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摘要：【目的】通过优化获得最佳酶活配比，设计近平滑假丝酵母(Candida parapsilosis) CCTCC
M203011的(S)-羰基还原酶Ⅱ与枯草芽孢杆菌(Bacillus sp.) YX-1葡萄糖脱氢酶在大肠杆菌中的共表达体

系，实现重组菌高效催化2-羟基苯乙酮，合成(S)-苯乙二醇。【方法】分别从重组大肠杆菌中纯化了(S)-
羰基还原酶Ⅱ和葡萄糖脱氢酶，研究了2种酶共催化2-羟基苯乙酮的最佳酶活比例，最适催化温度和

pH，由此构建(S)-羰基还原酶Ⅱ和葡萄糖脱氢酶的共表达体系。【结果】(S)-羰基还原酶Ⅱ的比酶活力为

1.3 U/mg，葡萄糖脱氢酶的比酶活力为13.5 U/mg。在总酶活力为1 U时，(S)-羰基还原酶Ⅱ和葡萄糖脱氢

酶共催化体系中，确定了2种酶的最佳比例在1∶1到5∶1 (U/U)之间，最适反应温度为30 °C，pH为7.0。在此

基础上构建了(S)-羰基还原酶Ⅱ和葡萄糖脱氢酶基因比为1∶1的共表达体系，共表达重组菌破碎上清液

中(S)-羰基还原酶Ⅱ和葡萄糖脱氢酶酶活分别为0.76 U/mg和0.73 U/mg，两者的酶活比例为1∶1。在上述

确定的最适催化条件下，其催化10 g/L 2-羟基苯乙酮，产物(S)-苯乙二醇的光学纯度和得率均高达99%以

上。与仅含有(S)-羰基还原酶Ⅱ的重组大肠杆菌相比，共表达体系转化产物(S)-苯乙二醇的得率明显提

高，且转化时间由原来的24 h缩短为13 h。【结论】通过确定(S)-羰基还原酶Ⅱ和葡萄糖脱氢酶最佳酶活配

比，为构建手性催化的靶酶和辅酶再生酶共表达体系，为实现手性化合物的高效制备提供了研究基础。
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光学纯手性醇是一类重要的手性模块，广泛

应用于农药、制药及精细化工行业，具有非常高

的应用价值[1–3]。如(S)-苯乙二醇不仅是合成杀虫

剂的重要中间体，也是液晶制备中不可缺少的手

性添加剂。目前制备(S)-苯乙二醇主要有化学法和

生物法。化学合成(S)-苯乙二醇原材料和溶剂消耗

大，步骤繁琐，反应条件苛刻，产品光学纯度

低，且反应中需要添加有毒的手性催化剂和保护

剂[4–5]。而生物催化法反应条件温和，催化过程具

有高度的区域、化学和立体选择性，逐渐成为了
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国内外手性制备的主要发展趋势[6–8]。

在所有催化手性制备的生物催化剂中，氧化

还原酶能针对关键手性位点直接进行催化获得目

的手性产物[9–10]。然而氧化还原酶在催化手性合成

过程中，需要辅酶NAD(P)(H)的参与，这些烟酰

胺类辅酶价格昂贵、稳定性差、难以重复利用，

导致手性合成成本高[11–12]。

本实验室成功从近平滑假丝酵母(Candida

parapsilosis CCTCC M203011)基因组中钓取了(S)-

羰基还原酶II基因，于大肠杆菌(Escherichia coli)

BL21(DE3)菌株中高效表达。重组型(S)-羰基还原

酶II在辅酶NADPH的参与下，催化2-羟基苯乙酮

生成(S)-苯乙二醇，最适温度和pH分别为35 °C和

6.0，在低于40 °C，pH在5.0–7.0条件下稳定性较

好[13]。同时从Bacillus sp. YX-1中成功筛选到葡萄

糖脱氢酶，该酶不仅具有较宽广的底物谱，且具

有很好的有机溶剂耐受性，可催化多种糖底物，

用于辅酶循环再生，该酶催化葡萄糖的最适温度

和pH分别为45 °C和8.0，在低于30 °C，pH在

6.0–9.0条件下稳定性较好[14]。本研究在上述研究

的基础上，成功调控手性合成的靶酶(S)-羰基还原

酶II和辅酶循环的葡萄糖脱氢酶的最佳配比，在

此基础上，构建了双酶偶联的共表达体系，该体

系能高效催化10 g/L 2-羟基苯乙酮的不对称还原

反应，生成(S)-苯乙二醇，产物的手性纯度和得率

均高达99%以上。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    菌株与质粒：表1为本研究中使用的菌株和

质粒。

1.1.2    主要试剂和仪器：Taq DNA Polymerase、

T4 DNA Ligase、限制性内切酶、IPTG均购于

TaKaRa生物有限公司。质粒提取试剂盒和DNA回

收试剂盒购于OMEGA BIO-TEK。DNA Marker购

于天根生化科技有限公司。引物由上海睿迪生物

科技有限公司合成。2-羟基苯乙酮、(R)和(S)-苯

乙二醇购于TCI (日本)公司；辅酶NADP(H)购于

上海索来宝公司；其余试剂均为国产分析纯。酶

表1.  菌株和质粒

Table 1.  Strains and plasmids

Strains and plasmids Application Source

Strains

E. coli DH5α Host for cloning target gene Invitrogen

E. coli BL21(DE3) Host for target gene expression Invitrogen

E. coli BL21(DE3)/pET-SCRII E. coli BL21(DE3) harboring pET-SCRII This lab[13]

E. coli BL21(DE3)/pET-GDH E. coli BL21(DE3) harboring pET-GDH This lab[14]

E. coli BL21(DE3)/S-SD-AS-G E. coli BL21(DE3) harboring pET-S-SD-AS-G This study

Plasmids

pMD19-T The plasmid for target gene cloning Invitrogen

pET-28a The plasmid for target gene expression Invitrogen

pET-SCRII pET-28a containing SCRII This lab

pET-GDH pET-28a containing GDH This lab

pET-S-SD-AS-G pET-28a containing SCRII, SD-AS sequence and GDH This study
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标仪购自美国Thermo公司；超声破碎仪VCX750

购自美国Sonic公司；AKTA蛋白纯化仪和镍离子

亲和层析柱及Superdex-200凝胶柱购自美国GE公

司；高效液相色谱仪Agilent 1100购自美国安捷伦

公司，液相手性柱Chiralcel OB-H (4.6 mm×250 mm)

购自日本Daicel公司。

1.2    菌体的培养及蛋白表达

将重组菌E. coli BL21(DE3)/pET-SCRII和E.
coli BL21(DE3)/pET-GDH接种到含50 μg/mL卡那

霉素的LB液体培养基中，于37 °C、200 r/min振荡

培养8 h后，转接到1 L相同培养基中，培养至

O D 6 0 0为0 . 6 – 0 . 8，向培养基中加入终浓度为

0.1 mmol/L的IPTG，于17 °C诱导培养14 h后，收

集菌体。菌体裂解液用于SDS-PAGE分析，检测

目标蛋白(S)-羰基还原酶II(SCRII)和葡萄糖脱氢酶

(GDH)的表达。

1.3    蛋白纯化

分别称取10  g湿菌体E.  co l i  BL21 /pET-

SCRII和E. coli BL21/pET-GDH，重悬于0.1 mol/L

Tris-HCl (pH 8.0)中，于冰浴中超声破碎细胞(工作

1 s，间隔3 s，工作时间20 min)，4 °C条件下，

12000×g 离心40 min，收集上清液作为粗酶液。

利用镍离子亲和层析柱和Superdex-200凝胶柱2个

纯化步骤，对SCRII和GDH进行纯化，具体方法

参考文献[15]。纯酶液超滤脱盐后用于酶活力测

定。

1.4    酶活力的测定

由 于 S C R I I 和 G D H 催 化 的 反 应 生 成

N A D ( P ) ( H )，导致3 4 0  n m处吸光值的变化。

SCRII酶活测定：总反应体积100 μL，分别加入终

浓度为0.1 mol/L的PBS (pH 6.0)、0.5 mmol/L的

NADPH和5.0 mmol/L的2-羟基苯乙酮，35 °C 保温

2 min，加入适量纯酶液后开始扫描340 nm处吸光

值的变化。GDH酶活测定：总反应体积100 μL，

分别加入终浓度为0.1 mol/L的Tris-HCl (pH 8.0)、

2.0 mmol/L的NADP+及0.1 mol/L的D-葡萄糖，35 °C

保温2 min，加入适量纯酶液后开始扫描340 nm处

吸光值的变化。蛋白质含量测定采用Bradford

法，以牛血清白蛋白BSA为标准品。酶活力定义

为：在上述条件下，每分钟催化生成1 μmol的

NAD(P)(H)的酶量定义为1个酶活单位。

酶活的计算公式为：酶活(U)=EW×V×103/

(6220×0.3)

比活的计算公式：比活(U/mg)=酶活(U)/

蛋白量(mg)

其中，EW：1 min内340 nm处吸光度的变

化；V：反应液的体积(mL)；6220：摩尔消光系

数［L/(mol×cm)］；0.3：光程距离(cm)。

1.5    不对称还原反应及其检测

在1 mL的缓冲液中，加入10 mg的2-羟基苯乙

酮，20 mg的葡萄糖，2 mmol/L的NADPH和总量

为1 U的纯酶SCRII和GDH，于30 °C、200 r/min下

反应，每隔0.5 h取样。离心取上清反应液用2

mL乙酸乙酯萃取；萃取液经HPLC分析，流动

相：正己烷∶异丙醇 = 9 ∶ 1 ；柱流量： 0 . 4

mL/min；柱温：38 °C；可变波长扫描紫外检测器

(VWD)，检测波长为215 nm。根据峰面积计算产

物(S)-苯乙二醇的光学纯度及产率[16]。

1.6    SCRII和GDH共催化的最佳比例分析

将纯化后的SCRII和GDH，按照酶活比例1∶20–

50∶1，进行双酶催化2-羟基苯乙酮，计算产物

(S)-苯乙二醇的光学纯度和得率，以确定SCRII和

GDH共催化合成(S)-苯乙二醇的最佳比例。

1.7    温度和pH对双酶共催化转化(S)-苯乙二醇的

影响

为测定双酶共催化2-羟基苯乙酮的最适温

度，分别让其在20–60 °C、200 r/min反应，计算

产物(S)-苯乙二醇的光学纯度和得率，确定最适反

应温度。最适反应pH的确定：在最适温度条件

下，缓冲液分别为0.1 mol/L的醋酸-醋酸钠缓冲液
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(pH 5.0–5.5)；0.1 mol/L的磷酸氢二钾-磷酸二氢钾

缓冲液(pH 6.0–7.0)；0.1 mol/L的Tris-HCl缓冲液

(pH 7.5–8.0)时，计算在各pH条件下产物(S)-苯乙

二醇的光学纯度和得率，确定最适反应pH。

1.8    双酶共表达体系的构建

根据1.2.5中确定SCRII和GDH高效催化(S)-苯

乙二醇的最佳配比，设计了SCRII基因更靠近启动

子，GDH基因远离启动子，为了加快核苷酸的转

录过程，在2个基因之间插入了SD-AS序列，构建

了2种酶的共表达重组大肠杆菌。具体方法：采用

重 叠 延 伸 P C R 的 方 法 ， 利 用 表 2 中 的 引 物

SCRII_F和Co_R及Co_F和GDH_R，以质粒pET-

SCRII和pET-GDH为模板，分别扩增出共表达基

因序列的前、后半段序列；两片段经过退火重叠

连接后于72 °C在DNA聚合酶的作用下延伸至完整

的双链；以上一轮获得的完整双链DNA为模板，

利用两侧引物SCRII_F和GDH_R经过PCR获得共

表达基因S-SD-AS-G。将2个基因重新连接到表达

载体pET-28a上，并转化到E. coli BL21(DE3)的感

受态中，经过酶切和DNA测序验证，获得重组菌

E. coli BL21(DE3)/S-SD-AS-G。

1.9    双酶共表达体系的生物催化

重组菌E. coli BL21(DE3)/S-SD-AS-G于37 °C

条件下培养8 h，加入终浓度0.1 mmol/L IPTG进行

诱导，继续培养14 h后，收集菌体。将收集的菌

体在4 °C条件下，12000×g离心10 min，去上清

液，用生理盐水洗涤菌体3次，再在相同条件下离

心即获得湿菌体，称取0.1 g的湿菌体用于生物转

化反应。

在1 mL的PBS缓冲液(pH 7.0)中，加入10 mg

的2-羟基苯乙酮，20 mg的葡萄糖，2 mmol/L的

NADPH和0.1 g的E. coli BL21(DE3)/S-SD-AS-G湿

菌体，于30 °C、200 r/min下反应12 h，离心取上

清反应液用2 mL乙酸乙酯萃取；萃取液经HPLC

分析，计算产物(S)-苯乙二醇的光学纯度及产率。

2    结果和分析

2.1    SCRII和GDH纯化及二者酶活比较

按照1.3中的方法，将N端带有组氨酸标签的

SCRII和GDH分别进行纯化。经SDS-PAGE检测，

纯化后蛋白分子大小分别为35 kDa和30 kDa左右

(图1)。取少量的SCRII催化2-羟基苯乙酮进行酶活

测定，其比活力为1.3 U/mg。GDH催化底物葡萄

糖的酶活力为13.5 U/mg。GDH的比酶活约为

SCRII的10倍左右。

2.2    SCRII和GDH催化转化(S)-苯乙二醇的最佳

酶活比例

取总酶活为1 U的纯酶SCRII和GDH的混合酶

液，混合比例从1∶20–50∶1 (U/U)，于30 °C、

pH 6.5条件下，催化10 g/L的2-羟基苯乙酮，计算

表2.  构建共表达体系所需的引物

Table 2.  Primers used in construction of co-expression system

Primers Sequences (5′→3′)

Co_R CGGATACATGGTATATCTCCTTCCTATGGACAAGTGTAACCACCATCGAC

Co_F TGTCCATAGGAAGGAGATATACCATGTATCCGGATTTAAAAGGAAAAGTC

SCRII_F ATCCTGCTAGCATGGGCGAAATCGAATCTTATTGC (Nhe Ⅰ)

GDH_R TGACTCTCGAGACCGCGGCCTGCCTG (Xho Ⅰ)

The sequence of SD-AS is bold; the restriction endonuclease sites are underlined.
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转化产物(S)-苯乙二醇的光学纯度和产率。结果如

图2所示，当S C R I I : G D H小于1∶1时，随着

SCRII的比例增加，产物(S)-苯乙二醇得率也随之

增加；当SCRII:GDH之间的比例在1∶1到5∶1之

间时，产物(S)-苯乙二醇得率保持在96.3%以上；

当SCRII:GDH之间的比例大于5∶1时，产物得率

出现下降的趋势。

2.3    双酶体系共催化转化(S)-苯乙二醇的最适温

度和pH

在SCRII和GDH配比为1∶1的条件下，利用

SCRII和GDH双酶共催化2-羟基苯乙酮的不对称还

原反应。结果如图3和4所示，在20–30 °C时，酶

活配比为1∶1的SCRII和GDH生物转化产物(S)-苯

图 1.  SCRII和GDH蛋白纯化SDS-PAGE分析图

Figure 1.   SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of
purified SCRII and GDH. M: protein molecular weight
markers; 1: purified SCRII; 2: purified GDH; 3: cell-
free extracts of E. coli BL21(DE3)/pET-SCRII induced
by 0.1 mmol/L IPTG; 4: cell-free extracts of E. coli
BL21(DE3)/pET-GDH induced by 0.1 mmol/L IPTG;
5: cell-free extracts of E. coli BL21(DE3)/pET-28a.

图 2.  不同酶活配比的SCRII和GDH催化转化(S)-苯乙

二醇

Figure 2.   Biotransformation of (S)-1-phenyl-1,2-
ethanediol catalyzed by the various ratio of SCRII and
GDH.

图 3.  温度对SCRII和GDH共催化转化(S)-苯乙二醇的

影响

Figure 3.   Effects of temperature on the biotransformation
of (S)-1-phenyl-1,2-ethanediol catalyzed by SCRII and
GDH.

图 4.  pH对SCRII和GDH共催化转化(S)-苯乙二醇的

影响

Figure 4.   Effects of pH on the biotransformation of
(S)-1-phenyl-1,2-ethanediol catalyzed by SCRII and
GDH.
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乙二醇得率随着温度的升高而提高，而30–50 °C

时，产物(S)-苯乙二醇得率随着温度的升高而降

低。在30 °C时，产物的得率达到最高值，为99.1%。

当pH 5.0–7.0的条件下，产物(S)-苯乙二醇得率随

着pH的升高而提高，而pH 7.0–8.0时，产物得率

随着pH的升高而降低。在pH 7.0时，产物得率达

到最大值，为99.6%。

2.4    SCRII和GDH共表达体系的构建与双酶表达

按照1.2.7所述方法构建了SCRII和GDH的共

表达质粒pET-S-SD-AS-G，转化到E. coli BL21

(DE3)感受态细胞，经过酶切和DNA测序验证，获

得阳性克隆E. coli BL21(DE3)/pET-S-SD-AS-G。

E. coli BL21(DE3)/pET-S-SD-AS-G经0.1 mmol/L

的IPTG于17 °C诱导14 h后，收集菌体，菌体裂解

液经SDS-PAGE分析。结果表明：与不含目的基

因的对照菌株E. coli BL21(DE3)/pET-28a相比，共

表达菌株E. coli BL21(DE3)/pET-S-SD-AS-G出现

了2条明显的蛋白条带，其分子量分别为35 kDa

和30 kDa，与SCRII和GDH单酶大小一致(图5)，

取少量的细胞破碎上清液进行酶活测定，SCRII催

化底物2-羟基苯乙酮比活力为0.76 U/mg，GDH催

化底物葡萄糖的酶活力为0.73 U/mg，表明共表达

体系中SCRII和GDH酶活比例大约为1∶1。

2.5    共表达体系催化转化(S)-苯乙二醇

以重组菌E. coli BL21 (DE3)/pET-S-SD-AS-

G为生物催化剂，催化2-羟基苯乙酮(10 g/L)的不

对称还原反应，检测产物(S)-苯乙二醇的光学纯度

和得率，结果如图6所示。在整个生物转化反应过

程中，产物(S)-苯乙二醇光学纯度始终维持在

99%以上，反应13 h后，底物2-羟基苯乙酮基本被

完全消耗，产物(S)-苯乙二醇的得率高达99%以

上。与仅含有SCRII单酶的重组大肠杆菌E. coli

BL21(DE3)/pET-SCRII相比，生物转化的2-羟基苯

乙酮的底物浓度提高了近 2倍，产物得率由

89.6%提高到99%以上。转化时间相比原来的24 h

缩短了一半左右[13]。

图 5.  共表达体系中表达产物的SDS-PAGE分析

Figure 5.   SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of
cell-free extracts in co-expression system. M: protein
molecular weight markers; 1: E. coli BL21(DE3)/pET-
28a; 2: E. coli BL21(DE3)/pET-S-SD-AS-G.

图 6.  E. coli BL21 (DE3)/pET-S-SD-AS-G催化转化(S)-
苯乙二醇的时间曲线

Figure 6.   Time course of (S)-1-phenyl-1,2-ethanediol
biotransformation catalyzed by E. coli BL21(DE3)/
pET-S-SD-AS-G.

1652 Jiawei Jiang et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(10)

actamicro@im.ac.cn



3    讨论

前期研究结果表明重组型(S)-羰基还原酶II在

辅酶NADPH的参与下，催化2-羟基苯乙酮的不对

称还原反应，生成(S)-苯乙二醇[13]。但随着底物2-

羟基苯乙酮浓度的增加，辅酶将成为手性催化的

限制性因素[17]。构建手性催化的靶酶与辅酶再生

循环相关酶的偶联体系是实现高效低成本手性制

备的一种有效手段。来自芽孢杆菌属的葡萄糖脱

氢酶具有广底物催化谱，稳定性高，有机溶剂耐

受性好，可用于NADPH和NADH 2种辅酶的循

环[18–19]。

本研究将Bacillus sp. YX-1葡萄糖脱氢酶作为

辅酶再生循环酶，引入到(S)-羰基还原酶II 催化

(S)-苯乙二醇的代谢途径中，构建一个高效催化的

共表达体系。但是葡萄糖脱氢酶比酶活是(S)-羰基

还原酶II的十倍左右。因而我们在设计共表达体

系前，分别对2种酶先进行纯化处理，然后确定二

者的一个最佳催化酶活的配比，以及二者共催化

过程中的最佳催化条件，如温度和pH等。研究发

现催化手性合成的靶酶和辅酶再生循环的酶共催

化的酶活比例在1∶1到5∶1(U/U)之间，最适温度

和pH分别为30 °C和7.0，pH介于2个单酶本征最适

pH之间，而温度更靠近SCRII的最适温度，产物

(S)-苯乙二醇得率均高于96%，根据上述研究结

果，可以选择(S)-羰基还原酶II 和葡萄糖脱氢酶基

因个数比为1∶1，构建共表达体系E. coli BL21

(DE3)/pET-S-SD-AS-G。由于SCRII更靠近启动子

使得诱导表达后SCRII的表达量明显高于GDH，

经酶活测定，共表达重组菌破碎上清液中SCRII比

酶活为0.76 U/mg，GDH比酶活为0.73 U/mg，两

者总酶活力接近1∶1，处在最佳的酶活配比范围

内，有利于催化2-羟基苯乙酮。采用全细胞在最

适反应温度30 °C、pH 7.0的条件下，催化10 g/L

2-羟基苯乙酮，产物(S)-苯乙二醇的光学纯度和得

率均高达99%以上。由于SCRII是催化合成手性产

物的关键酶，具有高度的立体选择性，产物的手

性纯度与酶催化反应的初始速度相关[20]，因而无

论是单酶还是共表达体系催化2-羟基苯乙酮时，

转化产物(S)-苯乙二醇的光学纯度均维持在99%以

上。Zhou等[21]研究了(R)-羰基还原酶和葡萄糖脱

氢酶的共表达体系，通过二者的蛋白表达量优

化，使双酶的功能趋于平衡，最终实现了手性产

物(R)-苯基乙二醇的高效合成。Li等[22]研究了短乳

杆菌醇脱氢酶和甲酸脱氢酶的共表达体系，通过

两者的连接顺序和连接肽的优化，实现了产物苯

乙醇合成过程中，底物苯乙酮转化率高达85%以

上，产物光学纯度高于95%。本研究中，在单酶

条件下实施优化，通过在共表达体系中设计酶基

因个数配比，更具有针对性。与单酶的重组大肠

杆菌相比较，该共表达体系催化(S)-苯乙二醇的转

化过程中，不仅底物浓度提高了近2倍，产物得率

由89.6%提高到99%以上，更为重要的是转化时间

相比原来的24 h缩短为13 h[13]。后续的研究将进一

步优化催化手性合成的靶酶SCRII和用于辅酶循环

的酶GDH的基因个数，适当提高SCRII的基因比

例，进一步提高手性催化的效率。
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Efficient biosynthesis of (S)-1-phenyl-1,2-ethanediol catalyzed by (S)-
carbonyl reductase Ⅱ and glucose dehydrogenase

Jiawei Jiang, Rongzhen Zhang *, Xiaotian Zhou, Kunpeng Li, Jing Li, Yaohui Li,
Yan Xu
School of Bioengineering, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu Province, China

Abstract: [Objective] To realize efficient biosynthesis of 2-hydroxyacetophenone to (S)-1-phenyl-1,2-ethanediol, we
designed a co-expression system containing Candida parapsilosis CCTCC M203011 (S)-carbonyl reductase Ⅱ
(SCRⅡ) and Bacillus sp. YX-1 glucose dehydrogenase (GDH) in Escherichia coli BL21(DE3), based on the optimal
ratio between the specific activities of the two enzymes. [Methods] The enzymes SCRⅡ and GDH were purified
from their corresponding recombinant E. coli strains. When the purified SCRⅡ and GDH were used for the reduction
of 2-hydroxyacetophenone to (S)-1-phenyl-1,2-ethanediol, the optimal ratio between their specific activities, the
optimal temperature and pH were determined. Based on above results, a co-expression system E. coli BL21(DE3)/S-
SD-AS-G harboring SCRⅡ and GDH was constructed. [Results] SCRⅡ and GDH exhibited specific activities of 1.3
U/mg and 13.5 U/mg. When the total enzyme activity was 1 U, the optimal ratio of their activities is between 1:1 and
5:1, and the optimal temperature and pH are 30 °C and 7.0, respectively. So we designed a co-expression system E.
coli BL21/S-SD-AS-G, in which the ratio of the SCRⅡ and GDH genes is 1:1. The specific activities of SCRⅡ and
GDH are 0.76 U/mg and 0.73 U/mg in the cell-free extracts of E. coli BL21(DE3)/S-SD-AS-G, respectively. The ratio
between SCRⅡ and GDH activity is 1:1. Under the optimal conditions, the system showed excellent performance to
produce (S)-1-phenyl-1,2-ethanediol with an optical purity and a yield both over 99% during the reduction of 2-
hydroxyacetophenone. With respect to the recombinant E. coli BL21(DE3)/pET-SCRⅡ, the co-expression system
obviously improved the yield of (S)-1-phenyl-1,2-ethanediol and reduced biotransformation time from 24 h to 13 h.
[Conclusion] This work provides the research foundation on the construction of a co-expression system containing a
target chiral catalyst and a cofactor-regeneration enzyme for efficient chiral biosynthesis based on the optimal ratio of
SCRⅡ and GDH activities.

Keywords: (S)-carbonyl reductaseⅡ, glucose dehydrogenase, (S)-1-phenyl-1,2-ethanediol, asymmetric reductase,
enzyme-coupling system
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