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小球藻异养合成叶黄素的代谢流量分析
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摘要：构建了小球藻在异养培养条件下合成叶黄素的代谢网络，并进行了代谢流量分析。分析

结果显示，目前用于叶黄素合成的代谢流量较低，如果将其流量增加数倍并不会对小球藻的主要

代谢产生明显影响；叶黄素对葡萄糖的最高理论得率远高于目前的实际得率，显示在小球藻异养

合成叶黄素的得率方面还有很大的优化提高空间。对关键代谢节点流量分配的分析结果表明，在

乙酰辅酶A节点，绝大部分代谢流量进入了三羧酸循环和细胞物质合成途径，该节点的刚性可能

是限制叶黄素产率提高的主要因素。
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Metabolic Flux Analysis of Lutein Production Hererotrophic Chlorella
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Abstract：The metabolic network for lutein production by heterotrophic C．pyrenoidosa was

constructed referring to related literatures and experimental data obtained in our lab。based on

which metabolic flux analyses(MFA)was carried out．Analysis results show that the flux for

lutein formation iS rather lOW and several—fold increase of the flux will not affect the main

metabolism of Chlorella significantly；the theoretical maximum yield of lutein on glucose is much

higher than the actual experimental results at present，thus large space for the optimization of

lutein yield remains．Analyses of the flux distribution over the key branch node show that

predominant flux from AcCoA flows to the citric acid cycle and the pathway forming eell

macromolecules．The rigidity of AcCoA node is possibly the main factor limiting the elevation of

lutein yield．
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叶黄素(1utein)是一种重要的天然色素，具有 增加免疫力、抗氧化、抗肿瘤、防止心脑血管疾病及
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预防视黄斑退化所引起的视力下降等多种功

能[1_2]。与目前作为叶黄素源的万寿菊等相比，小

球藻具有生长迅速，可在发酵罐中规模化培养等优

点[3]。因此，在高效异养培养小球藻的基础上提取

叶黄素，是一种极具潜力的生产方式[4]。

尽管小球藻细胞中叶黄素含量较高，但与目前

已实现商业化生产的其它类胡萝卜素源(如杜氏藻

等)细胞中的伊胡萝卜素含量相比，尚有相当差

距[5]。作者根据有关文献报道以及作者所在实验

室的研究结果，构建了小球藻异养合成叶黄素的代

谢网络，并进行了代谢流分析计算，以期对叶黄素

生产优化控制及代谢网络改造提供理论参考。

1材料与方法

1．I藻株与培养条件

小球藻藻株为Chlorella pyrenoidosa 15-2070。

小球藻的异养培养在19-L发酵罐(Bioengineering

AG，Wald，Switzerland)中进行，采用改良的Basal

培养基[6]，添加起始质量浓度为38 g／L的葡萄糖和

7．6 g／L的KNO。。培养控制参数为：培养基装量

12 L，接种体积分数10％，pH 6．5，温度28℃。溶

解氧50％饱和浓度，搅拌转速与溶解氧关联，最低

搅拌转速设定为200 r／min。

1．2分析测定方法

小球藻生物量采用细胞干重法测定[6]，葡萄糖

质量浓度用二硝基水杨酸法测定[7]，小球藻中的叶

黄素采用高效液相法测定[8]。

1．3小球藻异养合成叶黄素的代谢通量模型

根据生物化学理论及文献报道[9_10|，构建小球

藻在异养培养条件下合成叶黄素的主要代谢网络，

包括糖酵解、三羧酸循环、磷酸戊糖途径、氧化磷酸

化、合成细胞主要组分及叶黄素的反应，见图1。

参考Yang et a1．(2000)的报道[1妇作如下假设：

1)三羧酸循环中的乙醛酸回补途径可忽略；2)

NADH和NADPH之间不能相互转化；3)用于细

胞生长所需的NADPH全部来自磷酸己糖途径，且

NADPH不能通过氧化磷酸化生成ATP；4)NADH

的P／0值为2．5，FADH2的P／0值为1．5。在三羧

酸循环中生成的大量NADH和FADHz，通过氧化

磷酸化生成ATP为细胞代谢提供能量；5)细胞代

谢中存在过量的ATP；6)目前尚无关于小球藻类胡

萝卜素合成途径的研究报道，假定其类胡萝卜素合

成采用真核生物的甲羟戊酸途径(计算结果显示，

以甲羟戊酸途径和非甲羟戊酸途径构建网络的代

谢流分布大体相近，详细结果略)；7)小球藻生物量

由单体物质合成，其单体物质需要量根据生物大分

子合成所需单体数口幻进行计算。

在拟稳态条件下，根据物料平衡原理，代谢网

络可以用如下方程表示：

A·r—X (1)

式中，A为化学计量系数矩阵，其中元素A。代表第

i种代谢物在第J个代谢反应方程中的化学计量系

数。确定计量系数时根据“反应为负，生成为正”的

原则；r为代谢反应的速率矩阵；x为代谢物的净转

化速率矩阵。

r1

r2

r3

OAA

／7：-。
FUM

r10 1‘KG
／

SUCCoar

GLC一葡萄糖；G6P一6-磷酸葡萄糖lF6P一6一磷酸果糖；GAP

一3一磷酸甘油醛l G3P一3-磷酸甘油酸；PEP一磷酸烯醇式丙

酮酸；PYR一丙酮酸；AcCoA一乙酰辅酶A；ISOCIT一异柠檬

酸}a—KG—a一酮戊二酸；SUCCoA--琥珀酰辅酶A；FUM～延

胡索酸；OAA一草酰乙酸；Ru5P一5-磷酸核酮糖；R5P一5-磷

酸核糖；X5P一5一磷酸木酮糖；E4P一4一磷酸赤藓糖；S7P一7一磷

酸景天庚酮糖

图l 小球藻异养生长和叶黄素合成的代谢网络

Fig．1 Metabolic network of cell growth and lutein pro-

duction by heterotrophic C pyrenoidosa

计算结果表明，化学计量系数矩阵A(20×20)的

秩为20，故矩阵A为满秩矩阵。在代谢物净转化速率

矩阵x和化学计量系数矩阵A均已确定的前提下，求

解方程(1)，可以计算出代谢反应的速率矩阵r。

1．4软件

代谢通量分析中的计算采用Matlab 6．5

篡脚
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(Mathworks，USA)实现。

2结果与分析

2．I 代谢流分布及叶黄素理论得率的计算

19一L发酵罐中小球藻异养培养的试验结果见

图2。当小球藻迅速生长时，叶黄素质量浓度也随

之迅速增加；当培养基中的葡萄糖耗尽后，细胞质

量浓度不再增加，叶黄素质量浓度继续升高但增长

减慢。由于葡萄糖耗尽后，叶黄素的增加不是来源

于葡萄糖，而是来源于细胞内成分的消耗，其代谢

相对比较复杂，难以通过代谢物流平衡分析进行估

算，因此以下主要对小球藻生长期进行代谢流分

析。根据作者所在实验室前期对异养小球藻细胞

成分的测定结果[1 3|，设葡萄糖的消耗速率为100

mmol／(L·h)，计算小球藻生长期的代谢流分布，

同时采用线性规划计算叶黄素合成的理想代谢流

分布，见表1。

+细胞
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∞
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图2小球藻异养合成叶黄素的过程

Fig．2 Time course of lutein production by heterotrophic

C pyrenoidosa

表1小球藻异养合成叶黄素的代谢流分布

Tab．1 The metabolic flux distribution of lutein production

by heterotrophic C：pyrenoidosa

实际 理想 实际 理想

反应 代谢流／ 代谢流／ 反应 代谢流／ 代谢流／

速率 mmol／ mmol／ 速率 mmol／ mmol／

(L·h) (L·h) (L·h) (L·h)

rl 100 100 r11 45．87 60

r2 34．61 40 r12 17．90 20

r3 62．58 80 r13 27．97 40

^ 137．57 180 r14 14．30 20

rs 131．90 180 n5 14．30 20

r6 118．87 180 r16 13．67 20

r7 109．91 180 r17 419．16 306．14

r8 11．77 0 718 74．11 7．65

n 82．29 0 r19 0．041 7．5

rlo 74．03 0 r20 1247．57 388．42

由于小球藻细胞中的叶黄素含量较低，用于叶

黄素合成的代谢流量也相对较小。为探讨细胞中

叶黄素含量提高对小球藻主要代谢的影响，表2计

算了假定小球藻细胞中叶黄素含量提高4倍(接近

目前已商业化生产的杜氏藻等细胞中的类胡萝卜

素含量[5]，同时细胞比生长速率保持不变时的代谢

流分布。由表2可见，除叶黄素合成代谢流量外，

其它代谢途径的流量改变均不大，其中变化幅度最

大的三羧酸循环流量(n。)也仅减少了5．89％。考

虑到生物代谢中多余能量耗散的存在[121，细胞中叶

黄素含量提高数倍并不足以对小球藻的细胞生长

及主要代谢造成很大影响。

表2假定小球藻细胞中叶黄素含量提高4倍时的代谢流

分布及其变化幅度

Tab．2 Metabolic flux distribution of lutein production by

heterotrophic C pyrenoidosa supposing the cellular

content of lutein was quintupled and its variation

昼窭代黼尹7麓 量肇慧7移速率 (0％) 9礞7
rl 100．00 0 711 47．18 +2．85

r2 33．30——3．78 r12 18．33 +2．44

r3 62．15——0．70 r13 28．85 +3．12

r4 137．13 —0．32 r14 14．74 +3．05

rs 131．46 —0．33 n5 14．74 +3．05

r6 118．43 —0．37 716 14．11 +3．19

r7 109．47 —0．40 r”409．56 —2．29

r8 11．77 0 n8 70．08 —5．44

r9 77．92 —5．30 r19 0．20 +400

no 69．67 —5．89 咆o 1208．81 —3．11

根据理想代谢流分布，叶黄素对葡萄糖的最高

理论得率一(7．5×589)／(100×180)=0．24

(g／g)，即每克葡萄糖在理论上最多可转化为0．24

g叶黄素，这一数值远高于目前实际的叶黄素得率

(o．001～o．002 g／g)。从理想代谢流与实际代谢流

分布之间的比较看，其主要差异体现在三羧酸循环

和氧化磷酸化途径的流量上。

2．2主要节点的代谢流量分析

对叶黄素代谢合成来说，AeCoA是一个重要的

分支节点，在该节点处AcCoA分别进入三羧酸循

环、细胞物质合成及叶黄素的合成，其流量分配决

定了叶黄素的产率。根据表1～2中的数据计算，

在小球藻生长期，AcCoA节点处绝大部分的代谢流

量进入三羧酸循环，见图3。其次是用于细胞物质

的合成，只有极少部分用于叶黄素的合成，见图

3A；假定小球藻细胞中的叶黄素含量提高4倍(比

生长速率不变)，则用于细胞物质合成的流量基本

不变，而AeCoA转化为叶黄素的流量增加，同时三

羧酸循环流量略有降低，见图3B；在理想代谢流分
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布下，AcCoA节点处的全部代谢流量被用于叶黄素

合成，而用于三羧酸循环和细胞物质合成的流量均

为零，见图3C。然而，这一理论代谢流分布难以实

现，原因是：1)细胞需要维持能量，即使在细胞生长

停止的情况下，三羧酸循环的流量也不可能为零；

2)由于叶黄素是小球藻的细胞内组分，它的合成及

贮存在很大程度上是以细胞物质的合成(即细胞生

长)为前提的，而且实验结果也显示，当小球藻细胞

生长停止后，叶黄素的增加有限[4]。尽管如此，理

论得率与实际得率之间存在巨大差距，这提示在叶

黄素对葡萄糖得率方面还有很大的优化提高空间。
PYR

Biomass

(a)

PYR

(b)

PYR

Lutein

【c)

(a)小球藻生长期；(b)假定小球藻叶黄素含量提高4倍I(c)

理想代谢流分布

图3 AcCoA节点的代谢流量分配

Fig．3 Metabolic flux distribution of AcCoA node

2．3提高叶黄素产率的可能方式

通过与叶黄素合成理想代谢流分布的比较分

析，可以对叶黄素产率提高及代谢网络改造提出初

步构想。由表1和图2可以看出，要提高叶黄素对

葡萄糖的得率，首先应尽可能减小三羧酸循环和用

于细胞物质合成的流量，其次是适当提高磷酸己糖

途径流量以保证还原力(NADPH)的供应。

限制通气量是减少三羧酸循环流量的常用方

式之一。然而研究结果显示【l4。，当限制培养过程中

的通气量时，小球藻细胞中叶黄素的积累显著减

少，表明充足的通气量为小球藻合成叶黄素所必

需，尽管其机理有待进一步研究，但这至少说明减

少通气量并无助于提高叶黄素的产率。从减小细

胞物质合成的流量的角度看，实验结果[41表明，当

小球藻生长减慢时，细胞中的叶黄素含量的确略有

增加，但幅度不大，从综合效应来看，叶黄素的合成

效率降低，因此通过抑制小球藻细胞生长来提高叶

黄素的产率也不是可取的优化方式。

综合以上讨论，AcCoA节点的流量分配是决定

小球藻叶黄素产率的关键因素。根据目前的试验

结果，在大多数不同的异养培养条件下，小球藻细

胞中叶黄素含量变化范围为2"-'4 mg／g[1 4‘，改变幅

度很小。这说明改变工艺条件很难影响AcCoA节

点的流量分配，也就是AcCoA节点具有较强的刚

性。分析限制小球藻细胞代谢中叶黄素合成流量

提高的原因，可能有以下两方面：

1)催化AcCoA向类胡萝卜素转化的酶，尤其

是起始步骤中的酶活力(或表达水平)较低。这一

假设同文献F15—163报道一致。在这些研究中，增

加IPP和GGPP(均为由AcCoA转化为类胡萝卜

素的中间物质)对类胡萝卜素合成具有明显的促进

作用。

2)类胡萝卜素在小球藻细胞中的积累存在反

馈抑制。这种抑制的存在可能是由于叶黄素贮存

场所的限制，或是保证细胞代谢平衡的需要。支持

这一假设的现象有：在基因工程构建的类胡萝卜素

合成载体中，大肠杆菌的类胡萝卜素承载能力较

低；而酵母则因类胡萝卜素合成代谢的分流造成代

谢紊乱并影响其生长[9]。

进一步深入探讨造成代谢中AcCoA节点刚性

的原因并设法加以改变，是今后提高小球藻叶黄素

生产效率的关键所在。

3 结 语

1)根据有关文献报道和作者所在实验室的测

定结果，构建了小球藻在异养培养条件下合成叶黄

素的代谢网络。

2)代谢流量分析的结果显示，在目前的条件

下，用于叶黄素合成的代谢流量较低，叶黄素合成

的流量增加数倍并不足以对小球藻的主要代谢产

生明显影响。

3)代谢流量分析的结果说明，叶黄素对葡萄糖

的最高理论得率为0．24 g／L，远高于目前的实际得

率(0．001"---0．002 g／L)，表明在小球藻异养合成叶

黄素的得率方面还有很大的优化提高空间。

4)对关键代谢节点流量分配的分析结果表明，

在乙酰辅酶A节点，绝大部分代谢流量进入了三羧

酸循环和细胞物质合成途径，而且这种流量分配方
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式难以通过改变工艺条件而改变，提示该节点具有

较强的刚性。

5)限制小球藻细胞代谢中叶黄素合成流量提

高的可能原因是催化AcCoA向类胡萝卜素转化的
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