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摘  要 : 为实现可同时利用木糖和葡萄糖进行生产发酵，以产乙醇的大肠杆菌工程菌 SZ470 为出发菌株 

(∆pflB，∆frdABCD，∆ackA，∆ldhA)，采用同源重组技术，敲除葡萄糖转运基因 ptsG，以构建不受葡萄糖抑制

效应影响的菌株 SZ470P。SZ470P 在 5％混合糖 (2.5％木糖和 2.5％葡萄糖) 培养基中能同时利用葡萄糖和木

糖进行发酵，葡萄糖消耗量是 13 g/L，为对照菌株 SZ470 的一半；木糖消耗量是 20 g/L，是 SZ470 的 3.8 倍；

乙醇的最高产量为 15.01 g/L，转化率为 89.13％，比 SZ470 提高了 14.32％。结果表明，工程菌 SZ470P 可同

时利用葡萄糖和木糖发酵生产高产量的乙醇。 

关键词 : 大肠杆菌 SZ470，ptsG 基因，基因敲除，木糖发酵，葡萄糖效应  
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Knockout of the ptsG gene in engineered Escherichia coli  
for homoethanol fermentation from sugar mixture 

Tao Yan, Jinfang Zhao, Wenhui Gao, Jinhua Wang, Yongze Wang, Xiao Zhao,  
and Shengde Zhou 

College of Bioengineering, Hubei University of Technology, Hubei Provincial Cooperative Innovation Center of Industrial Fermentation, 
Wuhan 430068, Hubei, China 

Abstract:  To realize the simultaneous fermentation of xylose and glucose, ptsG (one of the glucose-PTS genes) was 
deleted from the engineered ethanologenic Escherichia coli SZ470 (∆pflB, ∆frdABCD, ∆ackA, ∆ldhA), resulting in loss of 
glucose effect in the mutant SZ470P (∆ptsG). When tested in 5% mixture of glucose (2.5%) and xylose (2.5%), SZ470P 
simultaneously used glucose (13 g/L) and xylose (20 g/L) whereas the parent strain SZ470 sequentially used glucose 
(25 g/L) then xylose (5 g/L). Upon completion of the fermentation, both strains achieved similar product yield of 89%. 
SZ470P produced 15.01 g/L of ethanol, which was 14.32% higher than that produced by SZ470 (12.86 g/L). Deleting ptsG 
gene enabled the mutant strain SZ470P to simultaneously use both glucose and xylose and achieve better ethanol production. 

Keywords:  Escherichia coli SZ470, ptsG gene, gene knockout, xylose fermentation, glucose effect 

在底物为六碳糖和五碳糖的情况下，大肠杆

菌会优先利用速效碳源 (即六碳糖)，然后再利

用迟效碳源 (即五碳糖)，这种现象称为碳代谢

产物抑制 (CCR)[1]，这是由于相关酶的活动和基

因表达的情况下，抑制了细胞运输其他碳源的能

力[2-4]。所有的这些现象与磷酸转移酶系统 (PTS) 

密切相关[5]，此系统对于菌体具有以下生理学意

义：碳水化合物转运和代谢、分解物代谢阻遏、

碳源储备、协调碳氮代谢平衡等[6]。PTS 系统包

括 EI、HPr 以及 EIIs，前两者为胞质可溶型蛋白，

分别由 pts H和 ptsⅠ编码，后者多为蛋白复合体，

对碳水化合物具有特异性，包括 EIIMan、EIIFru、

EIIBgl、EIIAGlc、EIICBGlc 等[6]，其中 crr 基因编

码的 EIIAGlc 以及 ptsG 基因编码的 EIICBGlc 在葡

萄糖磷酸化转运中起主要作用[7]，其中由 ptsG 基

因编码的酶EIICBGlc在葡萄糖的跨膜转动中具有

重要作用[8]。 

关 于 ptsG 基 因 缺 陷 菌 株 与 大 肠 杆 菌

Escherichia coli 发酵的研究在国内也有相关报

道[9]，Li 等[1]构建了大肠杆菌 PTS 缺陷株，即敲

除 ptsG 基因，使大肠杆菌同时能利用混合糖发

酵来生产聚羟基脂肪酸酯 (PHAs)；韩聪等[10]以

Escherichia coli DH5α、JM109 为出发菌株，在重

组酶的作用下，构建 ptsG 基因缺陷株，结果发

现，缺陷菌株的最高菌密度远高于对照菌株。重

组蛋白肿瘤坏死因子 (TNF) 在缺陷菌株中的表

达量占到全菌蛋白的 20.8％~24.3％，说明 ptsG

基因缺陷株具有良好的生长能力和表达外源蛋

白的能力，在大肠杆菌高密度发酵[11-13]研究方面

具有巨大的应用前景。 

现有的一些发酵菌种可利用碳源的范围比

较窄 (如运动发酵单胞菌只能以葡萄糖、蔗糖或

果糖作为发酵原料；酿酒酵母也只能利用六碳

糖，不能利用五碳糖)，而大肠杆菌虽然可利用
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的碳源范围较广 (可以利用五碳糖和六碳糖)，但

是在五碳糖和六碳糖同时存在的情况下，由于碳

代谢产物抑制，大肠杆菌是先利用完葡萄糖，再

利用木糖的，木糖的消耗量不大。为了提高糖的

消耗量，提高乙醇产量，文中采用遗传背景清楚、

易操作、易调控、培养基要求简单和生长迅速的

工程菌大肠杆菌 SZ470 为菌株，利用 Red 同源重

组技术[14]构建 ptsG 基因缺陷株，有望降低葡萄

糖的摄取速率，减少副产物累积，解除葡萄糖效

应，促进菌体生长，使其在混合糖 (即五碳糖和

六碳糖) 培养基中能同时利用五碳糖和六碳糖，

扩大大肠杆菌底物同时利用糖的范围，增加糖的

消耗量，提高乙醇的产量。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株与质粒 

Escherichia coli SZ470 为本实验室构建的高

效同型乙醇发酵工程株，来源于野生菌株 E. coli 

B，其丙酮酸甲酸裂解酶 (focA-pflB)、延胡索酸

还原酶 (frdABCD)、乙酸激酶 (ackA)、D-乳酸脱

氢酶 (ldhA) 4 个基因被敲除，并通过无氧启动子

融合表达技术倍增了 NADH 还原力，是一株优

秀的厌氧同型乙醇发酵菌株[15-17]，该菌株由于敲

除了 ldhA、frdABCD、pflB、ackA 等基因，因此

减少或消除了其他副产物，使其葡萄糖的代谢产

物主要只有乙醇。质粒 pKD46 (温度敏感型复制

子，Ampr)、质粒 pKD4 (含有卡那霉素的抗性基

因 Kanr) 和抗性基因消除质粒 pCP20 为本实验

室保存[18]。 

1.1.2  引物 

扩增卡那霉素抗性基因的引物 P1、P2 分别由

两部分组成 (表 1)，靠近 5′端未加下划线的序列

与 ptsG 基因两翼序列同源，靠近 3′端加下划线

的序列与质粒 pKD4 上 Kanr 基因两侧序列互补。

采用 Red 同源重组技术 [14] (它是一段两侧

40~60 bp，与目标基因同源的序列，利用 Red 重

组酶，将它导入菌体细胞中，使扩增的 DNA 片

段与染色体的特定目标序列进行同源重组，目标

基因被标记基因替换下来的一种基因工程敲除

手段) 使其与目标基因互换。在大肠杆菌染色体

上 ptsG 基因外侧和内侧，分别设计两对引物 P3、

P4 和 P5、P6 用于敲除后重组菌株的验证。引物合

成由上海生工生物工程技术服务有限公司完成。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

DNA Taq 聚合酶购自 Fermentas 公司。L-阿

拉伯糖为国药集团化学试剂有限公司产品。蛋白

胨和酵母粉为英国 Oxoid 公司产品。氨苄青霉素

和卡那霉素均购自 Mersco 公司，工作浓度分别

为 100 mg/L 和 50 mg/L。其他化学试剂均购自国

药集团化学试剂有限公司。电击转化仪为美国

Bio-Rad 公司生产。 

表 1  敲除和鉴定 ptsG 基因的引物 
Table 1 Primers for deletion and identification of ptsG 

Primer name Primer sequences (5′–3′) 

P1 
ATGTTTAAGAATGCATTTGCTAAC
CTGCAAAAGGTCGGTAAATCGGTG
TAGGCTGGAGATGCTTC 

P2 
TTAGTGGTTACGGATGTACTCATC
CATCTCGGTTTTCAGGTTATCCATA
TGAATATCCTCCTTAG 

P3 ATGTTTAAGAATGCATTTGC 

P4 TTAGTGGTTACGGATGTACT 

P5 TCGCCTCTAAACACCTGG 

P6 TGTAGTAAACAATCGCATAACC’ 
The underlined sequence represents complementary to the 
sequence on both ends of the Kanr gene. 
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1.1.4  培养基 

LB 培养基：蛋白胨 10 g/L、酵母粉 5 g/L、

氯化钠 5 g/L；发酵培养基：LB 培养基加 5％的

葡萄糖 (LB+5％ G)、LB 培养基加 2.5％的葡萄

糖和 2.5％的木糖 (LB+2.5％ G+2.5％ X，即混

合培养基)。 

1.2  方法 
1.2.1  PCR 片段的制备 

以质粒 pKD4 为模板，P1 和 P2 为引物，进

行 PCR 扩增，反应条件为：95 ℃变性 30 s，55 ℃

退火 30 s，72 ℃延伸 2 min，循环 30 次。PCR

产物经回收纯化后，溶于去离子水中，得到两端

带有 ptsG 同源臂的卡那霉素抗性基因片段。 

1.2.2  pts G 基因敲除 

用 CaCl2 法将 pKD46 转化到 E. coli SZ470 细

胞中，经过氨苄青霉素抗性平板筛选后得到阳性

菌落。挑取大肠杆菌 SZ470/pKD46 的单菌落接种

于新鲜 LB 培养基中，加入 2％ L-阿拉伯糖 30 ℃

培养至 OD600=0.5~0.6，将菌液置冰浴中 15 min

后 10 000 r/min 离心 10 min，所得细胞用去离子

水反复洗涤 3 次后。将上述 PCR 扩增产物与 EP

管中的细胞混合，1 500 V 电击后立刻加入 1 mL

预冷的 LB+50％ G的培养基中，于摇床中 30 ℃、

150 r/min 复苏培养 2 h，涂布于含有卡那霉素的抗

性平板上，37 ℃恒温培养 24 h，筛选阳性转化子。 

1.2.3  重组菌株的鉴定及抗性基因的消除 

挑取在卡那霉素抗性平板上生长良好的阳

性转化子单菌落，以 P3、P4 和 P5、P6 为引物进

行 PCR 扩增，并通过琼脂糖凝胶电泳检测 PCR

产物大小，以 E. coli SZ470 为对照菌株。将 pCP20

质粒转化到已成功敲除 ptsG 基因的卡那霉素抗

性阳性菌株，30 ℃培养 3 h 后，涂于无抗性平板

上，42 ℃过夜培养，热诱导促进 FLP 重组酶表

达，同时质粒也逐渐丢失。挑取在无抗性平板上

生长良好而在抗性平板上不能生长的重组菌菌

落，转接 3 次。 

1.2.4  五碳糖发酵培养 

挑取敲除成功的重组菌株、对照菌株的单菌

落接种于装有 100 mL LB 培养基的 250 mL 的三

角瓶中，37 ℃培养 10 h 后，分别接种于装有

100 mL LB+5％ G 和 LB+2.5％ G+2.5％ X 培养

基的 250 mL 三角瓶中，37 ℃、150 r/min 继续培

养，定时取样，测定菌体光密度 OD600 值、糖浓

度及乙醇产量。每个处理做 3 个平行。 

1.2.5  发酵产物检测分析 

光密度 OD600 值用紫外分光光度计在 600 nm

处测定，葡萄糖和木糖的浓度用安捷伦的 1 200

型高效液相色谱仪检测，检测条件：采用示差检

测器，柱子型号为 BioRad 公司的 HPX87H，柱

温 35 ℃，流动相为 4 mmol/L H2SO4，流速为

0.5 mL/min，进样 20 μL；乙醇采用气相色谱仪

进行测定，测定条件：采用氢离子火焰检测器 

(FID)，毛细管柱，柱温 40 ℃，进样温度 200 ℃，

检测器温度 200 ℃，载气为氮气，流速 2 mL/min，

正丙醇作为内标，进样 0.5 μL。乙醇理论产量的

计算为消耗 1 mol 葡萄糖可产生 2 mol 乙醇，消

耗 1.2 mol 木糖可产生 2 mol 乙醇。根据消耗的

糖的量来计算实际产乙醇的量。 

2  结果 

2.1  PCR 片段的制备 
以 pKD4 为模板，P1 和 P2 为引物，扩增出

两端与 ptsG 基因上下游序列同源，中间为卡那

霉素抗性基因 Kanr 的 DNA 片段，经 1.0％琼脂
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糖凝胶电泳检测，片段大小约为 1 550 bp，与理

论值基本一致 (图 1)。 

 

图 1  PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳分析 
Fig. 1  Electrophoresis analysis of PCR product. 1: 
DNA marker; 2: PCR product. 
 

2.2  ptsG 基因缺陷株的鉴定 
挑取卡那平板上筛选得到的转化菌株单菌

落，以 P3 和 P4 为引物，进行 PCR 扩增，电泳检

测 PCR 产物大小。结果如图 2A 所示，ptsG 基因

自身长度为 1 434 bp，电击转化后，卡那霉素抗

性基因重组到 SZ470 染色体上，扩增的片段长度

约为 1 550 bp，而两者相差 100 bp 左右；以 P5、

P6 为引物，按上述步骤进行再 PCR 扩增，由于

引物 P5、P6 是在 ptsG 基因内部设计的，所以如

果敲除成功，重组菌株不会出现相应的扩增条

带，而对照菌株会出现约 786 bp 大小的基因片段 

(图 2B)。通过两次 PCR 验证实验，可以证明 ptsG

基因成功敲除，将敲除成功的菌落经过 42 ℃热

诱导培养，使其卡那霉素抗性基因消除掉，将该

鉴定成功敲除 ptsG 基因的重组菌株命名为

Escherichia coli SZ470P，用于后续摇瓶发酵实

验，以进一步验证预期的结果。 

 

图 2  ptsG 基因缺陷株的 PCR 鉴定 
Fig. 2  Identification of ptsG mutants by PCR. (A) PCR 
was performed with the primers P3 and P4. (B) PCR was 
performed with the primers P5 and P6. 1, 4: DNA 
marker; 2, 6: SZ470P; 3, 5: SZ470. 
 

2.3  重组菌株生长曲线 
以在培养基中各时刻所测定的菌体吸光度

对发酵时间作图，从图 3 可以看出，在 LB+5％ G

的培养基中，ptsG 缺陷菌株 SZ470P 在发酵

0~48 h，缺陷菌株 OD600 值小于对照组；发酵 48 h

后，缺陷菌株 SZ470P 的 OD600 值超过了对照菌

株，在 72 h 达到最大 OD600 值为 10.65，是对照

菌株的 1.15 倍，对照菌株最高 OD600 值为 9.24。 

在 LB+2.5％ G+2.5％ X 培养基中，ptsG 缺

陷菌株最大 OD600 值 (9.57) 稍高于对照菌株最

大 OD600 值 (9.27)。以上结果表明，与对照菌株

相比，大肠杆菌 ptsG 缺陷株可摄取更多的还原

糖用于菌体生长，因而具有较高的生物量。 

2.4  重组菌株还原糖消耗曲线 
由于敲除了 ptsG 基因，ptsG 基因缺陷菌株

SZ470P 的葡萄糖消耗量就不及对照菌株 SZ470，

如图 4A 所示，在 LB+5％ G 的培养基中，缺陷

菌株 SZ470P 葡萄糖的消耗速率明显低于对照菌

株，其葡萄糖消耗速率 (1.08 g/(L·h)) 是对照菌 
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图 3  大肠杆菌 ptsG缺陷株在LB+5% 葡萄糖及混合

糖培养基中的生长情况 
Fig. 3  Comparison of growth between parent and ptsG 
mutant strains in LB+5% glucose and sugar mixture 
medium.  
 
株 (2.08 g/(L·h)) 的一半。发酵到最后，对照菌

株消耗了 39 g/L 的葡萄糖，而缺陷菌株只消耗了

大约 40％的葡萄糖，即消耗了 20 g/L。 

从图 4B 中可以看到，对照菌株 SZ470 是先

利用完葡萄糖再利用木糖的，即在发酵 36 h 时消

耗完葡萄糖之后，再开始消耗木糖，葡萄糖的消

耗速率达到了 1 g/(L·h)，而木糖的消耗速率仅为

0.17 g/(L·h)，这是因为葡萄糖和木糖同时存在的

情况下，葡萄糖会产生抑制效应。而缺陷菌株

SZ470P 培养基中的木糖和葡萄糖的消耗曲线是

同时下降的，其中木糖的消耗速率 (0.64 g/(L·h)) 

比葡萄糖 (0.5 g/(L·h)) 的快。如图 4B 所示，发

酵到 96 h 时，对照菌株葡萄糖全部消耗完，木糖

只消耗了 5 g/L；而缺陷菌株 SZ470P 消耗了

13 g/L 的葡萄糖和 20 g/L 的木糖。缺陷菌株

SZ470P 的木糖消耗量是对照菌株的 4 倍。可能

是因为敲除了 ptsG 基因之后，大肠杆菌减少了

对葡萄糖的摄取率，减弱了葡萄糖抑制效应，使

大肠杆菌能同时利用葡萄糖和木糖，增加了木糖

的消耗量。 

2.5  乙醇产量 
大肠杆菌缺陷菌株 SZ470P 与对照组 SZ470

的发酵乙醇产量如图 5 所示，缺陷菌株 SZ470P

在 LB+5％ G 的培养基中的乙醇产量不高，因为 

 

图 4  大肠杆菌 ptsG 缺陷株和对照菌株对葡萄糖和木

糖的利用 
Fig. 4  Sugar consumption of E. coli SZ470P (ptsG−) 
and E. coli SZ470 (ptsG+). (A) Fermentation in 5% 
glucose. (B) Fermentation in 2.5% glucose+2.5% 
xylose. 
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其被敲除了 ptsG 基因之后发酵前期生长比较缓

慢，利用的葡萄糖量减少，在发酵 48 h 时，乙醇

产量只有 7.3 g/L，在发酵 84 h 才达到最高乙醇

产量 11.16 g/L，大约是对照菌株最高产量 

(19.69 g/L) 的一半；说明 ptsG 基因对控制葡萄

糖转运有很大影响。 

在 LB+2.5％ G+2.5％ X 培养基中，在发酵

12 h 时，缺陷菌株与对照组的乙醇产量分别为

7.42 g/L 和 10.74 g/L，在发酵前 24 h，缺陷菌株

的乙醇产量没有对照菌株的高，而在发酵 24 h

之后，缺陷菌株的乙醇产量超过了对照组，由原

来对照组的最高乙醇产量 13.13 g/L 提高到了

15.01 g/L，提高了 14.32％；缺陷株 SZ470 乙醇

转化率为理论值的 89.13％。这可能是因为

SZ470P 能同时利用已糖 (葡萄糖) 和戊糖 (木

糖)，从整体上提高了还原糖的消耗量，扩大了

底物同时利用糖的范围，提高了糖的转化率，最

终提高了乙醇的产量。 

 

图 5  大肠杆菌 ptsG 缺陷株和对照菌株的乙醇产量 
Fig. 5  Ethanol yield of ptsG mutant strains and parent 
strains. 

3  讨论 

利用基因打靶技术敲除生物代谢途径中的

关键基因，改变代谢流分布，构建新的代谢途径，

在微生物代谢工程研究中具有重要作用。本文利

用 Red 同源重组技术敲除大肠杆菌的 ptsG 基因，

在 LB+5％ G 培养基中，在发酵前 48 h，ptsG

基因缺陷菌株的 OD600 值低于亲株，生长比较缓

慢[19]，是因为敲除了指导菌体将胞外的葡萄糖转

运到胞内的主要基因 ptsG，使葡萄糖从胞外转运

到胞内的速度减慢所致。基因缺陷株的菌密度在

发酵 48 h 之后，明显比亲株高，在进入对数生长

期后获得最大 OD600 值为 10.65，比对照组的最

大菌密度高出 11.2％。敲除后的 SZ470P 达到最

大菌体密度的时间比对照菌株延后了，因为在大

肠杆菌转运葡萄糖的系统中，除了磷酸转移酶系

统 (PTS) 之外，还有一些其他酶 (如酶 GlcⅡ 等) 

均可将葡萄糖转运入微生物细胞内[3]，因此，敲

除基因 ptsG 后细胞可通过其他转运酶的作用将

胞外的葡萄糖转运到胞内，来摄取葡萄糖，在生

长过程中摄取葡萄糖用于菌体的生长和繁殖，其

最高 OD600 值是对照菌株的 1.5 倍。敲除了 ptsG

基因之后，大肠杆菌减少了对葡萄糖的摄取率，

其葡萄糖的消耗量是对照菌株的 50％，减弱了葡

萄糖抑制效应，使大肠杆菌葡萄糖代谢产物抑制

现象得以解除，在六碳糖  (葡萄糖) 和五碳糖 

(木糖、阿拉伯糖等) 同时存在的情况下，缺陷株

SZ470P 能同时利用五碳糖和六碳糖，由于葡萄

糖的抑制效应得以解除，从而使木糖的消耗量由

原来的 20％提高到 80％。在只有葡萄糖存在的

培养基中，缺陷株乙醇产量是对照菌株的一半，

这一方面是由于 SZ470P 菌株被敲除了转运葡萄
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糖的 ptsG 基因，使消耗的葡萄糖减少；另一方

面，摄取的葡萄糖更多的转化为菌体的生物量。

而在六碳糖 (葡萄糖) 和五碳糖 (木糖) 同时存

在的情况下，混合糖能被同时利用，还原糖的

消耗量提高，从而使其转化成乙醇的量也相应

提高。 

目前，在利用原料上，特别是以秸秆为廉价

原料[1, 20-23]，稀酸水解之后进行发酵[24]，其水解

液中同时有五碳糖 (如木糖、阿拉伯糖等) 和六

碳糖 (如葡萄糖、半乳糖、甘露糖等)，如果利用

酵母来进行发酵，则会造成大量五碳糖的浪费。

利用代谢工程技术，构建 ptsG 缺陷的大肠杆菌

基因工程菌，可大大提高还原糖的利用，扩大同

时利用底物的范围，降低生产成本。由于高密度

发酵过程的重要性[25]，大肠杆菌 ptsG 基因缺陷

株的发酵特性及乙醇产量的提高还有待在发酵

罐中进一步研究，在实现缺陷菌株高密度生长的

同时，提高乙醇的产量。 
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