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摘要:暰目的暱氧化葡萄糖酸杆菌是一种严格好氧的革兰氏阴性菌,能够立体选择性氧化多种羟基化合物生成相

应的醛、酮或酸。暰方法暱本文将比较两株氧化葡萄糖酸杆菌DSM2003和621H 的静息细胞对甘油、乙二醇及乙

醇的催化能力,并研究了溶氧对催化反应的影响。暰结果暱两株氧化葡萄糖酸杆菌氧化甘油的能力较相似,溶氧

对这两株菌的甘油催化能力都有较大影响;氧化葡萄糖酸杆菌 DSM2003能够将乙二醇几乎全部氧化为羟基乙

酸,副产物少,而621H 转化相同量的底物只生成较少量的羟基乙酸,副产物多。氧化葡萄糖酸杆菌 621H 生产

乙酸的能力也很低。暰结论暱两株氧化葡萄糖酸杆菌催化甘油生成二羟基丙酮的能力相当,但在催化醇生成酸的

反应中,氧化葡萄糖酸杆菌 DSM2003更具优势。
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Abstract:暰Objective暱Gluconobacteroxydansisastrictlyaerobicgram飊negativebacteriumthat
canstereoselectivelyoxidizeavarietyofhydroxycompoundstoproducethecorrespondingal灢
dehydes,ketonesoracids.暰Methods暱Thepurposeofthisstudywastocomparetheoxidationa灢
bilityofglycerol,glycolandethanolbyrestingcellsofG.oxydansDSM2003and621H,andthe
influenceofdissolvedoxygenoncatalyticreaction.暰Results暱TwostrainsofoxidizedG.oxydans
havesimilarabilitytooxidizeglycerol.Dissolvedoxygenhasagreatinfluenceontheglycerol
catalyticabilityofthetwostrains.G.oxydansDSM2003canalmostcompletelyoxidizeethyl灢
eneglycoltoglycolicacidwithfewby飊products.While621Htransformedthesameamountof
substrate,onlyasmalleramountofglycolicacidwasproduced,withmanyby飊products.Oxi灢
dizedG.oxydans621Halsohaslowaceticacidproduction.暰Conclusion暱Thetwostrainsofoxi灢
dizedG.oxydanshavesimilarabilitytooxidateglyceroltodihydroxyacetone,whereas,G.
oxydansDSM2003showsmoreadvantagesinthereactionsofalcoholstogenerateacids.
Keywords:Gluconobacteroxydans,alcohols,biocatalyticreaction

0暋引言

暋暋暰研究意义暱氧化葡萄糖酸杆菌(Gluconobacter
oxydans)是一种严格好氧的革兰氏阴性菌,属于醋

酸菌科[1飊2]。其最大的特点之一就是细胞膜上含有许

多脱氢酶,可将羟基化合物不完全氧化生成相应的
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醛、酮或酸等。暰前人研究进展暱其中膜结合山梨醇脱

氢酶 (mSLDH)负 责 氧 化 甘 油 生 产 二 羟 基 丙 酮

(DHA),负责编码该酶的基因sldAB 的过量表达,可
提高二羟基丙酮的产量和对高浓度底物产物的耐受

性。当敲除了膜结合乙醇脱氢酶编码基因adh,上

述现象更加明显[3]。膜结合乙醇脱氢酶(mADH)和
膜结合乙醛脱氢酶(mALDH)共同参与了将一系列

醇,如甲醇、乙醇、正丙醇、正丁醇、乙二醇、1,4飊丁二

醇等氧化成相应醛最后得到相应的酸的反应,这两个

酶基本不能氧化3个以上羟基的多元醇,如仲醇、多
羟基醇等,随底物碳链长度的增加催化活性减小[4]。
氧化葡萄糖酸杆菌是严格好氧微生物,周质空间发生

的脱氢反应普遍需要消耗大量氧气,因此在很多产物

的生产过程中都需保证较高的溶氧水平[5]。暰本研究

切入点暱氧化葡萄糖酸杆菌有多种菌株,不同菌株之

间的生理特性和催化性质不尽相同。氧化葡萄糖酸

杆菌621H 是一株模式菌株,并于2005年完成了基

因组测序[6]。氧化葡萄糖酸杆菌 DSM2003常见于

各种有机酸的生产[7飊9]。目前国内外尚未有针对于这

两株菌对不同醇的催化性能进行比较。暰拟解决的关

键问题暱本研究将比较氧化葡萄糖酸杆菌 DSM2003
和621H 静息细胞对甘油、乙二醇及乙醇的催化能

力,并比较溶氧对催化反应的影响,为改进氧化葡萄

糖酸杆菌发酵生产二羟基丙酮、羟基乙酸等打下

基础。

1暋材料与方法

1.1暋材料

1.1.1暋菌种

暋暋氧化葡萄糖酸杆菌 DSM2003和氧化葡萄糖酸

杆菌621H(DSM2343)购至购自德国 DSM 菌种保

藏中心(DSMZ)。

1.1.2暋培养基

暋暋山梨醇培养基:山梨醇80g/L,酵母粉20g/L,

KH2 PO4 1.5 g/L,(NH4 )2 SO4 1.5 g/L 和

MgSO4·7H2O0.5g/L。

1.2暋方法

1.2.1暋细胞培养

暋暋将氧化葡萄糖酸杆菌 DSM2003和621H 在山

梨醇培养基中活化,以1%的接种量分别转接到50
mL新鲜的山梨醇培养基中,30曟摇床培养,转速220
r/min,每份3瓶作为平行样品。

1.2.2暋静息细胞制备

暋暋氧化葡萄糖酸杆菌生长到指数生长末期(约20
h),在4曟下12000r/min离心10min,倒掉上清液,

收集菌体。用pH=6.0的磷酸缓冲液悬浮菌体,在

4曟下12000r/min离心10min,回收菌体,重复洗

涤3遍。最后用pH=6.0的磷酸缓冲液重悬菌体。

1.2.3暋静息细胞催化反应

暋暋每个50mL锥形瓶中的催化反应体系包括菌体

1.0gDCW/L(OD600 =3.0),甘油或乙二醇10g/L
和pH=6.0的磷酸缓冲液共10mL,每个反应作3
个平行样品。催化反应条件:30曟,转速220r/min。
每隔一定时间取样1mL于1mLEP管中,样品在

4曟下12000r/min离心10min,取上清于1mLEP
管中。样品保存于 4曟 冰箱中,并于 12h 内进行

检测。

1.2.4暋甘油浓度的测定

暋暋甘油浓度的测定使用上海科欣生物技术研究所

的甘油三酯试剂盒。

1.2.5暋二羟基丙酮、羟基乙酸及乙酸浓度的测定

暋暋二羟基丙酮、羟基乙酸及乙酸浓度的测定采用高

压 液 相 仪 (HPLC)检 测。 具 体 色 谱 条 件:
反相色谱柱飊ZorbaxRRSBAq(4.6mm暳250mm,5

毺m);流动相:0.1%(V/V)稀磷酸;流速:1.0mL/

min;柱温:30曟;紫外检测波长:210nm;进样体积:

10毺L。

1.2.6暋乙二醇浓度的测定

暋暋乙二醇和内标1,4飊丁二醇的浓度使用气相色谱

仪(Agilent6890)检测。具体色谱条件为:DB飊WAX
毛细管柱,氮气为载气,流速为20mL/min;进样口

温度为250曟;氢火焰离子检测器;色谱柱升温程序

为初始温度为100曟维持1min,以20曟/min升温

至180曟维持3min;分流比20暶1,进样体积:1毺L。

2暋结果与分析

2.1暋氧化葡萄糖酸杆菌转化甘油生成二羟基丙酮的

研究

暋暋氧化葡萄糖酸杆菌最大的特点之一是其细胞膜

上具有丰富的脱氢酶,能够直接氧化一系列的醇生成

酮、醛、酸等,底物不需要通过透膜运输而直接在胞外

进行反应,极大地促进了催化效率。其中,氧化葡萄

糖酸杆菌膜上山梨醇脱氢酶(mSLDH)能够将甘油

转化为二羟基丙酮,该酶还具有其他底物活性,如甘

露醇、山梨醇、阿拉伯醇、5飊酮基飊葡萄糖酸等。本研

究考察了氧化葡萄糖酸杆菌 DSM2003和621H 在

不同转速下氧化甘油生成二羟基丙酮的情况。

暋暋图1可见,两株氧化葡萄糖酸杆菌氧化甘油的能

力受溶氧影响非常明显,随着转速提高二羟基丙酮的

生成速率明显加快。经过3h,转速为300r/min下
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两株菌的甘油氧化反应基本结束,底物几乎完全转化

为二羟基丙酮,转化率接近100%(图1b)。200r/

min转速下的反应需经4h才能结束,而此时转速为

100r/min下的静息细胞只氧化了大约50%底物。
实验说明氧化葡萄糖酸杆菌氧化甘油的反应会消耗

大量氧气,溶氧是影响反应速率的重要因素之一。尽

管两种静息细胞在300r/min的转速下生产二羟基

丙酮的能力几乎相同,但是氧化葡萄糖酸杆菌621H
在100r/min和200r/min下的反应速率略高于氧

化葡萄糖酸杆菌 DSM2003(图1a)。实验说明了氧

化葡萄糖酸杆菌621H 在低溶氧水平下比氧化葡萄

糖酸杆菌 DSM2003拥有较强的催化甘油的能力,可
能是由于氧化葡萄糖酸杆菌621H 结合氧气的能力

更强。

暋暋图1暋氧化葡萄糖酸杆菌 DSM2003和621H 的静息细

胞在不同转速下二羟基丙酮的生成曲线(a)与甘油的消耗曲

线(b)

暋暋Fig.1暋ComparisonofDHAproductioncurve(a)and

glycerolconsumptioncurve(b)amongG.oxydansDSM2003
and621H withdifferentrotatespeed

2.2暋氧化葡萄糖酸杆菌转化乙二醇生成羟基乙酸的

研究

暋暋利用醋酸菌氧化乙醇酿造醋主要依靠膜结合

PQQ依赖型乙醇脱氢酶(mADH)和膜结合PQQ 依

赖型乙醛脱氢酶(mALDH)参与的两步连续反应。

mADH 能 够 将 乙 醇 氧 化 为 乙 醛,乙 醛 进 一 步 被

mALDH 氧化为乙酸。这类酶与呼吸链相耦连,氧

化底物过程中使膜上的泛醌(Q)还原(通过泛醌氧化

酶再次氧化),能量主要来自与细胞色素bo3泛醌氧

化酶相关的呼吸链,一小部分能量来自氰化物不敏感

的氧化酶CioAB呼吸链,两者均能还原氧气生成水。

mADH 也参与氰化物不敏感的呼吸链[10]。本研究

探讨了两种氧化葡萄糖酸杆菌对乙二醇催化的不同

效果。

暋暋如图2a所示,不同转速对静息细胞催化乙二醇

生成羟基乙酸的影响并不是特别明显,说明溶氧并非

这两株菌催化此反应的关键因素。氧化葡萄糖酸杆

菌 DSM2003生产羟基乙酸的能力明显强于氧化葡

萄糖酸杆菌 621H。经过42h,氧化葡萄糖酸杆菌

DSM2003生产羟基乙酸约6g/L,是氧化葡萄糖酸

杆菌621H 的3倍。虽然氧化葡萄糖酸杆菌 621H
生产的羟基乙酸远少于氧化葡萄糖酸杆菌 DSM
2003,但是氧化葡萄糖酸杆菌621H 消耗的底物很多

(约4.3g/L),与氧化葡萄糖酸杆菌 DSM2003消耗

约4.8g/L乙二醇差别不大(图2b),说明氧化葡萄

糖酸杆菌621H 消耗的乙二醇并没有完全转化为羟

基乙酸而是产生了其他副产物,也可能是由于621H
膜上的 mADH 及 mALDH 特异性不及 DSM2003
的强。用氧化葡萄糖酸杆菌生成羟基乙酸的反应速

率较生成二羟基丙酮的反应速率慢,其中一个原因可

暋暋图2暋氧化葡萄糖酸杆菌 DSM2003和621H 的静息细
胞在不同转速下羟基乙酸的生成曲线(a),乙二醇的消耗曲
线(b)
暋暋Fig.2暋Comparisonofglycollicacidproductioncurve
(a),glycolconsumptioncurve(b)amongG.oxydansDSM
2003and621H withdifferentrotatespeed
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能是产物的积累使环境 pH 降低导致 mADH 及

mALDH 的活性降低。以前的研究发现敲除了膜结

合乙醇脱氢酶的氧化葡萄糖酸杆菌不能氧化乙二醇,
但敲除了膜结合乙醛脱氢酶的菌株仍然能够转化乙

二醇为羟基乙酸,说明存在一些其他的同工酶能够行

使与乙醛脱氢酶相同的作用,但是其催化能力不及乙

醛脱氢酶,致使羟基乙酸产量不如野生型菌株高[9]。

2.3暋氧化葡萄糖酸杆菌转化乙醇生成羟基乙酸的

研究

暋暋如图3所示,与催化乙二醇相比,氧化葡萄糖酸

杆菌 DSM2003对乙醇催化反应的进行速率要快得

多,到15h转速为200r/min和300r/min的底物氧

化反应基本结束。而转速为100r/min,DSM2003
催化乙醇生成乙酸的能力变弱,说明低溶氧不利于

DSM2003催化乙醇生成乙酸。同样地,621H 催化

乙醇生成乙酸的能力较DSM2003弱很多,但溶氧对

此菌株的催化能力影响不大。从乙二醇及乙醇的催

化反应可以看出,氧化葡萄糖酸杆菌 DSM2003催化

醇生成酸的能力要比621H 强很多。

暋暋图3暋氧化葡萄糖酸杆菌 DSM2003和621H 的静息细
胞在不同转速下乙酸的生成曲线

暋暋Fig.3暋ThecurveofaceticacidproductionamongG.
oxydansDSM2003and621H withdifferentrotatespeed

3暋结论

暋暋本文研究了氧化葡萄糖酸杆菌 DSM2003和

621H 静息细胞对甘油、乙二醇及乙醇的催化能力,
以及比较了供氧对催化反应的影响。氧化葡萄糖酸

杆菌菌株之间酶的性质有所不同。相较乙醇脱氢酶

和乙醛脱氢酶氧化醇生成酸的反应而言,溶氧对山梨

醇脱氢酶氧化甘油成二羟基丙酮反应影响比较明显。

暋暋两株氧化葡萄糖酸杆菌氧化甘油生成二羟基丙

酮的能力相似,而催化醇生成酸的反应却大不相同。
几乎消耗相同量的底物,氧化葡萄糖酸杆菌621H 生

产羟基乙酸和乙酸的能力都很低,氧化过程中产生了

很多其他的副产物;氧化葡萄糖酸杆菌 DSM2003在

催化醇生成酸的反应中特异性强,底物基本完全转化

成了羟基乙酸和乙酸。
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