
第 !"卷第 "期
!##!年 "月

食 品 与 生 物 技 术

!"#$%&’ "( )""* +,-.%,. &%* /-"0.,1%"’"23
$%&’!" (%’"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
)*+’ !##!

文章编号："##, - #./0（!##!）#" - ##./ - #1

收稿日期：!##" - #, - "#； 修订日期：!##" - "! - #2’
作者简介：潘军华（",32 -），男，湖北武汉人，生物工程硕士研究生 ’

乳酸发酵短杆菌中碳架流向赖氨酸的导向与分析

潘军华， 潘中明， 曾嵋涓， 张星元
（江南大学 生物工程学院，江苏 无锡 !"4#.2）

摘 要：对乳酸发酵短杆菌生物合成赖氨酸的代谢途径及其代谢流量从理论上进行了分析，计算

了乳糖发酵短杆菌合成赖氨酸的最大理论转化率 ’对代谢途径及其遗传调控进行了分析，通过
(56诱变育成了一株带有 789、:;<=、>:=和 ?@A- 4种遗传标记的赖氨酸高产菌株，使赖氨酸的产量
提高到 14 ’2 B C ?，并分析了这些标记对代谢流量改变的影响 ’
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赖氨酸和其它氨基酸一样是细胞合成蛋白质

的材料，是中间代谢产物 ’在正常的细胞中，由于细
胞所具有的自我调节作用，不能过量积累赖氨酸 ’
要使细胞在发酵中过量积累赖氨酸，最有效的方法

是根据菌种的代谢特性，人为地改变菌种的代谢及

代谢调节特性，使代谢流按照预定方向流动 ’
菌种不同，赖氨酸生物合成的调节机制不同，

作者选取乳酸发酵短杆菌（!"#$%&’()#"%*+ ,’()-.#"+#/0
)*+）作为出发菌株，采用亚硝基胍和紫外诱变筛选
具有 ME（!E氨基乙基）E?E半胱氨酸（:;<）抗性、亮氨
酸（?@A）缺陷、氟丙酮酸（78）敏感型及甲基天冬氨
酸（!E>:）抗性型的突变株，对其赖氨酸生物合成途
径和代谢调节机制进行了进一步的研究和探讨 ’
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! 材料与方法

! "! 出发菌株
乳酸发酵短杆菌（!"#$%&’()#"%*+ ,’()-.#"+#/)*+）

!"#$ %
! "# 培养基
! %# %! 完全培养基 &’ ! 牛肉膏 $ % # ( ) *+、蛋白胨
! ( ) *+、,-&. $ % / ( ) *+，固体培养基另加 " ( ) +的琼
脂；01 2%" 3 2 %4，$ %! ’5-下灭菌 #$ 678%
! % # % # 基本培养基 ’’ ! 葡萄糖 " ( ) *+，
（,14）"9:4 ! ( ) *+，尿 素 $ % "/ ( ) *+，;"15:4

$ %! ( ) *+，’(9:4·21": $% $4 ( ) *+，<=9:4·21":
! 6( ) *+、’89:4·1": " 6( ) *+，生物素/!( ) *+，>?!
!$!( ) *+，琼脂 ! %/ ( ) *+；01 2%$，$ %! ’5-下灭菌 !/
678%
! %# %$ 发酵培养基）! 葡萄糖 !4 ( ) *+，（,14）"9:4 4
( ) *+，;"15:4 $ %! ( ) *+，’(9:4·21": $%$4 ( ) *+，<=9@

:4·21": ! 6( ) *+，’89:4·1": $% A 6( ) *+，生物素 /

!( ) *+，>?! "$!( ) *+，豆饼水解液 / ( ) *+，&-&:# "
( ) *+；01 2%$，$ %$2 ’5-下灭菌 2 678%
! "$ 培养条件
! %$ %! 斜面菌种! #$ B下培养 #C D，冰箱冷藏，每
两个月移接一次 %
! %$ %# 种子活化! 往复式摇床上 E$ F ) 678，#$ B培
养 A 3 !" D，装液量 /$ 6+（/$$ 6+的三角瓶中）%
! %$ %$ 摇瓶发酵! 往复式摇床，!!$ F ) 678，#$ B培
养 2" D，按种量 / ( ) *+，装液量 #$ 6+（/$$ 6+的三
角瓶中）%
! "% 分析方法
! %% %! 还原糖的测定! #，/@二硝基水杨酸（G,9）比
色法［!］，待测液适当稀释后加 G,9于 /"$ 86比色 %
! %% %# 赖氨酸的定性! $ %/!+样液点于三号滤纸，
纸层析 %展开剂展开后，干燥箱中于 !$$ B 烘 #
678，喷显色剂，于 !$$ B显色 / 678，根据标准样斑
点判断 %展开剂中 0（正丙醇）H 0（浓氨水）I / H "，显
色剂为含茚三酮 $ %/ ( ) *+的丙酮溶液 %
! %% %$ 赖氨酸的定量 茚三酮法［!］%
! %% %% 菌浓的测定! 取 $ % / 6+样液加入到 !$ 6+
$%"/ 6J. ) +的盐酸中，C"$ 86下比色 %
! %% %& 01值的测定 直接用酸度计测定 %
! "& 诱变方法
取对数生长前期的菌液 / 6+，移入带塞无菌离

心管内，# $$$ F ) 678离心 !$ 678，用无菌生理盐水洗
涤，离心，再次洗涤，离心，用 / 6+ 01 C% EA 的
,-"15:4@;1"5:4缓冲液

［"］制成单细胞菌悬液（约

!$A 6+K !）%
称取少量 ,LM，用少量丙酮先将其溶解（处理

质量体积比为 !$ H!）［#］，然后用 01 C%EA的缓冲液配
成 ! 6( ) 6+的 ,LM溶液 %
移取适量 ,LM溶液，加入到单细胞悬液中，使

,LM质量浓度为 $ % "/ 6( ) 6+% #$ B水浴中振荡，分
别取处理时间为 !/、#$、4/ 678的菌液，用缓冲液离
心洗涤 #次，制成单细胞悬液，涂布于筛选平板 %
! "’ 筛选方法
通过实验确定 NO& 的抗性质量浓度为 " 6( )

6+，而含 / 6( ) 6+"@;M的"@’N的抗性质量浓度为
$ %" 6( ) 6+，诱变后将适当质量浓度的菌液分别涂
布于含有高于抗性质量浓度的药物平板即可筛选

出 NO&F、’NF突变菌株 %
<5敏感型菌株的筛选方法如下：使 ’’ P +=Q

（$ %" 6( ) 6+）培养基中 <5浓度分别为 !$$、"$、4、$ %A

!6J. ) +，将浓缩富集后的菌液涂于 &’平板，长出的
单菌落一一对应点种于不同 <5浓度的平板上，#$
B培养 % "4 D观察生长情况，$ %A、4!6J. ) +浓度的平
板上对应菌落均长出，"$!6J. ) +中极少数未长出，
!$$!6J. ) +中极少数长出 %继续培养 !" D，生长情况
依旧 %将 "$!6J. ) +和 !$$!6J. ) +上均未长出的菌
落在浓度为 $ %A!6J. ) +的平板挑出，进一步用同样
方法检验敏感型 %

# 乳酸发酵短杆菌合成赖氨酸代谢
流量的理论分析及最大转化率的计算

式（!）3（/）为文献中发表的赖氨酸发酵的定量
反应方程式 % R 9DS78T-等［4］指出赖氨酸合成中间产
物草酰乙酸可由三羧酸循环或 5O5羧化途径获得：
当草酰乙酸通过三羧酸循环合成时，赖氨酸合成的

理论转化率为 $ % /!（式 !）；当草酰乙酸由 5O5合成
时，赖氨酸合成的理论转化率为 $ % AC（式 #）；而宫
衡［/］则认为，通过这两条途径的赖氨酸理论转化率

分别为 $ %/!（式 4）和 $ % A/（式 /）；式（"）是张克旭给
出的一个发酵反应方程式［2］，按此式得赖氨酸的理

论转化率为 $ %CA %
"&C1!":C P ",1# P /: !" &C1!4:"," P A1": P C&:" （!）

#&C1!":C P 4,1# P 4: !" "&C1!4:"," P !$1": P C&:" （"）

!%!A&C1!":C P ",1# P $%$A: !" &C1!4:"," P #%$A1": P !%$A&:" （#）

"&C1!":C P ",1# P /: !" &C1!4:"," P C&:" P A1": （4）

C&C1!":C P !$,1# P : !" /&C1!4:"," P C&:" P !C1": （/）

综上可以看出，赖氨酸发酵理论转化率的研究

很多，但结果不一，目前较为广泛接受的是 R 9DS78T-
的观点，即赖氨酸合成的中间产物由 5O5合成时赖
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氨酸发酵的最大理论转化率为 ! " #$ "看来对赖氨酸
发酵的最大理论转化率的问题有必要进行更加深

入地讨论 "
作者在前人研究的基础上，通过对乳酸发酵短

杆菌赖氨酸合成途径进行定量的质、能衡算，就赖

氨酸发酵过程的最大理论转化率问题作了进一步

的研究 "
! "# 乳酸发酵短杆菌赖氨酸的合成途径
在短杆菌属的细菌中，赖氨酸是由天冬氨酸经

!，"%二氨基庚二酸途径合成 "中间代谢产物丙酮
酸、草酰乙酸、天冬氨酸产生途径如图 &所示 "

# 在以葡萄糖为唯一碳源时，丙酮酸主要由磷
酸烯醇式丙酮酸经丙酮酸激酶催化产生 "

$ 草酰乙酸的合成可以有 ’条途径：(）由乙酰
)*+经三羧酸、乙醛酸循环产生；,）由磷酸烯醇式
丙酮酸经磷酸烯醇式丙酮酸羧化（-.-)）催化产生；
/）由丙酮酸经丙酮酸羧化酶催化产生 "

% 天冬氨酸的合成主要由天冬氨酸氨基转移
酶催化草酰乙酸而产生 "

图 # 中间代谢产物的形成图
$%&"# $’()*+%’, ’- %,+.()./%*+. ).+*0’1%+.2

因此，对于乳酸发酵短杆菌，由葡萄糖合成赖

氨酸的途径有 ’条：

#或$通过三羧酸循环或丙酮酸羧化反应

% 通过磷酸烯醇式丙酮酸羧化反应

! "! 乳酸发酵短杆菌中赖氨酸合成的 3条途径的
质、能反应平衡式

按照以上 ’条途径对赖氨酸的合成进行分析，
可以写出反应的物质与能量平衡式 "
在途径#中，0 1*2的葡萄糖生成 3 1*2的丙酮

酸 "其中& 1*2的丙酮酸直接用于赖氨酸的合成，
& 1*2的丙酮酸在三羧酸循环中被完全氧化，另0 1*2
的丙酮酸经乙醛酸循环合成草酰乙酸 "这样0 1*2的
葡萄糖合成& 1*2的赖氨酸 "
在途径$中 & 1*2的葡萄糖生成 0 1*2的磷酸

烯醇式丙酮酸 "其中 & 1*2的磷酸烯醇式丙酮酸生
成丙酮酸直接用于赖氨酸的合成并形成 0，3 %二氢
吡啶二羧酸，另 & 1*2的磷酸烯醇式丙酮酸羧化形
成草酰乙酸，用于赖氨酸的合成 "这样 & 1*2的葡萄
糖生成 & 1*2的赖氨酸 "
在途径%中 & 1*2的葡萄糖生成 0 1*2的丙酮

酸 "其中 & 1*2的丙酮酸直接用于赖氨酸的合成，另
& 1*2的丙酮酸羧化形成草酰乙酸，用于赖氨酸的合
成 "这样 & 1*2的葡萄糖生成 & 1*2的赖氨酸 "
表 &反映了 ’条途径中的能量平衡 "在计算能

量平衡时采用以下两个假设：

&）葡萄糖通过主动运输进入细胞内，每输送 &
1*2的葡萄糖，消耗 & 1*2的 +4-"

0）赖氨酸形成期，菌体的浓度和组成不变 "
表 # 各代谢途径的能量平衡

4*0"# 5,.(&.+%6 0*1*,6. ’- +7. )’+*0’1%6 8*+79*:2

反应
反应号

& 0 ’
+5- 6 +4-偶联
葡萄糖主动运输 % 0 % & % &

72/!7$- % 0 % & % &
8$-!85- % 0 % & % &
&，’ % 0- % 7+!’ % - % 7+ 3 0 0
-.-!-9: 3 & 0
-.-!;++ ! & !
-9:!;++ ! ! % &
</)*+!</+ & ! !
+=>!+=> % - % & % & % &
</+!</)*+ % & % & % &
共计 & % & % 0

?+5 6 ?+5@0偶联

7+% ’ % -!&，’ % 0- % 7+ 3 0 0
-9:!+/)*+ ’ ! !
!% A7!</)*+ & ! !
BC+!;++ ’ ! !
共计 && 0 0

8+5 6 8+5@0偶联

</+!8B+ 0 ! !
共计 0 ! !

?+5- 6 ?+5-@0偶联

D)+!!% A7 & ! !
+=> % -!+<+ % & % & % &
55-!@35 % & % & % &

?@’固定 % 0 % 0 % 0
共计 % ’ % 3 % 3

注：72/：葡萄糖；7$-：$E磷酸E葡萄糖；8$-：$E磷酸E果糖；
85-：&，$E二磷酸E果糖；7+E’E-：’E磷酸E甘油醛；&，’E0-E7+：
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!"#"二磷酸"甘油酸；#"$"%&：#"磷酸"甘油酸；$’$：磷酸烯醇
式丙酮酸；$()：丙酮酸；*&&：草酰乙酸；+,-.&：琥珀酰辅
酸 &；+,&：琥珀酸；&/0：天门冬氨酸；&/0"$：天门冬氨酸磷
酸；1-&：异柠檬酸；!"2%：!"酮戊二酸；34&：延胡羧酸；
&+&：天门冬氨酸"""半酸；55$：6，#"二氨吡啶二羧酸；785：

!9"呱啶"6，:"二羧酸 ;

由上表可得出 #条途径的质能平衡式分别为：
#6-:7!6*: < 6=7# < 676* < &5$ < !!=&5 < 63&5 < #=&5$7 "6

-:7!8*6=6 < :-*6 < &>$ < !!=&576 < 63&576 < #=&5$ （:）

$-:7!6*: < 6=7# < &>$ < 6=&5 < 8=&5$7 "6 -:7!8*6=6 < 876*
< &5$ < 6=&576 < 8=&5$ （?）

%-:7!6*: < 6=7# < 6&>$ < 6=&5 < 8=&5$7 "6 -:7!8*6=6 < 876*
< 6&5$ < 6=&576 < 8=&5$ （@）

! "# $%&’(!的供应

从式（:）A（@）可以看出，# 条途径合成赖氨酸
都必须供应足够的 =&5$76，以满足大量合成的需

要 ;而在细菌中除 ! B.C的丙酮酸在三羧酸循环中
能够产生 ! B.C的 =&5$76外，其余的 =&5$76 均要

由磷酸戊糖途径（74$）供给 ;而在 74$途径中供应
=&5$76的反应方程式为：

-:7!6*: < :76 "* < &>$ < !6=&5$ :-*6 < &5$ < !6=&5$76 （D）

! ") 最大理论转化率
对于途径#，产生 ! B.C 的赖氨酸需 # B.C

=&5$76，由式（D）可得产生 ! B.C赖氨酸需E ;6F B.C
葡萄糖由 74$途径完全氧化，反应虽需供给能量，
但在有分子氧的情况下，反应产生的 =&576 经电子

传递链产生的 &>$足够维持反应继续进行 ;因此由
式（:）和（D）可得途径#的总反应式为：
6 ;6F-:7!6*: < 6=7# < #;F76 "* < E; ?F&5$ < !!=&5 < 63&5 -:7!8

*6=6 < ?;F-*6 < E;?F&>$ < !!=&576 < 63&576 （!E）

同样，由式（?）和（D），式（@）和（D）分别得途径$
%的总反应式为：
! ;##-:7!6*: < 6=7# "< !;##&>$ < 6=&5 -:7!8*6=6 <
676* < 6-*6 < !;##&5$ < 6=&576 （!!）

! ;##-:7!6*: < 6=7# "< 6;##&>$ < 6=&5 -:7!8*6=6 <
676* < 6-*6 < 6;##&5$ < 6=&576 （!6）

可见途径$%反应的理论转化率相同 ;以式
（!E）和式（!!）进行计算可得：途径#合成赖氨酸的
理论转化率为 E ; 8F；途径$或%合成赖氨酸时，转
化率达最大值 E ;?: ;

# 结果与分析

菌种选育路线如图 6 所示，经过两次 =>% 诱
变，一次紫外诱变，筛得的突变株依次带上 &’-G、

HIJ"，3$/，!K 4&G四种遗传标记，每一阶段所筛得的

菌株经摇瓶发酵并分析，结果见表 6 ;

# "* %+,-标记对碳架流的导向

天冬氨酸激酶（&2）分别受赖氨酸和苏氨酸的
单独反馈抑制，也受赖氨酸和苏氨酸的增效反馈抑

制 ;! BB.C苏氨酸抑制酶活力 8!L，! BB.C赖氨酸
抑制酶活力 8FL；而两者均存在 ! BB.C时抑制酶活
力 @6L［?］;

图 ! 菌种选育路线
./0"! 1-223/40 5-67238-2 9-6: ;<-=/4 *!#>
表 ! 各性状菌株摇瓶发酵结果

?=@"! ,6:5=-/;64 69 ;<-=/4; 92-:24</40 /4 ;A=B/40 9C=;B;

菌株
菌浓 *5值
（:6E MB）

残糖质量

分数 N L
产酸量 N
（O N H）

耗糖转化率 N
L

!6#E F;66 6;@@ K K

&EF@ F;6E #;: !#;#E 6E;F

&HE#D F;6F #;F 6F;?8 68;F

3$ED8 !;#: 6;?8 8!;8: #:;@

4&E?? !;6? 6;F8 #D;@8 #8;@

赖氨酸的结构类似物 +"（""PBQM.IRSTC）"H"-T/
（&’-）与苏氨酸一起在天冬氨酸激酶的变构部位结
合，抑制酶的活性 ;利用 &’-抗性平板筛选得到的
菌株，其天冬氨酸激酶调节部位编码的结构基因发

生突变，赖氨酸对其合成途径的反馈调节被解除 ;
这样，赖氨酸合成途径上的限速步骤变得通畅，该

分支流量也必增大 ; &EF@ 菌株的发酵结果也显示，
这一标记的作用显著 ;
# "! D28E标记对碳架流的影响

在乳酸发酵短杆菌中，赖氨酸的生物合成与亮

氨酸的生物合成之间存在代谢互锁 ;在赖氨酸合成
的分支途径上的第一个酶即 55$合成酶的合成受
亮氨酸的阻遏，在此情况下，副产物丙氨酸、缬氨酸

生成量显著增加 ;这是因为 55$合成酶的合成受到
阻遏，酶水平显著下降，使丙酮酸流向赖氨酸的代

谢受阻，导致丙酮酸流向丙氨酸、缬氨酸 ;为了提高
赖氨酸产量，筛选亮氨酸缺陷型以解除亮氨酸对

55$合成酶的阻遏 ; 发酵结果也显示，&HE#D 比
&EF@产酸高出近一倍 ;
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! "! #$%标记对丙酮酸去向的影响

草酰乙酸是赖氨酸合成的前体物，草酰乙酸可

以由三羧酸循环生成，也可由磷酸烯醇式丙酮酸或

丙酮酸经二氧化碳固定生成 !草酰乙酸的合成方式
不同，赖氨酸对糖的收率有较大差异 !根据草酰乙
酸的合成方式，乳酸发酵短杆菌中赖氨酸合成中间

代谢有 " !"所谈及的 #条途径 !
途径!每消耗 " $%&葡萄糖生成 ’ $%&赖氨酸 !

途径" (#每消耗 ’ $%&葡萄糖生成 ’ $%&赖氨酸 !
但作者希望菌体的碳代谢以途径" (#为主，以途
径!为辅，亦即具有适宜的 )*+ ( ),活力比，这样就
可以使碳架物质较多地流向草酰乙酸而又能适当

流向 -,.环，以提供菌体生长所需的能量与中间代
谢产物，从而大大提高赖氨酸的产率 !
氟代丙酮酸与丙酮酸结构相似，由于竞争性抑

制，氟代丙酮酸能够抑制 )*+对丙酮酸的利用，从
而直接影响生长 !通过筛选 /)0 突变株，可弱化
)*+［1］，获得 )*+ ( ), 活力比适于赖氨酸合成的菌
种 !这由表 "的结果可见一斑 !

! "& ’()对碳架流流向的影响

在乳酸发酵短杆菌中，谷氨酸和草酰乙酸之间

由于氨基转移产生天冬氨酸，赖氨酸的产量也就依

赖于天冬氨酸生成的量 !这暗示天冬氨酸是限制赖
氨酸生成的前体物 !
在黄色短杆菌中，天冬氨酸对磷酸烯醇式丙酮

酸羧化酶有反馈抑制作用，这种抑制作用由于$2酮
戊二酸的存在而增加［3］!抗天冬氨酸结构类似物突
变株中天冬氨酸对自身合成途径中酶的反馈抑制

已被解除，通往赖氨酸合成途径的碳架流也就增

加 !
甲基天冬氨酸是天冬氨酸的衍生物，对乳酸发

酵短杆菌的生长有拮抗作用，但本研究所得的抗性

菌株赖氨酸产量并未提高，而甲基天冬氨酸是否能

和天冬氨酸一样抑制磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶并

未见报导，因而，可推测甲基天冬氨酸在抑制细胞

生长时并不一定是对磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶起

作用 !当然，赖氨酸产量未提高也可能是由于细胞
生长较差的缘故 !
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