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转运基因对大肠杆菌利用木糖产LＧ乳酸的影响
刘汝婷１,２,３,刘　枣１,２,３,王金华１,２,３,高　娃１,２,３

(１湖北工业大学生物工程与食品学院,湖北 武汉４３００６８;

２发酵工程教育部重点试验室,湖北 武汉４３００６８;３工业发酵湖北省协同创新中心,湖北 武汉４３００６８)

[摘　要]为加强大肠杆菌(Escherichiacoli)WL２１０利用混合糖产LＧ乳酸的能力,通过 RED同源重组技术敲除了

甲基半乳糖苷转运系统基因 mglB、半乳糖转运系统基因galP,构建双缺陷乳酸工程菌 WL２３０.结果表明:与出

发菌株 WL２１０相比,以６％混合糖(３％葡萄糖和３％木糖)为碳源,mglB/galP 双基因缺陷菌株 WL２３０同时可利

用葡萄糖和木糖,其木糖利用速率和乳酸生产强度分别提高了２９８．９２％、４２．６３％,且转化率高达９０．２１％.
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　　乳酸中LＧ乳酸是广泛存在和使用的物质,大多

运用于食品、化妆品、制药、纺织和化学领域[１Ｇ２].目

前,LＧ乳酸的应用已经扩展到可降解塑料工业.其

中的聚乳酸(PLA)可作为生物降解和生物相容的高

分子材料[３Ｇ４].近年,人们环保意识不断提高,对绿

色包装产品的需求量增大,驱动了聚乳酸(PLA)的
大量生产[３].木质纤维素在自然界广泛存在,其水

解液含有大量五碳糖和六碳糖,主要有葡萄糖和木

糖[５Ｇ７].纤维素生物质是目前最丰富的非食物资源,
是LＧ乳酸发酵的潜在底物原料,既可避免与民争粮

的局面[８Ｇ９],还可解除发酵过程中葡萄糖对其他碳源

利用抑制问题[１０].为进一步削弱葡萄糖效应对五

碳糖的阻遏,通过基因工程技术对大肠杆菌进行遗

传改造.除了与磷酸烯醇式丙酮酸Ｇ糖类磷酸转移

酶系统(PTS)[１１]密切相关,葡萄糖效应还与甲基半

乳糖苷转运系统mglB、半乳糖转运系统galP 等非

PTS系统相关.江吉雄等[１２]通过敲除 mglB 和

galP 基因,降低了混合糖发酵 DＧ乳酸中的葡萄糖

效应,使发酵周期缩短了约４０％左右,转化率提高

了２．３０％;许琼丹等[１３]通过敲除ptsG 和mglB 基

因,也降低了混合糖发酵乙醇中的葡萄糖效应,使发

酵周期缩短了约３６％左右,转化率提高了５．８０％.
基于此,本研究以 WL２１０为出发菌株.该菌

株可高效利用葡萄糖产 LＧ乳酸,通过 RED 同源重

组技术构建 mglB 基因缺陷菌株 WL２２０,mglB/

galP 双基因缺陷菌株 WL２３０,以减弱葡萄糖阻遏

效应,提高混合糖中木糖的利用率,为采用基于木质

纤维素等可再生原料高效生产 LＧ乳酸提供理论

基础.

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　 菌株与质粒 　 本 文 所 用 的 菌 株 和 质 粒

见表１.
表１　本研究所用的菌株和质粒

菌株和质粒 特征 来源

E．coli
WL２１０

E．coli B (Δfrd
BCΔpflBΔackAΔadhE
ΔptsG,ldhA:ldhL)

湖 北 工 业 大 学 周
胜德团队研究室

E．coli
WL２２０

E．coliWL２１０
(ΔmglB) 本研究

E．coli
WL２３０

E． coli WL２１０
(ΔmglBΔgalP) 本研究

pKD４ bla,FRTＧkanＧFRT
湖 北 工 业 大 学 周
胜德团队研究室

pKD４６
Redrecombinase,temＧ
peratureＧconditional

湖 北 工 业 大 学 周
胜德团队研究室

１．１．２　化学试剂与仪器　CaCl２􀅰２H２O、LＧ阿拉伯

糖,国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司;DL５０００DNA
Marker,PCR MasterMix,美国Fermentas公司;

１０×TE溶液、氨苄青霉素、卡那霉素,浙江 Mersco
公司;PCR引物合成,上海生工生物工程技术服务

有限公司.

MicroPluser电转仪(美国BioＧRed公司),MyＧ
cyclerPCR仪(美国 GC公司),Waterse２６９５型高

效液相色谱仪(美国 Waters公司),SartoriusBBＧ



８８４６８８０ 发 酵 罐 (德 国 SartoriusStedim Biotech
公司).

１．１．３　培养基　LB 液体培养基:１％胰蛋白胨,

０．５％酵母粉,０．５％NaCl.LB固体培养基:１％胰蛋

白胨,０．５％酵母粉,０．５％NaCl,２％琼脂粉.选择

培养基:LB 固体培养基加抗生素(５０μg/mL氨苄

青霉素或卡那霉素).种子培养基:LB 液体培养基

中加２０g/L葡萄糖.

１．２　方法

１．２．１　mglB和galP基因的敲除PCR引物设计　
mglB和galP 基因的敲除 PCR 引物设计如表２
所示.

表２　敲除基因的引物与验证引物

引物名称 序列(５′－３′)

ΔmglBＧP１

ATGAATAAGAAGGTGTTAACCCTＧ
GTCTGCTGTGATG
GCCAGCATGGTGTAGGCTGGAGCTＧ
GCTTC

ΔmglBＧP２

TTATTTCTTGCTGAATTCAGCCAGGTＧ
TGTCTTTATCT
ACGCCAACCATATGAATATCCTCCTＧ
TAG

ΔmglBＧP３ CTGTCTGCTGTGATGGCCAG
ΔmglBＧP４ TGCTGAATTCAGCCAGGTTG

ΔgalPＧP１

ATGTTTAAGAATGCATTTGCTAACCTＧ
GCAAAAGG
TCGGTAAATCGGTAAACAGGGGCGGTＧ
CAAAC

ΔgalPＧP２
TTAGTGGTTACGGTGTACTCATCＧ
CATCTCGGTTTT
CAGGTTATCATTTCGCGCAGTTTACG

ΔgalPＧP３ TCTGGCGGGATTACTCTTTG
ΔgalPＧP４ GGCGGTCAAACAAGGCAATG

　　根据mglB和galP 序列设计敲除引物分别为

ΔmglBＧP１、ΔmglBＧP２、ΔgalPＧP１、ΔgalPＧP２,如
表２ 所示,该对引物 ５′端 ４５bp 片段与 mglB 和

galP 序列同源,以１８－２０bp(表２中下划线序列)
与质粒pKD４上 FRTＧkanＧFRT 阅读框序列同源,
以 pKD４ 质 粒 为 模 板,用 扩 增 引 物 ΔmglBＧP１、

ΔmglBＧP２、ΔgalP ＧP１、ΔgalP ＧP２ 进 行 PCR 扩

增,获得带有kan 抗性基因的敲除片段,经乙醇沉

淀过夜后,切胶回收.使用CaCl２法
[１４]将pKD４６转

化至 WL２１０的细胞中,通过氨苄平板筛选得到阳

性菌落 WL２１０/pKD４６.挑选 WL２１０/pKD４６单

菌落细胞接种于 LB液体培养基中,３０℃条件下培

养至 OD６００为０．４~０．７;冰水浴３５min后,用去离子

水洗 涤 ５ 次 以 上,弃 去 上 清,得 到 感 受 态 细 胞

WL２１０/pKD４６悬浮液;取９０μL的菌液和９μL打

靶片段混匀后进行电转.将电击后的菌液转移到预

热３７℃ LB液体培养基中,１５０r/min条件下复苏

２h,涂布于选择性培养基,３７℃过夜培养.挑取单

菌落为模板,采用鉴定引物 ΔmglBＧP１、ΔmglBＧP２
进行PCR验证.将成功敲除mglB 基因的 WL２１０
菌株命名为 WL２２０.

敲除galP 基因方法与敲除mglB 基因方法相

同.将成功敲除galP 基因的 WL２２０菌株命名为

WL２３０.

１．２．３　发酵实验　挑选单菌落 WL２１０、WL２２０、

WL２３０接种于含有５０mLLB液体培养基的锥形

瓶中,１５０r/min,３７℃过夜培养１２h至 OD为１．２０
左右.以１０％的接种量接种至含有４L无菌培养

基中,其碳源分别为６％葡萄糖、６％木糖、６％混合

糖(３％ 葡 萄 糖 和 ３％ 木 糖),发 酵 条 件 为 ３７℃、

２００r/min,发酵时采用３mol􀅰L－１的氢氧化钙作

为中和剂,控制发酵液pH 为６．８０.定时定点取样,
测定菌体浓度 OD６００,糖浓度及 LＧ乳酸浓度.每次

发酵实验进行３次平行实验.

１．２．４　发酵产物检测分析　菌体浓度测定采用可

见光分光光度计测定波长６００nm 下 OD６００值.LＧ
乳酸采用生物传感仪检测法[１５];葡萄糖、木糖检测

采用高效液相色谱分析,色谱柱为 BioＧRad HPX
８７H,流 动 相 为 ４ mmol􀅰 L－１ H２ SO４,流 速

０．５mL/min,柱温４０℃,检测器为 PDA、ELS检

测器[１６].

２　结果与分析

２．１　重组菌E．coli WL２３０的构建

以出发菌 WL２１０为对照,基因内部验证引物

对菌株 WL２３０进行PCR验证,其结果如图１所示.
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１－E．coliWL２１０ΔmglB 菌落PCR结果;

２－E．coliWL２１０ΔgalP 菌落PCR结果;

３、４－菌株E．coliWL２３０菌落PCR结果

图１　E．coliWL２１０菌株敲除mglB
和galP 基因的电泳图

WL２１０可扩增出半乳糖转运系统基因galP
和甲基半乳糖苷转运系统基因mglB 片段.基因片

段长度分别为９１０bp和１４７５bp.图１中结果符合

预期,表明重组菌E．coli WL２３０的mglB、galP 片
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段敲除成功.

２．２　三菌株利用葡萄糖能力对比

为了探究三菌株利用单糖葡萄糖的能力,以

６％ 葡 萄 糖 为 碳 源,对 比 WL２１０,WL２２０
(WL２１０ΔmglB)、WL２３０(WL２１０ΔmglBΔgalP)
的菌体生长情况,结果如图２所示.菌株 WL２１０、
菌株 WL２２０菌株 WL２３０最大 OD６００分别为８．１３、

７．２６、６．８０.说明敲除基因后的菌株葡萄糖的消耗

速率降低,菌体生长速率变慢.
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图２　三菌株单糖发酵(６％葡萄糖)的菌体生长情况

由图３可知,在利用葡萄糖方面,菌株 WL２１０、
菌株 WL２２０、菌株 WL２３０ 发酵结束时间分别为

２１h、２４h、３０h,平 均 耗 糖 速 率 分 别 为 ２．８６g/
(L􀅰h)、２．５０g/(L􀅰h)、２．４２g/(L􀅰h).

三菌 株 后 期 耗 糖 速 率 都 变 慢. 与 出 发 菌

WL２１０相比,菌株 WL２２０和菌株 WL２３０利用葡萄

糖的平均速率分别降低了１２．５０％、１５．４２％,发酵周

期分别延长了１４．２８％、４２．８６％.在生产乳酸方面,
菌株 WL２１０、菌株 WL２２０、菌株 WL２３０最终乳酸

产量分别为４８．９０g/L、４７．１０g/L、４６．４０g/L,生产

强度分别为１．６３g/(L􀅰h)、１．５７g/(L􀅰h)、１．５５g/
(L􀅰h).对比出发菌 WL２１０,菌株 WL２２０、菌株

WL２３０的生产强度分别降低了３．６８％、５．１１％.表

明敲除ΔmglB、ΔgalP 基因后,葡萄糖的消耗速率

降低.
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图３　三菌株利用６％葡萄糖发酵产LＧ乳酸能力比较

结果表明,mglB、galP 两个基因可以明显降低

大肠杆菌利用葡萄糖的能力,并且三菌株中mglB/

galP 双基因缺陷菌株 WL２３０生物量最大.

２．３　三菌株利用木糖能力对比

为了探究三菌株利用单糖木糖的能力,以６％

木糖为碳源,对比 WL２１０,WL２２０、WL２３０的菌体

生长情况,结果如图４所示.菌株 WL２１０发酵３０h
时,OD 达到最大５．８２ 后进入稳定期;WL２２０ 在

４２h时 OD值达到最大６．０１,WL２３０在４８h时 OD
值达到最大６．５９.虽然 WL２１０最先进入稳定期,
但其最大 OD 值是三菌株中最小,而 WL２２０ 和

WL２３０的最大 OD值分别为 WL２１０最大 OD值的

１．０３倍、１．１３倍.在３０h之前,菌株 WL２１０的生物

量高于菌株 WL２２０和菌株 WL２３０;３０h之后,菌株

WL２３０ 的 生 物 量 都 高 于 菌 株 WL２１０ 和 菌 株

WL２２０.表明敲除基因后的菌株木糖消耗速率加

快,菌体生长速率变快.
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图４　三菌株单糖发酵(６％木糖)的菌体生长情况

由图５可知,在利用木糖方面,菌株 WL２１０、菌
株 WL２２０、菌株 WL２３０发酵结束时间分别为９０h、

８４h、７８h,平均耗糖速率分别为０．６７g/(L􀅰h)、

０．７１g/(L􀅰h)、０．７６g/(L􀅰h).
对比 出 发 菌 WL２１０,菌 株 WL２２０ 和 菌 株

WL２３０利用木糖的平均速率分别降低了７．１４％、

１５．３８％,发酵周期分别缩短了６．６７％、１５．３８％.在

生产乳酸 方 面,菌 株 WL２１０、菌 株 WL２２０、菌 株

WL２３０ 最 终 乳 酸 产 量 分 别 为 ４３．１２ g/L、

４５．９８g/L、５０．１２g/L,生 产 强 度 分 别 为 ０．５１g/
(L􀅰h)、０．５９g/(L􀅰h)、０．６９g/(L􀅰h).对比出发

菌 WL２１０,菌株 WL２２０、菌株 WL２３０的生产强度

分别提高了１４．８４％、３５．６０％.表明敲除 ΔmglB、

ΔgalP 基因后,消耗木糖速率加快.
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图５　三菌株利用６％木糖发酵产LＧ乳酸能力比较

２．４　三菌株利用混合糖能力对比

为了探究三菌株混合糖中葡萄糖和木糖的利用

速率,以６％混合糖(３％葡萄糖＋３％木糖)为碳源,
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对比 WL２１０,WL２２０、WL２３０的菌体生长情况,结
果如图６所示.菌株 WL２１０发酵３６h时,OD达到

最大７．１进入稳定期;WL２２０在４８h时 OD值达到

最大７．５８,WL２３０在５４h时 OD值达到最大８．３８.
虽然 WL２１０最先进入稳定期,但其最大OD值是三

菌株中最小,而 WL２２０和 WL２３０的最大 OD值分

别为 WL２１０最大 OD 值的１．０７倍、１．１８倍.在

１２h之前菌株 WL２１０的生物量高于菌株 WL２２０和

菌株 WL２３０,而１２h之后菌株 WL２３０的生物量都

高于 菌 株 WL２１０ 和 菌 株 WL２２０. 结 果 表 明,

mglB/galP 双基因缺陷菌株 WL２３０所摄取的糖

更多用于菌体生长,也具有更高的生物量[１７].
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图６　三菌株混合糖发酵(３％木糖和３％葡萄糖)

的菌体生长情况

由图７可知,菌株 WL２１０优先利用葡萄糖,待
发酵至 １８h 时,开始利用木糖,至 ４８h 还剩余

２３．０２g/L木糖未利用,而葡萄糖完全耗完;WL２２０
同时利用葡萄糖和木糖,４２h时葡萄糖利用完毕,
发酵 至 ４８h 时 木 糖 剩 余 量 为 １１．４５g/L;菌 株

WL２３０可同时利用葡萄糖和木糖,发酵４８h时木

糖无残余,发酵至７２h时葡萄糖消耗完毕.
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图７　三菌株混合糖发酵(３％葡萄糖＋３％木糖)

的木糖和葡萄糖消耗曲线

菌株 WL２１０、WL２２０、WL２３０消耗葡萄糖的速

率分别为１．２１g/(L􀅰h)、０．７８g/(L􀅰h)、０．６６g/
(L􀅰h),消耗木糖速率分别为 ０．１５g/(L􀅰h)、

０．４５g/(L􀅰h)、０．６２ g/(L􀅰h). 对 比 出 发 菌

WL２１０,菌株 WL２２０、菌株 WL２３０,木糖的消耗速

率分 别 提 高 了１８８．０３％、２９８．９２％.结 果 表 明,

mglB、galP 两基因的缺失,可有效降低分解代谢阻

遏效应,使葡萄糖消耗速率降低,而木糖消耗速率升

高可能是两个基因对木糖消耗具有叠加效应[１８].
三菌株的LＧ乳酸产量如图８所示.在发酵３０h

之前,菌株 WL２１０的乳酸产量高于菌株 WL２２０、

WL２３０,菌株 WL２１０利用葡萄糖产 LＧ乳酸的速率

大于菌株 WL２２０、WL２３０ 产 LＧ乳酸速率,分别为

０．９８g/(L􀅰h)、０．８８g/(L􀅰h)、０．７９g/(L􀅰h);发
酵３０h后 WL２２０、WL２３０的LＧ乳酸产量超过菌株

WL２１０.发酵至３６h,菌株 WL２１０、菌株 WL２２０、
菌株 WL２３０ 的 乳 酸 产 量 分 别 为 ３７．９５ g/L、

４３．０２g/L、５４．１３g/L,生 产 强 度 分 别 为 ０．７９g/
(L􀅰h)、０．９０g/(L􀅰h)、１．１３g/(L􀅰h),转化率分

别为 ６３．１３％、７１．８８％、９０．２１％. 对 比 出 发 菌

WL２１０,菌株 WL２２０、WL２３０生产强度分别提高了

１３．３０％、４２．６３％,转 化 率 分 别 提 高 了 １３．８６％、

４２．９０％.菌株 WL２３０已消耗完所有碳源,而菌株

WL２１０、WL２２０分别剩余２２．０１g/L、１１．３９g/L的

木糖.结 果 表 明,敲 除 mglB、galP 后,WL２２０、

WL２３０利 用 木 糖 产 LＧ乳 酸 的 能 力 远 大 于 菌 株

WL２１０,由于mglB、galP这两个基因的缺失,葡萄

糖消耗速率减弱[１９].
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图８　三菌株混合糖发酵(３％葡萄糖＋３％木糖)

的乳酸产量

３　结论

本研 究 敲 除 甲 基 半 乳 糖 苷 转 运 系 统 基 因

mglB、半乳糖转运系 统 基 因 galP,构 建 mglB/

galP 双缺陷乳酸工程菌 WL２３０.在混合糖(３％葡

萄糖和３％木糖)发酵时,具有木糖利用效率高、发
酵周 期 短、乳 酸 转 化 率 高 的 特 点.对 比 出 发 菌

WL２１０,其木糖利用速率和乳酸生产强度分别提高

了２９８．９２％、４２．６３％,转化率高达９０．２１％,为采用

基于木质纤维素等可再生原料高效利用木糖生产

LＧ乳酸提供理论基础.
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TheEffectofTransferGeneontheProduction
ofLLacticAcidbyE．ColiXylose

LIURuting１,２,３,LIUZao１,２,３,WANGJinhua１,２,３,GAO Wa１,２,３

(１KeyLaboratoryofMinistryofEducationforFermentationEngin．,

HubeiUniv．ofTech．,Wuhan４３００６８,China;

２HubeiProvincialCooperativeInnovationCenterforIndustrialFermentation,

HubeiUniv．ofTech．,Wuhan４３００６８,China;

３SchoolofBiologicalEngineeringandFoodSci．,HubeiUniv．ofTech．,Wuhan４３００６８,China)

Abstract:InordertoenhancetheabilityofEscherichiacoliWL２１０tousemixedsugarstoproduceLlactic
acid,themethylgalactosidetransportsystemgenemglBandthegalactosetransportsystemgenegalP
wereknockedoutthroughtheREDhomologousrecombinationtechnology,andanewstrainWL２３０was
constructed．Theresultsshowedthatwith６％ mixedsugar(３％ glucoseand３％ xylose)asthecarbon
source,themglB/galPdoublegenedeficientstrainWL２３０cansimultaneouslyutilizeglucoseandxylose．
Comparedwiththestartingstrain WL２１０,itsxyloseutilizationrateandlacticacidproductionintensity
wereincreasedby２９８．９２％and４２．６３％respectively,andtheconversionratewasashighas９０．２１％．
Keywords:lacticacidfermentation;mglBgene;galPgene;mixedsugarfermentation
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