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一种基于途径分析提高丙酮酸产量的育种策略

刘立明 李 寅 陈 坚"

（江南大学生物工程学院 工业生物技术教育部重点实验室 无锡 $#!%:7）

摘 要：为进一步提高光滑球拟酵母发酵生产丙酮酸的水平，在途径分析的基础上提出了一种组成型降低丙酮酸

脱酸酶、但增强乙酰辅酶 I 合成酶活性的育种策略。通过亚硝基胍诱变，获得 # 株乙酸需求型突变株 JJ5JJ
K$%$%#F，在外加乙酸的培养基中表现出高于出发株 $#L的丙酮酸生产能力和良好的遗传稳定性。检测突变株

JJ5JJ K$%$%#F 中丙酮酸代谢相关酶的活性发现：（#）丙酮酸脱羧酶活性降低了 !%L；（$）外加乙酸与否的条件下，

乙酰辅酶 I 合成酶的活性分别提高了 #%:M"L和 "4M!L；（:）添加乙酸和突变对丙酮酸羧化酶、丙酮酸脱氢酶系、乙

醇脱氢酶和乙醛脱氢酶的活性没有显著影响。在含有乙酸的培养基中突变株细胞干重比出发株高 $#M4L，可能是

因为乙酰辅酶 I 合成酶活性的提高，补充了因丙酮酸脱羧酶活性降低而引起的胞质乙酰辅酶 I 短缺。在 4N 罐中

含有 7HON 乙酸钠的培养基中发酵 7$@，丙酮酸产量达到 76M4HON，对葡萄糖的产率为 %M7"#HOH。
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在光滑球拟酵母多重维生素营养缺陷型菌株发

酵生产丙酮酸过程中，硫胺素（2#）作为丙酮酸脱氢

酶系（QRS）和丙酮酸脱羧酶（QRJ）的辅因子，通过

影响乙酰辅酶 I（I?J’I）的合成而对积累高水平丙

酮酸起着关键作用［# T !］。已有研究表明，组成型降

低 QRJ 活性能够提高丙酮酸产量和对葡萄糖的产

率，如 K=0/D/ 等［"］获得了 QRJ 活性降低 "!L左右的

突变株 ! ) "#$%&$’$ IJUU8:，在以乙酸为补充碳源的

培养基上丙酮酸产量较出发株提高了 #"L，但突变

株在以葡萄糖为惟一碳源的培养基上生长减弱，是

因为 QRJ 活性降低，使得用于合成细胞物质的胞质

I?J’I 不足的缘故。在酿酒酵母中，QRJ、乙醛脱氢

酶（INRS）和 I?J’I 合成酶（IJV）组成 QRS 旁路用

以合成维持细胞生长的胞质 I?J’I［7 T F］。以葡萄糖

为惟一碳源时，突变株 ! ) "#$%&$’$ IJUU8 :［"］和 ( )
)*&*+,-,$* 的 QRJ 缺失突变株［F］的生长特性相似，表

明这两株菌中 QRJ 的生理作用是相近的。为维持

一定的细胞浓度，希望能提高 IJV 的活性，增强对

乙酸 的 利 用 能 力，使 QRJ 活 性 下 降 导 致 的 胞 质

I?J’I 短缺能够通过 IJV 途径得到补充。根据这

一思路，作者选育了 QRJ 活性组成型降低而 IJV 活

性增强的突变株，进一步提高了丙酮酸产量。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 种：出 发 株 为 光 滑 球 拟 酵 母（ !.&/#.0-,-
"#$%&$’$）WVS8UQ:%:，为烟酸（1I）、硫胺素（2#）、吡哆

醇（27）和生物素（2=’）的营养缺陷型［#］。

!"!"# 培养基：斜面、种子和发酵培养基：见文献

［#%］。基本培养基（KK）：葡萄糖 #%%H，1S!J( :H，

3S$QX! #H，KHVX!·4S$X %M"H，微量元素液 "<N，维生

素浓度同发酵培养基，自来水定容至 #N，YS "M%。

在 KK 中加入 7H 乙酸钠即为完全培养基（JK）。配

制固体平板培养基时添加 $L琼脂。微量元素液：

J/J($·$S$X $H，*+VX!·4S$X $H，ZAJ($ %M"H，KAJ($·

!S$X %M$H，J.VX!·"S$X %M%"H，$<’(ON SJ( 溶解后定

容至 #N。

!"# 摇瓶和发酵罐培养

从新鲜斜面上接 # 环菌入种子培养基（"%<NO
"%%<N锥形瓶），于 :%[、$%%-O<=A 下摇瓶培养 $!@，

以 #%L接种量（&O&）接入发酵培养基。摇瓶发酵：

"%%<N 锥形瓶中发酵培养基为 "%<N，:%[、$%%-O<=A
下发酵 !6@。发酵罐发酵：4N 发酵罐中发酵培养基

体积为 !N，温度为 :%[、通气量 :NO（N·<=A），搅拌转



速为 !""#$%&’，用 (%)*$+ ,-./ 控制 0/ 为 12"。

!"# 分析方法

!%+ 发酵液 3""""#$%&’ 下离心 1%&’，取上清液

进行分析测定。

!"#"! 底物和代谢产物的测定：葡萄糖采用 4，15二
硝基 水 扬 酸 法 测 定，丙 酮 酸 采 用 高 效 液 相 色 谱

（/6+7）法测定，色谱条件：89-:*;<)’= 73( 反相柱，

柱温：>(?，检测器：@A >3"’%，流动相："23B（A$A）

/46.!，流速：32"%+$%&’，进样体积：3"!+。乙酸采用

/6+7 测定，色谱条件为：89-:*;<)’= 73( 反相柱，柱

温：!1?，检测器：@A !""’%，流动相 C乙腈 C水 D 3C 4，

流速：32"%+$%&’，进样体积：3"!+。乙醇采用乙醇在

线分析仪检测［3>］。

!"#"$ 丙酮酸代谢关键酶活性的测定：将在 4"?下

培养了 >!E 的细胞用无菌生理盐水离心洗涤 4 次，

然后悬浮在 "23%)*$+ 磷酸钾缓冲液（0/ F21）中，用

玻璃珠于 !?下振荡 1%&’，使细胞在悬浮液中混合

均匀，于 !?超声波破碎 >%&’，工作强度为 4"B，工

作 3G 间 隔 "21G；随 后 在 !?、3""""#$%&’ 下 离 心

4%&’，除去细胞碎片，取上清液测定丙酮酸羧化酶

（67）、6H/、I78、乙醇脱氢酶（IH/）、I+H/ 和丙酮

酸脱羧酶（6H7）等酶的活性［1，34 J 31］。

!"#"# 细胞干重（H7K）和蛋白质含量的测定：测定

方法分别参照文献［4］和文献［3L］。

$ 结果和讨论

$"! 乙 酸 需 求 型 突 变 株 ! % "#$%&$’$ &&’&&
($)$)!* 的选育

出发株 ! M "#$%&$’$ K8/5N64"4 在 OO 和 7O 上

均生长良好。对其进行 ,PQ 诱变处理后，有 !1 株

菌株在 OO 平板上生长微弱，而在 7O 平板上菌落

大于出发株。在以乙酸为补充碳源的 7O 培养基

中，>L 株突变株的丙酮酸生产能力高于出发株，其

中 3! 株菌株丙酮酸产量超过 !4R$+，6H7 活性下降

了 33B J !3B。对这 3! 株菌进行维生素营养缺陷

型验证，发现它们仍为 ,I、<3、<L 和 <&) 四种维生素

的营养缺陷型。对这些突变株进行传代实验，突变

株 K8/5+S4"F 和 K8/5+S4"4 表现出较强的丙酮酸

生产能力和良好的遗传稳定性，由于 K8/5+S4"F 积

累丙 酮 酸 能 力 略 强 于 K8/5+S4"4，故 选 取 K8/5
+S4"F 留作后续研究用，并保存于中国典型培养物

保藏中心（编号 77P77 O>">"3T）［!］。

$"$ 突变株与出发株的生长特性比较

突变株 77P77 O>">"3T 以乙酸钠为惟一碳源

生长时的细胞干重为 >24!R$+，是出发株 K8/5N64"4
（"2>(R$+）的 (2! 倍，表明突变株利用乙酸钠为惟一

碳源的能力明显强于出发株。当两株菌同在 OO 中

生长时，突变株的细胞干重比出发株低 >(B；但在

添加了 LR$+ 乙酸钠的 OO（即 7O）中，突变株的细胞

干重却比出发株高出 >32FB（图 3），表明乙酸作为

补充碳源可促进突变株的生长。在酵母细胞中，胞

质 IU7)I 含量是决定细胞生长的最直接因素。其

主要合成途径有：（3）线粒体中 6H/ 催化的丙酮酸

直接氧化脱羧；（>）由 6H7、I+H/ 和 I78 等组成的

6H/ 旁路的丙酮酸间接氧化脱羧［1］。当酵母以葡萄

糖为 惟 一 碳 源 进 行 生 长 时，合 成 细 胞 生 长 所 需

IU7)I 的碳流大部分来源于 6H/，仅有小部分来源

于 6H/ 旁 路。 图 3 表 明 6H7 活 性 对 维 持 ! M
"#$%&$’$ 中胞质 IU7)I 含量起着重要作用，由线粒

体 6H/ 直接氧化途径所提供的胞质 IU7)I 难以满

足突变株生长的需求，但可以通过同化乙酸得到补

充。

图 ! 乙酸钠对突变株与出发株生长的影响

V&RM3 WXX;U9 )X -U;9-9; )’ U;** R#)Y9E )X 9E; %Z9-’9 -’= 9E; 0-#;’9
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$"# 突变株与出发株的丙酮酸代谢相关酶的活性

比较

与出发株相比，为何突变株 77P77 O>">"3T 在

OO 上生长较弱但在 7O 培养基上却生长良好？为

确定原因，作者比较了突变株 77P77 O>">"3T 与出

发株 K8/5N64"4 在不同培养基上（OO 和 7O）与丙

酮酸 代 谢 相 关 酶（6H/、6H7、I+H/、I78、IH/ 和

67）活性的变化情况。如表 3 所示，与出发株相比，

突变株中 6H/ 旁路酶活性发生了明显的变化：（3）

6H7 活性下降了 !"B（7O 或 OO）；（>）I78 活性在

含有乙酸的 7O 培养基上提高了 3"421B，而在无乙

酸的 OO 培养基上提高了 1F2!B。添加乙酸和突变

对 6H/、67、I+H/ 和 IH/ 等酶的活性没有明显影

响。这一结果表明，尽管突变株的 6H7 活性下降了
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!"#，但在含有乙酸的培养基中的细胞干重比出发

株仍高出 $%&’#的原因在于：()* 活性的提高补充

了因 +,) 活性降低而引起的胞质 (-).( 短缺。而

胞质中的 (-).( 可通过肉碱/乙酰转移酶穿梭系统

进入线粒体 0)( 循环中供细胞正常生理代谢［%’］。

表 ! 突变株和出发株中 "#$，"#%，&’#$，&%(，&#$ 和 "% 活性的比较

01234 % ).561789.: .; +,<，+,)，(=,<，()*，(,<，1:> +) 1-?8@8?849 .; ?A4 5B?1:? 1:> ?A4 6174:? 9?718:1

+174:? 9?718: =+ C"C DB?1:? ))0)) D$"$"%E

)D DD )D DD

+,<2 E&FG H "&%$ E&’! H "&% E&’E H "&$ E&F% H "&%
+,)2 %I&$! H "&$ %I&"! H "&% E&"’ H "&C E&%C H "&$
(J,<2 ’&%$ H "&% F&"! H "&"’ ’&E$ H "&$ F&%$ H "&%
()*2 C&GE H "&% C&G! H "&$ ’&I% H "&%I I&’C H "&%"
(,<- %&!% H "&"I %&CG H "&"! %&CF H "&"F %&!% H "&"!
+)- E&I$ H "&% E&FC H "&% E&C! H "&"G E&FG H "&"’

1 D41: H 9?1:>17> >4@81?8.:9（: K C）；2 0A4 B:8? .; ?A4 964-8;8- 1-?8@8?L .; +,<，+,)，(J,<，1:> ()* 89 %" M $（5.3N（58:N5ON67.?48:）；- 0A4 B:8? ;.7 ?A4
964-8;8- 1-?8@8?L .; (,< 1:> +) 89 %" M %

!5.3N（58:N5ON67.?48:）P

)*+ 乙酸钠浓度对突变株的生长和积累丙酮酸的

影响

在培养基中添加一定浓度的乙酸钠可促进突变

株 ))0)) D$"$"%E 生长和丙酮酸产量。乙酸钠对

突变株 ))0)) D$"$"%E 生长和积累丙酮酸的影响

如图 $ 所示（% O 乙酸钠中碳摩尔数相当于 "&’O 葡

萄糖碳摩尔数）。细胞干重随培养基中乙酸钠浓度

的增加而呈线性增加，当 DD 培养基中乙酸钠浓度

为 GONJ 时，丙酮酸对葡萄糖产率和丙酮酸产量均达

到最大值，分别为 "&IFGONO 和 !G&FONJ。随着培养基

中乙酸钠浓度的进一步提高，丙酮酸产量和丙酮酸

对葡萄糖产率则逐渐下降。故在后续研究中，发酵

培养基中乙酸钠添加量为 GONJ。

图 ) 乙酸钠浓度对突变株 %%,%% -).).!/ 积累丙酮

酸的影响

Q8OP $ R;;4-? .; 1-4?1?4 -.:-4:?71?8.: .: ?A4 67.>B-?8.: .; 6L7B@1?4 2L

5B?1:? ))0)) D$"$"%E

)*0 ! 1 "#$%&$’$ %%,%% -).).!/ 菌株 2’ 发酵罐

实验

在含有 GONJ 乙酸钠的发酵培养基中，突变株

! P "#$%&$’$ ))0)) D$"$"%E 在 ’J 发酵罐中培养 G$A
丙酮酸产量为 GF&’ONJ，对葡萄糖产率为 "&GI%ONO，
发酵液中副产物乙醇浓度（"&FONJ）比出发株乙醇浓

度（I&EONJ）降低了 FG#（图 C）。

图 3 突变株 %%,%% -).).!/ 发酵过程曲线

Q8OPC 0854/-.B794 .; 6L7B@1?4 67.>B-?8.: 2L 5B?1:? ))0)) D$"$"%E

本文基于对光滑球拟酵母中丙酮酸节点主要代

谢途径的分析，提出选育 +,) 活性组成型降低而

()* 活性增强的突变株的育种策略，以期提高丙酮

酸的产量，并降低对维生素 S% 的依赖性。由于该突

变株中丙酮酸经 +,) 途径的降解被进一步抑制，且

对乙酸的利用能力加强，’J 发酵罐中丙酮酸的产量

和产率与前期研究相比又有了进一步的提高［%"］。

此外，本研究表 明，提 高 ! P "#$%&$’$ +,< 旁 路 中

()* 活性可以增强对乙酸的同化能力，为酵母细胞

提供额外的胞质 (-).(。这不仅有利于细胞生长，

也为生产其它与 (-).( 代谢相关的物质提供了可

能性。
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