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利用重组大肠杆菌合成几丁寡糖的研究
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摘 要 提取根瘤菌 8%&(*"#>(7#); ) ,(/# 基因组，克隆编码 ?E乙酰氨基葡萄糖转移酶 $(4! 基因，插入质粒 @<!FV的 ,+0 启动
子的下游，构建并筛选出能够合成几丁寡糖的重组大肠杆菌 A!6E "。利用优化的 ++Q*L培养基，重组大肠杆菌 A!6 E"在 F#R
发酵罐中培养 !8B后，培养液菌体浓度测定 BA%8# W F#X<，几丁寡糖得率达到 %!8;@YR。收集重组细菌的细胞并煮沸破碎，利用

活性炭的吸附和 TU凝胶层析对几丁寡糖产物进行分离纯化。纯化产物的液质分析（R=EGZSE+Z）结果表明：主要寡糖产物为几
丁四糖（;Y >，<"F［+D K］D）和几丁五糖（;Y >，F#"U［+D K］D）。
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几丁寡糖（0B15’’(1@’>,00B,713/>，=4>）是 ?E乙酰
氨基葡萄糖通过!EF，U 糖苷键连接而成的聚合体，
在医药、食品和农业等多个领域均有较大的应用潜

力。目前，利用化学水解、物理降解和生物酶解等方

法，可得到各种聚合度的壳寡糖产物或混合物，但仍

以低聚合度的产物为主。通过对产物的衍生化和脱

保护反应，王俊等得到了聚合度较高的几丁五糖［F］。

由根瘤菌分泌产生的结瘤因子是脂酰基壳寡糖

（(1:’0B15’’(1@’>,00B,713/>，R=4>），由 "至 %个!EF，U键
相连的 ?E乙酰氨基葡萄糖寡聚物和非还原端带有
一不饱和脂肪酸构成，经同源性和体外生化分析，

$(4! 蛋白与聚乙酰氨基葡萄糖合成酶同源，为 ?E
乙酰氨基葡萄糖转移酶，负责催化从头合成结瘤因

子的糖链骨架，即 ?E乙酰氨基葡萄糖的聚合体，糖
链的聚合度由不同来源的 $(4! 基因决定［!］，来源于
:>(*"#>(7#); ) 0+),#$(4+$& 和8%&(*"#>(7#); ,(/# 的 ?’3=



蛋白（!"#$%，!"#$&），所催化的糖基化反应的产物均

为几丁五糖［’］。

利用重组细菌的发酵合成寡糖是近年来新兴的

一类寡糖合成技术［(］，几丁寡糖在重组大肠杆菌细

胞内的合成，可由外源乙酰氨基葡萄糖转移酶催化

完成，重组细菌培养的细胞密度、外源糖基转移酶表

达的活性、糖基供体及受体的浓度和重组细菌细胞

对 $)*的耐受度等因素均可影响 $)*的合成效率。
本研究将来源于 ! + "#$% 的重组基因 &#’()，连

接在质粒 *+(,-的 &./启动子的下游，构建能够表
达重组 &#’( 基因的大肠杆菌 ,() 0’，选择优化的培
养条件对其进行发酵培养，对几丁寡糖产物进行分

离纯化和结构鉴定。

! 材料和方法

!"! 菌种
!"!"! ! + "#$% 购自农业微生物菌种保藏中心
（%$$$），大肠杆菌 123!购自 4.5.6.公司。
!"!"# ,()0 ’，由本研究构建的表达载体 *()0 ’ 转
化大肠杆菌 123!所得；17$,-由购自 4.5.6.公司
的质粒 87$,-转化大肠杆菌 123!所得。
!"# 培养基的组成（$%&）
!"#"! 99：甘油 ,:;3，磷酸氢二铵 (;<，磷酸二氢钾
,<;<，硫酸镁 ,;<，维生素 =, <;<(3，微量元素溶液
,<>&?&，氨苄青霉素 3<>@?&；微量元素溶液的组成
为：硫酸亚铁 3;<，氯化锰 <;A3，氯化钴 <;,(，氯化铜
<;A3，硼酸 <;,:，硫酸锌 <;-，钼酸钠 <;<-。
!"#"# 99BC：99 D <;EFB0乙酰氨基葡萄糖。
!"#"’ 99GBC：99 D <;EFB0乙酰氨基葡萄糖 D
<;EF酵母提取物
以上培养基各组分均为分析纯试剂，B0乙酰氨

基葡萄糖购自 HI@>.公司。
!"’ 分子生物学试剂
本研究所用限制性内切酶、连接酶试剂盒和

J$6相关试剂均购自 4.5.6.公司。
!"( 重组 !"#$ 基因表达载体 )*&+’构建
构建过程见图 ,。

!", 乙酰氨基葡萄糖含量的测定
取 ,;3>& 培养液，(K、A<<<@ 离心 ,3>I!，等体

积蒸馏水洗涤 , 次，同样条件下离心收集菌体后，
<;3>&蒸馏水重悬菌体，,<<K水浴 ,L破碎细胞后，
震荡混匀，并置于冰水中冷却 E<>I!，加入 ’<"&浓盐
酸沉淀蛋白，(K、,E<<<@ 离心 E<>I!，取 3<"& 上清

液，加入 EE"& 浓盐酸，,<<K水解 ’L，水解液用
,<>"M?& B.)2 中和，用蒸馏水补至 3<<"&，加入
,<<"&乙酰丙酮试剂，,<<K水浴 ,3>I!后，立即置于
冰水中冷却，并加入 ’>& 19%= 试剂［3］，’:K保温
E<>I!，在 3’<!>波长下进行比色测定。以 -0乙酰
氨基葡萄糖为标准品，绘制标准曲线，计算测定样品

的乙酰氨基葡萄糖含量。

图 , 重组质粒 *()0 ’的构建
NI@+ , $"!*OPQ/OI"! "R *()0 ’;

%：@S!">I/ "P@.!IT.OI"! "R ! + "#$% !"# @S!S*+ J$6 8PI>SP*+ N&0’：
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C4$4$C%%4$C$$C$%%%4$$+ =：J$6 8P"#Q/O U.* I!*SPOS# O" 87$,-
VW ./02#012#6# #I@S*OI"!+

!"- 重组大肠杆菌 %$&+ ’的培养
!"-"! 三角瓶振荡培养：挑取单菌落接种于含有
,<<>&培养液的 3<<>&三角瓶中，’3K、E<<P?>I!震
荡培养 ’XL，离心收集菌体，E>& 蒸馏水重悬后，各
取 ,>&分别测定菌体干重（1PW YSI@LO，1Y）和乙酰
氨基葡萄糖含量。

!"-"# 发酵罐培养：挑取单菌落接种于含有 ,3<>&
99GBC培养液的 ,<<<>&三角瓶中，’3K、E<<P?>I!
培养 E(L后，培养液接种于装有 3& 99GBC培养液
的 ,<&全自动发酵罐中。培养温度为 ’3K，通过调
节搅拌转速和通气量，相对溶氧值控制在 ,<F Z
E<F（溶氧电极 [!8P" XA<<，9\44&\6 4)&\1)），在
线检测培养液 3,3X<和排出气体的 $)E 浓度（4 ?4），
利用 3<F的氨水溶液，培养液 82自动反馈调节为
X;A。当培养液相对溶氧水平突然上升，并伴随排出
气体的 $)E 浓度下降时，开始进行补料，补料速度

起始为 3>&?>I!，以每小时增加 E>&的速度线形递
增。接种培养后 (L起开始取样，取样间隔为 (L，取
样量为 ,<<>&，离心收集菌体，E>&蒸馏水重悬后，
各取 ,>&分别测定菌体湿重（YSO YSI@LO，YY）干重
（1Y）和乙酰氨基葡萄糖含量。培养结束后，收集菌
体进行产物的提取、纯化和乙酰氨基葡萄糖含量的

测定。

!". 几丁寡糖产物的提取及纯化
!"."! 重组细菌细胞的破碎：取 ,;3&培养液，(K、

XE3 (5%&676 8#9:&/" #; .%#$625&#"#<= 生物工程学报 E<<:，]"M;E’，B";’



!"""#离心 $%&’(，等体积蒸馏水洗涤 $次，同样条件
下离心收集菌体，菌体沉淀用 %""&) 蒸馏水重悬
后，置于 * +",过夜，冷冻细胞液在 -.,水浴条件
下融化 $/，搅拌状态下煮沸 $/进行细胞破碎，细胞
破碎液经冷却和匀浆混匀后，0,、$+"""# 离心
+"&’(，上清液用蒸馏水补至 %""&)备用。
!"#"$ 活性碳的吸附及洗脱：%""&)细胞破碎液与
0"#活性碳吸附剂（活性碳 1硅藻土 2 $ 1 $）在 0",和
搅拌状态下充分混匀、吸附 $/，吸附液以 3/45&4( 0
号滤纸为过滤介质进行过滤，并以 $)蒸馏水洗涤滤
饼进行脱盐，脱盐后的滤饼用 $) %"6乙醇水溶液进
行洗脱，洗脱液通过旋转蒸发仪浓缩至 +"&) 后，
0,、$+"""#离心 +"&’(，取上清液进行测定和进一
步的纯化。

!"#"% 凝胶分离：7’89#:; <0 凝胶，$=%>& ? $"">&，
样品为活性碳洗脱后的浓缩液，上样量为 -&)，洗脱
速度为 +"&)@/，洗脱体积达到 !"&)后，开始收集洗
脱液，+&)@管，收集并混合 $"" A $+0&)洗脱体积的样
品，共 +0&)，取样进行乙酰氨基葡萄糖的含量测定。
!"& 液质联用（’()*+,)-+）（液质联用仪，./01234
56!!77）分析寡糖产物
!"&"! 样品处理：取 7’89#:; <0 分离的混合洗脱液
样品 +""!)，加入 0!) 冰醋酸，混合均匀后待测。

!"&"$ B<)C 条件：色谱柱 D/’& E4>F C)C9GB+，H="
I JK ? $%"&&，柱温：0" ,；流动相 1乙腈9水（.% 1 +%，
! @!）溶液；流速："=%&)@&’(；进样量：$"!)；紫外检
测波长为 +"!(&。
!"&"% 质谱条件：电喷雾电离，正离子模式，干燥
气：氮气，干燥气流速：$" )@&’(，毛细管电压：0FL，
毛细管温度：$"",，雾化压力：-"<4。

$ 结果

$"! 重组大肠杆菌 !"#) %的发酵培养
$"!"! 培养基优化试验：采用三角瓶摇床培养，在
MM、MMGN 和 MMOGN 等三种发酵培养基中，以
"#$$P为对照菌株，对重组大肠杆菌 "$% 9-的生长
及产糖能力进行了测定，表 $结果显示：培养基添加
"=+6的乙酰氨基葡萄糖后，"$% 9-的产糖能力明显
提高，但在没有添加有机氮源的合成培养基 MM和
MMGN中，"$% 9-生长缓慢，添加 "=+6酵母提取物
后，其生长速度明显提高，也有利于目的寡糖的合

成，但培养基组分的变化却对对照重组细菌 "#$$P
的生长却无明显影响。因此，为进一步探讨培养基

组分对重组细菌合成几丁寡糖的影响，本研究选取

甘油为唯一碳源的培养基 MM 和半合成培养基
MMOGN为发酵罐培养试验的产糖培养基。

表 ! 重组大肠杆菌的三角瓶培养结果（%89）
:;<12 ! =1;>? @A140B;40C3 D2>A14> CE D2@CF<03;34 $ G %&’( )*+,(-)

M:Q’R& D5S4’( &"%H" K3 8T ’ J ()*+ C:;;（&#@$""&) >R;5RS:） N;>GU> >8(5:(5（&#@&) V8’;:Q >:;;W） N;>GU> >8(5:(5（&#@# K3）

MM
KC)9- "=+$ -$ "=+$ $-=.
KXC$P $=%$ +$H

MMGN
KC)9- "=-- %- "=.+ +.=+

MMOGN
KC)9- $=-! +"$ +=P. +P=H
KXC$P $=%. ++$

$"!"$ 发酵罐培养试验
利用半合成培养基 MMOGN，在 $" )发酵罐的

培养试验中（图 +），随着重组细菌生长量的增加，单
位体积培养液中的糖含量也逐步提高，但在培养 ! /
后，每克干菌体的乙酰氨基葡萄糖的测定浓度却基

本保持恒定，表明 KC)9-在此培养条件下，细菌细胞
内积累的几丁寡糖浓度达到最高，约在 0=%6 A
0=.6之间。在合成培养基 MM的发酵罐培养试验
中，与培养基 MMOGN相比，"$%9 -的生长速度明显
减慢，+H/培养后，菌体生长量为 -+=-#湿菌体@)发
酵液，但每克干菌体中乙酰氨基葡萄糖的含量也达

到 0=H%6（表 +）。

图 + 重组大肠杆菌 "$%9 -的培养结果
Y’#J+ CZW ES8QR>5’8( ’( 5/: >R;5RS: 8T S:>8&V’(4(5 ’,(-./+(-+0

()*+ W5S4’(W "$% 9- [:S: W/8[( 4W CZW >8(5:(5（&#）
’( E:S #S4& >:;; QS\ [:’#/5（!）4(Q &#@) >R;5RS:（"）

]/: #S8[5/ V:/4^’8S（#）8T 5/: W5S4’( KC)9- [4W W/8[( 4W [:5 [:’#/5 8T
’ J ()*+ >:;;W（#）E:S ;’5:S >R;5RS:J
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表 ! 重组大肠杆菌 !"# "#发酵罐 !$%培养结果
&’()* ! +,)-./’-.01 2*3,)-3 04 2*+05(.1’1-

$ 6 %&’( !"# "# .1 78 9 4*25*1-’-02

!"#$%&
’()*+, )- !"#. /
（’ 0012 3%4+%("）

543673 3)8+"8+
（&’12 3%4+%("）

543673 3)8+"8+
（&’1’ 90）

!! /:;/ //: <=;>
!!?65 >@;> >:= <=;A

!:! 产物的分离纯化
收集的培养 := ,的重组大肠杆菌细胞，并对其

寡糖产物进行分离纯化。对分离纯化过程样品的乙

酰氨基葡萄糖含量的测定结果表明（表 /，图 /）：活
性碳的吸附洗脱处理，B>C以上的含有乙酰氨基葡
萄糖的组分得到有效分离，D<凝胶层析的检测结果
显示：分离样品中近 E@C的寡糖组分主要集中于
A@@ F A:<&2的洗脱体积内，而分子量为 >E<;>的棉
子糖在同样试验条件下进行凝胶层析时，洗脱体积

为 A/> F A<:&2（数据未显示），因此，寡糖产物的分
子量应大于聚合度为 /时的 =:G。

图 / D<凝胶排阻层析结果
H$’I / J$K" "L34%M$)8 3,()&N+)’(NO,P )8 Q$).’"4 D< )-

RSM MN&O4"M O()#%3"# TP $ I %&’( M+(N$8 !"# ./
-()& 3,N(3)N4 O%($-$3N+$)8

表 # 7:;9培养液中几丁寡糖产物的分离纯化
&’()* # <,2.4.+’-.01 04 =>3 4205 7:;9 +,)-,2*

04 3-2’.1 ?@;!（A=9"#）

D%($-$3N+$)8 M+"OM
U)4%&"
1&2

RSM 3)8I
1（&’1&2）

V)+N4 RSM
1&’

?"$4#1C

Q)$4"# 3"44 M%O"(8N+N8+ >@@ A;>A G>> A@@
R,N(3)N4 O%($-$3N+$)8

W:S# A@@@ @;@/ /@ <;@
>@C X+,N8)4 :@ /:;:/ =<> B>;<

Q$).’"4 D< O%($-$3N+$)8 A=@! /;B> =A= BA;=

!：V)+N4 Y)4%&" )- Q$).’"4 D< O%($-$3N+$)8 *NM 3N43%4N+"# NM -)44)*M：:@ Z
:<1/ [ A=@&2

!:# 9="BCD"EC鉴定结果
WD2R图谱（图 <）与 Q$).’"4 D<分离图谱均显示

存在两个主要的寡糖组分，保留时间分别为

/A;:B&$8和 /B;:A&$8。2R.XJ\.!J 分析结果（表 <）
表明：Q$).’"4 D< 分离后的混合样品中，主要产物为
几丁四糖和几丁五糖，几丁三糖（:@;>=&$8）的比例

仅占 >C。

图 < 几丁寡糖产物的 WD2R分析结果
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表 F <F 凝胶层析后样品的 9="BCD"EC分析结果
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# 讨论
在本研究中，几丁寡糖的合成反应是重组 ,&-"

编码的由乙酰氨基葡萄糖糖基转移酶催化进行的，

合成反应的糖基供体为 a9D.543673，同时，乙酰氨
基葡萄糖也是大肠杆菌细胞壁的组成成分，在肽聚

糖中的含量可占到细胞干重的 A;:C，因此，重组细
菌对 a9D.543673的需求量较大。在以甘油为唯一
碳源的 !!培养基中，a9D.543673 的形成途径，可

由 H(%.=.D转化为 543673.=.D，再经 543673.A.D进行
合成。大肠杆菌对乙酰氨基葡萄糖的吸收是由磷酸

化转运系统（O,)MO,)+(N8M-"(NM" MPM+"&，DVJ）完成
的［=］，进入细胞后的存在形式即为 543673.=.D，利于
糖基供体 a9D.543673的合成。而本研究的结果也
表明，重组细菌 !"# ./对糖基供体 a9D.543673的额

外需求，会明显降低重组大肠杆菌的生长速度和产

糖得率，但对几丁寡糖在重组细菌细胞中的最终积

累浓度没有影响。而在有充足碳源的条件下，培养

基中添加一定比例的乙酰氨基葡萄糖，可能会加快

糖基供体的合成速度，从而消除由于糖基供体 a9D.
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!"#$%#的过量需求而对菌体生长造成不利影响。
但通过对本研究应用的重组 !"#$% 基因和

&’(’)* + 等应用的来源于 & , ’()*+!"#(!, 的重组
!"#$& 基因的 -%..分析和其表达蛋白的跨膜结构
域的预测结果（表 /）表明：前者的稀有密码子的数
量较少，跨膜结构域也仅有两个，更易于在大肠杆菌

中表达。但与 &’(’)*等的研究结果相比［0］，表达不
同来源的重组 !"#$ 基因，虽然在合成培养基 11
中，重组细菌 -$% 23 的生长速度明显减缓，但单位
菌体干重的几丁寡糖含量却无明显差异，均可在

45/6 7 /6之间。另外，本研究还曾尝试对 -$% 23
进行诱导表达，但其生长速度却明显降低（数据未显

示）。以上结果表明，利用重组 !"#$ 基因的大肠杆
菌进行几丁寡糖的合成，外源糖基转移酶的活性并

不是此合成反应的限制点，较低的酶活性即可满足

目的寡糖合成的需求，酶活过高，会使糖基供体供应

不足，从而影响菌体的生长速度和目的寡糖的得率。

由于重组细菌对糖基供体的需求主要是满足菌体生

长和几丁寡糖的合成，因此，为了获得更高的几丁寡

糖得率，需要为重组 $89.蛋白提供足够的糖基供
体，本研究通过添加乙酰氨基葡萄糖以促进 :;<2
!"#$%#的合成的方法，以及 &’(’)* +等通过降低补
料速度以限制菌体生长的工艺，均取得了更好的产

糖效率。

表 ! !"#$基因的稀有密码子和跨膜结构域的数量
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图 M的数据表明，培养 OE后，细胞内的寡糖可
占细胞干重的 45/6 7 4506，而且在整个培养过程

中基本维持不变，进一步提高发酵液中的细菌浓度

或几丁寡糖在重组细菌细胞中的浓度，也可增加几

丁寡糖的产率。本研究采用的活性炭2凝胶层析的
纯化步骤可收集到大多数的目的寡糖组分，利于对

产物进行定性及定量的分析。

利用重组大肠杆菌定向合成目的寡糖的研究是

目前糖合成研究的一个重要分支，我国在此领域的

研究起步较晚，本研究通过对重组大肠杆菌的发酵

培养，成功地完成了几丁寡糖的合成，同时还对主要

几丁寡糖产物进行了定性、定量的分析，为进一步提

高重组大肠杆菌合成寡糖得率的研究工作提供了参

考和依据。
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