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摘 要：【目的】1,3-丙二醇(1,3-propanediol, PDO)是一种重要的化工单体，其生物合成主要依赖

甘油或葡萄糖等碳源，存在碳原子经济性差、依赖粮食资源等问题。甲醇作为非粮可再生碳源，

具有还原度高、价格低廉的优势，但现有甲醇生物转化合成 PDO 的效率较低，面临甲醇利用效

率差、细胞毒性等瓶颈。【方法】本研究设计了一条酶-菌协同转化甲醇合成 PDO 的新路线：首

先，采用体外多酶级联体系将甲醇转化为甘油，催化体系包含醇氧化酶(alcohol oxidase, AOX)、

过 氧 化 氢 酶 (catalase, CAT)、 甲 醛 裂 合 酶 (formaldehyde lyase, FLS)、 甘 油 脱 氢 酶 (glycerol 

dehydrogenase, GldA)及甲酸脱氢酶(formate dehydrogenase, FDH)，反应 4 h 后甘油浓度达 63.3 mmol/L，

甲醇至甘油的碳转化率为 95.0%；其次，在谷氨酸棒杆菌(Corynebacterium glutamicum)中引入甘油

转运蛋白 GlpF、甘油脱水酶 DhaB123 及其激活因子 GdrAB、NADPH 依赖型醇脱氢酶 YqhD，构

建重组菌株并建立全细胞反应体系，将生成的甘油转化为 PDO。在优化条件下，甘油至 PDO 的

碳转化率达到 96.0%。【结果】为实现甲醇直接合成 PDO，将上述 2 个过程偶联，最终 PDO 产量

达 30.4 mmol/L，甲醇至 PDO 的碳转化率为 90.2%。【结论】本研究实现了甲醇高效转化合成

PDO，为甲醇基高值化学品的绿色生物制造提供了新策略。
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Abstract: [Objective] 1,3-propanediol (PDO) is an important chemical monomer. Its biosynthetic 
routes mainly rely on carbon sources such as glycerol or glucose, which suffer from low carbon 
efficiency or reliance on food-based resources. Methanol, as a non-food renewable carbon source, 
offers advantages of a high reduction degree and low costs. However, the existing bioconversion of 
methanol to PDO is limited by low methanol utilization efficiency and cytotoxicity.[Methods] In 
this study, a novel route combining enzymatic and whole-cell catalysis for the conversion of 
methanol to PDO was designed. First, an in vitro multi-enzyme cascade system was used to convert 
methanol to glycerol, comprising alcohol oxidase (AOX), catalase (CAT), formaldehyde lyase 
(FLS), glycerol dehydrogenase (GldA), and formate dehydrogenase (FDH). After 4 h of reaction, 
the glycerol concentration reached 63.3 mmol/L, with a carbon conversion efficiency of 95.0% 
from methanol to glycerol. Second, the glycerol transporter GlpF, glycerol dehydratase DhaB123 
and its activator GdrAB, and the NADPH-dependent aldehyde reductase YqhD were introduced 
into Corynebacterium glutamicum to construct a recombinant strain, enabling the whole-cell 
conversion of glycerol to PDO. Under optimized conditions, the carbon conversion efficiency from 
glycerol to PDO reached 96.0%. [Results] To convert methanol to PDO, we coupled the two 
processes, which achieved a final PDO titer of 30.4 mmol/L and the overall carbon conversion 
efficiency of 90.2% from methanol to PDO.[Conclusion] This study achieves efficient conversion 
of methanol to PDO and provides a new strategy for the green biomanufacturing of methanol-based 
high-value chemicals.
Keywords: 1,3-propanediol; methanol; Corynebacterium glutamicum; bioconversion

1,3-丙二醇(1,3-propanediol, PDO)作为一种

重要的化工原料，在聚合物及新材料制造领域

具有广泛的应用前景[1]。其最主要的用途是作为

合成聚对苯二甲酸丙二醇酯 (polytrimethylene 

terephthalate, PTT)的单体，该聚合物因优异的热

稳定性和机械性能而备受关注[2]。此外，PDO

还被广泛应用于化妆品、食品、润滑剂及药品

等领域[3]。随着绿色制造与碳减排需求的日益迫

切，利用微生物转化可再生碳源生产 PDO 的研

究已成为生物制造领域的热点之一。

目前，PDO 的生物合成主要围绕 2 种碳源

展开。第一类以甘油为底物，利用天然菌株[如

肺炎克雷伯氏菌(Klebsiella pneumoniae)、丁酸梭

菌(Clostridium butyricum)等]的甘油歧化代谢途

径，通过甘油脱水酶和 PDO 氧化还原酶的级联

催化实现转化[4-8]。然而，该途径伴随乳酸、乙

酸、2,3-丁二醇等副产物的生成，导致碳损失增

加、转化率受限，提高了下游分离成本[2]。第二

类以葡萄糖为底物，在模式菌株中构建异源甘

油合成模块与 PDO 合成模块，实现从葡萄糖到
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PDO 的转化[1,9-15]。例如，杜邦公司开发的工程

菌株产量已达 135 g/L，但葡萄糖还原度低于

PDO，反应过程需耦合副产物生成或碳氧化以

维持电子平衡，理论转化率受到固有限制[12]。

以甘油和葡萄糖为共底物的策略虽能部分改善

能量供给与碳效率[16-17]，但仍未从根本上摆脱

对粮食基碳源的依赖，且发酵体系中底物配比

与代谢调控较为复杂。

甲醇作为一种非粮可再生碳源，来源广泛

(可由合成气、生物质气化或甲烷转化获得)、价

格低廉，被视为下一代生物制造的理想碳

源[18-20]。与传统糖基碳源相比，甲醇具有更高

的还原度(每个碳原子的还原当量为 6)，理论上

更有利于合成高还原度化学品[21]。因此，甲醇

的代谢利用与转化已成为绿色生物制造领域的

研究热点[22]。近年来，以甲醇为底物生产 PDO

的研究逐渐受到关注，主要策略是在大肠埃希

氏菌(Escherichia coli)等平台菌株中构建人工合

成甲基营养途径。例如 Wang 等[23]设计了基于甲

醛与丙酮酸缩合生成 2-酮基-4-羟基丁酸(2-keto-

4-hydroxybutyrate, KHB)的途径，实现了甲醇到

PDO 的转化，但产量仅 32.7 mg/L，且需葡萄糖

作为共底物提供丙酮酸。Meng 等[24]构建了甲醛

与 乙 醛 缩 合 生 成 3- 羟 基 丙 醛 (3-

hydroxypropionaldehyde, 3-HPA)的路线，理论碳

转化率可达 100%，但因甲醇脱氢酶和脱氧核糖

-5-磷酸醛缩酶活性不足，产量仅为 79.8 mg/L。

上述研究证实了甲醇转化合成 PDO 的可行性，

但现有体系普遍存在甲醇利用效率低、关键酶

催化活性差、甲醇细胞毒性制约菌株的生长与

生产性能等问题，距离工业化应用仍有较大

差距[25]。

本研究设计了一条酶-菌协同转化甲醇合成

PDO 的新路线，即构建体外酶级联催化体系将

甲醇高效转化为甘油，进一步通过异源表达甘

油脱水酶与醇脱氢酶的重组菌株，基于全细胞

转化将生成的甘油转化为 PDO。该策略集合酶

法转化和细胞转化的高碳得率优势，实现高效

转化甲醇合成 PDO，同时将高毒性的甲醇转化

为低毒性的甘油，可降低 C1 毒性对细胞的影

响，为甲醇生物转化利用提供新的研究策略。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株和质粒

大肠埃希氏菌 DH5α 用于构建重组蛋白表

达载体及质粒扩增，E. coli BL21(DE3)用于重组

蛋白的表达。E. coli DH5α、E. coli BL21(DE3)、

重组谷氨酸棒杆菌(Corynebacterium glutamicum) 

ATCC 13032 以及载体 pET21a、pEC-XK99E 和

pXMJ19 均由本实验室保存。

1.1.2　培养基

LB 液体培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母

提取物 5.0，NaCl 10.0。BHI 液体培养基(g/L)：

BHI 脑心浸粉 37.0。CGXII minimal 培养基(g/L)：

硫酸铵 20.0，尿素 5.0，磷酸二氢钾 1.0，磷酸

氢二钾 1.0，3-(N-吗啉基)丙磺酸[3-(N-morpholino) 

propanesulfonic acid, MOPS] 42.0，二水氯化钙

0.1，七水硫酸镁 0.25，七水硫酸亚铁 0.1，一水

硫酸锰 0.1，七水硫酸锌 0.001，硫酸铜 0.000 2，

六水合氯化镍 0.000 02，生物素 0.000 2。

1.2　载体构建

针对体外转化甲醇合成甘油体系，从 NCBI

数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)中搜索来源

于恶臭假单胞菌(Pseudomonas putida)的甲醛裂

合酶(formaldehyde lyase, FLS)[26]和母牛分枝菌酸

小杆菌(Mycolicibacterium vaccae)的甲酸脱氢酶

(formate dehydrogenase, FDH) (UniProtKB 登录号

为 Q93GV1)[27]，并将其进行密码子优化和基因

合成，构建表达载体 pET21a，获得重组表达载

体 pET21a-FLS 和 pET21a-FDH；数据库中搜索

来 源 于 E. coli 的 甘 油 脱 氢 酶 (glycerol 

dehydrogenase, GldA)基因 gldA (b3945)，设计引

物，以 E. coli BL21 基因组为模板扩增 gldA 基

因，构建至表达载体 pET21a 中得到重组表达质
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粒 pET21a-GldA。 上 述 表 达 载 体 将 转 化 至

E. coli BL21 中，获得目标蛋白的表达菌株。

针对全细胞转化甘油合成 PDO 的系统，数

据库搜索来源于肺炎克雷伯氏菌的甘油脱水酶

DhaB123 (KPN_03487、 KPN_03488、 KPN_

03489)和 K. pneumoniae 的甘油脱水酶激活因子

GdrAB (KPN_03208、KPN_03209)的核苷酸序

列。从数据库中搜索来源于 E. coli 的甘油通道

蛋白 GlpF (KEGG 登录号为 b3927)和醇脱氢酶

基因 yqhD (KEGG 登录号为 b3011)。设计引物

分别从 E. coli BL21 基因组和 K. pneumoniae 基

因组中 PCR 扩增 glpF、 DhaB123 操纵子和

GdrAB 操纵子序列，构建至表达载体 pEC-

XK99E 中，得到重组表达质粒 pEC-GDG；以

E. coli BL21 基因组为模板 PCR 扩增 yqhD 基因，

将其构建至载体 pXMJ19 中，得到重组表达质

粒 pXMJ19-YqhD； 将 pEC-GDG 和 pXMJ19-

YqhD 共转化至 C. glutamicum ATCC 13032 中，

得到重组 CglPDO 菌株(表 1)。

1.3　重组蛋白表达与纯化

为获取重组蛋白，挑取重组 E. coli BL21 菌

株单菌落，接种于含氨苄青霉素(100 µg/mL)的

LB 液体培养基中，于 37 ℃、200 r/min 培养过

夜。将培养过夜的种子液按 1% 的接种量转接至

新鲜配制的含相应浓度氨苄青霉素的 LB 培养基

中，37 ℃、200 r/min 培养，待菌液 OD600 值达

到 0.6−0.8 时，向培养体系中加入 IPTG 至终浓

度 1 mmol/L，随后将摇床温度调低至 16 ℃，继

续振荡培养 16−20 h，诱导目标蛋白的表达。

诱导培养结束后，将菌液于 6 000 r/min 离

心 10 min，弃去上清液收集菌体。向菌体中加

入适量预冷的 50 mmol/L TEA 缓冲液(pH 7.0)吹

打洗涤，重复洗涤 2 次以去除残留培养基成分。

最后用相同缓冲液重悬菌体，置于冰上备用。

将重悬后的菌液置于冰浴中，使用超声破碎仪

进行细胞裂解，具体条件为破碎功率 200 W、超

声 5 s，间隔 2 s，总时间 10 min。裂解完成后，

将裂解液转移至预冷离心管中，于 4 ℃ 、

14 000 r/min 离心 30 min，小心收集上清液转移

至新离心管中。

取适量磁珠于 5 mL 离心管中，置于磁性分

离器上吸附后弃去储存液。用双蒸水重复处理

表1　本研究中构建的质粒与菌株

Table 1　Plasmids and strains constructed in this study

Strains or plasmids

Strains

E. coli DH5α

E. coli BL21(DE3)

C. glutamicum ATCC 13032

CglPDO

Plasmids

pET21a

pEC-XK99E

pXMJ19

pET21a-FLS

pET21a-GldA

pET21a-FDH

pEC-GDG

pXMJ19-YqhD

Description

General cloning host

Expression host

Expression host

C. glutamicum ATCC 13032 harboring pEC-GDG and pXMJ19-YqhD

T7 promoter AmpR expression vector

Trc-promoter KanR E. coli-C. glutamicum shuttle expression vector

Tac-promoter CmR C. glutamicum-E. coli shuttle expression vector

pET21a carrying FLS from Pseudomonas putida

pET21a carrying GldA from E. coli

pET21a carrying FDH from Mycolicibacterium vaccae

pEC-XK99E carrying GlpF from E. coli and DhaB123-GdrAB from 
Klebsiella pneumoniae

pXMJ19 carrying YqhD from E. coli

Sources

Invitrogen

Invitrogen

This study

This study

Stored in the laboratory

Stored in the laboratory

Stored in the laboratory

This study

This study

This study

This study

This study
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2 次，加入结合缓冲液 (50 mmol/L 三乙醇胺、

100 mmol/L 氯化钠、20 mmol/L 咪唑，pH 7.5)

重悬磁珠，再次磁性分离并弃上清，重复洗涤

2 次。将预处理后的磁珠与粗酶液混合，置于冰

上旋转孵育 1 h。孵育结束后，加入结合缓冲液

冲洗杂蛋白，重复该步骤至上清液中无明显泡

沫出现。加入洗脱缓冲液(50 mmol/L 三乙醇胺、

100 mmol/L 氯化钠、1 mol/L 咪唑，pH 7.5)，收

集洗脱液，即为初步纯化的酶液。将洗脱液转

移至 10 kDa 截留分子量的超滤管中，在 4 ℃、

6 000 r/min 离心 20 min 进行浓缩与脱盐，最终

获得脱盐后的纯酶液。分别取适量全菌液、离

心后上清液和纯化样品，加入蛋白上样缓冲液

制备样品，用于 SDS-PAGE 分析目标蛋白的表

达情况。

1.4　酶活性测定

1.4.1　FLS 酶活性测定

反应体系 (100 μL)含有 200 mmol/L 甲醛、

1 mmol/L 焦磷酸硫胺素(thiamine pyrophosphate, 

TPP)、5 mmol/L MgSO4、1 mg/mL FLS 纯酶和

50 mmol/L TEA 缓 冲 液 (pH 7.0)。 在 30 ℃ 、

800 r/min 振荡反应 30 min 后，加入 2 μL 质量分

数为 10% 硫酸溶液终止反应，4 ℃、12 000 r/min

离心 30 min 后取上清，通过 HPLC 检测二羟基

丙酮(dihydroxyacetone, DHA)的生成量。酶活性

定义：每分钟每毫克蛋白生成 DHA 的量(μmol)。

1.4.2　GldA 酶活性测定

反应体系 (100 μL) 含有 20 mmol/L DHA、

5 mmol/L NADH、 0.1 mg/mL GldA 纯 酶 、

5 mmol/L MgSO4、 50 mmol/L PBS 缓冲液 (pH 

7.0)。在 30 ℃、800 r/min 振荡反应 10 min 后，

加入 2 μL 质量分数为 10% 硫酸溶液终止反应，

离心取上清，通过 HPLC 检测甘油的生成量。

酶活性定义：每分钟每毫克蛋白生成甘油的量

(μmol)。

1.4.3　YqhD 酶活性测定

反应体系(100 μL)含有 20 mmol/L 3-羟基丙

醛，5 mmol/L NADPH，0.1 mg/mL YqhD 纯酶，

5 mmol/L MgSO4， 50 mmol/L PBS 缓冲液 (pH 

7.0)。在 30 ℃、800 r/min 振荡反应 10 min 后，

加入 2 μL 质量分数为 10% 硫酸溶液终止反应，

离心取上清，通过 HPLC 检测 PDO 的生成量。

酶活性定义：每分钟每毫克蛋白生成 PDO 的量

(μmol)。

1.5　体外转化反应

1.5.1　甲醛到甘油反应体系

采用两阶段反应过程，首先，在反应体系中添

加 200 mmol/L 甲醛、10 mg/mL FLS、1 mmol/L 

TPP、5 mmol/L MgCl2、50 mmol/L HEPES 缓冲

液(pH 7.0)，用 ddH2O 补齐至 200 μL，30 ℃反

应 2 h。随后向反应体系中加入终浓度为 1 mg/mL 

GldA、 1 mg/mL FDH、 80 mmol/L 甲 酸 钠 和

2 mmol/L NADH，相同温度条件下继续反应 2 h。

1.5.2　甲醇到甘油反应体系

采用两阶段反应过程，首先，在反应体系

中添加 200 mmol/L 甲醇、0.75 mg/mL 醇氧化酶

(alcohol oxidase, AOX)、0.42 mg/mL 过氧化氢酶

(catalase, CAT)、10 mg/mL FLS、1 mmol/L TPP、

5 mmol/L MgCl2、10 μmol/L ZnCl2、50 mmol/L 

HEPES 缓冲液(pH 7.0)，用 ddH2O 补齐至 200 μL，

30 ℃反应 3 h。随后向反应体系中加入终浓度为

1 mg/mL GldA、1 mg/mL FDH、80 mmol/L 甲酸

钠和 2 mmol/L NADH，继续反应 2 h。

为排除非酶促反应对合成体系的干扰，设

置了对照实验组：(1)热失活酶对照组(将所有酶

于 95 ℃加热 10 min 后加入反应体系)；(2)单酶

对照组(分别只添加级联反应中的单一酶，其余

用缓冲液补足)。

1.6　全细胞催化

在 50 mL BHI 培养基中按 1% 的接种量，接

种重组菌株 CglPDO，添加终浓度为 1 mmol/L

的 IPTG，诱导相关蛋白的表达，在 30 ℃、

200 r/min 条件下培养 24 h；其次，离心收集培

养后的 CglPDO，用 2 mL CGXII 培养基重悬菌
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液；建立如下转化体系 (0.5 mL)：重组细胞

CglPDO 菌体终浓度 OD600 为 10、20、30、40、

50，甘油浓度为 100 mmol/L，乙酸钠浓度为

20 g/L，维生素 B12 浓度为 8 μmol/L，用 CGXII

培养基补齐至 0.5 mL，在 30 ℃、200 r/min 条件

下转化 36 h。反应过程中取样，离心后通过

HPLC 检测甘油及 PDO 的浓度。

为测试以甲醇转化得到的甘油合成 PDO 的

效率，建立如下转化体系(0.2 mL)：重组细胞

GglPDO 菌体终浓度 OD600=20，甲醇来源的甘

油 (100 µL，约 32 mmol/L)，乙酸钠为 10 g/L，

维生素 B12 浓度为 8 μmol/L，用 CGXII 培养基

补齐至 0.2 mL，在 30 ℃、200 r/min 条件下转化

36 h。反应过程中取样，离心后通过 HPLC 检测

甘油及 PDO 的浓度。

1.7　产物检测

采用高效液相色谱法对甲醇、甲醛、DHA、

甘油和 PDO 进行定量分析。其中，甲醇和 PDO

的测定选用 Bio-Rad Aminex HPX-87H 色谱柱

(300 mm×7.8 mm, 9 µm)，以 5 mmol/L H2SO4 为

流动相进行等度洗脱，流速设定为 0.5 mL/min，

进样量为 10 μL，柱温维持在 55 ℃，采用示差

折光检测器 (differential refractive index detector, 

RID)进行检测。甲醛、DHA 和甘油的定量分析

则 采 用 Sugar-Pak 分 析 柱 (6.5 mm×300 mm, 

10 µm)，流动相为超纯水，流速为 0.4 mL/min。

该检测系统柱温设定为 80 ℃，进样量同为 10 μL，

检测器为示差折光检测器，检测池温度控制在

35 ℃。甲醛-甘油的碳摩尔转化率、甲醇-甘油的

碳摩尔转化率、甲醇-PDO 的碳摩尔转化率、甲

醇-PDO 的质量转化率计算如公式(1)−(4)所示。

甲醛-甘油的碳摩尔转化率(%)=

甘油产物(mmol/L)×3/初始甲醛浓度(mmol/L) (1)

甲醇-甘油的碳摩尔转化率(%)=

甘油产物(mmol/L)×3/初始甲醇浓度(mmol/L) (2)

甲醇-PDO的碳摩尔转化率(%)=

PDO产物(mmol/L)×3/初始甲醇浓度(mmol/L) (3)

甲醇-PDO的质量转化率(g/g)=

PDO产物(mmol/L)×76/[初始甲醇浓度(mmol/L)×32]   (4)

2　　结果与分析结果与分析

2.1　甲醇合成 1,3-丙二醇路线设计

为实现甲醇到 PDO 的高效生物转化，本研

究设计了一条酶-菌协同催化路线(图 1A)。该路

线分为 2 个阶段：体外酶法催化甲醇合成甘油

和全细胞转化甘油合成 PDO。在体外酶法转化

阶段，甲醇首先在 AOX 催化下氧化为甲醛，同

时消耗氧气并生成过氧化氢；生成的过氧化氢

被 CAT 分解为水和氧气，解除 H2O2 的毒性作

用，同时实现氧气循环利用。甲醛在 FLS 催化

下自身缩合生成 DHA。随后，DHA 在 GldA 催

化下，以 NADH 为还原力还原为甘油。同时，

反应过程中还将引入甲酸脱氢酶，以甲酸为底

物还原 NAD+为 NADH，为 DHA-甘油催化反应

提供充足的还原当量。在全细胞转化过程中，

甘油通过甘油通道蛋白 GlpF 进入 C. glutamicum

细胞内，在甘油脱水酶(DhaB123)催化下转化为

3-羟基丙醛，该过程需辅酶 B12 参与；生成的

3-HPA 进一步在 NADPH 依赖的醇脱氢酶(YqhD)

催化下还原为 PDO。与甲基营养微生物相比，

该路线中甲醇到甲醛的氧化反应在胞外由酶催

化完成，生成的甲醛被迅速缩合为 DHA，避免

了甲醛在胞内积累对微生物造成的损伤。

为评估该路线的热力学可行性，本研究计

算了各步反应及总反应的标准吉布斯自由能变

化(ΔG°)，结果如图 1B 所示。以 3 分子甲醇为

起始底物经过上述反应生成 PDO，总反应 ΔG°

为−449.4 kJ/mol。上述结果表明，整体反应在热

力学上高度有利。

2.2　体外酶法转化甲醇合成甘油

将构建成功的重组表达载体 pET21a-FLS、

pET21a-GldA 和 pET21a-FDH 分 别 转 化 至 E. 

coli BL21(DE3)中进行异源表达，获得目标重组

蛋白(表 2)。SDS-PAGE 分析结果(图 2A、2B)显
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示，FLS、FDH 和 GldA 重组蛋白的分子量分别

在 61.0、44.0 和 38.7 kDa 处呈现清晰条带，与

理论预期值一致，表明 3 种重组蛋白均可通过

纯化获得目标蛋白。

为验证纯化所得 FLS 和 GldA 的催化功能，

分别以甲醛和 DHA 为底物进行体外酶促反应。

如图 2C 所示，在 FLS 催化下，反应 1 h 后甲醛

转化为 DHA 的碳摩尔转化率可达 90% 以上。

如图 2D 所示，在 GldA 催化下，反应 1 h 后

DHA 转化为甘油的碳摩尔转化率可达 95% 以

上，表明 2 种重组酶均具有良好的催化活性。

所设计的合成路线中，甲醛是甲醇的氧化

产物，也是进一步缩合生成 C3 的关键中间体，

为了验证甲醇-甘油合成模块的有效性，本研究

首先测试以甲醛为底物合成甘油的可行性。本

研究构建了由 FLS 和 GldA 组成的双酶级联反应

体系，为降低甲醛对体系中酶蛋白活性的影响，

采用两步法进行转化。首先通过 FLS 催化甲醛

合成 DHA，反应 2 h 后，向体系中添加 GldA、

FDH、NADH 和甲酸钠，将生成的 DHA 转化为

甘油，最终甲醛 -甘油的碳摩尔转化率达到

95.6% (图 2E)。

进一步测试了多酶体系以甲醇为原料合成

甘油的效率，为降低 CAT 对 NADH 的氧化作

用，同样采用两步法进行转化。首先由 AOX、

CAT 和 FLS 协同作用催化甲醇合成 DHA，后续

图1　酶菌协同转化甲醇合成1,3-丙二醇

Figure 1　 Bioconversion of methanol to 1, 3-propanediol by enzymes and engineered Corynebacterium 

glutamicum. A: Design of the route for the synergistic conversion of methanol to 1,3-propanediol; B: Standard 

Gibbs free energy change of each and overall reaction. AOX: Alcohol oxidase; CAT: Catalase; FLS: 

Formaldehyde lyase; DHA: Dihydroxyacetone; GldA: Glycerol dehydrogenase; FDH: Formate dehydrogenase; 

DhaB123: Glycerol dehydratase; GdrAB: Glycerol dehydratase reactivating factor; 3-HPA: 3-hydroxypropanal; 

YqhD: Aldehyde reductase; PDO: 1,3-propanediol.

表2　本研究中涉及的酶元件

Table 2　The enzymes used in this study

Enzyme

AOX

CAT

FLS

GldA

FDH

YqhD

Source

Pichia pastoris

Bovine liver

Pseudomonas putida

Escherichia coli

Mycolicibacterium vaccae

Escherichia coli

Database

−
P00432

−
P0A9S5

Q93GV1

Q46856

Activity/
(U/mg)

10.00−40.00

37 000.00

  0.49

  5.78

  3.24

80.00
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向体系中添加 GldA、FDH、NADH 和甲酸钠，

将生成的 DHA 转化为甘油，最终甲醇-甘油的

碳摩尔转化率达到 95%，甘油浓度为 63.3 mmol/L 

(图 2F)。对照组热失活酶和单酶实验均未检测

到目标产物的合成，证明产物完全来源于多酶

协同催化作用。

2.3　重组谷氨酸棒杆菌全细胞催化甘油

合成 1,3-丙二醇

甘油脱水酶(DhaB)是催化甘油合成 PDO 的

关键酶，该酶由 3 个亚基组成，发挥催化功能

高度依赖维生素 B12，同时还需要甘油脱水酶激

活因子 GdrAB。本研究曾尝试将来源于 K. 

pneumoniae 的 DhaB123 (KPN_03487、 KPN_

03488、 KPN_03489) 和 GdrAB (KPN_03208、

KPN_03209)在 E. coli BL21 中进行表达，并体

外测试酶活性，但是始终未测到活性，可能因

为甘油脱水酶是对氧敏感的酶[28]。目前，微生

物发酵甘油合成 PDO 研究较多[29]，证实甘油脱

水酶在细胞内可以很好地发挥功能，基于此，

本研究拟采用全细胞转化策略合成 PDO。考虑

到甘油是多个微生物的发酵原料，可被生物体

代谢利用，降低产物碳转化效率。为解决这个

问题，本研究选择天然无法代谢利用甘油同时

遗传操作较为成熟的 C. glutamicum 作为底

盘[30]，构建重组菌株。

C. glutamicum 中天然不存在甘油脱水酶和

甘油代谢途径，为了在 C. glutamicum 中实现甘

油到 1,3-丙二醇(PDO)的转化(图 3A)，分别扩增

图2　甲醇-甘油体外酶合成体系构建

Figure 2　In vitro enzymatic assays for the conversion of methanol to glycerol. A: SDS‑PAGE of recombinant 

protein FLS (Lanes 1−3 indicate whole-cell lysate, centrifugal supernatant, and purified protein, respectively); B: 

SDS-PAGE of recombinant proteins FDH and GldA (Lanes are the same as in A); C: Time course of FLS-

catalyzed conversion of formaldehyde to DHA; D: Time course of GldA-catalyzed conversion of DHA to 

glycerol; E: Time course of one-pot enzymatic conversion of formaldehyde to glycerol; F: Time course of one-pot 

enzymatic conversion of methanol to glycerol.
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来源于 E. coli 的甘油通道蛋白基因 GlpF，来源

于 K. pneumoniae 的甘油脱水酶操纵子 DhaB123

和甘油脱水酶再激活因子 GdrAB，构建至表达

载体 pEC-XK99E 上，得到重组表达载体 pEC-

GDG。进一步，扩增来源于 E. coli 的醇脱氢酶

基因 yqhD，构建至载体 pXMJ19 上，得到重组

表达载体 pXMJ19-YqhD ( 图 3B)。将获得的

pEC-GDG 和 pXMJ19-YqhD 共 转 化 至 C. 

glutamicum ATCC 13032 细胞中，得到重组菌株

CglPDO。

重组菌株 CglPDO 首先使用 BHI 进行培养，

添 加 IPTG 诱 导 外 源 蛋 白 GlpF、 DhaB123、

GdrAB 和 YqhD 的表达，随后用 CGXII 培养基

重悬，获得静息细胞，并建立全细胞转化体系。

菌体浓度是影响甘油-PDO 合成速率和效率的关

键，因此优化了反应体系中菌体浓度(OD600=10、

20、30、40、50)，研究结果显示当 OD600=20 时

转化率最高，达到 96.0%，当反应溶液中菌体浓

度 OD600 超过 20 后(OD600=30-50)，转化率和产

量均下降。因此，选择 OD600=20 作为后续反应

条件(图 3C−3F)。

2.4　酶-菌协同转化甲醇合成 1,3-丙二醇

为实现从甲醇到 PDO 的合成，本研究采用

一锅两步法：首先采用体外多酶法将甲醇转化

为甘油，随后加入工程化的重组菌株 CglPDO，

转化生成的甘油合成 PDO。在体外多酶反应中，

经 3 h 将甲醇合成甘油，通过 HPLC 分析碳转化

率达到 95.0%。随后，取甲醇来源的甘油 100 μL，

加入全细胞转化体系中，初始菌体浓度 OD600 为

20，甲醇来源的甘油浓度约 32 mmol/L。如图 4

所示，随着反应时间的延长，体外酶促反应生

成的甘油不断被消耗，PDO 逐渐积累。反应

36 h 后，由甘油至 PDO 的转化率达到 94.8%，

PDO 产量达到 30.4 mmol/L。经换算得出甲醇- 

图3　重组菌株CglPDO全细胞转化甘油合成PDO

Figure 3　Engineering Corynebacterium glutamicum for PDO production from glycerol. A: The pathway for 

PDO synthesis from glycerol; B: Schematic diagram of plasmids pEC-GDG and pXMJ19-YqhD; C: Effect of cell 

concentration on substrate glycerol consumption; D: Effect of cell concentration on PDO yield; E: Effect of cell 

concentration on PDO conversion rate; F: Changes in cell concentration during whole-cell conversion.
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PDO 的碳转化率为 90.2%，折合质量比为 0.71 g 

PDO/g 甲醇。

3　　讨论与结论讨论与结论

甲醇、甲醛、乙醇等低碳原料的生物转化

利用是构建非粮原料生物合成 PDO 技术的有效

途径。目前已有公开报道生物转化上述原料合

成 PDO 的案例，例如西湖大学曾安平团队提出

采用丙酮酸依赖的醛缩酶催化丙酮酸和甲醛生

成 2-酮基-4-羟基丁酸，进一步经脱羧反应生成

3-羟基丙醛，经还原酶生成 1,3-丙二醇，基于上

述反应路线，以 E. coli 为底盘菌株构建了重组

菌株，实现以甲醛和葡萄糖为原料合成 PDO，

产物浓度为 508 mg/L，证实了该路线的可行性；

在此基础上将原料延伸至甲醇和葡萄糖，全细

胞转化 25 h，PDO 产物浓度达到 32.7 mg/L[23]。

该团队还提出基于脱氧核糖-5-磷酸醛缩酶催化

甲醛和乙醛缩合生成 3-羟基丙醛，进一步经氧

化还原反应生成 1,3-丙二醇的研究思路：通过以

E. coli 为底盘菌株构建 PDO 合成途径，成功实现

以甲醛和乙醇(提供乙醛原料)为原料合成 PDO，全

细胞转化 30 h，产物浓度达到 17.35 mmol/L，摩尔

转化率为 0.057 mol/mol；然而当将反应体系中

甲醛替换为甲醇时产物浓度仅为 1.05 mmol/L 

(80 mg/L)，可能原因是采用的甲醇脱氢酶催化

活性低[24]。采用该策略进一步实现了以电催化

二氧化碳来源的甲醛和乙醇为原料合成 PDO，

产物浓度达到 55.2 mmol/L (4.2 g/L)，合成速率

达到 1.8 g/(L·h)[31]。综上所述，已报道的研究工

作采用乙醇和甲醛合成 PDO 取得了较好的效

果，但是当以甲醇为原料时产物浓度仅维持在

毫克级别。本研究设计并构建了一种酶-菌协同

转化甲醇合成 PDO 的新策略，通过耦合体外多

酶转化和全细胞转化技术，实现高效转化甲醇

合成 PDO，碳摩尔转化率达到 90.2%，产物浓

度达到 30.4 mmol/L (2.31 g/L)，高于已报道的甲

醇-PDO 路线(<100 mg/L)。本研究同时提出了一

种针对 C1 甲醇和甲醛的生物转化利用策略，即

通过多酶催化将高毒性的甲醇或甲醛转化为低

毒性的 C3 DHA 或甘油，后者可作为关键原料

用于发酵合成其他化学品，可绕过甲基营养菌

等底物耐受机制，提供了一条有潜力的 C1 原料

生物转化利用路线。

尽管本研究提供了一条碳转化效率较高的

甲醇-PDO 合成途径，但是目前仅完成概念验

证，未来工业应用需要解决多重挑战。(1)甲醇-

甘油合成体系中关键酶如甲醛裂合酶 FLS 催化

活性低，导致酶用量较大。未来将通过人工智

能辅助的酶挖掘和分子改造策略获得催化活性

和稳定性显著提升的新酶元件，进一步结合酶

固定化技术提高酶的循环利用次数，从而降低

酶用量和成本。(2)在甘油-PDO 微生物合成体系

中，甘油透过酶、甘油脱水酶及其激活因子和

醇脱氢酶的胞内表达水平有待进一步优化，从

而降低细胞用量，提升合成速率。(3)目前合成

路线采用分段式即甲醇-甘油和甘油-PDO 两步反

应，未来可通过细胞表面展示技术，将多酶催

化体系展示于细胞表面，真正实现菌株一步转

化和发酵，完成甲醇-PDO 的高效合成。综上所

述，本研究所采用的酶-菌协同转化方法为 C1

原料的生物转化利用提供了一种新的方案。
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