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(S)-羰基还原酶 II于酿酒酵母孢子中表达与功能
梁宏博，张荣珍 * ，徐岩，周晓天，姜佳伟，李尧慧，高晓东，中西秀树
江南大学生物工程学院，江苏 无锡 214122

摘要:【目的】使近平滑假丝酵母(Candida parapsilosis CCTCC M203011)的(S)-羰基还原酶 II 表达并包埋于
酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae AN120)孢子中，实现了重组酶高效催化生产(S)-苯基乙二醇的转化过程。
【方法】采用 PCＲ 扩增技术，从近平滑假丝酵母基因组中克隆( S)-羰基还原酶 II 基因，于酿酒酵母 AN120
中表达，以醋酸钾为唯一碳源诱导培养产生孢子，包埋( S)-羰基还原酶 II。以该孢子为生物催化剂，2-羟基
苯乙酮为底物进行生物转化反应，经 HPLC 分析，计算产物的光学纯度和得率。考察了孢子催化转化反应的
最适温度和 pH 值，温度和 pH 稳定性以及多批次使用性能。【结果】在最适反应温度 40 ℃和 pH6. 0 条件
下，10% (W /V)子囊孢子催化 6 g /L 2-羟基苯乙酮，产物(S)-苯基乙二醇的光学纯度和得率均高达 99%以
上。与重组大肠杆菌相比较，重组孢子合成(S)-苯基乙二醇的得率由 89. 7%提高到 99. 0%，反应时间由 48
h 缩短为 4 h;连续使用 10 批次后，其催化产物的光学纯度几乎不变，得率保持在 85%以上。【结论】该研究
首次实现了氧化还原酶在酵母孢子内的异源表达，为手性化合物的高效制备奠定了坚实的研究基础。
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羰基还原酶来源广泛，从低等生物至高等动植
物中均有分布［1 － 3］，是一种具有高度化学、区域和立
体选择性的生物催化剂，常用于催化合成不同种类
的手性化合物［4 － 5］。这些手性化合物是制备具有光
学活性的医药、农药和功能材料等不可缺少的中间
体［6 － 8］。如 来 源 于 近 平 滑 假 丝 酵 母 ( Candida
parapsilosis CCTCC M203011 ) 的 ( S )-羰基还原酶
II［9］能催化 2-羟基苯乙酮，生成产物( S)-苯基乙二
醇，该化合物是液晶材料中不可缺少的手性添加
剂［15］。随着基因工程技术的发展，研究者往往通过
异源表达的方法获得重组体系，用于手性化合物的

催化合成，提高生物转化的效率。如耿亚维等［9］在
大肠杆菌构建的重组( S)-羰基还原酶 II，在最适条
件(35 ℃和 pH5. 5)下，催化 6 g /L 2-羟基苯乙酮，获
得产物(S)-苯基乙二醇，产物的光学纯度和产率高
达 99. 1% e． e．和 89. 7%。

大肠杆菌作为表达系统存在一些致命的弱点，
如菌种安全性和蛋白翻译后无法修饰等，限制了其
工业应用的潜力［4］。与大肠杆菌相比，酿酒酵母以
其安全、有利蛋白表达调控等优势逐渐成为最具潜
力的基因表达宿主［10 － 11］。酿酒酵母细胞在营养匮
乏时产生孢子，形成具有 4 层网状膜结构的子囊孢
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子，可以抵御外界不良环境［12］。同时子囊孢子的网
状结构只允许小分子物质进出子囊孢子，而外源大
分子被拦截在孢子外，为孢子内酶提供一个相对独
立，几乎无外酶干扰的催化反应内环境。因而酵母
孢子是一种极具潜力的酶固定化载体。如施礼兵
等［16］成功利用酵母孢子固定化技术包埋了 α-半乳
糖苷酶，当重组孢子在较高温度下(40 － 45 ℃ )不仅
较好地提高了酶活，且显著提升了酶对 pH 的耐受
性。

在前期研究基础上［9］，本研究将( S)-羰基还原
酶 II 基因 scrII 克隆到酿酒酵母中，通过限制培养条
件，诱导酿酒酵母产生子囊孢子，将 scrII 酶系包埋
在孢子内。研究结果表明重组型孢子具有非常好的
催化性能和稳定性。与重组大肠杆菌和酵母细胞体

系相比较，在催化相同浓度底物 2-羟基苯乙酮
(6 g /L)，催化产物( S)-苯基乙二醇的光学纯度和
得率均高达 99. 0%以上，反应时间由原来的 48 h 缩
短为 4 h;反应的温度和 pH 范围也大幅度拓宽;该
孢子反复使用 10 个批次后，产物的光学纯度几乎不
变，得率能够维持在 85%以上。这种新型异源蛋白
表达与酶固定化策略为手性化合物的工业化制备奠
定了坚实的研究基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株与质粒:表 1 为本研究中使用的菌株和
质粒。

表 1． 实验菌株和质粒
Table 1． Strains and plasmids

Strains and Plasmids Characteristics Sources
Strains
Candida parapsilosis Source of scrII gene This lab
Escherichia coli JM109 Host of T-scrII This study

Saccharomyces cerevisiae AN120
Host of pＲS424-TEFpr-scrII，MATα /MATa AＲG4 / arg4-NspI his3ΔSK /his3ΔSK ho:: LYS2 /
ho::LYS2 leu2 / leu2 lys2 / lys2 ＲME1 / rme1::LEU2 trp1::hisG / trp1::hisG ura3 / ura3

This study

Plasmids
pMD19-T 1 Ampr，2692 bp TaKaＲa
T-scrII 0. 84 kb DNA fragment with scrII gene in pMD19-T，4. 1 kb This study
pＲS424-TEF 1 Ampr，5800 bp This lab
pＲS424-TEFpr-scrII 0. 84 kb DNA fragment with scrII gene in pＲS424-TEFpr，6. 4 kb This study

1 Ampr≤100 mg /L．

1. 1. 2 主要试剂:PCＲ 所用试剂、T4 DNA Ligase、
限制性内切酶 Xho I 和 Pst I 购于大连(宝)生物有
限公司，质粒提取试剂盒购于 Omega Bio-Tek，PCＲ
产物 纯 化 试 剂 盒 及 胶 回 收 试 剂 盒 购 于 Bioer
Technology Co． Ltd．，2-羟基苯乙酮购于 TCI(上海)

化成工业发展有限公司，辅酶 NADPH 购于北京索
莱宝科技有限公司，引物由生工生物工程(上海)股
份有限公司合成。其余试剂均为国产分析纯。
1. 1. 3 培养基:(1)酵母培养基(YPD，g /L):葡萄
糖 20，酵母膏 10，蛋白胨 20，pH7. 0;(2) LB 液培养
基( g /L):蛋白胨 10，酵母膏 5，蛋白胨 10，pH7. 2;
LB 固体培养基:在液体培养基的基础上加琼脂粉
20 g /L;LB 液体和固体培养基使用前加入氨苄青霉
素至终浓度 100 mg /L;(3) SD-Trp 筛选平板( g /L):
氨基酸干粉混合物 10，葡萄糖 20，YNB 20，琼脂粉
20;(4)YPACE 液培养基( g /L):醋酸钾 20，酵母膏

10，蛋白胨 20;产孢液体培养基:醋酸钾 20 g /L。
1. 2 基因组 DNA 和质粒的提取

C． parapsilosis 基因组提取参考王海燕等［13］报
道的方法。质粒提取依照试剂盒说明书的方法操
作。
1. 3 克隆 scrII 基因

以 scrII 序列为模板，通过 DNAMAN 软件设计
引物 如 下 (下 划 线 为 酶 切 位 点 ): SCＲ _ F: 5'-
TGCACTGCAGATGCACCACCACCACCACCACGGCG
AAATCGAATCTTATTGCA-3' ( Pst I ); SCＲ _ Ｒ: 5'-
CCGCTCGAGCTATGGACAAGTGT-3' (Xho I)。以近
平滑假丝酵母基因组为模板，PCＲ 扩增 scrII，条件
为:98 ℃ 1 min;98 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，
30 次循环;72 ℃ 10 min。PCＲ 产物经胶回收纯化
后，与 pMD19-T 在 16 ℃下连接 5 h，连接产物转化
大肠杆菌(Escherichia coli) JM109 感受态细胞，涂布
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氨苄青霉素抗性平板进行筛选阳性克隆，提取质粒
获得重组质粒T-scrII。
1. 4 表达载体的构建

使用限制性内切酶 Xho I 和 Pst I 分别对载体
pＲS424-TEFpr 和质粒 T-scrII 做双酶切处理，酶切产
物分别进行胶回收，将酶切回收后的基因和线性载
体于 16 ℃下连接过夜，连接产物转化感受态细胞
E． coli JM109，涂布氨苄青霉素抗性平板培养，挑取
单菌 落 于 LB 液 体 培 养 基 中 培 养 ( 37 ℃，
200 r /min)，提取质粒进行双酶切验证后送至上海
生工进行 DNA 测序，得到阳性克隆 E． coli JM109 /
pＲS424-TEFpr-scrII 并保藏菌株。
1. 5 重组质粒转化酵母细胞和产生孢子

提取重组质粒 pＲS424-TEFpr-scrII 待用，于
YPD 液 体 培 养 基 中 培 养 酵 母 AN120 ( 30 ℃，
200 r /min)至 OD600 = 1. 0，离心收集菌体转移至无
菌的 1. 5 mL 离心管中，用 ddH2O 洗涤 2 次。使用
100 μL缓冲液(2 mol /L LiAc 10 μL，1 mol /L DTT 10
μL，50% PEG 80 μL)悬浮菌体，加入 1. 5 μL 重组
质粒 pＲS424-TEFpr-scrII，45 ℃温浴 30 min 后涂布
SD-Trp 平板，待长出单菌落后挑取单菌落用 YPD 液
体培养基培养。

YPD 液体培养基培养至 OD600 = 1. 0 时，以 1%
接种量转接至 1 L 的 YPACE 液体培养基中，于
30 ℃，200 r /min 培养 24 h。无菌离心菌体，去除培
养基后用产孢培养基重悬菌体，继续培养 2 － 3 d，镜
检产孢程度。离心收集菌体后用少量 PBS 缓冲液
(pH6. 0)重悬菌体，在 37 ℃用裂解酶 Lyticase 处理
菌体，再用超声细胞破碎仪破碎菌体，显微镜镜检至
90%以上孢子处于游离状态即可。离心收集孢子并
用缓冲液洗涤 2 次之后用于生物转化。
1. 6 不对称还原反应及其产物检测

在 1 mL 磷酸钠缓冲液( pH5. 5)中，加入 6 mg
的 2-羟基苯乙酮和等摩尔量的辅酶 NADPH，0. 1 g
(10%，W /V) 的孢子，于 35 ℃，200 r /min 下反应
5 h。离心取上清并用 2 倍体积乙酸乙酯萃取，吸
取上层清液过有机滤膜后装入样品瓶中。样品经
HPLC 分析，依据标准曲线及峰面积计算产物的光
学纯度和产率［14］。同时，用相同方法培育未转入
重组质粒的酿酒酵母 AN120，所得野生型孢子采
用同样方法配制反应体系进行生物转化，作为负
对照组。

1. 7 重组孢子的最适反应温度与温度稳定性
如 1. 6 中所述配制反应体系，在不同温度(20 －

80 ℃ )下进行生物转化，反应结束后同 1. 6 所述处
理样品进行检测。

分别在 1 mL 缓冲液( pH6. 0)中加入 0. 1 g 孢
子，置于不同温度(20 － 80 ℃ )下保温 1 h，离心弃上
清后，同 1. 6 所述配制反应体系，在 20 ℃，pH6. 0 条
件下进行生物转化反应。
1. 8 重组孢子的最适反应 pH 与 pH 稳定性

如 1. 6 所述反应体系，反应温度为 40 ℃，在不
同 pH 缓冲液(pH5. 0 － 9. 0)中进行生物转化，反应
结束后，同 1. 6 所述处理样品进行检测。

分别在不同 pH 缓冲液 ( pH5. 0 － 9. 0) 中加入
0. 1 g 孢子，置于 4 ℃环境下 24 h，离心弃上清后，同
1. 6 所述配制反应体系，在 20 ℃，pH6. 0 条件下进
行生物转化反应。
1. 9 重组孢子的多批次性能

如 1. 6 所述配制反应体系( pH6. 0)，于 30 ℃、
200 r /min 下反应 4 h 后同 1. 6 所述处理样品并进行
检测。离心得到的沉淀用 ddH2O 洗涤 2 次重复上
一步，重复 10 次。

2 结果

2. 1 重组质粒构建及孢子培育
以近平滑假丝酵母基因组为模板，SCＲ _F 和

SCＲ_Ｒ 为引物，通过 PCＲ 扩增 scrII，产物经胶回收
纯化后与 pMD19-T 连接，构建 T-scrII。将 T-scrII 和
pＲS424-TEFpr 分别进行双酶切处理，胶回收后于
16 ℃连接，连接产物经过 PCＲ 与双酶切验证，获得
重组质粒 pＲS424-TEFpr-scrII。重组质粒经上海生
工测序，基因测定序列与目的基因 scrII 序列的同源
性为 100%。

重组质粒转入酵母 AN120 后，培养重组酵母菌
至 OD600 = 1. 0 时，以 2% KAc 重悬菌体，继续培养
2 － 3 d，镜检产孢程度。显微镜镜检结果表明酵母
孢子培育成功(图 1)。
2. 2 重组孢子的不对称转化功能验证

以 10% (W /V)的重组孢子为催化剂，6 g /L 的
2-羟基苯乙酮为底物，添加等摩尔量的 NADPH，在
35 ℃、pH5. 5 的条件下进行反应，每隔 1 h 取样分
析。结果显示(图 2)，重组孢子催化转化底物 2-羟
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图 1． 子囊孢子照片(1000 × )
Figure 1． Microscopy images of ascospore (1000 × ) ．

基苯乙酮产生( S)-苯基乙二醇。在反应的起始阶
段，随着反应时间的增加，产物( S)-苯基乙二醇的
产率逐步提高，5 h 后趋于平衡。此时，产物的光学
纯度和得率分别为 98. 7% e． e． 和 91. 2%。而野生
型孢子对底物 2-羟基苯乙酮几乎没有催化活性，表
明目标酶于酿酒酵母孢子中成功表达。

图 2． 重组孢子不对称转化反应过程曲线
Figure 2． Asymmetric bioreduction of 2-hydroxyacetophenone by

recombinant spores． ＲY: Yield of ( S)-1-phenyl-1，2-ethanediol by

recombinant spores; ＲO: Optical purity of ( S )-1-phenyl-1，2-

ethanediol by recombinant spores; WY: Yield of ( S)-1-phenyl-1，2-

ethanediol by wild type spores; WO: Optical purity of ( S)-1-phenyl-

1，2-ethanediol by wild type spores．

2. 3 温度对重组孢子催化转化反应的影响
生物转化结果表明，产物( S)-苯基乙二醇的光

学纯度和得率与温度相关。当温度从 20 ℃上升到
40 ℃时，产物的得率逐渐增加，当温度超过 40 ℃，

产物的得率开始下降。在最适温度 40 ℃条件下，产
物的光学纯度和产率达到 99. 1% e． e． 和 96. 6%
(图 3)。
2. 4 pH 值对重组孢子催化转化反应的影响

采用最适反应温度(40 ℃ )进行生物转化反应
5 h 后，HPLC 分析产物(S)-苯基乙二醇的光学纯度

和得率，研究发现当 pH 为 6. 0 时，产物( S)-苯基乙
二醇的光学纯度和得率达到最大值，分别为 99. 3%
e． e．和 99. 0%。定时取样检测结果表明反应时间
由 5 h 缩短为 4 h(图 4)。

图 3． 温度对重组孢子生物转化反应的影响
Figure 3． Effects of temperature on biotransformation by

recombinant spores． ＲY: Yield of ( S )-1-phenyl-1，2-

ethanediol by recombinant spores; ＲO: Optical purity of ( S)-

1-phenyl-1，2-ethanediol by recombinant spores．

图 4． pH 对重组孢子生物转化反应的影响
Figure 4． Effects of pH on biotransformation by recombinant

spores． ＲY: Yield of ( S )-1-phenyl-1，2-ethanediol by

recombinant spores; ＲO: Optical purity of ( S)-1-phenyl-1，2-

ethanediol by recombinant spores．

2. 5 重组孢子转化反应的温度和 pH 稳定性
当生物转化 4 h 后，经 HPLC 分析产物( S)-苯

基乙二醇的光学纯度和得率。结果显示，当重组孢
子在 40 ℃条件下保温 1 h 后，转化生成产物( S)-苯
基乙二醇的光学纯度几乎不变，得率约为 90. 0%。
50 ℃条件下保温 1 h 后，产物的得率高于 60. 0%
(图 5-A)。表明重组孢子对温度具有较好的耐受
性。重组孢子在极端条件下 ( pH5. 0 或 pH9. 0) 放
置 24 h 后再进行不对称转化，产物( S)-苯基乙二醇
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的光学纯度维持在 99%以上，得率为 86%左右(图
5-B)。

图 5． 重组孢子转化反应的温度(A)和 pH(B)稳定性
Figure 5． The stability of recombinant spores at different temperatures

(A) and pH values (B) ． ＲY: Yield of ( S)-1-phenyl-1，2-ethanediol

by recombinant spores; ＲO: Optical purity of ( S )-1-phenyl-1，2-

ethanediol by recombinant spores．

2. 6 多批次使用性能
由 2. 5 中温度稳定性结果得知，重组孢子长时

间暴露于 40 ℃环境下重组孢子活性稍有下降，因此
批次实验中采用催化性能更稳定的 30 ℃作为反应
温度。以 10% (W /V)的重组孢子为催化剂，6 g /L
的 2-羟基苯乙酮为底物，添加等摩尔量的 NADPH，
在 30 ℃、pH6. 0 条件下反应 4 h。HPLC 分析产物
(S)-苯基乙二醇的光学纯度和得率。沉淀用 ddH2O
洗涤 2 次后重复上面的步骤。重复使用 10 次后，结
果(图 6)表明，孢子催化转化产物( S)-苯基乙二醇
的光学纯度为 99. 1%，产物的得率为 85. 1%。

3 讨论

前期研究结果表明重组大肠杆菌( S)-羰基还
原酶 II 能不对称转化 2-羟基苯乙酮，产生产物( S)-
苯基乙二醇［9］。但生物转化产物的得率低于 90%，

图 6． 重组孢子多批次转化反应性能
Figure 6． Biotransformation performance of recombinant

sporesin multi-batches． ＲY: Yield of ( S )-1-phenyl-1，2-

ethanediol by recombinant spores; ＲO: Optical purity of ( S)-

1-phenyl-1，2-ethanediol by recombinant spores．

且重组菌对外界环境耐受性较差，难以实现多批次
转化反应。酿酒酵母子囊孢子是一种无毒无害、具
有天然抗逆性的休眠体，孢子膜为网状结构，能保证
小分子物质传质的情况下将大分子物质拦截在孢子
外，避免外源大分子对孢子内环境造成干扰，是一种
非常理想的固定化酶载体。

本研究采用新型蛋白表达与固定化方法，以酿
酒酵母为宿主表达( S)-羰基还原酶 II，通过加入醋
酸钾作为唯一的能源物质进行酿酒酵母培养，诱导
细胞产生孢子，将目标酶包埋于孢子内，形成重组孢
子。研究结果表明以 10% (W /V)的重组孢子为生
物催化剂，催化 6 g /L 2-羟基苯乙酮，在最适反应条
件(40 ℃，pH6. 0)下转化产物( S)-苯基乙二醇的光
学纯度和得率均高达 99% 以上。与前期在大肠杆
菌中表达时相比，最适温度和 pH 均有不同程度改
变，这是由于目标酶在酵母中表达时蛋白折叠发生
了变化导致。相比重组大肠杆菌体系，重组孢子催
化产物 ( S)-苯基乙二醇的得率由 89. 7% 提高至
99. 0%，反应时间由原来的 48 h 缩短为 4 h;重组孢
子在 50 ℃环境下催化生成(S)-苯基乙二醇，产物的
光学纯度几乎不变，得率仍维持在 85% 以上。在
pH5. 0 或 pH9. 0 条件下放置 24 h 后进行生物转化
反应，其转化产物( S)-苯基乙二醇的光学纯度维持
在 99%以上，得率仍高达 85%以上;表明重组孢子
的转化反应具有很好的温度和 pH 耐受性。同时重
组孢子具有很好的批次使用性能，反复使用 10 个批
次后，其催化转化产物( S)-苯基乙二醇的光学纯度
高于 99%，得率仍高达 85. 2%。(S)-羰基还原酶 II
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在孢子中的异源表达技术的开发为高效制备手性化
合物提供了成功可靠的生物材料。重组酵母孢子固
定化酶技术的发展，为手性化合物的高效制备奠定
了坚实的基础。由于( S)-羰基还原酶 II 属于氧化
还原酶，在催化手性转化反应的过程中，需要添加辅
酶 NADPH，因此后期研究中可通过构建偶联体系，
实现辅酶 NADPH 原位再生，进一步降低手性化合
物的制备成本，提高生物转化效率。
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Expression and functions of (S)-carbonyl reductase II in
Saccharomyces cerevisiaes pores

Hongbo Liang，Ｒongzhen Zhang* ，Yan Xu，Xiaotian Zhou，Jiawei Jiang，Yaohui Li，
Xiaodong Gao，Nakanishi Hideki
School of Bioengineering，Jiangnan University，Wuxi 214122，Jiangsu Province，China

Abstract:［Objective］ To realize efficient biotransformation of ( S )-1-phenyl-1，2-ethanediol by recombinant ( S )-
carbonyl reductase II，we expressed (S)-carbonyl reductase II from Candida parapsilosis CCTCC M203011 and embedded
it in the spores of Saccharomyces cerevisiae AN120． ［Methods］( S)-carbonyl reductase II gene was cloned from C．
parapsilosis genome and expressed in S． cerevisiae AN120 by PCＲ amplification． When cultured with potassium acetate as
the sole carbon source，the yeast spores were produced，and embedded the recombinant (S)-carbonyl reductase II． Using
10% W /V spores as biocatalysts，6 g /L 2-hydroxyacetophenone as substrate，the biotransformation was carried out and
the optical purity and yield of products were analyzed by HPLC． During the biotransformation of 2-hydroxyacetophenone to
(S)-1-phenyl-1，2-ethanediol，the optimal temperature and pH，stability and reusability of the recombinant spores were
determined． ［Ｒesults］ The recombinant yeast spores showed excellent performance to give ( S )-1-phenyl-1，2-
ethanediolwith a high optical purity of 99. 3% and a high yield of 99. 0% at the optimal temperature(40 ℃ ) and pH
(6. 0) ． Compared with the recombinant Escherichia coli，the spores improved the yield of ( S)-1-phenyl-1，2-ethanediol
from 89. 7% to 99. 0%，and shortened the biotransformation duration from 48 h to 4 h． After being reused for 10 times，
the recombinant spores biotransformed(S)-1-phenyl-1，2-ethanediol with a stable optical purity of about 99% and a yield
over 85% ． ［Conclusion］ The heterologous expression of oxidoreductases was first realized in yeast spores，which laid a
solid foundation for efficient preparation of chiralcompounds．
Keywords: ( S)-carbonyl reductase II，Saccharomyces cerevisiae spore，protein expression，asymmetric transformation，
(S)-1-phenyl-1，2-ethanediol
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