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摘   要：【背景】聚乙烯醇脱氢酶 (polyvinyl alcohol dehydrogenase, PVADH)能够使聚乙烯醇

(polyvinyl alcohol, PVA)氧化脱氢，在 PVA 的生物降解过程中起到重要作用。【目的】从 PVA 降解

菌株蜡样芽孢杆菌 DG01 中获取 pvadh 基因，实现 PVADH 在毕赤酵母中的异源表达并探究其对不

同型号 PVA 的降解特异性，为 PVADH 在 PVA 实际降解中的应用提供指导。【方法】通过反转录

扩增技术获得长度为 1 965 bp 的 pvadh 基因片段，构建 pPIC9K-cpvadh 重组表达质粒并在毕赤酵

母 GS115 中实现异源表达，甲醇诱导表达蛋白，进行分离纯化后对其酶学性质及降解特异性进行

研究。【结果】最佳发酵条件下 PVADH 粗酶液酶活达到 54.55 U/mL。经分离纯化后表达蛋白

PVADH 的比酶活为 173.42 U/mg，分子量为 67.1 kDa，等电点为 6.06，该酶最适作用温度为 41 ℃，

最适作用 pH 值为 7.5，在 27−32 ℃、pH 7.0−8.0 条件下酶的半衰期超过 4 h，1 mmol/L 的 Ca2+对酶

活力有激活作用。PVADH 分别作用于 PVA1788、PVA1799 及 PVA2488，Km 值分别为 1.17、1.49、
1.21 mg/mL。【结论】毕赤酵母表达的 PVADH 产酶及纯化方便，酶学性质稳定，对醇解度小的 PVA
具有更好的降解能力。 
关键词：聚乙烯醇；聚乙烯醇脱氢酶；异源表达；降解特异性  
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Abstract: [Background] Via oxydehydrogenation of polyvinyl alcohol (PVA), polyvinyl 
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alcohol dehydrogenase (PVADH) plays an important role in the biodegradation of PVA. 
[Objective] pvadh gene was extracted from the PVA-degrading Bacillus cereus sp. DG01 for 
the expression of PVADH in Pichia pastoris and specificity of the enzyme for degrading 
different PVA species was explored. The findings are expected to guide the application of 
PVADH in PVA degradation. [Methods] The 1 965 bp pvadh as obtained by reverse-transcription 
PCR amplification. pPIC9K-cpvadh plasmid was constructed for expression in P. pastoris 
GS115. Methanol was employed to induce the expression of the protein which was then isolated 
and purified. The enzymatic properties and degradation specificity were investigated. [Results] 
The activity of crude PVADH solution yielded under optimal fermentation conditions reached 
54.55 U/mL. The purified PVADH had the specific activity of 173.42 U/mg, molecular weight 
of 67.1 kDa, and isoelectric point of 6.06, and the optimum temperature and pH for PVADH 
were 41 ℃ and pH 7.5, respectively. The half-life of PVADH was more than 4 h at 27–32 ℃ 
and pH 7.0–8.0, and 1 mmol/L Ca2+ can activate the enzyme. Km values of PVADH for the three 
substrates PVA1799, PVA1788, and PVA2488, were 1.49 mg/mL, 1.17 mg/mL, and 1.21 mg/mL, 
separately. [Conclusion] Heterogeneous expression in P. pastoris is a simple method to obtain 
PVADH and the purification features ease of implementation. The yielded PVADH has stable 
enzymatic properties and high efficiency in degrading the PVA with low alcoholysis degree. 
Keywords: polyvinyl alcohol; polyvinyl alcohol dehydrogenase; heterologous expression; 
enzymatic properties 
 
 
 

聚乙烯醇(polyvinyl alcohol, PVA)是一种可

生物降解的水溶性高分子材料，由于其具有优

良的黏合性、机械性、抗电性等特点而被广泛

应用于农业、医疗、食品包装等领域[1]。但由

于其在自然条件下降解缓慢且容易在水体中聚

集，造成了严重的环境污染问题 [2]。微生物法

降解聚乙烯醇是一种低成本、简单高效且不易

造成二次污染的方法，目前对 PVA 降解一般采用

好氧厌氧结合的方法，这一方面可以对 PVA 进行

彻底降解，另一方面又降低了能量损失[3-4]。为提

高 PVA 生物降解的效果，许多研究者对 PVA
降解菌株、降解机理及降解酶进行了多方面的

研究。 
PVA 降解酶的相关研究一直是近年来 PVA

生物降解的重点领域之一。目前报道的 PVA 的

细菌降解酶有 3 种，分别为仲醇氧化酶

(secondary alcohol oxidases, SAO)、聚乙烯醇脱

氢酶(polyvinyl alcohol dehydrogenase, PVADH)
以 及氧 化型 聚乙 烯醇 水解 酶 (oxidized PVA 
hydrolase, OPH/BDH)[5]。其中研究比较深入的

是 PVADH 和 OPH，这两种酶最早从菌株

Pseudomonas sp. VM15C 和 Sphingopyxis sp. 
113P3 中发现[6-7]。Hatanaka 等[6]筛选得到一株

Sphingopyxis sp. 113P3，纯化出需要吡咯喹啉醌

(methoxatin, PQQ)为辅酶完成降解的 PVADH
及 OPH，并发现起电子传递作用的细胞色素 c
基因。Masayuki 等 [7]分离得到两株协同降解

PVA 的假单胞菌(Pseudomonas sp. VM15C)和恶

臭假单胞菌(Pseudomonas putida VM15A)，并发

现其作用机理是降解过程中 VM15A 产生的辅

酶 PQQ，被 VM15C 利用从而实现 PVA 的降解。 
PVADH 是 PVA 降解的关键酶，也是研究

最深入的 PVA 降解酶。该酶属于醌血红素蛋白

醇脱氢酶，能使聚乙烯醇发生脱氢反应，从而
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实现生物降解。Masayuki等[7]从 Pseudomonas sp. 
VM15C 中克隆出聚乙烯醇脱氢酶基因，发现在

其氨基酸序列中存在辅助因子吡咯喹啉醌

(PQQ)的结合位点，并在 Sphingopyxis sp. 113P3
发现了细胞色素 c 基因，细胞色素 c 在 PVA 的

氧化过程中的作用是电子传递[8]。PVADH、OPH
及细胞色素 c 的基因共同组成降解 PVA 的操纵

子(No. AB190288.4)并被组成型表达[9-10]。李敏

等[11]从混合菌群中分离得到 PVADH，纯化后

PVADH 的比酶活仅为 25.7 U/mg，回收率 7.2%，

得率较低，而且所得酶以 2-辛醇为底物时相对酶

活达 87.5%，但不能氧化伯醇。Jia 等[12-13]通过人

工合成密码子优化的 pvadh 基因，实现其在毕赤

酵母中的异源表达，并发现在毕赤酵母中会表达

出截短 PVADH，摇瓶降解条件下发酵液酶活最

高达到 546 U/mg，但由于截短 PVADH 缺少前

81 个氨基酸编码的血红素结构域，该酶的热稳

定性及 pH 稳定性变差，37 ℃时半衰期仅为 3 h。 
聚乙烯醇的细菌降解是一个复杂的过程，

并不能由单一酶实现完全降解，而是多种酶共

同作用的结果。如图 1 所示，聚乙烯醇的细菌

降解主要分两步进行，即聚乙烯醇主链断裂和

小分子水解[14]，其反应机理是：第 1 步是氧化

反应，在 SAO 或 PVADH 的作用下，PVA 分子

上的羟基氧化成为 β-羟基酮或 β-双酮，当 SAO
催化时，O2 为电子受体，并有 H2O2 的产生[15]；

当 PVADH 催化时需要伴以 PQQ 的辅助，电子

由底物流动到 PVADH，再流向细胞色素 c，最

后流向 O2。第 2 步是水解反应，在 OPH 的作

用下，β-羟基酮或 β-双酮发生水解反应，进一

步水解为甲基酮、醛类及羧酸类物质[16]，其中

β-羟基酮、β-双酮结构不稳定，因此有研究认为

水解反应可以自发进行，而 OPH 的作用只是加

速这一水解过程[17]。 

 

 
 
图 1  聚乙烯醇的酶促降解 
Figure 1  Enzymatic degradation of PVA. 
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本实验室已筛选出多种聚乙烯醇降解菌

株，包括苏云金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis)、
类芽孢杆菌(Paenibacillus validus)[18]、蜡样芽孢

杆菌(Bacillus cereus)[19]等。这些菌株在特定条

件下能够对 PVA 实现一定降解，但也存在许多

弊端。本实验室所筛选的类芽孢杆菌 DG03、
DG04 对 PVA1788 的 8 d 降解率分别为 56.74%
和 67.27%；蜡样芽孢杆菌 DG01 对 PVA2488
的 24 h 降解率仅为 46.73%，且该菌株需要在

41 ℃、pH 7.0 条件下进行培养，还要添加硝酸

铵、氯化钠等 7 种无机盐化合物并严格控制用

量[18-19]。这些数据说明 PVA 降解菌株存在培养

及降解条件苛刻、培养周期长、降解效率低等

问题。因此，本实验探究从蛋白水平上实现 PVA
的高效降解，即从已有 PVA 降解菌中获取 PVA
降解关键酶 pvadh 的基因片段并实现 PVADH
在毕赤酵母表达系统中的异源表达。  

前期工作中，本研究依据 NCBI 公开的

pvadh 基因序列比对[12]，设计特异性引物，通

过 RT-PCR 技术，从筛选的 PVA 降解菌株

Bacillus cereus sp. DG01 中扩增 pvadh 基因片

段，并通过 T-A 克隆的方法构建稳定且易于提

取质粒的重组克隆菌株，作为本实验的基础生

物材料。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和载体 

大肠杆菌 E. coli JM109 感受态细胞，北京擎

科生物科技有限公司；毕赤酵母 Pichia pastoris 

GS115 及 pPIC9K 质粒载体，本实验室保存；重

组质粒 pUCM-T-pvadh，本实验室制备并保存。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

Speedy Cut EcoR Ⅰ/Not Ⅰ快切酶、Sal Ⅰ内切

酶、T4 DNA 连接酶、Taq DNA 聚合酶、G418
抗生素，生工生物工程(上海)股份有限公司；普

通琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒、BCA 蛋白质

定量试剂盒，天根生化科技(北京)有限公司；

DNA Marker、Protein Marker，北京擎科生物科

技有限公司；所用引物及测序服务均由北京擎

科生物科技有限公司完成；其他常规试剂均为

分析纯产品。 
台式恒温培养摇床，杭州艾普仪器设备有

限公司；紫外分光光度计，尤尼柯(上海)仪器有

限公司；多功能酶标仪，帝肯公司；蛋白分离

纯化色谱，GE 公司；数显 pH 计，仪电科学仪

器股份有限公司；PCR 扩增仪，赛默飞世尔科

技公司。 
1.1.3  培养基 

LB 液体培养基(g/L)：氯化钠 10.0，蛋白胨

10.0，酵母提取物 5.0 (固体培养基添加琼脂粉

20.0)；YPD 液体培养基(g/L)：蛋白胨 20.0，酵

母提取物 10.0，葡萄糖 20.0 (固体培养基添加琼

脂粉 20.0)；MD 固体培养基(g/L)：无氨基酸酵

母氮源(YNB) 13.4，葡萄糖 20.0，琼脂 20.0，

生物素 0.000 4；BMGY 液体培养基：蛋白胨

20.0 g/L，酵母粉 10.0 g/L，YNB 13.4 g/L，磷酸

盐缓冲液 10.0% (体积分数，下同)，甘油 10.0%，

生物素 0.4 mg/L (BMMY 液体培养基将甘油

10.0%改为甲醇 1.0%)。 

1.2  方法 
1.2.1  引物设计 

研究所用实验引物见表 1。 
1.2.2  pPIC9K-cpvadh 质粒的构建及线性化 

使用软件 Signal P-6.0预测基因片段的信号

肽位点后，以重组质粒 pUCM-T-pvadh 为 DNA
模板、cpvadh-F/R 为特异性引物进行 PCR 扩

增。PCR 反应体系：10×PCR buffer 5 µL，Mg2+ 
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表 1  主要引物 
Table 1  Primary primer 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Product length (bp) 
cpvadh-F CCGGAATTCTCCGGCACCGTGGCCGAA 1 890 
cpvadh-R AAGGAAAAAAGCGGCCGCTCATTTTCCATCGACCGAGAAGGCC 1 890 
AOX1-F GACTGGTTCCAATTGACAAGC 2 382 
AOX1-R GCAAATGGCATTCTGACATCC 2 382 
下划线分别为 EcoR I 与 Not I 酶切位点 
Underlined are EcoR I and Not I digestion sites respectively. 
 
(25 mmol/L) 3 µL，dNTPs (10 mmol/L) 1 µL，Taq 
DNA polymerase (5 U/µL) 1 µL，cpvadh-F/R  
(10 mmol/L)各 2 µL，DNA 模板 50 ng，加 ddH2O
至 50 µL。PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；98 ℃ 10 s，
59 ℃ 15 s，72 ℃ 2 min，30 个循环；72 ℃ 10 min。
纯化后得到不含信号肽的剪切 pvadh基因片段，

命名为 cpvadh。 
使用 EcoR I 与 Not I 快切酶将 cpvadh 与

pPIC9K质粒分别进行双酶切后用 T4 DNA连接

酶连接过夜，用 E. coli JM109 感受态转化得到

重组菌株 E. coli JM109-pPIC9K-cpvadh，提取

pPIC9K-cpvadh 重组质粒后使用 Sal I 内切酶酶

切线性化。 
1.2.3  重组菌株 Pichia pastoris GS115-pPIC9K- 
cpvadh 的构建 

制备 P. pastoris GS115 感受态细胞[20]。通

过电击法分别将 5−10 μL (2 μg/μL)线性化的

pPIC9K-cpvadh 重组质粒及 pPIC9K 空质粒转

入 80 μL P. pastoris GS115 感受态细胞中，菌

体涂布于 MD 平板，30 ℃培养 3−5 d 直到出现

单菌落。 
1.2.4  多拷贝子筛选及菌落 PCR 验证 

将重组转化子及空质粒转化子分别接种到

含有 0−3 mg/mL G418 抗生素的 YPD 平板上，

30 ℃培养箱培养 3−5 d，于高浓度抗性平板中

挑选高拷贝数转化子，用 AOX1 通用引物进行

菌落 PCR 验证。PCR 反应体系：10×PCR buffer 

5 µL，Mg2+ (25 mmol/L) 6 µL，dNTPs (10 mmol/L) 
2 µL，Taq DNA polymerase (5 U/µL) 1 µL，

AOX1-F/R (10 mmol/L)各 2 µL，模板 DNA 200 μg，
加超纯水至总反应体系 50 μL。PCR 反应条件：

95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 2 min，
30 个循环；72 ℃ 10 min。 
1.2.5  Pichia pastoris GS115-pPIC9K-cpvadh
的诱导表达 

在 100 mL BMGY 培养基中培养重组菌株至

OD600为2.0−6.0，收集全部菌液于4 ℃、8 500 r/min
离心 10 min 去上清，将适量菌体转入含 100 mL 
BMMY 培养基的 250 mL 三角瓶中，使转入后

的培养基中重组菌液 OD600 为 1.85，于 25.5 ℃、

200 r/min 条件下诱导。在诱导开始前及诱导 24、
48 h 时向培养基中添加体积分数为 1.1%的甲

醇，并于诱导 24−96 h 时取相当于 OD600 为 1.0
菌体量的菌液进行 SDS-PAGE 分析，同时设置

空白对照。 
1.2.6  硫酸铵沉淀法纯化 PVADH 

于发酵上清液中缓慢加入(NH4)2SO4 至终

浓度为 70% (质量体积分数)，于 4 ℃、8 500 r/min
离心 10 min 去上清。所得沉淀物用含有 1 mol/L 
(NH4)2SO4 的 50 mmol/L、pH 7.0 的磷酸盐缓冲

液复溶后，用 0.22 μm 的滤膜过滤制取上柱样

品。将 10 mm×400 mm 的层析柱用上述缓冲液

平衡后上样，分别用 0−1 mol/L 的氯化钠溶液线

性洗脱，流速为 1 mL/min，检测波长为 280 nm，
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检测有酶活的部分保存备用。 
1.2.7  聚乙烯醇脱氢酶的酶活测定方法 

酶活测定方法：PVADH 酶液 300 µL，

PVA1799 30 mg，2,6-二氯靛酚钠(DCIP) 3 µmol，
KCN 3 µmol，CaCl2 3 µmol，PQQ 18 nmol，加入

50 mmol/L pH 7.2 的磷酸盐缓冲液至总反应体系

为 3 mL。反应于 37 ℃进行。定义酶活力单位

(U)：每 1 min 减少 1 nmol DCIP [摩尔消光系数

ε600=19.1 (µmol·mL)/cm]所消耗酶量。  

1.3  聚乙烯醇脱氢酶的酶学性质分析 
1.3.1  酶的最适反应温度及温度稳定性 

原始体系下将酶反应温度改变为 27−52 ℃ 

(每 5 ℃设定 1 个梯度)，其他条件不变，以原始

体系下的相对酶活为 100%，测定不同温度下的

相对酶活力，并在最适温度峰值附近将温度间

隔缩小为 1−2 ℃后再次进行精确测定，以确定

酶的最适反应温度；将酶液分别置于不同温度

下保温 2−6 h，以当前温度下未保温的酶活力为

100%，测定保温不同时间下的相对酶活力，以

确定酶的温度稳定性。 
1.3.2  酶的最适反应 pH 及 pH 稳定性 

原始体系下将酶反应体系的 pH 值改变为

5.0−10.0，其他条件不变，同理确定酶的最适反

应 pH；37 ℃时，将酶液置于不同 pH 缓冲液中，

以当前 pH 下未保温时的酶活力为 100%，确定

酶的 pH 稳定性。 
1.3.3  不同金属离子对酶反应的影响 

原始体系下，分别将酶液中加入 Cu2+、Fe2+、

Fe3+、Mn2+、Mg2+、Zn2+、Hg2+及 EDTA，测定

不同金属离子对酶的影响。 
1.3.4  聚乙烯醇脱氢酶对不同型号 PVA 的反

应亲和力 
原始体系下，分别测定反应底物为不同浓

度 PVA1799、PVA1788、PVA2488 时的酶活力，

根据 Michaelis-Menten 方程及 Michaelis-Menten
作图法计算出不同作用底物的米氏常数 Km 以

及最大反应速率 Vmax，并分析 PVADH 对不同

底物的降解亲和性。 

2  结果与分析 
2.1  pPIC9K-PVADH 质粒的构建及线性化 

通过Signal P-6.0预测发现pvadh基因片段前

75 bp 编码信号肽序列，因此实际表达时需将其

切除以提高蛋白的胞外表达量。以重组质粒

pUCM-T-pvadh 为模板 PCR 扩增出长度为 1 890 bp
的剪切基因 cpvadh，用 EcoR I 与 Not I 双酶切，酶

切产物选择 1 890 bp 处胶回收纯化并测序确定，将

其与双酶切纯化后的 pPIC9K空质粒通过T4 DNA
连接酶连接，转入 E. coli JM109 感受态细胞，获

得阳性菌株 E. coli JM109-pPIC9K-cpvadh。 
由于 P. pastoris 内无天然质粒，表达载体与

宿主染色体发生同源重组，将外源基因表达框架

整合于染色体中实现外源表达，要实现这一过

程，就需要将表达载体进行酶切线性化以产生稳

定的重组转化子，本研究的重组转化为单交换，

即将载体质粒线性化后插入染色体，并保留 AOX1
基因。提取重组质粒 pPIC9K-cpvadh，用 Sal I 酶
切线性化，重组质粒长度为 11.16 kb，纯化回收。 

2.2  Pichia pastoris 阳性转化子筛选及菌

落 PCR 验证 
将线性化的质粒 pPIC9K-cpvadh 和空质粒

pPIC9K 电转化 P. pastoris GS115，转化菌涂布

MD 平板培养，将转化有 cpvadh 基因的重组

P. pastoris 分别接种在浓度为 0−3.0 mg/mL 的

G418 抗生素的 YPD 平板上，发现在 G418 浓度

为 2.5 mg/mL 的平板上长出菌体，挑选最佳单

菌落保存，同时挑选空质粒转化子。分别将重

组转化菌株及空质粒转化菌株进行菌落 PCR 验

证(图 2)，发现转化子在 2 382 bp 处出现条带，

对照组在 492 bp 处有条带，与理论值相符，证

明转化菌株已转入目的基因 cpvadh。 
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图 2  Pichia pastoris GS115-pPIC9K-cpvadh 的

菌落 PCR 结果 
Figure 2  Colony PCR of Pichia pastoris 
GS115-pPIC9K-cpvadh. M: DNA Marker; 1: 
Contrast; 2: Recombinant. 
 
2.3  Pichia pastoris GS115-pPIC9K-cpvadh
的诱导表达 

分别将空质粒菌液、未诱导菌液以及诱导

菌液处理后进行 SDS-PAGE 电泳分析蛋白表达

情况。如图 3 所示，在 67.1 kDa 处未诱导菌体(泳
道 2)与诱导菌体(泳道 3−6)均出现统一条带，理

论上目的蛋白分子量应为 67.1 kDa，此处即为

所需目的蛋白，而空质粒菌株(泳道 1)表达出的

蛋白与其他泳道有明显差别。 
将重组菌接种至 BMGY 培养基培养至

OD600 为 2.0−6.0 后，重悬于 BMMY 培养基，

经过发酵工艺条件优化，以甲醇为唯一碳源诱 

 
 
图 3  重组 Pichia pastoris GS115-pPIC9K-cpvadh
中蛋白表达的 SDS-PAGE 
Figure 3  SDS-PAGE of expressed protein in 
recombinant Pichia pastoris GS115-pPIC9K-cpvadh. 
M: Protein Marker; 1: Contrast; 2: Recombinant (‒); 
3−6: Recombinant (+) 24−96 h.  
 
导，在 25.5 ℃ 200 r/min 初始菌体 OD600 为  
1.85 的条件下，每 24 h 添加体积分数为 1.1%
的甲醇至终浓度为 3.3%，当诱导 120 h 时，酶

活达到最大值 54.55 U/mL。 
2.4  聚乙烯醇脱氢酶的纯化 

P. pastoris 表达外源蛋白不仅高效，且外源

基因表达产物既可存在于胞内，又能通过 α-因
子或天然蛋白本身信号肽分泌至细胞外；同时，

该系统自身分泌蛋白少，纯化简单且回收率高。

PVADH 表达蛋白的纯化参数及纯化倍数如表 2
所示，经过两步纯化之后，PVADH 蛋白的总酶

活 2 612 U，比酶活达到 173.42 U/mg，纯化倍

数 2.7，回收率 47.88%。进行 SDS-PAGE 电泳

分析(图 4)，在 67.1 kDa 处出现清晰条带(第 2
泳道)，对比未纯化蛋白(第 1 泳道)，确定纯化

酶为 PVADH。 
 
表 2  重组 PVADH 纯化过程参数 
Table 2  Summary of recombinant PVADH purification 
Purification steps Total protein (mg) Total activity (U) Specific activity (U/mg) Purified fold Recovery rate (%) 
Supernatant 86.33 5 455 64.23 1.0 100.0 
(NH4)2SO4  40.25 4 653 115.61 1.8 84.9 
Chromatography 15.06 2 612 173.42 2.7 47.8 
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图 4  纯化 PVADH 的 SDS-PAGE 分析 
Figure 4  SDS-PAGE of PVADH. M: Protein 
Marker; 1: Contrast; 2: Purified PVADH. 
 
2.5  聚乙烯醇脱氢酶的酶学性质探究 
2.5.1  酶的最适作用温度及温度稳定性结果 

由图 5 可知，反应温度为 27−37 ℃时，酶

活力随温度上升而迅速升高。在 37−42 ℃的温

度区间内酶活差别较小，并在 41 ℃时酶活力达

到最大值，为 37 ℃时酶活的 109%，温度超过

43 ℃后酶活力迅速下降。表明纯化 PVADH 的

最适作用温度为 41 ℃。温度达到 57 ℃时，

PVADH 酶活力完全丧失。这是因为高温会改变

蛋白结构，使酶发生不可逆的变性失活。 
将 PVADH 分别在 27−47 ℃保温 2−6 h 后检

测酶活。以相同温度下未保温的酶活为 100%，

测定不同时间后酶的相对酶活，确定其温度稳

定性。27 ℃保存 6 h，酶活仍存留 90%以上。

32 ℃保温 6 h，酶活存留 73.1%。37 ℃保温 2 h，
酶活力为原始酶活的 92.0%，此温度下酶的半

衰期超过 4 h。而 42 ℃保温 2 h 后酶活力也达

到原始酶活的 89.3%，半衰期超过 3 h。47 ℃酶

的稳定性迅速下降，保温 2 h 酶活力已经仅为

61.2%。当保温超过 6 h，保温温度超过 37 ℃时，

酶的稳定性显著降低，47 ℃时酶活已不足原始 

 
 
图5  PVADH的最适反应温度(A)及温度稳定性(B) 
Figure 5  Optimum operating temperature (A) and 
temperature stability (B) of PVADH. 
 
酶活的 20%。重组 PVADH 的温度稳定性较为

广泛，42 ℃以下酶的热稳定性良好，而超过

42 ℃后热稳定性较差。 
2.5.2  酶的最适作用 pH 及 pH 稳定性结果 

由图 6A 可知，当 pH 7.5 时酶活性最高，

当 pH 小于 7.0 或大于 8.0 时酶活下降均比较明

显。pH 7.0−8.0 为 PVADH 的最适反应 pH 区间。

分别在 pH 6.0−9.0 的缓冲体系内将酶保温 2−6 h
测定酶的 pH 稳定性，结果如图 6B 所示，pH
值为 7.0−8.0 时酶的稳定性最佳，半衰期超过 4 h。
而当 pH 值为 6.0 或 9.0 时半衰期皆为 2 h 左右。

说明 PVADH 的最适反应 pH 及 pH 稳定性均在
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7.0−8.0 区间内，过酸或过碱条件下均会使 PVADH
迅速失活。 
2.5.3  常见金属离子诱导剂对酶催化作用的影响 

如图 7 所示，当反应体系中添加 Ca2+时，

PVADH 的 酶活性为不加任何金属离子的

178%；此外，Cu2+、Fe2+、Fe3+、Mn2+、Mg2+、

Zn2+、Hg2+及 EDTA 对酶活性均表现出抑制作

用。并且当体系中不添加 PQQ 时，酶促反应完

全不能进行。 
根据 Toyama 等[21]的研究，确定 PVADH 是

一种可以分泌到周质空间的 II 型乙醇脱氢酶，

PVADH 蛋白 C 端为醌蛋白结构域，存在 PQQ
与 Ca2+共价结合位点，在 Ca2+的催化作用下，

PQQ 与脱氢酶非共价键结合，促进伯仲醇的氧

化脱氢。该酶中还包含特殊的血红素 c 结构域，

起到电子传递的功能。改变体系中 Ca2+的浓度，

发现 1 mmol/L 的 Ca2+对酶活的促进作用最大，

这一结论与 Toyama 等所报道的最适 Ca2+浓度

相一致[21]。 

2.6  PVADH 对不同型号 PVA 底物的催化

特性 
PVA 型号的不同是由其聚合度和醇解度决 

 

 
 
图 6  PVADH 最适 pH (A)及 pH 稳定性(B) 
Figure 6  Optimum pH (A) and pH stability (B) of PVADH. 
 

 
 
图 7  金属离子(A)及不同浓度 Ca2+ (B)对 PVADH 酶活力的影响 
Figure 7  Effect of metal ions (A) and different concentrations of Ca2+ (B) on the enzyme activity of PVADH. 
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定的。聚合度是指高分子材料中结构单元的重

复数，而醇解度是指 PVA 中羟基取代的比例。

根据 PVA 不同的醇解度可将其分为完全醇解型

与部分醇解型 PVA。根据 PVA 不同的聚合度和

醇解度可将其进行命名。例如，PVA1799 是指

聚合度为 1 700、醇解度为 99%的完全醇解型

PVA，而 PVA2488 则是指聚合度为 2 400、醇解

度为 88%的部分醇解型 PVA。而在本实验中探

讨 PVADH 对不同型号 PVA 底物的催化特性。 
2.6.1  PVADH 对 PVA1799 的反应动力学 

首先研究 PVADH 以 PVA1799 为底物时的

Km值。分别改变酶反应体系中的 PVA1799 浓度为

1−40 mg/mL，发现当PVA1799浓度小于20 mg/mL
时，随着底物浓度的增加酶催化速率增加，此时

符合一级反应动力学；而当浓度超过 20 mg/mL
时，反应速率保持恒定，符合零级反应动力学。 

如图 8A 所示，当 PVA1799 为 1−20 mg/mL
时通过双倒数曲线方程(Lineweaver-Burk 方程)，方

程为 y=0.005 2x+0.003 5，R2=0.998 6。计算得出 Km

值为 1.49 mg/mL、Vmax值为 285.71 nmol/(mg·min)。 
2.6.2  PVADH 对 PVA1788 的反应动力学 

将反应体系中反应底物改为 PVA1788。当底

物浓度超过 5 mg/mL 时酶促反应速率不再增加。

如图 8B 所示，将反应体系中 PVA1788 的浓度改

变为 1−5 mg/mL，绘制双倒数曲线，得方程为

y=0.002 7x+0.002 3，R2=0.999 6，计算得出 Km 值

为 1.17 mg/mL、Vmax值为 434.78 nmol/(mg⋅min)。 
2.6.3  PVADH 对 PVA2488 的反应动力学 

将反应底物改为 PVA2488。如图 8C 所示，

将 PVA2488 浓度改为 1−5 mg/mL，并绘制双倒

数 曲 线 ， 得 方 程 为 y=0.002 9x+0.002 4 ，

R2=0.998 8，得出 Km值为 1.21 mg/mL、Vmax值为

416.67 nmol/(mg⋅min)。 
实验结果表明，分别以 PVA1799、PVA1788、

PVA2488 为作用底物时，PVADH 的 Km 值分别 

 
 
图 8  降 解 PVA1799 (A) 、 PVA1788 (B) 及
PVA2488 (C)的 Lineweaver-Burk 图  
Figure 8  The Lineweaver-Burk plot of degradation 
in PVA1799 (A), PVA1788 (B) and PVA2488 (C). 



 
1850 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

为 1.49、1.17、1.21 mg/mL，表明 PVADH 对

PVA1788 的亲和程度最高，对 PVA1799 最低。 

3  讨论与结论 
聚乙烯醇作为一种生物可降解材料，代替

传统聚合物成为解决环境污染的重要手段，聚

乙烯醇脱氢酶是聚乙烯醇降解菌的关键作用

酶，其以 PQQ 为电子受体，能够将 PVA 氧化

脱氢，以便进一步分解成小分子物质。 

本实验以 PVA 降解菌 Bacillus cereus sp. 

DG01 为出发菌株，通过 RT-PCR 技术成功扩增

出长度为 1 965 bp 的 pvadh 基因片段。通过信

号肽预测，PCR 扩增出长度为 1 890 bp 的

cpvadh 剪切基因，实现 PVADH 在毕赤酵母表

达系统中的异源表达。所获得的 PVADH 蛋白

分子量为 67.1 kDa，等电点 6.06。分析 PVADH

的酶学性质，其最适反应温度为 41 ℃、最适

pH 值为 7.5，37 ℃及 pH 7.0−8.0 条件下稳定性

较好，半衰期超过 4 h。此外，1 mmol/L 的 Ca2+

能有效促进酶活力。根据文献[6]报道，野生菌

株Pseudomonas sp. 113P3表达的PVADH最适作

用温度为 37 ℃，最适 pH 值为 7.5，当 pH 值高

于或低于 7.5 时酶活力迅速下降，因此本研究所

获得 PVADH 耐高温性更佳，且最适 pH 范围更

宽泛，较野生菌表达的 PVADH 均具有明显优势。 

比较 PVADH对不同型号 PVA的降解能力，

结果表明 PVADH 以 PVA1799、PVA1788 与

PVA2488 为作用底物时的 Km 分别为 1.49、1.17、
1.21 mg/mL。Km 越小代表酶与底物的亲和程度

越高，表明 PVADH 对醇解度小的 PVA 明显具

有更高的亲和度。推测原因可能有以下几点：

(1) PVA188、PVA2488 为部分醇解型 PVA，其

在水溶液中的溶解性要明显高于完全醇解型的

PVA1799，而 PVADH 属于亲水性蛋白，因此在

水溶液中，PVADH 更容易与低醇解度 PVA 结

合，有利于酶催化反应的进行[22]；(2) PVA88、
PVA99 均为两性偏酸材料，但 PVA99 的酸性更

强，而 PVADH 在弱碱性环境下的催化速率及

稳定性更高，因此 PVA99 在一定程度上抑制了

PVADH 的催化进行 [23]；(3) 由于完全醇解型

PVA 含羟基数量更多，这些羟基会在水溶液中

形成更多的分子内及分子间的氢键，一定程度上

阻遏了 PVADH 的催化反应进行。 
另一方面，PVADH 对 PVA1788 的亲和程

度略高于 PVA2488，但二者差别较小，表明 PVA
聚合度不是影响 PVADH 酶促反应进行的主要

因素。理论上说，高聚合度的 PVA 分子量更大、

分子链更长，PVADH 的酶促反应速率也必然会

减慢，但在 PVADH 中这种现象并不明显。对

于菌株降解 PVA 来说，张兴等[24]、Chiellini 等[25]

均认为相较于聚合度，微生物降解 PVA 更容易

受醇解度的影响。 
综上所述，本研究获得异源表达的 PVADH

在温度耐受性及 pH 耐受性方面均明显优于野

生菌所表达的 PVADH，而且对低醇解度的

PVADH 具有更高效的降解能力，为 PVA 的实

际降解提供了阶段性理论指导。 
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