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摘  要: 谷氨酸是一种重要的氨基酸，其衍生出来的高值化产品具有广泛的应用，市场需求量巨大。文中通过对

出发菌株谷氨酸棒杆菌 Corynebacterium glutamicum E01 和谷氨酸高产菌 C. glutamicum G01 进行转录组测序与重

测序分析，挑选中心代谢途径中转录水平和基因水平上存在差异的基因进行研究，以挖掘出对谷氨酸合成影响较

大的基因进一步提高谷氨酸的产量。草酰乙酸节点和 α-酮戊二酸节点在谷氨酸合成中扮演着重要角色，探索研究

了草酰乙酸节点和 α-酮戊二酸节点对谷氨酸生产的扰动影响。综合以上实验结果构建的整合菌株，5 L 发酵罐发

酵过程中其菌体生长速率较原始菌略有降低，但 48 h 的谷氨酸产量高达  (136.09±5.53) g/L，较原始菌的 

(93.53±4.52) g/L 提高了 45.5%；糖酸转化率提高至 58.9%，较原始菌的 45.2%提高了 13.7%。可见，上述实验策

略的应用在一定程度上提高了谷氨酸产量和糖酸转化率，为谷氨酸棒杆菌的代谢工程改造提供了理论基础。 

关键词: 谷氨酸棒杆菌，谷氨酸，草酰乙酸节点，α-酮戊二酸节点，CRISPR/dCas9，核糖体结合位点优化  
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Abstract:  Glutamic acid is an important amino acid with wide range of applications and huge market demand. Therefore, by 

performing transcriptome sequencing and re-sequencing analysis on Corynebacterium glutamicum E01 and high 

glutamate-producing strain C. glutamicum G01, we identified and selected genes with significant differences in transcription 

and gene levels in the central metabolic pathway that may have greatly influenced glutamate synthesis and further increased 

glutamic acid yield. The oxaloacetate node and α-ketoglutarate node play an important role in glutamate synthesis. The 
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oxaloacetate node and α-ketoglutarate node were studied to explore effect on glutamate production. Based on the integrated 

strain constructed from the above experimental results, the growth rate in a 5-L fermenter was slightly lower than that of the 

original strain, but the glutamic acid yield after 48 h reached (136.1±5.53) g/L, higher than the original strain (93.53±4.52) g/L, 

an increase by 45.5%; sugar-acid conversion rate reached 58.9%, an increase of 13.7% compared to 45.2% of the original 

strain. The application of the above experimental strategy improved the glutamic acid yield and the sugar-acid conversion rate, 

and provided a theoretical basis for the metabolic engineering of Corynebacterium glutamicum. 

Keywords:  Corynebacterium glutamicum, glutamic acid, oxaloacetate node, α-ketoglutarate node, CRISPR/dCas9, ribosome 

binding site optimization 

 

谷氨酸是一种重要的氨基酸，在食品、医药、

饲料和化妆品等行业具有广泛应用，市场需求量

大[1]，且谷氨酸高值化产品 (如聚谷氨酸[2]、γ-氨

基丁酸[3]等) 已成为目前研究热点，因此选育和

开发一株谷氨酸高产菌株是非常有研究意义的，

谷氨酸棒杆菌中谷氨酸的生物合成途径如图 1 所

示。实验室前期以谷氨酸生产菌株谷氨酸棒杆菌

Corynebacterium glutamicum E01 (其谷氨酸产量可

达 40.8 g/L) 为出发菌株，经逐级诱变 (包括基因组

改组技术和等离子诱变 ARTP 等) 筛选，获得 1 株谷

氨酸产量较高的菌株 C. glutamicum G01，其产量高

达 93.53 g/L。对 C. glutamicum E01 和 C. glutamicum 

G01 进行全局 RNA-seq 和重测序分析，找出引起谷

氨酸高产的关键基因，进一步对 C. glutamicum G01

菌株进行代谢改造以改善谷氨酸产量。 

在谷氨酸棒杆菌中，中心代谢途径对谷氨酸

的生产非常重要。已有研究表明，谷氨酸高产菌

株中 α-酮戊二酸脱氢酶复合体 ODHC (由 3 个亚

基组成，其中 E1 由 odhA 基因编码，E2 由 aceF

基因编码，E3 由 lpd 基因编码) 酶活水平较低[4]，

ODHC 能够催化谷氨酸的前体物质 α-酮戊二酸

形成琥珀酰-CoA，因此，ODHC 活性的降低能够

改变代谢分布，使其集中流向谷氨酸合成方向，

有利于谷氨酸的大量合成[5]。磷酸烯醇式丙酮酸

羧化酶 PEPC (编码基因 ppc) 在 TCA 循环到氨

基酸合成的碳流中起关键作用，该酶被认为是谷

氨酸棒杆菌氨基酸生产菌株的重要潜在靶标，近

年来，已有很多研究者研究了其对谷氨酸生产的

影响[6-8]。柠檬酸合酶 CS (编码基因 gltA) 催化

TCA 循环的初始反应，控制进入 TCA 循环的速

度，CS 的过表达可以将更多的碳通量重定向到

TCA 循环中[9]。异柠檬酸脱氢酶 ICD (编码基因

icd) 能够将异柠檬酸氧化去甲酸酯化为谷氨酸合

成前体物质 α-酮戊二酸[10]，相关研究表明，ICD

的过表达可能会使更多的碳流量流向 α-酮戊二酸

以积累更多的 α-酮戊二酸[11]。 

本 研 究 通 过 对 C. glutamicum E01 和       

C. glutamicum G01 进行转录组与重测序分析，挑

选中心代谢途径中转录水平和基因水平上存在差

异的基因进行研究，测试其对谷氨酸生产的扰动

影响。结合核糖体结合位点优化 (RBS 优化) 和

CRISPR/dCas9 敲弱系统构建了谷氨酸高产菌株，

实现了谷氨酸产量和糖酸转化率的提高，为谷氨

酸棒杆菌的代谢工程改造提供了理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与质粒 

菌株 C. glutamicum E01 ( 专利公开号为

103215198B)、C. glutamicum G01 (中国典型培养物

保 藏 中 心 ， 保 藏 号 ： M2013418) 、 大 肠 杆 菌

Escherichia coli BL21(DE3) (基因型：F– ompT gal 

dcm lon hsdSB(rB
– mB

–)λ(DE3 lacI lacUV5-T7 gene 

1 ind1 sam7 nin5)，表达宿主) 和质粒 pDXW-10  

(E. coli-C. glutamicum 穿梭表达质粒，Ptac 启动子，

Kmr)、pFSC-dCas9 (pXMJ19 包含 dCas9 基因、SD

序列和 Ptac 启动子，Cmr) 为实验室保存，pFST 质

粒 (pEC-XK99E 温敏型质粒，Ptrc 启动子，Kmr)

为江南大学白仲虎教授馈赠。 
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图 1  谷氨酸棒杆菌中谷氨酸生物合成途径 
Fig. 1  Glutamate biosynthetic pathway in C. glutamicum. 
 

1.2    培养基 

LB 培养基 (g/L)：蛋白胨 10，酵母粉 5，NaCl 

10，固体培养基添加琼脂 15–20，根据需要加入相

应浓度抗生素。 

LBG 培养基 (g/L)：LB 培养基+葡萄糖 5，固

体培养基添加琼脂 15–20，根据需要加入相应浓度

抗生素；谷氨酸棒杆菌平板活化和诱导表达用。 

种子培养基 (g/L)：葡萄糖 25，K2HPO4 1.5，

MgSO4 0.6，玉米浆 30，FeSO4·7H2O 0.005，

MnSO4·H2O 0.005，尿素 2.5 (与其他组分分开灭

菌)，用 200 g/L NaOH 溶液调节 pH 至 7.0，115 ℃

灭菌 20 min；谷氨酸棒杆菌上罐发酵养种子用。 

发酵培养基 (g/L)：葡萄糖 140，K2HPO4 1.0，

MgSO4 0.6，玉米浆 5.0，FeSO4·7H2O 0.005，

MnSO4·H2O 0.005，尿素 7.0 (与其他组分分开灭

菌)，用 200 g/L NaOH 调 pH 至 7.0，115 ℃灭菌

20 min；谷氨酸棒杆菌发酵用。 

补料培养基：80%葡萄糖；谷氨酸棒杆菌发酵
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补料用。 

1.3    引物 

本研究引物如表 1 所示。 

1.4   RNA-seq 与重测序 

将出发菌株 C. glutamicum E01 和谷氨酸高产

菌 C. glutamicum G01 进行 5 L 发酵罐发酵，取对

数期 (发酵 18 h，胞外 L-谷氨酸开始积累) 的发

酵样品，4 ℃、6 000 r/min 离心 10 min，液氮冻

存 10 min 后，置于−80 ℃冰箱储存，送苏州金唯

智有限公司进行总 RNA-seq 和重测序分析。 

1.5  重组菌株的构建与表达 

1.5.1  过表达菌株的构建与表达 

以 C. glutamicum G01 基因组为模板，以相应

引物为模板 PCR 扩增获得各基因片段，回收后与

经 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双酶切获得的 pDXW-10 线性

化载体进行同源重组连接，各连接产物分别转化

E. coli BL21(DE3)。筛选后，提取重组质粒进行

PCR 验证，送苏州金唯智有限公司进行测序分析。 

 
表 1  本研究中使用的引物 
Table 1  Primes used in this research 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Restriction site
pDXW-10-ppc-F TTCACACAGGAAACAGAATTC-Sequence of Synthetic 

RBS-ATGACTGATTTTTTACGCGATGACA 
Sequence of Synthetic RBS 
1: AAAGGAGGTGCGC 
2: AAAGGAGTTGCTT 
3: AAAGGAGCGGTCC 
4: AAAGGAGGGAAATC 
5: AAAGGAGGTTGTC 
6: AAAGGAGGCTACT 

EcoRⅠ 

pDXW-10-ppc-R CATCCGCCAAAACAGAAGCTTTTAGCCGGAGTTGCGCAGCGCA Hind Ⅲ 
pDXW-10-gltA-F TTCACACAGGAAACAGAATTCAAAGGAGGGAAATCATGAGTGACAGCCAAGTC

CGCAAAGGACTC 
EcoRⅠ 

pDXW-10-gltA-R CATCCGCCAAAACAGAAGCTTTTAGGTTCTCTCCGAAATGGGC Hind Ⅲ 
pDXW-10-icd-F TTCACACAGGAAACAGAATTCAAAGGAGGGAAATCATGGCTAAGATCATCTGG

ACCCGCACCGAC 
EcoRⅠ 

pDXW-10-icd-R CATCCGCCAAAACAGAAGCTTTTACTTCTTCAGTGCGTCAACG Hind Ⅲ  
dCas9-F AGGAAACAGACCATGGAATTCAAAGGAGGACAACTAATGGATAAAAAGTATTC

CATTGGCCTGGCA  
EcoRⅠ 

dCas9-Ptrc-R1 TGCACCGTGCAGTCGTTAGTCGCCACCCAG  
sgRNA-F AGGAAACAGACCATGGAATTC-N20-GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAA

TAAGGCTAGTCC 
N20 Sequences: 
1-TAGTACTCGGAGCCGGCCCC 

EcoRⅠ 

 2-CGGATGCACGACAATGACCC  
 3-ACACCTGCATTTCTGTGCCC  
 4-AAACACGTATCCTTGAATGC  
 5-ATGGAAAACCAACCGCACCC  
sgRNA-R TCCGCCAAAACAGCCAAGCTTAAAAAAGCACCGACCGACTCGGTGCCACTTTTT

CAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTT  
Hind Ⅲ 

dCas9-Ptrc-F1 CTGGGTGGCGACTAACGACTGCACGGTGCA  
dCas9-Ptrc-R TCCGCCAAAACAGCCAAGCTTAAAAAAGCACCGACCGACTCGG Hind Ⅲ 

16S rRNA F GCCCAGGTAAGGTTCTT  
16S rRNA R GGTGTAGCGGTGAAATGC  
lpd F CGTTGGAGGCGTTCATTA  
lpd R GGAGACTTCAGCATCTTCAT  
Note: the underlined line indicates the restriction site, the bold is the RBS sequence. 
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验证正确的各重组质粒分别电转 C. glutamicum 

G01，涂布卡那霉素平板进行筛选，验证正确的重

组菌株进行命名。 

构 建 好 的 各 重 组 谷 氨 酸 棒 杆 菌 及 菌 株      

C. glutamicum G01 在 LBG 固体平板上划线活化

后，挑取单菌落接入 10 mL LBG 液体小瓶，于

30 ℃、180 r/min 培养 16–24 h 后按 1%接种量转接

至 50 mL LBG 液体培养基，30 ℃、180 r/min 培养

4–5 h 后，添加 IPTG 至终浓度为 0.5 mmol/L，继

续于 30 ℃、180 r/min 诱导表达 8–12 h 后，4 ℃

下离心收集菌体细胞。收集的细胞分别用 PBS 缓

冲液 (0.1 mol/L，pH 7.4) 洗涤 2 次后，重新悬浮

于 PBS 缓冲液中，控制菌体浓度一致的情况下，

用超声破碎仪破碎，破碎液在 4 ℃下离心 20 min，

收集上清，进行 SDS-PAGE 分析，所得粗酶液用

于后续的酶活测定。 

1.5.2  敲弱菌株的构建 

以质粒 pFSC-dCas9 为模板， dCas9-F 和

dCas9-Ptrc-R1 为引物进行 PCR，扩增出含 Ptac 部分

片段的 dCas9 基因片段。 

以表 1 所列引物 (引物上设同源臂) PCR 扩增

获得含不同 N20 序列的 sgRNA 片段，胶回收后与

经EcoRⅠ酶切获得的 pFST线性化载体进行同源重

组连接并将各连接产物分别转化 E. coli BL21(DE3)。

经筛选后，提取重组质粒进行 PCR 验证，将重组质

粒分别命名为 pFST-S1、pFST-S2、pFST-S3、pFST-S4

和 pFST-S5，即不同 sgRNA 载体构建完成[12-14]。 

之后，以含 Ptac 部分片段的 dCas9 基因片段和

pFST-S1 (pFST-S2、pFST-S3、pFST-S4、pFST-S5)

重组质粒为模板进行融合PCR[15]，获得含dCas9-Ptrc- 

sgRNA 的融合片段，胶回收后的各融合片段与经

EcoRⅠ和Hind Ⅲ双酶切获得的pFST线性化载体进

行同源重组连接并化转至 E. coli BL21(DE3)。经筛

选后，提取重组质粒进行 PCR 验证，将重组质粒

分别命名为 pFST-dCas9-S1 、 pFST-dCas9-S2 、

pFST-dCas9-S3、pFST-dCas9-S4 和 pFST-dCas9-S5。 

将 质 粒 pFST-dCas9-S1 、 pFST-dCas9-S2 、

pFST-dCas9-S3、pFST-dCas9-S4 和 pFST-dCas9-S5

分别电转 C. glutamicum E01，筛选后验证正确的重

组菌株分别命名为 CG1、CG2、CG3、CG4 和 CG5。 

1.6  相关酶的酶活测定 

磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶酶活测定：采用苹果

酸脱氢酶偶联法测定，酶活定义为在 30 ℃下每分

钟氧化 1 µmol NADH 所需的酶量为 1 U[16]。 

柠檬酸合酶酶活测定：通过 5,5′-二硫代双 (2-

硝基苯甲酸) 测定在 412 nm 下的吸光值[9]。 

异柠檬酸脱氢酶酶活测定：酶活力定义为

30 ℃下每分钟催化底物 NADP+产生 1 μmol 

NADPH 所需的酶量[17]。 

LPD 酶活的测定：于 30 ℃下进行反应，每 5 min

读数 1 次，连续测 15 min。酶活性单位定义为在

上述反应条件下每分钟氧化 1 µmol NADH 所需的

酶量为 1 U[18-19]。 

1.7  RT-qPCR 
收集培养至对数期的细胞，根据 FastPure 

Cell/Tissue Total RNA Isolation Kit 的使用说明书

提取 RNA。使用 HiScript Q Setect RT SuperMix for 

qPCR 试剂盒，将 RNA (1 μg) 转录成 cDNA。使用

ABI QuantStudio™ 3D 通过实时 PCR 定量产物。反

应混合物 (20 μL) 含有 10 μL 2×ChamQ Universal 

SYBR qPCR Master Mix 和各 0.4 μL 基因的上下游

引物 (表 1)。以 RNase-free ddH2O 作为阴性对照，

验证 Mix 和引物有无污染。以基因组 DNA 作为阳

性对照，验证提取的 cDNA 有无污染。 

1.8  重组菌株发酵 

菌株经平板活化后，挑取单菌落分别接入含

10 mL 种子培养基的 50 mL 摇瓶中，30 ℃、    

180 r/min 摇床培养 24 h 至 OD600 约为 20.0 作为  

一级种子液。10 mL一级种子液全部接入含 200 mL

种子培养基的 1.0 L 带挡板三角瓶中，30 ℃、   

180 r/min 摇床培养 18 h 至 OD600 约为 30.0 作为  

二级种子液。二级种子全部接入装有 2.0 L 发酵培
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养基的 5 L 发酵罐中。发酵罐发酵温度 30 ℃，搅

拌转速 600 r/min，通气量 3 L/min，pH 7.0 (补加

50%氨水自动控制)。发酵过程中当葡萄糖浓度降

至约 30 g/L 时补加 80%的葡萄糖溶液。 

1.9  发酵过程中相关参数测定 

发酵液菌体浓度适当稀释后，在 600 nm 波

长下检测其吸光度，OD600 代表菌体浓度，葡萄

糖和谷氨酸含量用生物传感分析仪 SBA-40E 进

行测定[20-21]。 

2  结果与分析 

2.1  RNA-seq 数据分析 

对 RNA-seq 的中心代谢途径相关基因进行集

中分析，期望能够找到对谷氨酸产量有显著影响的

基因。图 2 中对葡萄糖吸收的 3 个编码基因 ptsG、

ptsI 和 ptsH，EMP 途径的 20 个相关基因，戊糖磷

酸途径的 15 个相关基因和 TCA 循环的 15 个相关基

因进行转录水平差异分析，其中 lpd 和 icd 基因转录

水平下调显著，gltA 和 ppc 基因转录水平上调显著。 

为了验证转录水平显著差异的基因 lpd、icd、

gltA 和 ppc 在基因水平上是否发生变化，进行了重

测序分析，结果显示，lpd、icd、gltA 和 ppc 基因

的氨基酸序列均发生突变，在基因水平上发生了变

化 (表 2)。 
 

 
 

图 2  中心代谢路径基因表达差异图 
Fig. 2  Difference map of gene expression in central 
metabolic pathway. 

表 2  重测序比对结果 
Table 2  Re-sequencing alignment results 

Genes C. glutamicum G01 

lpd K67R, I108T, L122I, T125A, I134T, D154E, 
F162Y, E295D, D305P, T341A, S359F, E370Q 

icd I372V 

gltA A4T, S79C, S156T, A243E, A252D 

ppc Q14R, Y85H, G241D, E267G, H274R, K303E, 
A310E, K383T, A408S, A433T, A441E, Q542R, 
D549G, R634K, A704T, L773F, T829R, R840H 

 
以上分析所得差异基因主要位于 TCA 循环中

草酰乙酸节点和 α-酮戊二酸代谢节点处，可见，

这两个节点对谷氨酸生产影响较为显著，后面将展

开研究。 

2.2  草酰乙酸节点重组谷氨酸棒杆菌的构建 

草酰乙酸 OAA 节点在谷氨酸合成途径中扮演

着重要角色。因此，探索研究 OAA 节点处转录水

平和基因水平均发生了变化的 ppc 和 gltA 基因在

C. glutamicum G01 中对生产谷氨酸的影响具有重

要意义。 

2.2.1  C. glutamicum G01/pDXW-10-ppc 菌株的构

建和酶活力测定 

首先，将参考文献[22]中效果较好的 RBS 序

列用于 ppc 基因的优化表达，构建含不同 RBS 序

列的 PEPC 过表达菌株 (G01-ppc1、G01-ppc2、

G01-ppc3、G01-ppc4、G01-ppc5 和 G01-ppc6，原

始菌株用 G01 表示)，测试 PEPC 酶活水平以确定

最优 RBS 序列。 

酶活测定结果显示，G01-ppc4 菌株的PEPC 酶活为 

(172.89±7.23) U/mL，较原始菌的 (38.52±2.87) U/mL  

提高了 3.5 倍  (图 3)，RBS-4 序列的表达效果较

好 。采用 RBS-4 序列构建的重组菌株命名为        

C. glutamicum G01/pDXW-10-ppc，RBS-4 序列将用

于后面其他基因的过表达。 

2.2.2  C. glutamicum G01/pDXW-10-gltA菌株的构

建、表达与酶活测定 

将 RBS-4 序列用于 gltA 基因的过表达，PCR

鉴定结果如图 4A 所示，条带大小为 1 146 bp，与
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gltA 基 因 大 小 相 符 ， 即 菌 株 C. glutamicum 

G01/pDXW-10-gltA 构建成功。在控制菌体浓度一

致的条件下，C. glutamicum G01/pDXW-10-gltA 菌

株中 CS 的表达量均明显高于对照菌株，其大小约

为 42.6 kDa，即 CS 在 C. glutamicum G01 中成功表

达 (图 4B)。 

酶活测定结果显示，C. glutamicum  G01/  

 

 
 
图 3  PEPC 过表达菌株的酶活水平 
Fig. 3  Enzyme activity level of PEPC overexpression 
strains. 

 

 
 
图 4  C. glutamicum G01/pDXW-10-gltA 菌株的 PCR

鉴定结果 (A) 和表达情况 (B) 
Fig. 4  PCR results (A) and expression (B) of          
C. glutamicum G01/pDXW-10-gltA strain. (A) M: 10 000 bp 
nucleic acid marker; 1 and 2: PCR results of gltA gene. (B) 
M: protein marker; 1: crude enzyme solution of control 
strain; 2: crude enzyme solution of C. glutamicum 
G01/pDXW-10-gltA strain. 

pDXW-10-gltA 菌株 CS 酶活为 (148.36±2.56) U/mL，

较 C. glutamicum G01 的 (18.87±1.68) U/mL 提高

了约 6.9 倍，即 gltA 基因在 C. glutamicum G01 中

的过表达使得 C. glutamicum G01/pDXW-10-gltA

中的 CS 酶活提高。 

2.3  α-酮戊二酸代谢节点重组谷氨酸棒杆菌的

构建 

降低 ODHC 复合体活性是将 α-酮戊二酸通

量重定向至谷氨酸合成而不是琥珀酰 CoA合成的 

一种必不可少的方法[4,16]。敲除 odhA 虽然完全消

除了 ODHC 活性，但是会阻断 TCA 循环，严重影

响菌体生长[5]。有研究者通过改变 RBS 序列[23]或

翻译起始密码子[24]，或者使用 odhA 反义 RNA[25]

和 odhA 抑制蛋白 OdhI[26-28]来降低 ODHC 活性。

此外，理论上异柠檬酸脱氢酶 ICD 可能会改变  

α-酮戊二酸节点处的代谢流，ICD 酶活力的提高

有利于 α-酮戊二酸的积累[11]。因此，接下来将会

对异柠檬酸脱氢酶和 ODHC 的 E3 亚基展开研究，

探索其对谷氨酸生产的影响。 

2.3.1  CRISPR/dCas9 系统用于 C. glutamicum 

E01 中 lpd 基因的弱化及弱化程度测试 

从转录组测序结果看，C. glutamicum E01 菌株

中 LPD 蛋白的表达量较高，因此，选择在该菌株

中进行 lpd 基因弱化实验，筛选出对 lpd 基因弱化

程度最高的 sgRNA 后再在 C. glutamicum G01 中实

验，以获得谷氨酸产量的进一步提高。 

酶活测定结果显示，LPD 敲弱菌株 CG1、

CG2、CG3、CG4 和 CG5 中 LPD 酶活分别较原

始菌下降了 3.1%、5.4%、21.1%、3.0%和 6.0%  

(图 5A，原始菌株用 CG0 表示)。RT-qPCR 结果

显示 (图 5B)，各敲除菌株中 lpd 基因的转录水

平均呈现一定程度的降低，CG3 菌株中 lpd 基因

转录水平最低，且相比于其他 sgRNA，sgRNA-3

对 lpd 基因的弱化程度更高。后续将会使用

sgRNA-3 来实现 lpd 基因在 C. glutamicum G01

中的弱化。 
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图 5  lpd 敲弱菌株中 LPD 酶活 (A) 与 lpd 基因转录

水平 (B) 
Fig. 5  LPD enzyme activity (A) and lpd gene transcription 
level (B) of lpd knockout strains. 
 
2.3.2  C. glutamicum DL01 菌株的构建 

将 pFST-dCas9-S3 敲弱质粒电转 C. glutamicum 

G01，提取重组质粒用 dCas9-F 和 sgRNA-R 引物

进行 PCR 验证，结果如图 6 所示，泳道中条带大

小为 4 467 bp 左右，与 dCas9-Ptrc-sgRNA 融合片段

大小相符，即 dCas9-Ptrc-sgRNA 片段与 pFST 质粒

连接成功，即 lpd 基因的敲弱菌株 C. glutamicum 

DL01 构建成功。 

2.3.3  C. glutamicum G01/pDXW-10-icd 菌株的构

建、表达与酶活测定 

将 RBS-4 序列用于 icd 基因在 C. glutamicum 

G01 中的过表达，PCR 鉴定结果显示，泳道中条

带大小约为 2 217 bp，与基因 icd 大小相符，即    

C. glutamicum G01/pDXW-10-icd 构建成功 (图 7A)。

在控制菌体浓度一致的条件下，C. glutamicum 

G01/pDXW-10-icd 菌株中 ICD 的表达量均明显高

于对照菌株，其大小约为 80.1 kDa，即 ICD 在     

C. glutamicum G01 中成功表达 (图 7B)。 

酶 活 测 定 结 果 显 示 ， C. glutamicum 

G01/pDXW-10-icd 菌株中 ICD 酶活为 (506.45± 

4.81) mU/mL，较原始菌的 (60.87±2.57) mU/mL 提

高了 7.3 倍，即 icd 基因在 C. glutamicum G01 中的

过表达提高了 C. glutamicum G01/pDXW-10-icd 中

ICD 的酶活力。 

2.4  发酵测试重组菌株产谷氨酸水平 

由图 8 可知，发酵 48 h 后，菌株 C. glutamicum 

G01 谷氨酸产量达到 (93.53±4.52) g/L，糖酸转化

率为 45.2%；C. glutamicum G01/pDXW-10-ppc 和 

 

 
 
图 6  C. glutamicum DL01 菌株的 PCR 鉴定结果 
Fig. 6  PCR identification results of C. glutamicum 
DL01 strain. 

 

 
 
图 7  C. glutamicum G01/pDXW-10-icd 菌株的 PCR 鉴

定结果 (A) 和表达情况 (B) 
Fig. 7  PCR results (A) and expression (B) of        
C. glutamicum G01/pDXW-10-icd strain. (A) M: 10 000 bp 
nucleic acid marker; 1 and 2: PCR results of icd gene.    
(B) M: protein marker; 1: crude enzyme solution of control 
strain; 2: crude enzyme solution of C. glutamicum 
G01/pDXW-10-icd strain. 
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C. glutamicum G01/pDXW-10-gltA 菌株生长速率和

葡萄糖消耗速率均较原始菌有所提高，可能是

PEPC 酶活的提高增强了磷酸烯醇式丙酮酸对

OAA 的供应，加快了 TCA 循环，有利于菌体的生

长，葡萄糖的消耗速率加快；而 CS 酶活的提高直

接强化了碳流进入 TCA 循环，使得菌体生长和葡

萄糖消耗速率提高；C. glutamicum G01/pDXW- 

10-ppc 菌株发酵 48 h 后谷氨酸产量提高至 

(108.31±1.72) g/L，较原始菌提高了 15.8%，可能

是突变位点和 RBS 优化使得 PEPC 酶活得到一定

程度提高，有利于改善谷氨酸产量； C. glutamicum 

G01/pDXW-10-gltA 菌株生长较快但谷氨酸产量并

未得到较大程度的改善，谷氨酸产量仅达到 

(90.23±3.64) g/L，即仅提高 CS 活性并不能增强谷

氨酸合成能力[29-30]。C. glutamicum DL01 菌株菌体

生长速率较原始菌慢，但最终谷氨酸产量高达 

(123.86±4.75) g/L，较原始菌提高了 32.4%；糖酸

转化率为 56.1%，较原始菌提高了 10.9%。可见，

lpd 基因的弱化表达减弱了 α-酮戊二酸下游代谢通

量，影响了菌体的生长，降低了耗糖速率，提高了

糖酸转化率，同时使得更多的 α-酮戊二酸用于谷

氨酸合成，谷氨酸产量得到改善。C. glutamicum 

G01/pDXW-10-icd 菌株生长速率和葡萄糖消耗速

率与原始菌相近，但谷氨酸产量并无明显提高，且

从转录组数据来分析，虽然 icd 基因在对照菌株中

的表达量明显高于谷氨酸高产菌 C. glutamicum 

G01，但是对照菌株谷氨酸产量却很低，这也进

一步说明了 ICD 的过表达可能对谷氨酸合成影响

不大；这与之前的研究是相符的，之前 Shimizu

等在谷氨酸棒杆菌中过表达了 ICD，提高了 ICD

酶活力，但是对谷氨酸生产的 α-KG 节点处的代

谢流分配没有很大影响，谷氨酸产量也并无明显

提高[31-32]。 

此外，为进一步确定 gltA 和 icd 基因对谷氨

酸生产的影响，将 gltA 和 icd 基因在对照菌株

C. glutamicum E01 中也进行了过表达，重组菌株

发酵数据表明，其谷氨酸产量与 C. glutamicum 

E01 菌株相近，没有明显提高 (数据未显示)，即

gltA 和 icd 基因的过表达对谷氨酸生产基本没有

影响。 

 

 
 
图 8  重组谷氨酸棒杆菌的补料分批发酵 
Fig. 8  The fed-batch fermentation of recombinant 
strains. (A) L-glutamate concentration. (B) Sugar 
consumption rate. (C) Cell growth rate. C. glutamicum 
G01 (black lines), C. glutamicum G01/pDXW-10-ppc 
(red lines), C. glutamicum G01/pDXW-10-gltA (blue 
lines), C. glutamicum G01/pDXW-10-icd (green lines) 
and C. glutamicum DL01 (purple lines). 
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2.5  谷氨酸高产菌株的构建 

2.5.1  ppc 基因在 C. glutamicum DL01 中的过表达 

将构建好的 pDXW-10-ppc 重组质粒电转化至

C. glutamicum DL01 中，PCR 鉴定结果如图 9A 所

示，泳道中条带大小为 2 759 bp，C. glutamicum 

DL01/pDXW-10-ppc 菌株构建成功；在控制菌体浓

度一致的条件下，C. glutamicum DL01/pDXW- 

10-ppc 菌株中 PEPC 的表达量均明显高于对照菌

株 C. glutamicum DL01，其大小约为 103.2 kDa，

即 PEPC 在 C. glutamicum DL01/pDXW-10-ppc 中

成功表达 (图 9B)。 

2.5.2  谷氨酸高产菌中 PEPC 和 LPD 酶活测定 

测定 C. glutamicum DL01/pDXW-10-ppc 菌

株中 PEPC 和 LPD 的酶活，结果表明该菌株中

PEPC 酶活提高至 (162.64±5.18) U/mL，较原始

菌的 (38.52±2.87) U/mL 提高了 3.2 倍，即 ppc

基因在 C. glutamicum DL01 中的过表达，提高了

C. glutamicum DL01/pDXW-10-ppc中 PEPC的酶活

力。LPD 酶活下降为 58.7 U/mL，较原始菌的   

72.3 U/mL 下降了 18.8%，可能是 CRISPR/dCas9

系 统 成 功 实 现 了 lpd 基 因 在 C. glutamicum 

DL01/pDXW-10-ppc 中的弱化，因此，LPD 酶活呈

现一定程度的下降。 

 

 
 
图 9  C. glutamicum DL01/pDXW-10-ppc 菌株的构建

结果 (A) 与表达情况 (B) 
Fig. 9  Construction results (A) and expressions (B) of 
C. glutamicum DL01/pDXW-10-ppc strain. (A) M:    
10 000 bp nucleic acid marker; 1 and 2: PCR results of ppc 
gene. (B) M: protein marker; 1: crude enzyme solution of  
C. glutamicum DL01 control strain; 2: crude enzyme 
solution of C. glutamicum DL01/pDXW-10-ppc strain. 

2.5.3  发酵罐发酵测试谷氨酸高产菌株谷氨酸 

水平 

将 C. glutamicum DL01/pDXW-10-ppc 菌株进

行 5 L 罐发酵，在整个发酵过程中该菌株的生长速

率比原始菌略有降低，可能是 lpd 基因的弱化使得

α-酮戊二酸下游代谢流减弱引起的。C. glutamicum 

DL01/pDXW-10-ppc 菌株发酵 48 h 后，其谷氨酸产

量为 (136.09±5.53) g/L，较原始菌提高了 45.5%，

正是 PEPC 酶活的提高，使得谷氨酸产量在      

C. glutamicum DL01 菌株的基础上再提高 13.1%；

此外，该菌株的糖酸转化率为 58.9%，较原始菌提

高了 13.7%。本文构建的整合菌株，谷氨酸产量由

93.53 g/L 提高至 (136.09±5.53) g/L，且糖酸转化

率提高了 13.7% (图 10)，这一策略将为谷氨酸生产

菌株的代谢改造提供理论指导，以进一步获得高产

量、高糖酸转化率的可工业化谷氨酸生产菌株，同

时将会用作高值氨基酸细胞工厂实现谷氨酸高值

化产品的高产出。 

3  讨论 

实验室前期通过逐级诱变筛选得到了一株谷

氨酸高产菌株 C. glutamicum G01，将其与谷氨酸

生产菌株 C. glutamicum E01 进行全局 RNA-seq 分

析和重测序分析，挑选出中心代谢路径转录水平和

基因水平上存在差异的基因进行研究，以进一步改

善谷氨酸的产量。由于 OAA 节点和 α-酮戊二酸节

点在谷氨酸合成途径中扮演重要角色，因此，探究

了增强 OAA 供应的磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶、

OAA 节点处的柠檬酸合酶、α-酮戊二酸节点处的

异柠檬酸脱氢酶和 ODHC复合体 E3亚基对谷氨酸

生产的扰动影响。基于以上研究构建的整合菌株，

谷氨酸产量提高了 45.5%，糖酸转化率提高了

13.7%，在一定程度上降低了工业生产成本，为谷

氨酸高产菌株的基因工程改造提供了理论依据，为

谷氨酸高值化产品的生产奠定了基础。 

鲍杰等通过 RBS 序列弱化 odhA 表达，使得谷

氨酸产量提高 16.8%；同时研究了中心代谢路径中 
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图 10  重组菌株 C. glutamicum DL01/pDXW-10-ppc菌

株的补料分批发酵 
Fig. 10  The fed-batch fermentation of recombinant strain 
C. glutamicum DL01/pDXW-10-ppc. (A) L-glutamate 
concentration. (B) Sugar consumption rate. (C) Cell growth 
rate. C. glutamicum G01 (green lines), C. glutamicum 
DL01/pDXW-10-ppc (red lines). 
 

pyc、ppc、gltA 和 icd 基因对谷氨酸生产的影响，

结果显示谷氨酸产量均未得到改善[11]。目前，很

多研究者通过诱变手段虽然获得了谷氨酸高产菌

株，但并未进一步去阐述高产机理，如白长胜等通

过对获得的谷氨酸高产菌株进行发酵培养基优化，

谷氨酸产量由 120.3 g/L 提高至 135.6 g/L，培养基

优化水平上谷氨酸产量未得到明显提高[33]；陈宁

等通过控制谷氨酸温度敏感突变株发酵过程中的

温度转换，完成了从谷氨酸非积累型细胞向谷氨酸

积累型细胞的转换，实现了谷氨酸的高产，其产量

高达 181 g/L，为目前已报道最高产量[34]。本文期

望能够通过转录组与重测序分析结果，挖掘关键基

因以阐述谷氨酸高产菌株 C. glutamicum G01 高产

谷氨酸的机理。但本研究仅针对中心代谢途径差异

基因对谷氨酸生产的影响，还不够全面；谷氨酸的

高产出是多因子协同作用的，本文未对能量代谢、

谷氨酸分泌等相关差异基因入手探索对谷氨酸生

产的影响。下一步将会继续挖掘其他功能基因对谷

氨酸生产的影响，进一步解析谷氨酸高产机理。 
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