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黄色短杆菌 !"#$#$ 的 %&亮氨酸生物合成途径分析

刘 辉0，陈 宁0，温廷益0，#"

（0天津科技大学生物工程学院 天津 ($$!’"）（#中国科学院微生物研究所 北京 0$$$7$）

摘 要：应用途径分析方法分析了在拟稳态时黄色短杆菌（ !"#$%&’()#"%*+ ,-’$*+）1G$($( 由葡萄糖发酵生产 H9亮氨

酸的代谢途径，确定了 H9亮氨酸合成的最佳途径和最大理论产率。通过比较途径分析所获得的反应模型，确定了

丙酮酸和乙酰辅酶 ) 是 H9亮氨酸合成途径的关键节点。在此基础上改变外界环境因子，强化 H9亮氨酸生物合成途

径中丙酮酸和乙酰辅酶 ) 两个关键节点的代谢流，以期进一步提高 H9亮氨酸产率。结果表明，经过谷氨酸以及醋

酸铵的调节，代谢途径流量发生显著变化，H9亮氨酸产量有明显提高。
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途径分析（*5>E<5? 5=5-?J,J）是代谢工程中用以

指导遗传操作的理论基础，是代谢网络分析的重要

方法之一［0 & (］。途径分析可以确定产物生成的所有

可能代谢途径和基本反应模型。这些反应模型可由

凸分析确定，由计算机算得［! & 8 ］。若以向量 2 来代

表一个基本反应模型，则所有可能代谢流的向量 K
可定义为这些模型的非线性组合：K L # 5, 2,（5,$
$）。实际上细胞内代谢网络就是由基本反应模型的

非负线性组合产生的［! & "］。在这些基本反应模型中

有一个代表最高的产率和代谢流分布的理想载流途

径［7］。理想载流途径的构建开始于酶的确定、理论

产率的计算和确定最优的代谢流分布，因此途径分

析对于目的产物理想载流途径的构建具有重要意

义。近年来途径分析在生物技术领域得到了广泛的

应用，目前已被成功应用于酿酒酵母中聚!9羟丁酸

以及大肠杆菌中芳香族氨基酸等物质合成的理论产

率和最优代谢途径的确定［%］。但尚未见 H9亮氨酸

生物合成途径分析的相关报道。

’ 材料和方法

’(’ 材料

’(’(’ 供 试 菌 株：黄 色 短 杆 菌（ M+2N,O5B>2+,D;
P-5ND;）1G$($(（Q2>C R S-2H R #91)+ R"9)M+ R!9TH

+

R U,P+ R VW+），天津科技大学代谢控制发酵研究室保

藏菌种。

’(’() 培养基：#活化斜面培养基：每升含葡萄糖

0X，蛋白胨 0$X，牛肉膏 0$X，酵母膏 ’X，Y5Z- #[’X，琼

脂粉 #$X。$种子培养基：每升含葡萄糖 ($X，玉米

浆 #’;H，尿素 #[$X（分消），磷酸二氢钾 0[$X，硫酸镁

$[!X，硫酸锰 $[$0X，蛋氨酸 $[(X，\M0 ($$%X，生物素

#$$%X。&发酵培养基：每升含葡萄糖 0($X，玉米浆

!0;H，硫酸铵 #!X，醋酸铵 ##X，磷酸二氢钾 0X，硫酸

镁 $[!X，硫酸锰 $[$0X，谷氨酸 $[!#X，蛋氨酸 $[’X，
异亮氨酸 $[$8X，\M0 ($$%X，生物素 ’$%X。以上培养

基 用 Y5]T 调 *T "[$ & "[#，"’^_5 蒸 汽 灭 菌

#$;,=［0$］。

’() 培养方法

’()(’ 斜面活化培养：#7‘ 培养 #$ & #!E。

’()() ’H 自控发酵罐分批发酵：’H 发酵罐中装液

量 (H，接种量 ($$;H，#7‘ 通风比 0 a 0，流加氨水控

制 *T 在 "[$，通 过 流 加 泡 敌 消 泡。搅 拌 转 速 为

’$$+ b ;,=，发酵 8!E。

’($ 分析方法

’($(’ ]/ 值测定：发酵液稀释一定倍数后，在波长

8#$=; 处用 "’# 分光光度计测定。

’($() 发 酵 液 中 H9亮 氨 酸 含 量 测 定：采 用 :-,>29
))) 氨基酸分析仪测定。

) 结果和讨论

)(’ 亮氨酸生物合成途径分析

根据相关参考文献［00 & 0!］，本途径分析模型的建

立基于如下假设：

（0）由于菌体生长代谢络复杂，同时考虑葡萄糖

到 H9亮氨酸的完全转化，所以本文将不考虑黄色短



杆菌细胞的生长代谢。

（!）在菌体产酸期，存在许多无效能量循环，消

耗的能量和维持的能量是不相等的，因此本文中没

有考虑 "#$ 能量的平衡。

（%）按照固定比例进行的反应以及无分支点的

中间反应，可简化为一个反应过程。

（&）途径分析不能区别同工酶，所以它们都被认

为是同一个反应步骤。

（’）菌体无转氢酶活性，生物合成过程中所需的

(")$* 均由磷酸核糖途径和由柠檬酸转化为!+酮
戊二酸的过程提供。

（,）在以葡萄糖为主要碳源时，乙醛酸支路活性

低，因此不考虑乙醛酸循环。

图 - 为黄色短杆菌 #./%/% 由葡萄糖生产 0+亮
氨酸的途径。表 - 为各反应的化学计量平衡式。

图 ! "#亮氨酸生物合成代谢网络
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表 ! 化学计量平衡式

#>?@< - U:62E;26=<:J2E <XD>:269

T<>E:269 (64 U:62E;26=<:J2E <XD>:269
J- H0F Y "#$ Z H,$ Y ")$ Y $2 Y *
J! H,$ Z 1,$
J% 1,$ Y "#$ Z !H"$ Y ")$ Y $2
J& H"$ Y (") Y $2 Y ")$ Z $L$ Y (")*Y "#$ Y *!R
J’ $L$ Y ")$ Z $[T Y "#$
J, $[T Y (") Y F6" Z "EF6" Y (")*Y FR!

JM H,$ Y !(")$ Y *!R Z T2?D’$ Y !(")$*Y FR!

JN T2?D’$ Z W8@’$
JP T2?D’$ Z T2?’$
J-/ W8@’$ Y T2?’$ Z U<OM$ Y H"$
J-- W8@’$ Y L&$ Z 1,$ Y H"$
J-! U<OM$ Y H"$ Z L&$ Y 1,$

J-%
"EF6"Y R"" Y *!R Y (")$ Z!+.H Y (")$* Y FR! Y
F6"

J-& !+.H Y F6" Y (") Z UDEF6" Y FR! Y (")*
J-’ !+.H Y (*% Y (")$*Z H0\ Y (")$
J-, UDEF6" Y ")$ Z UDE Y F6" Y "#$
J-M UDE Y *!R Y 1") Y (") Z 1")*! Y R"" Y (")*
J-N ")$ Y $L$ Y FR! Z R"" Y "#$

J-P R""Y H0\ Y "#$ Y (")$* Z!+.H Y "U" Y (")$ Y
")$ Y $2

J!/
"U"Y $[T Y (")$* Y UDEF6" Y H0\ Y !*!R Y * Z 087
Y (")$ Y UDE Y F6" Y!+.H Y FR!

J!- "U" Y (")$*Y "#$ Y *!R Z #*T Y (")$ Y ")$ Y $2

J!!
#;J Y "E<:>@O<;8O< Y (")$* Y H0\ Z Q@< Y (*Y

& Y (")$
Y!+.H Y *!R

J!% $[T Y H@D Z "0" Y!+.H
J!& $[T Z "E<:>@O<;8O< Y FR!

J!’ "E<:>@O<;8O< Y $[T Z!+." Y *!R
J!, !+." Y H0\ Z V"0 Y!+.H

J!M
"EF6"Y!+." Y *!R Y (") Y H0\ Z FR! Y F6" Y
(")*Y!+.H Y 0<D

通过途径分析获得的反应模型（表 !）。任何一

个基础反应模型都包含一系列无用的反应（用“/”表

示）。基础反应模型的求解可以通过 ]"#0"5 线性

规划实现。由表 ! 可知，各反应模型的 0+亮氨酸的

得率由高到低分别为 <-：/^M；<!、<%、<&：/^,；<’、<,：

/^’；<M、<N：/^&；<P、<-/：/^%；<--：/^!；<-!：/^-。

丙酮酸是 0+亮氨酸生成途径中的关键节点，亦

是 0+亮氨酸生物合成的直接前体。在 <M <N <P <-/
<-- <-! 模型的 J-N 反应中磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶

将大量的 $L$ 转化为 R""，从而减弱了丙酮酸的合

成，造成了碳架的浪费，降低了 0+亮氨酸的转化率。

丙氨酸合成途径分析表明丙酮酸是丙氨酸合成

的直接前体，丙酮酸脱氢酶缺失或活性低有利于丙

氨酸的生成［-’］。对于同样作为丙酮酸族氨基酸的

0+亮氨酸，其途径分析的结果则不完全相同。这是

由于乙酰辅酶 " 也是 0+亮氨酸合成的一个主要节

点。如果为了增加丙酮酸从中心代谢途径向 0+亮

/’! 0Q\ *D2 !" #$ 4 _%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（!//M）&M（!）



氨酸合成支路的代谢流量而敲除丙酮酸脱氢酶基

因，那么就会使得 !"亮氨酸的另一重要前体物乙酰

辅酶 # 合成量不足，从而影响 !"亮氨酸的转化率。

由表 $ 可知，无论 !"亮氨酸的转化率高低，从丙酮酸

生成乙酰辅酶 # 的代谢流基本没有改变，这表明乙

酰辅酶 # 的大量合成是 !"亮氨酸合成的前提。一

方面乙酰辅酶 # 直接参与 !"亮氨酸的合成（%&’），另

一方面乙酰辅酶 # 通过 ()# 循环进一步代谢生成

谷氨酸（%$*），从而为生成 !"亮氨酸的转氨作用提供

足量的氨基来源。然而要保证 !"亮氨酸的高转化

率，这两方面是必须同时处理好，否则会极大地影响

!"亮氨酸的生成。+’ +, +- +$. +$$ +$& 模型 %$* 代

谢流量过大，造成了碳架的浪费，也会降低了 !"亮
氨酸的转化率。+$ +& +/ 的高转化率主要归因为：

一方面 %$/ 为 .，保证了乙酰辅酶 # 完全转化为 !"
亮氨酸，节约了碳架；另一方面 %$* 分别为 0、0、’，保

证了生成 !"亮氨酸的转氨作用所需的足量的谷氨

酸。这是一个矛盾，但是该矛盾通过外源添加谷氨

酸，是能够得到解决的。这也是后面乙酰辅酶 # 节

点扰动的重要依据。

表 ! 葡萄糖发酵生产 "#亮氨酸的基本反应模型

(123+ & 41567 %+17869: ;9<+5 =9% !"3+>76:+ ?%9<>7869: =%9; @3>795+

A9<+5 %$ %& %/ %B %* %0 %’ %, %- %$. %$$ %$& %$/ %$B %$* %$0 %$’ %$, %$- %&. %&$ %&& %&/ %&B %&* %&0 %&’

+$ $. ’ - $- $- ’ / & $ $ $ $ . . 0 . . . . . . . . 0 ’ . ’

+& $. ’ - $- $- 0 / & $ $ $ $ . . 0 . . . . . . . . 0 0 . 0

+/ $. ’ - $- $- 0 / & $ $ $ $ . . ’ . . . . . . . . 0 0 . 0

+B $. 0 - $- $, 0 B / $ $ $ $ $ $ ’ $ $ $ $ . . . . 0 0 . 0

+* $. 0 - $- $, 0 * / & & & $ $ $ ’ $ $ $ $ . $ $ . 0 * . *

+0 $. * , $, $’ 0 * / & & & & & & , $ & $ $ . $ $ . 0 * . *

+’ $. B , $, $0 0 * B & & & & & & , & & & & . $ $ $ 0 B . B

+, $. B , $, $0 0 0 B & & & / / / , & / & & . & & . * B . B

+- $. B , $, $* 0 ’ B & & & / / / - / / / / . & & . * / . /

+$. $. / , $, $* 0 ’ * & & & B B B - B B / / . / / . 0 / . /

+$$ $. / , $, $B 0 ’ * & & & B B B - B B / / . / / . 0 / $ &

+$& $. / , $, $B 0 ’ * & & & * * * $. B * / / . / / . 0 / & $

!$! 主要节点的扰动

经途径分析后，确定了 !"亮氨酸生物合成最优

的代谢途径。该途径中 !"亮氨酸生成的最重要的

酶有磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶、乙酰乳酸合成酶、支

链氨基酸转氨酶、!"异丙基苹果酸合成酶。通过选

育磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶活力减弱、天冬氨酸族

氨基酸缺陷等突变株如蛋氨酸缺陷（A+8C ），可增大

!"亮氨酸生物合成代谢流。选育以琥珀酸为唯一碳

源生长微弱的菌株，可以使 !"亮氨酸的前体物丙酮

酸以及乙酰辅酶 # 积累。&"噻唑丙氨酸（&"(#）是 !"
亮氨酸和 !"缬氨酸的结构类似物，通过选育 &"(#%，

有利于解除乙酰乳酸合成酶和!"异丙基苹果酸合成

酶所受到的反馈抑制和阻遏。!"氨基丁酸（!"#4）是

缬氨酸的结构类似物，选育!"#4% 有利于解除缬氨

酸对乙酰乳酸合成酶的反馈抑制。该 !"亮氨酸产

生菌 (D././ 遗传标记为（A+8C E F3+! E &"(#% E!"#4%

E""G!
% E H6=% E IJ%），从而为本实验奠定了遗传学

方面的基础。由于对应不同的外界环境刺激，细胞

会产生不同的代谢流分布，因此在确定最优途径之

后可以通过刺激所选途径的酶活来提高产率。

!$!$% 添加谷氨酸的扰动：由上述途径分析可知，

谷氨酸是转氨基作用合成 !"亮氨酸的氨基来源；由

于菌株 (D././ 具有以琥珀酸为唯一碳源生长微弱

的特性，菌体合成谷氨酸的能力较弱，这样可以使

!"亮氨酸的前体物丙酮酸以及乙酰辅酶 # 积累，从

而 !"亮氨酸合成得到加强。但是要想保证为生成

!"亮氨酸提供足量的氨基，外源添加谷氨酸就显得

尤为重要。

由图 & 可知谷氨酸添加量为 .K&@L! 时，菌体浓

度以及 !"亮氨酸产量较不添加谷氨酸时有明显提

高；谷氨酸添加量高于 .K&@L! 时，菌体浓度相近，!"
亮氨酸产量进一步提高。当谷氨酸添加量为 .KB@L!
时，!"亮氨酸产量比不添加谷氨酸的增加 *0M。其

原因可以从以下两方面来理解：（$）菌株 (D././ 具

有以琥珀酸为唯一碳源生长微弱的特性，因而菌体

合成谷氨酸的能力被减弱，谷氨酸添加量为 .K&@L!
有利于菌体的生长，进而导致产酸增加。（&）在谷氨

酸添加量为 .KB@L! 时，菌浓增加已经不明显的情况

下，!"亮氨酸的产量仍能进一步增加，这就说明生成

!"亮氨酸的转氨作用得到加强，谷氨酸添加量充足。

$*&刘 辉等：黄色短杆菌 (D././ 的 !"亮氨酸生物合成途径分析 N L微生物学报（&..’）B’（&）



图 ! 谷氨酸对 "#亮氨酸产量的影响

!"#$% &’’()* +’ #,-*./") .)"0 +1 *2( 34+0-)*"+1 +’ 56,(-)"1($

!$!$! 添加醋酸铵的扰动：醋酸铵在发酵中不仅起

着氮源的作用，同时醋酸根参与了 56亮氨酸的合

成。由上述途径可知，在 56亮氨酸生物合成途径中

从丙酮酸到!6乙酰乳酸这一过程中，需要活性乙醛

的参与，而活性乙醛又来源于丙酮酸。醋酸根被菌

体吸收后，能被转化成活性乙醛，减少了丙酮酸的消

耗，强化了反应 4%7，从而有利于 56亮氨酸合成。

实验中醋酸铵浓度不同，通过添加硫酸铵保持

发酵培养集中总铵根离子浓度一致，图 8 是其发酵

过程曲线。

图 % 醋酸铵对黄色短杆菌 &’(%(% 生长（)）和 &’(%(%
"#亮氨酸产量（*）的影响

!"#$ 8 &’’()* +’ 9:;<) +1 *2( #4+=*2（<）.10 56,(-)"1( 34+0-)*"+1

（>）+’ >4(?"@.)*(4"-/ ’,.?-/ ABC8C8$

由图 86< 可知，醋酸铵的添加量对菌体的生长

有明显的影响。醋酸铵浓度为 %D%#E5 时，醋酸铵添

加量过高，菌体生长受抑制，生长最慢；FD7#E5 次之，

FDC#E5 和 CD;#E5 生长情况接近。由图 86> 可知，醋

酸铵的添加量对菌体的产酸亦有明显的影响。醋酸

铵浓度为 %D%#E5 时，由于菌体生长受到抑制，菌体

产酸最慢；醋酸铵浓度为 FD7#E5 时，其发酵产酸水

平在 ;C2 之前低于醋酸铵浓度为 CD;#E5 的条件下

的产酸水平，而在 ;C2 之后产酸明显提高；醋酸铵

浓度为 FDC#E5 时，菌体产酸最快。因此，菌体前期

产酸主要决定于菌体生长速度，而到达稳定期后，产

酸速率则与醋酸铵的添加量有关。在未造成抑制的

前提下，醋酸铵浓度增大，则后期产酸较快。此结论

与途径分析结果相一致。

% 结论

应用途径分析方法分析了在稳态时黄色短杆菌

ABC8C8 由葡萄糖生成 56亮氨酸的途径。确定 56亮
氨酸合成的最佳途径及此时的代谢流分布和产率。

56亮氨酸的最大理论产率为 GCH（摩尔比）。经调

节因子谷氨酸、醋酸铵调节后，代谢途径流量可发生

显著变化，56亮氨酸产量有明显提高。
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