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大肠杆菌利用甘露糖生产 2'-岩藻糖基乳糖的途径构建及优化 

李  莎，胡雅雯，李俊众，孙雪，李  玉，李庆刚 

（天津科技大学生物工程学院，天津 300457） 

摘要：2'-岩藻糖基乳糖（2'-fucosyllactose, 2'-FL）是岩藻糖基修饰的一种人乳寡糖，在婴幼儿的生长发育中起着重

要作用。利用微生物合成 2'-FL 是实现其大规模生产的可行方法，但是在其合成过程中碳源的利用效率较低，限制

了 2'-FL 生产水平的进一步提高。本文构建一种可以使菌株利用甘油进行自身生长，利用甘露糖进行 2'-FL 生产的

细胞生长与生产互不干扰的新策略，在大肠杆菌中敲除了磷酸甘露糖异构酶基因 manA，获得了可以利用甘油进行

菌株生长，利用甘露糖进行 2'-FL 生产的工程菌株，提高了 2'-FL 的转化率，由原有的 10.77%提高至 53.8%；进一

步通过敲除前体物 GDP-岩藻糖的分支途径、优化关键酶 α-1,2-岩藻糖基转移酶和甘露糖-1-磷酸鸟苷酰转移酶的表

达水平，提高了 2'-FL 的产量，通过测定菌株生长情况及甘露糖的转化率对这一策略进行了理论验证，后续会将这

种方法应用到实验室已有的 2'-FL 高产菌株中，进一步提高甘露糖到 2'-FL 的转化率，为构建 2'-FL 高效合成的工业

菌株提供参考。 
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Construction and Optimization of the Pathway from Mannose to2'-Fucosyllactose 

in Escherichia coli 

LI Sha，HU Yawen，LI Junzhong，SUN Xue，LI Yu，LI Qinggang 

(College of Biotechnology, Tianjin University of Science & Technology, Tianjin 300457, China) 

 

Abstract: 2'-fucosyllactose (2'-FL) is a kind of fucosyl-modified human milk oligosaccharides, which plays an important 

role in the infants’ growth.2'-FL could be synthesized by microorganism with high production. However, the carbon 

sourceutilization efficiency is low in this method, limiting the improvement of 2'-FL production continuously. In this paper, 

a new strategy was constructed to enable the strain to use glycerol for self-growth, and the cell growth and production of 

mannose for 2'-FL concentration did not interfere with each other, and the phosphomannose isomerase (ManA) in 

Escherichia coli strain was deleted in this study, and the obtained strain could use glycerol for cell growth and use mannose 

for 2'-FL synthesis, and the conversion rate of 2'-FL was improved, from the original 10.77% to 58.3%. Furthermore, by 

knocking out the branching pathway of the precursor GDP-fucose, optimizing the expression levels of key enzymes α-1,2-

fucosyltransferase and mannose-1-phosphate guanyloyltransferase, the production of 2'-FL was increased. This strategy was 

verified by measuring the growth of the strain and the conversion rate of mannose, and this method will be applied in the 

existing 2'-FL high-producers in the laboratory to further improve the conversion rate of mannose to 2'-FL, and provide a 

reference for the construction of industrial strains with efficient synthesis of 2'-FL. 

Key words: 2'-fucosylactose；human milk oligosaccharides；mannose；Escherichia coli；microbial synthesis 

                                                   
收稿日期：2024–06–07；修回日期：2024–09–05 

基金项目：国家重点研发计划项目（2022YFC2104902）；天津市研究生科研创新项目(2022BKY134) 
作者简介：李莎（2000-），女，河南驻马店人，硕士研究生；通信作者：李庆刚，副研究员，liqinggang@tust.edu.cn 

网络首发时间：2024-11-06 09:12:21
网络首发地址：https://link.cnki.net/urlid/12.1355.N.20241105.1813.013



·2·                                                                                  天津科技大学学报  

 

人乳寡糖（human milk oligosaccharides，HMOs）

在母乳中的含量仅次于乳糖和脂类，存在 200 余种

不同的结构[1-2]。HMOs 可抑制致病微生物对肠黏膜

的黏附作用，刺激有益菌群的生长，有利于婴儿肠

道 、 大 脑 发 育 [3-5] 。 2'- 岩 藻 糖 基 乳 糖 （ 2'-

fucosyllactose，2'-FL）是岩藻糖基修饰的 HMOs，

在 HMOs 中占比最多，约为 31%[6]。目前，2'-FL

已经获批可以添加至婴幼儿配方奶粉中，具有广阔

的市场应用前景，其生产方法受到更为广泛的关注
[7]。 

2'-FL 的生产可采用化学合成、酶法合成和微生

物合成的方法，其中，微生物合成法具有条件温和、

成本低、环境友好等特点[8]。代谢工程及合成生物

学的发展，进一步提高了微生物合成 2'-FL 的水平[9]。

目前，大多以大肠杆菌作为宿主菌株进行 2'-FL 的

微生物合成[10]。其原因为：大肠杆菌遗传背景清晰、

生长迅速，并且自身具有生产 2'-FL 前体物鸟嘌呤

5'-二磷酸-β-L-岩藻糖（GDP-岩藻糖）的完整途径，

进一步表达异源 α-1,2 岩藻糖基转移酶后，即可生

产 2'-FL[11-12]。2'-FL 的微生物合成途径如图 1 所示。

以果糖-6-磷酸为前体，依次通过磷酸甘露糖异构酶

（ManA）、磷酸甘露糖变位酶（ManB）、甘露糖-

1-磷酸鸟苷酰转移酶（ManC）、GDP-甘露糖 4,6-

脱水酶（Gmd）和 GDP-4-酮-6-脱氧甘露糖 3,5-变旋

酶/4-还原酶（WcaG）的催化作用合成 GDP-岩藻糖。

GDP-岩藻糖和乳糖在 α-1,2-岩藻糖基转移酶（FutC）

的作用下，最终生成 2'-FL[13-14]。 

目前的研究主要集中于对 2'-FL 合成途径进行

调控，发酵罐中 2'-FL 产量从低于 5 g/L 提高至约

121 g/L[15-19]。相关研究以酿酒酵母为宿主构建了 2'-

FL 的合成途径，发酵罐中最高产量为 22 g/L[20]。由

于 2'-FL 合成途径的代谢通量与糖酵解途径相比较

低，大量碳源流向糖酵解途径用于细胞生长，利用

碳源合成 2'-FL 的效率较低，2'-FL 的生产并未达到

理想水平[21-22]。 

本研究对大肠杆菌合成 2'-FL 的代谢途径进行

重构，敲除磷酸甘露糖异构酶基因 manA，使大肠

杆菌的生长代谢与 2'-FL 的合成代谢相互独立：菌

株仅能利用甘油作为碳源进行自身的生长代谢，不

能进行 2'-FL 的合成；同时，大肠杆菌仅能利用甘

露糖作为碳源进行 2'-FL 的合成，不能进行生长代

谢。这种利用不同碳源分别供应菌株生长和 2'-FL

合成的新策略，提高了菌株利用甘露糖生产 2'-FL

的转化率。敲除 2'-FL 前体物 GDP-岩藻糖分解途径

的 UDP-葡萄糖脂质载体转移酶基因 wcaJ，调控 α-

1,2-岩藻糖基转移酶 FutC 和甘露糖-1-磷酸鸟苷酰转

移酶 ManC 的表达水平，提高了大肠杆菌工程菌株

中 2'-FL 的生产水平。 

 
图 1 2'-FL 的微生物合成途径 

Fig.1  2'-FL synthesis pathway in microbial 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1  菌株、质粒与引物 

本研究中所用菌株和质粒见表 1，引物信息表

2。 

表 1 菌株和质粒 

Tab.1 Strains and plasmids 

类别 名称 特性 来源 

菌株 E.coliDH5α 
F- φ80d lacZ ΔM15Δ(lacZYA- argF) U169 endA1 recA1 

hsdR17(rk-mk+) supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1 phoA 
实验室保藏 

 L MG1655ΔlacIZ::Ptrc-wcaG-gmd-lacY 实验室保藏 
 L1 LΔmanA 本研究 
 L2 L1ΔwcaJ 本研究 
 L3 L1（pTrc99a-manB-manA，pSB4K5-futC-manC） 本研究 
 L4 L1（pTrc99a-manB，pSB4K5-futC-manC） 本研究 
 L5 L2（pTrc99a-manB-manA，pSB4K5-futC-manC） 本研究 
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 L6 L2（pTrc99a-manB，pSB4K5-futC-manC） 本研究 
 L7 L2（pTrc99a-manB，pSB4K5-PJ23105-futC-manC） 本研究 

 L8 L2（pTrc99a-manB，pSB4K5-PJ23110-futC-manC） 本研究 

 L9 L2（pTrc99a-manB，pSB4K5-PJ23100-futC-manC） 本研究 

质粒    

 pCAGO ApR, containing Cas9 and gRNA 实验室保藏 
 pTrc99a ApR, GenBank accession no.: U13872 实验室保藏 
 

pSB4K5 
KmR, pSB4K5-I52002 (GenBank accession no.: EU496099) 

backbone 
实验室保藏 

 pTrc99a-manB pTrc99a derivative, using promoter Ptrc to overexpress manB 本研究 
 pTrc99a-manB-

manA 
pTrc99a derivative, using promoter Ptrc to overexpress 

manB&manA 
本研究 

 pSB4K5-futC-

manC 
pSB4K5 derivative, using promoter Ptrcto overexpress 

futC&manC 
本研究 

 pSB4K5-PJ23105-

futC-manC 
pSB4K5 derivative, using promoter PJ23105to overexpress 

futC&manC 
本研究 

 pSB4K5-PJ23110-

futC-manC 
pSB4K5 derivative, using promoter PJ23110to overexpress 

futC&manC 
本研究 

 pSB4K5-PJ23100-

futC-manC 
pSB4K5 derivative, using promoter PJ23100to overexpress 

futC&manC 
本研究 

表 2 引物 

Table 2 Primers 

引物名称 序列 

manA-up-F ggaacgcctgaccgtgctcattccc 
manA-up-R attaattaatgatcaatccctgttttaatgtggaa 
manA-cat-F gggattgatcattaattaatctcgagtgtgacgga 
manA-cat-R tgttttaatgtggaaattaatcccactattccttacttcggttcgatggactatt 

manA-down-F ttaatttccacattaaaacagggattgatcgagcttactgaaaaaattaacatct 
manA-down-R aaagtcagcttgccgctgcccagat 

wcaJ-up-F tcaccactttgtcgttctccatcactttc 
wcaJ-up-R aacgatgacaaatctaaaaaagcgcg 

wcaJ-cat-F tttttagatttgtcatcgttattaattaatctcgagtgtgacg 
wcaJ-cat-R gcgccataaggtgaaaccggccttacttcggttcgatggactattacgccccgccctgccac 

wcaJ-down-F ccggtttcaccttatggcgcagcatgtagccttcaatgaggttcctgttattagccccttaccc 
wcaJ-down-R aacgcggtcgctatcagcaaatcaacctg 

ZTB-F gaacgagtaagtacccggggatcctctagagtcga 

ZTB-R tctccttcttaaagttaaacaaacacaattccacacattatacgagc 
B-F tttgtttaactttaagaaggagatatacatatgaaaaaattaacctgctttaaagc 
B-R ccccgggtacttactcgttcagcaacgtcagcaga 

ZTBA-F gtacccggggatcctctagagtcga 
ZTBA-R tctccttcttaaagttaaacaaattactcgttcagcaacgtca 

BA-F gtttaactttaagaaggagatatacatatgcaaaaactcattaactcagtg 
BA-R tctagaggatccccgggtacttacagcttgttgtaaacacgc 

pSB4K5-ZT-F acgggtgtaagaggcactggctgaaattggttttg 
pSB4K5-ZT-R cttcttaaagttaaacaaaggtctgtttcctgtgtgagattgttat 

futC-trc-F ctttgtttaactttaagaaggagatataccatggcttttaaagtggtgcaaattt 
futC-trc-R ggtatatctccttcttaaagttaaacaaattaagcgttatacttttgggatttt 
manC-F ctttaagaaggagatataccatggcgcagtcgaaactctatccag 
manC-R ccagtgcctcttacacccgtccgtagcgatccgcg 
105-F gtcctaggtactatgctagccctttgtttaactttaagaaggagatataccatggctttt 
105-R gctagcatagtacctaggactgagctagccgtaaaaacgtaaatgcatgccgcttcaggt 
110-F gtcctaggtacaatgctagccctttgtttaactttaagaaggagatataccatggctttt 
110-R gctagcattgtacctaggactgagctagccgtaaaaacgtaaatgcatgccgcttcaggt 
100-F gtcctaggtacagtgctagccctttgtttaactttaagaaggagatataccatggctttt 
100-R gctagcactgtacctaggactgagctagccgtcaaaacgtaaatgcatgccgcttcaggt 

 

1.1.2  主要试剂 

DNA 纯化试剂盒、质粒提取试剂，天根生化科

技 （ 北 京 ） 有 限 公 司 ； 无 缝 克 隆 试 剂 盒

（ClonExpress® CE II），南京诺唯赞生物科技公司；

DNA 聚合酶，Thermo Fisher Scientific 公司；其他

试剂均为分析纯。 

1.1.3  仪器与设备 

主要仪器设备包括 PCR 扩增仪（赛默飞世尔科

技公司），电泳仪（Baygene），冷冻高速离心机

（赛默飞世尔科技公司），电转化仪（美国 BTX 公

司），高效液相色谱仪（安捷伦科技有限公司），

高速振荡摇床（上海知楚仪器有限公司），分光光
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度计（赛默飞世尔科技公司）等。 

1.1.4  培养基 

LB 培养基：胰蛋白胨 10 g/L，酵母粉 5 g/L，

NaCl 10 g/L。 

发酵培养基：甘油 15 g/L，酵母粉 5 g/L，

KH2PO4 8 g/L，NH4Cl2 g/L，柠檬酸  1.7 g/L，

MgSO4·7H2O1.4 g/L，硫胺素 4.5 mg/L，10 ml/L 微

量元素（FeSO4·7H2O 10 g/L，ZnSO4·7H2O 2.2 g/L，

CuSO4·5H2O 1.0 g/L ， MnSO4·H2O 0.38 g/L ，

Na2B4O7·10H2O 0.02 g/L, (NH4)6Mo7O24 0.1 g/L, 

CaCl2 2.0 g/L），不同质量浓度甘露糖（分别设置

为 0、1、5、10 g/L），乳糖 5 g/L，调节 pH 为 7.0。 

1.2 方法 

1.2.1  质粒构建 

构建 pTrc99a-manB：以质粒 pTrc99a 为模板，

用引物 ZTB-F/R 扩增出载体片段；以野生型 E.coli 

MG1655 基因组 DNA 为模板，以引物 B-F/R 进行

manB 基因扩增，使用无缝克隆酶将 manB、

pTrc99a 线性载体片段连接，连接产物转化到 E.coli 

DH5α 感受态细胞中，对转化子进行 PCR 验证、测

序后，获得质粒 pTrc99a-manB。 

构建 pTrc99a-manB-manA：以质粒 pTrc99a-

manB 为模板，用引物 ZTBA-F/R 扩增出载体片段；

以野生型 E.coli MG1655 基因组 DNA 为模板，以引

物 BA-F/R 进行 manA 基因扩增，使用无缝克隆酶

将 manA、pTrc99a-manB 为线性载体片段连接，连

接产物转化到 E.coli DH5α 感受态细胞中，对转化

子进行 PCR 验证、测序后，获得质粒 pTrc99a-

manB-manA。 

构建 pSB4K5-futC-manC：以质粒 pSB4K5 为模

板，使用引物 pSB4K5-ZT-F/R，PCR 扩增得到线性

pSB4K5 载体片段。选择来自幽门螺杆菌的 α-(1,2)-

岩藻糖基转移酶基因 futC，使用引物 futC-trc-F/R，

以全基因合成的 futC 基因为模板，PCR 扩增得到

futC 基因片段。使用引物 manC-F/R，以野生型

E.coli MG1655 基因组 DNA 为模板，PCR 扩增得到

manC 基因片段，使用无缝克隆酶将 futC 基因片段、

manC 基因片段与线性载体 pSB4K5 片段连接，连

接产物转化到 E.coli DH5α 感受态细胞中，对转化

子进行 PCR 验证、测序后，获得质粒 pSB4K5-

futC-manC。 

构 建 pSB4K5-PJ23105-futC-manC 、 pSB4K5-

PJ23110-futC-manC 和 pSB4K5-PJ23100-futC-manC：以

质粒 pSB4K5-futC-manC 为模板，用引物 105-F/R、

110-F/R 和 100-F/R 分别扩增出线性片段 pSB4K5-

PJ23105-futC-manC 、 pSB4K5-PJ23110-futC-manC 和

pSB4K5-PJ23100-futC-manC，使用无缝克隆酶分别将

以上 3 个线性片段连接，连接产物转化到 E.coli 

DH5α 感受态细胞中，对转化子进行 PCR 验证、测

序后，分别获得质粒 pSB4K5-PJ23105-futC-manC、

pSB4K5-PJ23110-futC-manC 和 pSB4K5-PJ23100-futC-

manC。 

1.2.2  菌株构建 

本研究所用的菌株是在实验室已有菌株 L 的基

础上继续构建的。菌株 L 是以大肠杆菌 K12 

MG1655 为出发菌株构建，敲除 lacI 和 lacZ 基因，

并在原 lacZ 基因处以 Ptrc启动子过表达 wcaG、gmd

和 lacY 基因[23]。基因敲除技术为 CRISPR/Cas9 基

因编辑[24]。菌株 L 敲除 manA 基因后，获得菌株 L1。

菌株 L1 继续敲除 wcaJ 基因后，获得菌株 L2。 

菌株 L1 的构建：首先，构建基因敲除所需的

同源重组片段，包含上下游同源臂、氯霉素抗性基

因 cat 和 通 用 的 N20 序 列

（TAGTCCATCGAACCGAAGTAAGG），以实验室

保存的 MG1655 野生型菌株为模板，分别利用表 2

中的引物对 manA-up-F/R 和 manA-down-F/R 为引物，

PCR 扩增得到同源重组的上下游同源臂。以通过

PCR 获得的菌株 L 中的带有 cat-N20 序列的片段为

模板，利用引物对 manA-cat-F/R 为引物进行 PCR

扩增，获得新的带有 cat-N20 序列的片段。以上下

游同源臂，新的带有 cat-N20 序列的片段，这 3 个

片段为模板，利用引物 manA-up-F 和 manA-down-R

进行重叠 PCR，得到同源重组片段。将同源重组片

段通过电转化导入含有 pCAGO 质粒的菌株 L 中，

进行第一步同源重组。挑选正确克隆进行第二次同

源重组。挑取第二次同源重组后的正确克隆，传代

丢失 pCAGO 质粒，从而获得敲除 manA 基因的 L1

菌株。 

菌株 L2 的构建：构建过程同菌株 L1 的构建过

程，但是构建同源重组片段所用的引物不同。具体

引物使用如下：用表 2 中的引物对 wcaJ-up-F/R 和

wcaJ-down-F/R，PCR 扩增得到同源重组的上下游

同源臂。用引物对 wcaJ-cat-F/R 为引物进行 PCR 扩

增，获得新的带有 cat-N20 序列的片段。用引物

wcaJ-up-F 和 wcaJ-down-R 将获得的 3 个片段进行

重叠 PCR，得到同源重组片段。 

菌株 L3、L4 的构建：将质粒 pTrc99a-manB-

manA 和 pSB4K5-futC-manC 共同转化至菌株 L1 中，

得到菌株 L3。利用同样的方法将质粒 pTrc99a-

manB 和 pSB46K5-futC-manC 共同转化至菌株 L1 中，
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得到菌株 L4。 

菌株 L5、L6 的构建：将质粒 pTrc99a-manB-

manA 和 pSB4K5-futC-manC 共同转化至菌株 L2 中，

得到菌株 L5。利用同样的方法将质粒 pTrc99a-

manB 和 pSB4K5-futC-manC 共同转化至菌株 L2 中，

得到菌株 L6。 

菌株 L7、L8 和菌株 L9 的构建：将质粒

pTrc99a-manB 和 pSB4K5-PJ23105-futC-manC 共同转

化至菌株 L2 中，得到菌株 L7。利用同样的方法将

质粒 pTrc99a-manB 和 pSB4K5-PJ23110-futC-manC 共

同转化至菌株 L2 中，得到菌株 L8。将质粒

pTrc99a-manB 和 pSB4K5-PJ23100-futC-manC 共同转

化至菌株 L2 中，得到菌株 L9。 

1.2.3  菌株培养 

常规的菌株培养：利用 LB 培养基，37℃（含

有 pCAGO 质粒的菌株培养温度为 30℃）、220 

r/min 条件下培养。发酵 2'-FL 时，取文中 L3 至 L9

菌株的甘油菌 10 μL 接入到 5 mL 的 LB 液体培养基

中，37°C、220 r/min 过夜培养，按 2%的接种量转

接到发酵培养基中。使用 24 深孔板进行发酵培养，

装液量为 2 mL，37°C、600 r/min 条件下培养。利

用分光光度计测定菌株的生长状况（A600）。 

1.2.4  2'-FL 产量的测定 

2'-FL 产 量 测 定 所 用 的 液 相 色 谱 柱 为

Carbohydrate ES （5 μm， 250 mm×4.6 mm），检

测器为蒸发光检测器，流动相为乙腈与水（体积比

为 70：30），流量为 0.8 mL/min，柱温为 30℃，

进样量为 10 μL[22]。利用不同浓度的 2'-FL 标准品制

作标准曲线，计算样品中 2'-FL 的含量。 

1.2.5  甘露糖合成 2'-FL 转化率的计算 

甘露糖合成 2'-FL 的转化率(R)按照式(1)计算。 

R =
𝑃1−𝑃2
𝑀𝑟1
𝑀𝑟2

×𝑚
(1) 

式中：P1 为 2'-FL 实际产量，g；P2 为培养基中甘露

糖为 0 g 时发酵后 2'-FL 的产量，g；Mr1 为 2'-FL 相

对分子质量；Mr2 为甘露糖相对分子质量；m 为甘

露糖的利用量，g。 

2 结果与分析 

2.1 敲除磷酸甘露糖异构酶基因 manA 

甘露糖通过磷酸转移酶系统（PTS）转入胞内

生成甘露糖-6-磷酸，在甘露糖异构酶 ManA 的催化

作用下合成果糖-6-磷酸参与到糖酵解途径，用于细

胞生长。由于 2'-FL 合成途径的代谢通量低于糖酵

解途径，导致大量碳源流向糖酵解途径用于细胞生

长，2'-FL 合成时的碳源利用效率较低。敲除基因

manA 后，甘露糖-6-磷酸无法在胞内被用于生长，

从而大部分流向 2'-FL 的合成途径。利用甘油作为

碳源供应细胞进行生长代谢，甘露糖进行 2'-FL 的

合成，则可能实现菌株生长与生产的碳代谢独立运

行，提高碳源利用效率、2'-FL 转化率的目的。 

在菌株 L 的基础上，利用 CRISPR/Cas9 基因编

辑的方法敲除磷酸甘露糖异构酶编码基因 manA。

利用已构建的同源重组片段依次进行第一步、第二

步同源重组后，进行平板划线分离单菌落，挑选出

在含有 100 mg/L 氨苄霉素的 LB 平板上生长，但在

含有 25 mg/L 氯霉素的 LB 平板上不生长的单克隆，

进行菌落 PCR 验证，菌落 PCR 验证时片段大小为

1863 bp。图 2 表明，菌落 PCR 验证获得的电泳条

带大小约为 1800 bp，与理论大小一致。将其进行

序列测定无误后，获得了第二步同源重组菌株。将

第二步同源重组菌株，在 37℃条件下进行传代培养，

丢失其中的 pCAGO 质粒，从而获得敲除 manA 的

菌株，命名为 L1。 

 

M. DNA marke；1. 菌株 L1 的 PCR 样品 

图 2 验证菌株 L1 的菌落 PCR 电泳图 

Fig.2 Electrophoresis diagram of PCR product for strain L1 

validation 

2.2 敲除 GDP-岩藻糖分支途径酶基因 wcaJ 

进一步敲除 2'-FL 合成途径中的 UDP‑葡萄糖脂

质载体转移酶 WcaJ，使甘露糖合成的 GDP‑岩藻糖

不能进入 GDP-岩藻糖分支途径（可拉酸合成途

径），可以提高工程菌株对甘露糖的利用效率，进

而提高甘露糖合成 2'-FL 时的转化率。 

利用 CRISPR/Cas9 基因编辑的方法敲除 GDP-

岩藻糖分支途径酶编码基因 wcaJ。利用已构建的同

源重组片段依次进行第一步、第二步同源重组后，

进行平板划线分离单菌落，挑选出在含有 100 mg/L

氨苄霉素的 LB 平板上生长，但在含有 25 mg/L 氯
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霉素的 LB 平板上不生长的单克隆，进行菌落 PCR

验证，菌落 PCR 验证时片段大小为 1290 bp。图 3

表明，菌落 PCR 验证获得的电泳条带大小约为

1200 bp，与理论大小一致。将其进行序列测定无误

后，获得了第二步同源重组菌株。将第二步同源重

组菌株，在 37℃条件下进行传代培养，丢失其中的

pCAGO 质粒，从而获得敲除基因 wcaJ 的菌株，命

名为 L2。 

 

M. DNA marker；1. 菌株 L2 的 PCR 样品 

图 3 验证菌株 L2 的菌落 PCR 电泳图 

Fig.3 Electrophoresis diagram of PCR product for strain L2 

validation 

2.3 利用甘露糖生产 2'-FL 菌株的构建 

从甘露糖合成 2'-FL 途径中包括 5 个酶，其中

Gmd 和 WcaG 的酶活性较高[25-26]，在菌株 L1、L2

中，已经利用 Ptrc 启动子对其在基因组上进行了过

表达。分别在质粒水平多拷贝数过表达途径中另外

3 个酶，包括磷酸甘露糖变位酶 ManB、α‑(1,2)‑岩

藻糖基转移酶 FutC、甘露糖‑1‑磷酸鸟嘌呤基转移酶

ManC，构建 2'-FL 合成途径。同时，为了探究

manA 基因存在与否时，对甘露糖生成 2'-FL 的转化

率（甘露糖利用情况）的影响，在质粒水平过表达

ManA，作为相应的对照菌株。 

构建质粒 pTrc99a-manB 时，对转化后获得的

单克隆进行菌落 PCR 验证。如果构建成功，则菌落

PCR 验证时片段大小为 2175 bp。图 4A 表明，菌落

PCR 验证获得的电泳条带大小约为 2200 bp，与理

论大小一致。将其进行序列测定无误后，获得了质

粒 pTrc99a-manB；构建质粒 pTrc99a-manB-manA 时，

对转化后获得的单克隆进行菌落 PCR 验证。如果构

建成功，则菌落 PCR 验证时片段大小为 3427 bp。

图 4B 表明，菌落 PCR 验证获得的电泳条带大小约

为 3500 bp，与理论大小一致。将其进行序列测定

无误后，获得了质粒 pTrc99a-manB-manA；构建质

粒 pSB4K5-futC-manC 时，对转化后获得的单克隆

进行菌落 PCR 验证。如果构建成功，则菌落 PCR

验证时片段大小为 3186 bp。图 4C 表明，菌落 PCR

验证获得的电泳条带大小约为 3200 bp，与理论大

小一致。将其进行序列测定无误后，获得了质粒

pSB4K5-futC-manC。 

将构建完成的质粒 pTrc99a-manB-manA 和

pSB4K5-futC-manC 共同转化至菌株 L1 以及菌株 L2

中，得到菌株 L3 和菌株 L5。利用同样的方法将质

粒 pTrc99a-manB 和 pSB4K5-futC-manC 共同转化至

菌株 L1 以及菌株 L2 中，得到菌株 L4 和菌株 L6。 

 

A：质粒 pTrc99a-manB 验证；B：质粒 pTrc99a-manB-manA 验证；C：

质粒 pSB4K5-futC-manC 验证 

M. DNA marker；1. PCR 样品 

图 4 验证菌株的菌落 PCR 电泳图 

Fig. 4 Electrophoresis diagram of PCR product for 

strainvalidation 

2.4 利用甘露糖生产 2'-FL 菌株的评价 

为了探究 manA 基因存在与否，对甘露糖利用

情况的影响，比较了不同浓度甘露糖的发酵条件下

菌株 L3、L4 和菌株 L5、L6 的 2'-FL 产量。对已经

构建的菌株 L3、L4、L5 和 L6 进行培养，在不同初

始甘露糖浓度（分别设置为 0、1、5、10 g/L）的发

酵条件下，测定 2'-FL 产量以及计算甘露糖合成 2'-

FL 的转化率，结果如图 5 和图 6 所示。 

 

图 5 不同菌株的 2'-FL 产量 

Fig. 5 2'-FL production of different strains 
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图 5 表明，manA 基因缺失的菌株 L4 和 L6 的

2'-FL 产量（10 g/L 甘露糖时，2'-FL 产量分别为

4.12、4.68 g/L）均高于相应的对照菌株 L3 和 L5

（10 g/L 甘露糖时，2'-FL 产量分别为 2.76、3.16 

g/L），图 6A 表明，添加 5 g/L 和 10 g/L 甘露糖的

发酵条件下，携带 manA 基因的菌株 L3 和 L5 的发

酵液中，甘露糖基本被消耗完全，而缺失 manA 基

因的菌株 L4 和 L6 的发酵液中，甘露糖仍然有大量

剩余，添加 5 g/L 甘露糖时，菌株 L4 和 L6 的甘露

糖剩余量分别为 2.27、2.5 g/L；添加 10 g/L 甘露糖

时，菌株 L4 和 L6 的甘露糖剩余量分别为 7.05、

6.76 g/L。结合图 5 和图 6A 的数据，可以说明在存

在 ManA 的菌株中，甘露糖大部分被用来进行菌体

的生长代谢，而没有用来合成 2'-FL；而缺失 ManA

的菌株中即使剩余了大量甘露糖，2'-FL 产量仍然较

高，说明甘露糖没有被菌体利用进行自身的生长代

谢，而是被用来合成了 2'-FL。图 6B 结果显示，缺

失 ManA 的菌株 L4、L6，甘露糖生产 2'-FL 的转化

率均有提高，添加 10 g/L 甘露糖时，转化率分别为

51.63%和 53.8%（对照菌株 L3 和 L5 的转化率分别

为 10.77%和 12.68%）。实现了将菌株的生长与 2'-

FL 的生产分开的目的—菌株利用甘油进行细胞生长

代谢，利用甘露糖进行 2'-FL 合成代谢。 

 

图 6 不同菌株的甘露糖剩余量及甘露糖至 2'-FL 的转化率 

Fig. 6 The residual mannose in different strains and the 

conversion rates of mannose to 2'-FL 

为了评价 wcaJ 基因的敲除是否将更多的甘露

糖引向合成途径，比较了菌株 L5 与 L3，菌株 L6

与 L4 的 2'-FL 产量和转化率。由图 5 和图 6B 可知，

添加 10 g/L 甘露糖时，菌株 L5 的 2'-FL 产量（3.16 

g/L）、转化率（12.68%）高于菌株 L3（分别为

2.76 g/L 和 10.77%），菌株 L6 的 2'-FL 产量（4.68 

g/L）、转化率（53.80%）高于菌株 L4（分别为

4.12 g/L 和 51.63%），表明进一步敲除 wcaJ 基因

后，确实达到了将更多的甘露糖流向 2'-FL 合成途

径的目的。敲除 GDP‑岩藻糖分支途径，利于 2'-FL

的合成。 

2.5 优化途径酶 FutC 和 ManC 的表达水平 

质粒的大小对于其胞内拷贝数有一定的影响，

质粒越大，拷贝数越低。为了避免质粒过大，首先

在两个质粒上，分别利用 Ptrc启动子过表达 2'-FL 合

成途径酶的关键酶基因 manB，以及 futC-manC。过

表达 ManB 所用质粒 pTrc99a 的胞内拷贝数约为 20

个；过表达 ManC 和 FutC 质粒 pSB4K5 的胞内拷贝

数约为 5 个，理论上表达水平较低。 

为评价 FutC 和 ManC 不同表达水平对 2'-FL 产

量的影响，构建了质粒 pSB4K5-PJ23105-futC-manC、

pSB4K5-PJ23110-futC-manC 和 pSB4K5-PJ23100-futC-

manC。使用 Biobrick 系列启动子 PJ23105、PJ23110 和

PJ23100 分别过表达 futC、manC 基因，表 3 列出了

Biobrick 数据库中以上启动子强度与启动子 Ptrc强度

的比较结果，启动子 Ptrc、PJ23105、PJ23110 和 PJ23100

的 强 度 依 次 增 加

（https://parts.igem.org/Part:BBa_J23100）。 

将质粒 pTrc99a-manB 和 pSB4K5-PJ23105-futC-

manC 共同转化至菌株 L2 中，得到菌株 L7。利用

同样的方法将质粒 pTrc99a-manB 和 pSB4K5-PJ23110-

futC-manC 共同转化至菌株 L2 中，得到菌株 L8。

将质粒 pTrc99a-manB 和 pSB4K5-PJ23100-futC-manC

共同转化至菌株 L2 中，得到菌株 L9。如图 7 所示，

对菌株 L7、L8 和 L9 的 2'-FL 生产能力进行评价，

对照菌株为菌株 L6。由图 7 可知，菌株 L7（5.18 

g/L）、L8（5.49 g/L）和 L9（5.28 g/L）的 2'-FL 产

量均高于对照菌株 L6（4.92 g/L）。利用启动能力

较强的启动子过表达 2'-FL 合成途径基因 futC、

manC 时，2'-FL 的产量确实得到了提高。优化途径

酶的表达水平对提高 2'-FL 的生产水平确实具有重

要作用。 

然而，这些菌株中具有最强启动子强度的菌株

L9 的 2'-FL 产量却低于菌株 L8 的 2'-FL 产量，表明

2'-FL 合成途径基因的过表达水平与 2'-FL 产量之间

的关系并没有与预想的一致：并不是基因过表达水
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平越高，越有利于 2'-FL 的生产，可能是途径基因

的过强的表达水平干扰了胞内代谢途径之间的相互

平衡，或者增加了细胞的代谢负担。 

 

表 3 不同启动子的相对强度 

Table 3  The relative strengths of promoters 

启动子名称  相对强度  

PJ23100 2547 

PJ23110 844 

PJ23105 623 

Ptrc 146 

 

 

图 7 不同强度过表达 FutC 和 ManC 时，菌株的 2'-FL 产量 

Fig. 7 2'-FL production of strains with different expression 

strengths of FutC and ManC 

3 结语 

本研究以实验室前期工作为基础，在大肠杆菌

MG1655 衍生菌株中构建了利用甘油进行菌体生长

和利用甘露糖进行 2'-FL 生产的代谢途径，提高了

碳源的利用效率。通过敲除 ManA，实现了利用甘

油进行细胞生长代谢、利用甘露糖进行 2'-FL 合成

代谢相互独立的目的。结果表明这一策略确实实现

了将菌株自身生长与 2'-FL 生产的互不干扰，并且

提高了甘露糖到 2'-FL 的转化率（由原有的 10.77%

提高至 53.8%）。进一步敲除 GDP-岩藻糖分解途径

的 WcaJ、调控途径关键酶 FutC 和 ManC 的表达水

平，提高了菌株利用甘露糖合成 2'-FL 的生产水平。

这种策略为 2'-FL 的微生物合成提供了新的思路，

经过本研究证实了该策略的可行性后，后续研究中

会把这种策略应用于实验室已有的 2'-FL 高产菌株

中，进一步提高 2'-FL 的产量，为后续 2'-FL 生产菌

株的改造及高效工业化应用奠定基础。 
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