
第 !!卷第 "期
!##$年 "月

无 锡 轻 工 大 学 学 报

!"#$%&’ "( )#*+ ,%+-.$/+01 "( 2+340 5%6#/0$1
%&’( !! )&( "

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
*+,( !##$

文章编号："##- . #$/0（!##$）#" . ##!" . #1

收稿日期：!##! . #/ . !-； 修回日期：!##! . "# . "1 (
基金项目：教育部骨干教师资助计划（)&("2-2）(
作者简介：孙金凤（"-3! .），女，江苏淮阴人，发酵工程硕士研究生，讲师 (

有效利用木糖的肠道细菌的筛选及转化

孙金凤， 诸葛健， 王正祥
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摘 要：以木糖为惟一碳源筛选得到了 $! 株能利用木糖快速生长的肠道细菌，初步鉴定结果表
明，有效利用木糖的菌株多为肺炎克雷伯氏杆菌，其次是大肠杆菌 (选择合适的质粒对其中的 -13
菌株、"42-菌株及 ! " #$%& *5"#-进行转化，检验转化子中的质粒在无选择压力条件下的传代稳定
性，结果野生型菌株的转化率均明显低于 ! " #$%& *5"#-，质粒 6789!/+在所试验的几株菌中稳定
性相对较差，6::!!$9$能在 -13菌株中稳定存在 (
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利用木质纤维素水解液发酵生产燃料酒精，是

开发新型可再生能源的一条有效途径 (自然界中最
充裕的太阳能资源通过光合作用以碳水化合物的

形式储存于植物中，其中 -#[以上是木质纤维
素［"，!］(但是木质纤维素的组成复杂，包括多种不同
的己糖和戊糖 (传统的酒精发酵菌种酿酒酵母和运
动发酵单胞菌都只能代谢有限的糖类，均不能有效

代谢木质纤维素降解产生的木糖、阿拉伯糖等五碳

糖［$］(人们设想，将运动发酵单胞菌中编码产乙醇
途径的两个关键酶基因丙酮酸脱羧酶编码基因

,3#、乙醇脱氢酶编码基因 +31 导入能够发酵多种
糖类的细菌中，构建乙醇生物合成途径［1］(
一些肠道细菌如欧文氏杆菌、克雷伯氏杆菌、

大肠杆菌等由于其宽广的底物利用范围等特征，常

常作为构建产乙醇基因工程菌的宿主菌［!，1，4］，构建

得到的工程菌如 ! " #$%& :\""、’ " $456$#+ Z!［2］等
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能够有效代谢木质纤维素降解产生的多种己糖及

戊糖，发酵产生酒精 !但是，由于不同的肠道细菌利
用各种糖的能力存在很大的差异［"］，所以本研究旨

在通过大量的菌种筛选希望得到能够有效利用木

糖的肠道细菌，并对筛选得到的菌株进行鉴定，从

中选择出合适的宿主菌，构建底物利用范围宽广的

产乙醇基因工程菌 !根据这些菌株的抗生素抗性特
征，选择合适的载体进行转化，并初步检验质粒的

传代稳定性 !

! 材料与方法

! " ! 菌株、质粒和培养基
! " #$%& #$%&’ 由本实验室保存；质粒 ()*%+

购自上海生工生物工程技术服务有限公司；质粒

(,-./+0，(11//2.2由本校邵蔚蓝教授馈赠 !
34培养基、55琼脂培养基、惟一碳源培养基［+］

等 !
! " # 方法
! !# !! 菌种的筛选 由于木质纤维素水解液中的
五碳糖主要是木糖，所以菌种筛选时，以木糖为惟

一碳源筛选能有效利用木糖的菌株 !
%）菌种的分离采集：采样途径为人体的肠道细

菌，从无锡市卫生防疫站搜集；从自然界筛选，主要

取样草食性动物的粪便及其圈所的土壤、造纸厂的

排污口水样等 !采集的样品经适当处理后划线或涂
布于 55琼脂培养基，2" 6培养 /7 8 !挑取其中的特
征红色菌落［+］进行下一步筛选 !

/）以木糖为惟一碳源筛选生长迅速的菌株：用
无菌牙签将 55琼脂培养基上的特征红色菌落点种
于木糖惟一碳源固体培养基，2" 6培养 /7 8，挑选
其中生长较快的菌株 !
! !# !# 菌种的鉴定［+，’］ 步骤：显微镜镜检菌体形
态—!革兰氏染色—!生化特征试验 !
此外，还测试了被检菌株对常用抗生素即氨苄

青霉素（9:(）、卡那霉素（10;）的抗性，34固体培
养基中的 9:(，10; 最终质量浓度分别为 %&&

!< = :3，>&!< = :3 !
! !# !$ 转化% 采用常规 *0*?/ 转化法 !根据菌种鉴
定结果，以质粒 ()*%+，(11//2.2，(,-./+0转化筛
选得到的大肠杆菌，以 (,-./+0转化筛选到的肺炎
克雷伯氏杆菌，同时用 ! " #$%& #$%&’作为对照 !
! !# !% 质粒稳定性测定［%&］ 将转化子接种于添加
了抗生素的 34液体培养基中，2" 6，/&& @ = :A;培
养 %/ 8，以此作为种子液 !按体积分数 /B接种量接
种于不含抗生素的 34 液体培养基中，2" 6，/&&

@ = :A;培养，每 %/ 8转接一次，共转接 %&次 !每培养
/7 8的菌液以适当的稀释度涂布于不含抗生素的
34平板上，2" 6培养 %C D /& 8 !随机挑取该平板上
的 >& 个菌落，点种于含有抗生素的 34 平板上，
2" 6培养 %C D /& 8，观察平板上长出的菌落数，计
算保持质粒的菌株占点种菌株总数的百分比（质粒

保持率）!

# 结果与分析

# " ! 菌种筛选结果
从 / "2&株菌中筛选得到了 2/ 株能在木糖为

惟一碳源的培养基上快速生长的菌株 !
# " # 菌种鉴定
# !# !! 菌落形态及显微镜镜检结果% 34平板上，
/&%，/&/，/&2，//’，/>C，/>"，/>+，/>’，/C/，/C/E，
7’/，7’2，7’7，7’>，>/’，>2&，>7/，>72，"+"，"’&，
%&%&，%%’/，%%’2，%>C"，%>C’菌落圆形隆起，边缘整
齐，呈粘液状；显微镜下呈短杆菌 ! %>C’菌株的透射
电镜照片见图 % ! ’&%，’&/，’%%，’7"，%>%&，/%72，
/%’+菌落低突起，透明，表面闪光 !显微镜下呈直杆
菌 ! ’7"菌株透射电镜照片见图 / !

图 ! !&’(菌株透射电镜照片（#& &)) *）
+,-" ! ./0123,22,41 56578/41 3,7/427495 9:484 4; 8:5

28/0,1 !&’(

图 # (%<菌株透射电镜照片（#& &)) *）
+,-" # ./0123,22,41 56578/41 3,7/427495 9:484 4; 8:5

28/0,1 (%<

# !# !# 革兰氏染色! 筛选到的所有菌株均为革兰

氏阴性杆菌 !
# !# !$ 生化特征试验% 2/株菌生化特征见表 % !

// 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第 /%卷

万方数据



表 ! 菌株的生化特征
"#$%! &’()*+,’)#- ’.+/0’1’)#0’(/ (1 0*+ 203#

!
!
!
!
!
!

’/2

反 应

菌 株

!"#$
等"

$%&
等""

! " #$%&
’(!)$

’%()*&(%%+

,-(./$-&+(［$］
!*#0(1&#0&+

#$%&［$］
反 应

菌 株

!"#$
等"

$%&
等""

! " #$%&
’(!)$

’%()*&(%%+

,-(./$-&+(［$］
!*#0(1&#0&+

#$%&［$

!
!!

］

吲哚试验 * + + * + 肌醇

!
!!

+ * * + *

甲基红试验 * + + ［ *］ + ,-山梨醇

!
!!

+ + + + +

.-/试验 + * * + * 0-阿拉伯糖

!
!!

+ + + + +

西蒙氏柠檬酸盐 + * * + * 0-鼠李糖 + + + + ［ +

!
!!

］

硫化氢试验 * * * * * ,-木糖

!
!!

+ + + + +

尿素酶试验 + * * + * 纤维二糖

!
!!

+ * * + *

苯丙氨酸脱氨酶 * + + * * !-甲基-,-葡糖苷 * * * ［ +］
!
!!

*

动力（鞭毛染色） * * * * ［ +］ 蜜二糖 + + + + ［ +
!
!!

］

明胶液化（1) 2） * * * * * ,34酶（5& 2）

!
!!

* * * * *

丙二酸钠利用 + * * + * 硝酸盐试验

!
!!

+ + + + +

,-葡萄糖，产酸 + + + + + 氧化酶，6789:’

!
!!

* * * * *

,-葡萄糖，产气

!
!!

+ + + + + ;3/< + + + + +

乳糖 + + + + + =>??7@ ABC

!
!!

D>EF * * * * *

蔗糖 + + + + G 甘露糖

!
!!

+ + + + +

,-甘露醇 + + + + + 葡萄糖氧化试验 + + + + +

注：+表示 $)H I !))H的菌株为阳性；［ +］表示 &#H I J$H的菌株为阳性；G表示 1#H I &"H的菌株为阳性；［ *］表示
!!H I 1"H为阳性；* 表示 )H I !)H为阳性［!］K"表示 1)!，1)1，1)5，11$，1"#，1"&，1"J，1"$，1#1，1#1L，%$1，%$5，%$%，%$"，
"1$，"5)，"%1，"%5，&J&，&$)，!)!)，!!$1，!!$5，!"#&，!"#$菌株；""表示 $)!，$)1，$!!，$%&，!"!)，1!%5，1!$J菌株 K

抗生素抗性试验结果表明，所有菌株都没有

69E抗性 K $)!，$)1，$!!，$%&，!"!)，!%#$，1!%5没有
4DA抗性，其余菌株都能在含 !))"C M D0 4DA 的
0N平板上正常生长 K
根据以上鉴定结果，对照伯杰斯细菌分类学手

册［$］，初步确定 1)!，1)1，1)5，11$，1"#，1"&，1"J，
1"$，1#1，1#1L，%$1，%$5，%$%，%$"，"1$，"5)，"%1，
"%5，&J&，&$)，!)!)，!!$1，!!$5，!"#&，!"#$ 为肺炎
克雷伯氏杆菌；$)!，$)1，$!!，$%&，!"!)，1!%5，1!$J
为大肠杆菌 K比较发现：筛选得到的肺炎克雷伯氏
杆菌利用多种糖作碳源的能力均较大肠杆菌强，尤

其是 !!$1，!!$5，!"#&，!"#$ 菌株利用多种糖作为
碳源的能力均很强，且产酸较少 K
4 % 5 质粒转化及其稳定性
分别以质粒 AOP!J，A66115-5，AQR-1J9 转化

! " #$%& ’(!)$ 及筛选到的几株野生菌，结果表明，
在其他条件相同的情况下，野生型菌株的转化率均

明显低于 ! " #$%& ’(!)$，且同一菌株对不同质粒的
转化率不同，有些野生型菌株无法实现转化 K质粒

AQR-1J9转化菌株 !!$1，!!$5经多次试验均得不到
转化子；AQR-1J9转化菌株 !"#&，!"#$，$%&，1!$J的
转化率比 ! " #$%& ’(!)$ 低 !)" I !)# 倍；质粒
AOP!J，A66115-5转化菌株 $%& 的转化率分别是
AQR-1J9 转化的 !) 倍和 " 倍；质 粒 AOP!J，
A66115-5转化 1!$J菌株的转化率分别是 AQR-1J9
转化的 !)倍和 "倍 K
质粒稳定性实验结果见表 1 K从表 1可以看出，

同一菌株中不同质粒的稳定性不同，同一质粒在不

同菌株中的稳定性也有一定差异 K在 ! " #$%& ’(!)$
中 AOP!J能稳定存在，不易发生丢失，A66115-5，
AQR-1J9的稳定性其次 K相对而言，AQR-1J9在所选
的几株菌中的稳定性较差，转接 !) 次以后，菌株
$%&质粒保持率只有 &)H K菌株 $%&（AOP!J）在转
接 %次以后，点种到含有 4DA的 0N平板上能生长
的菌株中有 "个菌落生长较其他慢，转接 #次以后，
点种含有 4DA的 0N平板能够生长的菌株均生长
微弱 K 对于 $%& 菌株，根据以上结果可以采用
A66115-5作为载体构建重组质粒 K
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表 ! 质粒稳定性
"#$%! &’#()*+ (,#$*’*,-

转接次数

转 化 子

!"#$%
（&’(#)）

!"#$%
（&**++,-,）

!"#$%
（&./-+)0）

%12
（&’(#)）

%12
（&**++,-,）

%12
（&./-+)0）

#34%
（&./-+)0）

+ #$$ #$$ %4 #$$ #$$ %4 #$$
1 #$$ #$$ #$$ #$$ #$$ %+ #$$
4 #$$ #$$ %) )4 #$$ %+ %1
) #$$ #$$ #$$ )4 #$$ )) %+
#$ #$$ %) %1 )+ #$$ 2$ )1

. 讨 论
研究发现有些野生型菌株无法实现转化，这与

文献报道相一致［2］5这是由于野生型菌株自身的限
制修饰系统的作用，在限制性内切酶的作用下将外

源 678降解所致 5如果外源 678 没有被完全降
解，残留的 678在复制时会受到 678甲基化酶的
修饰作用而不会再被降解［##］，因此有些野生型菌株

能够实现转化，但同样条件下的转化率明显低于限

制修饰系统缺陷的工程菌 5在质粒的传代稳定性研
究中，菌株 %12（&’(#)）出现微弱的生长现象 5分析
其原因，可能是由于质粒拷贝数下降，使得菌株对

抗生素的抗性降低，并且这种保持低拷贝质粒的菌

株在生长过程中占优势 5
肠道细菌由于其底物利用范围广，能有效利用

运动发酵单胞菌和酿酒酵母所不能利用的五碳糖，

而作为基因工程宿主菌被广泛研究应用 5但是，不
同的肠道细菌利用木糖的能力存在很大差异 5研究
中筛选得到的能高效利用木糖的菌株，经鉴定多数

为肺炎克雷伯氏杆菌，其利用多种碳源的能力均比

大肠杆菌强，且产酸少 5由于肺炎克雷伯氏杆菌的
乙醇耐受性较其他肠道细菌强［#+］，所以上述筛选

到的菌种为进一步构建产乙醇基因工程菌打下了

基础 5

参考文献：

［ #］9:;;:0< !，=>??;@ " 5 .<AB?;C，;<;DEB，0<F G:; ;<H>DI<?;<G：0 CGD0G;E>J &;DC&;JG>H; I< G:; ’ 5 95 F;&0DG?;<G IK ;<;DEB’C
D;C;0DJ: 0<F F;H;@I&?;<G 0JG>H>G>;C KID L>I;G:0<I@［!］5 /*0,12340’ &506，#%%%，#3：)#2 M )+2 5

［ +］N<ED0? O P，8@FD>J: = (，QIDE;C 8 ( (，!" #$ % .<G;D>J L0JG;D>0@ J0G0@BCGC KID KR;@ ;G:0<I@ &DIFRG>I<［!］5 /*0,12340’ &506，
#%%%，#3：)33 M )44 5

［ ,］S:0<E "，.FFB (=，6;0LF0 *，!" #$ % ";G0LI@>J ;<E><;;D><E IK 0 &;<GIC; ?;G0LI@>C? &0G:T0B >< ;G:0<I@IE;<>J &’()()*#+
(),-$-+［!］5 72*1421，#%%3，+42：+1$ M +1, 5

［ 1］N<ED0? O P，(I<T0B /，(@0DU 6 V，!" #$ 5 W;<;G>J ;<E><;;D><E IK ;G:0<I@ &DIFRG>I< >< .+/0!1-/0-# /)$-［!］5 899’ :4;*504 <*=
250$*0’，#%)2：+1+$ M +1+3 5

［ 3］P:G0 *，Q;0@@ 6 9，";DX>0 ! V，!" #$ % W;<;G>J >?&DIH;?;<G IK .+/0!1-/0-# /)$- KID ;G:0<I@ &DIFRG>I<：J:DI?ICI?0@ ><G;ED0G>I<
IK &’()()*#+ (),-$-+ E;<;C ;<JIF><E &BDRH0G; F;J0DLIYB@0C; 0<F 0@JI:I@ F;:BFD0E;<0C; !［!］5 899’ :4;*504 <*250$*0’，
#%%#：)%, M %$$ 5

［ 4］6ID0< ! Q，N<ED0? O P5 Z;D?;<G0G>I< IK JDBCG0@@><; J;@@R@IC; GI ;G:0<I@ LB 2$!,+-!$$# )3’")/# JI<G0><><E J:DI?ICI?0@@B ><G;-
ED0G;F &’()()*#+ (),-$-+ E;<;C［!］5 /*0,12340’ &506，#%%,，%：3,, M 3,) 5

［ 2］8@G;DG:R? Z，N<ED0? O P5 .KK>J>;<G ;G:0<I@ &DIFRG>I< KDI? E@RJIC;，@0JGIC;，0<F YB@IC; LB D;JI?L><0<G .+/0!1-/0-# /)$-［!］5
899’ :4;*504 <*250$*0’，#%)%：#%1, M #%1) 5

［ )］何晓青 5卫生防疫细菌检验———兼论医学细菌分类学基础［"］5北京：新华出版社，#%)% 5
［ %］[>@@>0?C，[>@U><C5 Q;DE;B’C "0<R0@ IK 9BCG;?0G>J Q0JG;D>I@IEB，\I@R?; #［"］5 ’98，#%)1 5
［#$］6>;< Q 9，7>J:I@C 7 7，V0GD>J>0 ! P’Q，!" #$ % 6;H;@I&?;<G IK <;T ;G:0<I@IE;<>J .+/0!1-/0-# /)$- CGD0><C KID K;D?;<G0G>I< IK

@>E<IJ;@@R@IC>J L>I?0CC［!］5 899’ /*0231) /*0,12340’，+$$$，)1 M )4：#)# M #%4 5
［##］郝福英，朱玉贤，朱圣庚，等 5分子生物学实验技术［"］5北京：北京大学出版社，#%%) 5
［#+］QD]R Q，90:? =5 (@I<><E 0<F ;Y&D;CC>I< IK G:; CGDRJGRD0@ E;<; KID &BDRH0G; F;J0DLIYB@0C; IK &’()()*#+ (),-$-+ >< .+4

/0!1-/0-# /)$-［!］5 8523 <*250$*0’，#%)4，#11：+%4 M ,$# 5

（责任编辑：杨 勇）

1+ 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第 +#卷

万方数据


