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摘要:【目的】通过代谢工程改造真养罗氏菌(Ｒalstonia eutropha)W50-EAB 木糖代谢的相关限速靶点，进一
步提高 Ｒ． eutropha W50-EAB 的 D-木糖利用效率，为获得高效利用纤维素水解液的菌株奠定基础。【方法】
利用 PCＲ 技术扩增 Ｒ． eutropha 转酮酶基因 tktA，cbbT2 和转醛酶基因 tal，将扩增的 tktA，cbbT2 和 tal 基因分
别构建到表达载体 pBBＲ1MCS-3 上，获得重组质粒 pWL1-TKT，pWL1-CBBT2，pWL1-TAL。通过电转的方式
将质粒分别转化 W50-EAB 获得重组菌 W50-KAB，W50-CAB 和 W50-TAB。利用基因敲除的方法，获得醛还
原酶基因 h16_A3186 敲除株 W50'-EAB。通过电转的方式将重组质粒 pWL1-TAL 导入敲除株 W50'-EAB 获
得重组菌株 W50'-TAB。通过摇瓶发酵研究重组菌株 W50-KAB，W50-CAB，W50-TAB，W50'-EAB 以及 W50'-
TAB 的发酵特性。【结果】酶活分析结果表明，转酮酶和转醛酶基因实现表达。摇瓶发酵结果表明，转酮酶
基因过表达菌株 W50-KAB 和 W50-CAB 相比于对照菌株 W50-EAB /p3，表现出降低的木糖利用能力;而转醛
酶基因过表达重组菌株 W50-TAB 以及敲除菌株 W50'-EAB 对木糖的利用得到一定的提高。在 0. 1 mol /L
木糖的发酵培养基中，W50-EAB 的最大比生长速率为 0. 035 h － 1，PHB 干重比为 16. 2 ± 1. 01% ;而 W50-
TAB 的最大比生长速率提高到 0. 039 h － 1，PHB 干重比达到 20. 5 ± 0. 76% ;醛还原酶基因敲除菌株 W50'-
EAB 最大比生长速率提高到 0. 040 h － 1，PHB 含量提高到 19. 8 ± 1. 05%。结果显示转醛酶基因的过表达与
醛还原酶基因的敲除对木糖利用均表现出一定的优势，将这两种优势组合获得菌株 W50'-TAB，摇瓶发酵分
析结果为最大比生长速率达到 0. 042 h － 1，PHB 积累达到 27. 9 ± 0. 47%，相比于对照菌株提高了 72. 2%。
另外，在含有葡萄糖(0. 01 mol /L)和木糖(0. 09 mol /L)的混合糖培养下，重组菌株 W50-TAB，W50'-EAB 和
W50'-TAB 相比于在纯木糖培养下都表现出更高的生物量和胞内 PHB 积累量。【结论】磷酸戊糖途径关键
酶转醛酶基因的过表达加速了木糖代谢流，从而可以高效利用木糖积累一定量的 PHB。醛还原酶对木糖代
谢有阻碍作用，敲除该酶基因后木糖代谢能力有了一定的提高，而两者协同作用可以进一步提高重组菌株的
木糖利用效率和 PHB 积累能力。
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真养罗氏菌(Ｒalstonia eutropha)是研究聚羟基
脂肪酸酯 ( polyhydroxyalkanoate，PHA)合成的模式
菌株，同时也被广泛用于聚-β-羟基丁酸酯( poly-β-
hydroxybutyrate，PHB)的发酵生产，通过培养基营养
物质的限制或调节，Ｒ． eutropha 可以积累 90%以上
的 PHB［1］。但是作为一种环境友好材料，现阶段基
于生物基生产的 PHB 还不能与大量生产的以石油
工业为基础的塑料材料竞争。其中生产成本是限制
PHB 广泛应用的主要因素，因此使用廉价碳源生产
PHB 对保证粮食安全，经济可持续发展和环保等都
有很重大的意义。

木质纤维素是地球上最丰富且来源广泛的可再
生资源，经水解处理后主要含有 60%的己糖和 30%
的戊糖［2］，因此农业废料的纤维素水解液可以作为
一种工业发酵的低成本原料加以利用。但是 Ｒ．
eutropha 天然不具备 D-木糖(D-Xylose，Xyl)利用能
力，刘凯等在能利用葡萄糖 (Glucose，Glu)发酵产
PHB 的 Ｒ． eutropha 突变菌株 W50［3］中表达来自大
肠杆菌(Escherichia coli)K-12 W3110 的木糖异构酶
基因 xylA 和木糖激酶基因 xylB 以及木糖转运蛋白
基因 xylE，最终获得重组菌株 W50-EAB。该菌株获
得了木糖利用能力，并且可以积累一定的 PHB［4］。
但与以葡萄糖为碳源的发酵水平相比，木糖发酵能
力还需进一步改善。

磷酸戊糖途径(Pentose Phosphate Pathway)非氧
化阶段是木糖代谢必经阶段，木糖经木糖异构酶
( xylose isomerase，XI)和木酮糖激酶 ( xylulokinase，
XK)催化转化成 5-磷酸木酮糖进入磷酸戊糖途径非
氧化阶段。对酿酒酵母( Saccharomyces cerevisiae)的
研究表明，表达多种异源木糖异构酶基因，虽然可以
获得较高的木糖异构酶活性，但并不能明显提高菌
株的木糖代谢能力［5 － 10］。这提示在磷酸戊糖途径
的非氧化阶段可能存在瓶颈。Bjrn Johansson［11］等
研究发现在 S． cerevisiae 过表达磷酸戊糖途径非氧
化阶段相关代谢酶基因可以有效提高 5-磷酸木酮
糖的转化，从而加速木糖代谢流。而在 Ｒ． eutropha
磷酸戊糖途径非氧化阶是否也存在类似的限速因素
和靶点尚未有研究报道。转酮酶( Transketolase)和
转醛酶 ( Transaldolase)是该途径的两个关键酶，在
Ｒ． eutropha 基 因 组 中 存 在 两 个 转 酮 酶 ( EC:
2. 2. 1. 1)编码基因 tktA 和 cbbT2，以及一个转醛酶
(EC:2. 2. 1. 2)编码基因 tal。它们催化的反应将磷

酸戊糖途径和糖酵解途径偶联在一起，这两种酶活
性可能会影响木糖代谢效率。此外，生物信息学等
分析结果表明在 Ｒ． eutropha 中基因 h16 _A3186 可
能编码一种醛还原酶(EC:1. 1. 1. 21)，该酶催化木
糖生成木糖醇的反应，有可能会与木糖异构酶竞争
底物。

因此，本工作以转酮酶和转醛酶为靶点，通过基
因过表达强化磷酸戊糖途径非氧化阶段的代谢流;
以醛还原酶为靶点，通过基因敲除阻断木糖的支路
代谢，研究了 Ｒ． eutropha 重组菌株的生理特性以及
PHB 的积累能力。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌种和质粒:本实验所用菌株和质粒列于
表 1。
1. 1. 2 主要试剂:所有分子生物学工具酶都购自
TaKaＲa 公司;6-磷酸果糖 ( D-Fructose-6-phospate)，
4-磷酸赤藓糖 ( D-Erythrose-4-phosphate)，3-磷酸甘
油醛(D /L-Glyceraldehyde-3-phosphate)，以及磷酸丙
糖异构酶 /磷酸甘油酸脱氢酶 ( α-glycerophosphate
dehydrogenase / triosephosphate isomerase ) 均 购 自
Sigma 公司;生化药品为进口或国产分析纯试剂。
1. 1. 3 培养基:① LB 培养基，用于培养大肠杆菌
E． coli。②PN 培养基，用于粗酶液制备和重组菌种
子培养:每升含胰蛋白胨 10 g，葡萄糖酸钠 3 g，硫酸
铵3 g，酵母粉 5 g。③含 20% 蔗糖的 LB 培养基，作
为第 2 次重组的筛选培养基。④发酵培养基:参考
文献［16］。另外配置 2 mol /L 的木糖以及 2 mol /L
的葡萄糖，用于配置不同浓度的木糖培养基和混合
糖培养基。E． coli 在 37℃ 培养，Ｒ． eutropha 在
30℃ 培养。抗生素使用浓度:氨苄青霉素 100
μg /L，卡那霉素 50 μg /mL，四环素 5 μg /mL，氯霉素
50 μg /mL。
1. 2 目的基因的克隆

以 Ｒ． eutropha H16 基因组 DNA 为模板，通过
PCＲ 技术扩增相关片段，引物 P1 和 P2 扩增获得转
酮酶基因 tkt 片段，P3 和 P4 扩增转酮酶基因 cbbT2
片段，引物 P5 和 P6 扩增转醛酶基因 tal 片段，引物
P7 和 P8，P9 和 P10 分别扩增醛还原酶基因 h16 _
A3186 上下游约 750 bp 的片段，再利用引物 P8 和

561



Lu Wang et al． / Acta Microbiologica Sinica(2015)55(2)

P9 通过重叠 PCＲ 将上下游片段连接起来，获得 h16
_A3186 同源臂片段。以 E． coli W3110 基因组为模

板，引物 P11 和 P12 扩增 4-磷酸赤藓糖脱氢酶基因
epd。具体见表 2。

表 1． 实验所用菌株和质粒
Table 1． Strains and plasmids in this work

Stains and plasmids Characteristics Sources
Strains
Escherichia coli
DH5α φ80d / LacZΔM15，deoＲ，recA1，endA1，hsdＲ17 This lab
S17-1 racA，proA，thi-1，chr::tra Simon Ｒ［12］

W3110 IN( rrnD-rrnE)1 rpb-1 This lab
BL21(DE3) F-ompT hsdSB ( rB-mB

－ ) gal dcm(DE3) Novagen
Ｒastonia eutropha
W50-E gabD4: : xylE，W50 with the homologous recombination of xylE Kai Liu［4］

W50'-E Δh16_A3186，gabD4: : xylE This Study
W50-EAB CmＲ，W50-E carrying p1-AB Kai Liu［4］

W50'-EAB CmＲ，W50'-E carrying p1-AB This Study
W50-KAB CmＲ，TcＲ，W50-EAB carrying pWL1-TKT This Study
W50-CAB CmＲ，TcＲ，W50-EAB carrying pWL1-CBBT2 This Study
W50-TAB CmＲ，TcＲ，W50-EAB carrying pWL1-TAL This Study
W50'-TAB CmＲ，TcＲ，W50'-EAB carrying pWL1-TAL This Study
Plasmids
pMD19-T T-vector，2. 7kb TaKaＲa Co．
pLMX1 CmＲ，pBBＲ1MCS derivative carrying the Ppha C1 gene Xuemei Lu［13］

p1-AB CmＲ，pBBＲ1MCS derivative carrying the xylAB gene Kai Liu［4］

pBBＲ1MCS-3 TcＲ，LacZ-α mob rep Kovach ME［14］

pJQ200mp18Tc TcＲ，sacB mob Peplinski K［15］

pET30a-c( + ) Expression vector，5. 4kb，KanＲ，6* his-tag Novagen
pWL1 TcＲ，pBBＲ1MCS-3 derivative carrying the Pphac1 gene This study
pWL1-TKT TcＲ，pWL1 derivative carrying the tkt gene This study
pWL1-CBBT2 TcＲ，pWL1 derivative carrying the cbbT2 gene This study
pWL1-TAL TcＲ，pWL1 derivative carrying the tal gene This study
pWL2 KanＲ，pET30a-c( + ) derivative carrying the epd gene This study
pWL3 TcＲ，pJQ200mp18Tc derivative carrying the h16_A3186 homologous arm This study

表 2． 实验所用引物
Table 2． Primers in this study

Primers Sequences (5'→3') Size / bp Ｒestriction site
P1 CTCTAGATAGAGAGAGACAATCAAATCATGTCCGCCCTTGCCCATCC 47 XbaⅠ
P2 ACTCTGCAGCCTGAGGATCGATTGAAACCG 30 PstⅠ
P3 CTCTAGATAGAGAGAGACAATCAAATCATGAACGCACCAGAACGCAT 47 XbaⅠ
P4 AATGGTACCTTAGCCATCACGCCTCCTC 28 KpnⅠ
P5 CTCTAGATAGAGAGAGACAATCAAATCATGAACCAGCTCGAACAACT 47 XbaⅠ
P6 ATAGGTACCCCATCCTTACTTCGCAATCT 29 KpnⅠ
P7 CCACTGCAGACGAAGCTTTGACCGCGATC 29 PstⅠ
P8 AGCGGTACCAATTAAGAGCTCGCGCGCGACTCGCCCATAT 40 SacⅠ
P9 CTCTTAATTGGTACCGCTCGACCGCATCTTCCCG 34 KpnⅠ
P10 TACTCTAGATAAGGATCCCCCGCGCTGGC 29 XbaⅠ
P11 AGGAGACATATGACCGTACGCGTAG 25 NdeⅠ
P12 TATGCGGCCGCCCTGAAAGCAACAGTAGC 29 NotⅠ

1. 3 重组质粒的构建
用 SacⅠ，XbaⅠ双酶切含有 P phac1启动子的质粒

pLXM1，回 收 目 的 片 段，与 同 样 双 酶 切 的
pBBＲ1MCS-3 连接，获得含有 P phac1的表达载体，命
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名为 pWL1。
用 XbaⅠ，PstⅠ双酶切 PCＲ 扩增的 tktA 片段，

回收目的片段后与同样酶切的 pWL1 连接，将 tkt 连
接到 P phac1下游，获得含有 P phac1组成型启动子控制下
的转酮酶基因 tkt 的表达载体，命名为 pWL1-TKT。

用 XbaⅠ，PstⅠ分别双酶切 PCＲ 扩增的 cbbT2
片段和 tal 片段，回收目的片段后分别与同样酶切的
pWL1 连接，获得到含有转酮酶基因 cbbT2 的表达载
体命名为 pWL1-CBBT2，和含有转醛酶基因 tal 的表
达载体命名为 pWL1-TAL。

用 NdeⅠ，NotⅠ双酶切 PCＲ 扩增的 epd 片段，
与同样处理的 pET30a-c( + )连接，获得含有 4-磷酸
赤藓糖脱氢酶基因 epd 的表达载体，命名为 pWL2。

用 PstⅠ，XbaⅠ酶切重叠 PCＲ 扩增的 h16 _
A3186 同 源 臂 片 段，与 经 过 相 同 处 理 的
pJQ200mp18Tc 连接，获得含有同源臂片段的敲除载
体，命名为 pWL3。
1. 4 接合转移

将质粒 pWL3 导入大肠杆菌 S17-1［12］，筛选得
到 S17-1 /pWL3。接 合 转 移 具 体 方 法 参 考 文 献
［13］。
1. 5 敲除菌株的筛选

接合转移后，敲除菌株筛选方法参考文献
［13］。
1. 6 酶活分析
1. 6. 1 粗酶液制备:取培养 8 h 重组菌株 W50-
KAB，W50-CAB，W50-TAB 和 W50'-E 的 PN 培养液
1 mL，11100 × g 离心 2 min 收集菌体，用 0. 1 mol /L
的 Tris-HCl(pH 7. 8)缓冲液洗涤 2 次后，用 500 μL
缓冲液悬浮，缓冲液中加入终浓度为 0. 02 mmol /L
的 DTT。置冰浴中超声波破碎，离心，上清液即为粗
酶液。
1. 6. 2 转酮酶活性测定:方法参考文献［17］，在此
反应体系中，通过与 4-磷酸赤藓糖脱氢酶催化的反
应偶联，一个酶活力单位定义为每分钟由 NAD + 产
生 1. 0 μmol NADH 所需的酶量。
1. 6. 3 转醛酶活性测定:方法参考文献［18］，在此
反应体系中，一个酶活力单位定义为每分钟消耗
1. 0 μmol NADH 所需的酶量。
1. 6. 4 4-磷酸赤藓糖脱氢酶的表达与纯化:由于该
酶没有商品供应，所以我们表达纯化制备了 4-磷酸
赤藓糖脱氢酶，方法参考文献［17］，纯化的酶用于

转酮酶活性的测定。
1. 6. 5 醛还原酶活性测定:方法参考文献［19］，在
此反应体系中，一个酶活力单位定义为每分钟消耗
1. 0 μmol NADPH 所需的酶量。
1. 7 发酵实验
1. 7. 1 摇瓶发酵:将 W50-KAB，W50-CAB，W50-
TAB，W50'-EAB 和 W50'-TAB 分别接种于培养基
②，30℃培养 18 h，洗去培养基②，用培养基④悬浮
至适当浓度作为种子液。取适量 2 mol /L 木糖或葡
萄糖加入发酵培养基④中，配制成不同浓度的木糖
发酵培养基以及混合糖培养基(0. 01 mol /L Glu +
0. 09 mol /L Xyl)。按照 5%的接种量接种，30℃ 培
养，每隔 12 h 取样分析。
1. 7. 2 生物量的测定:发酵液用蒸馏水适当稀释，
测定 600 nm 波长下的光密度。
1. 7. 3 D-木糖的测定:方法参考文献［20］。
1. 7. 4 PHB 含量测定:分析条件见参考文献［13］。
1. 7. 5 质粒稳定性测定:定时取适量发酵液用生理
盐水稀释到合适浓度，取适量涂布在 PN 平板上，于
30℃培养。挑取单菌落到 PN 平板上，含有氯霉素
抗性的 PN 平板和含有四环素抗性的 PN 平板上。
培养 24 h，计数。质粒保持率定义为在抗性平板上
长出菌落数与在非抗性平板上长出菌落数的百分比
值。每一试验随机挑取菌落数大于 100 个。

2 结果和分析

2. 1 重组菌株 W50-KAB，W50-CAB 和 W50-TAB
的构建以及转酮酶和转醛酶酶活测定

将重组质粒 pWL1-TKT，pWL1-CBBT2 和 pWL1-
TAL 分别电击转化 W50-EAB，涂布在含有氯霉素和
四环素抗性的 PN 平板上，根据菌落 PCＲ 验证筛选
获得转化子分别命名为 W50-KAB，W50-CAB 和
W50-TAB。

为验证转酮酶和转醛酶基因在相应重组菌株内
是否得到表达，我们对重组菌 W50-KAB，W50-CAB
的转酮酶和 W0-TAB 的转醛酶分别进行酶活测定。
结果显示(表 3)，W50-KAB 和 W50-CAB 的转酮酶
比活力相比于含空载体 pBBＲ1MCS-3 (缩写为 p3)
的对照菌 W50-EAB /p3 分别提高了 4 倍和 5. 4 倍，
W50-TAB 的转醛酶比活力是对照菌株比活力的 7. 8
倍。这说明 3 个代谢酶基因都得到了高效表达。
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表 3． 重组菌 W50-KAB，W50-CAB 和 W50-TAB 的酶活测定
Table 3． The specific activities of enzyme in W50-KAB，W50-CAB and W50-TAB

Strain
Specific enzyme activities (U /mg)

transketolase / tktA transketolase / cbbT2 transalsolase
W50-EAB /p3 0. 25 ± 0. 03 0. 25 ± 0. 03 0. 18 ± 0. 06
W50-KAB 1. 22 ± 0. 045 — —
W50-CAB — 1. 59 ± 0. 047 —
W50-TAB — — 1. 40 ± 0. 080

2. 2 转酮酶基因过表达重组菌株 W50-KAB 和
W50-CAB 的发酵特性

以 W50-EAB /p3 作为对照菌株来研究转酮酶
过表达菌株的发酵特性。将重组菌株 W50-EAB /
p3，W50-KAB 和 W50-CAB 分别在含 0. 01 mol /L，
0. 1 mol /L 木糖以及混合糖 ( 0. 01 mol /L Glu +

0. 09 mol /L Xyl)的发酵培养基中培养，结果表明过
表达转酮酶基因的重组菌株 W50-KAB，W50-CAB
在不同发酵培养基中的生长速率和木糖消耗速率都
低于对照菌株 W50-EAB /p3，表现出一定的负效应
(图 1，图 2)。这与我们预期的结果相反，但说明过
表达转酮酶基因并不能有效提高木糖的利用。

图 1． W50-EAB /p3 和 W50-KAB 在不同糖培养基的生长(A)和木糖消耗(B)
Figure 1． Growth profile of W50-EAB /p3 and W50-KAB in different sugar medium (A) and the consumption of xylose．

图 2． W50-EAB /p3 和 W50-CAB 在不同糖培养基的生长(A)和木糖消耗(B)
Figure 2． Growth profile of W50-EAB /p3 and W50-CAB in different sugar medium (A) and the consumption of xylose (B) ．
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2. 3 转醛酶基因过表达重组菌株 W50-TAB 的发
酵特性

转醛酶是磷酸戊糖途径非氧化阶段另一个关键
酶，我们进一步研究了过表达转醛酶基因 tal 对木糖
代谢的影响。同样将重组菌株 W50-EAB /p3 和
W50-TAB 分别在含 0. 01 mol /L 和 0. 1 mol /L 木糖
以及混合糖(0. 01 mol /L Glu + 0. 09 mol /L Xyl)的
发酵培养基中培养，在 0. 01 mol /L 木糖培养基中菌
体生长以及木糖消耗与对照菌 W50-EAB /p3 相当，
生长曲线和木糖消耗曲线几乎完全一致。而在 0. 1
mol /L 木糖以及混合糖培养下，其最终生物量显著

图 3． W50-EAB /p3 和 W50-TAB 在不同糖培养基的

生长(A)和木糖消耗(B)
Figure 3． Growth profile of W50-EAB /p3 and W50-TAB in

different sugar medium (A) and the consumption of xylose (B) ．

高于 W50-EAB /p3 并伴有明显的木糖消耗(图 3)。
在 0. 1 mol /L 木糖培养时，从 36 h 开始 W50-TAB 就
表现出比对照菌株较快的生长速率和较高的生物
量，W50-EAB 最大比生长速率为 0. 035 h － 1而 W50-
TAB 最大比生长速率提高到了 0. 039 h － 1，最终生物
量也提高了 28% (图 4);在混合糖发酵中，W50-
TAB 生长则略高于对照菌株 W50-EAB /p3，从 48 h

才表现出明显的优势，发酵 96 h 时 W50-TAB 菌体
量 OD600达到 14. 66，相比对照菌株 OD600的 13. 10，其
生物量提高了 11% (图 4)。这说明转醛酶基因在
W50-TAB 重组菌株内得到有效表达，并且在一定程
度上加快了磷酸戊糖途径非氧化阶段代谢流，促进了
重组菌对木糖的利用，提高了对木糖的利用效率。

图 4． W50-EAB /p3 和 W50-TAB 在不同糖培养基的生

物量
Figure 4． The biomass of W50-EAB /p3 and W50-TAB in different

sugar medium．

2. 4 醛还原酶基因敲除菌株 W50'-EAB 的构建以
及发酵特性

以 W50-E 为出发菌株，采用接合转移的方法将
敲除载体 pWL3 导入 W50-E 中，获得了醛还原酶基
因 h16_A3186 敲除菌株 W50'-E。以引物 P7 和 P10
对 W50-E 和 W50'-E 进行菌落 PCＲ 验证(图 5)，另
外我们也对两种菌株的醛还原酶酶活进行了测定，
W50-E 的醛还原酶比活力为 0. 125 ± 0. 028 U /mg
protein，而未检测到敲除株 W50'-E 的醛还原酶活
性。以上结果表明，W50-E 的醛还原酶基因敲除的
菌株构建成功。然后将表达载体 p1-AB 电击转化
W50'-E，筛选转化子命名为 W50'-EAB。

将重组菌株 W50-EAB 和 W50'-EAB 分别在含
0. 01 mol /L 和 0. 1 mol /L 木糖以及混合糖 ( 0. 01
mol /L Glu + 0. 09 mol /L Xyl)的发酵培养基中培
养。结果表明，敲除株 W50'-EAB 在低浓度 0. 01
mol /L 木糖发酵培养基生长和木糖消耗水平与对照
菌株相当;而在 0. 1 mol /L 木糖和混合糖发酵培养
下生长速率和木糖消耗有了更进一步的提高。在
0. 1 mol /L 木糖培养下，从 24 h 开始则明显看出
W50'-EAB 生长速率高于对照菌株并且伴着明显的
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图 5． 敲除菌株 W50'-E 菌落 PCＲ 验证
Figure 5． Identification of mutant W50'-E by colony PCＲ using

primers P7 and P10． M: λ / EcoT14Ⅰ digest DNA marker; lane

1: W50'-E; lane 2: W50-E．

木糖消耗，24 h 后这种优势还在进一步扩大，其最
大比生长速率提高到 0. 040 h-1，最终生物量也提高
了 27. 9% ;而在混合糖发酵下，36h 内 W50'-EAB 表
现出生长速率快的优势，与对照菌相比最终生物量
提高了 12. 3%，木糖消耗也从 36 h 开始有明显的差
异，培养到 96 h 时，W50'-EAB 发酵液中木糖浓度仅
剩 0. 01 mol /L(图 6，表 4)。醛还原酶基因敲除后，
重组菌株在发酵初期就表现出生长优势，在一定程
度上缩短了发酵延迟期，这说明醛还原酶对木糖代
谢上游有抑制作用，基因敲除后抑制解除，木糖代谢
速率得到了提高。

表 4． W50-EAB 和 W50'-EAB 在不同糖培养基

的生物量的比较
Table 4． The comparison of biomass between

W50-EAB and W50'-EAB

Medium
Biomass (OD600 )

W50-EAB W50'-EAB

0. 01 mol / L Xyl 2. 12 ± 0. 07 2. 22 ± 0. 06

0. 1 mol / L Xyl 8. 48 ± 0. 13 11. 48 ± 0. 13

0. 01 mol / L Glu + 0. 09 mol / L Xyl 13. 8 ± 0. 83 14. 77 ± 0. 22

2. 5 重组菌 W50'-TAB 的发酵特性
过表达转醛酶基因可以加快磷酸戊糖途径非

氧化阶段代谢流，醛还原酶基因的敲除可以有效
缩短发酵延迟期，两种重组菌都表现出木糖利用
能力的提高。因此我们将这两种优势组合起来，
希望进一步提高木糖的代谢速率。将表达载体
pWL1-TAL 电击转化 W50'-EAB，筛选转化子命名
为 W50'-TAB。

以 W50-EAB /p3 为对照菌株，将 W50-EAB /p3
和 W50'-TAB 分别在 0. 01mol /L 和 0. 1mol /L 木糖
以及混合糖 (0. 01 mol /L Glu + 0. 09 mol /L Xyl)

图 6． W50-EAB 和 W50'-EAB 在不同糖培养基

的生长(A)和木糖消耗(B)
Figure 6． Growth profile of W50-EAB and W50'-EAB in

different sugar medium (A) and the consumption of xylose

(B) ．

的发酵培养基中培养。结果表明，两种优势的组
合表现出进一步提高的生长速率和更加明显的木
糖消耗。在低浓度木糖培养下，仍然表现出与对
照菌株相当的发酵水平，而在 0. 1 mol /L 木糖发酵
培养基中，W50'-TAB 最大比生长速率提高到
0. 042 h － 1，延迟期进一步得到了缩短，在 12 h 内
就表现出生长速率的差异，并且之后的发酵生长
速率都远快于对照菌株，最终生物量大约是对照
菌株的 2. 1 倍。在培养 36 h 后，生物量甚至超过
了对照菌株 W50-EAB /p3 在混合糖中对应时刻的
水平，而在发酵 48 h 后，重组菌株 W50'-TAB 生长
甚至慢慢趋近于自身在混合糖中的生长，第 84 h
时，菌体量几乎达到相同水平 (图 7，表 5)。这充
分说明两种优势的组合表现出更高的木糖利用能
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图 7． W50-EAB /p3 和 W50'-TAB 在不同糖培养基的生长
(A)和木糖消耗(B)
Figure 7 ． Growth profile of W50-EAB /p3 and W50 '-TAB in different

sugar medium (A) and the consumption of xylose (B) ．

力，也进一步说明转醛酶和醛还原酶对木糖代谢
的影响。质粒稳定性的试验结果表明，发酵结束
时，p1-AB 质粒保持率为 95%，pWL1-TAL 质粒保
持率为 67%。

表 5． W50-EAB /p3 和 W50'-TAB 在不同糖

培养基的生物量的比较
Table 5． The comparison of biomass between

W50-EAB /p3 and W50'-TAB

Medium
Biomass (OD600 )

W50-EAB /p3 W50'-TAB

0. 01 mol / L Xyl 2. 09 ± 0. 05 2. 26 ± 0. 06

0. 1 mol / L Xyl 6. 97 ± 0. 11 15. 04 ± 0. 13

0. 01 mol / L Glu + 0. 09 mol / L Xyl 12. 23 ± 0. 83 15. 77 ± 0. 22

2. 6 PHB 含量测定
上述结果表明，转醛酶基因的过表达和醛还

原酶基因的敲除明显提高了重组菌对木糖的利
用能力。我们进一步考察了重组菌 W50-TAB，
W50 '-EAB 以及 W50 '-TAB 利用木糖积累 PHB
的能力。结果显示重组菌株在低浓度木糖培养
下，PHB 积累与对照菌株水平相当，而在高浓度
木糖和混合糖培养下，PHB 积累量都得到了明显
的提高，在 0. 1 mol /L 木糖培养下，相比于对照菌
株，W50-TAB，W50 '-EAB 以及 W50 '-TAB 的 PHB
含量分别提高了 26. 5% ，22. 2% 和 72. 2% ，在混
合糖培养下，W50-TAB，W50 '-EAB 以 及 W50 '-
TAB 的 PHB 含量分别提高了 24. 4% ，18. 5% 和
36. 6% (表 6 )。

表 6． 重组菌 W50-EAB，W50-TAB，W50'-EAB 和 W50'-TAB 在不同糖培养基的 PHB 含量的比较
Table 6． The comparison of PHB content between W50-EAB，W50-TAB，W50'-EAB and W50'-TAB

Medium
PHB ( cell dry weight % )

W50-EAB W50-TAB W50'-EAB W50'-TAB

0. 01 mol / L Xyl 1. 04 ± 0. 01 1. 16 ± 0. 02 1. 18 ± 0. 11 1. 23 ± 0. 06

0. 1 mol / L Xyl 16. 2 ± 1. 01 20. 5 ± 0. 76 19. 8 ± 1. 05 27. 9 ± 0. 47

0. 01 mol / L Glu + 0. 09 mol / L Xyl 25. 4 ± 1. 37 31. 6 ± 1. 05 30. 1 ± 0. 76 34. 7 ± 0. 65

3 讨论

本文首次研究了 Ｒ． eutropha 木糖利用的相关
限速靶点。对具有木糖代谢能力的重组菌株 W50-

EAB 磷酸戊糖途径非氧化阶段和醛还原酶靶点进
行修饰，最终获得的重组菌株 W50-TAB，W50'-EAB

以及 W50'-TAB 木糖代谢能力得到了进一步提高。

磷酸戊糖途径非氧化阶段是木糖代谢的必经阶
段，而转醛酶和转酮酶是磷酸戊糖途径非氧化阶段

171



Lu Wang et al． / Acta Microbiologica Sinica(2015)55(2)

的两个关键酶，Ｒ． eutropha 含有这两种酶，但是酶活

测定结果表明重组菌 W50-EAB 中这两种酶的活性

都比较低，我们从 Ｒ． eutropha 克隆了转酮酶和转醛

酶基因，并置于组成型启动子 P phac
［21］控制之下，导

入 W50-EAB 得到重组菌株 W50-KAB，W50-CAB 以

及 W50-TAB。发酵分析发现，转醛酶基因的过表达

对重组菌株 W50-TAB 木糖代谢有明显的促进作用，

相比于对照菌，最大比生长速率和木糖消耗速率以

及 PHB 积累量都有了一定提高。有趣地是转酮酶

基因的过表达反而引起了重组菌生长缓慢，生物量

低，以及木糖消耗速率慢的现象。相似的结果也出

现在酿酒酵母木糖发酵研究中，Metzger MH 在含有

木糖还原酶基因和木糖脱氢酶基因的酿酒酵母重组

菌中引入来自毕赤酵母的转酮酶基因，但是转酮酶

基因的过表达并没有加快木糖的利用，反而发现新

的中间产物 7-磷酸景天庚酮糖的积累，7-磷酸景天

庚酮糖是转醛酶的底物，所以 Metzger 和 Hollenberg

推测转醛酶是磷酸戊糖途径非氧化阶段的限制因

素［22］。Walfridsson 等根据 Metzger 和 Hollenberg 的

推测在研究含有转酮酶和转醛酶以及木糖还原酶、

木糖醇脱氢酶基因的酿酒酵母重组菌株利用木糖的

影响时发现，过表达转酮酶基因 TKL1 对木糖的利

用影响不大而转醛酶基因 TAL1 的过表达可以增强

重组菌株对木糖的利用，同时过表达 TKL1 和 TAL1

基因的重组酿酒酵母菌株利用木糖的能力略强于仅

提高转醛酶活性的菌株［23］。我们的实验结果以及

对酿酒酵母重组菌株的研究在一定程度上都说明以

木糖为碳源发酵时，转醛酶在磷酸戊糖途径非氧化

阶段起着关键作用。而对于转酮酶基因过表达结果

无作用或产生负作用，我们初步推测是因为转酮酶

催化两个可逆反应，涉及 4 对中间产物的相互转化，

其中有 1 对中间产物是转醛酶的催化底物，我们希

望木糖代谢流能经过磷酸戊糖途径后进入糖酵解或

者 ED ( Entner-Doudoroff) 途径，在重组菌株 W50-

KAB 和 W50-CAB 利用木糖发酵时，提高转酮酶酶

活性能加快中间产物的生成，但是转醛酶活性如果

不够则会导致中间产物在细胞内积累，木糖代谢流

就在磷酸戊糖途径非氧化阶段会受到阻碍，这从另

一个方面也说明转醛酶对磷酸戊糖途径非氧化阶段

更为重要。本工作研究了单独过表达转醛酶基因对

重组菌木糖利用能力的影响，但是转酮酶，转醛酶基

因协同表达能否对 Ｒ． eutropha 重组菌提高木糖利

用能力还在研究中。另外，Bjrn Johansson 研究比

较了酿酒酵母单独过表达磷酸戊糖途径非氧化阶段

所有代谢酶基因(转酮酶，转醛酶，5-磷酸核酮糖差

向异构酶，5-磷酸核酮糖异构酶)和同时共表达这四

种基因对木糖发酵的作用，结果发现单独过表达代

谢基因重组菌株中，只有转醛酶基因过表达重组菌

株有效促进木糖的代谢，但是 4 种代谢酶基因的共

表达更进一步加快了磷酸戊糖途径非氧化阶段的代

谢流［11］。在 Ｒ． eutropha 重组菌中是否存在四种酶

基因的协同效应尚需进一步验证。

Ｒ． eutropha H16 的全基因组测序已于 2006 年

完成，通过对其基因组的研究发现，只有一个与木糖

代谢直接相关的醛还原酶，催化醛糖转化成糖醇的

反应。目前还没有对此酶的相关报道，我们对重组

菌 W50-EAB 木糖发酵后的产物进行液相分析，发

现重组菌胞外并没有木糖醇的积累。醛还原酶基因

敲除株 W50'-EAB 发酵结果表明，在 PN 培养基培

养时生长与对照菌一致，而在发酵培养基中则表现

出增强的木糖利用和 PHB 积累，这说明醛还原酶对

木糖代谢有一定的阻碍作用。酿酒酵母中也含有类

似代谢酶，通过氨基酸序列比对，两种酶同源性达到
61. 9%。Trff 报道酿酒酵母菌中 GＲE3 基因编码一

种非特异性醛还原酶，同样可以将木糖转化成木糖

醇，并且这种酶可以导致木糖发酵过程中木糖醇副

产物的积累。Trff 和 Marko Kuyper 等进一步研究

发现 GＲE3 基因敲除株引入木糖代谢基因进行发

酵，发酵产物中乙醇含量明显提高而木糖醇含量明

显降低［24 － 25］。Trff 推论醛还原酶会导致木糖醇的

积累，过多的木糖醇会抑制木糖异构酶催化木糖转

化成木酮糖［25］。而本工作中重组菌株 W50-EAB 发

酵产物中并没有检测到木糖醇的积累，并且生物信

息学分析显示 Ｒalstonia eutropha 没有木糖醇相关代

谢基因，醛还原酶如何影响 Ｒ． eutropha 重组菌株木

糖代谢尚需进一步研究。另一方面，醛还原酶催化

木糖转化成木糖醇的反应需要消耗 NADPH 还原

力，醛还原酶可能与 Ｒ． eutropha 维持细胞平衡有

关，而 Ｒ． eutropha 中 PHB 是在细胞处于不平衡的状

态下积累的，并且 PHB 的合成也需要消耗 NADPH。
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所以我们推测这可能是醛还原酶敲除株 W50'-EAB

的 PHB 积累量提高的原因。

转醛酶基因的过表达和醛还原酶基因的敲除都
可以增强重组菌对木糖的利用，将两种优势结合起

来则表现出更进一步的增强。但是这种增强作用只
是表现在高浓度木糖发酵和混合糖发酵下，在低浓
度 0. 01mol /L 木糖培养下，W50-TAB，W50'-EAB 和
W50'-TAB 的生物量，木糖消耗以及 PHB 积累量都

与对照菌株表现出同样的水平，这说明有限制因素
影响了低浓度木糖的转运和吸收，这就需要更高亲
和力的特异性木糖转运蛋白。相比于 H +共转运体

蛋白 XylE，E． coli W3110 木糖特异转运蛋白复合物
XylFGH 有更高的木糖转运活性［26］。推测导入更高

亲和力的木糖转运蛋白将能进一步提高菌株对木糖
的利用效率，这部分工作正在进行中。

木质纤维素水解液含有多种糖类，所以重组菌
株需高效共利用水解液中的碳源。刘凯研究发现少

量葡萄糖的存在可以促进重组菌株 W50-EAB 对木
糖的利用，并且不存在葡萄糖效应［4］。但是实际水
解液中的葡萄糖含量是木糖的 3 倍，关于在此比例

下重组菌的生长以及对这两种糖的共利用情况正在
研究中。
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Limiting metabolic steps in the utilization of D-xylose by
recombinant Ｒalstonia eutropha W50-EAB

Lu Wang1，2， Guiming Liu1， Yingzi Zhang1， Yu Wang1， Jiuyuan Ding1，
Weiqi Weng1*
1Key Laboratory of Microbial Physiological and Metabolic Engineering，Institute of Microbiology，Chinese Academy of
Sciences，Beijing 100101，China
2 University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 100449，China

Abstract:［Objective］ To further improve the efficiency of xylose fermentation by modifying the pentose phosphate
pathway ( PPP ) and the aldehyde reductase gene h16 _ A3186 in Ｒalstonia eutropha W50-EAB． ［Methods］ The
transketolase ( tktA，cbbT2) and transaldolase ( tal) gene were cloned from Ｒ． eutropha chromosome by PCＲ and inserted
into expressing vector pBBＲ1MCS-3． The resulting recombinant plasmids were transformed into W50-EAB to generate
W50-KAB，W50-CAB and W50-TAB，respectively． The aldehyde reductase gene h16_A3186 was shortened from 834 bp
to 135 bp by in-frame deletion from strain W50-E in which the xylE gene coding for xylose transporter was chromosomally
integrated to construct recombinant strain W50'-E． Then the xylAB gene coding for xylose isomerase and xylulokinase from
Escherichia coli were expressed in W50'-E to generate recombinant strain W50'-EAB． Ｒecombinant plasmid pWL1-TAL
was transformed into W50'-EAB to construct the strain W50'-TAB． The fermentation characteristics of the engineered
strains were investigated． ［Ｒesults］The expression of tktA，cbbT2 and tal genes in Ｒ． eutropha W50-EAB was confirmed
by enzyme assay． The deletion of h16_A3186 gene was confirmed by PCＲ analysis and enzyme assay． Amplification of
transketolase activity in Ｒ． eutropha W50-EAB showed negative effect on cell growth and D-xylose consumption． The
recombinant strain W50-TAB and W50'-EAB exhibited a faster growth than W50-EAB with the maximum specific growth
rate of 0. 039 h-1 and 0. 040 h － 1，respectively，when cultivated on 0. 1 mol / L D-xylose． And the PHB accumulation of
W50-TAB and W50'-EAB reached 16. 2 ± 1. 01% and 19. 8 ± 1. 05% on the basis of cell dry weight，respectively．
Furthermore，recombinant strain W50'-TAB exhibited better fermentation performance with the maximum specific growth
rate of 0. 042 h － 1 and PHB content of 27. 9 ± 0. 47%，respectively． Meanwhile，the recombinant strains W50-TAB，
W50'-EAB and W50'-TAB showed higher biomass and more PHB accumulation when using glucose (0. 01 mol / L) and D-
xylose (0. 09mol / L) mixed sugars as fermentative substrate． ［Conclusion］ Overexpression of the tal gene resulted in
incressed D-xylose consumption． Deficiency of the aldehyde reductase relieved inhibition to D-xylose metabolism．
Combination of the two strategies contributed to a higher efficiency of D-xylose utilisation and more PHB accumulation of
the engineered Ｒ． eutropha strain．
Keywords: Ｒ． eutropha W50-EAB，D-xylose metabolism，poly-β-hydroxybutyrate，pentose phosphate pathway，aldehyde
reductase
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