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谷胱甘肽在乳酸乳球菌抵抗氧胁迫中的保护作用

傅瑞燕，陈 坚，李 寅"

（江南大学生物工程学院 工业生物技术教育部重点实验室 无锡 $2!%#"）

摘 要：为研究谷胱甘肽（EFG）在乳酸乳球菌 HI’%%% 抗氧胁迫中的生理作用，以能够生物合成 EFG 的重组菌

HI’%%%（JHI#$%#）为实验菌株进行了研究。结果表明，在较高 G$K$ 胁迫剂量（21%77D/LM G$K$，2178,）下，前培养 #C、

1C 和 &C（即乳酸链球菌素诱导 2C、#C 和 1C）时的重组菌细胞的存活率分别是处于相应生长时期对照菌 HI’%%%
（JHI)2!)）的 2N) O %N2 倍、$N" O %N2 倍和 $N’ O %N# 倍。表明 EFG 可以提高宿主菌 HI’%%% 对 G$K$ 所引发氧胁迫的

抗性。EFG 还可以提高宿主菌 HI’%%% 对其它化学物质（如超氧阴离子自由基生成剂———甲萘醌）所引发氧胁迫的

抗性。这表现在经 $%77D/LM 甲萘醌处理 "%78, 后，前培养 1C（即乳酸链球菌素诱导 #C）时重组菌细胞的存活率是对

照菌的 "N$ O %N2 倍。由此表明，通过代谢工程手段在菌株 HI’%%% 中引入 EFG 合成能力，可以提高宿主菌对氧胁迫

的抗性。
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乳酸菌是一类重要的工业微生物，在食品发酵

中应用的历史非常悠久。由于乳酸菌的代谢相对简

单，不产孢子，也不产生任何毒素，被美国食品与药

品安全管理局（3RQ）认为是安全的微生物，因而成

为生产食品级代谢物最理想的细胞工厂。其模式种

乳酸 乳 球 菌 已 被 广 泛 用 作 生 产 外 源 蛋 白 的 宿 主

菌［2 ( #］。

乳酸乳球菌是兼性厌氧菌，在糖酵解中产生的

HQRG 的再生主要依赖丙酮酸还原生成乳酸的过

程，因而不需要氧的参与。虽然工业发酵中培养乳

酸乳球菌都在不通气条件下进行，但在操作过程中

不可避免地会遇到氧。氧在还原的过程中会生成活

性氧，如超氧阴离子自由基（ ·K$
@ ）、羟自由基（KG

·）和过氧化氢（G$K$）。目前认为，乳酸乳球菌在接

触活性氧时通常会启动的抗氧胁迫机制是：HQRG
氧化酶L超氧化物歧化酶（FKR）LHQRG 过氧化物酶

系统［!］。由于乳酸乳球菌并不具备冗余的抗氧胁迫

系统，如过氧化氢酶，因而相对于酿酒酵母和大肠杆

菌来说，它对于氧胁迫的抗性较弱。过量的活性氧

会攻击蛋白质，脂肪和核酸，形成氧胁迫，从而加速

细胞的老化和死亡［1］。因而，对氧胁迫的抵抗机制

就成为乳酸乳球菌研究学者关注的重要问题之一。

目前，相关研究大多集中在与氧胁迫相关的内

源性结构基因和调控基因的功能方面［"，&］，那么能

否通过添加某种外源性物质达到增强乳酸乳球菌对

氧胁迫抗性的目的呢？研究者把目光投向谷胱甘肽

（!0EMS0TUF0EMU，简称 EFG），它是生物体内最主要

的非蛋白巯基化合物，是以酿酒酵母为代表的真核

微生物的正常代谢中一种非常重要的还原剂［)，’］。

在微生物中，EFG 主要存在于真核微生物和革兰氏

阴性细菌中。仅在少数低 ET 含量的革兰氏阳性菌

中发现 EFG 的存在［2% ( 2$］。目前尚未发现具有 EFG
合成能力的乳酸乳球菌［2#］。乳酸乳球菌 FV22 菌株

是生产奶酪的发酵剂［2!］。在前期研究中发现，菌株

FV22 能够从胞外吸收 EFG。并且，吸收 EFG 后，菌

株 FV22 对 G$K$ 所引发氧胁迫的抗性比对照提高了

! 倍［2#］。 菌 株 HI’%%% 菌 株 由 泛 素 缺 陷 型 菌 株

WE2#"# 衍 生 而 来，其 染 色 体 上 整 合 有 !"#$% 基

因［21］。该菌是乳酸乳球菌中较为常用的诱导表达

型宿主菌［2，$］，但是它不能够吸收外源 EFG。我们

感兴趣的问题是：能否通过代谢工程手段，在菌株

HI’%%% 中导入 EFG 的合成能力，以提高宿主菌对氧

胁迫的抗性？本文以前期研究获得的具有 EFG 合

成能力的重组菌 HI’%%%（JHI#$%#）为实验菌株［2"］，

研究了 EFG 在菌株 HI’%%% 抵抗氧胁迫中的生理作

用。



! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：乳酸乳球菌（ !"#$%#%##&’ ("#$)’
!!"# #*+,%*)’）$%&’’’［()］和 *+!+*（乳酸链球菌素）诱导

表达质粒 "$%,(-,［(.］，荷兰国家乳品研究所（$/%0
1223 45!56789）:5725* ;<=5*92>?@ 博 士 惠 赠。 质 粒

"$%,(-, 上带有 *+!+* 诱导的启动子 -)’.。$%&’’’
（"$%,(-,）（ ?95 82*?72> !?76+*，以 下 简 称 对 照 菌）和

$%&’’’（"$%AB’A）（ ?95 7582CD+*6*? !?76+*，以下简称

重组菌）［(E］为本研究工作菌株。质粒 "$%AB’A 是由

"$%,(-, 衍生来的，带有大肠杆菌（/’#0+*)#0)" #%()）
编码 FG; 生物合成所需的两个酶的基因，即编码!H
谷氨酰半胱氨酸合成酶的基因 1’0. 和谷胱甘肽合

成酶的基因 1’02［(E］。

!"!"# 试剂和仪器：I(. 培养基购自 0J2+3 公司。

谷胱甘肽还原酶，KL$M，$NKO; 均购自 G+=C6 公司。

!"!"$ 培养基和培养条件：乳酸乳球菌 $%&’’’ 培

养基：补 充 终 浓 度 为 )=PQ 葡 葡 糖 的 I(. 培 养 基

（FI(.）。培养条件：取 ’R-CQ S .’T乳酸乳球菌甘

油贮存液接种于 ()CQ 的 FI(. 培养基中，A’T振荡

（B’’7PC+*）过夜培养后，作为活化种子，以 AU接种

量转接新鲜 FI(. 培养基，A’T 振荡（B’’7PC+*）培

养。在培养基中加入氯霉素（(’"=PCQ）作为选择标

记。在培养 B 9 时在培养基中添加终浓度为 B*=PCQ
的乳酸链球菌素和 )CC2>PQ 的半胱氨酸。

!"# 生长实验

将活化种子培养液以 AU的接种量接入 FI(.
培养基中，在 A’T条件下，好氧培养（B’’7PC+*）B9，

加入终浓度为 B*=PCQ 的乳酸链球菌素诱导基因表

达，同时添加终浓度为 )CC2>PQ 的半胱氨酸，继续好

氧培养细胞。每隔 ( 9 取样一次，在 E’’ *C 处测定

细胞浊度，每个生长实验设 A 个重复。

!"$ %#&# 胁迫

将活化种子培养液以 AU的接种量接入 FI(.
培养基中，在 A’T条件下，好氧培养（B’’7PC+*）B9，

加入终浓度为 B*=PCQ 的乳酸链球菌素诱导基因表

达，同时添加终浓度为 )CC2>PQ 的半胱氨酸，继续好

氧培养细胞（以下简称前培养）。当细胞生长至 A9、

)9 和 .9 时，收 集 -’’"Q 的 培 养 物，用 生 理 盐 水

（’R,)U $6V>）洗涤细胞两次，重悬于 -’’"Q 的一定

浓度的 ;B0B 溶液中（对照为将细胞重悬于 -’’"Q 的

生理盐水中）。胁迫 ()C+* 后，立即离心（(’’’’ W =，
(C+*），将沉淀物用生理盐水洗涤细胞两次，以去除

残余的 ;B0B。随后，将细胞重悬于 -’’"Q 的生理盐

水中，取 (’"Q 以不同的稀释度点种于 FI(. 培养基

平板上测定单位体积菌落数（82>2*X Y27C+*= "57 <*+?，
V1ZPCQ）。将平板放置在 A’T下培养 -,9，对平板上

的菌落进行计数。设 A 个平行样。用 [J85> 软件计

算平均值和标准偏差。计算存活率时，考虑了误差

的传递。

误差传递公式：#3 \ 3 W #.( ).
B

] #2( )2!
B

\ .
2 W

#.( ).
B

] #2( )2!
B

N：胁迫后的菌落数；#N：胁迫后的误差；M：对照的菌

落数；#M：对照的误差；V：存活率；#V：存活率误差）。

!"’ 甲萘醌（维生素 ($）胁迫

当前培养（培养条件如前所述）至 )9 时，收集

-’’"Q 的培养物，用冷生理盐水（’R,)U $6V>）洗涤

细胞两次，重悬于 -’’"Q 的一定浓度的甲萘醌溶液

中（对照为将细胞重悬于 -’’"Q 的生理盐水中）。胁

迫一定时间后，立即离心（(’’’’ W =，(C+*），将沉淀

物用生理盐水洗涤细胞两次，以去除残余的甲萘醌。

随后，将细胞重悬于 -’’"Q 的生理盐水中。按 (RA
所述方法测定存活率。

!") 无细胞抽提液的制备和蛋白质分析

从 (BCQ 培养液中离心收集乳酸乳球菌细胞

（(’’’’ W =，(’C+*，-T），用冰冷的生理盐水洗涤两

次，重悬于 ACQ 去离子水中。在冰浴中用超声波破

碎仪破壁（工作时间：间歇时间 \ ( ^ A），随即离心去

除细胞碎片，得到无细胞抽提液。蛋白质浓度测定：

采用 Q2_7X 改良的 12>+*H酚法，以小牛血清白蛋白

（D2‘+*5 !57<C 6>D<C+*，MGN）作为对照品。

!"* +,% 的测定

KL$MHFG; 还原酶循环法［(,］。

# 结果

#"! 半胱氨酸对重组菌生长的影响

基因工程菌在表达外源蛋白时，由于增加了细

胞的代谢负荷，所以生长量一般都会降低。实验中

发现，和对照菌相比，重组菌的生长速率有所降低

（图 (）。由于不同生长时期细胞对氧胁迫的抗性是

不同的，为了使重组菌和对照菌细胞处于相同的生

长时期，需要将它们的细胞生长速率控制在大致相

同的水平。前期研究发现，培养基中添加半胱氨酸，

可以显著提高重组菌胞内 FG; 含量［(E］。是否半胱

氨酸也可以减轻外源蛋白的表达对宿主细胞生长产

’,A 1Z 4<+HX6* +$ "( # P.#$" 4)#*%5)%(%1)#" 6)-)#"（B’’E）-E（A）



生的 抑 制 作 用？ 为 此，研 究 了 添 加 !""#$%& 和

’(""#$%& 半胱氨酸时，重组菌和对照菌的生长情

况。测定前培养 ! )（即 *+,+* 诱导 - )）时重组菌胞

内 ./0 含量。不添加半胱氨酸时 ./0 含量为 ’123
4 (1(5*"#$%"6 蛋白，添加 !""#$%& 和 ’(""#$%& 半胱

氨酸时 ./0 含量为 7158 4 (1(9*"#$%"6 蛋白、’’1!!
4 (1(7*"#$%"6 蛋白。表明半胱氨酸的添加可以显

著提高 ./0 含量。添加 !""#$%& 和 ’(""#$%& 半胱

氨酸对对照菌的生长没有显著影响（数据未给出），

但可将重组菌的生长速率恢复到和对照菌基本相同

的水平（图 ’）。重组菌在添加 ’(""#$%& 半胱氨酸条

件下的生长速率比添加 !""#$%& 半胱氨酸时略有降

低（图 ’），故选择添加 !""#$%& 半胱氨酸的 :’8 培

养基培养重组菌和对照菌，然后进行氧胁迫研究。

图 ! 重组菌和对照菌的生长曲线

;+6<’ .=#>?) @A=BC, #D ?)C =C@#"E+*F*? ,?=F+* F*G ?)C @#*?=#$ ,?=F+* <

"#" $%& 对菌株 ’()*** 抵抗 &"+" 引发氧胁迫作

用的影响

"#"#! 高 剂 量 03H3 胁 迫 条 件 下 ./0 对 菌 株

IJ7((( 抵抗氧胁迫作用的影响：03H3 是研究氧胁

迫的常用介质。前期研究发现，在较低剂量 03H3

胁迫条件（’(""#$%& 03H3，胁迫 !"+*）下，重组菌和

对照菌的抗性无显著差异［’2］，而在相同的胁迫条件

下，./0 能 将 /K’’ 细 胞 对 氧 胁 迫 的 抗 性 增 加 9
倍［’-］。可能的原因是菌株 IJ7((( 本身对氧胁迫的

抗性远远高于菌株 /K’’，所以在面临较低胁迫剂量

时，./0 对于菌株 IJ7((( 抗性的影响显现不出来。

在较高剂量 03H3 胁迫条件下，胞内 ./0 是否可以

提高菌株 IJ7((( 细胞对氧胁迫的抗性？为回答这

一问题，在重组菌和对照菌前培养 !)（即 *+,+* 诱导

-)）后，离心收获细胞，用 !(""#$%& 和 ’!(""#$%& 剂

量分别处理细胞 ’!"+*。

由图 3 可知，在较高的 03H3 剂量下，重组菌表

现出对氧胁迫更强的抗性，并且 03H3 剂量越高，重

组菌 中 的 ./0 所 起 的 保 护 作 用 就 越 明 显。 经

!(""#$%& 03H3 胁迫后，重组菌的存活率是对照菌的

’13 4 (1’ 倍；而经 ’!( ""#$%& 03H3 胁迫后，重组菌

的存活率是对照菌的 312 4 (1’ 倍。以上结果表明，

在不能够生物合成或吸收 ./0 的菌株 IJ7((( 中导

入 ./0 生物合成能力，能够增强宿主菌对高剂量

03H3 的抗性。

图 " 重组菌和对照菌细胞经 ,*--./01 和 !,*--./01
&"+" 胁迫后的 234（5）和存活率（6）

;+6<3 LDDC@? #D !(""#$%& F*G ’!(""#$%& 03H3 ?=CF?"C*? #* ?)C @C$$

*A"EC=,（M）F*G ?)C ,A=B+BF$（N）#D @C$$, #D ?)C =C@#"E+*F*? ,?=F+* F*G

?)C @#*?=#$ ,?=F+* < O)C +*+?+F$ @C$$ *A"EC= #D ?)C =C@#"E+*F*? ,?=F+* F*G

?)C @#*?=#$ ,?=F+* >C=C（813 4 (1!）P ’(5 %"& F*G（81! 4 (15）P

’(5 %"&，=C,QC@?+BC$R< O)C =F?+# #D ?)C S;T #D @C$$, >+?) F*G >+?)#A?

,?=C,, ?=CF?"C*? >F, GCD+*CG F, ,A=B+BF$ < L==#= EF=, =CQ=C,C*? ?)C ,?F*GF=G

GCB+F?+#*, D=#" ?=+Q$+@F?C CUQC=+"C*?,< VF?F F=C =CQ=C,C*?F?+BC #D ?)C GF?C

D=#" ?=+Q$+@F?C CUQC=+"C*?,<

"#"#" 不同生长时期的 IJ7((( 细胞对 03H3 引发

的氧胁迫的抗性：为研究不同生长时期，重组菌和对

照菌细胞对 ’!(""#$%& 03H3 胁迫抗性的差异，本研

究选取了前培养 -)、! ) 和 8)（即 *+,+* 诱导 ’)、-) 和

!)）的细胞进行胁迫研究。由图 ’ 可以看出，这 - 个

’5-傅瑞燕等：谷胱甘肽在乳酸乳球菌抵抗氧胁迫中的保护作用 < %微生物学报（3((2）92（-）



时刻分别对应着对数前期，对数中期和稳定前期。

从重组菌和对照菌的存活率（图 !）可以看出，随着

生长时间的延长，重组菌和对照菌的抗性逐渐增加。

前培养 !"、#" 和 $" 的重组菌的存活率分别是对照

菌的 %&’ ( )&%、*&+ ( )&% 和 *&, ( )&! 倍。与之相对

应，随着生长时间的增加，胞内 -./ 含量也不断增

加（表 %）。表明菌株 01,))) 中 -./ 含量与 -./ 的

保护作用之间存在一定的量效关系。

图 ! 不同生长时期重组菌和对照菌细胞经 "#$%%&’() *+,+ 胁迫后的 -./（0）和存活率（1）

2345! 67789: ;7 %#)<<;=>? /*@* :A8B:<8C: ;C :"8 98== CD<E8AF（G）BCH :"8 FDAI3IB=（J）;7 98==F ;7 :"8 A89;<E3CBC: F:AB3C BCH :"8 9;C:A;= F:AB3C 4A;KC 3C

H3778A8C: L"BF8F5 G：M"8 A89;<E3CBC: F:AB3C BCH :"8 9;C:A;= F:AB3C DL;C /*@* :A8B:<8C: 5 B，E，BCH 9 A8LA8F8C:F EA;:" K3:"HABKC B7:8A ! "，# "，BCH $ " ;7
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表 " 重组菌不同生长时间胞内 23* 含量
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+4! 23* 对乳酸乳球菌 567$$$ 抵抗甲萘醌引发

的氧胁迫作用的影响

除了 /*@*，超氧阴离子也是好氧代谢的一种副

产物，能够形成氧胁迫。-./ 在酿酒酵母抵抗超氧

阴离子引发的氧胁迫中，是一种重要的抗氧化剂［,］。

那么，-./ 是否也可以提高菌株 01,))) 对超氧阴离

子引发的氧胁迫的抗性呢？甲萘醌能通过氧化还原

循环生成超氧阴离子［%,］，是一种常用的研究超氧阴

离子引发的氧胁迫的氧化剂［*)］。图 ! 表明，前培养

# "（即乳酸链球菌素诱导 ! "）的重组菌细胞对 /*@*

的抗性明显增强，故我们选择这个时期的细胞进行

甲萘醌胁迫研究，以观察 -./ 是否有保护作用。

在终浓度为 *)<<;=>? 和 S)<<;=>? 甲萘醌溶液

中将 重 组 菌 和 对 照 菌 细 胞 胁 迫 %"，结 果 发 现 经

S)<<;=>? 甲萘醌胁迫后重组菌和对照菌均不生长，

因而将甲萘醌的胁迫剂量定为 *)<<;=>?。将重组

菌和对照菌细胞胁迫不同的时间后，由图 S 可以看

出，胁迫 *) <3C 时两者的存活率没有显著差异，胁

迫 S)<3C 和 +)<3C 时重组菌存活率分别是对照菌的

#&* ( )&% 和 +&* ( )&% 倍。以上结果表明，-./ 能够

增强宿主菌 01,))) 对甲萘醌所引发氧胁迫的抗性。

图 8 重组菌和对照菌经甲萘醌所引发的氧胁迫后的

-./（0）和存活率（1）
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! 讨论

本研究的结果表明，!"# 可以提高菌株 $%&’’’
细胞对 #()( 和甲萘醌所引发氧胁迫的抗性，这可

能与 !"# 本身是一种有效的还原剂有关。有趣的

是，进入稳定期后，重组菌胞内 !"# 仍在继续积累

（数据未给出），但是，重组菌对 #()( 所引发氧胁迫

的抗性不再继续增加，仍保持在对照菌的 *+’ , ’+*
倍，因而 !"# 的保护作用不能完全由其胞内 !"# 积

累量的不同来解释。含有 !"# 的细胞可能有不同

的抗 氧 胁 迫 机 制，即 !"#-谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶

（!./）-谷胱甘肽还原酶（!0）系统，来保护它们自身

免受 #()( 胁迫所产生的破坏作用。这一系统已经

在较高等的真核细胞［(1］和酵母［2，&］中得到证实。以

大肠杆菌为代表的革兰氏阴性菌中不存在谷胱甘肽

过氧化物酶基因，因而不存在该还原系统。过氧化

氢酶是大肠杆菌清除 #()( 的主要酶类［((］，乳酸乳

球菌中没有过氧化氢酶，清除 #()( 的抗氧化酶只

有 $34# 过氧化物酶，那么，对于基因组中存在 !0
和 !./ 编码基因的乳酸乳球菌来说［(*］，导入的 !"#
是否有可能激活 !"#-!./-!0 系统呢？前期研究发

现，好氧生长下 $%&’’’ 中的 !0 酶活升高 ( 倍，这

表明菌株 $%&’’’（5$%*(’*）中具有存在 !"#-!./-
!0 系统的可能性。与菌株 "611 不同的是，只有在

较高 #()( 剂量下，!"# 对菌株 $%&’’’ 的保护作用

才显现出来。可能的原因是菌株 $%&’’’ 自身的抗

氧胁迫能力较强，因为菌株 $%&’’’ 对 #()( 引发氧

胁迫的抗性至少是菌株 "611 的 1’’ 倍（数据未给

出）。

重组菌对 #()( 和甲萘醌引发的超氧阴离子胁

迫的抗性分别为对照的 (+& 倍和 7+( 倍。可能的原

因是菌株 $%&’’’ 胞内的 ")4 还原超氧阴离子的速

率不及甲萘醌生成超氧阴离子的速率。同时，超氧

阴离子会被 ")4 还原为 #()(
［&］，也就意味着甲萘醌

会引发超氧阴离子和 #()( 双重胁迫。!"# 除具有

清除 #()( 的功能外［2］，已有研究表明它还可以还原

超 氧 阴 离 子，自 身 被 氧 化 成 氧 化 型 谷 胱 甘 肽

（!""!）［(8］。菌株 $%&’’’ 具有 !0 酶活［1*］，因而，在

面临甲萘醌引发的氧胁迫时，!"# 起了更大的作用。

乳酸乳球菌对于代谢工程研究来说，是一个极

好的原核细胞宿主［(9］。但是，其抗氧胁迫系统并不

完备，所以，虽然工业发酵中培养乳酸乳球菌大都在

厌氧条件下进行，但在操作过程中不可避免地会受

到氧胁迫的损伤。因而，对氧耐受力强的菌株有利

于简化生产工艺、改良生产性能［(7］。在本研究中发

现，通过代谢工程手段在乳酸乳球菌 $%&’’’ 中导入

一种“全新”化合物———!"#，可以改善其抗氧胁迫

的功能。由于乳酸乳球菌是革兰氏阳性菌中的一种

重要模式种，我们的研究结果对深入研究 !"# 在革

兰氏阳性菌中的生理作用，也具有一定的参考价值。

致谢 江南大学生物工程学院发酵工程专业 (’’9
级博士研究生张娟和生物工程专业 (’’9 届毕业生

龙海燕参与部分研究工作，在此表示感谢。
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