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56色氨酸产生菌78!!!$的途径分析
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摘 要：应用途径分析方法分析了在稳态时谷氨酸棒杆菌78!!!$菌株由葡萄糖发酵生产56色氨

酸的途径，确定了56色氨酸合成的最佳途径及其代谢流分布和最大理论产率)通过刺激所选途径

的酶活来提高56色氨酸产率，结果表明，经*92:调节后，代谢途径流量发生显著变化，可以使色

氨酸的代谢流从3提高到0)0)
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56色氨酸是人体和动物生命活动中0种必需

氨基酸之一，对人和动物的生长、发育和新陈代谢

起着重要作用)近年来，随着色氨酸在医药、食品和

饲料等方面应用的开拓，市场需求量不断增加)目

前，全世界年需求量在.####T以上，而实际产量仅

有.###T左右，远远不能满足市场需求)提高色氨

酸发酵产率、降低生产成本已成为目前一个重要课

题)近年来，人们利用代谢工程方法改变细胞内部

的代谢流分布，使其在一定环境下生成更多的产

物)代谢流分析（[,T@Y’(?OM(FE;A@(US?S，[M;）、

途径分析（W@TVX@U;A@(US?S）等方法是代谢工程中

用以指导遗传操作的理论基础，是代谢网络分析的

基本方法)代谢网络分析已从简单的分析代谢反应

挂图发展到深入研究代谢网络结构［.］)途径分析中

的凸分析在代谢工程中广泛应用，一些线性程序的

方法可用于计算最优产率等问题［!!2］)作者应用

该方法分析了谷氨酸棒杆菌由葡萄糖生产56色氨

酸的途径，确定了56色氨酸合成的最佳途径及其代

谢流分布和最大理论产率，并通过发酵过程优化，

使目的产物56色氨酸的代谢流明显提高)

A 材料与方法

ABA 供试菌株

谷氨酸棒杆菌（!"#$%&’()*&#+,-./,*(-+),-）
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天津科技大学代谢控制发酵研究室保藏菌种4
!"# 培养基

参见文献［,］4
!"$ 培养方法

!4$4! 斜面活化培养5$#6培养#7!#8&4
!4$4# 种子培养5,779:三角瓶装液量$79:，;
层纱布封口，置于旋转式摇床上（##7+／9<=），$#6
振荡培养5>&4
!4$4$5,:自控发酵罐分批发酵 ,:发酵罐中装

液量#4,:，接种量#,79:，$#6下通风比5?5，流

加氨水控制@A在B47，通过流加泡敌消泡，搅拌转

速为,77+／9<=，发酵>C&4
!"% 分析方法

!4%4! 发酵液中残糖测定5 采用.DE(871生物传

感分析仪（山东省科学院生物研究所制造）测定4
!4%4# FG值测定5 稀释一定倍数后，在波长>#7
=9处用B,#分光光度计（上海精密科学仪器有限

公司制造）测定4
!4%4$ 发酵液中色氨酸含量测定5 采用比色法

测定［>］4

# 结果与讨论

#"! 色氨酸生物合成途径分析

一个反应网络的动力学可用公式H!／H"I#!
表示"式中!是细胞内代谢物浓度向量，#是化学

计量学矩阵，!是通过反应的代谢流"在细胞内，一

些反应是不可逆的，为方便定义每个反应都是单向

的，将可逆反应定义为两个独立的反应"这样在稳

态时，反应网络必须满足#!I7（!!7）"由此，若

以向量$#来代表一个基本反应模型，则所有可能代

谢流的向量%可定义为这些模型的非线性组合：%
I"$#$#（$#!7）"这些反应模型可由凸分析确定，

由计算机算得［B］"从凸分析角度看，反应的不可逆

使网络中的代谢流处于一个凸圆锥中，该圆锥可由

一些矩阵方法计算出的向量确定4这些向量在代谢

系统环境中被看作是极端途径，每一个射线向量对应

着一个特殊的途径和约束系统的不等式4代谢网络中

的一个反应模型就是一个不能由其它基本模型的非

负线性组合产生的反应序列4因此，这些反应模型中

就有一个代表了最高的产率和代谢流的分布4
理想载流途径的改变开始于酶的确定、理论产

率的计算和确定最优的代谢流分布4
谷氨酸棒杆菌由葡萄糖生产色氨酸的途径见

图54作者基于以下原则建立代谢网络：（5）由于菌

体生长过程中代谢网络复杂，同时主要考察葡萄糖

到色氨酸的完全转化，因此作者不考虑细胞生长代

谢；（#）在色氨酸合成过程中，E!%产生的过程非

常复杂，所以在分析过程中并未考虑能量平衡；（$）

按照固定比例进行的反应以及无分支点的中间反

应，可简化为一个反应方程；（8）由于不同的酶可以

催化同一个反应，重复反应被去除4为了简化化学

计量学矩阵，将从葡萄糖到色氨酸途径的多数反应

看作不可逆的（J<KL,%#M*N,%，%O%)1F##FEE，

0+L>%)/E%#M*N,%)O8%除外），包含可逆反应

会产生反应模型的无效循环，所以在途径组合过程

中不允许选取可逆反应的两个方向进行组合4由葡

萄糖生成:(色氨酸的化学计量学矩阵见表54根据

表5数据，由计算机可计算出该代谢可分为#,个模

型，见表#4反应模型中的每个元素代表相应反应的

相对代谢流4基本模型中的“7”代表不必要的反应

或可以被敲除的基因4每种模型色氨酸的产率可由

模型中色氨酸与葡萄糖的摩尔比算出，产率最高的

基本模型代表了最优途径4

5：/NP#/NP>%；#：/NP>%#0+L>%；$：0+L>%##/E%；8：/E%#$%/；,：$%/#%O%；>：

%O%#%*+；B：%*+#%O%；C：%*+#EP1QE)1F#；;：EP1QE)FEE#2RQ；57：2RQ#"S/
)1F#；55："S/#FEE)1F#；5#：%O%)1F##FEE；5$：FEE#%O%)1F#；58：%*+
)1F##FEE；5,：/NP>%#J<KL,%；5>：J<KL,%#J<K,%；5B：J<KL,%#M*N,%；5C：

M*N,%#J<KL,%；5;：M*N,%)J<K,%#/E%).’HB%；#7：/E%).’HB%#O8%)0+L>%；

#5：M*N,%)O8%#0+L>%)/E%；##：0+L>%)/E%#M*N,%)O8%；#$：%O%)O8%#
GEA%；#8：%O%)GEA%#1&Q；#,："S/)3A$#/NL；#>：/NL)$%/#"S/).’+；#B：

/NL)3A$#/N=；#C：/N=)1&Q#E=T&+)%*+)/NL；#;：J<K,%#%J%%；$7：E=T&+).’+
)%J%%#!+@)/E%)1F#4

图! 色氨酸生物合成代谢网络

&’("! )*+,-./’01*+2.345,67.389:36;<1+=*;’;
反应模型见表#4可以算出色氨酸的得率由高

到低为（#8，#,）74,，（5，#，5B，5C）7488，（#5，##）

748$，（>，B，C，5$，58，5,）748#，（#$）7487，（8，,）74$;，

（;，57，55，5#）74$C，（5>，5;，#7）74$>，（$）74$$4
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表! 由葡萄糖发酵生产色氨酸的化学计量学矩阵

"#$%! "&’()*+,&+*-’).+,-#).+/0*.12".33.*45,)+*60.*-785,*(’

节点 化学计量矩阵

!"#$% &’&((( ((((( ((((’& ((((( ((((( (((((
)*+$% (&’&(( ((((( ((((( ((((& &’&((( (((((
!,% ((-’&( ((((( ((((( (((&’& &’&((( ((((&
.%! (((&’& ((((( ((((( ((((( ((((( ’&((((
%/% ((((& ’&&((( (’&&(( ((((( ((’&’&( (((((
%0* ((((( &’&’&(((((’&( ((((( ((((( ((&((
,#12, ((((( ((&’&( ((((( ((((( ((((( (((((
3,, ((((( (((’&( &&’&&( ((((( ((((( (((((
452 ((((( (((&’& ((((( ((((( ((((( (((((
!6! ((((( ((((& ’&(((( ((((( ((((’& &((((
789+:% ((((( ((((( ((((& ’&’&&(( ((((( (((((
789:% ((((( ((((( ((((( &((’&( ((((( (((’&(
;0":% ((((( ((((( ((((( (&’&’&(’&&((( (((((
<=>?% ((((( ((((( ((((( (((&’& ((((( (((((

节点 化学计量矩阵

/@% ((((( ((((( ((((( ((((& ’&&’&(( (((((
A,B% ((((( ((((( ((((( ((((( ((&’&( (((((
1C2* ((((( ((((( ((((( ((((( (((&( ((’&((
!"+ ((((( ((((( ((((( ((((( ((((& ’&’&&((
!"D ((((( ((((( ((((( ((((( ((((( (&’&((
,DEC ((((( ((((( ((((( ((((( ((((( ((&(’&
%7%% ((((( ((((( ((((( ((((( ((((( (((&’&
<=* ((((( ((((( ((((( ((((( ((((( &(((’&
F*G ((((( ((((( ((((( ((((( ((((( ((((&
,F% ’&(’&&(&’-(((&&’&’&( ((((( (((’&( (’&(’&(
H,AB (((&( ((&(& -(((( ((((( ((((’& &((((
H,A%B ((((( ((((( ((((- ((((( (((’&( (((((
),AB- ((((( ((((( &(((( ((((( ((((( (((((

表9 由葡萄糖发酵生产色氨酸的基本反应模型

"#$%9 "&’$#(+,.’#,)+*6-*4’8(0*.12".33.*45,)+*60.*-785,*(’
反应

模型
代谢流分布

!& I..$- (@((( (((($ $((-- (-@@@ @@@@@
!- I..$- ((((( ((@@$ $((-- (-@@@ @@@@@
!. .(&-& ((&&& &(((. -&(&& ((&&& &&&&&
!@ .&&I-(J (J@@@ @(((.( --J(&(&((-&-&-&-&-&-&-&-&-
!: .&&I-(J ((@@@ @(JJ.( --J(&(&((-&-&-&-&-&-&-&-&-
!$ &I&:&-@ (J((( ((((&J &@@($$ (-JJJ JJJJJ
!? &I&:&-@ (@((( ((@@&J &@@($$ (-JJJ JJJJJ
!J &I&:&-@ ((((( ((JJ&J &@@($$ (-JJJ JJJJJ
!I -&.?&@$ (@@@@ @(((&J &@@($$ (-JJJ JJJJJ
!&( -&.?&@$ ((@@@ @(@@&J &@@($$ (-JJJ JJJJJ
!&& .I(&&-:&((&(::: :(((.I-J&&(&.&.(-&:&:&:&:&:&:&:&:
!&- .I(&&-:&( ((::: :(&(&(.I -J&&(&.&. (-&:&:&:&:&:&:&:&:
!&. -@($&:: (&(((( ((((-@ &J$(JJ (-&(&(&(&(&(&(&(&(

反应

模型
代谢流分布

!&@ -@($&:: (:((( ((::-@ &J$(JJ (-&(&(&(&(&(&(&(&(
!&: -@($&:: ((((( ((&(&(-@ &J$(JJ (-&(&(&(&(&(&(&(&(
!&$ &&::J@ ((@@@ @((($ $((-- (-@@@ @@@@@
!&? I..$- (@((( (((($ $((-- (-@@@ @@@@@
!&J I..$- ((((( ((@@$ $((-- (-@@@ @@@@@
!&I &&::J@ ((@@@ @((($ $((-- (-@@@ @@@@@
!-( &@:$&(: ((::: :(((I J&(.. (-::: :::::
!-& -.:?&:: (&(((( ((((&J &$-($$ (@&(&(&(&(&(&(&(&(
!-- -.:?&:: ((((( ((&(&(&J &$-($$ (@&(&(&(&(&(&(&(&(
!-. ::.@- ((--- -(((( -(-(( (---- -----
!-@ @@-.& (-((( ((((( -(-(( (---- -----
!-: @@-.& ((((( ((--( -(-(( (---- -----

可以看出，%/%生成%0*后，在糖酵解中不能

再生成%/%，而在其它途径中被消耗，导致K’F*G
产率不高，模型.，&$，&I，-(，-.就是如此，其色氨

酸的最高摩尔产率为@(L（模型-.）M如果能将%0*
重复利用，产率就会增加M模型&，@，$，I，&&，&.，&?，

-&，-@通过磷酸烯醇式丙酮酸合成酶，模型-，:，J，

&(，&-，&:，&J，--，-:通过丙酮酸羧化酶和磷酸烯醇

式丙酮酸羧激酶，模型?和&@在磷酸烯醇式丙酮酸

合成酶和丙酮酸羧化酶、磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶

的共同作用下使%0*再生为%/%，使产率提高M另

外，模型&"--都是$’磷酸葡萄糖通过$’磷酸葡萄

糖脱氢酶来生成核酮糖’:磷酸，产生&N2"的13-

也会导致碳源的浪费，所以最好不通过$’磷酸葡萄

糖脱氢酶来产生戊糖和四糖M产率最高的模型-@
和-:由@N2"葡萄糖生成-N2"色氨酸，摩尔产率

高达:(L，见图-M其原因就是使%0*再生为%/%，

并且以)$%和!,%来生成戊糖和色氨酸的前体

/@%，从而避免了碳源浪费M
9%9 扰动前后主要节点代谢流变化

色氨酸的生物合成具有许多不同的路径，确定

其产率最大的路径具有重要意义MH8=>=*9=*O=*等

的研究表明，调节酵母中从分支酸到色氨酸的:个

酶中的任何一种酶，对色氨酸的积累率影响都很

小，而同时过量表达所有的酶则会产生重要影响M

?&第:期 王 健等：K’色氨酸产生菌FP---.的途径分析
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图! 由葡萄糖合成色氨酸的最优途径

"#$%! &’(#)*+’*(,-*./01203451(#3$$+62075(089(1’
经途径分析后，一个特殊的代谢路径的所有酶

被过量表达时，编码不必要的酶的基因被敲除，就

会构建出一个高产的路径!基本模型是理想化的情

况，而在活细胞中，代谢流的分布是许多模型的重

叠!通过对基本模型的分析，可以确定"#$%&生物

合成最优的代谢途径（见图’），调控该途径色氨酸

生成 的 最 重 要 的 酶 有 己 糖 激 酶、磷 酸 果 糖 激 酶

（()*）、转酮酶（$+,-）、.-/(合 成 酶（.0）和氨

茴酸合成酶（-0）!(1(是(1(羧化酶和丙酮酸激

酶的竞争底物，为了避免(2%的浪费，可以通过过量

表达(&3基因来使(2%再生为(1(或过量表达(4+
基因通过5--使(1(得以再生!转酮糖酶是无氧

磷酸戊糖途径的关键酶，过量表达$+,-基因会导

致由)%67(来生产戊糖和四糖从而提高产率!同时

过量表达.0和-0必然导致色氨酸产量的增加!作
者从改变细菌的生存环境来改变代谢流的分布，由

于对应不同的外界环境刺激，细胞代谢会产生不同

的代谢流分布，因此在确定最优途径之后可以通过

刺激所选途径的酶活来提高产率!$8’’’9具有苯

丙氨酸和酪氨酸缺陷（(:;#<$2%#），所以不考虑其

对.0的抑制作用!又由于该菌具有=#氟色氨酸抗

性，所 以 不 考 虑 色 氨 酸 对 -0的 反 馈 抑 制!由 于

>/?<的积累一方面导致丙氨酸的积累，从而抑制

谷氨酰胺合成酶（@0），导致氨茴酸生成减少，另一

方面使/A(途径减弱，$B-循环增强，从而确定在

发酵初期减少原培养基中（>/?）’05?的量来增加色

氨酸的代谢流!将（>/?）’05? 的质量浓度降到’C
D／"!扰动前后(1(节点处的代谢流量变化见图9!

图: ;<;节点处的代谢流量变化

"#$%: =,5)5(*>0+#2/+6?*+(51*(#030/;<;30@5
从 图9可 以 看 出，扰 动 前(1(的 代 谢 流 为

EE!?，(2%的代谢流为7C!F，有EE!7G的(1(生成

了(2%，造成了碳源的浪费!扰动后(1(的代谢流

为7H!H，(2%的代谢流为=C!=，有E’!’G的(1(生

成了(2%，减少了(2%的流量，结果使发酵中后期

$%&的代谢流从7增加到I!I!

: 结 论

应用途径分析的方法分析了在稳态时谷氨酸

棒杆菌由葡萄糖生产色氨酸的途径，确定色氨酸合

成的最佳途径及此时的代谢流分布和产率!色氨酸

的最 大 理 论 产 率 为=CG（摩 尔 比）!经 调 节 因 子

（>/?）’05? 调节后，代谢途径流量可发生显著变

化，结果使色氨酸的代谢流从7提高到I!I!
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