
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2016, Vol.32, No.2 

27 

 

ilvBNC操纵子协同 cimA基因过表达提高

Corynebacterium glutamicum YILW L-异亮氨酸产量

的研究 
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程学院，天津 300457）（2.天津市工业微生物研究所有限公司，天津 300462） 

摘要：L-异亮氨酸是人和动物八种必需氨基酸之一，在生命活动中具有重要地位。乙酰羟基酸合成酶（acetohydroxyacid synthase, 

AHAS)是 L-异亮氨酸合成途径的关键酶（由 ilvBN编码），α-酮基丁酸是 L-异亮氨酸合成的重要前体。因此强化 ilvBN的表达以及增

加 α-酮基丁酸的供应理论上可提高 L-异亮氨酸的合成。cimA 编码的甲基苹果酸合成酶可以催化丙酮酸和乙酰-CoA 快速生成 L-异亮

氨酸前体 α-酮基丁酸，从而增强主代谢流通量。本文采用基因重组手段将 L-异亮氨酸生产菌株 Corynebacterium glutamicum YILW 

ilvBNC操纵子中的启动子替换为强启动子 Ptac获得C.glutamicum YILWPtac。摇瓶发酵结果显示该菌株 L-异亮氨酸产量和转化率分别

较出发菌株提高了 14.8%和 18.6%。在此基础上过表达 cimA基因，获得C. glutamicum YILWPtacpXMJ19cimA，其 L-异亮氨酸酸产量

和糖酸转化率分别较出发菌株提高了 14.5%和 42.4%。本研究可为氨基酸生产菌株的选育提供依据。 
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Abstract: L-isoleucine is one of the eight essential amino acids for humans and animals, and it plays a vital role in numerous life functions. 

α-Ketobutyrate is the key precursor of L-isoleucine, and acetohydroxy acid synthase (AHAS; encoded by ilvBN) is the key enzyme in 

L-isoleucine synthesis. Therefore, L-isoleucine production can be theoretically increased either by increasing the supply of α-ketobutyrate or 

ilvBN expression. Citramalate synthase, encoded by cimA, catalyzes the generation of α-ketobutyrate from pyruvate and acetyl-CoA. 

α-Ketobutyrate is a direct precursor of L-isoleucine; thus, increasing cimA expression increases the metabolic flux of L-isoleucine synthesis. In 

the present study, the promoter of the ilvBNC operon in the L-isoleucine-producing strain Corynebacterium glutamicum YILW was replaced by 

the potent tac promoter to construct a recombinant strain, C. glutamicum YILWPtac, which overexpresses ilvBNC. Shake flask fermentation 

experiments showed that L-isoleucine production and glucose (Yp/s) conversion in the recombinant strain were increased by 14.8% and 18.6%, 

respectively. To further increase L-isoleucine production and Yp/s, a construct containing the cimA gene under the control of a strong promoter 

was introduced into C. glutamicum YILWPtac to construct C. glutamicum YILWPtacpXMJ19cimA. Compared to the original strain, in C. 

glutamicum YILWPtacpXMJ19cimA, L-isoleucine production and Yp/s were increased by 14.5% and 42.4%, respectively. Thus, the findings of 

this study provide a basis for constructing new and improved amino acid-producing C. glutamicum strains. 
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L-异亮氨酸（L-isoleucine，ILE），又名“异白氨酸”， 

分子式为 C6H13NO2，是人和脊椎动物八种必需氨基酸

之一，在生命活动中具有重要地位。L-异亮氨酸对激

素和蛋白质的合成具有重要的调节作用，因而被广泛

应用与食品、医药保健等行业。 

 

图 1 L-异亮氨酸代谢调控机制 

Fig.1 Metabolic regulation of L-isoleucine production 

注：实线和虚线分别代表反馈抑制和反馈阻遏。 

L-异亮氨酸合成途径如图 1 所示，ilvBN 编码的

乙酰羟基酸合成酶（AHAS）是 L-异亮氨酸合成途径

中的关键酶之一，研究表明过表达该酶可提高 L-异亮

氨酸产量[1]。ilvB 和 ilvN 分别编码 AHAS 的两个亚基，

同编码乙酰羟基酸异构酶的 ilvC 构成操纵子 ilvBNC。

采用强启动子替换的方式即可达到增加目的基因表达

水平的目的亦可减轻宿主代谢负担。程永松[2]将谷氨

酸棒杆菌 Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 的

组氨酸操纵子替换为强启动子 Ptac，使得关键基因

hisD 的表达量提高了 10.2 倍，组氨酸产量提高了

58.4%。因此采用此方式过表达 L-异亮氨酸生产菌的

ilvBNC 操纵子理论上可增加 ilvB的表达量，使 L-异亮

氨酸积累量增加。 

α-酮基丁酸是 L-异亮氨酸的重要前体之一，其合

成主要通过苏氨酸途径，即葡萄糖经糖酵解途径生成

乙酰-CoA，后者经过 TCA 循环后生成草酰乙酸，再

经 7 个反应才能生成 α-酮基丁酸。Nyles W 等
[3]
在

Leptospira 中发现了其他合成 L-异亮氨酸的途径，该

途径中乙酰-CoA 和丙酮酸经柠苹酸合成酶（CimA，

由 cimA 基因编码）等酶催化 4 步反应即可生成 α-酮

基丁酸。Choi
 [4]等在大肠杆菌中异源表达 cimA基因，

使得包括 α-酮基丁酸在内的酮酸合成量显著增加。因

此，在 L-异亮氨酸生产菌中异源表达柠苹酸合成酶，

理论上可以增加前体物 α-酮基丁酸的供应，进而提高

L-异亮氨酸的合成量。 

本研究采用基因重组技术将 L-异亮氨酸生产菌

C. glutamicum YILW ilvBNC 操纵子中的启动子替换为

强启动子 Ptac 构建 C. glutamicum YILWPtac，以提高

关键基因 ilvBN 的转录量，在此基础上导入柠苹酸合

成酶编码基因 cimA
[5]构建重组菌 C. glutamicum 

YILWPtacpXMJ19cimA 以增加胞内 α-酮基丁酸的供

应，以期提高 L-异亮氨酸积累水平。 

1  材料与方法 

表 1 菌株及质粒 

Table 1 Strains and plasmids used in this study 

Strainsand Plasmids Relevant characteristics Reference or source 

Escherichia coli DH5αMCR 

F-,φ80dlacZΔM15,Δ(lacZYA-argF) 

U169recA1,endA1,hsdR17(rk
-,mk

+), 

deoRsupE44,λ- ,thi-1,gyrA96,relA1 

Stored in the lab 

C. glutamicumYILW AHVr+SGr+Leu-MEr Stored in the lab 

C. glutamicumYILWPtac C. glutamicum YILW harboring Ptac This work 

C. glutamicumYILWpXMJ19cimAPtac 
C. glutamicum YILWPtac harboring 

pXMJ19cimA 
This work 

pK18mobsacB Integration vector, Kmr oriVEc oriT sacB Stored in the lab 

pXMJ19 
C. glutamicum/E. coli shuttle vector, 6.6 kb, 

ptac, lacIq, Cmr 
Stored in the lab 

pXMJ19cimA 
Plasmid pXMJ19 carrying the cimA gene 

encoding citramalate synthase 
This work 
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1.1  材料 

本研究所用菌种和质粒见表 1。 

1.2  方法 

1.2.1  重组质粒 pK18mobsacBPtac 的构建 

利用 PCR 扩增大肠杆菌-谷氨酸棒杆菌穿梭质粒

pXMJ19上的 Ptac 强启动子序列（实验室保留）。设计

Ptac 强启动子序列的上下游引物 Ptac-1（TGACCC 

AAGTAGCCAACTTGATCCTCCCCAAACACACAT）

和 Ptac-2(CAGCCTAAAGACAAAGCCCTCCAGCG 

AG TCAAATGTCTTCAT)。分别设计 ilvB 的上下游同

源臂上下游引物 ilvB-1（TCTAGATTGATAATACG 

CATGGCCAGT）、ilvB-2（ATGTGTGTTTGGGGGAG 

GATCAAAGTTGGCTACTTGGGTCA）和 ilvB-3（ATG 

AAGACATTTGACTCGCTGGAGGGCTTTGTCTTT 

AGGCTG ）、 ilvB-4（ GTCGACCAAGTTGGTTGCT 

CCTGGG）。以 ilvB-1、ilvB-2 为引物，C. glutamicum 

YILW 基因组为模版进行PCR获得 ilvB的上游同源臂

片段，以此为参照获得 ilvB 的下游同源臂。再以 ilvB-1

和 Ptac-2 为上游合成片段引物上游同源臂片段和Ptac

序列为模版进行重叠 PCR 获得含有 Ptac 序列和 ilvB

上游同源臂序列的上游合成片段，以此为参照获得下

游合成片段。以 ilvB-1 和 ilvB-4 为引物，上下游合成

片段为模版进行 PCR 重叠获得含有 Ptac 序列的 ilvB

同源序列片段，将获得片段用限制性内切酶 Xba I 和

Sal I 进行双酶切，然后与经同样内切酶酶切后的自杀

质粒 pK18mobsacB 连接，转化到 E. coli DH5αMCR

中。在含有50 µL/mL卡那霉素抗性的 LB平板培养基

上筛选阳性转化子并进行PCR 验证。 

1.2.2  重组质粒 pXMJ19cimA 的构建 

CimA 的编码基因
[5]

cimA 委托北京金唯智生物公

司合成。将含有 cimA 的克隆载体经Hind Ⅲ和SacⅠ

双 酶 切 后 连 接 至 pXMJ19 ， 获 得 重 组 质 粒

pXMJ19cimA。 

1.2.3  重组菌株 YILWPtac 的构建 

利用电转化的方法将构建好的重组质粒

pK18mobsacB导入 YILW 中，通过与基因组上的同源

序列进行交换得到 YILWpK18mobsacB菌株，在含有

10 µL/mL卡那霉素抗性的 LBG 平板培养基上筛选阳

性 转 化 子 并 进 行 PCR 验 证 。 筛 选 出 的

YILWpK18mobsacB 继续在含有 15%蔗糖的 LB 摇管

中连续传代两次，筛选发生双交换的菌株并通过 PCR

进行验证得到约 1000 bp 大小片段，最终获得基因组

上整合有 Ptac 启动子序列的重组菌 YILWPtac。 

1.2.4  重组菌株 YILWpXMJ19、YILWpXMJ 

19cimA、YILWPtacpXMJ19、YILWPtacpXMJ19 

cimA 的构建 

将重组质粒 pXMJ19cimA 电转入 YILWPtac 中，

在含有 10 µL/mL氯霉素抗性的 LBG 平板培养基上筛

选阳性转化子富集培养以提取质粒，用 HindⅢ和 Sac

Ⅰ进行双酶切，获得约 1500 bp 大小片段，表明重组

菌 YILWPtacpXMJ19cimA 构建成功。参照 YILWPtacp 

XMJ19cimA 的 构 建 方 法构 建 YILWpXMJ19 、

YILWpXMJ19cimA 和 YILWPtacpXMJ19。 

1.2.5  RNA 的提取和转录量测定 

利用 RNAiso Plus（TaKaRa）提取 C. glutamicum 

YILW、C. glutamicum YILWPtac 和 C. glutamicum 

YILWPtacpXMJ19cimA 的总 RNA。使用 UltraSYBR

二步法荧光定量PCR 试剂盒对 RNA进行反转录。设

计 荧 光 定 量 PCR 鉴 定 引 物 cimA-S(TTC 

GCATCTTTGACACCACC)、cimA-A(ACCTCGTCCT 

CGGTCTTGC)和 Ptac-S（TTGAAATCGGCTTGGC 

TTGGAC）和 Ptac-A（GCTCCTCGAGCGATCGAAC 

AAT），测定 cimA 和 ilvB 的相对转录量变化。以 16s 

rRNA为内参
[6]
，根据2

–ΔΔCT
法

[7]
比较基因的转录水平。 

1.2.6  SDS-PAGE 蛋白电泳 

将菌体置于-80 ℃和室温反复冻融三次，利用超

声破碎仪对菌体进行破碎。吸取 50 µL的上样缓冲液

加入到 80 µL破碎后的样品，沸水浴15 min，冷却后

上样跑蛋白电泳。电泳过程中，浓缩胶阶段 30 mA，

分离胶阶段 50 mA。 

1.2.7  培养基和培养条件 

1.2.7.1  培养基 

LB培养基（g/L）：酵母粉 5，蛋白胨 10，NaCl 5，

pH 7.0，0.1 MPa 高压蒸汽灭菌20 min。 

种子培养基（g/L）：葡萄糖 25，酵母粉 5，

(NH4)2SO4 5，MgSO4·7H2O 0.6，KH2PO4 1.3，豆浓 15 

mL，玉米浆 20 mL，pH 7.0~7.2，0.1 MPa 高压蒸汽灭

菌 20 min。 

发酵培养基（g/L）：葡萄糖 80，(NH4)2SO4 3，

MgSO4·7H2O 0.6，KH2PO4 1.5，玉米浆 30 mL，VB1 0.1 

mg，pH 7.0~7.2，0.1 MPa，高压蒸汽灭菌20 min。 

1.2.7.2  摇瓶发酵条件 

将培养 10 h 后的种子培养物以 10%的接种量接

种至发酵培养基（含氯霉素 10 µg/mL）中，于 32 ℃，

200 r/min 振荡培养。发酵过程中以10%尿素调节 pH

在 7.0~7.2，通过补加 80%的葡萄糖控制糖浓度在 15.0 

g/L以上，发酵周期为 40 h。 

1.2.8  测定、计算方法及数据分析 

http://www.baidu.com/link?url=IrMtE95FV7eis24C04_UMytFt3YPO8KU9wauk-sN-gskZA2iIARQFdcLqA1HQlA2I4iJ7NsgDlQtJTQIFmNXUa
http://www.baidu.com/link?url=IrMtE95FV7eis24C04_UMytFt3YPO8KU9wauk-sN-gskZA2iIARQFdcLqA1HQlA2I4iJ7NsgDlQtJTQIFmNXUa
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葡萄糖浓度测定：使用山东省科学院生物研究所

生产的SBA-40C 生物传感仪测定。 

氨基酸浓度含量的测定：使用 HPLC 测定。检

测条件为：仪器 Agilent 1100 高效液相色谱仪；色谱

柱 Phenomenex Gemini 5u C18（150*4.6mm，美国菲

罗门公司）；流动相：流动相 A（50%乙腈）和流动相

B（4.1%乙酸钠）；柱温33 ℃；检测波长 360 nm；流

速 1.0 mL/min，梯度洗脱。 

菌体干重(DCW)的计算：发酵液用 ddH2O 稀释

到适当倍数，测定其 OD600。菌体干重表示为 OD×

稀释倍数×0.3 g (DCW)/L，单位为 g/L。 

数据分析：每组实验均设三个平行并重复三次，

利用 Origin 8.0统计软件对实验数据进行分析和处理。 

2  结果与分析 

2.1  Ptac 替换对 ilvB 转录水平影响 

通过替换 ilvBNC 前启动子理论上可以强化 ilvB

的转录强度。在 LB培养中分别培养 YILW、YILWPtac 

24 h，收集菌体并提取总 RNA。利用荧光定量 PCR

检测菌株 YILWPtac 中 ilvB 的相对转录量变化，结果

如图 2 所示，替换强启动子 Ptac 后，ilvB 的相对转录

量提高了 12.5 倍，表明Ptac 启动子能够在谷氨酸棒杆

菌中有效地发挥作用。 

 
图 2 ilvB在 YILWPtac 中的转录水平 

Fig.2 Relative ilvB transcript levels in C. glutamicum strains YILW 

and YILWPtac 

2.2  cimA 在 YILWpXMJ19cimA 中的转录及表

达 

对出发菌株 C. glutamicum YILW 和改造菌

YILWPtacpXMJ19cimA 进行荧光定量 PCR 反应确定

cimA 转录量，再通过 SDS-PAGE分析 cimA编码的异

源蛋白能否在 YILWPtacpXMJ19cimA中表达。结果见

图 3。 

 

 

图 3 基因 cimA在 YILWPtacpXMJ19cimA 中的表达及转录水平 

Fig.3 Expression and relative cimA transcript levels in C. 

glutamicum YILW and YILWPtacpXMJ19cimA 

注：(a)转录量比较；（b）蛋白电泳结果：M：蛋白 marker；

1：YILWpXMJ19cimA 2：YILW。 

cimA 在 YILWPtacpXMJ19cimA 的转录量为原菌

的 920 倍，表明 cimA 在该菌中成功转录。cimA 编码

的 CimA分子量约为 50 ku，由图3（b）可知，在 50 ku

处YILWPtacpXMJ19cimA与出发菌株YILW均有蛋白

表达，但前者表达量略高（电泳前已对二者的蛋白质

浓度进行定量分析并进行适当调整使其上样浓度相

同），暗示 cimA可能在YILWPtacpXMJ19cimA中表达，

但还需通过发酵实验对其效果进行验证。 

2.3  Ptac 替换对 C. glutamicum YILWPtac 产 L-

异亮氨酸的影响 

为了研究 Ptac 插入对 C. glutamicum YILWPtac 产

L-异亮氨酸的影响，将 YILW 和 YILWPtac 进行摇瓶

分批发酵实验。发酵过程中定时取样测定菌体生长

OD、发酵过程残糖量及 L-异亮氨酸产量，绘制出发

酵过程曲线，见图 4。 

由图 4 可知，启动子由于是插入到 YILW 的基因

组上，因此对菌体生长没有明显的影响，出发菌株与

改造菌的生物量和耗糖未见明显差异，表明启动子的

替换未对菌株的生长生产负担。 
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图 4 C. glutamicum YILW (□)，YILWpXMJ19(○)，YILW 

pXMJ19cimA (△)， YILWPtac(▽)，YILWPtacpXMJ19(◇)和YILW 

PtacpXMJ19cimA(■)摇瓶分批发酵过程参数 

Fig.4 Parameters for batch fermentation of C. glutamicum 

strains in shake flasks, YILW (□), YILWpXMJ19 (○), YILW 

pXMJ19cimA (△), YILWPtac (▽), YILWPtacpXMJ19 (◇), 

YILWPtacpXMJ19cimA (■) 

注：（a）生长曲线；（b）耗糖曲线；（c）L-异亮氨酸产酸

曲线；（d）L-异亮氨酸终产量，糖酸转化率（Yp/s）和单位菌

体产酸（Yp/bio）。 

发酵结束时，YILW 和 YILWPtac 的 L-异亮氨酸

产量分别为 5.95 g/L和 6.42 g/L，生物量分别为 15.37 

g DCW/L和 14.64 gDCW/L，耗糖分别为 47.3 g/L和

46.0 g/L，糖酸转化率和单位菌体产酸分别为 0.118 

g/g、0.364 g/g 和 0.14 g/g、0.438 g/g。YILWPtac 产酸

较原菌 YILW 产酸提高了 14.8%，糖酸转化率和单位

菌体产酸分别提高了 18.6%和20.3%。上述结果表明，

Ptac 强启动子的替换可以提高菌体 L-异亮氨酸产量，

并能提高糖酸转化率和单位菌体产酸。 

2.4  cimA 表达对 C. glutamicum YILWpXMJ19 

cimA 产 L-异亮氨酸的影响 

为了研究 cimA 表达对 C. glutamicum YILWpXMJ 

19cimA产L-异亮氨酸的影响，将YILW、YILWpXMJ19

和 YILWpXMJ19cimA 进行摇瓶分批发酵实验。发酵

过程中定时取样测定菌体生长 OD、发酵过程残糖量

及 L-异亮氨酸产量，绘制出发酵过程曲线，见图4。 

如图 4 所示，由于胞内含有较大质粒，菌体的生

长 存 在 一 定 的 负 担 ， 因 此 YILWpXMJ19 和

YILWpXMJ19cimA 生物量低于 YILW。 YILW 、

YILWpXMJ19 和 YILWpXMJ19cimA 产酸分别为 5.95 

g/L、4.69 g/L和 6.09 g/L。YILWpXMJ19cimA 糖酸转

化率和单位菌体产酸分别为 0.139 g/g 和 0.419 g/g，较

YILWpXMJ19 分别提高了 16.8%和 26.6%，较 YILW

分别提高了 17.8%和15.1%，产酸较 YILWpXMJ19 和

YILW 分别提高了 29.9%和8.9%。因此，cimA 的表达

可以提高菌体的产酸、糖酸转化率和单位产酸水平。 

2.5  ilvBNC 操纵子协同 cimA 过表达对 C. 

glutamicum YILWPtacpXMJ19cimA 产 L-异亮氨

酸的影响 

为了研究 Ptac 插入协同 cimA 表达对 C. 

glutamicum YILWPtacpXMJ19cimA产L-异亮氨酸的影

响，将 YILW、YILWPtac 、YILWPtacpXMJ19 和

YILWPtacpXMJ19cimA 进行摇瓶分批发酵实验。发酵

过程中定时取样测定菌体生长 OD、发酵过程残糖量

及 L-异亮氨酸产量，绘制出发酵过程曲线，见图4。 

由图 4 可知，YILWPtacpXMJ19cimA产 L-异亮氨

酸 6.40g/L，较 YILW 提高了 14.5%；糖酸转化率和单

位菌体产酸为 0.168 g/g 和 0.428 g/g，较 YILW 分别提

高了 42.4%和 17.6%，糖酸转化率较 YILWpXMJ 
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19cimA 提高了 20.8%。Ptac 强启动子替换协同 cimA

表达可以较明显的提高菌体的糖酸转化率。 

2.6  ilvBNC 操纵子协同 cimA 过表达对 C. 

glutamicum YILWPtacpXMJ19cimA 发酵副产物

的影响 

L-异亮氨酸发酵过程中的主要副产物有 L-赖氨

酸、L-丙氨酸和 L-缬氨酸。发酵结束时，对比各菌种

副产物积累情况，见图 5。 

 

图 5 L-异亮氨酸发酵过程中副酸积累情况 

Fig.5 Accumulation of byproducts during L-isoleucine 

fermentation 

如图 5，L-异亮氨酸发酵的相关副产物有 L-丙氨

酸、L-赖氨酸和 L-缬氨酸。YILW 发酵结束时副酸积

累量分别为 0.432 g/L、0.909 g/L 和 0.423 g/L；

YILWpXMJ19cimA 副产物浓度分别为 0.324 g/L、 

0.961 g/L和 0.435 g/L；YILWPtac 副产物浓度分别为

0.303 g/L、0.804 g/L和 0.461 g/L；YILWPtacpXMJ19 

cimA 副产物浓度分别为0.395 g/L、0.924 g/L和 0.451 

g/L。 

3  讨论 

L-异亮氨酸合成途径冗长且代谢调控机制较为

复杂，对于某节点处的分子改造带来的扰动往往会引

发代谢调控体系的整体反馈响应。其主要代谢调控途

径见图 1。 

根据摇瓶发酵结果分析，当在 YILW 的 ilvB前插

入 Ptac 后，ilvB转录量提高，乙酰羟基酸合成酶活力

提高，促使 α-酮基丁酸向下游的转化速率加快，强化

了 α-酮基丁酸到 L-异亮氨酸合成路径的代谢流强度，

增加了 L-异亮氨酸的产量。同时，与 AHAS 酶活有关

的其他分支链氨基酸如 L-缬氨酸产量也有所增加[8]。

在强启动子Ptac 插入后，α-酮基丁酸到 L-异亮氨酸合

成路径的代谢流得到强化，L-赖氨酸合成量降低，可

能是由于 L-天冬氨酸到 L-苏氨酸代谢途径中的反馈

机制部分解除造成的。代谢流更多地流向 L-异亮氨酸

的合成方向，副产物 L-丙氨酸分泌量降低。 

当 cimA 在 C. glutamicum YILW 中表达后，cimA

编码的 CimA会催化乙酰-CoA和丙酮酸反应，将丙酮

酸更多的引入 L-异亮氨酸的合成方向[9]，以丙酮酸为

前体的副产物 L-丙氨酸的积累量降低。与此同时，胞

内α-酮基丁酸的增加会进一步提高AHAS对α-酮基丁

酸的亲和性，使得该段合成途径代谢流增大，代谢所

涉及到的酶所催化的 L-缬氨酸合成量也会增加。胞内

α-酮基丁酸增加还会抑制 L-苏氨酸的转化，L-苏氨酸

的积累会进一步抑制 L-高丝氨酸到高丝氨酸磷酸的

缩合[10]，使得代谢流从天冬氨酸半醛流向 L-赖氨酸。 

此外，pXMJ19 空质粒导入 YILWPtac 后，菌体

的代谢明显发生异常，改造菌副产物大量合成，说明

代谢流更多地流向了分支路径等。一个原因可能是质

粒负担太大，使得菌体生长和代谢受到影响，另一方

面可能是在插入Ptac 后，菌体的反馈抑制已经比较强

烈，空质粒引起生长上的负担，生物量低，碳源多数

用于合成其他产物。YILWPtacpXMJ19各种副酸分泌

量远高于原菌，这就解释了该菌种 L-异亮氨酸产酸水

平、糖酸转化率和单位菌体转化率低的原因，也解释

了 YILWPtacpXMJ19cimA 多种副产物积累量较

YILWPtac 都略高的原因。通过再次导入 cimA使得 α-

酮基丁酸供应增大，再次将代谢流更多地引入 L-异亮

氨酸的合成方向，使得 YILWPtacpXMJ19cimA 产酸趋

于正常，但是产酸和单位菌体产酸较 YILWPtac 有所

降低。 

总体而言，cimA 表达和 Ptac 插入对促进 L-异亮

氨酸合成都有积极的作用，但是质粒过表达会带来菌

体生长和代谢负担，因此可考虑将 cimA 整合到菌株

的基因组上，以此来消除质粒的不良影响，进一步提

高转化率等发酵参数。同时，可以尝试过表达天冬氨

酸到 α-酮基丁酸的相关的酶来进一步提高代谢通量，

使代谢流更多地流向 L-异亮氨酸的合成方向，最终提

高 L-异亮氨酸的积累量。 

4  结论 

采用基因重组技术将 ilvBNC 操纵子的启动子替

换为强启动子Ptac 可有效提高 ilvBN 的转录水平及 L-

异亮氨酸的产量和转化率且未对菌体生物量产生明显

影响。在此基础上过表达 cimA 基因对 L-异亮氨酸产

量未见明显促进作用但可显著提高其转化率。本研究

可为氨基酸生产菌株的选育提供依据。 
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