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敲除ptsG基因及共表达透明颤菌血红蛋白提高
大肠杆菌SHMT产量

韩 琴，徐新星，王儒昕，李 鑫，闫达中，吴 菁，刘 军*
（武汉轻工大学生物与制药工程学院，湖北 武汉 430023）

摘  要：利用Red同源重组技术敲除大肠杆菌BL21（DE3）的ptsG基因，得到ptsG基因缺失菌株BL21（DE3）

ΔptsG。构建重组质粒，得到表达大肠杆菌丝氨酸羟甲基转移酶（serine hydroxymethyltransferase，SHMT）工程

菌株BL21（DE3）/pET-glyA、BL21（DE3）ΔptsG/pET-glyA，及共表达SHMT和透明颤菌血红蛋白（Vitreoscilla 

hemoglobin，VHb）工程菌株BL21（DE3）ΔptsG/pET-SV。在LB培养基中，BL21（DE3）ΔptsG/pET-glyA菌株

与BL21（DE3）/pET-glyA菌株生长情况没有明显差异，BL21（DE3）ΔptsG/pET-SV菌株稳定期的OD600 nm值比

BL21（DE3）ΔptsG/pET-glyA菌株提高了21.3%，在LBG培养基中，稳定期BL21（DE3）ΔptsG/pET-glyA菌株

OD600 nm值比BL21（DE3）/pET-glyA菌株提高了19.4%，BL21（DE3）ΔptsG/pET-SV菌株OD600 nm值比BL21（DE3） 

ΔptsG /pET-glyA菌株提高了21.5%。在LBG培养基中，经过异丙基-β-D-硫代半乳糖苷诱导，与对照菌株 

BL21（DE3）/pET-28a相比较，两种单表达工程菌株产SHMT活力分别是其6.4 倍和7.7 倍，共表达工程菌株产

SHMT活力是其9.6 倍。实验结果表明，敲除ptsG基因能够增加大肠杆菌在含葡萄糖培养基中的生长量及SHMT表达

量，共表达VHb能进一步提高菌株生长量和SHMT产量。
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Knockout of ptsG and Co-Expression with Vitreoscilla Hemoglobin Enhance the Production of  

Serine Hydroxymethyltransferase in Escherichia coli
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Abstract: The phosphotransferase system G (ptsG)-deleted strain BL21(DE3)ΔptsG was obtained by Red homologous 

recombination. Recombinant plasmids pET-glyA and pET-SV were constructed and transformed separately into the host 

strain. As a result, the engineered strains BL21(DE3)/pET-glyA and BL21(DE3)ΔptsG/pET-glyA for expression of serine 

hydroxymethyltransferase (SHMT) from Escherichia coli were obtained as well as BL21(DE3)ΔptsG/pET-SV for co-

expression of E. coli SHMT and Vitreoscilla hemoglobin (VHb). In LB medium, there was no significant difference between 

the growth of BL21(DE3)/pET-glyA and that of BL21(DE3)ΔptsG/pET-glyA, but in the stationary phase, the OD600 nm  

of BL21(DE3)ΔptsG/pET-SV increased by 21.3% compared to that of BL21(DE3)ΔptsG/pET-glyA. In LBG medium, the  

OD600 nm of BL21(DE3)ΔptsG/pET-glyA was 19.4% higher than that of BL21(DE3)/pET-glyA in the stationary phase, but 

was 21.5% lower than that of BL21(DE3)ΔptsG/pET-SV. In LBG medium, the SHMT activities produced by BL21(DE3)/

pET-glyA, ΔptsG/pET-glyA and ΔptsG/pET-SV were 6.4, 7.7 and 9.6 times as high as that produced by the control strain, 

respectively. The results showed that knockout of the ptsG gene could increase the growth of E. coli in glucose-containing 

medium and SHMT expression, and this effect was enhanced by co-expression with VHb.
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L-丝氨酸是一种具有重要价值的氨基酸，广泛应

用于食品、医药、化妆品等行业中[1]。L-丝氨酸每年约

3 000 t市场量，如果生产成本降低，市场量会进一步增 

加[1-2]。L-丝氨酸生产方法主要有蛋白水解提取法[3]、化学

合成法[4]、发酵法[5-6]、前体物细胞转化法[7]或酶转化法[8]。

蛋白水解提取法存在工艺复杂和分离精制困难等

缺点。化学合成法存在污染重和D-丝氨酸与L-丝氨酸分

离困难等缺点。发酵法生产L-丝氨酸主要是利用大肠杆

菌和谷氨酸棒杆菌，它们合成L-丝氨酸代谢网络复杂，

并且胞内L-丝氨酸可用于合成甘氨酸、半胱氨酸和色氨

酸，作为碳单位来源用于合成嘌呤、胸腺嘧啶核苷酸和

磷脂分子。另外，在脱水酶或脱氨酶作用下，胞内L-丝

氨酸被降解，故L-丝氨酸在体内很难得到积累[1]。前体物

细胞转化法存在转化率偏低、反应时间长以及成本高等

缺陷[7]。酶转化法是目前国际上普遍采用的方法，具有反

应过程简单、副反应少和生产效率高等优点。丝氨酸羟

甲基转移酶（serine hydroxymethyltransferase，SHMT）

是用于丝氨酸酶法合成的酶，它由glyA编码，以吡哆醛

磷酸酯为辅酶，在四氢叶酸存在下催化甲醛、甘氨酸生

成L-丝氨酸[8]。

SHMT的高效制备是酶法生产L-丝氨酸的基础。菌

体高密度培养可以提高单位发酵液产酶水平。然而，

在大肠杆菌高密度发酵生产过程中，菌体生物量和外

源蛋白表达量往往受到溶解氧不足的限制而难以达到

较高的水平，提高细胞的氧利用效率能够增加菌体生

长。血红蛋白是生物体结合、运输氧分子的蛋白质，

广泛存在于细菌、真菌和动植物中[9]。透明颤菌血红蛋

白（Vitreoscilla hemoglobin，VHb）是一种专性好氧的

革兰氏阴性丝状菌在低氧环境中产生的一种可溶性蛋

白，具有较高的氧吸附和解离速率常数[10]。该蛋白已在

多种宿主中成功表达，能够促进细胞生长、蛋白质合成

和提高代谢物产率[11]，表明在大肠杆菌中共表达目的蛋

白和VHb是改善发酵过程溶氧限制、增加细胞生长和外

源蛋白产量的有效手段。已报道，在大肠杆菌中共表达 

α-淀粉酶和VHb，提高了α-淀粉酶的表达量[12-13]；Pablos

等 [14]在大肠杆菌菌株W3110中表达VHb后，微氧环境

中菌体生物量提高了约33%，同时菌体比生长速率提高

了约30%。于慧敏等 [15]将vgb基因插入产聚β-羟基丁酸

酯（poly-β-hydroxybutyrate，PHB）重组大肠杆菌VG1

（pTU14）染色体中，发现vgb基因的引入可以同时促进

菌体生长和PHB的积累，且溶氧水平越低，VHb表达量

越大，这种促进作用越明显。郑方亮等[16]通过敲除ATP

合酶基因并进一步插入vgb基因，使钝齿棒杆菌T6-13谷

氨酸产出累积量提高了36.91%。

大肠杆菌在高密度发酵过程中，产生乙酸等代谢

副产物。乙酸累积是抑制菌体生长和外源蛋白产量的

另一重要因素，乙酸产生是由于菌体对葡萄糖的摄取速

率与细胞的碳代谢速率不平衡所致[17]。大肠杆菌对葡萄

糖的摄取主要通过磷酸转移酶系统（phosphotransferase 

system，PTS）完成，PTS包括EI、HPr以及EIIs，前两

者为胞质可溶型蛋白，分别由ptsH基因和ptsI基因编码，

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和EIICBGlc等[18]，其中由ptsG
基因编码的酶EIICBGlc在葡萄糖的跨膜转运中具有重要

作用[19]。EIICBGlc蛋白介导的高效葡萄糖磷酸转运，易

导致胞内三羧酸循环和糖酵解不平衡，从而生成大量乙

酸，不利于菌体高密度生长[20]。韩武洋等[21]敲除了谷氨

酸棒杆菌ATCC13032编码葡萄糖PTS系统关键转运蛋白

基因ptsG、ptsH-ptsI和葡萄糖转运系统关键转运蛋白基

因abc、abc2和iolt1，表明ptsG、ptsH-ptsI、abc、abc2和
iolt1所编码的转运蛋白具有葡萄糖转运功能，并且葡萄

糖的转运除PTS外还存在其他转运系统。ptsG基因缺陷

菌株能使胞内三羧酸循环和糖酵解趋于平衡，乙酸产量

减少。因此，利用代谢工程技术，构建ptsG基因敲除菌

株，能够降低葡萄糖摄取速率及乙酸累积，促进菌体生

长，增加外源蛋白的表达量。

鉴于VHb与ptsG基因的生物学效应，本研究将敲除

大肠杆菌ptsG基因，在缺失ptsG基因菌株中共表达SHMT

和VHb，以期提高工程菌株产SHMT的能力，实现工程菌

株高效生产SHMT，为酶法制备L-丝氨酸提供理论支持。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1.1.1 菌株与质粒

透明颤菌（Vitreoscilla）、Escherichia coli DH5α、
E. coli BL21（DE3）、质粒pKD13（氯霉素抗性）、质粒

pCP20（氨苄霉素、氯霉素抗性）、质粒pKD46（氨苄霉
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素抗性）由本实验室保存；pET-28a载体 德国Novagen

公司。

1.1.2 试剂、试剂盒与引物

限制性内切酶、T4 DNA Ligase、PyrobestTM DNA 

Polymerase、DNA Marker、蛋白Marker 日本TaKaRa

公司；细菌基因组快速提取试剂盒、质粒快速提取试

剂盒、聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，

PCR）产物回收试剂盒、GenClean琼脂糖凝胶DNA回收

试剂盒、L-阿拉伯糖、氯霉素、氨苄青霉素、卡那霉素  

上海捷瑞生物工程有限公司；Tris base、甲叉双丙烯

酰胺、丙烯酰胺  美国Fluka公司；蛋白胨、酵母粉  

英国Oxoid公司；其余试剂均为国产分析纯。

引物由上海捷瑞生物工程公司合成，具体序列见表1。

表 1 实验所用引物

Table 1 Primer sequences used in this research

引物 引物序列 酶切位点

PSHMT上 CATGCCATGGGCTTAAAGCGTGAAATGAACATTG NcoI
PSHMT下 CGAGGATCCTTATGCGTAAACCGGGTAAC BamHI
PVHb上 CATGCCATGGGCTTAGACCAGCAAACCATTAACA NcoI
PVHb下 CGAGGATCCTTATTCAACCGCTTGAGCGTA BamHI

PptsG A上 ATCGAGGAAAAGAGAATCAAC

PptsG A下 GAAGCAGCTCCAGCCTACACGAACCGACGCCCAGCAGAAT

Pcmr上 GTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

Pcmr下 ATGGGAATTAGCCATGGTCC

PptsG B上 GGACCATGGCTAATTCCCATCAGGCGTTTTCGGTACTAAAT

PptsG B下 GGGTGGAATTTGAACTCAAC

注：下划线部分为限制性酶切割位点。

1.1.3 培养基

LB培养基：蛋白胨10 g/L，酵母粉5 g/L，NaCl 10 g/L； 

LBG培养基：蛋白胨10 g/L，酵母粉5 g/L，NaCl 10 g/L， 

葡萄糖25 g/L。

1.2 仪器与设备

GBox-HR-E-M凝胶成像系统 英国Syngene公司；

TProfessional PCR仪 德国Biometra公司；5417R台式

高速冷冻离心机、Electroporator 2010电转化仪 德国

Eppendorf公司；DYY-6C电泳仪、DYCZ系列垂直式电 

泳槽 北京六一仪器厂。

1.3 方法

1.3.1 ptsG基因敲除菌株的构建

利用Red同源重组技术敲除大肠杆菌BL21（DE3）

的ptsG基因[22]。以pKD13为模板，Pcmr上和Pcmr下扩增氯霉

素抗性基因。以大肠杆菌BL21（DE3）基因组为模板，

以PptsG A上与PptsG A下扩增ptsG基因上游同源臂，以PptsG B上与

PptsG B下扩增ptsG基因下游同源臂。利用重叠PCR连接上

述三片段，回收两端具有ptsG基因的氯霉素抗性基因片

段，用于敲除大肠杆菌ptsG基因。

按1%接种量，将过夜培养携带pKD46质粒的大

肠杆菌B L 2 1（D E 3）菌液接种至5 0  m L加有氨苄青

霉素（60 μg/mL）的LB培养基中，培养至OD600 nm为

0.5～0.6，加入0.1 g/100 mL L-阿拉伯糖诱导2 h。将菌液

冰浴，离心收集菌体。用10%甘油清洗菌体3 次后悬于

500 μL甘油中，制备电转化感受态细胞。将两端具有同

源臂的氯霉素抗性基因片段电转化至感受态细胞（电转

条件：电压1.8 kV/cm、1 mm电击杯）。加入1 mL预冷的

LB培养基，在37 ℃、100 r/min培养2 h。涂布于含有氯

霉素（25 μg/mL）的LB平板，筛选重组子，利用PCR鉴

定，并测序确证。

将质粒pCP20转入氯霉素抗性重组子，30 ℃培养8 h，

转至42 ℃培养过夜。pCP20在42 ℃表达FLP内切酶，将

FRT位点间的氯霉素抗性基因从大肠杆菌基因组上切除

掉，得到氯霉素抗性基因消除的ptsG基因敲除菌株。

1.3.2 表达载体及工程菌株的构建

以大肠杆菌BL21（DE3）基因组为模板，用PSHMT上

和PSHMT下扩增出glyA基因；以透明颤菌基因组为模板，用

PVHb上和PVHb下扩增出vgb基因。用NcoI和BamHI双酶切纯

化后的PCR产物，依次用T4 DNA Ligase连接到用NcoI和

BamHI双酶切的质粒pET-28a上，得到重组质粒pET-glyA
和pET-vgb。

利用BglII和HindIII双酶切质粒pET-vgb，回收含T7启

动子和vgb基因的DNA片段。用BamHI和HindIII双酶切质

粒pET-glyA，用T4 DNA Ligase将它与含vgb基因和T7启动

子的DNA片段连接，得到共表达SHMT和VHb重组质粒

pET-SV。

将质粒pET-28a、重组质粒pET-glyA及pET-SV转

化宿主菌，得到对照菌株BL21（DE3）/pET-28a，单

表达SHMT工程菌株BL21（DE3） /pET-glyA、BL21

（DE3）ΔptsG/pET-glyA及共表达SHMT和VHb工程菌株 

BL21（DE3）ΔptsG/pET-SV。

1.3.3 菌株生长测定

挑取单表达SHMT工程菌株及共表达SHMT和VHb

工程菌株单菌落，分别接种于LB培养基中，在37 ℃培养

10 h后，转接于LB和LBG培养基中，在37 ℃、200 r/min

继续培养，定时取样测定菌密度。

1.3.4 工程菌诱导表达SHMT

将菌种接种到装有20 mL LB的100 mL三角瓶中，

培养基中添加50 μg/mL卡那霉素，37 ℃培养过夜。按

1%接种量接装有50 mL LBG的250 mL三角瓶中，37 ℃

培养到OD600 nm为0.8～1.0，加入异丙基-β-D-硫代半乳糖

苷（isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside，IPTG）至终浓

度为1 mmol/L诱导蛋白表达。诱导6 h后，将菌液离心，

去上清液，收集细胞，用于分析ptsG基因缺失及共表达

VHb对菌株产SHMT的影响。
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1.3.5 SHMT表达水平及酶活力测定

对收集的经过 IPTG诱导的细胞，采用十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）方法[23]检

测蛋白表达水平，并测定其SHMT活力。SHMT活力测定

采用分光光度法[24]，其基本原理是，SHMT可催化DL-苯
基丝氨酸分解产生苯甲醛，后者在279 nm波长处有特征

性的吸收峰值，根据苯甲醛浓度回归方程可以确定反应液

中苯甲醛浓度。酶活力单位定义：在30 ℃条件下，反应1 h

催化底物产生100 μmol苯甲醛为1 个酶活力单位（U）。

1.4 数据统计分析

菌体生物量测定及酶活力测定实验均做3 个平行

样，数据均利用Origin 8.0软件进行统计分析，并作图。

2 结果与分析

2.1 ptsG基因敲除

以PptsG A上和PptsG B下为引物，以对照菌株和从氯霉素平

板上长出的转化子基因组作模板进行PCR扩增，PCR扩

增产物为2 400 bp和2 030 bp，分别与对照菌株和ptsG基

因缺失的氯霉素抗性转化子预计扩增产物大小一致，且

后者与进行ptsG基因缺失的两同源臂及氯霉素抗性基因

三片段拼接产物大小一致（图1），表明用于ptsG基因缺

失片段已整合进大肠杆菌BL21（DE3）基因组，并替换

掉其基因组中两同源臂之间的序列。

对鉴定的氯霉素抗性菌株消去抗性基因。以PptsG A上

和PptsG B下为引物，以在氯霉素平板上不生长的菌株基因 

组做模板进行PCR扩增，扩增产物的大小与预计大小

1 100 bp一致（图1）。对扩增的产物测序，证实氯霉

素抗性基因被剔除，得到了ptsG基因敲除菌株BL21

（DE3）ΔptsG。

1 100 bp

1    2 M  3

10 000 bp
7 000 bp

4 000 bp

2 000 bp

1 000 bp

500 bp

250 bp

2 400 bp
2 030 bp

M. DL10000 DNA Marker；1.对照菌株；2.氯

霉素抗性菌株；3. BL21（DE3）ΔptsG菌株。

图 1 PCR鉴定ptsG基因缺失菌株BL21（DE3）ΔptsG
Fig. 1 Identification of the ptsG-deleted strain BL21(DE3)ΔptsG by PCR

2.2 重组载体与工程菌株的构建

质粒pET-glyA和pET-vgb构建过程见图2。用NcoI和

BamHI双酶切鉴定构建的重组载体pET-glyA和pET-vgb。
酶切pET-glyA产生两条带，其中大片段与pET-28a单酶

切质粒大小一致，小片段约为1 250 bp，与含有T7启动

子和glyA基因的DNA片段大小相符（图3）。酶切重组 

pET-vgb质粒产生两条片段，大片段与pET-28a质粒大小

一致，小片段与vgb基因大小一致（图4）。序列测定进

一步证实，重组载体pET-glyA和pET-vgb构建成功。

从构建的共表达重组载体pET-SV的菌株中提取质

粒，以PVHb上和PVHb下为引物进行PCR扩增，结果见图5，

扩增片段与预期大小458 bp一致。序列测定进一步证实，

共表达SHMT和VHb的重组载体pET-SV构建成功。

glyA

vgb

vgb

BamHI HindIII
BglII HindIII

vgb pET-glyA

NcoI BamHI NcoI BamHI

glyA BamHINcoI vgb BamHINcoI

vgbT7 promoterBglII HindIII

pET-28a

lacI

T7 promoter Kan

TT
f1 ori

ori

BamHI

NcoI

pET-glyA

lacI

glyA

T7 promoter

Kan

TT

f1 ori

ori

BamHI HindIII

pET-vgb

lacI

vgb

T7 promoter Kan

TT

f1 ori

ori

BglII

HindIII

pET-glyA

lacI glyA
T7 promoter

Kan
TT
f1 ori

ori BamHIHindIII

pET-SV

vgb

lacI

glyA

T7 promoter
Kan

T7 promoter TT
f1 ori

ori

图 2 重组质粒的构建

Fig. 2 Construction of recombinant plasmids

M    1

10 000 bp
7 000 bp

4 000 bp

2 000 bp

1 000 bp

500  bp

250  bp

5 277 bp

1 250 bp

M. DL10000 DNA Marker；1.质粒pET-glyA双酶切产物（NcoI/BamHI）。

图 3 酶切鉴定重组质粒pET-glyA
Fig. 3 Identification of recombinant plasmid pET-glyA by enzymedigestion
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1 M

10 000 bp
7 000 bp

4 000 bp

2 000 bp

1 000 bp

500 bp

250 bp

5 277 bp

441 bp

M. DL10000 DNA Marker；1.质粒pET-vgb双酶切产物（NcoI/BamHI）。

图 4 酶切鉴定重组质粒pET-vgb
Fig. 4 Identification of recombinant plasmid pET-vgb by enzyme digestion

M   1

2 000 bp

1 000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

100 bp

458 bp

M. DL2000 DNA Marker；1.质粒pET-SV。

图 5 PCR扩增vgb基因

Fig. 5 PCR amplification products of vgb gene 

将质粒pET-28a、重组质粒转化大肠杆菌BL21

（DE3）及BL21（DE3）ΔptsG，得到对照菌株BL21

（DE3）/pET-28a、单表达SHMT工程菌株BL21（DE3）/

pET-glyA、BL21（DE3）ΔptsG/pET-glyA及共表达SHMT

和VHb工程菌株BL21（DE3）ΔptsG/pET-SV。

2.3 重组菌株生长曲线

0
2 6 10 14 18 244 8 12 16 20 22

1

6
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3
2

BL21 DE3 /pET-glyA
BL21 DE3 ∆ptsG/pET-glyA

O
D

60
0 

nm

/h

BL21 DE3 ∆ptsG/pET-SV

图 6 BL21（DE3）/pET-glyA、BL21（DE3）ΔptsG/pET-glyA和 

BL21（DE3）ΔptsG/pET-SV在LB培养基中的生长曲线

Fig. 6 Growth curve of BL21(DE3)/pET-glyA, BL21(DE3)ΔptsG/pET-glyA 

and BL21(DE3)ΔptsG/pET-SV in LB medium

将BL21（DE3）/pET-glyA、BL21（DE3）ΔptsG/

pET-glyA和BL21（DE3）ΔptsG/pET-SV 3 种菌株，分别

在LB和LBG培养基中37 ℃培养，每隔2 h取样测OD600 nm

值，绘制生长曲线。从图6可知，在没有葡萄糖的LB培

养基中，BL21（DE3）/pET-glyA和BL21（DE3）ΔptsG/

pET-glyA两种菌株生长情况相差不大，但BL21（DE3）

ΔptsG/pET-SV菌株在稳定期的OD600 nm值比BL21（DE3）

ΔptsG/pET-glyA菌株提高了21.3%，比BL21（DE3）/pET-

glyA提高了25.5%，表明vgb基因的引入可以促进菌体生

长，提高菌体生长密度。

在 含 有 葡 萄 糖 的 L B G 培 养 基 中 ， 稳 定 期 

BL21（DE3）ΔptsG/pET-glyA菌株OD600 nm比BL21（DE3）/ 

pET-gly提高了19.4%，BL21（DE3）ΔptsG/pET-SV菌

株OD600 nm值比BL21（DE3）ΔptsG/pET-glyA菌株提高了

21.5%（图7），表明ptsG基因缺失可以增加菌株在含葡

萄糖的培养基中生长，过表达VHb能进一步提高菌株生

长量。
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图 7 BL21（DE3）/pET-glyA、BL21（DE3）ΔptsG/pET-glyA和 

BL21（DE3）ΔptsG/pET-SV在LBG培养基中的生长曲线

Fig. 7 Growth curve of BL21(DE3)/pET-glyA, BL21(DE3)ΔptsG/pET-glyA 

and BL21(DE3)ΔptsG/pET-SV in LBG medium

2.4 工程菌株的诱导表达及酶活力分析

47.0 kDa 

120 kDa
85 kDa
50 kDa

35 kDa

25 kDa

20 kDa

54321M

15.7 kDa  

M.蛋白质Marker；1. BL21（DE3）/pET-28a；2. BL21（DE3）/ 

pET-glyA；3.  BL21（DE 3）ΔptsG /pET-glyA；4.  BL21

（DE3）ΔptsG/pET-vgb；5. BL21（DE3）ΔptsG/pET-SV。

图 8 工程菌表达SHMT和VHb的SDS-PAGE分析

Fig. 8 SDS-PAGE analysis of protein expression in recombinant strains

对诱导后的菌体全细胞进行SDS-PAGE，结果见

图8。工程菌株BL21（DE3）/pET-glyA和BL21（DE3）
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ΔptsG/pET-glyA在分子质量47 kDa处有蛋白表达条带，

大小与SHMT相符。工程菌株BL21（DE3）ΔptsG/pET-

vgb在分子质量15.7 kDa处有蛋白表达条带，大小与VHb

一致。工程菌株BL21（DE3）ΔptsG/pET-SV在分子质量

47 kDa和15.7 kDa处均有蛋白表达条带，产物大小分别与

SHMT和VHb一致。上述结果表明，SHMT和VHb在携带

它们相应编码基因glyA和vgb的工程菌株中均得到表达。

经IPTG诱导后，测定菌株产SHMT活力，对照菌株

BL21（DE3）/pET-28a、工程菌株BL21（DE3）/pET-glyA、 

BL21（DE3）ΔptsG/pET-glyA和共表达工程菌株BL21

（DE 3）ΔptsG /pET-SV的SHMT活力分别为30 .6、

195.8、235.6 U/mL和293.8 U/mL。相比对照菌株，两

种单表达基因工程菌株SHMT活力分别提高了6.4 倍和 

7 . 7  倍；共表达基因工程菌株的S H M T活力提高了

9.6 倍。因此，ptsG基因的敲除能够增加工程菌株在含葡

萄糖培养基中SHMT的表达量，共表达VHb能进一步提高

菌株SHMT产量。

3 讨 论

本研究利用Red同源重组技术敲除大肠杆菌ptsG基

因。由于ptsG基因编码的酶EIICBGlc主要在大肠杆菌葡萄

糖的跨膜转运中起作用[18-19]，故在没有葡萄糖的LB培养

基中，ptsG基因缺失菌株BL21（DE3）ΔptsG/pET-glyA和
菌株BL21（DE3）/pET-glyA生长情况差别不明显。在含

有葡萄糖的LBG培养基中，敲除了ptsG基因的菌株对葡

萄糖吸收速率降低，细胞代谢产物乙酸产生少，减少了

乙酸对菌体生长的影响，同时由于菌株仍然能够利用PTS

途径中的EIIMan等运输体转运葡萄糖[20,25]，并利用磷酸烯

醇式丙酮酸提供磷酸基团对葡萄糖磷酸化，故ptsG基因

缺失工程菌株BL21（DE3）ΔptsG/pET-glyA比工程菌株

BL21（DE3）/pET-glyA在稳定期OD600 nm提高了19.4%，

并且菌株BL21（DE3）ΔptsG/pET-glyA产SHMT活力比菌

株BL21（DE3）/pET-glyA提高了20.3%。

菌体生物量和外源蛋白表达量往往受到发酵液溶解

氧水平的影响。VHb能加快大肠杆菌胞内三羧酸循环进

程，提高菌体对乙酰辅酶A的消耗速度，进而在一方面

能够促进菌体生物量的增加，另一方面可以抑制乙酸等

代谢副产物的生成[26]。本研究表明，在不含葡萄糖或含

葡萄糖的LB培养基中，共表达VHb均能够提高菌株的生

物量。在没有葡萄糖的LB培养基中，共表达VHb工程菌

株BL21（DE3）ΔptsG/pET-SV在稳定期的OD600 nm值比菌

株BL21（DE3）ΔptsG/pET-glyA提高了21.3%；在含有葡

萄糖的LBG培养基中，菌株BL21（DE3）ΔptsG/pET-SV 

的OD600 nm值比菌株BL21（DE3）ΔptsG /pET-glyA提

高了21.5%，并且产SHMT活力比菌株BL21（DE3） 

ΔptsG/pET-glyA提高了24.7%。

为实现重组蛋白高效生产，高细胞密度培养技术至

关重要，得到高密度菌体是提高重组蛋白的前提。在厌

氧或供氧不足条件下，大肠杆菌发酵产生乙酸，另外，

当大肠杆菌生长的培养基含葡萄糖过多，即使在溶氧

充足情况下，也可以产生乙酸[27]。高浓度乙酸会降低菌

体生长速率和生物量，从而导致外源蛋白产量降低。目

前，在发酵工艺上主要通过控制葡萄糖补料速率，减少

大肠杆菌发酵过程中乙酸的生成[28-29]。这种方法能限制大

肠杆菌发酵中乙酸积累，但发酵工艺复杂。本研究构建

的ptsG缺失菌株，由于葡萄糖的吸收速率降低，可以避

免使用复杂的发酵控制工艺，使菌体产乙酸得到控制，

在生产中具有优势。溶氧不足也常会成为大肠杆菌高密

度发酵的限制因素，虽然在发酵过程中可以通过增加通

气量、加大搅拌速率提高发酵液溶氧水平，但在菌体发

酵密度达到一定量时，这些手段的效果会降低。VHb具

有高的氧吸附和解离速率常数[10]，可以增加菌株氧利用

效率，减少菌株乙酸生成，促进菌体生长，缩短发酵周

期，因此，构建的共表达VHb工程菌株可提高大肠杆菌

对氧的利用和对低溶氧环境的耐受能力，在SHMT高密

度发酵产生中将会更加有利。

本研究构建的ptsG基因缺失工程菌株及共表达VHb

工程菌株在发酵罐中的生长特性及SHMT表达水平有待

进一步分析，期望能够简化发酵工艺操作，提高SHMT

生产水平，降低L-丝氨酸生产成本。
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