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编码.，/0丙二醇氧化还原酶同工酶基因!"#3的

克隆与高效表达

张晓梅!! 唐雪明"!!诸葛斌!! 沈 微!! 饶志明!! 方慧英!! 诸葛健"
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摘!要!利用456技术从大肠杆菌 "$%&#’()&#)*&+,)#中扩增出.7.%89的编码.!/0丙二醇氧化

还原酶同工酶的基因!"#3!将其连接到温控表达载体:;<=!得到重组载体:;<=0!"#3!重组载体

在大肠杆菌,>.$2中得到高效表达$?3?04@AB分析显示%融合表达产物的相对分 子 质 量 均 为

#/$$$!同核酸序列测定所推导的值相符$对含有!"#3的基因工程菌进行表达研究表明%#!C
诱导#=!.!/0丙二醇氧化还原酶同工酶的酶活力达到.$$DE&FG!而对照菌株的酶活力仅为$7"
DE&FG$
关键词!."/0丙二醇氧化还原酶同工酶$克隆$表达$基因$温控表达载体

中图分类号!H&1% 文献标识码!@

4’"%-%2&%*56.$789$.::-"%"(;.%.!"#<7%,"*-%2
=%>?@$"9.%.*-"’58-*"$7*#,0&:.A:".%B3C.-%$%&#’()&#)*&+,)

I;@+AJKL(0FMK%!N@+AJ-M0FKOG"%!I;EABPKO%!?;B+ QMK%!6@RI=K0FKOG%

S@+A;-K0TKOG%!I;EAB,KLO"

#?U=(()(VPK(WMU=O()(GT%?(-W=MXOYLOGWZMEOK[MX<KWT%Q-\K!.#$/%%5=KOL$

DE:0$&,0!N=M<WX-UW-XMGMOM!"#3 VX(F $-&+,)MOU(]KOG.%/0:X(:LOM]K()(\K](XM]-UWL<M
K<(MOZTFM L̂<LF:)KVKM]-<KOG456FMW=(]*N=MWMF:MXLW-XMU(OWX()M\:XM<<K(O[MUW(X:;<=
=LX9(XKOG!"#3GMOM L̂<WXLO<V(XFM]KOW($-&+,),>.$2W(TKM)]W=MXMU(F9KOLOWM\:XM<<K(O
[MUW(X:;<=0!"#3*N=M!"#3 L̂<([MX0M\:XM<<M]KO$-&+,),>.$2*?3?04@ABLOL)T<K<<=(̂ M]
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#:;<=$%W=M.%/0:X(:LOM]K()(\K](XM]-UWL<MK<(MOZTFMLUWK[KWT K̂W=XMU(F9KOLOW$-&+,)XMLU=M]
-:W(.$$E&FG:X(WMKO =̂MOKO]-UWM]LW#!CV(X#=%̂=KU= L̂<F-U==KG=MXW=LOW=LW K̂W=$-
&+,),>.$2$7"E&FG:X(WMKO*
F.3G"$*:!.%/0:X(:LOM]K()(\K](XM]-UWL<MK<(MOZTFM"U)(OKOG"M\:XM<<KOG"GMOM"WMF:MXLW-XM
U(OWX()M\:XM<<K(O[MUW(X

!!.%/0丙二醇#.%/04X(:LOM]K()%.%/043$是合成 新型聚酯4NN的单体’.(%是一种重要的化工原料)
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.!/0丙二醇的生产方法有化学合成法和微生物转化

法"!#$目前工 业 上 主 要 采 用 化 学 法 合 成.!/0丙 二

醇!包括 丙 烯 醛 水 合 法%环 氧 乙 烷 法%环 氧 丙 烷 法

等!其中德 国3MG-<<L公 司 的 丙 烯 醛 水 合 法%?=M))
公司的环 氧 乙 烷 法 已 投 入 工 业 法 生 产$化 学 合 成

法具 有 设 备 投 资 大%技 术 难 度 高%需 要 重 金 属 催 化

剂%污 染 环 境 等 缺 点!微 生 物 转 化 法 以 其 利 用 可 再

生资源%清洁生产%对环境友好%有利于可持续发展

等优点逐渐成为国内外研究的热点$通常情况下!
发酵生产.!/0丙二醇都是以甘油为底物!经过两步

反应!甘油在以 维 生 素P.!为 辅 酶 的 甘 油 脱 水 酶 作

用下转化 为 中 间 产 物&&&/0羟 基 丙 醛’/0羟 基 丙 醛

在.!/0丙二醇 氧 化 还 原 酶 的 催 化 下 生 成.!/0丙 二

醇"/#$.!/0丙二醇氧化还原酶和甘油脱水酶是甘油

转化为.!/0丙二醇代谢途径中的关键酶!将编码这

两个关键酶的基因]=LN及]=LP进 行 克 隆 与 表 达

是构建产.!/0丙二醇基因工程菌的基本途径!但是

以此为基础构建的.!/0丙二醇基因工程菌!以甘油

为底物!.!/0丙 二 醇 的 产 量 仅 为%7/G(‘"##$而.!

/0丙二醇氧化还原酶的同工酶!在微生 物 体 内 可 代

替.!/0丙二醇氧化还原酶催化/0羟基丙醛生成.!

/0丙二醇!是微生物转化甘油生成.!/0丙二醇的另

一关键酶$据文 献""#报 道!由 其 同 工 酶 代 替.!/0
丙二醇氧化还原酶的催化效率明显 提 高!.!/0丙 二

醇氧化还原酶同工酶!"#3的基因的克隆与表达在

国内尚未见报道$作者将大肠杆菌!"#3基因引入

温控表达载体:;<=中!并在大肠杆菌,>.$2中实

现了!"#3基因的表达$

=!材料与方法

=H=!菌株和原料

大肠杆菌,>.$2)由复旦大学遗传学教研室赠

送’大肠 杆 菌)由 作 者 所 在 实 验 室 保 藏’质 粒 载 体

:;<=)由南京师范大学邵蔚蓝老师惠赠$

=HI!培养基

‘P培养基*蛋白胨.G(]‘!酵母膏$7"G(]‘!
氯化钠.G(]‘+用于细菌培养!固体培养基添加.7"
G(]‘的琼脂!固体和液体培养基在需要时加入氨苄

青霉素至.$$!G(F‘$

=H>!工具酶和试剂

限制性 内 切 酶 .#+D!碱 性 磷 酸 酶 5D@4购 自

NLaL6L公司’N#3+@连接酶及/*"3+@聚合酶

购自 上 海 华 美 生 物 工 程 公 司’AM)B\WXLUWK(O>KOK
aKW!4564-XKVKULWK(O>KOKaKW购自上海华舜生 物

工程有限 公 司$丙 烯 酰 胺!甲 叉 双 丙 烯 酰 胺!广 范

围蛋白质相对分子质量标准为4X(FMGL公司产品$
除特别注明外!实验用各种试剂均为国产分析纯$

=HJ!分子克隆技术

基因组3+@的提取!纯 化 质 粒3+@的 提 取!

3+@酶切!连接和转化均参照文献"%#$根据+50
PD公布的大肠杆菌 @N55菌株!"#3基 因 序 列 设

计合成456所需的引物)
上游)AA55N5A@A5@A5@@@AAA@A

5@@AN@@NA@@5
下游)AA55N5A@ANAA@5A@@@NA5

55A@@@@5A@@@AN
引物两端都引入.#+D位点$以大肠杆菌相关

基因组3+@为模板完成456反应)2"C变 性.$
FKO!加 入 NLaL6L/*"3+@ 聚 合 酶!经/"个 循

环!获得的456产物经电泳分析确认!经456产物

纯化试剂盒 纯 化 后!.#+D酶 切!回 收 其 中.7.%89
的片段!连接载体:;<=$

=HK!=!>?丙二醇氧化还原酶同工酶酶活力测定

=HKH=!.!/0丙二醇氧化还原 酶 同 工 酶 粗 酶 液 的 制

备!以大肠杆菌,>.$2*:;<=+为对照!接种重组大

肠杆菌,>.$2*:;<=0!"#3+单 菌 落 于 ‘P培 养 基

*含氨苄青 霉 素.$$!G(F‘+!/$C培 养!#=!取

"$$!‘菌液接种于"$F‘含有.$$!G(F‘氨苄青

霉素的‘P液 体 培 养 基!/$C培 养 至 对 数 后 期!#!
C诱导培养#=!离 心!将 菌 体 重 悬 于/F‘$7$/"
F()(‘磷酸 钾 缓 冲 液*:;17$+中!超 声 波 破 碎 细

胞!离心除去碎片!上清液即为粗酶$

=HKHI!酶活力 测 定!按 文 献"&#所 述 的 方 法 测 定

.!/0丙二醇氧化还原酶同工酶的酶活$酶活测定根

据!"C下+@34b 还原成+@34;的速率来定量$
总 反 应 体 积 ! F‘!含 $7% FF()(‘ +@34!/$
FF()(‘*+;#+!?R#!.$$FF()(‘.!/0丙二醇!a!
5R/0a;5R/缓冲液 *:;27$+!加入粗酶液开始反

应!/#$OF下测定/FKO吸光值的变化$酶活单位

定义为.国际单位*DE+为每分钟还原.!F()底物

或生成.!F()产物的酶量$

=HL!+<+?@D;7
采用"G(]‘浓缩胶及.!G(]‘分离胶的不连

续垂直平板电泳!考马斯亮蓝60!"$染色"1#$以转

化空载:;<=的大肠杆菌,>.$2*:;<=+做对照$

=HM! 重组大肠杆菌!N=OP"9Q:1?!"#<#质粒稳定

性分析!
单细胞生物 的 生 长!细 胞 呈 几 何 级 数!0增 长!

当0c!$时!!!$c.7$"d.$%!将静止期的菌液稀释

.$0%!再将其培养到静止期!即可认为细胞已连续传
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代!$次!具 体 方 法 如 下"从 新 鲜 转 化 平 板 上 挑 取

单菌落#接种至!F‘不含抗生素的‘P培养基中#

/$C培养!#=#即得!$代的菌液!以此类推#直至

连续传代至.$$代!其中每隔!$代统计一次质粒

丢失情况#将上述菌 液 涂 布 于 不 含 抗 生 素 的‘P平

板上#从中挑 选.$$个 单 菌 落#分 别 点 在 添 加 和 不

添加抗生素的平板上#通过计数即可测得该代数的

质粒稳定性!

I!结果分析

IH=!含=!>?丙 二 醇 氧 化 还 原 酶 同 工 酶 基 因!"#<
的重组质粒9Q:1?!"#<的构建

以大肠杆菌 基 因 组3+@为 模 板#利 用 合 成 引

物进行456扩增#琼脂糖电泳检测扩增片段#扩增

的3+@片段为.7.%89#片段插入载体:;<=#转化

大肠杆菌,>.$2#转化子涂布含.$$!G$F‘氨苄青

霉素的‘P平 板#提 取 阳 性 转 化 子 质 粒!重 组 质 粒

酶切电泳鉴定见图.#重组质粒命名为:;<=0!"#3!

.*"3+@$1%2DFLX8MX%!*:;<=0!"#3 3)04 # 酶 切%/*

:;<=.#+D酶 切%#*:;<=0!"#3.#+D酶 切%"*!"#3基 因

456扩增片段%%*3‘0!$$$FLX8MX

图=!重组质粒9Q:1?!"#<酶切鉴定

)-2R=!S1..%B3C.A*.%0-(-,&0-"%"(01.T.,"CE-%&%0

@’&:C-*9Q:1?!"#<

IHI!=!>?丙 二 醇 氧 化 还 原 酶 同 工 酶 基 因!"#<的

核苷酸序列分析

将:;<=0!"#3重 组 质 粒 进 行 测 序#得 到 全 长

..%#个碱基的!"#3基因#测序结果在 +5PD进行

P@‘?N序列分析#表明克隆到的!"#3基因与公布

的大肠杆菌的同源性在22e左右!

IH>!重组菌全细胞蛋白质+<+?@D;7电泳分析

挑取重组子大肠杆菌,>.$2&:;<=0!"#3’#接

种于含有氨苄青霉素.$$!G$F‘的‘P培养基中#

/$C培养至对数后期##!C诱 导 培 养#=#离 心 收

集菌体#超速波破壁#加入到.d?3?04@AB电泳加

样缓冲 液 中 悬 浮#.$$C水 浴"FKO#进 样 量 为.$

!‘#?3?04@AB全细胞电泳分析见图!!以空载体

产物为对照#发现在#/$$$处出现蛋白质特征带#与
目的蛋白质大小相符!

.*蛋白质 >LX8MX%!*对 照 大 肠 杆 菌,>.$2&:;<=’%/$#*诱

导后的大肠杆菌转化子,>.$2&:;<=0!"#3’

图I!重组菌全细胞蛋白+<+?@D;7电泳分析

)-2RI!+<+?@D;7D%&’3:-:"(U1"’.4.’’:

IHJ!=!>?丙二醇氧化还原酶同工酶的酶活测定

取一株重组大肠杆菌,>.$2&:;<=0!"#3’#接

种于含氨 苄 青 霉 素 的 ‘P培 养 基 中##!C诱 导 表

达#采用超声波 破 碎 细 胞!按 文 献(&)所 述 方 法 测

定酶活#并以大肠杆菌,>.$2&:;<=’作对照#结果

测得重 组 大 肠 杆 菌,>.$2&:;<=0!"#3’的 酶 活 力

为.$$DE$FG#而对照菌株的酶活力为$7"DE$FG#
是对照菌株酶活力的!$$倍!

IHK!重组菌质粒稳定性研究

重组大 肠 杆 菌,>.$2&:;<=0!"#3’在 添 加 氨

苄青霉素以及不添加氨苄青霉素的条件下#连续转

种"次#统计重组大肠杆菌,>.$2&:;<=0!"#3’的

菌落 数#结 果 表 明#传 .$$ 代 后 重 组 大 肠 杆 菌

,>.$2&:;<=0!"#3’的质粒保持率为2.e!
表=!重组菌大肠杆菌!N=OP"9Q:1?!"#<#连续转种后在

不同抗生素平板上的菌落数

S&EH=!S1.:0&E-’-03"($H&+,)!N=OP"9Q:1?!"#<#9’&:C-*

传代次数 :;<=0!"#3@F:&b’:;<=0!"#3@F:&f’

!$ .$$ .$$

#$ 21 .$$

%$ 2" .$$

1$ 2/ .$$

.$$ 2. .$$

>!讨!论

甘油在产.#/0丙 二 醇 微 生 物 体 内 合 成 途 经 是

由甘油脱水酶 和.#/0丙 二 醇 氧 化 还 原 酶 所 构 成 催

2&!第#期 张晓梅等!编码."/0丙二醇氧化还原酶同工酶基因T_=3的克隆与高效表达
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化链的还原途径来实现的!而.!/0丙二醇氧化还原

酶同工酶"1#!在微生物体内可代替.!/0丙二醇氧化

还原酶催化/0羟基丙醛生成.!/0丙二醇!是微生物

转化甘油生 成.!/0丙 二 醇 的 另 一 关 键 酶$作 者 已

经成功地构建 了 利 用 甘 油 转 化 为.!/0丙 二 醇 的 重

组 大 肠 杆 菌,>.$2%:E5WLU04#*P0!"#3&$以"$
G’‘甘油为惟一碳源 的 发 酵 培 养 基!经D4NA诱 导

后.!/0丙 二 醇 产 量 为/17$G’‘(考 虑 到 工 业 化 生

产!利用D4NA诱导的方法成本较高!采用温控载体

:;<=代替原来的:E5WLU载体!温控载体:;<=通

过温度诱导表达!降低了生产成本$另外温控载体

:;<=整个质粒仅为!7/89!有利于增加其拷贝数

和容 量!可 以 插 入 较 大 的 外 源 基 因 片 断!并 且 外 源

蛋白质在大肠杆菌中高效表达后不易形成包含体!
利用温控载体:;<=可以使编码.!/0丙二醇氧化还

原酶同工酶基 因!"#3得 到 高 效 表 达!为 构 建 适 合

工业化生产.!/0丙 二 醇 的 新 型 基 因 工 程 菌 打 下 了

良好的基础$
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