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摘 要 利用 T?3技术扩增来源于弗氏柠檬杆菌（!#/*(;+0/%* -*%)$=##）的甘油脱水酶编码基因 ="+U以及甘油脱水酶激活因子
编码基因 ="+O ="+;，将其与 8，"G丙二醇氧化还原酶同工酶的编码基因 2B"V串联在温控表达载体 .N@C上，构建重组菌 ? *
0(,# SQ8$&（.N@CG="+UG="+OG="+;G 2B"V）。,V,GT:OI分析显示，融合表达产物的分子量同核酸序列测定的推导值相符。与未
串联甘油脱水酶激活因子编码基因的重组菌 ? * 0(,# SQ8$&（.N@CG="+UG 2B"V）相比，8，"G丙二醇的产量提高了 !FW。
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8，"G丙二醇（8，"GT2(.=A-75()，简称 8，"GTV）是一
种重要的溶剂和化工原料，以 8，"GTV与对苯二甲酸
合成的聚酯 TDD（聚对苯二甲酸丙二醇酯）在合成纤
维材料、聚酯膜、工程塑料和纺织服装材料领域应用

前景非常广泛［8］，随着 TDD商业化，生物法合成 8，"G
TV因其环境友好性越来越受重视［!］。
生物法合成 8，"GTV通常都是以甘油做底物，经

甘油脱水酶（编码基因 ="+U）及 8，"G丙二醇氧化还
原酶（编码基因 ="+D）催化完成［"］。甘油脱水酶在
催化甘油转化为 "G羟基丙醛的同时，会出现甘油导
致的自杀性失活现象。失活的主要原因是甘油导致

辅酶 U8!的 ?—?(键发生不可逆断裂，形成 #]G脱氧
腺苷和烷基钴氨素类似物（即被修饰的辅酶）［H］，同

时烷基钴氨素与脱水酶紧密结合，致使甘油脱水酶



发生不可逆性失活。如何使失活的甘油脱水酶再复

活提高其催化效率显得尤为重要。!"#$%$ 等［&］将产
酸克雷伯氏菌（!"#$%&#""’ ()*+(,’）中二醇脱水酶编码
基因与其两侧的两段读码框编码的基因在大肠杆菌

（-%,.#/&,.&’ ,("&）中共同表达后，其感受态细胞能使
失活的甘油脱水酶恢复其催化活性，也能激活甘油

脱水酶’氰钴氨素的复合体。因此，认为这两段读码
框可能编码二醇脱水酶复活蛋白（简称激活因子），

分别命名为 00/( 和 00/)基因［*］；后来的研究者发
现并证实了存在于肺炎克雷伯杆菌（ !"#$%&#""’
12#34(2&’#）甘油脱水酶激活因子（编码基因 (/5+和
(/5,）和来源于弗氏柠檬菌（6&+/($’,+#/ 5/#320&&）的激
活因子（编码基因 0.’-和 0.’.）［/，0］。来源于不同
菌种中的激活因子及其编码基因略有差异，但交叉

活化（1#"22’$3456$4$45"7）研究表明，来源于弗氏柠檬
菌的激活因子 89(-’89(.复合体，还可以有效地
激活肺炎克雷伯杆菌中失活的甘油脱水酶及脱水

酶’氰钴氨素的复合体［*］。杜邦公司克隆出 (/5+
(/5,并与甘油脱水酶编码基因 0.’)及 :，;’丙二醇
氧化还原酶同工酶编码基因 *7.8串联表达，所构
建的重组菌 :，;’丙二醇产量明显提高［<］，国外的研究
者虽已克隆出 0.’.及 0.’-［0］，但尚未见其与甘油脱
水酶编码基因 0.’)及 :，;’丙二醇氧化还原酶同工酶
编码基因 *7.8串联表达构建重组菌的报道。
本研究利用 =1> 技术扩增来源于弗氏柠檬菌

甘油脱水酶 ? 个激活因子的编码基因 0.’. 及
0.’-，尝试将 0.’.、0.’-、甘油脱水酶编码基因
0.’)及 :，;’丙二醇氧化还原酶同工酶编码基因
*7.8在温控载体 @92A上串联表达，构建含甘油脱
水酶激活因子编码基因的新型产 :，;’丙二醇重组菌
- B ,("& CD:E<（@92A’0.’)’0.’.’0.’-’*7.8）；并对
重组菌进行了好氧条件下转化甘油的研究。

! 材料与方法

! "! 菌株和载体
弗氏柠檬菌（6&+/($’,+#/ 5/#320&& (F:B :/;?）购自

中国微生物菌种保藏中心，大肠杆菌（ -%,.#/&,.&’
,("&）CD:E<，@92A’*7.8［:E］，@92A’0.’)’*7.8［::］由本
实验室保藏。温控载体 @92A由本校邵蔚蓝教授惠
赠。重组大肠杆菌 CD:E<（@92A’0.’)’0.’.’0.’-’
*7.8）为本研究中构建。
! "# 培养基和培养条件

G)培养基（HIG）：蛋白胨 :E，酵母膏 &，氯化钠
:E，固体培养基添加 : B &J的琼脂，固体和液体培养

基在需要时加入氨苄青霉素至 :EE!HIKG。
种子培养基：采用 G)培养基。
发酵培养基［:?］（HIG）：甘油 &E，酵母膏 & B E，

L9?=MN / B&，维生素 ):? E B E&，（O9N）? FMN ?，DHFMN·

/9?M EB ?，-PFMN·/9?M EB EE&，1$1Q? ER:，用 ?K"QIG
LM9 调 @9 值 /RE。接种前加入氨苄青霉素至
:EE!HIKG。
种子培养：从新鲜的 G) 培养基斜面上挑取一

环菌株接入 &EKG 摇瓶（装液量为 :&KG）中，于旋转
式摇床中 ;ES、:?E#IK57培养 ?NA 得到种子液。
摇瓶发酵：按 &J接种量将新鲜种子液接入

&EEKG摇瓶（装液量 &EKG）中，在 :?E#IK57旋转式摇
床中，先于 ;ES培养至对数中后期，再于 N?S诱导
发酵一定时间。

发酵罐发酵：按 &J的接种量将培养好的种子
液接入 & G发酵罐（韩国 1"B G4T，L-’&G），发酵培养
基装量为 ;G，转速为 ?&E#IK57，通空气量为 ER;
GIK57，自然 @9值，先于 ;ES培养至对数中后期，再
于 N?S诱导发酵一定时间。
! "$ 工具酶和试剂
实验用各种限制酶 8$’ "，9(+ "，8.( "，

9,("及碱性磷酸酶 1U(= 购自 !$L$>$ 公司；!N
8O(连接酶及 :’7 8O(聚合酶购自上海华美生物
工程公司；.PQ VW4#$345"7 D575 L54，=1> =X#5Y53$45"7
D575 L54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，广范围蛋白质分子量标准为

=#"KPH$公司产品。除特别注明外，实验用各种试剂
均为国产分析纯。

! "% 分子克隆技术
! "% "! =1>扩增：基因组 8O(提取，纯化载体 8O(
提取，8O( 酶切，连接和转化均参考文献［:;］。根
据 O1)U公布的弗氏柠檬菌 0.’. 0.’- 0.’) 基因
序列设计合成 =1>所需引物：
=:：&Z’!(11!1!(.(!((..(..11(!((1!(!.!1(1
!!!1(!1(11...1.!(1(!1!.!!!!(!1(1!1(1.1!
..’;Z
=?：&Z’!(.1.1..11.1!!(!!!!(!1!1.1!.((...
((.((1!!’;Z
=;：&Z’((.1.1..11.11!((..(..!!.!(!.11(!!
((!!.1(...(!!.(!(!1’;Z
=N：&Z’((.1.1..11.11!!((!!1.1!(!111(.11(
(((11(.111’;Z
=&：&Z’.11.11(!..1!((..(..11(!((1!(!.(.(
(.(!1((((1.(!!1.((.!.1!!.111(.1..11’;Z
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!"：#$%&’((’(’&)&()’(&(’))(’(((’’’&()(&)
(’’&’’’(%*$
并分别引入 !"#!及 $%&!，$%&!，$’%!及

!"#!酶切位点，!(+扩增 ()#)、()#,及 ()#-。
! "# "$ !(+产物的 ’&克隆：将 !(+产物采用上海
华舜科技公司 !(+产物纯化试剂盒纯化（操作见试
剂盒说明书），纯化后连接 ./012%’载体；分别构建
克隆载体 ./012%’%()#)及 ./012%’%()#,。
! " # " % 重组大肠杆菌 3/145（.678%*+)0%()#)%
()#,%()#-）的构建：将 ./012%’%()#) 利用 !"#!
及 $%&!双酶切，回收其中 49:;<的片段，连接 .678%
*+)0 得到 .678%*+)0%()#)；将 ./012%’%()#, $%&
!酶切，回收其中 192;< 的片段，连接 .678%*+)0%
()#)，提取阳性转化子质粒 !)%!酶切验证正反
接，得到 .678%*+)0%()#)%()#,，将 $’%!及 !"#!
双酶切的 ()#- 片段 连接 .678%*+)0%()#)%()#,，
得到 .678%()#-%*+)0%()#)%()#,，转 化 , = ’%-.
3/145。
! "& ’(’)*+,-
以 , = ’%-. 3/145（.678）做对照。采用 # >浓缩

胶及 1? >分离胶的不连续垂直平板电泳，考马斯亮
蓝 +%?#4染色［1*］。
! " . 重组菌 ! " "#$% /0!12（3456)&’(())(*,)
)(*7))(*8）质粒稳定性分析
除培养温度为 *4@外，具体操作方法参考文献

［1:］。
! "9 测定方法

1，*%!0及甘油含量的检测：参考文献［1:］，采
用气相色谱法。

生物量的测定：取适量发酵液用无菌生理盐水

稀释至一定浓度后，于 "44AB测定吸光度（/0 值）。

$ 结果

$ "! 重组载体 3456)&’(())(*,))(*7))(*8的构
建

将 678启动子位于甘油脱水酶编码基因 ()#-
的上游，下游依次是甘油脱水酶激活因子编码基因

()#)、()#,、1，*%丙二醇氧化还原酶同工酶的编码
基因 *+)0以及温控载体自身所带 678终止子构建
了重组载体，并将其命名为 .678%*+)0%()#)%()#,%
()#-（图 1）。甘油脱水酶 ? 个激活因子编码基因
()#)和 ()#,只有与甘油脱水酶编码基因 ()#-串
联才能表达其活性［1#］，本研究的实验也证实了这一

点。重组载体 .678%*+)0%()#)%()#,%()#- 酶切电

泳鉴定如图 ?，从图 ? 第 ? 泳道可知，重组载体经
!"#!及 $%&!双酶切后释放 49:;<的片段 ()#)、
192;< 的片段 ()#, 及 "9*;< 的片段 .678%*+)0%
()#-，同时从图 ?第 *泳道可知重组载体经 !"#!
及 $’%!双酶切后释放 ?92;<的片段 ()#-及 #9C;<
的片段 .678%*+)0%()#)%()#,，图 ? 第 # 泳道是
.678%*+)0经 !"#!酶切后线性化片段，大小为
*9#;<。

图 1 重组载体 .678% *+)0%()#)%()#,%()#-的结构示意图
,DE= 1 (FA7GHIJGDFA FK LM.HL77DFA .NO7BDP

.678%*+)0%()#)%()#,%()#-

图 ? 重组载体 .678% *+)0%()#)%()#,%()#-的酶切验证
,DE= ? ’8L LAQRBL DPLAGDKDJOGDFA FK G8L HLJFB<DAOAG .NO7BDP

.678%*+)0%()#)%()#,%()#-
1="0S&T1.2P# BOH;LH（;<）；?：.678%*+)0%()#)%()#,%()#-T$%&!
OAP !"#!；*：.678%*+)0%()#)%()#,%()#-T$’%! OAP !"#!；#：
.678%*+)0T!"#!；"：0U%?444 BOH;LH（;<）=

$ "$ 甘油脱水酶激活因子编码基因 )(*,与 )(*7
的核苷酸序列分析

将 !/012%’%()#) 与 !/012%’%()#, 重组载体
分别经上海华诺生物工程技术服务有限公司进行测

序，测序结果表明，()#)基因全长 :44<.，()#,基因
全长 1244<.，运用 -U&V’进行序列分析，表明本研
究克隆得到的 ()#)基因与公布的弗氏柠檬杆菌的
()#)同源性为 559#>，()#,基因与公布的弗氏柠

*:2张晓梅等：含甘油脱水酶激活因子编码基因的产 1，*%丙二醇新型重组菌的构建



檬杆菌的 !"#!同源性为 ""#。而由所测序列推导
出的蛋白氨基酸序列与公开的氨基酸序列完全

一致。

! "# 重组菌全细胞蛋白 $%$&’()*电泳分析
以 $ $ %&’( %&’("（)*+,）为对照，重组菌 $ $ %&’(

%&’("（ )*+,-!"#.-!"#/-!"#!-)*"0）全细胞 101-
23/4电泳分析如图 5 所示，从图 5 可以看出，在
67、6’、85、9’、’7和 ’6:0处出现蛋白质特征带，其中
6’、9’ 和 ’6:0三条蛋白条带正好对应甘油脱水酶
0*3.三个亚基分子量的位置［’6］，而 67 和 ’7:0的
蛋白条带正好对应甘油脱水酶激活因子 0*3/ 及
0*3!分子量的位置［7］；说明已经存在表达产物。
另外 85:0与 ’，5-丙二醇氧化还原酶同工酶 ;<*0
蛋白大小相符［"］，说明表达产物中已经存在 ’，5-丙
二醇氧化还原酶同工酶蛋白。

图 5 重组菌全细胞蛋白 101-23/4电泳分析
!=>$ 5 101-23/4 ?@?AB+=+ CD )ECFG=@+ =@ H,CAG IGAA+

’：)ECFG=@ J?E:GE+（:0）；9：$ $ %&’( %&’("（)*+,）（IC@FECA）；5：$ $ %&’(
%&’("（)*+,-!"#.-!"#/-!"#!-)*"0）?DFGE 89K =@LMIF=C@ DCE 8,$

! "+ 重组菌质粒稳定性分析
$ $ %&’( %&’("（)*+,-)*"0-!"#/-!"#!-!"#.）和

$ $ %&’( %&’("（)*+,-!"#.-)*"0）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 N次，统
计其在不同平板上形成的菌落数。从表 ’ 可以看
出，传 ’(( 代后 $ $ %&’( %&’("（)*+,-!"#.-!"#/-
!"#!-)*"0）的质粒保持率为 O7#，而 $ $ %&’( %&’("
（)*+,-!"#.-)*"0）的质粒保持率为 "( #，说明重组
菌质粒的稳定性并未因串联四个基因而显著降低。

! ", 重组菌发酵特性
以 N(>PQ甘油为唯一碳源的发酵培养基，在 N Q

发酵罐上有氧发酵的实验结果见图 8。从图 8可以
看出，与重组菌 $ $ %&’( %&’("（)*+,-!"#.-)*"0）
相比，$ $ %&’( %&’("（)*+,-!"#.-!"#/-!"#!-)*"0）
以温度诱导发酵至第 98, 后 ’，5-20 产量提高了

9O#，’，5-20的产量、转化率和生产能力分别达到
56RN >PQ、79R6#和 ’R5(>PQP,。由图 8 还表明，重组
菌 $ $ %&’( %&’("（)*+,-!"#.-!"#/-!"#!-)*"0）的甘
油消耗速率也有较大程度的提高，但细胞生长情况

与重组菌 $ $ %&’( %&’("（ )*+,-!"#.-)*"0）基本
一致。

表 - 重组菌连续转种后在不含抗生素平板上的菌落数
./012 - .32 42567089/9: ;:4/89 5616982; 89 <1/:2

/G@GE?F=C@+
)*+,-!"#.-!"#/-

!"#!-)*"0 3J)（ S）
)*+,-!"#.-)*"0

3J)（ S）

9( ’(( ’((

8( "6 "O

6( "5 "8

O( "( "9

’(( O7 "(

图 8 重组菌 $ $ %&’( %&’("（)*+,- +*"0-!"#/-!"#!-!"#.）
及 $ $ %&’( %&’("（)*+,-!"#.- )*"0）的发酵过程

!=>$ 8 T=JG )ECD=AG CD U?FI, DGEJG@F?F=C@ =@ NQ DGEJG@FCE
M+=@> $ $ %&’( %&’("（)*+,- )*"0-!"#/-!"#!-!"#.）
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# 讨论
甘油在产 ’，5-20微生物体内合成途经是由甘

油脱水酶和 ’，5-丙二醇氧化还原酶所构成催化链的
还原途径来实现的。实验发现，甘油脱水酶在催化

甘油转化为 5-羟基丙醛的同时，会出现甘油导致的
自杀性失活现象，且不因甘油脱水酶辅酶 .’9浓度的

增加而得到解除，可能需要某种激活因子的协同作

用。本研究利用 2VW技术扩增出来源于弗氏柠檬
菌的甘油脱水酶激活因子编码基因 !"#/及 !"#!，
将它们与 )*+,-!"#.-)*"0串联表达，成功构建了含
有甘油脱水酶激活因子编码基因的新型产 ’，5-丙二
醇重组菌 $ $ %&’( %&’("（ )*+,-)*"0-!"#/-!"#!-
!"#.）。
来源于弗氏柠檬菌的 0*3!-0*3/ 复合体与

TCE?B?等人发现的二醇脱水酶复活蛋白 00W3-

88O ,"(-./. 0&12-#’ &3 4(&5.%"-&’&6) 生物工程学报 9((7，XCAR95，YCRN



!!"#复合体一样具有二亚基四聚体结构，分子量
同样在 $%&’! 左右。但不同的是，!()*+!(),复
合体的两个亚基并非在同一个转录单元，而是分别

随甘油脱水酶基因及 $，-+丙二醇氧化还原酶基因表
达，并且转录方向相反。!()*+!(), 复合体还可
以有效地激活肺炎克雷伯杆菌中失活的甘油脱水酶

及脱水酶+氰钴氨素的复合体［.，/］，而 !!")+!!"#复
合体只激活产酸克雷伯氏菌中失活的甘油脱水酶及

脱水酶+氰钴氨素的复合体［0］。
美国杜邦公司将酿酒酵母（ !"##$"%&’(#)*

#)%)+,*,")）中 -+磷酸甘油脱氢酶编码基因 -"%$、$，-+
磷酸甘油脂酶编码基因 .//1、肺炎克雷伯杆菌中的
甘油脱水酶编码基因 0$"#、甘油脱水酶激活因子编
码基因 &%12 &%13以及大肠杆菌中非特异性的氧化
还原酶编码基因 (2$!在大肠杆菌中共同表达，该
重组菌在甘油脱水酶辅酶 #$1存在时能转化葡萄糖

为 $，-+丙二醇，其产量高达 $14567，转化率为
-89［4］。本研究构建的重组菌 3 : #&4, ;<$&4（=(>?+
(2$!+0$",+0$"*+0$"#）转化甘油为 $，-+丙二醇的
产量虽只有 -0@%567，但其转化率已达到 .1@09，并
可以利用更加廉价的维生素 #$1代替辅酶 #$1完成催

化甘油转化为 -+羟基丙醛的反应，而且不需要 ABC,
为诱导物，不需要厌氧环境，为微生物法合成 $，-+丙
二醇的研究提供新的有现实意义的思路。
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