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以葡萄糖为唯一碳源合成聚!"!羟基丁酸的重组大肠杆菌的构建

宋水山0，$ 马 宏0 高振贤0 贾振华0 张 霞0

（0河北省生物研究所 石家庄 %"%%"0）

（$河北农业大学生命科学学院 保定 %?0%%0）

摘 要：为实现重组大肠杆菌以葡萄糖为唯一碳源合成均聚的 @（!AB），@CD 扩增大肠杆菌编码谷氨酸：琥珀酰半

缩醛转氨基酶基因（!"#3），谷氨酸脱羧酶基因（!"$E）以及富养罗尔斯通氏菌（%"&’()*+" ,-(.)/0"）A0& 的 !5羟基丁酸

脱氢酶基因（!"$B），并组装到携带富养罗尔斯通氏菌（%"&’()*+" ,-(.)/0"）A0& 的 @AE 聚合酶基因（ /0"C）和克氏梭菌

（1&)’(.+$+-2 3&-45,.+）中编码 !5羟基丁酸：C(E 转移酶基因（ ).6F）的重组质粒 GH6II"J# 上，形成一个大的操纵元。携

带重组质粒的大肠杆菌获得从三羧酸循环的中间物———!5酮戊二酸到 @（!AB）的代谢途径。结果表明，重组大肠杆

菌可以以葡萄糖为唯一碳源合成均聚的 @（!AB），当向以葡萄糖为唯一碳源的无机培养基添加蛋白胨、酵母提取

物、酪蛋白水解物时，@（!AB）的含量可以高达菌体干重的 #%K。
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聚羟基烷酸（@()M;MNO(PM8)Q8-(8=.，简称 @AE）是

一类由许多原核生物在非平衡生长条件（如缺氮、

磷、氧、铁等）下在胞内积累的碳源和能源储存物质，

在自然界中可被微生物完全降解，并具有热可塑性，

生物相容性，光学活性，和压电特性等。因此，@AE
作为生物全降解塑料被认为是解决由大量废弃塑料

造成的环境污染的希望，而且 @AE 作为一种新型生

物工程材料，在医学、药学、精细化工中也极具应用

前景［0］。

聚5#5羟基丁酸［@()M5#5;MNO(PMR,=MO9> 8>9N，简称 @
（#AB）］是 @AE 中最常见的一种，在工业上已有小批

量生产。但由于 @（#AB）的某些理化加工性能不尽

人意，如质地脆、发硬，难于加工，其应用范围和价值

受到了很大的限制［$］。S,Q89 等［#］发现，若 @（#AB）

聚合物中引入 !5羟基丁酸（简称 !AB）形成聚5#5羟
基丁酸5>(5!5羟基丁酸共聚物［@（#AB5>(5!AB）］，则

可以改良聚合物的特性。初步研究表明，与 @（#AB）

均聚物相比，均聚的聚 !5羟基丁酸［简称 @（!AB）］除

具有 @（#AB）的优良特性外，还具有韧性强［断裂伸

长强度为 @（#AB）的 $%% 倍］，溶点低（仅为 "%T），易

进行后期加工等优点。另外，@（!AB）更容易被生物

体内的脂肪酶或酯酶降解，可用于制造医学工程塑

料。因此，@（!AB）比 @（#AB）更具有应用前景和开

发价值。A.9- 等［&］构建了携带富养罗尔斯通氏菌

（%"&’()*+" ,-(.)/0" ）A0& 的 @AE 聚合酶基因（ /0"C）

和克氏梭菌（ 1&)’(.+$+-2 3&-45,.+）中 编 码 !5羟 基 丁

酸：C(E 移酶基因（).6F）的重组质粒 GH6II"J#，并转

化大肠杆菌 7 * 8)&+ UV05B),.。该重组大肠杆菌在以

葡萄糖和 !AB 为共碳源的 VB 或无机培养基中培

养，可以合成均聚的 @（!AB）。I(-W 等［?］在 $%V 发酵

罐规模上分批补料培养该重组大肠杆菌获得一定量

的 @（!AB）。

但是，这种培养须在培养基中加入 @（!AB）的前

体物质，即 !5羟基丁酸。而 !5羟基丁酸又非常昂贵，

由此导致 @（!AB）的生产成本过高，严重阻碍了 @
（!AB）的生产和利用。本研究旨在构建从三羧酸循

环的中间物———!5酮戊二酸到 @（!AB）的代谢途径

（图 0），克隆所有必需的基因，将其组装在一起，转

化大肠杆菌，实现使重组大肠杆菌以葡萄糖为唯一

碳源和底物合成均聚的 @（!AB）的目的，从而大大降

低 @（!AB）的生产成本。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 菌株和质粒：本研究所用微生物菌株和质粒

列于表 0，质粒 GH6II"J# 及携带质粒 GH6II"J# 的

重组大肠杆菌（ 7’80,.+80+" 8)&+）UV05B),. 由德国明

斯特大学微生物所 E).P8-N.O I=.9-RX>;.) 教授提供。



图 ! 利用葡萄糖合成均聚 "（#$%）的代谢途径

!"#$% &’()*+,"- .)(/0)1 2+3 2+34)("+5 +2 6（789）23+4 #,:-+;’

<**3’=")("+5;：><9<，!?)4"5+*:(13)(’；>*@9，7?/1@3+A1*:(13)(’ @’/1@3+#’5);’；>)@<，! $ "#$% #,:()4)(’

@’-)3*+A1,);’；>)*B，! $ "#$% #,:()4)(’：;:--"5"- ;’4"@’/1@’ (3)5;)4"5);’；C32DEF，)-’(1,?E+<：7?/1@3+A1*:(13)(’

E+< (3)5;2’3);’ 23+4 &$#’()%*%+, -$+./0)%；6/)E<G，68< ;15(/);’ 23+4 12$’(#3%2 0+()#452 $

表 ! 实验所用菌株和质粒

B)*,’ % H(3)"5; )5@ .,);4"@; :;’@ "5 (/"; ;(:@1
H(3)"5; )5@ .,);4"@; >’5+(1.’ H+:3-’
H(3)"5

! $ "#$% I8J"
!KLM@，$2"D#（ $2"DN<?2)6!），O%PQ，*0#R，)0"<,，03*<,，45#<，/ ’*R%S（3 T U，4UV ）’+4G77$? (5%
T %，6.)<QP，3’,<%

W)* -+,,’-("+5

! $ "#$% XW%?9,:’
)0"<%， 03*<%， 6.)<QP， (5%， 5’*R%S（ 3 T U，4UV ） ’+4G77， )0"<， $2"，［ !‘，4)#<9 V ，

$2"%YD#&%J，：：B/%M（B’(3）］
W)* -+,,’-("+5

6,);4"@
.FHHFJZ[ <4.3，452E，#)7D，*+(/ 8’"5 0( 2$ $（%QQS）

.FH99[ZP <4.3，) [ZPU* 82,8\ 23)#4’5( -+5()"5"5# 69*9 H+5# 0( 2$ $（%QQQ）

.<% <4.3，62*< "5;’3(’@ "5(+ .FHHGJZ[，-+?,"5’)3 (+ $2"D .3+4+(’3 B/"; ;(:@1

.<] <4.3，62*< "5;’3(’@ "5(+ .FHHGJZ[，)5("?,"5’)3 (+ $2"D .3+4+(’3 B/"; ;(:@1

.<%B% <4.3，629B "5;’3(’@ "5(+ .<%，-+?,"5’)3 (+ $2"D .3+4+(’3 B/"; ;(:@1

.<%B] <4.3，629B "5;’3(’@ "5(+ .<%，)5("?,"5’)3 (+ $2"D .3+4+(’3 B/"; ;(:@1

.<]B% <4.3，629B "5;’3(’@ "5(+ .<]，-+?,"5’)3 (+ $2"D .3+4+(’3 B/"; ;(:@1

.<]B] <4.3，629B "5;’3(’@ "5(+ .<]，)5("?,"5’)3 (+ $2"D .3+4+(’3 B/"; ;(:@1

.<%B%9% <4.3，69*8 "5;’3(’@ "5(+ .<%B%，-+?,"5’)3 (+ $2"D .3+4+(’3 B/"; ;(:@1

.<%B%9] <4.3，69*9 "5;’3(’@ "5(+ .<%B%，)5("?,"5’)3 (+ $2"D .3+4+(’3 B/"; ;(:@1

.<%B]9% <4.3，69*9 "5;’3(’@ "5(+ .<%B]，-+?,"5’)3 (+ $2"D .3+4+(’3 B/"; ;(:@1

.<]B]9] <4.3，69*9 "5;’3(’@ "5(+ .<]B]，)5("?,"5’)3 (+ $2"D .3+4+(’3 B/"; ;(:@1

.<]B%9% <4.3，69*9 "5;’3(’@ "5(+ .<]B%，-+?,"5’)3 (+ $2"D .3+4+(’3 B/"; ;(:@1

.<]B%9] <4.3，69*9 "5;’3(’@ "5(+ .<]B%，)5("?,"5’)3 (+ $2"D .3+4+(’3 B/"; ;(:@1

.<]B]9% <4.3，69*9 "5;’3(’@ "5(+ .<]B]，-+?,"5’)3 (+ $2"D .3+4+(’3 B/"; ;(:@1

.<]B]9] <4.3，69*9 "5;’3(’@ "5(+ .<]B]，)5("?,"5’)3 (+ $2"D .3+4+(’3 B/"; ;(:@1

!&!&’ 培养基：W9 培养基和 &Q 培养基按文献［S］

配制。需要时培养基中加入氨苄青霉素（终浓度

%MM%# ^ 4W）。诱导时，培养基中加入 \6B>（终浓度为

%44+,_W），除 非 特 殊 说 明，细 菌 一 般 培 养 于 装 有

]M4W 培养基的 %MM4W 三角瓶中，[S‘、]JM3_4"5 振

荡培养 7L/。

!&’ 基因的 "() 扩增和序列测定

为完成从"?酮戊二酸到 6（789）的代谢途径，共

需要 J 个基因编码的酶。由于 .FGHHJZ[ 上已经携

带了 ] 个，因此我们还需要克隆另外 [ 个所需的基

因。根据大肠杆菌编码谷氨酸：琥珀酰半缩醛转氨

酶的基因（ 629B）［L］，谷氨酸脱羧酶基因（ 62*<）［Q］，

以及 12$’(#3%2 0+()#452 8%P 的 7?羟基丁酸脱氢酶基

因（62*9）［%M］的核苷酸序列设计引物，分别以大肠杆

菌 I8J"基因组 Ia< 和质粒 .FGHH[ZP（含有 12$’(#:
3%2 0+()#452 8%P 的 69*9 基因）为模板，利用聚合酶

链式反应（6ER）扩增所需要的 [ 个基因，并且在扩

增基因的 Jb和 [b端分别引入 82,8&和 8$6’位点。
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扩增 !"#! 的上、下游引物分别为 "#$%&&%&!’!&%$
%&%%’’&!%%%’&!%’&’&%’&&!&&&%&%!!&&!%’
&%$(# 和 "#$%%%%!&’’%%&!’’%’%%’%’!&’!%’
!!’%’’!’&!’$(#，扩增 !"$& 的上、下游引物分别为

"#$%&&%&!’!&%%&%%’’&!%%%’&!%’&’&%&&%’!
%!!&&’%%&!!!’$(# 和 "#$%%%%!&’’%%&!’’!!&!
’&%%!%!%!!!&&&%’!%!!$(#；扩 增 !"$) 的 上、下

游 引 物 分 别 为 "#$%%’&%&!’!’%%&&%%& %%!%$
’&!%’!’&%&’%!!!&!’!&’!&!’!%&$(# 和 "#$’%%$
%&!’’’%’!%*%*%’!&’&!%%&’$(#。+,!- .’/ 反

应体系：+!- 0, 1 .’/ 缓冲液，0!- +"22345- 67’8+，

+!- "22345- 9:!.，上、下游引物各 0!-（终浓度为

+;;2345-），+< %"& 酶，,="!- 模板（+,>7 ?:&），用双

蒸水 补 至 +,!-。.’/ 反 应 条 件：@AB +2C>；@AB
(,D，",B (,D，E+B 02C>，(, 个循环；E+B 0,2C>。

.’/ 产物均用 ?:& 凝胶回收试剂盒回收后与

;%F6$! 载体连接过夜。连接产物用热激法转化大

肠杆菌 ’ G ()*+ ?H""，挑白色菌落摇瓶培养，提取质

粒酶 切 鉴 定。从 阳 性 克 隆 中 提 取 质 粒，由 上 海

IJ>73> 公司进行核苷酸序列测定。

!"# 分析方法

!"#"! 菌体干重的测定：取发酵液 "2-，A,, K L 2C>
离心 0"2C>，水洗 + 次，冷冻真空干燥后称重。

!"#"$ .（AH)）含量的测定：采用气相色谱法［00］。

$ 结果和讨论

$"! 基因的克隆

由于质粒 ;MFII"=( 上已经携带编码 A$羟基丁

酸：’3& 转移酶的基因 ),-N 和 ./"’。为完成从"$酮
戊二酸到 .（AH)）的合成途径尚需要另外 ( 个分别

编码谷氨酸：琥珀酰半缩醛转氨酶、谷氨酸脱羧酶、

A$羟 基 丁 酸 脱 氢 酶 的 基 因 !"#!（&OOPDDC3> :3G
6QQ((A）、!"$&（&OOPDDC3> :3G 6QA,+A）和 !"$)（&O$
OPDDC3> :3G -(RQ0E）。根据已知基因序列，我们分别

设计引物，利用 .’/ 方法从重组大肠杆菌 ?H""基

因组 ?:& 中扩增出 !"#! 和 !"$&，从携带含有 0"*1
23)4+" 563,)./" H0R 部 分 基 因 组 ?:& 的 质 粒 ;MI$
))(=R 中扩增出 !"$)。经核苷酸序列测定和基因

库中已知基因序列比对后证实扩增基因的正确性。

为方便重组质粒的构建，在每个基因的 "#和 (#端引

入 7"8H#和 7*!$酶切位点。

$"$ 重组质粒和重组菌的构建

用 7"8H#和 7*!$双酶切含有 !"$& 的重组

质粒，回收基因片段，插入经 7"8H#切开的质粒

;MFII"=( 的 7"8H#位点。由于 7"8H#和 7*!$
为同尾酶，因此 !"$& 两端可与 ;MFII"=( 的 7"8H#
的粘性末端连接，并且只留下一个可再被 7"8H#
酶切 开 的 位 点。由 于 !"$& 可 以 不 同 方 向 插 入

;MFII"=(，因此产生两个子重组质粒。当 !"$& 的

转录方向与 ./"’ 的相同时，即与 9"ON 启动子的方

向相反时，新产生的 7"8H#位于位点 !"$& 的末

端，当 !"$& 的转录方向与 ./"’ 的相反时即与 9"(N
启动子的方向相同时，新产生的 7"8H#位于 !"$&
和 ./"’ 之间，再用 7"8H#酶切这两个重组质粒，

将含有 !"#! 的 7"8H#和 7*!88 片段插入重组质粒

的 7"8H#位点，之后再以同样的策略将 !#$) 组装

进重组质粒，这样最终得到携带全部 " 种基因且其

中基因转录方向不同的 Q 种重组质粒。重组质粒

;"=(&+!0)+ 的图谱见图 +，其中只有 !"#! 的转录

方向与 9"(N 启动子的转录方向相同，而其它 A 种基

因的转录方向均与 9"(N 启动子的相反。其它重组

质粒各基因的排列和转录方向见表 0。

将 Q 种重组质粒分别转化大肠杆菌 ?H""和

S-0$)4TP，得到 0R 种重组大肠杆菌（表 0）。

图 $ 重组质粒 %&"#’$(!)$ 的图谱

UC7G+ 6J; 3V /PO32WC>J>X ;4JD2C9 ;"=(&+!0)+

&WWKPYCJXC3>D：&2;K，%$4JOXJ2JDP；!#$)，A$Z[9K3\[WTX[KJXP 9PZ[9K37P$

>JDP；!"$&，’ G ()*+ 74TXJ2JXP 9POJKW3\[4JDP；!"#!，’ G ()*+ 74TXJ$

2JXP：DTOOC>CO DP2C9PZ[9P XKJ>DJ2C>JDP；),-N’M，JOPX[4$’3&：A$Z[9K3\[$

WTX[KJXP ’3& XKJ>DPKJDP VK32 :*)23,+$+68 ;*6<=5,+；./"’&F，.H& D[>$

XZJDP VK32 0"*23)4+" 563,)./" G

$"# 重组菌利用葡萄糖为唯一碳源合成 *（+,)）

首先在含有 +]葡萄糖的 -) 培养基中培养 0R
种重组大肠杆菌，结果发现所有重组菌均可以不同

程度的积累 .（AH)）（表 +），表明在所引入的 " 个基

因的共同作用下部分葡萄糖可能是经"$酮戊二酸进

而合成 .（AH)），并且基因的转录方向和宿主菌可能

影响菌种合成 .（AH)）的能力。重组菌 ’ G ()*+ ?H""
（;"=(&+!0)+）合成 .（AH)）的能力最好，可以积累

约占菌体干重 0+]的 .（AH)）。研究还表明，培养

基中加入或不加入诱导剂 8.!% 对菌体生长和积累

AQ( 微 生 物 学 报 A" 卷



!（"#$）无显著影响。

表 ! 不同重组菌菌体生长和利用葡萄糖为唯一碳源

合成 "（#$%）的比较

%&’() * +,-.&/01,2 ,3 4)(( 5/,678 &29 !（"#$）&44:-:(&70,2 3/,- 5(:4,1)
&1 1,() 4&/’,2 1,:/4) 02 9033)/)27 /)4,-’02&70,2 17/&021 ,3 ! ; "#$%

<7/&021
+=>?（5?@） !（"#$）4,27)27?（A+=>）

>078 B!%C >078,:7 B!%C >078 B!%C >078,:7 B!%C
! ; "#$% =#D!
.DEFGH%H$H HEIH *EJH "EIK DELM
.DEFGH%H$* HEMM HEKL DEIK IEFH
.DEFGH%*$H HELL HEKI IEHD DE"L
.DEFG*%H$H *E"K *E"K "EIM IEJ*
.DEFG*%H$* *EJH HEKH HHELL H*EH"
.DEFG*%*$H *EFF *EFH DEHH FEL"
.DEFG*%*$* *E*K *EF* DEIF DED*

! ; "#$% N@HO$(:)
.DEFGH%H$H HEMI HEKJ MEIM MEDL
.DEFGH%H$* HEM" HEKI "E*F "EMD
.DEFGH%*$H HEML HEL" IEJI FEKL
.DEFG*%H$H HELD *E*F "ELD "EL*
.DEFG*%H$* *EHM *EFJ IEJF "EJL
.DEFG*%*$H *EI* *E"M DELM "ELF
.DEFG*%*$* *EM* *ELH "EJL FELD

G(( ,3 78) /)4,-’02&27 17/&021 ,3 ! ; "#$% 6)/) 4:(70P&7)9 02 @$ -)90:- &7
FMQ 6078 *A 5(:4,1) &1 1,() 4&/’,2; %8)/) &/) 76, 5/,:. 1&-.(); >8)2
4:(7:/)1 6)/) 5/,62 7, &2 ,.704&( 9)2107R ,3 JEI &7 & 6&P)()2578 ,3 IJJ2-;
B!%C 6&1 &99)9（H--,(?@ 302&( 4,24)27/&70,2）02 ,2) 5/,:. 1&-.() 7, 029:4)
5)2) )S./)110,2; %8) ,78)/ 6&1 2,7 &99)9 B!%C; +=>，4)(( 9/R 6)0587 ;

表 & 复合营养成分对重组菌菌体生长和 "（#$%）合成的影响

%&’() F T33)471 ,3 7/R.7,2)，R)&17 )S7/&47，4&1)02 &409 &29 9033)/)27

&-02, &409 ,2 4)(( 5/,678 &29 !（"#$）&44:-:(&70,2
<7/&021 &29 4&/’,2 1,:/4)1 +=>?（5?@） !（"#$）4,27)27?（A+=>）

! ; "#$% =#D!（.U<<TDEF）

*A 5(:4,1) HE"M J
*A 5(:4,1) V JE"A"#$ HE"" IIEHM

! ; "#$% =#D!（.DEFG*%H$*）

*A 5(:4,1) HEFD HDELF
*A 5(:4,1) .(:1 HA 4&O
1)02 &409 8R9/,(&7) *EFH FHE"M

*A 5(:4,1) .(:1 HA R)O
&17 )S7/&47 *EIH FJEHK
*A 5(:4,1) .(:1 HA 7/R.O
7,2) *EDH FJE*"
*A 5(:4,1) .(:1 HA G(& HEHK H*EMK
*A 5(:4,1) .(:1 HA C(R HEHH HFEKI
*A 5(:4,1) .(:1 HA @): HEHH HDEI"
*A 5(:4,1) .(:1 HA +R1 JEFL LEF

+)((1 ,3 ! ; "#$% 6)/) 4:(70P&7)9 &7 FMQ 02 @$ -)90:- ,P)/ 20587 ; %8) 4)((1
6)/) 8&/P)17)9 ’R 4)27/03:5&70,2 &7 "Q &29 6&18)9 7604) 6078 W<W -)90:-;
%8)2 78) 4)((1 6)/) 4:(70P&7)9 &7 FMQ 02 W<W -)90:- 6078 *A 5(:4,1) &29
9033)/)27 2:7/0)27 1:’17&24)1; +=>，4)(( 9/R 6)0587 ;

!’# 复合营养成分对重组菌菌体生长和 "（#$%）

合成的影响

为促进重组菌菌体生长和 !（"#$）合成，我们用

WK 培养基作基础，向其中分别添加复合营养成分如

蛋白胨、酵母提取物、酪蛋白水解物、几种氨基酸来

培养 ! ; "#$% =#D!（.DEFG*%B$*）。结果表明，添加

蛋白胨、酵母提取物、酪蛋白水解物可以显著提高重

组菌菌体生长和 !（"#$）的积累量，!（"#$）占菌体

干重的比例可以高达 FJA（表 F）。而添加不同种类

的氨基酸对菌体生长和 !（"#$）合成无显著的促进

作用，相反添加 HA的半胱氨酸严重抑制菌体生长

和 !（"#$）的合成，这可能是由于半胱氨酸对菌体的

毒性作用（表 F）。

& 讨论

在以前的研究中，我们利用葡萄糖为碳源，同时

添加 "O羟基丁酸培养重组大肠菌 ! ; "#$% &’HO($)*
（.UT<<DEF），可以获得均聚物的 !（"#$）。但 "O羟基

丁酸价格昂贵，利用其做底物微生物合成 !（"#$）是

不现实的。本研究构建从三羧酸循环中间产物!O酮
戊二酸到 !（"#$）的代谢途径，将所需的全部 D 个基

因组装成一个大的操纵元。这样葡萄糖经糖酵解产

生乙酰 +,G，乙酰 +,G 进入三羧酸循环，从!O酮戊二

酸分出一支流，经过几步酶促反应，最后可以合成 !
（"#$）（图 H）。结果表明这一策略是成功的，所有携

带全部 D 个基因组转录方向有所不同的重组菌均可

以利用葡萄糖为唯一碳源合成 !（"#$）。利用葡萄

糖为唯一碳源合成 !（"#$），无需添加价格昂贵的前

体O" 羟基丁酸，无疑会大大降低 !（"#$）的生产成

本，为规模化生产 !（"#$）奠定基础。

由于存在三羧酸循环和 !（"#$）合成途径共同

竞争!O酮戊二酸，以及 !（"#$）合成途径的琥珀酰半

缩醛可能被琥珀酰半缩醛脱氢酶催化转化为琥珀酸

O+,G，进而再进入三羧酸循环，因此流向 !（"#$）的

代谢流将是重组菌合成 !（"#$）的关键限制因素，这

也可能是本研究中重组菌 !（"#$）积累量不高的原

因之一。这一问题有可能通过采用编码琥珀酰半缩

醛脱氢酶基因缺失突变株，或在细菌培养的适当时

期添加琥珀酸半缩醛脱氢酶复合物抑制剂或其他能

够促进流向 !（"#$）合成途径的物质来解决。
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