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摘  要 : 研究构建能够分泌表达纤维素酶的产乙醇菌株，实现降解木质纤维素生产乙醇的整合生物加工过程。

文中通过克隆来自运动发酵单胞菌 Zymomonas mobilis ZM4 的丙酮酸脱羧酶基因 pdc 和乙醇脱氢酶基因 adhB，

并通过 Red 重组将二者整合到大肠杆菌 Escherichia coli JM109 基因组中，首先构建了一株可以利用葡萄糖进

行乙醇发酵的重组菌 E. coli P81。随后将来源于多粘芽胞杆菌 Bacillus polymyxa1.794 的 β-葡萄糖苷酶基因 bglB

在 E. coli P81 中进行了分泌表达，得到了一株可以进行纤维二糖降解和乙醇发酵双重功能的重组菌 E. coli P81 

(pUC19-bglB)。该菌胞外分泌 β-糖苷酶活达到 84.78 mU/mL 菌液，纤维二糖酶活达到了 32.32 mU/mL 菌液。

该重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 以纤维二糖为碳源进行乙醇发酵，乙醇得率达到了理论产率 55.8％，而在

葡萄糖和纤维二糖的共发酵中，其乙醇产量达到了理论产率 46.5％。构建得到的此株整合生物加工大肠杆菌能

够利用 β-葡萄糖苷酶生产乙醇，为构建能利用木质纤维素分解产物生产燃料乙醇的高效、稳定生产用工程菌

奠定了良好的基础。 

关键词 : 大肠杆菌，乙醇发酵，β-葡萄糖苷酶，分泌表达，整合生物加工  
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Construction of an ethanologenic Escherichia coli strain  
expressing β-glucosidase 

Yao Zhang, Zichen Luo, Qiuqiang Gao, and Jie Bao 

State Key Laboratory of Bioreactor Engineering, School of Bioengineering, East China University of Science and Technology, Shanghai 

200237, China 

Abstract:  Constructing ethanologenic strains with cellulose activity is important to achieve consolidated bioprocessing of 

lignocellulose for ethanol production. In this study, we integrated the pyruvate decarboxylase gene pdc and alcohol 

dehydrogenase gene adhB from Zymomonas mobilis ZM4 into Escherichia coli JM109 by Red recombination method to 

generatea recombinant strain E. coli P81that could produce ethanol from glucose. Aβ-glucosidase gene bglB from Bacillus 

polymyxa 1.794 was cloned into the recombinant E. coli P81 and β-glucosidase was expressed to give a new recombinant 

strain E. coli P81 (pUC19-bglB) with dual functions of cellobiose degradation and ethanol production. The 

extracellularβ-glucosidaseactivity was 84.78 mU/mL broth and the extracellular cellobiase activity of E. coli P81 

(pUC19-bglB) was 32.32 mU/mL broth. E. coli P81 (pUC19-bglB) fermented cellobiose to ethanol with a yield of 55.8% of 

the theoretical value, and when glucose and cellobiose were co-fermented, the ethanol yield reached 46.5% of thetheoretical 

value. The construction of consolidated bioprocessing strain opens the possibility to convert cellobiose to ethanol in a 

single bioprocess. 

Keywords:  Escherichia coli, ethanol fermentation, β-glucosidase, secretive expression, consolidated bioprocessing 

将纤维素酶生产、纤维素水解和乙醇发酵

组合在一起进行纤维素乙醇的生产被称之为整

合生物加工工艺  (Consolidated bioprocessing, 

CBP)，具备这 3 个功能的发酵菌种被称之为整

合生物加工菌种，这一工艺是木质纤维素生物

炼 制 的 重 要 方 向 之 一 [1-2] 。 在 酿 酒 酵 母

Saccharomyces cerevisiae 等传统乙醇生产菌株

中采用表面展示 (Surface display) 纤维素酶或

纤维小体，从而构建纤维素乙醇 CBP 菌株是目

前最主要的研究潮流[3]。Zhao 等[4-5]在酵母表面

组装一系列不同功能的纤维小体，获得能够代

谢磷酸浸泡微晶纤维素 (PASC) 得到乙醇的两

株重组菌 HZ1886(CipA3-EGII-CBHII-BGL1)和

HZ1885(CipA1-EGII-CBHII-BGL1)，此外，通过

在 酿 酒 酵 母 表 面 装 载 来 源 于 热 纤 维 梭 菌

Clostridium thermocellum 的纤维小体，得到重组

菌 S. cerevisiae strain L2612 能够利用 D-木糖生

产乙醇。Kondo 等[6]在 S. cerevisiae 中表面展示

了来源于棘孢曲霉 Aspergillus aculeatus 的 β-葡

萄糖苷酶 bglI，Kotaka 等[7]在酿酒酵母表面展示

了来自米曲霉 Aspergillus oryzae 的 β-葡萄糖苷

酶和内切葡聚糖酶基因，并以 β-葡聚糖作为底

物进行乙醇发酵，转化率达到理论值的 69.6％。

Ryu 等[8]则在大肠杆菌中导入乙醇路径，同时表

面 展 示 来 源 于 解 纤 维 梭 菌 Clostridium 

cellulolyticum 的 3 种纤维素酶，以稀酸处理的

玉米秸秆为底物获得乙醇。 

在使用表面展示方法进行纤维素酶和纤维

小体的表达时，纤维素酶的分布局限于细胞表

面，酶量受限于表面的结合位点，且与底物木
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质纤维素的接触空间有限，不利于催化反应。

同时，表面展示过程相对复杂，需要多种辅助

蛋白并且跨膜分泌[9-10]。分泌表达纤维素酶也是

一种重要的构建 CBP 菌株的思路，通过在生物

体内构建新的分泌表达体系或者利用自有的分

泌体系将纤维素酶分泌到胞外，进入反应体系水

解纤维质。分泌表达的纤维素酶可以与底物充分

接触，并随着发酵的进行，不断地在反应体系内

积累，相应的催化能力也随之增强。同时分泌表

达系统相对简单，可通过启动子的强弱和信号肽

的种类来控制分泌能力的强弱，调整体系内各类

纤维素酶的比例，形成良好的协同作用。 

由于大肠杆菌遗传背景清楚、繁殖快、基

因操作成熟，所以本文选用大肠杆菌为出发菌

株。纤维素降解酶系是由外切葡聚糖酶、内切

葡聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶组成，其中 β-葡萄糖

苷酶可将纤维二糖水解生成葡萄糖，从而减少

纤维二糖的积累及酶解过程的反馈抑制，是纤

维素水解的最后一步。且相比纤维素酶和半纤

维素酶作用的底物是不溶性的大分子，β-葡萄糖

苷酶的底物纤维二糖为可溶分子，容易精确测

定,因此相比另外两类纤维素酶，更适于 CBP 菌

株分泌表达的研究[11-14]。首先通过 Red 重组，

将来源于运动发酵单胞菌 Zymomonas mobilis 

ZM4 的丙酮酸脱羧酶基因 pdc 和乙醇脱氢酶基

因 adhB 整合到大肠杆菌 JM109 基因组，构建了

一株可以进行乙醇发酵的菌株 E. coli P81。之

后，选择将对纤维二糖具有较高专一性的来自

多粘芽胞杆菌 Bacillus polymyxa β-葡萄糖苷酶

基因 bglB[15]克隆到 E. coli P81，构建得到一株

能够分泌 β-葡萄糖苷酶到胞外的重组菌 E. coli 

P81 (pUC19-bglB)，实现了纤维二糖为碳源进行

乙醇发酵的整合生物加工。本工作为今后构建

实用的纤维素酶分泌表达型的乙醇发酵 CBP 工

程菌提供了研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  质粒与菌株 

本实验中所用的菌株和质粒如表 1 所示。

其中 Escherichia coli JM109 作为基因 pdc、adhB

的整合宿主菌，E. coli DH5α 用于基因的克隆和

筛选，运动发酵单胞菌 Zymomonas mobilis 

ZM4(ATCC 31821) 是基因 pdc、adhB 的来源菌

株，多粘芽胞杆菌 Bacillus polymyxa1.794 是基

因 bglB 的来源菌株。 

RM 培养基：20 g/L 葡萄糖、10 g/L 酵母浸

出物、2 g/L KH2PO4。SOC 培养基：20 g/L 蛋白

胨、5 g/L 酵母浸出物、0.5 g/L NaCl、2.5 mmol/L 

KCl、10 mmol/L MgCl2、20 mmol/L 葡萄糖。

M9 基本培养基：6 g/L Na2HPO4、3 g/L K3PO4、

0.5 g/L NaCl、1 g/L NH4Cl、2 mmol/L MgSO4、

0.1 mmol/L CaCl2。 

Taq、Primer STAR 聚合酶和 pMD19-T 载体

购自 TaKaRa 公司；限制性内切酶购自 Fermentas

公司；质粒抽提、琼脂糖凝胶试剂盒购自上海

捷瑞生物工程公司；PCR 产物纯化试剂盒购自

上海生工生物工程公司。Qiagen 基因组抽提试

剂盒购自美国 Qiagen 公司；葡萄糖试剂盒购自

上海科欣生物技术研究所。 

大肠杆菌 JM109、DH5α 的培养条件为

37 ℃、200 r/min，含有温敏质粒 pKD46、pCP20

时培养条件为 30 ℃、200 r/min。运动发酵单胞

菌 ZM4 在 RM 培养基中 30 ℃静置厌氧培养，

多粘芽胞杆菌的培养条件为 37 ℃、220 r/min。 
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表 1  本实验中所用的菌株和质粒 

Table 1  Strains and plasmids used in this study 

Strains and plasmids Genotype and/or salient characteristics Sources 

Strains 

E. coli JM109 
RecA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, 
Δ(lac-proAB)/F` [traD36, proAB+, lacIq, lacZΔM15] 

Novagen 

E. coli DH5α 
F-, φ80dlacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, 
hsdR17(rk- ,mk+), phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1 

Novagen 

Z. mobilis ZM4 Wild type strain, ATCC 31821 ATCC 

B. polymyxa 1.794 Wild type strain, CGMCC 1.794 CGMCC 

E. coli P8 JM109 △pfl::kan-Ptac-pdc-adhB This study 

E. coli P81 JM109△pfl::Ptac-pdc-adhB This study 

Plasmids   

pGEX-4T-1 Template plasmid, carrying Ptacpromoter gene Pharmacia 

pUC19 Expression vector, used for bglB expression in E. coli p81 Novagen 

pMD19-T An easy cloning vector used for cloning genes pdc, adhB and KnR TaKaRa 

pKD4 
Template plasmid, carrying kanamycin-resistance gene 
(KnR)flanked by the recognition sites (FRT sites) of the yeast FLP 
recombinase in direct repeats 

Biovector 

pKD46 
Helper plasmid, carrying bacteriophage λ-Red recombinase genes 
under the control of arabinose-inducible ParaBAD promoter 
(araBp-gam-bet-exo) 

Biovector 

pCP20 
Helper plasmid, carrying FLP recombinase gene under the control 
of an temperature sensitive promoter 

Biovector 

 

实验中使用的卡那霉素和氨苄青霉素终浓度如

无特别标明，均为 100 μg/mL。发酵实验中种子

在装有 5 mL LB 的试管内培养，发酵在 250 mL

的锥形瓶中进行，装液量为 50 mL。 

1.2  基因 pdc、adhB 和 bglB 的克隆 

运动发酵单胞菌 Z. mobilis ZM4、多粘芽胞

杆菌 B. polymyxa 1.794 和大肠杆菌的基因组使

用 Qiagen 基因组抽提试剂盒提取。以 Z. mobilis 

ZM4 的全基因组为模板，高保真酶 Primer STAR

为聚合酶扩增基因 pdc、adhB，在 PCR 产物中

加入 r-Taq 聚合酶 72 ℃保温 20 min，添加 A 尾

巴。以质粒 pGEX-4T-1 为模板克隆启动子 Ptac

后，利用 Overlap PCR 将基因 pdc、adhB 连接

到启动子 Ptac 下游，得到质粒 T-Ptac-pdc-adhB。

以质粒 pKD4 为模板，根据丙酮酸甲酸裂解酶

pflA、pflB 的基因序列，扩增两翼各包含一段长

为 40 bp 的 pfl 基因两端序列的片段 kan。 

以多粘芽胞杆菌 B. polymyxa 1.794 基因组

为模板克隆 β-葡萄糖苷酶基因 bglB，通过酶切

连接到载体 pUC19，并添加启动子 P43 和信号肽

NprB 辅助其分泌表达，构建质粒 pUC19-P43- 

NprB-bglB。 
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表 2  本实验中所用的引物序列 

Table 2  Primers used in this study 

Amplified fragments Primer Sequence (5–3) 

pdc Pdc1 GGAATTCCATATGAGTTATACTGTCGGTACCTA (Nde I) 

 Pdc2 ACGCGTCGACTAGAGGAGCTTGTTAACAGG(Sal I) 

adhB Adh1 ACGCGTCGACGAGGTTATAGCTATGGCTTCTTCAACTTT(Sal I) 

 Adh2 TCCGCTCGAGTTTTCCTGTTTTGAAATTAG (Xhol) 

kan Kan1 
CGCAGTAAATAAAAAATCCACTTAAGAAGGTAGGTGTTACGTCTTGAGCGA
TTGTGTAGG 

 Kan2 
ACTCAATAAAGTTGCCGCTTTACGGGGAAATTAGAACATTCTCGAGTTAA
GGTTTAACGG(Xhol) 

Ptac-pdc-adhB Over1 GGGAATTCCATATGGGAGCTGTTGACAATTA(Nde I) 

 Over2 GTACCGACAGTATAACTCATGAATACTGTTTCCTGTGTGA 

 Over3 TCACACAGGAAACAGTATTCATGAGTTATACTGTCGGTAC 

 Over4 CCGCTCGAGGTTTTCCTGTTTTGAAATTAGA(Xhol) 

kan-Ptac-pdc-adhB Red1 
CGCAGTAAATAAAAAATCCACTTAAGAAGGTAGGTGTTACGTCTTGAGCGA
TGTGTAGG 

 Red2 
ACTCAATAAAGTTGCCGCTTTACGGGGAAATTAGAACATTCTCGGTTAAGG
TTTAACGG 

bglB bgl1 CGGGATCCATGCGCAACTTGACCAAGAC (BamHІ) 

 bgl2 CCCAAGCTTTTAAAACCCGTTCTTCGCC (HindШ) 

 Jd1 ATACTGGGTCATTTACCTGC 

 Jd2 CAATCCATCTTGTTCAATCA 

 Jd3 ATAGTGATAGTCGGTTTTGC 

 Jd4 CAGAATGAAGCGCGGAATAA 

The underlined sections mean the restriction enzyme sequences indicated by the parentheses the end. 
 

1.3  大肠杆菌 Red 重组及重组菌的筛选 

在电转感受态细胞中加入总计 500 ng 的电

转样品，混匀，冰浴 30 min 后转入 0.1 cm 预冷

的电击杯，用电转仪  (Gene PulserXellTM ，

BIO-RAD)电击转化，电转条件为：200 Ω，25 μF，

2 000 V，4~5 ms[16-18]。电击后立即加入 SOC 培

养基，37 ℃、150 r/min 孵育 1 h 后，涂布于含

25 μg/mL 含卡那霉素的 LB 平板，37 ℃培养(重

组原理见图 1)，于含高浓度卡那霉素(100 μg/mL)

的 LB 抗性平板上复筛，并通过菌落 PCR 鉴定、

筛选。 

抗性标记基因的消除：将辅助质粒 pCP20

转入 Red 重组后的阳性菌株内，30 ℃培养 8 h

后，转接，在 42 ℃培养 12 h，消除质粒 pCP20。

涂布于 LB 平板 37 ℃培养，将长出的单菌落分

别在 LB 与含氨苄青霉素、卡纳青霉素的 LB 平

板上划线，37 ℃培养 12 h，获得对两种抗生素

均敏感的克隆[19]。 

1.4  β-葡萄糖苷酶酶活测定 

粗酶液的制备：培养 12 h 的菌株按 1％接

种量接种于 LB 培养基中，37 ℃、200 r/min 培

养至 OD600 为 2，10 000 r/min、4 ℃离心 5 min， 
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图 1  Red 重组方法在 E. coli 基因组上整合乙醇代谢路径基因 pdc 和 adhB 

Fig. 1  Integration of ethanol fermentation pathway genes pdc and adhB into E. coli genome DNA by Redre 
combination method. 

将上清冰浴，缓慢加入 55％饱和度的研磨硫

酸铵，同时不断搅拌，沉淀上清中的蛋白，

10 000 r/min、4 ℃离心 10 min，去上清后用 1 mL

预冷的 50 mmol/L 的柠檬酸缓冲液  (pH 6.0) 

溶解沉淀，即为发酵液粗酶液；将离心得到

的菌体用预冷的 50 mmol/L 的柠檬酸缓冲液 

(pH 6.0) 洗涤两次后，用 1 mL 柠檬酸缓冲液悬

浮，超声破碎后，10 000 r/min、4 ℃离心，上

清即为全细胞粗酶液；另取离心后所得的菌体，

用超纯水洗涤 2 次后，加入含 20％ (W/V) 蔗糖、

0.5 mmol/L Na2EDTA 的 33 mmol/L Tris-HCl 

(pH 8.0) 溶液悬浮菌体，在室温孵育 10 min 后，

8 000 r/min、4 ℃离心 8 min 去上清，随后加入

超纯水悬浮菌体，室温孵育 10 min，8 000 r/min   

4 ℃离心 8 min，上清即为周质粗酶液[20]；将制

备周质粗酶液时离心所得的细胞超声破碎，

10 000 r/min、4 ℃离心，上清即为细胞质粗酶液。 

以对硝基苯-β-D-吡喃半乳糖苷 (pNPG) 作

为底物测定 β-糖苷酶酶活[21]。1 U 酶活定义为规

定条件下 1 min 之内释放出 1 μmol 的对硝基苯酚

所对应的酶量。在 2 mL 的反应体系中，先加入

0.8 mL 柠檬酸缓冲液 (100 mmol/L，pH 6.0) 以

及 1 mL 8 mmol/L pNPG (由 50 mmol/L pH 6.0

柠檬酸缓冲液溶解)，37 ℃预热后加入 0.2 mL

的经过适当稀释的粗酶液，在 37 ℃条件下反

应 10 min，加入 1 mL 的 0.5 mol/L Na2CO3 终止

反应，最后在 405 nm 处测定吸光度值 (酶空白

为：1 mL 柠檬酸缓冲液+1 mL 8 mmol/L pNPG；

底物空白为：1.8 mL 柠檬酸缓冲液+0.2 mL 粗

酶液)。 

以纤维二糖为底物测定纤维二糖酶的酶活。

1U 纤维二糖酶活定义为规定条件下 1 min 催化

纤维二糖生成 1 μmol 的葡萄糖所需的酶量[22]。

在 2 mL 的反应体系中，先加入 1 mL 80 mmol/L
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的纤维二糖 (由 100 mmol/L pH 6.0 的柠檬酸缓

冲液溶解)，37 ℃预热后加入 1 mL粗酶液，37 ℃

反应 1 h 后，利用葡萄糖试剂盒测定生成的葡萄

糖的量[23]。(酶空白：1 mL 柠檬酸缓冲液+1 mL

纤维二糖；底物空白：1 mL 柠檬酸缓冲液+1 mL

粗酶液)。 

1.5  发酵与分析 

培养 12 h 的菌株按 1％接种量接种于含有

50 mL 培养基的 250 mL 锥形瓶中，37 ℃、

200 r/min 培养到 OD600 为 0.2[24]，加入终浓度为

1 mmol/L IPTG，37 ℃、200 r/min 发酵培养。理

论上，1 分子的纤维二糖水解可得 2 分子的葡萄

糖，1 分子的葡萄糖代谢可产生 2 分子的乙醇，

据此转化纤维二糖、葡萄糖所应产生乙醇的量，

为乙醇的理论产量，而实际发酵中代谢所得乙醇

与理论上消耗相同量糖产生的乙醇的比值，为实

际乙醇的得率，即按照理论得率为 100％计算的

得率。发酵液中的乙醇含量和残余的葡萄糖、纤

维二糖的浓度由高效液相色谱进行定量分析，色

谱柱 (LC-20AD) 使用 Aminex HPX-87H column 

(Bio-Rad USA) 离子交换柱，流动相为 5 mmol/L

的 H2SO4，流速为 0.6 mL/min，柱温为 65 ℃，

采用示差折光检测器 RID-10A (岛津公司)，检测

器温度为 40 ℃。所有的样品在 10 000 r/min 离

心 5 min 后，上清经过 0.22 μm 的滤膜过滤处理。 

2  结果与分析 

2.1  β-葡萄糖苷酶分泌型乙醇发酵工程菌 E. 

coli 的构建与酶活测定 

通过 PCR 克隆得到基因 pdc、adhB，及含同

源臂的 kan 基因，并分别连接到质粒 pMD19-T

进行酶切鉴定。通过 Overlap PCR 将 pdc-adhB

连接到 Ptac 启动子下游，得到片段 Ptac-pdc-adhB，

随后插入含同源臂的 kan 基因中，与载体

pMD19-T 连接，构建得到质粒 pMD19-kan- 

Ptac-pdc-adhB (图 2A)。将 PCR 克隆得到 β-葡萄

糖苷酶基因 bglB 连接到载体 pUC19，得到质粒

pUC19-P43-NprB-bglB (图 2B)。 

以质粒 pMD19-kan-Ptac-pdc-adhB 为模板

PCR 扩增片段 kan-Ptac-pdc-adhB，经 DpnI 酶处

理后电击转化到 E. coli JM109，将片段 kan-Ptac-  

 

图 2  pMD19-kan-Ptac-pdc-adhB 与 pUC19-P43-NprB-bglB 的质粒图谱 

Fig. 2  Maps of plasmids. (A) pMD19-kan-Ptac-pdc-adhB. (B) pUC19-P43-NprB-bglB. 
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pdc-adhB 替换并整合到 JM109 基因组中丙酮酸

甲酸裂解酶 pflA、pflB 基因的位点上。抽提重组

菌的基因组，利用鉴定引物 Jd1、Jd2 和 Jd3、Jd4 

(鉴定引物的位置见图 1) 进行 PCR 鉴定，PCR

片段大小正确，证明目标基因整合到基因组的

靶定位点，将得到的重组菌记为 E. coli P8。 

进一步在 E. coli P8 内导入辅助质粒 pCP20

消除抗性标记基因 kan，得到的阳性克隆只能在

LB中生长。抽提重组菌的基因组，鉴定引物 Jd1、

Jd2 进行 PCR 无法得到条带，而引物 Jd3、Jd4

进行 PCR 时得到正确的条带，证明染色体上卡

纳青霉素标记基因已被删除，且辅助质粒 pCP20

也已消失，将得到的该重组菌记为 E. coli P81。

将重组质粒 pUC19-P43-NprB-bglB 转入重组菌

E. coli P81，PCR 和酶切鉴定正确后，将所得的

重组菌记为 E. coli P81 (pUC19-bglB)。 

重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 分别以对

硝基苯 -β-D-吡喃半乳糖苷  (pNPG) 和纤维二

糖为底物对 β-葡萄糖苷酶的 β-糖苷酶活和纤维

二糖酶活进行了测定。E. coli JM109 是本文中基

因操作的原始菌株，而 E. coli P81 是整合乙醇途

径后得到的改造菌株，为了明确重组菌 E. coli 

P81 (pUC19-bglB) 的酶活和发酵特性，所以转入

质粒 pUC19 后作为对照菌。将对照菌 E. coli 

JM109 (pUC19)、E. coli P81 (pUC19) 和重组菌

E. coli P81 (pUC19-bglB) 接种于含氨苄青霉素

的 LB 培养基中培养，以 pNPG 为底物测定 β-糖

苷酶酶活，结果如图 3A 所示。重组菌 E. coli P81 

(pUC19-bglB) 发酵液中 β-糖苷酶活可以达到

3.62 mU/mL 菌液，周质空间的 β-糖苷酶活为

81.16 mU/mL 菌液，细胞质的酶活为 20.98 mU/mL

菌液，对照菌 E. coli P81 (pUC19) 发酵液和

周质空间的 β-糖苷酶活分别为 0.07 mU/mL、

0.36 mU/mL，E. coli JM109 (pUC19) 发酵液

和周质空间的 β-糖苷酶活分别为 0.03 mU/mL、

0.7 mU/mL。 

   

图 3  重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 的 β-糖苷酶和纤维二糖酶酶活测定 

Fig. 3  The enzyme activity of E. coli P81 (pUC19-bglB). (A) The β-glucosidase activity of BglB. (B) The cellobiase 

activity of BglB. Culture conditions: 37 ℃, 200 r/min. The protein in 20 mL supernatant broth were precipitated by 

using ammonium sulfate and redissolved in 1 mL 50 mmol/L citric acid buffer (pH 6.0) to give the crude enzyme 

solution. The glucosidase activities were determined using pNPG substrate at 37 ℃ for 10 min, the cellobiase activities 

were determined using cellobiose substrate at 37 ℃ for 1 h. Strains E. coli JM109 (pUC19) and E. coli P81 (pUC19) 

were used as control. 
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以纤维二糖为底物测定的纤维二糖酶活结

果如图 3B 所示，重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB)

发酵液中纤维二糖酶活可以达到 0.80 mU/mL菌

液，周质空间的纤维二糖酶活为 31.54 mU/mL

菌液，细胞质的酶活为 20.76 mU/mL 菌液，对

照菌 E. coli JM109 (pUC19) 发酵液和周质空间的

纤维二糖酶活分别为 0.05 mU/mL、3.18 mU/mL，

E. coli P81 (pUC19) 发酵液和周质空间的纤维

二糖酶活分别为 0.08 mU/mL、3.04 mU/mL。重

组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 所表达的 β-葡萄

糖苷酶大量存在于细胞的周质空间内，且重组菌

E. coli P81 (pUC19-bglB) 的胞外酶活远高于对

照 菌 E. coli JM109 (pUC19) 、 E. coli P81 

(pUC19)，这表明重组菌E. coli P81 (pUC19-bglB) 

中的 bglB 基因得到了高效的表达，且 β-葡萄糖

苷酶分泌到了胞外。 

2.2  纤维二糖为碳源的乙醇发酵 

为检测重组菌对纤维二糖的利用能力，以纤

维二糖为唯一碳源进行发酵实验。将 E. coli 

JM109 (pUC19)、E. coli P81 (pUC19)、E. coli P81 

(pUC19-bglB) 接种于含有 10 g/L 纤维二糖的 M9

基础培养基中，单一碳源发酵 48 h 后，结果如图

4 所示。对照菌 E. coli JM109 (pUC19)、E. coli 

P81 (pUC19) 虽然由于种子培养基中的成分随

转接进入发酵体系，菌体量略微增长，但由于

对照菌不具备利用纤维二糖的能力，所以无法

以 纤 维 二 糖 为 碳 源 生 长 。 而 E. coli P81 

(pUC19-bglB) 生长良好，48 h 时 OD600 增长到了

1.9，代谢了 2.5 g/L 的纤维二糖，但三株菌都没

有乙醇生成。在含纤维二糖的 M9 基础培养基中，

重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 通过分泌表达

β-葡萄糖苷酶代谢纤维二糖，以纤维二糖为碳

源，可以正常的生长，但没有乙醇产生，推测可

能是由于 M9 基础培养基的营养匮乏，重组菌可

以生长但不适宜于其代谢生产乙醇。 

 

图 4  重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 以纤维二糖

为唯一碳源的发酵 

Fig. 4  Ethanol fermentation of E. coli P81 (pUC19-bglB) 

in cellobiose as a sole carbon source. Cellobiose 
concentration: (▲) for E. coli JM109 (pUC19), (■) for 
E. coli P81 (pUC19), (●) for E. coli P81 (pUC19-bglB); 

Growth condition: (△) for E. coli JM109 (pUC19), (□) 

for E. coli P81 (pUC19), (○) for E. coli P81 

(pUC19-bglB). Culture conditions: 37 ℃, 200 r/min. 

Strains E. coli JM109 (pUC19) and E. coli P81 (pUC19) 

were used as control. 

为验证重组菌是否能够利用纤维二糖生产

乙醇，在含纤维二糖的 LB 培养基中进行发酵实

验。将重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 和两株对

照菌 E. coli JM109 (pUC19)、E. coli P81 (pUC19) 

接种于到含有 10 g/L 纤维二糖的 LB 培养基中的

培养，发酵 48 h 后结果见图 5A。对照菌 E. coli 

JM109 (pUC19)、E. coli P81 (pUC19) 可以正常

生长，但纤维二糖几乎没有利用，也没有乙醇产

生。其中，E. coli JM109 (pUC19) 既没有利用纤
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维二糖的能力，也没有导入产乙醇途径，所以可

以利用 LB 培养基中的组分正常生长，但没有明

显的乙醇产生。E. coli P81 (pUC19) 虽然导入了

pdc-adhB 途径，但无法利用纤维二糖，LB 培养

基中的成分可支持菌体的生长，而不足以生产乙

醇。而重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 发酵 48 h

后，代谢了 5.9 g/L 纤维二糖，产生 1 g/L 乙醇，

达到了乙醇理论得率的 31.6％。E. coli P81 

(pUC19) 与重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 在

含纤维二糖的 LB 培养基中产乙醇的差异，说明

重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 是以纤维二糖

为碳源生产乙醇而非LB中的组分。重组菌E. coli 

P81 (pUC19-bglB) 在含纤维二糖的 M9基本培养

基中进行培养时，其 OD600 值仅为在含纤维二糖

的 LB 中的 OD600 值的一半，说明 β-葡萄糖苷酶

水解产生的少量葡萄糖尚未能满足菌体正常的

生长所需，菌体处于“饥饿”中，所以葡萄糖被用

于菌体的生长，而非被用于乙醇生产，所以没有

乙醇生成。在整个发酵过程中没有检测到葡萄糖

的存在，说明纤维二糖水解得到的葡萄糖迅速被

重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 利用，避免了葡

萄糖的大量积累，将体系中的葡萄糖浓度维持在

较低水平。 

重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 在发酵的

中后期的纤维二糖代谢减慢，因此测定了重组

菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 在不同时间的胞外

相对纤维二糖酶酶活，结果如图 5B，在 30 h 时

菌体生长量达到最大，而胞外纤维二糖酶酶活

也最高，之后菌体的 OD600 值开始下降，胞外的

纤维二糖酶酶活也开始降低，原因可能是摇瓶

培养中 E. coli 菌由于营养减少和发酵副产物增

减，在 30 h 后逐渐失去活性。 

    

图 5  重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 发酵纤维二糖的结果和相对胞外纤维二糖酶活 

Fig. 5  Ethanol fermentation of E. coli P81 (pUC19-bglB) in the LB medium with 10 g/L cellobiose and the relative 
extracellular cellobiase activity. (A) Fermentation of E. coli P81 (pUC19-bglB) in the LB medium with 10 g/L 

cellobiose, cellobiose concentration: (▲) for E. coli JM109 (pUC19), (■) for E. coli P81 (pUC19), (●) for E. coli P81 

(pUC19-bglB); ethanol concentration: (△) for E. coli JM109 (pUC19), (□) for E. coli P81 (pUC19), (○) for E. coli P81 

(pUC19-bglB). Strains E. coli JM109 (pUC19) and E. coli P81 (pUC19) were used as control. (B) The relative 

extracellular cellobiase enzyme activity and growth condition of E. coli P81 (pUC19-bglB) in different time: (×) for 
growth condition. 
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为检验重组菌对纤维二糖的耐受性，进行

不同浓度纤维二糖的发酵实验。将重组菌 E. 

coli P81 (pUC19-bglB) 分别在含 10 g/L、20 g/L、

30 g/L、40 g/L 和 50 g/L 纤维二糖的 LB 培养基

中进行发酵培养，发酵 48 h 后，结果见表 3。

随着纤维二糖浓度的升高，OD600 值也随之升

高，说明重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 对

较高浓度的纤维二糖有着良好的耐受性，并分别

达到了乙醇理论得率的 31.6％、51.2％、55.8％、

47.3％和 44.7％。纤维二糖浓度的提高对重组菌

E. coli P81 (pUC19-bglB) 的生长没有明显的不

利影响，并随着纤维二糖浓度的提高，菌体量

增加，胞外酶也在积累，纤维二糖的代谢量增

加，得到的乙醇也在逐步提高。虽然 30 g/L 纤

维二糖时获得最高的乙醇理论得率，但考虑到

残余的纤维二糖较多，所以后续仍选用 10 g/L

纤维二糖进行发酵实验。 

表 3  E. coli P81 (pUC19-bglB) 利用不同浓度纤维二

糖发酵乙醇 

Table 3  Ethanol fermentation of E. coli P81 
(pUC19-bglB) in LB medium with different 

concentration of cellobiose 

Initial 
cellobiose 

(g/L) 

OD600 
Cellobiose 
consumed 

(g/L) 

Ethanol 
yield (g/L)

Yield (%)

 9.5 5.1  5.9 1.0 31.6 

20.4 5.3  8.0 2.2 51.2 

29.4 5.6 10.0 3.0 55.8 

39.5 6.2 13.0 3.3 47.3 

49.1 6.4 15.4 3.7 44.7 

Fermentation results by E. coli P81 (pUC19-bglB) after  
48 h at 37 ℃, 200 r/min. 
 

为检验葡萄糖的存在对重组菌利用纤维二

糖生产乙醇的影响，故进行葡萄糖和纤维二糖

的共发酵实验。重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 

在含有 10 g/L 葡萄糖和 10 g/L 纤维二糖的 LB

中共发酵培养 (图 6)，12 h 时，葡萄糖几乎利

用完全，纤维二糖只代谢了 1.8 g/L，发酵 48 h

后残余纤维二糖的浓度为 5.9 g/L，代谢了 4.1g/L

纤维二糖，产生乙醇的浓度最高为 3.4 g/L，达

到了乙醇理论得率的 46.5％。与含 10 g/L 纤维

二糖的 LB 中发酵 12 h 代谢 3.2 g/L 纤维二糖这

一结果相比，共发酵 12 h 只代谢了 1.8 g/L 纤维

二糖，代谢速率下降近 44％。分析由于葡萄糖、

纤维二糖共发酵时，葡萄糖作为 β-葡萄糖苷酶

催化纤维二糖的产物，对 β-葡萄糖苷酶形成了

一定程度的反馈抑制，降低了催化效率。但菌

体没有出现二次生长的现象，葡萄糖并未对纤

维二糖的利用形成葡萄糖遏制，实现了葡萄糖

和纤维二糖同步代谢。 

本文对大肠杆菌进行一系列的基因工程改

造，克隆了来自运动发酵单胞菌的高效乙醇生 

 

图 6  重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 的纤维二糖

与葡萄糖共发酵 

Fig. 6  Ethanol co-fermentation of E. coli P81 

(pUC19-bglB) in 10 g/L cellobiose and 10 g/L glucose. 

(×) for growth condition, (◇) for glucose concentration, 

(○) for cellobiose concentration, ( △ ) for ethanol 

concentration. 
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产路径 pdc-adhB，并置于启动子 Ptac 的控制之

下。启动子 Ptac 是一个强启动子，受到 IPTG 诱

导时，能加强基因的表达，从而一定程度上消

除整合到基因组上导致的拷贝数降低而引起的

表达降低。通过 Red 重组将 Ptac-pdc-adhB 整合

到大肠杆菌 JM109 基因组的 pflA、pflB 位点，

在提高基因稳定性的同时敲除了乙醇生产的竞

争路径。随即转入能够分泌表达的 β-葡萄糖苷

酶 bglB 基因，构建得到可代谢纤维二糖进行乙

醇发酵的 CBP 重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB)。 

重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 发酵液中

β-糖苷酶活可以达到 3.62 mU/mL 菌液，周质空

间的 β-糖苷酶活为 81.16 mU/mL 菌液，总胞外 β-

糖苷酶活可以达到 84.78 mU/mL 菌液，而发酵液

中纤维二糖酶活可以达到 0.80 mU/mL 菌液，周

质空间的纤维二糖酶活为 31.54 mU/mL 菌液，总

胞外纤维二糖酶活可以达到 32.34 mU/mL 菌液，

远高于对照菌 E. coli JM109 (pUC19)、E. coli P81 

(pUC19) 的总胞外酶活。重组菌 E. coli P81 

(pUC19-bglB) 在以纤维二糖为唯一碳源的 M9

中生长良好，48 h 代谢了 2.5 g/L 的纤维二糖，

但没有乙醇产生。而在含 10 g/L 纤维二糖的 LB

中发酵 48 h 后，代谢了 5.9 g/L 纤维二糖，产生

1 g/L 乙醇，达到了乙醇理论得率的 31.6％。在

含 30 g/L 纤维二糖的 LB 发酵 48 h 后，得到了

最高的乙醇理论得率 55.8％。重组菌 E. coli P81 

(pUC19-bglB) 在含有 10 g/L 葡萄糖和 10 g/L 纤

维二糖的 LB 中进行共发酵培养，12 h 时，葡萄

糖几乎利用完全，发酵 48 h 代谢了 4.1 g/L 纤维

二糖，产生乙醇的浓度最高为 3.4 g/L，达到了

乙醇理论得率的 46.5％。 

文中重组菌 E. coli P81 (pUC19-bglB) 的胞

外 β-糖苷酶酶活虽高于对照菌 E. coli JM109 

(pUC19)、E. coli P81 (pUC19)，但 β-葡萄糖苷

酶的胞外量并不高，目前尚不具备在生物炼制

过程中的实用价值，但本文的目的在于测试纤

维素酶分泌表达型乙醇发酵整合生物加工细胞

的概念是否可以实现。因此，选择了蛋白分泌

能力不强但容易进行基因工程操作的 E. coli 作

为模型微生物。结果表明，即使在较低的蛋白

分泌条件下，纤维素酶分泌表达型乙醇发酵工

程菌仍然表现出了明显的整合生物加工能力，

即同时进行纤维二糖的降解和乙醇发酵。 

本文中由于没有在发酵时控制 pH 值，导致

在发酵的后期 β-葡萄糖苷酶的活性降低，所以

在后续的实验中考虑发酵培养时控制 pH 值，并

采取增加分泌的手段提高 E. coli 的胞外酶活，

提高 β-葡萄糖苷酶的活性，增强对纤维二糖的

代谢能力。此外仅单独添加了 3 种纤维素酶中

的一种，为了更高效地直接利用木质纤维素，

在后续的实验中将研究与另外两种纤维素酶的

分泌共表达。 
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