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通过酶催化制备（β ,S）构型玻色因的方法

及工程菌

(57)摘要

本发明提供了一种通过酶催化制备（β ,S）

构型玻色因的方法及工程菌，属于生物合成领

域，本发明的工程菌以大肠杆菌BL21（DE3）为出

发菌株，引入了SEQ  ID  No.1所示的改进羰基还

原酶编码基因和SEQ  ID  No.2所示的改进甲酸脱

氢酶编码基因。本发明利用该菌株生产的酶制备

羰基还原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut共固定

化酶进行（β ,S）构型玻色因的酶催化合成，催化

反应选择性高，可在常温常压中性环境中进行，

共固定化酶可重复使用，有利于连续化生产和降

低成本。本发明所采用的催化反应转化率＞99%，

使用的底物 β ‑丙酮木糖苷和甲酸钠安全性高，

显著的提高了产物（β ,S）玻色因的合成效率。
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1.一种酶催化制备（β,S）构型玻色因的方法，其特征在于，包括如下步骤：

1）对工程菌进行培养，对培养后菌体进行破碎，分离纯化得到羰基还原酶LsADH和甲酸

脱氢酶PsFDHmut；

所述工程菌采用如下方法构建：

S1：设计序列如SEQ  ID  No .1所示的改进羰基还原酶编码基因；设计序列如SEQ  ID 

No.2所示的改进甲酸脱氢酶编码基因；将改进羰基还原酶编码基因和改进甲酸脱氢酶编码

基因插入载体pET‑28a(+)的第5070位和第5234位之间，且改进羰基还原酶编码基因位于改

进甲酸脱氢酶编码基因的上游，获得重组载体pET‑28a（+）‑Lsadh‑Psfdhmut；

S2：将重组载体pET‑28a（+）‑Lsadh‑Psfdhmut热激转化大肠杆菌BL21（DE3）感受态细胞，

得到共表达羰基还原酶Lsadh和甲酸脱氢酶Psfdhmut的重组菌株BL21（DE3）/pET‑28a（+）‑

Lsadh‑Psfdhmut，即所述工程菌；

2）配制海藻酸钠溶液，加入所得羰基还原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut酶液，其中羰

基还原酶与甲酸脱氢酶的酶活之比为1:1~1:2，双酶终浓度之和为2~5mg/mL；

将上述混合酶液滴加到与混合酶液等体积的壳聚糖和氯化钙混合溶液中，进行搅拌形

成凝胶小球，再将凝胶小球静置固化，制得羰基还原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut共固定

化酶；

3）利用包含所述共固定化酶的反应体系进行（β ,S）构型玻色因的制备，反应条件为搅

拌转速300~500rpm，反应温度35~40℃，反应时间6~8h；

反应体系包含磷酸氢二钾‑磷酸二氢钾缓冲液10~50mM、15~30g/L共固定化酶、800~
1000mM  β‑丙酮木糖苷、1.5~2.5mM甲酸钠、0.5~1mM辅酶NADP+。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述改进羰基还原酶编码基因采用方法设

计：对Leifsonia  sp.  S749来源的羰基还原酶编码基因Lsadh进行大肠杆菌密码子优化，并

在其对应的氨基酸序列的N端和C端加上组氨酸标签序列，Lsadh基因的GenBank登录号：

AB213459。

3.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述改进甲酸脱氢酶编码基因采用方法设

计：对Pseudomonas  sp.  101来源的甲酸脱氢酶编码基因Psfdh进行5个位点的突变设计以

及大肠杆菌密码子优化，并在其对应的氨基酸序列的N端加上Strep标签，在其对应的氨基

酸序列的起始密码子前面加上RBS序列和间隔序列；其中，所述5个位点的突变设计分别为

A207G、D230Q、C264A、H388K、S389V，Psfdh基因GenBank登录号：P33160。

4.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述步骤1）中，对工程菌进行培养，包括:

将工程菌BL21（DE3）/pET‑28a（+）‑Lsadh‑Psfdhmut在添加了50μg/mL卡那霉素的LB固体

培养基平皿进行划线，37℃倒置培养12~16h；挑取生长良好的单菌落，接种添加了50μg/mL
卡那霉素的5mL  LB液体培养基，在37℃、200rpm条件下培养7~8h，制备种子液；

将种子液按照1~2%的体积转接量转接至TB液体培养基中，培养至OD600=0.6~0.8，添加

终浓度为0.1~0.2mM的异丙基‑β‑D‑硫代半乳糖苷，改变培养温度为25~30℃，继续培养12~
16h，获得共表达羰基还原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut的细胞。

5.  根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述步骤1）中，羰基还原酶LsADH通过Ni‑

NTA亲和层析柱进行纯化，甲酸脱氢酶PsFDHmut通过  StrepTrap  HP亲和层析柱进行纯化。

6.  根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述步骤2）具体包括：配制1.0~4.0%浓度
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的海藻酸钠溶液，在50~60℃下加热达到完全溶解状态；冷却至室温后，加入所得羰基还原

酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut酶液；将上述混合酶液用滴加到与混合酶液等体积的2wt%壳

聚糖和2  wt  %氯化钙混合溶液中，在20~30℃下进行搅拌形成凝胶小球，再将凝胶小球在2 

wt  %氯化钙溶液中静置30~40min进行固化；固化后使用超纯水洗涤去除表面的氯化钙溶

液，制得羰基还原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut共固定化酶。

7.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述步骤3）中，共固定化酶重复使用进行

（β,S）构型玻色因的合成反应。
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通过酶催化制备（β,S）构型玻色因的方法及工程菌

技术领域

[0001] 本发明属于生物合成领域，具体涉及一种通过酶催化制备（β ,S）构型玻色因的方

法及工程菌。

背景技术

[0002] 玻色因是一种常用于化妆品的功能性原料，INCI名称为羟丙基四氢吡喃三醇。它

可以促进人体真皮层糖胺聚糖的合成，促进蛋白聚糖的产生以及胶原蛋白的再生。糖胺聚

糖、蛋白聚糖和胶原蛋白都是细胞外基质的重要结构成分，对于维持皮肤的紧致度、均匀

度、光滑度、弹性，保持皮肤健康状态非常关键。皮肤衰老的外在表现为皮肤变薄、皮肤松

弛、失去弹性、皱纹加深，在对于皮肤衰老的研究中，发现自然衰老的皮肤与光老化的皮肤

均存在糖胺聚糖和蛋白聚糖的不同水平下降。使用添加玻色因的化妆品可以促进表皮更

新，强韧皮肤结构，紧致肌肤，改善皱纹，增加皮肤光泽和弹性，因此玻色因被誉为护肤界的

“抗老三巨头”之一，也被广泛应用于大牌产品的面霜、精华液等产品中。

[0003] 玻色因是一种β‑木糖衍生物，最初是由欧莱雅公司开发的。它的分子结构中含有

多个手性碳原子，其母核上的手性碳原子的空间排列相对固定，而糖苷配基(羟基丙烷)中

的7号位碳原子产生了两种不同构型，分别是（β ,S）和（β ,R）这两种非对映异构体（如图1所

示）。研究表明，（β ,S）构型的生物活性要好于（β ,R）构型，而且（β ,S）构型的细胞毒性要比

（β ,R）构型更弱。玻色因的常规生产工艺为化学合成，采用木糖为原料，与乙酰丙酮在碱性

水溶液中发生缩合反应，再经硼氢化钠作用还原酮羰基，获得玻色因。通过化学合成工艺生

产的玻色因是两种构型的混合物，（β,S）构型和（β,R）构型的比例通常在3:7~5:5，并且所使

用的乙酰丙酮具有中等毒性，其蒸气与空气混合，能形成爆炸性混合物。CN  117510446  A公

开了一种玻色因的制备方法，以D‑木糖为起始原料，首先与乙酰丙酮反应得到丙酮基四氢

吡喃三醇，然后在廉价催化剂的存在下进行羰基还原反应，得到S构型:R构型＝50:50～55:

45的羟丙基吡喃三醇，其催化反应过程需要使用氢气和高温高压条件。现有技术中也有利

用酶法合成（β ,S）构型玻色因的报道，但所使用的酶无法回收重复使用，不利于连续化生

产。因此，开发一种安全环保、可连续化进行的（β,S）构型玻色因生产工艺，对于玻色因的大

规模生产和市场应用具有重要意义。

发明内容

[0004] 为解决现有技术中的问题，本发明提出了一种通过酶催化制备（β ,S）构型玻色因

的方法及工程菌。

[0005] 本发明首先提供了一种用于酶催化制备（β ,S）构型玻色因的工程菌的构建方法，

其包括：

[0006] S1：设计序列如SEQ  ID  No.1所示的改进羰基还原酶编码基因；设计序列如SEQ  ID 

No.2所示的改进甲酸脱氢酶编码基因；将改进羰基还原酶编码基因和改进甲酸脱氢酶编码

基因插入载体pET‑28a(+)的第5070位和第5234位之间，且改进羰基还原酶编码基因位于改
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进甲酸脱氢酶编码基因的上游，获得重组载体pET‑28a（+）‑Lsadh‑Psfdhmut；

[0007] S2：将重组载体pET‑28a（+）‑Lsadh‑Psfdhmut热激转化大肠杆菌BL21（DE3）感受态

细胞，得到共表达羰基还原酶Lsadh和甲酸脱氢酶Psfdhmut的重组菌株BL21（DE3）/pET‑28a

（+）‑Lsadh‑Psfdhmut。

[0008] 本发明还提供了一种所述方法构建的工程菌。并进一步提供了所述的工程菌或其

发酵产物在酶催化制备（β,S）构型玻色因中的应用。

[0009] 本发明还提供了一种酶催化制备（β,S）构型玻色因的方法，其包括如下步骤：

[0010] 1）对所述工程菌进行培养，对培养后菌体进行破碎，分离纯化得到羰基还原酶

LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut；

[0011] 2）配制海藻酸钠溶液，加入所得羰基还原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut酶液，其

中羰基还原酶与甲酸脱氢酶的酶活之比为1:1~1:2，双酶终浓度之和为2~5mg/mL；

[0012] 将上述混合酶液滴加到与混合酶液等体积的壳聚糖和氯化钙混合溶液中，进行搅

拌形成凝胶小球，再将凝胶小球静置固化，制得羰基还原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut共

固定化酶；

[0013] 3）利用包含所述共固定化酶的反应体系进行（β ,S）构型玻色因的制备，反应条件

为搅拌转速300~500rpm，反应温度35~40℃，反应时间6~8h；

[0014] 反应体系包含磷酸氢二钾‑磷酸二氢钾缓冲液10~50mM、15~30g/L共固定化酶、800

~1000mM  β‑丙酮木糖苷、1.5~2.5mM甲酸钠、0.5~1mM辅酶NADP+。

[0015] 进一步的，所述步骤3）中，共固定化酶重复使用进行（β ,S）构型玻色因的合成反

应。

[0016] 与现有技术相比，本发明至少具有如下有益效果：

[0017] （1）本发明通过共固定化羰基还原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut双酶体系催化制

备玻色因，催化反应选择性高，所获得的产物为纯（β ,S）构型，使得产物在功效活性和安全

性上均优于现有的化学合成工艺。共固定化羰基还原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut的稳定

性好，可重复使用，有利于连续化生产和降低成本。

[0018] （2）本发明所采用的催化反应在常温常压中性环境中进行，避免了化学合成工艺

中的高温高压反应条件和碱性环境，降低了对于反应设备和工艺操作的要求，减少了设备

投入和能耗。

[0019] （3）本发明所采用的催化反应转化率＞99%，使用的底物β‑丙酮木糖苷和甲酸钠安

全性高，并通过对甲酸脱氢酶进行突变改造，使其能够特异性催化辅酶NADP＋
的循环再生，

显著的提高了产物（β,S）玻色因的合成效率，副产物为无毒无害且易于挥发的二氧化碳，不

会残留在反应体系中对产物的分离纯化造成影响。因此本发明提出的玻色因制备方法，不

论在成本方面还是安全环保方面均具有显著优势。

附图说明

[0020] 图1为玻色因的两种构型；

[0021] 图2  为本发明酶催化制备（β,S）构型玻色因的反应路线；

[0022] 图3为重组载体pET‑28a（+）‑Lsadh‑Psfdhmut；

[0023] 图4为重组菌株共表达羰基还原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut的SDS‑PAGE图，其
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中：泳道1为BL21  DE3/pET‑28a（+）空载对照；泳道2为BL21  DE3/pET‑28a（+）‑Lsadh‑

Psfdhmut；

[0024] 图5为羰基还原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut的SDS‑PAGE图；其中：泳道1为羰基

还原酶LsADH；泳道2为甲酸脱氢酶PsFDHmut。

具体实施方式

[0025] 下面结合具体实施方式对本发明做进一步阐述和说明。所述实施例仅是本公开内

容的示范且不圈定限制范围。本发明中各个实施方式的技术特征在没有相互冲突的前提

下，均可进行相应组合。

[0026] 本发明实施例所采用的培养基如下：

[0027] LB液体培养基：OXOID酵母提取物5g/L，OXOID胰蛋白胨10g/L，氯化钠10g/L。

[0028] LB固体培养基：OXOID酵母提取物5g/L，OXOID胰蛋白胨10g/L，氯化钠10g/L，琼脂

15g/L。

[0029] TB液体培养基：OXOID酵母提取物24g/L，OXOID胰蛋白胨12g/L，甘油4mL/L，磷酸二

氢钾17mM，磷酸氢二钾72mM。

[0030] 5×SDS‑PAGE  蛋白上样缓冲液：1%溴酚蓝溶液1mL，50%甘油溶液5mL，10%SDS溶液

2mL，1M  Tris‑HCl溶液（pH=6.8）0.6mL，去离子水定容至9.5mL，使用前加入0.5mL  β‑巯基乙

醇。

[0031] 菌落PCR反应体系：2×Rapid  Taq  Master  Mix  10μL，上游引物和下游引物各0.4μ
L，ddH2O  9.2μL，DNA模板适量，总体积为20μL。
[0032] 菌落PCR反应条件：95℃预变性10min；95℃变性15sec；58℃退火15sec；72℃延伸

（延伸时长按4kb/min计算），循环28次；72℃延伸2min；4℃保存。

[0033] 本发明中采用的β‑丙酮木糖苷和（β,S）构型玻色因高效液相色谱检测方法为：

[0034] 仪器：岛津LC‑20A高效液相色谱仪，检测器为示差折光检测器。

[0035] 色谱柱型号：CAPCELL  PAK  ADME,  250×4.6mm，5μm。
[0036] 方法参数：流动相为100%水溶液，流速为1mL/min，检测池温度为40℃，柱温为35

℃，进样量为10μL。
[0037] （β ,S）构型玻色因标准曲线建立方法：称取0.1g（β ,S）构型玻色因标准品（精确至

0.0001g），加超纯水溶解，并定容至50mL，作为标准储备溶液。分别取0.5mL、1mL、2mL、4mL、

8mL的标准储备溶液，用超纯水定容至10mL，配制成浓度为0.1mg/mL、0.2mg/mL、0.4mg/mL、

0.8mg/mL、1.6mg/mL的标准样品溶液，通过0.22μm针式过滤器过滤，参照上述条件进行液相

色谱分析，以标准样品浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，计算回归方程，相关

系数应＞0.99。

[0038] β‑丙酮木糖苷标准曲线建立方法：称取0 .1g  β‑丙酮木糖苷标准品（精确至

0.0001g），加超纯水溶解，并定容至50mL，作为标准储备溶液。分别取0.5mL、1mL、2mL、4mL、

8mL的标准储备溶液，用超纯水定容至10mL，配制成浓度为0.1mg/mL、0.2mg/mL、0.4mg/mL、

0.8mg/mL、1.6mg/mL的标准样品溶液，通过0.22μm针式过滤器过滤，参照上述条件进行液相

色谱分析，以标准样品浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，计算回归方程，相关

系数应＞0.99。
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[0039] 实施例1  共表达羰基还原酶和甲酸脱氢酶的重组菌株的构建

[0040] 对Leifsonia  sp .  S749来源的羰基还原酶编码基因Lsadh（GenBank登录号：

AB213459）进行大肠杆菌密码子优化，并在其对应的氨基酸序列的N端和C端加上组氨酸标

签序列，所设计的基因序列如SEQ  ID  No.1所示。对Pseudomonas  sp.  101来源的甲酸脱氢

酶编码基因Psfdh（GenBank登录号：P33160）进行5个位点的突变设计（A207G/D230Q/C264A/

H388K/S389V）以及大肠杆菌密码子优化，并在其对应的氨基酸序列的N端加上Strep标签，

在其对应的氨基酸序列的起始密码子前面加上RBS序列和间隔序列，所设计的基因序列如

SEQ  ID  No.2所示。将SEQ  ID  No.1和SEQ  ID  No.2交付基因合成公司进行基因合成，并将

SEQ  ID  No .1和SEQ  ID  No .2插入载体pET‑28a(+)的第5070位和第5234位之间（SEQ  ID 

No.1位于SEQ  ID  No.2的上游），获得重组载体pET‑28a（+）‑Lsadh‑Psfdhmut（如图3所示）。

[0041] 吸取2μL重组载体pET‑28a（+）‑Lsadh‑Psfdhmut，加入200μL商品化大肠杆菌BL21

（DE3）感受态细胞中，轻轻混匀，冰浴30min。将冰浴后的感受态细胞置于42℃金属浴热激

90s，迅速放回冰浴静置3min，随后加入800μL的LB液体培养基，置于37℃、100rpm振荡培养

1h。吸取100μL菌液涂布添加了50μg/mL卡那霉素的LB固体培养基平皿，置于37℃过夜培养。

使用引物T7‑F和T7‑R对获得的阳性转化子进行菌落PCR验证，验证正确的转化子制备甘油

菌保存，得到共表达羰基还原酶Lsadh和甲酸脱氢酶Psfdhmut的重组菌株BL21（DE3）/pET‑

28a（+）‑Lsadh‑Psfdhmut。

[0042] 表1  实施例1使用的引物名称与序列

[0043]

[0044] 实施例2重组菌株羰基还原酶和甲酸脱氢酶的共表达

[0045] 将冻存的重组菌株BL21（DE3）/pET‑28a（+）‑Lsadh‑Psfdhmut在添加了50μg/mL卡那

霉素的LB固体培养基平皿进行划线，37℃倒置培养12~16h。挑取平皿上生长良好的单菌落，

接种添加了50μg/mL卡那霉素的5mL  LB液体培养基，在37℃、200rpm条件下培养7.5h，制备

种子液。将种子液按照1%（V/V）的转接量转接至100mL  TB液体培养基中，在37℃、200rpm条

件下培养至OD600=0.6，添加终浓度为0.2mM的异丙基‑β‑D‑硫代半乳糖苷（IPTG），改变培养

温度为28℃，继续培养16h，获得共表达羰基还原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut的细胞。另

取菌株BL21（DE3）/pET‑28a（+），按照上述方法条件进行活化与培养，作为空载对照。

[0046] 吸取培养好的重组菌株与对照菌株菌液各20mL，12000rpm离心5min，弃上清。使用

纯水洗涤细胞一遍，再加入10mL纯水重悬菌体，在冰水浴中超声破碎细胞（150W，15min）。破

碎后获得的粗酶液在4℃、12000rpm的条件下，离心20min，去除不溶性的细胞碎片和蛋白包

涵体。吸取40  μL清液，加入10μL  5×蛋白上样缓冲液，混合均匀后，置于100℃金属浴处理

10  min，通过SDS‑PAGE（5%的浓缩胶和12%的分离胶）检测目的蛋白的表达情况。通过图4可

以表明，与对照菌株相比，重组菌株的羰基还原酶LsADH（27 .1kDa）和甲酸脱氢酶PsFDHmut
（45.1kDa）均得到了良好的可溶性表达。

[0047] 实施例3  羰基还原酶和甲酸脱氢酶的纯化

[0048] 羰基还原酶LsADH通过Ni‑NTA亲和层析柱进行纯化。取实施例2的100mL培养液在4
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℃、10000rpm的条件下，离心5min收集菌体，弃尽上清。取20mL缓冲液（50mM  Na2HPO4,  300mM 

NaCl,  pH=8.0），重悬菌体，在冰水浴中超声破碎细胞（150W，15min）。破碎后获得的粗酶液

在4℃、12000rpm的条件下，离心20min，去除不溶性的细胞碎片和蛋白包涵体，并用  0.22μm
水系微孔滤膜过滤上清液。首先用缓冲液平衡5个柱体积，基线平衡后上样。上样完成后，用

洗涤缓冲液（50mM  Na2HPO4,  300mM  NaCl,  10mM咪唑，pH=8.0）平衡10个柱体积，直至穿透峰

回到基线。最后使用洗脱缓冲液（50mM  Na2HPO4,  300mM  NaCl,  250mM咪唑，pH=8.0）洗脱10

个柱体积，收集洗脱峰。如图5所示，通过SDS‑PAGE检测表明纯化所得羰基还原酶LsADH的纯

度较高，通过考马斯亮蓝法测定纯化所得羰基还原酶LsADH的蛋白浓度为6.7mg/mL。

[0049] 甲酸脱氢酶PsFDHmut通过  StrepTrap  HP亲和层析柱进行纯化。将步骤二100mL培

养液在4℃、10000rpm的条件下，离心5min收集菌体，弃尽上清。取20mL缓冲液（20mM 

Na2HPO4·12H2O，280mM  NaCl，6mM  KCl，pH=7 .4），重悬菌体，在冰水浴中超声破碎细胞

（150W，15min）。破碎后获得的粗酶液在4℃、12000rpm的条件下，离心20min，去除不溶性的

细胞碎片和蛋白包涵体，并用  0.22μm水系微孔滤膜过滤上清液。首先用缓冲液平衡5个柱

体积，基线平衡后上样。上样完成后，继续用缓冲液平衡20个柱体积，直至穿透峰回到基线。

最后使用洗脱缓冲液（20mM  Na2HPO4·12H2O，280mM  NaCl，6mM  KCl，2.5mM  d‑脱硫生物素，

pH=7.4）洗脱10个柱体积，收集洗脱峰。并用SDS‑PAGE检测目的蛋白的纯化效果，通过考马

斯亮蓝法测定目的蛋白的浓度。如图5所示，通过SDS‑PAGE检测表明纯化所得甲酸脱氢酶

PsFDHmut的纯度较高，通过考马斯亮蓝法测定纯化所得甲酸脱氢酶PsFDHmut的蛋白浓度为

9.5mg/mL。

[0050] 实施例4  羰基还原酶和甲酸脱氢酶的酶活力测定

[0051] 本实施例采用按照以下公式计算酶活力：

[0052] 酶活力（U/mL）=（Δ A×V
总
×n）/（6.22×d×V）；

[0053] 其中：Δ A为反应初速度范围内每分钟吸光度值的差值（min‑1），V
总
为反应总体积

（mL），n为酶液稀释倍数，6.22为NADPH的消光系数（L/（mmol·cm）），d为光程（1cm），V为酶液

添加体积（mL）。

[0054] 比酶活（U/mg）定义为每毫克纯酶所具有的酶活力单位数。

[0055] 采用分光光度法测定羰基还原酶LsADH的酶活力，酶活单位（U）定义为37℃每1min

转化1µmoL  NADPH所需的酶量。反应体系为1mL，包含750μL磷酸氢二钾‑磷酸二氢钾缓冲液

（10mmol/L，pH7.0），100μL  40mmol/L  β‑丙酮木糖苷，100μL  2mmol/L  NADPH，50μL实施例3

纯化所得羰基还原酶LsADH的酶液（反应体系中蛋白浓度为0.1mg/mL）。测定方法为将反应

体系于37℃下温育2min，使用紫外分光光度计测定340nm吸光度值的变化。计算得到羰基还

原酶LsADH的酶活力为4.5U/mL，比酶活为0.67U/mg。

[0056] 采用分光光度法测定甲酸脱氢酶PsFDHmut的酶活力，酶活单位（U）定义为37℃每

1min转化1µmoL  NADP+所需的酶量。反应体系为1mL，包含750μL磷酸氢二钾‑磷酸二氢钾缓

冲液（10mmol/L，pH7.0），100μL  40mmol/L甲酸钠，100μL  2mmol/L  NADP+，50μL实施例3纯化

所得甲酸脱氢酶PsFDHmut的酶液。测定方法为将反应体系于37℃下温育2min，使用紫外分光

光度计测定340nm吸光度值的变化。计算得到甲酸脱氢酶PsFDHmut的酶活力为5.2U/mL，比酶

活为0.55U/mg。

[0057] 实施例5  羰基还原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut的共固定化
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[0058] 配制3.0%浓度的海藻酸钠溶液，在60℃下加热达到完全溶解状态。冷却至室温后，

加入实施例3所得羰基还原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut酶液（酶活之比为1:1，双酶终浓

度之和为4mg/mL）。将上述混合酶液用注射器滴加到与混合酶液等体积的2%壳聚糖和2%氯

化钙混合溶液中，在25℃下进行搅拌形成凝胶小球，再将凝胶小球在2%氯化钙溶液中静置

30min进行固化。固化后使用超纯水洗涤凝胶小球3次，去除表面的氯化钙溶液，制得羰基还

原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut共固定化酶，保存在4℃下备用。

[0059] 实施例6  羰基还原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut共固定化酶催化制备（β,S）构型

玻色因

[0060] 催化反应体系为500mL，包含磷酸氢二钾‑磷酸二氢钾缓冲液（10mM，pH7.0），20g/L

实施例5所得羰基还原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut共固定化酶，1000mM  β‑丙酮木糖苷，

1.5mM甲酸钠，0.5mM辅酶NADP+。反应条件为搅拌转速400rpm，反应温度37℃，反应时间8h。

其中，本发明酶催化制备（β,S）构型玻色因的反应路线如图2所示。

[0061] 羰基还原酶LsADH和甲酸脱氢酶PsFDHmut共固定化酶的重复使用：反应结束后，使

用超纯水洗涤凝胶小球3次，凝胶小球表面干燥后，再次投入新的催化反应体系，作为第二

次重复使用，后续重复使用时按照相同方法处理。

[0062] 使用共固定化酶重复进行5次反应，反应结束后通过高效液相色谱法测得反应液

中的(β,S)玻色因的产量和转化率如表2所示。

[0063] 其中，转化率（%）=（β‑丙酮木糖苷的初始添加量‑反应体系中β‑丙酮木糖苷的剩余

量）/β‑丙酮木糖苷的初始添加量×100%。

[0064] 由表中数据可知共固定化酶的稳定性较好，能够重复使用，进行多次连续催化反

应。

[0065] 表2  实施例6催化反应的(β,S)玻色因产量及转化率

[0066]

[0067] 对比例1

[0068] 菌株构建过程同实施例1，区别在于本对比例所涉及的甲酸脱氢酶编码基因Psfdh

未进行5个位点的突变设计。按照实施例2~实施例6所述方法进行本对比例羰基还原酶和甲

酸脱氢酶的共表达、共固定化以及催化反应。使用共固定化酶重复进行5次反应，催化反应

结束后，通过高效液相色谱法检测反应液中(β ,S)玻色因的产量和转化率如表3所示。结合

实施例6，可以表明本发明中甲酸脱氢酶编码基因Psfdh的5个位点突变，有效的提高了(β ,
S)玻色因的合成效率。

[0069] 表3  对比例1催化反应的(β,S)玻色因产量及转化率
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[0070]

[0071] 以上所述实施例仅表达了本发明的几种实施方式，其描述较为具体和详细，但并

不能因此而理解为对本发明专利范围的限制。对于本领域的普通技术人员来说，在不脱离

本发明构思的前提下，还可以做出若干变形和改进，这些都属于本发明的保护范围。
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图 1

图 2

说　明　书　附　图 1/4 页

11

CN 119144635 B

11



图 3
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图 4
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图 5
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