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生物素和VBl在谷氨酸棒杆菌过量合成
缬氨酸中的作用
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摘 要：通过对谷氨酸棒杆菌突变株AATV341进行生物素和VB。添加量的实验，探讨了生物素

和VB。添加量对该菌株茵体质量及缬氨酸产量的影响；同时根据对AATV341进行的胞内外某些

特定氨基酸和有机酸检测，研究了这两种维生素对碳架代谢流的分布，尤其是对丙酮酸节点处的

代谢流量分布的影响．结果表明，生物素添加量在40／-g／L时，茵体质量和缬氨酸在胞外的累积明

显提高，谷氨酸在胞外累积降低；VB。的适量添加，可提高缬氨酸在胞外的累积，降低发酵液中乙酸

和草酰乙酸的含量．
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Effects of D-Biotin and VBl Factors on the Biosynthesis of

Valine in a Valine Producer Corynebacterium glutamicum AATV3 4 1
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Abstract：In this paper，the effects of D-biotin and VBl on overproduction of valine were st udied，

and the composition of culture medium was also optimized．The concentrations of several

metabolites produced jn batch cultire(extra-cellular and intra—cellular)were determined．The

distributions of carbon—flux，especially at the node pyruvate were calculated，compared，and

analyzed．The results showed that，in Corynebacterium glutamicum AATV341 cultivation，

adding 40 gg／L biotin and 400 t．￡g／L VBl would increase the productivity of valine，and repress

the extra-cellular concentrations of oxaloacetic acid，acetic acid and glutamate．The analysis may

play an important role in re—designing metabolism to achieve further fermentative improvement．

Key words：valine；Corynebacterium glutamicum；biotin；VBI；carbon flux；acetic acid；

oxa】oacetic acid

20世纪50年代以后，缬氨酸的微生物合成途

径逐步被阐明，在此基础上代谢控制发酵研究非常

活跃‘11．Eva Radmacher等人嘲采用分子生物学手

段和代谢工程相结合的手段构建了生产缬氨酸的

工程菌．作者采用本实验室保藏的谷氨酸棒杆菌突

变株AATV341(Leu一，L—AAH”，2一TA‘，Vd一)，在
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摇瓶条件下考察了主要营养因子及发酵条件对微

生物代谢的影响．通过对胞内外几种特定的氨基酸

和有机酸的分布情况分析，进一步研究了谷氨酸棒

杆菌缬氨酸发酵的代谢调节机制，探讨了发酵中大

量出现的草酰乙酸和乙酸的原因．

1材料与方法

1．1实验材料

谷氨酸棒杆菌ASl．495(Leu一)：由中国科学院

微生物菌种保藏中心提供；突变株AATV341

(Leu一，L-AAH”，2一TA。，Vd一)，是谷氨酸棒杆菌

ASl．495(Leu一)依次叠加L-天冬氨酸氧肟酸盐超

敏(L_AAH”)、2一噻唑丙氨酸抗性(2-TA’)和缬氨酸

降解途径缺损(Vd一)等遗传标记所得到的突变株，

由本实验室提供．

1．2培养基

1．2．1斜面培养基组分(g／L)：牛肉膏10，蛋白

胨10，葡萄糖5，氯化钠5，琼脂条20，pH值7．0，

0．1 MPa下灭菌20 min．

1．2．2种子培养基 组分(g／L)：葡萄糖40，尿素

3，KH2P04 1．5，K2HP04 0．5，MgS04·7H20 0．5，

蛋白胨20，酵母浸出膏5，pH值7．0，0．1 MPa灭菌

20 min．

1．2．3摇瓶发酵培养基组分(g／L)：葡萄糖80，

(NH4)2S04 40，KH2 P04 1，MgS04·7H2 0 0．4，

FeS04·7H20 2×10～，MnS04·H20 2×10～，生

物素5×10一，VBl 5×10一，亮氨酸0．2，CaC03 40，

pH值7．0，0．07 MPa灭菌7 min．

1．3培养条件

1)斜面菌种在30℃下培养36 h，冰箱冷藏，每

2个月移接一次．

2)种子活化2～3 h，旋转式摇床200 r／rain，

30℃培养8～12 h，装液量15 mL(在200 mL的三

角瓶中)．

3)摇瓶发酵旋转式摇床160 r／rain，30℃培养

72 h，接种体积分数10％，装液量20 mL(在500

mL的三角瓶中)．

1．4分析测定方法

1．4．1 pH值测定pHS-2C型精密数显酸度计

测定．

1．4．2 还原糖测定 DNS法口]．

1．4．3 氨基酸测定 采用安捷伦1100液相色谱

仪．色谱柱：HYPERSIL ODS C18 4×125 mm；柱

温：40℃；体积流量：1．0 mL／min；检测器：荧光检

测器；激发波长：340 l'lm；发射波长：450 nm；16 min

时激发波长266 nm，发射波长305 nm．

1．4．4 有机酸测定 采用安捷伦1100液相色谱

仪．色谱柱：Nucleosil 100 C18 250×4．0 mm；流动

相：0．1 mol／L KH2P04(用H3P04调pH值3．0)；

检测器：紫外检测器；检测波长：215 rim[4]．

1．4．5 茵悬液OD值的测定 移取菌悬液0．2 mL

置于4．8 mL、0．25 mol／L的盐酸溶液中，于721型

分光光度计上测620 nm处吸光光度[5]．

1．4．6 茵体质量的测定 移取2 mL发酵液，用2

mol／L的盐酸溶液溶解CaC03，5 000 r／rain离心

10 min，弃去上清液，用蒸馏水洗涤2次，60℃烘于

称重，直至恒重．

1．4．7 茵体细胞破碎 移取5 mL的发酵液，

5 000 r／rain离心10 min，弃去上清液，收集菌体；

用5 mL的去离子水悬浮菌体，在20 kHz的超声波

(200 W，工作电压200 V)下处理10～30 minL6j．

2结果与讨论

2．1生物素对发酵的影响

生物素又称维生素H，生物素作为酶的辅助因

子以多种方式参与细菌的代谢过程：参与丙酮酸脱

羧反应，合成吡啶核苷酸、核酸，形成嘌呤核嘧啶的

碱基，合成脂肪酸、蛋白质和聚糖等[7]．本实验使用

的谷氨酸棒杆菌为生物素需求型，因而生物素既影

响细胞的通透性，同时也影响细胞某些代谢途径的

流量．通常在氨基酸发酵生产中，生物素用量直接

影响生产菌的细胞生长、增殖、代谢和细胞壁、细胞

膜的渗透和产酸量的高低[8]．为此进行生物素添加

量实验(发酵培养基其他成分按1．2．3摇瓶发酵培

养基配方)，以研究生物素对谷氨酸棒杆菌发酵的

影响．由表1可知，生物素质量浓度在0～60 ttg／L

之间，菌体质量浓度随生物素添加量的增加而增

大，当生物素质量浓度超过60 tlg／L时菌体质量浓

度不再上升，恒定在13．74 g／L．

根据实验结果推测，生物素的过量添加可能导

致生物细胞膜中更多的磷脂分子合成，从而限制了

胞内谷氨酸和天冬氨酸向胞外扩散；胞内谷氨酸的

高质量分数对谷氨酸脱氢酶等产生顺序反馈抑制，

限制丙酮酸脱氢进入TCA循环．从表1也可以看

出，当发酵液中生物素质量浓度增大时，细菌分泌

谷氨酸的量明显减少，这会迫使丙酮酸向缬氨酸方

向流动．另一方面，谷氨酸棒杆菌用来固定二氧化

碳的酶是受天冬氨酸调节的磷酸烯醇式丙酮酸

(PEP)羧化酶和需要生物素的丙酮酸羧化酶uJ．由

于AATV341是天冬氨酸氧肟酸盐超敏突变株，推
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测PEP羧化酶活性非常弱，可以认为二氧化碳的固

定主要靠丙酮酸羧化酶来催化．添加生物素可能促

进丙酮酸的羧化，从而减少缬氨酸产量．

取生物素添加质量浓度为0，40，100肛g／L的

发酵液5 mL，离心收集菌体，用去离子水制成同体

积的菌悬液，细胞破碎后，分析胞内氨基酸质量分

数分布情况(见表2)．比较表1，2数据，发现在不同

胞外，并且胞内外质量分数随生物素水平变化的规

律也不尽相同．由此推测，该菌株细胞普遍以主动

输送方式释放氨基酸[1⋯．

对胞外有机酸分析(见表3)可以发现，随着生

物素添加量的增加，草酰乙酸、丙酮酸质量浓度增

加，而a一酮戊二酸和乙酸含量减少，从而验证了上

述谷氨酸顺序反馈抑制的机制和生物素对丙酮酸

的生物素水平下，氨基酸胞内质量分数均大大低于 羧化酶的促进作用．

表1 生物素添加量对发酵产氨基酸的影响

Tab．1 Effect of biotin Oll the biosynthesis of extra-cellular amino acids

生物素添加

质量浓度／(／．tg／L)

草酰乙酸质量浓度／

(mg／mL)

丙酮酸质量浓度／
(mg／mL)

口-酮戊二酸
质量浓度／(mg／mL)

乙酸质量浓度／．
(mg／mL)
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从表3看出，AATV341在发酵过程中有大量

的乙酸积累．已知谷氨酸棒杆菌产生乙酸的途径有

两条：一是在丙酮酸氧化酶的作用下直接由丙酮酸

产生乙酸，但此酶的活性很低不足以产生大量的乙

酸；另一条是在乙酸激酶(ACK)和磷酸转乙酰基酶

(PTA)的作用下将乙酰CoA转化为乙酸，这是谷

氨酸棒杆菌产乙酸的主要途径[11]．随着生物素质量

浓度的增加，草酰乙酸增加使其和乙酰CoA结合形

成柠檬酸，从而导致乙酸质量浓度的下降，显然草

酰乙酸胞外质量浓度的增加量远远超过了胞外乙

酸质量浓度的减少量．这可能是由于棒杆菌

AATV341中ACK和PTA的活性较高所致．

2．2 VB。添加量对发酵过程的影响

VB。在菌体内转化成硫铵素焦磷酸(TPP)，它

是丙酮酸脱氢酶复合体系的辅助因子，利于丙酮酸

脱氢生成乙酰CoA进入TCA循环，使菌体生长迅

速[1引．图1表明，VB。用量太大对发酵生产缬氨酸

不利，当VB。用量在400 pg／L时缬氨酸产量最高．
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图1 VB。的添加量对发酵生产缬氨酸的影响

Fig．1 Effect of VBl on the biosynthesis of valine

实验选择添加VB。质量浓度为0，400，1 000

／卫g／L的发酵液(发酵培养基其他成分按1．2．3摇

瓶发酵培养基配方添加)进行全氨基酸分析，发现

组氨酸随VB。质量浓度的升高而下降，丙氨酸、谷

氨酸则先下降后回升(见表4)．组氨酸含量的下降

说明VB。质量浓度增加使葡萄糖经EMP途径进入

TCA循环的流量增大，减小了HMP途径的流量．

谷氨酸的下降可能由于VB。的增加使口一酮戊二酸

脱氢酶复合体的活性增加【l引，但随着更多的碳流进

人TCA循环，使谷氨酸的质量分数有所回升．丙氨

酸质量分数的变化也可能说明碳流进入EMP途径

的流量增大．丙酮酸过多地进入TCA循环使流向

缬氨酸方向的流量减弱，导致缬氨酸产量下降，这

从它们的高压液相色谱(见图2)中也能明显看出这

一趋势．

此外，对发酵液进行有机酸分析表明，加入

VB。可使发酵液中乙酸及草酰乙酸的质量浓度降

低，当发酵液中VB。质量浓度达到1 000／-g／L时仍

有1．09 g／L的草酰乙酸和4．15 g／L的乙酸存在，

但胞内未探测到草酰乙酸，却有乙酸存在．

表4 VB；添加量对发酵产氨基酸的影响

Tab．4 Effect of VB,onthe biosynthesis of extra-cellular amino acids
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图2 VBl的添加量对胞外氨基酸产量的影响

Fig．2 Effect of VBI on the biosynthesis of extra-cellular

amino acids

3 结 语

生物素的添加虽然能提高谷氨酸棒杆菌

AATV341菌体质量浓度、降低谷氨酸棒杆菌谷氨

酸的合成量，使流向缬氨酸合成方向的代谢流量增

大，但与此同时，草酰乙酸在胞外累积消耗大量的

丙酮酸， (下转第65页)
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相当一部分丙酮酸流向乙酰CoA，使得从丙酮酸到

缬氨酸的流量减少．然而，对发酵液进行有机酸的

分析表明，加入VB。可使发酵液中乙酸及草酰乙酸

的质量浓度降低．因此，下一步选育缬氨酸的高产

菌株，除了迸一步加强丙酮酸向缬氨酸方向流动

外，还要设法减弱丙酮酸形成草酰乙酸和乙酰CoA

方向的消耗．减弱丙酮酸羧化酶活性和减少丙酮酸

流向TCA循环的流量，可望有效地提高缬氨酸产

量和缬氨酸对葡萄糖的转化率．
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