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摘要:通过敲除编码 ６－葡萄糖磷酸脱氢酶基因 ｚｗｆ 和编码磷酸葡萄糖异构酶基因 ｐｇｉꎬ对合成 Ｄ－１ꎬ２ꎬ４－丁三醇(ＢＴ)的重

组大肠杆菌胞内辅因子 ＮＡＤＰＨ 再生进行扰动ꎬ考察 ＮＡＤＰＨ / ＮＡＤＰ＋ 对 ＢＴ 合成的影响ꎮ 结果显示ꎬ ｐｇｉ 基因缺失菌株

ＭＪ１３５ｋｐＧ 胞内 ＮＡＤＰＨ / ＮＡＤＰ＋增加了 ２５％ꎬ培养基中合理添加葡萄糖可以增强胞内 ＮＡＤＰＨ 供应ꎬ促进 ＢＴ 合成ꎮ 当初始葡萄

糖浓度为 ２ ｇ / Ｌ 时ꎬ２４ ｈ 时再补加葡萄糖 ４ ｇ / Ｌ 可以进一步提高 ＢＴ 产量至 ４􀆰 １３ ｇ / Ｌꎮ
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人ꎬｈｊ＿ｇａｏ＠ ｂｉｔ.ｃｏｍꎮ

　 　 Ｄ－１ꎬ２ꎬ４－丁三醇(ＢＴ)是具有 ３ 个亲水羟基的

四碳多元醇ꎬ作为一种重要的化学中间体ꎬ已应用于

多个领域ꎬ如药物、造纸、聚合物和军工行业等[１]ꎮ
传统的 ＢＴ 合成方法为化学法ꎬ２００３ 年 Ｎｉｕ 等[１] 首

次报道了利用“两步法”以 Ｄ－木糖和 Ｌ－阿拉伯糖为

底物生物合成 １ꎬ２ꎬ４ －丁三醇外消旋体的研究ꎮ
２０１４ 年 Ｖａｌｄｅｈｕｅｓａ 等[２] 报道了利用工程菌“一步

法”直接合成丁三醇ꎮ Ｌｉ 等[３] 在大肠杆菌(Ｅ. ｃｏｌｉ)
中构建了一条以葡萄糖为底物经由苹果酸合成 ＢＴ
的代谢途径ꎬ但合成途径长ꎬ导致合成效率低ꎮ
Ａｂｄｅｌ－Ｇｈａｎｙ 等[４]在拟南芥中引入经过密码子优化

的源于细菌的基因合成丁三醇ꎬ但由于副产物对植

物生长产生了不良影响ꎬ只能生产微量的丁三醇ꎮ

以木糖为底物合成 ＢＴ 时具有较高的合成效

率ꎬ合成途径(图 １)中最后一步 ３ꎬ４－二羟基丁醛还

原反应由 醇 脱 氢 酶 ( ｙｑｈＤ ) 催 化ꎬ 其 辅 因 子 为

　 　 　 　 　 　 　

图 １　 Ｄ－木糖合成 Ｄ－１ꎬ２ꎬ４－丁三醇的

途径[５]
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现代化工 第 ４１ 卷增刊

ＮＡＤＰＨꎬ该辅因子在细胞生长和代谢过程中具有重

要作用[６]ꎮ Ｅ.ｃｏｌｉ 代谢系统中ꎬＰＰＰ 途径是辅因子

ＮＡＤＰＨ 再生的主要途径[７]ꎬ Ｃｈｉｎ 等[８] 和 Ｓｉｅｄｌｅｒ
等[９]通过敲除磷酸葡萄糖异构酶基因 ｐｇｉ 或果糖激

酶基因 ｐｆｋＡ / ｐｆｋＢꎬ增加了胞内 ＮＡＤＰＨ 的供应ꎬ提高

了目标代谢物的合成效率ꎮ 关于胞内还原力对丁三

醇合成的影响相关研究还未见报道ꎮ
在前期丁三醇合成研究中[１０－１１] 构建了以葡萄

糖为碳源、能源底物ꎬ以木糖为底物的合成系统ꎬ木
糖用于丁三醇合成ꎬＮＡＤＰＨ 主要由葡萄糖代谢产

生ꎮ 本文为了研究 ＮＡＤＰＨ 对 ＢＴ 合成的影响ꎬ通过

改造葡萄糖代谢途径对胞内 ＮＡＤＰＨ / ＮＡＤＰ ＋进行调

控ꎬ探索 ＮＡＤＰＨ / ＮＡＤＰ ＋与 ＢＴ 合成的关系ꎻ通过葡

萄糖添加方式的优化ꎬ提高 ＮＡＤＰＨ 供应ꎬ以促进

ＢＴ 的生成ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 质粒、菌株与引物

本研究所用的质粒和菌株见表 １ꎬ所用引物见

表 ２ꎮ
表 １　 本研究所用质粒和菌株

质粒 / 菌株 特性
来源 /

参考文献

质粒 　 　

　 ｐＫＤ４ꎬｐＫＤ４６ꎬｐＣＰ２０　 克隆载体 实验室

　 ｐＴｍｘ 　 ｐＴｒｃ９９ａ 含有 ｍｄｌＣꎬｘｄｈꎬＡｍｐＲ [１０]

菌株 　 　

　 ＭＪ１３４Ｋ 　 ＭＧ１６５５ ΔｙｊｈＨ ΔｙａｇＥ ΔｘｙｌＡ

ΔｐｔｓＧꎬＫａｎＲ

[１０]

　 ＭＪ１３５ｋｐ 　 ＭＪ１３４Ｋ 携带 ｐＴｍｘ 本文

　 ＭＪ１３５ｋｐＧ 　 ＭＪ１３４Ｋ Δｐｇｉꎬ携带 ｐＴｍｘ 本文

　 ＭＪ１３５ｋｐＺ 　 ＭＪ１３４Ｋ Δｚｗｆꎬ携带 ｐＴｍｘ 本文

表 ２　 本研究所用引物

引物 引物序列(５′－３′) 用途

ｐｇｉ－Ｆ ＡＣＡＧＣＡＧＧＧＴＣＧＡＣＡＴＣＡＧＣＴＣＧＣＣＧＴＧＧＣ 扩增 ｐｇｉ

ｐｇｉ－Ｒ ＧＡＴＧＣＡＡＴＧＡＣＴＣＧＡＡＴＴＡＴＴＴＴＧＧＧＧＡＴＡ 扩增 ｐｇｉ

ｚｗｆ－Ｆ ＧＴＴＣＴＴＣＣＡＧＴＧＴＧＡＧＡＡＡＴＣＡＧＣＡＣＣＡＣＣ 扩增 ｚｗｆ

ｚｗｆ－Ｒ ＴＡＡＡＧＣＴＧＧＣＧＡＡＴＡＣＧＣＡＣＴＴＴＴＴＣＴＴＴＡ 扩增 ｚｗｆ

ｐｇｉ－ｙｚ－Ｆ ＴＴＣＧＣＧＣＡＧＧＡＴＣＴＣＡＡＣＡＡ 验证 ｐｇｉ

ｐｇｉ－ｙｚ－Ｒ ＧＣＧＧＴＣＣＧＣＣＡＣＡＣＣＣＡＧＣＣ 验证 ｐｇｉ

ｚｗｆ－ｙｚ－Ｆ ＴＡＡＴＡＡＧＣＣＣＣＴＴＴＣＧＡＡＡＴ 验证 ｚｗｆ

ｚｗｆ－ｙｚ－Ｒ ＧＣＧＧＴＣＣＧＣＣＡＣＡＣＣＣＡＧＣＣ 验证 ｚｗｆ

１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂

基因扩增试剂盒、限制性内切酶、质粒提取试剂

盒、ＤＮＡ 回收试剂盒ꎬ均为 ＴａＫａＲａ(大连)公司产

品ꎻ辅酶ⅡＮＡＤＰ(Ｈ)含量检测试剂盒ꎬ为 Ｓｏｌａｒｂｉｏ
(山东) 公司产品ꎻ异丙基 － β －Ｄ －硫代半乳糖苷

(ＩＰＴＧ)、氨苄青霉素钠(Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ)、硫酸卡那霉素

(Ｋａｎａｍｙｃｉｎ)、氯霉素(Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ)ꎬ购自 Ｓｉｇｍａ
公司ꎻ酵母提取物、胰蛋白胨ꎬ为 ｏｘｏｉｄ 公司产品ꎻ其
余试剂及试剂盒均为国产市售ꎻ引物由上海生工生

物工程公司合成ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 培养基

ＬＢ 培养基(ｇ / Ｌ):蛋白胨 １０、酵母粉 ５、氯化钠

１０ꎮ 根据需要添加琼脂 １５ ｇ / Ｌ 及抗生素(卡那霉素

５０ ｍｇ / Ｌ 和氨苄青霉素 ５０ ｍｇ / Ｌ)ꎮ
发酵培养基( ｇ / Ｌ):蛋白胨 １５、酵母粉 ７􀆰 ５、氯

化钠 １５ꎮ 根据需要添加一定量过滤除菌的葡萄糖

和木糖以及抗生素(卡那霉素 ５０ ｍｇ / Ｌ 和氨苄青霉

素 ５０ ｍｇ / Ｌ)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 基因敲除方法

采用文献[１２]的“一步法”敲除 Ｅ. ｃｏｌｉ 基因组

上的基因ꎮ 主要步骤为:参考 Ｅ.ｃｏｌｉ ＭＧ１６５５ 基因组

序列和 ｐＫＤ４ 质粒序列ꎬ设计含有同源臂的引物

ｐｇｉ－Ｆ / ｐｇｉ －Ｒ、 ｚｗｆ － Ｆ / ｚｗｆ －Ｒꎻ以从 ＣＧＳＣ ( ｈｔｔｐｓ: / /
ｃｇｓｃ２.ｂｉｏｌｏｇｙ.ｙａｌｅ.ｅｄｕ / )购买的 ｚｗｆ 和 ｐｇｉ 基因缺失

的 Ｅ.ｃｏｌｉ 菌株基因组作为模板扩增 Ｋａｎ 抗性基因ꎬ
其两侧包含有 ＦＲＴ 位点以及约 ５００ ｂｐ 与待敲除基

因上下游一致的序列ꎬ作为基因敲除打靶片段ꎻ纯化

后ꎬ电转化入含有 ｐＫＤ４６ 的目的菌株ꎬ筛选可得敲

除了目的基因的菌株ꎮ 采用该方法敲除 Ｅ.ｃｏｌｉ 基因

组中的 ｚｗｆ 和 ｐｇｉ 基因ꎬ并构建了携带质粒 ｐＴｍｘ 的

菌株 ＭＪ１３５ｋｐＺ、ＭＪ１３５ｋｐＧ、ＭＪ１３５ｋｐꎬ如表 １ 所示ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 培养方法

种子培养方法:将－８０℃ 冰箱中保存的菌株划

线至 ＬＢ 平板ꎬ充分活化后挑取 ２ ~ ３ 个克隆至装有

５０ ｍＬ 种子培养基的 ２５０ ｍＬ 三角瓶中进行摇瓶培

养ꎻ培养温度 ３７℃ꎬ转速 １９０ ｒ / ｍｉｎꎬ培养 １４ ｈ 至光

密度 ＯＤ６００达到 ５~６ꎮ
发酵方法:取 ５ ｍＬ 培养好的种子转接入装有

５０ ｍＬ 发酵培养基的 ２５０ ｍＬ 摇瓶中ꎬ培养温度

３３℃ꎬ摇床转速 １９０ ｒ / ｍｉｎꎻ培养 ６ ｈ 后ꎬ加入终浓度

为 ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＩＰＴＧꎬ以及 ２０ ｇ / Ｌ Ｄ－木糖、２ ｇ / Ｌ
葡萄糖ꎻ２４ ｈ 后ꎬ再次加入终浓度为 ２ ｇ / Ｌ 的葡萄

糖ꎻ发酵时间 ５４ ｈꎬ发酵过程中定时取样分析ꎬ每组
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实验重复 ３ 次ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 内源性辅酶 ＮＡＤＰＨ 的测定

参考文献[１３]ꎬ采用辅酶ⅡＮＡＤＰ(Ｈ)含量检

测试剂盒进行ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 发酵液中 ＢＴ 含量的测定

采用高效液相色谱法测定ꎮ 取 ２ ｍＬ 菌液室温

下以 １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 转速离心 １ ｍｉｎꎬ上清液过滤后采

用岛津 ＬＣ－１５Ｃ 型 ＨＰＬＣ 进行检测ꎮ 相关配置和条

件为:示差折光检测器(ＲＩＤ－１０Ａ)ꎬＡｍｉｎｅｘ ＨＰＸ－
８７Ｈ(３００ ｍｍ×７􀆰 ８ ｍｍ)色谱柱(Ｂｉｏ－ＲａｄꎬＵＳＡ)ꎻ流
动相为 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４ 溶液ꎬ流速 ０􀆰 ６ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱
温 ５５℃ꎬ进样量 ２０ μＬꎮ 采用 ＬＣ ｓｏｌｕｔｉｏｎ １５Ｃ 工作

站记录数据ꎬ与标准样对照计算样品中各物质浓度ꎮ
ＢＴ 和木糖的保留时间分别为 １４􀆰 ８、１０ ｍｉｎꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 菌体浓度的测定

采用光密度法ꎮ 取培养好的菌液ꎬ稀释合适倍

数ꎬ采用分光光度计在 ６００ ｎｍ 波长下测定光密度

ＯＤ６００作为菌体生长量ꎮ ＬＢ 培养基作为空白对照ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 葡萄糖利用途径对胞内 ＮＡＤＰＨ 的影响

ＢＴ 合成途径的运行需要 ＮＡＤＰＨ 参与ꎬ通过敲

除编码 ＥＭＰ 途径关键酶基因 ｐｇｉ 和编码 ＰＰＰ 途径

关键酶基因 ｚｗｆꎬ构建了扰动胞内 ＮＡＤＰＨ / ＮＡＤＰ ＋的

合成 ＢＴ 重组 Ｅ. ｃｏｌｉ 菌株 ＭＪ１３５ｋｐＺ、ＭＪ１３５ｋｐＧꎬ以
考察葡萄糖利用途径对胞内还原力平衡的影响ꎬ结
果如表 ３ 所示ꎮ 相较于对照菌株 ＭＪ１３５ｋｐꎬ敲除 ｐｇｉ
的菌株 ＭＪ１３５ｋｐＧ 在摇瓶发酵 ４８ ｈ 后ꎬ 胞内的

ＮＡＤＰＨ / ＮＡＤＰ ＋明显提高ꎬ增加了 ２５％ꎬ而敲除 ｚｗｆ
的菌株的 ＮＡＤＰＨ / ＮＡＤＰ ＋显著降低ꎮ 表明敲除 ｐｇｉ
基因可以提高 ＮＡＤＰＨ / ＮＡＤＰ ＋ 含量ꎮ Ｅ. ｃｏｌｉ 通过

ＥＭＰ 途径和 ＰＰＰ 途径进行葡萄糖代谢ꎬＰＰＰ 途径

关键基因 ｚｗｆ 缺失ꎬ使葡萄糖主要通过 ＥＭＰ 途径代

谢ꎬＮＡＤＰＨ 的供应大大降低ꎮ 而 ＥＭＰ 途径关键基

因 ｐｇｉ 的缺失ꎬ极大地弱化了 ＥＭＰ 途径ꎬ导致葡萄

糖的主要代谢途径由 ＥＭＰ 途径改为 ＰＰＰ 途径ꎬ从
而显著增加了 ＮＡＤＰＨ 的供应[１４－１６]ꎮ

表 ３　 重组菌株葡萄糖代谢途径改造后胞内

ＮＡＤＰＨ / ＮＡＤＰ＋

　 菌株 敲除的基因 ＮＡＤＰＨ / ＮＡＤＰ＋

ＭＪ１３５ｋｐ — ０􀆰 ３３３±０􀆰 ０５

ＭＪ１３５ｋｐＧ ｐｇｉ ０􀆰 ４１７±０􀆰 ０２

ＭＪ１３５ｋｐＺ ｚｗｆ ０􀆰 ０２０±０􀆰 ０１

２􀆰 ２　 ＮＡＤＰＨ 调控对 ＢＴ 生物合成的影响

ＮＡＤＰＨ 是 ＢＴ 合成关键酶醇脱氢酶的辅酶ꎬ为了

评估细胞 ＮＡＤＰＨ/ ＮＡＤＰ＋和菌株合成 ＢＴ 能力之间的

关系ꎬ比较了菌株 ＭＪ１３５ｋｐ、ＭＪ１３５ｋｐＧ 和 ＭＪ１３５ｋｐＺ 培

养 ２４ 和 ４８ ｈ 后的 ＢＴ 产量ꎮ 由图 ２(ａ)可知ꎬ敲除

了 ｐｇｉ 的菌株 ＭＪ１３５ｋｐＧ 与菌株 ＭＪ１３５ｋｐ 相比ꎬＢＴ
产量由 ３􀆰 ３５ ｇ / Ｌ 提高到 ４􀆰 ０２ ｇ / Ｌꎬ而敲除了 ｚｗｆ 的
菌株 ＭＪ１３５ｋｐＺ 合成 ＢＴ 的能力则降低ꎮ 这表明

ＮＡＤＰＨ / ＮＡＤＰ ＋ 和 ＢＴ 产量关系密切ꎬ 提高胞内

ＮＡＤＰＨ / ＮＡＤＰ ＋可以促进 ＢＴ 的合成ꎮ
进一步考察了 ＮＡＤＰＨ 调控时ꎬ菌株的木糖利

用情况和菌株生长情况ꎮ 由图 ２(ｂ)、２(ｃ)可知ꎬ敲
除 ｚｗｆ 和 ｐｇｉ 对细胞生长影响不大ꎮ Ｚｈａｏ 等[１７] 认

为ꎬ由于在 ｚｗｆ 突变体中ꎬ底物摄取速率和关键酶活

性都发生了变化ꎬ因此代谢网络如何协调各途径来

维持生长速率可能成为问题ꎮ

(ａ)ＢＴ 产量

(ｂ)木糖醇含量

(ｃ)不同菌株的含量

１—ＭＪ１３５ｋｐꎻ２—ＭＪ１３５ｋｐＧꎻ３—ＭＪ１３５ｋｐＺ

图 ２　 摇瓶发酵后各物质的含量

２􀆰 ３　 ＮＡＤＰＨ 的强化供应对 ＢＴ 合成的促进作用

为了增强胞内 ＮＡＤＰＨ 的供应ꎬ提高 ＢＴ 合成效
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率ꎬ研究了不同初始葡萄糖浓度及葡萄糖供给方式

对 ＢＴ 合成的影响ꎮ ＭＪ１３５ｋｐＧ 培养过程中 ０ ｈ 添加

葡萄糖ꎬ培养 ４８ ｈ 后发酵液中 ＢＴ 浓度如图 ３(ａ)所
示ꎮ 可以看出ꎬ随着葡萄糖浓度的增加ꎬＢＴ 产量下

降ꎮ 在初始葡萄糖浓度为 ２ ｇ / Ｌ 时 ＢＴ 浓度最高ꎮ
另外进行了补加方式的研究ꎬ如图 ３(ｂ)所示ꎮ ０ ｈ
添加葡萄糖 ２ ｇ / Ｌꎬ２４ ｈ 再补加葡萄糖 ４ ｇ / ＬꎬＢＴ 合

成量为 ４􀆰 １３ ｇ / Ｌꎮ 葡萄糖是菌株生长代谢的碳源和

能源ꎬ并为 ＢＴ 合成提供 ＮＡＤＰＨꎬ但过高的初始葡

萄糖浓度可能产生抑制菌体生长的乙酸等副产物ꎬ
并使木糖的利用受到抑制[１２]ꎬ影响了 ＢＴ 的合成ꎮ

(ａ)初始葡萄糖浓度对 ＢＴ 产量的影响

(ｂ)补加葡萄糖对 ＢＴ 产量的影响

图 ３　 ＭＪ１３５ｋｐＧ 摇瓶发酵 ４８ ｈ ＢＴ 含量

３　 结论

本文通过对葡萄糖代谢途径进行改造ꎬ强化供

应 ＮＡＤＰＨ 有效促进了 ＢＴ 的合成ꎮ 敲除 ＥＭＰ 途径

关键基因 ｐｇｉ 后ꎬ 结果显示 ｐｇｉ 基因缺失菌株

ＭＪ１３５ｋｐＧ 胞内 ＮＡＤＰＨ / ＮＡＤＰ ＋增加了 ２５％ꎮ 摇瓶

发酵结果显示ꎬＮＡＤＰＨ / ＮＡＤＰ ＋的增加也促进了 ＢＴ
的合成ꎬＢＴ 产量由未调控 ＮＡＤＰＨ 时的 ３􀆰 ３５ ｇ / Ｌ 提

高到 ４􀆰 ０２ ｇ / Ｌꎮ 初始葡萄糖浓度 ２ ｇ / Ｌ、２４ ｈ 时补加

葡萄糖 ４ ｇ / ＬꎬＢＴ 合成量增加到 ４􀆰 １３ ｇ / Ｌꎮ 强化

ＮＡＤＰＨ 供应是一个提高 ＢＴ 合成的有效策略ꎮ
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