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利用木糖和葡萄糖合成乙醇的新型重组大肠杆菌的研究
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摘 要：利用 EFG 方法从运动发酵单孢菌染色体 H0I 扩增出乙醇合成途径的关键酶基因 !"#、$"%J，分别用 &$# 启

动子控制表达，构建了可以在 ’(#%)*+#%+$ #,-+ KL%$2 中表达的重组质粒 MNN5EI、M7,9+5EI。初步的乙醇发酵结果表

明，在 ’ ) #,-+ 中只引入 $"%J 基因不能拓宽其中的产乙醇途径，引入 !"# 基因可以与宿主自身的 IHO 酶协同作用，

使碳流有效导向产乙醇方向。同时引入 !"#、$"%J 基因可以在宿主 ’ ) #,-+ 中成功建立产乙醇途径。
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在微生物糖酵解过程中，细胞将简单的己糖和

戊糖代谢产生共同的中间产物丙酮酸，然后再转化

为各种发酵产物如乙醇、乳酸等。大肠杆菌（ ’(.
#%)*+#%+$ #,-+）能够利用其天然的代谢途径分解己糖

和戊糖，产生酸性和中性产物如乳酸、F*# 和 O#（甲

酸）、乙酸、乙醇、琥珀酸等。但其缺乏有效代谢丙酮

酸为乙醛的丙酮酸脱羧酶，使得其乙醇合成能力十

分微弱。运动发酵单孢菌（/01,1,2$( 1,3+-+(）能够

利用葡萄糖产生仅有的产物乙醇和 F*#，但不能利

用木糖。丙酮酸脱羧酶（EHF，7)F) !Q%Q%Q%）和乙醇

脱氢酶（IHO，7)F) %Q%Q%Q%）是 / ) 1,3+-+( 中乙醇生

物合成途径的两个关键酶，相应的编码基因 !"#、

$"%J 均已被克隆和测序［% R D］。/ ) 1,3+-+( 的 EHF 对

丙酮酸的 48 值低于 ’ ) #,-+ 的任一竞争性酶，因

此，/ ) 1,3+-+( 产乙醇基因在 ’ ) #,-+ 中的表达，可使

碳流有效导向产乙醇方向。将 / ) 1,3+-+( 的这两个

基因结合在一起，由一个 E-$# 控制表达，得到产乙醇

人工操纵子（ !)& ’M./’=）［!］，并以此为基础构建了一

系列重组质粒［"，1］，转化不同的大肠杆菌宿主得到

了可有效产生乙醇的基因工程菌［6 R 2］。但 !)& 操纵

子因在构建过程中使用唯一 E-$# 控制表达，无法根

据不同宿主细胞的代谢和遗传特征分别控制 !"# 和

$"%J 基因的表达和表达水平；乙醇发酵过程中也需

要乳糖及其结构类似物的诱导。本研究用 E&$# 分别

控制 !"#、$"%J 基因的表达，构建了可以在 ’ ) #,-+
KL%$2 中 表 达 的 重 组 质 粒。含 E &$#5!"# 和 E &$#5

$"%J 的重组 ’ ) #,-+ 能够在无诱导物存在的情况下

有效地利用葡萄糖和 S或木糖生成乙醇。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

质粒 MTF%4 购自上海生工生物工程技术服务

有限公司；质粒 MNN##D5D 购自 0*&*U707 公司；质

粒 M7,9+ 由本实验室沈 微博士构建［%$］；重组质粒

MNN5!"#、MNN5EI、M7,9+5$"%、M7,9+5EI 为本研究 中

构建；MNN5$"% 由本室先期构建和保存［%%］。’ ) #,-+
KL%$2由本实验室保存。 / ) 1,3+-+( I3FFD%4#% 由

澳大利亚新南威尔士大学 G’>./V 教授馈赠。

!"# 工具酶和试剂

实验用各种 H0I 限制性内切酶 ’#,G!、5(&!、

6$- !、7$1O !、碱性磷酸酶 FWIE 购自 39N9G9 公

司；3! H0I 连接酶和 8$9 H0I 聚合酶购自上海华

美生物工程公司。柱式细菌基因组抽提试剂盒购自

上海华舜生物工程有限公司。质粒小量抽提试剂盒

购自 J.B’,:8. J:’,.+<=’(’>B（江苏启东）。丙烯酰胺、

甲叉双丙烯酰胺、广范围蛋白质分子量标准为 E/’5
8.>9 公司产品。除特别注明外，实验用各种试剂均

为国产分析纯。

!"$ 培养基和培养条件

大肠杆菌的培养采用 XJ 培养基：每升含有 %$>
胰蛋白胨（*Y*WH）、"> 酵母膏（*Y*WH）、%$> 09F(，添

加 %Q"Z琼脂即为 XJ 固体培养基。培养基中氨苄



青霉 素（!"#）、卡 那 霉 素（$%&）的 终 浓 度 分 别 为

’((!)*"+、,(!)*"+。发酵培养基采用含有葡萄糖或

木糖的 +- 培养基。./0培养发酵。培养 ! 1 "#$%&%’
的培养基：每升含有 ’(() 葡萄糖、2)（345）2 675、2)
$42875、’) 9)675·/427、,) 酵母膏。.(0培养。

!"# $%& 操作技术

! 1 "#$%&%’ 染色体 :3! 提取和 :3! 片段胶回

收、8;< 产物纯化参照华舜试剂盒操作说明。质粒

:3! 提取、:3! 的酶切、连接、转 化、蛋 白 质 6:6=
8!>? 等参照文献［’2］进行。质粒 :3! 小量提取参

照 -@ABCD"@ 试剂盒操作说明。

!"’ !"#、$"%( 基因和 ) &$#*!"# 片段的 )+, 扩增

根据 3;-E 公开的 ! 1 "#$%&%’ 中 ()*、+),- 基因

的序 列（>@&-%&F 登 录 序 列 号 分 别 为 9’,.GH 和

9’,.I5）以及本研究所构建的 #$$=()* 序列，设计合

成了下列引物，引物的下划线部分为人工置入的限

制性 位 点。 ()* 上 游 引 物：,J>>>!!KK;!K>!>K=
K!K!;K>K;>>K!; .J；下 游 引 物：,J >>;KK;K>=
;!>KK!K;>>K;!!>!>;;!>;; .J。 +),- 上 游 引

物：,J>>>!!KK;!K>>;KK;KK;!!;KKKK .J；下游引

物：,J!;>;>K;>!;!!K!KKKKKK>KKKKK>; .J。8-+*=
()* 上游引物：,J>;>K!>!>>!K;;>>>;KK! .J；下

游引物：,J;>;>>!K;;>!;;>;KK;K>; .J。8;< 扩

增时，使用 .+/ :3! 多聚酶在 -DB"@CL% 8;< 仪（德

国）上进行。

!"- 酶活测定

分别以重组质粒 #$$=()*、#$$=+),、#$$=8!、

#?C%M=8! 转化 0 1 *#&% N9’(I。重组子用 +- 培养基

振荡培养过夜，离心收集菌体，以磷酸盐缓冲液（#4
GO,）洗涤悬浮，PL@&MQ 8L@RRSL@ ;@TT 8L@RR 破壁。酶活

测定参照文献［2，’.］进行。丙酮酸脱羧酶（8:;）酶

活测定时，加入辅酶焦磷酸硫胺素（K88）和 9);T2 作

为辅助因子以及乙醇脱氢酶（!:4，6D)"%）。’ 个酶

活单 位 定 义 为 在 规 定 条 件 下 每 分 钟 氧 化 ’!"BT
3!:4 所需的酶量。3!:4 的变化通过测定 .5(&"
波长下吸光度值（1.5(）的变化来衡量。蛋白质浓度

测定采用 -L%UVBLU 法［’5］，以牛血清白蛋白（6D)"%）作

为标准。酶活计算公式［’.］："1.5( W X*（GO22 W Y W
Z）[ \*")。"1.5(表示每分钟 .5(&" 处光密度的变

化值；X 是酶活测定体系的体积（"+）；GO22 是 3!:4
的毫摩尔吸光系数 "+*M"·""BT；Y 是光径（M"）；Z
是测定体系中含有的蛋白质量（")）。

!". /$/*)&01
采用 ,]浓缩胶、’2]分离胶的不连续垂直板

电泳，考马斯亮蓝 <=2,( 染色［’2］。

!"2 发酵试验

进行 ./0三角瓶发酵，2,("+ 三角瓶中发酵培

养基装液量为 2("+。乙醇浓度采用气相色谱法测

定，色谱参数为：进样温度 2((0，检测温度 2((0，

柱温 ’5(0。2" 不锈钢柱（内径 .""），采用沪产

5(’ 白色有机担体。载气 32 压力 (O29#%，42 压力

(O’9#%，空气压力 (O29#%。

3 结果

3"! !"#、$"%( 基因和 )&$#*!"# 片段的 )+, 扩增

以提取的 ! 1 "#$%&%’ 染色体 :3! 为模板，利用

上述合成的相应引物，用 .+/ :3! 聚合酶 8;< 扩增

()*、+),- 基因，扩增出的片段大小与预计的大小一

致，分别为 ’OI, FY、’O. FY。再以本研究构建的重组

质粒 #$$=()* 为模板，8;< 扩增 8-+*=()* 片段，大小

为 2O. FY 左右。

3"3 重组质粒的构建和酶切鉴定

重组质粒 #$$=8! 与 #?C%M=8! 的构建过程类

似。为了方便操作，首先将 ()* 基因连接到克隆载

体 #\;’H 中。8;< 扩增出的 ()* 基因片段经纯化、

胶回收后，用 0*#<#、2’- #双酶切，在 K5 :3! 连

接酶作用下与经同样双酶切并胶回收的 #\;’H 载

体连接，连接产物转化 0 1 *#&% N9’(I。在含有氨苄

青霉素的 +- 平板上筛选阳性转化子，小量抽提质

粒并进行验证。然后将 #\;=()* 用 0*#<#、2’- #
双 酶 切 并 胶 回 收 ()* 片 段，将 该 片 段 插 入 到

#$$22.=. 载体中得到 #$$=()*。再以 #$$=()* 为模

板 8;< 扩增带有 -+* 启动子的 ()* 片段 8-+*=()*，该

片段用 3+"4#酶切后，与经 3+"4#酶切并去磷

酸 化 的 #$$=+), 连 接，连 接 产 物 转 化 0 1 *#&%
N9’(I，在含有氨苄青霉素的 +- 平板上得到的转化

子进行质粒抽提，对重组质粒 #$$=8! 进行酶切验

证。另外以 ! 1 "#$%&%’ 的染色体 :3! 作为模板 8;<
扩增 +),- 基因，经纯化、胶回收后以 0*#<#、4+&#
双酶切，并插入经同样双酶切胶回收的 #?C%M 载体

中得到 #?C%M=+),。将上述扩增出的 8-+*=()* 片段，

用 3+"4#酶切后，与经 3+"4#单酶切并去磷酸

化的 #?C%M=+), 连接，连接产物转化 0 1 *#&% N9’(I，

在含有卡那霉素的 +- 平板上得到的转化子，进行

质粒抽提，并对重组质粒 #?C%M=8! 进行酶切验证。

对 重 组 质 粒 #$$=8!、#?C%M=8! 酶 切 鉴 定。

#$$=8!、#?C%M=8! 经 3+"4#酶切应该释放出 2O. FY
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的 !!"#"$%# 片段。#$$"!% 经 &"’!酶切、#&’()"!% 经

()!!酶切线性化，预计片段大小分别为 *+,-. 和

/+0-.。酶切得到的片段大小与预计的片段大小相

符，表明 $%# 和 "%*1 基因成功连接到载体 #$$002"2
和 #&’() 中。分别用 +#,3!、()!!酶切 #$$"!% 判

断其中 $%# 和 "%*1 基 因 的 读 框 方 向。若 $%# 和

"%*1 基 因 的 读 框 方 向 相 同，+#,3!酶 切 应 得 到

4+4-.、0+5-. 两个片段，()!!酶切应得到 5+44 -.、

,+44 -. 两个片段。若 $%# 和 "%*1 基因的读框方向

相反，+#,3!酶切应得到 6+5 -.、7+4 -. 两个片段，

()!!酶切应得到 2+6 -.、8+8 -. 两个片段。同样，

用 +#,3!酶切 #&’()"!% 可判断 $%# 和 "%*1 基因的

读框方向，若二者同向，应得到 5+/ -.、0+2 -. 两个

片段；若反向，则 *+6 -.、7+4 -. 两个片段。酶切结

果显示，#$$"!%、#&’()"!% 中 $%# 和 "%*1 基因的读

框方向均同向。

!"# 重组菌全细胞蛋白 $%$&’()*
采用含有相应抗生素的 91 培养基 87:9，将重

组 子 + ; #,’- <=,7/（ #&’()"!%）、+ ; #,’- <=,7/
（#$$"$%#）、+ ; #,’- <=,7/（#$$""%*）、+ ; #,’- <=,7/
（#$$"!%）在 26>振荡培养过夜，离心收集菌体，用

,7:9磷酸盐缓冲液（#? 5+4）悬浮洗涤 2 次，@ABC)D
!ABEEFAB GBHH !ABEE 破壁。离心除去碎片，取上清液

07"9，加入 4"9 加样缓冲液（4 I ），混匀后煮沸 2 J
4:KC，离心取 ,4"9 上样。以 + ; #,’- <=,7/作为对照。

LML"!%N& 结果（图 ,）表明 $%# 和 "%*1 基因在

相应 的 重 组 菌 中 均 得 到 了 很 好 的 表 达，分 别 在

57-M、87-M 附近出现了 蛋 白 条 带（丙 酮 酸 脱 羧 酶

!MG 的分子量为 57-M，乙醇脱氢酶 %M? 的分子量

为 87-M）。宿主菌 + ; #,’- <=,7/ 仅在 87-M 附近有

图 + 重组菌全细胞蛋白 $%$&’()*
@KO; , LML"!%N& (C(HPEKE QR AB)Q:.KC(C’E’#AQ’BKC BS#ABEEBT KC + ;

#,’- <=,7/

,+=QHB)FH(A UBKOD’ :(A-BA；0+ + ; #,’- <=,7/（#&’()"!%）；2+ + ; #,’-

<=,7/（#$$"$%#）；8+ + ; #,’- <=,7/（#$$""%*）4+ + ; #,’- <=,7/；

5+ + ; #,’- <=,7/（#$$"!%）;

很浅的条带。+ ; #,’- <=,7/（#$$""%*）仅在 87-M 附

近有 一 条 明 显 的 带，+ ; #,’- <=,7/（#$$"$%#）在

57-M 附近有一条较浓的带。 + ; #,’- <=,7/（#$$"
!%）、+ ; #,’- <=,7/（#&’()"!%）分别在 57-M 及 87-M
位置有明显的条带。

!", 重组子中 ’%-、(%. 酶活测定

对重组菌中的 !MG 和 %M? 酶活进行了分析。

+ ; #,’- <=,7/（#$$"$%#）中 !MG 酶活为 ,7+4 VW:O，
+ ; #,’- <=,7/（#$$""%*）中 %M? 酶活为 2+6/ VW:O，
+ ; #,’- <=,7/（#&’()""%*）中 %M? 酶活为2+,6VW:O。
+ ; #,’- <=,7/（#&’()"!%）中 !MG 酶活为5+/4 VW:O，
%M? 酶活为 2+0/ VW:O。+ ; #,’- <=,7/（#$$"!%）中

!MG 酶 活 为 ,0+4 VW:O，%M? 酶 活 为 8+,6 VW:O。
+ ; #,’- <=,7/ 中 %M? 酶活为 7+2 VW:O，!MG 酶活

为零（表 ,）。酶活测定的结果进一步表明，$%#、"%*1
基因在 #$$002"2 及 #&’() 载体中成功实现表达。

表 + 重组菌中 ’%- 和 (%. 酶活

X(.HB , L#B)KRK) ()’KYK’KBE QR !MG (CT %M? KC AB)Q:.KC(C’E

&CZP:BE
L#B)KRK) ()’KYK’KBEW（VW:O）

<=,7/
（#$$"$%#）

<=,7/
（#$$""%*）

<=,7/
（#&’()""%*）

<=,7/
（#$$"!%）

<=,7/
（#&’()"!%）

<=,7/

!MG ,7+4 7 7 ,0+4 5+/4 7

%M? 7+2 2+6/ 2+,6 8+,6 2+0/ 7+2

!"/ 重组菌的初步酒精发酵

采用含有葡萄糖和木糖的 91 培养基作为发酵

培养基进行重组菌的乙醇发酵。挑取各重组菌 + ;
#,’- <=,7/（#&’()"!%）、+ ; #,’- <=,7/（#$$"!%）、+ ;
#,’- <=,7/（#$$"$%#）、+ ; #,’- <=,7/（#$$""%*）及

+ ; #,’- <=,7/ 单菌落接种于含有相应抗生素的 91
培养基中，26>、077AW:KC 振荡培养过夜作为种子

液，按 ,[ （\W\） 接 种 到 发 酵 培 养 基。26>、

077AW:KC振荡培养至对数生长后期，转移至 26>培

图 ! ! 0 "#$% 12+34及其几种重组菌发酵葡萄糖生产酒精

@KO;0 &’D(CQH RQA:(’KQC QR + ; #,’- <=,7/ (CT K’E AB)Q:.KC(C’E RAQ: OHF)QEB
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养箱静止发酵。! ! "#$% "#$%&、! ! "#$% "#$%&（’(()
&’(）发酵 *+葡萄糖只能产生约 %,%$*+（-.-）的

微量乙醇。! ! "#$% "#$%&（’(())’"）、! ! "#$% "#$%&
（’(()/0）、! ! "#$% "#$%&（’1234)/0）发酵 *+葡萄

糖 56 7 分别产生 $,*+、$,%+、$,8+（-.-）乙醇

（图 9）。相 似 地，! ! "#$% "#$%&（’1234)/0）发 酵

5,6+木糖 56 7，产生 $,98+（-.-）乙醇。

! 讨论

*’" 基因和 &’(: 基因是 + ! ,#-%$%. 中乙醇生

物合成途径的两个关键酶编码基因。本文研究了在

! ! "#$% "#$%& 中分别只引入 )’" 基因或 &’(: 基因

时重 组 菌 的 乙 醇 发 酵 情 况。结 果 显 示，重 组 菌

! ! "#$% "#$%&（’(()&’(）仅能通过宿主自身固有的

代谢途径产生极微量的乙醇，说明在 ! ! "#$% "#$%&
中只引入 + ! ,#-%$%. 的 &’(: 基因不能拓宽其中的

产乙醇途径。而引入产乙醇途径的丙酮酸脱羧酶基

因 )’" 以及同时引入基因 )’"、&’(: 可以将碳代谢

流有 效 导 向 产 乙 醇 方 向。重 组 菌 ! ! "#$% "#$%&
（’(())’"）、! ! "#$% "#$%&（’(()/0）、! ! "#$% "#$%&
（’1234)/0）发酵 *+葡萄糖产生 $,%+ ; $,&+（-.-）

乙醇。! ! "#$% "#$%&（’1234)/0）发酵 5,6+木糖，产

生 $,98+（-.-）乙醇。在 ! ! "#$% 中只引入+ ! ,#/
-%$%. 的 )’" 基因只能使丙酮酸代谢流部分流向产乙

醇方向，仅含有 )’" 基因的重组子是依赖宿主自身

的 0<= 将 乙 醛 还 原 和 >0<= 氧 化 相 偶 联［$?］。

! ! "#$% "#$%&（’(())’"）可发酵 * +葡萄糖产生 $,*
+（-.-）乙醇，其中由 )’" 基因编码的丙酮酸脱羧酶

正是与 ! ! "#$% "#$%& 自身的乙醇脱氢酶协同作用，

将碳流更多导向了产乙醇方向。

研究中还发现，)’"、&’(: 基因的表达量过高会

导致菌体生长减缓、产乙醇减少。以 ’((995)5 载体

为基础，/0&" 控制下的 )’" 和 &’(: 在 ! ! "#$% "#$%&
中得到高强表达，但乙醇产率和细胞生长都不理想。

可能的原因是，)’" 和 &’(: 在 ! ! "#$% "#$%& 中得到

高强表达，一方面使代谢流流向三羧酸循环减少，细

胞生长所需的物质和能量支撑减少；另一方面，用于

还原乙醛为乙醇的 >0<= 也相对减少，乙醇产率降

低和对细胞有毒的乙醛在细胞内积累。在以 ’1234
载体 为 基 础 的 )’"、&’(: 基 因 的 表 达 中，由 于 在

’1234 载体中安置有一个 $&"@ 基因，)’"、&’(: 基因

的表达水平较以 ’((995)5 为载体低（表 $），则乙醇

产率和细胞生长明显改善。通过诱导 ’1234)/0 中

的 )’"、&’(: 基因高效表达，则乙醇产率下降，细胞

生长速度减慢（未发表数据）。可见，在乙醇重组菌

的构建中，)’" 和 &’(: 基因的适宜表达水平对乙醇

形成和细胞生长是有益的。我们正在针对不同宿主

细胞，确定 )’" 和 &’(: 基因的最适表达水平，以及

运用重组乙醇基因工程菌发酵木质纤维素水解物为

乙醇的工艺研究。
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科学出版社《现代生命科学基础丛书》专辑

高级植物分子生物学

葛莘 编著 4776 年 Z 月出版 Z’78’7546ZX’4\]N588Z 定价：ZY 元

本书论述了分子生物学与植物分子生物学简史、植物的基因组与基因组学、基因的结构、基因的表达与调控、基因的功能

分析、植物细胞的信号转导、植物细胞的分化和器官发育、植物生物技术等内容，并附有植物学和分子生物学词汇。所有各章

均先介绍基本知识和理论，然后讲述相关的专题。这些专题都是近年来植物分子生物学的重大突破，因此具有很高的科学意

义和现实意义。同时，通过讲评经典的科学论文来达到能力培养的目的。本书图文并茂，适合作为大学高年级或研究生的教

学参考书。

数量生态学

张金屯 著 4776 年 X 月出版 Z’78’7546ZY’X\]N5886 定价：6XN77 元

数量生态学的内容十分丰富。本书内容涉及到数量生态学的各个方面，包括过去半个世纪来有关数量生态学的主要发

展，全面介绍现代数量生态学理论和方法，特别注重介绍国际上最常用的和近年来发展的新方法。全书反映了数量生态学发

展的概貌，同时也展现了我国在这一领域的研究成果。对于有关学科的科技工作者和研究生，本书的内容已基本能够满足需

要。书中所讲的方法，除植物生态学外，可以普遍应用于生物学、农学、林学、地理学、医药、环境科学等学科领域。

反刍动物营养学

冯仰廉 主编 4776 年 X 月出版 Z’78’758ZX6’5\]N5669 定价：ZX N77 元

本书由国内反刍动物营养学领域的老中青专家编著，系统的总结了国内外在反刍动物营养研究的先进性和规律性成果。

全书共 57 章，包括瘤胃微生物、瘤胃鱼瘤胃内容物的特性、能量与营养、蛋白质营养、碳水化合物营养、脂肪营养、矿物质营养、

维生素营养、同位素示踪技术在反刍动物营养中的应用、反刍动物营养实验技术。内容充实而精练，理论联系实际，行文简洁

流畅。可作为农业院校动物营养和饲料专业本科生和研究生的教材，还可供畜牧科技和畜牧管理人员参考。
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