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摘  要: 【目的】L-缬氨酸生物合成的前体物质是丙酮酸。为了增加磷酸烯醇式丙酮酸

向丙酮酸的代谢流向, 优化 L-缬氨酸前体物质的供应, 以一株积累 L-缬氨酸的谷氨酸棒

杆菌 V1 (Corynebacterium glutamicum V1)为对象, 构建磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(PEPC)

基因敲除的重组菌株 C. glutamicum V1-Δpepc, 并研究 pepc 敲除后菌株生理特性的改变。

【方法】运用交叉 PCR 方法得到 pepc 基因内部缺失的同源片段 Δpepc, 并构建敲除质粒

pK18mobsacB-Δpepc。利用同源重组技术获得 pepc 基因缺陷突变株 C. glutamicum 

V1-Δpepc。采用摇瓶发酵对 C. glutamicum V1-Δpepc 进行发酵特性的研究。对谷氨酸棒杆

菌模式菌株 C. glutamicum ATCC 13032、出发菌株 C. glutamicum V1 和敲除菌株 C. glu-

tamicum V1-Δpepc 的丙酮酸激酶(Pyruvate kinase, PK)、丙酮酸脱氢酶(Pyruvate dehydro-

genase, PDH)、丙酮酸羧化酶(Pyruvate carboxylase, PC)分别进行测定和分析。【结果】PCR

验证以及 PEPC 酶活测定都表明筛选到 pepc 缺陷的突变菌株 C. glutamicum V1-Δpepc, 摇

瓶发酵结果表明, 突变菌株 C. glutamicum V1-Δpepc 不再积累 L-缬氨酸而是积累 L-精氨

酸达到 7.48 g/L。酶活测定结果表明出发菌株的 PDH 和 PC 酶活均低于模式菌株 C. glu-

tamicum ATCC13032 和重组菌株 C. glutamicum V1-Δpepc, 出发菌株的 PK 与 PEPC 酶活

与模式菌株没有较大的差异。【结论】研究表明, 通过切断 PEPC 参与的三羧酸循环的回

补途径, 增加磷酸烯醇式丙酮酸向丙酮酸的流向使丙酮酸向 TCA 循环的流量增加, 精氨

酸的累积量提高。同时, 以丙酮酸为前体的 L-缬氨酸和丙氨酸的积累量降低。 

关键词: 谷氨酸棒杆菌, 磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶, L-缬氨酸, 基因敲除 
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Abstract: [Objective] In order to optimize precursor supply for L-valine biosynthesis, a 
Corynebacterium glutamicum V1 mutant with phosphoenolpyruvate carboxylase gene (pepc) 
in-frame deletion was constructed through crossover PCR and homologous recombination. The 
effect of pepc knock-out on physiological characteristics of the mutant was investigated. 
[Methods] The upstream and downstream fragments of pepc were cloned from C. glutamicum 
V1 chromosome and ligated to integration vector. The mutant C. glutamicum V1-Δpepc was 
screened by homologous recombination. The physiological characteristics of the mutant were 
investigated by fermentation experiments and enzymes activity measurement of pyruvate car-
boxylase (PC), pyruvate dehydrogenase (PDH) and pyruvate kinase (PK). The mutant with 
pepc gene in-frame deletion was screened and confirmed by PCR and phosphoenolpyruvate 
carboxylase activity determination. [Results] The pepc knock-out resulted in L-argine accu-
mulation to 7.48 g/L and no accumulation of L-valine, which accompanied by increase of PDH 
activity and PC activity in C. glutamicum V1-Δpepc. The knock-out of pepc gene affected the 
metabolism of the strain to some extent. [Conclusion] Blocking the anaplerotic pathway PEPC 
participated increased TCA cycle, leading to the increase of L-argine and decrease of amino 
acids with pyruvic acid as precursor , such as L-valine and alanine. 

Keywords: Corynebacterium glutamicum, Phosphoenolpyruvate carboxylase, L-Valine, Gene 
knock-out 

L-缬氨酸是人体必需氨基酸, 同时又是 3 种

支链氨基酸之一, 因其特殊的结构和功能, 在人

类生命代谢中占有特别重要的地位。因此 L-缬氨

酸被广泛应用于医药、食品及化妆品等领域。医

药方面, L-缬氨酸主要用于配制复合氨基酸制剂, 

特别是应用于高支链氨基酸输液(如 3H 输液等)
及口服液。近年来, 人们发现 L-缬氨酸是一种免

疫抗生素的原料, 其用量猛增, 年消耗量已达数

千吨。 

丙酮酸是 L-缬氨酸生物合成途径(图 1)的前

体化合物, 经乙酰乳酸合成酶、乙酰乳酸异构还原

酶等作用生成 L-缬氨酸, 因此丙酮酸的可利用性

直接影响到 L-缬氨酸的生物合成。丙酮酸是由磷

酸烯醇式丙酮酸在丙酮酸激酶的作用下生成的; 
同时磷酸烯醇式丙酮酸(Phosphoenolpyruvate, 

PEP)还可以在磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶的作用 
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图 1  L-缬氨酸生物合成途径 

Fig. 1  The biosynthetic pathway of L-valine 
 
下生成草酰乙酸, 进入三羧酸循环, 在三羧酸循

环中起着回补作用[1]。多种细菌中的 PEPC 都已

经得到研究[2−3], 天冬氨酸和 α-酮戊二酸对其有

抑制作用, 而乙酰辅酶 A 和果糖 1,6-二磷酸对其

有激活作用[3−5]。本文将一株生产 L-缬氨酸的菌

株 C. glutamicum V1 中编码磷酸烯醇式丙酮酸羧

化酶的基因 pepc 采用交叉 PCR 以及同源重组技术

进行敲除, 从而阻断 PEPC 催化的回补途径, 减少

PEP 的代谢支流, 使 PEP 更多地流向丙酮酸, 并研

究了基因 pepc 部分缺失后菌体的生理代谢状况。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒(表 1) 
1.2  主要试剂和仪器 

T4 DNA 连接酶、ExTaq DNA 聚合酶购自宝

生物工程(大连)有限公司(TaKaRa); 溶菌酶、蛋白

酶 K 细菌基因组 DNA 提取试剂盒、小量质粒提

取试剂盒及琼脂糖凝胶回收试剂盒购自上海捷

瑞生物工程有限公司; 苹果酸脱氢酶购自上海宝

曼生物科技有限公司; L-乳酸脱氢酶和 CoAS-Na

购自 Sigma; NADH、NAD、ATP、ADP、TPP 等

购自上海生工生物工程有限公司。其他试剂为进

口或国产分析纯生化试剂。使用的仪器主要有: 

凝胶成像系统, Bio-Rad 公司; 基因扩增仪, 美国 

PE 公司(MJ); 台式高速冷冻离心机(1−15 k), 德

国 Sigma 公司; 电热恒温水槽(DK-8D), 上海精

宏实验设备有限公司; 全温摇瓶柜(HYG), 上海

新蕊自动化设备有限公司。 

1.3  培养基和培养条件 
1.3.1  培养基: (1) LB[6]培养基用于培养大肠杆 
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表 1  实验所用菌株和质粒 

Table 1  The strains and plasmids used in this work 
菌株和质粒 

Strains or plasmids 
特性 

Characteristics 
来源 

Source 
E. coli JM109  Stored in this lab 

C. glutamicum ATCC 13032 ATCC Stored in this lab 

C. glutamicum V1 L-valine producer Stored in this lab 

C. glutamicum V1-Δpepc V1 with pepc knock-out This study 

pMD19-T Vector T-vector, 2.7 kb, AmpR, lacZ TaKaRa 

pK18mobsacB KmR, SucS, Mobilizable E. coli vector Stored in this lab 

pK18mobsacB-Δpepc pK18mobsacB with pepc in-frame deletion fragement Δpepc from V1 This study 

 
菌。 (2) LB 培养基中添加 3%甘氨酸、0.1% 
Tween[7−8]用于电击转化用 C. glutamicum V1 感受

态细胞的培养。(3) LB 培养基加 0.5%葡萄糖用于

菌株 C. glutamicum V1 的培养。(4) LB 培养基中

添加 10%的蔗糖用于敲除菌株二次重组的筛选。

(5) C. glutamicum V1 的摇瓶种子培养基(%): 葡

萄糖 3, 生化玉米浆 1, (NH4)2SO4 2, KH2PO4 0.45, 
MgSO4 0.05, FeSO4 0.001, MnSO4 0.001, VH 
100 μg/L, 硫 胺 素 200 μg/L, CO(NH2)2 0.35, 
pH 6.8−7.0, 装液量 25 mL/250 mL。(6) C. glu-
tamicum V1 的摇瓶发酵培养基(%): 葡萄糖 12.5, 
(NH4)2SO4 3.5, 蛋白胨 2, KH2PO4 0.45, MgSO4 
0.05, FeSO4 0.001, MnSO4 0.001, VH 100 μg/L, 硫

胺素 200 μg/L, pH 6.8−7.0。(7) C. glutamicum V1
的保藏斜面培养基(%): 蛋白胨 1, 牛肉膏 1, 酵

母膏 0.3, 氯化钠 0.3, 琼脂 2, pH 7.0−7.2。抗生素

使用浓度为: 氨苄青霉素 100 mg/L, 硫酸卡那霉

素 50 mg/L。 
1.3.2  培养条件: 大肠杆菌在 37 °C 培养, C. 
glutamicum ATCC 13032、C. glutamicum V1 和

C. glutamicum V1-Δpepc 在 30 °C 培养。 

1.4  DNA 操作 
大肠杆菌 DNA 操作参照文献[6], 棒杆菌基

因组 DNA 的提取参照文献[7,9]。大肠杆菌的转

化采用 CaCl2 法, 谷氨酸棒杆菌的转化采用电击

转化法[10]。 

1.5  pepc 基因缺失片段的 PCR 扩增 
参照 C. glutamicum ATCC13032 的 pepc 基因

序列分别设计两对引物 , 用于 PCR 扩增得到

C. glutamicum V1 的 pepc 内部缺失的片段Δpepc。 
P1: 5′-CGGCCCCGGGATGACTGATTTTTT 

A-3′; 
P2: 5′-TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGACA 

TAAGGGTTACCGTC-3′; 
P3: 5′-CCCATCCACTAAACTTAAACAATCA 

TCTCCGCTAAGTAC-3′; 
P4: 5′-ATCTAGACTAGCCGGAGTTGCGC 

A-3′。 
下划线部分分别是限制性酶切位点 Sma I 和

Xba I, 斜体标示的是添加的21个碱基的互补序列。 
以 C. glutamicum V1 的基因组为模板, ①用

P1、P2 引物对以及 P3、P4 引物对分别克隆左右

同源臂: 95 °C 4 min; 94 °C 45 s, 57 °C 45 s, 72 °C 
60 s, 共 30 个循环; 72 °C 10 min。②用 P1、P4
引物对以分别克隆出的左右同源臂为模板克隆

pepc 内部缺失的同源片段 Δpepc: 95 °C 4 min; 
94 °C 45 s, 56 °C 45 s, 72 °C 110 s, 共 30 个循环; 
72 °C 10 min。 

验证敲除是否成功的引物对是:  
PEPCF: 5′-ACATCAGGTTCCTCGGTCAAA 

T-3′;  
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PEPCR: 5′-GGTTGTCATCAAGCAGATCAT 
CA-3′。 

验证 PCR 条件: 95 °C 4 min; 94 °C 45 s, 60 °C 
45 s, 72 °C 150 s, 共 30 个循环; 72 °C 10 min。 

引物合成由上海生工生物工程技术服务有限

公司完成, DNA 测序由上海捷瑞生物工程有限公

司完成。引物设计采用 DNAMAN 软件。 

1.6  酶活分析 
1.6.1  磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶: 将 C. glu-
tamicum ATCC 13032 、 C. glutamicum V1 和

C. glutamicum V1-Δpepc 接种于发酵培养基, 30 °C
培养 36 h 后, 离心收集菌体, 先低速离心去除

CaCO3, 然后用 100 mmol/L 的 Tris-HCl (pH 7.5)
洗涤 2 次并重悬, 在冰浴条件下超声破碎菌体, 
然后离心取上清液进行酶活测定。 

采用苹果酸脱氢酶偶联[11]的方法进行酶活测

定 : 3 mL 体系中含有 : 100 mmol/L Tris-HCl 
(pH 7.5), 6 mmol/L 磷酸烯醇式丙酮酸, 10 mmol/L 
NaHCO3, 0.15 mmol/L NADH, 1 mmol/L DTT, 
2 U/mL 苹果酸脱氢酶, 3.3 mmol/L MnSO4, 适量

的粗酶液。样品混合均匀后测定 A340 值。其中

NADH 的摩尔消光系数为 6 220 L/(mol·cm)。 
一个单位磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶活力定义

为: 反应体系中每分钟转化 1 μmol NADH 为 
NAD+所需的酶量。 
1.6.2  丙酮酸脱氢酶系: 将 C. glutamicum ATCC 
13032 、 C. glutamicum V1 和 C. glutamicum 
V1-Δpepc 分别接种于培养基中, 在 30 °C 摇床培

养 36 h 后, 离心收集菌体。用 50 mmol pH 7.4 的

磷酸钾盐缓冲液洗涤 2 次。冰浴条件下超声破碎, 
然后离心取上清液进行酶活测定。 

采用辅酶 A 法: 通过测定 NADH 的形成

(340 nm 光吸收的增加)来实现。参照 Schwartz ER
等[12]、Maldonado ME 等[13]和 Nemeria N 等[14]所

用方法加以修改。 
3 mL 反应体系中包含 : 磷酸钾盐缓冲液

(pH 7.4) 50 mmol/L, MgCl2 1.0 mmol/L, CoAS-Na 
0.05 mmol/L, 半 胱 氨 酸 盐 酸 盐  3.0 mmol/L, 

TPP 0.2 mmol/L, NAD 2.0 mmol/L, 丙酮酸钠

2.0 mmol/L 和适量的粗酶液。对照为不加丙酮酸

钠加入酶液反应起始。反应混合物在 30 °C 下预

热 5 min, 然后加入酶液反应起始, 扫描时间为

10 min (室温 20 °C)。 

酶 活 单 位 定 义 : 反 应 体 系 中 每 分 钟 转 化

1 μmol NAD 为 NADH 所需的酶量。 
1.6.3  丙酮酸羧化酶: 将 C. glutamicum ATCC 
13032 、 C. glutamicum V1 和 C. glutamicum 
V1-Δpepc 分别接种于发酵培养基中, 在 30 °C 摇

床培养 36 h 后, 离心收集菌体。用 50 mmol/L 的

Tris-HCl (pH 6.3, 含 50 mmol/L NaCl)洗涤 2 次, 
适量 HEPES (100 mmol/L, 含 20%甘油)悬浮, 置

于−20 °C 保存。测定酶活前, 将之取出冰融, 加

入 3% CTAB 使终浓度为 0.3%, 迅速混匀后室温

作用 1 min, 取适量立即用于测定反应。 
采用苹果酸脱氢酶偶联法[15], 3 mL 反应体系

含 : Tris-HCl (pH 8.0) 100 mmol/L, 丙酮酸钠

20 mmol/L, NaHCO3 10 mmol/L, MgCl2 10 mmol/L, 
ATP 二钠盐 8 mmol/L, NADH 0.05 mmol/L, 苹果

酸脱氢酶 1 U, 适量细胞 CTAB 悬液。 
NADH 的氧化由 340 nm 光吸收测得。活力单

位定义: 一个活力单位(U)为上述细胞处理和反应

条件下, 每分钟转化 1 nmol NADH 所需的细胞量。 
1.6.4  丙酮酸激酶 : 将 C. glutamicum ATCC 
13032 、 C. glutamicum V1 和 C. glutamicum 
V1-Δpepc 分别接种于发酵培养基中, 在 30 °C 摇

床培养 36 h 后, 离心收集菌体。用 80 mmol/L 的

Tris-HCl (pH 7.7) 洗涤 2 次, 用该缓冲液悬浮菌

体, 置冰浴中超声破碎菌体细胞。细胞破碎液经

8 000 r/min 离心 10 min 后, 取上清液用于酶活

测定。 
采用乳酸脱氢酶偶联法测定[16], 1 mL 反应体

系 含 : Tris-HCl (pH 7.7) 80 mmol/L, KCl 
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20 mmol/L, MnCl2 10 mmol/L, PEP 5 mmol/L, 
ADP 0.33 mmol/L, NADH 0.067 mmol/L, 9 U 乳酸

脱氢酶, 适量的粗酶液。于 340 nm 测定吸光值。 

一个酶活力单位定义为: 反应体系中每分钟

转化 1 μmol NADH 所需的酶量。 

1.6.5  粗酶液中蛋白总含量的测定: 采用考马斯

亮蓝法[17]。 

2  结果与讨论 

2.1  基因 pepc内部缺失的同源片段Δpepc的获得

和重组质粒 pK18mobsacB-Δpepc 的构建及验证 
以 C. glutamicum V1 的基因组为模板, P1、P2

为引物, PCR 扩增得到基因 pepc 同源臂 A, 其长

度为 790 bp 左右; 同时以 P3、P4 为引物, PCR 扩

增出基因 pepc 另一同源臂 B, 长度约 850 bp左右; 

然后再以 P1、P4 为引物, 以同源臂 A、B 作为模

板进行 PCR 扩增, 得到的基因片段即为基因 pepc

内部缺失的同源片段基因 Δpepc, 全长为 1 700 bp

左右, 同源片段 Δpepc 成功构建。 

将缺失片段 Δpepc 连接至 pMD19-T 载体上, 

连接完毕将其转化进入 E. coli JM109 中, 挑取转

化子并培养 12 h, 然后提取质粒。分别对质粒

pMD19-T-Δpepc 以及 pK18mobsacB 利用限制性

内切酶 Xba I 与 Sma I 进行双酶切。回收并纯化

酶切后的同源片段Δpepc 以及质粒 pK18mobsacB, 

然后将同源片段Δpepc 连接至质粒 pK18mobsacB

上, 构建出重组质粒 pK18mobsacB-Δpepc, 然后

将其转化进入 E. coli JM109 中进行扩增, 挑取转

化子并过夜培养, 提取质粒通过限制性内切酶

Xba I 与 Sma I 双酶切验证, 取验证成功的重组质

粒进行后续试验。    

2.2  敲除菌株 C. glutamicum V1-Δpepc 的筛选

以及验证 
将重组质粒 pK18mobsacB-Δpepc 利用电击

转化方法转入菌株 C. glutamicum V1, 涂布到含

有卡那霉素的平板上, 重组质粒在 C. glutamicum 

V1 的染色体上定点整合, 在含有卡那霉素的平

板上生长得到第一次重组的转化子。然后将此转

化子转接到含有 10%蔗糖的 LB 培养基中, 由于

重组质粒 pK18mobsacB-Δpepc 上含有 sacB 基因, 

对蔗糖敏感而不能生长。因此蔗糖的存在使重组

质粒从染色体上分离, 从而不再具有 sacB 基因。

通过菌落基因组 PCR 鉴定筛选成功敲除的菌株

C. glutamicum V1-Δpepc。 

为了验证 pepc 已经被成功敲除 , 对菌株

C. glutamicum V1-Δpepc 进行了 PCR 验证和 PEPC

酶活测定。将筛选得到的敲除菌株提取基因组作

为模板, 以 PEPCF 和 PEPCR 为验证引物进行

PCR 扩增, 得到比 pepc 原始长度 2 760 bp 小了约

1 200 bp 的敲除片段, 即得到约 1 500 bp 的片段

(图 2)。与预期的结果是一致的。经 PCR 产物测

序亦验证了 pepc 已经成功敲除。 

 
图 2  pepc 基因敲除菌株的 PCR 验证 
Fig. 2  Characterization of defined pepc knock-out mu-
tant by PCR analysis 
注: M: DNA 标准分子量 DL5000; 1: C. glutamicum V1 中的

基因 pepc 的 PCR 产物; 2: 带有质粒 pK18mobsacB-Δpepc 的

菌株 C. glutamicum V1 中基因 pepc 的 PCR 产物; 3: 突变菌

株 C. glutamicum V1-Δpepc 中基因 pepc 的 PCR 产物. 
Note: M: DNA marker DL5000; 1: PCR fragment of pepc in 
C. glutamicum V1; 2: PCR fragment of pepc in C. glutamicum 
V1 with pK18mobsacB-Δpepc; 3: PCR fragment of pepc in 
C. glutamicum V1-Δpepc. 
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同时对菌株 C. glutamicum V1 和 C. glutamicum 
V1-Δpepc 进行 PEPC 酶活测定。结果表明菌株

C. glutamicum V1 的比酶活为 0.40±0.017 U/mg, 

而 C. glutamicum V1-Δpepc 测不到 PEPC 的酶活。

因此表明 C. glutamicum V1-Δpepc 的确是 pepc 基

因内部缺失的突变菌株。 

2.3  基因 pepc 敲除对于菌株 C. glutamicum 
V1 的生理生化影响 

采用摇瓶发酵对菌株 C. glutamicum V1 和

pepc 内 部 缺 失 的 突 变 菌 株 C. glutamicum 

V1-Δpepc 进行生理特性的对比研究。 

 

图 3  出发菌与突变菌生长曲线 
Fig. 3  Growth curve of C. glutamicum V1 and C. glu-
tamicum V1-Δpepc 
注: ◆: 菌株 C. glutamicum V1 的生长曲线; ■: 菌株 C. 

glutamicum V1-Δpepc 的生长曲线. 

Note：◆: Growth curve of C. glutamicum V1; ■: Growth curve 
of C. glutamicum V1-Δpepc. 

由 生 长 曲 线 可 以 看 出 ( 图 3), 突 变 菌 株

C. glutamicum V1-Δpepc 的生长略缓于出发菌株

C. glutamicum V1, 但最终在稳定期 34 h 后与出

发菌株相比没有较大差异。 

发酵 48 h 结束后, 将菌株 C. glutamicum V1

和突变菌株 C. glutamicum V1-Δpepc 的发酵液处

理后进行所有氨基酸分析, 结果如表 2 所示, 同

时将模式菌株 C. glutamicum ATCC13032 的发酵

液也进行了氨基酸含量分析。由表中可以看出, 

以草酰乙酸为前体合成的氨基酸如赖氨酸、天冬

氨酸和苏氨酸的浓度明显降低, 以 α-酮戊二酸为

前体合成的氨基酸的浓度明显提高, 尤其是精氨

酸产量由 0.007 3 g/L 提高到 7.48 g/L; L-缬氨酸的

积累量却降至 0.15 g/L, 与 L-缬氨酸有共同前体

的亮氨酸和丙氨酸的积累量也明显降低。 

2.4  丙酮酸脱氢酶、丙酮酸羧化酶和丙酮酸激

酶的测定 
为了探讨 pepc 基因敲除引起的碳代谢流的

改变, 我们测定了不积累 L-缬氨酸的模式菌株

C. glutamicum ATCC13032 (表 2)、积累 L-缬氨酸

的出发菌株 C. glutamicum V1 和 pepc 基因内部缺

失的突变菌株 C. glutamicum V1-Δpepc 的丙酮酸

激酶、丙酮酸脱氢酶、丙酮酸羧化酶以及磷酸烯

醇式丙酮酸羧化酶的活性(表 3)。 
 

 
表 2  发酵液中的氨基酸分析 

Table 2  The amino acids analysis of fermentation broth 
氨基酸浓度 

c (Amino acid) (g/L) 菌株 
Strains 

D E T R A V L K P 

C. glutamicum 
V1 

0.003 2±2.1 
E−4 0.16±0.012 0.029±0.00 

2 3 
0.007 3±5.8

E−4 1.32±0.13 14.60±0.74 0.092±0.00
7 5 1.16±0.082 0.22±0.019

C. glutamicum 
V1-Δpepc 

0.000 31±2.7 
E−5 0.49±0.043 0.001 6±1.3 

E−4 7.48±0.37 0.26±0.018 0.15±0.009 8 1.36E−5± 
1.1 E−6 0.88±0.053 1.26±0.11

C. glutamicum 
ATCC13032 

0.092±0.00 
5 7 0.25±0.019 0.11±0.009 8 0.34±0.021 0.30±0.022 0.22±0.019 0.62±0.053 0.56±0.031 0.048±0.00

3 5 
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表 3  不同菌株中 PEPC、PDH、PK 和 PC 的比酶活 

Table 3  Specific activities of PEPC, PDH, PK and PC of different strains 
菌株 

Strains 
PEPC  

(U/mg protein) 
PDH  

(U/mg protein) 
PK  

(U/mg protein) 
PC  

(U/mg cell) 

C. glutamicum ATCC13032 0.38±0.015 0.63±0.058 0.76±0.026 5.24±0.530 

C. glutamicum V1 0.40±0.017 0.23±0.021 0.75±0.024 1.93±0.018 

C. glutamicum V1-Δpepc 0 0.58±0.051 0.73±0.011 6.24±0.620 

 
由表 3 可知, 出发菌株与模式菌株的 PEPC

酶活并没有较大的区别, 3 株菌的 PK 酶活也相差

不大。但是出发菌株的 PDH 和 PC 酶活均低于模

式菌株和突变菌株, 表明模式菌株与突变菌株在

丙酮酸节点处的代谢通量主要流向三羧酸循环, 

这也解释了模式菌株与突变菌株不能积累 L-缬

氨酸的现象。 

3  讨论 

丙酮酸是 L-缬氨酸生物合成途径中的重要

前体物质, 它是由 PEP 在 PK 的催化作用下生成

的。同时 PEP 和 CO2 还可以在 PEPC 的催化作用

下不可逆地生成草酰乙酸, 这是三羧酸循环途径

中的回补途径。本工作是利用同源重组技术构建

了 pepc 基因敲除的突变菌株, 试图减少回补途径

对于 PEP 的竞争性利用, 增加 PEP 向丙酮酸合成

途径的代谢流量。实验结果表明, pepc 基因敲除

导致突变株完全丧失 PEPC 活性。突变株的生理

代谢发生了变化, 不再积累 L-缬氨酸, 同时赖氨

酸、天冬氨酸、苏氨酸、亮氨酸和丙氨酸的产量

明显降低, 而谷氨酸和精氨酸的产量提高, 尤其

是精氨酸由 0.007 3 g/L 提高到 7.48 g/L。 

PEPC 催化 PEP 生成草酰乙酸, 当敲除 PEPC

后, PC 酶活的增强一定程度上补充了草酰乙酸的

合成量, 但是以草酰乙酸为前体的氨基酸(赖氨

酸、天冬氨酸和苏氨酸)的合成量的减少表明 PC

催化生成的草酰乙酸仍然不足以补充 PEPC 途径

阻断所引起的草酰乙酸的减少, 这也表明 PC 催

化生成的草酰乙酸相比 PEPC 催化的回补途径生

成的草酰乙酸要占少量。野生型棒杆菌在以葡萄

糖为碳源生长时, 作为回补酶, 磷酸烯醇式丙酮

酸羧化酶和丙酮酸羧化酶可以相互替代, 二者同

时表现活性, 但所起作用的程度有所不同, 丙酮

酸羧化酶催化的途径对 C3 羧化活性的贡献占

90%以上[18−19], 应该是因为菌株前期经过一些传

统诱变导致菌株的代谢流发生改变。以丙酮酸为

前体物质的氨基酸(L-缬氨酸、亮氨酸和丙氨酸)

产量的降低和 α-酮戊二酸为前体合成的氨基酸

(谷氨酸和精氨酸)尤其是精氨酸产量的激增表明

在突变菌株 C. glutamicum V1-Δpepc 中代谢流通

向 TCA。酶活测定结果表明突变菌株的 PDH 和

PC 活性比出发菌株高。这都表明敲除 PEPC 后, 

代谢流并没有流向 L-缬氨酸, 反而是增强了 PDH

和 PC 的活性, 流向了 TCA 循环。同时可以推测

PDH 和 PC 催化的途径在高产 L-缬氨酸的菌株中

有所削弱, 实验结果也证实了这一推测: 即出发

菌株 C. glutamicum V1 的 PDH 和 PC 的酶活较模

式菌株 C. glutamicum ATCC13032 低。当突变菌

株 C. glutamicum V1-Δpepc 中的 PEPC 途径被阻

断, 其 TCA 循环途径受到影响, 从而导致 PDH

以及 PC 催化途径的代谢流增强, 表现为 PDH 以

及 PC 的酶活较出发菌株 C. glutamicum V1 有明

显的增强。但同时丙酮酸的代谢流流向 TCA 途

径相比出发菌 C. glutamicum V1 的通畅使丙酮酸

的有效积累浓度降低, 从而导致以丙酮酸为前体

的氨基酸无法大量积累, 如 L-缬氨酸和丙氨酸。
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陆敏涛等的研究工作表明, C. pekinense PD-67 的

pepc 基因敲除后菌体代谢变化较大, 生长变慢, 

同时以丙酮酸为前体的氨基酸如 L-缬氨酸等积

累量增加了 3 倍[20]。而本实验中 pepc 基因敲除后, 

菌株生长影响相对较弱, 表明其 TCA 循环影响

相对较小, 菌株的 PDH 和 PC 活性增强也表明

PEPC 缺失对 TCA 循环代谢影响得到有效的补

偿。但 PDH 和 PC 活性增强使丙酮酸向 TCA 代

谢相对增强, 生成氨基酸所需的丙酮酸的有效浓

度降低, 导致以丙酮酸为前体的缬氨酸、丙氨酸

的累积量降低。国内外有关磷酸烯醇式丙酮酸羧

化酶缺陷对 L-缬氨酸合成影响的报道不多。本实

验结果表明通过仅切断 PEPC 参与的三羧酸循环

的回补途径, 增加磷酸烯醇式丙酮酸向丙酮酸的

流向并不能提高 C. glutamicum V1 中 L-缬氨酸的

积累。 
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