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嗜热厌氧产乙醇杆菌乙醇代谢途径的初步研究
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[摘要] 以乙醇产量和细胞密度的提高为目标，从碳源和氮源人手，对嗜热厌氧产乙醇杆菌Thermoanaerobact-

er ethanolicuz JW200的培养基作了初步优化以提高乙醇代谢途径中的关键酶的得率，便于提纯．葡萄糖浓度的

提高对乙醇的产生有明显的诱导作用，但当葡萄糖浓度高于2％，乙醇产量反而下降．酵母粉对乙醇产量没有促

进作用，单纯提高酵母粉浓度对细胞密度无显著影响，而同时提高葡萄糖和酵母粉浓度至2．O％，0D600最高可

达2．0．2％葡萄糖，0．5％酵母粉对单位细胞乙醇产量的诱导效果最佳．z ethanolicus JW200粗酶液中未检测

到丙酮酸脱羧酶的活性，经亲和柱Cibacron Blue-3GA部分纯化，在NAD洗脱蛋白中检测到辅酶A依赖型乙醛

脱氢酶的活性，表明辅酶A依赖型乙醛脱氢酶是该菌乙醇代谢途径中的关键酶，它和乙醇脱氢酶共同作用，将

乙酰辅酶A转化成乙醇．
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Primary Study on Ethanol Production

Pathway in Thermoanaerobacter ethanolicus
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Abstract：In order to induce the key enzymes of ethanol production pathway in Thermoanaerobacter ethan—

olicus JW200 for purification，the paper optimized the medium to increase the ethanol and cell yields．Fi—

nal ethanol production was obviously enhanced when increasing concentration of glucose，but no progress

was detected when glucose reached higher than 2％．No greater ethanol production or cell biomass was

observed if simply increase concentration of yeast extract．The maximum 0D600 reached 2．0 when increas—

ing glucose and yeast extract to 2．0％．The best ethanol induction medium contained 2．0％glucose and

0．5％yeast extract．Cell·free extracts were prepared from Z ethanolicus JW200．and no pyruvate decar—

boxylase activity was detected in it．After partially purified by affinity chromatography Cibacron Blue一

3GA，CoA—acylating aldehyde dehydrogenase activity was detected in NAD elution proteins．The results

indicated CoA—acylating aldehyde dehydrogenase was the key enzyme in ethanol production pathway of r

ethanolicus JW200，which convert acetyl-CoA to aldehyde，and then to ethanol by alcohol dehydrogenase．

Key words：Thermoanaerobacter ethanolicus，CoA—acylating aldehyde dehydrogenase，glucose，yeast ex-

tract，ethanol

0 引言

嗜热厌氧细菌通常能直接利用一些廉价的底物，如纤维素、半纤维素以及淀粉¨]，是一种有很大开发
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潜力的生产工业乙醇的微生物．随着全球油价的持续攀升，对嗜热厌氧细菌乙醇代谢途径的研究有着深远

的经济意义和科学意义．

嗜热厌氧产乙醇杆菌Thermoanaerobacter ethanolicus JW200是从热泉区分离得到的嗜热厌氧杆菌，能

在37～78 oC，pH 4．4～9．8范围生长，最适生长条件是69 oC，pH 5．8～8．5，是产乙醇能力最强的极端微生

物．该菌底物范围广，能广泛利用五碳糖和六碳糖，乳糖、蔗糖、麦芽糖、纤维二糖、丙酮酸和淀粉，不能利用

纤维素．当底物浓度小于1％时，以乙醇和CO：为主要发酵产物旧1．

常用的乙醇生产菌的乙醇代谢途径以酿酒酵母和运动发酵单孢菌为代表，后者通过丙酮酸脱羧酶和

乙醇脱氢酶将丙酮酸转化成乙醇∞j．细菌中还存在另外一条乙醇代谢途径，其中辅酶A依赖型乙醛脱氢

酶和乙醇脱氢酶是乙醇代谢途径关键酶，比如大肠杆菌HJ．嗜热细菌中的乙醇代谢途径以Clostridium ther．

mocellum和Thermoanaerobacter brockii之类的细菌为代表，前者只含I型乙醇脱氢酶(Primary alcohol dehy—

drogenase，P—ADH)，而后者同时含I型乙醇脱氢酶和Ⅱ型乙醇脱氢酶(Secondary alcohol dehydrogenase，S—

ADH)"j，I型乙醇脱氢酶和Ⅱ型乙醇脱氢酶以分别对正醇类和异醇类的强亲和力为区别．Bryant等人80

年代初从天然菌株中提纯并分析了和II型乙醇脱氢酶¨’6 J，I型乙醇脱氢酶已被克隆‘7 o．

本文从碳源和氮源人手，以乙醇产量和细胞密度的提高为目标对嗜热厌氧产乙醇杆菌做了初步培养

基优化以提高乙醇代谢途径中的关键酶的得率，便于提纯；并分析了嗜热厌氧产乙醇杆菌乙醇代谢途径中

的关键酶，初步拟定了该菌的乙醇代谢途径．

1材料和方法

1．1菌株

嗜热厌氧产乙醇杆菌Thermoanaerobacter ethanolicus JW200(ATCC 31550)由美国佐治亚大学微生物系

J．Wiegel实验室惠赠．

1．2主要试剂

乙酰辅酶A、NAD、NADH购自Roche公司；二硫苏糖醇、叠氮钠、乙醇脱氢酶ADH、半胱氨酸盐酸盐、

所有维生素购自上海生工生物工程技术服务有限公司；亲和柱填料Cibacron Blue．3GA、刃天青购自Sigma

公司．

1．3培养基和培养条件

嗜热厌氧产乙醇杆菌基本培养基配方(ATCC 1190)：0．15％KH：PO。；0．42％Na：HPO。·12H：0；

0．05％NH。C1；0．05％(NH4)SO。；0．018％MgCl2·6H20；0．2％酵母粉(Oxoid)；0．8％葡萄糖；0．5 mL／L

维生素溶液旧o；5 mL／L Wolfe’S Modified Mineral Elixir旧o；1 mL／L 0．1％Resazurin；40斗L／L还原剂．

还原剂配方：NaOH(0．2 moL／L)200．0 mL；Na2S·9H20 2．5 g；Cysteine HCl·H20 2．5 g．NaOH煮沸同时

充N：，稍冷却加Na：s和Cysteine，密封后高压灭菌，121℃，20 min．

培养基煮沸充氮排氧，稍冷却加还原剂，分装预先充氮的厌氧菌培养管或血清瓶，密封灭菌．用无菌注

射器按1％接种在厌氧菌培养管活化一70℃保藏菌种，69℃静置培养．

1．4细胞密度

培养过程中用注射器取样，用分光光度计在600 nm处读数．为排除氧指示剂的读数干扰，操作熟练后

培养基里可以不加刃天青指示剂．

1．5乙醇产量测定

培养基中乙醇浓度的测定采用气相色谱法，安捷伦1490气相色谱仪，西3×1不锈钢柱，沪产401有机

担体(规格GC60～80目)，载气：氮气，柱温140 oC，检测器温度200 oC，进样温度200℃．

1．6培养基的部分优化

1．6．1 糖浓度对乙醇产量的影响

在基本培养基中依次加人葡萄糖至终浓度0．8％，1．0％，1．2％，1．6％，2．0％，2．4％，2．8％，平行培养
40 h，分别在20 h，30 h，40 h取样测定细胞密度，并测定培养40 h培养基乙醇终浓度．

1．6．2碳源和有机氮源对乙醇产量的影响

为研究基本培养基中的葡萄糖和酵母粉的含量和比例对乙醇产量的影响，分4组实验：1％葡萄糖，
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0．5％酵母粉；1％葡萄糖，2％酵母粉；2％葡萄糖，0．5％酵母粉；2％葡萄糖，2％酵母粉．平行培养40 h，分

别在20 h，30 h，40 h取样测定细胞密度，并测定培养40 h培养基乙醇终浓度．

1．7嗜热厌氧产乙醇杆菌的固体培养

在不含还原剂和葡萄糖的优化培养基里加2．5％的琼脂粉，121℃，40 min高压灭菌后在厌氧工作台

(Shellab公司)里加无菌还原剂和葡萄糖，待指示剂颜色退去后分装预先灭菌的厌氧管每管4 mL和厌氧

瓶，凝固后密封4℃保存．铺平板前将活化后的菌液和厌氧管中融化的4mL培养基在厌氧台里混匀，均匀

地平铺在预先铺好底层培养基的厌氧瓶里，65℃倒置培养48 h．

1．8柱层析和乙醇代谢途径关键酶的酶活测定

1．8．1 丙酮酸脱羧酶的测定

细胞培养至对数生长后期至平衡期冰浴停止培养，4℃，8 000 r／min，10 min离心收集细胞．ddH：O洗

涤细胞2次，用20 mmol／L Tris—HCl pH8．0，1 mmol／L DTI"，0．02％NaN，重悬细胞．高压细胞破碎仪破碎细

胞，1．2×105 kPa，2次．粗酶液14 000 r／min，4℃，离心1 h，取上清用缓冲液A(20 mmol／L Tris—HCl

pH8．0，150 mmol／L NaCl，1 mmol／L DTT，0．02％NaN，)透析．

酶活测定标准步骤：2 mL缓冲液含25 mmol／L MOPS(pH 6．5)，1 mmol／L焦磷酸硫胺素，1．5 mmol／L

MgCl2，1 mmol／L NADH；加透析后粗酶液40“L，50℃，平衡30 min；加底物丙酮酸钠至终浓6 mmol／L，50

℃，反应30 min；冰浴迅速中止反应，补加NADH 3 mmol／L，分装两个比色杯各1 mL，一份加入乙醇脱氢酶

(300 U／mg)ADH 3 U／mL，另一份加入等体积ddH，O为空白对照，室温反应30min；分光光度计340 nm处

读数，计算相对于空白对照的下降值．以1 I_zmol／rnin还原NADH为一个酶活单位．

以运动发酵单孢菌丙酮酸脱羧酶的大肠杆菌重组菌粗酶液作阳性对照，酶活测定步骤同上．

1．8．2亲和层析

亲和柱填料Cibaeron Blue一3GA用去离子水溶涨过夜后装柱，用缓冲液A平衡8～10个柱体积．透析

后粗酶液上柱，0．5 mL／min，缓冲液A洗涤8～10个柱体积将未结合的蛋白彻底洗尽．在2个柱体积缓冲

液A中加入4 mmol／L的NAD洗脱．亲和柱可用2 mol／L NaCl清洗并保存．

1．8．3 辅酶A依赖型乙醛脱氢酶的测定

亲和柱NAD洗脱蛋白70％硫酸胺沉淀，后用20 mmol／L Tris-HCl(pH7．5)，1 mmol／L二硫苏糖醇，

0．02％叠氮钠，20％甘油透析；一20℃冰冻保存．

酶活测定标准体系：1 mL标准体系含50 mmol／L Tris—HCl(pH8．0)，0．5 mmol／L NADH，5 mmoL／L二

硫苏糖醇，0．5 mmol／L乙酰辅酶A，亲和柱NAD洗脱蛋白100 txL，60℃反应30 min，冰浴终止反应，分光

光度计340 nm处读数，计算相对于空白对照的下降值．空白对照加等体积的ddH：O代替底物乙酰辅酶A．

以1 Ixmol／min的速率还原NADH为一个酶活单位．

2结果

2．1糖浓度对细胞密度和乙醇产量的影响

根据预实验，在基本培养基中加入葡萄糖至终浓1％和3％，平行培养，分别在20 h，30 h，40 h，50 h取

样测定细胞密度和培养基乙醇含量，确定代谢产物乙醇累积

至平衡的最短培养时间为40 h，故确定优化实验的培养时间为

40 h．

如图l所示，糖浓度的增加对乙醇产量的提高有明显的诱

导作用，但对细胞密度基本没有影响．当葡萄糖浓度是2％时，

乙醇产量最高．当葡萄糖浓度继续增高，乙醇产量又开始回落．

2．2碳源和有机氮源对细胞密度和乙醇产量的影响

如图2所示，合适的碳氮比对细胞密度有很大的影响．以

1％葡萄糖为碳源，单纯的将酵母粉从0．5％提高到2％，并没

有提高细胞密度，可能是由于碳氮比的失调造成的；同样对乙

醇产量的提高也没有贡献，因此酵母粉不能诱导乙醇的产生．

O．5 1 1．5 2 2．5 3

葡萄糖浓度，％

图1糖浓度对细胞密度和乙醇产量的影响

—卜细胞密度．—◆_乙醇浓度
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而单纯提高糖浓，也不会提高细胞密度，但能诱导乙醇的产生．同时提高葡萄糖和酵母粉的浓度，能大幅提

高细胞密度，培养基乙醇的终浓也达到最高，而从图3可以看出这部分的乙醇是由于细胞密度的提高而贡

献的．以乙醇产量除以最高细胞密度作为纵坐标，也就是将每个细胞的产乙醇量进行比较，2％葡萄糖，

0．5％酵母粉能达到乙醇产量的最佳诱导效果．

图2葡萄糖和酵母粉浓度对细胞密度和乙醇产量的影响 图3葡萄糖和酵母粉浓度对单位细胞乙醇产量的影响

2．3嗜热厌氧产乙醇杆菌的固体培养

根据培养基优化的结果，2％葡萄糖，2％酵母粉最

有利于细胞生长，故采用此培养基作固体培养．采用

双层培养法可有效避免因高温下培养基表面脱水严

重导致的表面菌落生长不稳定，也可避免冷凝水对表

面菌落生长的干扰，能获得稳定的单菌落．36 h即可看

到透明的单菌落(图4)，培养基表面菌落较浅表层菌

落生长快速，菌落直径最大可达1．5 mm．

2．4 乙醇代谢途径关键酶的酶活检测
图4嗜热厌氧产乙醇杆菌的固体培养

由于粗酶液中蛋白种类很多，且含部分不能用透析去除的细胞破碎液中的天然底物，有关NAD／

NADH氧化还原的酶对酶活测定有干扰，所以先用NADH平衡至本身的天然底物耗尽后，再加底物丙酮

酸并补加NADH，高温下反应；由于购买的ADH是常温酶，故加ADH后的第二步反应在常温下进行，空白

对照不加ADH，加等体积的ddH，0．我们在粗酶液中未检测到丙酮酸脱羧酶的活性，而同时我们能测到阳

性对照运动发酵单孢菌的丙酮酸脱羧酶的酶活为0．36 U／mg．由此证明嗜热厌氧产乙醇杆菌中不存在丙

酮酸脱羧酶．

我们尝试直接用粗酶液测定乙醛脱氢酶的酶活未成功，因为受到其它有关NAD／NADH氧化还原的

酶的干扰．Cibacron Blue．3GA是一种以染料为配基的填料，能结合核酸辅助因子、脱氢酶、激酶、限制性内

切酶、白蛋白、干扰素等．用NAD能特异性洗脱所有以NAD／NADH作为辅酶的蛋白．根据这个原理，乙醛

脱氢酶能被结合，且能被NAD洗脱．我们在NAD洗脱蛋白中检测到乙醛脱氢酶的酶活为0．23 U／mg，由

此可见乙醛脱氢酶是该菌乙醇代谢途径中的关键酶．

3讨论

嗜热厌氧杆菌是产乙醇能力最强的极端微生物，它的乙醇代谢途径是不同于常用的乙醇生产菌，如酿

酒酵母和运动发酵单孢菌．常温细菌，以运动发酵单孢菌为例，丙酮酸脱羧酶和乙醇脱氢酶是乙醇代谢途

径中的关键酶，它们能将丙酮酸直接转化成乙醛，再转化成乙醇口j．但迄今为止，还未在嗜热菌中发现过

丙酮酸脱羧酶．因此，热稳定性的丙酮酸脱羧酶仍然是现今科学界的研究热点．根据本文的实验结果和

Bryant等人的研究结果A6I，我们可以推测嗜热厌氧产乙醇杆菌的乙醇代谢途径的关键酶是辅酶A依赖

型乙醛脱氢酶和乙醇脱氢酶，它们能将乙酰辅酶A转化成乙醛，再生成乙醇．这条途径也是嗜热细菌乙醇

代谢的典型途径．
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由于无法在培养过程中利用粗酶液直接跟踪乙醛脱氢酶的酶活，我们以乙醇终产量和细胞密度的提

高为目标对培养基进行初步优化，以确定高乙醇产量的诱导条件，进而提高乙醇代谢途径中的一系列关键

酶的得率，便于提纯．结果表明，高糖对乙醇的产生有明显的诱导作用，但高于2％乙醇产量又开始回落，

可能此时代谢主要转向有机酸的产生．酵母粉对乙醇的产生没有促进作用，但对细胞密度的提高有明显作

用．据报道，酵母粉对嗜热厌氧产乙醇杆菌的生长有着不可替代的作用旧1．丙酮酸脱羧酶的酶活是用间接

测定下一步乙醇脱氢酶的活性来测定的，而乙醇脱氢酶和辅酶A依赖型乙醛脱氢酶的酶活的测定又是介

于NAD／NADH的氧化还原，故受到其它和NAD／NADH相关酶的干扰，因此，在粗酶液中直接测定丙酮酸

脱羧酶和乙醛脱氢酶的活性比较困难．本文用亲和柱部分纯化粗酶液进行酶活测定获得成功．本文的研究

结果为对其进行进一步深入研究奠定了基础．
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