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代谢工程法改造大肠杆菌合成 2’-岩藻糖基乳糖

邹宇欣 1 张文池 2 张荣珍 1*

（1. 江南大学生物工程学院，江苏  无锡 214122； 2. 约翰·霍普金斯大学医学院，美国马里兰州  巴尔的摩  21205）

摘要：母乳寡糖对婴幼儿健康有促进作用，可保护新生儿免受感染和炎症，是婴幼儿最佳的天然食品。2’-岩

藻糖基乳糖（2’-fucosyllactose，2’-FL）是母乳寡糖中特有的成分且含量较高，在婴幼儿配方奶粉以及医药产业

中有广泛的应用前景。天然产物提取法和化学合成法是合成 2’-FL的主要方法，但这两种方法难以大量提取

2’-FL，且存在严重污染问题，因此，目前有关 2’-FL生产的研究集中在温和环保的全细胞发酵方法上。以大肠

杆菌为宿主细胞，在其内异源表达多聚磷酸盐依赖型甘露糖激酶 AsPPGMK和 α-1，2-岩藻糖基转移酶，同时共

表达合成路径关键酶。为了提高 2’-FL的产量，采用抑制 UDP-葡萄糖脂质载体转移酶基因 wcaJ的方法，阻断

中间产物的降解过程，并通过优化催化转化条件，在 100 mL 体系中添加 200 mmol/L 底物，进一步提高 2’-FL

产量。结果表明，反应 8 h后，转化率为 81%，产量为 79 g/L。
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Abstract: Human milk oligosaccharides play a crucial role in promoting infant health, safeguarding newborns 

against infection and inflammation, and serving as the optimal natural source of nutrition for infants. Among 

these oligosaccharides, 2’-fucosylactose (2’-FL) stands out as a prominent constituent with the highest content. 

Due to its significant application potential in medicine and infant formula production, 2’-FL has rapidly emerged 

as a focal point of research interest. Natural product extraction and chemical synthesis are the main methods of 

traditional synthesis of 2’-FL, but these two methods are difficult to extract 2’-FL in large quantities, and there is 

serious pollution. Consequently, there is growing attention towards employing whole cell fermentation as an 

environmentally friendly approach that offers mild reaction conditions for efficient 2’-FL production. By 

heterologously expressing polyphosphate-dependent mannose kinase AsPPGMK and α -1,2-fucosyltransferase in 

Escherichia coli while co-expressing key enzymes involved in the synthesis pathway and knocking out the gene 

encoding UDP-glucose lipid carrier transferase wcaJ to prevent intermediate metabolite degradation, we 

successfully enhanced the yield of 2’-FL. Ultimately, through optimization of catalytic transformation conditions, 

the addition of 200 mmol/L substrate to the 100 mL system further enhanced the yield of 2’-FL to 79 g/L in a 

yield of 81% in 8 h.
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母乳富含人体必不可少的营养物质、多样的生

物活性成分以及促进肠道菌群健康的刺激因子［1-2］，

是婴儿的最佳天然食品为新生儿提供了对抗感染

和炎症的保护，并有助于免疫系统的形成［3］。母乳

寡糖在小肠中不容易被吸收［4］，而是通过对肠道中

有益细菌提供能量来发挥作用。因此，母乳寡糖在

促进双歧杆菌的生长、抑制病原体的感染和提高免

疫应答等过程中发挥关键作用［5-6］。2’-岩藻糖基乳

糖在人类乳汁中含量极高，欧盟委员会（CEC）要求

欧洲食品安全局（EFSA）、新型食品和食品过敏原

小组（NDA）依照 2015/2283 号法规，对 2’-FL 作为

新食品的安全性进行评估，发现 2’-FL 在拟使用的

条件下是安全的［7］。目前 2’-FL已被大量应用于我

国的婴幼儿营养补充剂中［8］，如何更好地实现其工

业化生产是目前研究的热点。

直接提取法、化学合成法、生物法是工业生产

2’-FL 的主要方法［9-10］。2’-FL 最初是在母乳中发

现的，但因人类 2’-FL来源稀少，提取困难，且价格

昂贵，所以直接提取法存在成本高、操作复杂、提

取效率低、纯度低且容易对其结构造成损害等问

题。因此，采用直接提取法来制备 2’-FL不具备可

行性。化学制备 2’-FL的过程相当复杂，反应环境

严格，操作过程复杂，花费巨大，并且使用的试剂

有很强的环境毒性，具有一定的风险［11］。此外，化

学合成法生产的 2’-FL 中含有无法完全去除的杂

质，特别是重金属。因此，目前化学合成方法主要

用于临床前和临床试验阶段。由于这些限制条

件，在人体营养品领域应用 2’-FL受到了一定程度

限制。近年来，国内外学者对 2’-FL的合成方法进

行了深入研究，主要是利用外源添加岩藻糖苷供

体，引入岩藻糖苷使其 2’-FL 位具有较强的选择

性，但其异位羟基易失活，且结构复杂，价格昂贵，

难以大规模生产［12-13］。

生物法制备 2’-FL 克服了直接提取法和化学

合成法的局限性，具有安全、无污染、应用泛围广等

优点，已成为国内外研究的热点。已有研究发现，

2’-FL 在细胞质中存在 2 条合成路径，通过从头合

成途径和补救合成途径生产 GDP-L-岩藻糖，再进

一 步 外 源 表 达 α -1，2- 岩 藻 糖 基 转 移 酶 合 成

2’-FL［14］。GDP-L-岩藻糖是岩藻糖基化寡糖生物

合成途径的关键中间体，主要在岩藻糖基化反应中

提供岩藻糖基［15-16］。其从头合成途径是利用 GDP-

D-甘露糖为原料，并通过 Gmd和 WcaG 这 2个酶催

化反应来合成 GDP-L-岩藻糖。补救合成途径在真

核生物中普遍存在，是以 L-岩藻糖（L-fucose）为底

物，通过 Fkp（L-岩藻糖激酶）催化生成 GDP-L-岩藻

糖［17］。2’-FL 的代谢合成途径见图 1。研究者对两

种 GDP-岩藻糖合成途径以及 FutC 进行了转录微

调，以促进 2’-FL 的产生。最终代谢工程化大肠杆

菌在摇瓶和分批补料培养中分别产生 2.62、14.1 g/L

的 2’-FL［18］。

采用大肠杆菌模式菌株 Escherichia coli BL21

（DE3）作为起始表达菌株，对其进行改良和优化。在

大肠杆菌中异源表达多聚磷酸盐依赖型激酶

（AsPPGMK），为了减少转化体系的黏度，增加传质效

率，以甘露糖为底物，通过共表达 manB、manC、gmd、

wcaG和 futC基因，全细胞转化甘露糖生产 2’-FL。通

过使编码 UDP-葡萄糖脂质载体转移酶基因 wcaJ失

活，限制GDP-L-岩藻糖的分解，改善了 2’-FL合成能

力。最后，通过全细胞转化条件的优化进一步提高

2’-FL的产量。

甘露糖 -6-磷酸异构酶—manA；磷酸甘露糖变位酶—manB；α-D-甘

露糖 -磷酸鸟嘌呤基转移酶—manC；GDP-L-岩藻糖合酶—Gmd；

GDP-岩藻糖合成酶—WcaG；α-1，2-岩藻糖基转移酶—FutC；UDP-

葡萄糖脂质载体转移酶基因—wcaJ。

图 1　2’-FL代谢合成途径概况

Fig.  1　Overview of the metabolic pathways for the 

biosynthesis of 2’-FL
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1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株和质粒　

1）菌株：大肠杆菌 Escherichia coli JM109、

E. coli BL21（DE3）JM109 均为江南大学酿造微

生物学与应用酶学研究室保藏菌株。

2）质粒：pET-28a（+）和 pET-21a（+）由作者所

在研究室保藏。

1.1.2　主要试剂　

限制性核酸内切酶、单片段同源重组试剂盒、

质粒提取试剂盒：北京索莱宝科技有限公司；卡那

霉素、氨苄青霉素、异丙基硫代半乳糖苷（IPTG）、

SDS-PAGE免封闭变性丙烯酰胺彩色凝胶、双色预

染蛋白质 Marker：生工生物工程（上海）股份有限公

司；D-甘露糖、GDP-L-岩藻糖和 2’-岩藻糖基乳糖标

准品：西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司；其他

试剂：生工生物工程（上海）股份有限公司。

1.1.3　仪器与设备　

蛋白质电泳仪 ：ÄKTA-purify 型 ，美国颇尔

公司。

1.1.4　引物　

引物合成及测序均由生工生物工程（上海）股

份有限公司完成。试验所用引物序列见表 1。

1.2　试验方法

1.2.1　培养基和培养条件　

LB 培养基 ：蛋白胨 10 g，酵母粉 5 g，NaCl 

10 g，蒸馏水 1.0 L；LB 固体培养基：另添加 20 g

琼脂。

种子培养：从转化平板上挑取单克隆，并在

37 ℃、200 r/min培养 8 h。

诱导培养：将培养基于 37 ℃、200 r/min 培养

1.5~2.0 h，待 OD600 为 0.6~0.8 时，向菌液中加入适

量 IPTG 诱导表达，于 25 ℃、200 r/min过夜培养。

1.2.2　构建共表达质粒　

E. coli BL21（DE3）全基因组 DNA 按照提取

试剂盒操作说明书进行提取。引物根据 NCBI 官

网公布的 manB、manC、gmd 和 wcaG 基因序列进

行设计，随后进行引物合成和测序。以抽提的

E. coli BL21（DE3）全基因组为模板，PCR 反应条

件：98 ℃ 30 s，98 °C 30 s，55 °C 30 s，72 ℃ 90 s，

30个循环；72 ℃ 10 min，4 ℃保温。利用多片段同

源重组试剂盒采用酶切位点双酶切、酶连的方法

连接质粒载体 ，转化进感受态细胞大肠杆菌

JM109。DNA 测序成功后进行转化试验，构建重

组表达菌株 E. coli BL21/pET-CBGWF。

1.2.3　敲除载体和基因同源修复臂的构建　

模板使用 E. coli BL21基因组，利用引物 wcaJ-

up-F/R 和 wcaJ-down-F/R 扩增出 wacJ 基因簇的上

下游片段，接着柱纯化得到目标产物。供体 DNA

模板是以 wcaJ上下游片段为模板，通过引物 wcaJ-

表 1　试验引物列表

Table1　List of primers in this study

引物

manCB-F

manCB-R

gmd-wcaG-F

gmd-wcaG-R

gRNA

gRNA-F

gRNA-R

F-ΔwcaJ-F

F-ΔwcaJ-R

F-ΔwcaJ-test

wcaJ-up-F

wcaJ-up-R

wcaJ-down-F

wcaJ-down-R

序列（5′-3′）

CGCGGATCCGAATTCATGGCGCAGTCGAAA

TTGTCGACGGAGCTCTTACTCGTTCAGCAA

GGAGATATACATATGATGTCAAAAGTCGCT

TTGTCGACGGAGCTCTTACCCCCGAAAGCG

GTCAGCACATTGATAAACTG

CTGCGTTATCCCCTGATTCTG

TCGATGACGCCAACTACCTCT

GTCAGCACATTGATAAACTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGC

CAGTTTATCAATGTGCTGACACTAGTATTATACCTAGGACTGAG

GTCAGCACATTGATAAACTG

GCCAGAAATGGGCGCTAACCA

GGGCTAATAACAGGAACAACGTATGAGCTTACGTGAAAAAAC

GTTTTTTCACGTAAGCTCATACGTTGTTCCTGTTATTAGCCC

CCGGACACGCCTTTATTAAAG
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up-F/wacJ-down-R 将这些片段进行融合 PCR 所

得，制备流程见图 2。对供体 DNA片段进行胶回收

处理。进行敲除基因 gRNA 的设计，并在其中加入

设计好的 20 bp 序列，以 F-ΔwcaJ-F/F-ΔwcaJ-R 作

为上下游引物，利用 pTargetF质粒为模板进行 PCR

扩增。将处理好的产物转化至 E. coli BL21感受态

细胞中，过夜培养后提取质粒并使用引物 F-test/F-

ΔwcaJ-R 测序，敲除质粒鉴定构建成功后命名为

pTF-ΔwcaJ。

1.2.4　基因敲除菌株的构建　

在 E. coli BL21 感受态细胞中转化入核酸内

切酶 pCas 质粒，并涂布于含卡那霉素的 LB 固体

平板上，在 30 ℃下过夜培养后挑选单个克隆子

E. coli BL21-Δ 培养，并筛选阳性子代。最后利用

含 pCas 质粒的 E. coli BL21-Δ 制备电转化感受态

细胞，并通过电转化的方法（电压 1.8 kV， 时间

5 ms）将上述成功制备的载体和同源修复臂转化

进感受态细胞中，复苏 1.5 h，于 30 ℃恢复生长状

态后低速离心并涂布于含有两种抗性的 LB 双抗

固体平板上，在 30 ℃条件下培养后获得同源重组

菌株。对重组菌株进行培养并提取其质粒作为模

版，使用针对 wcaJ 基因设计的验证  PCR 引物  F-

ΔwcaJ-test对转化子进行验证，筛选出成功敲除基

因的菌株，并将  PCR 验证成功菌株命名为  E. coli 

BL21-ΔwcaJ。最后加入 0.5 mmol/L IPTG 诱导并

在 42 ℃培养过夜，对 pTargetF 和 pCas质粒抗性进

行 消 除 。 CRISPR-Cas9 技 术 敲 除 基 因 流 程

见图 3。

1.2.5　全细胞转化条件优化　

1）pH：研究不同 pH（6.5、7.0、7.5、8.0、8.5）对

转化甘露糖生产 2’-FL 转化率的影响。反应体系

为 1 mL，包含 10 mmol/L 甘露糖、10 mmol/L 乳糖、

10 mmol/L 六 偏 磷 酸 钠 、2 mmol/L MgCl2、

40 μmol/L NADP、2 mmol/L NADPH 和 20 mg/mL

湿 细 胞 ，反 应 缓 冲 液 为 100 mmol/L Tris-HCl 

（pH 6.5~8.5）。

2）温度：研究不同反应温度（20、25、30、35、

40 ℃）对转化甘露糖生产 2’-FL转化率的影响。反

应体系为 1 mL，包含 10 mmol/L甘露糖、10 mmol/L 

乳糖、10 mmol/L 六偏磷酸钠、2 mmol/L MgCl2、

40 μmol/L NADP、2 mmol/L NADPH 和 30 mg/mL

湿 细 胞 。 反 应 缓 冲 液 为 100 mmol/L Tris-HCl

（pH 7.5）。

3）底物浓度：研究不同底物浓度（10、20、30、

40、50 mmol/L）对转化甘露糖生产 2’-FL 转化率的

影响。反应体系为 1 mL，包含 10~50 mmol/L 甘露

糖、10~50 mmol/L 乳糖、10 mmol/L 六偏磷酸钠、

2 mmol/L MgCl2、40 μmol/L NADP、2 mmol/L 

NADPH 和 30 mg/mL 湿 细 胞 ，反 应 缓 冲 液 为

100 mmol/L Tris-HCl （pH 7.5）。

4）全细胞催化剂添加质量浓度优化：研究不同

全细胞催化剂质量浓度（10、20、30、40、50 g/L）对转

化甘露糖生产 2’-FL 转化率的影响。反应体系为

1 mL，包含 10 mmol/L 甘露糖、10 mmol/L 乳糖、

10 mmol/L 六偏磷酸钠、2 mmol/L MgCl2、40 μmol/L 

NADP、2 mmol/L NADPH 和 10~50 mg/mL 湿细胞，

反应缓冲液为 100 mmol/L Tris-HCl （pH 7.5）。

1.2.6　检测方法　

1）甘露糖、2’-FL 的测定：用高效液相色谱法

（HPLC）测定甘露糖质量浓度以计算转化率。用示

差法检测，色谱柱使用美国博乐有机酸柱 Aminex 

（Hercules， 美国） HPX-87H。5 mmol/L 硫酸作为流

动相，流量 0.6 mL/min，柱温 65 ℃。

2）GDP-L-岩藻糖的测定：发酵液在沸水中失活

图 2　用于基因敲除的 DNA 片段的制备

Fig.  2　Preparation of DNA fragment used for gene knockout
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后于 12 000 r/min离心 10 min，过滤后利用 HPLC进

行检测。检测条件：选择有机酸柱，UV 检测器，其

紫外波长 254 nm，柱温 30 ℃，使用 20 mmol/L的醋

酸三乙胺和体积分数 14 %的乙腈进行梯度洗脱，流

量为 0.6 mL/min。

2　结果与讨论

2.1　级联反应生产 GDP-岩藻糖的路径设计和构建

在工业生产中，GDP-岩藻糖是一种重要的中

间产物，用于合成母乳寡糖。它在母乳寡糖的合成

过程中扮演着关键角色，市场发展前景非常广阔。

多酶级联反应被广泛用于生产化合物，以满足绿色

制造的发展。作者基于 GDP-岩藻糖从头合成途径

的多酶级联生物合成路径（见图 4），成功构建了一

种新型共表达基因工程菌。通过 PCR 扩增基因

manC-manB、gmd-wcaG，并利用同源重组法与目的

基因连接，构建重组质粒 pET21-CBGW。

从 NCBI 中获取来自 Arthrobacter sp. I3 的多

聚磷酸盐依赖型甘露糖激酶（WP_028275864.1）的

氨基酸序列，根据大肠杆菌的密码子偏好性，对基

因进行密码子优化，制备得到多聚磷酸盐依赖型

甘露糖激酶质粒 pET28-AsPPGMK。

2.2　基因敲除菌株的验证

将构建好的敲除载体和模板 DNA电转到含有

pCas质粒的大肠杆菌 BL21中，并进行基因敲除试

验。原始菌落的 PCR 扩增结果作为阴性对照。通

过 GeneBank可知，wcaJ基因长度为 1 395 bp，敲除

系统为 CRISPR/Cas9，随后通过同源重组并进行

PCR 验证得到正确敲除菌株，提取其基因组 DNA

并利用相应引物 wcaJ-up-F/wcaJ-down-R 验证，如

图 5 所示，两个突变株基因敲除成功，wcaJ 基因长

度恰为两片段之间长度差，再通过 PCR测序确认纯

化回收的这些敲除菌株所含碱基均无误，最终证明

成功敲除 wcaJ 基因的 E. coli BL21-ΔWcaJ 菌株构

建完成。

2.3　重组大肠杆菌的诱导表达

将构建好的共表达质粒 pET21-CBGW 转入

图 3　CRISPR-Cas9技术敲除基因示意图

Fig.  3　Schematic diagram of knockout gene with CRISPR-Cas9 technique
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E. coli BL21-ΔWcal 菌株中，并通过 SDS-PAGE 分

析 IPTG诱导后得到的重组酶，见图 6（a）。

在相对分子质量为 53 000、50 000、42 000、

36 000处可观察到明显的蛋白质条带，共表达质粒

pET21-CBGW 实现成功诱导表达。同时也将构建

好的质粒 pET28-AsPPGMK 转入 E. coli BL21-ΔW

菌株中，并经过 0.2 mmol/L 的 IPTG 诱导培养后再

次进行 SDS-PAGE 分析。在 SDS-PAGE 凝胶中观

察到相对分子质量为 30 000的强条带，对应目标酶

的相对分子质量，见图 6（b）。

2.4　基因敲除后对 GDP-岩藻糖产量的影响

以 E. coli BL21 （DE3）、E. coli BL21- ΔWcaJ

这 2 株 菌 株 为 表 达 宿 主 菌 ，共 转 化 重 组 质 粒

pET21a-CBGW 和 pET28a-AsPPGMK，得 到 2 株

GDP-岩藻糖生产菌株 E01 和 E02。进行全细胞转

化反应探究 wcaJ 基因敲除后对 GDP-岩藻糖产量

的影响。如图 7 所示，与原始菌株 E01 相比，在转

M—DNA 标准品； 1、3—成功敲除 wcaJ基因后的 PCR 产物；2—wcaJ

基因未敲除的 PCR 产物。

图 5　WcaJ基因敲除菌株的 PCR 验证

Fig.  5　PCR identification of wcaJ gene after knockout

图 6　重组菌株蛋白质验证

Fig.  6　Recombinant strain protein verification

图 4　5酶级联反应催化甘露糖生成 GDP-岩藻糖的路径设计

Fig.  4　Design and reconstruction of GDP-fucose biosynthesis pathway from mannose by a five-enzyme system
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化反应 12 h 时，GDP-岩藻糖的转化率达到 67%，

说明敲除 wcaJ 基因有效阻止了 GDP-岩藻糖向可

拉酸的通量，在一定程度上增加了目标产物的

积累。

2.5　产物 2’-FL的分析及鉴定

从 NCBI 中获取来自 Helicobacter pylori 的 1，2-

岩藻糖基转移酶（WP_000874818.1）的氨基酸序列，

根据大肠杆菌的密码子偏好性，对基因进行密码子

优化，使用 SD-AS（序列为：GAAGGAGATATACC）作

为 linker，将其插入质粒 pET21a-CBGW 中以构建重

组 质 粒 pET21a-CBGWF，并 与 质 粒 pET28a-

AsPPGMK 共同转化至 E. coli BL21-ΔWcal细胞内构

建 2’-FL 生产菌株 E03。作者采用高效液相色谱

（HPLC）对大肠杆菌工程菌株生成的 2’-FL 进行定

量分析，以确定发酵产物中目标产物 2’-FL的存在。

2’-FL 标样和反应液分别在保留时间 8.04 min 和

8.09 min 处存在一个明显的峰，说明产物中含有

2’-FL。最后，对反应产物进行处理，纯化并使用

NMR结构鉴定方法来进一步验证和分析反应液中

的 2’-FL 是否与标准品相符。 13C-NMR （151 MHz， 

D2O）的化学位移 δ 为：100.30（26-C）、 99.36（8-C）、 

95.92（3-C）、 91.85（25-C）、 76.31（4-C）， 75.97 （1-C）， 

75.33（23-C）， 74.32（5-C）， 73.96（9-C）， 73.63（12-C）， 

71.70（10-C）， 71.32（6-C）， 70.41（28-C）， 69.69

（11-C）， 69.20（24-C）， 68.20（29-C）， 66.96（20-C）、 

15.30（17-C），该结果证明生成的物质为 2’-FL。

2.6　全细胞转化 D-甘露糖生产 2’-FL 的反应条件

优化

探讨了反应条件对转化反应的影响，通过调

整 pH、反应温度、底物浓度和催化剂质量浓度优

化 D-甘露糖生产 2’-FL 的发酵条件。将 pH 分别

调整为 6.5、7.0、7.5、8.0、8.5，试验结果表明，在 pH

为 7.5 时，2’-FL 的产量达到最高，见图 8（a），这为

优化生产工艺提供了重要的依据。同时，温度对

于酶的催化反应也有显著影响，因此，在全细胞催

化反应中，分别在 20、25、30、35、40 ℃下进行催

化，温度过高或过低都可能导致酶失活，30 ℃是

最适宜的温度条件，2’-FL 的产量和转化率分别为

3.3 g/L 和 71%，见图 8（b）。在底物浓度方面，当底

物浓度为 10 mmol/L 时，转化率可以达到 72%，而

底物浓度为 20 mmol/L 时，转化率为 70%，见图

8（c），二者差别不大。对于工业化生产来说，在保

证转化率的同时要尽可能提高产量，所以最佳反

应底物浓度选择 20 mmol/L。此外，还研究了不同

全细胞催化剂添加量对 2’-FL 产量的影响。结果

表明，当全细胞催化剂质量浓度低于 30 g/L 时，

2’-FL 产量随着质量浓度的增加而提高，进一步提

高全细胞催化剂质量浓度反而没有显著增加，因

此，选择 30 g/L 为最佳全细胞催化剂质量浓度，见

图 8（d）。

2.7　扩大反应体系

为了证明扩大 2’-FL生产规模的可行性，底物

甘露糖的浓度增加到 200 mmol/L，反应体系扩大到

100 mL。在最优条件下对甘露糖从头合成 2’-FL

的时间过程进行了监测，结果见图 9。在前 6 h内连

续将甘露糖转化为 2’-FL，表明在该反应条件下具

有很好的操作稳定性。在最初的 6 h内转化率达到

78% 左右，表明具有较高的初始催化性能。2’-FL

在反应 8 h后转化率为 81%，产量达到了 79 g/L。

全细胞催化法合成 2’-FL 具有经济性和高效

性 ，是目前合成 2’-FL 最具有潜力的方法［19］。

Parschat 等［20］利用蔗糖作为底物，额外添加反应

所需底物乳糖，并将从头合成途径中的基因整合

到 E.coliBL21（DE3）的基因组上，2’-FL 的产量达

到了 64 g/L。Ni 等［21］以 E.coli C41（DE3）作为宿

主细胞，敲除了产物中间体降解的 wcaJ、nudK、

nudD 基因以及半乳糖苷酶基因 lacZ，将获得的

重组工程菌以甘油作为碳源进行反应，获得了

66.8 g/L 的 2’-FL，为实现 2’-FL 的工业化生产提

供了参考。

图 7　基因敲除对 GDP-岩藻糖产量的影响

Fig.  7　Effect of gene knockout on GDP-fucose production
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3　结论

已有研究表明，通过改变细胞内乳糖含量、

GDP-L-岩藻糖的可利用性、降低中间产物代谢、促

进细胞内 GTP、NADPH 等途径相关基因的表达，

能够提高 2’-FL 的产率［9，22］。为了实现 2’-FL 的高

效生产，作者构建了多个质粒，通过重组菌进行六

酶级联反应来催化 D-甘露糖生产 2’-FL。通过代

谢工程改造，以价格相对便宜的化合物甘露糖作

为底物实现了化合物 2’-FL 的高效制备。通过强

化与 2’-FL合成相关基因的表达，敲除大肠杆菌内

与关键中间产物 GDP-L-岩藻糖分解代谢相关的

基因，使得不同代谢流达到平衡，为工业化生产提

供了依据。然而，由于在重组菌中构建了多个质

粒，质粒稳定性可能会影响目标基因的稳定表达，

同时必须加入相应的抗生素提高重组质粒的稳定

性，但这不利于细胞的正常生长和后续的分离纯

化。因此，未来的研究将重点关注如何提高质粒

的稳定性，以保证目标基因的稳定表达，从而提高

2’-FL的产量。
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