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乙酸菌糖磷酸化作用的研究
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提 要 对D种乙酸菌（!"#$%$&’(")*)’+)’%,%-，!"#$&.("$#+%)’/&&0%%，1).("$#+%)’*%’&2
-)’ 和分离株2’、2C、2!%、E3EE）的葡萄糖和’$脱氧葡萄糖磷酸化作用进行了研究。尽管

所有机体都存在磷酸化反应，但它们在依赖(F(和2G(的比例上有实质性区别。分离菌株

2!%具有最高的依赖(F(的葡萄糖磷酸化活力（!!HI’/6.9·JK!·6LK!·68/K!），2!%、E3EE
和13*%’&-)’ 都具有葡萄糖磷酸转移酶系统（51.-51.*,)/-7+,)-+-@-*+6，(G:）。相反，!3+)2
’%,%-、!3/&&0%%、2’和2C则不具有(G:活力。这七株菌的葡萄糖依赖2G(的磷酸化活力

都高于依赖(F(的磷酸化活力，但其程度有所不同。2!%和E3EE的葡萄糖(G:可通过胞

外葡萄糖诱导，并且其比活在对数期随培养时间延长而增加。此外，还检测到2!%和E3EE
对麦芽糖和果糖的依赖2G(和(F(的磷酸化活力。
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乙酸菌的种类多样，但它们都能利用E’和NO’合成乙酸，这个代谢途径叫“乙酰$
N.2途径”或“P..=途径”。除E’和NO’外，乙酸菌还可利用其它多种物质，如甲醛、甲

醇、延胡索酸和糖类等［!］。由于P..=途径的特殊性，乙酸菌研究工作主要围绕该途径展

开［’］，而对其它途径的研究则相对较少。

在厌氧系统中，已发现四种糖的转移系统，即易化扩散、主动运输、糖：离子同向转移

和基团转运。磷酸烯醇式丙酮酸（(F(）：糖的磷酸转移酶系统（(G:）属于一种基团转运

机制，能利用(F(作为磷酸基的供体，在吸收糖的同时使其磷酸化，从而节省了2G(［3］。

(G:只局限于那些可经FQ(途径发酵糖的生物［C］。在乙酸菌中，已检测到一些FQ(途

径的酶活力［&］。因而，乙酸菌通过(G:利用糖的可能性存在，这也是本研究的主要内容。

研究乙酸菌糖转移系统的另一个目的是要弄清E’的利用是否受到与(G:有关糖的

调节。某些乙酸菌，如13*%’&,-)’，不能同时利用糖和E’／NO’（(8/=+,，未发表资料）。

这些菌株具有以糖类作为能源的偏爱，形成一个二次生长曲线。对这种现象尚未有满意

的解释，它可能涉及糖吸收利用系统中的某些因子对 P..=途径的调节。细菌的;2Q(
和其受体蛋白（NR(）对基因转录有影响，故而(G:系统可以影响细胞中其它能量系统的

代谢活动。本实验所用乙酸菌大都来自瘤胃，瘤胃内容物含有各种糖类，这些糖类的浓度

随动物食粮的种类和饲喂后的时间而变化［I］。在这种特定的生态系统中，细菌存活的关

键是使自己的糖转移系统适应于环境条件的变化。
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! 材料和方法

!!! 菌株和生长条件

乙酸菌分离株"#""、$%、$#和$&’由()!*+,-./001)2+-实验室分离得到。!"#$%
&’(’)由345+,-公司的()!*+214,6+78-2+-惠赠。!"*++,’’（$9::%;<=#）由()!6/>4,
?+>@1（3-8A1)280B+@C>>8-+82，3D$）惠赠。-".’&+)$(来自美国菌种保存中心。实验菌种

都在乙酸菌特定培养基上生长（E+FF/GG8/-H./001)2+-，未发表资料），所添加的糖类将在

文中指明。糖类贮液（I）均作为厌气溶液分别配置、灭菌，降温后加入乙酸菌培养基，以

&%JK的量分装于&%’JK血清管中，用异丁烯橡胶塞封口。在未作说明时，血清瓶中的

气体都是&’’I:L%。

!!" 甲苯处理细胞的准备

渗透化细胞的制备主要依照M/)08-和6N221>>的方法进行［O］。从%’JK培养液中，离

心（&’’’’PQ，&’J8-）收集细胞，然后用R$S.缓冲液（T’JJ+>／KR"#.LU，T’JJ+>／K
S#.LU，TJJ+>／KMQ:>%，&JJ+>／K二硫苏糖醇，4"OV%）洗涤两次。清洗后的细胞悬浮

于甲苯：乙醇（&W;）混合液中，置于冰上待用。

!!# 磷酸化分析

用甲苯处理的乙酸菌细胞测定糖磷酸化。&JK反应混合物含有&’JJ+>／K.X.（或

$9.），以及’V&JK经甲苯处理的细胞。加入&JJ+>／K糖起始磷酸化反应，这些糖类分

别含’V%!:8的(Y［3Y&U:］Y葡萄糖，%Y脱氧Y(Y［3Y&U:］Y葡萄糖、［3Y&U:］Y麦芽糖或［3Y&U:］Y
蔗糖。#;Z保温#’J8-后，加入#’JJ+>／KE/E)%溶液，置于冰上%’J8-，以’VUT!J滤

膜过滤收集磷酸化沉淀产物。滤膜用=’I乙醇洗涤，空气干燥，再计数测定（&<’’Y6计数

器）。另外，在反应液中还加入&’JJ+>／K未标记糖。由内源.X.和$9.引起的糖磷酸

化通过不含内源物的对照分析来测定。所有实验都重复三次，结果用标准差表示。

!!$ 蛋白浓度测定

蛋白浓度用E8+Y6/H公司的蛋白测定试剂盒测定。以小牛血清蛋白制作标准曲线。

!!% 化学试剂

$9.、.X.、［&U:］[标记和未标记葡萄糖、%Y脱氧葡萄糖、麦芽糖、蔗糖以及二硫苏糖

醇和E/E)%都购自D8QJ/公司（D0!K+N82，ML）。

" 结果和讨论

"&! 依赖于’(’和)*’的葡萄糖磷酸化

葡萄糖的.9D和葡萄糖激酶的产物皆为葡萄糖Y<Y磷酸，这两个系统的区别在于磷酰

基的供体。甲苯渗透处理细胞的依赖.X.磷酸化，可表示.9D的活力，而依赖$9.的磷

酸化则代表糖激酶的活力［O］。O种乙酸菌的依赖.X.的葡萄糖磷酸化活力见表&，其中

$&’的依赖.X.的葡萄糖磷酸化活力最高，而$U的活力最低。这些磷酸化活力与其它

瘤胃细菌的相近，如/0123#+’,3)#$&’(’1+.0和42#352+1+11$)6+7’)［O］。依赖.X.的葡萄糖

磷酸化活力在!"#$&’(’)、!"*++,’’和$U中非常低，所以这些菌可能不具有葡萄糖的

.9D。在所有测试菌中，依赖$9.的磷酸化活力都高于依赖.X.的磷酸化活力，这种特
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征亦与某些其它细菌相似［!］。然而，!"#$$%&&和"#的依赖于"$%的磷酸化活力则很

低。可以认为它们不具有相应的葡萄糖磷酸转移系统。这两种菌都不能利用葡萄糖而正

常生长的事实，也支持这一推断。

由于依赖"$%的葡萄糖磷酸化总是高于依赖%&%的葡萄糖磷酸化，从%&%产生

"$%的可能性并不能排除（即利用%&%产生"$%的酶类作用）。细菌激酶一般不能使’(
脱氧葡萄糖（非代谢的葡萄糖类似物）磷酸化［#］，因此，依赖%&%的’(脱氧葡萄糖磷酸化

比较准确地表示了%$)的活力［*］。实验结果可见，’"(&)$*+)、"+,和-.--的’(脱氧葡

萄糖依赖%&%的磷酸化活力都高于依赖"$%的磷酸化活力，说明%$)存在于这些乙酸

菌中。但相比之处，!",+-&)&*和!"#$$%&&和依赖于%&%的’(脱氧葡萄糖磷酸化活力

则很低。

表! 乙酸菌中以"#"或$%"作为磷基供体的葡萄糖和&’脱氧葡萄糖的磷酸化活力

$/012+ )3245654/475857529:6;1<4:92/=>’(>2:?@;1<4:923A:93AB@1/75:=

C57A%&%:B"$%/93A:93A:B@1>:=:B95=/427:;2=540/472B5/

乙酸菌

"427:;2=9

葡萄糖磷酸化活力

D1<4:923A:93AB@1/75:=
／（=E:1·FG+·E;G+·E5=G+）

’(脱氧葡萄糖磷酸化活力

’(>2:?@;1<4:923A:93AB@1/75:=
／（=E:1·FG+·E;G+·E5=G+）

H:=2 %&% "$% H:=2 %&% "$%
!",+-&)&* ,I!JK,I,./ +I.!K,I,. #+I.’K,ILL ,I’#K,I,’ ,I#MK,I,M ,I#*K,I,+
!"#$$%&& ,I!LK,I,. +I’+K,I,. ’I+.K,I+* ,I.’K,I,’ ,I#’K,I,+ ,I*.K,I,+
’"(&-$*+- +I+JK,I+, .I#JK,I,. +*I,MK,I’! ,IM,K,I,+ ’I’+K,I#’ ,I*LK,I,’
"’ +I.!K,I+, ’I+!K,I,! ’,I#LK,IJJ HN0 HN HN
"# +I,LK,I+! +I’,K,I+. .I’*K,I++ HN HN HN
"+, ,I’JK,I,’ ++IM’K,I,M +#I,+K,IL’ ,I.+K,I,. ++I+#K,I.’ ,I.LK,I,+
-.-- +I.JK,I,J *I,*K,I+J JIJJK,I#. +I’LK,I,L #I’LK,I.M +I#,K,I,.
/O/1<29/B2E2/=K97/=>/B>>285/75:=（=P.）

0HNP=:7>272BE5=2>

上述结果支持了我们关于!",+-&)&*和!"#$$%&&不具有%$)的推测。由于"+,
的依赖于%&%的’(脱氧葡萄糖磷酸化活力比其依赖于"$%的磷酸化活力约高.,倍，估

计该菌株具有较强的%$)系统。

&Q& 乙酸菌的生长过程和基质对乙酸菌葡萄糖磷酸化活力的影响

-.--和"+,生长在含葡萄糖培养基中的葡萄糖(%$)活力分别为生长在-’／RS’
培养基中活力的!IL倍和.I.倍（表’），而它们依赖"$%的磷酸化活力在两种培养条件

下相近。这表明依赖"$%的葡萄糖磷酸化是组成型的，而依赖%&%的葡萄糖磷酸化可

被培养基中的葡萄糖诱导。%$)活力受胞外糖类调节的现象曾得到证实，T23A/215和

)/52B报道了胞外糖类对%$)中几种蛋白质的诱导作用（即酶!，-%B和葡萄糖专一的酶

"）［J］。"+,和-.--的%&%(’脱氧葡萄糖磷酸化活力与葡萄糖的磷酸化相似，亦可在

葡萄糖培养基中被诱导。

在葡萄糖培养基中生长的细胞，其%$)比活力是变化的（表.）。对于乙酸菌"+,和

-.--，其%$)的比活力在对数期随培养时间的延长而增加，一旦进入静止期，葡萄糖磷

酸化的速率急剧下降，甚至低于对数期以前的水平。依赖"$%磷酸化的情况与之相似。

糖转移系统可能受到细胞内葡萄糖(M(磷酸的反馈抑制，因为该物质对几种酶"（%$)糖
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特异的透性酶）的抑制作用已有所报道［!"］。在对数期的早期和中期，细胞内葡萄糖#$#磷

酸的浓度相对较高，胞外的葡萄糖超过了细胞的需要量。然而，一旦胞外葡萄糖被消耗殆

尽，进入细胞的葡萄糖将减少，细胞进入对数晚期且长生速度减慢，同时细胞内葡萄糖#$#
磷酸的浓度亦降低。

表! 生长基质对菌株"#""和$%&的葡萄糖和!’脱氧葡萄糖的磷酸化活力的影响

%&’()* +,,)-./,01/2.345’4.1&.)/6.3)47)-8,8-&-.898.:/,;+;#&6<=%;#<)7)6<)6.73/473/1:(&.8/6

/,0(5-/4)&6<*#<)/>:0(5-/4)’:84/(&.)4?@??&6<=!"

生长基质

A1/2.3

45’4.1&.)

葡萄糖磷酸化活力

A(5-/4)73/473/1:(&.8/6
／（6B/(·CD!·B0D!·B86D!）

*#脱氧葡萄糖磷酸化活力

*#<)/>:0(5-/4)73/4731:(&.8/6
／（6B/(·CD!·B0D!·B86D!）

E/6) ;+; =%; E/6) ;+; =%;
?@??
A(5-/4) !F@GH"F"G& IF"IH"F!G GFGGH"FJ@ !F*KH"F"K JF*KH"F@$ !FJ"H"F"@
?*／LM* "FJNH"F"K "FN@H"F!$ GF*"H"F*$ "F*KH"F"* "FJ*H"F"I "FJ*H"F!"

=!"
A(5-/4) "F*GH"F"* !!F$*H"F"$ !JF"!H"FK* "F@!H"F"@ !!F!JH"F@* "F@KH"F"!
?*／LM* "FG$H"F"N @FKIH"F!@ !@F"KH"F*@ "FK$H"F!" *FN$H"F"* "FI!H"F"$
&O&(5)4&1)B)&6H4.&6<&1<<)98&.8/6（6P@）

表# 生长阶段对菌株"#""和$%&的葡萄糖磷酸化活力的影响

%&’()@ +,,)-./,01/2.34.&0)/6.3)47)-8,8-&-.898.8)4/,;+;#&6<=%;#<)7)6<)6.73/473/1:(&.8/6

/,0(5-/4)’:84/(&.)4?@??&6<=!"

生长阶段

A1/2.37)18/<
!"$""

葡萄糖磷酸化活力

A(5-/4)73/4731:(&.8/6
／（6B/(·CD!·B0D!·B86D!）

E/6) ;+; =%;
?@??
+&1(:(/0 "FK "FI@H"F!K& !FJ*H"F"N $FGNH"F!@
Q8<(/0 !F" "FK$H"F"$ @F@"H"F"K GFG!H"FK"
C&.)(/0 !FK !F"GH"F!$ !"F@@H"FIJ *"F@*H"FKK
R.&.8/6&1: *FK "FIGH"F"G !FI!H"F!I JFKNH"F!@
=!"
+&1(:(/0 "F@ "FKIH"F"* @F!NH"F!@ $FKKH"F@@
Q8<(/0 "F$ "FK$H"F"$ KFJKH"F!N IF!$H"F"G
C&.)(/0 !F" "FJ$H"F!! !KFKNH"F"G !$FGJH"F*J
R.&.8/6&1: !F* "F$$H"F"N "FG!H"F"J *FG!H"F"J

&O&(5)4&1)B)&6H4.&6<&1<<)98&.8/6（6P@）

!S# 基质中的糖类对葡萄糖、麦芽糖和蔗糖磷酸化的影响

?@??和=!"在麦芽糖和蔗糖基质中的生长速度与在葡萄糖基质中的相似。研究

这两株菌的麦芽糖和蔗糖的磷酸化，可更加全面地了解乙酸菌的糖磷酸化过程。在不同

培养基中，?@??和=!"依赖;+;和=%;的糖磷酸化速率见表J。两菌株依赖=%;的

葡萄糖磷酸化活力在几种基质中都较高，且依赖;+;的葡萄糖磷到化活力都高于麦芽糖

和蔗糖磷酸化活力。

?@??和=!"均具有依赖=%;的麦芽糖磷酸化活性，但水平较低。据报道，葡萄糖
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激酶和己糖激酶均不能使麦芽糖磷酸化［!!］。目前尚不清楚哪些酶与这两个菌株的依赖

"#$麦芽糖磷酸化有关，可能包括麦芽糖磷酸化酶及麦芽糖酶。"!%生长于麦芽糖或蔗

糖基质时的依赖"#$的麦芽糖磷酸化活力高于其生长于葡萄糖基质时的活力，而&’&&
的情形则相反。然而，培养基中糖成分的变化对其依赖$($的麦芽糖磷酸化活力影响较

小。

表! 基质中糖类对菌株"#""和$%&的葡萄糖、麦芽糖和蔗糖磷酸化活力的影响

#)*+,! -,./0,12321)1.242.563$($7)89"#$79,0,89,8./:;)<0=6/0=6<5+).268

632/6+).,&#&&;<6>28;689233,<,8.;<6>.=/:*/.<).,/

生长基质

?<6>.=/:*/.<).,

葡萄糖磷酸化活力

?+:16/,0=6/0=6<5+).268
／（8@6+·AB!·@;B!·@28B!）

麦芽糖磷酸化活力

C)+.6/,0=6/0=6<5+).268
／（8@6+·AB!·@;B!·@28B!）

蔗糖磷酸化活力

D:1<6/,0=6/0=6<5+).268
／（8@6+·AB!·@;B!·@28B!）

$($ "#$ $($ "#$ $($ "#$
&’&&
?+:16/, EFGHI%F%!) EHF!JI%F’K !FJ’I%F%G %FLKI%F’J %F!GI%F!% -M*

C)+.6/, !FNNI%FE% !EFK!I%FEN !F’JI%F%N %FEEI%F!J %FEKI%F%! %F!JI%F!%
D:1<6/, !FK’I%F%E E’FH%I%F’K !FLNI%F’% %F’%I%F%J !F’%I%F%J LF%GI!FEK
"!%
?+:16/, NF!GI%FKJ !’F!%I%FJK !F’!I%F!’ %F!LI%F%G %FJJI%F%! %FJJI%F%!
C)+.6/, JFE!I%FNN !!FG’I%FJK !FHLI%FHK %FGEI%FLL %F%GI%F%! %F!NI%F!J
D:1<6/, NFLGI%FJN HFLKI%FLE !FGLI%F%E %FKJI%F%’ !F!EI%F%’ %F’JI%F%’
)O)+:,/)<,@,)8I/.)89)<99,42).268（8P’）

*-MP86.9,.,<@28,9

当"!%和&’&&生长于蔗糖培养基时，蔗糖磷酸化活力较高，且与磷酸基供体无关。

这提示蔗糖$#D以及蔗糖激酶活性受到诱导。与此相似，C)<.28［!E］发现!"#$%&’的依赖

于$($的蔗糖磷酸化活力亦可被诱导。&’&&可能主要通过蔗糖激酶使蔗糖磷酸化，而

"!%则主要利用蔗糖磷酸化活力亦可被诱导。&’&&可能主要通过蔗糖激酶使蔗糖磷酸

化，而"!%则主要利用蔗糖$#D。比较三种糖的磷酸化，"!%和&’&&的依赖$($的蔗

糖磷酸化速率均为最低。

’Q! 糖类在磷酸化过程中的竞争作用

测定!JR标记糖的磷酸化时，在培养基中加了过量的其他未标记糖，以研究"!%和

&’&&是否利用不同的$#D亚系统获取葡萄糖、麦芽糖和蔗糖（表L）。对于&’&&，葡萄

糖和麦芽糖相互制约较大，因此依赖于$($的葡萄糖和麦芽糖磷酸化作用可能由密切相

关的酶催化。过量的麦芽糖抑制了K%FLS的!JR7葡萄糖磷酸化，而过量的葡萄糖抑制了

NGF%S的!JR7麦芽糖磷酸化。过量的麦芽糖仅抑制"!%中的JJF’S的!JR7麦芽糖磷酸

化，却抑制了&’&&中GJF!S的!JR7麦芽糖磷酸化，说明"!%对麦芽糖的摄取和磷酸化

能力高于&’&&。依赖$($的磷酸化作用的相互抑制亦发生在葡萄糖与蔗糖、麦芽糖与

蔗糖之间。由于在糖的竞争试验中，抑制的程度并不完全接近理论上的稀释度，故一个以

上的$#D亚系统（如糖专一的酶!或酶"），可能参与了葡萄糖、麦芽糖和蔗糖的转运。

已有报道，在其它细菌中，如(")$*&，由不同的糖专一$#D的酶来转运葡萄糖、麦芽糖和

蔗糖［!’］。

"!%和&’&&的依赖"#$的葡萄糖、麦芽糖和蔗糖磷酸化活力差异很大。从表L的
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表! 未标记糖对菌株"#""和$%&的葡萄糖、麦芽糖和蔗糖磷酸化活力的影响

!"#$%& ’()*#*+*,(#-.($"#%$%/0.1"20,34546"(/7!46/%8%(+［9:;］60.1"28),08),2-$"+*,(*(*0,$"+%0<=<<"(/79>

标记糖类

?"/*,6$"#%$%/0.1"2

磷酸化的抑制

’()*#*+*,(,38),08),2-$"+*,("／@
未标记葡萄糖

A($"#%$%/1$.B,0%

未标记麦芽糖

A($"#%$%/C"$+,0%

未标记蔗糖

A($"#%$%/0.B2,0%
454 7!4 454 7!4 454 7!4

<=<<
D$.B,0% EFG9 FHG& &>GI JK# =LG9 JK
M"$+,0% FLG> 9&G= L:G9 L&G> FIGH L=G:
N.B2,0% ILG9 FLGH I9G> EIG= E:G= JK
79>
D$.B,0% EFGI EFGI I9G& 9=G: I>GH =GL
M"$+,0% H9G9 &LG& ::G= HLG= 99GL JK
N.B2,0% H:G9 F=GI HLGI =IG= I>GL FLG:

";%$$0O%2%12,O(,(+)%0"C%#.+.($"#%$%/0.1"2
#JKP(,+/%+%2C*(%/Q

抑制程度上看，<=<<中葡萄糖和麦芽糖由不同的依赖7!4的系统进行磷酸化，但在

79>中，这种关系不明显。根据<=<<中麦芽糖和蔗糖之间较强的磷酸化相互抑制效

应，可认为该菌株通过相似的酶系统使麦芽糖和蔗糖磷酸化。本实验首次表明，乙酸菌具

有蔗糖磷酸化活性，即4!N和蔗糖激酶。依赖7!4的葡萄糖磷酸化作用存在着组成型，

这说明细胞摄入葡萄糖时该系统首先起作用，而后才是4!N系统，其方式与谷氨酸脱氢

酶R谷氨酰胺合成酶的氨摄入系统类似。进一步研究诱导4!N系统的最低糖浓度，以及

葡萄糖对S,,/途径的抑制机理，具有重要的意义。
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