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研究简报                                                              

克雷伯杆菌甘油脱氢酶基因的克隆表达与纯化 

张婷婷, 方柏山, 王耿, 王飞飞 
华侨大学工业生物技术福建省高等学校重点实验室, 泉州 362021 

摘  要: 以克雷伯杆菌(Klebsiella pneumoniae)基因组 DNA 为模板, 运用 PCR 扩增得到编码甘油脱氢酶(GDH)的基因

(gldA), 并克隆到 pMD-18T 载体上, 构建克隆载体 pMD-gldA。经测序正确后, 将 gldA 亚克隆至表达载体 pET-32a(+)

上构建表达质粒 pET-32gldA。在乳糖诱导下, 携带 pET-32gldA 的 E. coli BL21 (DE3)高效表达分子量约为 54 kD 的可溶

性蛋白。表达产物带有 His6-tag 标记, 选用 Ni 柱对表达产物进行纯化, 纯化后酶液的比活为 188 u/mg, 纯化倍数和回

收率分别为 3 倍和 67.5%。 
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Dehydrogenase from Klebsiella pneumoniae 
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Abstract: The gldA gene coding glycerol dehydrogenase (GDH) was amplified by PCR with the genomic DNA of Klebsiella 
pneumoniae as the template. The gldA were inserted in pMD-18T to construct the recombinant cloning vector pMD-gldA. After the 
DNA sequence was determined, the gldA was subcloned into expression vector pET-32a (+) to construct the recombinant expression 
vector pET-32gldA. Upon lactose induction, soluble GDH was over-produced by E. coli BL21 (DE3) harboring the expression  
construct. Recombinant GDH purified by Ni-NTA affinity chromatography showed a single band about 54 kD on SDS-PAGE gel, 
and the specified activity was about 188 u/mg, the purification fold is 3 times and the activity recovery is 67.5%. 

Keywords: glycerol dehydrogenase, Klebsiella pneumoniae, protein purification 

1,3-丙二醇(1,3-PD)是一种重要的化工原料, 它

可直接作为抗冻剂、多种增塑剂、洗涤剂、防腐剂

和乳化剂的合成原料, 它也用于食品、化妆品和制

药等行业。其最主要的用途是作为聚酯、聚醚和聚

氨酯等高分子材料的单体[1]。目前 1,3-丙二醇的合成

方法分为化学法和生物法两类。由于化学法所用的

催化剂体系复杂, 制作工艺苛刻, 有些配位体剧毒, 

合成工艺需高压 , 对设备要求高 , 回收率又不高 , 

加上所用的最初原料是石油, 在石油资源愈来愈贫

乏, 清洁生产呼声愈来愈响的今天, 研究以可再生

资源为原料、污染程度低的生物技术法生产 1,3-丙

二醇更引起人们的高度重视。 

在甘油转化为 1,3-PD 的厌氧代谢途径中, 甘油

沿着氧化和还原两条平行途径代谢(图 1)[2]。在氧化
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途径中, 甘油在依赖于 NAD+的甘油脱氢酶(glycerol 

dehydrogenase, GDH, EC 1.1.1.6)的作用下形成二羟

基丙酮(DHA), 这一代谢过程是以甘油为底物生长

的微生物的共同代谢途径, 为微生物生长提供 ATP

和 NADH。在还原途径中, 甘油在以维生素 B12为辅

酶的甘油脱水酶 (glycerol dehydratase, GDHt, EC 

4.2.1.30)的作用下生成三羟基丙醛(3-HPA), 然后在

依 赖 于 NADH 的 1,3- 丙 二 醇 氧 化 还 原 酶
(1,3-propanediol dehydrogenase, PDOR, EC 1.1.1.202)
的作用下形成 1,3-PD。还原途径所需的 NADH   

由氧化途径提供, 整个过程伴随着辅酶Ⅰ的再生。

在甘油转化成 1,3-PD 的过程中, GDH、GDHt 和

PDOR是关键酶, 它们的活力与 1,3-PD的产率密切

相关。 

 

图 1  微生物甘油厌氧代谢途径[2] 
Fig.1  Pathway of glycerol anaerobic fermentation 

(1) glycerol dehydrogenase; (2) glycerol dehydratase; (3) 1,3-propanediol dehydrogenase 
 

现已发现的几种能以甘油为底物发酵生产

1,3-PD 的菌种中，克雷伯杆菌(K. pneumoniae)、丁

酸梭状芽孢杆菌 (C. butyricum)和弗氏柠檬菌 (C. 

freundii)具有较高的 1,3-PD 转化率及生产能力, C. 

butyricum 具有良好的 1,3-PD 耐受力, 但是该菌属

于严格厌氧菌, 培养条件苛刻, K. pneumoniae 和 C. 

butyricum 属兼性厌氧菌 [3]。虽然大多数用于获得

GDH 的细菌是严格厌氧的,但是本课题组研究发现

在克雷伯杆菌中GDH却对氧气有一定耐受力, 可以

在有氧条件下纯化 [4], 因此在本研究中以克雷伯杆

菌为出发菌。 

另一方面, 在甘油转化为 1,3-PD 过程中的中间

产物 DHA 化学性质活泼, 它广泛参与诸如聚合, 缩

合等化学反应 , 是一个重要的化学中间体。同时

DHA 也是一个多功能试剂, 目前国内有关 DHA 的

报道很少, 但在国外DHA已得到了广泛的实际应用, 

它可广泛用做医药、农药的中间原料, 也可以用于

化妆品和食品添加剂等[5]。DHA 的合成方法目前有

化学法和生物法两种, 化学法产率和转化率都比较

低; 微生物法较化学法有反应条件温和, 原料利用

率高 , 产品纯度高及工艺简单 , 易于控制等优点 , 

从长远发展及环境保护角度来看, 生物法也显得更

具有生命力 , 但是目前报道的利用 Gluconobacter 

oxydans[6,7]等原始菌发酵生产 DHA同时也存在生产

周期长, 易染菌等问题, 目前本实验室试图通过酶

法来直接生产 DHA。 

目前国内外对于 GDH 的克隆表达的研究还比

较少。最近, Keiko等人在由二级醇转化生产具有光

学活性二醇过程的研究中以 pSE420D为表达载体在

E.coli HB101中表达了Hansenula ofunaensis中的GDH, 

并用 DEAE-cellulose、Butyl-Toyopea 和 Superdex200

对其进行纯化, 最终酶的比活为 51 u/mg [8]。 

我们试图通过基因工程手段将克雷伯杆菌中的

GDH基因 gldA在大肠杆菌 BL21 (DE3)中进行克隆

表达, 并利用镍柱对其进行纯化。本实验室已经克

隆表达了克雷伯杆菌中的 PDOR[9]、GDHt及其再激

活因子[10], 本工作期望能为利用酶法生产 1,3-PD及

二羟基丙酮奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  质粒载体及菌株 

克隆载体 pMD18-T、表达载体 pET-32a(+)、大

肠杆菌 E. coli DH5α、E. coli BL21(DE3)均为本实验

室保存。 Klebsiella pneumoniae DSM2026由德国生

物技术研究中心曾安平博士惠赠。 

1.1.2  酶及主要试剂 

T4DNA 连接酶、限制酶、 rTaq 酶购自大连

TaKaRa公司。胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒、辅

酶Ⅰ均购自厦门泰京生物技术有限公司, 其余试剂

均为国产分析纯。 
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1.1.3  培养基及培养条件 

LB培养基, 培养温度 30 ℃, 摇床转速 200 r/min, 

氨苄青霉素浓度为 75 μg/mL, 乳糖浓度 2 mg/mL。 

1.1.4  引物(由北京奥科生物技术有限公司合成) 

将在 GenBank 中查到的 Escherichia blattae 

(AY737718) 和 Citrobacter freundii(CFU09771) 中

GDH基因与克雷伯杆菌全基因组的 dha操纵子中各

段基因序列进行比对, 得到克雷伯杆菌中GDH的基

因序列作为模板设计引物。 

Primer I: 5′-CGTCGGATCCTACATGCGCACTT 

ATTTGAG-3′ 

Primer II: 5′-AATGCTCGAGCGAATTAACGC 

GCCAGCCAC-3′ 

1.2  方法 
1.2.1  PCR扩增 gldA基因 

以 Primer I、Primer II 为引物, 克雷伯杆菌总

DNA 为模板 , 通过 PCR 扩增 gldA, 扩增条件为   

94℃预变性 5 min, 然后在 94  1 min℃ , 60  1.5℃  min, 

72℃ 1.5 min的扩增条件下, 进行 30个循环的扩增, 

最后在 72℃下延伸 15 min。 

1.2.2  克隆载体 pMD-gldA的构建 

将 gldA 基因 TA 克隆至 pMD-18T 载体上构建

克隆载体 pMD-gldA 转化到大肠杆菌 E. coli DH5α

中, 小量提取质粒, 经酶切鉴定后由北京奥科生物

技术有限公司测序。 

1.2.3  表达载体 pET-32gldA的构建 

将 pMD-gldA用 BamH I和 Xho I双酶切后, 切

胶回收 gldA, 所得产物与经同样酶切的 pET-32a(+)

用 T4 DNA连接酶连接即得到表达载体 pET-32gldA, 

转化到大肠杆菌 E. coli DH5α中, 小量提取质粒, 经

酶切鉴定正确后, 转化至表达宿主 E. coli BL21(DE3)

诱导表达。 

1.2.4  重组大肠杆菌的诱导表达 

挑取重组子大肠杆菌 E. coli BL21 (pET-32gldA)

接种于含有 75 mg/L 氨苄青霉素的 LB 培养基中,  

30℃培养至 OD600 约 0.4 时, 加入乳糖至终浓度为  

2 mg/mL, 30 ℃诱导培养 5 h后离心收集菌体。 

1.2.5  GDH粗酶液的制备 

采用超声波细胞破碎法。发酵液于 6500 r/min、

4℃下离心 15 min, 收集菌体, 用 0.05 mol/L、pH 7.4

的磷酸钾缓冲溶液洗涤两次, 取 1 g 湿菌体悬浮于 

5 mL上述磷酸钾缓冲溶液中(含有 2 mmol/L二硫苏

糖醇, 用于保护酶蛋白的二硫键)。将装有菌悬液的

15 mL 离心管置于冰浴中, 细胞破碎仪探头置于液

面下 1 cm, 功率 300 W, 超声 2 s, 间隔 2 s, 超声时

间 4 min, 4 ℃ 12 000 r/min离心 15 min, 去除不溶性

细胞碎片, 上清即为粗酶液。 

1.2.6  GDH的纯化 

按照常规方法进行镍柱亲和层析纯化。镍柱先

用含有 20 mmol/L咪唑缓冲液 A (20 mmol/L磷酸钠, 

500 mmol/L氯化钠, 20 mmol/L咪唑, pH 7.4)平衡, 

上样后再用含 20 mmol/L咪唑的缓冲液 A洗杂蛋白, 

再用含 500 mmol/L咪唑的缓冲液 B(20 mmol/L磷酸

钠, 500 mmol/L氯化钠, 500 mmol/L咪唑, pH 7.4)洗

脱目的蛋白并收集。 
1.2.7  SDS-PAGE 

采用 15%分离胶的不连续垂直平板电泳, 考马

斯亮蓝 R-250染色。 

1.2.8  GDH活力测定 

参考 Ahrens K[11]的方法并适当修改[4]。GDH使

甘油脱氢生成二羟基丙酮, 同时辅酶 INAD+被还原

为 NADH。NADH在 340 nm的紫外光下有最大吸收, 

根据吸光度的增加情况, 用初速度法可测定GDH的

活力。取含有 30 mmol/L(NH4)2SO4、0.2 mol/L甘油、

2 mmol/LNAD、1 μmol/LFe(NH4)2(SO4)2、0.1 mol/L

碳酸钾缓冲溶液(pH 12.0)反应液 1.5 mL, 45℃下恒

温后, 加入适量酶液启动反应, 于 340 nm波长下连

续测定酶反应过程中的吸光值(每隔 6 s记录一个数

据, 时间 1 min), 再用式(1)计算即可得到 GDH的酶

活。其定义为: 在上述条件下, 每分钟还原 1 μmol

甘油的酶量为 1 个酶活力单位。酶的比活力为每毫

克蛋白质所含酶的单位数(u/mg)。 

酶活计算公式如下:  

酶活力单位(u/mL)=(VT ×ΔA ×K)/(ε×VS)    (1) 

其中, VT: 反应液总体积; VS: 抽提液样品体积; 

ΔA: 每分钟吸光度变化值; K: 样品稀释倍数; ε: 摩

尔吸光系数(ε=6.3 L/mmol /cm)。 

1.2.9  蛋白质质量分数测定 

采用 Bradford 法测定[12], 以牛血清白蛋白为标

准蛋白质。 
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2  结果 

2.1  gldA 基因的 PCR 扩增 
PCR扩增的 gldA基因大小约为 1133 bp。PCR

产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测, 在 1000~1200 bp之

间的位置出现一特异性条带, 与理论值大小相符。 

2.2  克隆载体 pMD-gldA 的构建及鉴定 
gldA 上存在一个 Hind Ⅲ酶切位点, 构建好的

克隆载体 pMD-gldA用 Hind Ⅲ进行单酶切鉴定时应

出现约 3800 bp 大小的一条带。酶切鉴定结果表明

连接正确(图 2)。进一步测序结果表明所构建的载体

完全正确。 

 

图 2  克隆载体 pMD-gldA 的酶切鉴定 
Fig. 2  Characterization of pMD-gldA digested by Hind Ⅲ 

M: DNA marker; 1: pMD-gldA digested by Hind Ⅲ 

 

2.3  表达载体 pET-32gldA 的构建及鉴定 
构建好的表达载体 pET-32gldA用 Hind Ⅲ进行

单酶切鉴定时应出现约 6987 bp 大小的一条带; 用

Hind Ⅲ和 PstⅠ进行双酶切鉴定时, 由于 pET-32a(+)

存在两个 PstⅠ酶切位点, 应得到 2 条 DNA 条带分

别在 4808 bp和 1584 bp左右。酶切鉴定结果表明连

接正确(图 3)。 

2.4  GDH 的纯化、SDS-PAGE 分析及比活测定 
当以 pET-32a(+)为表达载体时, 表达的目标蛋

白所含的融合基因分子量约为 20.4 kD, 本研究中

GDH 的分子量约为 34 kD[4], 因此重组质粒所表达

的融合蛋白的分子量应为 54 kD(图 4), 与目标蛋白

大小一致。此外, 本研究选用的表达载体 pET-32a(+)

中含有表达 His6-tagged 的基因序列, 重组酶含有 

该融合标签可以用镍柱纯化; 另外在该重组酶的 N

端还含有一个 Rrx-TagTM, 该融合标签有利于提高

目的蛋白的可溶部分比例及活性。本研究中重组酶

经镍柱亲和层析纯化后可见单一条带, 而穿透液几

乎不含该条带 , 基本上可以认为得到比较纯的蛋

白。纯化结果如表 1, 从表 1 中我们可以看到纯化

后酶的回收率是 67.5 %, 纯化倍数是 3倍, 比活达

188 u/mg。 

 

图 3  表达载体 pET-32gldA 的酶切鉴定 
Fig. 3  Characterization of pET-32gldA digested by Hind Ⅲ 

and Hind Ⅲ/Pst Ⅰ 
M: DNA marker; 1: pET-32gldA digested by Hind Ⅲ; 2: 

pET-32gldA digested by Hind Ⅲ/Pst Ⅰ 

 

表 1  重组融合蛋白 GDH 纯化 
Table 1  Purification of recombinant GDH 

Purification step Total protein/mg Total activity/u Protein concentration
/(mg/mL) 

Specific activity
/(u/mg) Activity recovery/% Purification fold

Cell extract 18.8 1160 0.78 61.8 100 1 

HistrapTM HP 4.2 782 0.12 188 67.5 3.0 
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3  讨论 

本研究运用 PCR技术从克雷伯杆菌的基因组中
扩增得到了编码 GDH 的基因 gldA, 构建了克隆载
体 pMD-gldA。经测序正确后, 将 pMD-gldA亚克隆
至表达载体 pET-32a(+)上构建表达质粒 pET-32gldA, 
转化到大肠杆菌菌株 BL21(DE3)中, 经乳糖诱导实
现表达后, 测得重组酶抽提液的酶活为 48.3 u/mL 
(破碎细胞时条件为 1 g湿菌体悬浮于 5 mL磷酸缓冲
液), 重组酶用镍柱进行纯化, 纯化倍数和回收率分
别为 3倍和 67.5%, 比活为 188 u/mg。本课题组陈宏
文等由克雷伯杆菌经培养基和培养条件优化后测得

的无细胞抽提液的酶活为 3700 u/L[13], 本研究中通
过构建工程菌得到的重组酶抽提液在相同的酶活测

定条件下测得的酶活为 2.42×105 u/L, 酶活提高了
65 倍。据文献报道, Keiko 等人以 pSE420D 为表达
载体在 E. coli HB101中表达了 Hansenula ofunaensis
中的 GDH, 经 DEAE-cellulose、Butyl-Toyopea 和
Superdex200 纯化后 , 在其酶活测定体系中测得
GDH的比活力为 51 u/mg, 回收率为 4.2%[8]。另外, 
本课题组陈宏文等由克雷伯杆菌抽提液经 Q  
Sepharose Fast Flow和Blue Sepharose CL-6B直接纯化
得到的 GDH的比活力为 36 u/mg, 回收率为 5.83%[4], 
而本研究中重组酶抽提液经镍柱纯化, 在相同的酶
活测定体系中测得的比活力就高达 188 u/mg, 回收
率为 67.5%, 分别是陈宏文等所得相应结果的 5倍和
11.6 倍。而且, 本研究中所用表达载体 pET-32a(+)
上所带的 His6-tag, 使得目的基因可以方便地用镍
柱进行纯化, 简化了纯化工艺。这为进一步研究酶
法生产 1,3-丙二醇和二羟基丙酮奠定了基础。 
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