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摘  要：【目的】提高克雷伯氏菌胞内还原力以强化 1,3-丙二醇合成。【方法】将来源于大肠杆菌

的木糖异构酶基因在克雷伯氏菌中异源表达，构建重组菌。研究重组菌添加不同浓度木糖为辅底

物与甘油共发酵过程中代谢产物和 NADH 的变化规律。【结果】与对照菌相比，重组菌细胞内还

原力 NADH 提高了 0.1−0.3 倍，1,3-丙二醇产量达到 23.31 g/L，提高 20%，1,3-丙二醇转化率从

0.60 mol/mol 提高到 0.73 mol/mol。【结论】木糖异构酶基因的表达强化了木糖代谢途径，经磷酸

戊糖途径积累大量还原力，促进了 1,3-丙二醇的生成。 
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Abstract: [Objective] In order to enhance the production of 1,3-propanediol by Klebsiella 
pneumoniae, the regeneration of reducing power was strengthened. [Methods] The xylose isomerase 
gene (xylA) from Escherichia coli was cloned and expressed in Klebsiella pneumoniae. The relevant 
metabolites and NADH concentrations of the recombinant strain were analyzed when it was cultured 
with xylose and glycerol as co-substrates. [Results] The intracellular reducing equivalent of the 
recombinant Klebsiella pneumoniae was increased by 0.1−0.3 fold. The titer of 1,3-propanediol of the 
recombinant strain reached 23.31 g/L, which was 20% higher than that of the parent strain. The 
conversion rate of 1,3-propanediol of the genetic engineered Klebsiella pneumoniae was improved 
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from 0.60 mol/mol to 0.73 mol/mol. [Conclusion] The xylose metabolic pathway and intracellular 
reducing power is enhanced with the expression of xylA gene, resulted in the improved 1,3-propanediol 
concentration. 

Keywords: Klebsiella pneumoniae, 1,3-Propanediol, Xylose, Xylose isomerase, NADH 

1,3-丙二醇(1,3-Propanediol)是一种重要的化工

原料，其主要用途是作为新型聚酯(如 PTT)、聚醚

和聚亚氨酯的单体以及溶剂、抗冻剂或保护剂等[1]。

随着聚酯 PTT 的开发，1,3-丙二醇的市场需求量大

大增加[2]。其微生物生产方法在近年来受到重视，

研究不断深入。但生物法生产 1,3-丙二醇仍然存在

得率低、生产成本高等问题，制约了其工业化生产[3]。 
1,3-丙二醇生物合成过程是典型的生物还原反

应，克雷伯氏菌(Klebsiella pneumoniae)转化甘油生

产 1,3-丙二醇的过程需要消耗还原型辅酶 NADH[4] 

(图 1)，NADH 供应量不仅直接影响 1,3-丙二醇的产

量，而且 NADH 不足会导致中间代谢产物 3-羟基

丙醛累积，对细胞生长产生毒害作用。因此适当提

高胞内 NADH 供应量，有望提高 1,3-丙二醇合成效

率[5]。吴立新[6]和 Lü 等[7]通过添加木糖累积胞内还

原力，提高了 ω-羟基脂肪酸和(S)-苯基乙二醇的产

量；Zhang 等[8]和 Xu 等[9]通过分子改造技术分别阻

断克雷伯氏菌中乙醇和乳酸合成途径，以减少对

NADH 的竞争，提高 1,3-丙二醇的产量；黄志华

等[10]在克雷伯氏菌中引入来自博伊丁氏假丝酵母

的甲酸脱氢酶基因，强化 NADH 再生能力，1,3-丙

二醇的产量和产率分别提高了 12.5%和 41.2%。上

述研究表明，提高还原力水平是强化 1,3-丙二醇合

成的有效手段。 

木质纤维素主要来源于农业废弃物，是世界上

最丰富的生物质资源，木糖是木质纤维原料水解产

物中含量仅次于葡萄糖的一种单糖[11]。木糖经磷酸

戊糖途径代谢使 NADPH 辅酶再生，经机体内吡啶

核苷酸转氢酶 UdhA 转化成 NADH[12]，促进 1,3-丙

二醇的合成。因此可利用甘油和木糖共发酵合成 

 

图 1  重组克雷伯氏菌甘油代谢途径 
Figure 1  Glycerol metabolic pathway of the recombinant Klebsiella pneumoniae 
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1,3-丙二醇，使整个生产过程更为经济[13]。虽然已

有利用木糖提高 1,3-丙二醇产量的研究，但在克雷

伯氏菌代谢改造强化木糖途径的策略尚未见报道。

本研究在克雷伯氏菌中强化表达木糖异构酶基因

xylA，提高木糖代谢速率和利用率，增加胞内还原

力水平，考察甘油和木糖共发酵对 1,3-丙二醇合成

的影响。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 
文中所用的菌株和质粒请见表 1。 

1.2  工具酶及试剂 
基因工程工具酶购自宝生物工程(大连)有限公

司；NADH、NAD+购自生物工程(上海)股份有限公

司；1,3-丙二醇标准品购自西格玛奥德里奇公司；

其他试剂均为国产分析纯。 

1.3  培养基与培养方法 
种子培养基(g/L)：酵母提取物 5，胰蛋白胨 10，

NaCl 10。 

发酵培养基(g/L)：甘油 40.000，葡萄糖 6.000，

酵母膏 7.000，KH2PO4 7.500，MgSO4·7H2O 2.000，

(NH4)2SO4 2.000，FeSO4·7H2O 0.005，VB12 0.015，

微量元素溶液 0.100 mL/L，KOH 调 pH 至 8.0。微

量元素溶液(g/100 mL)：ZnCl2 0.070，MnCl2·4H2O  

0.100，H3BO3 0.060，CoCl2·6H2O 0.200，CuCl2 

0.020，NiCl2·6H2O 0.025，Na2MoO4·2H2O 0.035。

需要时加入 Kan (100 mg/L)、IPTG (0.5−1.0 mmol/L)。 

种子培养：1%接种量(体积比)，37 °C、150 r/min

培养 6−7 h。 

发酵培养：250 mL 三角瓶 60 mL 装液量，4%

接种量(体积比)，pH 8.0。37 °C、150 r/min 振荡培

养 6 h，将转速调节为 100 r/min。所有培养基在

1×105 Pa 灭菌 30 min。 

1.4  引物设计及 PCR 扩增 
引物设计：采用 Primer 软件，根据 NCBI 已报

道的 Escherichia coli BL21(DE3)中 xylA 基因序列

(GenBank 登录号：NC_012971.2)设计引物(表 2)。

扩增体系(50 μL)：TaKaRa ExTaq (5 U/μL) 0.25 μL，

10×ExTaq buffer 5 μL，dNTP mixture (2.5 mmol/L) 

4 μL，引物 P1 (20 μmol/L) 1 μL，引物 P2 (20 μmol/L) 

1 μL，模板 DNA (10 mg/L) 0.25 μL，灭菌蒸馏水

38.5 μL。PCR 扩增条件：94 °C 5 min；94 °C 1 min，

60 °C 30 s，72 °C 90 s，共 30 个循环；72 °C 10 min。

扩增产物用 0.8%琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.5  测定方法 
1.5.1  生物量的测定：发酵液中的生物量采用比浊

法测定(OD600)，以发酵培养基为空白对照，然后将 

 
表 1  文中所涉及的菌株和质粒 

Table 1  The strains and plasmids used in this paper 

菌株和质粒 
Strains and plasmids 

相关特性/用途 

Characters/Applications 
来源 

Sources 

pEtac 表达载体；tac 启动子；Kanr 本研究中心保藏 

pEtac-xylA tac 启动子；Kanr 本研究构建 

Escherichia coli BL21(DE3) 用于克隆 xylA 基因 本研究中心保藏 

Klebsiella pneumoniae ZG25 野生菌 本研究中心筛选 

Klebsiella pneumoniae (pEtac) 带有空质粒的对照菌 本研究构建 

Klebsiella pneumoniae (pEtac-xylA) 带有 xylA 基因的重组菌 本研究构建 

注：Kanr：卡那霉素抗性. 
Note: Kanr: Kanamycin resistance. 
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表 2  文中所用到的引物 
Table 2  Primers used in this paper 

引物名称 
Primers name 

引物序列 
Primers sequences (5′→3′) 

酶切位点 
Restriction enzyme cutting sites 

P1 GGCGGAATTCATGCAAGCCTATTTTGACCAGC EcoR I 

P2 TATAAGCTTCGGGCCAACGGACTGCACAG Hind III 

注：下划线部分为酶切位点. 
Note: The underlined are restriction enzyme cutting sites. 
 
发酵液于 8 000 r/min 离心 5 min，收集菌体，生理

盐水洗涤 3 次，将收集的菌体置于 105 °C 烘箱中干

燥至恒重后称重，根据实验计算得出细胞干重公

式：1 OD600=0.36 g/L。 

1.5.2  代谢产物的测定：发酵液中发酵产物采用

Dionex 高效液相色谱仪测定，色谱柱为 Amines 

HPX-87H (Bio-Rad)，有机酸离子交换柱，规格为

300 mm×7.8 mm×9 μm，填充材料为聚苯乙烯二乙

烯苯树脂，柱温为60 °C，流动相为5 mmol/L H2SO4，

流速为 0.6 mL/min，进样量为 10 μL。使用示差折

光及紫外检测器，外标定量法定量[14]。 

1.5.3  还原力 NADH、NAD +的提取及测定： 

NADH、NAD+的提取见参考文献[15]，测定见参考

文献[16]。 
1.5.4  SDS-PAGE 电泳：SDS-PAGE 采用 5%浓缩

胶和 12%分离胶的不连续垂直平板电泳，考马斯亮

蓝 R-250 染色。 

2  结果与分析 

2.1  木糖异构酶基因的克隆及表达 
以 Escherichia coli BL21(DE3)基因组为模板，

用相应的引物扩增基因 xylA (图 2A)，并连接至表达

载体 pEtac，得重组载体 pEtac-xylA (图 2B)，酶切

验证后(图 2A)电转化至克雷伯氏野生菌中得重组

菌 Klebsiella pneumoniae (pEtac-xylA)；同时将质 
 

 
 

图 2  xylA 基因的琼脂糖凝胶电泳分析及 pEtac-xylA 的酶切验证(A)、重组质粒 pEtac-xylA 的构建(B)及 
XYLA 表达情况的 SDS-PAGE 电泳分析(C) 

Figure 2  Agarose gel electrophoresis of xylA gene (A) and the enzymatic digestion of pEtac-xylA (A),  
pEtac-xylA plasmid map (B) and the SDS-PAGE analysis of XYLA (C) 

注：A：M：2503 DNA marker；1：PCR 产物；2：EcoR I 和 Hind III 的双酶切. C：M：标准蛋白 Marker；1：重组菌破壁上清；2：

对照菌破壁上清. 
Note: A: M: 2503 DNA marker; 1: xylA gene PCR product; 2: The enzymatic digestion products by EcoR I and Hind III. C: M: Molecular 
mass marker; 1: Intracellular soluble protein of the Klebsiella pneumoniae (pEtac-xylA); 2: Intracellular soluble protein of the Klebsiella 
pneumoniae (pEtac). 
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粒 pEtac 转入克雷伯氏野生菌中得对照菌 Klebsiella 
pneumoniae (pEtac)。诱导表达后进行 SDS-PAGE 电

泳分析。与对照菌相比，重组菌胞内可溶蛋白在

44.0 kD 处有明显的重组蛋白条带(图 2C)，与理论

值相符，表明木糖异构酶基因成功诱导表达。 

2.2  重组菌摇瓶发酵性能分析 
2.2.1  不同浓度木糖对细胞生长的影响：在接种量

相同的条件下，37 °C、150 r/min 摇瓶培养 6–7 h，
然后 100 r/min 培养至 72 h。如图 3 所示，添加木糖

后，重组菌生物量均高于对照菌。原因可能是重组

菌对木糖的代谢能力比对照菌高，使木糖在代谢过

程中有更多的代谢通量流经糖酵解途径和甘油氧

化途径，从而为机体提供更多的碳源和能量(图 1)，

促进了细胞的生长。但不加木糖时，二者生物量没

有明显区别。 

2.2.2  不同浓度木糖下的代谢产物分析：如图 4 所

示，所有菌株 1,3-丙二醇产量随时间逐渐积累(图

4A)，但除添加 8 g/L 木糖的重组菌产量提高约 20%

外，其他条件下 1,3-丙二醇产量变化不大。2,3-丁二

醇(图 4B)在发酵前期迅速累积，但发酵后期除添加

木糖的对照菌株外均呈下降趋势；琥珀酸(图 4C)在

发酵前期累积，后期下降；乙酸(图 4D)随发酵的进 
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图 3  摇瓶发酵中不同浓度木糖的菌体生长曲线 
Figure 3  The growth curves of the Klebsiella pneumoniae 
(pEtac-xylA) and Klebsiella pneumoniae (pEtac) under 
different xylose concentrations in flask fermentation 

行一直增加；乳酸(图 4E)在发酵前期增加，中期下

降，后期呈缓慢上升趋势，最终积累量未见明显差

异；乙醇(图 4F)在发酵前期积累，后期呈迅速下降

趋势；甘油消耗速率及消耗量(图 4G)无明显差别；

重组菌对木糖消耗速率(图 4H)和利用率明显高于

对照菌。 
对照菌加木糖时，1,3-丙二醇产量与不加木糖

时相比并未提高，而 2,3-丁二醇及其他副产物产量

增加。原因可能是在克雷伯氏菌中木糖可直接代谢

生成 2,3-丁二醇[17]，使还原力和碳流主要流向 2,3-
丁二醇合成途径；同时对照菌的木糖代谢能力有

限，大量木糖剩余(图 4H)，无法为 1,3-丙二醇途径

提供足够的还原力，导致 1,3-丙二醇产量难以提高。

与此类似，重组菌在添加 4 g/L 木糖条件下，细胞

代谢木糖产生的还原力仍然无法同时满足主产物

1,3-丙二醇和 2,3-丁二醇等副产物合成途径的需求，

导致发酵液中副产物积累而 1,3-丙二醇未见提高。

重组菌加 8 g/L 木糖时，木糖消耗量达到最大(图
4H)，使得胞内还原力在促进副产物合成后仍能满

足 1,3-丙二醇合成的需要，从而表现为主、副产物

产量同时提高，且因还原力的提高使得 2,3-丁二醇

和琥珀酸在前期大量累积。在发酵后期，因底物(甘
油和木糖)的不足导致细胞代谢能力减弱，胞内还原

力降低，使得 2,3-丁二醇途径向分解代谢倾斜[18]，

2,3-丁二醇积累量降低，由此产生的还原力促进了

发酵后期 1,3-丙二醇的持续积累，使其终产量达到

23.31 g/L，与对照菌株相比提高了约 20%，1,3-丙
二醇转化率达到 0.73 mol/mol，而对照菌 1,3-丙二

醇最高转化率仅为 0.60 mol/mol，见表 3。相比之下，

Jin 等[13]同样在克雷伯氏菌发酵过程中添加木糖增

加胞内 NADH 含量，但 1,3-丙二醇浓度仅提  
高了 9.4%。 

2.3  摇瓶发酵还原力水平分析 
重组菌和对照菌中不加木糖及添加 8 g/L 木糖

时，细胞内还原力变化趋势如图 5 所示。NADH (图
5A)和 NAD+ (图 5B)在发酵前期一直呈下降趋势，

加木糖的重组菌和对照菌下降趋势比不加木糖的 
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图 4  摇瓶发酵中不同浓度木糖的代谢产物分析 

Figure 4  Analysis of metabolites under different xylose concentrations in flask fermentation 
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表 3  不同木糖浓度下的 1,3-丙二醇转化率 
Table 3  The conversion rate of 1,3-propanediol under 

different xylose concentrations 

木糖浓度 
Xylose 

concentrations 
(g/L) 

菌株 
Strains 

1,3-丙二醇转化率 
The conversion rate of 

1,3-propanediol 
(mol/mol) 

对照菌 0.60 
0 

重组菌 0.63 

对照菌 0.64 
4 

重组菌 0.56 

 对照菌 0.57 

 重组菌 0.73 

 
要缓慢，原因是甘油单独发酵时，胞内 NADH 主要

来源于糖酵解、甘油的氧化途径及 NAD+的还原，

而木糖的加入为细胞提供了额外的 NADH。 

NADH/NAD+ (图5C)水平并没有因木糖的加入而有

太大波动，且重组菌和对照菌 NADH/NAD+变化趋

势基本保持一致。添加木糖后，重组菌胞内 NADH
水平提高了 0.2−0.4 倍，而对照菌仅提高 0.1−0.2 倍，

相比于对照菌，重组菌细胞内还原力 NADH 提高了

0.1−0.3 倍。 

3  结论 
研究在克雷伯氏野生菌中强化表达木糖途径

关键酶基因 xylA，在此基础上考察添加不同浓度木

糖为辅底物与甘油共发酵过程中对相关代谢产物

和 NADH 变化规律的影响。结果表明 xylA 基因的

表达能够提高木糖的消耗速率和利用率，重组菌在

高浓度木糖下能够累积足够的还原力从而促进 1,3-
丙二醇的合成，为发酵生产 1,3-丙二醇提供了新的

方法和思路。 
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图 5  摇瓶发酵中木糖对细胞内还原力的影响 
Figure 5  Effects of xylose on the internal reducing equivalent in flask fermentation 
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