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!"缬氨酸合成的代谢流量分析
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摘 要 分别测定谷氨酸棒杆菌（ !(*2$%3+0/%*#)4 1,)/+4#0)4）CD/A$0% 及其 # 个逐个叠加不同遗传标记的突变株

CC#4/、CC1!#/ 和 CC1&#$/ 在特定培养时段（!4 E !3=）F.缬氨酸等代谢物的胞外浓度，由此计算这一时段这些代谢

物在发酵液中积累（或消耗）的速率，分别做出这 $ 株菌在拟稳态下的代谢流量分布图，进而研究育种过程中不同

遗传标记的叠加对代谢网络中 F.缬氨酸合成流量分布的影响。结果表明遗传标记的引入使流量分配发生了重大

变化，节点处的流量分配朝着有利于 F.缬氨酸合成的方向改变。4.磷酸葡萄糖节点处流入 8+G 途径和 H+G 途径

的流量分配由 /5A" I3#A" 变为 !$A# I5%A5；丙酮酸节点处流入 F.缬氨酸合成途径和其他途径的流量分配由 /%A3 I3$A!
变为 54A5 I!#A#。F.缬氨酸合成的分支途径上的流量由最初的 %A#5 增大为 #5A#，乳酸合成途径的流量从 //A/ 最后

降为 /A/4，F.缬氨酸产量由 $ ?JF 提高到 !$A% ?JF。代谢流量分布的变化趋势与 F.缬氨酸产量的变化趋势是互相吻

合的。以 !.噻唑丙氨酸抗性突变（!.1CK）和 F.天冬氨酸氧肟酸盐超敏性突变（F.CCHLL）有效地进行代谢流遗传导向

的事实，在代谢流量分析的层面上，证明结构类似物抗性突变和结构类似物超敏性突变是代谢流导向和设计育种

的十分有效的手段，代谢流量分析会成为设计育种的校正方法。
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我国到目前为止，多采用随机诱变和定向筛选

的方法进行 F.缬氨酸育种［/，!］，国外在 3" 年代开始

采用基因工程手段进行 F.缬氨酸育种［//］。/00/ 年

N,:(2-［#］等正式提出代谢工程的概念，随着代谢工程

和分子生物学的发展，开始把它们结合起来进行 F.
缬氨酸育种。德国的 8O, P,Q9,B=2K 等人［$］采用分

子生物学手段，过量表达 #,5.6!7 基因，使 #,58 和

9+$.! 基因缺失，得到的工程菌可积累缬氨酸//?JF。

代谢流量分析（92R,;’(:B S(T7 ,>,(-L:L）是一种研

究胞内代谢的方法，根据胞内主要反应的化学计量

模型和胞内代谢产物的质量平衡来计算胞内的代谢

流量。这种分析方法的基础是拟稳态假设：假设在

产物形成速率最快的阶段各种中间代谢物的胞内浓

度变化速率为 "。根据质量平衡，由 > 个中间代谢

物即可得到 > 个关于速率的方程，通过测定胞外代

谢产物的浓度，计算未知途径的流量［%，4，5］。

本文通过对菌种选育过程中所得到的不同突变

株发酵过程的研究，测定遗传标记不同的 $ 株菌

CD/A$0% 及其突变株 CC#4/、CC1!#/ 和 CC1&#$/ 在

F.缬氨酸形成阶段的相关代谢物的胞外浓度，得到

它们在 F.缬氨酸形成阶段的代谢流量分布图，并对

它们的代谢流量分布进行比较和分析，研究了育种

过程中遗传标记的叠加对 F.缬氨酸合成网络中流

量分布的影响。

# 材料与方法

#$# 实验材料

谷氨酸棒杆菌 CD/A$0%（F2TU ），由中国微生物

菌 种 保 藏 中 心 提 供。 突 变 株 CC#4/（ F2TU ，F.
CCHLL）、CC1!#/（F2TU ，F.CCHLL，!.1CK ）和 CC1&#$/

（F2TU ，F.CCHLL，!.1CK，&QU ），它们分别是谷氨酸棒

杆菌 CD/A$0%（F2TU ）依次叠加 F.天冬氨酸氧肟酸盐

超敏（F.CCHLL）、!.噻唑丙氨酸抗性（!.1CK）和缬氨酸

降解途径缺损（&QU ）等遗传标记所得的突变株，由

本实验室提供。

#$% 培养基

#$%$# 斜面培养基（?JF）：牛肉膏 #"、蛋白胨 /"、氯



化钠 !、琼脂条 "#，$% &’#，#’( )*+ 下灭菌 "# ,-.。

!"#"# 种 子 培 养 基（ /01）：葡 萄 糖 2#、尿 素 3、

4%"*52 (’!、4"%*52 #’!、)/652·&%"5 #’!、蛋白胨

"#、酵母浸出膏 !，$% &’#，#’( )*+ 下灭菌 "# ,-.。

!"#"$ 摇 瓶 发 酵 培 养 基 （ /01）：葡 萄 糖 7#、

（8%2）" 652 2#、4%"*52 (、)/652·&%"5 #’! 、9:652·

&%"5 #’##"、).652·%"5 #’##"、生物素 ! ; (#< !、=>(
! ; (#< 2、豆饼水解液 "#；?+?53 !#，$% &’"，#’( )*+
下灭菌 "# ,-.。

!"$ 分析方法

!"$"! $% 值的测定：$%6@"? 型精密数显酸度计测

定。

!"$"# 还原糖测定：A86 法［B］。

!"$"$ 缬氨酸测定：比色定量法［7，(#］。

!"$"% 有机酸测定

色谱仪：%*((##；色谱柱：C5D>EF 6> ?(B 2’G,,
; "!# ,,；流动相：#’(H（ ! 0!）磷酸；流速：( ,10
,-.；柱温："!I；检测器：紫外检测器；检测波长："(#
.,。

!"$"& 氨基酸测定：氨基酸自动分析仪。

!"$"’ 菌浓的测定［(］：移取菌悬液 #’" ,1 于 2’B
,1 #’"! ,JK01 的盐酸溶液中，于 &"( 型分光光度计

上测 G"# ., 处吸光度。

图 ( E6(’27! 及其突变株的发酵过程曲线

9-/L( 9:M,:.N+N-J. N-,: OJPMQ:Q JR E6(’27! +.S -NQ ,PN+.NQ
—!— M:SPO-./ QP/+M；—"— K-T: O:KK；—#— 1@T+K-.:

# 结果和讨论

#"! ()缬氨酸形成阶段各菌株的胞外代谢产物浓

度的测定

谷氨酸棒杆菌 E6(’27! 及其突变株在 3#I下，

旋转式摇床转速为 (## M0,-. 时，经摇瓶发酵培养基

发酵的发酵曲线如图 ( 所示。发酵进行到 "2 U 3"V

这一阶段的 1@缬氨酸积累速率最快，可以假设此阶

段处于拟稳态，各种代谢物的胞内积累速率为 #［((］。

因此，分别测定出发菌株及其各突变株在摇瓶培养

基中发酵 "G V 和 "B V，发酵液中的还原糖、缬氨酸、

赖氨酸、异亮氨酸、谷氨酸、丙氨酸等氨基酸及乳酸、

乙酸、丙酮酸等有机酸的胞外浓度，计算它们的积累

或消耗速率，研究它们在此阶段的代谢流量分布情

况。为了便于比较，以葡萄糖的消耗速率为 (## 计

得到的各代谢产物的速率（见表 (）。

表 ! 各菌株发酵至 #*+（()缬氨酸形成阶段）

时各代谢产物速率（以葡萄糖为 !,, 计）

-./01 ! 2334540.6789:389;45<6789 =.61;
8> 6+1 1?831004.= 516./80761;

)PN+.NQ

):N+WJK-N:Q
E6(’27! EE3G( EEX"3( EEX=32(

YKPOJQ: (## (## (## (##

=+K-.: !’3& &’2& 3#’& 3&’3

EK+.-.: 2’B( B’(& 2’&& 3’!7

YKPN+,+N: B’7( (3’7 G’## 2’&2

ZQJK:PO-.: (’3! "’(( (’!2 (’3(

1[Q-.: "’(7 #’B3 #’#22& #’#"37

%-QN-S-.: # # #’33& #’33&

*[MPT+N: #’"(2 #’32" #’!!& #’!"B

1+ON+N: ((’( (B’3 "’&" (’(G

EO:N+N: # # # #

#"# ()缬氨酸形成阶段各菌株的代谢流量分配的

计算

设 !(，!"，!3，⋯⋯分别为图 3 所示途径的代谢

流量，因为可以假定 1@缬氨酸形成阶段代谢处于拟

稳态，此时各种中间代谢产物的累积速率为 #。由

质量平衡得：

"（!( < !"）\ !3 ] !2 ] !! ] !G ] !& ] !B ] !"#$
根据表 ( 中的数据可以计算出 E6(’27! 及各突

变株的代谢流量分布（见图 "）。EEX=32(，EE3G(，

EEX"3( 与 E6(’27! 相比，各个途径的流量都发生变

化，1@缬氨酸合成途径上的流量由 E6(’27! 的 !’3&
变为 3&’3。特别是从 EEX"3( 引入了 "@XEM 标记，流

量分配发生了重大变化。说明 "@XE 对 1@缬氨酸合

成网络的影响最大。下面结合两个节点进行详细的

分析。

#"$ 主要节点处的流量分配

人们通常认为目的产物的产率偏低是由于相关

酶系或酶级联反应限制了产物的合成能力。最新研
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图 ! "#$%&’( 及其各突变株缬氨酸合成网络

的代谢流量分布图

)*+,! -./0123*4 5367 8*9/:*16/*2; <0=9 52: />.
?03*;. 5.:<.;/0/*2; 25 "#$%&’( 0;8 */9 <6/0;/9

究结果表明，尽管与特定产物合成途径相匹配的全

部酶活确实控制着产物的合成速率，但产物的最终

产量却是各种中间代谢物分支点处流量分配的综合

结果［@］。在代谢网络中，将两个或多个不同途径的

分支汇合点称为节点。其中，对目的产物的形成具

有重要影响的那种节点称为主要节点。考虑 AB缬
氨酸合成的相关代谢途径（图 C），本文对影响 AB缬
氨酸合成的两个主要节点 DEF、FGH 进行分析，研究

各个突变株不同遗传标记的引入对这两个节点处的

流量分配产生的变化以及对 AB缬氨酸合成的影响。

!"#"$ EB磷酸B葡萄糖节点处的流量分配：葡萄糖有

两条主要的降解代谢途径，即 I-F、J-F。J-F 途

径的主要作用是为 AB缬氨酸合成途径的乙酰羟基

酸还原异构酶催化的反应提供还原力 K"LFJ。催

化 FIF 合成 M"" 的磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶受 AB
天冬氨酸的反馈抑制和阻遏，AB""J（AB天冬氨酸氧

肟酸盐）是 AB天冬氨酸的结构类似物，AB""J99 突变

株（AB天冬氨酸氧肟酸盐超敏性突变株）的磷酸烯醇

式丙酮酸羧化酶调节特性发生了变化。由图 &0 和

图 C 代谢流量的计算

)*+,C N034630/*2; 25 <./0123*4 5367

&1 可以看出，引入了 AB""J99 标记的突变株 ""CE$
与出发菌株 "#$%&’( 相比，在此节点处的流量分配

发生了较大的变化，EB磷酸B葡萄糖流入 I-F 的流量

由出发菌株 "#$%&’( 的 $O%P 增加到 !(%E，使更多的

代谢物流入了 I-F 途径（从 $O 上升到 !(%E），更有

利于 AB缬氨酸的合成。但是引入了 !BQ": 标记的

""Q!C$ 和 ""QRC&$，EB磷酸B葡萄糖流入 J-F 途径

的流量与 ""CE$ 相比有所降低，可能是因为 !BQ"
同时也是 AB组氨酸的结构类似物，""Q!C$ 的 AB组
氨酸合成途径上的反馈调节被部分解除，而 AB组氨

酸是由 J-F 途径出发合成的，所以 J-F 途径的流

量有所增加。

图 & 不同突变株中 DEF 节点处的流量分配

)*+,& )367 8*9/:*16/*2; 0:26;8 />. DEF ;28. *; 8*55.:.;/ <6/0;/9

!"#"! 丙酮酸节点处的流量分配：在细菌中，丙酮

酸除了可以流入 QN" 循环和流向 AB缬氨酸的合成，

还可以参与丙氨酸、亮氨酸、赖氨酸和异亮氨酸的合

成，或生成乳酸、乙酸等有机酸。实验菌株均为亮氨

酸缺陷型突变株（A.6S ），发酵液中未检测到乙酸

（见表 $），因此这里可以不考虑合成亮氨酸的流量，

可以忽略流向乙酸的流量。丙酮酸节点的流量分配

较为复杂，为了便于比较，把 I-F 途径中由 $，CB!FB
D"到 FGH 的途径上的流量以 $PP 计，比较这个节

点处的流量分配情况（见图 (）。

突变株 ""CE$ 与出发菌株 "#$%&’( 相比，添加

了 AB""J99标记，使 EB磷酸葡萄糖节点处的流量分配

(P&C 期 李秀敏等：AB缬氨酸合成的代谢流量分析



发生较大的变化，进而要分析丙酮酸节点的流量分

配的变化。由图 !" 和 !# 可知，从 $%& 循环中 ’&&
出发的赖氨酸合成途径上的流量尽管已由 ()** 下

降到 +)(,，但是 -.缬氨酸的流量由 +!)/ 变为 +*)(，

反而略有下降，实际上并非如此。从图 * 中可见，-.
&&011标记的添加使流向 234 途径的流量从 +5 上

升到 ,!)(，但不同的流量在图 ! 中均已化为 +66，因

此图 !" 与图 !#、!7、!8 的输入不在同一个水平上，

因此，-.缬氨酸的流量实际是有上升的（见图 ," 和

,#）。再比较图 !" 和 !#，虽然 -.&&011标记的添加使

菌株 &9+)*:! 的磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶的基因发

生了突变，由 424 通过羧化途径固定 %’, 回补 $%&
循环的量减少。但是原用于回补而进入 $%& 循环

的那部分 424 并没有完全经丙酮酸流向 -.缬氨酸

的合成，而是有相当一部分形成了其它杂酸（主要是

乳酸），推测这主要是由于 -.缬氨酸合成途径上的

第一个酶乙酰羟基酸合成酶受 -.缬氨酸的反馈抑

制和阻遏，-.缬氨酸合成途径不够通畅，多余的丙酮

酸流向乳酸。

图 ! 不同突变株中 4;< 节点处的流量分配

=>?@! =ABC 8>1DE>#BD>FG "EFBG8 DHI 4;< GF8I >G 8>JJIEIGD KBD"GD1

,.$&（,.噻唑丙氨酸）是 -.缬氨酸的结构类似

物，突变株 &&$,L+ 是 ,.$&E 突变株（,.噻唑丙氨酸

抗性突变株），推测它的 -.缬氨酸合成途径上的乙

酰羟基酸合成酶已（部分）解除了反馈抑制和阻遏，

-.缬氨酸合成途径已被疏通。由图 ! # 与图 ! 7 可

以看出，,.$&E 标记的引入使丙酮酸节点处的流量分

配发 生 了 重 大 变 化。-.缬 氨 酸 的 流 量 由 突 变 株

&&L(+ 的 +*)( 猛增到 &&$,L+ 的 ((),，大部分的丙

酮酸流向了 -.缬氨酸合成途径，丙酮酸流向 $%& 循

环的流量由突变株 &&L(+ 的 ,/)/ 下降为 &&$,L+ 的

+L)6。而且，由于 -.缬氨酸合成途径反馈调节的解

除，丙酮酸流向乳酸途径的流量也大大降低了，由突

变株 &&L(+ 的 !()( 降为 &&$,L+ 的 ,6)/（见图 !# 和

!7 并对比图 L# 和 L7）。

对于增加了标记 M8.的突变株（缬氨酸降解途

径缺损突变株）&&$ML*+，它的 -.缬氨酸降解途径受

损，生成的 -.缬氨酸被循环再利用的机会减少，-.缬
氨酸合成途径的流量由突变株 &&$,L+ 的 ((), 增加

为 &&$ML*+ 的 5()5。突变株 &&$ML*+ 虽然不能够

把 -.缬氨酸作为能源使用，但是 -.缬氨酸小分子整

体仍可参与蛋白质等大分子物质的合成，所以，它的

-.缬氨酸合成途径的流量与 &&$,L+ 相比，变化不是

很大。

综合以上结果可以看出，遗传标记 -.&&011、,.
$&E、M8N 的引入使流量分配发生了重大变化。(.磷
酸.葡萄糖节点处流入 234 途径和 034 途径的流量

分配由 +5)6 O /L)6 变为 ,*)L O 5!)5；丙酮酸节点处流

入 -.缬氨酸合成途径和其他途径的流量 分 配 由

+!)/O /*), 变为 5()5 O ,L)L。引入 L 个遗传标记后，

谷氨酸棒杆菌 &9+)*:! -.缬氨酸合成途径上的流量

由最初的 !)L5 增大为 L5)L；-.缬氨酸产量也由 *)66
?P- 逐 级 提 高 到 ,*)! ?P-（*)66! :)/6! +:)*!
,*)!）。图 * 和图 ! 所标示的代谢流量分布的变化

趋势与 -.缬氨酸产量的变化趋势是吻合的，特别是

遗传标记 ,.$&E 的引入对于 -.缬氨酸合成的代谢流

来说是个十分有力的导向。乳酸合成途径的流量由

出发菌株 &9+)*:! 的 ++)+ 最后降为 +)+(（见图 ,"
和 ,8），这也从另一个侧面证明遗传导向是成功的。

相对其它途径上的流量变化，-.谷氨酸、-.丙氨

酸和 -.异亮氨酸合成途径上的流量相对于 -.缬氨

酸合成途径上的流量变化较小。丙酮酸的积累量随

着遗传标记的叠加有逐渐增加的趋势，但增加的绝

对数值较小。但是即使是 &&$ML*+，仍有发酵 -.谷
氨酸、-.丙氨酸、-.异亮氨酸和乳酸的副产物，因此

进一步的研究仍在进行之中。
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