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谷氨酸棒杆菌生产缬氨酸的代谢工程研究进展

王小元
（食品科学与技术国家重点实验室，江南大学，江苏 无锡２１４１２２）

摘要：Ｌ－缬氨酸是人体必需的三种支链氨基酸之一，在生命代谢过程中起着非常重要的作用，因
此被广泛应用于食品、医药及饲料等行业。目前，Ｌ－缬氨酸主要采用微生物发酵法生产，而谷氨

酸棒杆菌是最常用的生产菌种。作者分析了谷氨酸棒杆菌中Ｌ－缬氨酸的生物合成途径和代谢

调控，综述了对其进行代谢工程改造来提高Ｌ－缬氨酸产量的最新研究进展。
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　　自 从１９５７年 Ｋｉｎｏｓｈｉｔａ等 人［１］报 道 了 谷 氨 酸

棒杆菌（Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ）可 以 发 酵 生 产 谷 氨 酸，该

菌已逐渐被用来发酵生产各种氨基酸，包括Ｌ－缬氨

酸（Ｌ－ｖａｌｉｎｅ）。Ｌ－缬氨酸是人体必需的一种支链氨

基酸，具有多种生理功能，因此被广泛应用于食品、
医药及饲料等行业。例如，Ｌ－缬氨酸在食品工业中

用作营养强化剂和增香剂，在医药工业中用于制造

复合氨基酸注射液和合成抗生素，在饲料行业中作

为一种限制性氨基酸添加剂。由于其用途广泛，市

场上Ｌ－缬氨酸总是处于供不应求局面，带动企业在

Ｌ－缬氨酸 产 量 及 其 生 产 成 本 等 方 面 的 良 性 竞 争。
目前，多数企业使用的Ｌ－缬氨酸生产菌来自于反复

诱变，因而其 遗 传 背 景 不 明，很 难 通 过 进 一 步 诱 变

来提高Ｌ－缬氨酸产量。近年来，随着谷氨酸棒杆菌

全基因组测序及基因功能注释的完成［２］，代谢工程

已被于构建Ｌ－缬氨酸生产菌，成为提高Ｌ－缬氨酸发
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酵生产水平的最有效方法。众所周知，优良的生产

菌种是提 高 发 酵 产 品 产 量 和 质 量 的 保 障。作 者 在

分析谷氨酸棒 杆 菌 中Ｌ－缬 氨 酸 的 生 物 合 成 途 径 和

代谢调控机理的基础上，对其生产Ｌ－缬氨酸的代谢

工程改造的研究进行综述。

１ 谷氨酸棒杆菌中Ｌ－缬氨酸分子的
生物合成途径

　　谷氨酸棒杆菌中Ｌ－缬氨酸的合成途径见图１。
从丙酮酸出发，Ｌ－缬氨酸的合成先后涉及到乙酰羟

酸合酶（ＡＨＡＳ）、乙酰羟酸同分异构酶（ＡＨＡＩＲ）、
二羟酸脱水酶（ＤＨＡＤ）和支链氨基酸转氨酶（ＴＡ）
等［３－５］。首先，由两 个 基 因ｉｌｖＢ 和ｉｌｖＮ 共 同 编 码

的ＡＨＡＳ将两 分 子 的 丙 酮 酸 缩 合 成２－乙 酰 乳 酸；
其次，由基因ｉｌｖＣ编码的ＡＨＡＩＲ将２－乙酰乳酸转

化成 双 羟 基 异 戊 酸；再 次，由 基 因ｉｌｖＤ 编 码 的

ＤＨＡＤ将 双 羟 基 异 戊 酸 脱 水 形 成２－酮 异 戊 酸；最

后，由基 因ｉｌｖＥ 编 码 的 ＴＡ将２－酮 异 戊 酸 转 化 成

Ｌ－缬氨酸；由ｐｄｘＲ和ａｖｔＡ 编 码 的 蛋 白 质 在Ｌ－缬

氨酸合成 的 最 后 一 步 也 起 到 转 氨 酶 的 作 用［６］。另

外，ＴＡ也能催化Ｌ－亮氨酸和Ｌ－异亮氨酸合成途径

的最后一步反应［５］。
谷氨酸棒杆 菌 中Ｌ－缬 氨 酸 的 合 成 途 径 还 与 其

它一些主要代谢产物的合成途径相互交错，见图１。
首先，Ｌ－缬氨酸合成的关键前体物质丙酮酸（Ｐｙｒｕ－
ｖａｔｅ）同时也被用于合成Ｌ－丙氨酸（Ｌ－ａｌａｎｉｎｅ）、乙酰

ＣｏＡ（Ａｃｅｔｙｌ　ＣｏＡ）和 草 酰 乙 酸（Ｏｘａｌｏａｃｅｔａｔｅ）。其

次，Ｌ－缬氨酸的合成与Ｌ－异亮氨酸（Ｌ－ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ）的

合成共 享 ＡＨＡＳ、ＡＨＡＩＲ、ＤＨＡＤ和 ＴＡ 等４种

酶，但 是 这 些 酶 在 不 同 的 合 成 途 径 选 用 不 同 的 底

物。例如，ＡＨＡＳ以丙酮酸为底 物 合 成Ｌ－缬 氨 酸，
而用丙酮酸和２－酮丁酸 二 者 为 底 物 则 合 成Ｌ－异 亮

氨酸。ＡＨＡＳ对２－酮丁酸的亲和性远高于丙酮酸，
因此在有２－酮丁酸存在时，丙酮酸被用来优先合成

Ｌ－异亮氨酸，不 利 于Ｌ－缬 氨 酸 的 积 累［７］。最 后，Ｌ－
缬氨酸合成 前 体２－酮 异 戊 酸 的 同 时 也 被 用 于 合 成

Ｌ－亮氨酸（Ｌ－ｌｅｕｃｉｎｅ）和 Ｄ－泛 酸（Ｄ－ｐａｎｔｏｔｈｅｎａｔｅ）。
针对这些特点，在优化谷氨酸棒杆菌生产Ｌ－缬氨酸

时，不仅要加强Ｌ－缬氨酸的合成，还要考虑减弱 其

它相 关 代 谢 产 物 的 合 成，积 累 关 键 前 体 物 质，将 碳

流导向Ｌ－缬氨酸的合成。

２ 谷氨酸棒杆菌中Ｌ－缬氨酸合成相关
的调控机制

　　微生物细胞内存在复杂的代谢网络，许多分子

的合成都在ＤＮＡ或蛋白质层次上受到严格 调 控，

Ｌ－缬氨酸 也 不 例 外。Ｌ－缬 氨 酸 合 成 途 径 中 的 一 些

关键酶受 到 产 物 抑 制 或 转 录 弱 化 作 用 调 控。胞 内

合成的Ｌ－缬氨酸的胞外分泌也受到调控。因此，要

对Ｌ－缬氨酸生产菌进行理性的代谢工程优化，必须

对其调控机制进行全面了解。

２．１　氨基酸产物对乙酰羟酸合酶的反馈抑制

Ｌ－缬氨酸反 馈 抑 制 的 主 要 对 象 是 其 合 成 途 径

上 的 第 一 个 关 键 酶 ＡＨＡＳ。谷 氨 酸 棒 杆 菌 中

ＡＨＡＳ全酶是四聚体，由两个相同的大亚基和两个

相同的小亚基构成。大亚基为催化亚基，由ｉｌｖＢ基

因编码；而小 亚 基 为 调 节 亚 基，由ｉｌｖＮ 基 因 编 码。

３种支 链 氨 基 酸 均 可 以 反 馈 抑 制 ＡＨＡＳ的 小 亚

基［７－８］。Ｌ－缬 氨 酸、Ｌ－异 亮 氨 酸 和 Ｌ－亮 氨 酸 对

ＡＨＡＳ的 半 抑 制 浓 度 分 别 为 ０．９、３．１ 和 ６．０
ｍｍｏｌ／Ｌ［３］。当浓度取５．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，无论是单一

的支链氨基酸，还是任意两种或三种支链氨基酸组

合，对ＡＨＡＳ活性的抑制程度均不会超过５７％［８］。
这些数据说明３种支链氨基酸在 ＡＨＡＳ小亚基上

的结合位点是相同的，但它们与该结合位点的亲和

性有差异。通过定点突变，对谷氨酸棒杆菌ＡＨＡＳ
小亚基上２０、２１和２２位的氨基酸进行替换，可获得

一个不受任何支链氨基酸反馈抑制的突变体［８］。

２．２　编码乙酰羟酸合酶的基因转录弱化

在谷氨 酸 棒 状 杆 菌 染 色 体 上，基 因ｉｌｖＢ、ｉｌｖＮ
和ｉｌｖＣ 串 联 构 成 一 个 操 纵 元ｉｌｖＢＮＣ。Ｎｏｒｔｈｅｒｎ
印迹实验证明ｉｌｖＢＮＣ操纵元可以转录３种长度分

别为３．９、２．３、１．１ｋｂ的 ｍＲＮＡ；它 们 分 别 对 应 于

ｉｌｖＢＮＣ、ｉｌｖＮＣ和ｉｌｖＣ３种ＤＮＡ片段［４］。如果将

ｉｌｖＢ的上游序列删除，则只能获得长度分别为２．３
ｋｂ和１．１ｋｂ的ｍＲＮＡ；如果将ｉｌｖＮ的上游序列删

除，则只 能 获 得 长 度 为１．１ｋｂ的 ｍＲＮＡ［４］。这 些

数据说明ｉｌｖＢＮＣ操纵子中含有３个 启 动 子，因 而

基因ｉｌｖＣ可被转录３次，导致其表达效率在３个基

因中最高。进 一 步 研 究 发 现，在ｉｌｖＢ 上 游２９２ｂｐ
处的一段ＤＮＡ能表达一个短肽。这个短肽含有２５
个氨基酸，其中包括２个Ｌ－异 亮 氨 酸、３个Ｌ－缬 氨

酸和２个Ｌ－亮氨酸，且短肽形成序列的后面存在能
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形成ＲＮＡ茎环 结 构 和 转 录 终 止 子 结 构 的 序 列［９］，
说明这个短肽是对操纵元ｉｌｖＢＮＣ具有弱化调节作

用的前 导 肽。前 导 肽 翻 译 偶 联 的 弱 化 作 用 对ｉｌ－

ｖＢＮＣ的转录 调 控 进 一 步 被 Ｍｏｂａｃｈ等 人 用ｌａｃＺ
作为报告基因实验证实［９］。

其中关键步骤用粗箭头表示，蛋白质名用大写的首英文字母组合表示，基因名用斜体英文字母表示

图１　谷氨酸棒杆菌中Ｌ－缬氨酸的生物合成途径

Ｆｉｇ．１　Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　Ｌ－ｖａｌｉｎｅ　ｉｎ　Ｃ．ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ

２．３　Ｌ－缬氨酸胞外分泌的调控

如果胞内的Ｌ－缬氨酸不能被及时分泌到胞外，

积累的Ｌ－缬氨酸 就 会 抑 制 其 生 物 合 成 途 径 中 关 键

酶的活性，并弱化编码关键酶的基因转录，使Ｌ－缬

氨酸的合成 速 度 降 低。胞 内 的Ｌ－缬 氨 酸 必 须 通 过

膜转运酶ＢｒｎＦ和ＢｒｎＥ分泌到胞外［１０］。全局基因

表达分析发现，Ｌ－异亮氨酸的加入可以增加野生型

谷氨酸棒杆菌中ＢｒｎＦ和ＢｒｎＥ的表达，但是对ｌｒｐ
敲除菌株没有影响。通过与ｌｒｐ和ｂｒｎＦ 的启动子

的转录融合表达分析，发现在培养基中添加３种支

链氨基酸或Ｌ－甲硫氨酸均可以刺激ｂｒｎＦＥ的表达，

但是这种 刺 激 作 用 需 要 调 控 因 子Ｌｒｐ的 存 在［１１］。

芯片分析、带转变实验和ＤＮＡｓｅ足迹分析证明Ｌｒｐ
结合在ｌｒｐ和ｂｒｎＦ 之间的ＤＮＡ上［１１］。

３ Ｌ－缬氨酸代谢工程菌研究进展

　　Ｌ－缬氨 酸 工 业 生 产 菌 主 要 来 自 于 传 统 诱 变 育

种［１２］，但目前代谢工程正在被用于谷氨酸棒杆菌的
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２２８　　 　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｆｏｏｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｖｏｌ．３１Ｎｏ．３　２０１２

改良：利用已知的遗传学信息，对Ｌ－缬氨酸代谢 网

络进行系统分析，并采用基因工程技术改造谷氨酸

棒杆菌以 提 高Ｌ－缬 氨 酸 的 产 量［１３－１４］。近 年 来，一

些适用于用 于 谷 氨 酸 棒 杆 菌 的 表 达 载 体 已 经 被 构

建［１５－１７］。这些表达载体一般为大肠杆菌和 谷 氨 酸

棒 杆 菌 的 穿 梭 载 体，含 有 较 多 的 限 制 酶 单 酶 切 位

点，有的是 诱 导 性 表 达，有 的 是 组 成 型 表 达。在 谷

氨酸棒杆菌 中 进 行 基 因 敲 除 的 各 种 方 法 已 经 被 建

立［１８－１９］。由于同一启动子在大肠杆菌和谷 氨 酸 棒

杆菌中的活性差别很大，所以针对谷氨酸棒杆菌中

启动子的研究也已经展开［２０－２１］。目前，人们已经从

阻止 杂 酸 合 成、积 累 关 键 前 体 物 质、解 除 反 馈 抑 制

和优化启动子 等 方 面 入 手 构 建 出 一 些 能 高 产Ｌ－缬

氨酸的代谢工程菌，见图２。通过解析影响Ｌ－缬氨

酸合成的 关 键 因 素，对 谷 氨 酸 棒 杆 菌 ＡＴＣＣ１３０３２
的基因组进 行 优 化 或 在 其 中 高 效 表 达 关 键 基 因 均

可以大幅度地提高Ｌ－缬氨酸的产量［８，１５，２２－２４］。

１．ＡＴＣＣ１３０３１；２．１３０３２Δｐａｎ　ＢＣ；３．１３０３２Δｐａｎ　ＢＣΔｉｌｖＡ；４．１３０３２Δｐａｎ　ＢＣΔｉｌｖＡ　ｐＪＣ１ｉｌｖＢＮＣＤ；５．１３０３２Δｐａｎ　ＢＣΔｉｌｖＡ　ｐＪＣ１ｉｌｖＢＮＣＥ；６．

１３０３２Δｐａｎ　ＢΔｉｌｖＡ； ７．１３０３２ΔｐＥＣＫＡｉｌｖＢＮＣ； ８．１３０３１ΔｐａｎＢΔｉｌｖＡ　ｐＥＣＫＡｉｌｖＢＮＣ；９． １３０３２ΔａｃｅＥΔｐｑｏ　ｐＪＣ４ｉｌｖＢＮＣＥ； １０．

１３０３２ΔａｃｅＥΔｐｑｏΔｓｕｇＲ　ｐＪＣ４ｉｌｖ　ＢＮＣＥ；１１．ｉｌｖＮＭ１３；１２．ｉｌｖＮＭ１３ΔｐａｎＢΔｉｌｖＡ；１３．ｉｌｖＮＭ１３ｐＥＣＫＡｉｌｖＢＮＭ１３Ｃ；１４．ｉｌｖＮＭ１３ΔｐａｎＢΔｉｌｖＡ

ｐＥＣＫＡｉｌｖＢＮＣ；１５．ｉｌｖＮＭ１３ΔｐａｎＢΔｉｌｖＡ　ｐＥＣＫＡｉｌｖＢＮＭ１３Ｃ；１６．ｉｌｖＮＭ１３ｐ－ｉｌｖＡＭ１ＣＧ；１７．ｉｌｖＮＭ１３ｐ－ｌｅｕＡＭ３Ａ；１８．ｉｌｖ　ＮＭ１３ｐ－ｌｅｕ

ＡＭ２Ｃ；１９．ｉｌｖ　ＮＭ１３ｐ－ｌｅｕＡＭ３ＴＣＧ；２０．ｉｌｖＮＭ１３ｐ－ｉｌｖＤＭ１４；２１．ｉｌｖＮＭ１３ｐ－ｉｌｖ　ＤＭ７；２２．ｉｌｖＮＭ１３ｐ－ｉｌｖＥＭ６；２３．ｉｌｖＮＭ１３ｐ－ｉｌｖＤＭ１４ｐ－

ｉｌｖＥＭ６；２４．ｉｌｖＮＭ１３ΔｐａｎＢ　ｐ－ｉｌｖＡＭ１ＣＧ；２５．ｉｌｖＮＭ１３ΔｐａｎＢ　ｐ－ｉｌｖＡＭ１ＣＧ　ｐ－ｉｌｖＤＭ１４ｐ－ｉｌｖＥＭ６；２６．ｉｌｖＮＭ１３ΔｐａｎＢ　ｐ－ｉｌｖＡＭ１ＣＧ　ｐ－ｉｌｖＤＭ７

ｐ－ｉｌｖＥＭ６

图２　谷氨酸棒杆菌Ｌ－缬氨酸生产菌的代谢工程优化

Ｆｉｇ．２　Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｏｆ　Ｌ－ｖａｌｉｎｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｓｔｒａｉｎｓ

３．１　切断旁支路并加强主干道碳流

如图１所 示，Ｌ－缬 氨 酸 的 合 成 与Ｌ－异 亮 氨 酸、

Ｌ－亮氨酸和Ｄ－泛酸的合成交错在一起。因此，要提

高Ｌ－缬氨酸的产量，首先要通过基因敲除阻止杂酸

合成，然后通过高效表达来进一步加强Ｌ－缬氨酸合

成。Ｌ－异 亮 氨 酸 和Ｌ－缬 氨 酸 的 合 成 途 径 共 享 的４
个酶需要不 同 的 底 物。合 成Ｌ－异 亮 氨 酸 最 关 键 的

前体是Ｌ－苏氨酸在ｉｌｖＡ编码的苏氨酸脱氨酶作用

下产 生 的２－酮 丁 酸，所 以 可 以 通 过 敲 除 基 因ｉｌｖＡ
阻止Ｌ－异亮氨酸的合成。２－酮异戊酸是Ｌ－缬氨酸、

Ｌ－亮氨酸和Ｄ－泛酸等３种酸的共同合成前 体。由

ｌｅｕＡ编码的异丙基苹果酸合酶是Ｌ－亮氨酸合成途

径中的第一 个 关 键 酶，通 过 敲 除 基 因ｌｅｕＡ 可 以 阻

止Ｌ－亮氨酸的 合 成。从２－酮 异 戊 酸 到 泛 酸 的 合 成

涉及到３个基因ｐａｎＢ、ｐａｎＣ和ｐａｎＥ，其中两个关

键基因ｐａｎＢ 和ｐａｎＣ 在 染 色 体 上 位 置 相 邻，通 过

敲除这两个基 因 可 以 阻 止Ｄ－泛 酸 的 合 成。从 丙 酮

酸出发合成Ｌ－缬氨酸需要５个基因ｉｌｖＢ、ｉｌｖＮ、ｉｌ－
ｖＣ、ｉｌｖＤ和ｉｌｖＥ。在基因组中，ｉｌｖＢ、ｉｌｖＮ 和ｉｌｖＣ３
个基因是串联的，ｉｌｖＤ与ｉｌｖＢ 只相隔两个基因，而

ｉｌｖＥ却远离 其 他 基 因。所 以，基 因ｉｌｖＢＮＣＤ 可 以

作为一个整体从基因组中扩增出来，通过载体高效

表达来提高Ｌ－缬氨酸的产率。２００２年，Ｒａｄｍａｃｈｅｒ
等人通过缺失ｉｌｖＡ 和ｐａｎＢＣ 基因并 过 量 表 达ｉｌ－
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ｖＢＮＣＤ基因构建了一个谷氨酸棒杆菌Ｌ－缬氨酸高

产 工 程 菌 株 ＡＴＣＣ　 １３０３２ΔｉｌｖＡΔｐａｎＢＣ
ｐＪＣ１ｉｌｖＢＮＣＤ ［１５］。该菌 株 利 用４ｇ／ｄＬ葡 萄 糖 摇

瓶培养４８ｈ能产生９１．９ｍｍｏｌ／Ｌ（１０．８ｇ／Ｌ）的Ｌ－
缬氨酸。

３．２　积累关键前体和储备能源

Ｌ－缬氨酸合 成 的 关 键 前 体 丙 酮 酸 是 细 胞 内 非

常重 要 的 代 谢 产 物，因 此，降 低 丙 酮 酸 的 消 耗 也 可

以增加Ｌ－缬氨 酸 产 量。谷 氨 酸 棒 杆 菌 中 丙 酮 酸 的

消耗方式主要有下列几种：一是通过ａｌａＴ 和ａｖｔＡ
等基因编码的丙氨酸氨基转移酶（ＡＡ）生成Ｌ－丙氨

酸［２５］；二是通过ａｃｅＥ等基因编码的丙酮酸脱氢酶复

合体（ＰＤＨＣ）直接合成乙酰－ＣｏＡ，或通过ｐｑｏ基因编

码的丙酮酸／奎宁氧化还原酶合成乙酸，再进一步合成

乙酰－ＣｏＡ；三是通过丙氨酸羧化酶（ＰＣ）合成草酰乙

酸。敲除这些相关基因，就可以通过积累丙酮酸而增

加Ｌ－缬氨酸产量或通过减少杂酸含量而降低其生产成

本。比如，在谷氨酸棒杆菌ＡＴＣＣ　１３０３２ΔｉｌｖＡΔｐａｎＢＣ
ｐＪＣ１ｉｌｖＢＮＣＤ ［１５］中进一步敲除ａｌａＴ基因，Ｌ－缬氨酸

的产量虽然增加不明显，但杂酸Ｌ－丙氨酸的含量降

低了８０％，最终导致下游分离纯化成本的降低［２５］。
通过敲除ａｃｅＥ 基 因 并 过 表 达ｉｌｖＢＮＣＥ 而 构 建 的

ＡＴＣＣ１３０３２ΔａｃｅＥｐＪＣ４ｉｌｖＢＮＣＥ分批发酵能产生

２１０ｍｍｏｌ／Ｌ（２４．６ｇ／Ｌ）的Ｌ－缬氨酸［２２］，说明丙酮

酸的累积确 实 能 增 加Ｌ－缬 氨 酸 产 量。进 一 步 敲 除

ｐｑｏ 基 因，得 到 的 菌 株 ＡＴＣＣ１３０３２ΔａｃｅＥΔｐｑｏ
ｐＪＣ４ｉｌｖＢＮＣＥ能进一步提高Ｌ－缬氨酸的产量。由

于培养丙酮 酸 脱 氢 酶 缺 陷 型 谷 氨 酸 棒 杆 菌 必 须 添

加乙酸，这会影响葡萄糖的消耗，进而影响Ｌ－缬 氨

酸 的 合 成［２６］。Ｂｌｏｍｂａｃｈ等 人［２３］通 过 一 系 列 实 验

发现用乙 醇 代 替 乙 酸 可 以 解 决 这 个 问 题。添 加 乙

醇 来 分 批 发 酵 ＡＴＣＣ１３０３２ΔａｃｅＥΔｐｑｏ
ｐＪＣ４ｉｌｖＢＮＣＥ，葡萄糖 的 消 耗 速 率 是 乙 酸 的６倍，

６６ｈ后积累 了３０１ｍｍｏｌ／Ｌ（３５．３ｇ／Ｌ）的Ｌ－缬 氨

酸［２３］。通过降低谷氨 酸棒杆菌中 Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ的

活性也 可 以 积 累 丙 酮 酸［２４］。将 ＡＴＣＣ１３０３２中 染

色体上ａｔｐＧ基因８１７位的Ｔ突变成Ｃ，导致 其 编

码的 Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ的２７３位 的Ｓｅｒ变 成Ｐｒｏ，得 到

突变株 Ａ－１。在 Ａ－１中 导 入 质 粒ｐＶＫｉｌｖＮ５３Ｃ摇

瓶发酵７２ｈ能产生９５．７ｍｍｏｌ／Ｌ（１１．２ｇ／Ｌ）的Ｌ－
缬氨酸［２４］。质粒ｐＶＫｉｌｖＮ５３Ｃ含 有ｉｌｖＮ５３和ｉｌ－

ｖＣ两个基因，其中基因ｉｌｖＮ５３编码的ＡＨＡＳ小亚

基在Ｃ－端缺少５３个氨基酸，导致ＡＨＡＳ具有抗Ｌ－
缬氨酸反馈抑制的能力。

辅因子也会 对Ｌ－缬 氨 酸 的 合 成 造 成 影 响。在

Ｌ－缬氨酸的合成途径中，消耗１ｍｏｌ的葡萄糖，能产

生２ｍｏｌ　ＮＡＤＨ，同时消耗２ｍｏｌ　ＮＡＤＰＨ，才能合

成１ｍｏｌ　Ｌ－缬氨酸。为了消除这种辅因子的影响，
可以敲除编码磷酸葡萄 糖 异 构 酶 的 基 因ｐｇｉ，增 加

通过 磷 酸 戊 糖 途 径 的 碳 流 而 生 成 更 多 的 ＮＡＤ－
ＰＨ［２７］。这 样 获 得 的 菌 株的ＡＴＣＣ１３０３２ΔａｃｅＥ
ΔｐｑｏΔｐｇｉ　ｐＪＣ４ｉｌｖＢＮＣＥ 分 批 发 酵 能 产 生 ４１２
ｍｍｏｌ／Ｌ（４８．３ｇ／Ｌ）的Ｌ－缬氨酸［２８］。最近，Ｈａｓｅｇ－
ａｗａ等人通过修饰 ＡＨＡＩＲ和 取 代ＴＡ的 方 式，将

对辅因 子 ＮＡＤＰＨ 的 需 求 转 变 成 对 ＮＡＤＨ 的 需

求，也大幅度提高了Ｌ－缬氨酸的产量［２９］。

３．３　解除反馈抑制和优化启动子活性

Ｅｌｉｓａｋｏｖａ等人［８］通 过 定 点 突 变 技 术 将 染 色 体

上ｉｌｖＮ 基因编码的 ＡＨＡＳ的小 亚 基 的 第２０～２２
位氨基 酸 由 原 来 的 ＧｌｙＩｌｅＩｌｅ突 变 为 ＡｓｐＡｓｐＰｈｅ，
导致ＡＨＡＳ完全解除了３种支链氨基酸的反馈抑

制，在此基础上敲除了ｉｌｖＡ 和ｐａｎＢ 基 因，并 转 入

重 组 质 粒 ｐＥＣＫＡｉｌｖＢＮＣ，构 建 的 工 程 菌 株

ｉｌｖＮＭ１３ΔｉｌｖＡΔｐａｎＢｐＥＣＫＡｉｌｖＢＮＣ 能 产 生１３０
ｍｍｏｌ／Ｌ（１５．２ｇ／Ｌ）的Ｌ－缬 氨 酸。以ｉｌｖＮＭ１３菌

株为背景，利 用 染 色 体 定 点 突 变 技 术，Ｈｏｌａｋｔｏ等

人［３０］首先通过 减 弱ｉｌｖＡ 和ｌｅｕＡ 基 因 的 启 动 子 活

性，导致Ｌ－异亮氨酸和Ｌ－亮氨酸的合成速率下降，
其次增强ｉｌｖＤ和ｉｌｖＥ基因的启动子活性，所得菌株

ｉｌｖＮＭ１３ΔｐａｎＢＰ－ｉｌｖＡＭ１ＣＧＰ－ｉｌｖＤＭ７Ｐ－ｉｌｖＥＭ６
在４８ｈ内 摇 瓶 发 酵 能 产 生１３６ｍｍｏｌ／Ｌ（１５．９ｇ／

Ｌ）的Ｌ－缬氨酸。这些数据说明通过谷氨酸棒杆 菌

染色体上的定 点 突 变 来 提 高Ｌ－缬 氨 酸 的 产 量 也 是

可行的。

４ 展　望

　　理性设计是代谢工程育种策略的最大优势，这

样构建的谷 氨 酸 棒 杆 菌 不 仅 能 够 最 大 限 度 地 积 累

Ｌ－缬氨酸，而且 能 够 最 大 限 度 的 减 少 杂 酸，简 化 后

续分离提纯 工 艺，降 低 生 产 成 本。目 前，谷 氨 酸 棒

杆菌Ｌ－缬氨酸生产菌的理性设计研究主要围绕Ｌ－
缬氨酸的生 物 合 成 途 径，从 以 下 几 个 方 面 展 开：首
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先，在ＤＮＡ层次上进行其编码基因的序列分析，通

过定点突变 消 除 转 录 弱 化 的 调 控 和 改 变 启 动 子 的

活性；其 次，在 蛋 白 质 层 次 上 解 析 这 些 酶 的 催 化 结

构域和调节结构域，通过理性改造提高其催化活性

和抗 反 馈 抑 制 能 力；最 后，通 过 高 效 表 达 其 编 码 基

因将碳流最大限度地导向Ｌ－缬氨酸的合成。

Ｌ－缬氨酸的 生 物 合 成 途 径 固 然 是 优 化 改 进 谷

氨酸棒杆菌的关键，但并不是全部。要构建最优的

谷氨酸棒杆菌Ｌ－缬氨酸生产菌，还有很多其它的因

素要考虑。未 来 代 谢 工 程 研 究 应 针 对 谷 氨 酸 棒 杆

菌细胞的整体代谢网络，结合转录组学、蛋白组学、
代谢组学和计算机建模等现代生物技术［３１］，全面分

析影响Ｌ－缬氨酸生产的所有节点，提出全局性的菌

种改进优化策略。
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