
环一磷酸腺普 (3
` , 5

`

一 e A M P )

对三磷酸腺普 (A T P )形成的影响
’

钝玉树 苏拔贫
-

( 生物学系生化室 )

摘 要

本文研究了环一磷酸腺普 ( 3
’ ,

5
’

一 c A M P ) 对三磷酸腺普 ( A T P ) 形成的影响
.

利用啤

酒 酵 母 在适当条件下与腺嗦吟一起温育
,

当加入
c A M P及 c A M P磷酸二醋酶抑 制 剂 茶碱

后
,

A T P形成 t 显著增加 ; 但。 A M P不能改变 A T P 形成的高峰期
,

温 育 5 一 6 小 时 后

A T P形成到达高峰
,

A T P 的最高产量可达 12 m M / m l
,

一 般 情 况 下 为 s m M / m l左右
.

而未加。 A M P的对照组 A T P 的 形 成量只有 4m M / m l
.

环一磷酸腺昔 ( 3
产 , 5 了一

。 A M P )在生物体内的作用是近年来生物科学 中 比较活跃的

研究课题
。

R
o b in s o n

等 〔’ 〕曾作了较为系统的叙述
.

随着时间的推移
, 。 A M P 的研究涉

及的范围不断扩大
.

c A M P在生物体内的作用是多方面的
.

在动物体内
, 。 A M P作为第二信使协同激素

执行多种生理机能
` “ , 3 ’

在微生物中
。 A M P的非特异性作用有效地控制着微生物的生长和

代谢
` ,’ 6 ’ 。

此外
, c A M P亦从分子水平上控制着旦白质合成

`。 ’ 、

细胞的生长
、

形态的变

化及基因的表达等
` 7 , 吕’ 。

一般认为在细胞内
,

A T P在腺昔酸环化酶的作用下转化为 3 尹 , 5 `
一

。 A M P
,

到 目前

为止
,

大部分涉及到对
c A M P作用的研究都与 A T P的消耗有关

.

本实验证 明
,

在 一 定

条件下
,

当茶碱等 3产 , 5声一
。 A M P磷酸二醋酶抑制剂存在时

,

外源性
。
A M P 能有效地促

进 A T P的形成和积累
.

材 料 和 方 法

一
、

材料

1) 5, 一 A M P 佳木斯啤酒厂出品
,

纯度 78 % ,

2 ) 腺嗓吟 ( 维生素 B
`
) 上海辅料厂产品

,

纯度 90 %以上 ,

3 ) 3 1 , 5 `
一

e A M P 本室合成
,

层析纯
,

含量 9 5%以上 ,

4 ) 啤酒酵母 取自广州饮料厂
。

. 本文采用的缩写
: 3

’ ,
5

’

一 c A M P或 c A M P为腺嘿吟核普 3
’

5
’

一环状一磷酸
,

简称 环 一磷

酸腺普 ; A T P为三磷酸腺普
.
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5 ) 茶碱
.

除茶碱为生物试剂外
,

其余化学药品均为化学纯
.

二
、

反应系统 除根据需要易加入各种辅助因子 ( 见实验部分 ) 外
,

基础反应系

统参照我室以前工作报告
`“ ’ ,

其配比如表 l 所示
,

啤酒酵母经 2 5O0r
.

p
.

m 离心 10 分钟后

取酵母泥备用
。

表 1 基拙反应 系统

0
。

50

2
。

12

2 0
。
0 0

2 5
。

0 0

1% ( v /
v )

1% ( v /
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2
。
1 2
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。

00
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。

00

1 ;石( v / v )

3 0% (节 / v )
、、了

ōùùō忿ùó黯黯5’-
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p H }
7

·

o }
7

·

o

三
、

分析方法

l) 纸层析 采 用 新华 1 号层析滤纸
,

溶剂系统 I 为正丁醇
: 毗吮

:
水 ( 1

: 1 : 1 ,

v /
v
)

,

溶剂系统 I 为异丁酸
: 0

.

5M氢氧化按 ( 1 00 : 60
, v
/
v
)

,

室温上行 20 厘米
.

2 ) 纸 电泳 新华 1 号 滤 纸裁成 2 0 x 3厘米
,

采用 p H 3
.

0 ,
0

.

02 M 柠 檬酸一柠檬酸

钠缓冲液
,

电压 15 一 ZO v
/
c m

,

室温 2小时
。

3 ) 薄层层析 D E A E一纤维素 (D E I )用 I N H C I浸泡 6 小时后水洗 至 中性
,

然

后以少量蒸馏水调成浆状
,

均匀地涂布于 2。 又 6厘米的普通玻片上
,

厚度适 中
,

60 ℃ 烘

干备用
.

点样后斜放于 0
.

02 M柠檬酸一柠檬酸钠缓冲液 ( p H 3
.

0) 中
,

溶剂行进 15 一 17 厘

米后
,

紫外灯下观察紫外吸收点
。

4 ) 萦外分光光度浏 定 反 应 每进行 1小时
,

取样一次
,

离心后取上清液点样 10 微

升
,

于层析溶剂系统 1中上行层析展层两次
。

紫外灯下画出吸收点 (系统 I 中展 层二次的

层析图谱见图 1 )
,

剪下标准品及样品中对应处的紫外吸收点后
,

以 5 m l
,

o
.

o 1N H C I
,

M一 5
’

一 A M P

混一 5
’

一 A M P
,

A T P
,

e A M P
,

B J ,

茶 碱 的

混合样品

T一 A T P

C一 3
’ , 5

’

一 e A M P

B 4

一维生素B
4

(腺嚷吟 )
T五一茶碱

45 ℃浸泡 1
.

5小 时 洗 脱
,

各 管 洗 脱 液 用

U in c a m s p 5 00 分光光度计测定 光 吸 收 值

(O
.

D )
,

按下式计算各物质浓度
:

C ( n 1 M ) X 5 0 0 x 1 0 0 0

其中
: C

—
A T P

毫克分子浓度 ,

0
.

D
Z。 。

E
Z。 。

,

A M P
,

B
`

或
e A入饭P的

图 1 反应清液在汾剂系统 1 中的层析图谱
0

.

D 2 . 。

—
2 6 o m产下

,
A T P

,

A M P

或 B
`
的光密度值

, e A M p 为O
.

D : 5 8 ,

E
: .。

—
2 6 0呷下

,
A T P

、

A M P及 B
4

的克分子消光系数
, e A M P为 E : 。。 ,

5 00

— 稀释倍数
.
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四
、

产物鉴定 为了进一步证实本实验的结果
,

实验过程

中除采用溶剂系统 I 纸层析为主要分离分析手段外
,

还配合采

用 了溶剂系统 I 纸层析和纸电泳进行分析及以簿层层析跟踪反

应
,

及时了解反应进程 , 反应终止后
,

以钡汞法 提 取 人 T P
,

并 用 酒 精沉淀获得 A T P粉
,

再用不同溶剂系统纸层析和纸电

泳鉴定
,

并稀释至一定浓度
,

于 U in c a m sP 一 7 00 分光光度计

中描出不同 p H下 A T P的吸收曲线 ( 见图 2 )
.

实 验
一

部 分

一
、

实验设计 为全面快速地检讨诸因素对实验结果的影

响
,

在本实验进行的前期采用正交设计 ` ’ “ , 〔按需要选 用 正交

表 L
: 。
(犷

x sZ )和 L
。

( 3
峨

)〕
,

对结果进行分析后订出进一 步实验

计划
。

二
、

实验结果 本文仅将正交设计指导下各组实验结果分

述于后
,

同时
,

为了使实验数据有指导生产的意义
,

逐步扩大实

之已口 二6 . ,二

图 2 A T P产品在U in c a m

S P一 7 00 分光光度计下

的紫外吸收图谱

验反应系统的总体积
,

由开始 1 00 毫升扩大至 5 0 0
、

1 0 0 0至 5 0 0 0毫升
.

根据前期多次实验

一七̀
,

)宜诊公含

4几̀

件Hl)̀yl

结果
,

使用基础反应系统 ( I )比系统 ( l ) A T P形成量

均高出 1 0%以上
,

故以下实验均用系统 ( 1 ) 进 行反

应
。

l)
。
A M P 添加量 与 A T P积 累的关 系 反 应 系

统如表 ( 1 )
,

37 ℃温育一小 时 后
,

加 入 不 同 量 的
c A M P

,

按材料与方法部分所述
,

跟踪反应进行的情

况
,

并且测定A T P形成的高峰期和生成 的 量
,

结 果

如图 ( 3 )所示
.

由图 3可见
,
1 0

一 S

M的
e A M P 即有利于

A T P的生成
,

随着添入
c A M P量的增加

,
A T P 形 成

也明显增加
.

添加 1-0 “
M

o A M P时温育 5 小时 A T P

形成量最高可达 12 m M
,

一般情况都有 7一 g m M
,

比

没有添加
c A M P时

,
A T P的形成量平均高出 1 00 %

,

但
c A M P添加量多少均不能使产物—

A T P 形 成的

高峰期提前
.

当反应系统中单独加入
c A M P时

,

约在

3 小时后
, c A M P在纸层析上的斑点即完全消失

.

:::

尸尸
,,

...

///
///

`̀

...

///
一一

,

///

-.- .
一

, 一-0 4 一̀ , .扩
孟

C八竹 P几日 〕

图 3 c A M P对 A T P形成量及形成

高峰期的影响

条件
:

反应系统 ( )I 温 育至 6 小时
,

3 7
“

C

x 一为 A T P实际生成的量

△一为 A T P 形成 的高 峰期 ( 培养

时间 )

2 ) 茶城对
。 A M P影响 A T P形成的协同作用 茶 碱 能 有 效 地抑制 3 矛

,

5, 一
。
A M P

磷酸二醋酶对
c
A M P的分解作用川

,

因此加入茶碱应能间接增强
。 A M P对 A T P 形成的

影响
,

在表 1所示的反应系统 ( )I 中加入 1 0
一 ZM 的茶碱后

, 。
A M P对 A T P 的形成的影

响及
。 A M P在反应过程中的变化情况如图 4 ,

5所示
。

由图中可以看出
,

加入一定 量茶碱

后
, c A M P在反应混合物中的消失速度变慢

,

这与单独加入
。 A M P时形成明显的 对比

。

同时
,

茶碱能有效地协同
。 A M P刺激 A T P的形成和积累

,

但单独加入茶碱对 A T P 形成
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(I}几工VU
奋-0ù`场沪.场一

声声声 丫少/ 、

日ō月,
(1生)d叱卜

琦 称 时 间 ( h r )

x 一 加 入
e A M P ( 10

一 3M )

和茶碱 ( 10
一 3M )

△一只加
茶 碱 ( 20

一 3M )

O一对照
2 万 4 5 6

图 4 加入 c A M P和茶碱及

只加茶碱对A T P形成

的影响

3 ) 甘油对 A T P积 累的影响

诊念亦时间 几卜时 》

x 一单独加入
e A M P ( 10

一 ’
M )

O一对照

△一无茶碱存在时
c A M P的变化

▲一有茶碱存在时
c A M P的变化

图 5 茶碱的存在对 c A M P 在反

应混合物中消失速度的影响

G o d e w i e y 等 。 〕指出甘油能提高 细胞 内
。
A M P水

平
。

在本实验中也观察到
,

15 一 20 % ( w / v) 的甘油对 A T P的积累有促进 作 用
.

但 随着

甘油量的增加
.

A T P 形成量明显下降
,

这可能是由于甘油对微生物 生 长代谢 的抑制

所致
。

4 ) 各种金属离子对 A T P形成的影响 c A M P的生理功能与某些金 属 离 子是分不

开的
。

在
c A M P存在下

,

分别考察了 K
+ 、 a + + 、

C M g + +

和 M n + 十

对A T P 形成的影响
,

结

果如表 2所示
。

由表 2 可见
,

在 本实验 条件下
: M g 十 +

是必需的 , K
+

的含量对 A T P形

成关系较大 , C a + +

的浓度过高时
,

将严重影响A T P的积累 , M
n 十 十

对 A T P的形成无明显

影响
.

表 2 金属离子对 A T P形成的影响

] 0
.

5 x 20
一 , m M 2

.

5 x l o
一 ,m M S 、 10

一 , m M

+ 十

+ 十 +

十 +

+ + 十

十 十 十+

十十

十

K
斗

M g
干 +

M n + +

C a + +

{ 士

注
: + 、 一 符号表示与对照组 A T P量的高

、

低程度
.

讨 论

3 尹 ,
5 产一

c
A M P对微生物的生长及代谢的影响已见报告

` 毛, “ ’ 。

很多 作 者 已 经证明

c A M P能活化蛋白质磷酸化酶
,

认为被
。 A M P活化了的蛋白激酶

,

将 A T P的 了位上的磷

酸基转至激酶的反应底物
,

即蛋白分子的丝氨酸和苏氨酸残基上
,

以改变底物蛋白的反

应性能 ,又细胞内
。
A M P的形成有赖于 A T P的分解

,

即在腺昔酸环化酶的作用下将 A T P

转化为3尹
,
5声一

c
A M P “ , a , 。

上述有关。 A M P的作用与形成都与A T P的分解有关
。

而我

们的实验则证明
,

在本实验条件下
, 。

A M P相当明显地刺激 A T P的形成和积累
,

但 其

机制尚不十分清楚
.
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茶碱能协同
。人 M P增加 A T P的形成和积累

,

而且使
。 A M P分解速度减慢

.

曾有报

告提到A T P的形成与酶的泄放有关
`”

, ’ “ , ` 3 ’ ,

表面活性剂能有效地增强酵母细胞的上清

液形成 A T P的能力
。

因此
,

我们认为
。 A M P的可能作用是

:
( l) 活化本反应 系 统 中 与

A T P合成有关的酶类 , ( 2 )能有效地改善细胞膜的透性
,

有利于产物或底物 的渗漏或泄

放
,

从而促进 A T P的形成和积累
.
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