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甘油歧化为 !，"#丙二醇的代谢及关键酶研究进展
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摘 要 微生物发酵生产 7，"S丙二醇因对环境友好而成为研究热点。通过对发酵菌种、代谢途径、调节子和关键酶的分析，
阐述了微生物转化甘油为 7，"S丙二醇的分子机理。尤其对还原途径的限速酶S甘油脱水酶的分子结构及再激活因子进行了详
细分析，为菌种的遗传改造提供了理论依据。
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聚对苯二甲酸丙二醇酯（F<<）是由 7，"S丙二醇
（7，"SFI）和对苯二甲酸聚合而成的新型优质聚酯材
料。F<<在纺织、塑料及食品包装等方面具有广阔
的应用前景。现今 7，"SFI的生产主要依靠化学法，
设备投资大、成本高、污染环境。微生物发酵生产

7，"SFI条件温和、操作简便、绿色环保［7 [ "］。由于野
生菌转化碳源为 7，"SFI 的产率较低，构建高转化
率、遗传稳定的发酵基因工程菌成为研究热点。深

入理解甘油歧化为 7，"SFI的分子机理，可为工程菌

构建和发酵调控提供理论依据［P [ 8］。

! 转化甘油为 7，"SFI的菌种
目前从自然界分离获得的菌种只能以甘油为碳

源，无法直接转化葡萄糖为 7，"SFI。研究发现，能
够转化甘油为 7，"SFI的菌种主要有肺炎克雷伯氏
菌（;,%<&#%,,+ =$%):($#+%）、产气克雷伯氏菌（;,%<&#%,,+
+%*(1%$%&）、弗氏柠檬菌（!#/*(<+0/%* -*%)$5##）［$，R］、乳杆
菌属的短乳杆菌（ 3+0/(<+0#,,)& <*%9#&）和布氏乳杆菌



（!"#$%&"#’(()* &)#+,-.’’）［!］以及巴氏梭状芽孢杆菌
（/(%*$.’0’)1 2"*$-)’",)）［"#］和梭菌属的丁酸梭状芽孢
杆菌（/(%*$.’0’)1 &)$3.’#)1）［""］。甘油经微生物代谢
除产生 "，$%&’外，还能产生乙酸、乙醇、丁酸等副产
物。由于底物、产物和副产物都能抑制微生物生

长［"(］。由于 4 ) 2,-)1%,’"- 具有相对较强的甘油耐
受力和较高的 "，$%&’转化率，且属兼性菌，因此成
为工程菌构建的首选菌种。策略上可对 4 )
2,-)1%,’"- 本身直接进行遗传改造，或构建其基因
表达载体，再转化大肠杆菌等模式宿主菌。近年发

现产 "，$%&’的新菌种，如梭菌属的乳酸菌和 "种嗜
热菌（/"(%."1"$%. 5’$-.&-,*’*）［"$ * "+］。此外，利用宏基
因组研究方法，可从未培养微生物中筛选更多生产

"，$%&’的基因资源［",，"-］。

! "，$%&’的代谢途径、调节子与关键酶

!"# 代谢途径与调节子
甘油歧化为 "，$%&’ 包括氧化途径和还原途

径［. * ,］。氧化途径包括：（"）甘油在甘油脱氢酶
（/’0）催化下生成 (%羟基丙酮（’01），此酶需厌氧
环境，以 21’3为辅酶；（(）’01在 14&及 (%羟基丙
酮激酶（’015）作用下，生成磷酸二羟丙酮（’01&）；
（$）’01&进一步生成丙酮酸，然后通过乙酰 671进
入三羧酸循环或生成其它小分子醇、酸等代谢产物。

氧化途径产生 14&和还原力 21’0(，并伴随着微生

物细胞的生长［. * ,］。还原途径包括：（"）在维生素
8"(（98"(）存在下，甘油脱水酶（:;<=>?7; @>A<@?BCBD>，
E6 .F(F"F$#）将甘油转化为 $%羟基丙醛（$%0&1）；
（(）在还原力存在下，"，$%&’ 氧化还原酶（"，$%
G?7GBH>@I7; 7JI@7?>@K=CBD>）催化 $%0&1生成 "，$%&’［".］

（图 "）。还原途径消耗氧化途径产生的过量
21’0(，使微生物细胞内的还原物质达到平衡。在

所有已发现的可将甘油歧化为 "，$%&’的野生菌中，
编码甘油代谢所需酶的基因都位于二羟基丙酮

（0+"）的调节子上。该调节子包括：甘油脱水酶
（0+"8、6、E）、"，$%&’氧化还原酶（&’LM）、甘油脱氢
酶 /’0（0+"’）、二羟基丙酮激酶 ’015（ 0+"5）的编
码基因和调节基因（0+"M）（图 (）。
!"! 甘油脱水酶
!"!"# 甘油脱水酶的结构：在 4 ) 2,-)1%,’"- 的 0+"
调节子中，0+"8编码甘油脱水酶，0+"4编码 "，$%&’
氧化还原酶，这两种酶是甘油歧化为 "，$%&’的关键
酶，其中甘油脱水酶是限速酶（图 "）。甘油脱水酶
包括!、"和#三个功能亚基，分别由 $ 个阅读框

（0+"8"、0+"8(、0+"8$）编码，中间间隔 ( * "( 个碱
基对，它们共用 "个启动子［"N］。这 $个亚基可以折
叠成空间结构，中心区域构成活性中心，晶体结构研

究表明，该 $ 亚基先形成!"#结构单元再形成二聚
体!("(#(

［"!］。0+"8$ 随后的 0+"8. 对于甘油脱水
酶的结构是非必需的，但含有 0+"8"、0+"8(、0+"8$
和 0+"8. 的基因工程菌比只含 0+"8"、0+"8(、
0+"8$的重组菌得到更高产量的 "，$%&’［(#］。事实
上，0+"8.作为甘油脱水酶再激活因子［("，((］。甘油
脱水酶以 98"(为辅基，发酵过程中微量流加 8"(即能

满足微生物代谢需要［($］。

图 " 甘油歧化为 "，$%丙二醇的代谢途径
OI:) " P>CBQ7;I= GBCARB< 7S /;<=>?7;
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二醇脱水酶（’I7; @>A<@?BCBD>，E6 .F(F"F(N）是
甘油脱水酶的同工酶，具有相似的底物专一性，也由

一个基因簇编码，称为 20) 操纵子，其所包含基因可
以编码再激活蛋白和与 98"(再生有关的酶

［(.］。

47QIUBCDK等发现，甘油脱水酶!亚基氨基酸序列的
"("%.#,区域与二醇脱水酶具有 N$V的同源性，而
2%端和 6%端保守性相对较低；"亚基中 !#%".$ 区域
与二醇脱水酶同源性高达 !"V，表明!和"亚基的
中间序列为功能区域，这为基因分子改造提供了依

据［"N］。与二醇脱水酶相比，甘油脱水酶中!与"亚
基的结合更为紧密，提示其对辅酶 98"(更高的亲和

性［"!］。其 他 菌 种 的 甘 油 脱 水 酶 结 构 与 4 )
2,-)1%,’"-同源。例如，/ ) 6.-),0’’ 的甘油脱水酶
是由 0+"8、0+"6和 0+"E编码的［N］。调节子和代谢
网络相似性体现了菌种进化上的亲缘关系。

!"!"! 甘油脱水酶再激活因子：已如前述，甘油脱
水酶（0+"8）的活性强烈依赖辅酶 98"(。98"(在甘

油存在下发生自杀失活（DKI=I@> IHB=CITBCI7H），其中的
67%6键发生不可逆断裂，形成 +W%脱氧腺苷和烷基

(#( /+’,-*- 7%).,"( %6 8’%$-#+,%(%93 生物工程学报 (##-，97;F($，27F(



钴胺素类似物。被修饰的 !"#$和甘油脱水酶紧密

结合，使酶失去活性。在再激活蛋白、%&’、()$ * 和
游离 !"#$存在下，被修饰的 !"#$能够被完整的 !"#$

替代，使甘油脱水酶重新被激活［$$，$+，$,］。-./012. 等
发现，! 3 "#$%&’#()$ 中的再激活蛋白是由 *+,% 和
*+,"编码形成的（ *+,%）$（ *+,"）$ 蛋白复合体，在

%&’、()$ *和完整 !"#$存在下，可复活由甘油或氧气

引起失活的甘油脱水酶。再激活蛋白使游离完整的

!"#$置换与甘油脱水酶结合的缺失腺嘌呤的 !"#$。

当 %4’存在时，再激活蛋白表现极低的 %&’水解活
性，而与甘油脱水酶本身结合，再激活蛋白与甘油脱

水酶5!"#$复合体发生作用，!"#$被释放出来。而当

%&’存在下，失活的甘油脱水酶蛋白5再激活蛋白复
合体发生解离，独立存在的甘油脱水酶（脱辅基酶蛋

白）恢复催化功能。整个激活过程包括两个步骤：依

赖 %4’的 !"#$释放及依赖 %&’的脱辅基酶蛋白5再
激活蛋白的解离。从机理来看，再激活蛋白属于分

子伴侣的范畴［$$］。结晶学研究也证明了这一点，因

为再激活蛋白和甘油脱水酶在结构上具有相似

性［$6］。在 - 3 .,$%#+(( 中，+/)7和 +/)8编码甘油脱
水酶的再激活蛋白（图 $），9:2;<=2>杂交表明这两基
因在甘油发酵时表达。 +/)7与编码甘油脱水酶的
+/)"?@ 一起转录，而 +/)8 与 +/)& 同时表达。
0/)750/)8形成复合体，在 !"#$、%&’和 ()$ * 存在
下，0/)750/)8复合体迅速激活由甘油或氧气抑制
的甘油脱水酶以及甘油5辅酶 "#$复合体。0/)75
0/)8复合体和 0/)7虽具 %&’水解活性，但与甘油
脱水酶的再激活不直接相关。0/)750/)8 可以激
活 ! 3 "#$%&’#()$ 中的甘油脱水酶5!"#$复合体以及

甘油抑制的甘油脱水酶，但对 - 3 ")12$%,()#%& 的甘
油脱水酶和肠内细菌的二醇脱水酶无效，表明 ! 3
"#$%&’#()$ 与 - 3 ")12$%,()#%& 中甘油脱水酶结构上
的差异［6，$,］。

(:20等研究发现二醇脱水酶也存在相似的再激
活机制［$+，$A］，二醇脱水酶再激活蛋白的编码基因为

++,%、++,"，根据蛋白分子量推测其为二聚体 %$"$。

该再激活蛋白在 !"#$、%&’和 ()$ *存在下不仅能复
活因甘油失活的甘油脱水酶5!"#$的复合体，还能复

活因氧气失活的甘油脱水酶。有意思的是，二醇脱

水酶的再激活蛋白可以复活失活的甘油脱水酶，但

甘油脱水酶的再激活蛋白却不能复活失去活性的二

醇脱水酶，表明它们专化性的差异［$$，$B］。尽管 %&’
的水解是再激活蛋白必需的，但 %&’的水解与复活

图 $ #，C5’4的调节子
70)3 $ &<= 2=)1D:> :E #，C5’4

无直接联系［$A］，再激活因子通过与脱辅基酶蛋白结

合而抑制 %&’酶的活性［#A］。最近研究发现，位于乙
醇胺解氨酶基因的上游存在再激活因子 $%23 基因，
其再激活机理与甘油脱水酶及二醇脱水酶大致相

同［CF］，表明这种机制的保守性。

- 3 4%25,(6%& 是目前发现的唯一不依赖 !"#$的

菌种［##］，将其代谢途径导入 ! 3 "#$%&’#()$ 中，有望
省略 发 酵 中 流 加 !"#$。 - 3 4%25,(6%& 与 ! 3
"#$%&’#()$ 甘油脱水酶活性中心的催化部位和结合
部位存在哪些差异？! 3 4%25,(6%& 在进化中是丢失
或是改变了激活机制？尚待研究。随着研究的不断

深入，其他菌的再激活原理将被逐步揭示，有望从中

获得规律性的认识。

!"# $，#%&’氧化还原酶
通过 ’G@H%8@（<;;I：JJI2=K.)=3 L=2M=D=N 3 =O1）搜

索得知，#，C5’4氧化还原酶属于乙醇脱氢酶第三家
族［C#］，在 ! 3 "#$%&’#()$ 中由连续基因 +/)& 编码，
转录方向与甘油脱水酶基因相反，由另一启动子控

制［#A］。与 ! 3 "#$%&’#()$ 不同，- 3 4%25,(6%& 调节子
中的基因在同一方向转录［##］（图 $）。为实现 +/)"、
+/)&基因的高效表达，构建载体时须借鉴自然菌中
基因簇的排布模式。HM2.DN 等将 ! 3 "#$%&’#()$ 的
+/)&和 +/)"置于同一启动子下，转化大肠杆菌后
进行发酵，+/)"和 +/)&均得到高表达。发酵分为
$个阶段。第一阶段主要是菌体生长，主要产物为
#，C5’4和乙酸；第二阶段细胞生长较少，主要产物
是 #，C5’4和丙酮酸。发酵时需添加微量的 "#$以使

甘油脱水酶发挥作用［$C］。P.>) 等研究了 ! 3
"#$%&’#()$ 甘油脱水酶、甘油脱氢酶、#，C5’4氧化还
原酶的表达谱，利用双向电泳技术发现，依赖磷酸烯

醇式丙酮酸的二羟丙酮激酶（4Q%- $）和一个推断
的氧化还原酶（QRG）也直接参与了甘油代谢和 #，C5
’4的形成，表明甘油代谢存在复杂的分子机制［C$］。

CF$田平芳等：甘油歧化为 #，C5丙二醇的代谢及关键酶研究进展



! 关键酶改造与展望
甘油还原途径中关键酶的活性，直接影响 !，"#

$%的产量。分子定向进化是提高酶活性的有效手
段［""］。!，"#$%氧化还原酶由连续的阅读框编码，结
构较为简单，且在其他菌种中有同源序列，便于筛选

文库的构建。而甘油脱水酶由多亚基构成，且为复

合酶并存在严密的再激活机制，对其分子改造依赖

晶体学和生物信息学等研究基础。在充分研究各亚

基之间、&’!(与酶蛋白之间结构关系的基础上，才能

有目的地进行分子设计。除了对现有基因进行改

造，还可从土壤未培养微生物中筛选基因资源，以构

建高效转化甘油为 !，"#$% 的全新菌株。例如，
)*+,-./0等构建宏基因组文库，通过活性筛选和分子
杂交，获得具有甘油脱水酶活性的克隆，经检验可被

甘油造成自杀性失活，也可被再激活因子 %0123复
活，证明获得了新的甘油脱水酶基因［!"］。纵观代谢

网络，要实现甘油高效转化为 !，"#$%，须在维持菌
体正常代谢前提下，阻断氧化途径中的某些代谢支

路，以便增加还原途径的代谢流量。例如，张延平

等［"4］利用同源重组技术敲除了醛脱氢酶（56%7）基
因，!，"#$%合成浓度提高了 (89 : 4(9。但还原途
径中关键酶的分子改造和协调表达更为重要。鉴于

菌种改造涉及氧化与还原、反馈与前馈、基因改造与

生理生化适应等辩证关系，选择合理的关键酶共表

达策略以及对还原力和 !，"#$%高效检测手段是很
重要的。随着基础理论和发酵过程控制研究的不断

深入，我们有望根据系统生物学原理和方法对发酵

菌种进行针对性的遗传改造。
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我刊开通远程投稿、审稿、编辑系统

我刊新版远程投稿及编辑系统已于 :AAM年 !月 !日起正式开通。该系统能实现远程投稿、远程查稿、
在线审稿、在线编辑等功能。欢迎广大作者、读者和审稿专家使用。

今后，我刊所有来稿都将通过该系统进行管理，关于稿件的一切信息也都将通过网络告知作者。编辑

部将不再接收 \;%$’6投稿和邮寄投稿，请投稿我刊的作者从 )00=：‘‘Q,+4&$6 1 ’%1 $3 1 3&‘3Q/上注册登录，并将您
的稿件按照提示一步步提交完成（注意：一定要进行到最后，直至看到欢迎投稿界面，否则，您的稿件将停留

在草稿箱阶段）。之后，您就可以随时从“作者查稿”系统中实时看到您的稿件的审理状态了。

同时，我刊已与每一位审稿专家联系，推进稿件在线审理工作，目前将采取在线审稿、\;%$’6审稿和纸介
质审稿并行的方式，欢迎审稿专家试用并提出宝贵建议。如有问题，可 \;%$’6垂询。

如果您在使用过程中发现任何问题，请随时与我刊编辑部联系，或登录我刊首页，在编读往来上提问，

您会得到及时、耐心的解答。谢谢您的合作！

电话：A!A;MBCAONA" \;%$’6：3Q/a ’%1 $31 3&

NA:田平芳等：甘油歧化为 !，H;丙二醇的代谢及关键酶研究进展




