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(R)一1一苯基一1，2一乙二醇脱氢酶的纯化及酶学性质
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摘 要：高压匀浆破碎近平滑假丝酵母(Candida parapsilosis CCTCCM203011)得酶粗提液，经

乙醇沉淀、DEAE—Sephacel离子交换层析、SuperdexG-75凝胶层析及亲和(Cibacron Blue 3GA)层

析纯化得到以NADP+为辅酶的醇脱氢酶，SDS—PAGE电泳鏊定为单一条带，纯化后比活力提高

20倍．HPLC凝胶柱层析法检测相对分子质量为45 000，SDs_PAGE电泳测得相对分子质量为

43 000，表明该酶为单亚基结构．以(RS)-I-苯基一1，2一乙二醇(简称苯乙二醇)为底物，该酶最适反应

温度为45℃，最适反应pH值为8．o．金属离子中M92+对酶活的有一定激活作用．以纯酶催化转化

消旋体苯乙二醇，该酶优先选择(R)型对映体为底物．
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Abstract：Alcohol dehydrogenase(ADH)from Candida parapsilosis CCTCCM2030 1 1 was

purified to homogeneity within four steps，including DEAE—Sephacel，SuperdexG-75 and

Cibacron Blue 3GA chromatography．The molecular weight and subunit weight estimated by

HPLC and SDS—PAGE were 45 000 and 43 000 respectively，indicating that the ADH was a

monomer．The maximal activity was obtained at 45℃and pH 8．0．With the existence of M92+，

the enzyme activity was increased．In the resolution reaction，the enzyme showed the high

selectivity of(R)一1一phenyl-1，2-ethanediol from racemate．
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NADP+依赖型(R)一苯乙二醇脱氢酶(alcohol

dehydrogenase简称ADH)，可逆催化醇的氧化脱

氢反应生成醛或酮，催化过程中以辅酶NADP+为

氢载体(RCH20H+NADP+=RHCO+NAD’

PH+H+)．ADH多为胞内酶，存在于胞液和线粒

体上，在微生物代谢中起重要作用‘11．同时ADH

还是生物合成手性物质重要催化剂，特别是微生物

来源的氧化还原酶，催化不对称转化反应，具有高

度底物、区域、位点和立体选择性，用来合成手性物

质前景广阔嘲．从啤酒酵母、Nocardia^sc口及
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Rhodococcus sp．等微生物中已经分离纯化出醇脱

氢酶，它们的酶学性质如底物特异性、所需辅酶等

方面都不尽相同口~5]．因此针对目标产物需要选择

相应催化特性的脱氢酶．

高光学纯的苯乙二醇对映异构体是医药合成

的重要手性中间体，并且可作为液晶材料的重要手

性添加剂[6]．本实验室已报道近平滑假丝酵母

(Candida parapsilosis CCTCCM203011)具有催化

外消旋体苯乙二醇去消旋的能力，产品中(S)一苯乙

二醇光学纯度(e．e．值)大于99％，产率在90％以

上．以全细胞催化转化消旋体苯乙二醇时，产物中

(S)一苯乙二醇一半来自原消旋体，另一半经(R)一

苯乙二醇转化得到，转化过程中有中间体羟基苯乙

酮生成‘"．

为了解催化转化此过程的酶，作者在上述工作

的基础上，主要对近平滑假丝酵母中醇脱氢酶的提

取、纯化及其部分酶学性质进行了研究．通过纯化，

得到NADP+依赖型醇脱氢酶，该酶仅选择性催化

(R)一苯乙二醇的氧化．因此在转化过程中还需要另

一个氧化还原酶催化酮基的还原．

1材料与方法

1．1实验材料

1．1．1 茵种、培养基及试剂 菌种：近平滑假丝酵

母(Candida parapsilosis CCTCCM203011)：本实

验室专利菌种；培养基成分：组分(g／L)葡萄糖

40．0，酵母膏5．0，(NH4)2 HP04 13．0，KH2 P04

7．0，MgS04·7H2 O 0．8，NaCl 0．1，pH 7．0；主要

试剂：(R)，(S)-苯乙二醇：购于美国Sigma-Aldrich

公司；(RS)一苯乙二醇：购于北京化学试剂公司；辅

酶：购于北京经科宏达生物技术有限公司；牛血清

蛋白、考马斯亮蓝G-250、丙烯酰胺、甲叉双丙稀酰

胺、十二烷基硫酸钠(SDS)等购自中国医药集团上

海化学试剂公司；层析介质：Pharmacia公司产品．

1．1．2主要仪器 Akata Explore-100蛋白层析系

统：瑞典安发玛西亚公司生产；UV2102紫外可见光

分光光度计：上海尤尼科公司生产；冷冻干燥机：英

国Labconco公司生产；高压细胞破碎仪：FA-078一

E1，美国热电公司生产；低温高速离心机：日本日立

公司生产；电泳仪：英国Bio-Rad生产；高效液相色

谱仪：美国安捷伦公司生产．

1．2实验方法

1．2．1 细胞的培养挑取近平滑假丝酵母接种到

装液量为体积分数10％的250 mL摇瓶中，30℃

150 r／rain振荡培养24 h后接种到3 L培养基中，

30℃150 r／rain培养48 h．收集培养液离心(8 000

r／min，10 rain)，所得菌体用生理盐水洗涤两次．一

20℃冷冻保藏．

1．2．2分离纯化

1)酶粗提液的制备冷冻保藏的菌体解冻，以

预冷的20 mmol／L pH 7．0磷酸盐缓冲液(下同)稀

释成菌悬液，高压匀浆(15 000 20 000 r／rain)破碎

两次，破碎后的细胞碎片悬浊液在4℃，10 000

r／rain离心1 h，得酶粗提液．

2)乙醇沉淀 酶粗提液中逐滴加入等体积的

乙醇(一20℃预冷)，冰水浴中持续搅拌30 rain，

4℃10 000 r／rain离心15 rain，弃去上清，用缓冲

液将沉淀复溶后离心(条件同上)，弃去沉淀，所得

上清液用作下步分离．

3)DEAE-Sephacel离子交换柱层析 所得粗

酶上DEAE柱(1 cm×20 cm)，以磷酸盐缓冲液平

衡柱，体积流量为2 mL／rain，0～1 mol／LNaCl梯

度洗脱，将活性分部收集，透析后冻干浓缩，用于下

步分离．

4)SuperdexG-75凝胶柱层析冻干的酶粉于

缓冲液中复溶，4℃，10 000 r／rain离心10 min去除

不溶物质，上SuperdexG一75凝胶柱(1．6 am×60

cm)分离，磷酸盐缓冲液(加入0．2 mol／LNaCl)洗

脱，体积流量为0．4 mL／min．活性分部收集，透析

后冻于浓缩，用于下步分离．

5)亲和(Cibacron Blue 3GA)柱层析将冻干

的酶粉于缓冲液中复溶，离心(条件同上)去除不溶

物质，上亲和柱(1 cm×5 cm)，磷酸盐缓冲液体积

流量0．3 mL／min洗去未吸附组分后，加入5

mmol／L辅酶NADP的缓冲液洗脱，将活性分部收

集，透析浓缩后，用电泳法检测酶的纯度．

1．2．3 蛋白质质量浓度的测定 蛋白质的质量浓

度由Bradford检测法确定．以牛血清蛋白为标准

蛋白，于595 nm处测定吸收度值，得蛋白质质量浓

度与吸收度之间的关系，获得样品蛋白质质量浓度

对照标准曲线[8]．

1．2．4 氧化还原酶酶活的测定 酶活测定依据

Vallee&Hoch法[引．取1 cm的比色皿，加入0．2

mol／L pH 8．0的Tris／HCl缓冲液，3 mmol

NADP+，适量的酶液，45℃保温2 rain，加入0．1

mol／L苯乙二醇，在340 nm下测定吸光度的变化．

酶活定义：在上述条件下，每分钟催化还原1

Ⅱtool NADP+的酶活力为1个酶活单位(U)．

1．2．5 SDS-PAGE电泳 以考马斯亮蓝R一250染

色液，相对分子质量标准为：兔磷酸化酶97 400，牛
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—————————————————————————————————————————————————————————————————————一一
血清白蛋白66 400，兔肌动蛋白43 000，牛碳酸酐

酶31 000，胰蛋白酶抑制剂21 100，鸡蛋清溶菌酶
14 400[10|．

1．2．6 HPLC凝胶分离 凝胶柱Kw一803(德国
E—MERCK Science，Shodex凝胶填料，8 mm×300

mm)，分析条件：pH 6．8的磷酸盐缓冲液(25

mmol／L)，体积流量0．72 mL／min，室温下280 nm

检测．相对分子质量标准为：谷氨酸脱氢酶290 000，

乳酸脱氢酶142 000，烯醇酶67 000，腺苷酸激酶32

000，细胞色素C124 000．

1．2．7酶促转化反应0．5 mL pH 8．0磷酸盐缓

冲液(O．2 mol／L)反应体系中，加入3．5 mmol苯乙

二醇，辅酶2．5 mmol的NADP+和纯酶适量，在

30℃振荡反应6 h，由乙酸乙酯萃取后0．45“m滤

膜(Milli—pore，美国)过滤．在一定色谱条件下取10

肛L进样测定，高效液相色谱条件见参考文献E7-1．

1．2．8最适pH和最适反应温度的测定 分别在

pH为6．5至10．0的反应体系中，在35℃测定不

同pH条件下氧化反应的酶活力；在最适pH条件

下，测定氧化反应在20～60℃的酶活力．

1．2．9 热稳定性及不同pH下稳定性的研究 将

未加底物的反应体系在不同温度(30～60℃)保温

30 min后，测定酶活力的变化情况，测定方法同上；

将酶贮存缓冲液调整为不同pH 3～12，在4℃贮存

120 h后测定酶活力的变化，测定方法同上．

1．2．10金属离子对酶活的影响 分别配制含有

金属离子的0．2 mol／L Tris—HCl缓冲液(pH 8．0)，

金属离子浓度为2 mmol／L．以该含有不同金属离

子的缓冲液作为反应缓冲液，测定酶活力(方法同

上)，考察不同金属离子对酶活的影响．

2结果与讨论

2．1 酶的纯化结果

细胞破碎后，不同种类的酶蛋白、核酸等杂质

也混杂在酶粗提液中，干扰分离纯化．实验中粗酶

经过乙醇沉淀、离子交换、凝胶层析和亲和层析4

步纯化过程，酶活提高20倍，电泳得到单一区带．

经各步纯化的结果见表1．

2．2纯化酶的部分生化性质

2．2．1 酶催化反应的最适pH和温度 在不同的

pH值下测定酶催化氧化苯乙二醇的活力，酶催化

反应的最适pH值为8．0，在pH 7．5～8．5该酶可

保持75％以上的酶活力(见图1)．酶促反应的最适

温度为45℃，随着温度的升高，酶活力也逐渐升高，

但是当温度高于50℃后，酶活力显著下降(见图2)．

表1 近平滑假丝酵母脱氢酶的纯化

Tab．1 Purification of alcohol dehydrogenase from Candida

parapsilosis CCTCCM203011

摹

R
烘
丑

靛
罂

Fig．1
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穴
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靛
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pH

图1酶反应的最适pH

Effect of pH on enzyme activity

20 30 40 50 60 70

温度／℃

图2酶反应的最适温度

Fig．2 Effect of temperature on enzyme activity

2．2．2 热稳定性及不同pH条件下的稳定性 由

图3，4可以看出，经过30 rain保温后测定的酶活力

与原有酶活力比较，在50℃以下保温的酶活损失

不大，可保持原有活力的70％以上，说明该酶能耐

受一定的温度变化，但是与嗜热微生物(Bacillus

stearothermophilus)来源的醇脱氢酶比较，该酶的

热稳定性并不高【11]．在不同pH下贮存一段时间测

定结果发现，该酶在pH 6～9的缓冲液中储存都较

为稳定，120 h后可以保存原有酶活力的80％以上，

但是当pH大于10时，酶活力显著下降．

2．2．3 酶的相对分子质量 亲和层析后收集的酶

活性分部进行SD孓PAGE电泳(见图5所示)，电泳
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结果聚丙烯酰胺凝胶上显示一条蛋白质带．根据标

准相对分子质量与迁移率作图，该酶亚基相对分子

质量为43 000．酶活性分部经过HPLC凝胶柱分离

检测，对照标准相对分子质量，估计样品相对分子

质量在45 000，确定该酶为单一亚基．与其它微生

物来源脱氢酶比较，大小有所差异，如细菌(Bacil—

lus stearothermophilus，Nocardia fusca，Saccharo—

myces serevisiae)及面包酵母离纯化所得脱氢酶为

120 ooO～150 000的四聚体[4’。m’1引．

装

R
艇
越
靛
翼

温度／℃

圈3酶的热稳定性

Fig．3 Stability of enzyme activity in different tempera·

pH

圈4酶在不同pH值下的稳定性

Fig．4 Stability of enzyme activity in different pH

Mr ’”“I Mr

‰． 97400

。m黼一， 67000

43 000—，，。一，。。“43 000

m—⋯ 31 000

20100

14400

图5 SDS-PAGE电泳测定ADH的亚基相对分子质量

Fig．5 Subunit molecular weight of alcohol dehydrogen’

ase by SDS-PAGE electrophoresls

2．2．4 酶催化转化能力 以外消旋苯乙二醇为底

物，经纯酶催化氧化后，产物高效液相图谱如图6

所示，该酶优先选择(R)对映体作为底物．谢学胜等

从Nocardia中分离纯化所得醇脱氢酶，以苯乙二

醇为底物时，选择性催化外消旋体中(S)对映体的

氧化‘41．而从Candida属的酵母中纯化得到的多种

NAD(P)H羰基还原酶，可将各种酮、醛和酯类物

质作为底物，选择性还原羰基生成手性醇m～·引．

摹75

潮

蓍50
靛

娶25

O

lOO

鬟75

画

茎50
靛

冥25

0

10 12 14 16 18 20

时间／min
A：反应前

10 12 14 16 18 20

时间／rain

B；反应后

图6转化反应产物分析

Fig．6 Analysis of resolution production by HPLC

2．2．5金属离子对酶活的影响醇脱氢酶为金属

酶，金属离子对予酶活的高低都会产生一定的影

响．在反应中醇脱氢酶多需要Zn2+参与，如表2所

示，金属离子ZnS04，CuS04，MgS04，MnS04，

CoCl2，AgNO。，HgSO。等对酶活的影响都有一定的

影响．在金属离子中，添加Mf+，Mlq2+等离子，其

酶活明显高于其他金属离子．而重金属离子，如

Ag+，H92+等在添加后引起酶蛋白的变性失活，致

使酶活明显下降．Zn2+的添加并没有使得酶活显著

提高，原因可能是酶已经结合有一定的Zn2+，重新

加入后离子浓度增加，在一定浓度下，对酶活反而

有抑制作用口’121．添加金属鳌合剂EDTA，酶活有一

定下降，说明该酶需要某些金属离子作为激活剂才

能有较高的催化活力．

2．2．6 脱氨酶辅酶依赖性 反应中加入辅酶

NAD+时酶活未检测出，而NADP+可作为催化反应

的辅酶，因此该脱氢酶催化苯乙二醇氧化反应所依赖

的辅酶为NADP+．该酶以(R)一苯乙二醇作为反应的

底物时，其酶活力明显高于反应底物为(S)对映体时

的酶活力，说明该酶在立体选择性氧化外消旋苯乙二

醇的反应中优先催化氧化(R)一苯乙二醇(见表3)．
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表2金属离子对酶活的影响 注：一为未检出。

Tab．2 Effects of various metal ions on crude enzyme activity

添加 酶相对 添加 酶相对

化合物 比活力／％ 化合物 比活力／％

—— 100 MnS04 133．8

EDTA 88．21 CoCl2 79．55

ZnS04 58．7i AgNOs 25．98

CuS04 76．2 HgS04 14．44

MgS()4 173．7

表3 C parapsilosis CCTCCM203011醇脱氢酶催化氧化

的辅酶依赖型及立体选择性

Tab．3 Cofactor requirement and stereospecificity in the oxi’

dation catalyzed by Alcohol dehydrogenase from C

parapsilosis CCTCCM203011

比活力／(U／mg)

辅酶 (R)一1一phenyl一
1．2-ethanedioI

(S)一1-phenyl一

1，2-ethanediolp

参考文献．1

3 结 论

1)通过4步纯化过程，从Candida parapsilo—

sfs CCTCCM203011中分离纯化得电泳纯的醇脱氢
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乙二醇氧化反应的最适pH值为8．0，最适温度为

45℃．该酶在pH 6～9范围内较为稳定，在50℃以

下的温度相对较为稳定．金属螯合剂及重金属离子

会对该酶的活力产生抑制作用，但Mg离子对酶有

一定的激活作用．
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