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一株黄色短杆菌基因工程菌株的构建及其

L-缬氨酸积累
徐大庆 1 ,2，谭延振 1，缪 铭 1，王小元 1 ,*

(1.江南大学 食品科学与技术国家重点实验室，江苏 无锡      214122；2. 河北农业大学生命科学学院，河北 保定      071001)

摘   要：从谷氨酸棒杆菌模式菌株 C. glutamicum ATCC13032 中克隆出 L- 缬氨酸合成途径上的限速酶——乙酰羟酸

合酶编码基因 ilvBN。对 ilvBN 进行定点突变，获得其抗反馈抑制突变型 ilvBNr。以大肠杆菌 - 黄色短杆菌穿梭表达

载体 pDXW-10 为基础，构建重组质粒 pDXW-10-ilvBNr，并转化野生型黄色短杆菌 B. flavum ATCC14067，获得

工程菌株 ATCC14067/pDXW-10-ilvBNr。3L 罐发酵实验结果显示：在野生型菌株发酵液中检测不到 L- 缬氨酸积累，

而工程菌株发酵液中 L- 缬氨酸积累达 5.0g/L。
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Abstract ：As a rate-limiting enzyme for L-valine biosynthesis, the ilvBN gene encoding acetyl-carboxylic acid synthase (AHAS)

from Corynebacterium glutamicum ATCC13032 was amplified by PCR, followed by site-direct mutagenesis to obtain an ilvBNr

gene, the anti-feedback inhibition gene of ilvBN. The ilvBNr gene inserted into E. coli-Brevibacterium flavum shuttle expression

vector pDXW-10 to construct a recombinant plasmid pDXW-10-ilvBNr, which was subsequently transformed into B. flavum

ATCC14067, producing a genetic engineering strain ATCC14067/pDXW-10-ilvBNr. The fermentation experiments conducted

in a 3 L fermentor showed that no L-valine accumulation was detected in the fermentation broth of the original strain, while an

L-valine accumulation of 5.0 g/L was observed in the fermentation broth of the constructed engineering strain.
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L- 缬氨酸属于中性氨基酸，与 L- 异亮氨酸、L- 亮
氨酸一起称为支链氨基酸，是人体必需的氨基酸之一。

L - 缬氨酸广泛应用于医药、食品、饲料、化妆品等领

域。工业上主要是通过应用棒状杆菌发酵来生产 L- 缬氨

酸，而选育优良的生产菌株是实现 L- 缬氨酸高效生产的

关键。自 Nakayama 等[1]首先于 1961 年选育了氨基酸缺

陷型的 L- 缬氨酸生产菌以来，人们在棒状杆菌产 L- 缬
氨酸诱变育种方面进行了大量的研究并取得了显著的成

绩 [ 2 ]。但传统的诱变育种方式工作量大、周期长，且

引起的遗传变异在染色体上是随机分配的，一些与氨基

酸生物合成无直接关联的区域也会被突变，因此可能会

对细胞生理产生不可预知的负面效应。代谢工程是在对

代谢网络系统分析的基础上采用基因工程技术定向改造

细胞代谢系统以提高产物得率或改进细胞性能[3]。由于

关于谷氨酸棒状杆菌生理学、生物化学和遗传学知识的

大量累积[4-5]，基于理性设计的代谢工程育种正在成为氨

基酸高产菌株选育的主要方式[6]。

虽然国内选育的 L - 缬氨酸生产菌种较多，但它们

均是通过随机诱变和定向筛选的方法获得的 [ 2 ]，其产

酸水平有待于进一步提高。另外，传统诱变育种获

得的 L - 缬氨酸高产菌株副生杂酸比较多，尤其是副

生 L-Leu、L-Ileu、L-Met 等，这对后提取高纯度 L-Val
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造成很大的困难。过表达生物合成或降解途径的限速酶

是对菌株进行代谢工程改造的主要策略之一。而由

ilvBN 基因编码的乙酰羟酸合酶(AHAS)是棒状杆菌 L- 缬
氨酸合成途径上的限速酶。本实验通过定点突变技术获

得 AHAS 抗反馈抑制突变型编码基因 ilvBNr，然后通过

在黄色短杆菌中过表达 ilvBNr 基因，初步构建过量积累

L- 缬氨酸的基因工程菌株，并在 3L 罐发酵水平上对其

产 L - 缬氨酸能力进行检测。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株、质粒和表达载体

大肠杆菌 E. coli  JM109、谷氨酸棒杆菌模式菌株

C. glutamicum  ATCC13032、黄色短杆菌野生型菌株

B. flavum ATCC14067 以及质粒 pUC57 由本实验室保藏；

E. co l i -B .  f l a v um 穿梭表达载体 p DX W - 10，大小为

8351bp，是由本实验室构建的适合于棒状杆菌代谢工程

研究的组成型表达载体[7]。

1.1.2 试剂

限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、DNA Marker、
ATP、质粒小量制备试剂盒    上海生工生物工程服务有

限公司； PrimeSTAR HS DNA 聚合酶    大连宝生物公

司；引物合成及测序由上海生工生物工程服务有限公司

完成；琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒、基因组提取试剂

盒   北京天根生化科技有限公司；酵母粉、胰蛋白胨

Oxoid 公司；其他生化试剂均为国产或进口分析纯。

1.1.3 培养基

大肠杆菌 LB 培养基参照文献[8]配制；黄色短杆菌

斜面培养基：LB 培养基 +0.5% 葡萄糖；黄色短杆菌种

子培养基(g/L)：葡萄糖 25、尿素 1 .25、玉米浆 20、
KH2PO4 1、MgSO4 5，pH 7.0；黄色短杆菌发酵培养

基(g/L)：葡萄糖 150、(NH4)2SO4 35、玉米浆 20、KH2PO4

1、MgS O 4 1。
1.2 方法

1.2.1 DNA 的提取和纯化

D N A 的提取和纯化均按相应试剂盒说明书进行。

DNA 片段的酶切和连接以及大肠杆菌感受态细胞的制备

及转化等操作均按文献[8]方法进行；黄色短杆菌感受态

的制备和转化按文献[9]方法进行。

1.2.2 PCR 扩增野生型 ilvBN 基因

依据谷氨酸棒杆菌 C. glutamicum ATCC13032 ilvBN
基因序列[10]，设计正向引物 ilvBN-F(5＇- actagaattcgaaagg
acatgaacgatgaatgtggcagcttctcaac-3＇，下划线部分为引入

EcoRI 位点)和反向引物 ilvBN-R(5＇- actaaagcttttagatc

ttggccggagccatggtcttcg-3＇，下划线部分为引入 HindIII 位
点)。以 C. glutamicum ATCC13032 基因组 DNA 为模板，

ilvBN-F 和 ilvBN-R 为引物扩增 ilvBN。反应体系为 50μL，
包括 10μL 5 × Primer STAR buffer (Mg2+ plus)，4μL
dNTP 混合物(各 2.5mmol/L)，1μL 基因组模板，1μL 正

向引物 ilvBN-F(20μmol/L)，1μL 反向引物 i lvBN -R(20
μmol/L)，0.5μL Prime STAR HS DNA Polymerase。 PCR
反应条件为：94℃预变性 5min；然后在以下条件下进

行 35 轮循环：94℃变性 30s，60℃退火 15s，72℃延伸

2.5min；最后一个循环完成后 72℃再延伸 10min；4℃保

存。扩增产物为 2 4 2 8 b p。

1.2.3  ilvBN 基因的定点突变

将野生型基因 ilvBN 的 PCR 产物用 EcoRI 和 HindIII
双酶切，连接到同样用 EcoRI 和 HindIII 双酶切的克隆

载体 pUC-57 上，构建成重组质粒 pUC57- i l vBN。以

pUC57-ilvBN 为模板，使用携带突变位点的一对完全互

补的引物 p - F ( 5＇- g t t c a g g a c g t a g a c g A T G A c
Tt t t cccgcg ta tcagg-3＇)和 p-R(5＇-cc tga tacgcgggaaa
AgTCATcgtctacgtcctgaac-3＇)，其中大写碱基为引入的

突变位点，将 ilvN 上编码别构中心上 3 个氨基酸 Gly-Ile-
Ile 的核苷酸 ggaatcatt 定点突变成 gatgacttt(编码 Asp-Asp-
Phe)。对质粒进行 PCR 扩增。反应体系为 50μL，包

括 10μL 5 × Primer STAR buffer (Mg2+ plus)，4μL dNTP
混合物(各 2.5mmol/L)，4μL 质粒 pUC57-ilvBN(100ng/μL)
模板，1μL 正向引物 p-F(20μmol/L)，1μL 反向引物p-R
(20μmol/L)，0.5μL Prime STAR HS DNA Polymerase。
反应程序：94℃预变性 5min；然后在以下条件下进行

30 轮循环：94℃变性 30s，60℃退火 15s，72℃延伸

5.5min；72℃再延伸 10min；10℃保存。扩增产物直接

用 1μL DpnI 内切酶 37℃消化 1h。取 20μL 消化产物转

化大肠杆菌感受态细胞。挑选转化子，扩繁培养，提取质

粒，测序，突变的重组质粒命名为 pUC57-ilvBNr。

1.2.4 重组质粒 pDXW-10-ilvBNr 的构建及转化

以质粒 pUC57-ilvBNr DNA 为模板，扩增突变型基

因 ilvBNr，扩增引物及条件同 1.2.2 节。将 ilvBNr 和 ilvBN
PCR 产物分别用 EcoRI 和 HindIII 双酶切，分别连接到

同样用 EcoRI 和 HindIII 双酶切的 E. coli-B. flavum 穿梭

表达载体 pDXW-10 上，构建的重组质粒大小都为 10717
bp，分别命名为 pDXW-10-ilvBNr 和 pDXW-10-ilvBN。

重组质粒分别转化黄色短杆菌 B. flavum ATCC14067，构

建成工程菌株 A T C C 1 4 0 6 7 / p D X W - 1 0 - i l v B N r 和

ATCC14067/pDXW-10-ilvBN。

1.2.5 工程菌株ATCC14067/pDXW-10-ilvBNr的3L罐发酵

种子液培养：挑一满环新鲜斜面上的菌体接种至种子

培养基，在 30℃、250r/min 条件下培养至对数生长中后期。
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上罐发酵：按 10% 接种量将种子液 0.12L 接入 3L 发

酵罐中，初始装液量 1.2L。通风量 200L/h，搅拌转速

控制范围为 200～950r/min，培养温度 30℃。溶氧通过

搅拌自动控制在设定值。菌体生长初期及对数生长期溶

氧控制在 50%，稳定期溶氧控制在 30%。流加 25% 氨
水和 2mol/L HCl 以控制 pH7.0。每隔 2h 取样测菌浓度

及残糖，根据耗糖速率确定补料量，通过流加质量浓

度为 80g/100mL 的葡萄糖使菌体在进入衰亡期之前糖质

量浓度维持在 10～15g/L。以 ATCC14067/pDXW-10-
ilvBN 和 B.flavum ATCC14067 为对照菌株。

1.2.6 菌浓度测定

吸取 0 .1mL 的发酵液，用蒸馏水适当稀释，采用

紫外分光光度计测定 562nm 波长处的吸光度。

1.2.7 残糖测定

采用 DNS 法[11]。

1.2.8 氨基酸含量测定

采用高效液相色谱系统(HPLC)自动柱前衍生化法测

定。采用 Agilent 公司 1200 ser ies 色谱仪。色谱柱：

Agilent Eclipse-AAA 柱。流动相水相(1L)：4.52g 无水

乙酸钠、200μL 三乙胺、5mL 四氢呋喃、pH7.2；有

机相(1L)：4.52g 无水乙酸钠、400mL 甲醇、400mL 乙
腈。色谱条件：柱温 40℃，流速 1.0mL/min，DAD 检
测 器 。

2 结果与分析

2.1 ilvBN 基因的 PCR 扩增及定点突变

为了获得解除反馈抑制的 AHAS[12]，实验从谷氨酸

棒杆菌模式菌株 C. glutamicum ATCC13032 基因组上成

功地扩增出野生型 i l v B N，然后通过定点突变技术将

ilvN 上编码别构中心上 3 个氨基酸 Gly-Ile-Ile 的核苷酸

ggaatcatt 定点突变成 gatgacttt(编码 Asp-Asp-Phe)(图 1)，
成功获得了抗反馈抑制的突变型基因 i lvBNr。

ilvBNr 的构建及转化黄色短杆菌

黄色短杆菌是工业上用来发酵生产 L- 缬氨酸的主要

菌种之一。通过 16S rDNA 杂交分析，发现土壤棒杆菌

的两个代表种 C. glutamicum 与 B. flavum 亲缘关系非常

近[13]。笔者将解除反馈抑制的突变型基因 ilvBNr 异源转

化黄色短杆菌 B. flavum ATCC14067。ilvBNr 的 PCR 产

物用 EcoRI 和 HindIII 双酶切，并连接到同样用 EcoRI 和
HindIII 双酶切的 E. coli-B. flavum 穿梭表达载体 pDXW-10
上，连接产物转化大肠杆菌 J M 1 0 9，挑选卡那霉素抗

性转化子，提取重组质粒。以重组质粒为模板，ilvBN-F
和 ilvBN-R 为引物扩增 ilvBNr，扩增产物大小为 2.4kb，
与理论值一致(图 2，泳道 2)；用 EcoRI 单酶切重组质

粒，获得大小为 10.7kb 片段，与理论值一致(图 2，泳

道 3)。通过单酶切及 PCR 验证，说明重组质粒构建成

功。重组质粒 pDXW-10-ilvBN r 电转化黄色短杆菌，对

得到的转化子中的质粒进行酶切鉴定，片段大小为 10.7 kb，
说明重组质粒转化成功，获得工程菌株 A T C C 1 4 0 6 7 /
pDXW-10- ilvBNr。同样方法，成功获得对照工程菌株

ATCC14067/pDXW-10-ilvBN。

Plac-M

kan

oniC

onE

Amp

ivBN

pDXW-10-ivBNr 10717bp

a

10000bp
M 1 2 3

b

6000bp

3000bp
2000bp

1000bp

a.重组质粒 pDXW-10-ilvBNr 图谱； b. 重组质粒 pDXW-10-ilvBNr

验证琼脂糖凝胶电泳图；M. 1 kb DNA Marker；泳道 1. 质粒 pDXW-
10 的 EcoRI 单切产物(8.3kb)；泳道 2. ilvBNr PCR 扩增产物(2.4kb)；
泳道 3. 重组质粒 pDXW-10-ilvBNr 的 EcoRI 单切产物(10.7 kb)。

图 2 重组质粒 pDXW-10-ilvBNr 构建结果及其验证

Fig.2   Physical map and single enzymatic digestion based identification
of recombinant plasmid pDXW-10-ilvBNr

2.3 工程菌ATCC14067/pDXW-10-ilvBNr 3L罐发酵水平

的 L- 缬氨酸积累2.2 重组质粒ATCC14067/pDXW-10-ilvBN和pDXW-10-

图 1   ilvBNr 基因定点突变位点及其上下游序列测序图谱

Fig.1   Sequencing map showing the site-directed mutagenesis of ilvBNr

*.碱基为突变碱基。

GTCCGTACTCGTTCAGGACGTAGACGATGACTTTTCCCGCGTATCAGGTATGT
**** *
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为了检测工程菌 ATCC14067/pDXW-10-ilvBNr 产

L- 缬氨酸的情况，进行了 3L 罐发酵实验。当发酵时间

到达 68h 后，菌体进入衰亡期。选取 72h 停止发酵，通

过 HPLC 方法检测发酵液中各种氨基酸的含量。结果显

示：在野生型菌株 B. flavum ATCC14067 发酵液中未检

测到 L- 缬氨酸，工程菌株 ATCC14067/pDXW-10-ilvBN
发酵液中L-缬氨酸产量为2.85g/L，而工程菌株ATCC14067/
pDXW-10-ilvBNr 发酵液中目的产物 L- 缬氨酸产量达到

5.0g/L；另外，相比野生型菌株，工程菌株 ATCC14067/
pDXW-10-ilvBN和ATCC14067/pDXW-10-ilvBNr发酵液中

L- 丙氨酸含量都显著降低，L- 异亮氨酸和 L- 亮氨酸含

量显著提高(表 1)；其他氨基酸含量无显著变化(数据未

显示 ) 。

菌株
          氨基酸质量浓度 /(g/L)

L-缬氨酸 L-异亮氨酸 L-亮氨酸 L-丙氨酸

B. flavum ATCC14067 － 0.03 0.05 4.08
ATCC14067/pDXW-10-ilvBN 2.85 0.14 0.29 3.76
ATCC14067/pDXW-10-ilvBNr 5.00 0.22 0.48 3.55

表 1 发酵液中 L - 缬氨酸及其代谢相关氨基酸含量

Table 1   Concentrations of L-valine and its metabolism-related amino
acids in fermentation broth of different B. flavum strains

注：－ . 未检测到。

3 讨  论

3 种支链氨基酸：L - 缬氨酸、L - 异亮氨酸和 L - 亮
氨酸的生物合成途径是紧密联系的，在棒状杆菌中它们

都以图 3 的方式进行生物合成。异亮氨酸和缬氨酸是由

相同酶催化的两条平行的合成途径合成的，而亮氨酸和

缬氨酸共用同一前体，是由缬氨酸合成途径中的一条分

支反应所合成。 L- 缬氨酸是以丙酮酸为底物，通过四

步反应转化而成。四步反应依次分别由 ilvBN 基因编码

的乙酰羟酸合酶、i l v C 基因编码的乙酰羟酸异构还原

酶、ilvD 基因编码的二羟酸脱氢酶和 ilvE 基因编码的转

氨酶催化[14]。而由 ilvBN 基因编码的 AHAS 是 L- 缬氨酸

合成途径上的第一个酶，是限速酶。C. glutamicum 的

AHAS 全酶由两个 ilvB 基因编码的大亚基(催化亚基)和两

个 ilvN 基因编码的小亚基(调节亚基)构成。Eggeling 等[15]

研究发现：3 种支链氨基酸都存在的情况下，对 AHAS
的最大抑制率约为 50%。Elisakova 等[12]研究结果表明：

L- 缬氨酸、L- 异亮氨酸、L- 亮氨酸在 AHAS 上的结合

位点为同一位点，位于小亚基 N 上。3 种支链氨基都可

以对 AHAS 进行单独的反馈抑制作用。将 AHAS 小亚

基别构中心的3个氨基酸Gly-Ile-Ile(20～22位)定点突变成

相应的 Asp-Asp-Phe，能够完全解除 3 种支链氨基酸对

AHAS 的反馈抑制作用。本实验获得了一株过量积累

L - 缬氨酸的黄色短杆菌基因工程菌株 A T C C 1 4 0 6 7 /
pDXW-10-ilvBNr，其产量的提高是通过异源过表达谷氨

酸棒杆菌 ilvBN 基因的抗反馈突变型实现的。在野生型

菌株中，A H A S 除在活性水平上受反馈抑制外，在合

成水平还受到其 3 个末端产物：L - 缬氨酸、L - 异亮氨

酸和 L- 亮氨酸的多价阻遏[16]，使其不能有效积累 L- 缬
氨酸。在工程菌株 ATCC14067/pDXW-10-ilvBN 中，使

用组成型表达载体 pDXW-10 表达野生型 ilvBN，解除了

AHAS 合成水平的多价阻遏作用，使其能大量积累 L- 缬
氨酸。而在工程菌株 ATCC14067/pDXW-10-ilvBNr 中，

同时解除了 AHAS 合成水平的多价阻遏作用及活性水

平的反馈抑制作用，使其 L - 缬氨酸的积累能力进一步

大幅度提高。

在本实验中发现，工程菌株发酵液中除了 L - 缬氨

酸产量大幅度提高外，L - 丙氨酸含量显著降低，这可

能是由于过表达抗反馈抑制的 AHAS 使更多的丙酮酸用

于 L- 缬氨酸的生物合成，进而减少了用于 L- 丙氨酸转

化的丙酮酸的量造成的。可见，在工程菌株中，丙酮

酸的供给是相对不足的，增加前体物质丙酮酸供给是提

高 L - 缬氨酸产量的另一关键。另外，工程菌发酵液中

L- 异亮氨酸和 L- 亮氨酸含量也都有显著提高，这表明由

过表达 AHAS 而增加的碳流一部分被用于 L- 异亮氨酸和

L - 亮氨酸的过量合成。因此，在本实验的基础上，为

了最终获得高产 L- 缬氨酸的基因工程菌株，后期的代谢

工程改造工作可以从如下两个大的方面开展研究： 1)通
过基因工程技术降低丙酮酸到乙酰 CoA 的代谢流，使糖

酵解的终产物丙酮酸大量积累，为 L- 缬氨酸的生物合成

提供充足的底物。乙酰 CoA 合成量的减少而影响到菌体

生长，可以通过在培养基中添加乙酸钠来解决[17]；2)降

图 3 谷氨酸棒杆菌中与 L - 缬氨酸生物合成相关的代谢途径

Fig.3   Metabolic pathways related to L-valine biosynthesis in
C. glutamicum
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低苏氨酸到 2- 酮丁酸的代谢流以减少 L- 异亮氨酸的合

成，降低 2- 酮异戊酸到 2- 异丙基苹果酸及酮泛解酸的代

谢流以减少 L- 亮氨酸及 D- 泛酸的合成，降低丙酮酸到

L- 丙氨酸的代谢流以减少 L- 丙氨酸的合成，这些都能使

更多的碳流用于 L - 缬氨酸的生物合成。
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