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摘要1，3一丙二醇氧化还原酶(PDOR)是以甘油为底物生产1，3-PD途径中的关键酶之一。将dhaT在E．

coli BL21(DE3)pLysS进行了表达，对含有6×His标记的PDOR进行了纯化，同时考寨了重组PDOR的酶学性

质和稳定性。重组PDOR反应的最适pH和温度分别是10．0和55。C；在pH 7．o～8．0，酶保持了较高的稳定

性，酶在30。C保温表现出较高的稳定性；Ca抖，M92+和Cu2+对酶活性有抑制作用，而Fe2+，Na+，NH．+和

Mn2+对酶活有促进作用；冷冻干燥处理后，PDOR酶活有一定的损失I添加适当浓度的保护剂——海藻糖、葡萄

糖、蔗糖、聚乙二醇，对酶在冷冻干燥时有保护作用；添加5％蔗糖的固体酶制剂在保存过程中表现出较好的稳

定性。
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1，3一丙二醇(1，3-PD)作为聚酯材料的单体，在地

毯和纺织材料领域应用前景非常广泛[1]。每年通过

化学法合成的1，3-PD多达10万tcz]。然而化学法

的生产工艺复杂，成本较高，产率低。对环境友好的

生物转换法逐渐成为国内外研究的热点。现已发现，

梭状芽孢杆菌属(Citrobacterfreundi)、克氏肺炎杆

菌属(Klebsiella pneumoniae)和柠檬菌属(Clostrid-

ium pasteurianum)等细菌在厌氧条件下，可以以甘

油为唯一碳源和能源物质发酵生产1，3-pDcs,4]。其

中克氏肺炎杆菌具有较高的生产强度和甘油耐受力，

是研究得比较多的一种菌C5]。在厌氧条件下，甘油的

生物转化主要由2种酶进行调控：甘油脱水酶

(GDHt，EC 4．2．1．30)和1，3一丙二醇氧化还原酶

(PDOR，EC 1．1．1．202)。在还原途径中，甘油在

VBl2为辅酶的GDHt的作用下，生成三羟基丙醛(3-

HPA)，然后再以NADH+H+为辅酶的PDOR的作

用下，生成目的产物1，3-PD。1，3一PD不再进一步代

谢，分泌到胞外[6]。

然而发酵过程中产生的一系列副产物会严重影

响1，3-PD浓度的提高[7]。有研究者致力于提高1，

3-PD产率和提高其在发酵液中的终浓度的研究[8]，

但是1，3-PD的理论最高得率为72％，限制了微生
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物发酵法的进一步发展[7]。因此通过传统的细胞发

酵的方法解决该问题的可能性不大，解决的可行途径

是使用纯化的酶嘲。陈宏文嘲已经开展了采用酶偶

联法体外催化生产1，3一PD的研究，也就是利用

GDH将甘油还原成二羟基丙酮(DHA)所产生的辅

酶NADH，解决PDOR将3一HPA氧化成1，3一PD所

需的辅酶再生问题，同时生产DHA[10](一种重要的

化学合成中间体、多功能试剂、医药中间体、和抗病

毒，特别是鸡瘟病毒试剂)。

PDPR是生产1，3一PD的关键酶之一，目前仍然

没有实现商品化[11]。本文对重组PDPR的酶学性质

和稳定性进行研究，为辅酶再生的酶偶联法催化生产

1，3-PD奠定基础。

1材料和方法

1．1菌株、试剂及仪器

基因工程菌E．coli BL21(DE3)pLysS(pET-

15b—d九口T)，由工业生物技术福建省高等学校重点实

验窒(华侨大学)保存；辅酶NAD，AMRESCO公司，

氨苄青霉素，BBI公司；聚乙二醇8000，Amrcsco；其

它试剂为国产分析纯或生物试剂。

AKTA purifier lO／lOO纯化系统，Amersham公

司；EYEL4一FDU一2100型冻干机，东京理化器械株式

会社；紫外可见分光光度计(WFZ756)，上海光谱仪

器公司；超声细胞破碎仪(JY92一II)，宁波新芝仪器

厂；高度冷冻离心机3K30，Thermo公司。

1．2方 法
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1．2．1培养基及茵种培养条件

种子培养基：LB培养基，氨苄青霉素75pg／mL，

pH 7．5，37。C，培养过夜；发酵培养基同种子培养基，

300C培养至对数生长期，加入乳糖诱导，诱导温度为

25。C。

1．2．2 重组PDOR的纯化

发酵结束后，离心收集菌体，20 mmol／L磷酸钠

缓冲溶液和2 mmol／L二硫苏糖醇重悬菌体，超声波

破碎后，收集上清酶液。由于PDoR带有6×His标

记，用Amersham公司的AKTA purifier 10／100纯

化系统和HisTrap HP柱对PDOR进行纯化。样品

上柱后用5个柱体积的结合缓冲液洗涤，再用5个

柱体积的洗脱液进行洗脱(20 mmol／L磷酸钠，0．5

mol／L NaCl，500 mmol／L眯唑，pH 7．4)。使用

HiPrep 26／10 Desalting柱对洗脱液进行脱盐(50

mmol／L磷酸钠，0．15 mol／L NaCl，pH 7．O)。

1．2．3 PDoR酶活测定方法

采用初速度法测定PDOR的酶活力，测定方法

见文献[9]。

1．2．4 重组PDOR酶学性质的研究

1．2．4．1最适反应pH值和pH值稳定性的测定

最适pH值的测定：在45。C、0．1 mol／L的l，3一

PD、2 mmol／L的NAD+、不同的pH值条件下，分别

测定酶活，以酶活最高为100％，计算相对酶活。所

用缓冲液是pH7．0～8．0的0．1mol／L磷酸钾缓冲

液，pH 9．O～12．0的0．Imol／L碳酸钾缓冲液。

pH值稳定性的测定：将酶液置于不同pH值的

缓冲液中，在45。C保温120 rain，再分别测定残留酶

活性，与不保温酶的酶活相比，计算百分比。缓冲液

的选择同上。

1．2．4．2最适反应温度和热稳定性的测定

最适反应温度的测定：在30～65。C，以及

0．1mol／L的1，3-PD、2 mmol／L的NAD+、pH值

9．5的条件下，每隔5。C，分别测定酶活。以酶活最高

为100％，计算相对酶活。

热稳定性的测定：在pH值9．5的碳酸钾缓冲溶

液中，分别将酶液置于30。C、45。C下保温30、100、

240min，再测定相对酶活，以4。C保存的酶样活性为

100％，测定酶的热稳定性。

1．2．4．3金属离子对酶活力的影响

将酶液置于不同10 mmo／L一价、二价离子的反

应液中，过夜放置。反应液中还含有0．1 mol／L的

1，3-PD、2 mmol／L的NAD+和50 mmol／L Tris-

HCI缓冲液(pH 9．O)，以不添加离子的酶样活性为

100％，考察金属离子对酶活力的影响。

1．2．5冷冻干燥

样品在--20℃冰箱中预冻2h，抽真空，冷冻干燥

12h。

1．2．6保护剂对PDOR冷冻干燥的影响

在酶液中分别加入0．1％、1％、5％、8％的海藻

糖、葡萄糖、蔗糖、聚乙二醇，待冻干结束后，用

50mmol／L磷酸钠缓冲液复溶，测定酶活，计算剩余

酶活。

剩余酶活／％=害案{嵩墓黼×·oo
1．2．7 固体酶制剂在保存过程中酶活保持率的测定

不加保护剂、加5％蔗糖的固体酶制剂密封放置

于4℃冰箱，分别于1、2、3个月后测定酶活。计算酶

活保持率。

酶活保持率／％一釜要糯×100
2 结果与分析

2．1重组PDOR的纯化

选择Histrap HP柱对带有6×His标记的重组

PDOR进行纯化，结果如表1。

裹1重组PDOR的纯化

从表1可以看到纯化后酶的回收率是50．0％，

纯化倍数是2．42倍，纯化后酶的比活力高达194 U／

mg。同时进行了SDS—PAGE电泳来检验得到的蛋

白的纯度，结果如图1。

从泳道1可以看到样品中目的蛋白含量较高，而

泳道3对应的目的蛋白几乎没有，因而目的蛋白基本

18 I 2—008 V01．34 No—．10(Total 250)

上都与HisTrap HP柱上的镍结合了，从泳道2可以

看到，除了目标蛋白，没有其它条带，得到了电泳纯的

目的蛋白。

2．2最适反应pH值和pH值稳定性

经纯化的重组PDOR在不同pH值(7．0～

12．O)下进行酶促反应以测定其最适pH值，结果见

  



M一标准分子量蛋白，1一粗酶液；2一洗脱的目标

蛋白}3一样品过柱之后的穿透蛋白

图1 PDOR纯化电泳图

图2。从图可以看出，纯化的PDOR酶活随着反应液

pH值的变化而变化，在pH值为10．o时，PDOR的

酶活最大。在pH 7．0～12．0，考察了PDOR的pH

值稳定性，见图3。结果表明，在pH 7。0～8．0，酶保

持了较高的稳定性，pH值继续增加酶活力损失严

重，在pH 11．O和12．O已经检测不到酶活。

pH值

图2反应pH对重组PDOR活性的影响

8 9 lO 11 12

pH值

pH对重组PDOR稳定性的影响

2．3最适反应温度和热稳定性

最适温度的测定是在pH值9．5、0．1mol／L的

碳酸钾缓冲体系下进行的酶促反应，结果如图4。重

组PDOR酶活力随温度升高逐渐增加，约55。C时，

PDOR活力最大；当温度超过60。C时酶活力下降。

分别在30。C，45。C考察了重组PDOR的热稳定性，

结果见图5。PDOR在30℃，45。C保温4h后酶相对

活力分别为87．5％，69．6％。可见在PDOR在30。C

具有较好的热稳定性。

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

"℃

图4反应温度对重组PDOR活性的影响

时间／h

图5温度对重组PDoR稳定性的影响

2．4金属离子对酶活力的影响

为确定金属离子对酶活力的影响，在含有不同

10 mmol／L一价、二价金属离子的反应液中，考察金

属离子对酶活力的影响。以不添加金属离子为对照

(100％)，结果如表2。Ca2十和M92+对酶活力均有明

显的抑制作用，Cu2+使酶的活性丧失，而Fe2+，Na+，

NH。+和Mn2+对酶的活性均有一定的促进作用。

表2金属离子对重组PDOR活力的影响

离子 相对酶活力／％

2．5粗酶液和纯化酶液的稳定性

将粗酶液和纯化酶液放置于4"C冰箱，考察酶液

的稳定性，结果如图6和图7。从图6中可以看出，

粗酶液失活很快，4h之后酶活保持率只有45．5％。

从图7中可以看出，纯化酶液的稳定性较粗酶液明显

增强，30 d后酶活保持率有51．2％，但是60 d后，几

乎检测不到酶活。
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时间／h

图6粗酶液在4。C的稳定性

时Jf日J／d

图7纯化酶液在40C的稳定性

2．6冷冻干燥过程PDOR酶活的损失

冷冻干燥是一个多步骤的过程，会产生很多种应

力使蛋白质变性，如低温应力、冻结应力和干燥应力。

从图8中可以看出，酶液经过冻干处理后，酶活有一

定的损失。所以为了提高酶液在冷冻干燥时的稳定

活性，可以加入适合的保护剂与酶复合。

《◆《◆
冻I’前 冻干后
冷冻干燥前后

图8冷冻干燥前后纯酶酶活

2．7保护剂对冷冻干燥过程PDOR酶活的保护作

用

从图9看出，3种糖类在PDOR冷冻干燥过程都

有保护作用。添加海藻糖和葡萄糖时，随着浓度的增

加，保护作用均增强，但是相应浓度下海藻糖的保护

效果优于葡萄糖。添加5％蔗糖，保护效果与海藻糖

浓度为5％时的保护效果相当(酶活残留率达

99．8％)。随着蔗糖浓度增加，由于糖浓度过高而造

成高渗透压，酶分子在水中的溶解度下降，冻干时的

保护作用下降。蔗糖较海藻糖价格低廉，因此在酶液

冻干时选择蔗糖为保护剂。

浓度／％

图9糖类对PDOR冻干时酶活残留率的影响

聚乙二醇是一种多羟基化合物，在冷冻干燥过程

中，这类物质会与蛋白质表面形成氢键，代替水的存

在，使蛋白质在缺水条件下仍能保持稳定的结构从而

减少活性的损失[1引。如图10所示，添加聚乙二醇可

以对冻干过程中的酶起到保护作用，随浓度的增加，

这种保护作用有所增强，但是聚乙二醇浓度超过5％

时，酶活损失增加。而且聚乙二醇在PDOR冻干过

程中的保护效果不如糖类。

0 Z 4 6 8

浓度／％

图10聚乙二醇对PDOR冻干时酶

活残留率的影响

2．8 固体酶制剂在保存过程中酶活保持率的测定

添加保护剂不仅可以降低冻干时的酶活损失，还

对酶制剂的保存有重要意义。将冻干的酶制剂密封

放置于4℃冰箱。未添加保护剂的酶制剂放置1个

月后酶活保持率为47．2％，2个月后就检测不到酶

活。添加了蔗糖的酶制剂分别于1、2、3个月后测定

酶活(如表3所示)，酶活保持率分别为96．8％、

82．6％、76．1％，添加了保护剂的固体酶制剂稳定性

明显增强。

袅3固体酶制剂的保存稳定性唰月_高需竖筠
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3 讨 论

选择HisTrap HP柱对重组PDOR进行纯化，

纯化后，酶的回收率是78．5％，纯化倍数是2．74倍。

酶的最适pH值和温度分别是10．0和55。C；在

pH7．O～8．0，酶保持了较高的稳定性；酶在30。C保

温表现出较高的稳定性；Fe2+、Na+、NH。十和Mn2+

对酶的活性有促进作用，Ca2+、M92+和Cu2+对酶的

活性有抑制作用。

破壁粗酶液中PDOR的稳定性较差，在4。C冰

箱中保存4h后酶活剩余率只有45．5％；纯化的酶液

稳定性明显增强，在4。C冰箱中保存30天后酶活剩

余率为51．2％。冷冻干燥处理后，PDOR酶活有一

定的损失。添加适当浓度的保护剂海藻糖、葡萄糖、

蔗糖、聚乙二醇，对酶在冷冻干燥时有保护作用。海

藻糖、蔗糖的保护效果明显优于葡萄糖、聚乙二醇。

添加5％的海藻糖或者蔗糖，可以保护酶液在冷冻干

燥过程中不失活，由于蔗糖价格低廉，因此可以选择

添加蔗糖作为PDOR冻干时的保护剂。实验还表

明，冷冻干燥过程添加了5％蔗糖的固体酶制剂在保

存过程中表现出较好的稳定性。
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Study on the Characteristics and the Stability of Recombinant

1，3一propanediol Oxidoreductase

Luo Juxian91，Fang Baishan2

1(Department of Chemistry and Biology Engineering，Sanming University，Sanming 365004，China；

2(The Key Laboratory for Industrial Biotechnology of Fujian Higher Education，

Hua Qiao University，Quanzhou 362021，China)

Abstract：1，3-Propanediol oxidoreductase(PDOR)is the key enzyme in converting glycerol to 1，3一propane—

di01．In this paper，a recombinant PDOR had been over．expressed in E．coli BL21(DE3)pLysS．The 6×HiS_

tagged PDOR could be purified by Histrap HP and gel-filtration chromatography．Then the characteristics

and stability of recombinant PDOR were investigated．The results showed that the optimal pH and tempera—

ture for purified enzyme were 10．0 and 55。C，respectively．PDOR was stable between pH 7．0～8．0，and

stable at 30。C．The enzyme could be inhibited by metal ions including Ca2+，M92+and Cu2+，while increased

by Fe2+，Na+，NH4+and Mn2+．The activity of PDOR was lost partly after the freeze dried．During the

freeze dried，trehalose，glucose，sucrose or polyethylene increased the stability of PDOR．The enzyme prepa—

ration which contained 5％sucrose showed good stability during preservation．

Key words I，3一propanediol oxidoreductase，purification，characterisation，freeze dried，stability
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