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乙酸激酶编码基因缺失的 L–色氨酸生产菌株的理性构建

 
赵春光，徐庆阳，张成林，陈 宁 
(天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

 

摘  要：针对 L–色氨酸生产菌株(Escherichia coli TRTH)发酵生产 L–色氨酸过程中乙酸积累的问题，本文采用基因

组学的方法证实了该菌株基因组上存在乙酸激酶编码基因 ackA 及 tdcD 的完整基因序列；并通过敲除 ackA、tdcD 构

建出菌株 TRTHA(TRTH，ΔackA)、TRTHT(TRTH，ΔtdcD)、TRTHAT(TRTH，ΔackA ΔtdcD)，进而考察 ackA 或/和 tdcD

缺失对 L–色氨酸发酵的影响．结果表明：基因 ackA 或/和 tdcD 的缺失会使得乙酸积累减少、菌体生物量及其 L–色氨

酸产量增加，但同时会造成谷氨酸积累量的增加；菌株 TRTHA 的生物量及 L–色氨酸产量均高于 TRTHT．利用

TRTHAT 菌株发酵生产 L–色氨酸时，菌体生物量、L–色氨酸产量和糖酸转化率分别为 47.48,g/L、40.52,g/L 和 15.44%,，

较 TRTH 菌株分别提高了 6.03%,、7.94%,及 7.82%,；乙酸和谷氨酸积累量分别为 1.41,g/L、8.58,g/L，较 TRTH 菌株分别

降低了 10.19%,、提高了 12.15%,．由 TRTH 与 TRTHAT 菌株的代谢流分析得知，与出发菌株 TRTH 相比，TRTHAT 菌

株的乙酸合成代谢流降低了 72.78%，谷氨酸合成代谢流提高了 13.13%,，L–色氨酸合成代谢流是 TRTH 菌株的 1.74 倍.
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Rational Construction of Mutants without Acetate Kinase for  

L-Tryptophan Production 

ZHAO Chunguang，XU Qingyang，ZHANG Chenglin，CHEN Ning 

(College of Biotechnology，Tianjin University of Science & Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：To deal with the high concentration of acetate accumulated in L-tryptophan production by using Escherichia coli

TRTH，genes encoded with acetate kinase were analyzed with genomic methods and the results induicate that the complete 

sequence of ackA or/and tdcD existed in E．coli TRTH．Three mutants TRTHA(TRTH，ΔackA)，TRTHT(TRTH，

ΔtdcD)and TRTHAT(TRTH，ΔackA ΔtdcD)were constructed by deleting ackA or/and tdcD，and the effect of ackA or/and 

tdcD deletion on L-tryptophan fermentation was investigated．The results indicate that the deletion of ackA or/and tdcD de-

creased the accumulation of acetate，increased the biomass and the production of L-tryptophan，but increased the concentra-

tion of glutamate．The biomass and production of L-tryptophan obtained with TRTHA were higher than those with

TRTHT．Compared with TRTH，the highest biomass(47.48,g/L)，the production of L-tryptophan(40.52,g/L)and the glucose 

conversion rate(15.44%,)of TRTHAT increased by 6.03%,，7.94%, and 7.82%, respectively；the accumulation of ace-

tate(1.41,g/L)and glutamate(8.58,g/L)decreased by 10.19%, and increased by 12.15%, respectively．Analysis of metabolic 

flux distribution of TRTH and TRTHAT indicates that the flux of acetate in TRTHAT was decreased by 72.78%, and the flux 

of glutamate in TRTHAT was increased by 13.13%, compared with TRTH，and the flux of tryptophan biosynthesis of 

TRTHAT was 1.74-times of that of TRTH. 

Key words：Escherichia coli；L-tryptophan；genomics；acetate kinase；analysis of metabolic flux 

 

作为人与脊椎动物的必需氨基酸之一，L–色氨 酸在食品、医药及饲料行业得到广泛应用[1]．L–色氨
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酸可利用廉价原料通过微生物发酵法获得，且大肠杆

菌(E ．coli)是 构 建 L– 色 氨 酸 生 产 菌 株 的 优 选 菌

株．乙酸是 E．coli 培养中的主要代谢副产物，乙酸的

积累会抑制细胞生长并降低 E．coli 合成目的产物的

能力[2-3]．在 L–色氨酸发酵中，采用合适的补料策略

将葡萄糖浓度维持在较低水平，可减少乙酸的积累并

且能够提高菌体生物量与 L–色氨酸得率[4]．L–色氨

酸作为初级代谢产物，与细胞生长呈部分偶联关系，

因此提高菌株生物量，可有效地提高 L–色氨酸产 

量[1,3]． 

乙酰辅酶 A 经磷酸乙酰转移酶(pta 编码)与乙

酸激酶(ackA 编码)途径以及丙酮酸经丙酮酸氧化酶

B(poxB 编码)途径均可生成乙酸．降低磷酸乙酰转

移酶及乙酸激酶活性可显著降低乙酸的积累量[4]．与

野生型 E．coli 相比，pta 缺失菌株的乙酸积累量与乙

酸合成速率均较低[5]．基因 pta 或者 ackA 的缺失会

减少乙酸的积累，但也会使得其他代谢副产物(丙酮

酸、丙酮酸和乳酸等)的积累量增加[4]．敲除 L–色氨

酸生产菌株中的 pta 基因，可降低乙酸积累，并且能

够获得较高的 L–色氨酸产量[6]．研究表明，基因 tdcD 

编码的酶具有丙酸及乙酸激酶活性，对乙酸合成有重

要作用[7]．过量表达 tdcD 可使乙酸激酶的比活性提

高 38 倍．与 ackA 单缺失菌株相比，ackA-tdcD 双缺

菌株的乙酸积累量较低[8]． 

本 研 究 以 E ．coli TRTH 为 出 发 菌 株 ，敲 除

ackA 、tdcD 基 因 ，构 建 了 3 株 缺 失 菌 株

TRTHA(TRTH ，ΔackA)、TRTHT(TRTH ，ΔtdcD)、

TRTHAT(TRTH，ΔackA ΔtdcD)，并考察 ackA 及

tdcD 基因缺失对大肠杆菌发酵生产 L–色氨酸的影

响．同时，分析了菌株 TRTH 和 TRTHAT 中色氨酸

合成途径代谢流的分布情况． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 菌株、质粒及引物 

本研究中所用菌株、质粒及引物见表 1．其中，

L–色氨酸生产菌株大肠杆菌(E．coli)TRTH(trpED-

CBA，Tet
R，ΔtanA)由天津科技大学工业微生物菌种

保藏管理中心提供(保藏号为 TCCC27003)． 

表 1 菌株、质粒和引物 

Tab. 1 Strains，plasmids and primers 

类别 名称 特性 

TRTH trpEDCBA，TetR，ΔtnaA 

TRTHA TRTH 缺失 ackA 基因 

TRTHT TRTH 缺失 tdcD 基因 
菌株 

TRTHAT TRTH 缺失 ackA 和 tdcD 基因 

pKD46 AmpR，λ Red-expressing vector 

pKD3 CmR，Template vector 质粒 

pCP20 AmpR，CmR，FLP-expressing vector 

ackA 敲除上游引物 
5′-TGTCCCCGGCGAAACAAGCTAAAAAAATTAACAGAACGATTATCCGGCGTTGACATTGAG 

CGATTGTGTAGGCTGGAG-3′a 

ackA 敲除下游引物 
5′-CGGATCACGCCAAGGCTGACGCTGGTCAGACCGACGCTGGTTCCGGTAGGGATCAG 

TAACGGCTGACATGGGAATTAGC-3′a 

ackA 鉴定上游引物 5′-TGCCCAGCCACCACAATC-3′ 

ackA 鉴定下游引物 5′-GTGGTAGTTTGCGACGAT-3′ 

tdcD 敲除上游引物 
5′-GTGGGAGAGATCTCACTAAAAACTGGGGATACGCCTTAAATGGCGAAGAAACGGTTTGAG

CGATTGTGTAGGCTGGAG-3′b 

tdcD 敲除下游引物 
5′-CATCCTGAACATCGTATACAAACTGTTTTAATCCGTAACTCAGGATGAGAAAAGAG 

TAACGGCTGACATGGGAATTAGC-3′ b 

tdcD 鉴定上游引物 5′-CGGGCGGACCAAATGATAC-3′ 

引物 

tdcD 鉴定下游引物 5′-AACCCGAACATCCTTGAC-3′ 

 注：a.下划线部分为基因 ackA 的同源臂序列；b.下划线部分为基因 tdcD 的同源臂序列． 

1.1.2 主要仪器 

PCR 仪、电转化仪和核酸分析仪，美国 Bio-Rad

公司；10,L、50,L 发酵罐，上海保兴生物设备工程有

限公司；pH 和溶氧电极，美国 Mettler Toledo 公司；

SBA–40C 型生物传感分析仪，山东省科学院生物研

究 所 ；Agilent 1200 型 高 效 液 相 色 谱 系 统 ，美 国

Agilent Technologies 公司；BioProfile 300A 型多参数

生化分析仪，美国 Nova Biomedical 公司． 

1.1.3 培养基 

LB 培养基、2-YT 培养基及 SOC 培养基，参考文
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献[9]． 

种子培养基(g/L)：葡萄糖 20，酵母提取物 7.5，

KH2PO4 1.5，KCl 1.9，(NH4)2SO4 4，MgSO4·7H2O 

3.15，FeSO4·7H2O 0.075,6． 

发酵培养基(g/L)：葡萄糖 10，酵母提取物 1，

KH2PO4 1.5，KCl 1.9，(NH4)2SO4 4，MgSO4·7H2O 

3.15，FeSO4·7H2O, 0.075,6． 

1.2 方法 

1.2.1 基因组学分析乙酸激酶编码基因 

以 E．coli K-12,MG1655 为参考序列设计乙酸激

酶编码基因 ackA 及 tdcD 的测序引物，以 E．coli 

TRTH 的基因组为模板进行 PCR 扩增，并进行基因

序列测序分析；利用 BioEdit 软件对不同大肠杆菌蛋

白质序列文件进行整合，利用 ClustalW2 软件，以整

合后的蛋白质序列文件作为输入数据源进行多重序

列比对，e-value 参数设置为 1E-6
[10]． 

1.2.2 利用 Red 技术敲除基因 ackA 与 tdcD 

利用 Red 重组系统敲除 E．coli TRTH 中的基因

ackA 与 tdcD，具体操作步骤参见文献[9]． 

1.2.3 培养方法 

基因 ackA 与 tdcD 敲除过程中，细菌培养方法

参见文献[9]． 

1.2.4 分析方法 

生物量和 L–色氨酸含量测定参见文献[1]；葡萄

糖及谷氨酸浓度采用生物传感分析仪测定；乙酸、乳

酸及丙氨酸浓度采用 BioProfile 300A 分析仪测定． 

1.2.5 代谢流分布情况分析 

流量平衡方程计算[6,9]：假设细胞处于拟稳态，即

代谢物的浓度变化速率为 0，则基于物料质量守恒定

律，计算各个代谢物的积累速率． 

代谢网络构建[6]：在本文中，仅检测发酵液中的

色氨酸、丙氨酸、乙酸及乳酸的含量，因此在代谢网

络中不考虑其他合成支路． 

代谢流平衡模型建立[9]：基于 L–色氨酸的代谢

网络、代谢节点处反应速率方程及化学计量平衡式，

建立代谢流平衡模型． 

2 结果与讨论 

2.1 基因组学分析乙酸激酶编码基因 ackA及 tdcD 

生物信息学分析结果表明，菌株 E．coli TRTH

与野生型菌株 E．coli K-12,MG1655 的 ackA 和 tdcD

基因序列一致．序列比对分析表明，菌株 E．coli 

TRTH 中的 ackA 与 tdcD 的基因序列及其相应的氨

基酸序列相似度分别为 44%,和 63%,；且乙酸激酶的

所有活性中心位点均处于 ackA 与 tdcD 基因编码产

物的保守序列区域．因此，敲除基因 ackA 与 tdcD 可

降低乙酸激酶活性，从而有利于降低乙酸积累[11]． 

2.2 缺失基因菌株的构建 

根据文献[9]，敲除基因 ackA 与 tdcD，得到缺失

菌 株 TRTHA(TRTH ，ΔackA) 、TRTHT(TRTH ，

ΔtdcD)、TRTHAT(TRTH，ΔackA ΔtdcD)．利用鉴定

引 物 ackA-P3-ackA-P4 、tdcD-P3-tdcD-P4 扩 增

TRTHA、TRTHT、TRTHAT，结果如图 1 和图 2 所

示．获得的片段经 DNAMAN 软件进行序列比对，结

果与理论值相符，因此，成功得到缺失基因 ackA 或/

和 tdcD 菌株 TRTHA、TRTHT、TRTHAT． 

 

M. 1,kbp DNA marker；1. 菌株 TRTHP 的 ackA 基因的 PCR 产物；  

2. 氯霉素抗性基因替换 ackA 基因 PCR 产物；3. 氯霉素抗性基因消

除 PCR 产物 

图 1 基因 ackA缺失的鉴定 

Fig. 1 Identification of the deletion of ackA 

 

M. 1,kbp DNA marker；1. 菌株 TRTHP 的 tdcD 基因 PCR 产物；2. 氯

霉素抗性基因替换 tdcD 基因 PCR 产物；3. 氯霉素抗性基因消除

PCR 产物 

图 2 基因 tdcD缺失的鉴定 

Fig. 2 Identification of the deletion of tdcD 

2.3 缺失基因 ackA 或/和 tdcD 菌株发酵 L-色氨酸

的过程分析 

2.3.1 生物量及细胞生长速率 

基因 ackA 或/和 tdcD 缺失菌株细胞在培养初期

的生长速率较低，而到发酵后期时细胞生长速率较
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高．与菌株 TRTH(44.78,g/L)相比，菌株 TRTHA、

TRTHT、TRTHAT 的生物量分别提高了 3.04%,、

2.59%,、6.03%,．利用 TRTHAT 菌株发酵生产 L–色氨

酸时，其生物量最高达到 47.48,g/L(图 3)． 

 

(a) 细胞生物量 

 

(b) 细胞生长速率 

图 3 基因缺失对菌体生物量及其生长速率的影响 

Fig. 3  Effect of gene deletion on biomass and cell growth

rate 

2.3.2 L–色氨酸产量及其合成速率 

基因缺失对 L–色氨酸产量与合成速率的影响如

图 4 所示．由图 4 可知：缺失基因 ackA 或/和 tdcD

菌株的 L–色氨酸产量均高于菌株 TRTH；基因 ackA-

tdcD 双缺菌株的 L–色氨酸产量高于 ackA 或 tdcD 单

缺菌株，且菌株 TRTHA 的 L–色氨酸产量高于菌株

TRTHT．在发酵初期，菌株 TRTH 的 L–色氨酸合成

速率高于基因缺失 ackA 或/和 tdcD 菌株；而在培养

后期，缺失基因 ackA 或/和 tdcD 菌株的 L–色氨酸合

成速率高于菌株 TRTH．利用菌株 TRTHAT 发酵生

产 L–色氨酸，其 L–色氨酸产量为 40.52,g/L，较出发

菌株提高了 7.94%,．乙酸积累量的降低会减少其对

L–色氨酸合成的抑制作用，则会提高 L–色氨酸的产

量[4,9]，因此缺失基因 ackA 或/和 tdcD 菌株的 L–色氨

酸产量均高于菌株 TRTH．在缺失基因 ackA、tdcD

菌株发酵生产 L–色氨酸时，丙酮酸浓度的增加会提

高 PEP 合成酶的表达水平及 NADPH 的供应量，则

会提高 PEP 的供应量及进入还原途径的碳代谢流，

从而提高 L–色氨酸的合成[5]．同时，由于较低的乙酸

积累量，则缺失基因 ackA、tdcD 菌株的色氨酸合成

速率高于 TRTH
[4]． 

 

(a) 产量 

 

(b) 合成速率 

图 4 基因缺失对 L–色氨酸产量及合成速率的影响 

Fig. 4 Effect of gene deletion on the production and pro-

duction rate of L-tryptophan 

2.3.3 乙酸积累量及其合成速率 

基因缺失对乙酸积累量及其合成速率的影响如

图 5 所示．由图 5 可知，基因 ackA 或/和 tdcD 缺失

会降低乙酸积累．菌株 TRTHAT 的乙酸积累量为

1.41,g/L，较菌株 TRTH 降低了 10.19%,．敲除基因

ackA 或/和 tdcD 菌株的乙酸激酶活性会降低，使得

乙 酸 的 合 成 速 率 与 积 累 量 降 低 [11] ，并 且 ，菌 株

TRTHAT 的乙酸积累量低于基因 ackA 或 tdcD 单缺

突变菌株的 [6]．由于较低的乙酸积累量，缺失基因

ackA 或/和 tdcD 菌株的生物量高于菌株 TRTH，且基

因 ackA-tdcD 缺失菌株的生物量最高．缺失基因

ackA 或/和 tdcD 菌株的最大比生长速率均低于菌株

TRTH，且菌株 TRTHAT 的最大比生长速率最低． 

在 E．coli 中，过量表达乙酰辅酶 A 合成酶编码

基因 acs 可显著降低乙酸积累量及更多的乙酸发生

同化作用，Acs 的表达受到乙酸的调节[5]．由于缺失

基因 ackA 或/和 tdcD 菌株的乙酸积累量较低，降低

了 Acs 的活性，基因 ackA 或/和 tdcD 缺失菌株的乙

酸消耗速率低于菌株 TRTH
[2]． 
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(a) 积累量 

 

(b) 合成速率 

图 5 基因缺失对乙酸积累量及其合成速率的影响 

Fig. 5  Effect of gene deletion on the accumulation and

production rate of acetate 

2.3.4 丙酮酸与谷氨酸的积累量 

基因缺失对丙酮酸与谷氨酸积累量的影响如图

6 所示． 

 

(a) 丙酮酸 

 

(b) 谷氨酸 

图 6 基因缺失对丙酮酸与谷氨酸积累量的影响 

Fig. 6  Effect of gene deletion on the accumulation of py-

ruvate and glutamate 

由图 6 可知，基因 ackA、tdcD 缺失菌株的丙酮

酸与谷氨酸积累量均高于 TRTH．培养初期形成的丙

酮酸在发酵后期被重新利用[2]．在菌体生长阶段，菌

株 TRTHAT 的丙酮酸积累量最高为 0.23,g/L，是菌

株 TRTH 的 1.31 倍；菌株 TRTHA 的丙酮酸积累量

也高于菌株 TRTHT 的．期间，各菌株的谷氨酸生成

速率较低，稳定期时谷氨酸生成速率增大．菌株

TRTHAT 的谷氨酸积累量为 8.58,g/L，较菌株 TRTH

提高了 12.15%,．敲除 pta 或/和 ackA 基因会造成其

他代谢副产物，如丙酮酸、乳酸及谷氨酸等的积累[11]. 

谷氨酸在细胞生长阶段用于菌体合成，则其积累速 

率较低；而在菌体稳定期，由于用于细胞合成的谷氨

酸降低及伴随色氨酸的合成，谷氨酸的积累量大幅 

提高[13]． 

2.3.5 葡萄糖消耗速率及糖酸转化率 

基因缺失对葡萄糖消耗速率与糖酸转化率的影

响如图 7 所示． 

 

(a) 葡萄糖消耗速率 

 

(b) 糖酸转化率 

图 7 基因缺失对葡萄糖消耗速率及糖酸转化率的影响 

Fig. 7 Effect of gene deletion on the consumption rate 

and conversion rate of glucose 

由图 7 可知：培养初期，随着菌体的生长及 L–色

氨酸的合成，葡萄糖消耗速率及糖酸转化率逐渐提

高；在稳定期，由于葡萄糖主要用于 L–色氨酸合成，

则糖酸转化率维持在较高水平；在发酵后期，由于 L–

色氨酸合成速率的下降及菌株产酸能力的限制，糖酸

转化率逐渐降低．在整个发酵过程中，基因 ackA 或/
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和 tdcD 缺 失 菌 株 的 葡 萄 糖消耗速 率 低于菌 株

TRTH；而基因 ackA 或/和 tdcD 缺失菌株的糖酸转化

率 高于菌 株 TRTH ．在 L– 色 氨 酸 发 酵 中 ，菌 株

TRTHA、TRTHT、TRTHAT 的糖酸转化率分别为

15.12%、14.98%、15.44%，均高于菌株TRTH(14.32%). 

由于较低的乙酸积累量，更多的葡萄糖参与目的产物

的合成，则提高了糖酸转化率[12]． 

2.3.6 菌株 TRTH 与 TRTHAT 的 L–色氨酸合成途径

代谢流分布 

  从菌株 TRTH 与 TRTHAT 生产 L–色氨酸的发

酵过程可知，在 28,h 后菌体生物量无明显变化，则假

设此阶段细胞处于拟稳态．测定发酵后期(28～40,h)

的葡萄糖、色氨酸、乙酸、乳酸、丙氨酸及谷氨酸的胞

外浓度，并计算其消耗或积累速率．利用 MATLAB

软件计算利用菌株 TRTH 与 TRTHAT 发酵 L–色氨

酸时，发酵中后期 L–色氨酸生物合成途径的代谢流

分布情况，结果如图 8 所示，括号内数值表示菌株

TRTHAT 的代谢流． 

 

图 8  发酵中后期菌株 TRTH 与 TRTHAT 的 L-色氨酸

合成途径的代谢流分布 

Fig. 8  Metabolic flux distribution of TRTH and

TRTHAT during the later fermentation period of 

L-tryptophan production 

  由图 8 可知，基因 ackA 或/和 tdcD 缺失会改变

菌 株 的 代 谢 流 分 布 ．与 菌 株 TRTH 相 比 ，菌 株

TRTHAT 的糖酵解(EMP)途径的碳代谢流降低了

9.06% ；而磷 酸戊糖 (HMP) 途 径 代 谢 流 提 高 了

57.03%,．基因 ackA 或 tdcD 缺失后，导致乙酸合成代

谢流降低了 72.78%,，谷氨酸合成的代谢流提高了

13.13%．菌株 TRTHAT 中更多的 PEP 与 4–磷酸赤藓

糖(E4P)的代谢流进入莽草酸途径，从而提高了其色

氨酸合成代谢流．菌株 TRTHAT 的色氨酸合成代谢

流 为 14.1%,，是 菌 株 TRTH 的 1.74 倍 ．在 菌 株

TRTHAT 中，HMP 途径碳代谢流的增加会提高 E4P

的供应量，则提高 L–色氨酸产量[2,6]．HMP 途径碳代

谢流的提高会增加色氨酸合成所需的 NADPH 的合

成[5]．在菌株 TRTHAT 中，由 PEP 合成丙酮酸的代

谢流较低，则 PEP 及 E4P 合成色氨酸的代谢流提高，

从而使菌株 TRTHAT 获得较高的 L–色氨酸产量[6,9]. 

3 结 论 

  利用基因 ackA-tdcD 双缺菌株发酵生产 L–色氨

酸，可有效降低乙酸积累量，使得 L–色氨酸产量及糖

酸转化率提高，这为 L–色氨酸的高效生产提供基础

数据．另外，通过缺失乙酸激酶编码基因降低乙酸积

累的策略，可为以 E．coli 作为生产菌株的其他目的

产物的菌株构建提供新的思路． 
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