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摘 要：在甘油厌氧发酵生产 #，16丙二醇的过程中，需要消耗还原当量 IJKL，IJKL 的有效供给决定了 #，16丙二

醇的产量和得率。采用 M2N 方法从 !"#$%$" &’%$%#%% 基因组中克隆编码甲酸脱氢酶基因 ($)，将 ($) 基因片段插入载

体 OPJQ4P6O$R 中，构建表达载体 OPJQ4P6O$R6 ($)，并转入 #，16丙二醇生产菌 *+,&-%,++" .#,/0’#%", SPT$，获得重组菌

*+,&-%,++" .#,/0’#%", )6#。研究了重组质粒的稳定性和 UM4V 诱导 ($) 基因过量表达的条件。结果表明，重组质粒具

有良好的稳定性；($) 基因表达的蛋白分子量为 !%F$WK.；UM4V 诱导表达研究表明，在 UM4V 浓度为 %FH99G5XQ 时，诱

导 !D 后甲酸脱氢酶表达明显；发酵过程中甲酸脱氢酶比酶活达到 HF!"TX9C；与出发菌株 * ? .#,/0’#%", SPT$ 相

比，重组菌 )6# 合成 #，16丙二醇的浓度提高了 #$FHY。
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#，16丙二醇（#，16O,GO.B*=:G5，简称 #，16MK）是一

种重要的化工原料［#］。新型聚酯材料聚对苯二甲酸

丙二醇酯（MG5/@,:9*@D/5*B* 4*,*OD@D.5.@*，M44）商业化

以来，生物转化甘油合成 #，16MK 因其环境友好越来

越受重视。甘油厌氧转化为 #，16MK 属于还原途径，

甘油在以维生素 3#$ 为辅酶的甘油脱水酶的催化下

生成 16羟基丙醛，随后在消耗还原当量 IJKL 的基

础上，通过 #，16MK 氧化还原酶的催化而生成 #，16
MK［$，1］，其中辅酶 IJKL 作为还原当量起着关键的

作用，其含量的高低直接影响到 #，16MK 的产量，这

些 IJKL 主要是由甘油氧化途径合成再生的。因

此，适当提高胞内 IJKL 浓度及 IJKLXIJK 比例，

有望提高 #，16MK 合成浓度。

由于辅酶 IJKL 结构复杂、不稳定和价格昂贵

等缺点，在工业生产中不断添加辅酶 IJKL 显然是

不可行的，因而辅酶 IJKL 的再生就成为降低生产

成本的重要环节。近年来，甲酸X甲酸脱氢酶（)KL）

辅酶再生系统引起了人们的广泛关注，并成功应用

于 Q6叔6亮氨酸的工业生产［!］。此外，3*,,:GA6N:[*,.
等［H，&］通过在 1 ? 2’+% 中表达来源于 !"#$%$" &’%$%#%%
的甲酸脱氢酶，使 IJKL 在菌体内有效再生，大大改

变了 1 ? 2’+% 好氧及厌氧代谢流及产物得率，每消耗

#9G5 底 物 葡 萄 糖，IJKL 再 生 量 由 $9G5 提 高 到

19G5，并且产物中还原性物质的比例增加。本文根

据 *+,&-%,++" .#,/0’#%", 代 谢 网 络 的 特 点，选 取

IJK\ 6依赖型的甲酸脱氢酶（)G,9.@* K*D/=,GC*B.A*，
)KL）为研究对象，从 !"#$%$" &’%$%#%% 基因组 KIJ
中获取 ($) 基因，将其插入到表达载体，而后将重组

质粒转化到生产菌 * ? .#,/0’#%", SPT$ 中，成功构

建了 ($) 基因表达重组菌 * ? .#,/0’#%", )6#，通过

发酵罐培养对其合成 #，16MK 情况进行了研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：本试验所用菌株和质粒见表 #。

!"!"# 培养基：SMK 培养基用于 ! ? &’%$%#%% 培养；

Q3 培养基用于 1 ? 2’+% KLH!培养；选择性培养基：

Q3J\ ，在 Q3 培养基中添加 #%%9CXQ 的氨苄青霉素；

UM4V6R6C.5 \ Q3J\ 选 择 培 养 基［在 事 先 制 备 好 的

Q3J\ 琼脂平板上加 !%"Q R6C.5 贮存液（H6溴6!6氯616
吲哚6#6K6半乳糖苷，以 $%9CX9Q 的浓度溶于二甲基

甲酰胺中）和 !"Q 异丙基硫代6#6K6半乳糖苷（UM4V）

溶液（浓度为 $%%9CX9Q）］用于重组菌 1 ? 2’+% KLH!
（OPK#(64 ]:9O5*6 ($)）和 * ? .#,/0’#%", )6# 的 筛

选。SPT$ 及 )6# 的发酵培养基碳源为甘油，初始浓

度 1%CXQ，其它组分同文献［1］。



表 ! 实验菌株和质粒

!"#$% & ’()"*+, "+- .$",/*-,
’()"*+ "+- .$",/*- 0)1.%)(*%, "+- 2%+1(3.% ’14)5%
0$",/*-
.67&89! ’*/.$% :/.)，;<=;#. >"# 51$$%5(*1+
.6:>!69.;? :/.)，<@;&#. >"# 51$$%5(*1+
.67&89! ’*/.$%9 !"# &A&B# 7C: D)"2/%+( E*(F !"# 2%+% *+ .67&89! ’*/.$%，GA8B# !F*, E1)B
.6:>!69.;?9 !"# &A&B# 7C: D)"2/%+( E*(F !"# 2%+% *+ .6:>!69.;?，@A8B# !F*, E1)B

’()"*+

$%&"’"% ()’"’&’’ ’14)5% 1D !"# 2%+% H142F( D)1/ IF*+" J%+%)"$
6*5)1#*1$1"*5"$ I4$(4)% I1$$%5(*1+ I%+(%)

* K +&,-.)&’%, L6M; :/.)! >"# 51$$%5(*1+
/ K 0)1’ 7NO! >"# 51$$%5(*1+
/ K 0)1’ 7NO!（.67&89! ’*/.$%9 !"#） N1,( 1D .67&89! ’*/.$%9 !"# !F*, E1)B
* K +&,-.)&’%, P9& N1,( 1D .6:>!69.;?9 !"# !F*, E1)B

! :/.)"OQ/2R> :/.K

!"!"# 酶和化学试剂：限制性内切酶、!S 7C: 连接

酶、TU 2%3 聚合酶、-C!0, 均购自宝生物工程有限公

司（!"V"W"）。核酸分子质量标准品、蛋白分子质量

标准品为鼎国生物公司产品。0IW 产物纯化、酶切

消化产物纯化、质粒提取纯化所用试剂盒均购自

’H’，$ K ()’"’&’’ 基因组 7C: 提取纯化所用试剂盒

购自 0)1/%2"（X*Y")-# J%+1/*5 7C: 04)*D*5"(*1+ V*(），

其它试剂购自北京市科海军舟生物科技发展中心。

!"$ %&’ 引物设计

采用 Z/*2" 软件，参考已经报道的 $ K ()’"’&’’
的 !"# 基因（:55%,,*1+ C1K :PQQSQ=<）序列［@］，设计如

下引物并由北京赛百胜基因技术有限公司（’H’）合

成：上 游 序 列：O[9!:!!:!:JJ:!II:I::::!J::
J:!IJ!!!!:J!I9G[（下划线为 4%.N"位点；黑体

字 为 起 始 密 码 子 ）； 下 游 序 列： O[9
!:IJ::!!I!!:!!!I!!:!IJ!J!!!:IIJ!::J9G[

（下划线为 /0)W"位点；黑体字为终止密码子）。

!"# 目的基因的获取

$ K ()’"’&’’ 培养 ;QF 后提取其基因组 7C:，0IW
扩增目的基因 !"#。;Q#> 反应体系含 $ K ()’"’&’’ 基

因组 7C: &A8#>，-C!0, 各 S+/1$，上、下游引 物 各

;Q./1$，TU 2%3 &M，& \ TU 2%3 H4DD%) ;#>，无菌水补

足至 ;Q#>。反 应 条 件：=S] O/*+；=S] =Q,，OO]
=Q,，@;] =Q,，8 个 循 环；=S] GQ,，<Q] <Q,，@;]
=Q,，;Q 个循环；@;] &Q/*+。扩增 &A&B# 的目的产物

片段。

!"( 中间载体和重组质粒的构建和鉴定

根据基因序列分析，采用 /0)W"和 4%.N"进

行酶切后连接，为了更好地酶切目的基因，采取两次

连接。首先将浓缩纯化的 0IW 扩增产物与克隆质

粒 .67&89! ’*/.$%，在 !S 7C: 连接酶的作用下 &O]
过夜 连 接，将 !"# 基 因 定 向 克 隆 到 质 粒 .67&89!
’*/.$% 上，得到中间载体 .67&89! ’*/.$%9 !"#。将中

间载体转化到 / K 0)1’ 7NO!中，通过蓝白斑筛选提

取阳性克隆载体，用 /0)W"R4%.N"酶切分析正确

后纯化。纯化的 !"# 基因与同时用/0)W"R4%.N"
双酶切的表达载体 .6:>!69.;?，在 !S 7C: 连接酶

的作用下 &O]过夜连接，将 !"# 基因定向克隆到质

粒 .6:>!69.;? 的多克隆位点 /0)W"R4%.N"之

间，然后将重组质粒 .6:>!69.;?9 !"# 转化到感受态

细胞 * K +&,-.)&’%, L6M;（感受态细胞制备方法见

文献［8］中），通过蓝白斑和小规模抽提质粒鉴定筛

选阳性克隆。从该阳性克隆平板上随机挑取白斑单

菌落进行菌落 0IW 鉴定后，阳性菌株接种于 >H9
:/.)（&QQ/2R>）液体培养基中，G@]培养 &; ^ &<F 后

用 ’H’ 质粒纯化试剂盒提取重组质粒 .6:>!69.;?9
!"#，分别对提取的质粒进行电泳和酶切（4%.N"R
/0)W"）分析，正确的克隆进行下面的实验。

!") 序列测定和分析

重组质粒 .67&89! ’*/.$%9 !"# 序列测定由宝生

物（大连）公司完成，测序仪为 :H_ 0W_’6!6 G@@ ?>
7C: ’%‘4%+5%)，测序引物为 .67&89! ’*/.$% 两侧的

通用引物：P 0)*/%)（6&G9S@），W 0)*/%)（Wa96）。序列

分析采用 CIH_ H>:’!、Z/*2" 软件。

!"* !"# 基因的诱导表达

将重组菌 P9& 好氧培养至 56<OQ约 QAS ^ &AQ，加

入 _0!J 使之终浓度为 QAO ^ &AQ//1$R>，诱导表达 Q
^ <F，以平行培养的 L6M; 作为对照，全菌蛋白提取

物经 ’7’90:JT 检 测 甲 酸 脱 氢 酶 蛋 白 表 达 情 况。

’7’90:JT 分离胶浓度 &Qb，电泳后经考马斯亮蓝

O<黄志华等：甲酸脱氢酶在 *1,(7’,11% +&,-.)&’%, 中的表达和功能分析 K R微生物学报（;QQ@）S@（&）



!"#$ 染色 " % &’ 并脱色 &’ 以上，用 (’)*+),-) 凝胶

成像系统进行凝胶蛋白扫描。

!"# 菌体生长及代谢产物测定

菌体生长用 .#$/+ 处的吸光度（!".#$ ）测定，

0，12(3的浓度用高效液相色谱（4(56）进行测定。

具体方法见文献［7］。

!"$ 重组菌甲酸脱氢酶酶活测定

细胞粗酶液的制备：收集发酵液经 8$$$*9+-/，

&:离心 0$+-/ 后弃去上清液，将菌泥用适量预冷的

0$++;<95 =4 >?# 的磷酸盐缓冲液（含 $?0+;<95!2巯
基乙醇）洗涤后再次离心。将菌泥用 &+5 0$++;<95
=4 >?# 的磷酸盐缓冲液（含 $?0+;<95!2巯基乙醇）［#］

重悬后进行超声破碎，超声功率 "$$@，1A B 1A，
0$+-/，破碎过程菌液始终保持在冰水浴中。细胞破

碎液经 01$$$*9+-/，&:离心 "$+-/，所得上清液即可

用于 C34 酶活测定。

对细胞粗酶液测定 C34 酶活可利用其反应，通

过测定吸收峰在 1&$/+ 处 DE34 的增量按照下列公

式进行换算［#］。

D)6FF4 B DE3B（6F" B DE34 B D)B

在 0$++;<95 =4 >?# 的 磷 酸 盐 缓 冲 液（ 含

$?0+;<95!2巯 基 乙 醇）中 加 入 0?.>++;<95 DE3B ，

0.>++;<95 甲酸钠，1$:反应 0$+-/，测定 1&$/+ 吸

光度，根据吸光度增量计算反应初速率。DE34 的

摩尔吸光度为［0$］："1&$ G .""$5 H +;<·,+。每分钟产生

0/+;< DE34 的蛋白量定义为 0I。蛋白浓度测定用

考马斯亮蓝法［00］。

!"% 重组菌 &’! 质粒稳定性分析

单细胞生物的生长，细胞呈几何级数 "/ 增长，

当 # G "$ 时，""$ G 0?$# J 0$.，将静止期的菌液稀释

至 0$K .，再将其培养到静止期，即可认为细胞已连

续传代 "$ 次。具体方法如下：从新鲜转化平板上挑

取单菌落，接种至 "+5 不含抗生素的 5L 中，1>:培

养 "&’，即得 "$ 代的菌液，以此类推，直至连续传代

至 0$$ 代。其中每隔 "$ 代统计 0 次质粒丢失情况，

将上述菌液涂布于不含抗生素的 5L 平板上，从中

挑选 0$$ 个单菌落分别点在不添加氨苄青霉素、添

加氨苄青霉素和 M(NO2P2Q)< B 5LEB 平板上，通过计

数即可测得该代数的质粒稳定性［0"］。

( 结果

("! ! ) "#$%$&$$ 甲酸脱氢酶（&*+）基因的获取及

表达载体的构建

("!"! $%& 基因的获取：以 ’ R ()*%*#** 基因组为模

板，(6! 扩增 $%& 基因。琼脂糖电泳得到约 0?0ST
的特异条带，经酶切电泳分析初步鉴定该条带为

$%& 基因。

("!"( 中间载体 =U3082N V-+=<W2 $%& 的构建和鉴

定：用 +,)!#9-./4#对 构 建 的 载 体 =U3082N
V-+=<W2 $%& 进行酶切，结果表明，该质粒被消化为

"?>ST 和 0?0ST 片段，与预期一致。

("!", 表达载体 =UE5NU2="P2 $%& 的构建和鉴定：

如 0?& 小节所述，构建了质粒 =UE5NU2="P2 $%&，用

+,)!#9-./4#酶切分析，结果表明，除具有与质

粒 =UE5NU2="P 酶切结果一致的 .?>ST 片段外，还具

有 0?0ST 条带，与预期结果相符。

("!"- $%& 基 因 的 序 列 分 析：取 克 隆 于 =U3082N
V-+=<W 中含 $%& 基因的重组质粒 =U3082N V-+=<W2
$%&，利用 =U3082N V-+=<W 上下游通用引物测定重组

质粒 中 外 源 片 段 的 序 列，双 向 测 序 后 拼 接 得 到

0$7#T= 核苷酸序列。该序列与已报导的 ’ R ()*%*#**
$%&（EC$$&$7.）核苷酸序列的相似性为 7"X，氨基酸

序列的同源性为 7.X，已提交 OW/L)/S，序列号为

3Y&#8>>>。

("( &*+ 表达重组菌的构建及鉴定

("("! 重组菌的菌落 (6! 鉴定：从蓝白斑平板上随

机挑取 & 个白斑单菌落、0 个蓝斑单菌落进行菌落

(6!，鉴定结果，与对照相比，所选取的 & 个单菌落

的 (6! 均扩增出 0?0ST 目的片段，即这些菌株均呈

现阳性，而蓝斑菌株呈现阴性。重组菌命名为 0 R
1#23/)#*.2 C20。

图 ! ./01 诱导 &’! 基因表达

C-QR 0 0 R 1#23/)#*.2 C20 QW/W WZ=*WAA-;/ -/[\,W[ T] M(NOR 0 )/[

"?6;/^*;< A)+=<W ;_ ‘UI" )^ &’；1 )/[ &?D;/2-/[\,W[ 0 R 1#23/)#*.2

C20 )^ &’；# )/[ .? M/[\,W[ 0 R 1#23/)#*.2 C20 )^ &’；U?(*;^W-/ +)*SW* R

("("( C34 蛋白诱导表达：经 V3V2(EOa 分析，$?#
% 0?$++;<95 M(NO 都能诱导 C34 蛋白表达。图 0 为

‘UI" 和 C20 的总蛋白 V3V2(EOa 凝胶成像结果。

.. 4IEDO b’-2’\) 24 .5 R 96,4. 7*,8)(*)5)9*,. :*#*,.（"$$>）&>（0）



由图可见，重组菌 !"# 经 $%&’ 诱导后，在 ()*+,-.
处 !-/ 表达明显增多；未经 $%&’ 诱导的重组菌，

!-/ 亦有一定量表达；而出发菌株 012+ 未出现

()*+,-. 的特异性条带。通过分析软件 $3.451.6758
&97.:;.< #*) 对图像 !-/ 蛋白表达情况进行半定量

分析，在 )*=339:>; $%&’ 诱导 (? 后，重组菌的 !-/
表达量是未经诱导的 + @ A 倍。

!"!"# !-/ 酶活测定：发酵实验是在德国 BC B8.DE
公司 BF967.7 生 产 的 =; 发 酵 罐 中 进 行。 装 液 量

A*);，接 种 量 =G，培 养 温 度 A=H，转 速 ())8>3FE，

I/J*)。厌氧培养阶段通入普通氮气（纯度 KK*KG）

维持厌氧，通气量 )*= @ #LL1。上罐发酵时，!"# 在

A? 加入 )*=339:>; $%&’，而后在 #+? 加入 =)339:>;
甲酸钠，(=?、=+*+=? 分别加入 +=339:>; 甲酸钠。出

发菌株 012+ 作为对照，培养过程不添加 $%&’ 和甲

酸钠，其他培养条件与重组菌 !"# 相同。

在 012+ 和 !"# 的培养实验中，测定了不同培

养时间的菌体破碎液中总蛋白的 !-/ 酶活（图 +）。

出发菌株 012+ 中测得比酶活很低，而甲酸脱氢酶

表达 的 重 组 菌 !"# 中 比 酶 活 明 显 提 高，达 到

=*(J2>34 I8975FE，说明 !-/ 的确在重组菌中得到了

表达。

图 ! 重组菌 $%& 的 $’(比酶活

!F4C+ !-/ 6I5MFNFM .M7FOF7P 9N 85M93<FE.E7 !"#*

表 ! 重组菌 $%& 的 )*+,-*%)!.% !"# 质粒稳定性

&.<:5 + &?5 I1Q;&1"I+R" !"# I:.63FS 67.<F:F7P 9N $ C %&’()*&+,’ !"#
’5E58.7F9E6 ;B ;BQT $%&’"R"4.: T ;BQT!

+) #)) #)) #))
() #)) #)) #))
U) #)) #)) #))
V) #)) #)) K(
#)) #)) #)) KJ

!&?5 ED3<58 9N W?F75 M:9EF56 M9DE75S 9E 7?5 $%&’"R"4.: T ;BQT I:.75，F C
5 C 7?5 ED3<58 9N I96F7FO5 M:9EF56 W?965 I:.63FS W585 E97 :967 C

!"!"/ 重组菌 !"# 质粒稳定性研究：重组菌 !"# 在

;B 培养基和添加氨苄青霉素选择压力的条件下，以

及 ;B 培养基中同时添加氨苄青霉素和 $%&’"R"4.:
的条件下，连续转种 = 次，统计重组菌 !"# 的菌落数

（表 +）。!"# 的质粒稳定性良好，在前 V) 代保持了

#))G的稳定性，从 V) 代开始 $%&’"R"4.: T ;BQT 平

板结果显示质粒稳定性略微下降，但是仍然保持在

较高的水平。可以证明，重组菌 !"# 具有良好的质

粒稳定性。

!"# 重组菌和出发菌株产 &，#%0’ 的比较

上罐发酵实验如图 A 所示，发酵罐和发酵条件

同 +*+*A 小节。发酵前期，012+ 的 #，A"%- 合成略

高于 !"#，但发酵 A)? 后，原始菌株 012+ 的 #，A"%-
合成速率下降，而重组菌 !"# 仍能较快速的合成 #，

A"%-，=)? 后合成 #，A"%- 的速率减缓。经过 =K? 的

厌氧发酵，重组菌 !"# 的 #，A"%- 合成浓度达到了

JV*U4>;，比 012+ 的 最 高 浓 度（UK*V4>;）提 高 了

#+*=G。 以 上 结 果 表 明，甲 酸 脱 氢 酶 在 $ C
%&’()*&+,’ 中的表达显著地促进了菌体合成 #，A"%-
的产量。

图 # 重组菌 $%&与 1*2!的菌体生长及 &，#%0’合成曲线

!F4CA X5:: 489W7? .ES #，A"%- M9EM5E78.7F9E 9N !"# .ES 012+*

# 结论

本文从 $ C %&’()*&+,’ 厌氧代谢网络的特点出

发，以提高还原型辅酶 YQ-/ 的有效供给为研究目

标，首次在 #，A"%- 生产菌株 $ C %&’()*&+,’ 中构建

了 YQ-/ 再生系统，以实现 YQ-/ 的胞内再生，从而

对甘油厌氧代谢过程进行调控。从 - C .*+"+&++ 基因

组中获取了具有 YQ-/ 再生功能的甲酸脱氢酶基因

!"#，利用分子生物学方法构建了中间载体 I1-#V"&
ZF3I:5" !"# 和 表 达 载 体 I1Q;&1"I+R" !"#，分 别 经

-YQ 测序、酶切电泳分析，及菌落 %X[ 鉴定、蛋白诱

导表达、!-/ 酶活测定，从 !-/ 的基因水平和酶活

水平上都证实了甲酸脱氢酶在 $ C %&’()*&+,’ 的表

达是成功的。同时，对重组质粒 I1Q;&1"I+R" !"# 的

JU黄志华等：甲酸脱氢酶在 $/’.0+’//, %&’()*&+,’ 中的表达和功能分析 C >微生物学报（+))J）(J（#）



稳定性在 !"#$ 、%&’()*)+,- $ !"#$ 平板上同时进

行验证，结果表明重组质粒具有良好的稳定性。通

过上罐发酵实验，菌株 .)/ 在提高 /，0)&1 合成浓度

方面显示出明显的优势，.)/ 菌株的 /，0)&1 合成浓

度达到 2345+6!，比出发菌株 789: 提高了 /:4;<。
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