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甘油脱水酶再激活酶的克隆表达及活性鉴定
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摘 要 运用 IF/ 技术从克雷伯氏菌的基因组中分别扩增得到了编码甘油脱水酶再激活酶!、"两个亚基的基因 17*7、17*X。

将 17*7、17*X 克隆至 8\]P$O< 载体上，构建克隆载体 8\]P17*7X。经测序正确后，将 17*7X 亚克隆至表达载体 8R<P!OA（ ^ ）上

构建表达质粒 8R<P!O17*7X。利用双抗生素筛选法，将 8R<P!O17*7X 与连有甘油脱水酶基因的表达载体 8R<PJ!1,77XF 在大肠

杆菌菌株 XU!$（]RJ）中共表达，鉴定了甘油脱水酶再激活酶的活性。
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JP羟基丙醛（JPKI7）是一种重要的化工原料。

不仅用作抗菌剂，而且是许多工业有机化合物的前

体，如：丙烯酸、丙烯醛、$，JP丙二醇（$，JPI]）等［$，!］。

目前工业上主要运用化学合成法如：环氧乙烷羰基

合成［J］或丙烯醛水合法［G］生产 JPKI7，但存在许多

不足，加上所用的最初原料都是石油。因此，采用微

生物发酵的方法生产 JPKI7 受到人们的关注。

甘油脱水酶（W]K9；RF Gb!b$bJ#）是微生物发酵

法生产 JPKI7 进而生产 $，JPI] 过程中的关键限速

酶。它在依赖辅酶 X$! 催化甘油脱水生成 JPKI7 的

反应过程中，底物甘油或氧气都会使辅酶 X$! 的 F&P
F 键不可逆断裂，产生的无活性 QcP脱氧腺苷和钴胺



素紧紧地与 !"#$ 分子的活性中心结合，导致 !"#$
丧失催化活力，这将直接影响到 %&#’( 的形成［)］。

近年 来 的 研 究 表 明：克 雷 伯 氏 杆 菌（ !"#$%&#""’
()#*+,)&’# ）基因组中，编码 !"#$ 基因的两侧存在

两个开放阅读框 -./( 和 -./* 共同编码一个双组

分 的 甘 油 脱 水 酶 再 激 活 酶（ +,-./01, 2/3-204$45/
0/4.$6745/）。在 8+9 : 、(;’ 以及辅酶 *<9 存在的条件

下，甘油脱水酶再激活酶可恢复因甘油或氧气失活

的 !"#$ 活性［= > ?］。"/0&,@+ A641 等通过对甘油脱水

酶再激活酶晶体结构的分析，提出“亚基互换”的再

激活反应模型假说［<B］。!"#$ 的再激活对 %&#’( 及

<，%&’" 的生成速率起至关重要的作用。因此，近年

来甘油脱水酶再激活酶成为研究生物法生产 <，%&
’" 的热点。

双质粒系统包括相容性双质粒和不相容性双质

粒。传统理论认为，在大肠杆菌中，两不相容质粒在

复制及子细胞分配过程中彼此竞争，导致质粒丢失，

因而无法用于重组蛋白的共表达［<<］。本研究一方

面从 ! C ()#*+,)&’# 基因组中分别克隆得到编码甘

油脱水酶再激活酶的 -./0、-./1 基因，构建了甘油

脱水酶再激活酶的表达载体；另一方面利用双抗生

素筛选法［<9，<%］，通过不相容双质粒在大肠杆菌 *A9<
（"D%）中共表达 !"#$ 及其再激活酶，实现了 !"#$

的再激活，鉴定了甘油脱水酶再激活酶的活性。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 质粒载体及菌株：ED;&%9-".(*F 为本实验室

构建。克隆载体 E8"<G&;、表达载体 ED;&%94（ : ）、

ED;&9G4（ : ）、大 肠 杆 菌 2 C 3,"& "#)!、2 C 3,"& *A9<
（"D%）均 为 本 实 验 室 保 存。 !"#$%&#""’ ()#*+,)&’#
"H89B9= 由德国生物技术研究中心曾安平博士惠赠。

!"!"# 酶及主要试剂：;I"J( 连接酶、限制酶、0;4K
酶购自大连 ;4L4M4 公司。胶回收试剂盒、质粒提取

试剂盒、三磷酸腺苷（(;’）均购自厦门泰京生物技

术有限公司。辅酶 *<9、盐酸 %&甲基&9 苯并咪唑酮

腙（8*;#）为 HN!8( 公司产品，其余试剂均为国产

分析纯。

!"!"$ 培养基及培养条件：A* 培养基，培养温度

%OP，摇床转速 9)B0QR6@，氨苄青霉素浓度为<BBR+QA，

卡那霉素浓度为 )BR+QA，N’;! 浓度 <RR1,QA。

!"!"% 引物（由北京奥科生物技术有限公司合成）：

根据 !/@*4@S 中查到的 ! C ()#*+,)&’#（(;FF9)?))）

.4’*I、,/59T 基因全序列（U%B?B%）设计。’FM 扩增

-./( 的引物设计（不含酶切位点，含核糖体结合位

点序列）

’06R/0"：)V&(;!F!!(!!;F(!F(;!FF!;;((;
(!&%V；

’06R/0#：)V&(!(;;(!FF;!(FF(!FF(!;(!F(
!F&%V；
’FM 扩增 -./* 的引物设计

’06R/0 $：)V&FF!!((;;F;F!F;;;F(FF!FF(&
%V 引物中含有 23,M"酶切位点；

’06R/0 %：)V&;FFFFF!!!;F((;;;F;F;F(F;&%V
引物中含有 6+’"酶切位点。

!"# 方法

!"#"! ’FM 扩增 -./( 及 -./* 基因：以 ’06R/0 "、

’06R/0 #为引物，! C ()#*+,)&’# 总 "J( 为模板，通

过 ’FM 扩增 -./(，扩增条件为 ?IP预变性 )R6@，然

后在 ?IP )B5，)OP I)5，O9P 9R6@ 的扩增条件下，

进行 %B 个 循 环 的 扩 增，最 后 再 在 O9P 下 延 伸

<BR6@。以 ’06R/0 $、’06R/0 %为引物，! C ()#*+,)&’#
总 "J( 为模板，通过 ’FM 扩增 -./*，扩增条件为

?IP预变性 )R6@，然后按 ?IP )B5，))P I)5，O9P
)B5 进行 %B 个循环，最后也在 O9P下延伸 <BR6@。

!"#"# 克隆载体 E8"&-./(* 的构建：将 -./( 基因

;( 克 隆 至 E8"&<G; 载 体 上 构 建 克 隆 载 体 E8"&
-./(。E8"&-./( 及 -./* 用 23,M"和 6+’"进行

双酶切，上述二者的酶切产物经 ;I"J( 连接酶连接

后即得到克隆载体 E8"&-./(*，转化到大肠杆菌

2 C 3,"& "#)!中，小量提取质粒，经酶切鉴定后寄往

北京奥科生物技术有限公司进行序列测定。

!"#"$ 表 达 载 体 ED;&9G-./(* 的 构 建：将 E8"&
-./(* 用 23,M"和 7&)2$进行双酶切后，切胶回收

-./(*，所得产物与经同样酶切的 ED;&9G4（ : ）运用

;I"J( 连接酶连接即得到表达载体 ED;&9G-./(*，

转化到大肠杆菌 2 C 3,"& "#)!中，小量提取质粒，经

酶切 鉴 定 正 确 后，转 化 至 表 达 宿 主 2 C 3,"& *A9<
（"D%）诱导表达。

!"#"% H"H&’(!D：采用 <)W分离胶的不连续垂直

平板电泳，考马斯亮蓝 M&9)B 染色。分别以大肠杆

菌 2 C 3,"& *A9<（ ED;&9G(*）、2 C 3,"& *A9<（ ED;&
%9-".(*F）及 2 C 3,"& *A9<（ ED;&9G-./(*，ED;&
%9-".(*F）未经 N’;! 诱导的为做对照。

!"#"& 两种重组质粒共转化大肠杆菌 *A9<（"D%）

及 其 诱 导 表 达：将 等 量 ED;&9G-./01 和 ED;&
%9-".018 共转化大肠杆菌 2 C 3,"& *A9<（"D%）感受

态，在同时含有 <BBR+QA 氨苄青霉素和 )BR+QA 卡那

<)?李雯君等：甘油脱水酶再激活因子的克隆表达及活性鉴定



霉素的双抗性 !" 平板上筛选单菌落。从双抗性 !"
平板上挑取单菌落于含有 #$$%&’! 氨苄青霉素和

($%&’! 卡那霉素的双抗性 !" 液体培养基中，)*+
培养至 ,-$$ 约 $./ 时，加入 0123 至终浓度 #%%45’!，

6(+继续培养 (7 后离心收集菌体。

!"#"$ 改变细胞通透性：收集的菌体用 $.$(%45’!
磷酸钾缓冲液洗涤两次，并用同种缓冲液悬浮菌体

至浓度为 $.#&’%!。向细胞悬浮液中加入乙醚至终

浓度 $.(8（! ’!），并于室温振荡 #%9:。离心收集菌

体，用 $.$(%45’! 磷酸钾缓冲液洗涤 6 次后用同样的

缓冲液悬浮菌体至浓度为 $.$(&’%!。

!"#"% 3;<= 及其再激活酶的活力测定：3;<= 活性

的测定方法采用 2>=?@4 24ABCB 等建立的 D"2< 法。

其基本原理是：3;<= 催化甘油脱水生成的醛类与

D"2< 反应形成的复合物能用紫外分光光度法测

定。反应体系包括：适量的改变了通透性的重组菌，

$.6%45’! 甘油，$.$(%45’! EF5，$.$)(%45’! 磷酸钾缓

冲液，以及 #(!%45’! 辅酶 "#6，总体积为 #.$%!。在

)*+下反应一定时间后，加入 #%! $.#%45’! 柠檬酸

钾缓冲液（G<).-）终止反应，然后加入 $.(%! $.#8
D"2<，)*+保温 #(%9: 后，加入 #%! 水，于 )$(:% 下

测定吸光值。

甘油脱水酶再激活因子的活力测定方法及原理

与甘油脱水酶基本相同，但反应体系略有差异。其

反应 体 系 为：适 量 的 改 变 了 通 透 性 的 重 组 菌，

$.6%45’! 甘油，$.$(%45’! EF5，$.$)(%45’! 磷酸钾缓

冲液，以及 #(!%45’! 辅酶 "#6，)%%45’! ,21，)%%45’!

D&F56，总体积为 #.$%!。

# 结果

#"! !"#& 及 !"#’ 基因的 ()* 扩增

1FH 扩增的 "#$, 基因包含其核糖体结合位点，

大小约为 #I/$JG。1FH 扩增的 "#$" 基因含终止密

码子，大小约为 )*$JG。1FH 产物经 #8琼脂糖凝胶

电泳 检 测，分 别 在 #($$ K 6$$$JG（图 #）和 )$$ K
/$$JG（图 6）的位置出现一特异性条带，与理论值大

小相符。

#"# 克隆载体 +,-.!"#&’ 的构建及鉴定

构建好的克隆载体 GD;L"#$," 如图 ) 所示。

GD;L"#$," 用 %&’H"进行单酶切鉴定时应出现约

/M$$JG 大小的一条带；用 %&’H"和 ()*N#进行双

酶切鉴定时应出现两条带，约为 6*$$JG 和 66$$JG。

酶切鉴定结果表明连接正确（图 /）。进一步测序结

图 # "#$, 基因的 1FH 扩增

O9&P# Q5>R=A4G74A>?9? 4S 1FH GA4N@R=? 4S "#$,
D：;T, %BAU>A；#：1FH GA4N@R=?P

图 6 "#$" 基因的 1FH 扩增

O9&P6 Q5>R=A4G74A>?9? 4S 1FH GA4N@R=? 4S "#$"
D：;T, %BAU>A；#：1FH GA4N@R=?P

果表明所构建的载体完全正确（测序数据略）。

图 ) 克隆载体 GD;L"#$," 的构建

O9&P) F4:?=A@R=94: 4S A>R4%J9:B:= R54:9:& V>R=4A GD;L"#$,"

#"/ 表达载体 +01.#2!"#&’ 的构建及鉴定

构建好的表达载体 GQ2L6I"#$," 如图 ( 所示。

GQ2L6I"#$," 用 %&’H"进行单酶切鉴定时应出现

约 *-$$JG 大小的一条带；用 +,-"进行单酶切鉴定

时应 分 别 在 约 )#$$JG 和 /($$JG 处 有 两 条 带；用

%&’H"和 ()*N#进行双酶切鉴定时应出现两条带，

分别约为 (/$$JG 和 66$$JG。酶切鉴定结果表明连

接正确（图 -）。
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图 ! 克隆载体 "#$%!"#&’ 的酶切鉴定

()*+! ,-./.012/)3.1)45 46 "#$%!"#&’ 7)*28127 9:
$%&;! .57 ’()7"<$%&;!

#：$=& >./?2/；@："#$%!"#&’ 7)*28127 9: $%&;! .57 ’()7"；A：

"#$%!"#&’ 7)*28127 9: $%&;! +

图 B 表达载体 "CD%AE!"#&’ 的构建

()*+B ,4581/F01)45 46 /204>9)5.51 2G"/288)45 H2014/
"CD%AE!"#&’

图 I 表达载体 "CD%AE!"#&’ 的酶切鉴定

()*+I ,-./.012/)3.1)45 46 "CD%AE!"#&’ 7)*28127
9: $%&;!.57 ’()7"< *+,!<$%&;!

#：$=& >./?2/；@："CD%AE!"#&’ 7)*28127 9: $%&;!.57 ’()7"；A："CD%

AE!"#&’ 7)*28127 9: *+,!；J："CD%AE!"#&’ 7)*28127 9: $%&;!+

!"# 重组质粒共转化大肠杆菌 ! $ "#$% %&!’
用等量的表达质粒转化大肠杆菌 $ + %&-( ’KA@

感受态细胞，在同时含有 @LL>*<K 氨苄青霉素和

BL>*<K 卡那霉素的双抗性 K’ 平板上筛选单菌落。

将单菌落接种于含有相同双抗性 K’ 液体培养基

中，JMN 培养过夜，提质粒酶切鉴定如图 M 所示。

"CD%AE!"#&’ 和 "CD%JA!-"&’, 用 $%&;!和 ’()7"
进行双酶切鉴定时应出现 ! 条带，大小约为 AALL9"、

AMLL9"、BJIO9" 和 BOLL9"。 "CD%AE!"#&’ 和 "CD%
JA!-"&’, 进行单酶切鉴定时应分别在约 MILL9" 和

EILL9" 处有两条带。由图谱可知 "CD%AE!"#&’ 和

"CD%JA!-"&’, 确实能在宿主菌中共存。

图 M 共转化子重组质粒的酶切鉴定

()*+M ;281/)01)45 .5.P:8)8 46 1-2 "P.8>)78 )5 $ + %&-(
’KA@ 041/.5864/>.518

#：$=& >./?2/；@："CD%AE!"#&’ .57 "CD%JA!-"&’, 7)*28127 9: $%&;!
.57 ’()7"；A："CD%AE!"#&’ .57 "CD%JA!-"&’, 7)*28127 9: $%&;!+

!"( 重组菌全细胞蛋白 )*)+,-./ 分析

挑取 重 组 子 大 肠 杆 菌 $ + %&-( ’KA@（ "CD%
AE!"#&’）、$ + %&-( ’KA@（"CD%JA!-"&’,）以及 $ + %&-(
’KA@（"CD%AE!"#&’，"CD%JA!-"&’,）分别接种于含有

硫酸卡那霉素 BL>*<K，@LL>*<K 氨苄青霉素及含有

氨苄青霉素浓度为 @LL>*<K，卡 那 霉 素 浓 度 为 BL
>*<K的 K’ 培养基中，JMN培养至 ./ILL 约 LQ! 时，

@>>4P<K RSDT，ABN诱导培养 B- 后离心收集菌体，

@BUV$V%S&TC 分析鉴定表达产物如图 E 所示。以

大肠 杆 菌 $ + %&-( ’KA@（"CD%AE&’）、$ + %&-( ’KA@
（"CD%JA!-"&’,）、$ + %&-( ’KA@（"CD%AE!"#&’，"CD%
JA!-"&’,）未经 RSDT 诱导的为对照，图 E 所示的图

谱显示，甘 油 脱 水 酶 再 激 活 酶 在 分 子 量 约 II?$、

@I?$处出现 蛋 白 特 征 带，与 目 的 蛋 白 大 小 相 符。

T$W1 及其再激活因子的共表达基因工程菌在分子

JBO李雯君等：甘油脱水酶再激活因子的克隆表达及活性鉴定



量约 !!"#、$%"#、%!"# 处分别出现蛋白特征带与目

的蛋白大小相符（$%"# 为 &#’( 中亚基大小，由于

&#’( 的大亚基及其小亚基与再激活酶的两个亚基

大小基本一致，因而难以区分）。

图 ) 重组菌全细胞蛋白 *#*+,-&. 分析

/012) *#*+,-&. 34356707 89 :;8(<047 04 =>85< ?<557
%：:;8(<04 @3;"<;7（"#）；$：! 2 "#$% AB$%（:.C+$)-A）3D37<4?< 89 E,C&；

F：! 2 "#$% AB$%（:.C+$)-A）39(<; E,C& 04GH?(084 98; I>，C>< :870(0847

89 (>< :;8GH?(7 89 &’(-、&’(A 3;< 04G0?3(<G =0(> 3;;8=><3G7；J：! 2 "#$%

AB$%（ :.C+F$&$’-AK）3D37<4?< 89 E,C&；I：! 2 "#$% AB$%（ :.C+

F$&$’-AK）39(<; E,C& 04GH?(084 98; I>，C>< :870(0847 89 (>< :;8GH?(7 89

&$’-、&$’A、&$’K 3;< 04G0?3(<G =0(> 3;;8=><3G7；!：! 2 "#$% AB$%（:.C+

$)&’(-A，:.C+F$&$’-AK）3D37<4?< 89 E,C&；L：! 2 "#$% AB$%（:.C+

$)&’(-A，:.C+F$&$’-AK）39(<; E,C& 04GH?(084 98; I>2 C>< :870(0847 89

(>< :;8GH?(7 89 &’(-、&’(A、&$’-、&$’A、 &$’K 3;< 04G0?3(<G =0(>

3;;8=><3G72

!"# 甘油脱水酶再激活因子的活性测定

取一株重组大肠杆菌 AB$%（:.C+$)&’(-A，:.C+
F$&$’-AK）接种于含氨苄青霉素及卡那霉素的 BA
培养基中，经 E,C& 诱导表达，采用改变细胞通透性

的方法。按文献所述方法测定酶活，并以重组菌未

经诱导时作对照，结果如图 M 所示，反应体系中未加

入 -C,、N1$ O 时，不发生激活反应，反应进行到 %P@04
后体系中的 F+羟基丙醛为 PQFI!@85，即每克湿细胞

产生 %QJI@@85 的 F+’,-，并趋于定值；当反应体系

中加入 -C,、N1$ O 时，启动了再激活反应，反应进行

到 %P@04 后体系中的 F+’,- 为 PQJ$!@85，然后不断

攀升，反 应 进 行 到 FP@04 时 体 系 中 的 F+’,- 为

PQ)P!@85，即每克湿细胞产生 FQ$P@@85 的 F+’,-，且

仍有上升趋势。

$ 讨论

甘油脱水酶再激活酶是甘油脱水酶的分子伴

侣。在 -C,、N1$ O 、辅酶 A%$存在的条件下，再激活酶

图 M 甘油脱水酶再激活因子的活性测定

/012M K>3;3?(<;0R3(084 89 156?<;85 G<>6G;3(37< ;<3?(0S37<

可将因 K8+K 键断裂而受损的辅酶 A%$ 从 &#’( 的活

性中心移去从而恢复 &#’( 活性。K8;0443 等从 ) 2
*(+,-’%% 基因组中克隆并在 ! 2 "#$% TN%PM 中表达了

编码 &#’( 再激活酶"、#亚基的两段基因 ’./0 及

’./1，利用目的蛋白的组氨酸标记运用 U0 柱分离出

再激活酶，并与纯化了的 &#’( 在胞外实现了再激

活反应［%I］。C3"3@373 等从 2 2 3-+,4#-%/+ 基因组中

克隆并表达了编码甘油脱水酶再激活酶的 &’(5、

&’(6 基因，采用相容性质粒与 &#’( 在大肠杆菌中

的共表达在胞内实现了再激活反应［L］。而在本研究

中，运用同为 :NA% 复制子的两不相容质粒即：:.C+
F$&$’-AK 和 :.C+$)&’(-A，利用双抗生素筛选法，

在大肠杆菌 AB$%（#.F）中实现了 &#’( 及其再激活

酶的共表达，鉴定了甘油脱水酶再激活酶的活性。

由此说明：在一定条件下，两不相容双质粒也可在大

肠杆菌中共存，并能实现不同蛋白质在大肠杆菌中

的共表达。

本研究运用 ,KV 技术从克雷伯氏菌的基因组

中分别扩增得到了编码甘油脱水酶再激活酶"、#两

个亚基的基因 &’(-、&’(A，构建了克隆载体 :N#+
&’(-A。经测序正确后，将 &’(-A 亚克隆至表达载

体 :.C+$)3（ O ）上构建表达质粒 :.C+$)&’(-A。利

用双抗生素筛选法，将 :.C+$)&’(-A 与连有 &#’(
基因的表达载体 :.C+F$&$’-AK 共转化大肠杆菌菌

株 AB$%（#.F），经 E,C& 诱 导 实 现 了 共 表 达。在

-C,、N1$ O 、辅酶 A%$ 的共同参与下，实现了 &#’( 的

胞内再激活。经驱动复活后，&#’( 催化甘油生成 F+
’,- 的量提高了近 $Q$ 倍，且随时间的延长仍有提

高的趋势。

本研究一方面证实了在两种抗生素筛选压力同

时存在的条件下，两不相容双质粒不仅能在大肠杆
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菌中共存，而且可以实现不同蛋白质在大肠杆菌中

的共表达；另一方面，证实了甘油脱水酶再激活酶对

已失活 !"#$ 的再激活作用。通过构建有活性的基

因工程菌株，为基因工程法制备 %&#’( 创造了条

件，同时也为再激活反应体系的深入研究奠定了基

础。
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