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摘要: � 经过连续易错聚合酶链式反应( Err or�Pro ne P CR)向克雷伯杆菌( K lebsiella pneumoniae)甘油脱氢酶

基因中引入突变,并构建突变文库. 依据突变体催化番红 O 显色的特性,采用琼脂平板法和 96 微孔板法相结

合的高通量筛选方法,成功获得突变体 gldA�74,其酶活力是亲本重组酶的 2. 73 倍.通过软件对突变体 g ldA�

74 酶基因和亲本重组酶基因进行分析对比, 发现突变体 g ldA�74 酶基因发生了一处点突变 ( A 964T ) ,该突变

使一处氨基酸被取代. 将亲本重组酶和进化酶的高效表达产物经 N i柱纯化后, 酶学性质的测定结果表明, 甘

油的 K m 值由 0. 58 mmol� L- 1升高至 0. 63 mmol � L - 1 , 而 NA D 的 K m 值由 0. 74 mmo l � L - 1升高至 0. 77

mmol� L - 1 , 并且酶的最适 pH 值由原来的 11. 5 升高至 12. 5, 而最适温度由 65  降至 55  .
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甘油脱氢酶( Gly cerol Dehydrog enase, GDH )主要催化甘油生成二羟基丙酮 ( Dihy drox yacetone,

DH A) .根据催化反应中产物和电子受体的不同, GDH 可分为 3 种类型[ 1] . 第 1种为依赖 NAD+ 的

GDH[ 2] ( EC1. 1. 1. 6) ,主要存在于各种细菌中,如 A er obacter aerogenes , E scherichia coli , B aci l lus sub�
st il i s 和Cel lulomonas sp .等.第 2种为依赖 NADP

+
的 GDH ( EC1. 1. 1. 72 和 EC1. 1. 1. 56) ,大多存在

于霉菌和动物组织中[ 3] . 第 3 种为不依赖辅酶位于细胞膜上的 GDH , 在醋酸菌中发现存在这类

GDH[ 4] . GDH 的催化产物 DH A 因其分子中含 3 种官能团, 化学性质活泼, 广泛参与聚合、缩合等反

应,所以被广泛应用于轻工、医药和食品等行业
[ 5]

. 由于应用过程中常常需要酶在长时间内,以及在极端

环境中保持较高活性,所以需要对天然的甘油脱氢酶进行改造. 酶的定向进化是在体外模拟自然进化的

过程,不需事先了解酶的空间结构和催化机制,通过人为地创造特殊的条件,模拟自然进化机制(随机突

变、重组和自然选择) ,在体外改造酶基因,并定向选择出所需性质的突变酶.易错 PCR以其操作简便、

有效等优点成为目前应用最为广泛的进化手段之一
[ 6]

. 本研究利用易错 PCR对克雷伯杆菌中 GDH 进

行定向进化,以期获得酶活大幅提高,酶学性质有所改善的突变酶.

1 � 实验材料和方法

1. 1 � 菌株与质粒

E. coli BL21 ( DE3) ( pET�32g ldA)的构建,以及表达载体 pET�32a( + )、菌株和质粒的保存, 均由

华侨大学工业生物技术福建省高等学校重点实验室完成.

1. 2 � 试剂

LB培养基. T 4 DNA 连接酶、dNTPs, 限制酶、rT aq酶, 购自大连 T aKaRa 公司. 胶回收试剂盒、质

粒提取试剂盒均购自美国 Om eg a公司,辅酶!购自 Am er sco公司,其余试剂均为国产分析纯.

1. 3 � 定向进化方法

1. 3. 1 � 甘油脱氢酶基因突变体文库构建 � ( 1) 引物� Prim er !为 5∀ �CGTCGGAT CCTACAT GCG
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CA CT TA TT TGAG�3∀ ) ; Pr im er #( 5∀ �AATGCT CGAGCGAAT TAA CGCGCCAGCCAC�3∀ )�
( 2) 易错 PCR反应体系� 20 �L 体系中含 1 ∃ Taq DNA 聚合酶缓冲液、0. 2 mm ol � L

- 1
dAT P 和

dGTP, 1 mmo l � L
- 1

dCT P 和 dT T P, 6. 0~ 8. 5 m mo l � L
- 1

M g
2+

, 0. 3 ~ 0. 8 mmo l � L
- 1

Mn
2+

, 1

mmo l � L - 1 Primer !和 Primer #,模板 DNA 为质粒 pET�32gldA 约 50 ng. 其中, M g2+ 和 M n2+ 的浓

度被调整,可以得到不同突变频率的文库.

( 3) 扩增与鉴定� 94  , 5 min; 94  , 1 m in; 62  , 1. 5 m in; 72  , 1. 5 min; 30个循环; 72  , 15

min. 用质量分数为 0. 8%的琼脂糖凝胶电泳鉴定易错 PCR产物, 利用胶回收试剂盒切胶回收 PCR产

物, 于- 20  保存.

( 4) 文库构建� 将上述易错 PCR产物经胶回收纯化后, 经 Bam H I�Xho !双酶切,与同样双酶切

的载体 pET�32a( + )相连接,重组子引入 E. col i BL21( DE3) , 构建突变体文库.

1. 3. 2 � 突变体的筛选和鉴定 � ( 1) 筛选模型的建立
[ 7]

. 将菌体用无菌水稀释,涂布于番红 O 筛选平板

(胰蛋白胨 6. 0 g � L
- 1

,酵母浸膏 3. 0 g � L
- 1

,氯化钠 10. 0 g � L
- 1

,甘油 18. 4 g � L
- 1

, 番红 O 0. 1

mmo l � L
- 1

, IPTG 1. 0 m mol � L
- 1

,氨苄青霉素 75. 0 mg � L
- 1

,琼脂粉 10. 0 g � L
- 1

) ,观察平板的单

菌落的生长及变色情况. 挑取颜色显示均匀桃红色的单菌落置于含 75 mg � L- 1氨苄青霉素的 LB 液体

培养基中培养, 经乳糖诱导后收集菌体进行复筛鉴定.

( 2) 阳性转化子的鉴定.按质粒提取试剂盒方法抽提正向重组质粒, 经 H ind %, Pst !单双酶切,

用质量分数为 0. 8%琼脂糖凝胶电泳鉴定酶切产物.

1. 4 � 诱导表达

挑取阳性克隆单菌落接种于含有 75 mg � L - 1氨苄青霉素的 LB培养基中, 于 30  培养至吸光度

值( D )约 0. 4时, 加入乳糖至终质量浓度为 2 g � L- 1 ,于 30  下诱导培养 5 h 后离心收集菌体.

1. 5 � 进化酶酶活力及菌体蛋白含量测定

酶活力测定具体方法参照文[ 8] . GDH 使甘油脱氢生成二羟基丙酮,同时辅酶 !NAD+ 被还原为

NADH . NADH 在 340 nm 的紫外光下有最大吸收, 根据吸光度的增加情况, 用初速度法可测定 GDH

的活力.取 1. 5 mL 反应液(含 30 m mol � L - 1 ( NH 4 ) 2SO 4 , 0. 2 mol � L - 1甘油, 2 mmo l � L- 1 NAD, 1

�mol � L- 1 Fe( NH 4 ) 2 ( SO 4 ) 2 , 0. 1 m ol � L - 1碳酸钾缓冲溶液, pH = 12. 0) ,于 45  下恒温后,加入适量

酶液启动反应, 在 340 nm 波长下连续测定酶反应过程中的吸光值 (每隔 6 s记录一个数据, 时间 1

min) ,通过计算可得到 GDH 的酶活( z ) . 酶活的定义:在上述条件下,每分钟还原 1 �m ol甘油的酶量为

1个酶活力单位. 蛋白含量按 Bradfor d法测定
[ 9 ]

,以牛血清白蛋白为标准蛋白质.

1. 6 � 突变基因序列测定
对筛选到的阳性克隆进行培养复筛,挑选在高 pH 值条件下仍有较高酶活力的突变体, 提取质粒并

用自动序列仪进行测序� 测序由辽宁省大连宝生物公司完成 .

1. 7 � 进化酶的纯化

按照常规方法进行镍柱亲和层析纯化[ 8] . SDS�PAGE(十二烷基磺酸钠�聚丙烯酰胺胶体电泳) :采

用 12%分离胶的不连续垂直平板电泳,考马斯亮蓝 G�250染色.

2 � 实验结果

2. 1 � 易错聚合酶链式反应

在高离子浓度 M g2+ 或 M n2+ 存在的条件下, Taq DNA 聚合酶的保真性大大降低� 在延伸的过程
中,一些碱基被错误地引入到基因中,从而使基因发生突变. 通过改变 M g2+ 和 M n2+ 的浓度, 可以得到

不同突变频率的片段多样性文库. 在其他成分恒定的条件下, 选择不同浓度的 M g2+ , M n2+ 进行易错

PCR, 结果如图 1所示.图 1( a)中, 1~ 6表示M g2+ 浓度分别为6. 0, 6. 5, 7. 0, 7. 5, 8. 0, 8. 5 mm ol � L- 1 ;

图 1( b)中, 1~ 6表示 M n
2+
浓度分别为 0. 3, 0. 4, 0. 5, 0. 6, 0. 7, 0. 8 m mol � L

- 1�
从图 1可知, M gCl2 浓度范围在 7. 0~ 8. 5 mm ol � L

- 1
间均适合该基因易错 PCR反应.为了确保易

错 PCR的突变率控制在每个基因 1~ 3个碱基突变,选择 Mg Cl2 浓度 7. 0 m mol � L - 1作为该基因易错
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PCR反应体系的最适浓度.在以上实验得到的最适 M gCl2 浓度的基础上, 进一步考察不同 M n2+ 浓度

对反应体系的影响. 结果表明, M n2+ 最适浓度为 0. 5 mmo l � L - 1 .

( a) M g2+ ( b) M n2+ � �

图 1 � 不同离子浓度下的易错 PCR

F ig. 1� Er ro r�pro ne P CR co nducted w ith different ion concentr ation

2. 2 � 突变体文库的构建及突变株的筛选和鉴定
在确定的易错 PCR条件下扩增甘油脱氢酶基因,经连续易错 PCR, 产物经纯化后用BamH !�Xho

!双酶切,与经过同样双酶切的表达载体pET�32a( + )相连接� 连接产物转化至 E. col i BL21( DE3)感

受态细胞中构建突变文库.研究中共获得 5 000余株的突变株.

2. 2. 1 � 突变株的初筛 � 将转化后的 E . coli BL21( DE3)细胞涂布于番红 O筛选平板上,在 37  下培
养约 12 h,对突变体进行筛选. 甘油脱氢酶在催化甘油生成二羟基丙酮的同时, 把 NAD + 转化成

NADH� 所生成的 NA DH 会通过呼吸链使电势升高,产生强质子流, 增强了大肠杆菌细胞对番红 O的

摄入,并使得番红 O在大肠杆菌内聚集
[ 7, 10]

.通过番红 O筛选平板涂布, 具有甘油脱氢酶活性的克隆显

示均匀的桃红色,而无活性的克隆外围则有一个透明圈,如图 2所示.

( a) 无活性 ( b) 有活性 � �

图 2 � 番红 O 筛选平板初筛结果

Fig . 2 � T he scr eening result in safr anin O plates

2. 2. 2 � 突变株的复筛 � 将初筛获得的克隆子接种于 LB 培养基(含 75 mg � L
- 1
氨苄青霉素)中, 在 30

 下培养至 D约 0. 4时,加入乳糖至终质量浓度为 2 g � L
- 1

; 30  诱导培养5 h后,超声破碎菌体并离

心收集上清液. 采用 96孔板结合酶标仪,测定初筛获得的菌株在不同 pH 值下的酶活,最终获得最佳突

变体 g ldA�74,其甘油脱氢酶活力为 2. 202 mkat � L - 1�
相比由张婷婷等 [ 8]构建的亲本重组酶(酶活为 0. 805 m kat � L - 1 ) , 酶活提高 2. 73 倍;而相比于陈

宏文等 [ 1]由出发菌克雷伯杆菌经培养基和培养条件优化后, 所测得无细胞抽提液的酶活 0. 062 mkat �

L- 1 ,酶活提高 35. 7 倍.

2. 2. 3 � 突变株酶切鉴定结果 � 将均匀桃红色的克隆子在 LB液体培养基中进行培养,然后抽提重组质

粒.重组质粒用 H ind %进行单酶切鉴定时,应出现约 6 987 bp 大小的一条带;而用 H ind %/ Pst !进

行双酶切鉴定时,由于 g ldA�74上还存在两个 Pst !酶切位点, 应得到两条 DNA 条带,其大小分别约为

4 808, 1 584 bp.
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酶切鉴定结果表明连接正确, 如图 3所示.图 3中: 1, 2分别为经 H ind %和经 H ind %/ Pst !进行

酶切 pET�32g ldA�74�
2. 2. 4 � 进化酶与亲本重组酶序列比较结果 � 突变后的基因委托上海生工生物工程技术服务有限公司

进行测序,将进化酶与亲本重组酶基因序列进行对比� 测序结果表明,利用易错 PCR的方法,成功地向

甘油脱氢酶基因引入了突变,其中酶活力增高、最适 pH 值增大的 g ldA�74突变体酶基因有 1个碱基发

生了突变(即 964位的 A变为 T )� 这处突变使得 322位的 I(异亮氨酸)突变为 F(苯丙氨酸) .

2. 3 � 甘油脱氢酶的分离与纯化

选用的表达载体 pET�32a( + )中含有表达 H is6�T agg ed的基因序列,进化酶含有该融合标签,可以

用镍柱纯化.另外,在该进化酶的 N 端还含有一个 Rrx�T agTM , 该融合标签有利于提高目的蛋白的可

� � 图 3� 表达载体酶切鉴定 图 4� 进化酶的纯化

� � Fig. 3� Enzy me dig estion F ig. 4� P urificat ion

� � � o f expression v ecto r � � � o f ev olved emzyme

溶部分比例及活性. 研究中, 进化酶经镍柱亲和层析

纯化后可见单一条带, 而穿透液几乎不含该条带,基

本上可以认为得到比较纯的蛋白.

当以 pET�32a( + )为表达载体时, 表达的目标

蛋白所含的融合基因的相对分子质量约为 20. 4 ku,

而研究中的 GDH 的相对分子质量约为 34 ku [ 1]� 因
此,突变质粒所表达的融合蛋白的相对分子质量应

为 54 ku,如图4所示. 图4中: 1, 2, 3分别为纯蛋白、

穿透液和粗蛋白�
表 1为纯化结果� 表 1中: mt 为总蛋白量; z t 为

总活力; �为蛋白质量浓度;  为比活力; !为回收率;

n为纯化倍数� 从表 1可以看出,纯化后进化酶的回收率为 24. 1%, 纯化倍数是 2. 1.

表 1 � 进化 GDH 的纯化

T ab. 1 � Purification of ev olved G DH

项目 m t / mg z t /�kat �/ g� L - 1  / mkat � g- 1 !/ % n

细胞提取物 20. 35 22. 788 0. 93 1. 120 100 1. 0

H is T r apT M H P 2. 34 5. 484 0. 12 2. 344 24. 1 2. 1

2. 4 � 甘油脱氢酶的酶学性质分析

2. 4. 1 � 酶动力学参数比较 � 亲本重组酶与进化酶都以 1/ V 和1/ S 作 Linew eaver Burk 双倒数图,结果

如图 5所示� 由此计算, 得到亲本重组酶的 K m(甘油)为 0. 58 mmo l � L
- 1

, K m ( NAD)为 0. 74 mm ol �

L
- 1

, Vmax (甘油)为 0. 75 m mol � ( L � m in)
- 1

, V max ( NAD)为 0. 96 mm ol � ( L � min)
- 1

; 进化酶的 K m

(甘油)为 0. 63 mmo l � L
- 1

, K m ( NAD)为 0. 77 mm ol � L
- 1

, Vmax (甘油)为 3. 69 m mol � ( L � min)
- 1

,

Vmax ( NAD)为 4. 75 mmo l � ( L � min)
- 1

.

2. 4. 2 � 最适温度比较 � 亲本重组酶与进化酶的最适反应温度, 如图 6所示.从图 6可见,亲本重组酶的

( a) 亲本重组 G DH
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( b) 进化 G DH

图 5 � 酶动力学参数的 L ineweaver Burk 双倒数图

F ig . 5 � Enzyme kinetic parameters o f the L ineweav er Bur k double�r ecipr ocal g ra ph

最适温度为 65  ,说明 GDH 能在较高的温度下进行反应.但是, 再继续升高温度,酶活力迅速下降;在

70  时, 残留的相对酶活力仅有 20% .由图 6又可知, 进化酶的最适温度为 55  ,比亲本重组酶的最适

温度降低了 10  .在 50~ 60  范围内,进化酶的相对酶活均维持在 80%以上.

2. 4. 3 � 最适 pH 值的比较 � 在 45  ,不同 pH 值的缓冲液中,检测亲本重组酶和进化酶活力, 结果如

图 7所示.由图 7可以看出,甘油脱氢酶的酶活随着反应液 pH 值的变化而变化� 亲本重组酶在 pH 值

为 11. 0时,甘油脱氢酶的酶活最大;而在 pH 值为 10~ 12时, GDH 的相对活性能保持在 70%以上.

由图 7还可以看出,进化酶在 pH 值为 12. 5时酶活最大,比亲本重组酶的最适 pH 值高� 在 pH 值

为 10~ 13时,进化酶的相对活性能保持在 70%以上.中性环境酶活损失很大, 在 pH 值为 7的条件下,

酶活仅为 20%左右.进化酶催化反应耐强碱,说明 GDH 存有较大的工业应用价值.

图 6 � 温度对酶活力的影响 � � � � � � � � � � � � 图 7� pH 值对酶活力的影响

F ig . 6� Effect of reaction temperature o n the activ ity Fig . 7 � the effect o f reactio n pH on the specific

� � o f recombinant GDH and evo lv ed GDH activit y of r ecombinant G DH and evolved GDH

3 � 讨论

易错 PCR操作简单,容易引入点突变� 其突变频率高于传统的物理和化学诱变, 是目前定向进化

领域最为常用的随机突变手段.因此,采用易错 PCR对 GDH 进行定向进化.

首先运用番红 O筛选平板对 5 000余株突变体进行初筛; 然后,再利用 96孔板结合酶标仪测定经

初筛所得的菌株在不同 pH 值条件下的酶活,最终成功获得突变体 g ldA�74. 该突变体有一个有益突变

(即 I322F) ,使得进化酶的酶活是亲本重组酶的 2. 73倍.

将亲本重组酶和进化酶的高效表达产物经镍柱纯化后,其酶学性质测定表明: K m (甘油)由 0. 58

mmo l � L - 1升高至 0. 63 mmo l � L- 1 , K m ( NAD)由 0. 74 mmo l � L- 1升高至 0. 77 mm ol � L - 1 , 并且酶
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的最适 pH 值也由 11. 5升高至 12. 5, 最适温度由 65  降至 55  .综上所述, 最终获得的突变体 g ldA�
74与亲本重组酶相比,具有较高的催化活力和偏碱的最适 pH 值,更适合在偏碱的环境中应用.

今后的研究方向有以下几个方面: ( 1) 应用生物信息学工具, 对定向进化后的突变基因库、蛋白质

序列、3D结构、活性与功能的变化等做比对分析; ( 2) 从根本上揭示突变酶的催化机理和折叠机制、蛋

白质一级序列与三级结构的关系, 以及结构与功能的关系等,为探索酶法同时合成 DH A 和 1, 3�PD的

新途径提供理论依据.
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Directed Evolution of Glycerol Dehydrogenase

by Error Prone PCR

LI Zi�jun, FANG Bai�shan,

YANG Zhong�li, L IU Jia

( Key Laboratory of Indust rial Biotech nology Fujian Province, H uaqiao University, Quanz hou 362021, China)

Abstract: � T he GDH enzyme g ene fro m K lebsiella p neumoniae w as r epeatedly amplified by t wo sequential err or�pr one

po ly merase chain r eact ion ( PCR) , and the g ene libr ary w as built . T he mutant can catalyze safr anin O to show color s, and

on the base o f this pr operty , the gldA�74 mutant was o bt ained by hig h thro ug hput scr eening method using active agar

plates in co mbination with 96�w ell micr oplates. T he activity of the g ldA�74 mutant w as sho wed 2. 73 fold o f that o f the

par ent recombinase. Gene analy sis of the g ldA�74 mutant indicated that the mutant enzyme had a point mutat ion ( A964T )

which resulted in an amino acid being r eplaced. T hen, the highly ex pressed product ions o f recombinase GDH and evolved

GDH wer e purified by Ni�N T A and the enzymatic pr operties w ere determined. T he results sho wed that the K m of GDH

incr eased fro m 0. 58 mmol � L- 1 to 0. 63 mmol � L- 1 , and the K m of N A D increased as well, fro m 0. 71 mmol� L - 1 t o

0. 77 mmo l� L - 1 . T he o pt imum pH of mutant enzyme also increased fr om 11. 5 to 12. 5 w hile the o pt imum temper atur e

decreased f rom 65  to 55  .

Keywords: � g lycero l dehy dr og enase; K lebs iella p neumoniae ; directed evolut ion; er ro r�pro ne polymer ase chain reactio n
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