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摘 要 利用 ^P2 技术从大肠杆菌（B&0"%*#0"#+ 0(,# ）中扩增出 "]"O A0 的编码 "，NM丙二醇氧化还原酶同工酶的基因 2C"_，将其

连接到表达载体 -H.93，得到重组载体 -H.93M 2C"_，重组载体在大肠杆菌 \<"$% 中得到高效表达。+_+M^;XH 分析显示融合表达

产物的分子量均为 IN A_，同核酸序列测定所推导的值相符。对含有 2C"_ 的基因工程菌进行表达研究表明：NR ‘，以 "]$
//’( aG b^=X 诱导 I >，"，NM丙二醇氧化还原酶同工酶的酶活力达到 "!$ 8a/B 蛋白，而对照菌株的酶活力为 $]# 8a/B 蛋白。再

将含甘油脱水酶基因 5"+Z 和含 "，NM丙二醇氧化还原酶同工酶基因 2C"_ 的重组质粒共转化大肠杆菌 \<"$% 得到重组大肠杆

菌 \<"$%（-LP.93M5"+Z，-H.93M 2C"_），该菌株在好氧条件下，以 "]$ //’(aG b^=X 诱导可将 #$ BaG 甘油转化为 NQ]$ BaG "，NM丙二

醇。首次发现 "，NM丙二醇氧化还原酶同工酶在好氧条件下表现出较高的活性。
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!，"#丙二醇是一种重要的化工原料，不仅可用

作良好的溶剂、抗冻剂和保护剂，而且还是极具发展

前途的新型聚酯高分子材料聚酯聚对苯二甲酸丙二

醇酯（$%%）的单体［!］，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，是目

前国际上公认的六大石化新产品之一。!，"#丙二醇

的生产方法有化学合成法和微生物转化法［&］，目前

仅有化学合成法应用于工业生产。但是化学法存在

许多不足，生产成本高是目前 !，"#丙二醇价格居高

不下的主要原因，也是限制 $$% 产业化的最主要因

素。微生物转化法有着明显的优点，已成为国内外

研究的热点。目前由于利用自然筛选的微生物直接

进行 !，"#丙二醇的发酵法生产还存在产物浓度低、

生产周期长和甘油转化率低等问题，导致缺乏市场

竞争力而无法大规模应用，因此，利用基因工程技术

构建高产菌株备受国内外研究者青睐，被认为是今

后的发展方向。

通常情况下微生物转化法生产 !，"#丙二醇都是

以甘油为底物，经过以下两步反应，即甘油在甘油脱

水酶作用下转化为中间产物 "#羟基丙醛；"#羟基丙

醛在 !，"#丙二醇氧化还原酶的催化下生成 !，"#丙二

醇［"］。!，"#丙二醇氧化还原酶和甘油脱水酶是甘油

转化为 !，"#丙二醇代谢途径中的关键酶，将编码这

两个关键酶的基因 !"#% 及 !"#’ 进行克隆与表达

是构建产 !，"#丙二醇基因工程菌的基本途径，但是

目前以此为基础构建的 !，"#丙二醇基因工程菌，以

甘油为底物，!，"#丙二醇的产量仅为 ()" *+,［-］。最

近研究发现，来自大肠杆菌的非特异性氧化还原酶

是 !，"#丙二醇氧化还原酶的同工酶，它在微生物体

内可代替 !，"#丙二醇氧化还原酶催化 "#羟基丙醛生

成 !，"#丙二醇，成为微生物转化甘油生成 !，"#丙二

醇的另一重要用酶［.］。研究还发现，非特异性氧化

还原酶比 !，"#丙二醇氧化还原酶催化底物 "#羟基丙

醛的效率明显提高，目前杜邦公司正在利用 !，"#丙
二醇氧化还原酶同工酶的编码基因 $%"/ 构建相关

的工程菌，其应用水平尚未见文献报道，$%"/ 的克

隆与表达在国内亦未见报道。此外，好氧条件下发

酵甘油生成 !，"#丙二醇在国内外亦未见文献报道。

本研究将 $%"/ 基因引入表达载体 01234 中，并在大

肠杆菌 56!78 实现了表达；同时构建了重组大肠杆

菌 56!78（09:234#!"#’，01234# $%"/），并对重组菌

进行了好氧条件下转化甘油的研究，探索利用微生

物发酵法生产 !，"#丙二醇的新途径。

! 材料与方法

! "! 菌株和质粒

大肠杆菌（&’(")*+("+# (,-+）56!78，大肠杆菌，质

粒载体 09:234#!"#’［(］，01234［;］，由本实验室先期构

建和保藏。重组大肠杆菌 56!78（01234#$%"/），重组

大肠杆菌 56!78（09:234#!"#’，01234#$%"/），为本研

究中构建。

! "# 培养基和培养条件

! "# " ! 培养基：（!）,’ 培养基（*+,）：蛋白胨 !7，酵

母膏 .，氯化钠 !7，固体培养基添加 !).<的琼脂，固

体和 液 体 培 养 基 在 需 要 时 加 入 硫 酸 卡 那 霉 素 至

.7!*+=, 或氨苄青霉素至 !77!*+=,。（&）种子培养

基：,’ 培养基。（"）发酵培养基［>］（*+,）：甘油 .7，

?&@$A-")-，?@& $A- !)"，（B@- ）& CA- &，6*CA-·;@& A
7)&，DECA-·;@&A 7)77.，:3:F&7)!，维生素 ’!&7)7!.。

用 & =GF+, ?A@ 调 0@ 值 ;)7。!&!H灭菌 !. =IJ，接

种前加入硫酸卡那霉素至 .7!*+=, 或氨苄青霉素至

!77!*+=,。

! "# "# 培养条件："种子培养：.7 =, 三角瓶，装液

量 !. =,，培养温度 "; H，摇床转速 &77 K+=IJ，培养

&- L。#发酵条件：&.7 =, 三角瓶，装液量 &. =,，接

种量为 !7 <，发酵温度 "; H，摇床转速 &77 K+=IJ。

对数后期加 ! ==GF+, M$%N 诱导培养过夜，以未加入

M$%N 诱导的发酵液为对照。

! "$ 工具酶和试剂

实验用各种限制酶 &(,O$，./-$，碱性磷酸酶

:MP$ 购自 %3?3O3 公司；%- /BP 连接酶及 0#% /BP
聚合酶购自上海华美生物工程公司；NEF 1Q2K342IGJ
6IJI ?I2，$:O $RKISI432IGJ 6IJI ?I2 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 $KG=E*3 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

基因组 /BP 的提取，纯化质粒 /BP 的提取，

/BP 酶切，连接和转化均参考文献［8］。根据 B:’M
公布的大肠杆菌 P%:: 菌株 $%"/ 基因序列设计合

成 $:O 所需的引物：

上游：.T#P::NNPP%%:P%NPP:PP:%%%PP%:%N:# "T
下游：.T#P::NNPP%%:%%PN:NNN:NN:%%:# "T

引物两端都引入 &(,O$位点。以大肠杆菌相

关基因组 /BP 为模板完成 $:O 反应：8. H 变性

!7=IJ 加入 %3?3O3 0#% /BP 聚合酶，经 ". 个循环，

获得的 $:O 产物经电泳分析确认，经 $:O 产物纯化

--; 1"+2)’) 3,4*2#- ,5 .+,6)("2,-,/$ 生物工程学报 &77.，UGF)&!，BG).



试剂盒纯化后，!"#!!酶切，回收其中 "#"$ %& 的片

段，连接载体 ’()*+。
! "# !，$%丙二醇氧化还原酶同工酶的酶活力测定

! "# "! "，,-丙二醇氧化还原酶同工酶粗酶液的制

备：以大肠杆菌 ./"01（’()*+）为对照，接种重组大肠

杆菌 ./"01（’()*+-$%&2）单菌落于 34 培养基（含硫

酸卡那霉素 50"6783），,9:培养 ;<=，取 500"3 菌液

接种于 5083 含有 50"6783 硫酸卡那霉素的 34 液体

培养基 ,9:培养至对数后期，"88>?73 @ABC 诱导培

养 <=，离心，将菌体重悬于 ,83 0#0,58>?73 磷酸钾

缓冲液（’DE#0）中，超声波破碎细胞，离心除去碎

片，上清液即为粗酶。

! "# " & 酶活力测定：按文献［"0］所述的方法测定

"，,-丙二醇氧化还原酶同工酶的酶活。酶活测定根

据 ;5 :下 FG2AH 还原成 FG2AD 的速率定量。总

反应 体 积 ; 83，含 0#$ 88>?73 FG2A，,0 88>?73
（FD<）; IJ<，"00 88>?73 "，,-丙二醇，K;LJ,-KDLJ,缓

冲液（’D 1#0），加入粗酶液起始反应，,<0 M8 下测定

, 8NM 吸光值的变化。酶活单位定义为 " 国际单位

（" O）等于每分钟还原 ""8>? 底物或生成 ""8>? 产

物的酶量。

! "’ ()(%*+,-
采用 5 P浓缩胶及 "; P分离胶的不连续垂直

平板电泳，考马斯亮蓝 !-;50 染色［""］。以大肠杆菌

./"01（’()*+）做对照。

! ". 重组大肠杆菌 /0!12（345678%!"#9，3-678%
$%")）的构建

! ". "! 甘油脱水酶基因 ’&(4 和 "，,-丙二醇氧化还

原酶同工酶基因 $%&2 的重组质粒共转化大肠杆菌

./"01：取纯化质粒 ’QL)*+-’&(4 和 ’()*+-$%&2 各 "

"3 混合后共转化大肠杆菌 ./"01，涂布含氨苄青霉

素及硫酸卡那霉素双抗平板。挑取阳性转化子，在

双抗 平 板 上 划 线 分 离 保 存 后 得 到 重 组 大 肠 杆 菌

./"01（’QL)*+-’&(4，’()*+-$%&2）。

! ". " & 重组大肠杆菌 ./"01（’QL)*+-’&(4，’()*+-
$%&2）质粒稳定性分析：单细胞生物的生长，细胞呈

几何级数 ;M增长，当 ) R ;0 时，;;0 R "#05 S "0$，将

静止期的菌液稀释 "0T $，再将其培养到静止期，即

可认为细胞已连续传代 ;0 次。具体方法如下：从新

鲜转化平板上挑取单菌落 U接种至 ; 83 不含抗生素

的 34 中，,9 :培养 ;< =，即得 ;0 代的菌液，以此类

推，直至连续传代至 "00 代。其中每隔 ;0 代统计 "
次质粒丢失情况，将上述菌液涂布于不含抗生素的

34 板上，从中挑选 "00 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。

! ": 重组菌发酵试验

! " : "! 发酵：50 673 甘油底物，,9 :，;50 83 三角瓶

中好 氧 发 酵 培 养。对 数 生 长 后 期 加 入 " 88>?73
@ABC 诱导过夜。同时以未加入 @ABC 诱导的发酵液

为对照。

! ": " & 发酵液中 "，,-丙二醇含量的检测方法［";］：

发酵液中 "，,-丙二醇及甘油的含量用气相色谱测

定。安捷伦 "<10 型气相色谱仪，; 8 不锈钢柱（内

径 , 88），国产高分子微球 C2V-<0"（""0 目）为固定

相。柱温：;50 :，进样温度：;$0 :，检测温度：;$0
:，氮气作为载气，使用氢火焰检测器，进样量 5"3，

"，,-丙二醇的保留时间为 ;#$ 8NM，用外标法计算发

酵液中 "，,-丙二醇的含量。

& 结果

& "! 含 !，$%丙二醇氧化还原酶同工酶基因 $%")
的重组质粒 3-678%$%") 的构建

以大肠杆菌基因组 2FG 为模板，利用合成引物

进行 AL! 扩增，琼脂糖电泳检测扩增片段，扩增的

2FG 片段 "#"$ %&，片段插入载体 ’()*+ 转化大肠杆

菌 ./"01 转化子涂布含 50"6783 硫酸卡那霉素的

34 平板，提取阳性转化子质粒。重组质粒酶切电泳

鉴定（图 "），重组质粒命名为 ’()*+-$%&2（图 ;）。

图 " "，,-丙二醇氧化还原酶同工酶基因（ $%&2）

的 AL! 扩增片段及重组质粒酶切鉴定

WN6U" AL! *8’?NXN+*)N>M >X $%&2 *MY ZM[\8*)N+ YN6Z])]
>X ^Z+>8&NM*M) ’?*]8NY]

"：#2FG7*+)Y$ 8*^%Z^]（&’）；;：’()*+7!"#!!；,：’()*+-$%&27

!"#!!；<：$%&27AL!；5：23-;000 2FG 8*^%Z^]（&’）U

& "& !，$%丙二醇氧化还原酶同工酶基因 $%") 的核

苷酸序列分析

将 ’()*+-$%&2重组质粒进行测序，得到全长 ""$<

5<9张晓梅等：产 "，,-丙二醇新型重组大肠杆菌的构建



个碱基的 !"#! 基因，测序结果在 "#$% 进行 $&’() 序

列分析，表明本研究克隆到的 !"#!基因与公布的大肠

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。

图 / 重组表达质粒 012345 !"#! 结构示意图

6789/ #:;<2=>427:; :? =@4:AB7;3;2 @C0=@<<7:; 0D3<A7E 012345!"#!

! "# 重组菌全细胞蛋白 $%$&’()* 电泳分析

挑取 F 个重组子大肠杆菌 GHIJ*（012345!"#!）

分别接种于含有硫酸卡那霉素 KJ!8LA& 的 &$ 培养

基中，FM N培养至对数后期，I AA:DL& %O)P 诱导培

养 Q R，离心收集菌体，超速波破壁，加入 I 倍的 (!(5
O’P1 电泳加样缓冲液中悬浮，IJJ N水浴 K A7;，进

样量为 IJ!&，(!(5O’P1 全细胞电泳分析如图 F 所

示，以空载体产物为对照，发现在 QF S! 处出现蛋白

质特征带，与目的蛋白大小相符，应用 $3;E(43; 软

件分析表明三个重组子的酶蛋白表达量均占全细胞

蛋白的 FKTU +。

图 F 重组菌全细胞蛋白 (!(5O’P1 电泳分析

6789F (!(5O’P1 3;3DV<7< :? 0=:2@7;< 7; WR:D@ 4@DD<
I：0=:2@7; A3=S@=<（S!）；/：$ 9 %&’( GHIJ*（01234）（4:;2=:D）；F X K：

$ 9 %&’( GHIJ*（012345!"#!）3?2@= %O)P 7;E>427:; ?:= Q R9

! "+ ,，#&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 GHIJ*（012345!"#!）接种

于含硫酸卡那霉素的 &$ 培养基中，经 %O)P 诱导表

达，采用超声波破碎细胞。按文献［IJ］所述方法测

定酶活，并以大肠杆菌 GHIJ*（01234）作对照，结果测

得重 组 大 肠 杆 菌 GHIJ*（012345!"#!）的 酶 活 力 为

I/J>LA8 蛋白，而对照菌株的酶活力为 JTK>LA8 蛋

白；是对照菌株酶活力的 /QJ 倍。

! "- 重组菌质粒稳定性研究

重 组 大 肠 杆 菌 GHIJ*（ 0Y#2345)#*$， 012345
!"#!）在添加氨苄青霉素，不添加硫酸卡那霉素，无

硫酸卡那霉素选择压力的条件下，以及添加硫酸卡

那霉素，不添加氨苄青霉素，无氨苄青霉素选择压力

的条件下，连续转种 K 次，统计重组大肠杆菌 GHIJ*
（0Y#2345)#*$，012345 !"#!）的菌落数，结果表明，传

IJJ 代后重组大肠杆菌 GHIJ*（0Y#2345)#*$，012345
!"#!）的质粒保持率分别为 *I+和 UM+。

表 , 重组菌大肠杆菌 ./,01（234567&!"#8，2*567& $%"%）

连续转种后在不同抗生素平板上的菌落数

96:;< , 9=< >56:?;?5@ AB & " ’()* ./,01（234567&!"#8，

2*567& $%"%）2;6>C?D

P@;@=327:;<
0Y#2345)#*$

’A0（ Z ）[3;（ \ ）

012345 !"#!

’A0（ \ ）[3;（ Z ）

/J IJJ IJJ
QJ IJJ *U
]J *U *K
UJ *K */
IJJ *I UM

! "E 重组菌初步发酵试验

以 KJ 8L& 甘油为唯一碳源的发酵培养基，大肠

杆菌 GHIJ*（01234）、重 组 大 肠 杆 菌 GHIJ*（012345
!"#!）及 重 组 大 肠 杆 菌 GHIJ*（ 0Y#2345)#*$）以

IAA:DL& %O)P 诱导前后均不产 I，F5丙二醇；重组大

肠杆菌 GHIJ*（0Y#2345)#*$，012345!"#!）以 IAA:DL&
%O)P 诱导前后 I，F5丙二醇产量分别为 IJTJ 8L& 和

FUTJ 8L&；重组菌传 IJJ 代后发酵水平未见显著变

化。

# 讨论

甘油在产 I，F5丙二醇微生物体内合成途经是由

甘油脱水酶和 I，F5丙二醇氧化还原酶所构成催化链

的还原途径来实现的。F5羟基丙醛是该还原途径的

唯一中间产物。研究显示，F5羟基丙醛能够抑制菌

体的生长和甘油的代谢，其主要原因是当 F5羟基丙

醛累积浓度达到 FJ AA:DL& 时，"’!Z 浓度增大，抑

制了 I，F5丙二醇氧化还原酶的活性，进一步引起 F5

]QM +#(,-.- /&01,*’ &2 3(&4-%#,&’&5! 生物工程学报 /JJK，̂ :DT/I，":TK



羟基丙醛的累积，而 !"羟基丙醛又反馈抑制了甘油

脱水酶的活性［#!，#$］。这可能是目前文献报道的利用

这两个酶构建以甘油为底物的 #，!"丙二醇基因工程

菌不能实现高产的主要限制因素之一。值得一提的

是，#，!"丙二醇氧化还原酶对氧极其敏感，所以发酵

通常是在厌氧条件下进行。而与编码 #，!"丙二醇氧

化还原酶不同的是，来自大肠杆菌的由 !"#% 编码

的 #，!"丙二醇氧化还原酶的同工酶的活性对氧并不

敏感，二者所倚赖的辅因子也并不相同，#，!"丙二醇

氧化还原酶的同工酶利用 &’%() 而不是 &’%)，解

除了中间产物积累从而抑制甘油代谢的因素，这也

很可 能 就 是 导 致 二 者 对 底 物 催 化 效 率 不 同 的 原

因［#*］。本研究的发酵结果表明，在有氧条件下，甘

油脱水酶和 #，!"丙二醇氧化还原酶的同工酶仍保持

较高的活性，因此好氧发酵得以实现。

本文研究了在大肠杆菌 +,#-. 中分别只引入甘

油脱水酶 $#%/ 基因或 #，!"丙二醇氧化还原酶同工

酶 !"#% 基因 #，!"丙二醇发酵情况，结果显示：重组

大肠杆菌 +,#-.（01234"!"#%）及重组大肠杆菌 +,#-.
（056234"$#%/）均不利用甘油产 #，!"丙二醇，只有在

大肠杆菌 +,#-. 中同时引入 $#%/ 基因和 !"#% 基

因时才能利用甘油发酵产 #，!"丙二醇，这也进一步

证实了 #，!"丙二醇氧化还原酶的同工酶可在微生物

体内代替 #，!"丙二醇氧化还原酶催化 !"羟基丙醛生

成 #，!"丙二醇。

本研究中所用的载体 01234 是将 234 启动子插

入 017893 的 &%’)!及 ()*:!之间而获得，01234
本身含有 017893 的 +%)!基因，能高产 ;34 阻遏蛋白

降低 234 启动子的本底表达。虽然载体 01234 含有

017893 的 7< 启动子，但这种启动子的转录完全依

赖于 7< :&’ 聚合酶，必须在噬菌体 %1! 溶原酶中

才能表达，在非溶原酶的宿主中只有 234 启动子才

能起作用。在本底转录水平得到控制的情况下，234
强启动子的作用使得 #，!"丙二醇氧化还原酶同工酶

!"#% 基因在大肠杆菌中得到高效表达。我们利用

01234载体已经成功地使多种生物酶得到高效表

达［<，#=］。

本研究中，重组大肠杆菌 +,#-.（056234"$#%/，

01234"!"#%）的初步发酵实验所产 #，!"丙二醇的水

平已经远高于目前文献报道的 =>! ?@A 的发酵水平，

如利用成熟的大肠杆菌高密度发酵技术将使其生产

水平成倍增高。目前，研究小组正在进行重组菌的

高密度发酵研究。另外，我们试图将甘油生产菌株

的关键酶的编码基因 B(%# 和 B((8 克隆到大肠杆

菌重组菌中，从而获得能直接利用葡萄糖实现一步

发酵法转化 #，!"丙二醇的工程菌，并进一步降低 #，

!"丙二醇和 ((7 的生产成本。
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