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摘A要ARK氨基酸在食品中广泛存在! 研究 RK氨基酸诱导的酿酒酵母细胞内的活性氧的累
积及其生物损伤! 实验结果显示RK氨基酸抑制细胞生长"引起细胞内W$]$ 含量的升高"导致
细胞内过氧化氢酶和过氧化物酶的活性增强! 该结果表明W$]$ 是RK氨基酸诱导产生的活性
氧的主要类型"氧化损伤是RK氨基酸对酿酒细胞毒性的主要机制!
关键词ARK氨基酸#酿酒酵母#活性氧#过氧化氢
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AA活性氧!S]>#是细胞代谢的副产物 &&’ - 内
外条件的急剧变化都会使生物体内产生大量的活
性氧"形成氧化损伤&$’ - S]> 包括超氧化物阴离
子!].‘

$ #"过氧化氢!W$]$ #和羟自由基!W].#
等- 生理条件下"低水平的 S]> 在免疫应答,信
号转导,基因表达等生物学功能中起到重要作用-
但是高水平的S]>能够引起蛋白质,脂质和核酸

的损伤&!’ -
由于具有真核细胞生命活动的基本特征"又

具有微生物实验过程中的优势"如样品易得,生长
周期短, 易于操作等% 因此" 酿酒酵母 ! !:
"*1*0,.,(*#是一种理想生物研究模型&&" !’ - 实验研
究表明营养和环境因素的刺激能够诱导发酵中的
酵母产生S]>- 与此同时"酵母细胞具有一系列
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应对S]>的酶和非酶系统&#K"’ -
食品中大多数氨基酸是以 XK氨基酸的形式

存在- 作为肽链和蛋白质的合成原料"XK氨基酸
是生物体内的关键代谢中间体&G’ - 然而"研究表
明食品中存在着大量的 RK氨基酸- 食品中的 RK
氨基酸来自食品加工过程及微生物代谢&(KF’ - 由
于其结构的相似性"RK氨基酸能够模拟 XK氨基酸
的细胞功能"抑制细胞生长&&%’ - 事实上"大量研
究对RK氨基酸对细胞生长的抑制作用进行了报
道&&&K&!’ - 生物体内"RK氨基酸的代谢是由消旋
酶_异构酶和 RK氨基酸氧化酶_RK天冬氨酸氧化
酶来完成的&&#’ - 作为 RK氨基酸的主要代谢途
径"RK氨基酸氧化酶_RK天冬氨酸氧化酶能够将
RK氨基酸的氨基氧化生成相应的 )K酮酸,BW! 和
W$]$

&&"’ - 而W$]$ 是一种常见的S]>-
综上所述"尽管研究者们对 RK氨基酸进行了

大量研究"但是RK氨基酸细胞毒性的分子机制的
研究仍然缺乏- RK氨基酸诱导的酵母细胞中活性
氧的累积和清除"及其对细胞组分的损伤并未见
报道- 因此"本文研究 RK氨基酸的生物化学毒
性- 我们检测活性氧的含量,脂质过氧化程度,抗
氧化酶的活性及抗氧化物的含量以评估 RK氨基
酸氧化酶的细胞毒性-

FQ实验部分

FTFQ材料与试剂
实验所用的试剂是分析纯- 所有溶液用超纯

水配制- 葡萄糖购自北京化工厂"QBc!无氨基酸
酵母氮源#购自cRR20;*"马铃薯葡萄糖琼脂培养
基!gR:#"酵母抽提物和胰蛋白胨购自 ]iUR-
所有的氨基酸购自)mh894=2;./- 还原型谷胱甘
肽,B:RgW和谷胱甘肽还原酶!NS#购自北京索
莱宝公司- 其他试剂从T.;a/2-公司购买-
FTDQ菌株及培养条件

:\88#&$G酵母菌接种到QgR培养基!&% I_X
酵母抽提物% $% I_X胰蛋白胨% $% I_X葡萄糖#
中培养"!% u培养到指数生长期- 将指数生长期
的菌液接种到含有不同浓度 XK氨基酸和 RK氨基
酸的合成培养基!G (̂ I_XQBc和 $% I_XI/+;*54#
上培养- 所有的培养基在 &$& u下灭菌 $% =2--
葡萄糖 &&" u下单独灭菌 $% =2-后加入- XK氨基
酸和RK氨基酸用 % $̂" *=滤膜!>.,6*,2+5>64<2=
c2*64;9 >@:@" :+D.I-4" E,.-;4#过滤后加入到培

养基中- 细胞置于摇床 !!% u"$%% ,C=" >gWK
&&%:#中培养 $# 9 后收集酵母细胞"测定 G%% -=
处的吸光度-

菌液离心!# u"&$ %%% I#&% =2- 后收集细
胞"用灭菌水冲洗细胞两次"低温储存备用-
FTHQa)ND 的含量

].‘
$ 含量的检测基于亚硝酸盐的生成量

&&G’ -
将细胞悬浮在含 & ==*/_XJR\:"相对体积质量
为 &!的聚乙烯吡咯烷酮!g?g#的磷酸缓冲溶液
!"% ==*/_X"CW( ’̂#中- &$ %%% I离心 &% =2-
后"弃沉淀"依次向上清液中加入 % "̂ =X磷酸缓
冲溶液!"% ==*/_X"CW( ’̂#"% &̂ =X盐酸羟胺
!&% ==*/_X#- 反应物在 $" u水浴 &% =2- 后"加
入 & =X)K萘胺 ! ( ==*/_X# 和 & =X磺胺
!"’ ==*/_X#- $" u孵育 !% =2- 后"使用紫外分
光光度计!>92=.b+" 1?K$""%#测定 "!% -=处的
吸光度-

].‘
$ 含量!-=*/.=I‘&.=2-‘&# d

4样 ‘4对
% %̂%& j加样量j蛋白浓度j& =2-

@

FTJQ’DaD 含量测定
W$]$ 的检测方法参照文献&&G’- 将细胞悬

浮在 $ "̂ =X相对体积质量为 !!的三氯乙酸溶
液中"破碎"离心!# u"&$ %%% I# &% =2- 后"将
& =X上清液加入到 & =X磷酸缓冲溶液中"加入
$ =X& =*/_X碘化钾- 测定 !F% -=处的吸光度"
根据之前测得标准曲线计算W$]$ 的含量-

W$]$ 含量!-=*/.=I‘&.=2-‘&# d
W$]$!-=*/#

细胞鲜重!=I# j& =2-@

FTIQ脂质过氧化分析
脂质过氧化水平是通过检测 TR:的生成量

完成的&&’ - 将细胞悬浮在相对体积质量为 &%!
的三氯乙酸中"超声破碎"保护温度为 # u- 离心
!# u"&$ %%% I#&% =2- 后"向上清中加入同等体
积相对体积质量为 % "̂!的硫代巴比妥酸- 样品
沸水浴 &" =2-后"迅速置于冰上终止反应- 冷却
后"分别记录 #"%,"!$ 和 G%% -=处的吸光度-
TR:的浓度表示为 -=*/.I‘& EM-

TR:!==*/.I‘& EM# d&G #̂"$ j!4"!$ ‘

4G%%# ‘% "̂"F j4#"%’ j
Y6_Y5
EM "

式中$4#"%为 #"% -=处的吸光度%4"!$为 "!$ -=处

#(#
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的吸光度%4G%%为 G%% -=处的吸光度%Y6!=X#为
总体积%Y5!=X#为样品体积%EM为细胞鲜重-

FTVQ抗氧化酶活性测定
细胞重悬于含 & ==*/_XJR\:和 &! g?g

的磷酸缓冲溶液!"% ==*/_X"CW( ’̂#中"超声破
碎- 离心!# u"&$ %%% I#&% =2- 后"上清即为粗
酶液- 蛋白质含量的测定是采用 c,.<0*,< 法"用
牛血清白蛋白作为标准-

超氧化物歧化酶!>]R#活性测定采用的是邻
苯三酚自氧化法&&(’ - 向 " %̂ =X\,25KW8/缓冲液
!&% ==*/_X" CW’ &̂#加入 &%% *X酶提取液后"
$" u孵育 $% =2-- 向反应体系加入 &%% *X邻苯
三酚!’ &̂# ==*/_X"用盐酸溶解#"迅速混匀后"
记录 ! =2-内间隔 !% 5的 !$" -=处的吸光度- 一
个 >]R活力单位!1#定义为 >]R自氧化抑制率为
"%!时"所对应的 >]R量"表示为1.=I‘&.EM‘&-

>]R活性!1.=I‘&.EM‘&# d
自氧化速率‘样品速率
"%!j加酶量j蛋白浓度

@

过氧化氢酶!8:\#活性检测采用的是钼酸铵
比色法&&’’ - 含 & =XG% ==*/_X磷酸盐缓冲溶液
!CW( %̂#"& ==*/_XW$]$ 和 % $̂ =X粗酶液的反
应体系 $" u 孵育 & =2- 后" 加入 & %̂ =X
!$ #̂ ==*/_X钼酸铵"定容到 &% =X后测定 #%" -=
处的吸光度-

8:\活性!1.=I‘&.=2-‘&# d
4标 ‘4测

蛋白质浓度j& =2-
j
3!W$]$# jY!W$]$#
加酶量j& *=*/

@

过氧化物酶!g]R#活性的检测采用的是愈创
木酚法&&F’ - 向含有 % %̂$ =X愈创木酚和 % %̂& =X
过氧化氢和磷酸缓冲溶液!CW( %̂#的 ! =X反应
体系中加入 % %̂$ =X的酶提取液"记录 " =2-之内
#(% -=处的吸光度-

g]R活性!1.=I‘&.=2-‘&# d
#4#(%

% %̂& j加酶量j蛋白浓度j& =2-
@

FTKQ抗氧化剂含量测定
细胞重悬于含 "! 三氯乙酸溶液"离心

!# u"&$ %%% I#&% =2-后进行抗坏血酸!:>:#和
谷胱甘肽!N>W#含量的测定-

:>:含量的测定采用之前报道的方法&$%’ -
反应体系!! =X#含 $%% ==*/_XB.:;KW:;缓冲
溶液!CW# (̂"#"$%%*X上清液"% (̂" =X&%% =I_

XE48/!"& =X相对体积质量为 &!的 $" $K联吡啶
和 % "̂ =X相对体积质量为 &!的 B.E- !( u反
应 & 9后测定 "$" -=处的吸光度"根据之前建立
好的标准曲线计算样品中:>:的含量-

:>:含量!=I.I‘&# d :>:!=I#
细胞鲜重!I#@

还原型谷胱甘肽含量采用 \4.,4报道的方
法&$&’ - & =X的反应体系中包含磷酸缓冲溶液
!&%% ==*/_X" CW ( #̂ # &%% *X上清液" "% *X
% &̂ ==*/_XR\Bc"&%% *XB:RgW!&% =I_=X#"
"%*X& 1_*X谷胱甘肽还原酶- !% u反应&% =2-
后测定 #&$ -=处的吸光度"根据之前建立好的标
准曲线计算样品中N>W的含量-

N>W含量!=I.I‘&# d N>W!=I#
细胞鲜重!I#@

DQ结果与讨论

DTFQ:)氨基酸的细胞毒性
为了评估RK氨基酸对酵母细胞生长的影响"

酵母细胞在含有不同浓度纯 XK氨基酸和 RK氨基
酸的培养基上进行培养- 如图 & 所示"向培养基
中加入不同浓度的XK氨基酸和RK氨基酸"酵母细
胞的生长出现了很大的差异- 对 XK精氨酸和 RK
精氨酸而言"随着浓度的改变"酵母细胞的生长没
有出现明显的改变- XK谷氨酸对酵母细胞的生长
有轻微的促进作用"而RK谷氨酸浓度的增加会对
细胞的生长产生较强的抑制作用- 与对照相比"
随着XK谷氨酰胺和RK谷氨酰胺浓度的增加"二者

图 FQ*)氨基酸和:)氨基酸对酵母细胞生长的影响
R+6;FQZ11#4"?.1*)%3&:)%/+3. %4+&?.34#,,6$.-"A

.19:;;<:-=>?;@0;@-@$A0A:@

"(#
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AA都能够明显地抑制酵母细胞生长的生长"并且 RK
谷氨酰胺的抑制作用要远远强于 XK谷氨酰胺-
总而言之"实验结果表明与 XK氨基酸相比"RK氨
基酸能够明显抑制细胞的生长-

图 $ 显示培养基中含 &% ==*_XXK氨基酸和
RK氨基酸中酵母细胞的生长情况- 与对照相比"
丙氨酸,丝氨酸,精氨酸,酪氨酸,蛋氨酸,苯丙氨
酸和脯氨酸的 XK构型和 RK构型对细胞生长的影
响差异微小- 天冬氨酸,天冬酰胺和亮氨酸的 XK
异构体和RK异构体略有差别!小于 $%!#$XK异构
体略微改善细胞生长而 RK异构体明显抑制细胞
生长- XK谷氨酸,XK谷氨酰胺,XK色氨酸,XK组氨
酸和XK缬氨酸能够显著促进细胞生长!与对照组
相比提高 &%!#"而在含有其对映异构体的培养
基中"酵母细胞的数量则急剧减少!与对照组相
比降低 !%!#- 值得一提的是"XK赖氨酸和 RK赖

图 DQ*)氨基酸和:)氨基酸$FE //.,_*%对
酵母细胞生长的影响

R+6;DQZ11#4"?.1*)%/+3. %4+&%3&:)%/+3. %4+&$FE //.,_*%

.3"A#6$.-"A.19:;;<:-=>?;@0;@-@$A0A:@

AA

氨酸中"]RG%%分别下降到 % %̂# 和 % %̂!- 出乎意
料的是"XK半胱氨酸和 RK半胱氨酸培养后细胞的
]RG%%分别为 % &̂&$ 和 & ’̂G’"这表明 XK半胱氨酸
对酵母细胞的生长具有极强的抑制作用- 通过以
上结果可以发现"对于大多数氨基酸而言"XK氨基
酸对细胞的生长有益"而 RK氨基酸对细胞生长
有害-

DTDQ:)氨基酸对细胞内a)N
D 累积和’DaD

含量的影响
如图 !!.#所示"XK氨基酸和RK氨基酸培养后

细胞内].‘
$ 的累积速率趋势不同- 大多数氨基

酸并没有引起细胞内].‘
$ 含量的增加- 然而"RK

组氨酸,RK缬氨酸和RK苏氨酸引起细胞内].‘
$ 的

含量大量增加- 需要指出的是"XK苏氨酸和 RK苏
氨酸都引起细胞内].‘

$ 含量增加- 我们推测"RK

组氨酸,RK缬氨酸,XK和 RK苏氨酸出现 ].‘
$ 含量

的增加可能是因为除被 RK氨基酸氧化酶氧化脱
氨基外"这些氨基酸还存在着其他的代谢途径"如
组氨酸通透酶_组氨酸脱氢酶&$$’ ,二羟基脱水酶_
乙酰乳酸合成酶&$!’ ,苏氨酸脱氢酶&$#’等"这些代
谢途径能够导致 ].‘

$ 的累积- 如图 !!D#所示"
对大多数氨基酸而言"XK异构体培养的细胞内
W$]$ 含量与对照组差别不大- 与此相反"RK氨基
酸处理后"细胞内 W$]$ 明显高于 XK氨基酸处理
组- 例如"XK丙氨酸处理组 W$]$含量! -=*/‘&.
=2-‘&.=I‘&.EM#为 % #̂!!"而RK丙氨酸处理组则
达到 & !̂"F- 以上数据表明"RK氨基酸培养后细
胞内 ].‘

$ 含量未发生明显改变"而 W$]$ 含量则
急剧增加"也表明细胞内S]> 产生‘消除机制被
AA

图 HQ*)氨基酸和:)氨基酸$FE //.,_*%对酵母细胞内a)N
D $%%和’DaD$L%含量的影响

R+6;HQZ11#4"?.1*)%/+3. %4+&%3&:)%/+3. %4+&$FE //.,_*% .3"A#4.3"#3"?.1a)N
D $%% %3&

’DaD$L% +39:;;<:-=>?;@0;@-@$A0A:@

G(#
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RK氨基酸破坏-

DTHQ:)氨基酸对脂质过氧化的影响
TR:是脂质过氧化的副产物"能够反映 S]>

导致脂质氧化损伤的程度&#’ - &% ==*/_XXK氨基
酸和RK氨基酸培养后细胞内的丙二醛含量见图 #-
XK氨基酸处理组的丙二醛含量与对照组无显著差
异- 然而"随着RK氨基酸浓度的增加"酵母细胞内
的丙二醛含量逐渐增加- 以天冬氨酸为例"XK天冬
氨酸组的丙二醛含量!==*/.I‘&.EM#为 G !̂%"而
RK天冬氨酸组的丙二醛含量则飙升到$’ (̂!- 这表

图 JQ*)氨基酸和:)氨基酸$FE //.,_*%对酵母细胞内
脂质过氧化水平的影响

R+6;JQZ11#4"?.1*)%/+3. %4+&%3&:)%/+3. %4+&$FE //.,_*%
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明RK氨基酸导致细胞内脂质过氧化程度增加- 生
理条件下"抗氧化系统能够通过清除 S]> 减少氧
化损伤带来的危害"但是过量的未被及时清除的
W$]$ 能够损伤细胞膜上的脂质

&$"’ - 由于含有大
量不饱和脂肪酸"并且疏水膜对氧原子的高溶解
性"因此"膜磷脂最易受到自由基攻击&$G’ -

DTJQ抗氧化酶活性
细胞内存在酶系统来减缓活性氧的损害"维

持细胞正常的氧化还原状态- 已知在活性氧消除
中具有重要作用的酶包括 >]R,g]R和8:\&$(’ -
为了进一步评估细胞内S]> 的积累"我们对酵母
细胞内这些酶的活性进行检测-

尽管XK构型与RK构型之间存在差异"大多数
氨基酸培养后细胞内 >]R活性与对照组差别不
大- 然而"XK谷氨酰胺,RK谷氨酰胺,XK丝氨酸,XK
组氨酸,RK精氨酸和RK蛋氨酸的加入改善了 >]R
的活性!图 "!.##-

与此相反"XK氨基酸和 RK氨基酸处理后"酵
母细胞内 8:\的活性差异很大- 与 >]R不同"
RK氨基酸培养后酵母细胞内 8:\活性比 XK氨基
酸培养强得多!图 "!D##- RK氨基酸处理后 8:\
的活性大大增强-

图 IQ*)氨基酸和:)氨基酸$FE //.,_*%对酵母细胞内Ca:$%%& @BO$L%和Ua:$4%活性的影响
R+6;IQZ11#4"?.1*)%/+3. %4+&%3&:)%/+3. %4+&$FE //.,_*% .3%4"+>+"+#?.1Ca:$%%& @BO$L%&
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更为有趣的是"RK氨基酸处理后细胞内 g]R的活
性变化与 8:\活性变化趋势相似- XK氨基酸处
理组g]R的活性没有增强!图 "!;##- RK氨基酸
处理组g]R的活性显著高于XK氨基酸组"这表明
RK氨基酸激活g]R的活性-

8:\和 g]R活性增加">]R活性未增加"这
暗示RK氨基酸诱导酿酒酵母细胞内产生的 S]>
的主要类型是W$]$- 8:\和g]R活性的增加可
能是由于含量猛增的W$]$ 将其激活-

DTIQ抗氧化剂含量
:>:是一种水溶性的可食用抗氧化剂"在抵

御活性氧中起到至关重要的作用&$’K$F’ - N>W也
能够抵御 S]> 引起的氧化损伤&!%’ - 此外":>:
和N>W能够通过:>:KN>W循环的协同作用来消
除活性氧&&G’ - 为此"我们比较氨基酸处理后细胞
内这两种抗氧化剂的含量!见图 G#- 除苏氨酸,
赖氨酸和半胱氨酸外"XK氨基酸和 RK氨基酸处理
后细胞内 :>:的含量都与对照组差别不大- 经

&% =*/_X赖氨酸处理后":>:的含量随着 XK赖氨
酸浓度的增加而升高- XK半胱氨酸处理后":>:
含量明显增加- 同样地"N>W含量变化与:>:趋
势相似- 即便将氨基酸浓度增加到 &% ==*/_X"
N>W含量也未显著增加- 赖氨酸处理后细胞内
的:>:和 N>W含量增加可能是因为培养基中赖
氨酸含量的增加激活了赖氨酸羟化酶"而 :>:是
它的辅酶&!&’ "因而 :>:含量随之增加%:>:是一
种强还原剂"可以使氧化型的N>W转变成为还原
型N>W"因而导致N>W含量增加- XK半胱氨酸是
:>:的稳定剂"二者之间存在协同效应&!$’ "因此
培养基中XK半胱氨酸含量的增加导致 :>:含量
的增加- 有文献报道"向培养基中添加 XK半胱氨
酸能够增加酵母细胞中 N>W的含量&!!’ "因此 XK
半胱氨酸处理后的细胞中N>W含量增加-

基于以上实验结果"为进一步阐明各个生物
标记物之间的关联"图 ( 给出实验所选用生物标
记物之间的关系-

图 VQ*)氨基酸和:)氨基酸$FE //.,_*%对酵母细胞内BCB$%%和]C’$L%含量的影响
R+6;VQZ11#4"?.1*)%/+3. %4+&%3&:)%/+3. %4+&$FE //.,_*% .3"A#4.3"#3"?.1BCB$%% %3&]C’$L% +39:;;<:-=>?;@0B@-@$A0A:@

图 KQ实验所用生物标记物之间的关系
R+6;KQX#,%"+.3?A+S?%/.36 "A#?#L+./%$\#$?2?#&+3"A+??"2&(
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HQ总结
S]>是细胞代谢的副产物- 环境的改变能

够引起细胞内S]>含量的改变- 本研究中"采用
酿酒酵母为模型生物研究 RK氨基酸的细胞毒性
及其诱导的S]> 累积- 发现 RK氨基酸能够抑制
细胞的生长- 低浓度时"抑制现象不明显"当浓度
增加时"抑制作用增强- 此外"高浓度 RK氨基酸
培养的细胞内 W$]$ 的含量增加"伴随抗氧化酶
活性的激活"特别是8:\和g]R- 生物体内的活
性氧可以被抗氧化酶和抗氧化剂清除"使活性氧
的水平维持正常- 然而"当活性氧水平达到阈值"
能够引起氧化损伤- 因此我们认为氧化损伤是
RK氨基酸毒性的主要机制-
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