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摘要　通过同源重组技术敲除克雷伯氏肺炎杆菌的luxS 基因,使其群体感应系统失活,研究突变株在２,３Ｇ
丁二醇发酵培养基中的生长状况及对２,３Ｇ丁二醇合成的影响;同时检测对其他副产物合成的影响,通过对野生

株和luxS 突变株发酵合成２,３Ｇ丁二醇的结果进行研究发现,与野生株相比,失去了群体感应功能的luxS 突变

株利用同样质量浓度的葡萄糖合成２,３Ｇ丁二醇的能力提高了４７．７５％,同时琥珀酸、乳酸和乙醇等主要副产物的

质量浓度大幅降低.
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　　克雷伯氏肺炎杆菌是一种重要的工业微生物,
广泛应用于１,３Ｇ丙二醇、２,３Ｇ丁二醇、３Ｇ羟基丙酸和

葡萄糖酸等化学品的工业生产[１Ｇ２].其中２,３Ｇ丁二

醇是一种极具潜力的重要的平台化合物,２,３Ｇ丁二

醇脱水可形成１,３Ｇ丁二烯,后者是合成橡胶的重要

原料;２,３Ｇ丁 二 醇 具 有 较 高 的 辛 烧 值 和 燃 烧 热

(２７１８J/g),挥发性低,使得其成为一种环境友好

的燃 料 添 加 剂,未 来 有 望 作 为 一 种 新 型 生 物 能

源[３Ｇ４].
克雷伯氏肺炎杆菌中２,３Ｇ丁二醇合成是以丙

酮酸为底物,经由αＧ乙酰乳酸、乙偶姻等中间代谢

产物最终转化成２,３Ｇ丁二醇,此过程中伴随有乙

醇、乙酸、乳酸、甲酸、琥珀酸等副产物的生成.目前

对克雷伯氏肺炎杆菌合成２,３Ｇ丁二醇的研究主要

围绕产物和副产物合成相关途径的改造,提高产量,
减少副产物[５Ｇ８].

群体感应(quorumsensing,QS)是指细菌能够

通过某些特定信号分子的浓度变化来感知周围环境

中自身或其他细菌的数量变化,从而作出相应的应

答.群体感应调控着很多细菌的生物功能,如根瘤

菌与植物共生、蓝细菌中异形胞的分化、根癌农杆菌

中 Ti质粒接合转移、病原细菌胞外酶与毒素产生、

生物膜形成、菌体发光、抗生素形成等[９].克雷伯氏

肺炎杆菌也存在群体感应系统,其调控系统属于呋

喃酰硼酸(furanosylboratediester)系统,又被称为

AIＧ２(autoinducerＧ２)系统,其信号分子由不同细菌

中高度保守的编码SＧ核糖基高半胱氨酸酶(SＧriboＧ
sylhomocysteinase)的 LuxS蛋白合成[１０].群体感

应系统对胞内基因的表达调控往往具有全局性,即
同时影响细菌多个代谢途径和生长状态,对克雷伯

氏肺炎杆菌群体感应系统方面的研究主要是对其生

物膜形成的影响[１１Ｇ１２],对２,３Ｇ丁二醇等代谢产物合

成影响的研究尚未见报道.
本研究通过同源重组技术敲除克雷伯氏肺炎杆

菌的luxS 基因,使其群体感应系统失活,研究突变

株在２,３Ｇ丁二醇发酵培养基中的生长状况和对

２,３Ｇ丁二醇合成的影响,同时检测对其他副产物合

成的影响,旨在为２,３Ｇ丁二醇工业生产菌株的改良

提供一种新的思路.

1　材料与方法

1.1　菌株、载体和引物

本研究使用的菌株和载体见表１.
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表１　本研究使用的菌株和载体

Table１　Thestrainsandvectorsusedinthisstudy

菌株或载体 Strainsorvectors 基本描述 Description 来源 Source

K．pneumoniaeCGMCC１．６３６６ ２,３Ｇbutanediolproducer CGMCC

E．coliDH５α Hostofplasmid TAKARA

K．pneumoniaeＧpDK６Ｇred Kmr,harboringpDK６Ｇred Weietal．[１３]

K．pneumoniaeΔluxS K．pneumoniaeCGMCC１．６３６６,ΔluxS Thiswork

pMDTM１８ＧTeasy Ampr,TAcloningvector, Takara􀆾

pIJ７７８ Strr,FRTsites, Labstock

pIJ７９０ Cmr,encodingλRedgenes Labstock

pDK６Ｇred Kmr,gam,bet,exo, Labstock

pMD１８tＧΔluxS ampr,strr,δluxs∶∶str, Thiswork

　　本研究中用到的引物及其序列:luxSＧs１:cagcＧ
ccgcattctgcgttctatg;luxSＧa１:cgtcgcgacccgcaccacgcＧ
cgc; luxSＧstrＧs１: aaatcaccgttttcgatctgcgcttctＧ
gcgtaccgaaccattccggggatccgtcgacc; luxSＧstrＧa１:

gcggcagcccattggcgaaatgtcgataatttccacgcctgtaggctgＧ
gagctgcttc.
1.2　培养基

２,３Ｇ丁二醇发酵培养基 成 分 (g/L):葡 萄 糖

１００,玉米浆 ８,(NH４)２SO４２,K２HPO４􀅰３H２O６,

KH２PO４３,MgSO４ 􀅰７H２O０．２,FeSO４ 􀅰７H２O
０．０５,CaCl２􀅰２H２O０．２,微量元素１mL.

微量元素溶液的组成(mg/L):MnSO４􀅰４H２O
１００,ZnCl２７０,Na２MoO４􀅰２H２O３５,CuSO４􀅰５H２O
２９．２８,CoCl２􀅰６H２O２００,H３BO３６０,NiCl２􀅰６H２O
２５,浓盐酸(３７％HCl)０．９mL.
1.3　克雷伯氏肺炎杆菌基因敲除的方法

本研究使用的基因敲除方法所依赖的同源重组

系统为Red重组酶系统[１３],构建过程如下:
用luxS 基因的上下游引物luxSＧs１和luxSＧ

a１从克雷伯肺炎杆菌基因组扩增获得片段,TA 克

隆于pMD１８TＧeasy载体,获得pMD１８ＧTＧluxS.与

重组质粒pIJ７９０共转入大肠杆菌DH５α.
用含有luxS 的同源臂的引物luxSＧStrＧs１和

luxSＧStrＧa１,以质粒pIJ７７８为模板,扩增链霉素抗

性盒,转入上一步含有双质粒pIJ７９０和pMD１９ＧTＧ
luxS 的菌株,用链霉素平板筛选线性片段整合到

pMD１８ＧTＧluxS 的阳性克隆,获得长度为５００bp同

源臂的同源重组质粒pMD１８TＧΔluxS∶∶Str.
以质粒pMD１８TＧΔluxS∶∶Str为模板,用引物

luxSＧs１和luxSＧa１扩增目的同源重组线性片段

DNAＧΔluxS∶∶Str,电转化含有质粒pDK６Ｇred的

K．pneumoniae细胞的感受态细胞,获得抗性片段

插入luxS 基因内部的目的菌株.
1.4　克雷伯氏肺炎杆菌及突变菌株的发酵试验

采用火焰接种法,将提前活化好的种子液按

１％的接种量接种到装液量为３L的５L发酵罐中,
发酵温度设定为３７℃,pH 控制在６．０,每隔２h从

发酵罐中取约１．５mL的新鲜发酵液,测菌体密度

(D６００值),并制样用于 HPLC分析,实时观察发酵

数据的变化,当发酵液中的葡萄糖消耗殆尽时,终止

发酵过程.发酵过程进行３次重复,结果为３次平

均值.
1.5　高效液相色谱分析方法

采用高效液相色谱(HPLC)实时检测发酵液中

底物葡萄糖、产物２,３Ｇ丁二醇及副产物如乙醇、乙
酸、琥珀酸、乳酸和乙偶姻的含量变化.

样品的处理方法如下:取新鲜发酵液约１．５mL
于EP管内,１２０００r/min离心２min,上清液用超

纯水精确稀释１００倍充分混匀后,取２００μL过滤后

的样品测样.
色谱柱为 BioＧred公司的 Aminex HPXＧ８７H

柱,柱温设定为６５℃,流动相为０．００５ mol/L 的

H２SO４,流动相的流速为０．８mL/min,进样量为２０

μL;检测器为岛津公司的 SPDＧM２０A 型光电二极

管阵列检测器和RIDＧ１０A型折光示差检测器.

2　结果与分析

2.1　克雷伯氏肺炎杆菌 luxS 基因缺失突变株的

构建

　　具有 AIＧ２型群体感应功能的细菌中负责合成

AIＧ２信号分子的luxS 基因编码SＧ核糖基高半胱氨

酸酶(SＧribosylhomocysteinase),从克雷伯氏肺炎杆

菌已公布的基因组序列(GenBank:CP０１２７４４．１)
中,编码luxS 基因的 DNA 序列位于１１７９９３６到

２６
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１１８０４５１,大小为５１６bp,考虑到克雷伯氏肺炎杆

菌基因敲除需要５００bp以上的同源臂,从该基因中

间位置上下游各选择５００bp左右的位置设计引物

luxSＧs１和luxSＧa１,扩增出来的片段大小应该为

１０８６bp,电 泳 结 果 如 图 １,可 以 看 到 通 过 引 物

luxSＧs１和luxSＧa１,从克雷伯氏肺炎杆菌基因组上

成功扩增出了大小为 １．１kb 左右的条带,符合

预期.

　M:DNAmarker;１:luxS 上下游片段luxSgenecontainedupＧ

downstreamsequence．

图１　luxS 基因上下游片段PCR结果

Fig．１　FragmentofluxSgenecontained
upＧdownstreamsequence

　　为了使克雷伯氏肺炎杆菌基因组上的luxS 基

因失活,需要在基因内部插入一段抗性片段,本研究

选择扩增质粒pIJ７７８上的链霉素抗性片段,根据序

列,设计引物luxSＧStrＧs１和luxSＧStrＧa１,该对引物

５′端为与luxS 基因匹配的序列,３′端为用于扩增

pIJ７７８载体上链霉素抗性的序列,用这对引物扩增

出大小为１．５kb左右的抗性片段,电泳结果(图２)
符合预期.

按本文“１．３”的方案用RED重组方法将链霉素

抗性片段插入luxS 的片段内部,形成两端为５００
bp左右同源臂,中间为链霉素抗性的敲除片段

ΔluxS∶∶Str,利用 RED重组系统插入克雷伯氏肺

炎杆菌的luxS 基因处,用引物luxSＧs１和luxSＧa１
做菌落PCR对阳性菌落进行确证,电泳结果如图３
所示,菌落PCR扩增出来的片段大小为预期的２．５
kb左右,说明已将链霉素抗性片段插入了luxS 基

因内部,得到了 LuxS蛋白被破坏且失去了群体感

应调控功能的突变株.

　M:DNA marker;１,２:链霉素抗性片段 StreptomycinＧresistant

fragment．

图２　链霉素抗性片段PCR结果

Fig．２　StreptomycinＧresistantfragment

　M:DNAmarker;１:菌落PCR扩增片段 ColonyPCRfragment．

图３　阳性菌落PCR鉴定

Fig．３　PCRidentificationofpositivecolony
2.2　野生株和 luxS 突变株发酵结果分析

１)野生株和luxS 突变株的生长性能.以生产

２,３Ｇ丁二醇的发酵培养基来研究野生株和luxS 突

变株的生长性能,结果见图４.初始发酵培养基的

葡萄糖质量浓度均为１００g/L,野生株和luxS 突变

株均经过短暂的适应期后,开始快速消耗葡萄糖,同
时生物量快速增加.LuxS蛋白缺失的突变株消耗

葡萄糖的速度明显慢于野生株,与此对应的,突变株

生长速度也慢于野生株.野生株在１５h就把培养

基中的葡萄糖全部消耗完,而luxS 突变株要到２１h
才全部消耗完.同样条件下野生株进入稳定生长期

的D６００为１１,而luxS 突变株稳定生长期的D６００只

能达到１０,说明失去了群体感应调控系统的突变株

在利用葡萄糖为碳源的培养基上生长变慢,生物量

减少,生长代谢的强度低于野生株.

３６
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A:葡萄糖消耗曲线;B:生长曲线.A:Glucoseconsumptioncurve;B:Growthcurve．

图４　葡萄糖消耗和生长曲线

Fig．４　Curveofglucoseconsumptionandgrowth

　　２)野生株和luxS 突变株对２,３Ｇ丁二醇合成的

影响.发酵生产２,３Ｇ丁二醇的试验结果如图５所

示,可以看出在发酵过程中,野生株和luxS 突变株

均在发酵试验进行到３h左右时开始积累２,３Ｇ丁二

醇,随着发酵过程中葡萄糖的消耗,主要代谢产物

２,３Ｇ丁二醇的积累量不断增加,尽管luxS 突变株生

长变慢,消耗葡萄糖减少,但２个菌株积累２,３Ｇ丁二

醇的速率基本一致.野生株在发酵试验进行到约

１５h时,葡萄糖消耗殆尽,积累 ２,３Ｇ丁二醇约为

２０．６３g/L;luxS 突变株在发酵试验进行到约１５h
时,积累２,３Ｇ丁二醇约为２０．６９g/L,与野生株无明

显差别,发酵试验继续进行到２１h时,luxS 突变株

葡萄糖消耗完毕,此时积累２,３Ｇ丁二醇约为３０．４８
g/L,与野生株相比,产量提高了约４７．７５％.以葡

萄糖 为 原 料 的 转 化 率 计 算 结 果 显 示,野 生 株 为

２０．６３％,而luxS 突变株为３０．４８％,提高明显.由

此可见,失去了群体感应功能的突变株转化葡萄糖

生成２,３Ｇ丁二醇的效率大大提高,这对于工业生产

来说非常有利,会大大降低生产成本.

图５　２,３Ｇ丁二醇产量曲线

Fig．５　２,３ＧButanediolconcentrationcurve

　　３)野生株和luxS 突变株发酵合成２,３Ｇ丁二醇

过程中相关副产物的检测结果.图６为根据相关文

献[５Ｇ８]总结出来的克雷伯氏肺炎杆菌葡萄糖相关的

代谢途径,葡萄糖进入克雷伯氏肺炎杆菌细胞内后,
经历一系列复杂的代谢,合成２,３Ｇ丁二醇,同时产

生一系列副产物,包括乙偶姻、琥珀酸、乳酸、乙醇和

乙酸.为了探讨luxS 突变株合成２,３Ｇ丁二醇效率

更高的原因,检测了野生株和luxS 突变株发酵生

产２,３Ｇ丁二醇过程中相关副产物的质量浓度,结果

如图７和表２所示:５个副产物中,琥珀酸(图７A)、
乳酸(图７B)和乙醇(图７C)是２,３Ｇ丁二醇主要的发

酵副产物,而乙酸(图７D)和乙偶姻(图７E)质量浓

度相对较低,对２,３Ｇ丁二醇的产量影响不大.在发

酵后期,２株菌中琥珀酸和乳酸的产量都大幅升高,
但luxS 突变株的升高幅度低于野生株的,其中野

生株在１５h发酵终点琥珀酸质量浓度达到５．５７
g/L,乳酸质量浓度高达９．７１g/L,而luxS 突变株

在１５h琥珀酸质量浓度仅有１．５０g/L左右,乳酸质

量浓度仅有３．００g/L左右,即使达到２１h的发酵终

点,琥珀酸质量浓度也只有３．０６g/L,乳酸质量浓度

为７．２７g/L,均远低于野生株发酵过程中这２个副

产物的质量浓度.另一个主要副产物乙醇在野生株

的发酵后期质量浓度也迅速升高,而突变株在发酵

中期升高后,后期又迅速降低.野生型发酵终点乙

醇质量浓度为５．６２g/L,而luxS 突变株发酵终点

乙醇质量浓度仅剩下０．００４g/L,几乎可以忽略不

计.也就是说这３个主要副产物在野生型菌株中

均有较大积累,而luxS 突变株中却大幅下降,这
是luxS 突变株中２,３Ｇ丁二醇的转化率比野生株

高４７．７５％的主要原因.
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图６　克雷伯氏肺炎杆菌葡萄糖相关代谢途径[５Ｇ８]

Fig．６　MetabolicpathwayofglucoseinKebsiellapneumoniae

图７　各副产物质量浓度曲线

Fig．７　ConcentrationcurveofseveralbyＧproducts
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　　另外２个副产物中,乙酸的含量在３株菌中均

很低,对２,３Ｇ丁二醇的产量影响不大,而乙偶姻是

２,３Ｇ丁二醇代谢的前体物质,恰恰是该物质在野生

株的发酵终点含量为０．３８g/L,而luxS 突变株发

酵终点含量为１．２４g/L,这从另一个角度也说明了

luxS 突变株的群体效应缺失导致葡萄糖的代谢流

分配发生改变,向乙偶姻和２,３Ｇ丁二醇途径的代谢

流量增大,而向其他途径的代谢流量减少,最终导致

了该途径上的乙偶姻和２,３Ｇ丁二醇产量都大于野

生株的.
表２　２株菌发酵液中各产物的质量浓度

Table２　Massconcentrationofseveralproductsin

wildＧtypestrainandluxSmutant

产物

Product

野生株质量浓度/(g/L)
Massconcentration

ofwildＧtype

突变株质量浓度/(g/L)
Massconcentrationof

luxS mutant

２,３Ｇ丁二醇

２,３ＧButanediol
２０．６４±２．０５ ３０．４８±１．５１

琥珀酸

Succinate
５．５７±０．１２ ３．０６±０．４６

乳酸 Lactate ９．７１±０．０８ ７．２７±０．１８
乙酸 Acetate ０．５３±０．０１ ０．２３±０．０１
乙醇 Ethanol ５．６２±０．３６ ０．００４±０．０１
乙偶姻 Acetoin ０．３８±０．０７ １．２４±０．１２

3　讨　论

克雷伯氏肺炎杆菌是一种广泛应用于多个大宗

化工品生产的工业微生物,在工业生产过程中,都涉

及到大规模的液体深层发酵工艺.克雷伯氏肺炎杆

菌在高生长密度环境下受LuxS蛋白介导的群体感

应系统调控,很多生理功能会发生改变.目前关于

LuxS蛋白对克雷伯氏肺炎杆菌生理功能影响的研

究主要集中在其生物膜形成方面,对其细胞内重要

代谢途径影响的研究尚未引起重视.
本研究利用同源重组的原理,成功构建了克雷

伯氏肺炎杆菌的luxS 基因缺失突变株,通过在以

葡萄糖为碳源的２,３Ｇ丁二醇发酵培养基发酵,从葡

萄糖消耗速率、发酵生物量、主产物２,３Ｇ丁二醇质

量浓度和副产物琥珀酸、乳酸、乙醇、乙酸和乙偶姻

的质量浓度等角度对发酵结果进行了分析对比.结

果发现,与野生型相比,缺失了群体感应功能的

luxS 突变株葡萄糖消耗速率变慢,生物量减少,３
个主要副产物琥珀酸、乳酸和乙醇的质量浓度都大

幅降低,而主产物２,３Ｇ丁二醇的质量浓度和转化率

都大幅上升.因此,本研究认为:生物群体感应系统

的缺失导致了克雷伯氏肺炎杆菌利用葡萄糖的代谢

流量发生明显改变,增加了碳源向乙偶姻和２,３Ｇ丁

二醇的代谢通路的流量,有效提高了２,３Ｇ丁二醇的

产量,尤其是大幅度提高了葡萄糖向２,３Ｇ丁二醇的

转化率,在相同质量浓度碳源的条件下,２,３Ｇ丁二醇

产量提高了４７．７５％,大幅降低了生产成本,为克雷

伯氏肺炎杆菌生产２,３Ｇ丁二醇的遗传改造提供了

新的思路.
本研究结果表明,克雷伯氏肺炎杆菌群体感应

功能的缺失导致向２,３Ｇ丁二醇途径的代谢流量发

生改变,但其具体调控模式尚不清楚,接下来拟从转

录组学和代谢组学方面研究野生株和luxS 突变株

各相关途径酶活性的改变和中间产物质量浓度的变

化,探究群体感应功能对各代谢途径调控的具体方

式,解析luxS 突变株代谢流量改变的具体原因,为
进一步的遗传改造提供理论依据.
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InfluenceofdeletingquorumsensingsysteminKlebsiella
pneumoniaeonsynthesisof２,３Ｇbutanediol

LIUPengfu１,２　WANGChenhong２　CHUXiaohe１　SHIJiping２　HAOJian２

１．CollaborativeInnovationCenterofYangtzeRiverDeltaRegionGreenPharmaceuticals,

ZhejiangUniversityofTechnology,Hangzhou３１００１４,China;

２．ShanghaiAdvancedResearchInstitute,ChineseAcademyofSciences,Shanghai２０１２１０,China

Abstract　TheluxSgenefromquorumsensingsystemofK．pneumoniaewasdeletedtostudythe
mechanismofquorumsensing．Theyieldof２,３ＧbutanediolandseveralbyＧproductsintheK．pneumoniＧ
aewildtypeanditsluxS mutantwascompared．Resultsshowedthattheyieldof２,３Ｇbutanediolinthe
luxS mutantwas４７．７５％higherthanthatintheproductionwiththesameconcentrationofglucose．The
concentrationofthebyＧproductsincludingsuccinicacid,lacticacidandethanolwasobviouslydecreased．

Keywords　Klebsiellapneumoniae;２,３Ｇbutanediol;quorumsensingsystem;luxSgene
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