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(57)摘要

本发明提供一种合成2'‑岩藻糖基乳糖的重

组大肠杆菌及其构建方法，所述重组大肠杆菌是

通过在大肠杆菌的基因组中敲除β‑半乳糖苷酶

基因、从鸟苷二磷酸岩藻糖出发合成可拉酸的关

键酶基因，强化表达乳糖通透酶基因、鸟苷二磷

酸岩藻糖从头合成途径的关键酶基因，并表达外

源岩藻糖基转移酶基因得到的。本发明的方案能

够降低乳糖水解，提高外源乳糖转移到细胞内的

速率，从而有效提高细胞内乳糖浓度；同时，减少

鸟苷二磷酸岩藻糖的消耗，有效提高细胞内鸟苷

二磷酸岩藻糖浓度；通过密码子优化从而改善外

源岩藻糖基转移酶基因的表达，有效地促进了

2'‑岩藻糖基乳糖的合成。
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1.一种合成2'‑岩藻糖基乳糖的重组大肠杆菌，其特征在于：所述重组大肠杆菌是在大

肠杆菌原始菌株的基因组中敲除β‑半乳糖苷酶基因、从鸟苷二磷酸岩藻糖出发合成可拉酸

的关键酶基因，强化表达乳糖通透酶基因、鸟苷二磷酸岩藻糖从头合成途径的关键酶基因，

并表达外源岩藻糖基转移酶基因得到的；

所述敲除β‑半乳糖苷酶基因是指利用CRISPR基因编辑技术敲除β‑半乳糖苷酶基因

lacZ，敲除从鸟苷二磷酸岩藻糖出发合成可拉酸的关键酶基因是指利用CRISPR基因编辑技

术敲除十一碳二烯磷酸酯葡萄糖磷酸转移酶基因wcaJ；

利用CRISPR基因编辑技术敲除十一碳二烯磷酸酯葡萄糖磷酸转移酶基因wcaJ时，敲除

基因wcaJ的gRNA1的靶标序列的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.1所示，敲除基因wcaJ的gRNA2的

靶标序列的核苷酸序列如SEQ  ID  NO .2所示，PCR鉴定的上游引物的核苷酸序列如SEQ  ID 

NO.3所示，PCR鉴定的下游引物的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.4所示；

利用CRISPR基因编辑技术敲除β‑半乳糖苷酶基因lacZ时，敲除基因lacZ的gRNA1的靶

标序列的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.5所示，敲除基因lacZ的gRNA2的靶标序列的核苷酸序列

如SEQ  ID  NO.6所示，PCR鉴定的上游引物的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.7所示，PCR鉴定的下

游引物的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.8所示；

所述强化表达乳糖通透酶基因、鸟苷二磷酸岩藻糖从头合成途径的关键酶基因是指利

用CRISPR基因编辑技术在鸟苷二磷酸岩藻糖从头合成途径的磷酸甘露糖变位酶基因manB

上游敲入T7lac启动子；

利用CRISPR基因编辑技术在鸟苷二磷酸岩藻糖从头合成途径的磷酸甘露糖变位酶基

因manB上游敲入T7lac启动子时，敲入片段的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.9所示，敲入位置上

游基因的核苷酸序列如SEQ  ID  NO .10所示，敲入位置下游基因的核苷酸序列如SEQ  ID 

NO.11所示，PCR鉴定的上游引物的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.12所示，PCR鉴定的下游引物的

核苷酸序列如SEQ  ID  NO.13所示；

所述重组大肠杆菌携带用于诱导高表达蛋白质的多个重组质粒，所述重组质粒分别包

含基因manB、甘露糖‑1‑磷酸鸟苷转移酶基因manC、鸟苷二磷酸甘露糖‑4 ,6‑脱水酶基因

gmd、鸟苷二磷酸‑L‑岩藻糖合成酶基因fcl、乳糖通透酶基因lacY、外源岩藻糖基转移酶基

因；

所述外源岩藻糖基转移酶wcfB基因源自脆弱拟杆菌，密码子优化的wcfB基因序列如

SEQ  ID  NO.14所示。

2.根据权利要求1所述的重组大肠杆菌，其特征在于：原始菌株为大肠杆菌BL21(DE3)。

3.一种如权利要求1或2所述的合成2'‑岩藻糖基乳糖的重组大肠杆菌的构建方法，其

特征在于，包括如下步骤：

1)分别制备含有基因manB，基因manC，基因gmd，基因fcl，乳糖通透酶基因lacY，密码子

优化的基因wcfB的重组质粒，获得构建代谢途径的质粒；

2)检测显示大肠杆菌BL21(DE3)原始菌株生长状态正常，目标基因wcaJ和lacZ以及

T7lac启动子敲入位置及其上下游序列的检测显示，PCR扩增条带大小符合预期，测序结果

与NCBI序列一致；

3)根据目标基因序列的插入位置及周围的序列特点，设计并制备gRNA，将gRNA以及

Donor序列克隆至基因编辑载体Donor质粒，并通过测序验证确保构建的载体中gRNA以及
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Donor序列均与目标序列一致；

4)制备大肠杆菌BL21(DE3)电转感受态，Cas9质粒转化至BL21(DE3)感受态中，挑斑制

备BL21(DE3)‑Cas9电转感受态，Donor质粒转化至BL21(DE3)‑Cas9电转感受态，加入阿拉伯

糖诱导后涂板，进行基因编辑菌株筛选实验；

5)PCR扩增验证编辑后的BL21(DE3)单克隆，wcaJ基因敲除成功条带大小771bp，未敲除

成功条带大小为1049bp；lacZ基因敲除成功条带大小687bp，未敲除成功条带大小为983bp；

T7lac启动子敲入成功的条带大小1076bp，未敲入成功无条带；电泳图显示，成功筛选到

wcaJ基因和lacZ基因同时敲除并且T7lac启动子敲入的单克隆；

6)将步骤5)中CRISPR编辑的大肠杆菌进行溶源化处理，再将步骤1)所得的代谢途径构

建质粒转化到溶源菌中，获得能够合成2'‑岩藻糖基乳糖的重组大肠杆菌。
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一种合成2′‑岩藻糖基乳糖的重组大肠杆菌及其构建方法

技术领域

[0001] 本发明涉及基因工程技术领域，具体涉及一种合成2′‑岩藻糖基乳糖的重组大肠

杆菌及其构建方法。

背景技术

[0002] 母乳是一种复杂的混合物，含有水、脂肪、蛋白质、矿物质、维生素、多糖、单糖、双

糖(乳糖)、低聚糖。乳糖是母乳主要固体成分(总固形物的～6.8％)，同时广泛存在于动物

乳汁。但是，结构较复杂的母乳低聚糖(总固形物的～1％)却是人类所独有的。目前，结构确

证的母乳低聚糖大约有200种，聚合度从3到32不等。母乳低聚糖的结构特征包括乳糖‑N‑乙

酰葡萄糖胺骨架、直链β‑(1,3/4)‑糖苷键、支链β‑(1,6)‑糖苷键、乳糖在糖链还原末端而L‑

岩藻糖或唾液酸在非还原末端。

[0003] 2’‑岩藻糖基乳糖是大多数哺乳期母亲乳汁中含量最丰富的母乳低聚糖。在表达

α‑(1,2)‑岩藻糖基转移酶基因FUT2的分泌型母亲的乳汁中，2’‑岩藻糖基乳糖占母乳低聚

糖总量的比例可以高达30％。因此，2’‑岩藻糖基乳糖的研究较为充分，并且发现2’‑岩藻糖

基乳糖具有多种有益功能。例如，2’‑岩藻糖基乳糖特异性地抑制空肠弯曲菌、伤寒杆菌、致

病性大肠杆菌、幽门螺杆菌、诺如病毒与对应宿主受体的结合从而避免感染。2’‑岩藻糖基

乳糖可以抑制绿脓杆菌与局部上皮细胞的相互作用，从而避免绿脓杆菌对胃肠道、尿道和

呼吸系统的感染。此外，2’‑岩藻糖基乳糖可以抑制细胞膜表面的脂多糖结合受体CD14，从

而减弱致病性大肠杆菌1型菌毛脂多糖诱发的炎症。新近发现，2’‑岩藻糖基乳糖还可以改

善啮齿目动物的学习与记忆。

[0004] 2’‑岩藻糖基乳糖有益健康，因而被逐步用作婴儿配方食品和医学营养产品的功

能食品原料。然而，2’‑岩藻糖基乳糖的工业化生产并非易事，以至于现今2’‑岩藻糖基乳糖

在婴儿配方产品中的使用量仍然低于其在母乳中的天然含量。早期，2’‑岩藻糖基乳糖是从

捐赠的母乳中色谱分离获得的，由于材料来源有限，无法大规模生产。2’‑岩藻糖基乳糖可

以直接化学合成，然而，受限于保护基团的化学性质，无法扩大规模，并且化学合成需要使

用有毒试剂，更不适于大规模食品生产。岩藻糖基转移酶可以体外催化合成2’‑岩藻糖基乳

糖，但是，供体底物鸟苷二磷酸岩藻糖十分昂贵。因此，对于年产数百吨的工业生产，2’‑岩

藻糖基乳糖的酶法合成并不适用。微生物发酵是目前唯一适合大规模生产的技术路线。代

谢工程、发酵工程、纯化工艺等技术进展，使2’‑岩藻糖基乳糖得以大规模生产销售。在发酵

过程中，供体底物分子鸟苷二磷酸岩藻糖由微生物自身从头合成，而受体底物分子乳糖一

般由外部加入。

[0005] 因此，构建一种合成2′‑岩藻糖基乳糖的重组大肠杆菌，有效促进2′‑岩藻糖基乳

糖的发酵合成，并为未来规模化生产奠定坚实基础是本领域技术人员亟待解决的问题。

发明内容

[0006] 有鉴于此，本发明所解决的技术问题在于提供一种合成2′‑岩藻糖基乳糖的重组
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大肠杆菌及其构建方法，克服了同源重组技术的试验周期较长、成功率较低等难题，优化外

源岩藻糖基转移酶基因的表达，有效地促进了2′‑岩藻糖基乳糖的合成，从而实现2′‑岩藻

糖基乳糖的高效发酵合成。

[0007] 为了解决上述技术问题，一方面，本发明的方案提供一种合成2′‑岩藻糖基乳糖的

重组大肠杆菌，所述重组大肠杆菌是在大肠杆菌原始菌株的基因组中敲除β‑半乳糖苷酶基

因、从鸟苷二磷酸岩藻糖出发合成可拉酸的关键酶基因，强化表达乳糖通透酶基因、鸟苷二

磷酸岩藻糖从头合成途径的关键酶基因，并表达外源岩藻糖基转移酶基因得到的。

[0008] 优选地，所述敲除β‑半乳糖苷酶基因是指利用CRISPR基因编辑技术敲除β‑半乳糖

苷酶基因lacZ，敲除从鸟苷二磷酸岩藻糖出发合成可拉酸的关键酶基因是指利用CRISPR基

因编辑技术敲除十一碳二烯磷酸酯葡萄糖磷酸转移酶基因wcaJ。

[0009] 优选地，利用CRISPR基因编辑技术敲除十一碳二烯磷酸酯葡萄糖磷酸转移酶基因

wcaJ时，敲除基因wcaJ的gRNA1的靶标序列的核苷酸序列如SEQ  ID  NO .1所示，敲除基因

wcaJ的gRNA2的靶标序列的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.2所示，PCR鉴定的上游引物的核苷酸

序列如SEQ  ID  NO.3所示，PCR鉴定的下游引物的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.4所示。

[0010] 优选地，利用CRISPR基因编辑技术敲除β‑半乳糖苷酶基因lacZ时，敲除基因lacZ

的gRNA1的靶标序列的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.5所示，敲除基因lacZ的gRNA2的靶标序列

的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.6所示，PCR鉴定的上游引物的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.7所示，

PCR鉴定的下游引物的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.8所示。

[0011] 优选地，所述强化表达乳糖通透酶基因、鸟苷二磷酸岩藻糖从头合成途径的关键

酶基因是指利用CRISPR基因编辑技术在鸟苷二磷酸岩藻糖从头合成途径的磷酸甘露糖变

位酶基因manB上游敲入T7lac启动子。

[0012] 优选地，利用CRISPR基因编辑技术在鸟苷二磷酸岩藻糖从头合成途径的磷酸甘露

糖变位酶基因manB上游敲入T7lac启动子时，敲入片段的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.9所示，

敲入位置上游基因的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.10所示，敲入位置下游基因的核苷酸序列如

SEQ  ID  NO.11所示，PCR鉴定的上游引物的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.12所示，PCR鉴定的下

游引物的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.13所示。

[0013] 优选地，所述重组大肠杆菌携带用于诱导高表达蛋白质的多个重组质粒，所述重

组质粒分别包含基因manB、甘露糖‑1‑磷酸鸟苷转移酶基因manC、鸟苷二磷酸甘露糖‑4,6‑

脱水酶基因gmd、鸟苷二磷酸‑L‑岩藻糖合成酶基因fcl、乳糖通透酶基因lacY、外源岩藻糖

基转移酶基因。

[0014] 优选地，所述外源岩藻糖基转移酶wcfB基因源自脆弱拟杆菌，密码子优化的wcfB

基因序列如SEQ  ID  NO.14所示。

[0015] 优选地，原始菌株为大肠杆菌，优选为大肠杆菌BL21(DE3)。

[0016] 具体实现过程中，本发明提供一种合成2′‑岩藻糖基乳糖的重组大肠杆菌，采用

CRISPR基因编辑技术，敲除原始菌株基因组十一碳二烯磷酸酯葡萄糖磷酸转移酶基因wcaJ

和β‑半乳糖苷酶基因lacZ。同时，在鸟苷二磷酸岩藻糖从头合成途径的磷酸甘露糖变位酶

基因manB上游敲入T7lac启动子。并且，同时过表达磷酸甘露糖变位酶基因manB，甘露糖‑1‑

磷酸鸟苷转移酶基因manC，鸟苷二磷酸甘露糖‑4,6‑脱水酶基因gmd，鸟苷二磷酸‑L‑岩藻糖

合成酶基因fcl，乳糖通透酶基因lacY，密码子优化的α‑1,2‑岩藻糖转移酶基因wcfB。
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[0017] 所述基因wcaJ，基因登录号GI:8182600；基因lacZ，基因登录号GI:8181469；基因

manB，基因登录号GI:946574；基因manC，基因登录号GI:946580；基因gmd，基因登录号GI:

946562；基因fcl，基因登录号GI:946563；基因lacY，基因登录号GI:949083；基因wcfB,基因

登录号GI:3287270。所述基因过表达，是指采用重组质粒表达载体实现各个基因对应的蛋

白质酶分子的诱导高表达。

[0018] 另一方面，本发明还提供了一种合成2′‑岩藻糖基乳糖的重组大肠杆菌的构建方

法，包括如下步骤：

[0019] 1)分别制备含有基因manB，基因manC，基因gmd，基因fcl，乳糖通透酶基因lacY，密

码子优化的基因wcfB的重组质粒，获得构建代谢途径的质粒；

[0020] 2)检测显示大肠杆菌BL21(DE3)原始菌株生长状态正常，目标基因wcaJ和lacZ以

及T7lac启动子敲入位置及其上下游序列的检测显示，PCR扩增条带大小符合预期，测序结

果与NCBI序列一致；

[0021] 3)根据目标基因序列的插入位置及周围的序列特点，设计并制备gRNA，将gRNA以

及Donor序列克隆至基因编辑载体Donor质粒，并通过测序验证确保构建的载体中gRNA以及

Donor序列均与目标序列一致；

[0022] 4)制备大肠杆菌BL21(DE3)电转感受态，Cas9质粒转化至BL21(DE3)感受态中，挑

斑制备BL21(DE3)‑Cas9电转感受态，Donor质粒转化至BL21(DE3)‑Cas9电转感受态，加入阿

拉伯糖诱导后涂板，进行基因编辑菌株筛选实验；

[0023] 5)PCR扩增验证编辑后的BL21(DE3)单克隆，wcaJ基因敲除成功条带大小771bp，未

敲除成功条带大小为1049bp；lacZ基因敲除成功条带大小687bp，未敲除成功条带大小为

983bp；T7lac启动子敲入成功的条带大小1076bp，未敲入成功无条带；电泳图显示，成功筛

选到wcaJ基因和lacZ基因同时敲除并且T7lac启动子敲入的单克隆；

[0024] 6)将步骤5)中CRISPR编辑的大肠杆菌进行溶源化处理，再将步骤1)所得的代谢途

径构建质粒转化到溶源菌中，获得能够合成2′‑岩藻糖基乳糖的重组大肠杆菌。

[0025] 本发明重组大肠杆菌发酵合成2′‑岩藻糖基乳糖，培养基和发酵方法如下：

[0026] LB培养基(1L):胰蛋白胨，10g；酵母提取物，5g；氯化钠，5g。配制固体培养基，则再

加入15g琼脂粉。

[0027] 本发明重组大肠杆菌在2mL的LB培养基(卡那霉素50μg/mL，链霉素50μg/mL)中37

℃并且摇床转速220rpm过夜培养约15h。取1mL过夜培养的种子液转入50mL的LB培养基(卡

那霉素50μg/mL，链霉素50μg/mL，加入终浓度为20g/L的葡萄糖)，30℃并且摇床转速250rpm

培养约8h(菌液OD600约0.8)。加入终浓度为12g/L的乳糖和0.3mM的IPTG，25℃并且摇床转速

250rpm继续诱导发酵48h。

[0028] 本发明公开的一种合成2′‑岩藻糖基乳糖的重组大肠杆菌及其构建方法与现有技

术相比所具有的积极效果在于：

[0029] (1)本发明重组大肠杆菌具备发酵合成2′‑岩藻糖基乳糖的代谢途径，同时克服了

同源重组技术的试验周期较长、成功率较低等难题，获得了一个高效的基因组编辑方案；除

合成2′‑岩藻糖基乳糖外，原始菌株其它特性没有改变，不影响发酵；采用的质粒为常用的

大肠杆菌质粒，不影响细菌生长和代谢。

[0030] (2)通过提高细胞内乳糖和鸟苷二磷酸岩藻糖的浓度，同时优化外源岩藻糖基转
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移酶基因的表达，有效地促进了2′‑岩藻糖基乳糖的合成；本发明重组大肠杆菌，构建思路

清晰，实际效果显著，具有良好的应用前景。

[0031] (3)本发明重组大肠杆菌以葡萄糖为碳源发酵合成2′‑岩藻糖基乳糖，成本更低，

经济可行性更高，发酵48h，可以得到6～10g/L的2′‑岩藻糖基乳糖。

[0032] (4)本发明重组大肠杆菌在放大过程中十分稳定，极具工业应用潜力。

附图说明

[0033] 图1是wcaJ基因敲除的PCR验证产物的电泳图；

[0034] (wcaJ‑WT是wcaJ基因扩增产物；wcaJ‑Edit是敲除之后wcaJ基因的扩增产物)

[0035] 图2是lacZ基因敲除的PCR验证产物的电泳图；

[0036] (lacZ‑WT是lacZ基因扩增产物；lacZ‑Edit是敲除之后lacZ基因的扩增产物)

[0037] 图3是T7lac启动子敲入的PCR验证产物的电泳图；

[0038] (7Lac‑WT是未敲入T7lac的扩增产物；7Lac‑Edit是成功敲入T7lac的扩增产物)

[0039] 图4是质谱检测发酵液图谱，其中分子量487.16的质谱峰为2′‑岩藻糖基乳糖。

具体实施方式

[0040] 下面通过具体的实施方案叙述本发明。除非特别说明，本发明中所用的技术手段

均为本领域技术人员所公知的方法。另外，实施方案应理解为说明性的，而非限制本发明的

范围，本发明的实质和范围仅由权利要求书所限定。对于本领域技术人员而言，在不背离本

发明实质和范围的前提下，对这些实施方案中的物料成分和用量进行的各种改变或改动也

属于本发明的保护范围。本发明所用原料及试剂均有市售。以下实施例中所用的材料、试

剂、仪器和方法均为本领域中的常规材料、试剂、仪器和方法，均可通过商业渠道获得。

[0041] 实施例1

[0042] 基因的获取：

[0043] 本实施例中，获取来源于大肠杆菌MG1655的基因manB(基因登录号GI:946574)，基

因manC(基因登录号GI:946580)，基因gmd(基因登录号GI:946562)，基因fcl(基因登录号

GI:946563)，基因lacY(基因登录号GI:949083)，获取来源于脆弱拟杆菌NCTC9343的基因

wcfB(基因登录号GI:3287270)。

[0044] 本实施例中，通过抽提大肠杆菌MG1655的基因组DNA，成功获取大肠杆菌基因

manB、manC、gmd、fcl和lacY；通过人工合成密码子优化的基因并克隆到大肠杆菌质粒，成功

获取来源于脆弱拟杆菌NCTC9343的基因wcfB。基因的成功获取，为重组质粒构建奠定基础。

[0045] 实施例2

[0046] 重组质粒的制备

[0047] 使用设计的引物(上游引物序列如SEQ  ID  NO .15所示，下游引物序列如SEQ  ID 

NO.16所示)对实施例1中获得的来源于大肠杆菌MG1655的基因manC和基因manB进行PCR扩

增，扩增后的片段进行切胶纯化，并用NcoI和HindIII限制性内切酶进行双酶切，酶切后的

片段与同样经过NcoI和Hind  III双酶切的质粒pCOLADuet‑1质粒进行连接，将载体：目的片

段按摩尔比为1:3的比例混合，加入T4  DNA连接酶后在22℃下酶连5h，连接产物转化至大肠

杆菌DH5α感受态细胞，并在卡那霉素板上进行筛选，获得重组质粒pCOLA‑CB。使用设计的引
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物(上游引物序列如SEQ  ID  NO.17所示，下游引物序列如SEQ  ID  NO.18所示)对实施例1中

获得的来源于大肠杆菌MG1655的基因gmd和基因fcl进行PCR扩增，扩增后的片段进行切胶

纯化，并用NdeI和XhoI进行双酶切，酶切后的片段与同样经过NdeI和XhoI双酶切的质粒

pCOLA‑CB质粒进行连接，将载体：目的片段按摩尔比为1:3的比例混合，加入T4  DNA连接酶

后在22℃下酶连5h，连接产物转化至大肠杆菌DH5α感受态细胞，并在卡那霉素板上进行筛

选，获得重组质粒pCOLA‑CBGF。

[0048] 使用设计的引物(上游引物序列如SEQ  ID  NO .19所示，下游引物序列如SEQ  ID 

NO.20所示)对实施例1中获得的来源于大肠杆菌MG1655的基因lacY进行PCR扩增，扩增后的

片段进行切胶纯化，并用NdeI和XhoI进行双酶切，酶切后的片段与同样经过NdeI和XhoI双

酶切的质粒pCDFDuet‑1进行连接，将载体：目的片段按摩尔比为1:3的比例混合，加入T4 

DNA连接酶后在22℃下酶连5h，连接产物转化至大肠杆菌DH5α感受态细胞，并在链霉素板上

进行筛选，获得重组质粒pCDF‑lacY。使用设计的引物(上游引物序列如SEQ  ID  NO.21所示，

下游引物序列如SEQ  ID  NO.22所示)对实施例1中获得的来源于脆弱拟杆菌的基因wcfB进

行PCR扩增，扩增后的片段进行切胶纯化，并用NcoI和BamHI进行双酶切，酶切后的片段与同

样经过NcoI和BamHI双酶切的质粒pCDF‑lacY进行连接，将载体：目的片段按摩尔比为1:3的

比例混合，加入T4DNA连接酶后在22℃下酶连5h，连接产物转化至大肠杆菌DH5α感受态细

胞，并在链霉素板上进行筛选，获得重组质粒pCDF‑lacY‑wcfB。

[0049] 本实施例中，成功制备重组质粒pCOLA‑CBGF和pCDF‑lacY‑wcfB，为大肠杆菌2’‑岩

藻糖基乳糖相关代谢途径的构建奠定基础。

[0050] 实施例3

[0051] 基因编辑

[0052] 本实施例使用CRISPR基因编辑技术实现wcaJ与lacZ基因敲除以及T7lac启动子敲

入。下面详细阐述基因编辑的步骤。

[0053] 1)检测显示大肠杆菌BL21(DE3)原始菌株生长状态正常，目标基因wcaJ和lacZ以

及T7lac启动子敲入位置及其上下游序列的检测显示，PCR扩增条带大小符合预期，测序结

果与NCBI序列一致；

[0054] 2)根据目标基因序列的插入位置及周围的序列特点，设计并制备gRNA，将gRNA以

及Donor序列克隆至基因编辑载体Donor质粒，并通过测序验证确保构建的载体中gRNA以及

Donor序列均与目标序列一致；

[0055] 3)制备大肠杆菌BL21(DE3)电转感受态，Cas9质粒转化至BL21(DE3)感受态中，挑

斑制备BL21(DE3)‑Cas9电转感受态，Donor质粒转化至BL21(DE3)‑Cas9电转感受态，加入阿

拉伯糖诱导后涂板，进行基因编辑菌株筛选实验；

[0056] 5)PCR扩增验证编辑后的BL21(DE3)单克隆，wcaJ基因敲除成功条带大小771bp，未

敲除成功条带大小为1049bp；lacZ基因敲除成功条带大小687bp，未敲除成功条带大小为

983bp；T7lac启动子敲入成功的条带大小1076bp，未敲入成功无条带；电泳图显示，成功筛

选到wcaJ基因和lacZ基因同时敲除并且T7lac启动子敲入的单克隆。

[0057] 本实施例中，通过CRISPR基因编辑技术，实现大肠杆菌BL21(DE3)基因wcaJ的敲除

(图1是wcaJ基因敲除的PCR验证产物的电泳图)，降低鸟苷二磷酸岩藻糖的消耗；实现大肠

杆菌BL21(DE3)基因lacZ的敲除(图2是lacZ基因敲除的PCR验证产物的电泳图)，降低细胞
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内乳糖的水解；实现T7lac启动子在大肠杆菌基因组的基因manB上游的敲入(图3是T7lac启

动子敲入的PCR验证产物的电泳图)，促进基因manB、manC、gmd、fcl表达对应的糖酶，提高细

胞内鸟苷二磷酸岩藻糖的含量。以上三个方面的成功实施，可以有效促进大肠杆菌合成2’‑

岩藻糖基乳糖。

[0058] 实施例4

[0059] 构建合成2’‑岩藻糖基乳糖的重组大肠杆菌

[0060] 将实施例3中CRISPR编辑的大肠杆菌进行溶源化处理，再将实施例2所得的代谢途

径构建质粒转化到溶源菌中，获得能够合成2′‑岩藻糖基乳糖的重组大肠杆菌。

[0061] 本实施例中，成功获得合成2′‑岩藻糖基乳糖的重组大肠杆菌，为进一步的发酵验

证奠定基础。

[0062] 实施例5

[0063] 重组大肠杆菌合成2’‑岩藻糖基乳糖的验证

[0064] 将菌种接种在2mL的LB培养基(卡那霉素50μg/mL，链霉素50μg/mL)中37℃并且摇

床转速220rpm过夜培养约15h。取1mL过夜培养的种子液转入50mL的LB培养基(卡那霉素50μ

g/mL，链霉素50μg/mL，加入终浓度为20g/L的葡萄糖)，30℃并且摇床转速250rpm培养约8h

(菌液OD600约0.8)。加入终浓度为12g/L的乳糖和0.3mM的IPTG，25℃并且摇床转速250rpm继

续诱导发酵48h。发酵液8000rpm离心10min，收集上清，上清100℃煮10min，再次离心，取

0.5mL上清与0.5mL纯净水混匀，样品过0.22μm滤膜，通过电喷雾质谱检测(图4是质谱检测

发酵液图谱，其中分子量487.16的质谱峰为2′‑岩藻糖基乳糖)。

[0065] 本实施例中，摇瓶发酵液的质谱检测显示，重组大肠杆菌成功合成2′‑岩藻糖基乳

糖，为进一步的中试放大乃至工业生产奠定基础。

[0066] 以上实施例仅用以说明本发明的技术方案，而非对其进行限制，尽管参照上述实

施例对本发明进行了详细的说明，对于本领域的普通技术人员来说，依然可以对前述实施

例所记载的技术方案进行修改，或者对其中部分技术特征进行等同替换。而这些修改或替

换，并不使相应技术方案的本质脱离本发明所要求保护的技术方案的范围和精神。
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[0001] 序列表

[0002] <110>  量子高科（广东）生物有限公司

[0003] <120>  一种合成2'‑岩藻糖基乳糖的重组大肠杆菌及其构建方法

[0004] <160>  22

[0005] <170>  SIPOSequenceListing  1.0

[0006] <210>  1

[0007] <211>  23

[0008] <212>  DNA

[0009] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0010] <400>  1

[0011] ttgccctgct  gctacaaaac  tgg  23

[0012] <210>  2

[0013] <211>  23

[0014] <212>  DNA

[0015] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0016] <400>  2

[0017] gccgtggtta  gggtttgaag  tgg  23

[0018] <210>  3

[0019] <211>  20

[0020] <212>  DNA

[0021] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0022] <400>  3

[0023] gtgcgcctga  atgtggaatc  20

[0024] <210>  4

[0025] <211>  20

[0026] <212>  DNA

[0027] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0028] <400>  4

[0029] gagctcagtt  tcaccgccag  20

[0030] <210>  5

[0031] <211>  23

[0032] <212>  DNA

[0033] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0034] <400>  5

[0035] atggcgaatg  gcgctttgcc  tgg  23

[0036] <210>  6

[0037] <211>  23

[0038] <212>  DNA

[0039] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0040] <400>  6

[0041] ttaactcggc  gtttcatctg  tgg  23
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[0042] <210>  7

[0043] <211>  20

[0044] <212>  DNA

[0045] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0046] <400>  7

[0047] ccaatacgca  aaccgcctct  20

[0048] <210>  8

[0049] <211>  20

[0050] <212>  DNA

[0051] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0052] <400>  8

[0053] ttacccgtag  gtagtcacgc  20

[0054] <210>  9

[0055] <211>  120

[0056] <212>  DNA

[0057] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0058] <400>  9

[0059] gaggatcgag  atcgatctcg  atcccgcgaa  attaatacga  ctcactatag  gggaattgtg  60

[0060] agcggataac  aattcccctc  tagaaataat  tttgtttaac  tttaagaagg  agatatacat  120

[0061] <210>  10

[0062] <211>  575

[0063] <212>  DNA

[0064] <213> 大肠杆菌(Escherichia  coli)

[0065] <400>  10

[0066] atgcaggatt  taagtggatt  ctcggtgccg  aaagggttcc  ggggtggcaa  cgctattaaa  60

[0067] gtgcaattgt  ggtgggcagt  acaggcaaca  ttatttgcct  ggtcgccaca  agtattgtat  120

[0068] cgctggcggg  catttttatt  acgtttattc  ggcgcaaaaa  tagggaaaaa  cgtagttatt  180

[0069] cgtccgtcag  taaaaattac  ctatccgtgg  aaattaacct  taggtgatta  cgcgtgggtc  240

[0070] ggcgatgacg  tcaatttata  taccctcggt  gaaataacca  ttggcgcaca  ttcggtgata  300

[0071] tcgcaaaaaa  gttatttatg  caccggtagc  cacgaccatg  caagtcaaca  tttcaccatt  360

[0072] aatgctacgc  ctattgtgat  tggcgagaaa  tgctggctgg  caaccgatgt  ttttgttgcc  420

[0073] cctggcgtca  cgattggcga  cggcaccgtc  gtgggtgcac  gaagcagtgt  ttttaaaacg  480

[0074] cttccggcaa  atgtggtttg  ccgggggaat  cccgcagtgg  tgatacgcga  acgcgttgaa  540

[0075] actgaataaa  ttcaaaaaat  acagaggaat  aagac  575

[0076] <210>  11

[0077] <211>  1120

[0078] <212>  DNA

[0079] <213> 大肠杆菌(Escherichia  coli)

[0080] <400>  11

[0081] atgtcaaaag  tcgctctcat  caccggtgta  accggacaag  acggttctta  cctggcagag  60

[0082] tttctgctgg  aaaaaggtta  cgaggtgcat  ggtattaagc  gtcgtgcatc  gtcattcaac  120

[0083] accgagcgcg  tggatcacat  ttatcaggat  ccgcacacct  gcaacccgaa  attccatctg  180
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[0084] cattatggcg  acctgagtga  tacctccaac  ctgacacgca  ttttgcgtga  agtgcagccg  240

[0085] gatgaagtgt  ataacctggg  cgcaatgagc  cacgttgcgg  tctcttttga  gtcaccggaa  300

[0086] tataccgcag  acgttgatgc  gatgggtacg  ctgcgcctgc  tcgaggcgat  ccgcttcctc  360

[0087] ggtctggaaa  agaaaacccg  tttttatcag  gcttccacct  ctgaactgta  cggtctggtg  420

[0088] caggaaattc  cgcagaaaga  aactacgccg  ttctacccgc  gatctccgta  tgcggtcgcc  480

[0089] aaactgtacg  cctactggat  caccgttaac  taccgcgaat  cctacggcat  gtacgcctgt  540

[0090] aacggtattc  tcttcaacca  tgaatccccg  cgccgcggtg  aaaccttcgt  tacccgcaaa  600

[0091] atcacccgcg  caatcgccaa  tatcgcccag  gggctggagt  cgtgcctgta  cctcggcaat  660

[0092] atggattccc  tgcgtgactg  gggccatgcc  aaagactacg  taaaaatgca  gtggatgatg  720

[0093] ctgcaacagg  aacagccgga  agatttcgtt  attgctaccg  gcgttcagta  ctccgtacgt  780

[0094] cagttcgtgg  aaatggcggc  agcacagttg  ggcatcaaac  tgcgctttga  aggcacgggt  840

[0095] gttgaagaga  agggcattgt  ggtttccgtc  accgggcatg  acgcgccggg  cgttaaaccg  900

[0096] ggtgatgtga  ttatcgccgt  tgacccgcgt  tacttccgtc  cggcagaagt  tgaaacgctg  960

[0097] ctcggcgacc  cgaccaaagc  gcacgaaaaa  ctgggctgga  aaccggaaat  caccctcaga  1020

[0098] gagatggtgt  ctgaaatggt  ggctaatgac  ctcgaagcgg  cgaaaaaaca  ctctctgctg  1080

[0099] aaatctcacg  gctacgacgg  cgatcgcgct  ggagtcataa  1120

[0100] <210>  12

[0101] <211>  20

[0102] <212>  DNA

[0103] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0104] <400>  12

[0105] gaggatcgag  atcgatctcg  20

[0106] <210>  13

[0107] <211>  20

[0108] <212>  DNA

[0109] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0110] <400>  13

[0111] gtttcaactt  ctgccggacg  20

[0112] <210>  14

[0113] <211>  864

[0114] <212>  DNA

[0115] <213>  脆弱拟杆菌(Bacteroides  fragilis)

[0116] <400>  14

[0117] atgctgtacg  ttattctgcg  ggggcgtctg  gggaataatt  tatttcagat  tgcaaccgcc  60

[0118] gcctcactga  cccagaactt  tattttttgt  accgttaata  aggatcaaga  gcggcaggtt  120

[0119] ttactgtata  aagatagctt  tttcaagaac  atcaaggtta  tgaaaggagt  tccggatggt  180

[0120] attccatact  ataaagaacc  gtttcatgaa  tttagcagaa  ttccttatga  ggaaggtaaa  240

[0121] gatctgatca  ttgatggtta  ttttcagagc  gaaaaatact  tcaaacgtag  cgtggtttta  300

[0122] gacctgtacc  gcataaccga  tgaactgcgc  aaaaagatat  ggaacatatg  tggtaatatc  360

[0123] cttgaaaagg  gagaaaccgt  tagcattcat  gtgcggcgtg  gcgactattt  aaagctgccg  420

[0124] catgccttac  cgttttgtgg  taaaagctat  tataagaacg  caatccagta  tatcggcgaa  480

[0125] gataaaattt  ttatcatctg  tagcgacgat  atcgattggt  gtaaaaagaa  tttcatcggt  540
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[0126] aaacgttact  actttatcga  aaataccacc  ccgctgctgg  acttatatat  tcaaagcctg  600

[0127] tgcacccata  atattatttc  aaatagcagc  ttcagctggt  ggggagcatg  gctgaatgaa  660

[0128] aattctaata  agattgtgat  cgccccacaa  atgtggtttg  gtattagtgt  taaacttggt  720

[0129] gtttctgatc  tgttacctgt  gagctgggtt  agactgccga  ataattatac  cctgggtcgc  780

[0130] tattgttttg  ccttatataa  agttgttgaa  gactacctgc  tgaatattct  gcgtctgatt  840

[0131] tggaaacgta  aaaagaatat  gtaa  864

[0132] <210>  15

[0133] <211>  31

[0134] <212>  DNA

[0135] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0136] <400>  15

[0137] cataccatgg  cgcagtcgaa  actctatcca  g  31

[0138] <210>  16

[0139] <211>  30

[0140] <212>  DNA

[0141] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0142] <400>  16

[0143] cccaagcttt  ggggtaaggg  aagatccgac  30

[0144] <210>  17

[0145] <211>  30

[0146] <212>  DNA

[0147] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0148] <400>  17

[0149] cgccatatgt  caaaagtcgc  tctcatcacc  30

[0150] <210>  18

[0151] <211>  31

[0152] <212>  DNA

[0153] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0154] <400>  18

[0155] ccgctcgagt  tcctgacgta  aaaacatcat  t  31

[0156] <210>  19

[0157] <211>  34

[0158] <212>  DNA

[0159] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0160] <400>  19

[0161] gaaagatctt  atgtactatt  taaaaaacac  aaac  34

[0162] <210>  20

[0163] <211>  27

[0164] <212>  DNA

[0165] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0166] <400>  20

[0167] attggtacct  taagcgactt  cattcac  27
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[0168] <210>  21

[0169] <211>  47

[0170] <212>  DNA

[0171] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0172] <400>  21

[0173] ctttaataag  gagatatacc  atgggcatgc  tgtacgttat  tctgcgg  47

[0174] <210>  22

[0175] <211>  46

[0176] <212>  DNA

[0177] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0178] <400>  22

[0179] cgcgccgagc  tcgaattcgg  atccttacat  attcttttta  cgtttc  46
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