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摘要:【目的】拓宽高产聚-β-羟基丁酸酯( poly-β-hydroxybutyrate，PHB)罗氏真养菌(Ralstonia eutropha)W50
的碳源使用范围，使其获得 D-木糖代谢能力。【方法】运用 PCR 技术扩增大肠杆菌 (Escherichia coli) K-12
W3110 来源的 D-木糖转运蛋白基因 xylE，利用同源重组技术将 xylE 基因整合到 R． eutropha W50 的染色体
上构建菌株 W50-E。运用 PCR 技术扩增 E． coli K-12 W3110 来源的 D-木糖代谢基因 xylAB 和 R． eutropha
H16 来源的 PHA 合酶基因 phaC1 的启动子片段 Ppha C1，同表达载体连接后构建重组质粒 p1-AB。将重组质
粒分别转入菌株 R． eutropha W50 和 W50-E 中构建工程菌株 W50-AB 和 W50-EAB。通过摇瓶发酵研究
W50-AB 和 W50-EAB 的 D-木糖代谢特性。【结果】酶活分析结果表明，xylA 和 xylB 基因在菌株 R． eutropha
W50 中得到表达。摇瓶发酵结果表明，W50-AB 在含0. 1 mol /L D-木糖的基础发酵培养基中的最大比生长速
率为0. 025 h － 1，在含0. 01 mol /L D-木糖的基础发酵培养基中没有生长;W50-EAB 在含0. 01 mol /L D-木糖的
基础发酵培养基中表现出一定生长，在含 0. 1 mol /L D-木糖的基础发酵培养基中最大比生长速率为
0. 035 h － 1。PHB 含量分析结果表明，摇瓶发酵终点时，W50-AB 和 W50-EAB 菌株内的 PHB 含量分别为细胞
干重 的 15. 07 ± 1. 01% 和 15. 07 ± 1. 64%，其 相 应 的 D-木 糖-PHB 转 化 率 分 别 为 0. 0920 g·g － 1 和
0. 0838 g·g － 1，低于两重组菌株利用葡萄糖发酵的糖-PHB 转化率( ＞ 0. 22 g·g － 1 )。另外，重组菌株 W50-AB
和 W50-EAB 在含葡萄糖(0. 01 mol /L)和 D-木糖(0. 09 mol /L)的混合糖培养基中的发酵结果表明，两重组
菌株均表现出更高的生长速率和 D-木糖消耗速率以及胞内 PHB 积累量。【结论】来源于 E． coli K-12
W3110 菌株的 xylAB 基因的表达使 R． eutropha W50 获得了一定的 D-木糖代谢能力，通过 D-木糖转运蛋白
基因 xylE 的表达能提高菌株的 D-木糖代谢能力，同时重组菌株利用 D-木糖能积累一定量 PHB。
关键词:罗氏真养菌(Ralstonia eutropha)W50，D-木糖代谢，聚-β-羟基丁酸酯(PHB)，转运蛋白
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聚羟基脂肪酸酯 ( polyhydroxyalkanoate，PHA)

是细菌生长条件不平衡时产生的一种渗透压惰性的
高分子物质，其作为一类新型的生物可降解材料，在

医学、材料等领域有重要应用，对于摆脱石化资源的
依赖和环境保护具有重要意义，其中聚-β-羟基丁酸
酯(poly-β-hydroxybutyrate，PHB)是 PHA 中最为常
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见的一种［1］。目前 PHB 的生产主要采用微生物发
酵法，其中罗氏真养菌 ( Ralstonia eutropha) H16 是
PHB 生 产的 模 式 菌 株，R． eutropha W50 是 R．
eutropha H16 通过传统的遗传诱变方法筛选获得的
一株 PHB 高产菌株，主要以水解淀粉来源的葡萄糖
为底物进行发酵［2］，原料成本较高，若能以低成本
纤维质降解液为原料进行发酵生产 PHB，能较好地
降低生产成本［3］。据分析，纤维质降解液中的糖类
组份主要为:约 60%的葡萄糖和 30% 的戊糖，其中
戊糖的主要成分是 D-木糖［4］。因此，R． eutropha
W50 要充分利用纤维质水解液合成 PHB，使其具备
D-木糖的代谢能力是必要的。

目前已知的 D-木糖代谢途径主要有两类:(1)
D-木糖经木糖异构酶( xyloseisomerase，XI)转化为 d-

木酮糖，再在木酮糖激酶(Xylulokinase，XK)的作用
下，d-木酮糖转化为木酮糖-5-P 后，进入戊糖磷酸途
径，此类途径主要存在于大肠杆菌 ( Escherichia
coli)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)等原核生物体
内;( 2 ) D-木糖经 NADPH 依赖性的木糖还原酶
(Xylose reductase)还原为木糖醇，木糖醇由 NAD +

依赖性的木糖醇脱氢酶(Xylitol dehydrogenase)氧化
为 d-木酮糖，d-木酮糖再在木酮糖激酶的催化作用
下，转 化 为 木 酮 糖-5-P，最 后 进 入 戊 糖 磷 酸 途
径［5 － 6］，此类途径主要存在于酵母菌等真核微生物
体中。真核微生物体内的 D-木糖代谢酶由于具有
辅酶因子依赖性，因此容易受胞内氧化还原平衡和
辅 酶 因 子 供 给 状 态 的 影 响。关 于 酿 酒 酵 母
(Saccharomyces cerevisiae)和原核细菌如谷氨酸棒杆
菌( Corynebacterium glutamicum)、运动发酵单胞菌
(Zymomonas mobilis) 等的 D-木糖代谢改造的研
究［7 － 10］表明，除具备有效的 D-木糖代谢途径之外，

菌株吸收和转运 D-木糖进入胞内的能力也是制约
D-木糖利用效率的关键因素，引入 D-木糖特异性转
运蛋白对提高 D-木糖吸收效率具有较好的作
用［11 － 13］。除了隶属于 MFS 家族的 H + -共运输体
XylE 和隶属于 ABC 超家族的 XylFGH 转运蛋白复
合体对 D-木糖具有特异且较高的转运活性外，某些
己糖转运蛋白对 D-木糖的转运也有一定活性［11］。

真核细菌来源的蛋白在原核体系内(由于缺少翻译
后修饰或错误折叠等原因)可能无法获得活性表

达，因此在原核细菌内构建 D-木糖代谢途径时选择
原核细菌来源的 D-木糖代谢基因进行表达可能更
为有利。目前已知的具天然的 D-木糖代谢能力的
原核细菌有很多，E． coli K-12 W3110 是具有第一类
D-木糖代谢途径的野生型菌株，其编码 XI 的基因
xylA 和编码 XK 的基因 xylB 位于同一操纵子内，由
同一个启动子调控表达，而编码 D-木糖转运蛋白复
合物 3 个亚基的基因 xylF、xylG、xylH 则共同形成一
个操纵子。另一个 D-木糖特异转运蛋白 XylE 是一
类 H + -共 运 输 体，其 表 达 受 独 立 的 启 动 子 调
控［11，14 － 18］。由于大肠杆菌 ( Escherichia coli) K-12
W3110 胞内的 D-木糖代谢途径和转运蛋白及相关
调控都研究得比较清楚，现有的一些原核细菌相关
的 D-木糖代谢改造研究大都以大肠杆菌来源的 D-

木糖代谢酶基因作为遗传操作靶点［8 － 10］。此外，在
E． coli K-12 W3110 内存在对 操 纵子 xylAB 和
xylFGH 的启动子具严格正调控的蛋白因子 XylR，异
源表达 xylAB 基因时应避免表达体系内可能缺乏该
调节因子从而使 xylAB 基因自身的启动子无法获得
识别的情况［18］。不同于大肠杆菌等一些研究得比
较透彻的细菌，关于 R． eutropha 菌株内调节基因表
达的启动子的相关研究还不多，来源于 R． eutropha
H16 的 PHA 合酶基因的启动子 PphaC1已经研究得比
较清楚，在 R． eutropha 菌株内表达外源基因时，也
通常被用作外源基因的启动子［19 － 20］。

R． eutropha 模式菌 H16 的全基因组测序已于
2006 年完成，通过对其基因组的研究发现，除一个
推测性的结构基因能编码将 D-木糖还原成木糖醇
的醛糖还原酶［EC:1. 1. 1. 21］外，还没有其他 D-木
糖相关代谢基因的报道［21］，其 D-木糖代谢途径工
程改造的研究也未见报道。本研究通过在 R．
eutropha W50 中引入源自 E． coli K-12 W3110 的 D-

木糖代谢酶系及转运蛋白，研究了其利用 D-木糖生
长和积累 PHB 的能力。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和质粒:本实验所用菌株和质粒见
表 1。
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表 1．实验所用的菌株和质粒
Table 1． The strains and plasmids used in this work

strains or plasmids characteristics source
Strains
E． coli DH5α φ80 LacZ ΔM15，deoR，recA1，endA1，hsdR17 stored in this lab
E． coli K-12 W3110 wild type，F － ，λ － ，rph － Bachmann BJ［22］

E． coli S17-1 recA，proA，thi-1，tra gene from RP4 plasmid Simon R［23］

S17-pJQGE E． coli S17-1 carrying plasmid pJQ-GE this study
R． eutropha H16 wild type，model bacterium for PHB production this lab
R． eutropha W50 mutant of R． eutropha H16 this lab
W50-AB R． eutropha W50 carrying expression vector p1-AB this study
W50-3433 R． eutropha W50 carrying plasmid pBBR1MCS this study
W50-E R． eutropha W50 with the homologous recombination of xylE gene this study
W50-EAB W50-E carrying expression vector p1-AB this study
plasmids
pMD19-T T-vector，2. 7 kb，AmpR，lacZ TaKaRa Co．
pJQ200mp18Tc 6. 7 kb，sacB，oriV，oriT，traJ，TcR Quandt J［24］

pJQ-GE pJQ200mp18Tc containing 3001bp fragment of xylE gene and gabD4 gene this study
pBBR1MCS 4. 7 kb，CmR，MCS(KpnⅠ，HindⅢ，XbaⅠ)，shuttle vector for E． coli DH5α and R． eutropha W50 Kovach ME［25］

pBBR-C1 pBBR1MCS containing 443bp PCR fragment of PphaC1 this study
p1-AB pBBR-C1 containing 2900bp PCR fragment of E． coli K-12 W3110 xylAB gene this study

gabD4: succinate semialdehyde dehydrogenase 4 gene from R． eutropha H16，PphaC1 : the promotor of phaC1 gene from R． eutropha H16

1. 1. 2 主要试剂:主要分子生物学酶均购自宝生物
(大连)有限公司(TaKaRa)和 New England BioLabs
(NEB) 公司; L-乳酸脱氢酶和 d-木酮糖均购自
SIGMA-ALDRICH 公司，丙酮酸激酶购自生工生物
工程(上海)股份有限公司，其余生化药品为进口或
国产分析纯试剂。
1. 1. 3 培养基和培养条件:① PN 培养基，用于培
养 R． eutropha H16 及 W50:每升含蛋白胨10 g，酵
母粉5 g，硫酸铵5 g，葡萄糖酸钠5 g，pH 7. 0;②添加
20%蔗糖的 PN 培养基，作为同源重组实验中第 2
次交换的筛选培养基;③基础发酵培养基(不含酵
母粉)的配方见参考文献［2］;④ D-木糖发酵培养
基即在基础发酵培养基内添加适量的 D-木糖作为
唯一碳源。⑤葡萄糖培养基即在基础发酵培养基内
添加适量葡萄糖。⑥D-木糖-葡萄糖混合糖培养基
即在基础发酵培养基内添加适量 D-木糖和葡萄糖

使 两 种 糖 的 终 浓 度 分 别 为 0. 09 mol /L 和
0. 01 mol /L。若要制备固体培养基，按 1. 2%的量加
入琼脂粉。E． coli 在 37℃培养，R． eutropha H16 和
W50 在 30℃培养。抗生素使用浓度为:氨苄青霉素
100 μg /mL，氯霉素20 μg /mL，四环素5 μg /mL。
1. 2 DNA 操作

质粒提取和染色体提取参照文献［26］及有关
公司提供的试剂盒操作手册进行。E． coli 转化采
用 CaCl2 法，R． eutropha W50 转化采用电击法和接
合转移法［23，27］。
1. 3 目的基因的 PCR 扩增

根据同源性，参照 R． eutropha H16 的 phaC1 基
因启动子序列和 gabD4 基因序列以及 E． coli K-12
W3110 的 xylE 和 xylAB 基因设计 4 对引物(表 2)，
引物 P1 和 P2 用于扩增 phaC1 启动子，引物 P3 和
P4 用于扩增 xylAB 结构基因，引物 P5 和 P6 用于扩

表 2．实验所用引物序列
Table 2． Primers for gene amplification

primers sequences(5'→3') size / bp restriction site
P1 ACGGGTACCAATTCATCCTTCTCGCCTATGCTCT 34 KpnⅠ
P2 ACGAAGCTTGATTTGATTGTCTCTCTGCC 29 HindⅢ
P3 ACGAAGCTTATGCAAGCCTATTTTGACCA 29 HindⅢ
P4 ACGTCTAGAATATATAGATGTGAATTATCCCCCA 34 XbaⅠ
P5 ATCTAGACCCACCAGGAGAACACAC 25 XbaⅠ
P6 ACTGCAGCGGCAACTACCAGATCGT 25 PstⅠ
P7 ACGTCTAGACCCGGGCTCCACGGAGCGCCTTTTTTTCTT 39 XbaⅠ，SmaⅠ
P8 ACGCCGCGGCCCGGGTTACTGGTGATCACCCTGTGGCTG 39 SacⅡ，SmaⅠ

Underlined bases indicate restriction sites．
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增 gabD4 基因(包括 gabD4 结构基因及下游片段约
600 bp)，并用于进行 xylE 基因重组菌株的 PCR 验
证，引物 P7 和 P8 用于扩增 xylE 基因(包括上游启
动子片段约300 bp)。

引物设计采用软件 Primer Premier 5. 0，引物合
成由上海生工生物工程技术服务有限公司完成。
1. 4 xylAB 表达载体以及 xylE 整合载体的构建

经 PCR 扩增获得 PphaC1片段 (443 bp)和 xylAB
结构基因片段 ( 2897 bp )，将其分别插入载体
pBBR1MCS 的多克隆位点内获得大小为 7981 bp 的
表达载体 p1-AB。经 PCR 扩增获得 xylE 基因片段
(1876 bp)和 gabD4 基因片段(2008 bp)，gabD4 基
因片段同载体 pMD19-T 连接后以 SmaⅠ进行酶切
消化，回收大片段后与同样经 SmaⅠ酶切消化后的
xylE 基因片段连接从而使 xylE 基因插入到 gabD4
基因片段内，将插入有 xylE 基因的 gabD4 基因片段
同敲 除 载 体 pJQ200mp18Tc 连 接，获 得 大 小 为
9717 bp的整合载体 pJQ-GE。
1. 5 酶活测定方法
1. 5. 1 粗酶液的制备:见参考文献［8］，蛋白质含
量测定参考文献［28］。
1. 5. 2 木糖异构酶酶活测定:采用半胱氨酸-咔唑
法［29］，在标准反应混合物中，酶的活力单位定义为
每分钟催化产生1 nmol d-木酮糖所需的酶量。
1. 5. 3 木酮糖激酶的酶活测定:见参考文献［30］。
在标准反应混合物中，酶的活力单位定义为每分钟
催化 1 μmol d-木酮糖转化为木酮糖-5-磷酸所需的
酶量。
1. 6 D-木糖的吸收测定［31］

将 R． eutropha H16 和 W50 分别接种于 PN 培
养基中，于 30℃培养至对数生长中后期，收集菌体，
用基础发酵培养基洗涤 2 次，重悬浮于适量基础发
酵培养基中(OD600为 8 － 10)，30℃温育，饥饿处理
2 h。离心收集菌体并重悬浮于8 mmol /L的 D-木糖
发酵培养基中，不同时间取样，分析发酵液中的 D-
木糖浓度。
1. 7 发酵实验
1. 7. 1 摇瓶发酵:将 R． eutropha H16 和 W50，W50-
3433，W50-AB 以及 W50-EAB 分别接种于 PN 培养
基中，于 30℃培养至对数生长中后期，收集菌体，用
基础发酵培养基洗涤 2 次后重悬浮于适量基础发酵
培养基，按照 5%的接种量接种于 D-木糖浓度分别

为0. 01 mol /L和0. 1 mol /L的基础发酵培养基中培
养，以考察各菌株利用 D-木糖的发酵特性。将
W50-3433，W50-AB 和 W50-EAB 以相同接种量接
种于葡萄糖浓度为0. 1 mol /L的⑤号培养基中培养，
以考察各菌株利用葡萄糖的发酵特性。另外，将
W50-AB 和 W50-EAB 以相同接种量接种于⑥号培
养基中培养，以考察重组菌株利用混合糖的发酵特
性。对各摇瓶发酵体系均适时取样分析。
1. 7. 2 生物量的测定:发酵液用蒸馏水适当稀释，
测定600 nm处的光密度。
1. 7. 3 最大比生长速率:见参考文献［32］。
1. 7. 4 D-木糖的测定:发酵液经离心后，取上清用
0. 45 μm微孔膜过滤，采用高效液相色谱仪 LC1200
测定木糖浓度。分析条件见参考文献［14］。
1. 8 PHB 含量测定

采用气相色谱分析，分析条件见参考文献
［33］。

2 结果和分析

2. 1 R． eutropha H16 和 W50 的 D-木糖代谢
为了研究 R． eutropha H16 和 W50 的 D-木糖利

用能力，我们考察了两菌株在 D-木糖发酵培养基中
的生长情况，同时测定了短时间内两菌株的 D-木糖
吸收变化。结果显示 R． eutropha H16 和 W50 在 D-
木糖发酵培养基中均没有生长;在 D-木糖吸收测定
中，在含8 mmol /L D-木糖的培养基中，5 h 内 2 菌株
的胞 外 D-木 糖 浓 度 没 有 变 化。初 步 表 明 R．
eutropha H16 和 W50 不具有 D-木糖代谢能力以及
在低浓度(8 mmol /L)D-木糖培养基中不具 D-木糖
吸收能力。
2. 2 重组菌株 W50-AB 和 W50-EAB 的构建

将表达载体 p1-AB 电击转化 R． eutropha W50，
筛选获得的转化子命名为 W50-AB。以 S17-pJQGE
为供体菌，将整合载体 pJQ-GE 接合转移至 R．
eutropha W50 胞内，利用同源重组的方法将 xylE 基
因整合到 R． eutropha W50 染色体的 gabD4 基因位
点上，筛选获得的转化子命名为 W50-E。将表达载
体 p1-AB 电击转化 W50-E，获得重组菌株命名为
W50-EAB。
2. 3 W50-AB的木糖异构酶及木酮糖激酶酶活测定

为了验证外源的 xylAB 基因是否在 R． eutropha
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W50 内获得表达，我们首先对 W50-AB 的木糖异构
酶和木酮糖激酶活性分别进行了测定，其 XI 的比活
力为 33. 74 ± 1. 02 U /mg，XK 的比活力为 0. 39 ±
0. 02 U /mg，两种酶都检测到了明显的活力，表明
xylAB 基因在 R． eutropha W50 中实现了表达。
2. 4 W50-AB分别以 D-木糖和葡萄糖为底物的发酵

为了研究 xylAB 基因的表达能否使重组菌株
W50-AB 获得 D-木糖代谢能力，我们对 W50-AB 进
行了以 D-木糖为底物的摇瓶发酵实验，考察了其细

胞生长和 D-木糖消耗变化。结果表明，W50-AB 在
含0. 01 mol /L D-木糖的基础发酵培养基中不能生
长，但在含0. 1 mol /L D-木糖的基础发酵培养基中
表现出明显的生长，最终生物量显著高于对照菌
W50-3433，最大比生长速率为0. 025 h － 1 (图 1-A)，
D-木糖浓度也出现明显降低(图 1-B)。表明培养基
中的 D-木糖得到利用，xylAB 基因的表达使 W50-AB
获得了一定的 D-木糖代谢能力。但 W50-AB 的 D-
木糖代谢速率显著低于其葡萄糖的代谢速率。

图 1． W50-AB 和 W50-3433 利用 D-木糖发酵的生长(A)和糖耗(B)曲线
Figure 1． Time courses of the fermentation of W50-AB and W50-3433 using D-xylose as substrate． The fermentation of W50-AB

and W50-3433 using glucose(0. 1 mol / L) as substrate was presented for a comparison． A: cell growth profiles; B: sugar

consumption profiles． Xyl: the concentration of D-xylose in the minimal medium; Glu: the concentration of glucose in the

minimal medium．

2. 5 W50-EAB 分别以 D-木糖和葡萄糖为底物的
发酵

xylAB 基因的胞内表达虽然使 R． eutropha W50
获得 了 一 定 的 D-木 糖 代 谢 能 力，但 其 在 含
0. 01 mol /L D-木糖的培养基中不能生长，在含
0. 1 mol /L D-木糖的培养基中也生长缓慢，因此我
们期望在 W50-AB 内同时表达 D-木糖特异性转运
蛋白 XylE 以提高菌株的 D-木糖代谢效率。

对 W50-EAB 进行 D-木糖摇瓶发酵，结果显示
(图 2-A 和 2-B)，在含0. 01 mol /L D-木糖的基础发
酵培养基上 W50-EAB 出现了明显生长，其最终生

物量显著高于 W50-AB 并伴有明显的 D-木糖消耗。
在含0. 1 mol /L D-木糖的基础发酵培养基中，W50-
EAB 的生长速率略高于 W50-AB，最大比生长速率
为0. 035 h － 1，在发酵60 h后其 D-木糖消耗速率也要
略快于 W50-AB，说明 xylE 基因在 W50-EAB 内得到
表达，并且在一定程度上提高了菌株的 D-木糖代谢
效率。但 W50-EAB 的 D-木糖代谢速率显著低于其
葡萄糖的代谢速率。
2. 6 W50-AB 和 W50-EAB 利用 D-木糖和葡萄糖
混合糖的发酵

木质纤维素降解液中最主要的成分是葡萄
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图 2． W50-AB 和 W50-EAB 利用 D-木糖发酵的生长(A)和糖耗(B)比较
Figure 2． Comparison of the fermentation using D-xylose as substrate between W50-AB and W50-EAB． The fermentation of

W50-AB and W50-EAB using glucose(0. 1 mol / L) as substrate was presented for a comparison． A: cell growth profiles; B:

sugar consumption profiles． Xyl: the concentration of D-xylose in the minimal medium; Glu: the concentration of glucose in

the minimal medium．

糖和 D-木糖，为了初步了解重组菌株在葡萄糖和
D-木糖 混 合 糖 中 的 发 酵 特 性，我 们 也 考 察 了
W50-AB 和 W50-EAB 在少量葡萄糖和 D-木糖的

共混液中的菌体生长和糖耗变化情况。结果显

示，W50-AB 和 W50-EAB 在⑦号培养基中的最终

生物量均有显著地提高 (图 3-A)，其在 96 h 内的

平均 D-木糖消耗速率也均有不同程度地提高(图
3-B)。另外，在发酵约16 h ～ 24 h期间(图 3-B 中

两条纵向虚线所包含区域 )，当培养基中还存在

一定浓度的葡萄糖时，W50-AB 和 W50-EAB 均出

现了不同程度地 D-木糖消耗，提示在此种混合糖
(含0. 01 mol /L葡萄糖和 0. 09 mol /L D-木糖 )培

养基条件下，W50-AB 和 W50-EAB 可能是同时利

用 D-木糖和葡萄糖。

2. 7 PHB 含量测定

上述结果表明，带有 D-木糖代谢酶基因的重组

菌株 W50-AB 及同时带有 D-木糖代谢酶基因和 D-

木糖特异转运蛋白基因的重组菌 W50-EAB 可以在

以 D-木糖为唯一碳源的培养基中生长。我们进一

步考察了这两株重组菌利用 D-木糖积累 PHB 的能

力。 结 果 显 示，W50-AB 和 W50-EAB 在 含
0. 1 mol /L D-木糖的基础发酵培养基中积累的 PHB

分别占菌体干重的 15. 07 ± 1. 01% 和 15. 07 ±

1. 64% (图 4-A)，表明重组菌株能够利用 D-木糖积

累一定量 PHB。但与以葡萄糖为底物发酵时相比，

PHB 含量还较低。W50-AB 和 W50-EAB 利用 D-木

糖发酵的糖-PHB 转化率分别为 0. 0920 g·g － 1 和
0. 0838 g·g － 1，也低于两重组菌株利用葡萄糖发酵

的糖-PHB 转化率(图 4-B)。

另外，W50-AB 和 W50-EAB 在混合糖培养基中

积累的 PHB 分别占菌体干重的 26. 23 ± 1. 8% 和
28. 5 ± 1. 2%，显著高于其在纯 D-木糖培养基中积

累的 PHB 含量(图 5)。表明重组菌株在含少量葡

萄糖的 D-木糖培养基中的 PHB 积累能力得到显著

改善。
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图 3． W50-AB 和 W50-EAB 在混合糖培养基中的生长(A)和糖耗(B)曲线

Figure 3． Time courses of the fermentation of W50-AB and W50-EAB using D-xylose(0. 09 mol / L) and glucose(0. 01

mol / L) mixed sugars as substrate． A． cell growth profiles; B． sugar consumption profiles． Xyl: D-xylose; Glu: glucose;

X + G: D-xylose and glucose mixed sugars in the minimal medium．

图 4． W50-AB 和 W50-EAB 利用 D-木糖发酵的 PHB 含量(A)和糖-PHB 转化率(B)

Figure 4． PHB contents and sugar-PHB conversion rates of W50-AB and W50-EAB using D-xylose ( 0. 1 mol / L) as

substrate． PHB contents and sugar-PHB conversion rates of W50-3433，W50-AB and W50-EAB using glucose(0. 1 mol /

L) as substrate were presented for comparison． CDW: cell dry weight．
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图 5． W50-AB 和 W50-EAB 利用混合糖发酵的 PHB 积

累量

Figure 5． PHB contents of W50-AB and W50-EAB using mixed

sugars as substrate． PHB contents of W50-AB and W50-EAB using

D-xylose(0. 1 mol / L) as substrate were presented for comparison．

3 讨论

本工 作 是 首 次 尝 试 在 PHB 高 产 菌 株 R．

eutropha W50 内构建外源的 D-木糖代谢途径。首

先，我们通过在 R． eutrapha W50 胞内成功地表达外

源 D-木糖代谢基因 xylAB 即使菌株获得了 D-木糖

代谢能力，表明 R． eutropha W50 本身存在一定的
D-木糖转运活性。关于不同菌株中糖转运蛋白的研

究表明，多种微生物胞内均存在对 D-木糖具低亲和

力的非特异性己糖转运蛋白［11］。由于重组菌株
W50-AB 不能在含0. 01 mol /L D-木糖的培养基中生

长，而能够在含0. 1 mol /L D-木糖的培养基中生长，

因此推测 R． eutropha 菌株中的 D-木糖转运也是由

这类转运蛋白介导的。另外，D-木糖吸收测定结果

显示，在8 mmol /L的 D-木糖培养基中 R． eutropha

H16 和 W50 不具有 D-木糖的吸收能力，这也揭示了
H16-AB 和 W50-AB 不能在含0. 01 mol /L D-木糖的

培养基中生长的原因可能是 R． eutropha 菌株缺乏

特异的高亲和力的 D-木糖转运蛋白。

在 R． eutropha 菌株胞内有 4 个琥珀酸半醛脱

氢酶，其中 gabD4 基因编码的同工酶不参与主要的

细胞能量代谢以及 PHB 合成代谢，对 R． eutropha

W50 的 gabD4 基因进行敲除后的发酵结果也表明，

菌株的生长和 PHB 积累没有受到影响 (未发表数

据)。因此我们进一步将 D-木糖特异转运蛋白基因
xylE 整合到 gabD4 基因在染色体上的位点进行表

达。xylE 基因的整合表达提高了 R． eutropha W50

利用 D-木糖的能力，表明 D-木糖特异性转运蛋白对

菌株 D-木糖代谢的重要性。E． coli K-12 W3110 的
D-木糖特异转运蛋白复合物 XylFGH 相对于 H + -共

转运体蛋白 XylE 对 D-木糖显示出更高的转运活

力［11 － 15］，若能成功表达此转运蛋白复合物，推测将

更大程度提高 R． eutrapha W50 的 D-木糖利用效

率，因此该转运蛋白复合物基因 xylFGH 的表达是本

研究下一步将要尝试的工作。

Sukgil Song 和 Chankyu Park 的研究表明，E．

coli 内的 D-木糖代谢基因操纵子 xylAB 可能受调节

因子 XylR 严格地正调控［18］。由于 R． eutrapha 胞

内缺乏 XylR 因子，为了防止外源基因无法在 R．

eutrapha W50 内表达，我们采用了 R． eutrapha 菌株

本身的组成型启动子 PphaC1
［19］成功地使 xylAB 基因

获得表达。从酶活结果分析来看，XI 和 XK 都检测

到了明显的活力，但其酶活力依然有很大的提升空

间，采用表达能力更强的启动子如 Ptac等将是进一

步提高外源基因表达水平的重要策略之一［20］。

重组菌株 W50-AB 和 W50-EAB 均能利用 D-木

糖积累一定量的 PHB，W50-EAB 相对于 W50-AB 虽

然表现出更高的生物量积累，但其胞内积累的 PHB

含量并没有明显提高，具体原因还有待进一步研究。

R． eutropha 菌株具有比较高效的己糖代谢酶系［34］，

R． eutropha W50 是经过诱变获得的能够高效利用

葡萄糖生长并积累 PHB 的突变株，但其戊糖磷酸途

径代谢可能相对并不活跃，因而使重组菌株 W50-

AB 和 W50-EAB 的 D-木糖代谢速率可能受到一定

程度地限制，加强戊糖磷酸途径中 d-木酮糖-5-磷酸

下游的关键酶的表达，有可能提高菌株的 D-木糖利

用速率［7］。重组菌株利用纯 D-木糖发酵积累的
PHB 含量以及糖-PHB 转化率均显著低于其以葡萄

糖为底物时的数据。Sylvaine Le Meur 等［32］在其研

究中 发 现，对 获 得 D-木 糖 代 谢 能 力 的 重 组
Pseudomonas putida KT2440 菌株进行 D-木糖发酵后

的产物分析发现，发酵液中存在大量乙酸，因此推测

工程菌代谢 D-木糖后大量碳流流向乙酸生成途径。
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进入重组菌株 W50-AB 和 W50-EAB 胞内的 D-木糖

是否也大量流向非 PHB 合成途径还需要进一步的

研究。

在添加少量葡萄糖的混合糖培养基中，重组菌

株的 D-木糖消耗速率及最终积累的 PHB 含量均有

显著提高，由于重组菌株 W50-AB 和 W50-EAB 在纯

木糖培养基中的生长比较缓慢，而 R． eutropha W50

作为受体菌其本身能够高效利用葡萄糖，因而可以

在发酵的初始阶段利用葡萄糖进行较快生长、菌体

量快速增多进而能够较大幅度地提高 W50-AB 和
W50-EAB 的 D-木糖消耗速率。另外，葡萄糖的存

在可能改变了重组菌株胞内的能量代谢和氧化还原

平衡状态，如辅酶因子 NADPH 的供给增多很可能

促进 PHB 合成途径中 NADPH 依赖性的乙酰乙酰-

CoA 还原酶的活性，从而使菌株的胞内环境更有利

于 PHB 的积累，因而最终能显著提高重组菌株积累

的 PHB 含 量。具 有 葡 萄 糖 特 异 性 PTS ( the

phosphoenolpyruvate ［ PEP ］: carbohydrate

phosphotransferase system)系统的菌株利用混合碳源

进行发酵时，二级糖的吸收往往会受到葡萄糖的抑

制，这对于发酵生产中提高生产率是不利的。已有

研究发现 R． eutrapha 菌株可能不具有葡萄糖特异

性 PTS 系统，其葡萄糖吸收和转运主要通过 N-乙酰

葡萄糖胺-特异性的 PTS 转运系统来完成，而且该转

运 系 统 中 可 能 介 导 CCR ( Carbon catabolite

repression)效应的蛋白因子并未参与葡萄糖的磷酸

化，其葡萄糖的磷酸化过程主要由葡萄糖激酶
( glucokinase，GLK)介导［35］。因此我们推测重组菌

株 W50-AB 和 W50-EAB 利用葡萄糖和 D-木糖混合

碳源时可能不存在葡萄糖效应。对 W50-AB 和
W50-EAB 利用混合糖发酵过程中 D-木糖和葡萄糖

的浓度变化进行观察的结果提示，两个重组菌株可

能同时利用发酵液中的 D-木糖和葡萄糖。但是重

组菌株的 D-木糖吸收是否不受葡萄糖的抑制作用

还需要通过葡萄糖比例更高的混合糖发酵进一步确

认。

本研究首次在 PHB 高产菌株 R． eutropha W50

内成功地构建了外源的 D-木糖代谢途径，获得了具

有一定 D-木糖利用能力并积累 PHB 的重组菌株，

对于进一步扩展该菌株的碳源利用范围具有一定的

指导意义。
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Engineering of a D-xylose metabolic pathway in Ralstonia
eutropha W50

Kai Liu1，2，Guiming Liu1，Yingzi Zhang1，Jiuyuan Ding1，Weiqi Weng1*
1 Intitute of Microbiology，Chinese Academy of Sciences，Beijing 100101，China
2 College of the Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China

Abstract:［Objective］ This study aimed to broaden the substrate spectrum of Ralstonia eutropha W50 to use D-xylose，
which can produce poly-β-hydroxybutyrates(PHB) at a high level． ［Methods］ The D-xylose transporter gene xylE from
Escherichia coli K-12 W3110 was cloned by PCR technique and integrated into the R． eutropha W50 chromosome． The
recombinant strain W50-E was obtained． The D-xylose catabolic genes xylAB from E． coli K-12 W3110 and the promotor
of PHA synthase gene phaC1 from R． eutropha H16 were cloned into pBBR1MCS to construct a recombinant plasmid． The
plasmid was transformed into R． eutropha W50 and W50-E to generate the recombinant strains W50-AB and W50-EAB
respectively． The characteristics of D-xylose utilization by W50-AB and W50-EAB were investigated． ［Results］ The
expression of xylA and xylB genes in R． eutropha W50 was confirmed by enzyme assay． The recombinant strain W50-AB
could grow on 0. 1 mol / L D-xylose with the maximum specific growth rate of 0. 025 h － 1，but no growth and D-xylose
consumption were observed when cultivated on 0. 01 mol / L D-xylose． The recombinant strain W50-EAB exhibited a faster
growth than W50-AB on 0. 1 mol / L D-xylose，with the maximum specific growth rate of 0. 035 h － 1 ． Furthermore，it
exhibited a slow but defined growth and D-xylose consumption on 0. 01 mol / L D-xylose． The PHB content assay showed
that both recombinant strains accumulated a small amount of PHB，with a proportion of 15. 07 ± 1. 01% and 15. 07 ±
1. 64% on the basis of dry cell weight respectively，by using D-xylose(0. 1 mol / L) as substrate． And their final D-xylose-
PHB conversion rates were 0. 0920 g·g － 1 and 0. 0838 g·g － 1 respectively，which were much lower than their glucose-PHB
conversion rates( ＞ 0. 22 g·g － 1 ) ． However，the recombinant strains W50-AB and W50-EAB exhibited better fermentation
performance and more PHB accumulation when using glucose(0. 01 mol / L) and D-xylose(0. 09 mol / L) mixed sugars as
fermentative substrate． ［Conclusion］The recombinant strain W50-AB can metabolize D-xylose by the expression of xylAB
genes，and the further expression of xylE gene is able to improve its D-xylose consumption rate． Meanwhile，the two
recombinant strains can accumulate a small amount of PHB by using D-xylose as the sole carbon source．
Keywords: Ralstonia eutropha W50，D-xylose metabolism，poly-β-hydroxybutyrate(PHB)，transporter
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