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摘! 要：乙醛脱氢酶和乙醇脱氢酶是嗜热厌氧乙醇菌 !"#$%&’(’#$&)’*+#$ #+"’(&,-*./ 乙醇代谢途径

中的关键酶。根据高同源性的 +789（:）依赖型!型乙醇脱氢酶（,278:）的序列设计引物，从 !0
#+"’(&,-*./ ;<"$$ 基因组中 95= 扩增出编码 ,278: 的基因，插入带组氨酸标签的 .>?2"$（@），测

序获得基因大小为 / $#& @.，并在大肠杆菌 ;A/$&（8>1）中表达。表达产物经 +B 亲和柱提纯达电

泳纯。带组氨酸标签的重组 +789（:）依赖型乙醇脱氢酶具乙醇脱氢酶和乙醛脱氢酶双活性，能

将乙酰辅酶 7 转化成乙醇* 带组氨酸标签的重组酶酶学性质为乙醛脱氢酶活性最适值为 .: 3C 4，

最适温度 0$ D；乙醇脱氢酶活性正、逆反应分别最适 .: 3C $，最适 ? ## D；最适 .: 3C &，最适为 ?
%$ D。以乙酰辅酶 7（7E-F)25(7）为底物，该酶的 1G 为 1C 1" GG() H I，2GJK 为 /"C # "G() H（GBL·

GM）。!C #+"’(&,-*./ ;<"$$ 中双活性 ,278: 的首次发现，建立了该菌乙醇代谢途径中从乙酰辅酶

7 到的乙醇的另一条通路。
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!" #$ #% &’，()* !&(+ !" ,%$ - &!. /（&0)·&1）2!3(4*5 (6728.9:!;< =>7 475?.25 5?117527* 2>(2 ( )73
@(2>3(8 0) 72>()!. "!4&(20!) 0) "# $%&’()*+,-. AB%CC<
!"# $%&’(： "&$/0)’(’$/)1’,%$/ $%&’()*+,-.； D0"?)620!)(.； (.6!>!. *7>8*4!17)(57； (.*7>8*7
*7>8*4!17)(57

E E 迄今为止，在嗜热细菌中已发现!型和"型两

种乙醇代谢途径，分别以 2*).%/+3+-0 %&$/0),$**-0 和

"&$/0)’(’$/)1’,%$/ 1/),4++ 之类的细菌为代表，前者

只含 F;G / F;GH 依赖!型乙醇脱氢酶（I40&(48 (.9
6!>!. *7>8*4!17)(57，I9;GH；,J;GH），而后者同时

含 I9;GH 和 F;GI / F;GIH 依赖"型乙醇脱氢酶

（ K76!)*(48 (.6!>!. *7>8*4!17)(57， K9;GH； %J
;GH）［,］，I9;GH 和 K9;GH 以分别对正醇类和异醇

类的强亲和力为区别。

"&$/0)’(’$/)1’,%$/ $%&’()*+,-. AB%CC 是能广泛

利用五碳糖和六碳糖的嗜热厌氧细菌。底物质量

浓度小于 , &1 / *L 时，以乙醇和 :M%为主要发酵产

物，乙 醇 产 量 高 达 ,$ N- &!. / &!. 葡 萄 糖 和 ,$ O-
&!. / &!. 木糖。底物质量浓度大于 , &1 / *L，主要发

酵产物转向乙酸和乳酸［%］。乙醛脱氢酶和乙醇脱

氢酶是该菌乙醇代谢系统中的关键酶，P48()2 等人

%C 世纪 QC 年代初开始研究这些关键酶以及它们在

乙醇代谢中的调控作用，已从天然菌株中提纯并分

析了 I9;GH 和 K9;GH，但未克隆［% R #］，也未发现 K9
;GH 具双活性。据报道，K9;GH 的活性贯穿该菌的

整个生长过程，而 I9;GH 只以低水平维持在对数生

长后期到平衡期［O］。

S70T?5 等人最先在 "&$/0)’(’$/)1’,%$/ .5# #NU
中发现 K9;GH 具有乙醛脱氢酶和乙醇脱氢酶的双

活性，并已克隆（ (667550!)：VONNW-）［- R X］。研究利

用 Y7)7P()T 中高同源性的 K9;GH 序列克隆并纯化

了重组 K9;GH，分析其酶学性质，初步研究了该菌

的乙醇代谢途径。

)* 材料与方法

)+ )* 实验材料

嗜热产乙醇细菌 "&$/0)’(’$/)1’,%$/ $%&’()*+,-.
AB%CC（;=:: #,--C）由美国佐治亚大学微生物系

B0717. 教授分离并赠送；大肠杆菌 A’,CN 和 A’,CN
（GU#）购于 I4!&71(，质粒 @U=9%CD（ Z ）购于 F![(9
17) 公司。

限制性内切酶 K&( \，]>!. \，=O GF; 连接酶、

GF; 相对分子质量标准和 I84!D752 GF; 聚合酶均

购自宝生物工程公司（=(^(_(），_(@0* ;""0)028 I?409
"06(20!) ^02 购自 F![(17) 公司；溶菌酶、\I=Y、氨苄

青霉素（;&@）、乙酰辅酶 ; 购自 K01&( 公司；F;G、

F;GH、F;GIH、F;GI、G== 购 自 罗 氏 公 司；KGK9
I;YU 相 对 分 子 质 量 标 准 购 自 I4!&71(；‘\;@47@
K@0) I.(5&0* ’0)0@47@ ^02 和 ‘\;a?06T Y7. U+24(620!)
^02 购自 ‘0(17) 公司。

)+ ,* 培养基和培养条件

"$ $%&’()*+,-. 培养基配方及培养条件见参考文

献［W］。

)+ -* 基因操作以及乙醇脱氢酶的克隆

离心收集细胞培养液 %CC &L，基因组 GF; 提

取、GF; 限制性内切酶水解、电转化感受态细胞制

备和高效 电 转 化 方 法 参 考 文 献［Q］。质 粒 制 备、

I:_ 产物纯化、凝胶回收 GF; 等按照 ‘0(17) 试剂

盒说明书操作。

根据 Y7)7P()T 中高同源性的 K9;GH 的序列设

计 I:_ 引物，F 端引物 -’9YYY;;==:;=Y;
;;YY====Y:;;=Y:=:9#’，起始密码子 ;=Y 前加

U6!_ \ 位点；: 端引物 -’9===:=;Y;==;
:=:Y;Y=;==;:;;:;YY===Y;==;YY=9#’，将 终

止密码子前 X 个改成 ]>!. \ 位点，便于融合组氨酸

标签，终止密码子后另加 ]D( \ 位点，为不融合组

氨酸标签克隆备用。引物由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成。以 "$ $%&’()*+,- 基因组为模

板，热启动 I:_ 扩增：N- b 变性 - &0)，加 I84!D752
GF; 聚合酶和矿物油；NO b变性-C 5，-O b退火 OC
5，W% b延伸 % &0)，循环 #- 次，W% b延伸 ,C &0)，O
b保温。I:_ 产物纯化后 6&)* \ #W b 消化，IU=9
%CD（ Z ）用 7,)8 c 和 6&)* \ #W b双酶切，割胶回

收上述两个酶切产物，乙醇浓缩，以适当比例混合

,X b连接过夜。电转化大肠杆菌 A’,CN，6&)* \ 单

酶切和 9,) \，6&)* \ 双酶切分析转化子，获重组表

达载体 @U=9%CD9(*>P，由上海基康生物有限公司测

序。

)+ .* 组氨酸融合 !"#/ 基因在大 肠 杆 菌 01)23
（45-）中的表达和纯化

重组质粒 @U=9%CD9’3&P 转化大肠杆菌 A’,CN
（GU#），挑取单菌落至含 -C #1 / &L ;&@ 的 LP 试
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管，!" #培养至 $%&’’’( & ) *( ’，按 *+ 转接 ,’’ -.
/’ !0 1 -. 2-3 的 .4 培 养 液 培 养 至 $%&’’ ’( 5 )
*( ’，加 6789 至终浓度 * --:; 1 .，!’ #诱导 , ) ! <，

冰浴 / -=>( / ’’’ !，离心 / -=> 收集细胞。用 8?
缓冲（*’ --:; 1 . 8@=A，3B C( ’，* --:; 1 . ?%82），

DDB,$ 各洗涤 * 次。,’ -. * E 4=>D=>0 FGHHI@（5’
--:; 1 . 咪唑，5 -:; 1 . JKL;，*&’ --:; 1 . 8@=AMBL;，
3B "( N）重悬，* -0 1 -. 溶菌酶室温下保温 !’ -=>(
*5 ’’’ !，5 #离心 !’ -=>，收集上清液。

准备 J=, O 亲和柱 *-.，按 3?8 PQARI- SK>GK;
（J:TK0I>）纯化目标蛋白。目标蛋白用 FGHHI@2（,’
--:; 1 . 8@=A BL;，3B C( /，*’+ 甘油，’( ’,+ JKJ!，

* --:; 1 . %88）透析 ( U ,’ #保存。

聚丙烯酰氨凝胶电泳（*’ -0 1 D. 分离胶，! -0 1
D. 堆积胶）检测重组 "( #$%& VS*’N（%?!）（ 3?8M
,’FM’()4）诱导粗酶液、重组 "( #$%& VS*’N（%?!）

（ 3?8M,’FM’()4 ）未 诱 导 粗 酶 液、"( #$%& VS*’N
（%?!）（3?8M,’F）粗酶液、PM2%B。

利用核酸蛋白检测仪（9?J?WX2J8）测定蛋白

浓度。

!" #$ 酶活测定

乙醇脱氢酶和乙醛脱氢酶活性测定见参考文

献［/］。

!" %$ 重组酶酶学性质分析

!" %" !$ 最适反应 3B 测定$ 在 3B " ) N 范围内，

测定不同 3B 下的酶活力。8@=A 缓冲在反应温度下

校正 3B( 以不加底物的反应体系作为对照。以最

高酶活为 *’’+，计算相对酶活力。

!" %" &$ 最适反应温度测定$ 在 /’ ) C’ #范围内，

每隔 / #测定酶活。以不加底物的反应体系作为

对照。以最高酶活为 *’’+，计算相对酶活力。

!" %" ’$ 酶动力学参数测定 $ 以乙酰辅酶 2 为底

物。双倒数作图法，计算 *-和 +-KY。

&$ 结果与分析

&" !$ 乙醇脱氢酶的克隆和序列分析

7LZ 扩增产物用 * -0 1 D. 琼脂糖凝胶电泳检

测到 *[F 左右片断如图 *。阳性转化子 ,#$ 6，-)$% 6
双酶切产物用 * -0 1 D. 琼脂糖凝胶电泳检测，可见

!( " [F 和 * [F 左右两条片断，分别与线性 3?8M,’F
（ O ）和 7LZ 产物 ’()4 大小一致如图 *，可见插入

片段正确。

*( KD<4 的 7LZ 产物；,( %J2 相对分子质量标准（!."#$8*5

D=0IAR）；!( 3?8M,’FM’()4 重组质粒 ,#$ 6，-)$% 6 双酶切产物；

5( 标准 %J2 相对分子质量（!."#$8*5 D=0IAR）

图 !$ ! () * +, 琼脂糖电泳检测 -./
01)2 !$ ! () * +, 3)34567 )78 7879:45;<547616 5= -./

\ \ 测序获得基因大小为 * ’/N F3，序列测定结果

表明该基因与 /( 012!#$2!123&3 基因组中的一个基

因（ 8<@I:>=>I DI<QD@:0I>KAI K>D @I;KRID ]>MDI3I>DM
I>R DI<QD@:0I>KAI）的同源性为 N"( "+，与 /( 45$#6&&
的 PM2%B 的同源性为 N"( ,+，与 /( 37( !N? 的 ’()4
的同源性为 N&( N+，因此确定为 /( 10)’2$%&#83 基因

’()9。

&" &$ 组氨酸融合 >?/-@ 在大肠杆菌中的表达和

纯化

3?8M,’F（ O ）带 /" 强启动子，多克隆位点前后

分别带大肠杆菌识别的信号肽和 & 个组氨酸标签，

可根据需要表达融合蛋白。为提高表达量，’()9 未

融合信号肽。

,’’ -. 培养液获得 !&’ -0 菌体（湿重），总蛋

白 ,&,( C -0。根据亲和柱说明书要求，J=, O 亲和柱

缓冲液不能含 ?%82 和 %88，而 ?%82 能螯合有助

于细胞壁稳定的 S0, O ，便于溶菌酶作用，还原剂

%88 有助于稳定对氧敏感的多数的脱氢酶。所以

在洗涤菌体时最后用水洗去残留 8?，酶从亲和柱洗

脱后立即用对酶保护能力强的 FGHHI@2 透析。未透

析酶液 U ,’ # 冻存过夜发生了不可逆变性。若透

析采用 3B C( / 以下的缓冲均发生絮凝，补加 *’+
甘油、辅酶 J2%7，或在厌氧状态下透析均未好转，

与天然提纯的该酶有偏差［,］，提示 B=ARK0 可能改变

该酶的部分性质。

P%P 1 729? 检测结果如图 ,，PM2%BMB=ARK0 经

J=, O 亲和柱纯化达电泳纯，5’ ’’’左右，与文献报道

一致［,］。6789 诱导 KD<4 在大肠杆菌 VS*’N（%?!）

中表达效果明显，与未诱导相比，与纯 PM2%BMB=ARK0
平齐处可见异常条带。未诱导粗酶液较空载质粒
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粗酶液也有浅带，表明 !" #诱导 !"#$ 仍有本底表

达。

$% &’()*’*+,-./ 纯酶；0% 蛋白质相对分子质量标准；!% 含

123’0"4’!"#5 的重组菌 %% &’() 67$"8（)2!）诱导后全细胞蛋

白；9% 含 123’0"4’!"#5 的重组菌 %% &’() 67$"8（)2!）未诱导

全细胞蛋白；:% 空载 %% &’() 67$"8（)2!）全细胞蛋白

图 !" #$#%聚丙烯酰胺凝胶电泳

& ’() !" #$#%*+,- ./ 012.34’5657 #%+$8%8’976(
!: ;" 温度和 <8 对 #%+$8%8’976( 酶活性的影响

乙醇脱氢酶对氧气敏感，: ;;<= > ? )33 的存在

有助于提高酶活 % @()A* 很不稳定，在不同的 1*
和温度下的氧化速度不一致，故每个 1* 和温度均

设对照。该酶以 @()A > @()A* 为专一辅酶，不能

以 @() > @()* 为辅酶。

由图 ! 和图 9，乙醛脱氢酶正反应最适反应 1*
为 B% 9，最适反应温度 C" #；乙醇脱氢酶正、逆反应

最适条件分别为 1* B% "，:: #；1* B% 8，D" #。图

! 中以乙酰辅酶 (、乙醛和乙醇为底物时的 $""E 酶

活分别为 $D% 0 F > ;/（ 1* B% :），9C% $ F > ;/（ 1*
B% "），B% : F > ;/（ 1* B% 8）。图 9 中 上 述 底 物 的

$""E酶活分别为 9% 0 F > ;/（D" #），9:% : F > ;/
（D" #），B% ! F > ;/（D" #）%

&’()*’*+,-./ 重组蛋白很不稳定，用 4GHHIJ (
在冰水中保存 0 K 无法检测到酶活，与天然酶性质

相差很大［0］，可能是 *+,-./ 造成的影响。故该重组

酶的温度稳定性和 1* 稳定性不具有参考价值，数

据未列出。

图 ;" 温度对酶活力的影响

&’() ;" -//127 ./ 713<1067=01 .5 #%+$8%8’976( 627’>’7?

图 @" <8 对酶活力的影响

&’() @" -//127 ./ <8 .5 #%+$8%8’976( 627’>’7?

!: @" 重组酶的动力学参数

由于这是个双活性酶，两种活性的测定都依赖

于 @()A 的生成或降低，要单独分析某一种活性的

动力学参数，就必须排除另一种活性的干扰。该重组

酶乙醇脱氢酶正反应在 B" #下基本无活性，乙醛脱

氢酶正反应动力学常数在 B" #下测定，故可排除反

应产物乙醛被乙醇脱氢酶进一步利用造成 @()A*
继续下降的影响。我们测得对乙酰辅酶 ( 的 *; 为

!% !0 ;;<= > ?，+;.L为 $0% : !;<= >（;+M·;/）。

图 A" 酶的动力学参数

&’() A " B’517’2 <0.<107’19 ./ 012.34’5657 #%+$8%
8’976( /0.3 !: "#$%&’()*+, CD!EE

;" 结果与讨论

,% -.#!/’()&01 6N0"" 是由佐治亚大学 N+I/I=
教授分离的经典菌株［8］。当底物浓度小于 $ ;/ > K?
时，以乙醇为主要有机产物［0］。该菌的 &’()* 和

A’()* 菌已被提纯［0］，但未克隆，且未发现 &’()*
的双活性。

&’()* 是来源于嗜热菌的胞内酶，实验结果显

示，在 ,C 强启动子下，该嗜热菌的 &’()* 在大肠杆

菌表达量较高。

该酶对氧气敏感，加 )33 能提高酶活，区别于

对氧不 敏 感 的 ,% 12% !82 的 &’()*［:］。考 虑 到

*+,-./ 的影响，这种敏感是否是该酶的天然性质，有

待进一步证实。&’()*’*+,-./ 很不稳定，在 1* B% :
以下易发生絮凝，只能通过提高 1* 逆转这种变性，

加 $"E甘油，辅酶和 )33 均不可逆转，提示这种絮

凝可能由 *+,-./ 改变了该酶的等电点引起。重组
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酶极不稳定，甚至无法测定该酶的温度稳定性和 !"
稳定性，而该酶来源于嗜热菌，故推测重组酶的不

稳定也是由于在 # 端融合了 "$%&’( 造成的。"$%&’(
对重组酶的影响受到酶本身高级结构的影响，故因

酶而异。一般来说，在 # 端融合 "$%&’( 的影响小于

在蛋白的 ) 端融合，因为 ) 端对蛋白质的折叠以及

高级结构的形成至关重要，也有利用这个原理开发

的提高重组蛋白可溶性的融合表达系统，一般用于

真 菌 或 人 来 源 的 蛋 白 在 *+ ,-.$ 中 的 表 达，如

)/%0’(，0120’(，3400’(。对于该 4567"，"$%&’( 的

存在可能严重改变了该酶的天然高级结构，故影响

了重组融合蛋白的稳定性。由于选用的 !*089: 载

体没有切除 "$%&’( 的蛋白酶位点，要进一步提高重

组酶的稳定性，可考虑重新克隆到不带有 "$%&’( 的

载体中，通过热处理等纯化方式纯化，或改用有蛋

白酶切除位点的 !*0 载体表达重组酶，用蛋白酶切

除 "$%&’(。

重组酶对乙酰辅酶 6 的 !; 为 <+ <8 ;;-. = >，

";’2为 ?8+ @ !;-. =（;$A·;(），而从天然菌提纯的

酶对乙醛 !;为 BB+ C ;;-. = >，";’2 为 8D !;-. =（;$A
·;(）；对乙醇 !; 为 BE ;;-. = >，";’2 为 ?< !;-. =

（;$A·;(）［8］。表明该酶对乙酰辅酶 6 有很强的

亲和力。

F F 乙 醇 菌 最 适 生 长 条 件 是 DE G，!" @+ C H
C+ @［E］。以葡萄糖为底物，!" 在 @ H C 范围内产乙

醇［B］，而该酶是碱性酶，合成乙醇方向最适 !" 分别

在 C+ 9（ 乙醇脱氢酶活性）和 C+ B（ 乙醛脱氢酶活

性），提示乙醇合成从整体来看是多种关键酶联合

作用，或受代谢网络调控。

本实验室也在该菌中检测到乙醛脱氢酶的活

性，未检测到丙酮酸脱羧酶活性［I］。该酶对乙酰辅

酶 6 有强亲和力，与乙醛脱氢酶共同作用，将增强

乙醇合成方向的反应。这种双活性 4567" 目前只

在嗜热产乙醇细菌中发现，如 #+ $%+ <E*，#+ &’()*+
,-./0$ JK899，#+ 12,/3..，建立了该类菌乙醇代谢途

径的另一条通路（见图 @）。

图 !" !# "#$%&’()*+, 乙醇代谢途径

$%&’ !" ()*+,-. /+)*0+1 %, !# "#$%&’()*+,
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