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摘  要: 基因的表达受不同的转录调节因子调节。大肠杆菌中的异柠檬酸裂解酶调节因子 (IclR) 能够抑制编

码乙醛酸支路酶的 aceBAK 操纵子的表达。本研究基于代谢物的 13C 同位体物质分布来定量解析代谢反应，主

要研究了 iclR 基因在大肠杆菌生理和代谢中的作用。大肠杆菌 iclR 基因缺失突变株的生长速率、糖耗速率和

乙酸的产量相对于原始菌株都有所降低，但菌体得率略有增加。通过代谢途径的流量比率分析发现基因缺失株

的乙醛酸支路得到了激活，33％的异柠檬酸流经了乙醛酸支路；戊糖磷酸途径的流量变小，使得 CO2 的生成

量减少。同时，乙醛酸支路激活，但草酰乙酸形成磷酸烯醇式丙酮酸的流量基本不变，说明磷酸烯醇式丙酮酸

-乙醛酸循环没有激活，没有过多的碳原子在磷酸烯醇式丙酮酸羧化激酶反应中以 CO2 形式排出，从而确保了

菌体得率。葡萄糖利用速率的降低、乙酰辅酶 A 的代谢效率提高等使得 iclR 基因敲除菌的乙酸分泌较原始菌

株有所降低。 

关键词 : 代谢流量分析，代谢流比率，异柠檬酸裂解酶调节因子，大肠杆菌  
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Metabolic regulation of isocitrate lyase regulator in  
Escherichia coli based on metabolic flux information 

Zhijie Liu, Li Zhou, and Qiang Hua 

State Key Laboratory of Bioreactor Engineering, East China University of Science and Technology, Shanghai 200237, China 

Abstract:  Gene expression is regulated by different transcriptional regulators. The transcriptional regulator isocitrate 
lyase regulator (IclR) of Escherichia coli represses the expression of the aceBAK operon that codes for the glyoxylate 
pathway enzymes. In this study, physiological and metabolic responses of the deletion of the iclR gene in E. coli BW25113 
were investigated based on the quantification and analysis of intracellular metabolic fluxes. The knockout of the iclR gene 
resulted in a decrease in the growth rate, glucose uptake rate and the acetate secretion rate, but a slight increase in biomass 
yield. The latter could be attributed to the lowered metabolic fluxes through several CO2 generating pathways, including the 
redirection of 33% of isocitrate directly to succinate and malate without CO2 production as well as the reduced flux through 
the pentose phosphate pathway. Furthermore, although the glyoxylate shunt was activated in the iclR mutant, the flux 
through phosphoenolpyruvate (PEP) carboxykinase kept almost unchanged, implying an inactive PEP-glyoxylate cycle and 
no extra loss of carbon atoms in the mutant strain. Both the reduced glucose uptake rate and the active glyoxylate shunt 
were responsible for the minor decrease in acetate secretion in the iclR knockout strain compared to that in the wild-type 
E. coli strain. 

Keywords:  metabolic flux analysis, metabolic ratio, isocitrate lyase regulator, Escherichia coli 

基因的表达是通过不同的转录调节因子来调

控的，转录调节因子是一类能结合在 DNA 特定

序列上的蛋白。转录调节因子结合在 DNA 特定

序列上就能促进或者抑制 RNA 聚合酶 (RNAP) 

的结合能力。RNA 聚合酶 (RNAP) 亲和力的降

低一般会降低基因的表达，而 RNAP 亲和力的提

高一般会加强基因的表达。大肠杆菌中的异柠檬

酸裂解酶调节因子 (IclR) 能够抑制 aceBAK 操

纵子的表达，aceBAK 操纵子编码乙醛酸支路的 3

个酶：异柠檬酸裂解酶 (由 aceA 基因编码)、苹

果酸合酶 (由 aceB 基因编码) 和异柠檬酸脱氢

酶 (IDH) 激酶/磷酸酶 (由 aceK 基因编码)。乙

醛酸支路使得大肠杆菌能够在乙酸或脂肪酸上

生长。乙醛酸支路是大肠杆菌在这些碳源 (乙

酸、脂肪酸) 上生长时的必需途径，因为它避免

了碳原子通过三羧酸循环而以两分子 CO2 的形

式失去。乙醛酸支路激活时，异柠檬酸在异柠檬

酸裂解酶催化下裂解形成乙醛酸和琥珀酸，琥珀

酸可以重新进入三羧酸循环，乙醛酸和乙酰辅酶

A 在苹果酸合酶的催化下形成苹果酸[1]。乙醛酸

支路的第 3 个酶——异柠檬酸脱氢酶 (IDH) 激

酶/磷酸酶具有双重功能，它通过磷酸化和去磷酸

化异柠檬酸脱氢酶作用来控制异柠檬酸的流向[2]。 

从上世纪 90 年代，代谢工程作为一门新的

学科被提出以来[3]，代谢工程已经成当前国际生

物技术领域的一个新的研究前沿。代谢流量分析

作为代谢工程的一个主要的分析工具[3-4]，其结

果是细胞内整个中心代谢途径的代谢速率，也即

为流量。代谢流量分析可以用来阐明细胞的代谢

网络和调控机制、提高生物生产过程的产量、注

释未知的基因、分析药物的毒性等[5-8]。近年来，

基于稳定同位素 13C 标记碳源的代谢流量分析方
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法已经成功地被应用于分析多种微生物，如大肠

杆菌[9-12]、集胞藻[13]、酵母菌[14]和琥珀酸放线杆

菌[15-16]等。 
13C 代谢流量分析实验流程为：在培养基中

添加稳定同位素 13C 标记的底物，如首位 13C 标

记的葡萄糖 (1-13C-glucose) 或均匀 13C 标记的

葡萄糖 (U-13C-glucose) 等，当细胞代谢这些 13C

标记的底物时，底物上的同位素标记信息会随代

谢反应从不同方向传递到代谢网络的各个中间

代谢物上，进而传递到蛋白氨基酸上。菌体蛋白

氨基酸含量丰富，提取方便，且这些氨基酸是由

一些关键的中间代谢物合成的，根据它们的同位

体分布信息可以推导得到中间代谢物的同位体

分布信息[17]，并借助代谢流比率方法来进行代谢

流量的定量解析[18]。 

当前，对细胞的中心代谢途径基因的代谢调控

研究得比较多，但对转录调节因子的代谢调控机理

研究得则相对较少。本文主要应用 13C 代谢流量分

析来研究 iclR 基因敲除对大肠杆菌 BW25113 生理

和代谢的影响，进而揭示转录调节因子——异柠檬

酸裂解酶调节因子在细胞代谢调控中的作用。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

E. coli BW25113、E. coli BW25113 ΔiclR，

由华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室

保藏。 iclR 基因敲除的大肠杆菌菌株 E. coli 

BW25113 ΔiclR 是在原始菌 E. coli BW25113 染色

体上敲除了 iclR 基因。 

1.1.2  主要试剂及仪器 

均匀 13C 标记的葡萄糖 (U-13C-glucose，pu＞

99％)、首位 13C 标记的葡萄糖 (1-13C-glucose，p1

＞99％)、N,N-二甲基甲酰胺和衍生剂 N-叔丁基二

甲基甲硅烷基-N-甲基三氟乙酰胺均购自 Sigma 公

司。其他试剂均为分析纯。高效液相色谱 (HPLC) 

为 Agilent 1200 型液相。气相色谱质谱联用仪 

(GC-MS)为 Agilent 6890GC-5975MS 型气质联用

仪。酶标仪为 BioTek Power Wave XS2 型酶标仪。 

1.1.3  培养基 

培养基为 M9 合成培养基，其组成为：葡萄糖

3 g/L，NH4Cl 1.0 g/L， (NH4)2SO4 2.7 g/L，

Na2HPO4 6.8 g/L，KH2PO4 3.0 g/L，NaCl 0.6 g/L，

MgSO4·7H2O 0.2 g/L，维生素 B1 1.0 μg/L，微量

元素溶液 10 mL/L；微量元素溶液组成为：

CaCl2·2H2O 0.55 g/L，FeCl3·6H2O 1.67 g/L，

MnCl2·4H2O 0.10 g/L ， ZnCl2 0.17 g/L ，

CuCl2·2H2O 0.04 g/L，CoCl2·6H2O 0.06 g/L，

Na2MoO4·4H2O 0.06 g/L。 

1.2  培养条件及标记实验 
菌株均在 37 ℃、220 r/min 条件下摇瓶培养。

摇瓶培养简单易行，在指数生长期，细胞快速地消

耗营养源用于新细胞体的合成，胞内代谢物几乎没

有积累，该时期的细胞代谢处于拟稳态过程，可以

对这样的过程进行基于稳定同位素的代谢流量解

析。标记实验用 20％ (质量分数) 均匀 13C 标记的

葡萄糖和 80％  (质量分数) 天然的葡萄糖或者

20％ (质量分数) 首位 13C 标记的葡萄糖和 80％ 

(质量分数) 天然的葡萄糖。菌株经过活化后接种于

新鲜的 M9 合成培养基中。取指数生长中期的细胞

用于细胞内流量分析和酶活性测定，实验重复 3次，

结果取平均值。 

1.3  生理参数的确定 
1.3.1  细胞浓度的测定 

将发酵液适当稀释后于波长 600 nm 处测定
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吸光值 OD600，通过 OD600 的变化来监测菌体生

长情况。 

1.3.2  细胞干重的测定 

取一定量体积的发酵液，在 4 ℃下 12 000×g

离心 10 min，用去离子水洗 2 次后置于 85 ℃烘

箱中烘至恒重，称重。 

1.3.3  葡萄糖的检测 

HPLC 检测。检测器：示差折光检测器；色

谱柱：NH2 柱；流动相：乙腈+水 (80∶20)，流

速 1 mL/min；检测器池温度：40 ℃；柱温：40 ℃。 

1.3.4  有机酸的检测 

HPLC 检测。检测器：紫外检测器；色谱柱：

ODS 柱；流动相：0.1％ H3PO4，流速：1 mL/min；

柱温：40 ℃。 

1.3.5  生理参数的计算 

基于菌体浓度、葡萄糖浓度和有机酸浓度的

变化，可以计算得到指数生长期细胞的比生长速

率 (μ)、菌体得率 (YX/S)、底物的比消耗速率 (qS) 

和产物的比生成速率 (qP) [19]。 

1.4  GC-MS 样品的准备及分析 
1.4.1  GC-MS 样品的准备 

收集指数生长中期的菌体细胞，用 0.9％ 

NaCl 溶液清洗 3 次，在 200 μL 6 mol/L HCl 中

105 ℃水解 16 h。水解产物于 60 ℃真空干燥烘

干，加 100 μL N,N-二甲基甲酰胺和 50 μL N-叔

丁基二甲基甲硅烷基-N-甲基三氟乙酰胺 85 ℃衍

生 1 h，衍生化的样品过滤后用于 GC-MS 分析[12]。 

1.4.2  GC-MS 样品的分析 

气相色谱柱：HP-5MS (30 m×0.25 mm× 

0.25 μm)。升温程序：150 ℃保留 2 min，以

5 ℃/min 升到 180 ℃，然后以 10 ℃/min 升到

260 ℃，保留 8 min；载气  (氦气，纯度≥

99.996％) 流速为 1 mL/min；进样量：0.2 μL；

分流比：1∶100；进样口温度：250 ℃，离子源

温度：230 ℃；−70 eV 轰击；质谱仪扫描范围：

70~560 m/z；溶剂延迟：5 min。 

1.5  细胞代谢流量的定量计算 
为了计算菌体细胞体内的代谢流量，我们根

据大肠杆菌主要的中心代谢途径建立了大肠杆菌

的代谢模型，包括 29 步代谢反应和 24 个代谢物。

在这种情形下，此代谢模型为未定系统。为了模

型可解，我们可以利用实验测得的代谢物同位体

分布信息来分析代谢途径的流量比率，进而基于

细胞代谢物的平衡式以及推导得到的代谢流量比

率即可进行代谢网络反应流量的定量化分析[18]。 

水解得到的蛋白氨基酸经过叔丁基二甲基

硅烷化合物 (TBDMS) 衍生化处理，所得到的氨

基酸衍生物就能够在气相色谱上得到很好的分

离，在其后的质谱仪中，衍生化的氨基酸在电子

轰击离子化作用下断裂成带有不同碳原子骨架

片段的氨基酸碎片，并且这些碎片根据质荷比的

不同而得到分离[20-21]。 

对于质谱得到的每个带有不同碳原子骨架

片段的氨基酸碎片，其质量分布矢量 MDV 可以

通过公式 1 获得[22]。 

0

1

0

n

(m )
(m ) 1

(m )

n

i
i

MDV with mα
=

⎡ ⎤
⎢ ⎥

= =⎢ ⎥
⎢ ⎥
⎢ ⎥⎣ ⎦

∑    (1) 

m0 表示不含 13C 标记的氨基酸碎片的丰度，

mi>0 表示 i 个碳原子被 13C 标记的氨基酸碎片的

丰度。 

由于自然界中各种元素的自然丰度会对得
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到的氨基酸碎片的质量分布矢量 MDVα 产生影

响。为了得到纯粹的氨基酸碳骨架的同位体质量

分布矢量，MDVα 需要校正掉衍生化氨基酸片段

上的所有氢、氧、氮、硫、硅元素，以及衍生基

团上的碳元素的自然丰度。这可以通过公式 2 进

行校正[22]。 

 * 1
corr,CHONSSiMDV C MDV−

α α= ⋅  (2) 

根据实验得到的氨基酸碎片的质量分布矢

量我们即可计算出一些节点的代谢流比率。在本

研究中，乙醛酸支路是关键的调控途径，Fisher

等研究中仅给出了最终的计算式[23]，为了帮助理

解，在这里给出其具体推导过程。目标代谢物

OAA 的 C1 到 C4 片段 (其质量分布矢量表示为

OAA1_4) 在羧化反应中是由 PEP 的 C1 到 C3 片

段和一分子 CO2 得到 (其质量分布矢量表示为 

PEP1-3_CO2) ， 在 乙 醛 酸 支 路 中 的 由 来 

(OAA_GOX) 一半为 ACA 的 C1 到 C2 片段 

(ACA1_2) 和 OAA 的 C1 到 C2 片段 (OAA1_2) 得

到 (即 ACA1_2×OAA1_2)，另一半为 ACA 的 C1 到

C2 片段和 OAA 的 C3 到 C4 片段 (OAA3_4) 得到 

(即 ACA1_2×OAA3_4)。因此能够得到下式： 

 1_ 2 1_ 2

1_ 2 3_ 4

_ 0.5 [( )
( )]

GOX OAA ACA OAA
ACA OAA

= × ×
+ ×

  (3)  

PEP1-3_CO2 的计算方法可以参考笔者的另

一篇文章[18]。ACA1_2 可以由丙氨酸的 C2 到 C3

片段的质量分布矢量得到，OAA1_2 可以由天冬氨

酸的 C1 到 C2 片段的质量分布矢量得到，OAA1_4

可以由天冬氨酸的 C1 到 C4 片段的质量分布矢

量得到，OAA3_4 可以由 OAA1_2 和 OAA1_4 拟合得

到。考虑 OAA 由乙醛酸支路得到的上限，OAA1_4、

PEP1-3_CO2 和 OAA_GOX 之间的关系为： 

1_ 4 ( )

1_ 3 2 ( )

_

_ (1 )
OAA from glyoxylate ub

OAA from glyoxylate ub

OAA OAA GOX f

PEP CO f

= × +

× −
 (4)  

化简整理可得，来自于乙醛酸支路的 OAA 比率

的上限为： 

 
( )

1_ 4 1_ 3 2

1_ 3 2

_
_ _

OAA from glyoxylate ubf

OAA PEP CO
OAA GOX PEP CO

=

−

−  (5)
 

由得到的氨基酸片段的质量分布矢量 MDV

可以计算得到中间代谢物的质量分布矢量MDV，

由此可以计算得到中心代谢网络在关键代谢物

节点处的代谢流比率。以这些流量比率数据为辅

助限制条件，结合代谢物的质量平衡关系等[24]，

由 MATLAB 即可定量计算出细胞中心代谢途径

的代谢流量。 

1.6  酶活性的测定 
用于酶活测定的细胞裂解缓冲液组成：

200 mmol/L Tris-HCl (pH 7)，4 mmol/L 氯化镁和

2 mmol/L 二硫苏糖醇。 

大肠杆菌酶液的制备：收集指数中期的细

胞，4 ℃、12 000×g 离心 5 min 收集菌体，用裂

解缓冲液洗 2 次，然后悬浮在裂解缓冲液中，进

行超声裂解，超声破碎条件：电压 100 V，每超

声 3 s，间隔 10 s，超声 20 次。超声裂解液在 4 ℃、

12 000×g 离心 5 min，上清液作为大肠杆菌粗酶

液，测定上清液中的蛋白质浓度。上清液保存于

−80 ℃的冰箱。 

异柠檬酸裂解酶酶活性的测定[21]：反应基于

异柠檬酸裂解酶催化的产物——乙醛酸和苯肼

反应生成苯腙类物质，该物质在 324 nm 处有吸

收峰。反应体系为 100 mmol/L 磷酸钾缓冲溶液 

(pH 7)、6 mmol/L 氯化镁、4 mmol/L 苯肼、

12 mmol/L L-半胱氨酸和 8 mmol/L 异柠檬酸三

钠。反应温度：30 ℃。 
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2  结果与分析 

2.1  iclR 基因敲除对菌株生理学特性的影响 
大肠杆菌原始菌和突变株的生长特性见表 1。 

由表 1 可以看出，大肠杆菌原始菌和突变株

的最大比生长速率分别为 0.61 h−1 和 0.58 h−1，

iclR 基因的敲除使大肠杆菌的最大比生长速率下

降了 5％，同时降低的还有葡萄糖的比消耗速率、

乙酸的比生成速率以及乙酸得率，下降幅度分别 

是 7％、11％和 7％。大肠杆菌原始菌和突变株

的菌体得率分别为 0.35 g DCW/g 葡萄糖和

0.37 g DCW/g 葡萄糖，相对于原始菌株而言，iclR

基因的敲除使突变株的菌体得率略有提高。 

2.2  iclR 基因敲除对细胞网络中代谢流量比

率的影响 
大肠杆菌原始菌和突变株的部分 TBDMS 衍

生化蛋白氨基酸的质量同位素分布见表 2 和表 3。 

 
表 1  原始菌和突变株指数生长期的生长特性 
Table 1  Physiological characteristics of exponentially grown BW25113 and BW25113 ΔiclR 

Strains μmax (h−1) 
qglucose 

(mmol/(g DCW·h))
qacetate 

(mmol/(g DCW·h))
Acetate yield 

(mmol/mmol glucose) 
Biomass yield
(g/g glucose) 

BW25113 0.61±0.01 9.41±0.04 3.85±0.01 0.41±0.01 0.35±0.02 

BW25113 ΔiclR 0.58±0.01 8.75±0.05 3.44±0.03 0.38±0.02 0.37±0.02 

表 2  大肠杆菌原始菌 TBDMS 衍生化蛋白氨基酸的质量同位体分布 (已校正)  
Table 2  Mass isotopomer distributions of E. coli BW25113 TBDMS-derivatized proteinogenic amino acids 
(corrected) 

Fragment a m0 m1 m2 m3 m4 m5 m6 m7 m8 m9 Experiment b

MS_ala_085 0.7863 0.0295 0.1841        U 

MS_glu_085 0.6038 0.1154 0.2331 0.0318 0.0159      U 

MS_phe_057 0.4168 0.1074 0.1239 0.1630 0.0978 0.0378 0.0285 0.0168 0.0040 0.0039 U 

MS_phe_085 0.4228 0.1068 0.2148 0.0940 0.0933 0.0325 0.0288 0.0037 0.0032  U 

MS_phe_302 0.7862 0.0488 0.1649        U 

MS_pro_085 0.5757 0.1234 0.2488 0.0241 0.0279      U 

MS_ser_085 0.7593 0.1042 0.1365        U 

MS_ser_302 0.7853 0.0491 0.1656        U 

MS_thr_057 0.6211 0.1578 0.0964 0.1004 0.0243      U 

MS_ala_057 0.8935 0.1021 0.0041 0.0003       1 

MS_phe_057 0.7682 0.2073 0.0184 0.0056 0.0003 0.0000 0.0001 0.0001 0.0000 0.0000 1 

MS_phe_085 0.7802 0.1916 0.0229 0.0034 0.0007 0.0011 0.0000 0.0000 0.0000  1 

MS_ser_057 0.9024 0.0924 0.0052 0.0000       1 

Fragments a: the symbols of fragments denote the cracking patterns of TBDMS-derivatized proteinogenic amino acids: 
(M-57)+, (M-85)+, (f302)+. 
Experiment b: U, 20% U-13C-glucose and 80% unlabeled glucose; 1, 20% 1-13C-glucose and 80% unlabeled glucose. 
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表 3  大肠杆菌突变株 TBDMS 衍生化的蛋白氨基酸的质量同位体分布 (已校正)  
Table 3  Mass isotopomer distribution of E. coli BW25113 ΔiclR TBDMS-derivatized proteinogenic amino 
acids (corrected) 

Fragment a m0 m1 m2 m3 m4 m5 m6 m7 m8 m9 Experiment a

MS_ala_085 0.791 3 0.027 3 0.181 4        U 

MS_glu_085 0.598 4 0.112 0 0.240 9 0.024 8 0.023 8      U 

MS_phe_057 0.416 0 0.099 7 0.118 7 0.168 2 0.097 7 0.044 5 0.031 8 0.016 0 0.003 6 0.003 8 U 

MS_phe_085 0.422 5 0.099 1 0.217 0 0.086 6 0.101 9 0.032 6 0.033 2 0.004 0 0.002 9  U 

MS_phe_302 0.779 3 0.044 4 0.176 4        U 

MS_pro_085 0.585 7 0.116 1 0.252 5 0.020 5 0.025 2      U 

MS_ser_085 0.746 2 0.093 6 0.160 2        U 

MS_ser_302 0.780 1 0.043 9 0.176 0        U 

MS_thr_057 0.636 6 0.136 7 0.096 7 0.105 9 0.024 1      U 

MS_ala_057 0.885 5 0.110 9 0.003 3 0.000 3       1 

MS_phe_057 0.769 9 0.212 2 0.016 3 0.000 5 0.000 0 0.001 1 0.000 0 0.000 0 0.000 0 0.000 0 1 

MS_phe_085 0.769 4 0.205 7 0.022 4 0.002 5 0.000 0 0.000 0 0.000 0 0.000 0 0.000 0  1 

MS_ser_057 0.906 4 0.082 8 0.010 8 0.000 0       1 
Fragment a: the symbols of fragments denote the cracking patterns of TBDMS-derivatized proteinogenic amino acids: 
(M-57)+, (M-85)+, (f302)+. 
Experiment b: U: 20% U-13C-glucose and 80% unlabeled glucose; 1: 20% 1-13C-glucose and 80% unlabeled glucose. 

 

根据大肠杆菌原始菌和基因缺陷株的

TBDMS 衍生化的蛋白氨基酸的质量同位体分

布，可以计算得到 2 种菌株细胞中合成若干关键

代谢物节点的代谢途径的相对流量分布，也即代

谢流比率 (图 1)。 

由图 1 可以看出，iclR 基因敲除的大肠杆菌

中 丙 酮 酸 由 ED 途 径 得 到 的 比 率 

(f_Pyr_from_ED) 显著增大、草酰乙酸由乙醛酸

之路得到的上限显著变大、磷酸烯醇丙酮酸由戊

糖磷酸途径得到的上限变小，而其他流比率变化

不明显。丙酮酸由苹果酸得到的上下限均接近于

零，说明在葡萄糖作为碳源的情况下，大肠杆菌

原始菌和 ΔiclR 敲除菌中苹果酸酶催化反应的活

性均极为低下。 

 

图 1  大肠杆菌原始菌和 ΔiclR 突变株的代谢流比率 
Fig. 1  Flux ratios at several key metabolic nodes in 
E. coli BW25113 and E. coli BW25113 ΔiclR. a: f_PEP_ 
from_glycolysis; b: f_Pyr_from_ED; c: f_OAA_from_ 
PEP; d: f_PEP_from_OAA; e: f_Pyr_from_Mal_ub; 
f: f_Pyr_from_Mal_lb; g: f_OAA_from_glyoxylate_ub; 
h: f_PEP_from_PP_ub; lb: lower bound; ub: upper 
bound.  
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2.3  iclR 基因敲除对菌体代谢流分布的影响 
为了了解 iclR 基因敲除对大肠杆菌整个中

心代谢途径的影响，可以基于所得到的代谢流比

率结果、菌体的生理学参数以及细胞的代谢网络

模型来计算整个中心代谢途径中的净反应流量，

并以此解析相关代谢反应特性。 
大肠杆菌原始菌和 ΔiclR 突变株的中心代谢

流量分布情况如图 2 所示。 

 
图 2  原始菌和突变株的代谢流分布 (数值表示计算

得到的净流量，其值以葡萄糖比消耗速率 (单位以

mmol/(g DCW·h)) 为基准) 
Fig. 2  Metabolic flux distribution of E. coli BW25113 
and BW25113 ΔiclR. The numbers are net fluxes 
determined. The flux values are expressed relative to the 
specific glucose uptake rate as indicated in parentheses 
(in mmol/(g DCW·h)).  

由图 2 可以看出，iclR 基因敲除大肠杆菌乙

醛酸支路得到了激活，异柠檬酸分子有 33％经乙

醛酸支路分解得到琥珀酸和乙醛酸，流经 TCA

循环的流比率变小，糖酵解途径流量比率变化不

大，PP 途径流比率变小，而草酰乙酸形成磷酸

烯醇式丙酮酸的流量基本不变。 

2.4  iclR 基因敲除对菌体酶活性的影响 
为了进一步确认 iclR 基因敲除大肠杆菌乙

醛酸支路是否得到激活，测定了乙醛酸支路关键

酶之一的异柠檬酸裂解酶的活性 (图 3)。由图可

以看出，iclR 基因的敲除成功地解除了对异柠檬

酸裂解酶表达的抑制作用，从而使该酶活得到了

显著提高，提高了 60 倍以上。 

 

图 3  大肠杆菌原始菌和突变株中异柠檬酸裂解酶活

性的比较 
Fig. 3  Comparison of enzyme activity of isocitrate 
lyase in E. coli BW25113 and BW25113 ΔiclR. 

3  讨论 

为了阐明 iclR 基因敲除对大肠杆菌的影响，

我们考察了糖酵解途径、戊糖磷酸途径、

Entner-Doudoroff 途径、三羧酸循环、乙醛酸支

路在内的细胞中心代谢途径中的代谢流量分布

情况，并同时测定了乙醛酸支路关键酶之一的异
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柠檬酸裂解酶的活性。综合以上得到的信息，为

理解突变菌株的内在代谢调控特点和规律提供

相应的理论基础。 

有报道称乙醛酸支路的活性依赖于细菌的

代谢状态，在一些碳源条件下，如葡萄糖和丙酮

酸条件下，乙醛酸支路是不激活的[25]。另外，有

文献报道通过酶活测定等方法得到：当 iclR 基

因敲除时乙醛酸支路得到了激活[26-27]。然而，基

于酶活性或代谢物分析等常规方法难以真正判

断细胞内乙醛酸支路反应的的活跃程度[18]。本研

究通过基于稳定同位素 13C 的代谢反应流量分析

并结合酶活性测定，系统地确定了大肠杆菌原始

菌在葡萄糖上代谢时乙醛酸支路活性的缺乏，而

iclR 基因的敲除有效地激活了大肠杆菌的乙醛酸

支路反应，研究同时表明约有 33％的异柠檬酸通

过乙醛酸支路进行代谢。 

在 我 们 得 到 上 述 研 究 结 果 的 同 时 ， 

Waegeman 等[28]分别利用均匀 13C 标记葡萄糖/天

然葡萄糖 (20％∶80％，W∶W) 以及首位 13C 标

记葡萄糖/天然葡萄糖 (50％∶50％，W∶W) 的混

合葡萄糖作为底物研究大肠杆菌 K12 MG1655 

ΔiclRΔarcA 菌株在葡萄糖丰富培养基上的代谢，同

样得到了乙醛酸支路被激活、30％异柠檬酸通过

乙醛酸支路代谢，以及菌体得率得到很大提高等

相似结论。 

另有研究表明大肠杆菌在特定条件下会激

活磷酸烯醇式丙酮酸-乙醛酸循环[29]。iclR 基因

敲除的大肠杆菌中，乙醛酸支路得到了激活，但

研究表明草酰乙酸形成磷酸烯醇式丙酮酸的磷

酸烯醇丙酮酸羧化激酶反应流量基本不变，说

明 iclR 基因的敲除不会明显影响未激活磷酸烯

醇式丙酮酸-乙醛酸循环，碳原子没有过多地通

过磷酸烯醇式丙酮酸羧化激酶反应以 CO2 形式

排出而得以保留。乙醛酸支路的激活，异柠檬酸

通过 TCA 循环的相对流量变小，以及 PP 途径相

对流量变小等使得 CO2 的释放量减少，另外，突

变株乙酸的得率亦变小，这些原因就使得 iclR 基

因敲除菌的菌体得率有所变大。 

iclR 基因敲除菌的乙酸关于葡萄糖的得率减

小。大肠杆菌中乙酸产生的原因一般是“溢出代

谢”[30]的结果，是由于葡萄糖的摄取及细胞生物

合成和能量需要之间的不平衡造成的[31-32]。大肠

杆菌可以通过降低葡萄糖的利用速率或者促进

菌体的代谢来减少乙酸的产生[32]。突变株的葡萄

糖比消耗速率较原始菌的小，另外，突变株乙醛

酸支路的激活使得乙酰辅酶 A 的代谢效率更高，

两方面的原因使得 ΔiclR 突变株的乙酸得率略低

于原始菌株。 

本研究通过基于稳定同位素 13C 的细胞内代

谢反应流量定量解析，同时结合酶活检测等初步

分析了转录调节因子异柠檬酸裂解酶调节子在大

肠杆菌细胞代谢中的作用。该研究提供的利用代

谢流量比率作为限制条件的代谢反应流量分析

方法可以广泛地应用到更多的细胞体系和生物

过程中，用以辅助对细胞特定基因功能以及代谢

调控机理的阐明。 
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附录 1  大肠杆菌中心代谢网络化学计量反应式 
Appendix 1  The central metabolic network in Escherichia coli with the stoichiometric reactions 

Reactions 

v1 GLC + PEP  =>  G6P + PYR 

v2 G6P + NADP  =>  6PG + NADPH + CO2 

v3 6PG + NADP  =>  R5P + NADPH + CO2 

v4 G6P  <=>  F6P 

v5 F6P + ATP  =>  DHAP + GAP +ADP 

v6 DHAP  <=>  GAP 

v7 R5P + R5P  <=>  S7P + GAP 

v8 S7P + GAP  <=>  F6P + E4P 

v9 R5P + E4P  <=>  F6P + GAP 

v10 GAP + NAD +ADP + Pi  <=>  3PG + NADH + ATP 

v11 3PG  <=>  PEP 

v12 PEP + ADP  =>  PYR + ATP 

v13 PYR + CoA + NAD  =>  ACA + NADH + CO2 

v14 OAA + ACA  =>  ICI + CoA 

v15 ICI + NADP  =>  AKG + NADPH + CO2 

v16 AKG + NAD + GDP + Pi  =>  SUC + NADH + GTP + CO2 

v17 SUC +  FAD (NAD)  =>  MAL + FADH2 (NADH) 

v18 MAL + NAD  <=>  OAA + NADH 

v19 MAL + NAD(P)  =>  PYR + NAD(P)H + CO2 

v20 OAA + ATP  =>  PEP + ADP + CO2 

v21 PEP + CO2  =>  OAA + Pi 

v22 6PG  =>  PYR + GAP 

v23 ICI + ACA  =>  SUC + MAL + CoA 

v24 precursors  =>  biomass 

v25 ACA + ADP + Pi  =>  ACE + ATP + CoA 

v26 PYR + NADH  =>  D_LAC + NAD 

v27 DHAP  =>  GLYCEROL 

v28 ACA + ADP + Pi + 2 NADH  =>  ETH + ATP + 2 NAD + CoA 

v29 PYR + CoA  =>  ACA + FOR 

Abbreviations: G6P: glucose-6-phosphate; 6PG: 6-phosphogluconate; P5P: pentose-phosphates; F6P: fructose-6-hosphate; 
E4P: erythrose-4-phosphate; GAP: glyceraldehydes-3-phosphate; S7P: seduheptulose-7-phosphate; 3PG: 
3-phosphoglycerate; PEP: phosphoenolpyruvate; PYR: pyruvate; ACA: acetyl coenzyme A; ICI: isocitrate; AKG: 
α-ketoglutarate; SUC: succinate; MAL: malate; OAA: oxaloacetate; GOX: glyoxylate. 
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