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基于代谢流量分析的黄色短杆菌TK0303合成b亮氨酸发酵过程的优化+

刘 辉，徐庆阳，陈 宁

(天津科技大学生物工程学院，天津，3。0457)

摘 要 测定并计算了在发酵中后期L．亮氨酸等代谢物的胞外浓度和积累(或消耗)的速率。应用代谢流分析

方法，通过MATLAB软件线性规划得到发酵中后期胞内代谢流分布及L-亮氨酸合成的理想代谢流分布。结

果表明，在L_亮氨酸分批发酵过程中，有98．73％的葡萄糖进入糖酵解途径，仅1．27％进入HMP途径，

55．10％的碳架进入TCA循环，25．21％用于合成L_亮氨酸。实验测定的合成工，亮氨酸的代谢流远低于理想代

谢流(66．67)。根据代谢流分析结论，文中通过优化发酵过程控制如流加方式、溶氧水平等方面来减少副产物

的生成，控制TCA循环代谢流，从而提高L-亮氨酸的产率。实验采用脉冲补料方式，控制溶氧浓度在20％左

右，L-亮氨酸最高产酸达到389／L。
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L-亮氨酸是人和动物生命活动中8种必需氨基

酸之一，广泛应用于医药、食品和饲料等方面[1]。

1960年代，关于L_亮氨酸生物合成以及其代谢调节

机制相继被阐明，这为微生物发酵法生产L-亮氨酸

提供了理论基础。目前国外(如日本)发酵法生产L-

亮氨酸已形成一定规模的工业生产能力，2000年，世

界L-亮氨酸年产量已达500 t，其中日本占到了2／3。

国内仅无锡晶海氨基酸公司采用发酵法生产，产酸水

平为259／L，远不能满足国内市场的需求。

代谢流分析(Metabolic Flux Analysis，MFA)

是代谢工程中用以指导遗传操作的重要工具，是代谢

网络分析的基本方法之一[¨。MFA根据胞内主要反

应构建的代谢网络模型和胞内代谢产物的质量平衡

来计算物质代谢流分布情况，这对于理解细胞的代

谢调控机制有重要意义[2]，但是目前尚未有关于黄色

短杆菌合成L_亮氨酸的代谢流分析的相关报道。

实验通过建立L-亮氨酸生物合成的代谢网络模

型，对其进行定量分析得到L-亮氨酸分批发酵中后

期的代谢流分布。在此基础上，优化发酵过程控制，

使得L-亮氨酸的产量达到389／L。

1 材料与方法

1．1供试菌株

黄色短杆菌(Br8铆i6nc￡Pri“m厂Z口口“m)TK0303

(Met一+Ile。+2一TA‘+a—ABr+8一H Lr+Rifr+

SGr)，天津科技大学代谢控制发酵研究室保藏菌种。
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1．2培养基

见参考文献[3]。

1．3培养方法

1．3．1斜面活化培养

28℃培养20～24 h。

1．3．2种子培养

500 mL三角瓶装液量30 mL，9层纱布封口，于

旋转式摇床上(200 r／min)，28℃振荡培养20 h。

1．3．3 5 L自控发酵罐分批发酵

5 L发酵罐中装液量3 L，接种量300 mL，28℃，

通风比1：1，流加氨水控制pH在7．O，通过流加泡

敌消泡。搅拌转速为500 r／min，发酵64 h。

1．4分析方法

1．4．1 OD值测定

发酵液稀释一定倍数后，在波长620 nm处用

752分光光度计测定。

1．4．2发酵液中氨基酸含量测定

采用E1it}AAA氨基酸分析仪测定。

1．4．3 醋酸的测定L41

1．5代谢流平衡模型的建立

由文献资料[5~7]可知，在L_亮氨酸生产菌黄色

短杆菌中，中心代谢途径包括EMP、TCA、HMP途

径以及TCA循环的主要回补反应——磷酸烯醇式

丙酮酸羧化酶催化的反应。乙醛酸途径封闭或微弱。

本文基于以下原则或假设建立代谢网络：(1)发酵过

程中后期，细胞处于非生长时期或细胞浓度变化不

大，忽略菌体细胞的生长代谢；(2)细胞代谢过程中不

存在乙醛酸循环；(3)NADPH供需平衡，即反应途径

中消耗的NADPH与HMP途径、TCA循环产生的
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外HMP途径的主要作用是为氨基酸的生物合成提 NADPH的实际需求不大，因此HMP实际途径流量

供NADPH，而发酵产生的亮氨酸、缬氨酸等对 偏小。

表2发酵中后期L_亮氨酸合成的代谢流分布

序号 实际代谢流分布 理想代谢流分布 序号 实际代谢流分布 理想代谢流分布

100．00

98．73

99．58

199．58

196．70

80．31

1．27

O．85

0．42

O．42

O．42

O．42

55．10

100．OO

75．05

95．06

200．01

200。01

66．67

24．95

14．95

10．OO

10．00

10．OO

10．00

O．00

53．08

62．38

53．08

2．87

O．86

10．49

O．86

2．02

13．11

56．88

46．39

21．18

25．21

O．OO

66．67

O．OO

O．00

O．OO

O．OO

O．OO

O．00

0．OO

66．67

66．67

O．OO

66．67

2．2。2 乙酰辅酶A节点代谢流分析

乙酰辅酶A是L_亮氨酸合成的重要节点。乙酰

辅酶A直接参与L_亮氨酸的合成，另外还通过TCA

循环进一步代谢生成谷氨酸，从而为工厂亮氨酸的合

成提供足量的氨基来源。因此乙酰辅酶A节点的代

谢流分布能够极大地影响L_亮氨酸的合成。由表2

可知，实际进入乙酰辅酶A节点的代谢流为80．31，

而由此进人TCA循环和L-亮氨酸生物合成途径的

代谢流分别为55．10和25．21。与之相比，理想代谢

流分布中TCA循环和0亮氨酸生物合成途径的代

谢流分别为。和66．67。由此可见TCA循环活跃。

因此在发酵过程中严格控制溶氧水平显得尤为重要。

溶氧水平过高，TCA循环流量增加，乙酰辅酶A生

成L-亮氨酸的代谢流减弱，从而造成碳架的浪费；溶

氧水平过低又会造成其他副产物生成。

2．3基于代谢流分析的I厂亮氨酸发酵优化

上述代谢流分析结果表明分批发酵生产L-亮氨

酸的过程中，减少副产物HAc、缬氨酸和丙氨酸的生

成以及适当减少TCA循环流量是提高L-亮氨酸得

率的关键。研究表明在发酵过程中限制葡萄糖的供

应，可以减少副产物特别是有机酸的生成[9]。因此改

进实验方案，设定初糖浓度60 g／L，采用脉冲补料方

式控制残糖浓度在1．o g／L左右，同时进一步降低

溶氧水平，控制溶氧在20％左右，从而有效地减少了

副产物的生成，提高了L-亮氨酸的产酸水平。改进

工艺前后，60 h L-亮氨酸及副产物浓度见图3。采用

优化后的工艺，5 L发酵罐分批补料发酵60 h，工，亮

氨酸产酸可达38 g／L。
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图3优化前后60 h发酵产物浓度变化

3 结 论

在发酵中后期L．亮氨酸代谢流为25．21，与理想

的代谢流66．67相比，在几乎没有菌体生长的情况

下，远没有达到理论转化率。主要原因是副产物的形

成和TCA循环的损失。要进一步提高L_亮氨酸的

转化率，必须判断L_亮氨酸合成途径中的主要节点

G6P和乙酰辅酶A的节点类型，尤其是节点刚柔性

的判断，利用基因工程技术和发酵过程控制技术(如

化学调节因子或溶氧水平控制等)减轻或消除节点的

刚性，使代谢流量的分配更有利于L-亮氨酸的合成。

本文依据代谢流分析结果，优化发酵过程控制，大大

提高了产酸水平，L-亮氨酸的产量达到38 g／L。
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