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摘 要 在氮源限制的基本培养基中对大肠杆菌 8S#!及其耐乙酸突变株 8;9&进行连续培养，通过测定中心代谢途径关键
酶的活性分析二者代谢差异。结果表明，8;9&的 :M磷酸葡萄糖脱氢酶（T:J8S）和异柠檬酸脱氢酶（XK8S）活性高于 8S#!，而
磷酸果糖激酶（J[\）和乙酸激酶（;K\）活性低于 8S#!，反映了 8;9&进入磷酸戊糖途径（JJJ）的碳流增加，而进入酵解和乙酸
产生（;4FMJ/=）途径的碳流减少。因此，关键酶活差异与 8;9&菌体关于葡萄糖得率提高、副产物乙酸和丙酮酸的生成减少相
一致。添加腺嘌呤后，8S#!的 T:J8S和 XK8S活性增加，J[\和 ;K\活性降低，而 8;9&各酶活变化不明显。乙酸钠的添加
导致除 J[\外的其他酶活性均降低，尤其是 8S#!的 XK8S明显降低，这些结果反映的中心代谢途径流量变化也与二者生长和
代谢副产物积累的变化一致。
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生物体会对外界环境的变化如营养状况、氧的

限制等做出响应，引起代谢的改变［!］；对菌株进行改

造，例如敲除单个基因也会导致细胞中心代谢调控

发生变化［"］。而从根本上来说，代谢过程的调控最

终依赖于对酶活性的调节。因此，通过测定胞内的

酶活水平也可以反映细胞代谢的改变。#$%&等［!］通
过测定中心代谢途径大多数酶的活性，结合双向电

泳的结果，发现大肠杆菌通过改变酶活或酶蛋白的

表达量调节代谢，以响应碳源和培养条件的改变。

’()*+［,］等利用蛋白质组分析工具和酶活测定发现，
!"# 敲除导致 -.磷酸葡萄糖酸脱氢酶、磷酸烯醇式
丙酮酸羧化激酶以及 /01#2 .苹果酸酶活性增加，
因此突变株的 34" 比生成速率提高；异柠檬酸裂解

酶和苹果酸合成酶活性增加，导致乙酸产量

降低。

大肠杆菌作为表达外源基因应用最广泛的宿主

菌之一，已经应用于许多具有药用价值的蛋白生产。

但是大肠杆菌在以葡萄糖为碳源的培养过程中，会

分泌乙酸。乙酸累积到一定浓度时，不仅抑制菌体

生长，而且降低外源基因表达效率，严重地影响大肠

杆菌的生产能力［5，6］。本实验室由大肠杆菌 176!
筛选出的耐乙酸突变菌 10!8 生长改善，乙酸产量
明显降低［-］，外源蛋白人表皮生长因子（9:;）的表
达量比 176!提高了 <8=5>［?］，在乙酸浓度高达
!"&@A时 9:;表达不受影响［<］，但代谢改善的原因
仍然不清楚。本文对大肠杆菌 176!和 10!8 中心
代谢途径中关键酶活性进行研究，以分析二者代谢

特性差异的原因。

分批培养中，细胞处于一个变化的外界环境中，

细胞生理状态也不稳定，因此比较分析生理特性和

代谢调控的特点比较困难。而连续培养达到稳态

时，细胞处于稳定的生理状态。因此比较分析处于

稳态的细胞的酶活特性可以较合理地反映细胞的代

谢状况。但 176!在基本培养基中生长缓慢，容易
发生代谢效率高的自发突变。在连续培养中，以碳

源作为限制性底物时，176!会因生长的劣势被突变
菌淘汰。而在氮源限制下，这类突变菌不能显示生

长优势而不被富集，使 176!保留，而且氮源限制条
件下有利于比较葡萄糖过量时细胞乙酸的产生和对

生长影响。因此，本研究选择以氮源作为限制性底

物的基本培养基对大肠杆菌 176!及其耐乙酸突变
株 10!8进行连续培养，比较了二者代谢特性的差
异，并通过酶活测定分析了二者代谢差异的原因。

! 材料与方法

!"! 菌种
大肠杆菌 176!［ $%&’55"()"*!-8（<B ()"+"C!6）

,$#-!? ./"0! /1#0! 23.08- 4,! D ! ./(0!］，10!8 是
176!的耐乙酸突变株，由本实验室筛选［-］。176!
和 10!8均于 "6>甘油中 D "BE冻存。
!"# 培养基及培养条件
!"#"! 培养基：C/ 培养基（&@A）：/("7#45·!"7"4
!6=!"，’7"#45 ,，/(3F B=6，C&G45·?7"4 B=6，3(3F"
B=B!!，葡萄糖 <，氯化铵 B=,，!> 维生素 H!
B="IA，微量元素（J9）混合液 B="IA，K7 ?=B。微量
元素混合溶液含（&@A）：;$G45·?7"4 <B，C%G45·7"4
!B，0F3F,·-7"4 !B，3L3F" 5&，M%G45·?7"4 "，/("CL45

·"7"4 "，3N3F"·"7"4 !，7,H45 B=6。

C/0O培养基为 C/培养基添加 !B I&@A 腺嘌
呤。

C/0 培养基为 C/培养基添加 , &@A乙酸钠。
AH培养基（&@A）：胰蛋白胨 !B，酵母抽提物 6，

/(3F !B，K7 ?="。胰蛋白胨和酵母抽提物均为英国
4PL*O公司产品。
!"#"# 培养方法：!IA 在 "6>甘油中冷冻保存的
176!或 10!8 转接入装有 ,BIA AH 的 "6BIA 摇瓶
中，,BE，"6B+@I*%摇床培养过夜。然后转接 ,IA此
培养液至装有 !BBIA C/培养基的 6BBIA摇瓶中，
10!8培养 !BQ，176!培养 !?Q，作为连续培养二级
种子。

连续培养使用 6A玻璃发酵罐（RSH9.6），装液量
"=6A，搅拌转速 6BB+@I*%，培养温度 ,BE，通气量 5A@
I*%，控制系统采用国家生化工程技术研究中心（上
海）开发的 JLKQ(TU控制软件。蠕动泵控制流加进
发酵罐的新鲜培养基及抽出培养液的流速，使连续

培养总体积维持在 "=!A。每隔 5Q取样测定 56-BB、

葡萄糖和 K7以及副产物乙酸、丙酮酸和乙醇的浓
度，连续三次不变即认为达到稳态。

!"$ 分析方法
菌体浓度采用浊度法测定。将细胞培养液适当

稀释后，在 -BB%I 测定其光密度（56-BB），并根据

56-BB与菌体干重的线性关系计算干重。葡萄糖浓

度用葡萄糖试剂盒测定。铵离子采用 H$+VQ$FLV比色
法测定。副产物乙酸和丙酮酸浓度用离子色谱法

（1*L%$P S3G!6BB离子色谱仪，SL%K(W 0G!!.73 5II X
"6BII阴离子分析柱，SL%K(W 0:!!.73 5II X 6BII

?8<张晓云等：大肠杆菌 176!及其耐乙酸突变株 10!8在氮源限制下的代谢和关键酶特性研究



保护柱，电导检测器）测定，乙醇浓度用气相色谱法

测定。

!"# 酶活测定
!"#"! 样品制备：一定体积的发酵液自发酵罐中取
出后迅速用冰水浴冷却，!" # $$$%&’()离心 *+’()，
弃上清液。菌体用 !" *$$’’,-&. /0 12$ 3%(4506-
（含 7$’’,-&. 86-，+’’,-&. 9):;!，7’’,-&. <33 和

$2*’’,-&. =<3>）洗涤并离心 ?次。菌体再重悬于相
同的洗液中（大约 $27@湿菌体重悬于 *’.洗液）。用
超声波粉碎机破碎细胞（!A变幅杆，功率为 7$$B，工
作时间为 ?4，间歇时间为 *$4，工作次数为 ?+次）。破
碎时样品置于冰水浴冷却。破碎后于 !"，*+ $$$
%&’()离心 7$’()，收集上清液，立即测定酶活。
!"#"$ 测定方法：酶活的测定采用 ?1"（乙酸激酶
?$"）恒温反应，记录 !" 值变化的分光光度法。*
个单位（C）的酶活定义为在测定条件下每分钟形成
*"’,-产物所需要的酶量。本文采用比酶活（即单
位干菌体的酶活，D&’@ <6B）。反应体系的总体积
为 *2+’.，每一种酶的酶活为三次测定的平均值。

A5磷酸葡萄糖脱氢酶（EAF<0）［G］：/0 12+ 3%(4506-
+$ ’’,-&.，H><FI $2?#’’,-&.，9@6-7 A2?’’,-&.，A5
磷酸葡萄糖 ?2?’’,-&.，马来酰亚胺 +’’,-&.。磷酸
果糖激酶（FJ8）［*$］：/0#27 3%(4506- #$’’,-&.，9@6-7
*’’,-&.，A5磷酸果糖 A21’’,-&.，醛缩酶、#5磷酸甘油
脱氢酶和磷酸丙糖异构酶各 *C，H><0 $2*+’’,-&.，
>3F *’’,-&.。异柠檬酸脱氢酶（K6<0）［**］：/012?三
乙 醇 胺 缓 冲 液 A+’’,-&.， 9)6-7 *2A1’’,-&.，

H><FI $2!7’’,-&.，<5异柠檬酸 A21’’,-&.。乙酸
激酶（>68）［*7］：/0127 咪唑506- 缓冲液 +1’’,-&.，
>3F *$’’,-&.，F=F *2G7’’,-&.，H><0 $2!+’’,-&.，

9@6-7 7$’’,-&.，86- 1+’’,-&.，F8 !C，.<0 ++C，乙
酸钠 *+’’,-&.。异柠檬酸裂解酶（ K6.）［*?］：/0 12$
磷酸 钾 缓 冲 液 *$$’’,-&.，9@6-7 +’’,-&.，<33
*’’,-&.，H><0 $2?’’,-&.，.<0 7$C，异柠檬酸
+’’,-&.。

$ 结果与讨论

$"! %&’!和 %(!)在基本培养基中连续培养
<0+#和 <>*G在氮源限制的9H、9H>L和9H>

培养基中进行连续培养，使 <0+#和 <>*G在相同的
稀释率（"）下达到稳态。二者在同样比生长速率
（"）下的稳态代谢特性见表 *。
可以看出，在三种培养基中，相同"下 <>*G菌

体关于葡萄糖的得率（#M&E）都高于 <0+#，而以菌体
为基准的乙酸生产（#>&M）低于 <0+#；葡萄糖的比消
耗速率（$E）和乙酸的比生成速率（$>）都比 <0+#
低；二者都有丙酮酸积累，但 <>*G丙酮酸的比生成
速率（$/N%）低于 <0+#。在 9H和 9H>L培养基中连
续培养时，<0+#有乙醇积累，而 <>*G 没有。添加
腺嘌呤对 <0+#的影响较大，$E 和 $> 都降低，#M&E

和 $/N%增加；而 <>*G 仅 $/N%增加。添加乙酸钠后，

<0+#和 <>*G 的 $> 均比在 9H 培养基中低，但

<0+#的 $> 仍然比 <>*G高；二者的 #M&E均下降，而

$E 和 $/N%增加，并且 <0+#$/N%增加了 A$O，增加幅
度大大超过了 <>*G，但 <0+#和 <>*G 发酵液中均
没有乙醇积累。在 9H>L培养基中，提高!后二者
葡$E 和 $> 增加；而 $/N%却大大降低，<0+#降低了

!*O，而 <>*G降低了 A$O。

表 ! %&’!和 %(!)在基本培养基中连续培养的代谢特性
*+,-. ! */. 0.1+,2-34 5.67260+84.9 27 %&’!+8: %(!) 428138;2;9-< 4;-1;6.: 38 :.738.: 0.:3+

9PL(C’ :Q%R()
"

&S T *
%

&（@&.）
>UPQRQP
&（@&.）

#M&E

&（@&@）
$E

&（@&@·S）
#>&M

&（@&@）
$>

&（@&@·S）
#M&H0!6-

&（@&@）
#/N%&M

&（@&@）
$/N%

&（@&@·S）
#PQS&M

&（@&@）

9H <0+# $2*? $2A?# $2!GA $2*#* $21$# $2111 $2$GG 72?$! *2!11 $2*#G $2$+#

<>*G $2*? $2A?7 $2??7 $277? $2A$$ $2+7+ $2$1$ 727G1 $2#7$ $2**$ $

9H>L <0+# $2*? $2A7+ $2?A* $2*G1 $2AAA $2+11 $2$1A 72?*A *2+$7 $2*G1 $2$AA

<>*G $2*? $2A*# $2??? $27*G $2A*7 $2+?G $2$17 72??* *27#1 $2*17 $

<0+# $2*A $2A7A $2!AA $27$$ $2#*+ $21!+ $2*7* 72?$? $2#G* $2*!+ $2$GG

<>*G $2*A $2A?7 $2?+$ $277A $21!7 $2+++ $2$G? 727$G $2+*+ $2$#A $

9H> <0+# $2*? $2+1? $27++ $2*1# $21++ $2!!+ $2$A$ 727!G 72?A$ $2?*A $

<>*G $2*? $2+?$ $27$$ $27$? $2A!7 $2?1# $2$!G 727+! *2$!1 $2*?A $

$"$ %&’!和 %(!)关键酶活的比较
在大肠杆菌中，参与糖代谢的重要的中心代谢

途径包括糖酵解途径（=9F）、磷酸戊糖途径（FFF）、
三羧酸（36>）循环和乙醛酸支路（E:）以及代谢副产

#G# &’()*+* ,-./)01 -2 3(-4*5’)-1-67 生物工程学报 7$$1，V,-27?，H,2+



物乙酸的产生途径 !"#$%&’%途径（图 (）。葡萄糖经
!)*系统摄取到胞内后变成 +$磷酸葡萄糖，+$磷酸
葡萄糖分别进入 ,-!和 !!!。!./和 0+!12分别
是这两条途径的限速酶［(3］。进入 ,-!的碳源在乙
酰 45%节点分支，一部分进入三羧酸循环，超过三
羧酸循环容量的部分进入乙酸形成途径。进入三羧

酸循环的碳流在形成异柠檬酸后有两个流向：继续

三羧酸循环或者进入乙醛酸支路。6412是三羧酸
循环与乙醛酸支路分支后的第一个酶，也是三羧酸

循环的一个重要酶，而异柠檬酸裂解酶（647）是乙醛
酸支路的一个重要酶。通过比较 128!和 1%(9 这
几种酶的活力，可以从一定程度上反映它们代谢的

差异，酶活测定结果见图 :。

图 : 128!和 1%(9在基本培养基中连续培养的关键酶的活性
.;<= : )>? #&";@;";?A 5B ’?C ?DECF?A ;D 128!#DG 1%(9 &5D";DH5HAIC &HI"HJ?G ;D G?B;D?G F?G;#
)>? A5I;G &5IHFDA G?D5"? ">? #&";@;";?A 5B ’?C ?DECF?A ;D 128!，">? KI#D’ &5IHFDA G?D5"? ">? #&";@;";?A 5B

’?C ?DECF?A ;D 1%(9L )>? #&";@;"C 5B ?@?JC ’?C ?DECF? M#A ">? #@?J#<? 5B ">J?? F?#AHJ?F?D"A=

图 ( 葡萄糖的主要代谢途径
.;<=( )>? N#">M#CA ;D@5I@?G ;D <IH&5A? F?"#K5I;AF

在三种培养基中，相同"下 1%(9的 0+!12活
性都比 128!高，而 ,-!的关键酶———!./的活性

都低于 128!；)4%循环的 6412的活性高，而乙酸形
成途径的 %4/的活性低。乙醛酸支路的 647的活
性很低（数据未显示），与文献［(，(8］中以乙酸为碳
源时的活性相比较可以忽略不计，主要是因为葡萄

糖对异柠檬酸裂解酶存在阻遏作用。添加腺嘌呤

后，128!0+!12 活性增加，!./ 和 %4/ 活性都降
低，而 1%(9 各酶的活性没有明显变化。添加乙酸
钠后，除 !./外 128!和 1%(9各种酶活性都降低，
尤其是 %4/和 6412，128!的 6412活性比没有添
加乙酸钠时降低了 :9O，只有 1%(9的 PQO。随着

"的提高，128!和 1%(9 这几种酶的活性都增大
（647除外）。

!!!提供菌体合成所必需的前体物质和还原力
（R%1!2），对于菌体合成和抵抗氧化压力是非常重
要的［(+，(P］。在 -R 培养基中，相同"下 1%(9 的
0+!12活性明显高于 128!，而 ,-!的 !./活性低
于 128!，表明 1%(9 !!!的流量增大而 ,-!的流量
减小，因此菌体关于葡萄糖的得率高于 128!。依赖
于 R%1!S的 6412活性高反映 )4%流量大，从而可
提供更充分的 R%1!2和 R%12，有利于菌体合成和
能量产生［(T］。产生乙酸的 %&’$!"#途径是除氧化磷
酸化外可以为细胞提供最高能量的途径［(9，:Q］。

1%(9的 6412 活性高于 128!，而 %4/ 活性低于
128!，反映 1%(9,-! 形成的丙酮酸更多地通过
)4%循环为细胞提供结构物质前体、还原力和能量，
而通过乙酸形成途径提供能量的碳流减少，表明

1%(9)4%循环U电子传递链的能力高于 128!。超过
)4%循环和乙酸形成途径的碳流则以丙酮酸的形式
积累，对于 128!，可能由于 )4%循环U电子传递链的

99T张晓云等：大肠杆菌 128!及其耐乙酸突变株 1%(9在氮源限制下的代谢和关键酶特性研究



有限能力导致一部分碳流通过乙醇产生途径氧化

!"#$。
添加腺嘌呤后（%!"&培养基），#$’!的 ()*#$

活性增加而 *+, 活性降低，因此 -%* 流量减少而
***的流量增加，更多的碳源用于菌体合成；./#$
活性提高而 "/,活性降低，表明通过 -%* 的碳源
更多地进入 0/"循环，而进入乙酸形成途径提供能
量的部分减少，因而菌体得率提高。#"12的酶活在
添加腺嘌呤后没有明显改变，因此 #"12 菌体关于
葡萄糖的得率和乙酸的比生成速率变化不明显。存

在外源腺嘌呤时，细胞从头合成途径被关闭，细胞利

用补救合成途径 3主要是在磷酸核糖转移酶的作用
下合成嘌呤核苷酸［14，51］。因而 #$’!和 #"12 在
%!"&培养基中，嘌呤从头合成途径流量减少或完
全受阻，嘌呤核苷酸从头合成途径所需的甘氨酸减

少，导致由 67磷酸甘油酸进入甘氨酸的流量减少，
因此进入丙酮酸的流量加大而丙酮酸比生成速率增

加。

在 %!培养基中添加乙酸钠后（%!"培养基），
#$’!和 #"12 ()*#$活性均有所降低而 *+,活性
均有增加，因此二者用于菌体合成的碳源流量减少，

而进入 -%*的流量增加；但 ./#$和 "/,活性均降
低，反映进入 0/"循环和乙酸形成途径的碳流均减
少，所以尽管乙酸产生减少，但丙酮酸比生成速率增

加，因而菌体关于葡萄糖得率降低。但 #$’!的
()*#$和 ./#$活性仍然低于 #"12，而 *+,和 "/,
活性高于 #"12，因此 #$’!菌体得率低于 #"12，而
乙酸和丙酮酸得率高于 #"12。在 %!"培养基中，
二者乙酸生成减少与 *89:;［55］的实验结果一致，
*89:;认为存在外源乙酸时细胞倾向于避免自身乙
酸的生成。

对大肠杆菌 ,715 来说，同一菌株 ** 途径的
()*#$和 )*(#$是依赖于其生长速率的［56，54］。随
着比生长速率的提高，#$’!和 #"12的 ()*#$活性
提高，进入 ***的碳流量增加以满足菌体更快的生
长需求；*+, 活性增加，./#$ 和 "/, 的活性也增
加，表明通过 0/"循环为细胞提供还原力和能量的
碳流增加，由乙酸形成途径提供能量的碳流也增加，

以满足更快的菌体生长需求，因此丙酮酸的积累减

少。

! 结论
在氮源限制的基本培养基中连续培养，相同稀

释率下 #"12菌体关于葡萄糖的得率高于 #$’!，而

副产物乙酸、丙酮酸的比生成速率低于 #$’!。添加
腺嘌呤使 #$’!菌体得率提高，乙酸产生减少，#$’!
和 #"12丙酮酸比生成速率均增加。添加乙酸钠后
二者菌体得率均降低，乙酸产生减少而丙酮酸积累

增加。

酶活分析结果表明，相同比生长速率下 #"12
的 ()*#$和 ./#$活性高于 #$’!，而 *+, 和 "/,
活性低于 #$’!，显示 ***流量提高使菌体得率高而
乙酸产量降低。添加腺嘌呤后 #$’! ()*#$ 和
./#$活性增加，而 *+,和 "/,活性降低，菌体得率
增加而乙酸产量降低；而 #"12各酶活变化不明显，
代谢特性也没有明显变化，显示 #$’!腺嘌呤从头
合成能力的限制。在 %!培养基中添加乙酸钠，*+,
活性有所增加，而 ()*#$、./#$和 "/,活性降低，
所以二者菌体得率和乙酸产量均降低。

综上所述，耐乙酸突变株 #"12 中心代谢途径
酶活改变，使其菌体生长增加而乙酸产量降低，这对

于控制大肠杆菌发酵中乙酸的产生具有重要的指导

意义，为改造菌种提供理论依据。
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