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摘  要：【目的】谷氨酸棒杆菌是工业生产氨基酸的主要菌株，以缬氨酸高产菌株谷氨酸棒杆菌

V1 为研究对象，探讨磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(PEPC)和磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶(PCK)介导的

草酰乙酸回补途径对菌株生理特性以及主要氨基酸代谢流量的影响。【方法】通过基因工程手段，

在谷氨酸棒杆菌 V1 中过表达 pepc (编码 PEPC)和 pck (编码 PCK)，比较重组菌与出发菌关键酶

活性、发酵特性以及主要氨基酸积累量变化。【结果】构建两株重组菌 V1-pepc (强化草酰乙酸回

补途径)和 V1-pck (弱化草酰乙酸回补途径)，重组菌生长均较出发菌延缓，总生物量、葡萄糖和

硫酸铵消耗基本不变；过表达 pck，PCK 活性提高 22.8%，丙氨酸、缬氨酸、谷氨酸、精氨酸积

累量分别提高了 11.8%、17.2%、27.8%和 19.5%；过表达 pepc，PEPC 活性提高 27.5%，同时 PC

活性降低 12.9%，天冬氨酸族和谷氨酸族氨基酸的整体流量变化不大，丙氨酸族氨基酸的整体流

量降低了 14.7%。【结论】丙氨酸族氨基酸受此回补途径影响较大，天冬氨酸族氨基酸受此影响

较小。 

关键词：谷氨酸棒杆菌 V1，磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶，磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶，草酰乙酸回

补途径，缬氨酸 
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Abstract: [Objective] Corynebacterium glutamicum is the main industry strain for production of 
amino acids, to explore the effects of oxaloacetate anaplerotic reaction mediated by phosphoenolpyruvate 
carboxylase (PEPC) and phosphoenolpyruvate carboxykinase (PCK) on physiological characteristics 
and amino acid metabolism, the valine producing strain Corynebacterium glutamicum V1 was studied. 
[Methods] Overexpressing of pepc encoding PEPC and pck encoding PCK in Corynebacterium 
glutamicum V1 by means of genetic engineering, the changes of key enzyme activities, fermentation 
characteristics and main amino acids accumulation were discussed compared with the original strain. 
[Results] Two recombinant strains V1-pepc (enhanced oxaloacetate anaplerotic pathway) and V1-pck 
(weakened oxaloacetate anaplerotic pathway) were constructed, both the growth trends were delayed, 
the total biomass and the consumption of sugar and ammonium basically unchanged; Overexpression 
of pck, the activity of PCK has 22.8% increased, the yields of alanine, valine, glutamic and arginine 
were increased by 11.8%, 17.2%, 27.8% and 19.5% respectively; Over expression of pepc, the activity 
of PEPC increased by 27.5%, while the activity of PC decreased 12.9%, the overall flow of aspartic and 
glutamic-family amino acids changes little, while the flow of alanine-family reduced by 14.7%. 
[Conclusion] Alanine-family amino acids are greatly influenced by this pathway while aspartate-family 
not. 

Keywords: Corynebacterium glutamicum V1, Phosphoenolpyruvate carboxylase, Phosphoenolpyruvate 
carboxykinase, Oxaloacetate anaplerotic reaction, Valine 

三羧酸循环(TCA 循环)中某些中间产物是合成

许多重要有机物的前体，如草酰乙酸(OAA)是天冬

氨酸族氨基酸合成的碳架，α-酮戊二酸是谷氨酸族

氨基酸合成的碳架，而糖酵解中间产物丙酮酸是丙

氨酸族氨基酸合成的碳架等。当 TCA 循环的中间

产物大量消耗于有机物的合成时，将启动草酰乙酸

回补反应，以确保 TCA 循环的正常运行，该反应

包括丙酮酸羧化酶(PC)介导的丙酮酸羧化作用、

PEPC 介导的磷酸烯醇式丙酮酸(PEP)羧化作用、以

及由转氨酶介导的天冬氨酸转氨作用(图 1)。其中，

PEPC 催化 PEP 不可逆地生成 OAA，是细菌中 OAA

回补的重要途径，在初级代谢中起着重要的补给作

用[1]，而磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶(PCK)则催化 OAA

生成 PEP 和二氧化碳，是该回补反应的逆反应。 

谷氨酸棒杆菌 V1 (C. glutamicum V1)是本研究

室保藏的 L-缬氨酸高产菌株，前期研究表明：通过

切断 PEPC 参与的 TCA 循环回补途径，增加 PEP

向丙酮酸的流量，可有效改变丙酮酸族和谷氨酸族

氨基酸的代谢流量[2]。本文以 C. glutamicum V1 为

研究对象，通过过量表达 PEPC (由 pepc 基因编码)

和 PCK (由 pck 基因编码)，分别构建强化 OAA 回

补反应和逆反应的重组菌 V1-pepc 和 V1-pck，探讨

该回补途径对菌株生理特性以及主要氨基酸代谢

流量的影响。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 

所用的菌株和质粒如表 1 所示。 
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图 1  草酰乙酸回补途径 

Figure 1  Oxaloacetate anaplerotic reaction 
 

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 V1 L-Valine producer Stored in this lab 
C. glutamicum V1-pck V1 with pck overexpress This study 
C. glutamicum V1-pepc V1 with pepc overexpress This study 
pMD19-T vector T-vector, 2.7 kb, AmpR, lacZ TaKaRa 
pJC1-tac KmR, Mobilizable E. coli vector Stored in this lab 
pJC1-tac-pck pJC1-tac with pck fragement from V1 This study 
pJC1-tac-pepc pJC1-tac with pepc fragement from V1 This study 

 
 

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，上海捷瑞生物工程有

限公司；苹果酸脱氢酶，上海宝曼生物科技有限公司；

NADH、ADP、PEP 等，生工生物工程(上海)股份有

限公司；其他试剂为进口或国产分析纯生化试剂。 

凝胶成像系统、基因扩增仪，Bio-Rad 公司；

台式高速冷冻离心机(5430R)，德国 Eppendorf 公司；

高效液相色谱仪，美国戴安公司。 

1.3  培养基和培养条件 

1.3.1  培养基：(1) C. glutamicum V1 的摇瓶发酵培

养基(g/L)：葡萄糖 125.0，(NH4)2SO4 35.0，KH2PO4 

4.5，MgSO4 0.5，FeSO4 0.01，MnSO4 0.01，VH 

110−4，硫胺素 210−4，装液量 25 mL/250 mL，pH 

6.8−7.0。(2) 大肠杆菌、C. glutamicum V1 感受态细

胞、C. glutamicum V1 种子培养等培养基参见文献[2]。 

1.3.2  培养条件：大肠杆菌在 37 °C、200 r/min 回

旋振荡培养箱培养 12 h；C. glutamicum V1 和重组

菌在 30 °C、120 r/min 往复振荡培养箱培养 68 h。 

1.4  DNA 操作 

大肠杆菌 DNA 操作参考文献[3]，棒杆菌基因

组 DNA 的提取采用上海捷瑞生物技术公司的细菌

基因组提取试剂盒；大肠杆菌的转化采用 CaCl2 法。 

1.5  重组菌的构建 

1.5.1  目的基因 pck 和 pepc 的扩增：根据 NCBI 上

公布的 Corynebacterium glutamicum ATCC13032 的
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pck 和 pepc 基因序列分别设计增强表达的上下游

引物。引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成。

P1：5′-TCTAGAATGACTACTGCTGCAATCAGG-3′，

Xba I；P2：5′-GTCGACTTAAGCGTGAGCTGCTGA 

AAT-3′，Sal I；P3：5′-GCTCTAGAATGACTGATTT 

TTTACGCGAT-3′，Xba I；P4：5′-GTCGACCTAGCC 

GGAGTTGCG-3′，Sal I。 

(1) 以 C. glutamicum V1 基因组为模板，P1、P2

为引物，扩增 pck 基因，扩增体系(50 μL)：10×ExTaq 

DNA 聚合酶缓冲液 5 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 4 μL，

上游引物(100 μmol/L) 2 μL，下游引物(100 μmol/L) 

2 μL，模板 2 μL，10×ExTaq DNA polymerase      

(5 U/μL) 0.5 μL，ddH2O 34.5 μL；扩增条件：95 °C 

4 min；94 °C 45 s，57 °C 45 s，72 °C 2 min，30 个

循环；72 °C 10 min。(2) 以 C. glutamicum V1 基因

组为模板，P3、P4 为引物，扩增 pepc 基因，扩增

体系同(1)；扩增条件：95 °C 4 min；94 °C 45 s，60 °C 

45 s，72 °C 2 min 30 s，30 个循环；72 °C 10 min。

所得目的片段两端带 Xba I 和 Sal I 限制性酶切位点。 

1.5.2  重组质粒的构建：(1) 将扩增得到的 pck 和

pepc 基因分别连接至 pMD19-T 载体，连接体系及

条件参考 TaKaRa pMD19-T Vector Cloning Kit 说明

书；将连接产物转化至 E. coli JM109 中，经蓝白斑

筛选、Xba I 和 Sal I 双酶切验证，获得阳性转化子；

提取重组质粒 pMD19-T-pck、pMD19-T-pepc，送生

工生物工程(上海)股份有限公司测序。(2) 提取重组

质粒 pMD19-T-pck、pMD19-T-pepc 及穿梭质粒

pJC1-tac，分别利用限制性内切酶 Xba I 与 Sal I 进

行双酶切，应用上海捷瑞生物有限公司的胶回收试

剂盒回收并纯化线性片段 pck、pepc 和 pJC1-tac，

将 pck 和 pepc 分别连接至质粒 pJC1-tac，连接体系

及条件参考 TaKaRa T4 DNA 连接酶说明书。连接

产物转化至 E. coli JM109 中，Xba I 和 Sal I 双酶切

验证，获得阳性转化子 E. coli JM109 pJC1-tac-pck；

BamH I 单酶切验证，获得阳性转化子 E. coli JM109 

pJC1-tac-pepc。 

1.5.3  重组菌的转化：提取重组质粒 pJC1-tac-pck

及 pJC1-tac-pepc，应用电击转化法(方法参见文献[4])，

分别转化至 C. glutamicum V1 感受态细胞中，挑

取转化子，提取质粒，经酶切验证，得到重组菌

C. glutamicum V1-pck 和 V1-pepc。 

1.6  酶活分析 

1.6.1  丙酮酸羧化酶(PC)、磷酸烯醇式丙酮酸羧化

酶(PEPC)：检测方法参见文献[2]。 

1.6.2  磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶：将待测菌株接种

于发酵培养基中，生长 36 h 后，取发酵液，4 °C、

10 000 r/min 离心 2 min 收集菌体，用 pH 7.5，      

0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液洗涤 3 次，重悬后冰浴超声

破碎，4 °C、10 000 r/min 离心 2 min 取上清液进行

酶活测定。3 mL 反应体系含：2.3 mL 磷酸盐缓冲液

(0.1 mol/L，pH 7.5)，50 mmol/L MnCl2、0.5 mol/L 

NaHCO3、0.5 mol/L NaPEP、50 mmol/L ADP、      

5 mmol/L NADH、500 U/mL 的苹果酸脱氢酶各  

100 μL、最后加入粗酶液 100 μL 启动反应，于 25 °C、

340 nm 处，每 30 s 测定一次吸光值，持续 3 min。 

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，每分钟消耗 1 μmol NADH 所需

的酶量。 

1.6.3  粗酶液中总蛋白含量的测定：采用考马斯亮

蓝法[5]。 

1.7  发酵液中氨基酸浓度测定 

采用高效液相色谱分析仪[6]。 

1.7.1  样品预处理：取适当稀释的发酵上清液 200 µL，

加入 20 μL 正亮氨酸内标溶液，先后加入 100 µL 三

乙胺乙腈和异硫氰酸苯酯乙腈，混匀后室温静置  

1 h。反应混合液中加入 400 µL 正己烷，剧烈振荡，

室温下静置 5−10 min，12 000 r/min 离心 15 min。

吸取下层液体，用 0.45 µm 有机小滤膜过滤除杂，

置于进样瓶中密封。 

1.7.2  液相条件：色谱柱：VensusilAA，4.6 mm×250 mm，

5 µm；流动相 A：0.76%无水乙酸钠，0.7%乙腈；

流动性 B：80%乙腈；紫外检测波长：254 nm；柱

温：40 °C；进样体积：10 µL。流动相梯度洗脱程

序：0−4 min，100%流动相 A；4−16 min，97%流动
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相 A；16−17 min，89%流动相 A；17−32 min，79%

流动相 A；32−34 min，66%流动相 A；34−38 min，

100%流动相 B；38.01，100%流动相 A。 

2  结果与分析 

2.1  重组菌 C. glutamicum V1-pck 和 V1-pepc

的构建 

扩增 C. glutamicum V1 的 pck 和 pepc 基因，分

别连接至载体 pMD19-T，将连接产物转化至 E. coli 

JM109 中，经蓝白斑筛选、质粒酶切验证，获得阳

性转化子 E. coli JM109 pMD19-T-pck (图 2A)和 E. 

coli JM109 pMD19-T-pepc (图 2B)。 

提取上述重组质粒 pMD19-T-pck、pMD19-T-pepc

及空质粒 pJC1-tac，分别利用限制性内切酶 Xba I 与

Sal I 进行双酶切，回收并纯化线性片段 pck、pepc

和 pJC1-tac，将 pJC1-tac 分别与 pck 和 pepc 混合后

置于连接体系中过夜连接，连接产物转化至 E. coli 

JM109，经培养过夜、质粒酶切验证，得到阳性转化

子 E. coli JM109 pJC1-tac-pck (图 3A)和 E. coli JM109 

pJC1-tac-pepc (图 3B)，表明重组质粒构建成功。 

提取重组质粒 pJC1-tac-pck 及 pJC1-tac-pepc，

分别转化至 C. glutamicum V1 感受态细胞中，挑取

转化子，提取质粒，经酶切验证，得到重组菌 C. 

glutamicum V1-pck 和 V1-pepc。经检测，重组菌

V1-pck 的 PCK 酶活较出发菌株提高了 22.8%，重

组菌 V1-pepc 的 PEPC 酶活较出发菌株提高了

27.5% (表 2)，表明重组菌构建成功。 
 

 
图 2  pMD19-T-pck (A)和 pMD19-T-pepc (B)酶切验证图 

Figure 2  Digestion patterns of plasmid pMD19-T-pck (A) and plasmid pMD19-T-pepc (B) 
注：M1：DL2000；M2：λDNA/Hind III；M3：DL5000 分子量标准；1：重组质粒 pMD19-T-pck Xba I 与 Sal I 双酶切产物；2：质

粒 pMD19-T-pepc 单酶切产物；3：质粒 pMD19-T-pepc Xba I 与 Sal I 双酶切产物. 
Note: M1: Markers of DL2000; M2: λDNA/Hind III; M3: DL5000; 1: Digestion products of plasmid pMD19-T-pck by Xba I and Sal I; 2: 
Digestion products of plasmid pMD19-T-pepc by Xba I and Sal I; 3: Digestion products of plasmid pMD19-T-pepc by Xba I and Sal I. 

 

 
图 3  pJC1-tac-pck (A)和 pJC1-tac-pepc (B)的酶切验证图 

Figure 3  Digestion patterns of plasmid pJC1-tac-pck (A) and pJC1-tac-pepc (B) 
注：M1：DL2000；M2：λDNA/Hind III；M3：DL5000 分子量标准；1：重组质粒 pJC1-tac-pck Sal I 和 Xba I 双酶切片段；2：质粒

pJC1-tac-pepc BamH I 的单酶切产物. 
Note: M1: Markers of DL2000; M2: λDNA/Hind III; M3: DL5000; 1: Digestion products of plasmid pJC1-tac-pck by Sal I and Xba I; 2: 
Digestion products of plasmid pJC1-tac-pepc by BamH I. 
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表 2  关键酶活性测定 
Table 2  Specific activity of key enzymes 

Strains 
PCK (U/mg 

protein) 
PEPC (U/mg 

protein) 
PC (U/mg 

cell) 
C. glutamicum V1 0.350±0.013 0.400±0.012 1.860±0.073

C. glutamicum 
V1-pck 

0.430±0.011 0.390±0.015 1.930±0.059

C. glutamicum 
V1-pepc 

0.300±0.016 0.510±0.018 1.620±0.034

 

2.2  重组菌的缬氨酸发酵特性变化 

以出发菌株 V1 及带有空质粒的菌株 V1(pJC1-tac)

为对照，对重组菌株 V1-pck 和 V1-pepc 进行摇瓶发

酵特性研究，结果(图 4)表明：(1) 带有空质粒的菌

株 V1(pJC1-tac)与出发菌株 V1 的生长、葡萄糖、

硫酸铵的消耗以及 L-缬氨酸的积累均无明显差异，

即空质粒对菌株 V1 的生理代谢无明显影响(数据未

在图中列出)；(2) 两株重组菌的生长速率均较出发

菌株稍缓，但其对数生长期较出发菌株延长了 8 h 

(从 48 h 延长到 56 h，图 4A)，进入稳定期时菌体浓

度均达到 14.5 g/L 左右，从葡萄糖的消耗曲线(图

4C)分析，重组菌的耗糖速度较出发菌株慢，但到

达稳定期时消耗的总糖基本相同；(3) L-缬氨酸积累

曲线(图 4B)表明：发酵 40 h 时出发菌 L-缬氨酸已

基本达到最大积累量，而重组菌在 40–48 h 仍处

于快速生长期，并快速积累 L-缬氨酸，发酵终点

48 h 时，重组菌 V1-pck 的 L-缬氨酸积累量达到 

32.9 g/L，较出发菌株(28.1 g/L)提高了 17%；而重

组菌 V1-pepc 由于前期 L-缬氨酸的积累较为缓慢，

48 h 时 L-缬氨酸的产量仅为 23.9 g/L，较出发菌降

低了 15%。出发菌和重组菌在菌株生长的对数后期

(后 8 h)均不积累缬氨酸。 

2.3  草酰乙酸回补途径对菌株 C. glutamicum 

V1 主要氨基酸代谢的影响 

为探讨草酰乙酸回补途径对氨基酸代谢流的

影响，以发酵 48 h 的菌液样品为分析对象，比较出

发菌株与重组菌主要氨基酸积累情况，结果(表 3)

表明增强草酰乙酸回补途径关键酶活性可有效改

变部分氨基酸代谢流向：(1) 增强 PCK 活性可促进

草酰乙酸向 PEP 转化，增加丙酮酸的积累，进而增

加 TCA 循环通量，使以丙酮酸为前体合成的丙氨 

 
 
图 4  不同菌株的发酵过程曲线 
Figure 4  Fermentation curve of different strains 
Note: ●: C. glutamicum V1; ▲: C. glutamicum V1-pck; ○: C. 
glutamicum V1-pepc. 
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表 3  发酵液中的氨基酸分析 
Table 3  The amino acids analysis of fermentation broth 

Amino acid (g/L) C. glutamicum V1 C. glutamicum V1-pck C. glutamicum V1-pepc 

Aspartate-family Aspartic (0.324±0.046) E−2 (0.364±0.036) E−2 (0.293±0.051) E−2 

Lysine 1.23±0.091 1.121±0.035 1.299±0.072 

Threonine 0.045±0.002 0.042±0.003 0.045±0.003 

Total 1.278 1.166 (↓8.76%) 1.348 (↑5.47%) 

Alanine-family Leucine 0.106±0.007 0.135±0.016 0.124±0.003 

Alanine 1.872±0.080 2.088±0.130 1.631±0.06 

Valine 28.094±1.020 32.932±0.340 23.913±0.24 

Total 30.072 35.155 (↑16.9%) 25.668 (↓14.7%) 

Glutamic-family Glutamic 0.181±0.020 0.232±0.0140 0.217±0.018 

Arginine (0.869±0.043) E−2 (1.038±0.031) E–2 (0.892±0.031) E−2 

Proline 0.239±0.017 0.259±0.011 0.212±0.027 

Total 0.429 0.501 (↑16.7%) 0.438 (↑2.4%) 

 
酸族氨基酸、和以 α-酮戊二酸为前体合成的谷氨酸

族氨基酸代谢流量明显提高，其中丙氨酸、缬氨酸、

谷氨酸、精氨酸受此调控的影响最大，分别提高了

11.8%、17.2%、27.8%和 19.5%；(2) 过表达 pepc，

PEPC 活性提高 27.5%，同时 PC 活性降低 12.9%  

(表 2)，即 PEP 到 OAA 代谢通量增加的同时，另一

回补途径即丙酮酸到 OAA 的代谢通量降低，或使

OAA 回补途径的代谢流量控制在某一稳定水平，致

使天冬氨酸族和谷氨酸族氨基酸的整体流量变化

不大，而随着 PEP 降低，丙酮酸随之降低，导致丙

氨酸族氨基酸的整体流量降低了 14.7%。  

3  讨论 

草酰乙酸回补途径是维持 TCA 循环正常运转

的重要反应之一，对氨基酸、蛋白质、脂类等有机

物的代谢起着至关重要的作用。本文以缬氨酸高产

菌株谷氨酸棒杆菌 V1 为研究对象，通过过量表达

pepc 和 pck 的方法，探讨由 PEPC 介导的 OAA 回

补途径和由 PCK 介导的逆途径对菌株生理特性以

及主要氨基酸代谢流量的影响。李会玉等[7]在研究

3 种不同来源 pepc 基因对重组大肠杆菌生长的影响

时也发现，过表达 pepc 对宿主菌的生物量无影响，

如果排除质粒复制造成的代谢负荷，甚至是促进了

宿主菌的生长，推测是因为重排了代谢流量；陆敏

涛等[8]、仇爱梅等[2]等敲除棒杆菌 pepc 基因，发现

突变株的生长速率下降；说明 pepc 活性的缺失对菌

株的生长有一定的滞缓作用，但过表达 pepc 对菌株

生长的影响较小。 

孙兰超等[9]、娄菲等[10]分别研究了 PEPC 活性

对谷氨酸棒杆菌和大肠杆菌 TCA 循环中间产物的

影响，结果均表明增强 PEPC 活性，OAA 回补途径

的代谢通量增加，TCA 循环通量增加，α-酮戊二酸

和苹果酸的积累量显著提高。本研究中发现，PEPC

介导的回补途径流量增加的同时，PC 介导的回补

途径流量降低，说明棒杆菌在以葡萄糖为碳源生长

时，作为回补酶，PEPC 和 PC 可以相互替代，协同

作用[11-12]，将 OAA 回补途径的总代谢流量控制在

一定范围，这可能就是天冬氨酸族氨基酸和谷氨酸

族氨基酸受此途径影响较小的原因之一。从主产物

L-缬氨酸的积累情况分析，过量表达 pck 可显著提

高其产量，此结果对其他氨基酸生产菌的调控有一

定的借鉴作用。 
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