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摘  要 : 谷氨酸棒状杆菌 SA001 是缺失了乳酸脱氢酶基因 (ldhA) 的菌株。为了增加厌氧条件下经异柠檬酸到丁二

酸的代谢通量，以提高丁二酸的产量。将来自大肠杆菌 Escherichia coli K12 的异柠檬酸裂解酶基因导入谷氨酸棒状

杆菌 SA001 (SA001/pXMJ19-aceA) 中。该菌经 0.8 mmol/L 的 IPTG 有氧诱导 12 h 后，转入厌氧发酵 16 h，丁二酸

的产量为 10.38 g/L，丁二酸的生产强度为 0.83 g/(L·h)。与出发菌株比较，异柠檬酸裂解酶的酶活提高了 5.8 倍，丁

二酸的产量提高了 48%。结果表明过量表达异柠檬酸裂解酶可以增加由乙醛酸途径流向丁二酸的代谢流。 

关键词 : 异柠檬酸裂解酶，谷氨酸棒状杆菌，丁二酸  

Effect of overexpressing isocitrate lyase on succinate 
production in ldh-1 Corynebacterium glutamicum 

Chao Yang, Ning Hao, Ming Yan, Lu Gao, and Lin Xu 

College of Biotechnology and Pharmaceutical Engineering, Nanjing University of Technology, Nanjing 210009, Jiangsu, China 

Abstract:  Corynebacterium glutamicum SA001 is a mutant with lactate dehydrogenase (ldhA) deletion. In order to increase 
metabolic flux from isocitrate to succinate, and to improve the production of succinate under anaerobic conditions,we transducted 
the gene aceA coding isocitrate lyase (ICL) from Escherichia coli K12 into Corynebacterium glutamicum SA001 
(SA001/pXMJ19-aceA). After 12 h aerobic induction by adding 0.8 mmol/L of IPTG, the recombinant strain was transferred to 
anaerobic fermentation for 16 h. Succinate reached 14.84 g/L, with a productivity of 0.83 g/(L·h). Compared to C. glutamicum 
SA001, the activity of ICL of the recombinant strain was increased 5.8-fold, and the succinate productivity was increased 48%. 
Overexpression of isocitrate lyase will increase the metabolic flux of glyoxylate bypass flowing to succinate. 

Keywords:  isocitrate lyase, Corynebacterium glutamicum, succinate 
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丁二酸作为四氢呋喃 (THF)、1,4-丁二醇、γ-丁内

酯等重要化学品的生产原料，具有良好的经济和环境效

益，市场潜力约 245 000 t/年，被广泛应用于食品和医

药工业等[1-2]。以可再生资源为原料的发酵法产丁二酸

具有反应条件温和、能耗低、污染少且能固定二氧化碳

减少温室效应等优点[3]。尽管已报道多种微生物可以发

酵生产丁二酸，但大多数生产菌在简单培养基中无法生

长，用于培养的有机氮源以及产物纯化的费用昂贵[4]。

作为背景最为清楚，各领域研究和应用最多的微生物

Escherichia coli[5-6]，经过国内外大量的研究工作，可使

E. coli 产丁二酸的产量达到较高水平[7]，但 E. coli 对高

浓度底物 (如葡萄糖和 NH4
+等) 及产物耐受性较差，发

酵生产丁二酸过程需要补充大量的 Na2CO3 或 MgCO3

等高成本碳酸盐，增加了生产成本和后续处理的难度。 

为实现低成本生物法制备丁二酸，获得培养条

件简单、耐受性强、副产物少及丁二酸产率高的菌

种成为了关键问题。谷氨酸棒杆菌是一种生长迅速，

培养条件简单，具有高渗透压、高糖、高盐的耐受

力，能够利用多种碳水化合物作为发酵底物的革兰

氏阳性菌，广泛应用于工业生产氨基酸、核苷酸等，

在生产价格低廉的丁二酸工艺中，有较明显的优  

势[8]。谷氨酸棒杆菌全基因组测序的完成，推动了

基因工程定向改造谷氨酸棒状杆菌的进程[9]。日本

科学家 Yukawa 研究发现 C. glutamicum R 在厌氧条

件下，虽然生长停滞但保留了主要的代谢功能[10]，

能够利用葡萄糖合成乳酸、丁二酸及乙酸，通过基

因工程改造及发酵优化，最终提高丁二酸产量[11]。 

C. glutamicum主要通过葡萄糖形成磷酸烯醇式丙

酮酸 (PEP) 和丙酮酸，在羧化酶作用下合成草酰乙酸

进入三羧酸循环，经苹果酸及富马酸，最终生成丁二

酸。在此过程中最主要限制因素为 NADH 的供给[6]。 

异柠檬酸裂解酶 (ICL) 是许多以乙酸盐和脂肪酸

为碳源的微生物进行乙醛酸循环的关键限速酶[12]。异柠

檬酸裂解酶在谷氨酸棒状杆菌中的活性很低[13]，而在

E. coli 中的活性较高[12]，可催化异柠檬酸产生琥珀酸和

乙醛酸，改变碳流的流向，使其进入乙醛酸循环。通过

乙醛酸途径，每消耗 2 mol 的乙酰辅酶 A 和 1 mol 的草

酰乙酸产生 1 mol 的丁二酸和 1 mol 的苹果酸，苹果酸

进一步转换为丁二酸，既能提高丁二酸产率，又能减少

乙酸形成。1 mol 葡萄糖通过两条合成途径 (草酰乙酸-

苹果酸途径和乙醛酸途径) 最优代谢流分布，有可能实

现生成 1.71 mol 丁二酸理论产率[14]。而该方面的研究报

道在 C. glutamicum 的研究中较为少见，因此我们在   

C. glutamicum SA001 中诱导表达来自大肠杆菌的异柠

檬酸裂解酶，引入乙醛酸代谢途径，提高代谢过程中辅

酶 NADH 含量，增加由乙醛酸循环途径到丁二酸的代

谢流，考察丁二酸产量及产率的变化。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌 DH5α 由本实验室保藏；质粒

pXMJ19 由本实验室保藏；C. glutamicum SA001

由本实验室保藏。 

1.1.2  主要试剂 

氯霉素、基因组提取试剂盒、琼脂糖凝胶 DNA

回收试剂盒购、质粒小量快速提取试剂盒为上海申能

博彩生物科技有限公司产品；DNA 片段回收试剂盒、

限制性内切酶、DNA 聚合酶和 T4 DNA 连接酶为大

连宝生物有限公司产品；酵母提取物和胰蛋白胨为

Oxoid 公司产品；其余为国产分析纯。 

1.2  方法 

1.2.1  ICL 基因的克隆 

引物设计：参照来源于 E. coli K12 基因组的 ICL

基因序列设计，由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。

并分别在上下游引物的5'端引入了Hind Ⅲ和SmlⅠ的

酶切位点。PCR 反应体系：模板 DNA (50 ng/μL) 1 μL；

dNTPs (1 mmol/L) 4 μL；上下游引物 (100 pmol/μL) 各

1 μL；DNA 聚合酶 (2.5 U/μL) 0.5 μL；5 倍缓冲液   

10 μL；ddH2O 32.5 μL，总体积 50 μL。反应程序设计：

98 ℃变性 5 min；98 ℃变性 10 s，55 ℃退火 45 s，

72 ℃延伸 90 s；最后 72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存。 

1.2.2  重组质粒的构建 

纯化后的 ICL 基因片段以及质粒 pXMJ19 用  

SmaⅠ和 Hind Ⅲ双酶切，把双酶切后得到的产物在

16 ℃下经 T4 DNA 连接酶作用连接 12 h 以上，在 E. 

coli DH5α中转化构建重组质粒 pXMJ19-aceA。经含氯

霉素平板涂布后挑选抗性克隆，然后提取质粒并进行

Hind Ⅲ单酶切及 SmaⅠ/Hind Ⅲ的双酶切鉴定。 
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1.2.3  重组异柠檬酸裂解酶在谷氨酸棒状杆菌

SA001 中的诱导表达 

利用电穿孔法进行菌体转化。有氧诱导：30 ℃、

220 r/min 培养菌体到 OD600 约 0.9 左右，加入 IPTG

至终浓度为 0.3 mmol/L，30 ℃、220 r/min 诱导 10 h。 

1.2.4  酶活检测 

具体方法依照参考文献[13]。 

1.2.5  培养基 

LB 培养基：酵母粉 5 g/L，蛋白胨 10 g/L，氯

化钠 5 g/L，pH 7.0，氯霉素、氨苄青霉素的终浓

度分别为 20 μg/mL、100 μg/mL。 

种子与好氧发酵培养基：葡萄糖 20 g/L，尿

素 2.5 g/L，K2HPO4·3H2O 1.5 g/L，KH2PO4 0.5 g/L，

MgSO4 0.4 g/L，Mn2+ 0.02 g/L，Fe2+ 0.02 g/L，ZnCl2 

100 μL，CuSO4 20 μL，CaCl2 20 μL，生物素 100 μg/L，

VB1 200 μg/L (400 μL)，pH 为 7.0。 

厌 氧 发 酵 培 养 基 ： 葡 萄 糖  20 g/L ，

K2HPO4·3H2O 1.5 g/L，KH2PO4 0.5 g/L，MgSO4  

0.4 g/L，Mn2+ 0.02 g/L，Fe2+ 0.02 g/L，ZnCl2 100 μL，

CuSO4 20 μL，CaCl2 20 μL，生物素 100 μg/L，VB1 

200 μg/L (400 μL)，pH 为 7.0。 

1.2.6  培养条件与方法 

有氧摇瓶发酵：将保藏菌种于 LB 固体抗性培养基

活化，30 ℃培养 24 h。转至 500 mL 摇瓶中，30 ℃、

220 r/min 振荡培养 12 h。3%接种量接种于 500 mL 摇瓶

中，加入 0.5‰ IPTG，30 ℃、220 r/min 振荡培养 12 h。 

厌氧摇瓶发酵：将菌液全部转至摇管中，         

7 000 r/min 离心 3 min，弃上清。用厌氧发酵培养基

将菌泥充分混匀，转入 100 mL 摇瓶中，充入氮气，

添加 28 g/L 碳酸氢钠，30 ℃、220 r/min 振荡，厌

氧培养 16 h。 

厌氧补料分批发酵：补料培养基为 20 g/L 葡

萄糖、28 g/L 碳酸氢钠，在给定时间进行补料。 

1.2.7  发酵代谢产物分析 

菌体密度是用紫外可见分光光度计在波长   

600 nm 处测吸光度值，细胞干重 (DCW) 是由DCW

与 OD600测定的标准曲线换算得到，换算公式为：DCW 

(g/L)=0.4×OD600。培养基中的葡萄糖用 DNS 法检测，

有机酸用高效液相色谱法(HPLC)检测，色谱柱为

Thermo Organic Acid，流动相为 50 mmol/L KH2PO4 

(pH 2.8)，流速 1.0 mL/min，紫外检测波长 210 nm。 

2  结果与分析 

2.1  异柠檬酸裂解酶 (ICL) 的克隆与表达 
将 PCR 扩增后的目的基因片段 aceA 和载体

pXMJ19 分别进行 EcoRⅠ/Hind Ⅲ双酶切，酶切产物

纯化后用 T4 DNA 连接酶连接，构建表达载体

pXMJ19-aceA。 

重组质粒经单酶双切鉴定，结果与预期一致。经

测序确定目的基因序列与公开的序列匹配率为 100%。 

重组菌与对照菌经 IPTG 诱导好氧培养总蛋

白的 SDS-PAGE 分析如图 1 所示。可以看出 ICL

蛋白成功表达，大小约 43 kDa，与预期一致。 

2.2  ICL 酶活测定 
30 ℃、220 r/min 培养菌体至 OD600=0.9，加入

IPTG 至终浓度为 0.8 mmol/L，30 ℃、220 r/min 诱导

10 h 后对出发菌株和构建的重组菌株进行粗酶液的相

应酶活测定，计算出粗酶液的比酶活，结果如表 1 所示。 

2.3  厌氧发酵 
将重组菌株有氧培养至细胞干重达到 9.6 g/L，

洗菌后转入厌氧发酵瓶中 (细胞干重约为 9 g/L)，加

入 28 g/L 碳酸氢钠，通氮气，30 ℃、220 r/min 培

养，进行厌氧发酵。厌氧发酵 16 h，取样测 OD600、

残糖、酶活并留样测有机酸含量。通过厌氧发酵 16 h，

葡萄糖消耗为 14.84 g/L，丁二酸浓度达到 10.38 g/L，

丁二酸的得率为 0.7 g/g 葡萄糖，丁二酸的生产强度

为 0.83 g/(L·h)。厌氧 16 h 后，出发菌 ICL 的酶活为

0.13 U/mL，比酶活为 0.12 U/mg；重组菌 ICL 的酶活

依然维持在较高的水平为 0.75 U/mL，比酶活为  

0.45 U/mg，约为出发菌株的 5.8 倍 (表 2)。 

2.4  不同初始糖浓度对 C. glutamicum SA001/ 
pXMJ19-aceA 厌氧发酵糖耗速率的影响 

葡萄糖不但为菌体生长提供原料，还为厌氧发

酵生成丁二酸提供碳源。因此谷氨酸棒状杆菌对葡

萄糖的利用率、消耗速率直接与丁二酸的产率相关。

重组菌株经好氧培养 12 h 后，经洗菌后细胞干重达

9 g/L，在给定碳酸氢钠浓度的条件下，转入含有不

同糖浓度 (10、20、30、40 和 50 g/L) 的摇瓶中，

通入氮气，30 ℃、220 r/min 培养，进行厌氧发酵。
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特定时间取样，测生物量、残糖及有机酸。结果由

图 2 可知，不同初始糖浓度对菌的糖耗速率、产酸

速率的影响不太明显，生物量也基本维持在 9.6 g/L；

初步选择最佳初始糖浓度为 20 g/L，葡萄糖的消耗

速率为 0.93 g/(L·h)，丁二酸的产率为 0.65 g/(L·h)。 

2.5  厌氧补料分批发酵 

重组菌株好氧培养 12 h，经洗菌后细胞干重达

9 g/L，转入摇瓶中，通入氮气，30 ℃、220 r/min

培养，进行厌氧发酵。给定时间补加葡萄糖和碳酸

氢钠，厌氧发酵持续 96 h，取样测 OD600、残糖并留

样测有机酸含量。通过厌氧发酵 96 h，葡萄糖消耗

为 74.84 g/L，乙酸浓度达到 11 g/L，丁二酸浓度达

到 55 g/L，丁二酸的得率为 0.73 g/g 葡萄糖 (图 3)，

除此还积累丙酮酸 2 g/L，α-酮戊二酸 2 g/L，乙醛酸

1 g/L，极少量的富马酸。 

 
 

图 1  重组菌与对照菌蛋白电泳图谱 
Fig. 1  SDS-PAGE analysis of the recombiant strains and 
the original strains. 1: the recombiant strains; 2: the 
original strains. 

 

表 1  对照菌与重组菌的蛋白浓度、ICL 酶活及比酶活 
Table 1  Concentration of protein, enzyme activity and specific enzyme activity of ICL in the control strain and in the 
recombinant strain 

Strains 
Enzyme activity 

(U/mL) 
Concentration of protein (mg/mL)

Specific enzyme activity 
(U/mg) 

C. glutamicum SA001/pXMJ19 0.1353±0.016 1.257±0.046 0.108±0.044 

C. glutamicum SA001/pXMJ19-aceA 0.8433±0.025 1.112±0.098 0.758±0.056 
 

表 2  C. glutamicumSA001/pXMJ19 和谷氨酸棒状杆菌 SA001/pXMJ19-aceA 厌氧发酵过程中 ICL 酶活、葡萄糖的

摄取速率、丁二酸与乙酸的摩尔比和丁二酸的生产速率的对比 
Table 2  Comparision of enzyme activity of ICL, glucose uptake rate, succinate titre/acetate titre and succinate production rate 
between C. glutamicum SA001/pXMJ19 and C. glutamicum SA001/pXMJ19-aceA in anaerobic fermentation process 

 C. glutamicum SA001/pXMJ19 C. glutamicum SA001/pXMJ19-aceA 

Enzyme activity (U/mL) 0.13 ±0.01 0.75 ±0.02 

Specific enzyme activity (U/mg) 0.12±0.02 0.45±0.03 

Glucose uptake rate (mmol/(g CDW·h)) 0.67±0.04 0.78±0.06 

Succinate titre/acetate titre 1.33±0.03 2.18±0.04 

Succinate production rate (mmol/(g CDW·h)) 0.62±0.03 0.83±0.07 
 
 

 
 

图 2  不同初始糖浓度对 C. glutamicum SA001/ 
pXMJ19-aceA 厌氧发酵过程菌体干重 (■)、糖耗速率 
(◆) 和产酸速率 (▲) 的影响 
Fig. 2  Effect of DCW (■)，sugar consumption rate (◆) and 
the production of succinate (▲) in C. glutamicum 
SA001/pXMJ19-aceA anaerobic fermentation process. 

 
 

图 3  谷氨酸棒状杆菌 SA001/pXMJ19-aceA 厌氧补料

发酵过程中的细胞干重、葡萄糖及产物浓度 
Fig. 3  DCW, the concentrations of glucose and the 
organic acids in C. glutamicum SA001/pXMJ19-aceA 
after anaerobic batch fermentation. DCW: dry cell weight. 
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3  结果与讨论 

本研究构建了重组谷氨酸棒状杆菌 SA001/ 

pXMJ19-aceA，有氧条件下酶活比出发菌提高了 7

倍，并在厌氧发酵过程中仍然保持一定活性[15]。经

厌氧发酵 16 h，葡萄糖消耗 14.84 g/L，丁二酸浓度

达到 10.38 g/L。丁二酸与乙酸的摩尔比为 2.2，相对

于出发菌株提高了 69%，说明过量表达异柠檬酸裂

解酶可以增加由乙醛酸途径流向丁二酸的代谢流。 

好氧阶段通过添加终浓度为 0.8 mmol/L 的

IPTG 诱导异柠檬酸裂解酶在谷氨酸棒状杆菌

SA001 中表达，在厌氧发酵 16 h 后，重组菌中的

异柠檬酸裂解酶酶活是出发菌株的 6.2 倍，尽管丁

二酸和苹果酸都对异柠檬酸裂解酶有一定的抑制

作用[16]。重组菌在厌氧摇瓶补料发酵 96 h 积累丁

二酸 55 g/L，相对于出发菌株提高了 15%；乙酸

浓度为 11 g/L，占有机酸总量的 15.5%，占副产物

总量的 68.8%，说明仅通过过量表达丁二酸生成途

径的关键酶，不能有效降低副产物的含量，还需

敲除或抑制副产物 (如乙酸) 合成途径，进一步减

少流向副产物的代谢流，降低产量，并增加丁二

酸的产量[17]；仅过量表达异柠檬酸裂解酶只能激

活谷氨酸棒状杆菌部分乙醛酸循环途径，还需过

量表达苹果酸合成酶打通整个乙醛酸循环，并有

希望降低副产物乙酸的含量[18]。 

通过过量表达异柠檬酸裂解酶进行厌氧发酵

产丁二酸，重组菌丁二酸的产量、生产能力相对

于出发菌分别提高 48%和 29%，但仍有不少副产

物，可进一步通过代谢途径的改造和优化，增加

流向丁二酸的代谢流通量，过量表达苹果酸合成

酶的工作正在进行中。 
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