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　　摘要：通过ＰＣＲ扩增得到酿酒酵母乙醛脱氢酶基因ＡＬＤＨ长约１．６ｋｂ的开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）序
列，并将该序列与ｐＥＴ３０ａ（＋）载体相连，得到ｐＥＴ３０ａ－ＡＬＤＨ重组质粒，使其在大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）中高效表达；对
含有ｐＥＴ３０ａ－ＡＬＤＨ重组质粒的工程菌进行表达条件分析，发现当异丙基－β－Ｄ－硫代吡喃半乳糖苷（ＩＰＴＧ）浓度为
１．０ｍｍｏｌ／Ｌ、诱导温度为２８℃、诱导表达时间为６ｈ时，ＡＬＤＨ酶相对活性达到最高，为３０．２Ｕ／ｍＬ。
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　　３－羟基丙酸（３－ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｐｉｏｎｉｃａｃｉｄ，３－ＨＰ）是一种
具有３个碳原子的非手性液态有机酸，是一种重要的化学中
间体，是很多光学活性物质的合成前体，具有重大的开发价

值［１－２］。传统的化学合成法生产３－ＨＰ常具有能耗高、污染
大、副产物多、分离困难等缺点，而生物方法生产３－ＨＰ则可
以有效地避免这些不利因素，因此采用生物方法制备３－ＨＰ
成为现在国际上最注目的研究热点之一［３］。

乙醛脱氢酶（ａｃｅｔａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＡＬＤＨ）是一种
广泛存在于原核生物和真核生物中的氧化还原酶，可将多种

脂肪族醛和芳香族醛氧化生成相应的脂肪族酸和芳香族

酸［４－５］。ＡＬＤＨ是微生物发酵生产３－ＨＰ过程中的关键酶之
一，具有重要的研究意义。

本研究以酿酒酵母中的 ＡＬＤＨ为对象，将从酿酒酵母中
克隆到的 ＡＬＤＨ基因连接到 ｐＥＴ３０ａ（＋）表达载体中，构建
ＡＬＤＨ基因的原核表达载体，得到含有ｐＥＴ３０ａ－ＡＬＤＨ重组质
粒的转基因菌株，并分析不同培养条件下 ＡＬＤＨ催化反应的
活性差异。

１　材料与方法

１．１　菌株和质粒
大肠杆菌Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α和ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞购买自

上海迈其生物科技有限公司；酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）Ｗ３０３－１Ａ来源于山东大学鲍晓明教授实验室；
ｐＭＤ１８－Ｔ克隆载体购买自宝生物工程（大连）有限公司；
ｐＥＴ３０ａ（＋）表达载体来源于江苏沿海地区农业科学研究所。

１．２　酶和试剂
ＢａｍＨⅠ、ＳａｃⅠ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、高保

真ＤＮＡ聚合酶、ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ等购买自宝生物工程
（大连）有限公司；琼脂糖凝胶纯化回收试剂盒购买自北京艾

德莱生物科技有限公司；其余试剂均为国产分析纯。

１．３　培养基
ＹＰＤ培养基：酵母膏１％（质量浓度），蛋白胨２％（质量

浓度），葡萄糖２％（质量浓度）；ＬＢ培养基：酵母膏０．５％（质
量浓度），蛋白胨１％（质量浓度），ＮａＣｌ１％（质量浓度）。
１．４　重组质粒ｐＥＴ３０ａ－ＡＬＤＨ构建

酿酒酵母基因组提取采用溶菌酶法［６］；根据已知的酿酒

酵母的ＡＬＤＨ基因序列［５，７］，设计合成 ＰＣＲ引物：Ｐｒｉｍｅｒ－Ｆ：

５′－ＡＣＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＴＣＡＧＴＡＧＡＴＣＴＡＣＧＣ－３′；Ｐｒｉｍｅｒ－

Ｒ：５′－ＡＣＣＧＧＡＧＣＴＣＴＴＡＣＴＣＧＴＣＣＡＡＴＴＴＧＧＣＡＣＧ－３′。

Ｐｒｉｍｅｒ－Ｆ中ＢａｍＨⅠ识别位点用下划线表示，起始密码子用
方框标出；Ｐｒｉｍｅｒ－Ｒ中 ＳａｃⅠ识别位点用下划线表示，终止
密码子用方框标出。

以酿酒酵母基因组ＤＮＡ为模板、以Ｐｒｉｍｅｒ－Ｆ和Ｐｒｉｍｅｒ－
Ｒ为引物进行酿酒酵母ＡＬＤＨ基因克隆。其ＰＣＲ反应体系见
表１。

表１　酿酒酵母ＡＬＤＨ基因ＰＣＲ反应体系

添加物 添加量（μＬ）
基因组ＤＮＡ ２．０
Ｐｒｉｍｅｒ－Ｆ（５ｍｍｏｌ／Ｌ） ４．０
Ｐｒｉｍｅｒ－Ｒ（５ｍｍｏｌ／Ｌ） ４．０
５×ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ｐｌｕｓ） １０．０
ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ） ４．０
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（２．５Ｕ／μＬ） ０．５
去离子水 ２５．５
总体积 ５０．０

　　ＰＣＲ反应程序为 ９８℃ ３ｍｉｎ；９８℃ １０ｓ，６０℃ ３０ｓ，
７２℃ ２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ反应产物经１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检测后回收，与
ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接，转化大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞，菌落
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ＰＣＲ筛选转化成功的 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＡＬＤＨ重组质粒。其菌落
ＰＣＲ反应体系见表２。

表２　ｐＭＤ１８－Ｔ－ＡＬＤＨ重组质粒菌落ＰＣＲ反应体系

添加物 添加量（μＬ）
Ｐｒｉｍｅｒ－Ｆ（５ｍｍｏｌ／Ｌ） ２．０
Ｐｒｉｍｅｒ－Ｒ（５ｍｍｏｌ／Ｌ） ２．０
１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋Ｆｒｅｅ） ２．５
ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ） ２．０
ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ） ２．０
ＴＡＫＡＲＡＴａｑ ０．２
去离子水 １４．３
总体积 ２５．０

　　ＰＣＲ反应程序为 ９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，６０℃ ３０ｓ，
７２℃２ｍｉｎ，２８个循环；７２℃１ｓ。

ｐＭＤ１８－Ｔ－ＡＬＤＨ重组质粒回收后，进行 ＢａｍＨⅠ 和
ＳａｃⅠ双酶切；酶切产物回收、纯化之后连接到同样双酶切、纯
化后的ｐＥＴ３０ａ（＋）载体上，连接产物转化宿主菌 ＤＨ５α和
ＢＬ２１（ＤＥ３），经ＰＣＲ检测、酶切和测序验证ＯＲＦ正确的克隆
用于ＡＬＤＨ蛋白表达。
１．５　乙醛脱氢酶活力测定

ＡＬＤＨ酶催化反应液成分见表３。

表３　ＡＬＤＨ酶催化反应液成分

添加物 添加量（ｍｍｏｌ／Ｌ）
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值为８．０） １００
巯基乙醇 １
ＫＣｌ １００
ＮＡＤ＋ １００
乙醛 １００

　　将０．５ｍＬ酶液与 １ｍＬ上述反应液混合，反应体系在
２５℃ 下保温５ｍｉｎ，在３４０ｎｍ波长下测其吸光度［８－１１］。

酶活单位定义：标准反应条件下，１ｍｉｎ催化生成１ｍｍｏｌ
ＮＡＤＨ所需要的酶量被定义为１个活力单位（Ｕ）。
１．６　ＡＬＤＨ在ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中的表达

将含重组质粒的大肠杆菌菌株接种单菌落于 ＬＢ液体培
养基（含卡那霉素 ３０μｇ／Ｌ）中，３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ培养 １０～
１２ｈ至菌液 Ｄ６００ｎｍ值达到０．６～０．９后，分别加入终浓度为
０．３、０．５、０．８、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的异丙基 －β－Ｄ－硫代吡喃半乳
糖苷（ＩＰＴＧ），于１５０ｒ／ｍｉｎ条件下进行 ＡＬＤＨ酶蛋白诱导培
养。诱导培养的温度分别为２８℃和 ３７℃，培养时间分别为
０、２、４、６、８ｈ。离心收集菌体，称量菌体湿质量。
１．７　大肠杆菌细胞的破碎

取０．５ｇ湿菌体，悬浮于含２ｍｍｏｌ／Ｌ的二硫苏糖醇的
１０ｍＬ磷酸缓冲液中，冰上超声波破碎菌体（功率４００Ｗ，工
作２ｓ，间隔３ｓ，４０次），８０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１０ｍｉｎ，收集上
清液，即为ＡＬＤＨ粗酶液［９］。

２　结果与分析

２．１　重组表达质粒的构建
以酿酒酵母Ｗ３０３－１Ａ基因组ＤＮＡ为模板、以Ｐｒｉｍｅｒ－

Ｆ和Ｐｒｉｍｅｒ－Ｒ为引物，进行酿酒酵母 ＡＬＤＨ基因的 ＰＣＲ克
隆，ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测后，发现本试验中克
隆得到的条带大小与预期的基因片段大小一致，约１．６ｋｂ，如

图１所示。
　　将上述ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶回收后，连接到ｐＭＤ１８－
Ｔ克隆载体上，转化，并将得到的 ｐＭＤ１８－Ｔ－ＡＬＤＨ重组质
粒进行ＢａｍＨⅠ和ＳａｃⅠ双酶切验证（图２）。

　　将测序正确的ｐＭＤ１８－Ｔ－ＡＬＤＨ重组质粒用ＢａｍＨⅠ和
ＳａｃⅠ双酶切，回收酶切产物，将回收产物与经 ＢａｍＨⅠ和
ＳａｃⅠ 双酶切的ｐＥＴ３０ａ（＋）表达载体相连，连接产物转化大
肠杆菌ＤＨ５α感受态和ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，经菌落ＰＣＲ
筛选（图３）后，将筛选得到的阳性单菌落送样测序，得到含有
与文献报道的ＡＬＤＨ基因大小一致的 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ｐＥＴ３０ａ－
ＡＬＤＨ）重组菌株。

２．２　不同ＩＰＴＧ诱导培养浓度对乙醛脱氢酶活性的影响
挑取转化成功的Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ｐＥＴ３０ａ－ＡＬＤＨ）菌株的少

量菌体于ＬＢ液体培养基（含 ３０μｇ／Ｌ卡那霉素）中 ３７℃、
１８０ｒ／ｍｉｎ培养１０～１２ｈ至菌液 Ｄ６００ｎｍ值达到０．６～０．９后，
分别加入终浓度为０、０．３、０．５、０．８、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ，然
后于２８℃ １５０ｒ／ｍｉｎ条件下诱导培养６ｈ后，测定诱导产生
的ＡＬＤＨ酶蛋白的催化活性，结果如图４所示。以相同条件
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下培养的Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ｐＥＴ３０ａ）为对照。
　　从图４中可明显看出，Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ｐＥＴ３０ａ－ＡＬＤＨ）菌株
在ＩＰＴＧ诱导浓度增加时，ＡＬＤＨ酶催化的相对活性也在逐步
增大，当ＩＰＴＧ诱导浓度为１．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＡＬＤＨ酶催化的相
对活性是最高的，可达３０．２Ｕ／ｍＬ。

本试验中的对照菌株 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ｐＥＴ３０ａ）也检测到了
一定的乙醛脱氢酶催化反应活性，说明 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）细
胞中是携带有醛脱氢酶基因的，这与其他研究者的研究结

果［８，１０］是一致的。

２．３　不同诱导时间对乙醛脱氢酶活性的影响
Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ｐＥＴ３０ａ－ＡＬＤＨ）菌株于３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条

件下培养至Ｄ６００ｎｍ值为０．６～０．９后，加入终浓度１．０ｍｍｏｌ／Ｌ
的ＩＰＴＧ，然后于２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下分别诱导培养０、２、
４、６、８ｈ后，测定诱导产生的 ＡＬＤＨ酶蛋白的催化活性，测定
结果如图 ５所示。以相同条件下培养的 Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１
（ｐＥＴ３０ａ）为对照。

　　从图５中可明显看出，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下诱导培养
时间越长，ＡＬＤＨ酶催化的相对活性越高，诱导培养６ｈ时，
ＡＬＤＨ的相对酶活性达到最高，高达３０．２Ｕ／ｍＬ，其中，诱导
培养２ｈ之内，ＡＬＤＨ的相对酶活性增长最快；６ｈ后，随着诱
导时间的延长，ＡＬＤＨ的相对酶活性反而有所下降，其原因可
能是ＡＬＤＨ酶活性半衰期较短，当诱导时间较长时，诱导表达
的ＡＬＤＨ酶蛋白部分被降解或失活。
２．４　不同诱导温度对乙醛脱氢酶活性的影响

Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ｐＥＴ３０ａ－ＡＬＤＨ）菌株于３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条
件下培养至Ｄ６００ｎｍ值为０．６～０．９后，加入终浓度１．０ｍｍｏｌ／Ｌ
的ＩＰＴＧ，分别于２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ和３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下
诱导培养６ｈ后测定诱导产生的ＡＬＤＨ的酶催化活性。分析
发现，当诱导温度为２８℃时，ＡＬＤＨ酶的相对活性明显高于
诱导温度为３７℃时的相对活性（图６），其原因可能是诱导温
度升高时，产生的包涵体增多，使得可溶性的ＡＬＤＨ浓度降低，

或者ＡＬＤＨ酶对温度很敏感，高温使部分酶失活或钝化了。

３　结论

本试验首先通过ＰＣＲ技术从酿酒酵母基因组ＤＮＡ中克
隆得到长度约１．６ｋｂ的乙醛脱氢酶基因的ＯＲＦ序列，并将其
连入ｐＥＴ３０ａ（＋）表达载体中，成功构建了酿酒酵母乙醛脱氢
酶基因的原核表达载体；同时对构建的酿酒酵母乙醛脱氢酶

基因的原核表达载体在宿主细胞大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）中的
诱导表达条件进行筛选，发现诱导表达的乙醛脱氢酶催化活

性受到诱导物ＩＰＴＧ浓度、诱导表达时间和诱导温度的影响，
当ＩＰＴＧ浓度为 １．０ｍｍｏｌ／Ｌ、诱导时间为 ６ｈ、诱导温度为
２８℃ 时，诱导表达出的乙醛脱氢酶相对酶活性最高，可达
３０．２Ｕ／ｍＬ。目前本课题组正在对酿酒酵母 ＡＬＤＨ基因进行
突变试验，期望能得到活性更高、耐适性更好的 ＡＬＤＨ酶，以
提高微生物发酵生产３－ＨＰ的效率。
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