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罗伊乳杆菌转化甘油能力的原位再激活

王珍珠，陈国，陈宏文

（华侨大学 化工学院，福建 泉州３６２０２１）

摘要：　考察罗伊氏乳杆菌（犔．狉犲狌狋犲狉犻）静息细胞转化甘油的重复利用，甘油脱水酶的原位再激活，以及补加

培养基对再激活甘油脱水酶的变化．结果表明：菌体经二次转化后基本丧失转化能力，甘油对胞内甘油脱水

酶具有强烈的抑制灭活作用；确证胞内存在甘油脱水酶再激活体系；不具转化甘油能力的犔．狉犲狌狋犲狉犻可被补

加的培养基在一定程度上再激活，使其能够重复利用．
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３?羟基丙醛（３?ＨＰＡ）可作为生物灭菌剂，在制备抗感染治疗剂、生物交联剂、新型生物材料等方面

也具广泛的应用前景［１］．然而，常规化学法生产３?羟基丙醛不但体系复杂，而且生产过程中产生的丙烯

酸具有毒性，不利于工业生产．甘油脱水酶（ＧＤＨｔ，ＥＣ４．２．１．３０）属于依赖于辅酶Ｂ１２酶类中的第２类

酶［２］，可催化甘油、１，２?丙二醇（１，２?ＰＤ）、乙二醇等醇类脱水，生成３?羟基丙醛、丙醛、乙醛等相应的醛

类．有研究
［３４］表明，甘油是ＧＤＨｔ的自杀底物，会诱导辅酶维生素Ｂ１２上的Ｃ－Ｃｏ键发生不可逆的均

裂，生成一个未知的烷基钴胺素类似物和５′?脱氧腺苷，前者会紧密地结合在甘油脱水酶上，从而导致酶

的失活．２００１年，Ｋａｊｉｕｒａ等
［５］提出甘油脱水酶复活因子再激活甘油脱水酶的机制．罗伊氏乳杆菌（犔．

狉犲狌狋犲狉犻）的益生功能与甘油代谢产生的３?羟基丙醛紧密相关，而甘油脱水酶是实现甘油向３?羟基丙醛转

化的关键酶．Ｐｉｎｇ等
［６］已克隆表达出罗伊氏乳杆菌甘油脱水酶基因．有研究发现，以葡萄糖和甘油作为

混合培养基培养时，３?ＨＰＡ会进一步转化为１，３?丙二醇（１，３?ＰＤ），所以利用静息细胞催化生产３?ＨＰＡ

是目前的主要工艺；以葡萄糖和甘油作为混合培养基，单位细胞的甘油利用效率明显高于利用静息细胞

时的转化效率．这可能是葡萄糖与甘油混合培养时，胞内的甘油脱水酶会不断被再激活；而利用静息细

胞转化时，甘油脱水酶无法再激活．本文研究罗伊氏乳杆菌转化甘油能力再激活机理，确证胞内存在甘

油脱水酶再激活体系．

１　材料与方法

１．１　菌种与试剂

罗伊氏乳杆菌（犔．狉犲狌狋犲狉犻ＣＧ００１，福建泉州华侨大学工业生物技术研究所）；辅酶ＣｏＢ１２（美国Ｓｉｇ

ｍａ公司）；３?甲基?２?苯并噻唑啉酮腙盐酸水合物（ＭＢＴＨ，美国Ｓｉｇｍａ公司）；其他试剂（上海国药集团

化学试剂有限公司）．

１．２　培养基

（１）发酵培养基．２０ｇ·Ｌ
－１酵母膏，２０ｇ·Ｌ

－１葡萄糖，１ｇ·Ｌ
－１醋酸钠，１ｇ·Ｌ

－１柠檬酸铵，１ｇ·

Ｌ－１磷酸氢二钾，０．２ｇ·Ｌ
－１硫酸镁，０．１８ｇ·Ｌ

－１硫酸锰，１ｇ·Ｌ
－１吐温８０．

（２）缺失培养基（分别缺失以下完整培养基组分之一）．２０ｇ·Ｌ
－１酵母膏，２０ｇ·Ｌ

－１葡萄糖，７ｇ·

Ｌ－１醋酸钠，１ｇ·Ｌ
－１柠檬酸铵，３ｇ·Ｌ

－１磷酸氢二钾，０．２ｇ·Ｌ
－１硫酸镁，０．１８ｇ·Ｌ

－１硫酸锰，１ｇ·
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Ｌ－１吐温８０，１．８ｇ·Ｌ
－１乳酸，０．５ｇ·Ｌ

－１乙醇，０．２ｇ·Ｌ
－１氯化钴，０．５ｇ·Ｌ

－１谷氨酸钠．

１．３　实验方法

（１）细胞培养及静息细胞收集．取经培养活化的犔．狉犲狌狋犲狉犻，按１％接种量接种于１Ｌ培养基中，

于３７℃下厌氧培养２４ｈ．离心收集菌体，用０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸钾缓冲液（ｐＨ＝７．２）洗涤两次．菌体沉

淀按１ｇ湿菌体加入７ｍＬ的磷酸钾缓冲液（ｐＨ＝７．２）的比例重悬后，可得菌悬液．

（２）全细胞转化甘油及１，２?丙二醇．分别等体积加入０．４ｍｏｌ·Ｌ
－１甘油和０．４ｍｏｌ·Ｌ－１１，２?ＰＤ

（转化菌质量浓度为９．８ｇ·Ｌ
－１）于１０ｍＬ的Ａ，Ｂ两组菌悬液中，在３７℃下转化２ｈ后，测相应的产物

浓度；转化完成后，离心洗涤菌体，如前所述进行二次转化和三次转化，并测定相应的产物浓度．将３次

转化后离心洗涤收集的菌体，互换底物进行第４次转化，２ｈ后测定相应的产物浓度．

（３）甘油脱水酶的原位再激活．在２０ｍＬ菌悬液中加入１％甲苯后，于室温下剧烈震荡５ｍｉｎ，经

磷酸钾缓冲液洗涤２次后，重悬于２０ｍＬ磷酸钾缓冲液中．取Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ共４支试管，分别加入１０ｍＬ

反应液（含１５μｍｏｌ·Ｌ
－１辅酶Ｂ１２，０．０３ｍｏｌ·Ｌ

－１磷酸钾缓冲液（ｐＨ＝７．２），０．０５ｍｏｌ·Ｌ
－１ＫＣｌ）及经

甲苯处理过的菌体；然后，置于３７℃水浴中恒温，每隔５ｍｉｎ测产物的浓度．其中：Ａ，Ｂ试管加入０．２

ｍｏｌ·Ｌ－１甘油，Ａ管在初始时加入３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＡＴＰ和３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭｇＣｌ２，Ｂ管在反应３０ｍｉｎ后加

入３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＡＴＰ和３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭｇＣｌ２；Ｃ，Ｄ试管加入０．２ｍｏｌ·Ｌ
－１１，２?ＰＤ，Ｄ管在初始时加入

３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＡＴＰ和３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭｇＣｌ２．

（４）培养基对甘油脱水酶的再激活．取４０ｍＬ菌悬液，等体积加入０．４ｍｏｌ·Ｌ－１甘油，于３７℃下

转化２ｈ后，测定３?ＨＰＡ的浓度；然后，将菌重新离心洗涤，连续转化３次，至其不具备甘油转化能力

后，收集菌体．分别添加不同成分缺失培养基，于３７℃下，将菌再培养４ｈ，测定培养前、后菌的浓度变

化，并进行甘油转化．

（５）代谢产物检测．在１ｍＬ样品中加入３ｍＬ的浓盐酸、０．７５ｍＬ色氨酸试剂，于３７℃下水浴保

图１　转化甘油及１，２?ＰＤ的转化率比较

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅ

ｂｅｔｗｅｅｎｇｌｙｃｅｒｏｌａｎｄ１，２?ＰＤ

温２０ｍｉｎ；然后，于５６０ｎｍ处测定吸光度，并通过标准曲

线计算得到３ＨＰＡ浓度
［７８］．

２　结果与分析

２．１　重复利用犔．狉犲狌狋犲狉犻转化甘油及１，２?犘犇

在实际工业生产中，细胞的重复利用率（γ）对降低生产

成本是至关重要的．考察重复利用犔．狉犲狌狋犲狉犻静息细胞转

化０．２ｍｏｌ·Ｌ－１甘油和０．２ｍｏｌ·Ｌ－１１，２?ＰＤ的情况，如

图１所示．

由图１可见，Ａ组菌体经一次转化后，３?ＨＰＡ／甘油的

转化率骤降，在二次转化中转化率不到１％，三次转化基本

检测不到３?ＨＰＡ．说明甘油对静息细胞中甘油脱水酶的自

杀抑制作用非常显著．Ａ组菌体第４次以１，２?ＰＤ为底物进行转化，丙醛／１，２?ＰＤ的转化率为１３．５％．

说明当菌体不具备甘油转化能力时，仍具有转化１，２?ＰＤ的能力，但转化率相对直接用１，２?ＰＤ为底物

的Ｂ组较低，即无活性的甘油脱水酶体系对１，２?ＰＤ底物仍具有活性，只是催化能力变弱．

由图１可见，Ｂ组菌体以１，２?ＰＤ为底物经３次转化后，其转化１，２?ＰＤ的能力并无明显下降，而在

底物转换为甘油后，其３?ＨＰＡ／甘油的转化率下降，且低于Ａ组第１次的转化率．说明１，２?ＰＤ对菌体

转化无明显抑制作用，但其转化甘油的能力同样下降，比直接利用甘油为底物时下降得慢．因此，若希望

重复利用菌体转化甘油，必须对胞内的甘油脱水酶体系进行再激活．

２．２　甘油脱水酶的原位再激活

为证明犔．狉犲狌狋犲狉犻胞内也存在这种再激活体系，参考Ｔｏｒａｙａ的方法
［９］，利用经甲苯处理过的通透

性好的静息细胞转化０．２ｍｏｌ·Ｌ－１甘油及１，２?ＰＤ，考察复活因子ＡＴＰ和 Ｍｇ
２＋对甘油脱水酶再激活

的影响，如图２所示．从图２中可看出，通透细胞可转化甘油及１，２?ＰＤ．在初始加入ＡＴＰ和辅酶Ｂ１２不
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图２　静息细胞转化甘油及

１，２?ＰＤ原位再激活

Ｆｉｇ．２　Ｇｌｙｃｅｒｏｌａｎｄ１，２?ＰＤｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｂｙ

ｉｎｓｉｔｕｒｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｒｅｓｔｉｎｇｃｅｌｌｓ

会对１，２?ＰＤ的最终转化率产生影响，这与前述转化１，２?

ＰＤ时甘油脱水酶不会失活的推论相吻合．

在转化甘油时，初始加入ＡＴＰ和辅酶Ｂ１２会使３?ＨＰＡ

增加３０％左右；转化３０ｍｉｎ后，转化率不再增加时，加入

ＡＴＰ和辅酶Ｂ１２会使３?ＨＰＡ增加２５％左右．因此，可以说

明犔．狉犲狌狋犲狉犻胞内存在再激活体系，ＡＴＰ及辅酶Ｂ１２是甘

油脱水酶原位复活的关键因素．

从图２还可发现，在转化４０ｍｉｎ后，３?ＨＰＡ浓度并无

明显的增加，而丙醛浓度增长速率也在这一时间点开始减

缓．由此推测，可能是辅酶Ｂ１２的量决定着最终的转化率．

２．３　补加培养基再激活甘油脱水酶

甘油对甘油脱水酶有强烈的自杀抑制作用，而犔．狉犲狌

狋犲狉犻胞内存在的再激活体系可在一定程度上解决这一问

题．因此，犔．狉犲狌狋犲狉犻静息细胞在转化甘油时重复利用率不高的问题，可望通过胞内自身代谢体系对甘

油脱水酶进行再激活来解决．通过对经二次转化后完全不具备甘油转化能力的静息细胞补加不同成分

培养基，进行再培养４ｈ，使细胞再进行一定程度的代谢活动生成ＡＴＰ，以激活胞内甘油脱水酶的再生

体系．考察培养后静息细胞生长及甘油转化率的前后变化，结果如图３，４所示．

从图３中可看出，菌体在补加培养基再培养后，菌的质量浓度变化不大，可推断菌体没有再生长，而

转化甘油的能力都有不同程度的提高．其中，缺少硫酸镁、醋酸钠、磷酸氢二钾、柠檬酸铵、硫酸锰成分

的培养基转化率相对较低，而缺失氯化钴、谷氨酸、乙醇成分的培养基转化率相对较高．主要原因可能是

Ｍｇ
２＋和 Ｍｎ２＋离子可以促进失活的甘油脱水酶和ＡＴＰ的结合，是甘油脱水酶再激活的必需二价金属

离子［６］，而醋酸钠、磷酸氢二钾、柠檬酸铵等几种成分可能和胞内ＡＴＰ的合成相关．因此，这几种成分

的缺失势必会限制甘油脱水酶的再激活．谷氨酸钠和乙醇是代谢途径的终产物，对代谢过程有一定的阻

遏作用．但总体上来说，经新鲜培养基再培养后，菌体转化甘油的能力可在一定程度得到恢复．

图３　培养前后菌体浓度的变化 图４　活化后转化率比较

　　　Ｆｉｇ．３　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙ　　　　　　　Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅ

　　ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅ　　　　　　　　　　　　ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｒｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

３　结论

目前对甘油脱水酶再激活的研究报道甚多，但相关报道大多集中在其复活因子的基因工程及甘油

脱水酶的异源表达方面，对于利用菌体自身存在的再激活体系及自身再生资源进行再激活的报道较少．

通过考察重复利用罗伊氏乳杆菌转化甘油的情况，可发现在第２次转化时，菌的转化率急剧下降，

而在第３次转化时则基本测定不到３?ＨＰＡ；而以１，２?ＰＤ为底物时未发现这种情况．说明甘油对胞内

甘油脱水酶具有强烈的抑制灭活作用，势必会影响菌的重复利用，进而限制菌在工业生产中的应用．

对甘油脱水酶的原位激活研究证明其自身确实存在再激活体系，确定利用罗伊氏乳杆菌自身再生

资源进行甘油转化能力再激活的可行性．在此基础上，进一步考察加入新鲜培养基对犔．狉犲狌狋犲狉犻进行再
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培养后，其甘油转化率的变化，可以发现再培养后，甘油转化率相对于最后一次转化有一定程度的恢复，

且培养基中的 Ｍｇ
２＋和 Ｍｎ２＋离子是再激活反应的必需因子，而醋酸钠、磷酸氢二钾、柠檬酸铵等多种培

养基成分可能与ＡＴＰ合成相关，是不可或缺的．

对于激活程度不高的问题，可能是由于胞内的辅酶Ｂ１２的累积量不足，导致不能有效地再激活菌转

化甘油的能力．如何提高胞内辅酶Ｂ１２的累积，进而更有效的再激活罗伊氏乳杆菌转化甘油的能力，还有

待进一步的研究．深入研究罗伊氏乳杆菌中甘油脱水酶本身的再激活体系，并利用其自身资源进行复

活，将更有利于提高其在工业上的应用，实现细胞的重复利用，连续高效稳定生产３?ＨＰＡ．
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