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枯草芽孢杆菌葡萄糖脱氢酶基因的克隆及高效表达

徐娴， 谢承佳， 何冰芳
(南京工业大学制药与生命科学学院，江苏南京210009)

摘 要：扩增了枯草芽孢杆菌中的葡萄糖脱氢酶基因(gdh)，构建了诱导型表达载体pET—gdh，导

入E．coli BL21(DE3)后获得了高效表达葡萄糖脱氢酶基因的重组菌BL21／pET—gdh。经过诱导

时间、诱导温度参数的优化，IPTG诱导后重组菌BL21／pET—gdh的葡萄糖脱氢酶比酶活高达

9．65 U／mg蛋白，SDS—PAGE电泳分析表明，重组蛋白质表达量占全茵胞内可溶性蛋白的53％，

实现了葡萄糖脱氢酶基因的高效表达，为氧化还原酶催化系统提供高效率的NADP+与NADPH

循环奠定了基础。
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Abstract：Glucose dehydrogenase gene(gdh)was amplified from genome DNA of Bacillus subtilis

by PCR，and inserted into pET22b to construct recombinant plasmid pET—gdh which was then

transformed into E．coli BL21(DE3)．The highest specific activity of GDH in E．coli was 9．65

U／mg protein by the optimization of induction conditions，including time and temperature

parameters．SDS—PAGE showed that the expressed GDH accounted for 5 3％of total soluble

protein in Ecoli．The recombinant BL21／pET—gdh could serve as an NADP+一NADPH

regeneration in biotransformation with a high efficiency of cofactor regeneration．
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氧化还原酶广泛应用于催化制备手性醇、羟基

酸、氨基酸等方面，大多数的氧化还原酶催化反应

一般都需要辅酶NAD(P)H的参与，这些辅酶价格

昂贵，限制了氧化还原酶的应用。利用酶法再生还

原态辅酶是氧化还原酶应用的关键，目前研究最广

泛的酶是甲酸脱氢酶和葡萄糖脱氢酶。葡萄糖脱

氢酶与甲酸脱氢酶相比，具有比较高的特异性和稳

定性，不仅适用于NADH再生，还可再生更为昂贵

的NADPH，具有更广泛的应用前景‘卜2|。美国施

贵宝公司在利用自地霉脱氢酶不对称还原4一氯一3一
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羰基丁酸甲酯合成(s)一4一氯一3一羟基丁酸甲酯的规模

化生产中，有效地利用了葡萄糖脱氢酶进行辅酶

NADPtNADPH的循环，该反应的产率高达

95％，产品为降胆固醇药物的手性原料[3]。

葡萄糖脱氢酶(glucose dehydrogenase，GDH，

ECl．1．1．47)主要来自于芽孢杆菌属，对NAD+或

NADP+都有很高的比活性。它特异性地催化伊n

葡萄糖生成葡萄糖酸(D-葡萄糖一沪内酯)，并以

NAD(P)+作为辅基，广泛应用于NADPH再生体

系中。但是一般野生菌中葡萄糖脱氢酶的酶活低，

因此采用基因工程技术对葡萄糖脱氢酶进行克隆

和高表达是解决氧化还原酶辅酶再生的关键[3]。

作者扩增了枯草芽孢杆菌中的葡萄糖脱氢酶

基因(gdh)，构建了诱导型表达载体并在大肠杆菌

中进行了高效表达，进行了诱导时间、诱导温度等

参数的研究及优化，为构建辅酶NAD(P)H再生体

系奠定了良好的基础。

1材料与方法

1．1 材料

1．1．1质粒与菌株表达载体pET22b(+)、枯草

芽孢杆菌NA、宿主大肠杆菌BL21(DE3)均由作者

所在实验室保存。

1．1．2主要试剂 限制性内切酶NdeI、Hind、T。

DNA连接酶、小量胶回收试剂盒、DNA Marker：购

自宝生物(大连)生物工程有限公司(TaKaRa)；异

丙基硫代一伊口半乳糖苷(IPTG)：购自上海生物工

程公司；PCR引物：上海英峻生物技术有限公司合

成；其余试剂和药品均为进口或国产分析纯。

1．2方法

1．2．1 培养基及培养条件LB培养基[41用于细

菌培养，培养温度37℃。氨苄青霉素质量浓度为

100 Fg／mL。

1．2．2枯草芽孢杆菌基因组DNA的提取 提取

方法按文献[4—5]进行操作。

1．2．3 表达载体pET—gdh的构建 根据GEN—

BANK中登记号为M12276的葡萄糖脱氢酶基因

设计引物：gdh F：5 7一GCGCATATGTATCCG—

GATTTAAAAGG一3 7带有NdeI酶切位点；gdh R：

5 7一ATAAAGCTTTTAACCGCGGCCTGC一3 7带有

Hind UI酶切位点。PCR扩增条件：95℃预变性3

rain；再按下列参数进行循环反应，95℃变性30 S，

56℃退火30 S，72℃延伸1 rain，30个循环；72℃

延伸5 rain，冷却至4℃，结束反应。琼脂糖凝胶电

泳鉴定PCR产物。

以枯草芽孢杆菌NA基因组作为模板，PCR扩

增出葡萄糖脱氢酶基因。经NdeI和HindⅢ酶切

后与进行相同酶切的pET22b相连(去除了

pET22b的信号肽pBl序列)，构建了重组质粒

pET—gdh。重组质粒经热休克法H3转化人E．coli

BL21(DE3)。以载体所带氨苄青霉素抗性筛选阳

性转化子。阳性重组子采用菌落PCR：63和提取质粒

双酶切进行鉴定。质粒DNA的分离纯化、感受态细

胞的制备等参照文献[4]及试剂盒说明书进行。

1．2．4 葡萄糖脱氢酶活力测定

1)重组细胞粗酶液制备：重组质粒pET-gdh

接种至含100“g／mL氨苄青霉素的LB液体培养

基，37℃，180 r／rain培养过夜后，以体积分数1％

接种量接种至新鲜LB培养基中(100 Fg／mL氨苄

青霉素)，37℃，200 r／min培养至OD。。。为0．6～o．

9时，加入诱导剂IPTG(终浓度为1 mmol／L)，诱导

一定时间后测定葡萄糖脱氢酶活力。取经诱导的

菌液离心(4℃，5 000 r／min离心15 rain)，菌泥用

100 mmol／L磷酸钾缓冲液(pH 7．0)重悬，超声破

碎细胞(功率300 W，超声5 S，间歇5 S，共5 rain)，4

℃，11 000 r／min离心15 rain)，测定上清液中葡萄

糖脱氢酶的酶活。

2)葡萄糖脱氢酶活力测定：酶反应体系包括

75 mmol／L Tris—HCl(pH 8．0)，2．0 mmol／L

NADP+，0．1 mol／L D-葡萄糖，340 nm处测定吸光

值。由标准曲线计算反应生成NADPH的量。每

分钟生成1 Fmol NADPH所需要的酶量定义为一

个酶活单位U。蛋白质含量测定采用Bradford

法[7]，以牛血清白蛋白BSA为标准品。

3)NADPH标准曲线的测定：配制不同浓度的

NADPH标准溶液(O～1 retool／L)，在340 nm处测

定吸光值，绘制标准曲线，回归方程为：NADPH浓

度(mmol／L)Y一0．005 87+0．336 54X(OD340吸光

值)，R一0．999 72。

1．2．5 SDS-PAGE检测目的蛋白质 取诱导后的

菌液超声破碎，离心取上清液进行SDS-PAGE分

析。采用4 g／dL的浓缩胶，12．5 g／dL的分离胶，

电泳后凝胶用考马斯亮蓝R250染色。

2结果与讨论

2．1表达载体pET-gdh的构建

按照方法1．2．3扩增gdh基因，PCR产物经

琼脂糖凝胶电泳检测在780 bp左右有一明显条带，

与已报道的gdh序列大小一致嘲，经测序之后与

GENBANK中登记号M12276的GDH的基因序列
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相似性为97％，氨基酸序列与模式菌枯草芽孢杆菌

Bacillus subtilis 168(GENBANK登记号NP一

388275)中的氨基酸序列相似性100％。

根据方法1．2．3构建重组载体，提取重组子质

粒分别用NdeI和HindⅢ进行双酶切鉴定。图1

显示pET—gdh在780 bp左右比空载体多出一条

带，与插入的外源基因gdh大小一致，表明外源基

因已成功地插入到载体pET22b中。

l：pEl—gdh；2：pET-gdh／Ndel+Hind m；3：pET22b；4：

pET22b／NdeI+HindⅢ；5：Marker m

图1 pET-gdh重组质粒的双酶切电泳图

Fig．1 Digestion of recombinant plasmid pET-gdh

2．2葡萄糖脱氢酶基因的诱导表达

重组菌BL21／pET—g矗壳经IPTG诱导表达之

后的葡萄糖脱氢酶酶活为7．07 U／mg蛋白质，而空

宿主基本不存在葡萄糖脱氢酶酶活，未经诱导的重

组菌本底表达也较低(分别为0．084 U／mg和0．415

U／nag蛋白质)。SDS-PAGE电泳结果见图2，

BL21／pET—gdh经IPTG诱导表达之后在30 000

左右处有明显的葡萄糖脱氢酶表达条带，重组蛋白

质表达量占全菌可溶性蛋白质的53％。根据比酶

活和SDS-PAGE的结果，表明GDH在重组菌

BL21／pET—gdh中得到了高效表达。

1：pET22b；2：pET-gdh；3：pEIgd^+IPTG；4：蛋白质Marker

图2 pET-gdh的SDS-PAGE电泳图谱

Fig．2 SDS-PAGE analysis of recombinant plasmid pET—

gdh expression in E．coli

2．3诱导条件的优化

2．3．1 诱导时间的优化 按方法1．2．4接种重组

菌，加入IPTG诱导分别表达2，4，6，8，10 h。图3

表明，在加入IPTG后诱导4 h时酶活达到最高，6

h后酶活快速下降。在诱导后期可能由于蛋白质聚

集形成包涵体或者细胞内蛋白酶降解重组蛋白质

等原因导致了酶活的下降。

图3诱导时间对酶活的影晌

Fig．3 Effect of IPTG inducing time on enzyme activity

2．3．2诱导温度的优化按1。2。4方法接种重组

菌，加入IPTG后分别在20，25，30，37，40℃下诱导4

h，测定GDH酶活。图4显示，25℃诱导GDH的酶

活最高(9．65 U／mg)。这可能是因为低温诱导可以

降低蛋白质合成速率，使蛋白质正确折叠以减少包涵

体的产生，增加了目的蛋白质的可溶性。
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图4诱导温度对酶活的影响

Fig．4 Effect of IPTG inducing temperature on enzyme

activity

Vasantha和Lampel[9叫阳分别构建了带有Ba—

cillus subtilis葡萄糖脱氢酶基因的重组质粒pEFl

和pEF60，在大肠杆菌中表达GDH比酶活为1．06

U／mg和0．69 U／nag蛋白质。Zhinan Xu等[71将巨

大芽胞杆菌的gdh基因(pQE30一gdh223)在E．coli

M15中进行表达，比酶活为2．16 U／nag蛋白质。

Ying Liu等[1订构建了另一重组菌E．coli M15

(pQE—gdh0310)，该gdh基因来自B．megaterium

ZJU0310，重组菌酶活为2．06 U／mg蛋白质。本研

究中GDH比酶活为上述报道中的重组菌酶活的4

倍以上。乔建军等报道的在大肠杆菌中高效表达

的葡萄糖脱氢酶，酶活达7．8 U／nag蛋白质，而作者

构建的重组菌BL21／pET—gdh的表达酶活为9．65

U／nag蛋白质，比其还要高出近24％，并且表达的
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重组蛋白质占全菌可溶性蛋白质的一半以上，酶活

和蛋白质表达量均高于现有报道中的表达gdh基

因的工程菌。

考虑到不同基因在不同载体及宿主中的匹配

性的差异，作者在重组菌构建过程中同时选用了

pUC和pET载体，宿主也选用了DH5a和BL21两

种(pET因启动子原因，仅采用了BL21为宿主)。

重组菌DH5a／pUC—gdh，BL21／pUC—gdh均显示了

较低酶活，此两菌本底表达较高，且诱导前后酶活

相近，这可能是本底表达较高造成对细胞的毒性而

导致质粒不稳定所致。pET质粒拷贝数较pUC低，

低拷贝使得目的基因稳定，减少了本底转录水平，提
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实现了枯草芽孢杆菌的葡萄糖脱氢酶基因在

大肠杆菌中的高效表达。在此基础上可进一步进

行高密度发酵以实现葡萄糖脱氢酶的大量制备，并

将其与合适的氧化还原酶如乙醛还原酶(AUt)、亮氨

酸脱氢酶(LeuDH)、丙氨酸脱氢酶(AlaDH)等进行偶

联[14_1 6|，构建双酶偶联反应体系，促进氧化还原酶在

生物催化工业中的实际应用。
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