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强化表达 PEPC 促进谷氨酸棒状杆菌

合成 4-羟基异亮氨酸

胡楚涵  史 锋*

（江南大学工业生物技术教育部重点实验室， 江苏  无锡  214122）

摘要：【目的】实现在谷氨酸棒状杆菌（Corynebacterium glutamicum，C. glutamicum）中高效合成 4-羟基异亮氨

酸（4-hydroxyisoleucine，4-HIL）。【方法】用不同强度的异亮氨酸（isoleucine，Ile）激活型启动子（PbrnFEN）动态

上调异亮氨酸双加氧酶（isoleucine dioxygenase，IDO）基因 ido 和透明颤菌血红蛋白（VHb）基因 vgb 的表达。

在此基础上，使用不同强度的组成型启动子加强磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（PEPC）基因 ppc和丙酮酸羧化酶

基因 pyc的表达。【结果】在携带不同 PbrnFEN启动子的重组菌株中筛选得到菌株C. glutamicum SN-I7V7 （SN-I7V7），

发酵 144 h 后，其 4-HIL 浓度达到了（109.14±1.03） mmol/L，比对照菌株 C. glutamicum SN02（SN02）提高了

46.69%。再利用强启动子 PtacM 过表达 ppc 基因后，最终得到一株生产 4-HIL 的优势菌株 C. glutamicum 

RS-MP （RS-MP）。该菌株的 4-HIL 浓度达到了（145.76±6.04） mmol/L，比对照菌株 SN-I7V7提高了 33.55%。

【结论】筛选得到的 PbrnFEN 组合和 ppc过表达策略为 4-HIL在 C. glutamicum 中高效合成提供了理论依据。
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Abstract: [Objective] This study aims to achieve the efficient biosynthesis of 4-hydroxyisoleucine (4-HIL) in 

Corynebacterium glutamicum (C. glutamicum). [Method] The isoleucine (Ile) inducible promoters (PbrnFEN) of 

varying strengths were used to dynamically upregulate the expression of the isoleucine dioxygenase (IDO) gene ido 

and the Vitreoscilla hemoglobin (VHb) gene vgb. On this basis, constitutive promoters of different strengths were 

employed to enhance the expression of the phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) gene ppc and the pyruvate 

carboxylase gene pyc. [Result] Among the recombinant strains harboring different PbrnFEN promoters, strain 

C. glutamicum SN-I7V7 (SN-I7V7) was selected. After 144 h of fermentation with this strain, the concentration of 

4-HIL reached (109.14±1.03) mmol/L, representing a 46.69% increase compared with the control strain 

C. glutamicum SN02 (SN02). Subsequently, overexpression of ppc with the strong promoter PtacM led to the 

development of strain C. glutamicum RS-MP (RS-MP), an elite 4-HIL producer. This strain achieved a 4-HIL 

concentration of (145.76±6.04) mmol/L, a 33.55% improvement over the control strain SN-I7V7. [Conclusion] The 

screened PbrnFEN combinations and the ppc overexpression strategy provide a theoretical basis for the efficient 

biosynthesis of 4-HIL in C. glutamicum.
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糖尿病是一种慢性代谢疾病，困扰着很多患

者。而胡芦巴可用于治疗糖尿病［1］，其抗病机理是

通过胡芦巴种子中的 4-HIL来刺激胰岛素的分泌，

改善血糖浓度［2］。4-HIL 可从胡芦巴种子中提取，

它只有在血糖浓度高的时候才促进胰岛素分泌，具

有葡萄糖浓度依赖性的降血糖功能。该机制使其

能够在有效控制高血糖的同时，规避因过度降糖所

导致的低血糖风险，并避免身体浮肿等症状［3-5］。

目前，4-HIL可通过酶转化法或发酵法生产。其

中，利用微生物发酵是生产 4-HIL相对经济的方式。

2009年，Kodera等［6］在苏云金芽孢杆菌 2e2 AKU 0251

中发现了 IDO。该酶可以催化 Ile与氧气和 α-酮戊二

酸反应生产 4-HIL［7-8］。因此，通过调节 ido基因的表

达和底物的供应可促进 4-HIL的生产。

C. glutamicum 是一种革兰氏阳性菌，广泛用

于生产各种氨基酸［9-11］，其产物具有公认的安全性。

C. glutamicum SN01（SN01）是一株工业应用的 Ile

高产菌株。在之前的研究中，将来自苏云金芽孢杆

菌 YBT 1520 的 ido 基因在 Ile 高产菌株 SN01 进行

表达，成功使 Ile 转化为 4-HIL，实现了 4-HIL 的合

成；在摇瓶发酵 144 h 后，SN01 的 4-HIL 浓度达到

了（65.44±2.27） mmol/L［12］。但是，后续研究发现在

产物的合成过程中还伴随着 20 mmol/L 左右的副

产物赖氨酸（lysine，Lys）的生成，因此，又在 SN01

的 dapA 基因前加入了一段可阻止 dapA 表达的核

糖 开 关（Lys-OFF），将 副 产 物 Lys 的 浓 度 降 至

6 mmol/L左右［13］，相关代谢途径见图 1（a）。

在利用 C. glutamicum 生产 4-HIL 的过程中，

需要 Ile、氧气和 α-酮戊二酸作为底物，由于 SN01

是 Ile 高产菌株，首先考虑到需加强 IDO 的表达和

氧气的供应。因此，利用 4种不同强度的 Ile激活型

启动子 PbrnFEN［14］上调 ido 和 vgb 基因［15］的表达。重

组后的细胞通过产生 Ile可上调这 2个基因的表达，

从而提高 IDO 的反应速率并加快氧气供应，见

图 1（a）。拟将 4 种不同强度的启动子组合应用于

ido和 vgb基因，共构建 16种质粒 INVR （N=7、D5、0、

1，R=7、D5、0、1），见图 1（b），从中选择一个最优组合

的质粒用于后续试验。其次，考虑到 4-HIL合成所

需的底物中 Ile和 α-酮戊二酸都来自三羧酸循环，拟

用几种强启动子上调 ppc和 pyc基因的表达，以此回

补草酰乙酸［16-18］，增加 4-HIL合成途径中的碳通量，

见图 1（a）。最终，通过探究重组菌株摇瓶发酵中

4-HIL 浓度的变化，筛选出 4-HIL浓度最高的重组菌

株，为 4-HIL的工业化生产提供重要依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

大肠杆菌 JM109（JM109）菌株、SN01菌株：作者

所在实验室保存。使用 JM109进行常规基因克隆，

使用 SN01 进行基因表达和遗传改造。采用的

C. glutamicum 各类型培养基参照文献［11］，主要分

为 LBB培养基、种子培养基和发酵培养基。配制培

图 1　本研究中利用 C.  glutamicum 生产 4-HIL涉及的基因调节位点和表达质粒

Fig. 1　Gene regulatory sites and expression plasmids involved in the production of 4-HIL by C.  glutamicum in this study
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养基所需的蛋白胨、脑心浸液、酵母提取物：英国

Oxoid公司；其余试剂：青岛海博生物技术有限公司。

质粒提取试剂盒、PCR 产物纯化试剂盒、基因

组提取试剂盒、T4 DNA 连接酶、无缝克隆试剂盒：

南京诺唯赞生物科技股份有限公司；RNA 提取试

剂盒：美国 BioFlux 公司；限制性内切酶、T4 多聚

核苷酸激酶、溶菌酶：赛默飞世尔科技（中国）有限

公司；高保真 Pfx DNA 聚合酶：江苏康为世纪生物

科技股份有限公司；Taq DNA 聚合酶：天根生物科

技（北京）有限公司。

1.2　仪器与设备

葡萄糖测定仪：SBA40 型，山东省科学院生物

研究所；高效液相色谱（HPLC）仪：Agilent 1260型，

安捷伦科技（中国）有限公司；超微量分光光度计：

NanoDrop 2000 型，赛默飞世尔科技（中国）有限

公司。

1.3　方法

1.3.1　INVR表达质粒的构建　

研究中使用的质粒见表 1。以实验室保存的

pIL-NI质粒［13］为模板，利用PCR扩增出 4种PbrnFEN-ido

片段和 4 种 PbrnFEN 片段。以 pJYW4-imi3-vgb 质

粒［20］为模板，扩增出 vgb 基因片段，利用重叠 PCR

将 vgb 基因片段和 4 种 PbrnFEN 连接起来得到 4 种

PbrnFEN-vgb片段。最后，通过重叠 PCR 和一步克隆

将 4种 PbrnFEN-ido片段和 4种 PbrnFEN-vgb片段连接到

pJYW5质粒上，得到 16种 INVR质粒。

1.3.2　替换质粒的构建　

研究中使用的引物见表 2。利用克隆载体

pK18mobsacB 介导的 C. glutamicum 染色体编辑方

法［21］，以 pJYW4-imi3-vgb 质粒作为模板 ，用引物

PPC-PtacM-F和 PPC-PtacM-R扩增出启动子 PtacM片段；以

C. glutamicum ATCC13032 基因组为模板扩增出

PdtsR1和 Ptuf片段；以菌株 SN01 基因组为模板扩增出

启动子 PodhI片段。构建 pk18-Pppc∷PtacM替换质粒的

步骤为：利用菌株 SN01 基因组为模板，用引物

ppc-U-F 和 ppc-U-R、ppc-D-F和 ppc-D-R分别扩增出

Pppc的上游同源臂和下游同源臂，利用重叠 PCR 技

术将 Pppc上游片段、启动子 PtacM片段和 Pppc下游片段

进行连接，然后利用一步克隆技术将重叠片段插入

pK18mobsacB 质粒得到 pk18-Pppc∷PtacM质粒。用与

上述类似的构建方式构建质粒 pk18-Pppc∷Ptuf、pk18-

Pppc∷PodhI、pk18-Pppc∷PdtsR1和 pk18-Ppyc∷PdtsR1。

1.3.3　替换菌株的构建　

研究中使用的菌株见表 3。为了将 ppc基因的

启动子替换为 4种组成型强启动子（PtacM、Ptuf、PdtsR1、

PodhI），并将 pyc 基因的启动子替换为 PdtsR1，使用

CRISPR-Cpf1辅助的 SacB 编辑系统［20］将上述构建

的 pk18-Pppc∷PtacM、pk18-Pppc∷Ptuf、pk18-Pppc∷PodhI、

pk18-Pppc∷ PdtsR1 和 pk18-Ppyc∷ PdtsR1 分别电转化进

C. glutamicum D-RS（D-RS），为替换 Pppc或 Ppyc启动

子做准备。经过单交换、pCS质粒辅助双交换、pCS

质粒的去除，得到相应替换菌株 D-RS PtacM-ppc、

D-RS Ptuf-ppc、D-RS PodhI-ppc、D-RS PdtsR1-ppc 和 D-RS 

PdtsR1-pyc。然后将质粒 I7V7 电转入上述替换菌株

中，得到重组菌株 RS-MP、RS-FP、RS-OP、RS-DP

和 RS-DY。此处 4 种启动子的表达强度为［22］：PtacM

表 1　本研究中使用的质粒

Table 1　Plasmids used in this study

质粒

pK18mobsacB

pCS

pJYW4-imi3-vgb

pIL-NI

INVR

pk18-Pppc∷PtacM

pk18-Pppc∷Ptuf

pk18-Pppc∷PodhI

pk18-Pppc∷PdtsR1

pk18-Ppyc∷PdtsR1

特征

卡那霉素抗性（KmR），克隆载体

氯霉素抗性（CmR），携带 cpf1和 sgRNA 的 sacB基因编辑辅助质粒

KmR，质粒 pJYW4携带 PtacM控制的 ido、mqo、ido3和 vgb基因

KmR，质粒 pJYW5-Lrp-PbrnFEN-ido （N=0、7、D5、5、1、9、13） 

KmR，质粒 pJYW5-PbrnFEN-ido-PbrnFER-vgb

质粒 pK18mobsacB插入 Pppc上游片段、PtacM和 Pppc下游片段

质粒 pK18mobsacB插入 Pppc上游片段、Ptuf和 Pppc下游片段

质粒 pK18mobsacB插入 Pppc上游片段、PodhI和 Pppc下游片段

质粒 pK18mobsacB插入 Pppc上游片段、PdtsR1和 Pppc下游片段

质粒 pK18mobsacB插入 Ppyc上游片段、PdtsR1和 Ppyc下游片段

来源

作者所在实验室

文献［19］

文献［20］

文献［13］

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究
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表 2　本研究中使用的引物

Table 2　Primers used in this study

引物

PbrnFE-F

PbrnFE-R

ido-F

ido-R

PPC-PtacM-F

PPC-PtacM-R

PPC-Ptuf-F

PPC-Ptuf-R

PPC-PdtsR1-F

PPC-PdtsR1-R

PPC-PodhI-F

PPC-PodhI-R

PYC-PdtsR1-F

PYC-PdtsR1-R

ppc-U-F

ppc-U-R

ppc-D-F

ppc-D-R

pyc-U-F

pyc-U-R

pyc-D-F

pyc-D-R

5′—3′序列

ACAAGGAGACCAAGTAAGGCGCTAAGCTCCGCAATA

CTAATAACCCTCCTTCTCTCCAGGCTTGAATGAATC

AGAAGGAGGGTTATTAGATGTTAGACCAGCAAACC

AGCTCGAATTCGTCGACTTATTCAACCGCTTGAGCG

AGAAGTGCGGTTTTGATGAGTGAGCTGTTGACAATTAATC

TCATCTAATAACCCTCCTTCTAATTGTTATCCGCTCACAAT

AGAAGTGCGGTTTTGATGAGTAAGTGGGGTAGCGGCTTGT

TCATCTAATAACCCTCCTTCTAATTGGTTTTGCTTTCACTG

AGAAGTGCGGTTTTGATGAGCACGCCCAAAAAGTTTTACC

TCATCTAATAACCCTCCTTCTTGTTTTGAAATCGTAGCGGT

AGAAGTGCGGTTTTGATGAGCGATCACGAGGGGGCACATT

TCATCTAATAACCCTCCTTCTTTAAACTTCCTCCGTGTCGA

AGTCGTGCAGGTCAGGGGACACGCCCAAAAAGTTTTACC

ACACCTAATAACCCTCCTTCTTGTTTTGAAATCGTAGCGGT

GTACCCGGGGATCCTCTAGACTCCCACATCTCCACCGG

CTCATCAAAACCGCACTTCT

AGAAGGAGGGTTATTAGATGACTGATTTTTTACGCGATGAC

CCAAGCTTGCATGCCTGCAGGGAGATGCGTATGGAGTAAAG

GTACCCGGGGATCCTCTAGATGAACTCGGCGTCAAAGTC

TCCCCTGACCTGCACGACT

AGAAGGAGGGTTATTAGGTGTCGACTCACACATCTTC

CAAGCTTGCATGCCTGCAGGGGGCGGAAGCCGTTGTTTG

注：粗体表示起始密码子和终止密码子；单下划线为酶切位点；双下划线为核糖体结合位点。

表 3　本研究中使用的菌株

Table 3　Strains used in this study

菌株

JM109

SN01

SN02

SN-INVR

D-RS

D-RS PtacM-ppc

D-RS Ptuf-ppc

D-RS PodhI-ppc

D-RS PdtsR1-ppc

D-RS PdtsR1-pyc

RS-MP

RS-FP

RS-OP

RS-DP

RS-DY

描述

大肠杆菌，用于基因克隆

异亮氨酸高产菌株 C. glutamicum ssp. lactofermentum

SN01携带 pJYW4-ido

SN01携带 INVR质粒（N=7、D5、0、1，R=7、D5、0、1）

SN01 染色体上 dapA基因前整合 Lys-OFF核糖开关

D-RS Pppc∷PtacM 

D-RS Pppc∷Ptuf 

D-RS Pppc∷PodhI 

D-RS Pppc∷PdtsR1 

D-RS Ppyc∷PdtsR1 

D-RS Pppc∷PtacM携带 I7V7 

D-RS Pppc∷Ptuf携带 I7V7 

D-RS Pppc∷PodhI携带 I7V7 

D-RS Pppc∷PdtsR1携带 I7V7 

D-RS Ppyc∷PdtsR1携带 I7V7 

来源

作者所在实验室

作者所在实验室

文献［12］

本研究

文献［13］

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究
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最强，约是 Ptuf的 5倍，而 Ptuf、PdtsR1、PodhI这 3种启动子

强度接近。

1.3.4　摇瓶发酵　

挑取甘油管保存菌株涂布在含有 30 μg/mL 卡

那霉素的 LBB平板上，30 ℃恒温培养箱活化 36 h。

将活化的菌苔全部接种到含有 30 μg/mL 卡那霉素

的种子培养基中培养，30 ℃、200 r/min 培养 18 h。

当菌液的初始 OD562值为 1.8时，将种子培养基中的

菌液接种到发酵培养基中，30 ℃、200 r/min培养，每

隔 24 h取样，共培养 144 h。测定发酵过程中氨基酸

浓度、OD562值、葡萄糖质量浓度的变化［19］。

1.3.5　发酵参数的测定　

耗糖的测定：利用葡萄糖测定仪测定剩余葡

萄糖的质量浓度。OD562值的测定：用超微量分光

光度计测定在 562 nm 下，发酵液稀释 100 倍后的

OD562 值。氨基酸浓度的测定：首先用体积分数

5% 的三氯乙酸将发酵液中的蛋白质进行沉淀，然

后在 12 000 r/min 下离心 30 min，取上清液 ，用

HPLC 仪测定氨基酸浓度［14］。

2　结果与讨论

2.1　用 Ile 激活型启动子动态上调 ido 和 vgb 基因的

表达

IDO 是催化 Ile 合成 4-HIL 的关键酶。 ido 基

因的表达强度对于 C. glutamicum 中 4-HIL 的生产

至关重要。作者所在课题组之前的工作中，通过

静态代谢策略不断地提高 IDO 的表达水平和活

性，但是 ido 基因的组成型表达会给细胞带来较大

的代谢负担，胞内资源会被持续利用去合成 IDO。

作者所在课题组前期采用了几种不同强度的 Ile

激活型传感器 Lrp-PbrnFEN （N=0、1、D5、5、7、9、13）

来上调 ido基因的表达，最终得到了一株能提高4-HIL

浓度的菌株 C. glutamicum D-1I；在发酵 144 h后，其

4-HIL 浓度达到了 111.08 mmol/L［13］。 vgb 编码的

VHb 可以增加细胞对氧气的摄取，给 4-HIL 的生

产提供底物氧气。作者在之前的基础上，用 4种不

同强度的 PbrnFEN （N=0、1、D5、7）分别上调 ido 基因

和 vgb 基因的表达，旨在探究用 PbrnFEN 上调 2 个基

因表达后是否能进一步提高 4-HIL浓度。

2.1.1　动态上调 ido和 vgb基因的表达对菌株生长和

耗糖的影响　

使用的 Ile 激活型启动子包括天然启动子

PbrnFE0、强启动子 PbrnFE7 以及中等强度的启动子

PbrnFED5 和 PbrnFE1。用这 4 种启动子构建了 16 种质

粒，分别调节 ido和 vgb基因的表达，并将上述质粒

电转入 SN01得到 16株菌株 SN-INVR。将这些菌株

进行摇瓶发酵，以 SN02作为对照，结果见图 2。可

看出在整个发酵过程中，有几株菌株的生长优于

SN02，例如，在发酵 144 h 后，SN-I7V7和 SN-I1V7的

OD562 值达到了 90~100，比对照菌株高 30% 左右。

PbrnFE7属于强启动子，因此说明增加菌体对氧气的

摄入更有利于菌体的生长。另外，PbrnFEN 调控的双

基因过表达菌株在耗糖方面与对照菌株相比无明

显差异，基本都在 0~72 h 时迅速耗糖，在 96 h 时葡

萄糖消耗殆尽。综上，在 ido、vgb 双基因调控下，

菌株的生长会受到不同程度的影响。

2.1.2　动态上调 ido和 vgb基因的表达对氨基酸生产

的影响　

由于 4-HIL 生产阶段在菌体生长稳定期的后

期，故测定了发酵 144 h 后，发酵液中 4-HIL、Ile 和

Lys 的浓度。结果如表 4 所示，试验菌株 SN-I0VR

不仅会产生 4-HIL，还会剩余一些 Ile，而其他菌株

Ile的剩余量很少。另外，生产的 4-HIL浓度最高的

2 株菌株是 SN-I7V7 和 SN-I7VD5，浓 度 分 别 达 到

（109.14±1.03） mmol/L 和（108.53±10.97） mmol/L，

相比于对照菌株 SN02，浓度分别提高了 46.69% 和

45.87%。PbrnFE7 是 4 种 Ile 激活型启动子中最强的

启动子。这表明通过使用 Ile 激活型强启动子加

强 ido 和 vgb 基因的表达，可以增强 4-HIL 的生产

能力，并且不会给菌体生长带来负担，还可提高菌

体密度。根据上述研究结果，选择效果最好的菌

株中所携带的质粒 I7V7进行后续试验。

2.2　用不同强度启动子上调 ppc基因的表达

上述表达质粒的构建和筛选是在前人基础上

进行的，之前作者所在课题组已进行过 ido 和 odhI

等基因的共表达，上述研究主要考察了 ido 和 vgb

基因共表达对 4-HIL 浓度的影响并筛选出优良质

粒。下一步主要研究内容为将 C. glutamicum 基因

组上的 ppc 基因过表达。ppc 基因编码 PEPC，该

酶催化磷酸烯醇式丙酮酸发生羧化反应得到草酰

乙酸，该路径可以将多余的二氧化碳中的碳源重

新补充到代谢途径中，减少碳源损失［23］。这条代

谢途径可以为 4-HIL的生产增加底物供应，并且减
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图 2　菌株 SN-INVR发酵 144 h的生长和耗糖情况

Fig. 2　Growth and sugar consumption of strains SN-INVR after 144 h of fermentation
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少发酵过程中产生大量气泡这一不利因素，因为

气泡可能是由产生的二氧化碳所致。因此，试验

采用了 4 种强启动子来上调 ppc 基因的表达，分别

为 PtacM、Ptuf、PodhI、PdtsR1。PtacM 来自 C. glutamicum 的

表达质粒，Ptuf、PodhI、PdtsR1
［22］来自 C. glutamicum 菌株

的染色体。探究不同启动子上调 ppc 基因表达对

菌体生长和 4-HIL 浓度的影响，筛选出上调 ppc 基

因最适合的启动子。此外，上一节中为便于研究，

选用了原始菌株进行质粒的筛选试验，主要目的

是筛选出最优质粒，但该原始菌株会伴随少量的

Lys副产物产生，因此后续研究需要舍弃。后续采

用 D-RS 菌株作为染色体基因整合的出发菌株，

D-RS 菌株是在 SN01 菌株的 dapA 前加入了一段

Lys-OFF 核糖开关片段，与 SN01 在同等情况下的

4-HIL 浓度接近，但 Lys 浓度从 30.6 mmol/L 降低

到 16.3 mmol/L［13］。

2.2.1　上调 ppc 基因的表达对菌株生长和耗糖的

影响　

ppc过表达菌株发酵 144 h 的生长和耗糖情况

见图 3（a）~（b）。可以看出使用强启动子过表达

ppc基因后，有几株改造菌株的生长情况优于对照

菌株 SN-I7V7，例如 ，在发酵 144 h 后 ，RS-MP 的

OD562 值达到了 118.8，相比对照菌株提高了 25%。

其余改造菌株的最终 OD562 值也都与对照菌株接

近，在 90 左右。这说明上调 ppc 基因表达有助于

菌体的正常生长。在耗糖方面，所有菌株的耗糖

趋势基本一致：在 0~72 h 时迅速耗糖，在 96 h 时耗

光培养基中的葡萄糖。因此，上调 ppc的表达会促

进菌体生长，并且 RS-MP的生长情况最好。

2.2.2　上调 ppc基因的表达对 4-HIL浓度的影响　

测定发酵液中 4-HIL、Ile、Lys的浓度。如图 3（c）

所示，4-HIL 浓度最高的菌株为 RS-MP，达到了

（145.76±6.04） mmol/L；其次是 RS-OP，4-HIL 浓

度达到了（113.70±8.68） mmol/L；这 2 株菌株的

4-HIL 浓 度 比 对 照 菌 株 分 别 提 高 了 33.55% 和

4.17%；其余菌株的 4-HIL 浓度与对照菌株相差较

小，都在 100 mmo/L 左右。在 Ile 产生方面，所有

改造菌株的 Ile 浓度都可以忽略不计，说明 Ile 传

感器达到了预期的效果。另外，由于使用了 D-RS

作为出发菌株，改造菌株的 Lys 浓度都很低，也可

以忽略不计。综上所述，通过 PtacM 过表达 ppc 基

因的改造菌株能增加 4-HIL 的浓度，并且使副产

物 Lys 浓度降低，因此具有生产 4-HIL 的潜力。

作者所得菌株 RS-MP 摇瓶发酵的 4-HIL 浓度

比 Shi 等［24］在 2016 年报道的基于质粒的 ppc 过表

达菌株的 4-HIL 浓度提高了（50.04±4.52） mmol/L，

表 4　发酵 144 h后菌株 SN-INVR的 4-HIL、Ile和 Lys浓度

Table 4　Concentrations of 4-HIL， Ile， and Lys of strains SN-INVR after 144 h of fermentation 单位：mmol/L

菌株

SN02

SN-I0V0

SN-I0V1

SN-I0VD5

SN-I0V7

SN-I1V0

SN-I1V1

SN-I1VD5

SN-I1V7

SN-I7V0

SN-I7V1

SN-I7VD5

SN-I7V7

SN-ID5V0

SN-ID5V1

SN-ID5VD5

SN-ID5V7

4-HIL浓度

74.40±4.16

16.92±0.56

39.47±3.82

15.59±2.61

35.50±1.53

99.35±3.14

85.56±4.07

73.25±1.91

90.02±8.77

106.49±3.67

64.24±5.51

108.53±10.97

109.14±1.03

61.70±1.11

95.64±1.16

78.75±15.80

55.18±6.59

Ile浓度

1.43±0.15

61.06±6.28

59.92±3.17

56.83±11.30

58.53±4.10

0.63±0.06

0.53±0.11

0.74±0.02

0.57±0.10

12.85±1.35

3.08±0.18

0.74±0.11

1.61±0.09

2.90±0.22

0.75±0.13

38.73±1.77

59.62±10.76

Lys浓度

19.22±1.22

22.83±1.11

16.53±0.64

25.66±1.38

16.79±0.52

23.80±0.58

20.04±0.63

26.96±1.02

22.00±1.59

11.28±0.58

23.05±1.73

28.23±1.81

17.57±2.20

18.41±0.71

12.65±1.71

16.84±0.64

13.74±8.58
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比 Tan 等［14］在 2020 年利用动态工程改造的菌株的

4-HIL 浓度提高了（10.46±6.04） mmol/L。但作者

仅探究了菌株在摇瓶上的 4-HIL浓度变化（课题组

小试），由于摇瓶本身是固定体系，且存在空间上

的局限性，因此限制了菌株的生长状态和菌株活

性 ，致 使 4-HIL 浓 度 偏 低 ：RS-MP 在 摇 瓶 中 的

4-HIL 浓度低于孟静等［25］的研究中菌株 HIL18 在

发酵罐条件下的 4-HIL 浓度（294.56 mmol/L）。而

在大型生物反应器中，可以采用 pH 更可控的发

酵，并能通过改变转速、通气量来调节溶氧量，还

可以通过补料来延长菌体的生长周期［26］，因此在

生物反应器放大培养菌株 RS-MP 条件下，4-HIL

浓度可能会进一步提高。虽然作者没有用中试或

大规模发酵罐考察菌体 RS-MP 对于 4-HIL 浓度的

影响情况，研究中的 4-HIL浓度也不是目前报道的

最高浓度，但该研究结果给 4-HIL的生物发酵生产

提供了研究思路，试验中得到的 RS-MP 对后续

4-HIL的研究也会有一定促进作用。

2.3　用 PdtsR1启动子上调 pyc基因的表达

经过上述对 ppc基因的研究发现，加强回补途

径可以增加 4-HIL浓度。因此，又考虑到另一条类

似的回补途径：从丙酮酸到草酰乙酸的回补途径。

该途径由丙酮酸羧化酶催化，丙酮酸羧化酶由 pyc

基因编码。该途径的加强也是为了增加 4-HIL 生

产的底物供应，并减少碳源的损失。但在实际试验

过程中，只成功构建了一株改造菌株D-RS PdtsR1-pyc，

采用其他类型的强启动子无法进行染色体整合。

这可能是因为其他类型的启动子不适合用来过表

达 pyc 基因，整合后会引起菌体负担，致使菌体

死亡。

2.3.1　上调 pyc基因的表达对菌株生长的影响　

pyc过表达菌株发酵 144 h 的生长和耗糖情况

见图 4（a）。在 0~72 h 菌体生长阶段，RS-DY 的

OD562值达到了 70以上，表示其生长状态正常。在

发酵 144 h 时，RS-DY 的最终 OD562 值为 105.5，比

对照菌株提高了 11%。这说明利用强启动子 PdtsR1

上调 pyc 基因的表达不会对菌株生长产生负面影

响，甚至还能促进其生长。在耗糖方面，RS-DY 与

对照菌株类似，都在 0～72 h 时迅速耗糖，在 96 h

时耗光培养基中的葡萄糖。

2.3.2　上调 pyc基因的表达对 4-HIL浓度的影响　

pyc过表达菌株发酵 144 h 的相关氨基酸浓度

见图 4（b）。RS-DY 在发酵 144 h 后的 4-HIL 浓度

只有（99.44±2.74） mmol/L，相比于对照菌株并没

有提升。在 Ile 和副产物 Lys 浓度方面，RS-DY 与

ppc启动子调控菌株一致，由于都采用了相同的出

图 3　ppc过表达菌株发酵 144 h的生长、耗糖情况和氨基酸浓度

Fig. 3　Growth， sugar consumption， and amino acid concentrations 

of ppc-overexpressing strains after 144 h of fermentation
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发菌株 D-RS 和携带相同 Ile 激活型启动子的 ido、

vgb表达质粒，因此 RS-DY 菌株剩余的 Ile较少，且

副产物 Lys 的浓度也低于 10 mmol/L。综上所述，

采用 PdtsR1启动子上调 pyc 基因的表达并未得到理

想结果。

3　结论

4-HIL 作为一种具有独特生物活性的非蛋白

质氨基酸，能够促进胰岛素分泌、改善胰岛素敏感

性。C. glutamicum 作为一种合成氨基酸的优势菌

株，具备可高密度培养、菌种安全的特点，是生产

4-HIL的优良宿主。作者在 Ile高产菌株 SN01中引

入了 ido 和 vgb 基因，并用 Ile 激活型启动子 PbrnFEN

调节这 2 个基因的表达，通过调控 Ile 浓度动态加

强了 IDO 酶促反应速率和氧气供应。然后利用

PtacM启动子过表达了菌株自身的 ppc 基因，加强了

草酰乙酸回补途径，将多余的二氧化碳中的碳源重

新补充到代谢途径中，减少了碳源损失，进一步增

加了 4-HIL 浓度。最终的优势菌株 RS-MP，在发酵

144 h后的 4-HIL浓度达到了（145.76±6.04） mmol/L，

且基本无副产物的生成。该研究为实现 4-HIL 的

生物绿色高效合成提供了科学依据。
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