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摘 要：采用456技术扩增了运动发酵单孢菌!"#$#$%&’#$()*)’的两个产乙醇的关键酶基因

+,-和&,.!，分别克隆到载体785"-和785"/中，形成重组质粒785"-：：+,-和785"/：：&,.，

从中分离出两基因并串联到经/-$6"酶切的785"/中，转化大肠杆菌/0-$*)9:;#获得重组质

粒74<(携带74<的重组菌47=+被证明具有丙酮酸脱羧酶酶活且提高了乙醇脱氢酶酶活(通过

代谢工程在/’-.12)-.)&-$*)中成功地构建了乙醇合成途径(
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乙醇工业是我国轻工业领域中重要的一部分，

通过微生物将葡萄糖等转化为乙醇是乙醇生产的

主要方法之一，能够生物合成乙醇的微生物主要为

厌氧和兼性厌氧型，包括酵母和细菌，但生物合成

途径有所不同(酵母是通过丙酮酸脱羧酶（495）和

乙醇脱氢酶（<9:）催化糖酵解中间产物$C磷酸甘

油醛生成乙醇(!#世纪/#年代初发现并深入研究

的运动发酵单胞菌能够以较高的转化率将葡萄糖

等碳源转化成乙醇，其代谢途径和酵母相似(由于

其对糖的耐受力低，生长速度慢，且只能利用$种

化合物，加上工业设备不完善等原因，无法在乙醇

发酵生产中得到独立的运用(尽管酵母具备理想的
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乙醇生产者的特性，但它不能发酵许多廉价和易获

得的基质，从而使乙醇生产费用较高，而且发酵后

的酒糟废料易造成环境污染!细菌（如大肠杆菌）的

乙醇生物合成途径与酵母和运动发酵单孢菌不同，

主要由丙酮 酸 甲 酸 裂 解 酶 催 化 丙 酮 酸 生 成 乙 酰

"#$再生物合成乙醇!目前有关大肠杆菌的生理

学、基因学和代谢机理已较清楚，而且%&$重组操

作在大肠杆菌中比较容易和稳定，其代谢速度之快

及利用基质范围之广已成为国外许多学者用以研

究乙醇生产的重要的宿主!国外对运动发酵单孢菌

产乙醇的机理已有深入研究，乙醇合成的关键酶为

丙酮酸脱羧酶和乙醇脱氢酶，分别由!"#和$"%!
编码，这为乙醇生物合成途径奠定了基础［’］!

在产乙醇基因工程细菌的研究方面，国内尚未

有报道!作者采用(")技术克隆得到了来源于运动

发酵单孢菌的两个具有功能的关键酶基因，构建了

载体*($，在大肠杆菌（&’#()*%+,"）中进行了表

达，并进行了初步的发酵试验!

! 材料与方法

!"! 材料

菌株和质粒及生长条件：+,-(-(.$/-(0*)*/
-./由南非)#0123教授馈赠；&’#()*%+,"由作

者所在实验室提供；质粒*4"’5、*4"’6为上海

7898)8生物工程公司产品；限制性酶&#()#、

1$)#、2$3%&$聚合酶、7/连接酶为上海华美生

物工程公司产品!柱式胶回收试剂盒由上海华舜生

物工程有限公司提供!
:;培养基（由’0／<:的蛋白胨，=!,0／<:的

酵母膏，’0／<:的&8">组成）用于种子的培养，:;
培养基中补加,0／<:葡萄糖用于发酵试验，加’==

$0／?:的$?*2，@=?0／?:的A08>和@==?0／?:
的B(7C用于转化子的挑选，由亚硫酸氢钠和副品

红构成的DEFGHH试剂及6,I的乙醇形成的乙醛指

示平板用于乙醇脱氢酶$%+酶活的鉴定!丙酮酸

脱羧酶(%"酶活的测定则用葡萄糖或丙酮酸替代

6,I的乙醇即可!在@,=?:的三角瓶中（装液量,=
?:）进行发酵!
!"# 方法

!!#!! 引物设计及(")扩增

根据J.;:机构公开的运动发酵单孢菌中的

!"#和$"%!基因%&$序列信息设计引物!
!"#(2G?12’：

,K7""7C$$77"$C$"$7$C7C7777CLK
(2G?12@：

,KC"77C7"C$"$CC"77$"CC"7LK；

$"%!*2G?12’：

,K7C"7C7"C$"7$C7$7C7$CCC7C$CLK
*2G?12@：

,K$77$C$$77"CC$CC"$77C777CLK
(")扩增的条件：超纯水LL$:，’=倍缓冲液

,$:，.0">@（@, ??#>／:）L$:，<&7(3（’=
??#>／:）/$:，引物(’（’==*?#>／$:）’$:，引物

(@（’==*?#>／$:）’$:，模板%&$（’L,M0／?:）’

$:，78N%&$多聚酶（L4／$:）’$:!
反应温度及时间：’）6,O,?GM；@）6/O

,=3，,,O6=3，P@OL?GM，LQ个循环；L）P@O
’=?GM!
!!#!# 克隆及阳性转化子的筛选 将(")扩增出

来的!"#和$"%基因以&#()#，1$)#酶切并分别

插入到*4"’6、*4"’5中，形成重组质粒*4"’6：：

!"#和*4"’5：：$"%，分别 转 化&’#()*%+,"!在

:;R$?*2RA08>RB(7C平板上，筛选得到白色转化子

(*<E和(8<F，再对所得白色转化子提质粒进行酶

切验证，从琼脂糖凝胶中回收酶切片断，用柱式胶

回收试剂盒纯化后以7/%&$连接酶连接两基因片

断于*4"’5中，形成重组质粒*($，再转化到&’
#()*%+,"中，同上筛选出白色转化子(*S8!
!!#!$ 酶活的测定 将转化子(*<E、(8<F、(*S8
及*4"’5转化的对照菌在@=?:液体:;培养基

中培养’Q%@=F，’====2／?GM离心,?GM，用缓冲

液洗涤，超声波破碎!具体方法见文献［@］!酶活定

义：一个单位的酶活为每分钟内（(%"在L=O，

$%+在@,O）每还原’$?#>&$%所需的酶量，表

示为每毫克总蛋白质中含有多少单位的酶!蛋白质

浓度的测定参照文献［L］!
!!#!% 发酵液中乙醇含量的测定! 在含L?::;
液体培养基的 试 管 中 分 别 接 种(*S8及 空 载 的

*4"’5转化的菌株，过夜，以’T’==（体积比）稀释转

到@,=?:的三角瓶中（装液量,=?:）进行发酵

（LPO，Q=2／?GM），取样蒸馏!吸取,?:蒸馏液置

于’=?:的离心管中，加’?:@I的重铬酸钾溶液

和,?:浓硫酸，摇匀!在Q==M?波长下测光密度，

与标准曲线相对照［/］!

# 实验结果

#"! 重组表达质粒的构建

以&#()#、1$)#酶切重组质粒*4"’6：：!"#
和*4"’5：：$"%，经低熔点琼脂糖凝胶回收获得了

’!PUV及’!@UV大小的外源%&$插入片断!纯化
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后进 行 两 个 外 源 片 断 的 连 接 并 插 入!"#$%的

!"#&!位点，形成乙醇生物合成重组质粒!’(，载

体构建见图$)

图! "#$质粒的构建

%&’(! )*+,-./012,0&-.-31+,-45&.6.0"76/4&8"#$

9(9 重组质粒的酶切验证

将重组质粒进行!"#$!、%&’!双酶切，电泳

发现酶切后的片断与两基因’#&扩增后双酶切所

在位置一致，切出来的!"#$%与标准!"#$%线性

片断在同一位置上，见图*，表明两基因连接成功)

$)’#&!+,-./01,23-4（!"#&!／%&’!双酶切）；*)’#&!+,-5
./01,2!-/（!"#&!／%&’!双酶切）；6)!’(（!"#&!／%&’!双
酶切）；7)!"#$%（!"#&!／%&’!双酶切）；8)"9:(（()*+#
单酶切）

图9 重组质粒"#$的酶切验证

%&’(9 :+/01&,0+8"1-3&7+-3"76/4&8"#$
9(; 转化子中丙酮酸脱羧酶及乙醇脱氢酶的活性

测定

丙酮酸脱羧酶在大肠杆菌中以复合酶的形式

存在，需要加入焦磷酸硫胺素及 ;<#=* 作为辅因

子)另外细胞破碎液中含有的乳酸脱氢酶会直接氧

化丙酮酸及还原:(9>从而干扰酶活的测定，可在

?@A热处理6@BCD)对照菌的’9#酶活为零，说

明在空载的大肠杆菌中不存在该酶)!’(中’9#
的酶活为@)6?"／B<，!"#$E：：,+"中’9#的酶活

为@)7@"／B<)
空载质粒的大肠杆菌中存在着微弱的(9F的

酶活，其值为@)@%"／B<，!"#$E：：&+-中(9F酶

活为@)7G"／B<)在含有副品红和亚硫酸氢盐所形

成的玫瑰红底色的培养基中，若乙醛脱氢酶存在活

力，则乙醇会在乙醇脱氢酶的作用下生成乙醛，乙

醛再与玫瑰红底物反应，则使克隆子呈现红色，但

比对照菌———大肠杆菌及运动发酵单孢菌的颜色

略红)
9(< 重组菌的葡萄糖发酵及"=值、残糖变化曲线

测定了不同发酵时间重组菌及对照菌发酵液

中乙醇体积分数、残糖质量分数及!F值的变化)从
图6可以看出，转化子及对照菌从种子培养基以$H
$@@接种$@4后合成产物的速率很慢)随着菌体的

自我复制，经过764后，重组菌仍有上升的趋势最

大值达@)$?I，而对照菌由于各个分支碳架物质的

%$$ 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第*$卷
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分散及产生的有机酸对菌体具有毒害作用，产乙醇

的量在!"!#$上下波动"这说明%&’和(&)的引

入强化了丙酮酸合成乙醇的途径"两种菌对糖的利

用率均较低，这可能因为酸性物质对细胞有毒性从

而影响了对基质的吸收"从图*可以看出，含对照

菌的发酵液中+)值在,!!#!-下降更快，说明了

+)对宿主菌合成产物有重要的影响"

图! 葡萄糖发酵过程中乙醇体积分数，残糖质量分数

及"#值的变化曲线

$%&’! ()*+,-.*/0*1)23/425/,31，-*6%7,24&4,+/6*"#
7,-%3&&4,+/6*0*-5*3121%/3

! 讨 论

作者用基因工程的手段在!"#$%&中引入了一

个新的生化反应合成途径"在大肠杆菌中两个基因

串联表达成功，但表达水平还不高"在作者所构建

的载体中，丙酮酸脱羧酶中含有的’"($)&%&*的启

动子似乎能被大肠杆菌识别，因此有可能只在自身

的启动子的控制之下表达"这表明了两种不同的菌

种之间的启动区域具有相似性"+%(中%&’的酶活

为!"*./／01，与文献中报导的在%+#启动子控制

之下所表达的酶活相差甚远，这也间接地说明驱动

,-#基因进行转录的可能不是%+#启动子，而是,-#
基因自身带有的运动发酵单孢菌的启动子"

另外+-."基因只在’"($)&%&*的%#启动子

的控制之下也是低水平转录［.］，曾有以处于对数生

长期的’"($)&%&*’%2中分离出来的034(进行

引物延伸实验来鉴别转录起始位点，发现含有完全

的+-."的启动区域的转录起始位点是一个与’"
($)&%&*%#启动区域所用的胸苷直接相邻的弱的起

始位点［5］"在所构建的载体%678#9.中，%+#启动子

的转录受到了阻碍"而’"($)&%&*中+-."基因的

转录来自%,、%#启动子的控制，然而在其它的原核

生物中如果要得到一个重要的、高调节的基因是不

期望出现这种情况的［:，9］，以上理论分析也许可以

解释为什么实验中两个基因表达的酶活及产乙醇

的量都较低"
重组菌的表达调控方式对发酵过程有重要的

影响，而且代谢网络很复杂，发酵过程需遵循外源

基因的表达规律及细菌的生长规律，本实验中载体

的构建及在!"#$%&中的表达有点类似于组成型表

达"虽然组成型表达系统最为简便和经济，但过早

的表达产物往往会对细胞产生毒害作用，使宿主菌

的比生长速率下降甚至使细胞死亡"所以工程菌发

酵大都还是采用可诱导的启动子，基于这种理论指

导，需进一步构建能利用可诱导启动子的载体，使

之能利用如%6，%3，/+#，%+#等启动子的控制"另

外还要选择合适的表达宿主菌进行高密度发酵的

研究"
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