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$ & :利用 PCR方法从运动发酵单孢菌染色体 DNA扩增出乙醇合成途径的关键酶基因 pdc、adhB ,分别用 tac启

动子控制表达 ,构建了可以在 Escherichia coli JM109中表达的重组质粒 pKK- PA、pEtac- PA。初步的乙醇发酵结果表

明 ,在 E. coli中只引入 adhB基因不能拓宽其中的产乙醇途径 ,引入 pdc基因可以与宿主自身的 ADH酶协同作用 ,

使碳流有效导向产乙醇方向。同时引入 pdc、adhB基因可以在宿主 E. coli中成功建立产乙醇途径。

'() :重组大肠杆菌 ,乙醇 , 发酵

*+,-. :Q78 /0123 :A /45. :000126209 (2004) 0520600205

　　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 ( Es2
cherichia coli)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、CO2和 H2 (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 ( Zymomonas mobilis)能够

利用葡萄糖产生仅有的产物乙醇和 CO2 ,但不能利

用木糖。丙酮酸脱羧酶 (PDC ,E. C. 4111111)和乙醇

脱氢酶 (ADH ,E. C. 1111111)是 Z . mobilis中乙醇生

物合成途径的两个关键酶 ,相应的编码基因 pdc、

adhB均已被克隆和测序[1～3 ]。Z . mobilis的 PDC对

丙酮酸的 Km 值低于 E. coli 的任一竞争性酶 ,因

此 , Z . mobilis产乙醇基因在 E. coli 中的表达 ,可使

碳流有效导向产乙醇方向。将 Z . mobilis 的这两个

基因结合在一起 ,由一个 Plac控制表达 ,得到产乙醇

人工操纵子 ( pet operon) [4 ]
,并以此为基础构建了一

系列重组质粒[5 , 6 ]
,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[7～9 ]。但 pet 操纵

子因在构建过程中使用唯一 Plac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 pdc和

adhB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 P tac分别

控制 pdc、adhB 基因的表达 ,构建了可以在 E. coli

JM109中表达的重组质粒。含 P tac- pdc 和 P tac-

adhB的重组 E. coli 能够在无诱导物存在的情况下

有效地利用葡萄糖和/或木糖生成乙醇。

1　材料和方法

111 !6�78

质粒 pUC18 购自上海生工生物工程技术服务

有限公司 ;质粒 pKK223-3购自 NOVOGENE公司 ;质

粒 pEtac 由本实验室沈 　微博士构建[10 ]
;重组质粒

pKK- pdc、pKK- PA、pEtac- adh、pEtac- PA 为本研究中

构建 ;pKK- adh由本室先期构建和保存[11 ]。E. coli

JM109由本实验室保存。 Z . mobilis ATCC31821 由

澳大利亚新南威尔士大学 Rogers教授馈赠。

112 9:;�<=

实验用各种 DNA 限制性内切酶 EcoRⅠ、PstⅠ、

Sal Ⅰ、BamH Ⅰ、碱性磷酸酶 CIAP购自 TaKaRa 公

司 ;T4 DNA连接酶和 Taq DNA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 Beyotime Biotechnology (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 Pro2
mega公司产品。除特别注明外 ,实验用各种试剂均

为国产分析纯。
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大肠杆菌的培养采用 LB培养基 :每升含有 10g

胰蛋白胨 (OXOID) 、5g酵母膏 (OXOID) 、10g NaCl ,添

加 115 %琼脂即为 LB 固体培养基。培养基中氨苄
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青霉素 (Amp ) 、卡那霉素 ( Kan) 的终浓度分别为

100μgΠmL、50μgΠmL。发酵培养基采用含有葡萄糖或

木糖的LB培养基。37℃培养发酵。培养 Z . mobilis

的培养基 :每升含有 100g葡萄糖、2g (NH4 ) 2 SO4、2g

KH2 PO4、1g MgSO4·7H2O、5g酵母膏。30℃培养。

114 DNA����

Z . mobilis 染色体 DNA提取和 DNA片段胶回

收、PCR产物纯化参照华舜试剂盒操作说明。质粒

DNA提取、DNA 的酶切、连接、转化、蛋白质 SDS-

PAGE等参照文献[12 ]进行。质粒 DNA小量提取参

照 Beyotime试剂盒操作说明。

115 pdc�adh B��� P tac-pdc	
� PCR�


根据 NCBI公开的 Z . mobilis 中 pdc、adhB基因

的序列 ( GenBank 登录序列号分别为 M15368 和

M15394)以及本研究所构建的 pKK- pdc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。pdc 上游引物 : 5′GGGAATTCATGAGT2
TATACTGTCGGTAC 3′; 下游引物 : 5′GGCTTCTG2
CAGTTATCGGTCAAGAGCCAGCC 3′。 adhB 上游引

物 :5′GGGAATTCATGGCTTCTTCAACTTTT 3′;下游引
物 :5′ACGCGTCGACAATATTTTTTGTTTTTGC 3′。P tac-

pdc 上游引物 : 5′GCGTAGAGGATCCGGGCTTA 3′;下

游引物 : 5′CGCGGATCCGACCGCTTCTGC 3′。PCR 扩

增时 ,使用 Taq DNA 多聚酶在 Biometra PCR仪 (德

国)上进行。

116 ����

分别以重组质粒 pKK- pdc、pKK- adh、pKK- PA、

pEtac- PA转化 E. coli JM109。重组子用 LB培养基

振荡培养过夜 ,离心收集菌体 ,以磷酸盐缓冲液 (pH

615)洗涤悬浮 ,French Pressure Cell Press破壁。酶活

测定参照文献[2 ,13 ]进行。丙酮酸脱羧酶 ( PDC)酶

活测定时 ,加入辅酶焦磷酸硫胺素 (TPP)和MgCl2作

为辅助因子以及乙醇脱氢酶 (ADH , Sigma) 。1个酶

活单位定义为在规定条件下每分钟氧化 1μmol

NADH所需的酶量。NADH的变化通过测定 340nm

波长下吸光度值 ( A340 )的变化来衡量。蛋白质浓度

测定采用 Bradford法[14 ] ,以牛血清白蛋白 (Sigma)作

为标准。酶活计算公式[13 ]
:ΔA340 ×VΠ(6122 ×b ×

W) = UΠmg。ΔA340表示每分钟 340nm处光密度的变

化值 ;V是酶活测定体系的体积 (mL) ;6122是 NADH

的毫摩尔吸光系数 mLΠcm·mmol ; b 是光径 (cm) ;W

是测定体系中含有的蛋白质量 (mg) 。

117 SDS- PAGE

采用 5 %浓缩胶、12 %分离胶的不连续垂直板

电泳 ,考马斯亮蓝 R-250染色[12 ]。

118 ����

进行 37℃三角瓶发酵 ,250mL 三角瓶中发酵培

养基装液量为 20mL。乙醇浓度采用气相色谱法测

定 ,色谱参数为 :进样温度 200℃,检测温度 200℃,

柱温 140℃。2m 不锈钢柱 (内径 3mm) ,采用沪产

401白色有机担体。载气 N2压力 012Mpa , H2压力

011Mpa ,空气压力 012Mpa。

2　结果

211 pdc�adh B��� Ptac-pdc	
� PCR�


以提取的 Z . mobilis 染色体 DNA为模板 ,利用

上述合成的相应引物 ,用 Taq DNA聚合酶 PCR扩增

pdc、adhB基因 ,扩增出的片段大小与预计的大小一

致 ,分别为 1195 kb、113 kb。再以本研究构建的重组

质粒 pKK- pdc为模板 , PCR扩增 P tac-pdc片段 ,大小

为 213 kb左右。

212 ������������

重组质粒 pKK- PA 与 pEtac- PA 的构建过程类

似。为了方便操作 ,首先将 pdc 基因连接到克隆载

体 pUC18中。PCR扩增出的 pdc 基因片段经纯化、

胶回收后 ,用 EcoRⅠ、Pst Ⅰ双酶切 ,在 T4 DNA连

接酶作用下与经同样双酶切并胶回收的 pUC18 载

体连接 ,连接产物转化 E. coli JM109。在含有氨苄

青霉素的 LB 平板上筛选阳性转化子 ,小量抽提质

粒并进行验证。然后将 pUC- pdc 用 EcoRⅠ、Pst Ⅰ

双酶切并胶回收 pdc 片段 ,将该片段插入到

pKK223-3载体中得到 pKK- pdc。再以 pKK- pdc为模

板 PCR扩增带有 tac 启动子的 pdc 片段 Ptac-pdc ,该

片段用 BamHⅠ酶切后 ,与经 BamHⅠ酶切并去磷

酸化的 pKK- adh 连接 ,连接产物转化 E. coli

JM109 ,在含有氨苄青霉素的 LB平板上得到的转化

子进行质粒抽提 ,对重组质粒 pKK- PA进行酶切验

证。另外以 Z . mobilis的染色体DNA作为模板 PCR

扩增 adhB基因 ,经纯化、胶回收后以 EcoRⅠ、Sal Ⅰ

双酶切 ,并插入经同样双酶切胶回收的 pEtac 载体

中得到 pEtac- adh。将上述扩增出的 Ptac-pdc 片段 ,

用 BamHⅠ酶切后 ,与经 BamHⅠ单酶切并去磷酸

化的 pEtac- adh连接 ,连接产物转化 E. coli JM109 ,

在含有卡那霉素的 LB 平板上得到的转化子 ,进行

质粒抽提 ,并对重组质粒 pEtac- PA进行酶切验证。

对重 组 质 粒 pKK- PA、pEtac- PA 酶 切 鉴 定。

pKK- PA、pEtac- PA经 BamHⅠ酶切应该释放出 213 kb

106　5 期 孙金凤等 :利用木糖和葡萄糖合成乙醇的新型重组大肠杆菌的研究

© 1995-2005 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.



的 Ptac-pdc片段。pKK- PA经 Sal Ⅰ酶切、pEtac- PA经

Pst Ⅰ酶切线性化 ,预计片段大小分别为 811kb 和

912kb。酶切得到的片段大小与预计的片段大小相

符 ,表明 pdc和 adhB基因成功连接到载体 pKK223-3

和 pEtac中。分别用 EcoRⅠ、Pst Ⅰ酶切 pKK- PA判

断其中 pdc 和 adhB 基因的读框方向。若 pdc 和

adhB基因的读框方向相同 , EcoR Ⅰ酶切应得到

515kb、216kb两个片段 , Pst Ⅰ酶切应得到 6155 kb、

1155 kb两个片段。若 pdc和 adhB基因的读框方向

相反 , EcoRⅠ酶切应得到 716 kb、015 kb两个片段 ,

PstⅠ酶切应得到 317 kb、414 kb 两个片段。同样 ,

用 EcoRⅠ酶切 pEtac- PA可判断 pdc和 adhB基因的

读框方向 ,若二者同向 ,应得到 619 kb、213 kb两个

片段 ;若反向 ,则 817 kb、015 kb两个片段。酶切结

果显示 ,pKK- PA、pEtac- PA中 pdc 和 adhB 基因的读

框方向均同向。

213 �������� SDS- PAGE

采用含有相应抗生素的 LB 培养基 40mL ,将重

组子 E. coli JM109 ( pEtac- PA ) 、E. coli JM109

(pKK- pdc) 、E. coli JM109 (pKK- adh) 、E. coli JM109

(pKK- PA)在 37℃振荡培养过夜 , 离心收集菌体 ,用

10mL磷酸盐缓冲液 (pH 615)悬浮洗涤 3 次 , French

Pressure Cell Press破壁。离心除去碎片 ,取上清液

20μL ,加入 5μL加样缓冲液 (5 ×) ,混匀后煮沸 3～

5min ,离心取 15μL上样。以 E. coli JM109作为对照。

SDS- PAGE结果 (图 1)表明 pdc 和 adhB基因在

相应的重组菌中均得到了很好的表达 ,分别在

60kD、40kD 附近出现了蛋白条带 (丙酮酸脱羧酶

PDC的分子量为 60kD ,乙醇脱氢酶 ADH的分子量

为 40kD) 。宿主菌 E. coli JM109仅在 40kD附近有

	 1 �������� SDS- PAGE

Fig. 1 　SDS- PAGE analysis of recombinants’protein expressed in E.

coli JM109

11Molecular weight marker ; 21 E. coli JM109 (pEtac- PA) ; 31 E. coli

JM109 (pKK- pdc) ; 41 E. coli JM109 (pKK- adh) 51 E. coli JM109 ;

61 E. coli JM109 (pKK- PA) .

很浅的条带。E. coli JM109 (pKK- adh)仅在 40kD附

近有一条明显的带 , E. coli JM109 (pKK- pdc ) 在

60kD附近有一条较浓的带。 E. coli JM109 (pKK-

PA) 、E. coli JM109 (pEtac- PA)分别在 60kD及 40kD

位置有明显的条带。

214 ��
� PDC�ADH
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对重组菌中的 PDC和 ADH酶活进行了分析。

E. coli JM109 (pKK- pdc)中 PDC酶活为 1015 UΠmg ,

E. coli JM109 (pKK- adh)中 ADH酶活为 3179 UΠmg ,

E. coli JM109 (pEtac- adh)中 ADH酶活为3117UΠmg。

E. coli JM109 (pEtac- PA)中 PDC酶活为6195 UΠmg ,

ADH酶活为 3129 UΠmg。E. coli JM109 (pKK- PA)中

PDC酶活为 1215 UΠmg , ADH 酶活为 4117 UΠmg。

E. coli JM109中 ADH酶活为 013 UΠmg , PDC酶活

为零 (表 1) 。酶活测定的结果进一步表明 , pdc、adhB

基因在 pKK223-3及 pEtac载体中成功实现表达。

� 1 ���� PDC� AD H
�

Table 1　Specific activities of PDC and ADH in recombinants

Enzymes

Specific activitiesΠ(UΠmg)

JM109
(pKK- pdc)

JM109
(pKK- adh)

JM109
(pEtac- adh)

JM109
(pKK- PA)

JM109
(pEtac- PA)

JM109

PDC 1015 0 0 1215 6195 0

ADH 013 3179 3117 4117 3129 013

215 ����������

采用含有葡萄糖和木糖的 LB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 E.

coli JM109 (pEtac- PA) 、E. coli JM109 (pKK- PA) 、E.

coli JM109 (pKK- pdc) 、E. coli JM109 (pKK- adh ) 及

E. coli JM109 单菌落接种于含有相应抗生素的 LB

培养基中 ,37℃、200rΠmin 振荡培养过夜作为种子

液 ,按 1 % ( VΠV) 接种到发酵培养基。37℃、

200rΠmin振荡培养至对数生长后期 ,转移至 37℃培

	 2 E. coli JM109����������� !"��

Fig.2　Ethanol formation of E. coli JM109 and its recombinants from glucose

206 微　　生　　物　　学　　报 44 卷　

© 1995-2005 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.



养箱静止发酵。E. coli JM109、E. coli JM109 (pKK-

adh)发酵 5 %葡萄糖只能产生约 01015 % (VΠV) 的

微量乙醇。E. coli JM109 (pKK- pdc) 、E. coli JM109

(pKK- PA) 、E. coli JM109 (pEtac- PA) 发酵 5 %葡萄

糖 36 h 分别产生 115 %、110 %、118 % (VΠV)乙醇
(图 2) 。相似地 , E. coli JM109 (pEtac- PA) 发酵

316 %木糖 36 h ,产生 1128 % (VΠV) 乙醇。

3　讨论

Pdc基因和 adhB 基因是 Z . mobilis 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

E. coli JM109中分别只引入 pdc 基因或 adhB基因

时重组菌的乙醇发酵情况。结果显示 ,重组菌

E. coli JM109 (pKK- adh)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 E. coli JM109

中只引入 Z . mobilis 的 adhB 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 pdc 以及同时引入基因 pdc、adhB可以将碳代谢

流有效导向产乙醇方向。重组菌 E. coli JM109

(pKK- pdc) 、E. coli JM109 (pKK- PA) 、E. coli JM109

(pEtac- PA)发酵 5 %葡萄糖产生 110 %～119 %(VΠV)

乙醇。E. coli JM109 (pEtac- PA)发酵 316 %木糖 ,产

生 1128 % (VΠV) 乙醇。在 E. coli 中只引入 Z . mo2
bilis的 pdc基因只能使丙酮酸代谢流部分流向产乙

醇方向 ,仅含有 pdc基因的重组子是依赖宿主自身

的 ADH 将乙醛还原和 NADH 氧化相偶联[14 ]。

E. coli JM109 (pKK- pdc)可发酵 5 %葡萄糖产生 115
%(VΠV)乙醇 ,其中由 pdc基因编码的丙酮酸脱羧酶

正是与 E. coli JM109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 , pdc、adhB基因的表达量过高会

导致菌体生长减缓、产乙醇减少。以 pKK223-3 载体

为基础 ,Ptac控制下的 pdc 和 adhB 在 E. coli JM109

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 , pdc和 adhB在 E. coli JM109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 NADH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 pEtac

载体为基础的 pdc、adhB 基因的表达中 ,由于在

pEtac载体中安置有一个 lacI基因 , pdc、adhB 基因

的表达水平较以 pKK223-3 为载体低 (表 1) ,则乙醇

产率和细胞生长明显改善。通过诱导 pEtac- PA 中

的 pdc、adhB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 , pdc和 adhB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 pdc和 adhB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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Abstract : Genes pdc and adhB encoding essential ethanologenic enzymes in Zymomonas mobilis were amplified by using

PCR technique. Recombinant plasmids pKK- PA , pEtac- PA were constructed in which genes pdc and adhB were placed

under the control of tac promoter , respectively. Preliminary ethanol fermentation using the E. coli JM109 and its recom2
binants was carried out . The results indicated that introduction of adhB alone could not widen ethanologenic pathway in

E. coli JM1091Introduction of pdc converted carbon flux to ethanologenic direction which was presumed to result from

combined activities of pyruvate decarbonase from Z . mobilis and the native E. coli alcohol dehydrogenase. Introducing

both pdc and adhB , ethanologenic pathway was successfully constructed in E. coli .
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