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摘  要: 在当今不可再生资源日益消耗的情形下，利用生物合成的技术，将甲醛转变成糖类，具有重要意义。该

过程最重要的是找到一个合适的催化剂组合来实现甲醛的二聚反应。在最近的研究中，报道发现了一种乙醇醛合

酶 (Glycolaldehyde synthase，GALS) 可以催化这一反应，将其与 D-果糖-6 磷酸醛缩酶 (D-fructose-6-phosphate 

aldolase，FSA) 组合使用，即“一锅酶”法，可以利用甲醛合成 L-木糖，并且转化率可达 64%。这一过程的实现也

为合成其他糖的反应提供了参考。 
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Biocatalysis of formaldehyde to L-xylose 
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Abstract: It is of great significance to use biosynthesis to transform the inorganic substance formaldehyde into organic sugars. 

Most important in this process was to find a suitable catalyst combination to achieve the dimerization of formaldehyde. In a 

recent report, an engineered glycolaldehyde synthase was reported to catalyze this reaction. It could be combined with 

engineered D-fructose-6-phosphate aldolase, a “one-pot enzyme” method, to synthesize L-xylose using formaldehyde and the 

conversion rate could reach up to 64%. This process also provides a reference for the synthesis of other sugars. With the 

increasing consumption of non-renewable resources, it was of great significance to convert formaldehyde into sugar by 

biosynthesis. 
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利用甲醇、甲醛等简单的一碳物质合成复杂的

糖类已经有 150 多年的历史，该过程不仅与生命起

源前地球上最初的碳水化合物的形成有关[1]，还是

一种比较理想的生物单糖合成方法[2]。甲醛聚糖 

(Formose) 反应通常由水溶液中的无机碱 (氢氧

化钙等) 充当催化剂，随后激活其他复杂的反应，

如羟醛反应、反醇醛缩合反应、坎尼扎罗反应、

交叉坎尼扎罗反应等。由于甲醛聚糖反应过程极

其复杂，会产生数十个直链和支链单糖[3]以及多

元醇[4]和聚羟基碳酸[5]，产物分离提纯难度大，限

制了其商业化要求的经济价值，基于此，本研究

设计并优化了一条利用生物催化将甲醛转变成 L-

木糖的途径。 

据报道，乙醇醛是甲醛聚糖反应中非常重要

的中间产物，它通常来源于羟醛缩合和逆羟醛缩

合的催化反应[6]。在自然界中，甲醛被紫外线辐

射催化后也可生成乙醇醛[7-11]，但是在紫外线的

作用下，糖类会被破坏，最终在光化学反应中获

取单糖的收率并不高。此外，噻唑盐也是一种合

适的催化剂，可催化甲醛的低聚反应，生成二羟

基丙酮 (DHA)[12-17]。David Baker 探索了这类酶，

并筛选改造苯甲醛裂解酶 (Benzaldehyde lyase，

BAL)获得比野生型活性提高 100 倍的突变体甲醛

酶 (Formolase，FLS)，使其具有合成乙醇醛和二

羟基丙酮的功能，但是 FLS 主要合成产物为二羟

基丙酮[18-19]。因此，寻找一种新的生物催化剂来

实现这一反应具有重要意义。 

最近，本实验室发现并改造获得乙醇醛合酶 

(GALS)[20]，它可以高效地催化甲醛生成乙醇醛。

本研究将寻找一个合适的组合，使一碳物质经该组

合催化合成糖类[21-24]。通过结合甲醛聚糖反应与醛

缩反应，提出了一种从甲醛合成 L-木糖的新途径，

即利用 GALS 与 FSA 的组合来催化甲醛合成 L-木

糖。这些酶分别在大肠杆菌 Escherichia coli 

BL21(DE3) 中过表达，然后通过“一锅酶”法以甲

醛为底物合成 L-木糖。结果显示，合成 L-木糖的

酶促反应有较高的转化率，而且研究结果也给利用

甲醛合成其他糖类提供新思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验试剂 

甲醛、乙醇醛、L-甘油醛、L-木糖和异丙基- 

β-D-硫代半乳糖苷 (IPTG) 购自 Sigma 公司，酵

母粉和胰化蛋白胨购自英国 Oxoid 公司，乙腈和

三氟乙酸购自德国 Merck 公司，硫酸卡那霉素、

氨苄青霉素、甘油、吡啶、咪唑、磷酸二氢钾和

磷酸氢二钾等购自北京索莱宝科技有限公司，所

有限制性内切酶和 DNA 连接酶均购自 Novagen

公司，Ni-NTA 亲和色谱柱购自 Qiagen。 

本研究所使用的所有菌株和质粒均在本实验

室保存。大肠杆菌DH5α用于质粒构建，BL21(DE3) 

用于酶的表达。pET-28a(+)用于表达 GALS，

pET-22b(+)用于表达 FSA。 

1.1.2  实验配方 

蛋白缓冲液 A：50 mmol/L K3PO4，5 mmol/L 

MgSO4，pH 7.4；蛋白缓冲液 B：50 mmol/L K3PO4，

5 mmol/L MgSO4，1 mol/L 咪唑，pH 7.4；蛋白缓

冲液 C：50 mmol/L 三乙醇胺，pH 7.5；蛋白缓冲

液 D：50 mmol/L 三乙醇胺，1 mol/L 咪唑，pH 7.5；

洗脱液：含不同浓度的咪唑缓冲液；稀有糖衍生

试剂 (1 mL 体系)：21.1 mg 苄氧基胺盐酸盐，  

300 μL 甲醇，660 μL 吡啶，40 μL ddH2O。LB 培

养基：酵母粉 5 g/L，胰化蛋白胨 10 g/L，NaCl   

10 g/L；LB 固体平板：酵母粉 5 g/L，胰化蛋白胨

10 g/L，NaCl 10 g/L，1.5% (W/V) 琼脂；2YT 培

养基：酵母粉 10 g/L，胰化蛋白胨 16 g/L，NaCl   

5 g/L。 

1.2  方法 
1.2.1  质粒构建与克隆 

将密码子优化过的 GALS 克隆到 pET28a(+) 

NdeⅠ和 XhoⅠ之间，构建质粒 GALS-pET-28a，
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并将突变体 FSA-A129T/A165G 克隆到 pET-22b(+)

的 SalⅠ和 XhoⅠ之间，构建质粒 FSA-A129T/ 

A165G-pET-22b，然后将含有 GALS 或 FSA 基因

的质粒分别转化到大肠杆菌 DH5α 感受态细胞

中，在含有对应抗生素的 LB 平板上培养过夜，

随后挑取单克隆测序验证，序列正确的质粒保存

于−20 ℃备用。硫酸卡那霉素和氨苄青霉素的工

作浓度均为 100 μg/mL。 

1.2.2  GALS 和 FSA 的表达与纯化 

将 GALS-pET-28a、FSA-A129T/A165G-pET-22b

质粒分别转入大肠杆菌 BL21(DE3) 感受态细胞

中，涂布在含相应抗生素的 LB 固体平板上过夜。

挑取单克隆于 5 mL 液体 LB 培养基中，37 ℃、

220 r/min 过夜培养作为种子液。第二天将种子液

接种到 800 mL 2YT 液体培养基中，37 ℃、    

220 r/min 培养至 OD600 约 0.6，加入诱导剂 IPTG

至终浓度为 0.5 mmol/L，16 ℃、220 r/min 诱导表

达 16 h。随后于 5 500 r/min 离心收集菌体，用蛋

白缓冲液 A 重悬并离心清洗菌体，于−20℃保存

备用。 

重悬菌体利用高压细胞破碎仪 (JN-3000plus) 

破碎，120 MPa，2 次。12 000 r/min、4℃离心 40 min

去除细胞碎片。将上层清液取出待用，采用镍离

子亲和层析柱方法纯化目的蛋白，上清液过两遍镍

柱，然后 GALS (FSA) 分别用含 50 mmol/L 咪唑

的蛋白缓冲液 A (蛋白缓冲液 C) 清洗杂蛋白，用

含 200 mmol/L 咪唑的蛋白缓冲液 A (蛋白缓冲液

C) 洗目的蛋白，收集洗脱液用 15 mL 30 kDa   

(3 kDa) 的超滤管在 4 ℃、3 600 r/min 条件下离心

浓缩，再用蛋白缓冲液 A (蛋白缓冲液 C) 换液   

2 次除去蛋白中的咪唑。 

整个蛋白纯化过程，从菌液破碎开始后续操

作一直在 4 ℃条件下进行。 

上述得到的纯化蛋白用 Pierce BCA Protein 

Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) 试剂盒测蛋

白浓度，于−80 ℃保存备用。 

1.2.3  酶法催化甲醛合成木糖 

反应体系 (200 μL)：1 mg/mL GALS，2 mg/mL 

FSA-A129T/A165G，2 g/L 甲醛，蛋白缓冲液 C

补足，37 ℃反应 24 h。反应结束后，取 10 μL 样

品进行稀有糖衍生。 

稀有糖衍生方法 (200 μL 体系)：取 10 μL 的

反应产物于 2 mL 的 EP 管中，加入 50 μL 稀有糖

衍生试剂，均匀混合，50 ℃条件下反应 1 h，再

向 EP 管中加入 140 μL 甲醇，12 000 r/min 离心

30 min，取 150 μL 上清液进行 HPLC 检测。 

1.2.4  目标产物木糖的检测 

HPLC 检测条件：安捷伦的液相检测系统

1260 InfinityⅡ，色谱柱为 XBridge C18，5 μm，  

4.6 mm×250 mm Column，紫外检测器，检测波长

为 215 nm，进样量 20 μL，流动相 A 为 0.1% TFA 

(V/V)；B 为 0.095% TFA (V/V)-乙腈∶水 (4∶1)，

前 16 min B 相按 20%–60%梯度增加，对应的 A

相 80%–40%递减，后 14 min A 相维持 80%，B

相维持 20%不变，柱温 35 ℃，流速 1 mL/min，

共检测时间为 30 min。 

2  结果与分析 

2.1  甲醛合成木糖通路的实现和木糖的检测 

1861 年，Butlerow 首次报道了甲醛聚糖反   

应[25]，之后的相关研究工作也一直在进行，但是

在提高产品选择性方面进展缓慢。主要原因是早

期的研究工作以甲醛的水溶液为基本原料，无机

碱作催化剂，终产物为由直链糖和支链糖组成的

复杂混合物 (粘稠糖浆)，其产物的品种繁多 (通

常 30 种以上)、结构类似 (同分异构体为主)，分离

提纯难度大。20 世纪 80 年代以来，以 T. Matsumoto

为代表的科学家们针对早期甲醛聚糖反应存在的

问题，进行了一系列技术上的重大改进。甲醛聚

糖反应的研究方面取得了令人瞩目的新进展 (例

如三碳糖的选择性已从早期的 10%以下提高到接

近 90%)，使甲醛聚糖技术具备了制备专一产品的
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能力，并且在经济上显示了具有竞争能力的光明

前景，但目前的研究仅限于低碳糖。 

本研究设计了一条甲醛合成 L-木糖的新途

径，整个路线是由两种酶来催化，即第一种是具有

催化甲醛 (1) 合成乙醇醛 (2) 功能的酶 GALS，

而第二种是能同时催化两步反应的酶 FSA，它能

催化乙醇醛与甲醛生成 L-甘油醛 (3)，同时又催化

乙醇醛与 L-甘油醛，生成 L-木糖 (4) (图 1)。 

采用高效液相色谱法检测 L-木糖，首先将反

应产物进行衍生化处理并用甲醇稀释，处理后的

样品离心取上清用 HPLC 检测，如图 2 所示，木

糖标品和反应组均在 7.7 min 左右出峰，而对照组

则没有检测到木糖的产生。由此证明，图 1 设计的

途径可以成功实现并且可以检测到产物 L-木糖。 

2.2  甲醛到 L-木糖途径的优化 

对本实验室筛选改造的乙醇醛合酶 (GALS) 

与 David Baker 教授探索改造的 FLS 进行比较，

结果发现 GALS 可以专一性地催化甲醛生成乙醇

醛，并且随着底物浓度的增加，虽然两种酶的催

化效率都在增加，但是 GALS 的催化效果更为明

显，其催化效率约是 FLS 的 13 倍 (图 3)，因此

确定了图 1 设计的途经中第一步酶用 GALS。 

为了进一步优化如图 1 所示的催化途径，设

计了 3 组实验来验证反应的情况。图 4 中的设计

是分别用野生型酶 G A L S - W T 和筛选的酶

GALS-H281VQ282F 来催化底物甲醛，对照组中

不添加任何酶。如图 3 所示，催化甲醛合成乙醇

醛的过程得以实现，并且筛选得到的突变型酶的

催化效率远远高于野生型，达到了 89.9%，而对

照组无目标产物乙醇醛生成。而图 5 是用酶 FSA

分别催化乙醇醛、L-甘油醛和乙醇醛加 L-甘油醛

3 组不同底物生成 L-木糖的转化效率。由图 5 可

知，当底物只有乙醇醛或 L-甘油醛存在时，FSA

无法催化其生成 L-木糖，而同时存在乙醇醛和 L-

甘油醛时，FSA 才能催化二者生成 L-木糖，且催

化效率达到 44.2%，由此证明了图 1 的途径示意

图的 L-甘油醛 (3) 和乙醇醛生成 L-木糖 (4)的步

骤可以实现，并且有较高的催化效率。图 6 

 

 
 
图 1  甲醛到 L-木糖催化途径示意图 
Fig. 1  Schematic diagram of catalytic pathway from formaldehyde to L-xylose. GALS: glycolaldehyde synthase; FSA: 
D-fructose-6-phosphate aldolase. 

 

 
 

图 2  L-木糖液相检测 
Fig. 2  Liquid phase detection of L-xylose. 
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图 3  不同底物浓度情况下两种酶 GALS 和 FLS 催化甲醛到羟基乙醛的产量 
Fig. 3  Production of hydroxyacetaldehyde from formaldehyde using enzymes GALS and FLS at different substrate 
concentrations. GALS: glycolaldehyde synthase; FLS: formolase: FALD: formaldehyde. 
 
 

 
 

图 4  野生型和突变型酶 GALS 催化甲醛生成乙醇醛

的效率 
Fig. 4  Efficiency of wild-type and mutant enzyme 
GALS in catalyzing formaldehyde to glycolaldehyde. 
 

 
 

图 5  酶 FSA 分别催化乙醇醛、L-甘油醛、乙醇醛和

L-甘油醛生成 L-木糖的转化率 
Fig. 5  Enzyme FSA catalyzes the conversion rates of 
glycolaldehyde, L-glyceraldehyde, glycolaldehyde, and 
L-glyceraldehyde to L-xylose. 

 
 

图 6  FSA 催化甲醛和乙醇醛生成 L-甘油醛和 L-木糖

的量 
Fig. 6  Enzyme FSA catalyzes the production of 
l-glyceraldehyde and l-xylose from formaldehyde and 
glycolaldehyde. GALD: glycolaldehyde; L-Gly: 
L-glyceraldehyde; FSA: FSAA129TA165G; L-xyl: L-xylose. 
 

是在底物甲醛和乙醇醛同时存在的情况下，FSA

催化二者生成 L-木糖的量，以及中间产物 L-甘油

醛的量。对照组无酶添加，因此无 L-甘油醛和 L-

木糖生成，而 sample 组则检测到微量的 L-甘油醛

和大量的 L-木糖，因此可以说明图 1 的路径图中

FSA 催化乙醇醛 (2) 和甲醛生成 L-甘油醛 (3) 

同时又催化 L-甘油醛 (3) 和乙醇醛生成 L-木糖 

(4) 的过程可以实现。底物用的 0.1 mol/L FALD

和 0.2 mol/L GALD，因此理论生成 0.1 mol/L L-木

糖，实际检测到 8.14 g，因此该过程转化率为

54.3%，而该过程相比图 5 中添加生成 L-木糖的
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直接底物 L-甘油醛和乙醇醛的效率高，原因可能

是 L-甘油醛对 FSA 有一定抑制作用。 

整个反应体系中，甲醛不仅会被催化合成乙

醇醛，还会与乙醇醛反应生成 L-甘油醛，乙醇醛

可同时与甲醛和 L-甘油醛反应。因此，使 GALS

和 FSA 的催化速率相匹配显得尤为重要。为了提

高甲醛到 L-木糖的转化率，测试比较了不同浓度、

不同酶比例的 GALS 和 FSA。 

为了获得更高的转化率，对两种酶的比例进

行优化，发现适当的 FSA 对于该反应有促进作用。

当甲醛的浓度为 1 g/L，且使用比例为 1∶1 的

GALS 与 FSA 时，转化率高达 63.93%，而整体来

看，当 GALS 与 FSA 的比例为 1∶2 时，整个体

系催化效率比较稳定，且在该比例下底物浓度对

催化效率影响也较小，因为甲醛参与两步，一步

自缩合成乙醇醛，另一步还与乙醇醛反应生成

L-木糖，所以如果 GALS 的比例过高会导致甲醛

大部分都缩合为乙醇醛，没有足够多的甲醛与乙

醇醛反应生成 L-木糖，因此该反应的关键是要保

持一定优势的酶 FSA 的比例。整体从 3 组情况

看，底物浓度为 1 g/L 的甲醛，足以维持整个反

应 (图 7)。 

 

 
 
图 7  不同浓度甲醛为底物，不同的 GALS 和 FSA 酶

比例合成 L-木糖的转化率 
Fig. 7  Different concentrations of formaldehyde as 
substrates, different ratios of GALS and FSA enzymes to 
synthesize L-xylose. 

3  结论 

我国是能源大国，碳排放量占全球 1/3，发展

以一碳为原料的工业生物转化过程，有助于推动

工业原料路线的战略转移。而且一碳化合物作为

一种应用广泛的绿色能源物质，其来源广泛，廉

价易得，将一碳资源转变成生物体中间代谢产物

不仅可以改善环境，也能变废为宝。 

本研究设计了以甲醛为底物，经过两步催化反

应利用甲醛来合成 L-木糖，为一碳资源的利用奠

定了一定的基础，同时也为其他糖的合成提供了新

思路。而且该途径从甲醛到 L-木糖两步反应在我

们优化了底物浓度和酶比例之后，总转化率高达

64%，达到了一个比较高的水平，因此，以甲醛为

原料来合成 L-木糖的生物途径具有重要意义。 

总之，本研究已经开发了一种使用工程化的

GALS 和 FSA 通过生物催化级联反应从简单分子

甲醛制备 L-木糖的途径，值得注意的是，L-木糖

的制备具有最佳的能量利用和原子经济性，同时

避免了化学或生物催化方法所需的功能化和活

化。接下来，将继续寻找合适的醛缩酶或者改造

FSA 来合成其他单糖。 
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