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摘  要 : 木酮糖是生物体内的代谢中间产物，是多种稀有糖合成的前体物质，因其独特的生物活性在膳食、保健、

医药等领域发挥着重要作用。本研究旨在从最基本有机原料之一的甲醛出发，利用生物酶法催化甲醛合成木酮糖。

通过来源于恶臭假单胞菌 Pseudomonas putida 的苯甲酸脱羧酶 (Benzoylformate decarboxylase) 突变体 BFD-M3

催化甲醛聚合生成羟基乙醛和 1,3-二羟基丙酮 (DHA)。通过来源于大肠杆菌的转醛醇酶 (Transaldolase)突变体

TalB-F178Y 进一步催化羟基乙醛和 DHA 聚合生成木酮糖，最终实现甲醛到木酮糖的酶法转化，转化率为 0.4%。

此外，经过优化甲醛底物浓度，木酮糖转化率达到 4.6%，比优化前提高了 11.5 倍。为了进一步提高木酮糖的转

化率，采用 Scaffold 多酶组装技术固定 BFD-M3、TalB-F178Y 蛋白，使木酮糖转化率达到 14.02%，较未用 Scaffold

技术前提高 3 倍，为生物法合成稀有糖提供了一种新方案。 
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Abstract:  Xylulose as a metabolic intermediate is the precursor of rare sugars, and its unique pattern of biological 

activity plays an important role in the fields of food, health, medicine and so on. The aim of this study was to design a new 

pathway for xylulose synthesis from formaldehyde, which is one of the most simple and basic organic substrate. The 

pathway was comprised of 3 steps: (1) formaldehyde was converted to glycolaldehyde by benzoylformate decarboxylase 

mutant BFD-M3 (from Pseudomonas putida); (2) formaldehyde and glycolaldehyde were converted to dihydroxyacetone 

by BFD-M3 as well; (3) glycolaldehyde and dihydroxyacetone were converted to xylulose by transaldolase mutant 
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TalB-F178Y (from Escherichia coli). By adding formaldehyde (5 g/L), BFD-M3 and TalB-F178Y in one pot, xylulose was 

produced at a conversion rate of 0.4%. Through optimizing the concentration of formaldehyde, the conversion rate of 

xylulose was increased to 4.6% (20 g/L formaldehyde), which is 11.5 folds higher than the initial value. In order to further 

improve the xylulose conversion rate, we employed Scaffold Self-Assembly technique to co-immobilize BFD-M3 and 

TalB-F178Y. Finally, the xylulose conversion rate reached 14.02%. This study provides a new scheme for the biosynthesis 

of rare sugars. 

Keywords:  xylulose, formaldehyde, enzymatic catalysis, Scaffold Self-Assembly technique 

木酮糖 (Xylulose) 是一种戊酮糖，在自然界

中存在但含量极少，属于稀有糖。木酮糖存在 L、

D两种构型且在生物体内可以相互转换[1-3]，涉及

到多种生物学、生理学功能。例如，木酮糖是合

成多种稀有糖的前体物质[4-6]，是实现稀有糖转化

的重要桥梁；在医学上，木酮糖能抑制肠道蔗糖

酶和麦芽糖酶活性从而抑制餐后血糖升高，成为

降血糖食品的理想活性成分[7]；木酮糖还可以与

ATP 反应生成 D-木酮糖-5-磷酸进入磷酸戊糖途

径，参与细胞中心代谢途径[8-9]。 

目前木酮糖的合成主要通过化学法和生物法

转化糖醇来实现。其中化学法合成木酮糖是利用

山梨糖醇作为原料，通过多步催化氧化完成。由

于化学法生产工艺复杂且副产物多，木酮糖得率

低，因而不利于规模化生产[10]。生物法主要通过

木酮糖还原酶 (EC 1.1.1.10或 EC 1.1.1.9) 转化木

糖醇生产 L-木酮糖或 D-木酮糖[11-13]，其具有反应

条件温和、生产步骤简单、产品纯度高等特点，

但生产成本较大。因此，以廉价的原料通过生物

转化法生产木酮糖已成为生物工程重要研究方向

之一。 

一碳 (C1) 化合物包括无机 CO2和 CO，有机

甲醇、甲醛等，具有来源广泛、价格低廉等特点[14]，

在工业生物技术中具有广泛的应用前景[15-17]。其中

甲醛是其他一碳化合物转化为生物利用的中间物

质[18]。华盛顿大学 David Baker 教授构建了一条

以 CO2为原料途经甲醛合成羟基乙醛以及 1,3-二

羟基丙酮 (DHA) 的代谢通路，为以甲醛为原料

合成大宗化学品提出了一个良好的开端 [19]。同

时，笔者实验室也在从事以甲醛为原料形成羟基

乙醛的相关课题。自然界中不存在催化甲醛合成

羟基乙醛或 DHA 的酶，实验室通过对来源于恶

臭假单胞菌 Pseudomonas putida的苯甲酸脱羧酶 

(Benzoylformate decarboxylase，BFD) 进行定点

饱和突变，最终筛选获得了一个可以高效聚合

甲醛分子产生羟基乙醛和 DHA化合物的突变体

BFD-W86R-N87T-L109G-L110E-A460M (BFD- 

M3)[20]。此外，相关研究显示来源于大肠杆菌的

转酮酶 (Transaldolase，TalB) 突变体 TalB-F178Y

能够催化非磷酸化底物 DHA 作为反应供体进行

醛缩反应，如催化 DHA 与甘油醛、羟基乙醛等

缩合合成果糖和木酮糖等[21]。 

本研究从甲醛出发，设计了一条酶法催化甲

醛合成木酮糖的生物途径，利用 BFD-M3 和

TalB-F178Y一锅酶法直接催化甲醛合成木酮糖，

并对复合酶反应体系进行优化。以甲醛为原料合

成木酮糖，为稀有糖生产技术发展提供了新思路，

同时为一碳资源的利用奠定一定的理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株与质粒 

本研究所用菌株及质粒见表 1。 

1.1.2  实验试剂 

酵母粉和胰蛋白胨购自英国 Oxoid 公司；

NaCl、硫酸卡那霉素 (Kanamycin，Kan+)、氨苄

青霉素 (Ampicillin，Ampr)、异丙基-β-D-硫代半

乳糖苷 (IPTG)、羟基乙醛、DHA 购自北京索莱 
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表 1  本文所用的菌株及质粒 

Table 1  Plasmids and strains used in this work 
Stains and Plasmids Characteristics Source 

Stains   

DH5α δ80lacZΔM15 TransGen 

BL21 (DE3)  F-opmThsdSB (rB-mB-) gal dcm (DE3)  TransGen 

Plasmids   

pET28a -talB-F178Y pET28a based vector, containing TalB-F178Y, Kan+ Lab collection

pET28a-bfd-M3 pET28a based vector, containing BFD-M3, Kan+ Lab collection

pET20b-tim-ctdoc[22] pET20b based vector, containing TIM module (TTC0581) from T. 
thermophiles and the dockerin module from C. thermocellum, Ampr 

Gifted by You 
C 

pET20b-ald-ccsdoc[22] pET20b based vector, containing ALD module (TM0273) from T. 
maritime and the dockerin module from C. cellulovorans, Ampr 

Gifted by You 
C 

pET20b-cbm3-scaf[22] pET20b based vector, containing a CBM3 module from C. thermocellum 
CipA and three different cohesins from C. thermocellum, C. cellulovorans 
and R. flavefaciens, Ampr 

 
Gifted by You 
C 

pET28a-bfd-M3-ctdoc pET28a based vector, containing BFD-M3 and the dockerin module from 
C. cellulovorans, Kan+ 

This study 

pET28a-talB-F178Y-ccsdoc pET28a based vector, containing TalB-F178Y and he dockerin module 
from C. thermocellum, Kan+ 

This study 

pET20b-cbm-scaf pET20b based vector，containing a CBM3 module from C. thermocellum 

CipA and cohesin from C. thermocellum, cohesin from C. cellulovorans, 
Ampr 

This study 

 

 

宝科技有限公司；纤维素 (RAC)、D-木酮糖购自

上海源叶生物科技有限公司。 

LB培养基：酵母粉 5 g/L，胰蛋白胨 10 g/L，

NaCl 10 g/L，用于质粒的构建、扩增、种子液的

培养。发酵培养基 (2YT)：胰蛋白胨 16 g/L，酵

母粉 10 g/L，NaCl 5 g/L，用于蛋白质的过表达。  

蛋白缓冲液 A：50 mmol/L K3PO4，5 mmol/L 

MgSO4，0.5 mmol/L TPP，pH 7.4。 

蛋白缓冲液 B：50 mmol/L K3PO4，5 mmol/L 

MgSO4，0.5 mmol/L TPP，1 mol/L咪唑，pH 7.4。 

1.2  方法 

1.2.1  酶表达纯化 

pET28a-bfd-M3 和 pET28a-talB-F178Y 质粒

为本实验室保存。分别将库存质粒 pET28a-bfd-M3

和 pET28a-talB-F178Y 转入 BL21 (DE3) 感受态

细胞，挑取单克隆接种于含 5 mL LB液体培养基

的小试管中，37 ℃、220 r/min过夜培养，作为种

子液。将种子液按 1% (V/V) 接种量转入 800 mL 

2YT液体培养基中，37 ℃、220 r/min摇床培养至

OD600为 0.6–0.8。加入 IPTG至终浓度 0.5 mmol/L，

16 ℃诱导表达 16–18 h。5 000 r/min离心 10 min

后弃上清，30 mL蛋白缓冲液 A重悬菌体。 

重悬细胞液利用高压低温匀质破碎仪破碎， 

(1 200 bar，3次)。15 000 r/min、4 ℃离心 50 min

去除细胞碎片。取上清液采用镍亲和层析方法纯化

目的蛋白，不同咪唑浓度洗脱的样品用 10% 

SDS-PAGE检测。将收集到的电泳均一性较好的目

的蛋白用 15 mL Amicon超滤管 (10 kDa，Millipore

公司) 离心浓缩 (4 ℃、3 600 r/min)，30 mL蛋白

缓冲液 A换液确保除去蛋白中的咪唑，得到纯化

蛋白。采用 Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo 

Fisher Scientific) 测定蛋白浓度，纯化蛋白于



 
 

崔博 等/酶法催化甲醛合成木酮糖 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1131

–80 ℃保存备用。 

在上述培养和转化过程中，视菌株所带质粒

情况添加相应的抗生素。硫酸卡那霉素和氨苄青

霉素的工作浓度为 100 μg/mL。 

1.2.2  酶催化反应 

一锅酶法催化甲醛合成木酮糖。样品 (200 μL)：

1 mg/mL BFD-M3，1 mg/mL TalB-F178Y，5 g/L甲

醛，50 mmol/L K3PO4，5 mmol/L MgSO4，0.5 mmol/L 

TPP，pH 7.4；对照 (200 μL)：5 g/L甲醛，50 mmol/L 

K3PO4，5 mmol/L MgSO4，0.5 mmol/L TPP，pH 7.4。

上述反应于振荡反应器中 300 r/min、37 ℃反应 

24 h。 

1.2.3  多酶组装技术 

该技术 [22]的原理是通过人工合成的支架固

定催化反应中的酶，缩短酶与酶的空间距离，在

底物通道效应的基础上提高了底物与酶的反应效

率。Scaffold 蛋白支架上带有若干个相邻的受体

结合位点，可以与带标签的不同蛋白结合。同时，

蛋白支架上还有一个 CBM蛋白，可以与 RAC结

合。与 RAC结合后的蛋白经过高速离心，即可快

速得到酶复合体，Scaffold 多酶组装原理如图 1

所示。 

1.2.4  重组质粒构建 

以构建 pET28a-bfd-M3-ctdoc重组质粒为例。

设计对应引物，分别以 pET28a-bfd-M3、pET20b- 

tim-ctdoc 为模板，PCR 扩增获得线性 pET28a- 

bfd-M3和 ctdoc片段，将 PCR产物消化、纯化后

采用 Gibson连接方法[23]连接，产物转入 DH5α感

受态细胞，在含有 Kan+的 LB 平板上过夜培养。

挑选单克隆，进行菌落 PCR验证，验证正确的克

隆提取质粒测序，将测序正确的质粒置于–20 ℃

冰箱保存备用。 

1.2.5  复合酶组装 

在 BL21 (DE3) 中分别过表达 BFD-M3- 

CtDoc、TalB-F178Y-CcsDoc、CBM-Scaffold蛋白 

(方法 1.2.1)，各取 100 mL 培养液，5 000 r/min

离心 10 min收集细胞。分别用 10 mL蛋白缓冲液

A 重悬细胞，细胞悬液等体积混合，利用高压低

温匀质破碎仪破碎。细胞破碎液 15 000 r/min离

心 30 min，收集上清液，即获得粗酶液。30 mL

粗酶液和 50 mg RAC纤维素凝胶混合，室温静置

5 min，使其充分结合后离心弃上清，蛋白缓冲液

A 洗 2 次后重悬于 10 mL 蛋白缓冲液 A。利用

Pierce BCA Protein Assay Kit测定复合酶浓度。 

 

 
 

图 1  Scaffold 多酶组装原理图[22] 

Fig. 1  Scaffold Self-Assembly schematic[22]. 
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1.2.6  酶组装催化反应 

酶复合体催化甲醛合成木酮糖。样品 (500 μL)：

复合酶浓度为 2 mg/mL，6–16 g/L梯度甲醛浓度，

50 mmol/L K3PO4，5 mmol/L MgSO4，0.5 mmol/L 

TPP，pH 7.4。反应在振荡反应器进行，300 r/min， 

37 ℃反应 24 h。 

1.2.7  目标产物木酮糖检测 

木酮糖检测采用高效液相色谱法 (HPLC)。

取 200 μL反应液 12 000 r/min离心 2 min，所得

上清液用 0.22 μm滤器过滤后，进行 HPLC检测。 

HPLC检测条件：检测器为Agilent Technologies 

1260 RID (Refractive index detector)，色谱柱为

Bio-Rad Aminex HPX-87H Column (300 mm×  

7.8 mm)，进样量 20 μL，流动相为 5 mmol/L 

H2SO4，柱温 35 ℃，流速 0.6 mL/min。 

2  结果与分析 

2.1  甲醛合成木酮糖催化途径的设计 

糖类是含醛基或酮基的多羟基化合物及其

衍生物的总称。从简单醛酮类化合物出发合成重

要糖类及其衍生物，一直以来受到人们的高度关

注。如以羟基乙醛和甲醛为原料合成葡萄糖、木

糖和艾杜糖 [24]；以甲酸为原料途经甲醛合成糖

异生的中间产物磷酸二羟丙酮 [19]；以 DHA 和甘

油醛或羟基乙醛为原料合成果糖、木酮糖 [25]等。

本研究基于已有研究基础，设计了一条以最简单

醛类化合物甲醛为原料合成木酮糖的生物途径。

首先 BFD-M3 聚合 2 分子甲醛形成 1 分子羟基

乙醛，羟基乙醛继续结合 1 分子甲醛形成 DHA，

TalB-F178Y进一步催化羟基乙醛和DHA合成木

酮糖 (图 2)。为了评价途径的可行性，利用热力

学 分 析 工 具 eQuilibrator (http://equilibrator. 

weizmann.ac.il/) 对途径中各反应吉布斯自由能

变 ΔrG
m 进行计算 (表 2)，ΔrG

m 依次为–27.9、

–17.7、15.9 kJ/mol。而最终 5分子甲醛生成 1分

子木酮糖总反应的 ΔrG
m为–57.6 kJ/mol (<0)，说

明在热力学上该反应路线是可行的。 

 

 
 

图 2  甲醛到木酮糖催化途径示意图 

Fig. 2  Catalytic pathway schematic from formaldehyde to xylulose. 

 
表 2  途径各步反应吉布斯自由能变 

Table 2  The ΔrGm of each reaction in the new pathway 
Step Reaction Flux ΔrG

m (kJ/mol)

1 2 Formaldehyde <=> Glycolaldehyde 2 –27.9 

2 Glycolaldehyde + Formaldehyde <=> Dihydroxyacetone 1 –17.7 

3 Glycolaldehyde + Dihydroxyacetone <=> Xylulose 1 15.9 

Total 5 Formaldehyde<=> Xylulose 1 –57.6 
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2.2  甲醛合成木酮糖催化途径的构建 

为了能够实现甲醛到木酮糖的途径，首先将本

实验室库存质粒 pET28a-bfd-M3 与 pET28a- 

talB-F178Y分别转入 BL21 (DE3) 感受态细胞，在

大肠杆菌中表达并纯化蛋白 (方法 1.2.1)。SDS- 

PAGE检测结果 (图 3) 表明，BFD-M3、TalB-F178Y

蛋白的分子量与理论大小一致，且纯度较高，电泳

专一性达 95%以上，因此可用于催化反应。 

其次我们采用一锅酶法实现甲醛直接合成木

酮糖的生物途径 (甲醛到木酮糖合成途径涉及的

单步催化反应均可实现[20-21])。HPLC结果显示，

实验组与对照组相比检测到有新峰出现，且新峰 

 
 

 

 

 
 

图 3  镍亲和层析纯化 BFD-M3 和 TalB-F178Y  

Fig. 3  Purification of BFD-M3 and TalB-F178Y by 
Ni-NTA affinity chromatography. (A) Protein BFD-M3. 
lane 1: precipitation samples in the cell lysates; lane 2: 
supernatant samples in the cell lysates; lane 3: supernatant 
flow through Ni-NTA affinity chromatography; lane 4–6: 
50, 100, 200 mmol/L imidazole eluent. lane M: protein 
marker. (B) Protein TalB-F178Y. lane M: protein marker; 
lane 1: precipitation samples in the cell lysates; lane 2: 
supernatant samples in the cell lysates; lane 3: supernatant 
flow through Ni-NTA affinity chromatography; lane 4–6: 
50, 200, 300 mmol/L imidazole eluent. 

出峰位置与目标产物木酮糖出峰位置一致，表明

BFD-M3和 TalB-F178Y两酶可以催化甲醛合成木

酮糖。虽然可以成功检测到目标产物木酮糖的生

成，但是产量并不高。在 5 g/L 甲醛浓度下，只

有 20 mg/L木酮糖生成，转化率为 0.4%。文献调

研发现，已报道的 TalB-F178Y 催化 D,L-甘油醛

和 DHA生成 D-果糖时 Km>120 mmol/L[21]，推测

TalB-F178Y 对 DHA 较低的亲和力是限制甲醛合

成木酮糖的主要原因。 

2.3  木酮糖合成途径底物浓度的优化 

为了检测甲醛底物浓度对反应的影响并提高

催化效率，后续的实验中设置了 12个甲醛浓度梯

度进行测试。HPLC 检测结果如图 4 所示：随着

甲醛底物浓度的升高，木酮糖转化率整体呈上升

趋势；当甲醛浓度为 20 g/L时，木酮糖转化率达到

4.6%，比 5 g/L甲醛浓度的转化率提高 11.5倍。实

验结果与预期分析一致，高浓度甲醛在 BFD-M3催

化下生成浓度较高的羟基乙醛和 DHA，从而促进

后续反应的进行。但甲醛浓度增加到 25 g/L时，

转化率有所下降，分析原因可能是更高浓度甲醛

抑制途径酶活性，从而影响反应速率。另外，由

于甲醛对酶的毒性，催化反应选择 20 g/L以内甲

醛底物浓度较为合适。 

 

 
 

图 4  一锅酶法在不同的甲醛浓度下合成木酮糖 

Fig. 4  One-pot enzyme-catalyzed synthesis of xylulose 
under different concentration of formaldehyde.  
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2.4  结合多酶组装技术合成木酮糖 

为进一步提高木酮糖的产量，本研究结合

Scaffold多酶组装技术，利用 Scaffold蛋白支架固

定 BFD-M3、TalB-F178Y蛋白，得到反应复合酶

体系。Scaffold 多酶组装技术的使用，理论上可

以提高复合酶体系催化中心局部羟基乙醛和

DHA浓度，进而提高木酮糖转化率。首先，分别

在 BFD-M3、TalB-F178Y 蛋白 C 端添加 Scaffold

配体，所构建重组质粒 pET28a-bfd-M3-ctdoc、

pET28a-talB-F178Y-ccsdoc、pET20b-cbm-scaf 见

图 5，然后利用复合酶组装技术获得复合酶反应液 

(方法 1.2.5)。利用等同浓度的复合酶催化 6–16 g/L

梯度浓度的甲醛，进行 HPLC 检测，结果如图 6

所示。随着甲醛浓度的升高，木酮糖产量逐渐提高；

当甲醛浓度为 16 g/L时，木酮糖产量达到 2.20 g/L，

木酮糖转化率为 13.75%；当甲醛浓度为 14 g/L时，

甲醛到木酮糖的产量为 1.96 g/L，低于 16 g/L甲醛

浓度的产量，但此时转化率却达到最高，是未固

定化前最高转化率的 3倍，达到 14.02%。酶的特

性是影响途径反应速率的核心因素，本研究通过

将酶组装固定间接提高催化中心局部底物浓度的

策略，使得反应效率明显提高。因此要获得更高

的木酮糖产量，需进一步对关键酶进行改造，提

高对底物亲和性。 

 

 
 

图 5  重组质粒图谱 (Scaffold 配体)  

Fig. 5  Recombinant plasmids with Scaffold cohesion. (A) Recombinant plasmid pET28a-bfd-M3-ctdoc. (B) 
Recombinant plasmid pET28a-talB-F178Y-ccsdoc. (C) Recombinant plasmid pET20b-cbm-scaf. 

 

 
 

图 6  多酶组装技术在不同的甲醛浓度下合成木酮糖 

Fig. 6  The synthesis of xylulose by Scaffold 
Self-Assembly technique under different concentration of 
formaldehyde. 

3  结论 

一碳化合物作为很有应用前景的绿色能源物

质，从一碳化合物出发合成多碳有机分子得到越

来越多的关注。甲醛作为最基本有机原料之一，

来源广泛且容易获得。木酮糖是生物体中间代谢

产物，其独特的生物活性在不同领域发挥着重要

作用。鉴于此，以甲醛为底物设计一条新的甲醛-

木酮糖生物合成途径具有重要的意义。本研究设

计的甲醛到木酮糖的新途径通过两酶催化底物实

现：首先 BFD-M3 催化甲醛生成羟基乙醛和
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DHA，TalB-F178Y再将羟基乙醛和 DHA 聚合形

成木酮糖。通过在大肠杆菌中过表达 BFD-M3和

TalB-F178Y两个蛋白，采用一锅酶法催化甲醛生

成木酮糖，但转化率只有 0.4%左右。经过对甲醛

底物浓度进行优化，木酮糖转化率提高了 11.5倍，

达到 4.6%。为进一步提高木酮糖转化率，采用

Scaffold 多酶组装技术将两个蛋白 BFD-M3、

TalB-F178Y 组装固定后进行催化反应。当甲醛浓度

为 14 g/L时，木酮糖转化率达 14.02%，较固定化之

前最高转化率提高 3倍。前期研究表明 TalB-F178Y

与底物 DHA亲和力很低 (约 120 mmol/L)[21]，可能

是限制木酮糖转化的主要原因之一。为了进一步

提高木酮糖转化率，在后续的研究中，可以通过

酶定向进化的方法，提高酶对底物亲和性。 

本研究中的合成木酮糖新途径，较已有的合

成方法更加简单、方便，节约成本和时间，为其

他稀有糖的合成提供新思路。途径设计以甲醛为

底物，为一碳资源的利用和新途径的设计奠定一

定的理论基础，同时也为生物制造原料来源提供

一种新的可能，为解决生物化工与煤化工 (甲醛

生产) 产业衔接问题提供新思路，对于突破现有

生物技术发展瓶颈具有重要意义。 
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