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产 L–异亮氨酸谷氨酸棒杆菌的代谢工程构建 

张佳蓉，李彦臻，芦  楠，张成林 

(天津科技大学生物工程学院，天津 300457) 

摘  要：L–异亮氨酸作为必需氨基酸具有重要的生理功能，被广泛应用于食品、医药、农业等领域。针对目前发酵

工业中 L–异亮氨酸生产菌株谷氨酸棒杆菌（Corynebacterium glutamicum）存在营养缺陷、发酵周期长等不足，利用

代谢工程策略从头构建 L–异亮氨酸合成菌株。首先过表达解除反馈抑制的天冬氨酸激酶、苏氨酸脱水酶以及乙酰乳

酸合酶编码基因 lysCA279T、ilvAG418A/T1147G和 ilvBNA139T/T140A以强化 L–异亮氨酸合成通路，所获菌株 ILE-3 的 L–异亮

氨酸产量达到 3.5 g/L。然后过表达丙酮酸羧化酶编码基因 pyc 以增强前体物 L–天冬氨酸供应。在此基础上过表达 L–

异亮氨酸输出蛋白编码基因 brnFE 以促进其外排，获得菌株 ILE-6。该菌株在 5 L 发酵罐经发酵 48 h 后，ILE-6 L–

异亮氨酸产量和转化率分别达到 21.3 g/L 和 14.1%。该菌株遗传背景清晰、无营养缺陷、发酵周期短，其所用策略

可为分支链氨基酸生产菌株的代谢工程构建提供参考。 

关键词：L–异亮氨酸；L–苏氨酸；代谢工程；谷氨酸棒杆菌；代谢流 
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Construction of Metabolic Engineering of Corynebacterium glutamicum for Producing 

L–Isoleucine 

ZHANG Jiarong, LI Yanzhen, LU Nan, ZHANG Chenglin 

(College of Biotechnology, Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457) 

Abstract: L-isoleucine, as an essential amino acid, possesses distinctive physiological functions and has been widely used in 

food, pharmaceutical and agricultural industry. However, the current Corynebacterium glutamicum strains used for scaled-up 

production of L-isoleucine exhibit auxotrophy and the fermentation period is relatively long. In this study, an L-isoleucine 

producing strain was developed with the use of metabolic engineering strategies. Initially, the feedback resistant aspartate 

kinase, threonine dehydratase and acetolactate synthase encoding genes lysCA279T, ilvAG418A/T1147G and ilvBNA139T/T140A were 

overexpressed to enhance the L-isoleucine synthetic pathway. As a result, 3.5 g/L of L–isoleucine was produced by the 

generated strain ILE-3. Then, the pyruvate carboxylase encoding gene pyc was overexpressed to improve L-aspartate supply. 

Finally, brnFE was overexpressed to promote the efflux of L-isoleucine. After fermentation for 48 h in a 5 L fermentor, the 

L-isoleucine production titer and yield achieved 21.3 g/L and 14.1% by the final strain ILE-6. The strain ILE-6 possesses 

clear genetic background, non-auxotroph and short fermentation period. The strategies applied in the study thus could 

provide reference for metabolic engineering strains for producing branched chain amino acids. 

Key words: L-isoleucine; L-threonine; metabolic engineering; Corynebacterium glutamicum; metabolic flux 

 

L–异亮氨酸属于必需氨基酸，与 L–缬氨酸和 L–

亮氨酸合称为分支链氨基酸[1-2]。研究表明，L–异亮

氨酸具有修复肌细胞、调节肝功能和免疫系统等功

效，故被广泛应用于食品、医药、农业等领域[3-4]。

据统计，2020 年全球 L–异亮氨酸市场份额约 4200

万美元，预计 2026 年将达到 5500 万美元[5]。 
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目前工业上采用发酵法合成 L–异亮氨酸，生产

菌株以谷氨酸棒杆菌（Corynebacterium glutamicum）

为主[6]，其代谢途径如图 1 所示。选育高效合成 L–

异亮氨酸的细胞工厂是提升其产能的重要途径[7]。现

有用于生产 L–异亮氨酸的谷氨酸棒杆菌多来源于传

统的诱变育种[8]。尽管该方法在菌种选育中发挥了重

要的作用，但菌株经多轮诱变后，出现营养缺陷（如

L–亮氨酸、L–缬氨酸缺陷）、生长缓慢（发酵周期

近 60 h）等不良性状；此外，由于未知突变引起遗

传稳定性下降，诸多优良性状（如关键酶解除反馈

抑制作用等）在传代过程中容易丢失，出现菌种退

化等现象[5, 9-10]。然而，基因组学和比较基因组学技

术也难以鉴别造成上述问题的确切突变点[5]。 

近年来随着代谢工程的飞速发展，国内外学者

开展了一系列利用谷氨酸棒杆菌合成 L–异亮氨酸的

代谢工程研究[11-21]（表 1）。如 Vogt 等[14]在诱变菌

株 MH20-22B 中过表达解除反馈抑制的苏氨酸脱水

酶编码基因 ilvA 和高丝氨酸脱氢酶编码基因 hom，

获得菌株 MH20-22B-ilvAfbr-homfbr，经 50 h 发酵其 L–

异亮氨酸产量达到 14.3 g/L。Li 等[21]通过敲除分枝酸

代谢相关基因 treS、treY、otsA、及 mytB 调节细胞壁

成分并过表达 ilvA 等基因，菌株 PbrnFE7. WL001 的 L–

异亮氨酸产量提高 36.1%。总体而言，菌株发酵周期

偏长，有的还存在营养缺陷或需要诱导剂诱导，不

利于工业化应用。 

 
图 1  谷氨酸棒杆菌中 L–异亮氨酸生物合成途径及其代谢调

控 

Fig. 1  L–isoleucine biosynthesis pathway and metabolic 

regulation in Corynebacterium glutamicum 

表 1  谷氨酸棒杆菌 L–异亮氨酸代谢途径改造策略 

Tab. 1 Strategies for modifying the pathway of L–isoleucine in C. glutamicum 

策略 产量/（g·L-1） 转化率/% 周期/h 营养缺陷或诱导 参考文献 

ΔbrnQ，过表达 brnFE 29.0 24.0 60 需诱导 [11] 

过表达 zwf、ppnk 4.1 7.2 60 需诱导 [12] 

质粒过表达 ilvBN1、ilvA 和 ppnK1 32.4 — 72  需诱导 [13] 

质粒过表达 ilvAV323A和 homG378E 14.3 14 78 Leu— [14] 

质粒过表达 ilvAV140M—F383A 0.73 — 72 需诱导 [15] 

质粒过表达 lysC1、hom1、ilvBN1 和 ilvA1 3.5 — 72 — [16] 

质粒过表达 gnd、fbp 和 pgl 29.0 13.8 96 — [17] 

质粒过表达 phaCAB 29.8 12.9 96 需诱导 [18] 

质粒过表达 cysK 25.3 — 72 需诱导 [19] 

ΔalaTΔbrnQΔalr，过质粒表达 ilvBN1 和 ppnK 32.1 18.1 72 无 [20] 

ΔtreSΔtreYΔotsAΔmytBPilvA::PbrnFE 25.0 — 72 无 [21] 

注：—表示未报道。 

针对上述问题，本研究以野生型谷氨酸棒杆菌

为出发菌株，开展代谢工程研究，以期获得具有无

营养缺陷、发酵周期短等优良性状的 L–异亮氨酸生

产菌株，为适用于工业生产的细胞工厂构建提供参

考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、质粒与引物 

菌株、质粒与引物分别见表 2—表 4。 

1.1.2  培养基 

Brain-Heart Infusion（BHI）培养基：BHI 37.5 g/L，

自然 pH，固体培养基添加终质量浓度为 20 g/L 的琼

脂 粉 ， 115 ℃ 高 压 蒸 汽 灭 菌 15 min 。 配 置

BHI-supplemented（BHIS）培养基时添加终浓度为 5 

g/L 的葡萄糖。 

斜面培养基[22]：葡萄糖 1 g/L，酵母粉 5 g/L，蛋

白胨 10 g/L，NaCl 5 g/L，琼脂粉 20 g/L，pH 7.0~7.2，

115 ℃高压蒸汽灭菌 15 min。 
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种子培养基[22]：葡萄糖 30 g/L，(NH4)2SO4 3 

g/L，玉米浆 20 mL/L，MgSO4·7H2O 0.6 g/L，

KH2PO4·3H2O 1.5 g/L，FeSO4·7H2O 0.001 g/L，

MnSO4·H2O 0.001 g/L，豆粕水解液 15 mL/L，121 ℃

高压蒸汽灭菌 20 min，pH 7.0。 

发酵培养基[22]：葡萄糖 80 g/L，(NH4)2SO4 5 

g/L，玉米浆 10 mL/L，FeSO4·7H2O 0.015 g/L，

MgSO4·7H2O 0.5 g/L ， MnSO4·H2O 0.015 g/L ，

KH2PO4·3H2O 1.5 g/L，豆粕水解液 35 mL/L，121 ℃

高压蒸汽灭菌 20 min，pH 7.0。 

表 2  菌株 

Tab. 2  Strains 

菌株 特性 来源 

Escherichia 

coli DH5α 

F-, Δ(lacZYA-argF)U169 recA1 

endA1 hsdR17 
实验室保藏 

C. glutamicum 

SMR 

C. glutamicum ATCC 

13032rpsLA128G, StrpR 
实验室保藏 

ILE-1 
C. glutamicum SMR 

cg1945::Ptuf-lysCA279T 
本研究 

ILE-2 ILE-1/pXPTS-ilvA 本研究 

ILE-3 ILE-1/pXPTS-ilvA-ilvBN 本研究 

ILE-4 ILE-3 Ppyc::Ptuf 本研究 

ILE-5 ILE-4/pEC-1 本研究 

ILE-6 ILE-4/pEC-2 本研究 

 

表 3  质粒 

Tab. 3  Plasmids 

质粒 特性 来源 

pK18mobrpsL pK18mobΔsacB-Ptuf-rpsL, KmR 
实验室

保藏 

pXPTS pXMJ19ΔlacI-PtrcPsod, CmR 
实验室

保藏 

pEC pEC-XK99EΔlacIΔtrc 
实验室

保藏 

pK-lysC pK18mobrpsL–cg1945::Ptuf-lysCA279T 本研究 

pK-pyc pK18mobrpsL–Ppyc::Ptuf 本研究 

pXPTS-ilvA pXPTS-ilvAG418A/T1147G 本研究 

pXPTS-ilvA-ilvBN pXPTS-ilvAG418A/T1147G-ilvBNA139T/T140A 本研究 

pEC-1 pECPbrnFE-brnFE 本研究 

pEC-2 pECPtuf-brnFE 本研究 

 

表 4  引物 

Tab. 4  Primers 

引物名

称 
引物序列(5′-3′) 用途 

lysC-1 ATGGCCCTGGTCGTACAGAA 

构建

lysCA279T 

突变体 

lysC-2 CACGGAAAACCTTCGCAGTCTCGCCTGGCTTATCGGAA 

lysC-3 TTCCGATAAGCCAGGCGAGACTGCGAAGGTTTTCCGTG 

lysC-4 TTAGCGTCCGGTGCCTG 

cg1945-

1 
TGCCTGCAGGTCGACTCTAGACTGACGTTCAATATCTAGCAGCTGT 扩增

cg1945 上

游同源臂 
cg1945-

2 
GTTTTCCTTCGGATCTAAACGATCTTAGAACCGCCGTATGTTAATAAGG 

cg1945-

3 
CCTTATTAACATACGGCGGTTCTAAGATCGTTTAGATCCGAAGGAAAAC 扩 增 Ptuf

以过表达

lysCA279T 
cg1945-

4 
TTCTGTACGACCAGGGCCATGGGTGAAACACACCTTTCTGGACTTCGTGGTGGCTACGACTTTC 

cg1945-

5 
ATGGCCCTGGTCGTACAGAA 

扩增

lysCA279T cg1945-

6 
TTAGCGTCCGGTGCCTG 

cg1945-

7 
CAGGCACCGGACGCTAATGAGGCTGAGGTCATGACTTCA 

扩增

cg1945 下

游同源臂 cg1945- TATGACCATGATTACGAATTCAAGTCGGTACCCAATCACCTTAAT 
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JD-cg19

45-1 
CAGAAGATGGATCAGGGATAAGAA 

鉴定

ILE-1 JD-cg19

45-2 
ATCAGCAAAGTGCGGTTAATACC 

ilvA-1 TTCACACAGGAAACAGAATTATGAGTGAAACATACGTGTCTGAGAA 

构建

ilvAG418A/T

1147G 突变

体 

ilvA-2 CGAAGTTATTGCCAGTGACCATCAAGGAGACAAACTCTCCGCC 

ilvA-3 GGCGGAGAGTTTGTCTCCTTGATGGTCACTGGCAATAACTTCG 

ilvA-4 GTTGTTGCGCTTGAGGTACTCTACCAGCGTGATGTCATCATCCG 

ilvA-5 CGGATGATGACATCACGCTGGTTGAGTACCTCAAGCGCAACAAC 

ilvA-6 GGTACCCGGGGATCCTCTAGATTAGGTCAAGTATTCGTACTCAGGG 

ilvBN-1 TTTTTACCCGGTACCGAGCTCATGAATGTGGCAGCTTCTCAACA 

构建

ilvBNA139T

/T140A突变

体 

ilvBN-2 AATATCCACCAGAACAGGGCCGGAGCGACCAGTAATCGCG 

ilvBN-3 GGCCCTGTTCTGGTGGATATT 

ilvBN-4 CAGGTGCGTGGCTTTTCAAATTCAACGAACTGAGCTGCCC 

ilvBN-5 TTTGAAAAGCCACGCACCTG 

ilvBN-6 CAAAACAGCCAAGCTGAATTCTTAGATCTTGGCCGGAGCC 

pXMJ19

-1 
CTGCCAGCTCATAGACCGTATC 鉴定

ILE-2 和

ILE-3 
pXMJ19

-2 
GAATAAGGGCGACACGGAAAT 

pyc-1 TGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGCACAAGTTGATTCCGGCG 扩增 Ppyc

上游同源

臂 
pyc-2 GTTTTCCTTCGGATCTAAACGATCTAGTATCGTAACCCCCGATTCCC 

pyc-3 GGGAATCGGGGGTTACGATACTAGATCGTTTAGATCCGAAGGAAAAC 扩增 Ptuf

以过表达

pyc 
pyc-4 CGTTGAAGATGTGTGAGTCGACATGGGTGAAACACACCTTTCTGGACTTCGTGGTGGCTACGACTTTC 

pyc-5 GAAAGTCGTAGCCACCACGAAGTCCAGAAAGGTGTGTTTCACCCATGTCGACTCACACATCTTCAACG 扩增 Ppyc

下游同源

臂 
pyc-6 TATGACCATGATTACGAATTCAATGTTGGTTGCAACACCAGAC 

JD-pyc-

1 
TGTACGCAGCAGGTGACTGTACT 

鉴定

ILE-4 JD-pyc-

2 
GGTATCAGTAACTGCCAGTGCGT 

T-1 AGGAAACAGACCATGGAATTCAGCGTGTCAGTAGGCGCGT 

扩增

PbrnFE-brn

FE 和

Ptuf-brnFE 

T-2 TGTATGTCCTCCTGGACTTCGTG 

T-3 CACGAAGTCCAGGAGGACATACAATGCAAAAAACGCAAGAGATTCA 

T-4 TCTAGAGGATCCCCGGGTACCTTAGAAAAGATTCACCAGTCCAACA 

T-5 
AGGAAACAGACCATGGAATTCATATTGCACAATAGCCTAGTTGAGGTGCGCAAACTGGCAACAAAACTACCCGGCAATTGTG

TGATGATTGTAGTATGCAAAAAACGCAAGAGATTCA 

JD-1 CTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGC 鉴定

ILE-5 和

ILE-6 
JD-2 TAGAAACGCTTGTGGCCGA 
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1.1.3  试剂与仪器 

一步法克隆试剂盒，南京诺唯赞生物科技有限

公司；其余分子生物学试剂或试剂盒，宝日医生物

技术（北京）有限公司。 

发酵罐 BIOTECH-5BG 5L，上海保兴生物设备

工程有限公司；高效液相色谱仪 U3000，美国赛默

飞世尔科技公司；生物传感器分析仪 SBA-40D，山

东省科学院生物研究所；分光光度计 752 型，上海

分析仪器厂。 

1.2  方法 

1.2.1  基因突变体及其表达质粒和菌株的构建 

通 过 重 叠 PCR 获 得 基 因 突 变 体 。 以

ilvAG418A/T1147G 为例。以谷氨酸棒杆菌 C. glutamicum 

SMR 基 因 组 DNA 为 模 板 ， 分 别 利 用 引 物

ilvA-1/ilvA-2，ilvA-3/ilvA-4 以及 ilvA-5/ilvA-6 PCR 扩

增获得相应产物。经回收后再以其为模板，利用引

物 ilvA-1/ilvA-6 PCR 扩增获得 ilvAG418A/T1147G突变体。 

利用一步法克隆试剂盒构建重组质粒，以构建

pXPTS-ilvA 为例。ilvAG418A/T1147G PCR 扩增产物经回

收后，连接至经 Hind III 酶切后的 pXPTS 质粒。连

接体系为：ilvAG418A/T1147G 100 ng，pXPTS 50 ng，

ExnaseTM II 2 μL，5× CE Buffer 4 μL，去离子水补足

至 20 μL。37 ℃反应 30 min 后，化学法转化至大肠

杆菌（E. coli）DH5α 感受态细胞。 

提取重组质粒 pXPTS-ilvA，电转化（2500 V，1 

mm 电转杯）至谷氨酸棒杆菌 ILE-1 感受态细胞[23]，

加入 900 μL BHIS 培养基并全部转移至无菌离心管， 

46 ℃热击 6 min；32 ℃振荡培养 2 h 后取 100 µL 涂

布至含氯霉素（12 mg/L）的BHI固体培养基上，32 ℃

倒置培养 24 h。 

1.2.2  基因组编辑 

以基因组整合方式过表达 lysCA279T 为例。以 C. 

glutamicum SMR 基因组 DNA 为模板，利用引物

cg1945-1/cg1945-2 、 cg1945-3/cg1945-4 、

cg1945-5/cg1945-6 和 cg1945-7/cg1945-8 分别扩增假

基因 cg1945 上游同源臂（Ucg1945）、Ptuf、lysCA279T和

cg1945 下同源臂。PCR 产物经回收后，以其为模板，

利用引物 cg1945-1/cg1945-8 采用重叠 PCR 获得融合

片段 Ucg1945-Ptuf-lysCA279T-Dcg1945。将其转接至经 Hind 

III 酶切后的 pK18mobrpsl 质粒，获得重组质粒

pK-lysC（方法与 1.2.1 节相同）。将其电转化至谷氨

酸棒杆菌感受态细胞，经活化后涂布于含卡那霉素

（10 mg/L）的 BHI 固体培养基上，32°C 倒置培养

24 h，使其完成第一次重组，然后进行菌落 PCR 鉴

定。将验证正确的转化子涂布于含链霉素（50 mg/L）

的 BHI 固体培养基上，32℃倒置培养 24 h，使其完

成第二次重组，并再次进行菌落 PCR 鉴定，获得重

组菌株 ILE-1 [23]。 

1.2.3  摇瓶发酵 

将活化后的培养物接种于含 30 mL 种子培养基

的 500 mL 圆底摇瓶，32 ℃、220 r/min 振荡培养至

600nm 处吸光度（A600）为 10~12。以 10%的接种量

接种至含 30 mL 发酵培养基的 500 mL 挡板摇瓶，

35 ℃、220 r/min 振荡培养 48 h[23]。 

1.2.4  5 L 发酵罐发酵 

将活化后的培养物接种于含 2 L 种子培养基的 5 

L 发酵罐，32 ℃培养；适时流加氨水，控制 pH 

6.5~7.5；调节通风量、搅拌转数及罐压，控制溶氧

30%~50%。待 A600 至 10~12 时，转移 500 mL 至另

一个含 3 L 发酵培养基的 5 L 发酵罐。35 ℃发酵培

养，控制 pH 6.5~7.5、溶氧 30%~50%。待发酵培养

基中的葡萄糖耗尽时，开始流加质量分数为 80%的

无菌葡萄糖溶液。此后保持发酵液中残糖浓度为≤10 

g/L。 

1.2.5  底物、代谢物及生物量检测 

对于摇瓶发酵，发酵结束后取发酵液；对于发

酵罐发酵，每 2 h 取发酵液，13000 r/min 离心 3 min。

上清液经适当稀释后，利用生物传感分析仪测定葡

萄糖浓度。发酵液经 2, 4-二硝基氟苯衍生后利用高

效液相色谱法测定氨基酸浓度[24]。菌体沉淀经洗涤

后，用 10 mL 容量瓶定容，利用分光光度计测定 A600

值。 

1.3  数据分析 

每组摇瓶发酵实验设置 3 个平行，至少重复 3

次。数据经 SPSS 26 分析进行单因素方差分析，*表

示差异显著（P≤0.05)。 

2  结果与分析 

2.1  过表达天冬氨酸激酶编码基因 lysC增强L–苏氨

酸供应 

L–苏氨酸是 L–异亮氨酸生物合成的前体物。天

冬氨酸激酶是 L–苏氨酸合成的关键酶，且受其反馈

抑制。由此推测，过表达解除反馈抑制的天冬氨酸

激酶编码基因可增强 L–苏氨酸供应。研究[25]表明，

由谷氨酸棒杆菌 lysCA279T 编码的天冬氨酸激酶解除

了 L–苏氨酸反馈抑制作用。 

以谷氨酸棒杆菌 C. glutamicum SMR 基因组

DNA 为模板，分别利用引物 lysC-1/lysC-2 和

lysC-3/lysC-4 扩增获得相应产物。经回收后再以其为
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模板，利用引物 lysC-1/lysC-4 经重叠 PCR 扩增获得

lysCA279T 突变体，DNA 测序结果表明，lysC 基因突

变成功。采用同源重组的方式将 tuf 启动子（谷氨酸

棒杆菌中最强的启动子 Ptuf）驱动的 lysCA279T基因整

合至出发菌株 C. glutamicum SMR 假基因 cg1945 位

点。分别扩增 Ptuf、lysCA279T及 cg1945 上下游同源臂

Ucg1945 和 Dcg1945，获得碱基数为 368 bp、1266 bp、

654 bp 和 509 bp 的片段；再通过重叠 PCR 获得用于

同源重组的 Ucg1945-Ptuf-lysCA279T-Dcg1945片段，其碱基

数为 2797 bp 如图 2（A）所示。然后将其连接至自

杀质粒 pK18mobrpsL 获得重组质粒 pK-lysC。经电转

化、筛选及菌落 PCR 鉴定，第一次重组的转化子经

鉴 定 引 物 JD-cg1945-1/cg1945-6 及

JD-cg1945-2/cg1945-3 扩增，分别为无条带和碱基数

为 2435 bp 的条带，而出发菌株获得 895 bp 和 801 bp

的条带如图 2（B）所示；第二次重组的转化子经菌

落 PCR 验证，分别获得碱基数为 2529 bp 和 2435 bp

的条带如图 2（C）所示，与预期一致。结合 DNA

测序结果，证明 Ptuf-lysCA279T 成功整合至 C. 

glutamicum SMR 基因组的 cg1945 位点，将其命名为

ILE-1。 

 

           (A)                    (B)                  (C) 

(A)为重组片段及重组质粒pK-lysC鉴定图谱。M. GeneRuler 1kb；1.  

Ucg1945；2. Ptuf；3. lysCA279T；4.  Dcg1945；5. Ucg1945-Ptuf-lysCA279T-Dcg1945；

6. 转化有重组质粒pK-lysC的E. coli DH5α。 

(B)为转化子单交换鉴定图谱。1 和 3. 以 C. glutamicum SMR 基因组 DNA

为模板；2 和 4. 以一次重组菌株基因组 DNA 为模板。 

(C)为 ILE-1 鉴定图谱。1 和 3. 以 C. glutamicum SMR 基因组 DNA 为模

板；2 和 4. 以二次重组菌株基因组 DNA 为模板。 

图 2  重组菌株 ILE-1 的 PCR 鉴定图谱 

Fig.2  Map for PCR identification of strain ILE-1 

为考察过表达 lysCA279T对菌株发酵性能的影响，

进行摇瓶发酵实验，结果如图 3 所示。菌株 ILE-1

的生物量与出发菌株 C. glutamicum SMR 无显著差

异。未发现菌株 ILE-1 合成 L–异亮氨酸，但该菌株

积累 3.5 g/L L–苏氨酸。该结果表明，过表达 lysCA279T

有效提高了 L–异亮氨酸合成前体物 L–苏氨酸的供

应，需强化 L–苏氨酸至 L–异亮氨酸的代谢途径。 

 
图 3  菌株 C. glutamicum SMR 和 ILE-1 的发酵特性 

Fig. 3  Fermentation characteristics of strains C. 

glutamicum SMR and ILE-1 

2.2  强化 L–异亮氨酸合成代谢流 

L–苏氨酸经苏氨酸脱水酶代谢为 α-酮丁酸，后

者经乙酰乳酸合酶进一步代谢为 L–异亮氨酸。苏氨

酸脱水酶和乙酰乳酸合酶是 L–异亮氨酸合成的关键

酶，且受其反馈抑制调控[7]。 

2.2.1  过表达关键基因 ilvAG418A/T1147G对L–异亮氨酸

合成的影响 

研究[15]发现谷氨酸棒杆菌 ilvAG418A/T1147G 编码的

苏氨酸脱水酶突变体反馈抑制作用被解除。以 C. 

glutamicum SMR 基因组 DNA 为模板，制备突变体

ilvAG418A/T1147G。重组菌株 ILE-2 的 PCR 鉴定图谱如

图 4 所示，获得碱基数约为 1300 bp 的片段，与实际

值 1311 bp 接近。DNA 测序结果表明 ilvAG418A/T1147G

序列与预期一致。将 ilvAG418A/T1147G 连接至表达载体

pXPTS，获得质粒 pXPTS-ilvA。经电转化、筛选及

菌落PCR鉴定，获得 ilvAG418A/T1147G过表达菌株 ILE-2

（图 4）。 

 

M. GeneRuler 1kb；1-3. 用于点突变的 ilvA 片段；4. ilvAG418A/T1147G重

叠片段；5. 重组质粒 pXPTS-ilvA；6. ILE-2 菌落 PCR 

图 4  重组菌株 ILE-2 的 PCR 鉴定图谱 

Fig. 4  Map for PCR identification of recombinant strain 

ILE-2 

菌株 ILE-1、ILE-2 和 ILE-3 的发酵特性如图 5

所示，菌株 ILE-2 经摇瓶发酵 48 h 后，其生物量与
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ILE-1无显著差异。ILE-2可合成 1.6 g/L L–异亮氨酸，

且其 L–苏氨酸积累量下降至 2.1 g/L。该结果表明，

过表达 ilvAG418A/T1147G使得部分代谢流由L–苏氨酸流

向 L–异亮氨酸；同时表明，L–异亮氨酸的合成代谢

流需进一步强化。 

 
图 5  菌株 ILE-1、ILE-2 和 ILE-3 的发酵特性 

Fig. 5  Fermentation characteristics of strains ILE-1, ILE-2 

and ILE-3 

2.2.2  共表达 ilvAG418A/T1147G和 ilvBNA139T/T140A对 L–

异亮氨酸合成的影响 

在谷氨酸棒杆菌中，乙酰乳酸合酶编码基因

ilvBN与二羟酸还原异构酶编码基因 ilvC组成操纵子

ilvBNC[6, 26]。该操纵子受分支链氨基酸的弱化作用，

且乙酰乳酸合酶还受其反馈抑制作用[6, 26]。研究[20]

发现，ilvBNA139T/T140A 编码的乙酰乳酸合酶突变体解

除 了 分 支 链 氨 基 酸 的 反 馈 抑 制 作 用 。 将

ilvBNA139T/T140A 克隆至质粒 pXPTS-ilvA，获得重组质

粒 pXPTS-ilvA-ilvBN。经电转化、筛选及菌落 PCR

鉴定，获得 ilvAG418A/T1147G 和 ilvBNA139T/T140A 共表达

菌株 ILE-3。摇瓶发酵实验结果表明，ILE-3 的 L–异

亮氨酸产量达到 3.5 g/L，较 ILE-2 提高 118.8%，且

无 L–苏氨酸积累（图 5）。该结果说明，共表达

ilvAG418A/T1147G 和 ilvBNA139T/T140A 进一步将代谢流从

L–苏氨酸拉动至 L–异亮氨酸，从而强化了 L–异亮氨

酸的合成。 

2.3  强化羧化途径对 L–异亮氨酸合成的影响 

草酰乙酸是合成 L–苏氨酸的前体物，进而合成

L–异亮氨酸。草酰乙酸可由 TCA 循环合成，亦可由

磷酸烯醇式丙酮酸或丙酮酸经羧化途径合成（分别

由磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶和丙酮酸羧化酶催化）。

在谷氨酸棒杆菌中，草酰乙酸主要由丙酮酸羧化酶

催化合成[20]。为进一步强化草酰乙酸供应，采用同

源重组方式将 ILE-3的 pyc基因启动子替换为强启动

子 Ptuf。 

分别扩增 Ptuf及 pyc 启动子上下游同源臂（分别

命名为 Upyc和 Dpyc），获得碱基数为 368 bp、654 bp

和 1266 bp 的片段，再通过重叠 PCR 获得用于同源

重组的 Upyc-Ptuf-Dpyc 的片段，其碱基数为 2310 bp 如

图 6（A）所示。然后将其连接至质粒 pK18mobrpsL

获得重组质粒 pK-pyc。第一次重组的转化子经鉴定

引物 JD-pyc-1/pyc-4 和 JD-pyc-2/pyc-3 进行菌落 PCR

验证，获得碱基数为 1185 bp 的条带及无条带，而出

发菌株分别获得 811 bp 和 1617 bp 的条带如图 6（B）

所示。第二次重组的转化子经菌落 PCR 验证，分别

获得碱基数为 1185 bp 和 1965 bp 的条带如图 6（C）

所示。结合 DNA 测序结果，证明 Ptuf替换成功，将

其命名为 ILE-4。 

 

          (A)                    (B)                  (C) 

(A)为重组片段及重组质粒pK-pyc鉴定图谱。M. GeneRuler 1kb；1. Upyc；

2. Ptuf；3. Dpyc；4. Upyc-Ptuf-Dpyc；5. 转化有重组质粒pK-pyc的E. coli DH5α。 

(B)为转化子单交换鉴定图谱。1 和 3. 以 C. glutamicum SMR 基因组 DNA

为模板；2 和 4. 以一次重组菌株基因组 DNA 为模板。 

(C)为菌株ILE-4鉴定图谱。1和3. 以C. glutamicum SMR基因组DNA为模

板；2和4. 以二次重组菌株基因组DNA为模板。 

图 6  重组菌株 ILE-4 的 PCR 鉴定图谱 

Fig. 6  Map for PCR identification of recombinant strain 

ILE-4 

摇瓶发酵实验结果表明，过表达 pyc 基因对菌株

ILE-4 生长无明显影响，但使其 L–异亮氨酸产量达到

4.9 g/L，较 ILE-3 提高 40%（图 7）。丙酮酸为 TCA

循环的前体物乙酰-CoA 的合成底物，而 TCA 循环

与 L–异亮氨酸合成竞争草酰乙酸[27]。过表达 pyc 后，

更多的丙酮酸用于草酰乙酸合成，故乙酰-CoA 合成

量减少，从而减弱 TCA 循环代谢流，促使草酰乙酸

流向 L–异亮氨酸合成。 

 
图 7  菌株 ILE-3 和 ILE-4 的发酵特性 

Fig. 7  Fermentation characteristics of strains ILE-3 and 
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ILE-4 

2.4  增强 L–异亮氨酸输出对其合成的影响 

强化代谢产物输出是提高其合成效率的重要代

谢工程策略。在谷氨酸棒杆菌中，转运蛋白 BrnFE

能够输出所有分支链氨基酸[28-29]。其编码基因 brnFE

的转录受调控因子 Lrp 的正向调节作用[5]。当胞内积

累一定量的分支链氨基酸时，其促进 Lrp 与 brnFE

启动子 PbrnFE的结合，从而激活后者转录[27]。 

ILE-4 过表达 brnFE 基因,进一步提高其 L–异亮

氨酸合成性能。为了考察 brnFE 的表达方式对 L–异

亮氨酸合成的影响，分别采用 PbrnFE和 Ptuf启动子控

制 brnFE 的转录。前者为受 L–异亮氨酸激活的诱导

式表达，后者为组成型强表达。PCR扩增 PbrnFE-brnFE

基因，连接至表达载体 pEC，获得重组质粒 pEC-1。

分别扩增 Ptuf 和 brnFE 基因，经重叠 PCR 获得

Ptuf-brnFE，将其连接至表达载体 pEC，获得重组质

粒 pEC-2。将质粒 pEC-1 和 pEC-2 分别转化至菌株

ILE-4。经菌落 PCR 鉴定，分别获得碱基数为 2435 bp

和 2654 bp 的条带（图 8），表明菌株构建成功，将

其命名为 ILE-5 和 ILE-6。 

 

       (A)ILE-5       (B)ILE-6 

菌株ILE-5和ILE-6的鉴定图谱 

      M. GeneRuler 1kb，1. 菌落PCR验证。 

图 8  重组菌株 ILE-5、ILE-6 的 PCR 鉴定图谱 

Fig. 8  Map for PCR identification of recombinant strains 

ILE-5 and ILE-6 

ILE-5 和 ILE-6 摇瓶发酵 48 h 后，生物量与对照

菌株无显著差异，其 L–异亮氨酸产量分别达到 6.3 

g/L 和 7.6 g/L（图 9），较菌株 ILE-4 提高 28.6%和

55.1%，说明 Ptuf 效果优于 PbrnFE。推测原因可能是，

一方面由于 Ptuf 的转录强度高于 PbrnFE，ILE-6 中

brnFE 表达量高于 ILE-5，故而提高了 L–异亮氨酸输

出效率[30]；另一方面，由于 Ptuf 为组成型启动子，即

ILE-6 中 brnFE 的转录无时间维度的限制，而 PbrnFE

为诱导型启动子，仅当 L–异亮氨酸高于阈值时方可

激活 brnFE 转录，故存在表达时间局限性。 

 

图 9  菌株 ILE-4、ILE-5 和 ILE-6 的发酵特性 

Fig. 9  Fermentation characteristics of strains ILE-4, ILE-5 

and ILE-6 

 

2.5  发酵罐发酵 

由于菌株 ILE-6 的发酵性能优于 ILE-5，故利用

该菌于 5 L 发酵罐进行分批补料发酵，进一步考察其

性能，结果如图 10 所示。菌株生长与 L–异亮氨酸合

成呈非偶联型。0~4 h 为延滞期，8~32 h 为对数期，

32 h 时生物量最高，其 OD600 值达到 81.4，之后进入

稳定期。8 h 时，发酵液中可检测到 L–异亮氨酸；进

入对数期后产酸速率逐渐升高，24~40 h 时最高，之

后逐渐降低。48 h时L–异亮氨酸产量达到最高值21.3 

g/L，此时糖酸转化率为 14.1%。 

 
图 10  菌株 ILE-6 分批补料发酵过程曲线 

Fig. 10  Fed-batch fermentation of strain ILE-6 

3  结  语 

以谷氨酸棒杆菌为出发菌株利用代谢工程策略

获得 L–异亮氨酸合成菌株 ILE-6，主要策略包括过表

达丙酮酸羧化酶编码基因 pyc 和解除反馈抑制作用

的天冬氨酸激酶编码基因 lysCA279T增强前体物 L–苏

氨酸合成、过表达解除反馈抑制作用的苏氨酸脱水

酶和乙酰乳酸合酶编码基因 ilvAG418A/T1147G 及

ilvBNA139T/T140A 强化 L–异亮氨酸合成以及过表达 L–

异亮氨酸输出蛋白编码基因 brnFE 促进其输出。于 5 

L 发酵罐经 48 h 发酵，ILE-6 的 L–异亮氨酸产量和
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转化率分别达到 21.3 g/L 和 14.1%。菌株 ILE-6 的发

酵周期显著短于已有报道菌株，且无营养缺陷亦无

需诱导,所用策略可为分支链氨基酸菌株的代谢工程

选育提供借鉴。 

与现有报道采用质粒过表达不同，本研究在进

行代谢工程改造时主要采用基因组整合的方式过表

达关键基因 pyc 和 lysCA279T，该方式不会对菌株代谢

造成过大负担，这可能是菌株发酵周期短的主要原

因。ILE-6 的 L–异亮氨酸发酵产量低于部分报道，后

续研究将着眼于提高还原力供应（如过表达 6-磷酸

葡萄糖脱氢酶编码基因 zwf、转氢酶编码基因 pntAB、

NAD 激酶编码基因 ppnk）、强化 EMP 途径（如过表

达葡萄糖转运蛋白编码基因 iolT1 或 iolT2、3-磷酸甘

油醛脱氢酶编码基因 gap 等）、弱化 TCA 循环（如

干扰柠檬酸合酶编码基因 gltA、异柠檬酸脱氢酶编码

基因 icd 转录）、基因组整合过表达 ilvAG418A/T1147G、 

ilvBNA139T/T140A 及 brnFE 等。 
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