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摘  要 : 5-氨基乙酰丙酸 (ALA) 是生物体内四吡咯类化合物的合成前体，在农业及医药领域应用广泛，是极

具开发价值的高附加值生物基化学品。目前利用外源 C4 途径的重组大肠杆菌发酵生产 ALA 的研究主要利用

LB 培养基并添加葡萄糖和琥珀酸、甘氨酸等合成前体，成本较高。琥珀酸在 C4 途径中以琥珀酰辅酶 A 的形

式直接参与 ALA 的合成。文中在以葡萄糖为主要碳源的无机盐培养基中研究了琥珀酰辅酶 A 下游代谢途径琥

珀酸脱氢酶编码基因 sdhAB 和琥珀酰辅酶 A 合成酶编码基因 sucCD 缺失对 ALA 积累的影响。与仅表达异源

ALA 合成酶的对照菌株相比，sdhAB 和 sucCD 缺失菌株 ALA 的产量分别提高了 25.59%和 12.40%，且 ALA

的积累不依赖于琥珀酸的添加和 LB 培养基的使用，从而大幅降低了生产成本，显示出良好的工业应用前景。 

关键词 : 5-氨基乙酰丙酸，琥珀酸脱氢酶，琥珀酰辅酶 A 合成酶，大肠杆菌，基因敲除 
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Abstract:  5-aminolevulinic acid (ALA), a precursor for biosynthesis of pyrrole compounds in living organisms, has been 

widely used in agriculture and medical photodynamics therapy and is regarded as a promising value-added bio-based 

chemical. In the previous investigations on ALA production with recombinant Escherichia coli expressing heterogenous C4 

pathway gene, LB media supplemented with glucose and ALA precursors succinate and glycine is widely used, leading to 

high production cost. Succinate participates in ALA biosynthesis in a form of succinyl-CoA. In this study, genes involved 

in succinyl-CoA consumption, sdhAB (encoding succinic dehydrogenase) or sucCD (encoding succinyl-CoA synthetase) of 

E. coli MG1655 was knocked out and tested for ALA accumulation. In comparison with the recombinant E. coli strain 

expressing heterogenous ALA synthetase, the sdhAB- or sucCD-deficient strain accumulate 25.59% and 12.40%, 

respectively, more ALA in a 5 L fermentor using a defined synthetic medium with glucose as main carbon source and 

without supplementation of succinate, providing a novel cost-effective approach for industrial production of ALA. 

Keywords:  5-aminolevulinic acid, succinic dehydrogenase, succinyl-CoA synthetase, Escherichia coli, gene knock out 

5-氨基乙酰丙酸(5-aminolevulinic acid，ALA)

是生物体合成血红素、叶绿素、VB12 等四吡咯化

合物的必需前体，广泛存在于动物、植物和微生

物中[1]。在医药领域 ALA 可以作为光动力试剂治

疗浅表型癌症[2-3]，在农业上可以用作杀虫剂、除

草剂和植物生长调节剂[1,4-5]，因而引起了人们的广

泛关注。目前 ALA 主要通过化学合成法制备[6]，

生产成本高，医药级 ALA 高达 2 500 元/g，而且

环境污染重，大大限制了 ALA 的推广和应用。因

此，近年来利用高效低成本的微生物发酵法生产

ALA 成为人们的研究重点[1]。 

生物体内 ALA 的合成途径有两种，分别是

C4 途径和 C5 途径[7-8]。由于 C4 途径利用 ALA 合

成酶(5-aminolevulinic acid synthase，ALAS) 只需

通过一步酶促反应即可催化中央代谢产物琥珀酰

辅酶 A 和甘氨酸缩合生成 ALA，方法简单。研究

思路主要有两种，一是利用诱变技术处理天然就

能积累少量 ALA 的光合细菌，选育高产 ALA 突

变株[9-10]，二是利用代谢工程技术改造微生物的代

谢途径，例如构建过表达外源 C4 途径关键酶 ALA

合成酶的大肠杆菌工程菌，实现 ALA 的大量积  

累[11-15]。野生型大肠杆菌采用 C5 途径，现有文献

报道表达 C4 途径的重组大肠杆菌的 ALA 最高产

量已经达到了 9.4 g/L[14]。但是第 2 种思路中通常

使用复杂培养基(Luria-Bertani、Terrific Broth 等)，

添加前体琥珀酸、甘氨酸和 ALA 脱水酶抑制    

剂[16-20]，导致生产成本较高，工艺控制复杂，限

制了 ALA 的大规模工业化生产。并且生产菌的改
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造大多仅限于克隆和优化表达外源 C4 合成途径

的 ALAS，还缺乏对宿主菌株系统的改造优化。 

ALA 的合成前体之一琥珀酰辅酶 A 是三羧酸

循环中的中间代谢产物，在好氧条件下几乎不会

积累[21]。根据对大肠杆菌糖代谢途径的分析 (图

1)，推测通过琥珀酸脱氢酶或琥珀酰辅酶 A 合成

酶的缺失可以使琥珀酰辅酶 A 或琥珀酸积累，更

多地流向 ALA 的合成。傅维琦[22]在琥珀酸脱氢酶

缺 失 的 大 肠 杆 菌 中 表 达 来 源 于 类 球 红 细 菌

Rhodobacter sphaeroides 的 ALAS，在添加底物琥

珀酸、甘氨酸和葡萄糖的 LB 培养基中摇瓶发酵

ALA 的产量并没有增加，而琥珀酸的摩尔转化率

仅比 MG1655 提高了 8.6%。Kang 等[23]利用发酵

生产琥珀酸的菌株 QZ1111 (MG1655∆ptsG∆poxB 

∆pta∆iclR∆sdhA)为宿主表达 ALAS，在以葡萄糖

为主要碳源的合成培养基中 ALA 产量由 85 mg/L

提高到 436 mg/L，然而该菌株改造位点较多，没  

 

 
 

图 1  重组大肠杆菌利用葡萄糖合成 ALA 的途径 

Fig. 1  Biosynthesis pathway of ALA from glucose in 
recombinant E. coli. 

有明确琥珀酸脱氢酶缺失对 ALA 积累的作用。为

了明确琥珀酰辅酶 A 下游途径缺失对 ALA 合成的

影响，探索以葡萄糖为底物实现 ALA 合成前体琥

珀酰辅酶 A 的胞内供给，本研究分别构建了琥珀

酸脱氢酶编码基因 sdhAB 和琥珀酰辅酶 A 合成酶

编码基因 sucCD 缺失的突变株，并将研究室前期

获得的来源于沼泽红假单胞菌 Rhodopseudomonas 

palustris ATCC17001 的 ALAS 在突变株中表达，

发酵结果表明琥珀酸脱氢酶或琥珀酰辅酶 A 合成

酶的缺失均有助于 ALA 的积累和葡萄糖转化率的

提高，重组菌实现了以葡萄糖为主要碳源，无需

添加琥珀酸发酵生产 ALA，大幅降低了生产成本。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  主要试剂 

DNA 聚合酶购自北京全式金生物技术有限公

司；限制性内切酶、DNA 连接酶购自 Fermentas 公

司；质粒小提试剂盒及 DNA 胶回收试剂盒购自

Biomiga 公司；基因组提取试剂盒购自北京索莱宝

科技有限公司；引物合成及测序服务由华大基因提

供。酵母粉和胰蛋白胨购自英国 Oxoid 公司；甘氨

酸和 IPTG 购自 Promega 公司；ALA、对二甲氨基

苯甲醛等购自 Sigma 公司；琥珀酸钠、葡萄糖、冰

醋酸、高氯酸、乙酰丙酮以及其他常用化学试剂购

自国药集团化学试剂有限公司。 

1.1.2  培养基 

LB 培养基：酵母提取物 5 g/L，蛋白胨 10 g/L，

氯化钠 10 g/L，固体培养基额外加 15 g/L 琼脂粉。

氨苄青霉素和卡那霉素的终浓度分别为 100 mg/L

和 50 mg/L。 

摇瓶发酵培养基：Na2HPO4·12H2O 17.1 g/L，

KH2PO4 3 g/L，NH4Cl 1 g/L，NaCl 0.5 g/L，酵母

粉 2 g/L，MgSO4 2 mmol/L，CaCl2 0.1 mmol/L，
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葡萄糖 10 g/L，甘氨酸 4 g/L，琥珀酸 10 g/L，氨

苄青霉素 100 mg/L，异丙基硫代-β-D-半乳糖苷

(IPTG)终浓度为 0.05 mmol/L。 

5 L 发酵罐培养基：Na2HPO4·12H2O 17.1 g/L，

KH2PO4 3 g/L，NH4Cl 8 g/L，NaCl 0.5 g/L，酵母

粉 5 g/L，MgSO4 2 mmol/L，CaCl2 0.1 mmol/L，

氨苄青霉素 100 mg/L，初始葡萄糖为 10 g/L，根

据需要添加 12 g/L 的琥珀酸，IPTG 终浓度为  

0.05 mmol/L。 

1.1.3  菌株与质粒 

本研究中所用菌株、质粒和引物见表 1。 

1.2  方法 

1.2.1  sdhAB 和 sucCD 缺失突变株的构建 

大肠杆菌基因敲除采用经典的 Red 重组的方

法参考相关文献[24]进行，具体操作如下：首先根据

NCBI 公布的大肠杆菌 MG1655 的基因组序列及辅

助载体 pKD13 的序列分别设计引物 sdhAB-1/ 

sdhAB-2 和 sucCD-1/sucCD-2，具体序列见表 1；

以 pKD13 为模板 PCR 扩增得到带有目的基因上

下游同源臂的 Kan 抗性基因片段，Dpn I 处理后

回收纯化得到敲除片段。将培养过夜的含有

pKD46 质粒的大肠杆菌按 1%的接种量转入   

 
 

表 1  本研究所用的菌株、质粒与引物 

Table 1  Strains, plasmids and primers used in this study 

 Relative characteristics Sources 

Strains   

E. coli MG1655 Wild type Lab stock 

ZPEcA2 E. coli MG1655 (sdhAB::kan) This study 

ZPEcA3 E. coli MG1655 (sucCD::kan) This study 

Plasmids   

pTrc99A pBR322 origin, bla Lab stock 

pKD46 bla, helper plasmid [24] 

pKD13  bla, FRT-kan-FRT [24] 

pZGA24 pTrc99A containing hemA gene ( R. palustris ATCC17001), bla [15] 

Primers   

sdhAB-1 
5′-CTGGTGGTTTACGTGATTTATGGATTCGTTGTGGTGTGGGGTGTGTGATGAT
TCCGGGGATCCGTCGACC-3′ 

This study 

sdhAB-2 
5′-ACGGTTTACGCATTACGTTGCAACAACATCGACTTGATATGGCCGATGGCT
GTAGGCTGGAGCTGCTTCG-3′ 

This study 

sdhAB-3 5′-TTATGGATTCGTTGTGGTGTGGGGT-3′ This study 

sdhAB-4 5′-TGCGCGTCTTATCAGGCCTA-3′ This study 

sucCD-1 
5′-GGTCTACGGTTTAAAAGATAACGATTACTGAAGGATGGACAGAACACATGA
TTCCGGGGATCCGTCGACC-3′ 

This study 

sucCD-2 5′-CGGCGAGGGCTATTTCTTATTACAGATATTTATTTCAGAACAGTTTTCAGTG
TAGGCTGGAGCTGCTTCG-3′ 

This study 

sucCD-3 5′-GTTTAACGTGTCTTATCAGGCCT-3′ This study 

sucCD-4 5′-CGAAAATCATCGCGATAAGCACA-3′ This study 
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100 mL 的 LB 培养基中培养，同时添加终浓度为

1 mmol/L 的 L-阿拉伯糖，培养至 OD600为 0.5~ 0.6。

将菌液冰浴 20 min，4 ℃条件下 4 000 r/min 离心

10 min。利用 10%的甘油清洗菌体 3 次，获得电转

化感受态细胞。将 10 µL 的重组片段加入 100 µL

的感受态细胞中，混匀后冰浴 5 min，1 800 V 电击

5 ms，加入 1 mL LB 培养基，37 ℃培养 1 h 后涂

布 卡 那 霉 素 抗 性 平 板 。 转 化 子 分 别 利 用

sdhAB-3/sdhAB-4 和 sucCD-3/sucCD-4 引物进行

PCR 验证，根据条带大小挑选正确突变株，突变

株 42 ℃培养去除 pKD46 质粒，并分别命名为

ZPEcA2 和 ZPEcA3。 

1.2.2  工程菌株的构建 

将带有沼泽红假单胞菌 ATCC17001 菌株

ALAS 的重组质粒 pZGA24 转化至野生型大肠杆

菌 MG1655及 sdhAB 缺失突变株 ZPEcA2 和 sucCD

缺失突变株 ZPEcA3，涂布氨苄青霉素抗性 LB 平

板，过夜培养后挑取阳性克隆提取质粒验证，分

别 获 得 重 组 菌 株 MG1655/pZGA24 、 ZPEcA2/ 

pZGA24 和 ZPEcA3/pZGA24。 

1.2.3  摇瓶发酵 

将保藏在–80 ℃甘油管中的菌体划线在相应

抗性的固体平板上，置于 37 ℃恒温箱培养 12 h

后，挑取单菌落接于液体 LB 培养基中，37 ℃、

220 r/min 培养 8 h 作为种子培养液。将种子液按

1%的接种量，接入装有 50 mL 发酵培养基的 250 mL

三角瓶中。在 37 ℃、220 r/min 下培养 2 h 后加入

终浓度为 0.05 mmol/L 的 IPTG 诱导培养 18 h。 

1.2.4  发酵罐发酵 

5 L 发酵罐 (上海国强生化工程装备有限公司) 

装液量为 2 L，接种量为 5%，发酵过程温度控制

在 37 ℃，自动流加浓氨水控制 pH 在 6.5，溶氧

维持在 30%以上。发酵过程通过流加 500 g/L 的葡

萄糖控制葡萄糖浓度在 5~15 g/L。发酵培养 4 h 后

加入终浓度为 0.05 mmol/L 的 IPTG 和 4 g/L 的甘

氨酸，并在 9 h、12 h 和 15 h 时分别补加 2 g/L 的

甘氨酸。 

1.2.5  代谢物检测方法 

ALA 的检测方法：200 μL 稀释的发酵液加入

100 μL 乙酸钠缓冲液 (pH 4.6)，然后加入 5 μL 乙

酰丙酮，100 ℃水浴 15 min，冷却至室温后加入

等体积的 Ehrlish’s 试剂(42 mL 冰醋酸，8 mL    

70％高氯酸，1 g 二甲氨基苯甲醛)，显色 10 min

后测 553 nm 波长下的吸光度。 

葡萄糖分析方法：采用山东省科学院生产的

SBA-40D 生物传感分析仪进行检测。 

有机酸检测方法：菌液室温下 12 000 r/min 离

心 2 min，用去离子水稀释 10 倍后，100 ℃煮沸

15 min，室温下 12 000 r/min 离心 15 min，取上清

然后用孔径为 0.22 μm 的无菌滤膜过滤，利用日本

岛津高效液相色谱仪(HPLC)检测发酵产物中有机

酸成分，色谱柱为 BioRad 公司 Aminex HPX-87H 

column(300 mm×7.8 mm；9 μm)，流动相 2.75 mmol/L

的 H2SO4，流速 0.6 mL/min，紫外检测波长为   

210 nm，柱温 50 ℃，进样量为 10 μL，测样停留

时间为 25 min。 

2  结果与分析 

2.1  sdhAB 及 sucCD 缺失突变株的构建 

利用 Red 重组系统，在野生型大肠杆菌

MG1655 中分别敲除琥珀酸脱氢酶编码基因

sdhAB 和琥珀酰辅酶 A 合成酶编码基因 sucCD，

转化子 PCR 验证结果如图 2 所示，野生型大肠杆

菌 sdhAB 基因片段大小为 2 553 bp，sucCD 基因

片段大小为 2 267 bp；而 sdhAB 基因缺失的菌株

中目的条带大小为 1 408 bp，sucCD 基因缺失的

菌株中目的条带大小为 1 558 bp，根据条带大小挑

选正确转化子并分别命名为 ZPEcA2 和 ZPEcA3。 
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图 2  sdhAB 和 sucCD 缺失突变株的菌落 PCR 验证 

Fig. 2  Colony PCR verification of gene knockout 
mutants of E. coli. (A) M: Trans 4K DNA marker; 1, 2: 
PCR product of sdhAB gene; 3: PCR product of 
sdhAB::kan. (B) M: Trans 4K DNA marker; 1: PCR 
product of sucCD gene; 2: PCR product of 
sucCD::kan. 
 
 

2.2  琥珀酸脱氢酶缺失对 ALA 积累的影响 

为了考察琥珀酸脱氢酶缺失对 ALA 积累的影

响，首先将带有沼泽红假单胞菌 ATCC17001 

ALAS 的表达载体 pZGA24 转化 ZPEcA2，得到重

组菌 ZPEcA2/pZGA24，然后在 250 mL 摇瓶中利

用添加底物琥珀酸和甘氨酸的无机盐培养基发酵

验证其产 ALA 的能力。结果如表 2 所示，琥珀酸

脱氢酶缺失的 ZPEcA2/pZGA24 菌株中 ALA 产量

达到了 2.8 g/L，比对照菌株 MG1655/pZGA24 提

高了 35.9%，单位菌体 ALA 得率提高 36.9%。该

结果表明琥珀酸脱氢酶缺失有助于 ALA 的积累。 

考虑到摇瓶培养中 pH、溶氧等因素均无法精

细控制，我们进一步在 5 L 发酵罐中考察了琥珀酸

脱氢酶缺失对 ALA 积累的影响，结果如图 3 所示。

在初始添加了 12 g/L 琥珀酸的发酵培养基中，琥

珀酸脱氢酶缺失对菌株的生长并没有明显影响；

在培养 21 h 后，ZPEcA2/pZGA24 的 ALA 的产量

达到了 6.35 g/L，比 MG1655/pZGA24 (5.33 g/L) 

表 2  250 mL 摇瓶发酵验证琥珀酸脱氢酶缺失对

ALA 积累的影响 

Table 2  Effect of succinic dehydrogenase 
deficiency on ALA accumulation in 250 mL 
Erlenmeyer flasks 

Strainsa ALA (g/L) YALA/OD600

MG1655/pZGA24 2.06±0.07 0.46±0.02 

ZPEcA2/pZGA24 2.80±0.05 0.63±0.02 

The data are presented as the means ± standard deviations 
from three independent replications. aStrains were cultivated 
in 250 mL Erlenmeyer flasks containing 50 mL M9 medium 
with 2 g/L yeast extract, 10 g/L succinate, 10 g/L glucose 
and 4 g/L glycine for 20 hours.  

 

 
 

图 3  5 L发酵罐发酵验证琥珀酸脱氢酶缺失对 ALA

积累的影响 

Fig. 3  Effect of succinic dehydrogenase deficiency on 
ALA accumulation in 5 L fermentor. MG1655/pZGA24 
(open symbols), ZPEcA2/pZGA24 (solid symbols), 
ALA concentration (■□), OD600 (△▲), succinate (▽▼), 
glucose (○●). 
 

的产量提高了 19.14%，再次证实了琥珀酸脱氢酶

缺失能够显著提高 ALA 的产量。有趣的是，我们

发现在 4 h 进行 IPTG 诱导使 ALA 快速产生的阶

段 (4~9 h)，ZPEcA2/pZGA24 体系中琥珀酸基本

上没有消耗，而 MG1655/pZGA24 体系中的琥珀

酸大量消耗，这意味着在琥珀酸脱氢酶缺失菌株
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中 ALA 的产生可能并不依赖于外加琥珀酸，提示

我们在该体系中可能无需添加琥珀酸。 

2.3  不添加琥珀酸的发酵体系中琥珀酸脱氢

酶缺失突变株 ALA 的合成 

基于以上分析，我们尝试在不含琥珀酸的合

成培养基中进行了 5 L 发酵罐发酵验证。结果如图

4 所示，培养 21 h 后 ZPEcA2/pZGA24 的 ALA 产

量仍然可以达到 6.38 g/L，在外源添加甘氨酸时相

对于葡萄糖的摩尔转化率达到 0.34。该结果表明

突变株可以实现在不外源添加琥珀酸的情况下达

到积累 ALA 的目的，从而摆脱了传统的利用 C4

途径合成 ALA 过程中对外源琥珀酸添加的依赖，

实现了以葡萄糖为主要碳源仅添加甘氨酸合成

ALA，降低了生产成本。 

2.4  琥珀酰辅酶 A 合成酶缺失对 ALA 积累的

影响 

ALA 的直接合成底物是琥珀酰辅酶 A，根据 

 

 
 

图 4  不添加琥珀酸的培养基中 ZPEcA2/pZGA24

的发酵结果 

Fig. 4 ALA accumulation by ZPEcA2/pZGA24 in 
medium without adding succinate. ALA concentration 
(■), OD600 (▲), glucose (●). 

图 1 大肠杆菌代谢途径显示，缺失琥珀酰辅酶 A

合成酶也可能有助于琥珀酰辅酶 A 在胞内的积

累，从而强化前体供给，进一步提高 ALA 的积累

量。因此，我们将大肠杆菌的琥珀酰辅酶 A 合成

酶编码基因 sucCD 敲除，得到突变株 ZPEcA3，并

将带有 ALAS 的表达载体 pZGA24 转化至 ZPEcA3

中，得到重组菌 ZPEcA3/pZGA24。在不添加琥珀

酸的无机盐培养基中进行摇瓶发酵，突变株中

ALA 的产量比对照菌株 MG1655/pZGA24 有明显

提高，ALA 产量达到了 1.51 g/L，比对照菌株提

高了 17.97%，在仅添加甘氨酸时葡萄糖摩尔转化

率提高了 14.29%，单位菌体 ALA 得率提高了

16.67%，该结果表明琥珀酰辅酶 A 合成酶的缺失

有助于 ALA 的积累。 

为了进一步确认琥珀酰辅酶 A 合成酶缺失对

ALA 积累的作用，我们在不含琥珀酸的合成培养

基中进行了 5 L发酵罐发酵验证，结果如图 5所示。 

 

 
 

图 5  5 L 发酵罐发酵验证琥珀酰辅酶 A 合成酶缺失

对 ALA 积累的影响 

Fig. 5  Effect of succinyl-CoA synthetase deficiency 
on ALA accumulation in 5 L fermentor without 
supplementation of succinate. MG1655/pZGA24 (open 
symbols), ZPEcA3/pZGA24 (solid symbols), ALA 
concentration (■□), OD600 (△▲), glucose (○●). 
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对比两个菌株的生长发现，在 4 h 诱导表达 ALAS

后，琥珀酰辅酶 A 合成酶缺失菌株 ZPEcA3/ 

pZGA24 的生长出现了大幅减缓，在此后整个发酵

过程中其生长显著低于对照菌株。但即使如此，

到发酵终点 21 h 时 ZPEcA3/pZGA24 的 ALA 产量

达到 5.71 g/L，仍比对照菌株提高了 12.4%，单位

菌体 ALA 的产量达到了 0.65 g/(L·OD600)，比对照

菌株提高了 39.57%，该结果说明琥珀酰辅酶 A 合

成酶的缺失确实有助于 ALA 的积累。 

3  讨论 

本文通过对大肠杆菌中 ALA 的合成及其前体

琥珀酰辅酶 A 的合成途径进行分析，提出敲除琥

珀酸脱氢酶编码基因 sdhAB 或琥珀酰辅酶 A 编码

基因 sucCD 有利于 ALA 合成的设想。通过实验证

实了在以葡萄糖为主要碳源的改良 M9 培养基中，

分别敲除 sdhAB 和 sucCD 均可以显著提高菌株积

累 ALA 的能力，其中琥珀酸脱氢酶缺失菌株

ZPEcA2/pZGA24 中 ALA 的产量比对照菌株提高

了 25.59%，而琥珀酰辅酶 A 合成酶缺失对 ALA

合成也有显著的促进作用，其单位菌体 ALA 得率

比对照菌株提高了 39.6%。特别是两个重组菌株都

可以在不添加昂贵的外源琥珀酸前体的情况下累

积 ALA，达到与添加外源琥珀酸相当的发酵水平，

显示出良好的过程经济性。在没有外源琥珀酸的

情况下，重组菌株利用较廉价的葡萄糖通过三羧

酸循环高效地提供琥珀酰辅酶 A。缺失 sdhAB 或

sucCD 均造成三羧酸循环中断，但是细胞合成代

谢的重要前体 α-酮戊二酸、琥珀酰辅酶 A 和草酰

乙酸等都能够通过 TCA 循环的正反两个半环得以

顺利合成，不会对菌体生长造成致命的影响。而

由于琥珀酰辅酶 A 合成酶或琥珀酸脱氢酶的缺

失，相当于在 TCA循环中筑起一条大坝，正向 TCA

循环的结果将强制性地产生大量的琥珀酰辅酶 A

或琥珀酸，为 ALA 的合成提供充沛的前体，ALA

的合成得以不再依赖于外源琥珀酸的添加。 

sdhAB 基因的敲除对细胞生长基本没有影响，

而 sucCD 的敲除则明显地抑制了生长，但是单位

菌体 ALA 合成效率更高。由于琥珀酰辅酶 A 在合

成代谢中的特殊作用，不能合成琥珀酰辅酶 A 对

于微生物是致死的。文献报道 α-酮戊二酸脱氢酶

编码基因 sucAB 和琥珀酰辅酶 A 合成酶编码基因

sucCD 同时缺失则细胞不能存活，而单独缺失

sucAB 或 sucCD 的细胞仍然可以存活[25]。在本研

究中 sucCD 缺失后菌体仍然能够生长，但是受到

一定影响，而 sdhAB 缺失对菌体生长没有影响。

sucCD 缺失后除细胞自身的合成代谢和在异源

ALA 合成酶作用下的 ALA 合成外，琥珀酰辅酶 A

没有别的去向，可能造成辅酶 A 的过度占用。由

于辅酶 A 对于乙酰辅酶 A 和琥珀酰辅酶 A 等酰基

辅酶 A 的合成非常重要，辅酶 A 的相对不足可能

因此对细胞生长产生明显的影响。预计通过强化

ALA 合成从而促进辅酶 A 的释放，或通过强化辅

酶 A 的供给，比如外源添加有助于辅酶 A 合成的

泛酸等物质或人为强化辅酶 A 的生物合成途径，

都有助于生长的恢复，最终促进 ALA 的合成。而

sdhAB 缺失的情况则不同。琥珀酰辅酶 A 合成酶

催化的反应是可逆的，一方面，过量的琥珀酰辅

酶 A 可以通过琥珀酰辅酶 A 合成酶转变为琥珀

酸，因而辅酶 A 不存在被过度占用的问题，已知

琥珀酸可以在大肠杆菌体内体外过量积累，从而

不会对细胞生长造成明显影响。另一方面，高浓

度的琥珀酸也使得琥珀酰辅酶 A 合成酶催化反应

的可逆性程度有所转变，可能使得琥珀酰辅酶 A

也有较高浓度的积累，从而推动 ALA 的高效合成。

琥珀酸就像细胞内部的一个大型水库，能够有效

地调控辅酶 A 和琥珀酰辅酶 A 的平衡。所以，与

sucCD 缺失突变株相比，sdhAB 缺失突变株中琥珀
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酰辅酶 A 的去向将更加灵活，细胞生长和 ALA 合

成得到更好的平衡。这些分析和假设可以通过仔

细设计的代谢组学实验获得证实。 

本研究首次清晰地证实了利用重组大肠杆菌

生产 ALA 可以不需要添加外源琥珀酸，建立了以

葡萄糖为主要碳源的 ALA 发酵体系，摆脱了现有

技术中对琥珀酸的依赖和 LB 加富培养基的使用，

将显著降低 ALA 的生产成本，对 ALA 的工业化

和应用推广有重要的意义。 
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