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摘要　氨基酸作为一类营养物质在维持机体正常的生理生化反应方面具有重要的功能，常用作
食品、药品和化妆品等的添加剂。氨基酸的生产主要依靠微生物发酵，产氨基酸菌的选育却是制

约大规模工业生产氨基酸的重要因素。随着微生物分子育种技术的发展和运用，利用代谢工程

改造细胞本身固有的代谢网络，指导氨基酸高产菌的选育已成为当前研究的热点。以谷氨酸棒

杆菌（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ）为例，就该菌株代谢网络的特征以及高产氨基酸的代谢工程策
略和应用进行综述。

关键词　代谢工程　谷氨酸棒杆菌　分子育种　氨基酸
中图分类号　Ｑ８１２

收稿日期：２０１４１１１３　　修回日期：２０１４１２２１
 国家自然科学基金资助项目（３１３６０２１９，３０９６００１２）
通讯作者，电子信箱：ｘｕｅｌａｎｃｈｅｎ１６２＠１６３．ｃｏｍ

　　氨基酸作为蛋白质的合成单位，对维持人类正常

生理功能具有重要作用。然而，有多种代谢必需的氨

基酸是人体自身不能合成的，其来源很大程度上依赖

于外界食物的供给［１］。微生物发酵法是目前生产氨基

酸的主流方法，因此氨基酸高产菌的选育成为当前的

研究热点。

　　诱变育种是获得高产氨基酸菌的传统育种方法，

但该方法具有很大的盲目性和随机性，往往很难获得

稳定的高产菌株。氨基酸的生物合成是通过细胞内的

代谢网络进行的，该代谢网络是由众多的酶催化相互

关联的一系列化学反应以及特异性的膜转运系统构

成［２］。因此，为了提高氨基酸的产量，科研工作者借助

于基因克隆与表达技术提出了多种代谢工程改造策

略，包括增加氨基酸生物合成的相关基因表达量［３］、解

除终产物对关键限速酶的反馈抑制［４５］、解除或降低阻

遏蛋白对其合成途径中的各基因的阻遏作用［６］、更换

表达调控元件［７］、积累 ＮＡＤＰＨ池［８］、增加氨基酸转运

蛋白转运能力［９１０］等手段理性设计细胞代谢途径对其

进行遗传修饰，从而筛选高产氨基酸的菌株［１１］。

　　谷氨酸棒杆菌（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ）以其

安全性高、遗传背景较清楚且基因组尺度代谢网络模

型［１２１３］（ｇｅｎｏｍｅｓｃａｌｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｎｅｔｗｏｒｋ，ＧＳＭＮ）已初步

构建等优势而被广泛应用于筛选高产氨基酸菌株。本

文作者结合国内外研究成果，主要就 Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ应

用代谢工程策略指导该菌株的分子育种，提高氨基酸

产量的研究工作做一综述，并对目前存在的问题进行

分析。

１　代谢工程

　　微生物代谢工程是基因工程的一个重要分支，利

用ＤＮＡ重组技术修饰或引进特定的代谢反应，达到改

变生物体内的代谢流并集中流向靶产物的目的，提高

产物的形成和细胞的性能［１４］。代谢工程改造有赖于对

分子育种技术手段的掌握，对氨基酸生物合成网络途

径和相关基因表达调控机理的了解以及对产物性质的

把握。

　　因此，对 Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ的基因组特性和代谢网络

特征进行分析是有必要的。据ＴｈｅＭｏｄｅｌＳＥＥＤ数据库

统计显示，Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ的全基因组长度为３３０９ＫＢ，

包含了３１３８个开放阅读框，其中３０５７个基因功能被

注释，根据ＫＥＧＧ数据库提供的 Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ集成代

谢网络模型可知 ６５４个功能被注释蛋白参与催化了

９２２个代谢反应并产生８７９种代谢产物，这６５４个蛋白

主要有以下几种功能：（１）参与催化ＥＭＰ途径、ＰＰＰ途

径、ＴＣＡ循环及参与催化氨基酸代谢途径的合成酶、限
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速酶和相关调控蛋白等；（２）参与氨基酸的转运，如转
运谷氨酸的 ＮＣｇｌ１２２１蛋白［１５］、转运苏氨酸的 ＴｈｒＥ蛋
白［１６］以及转运赖氨酸和精氨酸的ＬｙｓＥ蛋白等［１７］；（３）
参与能量因子和辅助因子的代谢，如催化 ＮＡＤ＋、
ＮＡＤＰＨ与 ＮＡＤＨ、ＮＡＤＰ＋相互转化的膜绑定蛋白
ＰｎｔＡＢ等［１８］。因此，实现氨基酸合成网络的增流可从

全局的角度系统地合理改造氨基酸合成网络相关基因

靶点，在不影响微生物的生长状态下对微生物代谢通

量进行定向重置，从而提高产氨基酸菌的发酵水平。

２　代谢工程在产氨基酸菌分子育种中的应用

　　Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ作为一类已有５０年研究历史的菌
株，已被科研工作者经代谢工程改造以高产有机酸、乙

醇、二元胺、类胡萝卜素以及氨基酸等［１９］。以下就近几

年应用代谢工程获得高产氨基酸的 Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ策
略进行介绍。

２．１　氨基酸合成途径的
!

流

　　增加目的氨基酸合成途径的代谢流主要通过提高
相关目的基因的表达量、解除反馈抑制及反馈阻遏等

手段实现。Ｘｕ等［２０］在一株精氨酸合成途径中负调控

基因发生了致死突变的基础上，通过 ｐＪＣ１表达载体过
表达Ｌ精氨酸合成相关的基因簇ａｒｇＣＪＢＤＦａｒｇＨ，发现
该基因簇在细胞内所催化的酶活性较原始菌株提高了

１．５～２．７倍，增加精氨酸合成途径的代谢通量，使精氨
酸产量较原始菌株增加了２４．９％，达到了４５．３ｇ／Ｌ，实
验表明，ａｒｇＣＪＢＤＦａｒｇＨ的过表达能有效地提高了精氨

酸的产量。当终产物在细胞内过量积累时，会反馈抑

制氨基酸合成途径中的关键限速酶，如 ｌｙｓＣ编码的天
冬氨酸激酶是赖氨酸合成途径的关键限速酶，Ｃｒｅｍｅｒ

等发现ＬｙｓＣ蛋白的９３２位半胱氨酸是终产物赖氨酸的
反馈抑制结合位点［２１］。因此，Ｂｅｃｋｅｒ等［２２］对 ＬｙｓＣ蛋
白的９３２位氨基酸更换为苏氨酸，在不降低酶活的前
提下解除终产物的反馈抑制，实现了赖氨酸产量零的

突破，达到１３．１６ｇ／Ｌ。因此，氨基酸合成途径的限速酶
是代谢工程改造中的关键靶点之一。关键酶活性不仅

受到终产物的反馈抑制，其编码基因的转录水平还受

到阻遏蛋白等调控蛋白的调控，如 Ｃｇ１４８６转录调节因
子是 ＩｃｌＲ蛋白家族中的一员，其 Ｎ端的螺旋转角螺
旋结构功能区是启动子区域的结合基序，该处可形成

二聚体或四聚体［２３］，结合于亮氨酸和色氨酸合成途径

（分别为 ｌｅｕＢＣＤ和 ｔｒｐＥＧＤＣＦＢＡ）中的操纵子，从而阻
遏其下游基因的转录表达［２４］。因此，Ｂｒｕｎｅ等［２５］通过

构建 Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍΔｃｇ１４８６突变菌株，解除阻遏蛋白

对相关操纵子的阻遏调控，使得 ｌｅｕＢ基因编码的３异
丙基苹果酸脱氢酶的酶活性和ｌｅｕＡ基因编码的α异丙
基苹果酸合酶较原始菌株分别提高了１１．８和３．３倍，
有效地提高了亮氨酸的产量，最终获得亮氨酸高产菌。

２．２　旁支代谢途径的截流
　　氨基酸合成网络涉及到糖酵解、磷酸戊糖途径和
三羧酸循环等主要代谢途径，以及相关的氨基酸代谢

途径。因此，旁支代谢途径的切断，对目的氨基酸合成

网络的集流是必要的。三羧酸循环是糖类、脂类、氨基

酸代谢的枢纽，其中的大多数中间代谢产物都是氨基

酸合成的前体物质，如 α酮戊二酸是谷氨酸族氨基酸
合成的前体物质，因此切断 α酮戊二酸在三羧酸循环
中的下游支路，如抑制 α酮戊二酸脱氢酶复合体
（ＯＤＨＣ复合体）的酶活性，可实现代谢流集中涌入谷
氨酸族氨基酸合成网络。ＯＤＨＣ是由三种酶组成的复
合体，其中 ｏｄｈＡ编码的脱氢酶的活性受到 ＯｄｈＩ的调
控，当ＯｄｈＩ处于磷酸化状态时会激活ＯｄｈＡ脱氢酶，而
ＯｄｈＩ的磷酸化状态是由ＰｋｎＧ激酶调控。基于此，Ａｘｅｌ
等［２６］通过构建 Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍΔｐｋｎＧ菌株，使 ＯｄｈＩ处
于未被磷酸化状态，则 ＯｄｈＡ处于失活状态，从而抑制
ＯＤＨＣ复合体的活性。因此，在添加５００ｍｇ／Ｌ乙胺丁
醇诱导培养基中，Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍΔｐｋｎＧ菌株的谷氨酸
发酵量显著地提高，达到１４．１２ｇ／Ｌ［２７］。此外，Ｌｕ等［２８］

通过敲除乙酰鸟氨酸氨甲酰转移酶的编码基因 ａｒｇＦ、

α酮戊二酸脱氢酶的编码基因 ｏｄｈＡ，以及谷氨酸合成
脯氨酸分支途径的关键基因 ｐｒｏＢ，将代谢流量集中导
向 鸟 氨 酸 的 合 成，结 果 显 示 Ｃ． ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ
（ΔａｒｇＦΔｐｒｏＢΔｋｇｄ）的鸟氨酸产量达到了４．７８ｇ／Ｌ，而原
始菌株只产０．２４ｇ／Ｌ。以上实验结果表明，旁支支路作
为目的氨基酸代谢途径的竞争支路，其截流有利于代

谢流集中涌入目的氨基酸合成途径。

　　然而，旁支代谢途径的截流可能会抑制某些营养

物质的合成，影响菌株的生长，进而影响菌株产目的氨

基酸的能力。为维持菌株的正常生长，需要给缺陷型

菌株补充相应的营养物质，这可能更有利于终产物的

积累。Ｙａｏ等［２９］通过敲除 Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ的 ｄｔｓＲ基因
（编码乙酰ＣｏＡ羧化酶，参与脂肪酸的合成），阻断了
脂肪酸合成途径，积累了大量的乙酰ＣｏＡ，为谷氨酸合
成提供大量的前体物质，使其谷氨酸产量达１１．４９ｇ／Ｌ，

比亲本提高了１８．５％；但重组菌株的生长较亲本有所
降低。作者发现ΔｄｔｓＲ菌株为脂肪酸营养缺陷型菌株，

００１
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在培养基中添加５ｍｇ／ｍＬ吐温８０后，结果显示不仅菌
株生长恢复且产谷氨酸能力得到进一步提高，达到了

１４．６７ｇ／Ｌ。因此，实施旁支支路截流的代谢改造策略
会使细胞成为营养缺陷型菌株，影响菌株生长；而通过

外添加合适浓度的缺陷营养不仅能使细胞的生长恢

复，而且可能能激发菌株产目的氨基酸的最大潜能。

２．３　氨基酸转运的加强
　　菌株经过一系列代谢工程改造后，氨基酸在胞内
过量积累会抑制细胞的生长。为解除胞内过量氨基酸

对细胞的毒性，细胞本身会通过改变细胞膜的通透性

或者凭借相应的氨基酸转运蛋白，把胞内的氨基酸转

运至胞外。因此，Ｐｅｔｒａ等［３０］通过 ｐＥＣＴ１８ｍｏｂ２ｔｈｒＥ表
达载体上调 Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ的 ｔｈｒＥ基因表达量，增加
ＴｈｒＥ转运蛋白的转运能力，促进细胞分泌苏氨酸，使苏
氨酸产量达到了１４．６９ｇ／Ｌ，较原始菌株提高了４９％。
同样，Ｘｕ等［３１］通过ｐＪＣｔａｃ穿梭质粒同时在菌株内表达
了大肠杆菌的ＡｒｇＯ和本体的 ＬｙｓＥ两个精氨酸转运蛋
白，发现该菌株的产精氨酸量较原始菌株提高了１３．
６％。因此，在 Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ发酵生产氨基酸的过程
中，如何将胞内氨基酸快捷地转运到胞外是提高目的

氨基酸产率的关键之一。

２．４　能量因子和辅助因子的供给
　　细胞在氨基酸的转运及合成中，均涉及到能量因
子的需求和辅助因子的利用，包括 ＡＴＰ、ＮＡＤＰＨ和
ＮＡＤＨ等。这些辅助因子在提高目的氨基酸产量上扮
演着重要的角色，如在赖氨酸合成途径中，ａｓｄ、ｄａｐＢ和
ｄｄｈ等基因编码的酶的催化反应都涉及到 ＮＡＤＰＨ的
利用。因此，增加能量因子和辅助因子的补给是有必

要的。ＮＡＤＰＨ的补给主要来源于代谢途径中的脱氢
酶催化产生，主要包括磷酸戊糖途径中相关的脱氢酶，

如６磷酸葡萄糖脱氢酶和６磷酸葡萄糖酸脱氢酶等。
Ｓｈｉ等［３２］对Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍｓｓｐ．ＬａｃｔｏｆｅｒｍｅｎｔｕｍＪＨＩ３１５６
菌株 ｚｗｆ（编码 ６磷酸葡萄糖脱氢酶）和 ｐｐｎｋ（编码
ＡＴＰＮＡＤ＋激酶，转换 ＮＡＤ＋为 ＮＡＤＰ＋）基因过量表
达，结果显示 ｚｗｆ和 ｐｐｎｋ同时过表达的菌株合成
ＮＡＤＰＨ的能力及 Ｌ异亮氨酸产量较对照菌株都获得
了提高，其中 Ｌ异亮氨酸较原始菌株提升了８５．９％。
因此通过对这类酶的编码基因的高表达，增加细胞内

ＮＡＤＰＨ的供给，以满足代谢途径中相关催化酶对辅助
因子需求，最终能达到提高氨基酸的产率的目的。

３　展　望

　　近几年的研究结果表明，代谢工程在产氨基酸菌

分子选育中应用越来越广泛。同时，产氨基酸菌的全

基因组测序的完成以及基因组尺度代谢网络模型的构

建能有效地了解基因与表型的相关性，从而为代谢工

程改造提供修饰靶点，以最大限度地选育氨基酸高产

菌提供了可能。可以相信，随着系统生物学分析手段

的进一步发展及大量试验数据的积累，多尺度多层次

的系统生物学方法应用于代谢工程，将为微生物高产

氨基酸菌种的选育及明确阐明表型或代谢途径得到优

化的分子机制提供极佳的工具，从而进一步促进氨基

酸生物生产的发展。
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