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摘要: � 将 dhaT 在 E . coli BL21 ( DE3) pLysS 中进行表达, 并对含有 H is6 标记的 1, 3�丙二醇氧化还原酶
( PDOR)进行纯化� 重组 PDOR反应的最适 pH 值为 10. 0,最适温度为 55 � ,其以 1, 3�丙二醇和 NAD+ 为底

物的表观米氏常数 K m 值分别是 15. 5, 0. 23 mmol  L - 1� 实验表明, Ca2+ , Mg 2+ 和 Cu2+ 对酶活性有抑制作

用,而 Fe2+ , N a+ , NH+
4 和 Mn2+ 对酶活性有促进作用; 1, 3�丙二醇是 PDOR 适合的氧化底物.
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1, 3�丙二醇作为聚酯材料的单体, 在地毯和纺织材料领域应用前景非常广泛
[ 1]
. 每年通过化学法合

成的 1, 3�PD多达 105 t[ 2] .然而,化学法的生产工艺复杂、成本较高、产率低,因此,对环境友好的生物转

换法逐渐成为国内外研究的热点.由于微生物发酵过程中产生的一系列副产物,严重影响 1, 3�PD 浓度
的提高,而 1, 3�PD的理论最高得率也限制了微生物发酵法的进一步发展 [ 3]� 因此,如何提高 1, 3�丙二
醇产率及其在发酵液中终浓度成为研究的重点 [ 4]� 通过传统的细胞发酵解决该问题的可能性不大,较

为可行的途径是使用纯化的酶 [ 2] .在微生物代谢甘油生成 1, 3�丙二醇的过程中, 1, 3�丙二醇氧化还原酶
( PDOR)是由 1, 3�丙二醇操纵子上的dhaT 基因编码的, PDOR是将三羟基丙醛转化为1, 3�丙二醇的关
键酶,但目前该酶仍然没有实现商品化 [ 5] . 本文对来源于 K . pneumoniae DSM 2026 编码 PDOR 的

dhaT 基因进行了表达,并对 PDOR进行纯化,继而研究重组 PDOR的部分酶学性质.

1 � 材料和方法

1. 1 � 菌株

基因工程菌E . col i DH5�( pET�15b�dhaT) , 由福建泉州华侨大学工业生物技术福建省高等学校重
点实验室提供; 宿主菌 E. col i BL21( DE3) pLysS.

1. 2 � 培养基及菌种培养条件

种子培养基: LB( Lactose Broth)培养基,氨苄青霉素为 75 mg  L
- 1

,于 pH = 7. 5, 37 � 下培养过

夜.发酵培养基:同种子培养基,于 30 � 下培养至对数生长期,加入乳糖诱导,诱导温度为 25 � .

1. 3 � 试剂和仪器

1. 3. 1 � 主要试剂 � 质粒回收试剂盒 E. Z. N . A. P lasmid Miniprep Kit (美国 OMEGA BIO�TEK 公
司) ; 辅酶 NAD(美国 AMRESCO公司) ; 氨苄青霉素(加拿大 BBI公司) ;蛋白质分子量标准# SM 0431

(美国 Fermentas公司) ;其他试剂为国产分析纯或生物试剂.

1. 3. 2 � 仪器 � � KTA purif ier 10/ 100型纯化系统(美国 GE医疗集团) ; WFZ756型紫外可见分光光度

计(上海光谱仪器公司) ; JY92�!型超声细胞破碎仪(浙江宁波新芝仪器厂) ; 高度冷冻离心机(美国

Thermo 公司) .
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1. 4 � 方法

1. 4. 1 � 重组 PDOR 的表达 � 从培养的 E. col i DH5�( pET�15b�dhaT )中提取重组质粒 pET�15b�
dhaT,并转化至表达宿主菌 E . col i BL21( DE3) pLysS. 挑取单菌落,接入 5 mL 的 LB培养基, 于摇瓶

( 37 � , 250 r  min- 1 )中培养过夜.然后,按 1%的接种量取 2 mL 活化的菌液接入 200 mL 的 LB 培养

基中,在 500 mL 摇瓶( 30 � , 200 r  min- 1 )中培养 2 h.最后,在培养物中加入乳糖,其最终质量浓度为

2 g  L - 1
,并于 25 � , 200 r  min

- 1
下继续培养 8 h.

1. 4. 2 � 重组 PDOR的纯化 � 发酵液于 6 000 r  min- 1 , 4 � 的离心机离心 10 m in,收集菌体.用 20 mL

结合缓冲液( 20 mmol  L - 1磷酸钠, 0. 5 mo l  L - 1NaCl, 20 mmo l  L - 1咪唑, pH = 7. 4)和 2 mmo l  

L- 1二硫苏糖醇( DTT )重悬菌体,菌悬液在 400 W 超声破碎4 min.破碎后的悬浮液于 8 000 r  min- 1 ,

4 � 下离心 20 min.

由于 PDOR带有 His6标记,用 � KTA purifier 10/ 100纯化系统和 HisT rap H P柱对 PDOR 进行

纯化.样品上柱后用 5个柱体积的结合缓冲液洗涤, 再用 5 个柱体积的洗脱液( 20 mmol  L - 1磷酸钠,

0. 5 mol  L
- 1

N aCl, 500 mmo l  L - 1
咪唑, pH= 7. 4)进行洗脱.使用 HiPr ep 26/ 10 Desalt ing 柱对洗脱

液( 50 mmol  L
- 1
磷酸钠, 0. 15 mo l  L - 1

NaCl, pH= 7. 0)进行脱盐.

1. 5 � 分析方法

1. 5. 1 � PDOR酶活测定 � 采用初速度法测定 PDOR的酶活力,测定方法参见文[ 6] . 由于 3�HPA 不稳

定且没有商品化, PDOR酶活力测定使用逆反应.在逆反应中, PDOR氧化 1, 3�丙二醇生成 3�HPA� 因
此,定义一个酶活单位:在 1 m in 内催化 1 �mol底物 1, 3�丙二醇所需要的酶量.逆反应的酶活乘以系数

3. 95即可转换为正反应的酶活[ 7] .

1. 5. 2 � 蛋白浓度测定及纯度检测 � 蛋白总浓度采用考马斯亮蓝法测定 [ 8]
, 蛋白纯度鉴定采用 SDS�

PAGE
[ 9]
.

2 � 结果与分析

2. 1 � 蛋白表达和纯化

提取 E. col i DH5�中的重组质粒 pET�15b�dhaT ,转化至表达宿主菌 E . col i BL21( DE3) pLysS.

图 1 � Hist rap HP 的洗脱图谱

F ig . 1� Elut ion g raph o f H istrap H P

为了避免 PDOR以包涵体形式表达,诱导选择在 25 � 的

低温下进行.

将超声破碎离心得到的粗酶液上 Hist rap HP 柱, 洗脱

图谱如图 1所示� 从图 1可知,含有 20 mmo l  L - 1
咪唑的

磷酸缓冲液可以将粗酶液中的杂蛋白(穿透蛋白)有效去

除;而经含 0. 5 mmo l  L - 1咪唑的磷酸缓冲液洗脱后, 可以

得到含 PDOR的目标蛋白.

H ist rap HP 柱对带有 His6标记的重组 PDOR的纯化

结果,如表 1所示� 表 1中, m 为总蛋白的质量, u 为总活

力,  为比活力, k 为纯化倍数, !为收率.由表 1可知, 纯化

后酶的回收率是 50. 0% ,纯化倍数是 2. 42倍, 纯化后酶的

比活力高达 3. 23 mkat  g- 1 .

通过 SDS�PAGE 电泳来检验得到的蛋白的纯度,结果如图 2所示.图 2中,M 为标准相对分子质量

蛋白, 1为粗酶液, 2为洗脱的目标蛋白, 3为样品过柱之后的穿透蛋白� 由图 2可知,泳道 1样品中目
表 1 � 重组 PDOR的纯化

Tab. 1 � Purif ication of r ecombinant PDOR

纯化步骤 m/ mg u/�kat  / mkat  g - 1 k !/ %

粗酶液 37. 20 50 1. 3 1. 00 100. 0

纯化的酶液 7. 68 25 3. 2 2. 42 50. 0

标蛋白含量较高,而泳道 3几乎没有目标蛋白� 因而,目标蛋白基本上都与 HisT rapHP 柱上的镍结合
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图 2� PDOR 纯化电泳图

F ig. 2� SDS�PAGE gel

electrophor esis results of

r ecombinant PDOR

了,泳道 2除了目标蛋白,没有其他条带,得到了较纯的目标蛋白.

2. 2 � 酶学性质

2. 2. 1 � 酶反应最适 pH 值 � 在不同 pH 值( 7. 0~ 12. 0)和 45 � 下, 对

经纯化的重组 PDOR进行酶促反应以测定其最适 pH 值, 结果如图 3所

示. 所用缓冲液为 pH= 7. 0~ 8. 0的 0. 1 mo l L - 1磷酸钾缓冲液, pH=

9. 0~ 12. 0的 0. 1 mol  L
- 1
碳酸钾缓冲液� 从图 3可知, 该酶的最适

pH 值约为 10. 0.

2. 2. 2 � 酶反应最适温度 � 在 pH= 9. 5, 0. 1 mo l  L- 1的碳酸钾缓冲体

系及不同温度( 30~ 65 � )下进行酶促反应以测定其最适温度, 如图 4

所示.由图 4可知, PDOR酶活力随温度升高逐渐增加, 在温度约为 55

� 时, PDOR活力最大;当温度超过 60 � 时, 酶活力明显下降.

2. 2. 3 � 金属离子对酶相对活力的影响 � 在含有 10 mmo l  L- 1的不同

一价、二价金属离子的反应液中,考察金属离子对酶相对活力( u rel )的影

响, 结果如表2所示. 实验以不添加金属离子为对照(酶相对活力为 100%) , 反应液中还含有 0. 1 mol  
L- 1的 1, 3�丙二醇, 2 mmol  L - 1的 NAD+ 和 50 mmo l  L - 1 Tris�HCl缓冲液( pH= 9. 0)�

图 3� pH 值对重组 PDOR 活力的影响 � � � � � � � � 图 4 � 温度对重组 PDOR 活力的影响

� � Fig. 3 � Effect of pH on the activ ity Fig. 4 � Effect of temperature on the activ ity

o f recombinant PDOR � � � � � � � � � � � � � � � � o f recombinant PDOR

由表 2可知, Ca
2+
和 Mg

2+
对酶活力均有明显的抑制作用, Cu

2+
使酶的活性丧失, 而 Fe

2+
, N a

+
,

NH
+
4 和 Mn

2+
对酶的活性均有一定的促进作用.

表 2 � 阳离子对重组 PDOR活力的影响

Tab. 2 � Effects o f cations on the activity of r ecombinant PDOR

离子 对照 Fe2+ Mn2+ L i+ Ca2+ Mg 2+ Na+ NH+
4 Cu2+

u rel / % 100 112 128 100 24 72 112 120 0

2. 2. 4 � 醇类物质对酶相对活力的影响 � 选择 0. 1 mol  L
- 1
的甘油、1, 2�丙二醇及其他结构相似的醇

类作为底物,考察不同醇类物质对重组 PDOR酶活的影响, 结果如表 3所示. 实验以 1, 3�丙二醇为对
照(酶相对活力为 100%)� 由表 3可知, PDOR对氧化反应的底物 1, 3�丙二醇的活性最大,其他依次是

1, 4�丁二醇、正戊醇、正丙醇.

表 3 � 底物对重组 PDOR 活力的影响

Tab. 3 � Effects of subst rates on the activit y of r ecombinant PDOR

底物 u rel / % 底物 ure l/ % 底物 u rel / %

1, 3�丙二醇 100. 0 乙醇 0 正丙醇 3. 7

甘油 0. 9 甲醇 0 异丙醇 0

1, 2�丙二醇 0 1, 3�丁二醇 0 正戊醇 5. 6

乙二醇 0 1, 4�丁二醇 7. 4 木糖醇 0
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2. 2. 5 � 动力学参数的测定 � 在 pH 值为 9. 5,温度为 45 � 的条件下,按照米氏方程,以初速度( v )和底

物的浓度( C)的倒数作 Linew eaver Burk 双倒数图,结果如图 5所示� 由图 5可得到底物 1, 3�丙二醇、

( a) 1, 3�丙二醇 � � � � � � � � � � � � � � � � � � � ( b) NAD+

图 5 � 双倒数法测定 PDOR的 K m 值

F ig . 5 � Linew eaver�Bark plo t for K m o f PDOR

NAD
+
的米氏常数 K m 值,分别为 15. 5, 0. 23 mmo l  L - 1

.

3 � 讨论

为目的基因提供稳定性保证的方法之一, 是在拥有兼容的氯霉素抗性、编码表达少量 T 7溶菌酶

( T7RNA 聚合酶天然抑制物)的宿主菌中表达[ 10�11] . T 7溶菌酶是一种双功能蛋白,能够切割大肠杆菌

细胞壁肽聚糖层 [ 12] ,也可与 T 7 RNA 聚合酶结合, 阻止转录 [ 13�14] .所选用的表达宿主 BL21( DE3) pLy sS

正是具有这种功能的噬菌体 DE3的溶原菌,且 pLysS 对细胞生长的影响很小,积累溶菌酶的水平很低,

细胞不会裂解.

以 BL21( DE3) pLysS 为宿主菌,在制备细胞抽提物时特别方便,通过简单冻融, 细胞内的 T7溶菌

酶即可有效地裂解细胞. 在应用超声波破碎时,不需要额外添加溶菌酶, 短时间的超声波就能达到较好

的破碎效果.同时,质粒 pET�15b带有 His6标记,使得表达所得到的 PDOR 带有 His6标记, 这便于目

的蛋白纯化.

采用乳糖代替 IPT G作为诱导剂, 可延长低温诱导时间,达到较好的诱导效果.而且,由于乳糖价格

低廉、无毒,对大规模发酵生产 PDOR具有十分重要的意义.

实验结果表明, PDOR基因在大肠杆菌中能高效地表达, 其表达量达到 1. 3 mkat  g - 1
, 是出发菌

K . pneumoniae DSM 2026( 0. 02 mkat  g
- 1
)的 59. 3倍.从酶的纯化效果来看, 纯化倍数不高, 这主要

是因为 PDOR过柱之后酶活力损失造成的,今后将对纯化过程中减少酶活力的损失进一步研究.

从酶的酶学性质来看, 以 1, 3�丙二醇和 NAD
+
为底物的表观米氏常数 K m 值分别是 15. 5, 0. 23

mmo l  L - 1 ;酶的最适 pH 值和温度分别是 10. 0, 55 � ; Fe2+ , Na+ , NH +
4 和 Mn2+ 对酶的活性有促进

作用, Ca2+ , Mg 2+ 和 Cu2+ 对酶的活性有抑制作用; PDOR适合的氧化底物是 1, 3�丙二醇.该基因工程菌

所产 PDOR与 K . p neumoniae DSM 2026所产 PDOR酶学性质接近[ 6] .

本研究应用乳糖作为诱导剂, 通过诱导表达重组菌,获得了高表达量、高活性的 PDOR,而且酶的分

离纯化简单,这将为体外生物合成 1, 3�丙二醇的研究发展产生重要的意义.
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Expression, Purification and Characterization of 1, 3�Propanediol
Oxidoreductase from Klebsiella pneumoniae

LUO Ju�x iang, WANG Xiao�x ia,
FANG Bai�shan, XIA Qi�rong

( Key Lab oratory of In dust rial Biotechnology of Fujian Province University, H uaqiao University, Quan zhou 362021, Ch ina)

Abstract: � The dhaT gene w as expr essed w ith protein in E. coli BL21( DE3) pLysS and the H is6�tag g ed 1, 3�propanediol

ox idoreductase ( PDOR) w as pur ified. Optimal pH and temperature for purified enzyme w ere 10. 0 and 55 � , respect ive�

ly . The apparent K m values o f the enzyme for 1, 3�propanediol and NAD+ w ere 13. 5 and 0. 25 mmo l L - 1 , r espectively.

The enzyme could be inhibited by metal ions including Ca2+ , M g2+ and Cu2+ , w hile increased by Fe2+ , Na+ , NH4+ and

Mn2+ ; PDOR show ed high specificit y for the alcohol substrate.

Keywords: � 1, 3�propanedio l o x ido reductase; expression; purificat ion; character isation
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