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摘要：氧化葡萄糖酸杆菌中依赖辅基吡咯喹啉醌（Ｐｙｒｒｏｌｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ　Ｑｕｉｎｏｎｅ，ＰＱＱ）的膜结合甘
油脱氢酶（Ｇｌｙｃｅｒｏｌ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＤＨ）是酶法转化甘油生成１，３－二羟基丙酮（１，３－Ｄｉ－
ｈｙｄｒｏｘｙａｃｅｔｏｎｅ，ＤＨＡ）的关键酶。以铁氰化钾为电子媒介体，采用生物电化学法，再生甘油脱氢
酶的辅基ＰＱＱ，从而实现酶法循环转化甘油生产ＤＨＡ。设计电耦联反应装置，在（２８±２）℃，
３７０ｍＶ电压下反应１８ｈ，ＤＨＡ质量浓度达到２７．２１ｇ／Ｌ，甘油转化率为５２．９３％。
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　　二羟基丙酮或１，３－二羟基丙酮，英文名为１，

３－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙａｃｅｔｏｎｅ 或 ｄｉｈｙｄｒｏｘｙａｃｔｏｎｅ，简写为

ＤＨＡ［１］，是一种重要的医药中间体和功能添加剂，
在国外已得到广泛应用。作为生产 ＤＨＡ 的原
料———甘油随着近年来生物柴油的迅速发展而大

量产生。因此，生物法转化甘油生产ＤＨＡ的研究
对于延伸石化产品生产链，创造更好的经济和社会
效益，提升行业竞争力具有积极作用。
生物法生产ＤＨＡ可以分为微生物法和酶法两

种。其中酶法生产过程中需要大量辅酶，而辅酶价
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格昂贵，因此在酶法生产中有必要对辅酶进行循环
再生。目前，报道的辅酶再生的方法主要集中在双
酶耦联反应［２－３］。
作者针对氧化葡糖酸杆菌膜结合甘油脱氢酶

（ＧＤＨ）（ＥＣ１．１．９９．２２）［４］，设计生物电化学法再
生甘油脱氢酶辅基ＰＱＱ，从而实现甘油到二羟基丙
酮的持续转化，进而提高产品得率。

１ 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　菌种　氧化葡萄糖酸杆菌（Ｇｌｕｃｏｎｏｂａｃｔｅｒ
ｏｘｙｄａｎｓ）：作者所在实验室保存。

１．１．２　 培养基　斜面培养基：８ｇ／ｄＬ山梨醇，２
ｇ／ｄＬ酵母粉，１ｇ／ｄＬ氯化钠，２ｇ／ｄＬ琼脂，自然

ｐＨ。
种子培养、基础发酵培养基：８ｇ／ｄＬ山梨醇，２

ｇ／ｄＬ酵母粉，１ｇ／ｄＬ氯化钠，自然ｐＨ。

１．１．３　主要试剂　二羟丙酮显色液：二苯胺４．８
ｇ，浓硫酸４８ｍＬ，冰醋酸４３２ｍＬ，混匀，避光保藏；
吩嗪 硫 酸 甲 酯 （ＰＭＳ）、２，６－二 氯 酚 吲 哚 酚 纳
（ＤＣＩＰ）：美国Ｓｉｇｍａ公司；酵母粉：Ｏｘｏｉｄ公司；Ｄ－
山梨醇：北京Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；甘油、铁氰化钾等试剂
均为分析纯。

１．１．４　主要仪器　ＵＶ２３００紫外可见分光光度仪：
上海光谱仪器有限公司；ＨＺＱ－Ｆ１６０全温振荡培养
箱：上海福玛实验设备有限公司；Ｃｓ３５０电化学工作
站：武汉科思特仪器有限公司；ＤＳ６５Ａ 高速冷冻离
心机：美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司；ＺＦ－３恒电位仪：上海正
方电子电器有限公司；甘油含量测定试剂盒：北京
五洲原业科贸公司。

１．２　方法

１．２．１　氧化葡萄糖酸杆菌的培养　将保藏斜面菌
种转接斜面培养温度２８℃，培养周期２～３ｄ。挑
取一环斜面菌种，接种于装有５０ｍＬ种子培养基的

１５０ｍＬ摇瓶中，２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养２４ｈ。
按体积分数１０％接种量将种子培养液接入１Ｌ

发酵培养基中，２００ｒ／ｍｉｎ、２８℃培养至对数后期
（约３６ｈ）。

１．２．２　细胞膜组分的制备　离心收集菌体，收集
的菌体用蒸馏水洗涤两次后重悬于５０ｍｍｏｌ／Ｌ醋
酸钠（ｐＨ　５．０）缓冲液中，通过匀浆机破碎细胞，利

用超速离心机１００　０００　ｇ离心６０ｍｉｎ，上清液为细
胞质组分，沉淀为细胞膜组分，用相同的缓冲液悬
浮［５－６］。

１．２．３　膜结合甘油脱氢酶的制备　将膜组分重新
重 悬 于 含 体 积 分 数 １％ Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００ 的 ４０
ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ　５．０的醋酸钠缓冲液中，于４℃缓慢
搅伴６０ｍｉｎ。１　０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ去沉淀，上
清液作为待纯化的样品。
经过ＣＭ－Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ（１×１０）柱和Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　ＨＲ

４００（１×１２０）凝胶层析柱得到分离纯化的氧化葡
萄糖酸杆菌膜结合甘油脱氢酶［７－８］。

１．２．４　甘油脱氢酶活性测定　以ＰＭＳ为电子受

体，在催化反应过程中检测６００ｎｍ吸收值的变化。

酶活力测定的反应体系组成为：０．３２５ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＰＭＳ　０．４５ｍＬ、０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＤＣＩＰ　０．４５ｍＬ、１００

ｍｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　６．０磷酸缓冲液３ｍＬ和水４．５ｍＬ，即

配即用。首先向比色皿里加入基本反应液０．４ｍＬ、

２００ｍｍｏｌ／Ｌ甘油０．１ｍＬ置于１ｃｍ的比色皿中，

３０℃ 预热５ｍｉｎ，６００ｎｍ下吸收值平衡，然后加入

酶液１０μＬ 立即进行时间扫描。在 ｐＨ　６．０下

ＤＣＩＰ的消光系数为１０．８Ｌ／ｍｍｏｌ，一个酶活力单

位（Ｕ）定义为１分钟还原１μｍｏｌ的ＤＣＩＰ的酶量。

１．２．５　蛋白质质量浓度的测定　采用Ｌｏｗｒｙ法［９］测

定蛋白质质量浓度，以牛血清白蛋白作为标准品。称

取牛血清白蛋白１０ｍｇ，用０．１５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ溶液溶

解，并定容至１０ｍＬ，最终质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ。

１．２．６　线性循环伏安曲线　线性循环伏安曲线的

测定在Ｃｓ３５０电化学分析系统上进行，铂盘电极为

工作电极，铂丝电极为对电极，饱和甘汞电极（ＳＣＥ）

为参比电极。所有实验均在（２８±２）℃、含０．５

ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］，０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＫＮＯ３，６０ｇ／Ｌ
甘油的电解液中进行。扫描速率为１６ｍＶ／ｓ，扫描

范围为－２００～＋５００ｍＶ。

１．２．７　生物电化学耦联反应　生物电化学反应的

装置见图１。铂盘电极为工作电极，铂电极为对电

极，饱和甘汞电极（ＳＣＥ）为参比电极，向反应容器中

加入５５ｍＬ反应液，加入５ｍＬ（约５Ｕ）纯化后的甘

油脱氢酶酶液通电后反应开始，电压为３７０ｍＶ，反

应１８ｈ。所有反应均在在（２８±２）℃进行。每隔２
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ｈ取１ｍＬ反应液，测定反应液中甘油和二羟丙酮

的含量。

Ａ．工作电极；Ｂ．铂电极；Ｃ．饱和甘汞电极；Ｄ．１００ｍｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ　７．０磷

酸缓冲液，１０ｍｍｏｌ／Ｌ铁氰化钾，６０ｇ／Ｌ甘油；Ｅ：恒电位仪；Ｆ：搅拌器

图１　生物电化学反应装置示意图
Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｓｅｔｕｐ　ｏｆ　ｂｉｏ－ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

ｏｆ　１，３－Ｄｉｈｙｄｒｏｘｙａｃｅｔｏｎｅ　ｕｓｉｎｇ　ＧＤＨ

１．２．８　ＤＨＡ定量分析方法　将反应液离心（５　０００
ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ），取０．５ｍＬ上清液稀释至５ｍＬ，取

０．５ｍＬ十倍稀释液与４．５ｍＬ显色液在试管中混
匀，置于沸水浴中反应１５ｍｉｎ，流动水冷却１５ｍｉｎ
后于分光光度计测量６２０ｎｍ处的吸光值。这一方
法可在甘油存在下，定量检测出发酵液中质量浓度
为０～３．５ｍｇ／ｍＬ的ＤＨＡ［１０］。

１．２．９　甘油定量分析方法　使用甘油含量测定试
剂盒（北京五洲原业科贸公司）测定反应液中甘油
残余量。

２ 结果与分析

２．１　膜结合甘油脱氢酶的制备
氧化葡萄糖酸杆菌膜结合甘油脱氢酶的制备

主要经过３个步骤：１）细胞膜组分的分离；２）表
面活性剂溶解膜蛋白；３）ＣＭ－ 纤维素柱和Ｓｅｐｈａｃｒ－
ｙｌ　ＨＲ　４００（１×１２０）凝胶柱层析。氧化葡萄糖酸
杆菌中膜结合甘油脱氢酶的蛋白质分离纯化过程

见表１。

表１　膜结合蛋白的纯化总表

Ｔａｂ．１　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｅｍｂｒａｎｅ－ｂｏｕｎｄ　ｇｌｙｃｅｒｏｌ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ　ｆｒｏｍＧ．ｏｘｙｄａｎｓ

纯化步骤
总酶

活力／Ｕ

总蛋白质

质量／ｍｇ

酶比活力／

（Ｕ／ｍｇ）
回收

率／％

纯化

倍数

膜蛋白 ２０１６　 １５８８　 １．２７　 １００　 １

表面活性剂溶解膜蛋白 １３６０　 １０８　 １２．６　 ６７　 ９．９２

ＣＭ－纤维素层析 １１７２　 ３１　 ３７．８　 ５８　 ２９．７６

Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　ＨＲ４００层析 ５８９　 ９．４　 ６２．６５　 ２８．９　 ４９．３４

　　氧化葡萄糖酸杆菌中存在着两种形式的甘油
脱氢酶，其中膜结合脱氢酶（ＥＣ１．１．９９．２２）代谢途
径是不需要 ＡＴＰ和辅酶因子 ＮＡＤ＋，甘油可被细
胞膜上的甘油脱氢酶一步直接氧化成ＤＨＡ，这一
过程的电子传递链由泛醌、细胞色素Ｏ和细胞色素
Ｏ还原性酶组成［１１］。因此通过分离纯化的膜结合
甘油脱氢酶无法连续利用甘油催化生成ＤＨＡ。

２．２　循环伏安曲线
分别向含有０．５ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］，０．１

ｍｏｌ／Ｌ　ＫＮＯ３，６０ｇ／Ｌ甘油的电解液中添加２、４、６、

８Ｕ 的甘油脱氢酶，得到的循环伏安曲线见图２。
随着甘油脱氢酶浓度的增加，还原电流响应降低。
随着甘油脱氢酶的加入，一部分［Ｆｅ（ＣＮ）６］３－

与ＰＱＱＨ２ 反应，见图３。电极表面的［Ｆｅ（ＣＮ）６］３－

浓度降低，还原电流相应降低。反应方程式为：

１～５分别表示甘油脱氢酶（ＧＤＨ）含量：０Ｕ，２Ｕ，４Ｕ，６Ｕ，８Ｕ

图２　不同ＧＤＨ浓度下铁氰化钾循环伏安曲线
Ｆｉｇ．２　Ｃｙｃｌｉｃ　Ｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍ　ｏｆ　Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓ－

ｅｎｃｅ　ｏｆ　ＧＤＨ
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　　通过循环伏安曲线，可以确定生物电化学法可
以催化甘油脱氢酶辅基ＰＱＱ的再生，使膜结合甘
油脱氢酶可以在只有电子媒介体存在而不添加任

何辅酶的情况下连续催化甘油生成二羟基丙酮。

图３　生物电化学法催化甘油生成二羟基丙酮原理
Ｆｉｇ．３　Ｂｉｏ－ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＤＨＡ　ｆｒｏｍ　ｇｌｙｃｅｒｏｌ

ｕｓｉｎｇ　ＧＤＨ

２．３　生物电化学反应
在生 物 电 化 学 反 应 装 置 中 加 入 含 有 １０

ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｋ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］，６０ｇ／Ｌ甘油的电化学反应
液５５ｍＬ，加入５ｍＬ（约５Ｕ）纯化后的甘油脱氢
酶，在（２８±２）℃，３７０ｍＶ电压下反应１８ｈ。甘油
脱氢酶催化甘油生成ＤＨＡ反应曲线见图４。

图４　生物电化学法生产ＤＨＡ曲线
Ｆｉｇ．４　Ｔｉｍｅ　ｃｏｕｒｓｅｓ　ｏｆ　ｂｉｏ－ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ　ｏｆ　ＤＨＡ

ｕｓｉｎｇ　ＧＤＨ

　　由图４可见，在电化学的作用下，膜结合甘油
脱氢酶可以持续催化甘油生成ＤＨＡ，反应１８ｈ后，

ＤＨＡ 质量浓度达２７．２１ｇ／Ｌ，甘油转化率达到

５２．９３％，电耦联反应速率１．５１ｇ／（Ｌ·ｈ）。

３ 结　语

　　通过实验证明，生物电化学法可以持续利用氧
化葡萄糖酸杆菌膜结合甘油脱氢酶制备１，３－二羟
基丙酮，而不需要添加其他辅酶。１８ｈ内ＤＨＡ的
质量浓度达到２７．２１ｇ／Ｌ，甘油转化率为５２．９３％。
与传统的微生物发酵法和酶法相比，电耦联法

生产过程中产生的副产物较少，有利于ＤＨＡ分离
和纯化；且操作简单不需要添加大量辅酶，有利于
节约成本。
作者只针对生物电化学法催化甘油生成ＤＨＡ

可行性进行了初步研究，生物电化学法应用于生产
中仍需要对膜结合甘油脱氢酶的分离纯化以及反

应条件进一步研究和优化。
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参会报名截止日期：２０１２－０５－２０
［会务组联系方式］联系人：徐老师 　　　　　联系电话：８６－４５１－８７１１４５２８
Ｅ－ＭＡＩＬ：ｉｃａｅ２０１２＠１６３．ｃｏｍ；ｉｃａｅ２０１１＠１６３．ｃｏｍ
会议网站：ｈｔｔｐ：／／ｉｅｅｅ２０１１．ｎｅａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／
会议背景介绍：２０１２年中国哈尔滨农业工程与食品工程国际学术会议（ｔｈｅ　２０１２Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ　ｏｆ　Ａｇ－

ｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ａｎｄ　Ｆｏｏｄ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，Ｈａｒｂｉｎ，Ｃｈｉｎａ　ＩＣＡＥ　２０１２）将于２０１２年６月１５日－１７日在中国哈尔滨
召开。会议致力于推动现代农业工程技术、农业生物技术及食品工程的应用与发展，并构建与哈尔滨高开区公司企
业的技术合作与交流平台，促进科技成果的转化。ＩＣＡＥ　２０１２会议将邀请国内外知名专家及企业精英，对国内外农业
工程、农业生物技术、食品工程等方面的最新研究进展进行特邀报告。会议收集的论文将全部以美国电气和电子工
程师协会（ＩＥＥＥ）论文集的形式全部刊发，并将全部被ＥＩ或ＳＣＩ检索。


