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摘  要: 敲除大肠杆菌磷酸烯醇式丙酮酸-糖磷酸转移酶系统(简称 PTS 系统) ptsHIcrr 操纵子, 考

察敲除菌株生长特性并将其与 ptsG 敲除菌进行比较。利用 I-SceⅠ特异性切割和 Red 同源重组方

法成功构建了大肠杆菌 DH5α△ptsHIcrr 敲除菌。在 LB 培养基中, DH5α△ptsHIcrr 的生长行为与

DH5α和 DH5α△ptsG 明显不同, 其最高菌密度是 DH5α和 DH5α△ptsG 的近 2 倍, 而 DH5α△ptsG

生长行为与 DH5α 无明显差异。但在含 1%葡萄糖的 LB 中, DH5α△ptsHIcrr 和 DH5α△ptsG 均表

现出生长优势, 最高菌密度依次是 DH5α 的 2.8 和 2 倍; 培养液中最终乙酸含量分别是 DH5α 的

12.2%、47%。在 M9 修饰培养基中, DH5α△ptsHIcrr 比生长速率(1/h)和比葡萄糖消耗速率[g/(g·h)]

明显低于 DH5α, 并略低于 DH5α△ptsG。结果说明, ptsHIcrr 操纵子敲除菌改变了葡萄糖的代谢速

率, 并呈现与 ptsG 基因敲除菌不同的代谢特点。 
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Abstract: The ptsHIcrr operon of phosphoenolpyruvate: sugar phosphotransferase system (PTS) of 
Escherichia coli DH5α was deleted to generate DH5α△ptsHIcrr strain, and its characteristics of growth 

and metabolism were compared with that of DH5α△ptsG. DH5α△ptsHIcrr and DH5α△ptsG were 
successfully constructed by using a one-step markerless deletion method that is a modified Red ho-
mologous recombination combined with specific cutting of I-SceⅠ. In LB medium, DH5α△ptsHIcrr 

has a significant different characteristic of growth with DH5α and DH5α△ptsG, and the maximum 

biomass of DH5α△ptsHIcrr is about two times of that of DH5α or DH5α△ptsG. However, there was 
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no difference between the growth of DH5α and that of DH5α△ptsG. In LB medium supplemented with 

1% glucose, DH5α△ptsHIcrr and DH5α△ptsG both grew better than DH5α, and the maximal cell 
densities were approximately 2 times and 2.8 times of that of DH5α respectively. In the end of culture, 
the concentrations of acetic acid of DH5α△ptsHIcrr, DH5α△ptsG were12.2%, 47% of that of DH5α. 
In a modified M9 medium, the specific growth rate (1/h) and the specific glucose consumption rate 
[g/(g·h)] of DH5α△ptsHIcrr were much slower than that of DH5α and a little slower than that of 
DH5α△ptsG. Altogether, the ptsHIcrr operon-deleted mutant changed the specific glucose consump-
tion rate and showed many different characteristics of growth and metabolism from that of the 
△ptsG-deleted mutant. 

Keywords: Red homologous recombination, PTS system, ptsHIcrr operon, Esherichia coli  

大肠杆菌主要通过磷酸烯醇式丙酮酸-糖磷酸

转移酶系统(简称 PTS 系统)以基团转移方式进行葡

萄糖的摄取, 此系统对于菌体具有以下生理学意义: 
碳水化合物转运和代谢、分解物代谢阻遏、碳源储

备、协调碳氮代谢平衡等[1]。PTS 系统包括 EI、HPr
以及 EIIs, 前两者为胞质可溶型蛋白, 分别由 ptsH、

ptsI 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、

EIICBGlc 等[1], 其中 crr 基因编码的 EIIAGlc 以及 ptsG 

基因编码的 EIICBGlc 在葡萄糖磷酸化转运中起主要

作用, EIIAGlc 蛋白的磷酸化及去磷酸化状态在“分解

物代谢阻遏”中起关键作用[1]。EIICBGlc 介导的高效

葡萄糖磷酸化转运易导致糖酵解循环和三羧酸循环

的不平衡, 产生大量乙酸[2]。ptsG 缺陷株可以减小

葡萄糖转运速率, 使胞内糖酵解循环和三羧酸循环

趋于平衡, 进而减小乙酸分泌, 利于高密度发酵[2]。

但是, ptsG 缺陷株仍然可以通过 PTS 系统转运葡萄

糖, 如 EIIMan 等[1]。通过 PTS 系统转运葡萄糖, 葡萄

糖的磷酸化需要磷酸烯醇式丙酮酸(PEP)提供磷酸基

团, 从而降低了胞内 PEP 水平[1]。PEP 是芳香族化合

物合成代谢途径的主要前体之一。Flores 等通过自

然筛选获得了 ptsHIcrr 缺陷株, 并以此缺陷株为基

础构建了用于高效合成莽草酸等重要化合物 的 工 程

菌[3]。我们实验室参照文献[4−5]将 I-SceⅠ特异性切

割技术和 Red 重组技术相结合建立了一步无痕修饰

E. coli 基因组方法。运用此方法可以直接进行 PCR
筛选阳性重组子, 避免了现有基因组修饰方法费时

费力、往往还残留下一些痕迹的缺点。本文应用这

种“一步无痕修饰”方法构建了大肠杆菌 ptsHIcrr 敲除

菌, 并测定了该敲除菌的生长性能, 为后续构建生产

莽草酸及其他芳香族氨基酸工程菌株打下了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料  
1.1.1  质粒与菌株: 低拷贝辅助质粒 pKDS (为本室

自行构建, 含 λ 噬菌体重组酶和 I-SceⅠ归巢内切

酶、温敏型复制子; exo、bet、gam 以及归巢内切酶

均受阿拉伯糖启动子调控), 高拷贝打靶质粒 pG 以

pET-28a (+)为基础构建; 组成型表达 EGFP 的质粒

pCP-EGFP 为本室构建, DH5α 和 DH5α△ptsG 为本

实验室保存菌种。 

1.1.2  主要试剂和仪器 : 限 制 性 内 切 酶 、 DNA 

marker 购自宝生物工程(大连)有限公司; 葡萄糖检

测试剂盒及乙酸检测试剂盒分别购自中生北控生物

科技有限公司、Boehringer-Mannheim 公司 ; 氯霉

素、卡那霉素购自 AMRESCO 公司; Electroporation 

System ECM 399 购自 HARVARD APPARATUS 公

司, 其他均为分析纯化学试剂。 

1.1.3  培养基及培养条件: LB 培养基(g/L): 蛋白胨

10, 酵母粉 5, 氯化钠 10; LBG 培养基(g/L):蛋白胨

10, 酵母粉 5, 氯化钠 10, 葡萄糖 10; FMG 培养基

(g/L): K2HPO4·3H2O 7, NaH2PO3·2H2O 3, NaCl 2.5, 
酵母粉 12, 蛋白胨 15, 另加 0.5 g MgSO4·7H2O 和

2 g 葡萄糖; M9 修饰培养基(g/L)是在 M9 培养基基础

上稍加修改获得的, Na2HPO4·7H2O 64, KH2PO4 15, 

NaCl 2.5, NH4Cl 5.0, 另加 2 mL 1 mol/L MgSO4 和

100 μL 1 mol/L CaCl2, 再加入终浓度为 0.2%的葡萄

糖和 0.1%的酵母粉。氯霉素和卡那霉素工作浓度均

为 50 mg/L。 

1.1.4  引物: 引物 C1 及 C4 中带框序列分别为

EcoRⅠ、XhoⅠ酶切位点, 带下划线序列为归巢内切

酶特异性识别的 18 bp 碱基。ptsHIcrr 操纵子打靶
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DNA 线性片段以重叠 PCR 获得, 故引物 C3 与 C2
部分序列反向互补, 鉴定引物 C5/C6。引物合成及

相关测序均由上海生工生物工程技术服务有限公

司完成。 
 

表 1  实验中所用引物 
Table 1  Primers in this research 

名称 

Name 
引物序列(5'→3') 

Primer sequence (5'→3') 

C1 CCGGAATTCTAGGGATAACAGGGTAATATGCCAG 
AAACCATGAGTAT 

C2 AGTAAATTGGGCCGCATCTCGTGGATGTATTTCCC 
CAACTTATAGG 

C3 TCCACGAGATGCGGCCCAATTTACT 

C4 CCGCTCGAGTAGGGATAACAGGGTAATCATCGCA 
AATCAAAATCCTT 

C5 TTTTTGAAGATAACTCGCTG 

C6 ATGACACTTTCTACGGTGGT 

 
1.2  方法 
1.2.1  PCR 打靶片段及打靶质粒制备: 以 DH5α 基

因组为模板, 以 C1/C2 为引物进行 PCR 扩增得到

ptsHIcrr 操纵子左同源臂; C3/C4 为引物 PCR 扩增得

到 ptsHIcrr 操纵子右同源臂,再分别以回收的左右同

源臂为共同模板, 以 C1/C4 为引物进行重叠 PCR 得

到 ptsHIcrr 基因的线性打靶 DNA 片段 C1。打靶片

段 C1 和 pET 载体经 EcoRⅠ、XhoⅠ双酶切, 连接

等步骤得到打靶质粒 pG。 

1.2.2  ptsHIcrr 操纵子快速敲除及鉴定: (1) 电转

化: 取 1 μL 打靶质粒(1 mol/L)和 7 μL 辅助质粒

pKDS (4 mol/L)至 50 μL 电转感受态细胞并混匀, 

冰浴后将混合物转移至已预冷的 1 mm 电击杯中, 

1.8 kV 电击转化, 电击完成后迅速加入 1 mL SOC 培

养基在 30°C 以 220 r/min 振荡 1 h 培养后涂布卡那、

氯霉双抗平板, 筛选阳性转化子, 最终获得“共转菌

液”。(2) 诱导敲除: 取 500 μL 共转菌于 50 mL 含有

氯霉抗性的 FMG 液体培养基, 30°C、220 r/min 培养

至 OD 约 0.2 时, 加入终浓度为 0.2%的 L-阿拉伯糖

诱导 4 h, 诱导结束后取 100 μL 诱导菌液稀释至

10−4, 再取稀释菌液(10−4) 100 μL 涂布氯霉抗性平

板, 30°C 培养。基因敲除策略见图 1。(3) 敲除菌阳

性菌落 PCR 鉴定及分离: 以上述氯霉素平板中单菌

落为模板, 以 C5/C6 为引物进行菌落 PCR 以鉴定阳

性重组菌落, 将含有辅助质粒的阳性菌落接种于液

体 LB, 42°C 培养约 12 h 以剔除辅助质粒 pKDS, 随

后将菌液涂布无抗平板, 37°C 培养后随机挑取无抗

平板中 20 个单菌接种于氯霉素抗性平板, 37°C 培养

12 h 后, 不能在氯霉素抗性平板生长的单菌落所对

应的无抗平板上的单菌落即是敲除菌。 
 

 

图 1  ptsHIcrr 基因敲除策略 
Fig. 1  The one-step markerless deletion strategy of 
ptsHIcrr gene 
Note: L: Upstream of ptsHIcrr; R: Downstream of ptsHIcrr. 
 

1.2.3 菌体生长曲线: 分别挑取 DH5α△ptsHIcrr, 

DH5α△ptsG 和 DH5α 单菌落于 5 mL LB, 37°C、 

220 r/min 培养过夜后取等量菌体转接至 50 mL LBG, 

37°C、220 r/min 继续培养, 定时测定菌体密度, 与

此同时保留样品, 以测定发酵液葡萄糖浓度及乙酸

含量。 

1.2.4  乙酸含量测定: 参照乙酸检测试剂盒。 

1.2.5  葡萄糖含量测定: 参照葡萄糖检测试剂盒。 

1.2.6  葡萄糖消耗速率测定参照文献[3]: qs= μ/Yx/s 

(其中, μ = (dx/dt)/x、Yx/s = dx/ds、−qs= (ds/dt)/x, −qs

为比葡萄糖消耗速率, g/(g·h); μ 为比生长速率, 1/h; 

Yx/s 为细胞得率, g/L; x 为菌体浓度, g/L; S 为葡萄糖

浓度, g/L; t 为培养时间, h。 

1.2.7  EGFP 的表达: 将组成型表达 EGFP 荧光蛋

白 的 质 粒 pCP-EGFP 转 化 至 DH5α△ptsHIcrr 、

DH5α△ptsG 和 DH5α。挑取单菌落接种于 5 mL LBG

培养基中, 37°C、220 r/min 振荡培养过夜, 次日离心

收获菌体, 对产物进行 SDS-PAGE 检测。 
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2  结果和分析 

2.1  打靶质粒构建及 ptsHIcrr 敲除菌 
将 ptsHIcrr 操纵子打靶片段经 EcoRⅠ/XhoⅠ

双酶切后与 pET-28a (+)连接得到打靶质粒 pG。按

图 1 所示方法敲除 ptsHIcrr 操纵子, 经 PCR 鉴定(图

2, 鉴定引物 C5/C6, 阳性产物大小约 2500 bp, 阴性

产物大小约 5200 bp)和测序确证(图 3)成功敲除了

ptsHIcrr 操纵子, 获得了 DH5α△ptsHIcrr 敲除菌。 

2.2  DH5α△ptsHIcrr、DH5α△ptsG 及 DH5α 生

长代谢特征比较 
2.2.1  LB、LBG 培养基中生长性能: 在 LB 培养基

中, DH5α△ptsHIcrr 敲除菌的对数生长期延长, 最

高菌密度约为 DH5α 的 2 倍, 而 DH5α△ptsG 敲除菌

和 DH5α 生 长 曲 线 几 乎 完 全 重 合 (图 4)。 说 明 

 

图 2  DH5α△ptsHIcrr 敲除菌 PCR 鉴定 
Fig. 2  Identification of DH5α△ptsHIcrr by PCR 
注 : M: DL250 DNA marker; 1,2: 野生型大肠杆菌 DH5α; 3: 

ptsHIcrr 敲除菌. 
Note: M: DL250 DNA marker; 1,2: DH5α; 3: DH5α△ptsHIcrr. 

 

 

图 3  DH5α△ptsHIcrr 部分测序结果 
Fig. 3  Sequence of DH5α△ptsHIcrr 

 

 
图 4  DH5α△ptsHIcrr, DH5α△ptsG 和 DH5α在 LB 培养

基中的生长曲线 
Fig. 4  Comparison of growth curves of DH5α△ptsHIcrr, 
DH5α△ptsG and DH5α in LB medium 
 
DH5α△ptsHIcrr 敲除菌能更好的利用复合培养基进

行生长。 
在 含有 1%葡 萄糖 的 LBG 培 养基中 , DH5α 

△ptsHIcrr 敲除菌的最高菌密度与 LB 培养基中的基

本相同 , 但 DH5α△ptsG 敲除菌的最高菌密度是

LB 培 养 基 中 的 2.8 倍 ( 图 5) 。 培 养 结 束 时 , 

DH5α△ptsHIcrr 敲除菌和 DH5α△ptsG 敲除菌的葡

萄 糖 消 耗 量 分 别 是 DH5α 的 59% 和 210% 。

DH5α△ptsHIcrr 敲除菌和 DH5α△ptsG 敲除菌产乙

酸水平分别为 DH5α 的 12.2%和 47% (表 2)。结果提

示, DH5α△ptsHIcrr 敲除菌利用葡萄糖的能力及产

酸水平大幅度降低。 

2.2.2  MY9 培养基中缺陷株生长代谢特征: 为了

比较准确地测定 DH5α△ptsHIcrr 敲除菌利用葡萄糖

的能力, 我们选择了 M9 修饰培养基, 以消除其他

可以作为碳源的物质对菌体生长的影响。如图 6 所

示, DH5α△ptsHIcrr 敲除菌、DH5α△ptsG 敲除菌的

菌密度分别是 DH5α的 24%和 35%; 葡萄糖消耗量分

别是 DH5α的 5.5%和 21%。计算得出 DH5α△ptsHIcrr

敲除菌、DH5α△ptsG 敲除菌和 DH5α 的比生长速率

(1/h)依次为 0.083、0.096 和 0.218; 比葡萄糖消耗速
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率[g/(g·h)]依次是 0.073、0.084 和 0.294。以上结果

说明: (1) ptsHIcrr 敲除菌和 ptsG 敲除菌均能减小葡

萄糖摄取速率, 前者葡萄糖转运速率相对较低。(2) 

ptsHIcrr 敲除菌比葡萄糖消耗速率变化和比生长速

率变化相一致, 也就是说可以通过控制比葡萄糖吸

收速率来控制比生长速率。 
 

 
图 5  DH5α△ptsHIcrr、DH5α△ptsG 和 DH5α 在 LBG
培养基中的生长 
Fig. 5  Growth characteristics of DH5α△ptsHIcrr, DH5α△ptsG 
and DH5α in LBG medium  
注: 实心: 生长曲线; 空心: 葡萄糖消耗曲线. 
Note: Solid: Cell growth kinetics; Hollow: Glucose consumption curves. 
 

表 2  不同菌株在 LBG 中培养时乙酸形成的比较 
Table 2  Acetic acid determination of DH5α△ptsHIcrr, 

DH5α△ptsG and DH5α 
菌株 

Strains 
DH5α△ptsHIcrr DH5α△ptsG DH5α 

  

620 ± 7 1266 ± 37
乙酸含量 

Content of acetic 
acid (mg/L) 

155 ± 7 

  
   

 

 
图 6  DH5α△ptsHIcrr、DH5α△ptsG 和 DH5α 于 M9 修
饰培养基中的生长性能 
Fig. 6  Growth characteristics of DH5α△ptsHIcrr, DH5α△ 

ptsG and DH5α in modified M9 medium 
注: 实心: 生长曲线; 空心: 葡萄糖消耗曲线. 
Note: Solid: Cell growth kinetics; Hollow: Glucose consumption curves. 

2.3  EGFP 蛋白表达及分析 
用 SDS-PAGE 检测 EGFP 表达状况, 结果如图 7

所示。在 DH5α△ptsHIcrr、DH5α△ptsG 和 DH5α

电泳图谱中, 在 27 kD 处有一明显表达带, 与 EGFP

理论值相符, 经 Gel-pro 软件分析发现缺陷株和对照

株蛋白表达差异不明显。由于 DH5α△ptsHIcrr 具有

高密度发酵优势, 为此有利于目的蛋白表达。 
 

 
图 7  EGFP 在 DH5α△ptsHIcrr、DH5α△ptsG 和 DH5α
中表达 
Fig. 7  SDS-PAGE analysis of EGFP expressed in 
DH5α△ptsHIcrr, DH5α△ptsG and DH5α 
Note: M: Protein marker; 1: pCP-EGFP/DH5α△ptsHIcrr; 2: 
pCP-EGFP/DH5α△ptsG; 3: pCP-EGFP/DH5α. 

3  讨论 

Red 重组技术具有短同源臂、高重组效率等优

点而被广泛应用于大肠杆菌基因组修饰 [4−5], 但是

目前常用的 Red 介导“两步基因剔除”方法会在基因

组上遗留一些残余的片段, 如重组酶靶位点、标记

基因等可能导致极性效应或基因重排, 并使后续操

作变得复杂。而理想的基因组修饰技术应该简单、

高效, 而且不残留多余的 DNA 片段[4−6]。 

本文利用 Red 重组技术和 I-SceⅠ特异性切割技

术 相 结 合 的 “ 一 步 无 痕 修 饰 ” 方 法 成 功 构 建 了

DH5α△ptsHIcrr 敲除菌。辅助质粒 pKDS 含有在阿

拉伯糖启动子控制下的 Red 重组酶基因和 I-SceⅠ归

巢内切酶基因。打靶质粒为高拷贝质粒, 在其打靶

片段两侧各有一个 I-SceⅠ酶切位点, 打靶片段对应

于靶基因上下游各约 1000 bp 左右的同源臂。在终

浓度 0.2% L-阿拉伯糖诱导下, Red 重组酶和 I-SceⅠ

酶共同表达, 归巢内切酶从辅助质粒上“切下”打靶

DNA 片段, 打靶片段随后在 Red 重组酶的作用下与

基因组上对应区域进行重组, 实现基因剔除。该方
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法具有操作简单、实验周期短、重组效率较高等特

点 , 可 以 直接 用 PCR 筛 选 阳 性 重 组 子 。 在 敲 除

ptsHIcrr 操纵子实验中, 直接菌落 PCR 筛选阳性率

为 7/80。本实验室曾用该方法构建了 DH5α△ptsG、

JM109△ptsG、HB101△ptsG 和 BL21(DE3)△ptsG, 

PCR 阳性率依次为: 5/80、7/80、6/80 和 3/80。DH5α

和 JM109 来源于 K12 菌株, HB101 为 K12 和 B 杂交

株, BL21 来源于 B 株, 说明此方法适用于不同系列

的大肠杆菌。这种方法使 DNA 修饰变得更容易、

更有效, 并有望成为功能基因组分析的有力工具。 

大肠杆菌 ptsHIcrr 操纵子敲除后会降低菌体对

葡萄糖的吸收速率, 从而降低菌体比生长速率和代

谢产物乙酸的形成。此外, 由于 crr 基因的敲除解除

了“分解物代谢阻遏”现象, 激活了 ugpE、glpT、amt、

cynX、cysZ 等基因, 因此能更有效地利用复合培养

基水解产物来维持菌体生长, 表现出在 LB 培养基

中培养时可以获得更高的菌密度[7]。与 ptsG 敲除菌

比较, ptsHIcrr 敲除菌彻底阻断了葡萄糖经过 PTS 途

径入胞, 而 ptsG 敲除菌仍然能够利用 PTS 途径中的

EIIMan 等运输体转运葡萄糖, 并利用 PEP 提供磷酸

基团对其磷酸化, 降低胞内 PEP 水平(1 mol Glucose 
+ 1 mol PEP → 1 mol Glucese-6-P + 1 mol Pyru-
vate)[8−9]。而在 ptsHIcrr 敲除菌中, 葡萄糖仅可以通

过 GalP、Glk 协同作用途径入胞, 并以 ATP 为磷酸

基团供体(1 mol Glucose + 1 mol ATP → 1 mol Glu-

cose-6-P + 1mol ADP)[10−11], 而不是消耗 PEP。当外

界葡萄糖浓度大于 0.2 mmol/L 时, PTS 缺陷株细胞

外膜通道蛋白 OmpF、OmpC 和内膜蛋白 GalP 共同

作用下完成葡萄糖低水平转运[12]。在含 2 g 葡萄糖/L

的 M9 修饰培养基中, DH5α△ptsHIcrr、DH5α△ptsG

和 DH5α 的比葡萄糖消耗速率[g/(g·h)]分别为 0.073、

0.084 和 0.294, 表明由 EIICBGlc、EIIMan 以及 GalP

参与葡萄糖转运的速率依次减小, 其中由 GalP 介导

的葡萄糖转运速率最低, 此结果与 Flores 等报道相

一致[12]。当 M9 修饰培养基中葡萄糖浓度为 10 g/L

时, DH5α、DH5α△ptsG 和 DH5α△ptsHIcrr 比葡萄

糖消耗速率依然依次减小, 而且与比生长速率变化

相一致(结果未给出), 进一步说明可以通过控制比

葡萄糖吸收速率来控制比生长速率。 

PTS 系统缺失菌株依赖 GalP 及 Glk 以 ATP 提

供的磷酸基进行葡萄糖磷酸化转运, 该葡萄糖转运

系统减少了胞内 PEP 的浪费, 有利于莽草酸等芳香

族产物的生物合成[13−14]。但上述实验结果说明, 通

过 GalP 途径转运葡萄糖的速率极低, 因而不利于菌

体生长。目前我们正在通过调控 ptsHIcrr 敲除菌中

galP 基因的表达以改善菌体生长行为, 为进一步构

建高效合成莽草酸的工程菌打下基础。 
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