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NCgl1221敲除和 pyc 过表达对谷氨酰胺发酵的影响 
 

江衍哲，张成林，王志刚，谢希贤，徐庆阳，陈宁 

(天津科技大学生物工程学院，代谢控制发酵技术国家地方联合工程实验室，天津市氨基酸高效绿色制造工程实验
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摘要：谷氨酰胺在生命活动中具有重要的作用，已被广泛应用于食品、医药等诸多领域。谷氨酸是谷氨酰胺生物合成的前体物

质，也是谷氨酰胺生产过程中最常见的副产物。研究发现，NCgl1221 基因的编码蛋白是谷氨酸分泌的重要载体，丙酮酸羧化酶是谷

氨酸棒杆菌回补途径中的关键酶。为减少谷氨酰胺发酵过程中谷氨酸的积累量并提高谷氨酰胺产量，本研究利用同源重组技术敲除谷

氨酰胺生产菌GM34 的谷氨酸分泌载体编码基因 NCgl1221，获得GM34ΔNCgl1221菌株；构建了丙酮酸羧化酶基因 pyc 过表达菌株

GM34-pXMJ19pyc。5 L 罐发酵实验表明，NCgl1221 基因缺失可以使得谷氨酸积累量降低 19.05%，过表达 pyc 基因使得谷氨酰胺产

量和转化率分别提高 5.54%和 2.37%。可见，敲除NCgl1221、过表达 pyc 能够有效降低谷氨酸分泌并提高谷氨酰胺产量。 
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Abstract: Glutamine has important effects in biological systems and has been widely used in many areas, including in the food and 

medicine industries. Glutamic acid is the precursor for glutamine biosynthesis, and is the most common by-product in glutamine fermentation. 

Previous studies have shown that the protein encoded by NCgl1221 is an important glutamic acid exporter and that pyruvate carboxylase is a key 

enzyme in the feedback pathway  of Corynebacterium glutamicum. In order to reduce glutamic acid accumulation during glutamine fermentation 

and to improve the yield of glutamine, in this study, NCgl1221 of the glutamine-producing strain GM34 was knocked out using homologous 

recombination technology, resulting in the construction of the mutant strain GM34ΔNCgl1221. Pyc encoding pyruvate carboxylase was also 

overexpressed in the constructed strain GM34-pXMJ19pyc. Fermentation carried out in 5-L bottles showed that NCgl1221 knockout reduced 

glutamic acid accumulation by 19.05%. Overexpression of pyc resulted in a promotion of glutamine production and conversion rate by 5.54% 

and 2.37%, respectively. Taken together, these results demonstrate that NCgl1221 knockout and pyc overexpression can effectively reduce 

glutamic acid accumulation and improve glutamine production.  
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谷氨酰胺是人体内含量非常丰富的氨基酸，占游

离氨基酸的 61%[1]。谷氨酰胺不仅参与蛋白质的合成，

还为嘌呤、嘧啶、其它氨基酸等许多重要化合物的合

成提供氨基，在维持人体正常机能方面具有极其重要

的作用，被称为“条件性必需氨基酸”[1]。谷氨酰胺

已被广泛应用于食品、保健、医药等诸多领域。 
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目前主要采用谷氨酸棒杆菌（Corynebacterium 

glutamicum）发酵法生产谷氨酰胺。谷氨酸是谷氨酰

胺生物合成的前体物，也是谷氨酰胺生产过程中最常

见的副产物。原材料的改变及发酵过程控制的失当均

可导致谷氨酸的大量积累，从而使得糖酸转化率低、

提取精制困难，最终造成生产成本的提高。最近研究

发现，NCgl1221 基因的编码蛋白是谷氨酸分泌的重要

载体[2~3]。因此采用分子生物学手段敲除该基因，可能

会减少谷氨酰胺发酵过程中谷氨酸的分泌。 

有研究表明在谷氨酸棒杆菌中回补途径是限制谷

氨酰胺合成的重要制约因素 [4]。而丙酮酸羧化酶
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（Pyruvate carboxylase，PCx，由pyc 基因编码）被认

为是在回补途径中发挥重要作用的酶[5~7]，该酶能够催

化丙酮酸和 CO2 生成草酰乙酸，从而进入 TCA循环。

在谷氨酰胺生产菌中，过表达 pyc以加强其回补途径，

可能对提高谷氨酰胺产量及糖酸转化率有积极作用。 

本文通过构建 NCgl1221 基因缺失菌株 GM34Δ

NCgl1221 及 pyc 基因过表达菌株 GM34-pXMJ19pyc

研究其对谷氨酰胺发酵的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株与质粒 

本研究所用的菌种及质粒如表 1 所示。 

1.1.2  引物 

根据 GenBank公布的C. glutamicum ATCC 13032 

pyc基因序列和NCgl1221上下游核苷酸序列分别设计

PCR 扩增引物（表 2）。 

1.1.3  试剂 

限制性内切酶、ExTaq 酶及连接酶，购自 Takara

公司。Heart GOT，购自上海叶舟生物科技有限公司。

质粒快速提取试剂盒，购于北京博迈德生物技术有限

公司。 

 

表 1 菌株和质粒 

Table 1 Strains and plasmids used in this study 

菌株和质粒 特性 来源 

菌株  

GM34 
Glutamine producing strain C. Glutamicum 

((NH4
+)r+SGr+DONr) 

Preserved in 

this laboratory  

GM34ΔNCgl1221 GM34 with NCgl1221 deletion This work 

GM34-pXMJ19 GM34 harboring pXMJ19 This work 

GM34-pXMJ19pyc GM34 harboring pXMJ19pyc This work 

DH5αMCR deoR, recA1, endA1, phoA, supE44 E. coli host strian [8] 

DH5αMCR-pXMJ19pyc DH5αMCR harboring pXMJ19pyc This work 

DH5αMCR-pK18mobsac 

BΔNCgl1221 
DH5αMCR harboring pK18mobsacB∆NCgl1221 This work 

质粒   

pK18mobsacB Integration vector, Kmr oriVEcoriT sacB [9] 

pK18mobsacB∆NCgl1221 pK18mobsacB carrying the ∆NCgl1221 This work 

pXMJ19 Expression vector, ptac, Cmr [10] 

pXMJ19pyc Plasmid carrying the pyc This work 

表 2 引物序列 

Table 2 Primer sequences used in this study 

引物 序列(5'-3') 用途 

N1-A ACACGTCTGTAATCAGCGTCAAGTAGCGGGAGCCTGCCTGAAC NCgl1221 上游 

片段扩增 N1-S AACCGGATCCGGAACGGAGTCCAAGTTTGCATCA (BamHⅠ) 

N2-A AACCAAGCTTTCTAAAGAGCGGCGGGTGGTTGT (Hind Ⅲ) NCgl1221 下游 

片段扩增 N2-S GTTCAGGCAGGCTCCCGCTAGACGCTGATTACAGACGTGTCCCAT  

PY-A AACCGAGCTCTTAGGAAACGACGACGATCAAGTC (SacⅠ) 
pyc 扩增 

PY-S AACCAAGCTTTGAAAGGAATAATTACTCTAATGTCGACTC (Hind Ⅲ) 

1.2  方法 

1.2.1  NCgl1221 敲除菌株的构建 

1.2.1.1  敲除质粒 pK18mobsacB∆NCgl1221 的构建  

以 GM34 基因组 DNA为模板，分别以 N1-A和 

 

N1-S、N2-A 和 N2-S 为引物经 PCR 扩增得到上游片

段 N1 和下游片段 N2。再以 N1-S 和 N2-A 为引物，

以 N1、N2 为模板，通过重叠 PCR 获得敲除片段

∆NCgl1221（图 1）。将获得的片段克隆到穿梭载体

pK18mobsacB上，获得敲除质粒 pK18mobsacB∆NC  
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gl1221。 

 
图 1 敲除片段∆NCgl1221 构建示意图 

Fig.1 Construction of the knockout section ∆NCgl1221 

1.2.1.2  NCgl1221 敲除菌株的构建 

平板上挑取GM34单菌落转接到BHIS[11]摇管中，

过夜培养。以 2%的接种量转接到 50 mL BHIS 培养基

中，32 ℃，200 r/min 培养至 OD578为 1.75 时离心收

集菌体，用无菌去离子水重悬后，再次离心收集菌体，

重复 3 次。最后以 10%的甘油重悬并分装，﹣80 ℃

保藏备用。电转方法参考文献[12]。将电转后的菌液涂

布于含卡纳霉素(10 μg/mL)的 LB固体培养基平板上，

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 板上正常生

长、在含 10 μg/mL 卡纳霉素抗性板上不生长的单菌

落，提取其基因组 DNA验证，获得 NCgl1221 基因缺

失菌株 GM34ΔNCgl1221（图 2）。 

 
图 2 GM34ΔNCgl1221 菌株构建示意图 

Fig.2 Construction of strain GM34ΔNCgl1221 

1.2.2  pyc 过表达菌株的构建 

1.2.2.1  重组质粒 pXMJ19pyc 的构建 

以 GM34 基因组 DNA 为模板，利用引物 PY-A

和 PY-S 通过 PCR 扩增获得 pyc 基因片段并克隆至

pXMJ19 上，获得重组质粒 pXMJ19pyc。将重组质粒

转化至大肠杆菌 DH5αMCR ，获得 DH5αMCR- 

pXMJ19pyc。 

 

1.2.2.2  GM34-pXMJ19pyc 菌株的构建 

提取重组质粒 pXMJ19pyc 电转化至 GM34，经活

后涂布于含 10 g/mL的氯霉素抗性平板进行筛选，得

到阳性菌株 GM34-pXMJ19pyc。提取质粒后经酶切和

测序验证，获得 pyc 表达菌 GM34-pXMJ19pyc。 

1.2.3  丙酮酸羧化酶活性的测定 

丙酮酸羧化酶活性的测定参见文献[13]。其主要

反应为：丙酮酸羧化酶在 ATP、HCO3-存在的条件下，

将底物丙酮酸转化为草酰乙酸，再经 GOT 酶催化生

成天冬氨酸。酶活力的定义为：每分钟生成 1 μmol

天冬氨酸所需丙酮酸羧化酶的量。 

1.2.4  培养基及发酵条件 

摇瓶种子培养基：葡萄糖40 g/L，玉米浆40 mL/L，

尿素 3 g/L，KH2PO4·3H2O 1.50 g/L，FeSO4·7H2O 0.01 

g/L，MnSO4·H2O 0.01 g/L，MgSO4·7H2O 0.40 g/L。 

发酵培养基：葡萄糖 100 g/L，玉米浆 6 mL/L，

VB1 0.01 g/L，FeSO4·7H2O 0.01 g/L，MnSO4·H2O 0.01 

g/L，ZnSO4·7H2O 0.01 g/L，K2HPO4·3H2O 3 g/L，

MgSO4·7H2O 0.40 g/L，(NH4)2SO4 40 g/L。 

发酵条件：以 10%接种量将种子培养物接至含

3 L 发酵培养的 5 L 发酵罐中，初始通气量 2 L/min，

搅拌转速 500 r/min~800 r/min；0 h~9 h 溶氧控制为

20%，流加氨水控制 pH 为 7.0，9 h 以后控制 pH 6.0，

溶氧控制在 10%以下，残糖浓度 2.00~4.00 g/L。 

1.2.5  谷氨酰胺含量的测定 

谷氨酸和谷氨酰胺的含量测定分别参见文献[4]

和[14]。 

1.2.6  数据分析 

每组实验均设三个平行并重复三次，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  NCgl1221敲除对谷氨酸积累的影响 

2.1.1  NCgl1221 敲除菌株的构建 

以谷氨酰胺生产菌 GM34 为出发菌株，采用同

源重组技术敲除其 NCgl1221 基因，获得重组菌株

GM34∆NCgl1221。分别以 GM34 和 GM34∆NCgl1 

221 基因组 DNA 为模板、以 N1-S 和 N2-A 为引物

进行 PCR 扩增，分别获得分子量约为 3200 bp 和

1600 bp 的片段，如图 3 所示，与预期分子量（分别

为 3192 bp 和 1595 bp）一致，表明 NCgl1221 基因敲

除成功。 
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图 3 NCgl1221 敲除 PCR 鉴定图谱 

Fig.3 Electrophoretic analysis of PCR products of the  NCgl1221 

注：M: 1 kb DNA marker; 1: GM34; 2: GM34∆NCgl1221。 

2.1.2  NCgl1221 的敲除对谷氨酰胺发酵的影

响 

 

 
图 4 NCgl1221基因敲除对生物量（a）及谷氨酸积累量（b）的

影响 

Fig.4 Effects of NCgl1221 knockout on biomass (a) and 

glutamate accumulation (b) 

注：每组实验均设三个平行并重复三次。 

为了考察基因NCgl1221敲除对菌体生物量及谷

氨酸分泌的影响，分别将 GM34ΔNCgl1221和出发菌

株 GM34 于 5 L发酵罐中进行发酵实验。每2 h取适

量发酵液测定菌体生物量和谷氨酸积累量，实验结果

如图 4 所示。发酵前期两菌株生物量相近，但于中后

期后，二者生物量差异逐渐增加，GM34ΔNCgl1221

的最终生物量约为出发菌的 91.15% (p<0.05，出发菌

和 GM34ΔNCgl1221 分别为 19.07±0.76 g/L和 17.38± 

0.48 g/L)。在发酵过程中 GM34 于4 h时开始分泌谷

氨酸，单位菌体谷氨酸积累量最高为 0.21±0.01 g/g 

DCW，而 GM34ΔNCgl1221 在 7 h时才开始分泌谷氨

酸，单位菌体谷氨酸积累量最高为 0.17±0.01 g/g 

DCW，比出发菌株降低了 19.05%（p<0.05）。其原因

可能是，在发酵前期生物素过量，TCA循环未受抑制；

但随着发酵的进行生物素被大量消耗，TCA循环因 α-

酮戊二酸脱氢酶受到抑制而减弱，致使谷氨酸浓度不

断增加，谷氨酸开始通过 NCgl1221 基因编码的分泌

蛋白被分泌到发酵液中，GM34ΔNCgl1221因丧失谷

氨酸分泌功能而无明显的谷氨酸积累；进入对数中期

后，随着生物素浓度进一步降低，细胞膜结构更加不

完整使得谷氨酸溢出，因此 7 h 时 GM34ΔNCgl1221

发酵液中也出现谷氨酸。 

利用谷氨酸棒杆菌生产谷氨酸已有将近60 年的历

史，人们发现许多因素都可以诱导谷氨酸的分泌，如

表面活性剂、青霉素、生物素亚适量等。2007 年日本

学者 Nakamura 等[3]发现一株 NCgl1221 基因突变株，

使谷氨酸能在不经诱导的条件下分泌出来。并且过表

达该基因能够提高谷氨酸的分泌量，经研究认为

NCgl1221 编码的机械敏感性离子通道蛋白可能是谷氨

酸的分泌通道。Hashimoto 等[2]通过电生理学研究证实

谷氨酸是通过 NCgl1221 编码的通道蛋白分泌出胞外。

因此敲除 NCgl1221 基因可以减少谷氨酸的分泌透。 

2.2  pyc表达谷氨酰胺发酵的影响 

2.2.1  pyc 过表达菌株的构建 

将筛选得到的 GM34-pXMJ19pyc 经培养后提取

质粒，经 SacⅠ和 Hind Ⅲ双酶切后进行琼脂糖疑胶

泳，得到分子量分别为 3400 bp 和 6600 bp 的条带，如

图 5 所示，与 pyc 和pXMJ19分子量（分别为 6601 bp

和 3426 bp）一致，证明 GM34-pXMJ19pyc 构建成功。 

 
图 5 pXMJ19pyc的双酶切图谱 

Fig.5 Illustration of double restriction digestion of pXMJ19pyc 

注：M：1 kb DNA marker；1：SacⅠ和Hind Ⅲ双酶切

pXMJ19pyc。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2014, Vol.30, No.10 

100 

2.2.2  丙酮酸羧化酶活力测定 

分别取 8 h 和 16 h的发酵液，按照参考文献[13]的

方法测定丙酮酸羧化酶活性。结果表明，在 8 h 和 16 h

丙酮酸羧化酶的酶活分别为对照组的 2.39 倍和 1.59

倍（p<0.05），表明 pyc 能够在重组菌中表达出具有活

性的酶。 

表 3 丙酮酸羧化酶酶活力的测定 

Table 3 Evaluation of pyruvate carboxylase activities 

培养时间 
丙酮酸羧化酶酶活性/[µM/(min·mg DCW)] 

GM34-pXMJ19 GM34-pXMJ19pyc 

8 h 10.30±1.20* 24.60±2.20* 

16 h 3.20±0.50 5.10±0.80* 

注：数值表示为平均值±标准差（n=3），*表示差异显著

（P<0.05）。 

2.2.3  表达 pyc 对谷氨酰胺发酵的影响 

 

 

图 6 过表达 pyc 对生物量（a）及谷氨酰胺产量（b）的影响 

Fig. 6 Effects of pyc expression on biomass (a) and glutamine 

production (b) 

注：每组实验均设三个平行并重复三次。 

采用 GM34-pXMJ19pyc 于 5L 罐进行发酵实验，

以含 pXMJ19 空质粒的菌株 GM34-pXMJ19 为对照。

发酵过程中每 2 h 取适量发酵液测定菌体生物量和谷

氨酰胺含量，结果如图 6 所示。GM34-pXMJ19pyc 的

生物量较 GM34-pXMJ19 高，二者分别于 16 h 和20 h

时生物量达到最大值。GM34-pXMJ19pyc 单位菌体谷

氨酰胺积累量为 3.29±0.07 g/g DCW，对照组为

3.11±0.08 g/g DCW，比对照组提高了 5.54%（p<0.05），

糖酸转化率提高 2.37%。其原因可能是过表达pyc 使回

补作用加强、TCA 循化代谢流增加，致使菌体生长速

度、产酸水平以及糖酸转化率得到提升。 

在谷氨酰胺的生物素亚适量发酵工艺中，由于生

物素的限制使部分回补途径被抑制，增强 CO2 固定反

应可能是提高产酸量的关键。Peters 等[5]研究发现，在

表面活性剂诱导的谷氨酸发酵中，过表达丙酮酸羧化

酶的菌株产量提高了 7 倍以上，而该基因失活后，谷

氨酸产量降低至原来的 1/2。但有研究发现丙酮酸羧化

酶的活性在生物素亚适量谷氨酸发酵过程中会降低，

其回补作用也随之变弱[15~16]。因此在谷氨酸棒杆菌中

过表达非生物素依赖的、具有回补作用的酶（如磷酸

烯醇丙酮酸羧羧化酶）可能会有更好的效果。 

3  结论 

在谷氨酸棒杆菌 GM34 的发酵过程中，基因

NCgl1221 缺失能够减少谷氨酸的积累，过表达 pyc 能

使丙酮酸羧化酶的活性提高并有效促进菌体的生长、

谷氨酰胺的产量以及糖酸转化率。 
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