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摘要:【目的】调控丙酮酸工业生产菌株光滑球拟酵母 (Torulopsis glabrata) CCTCC M202019 碳代谢流分布
促进 2，3-丁二酮积累。【方法】过量表达来源于枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis)的乙酰乳酸合成酶(ALS);
在此基础上，借助 T． glabrata 全基因组规模代谢网络模型 (GSMM) iNX804 解析敲除基因 ILV5 的必要性;敲
除基因 BDH 以阻断 2，3-丁二酮的降解。【结果】过量表达 ALS 将 ALS 活性提高了 4. 6 倍，发酵液中 2，3-丁
二酮浓度从 0. 01 g /L 提高至 0. 57 g /L。敲除基因 ILV5 使 2，3-丁二酮浓度提高 28. 1%。敲除基因 BDH 导
致丁二酮还原酶和丁二醇脱氢酶活性分别降低 74. 4%、76. 1%，同时 2，3-丁二酮进一步代谢产物 3-羟基丁
酮和 2，3-丁二醇浓度则分别降低 52. 2%和 71. 4%，2，3-丁二酮浓度为 0. 95 g /L。【结论】基于 GSMM 的系统
代谢工程策略能够将碳代谢流从丙酮酸节点导向 2，3-丁二酮，实现 2，3-丁二酮的有效积累。
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作为具有奶油香味的重要精细化学品［1］，2，3-
丁二酮广泛应用于食品 (GB23488-2009)、化妆品、
烟草、医药等工业领域。2，3-丁二酮的生产方法包
括化学合成、天然提取和微生物发酵。其中，微生物
发酵法具有安全性高、风味醇厚、成本低廉和环境友
好等优点，而逐渐成为研究热点。能大量积累 2，3-
丁二酮的微生物包括:产气肠杆菌 ( Enterobacter
aerogenes，1. 05 g /L)［2］、乳酸乳球菌 ( Lactococcus
lactis，0. 52 g /L )［3］、干 酪 乳 杆 菌 ( Lactobacillus
casei，0. 14 g /L)［4］等。为了进一步提高 2，3-丁二
酮的生产效率，研究人员通过过量表达乙酰乳酸合
成酶(ALS)［5］、抑制乳酸脱氢酶 ( LDH)［6］、丙酮酸

甲酸裂解酶(PFL)［7］或乙酰乳酸脱羧酶(ALDB)［8］

等代谢工程策略以进一步提高 2，3-丁二酮对底物
转化率。然而，由于无法大量提高 2，3-丁二酮重要
前体—丙酮酸的胞内浓度，导致上述代谢工程策略
难以将 2，3-丁二酮浓度应用于规模化的工业生产。
为此，如能提高 2，3-丁二酮前体—丙酮酸的胞内浓
度，则有可能进一步提高 2，3-丁二酮的产量。光滑
球拟酵母 ( Torulopsis glabrata) CCTCC M202019 是
一株用于发酵法生产丙酮酸的工业菌株，能大量积
累丙酮酸(94. 8 g /L)［9］，其基因组中不存在编码
ALDB 的基因［10］，因此可作为 2，3-丁二酮的潜在生
产菌株。
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由前期构建的 T． glabrata 基因组规模代谢网
络模型 iNX804［10］可知，在 T． glabrata 中，两分子的
丙酮酸在 ALS 的作用下缩合成一分子的乙酰乳酸，
乙酰乳酸经过非酶氧化脱羧反应生成 2，3-丁二酮。
其中:乙酰乳酸可在已酮醇酸还原异构酶 (AHAIR)
的作用下进入 L-缬氨酸和 L-亮氨酸的合成途径;2，
3-丁二酮可在丁二酮还原酶 ( DR)、丁二醇脱氢酶
(BDH) 的作用下降解为 3-羟基丁酮与 2，3-丁二醇。
ALS 由基因 ILV2、ILV6 编码，AHAIR 由基因 ILV5 编
码，DR 与 BDH 由同一基因 BDH 编码。

本研究首先将枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis)
中编码 ALS 的基因 alsS 过量表达于 T． glabrata 中，
考察胞内 ALS 酶活性的提高对乙酰乳酸代谢及 2，

3-丁二酮积累的影响。在此基础上借助系统代谢工
程的研究策略，解析乙酰乳酸支路代谢对 2，3-丁二
酮积累的影响，确定 ILV5 为敲除靶基因。同时敲除
基因 BDH 以阻断 2，3-丁二酮的降解代谢，实现 2，3-
丁二酮的积累，为 T． glabrata 发酵生产 2，3-丁二酮
奠定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株、质粒和引物:本研究所涉及的菌株和
质粒见表 1，所使用的引物见表 2。

表 1． 本研究所使用的菌株与质粒
Table 1． The strains and plasmids used in this study

strain / plasmid description source
strain
T． glabrata CCTCC M202019 ［11］
T． glabrata Δura3 Δarg8 derived from T． glabrata CCTCC M202019 ［12］
DA-0 T． glabrata Δura3 Δarg8 / pYES-PGK this work
DA-1 T． glabrata Δura3 Δarg8 / pYES-PGK-alsS this work
DA-2 DA-1 Δilv5 this work
DA-3 DA-1 Δilv5 Δbdh::ARG8 this work
plasmids
pYES2 2μ，GAL1 promoter，Ura3，AmpR Invitrogen
pYES-PGK derivative of pYES2 with PGK 1 promoter this work
pYES-PGK-alsS derivative of pYES-PGK with alsS this work

表 2． 本实验所使用的引物
Table 2． The oligonucleotide primers used in this study

primer name sequence (5’→3’) purpose
f1 ori-f GAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAG (Nae I) f1 ori PCR
f1 ori-r GGTGCAGGTGACTAGTGGATCATCCCCACGC f1 ori PCR
PGK-f GGGATGATCCACTAGTCACCTGCACCAGCAACAAC PGK PCR
PGK-r CCCAAGCTTTATCGAATAGATGTATGTATGCCGTCTTGC (Hind III) PGK PCR
alsSf CGGGATCCATGGACAAAAGCAACAAAAGAACAAA(BamH I) alsS PCR
alsSr ACATGCATGCCTAGAGAGCTTTCGTTTTCATGAG ( Sph I) alsS PCR

ilv5-left-f GGACCACCTCTGTACTGATGTTATGTCATACCG ILV5 deletion
ilv5-left-r AATTCAGATTCTAGCAGTTGTCCTGGTAGTGTTTGAAATC ILV5 deletion
ilv5-right-f CTACCAGGACAACTGCTAGAATCTGAATTGCAAACC ILV5 deletion
ilv5-right-r GCTCTACAGTTGCACTTTGCGTAATGCAGTTAG ILV5 deletion
bdh-left-f AGCAGAGATAGCGGCGTTATGTAGTCGTGT BDH deletion
bdh-left-r TCTCTTGTACATCTTGTAATAGTTTGGTAAGCTGGAAC BDH deletion
arg8ORF-f CCAAACTATTACAAGATGTACAAGAGATATTTCTCCAC BDH deletion
arg8ORF-r CGTCTAGAGAGTACTTATTTTGAGAAGACGTCATTAACT BDH deletion
bdh-right-f CGTCTTCTCAAAATAAGTACTCTCTAGACGAAGTAATGATA BDH deletion
bdh-right-r AAGTTGACGATACCTATTGCGATGCGATG BDH deletion
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1. 1. 2 主要试剂和仪器:Pyrobest DNA 聚合酶、T4
DNA 连接酶、限制性内切酶等分子常规试剂购自
TaKaRa 公司;质粒提取试剂盒，DNA 片段快速胶回
收试剂盒等试剂盒购自上海生工生物工程服务有限
公司。PCR 仪(美国 Bio-Rad 公司，型号 C1000);凝
胶成像仪(美国 Bio-Rad 公司，型号 Gel Doc EZ);电
泳仪(北京六一仪器厂，型号 DYY-6D);紫外可见分
光光度计(日本岛津公司，型号 UV2450);高效液相
色谱仪(美国赛默飞巴尔，型号 Ultimate 3000);气相
色谱仪(Shimadzu 公司，型号 GC-2010)。
1. 1. 3 培养基:YPD 培养基、无氮源基础培养基
(NFMM)、基础培养基(MM)和限制培养基( LM)
组分参见文献［12］;在 MM 中分别添加 80 mg /L
的尿嘧啶、40 mg /L 的精氨酸、80 mg /L 的支链氨
基酸和 10 mg /L 的泛酸钙得到补充培养基 SM-U、
SM-A、SM-B 和 SM-P，用于重组菌株的构建与筛
选。发酵培养基、微量元素和维生素液组分参见
文献［11］。
1. 2 代谢网络模型模拟与分析

模拟与分析所使用的模型为本实验室构建的
T． glabrata 模型 iNX804，包含 804 个基因、1278 个
反应及 1023 个代谢物［10］。

利用 COBRA Toolbox 将包含生物量方程的 T．
glabrata 模型 Excel 文件读入 MATLAB(R2010b)中
转换为系数矩阵 S(m × n)，并以 GLPK 作为线性规
划器对模型进行流量平衡分析(FBA)［13］，寻求约束
条件下的目标方程的最优解(最大或最小)及由此
得到的模型反应流量分布。为了考察 AHAIR 反应
流量的大小对 2，3-丁二酮积累的影响，以 2，3-丁二
酮的比生成速率为目标方程，将 AHAIR 反应的流量
从最小值逐渐提高至最大值(葡萄糖的消耗速率设
置为 5 mmol / g DCW /h)，并对模型进行 FBA，获得
2，3-丁二酮比生成速率的变化趋势。模拟基因 ilv5
的敲除对 2，3-丁二酮积累的影响时，模型 iNX804
的约束条件为重组菌株 DA-1 实验数据的拟合与转
换［10］，AHAIR 流量值设置为 0。
1. 3 ALS 的过量表达与验证

表达质粒 pYES-PGK-alsS 的结构如图 1 所示，
以酵母表达质粒 pYES2 为骨架，将原有的 GAL 1 启
动子替换为 T． glabrata 內源启动子 PGK 1，在多克
隆位点处插入编码源于 B． subtilis 乙酰乳酸合成酶
的基因 alsS。具体构建过程为:使用引物 f1 ori-f 和

f1 ori-r 以 pYES2 为模板扩增片段 f1 ori，使用引物
PGK-f 和 PGK-r 以 T． glabrata 基因组为模板扩增片
段 PGK，将两片段 PCR 融合得到 f1 ori-PGK;pYES2
与片段 f1 ori-PGK 使用 Nae I 和 Hind III 酶切、纯化
和连接获得表达质粒 pYES-PGK;使用引物 alsS-f 和
alsS-r 以 B． subtilis 基因组为模板扩增片段 alsS，
pYES-PGK 与片段 alsS 使用 BamH I 和 Sph I 酶切、
纯化和连接获得表达质粒 pYES-PGK-alsS。重组质
粒 pYES-PGK-alsS 经双酶切验证，并送至上海生工
生物工程有限公司测序。

将质粒 pYES-PGK-alsS 电击转化［12］受体菌 T．
glabrata Δura3 Δarg8，由于重组质粒上含有 URA3
基因，能够回补尿嘧啶营养缺陷，将转化子涂布于精
氨酸补充培养基(SM-A)平板上，获得一株能够正常
生长的重组菌株 DA-1，使用引物 alsS-f / alsS-r 进行
菌落 PCR 验证。

图 1． 重组质粒 pYES-PGK-alsS 的结构
Figure 1． The structure of expression plasmid pYES-PGK-alsS．

PPGK 1，the PGK 1 promoter from T． glabrata．

1. 4 基因 ILV5 的敲除与验证
基因 ILV5 的敲除使用文献［12］所述方法。以

T． glabrata 基因组为模板，利用引物 ilv5-left-f / ilv5-
left-r 和 ilv5-right-f / ilv5-right-r 分别获得 ILV5 左臂、
ILV5 右臂。以等摩尔量的 ILV5 左右臂混合物为模
板，利用引物 ilv5-left-f / ilv5-right-r 进行 PCR 扩增得
到敲除框 Δilv5 (图 2-A)。将敲除框 Δilv5 电击转化
受体菌 DA-1，在 DA-1 基因组的 ILV5 位点处发生重
组敲除基因 ILV5 (图 2-B)。由于基因 ILV5 的缺失
会导致菌株对支链氨基酸与泛酸营养缺陷，转化子
经制霉菌素富集和 LM 平板筛选后，获得可能的营
养缺陷突变株。使用支链氨基酸与泛酸营养缺陷平
板进一步验证转化子。最后使用引物 ilv5-left-f /
ilv5-right-r 进行菌落 PCR 验证。
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图 2． 利用同源重组敲除基因 ILV5 与 BDH 示意图
Figure 2． Knockout of ILV5 and BDH genes using homologous recombination． A: The construction of ILV5 knockout frame for

ILV5 inactivation． B: The schematic of ILV5 gene knockout． C: The construction of BDH knockout frame for BDH inactivation．

D: The schematic of BDH gene knockout．

1. 5 基因 BDH 的敲除与验证
以 ARG8 作为遗传标记同源重组替代基因

BDH，实现基因 BDH 的敲除。以 T． glabrata 基因组
为模板，利用引物 bdh-left-f / bdh-left-r 和 bdh-right-f /
bdh-right-r 分别获得 BDH 左臂、BDH 右臂，利用引
物 arg8ORF-f / arg8ORF-r 获得 ARG8 ORF。以等摩尔
量的 BDH 左右臂及 ARG8 ORF 的混合物为模板，利
用引物 bdh-left-f / bdh-right-r 进行 PCR 扩增得到敲
除框 Δbdh::ARG8(图 2-C)。将敲除框 Δbdh::ARG8
电击转化受体菌 DA-2，由于敲除框上含有基因
ARG8，能够回补精氨酸营养缺陷 (图 2-D)，将转化
子涂布于支链氨基酸和泛酸补充培养基(SM-BP)平
板上，获得能够正常生长的突变株。使用引物
arg8ORF-f / arg8ORF-r 进行菌落 PCR 验证。
1. 6 发酵培养方法

从新鲜种子斜面上接一环菌至种子培养基
(25 mL /250 mL锥形瓶)，于 30℃、200 r /min 下摇瓶
培养 24 h 后，以 10% 接种量 (V /V)接入发酵培养
基。摇瓶发酵:50 mL /500 mL 锥形瓶，30℃，摇床转
速 200 r /min。
1. 7 参数测定

细胞浓度(Dry Cell Weight，DCW)与葡萄糖浓

度测定具体操作参见文献［11］。丙酮酸、3-羟基丁
酮和 2，3-丁二醇浓度使用高效液相色谱法(HPLC)
测定。分析条件:色谱柱为 Aminex HPX-87H，
BioRad;流动相为 5 mM H2SO4，流速 0. 6 mL /min;检
测器为示差检测器，Agilent 1100;柱温与检测器温
度为 35℃。2，3-丁二酮及乙酰乳酸浓度测定采用顶
空-气相色谱-氢火焰离子化分析方法 ( HS-GC-
FID)。分析之前，使用 4 mol /L 的 H2SO4 将样品 pH
值调至低于 0. 5，抑制乙酰乳酸自发地氧化脱羧生
成 2，3-丁二酮。分析条件:顶空平衡温度和时间分
别为 70℃、30 min;进样口温度为 200℃ ;分流比为
1∶ 1;色谱柱为 PEG-20M 30 m × 0. 32 mm I． D． ;程
序升温，40℃ (5 min)—180℃ (5 min) /10℃ ;检测器
(FID)温度为 250℃ ;载气(N2)流速为 1. 2 mL /min;

燃气(H2)流速为 47 mL /min;助燃气 (Air)流速为
400 mL /min。在顶空平衡过程中，乙酰乳酸在较低
pH 值及较高温度的条件下能够脱羧生成 3-羟基丁
酮［14］，因此乙酰乳酸的浓度为气相色谱与 HPLC 测
定 3-羟基丁酮浓度的差值。
1. 8 胞内酶活水平的测定

细胞破碎及粗酶液的抽提方法参见文献［11］。
对照菌株 DA-0 中 ALS 酶活测定方法参见文献
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［15］，重组菌株 DA-1 中 ALS 酶活测定方法参见文
献［16］。DR 及 BDH 分别以 2，3-丁二酮及 3-羟基
丁酮为底物测定酶活，测定方法参见文献［17］。蛋
白质含量测定方法参见文献［18］。

2 结果和分析

2. 1 过量表达 ALS 对乙酰乳酸代谢及 2，3-丁二酮
积累的影响

重组质粒 pYES-PGK-alsS 经双酶切分析(图 3-
A，泳道 3-4)，并进行 DNA 测序，结果证明 alsS 基因
正确插入了质粒 pYES-PGK 中，并且在此过程中
alsS 基因没有产生突变。将质粒 pYES-PGK-alsS 电
击转化受体菌 T． glabrata Δura3 Δarg8，得到一株能
在 SM-A 平板上正常生长的重组子，菌落 PCR 验证
结果表明该重组子含有目的 alsS 基因(图 3-B，泳道
6);图 3-C 显示，过量表达 alsS 基因将 T． glabrata
胞内 ALS 酶活性提高了 4. 6 倍，结果表明重组菌株
DA-1 构建成功。

如表 3 所示，与对照菌株 DA-0 相比，重组菌株
DA-1 的 (1)菌体生长及丙酮酸的积累量无明显变
化;(2)乙酰乳酸和 2，3-丁二酮的胞外积累量显著
提高，分别为 0. 61 g /L、0. 57 g /L;(3)乙酰乳酸支路
代谢产物 L-缬氨酸的积累量增加了 50% ;(4)2，3-
丁二酮降解产物 3-羟基丁酮和 2，3-丁二醇的积累
量明显提高，胞外浓度分别为 0. 21 g /L、0. 23 g /L。
上述结果表明:过量表达 ALS 能够显著提高 T．
glabrata 合成乙酰乳酸的能力，将碳代谢流从丙酮

酸节点导入乙酰乳酸代谢途径，进而提高 2，3-丁二
酮的积累能力;同时，乙酰乳酸支路代谢途径与 2，
3-丁二酮降解代谢途径的碳代谢流量也有一定的上
升。

图 3． 重组菌株 DA-1 的构建和验证
Figure 3． Construction and confirmation of recombinant strain

DA-1． A: Restriction analysis of expression plasmid pYES-PGK-

alsS． Lane M1，10 kb DNA Marker; Lane 1-2，pYES-PGK-alsS;

Lane 3-4，pYES-PGK-alsS digested by BamH I and Sph I． B:

Colony PCR of the DA-1 positive clones． Lane M2，2000 bp

DNA Marker; Lane 5，control stain DA-0; Lane 6，strain DA-1．

C: The enzyme activity of ALS．

表 3． 重组菌株与对照菌株发酵参数的比较
Table 3． The comparison of fermentation parameters by different T． glabrata strains in batch culture

strain μmax ( h
－ 1 )

extracellular metabolites / ( g /L)
pyruvate acetolactate 2，3-butanedione L-valine L-leucine 3-hydroxybutanone 2，3-butanediol

DA-0 0. 16 38. 9 ± 0. 7 0. 01 ± 0. 00 0. 01 ± 0. 00 0. 02 ± 0. 00 0. 00 ± 0. 00 0. 03 ± 0. 00 0. 03 ± 0. 01

DA-1 0. 15 37. 1 ± 1. 0 0. 61 ± 0. 06 0. 57 ± 0. 07 0. 03 ± 0. 00 0. 00 ± 0. 00 0. 21 ± 0. 03 0. 23 ± 0. 04

DA-2 0. 12 36. 6 ± 1. 2 0. 83 ± 0. 07 0. 73 ± 0. 05 － － 0. 23 ± 0. 02 0. 28 ± 0. 02

DA-3 0. 12 36. 7 ± 1. 5 0. 86 ± 0. 05 0. 95 ± 0. 07 － － 0. 11 ± 0. 00 0. 08 ± 0. 00

2. 2 GSMM 解析乙酰乳酸支路代谢对 2，3 －丁二
酮积累的影响

借助 T． glabrata 全基因组规模代谢网络模型
(GSMM) iNX804 考察 AHAIR 反应碳流量的大小
对 2，3-丁二酮积累的影响。如图 4-A 所示，随着

AHAIR 反应碳流量的上升，2，3-丁二酮的生成速
率逐渐降低。将重组菌株 DA-1 在最大比生长速
率时的葡萄糖比消耗速率 ( 4. 70 mmol / g DCW /
h)、丙酮酸比生成速率(3. 75 mmol / g DCW /h)、2，
3-丁二酮比生成速率(0. 17 mmol / g DCW /h)、L-缬
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氨酸比生成速率(2. 18 × 10 － 4 mmol / g DCW /h)、
L-亮氨酸比生成速率(3. 42 × 10 － 5 mmol / g DCW /
h)等生理参数作为模型 iNX804 的约束条件，获得
重组菌株 DA-1 的 2，3-丁二酮代谢途径中代谢流
量分布，如图 4-B 所示。在此基础上，敲除 AHAIR

编码基因 ilv5 后，乙酰乳酸向 L-缬氨酸与 L-亮氨
酸的代谢被阻断，2，3-丁二酮的生成速率提高了
22. 9% (图 4-C)。上述模拟结果表明，敲除基因
ilv5 能够阻断乙酰乳酸的支路代谢，进一步提高 2，
3-丁二酮的积累能力。

图 4． in silico 分析乙酰乳酸支路代谢对 2，3-丁二酮积累的影响
Figure 4． Analysis of the impact of acetolactate branched pathway to 2，3-butanedione production using the in silico genome-scale metabolic model． A:

The response of 2，3-butanedione formation rate to varying AHAIR flux． B: Constraint-based flux solution of engineered strain DA-1． C: The flux

solution of ilv5 mutant strain． GLC［e］，extracellular glucose; GLC，glucose; PYR，pyruvate; ACLAC，acetolactate; DACE，2，3-butanedione;

ACT，3-hydroxybutanone; BTD，2，3-butanediol; LEU，L-leucine; VAL，L-valine; DACE［e］，extracellular 2，3-butanedione．

2. 3 敲除基因 ILV5 对乙酰乳酸节点处代谢流分
布的影响

以等摩尔量的 ILV5 左右臂混合物为模板，利用
引物 ilv5-left-f / ilv5-right-r 进行 PCR 扩增得到敲除
框 Δilv5(图 5-A，泳道 1);使用引物 ilv5-left-f / ilv5-
right-r 进行菌落 PCR 验证，突变株 DA-2 获得 1. 4
kb 左右的 Δilv5(图 5-B，泳道 4-5)，菌株 DA-1 获得
2. 5 kb 左右的 ILV5 基因及其左右臂(图 5-B，泳道
6)，表明基因 ILV5 缺失的重组菌株 DA-2 构建成功。

实验结果表明:基因 ILV5 缺失菌株 DA-2 为支
链氨基酸和泛酸营养缺陷型;重组菌株 DA-2 的最
大比生长速率及最大菌体浓度与 DA-1 相比分别下
降了 20%、15. 9% (表 3 及图 6)。如表 3 所示，与重
组菌株 DA-1 相比，重组菌株 DA-2 的(1)乙酰乳酸
和 2，3-丁二酮的胞外积累量分别增加了 36. 1%、
28. 1% ;(2)2，3-丁二酮降解代谢产物 3-羟基丁酮和
2，3-丁二醇的胞外浓度增加了 9. 5%、21. 7%。上述
结果表明，敲除重组菌株 DA-1 的基因 ILV5 能够阻

断乙酰乳酸进入 L-缬氨酸与 L-亮氨酸合成途径，进
一步提高 2，3-丁二酮的积累量。
2. 4 基因 BDH 敲除对 2，3-丁二酮积累的影响

以等摩尔量的 BDH 左右臂及 ARG8 ORF 的混
合物为模板，利用引物 bdh-left-f / bdh-right-r 进行
PCR 扩增得到敲除框 Δbdh∷ ARG8 (图 5-C，泳道
7);使用引物 arg8ORF-f / arg8ORF-r 进行菌落 PCR
验证，菌株 DA-2 无明显条带，突变菌株 DA-3 获得
1. 3 kb 左右的条带(图 5-D，泳道 11 － 12)，表明基
因 BDH 缺失的重组菌株 DA-3 构建成功。

如图 7 所示，敲除基因 BDH 使 DR 和 BDH 酶活
性与菌株 DA-2 比较，分别下降了 74. 4%和 76. 1%。
从图 6 及表 3 可知，基因 BDH 缺失对菌体生长和丙
酮酸积累均无明显影响。与菌株 DA-2 相比，重组
菌株 DA-3 胞外 3-羟基丁酮和 2，3-丁二醇浓度分别
降低了 52. 2%、71. 4%，而发酵液中 2，3-丁二酮的
浓度提高了 30. 1%，为 0. 95 g /L(表 3)。这一结果
表明，敲除基因 bdh 能够降低 DR 和 BDH 酶活水
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图 5．基因 ILV5 与 BDH 的敲除与验证
Figure 5． Knockout and confirmation of ILV5 and BDH gene． A:

Purified PCR fragments used for ILV5 inactivation． Lane M，10 kb

DNA Marker; Lane 1，ILV5 knockout frame; Lane 2，ILV5 left arm;

Lane 3， ILV5 right arm． B: Colony PCR of the DA-2 positive

clones． Lane 4 － 5，strain DA-2; Lane 6，control stain DA-1． C:

Purified PCR fragments used for BDH inactivation． Lane 7，Δbdh∷

ARG8; Lane 8，BDH left arm; Lane 8，ARG8 ORF; Lane 9，BDH

right arm． D: Colony PCR of the DA-3 positive clones． Lane 11 －

12，strain DA-3; Lane 13，control strain DA-2．

图 6．重组菌株与对照菌株菌体生长的比较
Figure 6． Comparison of cell concentrations by different T．

glabrata strains in batch culture．

平，限制 2，3-丁二酮的降解，进而促进 2，3-丁二酮
的积累。

图 7． 敲除基因 bdh 对胞内丁二酮还原酶及丁二

醇脱氢酶活性的影响
Figure 7． Effects of the bdh gene knockout on the specific

activity of butanedione reductase ( DR ) and butanediol

dehydrogenase (BDH) ．

3 讨论

本研究以发酵生产丙酮酸的工业菌株 T．
glabrata 为底盘微生物，调控碳代谢流分布促进 2，
3-丁二酮的积累:过量表达 ALS 能够强化 2，3-丁二
酮前体—乙酰乳酸合成，将碳代谢流从丙酮酸节点
导入乙酰乳酸代谢途径;借助基因组规模代谢网络
模型 iNX804 及约束算法［19］，解析 T． glabrata 中乙
酰乳酸支路代谢对 2，3-丁二酮积累的影响，鉴定出
进一步提高 2，3-丁二酮积累能力的目标基因为
ILV5;敲除 2，3-丁二酮还原酶以阻断 2，3-丁二酮的
降解途径。作者通过过量表达 ALS 及敲除基因
ILV5、BDH 的代谢工程策略，使 T． glabrata CCTCC
M202019 从过量积累丙酮酸转向积累一定浓度的
2，3-丁二酮(0. 95 g /L)。

长期以来，制约微生物高效生产目标代谢产物
的关键瓶颈在于:如何有效地改造微生物菌种的生
产性能，以扩大底物利用范围、提高细胞发酵生产能
力、优化生理性能、合成新化合物等。代谢工程在理
解细胞代谢功能的基础上，有目的地操纵细胞的酶、

转运和调控，从而改善微生物细胞性能，能够克服传
统育种手段的突变非定向性和设计非理性的缺
点［20］。而系统代谢工程提供了从全局规模上深刻
认识微生物代谢特性和设计代谢途径的工具，如高
通量组学技术和基因组规模代谢网络模型技术，使
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提高微生物细胞性能变得更加有效［21 － 22］。本文借
助模型 iNX804 考察乙酰乳酸支路代谢关键反应—
AHAIR 反应流量值的大小对 2，3-丁二酮生成速率
的影响，并模拟 ILV5 敲除对 2，3-丁二酮积累的影
响，进而确定敲除基因 ILV5 的必要性(图 4)。

与 T． glabrata 自身的 ALS 相比，B． subtilis 来
源的 ALS 更偏好于丙酮酸作为底物，而不是合成 L-

异亮氨酸的前体—2-酮基丁酸［23］。过量表达 ALS，

重组菌株 DA-1 能在胞外积累一定浓度的乙酰乳酸

和 2，3-丁二酮，L-缬氨酸和 L-亮氨酸的积累能力十
分微弱(表 3)，原因有(1)真核微生物具有复杂的
支链氨基酸代谢调控［24］;(2)培养基中亚适量的吡
哆醇限制了转氨酶的活性［25］。但若敲除基因 ILV5，

则使乙酰乳酸和 2，3-丁二酮的胞外浓度分别提高
了 36. 1%和 28. 1% (表 3)，这一实验结果表明，乙
酰乳酸支路代谢是影响 2，3-丁二酮积累的关键因

素之一。为进一步提高发酵液中 2，3-丁二酮的浓
度，一个重要策略是阻断 2，3-丁二酮进一步降解。

然而，BDH 基因缺失菌株 DA-3 仍能检测出 DR 和
BDH 的活性，出现这一状况的原因可能在于 T．
glabrata 存在同工酶或等位基因所致［26］。通过基于
GSMM 分析的代谢工程策略，使 T． glabrata CCTCC
M202019 能积累 0. 95 g /L 2，3-丁二酮。然而，本研
究的缺陷在于 2，3-丁二酮浓度不具备工业化生产
的前景。为此，作者所在研究团队后续工作关注于:

(1)提高胞内 ALS 的酶活性［16］，将更多的碳流从丙
酮酸节点导向乙酰乳酸;(2) DR 同工酶的鉴定;
(3)如何采用生化工程等策略强化乙酰乳酸非酶促
氧化脱羧反应［14］，以期进一步提高 2，3-丁二酮浓
度。
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System metabolic engineering strategies for 2， 3-
butandione production by Torulopsis glabrata

Xiang Gao，Nan Xu，Shubo Li，Liming Liu*

State Key Laboratory of Food Science and Technology; Key Laboratory of Industrial Biotechnology; The Key Laboratory of
Carbohydrate Chemistry and Biotechnology，Jiangnan University，Wuxi 214122，Jiangsu Province，China

Abstract:［Objective］We regulated the carbon flux distribution of Torulopsis glabrata CCTCC M202019，an efficient
pyruvate-producing microorganism， for improved 2，3-butandione production． ［Methods］ We overexpressed the
acetolactate synthase ( ALS) from Bacillus subtilis and then used the genome-scale metabolic model ( GSMM ) for T．
glabrata (named iNX804) to evaluate the importance of deleting the ILV5 gene． In addition，the BDH gene was deleted to
restrict the degradation of 2，3-butanedione． ［Results］Overexpression of the ALS resulted in a 4. 6-fold increase in ALS
activity and increased the extracellular concentration of 2，3-butanedione to 0. 57 g /L from 0. 01 g /L． The deletion of the
ILV5 gene was found to increase the 2，3-butanedione accumulation level by 28. 1%，attributed to the disruption of L-
valine and L-leucine biosynthetic pathway． With the deletion of the BDH gene，the enzyme activity levels of butanedione
reductase and butanediol dehydrogenase were decreased by 74. 4% and 76. 1%，respectively． And the accumulations of 3-
hydroxybutanone and 2，3-butanediol were decreased by 52. 2% and 71. 4%，respectively． The final 2，3-butanedione
concentration was 0. 95 g /L，which was 30. 1% higher than that of the control strain． ［Conclusion］ The GSMM based
system metabolic engineering can be a functional strategy to redistribute the carbon flux from pyruvate node to 2，3-
butanedione and achieve efficient accumulation of 2，3-butanedione．
Keywords: Torulopsis glabrata，2，3-butanedione，carbon flux distribution，system metabolic engineering

(本文责编:王晋芳)

Supported by the Supporting Program for Outstanding National Young Talents，by the fund from Wuxi City ( CLE01N1111 ) and by the Science

Foundation for Distinguished Young Scholars of Jiangsu Province (BK2012002)
* Corresponding author． Tel / Fax: + 86-510-85197875; E-mail: mingll@ jiangnan． edu． cn

Received: 30 August 2013 /Revised: 18 December 2013

704




