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芽胞杆菌(Bacillus sp． )YX-1 耐有机溶剂葡萄糖脱氢酶的基因
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摘要:【目的】从芽胞杆菌(Bacillus sp． )YX-1 基因组中克隆出一种有机溶剂耐受型的葡萄糖脱氢酶基因，实
现了该基因在大肠杆菌中的高效表达，研究了重组蛋白的酶学性质。【方法】依据芽胞杆菌属中葡萄糖脱氢
酶氨基酸序列的保守性，设计合理引物，钓取来源于 Bacillus sp． YX-1 的葡萄糖脱氢酶基因，构建诱导型表
达载体 pET28a-gdh，于大肠杆菌中进行表达。镍柱亲和层析法纯化重组蛋白，考察了重组蛋白的酶学性质。
【结果】葡萄糖脱氢酶基因全长为 786 bp，编码 261 个氨基酸。酶学研究结果表明:该酶最适反应温度为
45℃，最适 pH 值为 8. 0;具有良好的有机溶剂耐受性，于 50%的辛烷、环己烷、癸烷中室温放置1 h后，酶活仍
能保持 90%以上;具有较宽的底物谱，对多种糖均具有一定的催化活性，其中催化 D-葡萄糖的活力最高，产
生还原型辅酶因子;对辅酶 NADH 和 NADPH 具有相似的依赖性，对 NAD + 和 NADP + 的催化比活分别为
8. 37 U /mg和8. 62 U /mg。【结论】利用生物信息学成功地挖掘出 Bacillus sp． YX-1 一种耐有机溶剂的葡萄
糖脱氢酶，为氧化还原酶在有机相反应中的的辅酶再生循环提供了新型的生物催化剂。
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氧化还原酶在催化反应时具有独特的区域、立
体、化学选择性，已广泛用于制备多种手性醇类物
质［1 － 4］。几乎所有的氧化还原反应都需要辅酶
NAD(P)H 的参与，辅酶价格昂贵，稳定性差、难以
重复利用，严重限制了氧化还原酶的工业化应
用［5 － 7］。在多种辅酶再生循环策略中，酶偶联法具
有共底物价廉、反应的热力学条件容易控制、辅酶再
生效率高和循环稳定性好等优点，因而已成为应用

最为广泛的辅酶再生技术［8 － 10］。在目前最常用的
酶偶联辅酶循环系统中，葡萄糖脱氢酶是最佳的偶
联酶之一。

葡萄糖脱氢酶 (GDH;EC 1. 1. 1. 47)是短链醇
脱氢酶家族中的一员，NAD( P) + 为氢受体时，可特
异性地催化氧化 β-D-葡萄糖，生成葡萄糖酸(D-葡
萄糖酸-δ-内酯)，同时伴随着还原性辅酶 NAD(P)H
的生成。与甲酸脱氢酶(FDH)相比，葡萄糖脱氢酶
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对辅酶 NAD( P) + 的比活更高，具有更强的还原性
辅酶 NAD(P)H 的再生能力，既可以适用于 NADH

的再生，又可适用于价格更昂贵的 NADPH 的再
生［11 － 12］。如将羰基还原酶与葡萄糖脱氢酶偶联制
备( S)型 4-氯-3-羟基-丁酸乙酯，实现 NADPH 循环
利用，产物量高达 430 g /L［13］。利用醇脱氢酶和葡
萄糖脱氢酶双酶偶联反应不对称合成( S)-3，5-双三
氟甲基苯乙醇，不仅实现了还原性辅酶 NADH 的循
环，而且加快了反应的速率，产物的时空得率高达
260 g /L / d ［14］。但迄今为止很少有文献报道能够耐
受有机溶剂的葡萄糖脱氢酶的筛选，以用于有机介
质中的氧化还原反应［15 － 17］。

本研究依据芽胞杆菌属中葡萄糖脱氢酶氨基酸
的保守序列，克隆了来源于芽胞杆菌(Bacillus sp． )
YX-1 的葡萄糖脱氢酶基因，实现了其在大肠杆菌
(Escherichia coli)的高效表达。酶学性质研究表明，
该葡萄糖脱氢酶的有机溶剂耐受性较好，底物谱宽
广，对 NAD +与 NADP +具有相似的依赖性。该研究
为解决有机溶剂中的氧化还原反应辅酶限制问题奠
定了较好的基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株、质粒及引物:大肠杆菌(E． coli)DH5α
和 E． coli BL21 (DE3) 购自 Invitrogen 公司，Bacillus
sp． YX-1 菌株为实验室保藏。克隆质粒 pMD19-T、

表达质粒 pET28( a)购自 Invitrogen 公司。所需引物
均由上海生工生物工程有限公司合成(表 1)

表 1． 引物序列

Table 1． The sequences of primers
Primers Sequence (5'→3')
gdh_1 TTYGGNACNCTNGAYRTNATGTA
gdh_2 CCNATRTANCCCATNGGNATCAT
gdh_3 GAATTCCATATGTACACGGAT (NdeI)
gdh_4 ATCCTGAGCTCTTATCCGCGGC ( SacI)

Y = C or T; N = A T C or G; R = A or G; the restriction endonuclease
sites are underlined．

1. 1. 2 主要试剂和仪器:PCR 所用试剂、限制性内
切酶、T4 DNA 连接酶、低分子质量标准蛋白购于大
连宝生物有限公司;质粒提取试剂盒、PCR 产物回
收试剂盒、胶回收试剂盒购自上海生工生物工程有
限公司;细菌基因组提取试剂盒购自天根生化科技

(北京)有限公司;NAD +和 NADP +购自北京经科宏
达生物技术有限公司;酶标仪购自美国 Thermo 公
司;超声破碎仪 VCX750 购自美国 Sonic 公司;KTA
蛋白纯化仪和镍离子亲和层析柱购自美国 GE 公
司;其余试剂均为国产分析纯。
1. 2 Bacillus sp． YX-1 基因组的提取

将 Bacillus sp． YX-1 按 2% 的接种量接种于含
50 mL LB 培养基的三角瓶中，于 37℃、200 r /min的
摇床 中震 荡培 养 16 h。菌 体于 8000 × g 离 心
10 min，用生理盐水洗涤 2 次后收集细胞用于基因
组的提取。基因组的提取按照细菌基因组提取试剂
盒的操作步骤进行。
1. 3 Bacillus sp． YX-1 葡萄糖脱氢酶保守序列的
克隆

首先利用 NCBI ( http: / /www． ncbi． nlm． nih．
gov)检索到芽胞杆菌属内不同种的葡萄糖脱氢酶的
氨基酸序列，然后利用 DNAMAN 和 ESPrint 对上述
氨基酸序列进行多序列比对，得到了两段葡萄糖脱
氢 酶 氨 基 酸 的 保 守 序 列 ( FGTLDV /MI 和
MIPMGYIG)，基于氨基酸的保守序列，设计简并引
物 gdh-1 和 gdh-2(表 1)。以 Bacillus sp． YX-1 基因
组为模板，利用简并引物 gdh-1 和 gdh-2 克隆 gdh 的
保守序列。PCR 扩增条件:95℃预变性4 min;95℃
变性1 min，45℃退火1 min，72℃延伸30 s，30 个循
环;72℃延伸10 min，冷却至 12℃，结束反应，琼脂糖
凝胶电泳鉴定 PCR 产物。纯化后的 PCR 产物与
pMD19-T 载体通过 TA 互补连接，连接产物转化 E．
coli DH5α 感受态细胞，经蓝白斑筛选和菌落 PCR
验证，获得重组质粒。重组质粒送至上海生工生物
工程有限公司测序。
1. 4 Bacillus sp． YX-1 葡萄糖脱氢酶全基因的克
隆及表达载体的构建

将 PCR 获得的葡萄糖脱氢酶基因保守序列输
入 NCBI 中 检 索 发 现，该 段 序 列 与 来 源 于 B．
amyloliquefaciens DSM7 的 葡 萄 糖 脱 氢 酶 基 因
(GenBank:NC-014551. 1)的同源性最高。再次设计
引物 gdh-3 和 gdh-4，以 Bacillus sp． YX-1 基因组为
模板，采用 PCR 的方法扩增葡萄糖脱氢酶基因全
长，纯化后的 PCR 产物与 pMD19-T 载体连接，连接
产物转化 E． coli DH5α 感受态细胞，经蓝白斑筛选
和双酶切验证，获得重组质粒 T-gdh。利用限制性
内切酶 Nde I 和 Sac I 分别对 T-gdh 和 pET28a 进行
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酶切，胶回收和纯化酶切产物，在连接酶的作用下，

线性化的 pET28a 载体和葡萄糖脱氢酶基因片段于
16℃连接 12 h，连接产物转化 E． coli BL21(DE3)感
受态细胞，经 50 μg /mL 卡那霉素的 LB 平板抗性筛
选，菌落 PCR 验证，获得阳性重组菌株 E． coli
BL21 /pET28a-gdh。重组质粒送至上海生工生物工
程有限公司测序。
1. 5 重组蛋白的诱导表达

挑取阳性单菌落接种于4 mL含50 μg /mL卡那
霉素的 LB 液体培养基中，于 37℃、200 r /min振荡培
养过夜。取1 mL培养液转接于50 mL含50 μg /mL卡
那霉素的 LB 液体培养基中，于 37℃、200 r /min振荡
培养至 OD600为 0. 6 － 0. 8 时，向培养物中加至终浓
度为0. 1 mmol /L的 IPTG，于 17℃诱导培养14 h，4℃

离心收集菌体。少部分菌体用于 SDS-PAGE 电泳检
测目标蛋白的表达，另外部分菌体经生理盐水洗涤
2 次后用于目标蛋白纯化。
1. 6 重组蛋白的纯化

称取10 g湿菌体，加入适量0. 1 mol /L Tris-HC1
(pH 8. 0) 悬浮细胞，于冰浴中进行超声波细胞破碎
(工作1 s，间隔 3 s，工作时间 5 min)。4℃ 条件下
12000 × g 离心30 min收集上清液作为粗酶液。利用
镍离子亲和层析柱对粗酶液进行纯化，纯酶液超滤
脱盐后用于酶活力测定。
1. 7 酶活力的测定

根据化学反应 β-D-葡萄糖 + NADP + →
GDH

D-葡
萄糖-δ-内 酯 + NADPH，NADPH 的 生 成 会 引 起
340 nm处吸光值的升高，因此可以通过测定反应过
程中340 nm处的吸光值的变化，来衡量葡萄糖脱氢
酶的活力。酶活测定条件:总反应体积100 μL，分别
加入终浓度为0. 1 mol /L、2. 0 mmol /L、0. 1 mol /L的
Tris-HCl ( pH 8. 0)、NADP + 及 D-葡萄糖，37℃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 NADPH 的酶量定
义为一个酶活单位。

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:NADPH 在340 nm下的摩
尔消光系数［L /(mol·cm)］;0. 3:光程距离( cm)。
1. 8 最适反应温度与热稳定性

将除酶外的测定酶活混合物置于 20℃ － 75℃
下保温2 min后加入酶液，按照 1. 7 酶活测定方法快
速测定酶活力，从而确定酶的最适反应温度。为了
研究温度对酶稳定性的影响，将酶液置于 20℃ －
60℃下保温1 h后，按照 1. 7 中的酶活测定方法测定
残留酶活力，于 4℃下保温1 h作为对照。
1. 9 最适反应 pH 与 pH 稳定性

配制不同 pH 值( pH 5. 0 － 9. 0)的缓冲液和底
物葡萄糖及辅酶 NADP +溶液，按照 1. 7 酶活测定方
法，测定纯酶在不同 pH 缓冲液中的酶活力以考察
酶反应的最适 pH，以最适反应 pH 缓冲液中的酶活
力为 100%。所需不同 pH 缓冲液如下:0. 1 mol /L
的柠檬酸-柠檬酸钠钠缓冲液 ( pH 5. 0 － 6. 5 );
0. 1 mol /L的磷酸氢二钾-磷酸二氢钾缓冲液 ( pH
6. 0 － 8. 0);0. 1 mol /L的 Tris-HCl 缓冲液( pH 7. 5 －
9. 0)。将酶分别放置在不同 pH 值的缓冲液中于
4℃保存24 h，按照 1. 7 中酶活测定方法测定残留酶
活力，从而判断酶在不同 pH 值下的稳定性。
1. 10 酶对辅酶的依赖性

根据 1. 7 酶活测定方法，分别以2. 0 mmol /L的
NAD +和 NADP + 为辅酶测定纯酶的酶活性。为了
研究酶对不同辅酶的亲和力，以0. 1 mol /L的葡萄糖
为底物，分别测定不同辅酶 NAD(P) +浓度(0. 05 －
0. 1 mmol /L)下的酶活力，然后计算出酶对不同辅
酶的 Km值，K cat值及 K cat /Km值。
1. 11 酶的有机溶剂稳定性

取等量的纯酶，按照 1 ∶ 1的比例分别添加不同
有机溶剂 (异戊酸乙酯、丁酸乙酯、辛酸乙酯、仲辛
醇、异丙醇、正戊醇、正丁醇、甲基叔丁基醚、丙酮、二
甲亚砜、环己烷、辛烷、癸烷)，于 25℃、200 r /min的
摇床中震荡1 h，按照 1. 7 酶活测定方法测定剩余酶
活力，从而测定葡萄糖脱氢酶对不同有机溶剂的耐
受性，以添加等量的0. 1 mol /L Tris-HC1(pH 8. 0)作
为对照。
1. 12 底物特异性

分别以等量的糖 (D-木糖、D-果糖、D-甘露糖、
D-半乳糖、麦芽糖、蔗糖)替代葡萄糖，按照 1. 7 酶
活测定方法测定葡萄糖脱氢酶对不同底物的酶活
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力。以酶催化葡萄糖的酶活力为 100%，其他数值
与之相比即为酶对不同底物的相对活力。

2 结果

2. 1 Bacillus sp． YX-1 葡萄糖脱氢酶基因的克隆
与表达

以 Bacillus sp． YX-1 基因组为模版，利用简并
引物 gdh-1 和 gdh-2 扩增获得 gdh 基因的保守序列，
大小为 411 bp。将保守序列与 NCBI 数据库检索，
发现其与来源于 B． amyloliquefaciens DSM7 的葡萄
糖脱氢酶基因 ( GenBank: NC-014551. 1 )同源性为
90. 1%，因而根据 B． amyloliquefaciens DSM7 的葡萄
糖脱氢酶基因序列，再次设计引物 gdh-3 和 gdh-4，
PCR 扩增得到 gdh 全长基因。纯化后的 PCR 产物
与 pMD19-T 载体相连接，转化 E． coli DH5α 感受态
细胞，挑取单克隆培养后提取质粒，Nde I 和 Sac I 酶
切验证结果表明 gdh 已克隆于 pMD19-T 质粒中。
Nde I 和 Sac I 酶切的 gdh 与 pET-28a 线性化片段经
粘性末端连接，转化 E． coli BL21 (DE3)感受态细
胞，经菌液 PCR 鉴定，获得阳性重组菌株 E． coli
BL21 /pET28a-gdh。进一步的测序结果显示该基因
全长 786 bp，编码 261 个氨基酸，翻译成多肽后的相
对分子质量约为 28. 5 kDa。
2. 2 重组蛋白的诱导表达及其纯化

重 组 菌 株 E． coli BL21 /pET28a-gdh 经
0. 1 mmol /L的 IPTG 于 17℃诱导14 h后，SDS-PAGE
结果显示:与不含目的基因 gdh 的对照菌株 E． coli
BL21 / pET28a 相比较，葡萄糖脱氢酶在 E． coli BL21
中获得高效表达，分子量大小约为 30 kDa(图 1)，比
理论计算值28. 5 kDa略偏大，这很可能是重组蛋白
的 N 末端有一个 6 × Histidine 标签。重组菌经超声
破碎，高速离心获得粗酶液，粗酶液经镍离子亲和层
析纯化，SDS-PAGE 结果显示为单一条带(图 1)，大
小约30 kDa，与重组葡萄糖脱氢酶大小相同，表明经
过一步镍离子亲和层析纯化，可获得电泳纯的葡萄
糖脱氢酶，用于后续的酶学性质研究。
2. 3 酶的最适反应温度与热稳定性

温度对酶催化反应的活性具有重要的影响，一
般情况下，随着温度的升高，活化分子数增多，酶促
反应速率随之增加，然而过高的温度又会使酶失活，
进而反应速率随之降低。研究结果 (图 2 )显示，

图 1． 葡萄糖脱氢酶在大肠杆菌中的表达及纯化
Figure 1． Expression of glucose dehydrogenase (GDH) in E． coli and

its purification． Lane 1，Cell-free extracts of E． coli BL21 / pET28a-gdh

induced by 0. 1 mmol / L IPTG; lane 2，Cell-free extracts of E． coli

BL21 / pET28a; M，Protein marker; lane 3，Purified GDH by Ni-

affinity Chromatography．

GDH 的最适反应温度为 45℃，在此温度下酶的比活
达到最高的11. 19 U /mg，在温度低于 45℃时，酶活
力随着温度的升高而增大，然而当温度高于 60℃
时，酶活力急剧下降。酶的热稳定性研究结果 (图
2)表明，GDH 对温度较敏感，在低于 30℃时酶的活
力几乎不受影响，但是当温度高于 30℃时，酶的活
性迅速下降，35℃下的残余酶活仅为 57%，当温度
高于 60℃，酶的催化活性几乎完全丧失。

图 2． 温度对酶反应活性和稳定性的影响
Figure 2． Effects of temperature on the activity and stability of

glucose dehydrogenase (GDH) ．

2. 4 酶的最适反应 pH 与 pH 稳定性
酶的催化活性与环境的 pH 值有着密切的关

系，反应体系的 pH 不仅会影响酶的活性必需集团
的解离程度，还会影响酶的构型与稳定性。通常，酶
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在一定的 pH 条件下才有活性，高于或低于某一 pH
值，酶 便 会 失 活。由 图 3 可 以 看 出，GDH 在
0. 1 mol /L pH 8. 0 的 Tis-HCl 中表现出最大的催化
活性，在 pH 5. 0 － 8. 0 范围内时，酶活力随着 pH 的
增加而增加;当 pH 值从 8. 0 上升至 9. 0 时，酶活力
下降。GDH 具有较广的 pH 稳定范围，在 pH 6. 0 －
9. 0 内相对稳定，酶活保持在 60%以上。

图 3． pH 对酶反应活性(A)和稳定性(B)的影响
Figure 3． Effects of pH on the activity (A) and stability (B) of glucose

dehydrogenase(GDH) ．

2. 5 辅酶依赖性
利用双倒数作图法求得 GDH 对 2 种辅酶的 Km

值、K cat值及 K cat /Km值，如表 2 所示，该 GDH 催化底

物 NADP +和 NAD + 时，其比活分别为8. 62 U /mg和
8. 37 U /mg。动力学数据表明 GDH 对 2 种辅酶的
Km值、K cat值及 K cat /Km值相差不大。说明该酶对这 2
种辅酶的亲和力相似，表现为双辅酶依赖性，可同时
应用于还原性辅酶 NADH 和 NADPH 的再生。
2. 6 酶的有机溶剂耐受性

有机溶剂往往是通过破坏蛋白质表面的水化层
而使蛋白结构发生变化，进而导致酶蛋白失活。有机
溶剂对葡萄糖脱氢酶活力影响的结果(图 4)表明，该
酶对多种有机溶剂具有良好的耐受性。例如:纯酶液
在 50%的辛烷、环己烷、癸烷中室温放置 1 h 后，酶活
仍能保持 90%以上;在 50% 的异戊酸乙酯、辛酸乙
酯、丁酸乙酯、二辛醇、二甲亚砜中的残留酶活分别为
46. 2%、55. 3%、19. 2%、21. 5%、28. 5%。由图 4 的结
果可进一步发现，烷烃类的有机溶剂对其酶活力影响
最小，其次是酯类，而醇类最容易使酶失活。
2. 7 酶的底物特异性

以不同种类的糖为底物，分别测定了葡萄糖脱
氢酶对其它糖的相对活性，研究结果表明 GDH 具有
宽广的底物谱，对多种糖均表现出一定的催化活性
(图 5)。如以 D-木糖为底物，催化活性为酶催化葡
萄糖活力的 34. 4%，对 D-半乳糖、D-甘露糖、麦芽
糖、蔗糖的酶活分别为葡萄糖的 24. 6%、24%、
18. 9%、5. 1%，当酶催化底物果糖时，几乎检测不到
酶活。

3 讨论

基于生物信息学基础，依据酶蛋白的氨基酸序

表 2． 重组 GDH 对不同辅酶的动力学参数分析

Table 2． The kinetic analysis of the recombinant GDH for NADP + 和 NAD +

Cofactors Specific activities /(U /mg) Km /(mmol / L) Kcat /(1 / s) (Kcat /Km ) /［L /( s·mmol)］

NADP + 8. 62 ± 0. 14 0. 24 ± 0. 01 125. 23 ± 1. 5 520. 99 ± 12. 78

NAD + 8. 37 ± 0. 09 0. 27 ± 0. 01 124. 19 ± 0. 9 461. 12 ± 1. 94

列的保守性，克隆出目的酶基因已成为挖掘新型蛋
白的重要手段。本研究以芽胞杆菌属的葡萄糖脱氢
酶氨基酸的保守序列出发，从 Bacillus sp． YX-1 基
因组中克隆了一种新型的葡萄糖脱氢酶基因，并构

建了相应的重组菌株 E． coli BL21 /pET28a-gdh，实
现了葡萄糖脱氢酶在大肠杆菌中的异源表达。该酶
与已经报道的 Bacillus sp． G3 葡萄糖脱氢酶最高氨
基酸的同源性达 80. 3%，但后者没有报道其是否具
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图 4． 有机溶剂对酶活力的影响
Figure 4． Effects of organic solvents on glucose dehydrogenase ( GDH )

activity．

图 5． GDH 的底物特异性
Figure 5． The substrate specificity of glucose dehydrogenase

(GDH) ．

有耐有机溶剂的特性［18］。该葡萄糖脱氢酶的一个
优点是在多种有机溶剂中具有良好的耐受性，研究
表明有机介质中的生物催化反应拥有水相反应无法
比拟的优势［15］，而有机溶剂耐受性的生物催化酶的
筛选是实现该目标的首要环节，然而迄今为止，耐受
有机溶剂的葡萄糖脱氢酶的报道却很少［16 － 17］。该
葡萄糖脱氢酶另一个优点是具有较宽的底物谱，能
催化数种不同的糖分子，现已报道的多种葡萄糖脱
氢酶只能以 D-葡萄糖作为催化的底物［19 － 21］。不同
于其它的葡萄糖脱氢酶［16，18］，该葡萄糖脱氢酶对辅
酶 NAD +和 NADP +具有相似的依赖性，可同时实现
两种辅酶 NADH 和 NADPH 的再生循环。该研究成
功地挖掘出一新型有机溶剂稳定性的葡萄糖脱氢
酶，为氧化还原酶在有机相中的催化反应与辅酶再
生循环奠定了较坚实的基础。为了进一步提升该葡

萄糖脱氢酶在工业应用价值，后续的研究将基于定
向进化［22］和理性设计［23］技术，提高葡萄糖脱氢酶
的热稳定性。
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Gene cloning and characterization of a solvent-resistant
glucose dehydrogenase from Bacillus sp． YX-1

Botao Zhang1，2，Rongzhen Zhang1* ，Lei Wang1，Yan Xu1*
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214122，China
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Abstract:［Objective］A gene encoding solvent-resistant glucose dehydrogenase was cloned from Bacillus sp． YX-1 and
expressed in Escherichia coli． The recombinant enzyme was then characterized．［Methods］ The glucose dehydrogenase
gene was amplified from Bacillus sp． YX-1 genome according to its conserved sequences in Bacillus sp． The recombinant
enzyme was over-expressed in E． coli and purified by HisTrap HP affinity chromatography． The purified enzyme were
characterized． ［Results］ The glucose dehydrogenase gene contains an open reading frame of 786 bp encoding 261 amino
acids． The maximum activity was observed at 45℃ and pH 8. 0． The recombinant enzyme was highly resistant to several
organic solvents． More than 90% of the activity was maintained when the enzyme was incubated in 50% cyclohexane，
octane，decane at home temperature for 1 h． In addition，the enzyme displayed broad substrate spectrum and has catalytic
activity for several sugars to afford reduced coenzymes． It exhibits similar capability to regenerate either NADH or NADPH
with specific activity of 8. 37 U /mg and 8. 62 U /mg for NAD + and NADP + ．［Conclusion］ The organic solvent-tolerant
glucose dehydrogenase was explored successfully on the basis of bioinformatics analysis． The work supplied a new
biocatalyst for the cofactor-regeneration during the reaction in organic phases catalyzed by oxidoreductases．
Keywords: glucose dehydrogenase，coenzyme regeneration，organic solvent-tolerant，substrate specificity
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