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摘 要：【目的】己二酸是尼龙 66 和聚对苯二甲酸 -己二酸丁二醇酯 [poly (butylene adipate-co-

terephthalate), PBAT]等塑料的主要单体，具有巨大的市场规模。本研究旨在探索己二酸生物合成

途径中各基因的最佳表达水平。【方法】通过梯度强度组成型启动子对己二酸合成途径的基因表

达水平进行随机组合调控，并利用基于己二酸生物传感器的高通量筛选技术筛选出最优组合菌

株。随后，对发酵培养基种类、碳源、金属离子及相应前体物质添加进行了优化。【结果】筛选

得到的最优组合菌株为大肠杆菌(Escherichia coli) MG1655 Δ8-D47，其己二酸产量为 431.32 mg/L。

经发酵优化后己二酸摇瓶产量达 550.34 mg/L，较对照组 Z1 菌株提高了 134%。【结论】本研究表

明微生物合成己二酸的代谢途径不平衡是限制其产量提高的主要因素。
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Abstract: [Objective] Adipic acid is a key monomer for plastics such as nylon 66 and poly 
(butylene adipate-co-terephthalate) (PBAT), with a vast market potential. This study aims to 
explore the optimal expression levels of genes in the biosynthetic pathway of adipic acid.
[Methods] We regulated the expression levels of genes in the adipic acid synthesis pathway by 
randomly combining gradient-strength constitutive promoters. The high-throughput screening 
based on an adipic acid biosensor was conducted to select the strain with the optimal combination. 
Subsequently, the fermentation media, carbon sources, metal ions, and precursor substance addition 
amounts were optimized. [Results] After screening, the optimal strain Escherichia coli MG1655 
Δ8-D47 was obtained, with an adipic acid yield of 431.32 mg/L. After fermentation condition 
optimization, the yield of adipic acid in a shake flask reached 550.34 mg/L, which represented a 
134% increase compared with that of the control strain Z1. [Conclusion] Metabolic pathway 
imbalance in microbial synthesis of adipic acid is the main factor limiting the increase in yield.
Keywords: adipic acid; high-throughput screening; reverse adipate degradation pathway; 
promoter; metabolic balance

己二酸(adipic acid)主要作为生产尼龙、化

纤和工程塑料等聚合物的单体，全球年需求量

接近 300 万 t，市场价值近 60 亿美元，预计到

2025 年将增长至 80 亿美元[1-3]。目前，工业生

产己二酸主要依赖石油基 KA 油(环己醇和环己

酮的混合物)经过硝酸催化生成己二酸，这一过

程会产生大量一氧化二氮(N2O)，对环境造成严

重污染[4]。在当前全球碳减排的背景下，开发绿

色、环保、低碳的己二酸生物合成方法显得尤

为紧迫。为此，研究人员开发了半生物法和全

生物法合成己二酸的技术[5]。其中，半生物合成

法利用细胞工厂合成生物基葡萄糖二酸或顺-顺

黏康酸，然后以此为底物通过化学催化方法合

成己二酸[6-7]。这些方法对昂贵催化剂的依赖度

高，且底物合成效率低，导致己二酸生产成本

较高。随着合成生物学和代谢工程的快速发展，

以葡萄糖为底物直接通过全生物法合成己二酸

的策略受到越来越多的关注。逆 β-氧化途径结

合 ω-氧化途径、逆己二酸降解途径和 α-酮庚二

酸途径是主要的己二酸全生物合成途径[8-10]。其

中，在工程化褐热裂孢菌(Thermobifida fusca) B6

菌株中发现了天然的己二酸生物合成途径，被

命名为逆己二酸降解途径[11]，是当前已报道的

最高效合成途径[12]。因此，基于逆己二酸降解

途径构建和优化高效的己二酸合成细胞工厂具

有重要意义。

异源己二酸合成途径在底盘细胞中过表达，

通常会给菌体带来显著的代谢负担[13]，从而降

低己二酸的生产效率。同时，由于异源途径通

常来源于不同物种，其在同一底盘细胞中的催
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化活性差异较大。因此，简单的合成途径过表

达难以实现代谢通量的最大化，也容易导致高

活性酶的表达浪费和中间代谢产物积累。在此

背景下，通过精细调节己二酸合成途径的每个

基因表达水平才能够实现最高效的合成。启动

子作为基因表达的核心元件之一，在调节基因

表达和优化代谢途径方面具有关键作用[14]。通

常来说，利用梯度强度启动子逐一优化合成途

径基因的表达水平，并以目标产物产量和中间

代谢产物积累水平作为评价标准，可以显著提

高代谢通量。例如，Rao 等[15]构建了梯度强度

启动子文库，为地衣芽孢杆菌的基因表达精细

调控和代谢通量重塑提供了高效的工具箱。随

后利用启动子 PUbay、PUyvgO 和 PUndh 来调控负责

普切明酸合成的关键基因表达水平，并调控合

成途径与竞争途径的动态平衡，将普切明酸

的产量提升了 194%。同时，Liu 等[16]发现丙二

酰辅酶 A 中 2 个功能不同的片段 MCR-N 和

MCR-C 之间存在严重的不平衡，将 MCR-N 基

因染色体整合后降低了其表达水平，2 个片段的

活性不平衡降至最低，同时 3-羟基丙酸产量由

0.15 g/L 提高到 3.72 g/L。上述研究充分表明代

谢平衡在多步合成途径中的重要性。

逆己二酸降解途径涉及 6 种酶，分别是

β-酮硫解酶(Tfu_0875)、3-羟酰基辅酶 A 脱氢酶

(PaaH)、3-羟基己二酰辅酶 A 脱氢酶 (PaaF)、

5-羧基-2-戊烯酰辅酶 A 还原酶(Tdter)、己二酰

辅酶 A 合成酶(Acot8)以及乙酰辅酶 A 转移酶

(Cat1)。对每一个基因进行系统优化会产生海量

的组合。此外，对每种组合的构建和表征耗时

耗力且成本高。因此，开发一种高通量的代谢

途径优化适配方法，对于快速精准优化己二酸

合成途径至关重要。本研究通过构建逆己二酸

降解途径的随机优化文库和基于己二酸生物传

感器的高通量筛选技术，开发了己二酸生物合

成途径的高通量优化适配策略，实现了大规模

快速优化多基因复杂代谢途径的目标，显著提

高了己二酸产量。在此基础上开展发酵条件优

化，进一步提高己二酸产量。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株和质粒

本研究所用到的质粒和菌株见表 1，构建质

粒文库所用相关引物的原始数据存储在国家微

生物科学数据中心 (http://nmdc. cn)，编号为

NMDCX0002092。

1.1.2　主要试剂和仪器

酵母提取物、胰蛋白胨、磷酸二氢钾，北

京索莱宝科技有限公司；葡萄糖、磷酸氢二钾，

国药集团化学试剂有限公司；甘油，上海泰坦

科技股份有限公司；卡那霉素、链霉素，生工

生物工程 (上海)股份有限公司；2×Rapid Taq 

Master Mix、2×Phanta Flash Mix (Dye Plus)，南

京诺唯赞生物科技股份有限公司；RNApure 

Bacteria Kit、 HiFiScript gDNA Removal cDNA 

Synthesis Kit、UltraSYBR Mixture，江苏康为世

纪生物科技股份有限公司。

HPX-87H 色谱柱，Bio-Rad 公司；高效液相

色谱仪，安捷伦科技有限公司；紫外可见分光

光度计，翱艺仪器(上海)有限公司。

1.1.3　培养基

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母浸粉

5.0，NaCl 10.0。121 ℃、灭菌 20 min。LB 固体

培养基是在 LB 培养基的基础上加入 20.0 g/L 的

琼脂制备而成。

TB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 12.0，酵母浸粉

24.0，甘油 5.0 mL，KH2PO4 2.3，K2HPO4 12.5。

121 ℃灭菌 20 min。

1.2　质粒文库构建

己二酸合成途径质粒为 pK1 和 pS1。为了

优化 0875-paaH 和 cat1-paaF 基因的表达水平，

选取本实验室前期突变获得的 20 个不同梯度强

度的 Ptrc 启动子突变体[17] (分别命名为 P1−P20，

具体序列信息存储在国家微生物科学数据中心，
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表1　本研究所用的菌株和质粒

Table 1　Strains and plasmids used in this study

质粒或菌株
Plasmids or 
strains
Strains

Escherichia 
coli JM109

E. coli MG1655

E. coli 
MG1655 Δ8

E. coli 
JM109-benM

Z1

Δ8-D47

Δ8-pKS23

Δ8-pKS24

Δ8-pKS25

Δ8-pKS26

Δ8-pKS27

Δ8-pKS28

Δ8-pKS29

Δ8-pKS210

Plasmids

pTrc99a-
PPL1986-benM

pK1

pS1

pK2

pS2

pS3

pS4

pS5

pS6

pS7

pS8

pS9

pS10

特征描述
Description

Wild type, for plasmid construction, host of adipic acid biosensor

Wild type, for obtaining target promoters

E. coli K-12 MG1655 ΔatoBΔsucDΔpflBΔadhEΔarcAΔldhAΔpoxBΔpta, host of fermentation 
production

E. coli JM109 harboring plasmids pTrc99a-PPL1986-benM

E. coli MG1655 Δ8 harboring plasmids pK1 and pS1

E. coli MG1655 Δ8 harboring plasmids pK2 and pS2

E. coli MG1655 Δ8 harboring plasmids pK2 and pS3

E. coli MG1655 Δ8 harboring plasmids pK2 and pS4

E. coli MG1655 Δ8 harboring plasmids pK2 and pS5

E. coli MG1655 Δ8 harboring plasmids pK2 and pS6

E. coli MG1655 Δ8 harboring plasmids pK2 and pS7

E. coli MG1655 Δ8 harboring plasmids pK2 and pS8

E. coli MG1655 Δ8 harboring plasmids pK2 and pS9

E. coli MG1655 Δ8 harboring plasmids pK2 and pS10

pTrc99a harboring genes benM under promoter PPL1986 and sfgfp under promoter PbenO, GmrR

pRSFDuet-1 harboring genes tfu_0875, paaH under promoter Pmdh and gene acot8 under promoter 
PrpsU, KanR

pCDFDuet-1 harboring genes cat1, paaF under promoter Pmdh and tdter under promoter PrpsU, StrR

pRSFDuet-1 harboring genes tfu_0875, paaH under promoter P10 and gene acot8 under promoter 
PrpsU, KanR

pCDFDuet-1 harboring genes cat1, paaF under promoter P7 and tdter under promoter PrplNXE, StrR

pCDFDuet-1 harboring genes cat1, paaF under promoter P1 and tdter under promoter PrplNXE, StrR

pCDFDuet-1 harboring genes cat1, paaF under promoter P2 and tdter under promoter PrplNXE, StrR

pCDFDuet-1 harboring genes cat1, paaF under promoter P3 and tdter under promoter PrplNXE, StrR

pCDFDuet-1 harboring genes cat1, paaF under promoter P4 and tdter under promoter PrplNXE, StrR

pCDFDuet-1 harboring genes cat1, paaF under promoter P5 and tdter under promoter PrplNXE, StrR

pCDFDuet-1 harboring genes cat1, paaF under promoter P6 and tdter under promoter PrplNXE, StrR

pCDFDuet-1 harboring genes cat1, paaF under promoter P15 and tdter under promoter PrplNXE, StrR

pCDFDuet-1 harboring genes cat1, paaF under promoter P20 and tdter under promoter PrplNXE, StrR

来源
Source

Lab preserved

Lab preserved

Lab preserved

Lab preserved

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

Lab preserved

Lab preserved

Lab preserved

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study
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编号为 NMDCX0002092)，使用全质粒 PCR 的

方法替换 pK1 质粒和 pS1 质粒上的 Pmdh 启动子。

在替换过程中，将 20 种不同 Ptrc 启动子突变体

的上、下游引物以等摩尔量混合，随后进行全

质粒 PCR 扩增并回收扩增片段。将扩增产物经

过 Dpn I 消化后转化进 E. coli JM109，即可得到

成功替换 Pmdh 启动子的质粒文库，分别命名为

pRSF- α -0875-paaH-PrpsU-acot8 和 pCDF- β -cat1-

paaF-PrpsU-tdter。

为了继续优化 acot8 和 tdter 的表达水平，

选取 E. coli 来源的 20 种梯度强度启动子-5′ UTR

复合体[18] (PUTRssrA-PUTRinfC‑rplT、PssrA-UTRrpsT、

PdnaKJ-UTRrpsT、 PssrA-PUTRstandard、 PUTRalsRBACE-

PUTRinfC-rplT、PUTRinfC-rplT、PUTRrpsU、PUTRlpp、

PUTRrplNXE、 PUTRrplU-rpminA、 PUTRrpminBG、

PUTRdnaKJ、 PUTRrpsL、 PUTRcrp、 PUTRtpx、

PUTRaceEF、PUTRcmk-rpsA、PUTRhslVU、PUTRrimJ、

PUTRrrnH)，通过同源重组的方式替换 PrpsU 启动

子。构建方法是分别以 pRSF-α-0875-paaH-PrpsU-

acot8 质粒和 pCDF-β -cat1-paaF-PrpsU-tdter 质粒

为模板，进行质粒线性化并去除启动子 PrpsU。

随后，将 PCR 扩增的梯度强度启动子-5′ UTR 复

合体以等摩尔量混合，得到启动子混合片段。

再将启动子混合片段与线性化载体进行同源重

组，得到质粒文库 pRSF-α-0875-paaH-Ⅰ-acot8 和

pCDF-β-cat1-paaF-Ⅱ-tdter。

1.3　培养方法

将平板上的单菌落或甘油保存在−80 ℃的菌

株接种至含有 10 mL LB 培养基的 50 mL 三角瓶

中，在 37 ℃、250 r/min 条件下培养 12−16 h。

随后以 2% 的接种量转接至含有 50 mL TB 培养

基的 250 mL 三角瓶中开始发酵，发酵条件为

37 ℃、200 r/min，培养 72 h。

将平板上的单菌落接种至 48 孔板中，每孔

加入 1 mL LB 培养基，在 37 ℃、250 r/min 条件

下培养 12−16 h，此时菌株处于对数生长期。随

后，以 2% 的接种量转接至 24 孔板中，每孔含

有 2 mL 的 TB 培养基，在 37 ℃、250 r/min 条

件下进行发酵培养 72 h。

1.4　HPLC 产量检测方法

发酵样品在 12 000 r/min 下离心 10 min，取

500 μL 发酵上清液，用 10 mmol/L 的稀硫酸稀

释 2 倍后，再次进行 12 000 r/min 离心 10 min。

随后样品通过 0.22 μm 水系滤膜过滤。己二酸产

量由配备 HPX-87H 色谱柱的高效液相色谱仪测

定，检测器为示差检测器，流动相为 5 mmol/L

稀硫酸，流速为 0.6 mL/min，柱温为 50 ℃，进

样量为 20 μL。菌株培养的 OD600 值通过紫外可

见分光光度计测定，以监控菌体生长情况。

1.5　高通量筛选策略

从平板上挑选的单菌落在 24 孔板发酵 72 h

后，将发酵液于 12 000 r/min 离心 10 min。将

E. coli JM109-benM 传 感 器 菌 株 在 37 ℃ 、

250 r/min 条件下培养 8−10 h。随后吸取 10 μL

传感器种子液到含有 240 μL LB 培养基的 96 孔

板中培养 2−2.5 h。取 250 μL 离心处理后的发酵

上清液与 96 孔板中处于对数生长期(OD600 为

0.6− 0.8)的己二酸传感器种子液混合，并在

30 ℃、250 r/min 条件下培养 4−6 h。此时发酵

液中的己二酸开始激活传感器控制的绿色荧光

蛋白表达。使用多功能酶标仪在 485 nm 激发、

528 nm 发射条件检测荧光水平(sfGFP)，在 600 nm

测量光密度值(OD600)。然后取高荧光值菌种的

发酵上清，利用高效液相色谱仪测定己二酸产

量。随后选取产量较高的菌株接种于含有

10 mL LB 培养基的 50 mL 三角瓶中，在 37 ℃、

250 r/min 培养 12−16 h。再以 2% 接种量转接

至含有 50 mL TB 培养基的 250 mL 三角瓶

中， 37 ℃ 、 200 r/min 培养 72 h。将发酵液

于 12 000 r/min 离心 10 min 并过滤处理后，利

用高效液相色谱仪测定己二酸产量，以进一步

筛选己二酸高产菌株。

1.6　RT-qPCR 测定己二酸合成途径的基

因表达水平

选择 15 株具有梯度己二酸产量(40−430 mg/L)
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的菌株(菌株分别命名为 1−15，各菌株基因调

控信息存储在国家微生物科学数据中心，编

号为 NMDCX0002092)在 37 ℃、250 r/min 条件

下培养 8−10 h。菌体培养至对数期后，于 4 ℃、

12 000 r/min 离 心 10 min 收 集 。 随 后 使 用

RNApure Bacteria Kit 对菌株进行 RNA 提取。

RNA 提取后，通过酶标仪检测 RNA 浓度，并

通过凝胶电泳鉴定 RNA 的提取质量。随后立刻

使用 HiFiScript gDNA Removal cDNA Synthesis 

Kit 去除基因组 DNA 并逆转录合成 cDNA。

最后，使用 UltraSYBR Mixture 进行实时荧光

定量 PCR (RT-qPCR)。 RT-qPCR 中使用的引

物信息存储在国家微生物科学数据中心(编号为

NMDCX0002092)。通过 RT-qPCR 测出每个样品

的 Ct 值后，利用 2−ΔΔCt 法进行相对定量分析，

计算每个样品中不同基因的相对含量。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　建立基于生物传感器的己二酸高产

菌株高通量筛选方法

目前，己二酸产量的测定主要依赖高效液

相色谱法(HPLC)，然而该方法耗时费力，限制

了代谢途径优化过程中的大规模筛选。因此，

发展基于己二酸生物传感器的高通量筛选方法，

为快速获得高产菌株提供了可能(图 1A)。己二

酸生物传感器由转录因子 BenM、受转录因子调

控的 PbenO 启动子和报告基因绿色荧光蛋白(GFP)

组成(图 1B)。当环境中不存在己二酸时，转录

因子 BenM 无法识别启动子 PbenO，而 PbenO 是弱

启动子，导致报告基因 sfgfp 不表达或表达量极

低。相反，环境中存在己二酸时，BenM 与己二

酸结合并发生构象变化，BenM-己二酸复合体会

识别 PbenO 启动子上游的 DNA 结合位点，从而

介导 RNA 聚合酶结合到 PbenO 启动子区域，进

而激活下游报告基因 sfgfp 的表达[19]。

为了建立基于己二酸生物传感器的高通量

筛选方法，利用野生型大肠杆菌在 TB 培养基中

培养 72 h 后的培养液上清溶解己二酸，制备成

不同浓度的标样。以梯度己二酸标样诱导己二

酸生物传感器，并检测传感器响应与己二酸浓

度的关系，以消除发酵液中未知物质对传感器

响应的影响。结果表明，在不同浓度(0−1.5 g/L)

的己二酸诱导后，己二酸传感器的输出荧光强

度随诱导浓度的升高而增强，呈线性关系

(R2=0.990 6) (图 1C)，表明该传感器能有效指示

发酵液中的己二酸含量，且发酵液中可能出现

的类己二酸化学物质(如丁二酸和戊二酸)均不会

诱导传感器荧光表达[19]。

为了进一步验证己二酸传感器在单细胞水

平上与己二酸浓度的关系，利用流式细胞仪对

梯度浓度己二酸诱导后的单细胞荧光水平进行

了检测。结果表明，在 0−4 g/L 己二酸浓度范围

内，单细胞荧光强度随着己二酸浓度的增加显

著增强 (图 1D)。与未加入己二酸诱导相比，

4 g/L 己二酸诱导的菌株单细胞荧光强度提升了

5.5 倍，而仅需 0.4 g/L 的己二酸诱导即可产生

2.44 倍强度的荧光信号。随后，分析了己二酸

生物传感器信号输出与 HPLC 检测的己二酸浓

度关系，结果表明二者之间具有强线性关系

(R2=0.901 2)，进一步佐证了使用生物传感器快

速测定己二酸产量的可行性(图 1E)。因此，鉴

于己二酸生物传感器的宽浓度检测范围和高信

号响应强度，利用其作为高通量筛选的工具获

得己二酸高产菌株具有巨大的潜力。

2.2　己二酸合成途径随机优化文库的构

建与多样性评估

选取 20 个梯度强度 Ptrc 启动子和启动子-5′ 

UTR 复合体，与 0875-paaH、acot8、cat1-paaF

和 tdter 基因进行随机组合，从而实现对多基因

合成途径中不同基因表达水平的同步优化

(图 2A)。在多基因代谢途径优化文库的构建过

程中，文库连接效率和文库多样性是检验文库

质量的关键。为了评估文库构建的效率，对比

了 4 个质粒文库(pRSF-α-0875-paaH-PrpsU-acot8、
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图1　己二酸高产菌株的高通量筛选方法和传感器性能表征。A：基于生物传感器的高通量筛选方法(从平

板上随机选择单个菌落，接种到24孔板中进行发酵。使用己二酸传感器测定发酵菌液的荧光值，将荧光

值高于对照组的菌株发酵液进行高效液相色谱法测定产量和摇瓶再次复筛。最后，分析己二酸产量与基

因表达水平之间的关系)；B：己二酸生物传感器的结构(虚线表示激活)；C：己二酸浓度与生物传感器输

出的荧光强度之间的相关性；D：不同浓度己二酸诱导的单细胞荧光强度；E：生物传感器测定荧光值与

高效液相色谱法测量的己二酸产量之间的相关性。

Figure 1　High-throughput screening method and sensor performance characterization for high-titer adipic acid 

strains. A: Biosensor-based high-throughput screening method (Individual colonies were randomly selected from 

the strain library and inoculated into 24-well plates for fermentation. The fluorescence values of the fermented 

strains were determined using an adipic acid sensor, the fermentation broth of the strains with higher fluorescence 

values than the control was subjected to high-performance liquid chromatography for yield determination and 

shake flask rescreening again. Finally, the relationship between adipic acid yield and gene expression level was 

analyzed); B: Structure of the adipic acid biosensor (Dashed lines indicate activation); C: Relationship between 

adipic acid concentration and fluorescence intensity output of the biosensor; D: Single-cell fluorescence intensity 

induced by different concentrations of adipic acid; E: Correlation between the biosensor fluorescence readings 

and adipic acid production measured by HPLC.
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pRSF-α-0875-paaH-Ⅰ-acot8、pCDF-β-cat1-paaF-

PrpsU-tdter 和 pCDF-β-cat1-paaF-Ⅱ-tdter)分别与其

阴性对照(加入与质粒同体积的无菌水转化所得)

之间的平板菌落数，发现质粒文库的单菌落数

量均远多于对照组，说明文库构建的连接效率

高(图 2B)。此外，利用菌落 PCR 验证质粒文库

的连接阳性率，凝胶电泳结果显示 4 个文库的

阳性率均超过 87.5%，最高达 100.0% (图 2C)。

凝胶电泳显示 PCR 的 DNA 条带大小不一，可

能是因为启动子-5′ UTR 复合体的 DNA 长度差

异导致的，这证明所构建的质粒文库可能具有

较高多样性。

pRSF-α-0875-paaH-Ⅰ-acot8 和 pCDF-β-cat1-

paaF-Ⅱ-tdter 质粒文库分别产生理论多样性为

400 的文库，将这 2 个文库共同转化到 E. coli 

MG1655 Δ8 中，产生理论多样性为 160 000 的

最终文库。为了进一步精准评估途径文库的多

样性，分别从 4 个质粒文库(pRSF-α-0875-paaH-

PrpsU-acot8、pRSF-α-0875-paaH-Ⅰ-acot8、pCDF-

β -cat1-paaF-PrpsU-tdter 和 pCDF- β -cat1-paaF- Ⅱ - 

tdter)中随机选取 32 个单菌落测序分析其启动子

序列。根据质粒测序结果计算，4 个质粒文库的

多样性均超过 80%，最高达到 90%。其他未检

测到的启动子序列可能是由于所选取的样本数

较少，导致未能测出。最终，pRSF- α -0875-

paaH-Ⅰ-acot8 和 pCDF-β-cat1-paaF-Ⅱ-tdter 的文

库检测大小分别为 306 和 272，组合后质粒文库

的大小为 83 232 (表 2)。该文库大小足以产生充

足的多基因随机优化组合，经过高通量筛选即

可获得最佳适配的合成途径。

2.3　高通量筛选高产己二酸菌株

乙酰辅酶 A 和琥珀酰辅酶 A 是己二酸合成

的关键前体，同时也是三羧酸循环(TCA cycle)

的中间产物(图 3A-a)。强化乙酰辅酶 A 和琥珀

酰辅酶 A 的供给，减少其消耗将会为己二酸的

合成途径提供更多的代谢通量。因此，以

E. coli MG1655 Δ8 为表达宿主，敲除了 atoB、

pflB、sucD、adhE、 ldhA、poxB、pta、arcA 基

因有效降低了丁酸、富马酸、乙酸、乙醇、乳

酸等副产物的合成。相比之下，sucD 基因编码

图2　己二酸合成途径组装适配和文库多样性评估。A：用于优化己二酸生物合成途径中各基因表达的质

粒文库的构建；B：4个质粒文库与其阴性对照(加入与质粒同体积的无菌水转化所得)之间的平板菌落数

[a−d：大量菌落显示文库pRSF-α-0875-paaH-PrpsU-acot8 (a)、pRSF-α-0875-paaH-Ⅰ-acot8 (b)、pCDF-β-cat1-

paaF-PrpsU-tdter (c)、pCDF-β-cat1-paaF-Ⅱ-tdter (d)的构建具有高连接效率；e−h：少数菌落显示文库pRSF-

α -0875-paaH-PrpsU-acot8 (e)、 pRSF- α -0875-paaH- Ⅰ -acot8 (f)、 pCDF- β -cat1-paaF-PrpsU-tdter (g)、 pCDF-

β-cat1-paaF-Ⅱ-tdter (h)具有低假阳性率]；C：质粒文库pRSF-α-0875-paaH-PrpsU-acot8 (Ⅰ)、pRSF-α-0875-

paaH-Ⅰ-acot8 (Ⅱ)、pCDF-β-cat1-paaF-PrpsU-tdter (Ⅲ)、pCDF-β-cat1-paaF-Ⅱ-tdter (Ⅳ)转化子的阳性验证结

果(M：DL2000 DNA marker)。

Figure 2　Assembly and adaptation of the adipic acid biosynthesis pathway and library diversity evaluation. A: 

Construction of the plasmid library for optimizing gene expression in the adipic acid biosynthesis pathway; B: 

Number of plate colonies between the four plasmid libraries and their negative control (obtained by adding the 

same volume of sterile water as the plasmid for transformation) (a − d: High transformation efficiency in the 

plasmid library: pRSF-α-0875-paaH-PrpsU-acot8 (a), pRSF-α-0875-paaH-Ⅰ-acot8 (b), pCDF-β-cat1-paaF-PrpsU-

tdter (c), pCDF-β-cat1-paaF-Ⅱ-tdter (d); e−h: Limited colony growth on negative control plates: pRSF-α-0875-

paaH-PrpsU-acot8 (e), pRSF- α -0875-paaH- Ⅰ -acot8 (f), pCDF- β -cat1-paaF-PrpsU-tdter (g), pCDF- β -cat1-paaF-

Ⅱ-tdter (h)); C: Positive validation results of transformants from the plasmid library: pRSF-α-0875-paaH-PrpsU-

acot8 (Ⅰ), pRSF-α-0875-paaH-Ⅰ-acot8 (Ⅱ), pCDF-β-cat1-paaF-PrpsU-tdter (Ⅲ), pCDF-β-cat1-paaF-Ⅱ-tdter (Ⅳ) 

(M: DL2000 DNA marker).
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的琥珀酸辅酶 A 合成酶是 TCA 循环中的关键

酶，负责将琥珀酰辅酶 A 转化为琥珀酸。敲除

sucD 基因后，琥珀酰辅酶 A 的积累增加，这为

己二酸的合成提供了更多的前体物质。为了尽

可能减弱敲除 sucD 基因对细胞基础代谢的影

响，在发酵过程中添加了外源琥珀酸以补充因

sucD 基因敲除导致的细胞基础代谢影响。将表

达逆己二酸降解途径各基因的质粒分解为 4 部

分(图 3A-b)，进而使用梯度启动子优化各部分

的表达水平，有望实现合成途径的优化适配，

从而显著提高己二酸产率。

将 pRSF- α -0875-paaH- Ⅰ -acot8 和 pCDF- β - 

cat1-paaF-Ⅱ-tdter 的质粒文库共同转化到 E. coli 

MG1655 Δ8 感受态细胞中，得到己二酸生产菌

株文库。为了保证文库中双质粒存在率，随机

挑选 32 个转化子菌落进行 PCR 验证，发现正确

率为 90.6% (29/32)。随后，随机挑选含有 pRSF-

α -0875-paaH- Ⅰ -acot8 和 pCDF- β -cat1-paaF- Ⅱ - 

tdter 质粒的己二酸生产菌株文库单菌落进行发

酵，然后使用己二酸传感器对发酵液中的己二

酸含量进行测定。

每轮从文库中选择 384 个单菌落进行高通

量筛选(图 3B)，在孔板筛选中 sfGFP/OD600 值高

于对照组的菌株被选择作为候选菌株，并对其

24 孔板剩余发酵液采用 HPLC 进行产量测定

(图 3C)。Z1 菌株为 E. coli MG1655 Δ8 菌株表达

pK1 和 pS1 质粒，筛选时将其作为对照菌株。

由测定结果发现己二酸产量呈连续上升趋势，

表明合成途径基因表达水平的组合优化是有效

的。在第 1 轮筛选中，Z1 菌株 sfGFP/OD600 值

为 6 314.96，其中实验菌株 sfGFP/OD600 值高于

Z1 菌株的共有 56 株，最优势菌株 Δ8-A346 其

sfGFP/OD600 值为 12 507.81。HPLC 分析这 56 株

菌的发酵液中己二酸含量，发现其中 Δ8-A346

菌株己二酸产量显著高于对照组，产量达

652.86 mg/L，相较于对照组提高了 102%。

由于在 24 孔板的发酵过程中，72 h 的长发

酵周期会造成部分发酵液蒸发。因此，测得的

己二酸产量可能偏高于实际产量。为了更精确

地测定己二酸的产量，选择第 1 轮筛选中 24 孔

板发酵液产量最高的前 22 株菌接入 250 mL

锥形瓶中进行发酵，利用 HPLC 验证己二酸产

量 (图 3D)，其中 Δ8-A346 菌株己二酸产量为

415.28 mg/L，菌株 OD600 为 10.2，生长情况较

好。按照此方法对启动子文库进行多批次筛选，

经过 9 轮筛选(各批次依次命名为 A−I，其余各

轮筛选详情原始数据存储在国家微生物科学数

据中心，编号为 NMDCX0002092)共获得 3 456 株

单菌落，最终在各批次的高产菌株中选择出最

优菌株 Δ8-D47，其己二酸产量为 431.32 mg/L，

相较于对照组提高了 84%。

表2　文库多样性评价

Table 2　Plasmid library diversity evaluation

文库
Libraries

pRSF-α-0875-paaH-PrpsU-acot8

pRSF-α-0875-paaH-Ⅰ-acot8

pCDF-β-cat1-paaF-PrpsU-tdter

pCDF-β-cat1-paaF-Ⅱ-tdter

菌落PCR阳性率*
Colonies PCR 
positive*

96.8% (31/32)

100.0% (32/32)

100.0% (32/32)

87.5% (28/32)

启动子测序重现率**
Kinds of promoter 
sequencing appear**

85% (17/20)

90% (18/20)

80% (16/20)

85% (17/20)

文库的理论规模
Theoretical scale of 
libraries

20×20×20×20=
160 000

文库的实际规模
Actual scale of 
libraries

17×18×16×17=
83 232

*：菌落PCR中阳性菌落所占百分比；**：随机选取32个单菌落进行测序，计算各位点测序出现的启动子种类占总启动子种

类(20种)的百分比。

*: Percentage of positive colonies in colony PCR; **: 32 single colonies were randomly selected for sequencing, and the percentage 

of promoter species appearing in sequencing at each site was calculated as a percentage of the total promoter species (20 species).
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2.4　己二酸合成途径的限速步骤分析

为了分析己二酸合成途径的限速步骤，根

据摇瓶复筛结果选择了 15 株具有梯度己二酸产

量(40−430 mg/L)的菌株。提取其总 mRNA 并进

行 qRT-PCR，测定 0875-paaH、acot8、cat1-paaF

和 tdter 基因的相对表达水平，进而分析途径基

因的表达水平与己二酸合成的内在关系(图 4A)。

针对串联基因 0875-paaH 和 cat1-paaF 中的每个

基因设计引物进行 RT-qPCR，从而单独分析单

个基因的表达情况(图 4B)。分析结果表明，(1) 

高水平串联表达 cat1-paaF 基因有助于己二酸的

积累。cat1 基因的表达强度与己二酸产量无明

显关系，而 paaF 基因表达强度与己二酸产量成

正比。paaF 基因表达水平比 cat1 基因表达水平

高，这一现象的产生可能源于以下两方面原因：

其一，启动子活性在转录过程中呈现逐渐增强

的趋势，从而显著提高了 paaF 基因的转录效

率；其二，paaF 基因的 mRNA 在结构或序列特

征上具有更高的稳定性，从而使其维持更强的

表达强度。 (2) 调节 0875-paaH、acot8 和 tdter

基因的表达水平对己二酸积累无明显变化，而

同一模块中的 0875 和 paaH 基因表达水平相同，

相同己二酸产量有相近的基因表达强度。(3) 推

测逆己二酸降解途径的关键酶为 paaF。综上所

述，增强 cat1-paaF 基因的表达水平可能有助于

己二酸产量的进一步提高。

将最优菌株 Δ8-D47 的己二酸合成途径质粒

进行测序分析，将其表达质粒命名为 pK2 和

pS2。为了进一步提高己二酸产量，在调控

0875-paaH、acot8 和 tdter 基因的启动子不变的

前提下，从 Ptrc 启动子突变体中选择 6 个比 P7

更强的启动子(P1、P2、P3、P4、P5 和 P6)，对调

控 cat1-paaF 基因的启动子进行更换，分别构建

重组质粒 pS3、pS4、pS5、pS6、pS7、pS8。选

择 2 个比 P7 更弱的启动子 P15 和 P20 对调控

cat1-paaF 基因的启动子进行更换，分别构建重

图3　己二酸生物合成途径和基于己二酸传感器的高通量筛选结果。A：己二酸生物合成途径和质粒结构

图(a：逆己二酸降解途径；b：pK1和pS1的质粒结构。蓝色字体表示过表达基因，红色字体表示敲除基

因。Tfu_0875：β-酮硫解酶；PaaH：3-羟基乙酰辅酶A脱氢酶；PaaF：3-羟基己二酰辅酶A脱氢酶；Tdter：

反式-2-烯酰辅酶A还原酶；Acot8：酰基辅酶A转移酶；Cat1：辅酶A转移酶；Pta：磷酸乙酰转移酶；

PoxB：丙酮酸氧化酶；AdhE：乙醛脱氢酶；LdhA：乳酸脱氢酶；PflB：丙酮酸甲酸裂解酶；AtoB：乙

酰辅酶A乙酰转移酶；SucD：乙酰辅酶A合成酶)；B：第1轮筛选中不同菌株的荧光强度测定结果；C：第

1轮筛选中24孔板发酵的高荧光强度菌株的己二酸产量测定结果；D：第1轮筛选中摇瓶发酵优势候选菌株

的己二酸产量测定(Z1菌株是E. coli MG1655 Δ8菌株含有pK1和pS1质粒)。

Figure 3　 Adipic acid biosynthesis pathway and high-throughput screening results based on the adipic acid 

sensor. A: Adipic acid biosynthetic pathway and plasmid structure map (a: Adipic acid biosynthetic pathway and 

plasmid structure; b: Structure of the pK1 and pS1 plasmids. Blue letters indicate overexpressed genes, red 

letters indicate deleted genes. Tfu_0875: β -ketothiolase; PaaH: 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase; PaaF: 

3-hydroxyhexanediyl-CoA dehydrogenase; Tdter: Trans-2-enoyl-CoA reductase; Acot8: Acyl-CoA transferase; 

Cat1: CoA transferase; Pta: Phosphate acetyltransferase; PoxB: Pyruvate oxidase; AdhE: Acetaldehyde 

dehydrogenase; LdhA: Lactate dehydrogenase; PflB: Pyruvate formate-lyase; AtoB: Acetyl-CoA 

acetyltransferase; SucD: Acetyl-CoA synthetase); B: Fluorescence intensity measurements of different strains in 

the first-round screening; C: Adipic acid production measurement of high-fluorescence-intensity strains from 

24-well plate fermentation in the first-round screening; D: Adipic acid production measurement of the dominant 

candidate strains in shake flask fermentation during the first-round screening (Z1 is E. coli MG1655 Δ8 carrying 

the pK1 and pS1 plasmids).
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组质粒 pS9 和 pS10。将上述重组质粒分别与

pK2 组合后转入 E. coli MG1655 Δ8 菌株，随后

进行发酵(图 4C)。发现 Δ8-D47 菌株依然维持了

最高产量，己二酸产量为 460.71 mg/L，而

Δ8-pKS23、Δ8-pKS24、Δ8-pKS25 菌株使用更

强启动子调控 cat1-paaF 基因，己二酸产量反而

图4　己二酸生物合成途径的基因表达水平与己二酸产量的关系。A：0875-paaH、acot8、cat1-paaF和

tdter基因的表达水平与己二酸产量的关系；B：0875、paaH、cat1和paaF基因的表达水平与己二酸产量的

关系；C：不同启动子强度调控cat1-paaF基因的菌株的己二酸产量(Z1菌株的基因表达水平定义为1)。

Figure 4　Relationship between gene expression levels in the adipic acid biosynthesis pathway and adipic acid 

production. A: Relationship between the expression levels of the 0875-paaH, acot8, cat1-paaF, and tdter genes 

and adipic acid production; B: Relationship between the expression levels of the 0875, paaH, cat1, and paaF 

genes and adipic acid production; C: Adipic acid production of strains with different promoter strengths 

regulating the cat1-paaF gene (Gene expression levels in the Z1 strain are defined as 1).
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大幅下降。此外 Δ8-pKS29、Δ8-pKS210 菌株使

用较弱启动子调控 cat1-paaF 基因，己二酸产量

分别下降了 56.5% 和 25.8%。升高或降低 cat1-

paaF 的表达水平均不利于己二酸合成，这可能

是因为基因的过表达增加了细胞的代谢负担，

从而导致产量降低。

2.5　发酵条件优化

不同培养基的成分及其浓度会影响菌株的

生长、产率和产量[20]。因此，本研究探究了不

同培养基对己二酸生物合成的影响。选取改良

MOPS[21]、SOB、LB 以及 TB 培养基进行己二

酸发酵(图 5A)。研究发现 E. coli MG1655 Δ8 菌

株在改良的 MOPS 培养基中生长缓慢，无己二

酸合成。这可能是由于 MOPS 培养基的成分营

养物质较少，而多基因敲除菌和多基因过表达

对细胞代谢负担较重，从而影响了细胞生长和

产物合成。在 TB 培养基中己二酸产量为

320.12 mg/L，在 SOB 培养基中己二酸产量为

275.81 mg/L，在 LB 培养基中己二酸产量为

417.97 mg/L。相比之下，发现在 LB 培养基中己

二酸产量最高，且主要副产物乙酸含量最低

(图 5B)，LB 培养基中乙酸产量为 1.74 g/L，相

较于在 TB 培养基中发酵，乙酸产量降低了

32.9%，因此后续将继续在 LB 培养基基础上进

行发酵条件优化。

逆己二酸降解途径的前体是琥珀酰辅酶 A

和乙酰辅酶 A。为进一步增强前体供应，在发

酵过程中添加了 TCA 循环的中间体：20 mmol/L

的琥珀酸(SA)、2 g/L 的丙酮酸(PYR)、2 g/L 的

柠檬酸(CIT)和 2 g/L 的 α-酮戊二酸(α-KG)。结果

表明，添加 α-酮戊二酸和琥珀酸后己二酸产量显

著提高，相比对照组分别提高了 39.8% 和 26.4% 

(图 5C)。随后，分别探究了 α-酮戊二酸和琥珀

酸的最适添加浓度，发现添加 1 g/L α-酮戊二酸

和 50 mmol/L 琥珀酸时己二酸产量最高(图 5D、

5E)，分别达到 460.67 mg/L 和 407.79 mg/L。因

此，在后续发酵中添加 α-酮戊二酸和琥珀酸作

为前体物质。

在微生物代谢过程中，金属离子通常起到

电子传递和辅酶催化等关键作用。在培养基中

加入特定的金属离子可能会激活细胞的代谢过

程 ， 从 而 提 高 产 量 。 例 如 ， 在 长 柄 木 霉

(Trichoderma longibrachiatum) UN32 生产石斛碱

型生物碱的研究中，通过优化金属离子体系，

显著提高了石斛碱的产量[22]。因此在 LB 培养基

中分别添加了 0.1 g/L Cu2+、Zn2+、Mn2+、Fe2+、

Ca2+和 Mg2+等 6 种金属离子，探究其对己二酸

生产的影响(图 5F)。结果表明，添加 Cu2+后己

二酸产量最高，达到 430.04 mg/L，相比对照组

提高了 15.1%；而添加 Zn2+和 Mn2+后己二酸产

量分别下降了 36.0% 和 21.4%，可能是由于抑制

了酶的活性，导致酶活性的调节失衡，从而影

响了己二酸的合成。此外，还对发酵碳源的种

类和浓度进行了优化。使用甘油和葡萄糖作为

混合碳源进行发酵，分别探究了 2 种碳源的最

适发酵浓度。结果表明，当甘油的添加量为 10 g/L

时，己二酸产量最高，达到 448.28 mg/L (图 5G)。

在此基础上，添加不同浓度的葡萄糖进行发酵

(图 5H)，发现添加 4 g/L 葡萄糖为最佳条件，此

时己二酸产量达 507.45 mg/L。当葡萄糖含量较

高时对己二酸合成有较强抑制作用，可能是由

于葡萄糖效应抑制了菌株的生长与产物的

合成。

最终优化后的发酵条件为：在 LB 培养基中

添加 1 g/L α-酮戊二酸和 50 mmol/L 琥珀酸作为

前体，添加 10 g/L 甘油和 4 g/L 葡萄糖作为碳

源，同时添加 Cu2+。在此条件下，Δ8-D47 菌株

的己二酸产量达到了 550.34 mg/L。

3　讨论与结论　讨论与结论

己二酸作为重要的化工和材料工业原料，

实现其绿色、低碳的高效合成具有重要意义。

然而，己二酸合成途径代谢流分配不均衡，导

致产量较低。为了解决这一挑战，本研究以

E. coli MG1655 Δ8 为底盘细胞，将逆己二酸降

解途径的所有基因进行了 20 个梯度的表达水平
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图5　Δ8-D47菌株的发酵条件优化。A：不同培养基对发酵过程中己二酸合成的影响；B：不同培养基对

发酵过程中乙酸合成的影响；C：添加不同前体物质对己二酸合成的影响(Con表示未添加前体的Δ8-D47菌

株的己二酸产量)；D：不同浓度的α-酮戊二酸对己二酸合成的影响；E：不同浓度的琥珀酸对己二酸合成

的影响；F：不同金属离子添加物对己二酸合成的影响(Con表示未添加前体的Δ8-D47菌株的己二酸产量)；

G：不同浓度的甘油对己二酸合成的影响；H：不同浓度的葡萄糖对己二酸合成的影响。

Figure 5　Optimization of fermentation conditions for the Δ8-D47 strain. A: Effect of different culture media on 

adipic acid synthesis during fermentation; B: Effect of different culture media on acetic acid synthesis during 

fermentation; C: Effect of different precursor additions on adipic acid synthesis (Con represents adipic acid 

production by the Δ8-D47 strain without precursor addition); D: Effect of different concentrations of α

-ketoglutarate on adipic acid synthesis; E: Effect of different concentrations of succinic acid on adipic acid 

synthesis; F: Effect of different metal ions supplements on adipic acid synthesis (Con represents adipic acid 

production by the Δ8-D47 strain without precursor addition); G: Effect of different concentrations of glycerol on 

adipic acid synthesis; H: Effect of different concentrations of glucose on adipic acid synthesis.
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优化，并开发了基于己二酸生物传感器的高通

量筛选方法，从己二酸合成途径随机优化文

库 中筛选到了最佳菌株 Δ8-D47，产量达到

431.32 mg/L。分析基因表达水平与己二酸产量

的关系，推测 cat1-paaF 为己二酸合成的限速

酶，但过表达会增加细胞代谢负担。因此，未

来进行基因组整合表达可能是更好的方案。最

后，为了进一步提高己二酸产量，对 Δ8-D47 菌

株进行了摇瓶水平的发酵条件优化，最终己二

酸产量提高了 27.6%，达到了 550.34 mg/L，相

较于 Z1 菌株己二酸产量提高了 134%。

Moon 等[23]在 E. coli 体内表达逆己二酸降解

途径，并通过增加乙酰辅酶 A 的供应和调控

ATP 消耗循环来加强己二酸的合成，在摇瓶中

将己二酸产量提高到 1 093.11 mg/L，产量提高

了 19.5 倍。同时与国内外已有报道的己二酸产

量水平进行比较(原始数据存储在国家微生物科

学数据中心，编号为 NMDCX0002092)，发现本

研究使用的逆己二酸降解途径在大肠杆菌中全

生 物 合 成 己 二 酸 具 有 较 大 优 势 。 在 酵 母

(Saccharomyces)中，逆己二酸降解途径的合成效

果较差。解脂耶氏酵母(Yarrowia lipolytica)表达

系统利用 β-氧化和 ω-氧化途径实现了己二酸的

最高水平合成，说明 Y. lipolytica 也是一种优越

的己二酸合成底盘细胞。

目前，尚未实现生物基己二酸的工业生产，

这是因为生物基己二酸生产成本远高于化工法。

因此，进一步提高己二酸产量是未来研究的重

中之重。异源途径过表达对底盘细胞的负担是

需要首先考虑的问题。针对这一问题，可进行

异源基因的基因组整合，将逆己二酸降解途径

中的基因整合到底盘菌株基因组中，从而避免

由于质粒不稳定和过表达带来的负担。相比之

下，强化己二酸的胞外运输能力也将有助于减

轻底盘细胞的负担。此外，通过强化甘油利用

途径，增强逆己二酸降解途径对甘油等碳源的

利用率，促进甘油的代谢，也有助于提高产量

并降低成本。
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