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摘 要：采用 GHI 法克隆了巴氏梭菌（!"#$%&’(’)* +,$%-)&’,.)*）HJ154# 菌株编码 &，"5丙二醇氧

化还原酶基因（(/,3 基因）；完成了 (/,3 基因测序、表达载体构建和在大肠杆菌中表达；分离

和纯化了 (/,3 基因表达的重组蛋白。实验结果：（&）GHI 法克隆的 (/,3 基因和肺炎克雷伯

氏菌 0"-1$’-"", +.-)*#.’,- 菌株 (/,3 基因的序列同源性为 4$ABK；（$）(/,3 基因表达蛋白的酶

活为 &%4LM.>；（"）(/,3 基因表达的蛋白分子量为 !"N+；（!）O,PQ,0= /)(Q 确定了 (/,3 基因表达

的蛋白和 HJ154# 菌株天然蛋白有相同的抗原反应。
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&，"5丙二醇（&，"5J0(J7=,F:()，简写为 &，"5G+）是生产多聚纤维及制造多氨基甲酸乙酯

及环状化合物的单体。利用 &，"5G+ 生产的新型聚酯纤维具有优良的回弹性、染色性、抗

污性和生物降解性等优良品质，在服装、工程塑料、地毯等领域应用潜力巨大，是目前合成

纤维新产品开发的研究热点［&，$］。由于化学合成法存在 !%%% 美元M吨的高成本、工艺条件

苛刻、设备投资大和产生严重环境污染等问题，限制了 &，"5G+ 在多聚纤维等领域应用的

开发。为降低生产成本，避免环境污染等问题，微生物发酵法生产 &，"5G+ 的研究成为一

个热点［"，!］。通常情况下，微生物发酵法生产 &，"5G+ 是以甘油作为唯一碳源和能源，进行

厌氧 &，"5丙二醇发酵。其中包括两步反应，由甘油脱水酶将甘油脱水生成 "5羟基丙烯醛

（"5TGS），再由 &，"5G+ 氧化还原酶将 "5TGS 还原为 &，"5G+，产生的 &，"5G+ 是细胞代谢终

产物，可在发酵液中高度聚集；在甘油歧化为 &，"5G+ 的同时，还伴有另一条甘油代谢途

径，即甘油脱氢酶将甘油转化为二羟丙酮（+TS），而后二羟丙酮激酶将 +TS 磷酸化为磷

酸二羟丙酮（+TSG），此过程中产生的 1S+T 供给甘油歧化为 &，"5G+ 路径，形成的 +TSG
则进入糖酵解途径［C U 2］。由糖发酵生产 &，"5G+（二步法），需要甘油高产酵母菌将玉米糖

转化为甘油；再由 &，"5G+ 高产菌株将甘油转化为 &，"5G+。虽然生产成本要比化学合成法

低很多（大约为化学合成法成本的 &MC），但从整个发酵过程来看，仍然存在工艺繁琐，生产

成本高等问题。如能实现一步法生产 &，"5G+———即由糖直接经一种微生物发酵生产

&，"5G+，那将使 &，"5G+ 生产成本大大降低。为此克隆 &，"5G+ 氧化还原酶基因和甘油脱

水酶基因［4 U &%］，构建同时表达该两基因的重组酵母，就有可能实现糖直接转化为 &，"5G+
产品的一步法生产［&&］。本文即报道编码 HJ154# 菌株 &，"5G+ 氧化还原酶基因的克隆、测



序和表达的初步研究。

! 材料和方法

!"! 菌种、质粒和培养基

巴氏梭菌（!"#$%&’(’)* +,$%-)&’,.)*）!"#$%& 菌种由沈阳农业大学食品学院食品生物技

术专业诱变选育。/$01-&’01’, 0#"’ ’()*+（ &-0,)，-.(,)，23&,+&，%1’，1$(-).，$)+/00，&-",)，

!（ ",0$+&#,1）234［ %&,56&，+&#,17 ，",048，",09!():］）、"(5)%$; 质粒、<, 5,6 5#, 聚合

酶、=>?@ABCD 5,6 5#, 聚合酶等购于 ;EFE-E 宝生物工程（大连）有限公司。表达载体

"(,<$GHI 购自 #BJ /KLMEKN 1O@MEAC。质粒纯化试剂盒（/EC> "?B";( "MECPON GMBEK Q"）购于

=RE?PEGOE。5#, 测序试剂盒（5#, CB8QBKGOKL FOD 1OLN>B ;B?POKED@? !>GMB CB8QBKGOKL -BEN>
-BEGDO@K）购于 =B?SOK /MPB?。大肠杆菌培养基为 <1，含质粒的大肠杆菌保含存于含氨苄青

霉素（)**!L2P<）的 <1 平板。

!"# $%& 法克隆 !"#’ 基因

根据肺炎克雷伯氏菌（7"-8$’-"", +.-)*#.’-，FT "KBQ）菌株 (1,; 基因序列，设计扩增

!+9:;<(1,; 基因的一对引物，(1,; 3：:4$!!!,,U!;;,;U,U!;,;!U;,;U;;;U,;;,;!;U$
64（6&KD），(1,; -：:4$!!U,,;;!;!,U,,;U!!;UU!UU,,,,;$64（H+KD），在上游引物的 :4端
设计了 =’.N"酶切位点，下游引物的 :4端设计了 /0#-#酶切位点。用 ;EFE-E 的 <,
;E8、">?@ABCD ;E8 5#, 聚合酶试剂盒，以 !"#$%& 菌株基因组 5#, 为模板，进行 =!-：+0V
)POK；+%V )*C，:*V 0:C，.HV )POK，共计 6* 个循环。纯化后的 5#, 片段与酶切（=’.N"2
/0#-#）精制后的 "(5)%$; 载体连接，采用 =!- 方法并以 "(5)%$; 载体上引物 -W$( 和

=!- 引物 (1,;-) 进行检验。

!"( !"#’ 基因表达载体构建及 !"#’ 基因表达

根据 "(,<$GHI 载体特点，(1,; 基因亚克隆至 "(,<$GHI 构建表达载体时，以 (1,;3
X@? "(,<（:4$,;U,U!;,;!U;,;U;;;⋯64）和 (1,;-)（带 /0#-#酶切位点）为引物，=!- 克

隆的 (1,; 基因片段 :4端为 ,;U 开始的平末端，64端为带有 /0#-#酶切位点的粘性末端，

连到经酶切（>*.#和 /0#-#）的 "(,<$GHI 载体时，正好和 "(,<$GHI 的 *,"/ 基因相

连，*,"/ 和 (1,; 基因就构成了融合基因，这样保证 (1,; 基因片段和 *,"/ 基因连接后，

构建 (1,; 基因融合表达载体表达时无移码现象；将构建的表达载体电击转化 / T 0#"’
’()*+；H%V)H* ?2POK 摇瓶培养 ’()*+ 至 ?@&:*"*Y: 时，加 Z=;U 终浓度达到 *Y& PP@M2<，

诱导 (1,; 基因表达。(1,; 蛋白分离与纯化按 #BJ /KLMEKN 1O@MEAC "(,<$GHI 融合表达蛋

白分离与纯化操作流程进行。

!") !，(*$+ 氧化还原酶活测定

H:V，)，6$=5 氧化还原酶将三羟基丙烯醛转化为 )，6$=5 时，在 6&:KP 处测定起始 #,5[
的消耗量，酶活定义为每分钟 #,5[ 消耗微摩尔数。具体测定方法参考文献［&，))］。

!", -+-*$./0
用 )H\聚丙烯酰胺凝胶，):*KL 样品变性上样，其它按参考文献［)H］进行。

!"1 抗体制备

将融合蛋白约 )**!L，与弗氏完全佐剂等体积混合，肌肉注射及皮下注射兔子；第 ):
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天加倍剂量，直接肌肉注射；第 !" 天以相同剂量再次加强免疫；第 !# 天于耳脉取血获融

合蛋白免疫血清。

!"# $%&’%() *+,’
以辣根过氧化物酶为酶标的羊抗兔血清为第二抗体，具体测定方法参考文献［$%］。

- 结果和分析

-"! ./0 产物测序

&’( 产物直接测序结果表明（图 $），编码 ’)*+,- 菌株 $，!+&. 氧化还原酶的 !"#/ 基

因全长为 $$-0 1)，和 2345647 登录的 $ 8 %&’( 菌株的 !"#/ 基因同源性为 ,%9:;；而且均

以 </2 起始密码子开始和 /2< 终止密码子结束；且由 !,# 个氨基酸组成。
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图 ! "#$%&’ 与 ! ( "#$% 菌株 &’() 基因比较
!"#$% &’()*+",’- ’. !"#/ #0-0 "- $ $ %&’( *-1 &)2345

*+* &’() 基因表达载体构建和 &’() 基因表达

将 )67839:; 用 )*&!和 +,-<!酶切后，再将调整后的 !"#/ 基因片段（=>端起始为

7/?，@>端为 +,-<!）连到 )67839:; 载体 *#.A 基因之后，即构建成融合基因表达载体

)6&:5。BC/? 诱导 !"#/ 基因表达结果表明（图 :3D），!"#/ 基因和 /#.A 基因构成的融合

基因得到了表达，融合蛋白、!"#/ 基因表达的重组蛋白分子量分别为 4=EF、G@EF，和我们

预测的结果是一致的。

图 * "#$%&’ &’() 蛋白的 ,-,%./01

和 2345367 89:5 分析

!"#$: HFH3C7?A *-1 I0,J0+- KL’J *-*LM,", ’.

!"#/ )+’J0"- ’. &)2345

7：I0,J0+- KL’J；D：HFH3C7?A$

6$ C+’J0"- (*+E0+；?$ B-1N901 90LL；%OCN+"."01 .N,"’- )+’J0"-；

:OCN+"."01 !"#/ )+’J0"-；@O&)2345 90LL -*J"P0 )+’J0"-$

*+; !，;%.- 氧化还原酶活性测定

!"#/ 基因表达的重组蛋白经分离、纯

化，以三羟基丙烯醛底物转化为 %，@3CF 时，

在波长 @5=-( 处测定酶活为 %Q4RS(#，说明

已得到具有 %，@3CF 氧化还原酶活性的表达

产物。

*+< 2345367 89:5
融合蛋白等样品经 HFH3C7?A 电泳转

硝酸纤维素膜后，纤维素膜经酶联抗体生色

反应，出现了特异性抗原、抗体结合酶促显

色反应带———%、:、@ 带（图 :37），而且融合

蛋白、!"#/ 基因表达的重组蛋白和 &)2345
菌株天然蛋白，都出现了相同的抗原显色反

应，实验结果进一步证明了 C&< 法克隆编

码 &)2345 菌株 %，@3CF 氧化还原酶的基因

在大肠杆菌中得到了表达。

; 讨论

$ $ %&’( 和 0 $ 1(2 是微生物二步发酵法生产 %，@3CF 研究最多的菌株，$ $ %&’( 在分批

培养中 %，@3CF 最大产量是 =Q T 5Q #S8；在常规的连续培养中，0 $ 1(2 只能获得 $ $ %&’( 菌

株 %，@3CF 最大产量（G4OU= #S8）的一半，但由于 $ $ %&’( 是病原菌而逐渐被淘汰，鉴于 0 $
1(2 菌株的安全性，在国外它是最具工业使用潜力的菌株［G，=］。%，@3CF 高产菌株 &)2345
是 0.-3245!5(* %#32’(45&(* 的突变株，其 %，@3CF 生产能力（=UO=4 #S8）达到 $ $ %&’( 菌株，且

无致病性；&)2345 菌株 %，@3CF 生产能力比世界上最具应用潜力的 0 $ 1(2 高了近一倍。
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因此为了实现微生物一步发酵法生产 !，"#$%，需要克隆 &’(#)* !"#+ 基因和 !"#, 基因

并使其重组，并构建于一个表达载体中，进而构建一种重组酵母，就有可能利用这种重组

酵母将玉米糖直接转化为 !，"#$%。
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!HC* 期 迟乃玉等：编码 !，"#丙二醇氧化还原酶基因的克隆和表达




