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（!）与（"）!羰基还原酶偶联一步法制备（"）!苯乙二醇

张荣珍，徐岩!，孙莹，耿亚维
（江南大学生物工程学院，教育部工业生物技术重点实验室，无锡 #0!0##）

摘要：【目的】通过（.）J 和（,）J羰基还原酶在大肠杆菌中偶联，实现了一步法制备（,）J苯乙二醇的生物转
化过程。【方法】将来源于近平滑假丝酵母（/$-0&0$ 1$’$12&*(2&2 22I22 P#$C$00）的（.）J 羰基还原酶基因
（ ’"’）和（,）J羰基还原酶基因（ 2"’）串联于共表达载体 8HIQ*’7IPJ0上。重组质粒 8HIQ*’7J ’"’J 2"’ 转化稀有密
码子优化型菌株 32"45’&"4&$ "(*& R:=’77+，获得酶偶联重组菌株 3 > "(*& R:=’77+ 4 8HIQ*’7J ’"’J 2"’。当重组菌体培
养至 671$$ $S1 T $SE 时，添加终浓度 0 @@:<4U -VIW，C$X诱导蛋白表达 0$ 6。【结果】.Q.JVFWH 结果表明
（.）J和（,）J羰基还原酶均明显表达，它们的相对分子质量分别为 CB YQ+和 C$ YQ+。重组菌生物转化结果表
明：在 8ZBS$的磷酸缓冲液中，添加 3 @@:<4U G;# K时，获得产物（,）J苯乙二醇，产物光学纯度为 "0SC[’> ’>，产
率为 B3S"[。【讨论】采用分子重组技术成功整合了两种氧化还原酶的催化功能，实现了（,）J 苯乙二醇的一
步法转化，为简化手性醇制备途径提供了一条崭新的思路。
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中图分类号：5E0! 文献标识码：F 文章编号：$$$0J1#$"（#$$"）$#J$#$!J$1

手性醇具有特殊的光电磁性能和生理活性，是

非常理想的液晶材料掺加剂和手性药物的重要中间

体［0 % #］。手性醇的制备方法有多种，其中氧化还原

酶立体选择性转化手性醇的方法具有环境友好、过

程高效、成本低、污染轻等强大优势，逐渐成为了国

内外手性醇制备的主要发展趋势［C］。如 Z*@@’<等
利用来源于 8$"#()$"&**92 :5;&’ 的醇脱氢酶催化立体
选择性还原苯乙酮，获得光学纯的（.）J0J苯乙醇［!］。
近几年来，随着多酶偶联技术的发展，手性醇的

生物制备技术取得了突破性的进展，产物的生物转化

效率也获得了大幅度的提高。如孙莹等将近平滑假

丝酵母（/$-0&0$ 1$’$12&*(2&2 22I22 P#$C$00）的（.）J
羰基还原酶与博伊丁假丝酵母（/$-0&0$ )(&0&-&&）的甲
酸脱氢酶偶联，实现了高底物浓度下手性醇的高效制

备，产物（.）J苯乙二醇光学纯度高达 0$$[，产率达

E3S"[［3］。Z,*;O\:;等报道由!J转氨酶、醇脱氢酶和
葡萄糖脱氢酶组成的耦联体系高效转化生产（.）J苯
乙醇［1］。来源于 / > 1$’$12&*(2&2 22I22 P#$C$00 的
（.）J羰基还原酶（R2R）和（,）J 羰基还原酶（.2R）具
有不同的生物催化功能，前者催化（.）J苯乙二醇获得
产物 #J羟基苯乙酮［B］，后者以 #J羟基苯乙酮为底物，
催化产生（,）J苯乙二醇［E］。前期研究结果表明两种
羰基还原酶的酶学性质和动力学特性表现出明显的

差异［E % "］。本研究利用基因工程方法，将来源于 / >
1$’$12&*(2&2 22I22 P#$C$00的（.）J和（,）J羰基还原
酶进行耦合，构建双酶偶联体系，两种酶的催化反应

如图 0所示。该酶偶联重组菌以高浓度的消旋苯乙
二醇为底物进行生物转化反应，实现了一步法高效制

备（,）J苯乙二醇的转化过程，为该手性醇的工业化生
产奠定了较结实的研究基础。



图 ! 两种羰基还原酶的催化反应［"］
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! 材料和方法
! #! 材料
! #! #! 菌种与质粒：如表 %所示。
! # ! # $ 主要试剂：#$% ?AB =-/0C()*7(、&D ?AB
E"#*7(、限制性内切酶、F=&G、基因组 ?AB 提取试剂

盒、均购于 &*H*8*生物有限公司，质粒提取和 ?AB
回收试剂盒购于 IJ>GB KFI:&>H。?AB J*)L() 购
于天根生化科技有限公司。引物由上海赛百盛基因

技术有限公司（<K<）合成。@:羟基苯乙酮按照 E"(7(
等［%］方法合成，其余试剂均为国产分析纯。

表 ! 菌种和质粒
&*3/( % <,)*".7 *.2 ;/*7C"27

<,)*".7 *.2 ;/*7C"27 9’*)*+,()"7,"+7 <-6)+(
<,)*".7

&$’()($ *$+$*,)-.,),
/ $ 0.-) ?MN!
/ $ 0.-) 8-7(,,*

=/*7C"27
;>&?6(,&J:%
;>&?6(,: +0+
;>&?6(,: +0+: ,0+

/ $ 0.-) 8-7(,,*O ;>&?6(,: +0+: ,0+

<-6)+( -5 +0+ *.2 ,0+ #(.(7
M-7, -5 ;>&?6(,: +0+
M-7, -5 ;>&?6(,: +0+: ,0+

BC;)，,4- ;)-C-,()7，,4- C6/,";/( +/-.".# 7",(7（J9<），ND@P 3;
%QP L3 ?AB 5)*#C(., 4",’ +0+ #(.( ". ;>&?6(,&J:%，RQD L3
PQS L3 ?AB 5)*#C(., 4",’ +0+ #(.( ". ;>&?6(,: +0+，TQ@ L3
BC;)*.2 9C)，)(+-C3".*., 7,)*". ’*)3-)".# +0+ *.2 ,0+ #(.(7

&’"7 /*3
&’"7 7,620
&’"7 7,620

A-U*#(. 9-$
&’"7 7,620
&’"7 7,620
&’"7 7,620

!BC;)"NP C#OE BC;，9C)"VD C#OE 9C$

! #$ 菌体培养
酵母培养基（ #OE）：葡萄糖 DP，酵母膏 N，

（AMD）@M=ID %V，HM@=ID T，W.<ID·TM@I PQV，A*9/
PQ%，;M TQP；EK培养基（#OE）：胰蛋白胨 %P，酵母提取
物 N，A*9/ %P，;M TQP；使用前加入氨苄青霉素（NP

"#OCE）和氯霉素（VD "#OCE）。固体培养基添加
%QNX琼脂粉。
将 & $ *$+$*,)-.,), 菌种接种于装有 NP CE酵母

培养基的 @NP CE摇瓶中，VPY、%NP )OC".振荡培养
DS ’。
! #% 基因组 &’(的提取
将培养后的 & $ *$+$*,)-.,), 于 SPPP Z #离心 @P

C".，用生理盐水洗涤 @次后进行菌体收集，用基因
组 ?AB提取试剂盒 G(.-C"+ ?AB >[,)*+,"-. J".";)(;
<07,(C（\FIG>A>公司）提取基因组。
! #) !"! 和 #"! 基因的获得
根据已经报道的 & $ *$+$*,)-.,), 的 +0+ 和 ,0+ 基

因序列（B++(77"-. A-$ ?]RTNNVD 和 ?]@^NPRT）［%% _ %@］，
利用 ?ABJBA 软件设计引物如下：898_ !：N‘:
B&9GB&9G9B&B&G&9BB&&99B&9BBG99BG&B9:V‘
（1(2F），898_ 8：N‘:&GB9&9&9GBG&GGB&&BBBBB
9BB9&9&B99&&9:V‘（34.F）；<98_ !：N‘:B&9GBB&&9

GB&GGG9GBBB&9GBB&9&&B&&G :V‘ （ /0.8F）和
<98_ 8：N‘: &GB9&G9GG99G99&B&GGB9B9G&G&B
&99B99G&9:V‘（1.5F）。采用 =98 方法进行目的片
段的扩增。=98反应采用 NP"E体系；=98反应条
件：̂NY N C".；̂DY % C".，NRY % C".，T@Y % C".，
VP个循环；T@Y %P C".。
! #* 表达载体的构建
利用 ?AB回收试剂盒纯化 =98扩增产物。利

用限制性内切酶 1(2#和 34.#对基因 +0+ 和
;>&?6(,&J:%分别进行酶切，酶切后回收的 ?AB片断
通过粘性末端连接，获得带有目的基因 +0+ 的重组
质粒 ;>&?6(,: +0+。利用限制性内切酶 /0.8 F 和
1.5F对基因 ,0+ 和 ;>&?6(,: +0+ 分别进行酶切处理，
处理后 ?AB片断通过粘性末端连接，获得带有 @个
目的基因 +0+ 和 ,0+ 的表达质粒 ;>&?6(,: +0+: ,0+。重
组质粒由上海生工生物工程技术服务有限公司进行

测序。

! #+ 酶偶联重组菌的构建和蛋白表达
将重组质粒 ;>&?6(,: +0+: ,0+ 转化感受态细胞

/ $ 0.-) 8-7(,,*（?>V）菌株，涂布双抗平板（氨苄青霉
素 NP C#OE、氯霉素 VD C#OE），从平板上挑取单菌落
接种于含同样抗性的 EK液体培养基中，当菌体培
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养的 !"!""值达到 "#! $ "#%时，加入 & ’’()*+ ,-./，
0"1诱导表达 &" 2，3435 -6/7方法检测目的蛋白
表达。

图 ! 重组质粒 "#$%&’() !"!) #"!的构建示意图
89:;< =(>?@ABC@9(> (D AEC(’F9>G>@ H)G?’9I H7.4BE@5 #$#5 %$# ;

* +, 重组菌生物转化反应
在 & ’+ "#& ’()*+ 的醋酸缓冲液（HJ K#" $

!#"），或磷酸缓冲液（HJ !#K $ L#"），或 .A9?5J=)缓冲
液 HJ（L#K $ %#"）中，加入 &"K ’’()*+ 消旋苯乙二
醇、"#& :湿菌体、加入 " $ K ’’()*+硫酸锌，混匀后
于 0"1摇床反应 M% 2；离心取上清反应液，用 < ’+
乙酸乙酯萃取；萃取液在 =29AG)CE) NO5J柱上通过手
性固定相高效液相色谱（J-+=）进行分析，根据峰面
积计算得到产物（ &）5苯乙二醇光学纯度P E; E;值
及产率。（’）5和（ &）5苯乙二醇的出峰时间分别为

&0#Q ’9>和 &!#Q ’9>。

! 结果和分析
! +* !"! 基因与 $%& 基因的钓取
以 ( ; )*#*)%+,-%+% 基因组为模板，以 R=RS 8和

R=RS R为引物，进行 -=R扩增反应，获得目的基因
#$#，经 &P琼脂糖凝胶电泳分析其大小为 &#" TF。
以 3=RS 8和 3=RS R为引物，从 ( ; )*#*)%+,-%+% 基因
组 4U6中，-=R扩增出 %$# 基因，凝胶电泳分析结果
表明该基因片段条带单一，大小约为 "#% TF。 #$# 和
%$# 基因大小均与文献报道相吻合［&&，&0］。
! +! "#$%&’() !"-) #"! 表达质粒的构建
用胶回收试剂盒对 #$# 和 %$# 的 -=R产物进行

!"< R(>:V2E> W2G>: E@ G) ; *.$/* 0+$#-1+-,-2+$* &+3+$*（<""Q）MQ（<）



纯化。对纯化后的 !"! 基因和 !"#$%&’#()*载体分别
用 #$%!和 &’(!进行酶切，酶切产物进行胶回收
后，用 #+连接酶将两者通过粘性末端进行连接。转
化大肠杆菌的感受态细胞 ) , "(*+ $-."，经酶切验
证，获得阳性质粒 !"#$%&’) !"!。
分别用 )"(/!和 #(,!对纯化后的 -"! 基因和

重组质粒 !"#$%&’) !"! 进行酶切，切胶回收目的
$01，将回收后的 -"! 基因插入到线性化的重组质粒
!"#$%&’) !"!，转化大肠杆菌的感受态细胞 ) , "(*+
$-."，利用 12!3 和 423 双重抗性素的筛选得到重

组质粒 !"#$%&’) !"!) -"!，图 5表示了该重组质粒的构
建过程。酶切验证结果表明该重组质粒中同时插入

了 !"! 和 -"! 基因片段（图 6）。测序结果表明 !"! 和
-"!序列与已报道的 . , /0!0/-+*(-+- 的（1）)和（ 2）)羰
基还原酶（7&8& 9$：$:;<..6+ 和 $:5=.>;<）基因序
列的同源性均为 *>>?。

图 ! 表达载体 "#$%&’() !"!) #"!的酶切检测图
@AB, 6 1BC3DE& B&F &F&G’3D!HD3&EAE DI !"#$%&’) !"!) -"! JA’H 3&E’3AG’AD8

&8KD8%GF&CE&,(*L $M5>>> $01 (C3N&3；*L !"#$%&’#()* ’3&C’&K JA’H

#$%!O&’(!；5 , !"#$%&’#()* ’3&C’&K JA’H )"(1!O #(,!；6,
!"#$%&’) !"! ’3&C’&K JA’H #$%!O &’(!；+, !"#$%&’) !"!) -"! ’3&C’&K
JA’H )"(1!O#(,!；(5L#$01O-A8K$ (C3N&3 ,

* +! （$）)和（%）)专一性羰基还原酶偶联重组大肠
杆菌的构建

采用化学转化的方法，将重组质粒 !"#$%&’) !"!)
-"!转化入密码子优化型菌株 ) , "(*+ /DE&’’C的感受
态细胞中。用 12!3 和 423 的双抗性平板进行筛选，

试剂盒提取质粒，经酶切和测序验证后获得阳性的

表达菌株 ) , "(*+ /DE&’’CO!"#$%&’) !"!) -"!。当菌体培
养的 34;>>值达到 >L; P >LQ 时，加入终浓度为

* 22DFOM的 9R#7，6>S下诱导培养重组菌 *> H，检测
（1）)羰基还原酶（/4/）和（ 2）)羰基还原酶（T4/）是
否同时获得表达。取重组菌全细胞与 . U样品缓冲
液混合煮沸 *> 2A8，离心取 Q%M上清进行 T$T)R17"
分析。结果显示：与 9R#7诱导前的样品相比较，) ,

"(*+ /DE&’’CO !"#$%&’) !"!) -"! 中有两条明显的蛋白表
达条带，其相对分子质量大小约为 6< N$C和 6> N$C
（图 +），与（1）)羰基还原酶（/4/）和（ 2）)羰基还原
酶（T4/）分子大小正好相吻合。说明这 5个目的酶
在大肠杆菌 /DE&’’C菌株中同时获得表达。

图 , 酶偶联体系中重组蛋白 -.-和 /.-的诱导表达
@AB, + "V!3&EEAD8 DI 3&GD2WA8C8’ !3D’&A8E DI /4/ C8K T4/ A8 C8
&8XY2&)GD%!FA8B EYE’&2, (, R3D’&A8 (C3N&3；*L ) , "(*+ /DE&’’CO
!"#$%&’) !"!) -"! CI’&3 A8K%G’AD8 JA’H * 22DFOM 9R#7；5L ) , "(*+
/DE&’’CO !"#$%&’) !"!) -"! W&ID3& A8K%G’AD8,

* +, 酶偶联重组大肠杆菌的生物转化反应
前期研究结果表明近平滑假丝酵母（ . ,

/0!0/-+*(-+-）的（1）)羰基还原酶和（ 2）)羰基还原酶
催化反应的最适 !-值不同，分别为 ;L.和 =L>［< Z Q］。
因而有必要对这两种酶的偶联体系的转化反应最适

!-值进行重新选择。在 * 2M >L* 2DFOM不同 !-的
缓冲溶液中，以 *>. 22DFOM 消旋苯乙二醇为底物，
取 >L* B湿重组菌进行全细胞生物转化试验。转化
结果如图 . 所示，当反应体系的 !-值为 .L> P <L>
时，产物的光学纯度和产率随着 !-值增加而提高；当
!-值为 <L> P =L>时，产物的光学纯度和产率随着 !-
值增加而明显减小，当 !-值为 <L>，产物的光学纯度
和产率达到最大值，分别为 Q;L;?&, &,和 ;<L+?，说
明该偶联体系转化反应的最适 !-值为 <L>。
当生物转化反应体系中添加 . 22DFOM 的硫酸

锌时，重组菌的转化能力增强，与未添加硫酸锌相比

较，产物（2）)苯乙二醇的光学纯度提高了约 .? &,
& ,，产率提高了约 =?（表 5），这表明 [85 \ 能够较好
地促进酶偶联体系的生物转化反应。与野生菌 . ,
/0!0/-+*(-+- 44#44 (5>6>** 的转化结果相比［*5］，重
组大肠杆菌的生物转化获得产物（2）)苯乙二醇的光
学纯度和产率均有提高。
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图 ! 不同 "#值对转化反应效率的影响
!"#$% &’’()*+ ,’ -"’’(.(/* 01 2345( ,/ 6",*.3/+’,.73*",/ (’’")"(/)8$

表 $ 重组菌转化结果
9364( : ;+877(*.") ),/2(.+",/ 68 .(),76"/3/* +*.3"/+

<*.3"/=043+7"- >0*")34 05."*8 =
（? ($ ($）

@"(4-
=?

A"/)
+54’3*(!

! $ "#$% B,+(**3=0&9C5(*9DEF

! $ "#$% B,+(**3=0&9C5(*E &"&E ’"&

GHI
%HJ
KLHL
MFHI

IH:
IHG
LNHG
N%HM

O
P
O
P
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% 讨论
本研究将（(）E羰基还原酶基因（ &"&）和（ )）E羰

基还原酶基因（ ’"&）串联于共表达载体 0&9C5(*9DEF
中，阳性质粒转化稀有密码子优化型的表达菌株 ! $
"#$% B,+(**3，实现了两个酶在大肠杆菌中的高效共
表达。功能验证试验表明（(）E羰基还原酶（BVB）
与（)）E羰基还原酶（<VB）在大肠杆菌中成功偶联，
或者说它们的生物催化功能获得了功能性整合。重

组菌催化 FJ% 77,4=R底物（(）E苯乙二醇时，获得产
物（)）E苯乙二醇，光学纯度和产率分别为 MFHI? ($
( $和 N%HM?。前期的研究结果表明产物（)）E苯乙二
醇的制备需要（(）E羰基还原酶（BVB）与（ )）E羰基还
原酶（<VB）的同时参与，且这两种酶在催化效率上
具有一定差异［N O K，FI］。当（(）E羰基还原酶（BVB）与
（)）E羰基还原酶（ <VB）的酶偶联体系中加入
% 77,4=R A/: P时，在相同反应条件下，产物的光学纯
度和产率比未添加 A/: P前分别提高了约 %?($ ( $和
M?，与孙莹等前期研究结果相吻合［%］。这很可能是
因为（(）E羰基还原酶（BVB）是一种中链脱氢酶，
A/: P是其催化中心所必需的金属元素［FG］，当（(）E羰

基还原酶（BVB）与（ )）E羰基还原酶（<VB）的酶偶联
体系加入一定的 A/: P时，大大加强了（(）E羰基还原
酶（BVB）催化（(）E苯乙二醇的功能，因而较好地促
进了酶偶联体系的生物催化反应，提高了转化效率。

本研究采用基因工程的方法，构建了（(）E羰基
还原酶和（)）E羰基还原酶的酶偶联体系，该体系成
功整合了两种目标酶的生物转化功能，实现了一步

法从（(）E苯乙二醇到（ )）E苯乙二醇的手性转变，大
大简化了手性醇的生物制备过程和降低了制备成

本。同时由于转化体系中添加了“功能性元素”

（A/: P）［FG］，强化了较弱的（(）E羰基还原酶的催化性
能［M］，使得该酶与（)）E羰基还原酶在功能上趋于平
衡，较好地实现了高底物浓度下手性化合物（ )）E苯
乙二醇的生物转化，为重组菌工业化生产手性醇提

供了一个新思路。
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