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克雷伯杆菌甘油脱氢酶的分离纯化及性质
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摘要：在有氧条件下，利用Q Sepharose Fast Flow离子交换层析和Blue Sepharose CL一6B亲和

层析提纯克雷伯杆菌胞内甘油脱氢酶．酶的纯化倍数和回收率分别为32．61倍和5．83％．通过

SDS—PAGE电泳测得该酶亚基的相对分子质量约为34 000．该酶最适袁观反应温度和最适反应

pH值分别为60℃和11．在30。C以下及pH值10～12时，该酶具有良好的稳定性．在45。C和pH

值11条件下，该酶以甘油和NAD+为底物的米氏常数K。分别为o．75 mmol／L和0．12 mmol／L．

甘油脱氢酶对甘油的生理反应活性最大，对其它醇类如1，2一丙二醇、乙二醇也有氧化能力．NH。+

和Na+对酶有显著激活作用．巯基保护剂可明显地提高酶的活力．
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from Klebsiella pneumoniae
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Abstract：Glycerol dehydrogenase from Klebsiella pneumoniae was purified tO homogeneity by Q

Sepharose Fast Flow ion-exchange chromatography and Blue Sepharose CL一6B affinity

chromatography under aerobic conditions．A 32．6 1 fold purification was obtained with the

recovery of 5．83％activity．The subunit molecular weight of enzyme was 34 000．The optimum

temperature and pH of the enzyme activity were 60℃and pH 11．Below 30℃and at range of

pH 10～12，glycerol dehydrogenase was stable．At 45℃and pH 11，the K。for glycerol and

NAD+were 0．75 mmol／L and 0．12 mmol／L，respectively．The enzyme oxidized other alcohols

such as 1，2一propanediol and ethylene glycol，besides the physiological substrate glycer01．The

enzyme was significantly activated by NH4+、Na+、K+and M92+．Reducing agents enhanced

glycer01 dehydrogenase
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甘油脱氢酶(GDH)主要催化甘油生成二羟基

丙酮(DHA)．根据催化反应中产物和电子受体的不

同，GDH可分为3种类型：第一种为依赖NAD+的

GDH(ECl．1．1．6)，将甘油转化为DHA，DHA进

一步磷酸化，进入糖酵解途径，作为碳源为微生物

生长提供ATP和NADH．这种GDH主要存在于

各种细菌中，如Aerobacter aerogenes、Escherichia

coli、Bacillus substilis和Cellulomonas sp．等．第二

种为依赖NADP+的GDH(ECl．1．1．72和ECl．1．

1．56)，它将甘油氧化为DHA或甘油醛，这类GDH

大多存在于霉菌和动物组织中[1]．第三种为不依赖

辅酶位于细胞膜上的GDH，也可将甘油转化为

DHA，在醋酸菌中发现存在这类GDHE引．除具有生

成DHA能力外，GDH在医学诊断分析中也得到广

泛应用，如酶法分析血脂含量．此外，能将甘油转化

为1，3一丙二醇的主要微生物(如克雷伯杆菌属、柠

檬菌属及梭状芽孢杆菌属)普遍含有第一种GDH，

它与甘油脱水酶、1，3一丙=醇氧化还原酶构成合成

1，3一丙二醇的关键酶系．因此，近年来有关GDH的

研究与开发日益受到重视[3~5]．

克雷伯杆菌是兼性厌氧菌，是生产1，3一丙二醇

的重要菌株，目前国内尚未见关于该菌种的GDH

报道．在前期研究工作中，通过优化发酵条件，克雷

伯杆菌中甘油脱氢酶的活力可达到9．16 U／mgE 6|．

作者对来源于克雷伯杆菌胞内的GDH进行纯化并

对其酶学性质进行研究．大多数用于GDH纯化的

细菌是严格厌氧的，作者在研究中发现GDH却对

氧气有一定耐受力，因此纯化过程均在有氧条件下

进行．

1材料与方法

1．1主要仪器和试剂

制备型全自动液相色谱系统AKTA Purifier

100、HiTrap IEX Selection Kit、XKl6／20色谱柱、

Q Sepharose Fast Flow和Blue Sepharose CL一6B

层析介质、低相对分子质量SDS蛋白Marker(14～

97 ooo)和高相对分子质量非变性蛋白质Marker

(66～669 ooo)：瑞典安玛西亚公司产品；小型垂直

电泳系统Thermo ECl20、电源Thermo EC250—90：

美国Thermo EC公司制造；JY92一II超声波细胞粉

碎机：宁波新芝生物科技股份有限公司制造；联机

紫外可见光分光光度计UV一2401(PC)S及恒温水

浴装置TB一85：日本岛津公司制造；高速冷冻离心

机3K30：德国Sigma公司制造；其它试剂购自上海

化学试剂公司，均为市售分析纯或化学纯．

1．2菌种和培养方法

克雷伯杆菌(Klebsiella pneumoniae DSM

2026)：德国生物技术中心曾安平博士赠送．

细胞培养和无细胞抽提液制备方法见文

献E6-1．

1．3 GDH活力测定

参考Ahrens K[73的方法并适当修改．GDH使

甘油脱氢生成二羟基丙酮，辅酶I NAD+作为受体

得氢被还原为NADH，NADH在340 nm的紫外光

下有最大吸收．根据吸光度的增加情况，用初速度

法测定GDH的活力．1．5 mL反应液含有30

mmol／L(NH4)2 SO,、0．2 mol／L甘油、2 mmol／L

NAD、1／lmol／L Fe(NH。)2(S04)2、0．1 mol／L碳

酸钾缓冲溶液(pH 12．o)以及测定时加入的适量酶

液．45℃下，加入适量酶液启动反应，于340 nm波

长下测定吸光度，连续测6 rain，每隔6 S读取数据，

根据式(1)计算酶活．GDH的活力定义为：在上述

条件下，每分钟还原1／-mol甘油的酶量为1个单

位．酶的比活力为每毫克蛋白质所含酶的单位数

(U／mg)．酶活计算公式如下：

酶活力单位(U／mL)一(VT×△A×K)／(￡×Vs)

(1)

其中，VT：反应液总体积；V。：抽提液样品体积；△A：

每分钟吸光度变化值；K：样品稀释倍数．

e340mNADH一6．3 L／(mmol·cm)

1．4蛋白质质量分数测定

采用Bradford法测定[8]，以牛血清白蛋白为标

准蛋白质．

1．5 电泳分析

酶的纯度及相对分子质量测定采用连续

PAGE、SDS—PAGE方法进行[8]，连续PAGE分离

胶质量浓度6 g／dL，SDS-PAGE分离胶质量浓度

12 g／dL，浓缩胶质量浓度5 g／dL．

2结果与讨论

2．1甘油脱氢酶的分离纯化

2．1．1 Q Sepharose Fast Flow离子交换层析取

6 mL无细胞抽提液上样到已被50 mmol／L PBS

(pH 7．0，含2 mmol／L二硫代苏糖醇)充分平衡的

Q Sepharose Fast Flow 1 mL预装柱，采用10个柱

体积的O～1 mol／L KCl线性梯度洗脱，体积流量1

mL／min，分部收集(1 mL／管)，测定各管GDH酶

活．GDH在KCl浓度约0．3 mol／L处得到洗脱，洗

脱曲线见图1．
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图1 HiTrapQFFKCI线性洗脱曲线

Fig．1 Hitrap Q FF chromatography

2．1．2 Blue Sepharose CL一6B亲和层析 合并经

离子交换洗脱具有较高酶活力的洗脱液，上样到

Blue Sepharose CL一6B层析柱(1．6 cm×4 cm)，用

10个柱体积0～2 mmol／L NAD+线性梯度洗脱，

体积流量2 mL／min，分部收集(4 mL／管)，测定各

管GDH酶活，洗脱曲线见图2．
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图2 Blue Sepharose CL-6B NAD+线性洗脱曲线

Fig．2 Blue Sepharose CL-6B chromatography

经过上述步骤，样品PAGE和SDS—PAGE显

示单一条带(图3，4)，GDH达到电泳纯，纯化过程

中蛋白质质量分数及GDH活力变化见表1．酶的

纯化倍数和回收率分别为32．61倍和5．83％．

表1克雷伯杆菌GDH的纯化

Tab．1 Purification of glycerol dehydrogenase from Klebsiella pneumoniae

^正相对分子质量Marker；1．Q Sepharose Fast FIow离子交抉

层析蛋白质带；2．Blue Sepharose CL-6B亲和层析蛋白质带

图3甘油脱氢酶PAGE电泳图

Fig．3 Molecular weight of羽ycerol dehydrogenas by

PAGE

2．2甘油脱氢酶的性质

2．2．1 相对分子质量 由Sc烀PAGE结果计算出

GDH亚基相对分子质量约为34 000，与已知微生物

来源的GDH相对分子质量相似(E．coli中GDH为

39 000c引，Cellulomonas sp．中GDH为42 000[10]，

Citrobacter freundii中GDH为43 000L5J)．

2．2．2最适反应温度及热稳定性在pH值12的

条件下，分别在28"--,65℃下测定酶的活力，结果见

图5．60℃时GDH活力最大，65℃时酶相对活力

仍有‘70％，说明GDH能在较高的温度下进行

反应．

M．相对分子质量Marker；1．Q Sepharose Fast Flow离子交换

层析蛋白质带；2．Blue Sepharose CL-6B亲和层析蛋白质带

图4甘油脱氢酶SDS-PAGE电泳图

Fig．4 Molecular weight of glycerol dehydrogenas by

SDS-PAGE

为了考察酶的热稳定性，分别在30，45，50。C

测定酶的残余活力，结果见图6．设酶失活符合一级

失活动力学方程，则30，45，50℃酶活力半衰期分

别为19．3，3．6，2．9 h，说明GDH在30℃具有较

好的热稳定性．因此在实际的反应中，考虑到酶的

稳定性，反应温度为30～40℃．
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图5温度对甘油脱氢酶活性的影响

Fig．5 Effect of temperature on the activity of glycerol

dehydrogenase
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图6温度对甘油脱氢酶热稳定性的影响

Hg．6 Effects of temperature on the thermal stability of

glycerol dehydrogenase

2．2．3最适反应pH值及其稳定性45℃下，测

定缓冲液不同pH值时酶的活力，结果见图7．最适

反应pH值为11．在pH i0～12范围内酶保持稳定

(45℃2 h)(见图8)，中性和酸性环境不利于酶的

活性保持，尤其是在酸性条件下，酶活损失很大，pH

值为5的条件下，残余酶活仅为5％左右．GDH催

化反应耐强碱、耐较高温度，说明GDH存有较大的

工业应用价值．
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图7 pH值对甘油脱氢酶活性的影响

Fig．7 Effects of pH on the activity of glycerol dehydro-

genase
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图8 pH值对甘油脱氢酶稳定性的影响

Fig．8 Effect of pH OR the stability of glycerol dehydro-

genase

2．2．4动力学参数的测定 在pH 11、45℃下，测

定不同底物浓度(另一种底物为饱和浓度)下的酶

活力，以1／V和1／Is]作Lineweaver Burk双倒数

图，得到K。甘油，K。NAD+分别为0．75 mmol／L，0．12

mmol／L，V。。x甘油，V。。。NAD+分别为0．23 pmol／

(mL·min)，0．42扯mol／(mL·min)，结果见图9，

10．K。甘油均小于来源于Clostridium butyricu—

m口[43、Citrobacter freundii[5]、Cellulomonas sP．[103

等的K。甘油，说明克雷伯杆菌中GDH对甘油的亲

和力较大，K。NA。+则没有明显规律．对于不同的底

物，K。NAD十小于K。甘油，与大多数文献报道相同，说

明GDH对NAD的亲和力大于甘油，由此可以推断

它的催化机制可能是GDH先与NAD+结合，然后

再与甘油结合发生催化反应．
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图9双倒数法测GDH的k甘油

Fig．9 Double reciprocal plot for Km glycer“
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图10双倒数法测GDH的量，胁一aD+

Fig．10 Double reciprocal plot for J【m NAD+

O

2．2．5酶对底物的专一性选择甘油、1，2一丙二醇

及其它结构相似的醇类作为底物，考察GDH的底

物专一性(以甘油酶活力为100％)，结果见表2．由

表2可知，GDH对含有相邻羟基的醇类有较强的

专一性，对底物甘油活性最大，其次是1，2一丙二醇、

乙二醇．GDH相对较低的底物专一性与已知的大

多数GDH一致．GDH对单羟基的乙醇、甲醇、正丙

醇、异丙醇、正戊醇和非相邻羟基的l，3一丁二醇、

l，4一丁二醇、1，3一丙二醇以及糖醇活性则很低．

一log

TI／(，Ig．盘一g一一＼S、_【一
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表2甘油脱氢酶的底物专一性

Tab．2 Substrate specificity of GDH

底物 相对酶活／％

甘油

l，2一丙二醇

乙二醇

乙醇

甲醇

1，3一丁二醇

1，4一丁二醇

1，3一丙二醇

正丙醇

异丙醇

正戊醇

木糖醇

2．2．6 金属离子对酶的影响 在含有不同10

mmol／I。一价、二价金属离子的氯盐反应液中，考察

金属离子对酶活力的影响．反应液中还含有0．1

mol／L的甘油、2 mmol／L的NAD+和100 mmol／L

碳酸盐缓冲液，结果见表3．由表3可知，NH。+、

Na+对GDH有激活作用且NH。+激活效果最显

著，这与Cellulomonas sp．Do]，Aerobacter aero—

genes[11j，E．coli[9]中的GDH一致．M92+对GDH

没有影响，Li+，Mn2+和Ca2+表现出51％～86％的

相对活力．GDH会受到Zn2+和Fe2+的抑制，与文

献[5]报道的Citrobacter freundii一致．另据文献

报道，细菌中的GDH会受到巯基结合试剂如对羟

基汞基苯甲酸的强烈抑制，并据此推断GDH的活

性中心含有琉基．作者在实验中加入2 mmol／L的

巯基保护剂如DTT，确实发现对GDH有显著的激

活作用，酶活性提高两倍，进一步证明GDH的活性

参考文献：

中心含有巯基并受到了DTT的保护，免遭氧化

破坏．

表3金属离子对甘油脱氢酶的影响

Tab．3 Effects of various metal ions Oll GDH

离子 相对酶活／％

3 结 论

在有氧条件下，利用Q Sepharose Fast Flow离

子交换层析和Blue Sepharose CL一6B亲和层析提

纯克雷伯杆菌胞内甘油脱氢酶，与大多数文献报道

的严格厌氧操作条件相比，方法更加简单，易于实

现工业化．在纯化过程中，通过对离子交换层析pH

值的细致摸索，使得与GDH性质接近的1，3一丙二

醇氧化还原酶穿透离交柱而GDH保留在离交柱

上，从而分离到纯化的GDH．酶的纯化倍数和回收

率分别为32．61倍和5．83％．GDH最适表观反应

温度和最适反应pH值分别为60℃和11．在30℃

以下及PH 10～12，该酶具有良好的稳定性．GDH

催化反应耐强碱、耐较高温度，说明GDH有较大的

工业应用价值．
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2)改性产物与对照组均经过洗涤工序，洗涤对

溶胶的粘度稳定性影响较大，经过洗涤的比未经洗

涤的溶胶粘度增加．洗涤对维持精粉溶液稳定性也

有利，其原因是洗涤在去除杂质、纯化精粉的同时，

还大大降低了魔芋葡甘聚糖中微生物的总量．

3)六偏磷酸钠(SHMP)改性后的产物在35℃

条件下放置120 h，粘度基本没有变化，无分层、发

臭和腐败现象，溶胶稳定性好；而用其他改性剂破

性得到的产物溶液放置72 h后即开始变稀、变臭．

4)六偏磷酸钠与魔芋葡甘聚糖的酯化产物中

带有磷酸基团，溶液冻融稳定性良好，细菌、霉菌、

酵母总数较小，产物具有一定的耐酸、耐高温能力．

经磷酸基团酯化后，增加了保水、亲水性能，产物在

冷冻条件下不易发生凝沉，冻融稳定性提高，适用

于冷冻食品等行业．
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