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醇醛脱氢酶的分离纯化及其基因文库的构建和筛选
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摘 要 在维生素 J的发酵生产过程中，普通生酮基古龙酸菌 ,!（@%/(1),($#1%$#)8 :),1+*%）能产生醇醛脱氢酶，将 UN山梨糖转

化为 ’J的前体 !N酮基NUN古龙酸（!N]UW）。通过超声波破碎菌体、硫酸铵分级沉淀、XG=G ,-.?92(@- E9@/ E)(A阴离子交换层析，

^ ,-.?92(@- F5C? [-2D(209:4-柱层析等过程，从普通生酮基古龙酸菌 ,! 发酵液中分离纯化了醇醛脱氢酶，并用该纯化酶免疫新

西兰兔制备出了合格抗血清。同时，普通生酮基古龙酸菌 ,! 基因组 X+=经 4+)"=!部分酶切后，与黏粒载体 .]J#$#连接，用

包装蛋白进行包装，转染大肠杆菌 XF#_，构建了基因组文库。最后应用免疫酶斑点技术（X(/NGUT,=）从 I! $$$个克隆子中筛
选得到一个阳性克隆 ]%I&‘ 。通过检测该基因工程菌的活性，表明 ]%I&‘ 具有使 UN山梨糖转化为 !N]UW的功能，从而使醇醛
脱氢酶在大肠杆菌中获得了高效表达，这为简化 ’J的生产工艺奠定了基础。
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维生素 @（+,抗坏血酸）既是人体营养所必需的
水溶性维生素，也是一种抗氧化剂，广泛应用于医

药、食品、饲料、化妆品等诸多领域，社会需求量很

大。A,酮基,+,古龙酸（A,B#9",+,C6?"$7!,47!1，以下简
称 A,B+C）是维生素 @合成的重要前体，工业上目前
大多采用“二步发酵法”［D］，这是一个包含 E 种细菌
参与的二步发酵的过程。首先由一步菌转化 :,山
梨醇生成 +,山梨糖，然后在小菌及其作为伴生菌的
大菌的参与下将 +,山梨糖转化 A,B+C。长期以来，
关于“二步发酵”的研究主要集中在生产条件和工艺

方面，关于代谢途径及关键酶的研究进行的很少，小

菌一度被鉴定为氧化葡萄糖杆菌，并认为它体内有

两种酶在转化中起作用。然而，DFFF 年，>-4G6.4 和
H"-271［A］从源于我国的 I@产酸菌株中分离到一种
可将 +,山梨糖直接转化为 A,B+C的 +,山梨糖0+,山
梨酮脱氢酶，也称作醇醛脱氢酶，认为此酶是小菌中

的关键酶，它以吡咯喹啉醌（())）为辅酶。最近
J./4$!#等经系统分类学研究重新确定了小菌的分
类地 位，将 它 定 名 为 普 通 生 酮 基 古 龙 酸 菌

（!"#$%&’$()%"()&* +&’%,-"）［E］。
本实验室从普通生酮基古龙酸菌 =A 中分离纯

化出了醇醛脱氢酶，并用此酶免疫新西兰兔制备出

了醇醛脱氢酶抗血清。同时以黏粒 5B@KLK为载体
构建了小菌基因组文库，并应用免疫法从文库中筛

选得到一株可将 +,山梨糖转化为 A,B+C的阳性克
隆 BMDF N，从而实现了醇醛脱氢酶在大肠杆菌中的

高效表达。

) 材料与方法

)*) 材料
)*)*) 菌株和质粒：普通生酮基古龙酸菌 =A
（!"#$%&’$()%"()&* +&’%,#"）俗称小菌，购自中科院微
生物研究所；大肠杆菌 :HK!，黏粒载体 5B@KLK购自
华美生物工程公司。

)*)*+ 工具酶、主要试剂及仪器：.,&E>"、/,*H"、
01,"、23#"、核酸 O4.G#.、碱性磷酸酶 @<>(、PQ:R>
连接酶、噬菌体包装蛋白、辣根过氧化物酶酶标二抗

购 自 (."’#34 公 司；A，S,:7!2?"."52$"?7$1"52#$"?
（:@<(），吩嗪硫酸甲脂（(O=），红四氮唑（RTP）购于

北京欣经科生物技术有限公司；凝胶回收纯化试剂

盒、质粒提取试剂盒购自上海生工公司；:;>;
=#524."-# U4-9 U?"V，) =#524."-# H732 (#.8".’4$!#、纯
化仪 WBP> 5.7’#、分离柱 DXS!’ Y DQ!’购自安玛西
亚生物技术有限公司；超声破菌仪 ="$75.#5DKL购自
=>RZ[公司。
)*)*, 主要溶液：活性染色液：RTP E’3，(O=
LXA’3，D’"?0+P.7-·H@?（ 5H \XL）LXS’+，山梨糖
DL’3，加无菌水定容至 DL’+；:@<( 检测试剂：:@<(
AXK’3，(O= K’3，山梨糖 LXA3，无菌水 K’+，混匀至
溶解。

)*)*- 混合菌培养基：山梨糖 DXK]，玉米浆 LXE]，
蛋白胨 DXK]，尿素 LXS]，O3=[Q·MHA[ LXLE]，

@4@[E LXQ]，BHA([Q LXK]，5HSX\。

)*+ 蛋白含量的测定
采用 +"V.&法［Q］，以牛血清蛋白为标准蛋白。

)*, 酶活性的测定
在酶标板中放 DLL#+ :@<( 检测试剂，将 AL#+

待测液加入后，立即混匀，EL^避光放置，混合液在
DL’7$内褪色为醇醛脱氢酶阳性。
)*- 醇醛脱氢酶的提取和纯化
)*-*) 无细胞抽提液的制备：混合菌发酵液 E+经
ELLL.0’7$离心 K’7$ 以去除大菌和杂质，再 \LLL
.0’7$离心 DL’7$收集小菌菌体，无菌水洗涤 A次，加
K倍体积的 AK’’"?0+ P.7-,H@?（5H\XL）重悬，超声波
破碎菌体，然后 DA LLL.0’7$离心 DL’7$，收集上清即
得无细胞抽提液。

)*-*+ 硫酸铵沉淀及透析（冰浴中进行）：往无细胞
抽提液中慢慢加入硫酸铵使饱和度达到 EL]，Q^
放置过夜，然后 DA LLL.0’7$离心 AL’7$，上清液中继
续慢慢加入硫酸铵使饱和度达到 ML]，再次离心，
收集沉淀并溶于少量水中，用截留分子量为 DL LLL
的透析袋透析除盐。

)*-*, :;>; =#524."-# U4-9 U?"V柱层析：柱子装好
后先用 LXK’"?0+ R4[H处理 DL’7$，再用 11HA[洗，
将透析后的样品上柱，用含 LXK’"?0+ R4@? 的
AK’’"?0+ P.7-,H@?缓冲液（5H\XL）洗脱，紫外 A\L$’
波长检测，收集含有对 :@<(具有脱色作用的组分。
)*-*- ) =#524."-# H732 (#.8".’4$!#柱纯化：将上步
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收集的酶液合并，透析后上柱，用含 ! " #$%&’( )*+&
的 ,-$$%&’( ./0123+&（4356!）缓冲液进行梯度洗脱，
同上述方法收集酶活性组分。

!"# 聚丙烯酰胺凝胶电泳分析［#］

将收集到的酶活性组分透析后进行 78729:;<
电泳，采用 -=浓缩胶 ，#!=分离胶，考马斯亮蓝染
色，以低分子量标准蛋白（>6? " #?6?@8）作对照。
!"$ 免疫血清的制备
将上述纯化的醇醛脱氢酶液过滤除菌，加入等

体积的弗氏佐剂，完全乳化后直接皮下注射新西兰

兔，共进行 ?次免疫，每次间隔 ,周。最后一次免疫
AB后从兔耳静脉少量采血，间接 <(C7:方法测定抗
体效价，达到较高滴度后从心脏一次性采血，制备

抗血清，D ,!E保存。
!"% 基因文库的构建［$ & ’］

!"%"! 基因组 8):酶切片段的制备：提取小菌的
基因组 8):，!"#F:!进行部分酶切，碱性磷酸酶去
磷酸化，凝胶电泳检测并切胶回收 ,! " F!@G的 8):
片段。

!"%"( 载体的处理：载体 4H+-!- 先用 $%"!进行
单酶切，经 +C:9去磷酸化后，再用 &"’3!酶切，将
得到长短不同的两条片段作为载体的两臂。

!"%") 连接与包装：将 8): 酶切回收片段与
4H+-!-两条载体臂以 , I # 的摩尔比混合，用 .?
8):连接酶进行连接，然后按产品说明书将 ,"(连
接产物（约 #"J8):）用#噬菌体包装蛋白进行包装，
感染大肠杆菌 83-$，最后涂布含 -!"J’$(安普霉素
的 (K平板。
!"’ 基因文库的筛选
采用 8%L2<(C7:方法。将文库中的单个克隆接

种于含 -!"J’$(安普霉素的 (K中，FAE扩增培养，
离心收集菌体并进行超声波破菌，取上清用

!6!#$%&’(碳酸盐缓冲液（9K7）稀释 #! 倍。然后吸
#"(稀释液点到硝酸纤维素膜上，,!=脱脂奶粉进
行封闭；!6!#$%&’( 9K7洗膜，滴加 # I#!!稀释的兔抗
醇醛脱氢酶抗血清，FAE共同温育 #M；洗膜，滴加 #：
#!!!稀释的用辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体
CJ;，FAE温育 #M；再次洗膜后滴加 8:K进行显色，
出现棕褐色圆形斑点者为阳性。

!"* 阳性克隆的酶切鉴定
将筛选出的阳性克隆接种于 -$(含 -!"J’$(安

普霉素的 (K培养液中，FAE振荡培养，试剂盒提取
质粒，连同载体 4H+-!-用 ()*!酶切，!65=琼脂糖
凝胶电泳检测。载体上有两个 ()*!的酶切位点，

经 ()*!酶切后，产生 -6!@G和 #F6A@G的 8):片段，
用于检测阳性克隆是否连接正确。

!"!+ 醇醛脱氢酶在大肠杆菌中的表达
取阳性克隆和 83-$’4H+-!- 细胞破菌液上清

各 #!"(，进行 78729:;<电泳分析，以稀释 #! 倍的
纯化醇醛脱氢酶和小菌破菌液为阳性对照。电泳结

束后将胶放入预先配好的活性染色液中，F!E避光
染色 ,!$0N。醇醛脱氢酶将染色液中的山梨糖还原
成为 ,2H(;，在凝胶上显出清晰深蓝色的条带。
!"!! 阳性克隆酶活性的检测
利用薄层层析法（.(+）进行酶活性的定性测

定。取阳性克隆和 83-$’4H+-!- 的细胞破菌液上
清，分别加入等体积的 !6?=山梨糖溶液，室温反应
#!$0N，然后依次吸取 -"(在硅胶 ;薄层板上点样，
展开剂为正丙醇 I水 I磷酸 O #! I ? I #，!6F=茚三酮显
色，阳性转化子可将山梨糖转化为 ,2H(;，以标准品
（!6,=山梨糖和 !6,=,2H(; 的混合液）和稀释 #!
倍的纯化醇醛脱氢酶为对照，在相对应的位置可出

现紫红色斑点。

( 结果

("! 醇醛脱氢酶的分离纯化
("!"! 8<:< 7P4M*/%1P Q*1L Q&%R交换层析：将小菌
发酵液经过破碎菌体、硫酸铵沉淀及透析后上柱，用

含 !6-$%&’( )*+& 的 ,-$$%&’( ./0123+& 缓 冲 液
（4356!）进行洗脱，8+C9法检测醇醛脱氢酶酶活性
（结果见图 #）。将具有较高酶活力的洗脱液合并，
用 ,-$$%&’( ./0123+&缓冲液透析后用于下一步的纯
化。

图 # 8<:< 7P4M*/%1P Q*1L Q&%R柱层析洗脱曲线
Q0JS # <&TL0%N UT/VP %W 8<:< 7P4M*/%1P Q*1L

Q&%R +%&T$N UM/%$*L%J/4MX

("!"( Y 7P4M*/%1P 30JM 9P/W%/$*NUP柱再次纯化：将
上步的透析液上柱，用含 ! " #$%&’( )*+& 的 ,-
$$%&’( ./0123+&（4356!）缓冲液洗脱。洗脱顺序：
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!"#$%& ’()$ *!"+,，! - *"#$%& ’()$ *.!"+,，*"#$%&
’()$ *!"+,。本次共收集洗脱液 /!管，经紫外 0123!

检测，4)56法检测醇醛脱氢酶活性，（结果如图 2）倒
数第二、三峰（7* - 78管）的洗脱液表现出较强的酶
活力，其中第 72管酶活力最强。

图 2 9 :;<=(>#?; @+A= 6;>B#>"(,C;柱层析洗脱曲线
D+AE2 F$GH+#, CG>I; #B 9 :;<=(>#?; @+A= 6;>B#>"(,C;

C#$G", C=>#"(H#A><=J

!"#"$ :4:K6LMF电泳分析：发酵液经超声波破菌，
盐析和柱层析逐步分离纯化得到电泳纯的醇醛脱氢

酶，电泳图谱见图 7，根据低分子量标准蛋白可知该
酶的分子量为 ..N4，与文献中报道的一致。

图 7 醇醛脱氢酶逐级分离纯化后 :4:K6LMF电泳图
D+AE 7 :4:K6LMF (,($J?+? #B <G>+B+;O ;,PJ";

*：<G>+B+;O &K?#>Q#?;%&K?#>Q#?,; O;=JO>#A;,(?;；2：<>#H;+, "(>N;> E

!"! 小菌基因组文库的构建和筛选
提取小菌的基因组 4’L，构建成含有 *2 !!!多

个克隆的基因文库。从文库中随机挑取单个克隆，

用 4#HKF&F:L方法进行检测，筛选到第 R*S 号克隆
时，出现了阳性反应斑点（图 8），由图可以看出阳性
克隆 TR*S U 和对照醇醛脱氢酶具有明显的圆形斑

点，而其他两克隆和 4@/!%<T)/!/则只出现极弱的
斑点。

!"$ 阳性克隆的酶切鉴定
将 TR*SU 液体培养后提取质粒，连同载体

<T)/!/一起用 !"#"酶切，然后进行凝胶电泳检测

图 8 阳性克隆的筛选
D+AE 8 :C>;;,+,A #B <#?+H+I; C$#,;? V+H= 4#HKF&F:L

*：( >(,O#" C$#,;：2：( >(,O#" C$#,;：7：TR*S U；8：@2W；/：<G>+B+;O &K
?#>Q#?;%&K?#>Q#?,; O;=JO>#A;,(?;；.：4@/!%<T)/!/E

（图 /），结果表明 TR*SU 的质粒明显大于对照载体

质粒 <T)/!/，而在酶切后得到了与对照一致的
*7XRNQ的载体片段，此外还有数条被酶切的外源
4’L片段，证明 TR*SU质粒构建正确。

图 / 阳性克隆 TR*SU !"#"酶切鉴定
D+AE / Y=; +O;,H+B+C(H+#, #B <#?H+I; C$#,; TR*SU

O+A;?H;O V+H= !"#"
*：<T)/!/；2：<T)/!/%!"#"；7：TR*S U；8：TR*S U %!"#"；/：#K$%&’$
Z(>N;> E

!"% 阳性克隆表达产物的 &’&()*+,分析
阳性克隆 TR*SU和 4@/!%<T)/!/细胞破菌液进

行 :4:K6LMF电泳，染色结果（图 .）可以看出 TR*SU

出现了与对照醇醛脱氢酶和小菌相同的深蓝色表达

条带，而 4@/!%<T)/!/ 破菌液则无此条带，说明
TR*SU具有醇醛脱氢酶活性。

图 . TR*SU 表达产物的 :4:K6LMF活性分析
D+AE . L,($J?+? #B TR*SU ;[<>;??;O <>#OGCH+#, V+H= :4:K6LMF
*：4@/!%<T)/!/； 2： TR*S U； 7： <G>+B+;O &K?#>Q#?;%& ?#>Q#?,;
O;=JO>#A;,(?;；8：()#*+,-*&%+)&%,. /,-+01) :2 E

!"- 表达产物的生物学活性检测
取各细菌超声波破菌液，与山梨糖反应，然后薄
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层层析法检测，结果（图 !）"#$!%&’($)$ 只出现了
底物中的糖点，而 ’!*+,和小菌除了出现糖点外，又

出现了产物酸点，表明 ’!*+,能够产生醇醛脱氢酶，

把底物山梨糖转化为 -.’/0，显示出生物活性。

图 ! ’!*+, 转化产物的 1/(检测
2345 ! 1/( 6787983:; :< =3:.9:;>7?@3:; &?:6A98@

*： ’!*+ ,； -： "#$!%&’($)$； B： &A?3<376 /.@:?=:@7%/.@:?=:@;7
67CD6?:47;E@7；F：) 5-G /.@:?=:@7 H ) 5-G -.’/0；$：!"#$%&’$()%"()&*
+&’%,-" I- 5

! 讨论
由于目前维生素 (工业生产的“二步发酵法”

涉及 B种细菌参与，工艺流程长，操作繁琐，易被污
染，如能对 J(生产菌株进行改造，构建出基因工程
菌，将来实现从 ".山梨醇到 -.’/0 一步发酵生产
法，既可省去高压加氢的不便和节约能源，又可减少

因 B株细菌两步发酵混合培养带来的不利因素，具
有很强的社会竞争力，这也成为近年来的新研究课

题。日本的 IC3;K:C 等［*)］从液化醋杆菌 ./"#$0,/#"-
’)1&"2,/)"(3 456 *--$L 中克隆并表达了产酸酶基因，
但所构建的工程菌发酵产生 -.’/0 较少；IE38:
等［**］将氧化葡糖杆菌 1.*))的产酸酶基因重组入穿
梭载体 &IM#*$$，克隆至氧化葡糖杆菌 0N-F 中，获
得的基因工程菌具有一定的糖酸转化率。在国内，

郭新友和尹光琳等［*-］通过 O(P技术克隆到了产酸
基因，并在 7 5 /$’) 中成功获得了表达，但该基因与
收集到的少数产酸酶基因同源性很低。刘娟和尹光

琳［*B］曾构建了产酸菌基因文库，目前没有分离出有

关基因。然而，在醇醛脱氢酶被发现和小菌被重新

定位后，还未见相关文献的报道。

从上述实验结果可见，本研究已经从“二步发酵

法”中的产酸小菌中分离纯化出了糖酸转化的关键

酶———醇醛脱氢酶，并且成功实现了醇醛脱氢酶基

因的克隆和表达。基因工程菌 ’!*+ , 将原来串联
发酵两株菌的相关特性结合到一株菌中，只需要一

步发酵便可以将 /.山梨糖转化生成 -.’/0，且具有
较高的转化效率，避免了两种菌混合培养的繁琐，大

大简化了发酵过程。今后本研究将继续进行亚克

隆，得到醇醛脱氢酶基因序列，为最终构建成直接利

用 ".山梨醇发酵产生 -.’/0的基因工程菌和实现
J(生产工艺的改造奠定坚实的基础。
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