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敲除aceA和gogat及过表达gltA对谷氨酸棒状杆菌GKGD

合成甜酮戊二酸的影响

薛宁1，李智祥1，战俊杰1，赵磊1，梁云龙1，冯甲1，

刘涛1，徐庆阳1’2一，张成林1’2一，陈宁1’2，3‘

1(天津科技大学生物工程学院，天津，300457)2(代谢控制发酵技术国家地方联合工程实验室，天津，300457)

3(天津市氨基酸高效绿色制造工程实验室，天津，300457)

摘 要 a一酮戊二酸(o【一ketoglutarate，0【一KG)在生命活动中具有重要的作用，被广泛应用于食品、医药等领域。

以a—KG生产菌谷氨酸棒状杆菌GKGD为出发菌株，敲除其异柠檬酸裂解酶编码基因aceA以增加异柠檬酸供

应，获得GKGD—l，摇瓶发酵条件下其Or．一KG产量和转化率分别提高14．72％和9．76％；敲除谷氨酸合酶编码基因

gogat以降低L一谷氨酸生成量，获得GKGD一2，其仅．KG产量和转化率分别提高7．39％和5．43％，L一谷氨酸生成量

降低52．87％；过表达柠檬酸合酶编码基因ghA以进一步增加前体物供应，获得GKGD·3，其0【一KG产量提高

35．9％；于7．5 L发酵罐经30 h发酵，GKGD．3 a—KG产量达49．5 g／L，较出发菌株提高36．4％，L一谷氨酸生成量

降低50％。敲除aceA和gogat并过表达gltA可显著提高06．KG产量并降低￡一谷氨酸生成量。

关键词：Ot一酮戊二酸；L一谷氨酸；谷氨酸合酶；异柠檬酸裂解酶；柠檬酸合酶

仪-酮戊二酸(仅．ketoglutarate，d-KG)是TCA循环

中的重要中间产物，参与氨基酸、维生素、有机酸及能

量代谢¨。21，被广泛应用于化工、食品、医药、13化等

领域’3“o。目前主要采用化学法生产d．KG，但因收

率低、氰化物污染等问题制约了其在医药和食品等领

域的应用¨1。发酵法生产d—KG因具有成本低、收率

高、副产物少等优点而被认为具有很大的工业化生产

的潜力。

发酵法生产d一酮戊二酸最早始于LOCKWOOD

和STODOLA对利用荧光假单胞菌(Pseudomonas∥u-

orescens)生物合成d．酮戊二酸的研究¨q1。自20世

纪70年代，人们陆续发现耶罗维亚酵母(Yarrowia li—

polytica)等酵母菌亦能过量合成d一酮戊二酸¨””1。

然而利用酵母合成O／．-KG周期较长(大于120

h)¨””。。谷氨酸棒杆菌(Corynebacterium glutami-

cMm)具有过量合成L．谷氨酸的能力，而L一谷氨酸主
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要来源于仪．KG的氨基化，因此被认为是具有0／．-KG

生产潜力的微生物‘1””。。在前期研究中，我们以￡一

谷氨酸生产菌C．glutamicum GDK-9为出发菌株经代

谢工程改造获得的C．glutamicum GKGD d—KG产量

达到45．6 g／L”“。

如图1所示，在谷氨酸棒状杆菌中，葡萄糖经糖

酵解途径生成丙酮酸并被催化生成草酰乙酸和乙酰一

CoA，二者经柠檬酸合酶催化生成柠檬酸，后者经催

化生成异柠檬酸，进而经异柠檬酸脱氢酶催化合成

d．KG 019]。同时，异柠檬酸可经异柠檬酸裂解酶催化

柠檬酸

。、

虱1 谷氨酸棒杆菌a-KG合成途径及本研究改造策略

Fig．1 理一KG synthesis pathway in C．glutamieum and

strategy for strain genetic modification in this study
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生成乙醛酸和琥珀酸。仅一KG主要存在3条代谢途 表达柠檬酸合酶编码基因gltA以期增加d-KG的合

径：(1)经仅一酮戊二酸脱氢酶氧化为琥珀酸；(2)经 成(图1)。

谷氨酸脱氢酶氨基化为L一谷氨酸；(3)经谷氨酸合酶
， “蚣l b士。+

催化生成￡．谷氨酸。在GKGD中，途径(1)被弱化，
1 “⋯。“一

途径(2)被阻断。1“”1。因此，本研究以GKGD为出 1．1材料与试剂

发菌株拟采用阻断乙醛酸循环和谷氨酸合成途径并 1．1．1 菌株及质粒

增强柠檬酸合成代谢流策略通过敲除异柠檬酸裂解 本研究所用菌株及质粒如表1所示。

酶编码基因aceA和谷氨酸合酶编码基因gogat并过

表1菌株及质粒

Table 1 Strains and plasmids

1．1．2 引物

参考NCBI中C．glutamicum ATCCl3032 aceA和

gltA及gogat序列，采用Primer5．0软件设计引物(表

2)。

表2

Table 2

引物

Primers

引物名称 序列(5’一3，

GGCgaattcGGCTCCTTTTAAAGCATGGGT(EcoR I)

GCTGGTCTGGGAACTCAGAGCGACATCAAAGTCACTTCCTTAAGTGC

GCAC7rTAAGGAAGTGACTTTGATCTCGCTCTGAGlvrCCCAGACCAGC

GGCgtcgacGTATGTCCTTTCATTGACGACTTTAAT(Saf I)

GATaagcttGAAACCACAAGGACTCTACAAC(Hind III)

ATAAATGCGTTGTCCAGGGCTGAAGATAGCGACGGGAAATACA

TGTATTTCCCGTCGCTATCTTCAGCCCTGGACAACGCATTTAT

TAAggatccCATTGATCTTCTGGTTTAGGTCC(BamH I)

eCCaagctteeAAGAGTTTTTTTCCGAACAAATA(饿nd 111)

GGCgaattc。rrAGCGCTCCTCGCGAGG(EcoR I)

1．1．3培养基

利用LB培养基培养大肠杆菌和谷氨酸棒杆菌，

必要时添加卡那霉素(50 txg／mL)或氯霉素(30 p,g／

mL)。

摇瓶种子培养基：葡萄糖25 g／L，K：HPO。·3H：

0 2．2 g／L，MgS04·7H20 0．9 g／L，尿素3．5 g／L，玉

垫!!y里!：箜型里：璺!!旦!g!i堑2

米浆40 mL／L，豆粕水解液15 mL／L，pH 7．0—7．2，

121℃高压蒸汽灭菌20 min。

摇瓶发酵培养基：葡萄糖80 g／L，MgSO。·7H：O

1．8 g／L，Na2HP042．8 g／L，KCl 1．3 g／L，VBl 0．23 mg／

L，MgS04·7H20 2．3 mg／L，FeS04·7H20 2．3 mg／L，

玉米浆1 mL／L，豆粕水解液15 mL／L，pH 7．0～7．2，

121℃高压蒸汽灭菌20 min。

发酵罐种子培养基：葡萄糖30 g／L，玉米浆35

mL／L，豆粕水解液20 mL／L，K2HPO。·3H20 2．2 g／

L，MgS04·7H20 0．9 g／L，pH 7．0～7．2，121℃高压

蒸汽灭菌20 rain。

发酵罐发酵培养基：葡萄糖80 g／L，Na：HPO。3

g／L，KCl 1．5 g／L，MgS04·7H20 2 g／L，MnS04·7H2

O 5 mg／L，FeS04。7H20 5 mg／L，ZnS04 5 mg／L，VBl

0．4 mg／L，玉米浆3 mL／L，豆粕水解液20 mL／L，必

要时加入谷氨酸钠2 g／L，pH 7．0～7．2，121℃高压

蒸汽灭菌20 min。

1．1．4 试剂

限制性内切酶、T。DNA连接酶、ExTaq DNA聚合

酶，宝生物工程(大连)有限公司；PCR产物纯化试剂

盒、胶回收试剂盒及质粒提取试剂盒，北京博迈德生

物技术有限公司；异柠檬酸裂解酶试剂盒、柠檬酸合
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酶试剂盒，北京索莱宝科技有限公司；o【．KG：分析纯，

美国Sigma-Aldrich公司。

1．2仪器与设备

生物传感仪(SBA-40C)，山东省科学院生物研究

所；高效液相色谱仪(Agilent 1100)，美国安捷伦科技

公司。

1．3实验方法

1．3．1 用于aceA和gogat敲除及gltA基因过表达重

组质粒的构建

以GKGD基因组为模板利用引物aceA一1和

aceA一2及aceA．3和aceA-4获得aceA基因上下游同

源片段，并以其为模板利用引物aceA．1和aceA-4获

得重组片段。回收后经EcoR I和Sal I双酶切、电

泳、回收并连接pKl8mobsacB后转化至E．coli DH5cll

中。经筛选后提取重组质粒进行酶切验证，将重组质

粒命名为pKl8mobsacBAaceA。同理获得用于gogat

敲除的重组质粒pKl8mobsacB Agogat。

以GKGD基因组DNA为模板利用引物gltA一1和

gltA一2扩增获得gltA片段，回收后经Hind I和EcoR I

酶切、回收并连接pXMJl9后转化至E．coli DH5a

中。经筛选后提取重组质粒进行酶切验证，将重组质

粒命名为pX—ghA。

1．3．2 重组菌株GKGD一1、GKGD．2和GKGD．3的

构建

取适宜浓度的pKl8mobsacB AaceA电转化至

GKGD感受态细胞(2．5 kV，25¨F，200 Q，1 mm电击

杯)怛“。将电转后的菌液涂布于含卡那霉素的LB

平板上，32℃倒置培养36 h后，挑取单菌落活化后提

取其基因组DNA并进行PCR鉴定。将阳性转化子

在10％蔗糖的LB摇管中反复传代后，筛选在LB平

板上生长、在含卡那霉素平板上不生长的单菌落，提

取其基因组DNA进行PCR验证，获得aceA基因缺失

菌株GKGD一1。采用相同方法获得gogat敲除菌株

GKGD·2。

提取质粒pXMJl9及pX-ghA电转化至GKGD-2、

将pXMJl9电转化至GKGD，经活化后涂布于含氯霉

素平板进行筛选，挑选单菌落并提取质粒经酶切验

证，分别获得GKGDpX、GKGD一3和GKGDpM。

1．3．3酶活性测定

收集培养至对数中期的菌体，分别按异柠檬酸裂

解酶试剂盒和柠檬酸合酶试剂盒说明书处理菌体并

测定异柠檬酸裂解酶和柠檬酸合酶活性。

1．3．4摇瓶发酵

将种子培养物按10％的接种量接种至含30 mL

摇瓶发酵培养基的500 mL挡板瓶中，于34℃200 r／

min振荡培养，维持pH 7．0～7．2。GKGDpM、GKGD—

pX和GKGD一3生长至OD600=0．6～0．8时添加0．2

mmol／L的IPTG。

1．3．5发酵罐发酵

以15％接种量将种子培养物接至含4．5 L发酵

培养基的7．5 L发酵罐中，发酵温度为34℃；通气量

为2～5 L／min，搅拌转速200～1 000 r／min；分阶段

控制溶氧：发酵初期维持30％，稳定期维持50％～

60％，发酵后期维持40％。待细胞转型后，以25％

NaOH调节pH 7．0～7．2；根据需要流加泡敌消泡。

发酵过程中，流加80％～90％的葡萄糖溶液，维持残

糖1％～2％。

1．3．6 葡萄糖、L一谷氨酸和仅一KG含量测定及数据

分析

采用SBA40C生物传感仪测定葡萄糖和L一谷氨

酸浓度。

采用Agilent 1 100高效液相色谱仪测定OL—KG浓

度。色谱柱Bio-Rad Aminex HPX-87H(300 mm×7．8

mm，L×I．D．)；流动相0．005 mol／L H2 S04；柱温

30℃；流速0．5 mL／min；检测波长215 nm。

根据公式DCW=0．244 5×OD600一0．012 6计

算菌体干重(dry cell weight，DCW)。

1．4数据分析

每组实验均设3个平行并重复3次，利用Origin

8．0和SPSS 13．0统计软件对实验数据进行分析和处

理。

2 结果与讨论

2．1 异柠檬酸裂解酶编码基因aceA敲除对甜KG

合成的影响

异柠檬酸经异柠檬酸裂解酶催化生成乙醛酸和

琥珀酸。1⋯，从而减弱0／．-KG合成代谢流，故认为阻断

该途径可为旺．KG提供更多的前体物异柠檬酸。将

重组质粒pKl8mobsacB AaceA转化至GKGD后经筛

选，挑选重组子利用引物aceA一1和aceA一4对其进行

PCR鉴定，获得碱基数约为2 000 bp和1 200 bp的

片段，与理论值2 104 bp和1 240 bp一致(图2)，表

明pKl8mobsacB△aceA成功整合至GKGD基因组。利

用引物aceA．1和aceA4对第二次重组的重组子进行

PCR鉴定，获得碱基数约为1 200 bp的片段，与理论值1

240 bp一致，表明aceA被成功敲除，命名为GKGD一1。
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M—DNA marker；l一以第1次重组的菌株基因组DNA为模板的

PCR产物电泳图谱；2一以第2次重组的菌株(即GKGD一1)基因组

DNA为模板的PCR产物电泳图谱；3一以GKGD基因组DNA为模

板的PCR产物电泳图谱

图2 aceA基因敲除株GKGD—l的PCR鉴定图谱

Fig．2 MaD for identification of aceA—knockout strain GKGD—1

分别收集培养至对数中期的GKGD和GKGD—l

菌体细胞测定其异柠檬酸裂解酶活性，结果表明，

GKGD．1未检测到异柠檬酸裂解酶活性，进一步说明

aceA被成功敲除(表3)。

表3 各菌株异柠檬酸裂解酶和柠檬酸合酶活性

Table 3 Activity of lsocitrate lyase and citrate synthase

of strains

菌株
酶活性／[nmol·(min·g)“]

异柠檬酸裂解酶 柠檬酸合酶

注：+未检测到；+*：未检测。

利用GKGD一1进行摇瓶发酵，以测定aceA敲除

对其d-KG合成的影响。结果如表4所示，GKGD一1

的OL—KG产量和转化率分别为12．86 g／L和8．66％，

较出发菌株GKGD分别提高14．72％和9．76％，而其

生物量未见明显变化。

表4 各菌株摇瓶发酵参数

Table 4 Fermentation parameters in flask by strains

2．2谷氨酸合酶编码基因gogat敲除对廿KG合成

的影响

1分子仪．KG和谷氨酰胺经谷氨酸合酶催化生成

2分子￡．谷氨酸¨⋯，故推测阻断该途径可增强仪-KG

的积累并减少副产物￡一谷氨酸的合成。将重组质粒

pKl8mobsacBAgogat转化至GKGD一1后经筛选，挑选

重组子利用引物gogat-1和gogat-4对其进行PCR鉴

定，获得碱基数约为4 000 bp和1 000 bp的片段，与

理论值4 328 bp和1 184 bp一致(图3)，表明

pKl8mobsacBAgogat成功整合至GKGD一1基因组。

利用引物gogat—I和gogat-4对第二次重组的重组子

进行PCR鉴定，获得碱基数约为1 000 bp的片段，与

理论值1 184 bp一致，表明gogat被成功敲除，命名

为GKGD一2。

利用GKGD一2进行摇瓶发酵，以测定gogat敲除

对其0【．KG合成的影响。结果如表4所示，GKGD一2

的仅-KG产量和转化率分别为13．81 g／L和9．13％，
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较出发菌株GKGD一1分别提高7．39％和5．43％，较

GKGD分别提高21．19％和15．72％，其￡一谷氨酸积

累量为1．15 g／L，较GKGD一1降低52．87％，而其生物

量未见明显变化。由此可见，阻断谷氨酸合酶途径可

显著增强仅．KG的积累并减少副产物￡一谷氨酸的

合成。

2．3过表达柠檬酸合酶编码基因gltA对甜KG合

成的影响

柠檬酸合酶催化柠檬酸合成，是TCA循环中的

关键酶¨⋯。以GKGD基因组为模板利用引物ghA-1

和ghA一2扩增获得柠檬酸合酶编码基因gltA片段

(图3A)，将其克隆并转化至大肠杆菌E．coli DH50t

感受态细胞。将筛选获得的转化子活化后提取质粒

进行PCR和酶切鉴定。质粒经PCR扩增获得碱基

数为约1 300 bp的片段与理论值1 314 bp一致；质粒

经单、双酶切分别获得碱基数约为8 000 bp及7 000

bp和1 300 bp的片段，与理论值7 915 bp及6 601 bp

 



和1 314 bp一致(图4A)，表明质粒构建成功，命名

为pX·ghA。将重组质粒pX—ghA转化至GKGD．2，筛

选获得的转化子活化后提取质粒进行PCR和酶切鉴

定，获得片段的碱基数与理论值一致(图4B)，表明菌

株构建成功，命名为GKGD．3。分别收集培养至对数

中期的GKGD和GKGD一3菌体细胞测定其柠檬酸合

酶活性，发现GKGD-3的柠檬酸合酶活性较GKGD提

高1 12．9％，由此可见，过表达gltA可有效提高柠檬

酸合酶活性(表3)。

，(m()bp

{(H)I)bp

50IlbD

【(Wlfl bp

M 2：{

M—DNA marker；1一以第1次重组的菌株基因组DNA为模板的

PCR产物电泳图谱；2一以第2次重组的菌株(即GKGD．2)基因

组DNA为模板的PCR产物电泳图谱；3一以GKGD．1基因组

DNA为模

板的PCR产物电泳图谱

图3 gogat基因敲除株GKGD一2的PCR鉴定图谱

Fig．3 Map for identification of gogat-knockout

strain GKGD一2

利用GKGD-3进行摇瓶发酵，以测定过表达柠檬

酸合酶对其d—KG合成的影响。结果如表4所示，

GKGD一3的0【-KG产量为14．27 g／L，分别较对照菌株

GKGDpX和GKGDpM提高14．16％和35．9％。值得

注意的是，与GKGD一2相比GKGD．3仪．KG产量提高

不显著，但其单位菌体产量提高18．01％。其原因可

能是质粒造成菌体生长和代谢负担致使生物量下降

12．4％。因此在后续研究中可采用基因整合的方式

将gltA启动子替换为强启子(如P￡可等)以增强gltA

的表达量同时不影响菌体生物量。

2．4 发酵罐条件下GKGD-3的发酵特性

利用重组菌株GKGD．3于7．5 L发酵罐进行发

酵实验，以GKGD和GKGDpM为对照，结果如表5和

图5所示。经30 h发酵，GKGD一3旺一KG产量达到

49．5 g／L，分别较对照菌株GKGDpM和GKGD提高

36．4％和9．8％；其单位菌体产量为3．9 g／g，分别较

GKGDpM和GKGD提高39．3％和50．O％；L一谷氨酸

WH

HH

MW

IfH

lfHl

A：pX—gltA的PCR及酶切鉴定图谱

M—marker；1一以GKGD基因组DNA为模板的PCR产物电泳图

谱；2一以重组质粒pX—ghA为模板PCR产物电泳图谱；3一重组

质粒pX—ghA单酶切产物电泳图谱；4一重组质粒pX—ghA双酶切产

物电泳图谱

B：从GKGD-3提取质粒的PCR及酶切鉴定图谱

M—marker；1一以从GKGD一3提取质粒的重组质粒pX—ghA为模

板PCR产物电泳图谱；2一从GKGD-3提取质粒的重组质粒pX—

ghA的单酶切产物电泳图谱；3一从GKGD-3提取质粒的重组质

粒pX-ghA的双酶切产物电泳图谱

图4 gltA基因过表达重组质粒px-ghA及菌株

GKGD一3 PCR鉴定图谱

Fig．4 Map for identification of pX—ghA and GKGD·3

积累量分别降低60．8％和50．0％；其转化率分别提

高8．8％和4．5％。

表s菌株于7．5 L发酵罐条件下的发酵参数

Table 5 Fermentation parameters in 7．5 L fermentor

by strains

3 结论

本研究以仪．KG生产菌GKGD为出发菌株，采用

增强柠檬酸合成代谢流、阻断乙醛酸循环及谷氨酸合

成途径策略通过敲除异柠檬酸裂解酶编码基因aceA

和谷氨酸酶编码基因gogat并过表达柠檬酸合酶编

码基因gltA使得d—KG产量分别于摇瓶条件和7．5 L

发酵罐条件下提高35．9％和36．4％，使得L·谷氨酸

生成量分别降低28．8％和50％。由此可见，敲除

aceA和gogat并过表达gltA可显著提高ol—KG产量并
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图5菌株发酵过程曲线

Fig．5 Fermentation process curve of strains

方形和圆形分别代表生物量和u—KG产量；黑色实心为

GKGD；灰色实心为GKGDpM；空心为GKGD-3

降低三一谷氨酸生成量。
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Effect of aceA and gogat knockout combined gltA oVerexpression

in GKGD on仅．ketoglutarate production

XUE Nin91，LI Zhi—xian91，ZHAN Jun-jie 1，Zhao Lei 1，LIANG Yun—lon91，

FENG Jial，LIU Ta01，XU Qing．yan91，2一，ZHANG Cheng．1inl，2一，CHEN Nin91’2'3+
1(Tianjin University of Science and Technology，Tianjin 300457，China)

2(National and Local United Engineering Lab of Metabolic Control Fermentation Technology，Tianjin 300457，China)

3(Tianjin Engineering Lab of Efficient and Green Amino Acid Manufacture．Tianjin 300457，China)

ABSTRACT 0【-Ketoglutarate(d-KG)plays an important role in life activities and has been widely applied in food

and medicine．Isocitrate lyase encoding gene aceA was knocked out to improve isocitrate supply and obtain GKGD-1．

by which the仅一KG production and yield was increased by 14．72％and 9．76％．In order．glutamate synthase enco—

ding gene gogat was knocked out to reduce L-glutamate accumulation and thus obtain GKGD-2。by which the 0【-KG

production and yield was increased by 7．39％and 5．43％and L—glutamate was decreased by 52．87％．Citrate syn-

thase encoding gene gltA was overexpressed to further increase precursor supply and thus obtain GKGD一3，by which

0【-KG production was increased by 35．9％．Fermentation assay was performed in 7．5一L fermentor with GKGD一3．仪一

KG production achieve 49．5 g／L(increased by 36．4％)and L-glutamate accumulation was decreased by 50％．In

summary．aceA and gogat knockout combined with gltA overexpression in GKGD remarkably improved d—ketoglutarate

production．

Key words仪-ketoglutarate；L-glutamate；glutamate synthase；lsocitrate lyase；citrate synthase
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