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摘要：将含有 !"#$#$%&’ #$()*)’ 乙醇合成途径的关键酶基因的片段 $+&,% -., 和 $+&,%&./&，分别’同时接入

()*+,,$-.以及 (&&/"012%3载体中，得到了 ()*%$4、(&&/%$4等重组质粒，分别转化入几株乳杆菌。在 #!5下进
行乙醇发酵试验，结果表明：在 0&,+$(&,)**1’ -*&%+&%1# 16160 &,,7,中同时引入基因 -.,、&./&有效地将碳代谢流导
向了产乙醇方向，重组菌 &,,7,（()*%$4）发酵 89:;葡萄糖 8,<分别产生 ,9#;（2’2）乙醇，为原始菌 &,,7,的 8:
倍；而将 -.,、&./&基因同时引入 0 = &#"*$3$41’ &,""!和 0 = &,).$-/)*1’ &,,87，能检测到相当于原始菌 !倍的乙醇产
出。在重组菌发酵过程中，仍有大量的乳酸产出，在引入产乙醇基因的同时敲除乳酸脱氢酶基因，将有可能使乳杆

菌的代谢流向更有效地转向产乙醇途径。
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乳杆菌是一类革兰氏阳性兼性厌氧菌，适宜生

长温度高达 #,5 _ 3,5，能在较低的 ()和较高盐
浓度的环境下生长；其中大多数能够代谢包括五碳

糖和六碳糖在内的多种糖类；能产生具有抑菌或杀

菌作用的细菌素，在发酵生产中能起到抑制其他细

菌的作用。同时，乳杆菌是目前基于酵母菌的乙醇

发酵中的主要污染菌［"，!］，与酵母竞争性利用培养

基中的碳源和各种营养成份，其代谢产物能影响酵

母的生长，以致酒精产量的降低；但这也从另一个

侧面反映出乳杆菌能够适应乙醇发酵过程中的生

产条件。因此，对乳杆菌的代谢途径进行改造，有

望获得新型乙醇发酵菌株。另一方面，乳杆菌作为

发酵乳制品的主要生产菌种，适量乙醇的产出有利

于食品风味的改善，能与酸类物质形成特有的香

味，给人以提神刺激的感受［+］；发酵乳制品中的微量

乙醇能促进消化腺机能增强，刺激肠胃蠕动，促进

有机体的代谢［#，3］。

乳杆菌中，代谢产生的大量丙酮酸经乳酸脱氢

酶（-‘)；"9"9"9!:）催化而转化为乳酸，通过强化细
胞内的丙酮酸脱羧酶（$‘1；\1 #9"9"9"）和乙醇脱
氢酶（4‘)；\1 "9"9"9"）的活性来扩增目标途径，是
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构建产乙醇乳杆菌的主要策略。本研究以已实现

在 ! ! "#$% 中表达的重组质粒 "#$%&’()［*］为基础，构
建了 "+,’()、"--.’()系列质粒。在此基础上构建
乳杆菌重组菌，探索重组乳杆菌的乙醇合成能力。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

植物乳杆菌（ &’"(#)’"%$$*+ ,$’-(’-*.）/0/01
-2232、噬淀粉乳杆菌（ & ! ’./$#0#1*+）-2445、嗜酸乳
杆菌（ & ! ’"%2#,3%$*+）-22*3，克隆宿主菌大肠杆菌
（!+"341%"3%’ "#$%）61427，由江南大学中国高校工业
微生物资源和信息中心（/0/01’/8，9$$"：::&;&;<’&=!
>?$=! @A=! &B）保藏。本研究中所使用及构建的菌株
和质粒见表 4。

表 ! 菌株和质粒

C$D%;B ED "F%><;A /9%D%&$@D;>$;&> %BA A@>&D;"$;EB CE=D&@ ED D@G@D@B&@

C$D%;B>

&’"(#)’"%$$*+ ,$’-(’-*. -2232 H;FA’$?"@ >$D%;B 0>EF%$@A GDE< ";&IF@ G@D<@B$%$;EB G%&;F;$?

& ! ’./$#0#1*+ -2445 H;FA’$?"@ >$D%;B，&%"%JF@ EG D%K >$%D&9 A@LD%A;BL ［M］

& ! ’"%2#,3%$*+ -22*3 H;FA’$?"@ >$D%;B，FEK "+ $EF@D%B&@ /0/01’/8

!+"341%"3%’ "#$% 61427 /FEB;BL >$D%;B /0/01’/8

(F%><;A>

"#$%&’() N%BD；9%DJED;BL ,2" %BA ’23- $9%$ K@D@ "F%&@A =BA@D $9@ &EB$DEF EG

$%& "DE<E$@D，D@>"@&$;O@F?

［*］

"+,P22(QN )<"D，R@$D；! ! "#$%’5’"%$$*+ >"! >9=$$F@ O@&$ED /0/01’/8

"+,’,2" )<"D，R@$D；9%DJED;BL ( (’"’,2" R9;> KEDI

"+,’’23 )<"D，R@$D；9%DJED;BL ( (’"’’23- R9;> KEDI

"+,’() )<"D，R@$D；9%DJED;BL JE$9 ( (’"’,2" %BA ( (’"’’23- R9;> KEDI

"--.41/C’S T<D；JE%DA’9E>$’D%BL@ O@&$ED /0/01’/8

"--.’() T<D；9%DJED;BL JE$9 ( (’"’,2" %BA ( (’"’’23- R9;> KEDI

!"# 培养基和培养条件
乳杆菌的培养采用 1.C培养基（每升含有 42L

牛肉膏，42L蛋白胨，SL酵母抽提物，52L 葡萄糖，4L
吐温 32，5L N5+(UV，SL 乙酸钠，5L柠檬酸二铵，2W5L
1LCUV·M +5U，2W2SL 1BCUV·+5U，"+ *W5 X *WS）。在

V5Y静置培养 5V9 X V39。含 4WPZ琼脂的固体 1.C
培养基（含相应抗生素）用于转化子的筛选和计数。

大肠杆菌的培养使用 Q-培养基（每升含有 42 L胰
蛋白胨、SL酵母浸提物、42L [%/F），PMY下培养。含
4WPZ琼脂的培养基（含相应抗生素）用于转化子的
筛选。

!"$ 酶与试剂
牛小肠碱性磷酸酶（/0)(）、RV \[)连接酶、各

种限制性内切酶和蛋白质分子量标准均为晶美生

物工程有限公司产品；胶回收试剂盒为上海华瞬生

物技术有限公司产品。其他试剂药品为国产或进

口的分析纯和生化试剂。

!"% &’(操作技术
\[)片段胶回收、产物纯化用华舜试剂盒进

行。质粒 \[)的提取、酶切、连接、转化等参照文献
［3］进行。
!") 转化方法
乳杆菌的电转化按照文献［7］进行。大肠杆菌

的转化按照文献［3］进行。
!"* 酶活测定
重组子用 1.C 培养基培养过夜，离心收集菌

体，以磷酸盐缓冲液（"+ *WS）洗涤悬浮，超声波破
壁。酶活测定参照文献［*］进行。
!"+ 发酵试验
以含有 *WMZ葡萄糖的 1.C培养基为发酵培养

基，5S2<Q 三角瓶中装液量为 S2<Q，每瓶加入 5L
/%/UP，发酵于 V5Y下进行。发酵液中葡萄糖和乳
酸含量用生物传感仪测定。乙醇浓度采用气相色

谱法测定，色谱参数为：汽化室温度 522Y，检测器
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（!"#）温度 $%&’，传输线温度 ()&’。载气 *$ 压力

+,-,./0，流量 $123145；助燃气空气流量 6&&123145；
燃气 7$流量 68123145。顶空瓶平衡温度：8&’，平
衡时间：)&145。

! 结果

!"# 重组质粒的构建
在本实验室先期构建的质粒 9:;0<=/>［%］的基础

上，构建 97?=!"#、97?=$"%、97?=/>，和 9@@A=/>。
首先以 &$’7"和 ($)"酶切质粒 9:;0<=/>，同时回收
/ *$#= !"#（约 $-).B）和 / *$#=$"%@（约 (-%.B）片段。将
前者插入 97?)&&/2C 的 &$’7" 位点，得到 97?=
!"#；将 后 者 插 入 以 &$’7" 和 ($) " 酶 切 的
97?)&&/2C 载体，得到 97?=$"%；再将 / *$#=!"# 片
段插入 97?=$"% 的 &$’7" 位点，得到 97?=/>（图
(）。采用相似方法构建获得重组质粒 9@@A=/>。

图 ( 重组质粒 97?= !"#、97?=$"%、97?=/>的构建过程

!"! 重组乳杆菌 $%&、’%(酶活测定
对重组菌中的 /#D 和 >#7 酶活进行了测定

（表 $）。酶活测定的结果表明，!"#、$"%@ 基因在
+ E !)$,*$,-’ @&&,& 中 成 功 实 现 表 达。 对
+ E $#."/!%.)-0 @&&%,、+ E $’1)/2/3-0 @&(($ 及其相应
重组菌进行 /#D和 >#7酶活测定，结果同样表明：
重组菌的 /#D和 >#7酶活均相对于其原始菌株有
所提高（表 $），!"#、$"%@基因在这两株乳杆菌中同
样实现了表达。

!") 重组菌的初步酒精发酵
挑取各重组菌及原始菌单菌落接种于 (&12含

有相应抗生素的 FAG培养基中，6$’静置培养过夜
后，将其作为种子液，以 (H（434）接种到 +&12含约
%-8H葡萄糖的 FAG培养基，其中加入了 $I D0DJ)，

6$’静止发酵。发酵 %-8H葡萄糖 %&K：+ E !)$,*$,-’
@&&,&、@&&,&（97?=!"#）只能产生约 &-&&%H（434）
的乙醇；重组菌 @&&,&（97?=$"%）、@&&,&（97?=/>）分
别产生 &-))H、&-6H（434）乙醇（图 $）。
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表 ! 重组菌中 !"#和 $"%酶活

&’()*+,

-.+/010/ 2/304030+,（56*7）

! 8 "#$%&$%’( ! 8 $)*+,"-*#’. ! 8 $(/#,0,1’.

9::;: 9::;:（.%<="+)） 9::;:（.%<=$+-） 9::;:（.%<=!$） 9::>; 9::>;（.99?=!$） 9:@@A 9:@@A（.%<=!$）

!"# :B@C;A :BA:D; :BAED: :BD:E@ :BD;FA :BEA>; :B:C@F :BD:@@

$"% :BDAD: :BDF>: ABED:A DBD@>D :B:G;; :BFG:> : :BC:@;

图 A !$)&,2$)*##’. "#$%&$%’(及重组菌的酒精发酵

根据酶活测定和乙醇发酵试验结果，各重组菌

的 !"#的酶活为原始菌的 @BD H @BG倍，重组菌的乙
醇产量和 $"%酶活成正相关：9::;:（.%<="+)）和
原始菌相近，只能产生约 :B::>I（3 63）的微量乙
醇；在 9::;:（.%<=$+-）、9::;:（.%<=!$）中能检测
到约为原始菌 @:倍的 $"%酶活，同时两重组菌发
酵 >BEI葡萄糖 >:J分别产生 :BDDI、:BFI（3 63）
乙醇（图 A）；且 9::;:（.%<=!$）的乙醇产量比
9::;:（.%<=$+-）略高，说明在 ! 8 "#$%&$%’( 9::;:
中同时引入基因 "+)、$+-9最有效地将碳代谢流导
向了产乙醇方向。

! 8 $)*+,"-*#’. 9::>;、! 8 $(/#,0,1’. 9:@@A 发酵
>BEI葡萄糖 >:J 仅产生 :B> K @:L C（ 3 63）乙醇，而
重组菌 9::>;（.99?=!$）、9:@@A（.%<=!$）分别合
成 @BA K @:L C、@B: K @:L C（3 63）的乙醇。

" 讨论

乳杆菌能代谢多种糖类，能在较为严峻的环境

条件下生长，是发酵产乙醇的合适改造候选菌。但

在乳杆菌中，代谢产生的大量丙酮酸都经乳酸脱氢

酶（M"%；@B@B@BAE）的催化而转化为乳酸，仅有极少
量的乙醇经异型乳酸发酵产生。将“产乙醇基因”

引入乳杆菌是构建产乙醇的乳杆菌的主要策略。

本研究中三菌株的最适生长温度约为 FAN，适
于目前发酵工厂中普遍使用的发酵培养温度，同

时，较高的发酵温度有利于乙醇的收集亦可防止染

菌；且三菌株各具特点，具有重要的工业应用价值

和使用潜力。其中菌株 ! 8 "#$%&$%’( 9::;:分离自
蔬菜发酵工厂，生长速度快，代谢旺盛。本文研究

了在该菌株中分别引入 "+) 基因和6或 $+-9 基因
时，重组菌的乙醇发酵情况。酶活测定和乙醇发酵
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试验结果说明：在 ! ! "#$%&$%’( "##$# 中同时引入
基因 ")*、$)+"最有效地将碳代谢流导向了产乙醇
方向。菌株 ! ! $(,#-.-/’0 "#%%& 于 %’$% 年由
()*)+,-)［.］报道，能够利用多种碳源且具有生淀粉
降解能力；菌株 ! ! $*1)-"+1#’0 "##/$ 能够适应酸性
的培养环境，其最适生长 01为 234，自身代谢产生
的乳酸不易抑制菌体生长，且较低的 01环境有利
于该菌株的纯培养不易染其他杂菌。将 ")* 基因和
$)+"基因同时引入上述两菌株：检测到的乙醇为
原始菌的 &倍。我们还考察了重组菌 ! ! $(,#-.-/’0
"#%%&（015678）直接利用 29玉米淀粉合成乙醇的
情况：发酵终了能检测到 #3#$:9（ 2 ;2）的乙醇产
出，而原始菌 "#%%&仅产生 #3/ < %#= 4（2 ;2）乙醇。
本研究还发现，重组菌的丙酮酸代谢主要还是

流向产乳酸途径，我们正进一步设计，在引入 ")* 和
$)+"基因的同时，利用同源重组敲除乳酸脱氢酶
基因，打断乳杆菌中由丙酮酸代谢产生乳酸这一主

流代谢途径，以期获得乙醇高产重组乳杆菌。另一

方面，若利用本研究所构建的重组乳杆菌进行乳制

品单一菌种发酵，产生的乙醇有利于改善乳品的口

感，不至于掩盖乳酸菌发酵的风味，又能刺激肠胃

蠕动，促进新陈代谢。
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本书是《最新蛋白质科学实验指南》（J,-->?A 7-HAHPHKE N? 7-HA>N? FPN>?P>；J77F）一书的精编版本，内容全部
取材于该书和每季度更新的服务手册，其详细提供了多种实验方案，并包含实验材料、步骤和每种技术的参

考文献等信息，可使有经验的研究人员将其作为独立的实验室指南来使用。由于蛋白质具有多样性，其分

析也必须包括很广范围的结构和理化方法，因此每个研究人员都必须尽可能多的同时掌握最新方法和传统

方法。本指南中既包括特定的详细方案，也包括使方法适应手头特定项目的策略，能够帮助读者进一步深

入进行蛋白质科学和相关领域的研究。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）

邮购地址：%##.%. 北京东黄城根北街 %/号科学出版社 科学分社，
联系人：阮芯 联系电话：#%#6/2#:2/&&（带传真）

更多精彩图书请登陆网站 BAA0：;;YYY! KNZ>EPN>?P>! PH+! P?，欢迎致电索要书目
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