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摘  要 : 肝素前体是化学酶法合成肝素的起点，肝素前体的微生物高效合成具有重要意义。在已构建的产肝

素前体的枯草芽胞杆菌  ((1.71±0.08) g/L) 中，分析了 UDP-葡萄糖醛酸  (UDP-GlcUA) 途径中关键酶基因 

(pgcA、gtaB、tuaD) 以及 UDP-乙酰氨基葡糖 (UDP-GlcNAc) 途径中关键酶基因 (glmS、glmM、glmU) 的过

量表达对肝素前体产量及其分子量的影响。在此基础上，通过共表达 tuaD、gtaB、glmU、glmM 和 glmS 基因，

摇瓶中肝素前体产量提高至(2.89±0.11) g/L，分子量为(75.90±1.18) kDa。通过在 3 L 发酵罐中进行补料分批发

酵，肝素前体的产量最终积累到(7.25±0.36) g/L，分子量为(46.66±2.71) kDa，为工业化生产肝素奠定了基础。 

关键词 : 肝素前体，枯草芽胞杆菌，途径优化，产量，分子量 
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Optimization of heparosan synthetic pathway in Bacillus 
subtilis 168 

Linpei Zhang1,2, Hao Wang1,2, Zhengxiong Zhou1,2, Guocheng Du1,2, Jian Chen1,2,  
and Zhen Kang1,2 

1 Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu, China 
2 School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu, China 

Abstract:  Heparosan is the start point for chemoenzymatic synthesis of heparin and it is of great significance to 

efficiently synthesize heparosan in microorganisms. The effects of overexpressing key enzyme genes of the 

UDP-glucuronic acid (UDP-GlcUA) pathway (pgcA, gtaB and tuaD) or the UDP-N-acetyl-glucosamine (UDP-GlcNAc) 

pathway (glmS, glmM and glmU) on the heparosan production and molecular mass were analyzed in the constructed 

heparosan-producing Bacillus subtilis ((1.71±0.08) g/L). On this basis, heparosan production was increased to (2.89±0.11) g/L 

with the molecular mass of (75.90±1.18) kDa through co-overexpressing the tuaD, gtaB, glmU, glmM and glmS genes in 

shake flask cultivation. In the 3 L fed-batch fermentation, heparosan production was improved to (7.25±0.36) g/L with the 

molecular mass of (46.66±2.71) kDa, providing the potential for heparosan industrial production.  

Keywords:  heparosan, Bacillus subtilis, pathway optimization, production, molecular mass 

 

肝素 (Heparin，HP) 作为一种高度硫酸化

的糖胺聚糖[1]，在胚胎发育、免疫应答、病毒或

细菌感染及细胞分化等方面发挥重要作用[2]，临

床上也可作为抗凝与抗血栓药物[3]。肝素主要通

过动物提取法获得[2,4]，然而该方法存在种间疾

病感染[5]和过硫酸软骨素污染[6-7]等风险，且提

取过程往往造成环境污染[3]。另外，通过化学法

也可从头合成低分子量的肝素[8]，但因原料昂贵、

步骤繁多和产量极低等缺点难以进行大规模制

备[9-10]。近年来，以肝素前体为合成起点进行硫

酸化的化学酶法逐渐受到研究者的重视[1,11]，因

此，在微生物中实现肝素前体的高产成为了重

要环节。 

肝素前体  (Heparosan) 由葡萄糖醛酸 

(GlcUA) 和 N-乙酰氨基葡糖  (GlcNAc) 通过

β-1,4 和 α-1,4 糖苷键交替连接形成[12-13]，在大

肠杆菌 Escherichia coli K5 和多杀巴斯德菌

Pasteurella multocida 中天然存在[14-15]。此外，

Zhang等在 E. coli BL21 (DE3) 中实现了肝素前

体的高效异源合成[16]，而我们团队通过共表达来

自 E. coli K5的 KfiC与 KfiA合酶基因，首次在食

品级微生物枯草芽胞杆菌中获得了肝素前体[5]，

有效避免了致病性菌株生产肝素前体的风险。 

目前，一些团队致力于代谢工程改造提高

肝素前体产量。基于哺乳动物糖胺聚糖的生物

合成，认为 UDP-葡萄糖脱氢酶催化的 UDP-Glc

到 UDP-GlcUA的反应为限速步骤[17]，Zhang等

发现过表达该酶使产量和分子量均提高[16]，而

Roman团队却在 E. coli K5中得到产量降低、分

子量不变的不同结论[18]。Lidholt 等还发现只增

加 UDP-GlcNAc 使肝素前体合成速率降低、分

子量减小，但当 UDP-GlcUA 和 UDP-GlcNAc

处于平衡时，合成速率与分子量再次增大[19]。

虽然肝素前体的生物合成与分子量调控机制尚
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不清楚，但两前体物同合酶的结合具有竞争关

系，因此它们的浓度与比例将成为关键因素[17]。 

为探究合成途径中除 UDP-葡萄糖脱氢酶

以外的其他关键酶及代谢流量对产物合成与分

子量的影响，并获得肝素前体的高产菌株，本

研究在之前工作的基础上[5]进行代谢改造，强化

UDP-GlcUA途经和 UDP-GlcNAc途径中关键酶

基因的表达，并进一步通过 3 L 发酵罐放大培

养，使肝素前体积累量最终提高至 7.25 g/L，分

子量为 46.66 kDa。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种和质粒 

所用菌株和质粒均为本实验室保存，详见

表 1。 

1.1.2  酶、引物、DNA marker及相关试剂盒 

Taq DNA 聚合酶购自宝赛生物 (杭州) 有

限公司；DNA marker购自 TaKaRa (大连)；PCR

引物 (表 2) 由生工生物工程 (上海) 有限公司

合成；质粒小量抽提试剂盒购自生工生物工程 

(上海) 有限公司。 

1.2  培养基 

1.2.1  筛选培养基与种子培养基 

向 LB培养基 (蛋白胨 10 g/L，氯化钠 10 g/L，

酵母粉 5 g/L) 中添加无水硫酸镁溶液和木糖

溶液，使其在培养基中的终浓度分别为 1.5 g/L和

20 g/L，自然 pH。制备固体平板时添加琼脂 20 g/L。 

1.2.2  改良发酵培养基 

蔗糖 50 g/L (摇瓶培养) 或 15 g/L (3 L罐培

养)，酵母粉  20 g/L，蛋白胨 2 g/L，硫酸镁   

1.5 g/L，50 mmol/L磷酸钾缓冲液，pH为 7.0[5]。 

 

表 1  本文所用的质粒与菌株 

Table 1  Plasmids and strains used in this study 

Name Description Source 

Plasmids   
pP43-D pP43NMK derivate, P43-tuaD [24] 
pP43-DB pP43NMK derivate, P43-tuaD-gtaB [24] 
pP43-DBA pP43NMK derivate, P43-tuaD-gtaB-pgcA [24] 
pP43-U pP43NMK derivate, P43-glmU [24] 
pP43-UM pP43NMK derivate, P43-glmU-glmM [24] 
pP43-UMS pP43NMK derivate, P43-glmU-glmM-glmS [24] 
pP43-DU pP43NMK derivate, P43-tuaD-glmU [24] 
pP43-DU-PBMS pP43NMK derivate, P43-tuaD-glmU-Pveg-gtaB-glmM-glmS [24] 
Strains   
B. subtilis E168H B. subtilis 168 derivate, ΔlacA::PxylA-kfiC-kfiA, Emr [5] 
E168H/pP43-D E168H derivate, overexpression of tuaD gene This study 
E168H/pP43-DB E168H derivate, co-overexpression of tuaD and gtaB genes This study 
E168H/pP43-DBA E168H derivate, co-overexpression of tuaD, gtaB and pgcA genes This study 
E168H/pP43-U E168H derivate, overexpression of glmU gene This study 
E168H/pP43-UM E168H derivate, co-overexpression of glmU and glmM genes  This study 
E168H/pP43-UMS E168H derivate, co-overexpression of glmU, glmM and glmS genes  This study 
E168H/pP43-DU E168H derivate, co-overexpression of tuaD and glmU genes  This study 
E168H/pP43-DU-PBMS E168H derivate, co-overexpression of tuaD, glmU, gtaB, glmM, glmS This study 
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表 2  本文所用的引物 

Table 2  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5–3) Size (bp) 

P43-F   TGATAGGTGGTATGTTTTCGCTTG 24 
tuaD-F GTGAAAAAAATAGCTGTCATTGGAAC  26 
tuaD-R TTATAAATTGACGCTTCCCAAGTC 24 
gtaB-F ATGAAAAAAGTACGTAAAGCCATAAT  26 
gtaB-R TTAGATTTCTTCTTTGTTTAGTAAAC  26 
pgcA-R TTATTTTGCTGTTGACTCAACAA 23 
glmU-F ATGGATAAGCGGTTTGCAGTTG  22 
glmU-R TTATTTTTTATGAATATTTTTCACATAATC 30 
glmM-F ATGGGCAAGTATTTTGGAACAGACG 25 
glmM-R TTACTCTAATCCCATTTCTGACCGG  25 
glmS-R TTACTCCACAGTAACACTCTTCGCA 25 

 

1.3  培养方法 

1.3.1  种子培养 

挑取生长良好的单菌落接种于含 25 mL种

子培养基的 250 mL 三角瓶中，根据需要添加

50 g/mL卡那霉素，37 ℃、200 r/min培养 16 h。 

1.3.2  摇瓶培养 

将种子培养液按 10%接种量转接至 50 mL 

(摇瓶容量为 500 mL) 改良发酵培养基中，根据

需要添加 50 g/mL卡那霉素，37 ℃、200 r/min

培养 48 h。在接种后第 2 h添加木糖溶液使其

终浓度为 20 g/L进行诱导。 

1.3.3  3 L罐补料分批培养 

将重组菌单菌落接种至 150 mL (摇瓶容量

为 500 mL) 种子培养基中，37 ℃、200 r/min培

养 16 h，将种子培养液按 10%的接种量转接至含

1.35 L改良发酵培养基的 3 L发酵罐中，并添加

50 g/mL卡那霉素。在接种后第 2 h添加木糖溶

液使终浓度为 20 g/L 进行诱导。使用 5 mol/L 

NaOH 溶液控制 pH 为 7.0，温度为 37 ℃，搅

拌转速在接种后 8 h内为 600 r/min，8 h后为

800 r/min，通气量为 2.0 vvm。补料料液为 800 g/L

的蔗糖母液，当发酵液中蔗糖浓度低于 5 g/L

时开始补料，维持残糖浓度在 0−5 g/L。在 8−12 h

期间流加速度分别为 7.5、7.5、15、10 g/(L·h)，

此后保持 5 g/(L·h) 的流速至发酵结束。 

1.4  方法 

1.4.1  枯草芽胞杆菌的转化及重组子的鉴定 

枯草芽胞杆菌的转化采用电转方式，转化

后涂布于含 50 g/mL 卡那霉素的筛选平板，

挑选转化子，提取质粒进行 PCR验证。 

引物见表 2。质粒 pP43-D、pP43-DB、

pP43-DBA、pP43-U、pP43-UM、pP43-UMS、

pP43-DU和 pP43-DU-PBMS分别用引物 P43-F/ 

tuaD-R、tuaD-F/gtaB-R、gtaB-F/pgcA-R、P43-F/ 

glmU-R、glmU-F/glmM-R、glmM-F/glmS-R、

tuaD-F/glmU-R和 glmU-F/gtaB-R进行验证。 

1.4.2  菌体生长密度测定 

取 1 mL发酵液在 12 000 r/min下离心 2 min。

用蒸馏水重悬菌体，以蒸馏水调零，利用紫外分

光光度计测定波长为 600 nm处的吸光值，根据

吸光度有效值范围 (0.25−0.80) 适当稀释菌液。 

1.4.3  肝素前体的纯化与定量检测  

取样的发酵液在 10 000 r/min下离心 5 min

分离上清液和菌体。向上清液中加入 3倍体积

的无水乙醇，混匀后于 4 ℃放置 1 h。此后在   

5 000 r/min下离心 10 min，收集沉淀。向沉淀
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中加入等体积的蒸馏水，于 4 ℃放置使沉淀重

新溶解，该纯化步骤重复 3次，获得肝素前体

的水溶液。采用硫酸咔唑比色法定量测定肝素

前体，具体参见文献[20]。利用紫外分光光度计

检测波长为 530 nm处的吸光值，根据吸光度有

效值范围 (0.25−0.80) 适当稀释样品溶液。 

1.4.4  肝素前体分子量的测定 

肝素前体的质量平均分子量 (Mw)、数量

平均分子量  (Mn) 和多分散性系数 Ip (Ip= 

Mw/Mn) 采用高效排阻色谱联合多角度激光散

射法 (HPSEC-MALLS) 测定。分析条件：流

动相为 0.1 mol/L 的硝酸钠溶液，采用凝胶色

谱柱 Ultrahydrogel Linear (300 mm×7.8 mm；

Waters Co., Milford, MA, USA)，流速 0.5 mL/min，

柱温 50 ℃，进样量 20 μL，检测器为多角度激光

散射检测器 (Wyatt Technology DAWN HELEOS，

Santa Barbara，CA，USA) 和示差折光检测器 

(Optilab Rex，Wyatt Technology Co., USA)。 

1.4.5  蔗糖的定量检测 

取 1 mL发酵液在 4 ℃、12 000 r/min下离

心 2 min，保留上清液，经 0.22 m过滤器过滤

后，采用 HPLC 定量检测蔗糖[5]。分析条件：

流动相为乙腈水溶液 (70∶30，V/V)，色谱柱

为 NH2柱 (4 mm×250 mm)，流速 1.0 mL/min，

柱温 32 ℃，进样量 10 μL，检测器为示差折光

检测器 (Shimadzu RID-10 A)。 

2  结果与讨论 

2.1  产肝素前体途径优化重组菌的构建 

图 1A 中，从葡萄糖到两种前体物

UDP-GlcUA 和 UDP-GlcNAc 的代谢途经基因

均为 B. subtilis 168内源性基因[21]，但 B. subtilis 

168 缺少以两种前体物合成肝素前体所需的糖

基转移酶基因 kfiC和 kfiA[22-23]，我们之前已通

过基因组整合共表达 kfiC和 kfiA，实现了枯草

芽胞杆菌生产肝素前体[5]。 

但是，UDP-GlcUA 途径中的 6-磷酸葡萄

糖 (Glc-6-P) 和 UDP-GlcNAc途径中的 6-磷酸

果糖 (Fru-6-P) 还分别参与磷酸戊糖途径和糖

酵解途径 [21]，消耗部分原料。同时两前体物

UDP-GlcUA 和 UDP-GlcNAc 既要合成目标产

物，也要参与合成细胞壁，供给菌体生长的需

要[17]，因而制约了肝素前体的积累。为进一步

提高肝素前体产量，过量表达合成途径的关键

酶基因，强化 UDP-GlcUA途径和 UDP-GlcNAc

途径代谢流，使前体物充足。 

 

图 1  肝素前体合成途径优化  

Fig. 1  Optimization of the heparosan synthetic pathway. (A) The biosynthetic pathway of heparosan in B. subtilis. (B) 
Organization of the constructed plasmids containing the overexpressed pathway genes. 
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将曾构建的 8 个过表达途径基因的重组质

粒 (图 1B，表 1) 转化产肝素前体的 B. subtilis 

E168H[5]，经 PCR 验证，获得了相应的 8 株重

组菌 (表 1)，结果如图 2所示。 

 

 

 
图 2  PCR 验证重组枯草芽胞杆菌 

Fig. 2  Confirmation of the recombinant B. subtilis by 
PCR. The numbers 1–8 signify the recombinant strains 
with plasmids pP43-D, pP43-DB, pP43-DBA, pP43-U, 
pP43-UM, pP43-UMS, pP43-DU and pP43-DU-PBMS, 
respectively; M: DNA marker. 

2.2  优化肝素前体合成途径基因对产量的影响 

将 8株重组菌与对照菌 B. subtilis E168H进

行摇瓶发酵，第 48 h产量结果如图 3所示。 

从图 3A 看出，与对照株相比，单独上调

tuaD 基因的表达显著增加了肝素前体的产量，

达到 (2.65±0.13) g/L，证明了 UDP-葡萄糖脱氢

酶 (tuaD编码) 催化的 UDP-葡萄糖 (UDP-Glc) 

到 UDP-GlcUA 的反应为肝素前体合成的一个

重要限速步骤[16-17]。进一步过表达 tuaD和 gtaB

基因上调 UDP-Glc 和 UDP-GlcUA 的供应，产

量略有降低，为 (2.32±0.05) g/L，这一结果可能

是由于 tuaD和 gtaB基因的共同强化引起Glc-6-P

储量减少，继而导致 UDP-GlcNAc途径代谢流向

UDP-GlcUA 途径转化，使 KfiA 转运酶获得

UDP-GlcNAc成为限速因素，降低了肝素前体合

成的起始速率[18]。同时，两前体物存在竞争关

系，UDP-GlcUA 过量时作为竞争抑制剂占据 

 

 

 
 

图 3  产肝素前体枯草芽胞杆菌的摇瓶培养 

Fig. 3  Flask cultivation of the B. subtilis strains producing heparosan. (A) Effect of overexpressing biosynthetic 
pathway genes on heparosan production. (B) Time courses of cell growth and heparosan production from the 
recombinant B. subtilis E168H/pP43-DU-PBMS and the control B. subtilis E168H in flask cultivation. 
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UDP-GlcNAc与 KfiA酶的结合位点，使产量降

低[17]。而进一步强化 UDP-GlcUA的上游合成途

径，同时过表达 tuaD、gtaB 和 pgcA 基因，产

量 ((2.37±0.02) g/L) 较过表达 tuaD 和 gtaB 时

没有明显变化，即 pgcA对肝素前体产量无正向

作用，该现象与另一种糖胺聚糖——透明质酸的

合成调控一致[24]，表明 Glc-6-P为磷酸戊糖途径

和糖酵解途径的关键节点受到严格调控。 

对于合成另一前体物的UDP-GlcNAc途径，

单独上调 glmU基因的表达，肝素前体产量达到 

(2.06±0.10) g/L，说明 UDP-N-乙酰氨基葡糖焦磷

酸化酶 (glmU编码的双功能酶) 催化的 1-磷酸氨

基葡糖 (GlcN-1-P) 到UDP-GlcNAc的反应为肝素

前体合成的另一限速步骤。然而，过表达 glmU和

glmM时，产量无明显变化 ((1.98±0.04) g/L)，说明

6-磷酸氨基葡糖 (GlcN-6-P) 的合成受严谨调控。

在此基础上进一步强化 glmS基因后，产量恢复到 

(2.30±0.22) g/L，这一结果证明酰胺转移酶 (glmS

编码) 是肝素前体合成的又一重要途径酶。 

另外，为了研究同时提高两条代谢通路流

量对肝素前体产量的影响，过量表达了两个限速

酶基因 tuaD和 glmU，产量为 (2.52±0.06) g/L。

而同时上调所有基因 tuaD、gtaB、glmU、glmM

和 glmS的表达，促使肝素前体的积累量达到最

大，为 (2.89±0.11) g/L，提高了 69.01%，说明

两前体物UDP-GlcUA和UDP-GlcNAc的比例平

衡对加快肝素前体的聚合速度非常有利[17,19]。

并且，从图 3B中看出，与对照株相比，重组质

粒 pP43-DU-PBMS 的转入并没有成为菌体生长

的负担，菌体量反而稍有提高，不同于细胞生

长和肝素前体合成具有竞争关系的说法[16-17]，

这可能是由于增大途径代谢流获得了充足的

UDP-GlcUA 和 UDP-GlcNAc，在满足细胞壁形

成需要后更多地用于目标产物的合成。 

2.3  优化肝素前体合成途径基因对分子量的

影响 

已有报道一些因素如代谢流分布、前体物浓度

及比例等对肝素前体的分子量有影响[17-19]，因此对

上述 8 株重组菌和对照菌所产肝素前体的分子量

进行了MALLS-SEC分析，结果如表 3所示。 

过表达 tuaD和共表达 tuaD-gtaB均使 Mw增

大，分别为 (67.70±1.29) kDa和 (71.40±1.82) kDa，

说明 UDP-GlcUA 途径代谢流的增加对延长肝

素前体多糖链有利，这不同于在野生菌株 E. coli 

K5 中提高 UDP-葡萄糖脱氢酶的活性，而肝  

素前体分子量未受影响[18]，可能是 E. coli 与     

B. subtilis 对 UDP-GlcUA 的合成具有不同的调

控机制。进一步过表达 pgcA 基因导致了 Mw的

降低 ((53.65±2.06) kDa)，反映出该基因对糖链

延伸有负面影响。 

过表达 glmU 和组合过表达 glmU-glmM、

glmU-glmM-glmS 均能明显促进 Mw 的提高 

((61.12±0.98)−(73.83±1.65) kDa)，表明 UDP- 

GlcNAc的浓度与肝素前体分子量存在正相关性，

这一现象虽与 Lidholt得出的实验结论相反[19]，但

与透明质酸的分子量调控相似[24-26]。 

此外，共表达 tuaD 和 glmU 基因，使 Mw

提高至 (58.79±0.80) kDa，而组合共表达 tuaD- 

gtaB-glmU-glmM-glmS 时，Mw 达到最大，为 

(75.90±1.18) kDa，证明前体物 UDP-GlcUA 和

UDP-GlcNAc的量和比例是除肝素前体合酶固有

性质和外部环境以外的影响肝素前体分子量的

一大重要因素[17,19]。另外还发现，8 株重组菌合

成的肝素前体，其多分散性系数 (Ip，表 3) 在

1.09−1.42 之间，尤其是当前体物平衡时，产物

分子量分布范围更集中 (1.09−1.16)，说明可通过
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途径优化实现更统一分子量的肝素前体的生产。 

2.4  发酵罐分批补料培养的研究 

根据摇瓶发酵结果，将重组菌 B. subtilis 

E168H/pP43-DU-PBMS在 3 L发酵罐中进行放大

培养。为保证碳源的充足，实现菌体高密度发酵，

当残糖含量低于 5 g/L时，流加 800 g/L的蔗糖母

液，维持残糖浓度在 0−5 g/L之间。结果如图 4

所示，可以看出大量的肝素前体的积累主要集中

于菌体生长的稳定期，即细胞生长与产物生成非

偶联。在发酵 64 h时，肝素前体的产量达到最高，

为 (7.25±0.36) g/L，是摇瓶水平的 2.51倍，此后

产量保持稳定，相比于之前研究中过表达 tuaD

时重组菌在 3 L 罐上发酵 72 h 时产量达到最高 

((5.82±0.17) g/L)[5]，本菌株表现出了更高的产量和

生产强度。产物的Mw为 (46.66±2.71) kDa (表 3)，

较摇瓶培养时降低，可能因为搅拌桨机械剪切力

的作用使糖链切断，但 Ip值 1.28却显示 3 L罐发

酵仍较好地保持了相对集中的分子量分布。 
 

表 3  本研究中肝素前体的分子量 

Table 3  Molecular weights of heparosan in this study 

Strains aMw (kDa) bMn (kDa) cIp 

B. subtilis E168H 39.72±0.78 30.95±0.93 1.28±0.02 

B. subtilis E168H/pP43-D 67.70±1.29 49.36±1.91 1.37±0.06 

B. subtilis E168H/pP43-DB 71.40±1.82 59.50±0.95 1.20±0.03 

B. subtilis E168H/pP43-DBA 53.65±2.06 37.78±0.77 1.42±0.09 

B. subtilis E168H/pP43-U 61.12±0.98 51.36±1.35 1.19±0.11 

B. subtilis E168H/pP43-UM 62.03±1.23 56.39±1.66 1.10±0.02 

B. subtilis E168H/pP43-UMS 73.83±1.65 59.04±0.62 1.25±0.04 

B. subtilis E168H/pP43-DU 58.79±0.80 50.68±0.88 1.16±0.03 

B. subtilis E168H/pP43-DU-PBMS (shake flask) 75.90±1.18 69.63±1.26 1.09±0.05 

B. subtilis E168H/pP43-DU-PBMS (3 L fermentor) 46.66±2.71 36.42±1.44 1.28±0.08 
a The weight-average molecular mass (Mw); b The number-average molecular mass (Mw); c Polydispersity index (Ip). 
 

 
 

图 4  重组菌 B. subtilis E168H/pP43-DU-PBMS 在 3 L

罐中的补料分批培养 

Fig. 4  Fed-batch fermentation of the recombinant     
B. subtilis E168H/pP43-DU-PBMS in 3 L fermentor. 
Time courses of cell growth, sucrose concentration and 
heparosan production. 

3  结论 

肝素前体作为一种化学酶法合成肝素的骨

架，其产量的提高具有重要意义。在产肝素前

体的枯草芽胞杆菌中进行合成途径优化，通过

组合过表达 UDP-GlcUA 途径和 UDP-GlcNAc

途径中的关键酶基因，构建了 8 株重组菌。其

中，共表达 tuaD、gtaB、glmU、glmM 和 glmS

基因时，肝素前体的产量最高，摇瓶水平为  

2.89 g/L，且分子量为 75.90 kDa，说明肝素前体

的生物合成与分子量调控依赖于两前体物的充

足与比例平衡。进一步通过 3 L 罐补料分批培

养，肝素前体最终积累至 7.25 g/L，分子量为
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46.66 kDa。本研究为高产肝素前体提供了新策

略，并可将此策略应用于强化其他多糖如透明

质酸、软骨素等的生物合成。 
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