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甘油作为重要的化工原料，其生产一直受到国内外的广泛关注。发酵法生产甘油是除皂化法和化

学合成法外生产甘油的第三条途径。江南大学（原无锡轻工大学）在 /#年代已成功地应用产甘油假丝
酵母实现了工业化生产甘油，经江南大学研究人员多年不断努力，产甘油假丝酵母 HI1 "##" 1 G发酵甘
油可达 4"J以上，总糖转化率超过 G4J，产率 3#+·I1 4 K1 4，发酵时间在 5" L /0=。迄今为止，该菌株及专
利技术已被多家企业运用于实际生产中［4，"］。研究人员继续进行了多方面的研究，如运用穿梭载体建立

产甘油假丝酵母质粒基因文库［3］、高渗透压与该菌株高产甘油的关系［!］、深入研究了该酵母的甘油合成

酶。目前已克隆出产甘油假丝酵母甘油合成途径中的关键酶———胞浆 36磷酸甘油脱氢酶的编码基因，
并将其在酿酒酵母中高效表达，使胞内 36磷酸甘油脱氢酶酶活水平提高，提高甘油产量［G］；还研究了产
甘油假丝酵母 36磷酸甘油酯酶的性质［G，0］。在更深入地研究中，发现当发酵液中的葡萄糖含量低于 "J
时，细胞内利用甘油的酶活力旺盛，导致其同化甘油，使继续发酵时发酵液中甘油含量下降。若提前结

束发酵，会造成甘油转化率下降，同时对甘油后提取不利。因此，了解甘油分解代谢中的一些酶的结构

及其作用、调控机理对提高甘油产率和转化率很有现实意义。本文介绍甘油分解酶中的甘油激酶。

2 甘油的代谢途径

一般认为在耐高渗酵母菌中甘油的代谢大体如（图 4）［5 L /］。
甘油到磷酸二羟丙酮的分解代谢包括两步酶促反应。在甘油激酶（7A）的催化下，甘油被磷酸化形

成 36磷酸甘油，36磷酸甘油在 36磷酸甘油脱氢酶（M-7CN）的催化下氧化成磷酸二羟丙酮，进一步返回至
糖酵解途径。此外，甘油还可以在甘油氢化酶的作用下生成 N6甘油醛，后进一步生成 N6甘油酸（乙醛
（).NO）脱氢酶）和 36磷酸甘油醛（丙糖激酶）；也可以在甘油脱水酶的作用下，单向地生成 "6羟基丙醛。

7A是利用甘油的限速酶，它催化甘油磷酸化反应生成 36磷酸甘油［4#］，反应中要有 P+" O和 )QC的参
与，4，06二磷酸果糖（B>C）抑制该酶的活性。当培养基中葡萄糖的浓度较高时，代谢中间产物 B>C也相



应较高，!"的酶活表现的不明显，当培养基中葡萄糖消耗殆尽，#$%对 !"的酶活抑制不再明显，使甘油
作为碳源得到利用。

图 ! 甘油代谢途径

" 甘油激酶的结构

据报道，!"属于 &’%酶系（该酶系具有相似的空间结构，即重复的!!!"!"!"折叠），目前国外已经克
隆出大肠杆菌野生型基因，并且已将其测序；该基因编码形成含有 ()*个氨基酸的蛋白质（分子质量为

(+ ),,）［*)］。甘油激酶在溶液中通常存在着三种形式：活性二聚体，活性四聚体（四聚体#）和钝化四聚
体（四聚体$），这三种形式之间存在着平衡［**］。非对称的二聚体代表了 !"的活性形式［*-］，即活性二聚
体；四聚体#与 #$%的抑制作用有关，而四聚体$可能是结晶化时的人工产物［**］。
目前，普遍认为 !"具有一个高活性位点，它是一个开放式游离配体结构，此结构能够以充分闭合

形式连接甘油。!"的活性位点位于域$和域#之间的裂缝中［*-，*.］。
如图 -［*)］所示，在 !"中，亚域 /$，//$，/0是围绕着公开的核区组成的，而亚域 //0是多肽链的碳端延

伸组成的。每一个亚域在酶的结构和功能上都有其独特的作用。亚域 //$和 //0组成了二聚体一个界
面，亚域 /&和 /0组成了四聚体另一个界面。/0组成了正磷酸根的结合位点，//&!12（//&!12是磷酸烯醇
式丙酮酸：葡萄糖磷酸转移酶体系的中心调控单元）的结合位点是 //0亚域的一部分。亚域 /$组成了甘
油结合的部分位点，亚域 //$形成了 !"功能性二聚体界面。亚域 /0和 //0形成了调控结合位点。亚域

/0和 //0连接到 &’%345的核心区，即将 &’%345中的!折线分别连接到亚域 /&和 //&中心的!折叠上。
这个结构说明在调控结合位点和活性位点间存在着长距离的信息传递［*)］。

# 甘油激酶的调控

!"的催化作用是通过明显的结构上的改变来完成的，这种结构改变与其中间区域的变化有关［**］。

!"受到三个物质的构象调控：*，+6二磷酸果糖（#$%）；磷酸携带蛋白 //&!12和腺苷核苷［*)］，它们的作用
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机理各不相同。!"的活性还受翻译水平的调节，#$磷酸甘油是诱导物，%%&!’(蛋白则是抑制剂［))］。

图 ! "#结构模型图［$%］

&’$ ()*的调控机理

*+,的结合位点位于两个暴露的环状结构之间。其结合位点由每个单体的 -##位甘氨酸，-#.位甘
氨酸和 -#/位精氨酸组成，每个四聚体中存在着两个 *+,结合位点［))］。现在，已经分析确定了 *+,结合
环的序列（%!!"!!0,；)1），这可能是一种“23’456$7895”（!::!:!"0;<）核苷磷酸盐结合环，这种环状结构在
许多 &0,结合的蛋白质结构中可以看到（例如在酵母丙酮酸激酶的结构中也发现了类似的 *+,结合的
环状结构［)=］），所以这个环状结构可能是 *+,对酶活性调节的一个共有特性。然而，!"的环状结构只
识别 *+,上的磷酸盐［))］。

*+,可以增加 !"表观二聚体$四聚体的聚合常数，从而使 !"的钝化四聚体形式更稳定。!"四聚
体稳定的机制在于 *+,与 -#/位精氨酸间的离子作用力和主链上的氨基化合物与 *>,链上磷酸根间的
氢键作用力［)=］（一个链上的精氨酸 -#/桥连了 *+,上的 )位和 /位上的磷酸根，另一个链上的精氨酸

-#/让 /位的磷酸根连接到 -折轴上［))］）；五环糖的环提供了磷酸根适宜的间距；此外，将 -#/位精氨酸
与其对应配对的磷酸根间的静电排斥力中和，也是 *+,抑制 !"活性的一个重要方面［))］。
目前，对 *+,的结合位点还不是很清楚，尽管早期的分析说，!"存在着钝化四聚体和活性四聚体间

的平衡，*+,使酶的钝化四聚体形式稳定，但是还没有大量的证据证明 !"存在着活性四聚体形式。因
此，可以认为还有可能是四聚物的结合使酶钝化。在所有描述的四聚体!结构中，都包含有一个限制性
抑制剂（*+,，磷酸或硫酸），其活性结合位点正好对着四聚体的中心。如果开放式$闭合式构象的变化对
酶的催化反应循环来说是一个最为本质的方面的话，酶还有可能由于二聚体$二聚体的作用，阻止了酶
的开放式$闭合式构象的变化而受到抑制［))］。

*+,和甘油都是 !"的非竞争性抑制剂，只有当甘油连接到 !"上，*+,才会连接到 !"上。因此，

*+,的作用可以看作是“锁入”到酶的钝化构象中。因此，相对于 *+,的结合对酶的活性位点结构的直
接调节，仅仅是四聚体的聚合反应对于钝化酶的活性是否是足够的，这一点还有待于进一步的确定［))］。

在实际中还观察到“半位点”反应和对 &0,浓度的负向协同性，*+,的抑制作用可能与 &0,的连接
相偶联。因此，我们不能排除 *+,结合位点和酶的活性位点间存在着直接的信息传递［))］。

&’! ++,"-.的调控

%%&!’(抑制都通过一些与 *+,相似的机制与酶的活性位点相作用，不考虑机制的细节，%%&!’( 和
*+,的结合似乎都会使酶出现同一种钝化构造。然而，%%&!’(的抑制并不包含二聚体$四聚体的聚合，它
们的结合位点和抑制模式也截然不同。%%&!’(的结合位点在 !"的 .?- @ .A=位残基上，这正好在与 *+,
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结合位点相对的单体上。当 !"#$$%!&’复合时，复合物中原 ()*的连接环即残基 +,- . +,/，已经变的无
序了，因此在 !"#$$%!&’复合物中已经观察不到这段环。这说明两种抑制都能够使 !"的低活性或钝化
形式稳定，但它们的作用途径是互相独立的［00］。

此外，$$%!&’对 !"的抑制包括抑制剂的结合位点和酶的活性位点间很长范围的信息传递［0-］。将
$$%!&’连接位点的这段残基突变，会影响酶的催化活性，而 $$%!&’的结合既不会导致也不依赖酶的四级
结构的变化，这也就是说，$$%!&’的抑制与酶的浓度无关［00］。
!"! 核苷的调控

!"相对于核苷浓度来说，还存在着同向的变构调节，对 %1*，%2*和甘油表现出“半位点的结合”
（例如，一个活性二聚体对底物存在高亲和低亲和活性位点）［0-］。

还有报道说 !"还被细胞膜上的甘油促进子所激活，这说明 !"还存在着另一水平的变构调节。胞
外甘油进入胞内代谢时涉及两种蛋白质：甘油促进子和甘油激酶。甘油促进子在细胞质膜中作为携带

子或形成一个选择性的孔，同时激酶吸引胞内的甘油生成 ,#磷酸甘油。研究人员们发现在促进子缺陷
型菌株中甘油吸收动力学与野生菌株甘油吸收动力学完全不同。在野生细胞的运输甘油分子过程中观

察不到游离态的甘油，在促进子缺陷型菌株中甘油通过细胞质膜的扩散过程并不是磷酸化的限速步骤。

因此，促进蛋白的存在和缺失其甘油磷酸化动力学是不同的。我们可以推断在甘油促进子和甘油激酶

之间存在着一种相互作用刺激了激酶的活性［0-］。

总之，!"对甘油代谢的调节是很复杂的。它受 !"在溶液中存在平衡的影响，即二聚体#四聚体的
平衡。!"受 ()*的调控，()*只能作用于 !"的四聚体形式［0-，00］，已探明 ()*促进二聚体#四聚体的聚
合，抑制四聚体的集合［0+］；()*对 !"与甘油的结合有反竞争性抑制，对 !"与 %1*的结合存在着非竞争
性抑制［00］，!"的活性二聚体对 %1*、%2*和甘油表现出“半位点的结合”，即存在高亲和和低亲和活性位
点［0-］；%1*对它有负向协同作用［0-］。当溶液中以葡萄糖为主要碳源时，代谢中间产物 ()*浓度较高，抑
制了 !"，同时糖酵解产生的 %1*对 !"的负向协同作用，都使反应以 ,#磷酸甘油!甘油的方向进行；溶
液中葡萄糖的浓度逐渐降低，甘油浓度升高，()*对 !"的抑制作用逐渐减弱，反应以甘油!,#磷酸甘油
的方向进行，进入糖酵解途径。
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