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嗜热乙醇杆菌中醇脱氢酶E的功能与调控
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接 要：对嗜热乙莓舞麓中鹩醇脱氦酶E(alcohol dehydrogenase E，AdhE)进行了竞隆、表达争鉴

定，证明先前报道的醛脱氯酶其实建AdhE。对AdhE在乙醇代谢中的功能与调控进行了研究。

通过分析测定AdhE的酶学性质、AdhE在嗜热乙醇杆茵的不同生长时期的表达情况以及AdhE

高表逸时嗜热乙醇擐蓠产乙醇／乙酸酌定率变纯，证明了AdhE的童要生理功能是促使乙醇产生。

分析了嗜热乙醇杆菌在山梨糖(强还原性碳源)、葡萄糖(氧化还原性居中的碳源)和葡糖醛酸(强

氧化性碳源)诱导培养下的AdhE表达量，证明氧化还原力是AdhE的表达调控信号之一。
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Abstract：An alcohol dehydrogenase(AdhE)gene(adhE)from Thermoanaerobacter ethanolicus

was cloned and identified in Escherichia coli．The results indicated that the acetaldehyde

dehydrogenase reported previously was AdhE．To probe the function of AdhE，the recombinant

AdhE was characterized，and the expression of AdhE in different growth stage of T．ethanolicus

was analyzed．These data show that the AdhE is optimized for ethanol fo—rmation and not its

consumption．The regulation of the adhE gene was investigated by the accumulation of reducing

equivalents．When sugar alcohols such as sorbitol were used as carbon sources，the adhE

expression was obviously increased compared with expression when glucose was+the carbon

sources，whereas when oxidized su'gar derivatives such as gluconate were used，the expression

was limitedly increased．The NADH／NAD ratio was suggested to be a signal for regulation of

adhE．
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嗜热乙醇杆菌Thermoanaerobacter ethanoli—

CU$是一种革兰氏阳性高温厌氧细菌，能广泛地以

廉价的淀粉、木聚糖等已糖和戊糖为底物发酵，在

底物质量浓度小于1 g／dL时产生乙醇和CO。为主

的代谢产物，其中乙醇产量可达8％，具有良好的

工业应用前景n]。该菌中乙醇代谢途径是丙酮酸

转化为乙酰CoA，然后乙酰CoA通过乙醛生成乙

醇。但是当底物质量浓度超过1 g／dL时，丙酮酸会

大量流向产乳酸的途径，导致乙醇产率低于乳

酸[2]，这说明了乙醇代谢的复杂调控系统。深入研

究该途径，有助于将此菌改造成工业生产乙醇的菌

株，为目前日益紧张的能源危机提供新的出路。

醇脱氢酶(alcohol dehydrogenase E，AdhE；

EC 1．2．1．10，EC 1．1．1．2)是近年来新发现的脱

氢酶家族。AdhE最主要特征是由两个保守的结构

域组成，即醛脱氢酶结构域(aldehyde dehydrogen-

ase，Aldh)和醇脱氧酶结构域(alcohol dehydrogen—

ase，Adh)。因此AdhE可以连续催化乙酰CoA通

过乙醛生成乙醇，是乙醇代谢的关键酶[3q]。国际

上已经报道的AdhE共有9个，国内未见报道。以

往对嗜热乙醇杆菌中的乙醇代谢的报道中推测乙

醇的产生是由醇脱氢酶B和一个相对分子质量

100 000的醛脱氢酶，没有AdhE的报道E6-r3。作者

所在研究室再次纯化了该醛脱氢酶哺]，首次证明嗜

热乙醇杆菌中存在双功能的AdhE，并探讨了该

AdhE的功能与调控模式。另外初步判断该AdhE

和纯化的醛脱氢酶极有可能是同一蛋白质。

1材料与方法

1．1材料、仪器与设备

嗜热乙醇杆菌JW200(ATCC 31550)由美国佐

治亚大学微生物系J．Wiegel实验室惠赠；大肠杆菌

JMl09购自Promega公司；表达质粒pTrc99a购自

Novagen公司；限制性内切酶、Pyrobest DNA聚合

酶和T4 DNA连接酶为宝生物公司产品；乙酰CoA

、CoASH、NAD、NADH和．NADP购自Roche公

司；其它试剂均为分析纯。岛津GC一17A气相色谱

仪，HS孓4A顶空进样装置。

1．2实验方法

1．2．1 嗜热乙醇杆菌的培养 培养方法见文献

E2]。进行不同氧化还原力的碳源培养时，酵母粉

质量浓度为0．02 g／dL，碳源质量浓度为0．8 g／dL，

69℃培养6 h。

1．2．2 嗜热乙醇杆菌JW200中adhE基因的克隆

纯化醛脱氢酶后，根据GeneBank上最新公布的

嗜热乙醇杆菌ATCC33223全基因组测序结果。利

用两个关键信息：纯酶的大小是100 000和来源于

Clostridium beijerinckii中的醛脱氢酶的保守序

列，在线使用Basic Local Aligment Search Tool

(BLAST)对嗜热乙醇杆菌ATCC33223全基因组

序列进行了分析比对。没有发现单独的醛脱氢酶，

仅寻找到一个命名为“含金属离子的醇脱氢酶”符

合条件。根据该基因N端和C端序列设计引物：

adhE一1"1：ATGCCTACCTTATTACAAG；adhE—C：

TTATTCTCCATAGGCTTTTC。以菌株JW200

的基因组为模板，使用高度保真的Pyrobest DNA

聚合酶进行PCR扩增。PCR产物酶切后与用SmaI

酶切好的pTrc99a连接，产生质粒pTrc—adhE。该

质粒由上海生工测序。

1．2．3 AdhE的酶活测定双功能的AdhE催化

三步反应：1)催化乙酰CoA生成乙醛；2)催化乙醛

和CoA共同生成乙酰CoA；3)催化乙醛生成乙醇。

其中前两个反应体现醛脱氢酶活性，第三个反应体

现醇脱氢酶活性。质粒pTrc—adhE转化大肠杆菌

JMl09，IPTG诱导表达后，收集细胞，破壁。粗酶

液在65℃热处理10 min，30 000 g离心，取上清液

在65℃测定AdhE的各个反应以鉴定AdhE。选

择AdhE的第二个反应作为测定嗜热乙醇杆菌的

粗酶液中AdhE含量的反应。酶活通过测定产生

的NADH在340 am处吸光度值。空白对照用等

体积的去离子水代替CoA。酶活定义以1 tlmol／

min的速率氧化NAD为一个酶活单位。具体方法

见文献[6，8]。

1．2．4蛋白质质量浓度的测定用Bradford法测

定蛋白质质量浓度[9]，以小牛血清白蛋白为标准蛋

白质。
。

1．2．5 乙醇和乙酸浓度的测定用气相色谱法测

定，色谱条件为色谱柱：DB-1大口径毛细管柱30

mm×0．53 mm×1．5灶m；柱温：50℃；气化室：

140℃；检测器：FID，250℃；载气：N2，5 mE／

min；顶空设置：VIAL 75‘℃；SYPINGE 75℃；

Cond Time 20 min；Anal．Time 5 min。顶空进样量

300肛L。

2结果与讨论

2．I AdhE的鉴定

嗜热乙醇杆菌jw200中的adhE基因序列和

ATCC332223中的相似性为95．9％，氨基酸序列

相似性为97．1％。GenBank登陆号为DQ836061。

质粒pTre-adhE在大肠杆菌中的表达见图l。重组
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的AdhE和纯化的天然AdhE大小一致，为

100 000。热处理后的大肠杆菌裂解液残余的蛋白

质质量约是热处理前蛋白质质量的20％。热处理

后的大肠杆菌胞内蛋白质在65℃不能检测到Ad-

hE的酶活。热处理后的重组大肠杆菌的粗酶液在

65℃测得的酶活分别为0．38 U／mg(乙酰CoA生

成乙醛的反应)、0．42 U／mg(乙醛和CoA共同生成

乙酰CoA)和0．099 U／mg(乙醛生成乙醇)。没有

测到乙醇生成乙醛的活性。该结果证明：1)嗜热乙

醇杆菌的醇脱氢酶确实是双功能的AdhE；2)AdhE

的活性中醛脱氢酶活性要高于醇脱氢酶活性，其主

要生理功能可能是负责乙醇产生；3)先前报道的醛

脱氢酶极有可能是AdhE。

1．标准蛋白质相对分子质量；2．热处理后的大肠杆菌

JMl09／pTrc99a；3．热处理后的大肠杆菌JMl09／pTre-ad—

hE；4．纯化的天然AdhE．

图1重组AdhE在大肠杆菌中的表达

Fig．1 Expression of the recombinant AdhE in Esche一

，{chi口coli
‘

2．2不同生长时期的嗜热乙醇杆菌中AdhE的表

达

乙醇的代谢是动态平衡的过程，但是总体而

言，乙醇的产量随着菌体的生长而逐渐增加。在菌

生长早期，乙醇的产生大于消耗，因此乙醇逐渐积

累，到了平稳期以后，乙醇的积累和消耗达到平衡，

乙醇的体积分数维持在菌能耐受的最高值。因此，

促使乙醇生成的酶的表达应该是在早期大量表达，

平稳期后减少表达或者不表达；分解乙醇的酶的表

达情况则相反。嗜热乙醇杆菌中的AdhE在不同

生长时期的的表达量见图2。AdhE在菌的生长全

程都有表达，但表达量不同。在平稳期以前，AdhE

的表达量随着菌体的生长而增加；进入平稳期后表

达量迅速下降。由此推测，AdhE的主要生理功能

可能是负责乙醇产生。

2．3不同氧化还原力碳源培养的嗜热乙醇杆菌中

AdhE的表达

嗜热乙醇杆菌在碳源质量浓度小于1 g／dL时，
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图2 AdhE在嗜热乙醇杆菌JW200中不同生长时期

的表达

Fig．2 Expression of AdhE in different growth stage of

T．ethanollcus

几乎不产乳酸，但当碳源质量浓度超过1 g／dL后，

会产生大量乳酸，乙醇产率下降。丰富的碳源会促

使丙酮酸流向乙酰CoA，乙酰CoA再生成更多

ATP。然而，丙酮酸大量转化为乙酰CoA，会产生

大量NADH，打破氧化还原力的平衡，引起代谢流

从产醇转化为产酸。为了研究氧化还原力对嗜热

乙醇杆菌中AdhE的表达是否会产生影响以及产

生什么样的影响，作者选择了还原性碳源、氧化性

碳源和介于这两种极性之间状态的碳源分别培养

嗜热乙醇杆菌。分析这三种情况下AdhE表达量

的变化。

糖醇类物质例如山梨糖，是属于还原性碳源。

代谢时山梨糖转化为丙酮酸的过程中，每6个碳产

生3个NADH；而氧化性的糖如葡糖醛酸，代谢时

转化为丙酮酸的过程产生的NADH比葡萄糖少；

葡萄糖的性质介于这两类糖之间，在转化为丙酮酸

的过程中，每6个碳产生2个NADH口叼。用这3

种物质做惟一碳源培养嗜热乙醇杆菌，可以诱导胞

内的氧化还原力发生相应的变化。

出人意料的是，3种碳源诱导的AdhE表达量

不是按照碳源的氧化还原性呈单向递增或者递减。

氧化还原性居中的葡萄糖诱导的AdhE表达量最

低，为(O．193士0．035)U／mg，还原性的山梨糖和氧

化性的葡糖醛酸诱导的AdhE表达量分别为

(O．811±0．042)U／mg和(0．347±0．051)U／mg，

都比葡萄糖高。如果葡萄糖的诱导量为1的话，这

3种情况的比例为：山梨糖：葡萄糖：葡糖醛酸=4．2
l 1：1．8。还原性的山梨糖产生的NADH最多，

诱导AdhE表达的效果最好。而氧化性的葡糖醛

酸产生的NADH最少，也能诱导AdhE较多的表

达。由此得出结论：1)嗜热乙醇杆菌的AdhE表达

确实受到氧化还原力的调控；2)AdhE的表达不受

  万方数据



第2期 彭惠警：嗜热乙醇杆菌中酵脱氢酶E的功能与调控 87

辅基NADH的浓度调控，而可能是受到NADH／

NAD的比例的调控。通常受到氧化还原力调控的

蛋自璇，在氧化还派力的快速循环时麓，蛋自震静

表达燕也最高m]。也就照说，此类鬣自质在菌体的

对数生长期表达量最高，而到了平稳期后，表达量

会下降。AdhE在菌不同生长时期的表达符合该情

况，这从另一个角度支持了AdhE表达受到氧化还

原力的调控的结论。

据报道，太肠释蕊秘Salmonella typhimurium

中的AdhE的表达受到辅基浓度调控，AdhE的表

达量在山梨糖、葡萄糖和葡糖麟酸中依次减

乡[10-t13。虽然谶控AdhE表达的髂号都是氧佬还

原力，但是嗜热乙醇杆菌中的AdhE调控模式应该

与大肠杆菌和S．typhimurium中不一样。

2。4睹热乙醇将菌在不阉氢诧还潦力的碳深培募

下的乙醇／乙酸比率

底物质量浓度小于l g／dL时，丙酮酸主要转化

淹乙静稷少量忍酸。不弱氧纯还琢力碳源培养的

嗜热乙醇杆菌中产生的乙醇／乙酸的摩尔分数依次

为5．19(山梨糖)、4．83(葡萄糖)和4．85(葡糖醛

酸)。痤梨糖壤养的嗜热乙醇抒菌巾的AdhE表达

量最高，其乙醇／乙酸的比率也最高，这证明了Ad一
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加。由此可见，AdhE在乙醇代谢中的主要作用是

促使乙醇产生。
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