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摘要!利用外源过氧化氢对酿酒酵母突变株
V:&!

进行氧化

胁迫来研究外源性氧化胁迫对
V:&!

合成谷胱甘肽的影响$

结果表明&添加过氧化氢会抑制
V:&!

细胞生长%但会促进其

合成谷胱甘肽'当过氧化氢的添加时间为
$;1

%添加量为

%6",,=/

(

Q

时%

V:&!

胞内谷胱甘肽含量达到 "

&#6")a

%6$!

#

,

3

(

3

%比未添加过氧化氢时提高了约
&;̂

'在
$;1

时

添加
%6",,=/

(

Q

过氧化氢会对
V:&!

产生外源性氧化胁

迫%激活转录调节子
$*>&

和
DT+(

调控
$

+

谷氨酰半胱氨

酸合成酶和谷胱甘肽合成酶编码基因
,D)#

和
,D)##

的

表达%提高
$

+

谷氨酰半胱氨酸合成酶和谷胱甘肽合成酶的活

力%以促进
V:&!

合成谷胱甘肽$因此%添加外源过氧化氢能

够使酿酒酵母突变株
V:&!

产生外源性氧化胁迫%促进
V:&!

进一步合成谷胱甘肽$

关键词!过氧化氢'酿酒酵母'氧化胁迫'谷胱甘肽
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谷胱甘肽!

3

/4C-C1.=27
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T?S

#是由谷氨酸(半胱氨酸和

甘氨酸
#

种氨基酸残基组成的小分子化合物$自然界中的绝

大多数动植物和微生物细胞均能够合成
T?S

)

&N#

*

%作为细

胞内的一种天然抗氧化活性物质$

T?S

能够直接与氧化性

物质反应或者作为清除自由基的基质进而抵御由活性氧

!

E7-9C.K7=F

G3

72D

@

79.7D

$

Y[?

#造成的氧化性损伤)

;N"

*

$因此

T?S

常作为天然抗氧化剂被添加到各类食品及其原料中%

随着食品安全意识的不断提高$人们对食品中天然抗氧化剂

的应用需求越来越强烈$因此国内外对于
T?S

的需求量日

益增大$这其中存在的巨大商业价值推动了
T?S

的生产%

以酿酒酵母!

D%II=%8HK

;

I39I3837.9.%3

#作为发酵菌株通

过微生物发酵法生产
T?S

是目前常用的一种
T?S

生产方

法$相比溶剂萃取法(化学合成法和酶转化法具有安全(高

效(无污染和操作简便等优点)

(N)

*

%然而$普通
D%II=%8H&

K

;

I39I3837.9.%3

菌株的胞内
T?S

含量一般不足细胞干重的

&̂

)

&%
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$因此通过各种物理(化学或者生物方法对
D%II=%8H&

K

;

I39I3837.9.%3

进行处理从而提高其胞内
T?S

积累量已经

成为研究的热点)

&&N&#

*

%

在前期的研究中$本实验室通过亚硝基胍诱变筛选得到

一 株 高 产
T?S

的
D%II=%8HK

;

I39I3837.9.%3

突 变 株

V:&!

)

&;

*

$并且通过转录组学研究发现内源性氧化胁迫能够

:&



促进
V:&!

合成
T?S

)

&:

*

%本研究欲在此基础上$进一步通

过添加外源过氧化氢对
V:&!

进行氧化胁迫来研究外源性氧

化胁迫对
V:&!

合成
T?S

的影响$以期能够为进一步提高

V:&!

的谷胱甘肽发酵产量提供一定的理论依据%

&

!

材料与方法
&6&

!

材料与试剂

&6&6&
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菌种
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I39I3837.9.%3

突变株
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"本实验室!苏州

食品生物技术重点实验室#筛选保藏%
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试剂

T?S

检测试剂盒(
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超氧化物歧化酶!
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M4

'

c2+?[R

#检测试剂盒(过氧化氢酶

!

9-C-/-D7

$

M'A

#检测试剂盒(酵母细胞裂解液"上海碧云天

生物技术有限公司+

$

+

谷氨酰半胱氨酸合成酶!

$
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G
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G

DC7.27D

G
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C17C-D7
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T?SZ

#检测试剂盒(

T?S

合成酶!

T?SZZ

#检测试剂

盒"苏州科铭生物技术有限公司+

总
Y>'

提取试剂盒(

R>'

酶试剂盒"德国
i.-

3

72

公司+

9R>'

合成试剂盒(荧光染料试剂盒(

Y>'

制胶试剂

盒"美国
L.=+Y-8

公司+

过氧化氢!
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工程!上海#股份有限公司%
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D%II=%8HK

;

I39I3837.9.%3

培养基)

&"

*

"酵母膏
:

3

'

Q

(葡

萄糖
$%

3

'

Q

(磷酸二氢钾
"

3

'

Q

(硫酸钾
#

3

'

Q

(硫酸铵

:

3

'

Q

(硫酸镁
&6:

3

'

Q

$

@

S"6%

%

&6$

!

仪器与设备

酶标仪"
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型$美国
L.=+Y-8

公司+

YMY

仪"
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G

M

G

9/7E

型$美国
L.=+Y-8

公司+

实时荧光定量
M̀Y

仪"

MOX)"A=491

型$美国
L.=+Y-8

公司+

全自动电泳仪"

*F

@

7E.=2

型$美国
L.=+Y-8
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高通量组织破碎仪"

A.DD47Q

G

D7EZZ

型$德国
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3

72

公司%

&6#
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方法

&6#6&

!

酵母发酵培养
!

用接种环挑取活化好的突变株
V:&!

单菌 落$接 种 到
D%II=%8HK

;

I39I3837.9.%3

培 养 基 中$于

#%_

(

&!%E

'

,.2

摇床培养
&!1

$得到种子液+再将种子液以

&%̂

!体积分数#的接种量接种到
D%II=%8HK

;

I39I3837.9.%3

培养基中$于相同条件下发酵培养
";1

%

&6#6$

!

T?S

含量和细胞干重的测定
!

取发酵液于
; _

(

&$%%%E

'

,.2

离心
:,.2

$收集菌体细胞并用
%6!:̂

生理盐

水洗涤
$

次后按照
T?S

检测试剂盒说明书的要求利用酶标

仪测定
T?S

含量$测定结果以
,

3

'

3

!以细胞干重计#表示+

细胞干重于
&%:_

条件下烘干测定%

&6#6#

!

M4

'

c2+?[R

(

M'A

(

T?SZ

和
T?SZZ

活力的测定

M4

'

c2+?[R

(

M'A

(

T?SZ

和
T?SZZ

的活力分别按照对

应检测试剂盒说明书的要求在酶标仪上进行测定$测定结果

以
P

'

,

3

!以细胞干重计#表示%

&6#6;

!

酵母总
Y>'

的提取(纯化和完整性检测
!

取发酵液

于
;_

(

&$%%%E

'

,.2

离心
:,.2

$弃去上清液$收集菌体细

胞并用冷的焦碳酸二乙酯!

8.7C1

G@G

E=9-EI=2-C7

$

R*̀ M

#水

洗涤
$

次后用液氮猝灭
$,.2

+加入
"%%

#

Q

酵母细胞裂解液

和适量直径
%6;:

"

%6::,,

的玻璃珠$用高通量组织破碎仪

于
#%S0

震荡破碎处理
:,.2

+将裂解产物转移至新的离心

管中$于
;_

(

&$%%%E

'

,.2

离心
:,.2

后按照总
Y>'

提取

试剂盒和
R>'

酶试剂盒说明书的要求提取和纯化总
Y>'

+

根据
Y>'

制胶试剂盒说明书的操作说明将总
Y>'

样品注

入
Y>'

检测芯片内$利用全自动电泳仪对
Y>'

的完整性

进行检测%

&6#6:

!

9R>'

的合成和基因相对表达量的检测
!

按照

9R>'

合成试剂盒说明书的要求利用
M̀Y

仪将
Y>'

反转

录为
9R>'

$反转录反应程序为"

$:_:,.2

$

;$_#%,.2

$

!:_:,.2

$保持
;_

待用+按照荧光染料试剂盒说明书的

要求利用实时荧光定量
M̀Y

仪测定基因的相对表达量$扩

增效率采用
9R>'

梯度稀释法计算$相对表达倍数按照

$

N

&&

MC法计算$参照基因为
"

&*I:.'

$反应程序为"

):_#%D

$

):_:D

$

"%_#%D

$

;%

个循环%

$

!

结果与分析
$6&

!

S

$

[

$

添加时间对
T?S

发酵产量的影响

分别在发酵
!

$

&"

$

$;

$

#$1

时添加
%6;,,=/

'

QS

$

[

$

$

并测定发酵周期
";1

内
V:&!

的生长曲线和胞内
T?S

含

量$结果见图
&

%未添加
S

$

[

$

时$

V:&!

在前
&"1

快速生长$

&"

"

;!1

缓慢生长$

;!1

后逐渐下降+而在不同发酵时间添

加
S

$

[

$

后
V:&!

的 细 胞 干 重 均 呈 现 出 下 降 的 趋 势

)图
&

!

-

#*$表明添加
S

$

[

$

会抑制
V:&!

的生长$与陈珊

等)

&(

*的研究结果一致$可能是
S

$

[

$

作为强氧化剂会对酵母

细胞产生一定的毒害作用%未添加
S

$

[

$

时$

V:&!

的胞内

T?S

含量随着发酵时间的延长逐渐增加$在
;!1

达到最高

)!

&$6%$a%m&$

#

,

3

'

3

*$随后开始下降+而在不同发酵时间添

加
S

$

[

$

后$

V:&!

的胞内
T?S

含量均呈现出先快速增加后缓

慢降低的趋势)图
&

!

I

#*$相比之下在
$;1

添加
S

$

[

$

后
V:&!

的胞内
T?S

含量在
;%1

达到最高)!

&$6)!a%6$;

#

,

3

'

3

*$表

明在
$;1

添加
S

$

[

$

较为合适%

$6$

!

S

$

[

$

添加量对
T?S

发酵产量的影响

在发酵
$;1

时分别添加
%6$

$

%6;

$

%6"

$

%6! ,,=/

'

Q

S

$

[

$

$并测定发酵周期
";1

内
V:&!

的生长曲线和胞内

T?S

含量$结果见图
$

%添加不同浓度
S

$

[

$

后
V:&!

的细

胞干重均呈现出下降的趋势$添加
%6! ,,=/

'

Q S

$

[

$

后

V:&!

的 细 胞 干 重 下 降 最 显 著$细 胞 生 长 抑 制 最 严 重

)图
$

!

-

#*+而随着
S

$

[

$

浓度的增大$

V:&!

的胞内
T?S

含

量先呈现出逐渐增加的趋势$在添加
%6",,=/

'

Q

时达到最

高)!

&#6")a%m$!

#

,

3

'

3

*$继续增大到
%6!,,=/

'

Q

后
T?S

含量反而有所降低)图
$

!

I

#*$可能是过大的
S

$

[

$

浓度对酵

母细 胞的生长抑制较严重)图
$

!

-

#*$减弱了胞内
T?S

的合

"&

基础研究
!

$%&(

年第
)

期



图
&

!

V:&!

在不同
S
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添加时间下的细胞干量和胞内
T?S

含量
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图
$
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V:&!

在不同
S

$

[

$

添加量下的细胞干量和胞内
T?S

含量
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成$表明在
$;1

添加
%6",,=/

'

QS

$

[

$
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