
发酵法生产α－酮戊二酸技术的研究

α－酮戊二酸（α－ｋｅｔｏｇｌｕｔａｒａｔｅ，简称α－ＫＧ）是一种重要的有机酸，在微生物细胞的代谢中起着重要
的作用，也是合成多种氨基酸、蛋白质的重要前体物质，在食品、医药、化工和化妆品行业有广泛的应
用。由于化学法合成α－酮戊二酸过程中存在严重的安全问题，无法直接用于食品和化妆品中。因
此，基于发酵法生产α－酮戊二酸在食品和保健品行业具有广阔的应用前景。
发酵法生产α－酮戊二酸的研究最早始于１９４６年，当时Ｌｏｃｋｗｏｏｄ和Ｓｔｏｄｏｌａ对利用细菌生物合

成α－酮戊二酸进行了初步的研究。之后Ａｓａｉ等人发现假单胞菌属、产气杆菌和粘质沙雷氏菌可以过
量合成α－酮戊二酸，并且提出过量合成α－酮戊二酸的必要条件是培养基中碳源、氮源的浓度。目前
对发酵法生产α－酮戊二酸研究较多的是俄国的Ｒｕｓｓｉａｎ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ，Ｓｋｒｙａｂｉｎ　Ｉｎｓｔ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　＆Ｐｈｙｓｉｏｌ
Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ，其发现不同种属的硫胺素缺陷型酵母可能都有生产α－酮戊二酸的能力，合成α－酮戊
二酸的主要条件就是硫胺素缺乏引起的生长限制。Ｃｈｅｒｎｙａｖｓｋａｙａ，Ｏ　Ｇ（２０００）分析影响解脂亚洛酵
母菌株从乙醇合成生产α－酮戊二酸的主要因素，包括硫胺缺失菌株的属与种，培养基与分子的中硫
胺与氮和氧浓度、溶氧、ｐＨ值等；Ｉｌｃｈｅｎｋｏ，ＡＰ（２０１０）等研究了脂亚洛酵母突变菌株利用乙醇生产α－
酮戊二酸的代谢特征。
近年来，江南大学的陈坚教授及其课题组成员对发酵法生产α－酮戊二酸技术进行了大量、深入

的研究。ＣＮ２００７１０３０２４４１．７公开了一种α－酮戊二酸高产菌及其筛选方法和用该菌株发酵法生产α－
酮戊二酸的技术，该发明菌株为一株解脂亚洛酵母（Ｙａｒｒｏｗｉａ　ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ）ＷＳＨ－Ｚ０６，保藏编号

ＣＣＴＣＣ　ＮＯ：Ｍ２０７１４３。该菌株是从炼油厂附近的土壤中经在完全培养基、基本培养基和补充培养
基平板上菌落生长情况的对照筛选出硫胺素营养缺陷型的菌株，然后对筛选出的硫胺素缺陷型菌株
采用一级发酵逐一摇瓶培养初筛，发酵液利用硅胶层析方法分析，将保留有α－酮戊二酸显色斑点的
菌株再转接于装有发酵培养基的摇瓶中进行发酵复筛，发酵液经高效液相方法测定，比较α－酮戊二
酸产量高低而得到的高产α－酮戊二酸的一株菌，通过对发酵培养基中重要组成成分进行优化，发酵６
ｄ时α－酮戊二酸产量可达到３９．３ｇ／Ｌ。ＣＮ２０１０１０５７８５９４．６采用分子手段，将来源于小鼠中编码

ＡＴＰ－柠檬酸裂解酶ＡＣＬ基因过量表达于发酵法生产ａ－酮戊二酸的菌株Ｙａｒｒｏｗｉａ　ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ　ＷＳＨ－
Ｚ０６中，获得了一株ＡＴＰ－柠檬酸裂解酶活性提高的酵母工程菌Ｙ．ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ　ＡＣＬ。该基因工程菌能
以甘油为唯一碳源，在胞内积累０．８９ｍｍｏｌ　ＤＣＷ 的乙酰辅酶Ａ，ＡＣＬ活性提高了７．５倍（３．５６Ｕ／

ｍｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ）；ａ－酮戊二酸产量达到４５．３ｇ／Ｌ，是出发菌株的１．２９倍；丙酮酸产量降低到１７．２ｇ／Ｌ，是
出发菌株的６８．８％，具有广阔的应用前景。ＣＮ２００８１００２００３９．４则公开了一种添加α－酮戊二酸脱氢
酶抑制剂实现α－酮戊二酸过量积累的方法。该发明利用多重维生素营养缺陷型的光滑球拟酵母

ＣＣＴＣＣ　Ｍ２０２０１９为生产菌株，通过在培养基中添加α－酮戊二酸脱氢酶抑制剂：过氧化氢、甲氨蝶呤、
次氯酸钠或羟基硫氨，调节α－酮戊二酸脱氢酶活性，有目的地降低α－酮戊二酸脱氢酶活性，减少代谢
过程中α－酮戊二酸的降解，达到过量积累α－酮戊二酸的目的。该发明利用调控工业微生物中碳代谢
和碳代谢流流向分布，使碳代谢流截止在α－酮戊二酸这一节点上，其中α－酮戊二酸最大产量达到

２３．２ｇ／Ｌ，比对照提高了１２．２％。该发明为ＴＣＡ循环中间代谢产物的发酵研究提供了一个新的思
路。ＣＮ２００７１０１３３１５５．２采用在发酵过程中添加亚适量的维生素和金属离子等辅因子的方法，选择
性增加ＰＤＨ和ＰＣ途径流量，达到过量积累α－ＫＧ的目的，此策略对其它发酵产品的生产也有指导
意义。 （江南大学图书馆 　张群 供稿）
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