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摘 要：0，*8丙二醇（0，*8GH）是一种重要的化工原料，发酵法生产 0，*8GH 是一条新颖且具有潜在竞争力的生产途

径。本研究在前期工作的基础上，将分别来源于大肠杆菌和肺炎克雷伯氏菌的基因片段 !"#H 和 $#%1 串联表达，

构建重组表达载体 IJK#0#8 &’()*+8IL+G8 !"#H8IL+G8$#%1；并得到重组酿酒酵母（ ,%))#%-(.!)’/ )’-’0*/*%’）M*$*80+N
IJK#0#8 &’()*+8IL+G8 !"#H8IL+G8$#%1。该重组菌和对照 OC D6=6P<.<;6 分别以葡萄糖为底物摇瓶发酵 "#B 后，重组酿

酒酵母发酵液中 0，*8GH 含量约为 0Q&-NR；而对照菌株不产 0，*8GH。以上结果表明本研究在国内首次成功构建了直

接以葡萄糖为底物发酵生产 0，*8GH 的酿酒酵母基因工程菌。为进一步将 $#%1、!"#H 基因导入其他以葡萄糖为底

物高产甘油的酵母宿主中表达，获得以葡萄糖为底物一步法发酵高产 0，*8丙二醇工程菌打下了坚实的基础。
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0，*8丙二醇（0，*8G=>I;E6T<>7，0，*8GH）是一种重

要的化工原料，作为医药和有机合成的中间体用于

食品、化妆品和制药等行业，0，*8丙二醇最重要的用

途就是作为合成新型聚酯如聚对苯二甲酸80，*8丙
二醇酯（G55）的单体［0］。0，*8丙二醇生产方法主要

有化学合成法和微生物转化法［# ( &］。目前只有化学

合成法实现了工业化，但化学法合成 0，*8丙二醇设

备投资大，技术难度高，产品分离纯化困难；微生物

转化法生产 0，*8丙二醇尚处于实验室以及中试研究

阶段，但微生物转化法对环境友好，反应条件温和，

原料易得，因而更具意义。

目前发现的能产 0，*8丙二醇的自然菌株均只能

以甘油为底物，经过以下两步反应，即甘油在甘油脱

水酶的作用下生成中间产物 *8羟基丙醛；*8羟基丙

醛在 0，*8丙 二 醇 氧 化 还 原 酶 的 催 化 下 生 成 0，*8
GH［) ( %］。应用自然菌株将甘油转化为 0，*8丙二醇的

研究得到了广泛的关注，例如清华大学、大连理工大

学、天津大学、南京工业大学等在生物化工、遗传学、

酶学等领域已进行了大量的研究工作［’ ( 0#］。针对利

用自然菌株直接生产 0，*8GH 存在生产周期长、甘油

转化率低等问题，本研究室张晓梅等［0*］构建了以甘

油为底物生产 0，*8GH 的基因工程菌，但是仍无法解

决原料成本过高的问题。因此构建以廉价的葡萄糖

为底物直接生产 0，*8GH 的基因工程菌成为研究的

热点。

美国 H,I>E/ 公司和 L6E6=D>= 公司以大肠杆菌

（1/)#’-*)#*% )(2*）为宿主，成功构建了一株直接以葡

萄糖为底物高产 0，*8丙二醇的基因工程菌［0!］。从

H,I>E/ 公司所做的工作可以看出，应用代谢途径的

方法开发以糖为原料的生物催化剂在未来更加具有

竞争力，不仅可以降低原料成本，产量也可以得到大

幅度的提高。

本研究室在国内首次克隆了来自大肠杆菌的

0，*8丙二醇氧化还原酶同工酶 !"#H 基因，并将其与

来源 于 肺 炎 克 雷 伯 氏 菌 的 甘 油 脱 水 酶 编 码 基 因

TB;1 进行串联，构建了以甘油为底物产 0，*8丙二醇

的重组大肠杆菌［0*］。在此基础上，本文构建了重组

表达载体 IJK#0#8 &’()*+8IL+G8!"#H8IL+G8$#%1，然

后通过 R<+D 高效转化法将重组表达载体导入能以

葡萄 糖 为 底 物 产 甘 油 的 酿 酒 酵 母（ ,%))#%-(.!)’/
)’-’0*/*%’）M*$*80+ 中；以期得到能以葡萄糖为底物

直接生产 0，*8丙二醇的酿酒酵母基因工程菌。

! 材料和方法

!$! 材料

!$!$! 菌 株 和 质 粒 及 基 因 片 段：酿 酒 酵 母



（ !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,") ）!"#"$%&，大 肠 杆 菌

（-*#$)%,#$," #&.,）’(%#)，质粒 *+,-%- 由本实验室保

藏；质粒 *.&/01 购自 23456789:3 公司；;:8<53 抗性基

因由本研究室工作人员从质粒 *.&/01 上克隆得

到；(/$= 和 0$"1 基因由本实验室工作人员分别从

大肠杆菌和肺炎克雷伯氏菌中克隆得到［%"］。

!"!"# 主要试剂：质粒小量抽提试剂盒、胶回收试剂

盒（北京博大泰克生物基因技术有限公司）；工具酶、

抗生素（华美生物工程公司上海分公司）；丙烯酰胺、

甲叉双丙烯酰胺（&>:75<?3 /78>:9? @87*87?6583）；广

范 围 蛋 白 质 分 子 量 标 准（ &>:75<?3 /78>:9?
@87*87?6583）。

!"!"$ /@A 引物（上海赛百盛基因技术有限公司合

成）：根 据 质 粒 *.&/01 公 布 的 序 列，设 计 片 段

*.&/$0$"1$&B,%CC 合 成 /@A 所 需 引 物：/%：DE$
@.@&.&C@CCCCCC.C&.&&&C.$"E；/-：DE$@.@&.&C
@C.@&@&&&@.&&..C@C@&@$"E。引物两端均引入

12.!酶切位点。

!"# 菌体的培养

含有重组质粒的 - F #&., ’(%#) 在含有 D#>9GH
&>* 的 H1 固体或液体培养基中，-D#7G>53 "IJ培养

过夜。

!"#"! 种子培养条件：将基因工程菌 ! F #)%)+,*,")
!"#"$%&G*+,-%-$ 3)&#,4$*.&/$(/$=$*.&/$0$"1 接

种于含 %D#>9GH ;:8<53 的 D#>H +K/= 培养基中，保

持一定的选择压力，以防质粒丢失，"#J，-D#7G>53，

培养过夜。

!"#"# 发酵培养条件：按 %#L的接种量将种子液接

种于 D#>H 含 %#L 葡 萄 糖 的 +K/= 培 养 基，"#J，

-D#7G>53，摇瓶发酵，发酵 )#M，定时取样。发酵液在

D###7G>53 离心 D>53，菌体和上清液用于后续试验。

基 因 工 程 菌 ! F #)%)+,*,") !"#"$%&G*+,-%-$ 3)&#,4$
*.&/$(/$=$*.&/$0$"1 的发酵实验以 ! F #)%)+,*,")
!"#"$%& 为对照。

!"$ %&’ 扩增

采用 D#"H 反应体系，反应条件：)NJ D>53；)NJ
)#O，D-J N>53，I-J P>53，循环 "D 次；I-J %#>53。

!"( 酿酒酵母 ! ) "#$#%&’&(# 基因工程菌的构建

首先将来源于大肠杆菌的基因片段 (/$=［%"］连

入载体 *.&/01，得到重组质粒 *.&/01$(/$=，经酶

切，得到片段 *.&/$(/$=$&B,%CC；将来源于肺炎克

雷伯氏菌的基因片段 0$"1［%"］连入载体 *.&/01，以

得到的重组质粒 *.&/01$0$"1 为模板扩增得到基

因片段 *.&/$0$"1$&B,%CC。将片段 3)&#,4、*.&/$
(/$=$&B,%CC、*.&/$0$"1$&B,%CC 依 次 连 入 表 达

载体 *+,-%-，得 到 重 组 表 达 载 体 *+,-%-$ 3)&#,4$
*.&/$(/$=$*.&/$0$"1。将重组表达载体通过醋酸

锂高效转化方法导入酵母 ! F #)%)+,*,") !"#"$%&［%D］，

得到重组酿酒酵母 ! F #)%)+,*,") !"#"$%&G*+,-%-$
3)&#,4$*.&/$(/$=$*.&/$0$"1。

!"* +,+-%./0
采用 DL浓缩胶及 %-L分离胶的不连续垂直平

板电泳进行蛋白分离，考马斯亮蓝 A$-D# 染色［%P］。

以酿酒酵母 ! F #)%)+,*,") !"#"$%& 作为对照。

!"1 甘油脱水酶的酶活力测定

按文献［%I］所述的方法测定甘油脱水酶的酶

活。酶活单位定义为：在标准反应条件下，%>53 催

化生成 %">8Q 丙醛的酶量为 % 国际单位（%R）。

!"2 !，$-丙二醇氧化还原酶同工酶的酶活力测定

按文献［%"］所述的方法测定 %，"$丙二醇氧化还

原酶 同 工 酶 的 酶 活。酶 活 测 定 根 据 -DJ 条 件 下

S&=/T 还原成 S&=/U 的速率来定量。酶活单位定

义为 % 国际单位（%R）等于每分种还原 %">8Q 底物

S&=/ 或生成 %">8Q 产物 S&=/U 的酶量。

!"3 蛋白质含量测定

粗酶液蛋白质含量采用 17?VW87V 法［%X］测定，以

1Y& 为标准蛋白。

!"4 !，$-丙二醇含量的测定

发酵液中 %，"$丙二醇及甘油的含量采用气相色

谱测定［%)］。安捷伦 %N)# 型气相色谱仪，-> 不锈钢

柱（#">>），国产高分子微球 .=,$N#%（%%# 目）为固

定相。柱 温：-D#J，进 样 温 度：-P#J，检 测 温 度：

-P#J，氮 气 作 为 载 气，使 用 氢 火 焰 检 测 器，进 样

D"H，%，"$丙二醇的保留时间为 -ZP>53，用外标法计

算发酵液中 %，"$丙二醇的含量。

!"!5 生物量的测定

生物量测定采用细胞干重法。

!"!! 稳定转化子的筛选

转化子通过在选择培养基 Y(（+/= T %D# >9GH
;:8<53）平板筛选，将能在 Y( 平板上长出的转化子再

次在 Y( 平板上划线分离，生长良好的转化子即认

为是阳性转化子；将得到的阳性转化子在没有选择

压力的平板上连续传代培养，每十代用 Y( 平板筛选

一次，删除不能生长的菌种，经过 "# 代后仍然能在

Y( 平板上生长的菌种即认为是稳定遗传的菌种。
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! 结果和分析

!"# 酿酒酵母表达载体的构建

将基因片段 !"#!［"#］在 $%&$!位点插入质粒

%&’()*（图 "），质粒 %&’()*+!"#! 的 $%&$!酶切

见图 ,。用 ’()!酶切验证其正反接。重组质粒

%&’()*+!"#! 经 ’()"和 ’*+-!双酶切，得到基因

片段 %&’(+!"#!+’./"00。将基因片段 ,#**［"#］在

-.*!位点插入质粒 %&’()*，质粒 %&’()*+,#** 的

-.*!酶切见图 ,。用 ’*+-!酶切验证其正反接。

以重组质粒 %&’()*+,#** 为模板，(1$ 扩增获得基

因片段 %&’(+,#**+’./"00。将片段 /0&%12 在 $%&$

!位点插入载体 %2/,",，构建过程如图 " 所示。重

组质粒命名为 %2/,",+ /0&%12。将片段 %&’(+!"#!+
’./"00 在 ’*+-!位点插入载体 %2/,",+ /0&%12，质

粒构建如图 " 所示。重组质粒经 -.*!酶切释放出

大小为 34567、84967、"4367 的基因片段（图 ,）。重

组质 粒 命 名 为 %2/,",+ /0&%12+%&’(+!"#!。将 (1$
扩增得到的片段 %&’(+,#**+’./"00 经 ’()"酶切

后在质粒 %2/,",+ /0&%12+%&’(+!"#! 的 ’*+-!位

点插入，构建如图 " 所示。重组质粒经 -.*!酶切

释放出大小为 34:67、84967、,4;67、"4367、"4967 的

基因片段，其中释放出 ,4;67 大小的基因片段与

,#** 的大小一致，如图 , 所示。证明重组质粒构建

成功。重 组 质 粒 命 名 为 2/,",+ /0&%12+%&’(+!"#!+
%&’(+,#**。

将得到的重组质粒 %2/,",+ /0&%12+%&’(+!"#!+
%&’(+,#** 通过醋酸锂高效转化方法导入酵母 3 <
%0405161*0 =#9#+"’，利用选择培养基 >? 平板（2(! @
"39ABCD EFGHIJ）筛选稳定阳性转化子。重组酿酒酵

母记 为 3 < %0405161*0 =#9#+"’C%2/,",+ /0&%12+%&’(+
!"#!+%&’(+,#**。

图 # 重组质粒 $%&!#!’ !"#$%&’$()*’ ’()+’$()*’*)+, 的构建
KIB<" 1GJLMNOHMIGJ GP NFHGA7IJQJM %RQLAIS %2/,",+ /0&%12+%&’(+!"#!+%&’(+,#**<

99T ?’ )UFJB 07 *) < C8%7* 91%4&.1&)&(1%* 3121%*（,99;）8;（8）



图 ! 质 粒 "#$!%!& !"#$%&&"’()& ’()*&"’()&*)++ 的

,-+!酶切验证

!"#$% &’()*+"+ ,- ./0%1%2 !"#$%&2.3&42’()52.3&42*)+6 7* ,-+!
8"#9+:",’$ ;1 $ "5<&=.%&8# >(?@9?+；1$ .3&4A62’()5=/$#B!；

%$ .3&4A62*)+6=,-+!；C$ ./0%1%2 !"#$%&=/$#B !；D$ ./0%1%2

!"#$%&2.3&42’()5=,-+ !； E $ ./0%1%2 !"#$%&2.3&42’()52.3&42

*)+6=,-+!；;% $ 5F%GGG >(?@9?+$

!,! 重组菌全细胞蛋白 -*-&)(’. 电泳分析

将重组酿酒酵母 0 $ $"1"2%3%+" HCGC21&=./0%1%2
!"#$%&2.3&42’()52.3&42*)+6 离 心 收 集 菌 体，超 声

波破壁，进行 I5I24&3J 全细胞蛋白电泳分析（图

C）。甘油脱水酶由 C 个亚基组成，分子量分别为

K1、%1、1K@5(［%G］。而 1，C2丙二醇氧化还原酶同工酶

的分子量为 DC@5(［%1］。由图 C 可见，以酿酒酵母 0 $
$"1"2%3%+" HCGC21& 为对照，发现重组酵母在 K1、DC、

%1、1K@5( 处出现蛋白质特征带，与文献报道的目的

蛋白大小相符。

图 / 重组菌全细胞蛋白 -*-&)(’. 电泳分析

!"#$C I5I24&3J (’()*+"+ ,- .?,:9"’+ "’ LM,)9 N9))+$ 1O 0 $ $"1"2%3%+"

HCGC21&=./0%1%2 !"#$%&2.3&42’()52.3&42*)+6； %O 0 $ $"1"2%3%+"

HCGC21&（N,’:?,)）；;O4?,:9"’ >(?@9?+（@5(）$

!,/ 酶活力分析

结果测得重组酿酒酵母的甘油脱水酶活力为

%DP=># 总蛋白，1，C2丙二醇氧化还原酶同工酶活力

为 1EP=># 总蛋白，而在对照菌株中检测不到这两种

酶的酶活。

!,0 对 %，/&丙二醇累积及生物量的影响

以葡 萄 糖 为 底 物，进 行 对 照 发 酵 实 验。 含

./0%1%2!"#$%&2.3&42’()52.3&42*)+6 的 重 组 菌 能

促使酵母产生的甘油部分转化为 1，C2丙二醇，而对

照并不能生产 1，C2丙二醇。

如 图 D 所 示，0 $ $"1"2%3%+" HCGC21&=./0%1%2
!"#$%&2.3&42’()52.3&42*)+6 发 酵 Q%M 后，发 酵 液

中甘油含量 COE#=F 左右，1，C2丙二醇含量为1OE#=F
左右。而对照 0 $ $"1"2%3%+" HCGC21& 发酵液中甘油

含量为 KOG#=F 左右，但不产 1，C2丙二醇。同时发现

0 $ $"1"2%3%+" HCGC21&=./0%1%2 !"#$%&2.3&42’()52
.3&42*)+6 的生物量与对照基本一致（图 E）。

图 0 . 1 $"/"0%1%+" 2/3/&%(4 "#$!%!& !"#$%&&"’()& ’()*&
"’()&*)++ 发酵液中 %，/&丙二醇（!）和甘油（"）的累

积；. 1 $"/"0%1%+" 2/3/&%(（#）发酵液中甘油的累积

!"#$ D 1，C24?,.(’8",)（!）(’8 3)*N9?,) (NNR>R)(:",’（"）,- 0 $

$"1"2%3%+" HCGC21&= ./0%1%2 !"#$%&2.3&42’()52.3&42*)+6 (’8 0 $

$"1"2%3%+" HCGC1&（#）$

图 5 . 1 $"/"0%1%+" 2/3/&%(4"#$!%!& !"#$%&&"’()& ’()*&
"’()&*)++（#）和 . 1 $"/"0%1%+" 2/3/&%(（"）的生长曲线

!"#$E S9)) #?,L:M NR?T9+ ,- 0 $ $"1"2%3%+" HCGC21&=./0%1%2 !"#$%&2

.3&42’()52.3&42*)+6（#）(’8 0 $ $"1"2%3%+" HCGC21&（"）$

/ 讨论

由于发酵法生产 1，C2丙二醇具有对环境友好，

反应条件温和，原料易得等优点，因而受到国内外学

者的高度重视。而目前发现的能产 1，C2丙二醇的自

1GK马 正等：一步法产 1，C2丙二醇酿酒酵母基因工程菌的构建 $ =微生物学报（%GGQ）DQ（D）



然菌株均只能以甘油为底物，存在原料成本过高的

问题。因此，构建以更加廉价的葡萄糖为底物直接

生产 !，"#$% 的基因工程菌已经成为研究的热点之

一。在这方面，美国 %&’()* 公司和 +,),-.(- 公司开

展了大量的工作，他们将来自酿酒酵母中由葡萄糖

合成 甘 油 的 关 键 酶 胞 浆 "#磷 酸 甘 油 脱 氢 酶 基 因

+$%! 和 "#磷酸甘油磷酸酶基因 +$$/，以及来自大

肠杆菌的 !，"#丙二醇氧化还原酶同工酶基因 !"#%
和来自克氏肺炎杆菌中的甘油脱水酶基因 $#%0，在

& 1 ’()* 2!/（仅产少量甘油但不产 !，"#$%）中成功地

进行了表达。所获得的工程菌能以葡萄糖为底物生

产 !，"#$%，产量高达 !"3456［!7］。8949-9:9) ;［//］等则

将肺 炎 克 雷 伯 氏 菌 编 码 甘 油 歧 化 所 需 酶 的 基 因

（$#%0、$#%<），转入了产甘油的酿酒酵母中，构建了

以酵母为宿主，直接以葡萄糖为底物生产 !，"#丙二

醇的重组菌株，!，"#丙二醇产量为 =>7?456。

本实验室前期在国内首次克隆了来自大肠杆菌

的 !，"#丙二醇氧化还原酶同工酶 !"#% 基因，并将

!"#% 基因与甘油脱水酶编码基因 $#%0 进行串联，

成功构建了以甘油为底物产 !，"#丙二醇的重组大肠

杆菌［!"］。本文在此基础上，将 !"#% 基因和 $#%0 基

因分别置于来源于酵母的 "#磷酸甘油醛脱氢酶基

因（+@$）的启动子下游后进行串联，构建了重组质

粒 ’AB/!/# +,(’*-#’+@$#!"#%#’+@$#$#%0，并转入了

酿酒酵母 C"="#!@ 中。实验结果表明，甘油转化 !，

"#丙二醇的两个关键酶基因（ $#%0、!"#%）在酿酒酵

母中的异源表达，可以将酵母中积累的甘油部分转

化为 !，"#丙二醇，发酵 ?/D 后，!，"#丙二醇产量为

!>3456，并且发现 ED90、FGD% 在酿酒酵母中的表达

对酿酒 酵 母 生 物 量 基 本 没 有 影 响。全 细 胞 蛋 白

H%H#$@+I 电泳分析表明，重组菌在 J!、7"、/!、!JK%9
处出现蛋白质特征带，与文献报道的目的蛋白大小

相符。甘油脱水酶（%L@0）和 !，"#丙二醇氧化还原

酶同工酶（AML%）酶活检测结果表明，重组酿酒酵

母 %L@0 酶活力为 /7N5O4 总蛋白，AML% 酶活力为

!3N5O4 总 蛋 白，而 对 照 菌 株 检 测 不 到 %L@0 和

AML% 两种酶的酶活。以上结果表明本研究在国内

首次成功构建了直接以葡萄糖为底物发酵生产 !，"#
$% 的酿酒酵母基因工程菌。据我们所知，这也是国

内外将来源于大肠杆菌的 !"#% 基因和来源于肺炎

克雷伯氏菌的 $#%0 基因串联后在酿酒酵母表达的

第一例报道。当然，由于酿酒酵母仅属于模式微生

物，该菌株本身的产甘油能力很弱，在葡萄糖浓度为

!=P的发酵培养基中甘油产量仅为 3 Q J456。因此，

本研究尽管成功的将甘油合成 !，"#丙二醇的两个关

键酶基因转到了酿酒酵母中，但 !，"#丙二醇的产量

仍然很低，只有 !>3456。该产量与国内外所报道的

采用肺炎克雷伯氏菌或大肠杆菌工程菌等发酵生产

!，"#丙二醇的产量有较大距离，但是实现了酵母直

接利用廉价的葡萄糖为底物生产 !，"#丙二醇的设

想。为将 $#%0、!"#% 基因进一步在其他以葡萄糖

为底物高产甘油的酵母（如本研究室已经成功实现

发酵法生产甘油产业化的耐高渗透压产甘油假丝酵

母）宿主中表达，直接以葡萄糖为底物一步法高产

!，"#丙二醇奠定了基础，目前，相关研究工作正在进

行之中。
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