
酶促磷酸化合成腺三磷的
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摘 要

对利用啤酒酵母活体的复合酶系磷酸化合 )戈腺三磷 ( A T )P 进行了 研究
。

乳明反应系扰中葡萄塘谈度为 0
.

I M时 A T r的斡化率最高
。
碑酒酵母握 s

o
c 深水

赊藏 4一 7天后磷酸化合成 A T P的能力显著增强
.,

在反应系扰 中 乙醛 和 甲苯

加入与否井不显著影响 A T P 的合成
。

用加入抑制剂的方法对啤酒酵母酶促磷

酸化合成 A T P的途诬进行了初步研究
,

桔果是 : 丙二酸和 N
a F强烈抑制 A T P的

合成; 而 N a N : ,

2 , 4一 D N P 只有很少的抑制效果
。

征明啤酒酵母磷酸化合成

A T P主要是通付 EM 尸途诬代谢水平的无氧磷酸化
,

而氧化磷酸化不是主要的
。

据此理输
,

把属于有氧呼吸类型的白地霉置于通有氮气的水中
,

密封盼藏于 S
O
c

泳箱巾 7天后
,

代替啤酒酵母堤进行磷酸化合成 A T r的款脆
,

桔果得到了59
。

2男

的蒋化率
,

而不握处理的新鲜白地霉在同样条件下是不能把 A M P 磷酸化合成

A T P 的
。

这不仅迸 一步提供了上述输点的敲据
,

且靛明生八L探用核酸含量

高的需氧菌株代替来源较 少的属厌氧呼吸的碑酒酵母进行 酶 促 磷 酸 化合成

A T F是可能的
。

前 「 J

A T P 是生物体内能量代谢中重要的高能中间物质
,

与各种代谢有密切关系
。

数十

年来它一直是人们进行理论研究的重要对象
。

近年米 由于 AT P作为药物用于临 床
,

对垂危病人之抢救
、

心肌 炎
、

肌肉萎缩等症治疗效果卓著而得到进一步的发展
。

我国

人民遵照伟大领袖毛主席关于
“
自力更生

,

艰苦奋斗
” “
综合利用大有文章可做

” 的

. 1 9 74
。

1
。
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教导
,

创造了许多生产 A T P的新工艺
。

利用味精厂
、

啤酒厂
、

糖厂等下脚料酶促磷

酸化生产AT P就是一例
。

生产的发展要求对此工艺所用原料
、

反应系统
、

菌 株选择

及反应机制进一步探索
,

这即是本文的目的
。

1 9 6 7年
,

日本 T
.

T oc hi k u ar 及其同事研究了丙酮干燥或磨碎的面包酵母磷酸化

合成 AT P的反应系统
,

提出了无机磷和葡萄糖浓度对合成 A T P 的影响
,

并对此合成

机制提出了假设
〔 2 〕 。

19 6 8年日本 H
.

T an ak
a
等采用产氨短杆菌AT C C 6 8 7 2磷酸化合

成 A T P获得成功
〔 “ 〕

。

自此开创了利用微生物体内复合酶系磷酸化合成种种核普酸及

其衍生物的工业生产途径
。

短短几年来巳用此法原理相继合成了尿三磷 ( U T )P
、

尿

二磷一葡萄糖 ( U D P一 G )及尿二磷一半乳糖
〔` , 已, “ 〕 , 尿二磷一 N一乙酚 氨 基 葡萄糖

( U D P AG ) 〔?
· “ ’ ;

胞三磷 ( C T P )
、

胞二磷一乙醇胺 ( C D P一 EA )及胞二磷胆碱 ( C D P一
e h o l i n e ) 〔 “ , ’ Q ,

川 , 鸟 三 磷 ( G
’

f P )
、

鸟 二 磷 甘 露 糖 ( G D PM ) t吕 , ’ 2 , ’ s , ` 4 ) ; 辅 酶 I

( N A D ) 〔 ’ ` 〕 ; 辅酶 I 一二磷酸 ( N A D P一 d i p h o s Ph a t e ) 及辅酶 亚类 似 物 ( N AD p一 a
an

-

10 9 ) 〔 ` 。 〕 , 辅酶 A ( C o A ) 〔”
· ` 8 〕
等十数种产品

。
19 7 2 年 日本 k

.

o g a t a 等 综评了这方

面工作
〔 ` “ ’ 。

最近 日本 5
.

w a t an ab
e 等采用一种称为 c a

dn i da 叩
.

N一 25 一 2 菌株进行

直接发酵生产 AT P的工作中
,

应用了酶促磷酸化合成 AT P 的某些原理取得了一定进

展而引人注目
〔“ 。 , “ ` ’ 。

但上述工作由于刚开始
,

尤其是对合成机制 尚处于引用和假

设 阶段
,

缺乏直接证据
。

我校办工厂自 19 71 年试制成功酶促磷酸化合成 A T P工艺以来
,

曾对所 用活体的

啤酒酵母酶促磷酸化合成 A T P 的反应系统作了一些工作
〔” 。

本文进一 步探讨 各种

影响因素
,

并对其合成机制进行初步研究
。

材 料 与 方 法

一
、

反应系统 除采用我校办工厂 目前所用反应系统 外
〔 ’ 〕 ,

还 以 上海生物化

学药厂所用反应系统进行比较
。

其反应系统组成是
:

腺一磷 (筒称 A M P
,

上海味 精厂出

品
,

杀屯度 5 0
.

3拓 ) 2 2
.

2 3克加水 5 0 0毫升
,

用 6 N N a 0 H调 P
H 7

.

o , 加 N a H
Z
P O

;
4 0克

,

4 肠M g CI
:

10 毫升
, 4肠k lC l0 毫升

,

10 肠乙醛 10 毫升
,

甲苯 15 毫升
,

经离心的酵母

泥 (取 自广州钦料厂
,

握献阶 菌 体 不能为
“

美兰
”

染色 ) 40 0克
,

葡萄糖 50 克
。

用热水调

到 37 ℃ ,

并使总体积达 2 0 0 0毫升
。

置 37 ℃温箱反应 6一 7小时
,

反应过程中不断取样

分析
。

二
、

分析方法 自反应开始每隔 30 一 60 分钟取样 10 毫升
,

离心取上清 10 微升进

行纸电泳
。

电泳条件是电压 30 OV
,

电流 10 m A左右
。

缓冲液是严 3 , o
.

05 M柠檬酸 缓

冲液
。

所得各电泳斑点分别浸于 0
.

叭N H cl 中 1 2小时后
,

用 u ul ca DZ SP
.

50 0型分光

光度计定量
。

对各斑点测除吸收光谱
、

吸收比外并用标准品核照
。

三
、

试验处理

1
。

关于不 同荀萄糖量及酵母不同盼藏天数甘 A T P合成的影响
:

取自广州 饮料厂
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16 代啤酒酵母泥
,

分数十缸同时置于 8℃冰箱中
。

每缸 酵 母 泥 4 00 克
,

加水 1。。 0毫

升
。

每天取出一缸加上述反应系统 (葡萄塘除外 ) 后
,

摇匀
,

均分为 5组
,

分别加葡萄

搪使其浓度为 75
、

100
、

1 25
、

1 50
、

1 75 毫克分子
。

反应开始后每隔 30 分取样分析
,

直到 7小时为止
。

如此重复
,

每天 5 组
,
连续试验 13 天

。

2
。

关于 乙醛
、

甲笨时 A T P合成的影响 :
情况同 1 ,

但系取用 8℃下贮藏 6一7天的 16

代啤酒酵母泥
。

葡萄搪浓度均为 1 0 0m M
。

反应系统中乙醛和 甲苯或加
、

或不加
,

或

反应 90 分钟后加
。

3
。

关于 酶促磷酸化合成 AT P 途径 的 研 究 : 采用 8℃下贮藏 4 天的第 3 代 酵母

泥
,

加入甲苯的同时分别用 。
。
IM 丙二酸

、
0

.

I M N a F
、 0

。

i M N a N
a

及 0
.

0 5M 2 , 4--D
N P分别饲傲 10 分钟

,

再加前述反应系统
,

并使各抑制剂浓度维持上述浓度的 1了1。
,

各组酸碱度均调到 P勺
.

0 ,

对照用水代替
。

辅助试验证明
,

经 S O
C贮藏 4天

,

加有甲

苯之酵母泥 (加入甲苯之酵母能被美兰染色 )不用真空渗入法也能达到同样抑制效果
。

自

反应开始后每隔 30 分钟取样分析测定
,
直到 7小时为止

。

4
。

关于 用白地霉进行酶促磷酸化合成 AT P 的试验
:
取自广州食 品 社液体培养

所得新鲜白地霉
,

经水洗压榨后
,

菌体分缸贮藏于 8℃冰箱 中
,

每缸菌体 40 0克
,

加

水 1 0 0 0毫升
。

其中取三缸用贮氮钢瓶通氮气 15 分钟后密封贮藏
。 7天后取 出

,

经离

心
,

湿固块按啤酒酵母的比率加前述反应系统
。

对照除取用同样条件下贮藏而未通

氮气的白地霉外
,

另取未处理之新鲜 白地霉进行平行试验
。

反应开始后每隔一小时

取样分析测定一次
,

直到 7 小时为止
。

结 果 与 讨 论

一
、

不同贮藏天数对酵母酶促磷酸化合成 AT P的影响
:

( 图 l )是 16 代啤酒酵母泥贮藏于 8℃ 下不同夭数所得 A T P 转化率
。
虽然试 验采

叶||碱||研|
l
祠

1.

1
1衬

转伟幽才ǎ邑

用 上海生物化学药厂所用反应系

统
,

而其结果和采用我校办工厂

所创反应系统的试验 结 果 相似
〔 ’ 〕 。

再次证明
,

新鲜的未经丙酮

干燥或其他方法处理 的 活 的 啤

酒酵母经 8℃深水贮藏是必要的
。

图 l 表明新鲜的未经贮藏的往往

毫无收获
,

贮藏 1天的只有 10 肠

的转化率
,

而贮藏 4一 9天 时 AT P

转化率较高
,

但贮藏过久往往许

多菌体可被美兰染色而使转化率

;卜
。

\
一

恤

飞
、

丈一 亨一亨 一奏一宁一言一下卜一玄一咭一下
~

下屯尸
一

办一
-言

拼宁茂 天 已凡 ` 尺 )

图 1 1 6代啤酒酵母泥于 S
O
C下赊藏不同天数

,

所

得 A T P蒋化率 (示三种不同葡萄搪溃度 )
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下降
,

这可能是部分酵母菌产生自溶失去酶活力的结果
。

我们认为贮藏的效果在于

使酵母在没有补充养料的情况下处于低能水平
,

有利于高能中间物质AT P 的合成
,

但目前尚缺直接证据
,

有待进一步工作
。

二
、

不同有萄璐浓度对醉促磷政化合成 A T P的影晌

( 图 1 )所示三种葡萄搪浓度在不同贮藏天数时AT P转化进程
。

差别并不十分显

著
,

但似乎浓度越大
,
AT P转化越少

,

且高峰有向后移的趋势
。

为了更进一步探讨各

种葡萄糖浓度对 AT P转化的影响
,

取 8℃下贮藏 7 天的 16 代酵母分别给予 7 5
、

1 0 0 、

玉2 5
、

1 6。
、

17 5m M的搪量
。

结果如 ( 图 2 )所示
。

葡萄搪浓度虽然不同
,

但 A PT 转化
高峰都在3一4小时之间

,

反应进程也大致相同
,

而以葡萄糖浓度为 1 00 m M的转化率

最高
。

在此反应条件下所得结果与 T
.

T oc 址k
u ar 及其同事在磨碎面包酵母上所得葡

萄糖浓度大时AT P形成迟缓的结论 〔2 ’
不同

,

虽然采用葡萄糖浓度大于基本组成两倍

时也未得此结果
〔 ` ’ 。

说 明不同条件结果是不一样的
。

采用生活的 啤 酒酵母泥磷酸

化合成A T P时
,

用 1 00 m M的葡萄搪量是符合节约原则的
。

科代亦卞,乙

料亿奋
甲ǎ戈ó

爪 左时向 `小咐】

图 2 不同葡萄搪澳度下 A T P的搏化进程 图 3 甲苯对 A T P蒋化进程的影响

至于较低浓度 ( 75 m M )的葡萄糖使 AT P转化出现明显的双峰曲线的原因尚待进

一步研究
。

三
、

甲笨对磷酸化合成 AT P的影晌

对甲苯的作用国内的看法不一
,

或加或不加
。

我们试验的结果如 (图 3 )所示
。

加不加 甲苯对 AT P转化进程影响并不 显著
,

未加 甲苯的转化率略有提高
。

多次试验

证明
,

不加 甲苯的酵母细胞不能为美兰染色
,

而加甲苯者多数细胞能为美兰染色
。

显然甲苯具有破坏活体胞膜加强透性的作用
。

我们认为酶促合成AT P主要是利用活
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体中复合酶系
,

加 甲苯后仍然能获得相当的产量
, 说明甲苯并未影响 AT P的合成酶

系
。

至于增加透性
,

我们认为 AT P分子 量不大
,
并不影响 A TP 排出胞外

。

有人认为

加 甲苯后可减少热原质的产生的说法有待进一步探讨
。

四
、

乙醛对磷酸化合成 A T P的影响

乙醛的使用和 甲苯一样
,

各地所用反应系统并不一样
,

可分为先加
、

不加或反

应进行到 90 分钟后加三种情况
。

我们试验结果如图 (4 )所示
。

三 种情况结 果 基 本一

致
,

说明乙醛对 A T P转化进程和 A
l

r P转化率均无明显影响
。

但我们在生产 A T P 的过

程中往往有这样情况
,

某些啤酒酵母泥虽经处理 (也未发现反应前被美兰染色的情况 )
,

但

其合成 AT P的能力仍然很差
。

用薄层层析法
` ’ 〕跟踪反应进程

,

发现 3一 4小 时 后仍

无大量 AT P形成
,

如图 ( 5 )实线所示
。

此时加入 乙醛 (有些草位用补加酵母的办法补救 )

往往能促使AT P形成
,

如 ( 图 5 )虚线所示
。

乙醛是乙醇的前体
,

是否乙醛具有反馈

抑制控制 A T P合成途径的作用值得深入研究
。

助和匆伪

料化奋丫了ù

州|月训 l|科
.

|浏

转亿洛十ǎ,ù

扣女刀()I111卜习护

助知加

人征时沙司 ( ,J̀ 时 ,

图 4

才
. .

…1 I J 牛 夕 O

人东时甸`幼
、

.斗J

乙醛对 A T F棘化进程的影响 图 5 因某种未知原因不能形成 A T

的啤酒酵母补加乙醛的效果

五
、

用各种抑制荆研究酶促磷酸化合成 A T P途径的结果与讨论

学者们认为
〔“ 2 ’ : N a F抑制烯醇化酶活性

,

也就是抑制 EM P 途径
;
丙二酸 抑制

玻泊酸脱氢酶活性
,

也就是抑制 T CA 途径 , N a N
:

抑制含重金属的氧化酶活性 , 而

二硝基酚抑制氧化磷酸化过程
。

我们用这些抑制剂分别作用于同一条件的酶促磷酸

化合成灯 P的反应系统
,

发现 N a F和丙二酸强烈抑制啤酒酵母磷酸化合成 A T P
。

经

计算
,

AT P的转化率二者均比对照低 74 肠 ( 见图 6 A
.

.B C )
;
而 N a N : 和 2 , 4一 D N P

对啤酒酵母磷酸化合成 A T P影响并不显著
,

以 A T P合成反应进程的最大值比 较
,

二
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者只比对照下降了1 4肠和2 0肠 (见图D 6
、

E)
,

但反应进程的高峰明显地 推 迟
,

尤其是用 2 , 4一 D N P的处理
。

这一结果清楚地说明用啤酒酵母酶促磷酸化合成AT P主

要是通过 EM P途径无氧磷酸化作用合成并积累的
,

而氧化磷酸化不是主要的
。
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”
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A
.
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.
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叨

C
.

N a F的抑制作用
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、
.

、
.
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.-,l,,,
曰

以口门冲二“??! ,·。。端“日

1 , 今 下 吞

丘应叮自 ( .J 日了夕

D
.

N a
N 。的抑制作用

人凡口了一句(小 . 7 )

E
.

2
, 4一 D N F的抑制作用

图 6 各种抑制剂对啤酒酵母磷酸化合成 A T P的作用

值得注意的是
,

凡采用上海生物化学药厂制定的反应系统的所有实验
,

都在电

泳谱上发现有向负极移动的物质
,

经鉴定其在。
。
I N H a 中之吸收比为

:

2 5 0m户 / 2 6 0m
“ 二 0

.

8 8 ; 2 8 0m解 / 2 6 0m井 = 0
.

1 9 5 , 2 9 0m料 / 2 6 0m群 = 0
。
0 4
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此值与标准腺普相似
。

其电泳泳动距离亦相等
,

确证是腺普 (简称 A R )
。

正如图 (6 A )

所示
,

`

A M P能在 20 分钟内脱磷形成 AR, 转化率竟达 60 帕
。

以后随 AT P的形 成 和 增

加而和 AM P一起逐渐减少
,

当A T P在 3一 4小时内形成高峰时
,

A R和 A M P降到最低点
,

以后又随AT P之减少而逐渐增加
。

抑制剂N aF 和丙二酸强烈抑制了A T P之形成 却 不

能抑制 A R之形成
。

A M P和 A R形成了明显的对映曲线 ( 图 6 B
.

C )
。

抑制剂 aN N
S

明

显地推移了AT P形成的高峰期
,

在此之前 AM P和 A R呈明显的对映曲线
,

当 A T P形成

高峰时AM P和 A R又如对照那样同时下降 ( 图 6 D )
。

抑制剂 2 , 4一D N P是个例外 ( 图

6 E )
,

显然 2 , 4 , DN P对 A M P脱磷的酶系有一定影响
。

根据上述结果
,

我们认为啤酒酵母酶促磷酸化合成 A T P是通过下列途径 (指上海

生物化学药厂所用反应系挑
,

鼓系扰磷含量蛟低 ) :

MA P
,

竺鱼壑色申 AR
+ n

A R + AT P
腺普激酶

, AM P+ AD P

式中 A T P是酵母体内原有的
。

根据磷酸化合成 A T P 的途径几乎被 N aF 全部抑制

的结果
,

我们认为上式所得 AD P通过下式形成 A T P
:

省 Z ` 丽益玄
葡萄搪 + ZA D P + Z p i 上圣

一

三上竺竺二 , e
Z
H

o
o u + Ze o

: + 2盯 P

因此
, AD P作为中间体始终保持在 15 肠左右的转化量上

。

啤酒酵母磷酸化合成AT P不被二硝基酚和迭氮化钠所抑制
,

说明合成并不通过

..
`

...,

.--
.,.
,
.

t
.

亩
.
`
.
,
毛.

-,
泞犷, ,
:
甘̀万二矛,

印

转化
盛下六介」

氧化磷酸化途径
。

但此结果又和 A T P 合成受丙

二酸强烈抑制的实验结果相矛盾
。

学者们认为

被丙二酸抑制的三梭酸循环是和氧化磷酸化相

偶联 〔么“ 〕。

是否可能因 为酵母是兼性菌这种偶

联并不紧密
,

抑或是在此试验条件下磷酸化合

成 A T P 还存在着另一条可被丙二 酸 抑 制 的途

径
,

值得进一步试验研究
。

六
、

白地 . 代替啤酒酵母酶促磷酸

化合成 AT P的结果

白地霉属好气菌
。

核酸含量高
。

因其适应

性强易于培养
,

我国许多工厂把它作为综合利 图 7

用提取核酸和辅酶 A 的好材料
。

但用新 鲜的生

) 产七次
尸 / 叮 丫 、二
尹 r , 、

份

付、 、

三
. .

…
丫

, J , 呼 卜 `
.

7

入应时甸 (十叮,

用白地霉酶促磷酸化合
成 A T P的反应进程

活的白地霉代替啤酒酵母酶促磷酸化合成 AT P不能成功
,
AM P将毫无转化

。

我们根据
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上述T AP 合成机制研究结果
,

把白地霉通氮气深水密封贮藏于 8℃下 7 天
,

并用不通

氮气的同样贮藏条件作对照
。

结果通氮气的白地霉把 5 9
。
2肠的 A M P转化为AT P ,

对

照也获得了 3 2
。
6肠的转化率

,

其反应进程如 (图 7 ) 所示
。

由于我们这方面工作不

多
,

反应条件尚未研究
,

因此转化率尚比不上啤酒酵母
,

但亦说明无氧磷酸化途径

是酶促磷酸化合成并积累 A T P 的主要途径
。

充分理解这一点
,

就有可能采用生活的需

氧菌株来代替来源较少的啤酒酵母进行酶促磷酸化合成 A T P及其他核普酸衍生物
。

事实上
,

广东江门甘蔗化工厂用厌气培养基培养好气菌一药用酵母泥 24 小时
,

代替

啤酒酵母生产 A T P已获得成功
,

更证明E M P是酶促磷酸化合成 AT P的主要途经
。
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