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一种简易检测６－磷酸葡萄糖的方法
徐　婷，薛金?，陈亚东，刘　华，陈钰佩
（浙江农林大学农业与食品科学学院，浙江杭州３１１３００）

　　摘要：６－磷酸葡萄糖（Ｇ６Ｐ）是多种代谢途径的关键中间产物，一种简易高效的 Ｇ６Ｐ测定法建立将有利于深入了
解其在有机体中的代谢状态。前期研究发现，基于离子排斥色谱柱Ｂｉｏ－ＲａｄＡｍｉｎｅｘＨＰＸ－８７Ｈ与示差折光检测器的
高效液相色谱分析无法有效地将这一化合物与１，６－二磷酸果糖、３－磷酸甘油酸区分开来。因而，拟建立一种简便、
专一且灵敏，检测浓度范围为０．２～１０μｍｏｌ／Ｌ的Ｇ６Ｐ的酶学荧光检测法。同时，我们以模式真核生物酵母为材料，对
Ｇ６Ｐ的提取方法进行改进，以使样本的测定更加稳定。
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　　６－磷酸葡萄糖（Ｇ６Ｐ）是细胞内一种常见的化合物，它由
葡萄糖在己糖激酶的作用下生成，在细胞内主要参与３种代
谢途径：（１）进入糖酵解途径，为生物合成提供细胞能量或碳
骨架；（２）进入磷酸戊糖代谢途径，为细胞提供还原型辅酶Ⅱ
（ＮＡＤＰＨ）和核酸前体；（３）进入糖原合成途径，为糖原合成
提供Ｇ１Ｐ（葡萄糖 －１－磷酸）［１］。因此，Ｇ６Ｐ是生物代谢途
径的一个关键节点，其含量会影响细胞活力。已有研究表明，

在磷酸戊糖途径中，葡萄糖经葡萄糖 －６－磷酸脱氢酶

（Ｇ６ＰＤ）的作用生成Ｇ６Ｐ，同时伴随着ＮＡＤＰＨ和中间产物的
形成，它们在多种生物和非生物胁迫的应答反应中起着重要

的作用［２］。

目前，提取动物细胞内 Ｇ６Ｐ的方法有 ２种，分别为
Ａｎｔｏｎｉｏ法［３］和 Ｒｉｔｔｅｒ法［４］，都是使用三乙醇胺溶液提取

Ｇ６Ｐ。测定动物细胞内 Ｇ６Ｐ的方法则有色谱法［５－７］、高效液

相色谱法（ＨＰＬＣ）［８］和酶学法［９］。色谱法须要配备昂贵的色

谱仪，如Ｎｉｃｏｌｅｔ公司的 Ｍａｇｎａ－ＩＲ７５０傅里叶变换红外光谱
仪（ＦＴ－ＩＲ），ＡＰＰＬＩＥＤＳＹＳＴＥＭＳ公司的 ＤｕｒａｓａｍｐｌＩＲ衰减
全反射附件（ＡＴＲ）［１０］。高效液相色谱法虽然可以测定代谢
过程中大多数有机酸和糖，但是在试验过程中发现不能有效

分离Ｇ６Ｐ、果糖－１，６－二磷酸、３－磷酸甘油酸。而酶学荧光
定量法［１１］通过放大检测信号，可以提高酶学测定的灵敏

度［１２－１３］和准确性，与高效液相色谱相比，该方法更为有效、

经济。

—９０２—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１０期



　　目前，在具有细胞壁的真核生物（诸如酵母与植物）中，
测定Ｇ６Ｐ的酶学方法鲜有报道。细胞壁的存在很大程度上
增加了Ｇ６Ｐ的提取难度。本研究试图以模式真核生物———
酵母为材料，建立以６－磷酸葡萄糖脱氢酶酶促反应［１４］为基

础的荧光定量法，用于测定细胞内Ｇ６Ｐ的含量。该方法通过
硫辛酰胺脱氢酶作用，使 Ｇ６ＰＤ的产物与刃天青进行反应生
成荧光物质［１５］，放大 Ｇ６Ｐ信号，从而达到微量检测的目的。
鉴于植物细胞与酵母均存在细胞壁，本研究建立的方法对植

物体内Ｇ６Ｐ的测定也具有一定的指导借鉴意义。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试材料　Ｙ１００００型野生酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｖｉｓｉａｅ）ＢＹ４７４２，由笔者所在实验室保存。
１．１．２　供试试剂　刃天青（Ｓｉｇｍａ，Ｒ７０１７），三乙醇胺
（Ｓｉｇｍａ，９００２５７），６－磷酸葡萄糖 －（Ｓｉｇｍａ，Ｖ９００９２４），６－磷
酸葡萄糖脱氢酶（Ｓｉｇｍａ，Ａ５８８５），硫辛酰胺脱氢酶（Ｓｉｇｍａ，
Ｄ５５４０），烟酰胺腺嘌呤二核苷磷酸（Ｓｉｇｍａ，ＮＡＤＰ－ＲＯ），３－
磷酸甘油酸（Ｓｉｇｍａ，Ｐ８８７１），果糖 －１，６－二磷酸［生工生物
工程（上海）股份有限公司，Ａ６００４８－００２５］，甲醇（Ａｍｅｔｈｙｓｔ，
１１６４８１），三氯甲烷（上海凌峰化学试剂有限公司，分析纯），
硫酸（西陇化工股份有限公司，分析纯）。

１．１．３　供试仪器　小型台式离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５４２４），
－８０℃ 低 温 冰 箱 （ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＴＳＥ２４０Ｖ），
－２０℃ 低温箱（ＳＡＮＹＯＭＤＦ－Ｕ５３９－Ｃ），多功能酶标仪（
ｓｙｎｅｒｇｙＨ１），高速冷冻离心机（ＣＦ１６ＲＸⅡ），真空冷冻干燥
机（Ｄ－３７５２０），高效液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ１２００型）配 ＲＩＤ检
测器、Ａｇｉｌｅｎｔ色谱工作站（美国安捷伦科技有限公司），离子
排斥色谱柱（Ｂｉｏ－ＲａｄＡｍｉｎｅｘＨＰＸ－８７Ｈ）。
１．２　酵母细胞培养

在３０℃条件下，将细胞置于缺尿嘧啶（ＵＲＡ）的固体葡
萄糖ＳＣ培养基板上培养２ｄ左右，然后选取单菌落于３ｍＬ
液体半乳糖 ＳＣ培养基中培养 １ｄ。测定 Ｄ６００ｎｍ后转接至
１０ｍＬ液体半乳糖 ＳＣ培养基中，Ｄ６００ｎｍ ＝０．０５，培养约１０ｈ
左右，取Ｄ６００ｎｍ＝１．００的菌液１０ｍＬ（细胞数约为２．０×１０

８，

干质量为２８ｍｇ），５０００ｇ、离心５ｍｉｎ后弃上清，用预冷的磷
酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）洗涤并悬浮细胞，再转移至２ｍＬ离心管
中离心后弃上清，于－８０℃保存。
１．３　提取方法
１．３．１　Ａｎｔｏｎｉｏ法　Ｇ６Ｐ的提取方法参照 Ａｎｔｏｎｉｏ等的报
道［３］，取细胞数为２．０×１０８（干质量为２８ｍｇ）左右的酵母细
胞用１ｍＬＰＢＳ溶液洗涤２次，去上清，然后加入１ｍＬ预冷的
甲醇／三氯甲烷混合液（体积比为 ２∶１），混合后涡旋，于
－２０℃ 静置 ２ｈ，加入 ５００μＬ５０％甲醇溶液（４ｍｍｏｌ／Ｌ
ｔｒｉｃｉｎｅ两性离子缓冲液，ｐＨ值为 ５．４），１８０００ｇ、４℃离心
１０ｍｉｎ，转移上层水相，用１ｍＬ５０％甲醇溶液对三氯甲烷相
进行再次提取。合并２次提取液，在高速冷冻离心机中干燥
后于－８０℃保存。
１．３．２　Ｒｉｔｔｅｒ法　Ｇ６Ｐ的提取方法参照 Ｒｉｔｔｅｒ等的报道［４］，

取细胞数为２．０×１０８（干质量为２８ｍｇ）左右的酵母细胞用
１ｍＬＰＢＳ溶液洗涤２次，去上清，加入６００μＬ５０％甲醇溶液

（４ｍｍｏｌ／Ｌｔｒｉｃｉｎｅ两性离子缓冲液，ｐＨ值为５．４），超声波处
理５ｍｉｎ，重复１次后转移至２ｍＬ离心管中，加入６００μＬ三
氯甲烷，涡旋振荡３０～６０ｓ，收集提取液约１ｍＬ。最后，在真
空离心干燥机中干燥后于－８０℃保存。
１．３．３　Ａｎｔｏｎｉｏ改进法　在Ａｎｔｏｎｉｏ法的基础上进行改进，取
细胞数为 ２．０×１０８（干质量为 ２８ｍｇ）左右的酵母细胞用
１ｍＬＰＢＳ溶液洗涤２次，去上清，加入２００μＬ预冷的甲醇／
三氯甲烷混合液（体积比为２∶１），０．３ｇ酸洗过的玻璃珠（直
径为０．２～０．４ｍｍ）涡旋仪振荡６ｍｉｎ（３０ｓ冰上，３０ｓ涡旋交
替），加入５００μＬ５０％甲醇溶液（４ｍｍｏｌ／Ｌｔｒｉｃｉｎｅ两性离子
缓冲液，ｐＨ值为５．４），１８０００ｇ，４℃ 离心１０ｍｉｎ，转移上层
水相，用１ｍＬ５０％甲醇溶液对三氯甲烷相进行再次提取。合
并２次提取液，加入等体积的 ｄｄＨ２Ｏ，于 －８０℃冷冻后转移
至真空冷冻干燥机，干燥完全后于 －２０℃ 保存。
１．３．４　Ｒｉｔｔｅｒ改进法　在 Ｒｉｔｔｅｒ法的基础上进行改进，取细
胞数为２．０×１０８（干质量为２８ｍｇ）左右的酵母细胞用１ｍＬ
ＰＢＳ溶液洗涤２次，去上清，加入２００μＬ预冷的５０％甲醇溶
液（４ｍｍｏｌ／Ｌｔｒｉｃｉｎｅ两性离子缓冲液，ｐＨ值为５．４），０．３ｇ酸
洗过的玻璃珠（直径为０．２～０．４ｍｍ）涡旋仪振荡６ｍｉｎ（３０ｓ
冰上，３０ｓ涡旋交替），再次加入８００μＬ５０％甲醇溶液，１ｍＬ
三氯甲烷，混匀离心后取上层水相，１８０００ｇ，４℃，离心
１０ｍｉｎ。提取物中加入等体积的 ｄｄＨ２Ｏ，于 －８０℃冷冻后转
移至真空冷冻干燥机，干燥完全后于－２０℃保存。
１．４　Ｇ６Ｐ的荧光检测法

将提取物溶于５０μＬｄｄＨ２Ｏ中，取１０μＬ样品或 Ｇ６Ｐ的
标准品（浓度依次为０、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、２．０、３．０、４．０、
６．０、８．０和１０．０μｍｏｌ／Ｌ）于９６孔板中，加入９０μＬ混合液：
５０ｍｍｏｌ／Ｌ的三乙醇胺（ＴＥＡ）（ｐＨ值为 ７．６）、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２、１００μｍｏｌ／ＬＮＡＤＰ

＋、１０μｍｏｌ／Ｌ刃天青、０．１Ｕ／ｍＬ
Ｇ６ＰＤ和０．２Ｕ／ｍＬ硫辛酰胺脱氢酶。反应液在室温条件下
静置３０ｍｉｎ后，在激发光５３０ｎｍ、荧光５９０ｎｍ条件下进行检
测，对照组以ＴＥＡ替代Ｇ６ＰＤ，其余条件保持一致。对照组的
荧光检测值为非Ｇ６Ｐ的干扰物质造成的荧光读数。
１．５　高效液相色谱检测法
１．５．１　色谱条件　离子排斥色谱柱：Ｂｉｏ－ＲａｄＡｍｉｎｅｘ
ＨＰＸ－８７Ｈ型（３００ｍｍ×７．８ｍｍ，９μｍ），流动相为５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２ＳＯ４溶液，流量为 ０．６ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为 ６０℃，检测器为
ＲＩＤ，进样体积为２０μＬ。
１．５．２　标准品及混合标准品溶液的配制　用超纯水分别配
制浓度为１ｇ／Ｌ的１，６－二磷酸果糖、３－磷酸甘油酸和６－
磷酸葡萄糖标准品以及混合标准品的储备溶液，然后按０．２、
０．４、０．８、１．６、３．２、６．４、１２．８、１６．０、３２．０、６４．０ｍｍｏｌ／Ｌ的浓度
配制Ｇ６Ｐ标准溶液以确定其测定范围，接着按照“１．５．１”节
中的色谱条件进行分析。

２　结果与分析

２．１　高效液相色谱法检测Ｇ６Ｐ的非专一性
ＨＰＬＣ常用于糖浓度的测定，在检测过程中，Ｇ６Ｐ标准品

的保留时间和１，６－二磷酸果糖、３－磷酸甘油酸极为接近。
如图 １所示，１ｇ／Ｌ１，６－二磷酸果糖、３－磷酸甘油酸和
６－磷酸葡萄糖标准品的保留时间分别为５．９２８、６．３６５、
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６．２１０ｍｉｎ，峰 面 积 分 别 为 ３６８ ９８４、 ２３１ ４１９、
２３２９７５ｍＡＵ·ｍｉｎ，而混合样品中只出现１个保留时间，为
６．１１５ｍｉｎ，峰面积为７３６７３８ｍＡＵ·ｍｉｎ（面积约为３种标准
品面积之和）。ＨＰＬＣ难以有效区分以上３种物质，因此无法
通过该方法测定细胞内Ｇ６Ｐ的浓度。
２．２　酶学荧光检测法的建立

酶学荧光检测法是通过放大酶学信号，以检测 Ｇ６Ｐ的微
量变化。如图 ２所示，游离态 Ｇ６Ｐ在 Ｇ６ＰＤ的作用下形成
６－磷酸葡萄糖内酯，并将 ＮＡＤＰ＋还原生成 ＮＡＤＰＨ，而
ＮＡＤＰＨ在硫辛酰胺脱氢酶的作用下可以与刃天青反应，生成
荧光性物质。Ｇ６Ｐ浓度的计算公式如下：

Ｇ６Ｐ浓度＝（试验值－背景值）－标准曲线的截距
标准曲线的斜率×样品质量 ×稀释倍数。

其中，背景值（即没有加６－磷酸葡萄糖脱氢酶处理）代表样
品中含有的游离态 ＮＡＤＰＨ及其他干扰物质的含量；试验值
（即加入６－磷酸葡萄糖脱氢酶处理）代表样品中 Ｇ６Ｐ和干
扰物质的含量。

　　利用标准品制作 Ｇ６Ｐ标准曲线，试验重复２次，如图３

所示，在０．２～１０．０μｍｏｌ／Ｌ浓度范围内，Ｇ６Ｐ含量和反应产
物的荧光强度呈线性关系，且标准误差值较低。为避免系统

误差对试验结果的影响，每次测定Ｇ６Ｐ的含量时均重新制作
标准曲线。使用ＨＰＬＣ测定 Ｇ６Ｐ时，样品量至少为１ｍＬ，检
测浓度范围为０．４～３２．０ｍｍｏｌ／Ｌ，而酶学荧光检测法只需
１０μＬ的样品，检测的摩尔浓度范围为０．２～１０．０μｍｏｌ／Ｌ。
说明使用酶学荧光检测法测定 Ｇ６Ｐ，灵敏度高，稳定性好，对
待测样品中Ｇ６Ｐ的浓度要求低。

２．３　Ｇ６Ｐ提取方法的优化
Ａｎｔｏｎｉｏ法和 Ｒｉｔｔｅｒ法是目前已知可以提取细胞内 Ｇ６Ｐ

的２种方法［３－４］，其分别采用冻融和超声波处理方式来破碎

动物细胞，但这２种方法均无法完全破碎酵母细胞，在浓缩提
取液时，高速离心浓缩须持续离心２４ｈ且效果不佳。为解决
上述问题，在Ａｎｔｏｎｉｏ法和Ｒｉｔｔｅｒ法的基础上本研究使用玻璃
珠和冻干机进行细胞破碎和提取液冻干处理。如图４所示，
在Ａｎｔｏｎｉｏ法和Ｒｉｔｔｅｒ法的基础上进行改进，结果发现Ａｎｔｏｎｉｏ
改进法与其他３种方法得到的 Ｇ６Ｐ浓度存在极显著差异。
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已有文献报道，动物细胞内 Ｇ６Ｐ含量约为 ７１４ｐｍｏｌ／ｍｇＤＷ，
Ａｎｔｏｎｉｏ法和 Ｒｉｔｔｅｒ法所测得的 Ｇ６Ｐ浓度仅分别为 ２１１．８、
２６４．９ｐｍｏｌ／ｍｇＤＷ，且标准误差大，这 ２种方法可行性较
低［３］。Ａｎｔｏｎｉｏ改进法和 Ｒｉｔｔｅｒ改进法测得的 Ｇ６Ｐ浓度分别
为７７４．０、３６５．８ｐｍｏｌ／ｍｇＤＷ。因此，使用 Ａｎｔｏｎｉｏ改进法 －
酶学荧光定量检测法可有效测定酵母体内Ｇ６Ｐ的浓度。

　　经研究推测，Ａｎｔｏｎｉｏ改进法提取效率高的原因是（１）通
过玻璃珠使酵母细胞破碎完全，可提高所测定的 Ｇ６Ｐ浓度
值，此方法也适用于含有细胞壁的植物细胞；（２）提取的过程
中先加入三氯甲烷，可以破坏细胞膜引发细胞死亡，使细胞内

的相关酶瞬间失活，从而减少了由 Ｇ６Ｐ降解所引起的损耗；
（３）通过真空冻干机对样品进行冷冻干燥处理，由于冷冻干
燥机可以将温度维持在－２０℃以下，以保证将所有样品冻干
至粉末状，大大提高了提取效率。

３　结论

本试验在原有测定Ｇ６Ｐ方法的基础上进行适度改进，从
而建立了适用于具有细胞壁细胞的提取方法。此方法亦可应

用于植物细胞中，但由于植物细胞比酵母细胞结构更为复杂，

还须要进一步试验以摸索并改善相关条件。该方法除了可用

于测定Ｇ６Ｐ的含量，还可用于胞内 ＮＡＤ＋和 ＮＡＤＰＨ含量的
测定。由于目前普遍使用试剂盒检测动物细胞内 ＮＡＤ＋和
ＮＡＤＰＨ的含量，但试剂盒法并不适用于大样本及植物细胞的
测定，而使用 Ａｎｔｏｎｉｏ改进法 －酶学荧光定量检测法可以大
大降低成本，并为进一步测定具有细胞壁的细胞体内 ＮＡＤ＋

和ＮＡＤＰＨ的浓度提供借鉴。
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