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摘  要: 3-羟基丙酸是一种潜在的重要化工产品，可作为中间体合成多种有经济价值的工业用化合物。文中利

用氧化葡萄糖酸杆菌生物催化 1,3-丙二醇合成 3-羟基丙酸。首先在 50 mL 摇瓶中 (转化体系为 10 mL) 考察细

胞加入量、底物和产物浓度等对催化反应的影响。在此基础上，在 2 L 鼓泡塔中 (转化体系为 1 L)，采取适当

的补料方式和生物转化与分离相耦合的手段解除抑制，以提高目标产物终浓度。结果表明：高底物和产物浓度

通过降低反应初速度抑制转化的进行，并确定了最佳催化反应条件为 6 g/L 菌体量，pH 5.5。利用流加补料方

式维持反应体系中底物浓度在 15~20 g/L，经过 60 h 的反应，3-羟基丙酸的浓度达到 60.8 g/L，生产强度为 1.0 

g/(L·h)，转化率为 84.3％。采用生物转化与分离相耦合的方法，经过 50 h 的转化反应，3-羟基丙酸的总产量达

76.3 g/L，生产强度为 1.5 g/(L·h)，转化率 83.7％。研究结果对利用氧化葡萄糖酸杆菌的不完全氧化醇类化合物

特性实现其在工业生物催化中的应用具有一定的指导意义。 
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Biosynthesis of 3-hydroxypropionic acid from 1,3-propanediol  
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Abstract:  3-Hydroxypropionic acid is an important building block to synthesize lots of industrially valuable chemicals. 
In this study, we firstly investigated the effects of cell, substrate and product concentrations on biosynthesis of 
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3-hydroxypropionic acid from 1,3-propanediol by Gluconobacter oxydans ZJB09112 in 50-mL shake flask containing 10 
mL transformation liquid. To avoid the inhibition of substrate and product, we adopted fed-batch biotransformation and 
fed-batch biotransformation coupled with in situ product removal in 2-L bubble column reactor containing 1 L 
transformation liquid. The results show that high concentrations of substrate and product could inhibit the 
biotransformation by decreasing the initial reaction rate, and the optimal reaction conditions were as follows: cell 
concentration 6 g/L, pH 5.5. Fed-batch biotransformation in which the substrate concentration was maintained at 15–20 g/L 
could obtain product concentration of 60.8 g/L after 60 h, which gave a productivity of 1.0 g/(L·h) and a yield of 84.3%. 
Furthermore, fed-batch biotransformation coupled with in situ product removal could achieve the total product 
concentration of 76.3 g/L after 50 h, which gave a productivity of 1.5 g/(L·h) and a yield of 83.7%. The results obtained 
here may be useful for the application of G. oxydans in biocatalysis industry by using its characteristic of incomplete 
oxidation of alcohols. 

Keywords:  Gluconobacter oxydans, whole-cell biotransformation, 1,3-propanediol, 3-hydroxypropionic acid 

3-羟基丙酸 (3-Hydroxypropionic acid，3-HP) 

是一种重要的有机合成中间体，由于其分子两端

分别带有一个羟基和一个羧基，是较为活泼的分

子，在合成新型生物可降解性聚合物、个人护理

用品、胶黏剂和涂料等方面有着广泛的应用前

景[1]。目前，3-HP 的生产方法主要是化学合成法，

但该方法存在技术难度较大、生产成本高、环境

污染严重等缺点[1-2]。随着生物技术的迅猛发展，

近年来很多学者研究了利用微生物发酵法生产

3-HP，但目前所报道的采用发酵法生产 3-HP 的

野生菌株，产量均较低，只能通过基因工程手段

构建高效代谢途径，但需要较多基因的克隆，工

程菌的构建具有一定的难度 [3-5]。陈国强等将

1,3-丙二醇脱氢酶和醛基氧化酶在宿主细胞中

共表达，以 1,3-丙二醇为原料发酵生产 3-HP，

最终发酵液中产物浓度最高为 12.1 g/L[6]；

Rathnasingh 等将甘油脱水酶与醛脱氢酶偶联表

达，以甘油为底物，最终在发酵液中 3-HP 产量

能够达到 38.7 g/L，这也是目前文献报道中利用

发酵法能够取得最好的结果[7]。 

本研究室前期成功筛选并经诱变得到了一

株氧化葡萄糖酸杆菌 ZJB09112 (Gluconobacter 

oxydans ZJB09112)[8-10]，该菌最显著的特点就是

在其细胞膜上存在着多种脱氢酶，能够将众多糖

醇类化合物不完全氧化，生成相应的产物醛、酮

以及酸，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，氧作为电子

受体，并且该电子传递链与 ADP 氧化磷酸化形

成 ATP 的过程相耦合[11-14]。由于膜系脱氢酶的

氧化产物可以直接分泌到细胞外，催化过程无

需跨膜运输，且氧化效率很高，因而近年来对

G. oxydans 在生物催化应用方面的研究，受到了

极大关注。在前期实验中，本课题组已经利用该

菌对以甘油为底物合成 1,3-二羟基丙酮做了大量

的研究工作，并将所取得成果成功地实现了产业

化，现已在浙江海正药业股份有限公司构建了年

产 1 000 t 的 1,3-二羟基丙酮生产线，生产技术指

标达到国际领先水平[12]。目前国内外已经有利用

G. oxydans 生物催化合成维生素 C、米格列醇、

葡萄糖酸、D-乳酸、1,3-二羟基丙酮、羟基乙酸

等相关研究 [11,15-21]。本文以 G. oxydans ZJB09112

静息细胞作为生物催化剂，利用其不完全氧化特

性，催化 1,3-丙二醇合成 3-HP，反应过程如图 1

所示，考察了细胞加入量、底物抑制和产物抑制

对催化反应的影响，并采取适当的补料方式和生

物转化与分离相耦合的手段解除抑制，以提高目 
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图 1  氧化葡萄糖酸杆菌生物催化 1,3-丙二醇合成 3-羟基丙酸 
Fig. 1  Biocatalysis of 1,3-propanediol to 3-hydroxypropionic acid by Gluconobacter oxydans. 

标产物终浓度。同时，本研究也能为加深了解

G. oxydans 不完全氧化醇类化合物的特性奠定一

定的理论基础，有助于发现和开拓它在工业催化

中的新用途。 

1  材料与方法 

1.1  菌种和试剂 
氧化葡萄糖酸杆菌 ZJB09112 (G. oxydans 

ZJB09112)，为本实验筛选保藏，于中国典型培

养物保藏中心保藏，公共保藏编号为 CCTCC 

No: M208069。1,3-丙二醇购自 Sigma-Aldrich 公

司；3-HP 购自日本东京化成株式会社；树脂购于

上海华振有限公司；其他化学试剂均为分析纯。 

1.2  培养基 
种子培养基 (g/L)：酵母粉 30，甘油 5。 

发酵培养基 (g/L)：甘油 24，甘露醇 6，酵

母粉 7，蛋白胨 1，MgCl2 1，(NH4)2SO4 1，

KH2PO4 1。 

1.3  菌体培养方法 
从菌种斜面接种两环至装有 50 mL 种子培

养基的 500 mL 摇瓶中，于 30 ℃、150 r/min 振

荡培养 24 h 作为种子。将种子液以 10％接种量

接入发酵培养基中，于 30 ℃、150 r/min 发酵培

养 22 h，离心收集菌体并用生理盐水洗涤 2 次用

于生物转化。 

1.4  树脂的选择和预处理 
由于 3-HP 为弱酸性有机酸 (pKa=4.5)，根据

离子交换理论，应选用碱性树脂作为原位分离介

质。以往研究表明，弱碱性阴离子交换树脂对羟

基酸的吸附容量远远超过强碱性阴离子交换树

脂。所以，本实验代表性地选取了工业上应用广

泛的几种弱碱性阴离子交换树脂，D301 (苯乙烯

系)、D314 (丙烯酸系)、D315 (丙烯酸系) 和

D335 (环氧系)，比较了其对 3-HP 的吸附性能，

并对洗脱剂进行了选择。 

树脂预处理：首先将树脂用乙醇浸泡 4 h，

使其充分溶胀并除去有机杂质；然后用 1 mol/L 

NaOH 浸泡 24 h，水洗至中性；再用 1 mol/L HCl

浸泡 24 h，水洗至中性；最后用 1 mol/L NaOH

浸泡 24 h，实现树脂转型，水洗至中性，抽滤后

保藏备用。 

1.5  生物转化反应 
50 mL 摇瓶中转化：取适量湿菌体，悬浮于

缓冲溶液中，加入适量 1,3-丙二醇，总反应体系

为 10 mL。在 30 ℃、180 r/min 下进行生物转化，

反应初速度通过转化前 10 min 的产物量计算，

所有实验均重复 3 次。 

2 L 鼓泡塔中转化：初始反应体系为 1 L，在

控制合适的通气量和 pH 条件下，定时取样分析

底物浓度，通过流加补料的方式和产物原位分离

手段解除抑制。 

1.6  分析方法 
1,3-丙二醇浓度用气相色谱  (GC-14B，日
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本岛津公司) 检测，色谱柱为 HP-5，升温程序

为：80 ℃保持 2 min，然后以 5 /min℃ 升温至

110 ℃，保持 1 min，汽化室与检测器温度均为

260 ℃，载气为 N2，流速 1 mL/min，进样量 1 μL，

采用外标法定量； 3-HP 采用高效液相色谱 

(1100 series，美国安捷伦公司) 检测，色谱柱

为 Hypersil ODS2，色谱分析条件：流动相为

20 mmol/L KH2PO4缓冲液 (用磷酸调 pH为 2.4)，

流速 0.8 mL/min，紫外检测波长 210 nm，柱温

35 ℃；进样量 20 μL，采用外标法定量。 

2  结果与分析 

2.1  生物催化 1,3-丙二醇合成 3-HP 
2.1.1  静息细胞浓度对转化反应的影响 

在一定程度上，静息细胞的添加量代表着

反应体系中的酶浓度，因此提高反应体系中细胞

浓度，有助于加快酶催化反应速度。在 30 ℃、

100 mmol/L 柠檬酸盐缓冲液 pH 5.5 条件下，添

加 1,3-丙二醇浓度 20 g/L，考察细胞浓度对转化

反应的影响。从图 2 结果可知，随着细胞浓度的

增加，酶催化反应初速度逐渐增加，当细胞浓度

达到 6 g/L 以后，产物得率和反应初速度均达到

了较高水平，继续增加细胞浓度，成本会大大增

加，然而对酶催化的转化率和反应初速度却不再

有明显增加，一方面，这可能是由于该氧化反应

需要较多的氧气参与，而转化瓶中的溶氧有限，

从而限制了酶的催化活性，另一方面，反应体系

中添加过多的细胞会随着摇床转动，细胞粘附在

瓶壁上而未能发挥催化作用。因而综合考虑，选

择该转化反应最适细胞浓度为 6 g/L。 

2.1.2  底物浓度对转化反应的影响 

在 30 ℃、100 mmol/L 柠檬酸盐缓冲液 

(pH 5.5) 条件下，细胞浓度 6 g/L，考察不同初

始底物浓度对转化反应的影响。从图 3结果可知，

在底物浓度低于 15 g/L 时，随着底物 1,3-丙二醇

浓度的增加，酶催化反应初速度及 3-HP 的终产量

均在逐渐增加，而当底物浓度超过 20 g/L 时，随

着底物浓度的增加，底物抑制作用开始显现，酶

催化反应初速度及转化率明显下降且 3-HP 产量

也不再增加。因此，需控制底物量不超过 20 g/L。 

2.1.3  产物浓度对转化反应的影响 

在 30 ℃、100 mmol/L 柠檬酸盐缓冲液 pH 5.5

条件下，细胞浓度 6 g/L，底物浓度 20 g/L，考察

在转化初始添加不同浓度产物对转化反应的影

响。从图 4 结果可知，产物 3-HP 对细胞催化活

力具有一定的抑制作用，并随着产物添加浓度的

增大，抑制作用越来越明显。当初始产物添加量

为 40 g/L 时，酶催化效率仅为对照组的 40％，

而当产物量达到 60 g/L 时，催化效率仅为对照组

的 1％，反应几乎接近终止。因此，反应过程中

及时移除产物，减少产物抑制是提高产率的一种

重要手段。 

 

图 2  细胞浓度对转化反应的影响 
Fig. 2  Effect of cell concentration on biotransformation 
reaction. 
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图 3  初始底物浓度对转化反应的影响 
Fig. 3  Effect of initial substrate concentration on biotransformation reaction. 

 

 

图 4  产物添加量对转化反应的影响 
Fig. 4  Effect of different addition concentration of 
product on biotransformation reaction. 

2.1.4  pH 对转化过程的影响 

反应体系中 pH 值不仅影响底物分子的离子

化状态，也能够影响酶蛋白分子的离子化状态，

从而影响酶催化反应的效率。在 30 ℃的条件

下，选取柠檬酸盐缓冲液 (pH 3.0~6.0)、磷酸

盐缓冲液  (pH 5.0~6.0) 和 Tris-HCl 缓冲液 

(pH 6.0~8.0)，缓冲液浓度均为 100 mmol/L，在

10 mL 反应体系中，底物 1,3-丙二醇加入浓度为

20 g/L，细胞加入浓度 6 g/L，反应 20 min，考察

不同缓冲溶液中 pH 值对酶催化活性的影响。从

图 5 结果可知，当 pH 值在 5.5 时，酶表现出最

大的活力，且在以柠檬酸盐缓冲液中酶活力相对

最高，但考虑柠檬酸影响后期树脂吸附能力，因

此选择转化体系为 pH 5.5 的磷酸盐缓冲液。 

图 6 为在 30 ℃、细胞浓度 6 g/L，底物浓度

20 g/L，通气量 60 L/h，初始 pH 5.5，1 L 鼓泡塔

体系中，考察 pH 控制与否对转化过程的影响。

从结果可知，对于该转化反应，若不控制 pH，

伴随着产物 3-HP 的积累，会导致反应体系 pH

的逐渐下降，当反应进行到 6 h，pH 就已迅速降

到 4.0，而酶作为生物催化剂，都存在一个最适

合的 pH 范围，当 pH 降到 3.8 时，目标产物基本
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不再积累，此时 pH 控制在 5.5 恒定组转化率已

高达 90.1％，而对照组仅为 65.5％。实验结果表

明 pH 维持在 5.5 时有利于 3-HP 的合成。 

2.1.5  用流加补料方式转化1,3-丙二醇合成3-HP 

摇瓶转化实验表明，当底物浓度超过 20 g/L

就会对细胞催化活性产生抑制作用，为了消除底

物抑制作用，在 30 ℃、细胞浓度 6 g/L，初始底 

 

图 5  缓冲液 pH 值对转化反应的影响 
Fig. 5  Effect of buffer pH on biotransformation reaction. 

 

图 6  pH 对转化过程的影响 
Fig. 6  Effect of pH on biotransformation process. 

物浓度 20 g/L，通气量 60 L/h，pH 5.5 条件下，

1 L 鼓泡塔体系中，定期取样，采取手动间歇补

加底物 1,3-丙二醇的方式，控制催化过程中底物

浓度维持在 15~20 g/L，结果如图 7 所示。在催

化反应初期 (0~15 h)，产物迅速积累，当产物达

到 40 g/L 时，产物抑制效应逐渐显现，产物合成

速率下降。由于在鼓泡塔中能够较好地控制通气

条件和恒定的 pH 值，因此与摇瓶中转化反应相

比，产物浓度和催化效率都有明显的提高，当产

物浓度积累到 60 g/L 时，产物抑制效应明显，转

化反应基本停止。经过 60 h 的催化反应，3-HP

的浓度达到 60.8 g/L，生产强度为 1.0 g/(L·h)，转

化率为 84.3％。 

2.2  生物转化与分离相耦合合成 3-HP 
2.2.1  树脂的选择 

离子交换树脂具有吸附容量大、吸附选择性

强、速度快、易解析、易再生等优点，因而在转

化体系中引入吸附树脂可以吸附产物以减轻转 

 

图 7  用流加补料方式转化 1,3-丙二醇合成 3-羟基

丙酸 
Fig. 7  Fed-batch biotransformation process of 
1,3-propanediol to 3-hydroxypropionic acid. 
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化液中的产物抑制效应。实验选取了几种对有机

酸有较好交换容量的弱碱性阴离子交换树脂，配

制成一定浓度的 3-HP 溶液，用氢氧化钠调节 pH

至 5.5 左右，分别加入相同质量的树脂于 30 ℃、

180 r/min 条件下吸附 120 min，从图 8 可以看出，

树脂 D335 对 3-HP 吸附能力最强。 

2.2.2  洗脱剂的选择 

D335 是一种弱碱性环氧系阴离子交换树

脂，选择适合的洗脱剂，有利于提高目标产品的

收率。向 1.0 g 吸附饱和 3-HP 的 D335 树脂中分

别加入 5 mL 1.0 mol/L 的 NaCl、HCl、H2SO4、

NH4OH 和 NaOH 溶液，静态洗脱 24 h，考察了

几种洗脱剂对 3-HP 的洗脱效果，如图 9 所示。

可以看出，在该条件下 Cl-和 SO4
2-离子在树脂

D335 上的吸附力要强于 OH-离子，选用 NaCl、

HCl 和 H2SO4 作为洗脱剂，解析率都可达到

80％以上，其中用 HCl 解析的效果最好，最终回

收率可达 90％，因此选用 1.0 mol/L HCl 作为

3-HP 的洗脱剂。 

 
图 8  不同树脂对 3-羟基丙酸的吸附能力 
Fig. 8  The adsorption capacity of 3-hydroxypropionic 
acid by different resins. 

     

 

图 9  不同洗脱剂对吸附 3-羟基丙酸的 D335 树脂的洗脱情况 
Fig. 9  Elution of 3-hydroxypropionic acid adsorbed on D335 by different eluants. 
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2.2.3  生物转化与分离相耦合合成 3-HP 

从上述结果可以看出，3-HP 对该酶催化反

应具有明显的抑制作用，当产物浓度积累到

60 g/L 时，产物抑制效应明显，转化反应基本停

止。为减轻产物抑制，获得高浓度 3-HP 并提高

生产强度，需要及时将生成的产物移除。因此，

本实验选用如图 10 所示的生物转化与分离相耦

合技术，利用中空纤维膜实现细胞的循环，同时

利用阴离子交换树脂 D335 对反应产生的产物不

断进行吸附，从而在一定程度上减少产物的抑制

作用，提高产物浓度和转化效率。 

由于在反应的起始阶段产物 3-HP 的产量较

少，所以不启动分离耦合装置，待反应进行到

12 h 以后，开始进行生物转化与分离耦合。从图

11 结果可知，采用分批补料生物转化与分离耦合

合成 3-HP，在不计算树脂上吸附 3-HP 的量时，

经过 50 h的转化反应，3-HP的浓度可达 59.8 g/L。

若将 D335 树脂上吸附的 3-HP 充分洗脱，并

与转化液中 3-HP 的量合并计算，目标产物总

产量达 76.3 g/L，转化率 83.7％，生产强度为

1.5 g/(L·h)。 

陈国强等以 1,3-丙二醇为原料，利用工程

菌发酵生产 3-HP，可获得最高产物浓度为

12.1 g/L[6]；Rathnasingh 等利用工程菌，以甘

油为底物，可获得最高产物浓度为 38.7 g/L，

该结果也是目前报道中的最高产量[7]。本文利用

G. oxydans 生物转化生产 3-HP，并获得了最

终目标产物总产量达 76.3 g/L，生产强度为

1.5 g/(L·h)，本研究中的产物浓度远远超过了利

用工程菌发酵法获得的最高产量 38.7 g/L。由于

在生物转化中存在底物和产物抑制效应，若能对

本研究中的鼓泡塔中的放大催化工艺以及生物

转化与分离相耦合的过程进一步优化，目标产物

浓度和生产强度还有提升的空间和潜力。 

 

 

图 10  生物转化与分离耦合装置图 
Fig. 10  Schematic diagram for bioconversion coupled with in situ product removal. 1: bubble column reactor; 2: 
hollow fiber membrane; 3: rein packed column. 
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图 11  分批补料生物转化-分离耦合转化产 3-HP 
Fig. 11  Fed-batch biotransformation of 1,3-propanediol 
to 3-hydroxypropionic acid coupled with in situ product 
removal. 

3  结论 

利用实验室保藏的 G. oxydans ZJB09112 生

物催化 1,3-丙二醇合成 3-HP，在所考察的因素

中，发现高浓度底物 (≥20 g/L) 和高浓度产物

对细胞催化效率和产物合成有明显的抑制效应，

并确定了最佳摇瓶催化反应条件：6 g/L (DCW) 

菌体量，pH 5.5。为消除底物抑制作用，在 1 L

鼓泡塔中，利用流加补料方式维持反应体系中底

物浓度在 15~20 g/L，经过 60 h 的催化反应，3-HP

的浓度达到 60.8 g/L，生产强度为 1.0 g/(L·h)，转

化率为 84.3％。为同时减轻底物和产物抑制效

应，本研究采用生物转化与 D335 阴离子交换树

脂原位分离相耦合的方法，及时将部分生成的

产物移除，经过 50 h 的转化反应，3-HP 的总产

量达 76.3 g/L，生产强度为 1.5 g/(L·h)，转化率

为 83.7％。 
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