

./0$123+ 磷酸缓冲液（4)56 .），溶剂 7：甲醇。梯度洗脱：89
溶剂 7（. : 5$#;），0.9溶剂 -（5 : 8.$#;），流速：0$+3$#;，紫

外 85.;$ 检测。

! 结果与讨论

!"# 细胞通透处理

利用酵母的糖酵解途径生产 -<* 与工程菌 ! 6 "#$% 7+80
（4<=>?@A"）耦联进行 B!) 的合成反应，不但可以解决工程菌

合成 B!) 的能量供体 -<* 的来源，而且可以转化 B!) 合成

过程中生成的 -C*，降低 -C* 对 B!)D 及 B!)DD 的抑制［E］。

但首先必须对酵母及工程菌进行通透处理以保证底物及产

物在细胞内外的扩散传递，尤其是确保酵母生成的 -<* 顺

利转移至工程菌进行 B!) 的合成。不同溶剂对工程菌合成

B!)、酵母生成 -<* 及耦联体系合成 B!) 的影响见表 0。为

减少所使用的溶剂的种类、方便溶剂的回收及操作的简单

性，本文采用同一种溶剂处理酵母及工程菌。由表可见：甲

苯及月桂酸通透工程菌效果较好，丙酮处理酵母对 -<* 生

成较为有利，而对耦联体系合成 B!) 而言丙酮是较为有效

的溶剂。对不同丙酮浓度对通透效果的实验结果表明：丙酮

浓度降低，处理后的细胞含水分较多，通透效果较差；但

0..9浓度丙酮处理过程中细胞易结块，通透处理不均匀，

E.9浓度较为合适。E.9丙酮对工程菌通透处理 8 次，每次

0.$#; 较为合适，第 F 次处理工程菌 B!) 合成能力降低，而

酵母只需通透处理 0 次。

表 0 不同溶剂对细胞通透处理的影响

$%&’( 0 )**(+, -* .%/0-12 %3(4,2 -4 5(/6(%&0’0,7 -* 6(6&/%4+( -* +(’’2

-@G;H
-<*

3（$$123+）

B!)（@3+）

I I J !

K1;G . . 680 .

<12(G;>G L 6L 0 6E. . 6EM

->GH1;G N 6M 0 605 0 6FF

OGH"%;12 F 60 . 6MM . 6P5

!C! .6N . 6FL . 60M

+%(=#> %>#& . 6M0 0 650 . 68L

注：本文的结果是三次平行实验的平均值。

!"! 磷酸盐缓冲液浓度的确定

O(=%H%［N］等研究发现 -<* 生产体系的高磷酸缓冲液浓

度严重抑制 B!) 的合成。兼顾酵母生产 -<* 及工程菌合成

B!) 的体系对磷酸缓冲液浓度的不同要求，优化耦联体系的

磷酸缓冲液的浓度，使耦联体系既能生成适量的 -<*，又不

致严重抑制 B!) 的合成。图 0 显示磷酸缓冲液浓度对酵母

生产 -<*、工程菌合成 B!) 及耦联体系生产 B!) 的影响：

-<* 生产的最适浓度为 LP.$$123+；工程菌合成 B!) 的最适

浓度为 P.$$123+，在高浓度条件下受到强烈抑制；耦联体系

的最适浓度为 8P.$$123+，在 LP.$$123+ 时 B!) 的合成明显

降低。因此适当降低磷酸缓冲液浓度，可提高耦联效率。

图 0 磷酸缓冲液浓度对 -<*，B!) 合成的影响

Q#@60 IRRG>H 1R >1;>6 1R 4"1A4"%HG S(RRG= 1; ATH"GA#A 1R -<* %;& B!)

U ! U I；U " U I J !；U # U !

在 -<* 生产的过程中，随葡萄糖的消耗、-<* 的生成，磷

酸根离子浓度有所降低。图 8 显示：磷酸缓冲液浓度分别为

8P.、LP.$$123+ 时，-<* 生 产 过 程 中 磷 酸 根 浓 度 分 别 降 至

0..$$123+ 和 8P.$$123+，这两种浓度下工程菌合成 B!) 的活

力由图 0 知分别为最高活力的 M5/E9和 F0/F9，8P.$$123+
浓度下 -<* 生产体系的活力为最大活力的 50/F9，说 明

8P.$$123+ 浓度条件下酵母 -<* 再生体系及工程菌合成 B!)
体系效率均较高，可较为协调地进行耦联合成 B!)。

图 8 -<* 生产过程中 *VF U
L 浓度变化

Q#@68 ,"%;@GA 1R *VF U
L &(=#;@ =G%>H#1; 1R 4=1&(>#;@ -<*

U # U 8P.$$123+；U $ U LP.$$123+

!"8 葡萄糖浓度的影响

影响 -<* 生成的因素直接影响耦联体系 B!) 的合成。

酵母通过糖酵解途径消耗葡萄糖从而转化腺苷为 -<*，供给

工程菌合成 B!)。因此葡萄糖浓度影响耦联体系 B!) 的合

成量。在 8P.$$123+ 磷酸缓冲液浓度下，不同葡萄糖浓度对

耦联体系合成 B!) 的影响见图 F。由图可见：葡萄糖浓度由

P.$$123+ 增加至 L..$$123+ 时 B!) 合成量随之增加，浓度超

过 L..$$123+ 合成量降低。经测定生成 -<* 的量，发现葡萄

糖浓度低于 L..$$123+ 时，随浓度的增加生成的 -<* 量增

加；浓度超过 L..$$123+，生成的 -<* 减少，影响 B!) 的合

成。因此耦联体系的最适葡萄糖浓度为 L..$$123+。

图 F 葡萄糖浓度对 B!) 合成的影响

Q#@6F IRRG>H 1R >1;>6 1R @2(>1AG 1; B!)

AT;H"GA#A #; >1(42G& ATAHG$

!"9 腺苷浓度的影响

酵母消耗葡萄糖转化腺苷为 -<*，腺苷浓度是一个影响

耦联体系 B!) 合成的重要因素。腺苷浓度过低，-<* 生成量

少，耦联体系合成的 B!) 减少；浓度过高，-<* 转化率降低，
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图 ! 腺苷浓度对 "#$ 合成的影响

%&’(! )**+,- .* ,./,( .* 01+/.2&/ ./ "#$

23/-4+2&2 &/ ,.567+1 232-+8

而且大量未转化的中间体 9:; 等抑制 "#$ 的合成［<］。合适

的腺苷浓度既可保证适量的 9=; 的生成，满足 "#$ 合成的

需要，又可降低腺苷的消耗。腺苷浓度对耦联体系 "#$ 合

成的影响见图 !。由图 ! 可见：腺苷的最适浓度为 >?88.7@A。

!"# $%!& 对耦联体系 ’() 合成的影响

在工程菌 "#$ 的合成体系中 B’C D 首先与 9=; 形成复合

物，结合于酶上 9=; 的作用位点将酶激活，然后进行 "#$ 的

催化合成［>?］，同时在糖酵解途径中 B’C D 对糖酵解酶系及腺

苷激酶等具有活化作用［>>］，因此适宜的 B’C D 浓度对耦联体

系 "#$ 的合成十分重要。测定不同 B’C D 浓度时耦联体系合

成的 "#$，结果表明：B’C D 的最适浓度为 >?88.7@A，高于该浓

度将抑制耦联体系 "#$ 的合成。

!"* ! + "#$%,-!.（/0123%45）与酵母细胞量的配比

寻找合适的 ! ( "#$%EAC>（6=F,G’24）与酵母细胞用量的配

比，使耦联体系中 9=; 的生成与 "#$ 的合成协调作用是提

高 "#$ 生产效率的重要因素。不同配比情况下 "#$ 的合成

见表 C。! ( "#$%EAC>（6=F,G’24）与酵母细胞量的配比从 > 增

加至 H，"#$ 的合成量增加，说明该情况下 "#$ 的合成能力

是耦联体系的限制因素；配比超过 H，由于酵母用量相对减

少导致生成的 9=; 不能满足 "#$ 合成的需要，合成的 "#$
降低。因此确定 ! ( "#$%EAC>（6=F,G’24）与酵母细胞量的最佳

配比为 HI>。

表 C 工程菌与酵母细胞量之比对 ’() 合成的影响

06789 C :;;92< =; 16<>= =; 9?%>?9919@ 4<16>? =; ! ( "#$% <=

& ( "’(’)%*%+’ =? 4A?<594>4 =; ’()

)I # > C H ! J

"#$（’@A） ?KL> >K>M >KJN ?K<H ?KLM

!"B 优化条件下耦联体系与两体系合成 ’() 的比较

在上述优化条件下分别以酵母、! ( "#$%EAC>（6=F,G’24）及

酵母与 ! ( "#$%EAC>（6=F,G’24）的耦联体系生产 "#$，结果见图

J。由图可见：耦联体系生产的 "#$ 达 >KN’@A，高于酵母和工

程菌在同样条件下分别合成的 "#$ 之和 ?K<L’@A，说明降低

磷酸缓冲液浓度并进一步优化条件可以提高耦联体系合成

"#$ 的产量。

!"C ’() 反馈抑制的降低

"#$ 对 "#$O 存在反馈抑制［>C］，解除或减轻该抑制可提

高 "#$ 的合成。酶法合成 "#$ 的过程中，"#$ 最终是由

"#$OO 催化甘氨酸和反应中间体!G谷氨酰半脱氨酸形成的，

延缓甘氨酸的加入可延缓 "#$ 的生成，使 "#$O 在无 "#$ 抑

制的情况下合成较大量!G谷氨酰半脱氨酸，最终增加 "#$ 的

图 J 优化条件下 "#$ 的合成

%&’(J "#$ 23/-4+2&2 ./ -4+ .6-&8&P&+1 ,./1&-&./2

Q ! Q )；Q " Q #；Q # Q ) D #

合成。反应中首先加入谷氨酸和半胱氨酸，L?8&/ 后加入甘氨

酸，以 H 种氨基酸同时加入做对照，结果见图 N。可见甘氨酸

的延缓加入使 "#$ 的合成量达 CK>H’@A，比对照提高 H?KLR。

图 N 延缓加入甘氨酸 "#$ 的合成

%&’(N "#$ 23/-4+2&2 .* 1+703+1 011&-&./ .* ’73,&/+

0*-+F ’75-080-+ 0/1 ,32-+&/+

Q # Q S./-F.7；Q $ Q :+703+1 011&-&./

D 讨 论

综合考虑酵母生产 9=; 体系及工程菌合成 "#$ 体系对

磷酸缓冲液浓度的不同要求，在优化耦联体系的磷酸缓冲液

浓度的基础上，进一步优化条件，耦联体系生产的 "#$ 高于

酵母和工程菌在同样条件下生产的 "#$ 之和，说明利用酵

母糖酵解途径生产 9=; 与工程菌耦联生产 "#$ 是可行的。

延缓加入甘氨酸从而延缓 "#$ 的生成某种程度上降低

了 "#$ 对 "#$O 的反馈抑制，提高了 "#$ 的合成量。

随反应时间的延长 "#$ 的合成达一最大值，随后反应

液中的 "#$ 含量降低，这主要是因为存在!谷氨酰转肽酶

对 "#$ 的降解作用［>H］，适当控制反应时间并抑制该酶的活

性可进一步提高 "#$ 的合成量。
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更 正

我刊 &$$! 年 !’ 卷第 F 期刊出的赵存友等人的文章“转双抗虫基因烟草的研究”，第 &’G 页 !a&a! 中，“与 2+&B"\;#)IN 酶

解 8[-==&@= 产生的 [==& 启动子片段（!7<）⋯⋯”应改为“⋯⋯（!F!G7）”。图 U“接虫 U 天后单株测试虫死亡率”的纵坐标应为：

“$，&$，G$，Q$，#$，!$$”，正确图如下：

图 U 接虫 U 天后单株测试虫死亡率
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另，83&FQ 肖化忠、83&GQ 陈凤菊两同志的收稿日期均应为 &$$$ 年，特此更正。并向以上作者表示深深的歉意！
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