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摘  要 : 为了开发丙酮酸高产菌株，以大肠杆菌 MG1655 为出发菌株，通过基因敲除阻断副产物途径构建了产丙

酮酸大肠杆菌工程菌 KLPP。进一步利用 pUT Mini-Tn5 载体进行转座子随机突变，构建了含有 7 197 个单克隆的

突变体文库。使用基于丙酮酸的二硝基苯肼显色法，建立了 96 孔板-酶标仪快速筛选方法，经过两轮的筛选，成

功筛选到了 6 个突变体菌株，比 KLPP 丙酮酸产量提高了 38%、31%、19%、28%、44%和 14%。利用全基因组重

测序确定了其转座子插入的位置，进而确定了可能影响丙酮酸产量的基因位点，为后续菌株改造工作奠定了基础。 

关键词 : 大肠杆菌，丙酮酸，Tn5 转座子，基因组，途径工程，高通量筛选 
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Abstract:  To develop a high-yield pyruvate strain, we first engineered a pyruvate-producing Escherichia coli KLPP from 
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wild-type E. coli MG1655 by blocking the pathways for byproduct formation via gene knockout. Then, we built a library of 

mutant containing 7 197 monoclones by using the pUT Mini-Tn5 transposon vector for random mutagenesis with E. coli 

KLPP. We developed a high-throughput method for pyruvate detection based on dinitrophenylhydrazine reaction using 

96-well microplate reader. After two-round screening we successfully obtained six mutants with increased pyruvate titer 

using this method, the titer of pyruvate was increased by 38%, 31%, 19%, 28%, 44% and 14%, respectively. The position of 

transposon insertion was determined by whole genome re-sequencing, and the gene locus possibly influencing pyruvate 

production was analyzed, which laid the foundation for subsequent strain improvement by metabolic engineering. 

Keywords:  Escherichia coli, pyruvate, Tn5 transposon, genome, pathway engineering, high throughput screening 

丙酮酸是生物代谢过程中承上启下的关键

中间产物，同时它为糖酵解途径和三羧酸循环提

供原料，并且为生物的各项生命活动提供必需的

能量，此外，它还广泛应用于食品、农药、生化

等工业中[1-3]。随着我们对丙酮酸需求量的不断

增加，如何找到一种环保、可持续的大量获得丙

酮酸的方法显得尤为重要。 

生产丙酮酸的方法主要有化学合成法、酶转

化法和微生物发酵法 3 种[4-5]，由于发酵法具有

产品纯度高、成本低、转化率高、对环境污染小

等优点，已成为国内外最受青睐的生产方法。对

生物发酵法来讲，寻找合适的发酵工程菌是最关

键的，自然界中有很多的微生物可以合成丙酮

酸，如球拟酵母、假丝酵母、酿酒酵母、肠杆菌

属等。通过代谢工程手段有效地改造上述微生物

的代谢途径，可以获得优良高产菌株。沈冬钱  

等[2]敲除大肠杆菌 lpdA 基因后，突变菌可以在

以不同糖为碳源下积累丙酮酸，得率都达到了  

0.8 g 丙酮酸/g 糖以上。Zhu 等[6]在大肠杆菌中敲

除多个丙酮酸副产物基因，经发酵优化后，发酵

罐分批补料 44 h 产丙酮酸 90 g/L，得率 0.68 g

丙酮酸/g 葡萄糖。Causey 等[7]构建了 1 株大肠杆

菌 TC44，敲除了丙酮酸代谢途径中生成副产物

的基因，它在以葡糖糖作为唯一碳源的矿物盐培

养基中发酵 43 h，丙酮酸的产量 52 g/L，葡萄糖

转换成丙酮酸的转化率为 0.75 g 丙酮酸/g 葡萄

糖。于莹等[8]在谷氨酸棒杆菌中敲除了丙酮酸支流

代谢途径基因，利用 4.5%的葡萄糖复合培养基，工

程菌经摇瓶发酵 48 h，丙酮酸的浓度达到 14.6 g/L，

比野生菌提高了 32.5 倍。Kawata 等[9]发现在培

养盐单胞菌 Halomonas sp. KM-1 时，当培养基

中硝酸钠的浓度增加时，导致丙酮酸的分泌增

强，培养 48 h，野生型 Halomonas sp. KM-1 可

以产生 63.3 g/L 丙酮酸。Kamzolova 等[10]在食腺

嘌呤节孢酵母 Blastobotrys adeninivorans 发酵中

限制硫胺素来干扰硫胺素依赖的丙酮酸脱氢酶

功能，可以产生 43.2 g/L 的丙酮酸。目前积累丙

酮酸代谢产物主要集中于副产物代谢相关基因

的改造和优化发酵条件[11-12]。由于进一步改造的

靶点基因不明确，通过诱变是一种方法。 

基于传统诱变的方法，难以对发生有效突变

的菌株进行快速基因位点定位，无法精确地发现

控制菌株高产的关键基因。而利用 Tn5 转座子来

构建载体进行随机突变则不然，它通常被用于发

现特定功能的未知基因[13]，能够保证单基因插

入突变来进行全基因改造，而且没有大量的无效

突变背景干扰，能够进行基因组水平的随机插

入。Wang 等[14]利用 Tn5 转座子插入诱变用于构

建运动发酵单胞菌中的较高耐盐性菌株，诱变产

生 200 个运动发酵单胞菌的突变体，筛选到耐盐

性比野生型高达 2%的突变菌株 ZMT2，并且找到

himA 基因，该基因的破坏在响应耐盐中起着重要
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的作用。因此我们把这种方法应用到菌株的遗传

改造过程中，为工程菌提供有效的改造靶点[15]。 

本研究中我们以大肠杆菌 MG1655 为出发

菌株，通过基因操作得到积累丙酮酸的菌株

KLPP，进一步利用 Tn5 转座子[16–17]对 KLPP 进

行了基因组水平的随机插入，构建了 1 个突变体

文库，与高通量筛选方法相结合，通过对文库的

两轮筛选得到了丙酮酸产量稳定提高的突变体，

再对转座子插入位点进行定位，找出了可能影响

丙酮酸积累的基因靶点，为构建更高效的产丙酮

酸大肠杆菌提供指导。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

E. coli K12 substr. MG 1655 是构建产丙酮

酸大肠杆菌的出发菌株。本研究所用菌株和质粒

如表 1 所示。 

1.1.2  主要试剂 

氨苄青霉素、氯霉素、硫酸卡那霉素购自生

工生物工程(上海)股份有限公司；质粒小量快速提

取试剂盒购自美国 Axygen 公司；DNA 回收试剂

盒购自康为世纪公司；TransStart Fast Pfu DNA 聚

合酶、DNA marker、pEASY-Blunt Zero Cloning Kit

试剂盒购自北京全式金生物技术有限公司；限制

性内切酶、T4 DNA 连接酶、T4 多聚核苷酸激酶

购自 NEB 公司；二硝基苯肼购自国药集团化学试

剂有限公司；其他试剂均为分析纯试剂。 

1.1.3  培养基 

每升 LB 培养基包括 10 g 胰蛋白胨、5 g 酵

母提取物和 10 g 氯化钠 (固体 LB 加入 1.5%的

琼脂粉)；发酵培养基为 M9 培养基，其 1 L 组成 

 

表 1  本研究的菌株和质粒 

Table 1  Strains and plasmids used in this study 

 Relevant characteristics Sources 

Strains   

MG1655 E. coli K12 wild type  Lab collection 

KL01 MG1655, ΔldhA This study 

KLP01 MG1655, ΔldhAΔpta-ackA This study 

KLPP MG1655, ΔldhAΔpta-ackAΔpoxB This study 

S17-1λpir Transformation host Lab collection 

K5 MG1655, ΔldhAΔpta-ackAΔpoxBΔintR::Tn5-cat This study 

K12 MG1655, ΔldhAΔpta-ackAΔpoxBΔnanC::Tn5-cat This study 

K13 MG1655, ΔldhAΔpta-ackAΔpoxBΔnanC::Tn5-cat This study 

K22 MG1655, ΔldhAΔpta-ackAΔpoxB This study 

K30 MG1655, ΔldhAΔpta-ackAΔpoxBΔyagU::Tn5-cat This study 

K36 MG1655, ΔldhAΔpta-ackAΔpoxBΔydfJ::Tn5-cat This study 

Plasmids  This study 

pKD46  Red recombinase, temperature-conditional replicon  Lab collection 

pEASY-cat-sacB Blunt zero vector with cat-sacB cassette Transgen 

pUT-Mini-Tn5 Cm Tansposase, Tn5 transposon Biomedal 
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为：85.5 g Na2HPO4·12H2O，15 g KH2PO4，2.5 g 

NaCl，5 g NH4Cl，2 mmol MgSO4，0.1 mol CaCl2。

氨苄青霉素、硫酸卡那霉素、氯霉素终浓度分别

为 100、50、34 μg/mL。 

1.2  方法 

1.2.1  目标基因敲除 

采用基于重复引物和同源重组的方法进行

大肠杆菌相关基因的敲除[18]。使用这种方法，

只需要一步转化，基因敲除后没有抗性基因或者

其他序列存在于染色体上。基因敲除过程以 ldhA

的敲除为例说明。引物设计用于 PCR 扩增

cat-sacB 序列，正向引物 Sens-ldhA-CS 包含 ldhA 

的 50 bp 上游序列和 50 bp 的下游序列，之后是

cat-sacB的扩增序列 (5ʹ-TCCTGGTGTCCCTGTT 

GATA-3ʹ)；反向引物 Anti-ldhA-CS 包含 ldhA 的

50 bp 下游序列，之后是 cat-sacB 的扩增序列

(5ʹ-ATAGATACATCAGAGCTTTTACGAG-3ʹ) 。

扩增后 DNA 片段经过胶回收后电击转化到含有

pKD46 的感受态细胞。使用 CmR 筛选克隆，并

进一步使用引物 Sens-ldhA-yz和 CS-yz进行 PCR

验证。正确的克隆接入含有 10%葡萄糖的 LB 培

养基中通过胞内重组以消除 cat-sacB 基因。使用

氯霉素抗性和引物 Sens-ldhA-yz、Anti-ldhA-yz

检测 cat-sacB 的消除。本研究使用引物见表 2。 

 
表 2  本研究所用引物 

Table 2  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5′−3′) 

Primer for gene knockout and determination 

Sens-ldhA-CS 
AAATATTTTTAGTAGCTTAAATGTGATTCAACATCACTGGAGAAAGTCTTTCT
TGCCGCTCCCCTGCATTCCAGGGGAGCTGATTCAGATAATCCCCAATTCCTG
GTGTCCCTGTTGATA 

Anti-ldhA-CS 
 

ATTGGGGATTATCTGAATCAGCTCCCCTGGAATGCAGGGGAGCGGCAAGAAT
AGATACATCAGAGCTTTTACGAG 

Sens-ldhA-yz ATCAGCAGCGTCAACGGC 

Anti-ldhA-yz TGTCATTACTTACACATC 

Sens-poxB-CS 
TCAGATGAACTAAACTTGTTACCGTTATCACATTCAGGAGATGGAGAACCAA
AGGGTGGCATTTCCCGTCATAATAAGGACATGCCATGATTGATTTACGTCCTG
GTGTCCCTGTTGATA 

Anti-poxB-CS 
CGTAAATCAATCATGGCATGTCCTTATTATGACGGGAAATGCCACCCTTTATA
GATACATCAGAGCTTTTACGAG 

Sens-poxB-yz ACGGTGAGCAGCACAATG 

Anti-poxB-yz TAACGGTAGGGTCGTCTC 

Sens-AP-CS 
CTATGGCTCCCTGACGTTTTTTTAGCCACGTATCAATTATAGGTACTTCCTCTC
GTCATCATCCGCAGCTTTGCGCTGCGGATATCTGAACCGGAAATAATCCTGGT
GTCCCTGTTGATA 

Anti-AP-CS 
TTATTTCCGGTTCAGATATCCGCAGCGCAAAGCTGCGGATGATGACGAGAAT
AGATACATCAGAGCTTTTACGAG 

Sens-AP-yz GACATAGCGCAAATATTC 

Anti-AP-yz CATTGAGTCGTCAAATTC 

CS-yz TGGTGAAACTCACCCAGG 
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1.2.2  突变文库的建立 

将 pUT Mini-Tn5 Cm 质粒转入到大肠杆菌

S17-1λpir 中，涂布于含有氯霉素的平板，然后

于 37 ℃的培养箱中培养，挑选正确克隆。以含

有 pUT Mini-Tn5 Cm 大肠杆菌 S17-1λpir 为供

体，受体为 KLPP 菌株 (带有卡那霉素抗性)。

这两种细菌分别在含氯霉素和卡那霉素的 LB 培

养基中，37 ℃、220 r/min 条件下培养 5 h。将两

株菌株在 5 000×g 条件下离心 2 min 以后，用  

10 mmol/L MgSO4 溶液重新悬浮并离心，重复洗

涤 3 次，并最终用 MgSO4 悬浮并调整到合适的

浓度后将二者混合。在含有 0.1 mol/L 柠檬酸钠

的 LB 平板中心放置一张 0.45 μm 的无菌滤膜，

将上述混合菌液添加至无菌滤膜上，放置于超净

台中，吹干后于 37 ℃的培养箱中培养 10 h。 

将滤膜上的菌苔刮下，并用少量无菌水进行

清洗，涂布于含有卡那霉素和氯霉素的平板上进

行选择培养。 

1.2.3  高通量筛选及检测方法 

丙酮酸在酸性条件下与 2,4-二硝基苯肼发

生缩合反应形成丙酮酸二硝基苯腙。二硝基苯腙

在碱性条件下呈现红色，可在 520 nm 处比色后

灵敏地反映出丙酮酸的含量[19]。 

配置 6.25 g/L 的丙酮酸母液，再稀释成 0、

0.625、1.250、1.875、2.5、3.125、3.75、5 g/L

的溶液，取 40 μL 不同稀释度丙酮酸溶液、40 μL 

0.033%的二硝基苯肼、40 μL 2.81 mol/L NaOH 

混合，静置反应 10 min，利用 Molecular Device 

Spectra Max M2 酶标仪在 520 nm 的波长下测定

吸光度。每个梯度设置 3 个平行。酶标仪可以直

接测定 0−140 mg/L 浓度范围内的丙酮酸，并呈

现 良 好 的 线 性 关 系 ， 线 性 回 归 方 程 为 ：

y=0.005x–0.007，R2=0.993，用该法测出的发酵

丙酮酸浓度与 HPLC 测定浓度一致，说明菌体及

发酵液其他成分不对丙酮酸测定形成干扰。 

为了测定细胞产丙酮酸的能力，我们设计了

以下筛选流程：1) 突变库单克隆接种至 96 孔深

孔板培养，摇床培养 20 h；2) 菌体吹吸均匀后，

先后加入 40 μL 菌液、40 μL 0.033％的二硝基苯

肼和 40 μL 2.81 mol/L NaOH 进行显色反应，测

定反应液的 OD520 值；3) 根据丙酮酸标准曲线

计算出发酵液中丙酮酸的浓度，最后根据突变菌

株与对照菌株丙酮酸的浓度比筛选出丙酮酸产

量提高的菌株。 

1.2.4  菌株的发酵评价 

将最终筛选到的菌株进行摇瓶发酵验证。首

先将保存于−80 ℃的突变菌在加有氯霉素和卡

那抗生素的平板划线，培养过夜，挑取单菌落到

含有 3 mL LB 的试管中，37 ℃、220 r/min 培养

12 h，测 OD600 值，保证起始 OD 一致，按相应

比例接种到 15 mL 摇瓶发酵培养基中 (100 mL

摇瓶)，37 ℃、220 r/min 培养 24 h。取 1 mL 发酵

液 12 000×g 下离心 10 min，将上清液稀释 10 倍后

利用 HPLC (高效液相色谱仪) 检测丙酮酸的含

量，确定丙酮酸产量明显提高的菌株，对高产丙酮

酸的菌株进行 3 轮发酵重复实验，每轮 3 个平行。 

发酵罐使用上海保兴BioTech-5BG全自动5 L

发酵系统，装 2 L 发酵液。挑单克隆到装有 3 mL 

LB 试管 37 ℃培养 OD600 至 3.0，转接到装量  

200 mL LB 的 1 L 摇瓶，37 ℃培养过夜后，以

10%接种量转接入发酵罐，发酵罐 pH 控制在

6.5，通气量 1 vvm，控制溶氧不低于 30%。 

1.2.5  利用 HPLC 对丙酮酸产量进行测定 

丙酮酸产量利用高效液相色谱仪  (HPLC 

system 1260 Infinity Series, Agilent Technologies) 

测定。所用色谱柱为 Aminex HPX-87H 色谱柱，
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流动相为 5 mmol/L 硫酸溶液，流速为 0.6 mL/min，

柱温是 63 ℃；检测器为紫外检测器，检测波长

210 nm，检测时间为 30 min。 

1.2.6  全基因组重测序确定 Tn5 插入位置 

将筛选到的突变菌株经过培养离心后，去掉

上清液，将菌体送至广州基迪奥生物科技有限公

司进行全基因组重测序，基因组重测序后获得原

始数据，经过过滤去污染、比对参考基因组，来

确定转座子插入位点。 

2  结果与分析 

2.1  积累丙酮酸菌株的构建 

在有氧代谢途径中，丙酮酸会经过丙酮酸脱

氢酶 PDH 作用进一步脱羧反应生成 CO2 和乙酰

辅酶 A，大部分乙酰辅酶 A 会进入 TCA 循环，

但仍有大量乙酰辅酶 A 会直接代谢为乙酸。有

研究通过敲除 PDH 编码基因或者硫辛酸编码基

因降低 PDH活性来积累大量的丙酮酸[4-5]，然而，

需要添加乙酸或者硫辛酸维持细胞生长。本研究

中，PDH 活性保留，而由丙酮酸代谢到乙酸和

乳酸的途径被阻断。 

本研究中乳酸产生途径基因 ldhA 被敲除，

得到菌株 KL01 (ΔldhA)。进一步敲除乙酸途径，

在大肠杆菌中，乙酸生成途径主要有两个：一是

经由乙酰辅酶 A 由磷酸转乙酰酶 (pta) 和乙酸

激酶 (ackA) 作用生成乙酸，二是被丙酮酸氧化

酶 (poxB) 直接氧化生成乙酸。在大肠杆菌基因

组上 ackA 和 pta 是相邻的基因，因此可以同时

敲除，得到菌株 KLP01 (ΔldhA，ΔackA-pta)。进

一 步 敲 除 poxB 基 因 得 到 KLPP (ΔldhA, 

ΔackA-pta，ΔpoxB) 菌株，即本研究进行高通量

筛选的出发菌株。野生型 MG1655 发酵未检测到

丙酮酸积累，KLPP 菌株摇瓶发酵丙酮酸可以达

到 3 g/L，5 L 发酵罐发酵产量达到 45 g/L，转化

率达到 0.55 g 丙酮酸/g 葡萄糖。 

2.2  突变体筛选结果 

将进行结合转移后的菌液稀释至合适浓度涂

布于氯霉素和卡那霉素双抗性筛选平板生长，得

到每个平板有 100 个左右的单菌落的专座插入突

变库用于后续筛选。我们总共筛选了 7 197 个克隆。 

第一轮筛选：以 KLPP 为出发菌株，基于转

座子突变的方法筛选到了 7 197 个突变体 (图

1A)，以突变菌株和出发菌株中丙酮酸浓度的比

值评价菌株。在 7 197 个样本中，筛选到的突变菌

株与 KLPP 的丙酮酸比值大于 8％的共有 661 个，

占文库的 9％。 

第二轮筛选：经过第一轮的筛选后，得到了

661 个突变菌株 (图 1B)，我们选择比值大于 8％

的菌株作为潜力菌株，通过 96 深孔板进一步筛

选到了 50 个菌株，经过再次评价，筛选出了丙酮

酸产量得到稳定提高的 6 个菌株进行后续评价。 

2.3  突变菌株发酵能力分析 

把上述筛选到的菌株接种于含 M9 培养基

的试管中进行发酵评价，用 HPLC 对发酵产物进

行分析 (图 2)，发现这 6 株菌的丙酮酸产量确实

得到了稳定的提高。其中 K5、K12、K13、K22、

K30 和 K36 丙酮酸产量分别提高了 38%、31%、

19%、28%、44%和 14%。 

2.4 突变体菌株转座子插入位置的确定 

通过对 K5、K12、K13、K22、K30、K36

六株菌进行基因组重测序，经过对数据的分析和

与出发菌株基因组进行对比，我们找到了五株菌

的插入位点分别为 intR 基因、nanC 基因 (K12

和 K13 插入位点的基因是同一个)、yagU 基因、

ydfJ 基因 (表 3)，K22 的插入位点未找到。 
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图 1  突变菌株的丙酮酸浓度/出发菌株 KLPP 比值 

Fig. 1  The pyruvate concentration of the mutant 
strain/starting strain KLPP. (A) The ratio of pyruvate of 
7 197 mutant strains (Solid black line: OD520 is 1). (B) 
The ratio of pyruvate of 661 mutant strains (Solid black 
line: OD520 is 1). 

 
 
 

图 2  不同突变菌株的丙酮酸产量 

Fig. 2  Production of pyruvate by different mutant strains. 
 

 

2.5  突变株 K30 的发酵罐培养 

为进一步检测筛选菌株的丙酮酸生产效果，

我们选取摇瓶验证丙酮酸产量提高最多的菌株

K30 进行了 5 L 发酵罐的分批补料发酵。结果如

图 3 所示，发酵 47 h，丙酮酸产量可以积累到

63 g/L，转化率在 50%，在放大到 5 L 发酵罐时发

酵丙酮酸产量较出发菌株 KLPP 提升约 40%。 

 

表 3  转座子插入位点的鉴定 

Table 3  Identification of the transposon insertion sites 

Strains Genes Function 

K5 intR Rac prophage; integrase 
K12, K13 nanC N-acetylnuraminic acid outer membrane channel protein 
K30 yagU DUF1440 family inner membrane acid resistance protein 

K36 ydfJ 
pseudogene, MFS transporter family; interrupted by Qin prophage; Phage or 
Prophage Related; putative transport protein 

 

 
 

图 3  K30 分批补料发酵 

Fig. 3  Results of fed batch process using K30. 

3  讨论 

我们首先以大肠杆菌 MG1655 出发，经过敲

除乙酸和乳酸积累的途径，获得了积累丙酮酸的

菌株 KLPP，此菌株在摇瓶发酵有 3 g/L 的水平，

放大到5 L发酵罐时，丙酮酸产量可以达到45 g/L，

摇瓶丙酮酸积累较低，主要原因是丙酮酸为酸性

物质，即使有缓冲体系存在，后期 pH 也下降至

5 左右，细胞停止生长，因此我们后续高通量筛
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选的检测时间控制在 pH 过低之前，以区别不同

突变株的发酵能力。 

为了提高丙酮酸的产量，并发现可能影响丙

酮酸积累的基因，我们以 KLPP 为出发菌株，使

用 Tn5 转座子突变的方法构建了 1 个突变体文

库，然后对突变库进行基于酶标仪的快速筛选，

成功地筛选到了丙酮酸产量稳定提高的突变菌

株。Tn5 转座插入为单插入突变，可以克服利用

传统诱变的方法难以对发生有效突变的菌株进

行快速基因位点定位的缺点。通过筛选得到丙酮

酸产量提高的突变菌株，进一步定位突变菌株的

Tn5 插入位点发现了 4 个可能影响丙酮酸产量的

基因 nanC、yagU、ydfJ 和 intR。 

其中 nanC基因编码 N-乙酰神经氨酸外膜通

道蛋白[20]。nanC (yjhA) 是 yjhATS 操纵子中的第

一个基因。有研究报道 nanC 基因编码外膜特异

性通道的 KdgM 家族的蛋白质，nanC 的表达是

由 N-乙酰神经氨酸诱导，同时受 N-乙酰葡萄糖

胺调节[21]。大肠杆菌能够使用 N-乙酰神经氨酸

作为唯一的碳源生长，当缺失孔蛋白 OmpF 和

OmpC 时，NanC 是 N-乙酰神经氨酸进入胞内的

唯一通道。但是 nanC 与丙酮酸产量提高的关系

还不清楚，需要进一步研究。 

yagU 编码一种 DUF1440 家族内膜酸抗性蛋

白，在高度酸诱导时，大肠杆菌 K-12 W3110 中

的 yagU 的表达量快速提高，当 yagU 缺失时，

细胞在高酸度下 (pH 2) 存活能力显著降低，抗

酸性降低 3 倍左右[22-23]。丙酮酸生产菌在快速积

累丙酮酸时发酵液 pH 处于快速降低过程，在发

酵末期时发酵 pH 低于 5，细胞已基本不生长。

但仍不清楚酸抗性蛋白的缺失与促进丙酮酸的

积累是否有关。 

在大肠杆菌的基因组注释中 ydfJ 基因有多

个注释：MFS 超家族 (Major facilitator superfamily) 

转运蛋白[24]，一种可能的转运蛋白，噬菌体或

原噬菌体相关基因；Tang 等[25]研究发现 ydfJ 与

哺乳动物钾通道基因亚基 Kir6.1 具有 8.6％的同

源性，与 Kir6.2 基因具有 8.3％的同源性，将 ydfJ

在哺乳动物细胞中表达可以产生一个新的 K+通

道。但是 ydfJ 基因的缺失与丙酮酸的积累是否

相关还不清楚。 

intR 基因组注释为 Rac 原噬菌体或整合酶，

根据 UniProt 上的功能注释，intR 有助于噬菌体

定 点 整 合 到 宿 主 基 因 组 上 ， 在 和 切 除 酶 

(Excisionase) 共同作用时有助于原噬菌体从宿

主基因组剪切下来。到目前为止还没有文献报道

该基因的详细功能。 

我们用 Tn5 转座子突变库筛选到的可能影

响丙酮酸合成基因，根据文献分析都没有找到其

与丙酮酸积累的关系，但是分析这几个基因发

现，4 个基因中有 3 个明确与细胞膜相关，intR

没有研究确定是否与膜相关。这其中 2 个是与转

运相关，2 个与原噬菌体相关。几个基因功能比较

集中，但是与丙酮酸积累的关系仍需进一步研究。 

K12 和 K13 的 Tn5 转座子插入位置相同，

但产量有较明显差异，通过进一步分析两株菌的

基因组差异，发现 K13 相对 K12 在 cpdB 基因位

置有点突变，cpdB 基因是一个有 647 个氨基酸

的环核苷酸磷酸二酯酶，其 481 位色氨酸密码子

TGG 突变为终止密码子 TAG 而提前终止，这可

能是造成 K12 和 K13 菌株丙酮酸产量差异的原

因，但并没有报道发现 cpdB 和丙酮酸积累有关，

还需要进一步研究。 

Tn5 转座子插入突变是一种早就认识的遗

传学机制，通常被用于发现特定功能的未知基

因，主要应用于微生物遗传学研究。我们把这种
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方法应用到菌株的遗传改造过程中，为高产菌株

构建寻找有效的靶点，相比于传统的诱变，它没

有大量的无效突变背景干扰，将是代谢工程的一

种有效策略。 
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