
!" 卷 # 期

#$$" 年 ! 月
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
%&’(!"
)*+,’

-&(#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$"

"通讯作者。./’：012"3$2"00"4#4；5267,’：89:/;<=>?@( /A@( 9;
作者简介：吴祖芳（3B1C D ），男，浙江奉化人，副教授，工学博士，研究方向为微生物制药、食品生物技术。5267,’：EFGE*G<31C( 9&6
收稿日期：#$$!2$02#0，修回日期：#$$!23#2#B

从代谢流量分析角度探讨培养条件改变下对放射型根瘤菌

!"#$%&’ 合成辅酶 (’&的影响

吴祖芳3 堵国成# 陈 坚#"

（3宁波大学生命科学与生物工程学院 宁波 C3"#33）

（#江南大学教育部工业生物技术重点实验室 无锡 #3!$C1）

摘 要：分析了放射型根瘤菌（! ( "#$%&’#()*"）HIJ#1$3 生物合成辅酶 K3$的代谢途径网络，并在溶氧条件改变和培养

基中添加玉米浆条件下对辅酶 K3$发酵细胞内代谢途径流量变化作定量的分析，结果表明：提高溶氧浓度（#$L）"2磷

酸核酮糖（M@"N）物流（+4）增加 #1O1，即糖酵解途径（5PN）途径向磷酸戊糖途径（JPN）转移；添加 3L玉米浆 +4 增加

34O#，5PN 与 JPN 途径物流比值与三羧酸循环（.Q)）途径物流都下降，而癸异戊烯基焦磷酸（RNN）生成物流通量（绝对

值）变化都较小，即辅酶 K3$的生物合成更大程度地取决于辅酶 K3$ 生物合成途径中催化 RNN 的合成和 !2羟基苯甲酸

（NJS）与 RNN 的缩合反应的两种关键酶活性。12磷酸葡萄糖（T1N）节点是辅酶 K3$ 生物合成代谢途径的柔性节点，而

丙酮酸节点是半柔性节点。细胞生物量的提高与 JPN 途径物流增加有关。
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代谢流量分析（P/?7U&’,9 V’@W );7’>=,=，PV)）是一

种通过对生物体内代谢流（或称代谢通量）的分布及

其变化规律的了解，在一定的培养条件下计算流经各

种代谢途径的相关代谢物质流量的技术。代谢流的

研究有多种方法［3，#］，代谢流量测定常用同位素示踪

方法；在缺乏相关代谢反应的动力学和调节信息时，

可利用物料的质量守恒定律和对中间代谢物的拟稳

态假设，结合实验测定数据计算出细胞内代谢流的分

布情况［C］。

辅酶 K3$是一种细胞代谢激活剂，在心血管疾病

治疗、抗氧化、抗肿瘤等许多方面具有重要功能［!］；微

生物发酵的营养条件、环境条件（溶氧、*J 和温度）的

改变，可引起 5PN 等途径的调节发生变化，甚至发生

途径的转换［"］；另一方面，若能了解目的产物合成的

主要代谢途径，对进一步研究支配产物合成的控制机

构具有重要意义［" X 4］。

本文主要分析了 ! ( "#$%&’#()*" HIJ#1$3 生物合

成辅酶 K3$的代谢途径网络，并在培养条件改变情况

下对细胞内代谢途径流量的变化作定量的分析，从而

可深入地理解 ! ( "#$%&’#()*" HIJ#1$3 生物合成辅酶

K3$过程中所呈现出的代谢行为和特征，或为辅酶 K3$

发酵过程的进一步优化提供线索，同时也为下一步的

菌株改造指明方向。

’ 材料和方法

’)’ 菌种和培养基

’)’)’ 出发菌株：放射型根瘤菌 HIJ#1$3（!+%,&’%-.
"#$%&’#()*" HIJ#1$3），Y)P3"#1 经复合诱变处理后得

到，由江南大学环境生物技术研究室保存。

’)’)$ 培养基：种子培养基及发酵基本培养基配方

均参照文献［B］。

’)$ 培养条件

种子培养、摇瓶培养和典型发酵试验条件的操

作方法参照文献［B］进行。

’)* 分析方法

’)*)’ 细胞干重（RQH）和辅酶 K3$ 含量的测定：参

照文献［B］进行。

’)*)$ 还原糖和溶氧浓度（RZ）的测定：参照文献

［3$］进行。

’)*)* 氨 基 酸 浓 度 的 测 定：采 用 JN[Q 分 析 法

（33$$JN，\I)），色谱条件：]&+U7W IS2Q30 柱，!O$66
^ 3#"66；流动相为：) 相，#$66&’_[ -7)9 溶液；S
相，#$66&’_[ -7)9：甲醇：乙腈 ‘ 3：#：#（%_%），流速，

3O$6[_6,;；柱温 #"a，紫外可见光检测器，CC0;6，



!"!#$（%&’）。

!"#"$ 有机酸的分析测定：(%)* 分析法（++,,(%，

-./），色 谱 条 件：0’&123 反 相 .45*+6 柱（ 7!$，

89"$$ : +7,$$），流动相 ,9,+$’;<) 磷酸缓冲液，流

速 ,9"$)<$=#，紫外检测波长为 !+,#$。

!"$ 代谢流研究的数学基础和代谢方程组的求解

代谢流研究的理论基础是物料的质量守恒定

律，对中间代谢物进行物料恒算可采用拟稳态假

设［>］；在某一代谢网络中，有 ? 个代谢反应，@ 种代

谢产物，有 ( 个物料流流入或流出该代谢网络，则

对第 = 种代谢物，根据质量守恒定律有如下质量守

恒式：（+）
A（!"#）

A $ B!
%

& B +
’&!"& C!

(

) B +
!")*)（ " B +，!，>，

⋯，+），经变换得到如下式：（!）!
(

) B +
!")*) B

A（!"#）

A $ D

!
%

& B +
’&!"& 。式（!）为代谢流分析中的代谢方程组；根

据代谢网络模式图（图 +），共有 !> 个代谢反应方程

和 !> 个未知数，!8 维反应速率向量，方程组有唯一

解。在已知实验条件下，可检测到的参数有葡萄糖、

乙酸等有机酸、氨基酸（//）、细胞生物量及辅酶 E+,

浓度等，二氧化碳的释放速率由碳平衡计算得到，最

后反 应 速 率 可 通 过 约 束 条 件 全 部 得 到，即 利 用

?/F)/4 软件编程，解出代谢反应方程组的解。

% 结果和讨论

%"! ! & "#$%&’#()*" ’()%*+! 发酵生产辅酶 ,!+的

合成机理与代谢网络的分析

辅酶 E+,的微生物合成途径，分为芳香环（醌环）

合成及异戊烯基侧链的生物合成路线［++］，在细菌中

图 ! ! & "#$%&’#()*" ’()%*+! 发酵生产辅酶 ,!+的代谢网络模式图

G=HI+ ?JK21’;=L #JKM’&N $’AJ ’O *’E+, P&’AQLK=’# M=KR * I ,-."/0-1$2, S.(!",+

/11&JT=2K=’#U：//，/$=#’ 2L=AU；/L*’/，/LJKV;*’/；/W%，/AJ#’U=#J A=PR’UPR2KJ；/F%，/AJ#’U=#J K&=PR’UPR2KJ；*=K，*=K&2KJ；W%%，

WJL2P&J#V; A=PR’UPR2KJ X8%，X&VKR&’UJ 85PR’UPR2KJ；G/，G2KKV 2L=AU；G/W，G;2T=# 2AJ#=#J A=#QL;J’K=AJ；G/W(，G;2T=# 2AJ#=#J A=#QL;J’K=AJ

&JAQLJA；G"%，G&QLK’UJ PR’UPR2KJ；Y/%，Y;VLJ&2;AJRVAJ PR’UPR2KJ；Y;L，Y;QL’UJ；Y"%，Y;QL’UJ "5PR’UPR2KJ；ZY，"5NJK’H;QK2&2KJ；@/，

@QL;J=L 2L=AU；@/W%(，@=L’K=#2$=AJ 2AJ#=#J A=#QL;J’K=AJ PR’UPR2KJ；[//，[32;’2LJK2KJ；%X%，%R’UPR’J#’;PV&QT2KJ；%Y/，%R’UPR’H;VLJ&2KJ；

%(4，(VA&’3V1J#\’2KJ 2L=A；%’;VU2L，%’;VU2LLR2&=AJU；%]^，%V&QT2KJ；^Q7%， =̂1Q;’UJ PR’UPR2KJ；F&=H;V，F&=H;VLJ&=AJ；-1=，-1=_Q=#’#JI
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聚异戊烯基的合成主要通过 !"#"甲基"$"赤藓糖醇"
%"磷 酸（!"#"&’()*+"$"’,*(),-(.+ %"/).0/)1(’，234）途

径，醌 环 的 合 成 主 要 由 莽 草 酸 途 径（ 5)-6-&1(’
41()71*）或分支酸途径（#).,-0&-8 98-: 41()71*）（图

;）；途径中的关键步骤由分支酸到 %"羟基苯甲酸

（4<=）及 %"羟苯甲酸"聚异戊烯基焦磷酸转移酶，后

经苯环上羟基的甲基化，苯环上碳的甲基化，分别引

入甲基，最后形成醌［;!，;>］。

为了降低代谢网络的复杂性和减少代谢流量平

衡方程而适于代谢流量分析，本文按以下原则简化

复杂的代谢网络：（;）图 ; 中对线性路径中的中间代

谢物，按准稳态假定这些物质的生成与消耗速率相

同，由此可简化为 ; 个反应；（!）只列出主要代谢物

质的流量平衡方程；（>）对每一个独立的代谢反应分

开考虑。在此基础上，通过改变典型的培养条件对

代谢流量的变化作出分析。

!"! 培养条件改变下的辅酶 #$%发酵代谢流量分析

由前研究辅酶 ?;@发酵过程中细胞比生长速率、

比产物生成速率的变化及其发酵过程曲线可知［;%］，

当发酵至第 >@) 左右时，细胞生长处于对数期后期，

生物量接近最大值，而辅酶 ?;@积累量也处在不断上

升时期，即此时作为细胞内代谢流量分配变化的关

键点，为本实验条件下的代谢流量分析的取样时间

点。

微生物细胞中的糖酵解途径（324）、磷酸戊糖

途径（<24）和三羧酸循环（A#9）是糖降解以及细胞

能量和还原力产生的重要形式，为了解这些反应过

程在 ! B "#$%&’#()*" C5<!D@; 发酵生产辅酶 ?;@代谢

过程中的地位和作用，设计实验条件为 9（基本发酵

培养基，溶氧浓度控制在 E@F）、=（基本发酵培养

基，溶氧浓度控制在 G@F）和 #（基本发酵培养基中

加入玉米浆 ;@HIJ，溶氧浓度控制在 E@F）［E，G，;E，;D］，

并按 ;K% 中的一些数学计算方法，最后经归一化得

到辅酶 ?;@生物合成的代谢通量分布（表 ;），代谢途

径 反 应 和 !% 维 反 应 速 率 向 量 略。 由 于 ! B
"#$%&’#()*" C5<!D@; 用于生产辅酶 ?;@ 的代谢流量

分析未见文献报道，细胞组分数据与部分代谢中间

产物转换成细胞成分的转化系数值（#-）参考文献

［;D，;G］。

在 9、= 和 # > 种实验条件下，由代谢通量分配

网络模型经 29AJ9= 程序计算结果（表 ;），所有涉

及的不可逆代谢反应均未出现负的代谢通量，初步

表明该代谢网络（图 ;）构建的合理性。

表 $ ! & "#$%&’#()*" ’()!*%$ 发酵生产辅酶 #$%的代谢流分布

A1L+’ ; 2’(1L.+-8 M+NO :-0(,-LN(-.P .M #.?;@ /,.:N8(-.P 1( :-MM’,’P(

8N+(N,’ 8.P:-(-.P0 7-() ! B "#$%&’#()*" C5<!D@;
Q+NO 9 = #
,; ;@@ ;@@ ;@@
,! RGKR; D@KD! G@K;%
,> S>KGD R%K;E RGK%G
,% S%K!% RRKGR S@KD;
,E S!K>G RDK%@ RRK>D
,D RSK;@ R!K!E R%K%;
,G SKR@ >DK>G !DKSS
,R GK!S !SK>@ !;KEE
,S @K>; @K!% @K!E
,;@ DEKG@ E!K!R EEKSE
,;; D@KD! >;KS> %%KR>
,;! D@KE% >;KRG %%KR>
,;> %;K>R ;%K%> !EKG;
,;% ;SK@S !%KS@ !>KDS
,;E RK!R !KRS EK;%
,;D GDKS> D;KS; DGKGR
,;G ;!%K! EEKS> GGKRR
,;R @K@S @K@G @K@R
,;S @K;D @K;@ @K;G
,!@ @K;G @K;; @K;S
,!; ;!K@G SK@D RK@D
,!! ;K!; @KE% @K%>
,!> %EK@G ERK@D EEK@D

由 9!= 培养条件变化过程（即提高溶氧浓

度），细胞生物量提高，辅酶 ?;@ 积累略有减少；由图

! 可 以 看 出，D"磷 酸 果 糖（QD4）和 >"磷 酸 甘 油 醛

（T94）物流（,!，,>）减少较明显，324 与 <24 途径物

流比（,! I,G）从 RKS 降低到 ;KG，E"磷酸核酮糖（UNE4）

物流（,G ）增加显著达 !DKD，说明 <24 途径流量增

加，A#9 途径物流（,;;、,;! 和 ,;>）有较大的减少，减少

量分别达到 >@、>@ 和 !G，丙酮酸物流（,D）略有减少，

细胞生成物流（,!>）增加，而辅酶 ?;@的生物合成物流

（,!@）减少。因此，上述变化过程表明，提高溶氧浓度

可使 324 途径向 <24 途径转移，通过 <24 途径形

成的中间产物在提供细胞菌体成分生物合成的碳骨

架起到很重要的作用。

由 9!# 条件的变化过程（即添加玉米浆），细

胞生物量和辅酶 ?;@ 发酵产量在同期内分别增加约

EHIJ 和 E&HIJ，324 与 <24 途径物流比值（,! I,G ）从

RKS 降 低 到 !KD，UNE4 物 流（ ,G ）增 加 量 也 较 大 达

;GK!；A#9 途径物流（,;;，,;! 和 ,;>）降低，比 9 条件下

分别下降为 ;EKR、;EKG 和 ;EKD，丙酮酸物流（,D）略有

减少，细胞生物量生成物流（,!>）增加，同样表明细胞

生物量的提高与 <24 途径物流增加有关，而辅酶

?;@的生物合成物流（,!@）变化与 9!= 条件变化的结

>>!! 期 吴祖芳等：从代谢流量分析角度探讨培养条件改变下对放射型根瘤菌 C5<!D@; 合成辅酶 ?;@的影响



果相反，从 !"#$ 提高到 !"#%，但变化量不大。

在 &!’ 和 &!( 变化条件下，两者都能提高细

胞生物量，从 &)* 消耗用于维持细胞所需能量的物

流（+#$）变化来看，提高溶氧浓度，+#$ 反而下降，减少

量约 ,-，加入玉米浆条件下 +#$ 减少量相对降低为

.,，但在这两种变化条件下用于细胞物质合成的

&)* 消耗物流（+/0 ）增加，+/0 流量值分别增加 #0 和

#!，这是因为在 &!’ 和 &!( 条件变化情况下菌体

细胞（如蛋白质、多糖、核酸和脂类等）的生物合成增

加，从而使能量需求增加；&)* 生成反应物流（+.，+,
和 +#0）都呈下降趋势。

!"# 培养条件改变下 $%磷酸葡萄糖（&$’）等节点

通量的分配

在上述培养条件变化下，从初级代谢途径重要

节点代谢通量变化来分析（图 /），对于 1,* 节点，

溶氧浓度提高时（&!’）代谢通量分配变化较明显，

2,*生成减少，进入 34* 途径的流量显著增加，加

入玉米浆时（&!(），上述流量变化相对减弱，因此

1,* 节点为柔性节点。同理，由表 # 数据，对于丙酮

酸节点，培养条件变化时，丙酮酸节点流量发生了变

化但不显著，因此，认为丙酮酸节点为半柔性节点。

图 ! 改变培养条件（(、)和 *）时 &$’节点通量的分配

2567/ 289: ;<+=5=5>?5?6 >@ 1,* ?>AB 9?AB+ A5@@B+B?= C98=9+B C>?A5=5>?D

# 讨论

研究结果表明，当发酵体系溶氧浓度提高 /!E
或加入 #E玉米浆时，34* 途径的代谢流量增加显

着，F4* 途径、)(& 循环物流略有减少，但 34* 途径

中对辅酶 G#!生物合成有关的起始物质 .H磷酸赤藓

糖（F.*）生成物流并没有显着增加，辅酶 G#! 合成流

量没有较大幅度的提高，那么，34* 物流显着增加

的碳源到哪里去了呢？这是因为一方面，I9J* 增加

后又转化为 2,* 和 1&*，进入 F4* 途径和 )(& 循

环，另外 I9J* 可转化 JH磷酸核糖（IJ*），由此可合

成嘌呤、嘧啶核苷酸，进一步合成核苷酸。因此，

I9J* 物流量增加为细胞菌体的生物合成提供更多

的碳骨架，而不是主要由 )(& 循环途径产生的中间

体提供。由代谢反应方程 +$ 可知，+$ 物流增加可生

成较多的烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（K&L*3），为

细胞菌体的生物合成提供较强的还原力，K&L*3 是

合成脂肪酸、类固醇和谷氨酸的供氢体，在聚异戊烯

合成中也可提供氢；由于细胞生长量提高时其 )(&
循环物流并没有增加，因此细胞物质合成的短链脂

肪酸不是主要由 )(& 循环的中间产物提供。

在 & 实验条件下细胞维持所需能耗物流较大，

&)* 消耗物流（+#$）达 #/."/，当溶氧浓度增大或加入

玉米浆引起细胞生长速度加快时，+#$减少显著，这是

因为 &)* 用于细胞物质合成消耗的能量大大增加，

+/0值从 .J 分别增加到 J- 和 JJ，而 &)* 生成物流（如

氧化磷酸化、)(& 循环等物流）并未增加，导致维持

细胞所需的能量（&)*）消耗物流（+#$）减少。由于微

生物细胞自身的调节功能，如果 &)* 积累过多时会

反馈抑制 F4* 途径中某些酶，从而又降低糖酵解速

度，即引起 )(& 循环途径流量受阻。

对于癸异戊烯基二磷酸（L**，(J! ）合 成 物 流

（+#%），溶氧浓度过高时 L** 物流（+#%）降低，相反，由

&!( 即发酵培养基中加入玉米浆后，+#% 增加，最后

引起辅酶 G#! 产量的提高，但从 L** 生成物流通量

绝对值大小来看，即使初级代谢流量改变较大的情

况下，目的产物形成流量并未有大的改变；因此辅酶

G#!积累量的提高在很大程度上由催化缩合反应的

酶（.H羟苯甲酸H聚异戊烯基焦磷酸转移酶）活性大

小来决定，该酶活力大小是提高辅酶 G#! 产量的瓶

颈，这与文献［#-］报道的结果一致，因此通过分子生

物学手段改造代谢途径可较大幅度地提高辅酶 G#!

的合成通量。

由上述研究结果可以得到，辅酶 G#!前体物质的

合成是由 F4*、)(& 和 34* 途径而来的，而过低的

F4* 与 34* 物流会影响目标产物的合成量，因此，

葡萄糖的代谢流在 F4*、)(& 和 34* 之间的合理分

配是获得最大产物合成量的前提。从细胞能量水平

上来说，从中间物及 &)* 积累速率变化分析可知，

! 7 "#$%&’#()*" MN3/,!# 辅酶 G#! 发酵的细胞体系能

量维持不需太高。

+ 结论

（#）根据放射型根瘤菌 MN3/,!#（! 7 "#$%&’#()*"
MN3/,!#）生产辅酶 G#!的生物合成途径的代谢网络

及 F4*、)(& 和 34* 之间的代谢物流及其变动情

况，认为代谢途径中生成 1,*、丙酮酸和磷酸烯醇式

丙酮酸（*F*）是辅酶 G#! 生物合成代谢途径的主流

途径。

（/）培养条件的改变引起 F4* 途径与 34* 途

.0/ 微 生 物 学 报 .J 卷



径间流量平衡的较大改变，影响到细胞生长和辅酶

!"#积累量的变化。细胞生物量的增加主要由 $%&
途径物流提供碳骨架和还原力；且代谢途径中物流

的合理分配是目标产物最大量合成的前提；&$’ 与

(&& 缩合反应速率是限制辅酶 !"#产量提高的瓶颈。

（)）由代谢途径节点物流的变化，认为代谢途径

中 *+& 节点是辅酶 !"# 生物合成代谢途径的柔性节

点，而丙酮酸节点为半柔性节点。
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