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代谢工程发酵谷氨酸棒状杆菌生产纤维素谷氨酸和 γ-氨基丁酸 

 

摘要 

谷氨酸是一种重要的食品添加剂和化工原料，其脱羧反应产物 γ-氨基丁酸是一种重

要的生物活性物质和聚合材料单体。以来源广泛、价格低廉、可再生的木质纤维素原料

替代粮食性淀粉原料发酵生产谷氨酸和 γ-氨基丁酸，能够为它们作为化工原料和材料单

体的大规模应用奠定坚实基础。然而目前利用木质纤维素原料进行谷氨酸和 γ-氨基丁酸

发酵的研究极少报道，也没有真正意义上的木质纤维素原料发酵的案例。这可能是由于

在复杂的木质纤维素体系下影响谷氨酸和 γ-氨基丁酸发酵的关键因素还不明确。为了实

现真正意义上的纤维素谷氨酸和 γ-氨基丁酸发酵，本论文以干法生物炼制技术为依托，

对 Corynebacterium glutamicum 利用玉米秸秆水解液进行谷氨酸和 γ-氨基丁酸发酵的过

程进行研究。首先对玉米秸秆水解液中影响谷氨酸发酵的关键因素进行了探究，确定了

过量生物素是水解液中 C. glutamicum 无法正常积累谷氨酸的关键因素。然后对 C. 

glutamicum 进行代谢工程改造，实现高生物素木质纤维素体系下生产谷氨酸并显著提高

了纤维素谷氨酸的发酵性能。最后通过代谢工程改造，解决 C. glutamicum 发酵 γ-氨基

丁酸过程中的关键性问题和障碍，实现利用木质纤维素原料高产 γ-氨基丁酸。 

本研究第一部分对 C. glutamicum 利用玉米秸秆水解液发酵谷氨酸的过程进行研究，

发现菌株在水解液中虽然生长良好但是不积累谷氨酸。通过研究发现，玉米秸秆水解液

中存在过量的生物素，其浓度高达 22.5 ± 4.3 μg/L，是生物素“亚适量”条件的 10 倍左右。

然后通过一系列的实验证实水解液中过量的生物素是谷氨酸不能够积累的关键因素。进

一步的研究发现，木质纤维素原料中普遍存在大量的生物素并且生物素在生物炼制过程

中保持稳定，最终导致水解液中包含过量的生物素而无法正常进行谷氨酸发酵。此外，

通过测定我们发现木质纤维素原料中其他 B 族维生素在生物炼制过程中也得以保留，它

们可以作为营养成分对发酵过程起到促进作用。 

本研究第二部分针对 C. glutamicum 在高生物素木质纤维素体系下不积累谷氨酸的

问题对菌株进行代谢工程改造，实现在高生物素玉米秸秆水解液中生产谷氨酸。通过对

多种代谢工程改造方法的尝试和评估，我们发现激活谷氨酸分泌通道和降低 α-酮戊二酸

脱氢酶活性具有最好的效果。首先通过对谷氨酸分泌通道 MscCG 的改造激活谷氨酸分

泌，成功实现在高生物素下持续积累谷氨酸，谷氨酸浓度达到 9.2 g/L。随后通过优化

odhA 基因 RBS 序列的方式降低 α-酮戊二酸脱氢酶活性，显著提高了谷氨酸的产量，谷

氨酸浓度达到 55.7 g/L。比出发菌株青霉素诱导下的谷氨酸发酵浓度提高 16.8%，生产

速率提高 55.6%，成功实现不经过诱导生产谷氨酸。最终得到的重组菌株通过分批发酵

生产谷氨酸浓度达到 65.2 g/L，得率达到 0.63 g/g 葡萄糖，实现了真正意义上的纤维素

谷氨酸发酵。 
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本研究第三部针对 C. glutamicum 发酵 γ-氨基丁酸过程中生产速率、浓度和得率低

的关键问题，对菌株进行代谢工程改造。首先通过异源表达大肠杆菌谷氨酸脱羧酶，初

步实现在谷氨酸高产条件下生产 γ-氨基丁酸。随后将谷氨酸脱羧酶通过 Sec 通道分泌表

达使谷氨酸脱羧反应直接在胞外进行，成功将 γ-氨基丁酸的产量提高将近 4 倍。最后对

分泌表达质粒启动子优化和 γ-氨基丁酸通透酶 gabP 基因进行敲除进一步提高 γ-氨基丁

酸的产量。最终得到的重组菌株利用复合培养基分批补料发酵生产 γ-氨基丁酸浓度能够

达到 77.6 g/L，得率达到 0.44 g/g 葡萄糖，生产速率达到 1.21 g∙L-1∙h-1，是 C. glutamicum

基于谷氨酸脱羧酶生产 γ-氨基丁酸所达到的最高指标，显著提高了 C. glutamicum 发酵

γ-氨基丁酸的生产速率、浓度和得率。该菌株利用玉米秸秆水解液进行 γ-氨基丁酸发酵

浓度达到 39 g/L，得率达到 0.44 g/g 葡萄糖，成功实现纤维素 γ-氨基丁酸的发酵生产。 

通过本论文的研究，我们成功发现并解决了木质纤维素体系发酵谷氨酸和 γ-氨基丁

酸的关键性问题，实现了利用木质纤维纤维素原料高产谷氨酸和 γ-氨基丁酸，为进一步

促进谷氨酸和 γ-氨基丁酸作为聚合材料单体的工业化应用奠定坚实基础。 

关键词：木质纤维素；Corynebacterium glutamicum；生物素；谷氨酸；γ-氨基丁酸 
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Metabolic Engineering of Corynebacterium glutamicum for Cellulosic 

Glutamic Acid and γ-Aminobutyric Acid Fermentation 

 

Abstract 

Glutamic acid is one of the most important food additives and chemical raw materials, and 

its decarboxylation product γ-aminobutyric acid is an important bioactive and polymer 

monomer compound. Glutamic acid and γ-aminobutyric acid fermentation using the most 

available, cheap and renewable lignocellulose biomass instead of food starch-based feedstocks 

can lay a solid foundation for their large-scale application as chemical raw materials or polymer 

monomers. Howerver, few studies focused on their production from lignocellulose biomass, 

and no practical results had ever been reported. This may be due to the key factors in the 

complicated lignocellulose system that affect glutamic acid and γ-aminobutyric acid 

fermentation are still unclear. In this paper, in order to achieve a real breakthrough in the 

fermentation of cellulosic glutamic acid and γ-aminobutyric acid, their fermentation by 

Corynebacterium glutamicum using corn stover hydrolysate that prepared based on dry 

biorefinery process was studied. First, the key factors that affect glutamate production were 

investigated, and excessive biotin in corn stover hydrolysate was demonstrated to be the key 

factor for no glutamic acid accumulation. Then metabolic engineering was applied to trigger 

efficient glutamic acid production in corn stover hydrolysate by C. glutamicum, and the 

glutamic acid production performance was significantly improved. Finally, metabolic 

engineering was applied to solve the key problems and obstacles in γ-aminobutyric acid 

fermentation, and efficient γ-aminobutyric acid production from corn stover hydrolysate was 

successfully achieved. 

The first part of this study focused on glutamic acid production in corn stover hydrolysate, 

and better cell growth but no glutamic acid accumulation was observed when C. glutamicum 

cells were cultured in corn stover hydrolysate. Further experiment discovered excessive biotin 

in 15% (w/w) corn stover hydrolysate. The biotin concentration was as high as 22.5 ± 4.3 μg/L, 

which was about ten-fold higher than that of “sub-optimal” level for glutamic acid accumulation. 

A series of experiments further demonstrated that excessive biotin in corn stover hydrolysate 

was the key factor for no glutamic acid accumulation. The rich existence of biotin was found 

to be a common phenomenon in a wide range of lignocellulose biomass, and most of biotin 

remain stable during the dry biorefining chain and thus creates an excessive condition for 

glutamic acid accumulation in corn stover hydrolysate. We also found that the major vitamin B 

compounds were under high concentration levels even after harsh pretreatment, and they may 

act as potential nutrients to biorefining fermentations. 

The second part of this study tried to achieve efficient glutamic acid accumulation by 

metabolic engineering of C. glutamicum S9114. Among various metabolic engineering 

strategies we tried or evaluated, activating glutamic acid secretion and decreasing α-
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oxoglutarate dehydrogenase complex (ODHC) activity were the two most effective methods. 

First, we modified the glutamate secretion channel MscCG to activate the glutamic acid 

secretion, and successfully achieved constitue glutamic acid accumulation in the biotin 

excessive corn stover hydrolysate with a final glutamic acid titer of 9.2 g/L. Then the ODHC 

activity was attenuated by regulating odhA RBS sequence, and glutamic acid accumulation was 

significantly improved to more than five folds. 55.7 g/L glutamic acid was accumulated. 16.8% 

and 55.6% improvement in glutamic acid titer productivity were achieved compared to that of 

penicillin trigged glutamic acid fermentation by the starting strain. Efficient cellulosic glutamic 

acid production was successfully reached. The final strain reached a highest glutamic acid titer 

of 65.2 g/L with a yield of 0.63 g/g glucose in fed-batch fermentation, and the practical 

cellulosic glutamate fermentation was successfully achieved for the first time. 

The third part of this thesis focused on metabolic engineering of C. glutamicum to 

overcome key problems of low titer, yield and productivity in γ-aminobutyric acid fermentation. 

First, a modified glutamate decarboxylase from E. coli was heterologously expressed in C. 

glutamicum to achieve γ-aminobutyric acid production under glutamate overproducing 

condition. Then we facilitated the extracellular decarbonxylation reaction by secreting 

expression of glutamate decarboxylase through the Sec pathway, and more than 4-folds 

improvement in γ-aminobutyric acid titer was achieved. Consequent expression promoter 

optimization and gabP gene knockout further improved the γ-aminobutyric acid titer. Fed-batch 

fermentation of the final strain produced 77.6 g/L of GABA with the yield of 0.44 g/g glucose 

and productivity of 1.21 g∙L-1∙h-1 in complex medium. This is the highest result ever reported 

for γ-aminobutyric acid production by C. glutamicum. Significant improvement in γ-

aminobutyric acid titer, yield and productivity was achieved. Finally, 39 g/L γ-aminobutyric 

acid was produced in corn stover hydrolysate by the final strain with the yield of 0.44 g/g 

glucose, successfully achieved cellulosic γ-aminobutyric acid production. 

Based on the above studies, the key problems in glutamic acid and γ-aminobutyric acid 

production from lignocellulose biomass were identified and solved, and pratical cellulosic 

glutamic acid and γ-aminobutyric acid fermentation was successfully reached. These results 

laied a solid foundation for promoting glutamate and γ-aminobutyrate as monomers use in 

industrial production of polyesters and polyamides. 

Keywords: Lignocellulose; Corynebacterium glutamicum; biotin; glutamic acid; γ-

aminobutyric acid 
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第 1 章  绪论 

1.1  木质纤维素生物炼制 

随着当今世界人口的不断增长、化石资源的逐渐消耗殆尽以及环境污染和温室效应

的加剧，以粮食或者化石原料进行能源以及化学品的生产逐渐受到限制[1, 2]。寻找替代

性原料势在必行，而在所有潜在的替代性原料中，木质纤维素原料来源广泛、价格低廉，

是含量最为丰富的可再生资源[3]。利用木质纤维素原料进行替代性能源以及化学品的生

产，能够有效缓解这一系列问题，具有重大的研究和应用价值[4]。 

木质纤维素主要由纤维素、半纤维素和木质素组成[5, 6]，除此之外还含有一些结构

性蛋白、脂类及灰分等成分[7, 8]。这些物质以特定的方式构成木质纤维素致密紧凑的结

构，从而具有较强的生物顽抗性，不容易被微生物利用与降解[9, 10]。为此，木质纤维素

原料往往需要经过一系列的生物炼制过程处理转化为可发酵性糖后才能被利用[11]。木质

纤维素生物炼制过程主要包括预处理、脱毒、水解、发酵以及产品分离纯化等[12, 13]。 

木质纤维素具有较强的生物顽抗性，必须通过预处理步骤破坏其致密结构后才能够

被利用[11, 14]。预处理方法主要包括以下四大类[14-19]：物理法（如机械研磨、热水预处理

等[14, 15]）、化学法（如酸、碱、离子液预处理等[14, 16, 18]）、物理化学法（如氨纤维爆破、

CO2/SO2 蒸汽爆破等[18]）以及生物法（如白腐真菌处理[15, 18, 19]）。其中稀酸预处理比较

常用且适用范围非常广[18]。稀硫酸预处理能够有效降解半纤维素组分从而破坏木质纤维

素结构，但是预处理过程产生大量废水且对设备腐蚀性强[16, 20, 21]。本实验室针对稀硫酸

预处理存在的这些问题进行了改进，开发了干酸预处理技术[13, 22, 23]。该预处理技术极大

的降低了硫酸、蒸汽和水的用量，实现了预处理过程中零废水产生[23]，并且这种预处理

方法能够最大程度减少酸对预处理反应器的腐蚀作用[21]，解决了稀酸预处理过程中存在

的突出问题，具有非常大的应用潜力。 

预处理过程通常需要在高温高压的条件下进行，因此不可避免导致木质纤维素原料

中的一些组分过度降解产生抑制物，产生对后续糖化和发酵过程具有抑制作用[24-26]。虽

然不同来源的木质纤维素在抑制物产生中可能存在差异，但是根据其形成以及结构特征

大致可以分为呋喃醛类、有机弱酸类和酚类[27]。其中比较典型的抑制物包括：呋喃类的

糠醛和 5-羟甲基糠醛（HMF）等[28, 29]；有机弱酸类的甲酸、乙酰丙酸和乙酸等[30]；酚类

的香草醛、丁香醛和 4-羟基苯甲醛等[31, 32]。这些抑制物对微生物生长和发酵具有抑制作

用，包括抑制代谢过程中相关酶的活性、降低胞内 pH、导致胞内活性氧积累以及破坏

细胞膜完整性等[30, 33]。抑制物导致的菌株生长缓慢、发酵性能下降等问题是生物炼制过

程中比较大的难题[34]。为此，在生物炼制过程中需要进行脱毒以去除这些抑制物或者将

其转化为毒性较低的物质[34]。常见的脱毒方法包括物理法、化学法以及生物法等[35, 36]。

相比物理法和化学法大量的废水产生以及化学品大量消耗，生物法因其条件温和、耗水
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量少等特点逐渐成为研究热点[37]。本实验室在研究过程中筛选得到一株脱毒性能优异的

霉菌，树脂枝孢霉 Amorphotheca resinae ZN1[38]，它能够优先利用预处理过程中产生的

抑制物而保留物料中的大部分糖类[39]。将该霉菌直接接种至固态的预处理后的物料，在

通气的情况下能够实现快速脱毒[39]。该固态生物脱毒方法相比于传统方法不需要进行液

态脱毒，大大减少了水的消耗和废水产生，是真正具有实际应用价值的脱毒方式。 

经过脱毒或者未经过脱毒的物料在进一步用于微生物发酵之前还需要进行水解释

放可发酵性糖，这个过程称为水解或者糖化。目前经常采用的水解方式为纤维素酶水解，

水解条件相对比较温和，能够避免单糖进一步降解产生抑制物[40, 41]。纤维素酶通常包含

内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶[6]，它们能够作用于纤维素并将其水解成

葡萄糖[42]。除此之外，纤维素酶当中也含有作用于半纤维素的酶如乙酸乙酯酶、木聚糖

酶以及 β-木糖苷酶等[43]。在生物炼制应用过程中，由于纤维素酶的成本比较高，如何减

少酶用量、提高酶水解效率和糖浓度是非常关键的问题[6, 18]。为了得到高糖浓度，往往

需要较高的底物浓度，因此底物和产物抑制作用问题比较严重[44]，但是提高纤维素酶的

添加量则会显著提高酶水解成本[6, 12, 18, 45]。针对这个问题，本实验室设计的螺带式搅拌

桨反应器能够在高物料载量下实现物料和酶的有效混合并显著降低纤维素酶的用量，节

省成本[44]。 

在生物炼制过程中常采用的发酵方式包括分步糖化与发酵和同步糖化发酵[46-49]。分

步糖化与发酵是利用酶水解得到的糖化液进行发酵，同步糖化发酵则是将糖化和发酵两

个过程在同一反应器里同时进行[46]。分步糖化与发酵能够使糖化和发酵在各自的最适条

件下进行从而提高发酵性能[47]，但是糖化过程中较高的底物和产物抑制作用往往使糖化

过程不够充分，导致糖的利用不完全[47]。同步糖化过程中酶水解产生的可发酵性糖能够

立即被微生物利用，从而缓解纤维素酶的底物抑制作用使糖能够被充分利用[48]，也能一

定程度上减少纤维素酶的使用量、节省设备使用率和发酵时间[49]。但是，当酶水解条件

和菌株生长发酵条件不相符合时，发酵菌株无法充分发挥其发酵性能[46]。为此发酵过程

中需要根据实际情况选择合适的发酵方式。得益于实验室设计的螺带式搅拌桨反应器，

我们既可以得到高初糖浓度水解液用于分步糖化与发酵也可以实现高固含量同步糖化

发酵，从而大大提高发酵产品的浓度和得率[13, 50-52]。 

在生物炼制体系中，不论是同步糖化发酵还是分步糖化与发酵，固液分离都是必不

可少的步骤[53]。而由于木质纤维素体系十分复杂，固液分离往往需要更高的成本[54]。本

实验室针对高固含量木质纤维素糖化醪和同步糖化发酵醪体系，采用短时高温加热方法

能够有效的实现快速固液分离，为产品的进一步的分离纯化提供有力保障[55]。固液分离

后的固体残渣中还含有大量的碳水化合物，具有较高的热值[56]，通常可以用于燃烧产热

或者发电，实现生物质的全利用。所以，本实验室开发的干法生物炼制技术对木质纤维

素生物炼制过程中存在的关键性问题进行了一一解决，成功实现了多种生物能源以及生

物基化学品的高指标生产[13, 50, 52, 57, 58]，具有非常广泛的应用前景。 
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此外，由于生物炼制体系的特殊性，所使用的发酵菌株需要能够适应相应的发酵体

系才能最大程度发挥菌株发酵性能，为此生物炼制菌株的开发十分重要。目前的研究主

要集中在两个方面：提高菌株抑制物耐受性或者降解能力和实现菌株对木质纤维素混合

糖的共利用。虽然通过脱毒能够去除大部分抑制物，但是残留的抑制物对菌株的发酵性

能还是有很大的影响。为此需要筛选具有较强的抑制物耐受性的菌株，或者通过驯化或

者代谢工程手段提高菌株的耐受性，才能在木质纤维素体系中实现高性能发酵生产。反

过来，发酵菌株抑制物耐受性提高也可以进一步缩减脱毒时间或者直接不脱毒进行发酵，

从而节省成本。提高菌株耐受性通常采用的两种方式为适应性进化[59, 60]和理性工程改造
[61-63]。适应性进化是在含有较高抑制物的培养基中连续传代培养，通过菌株的遗传变异

和高抑制物的定向选择作用得到抑制物耐受性提高的菌株[59]。进一步对这些抑制物耐受

性菌株进行抑制物耐受性机制解析，能够对高抑制物耐受性菌株的工程改造提供指导。

这种基于已有耐受性机制借助代谢工程手段提高菌株对抑制物的耐受性或者转化能力

的方式叫理性工程改造[61-63]。目前适应性进化和理性工程改造手段已经充分应用于提高

多种菌株的抑制物耐受性和转化能力，如 Saccharomyces cerevisiae[64, 65]、Escherichia 

coli[66]、Zymomonas mobilis[67]、Corynebacterium glutamicum[68]等。 

对生物炼制菌株混合糖利用的研究也十分重要。木质纤维素原料制备的水解液中除

了葡萄糖以外还含有多种糖，如木糖、阿拉伯糖、半乳糖等单糖以及未水解完全的糖，

如纤维二糖、葡寡糖、木寡糖等[69]。虽然大部分的糖含量都不如葡萄糖高，但是它们在

总糖含量中占据很大的比例[70]。而很多微生物通常只能够利用其中的葡萄糖，造成大量

其他糖的浪费，并且导致相应的发酵废水中化学需氧量（COD）较高，对后续废水处理

造成巨大压力[71]。通过代谢工程手段或者驯化等策略使木质纤维素中的多种糖类得到充

分利用，能够有助于提高产品的产量，并且减少后续废水处理的压力。目前研究最多的

是对木糖的共利用，木糖可以通过木糖异构酶途径和氧化还原途径加以利用[66]，通过这

两个途径的构建以及相应的代谢优化，很多的工业菌株中都已经成功实现了木糖的利用，

例如 S. cerevisiae、Z. mobilis 以及 C. glutamicum 等[72]。其他可发酵性的糖，如阿拉伯糖、

半乳糖、纤维二糖等的共利用也有比较深入的研究[72, 73]，不再赘述。此外，很多微生物

在多种糖的共利用过程中通常存在葡萄糖效应，在菌株的代谢工程改造过程中还需要充

分考虑这一因素[74]。而 C. glutamicum 的葡萄糖效应比较弱[75]，具有多种糖同步共利用

的潜力。 

1.2  谷氨酸棒状杆菌与生物炼制 

谷氨酸棒状杆菌(Corynebacterium glutamicum)是革兰氏阳性菌，是公认安全的

GRAS 菌株[76]。自其在 20 世纪 60 年代被发现以来，一直被用于工业上氨基酸如谷氨酸

和赖氨酸等的生产[77]。随着生物技术的发展，基因组学[78-80]、转录组学[81-84]、代谢组学
[85, 86]以及系统生物技术[87]等技术的广泛应用使得对 C. glutamicum 的研究更加深入。而

基因编辑系统[88-90]和基因表达系统[91-93]的成功构建，使得 C. glutamicum 的代谢工程改
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造更加容易。利用 C. glutamicum 代谢工程改造进行生物基化学品、生物燃料、生物材料

等生产的研究十分广泛[94]。而其自身的一些特性也使它在生物炼制上具有非常大的应用

潜力。 

首先，C. glutamicum 对木质纤维素来源抑制物具有较高的耐受性[95, 96]，能够适应复

杂的含有较高抑制物成分的木质纤维素体系[97]。并且借助特定的培养条件、驯化、基因

工程改造等方法，能够进一步提高菌株的抑制物耐受性[68, 96, 98]。该菌株还具备同化多种

芳香类化合物如香草醛、4-羟基苯甲醛等的能力[99]。其次，该菌株具有混合糖利用的潜

力。虽然 C. glutamicum 不能够利用利用木质纤维素体系中存在的阿拉伯糖、半乳糖、木

糖、二糖以及寡糖聚糖等[100]，但是该菌株葡萄糖效应相对比较弱，具有同步利用多种糖

的潜力[75]。通过代谢工程引入这些糖的利用途径，就能够使该菌株具有混合糖发酵的能

力[101]。通过木糖异构酶、木酮糖激酶、木糖转运蛋白的表达以及转录调控，C. glutamicum

能够成功共利用木糖进行共发酵生产产品，如谷氨酸、赖氨酸等[102-104]。在此基础上，

通过分泌表达木聚糖内切酶和木酮糖酶能够实现直接利用半纤维素生产氨基酸[105]。通

过表达来自 E. coli 的 araBAD 基因簇能够实现阿拉伯糖的利用[106, 107]。通过进一步表达

araE 转运蛋白能够实现阿拉伯糖和木糖的同步利用[108]。其他木质纤维素来源的糖，如

半乳糖、纤维二糖、纤维素等利用的研究也多有报道[75, 101, 109]，不再赘述。 

同时，谷氨酸棒状杆菌具有非常广泛的产物生产潜力[94]。作为最主要的氨基酸生产

菌株，C. glutamicum 通过代谢工程改造已经能够利用木质纤维素原料进行氨基酸如谷氨

酸、赖氨酸、精氨酸、鸟氨酸、二胺，以及氨基酸衍生产品的生产[110]。同时它还能够用

来生产有机酸（如乳酸、琥珀酸等）、生物燃料（如乙醇、异丁醇等）和可生物降解材料

及其单体（如尸胺、二元醇、聚羟基丁酸酯等）[94, 111]。可以预见，在代谢工程技术的推

动下，C. glutamicum 在生物炼制领域的应用将会越来越广。除此之外，C. glutamicum 属

于兼性厌氧菌，在发酵工艺方面也具有很大的适应性。对其好氧发酵的研究已经比较深

入，对一些传统产品以及多胺类化学品的生物炼制生产具有广泛的借鉴作用[112-114]。在

厌氧条件下，菌株的生长会受到一定限制，但是菌株的代谢活动依然十分活跃，更多的

碳源可以用来进行产品如乳酸、琥珀酸以及乙酸等有机酸的生产[82, 115, 116]。而且生长限

制下的细胞在有抑制物存在的情况下依然能够保持很高的催化活性[98]。这些研究充分说

明该菌株能够很好的适应生物炼制体系，在生物炼制进行生物基化学品、生物材料、生

物能源等方面具有十分巨大的潜力。 

1.3  谷氨酸发酵生产 

谷氨酸（Glutamic acid），又名 α-氨基戊二酸，其结构式及分子式图 1.1 所示，根据

化学构象的不同区分左旋体、右旋体和消旋体[117]。D-谷氨酸只在一些特定的情况下存

在，如细菌的细胞壁中[118]，自然界中广泛存在的通常为 L-谷氨酸。本文中所提及的谷

氨酸均指 L-谷氨酸，不再特殊说明。谷氨酸是二十种构成蛋白质的天然氨基酸之一，虽

然是非必须氨基酸，但它在营养、代谢以及信号传导等方面具有非常重要的作用[119, 120]。 
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谷氨酸在各个行业具有非常广泛的应用。在食品行业，谷氨酸一钠盐是味精的主要

成分，是一种重要的鲜味增强剂，也是重要的食品添加剂[121]；在医药行业，谷氨酸可作

为碳氮营养参与机体代谢，可用于治疗肝昏迷、脑震荡或神经损伤、癫痫等疾病[120]；在

日用化妆品行业谷氨酸可用于氨基酸型表面活性剂如 N-酰基谷氨酸的合成[122]；谷氨酸

还用于生物聚合材料的合成，由谷氨酸聚合而成的 γ-聚谷氨酸是一种生物可降解性的高

分子材料，在医药、食品、农业等多个方面具有很大的应用潜力[123]。经过脱羧反应生成

的 γ-氨基丁酸是可生物降解材料尼龙 4 的合成原料[124]。除此之外，谷氨酸还有很多其

他的衍生物（图 1.1），都具有非常广泛的应用，如 L-焦谷氨酸、脯氨酸、戊二酸、5-氨

基乙酰丙酸、5-氨基-1-丁醇等。为此谷氨酸 2004 年被美国可再生能源实验室（NREL）

评选为可通过生物质进行生产的 12 种平台化合物之一[125]。 

 

图 1.1  谷氨酸及其衍生物 

Fig. 1.1  Glutamic Acid and its Derivatives 

从 1907 年由 Kikunae Ikeda 成功分离纯化得到谷氨酸开始，谷氨酸的工业化生产经

历了水解法、化学合成法和微生物发酵生产法三个阶段[121]。由于水解法和化学合成法

存在成本高、消耗较大、条件要求苛刻、设备腐蚀严重以及产量低等问题，始终未能得

到广泛应用[126]。直到 1957 年日本科学家 Kinoshita 等成功筛选到能够生产谷氨酸的菌

株，谷氨酸开始采用微生物法进行生产[127]。由于微生物法相对于水解法和化学合成法

具有生产条件相对温和，对设备要求低等优点，因此在发酵法出现以后，提取法和化学

合成法很快被淘汰。利用微生物法发酵生产谷氨酸的成为主流并形成了多种谷氨酸发酵

生产的工艺[121, 126]。 

谷氨酸的生产途径相对简单，主要包括糖酵解途径、磷酸戊糖途径、TCA 循环、氨

同化以及谷氨酸分泌等过程[128]，其合成代谢途径如图 1.2 所示。葡萄糖首先经糖酵解和
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磷酸戊糖途径以及回补途径等进入 TCA 循环[129]，然后进一步生成 α-酮戊二酸[130]。α-

酮戊二酸在谷氨酸脱氢酶的作用下经还原氨基反应生成谷氨酸[131]，再经过转运体介导

的跨膜运输分泌到胞外实现谷氨酸积累[132]。在 C. glutamicum 发酵生产谷氨酸的过程中，

生物素是比较关键的因素。生物素是 acetyl-CoA 羧化酶的辅酶[133]，参与到细胞的脂肪

酸合成过程[134]。谷氨酸棒状杆菌是生物素营养缺陷型菌株[135]，一方面需要生物素维持

其生长，但另一方面过量的生物素供应会抑制谷氨酸的分泌[136]。所以目前主要采用生

物素亚适量的方法进行生产[137]，或者在生物素过量的情况下，通过添加青霉素、表面活

性剂等进行诱导生产谷氨酸[138]，亦或利用温度敏感型菌株进行发酵生产[139]。 

 

图 1.2  谷氨酸生物合成代谢路径简图 

Fig. 1.2  Simplified glutamate biosynthesis pathway 

尽管诱导是工业上谷氨酸生产工艺中最为核心的技术，但是有关诱导谷氨酸发酵生

产的分子机制却是在最近这些年才逐渐清晰。谷氨酸的过量生产主要和三个方面的变化

有关系（如图 1.3 所示）。首先，在谷氨酸的生产和 α-酮戊二酸脱氢酶系（ODHC）活性

降低有关[140]。谷氨酸的合成主要是由 TCA 循环的 α-酮戊二酸和铵根离子在谷氨酸脱氢

酶的作用下生成，该反应与 TCA 循环中 ODHC 催化生成琥珀酸的反应相互竞争[141]。有
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研究指出，在 α-酮戊二酸节点处的代谢流更大程度上取决于 ODHC 的活性[140]，所以降

低 ODHC 的酶活，使碳代谢更多流向谷氨酸的生成是谷氨酸高产所必须的。在所有谷氨

酸高产的条件下均能够检测到 ODHC 活性的降低[141]，甚至通过将 ODHC 的 e1o 亚基编

码基因 odhA 的敲除，也能够实现谷氨酸在高生物素下积累[142]。ODHC 活性的调节主要

通过丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 PknG 和 OHDC 抑制性蛋白 OdhI实现[143]。未磷酸化的 OdhI

蛋白能够结合到 ODHC 的 OdhA 亚基上从而抑制 ODHC 的活性，而 PknG 能够通过磷

酸化 OdhI 蛋白，从而解除这一抑制效应[144]。OdhI 蛋白的失活会导致谷氨酸减少，甚至

不生成谷氨酸，而 PknG 的敲除则因为无法磷酸化 OdhI 导致 ODHC 活性降低而影响生

长[145]。在吐温 40 和青霉素诱导条件下 OdhI 蛋白的量也出现增加[146]。这些现象充分证

明了谷氨酸合成过程所产生的代谢变化。 

 

图 1.3  谷氨酸棒状杆菌谷氨酸发酵机制[147] 

Fig. 1.3  Overview of L-glutamate production mechanism in Corynebacterium glutamicum[147] 

其次谷氨酸的生产还和细胞膜和细胞壁的变化相关。早在 1968 年，Takinami 等在

谷氨酸发酵中发现生物素限量会导致脂肪酸的合成减少，从而影响细胞质膜的磷脂和脂

肪酸的合成以及细胞壁成分的合成[148, 149]。吐温 40 作为表面活性剂能够影响细胞膜的

状态[150]，青霉素作为细胞壁成分肽聚糖合成的抑制剂能够影响细胞壁的合成[138, 151]。

Nampoothiri 等通过对影响细胞膜脂质成分合成的相关基因的调节，能够影响谷氨酸的

产量[152]。Hashimoto 等发现在谷氨酸生产过程中，细胞壁分枝菌酸成分也有变化[153]。

进一步通过敲除脂肪酸合成关键酶 acetyl-CoA 羧化酶 dtsR1 基因以及和肽聚糖合成基因

ltsA，均能够实现在高生物素下不经过谷氨酸诱导的发酵[154-157]。虽然也有研究指出仅细

胞膜的改变不足以诱导谷氨酸的分泌[158]，但是谷氨酸的生产和细胞膜细胞壁的改变确

实关系密切。 

更加深入的研究发现，这些细胞膜和细胞壁的变化能够使 C. glutamicum 的谷氨酸

分泌通道打开，将谷氨酸分泌到胞外实现谷氨酸的积累[132, 159]。谷氨酸分泌通道 MscCG
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为机械敏感型通道，能够感应细胞膜表面张力的变化从而调节该通道的开启和关闭[132, 

160]。MscCG 通道的发现得益于对 odhA 敲除的菌株的研究：odhA 的敲除导致编码 MscCG

的 Ncgl1221 基因发生突变，从而使谷氨酸能够分泌[132]，这也是 odhA 基因敲除菌株能

够分泌谷氨酸的直接原因。随后的研究对该通道编码基因的改造也能够实现谷氨酸的持

续分泌[161, 162]。对该分泌通道的结构研究发现，Ncgl1221 编码的 MscCG 转运通道其 N-

末端结构和大肠杆菌的 MscS 相似，但是额外多了一个 C-末端[163]。该基因编码的蛋白

含有四个跨膜区域，N 末端的三个跨膜区和谷氨酸的分泌相关，而 C 末端的一个跨膜区

和谷氨酸分泌通道的打开和关闭相关[164]。对该蛋白 C-末端 110 个氨基酸残基的截取，

能够使该通道打开并持续分泌谷氨酸[161, 164]。进一步的研究还发现除了 MscCG 以外，

部分 C. glutamicum 中还同时存在额外的和 MscCG 性质类似的 MscCG2 机械敏感型通

道，可以参与谷氨酸的分泌[159]。综合目前的研究结果来看，谷氨酸的生产是一个多重作

用的结果，除了需要碳代谢流的改变生成更多谷氨酸以外，还需要通过细胞壁和细胞膜

的变化使谷氨酸分泌通道开启，实现谷氨酸分泌和胞外积累。 

目前，谷氨酸发酵主要采用淀粉质原料，包括玉米、小麦、木薯、马铃薯等[119]，通

过“双酶法”制糖[165]，利用得到的糖化液进行谷氨酸发酵。除此之外，糖蜜也是用来进行

谷氨酸生产的原料之一[166]。以糖蜜为原料，采用青霉素诱导进行发酵也是比较常用的

方法[131]。糖蜜是制糖工业中的副产物，但是糖蜜成分复杂，通常要经过一系列的前处理

才能够用于谷氨酸的发酵，并且对后续分离纯化和废水处理造成很大压力[167]。考虑到

其营养成分丰富、生物素含量高等特点，目前工业上更倾向于将糖蜜作为营养物质添加

到谷氨酸发酵中[168, 169]。为此，粮食性淀粉原料依然是谷氨酸生产主要采用的原料，而

原料成本约占谷氨酸生产总成本的 50%左右[137]。在原料价格不断上涨、发酵废水处理

以及能源消耗的巨大压力下，利用更为廉价的可替代性原料进行谷氨酸生产更加可行，

也能够进一步促进谷氨酸作为聚合材料单体的工业化应用[170]。 

在所有可选的原料中，木质纤维素是目前最具潜力的替代性原料[3]。以木质纤维素

原料代替传统的粮食性原料进行谷氨酸生产具有巨大的潜力。而谷氨酸棒状杆菌对木质

纤维素体系具有很好的适应性[95, 96]，采用木质纤维素原料进行谷氨酸发酵具有很大的可

行性。但是，目前利用木质纤维素原料进行谷氨酸发酵的研究十分有限。两个比较相关

的报道为 2011 年 Gopinath 等利用稻秆和麦麸水解液最终产生了约 14 g/L 的谷氨酸[102]，

以及 2013 年 Meiswinkel 等利用稻秆水解液最终产生约 5.7 g/L 的谷氨酸[103]。但是，他

们的研究更加强调的是 C. glutamicum 的戊糖利用，因此在水解液的制备上存在较大差

异，而且水解液中也添加了大量的营养成分，并不具备实际应用潜力。为此建立具有实

际工业应用价值的木质纤维素生物炼制生产谷氨酸的工艺具有重大意义。 

本实验室开发的干法生物炼制技术，针对生物炼制过程中存在的问题进行了一一解

决[13]，并且已经成功应用于多种能源以及生物基化学品的生产，如乙醇[13]、油脂[171, 172]、

乳酸[50, 51]、柠檬酸[52]、葡萄糖酸[173]等，具备实际工业应用的潜力。但是，目前在谷氨
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酸上的应用依然十分有限，所以本研究基于干法生物炼制技术平台，对谷氨酸发酵过程

存在的问题进行了研究，最终实现谷氨酸的高效率发酵生产，为木质纤维素生物炼制生

产谷氨酸奠定基础。 

1.4  γ-氨基丁酸发酵生产 

γ-氨基丁酸，又称 4-氨基丁酸，英文名称为 γ-aminobutyric acid（GABA），是一种四

碳非蛋白氨基酸，结构式如下图 1.4 所示[124]。γ-氨基丁酸是一种天然的生物活性成分，

广泛的存在于动植物体内以及微生物当中，具有十分重要的生理功能[174]。在植物和微

生物中，GABA 是一种重要的中间体，在对环境压力的响应中具有重要作用[174]。在植

物中 GABA 在耐旱、抗虫、自我防御以及信号转导等方面具有重要作用[175]。在微生物

中，因为生成 GABA 的过程中会消耗 H+（如图 1.4）使胞内 pH 升高，所以 GABA 对于

抵抗酸性 pH 环境具有重要功能[176-178]。在哺乳动物中，γ-氨基丁酸是神经系统中的一种

重要的抑制性神经递质[179]，在大脑发育、抗焦虑、降血压以及止痛等方面具有十分重要

的作用[180, 181]，同时 GABA 还是食品当中重要的生物活性成分[181]，因此 GABA 在医药

和保健食品等领域具有非常广泛的应用[182]。除此之外，GABA 还是可生物降解材料尼

龙 4 的合成前体[183, 184]，具有非常重要的应用前景[124]。 

 

图 1.4  谷氨酸脱羧酶催化谷氨酸生产 γ-氨基丁酸[124] 

Fig. 1.4  γ-aminobutyric acid (GABA) production from l-glutamate catalyzed by glutamate 

decarboxylase (GAD)[124] 

γ-氨基丁酸的生产包括化学合成法、天然产物提纯法和生物转化法[185]。但是，由于

化学合成法中反应条件苛刻、能耗大、成本高，天然产物提取法中植物富集量相对较低

等原因，只有生物发酵法具有比较大的开发前景[185]。由于 γ-氨基丁酸可以以谷氨酸为

底物通过谷氨酸脱羧酶（GAD）的脱羧反应生产（图 1.4）[124]，所以生物法主要是以谷

氨酸盐为底物通过谷氨酸脱羧酶直接催化或者利用表达谷氨酸酶的重组菌株进行全细

胞催化生产[182]。这种生物转化法的条件相对温和，产量比较高，是潜力比较大的生产方

法[182]。谷氨酸脱羧酶广泛存在于动植物以及微生物中，但是目前最常见的是采用来自

于微生物中的谷氨酸脱羧酶进行 GABA 生产[182]。 

目前，生物催化法生产 γ-氨基丁酸使用最为广泛的菌株是乳酸菌（LAB）和大肠杆
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菌[186, 187]。因为这两类细菌具有相对较高的谷氨酸脱羧酶活性[182]，在有谷氨酸前体的存

在下，能够生产高浓度的 GABA。目前已经有很多能够生产 GABA 的乳酸菌得到开发，

以谷氨酸钠为底物生产的 GABA 产量已经非常高[182, 188]。Shi 等利用 Lactobacillus brevis 

CGMCC 3414 静息细胞以谷氨酸钠为底物进行催化，经过 10h 的催化反应最终得到 202 

g/L 的 GABA，转化率高达 99.4%[189]。Wang 等利用 Lactobacillus brevis NCL912 直接以

谷氨酸为底物生产，最终也得到 205 g/L 的 GABA[190]。而大肠杆菌本身也具有比较高的

谷氨酸脱羧酶活性，再额外表达 GAD，以谷氨酸钠为底物进行全细胞催化能够快速的

生成高浓度的 GABA[191]。这种方法相比酶固定化的催化具有更高的应用价值，并且

GABA 的转化率和浓度可以达到 99%以及 600 g/L 以上[191]。基于细胞催化的生产方法

虽然目前已经能够得到很高浓度的 GABA，但是由于过程需要以谷氨酸钠作为底物并且

还需要满足催化反应条件，其生产成本依然比较高。如果能够通过微生物发酵，直接利

用廉价的碳源和氮源进行生产，则能够显著降低其生产成本，并且进一步促进其在工业

上的应用。为此，直接发酵生产 GABA 的方法逐渐受到大家关注。 

目前，代谢工程改造直接发酵生产 GABA 的研究主要集中在大肠杆菌和谷氨酸棒

状杆菌[124]。大肠杆菌由于其自身含有谷氨酸脱羧酶，并且具有比较高的活性，如果能够

通过代谢工程改造提高其谷氨酸前体的合成，就能够提高 GABA 的生产[192, 193]。关于利

用大肠杆菌一步法生产 GABA 的报道也越来越多。2016 年 Dung 等通过将谷氨酸合酶、

谷氨酸脱羧酶和 GABA 分泌转运体构建成一个支架结构，形成链式催化反应提高其催

化效率，最终 GABA 的产量相比原始菌提高 2.2 倍[192]；2017 年 Soma 等通过重建大肠

杆菌的代谢调节网络，最终使 GABA 的产量提高到 3.3 倍[194]。虽然这些代谢工程改造

使得重组大肠杆菌相比野生型菌株的 GABA 产量有所提高，但是 GABA 的产量依然比

较低。这主要是由于大肠杆菌细胞本身不能够积累谷氨酸，而对其进行改造存在很大的

困难[124]。所以利用大肠杆菌直接发酵生产 GABA 并不是合理的选择。 

相比之下，C. glutamicum 其本身是重要的谷氨酸工业生产菌株，能够积累大量的谷

氨酸[195]，利用它进行 GABA 的生产潜力巨大。但是，它本身没有谷氨酸脱羧酶，所以

进行 GABA 的生产时需要在细胞中异源表达 GAD[196]。Shi 等在 2011 年首次将来自短

乳杆菌当中的谷氨酸脱羧酶表达到 C. glutamicum 中，经过 72 小时的发酵产生了 2.15g/L

的 GABA[197]，虽然 GABA 的产量相对较低但初步实现了 GABA 的直接发酵生产。GABA

的产量过低主要和 GAD 的催化特性有关，GAD 最适的 pH 在 4-5 之间，pH 一旦提高到

中性或者接近中性条件时其活性会迅速下降[198]。而 C. glutamicum 生产谷氨酸的最适 pH

往往是中性，所以其生产 GABA 的能力受到很大的限制。如果能够提高谷氨酸脱羧酶在

偏中性环境下的活性，则能够提高 C. glutamicum 进行 GABA 生产的能力[199]。目前很多

研究集中于筛选能够在中性 pH 下具有较高活性的谷氨酸脱羧酶。2012 年 Yu 等通过将

来自短乳杆菌中的谷氨酸脱羧酶的羧基端截取，使 GAD 的活性范围扩展到中性 pH [200]。

2013 年 Thu 等对来自大肠杆菌的 GAD 进行了定向改造，得到谷氨酸酶突变体
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（Glu89Gln/Δ452-466）能够在中性 pH 具有催化活性[198]。在 C. glutamicum 细胞中表达

该 GAD 突变体进行 GABA 的发酵，最终 GABA 产量提高到 38.6 g/L[201]。其他扩展 GAD

在中性 pH 下活性的方法还包括诱变筛选和定向进化，目前都已取得一定的进展[202-204]。

此外，从自然界微生物中筛选性能较高的谷氨酸脱羧酶也是比较常用的方法。2016 年

Liu 等从巨大芽孢杆菌中得到的 GAD 在 pH 6.0 下表现出比其他来源的 GAD 更高的活

性，利用它进行 GABA 的生产具有很大的潜力[205]。得到的一些谷氨酸脱羧酶在谷氨酸

棒状杆菌中表达后，GABA 的产量也得到进一步的提高[204, 206, 207]。 

除了对谷氨酸脱羧酶的发掘以外，其他能够提高谷氨酸前体积累的研究方法也应用

于进一步提高谷氨酸棒状杆菌中 GABA 的生产，如降低 ODHC 的活性和敲除丙酮酸羧

化酶[208]、表达磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶和敲除苹果酸脱氢酶 [209]等。同时为了提高

GABA 的积累，GABA 在中性 pH 下的降解也是需要考虑的。在 C. glutamicum 中，GABA

可以经由 gabP 编码的 GABA 通透酶吸收，然后在 gabT 和 gabD 编码的 GABA 转氨酶

和琥珀酸半醛脱氢酶的催化下转化为琥珀酸，并进入 TCA 循环进一步降解[210, 211]。这种

降解在中性 pH下更为明显，所以减少GABA降解能够一定程度提高GABA的生产[210]。

除此之外，其他副产物生成途径的阻断和提高磷酸吡哆醛的供应也能够提高 GABA 的

生产。2014 年 Zhang 等在表达 GAD 和吡哆醛激酶的同时阻断一些副产物的合成，使菌

株不需要额外添加磷酸吡哆醛作为辅因子进行 GABA 发酵，最终得到 70.6g/L 的

GABA[206]，这也是目前 C. glutamicum 生产 GABA 所报道的最高指标。相比于通过对 pH

的依赖性较高的 GAD 进行 GABA 生产，Jorge 等构建了经由腐胺生成 GABA 的途径，

由于所用到的酶都能够在中性 pH 下发挥作用，GABA 的生产速率相比通过谷氨酸脱羧

酶进行催化的过程有所提高，在优化的条件下能够积累 8 g/L 的 GABA[212]。进一步对代

谢途径进行优化，GABA 的产量进一步提升，经过分批补料发酵能够达到 63.2g/L，GABA

的生产速率为目前报道最高指标[213]。但是，由于其代谢途径过长，理论得率较低，想进

一步提高 GABA 的产量依然是一个不小的挑战。 

基于目前这些研究成果，通过谷氨酸脱羧酶发酵生产 GABA 依然是值得进一步研

究的方向。虽然经过多年的努力，利用 C. glutamicum 生产 GABA 的产量和得率有所提

高，但是生产速率、浓度和得率偏低的问题依然是限制 C. glutamicum 应用于生产 GABA

的关键问题。如果能够提高 GABA 生产速率和得率，同时利用更加廉价易得的木质纤维

素原料进行生产，将更加有利于进一步降低 GABA 的生产成本。为此本研究针对 C. 

glutamicum 生产 GABA 速率、浓度和得率偏低的问题，探索进一步提高 C. glutamicum

发酵生产 GABA 的生产效率的方法，并且基于实验室开发的干法生物炼制技术平台，对

利用木质纤维素原料进行 GABA 的生产进行研究。 

1.5  立题依据和主要研究内容 

利用木质纤维素原料替代性生产生物能源、生物基化学品以及生物材料等是目前

研究中比较热门的方向，但是利用木质纤维素原料进行谷氨酸以及 γ-氨基丁酸生产的
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研究却非常少。本实验室开发的干法生物炼制技术虽然能够应用于纤维素乙醇、生物

柴油、乳酸、柠檬酸、葡萄糖酸等的生产[13, 50, 52, 57, 58]，但是在谷氨酸和 γ-氨基丁酸的

生产应用上比较有限。目前工业上谷氨酸的生产主要采用淀粉原料进行，原料占成本

的 50%以上。γ-氨基丁酸在生产中除了微生物生长所需的成分以外还需要以谷氨酸钠

为底物，生产成本也很高。如果能够采用更加廉价易得的木质纤维素原料进行替代性

生产，将大大降低生产成本，进一步扩大谷氨酸和 γ-氨基丁酸在食品、化工行业等行

业的应用。 

为此，本研究以玉米秸秆为原料，利用谷氨酸棒状杆菌 Corynebacterium glutamicum 

S9114，进行了谷氨酸和 γ-氨基丁酸生产的研究。首先对其利用玉米秸秆水解液进行谷

氨酸发酵的过程进行了探究，发现生物素过量对谷氨酸发酵的关键影响。随后，针对影

响谷氨酸发酵生产的关键因素，对 C. glutamicum S9114 进行相应的代谢工程改造，成功

实现利用玉米秸秆水解液生产高浓度的谷氨酸。在此研究的基础上，对菌株进一步生产

γ-氨基丁酸中的关键问题进行了解决，成功实现利用玉米秸秆水解液高效率生产高浓度

的 γ-氨基丁酸。从而为利用木质纤维素原料替代粮食性淀粉原料进行谷氨酸和 γ-氨基丁

酸的生产奠定坚实基础。 

本论文的主要内容包括以下三个方面： 

（1）对 C. glutamicum 利用玉米秸秆水解液发酵生产谷氨酸过程进行研究。针对在

正常发酵情况下 C. glutamicum 不能够利用玉米秸秆水解液进行发酵的原因进行了分析。

利用多组实验证明生物素在纤维素谷氨酸生产中的关键作用以及生物素对纤维素谷氨

酸发酵的影响。然后对玉米秸秆水解液中存在高含量生物素的原因进行了分析，并进一

步拓展到对其他 B 族维生素的研究。 

（2）针对 C. glutamicum 在高生物素木质纤维素体系下不积累谷氨酸的问题进行代

谢工程改造，实现在木质纤维素水解液体系下可以不经过诱导发酵生产谷氨酸。对多种

代谢工程改造方式进行尝试和评估确定最佳的代谢工程方案。确定首先对谷氨酸转运通

道修饰实现不诱导分泌谷氨酸，然后对谷氨酸合成代谢途径进行优化，进一步促进谷氨

酸的生产。最终使 C. glutamicum 能够利用玉米秸秆水解液生产谷氨酸，提高纤维素谷

氨酸发酵性能。 

（3）为了解决 C. glutamicum 发酵 γ-氨基丁酸时浓度、生产速率和得率低的关键问

题，首先在菌株中异源表达经过改造的谷氨酸脱羧酶，使其能够在正常发酵生产谷氨酸

的条件下发酵 γ-氨基丁酸。随后通过将该谷氨酸脱羧酶进行分泌表达并优化其表达以及

敲除 γ-氨基丁酸降解途径相关基因，提高 γ-氨基丁酸的生产效率、浓度和得率。最后利

用玉米秸秆水解进行 γ-氨基丁酸的发酵，实现高浓度的纤维素 γ-氨基丁酸生产。 
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第 2 章  木质纤维素中过量生物素的发现及其对谷氨酸棒状杆菌发酵谷氨

酸的影响 

2.1  引言 

谷氨酸是一种 5-碳的非必须氨基酸，是构成蛋白的氨基酸之一[195]，在食品、医药、

农业、工业等方面具有十分广泛的应用。同时谷氨酸也是 12 种重要的平台化合物之一，

可以用于多种衍生物及可生物降解聚合材料的生产[125]，这使得谷氨酸的需求进一步增

强。谷氨酸是目前世界上需求量最高的氨基酸，其年产量在 300 万吨以上[195]。谷氨酸

的生产原料主要是粮食性淀粉原料，如玉米淀粉、木薯淀粉等[170]，占谷氨酸发酵生产成

本的 50%左右[137]。大量的粮食性原料的消耗，一定程度上加剧了全球性粮食危机的产

生，限制了谷氨酸工业化聚合材料单体的应用。如果能够利用来源广泛、价格低廉、可

再生的木质纤维素原料进行谷氨酸的生产[3, 34]，有利于进一步扩大谷氨酸的工业应用。 

谷氨酸棒杆菌自上世纪 60 年代被分离以来，一直是氨基酸的主要生产菌株[214]。通

过多年的研究，它除了可以进行传统氨基酸生产，也被改造用来进行其他化学及能源产

品的生产，如乙醇、乳酸、琥珀酸、异丁醇以及聚-3-羟基丁酸等[94, 215]。除此之外，C. 

glutamicum 对木质纤维素体系抑制物具有较强的耐受性[68, 95-98]，其葡萄糖效应相对较弱，

经过改造能够同时利用木质纤维素体系中的多种糖进行产品的生产[75]。目前，除葡萄糖

以外的木糖、阿拉伯糖、纤维二糖等的利用途径已经成功构建并得到应用[102-104]。这使

得 C. glutamicum 在木质纤维生物炼制上的应用前景得到进一步的扩大。但是，关于利

用木质纤维素原料进行谷氨酸发酵生产的研究却非常少，且得到的谷氨酸生产结果不理

想。目前所见报道中，只有 Gopinath 等[102]和 Meiswinkel 等[103]在构建戊糖利用途径中

得到少量的谷氨酸。这可能是由于木质纤维素体系十分复杂、影响谷氨酸发酵的关键因

素不够明确所致，但是采用木质纤维素原料替代性生产谷氨酸的研究却十分有必要。因

此，本研究尝试利用谷氨酸棒状杆菌采用木质纤维素原料进行谷氨酸的生产，并探究其

中对谷氨酸发酵影响的关键因素，实现木质纤维素谷氨酸的生产。 

在木质纤维素生物炼制过程中，原料预处理过程中产生的大量抑制物通常被当作生

物炼制过程中十分关键的问题[26]。在利用谷氨酸棒状杆菌在经过干式稀酸预处理、生物

脱毒和酶水解得到的玉米秸秆水解液中进行谷氨酸发酵时发现 C. glutamicum 的生长非

常良好，但是整个过程不能够积累谷氨酸。这说明 C. glutamicum 对在预处理过程中产

生的抑制物具有较高的耐受性，抑制物不是影响谷氨酸生产的关键因素。为此，本研究

对玉米秸秆水解液不能够积累谷氨酸的关键因素进行了研究，确定过量存在的生物素是

谷氨酸不能积累的关键因素。同时我们对生物素大量存在的原因发现木质纤维素原料中

存在大量的生物素并在生物炼制过程中保持稳定，大量其他 B 族维生素在生物炼制过程

也得以保留，从而可以作为木质纤维素原料发酵过程中的潜在营养。 
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2.2  材料与方法 

2.2.1  原料 

玉米秸秆和麦秆于 2013 年秋季收集于河南郸城，麦秆于 2014 年夏季收集于安徽滁

州，甘蔗渣为 2014 年夏季收集于广西北海。芦苇草（Phragmites communis reeds）和白

杨木屑于 2014 年夏季收集于山西运城。这些收集的木质纤维素原料首先进行水洗去除

灰尘、砂石以及铁块。然后进行风干以及 105 oC 烘箱烘干，之后进行粉碎并过 10 mm

直径筛，储存于塑料袋中待用。最终得到的原料含水量约为 10%。原料组分依据美国国

家可再生能源实验室（National Renewable Energy Laboratory，NREL）两步酸水解方法
[216, 217]进行测定，各个组分含量如表 2.1 所示。 

2.2.2  酶、试剂以及仪器设备 

尤特尔(Youtell)#6 纤维素酶购买自湖南尤特尔生化有限公司。根据考马斯亮蓝法[218]

测得其蛋白含量为 90 mg/g 干纤维素酶粉。基于美国国家可再生能源实验室（NREL）

方法 LAP-006[219]测得其滤纸酶活为 135 FPU/g 干纤维素酶粉。利用 Ghose 报道方法[220]

测得其纤维二糖酶活为 344 CBU/g 干纤维素酶粉。亲和素（Avidin）购买自上海阿拉丁

生化科技股份有限公司，标记的活性为 10–15 单位/mg 蛋白。将其配制为 1 mg/L 溶液，

然后采用无菌滤头过滤除菌待用。生物素也是购买自上海阿拉丁生化科技股份有限公司，

纯度为 98%，同样配制为 1 mg/L 溶液，用无菌滤头过滤除菌待用。青霉素购买自北京

普博欣生化有限公司，效价为 1650 U/mg，将其配制为 50 mg/mL 溶液，然后无菌滤头

过滤除菌，用于谷氨酸发酵诱导实验。玉米浆（CSL）购买自山东西王集团有限公司。

酵母粉（YE）和蛋白胨购买自 Oxoid Ltd，葡萄糖购买自秦皇岛骊骅淀粉股份有限公司，

其他常见的试剂均为分析纯，购买自国内化学试剂提供商。所用常见仪器设备见附录 I。 

2.2.3  菌种、培养基以及培养方法 

谷氨酸棒状杆菌 Corynebacterium glutamicum S9114 购买自上海工业微生物研究所

（Shanghai Industrial Institute of Microorganism，SIIM，http://www.gsy-siim.com/），保藏

编号为 SIIM B460。该菌株同时还保藏在中国工业微生物菌株保藏管理中心（China 

Center of Industrial Culture Collection，CICC，http://www.china-cicc.org/），保藏编号为 CICC 

20935。C. glutamicum S9114 是以天津短杆菌 T6-13 为出发菌株选育得到的耐高糖、耐

高谷氨酸、不利用谷氨酸但高产谷氨酸的菌株[221]。培养条件为 30 oC，200 rpm，pH 7.0。

所使用的培养基包括： 

（1） LB 琼脂平板：1% 蛋白胨，0.5% 酵母粉，1% NaCl，1.7%琼脂粉，pH 7.2； 

（2） 预培养种子培养基：25 g/L 葡萄糖，1.5 g/L KH2PO4，0.6 g/L MgSO4，2.5 g/L 

尿素，2.0 mg/L FeSO4，2.0 mg/L MnSO4，25 g/L 玉米浆（Corn steep liquor）； 

（3） 种子培养基：25 g/L 葡萄糖，1.5 g/L KH2PO4，0.6 g/L MgSO4，2.5 g/L 尿素，

2.0 mg/L FeSO4，2.0 mg/L MnSO4，5 g/L 玉米浆； 

（4） 生物素限量复合培养基：60 g/L 葡萄糖，1 g/L KH2PO4，0.6 g/L MgSO4，2.5 
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g/L 尿素，2.0 mg/L FeSO4，2.0 mg/L MnSO4，0.5 g/L 玉米浆； 

（5） 生物素过量复合培养基：60 g/L 葡萄糖，1 g/L KH2PO4，0.6 g/L MgSO4，2.5 

g/L 尿素，2.0 mg/L FeSO4，2.0 mg/L MnSO4，5 g/L 玉米浆； 

其中，葡萄糖，KH2PO4 和尿素一起配制成培养基，115 oC，20 min 高压蒸气灭菌待

用。MgSO4 和玉米浆分别配置为 120 g/L 和 300g/L 母液，FeSO4 和 MnSO4 一起配置为

浓度分别为 150 mg/L 的母液。MgSO4 和玉米浆 115 oC，20 min 灭菌后按照相应当量添

加进培养基中，FeSO4 和 MnSO4 母液用无菌滤头过滤后按照相应当量添加至培养基中，

然后用 5M NaOH 溶液将配置好的培养基调节 pH 至 7.0。 

生物脱毒菌株为本实验室自主筛选得到的树脂枝孢霉Amorphotheca resinae ZN1[38]，

该菌株保藏于中国普通微生物菌种保藏管理中心（China General Microorganism 

Collection Center，CGMCC，http://www.cgmcc.net/），保藏编号为 7452。该菌株培养保存

并保存在 PDA 斜面培养基上。PDA 培养基包含 200 g/L 土豆汁，20 g/L 葡萄糖和 17 g/L 

琼脂。 

2.2.4  原料预处理以及生物脱毒 

原料预处理采用本实验室开发的干酸预处理方法[22, 23]进行。预处理条件为 2.5% 

（w/w）H2SO4（基于原料干重），50 rpm，175 ± 1 °C，5min。过程中稀硫酸溶液吸收到

原料当中，没有废水产生。预处理过后的原料含水量约为 50%，pH 约为 2.0。通过测定，

预处理后的玉米秸秆每克干物料中含有 29.7 mg 葡萄糖，155.1 mg 木糖， 5.3 mg 糠醛，

3.5 mg 5-羟甲基糠醛（HMF），24.8 mg 乙酸，0.06 mg 4-羟基苯甲醛（HBA），3.3 mg 香

草醛和 2.2 mg 丁香醛。预处理后的物料室温保存待用。 

预处理后的玉米秸秆物料随后采用本实验室开发的固态生物脱毒技术[38, 39]进行生

物脱毒。在脱毒之前，首先采用 20%（w/w）Ca(OH)2 溶液将物料 pH 调节至 5.5，然后

采用碟式磨浆机（PSB-80JX）进行磨浆，以粉碎预处理过后原料中残留的较长的纤维。

随后进行生物脱毒，脱毒在 15L 生物反应器（BIOTECH-15L，上海保兴生物设备工程有

限公司）中进行，具体过程参见 He 等[39]和 Zhang 等[38]。脱毒条件为 10%(w/w)脱毒种

子接种量，28 oC，通气 1.0 vvm，48 h。糠醛和 5-羟甲基糠醛基本脱除，其他典型抑制

物也有所降低，乙酸降低至 21.9 mg/g 干脱毒物料（DM），4-羟基苯甲醛降低至 0.02 mg/g 

DM，香草醛降低至 1.1 mg/g DM，丁香醛降低至 0.4 mg/g DM。脱毒后物料保存在-20 oC

冰箱待用。进行水解液制备之前解冻，然后 115 oC，20 min 灭菌使用。 

2.2.5  玉米秸秆水解液制备 

本研究中用到的水解液包括：15% (w/w)固含量未脱毒玉米秸秆水解液，15%、20%

和 25% (w/w)固含量脱毒玉米秸秆水解液。水解液制备在带有螺带式搅拌桨的 5L 发酵

罐中进行（BIOTECH-5L-4BG，上海保兴生物工程设备有限公司）[222]。将未脱毒的新鲜

预处理玉米秸秆原料按照基于干物料 15% (w/w)载量加入发酵罐中，纤维素酶按照 10 

mg 蛋白/g 干物料添加，在 50 oC，150 rpm，pH 4.8 下糖化 48 h。得到的糖化醪经 16,125×g
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离心 10 min 去除固体残留，所得上清液 115 oC，20 min 灭菌，然后在无菌的条件下进行

过滤进一步去除残留固体，得到的水解液即为 15%未脱毒玉米秸秆水解液。在使用之前

用 5 M NaOH 将 pH 调至 7.0。同理，以 15%、20%和 25%(w/w)载量以经过脱毒的玉米

秸秆为原料进行糖化可以得到 15%-25%(w/w)脱毒玉米秸秆水解液。得到的这四种水解

液的葡萄糖、木糖以及抑制物成分如表 2.2 所示。 

除此之外，本研究中还利用亲和素能够特异性结合生物素的原理[223]，通过亲和素和

纯生物素的添加得到如下几种水解液： 

生物素去除水解液（Biotin free CSH）：理论上一分子的亲和素能够结合四分子的生

物素，1 单位的亲和素吸附 1 μg 生物素[223]。考虑到水解液成分复杂，在利用亲和素去

除生物素制备生物素去除水解液时首先进行预实验，往 15%脱毒水解液中添加不同量的

1 mg/L 亲和素溶液，并在 30 oC，200 rpm 下吸附 2 h。得到的水解液用生物素缺陷型的

C. glutamicum 测试其生长，结合生长情况最终确定生物素去除水解液所需最佳的亲和素

添加量为 20 mg/L（相当于 200 单位/L CSH）。该亲和素添加量下制备的水解液即为生物

素去除水解液。 

生物素补加亚适量水解液（Biotin re-supplemented CSH1，sub-optimal）：向生物素去

除水解液当中添加 30 μL 的 1 mg/L 生物素溶液（相当于 1.0 μg 生物素/L 水解液）制得。 

生物素过量水解液（Biotin re-supplemented CSH2，excessive）：向生物素去除水解液

当中添加 690 μL 的 1 mg/L 生物素溶液（相当于 23 μg 生物素/L 水解液）制得。 

2.2.6  谷氨酸发酵 

在用于谷氨酸发酵之前，C. glutamicum S9114 首先在 15%(w/w)未脱毒玉米秸秆水

解液中进行驯化，以 10%（v/v）接种量每 24 小时转接一次。经过 147 次转接之后，其

生长和糖耗趋于稳定。驯化稳定后的菌株用于谷氨酸发酵，驯化菌株首先在 LB 平板上

划线，30 oC 下培养 36-48 h，挑取单菌落接入含有 30 mL 预培养种子培养基的三角烧瓶

中。在 30 oC，200 rpm 下培养 16 h 后，按照 5%（v/v）的接种量转接至含有 30 mL 种子

培养基的三角烧瓶中。30 oC，200 rpm 下培养 8 h 后得到发酵用种子培养液。 

对于摇瓶发酵，种子培养液按照 5%（v/v）的接种量接入含有 30 mL 发酵培养基（包

括发酵用复合培养基和水解液）的三角烧瓶中，在 30 oC，200 rpm 条件下进行摇瓶发酵。

发酵过程中用灭过菌的 20%（w/w）尿素溶液调节 pH 至 7.0。上罐发酵在 3L 发酵罐

（BIOTECH-4BG-3L，上海保兴生物工程设备有限公司）中进行，培养基为 800 mL 添

加 5 g/L (NH4)2SO4 的 15%-25%(w/w)玉米秸秆水解液。温度为 32 oC，接种量 10%（v/v），

通气量 1.4 vvm。pH 通过自动补加 2 M H2SO4和 20%（w/v）氨水溶液维持在 7.0。通过

自动调节搅拌转速，将生长阶段的溶氧控制在 10%左右，产酸阶段控制在 40%左右。当

菌株生长到对数中前期时（OD600 约 8-9 时），添加 2 mL 配置好的 50 mg/mL 青霉素溶

液进行诱导。定时取样，测定其生长、葡萄糖消耗以及谷氨酸生产等情况。每组实验至

少两次重复。 
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表 2.1  不同木质纤维素原料组分 

Table 2.1  The composition of different lignocellulose biomass 
 

Cellulose (%) Hemicellulose (%) Lignin (%) Ash (%) 

Corn stover 34.20 ± 0.24 31.50 ± 0.31  8.10 ± 0.09 5.24 ± 0.00 

Wheat straw 41.25 ± 0.30 12.66 ± 0.20 10.24 ± 0.19 0.78 ± 0.00 

Rice straw 37.67 ± 0.38 27.61 ± 0.47 2.58 ± 0.00 5.52 ± 0.01 

Sugarcane bagasse 45.84 ± 0.33 31.64 ± 0.56 7.86 ± 0.00 1.62 ± 0.00 

Phragmites communis reeds 42.47 ± 0.01 26.79 ± 0.03 7.28 ± 0.00 4.56 ± 0.00 

Poplar tree sawdust 53.90 ± 2.47 16.82 ± 0.32 18.86 ± 0.02 0.23 ± 0.00 

注：不同原料的纤维素、半纤维、木质素以及灰分含量的测定通过两步酸水解法[216, 217]进行。 

 

表 2.2  不同玉米秸秆水解液葡萄糖、木糖以及抑制物组分浓度 

Table 2.2  Concentrations of glucose, xylose and inhibitor compounds in different corn stover hydrolysate (CSH) 

CSH Glucose (g/L) Xylose (g/L) Acetic acid 

(g/L) 

Furfural 

(g/L) 

HMF (g/L) Vanillin 

(mg/L) 

HBA (mg/L) Syringaldehyde 

(mg/L) 

15% non-detoxified CSH 63.2 ± 1.6  19.5 ± 1.2 3.7 ± 0.7 0.8 ± 0.1 0.5 ± 0.0 500 ± 77 10 ± 2 300 ± 78 

15% detoxified CSH 63.9 ± 3.6 27.4 ± 2.2 3.3 ± 0.1 0 ± 0 0 ± 0 20 ± 1 2 ± 0 60 ± 10 

20% detoxified CSH 90.4 ± 3.4 17.4 ± 3.7 1.4 ± 0.4 0 ± 0 0 ± 0 8 ± 1 3 ± 1 43 ± 5 

25% detoxified CSH 109.1 ± 1.8 26.7 ± 1.3 8.3 ± 0.6 0 ± 0 0 ± 0 13 ± 3 4 ± 0 200 ± 3 

注：水解液中的葡萄糖浓度通过生物传感分析仪测定，其他成分通过 HPLC 测定，具体测定方法见 2.2.9。 
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表 2.3  RT-qPCR 实验所用引物 

Table 2.3  Primers used for RT-qPCR assay 

Genes Gene locus Forward primer sequence (5'-3') Reverse primer sequence (5'-3') 

16S rRNA CGS9114_RS11955 GCCCCTTATGTCCAGGGCTT GGTCGAGTTGCAGACCCCAA 

ufaA CGS9114_RS06985 ACTTTGCGGGCCATTACCTAAA GCGGTAGACGGCATCAAAGC 

pgsA1 CGS9114_RS06020 AGCCTTGTTGGTTTGGGGCT TGACCAAGCGCTGCACAACA 

pima CGS9114_RS07945 GATGCGCAGTTGCTCATTGT GGCAAGCGTGTTGATCATGT 

dacB CGS9114_RS00725 ACCAGAACCCACCGACAACCT CCAGGCTAGTGCGGCGATTA 

dac CGS9114_RS13375 TACGCCTCGTCTGCTTGATG CACCCGAGAGTCCGACGTAG 

ftsI CGS9114_RS11420 ACTGCAGCCACCGGTTCAGTT CGCTGCACATTGGCAAGGAC 

ftsI CGS9114_RS07835 GTGTGGGACAGTCAACGGGT CGACATACCCTGACCGATGG 

odhA CGS9114_RS03450 GTCATGCTGGTCTCCGGCA CCTCGGAGATGCGGTTGAAC 

sucB CGS9114_RS08045 CCTTCACCATCACCAACATTGG CGGTGATGACAACTGGACGC  

lpdA CGS9114_RS13335 TTTGGCTACTAACCCACGCG CACCACGACACCACCGATG 

lpd CGS9114_RS04910 CTGCTCGGTGGACACCTCGTT TTGGGTGAATGTGAACGCTGC 

gdh CGS9114_RS12025 AACCGTGGCATCACTGTGGT GCAGTCTCTGCACGGAATGC 

gdh CGS9114_RS07420 CCTGAGGCTGTTGAGGTCTTC CGAAGCGTTCTGCTGCAT 

yggb CGS9114_RS01440 TGACCACCTCCGAAACTTCC GTTGAGGTTTCCTGCTGCGT 

bioY CGS9114_RS11175 GGTCTCGCGGGTCTGATCAC GCACAAAGGCACCTTGAGCA 

bioM CGS9114_RS11180 AATCACCGCACACCCTATCCG CAGCAGGGTAGTGGGCTCATCA 

bioN CGS9114_RS11185 AGCGGATGTTGCAGCCTTTTG CACCGTGGCTAATTGCAGCG 

accBC CGS9114_RS13275 ATCTCCGGACAGTTCGACTC CCTCGACAACGTACTCTGCA 

accD1 CGS9114_RS13235 ACATCCCAATCGTCATGCTT CCGTATGCGTAGAGCAGCTT 

accD2 CGS9114_RS13240 GTTCTGTTGGCATCGTGGCT AGGAAGCCTGGAACGTCCAC 

accD3 CGS9114_RS13505 CCTGATCTACGCAGCCGA CTGCACGCCTTGTCGTTC 

accD4  CGS9114_RS12340 TCCGTATCTGCGACGCCTAC CACGGTGAATCAAACCGACC 

fasA CGS9114_RS13530 CCACCGTCACTGGTGAAGAA CGTCGTAGAGTTCGGTGTCG 
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2.2.7  实时荧光定量 PCR 

C. glutamicum 在不同生物素浓度下和谷氨酸生产相关基因的转录水平通过实时荧

光定量 PCR（RT-qPCR）进行测定。实验总共包含三种培养基：生物素限量复合培养基

（包含 0.5 g/L CSL），生物素过量复合培养基（包含 5 g/L CSL）以及 15%脱毒玉米秸秆

水解液。其中脱毒玉米秸秆水解液为实验组，生物素限量复合培养基为对照，生物素过

量复合培养基为阳性对照。 

C. glutamicum 细胞培养 10 h 后立即取出，冰水浴 10 min 后 4 oC 条件下 5000 rpm

离心 10 min 去上清，用 LB 液体培养基清洗一次后离心取上清，之后迅速液氮冷冻，保

存在-80 oC 冰箱待用。之后取冷冻的细胞进行 RNA 提取，RNA 提取采用液氮冷冻研磨

破碎细胞，然后用 Trizol 试剂提取总 RNA。利用分光光度计在 260 和 280 nm 下测定其

浓度和纯度之后，利用东洋纺反转录试剂盒（ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with 

gDNA Remover kit）进行反转录，反转录好的 cDNA 用于下一步的实时荧光定量 PCR 实

验。RT-qPCR 所使用的引物基于 NCBI（National Center of Biotechnology Information）数

据库上的 C. glutamicum S9114 基因组序列设计，所使用的引物如表 2.3 所示。 

RT-qPCR 反应在带有 CFX96 Real-Time 系统的伯乐 C10000 qPCR 仪上进行，反应

体系采用东洋纺 SYBR Green Real-time PCR Master Mix 配制而成。反应程序设置为 95 

oC 预变性 1 min，然后 95 oC 15s，55.4 oC 15 s，72 oC 30 s，循环 40 次。16s 核糖体 RNA

基因(CGS9114_RS11955)用作内参基因，用于 qPCR 的数据分析。基因在生物素过量的

复合培养基和水解液中的相对表达量采用 2−ΔΔCt 方法计算得到[224]。表达倍数大于等于

2.0 或者小于等于 0.5 视为明显差异表达。 

2.2.8  B 族维生素测定 

生物素（维生素 B7）采用德国拜发公司开发的生物素测定试剂盒进行测定。该方法

主要是基于生物素缺陷型植物乳杆菌 Lactobacillus plantarum ATCC 8014 的生长测定[225]。

其原理是在一定范围内，生物素的含量和植物乳杆菌的菌体量呈现线性关系。对于水解

液样品不需要提取可以直接用于测定。对于木质纤维素样品，1 g 样品添加适量 1 M 硫

酸溶液进行混合，然后在 121 oC 下酸解 30 min，使生物素得以释放。对于胞内生物素的

测定，首先收集细胞，13,000×g 离心 5 min，然后用 0.85%的生理盐水清洗两次并用适

量 1 M 硫酸溶液进行重悬，然后在 121 oC 下酸解 30 min，使细胞破碎的同时释放结合

态的生物素。酸解冷却后，用 NaoH 将 pH 调至 4.5，然后用该试剂盒进行测定。试剂盒

中含有特定的培养基以及含有植物乳杆菌 L. plantarum ATCC 8014 干粉的 96 孔板。往

该孔板中添加培养基以及待测样品，在 37 oC 下避光培养 48h 后，测定其在 630 nm 下

的 OD 值，然后根据制作的标准曲线可以得到样品中生物素的浓度。 

其他 B 族维生素由上海动植物与食品检验与检疫中心(http://spzx.shciq.gov.cn/)进行

测定。平行实验之间方差小于 10%视作结果有效。总体来说样品是基于相应维生素缺陷

型的菌株或者荧光法进行测定的。 

http://spzx.shciq.gov.cn/
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具体而言，硫胺素（维生素 B1）的测定是基于荧光检测方法[226]。硫胺素首先利用

0.1 mol/L 的 HCl 溶液在 121 oC 下提取 30 min，然后利用 2 mol/L 的乙酸钠溶液调节 pH

到 4.5，冷却后添加淀粉酶和蛋白酶在 45-50 oC下水解 16 h。然后往样品中添加K3Fe(CN)6

进行反应，使硫胺素变成具有荧光的脱氢硫胺素。之后采用正丁醇进行提取，并且检测

在 432 和 371nm 下的荧光。最后根据制作的标准曲线得到硫胺素的浓度。 

核黄素（维生素 B2）的测定是基于维生素 B2 缺陷型的干酪乳酸杆菌 Lactobacillus 

casei ATCC 7469 的生长进行测定的[227]。样品首先添加 1 mol/L 的 HCl 溶液提取 30min，

然后用 1 mol/L 的 NaOH 调节其 pH 到 4.6。之后添加 20 mg 的 α-淀粉酶在 40 oC 下水解

16 h，从而使结合的核黄素得到释放，得到的样品用于测定。添加有样品的培养基中加

入该干酪乳酸杆菌在 37 oC 避光培养 18-24 h，然后测定其在 540 nm 下的 OD 值，最后

根据制作的标准曲线得到对应样品的维生素 B2 浓度。 

烟酸（维生素 B3）的测定是根据烟酸营养缺陷型菌株植物乳杆菌 L. plantarum ATCC 

8014 的生长测定的[227]。样品添加 30 mL 0.5M H2SO4 在 121 oC 下提取 30 min，用 1mol/L

的 NaOH 调节 pH 到 4.5 后用于测定。同样的，往添加有样品的培养基中加入该菌株细

胞，在 37 oC 下避光培养 72 h，然后测定 540nm 下的 OD 值。最后根据标准曲线得到对

应的浓度。 

泛酸（维生素 B5）的测定是基于泛酸缺陷型的植物乳杆菌 L. plantarum ATCC 8014

的生长测定的[228]。样品加入水混匀，在 121 oC 下提取 30 min，然后利用碱性磷酸酶和

丙酮肝粉在 37 oC 下避光过夜水解。水解样品用 0.1 mol/L NaOH 调节 pH 到 6.8，然后

添加到测定培养基中进行测定。植物乳杆菌在 37 oC 下避光培养 16-20 h 后，测定其在

540 nm 下的 OD 值，最后根据标准曲线计算得到泛酸浓度。 

吡哆醇（维生素 B6）的测定是根据维生素 B6 依赖性的酿酒酵母 Saccharomyces 

carlsbergens ATCC 9080 的生长测定的[229]。样品添加 0.22 M H2SO4在 121 oC 下提取 30 

min，用 1 mol/L NaOH 调节 pH 到 4.5 后用于测定。该酿酒酵母在 30 oC 下避光培养 18-

20 h 后，测定其在 550 nm 下的 OD 值，最后根据标准曲线计算得到吡哆醇浓度。 

叶酸（维生素 B9）的测定是根据维生素 B9 缺陷型的干酪乳酸杆菌 Lactobacillus 

casei ATCC 7469 的生长测定的[230]。样品中添加 50 mM 的 pH 6.8 磷酸缓冲液在 121 oC

下水解 15 min。样品添加一定量的胰酶粉在 37 oC 下处理 24 h，使叶酸得以释放后用于

测定。干酪乳酸杆菌在 37 oC 下避光培养 40 h 后测定在 540 nm 下的 OD 值，最后根据

标准曲线得到叶酸浓度。 

钴铵素（维生素 B12）的测定是通过赖氏乳酸杆菌 Lactobacillus leichmannii ATCC 

7830 的生长测定的[227, 231]。样品利用含有 13.0 g/L Na2HPO4、10.0 g/L 偏亚硫酸氢钠和

12.0 g/L 柠檬酸钠的溶液在 121 oC 下提取 10 min，然后用 1 mol/L NaOH 调节 pH 到 6.8，

然后用于测定。赖氏乳酸杆菌在 36 oC 下避光培养 16-20h，然后测定其在 550 nm 下的

OD 值，最后通过标准曲线计算得到钴铵素浓度。 
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2.2.9  分析方法 

葡萄糖、谷氨酸和乳酸采用山东省科学院研发的生物传感分析仪 SBA-90 进行测定。

乙酸、木糖、糠醛和羟甲基糠醛采用在配备 Bio-Rad Aminex HPX-87H 柱和示差折光检

测器的 HPLC（LC-20AD，示差折光检测器 RID-10A）上测定。柱温为 65oC，流动相为

5 mM H2SO4，流速为 0.6 mL/min。香草醛、丁香醛和 4-羟基苯甲醛三种酚类组分依据配

备 YMC-Pack ODS-A C18 柱（YMC, Tokyo, Japan）和紫外检测器（SPD-20A UV 检测

器）的高效液相色谱（LC-20AT，日本岛津）上进行，具体方法参考 He 等此前报道的方

法[39]。菌体生长采用 600 nm 下的光密度表征（OD600）细胞干重依据测定的 OD600 和

细胞干重关系曲线换算，每单位 OD600 相当于 0.40 mg/mL 细胞干重。 

2.2.10  谷氨酸糖酸转化率计算 

基于消耗葡萄糖生成的谷氨酸的量可以计算谷氨酸发酵的糖酸转化率。计算公式如

下： 

谷氨酸得率 =
[𝐺𝑀𝐴]×𝑉−[𝐺𝑀𝐴]0×𝑉0

[𝐺]0×𝑉0−[𝐺]×𝑉
× 100%                              （1-1） 

其中[GMA]和[GMA]0 表示发酵液中最终和初始谷氨酸浓度，[G]0 和[G]表示发酵初

始和最终的葡萄糖浓度，V0 和 V 代表初始和最终的发酵液体积。在计算过程中，忽略因

调节 pH 所需的酸和碱造成的体积变化。 

2.3  结果与讨论 

2.3.1  水解液中谷氨酸发酵情况 

为了实现谷氨酸生产，首先对 C. glutamicum S9114 在复合培养基中以及水解液中的

谷氨酸生产情况进行了测试。生物素限量是谷氨酸生产最常用的处理方式之一[232]，所

以首先是在生物素限量的复合培养基中进行发酵。在生物素限量培养基中（图 2.1a），菌

体能够正常生长，OD600 维持在 8 左右，经过 72 h 发酵，细胞利用 55.4 g/L 葡萄糖生产

了约 24.4 g/L 的谷氨酸，表现出比较良好的生产性能。但是，当在水解液中进行发酵时，

结果却完全不一样。不论是在未脱毒 15%(w/w)玉米秸秆水解液还是在脱毒 15%(w/w)玉

米秸秆水解液中，菌体都能表现出更好的生长，其 OD600 值均能达到 20 左右，是复合培

养基中最大 OD600 值的两倍以上（图 2.1b 和图 2.1d）。葡萄糖也能够迅速被利用，但是

谷氨酸却没有生成。通过对多种抑制物的降解转化情况进行分析（图 2.2c）发现，在未

脱毒水解液中，C. glutamicum 细胞能够快速将其中的糠醛和羟甲基糠醛转化。其他抑制

物本身浓度比较低，而且菌株也能够快速将其转化为其他低毒物质。乙酸由于本身也是

谷氨酸棒状杆菌的一种代谢副产物[233]，前期消耗完之后后续又有少量生成，但是它本

身对谷氨酸棒状杆菌产谷氨酸影响不大。进一步在复合培养基中添加抑制物成分，发现

菌株虽然谷氨酸产量受到小幅度影响，但是也能够使菌株发酵生产谷氨酸（表 2.4）。所

以结果说明菌株对抑制物具有一定的耐受和转化能力，并不是菌株影响谷氨酸生产的关

键因素。随后，通过往往水解液中添加多种营养盐以及玉米浆的发酵结果显示，这些物
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质的添加对于谷氨酸生产没有任何促进作用（表 2.4）。说明营养成分缺乏也不是水解液

中不能够积累谷氨酸的关键因素。 
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图 2.1  谷氨酸棒状杆菌 S9114 在复合培养基和玉米秸秆水解液中的谷氨酸发酵情况 

Fig. 2.1  Glutamic acid fermentation of C. glutamicum S9114 in the complex medium and corn stover 

hydrolysate 

（a）复合培养基中发酵情况；（b）未脱毒 15%(w/w)玉米秸秆水解液中发酵情况；（c）未脱毒

15%(w/w)水解液中的抑制物降解情况；（d）脱毒 15%(w/w)玉米秸秆水解液中发酵情况。 

发酵在 250 mL 三角烧瓶中进行，发酵条件见材料与方法部分，平行结果标准差由误差线表示。 

表 2.4  抑制物与营养成分对谷氨酸棒状杆菌谷氨酸发酵的影响 a 

Table 2.4  Effects of inhibitors and nutrients on glutamic acid fermentation by C. glutamicum 

Medium 
Inhibitors and Nutrients 

Glutamic acid (g/L) 
Inhibitors Metal Ions CSL 

Complex Medium - + + 24.4 ± 0.8 

Complex Medium + + + 19.2 ± 0.2 

Fresh CSH + - - trace 

Biodetoxified CSH - - - trace 

Biodetoxified CSH - + - trace 

Biodetoxified CSH - - + trace 

a 发酵条件：250 mL 三角瓶, 30oC, pH7.0, 200 rpm。 

2.3.2  青霉素诱导谷氨酸发酵 

在水解液中，C. glutamicum 生长良好却没有谷氨酸的生成，这种现象和生物素过量

的情况非常类似。在谷氨酸发酵过程中，生物素具有非常重要的作用[133]，生物素作为

acetyl-CoA 羧化酶的辅酶参与脂肪酸的合成，从而参与细胞膜和细胞壁的合成[234]。一方

面由于 C. glutamicum 是生物素缺陷型菌株，必须要有生物素存在以保证基本的生长[234]。

另一方面，在过量生物素条件下，谷氨酸无法正常分泌[136, 148, 235]。为此，通常需要在生

物素限量或者“生物素亚适量”条件下生产谷氨酸[236, 237]，或者在生物素过量的条件下通

过添加表面活性剂如吐温 40[150]、β-内酰胺环类抗生素如青霉素[85, 138, 145, 151, 238]或者细胞

壁合成抑制剂如乙胺丁醇[239]等进行谷氨酸的诱导发酵，亦或者采用温度敏感型菌株进
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行发酵[240, 241]。其中，具有 β-内酰胺环的青霉素会抑制细胞壁肽聚糖的合成，引起细胞

壁结构变化从而使谷氨酸能够分泌。在本实验中，我们尝试采用青霉素诱导的方式来诱

导水解液中的谷氨酸发酵，水解液中青霉素诱导实验结果如图 2.2 所示。 

 

 

 

图 2.2  青霉素诱导谷氨酸棒状杆菌 S9114 在玉米秸秆水解液中生产谷氨酸 

Fig. 2.2  Penicillin triggered glutamic acid production from C. glutamicum S9114 cells in corn stover 
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注：（a）细胞生长；（b）葡萄糖消耗；（c）谷氨酸积累。谷氨酸在 15%、20%和 25%（w/w）

脱毒玉米秸秆水解液中的发酵在 3L 发酵罐中进行，发酵条件及诱导条件见材料与方法部分，平

行实验间的标准差通过误差线表示。 

从图中发酵结果可以看出，C. glutamicum 细胞在水解液中均能够生长良好，最大的

OD600 值在 14-16 之间，同时随着发酵进行，OD 值存在一定的下降。葡萄糖均能够被快

速消耗，能够在 48 h 内消耗完全。在菌体对数生长中前期添加完青霉素诱导之后，谷氨

酸开始在发酵液中积累。15%和 20%玉米秸秆水解液中，随着葡萄糖在 32h 消耗殆尽，

谷氨酸浓度在 32 h 达到最高值。而在 25%玉米秸秆水解液中，谷氨酸浓度伴随着葡萄

糖的持续消耗，在 48 h 达到最大值，谷氨酸的浓度达到 41.7 ± 0.1 g/L。基于葡萄糖消耗

的糖酸转化率达到 50%。由于 C. glutamicum 不能够利用水解液中的木糖、阿拉伯糖等，

而水解液中其他可利用的糖浓度非常低，所以谷氨酸的得率仅基于消耗的葡萄糖计算。 

这一结果是利用木质纤维素原料进行谷氨酸发酵所得到的比较高的指标，这一结果

也比 Gopinath 等[102]和 Meiswinkel 等[103]利用添加多种营养成分后的水解液发酵得到的

谷氨酸浓度高出 2 倍以上。虽然和利用淀粉原料进行分批补料发酵所得到的高浓度谷氨

酸（120 g/L 以上）[137]还存在一定差距，但是这个结果也充分说明了利用木质纤维素水

解液进行谷氨酸发酵的可行性。后续的研究，通过进一步优化谷氨酸发酵条件、采用分

批补料发酵方式、通过改造实现水解液中混合糖的利用以及减少副产物生成等能够使水

解生产的谷氨酸浓度进一步提高。这一实验结果同时也说明青霉素诱导谷氨酸发酵同样

适用于木质纤维素水解液。基于上述的这些结果可以推断，玉米秸秆水解液中正常发酵

无法积累谷氨酸的原因可能是水解液中的生物素含量过高。 

2.3.3  发酵过程中的胞内外生物素浓度变化 

为了验证是否是由于水解液中生物素含量过高导致的谷氨酸无法积累，我们随后设

计了一系列实验进行了验证。首先，我们采用德国拜发公司的 VitaFast 试剂盒，对水解

液中的生物素浓度进行了测定。通过测定我们发现，在 15%(w/w)脱毒水解液中的生物

素浓度高达 22.5 ± 4.3 μg/L（图 2.3a）。这一生物素浓度比我们采用的用于谷氨酸发酵的

复合培养基中的生物素浓度（0.21 ± 0.02 μg/L）高出两个数量级。同时，这一生物素浓

度也比文献报道中的生物素“亚适量”的浓度（2–5 μg/L）高出十倍左右[236]，是典型的生

物素过量条件，所以生物素可能是谷氨酸不能够积累的关键因素。 

随后，我们对发酵过程中细胞内以及胞外的生物素浓度也进行了测定。如图 2.3 所

示，在发酵过程中，胞外（即水解液中）的生物素能够快速被 C. glutamicum 细胞吸收，

最终仅少量的生物素残留在水解液中。胞外的生物素和吸收到细胞内的生物素在总量上

基本保持不变（图 2.3a）。从基于细胞干重的胞内生物素含量来看，胞内生物素含量呈现

先升高后下降的趋势，胞内生物素含量在 12 h 时达到最大值，为 11.3 ± 0.1 μg/g 干细胞

重（DCW）。然后随着细胞的不断增殖，生物素逐渐被分配到增殖的细胞中，生物素含

量逐渐下降，但是当细胞生长稳定以后，细胞的生物素浓度也随之保持稳定。从图 2.4 b

中看出，最低的生物素浓度是在 60 h 时的 2.7 ± 0.2 μg/g DCW，但是这一生物素浓度依
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然比可以分泌谷氨酸的浓度要高[236]。所以从对细胞内和细胞外生物素浓度的测定结果

来看，胞外过量的生物素被吸收到细胞内，形成细胞内一个过量的生物素环境，从而使

谷氨酸无法分泌。虽然不同的研究中，所提到的生物素亚适量浓度有所差别，但是胞内

适合谷氨酸分泌的生物素浓度却比较接近[169, 236]。所以通过我们对细胞内生物素浓度的

测定结果可以说明，胞外高浓度的生物素被吸收到细胞内所形成过高的胞内生物素浓度

环境，是谷氨酸不能够积累的原因，可以说玉米秸秆水解液中的过量生物素是导致不能

够分泌谷氨酸的原因。 

  

  

图 2.3  谷氨酸棒状杆菌 S9114 在玉米秸秆水解液谷氨酸发酵过程中的胞内外生物素浓度变化 

Fig. 2.3  Intracellular and extracellular biotin changes during glutamic acid fermentation by C. 

glutamicum S9114 in corn stover hydrolysate 

注：（a）细胞内外的生物素平衡；（b）胞内生物素浓度变化情况。谷氨酸的发酵采用 15%脱毒

玉米秸秆水解液，发酵在 250mL 三角烧瓶中进行，过程不经过青霉素诱导，其他发酵条件见材料

与方法部分。胞内外的生物素提取以及测定见材料与方法部分。细胞干重基于测定的 OD600 和菌

体干重曲线计算获得。平行实验得到的结果的标准差通过误差线表示。 
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2.3.4  玉米秸秆水解液中生物素对谷氨酸发酵的影响 

为了进一步验证水解液中生物素的影响，我们利用生物素特异性结合蛋白亲和素

（Avidin）对水解中的生物素进行吸附[223]。通过往脱毒玉米秸秆水解液里面添加合适浓

度的亲和素，可以吸附掉水解液中的生物素，使生物素无法发挥其原来的作用且不能够

被 C. glutamicum 利用。我们首先通过预实验并且充分考虑由于水解液中复杂的成分所

造成的无效吸附，往 15%(w/w)脱毒玉米秸秆水解液中添加相对过量的亲和素（23 mg/L，

相当于 200 单位/L CSH），得到生物素完全吸附水解液（Biotin free CSH）。然后在生物

素完全吸附水解液的基础上，再往里面补加纯生物素。通过预实验，添加 30 μL 1 mg/L 

生物素溶液得到生物素补加亚适量水解液（Biotin re-supplemented CSH1，suboptimal），

添加 690 μL 的 1 mg/L 生物素溶液得到生物素补加过量水解液（Biotin re-supplemented 

CSH2，excessive）。需要说明的是，由于亲和素是一类蛋白，它对生物素的吸附必须在

蛋白具有活性的情况下才能吸附，在测定生物素过程中前期样品处理会导致蛋白失活，

所以对于这三种水解液的生物素我们暂时没法测定。随后我们利用得到的这三种玉米秸

秆水解液以及原始脱毒玉米秸秆水解液进行了谷氨酸的发酵实验。发酵三角瓶中进行，

发酵结果如图 2.4 所示。 

从发酵结果来看，和原始脱毒玉米秸秆水解液相比，生物素完全去除的水解液中，

菌体生长受到非常明显的限制，相应的葡萄糖的消耗也出现停滞，谷氨酸无法正常积累。

说明在生物素完全去除的情况下，C. glutamicum 细胞无法生长和产酸。只有当发酵进入

后期，可能由于亲和素对生物素的吸附不再非常牢固，才有部分生物素可以被用来生长。

这主要是由于 C. glutamicum 是生物素缺陷型菌株，只有在生物素存在下才能够生长[234]，

所以当生物素完全去除时，菌体的生长以及谷氨酸的生产都会受到非常明显的抑制。 

随后，通过往水解液里面补加纯生物素到亚适量的条件后（Biotin re-supplemented 

CSH1），菌体生长得以恢复，菌体量最大值为对照条件下的一半（图 2.4a），但是葡萄糖

的消耗速率和原始水解液比较接近（图 2.4b）。谷氨酸在 32 h 后开始有生成，最终约有

6 g/L 的谷氨酸的积累（图 2.4c）。但是，当往水解液里面补加过量的生物素时（Biotin re-

supplemented CSH2），菌体的生长糖耗和产酸又恢复到和原始水解液中的情况一样，甚

至表现出更好的生长，但是同样没有谷氨酸的积累（图 2.4）。从发酵结果可以看出，在

水解液中只有当生物素补加至合适水平才有谷氨酸积累，去除生物素或者过量生物素反

而导致谷氨酸无法积累。这些结果可以充分说明生物素是玉米秸秆水解液中 C. 

glutamicum 无法积累谷氨酸的关键因素。 
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图 2.4  生物素去除和补加对谷氨酸棒状杆菌 S9114 生长和谷氨酸发酵的影响 

Figure 2.4  Biotin removal and re-supplementation on cell growth and glutamic acid fermentation of C. 

glutamicum S9114 

注：（a）细胞生长；（b）葡萄糖消耗；（c）谷氨酸积累。水解液采用脱毒的 15%玉米秸秆水

解液，生物素浓度为 22.5± 4.3 μg/L。生物素去除、生物素亚适量以及生物素过量水解液的制备

方法见材料与方法部分。谷氨酸的发酵在 250 mL 三角烧瓶中进行，发酵条件见材料与方法部

分。平行实验间的结果的标准差通过误差线表示。 
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表 2.5  生物素过量条件下谷氨酸棒状杆菌中和谷氨酸积累相关基因的表达水分分析 

Table 2.5  Expression of genes involving glutamic acid accumulation of C. glutamicum S9114 in biotin rich conditions 

Proteins Genes  Locus_tag 

Relative gene expression level 

In biotin rich complex 

medium 

In the CSH (15% 

solids content, w/w) 

Phospholipid synthesis     

Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid  

synthase 

ufaA CGS9114_RS06985 2.44 ± 0.77 4.32 ± 0.84 

Phosphatidylglycerophosphate synthase pgsA1 CGS9114_RS06020 9.00 ± 3.00 17.65 ± 4.09 

Phosphatidylinositol α-mannosyltransferase pima CGS9114_RS07945 1.24 ± 0.31 5.48 ± 1.47 

Peptidoglycan synthesis     

Cell division protein FtsI ftsI CGS9114_RS11420 3.60 ± 0.54 2.71 ± 0.27 

Cell division protein FtsI ftsI CGS9114_RS07835 2.16 ± 0.06 7.16 ± 0.09 

D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase dacB CGS9114_RS00725 0.94 ± 0.02 2.45 ± 0.48 

D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase dac CGS9114_RS13375 1.43 ± 0.39 0.87 ± 0.31 

Glutamate synthesis  
   

α-ketoglutarate decarboxylase odhA CGS9114_RS03450 3.44 ± 0.32 5.20 ± 1.64 

Dihydrolipoamide acetyltransferase sucB CGS9114_RS08045 2.47 ± 0.42 2.60 ± 0.18 

Pyridine nucleotide-disulfide  

oxidoreductase  

lpdA CGS9114_RS13335 0.80 ± 0.13 0.75 ± 0.18 

Dihydrolipoyl dehydrogenase lpd CGS9114_RS04910 1.51 ± 0.21 1.67 ± 0.28 

Glutamate dehydrogenase gdh1 CGS9114_RS12025 0.70 ± 0.13 0.87 ± 0.09 

Glutamate dehydrogenase (NADP+ 

dependent) 

gdh2 CGS9114_RS07420 1.47 ± 0.36 0.73 ± 0.06 

Glutamate secretion     
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Mechanosensitive channel MscCGa yggB CGS9114_RS01440 0.32 ± 0.16 0.17 ± 0.04 

Biotin transporter     

Biotin biosynthesis protein BioY bioY CGS9114_RS11175 7.16 ± 0.94 5.09 ± 0.69 

Cobalt ABC transporter ATP-binding 

protein 

bioM CGS9114_RS11180 16.6 ± 1.78 13.19 ± 1.00 

ABC transporter permease bioN CGS9114_RS11185 5.14 ± 0.90 3.11 ± 0.29 

Fatty acid synthesis     

Acetyl-/propionyl-CoA carboxylase subunit α accBC CGS9114_RS13275 2.47 ± 0.64 2.07 ± 0.43 

Methylmalonyl-CoA carboxyltransferaseb  accD1 CGS9114_RS13235 1.13 ± 0.36 0.08 ± 0.02 

Methylmalonyl-CoA carboxyltransferasec accD2 CGS9114_RS13240 2.01 ± 0.19 1.53 ± 0.13 

Acetyl-CoA carboxylase subunit β accD3 CGS9114_RS13505 1.11 ± 0.57 0.88 ± 0.17 

Acetyl-CoA carboxylase subunit β accD4 CGS9114_RS12340 2.44 ± 0.24 5.38 ± 0.58 

Fatty acid synthase fasA CGS9114_RS13530 1.37 ± 0.33 0.54 ± 0.04 

a 该基因和 C. glutamicum ATCC13032 中编码的机械敏感型通道 MscCG 的 NCgl1221 基因 99%类似；  

b 该基因和 C. glutamicum ATCC13032 中的 dtsR1 基因 98%类似； 

c 该基因和 C. glutamicum ATCC13032 中的 dtsR2 基因 99%类似。 
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为了进一步说明玉米秸秆水解液中生物素对谷氨酸生产的影响，我们以生物限量条

件为对照，对和谷氨酸生产相关的一些基因在水解液中的表达水平进行了分析。谷氨酸

棒状杆菌谷氨酸积累机制目前已经非常明确，要实现谷氨酸积累，一方面需要改变碳代

谢流增强谷氨酸的合成，另一方面需要使细胞膜和细胞壁结构发生变化进而打开谷氨酸

分泌通道实现谷氨酸分泌。这些过程总结起来涉及脂肪酸合成、磷脂以及肽聚糖合成、

谷氨酸的合成以及谷氨酸分泌等。为此我们考察了涉及磷脂以及肽聚糖合成的部分基因、

谷氨酸合成中的关键酶 α-酮戊二酸脱氢酶系的编码基因、两个谷氨酸脱氢酶编码基因、

谷氨酸分泌通道 MscCG 编码基因以及脂肪酸合成相关基因在水解液条件下的转录水平

变化，从而进一步说明水解液中生物素对谷氨酸积累的影响。除此之外，我们还考察了

生物素转运相关基因的转录水平变化。 

对这些基因表达水平的测定通过实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）进行。以添加 0.5 

g/L 玉米浆的生物素限量复合培养基为对照组，添加 5.0 g/L 玉米浆的生物素过量复合培

养基为阳性对照组，15%(w/w)脱毒玉米秸秆水解液为实验组。取样点选取 C. glutamicum

在生物素限量培养基中谷氨酸开始积累（即 10 h）的时间。基因表达水平结果如表 2.5

所示。 

在生物素过量的复合培养基和玉米秸秆水解液中，和磷脂合成相关的三个基因环丙

烷脂肪酰磷脂合酶编码基因 ufaA[152]、磷脂酰甘油磷酸合成酶编码基因 pgsA1[152]和磷脂

酰肌醇 α-甘露糖基转移酶编码基因 pima[152]均上调表达，其中 pgsA1 基因在水解液中上

调倍数高达 17.65 倍。说明在生物素过量条件下，磷脂的合成得到增强。同样的，和肽

聚糖合成的细胞分裂蛋白编码基因 ftsI[242]在生物素过量条件下均显著上调表达，D-丙氨

酰-D-丙氨酸羧肽酶编码基因 dacB[151, 243]在生物素过量水解液中显著上调表达，D-丙氨

酰-D-丙氨酸羧肽酶编码基因 dac[151, 243]在生物过量合成培养基中显著上调表达。说明在

生物素过量情况下，肽聚糖的合成也得到增强。在谷氨酸发酵过程中，磷脂和肽聚糖的

合成是和谷氨酸积累相关的[132]。在生物素过量条件下，吐温 40 诱导除了能够改变细胞

表面张力以外也会抑制细胞膜的合成[152]。而青霉素诱导可以使青霉素结合到 D-丙氨酰

-D-丙氨酸羧肽酶上从而阻止该酶参与肽聚糖的合成[244]。所以在生物素过量情况下磷脂

和肽聚糖合成的增强是谷氨酸无法积累的原因之一。 

在谷氨酸的生产过程中，α-酮戊二酸节点非常重要。谷氨酸主要由 α-酮戊二酸在谷

氨酸脱氢酶的催化下生成，但是 α-酮戊二酸脱氢酶系（ODHC）可以竞争性催化 α-酮戊

二酸生成琥珀酸[142]。所以，ODHC 活性下降是谷氨酸高产的必要条件之一[140]。在生物

素过量的复合培养基以及玉米秸秆水解液中，ODHC 两个亚基 e1o 和 e2o 编码基因 odhA

和 sucB 均显著上调表达，而谷氨酸脱氢酶编码基因 gdh1 和 gdh2 没有明显上下调表达。

由于在 α-酮戊二酸节点的代谢流更多取决于 ODHC[140]，这些基因的转录水平的结果可

以说明，在生物素过量情况下更多的 α-酮戊二酸流向 TCA 循环而非谷氨酸的合成。对

于谷氨酸转运体 MscCG 编码基因 yggB[132]，它在生物素过量的复合培养基以及玉米秸
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秆水解液中均明显下调表达。该谷氨酸分泌通道表达量的减少可以进一步说明谷氨酸在

高生物素条件下是无法分泌的。而生物素转运体编码基因 bioYMN[245]在生物素过量的复

合培养基以及玉米秸秆水解液中均明显的上调表达也正好印证了在发酵开始时胞外的

生物素得以快速的吸收到胞内这一现象。由于 C. glutamicum 是生物素缺陷型菌株，不

能够合成生物素[246]，为此我们没有选择和生物素合成相关的基因进行分析。除此之外，

在和脂肪酸合成相关的这些基因中，只有 acetyl-CoA 羧化酶 α 亚基编码基因 accBC 明

显上调表达，该酶和可以和生物素结合参与到脂肪酸的合成过程。说明过量的生物素需

要更多的 acetyl-CoA 羧化酶 α 亚基来结合生物素以发挥其作为辅酶的作用。在四个 accD

基因中，只有 accD4 在两种生物素过量条件下出现明显的上调表达，但是 accD4 本身并

不参与脂肪酸的合成过程[133]。同时脂肪酸合成中的 fasA 基因也没有表现出明显的上下

调表达。所以生物素本身可能对于脂肪酸合成相关基因表达的影响相对较小。 

所以基于上述结果，在生物素过量的复合培养基以及水解液中，比较类似的基因表

达情况能够说明水解液中生物素对谷氨酸积累的关键影响。过量的生物素会通过生物素

转运蛋白快速吸收到胞内，形成胞内的高生物素条件。而在高生物素条件下，位于 α-酮

戊二酸节点的代谢流会更多的流向 TCA 循环而导致谷氨酸的合成渐少。另一方面，胞

内过量的生物素会使和磷脂以及肽聚糖等合成过程得到加强进而形成致密的细胞被膜

结构阻挡谷氨酸分泌，同时谷氨酸分泌通道 MscCG 也会在这种情况下明显下调表达，

从而导致谷氨酸无法分泌。所以高生物素下谷氨酸合成的减少和分泌过程受到的抑制使

谷氨酸在在高生物素玉米秸秆水解液中无法积累谷氨酸。 

2.3.5  生物炼制过程中的生物素 

为了进一步了解在水解液中存在大量的生物素的原因，我们对玉米秸秆原料中的生

物素含量进行了测定。我们发现，在初始的玉米秸秆原料中，生物素的含量高达 353 ± 

16 μg/kg 干玉米秸秆原料（DM），比玉米当中的生物素的浓度（29 ± 6 μg/kg DM）高出

一个数量级（图 2.5 a）。该生物素含量已经非常接近玉米浆中的生物素含量（744± 15 

μg/kg DM），甚至接近花生饼粉(1790 μg/kg DM)和酵母粉(1000 μg/kg DM)中的生物素含

量[247]。过量的生物素不仅仅在这一批次的玉米秸秆原料中检测得到，在收集的其他批

次来自不同地方的玉米秸秆中，同样也能够检测到过量的生物素。如 2015 年秋季在内

蒙古巴彦淖尔收集的玉米秸秆中生物素含量达到 282 ± 11 μg/kg，2016 年秋季在内蒙古

通辽收集的玉米秸秆中生物素含量达到 330 ± 15 μg/kg。说明玉米秸秆中存在大量的生

物素这一现象是一个普遍现象。 

除了玉米秸秆以外，我们对其他典型生物质原料中的生物素含量也进行了测定，这

些原料包括农业类生物质如稻秆、麦秆以及甘蔗渣，草类生物质如芦苇草以及木材类生

物质如白杨木屑。我们发现高生物素含量这一现象不仅仅是出现在玉米秸秆原料中，在

我们选择的其他几种典型的木质纤维素原料中也能够检测到。其中，稻秆、麦秆以及甘

蔗渣分别含有 357± 13、101± 5 和 197± 8 μg/kg DM 的生物素，典型的芦苇草类中的生
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物素含量也达到 133 ± 7 μg/kg DM。但是，白杨木屑中生物素的含量相对较低，只有 23 

± 0.2 μg/kg DM。这一现象可以通过玉米叶和玉米秆中生物素含量的差别来解释：在收

集的玉米叶中生物素含量高达 1344 ± 54 μg/kg DM，而玉米秆中生物素的含量只有 161 

± 4 μg/kg DM，相差近一个数量级。这可能是由于在植物叶片中色素体（Plastid）需要生

物素作为辅酶参与到脂肪酸的合成有关[248]，而茎秆对生物素的需求相对较小。所以在

叶片含量最少的白杨木屑生物质中生物素的含量相对较低。木质纤维素原料高生物素含

量这一现象也是为什么目前利用木质纤维素原料生产谷氨酸的研究较少且发酵结果不

太理想的原因之一。 

  

  

图 2.5  不同木质纤维素原料中的生物素和生物素在生物炼制过程中的变化情况 

Figure 2.5  Biotin contents in different lignocellulose biomass and biotin content changes during 

biorefining steps 

注：（a）不同木质纤维素生物质中的生物素含量；（b）生物炼制过程中生物素的变化情况。水

解液和发酵液中的生物素总量是通过测定的生物素浓度进一步换算为每 kg 干物料中的生物素得

到的。每组测定实验少两次重复，标准差通过误差线表示。 
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生物素在农作物、水果以及乳制品如小麦、玉米、土豆、甜菜和甘蔗糖蜜、花生饼

粉、葡萄以及牛奶等中早已经有所报导[248, 249]，但是木质纤维素原料中存在大量生物素

却是第一次报道。在植物中，生物素通常以两种形式存在，在细胞质中通常以游离形式

存在，而细胞器中通常作为辅因子结合到羧化酶上从而以结合形式存在[250]。结合生物

素的羧化酶参与到细胞的多种代谢活动当中，如氨基酸代谢、脂肪酸合成以及碳水化合

物的糖质新生等过程[251]，而游离态的生物素通常是作为储备存在与植物细胞当中[252]。

对于生物素缺陷型的细菌如 C. glutamicum，游离生物素的浓度通常非常低[247]，必须通

过吸收外界的生物素才能够维持其自身的生长和代谢。但是，过量的生物素反而会使 C. 

glutamicum 无法积累谷氨酸。 

随后，我们进一步对生物炼制生产谷氨酸的整个过程中的生物素变化情况进行了测

定，这些过程包括原料水洗除尘、干酸预处理、生物脱毒、纤维素酶水解和谷氨酸发酵。

初始获得的玉米秸秆原料需要进行水洗去除当中残留的灰尘、砂石以及金属片，在这个

过程中生物素损失将近 60%。经过水洗的原料生物素的含量降低至 131 ± 1 μg/kg DM（图

2.6 b）。但是，这一水洗过程在工业化处理过程中通常由机械除尘替代[253]而得以避免。

在随后的干酸预处理、生物脱毒、纤维素酶水解以及谷氨酸发酵过程中，生物素的总量

几乎保持不变（图 2.6 b）。在高强度的干酸预处理过程中（2.5 %硫酸, 175 oC, 5min）生

物素含量基本保持不变（121 ± 4 μg/kg），可能主要得益于在我们特殊的预处理过程中没

有废水产生而带走生物素。此外，稀硫酸预处理过程正好和生物素的提取过程（121 oC

下 1M 硫酸酸解 30 min）的条件比较接近，这也可能是生物素得以保留的一个原因。经

过生物脱毒后，原料当中的生物素浓度有小幅的提高，达到 138 ± 4 μg/kg DM，这可能

是由于经过脱毒后抑制物对生物素测定菌株植物乳杆菌 L. plantarum ATCC 8014 的抑制

作用减少导致的。此外生物脱毒菌株树脂枝孢霉 A. resinae ZN1 和纤维素酶当中均没有

检测到生物素，所以由于没有额外的生物素引入，生物素的总量基本保持稳定。在随后

的发酵过程中，胞外水解液中的生物素全部吸收到 C. glutamicum 细胞中，但是总量保

持不变（图 2.4 b）。所以在整个生物炼制过程中，生物素的含量保持不变。从这些结果

可以看出，正是由于木质纤维素原料本身含有大量的生物素，而且生物素又在生物炼制

过程中得到充分的保存，所以导致制备的水解液中含有大量的生物素，最终导致 C. 

glutamicum 在正常的发酵条件下无法积累谷氨酸。 

2.3.6  生物炼制过程中的其他 B 族维生素 

鉴于生物素在整个生物炼制过程中保持稳定这一现象，我们进一步对该实验进行了

扩展，对生物炼制过程中玉米秸秆原料中的其他的 B 族维生素的含量进行了测定。同时

我们以文献中报道的淀粉质生物质（玉米和稻米）中的对应含量为对照，实验结果如表

2.6 所示。通过测定，我们发现在初始的玉米秸秆原料中包括生物素在内的八种 B 族维

生素均能够检测到。其中核黄素（维生素 B2）、烟酸（维生素 B3）和泛酸（维生素 B5）

的含量和淀粉质原料当中非常接近，生物素（维生素 B7）和叶酸（维生素 B9）的含量
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比淀粉质原料中高。其他几种 B 族维生素虽然含量偏低，但是在初始玉米秸秆中均存

在。原料经过水洗之后，各种 B 族维生素的含量均存在不同程度的损失。硫胺素、核黄

素、烟酸、泛酸、吡哆醇、叶酸和钴胺素的损失比例分别为 67%、48%、38%、22%、

44%、8%和 14%。和前文提到的一样，水洗除尘只是实验室规模的做法，在工业上通过

机械除尘可以有效避免这些维生素的损失[253]。 

随后是玉米秸秆的干酸预处理（2.5% H2SO4）过程。经过干酸预处理后，部分 B 族

维生素的含量变化比较明显。其中，硫胺素的含量从 200 μg/kg DM 增加到 500 μg/kg DM，

核黄素的含量从 1100 μg/kg DM 增加到 4200 μg/kg DM，这可能是由于它们在硫酸存在

下的预处理过程中，结合态的维生素得到更加充分的释放。除此之外，吡哆醇、烟酸和

泛酸的含量经过预处理后有所下降。其中，吡哆醇从 500 μg/kg DM 降低到 200 μg/kg DM，

烟酸从 4600 μg/kg DM 降低到 2600 μg/kg DM，泛酸从 988 μg/kg DM 降低到 130 μg/kg 

DM。而叶酸在这个预处理过程中下降非常明显，其含量在初始玉米秸秆和水洗过后都

比较高，但是经过预处理之后，其含量已经低于 20 μg/kg DM。可能这些维生素在在高

温高压和硫酸存在下的不够稳定所以降解更加明显。值得一提的是钴胺素，钴胺素通常

只有原核生物才能够合成[254]，所以在玉米秸秆中检测到的钴胺素可能是来自于玉米秸

秆生长过程中感染或者附着在上面的细菌。虽然预处理过程中很多的 B 族维生素都存在

一定程度的降解，但是还是有相当一部分的 B 族维生素在预处理过后得到保存。 

表 2.6  生物炼制过程中玉米秸秆原料中的 B 族维生素含量变化情况(μg/kg DM) 

Table 2.6  Vitamin B contents in the raw corn stover during biorefining chain (μg/kg DM) 

Vitamin B members In virgin 

corn stover 

After 

washing 

After 

pretreatment 

In starch biomassa  

Thiamin (vitamin B1) 600 200 500 4100 (Rice) [229] 

Riboflavin (vitamin B2) 2100 1100 4200 2600 (Corn) [229] 

Niacin (vitamin B3) 7400 4600 2600 16000 (Corn) [254] 

Pantothenate (vitamin B5) 1270 988 130 2000 (Rice) [229]  

Pyridoxine (vitamin B6) 900 500 200 20000 (Corn) [255] 

Biotin (vitamin B7) 353 ± 16 131 ± 1 121 ± 4 <0.15 (Corn) [249] 

Folic acid (vitamin B9) 118 108 <20 b 19 (Rice) [256] 

Cobalamin (vitamin B12) 7 6 <1 b N/A [229]  

a 淀粉质生物质中 B 族维生素含量参考对应参考文献中的结果； 

b 对应的维生素含量低于检测限，无法检出。 

B 族维生素对于很多发酵来说都是必须或者有促进作用的营养添加剂，如纤维素乙

醇发酵[257]、乳酸发酵[258]以及氨基酸发酵[259, 260]。和谷物类生物质（如大米和玉米）[249, 

254-256, 261]相比，预处理后的玉米秸秆原料依然还有相对比较丰富的硫胺素、核黄素、烟

酸、泛酸、吡哆醇以及生物素。它们在发酵过程中可以作为营养提高生物炼制菌株的发

酵性能。比如，在毕赤酵母 Pichia guilliermondii 中，生物素的添加能够提高菌株的抗氧

化活性从而促进纤维素乙醇的生产 [257]。在纤维素乳酸发酵过程中，乳酸片球菌

Pediococcus acidilactici在玉米秸秆水解液中的生长明显好于在MRS培养基中的生长[262]，
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对乳酸发酵具有一定促进作用。此外对于在玉米秸秆水解液中的谷氨酸发酵来说，除了

需要添加额外的氮源以外，不需要再补加任何其他的营养成分如玉米浆，就能够使菌株

具有良好的生长。说明玉米秸秆在预处理过程中保留下来的这些营养成分对谷氨酸发酵

过程有利，这也是利用木质纤维素原料生产谷氨酸的优势之一。这些结果说明木质纤维

素原料的预处理过程不仅仅产生抑制物，同时也能够释放或者保留营养成分如 B 族维生

素，从而能够促进生物炼制发酵过程生产生物能源和生物基化学品。基于这一结果，木

质纤维素预处理过程中需要在处理强度和保留营养成分之间做好平衡，在保证预处理效

果的前提下为后续发酵实验保留更多的营养成分。 

2.5  本章小结 

本研究对 C. glutamicum S9114 利用玉米秸秆水解液生产谷氨酸的过程进行了研究，

采用青霉素诱导的方法成功实现了谷氨酸的生产。同时还确定了影响谷氨酸发酵的关键

因素生物素，并对生物素对谷氨酸分泌的影响以及水解液中高生物素含量的原因进行了

探究。本章主要的结论如下： 

（1）C. glutamicum 在玉米秸秆水解液中表现出比生物素限量复合培养基中更良好

的生长，但是不能够积累谷氨酸。通过实验发现发酵过程中抑制物、营养成分以及玉米

浆的添加均不是影响谷氨酸积累的关键因素。采用青霉素诱导，C. glutamicum 能够初步

实现利用玉米秸秆生产谷氨酸； 

（2）通过对水解液以及发酵过程中 C. glutamicum 细胞内外的生物素含量的测定，

发现在玉米秸秆水解液中含有过量的生物素，过量的生物素快速吸收到细胞内，导致胞

内的生物素含量过高而无法积累谷氨酸。此外，胞内胞外的生物素总量在发酵过程中基

本保持恒定； 

（3）通过亲和素（Avidin）特异性吸附去除生物素的实验，充分证明水解液中过量

的生物素是谷氨酸不能够积累的关键因素。过量生物素导致不能够积累谷氨酸，但是完

全去除生物素菌株无法生长，只有当生物素含量在一个相对适量的情况下才能够积累谷

氨酸。通过 RT-qPCR 实验，针对水解液中生物素对谷氨酸积累的影响进行了分析，从转

录水平说明了水解液中生物素对谷氨酸积累的影响； 

（4）对不同的木质纤维素原料中的生物素含量以及生物炼制过程中玉米秸秆原料

中生物素含量的变化情况进行了测定。发现木质纤维素原料通常都含有高含量的生物素，

并且生物素在生物炼制过程中保持稳定，进而导致水解液中生物素含量过高无法积累谷

氨酸。此外对生物炼制过程中其他 B 族维生素含量的测定发现，预处理过后的原料依然

保留有相对丰富的 B 族维生素，对于生物炼制生产生物能源以及生物基化学品有利。 

 



华东理工大学博士论文                                               第37页 

 

第 3 章  代谢工程改造谷氨酸棒状杆菌利用玉米秸秆原料生产谷氨酸 

3.1  引言 

谷氨酸是应用最为广泛的氨基酸之一，年产量在 300 万吨以上[195]。目前主要采用

粮食性原料进行生产，成本相对较高，在一定程度上加剧了粮食危机的产生，并且很大

程度限制了谷氨酸作为可生物降解聚合材料单体的工业化应用[137]。在所有潜在的原料

当中，木质纤维素原料具有来源广泛，价格低廉、可再生等特点，是谷氨酸生产最具潜

力的替代性原料[34]。目前，木质纤维素已经被广泛用来生物炼制生产多种燃料、生物基

化学品以及生物材料等[263]。但是，第二章的研究显示木质纤维素原料当中通常含有大

量的生物素，并且在生物炼制过程中得到有效的保留，最终导致制备的水解液中的生物

素含量过高而无法积累谷氨酸。青霉素诱导能够使 C. glutamicum 在较低固含量的水解

液中积累谷氨酸，同时也有研究中采用乙胺丁醇诱导进行纤维素谷氨酸生产[102]。但是，

青霉素和乙胺丁醇都对细胞生长具有非常强烈的抑制作用。除此之外，水解液中大量存

在的生物素和残留的抑制物也对发酵过程存在较大的影响。因此，发酵过程中细胞的生

长会受到生物素、抑制物以及诱导等多重因素的影响而不稳定。这种不稳定现象会直接

导致谷氨酸产量下降，同时限制后续优化发酵工艺进一步提高谷氨酸的产量。为此有必

要通过基因工程改造实现在高生物素条件下能够不经过诱导实现谷氨酸的高效生产。 

C. glutamicum 发酵生产谷氨酸的分子机制经历了从最初的泄露模型到代谢流改变

模型，目前已经十分明确[132, 138]。C. glutamicum 作为生物素缺陷型菌株[234]，生物素在发

酵过程中具有非常重要的作用。生物素作为辅酶参与丙酮酸羧化酶介导的回补途径[129]

以及 acetyl-CoA 羧化酶催化生成脂肪酸的过程[234]。特别是 acetyl-CoA 羧化酶，过量的

生物素能够提供足够的辅酶用于脂肪酸的合成，进而形成致密的细胞被膜结构导致谷氨

酸不能够分泌[232, 235]。所以工业上往往采用生物素限量条件进行谷氨酸的发酵[119]，生物

限量一方面影响脂肪酸的合成，从而影响细胞膜的合成，使细胞膜状态发生改变[155]，从

而打开谷氨酸分泌通道使谷氨酸能够分泌到胞外[132]；另一方面还能够降低谷氨酸合成

途径中关键酶 ODHC 的活性，使代谢流更多的流向谷氨酸的合成[132, 141]。除了在生物素

限量条件下生产谷氨酸以外，在生物素过量条件下也可以通过诱导生产谷氨酸。这些诱

导条件包括添加表面活性剂如 Tween40 [145, 232]、青霉素[85, 138, 151]以及乙胺丁醇[239]等，亦

或采用温度敏感型菌株通过温度诱导进行谷氨酸发酵[240, 241, 264, 265]。这些条件和生物素

限量诱导谷氨酸发酵的发酵机制相似，都能够改变细胞膜的状态使谷氨酸分泌通道打开

促进谷氨酸分泌，也能够降低 ODHC 的活性使谷氨酸合成代谢流增加[132]。 

目前，已经有很多针对高生物素下积累谷氨酸的研究。编码 acetyl-CoA 羧化酶的

dtsR1 基因的敲除能够实现在高生物素下生产谷氨酸，但是菌株需要额外补充脂肪酸用

于生长[154, 155]。参与细胞肽聚糖合成的编码酰胺转移酶 ltsA 基因的敲除同样能够使 C. 
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glutamicum积累谷氨酸，但是该基因敲除的菌株对外界环境更加敏感[156]。此外，对ODHC

的 e1o 亚基的编码基因 odhA 进行敲除，也能够得到可以在高生物素下积累谷氨酸的突

变体[142]，但是 odhA 的敲除会导致 TCA 循环受阻从而使菌体的生长受到非常显著的抑

制[142]。Nampoothiri 等发现通过调节和细胞脂质合成相关的基因，可以实现不依赖诱导

的谷氨酸分泌，但是谷氨酸的产量非常低[152]。由于这些方法本身对菌体生长影响很大

或者效果不理想，它们并不适合含有抑制物的木质纤维素体系。进一步的研究确定了谷

氨酸分泌转运体为 Ncgl1221 基因编码的机械敏感型通道 MscCG[132]，并且通过 MscCG

的突变或者对其羧基端的截取能够实现在生物素过量的情况下持续分泌谷氨酸[161, 266]。

但是，该通道的改造对于木质纤维素体系的适应性还不明确。基于这些研究成果，本研

究尝试了多种代谢工程手段来实现纤维素谷氨酸的发酵，最终确定从谷氨酸转运通道和

谷氨酸合成途径入手，成功构建能够在高生物素含量的高固含量玉米秸秆水解液中高产

谷氨酸的菌株，为利用木质纤维素原料替代粮食性原料生产谷氨酸奠定理论基础。 

3.2  材料与方法 

3.2.1  菌种、培养基以及培养方法 

本章节所使用到的菌株以及构建的重组菌株在表 3.1 中列出。其中大肠杆菌

Escherichia coli DH5α 用于构建本研究中使用的质粒。培养采用 LB 培养基（1% 蛋白

胨，0.5% 酵母粉，1% NaCl）在 37 oC，200 rpm 下培养。携带相应表达质粒或者敲除质

粒的大肠杆菌在含有 50 μg/mL 卡那霉素的 LB 培养基中进行培养，用以维持质粒。谷氨

酸棒状杆菌 Corynebacterium glutamicum S9114 购买自上海工业微生物研究所（SIIM, 

http://www.gsy-siim.com/），保藏编号为 SIIM B460。该菌为本研究中重组菌株构建的出

发菌株。该出发菌和构建的重组菌在 CM2B 培养基（包含 1% 蛋白胨，1% 酵母粉，1% 

NaCl 以及 10 μg/L 生物素，pH 7.0）培养，培养条件为 30 oC，200 rpm，携带质粒的重

组菌株添加 50 μg/mL 卡那霉素用以维持质粒。生物脱毒菌株树脂枝孢霉 Amorphotheca 

resinae ZN1 为本实验自主筛选得到[38]，该菌株培养并保存在 PDA 斜面培养基上，温度

为 28 oC。PDA 培养基包含 200 g/L 土豆汁，20 g/L 葡萄糖和 17 g/L 琼脂。 

3.2.2  酶、试剂以及仪器设备 

诺维信纤维素酶 Cellic CTec2 购买自诺维信（中国）生物技术有限公司。根据考马

斯亮蓝法[218]测得其蛋白含量为 87.3 mg/mL 纤维素酶。基于美国国家可再生能源实验室

（NREL）方法 LAP-006[219]测得其滤纸酶活为 203.2 FPU/mL 纤维素酶。利用 Ghose 提

供的方法[220]测得其纤维二糖酶活为 4,900 CBU/mL 纤维素酶。DNA 聚合酶和 T4 连接酶

购买自宝日医生物技术(北京)有限公司。各类限制性内切酶购买自赛默飞世尔科技公司。

基于 Gibson 组装的无缝克隆试剂盒 HB-infusionTM购买自汉恒生物科技(上海)有限公司。

生物素、青霉素、玉米浆、酵母粉、蛋白胨和葡萄糖等来源参见第二章 2.2.2。其他常见

的试剂均为分析纯，购买自国内化学试剂提供商。所使用的常见仪器设备见附录 I。 
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表 3.1  本研究中使用的菌株 

Table 3.1  Strains used in this study 

Strains Characteristics Sources 

E. coli DH5α Host for plasmid construction Lab stock 

A. resinae ZN1 (CGMCC 7542) Biodetoxification fungus isolated by our lab Lab stock  

C. glutamicum S9114 Industrial strain for glutamate production SIIMa 

ΔbioY S9114 strain with bioY gene knockout This study 

ΔC110 S9114 strain with MscCG C-terminal truncated  This study 

ΔC110ΔbioY ΔC110 with bioY gene knockout This study 

ΔC110odhARBS20 ΔC110 with RBS20 substitution of odhA gene This study 

ΔC110odhARBS10 ΔC110 with RBS10 substitution of odhA gene This study 

ΔC110odhARBS0.1(XW6) ΔC110 with RBS0.1 substitution of odhA gene This study 

XW6-pH36 XW6 carrying the empty expressing vector This study 

XW6-pH36-pyc XW6 carrying the pyc expressing vector This study 

XW6-pH36-ppc XW6 carrying the ppc expressing vector This study 

XW6-pH36-gltA XW6 carrying the gltA expressing vector This study 

XW6-pH36-icd XW6 carrying the icd expressing vector This study 

XW6-pH36-gdh1 XW6 carrying the gdh1 expressing vector This study 

XW6-pH36-gdh2 XW6 carrying the gdh2 expressing vector This study 

XW6-pH36-ΔC110 XW6 carrying C-terminal truncated MscCG expressing vector This study 

XW6-ΔRS02700:: H36-ΔC110 XW6 strain with C-terminal truncated MscCG encoding gene integrated into 

the genome at CGS9114_RS02700 locus 

This study 

a 上海工业微生物研究所（SIIM, http://www.gsy-siim.com/） 
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表 3.2  本研究中所使用的质粒 

Table 3.2  Plasmids used in this study 

Plasmids  Characteristics Sources 

pTRCmob Overexpression vector, kanamycin resistance [159] 

pK18mobsacB 
Mobilizable vector, allows for selection of double crossover in C. 

glutamicum, kanamycin resistance, sacB 

[159] 

pH36mob Overexpression vector derived from pTRCmob This study 

pK18-ΔC110 Plasmid for the truncation of C-terminal of MscCG This study 

pK18-ΔbioY Plasmid for bioY gene knockout This study 

pK18-odhARBS0.1 Plasmid for RBS with 0.1au substitution of odhA This study 

pK18-odhARBS10 Plasmid for RBS with 10au substitution of odhA This study 

pK18-odhARBS20 Plasmid for RBS with 20au substitution of odhA This study 

pK18-ΔRS02700::H36ΔC110 Plasmid for integrating C-terminal truncated MscCG encoding gene in to the 

genome at CGS9114_RS02700 locus 

This study 

pH36-pyc pyc gene overexpressing vector This study 

pH36-ppc ppc gene overexpressing vector This study 

pH36-gltA gltA gene overexpressing vector This study 

pH36-icd icd gene overexpressing vector This study 

pH36-gdh1 gdh1 gene overexpressing vector This study 

pH36-gdh2 gdh2 gene overexpressing vector This study 

pH36-ΔC110 C-terminal truncated MscCG overexpressing vector This study 
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表 3.3  本研究中用到的引物 

Table 3.3  Primers used in this study 

Primers Sequence (5’-3’) c Restriction enzyme 

ΔC110-up-F CGGGATCCCGGGCGCTGCGATTC BamHI 

ΔC110-up-R TCAGCGTCCTATTCCACAGTCATGACCTTAAATAGTGAC  

ΔC110-down-F TGACTGTGGAATAGGACGCTGATTACAGACGT  

ΔC110-down-R GCTCTAGATGCATCTGCCACAATATCGC XbaI 

bioY-up-F CTAGTCTAGAAGGATTCTCTCGATTCACCATT XbaI 

bioY-up-R AAAACTGCAGGAAAAAATCATACACCTGAACAGTG PstI 

bioY-down-F AAAACTGCAGATCCAACCCACTTTTCCTCAGA PstI 

bioY-down-R CCCAAGCTTTTTGACCACCGGATAGGGTG HindIII 

odhA-up-F ACAGCTATGACATGATTACGTCAGACGATCCGATCCTAGAAAAC  

odhA-down-R GCAGGTCGACTCTAGAGCTTGGTCAGACGTGGGACAGAG  

odhA-RBS0.1-up-R CCTAGTTATTGAACTCGTGGGTGAGCTTCTTGAGGGTTTATTGAGCTTTG  

odhA-RBS0.1-down-F CTCACCCACGAGTTCAATAACTAGGGTGAGCAGCGCTAGTACTTTCG  

odhA-RBS10-up-R GCCGCGTGGTTAACTTGAGGGACCCTTCTTGAGGGTTTATTGAGCTTTG  

odhA-RBS10-down-F CTCAAGTTAACCACGCGGCGTGAGCAGCGCTAGTACTTTCG  

odhA-RBS20-up-R GCTCACTATGACTTTATCGGTATGATATTTAGCCTTCTTGAGGGTTTATTGAGCTTTG  

odhA-RBS20-down-F GCTAAATATCATACCGATAAAGTCATAGTGAGCAGCGCTAGTACTTTCG  

RS02700-up-F GCTCTAGAGACTGCTATCGGTGTGGC XbaI 

RS02700-up-R CCCAGCTTTTGGTAGCCCTTTCAGTTGTTGG  

H36-F AAAGGGCTACCAAAAGCTGGGTACCTCTAT  

H36-R GCCTAAAATCATGGATCCCATGCTACTCCT  

ΔC110-overlap-F AGCATGGGATCCATGATTTTAGGCGTACCCATT  

ΔC110-overlap-R CAACATTTTTTCTCCCTATTCCACAGTCATGACCTTAAATAG  
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RS02700-down-F TGACTGTGGAATAGGGAGAAAAAATGTTGTCACTCAC  

RS02700-down-R CCCAAGCTTAGCACTCCTTCAACGCCT HindIII 

ΔC110-F GCTCTAGAATGATTTTAGGCGTACCCAT XbaI 

ΔC110-R ACGCGTCGACCTATTCCACAGTCATGACCTTAA SalI 

pH36-Vector-F GTCCCACCTGACCCCATGCC  

pH36-Vector-R GCTGAAAATCTTCTCTCATCCGCC  

pyc-F GAGAAGATTTTCAGCGTGTCGACTCACACATCTTCAAC  

pyc-R GGGGTCAGGTGGGACTTAGGAAATGACGACGATCAAGTCG  

ppc-F GGTACCCGGGGATCCTCTAGAATGACTGATTTTCTACGCGATGAC XbaI 

ppc-R CTTGCATGCCTGCAGGTCGACCTAGCCGGAGTTGCGCAGT SalI 

gdh1-F GCTCTAGAATGACAGTTGATGAGCAGGTCTCT XbaI 

gdh1-R ACGCGTCGACTTAGATGACGCCCTGTGCC SalI 

gdh2-F GCTCTAGAATGTTCGAGCTAATCGACGACTG XbaI 

gdh2-R AAAACTGCAGTTATCGGCGAACCATACCTCTG PstI 

gltA-F CCGGAATTCTCACCTATTCCGCTGACAGCTAC EcoRI 

gltA-R GCTCTAGAGGCTGAAATGAGTGGGAGGG XbaI 

icd-F CCGGAATTCACACGTCAGCAATGCGTGG EcoRI 

icd-R GCTCTAGAGCATGTGCCCATTATGGCA XbaI 

pH36-F CAACGCAATTAATGTGAGTTAGCGC  

pH36-R TCTGTATCAGGCTGAAAATCTTCTC  

c 下划线代表对应的限制性内切酶酶切位点。 
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3.2.3  质粒构建 

质粒构建采用标准方法，所使用到的引物见表 3.3。对于用于敲除谷氨酸转运体

MscCG羧基端 110个氨基酸残基编码序列的质粒，首先用ΔC110-up-F/R和ΔC110-down-

F/R 两对引物分别从 C. glutamicum S9114 基因组中将跨过该 110 个氨基酸残基编码序列

的上下游同源臂分别扩增下来，然后用 ΔC110-up-F/ΔC110-down-R 通过融合 PCR 将两

个片段连接在一起。随后获得的片段和敲除质粒 pK18mobsacB 分别用 BamHI/XbaI 酶酶

切，然后采用 T4 连接酶将其连接起来，得到 pK18-ΔC110。用引物 bioY-up-F/R 和 bioY-

down-F/R 分别从 C. glutamicum S9114 基因组上扩增跨过基因 bioY 的上下游同源臂，然

后上游片段用 XbaI/PstI 酶切然后连接到 pK18monsacB 质粒对应酶切位点上，连接成功

后再将下游片段通过 PstI/HindIII 进行酶切并连接到该质粒上，得到 bioY 基因敲除质粒

pK18-ΔbioY。对于 odhA 基因，原始 RBS 序列的翻译起始速率利用 RBS Calculator

（https://www.denovodna.com/software/doLogin）软件进行计算。然后依据得到的原始基

因的翻译起始速率设置不同的翻译起始速率，通过该软件计算得到对应的 RBS 序列，

依据得到的序列进行引物设计。原始 RBS 序列和设计的 RBS 序列以及对应的翻译起始

速率如表 3.4 所示。用引物 odhA-up-F/odhA-RBS0.1-up-R 和 odhA-RBS0.1-down-F/odhA-

down-R 分别扩增 odhA 基因上游携带 RBS 序列片段和相应的 odhA 基因上下游片段，

然后和经 EcoRI/BamHI 线性化的 pK18mobsacB 片段一起进行无缝克隆连接，从而得到

用于将 odhA 基因原始 RBS 替换为翻译起始速率为 0.1 au 的 RBS 序列的质粒 pK18-

odhARBS0.1。用同样的方法，构建得到将 odhA 原始 RBS 替换为起始速率为 10 和 20 au

的 RBS 序列的质粒，pK18-odhARBS10 和 pK18-odhARBS20。pK18-odhARBS10 质粒构

建所用到的引物对分别为 odhA-up-F/odhA-RBS10-up-R 和 odhA-RBS10-down-F/odhA-

down-R，pK18-odhARBS20 质粒构建所使用到的引物对为 odhA-up-F/odhA-RBS20-up-R

和 odhA-RBS20-down-F/odhA-down-R。对于用于整合谷氨酸转运体到基因组的质粒

pK18-ΔRS02700::H36ΔC110 的构建，首先利用 H36-F/R 和 ΔC110-overlap-F/R 应用分别

从 pH36mob 和 C. glutamicum S9114 基因组中扩增下启动子 H36 片段和修饰的谷氨酸转

运体编码基因片段，并将它们通过融合 PCR 连接在一起。然后利用 RS02700-up-F/R 和

RS02700-dwon-F/R 引物分别将 CGS9114_RS02700 基因的上下游片段从 C. glutamicum 

S9114 基因组中扩增下来。得到和这两个片段和融合好的 H36-ΔC110 片段再通过融合

PCR 连接在一起。之后得到的大片段以无缝克隆的方式连接到采用 XbaI/HindIII 线性化

的 pK18mobsacB 质粒上，得到 pK18-ΔRS02700::H36ΔC110 质粒。 

对于表达质粒，首先以 pTRCmob 表达质粒为骨架，将其 Trc 启动子替换为 H36 强

启动子[267]，得到本研究中所使用的 pH36mob表达质粒。H36启动子的合成以及 pH36mob

的构建由上海捷瑞生物工程有限公司完成。用引物 ΔC110-F/R 从 C. glutamicum S9114 基

因组上将 MscCGΔC110 编码序列片段扩增下来，将其连接至 pH36mob 质粒 XbaI/SalI 位

点，得到用于过表达 C-末端 110 个氨基酸截取后的谷氨酸转运通道的表达质粒 pH36-
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ΔC110；通过引物 pH36-Vector-F/R 将 pH36mob 质粒线性化，用 pyc-F/R 引物将丙酮酸

羧化酶编码基因 pyc 从 C. glutamicum S9114 基因组上扩增下来，然后采用无缝克隆试剂

盒将两个片段连接起来得到过表达 pyc 基因的质粒 pH36-pyc；用引物 ppc-F/R 将磷酸烯

醇式丙酮酸羧化酶编码基因 ppc 从 C. glutamicum S9114 基因组中扩增下来，然后连接到

pH36mob 质粒的 XbaI/SalI 位点，得到表达磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶编码基因的质粒

pH36-ppc；将编码 NADPH 依赖型 GDH 的 gdh1 基因通过 gdh1-F/R 引物从 C. glutamicum 

S9114 基因组上扩增下来插入到 pH36mob 质粒 XbaI/SalI 位点之间,得到 gdh1 基因表达

质粒 pH36-gdh1；通过引物 gdh2-F/R 将 gdh2 基因从 C. glutamicum S9114 基因组上扩增

下来，将其插入到质粒 XbaI/PstI 位点之间得到 gdh2 基因表达质粒 pH36-gdh2；分别用

引物 gltA-F/R 和 icd-F/R 从 C. glutamicum S9114 基因组上分别将柠檬酸合酶编码基因

gltA 和异柠檬酸脱氢酶编码基因 icd 相应片段从 C. glutamicum S9114 基因组中扩增下

来，并将其插入到 pH36mob 质粒的 EcoRI/XbaI 位点上，分别得到 gltA 和 icd 基因表达

质粒 pH36-gltA 和 pH36-icd。所有构建成功的质粒通过测序无误后方可使用。 

表 3.4  odhA 基因的 RBS 序列以及对应预测的翻译起始速率 

Table 3.4  RBS sequence and predicted translation initiation rate of odhA 

Name Sequence (5’-3’) b Predicted translation 

initiation rate (au) 

Original CAAGGAAAAGAGGCGAGTACCTGCC 50.38 

RBS20 GCTAAATATCATACCGATAAAGTCATA 20.72 

RBS10 GGTCCCTCAAGTTAACCACGCGGC 10.33 

RBS0.1 CTCACCCACGAGTTCAATAACTAGG 0.11 

b odhA 基因的原始 RBS 序列的翻译起始速率计算和不同翻译起始速率序列的设计采用 RBS 

Calculator (https://www.denovodna.com/software/doLogin)进行。 

3.2.4  重组菌株构建 

本研究构建的重组菌株如表 3.1 所示。质粒采用电转化方法转入 C. glutamicum 细胞

中。首先挑取在 CM2B 平板中活化的 C. glutamicum 单菌落接入 5 mL 的 CM2B 培养基

中过夜培养，然后按照 10%(v/v)接种量转接至感受态培养基（LB 培养基添加 3%甘氨酸

和 0.11%吐温 80）中培养到 OD600 在 0.8 左右。然后将其在冰水浴条件下放置 15 min。

然后在 4 oC 下 5000 rpm 离心 10 min 去上清后，采用预冷的 10%（v/v）甘油清洗三次。

随后得到的细胞用一定体积（约 100-200 μL）的 10%甘油重悬，得到感受态细胞。然后

取 60 μL 细胞和 20 μL 的质粒混匀，用间隔宽度为 1 mm 的电击杯进行电转。电转化采

用美国伯乐 Bio-rad 电穿孔仪 Gene Pulser Xcell 进行，电转化条件为：25 μF, 200 Ω 和 2.0 

kV。电转完成后将细胞转入 1 mL EP 管中，加入 800 μL SOC 培养基（包含 2% 蛋白胨，

0.5%酵母粉，0.05% NaCl，2.5 mM KCl，10 mM MgCl2 和 20 mM 葡萄糖），然后在 46 oC

下热激 6 min，然后放入 30 oC 摇床中孵育 2 h。2 h 后取适量孵育好的细胞涂布于添加

卡那霉素的 CM2B 平板中。 
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对于基因的敲除，采用基于 sacB 的同源双交换的方法进行[88]，通过卡那霉素筛选

一次重组，然后利用蔗糖抗性筛选二次重组的菌株。首先将对应的敲除质粒电转到 C. 

glutamicum 细胞中后，挑取具有卡那霉素抗性的单菌落通过菌落 PCR 进行一次重组验

证。然后挑取一次重组验证成功的菌落在 CM2B 液体培养基中过夜培养，使菌株在培养

过程中发生二次重组并丢失质粒。然后将适度稀释的菌液涂布在添加 10%蔗糖的 CM2B

平板上，选取能够在蔗糖平板上生长但是不具备卡纳霉素抗性的单菌落进行菌落 PCR 验

证，验证成功的克隆进一步通过测序验证，测序验证成功的克隆即为对应基因敲除成功

的菌株。对于基因的表达，对应的表达质粒电转到 C. glutamicum 细胞中之后，挑取具有

卡纳霉素抗性的重组菌株进行菌落 PCR 验证。菌落 PCR 采用 pH36-F 和对应表达基因

的下游引物进行，验证成功的克隆即为对应基因过表达的重组菌株。 

3.2.5  木质纤维素原料及其生物炼制处理 

木质纤维素原料为 2016 年秋收集于内蒙古通辽的玉米秸秆。获得的原料不经过水

洗直接进行风干，然后粉碎。基于美国国家可再生能源实验室（National Renewable Energy 

Laboratory，NREL）两步酸水解方法[216, 217]测得该玉米秸秆中含有 33%的纤维素、26.9%

的半纤维素、20.8%的木质素和 6.3%的灰分。然后该原料采用干酸预处理技术进行预处

理[22, 23]，条件为 3.8% H2SO4（基于物料干重），175 oC，5 min。预处理过后的玉米秸秆

原料每 g 干物料含有 40.1 mg 葡萄糖、132.7 mg 木糖、5.1 mg 糠醛、9.7 mg 5-羟甲基糠

醛(HMF)和 19.2 mg 乙酸。预处理过后的原料采用生物脱毒方法[38, 39]进行脱毒，其中大

部分的抑制物得到脱除。脱毒完成后的玉米秸秆原料用于制备玉米秸秆水解液。按照 30% 

(w/w)的固含量添加脱毒玉米秸秆物料，然后按照 10 mg 纤维素酶蛋白/g 干玉米秸秆的

没用量加入纤维素酶，在 50 oC，150 rpm 下水解 48 h。得到的糖化醪在 16,125×g 下离

心 10 min 去除固体残渣。得到的水解液 115 oC，20 min 灭菌，然后再用灭菌滤纸进一步

将固体残渣过滤掉，得到本研究中使用的玉米秸秆水解液。通过检测，水解液中含有

131.6 ± 0.2 g/L 葡萄糖，18.8 ± 0.1 g/L 木糖，2.3 ± 0.0 g/L 乙酸，0.04 ± 0.01 g/L 糠醛和

0.02 ± 0.01 g/L 5-羟甲基糠醛(HMF)。 

3.2.6  谷氨酸发酵 

本章节中谷氨酸发酵在 3L 发酵罐中进行。发酵种子液培养在 250 mL 三角烧瓶中

进行。C. glutamicum S9114 或者重组菌首先在 CM2B 平板上划线，在 30 oC 下培养 36-

48 h。挑取生长好的单菌落接入 30 mL 预培养培养基中 30 oC、200 rpm 培养 16 h，然后

按照 5%接种量转接至 30 mL 种子培养基中，培养 8 h 后得到发酵用种子液。所使用的

预培养种子培养基和种子培养基成分详见 2.2.3。 

分批发酵在 3L 发酵罐（BIOTECH-4BG-3L，上海保兴生物工程设备有限公司）中

进行，培养基为 800 mL 添加 5 g/L (NH4)2SO4的玉米秸秆水解液。发酵温度为 32 oC，转

速为 600 rpm，接种量为 10%（v/v），通气量为 1.4 vvm。发酵过程中通过自动补加 2 M 

H2SO4 和 25%（w/v）氨水溶液将 pH 维持在 7.2 左右。对于青霉素诱导的谷氨酸发酵，
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当菌株生长到对数中前期时，添加 2 mL 配置好的 50 mg/mL 青霉素溶液进行诱导。分

批补料发酵发酵条件和分批发酵相同，但是在发酵 30、36 和 40 h 时分别添加 125 mL、

150 mL 和 175 mL 的玉米秸秆水解液进行发酵。 

携带有表达质粒的重组菌株在其培养的全过程均添加 50 μg/mL 的卡那霉素以维持

质粒的复制。发酵过程中定点定时取样，测定其生长，葡萄糖消耗以及谷氨酸生产等情

况。每组实验至少进行两次重复。 

3.2.7  分析方法 

葡萄糖、谷氨酸和乳酸，乙酸、木糖、糠醛和羟甲基糠醛以及三种酚类组分香草醛、

丁香醛和 4-羟基苯甲醛测定方法详见 2.2.9。细胞生长通过测定 600 nm 下的光密度值表

征。生物素的测定方法参考国标 GB 541319-2010，采用生物素营养缺陷型菌株植物乳杆

菌 Lactobacillus plantarum ATCC 8014 进行，生物素的提取等方法参考 2.3.5。本章节生

物素测定方法和生物素测定试剂盒测定方法测定原理相同，测定结果具有一致性。 

3.2.8  谷氨酸糖酸转化率计算 

谷氨酸糖酸转化率计算公式详见 2.2.10。 

3.3  结果与讨论 

3.3.1  谷氨酸棒状杆菌 S9114 在高生物素水解液下的谷氨酸发酵 

第二章的研究结果表明在玉米秸秆水解液中存在大量的生物素，并且证实在水解液

中正是由于大量存在的生物素导致的谷氨酸不能够积累，只有利用青霉素诱导才能够实

现谷氨酸的生产，并且最终在 25%(w/w)玉米秸秆水解液中生产了 41.7g/L 谷氨酸。由于

本部分使用的水解液是通过未水洗玉米秸秆原料制备得到，为此我们首先确定了谷氨酸

棒状杆菌在这种水解液中的谷氨酸发酵情况。从结果可以看出（图 3.1a），菌株在 30%

水解液中的谷氨酸发酵情况和第二章的结果类似，菌体生长良好，最大的 OD600 值高达

38，但是没有谷氨酸的生成。通过测定，这种未水洗玉米秸秆制备的水解液生物素高达

125 μg/L。 

随后我们进一步尝试了在该水解液中采用青霉素诱导进行谷氨酸发酵，如图 3.1b 所

示，和采用青霉素诱导的谷氨酸发酵相比，采用青霉素诱导的发酵，菌体也能够快速生

长，在 8 h 进行诱导后，生长速率减慢，菌株最大 OD600 值达到 16。但是，随着发酵的

进行，OD600 值逐渐下降。糖耗速率略慢于不经过诱导下的发酵，但是也能够在 48h 消

耗完全。谷氨酸在经过诱导后快速生成，最终经过 48 小时产生了 47.7 g/L 的谷氨酸，

糖酸转化率为 47%。从发酵情况来看，青霉素诱导能够使谷氨酸分泌，但是发酵过程比

较缓慢，最终的得率并不高。同时也能够观察到发酵过程中 OD600 值达到最高值后会逐

渐下降，说明在这种高固含量玉米秸秆水解液体系中，青霉素的诱导会导致细胞逐渐死

亡，发酵过程中菌体的生长并不稳定，谷氨酸产量和得率并不高，这可能和水解液中同

时还存在一定量的抑制物有关。考虑到其他诱导条件，如吐温 40 以及乙胺丁醇添加或

者温度诱导，它们多少对菌体的生长有所影响，在这种特殊的含有抑制物的木质纤维素
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发酵体系下，菌体生长不稳定、诱导时机不好把握这些问题都会存在。所以这些诱导方

法最终获得的纤维素谷氨酸的产量和得率也会受到很大的影响，最终得不到更高的纤维

素谷氨酸指标。所以考虑代谢工程改造谷氨酸棒状杆菌，实现不经过诱导进行谷氨酸的

发酵生产才是比较好的解决办法。 

 

 
图 3.1  谷氨酸棒状杆菌 S9114 在 30%(w/w)玉米秸秆水解液当中的正常谷氨酸发酵及青霉素诱

导下的谷氨酸发酵情况 

Fig. 3.1  Normal and pencillin-triggered glutamic acid fermentation by C. glutamicum S9114 in 30% 

(w/w) corn stover hydrolysate  

注：（a）谷氨酸棒状杆菌 S9114 在 30%(w/w)玉米秸秆中的正常谷氨酸发酵情况；（b）谷氨酸棒

状杆菌 S9114 在 30%(w/w)玉米秸秆中青霉素诱导的谷氨酸发酵情况。水解液为利用未水洗玉米

秸秆原料制备的 30%(w/w)脱毒玉米秸秆水解液，详细的发酵条件见材料与方法部分，平行实验结

果标准差采用误差线表示。 
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3.3.2  谷氨酸转运体 MscCG 改造促进谷氨酸分泌 

为了实现在高生物素玉米秸秆水解液中不诱导发酵谷氨酸，首先要解决在高生物素

水解液中不能够分泌谷氨酸的问题。为此，我们一方面考虑将编码生物素转运通道

BioYMN[245]基因中的 bioY 基因敲除，限制吸收到胞内的生物素，使胞内达到一个能够

分泌谷氨酸的生物素含量水平从而实现谷氨酸分泌；另一方面，有报道指出对谷氨酸转

运通道 MscCG 羧基端 110 个氨基酸进行截取，能够实现谷氨酸的持续分泌，并且该方

法适用于两株不同的 C. glutamicum[161, 164]。所以我们尝试采用这种方法，对谷氨酸分泌

通道 MscCG C-末端 110 个氨基端残基进行截取，并测试其在木质纤维素体系下的适用

性。为此我们构建了 bioY 基因敲除的菌株 ΔbioY 和 MscCG 的 C-端 110 个氨基端残基编

码序列敲除的菌株 ΔC110。为了考察两种改造结合起来是否具有协同效应，我们在

ΔC110 菌株基础上敲除 bioY 基因，获得共敲除菌株 ΔC110ΔbioY。得到的三株重组菌以

C. glutamicum S9114 出发菌株为对照，在 30%玉米秸秆水解液中进行谷氨酸发酵，结果

如图 3.2 所示。 

和出发菌株 C. glutamicum S9114 相比，bioY 基因的敲除对菌体的生长具有比较大

的影响（图 3.2）。ΔbioY 菌株在种子培养阶段需要额外补充生物素才能够正常生长，同

样在水解液中的生长也有更长的延滞期（12 h），虽然菌体量最终能够达到和出发菌株相

当的水平，但是细胞生长速率只有出发菌株的 50%左右。与之相对应的葡萄糖消耗速率

也有非常明显的减弱，在整个发酵过程中并没有谷氨酸生成。但是，当在较低生物素含

量的 15%(w/w)水解液中(约 60 μg/L)进行培养时，能够观察到一定程度的谷氨酸积累，

最终产生了 6.3 g/L 的谷氨酸（图 3.3）。从实验结果来看，bioY 基因的敲除并不能够消

除生物素对谷氨酸发酵的影响并实现谷氨酸积累。由于 C. glutamicum 中除了 BioYMN

转运体吸收生物素以外还存在其他的生物素转运通道[268]，一旦培养基中生物素浓度过

高，胞外的生物素还是能够进入胞内，不能创造出适合谷氨酸积累的生物素环境。 

而对于谷氨酸转运通道 MscCG 改造的 ΔC110 菌株，它在生长和糖耗方面和出发菌

株相比没有比较明显的差异，仅仅是细胞生长量的最大值降低约 16%。但是，相比于出

发菌株，ΔC110 菌株能够实现谷氨酸持续积累，经过 48 h 的发酵，谷氨酸的浓度最终能

够达到 9.2 g/L（图 3.2）。所以从实验结果来看，对谷氨酸分泌转运体 MscCG 的 C-端 110

个氨基端残基的截取实现能够使 C. glutamicum S9114 在玉米秸秆水解液中分泌谷氨酸。

而在 ΔC110 菌株基础上进一步敲除 bioY 基因的 ΔC110ΔbioY 菌株，其生长和糖耗受到

比较明显的影响，和单独的 bioY 基因敲除的 ΔbioY 菌株十分类似。在发酵过程中虽然

能够积累谷氨酸，但是最终的谷氨酸浓度仅仅和 ΔC110 菌株相当，并没有表现出任何的

协同效应。由于 ΔC110ΔbioY 菌株在生长和葡萄糖消耗方面和 ΔC110 菌株相比比较缓

慢，且谷氨酸积累没有进一步的提高，对于谷氨酸发酵促进作用不大，所以后续选择谷

氨酸转运通道修饰的 ΔC110 菌株进行后续的实验。 
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图 3.2  通过谷氨酸棒状杆菌 S9114 MscCG 羧基端截取和 bioY 基因敲除诱导谷氨酸分泌 

Fig. 3.2  Triggering of glutamic acid accumulation by C-terminal truncation of MscCG and bioY 

knockout of C. glutamicum S9114 

注：（a）细胞生长；（b）葡萄糖消耗；（c）谷氨酸积累。Parental 代表原始菌株 C. glutamicum 

S9114，ΔC110 代表谷氨酸分泌转运体 MscCG C-末端截取的菌株，ΔbioY 代表 bioY 基因敲除的

菌株，ΔC110ΔbioY 代表 MscCG C-末端截取基础上敲除 bioY 基因的菌株。谷氨酸的发酵在 3L

发酵罐中进行，过程中不添加任何诱导剂诱导，具体发酵条件见材料与方法部分。平行实验结果

标准差通过误差线表示。 
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图 3.3  bioY 基因敲除菌株在 15%(w/w)玉米秸秆水解液中的发酵情况 

Figure 3.3  Glutamic acid fermentation of the ΔbioY strain in 15%(w/w) corn stover hydrolysate 

注：谷氨酸的发酵在 3L 发酵罐中进行，过程中不添加任何诱导剂诱导，具体发酵条件见材料与方

法部分。平行实验结果标准差通过误差线表示。 

3.3.3  通过 odhA 基因 RBS 弱化提高谷氨酸生产 

在谷氨酸发酵生产中，α-酮戊二酸节点处 α-酮戊二酸脱氢酶系(ODHC)的活性对于

谷氨酸高产具有非常关键的作用。该酶竞争性催化 α-酮戊二酸生产琥珀酸，从而使谷氨

酸脱氢酶催化 α-酮戊二酸生产谷氨酸的代谢流量变少[141]。所以降低 ODHC 活性十分有

必要。大量的研究结果也证实在生物素限量、青霉素或者表面活性剂诱导等谷氨酸高产

条件下均能够监测到 ODHC 活性的降低[141, 145, 155, 269]。更有研究报道指出，敲除 ODHC

的 e1o 亚基编码基因 odhA 就能够实现在高生物素的条件下不经过诱导进行谷氨酸生产
[142]。但是，该基因的敲除会阻断 TCA 循环严重抑制菌体的生长，而我们没有成功将该

基因敲除，说明该基因对谷氨酸棒状杆菌S9114是必须的，所以并不是非常可行的方案。

为此，要实现不经过诱导高产谷氨酸，降低而非失活 ODHC 是常用的策略。 

目前，已经有很多的方法可以应用到降低 ODHC 的活性，包括替换 odhA 基因的

RBS 序列[270]或者起始密码子[271]、表达 odhA 基因的反义 RNA[269]以及调节 ODHC 抑制

性蛋白 OdhI[144, 145, 272, 273]。综合考虑，最后我们选择采用替换 odhA 基因的 RBS 序列的

方式来削减 ODHC 的活性，因为很多报道已经证实，通过替换具有不同强度（翻译起始

速率）的 RBS 序列能够使该酶的活性削减到对应的程度[270, 274]。从而可以相对比较方便

的调节该酶的活性，使该酶在保留活性维持 TCA 循环的情况下尽可能使更多的代谢流

流向谷氨酸合成。RBS 序列的设计采用 RBS Calculator 软件进行，通过该软件计算，出

发菌株原始 RBS 的翻译起始速率为 50 au（表 3.5）。在此基础上，我们通过该软件设计

了将 RBS 强度降低至 40%（20 au）、20%（10 au）以及最低（0.1 au）的三组 RBS 序列

（表 3.4），并得到实现对应 RBS 序列替换的质粒。将对应的质粒电转化到 ΔC110 菌株

中，然后通过两轮的同源重组筛选，最终得到将原始 odhA 基因 RBS 序列替换为对应
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RBS 序列替换的菌株 ΔC110odhARBS20、ΔC110odhARBS10 和 ΔC110odhARBS0.1。 

 

 

 

图 3.4  odhA 基因 RBS 序列替换对谷氨酸发酵的影响 

Fig. 3.4  Effect of RBS substitution of odhA on glutamic acid accumulation 

注：（a）细胞生长；（b）葡萄糖消耗；（c）谷氨酸积累。谷氨酸的发酵在 3L 发酵罐中进行，

过程中不添加任何诱导剂诱导，具体发酵条件见材料与方法部分。平行实验结果标准差通过误差

线表示。 
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这三株菌株的发酵结果显示（图 3.4），经过 RBS 序列替换的菌株均能够在水解液

中正常生长，只是和对照菌株 ΔC110 相比，其生长速率有所下降，大约降低了约 30%

（图 3.4a）。相对应的葡萄糖消耗速率也会有所减弱，但是葡萄糖均能够在 36 h 消耗完

全（图 3.4b），而谷氨酸的产量相比于对照菌株 ΔC110 都有非常明显的提高。经过 48 h

的发酵，最终均产生了超过 50 g/L 的谷氨酸（图 3.4c）。其中以 ΔC110odhARBS0.1 菌株

的谷氨酸浓度最高，在 36 h 内达到了 55.7 g/L，基于葡萄糖的糖酸转化率达到 53.5%。

谷氨酸的浓度相比对照菌株 ΔC110 提高了将近 5 倍。所以从实验结果来看，将 odhA 基

因原始 RBS 序列替换为强度为 0.1 au 的 RBS 序列，具有更好的谷氨酸生产效果。谷氨

酸产量大幅提高的结果反过来也说明 odhA 基因的 RBS 序列替换确实能够调节 ODHC

的活性。 

此外，ΔC110odhARBS0.1 菌株的发酵结果和出发菌株 C. glutamicum S9114 采用青

霉素诱导的发酵相比也具有更好的发酵性能。该菌株在发酵过程中生长良好，发酵过程

比较稳定，在发酵后期也没有出现和青霉素诱导时菌体量逐渐下降的现象，谷氨酸浓度

提高 16.8%，谷氨酸生产速率提高 55.6 %。所以通过谷氨酸分泌转运体改造和 odhA 基

因 RBS 序列替换的 ΔC110odhARBS0.1 菌株已经成功实现不经过诱导高效生产谷氨酸。

该菌株命名为 XW6 并应用于后续的进一步研究。 

3.3.4  强化谷氨酸合成以及分泌途径提高谷氨酸生产的尝试 

在得到 XW6 菌株后，为了能够进一步提高谷氨酸的产量，我们尝试了强化谷氨酸

合成和分泌途径。由于在生物素过量情况下糖酵解途径的速率会有所提升，容易导致丙

酮酸出现积累，为此我们选取了从磷酸烯醇式丙酮酸合成谷氨酸途径中的关键酶编码基

因以及修饰过的谷氨酸转运通道编码基因进行了过表达尝试，希望能够进一步提高菌株

的谷氨酸产量。选取的和谷氨酸合成相关的基因包括：回补途径中的两个关键酶磷酸烯

醇式丙酮酸羧化酶编码基因 ppc 和丙酮酸羧化酶编码基因 pyc [275]，它们对提供足够的

草酰乙酸用于谷氨酸合成具有重要作用；柠檬酸合酶编码基因 gltA，柠檬酸合酶是催化

acetyl-CoA 进入 TCA 循环的关键限速酶[233]，该基因的表达可以促进更多的代谢流进入

TCA 循环，并用于谷氨酸合成；异柠檬酸脱氢酶编码基因 icd [276]，该酶催化异柠檬酸

生成 α-酮戊二酸，该反应会和异柠檬酸裂解酶竞争异柠檬酸，所以该基因的表达可以进

一步促进代谢流向 α-酮戊二酸；催化 α-酮戊二酸生成谷氨酸的两个谷氨酸脱氢酶编码

基因 gdh1 和 gdh2，它们的表达可以促进 α-酮戊二酸更多的生成谷氨酸而非流向 TCA

循环。除此之外，我们也选择了对修饰后的谷氨酸分泌通道进行过表达，以促进谷氨酸

的分泌。对应的基因过表达质粒以及空载质粒通过电转化方法分别转入 XW6 菌株中，

然后利用 pH36-F 和对应基因或者空载质粒的反向引物进行菌落 PCR 验证这些质粒在对

应菌株中的表达。验证成功的重组菌株用于谷氨酸发酵验证，并且以携带空载质粒的菌

株为对照，发酵结果见表 3.5。 

所有过表达基因重组菌株以及对照菌株均能够在水解液中生长良好，葡萄糖快速消
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耗并且最终都能够生产超过 55 g/L 以上的谷氨酸。但是，和对照菌株相比，这些基因的

过表达对谷氨酸浓度和得率以及生产速率并没有非常明显的提高。其中表达柠檬酸合酶

的菌株 XW6-pH36-gltA 谷氨酸产量最高达到 60.5g/L，比对照菌株提高 1 g/L。但是，这

一较高的谷氨酸浓度可能和该菌株在发酵过程中初始糖浓度相对较高有关，而且该菌株

谷氨酸生产速率（1.26 g·L-1·h-1）和糖酸转化率（54.0%）低于对照菌株的 1.36 g·L-1·h-1

和 54.9%。所以，该基因的过表达对于谷氨酸生产性能的提高影响有限。除此之外，过

表达修饰谷氨酸转运通道的菌株 XW6-pH36-ΔC110 虽然在谷氨酸浓度上和对照菌株的

59.5 g/L 相同，但是其谷氨酸得率（56.1%）和生产速率（1.49 g·L-1·h-1）均比对照菌株

高。这说明通过该分泌通道的过表达进一步促进胞内的谷氨酸分泌到胞外，对提高谷氨

酸发酵性能具有一定促进作用。考虑到实际应用中质粒表达的不稳定性，我们将该基因

整合到基因组上，通过提高该基因拷贝数的方法来提高该基因的表达。以编码假定蛋白

的 CGS9114_RS02700 基因作为整合位点，将 H36 启动子和修饰的谷氨酸转运通道编码

基因一起整合到 XW6 菌株基因组中，从而得到 XW6-ΔRS02700:: H36-ΔC110 菌株。但

是在水解液中的发酵结果显示该菌株仅产生了55.6 g/L的谷氨酸，糖酸转化率仅为54.1%，

发酵性能并没有明显的提高（图 3.5）。这可能是基因组上整合过表达和质粒多拷贝的表

达效果上的差异。 

表 3.5  谷氨酸合成和分泌相关关键基因过表达对谷氨酸生产的影响 

Table 2  Overexpression of the key genes involving glutamic acid synthesis and secretion on glutamic acid 

production 

Strain d Glutamic acid  

titer (g/L) 

Glutamic acid  

Yield (%) 

Glutamic acid 

productivity (g·L-1·h-1) e 

XW6-pH36 59.5 ± 0.5 54.9 ± 0.3 1.36 ± 0.11 

XW6-pH36-pyc 55.3 ± 0.3 50.0 ± 0.8 1.38 ± 0.01 

XW6-pH36-ppc 55.4 ± 0.4 51.4 ± 1.3 1.39 ± 0.01 

XW6-pH36-gltA 60.5 ± 0.1 54.0 ± 0.0 1.26 ± 0.02 

XW6-pH36-icd 58.6 ± 0.0 52.7 ± 1.7 1.22 ± 0.00 

XW6-pH36-gdh1 56.7 ± 0.7 53.6 ± 0.1 1.18 ± 0.01 

XW6-pH36-gdh2 55.8 ± 0.4 52.2 ± 1.2 1.40 ± 0.01 

XW6-pH36-ΔC110 59.5 ± 0.5 56.1 ± 0.3 1.49 ± 0.01 

d 从磷酸烯醇式丙酮酸节点开始的和谷氨酸合成以及谷氨酸分泌相关基因的表达通过表达质粒表达

在 C. glutamicum XW6 中；e 谷氨酸生产速率的计算是基于达到最高谷氨酸浓度所需要的时间得到

的。对照为携带空载质粒的菌株，谷氨酸发酵在 3L 发酵罐中进行，过程中不采用青霉素诱导，发

酵条件参考材料与方法部分。 

除去这两个基因之外，其他基因的过表达对谷氨酸浓度、得率以及生产速率没有明

显促进作用，甚至部分基因的过表达导致谷氨酸产量比对照菌株还低。说明这些基因在

我们得到的这株菌株中的过表达效果有限。尽管回补途径中的磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶

和丙酮酸羧化酶对提供草酰乙酸并促进谷氨酸合成具有重要的作用[275, 277, 278]，但是磷酸
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烯醇式丙酮酸羧化酶通常受到比较强烈的反馈抑制[278]，所以单纯将该基因过表达效果

不明显。而研究显示丙酮酸羧化酶的表达情况相对稳定，由于它需要生物素作为辅因子

发挥作用，所以通常只有在生物素限量条件下过表达效果才比较明显[278]。对于 gltA 和

icd 基因，这两个基因的过表达主要是促进 α-酮戊二酸的供应。但是，由于 ODHC 活性

降低，细胞本身就已经过量积累 α-酮戊二酸，所以通过 gltA 和 icd 基因的过表达促进 α-

酮戊二酸生成对于提高谷氨酸产量的效果不明显。对于谷氨酸脱氢酶 gdh1 和 gdh2 的过

表达，有研究显示在 odhA 基因敲除菌株中谷氨酸脱氢酶的表达量过高时反而对谷氨酸

生产不利。由于 XW6 菌株和该 odhA 基因敲除菌株类似，所以有可能是采用强启动子

（H36）表达使谷氨酸脱氢酶导致表达量过高而对谷氨酸生产具有不利影响。为此，采

用强启动子过表达基因时所造成的代谢压力也有可能是这些基因的表达无法取得更好

的谷氨酸生产结果的原因之一。关于这一现象，有待更深入的研究。所以，单纯的过表

达这些基因，对谷氨酸棒状杆菌 XW6 谷氨酸发酵性能的提升效果并不明显。此外，谷

氨酸棒状杆菌 S9114 是通过诱变筛选得到的高产谷氨酸的菌株，可能其自身的代谢环境

已经很适合谷氨酸高产，所以进一步调整这些基因的表达并不能够取得更好的效果。综

合上述的结果，我们最终选择 XW6 菌株作为在高生物素玉米秸秆水解液中的谷氨酸发

酵菌株。 

 

图 3.5  谷氨酸棒状杆菌 XW6-ΔRS02700:: H36-ΔC110 在玉米秸秆水解液中的谷氨酸发酵 

Fig. 3.5  Glutamic acid fermentation by C. glutamicum XW6-ΔRS02700:: H36-ΔC110 in corn stover 

hydrolysate 

注：谷氨酸的发酵在 3L 发酵罐中进行，过程中不添加任何诱导剂诱导，具体发酵条件见材料与方

法部分。平行实验结果标准差通过误差线表示。 

3.3.5  重组谷氨酸棒状杆菌 XW6 谷氨酸发酵评价 

在确定所使用的重组菌株之后，我们尝试利用玉米秸秆水解液采用分批补料发酵方
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式对 XW6 菌株的谷氨酸发酵性能进行评价，发酵结果如图 3.6 所示。从发酵结果来看，

在发酵过程中菌体生长良好，在 30 h 达到最大菌体量，随着新鲜水解液的补加，整体发

酵液体积的增加，测定的菌体浓度（OD600 值）出现一定的下降。葡萄糖快速消耗，并

且在 48 h 消耗完全。谷氨酸的浓度也随着葡萄糖的消耗不断增加，在 48 h 时达到 65.2 

g/L。通过计算，整个发酵过程共消耗了 149 g 的葡萄糖，最后生成了 93.9 g 的谷氨酸，

基于葡萄糖的糖酸转化率达到 63.0%。这也是截止目前所得到的纤维素谷氨酸最高指标。 

由于目前利用木质纤维原料得到的水解液的糖浓度还相对比较低（131.6 g/L），进行

分批补料发酵时会导致整个发酵液体积快速增加，谷氨酸的浓度相对比较低。目前这一

发酵结果和采用粮食性淀粉原料进行谷氨酸生产所能达到的的指标（超过 120 g/L）[137]

相比还存在一定的差距，但是实验结果也证明了利用得到的重组菌株以木质纤维素为原

料进行谷氨酸发酵生产的潜力。由于本研究中的 C. glutamicum 对木质纤维素原料中其

他一些浓度比较高的戊糖和寡糖如木糖、阿拉伯糖、纤维二糖等不能够利用[279, 280]，后

续通过代谢工程改造实现这些糖的共利用能够进一步提高谷氨酸的产量。此外，对整个

发酵工艺的优化，也能够进一步提高谷氨酸的发酵指标。 

 

图 3.6  谷氨酸棒状杆菌 XW6 分批补料谷氨酸发酵结果 

Fig. 3.6  Fed-batch glutamic acid fermentation by the engineered C. glutamicum XW6 strain in corn 

stover hydrolysate 

注：谷氨酸发酵在 3L 发酵罐中进行。发酵初始培养基为 800 mL30%(w/w)玉米秸秆水解液，然

后以 10%接种量接入种子液进行发酵，并且在 30、36 和 40 h 时分别补加 125、150 和 175 

mL30%(w/w)玉米秸秆水解液。 

3.4  本章小结 

本章节为实现谷氨酸棒状杆菌在高生物素的玉米秸秆水解液中发酵生产高浓度的

谷氨酸，尝试不同的代谢工程手段对 C. glutamicum S9114 进行改造，找出最适合木质纤
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维素体系生产谷氨酸的代谢工程方法，成功实现利用玉米秸秆水解液高产谷氨酸。本章

节主要结论如下： 

（1）通过对谷氨酸分泌通道 MscCG 的修饰，C. glutamicum 能够在对生长影响较小

的情况下成功实现在高生物素水解液中的谷氨酸分泌。而生物素吸收通道编码基因 bioY

的敲除会显著影响菌体的生长，而且当生物素浓度过高时不能够积累谷氨酸； 

（2）通过替换 odhA 基因原始 RBS 序列降低 ODHC 的活性，能够在保持正常的生

长的情况下显著提高 C. glutamicum 在高生物素含量的玉米秸秆水解液中的谷氨酸积累，

其中以 0.1 au 的 RBS 序列替换效果最好。最终谷氨酸发酵指标好于采用青霉素诱导的

谷氨酸发酵指标，成功实现不经过诱导进行高浓度谷氨酸发酵； 

（3）在谷氨酸分泌通道修饰以及 odhA 基因 RBS 替换的 ΔC110odhARBS0.1 菌株中

过表达谷氨酸合成途径中的关键基因对于谷氨酸发酵性能的提高效果有限。通过质粒过

表达修饰的谷氨酸分泌通道编码基因能够一定程度上提高谷氨酸生产速率和得率，但是

通过基因组整合方式过表达该基因对谷氨酸发酵性能提高效果有限； 

（4）得到的重组菌株（XW6）通过分批补料发酵实验，最终发酵生成了 65.2 g/L 的

谷氨酸，糖酸转化率达到 63%，充分证明了利用该菌株利用木质纤维素原料替代粮食性

淀粉原料发酵生产谷氨酸的潜力。 
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第 4 章  谷氨酸棒状杆菌分泌表达谷氨酸脱羧酶促进纤维素γ-氨基丁酸发

酵生产 

4.1  引言 

γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）是一种 4-碳非蛋白氨基酸，具有非常广

泛的应用，也是合成可生物降解材料尼龙 4 的原料[124]。γ-氨基丁酸是谷氨酸的脱羧产

物，可通过谷氨酸脱羧酶在磷酸吡哆醛作为辅酶的情况下发生脱羧反应生成[124]。目前，

GABA 的工业生产通常由谷氨酸脱羧酶直接催化或者利用表达谷氨酸酶的乳酸菌或者

大肠杆菌全细胞催化谷氨酸钠转化生产[188]。虽然转化生产法效率比较高，但是除了需

要用来维持菌体生长以及催化环境所需的成本以外，还需要以谷氨酸钠为底物，所以成

本比较高[182]，很大程度限制了其作为聚合材料单体的应用。如果能够通过代谢工程改

造，采用更为廉价易得的木质纤维素原料，直接经过微生物发酵生产 γ-氨基丁酸将大大

降低成本并进一步促进其在工业上的应用。在目前的研究中，直接发酵生产 GABA 的研

究主要集中于 E. coli 和 C. glutamicum 两种模式菌株[182]。大肠杆菌虽然本身具有很高的

谷氨酸脱羧酶活性，但是由于本身不能够积累谷氨酸，将代谢流改向谷氨酸的合成往往

比较困难[194, 281]。在没有谷氨酸钠前体的存在下，GABA 的产量依然非常低[192, 194, 281, 282]，

所以目前不具备工业应用的潜力。 

而 C. glutamicum 本身是谷氨酸高产菌株，通过异源表达谷氨酸脱羧酶就能够进行

GABA 的生产[161]。Shi 等通过异源表达来自短乳杆菌中的谷氨酸脱羧酶，初次实现了利

用 C. glutamicum 生产 GABA，但是其产量相对比较低[197]。这主要是和谷氨酸脱羧酶特

性有关，谷氨酸脱羧酶通常需要在酸性 pH 下发生反应，当 pH 升高到中性 pH 时，谷氨

酸脱羧酶活性会显著下降[198, 204]。因此，在需要在中性 pH 环境下生长和生产谷氨酸的

C. glutamicum 中，谷氨酸脱羧酶的活性往往不高导致最终 GABA 的产量、得率以及生

产速率普遍比较低。在这种情况下，很多研究通过改造谷氨酸脱羧酶[196, 198, 201, 203, 204, 283]、

优化谷氨酸脱羧酶表达[284, 285]、促进谷氨酸前体的合成[208, 286]或者分阶段进行 GABA 生

产[206]等方法一定程度上提高了 GABA 的产量和生产速率。但是，GABA 的产量、得率

以及生产速率依然不高，很大程度限制了 C. glutamicum 工业化生产 GABA 的应用。而

通过脯氨酸合成途径来实现 GABA 的生产虽然能够避开谷氨酸脱羧酶和发酵 pH 不匹

配的问题使 GABA 生产率提高，但是这个过程由于存在很多的催化步骤，GABA 的得

率依然不高[212, 213]，并不是 GABA 理想的生产途径。所以解决谷氨酸脱羧酶生产 GABA

过程中 GABA 生产速率较慢浓度得率较低的问题才是关键。 

针对这个问题，本研究尝试通过简化谷氨酸脱羧酶催化生产 GABA 过程来促进

GABA 生产速率的提高。GABA 的生产通常是将胞内的谷氨酸转化为 GABA 然后再分

泌到胞外积累。由于谷氨酸脱羧酶在谷氨酸生产条件下时活性不高，很大一部分生成的
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谷氨酸会分泌到胞外，而胞外的谷氨酸需要吸收到胞内然后转化为 GABA 再分泌到胞

外。如果将谷氨酸脱羧酶分泌表达到胞外，直接催化在胞外积累的谷氨酸转化为 GABA

则能够使催化过程得到简化从而提高 GABA 的生产效率。而 C. glutamicum 由于内源性

分泌蛋白少、基本没有胞外蛋白水解酶活性以及只有单层细胞膜等特点，是潜力巨大的

蛋白分泌表达菌株[287]。所以 C. glutamicum 分泌表达谷氨酸脱羧酶进行 GABA 生产提高

GABA 的生产速率具有非常巨大的可行性。此外，C. glutamicum 对于木质纤维素体系具

有比较良好的适应性，对抑制物的耐受性较高[68]，在生物炼制生产能源、生物材料以及

生物基化学品生产上具有非常广泛的应用 [75]。通过我们之前的研究（第三章），C. 

glutamicum 在木质纤维素水解液中生长良好，代谢工程改造后的 XW6 菌株可以利用木

质纤维素原料生产高浓度的谷氨酸。对该菌株进一步代谢工程改造，利用木质纤维素原

料生产 GABA 具有非常大的优势。 

为此，本研究从 C. glutamicum XW6 出发，选择大肠杆菌中经过改造在中性 pH 下

有活性的谷氨酸脱羧酶进行异源表达，缓解发酵过程 pH 不匹配的问题，初步实现 GABA

发酵生产。然后，在谷氨酸脱羧酶编码基因前融合信号肽进行谷氨酸脱羧酶分泌表达，

使 C. glutamicum 生产的谷氨酸直接在胞外发生脱羧反应生成 GABA，显著提高了 GABA

的生产效率和得率。进一步利用玉米秸秆水解液进行 GABA 的发酵，能够得到目前所见

报道中最高的纤维素 GABA 产量，充分证明了该菌株应用于 GABA 生产的潜力，为利

用木质纤维素原料工业化生产 GABA 奠定基础。 

4.2  材料与方法 

4.2.1  菌种、培养基以及培养条件 

本章节所用到的菌株全部列在表 4.1 当中。代谢工程改造能够在高生物素木质纤维

素水解液中生产谷氨酸的 C. glutamicum XW6 为本研究的出发菌株，该出发菌和构建的

重组菌在 CM2B 培养基（包含 1% 蛋白胨，1% 酵母粉，1% NaCl 以及 10 μg/L 生物素，

pH 7.0）培养，培养条件为 30 oC，200 rpm。携带质粒的重组菌株添加 50 μg/mL 卡那霉

素用以维持质粒。用于质粒构建的 Escherichia coli DH5α 以及用于生物脱毒的菌株树脂

枝孢霉 Amorphotheca resinae ZN1 培养条件参考第三章 3.2.1。 

4.2.2  酶、试剂以及仪器设备 

纤维素酶、基因工程所用酶来源参考第三章 3.2.2，玉米浆、酵母粉（YE）和蛋白

胨等来源参考第三章 2.2.2。葡萄糖购买自秦皇岛骊骅淀粉股份有限公司，γ-氨基丁酸标

准品购买自上海源聚生物。邻苯二甲醛、β-巯基乙醇以及其他衍生化所用试剂均为分析

纯，购买自上海泰坦科技股份有限公司。其他常见的试剂均为分析纯，购买自国内化学

试剂提供商。所用常见仪器设备见附录 I。 
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表 4.1  本研究中使用到的菌株 

Table 4.1  Strains used in this study 

Strains Characteristics Sources 

E. coli DH5α Host for plasmid construction Lab stock 

A. resinae ZN1 (CGMCC 7542) Biodetoxification fungus isolated by our lab Lab stock  

C. glutamicum XW6 Engineered C. glutamicum S9114 for cellulosic glutamate production  Lab stock 

XW6-pH36-gadA C. glutamicum XW6 carrying pH36-gadA This study 

XW6-pH36-gadB C. glutamicum XW6 carrying pH36-gadB This study 

XW6-pH36-gadBLB85 C. glutamicum XW6 carrying pH36-gadBLB85 This study 

XW6-pH36-gadBM C. glutamicum XW6 carrying pH36-gadBM This study 

XW6-pH36-gadBmut C. glutamicum XW6 carrying pH36-gadBmut This study 

XW6-pH36-gadBmutgadC C. glutamicum XW6 carrying pH36-gadBmutgadC This study 

XW6-pH36-Rs-gadBmut C. glutamicum XW6 carrying pH36-Rs-gadBmut This study 

XW6-pH36-Ns-gadBmut C. glutamicum XW6 carrying pH36-Ns-gadBmut This study 

XW6-pNcgl-Ns-gadBmut C. glutamicum XW6 carrying pNcgl-Ns-gadBmut This study 

XW6-pTacM-Ns-gadBmut C. glutamicum XW6 carrying pTacM-Ns-gadBmut This study 

XW6-ΔgabT C. glutamicum XW6 with gabT gene deleted This study 

XW6-ΔgabP C. glutamicum XW6 with gabP gene deleted This study 

XW6-ΔgabPΔgabT C. glutamicum XW6 with gabP and gabT gene deleted This study 

XW6-ΔldhA-pTacM-Ns-gadBmut C. glutamicum XW6 with ldhA gene deleted and carrying pTacM-Ns-gadBmut This study 

XW6-ΔgabT-pTacM-Ns-gadBmut XW6-ΔgabT carrying pTacM-Ns-gadBmut This study 

XW6-ΔgabP-pTacM-Ns-gadBmut XW6-ΔgabP carrying pTacM-Ns-gadBmut This study 

XW6-ΔgabPΔgabT-pTacM-Ns-gadBmut XW6-ΔgabPΔgabT carrying pTacM-Ns-gadBmut This study 
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表 4.2  本研究中使用到的质粒 

Table 4.2  Plasmids used in this study 

Plasmids  Characteristics Sources 

pK18mobsacB Mobilizable vector, allows for selection of double crossover in C. glutamicum, kanamycin 

resistance, sacB 

[159] 

pH36mob Overexpression vector, kanamycin resistance Lab stock 

pH36-gadA pH36mob carrying gadA from E. coli K12 This study 

pH36-gadB pH36mob carrying gadB from E. coli K12 This study 

pH36-gadBmut pH36mob carrying mutated gadB from E. coli K12 This study 

pH36-gadBLB85 pH36mob carrying mutated gadB from Lactobacillus brevis Lb85 This study 

pH36-gadBM pH36mob carrying mutated gadB from Bacillus megaterium CICC 10055 This study 

pH36-gadBC pH36mob carrying gadBmut and gadC from E. coli K12 This study 

pH36-RsgadBmut pH36mob carrying E. coli K12 mutated gadB with signal peptide of RS04950 This study 

pH36-NsgadBmut pH36mob carrying E. coli K12 mutated gadB with signal peptide of Ncgl1289 This study 

pNcgl-NsgadBmut pH36-NsgadBmut with H36 promoter replaced by promoter of Ncgl1289 This study 

pTacM-NsgadBmut pH36-NsgadBmut with H36 promoter replaced by TacM promoter This study 

pK18-ΔgabT Plasmid for gabT gene knockout in the genome This study 

pK18-ΔgabP Plasmid for gabP gene knockout in the genome This study 

pK18-ΔldhA Plasmid for ldhA gene knockout in the genome This study 
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表 4.3  本研究中使用到的引物 

Table 4.3  Primers used in this study 

Primers Sequence (5’-3’)* Restriction enzyme 

gadA-F CTAGTCTAGAATGGACCAGAAGCTGTTAA XbaI 

gadA-R ACGCGTCGACTCAGGTGTGTTTAAAGCTGT SalI 

gadB-F CTAGTCTAGAATGGATAAGAAGCAAGTAACG XbaI 

gadB-R ACGCGTCGACTCAGGTATGTTTAAAGCTGTTC SalI 

gadBmut-F1 CCGGGGATCCTCTAGAATGGATAAGAAGCAAGTAACGGATTTAAG XbaI 

gadBmut-R1 GATACTGTTCTTTGTCGATCCAGTTTTTGTTAATGG  

gadBmut-F2 CTGGATCGACAAAGAACAGTATCCGCAATCCGCAG  

gadBmut-R2 ATGCCTGCAGGTCGACTCAGTGATCGCTGAGATATTTCAGGG SalI 

gadBM-F ACGCGTCGACATGCCTCAATGGCATCCGCATC SalI 

gadBM-R AAAACTGCAGTTAATGATGAAATCCATTGTCGTATTTCGTG PstI 

gadBLB85-F ACGCGTCGACATGGCTATGTTATATGGTAAACACA SalI 

gadBLB85-R AAAACTGCAGTTAGTGAGTGAATCCGTATTTTTTAG PstI 

gadBC-F1 GGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGATGGATAAGAAGCAAGTAACGGATTTA  

gadBC-R1 GTTACCGTTAAACGTTATCAGTGATCGCTGAGATATTTCAGG  

gadBC-F2 ATCTCAGCGATCACTGATAACGTTTAACGGTAACGGTGTCC  

gadBC-R2 TGCCTGCAGGTCGACTCTAGATTAGTGTTTCTTGTCATTCATCACAATATAG  

RsgadB-F1 GGTACCCGGGGATCCTCTAGAATGCAAATAAACCGCCGAGGCTTC XbaI 

RsgadB-R1 CTTCTTATCCATTGCTCCCTGGGCGTTGGC  

RsgadB-F2 CCCAGGGAGCAATGGATAAGAAGCAAGTAACGGATTT  

RsgadB-R2 CTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCAGTGATGGTGATGGTGATGGTGATCGCTGAGATATTTCAGGG SalI 

NsgadB-F1 TACCCGGGGATCCTCTAGAATGAAATATGAATTTAATAATAGATTCCGAA XbaI 

NsgadB-R1 TGCTTCTTATCCATAAAGAGCTCCTGATCATGTAGGTG  

NsgadB-F2 TCAGGAGCTCTTTATGGATAAGAAGCAAGTAACGGATTT  
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NsgadB-R2 TTGCATGCCTGCAGGTCGACTCAGTGATGGTGATGGTGATGGTGATCGCTGAGATATTTCAGGG SalI 

pH36-Vector-F GGCATGCAAGCTTGGCTG  

pH36-Vector-R ATGATAAGCTGTCAAACCAGATCAATTC  

pTacM-F TTGATCTGGTTTGACAGCTTATCATTGAGCTGTTGACAATTAATCATCGTGTGGTACCATGTGTGG

AATTGTGAGCG 

 

pTacM-NsgadB-R1 AAATTCATATTTCAATCTAGACGTTGATGTCCTTTCAATTGGGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCA

CAC 

 

pTacM-NsgadB-F2 TCTAGATTGAAATATGAATTTAATAATAGATTCCGAACGAAATCGGTG  

gadBmut-R AACAGCCAAGCTTGCATGCCTCAGTGATGGTGATGGTGATGG  

Ncgl1289-F TTGATCTGGTTTGACAGCTTATCATAGCCTGACTAGCGGTGTTTAAGGCAC  

Ncgl1289-R TGCTTCTTATCCATAAAGAGCTCCTGATCATGTAGGTG  

NCgl1289-gadB-F TCAGGAGCTCTTTATGGATAAGAAGCAAGTAACGGATTT  

gabTup-F CCGGAATTCGGTGAATGGTGGCTAGGTCGT EcoRI 

gabTup-R GCTCTAGAGGTTCCTCCTGTGAGGTGAGATAC XbaI 

gabTdown-F ACGCGTCGACAATGTCTTTGACCTTCCCAGTAATC SalI 

gabTdown-R CCCAAGCTTCTTATCATCGGTGGGGAGGTC HindIII 

gabPup-F CGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGATCCCGCAGGGCTTGGTCT SmaI 

gabPup-R CAGGTCGACTCTAGAGGATCCTCACGGCAAAGCGAGGTAAC BamHI 

gabPdown-F TGAGGATCCTCTAGAGTCGACTCACTTCCTGTTGTGGCTGCCTG SalI 

gabPdown-R CAGTGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGCGCATTTCTGGGCGGTTGTTT PstI 

ldhAup-F CCGGAATTCTTTCATACGACCACGGGCTAC EcoRI 

ldhAup-R ACGCGTCGACTTTCGATCCCACTTCCTGATTT SalI 

ldhAdown-F ACGCGTCGACATCTTTGGCGCCTAGTTG SalI 

ldhAdown-R CCCAAGCTTCGAACCATTCTGGGGTG HindIII 

* 单下划线代表对应限制性内切酶酶切位点，双下划线代表组氨酸标签序列。 
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4.2.3  质粒构建以及重组菌株构建 

本研究所使用的质粒在表 4.2 中列出，质粒构建以及质粒和重组菌株验证引物在表

4.3 中列出。表达质粒以 pH36mob 质粒为基础进行构建。利用引物 gadA-F/R 和 gadB-

F/R 分别从大肠杆菌 K12 中将 gadA 和 gadB 基因扩增下来，利用无缝克隆试剂盒将它

们分别连接到经过 XbaI/SalI 内切酶线性化的 pH36mob 质粒上，从而得到 pH36-gadA 和

pH36-gadB 质粒。对于来自短乳杆菌 Lactobacillus brevis Lb85 中突变的谷氨酸脱羧酶[204]

和巨大芽孢杆菌 Bacillus megaterium CICC 10055 中突变的谷氨酸脱羧酶[205]的表达，两

个基因首先由上海捷瑞生物工程有限公司人工合成，序列详细信息见附录 II。然后利用

引物 gadBLB85-F/R 和 gadBM-F/R 分别以合成的基因为模板将对应的片段扩增下来，插

入到 pH36mob 质粒的 SalI/PstI 酶切位点，从而得到 pH36-gadBLb85 和 pH36-gadBM 质

粒。对于大肠杆菌中突变的谷氨酸脱羧酶 GadB(Glu89Gln/Δ452-466)[198]表达质粒的构建，

首先利用 gadBmut-F1/R1 和 gadBmut-F2/R2 引物对从大肠杆菌 K12 中将对应的片段扩

增下来，然后通过融合 PCR 将两个片段连接在一起。随后将融合的 PCR 片段通过无缝

克隆连接到经过 XbaI/SalI酶线性化的 pH36mob 质粒上，从而得到 pH36-gadBmut 质粒。 

对于 gadBmut 和 gadC 共表达质粒 pH36-gadBC，首先利用引物 gadBC-F1/R1 和

gadBC-F2/R2分别从pH36-gadBmut质粒和大肠杆菌K12基因组中将对应片段扩增下来，

然后通过融合 PCR 融合在一起，并将其连接到 SmaI/XbaI 酶线性化的 pH36mob 质粒，

从而得到 pH36-gadBC 质粒。对于 pH36-RsgadBmut 质粒，首先利用引物 RsgadB-F1/R1

将基于 TAT 通道分泌蛋白的 cgR_0949（CGS9114_RS04950）基因的信号肽[288]从 C. 

glutamicum S9114 基因组中扩增下来，然后利用引物 RsgadB-F2/R2 将携带组氨酸标签

的 gadBmut 基因从 pH36-gadBmut 质粒中扩增下来，随后将这两个片段通过融合 PCR 连

接在一起，得到的融合片段通过无缝克隆连接到经过 XbaI/SalI 酶线性化的 pH36mob 质

粒上，从而得到 pH36-RsgadBmut。同样的，对于 pH36-NsgadBmut 质粒，首先利用引物

NsgadB-F1/R1 将基于 SEC 通道分泌蛋白的 Ncgl1289 基因的信号肽[289]编码序列从 C. 

glutamicum ATCC13032 中扩增下来，然后利用引物 NsgadB-F2/R2 将携带组氨酸标签的

gadB 基因从 pH36-gadBmut 质粒中扩增下来，随后将这两个片段通过融合 PCR 连接在

一起，得到的融合片段再通过无缝克隆连接到经过 XbaI/SalI 酶线性化的 pH36mob 质粒

上从而得到 pH36-NsgadBmut。对于 pTacM-NsgadBmut 质粒，通过 pTacM-F/pTacM-

NsgadB-R1 引物退火得到突变的 Tac 启动子 TacM 片段，然后利用引物 pTacM-NsgadB-

F2/gadBmut-R 将 NsgadBmut 片段从 pH36-NsgadBmut 质粒上扩增下来，随后这两个片

段通过融合 PCR 连接在一起。融合的 PCR 片段再通过无缝克隆试剂盒将其和利用 pH36-

Vector-F/R 引物 PCR 线性化的 pH36mob 质粒连接到一起，从而得到 pTacM-NsgadBmut

质粒。对于 pNcgl-NsgadBmut 质粒，首先利用引物 Ncgl289-F/R 将包含 Ncgl1289 基因启

动子和信号肽的片段从 C. glutamicum ATCC13032 基因组中扩增下来，然后和利用

NCgl1289-gadB-F/gadBmut-R 从 pH36-NsgadBmut 质粒上扩增下来的 NsgadBmut 片段通
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过融合 PCR 连接在一起。融合的 PCR 片段再通过无缝克隆试剂盒将其和利用 pH36-

Vector-F/R 引物 PCR 线性化的 pH36mob 质粒连接到一起，从而得到 pNcgl-NsgadBmut

质粒。所有得到的质粒均需要通过测序验证才能够用于后续试验。这些表达质粒通过电

转化的方法转入 C. glutamicum 细胞当中，挑取具有卡那霉素抗性的单菌落进行菌落 PCR

的验证，验证成功的菌落即为所得到的携带相应基因表达质粒的重组菌株。电转化方法

参考 3.2.4。 

对于 pK18-ΔgabT 质粒，首先利用 gabTup-F/R 和 gabTdown-F/R 两对引物分别将

gabT 基因的上游和下游同源臂片段扩增下来，然后分别将它们插入 pK18mobsacB 质粒

的 EcoRI/XbaI 和 SalI/HindIII 位点处，最终得到 pK18-ΔgabT 质粒。同样的，利用 gabPup-

F/R 和 gabPdown-F/R 两对引物将 gabP 基因的上下游同源臂扩增下来，然后分别将它们

插入到 pK18mobsacB 质粒的 SmaI/BamHI和 SalI/PstI酶切位点处，最终得到 pK18-ΔgabP

质粒。利用 ldhAup-F/R 和 ldhAdown-F/R 引物对分别将 ldhA 基因的上下游同源臂扩增

下来，然后分别插入到 pK18mobsacB 质粒的 EcoRI/SalI 和 SalI/HindIII 酶切位点处，最

终得到用于 pK18-ΔldhA 质粒。通过将这些质粒电转化进入 C. glutamicum 细胞，然后经

过两轮的同源重组筛选，最终获得能够得到对应基因敲除的菌株。具体方法参考 3.2.4。 

4.2.4  木质纤维素原料及其生物炼制处理 

本研究中使用的木质纤维素原料为 2016 年秋收集于内蒙古通辽的玉米秸秆，该原

料和本论文第三章所使用原料为同一批原料。对于原料的预处理、脱毒以及水解液制备

等方法以及水解液成分相关信息参考第三章 3.2.5。 

4.2.5  GABA 发酵 

GABA 发酵过程中的种子培养过程和谷氨酸发酵过程中的种子培养方法一样，具体

参考论文第三章 3.2.6。摇瓶发酵用到的培养基包括玉米秸秆水解液和复合培养基。复合

培养基中包括：100 g/L 葡萄糖、1 g/L KH2PO4、0.6 g/L MgSO4、3 g/L 尿素、2.0 mg/L 

FeSO4、2.0 mg/L MnSO4、25 g/L 玉米浆（CSL）和 0.1mM 5-磷酸吡哆醛，pH7.0。摇瓶

发酵时，种子液以 5% (v/v)接种量接种至三角烧瓶中进行发酵，发酵条件为 30oC、200 

rpm。pH 通过补加 20% (w/w)尿素溶液控制在中性（pH 6-8）。 

GABA 的上罐发酵在 3L 发酵罐（BIOTECH-4BG-3L，上海保兴生物工程设备有限

公司）中进行，发酵用到的培养基包括上述复合培养基以及添加了 5 g/L(NH4)2SO4 的玉

米秸秆水解液。发酵温度为 32 oC，转速 600 rpm，接种量为 10%（v/v），通气量为 1.4 

vvm。发酵过程中 pH 通过自动补加 2 M H2SO4 和 25%（w/v）氨水溶液维持在 7.2。分

批补料发酵实验条件和上罐发酵条件相同，培养基采用 Zhang 等[206]使用的培养基，并

将做小幅调整，具体成分如下：100 g/L 葡萄糖、30 g/L 玉米浆、10 g/L 酵母粉、5.5 g/L

尿素、1.5 g/L K2HPO4、0.8 g/L MgSO4、0.02 g/L MnSO4、0.02 g/L FeSO4、200 μg/L 维

生素 B1 和 0.1mM 5-磷酸吡哆醛，pH7.2。补料统一采用 50 mL 浓度为 279 g/L 的葡萄糖

液，发酵过程中从 24 h 开始每 4 h 补加一次，总共补加 8 次，并在 72 h 结束发酵。 
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4.2.6  蛋白样品处理以及 SDS-PAGE 

当摇瓶发酵到 48 h 时立即将三角瓶取出并在 4 oC 冰水中冷却 10 min。然后将冰冷

的发酵液转入离心管中，在 4 oC、10,000×g 下离心 10 min，所得到的上清作为细胞胞外

蛋白组分。然后采用丙酮沉淀法[290]对蛋白进行浓缩，然后采用考马斯亮蓝法[218]测定样

品的蛋白含量，并将不同蛋白浓度样品稀释至相同的蛋白浓度。然后取 10 μL 样品进行

蛋白电泳。 

4.2.7  分析方法 

葡萄糖、谷氨酸和乳酸，乙酸、木糖、糠醛和羟甲基糠醛以及三种酚类组分香草醛、

丁香醛和 4-羟基苯甲醛测定方法参考第二章 2.2.9。细胞生长通过测定 600 nm 下的光密

度值表征。GABA 测定采用邻苯二甲醛柱前衍生化方法[291]。邻苯二甲醛衍生化试剂配

制如下：准确称取 0.3 g 邻苯二甲醛于 100 mL 容量瓶，添加 5 mL 甲醇将邻苯二甲醛溶

解。添加 250 μL 巯基乙醇，并用 pH 9.5 硼酸缓冲液定容至 100 mL。取 100 μL 待测样

品，加入 400 μL 0.1 M KH2PO4 和 300 μL 衍生化试剂，反应 2 min 后利用高效液相色谱

进行测定。高效液相色谱（岛津 LC-20AT）配备有 C18 柱（YMC-Pack ODS-A）和紫外

检测器（SPD-20A UV 检测器），柱温 40 oC，检测波长为 338 nm。采用梯度洗脱方法，

总流速为 1.0 mL/min。A 泵为每升添加了 200 μL 三乙胺和 5 mL 四氢呋喃的 0.036 M 的

乙酸钠溶液，pH 7.2。B 泵为 0.18 M 乙酸钠溶液(pH 7.2)：甲醇：乙腈=1:2:2 溶液，配置

好的溶液乙酸钠的最终浓度为 0.036 M。B 泵的流速在 0-15 min 内从 8%(v/v)提高到

37%(v/v)，然后在 15-22 min 内从 37%(v/v)降低至 8%(v/v)。 

4.2.8  γ-氨基丁酸得率计算 

以 1 moL 葡萄糖转化为 1 moL 谷氨酸计算，基于葡萄糖消耗的 γ-氨基丁酸的理论

得率为 57.2%。基于消耗的葡萄糖的 γ-氨基丁酸的实际得率计算如下： 

GABA得率 =
[𝐺𝐴𝐵𝐴]×𝑉−[𝐺𝐴𝐵𝐴]0×𝑉0

[𝐺]0×𝑉0−[𝐺]×𝑉
× 100%                        （4-1） 

其中[GABA]和[GABA]0表示发酵液中最终和初始γ-氨基丁酸浓度，[G]0 和[G]表示

发酵初始和最终的葡萄糖浓度，V0 和 V 代表初始和最终的发酵液体积。在计算过程中，

忽略因调节 pH 所需的酸和碱造成的体积变化。 

基于理论得率的实际相对得率计算如下： 

GABA实际相对得率 =
GABA得率

GABA理论得率
× 100%                           （4-2） 

4.3  结果与讨论 

4.3.1  异源表达大肠杆菌谷氨酸脱羧酶突变体实现 GABA 发酵生产 

在适合谷氨酸发酵的条件下进行 GABA 发酵能够提供更多的谷氨酸前体进行

GABA 生产，从而有助于提高 GABA 生产能力。为此我们利用在第三章中获得的能够

在高生物素水解液中高产谷氨酸的 C. glutamicum XW6 为出发菌株，测试了不同来源谷

氨酸脱羧酶的异源表达对 GABA 生产的影响。在这些谷氨酸脱羧酶中，除了来自大肠杆
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菌的 GaDA 和 GaDB 以外，还有目前已见报道中经过改造能够在偏中性条件下具有催化

活性的谷氨酸脱羧酶。这些谷氨酸脱羧酶包括来自大肠杆菌E. coli K12的GadBmut[198]、

来自巨大芽孢杆菌 Bacillus megaterium CICC 10055 的谷氨酸脱羧酶 GadBM[205]以及来自

短乳杆菌 Lactobacillus brevis Lb85 的谷氨酸脱羧酶 GadBLB85[204]。分别构建用于表达

这些谷氨酸脱羧酶的表达质粒，并将它们分别电转化到 C. glutamicum XW6 中得到相应

谷氨酸脱羧酶表达的菌株。然后在摇瓶中利用复合培养基进行 GABA 的发酵测试，发酵

过程中通过补加 20%(w/w)尿素控制 pH 中性，发酵结果如图 4.1 所示。 

从发酵结果来看，经过 72 h 的发酵，在所有菌株的发酵液中都能够检测到 GABA

的产生，但是来自大肠杆菌 K12 的 GaDA 和 GaDB 的表达所产生的 GABA 量非常少

（低于 0.3 g/L）。选择的三个经过改造或者突变的谷氨酸脱羧酶的表达中，来自巨大芽

孢杆菌 B. megaterium CICC 10055 的谷氨酸脱羧酶 GadBM 以及来自短乳杆菌 L. brevis 

Lb85的谷氨酸脱羧酶GadBLB85的表达所产生的GABA的量依然比较少（低于 0.5 g/L），

谷氨酸的积累水平也和 GadA 和 GadB 表达时的谷氨酸积累水平相当。但是，来自大肠

杆菌的谷氨酸脱羧酶具有比较好的效果，产生了 1.54 g/L 的 GABA，是其他谷氨酸脱羧

酶表达情况下所产生 GABA 的 3 倍以上，相对应的谷氨酸的量也相比其他菌株的积累

量少。这些结果说明该谷氨酸脱羧酶在 pH 偏中性的发酵中是发挥作用的，并且能够利

用谷氨酸积累一定的 GABA。所以在后续的实验中采用来自大肠杆菌中的 gadBmut 基因

编码的改造后的谷氨酸脱羧酶 GadBmut 进行 GABA 的生产。 

 

图 4.1  不同谷氨酸脱羧酶表达对 C. glutamicum XW6 GABA 生产的影响 

Fig. 4.1  Effects of different glutamate decarboxylases overexpression in C. glutamicum XW6 for γ-

aminobutyric acid production 

注：gadA、gadB、gadBLB85、gadBM 以及 gadBmut 分别代表携带对应基因表达质粒的谷氨酸棒

状杆菌，GABA 的发酵在摇瓶中进行，30 oC，200 rpm，过程补加尿素控制 pH 中性。 

4.3.2  分泌表达谷氨酸脱羧酶促进 GABA 生产 

为了进一步提高 GABA 的产量，我们希望通过两种策略来提高谷氨酸脱羧酶的催
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化效率（图 4.2）：（1）强化胞内的谷氨酸脱羧反应：在表达谷氨酸脱羧酶的基础上，共

表达谷氨酸/γ-氨基丁酸逆向转运体 GadC，提高细胞对谷氨酸和 GABA 的通透性，使胞

内的谷氨酸脱羧酶的脱羧反应更容易进行；（2）促进胞外的谷氨酸脱羧反应进行：直接

催化分泌到胞外的谷氨酸生产 GABA，简化 GABA 催化生产的过程，从而提高 GABA

的生产效率。 

 

图 4.2  谷氨酸棒状杆菌中提高 GABA 生产效率的代谢工程改造策略图解 

Fig. 2  Diagram of the metabolic engineering strategy for efficient GABA production in 

Corynebacterium glutamicum 

对于在表达谷氨酸脱羧酶的基础上共表达谷氨酸/γ-氨基丁酸逆向转运体 GadC，我

们将大肠杆菌中的 GadC 编码基因和突变的谷氨酸脱羧酶 GadBmut 编码基因融合在一

起，共同构建到表达质粒 pH36mob上得到 gadBmut和 gadC共表达的质粒 pH36-gadBC。

然后将该质粒电转化至 C. glutamicum XW6 中，得到的菌株以单独表达 gadBmut 的菌株

为对照进行 GABA 的发酵，结果如图 4.3 所示。从发酵结果来看，和对照相比，谷氨酸

/GABA 逆向转运体 GadC 与谷氨酸脱羧酶的共表达对于菌株生长、糖耗、谷氨酸生产以

及 GABA 的生产均没有特别大的影响， GadC 的表达对 GABA 生产的提高没有明显效

果。这一结果和在大肠杆菌里面表达有所区别，一方面可能是 GadC 通常需要在酸性 pH

下发挥作用，另一方也可能是由于大肠杆菌胞内谷氨酸浓度低，胞外的谷氨酸吸收到胞

内可以促进该催化反应进行。而在谷氨酸棒状杆菌里面谷氨酸生产阶段胞内谷氨酸浓度

已经达到饱和，进一步通过谷氨酸/GABA 逆向转运体的表达，对促进谷氨酸吸收和

GABA 转化效果有限。同时这种胞内的催化反应需要经历谷氨酸吸收-转化-GABA 分泌

这样一个多步骤过程，在一定程度上限制了谷氨酸脱羧酶催化生产 GABA 的效率。所

以，这种基于胞内催化生产 GABA 的方式可能并不适合于 GABA 的生产。为此我们进

一步尝试通过分泌过氨酸脱羧酶进行胞外催化生产 GABA。 
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图 4.3  共表达谷氨酸/GABA 逆向转运体和谷氨酸脱羧酶分泌表达对 GABA 发酵生产的影响 

Fig. 4.3  Effects of glutamate/γ-aminobutyrate co-expression or glutamate decarboxylase extracellular expression on GABA production 

（a）细胞生长；（b）葡萄糖消耗；（c）谷氨酸积累；（d）GABA 积累，（e）胞外样品 SDS-PAGE 分析 

注：gadB、gadBC、RsgadB 和 NsgadB 分别表示携带表达 gadBmut、共表达 gadBmut 和 gadC、融合 CGRS9114_RS04950 信号肽分泌表达 gadBmut 和

融合 Ncgl1289 信号肽分泌表达 gadBmut 的重组 C. glutamicum。发酵在摇瓶中进行，30 oC、200rpm，过程中用 20%尿素调节 pH 至中性。 
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对于分泌表达谷氨酸脱羧酶 GadBmut 以促使谷氨酸直接在胞外发生催化反应生产

GABA，我们首先选择了两个信号肽来实现谷氨酸脱羧酶的分泌表达。它们分别是介导

Sec 途径分泌蛋白的 Ncgl1289 基因的信号肽[289]和介导 TAT 途径分泌蛋白的 cgR_0494

（即 S9114 中的 CGR_RS04950）的信号肽[288]，它们是目前报道过的在 C. glutamicum 中

分泌蛋白效果比较好的信号肽。分别将这两个信号肽序列融合到谷氨酸脱羧酶 GadBmut

编码基因 gadBmut 前，然后构建到表达质粒上得到 pH36-NsgadBmut 和 pH36-RsgadBmut。

将它们分别电转化到 C. glutamicum XW6 中即得到分别通过 Sec 和 TAT 途径分泌谷氨酸

脱羧酶的 XW6-pH36-NsgadBmut 和 XW6-pH36-RsgadBmut。得到的两株菌株以单独表

达 gadBmut 的菌株 XW6-pH36-gadBmut 为对照，首先进行了蛋白分泌表达效果的验证。

从蛋白电泳结果（图 4.3e）中可以看出，通过 Sec 通道分泌表达谷氨酸脱羧酶 GadBmut

的菌株在 50-70 KDa 之间存在明显的条带，该位置条带 GadBmut（56KDa）大小一致，

而对照菌株和通过 TAT 分泌表达蛋白的菌株均未见该位置有明显条带。这一结果说明

谷氨酸脱羧酶需要通过 Sec 通道进行分泌。 

随后我们以 XW6-pH36-gadBmut 菌株为对照，对获得的 XW6-pH36-NsgadBmut 和

XW6-pH36-RsgadBmut 菌株进行了 GABA 的发酵实验（图 4.3）。从发酵结果来看，和对

照相比，通过 TAT 通道分泌的菌株 XW6-pH36-RsgadBmut 除了生长相对较差一些以外，

在糖耗、谷氨酸生产以及 GABA 生产等各方面均和对照没有明显区别。而采用通过 Sec

通道分泌表达的菌株 XW6-pH36-NsgadBmut 生长较好，葡萄糖消耗趋势和对照比较接

近。但是，在谷氨酸生成和 GABA 生成上存在比较大的区别，相比于对照的谷氨酸浓度

持续升高，XW6-pH36-NsgadBmut 菌株谷氨酸生成后始终维持在 4.5 g/L，与之相对应的

是 GABA 积累得到非常明显的提升，经过 72 h 发酵，最终产生了 13 g/L 的 GABA，相

比对照提高了将近 4 倍。这一结果和胞外样品蛋白电泳的结果中只有通过 Sec 通道分泌

的 NsgadB 菌株能够检测到明显的谷氨酸脱羧酶蛋白条带的结果相对应。说明通过 Sec

通道分泌谷氨酸脱羧酶能够在胞外进行 GABA 的催化生产并且能够显著提高 GABA 的

产量。 

从实验结果来看，通过谷氨酸/GABA 逆向转运体和谷氨酸脱羧酶共表达来促进胞

内谷氨酸脱羧反应进行的效果有限。这可能是由于在谷氨酸生产阶段胞内谷氨酸浓度已

经达到饱和，进一步通过谷氨酸/GABA 逆向转运体的表达，对促进谷氨酸吸收和 GABA

转化效果有限，所以 gadC 基因的表达对 GABA 产量的提高效果有限。而将谷氨酸脱羧

酶分泌到胞外，直接将胞外的谷氨酸转化为 GABA，可以使 GABA 的生产过程得以简

化而不需要将谷氨酸吸收到胞内进行催化然后分泌到胞外的繁琐过程，同时也可以减少

胞内代谢环境对谷氨酸脱羧酶的催化反应的影响，所以能够显著提高 GABA 的生产。所

以后续实验以 Sec 通道分泌表达谷氨酸脱羧酶的菌株 XW6-pH36-NsgadBmut 进行。 

4.3.3  表达质粒启动子优化和阻断 GABA 降解提高 GABA 产量 

在确定最佳的谷氨酸脱羧酶分泌表达途径后，我们一方面通过优化谷氨酸脱羧酶分
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泌表达所使用的启动子进一步获得更好的谷氨酸脱羧酶分泌表达效果来提高 GABA 产

量，另一方面敲除主要副产物乳酸合成基因以及和 GABA 降解相关的基因，减少发酵过

程中副产物生成和 GABA 的降解来提高 GABA 的产量。 

对于谷氨酸脱羧酶表达启动子优化，除了 H36 这个人工合成的强启动子[267]以外，

我们还选择了 Ncgl1289 基因自身携带的启动子[289]，利用该基因自身的启动子配合自身

的信号肽或许会有比较好的效果。同时我们还选择了目前报道中谷氨酸棒状杆菌分泌表

达蛋白效果比较好的突变Tac启动子 TacM，经过突变后该启动子变成组成型的启动子，

具有比较好的蛋白表达效果[288]。分别构建对应启动子的表达质粒然后电转化到 C. 

glutamicum XW6 中，得到的菌株进行 GABA 发酵实验的验证，结果如表 4.4 所示。和

对照采用 H36 启动子相比，采用 Ncgl1289 基因自身启动子时发酵液中残留大量的谷氨

酸（11.7g/L），仅有少量的 GABA 积累（1.53g/L）。而采用 TacM 启动子时发酵液中谷氨

酸的残留量进一步减少（1.3g/L），GABA 的产量相比有一定程度的提高（15.4 g/L），产

量约提高 10 %。由于 TacM 启动子具有更好的效果，所以在后续的实验中使用 TacM 启

动子进行。 

表 4.4  通过启动子优化和阻断 GABA 降解途径提高 GABA 的产量 

Table 4.4  Improved GABA production by promoter optimization and GABA degradation pathway 

knockout 

Strain Glutamic 

acid (g/L) 

Lactic 

acid (g/L) 

γ-aminobutyric 

acid (g/L) 

Improvement 

(%) 

XW6-pH36-NsgadBmut (control) 2.30  28.00  14.00  0.00  

XW6-pNcgl-NsgadBmut 11.70  24.60  1.53  -89.07 

XW6-pTacM-NsgadBmut 1.30  29.90  15.40  10.00  

XW6-pTacM-NsgadBmut (Control) 1.30  29.90  15.40  0.00 

XW6-pTacM-NsgadBmut-ΔldhA 1.50  0.70  12.97  -15.75 

XW6-pTacM-NsgadBmut-ΔgabT 2.90  24.80  16.97  10.22  

XW6-pTacM-NsgadBmut-ΔgabP 4.10  23.00  19.45  26.29  

XW6-pTacM-NsgadBmut-ΔgabPΔgabT 4.50  21.50  18.51  20.21  

注：不同的启动子质粒构建如材料方法所述，对照为表达以 pH36 启动子为对照；基因敲除对 GABA 

影响实验以表达 pTacM-NsgadB 菌株为对照，并在此基础上进行对应的三个基因的敲除以及 gabP 和

gabT 的共敲除。GABA 发酵在摇瓶中进行，发酵条件如材料方法部分所述。 

由于摇瓶发酵中存在较多的乳酸积累，所以我们对乳酸生成关键酶乳酸脱氢酶编码

基因 ldhA 进行了敲除，实验结果如表 4.4 所示。和对照菌株相比，ldhA 基因的敲除虽然

能够显著降低乳酸的积累，但是 GABA 的积累反而减少。这一现象可能和乳酸生成的原

因有关系，摇瓶发酵下通常供氧不充足容易导致胞内丙酮酸大量积累和 NAD+/NADH 的

比例不协调，进而需要通过生成乳酸进行调节[116, 292]。所以乳酸脱氢酶的敲除，可能会

对细胞代谢平衡造成影响，进而影响 GABA 的生产。由于发酵罐发酵时溶氧相对充足，

乳酸生产少，ldhA 的敲除意义不大，后续不再考虑对其进行敲除。 
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图 4.4  gabP 和 gabT 基因的敲除对谷氨酸棒状杆菌 XW6 GABA 降解的影响 

Fig. 4.4  Effects of gabP and gabT knockout on GABA degradation in C. glutamicum XW6 

（a）细胞生长；（b）GABA 降解 

注：GABA 降解实验在摇瓶中进行，培养基为初始添加了 10 g/L GABA 的复合培养基，发酵过程

中通过添加 20%(w/w)控制 pH 中性。 

此外，C. glutamicum 中存在 GABA 经由琥珀酸半醛进行降解的途径，在中性 pH 下

GABA 会存在比较明显的降解[210]。胞外的 GABA 首先通过 gabP 编码的 GABA 通透酶

转运进入胞内，然后在 GABA 转氨酶和琥珀酸半醛脱氢酶的催化下生成琥珀酸。所以我

们对该降解途径中编码 GABA 通透酶和 GABA 氨基转移酶 gabP 和 gabT 基因进行了敲

除以及共敲除，分别得到 XW6-ΔgabT，XW6-ΔgabP 和 XW6-ΔgabPΔgabT 菌株。得到的

菌株首先进行了 GABA 降解情况的测试，实验结果如图 4.4 所示。编码 GABA 通透酶

的 gabP 基因和编码 GABA 氨基转移酶 gabT 基因的敲除均不能够彻底阻止 GABA 的降

解。说明在 C. glutamicum 中还存在其他的 GABA 吸收通道和发挥 GABA 氨基转移酶作
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用的其他基因。但是，这两个基因的敲除能够在一定程度上减少 GABA 的降解，两个基

因的共敲除能够进一步缓解 GABA 的降解。随后，我们将谷氨酸脱羧酶分泌表达质粒电

转入对应的菌株中，并进行了 GABA 的发酵实验，结果表 4.4 所示。GABA 发酵结果显

示，gabT 和 gabP 的敲除以及共敲除都能够一定程度上提高 GABA 的生产，分别提高

10.22%、26.29%和 20.21%。从结果来看，gabT 和 gabP 共敲除的菌株其 GABA 产量相

比单独 gabP 敲除的菌株 GABA 的产量反而有所下降。这可能和 gabT 编码的 GABA 氨

基转移酶的功能有关系，该酶催化的氨基转移作用主要发生在 GABA 和 α-酮戊二酸之

间，GABA 在该酶的催化下将氨基转移到 α-酮戊二酸上可进一步生成谷氨酸[210]。所以

该酶的敲除可能会导致在胞内有 GABA 存在的情况下谷氨酸的生成相对减少，从而影

响最终的GABA的产量。最终我们选择gabP敲除的菌株（XW6-ΔgabP-pTacM-NsgadBmut，

命名为 XW6-16）用于 GABA 的发酵。 

4.3.4  发酵罐上重组菌株利用复合培养基发酵生产 GABA 

为了验证得到的工程菌株 XW6-16（XW6-ΔgabP-pTacM-NsgadBmut）用于 GABA 发

酵的潜力，我们利用复合培养基首先进行了分批发酵测试，实验结果如图 4.5a 所示。

XW6-16 菌株在复合培养基中生长良好，OD600 值在 32h 达到最大约为 23，葡萄糖持续

消耗且在 48h 接近消耗完全，GABA 在发酵过程中快速生成，并且在 48h 达到最大值 45 

g/L，基于葡萄糖的得率达到 0.44 g/g 葡萄糖，实际相对得率达到 76.9%，生产速率达到

0.94 g·L-1·h-1。这一结果是目前利用 C. glutamicum 进行 GABA 发酵中分批发酵的最好结

果（表 4.4）。在发酵过程中，乳酸没有积累，但是谷氨酸存在一定程度的积累，在 48h

时，发酵液中有 9.5 g/L 的谷氨酸残留。 

为了进一步提高 GABA 生产的浓度和速率，我们尝试了分批补料发酵，所使用的发

酵培养基改为 Zhang 等[206]所使用的发酵培养基，并将其中的葡萄糖浓度减少至 100 g/L。

补料采用 50 mL 浓度为 279 g/L 的葡萄糖液，发酵过程中从 24 h 开始每 4h 补加一次，

总共补加 8 次，并于 72h 结束发酵，发酵结果如图 4.5b 所示。从发酵结果来看，在该发

酵培养基中，菌株生长迅速并且在 32 h 左右达到最高的菌体量（OD600 约为 25），然后

随着发酵的进行存在一定程度的降低。过程中葡萄糖快速消耗并产生 GABA，经过 8 次

补加葡萄糖发酵在 64h 结束，GABA 浓度达到最高值为 77.6 g/L，基于消耗的葡萄糖的

得率为 0.44 g/g，实际相对得率达到 76.9%。和其他已经报道过的使用 C. glutamicum 进

行 GABA 生产的结果相比（表 4.5），本研究的结果是目前 C. glutamicum 利用葡萄糖一

步法生产 GABA 所达到的最高指标。其生产速率达到 1.21 g∙L-1∙h-1，是基于谷氨酸脱羧

酶法生产 GABA 中生产速率最高的，同时该结果也十分接近通过腐胺途径生产 GABA

的 1.34 g∙L-1∙h-1 [213]，但得率比通过腐胺途径生产 GABA 高出将近一倍，所以本研究中

得到的菌株在 GABA 发酵中具有非常大的优势。本实验充分证明了分泌表达谷氨酸脱

羧酶是提高 GABA 浓度、得率以及生产速率十分有效的方法。和分批发酵一样，发酵过

程乳酸没有积累，但是谷氨酸存在较大的残留，发酵结束后依然还有将近 18 g/L 的谷氨
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酸。这可能和谷氨酸脱羧酶在中性 pH 条件下的酶特性有关。在中性 pH 下谷氨酸脱羧

酶的 Km 值均增加，对底物的亲和力均有所下降[198, 204]。如果未来能够通过酶工程手段

将该酶进行改造，进一步改善其催化性能，GABA 的产量将能够进一步得到提高。同时

较高的谷氨酸残留势必对后续 GABA 的分离纯化造成影响。 

 

 

图 4.5  谷氨酸棒状杆菌 XW6-16 在 3L 发酵罐中的 GABA 发酵 

Figure 4.5  GABA fermentation in 3L fermentor by C. glutamicum XW6-16 

注：（a）C. glutamicum XW6-16 分批发酵结果；（b）C. glutamicum XW6-16 分批补料发酵结果。

分批发酵采用添加 25 g/L 玉米浆的复合发酵培养基，发酵条件见材料与方法部分；分批补料发酵

采用 Zhang 等[206]所使用的培养基，在 24-52 h 期间每 4h 补加 50 mL 浓度为 279 g/L 的葡萄糖溶

液，具体发酵条件参考 4.2.5 部分。 
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表 4.5  利用谷氨酸棒状杆菌直接发酵生产 GABA 的结果对比 

Table 4.5  Comparation of GABA fermentation results by Corynebacterium glutamicum 

Cultivation GABA (g/L) 
Yield 

(g/g glucose) 

Productivity  

(g∙L-1∙h-1) 
Source 

Batch 2.7 0.02 0.03 [197] 

Batch 8.0 0.20 0.31 [212] 

Batch 12.4 0.25 0.17 [196] 

Batch 26.5 0.21 0.44 [285] 

Batch 27.1 0.27 0.44 [284] 

Batch 31.1 0.31 0.26 [208] 

Batch 45.0 0.44 0.94 This study 

Fed-batch 26.3 N/A 0.37 [209] 

Fed-batch 29.5 0.21 0.41 [286] 

Fed-batch 38.6 0.32 0.54 [201] 

Fed-batch 63.2 0.24 1.34 a [213] 

Fed-batch 70.6 ＜0.3 b 1.01 [206] 

Fed-batch 77.6 0.44 1.21 This study 

注：不同文献中报道的得率和生产速率结果均为根据相应文献中报道的结果，采用本论文相同的方

法计算得到。 

4.3.5  重组菌株利用玉米秸秆水解液发酵生产 GABA 

最后我们利用该重组均在木质纤维素原料中进行了 GABA 的生产。培养基采用

30%(w/w)脱毒玉米秸秆水解液，添加 5 g/L (NH4)2SO4 作为初始氮源，其他营养成分均

不添加，进行发酵实验，实验结果如下图 4.6 所示。 

如图所示，在发酵过程中，菌株在玉米秸秆水解液中的生长良好，其最大生长 OD

值（OD600）高达 30 以上。相应的葡萄糖消耗迅速，并且在 36 h 消耗完全。和在复合培

养基中不同，在水解液的发酵过程中仅有少量的谷氨酸积累，而乳酸在发酵过程中有生

成，但是在发酵后期会被重新利用。GABA 浓度在 40 h 时达到最高，约 39.2 g/L，其相

对于葡萄糖的得率约为 0.39 g/g 葡萄糖。虽然得率和浓度相比采用复合培养基进行的分

批发酵偏低，但是也能够充分说明利用水解液进行 GABA 生产的可行性和潜力。此外，

这一发酵结果也比最近 Baritugo 等[207]报道的能够同步利用空果串水解液中葡萄糖和木

糖进行发酵生产 GABA 的结果（35.47 g/L）高，是利用木质纤维素原料进行 GABA 生

产所达到的最高指标。同时，水解液中也残留有约 5.4 g/L 的谷氨酸，这远低于采用合成

培养基进行发酵时残留的 18 g/L 的谷氨酸。由于 GABA 的生产是以谷氨酸为前体的，

所以谷氨酸残留的问题在 GABA 生产过程是不可避免的。目前也有很多的方法可以应

用于 GABA 和谷氨酸的分离，如离子交换法、电渗析法等。结合后续对 GABA 发酵过

程的进一步优化，这一谷氨酸残留的问题可以得到充分解决。 

值得一提的是，本研究所使用的菌株不能够利用水解液中的其他典型的糖如木糖，

如果能够进一步将这些糖的利用途径引入 C. glutamicum XW6-16 中使其能够同步利用

玉米秸秆水解液中糖进行发酵，GABA 的产量一定能够得到进一步的提高。本研究的结
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果充分证明该菌株利用木质纤维素原料进行 GABA 生产的潜力，为进一步降低工业化

GABA 的生产成本，促进 GABA 的工业化应用奠定基础。 

 

图 4.6  谷氨酸棒状杆菌 XW6-16 利用玉米秸秆水解液发酵生产 GABA 

Figure 4.6  GABA production by C. glutamicum XW6-16 using corn stover hydrolysate 

注：GABA 发酵在发酵罐中进行，原料为添加了 5 g/L (NH4)2SO4 作为初始氮源的 30%(w/w)玉米

秸秆水解液，具体发酵条件参考 4.2.5 部分。 

4.4  本章小结 

本研究以 C. glutamicum XW6 为出发菌株，通过异源表达来自大肠杆菌中的突变谷

氨酸脱羧酶并促进其分泌表达，显著的提高了C. glutamicum进行GABA生产时的浓度、

得率以及生产速率，并成功实现利用玉米秸秆水解液生产高浓度的 GABA。本章节主要

结论如下： 

（1）在所选择的谷氨酸脱羧酶中，自 E. coli K12 的经过改造的谷氨酸脱羧酶

GadBmut 的过表达能够成功实现 C. glutamicum XW6 在中性 pH 下生产 GABA； 

（2）谷氨酸/γ-氨基丁酸逆向转运体的共表达对于促进胞内谷氨酸转化为 GABA

效果有限；CGS9114_RS04950 基因信号肽无法接到谷氨酸脱羧酶从 TAT 途径分泌表达

谷氨酸脱羧酶。但是，采用 Ncgl1289 基因信号肽介导 Sec 通道能够成功实现分泌表达

该谷氨酸脱羧酶，使谷氨酸在胞外转化为 GABA，从而不用吸收到胞内转化为 GABA 后

再分泌到胞外，能够显著提高 GABA 的生产能力和生产效率。进一步优化分泌表达质粒

启动子和敲除 GABA 通透酶编码基因 gabP 能够进一步提高 GABA 的产量； 

（3）通过分批补料实验发现，本研究得到的重组谷氨酸棒状杆菌 XW6-16 具有非

常好的 GABA 生产性能，GABA 浓度、得率和生产速率显著提高，浓度和得率是已见

报道的利用 C. glutamicum 生产 GABA 的结果中是最高的，生产速率也是基于谷氨酸脱

羧酶生产 GABA 中最高的。该菌株成功利用玉米秸秆原料生产超过 39 g/L 的 GABA，

基于葡萄糖的得率达到 0.44 g/g 葡萄糖，是基于木质纤维素原料生产 GABA 的最高指

标。 
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第 5 章  结论与展望 

5.1  结论与创新点 

本研究利用来源广泛、价格低廉、可再生的木质纤维素生物质替代粮食性淀粉原料，

采用实验室开发的干法生物炼制工艺进行谷氨酸和 γ-氨基丁酸的生产。首先对

Corynebacterium glutamicum S9114 在玉米秸秆水解液中进行谷氨酸发酵过程研究，确定

了生物素对谷氨酸发酵生产的关键作用并对水解液中高生物素存在的原因进行了分析；

随后，对该菌株进行代谢工程改造实现真正意义上的纤维素谷氨酸发酵生产；最后通过

代谢工程改造解决 C. glutamicum 生产 γ-氨基丁酸的关键问题和障碍，实现高浓度纤维

素 γ-氨基丁酸的发酵。 

本论文的主要结论如下： 

（1）C. glutamicum S9114 在玉米秸秆水解液中表现出比复合培养基中更好的生长

却无法积累谷氨酸。通过进一步的研究发现，抑制物以及营养成分等不是谷氨酸无法积

累的关键所在，但是通过青霉素诱导能够生产谷氨酸。通过对胞内胞外生物素的测定以

及一系列的验证实验，确定了玉米秸秆水解液中过量存在的生物素是 C. glutamicum 

S9114 正常培养情况下无法积累谷氨酸的关键因素。通过进一步研究发现木质纤维素原

料通常含有大量生物素，并且生物素在整个生物炼制过程特别是预处理过程中保持稳定

且不会被降解，最终导致水解液中的生物素过量而无法正常积累谷氨酸。此外，通过对

原料在预处理前后的其他几种 B 族维生素的测定结果发现，很多 B 族维生素在预处理

后都得以保留并且保持相对较高的含量，对基于木质纤维素原料的发酵过程具有一定的

促进作用。 

（2）为了解决高生物素导致纤维素谷氨酸无法正常积累的问题，对 C. glutamicum 

S9114 进行代谢工程改造实现高浓度谷氨酸发酵生产。通过对不同代谢工程手段的评估

和尝试，我们发现敲除生物素转运蛋白编码基因 bioY 的敲除，在一定程度限制生物素吸

收的同时显著影响菌体生长，并且该方法仅适合于生物素含量相对较低的条件；而对谷

氨酸分泌转运体MscCG的羧基端110个氨基酸残基的截取能够实现C. glutamicum S9114

在高生物素下不经过诱导的情况下自主分泌谷氨酸。进一步研究发现，通过优化 odhA

基因的 RBS 序列，能够使谷氨酸的积累得到显著的提高。得到的菌株表现出比青霉素

诱导下的谷氨酸发酵更高的谷氨酸浓度、得率和生产速率，成功实现不经过诱导发酵谷

氨酸；但是，在改菌株基础上，进一步表达从磷酸烯醇式丙酮酸到谷氨酸合成途径的关

键基因对谷氨酸的积累提升效果非常有限。最终得到的菌株通过玉米秸秆水解液的分批

补料发酵实验实现了真正意义上的纤维素谷氨酸发酵突破，充分证明了该菌株具有利用

木质纤维素原料粮食性原料生产谷氨酸的潜力。 

（3）为了解决 C. glutamicum 生产 γ-氨基丁酸时生产速率、浓度以及得率较低的问
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题，对 C. glutamicum 进行代谢工程改造。首先，不同来源谷氨酸脱羧酶的异源表达结果

发现来自大肠杆菌的改造谷氨酸脱羧酶能够实现在谷氨酸发酵条件下生产 GABA。其次，

通过共表达谷氨酸/γ-氨基丁酸逆向转运蛋白来促进谷氨酸胞内转化为 GABA 效果有

限。随后尝试通过将该蛋白分泌表达到胞外，促进胞外的谷氨酸催化生产 GABA。采用

Ncgl1289 基因信号肽介导的 SEC 途径分泌蛋白，能够实现谷氨酸脱羧酶的分泌，并将

GABA 的产量提高 4 倍左右，而采用 CGS9114_RS04950 基因的信号肽介导 TAT 途径分

泌没有效果。进一步对分泌表达质粒的启动子进行优化以及对 GABA 降解过程中的

gabP 基因进行敲除，能够使 GABA 的生产得到进一步提高。最终得到重组菌株在分批

补料发酵的情况下，能够利用复合培养基生产超过 77 g/L 的 GABA，显著提高了其生产

速率和得率，其浓度、得率和生产速率均为目前所见报道中最高，表现出巨大的生产优

势。该菌株同样适用于玉米秸秆水解液生产 GABA，通过分批发酵，GABA 浓度能够达

到 39 g/L 以上，得率达到 0.44 g/g 葡萄糖，具备利用木质纤维素原料进行 GABA 生产的

潜力。 

本论文的创新点如下： 

（1）首次发现典型木质纤维素原料中含有大量存生物素，并且在干法生物炼制过

程中保持稳定，并且证明生物素是木质纤维素体系下不能够积累谷氨酸的关键因素；此

外还发现预处理过程中其他 B 族维生素也得到比较好的保留，对基于木质纤维素原料的

发酵具有促进作用。 

（2）针对高生物素木质纤维素体系不能够积累谷氨酸的问题的代谢工程改造。通

过激活谷氨酸分泌通道和削弱而非彻底失活的方法降低 ODHC 活性，在最低限度影响

菌体生长的情况下显著提高谷氨酸的积累，实现真正意义上的纤维素谷氨酸发酵。 

（3）通过将谷氨酸脱羧酶分泌表达，使分泌到胞外的谷氨酸能够直接在胞外被谷

氨酸脱羧酶催化生成 GABA，从而使 C. glutamicum 生产 GABA 的过程得以简化，显著

提高了 C. glutamicum 生产 GABA 的效率。得到的菌株发酵生产的 GABA 浓度、得率以

及生产速率上均处于目前的领先水平。 

5.2  展望 

本研究针对在利用木质纤维素原料通过干法生物炼制生产谷氨酸和 γ-氨基丁酸过

程中的问题进行了分析，并对其中的关键性问题进行了解决，初步实现了利用木质纤维

素原料高产谷氨酸和 γ-氨基丁酸，但是要进一步促进利用木质纤维素原料替代性生产谷

氨酸和 γ-氨基丁酸，仍然还有一些问题有待进一步的研究和改进。 

（1）由于在谷氨酸生产的代谢工程改造中，不可避免的需要削弱 ODHC 的活性，

而由于 ODHC 活性减弱而削弱的 TCA 循环会一定程度上影响菌体生长以及对抑制物的

耐受性，通过驯化或者代谢工程手段提高该重组菌株对抑制物的耐受性，能够进一步提

高菌株的谷氨酸发酵性能； 

（2）在代谢工程改造生产 γ-氨基丁酸的研究中，由于谷氨酸脱羧酶在中性 pH 活性
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下降的问题，发酵过程中特别是分批补料发酵过程中依然有大量的谷氨酸残留。通过进

一步的优化谷氨酸脱羧酶的分泌表达过程以及对谷氨酸脱羧酶的进一步改造，能够进一

步促进 GABA 的生产；还可以进一步尝试采用细胞表达展示法，将谷氨酸脱羧酶表达到

细胞表面，有利于提高谷氨酸脱羧酶的稳定性，能够进一步提高 GABA 的生产速率； 

（3）在木质纤维素水解液中还存在大量的 C. glutamicum 不能够利用戊糖以及寡糖

如木糖、阿拉伯糖、纤维二糖等，通过代谢工程改造，使其能够同步利用木质纤维素原

料中的这些糖，谷氨酸和 γ-氨基丁酸的生产指标将得到显著的提高。同时对于后续进一

步生产生物基谷氨酸衍生化学品奠定基础； 

（4）目前通过木质纤维素原料生产谷氨酸主要采用水解液，由于水解液糖浓度相

对较低，使最终能够得到的谷氨酸和 GABA 浓度不高。后续可以考虑建立同步糖化发酵

生产谷氨酸和 GABA 的工艺，开发与之相适应的纤维素谷氨酸和 GABA 的分离纯化工

艺，并尝试进一步的工艺放大，以提高纤维素谷氨酸和γ-氨基丁酸工业化生产的潜力。 
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附录 I  仪器设备 

名称 型号 生产厂家 

紫外可见分光光度计 Biomate-3S Thermo Scientific 

高速冷冻离心机 Avanti J-26 Beckman Coulter, Inc. 

立式震荡培养箱 HZ-2111KB 江苏太仓华利达 

超声波脱气机 SB-5200D 宁波新芝生物 

台式离心机 5418 Eppendorf 

超低温冰箱 Forma-86C Thermo Scientific  

超纯水纯化系统 Milli-Q Synthesis 德国默克密理博公司 

预处理反应器 PCF20-1.6 烟台科立化工 

电热恒温鼓风干燥箱 DHG-9140A 上海一恒科学仪器 

隔水式培养箱 GHP-9160 上海一恒科学仪器 

电子天平 BS223S 瑞士梅特勒-托利多 

高压蒸汽发生器 DZFZ4.5C 上海蒸源机电设备 

预处理蒸汽发生器 HX-36D-2.5 上海华征特种锅炉制造有限公司 

高压蒸汽灭菌锅 YXQ-LS-75SII 上海博讯实业有限公司 

磨浆机 DSX-32S 江苏启东市东盛化工机械厂 

恒温水浴振荡器 HZ-9212S 江苏太仓华利达 

隔水式恒温培养箱 HZ-9310K-3S 江苏太仓华利达 

超净工作台 SW-CJ-1D 沪净净化 

锤式粉碎机 SF-300 上海科太粉碎设备厂 

生物反应器 BIOTECH-3BG-5L 上海保兴生物 

pH 电极 G301K 苏州汉星分析传感器有限公司 

溶氧电极 InPro 6800 瑞士梅特勒-托利多 

生物传感分析仪 SBA-90 山东省科学院生物研究所 

高效液相色谱 LC-20AD 示差检测器 日本岛津公司 

高效液相色谱 LC-20AT 紫外检测器 日本岛津公司 

超声波细胞粉碎机 JY92-IIN 宁波新芝生物 

PCR 仪 T110 美国 BioRad 公司 

核酸电泳仪 Tanon EPS100 上海天能科技 

凝胶成像系统 Tanon 1600 上海天能科技 
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附录 II  人工合成的 gad 基因序列 

巨大芽孢杆菌 Bacillus megaterium CICC 10055 中 gadBM 基因序列 

Detailed sequence of gadM from Bacillus megaterium CICC 10055 

 

1        atgcctcaat ggcatccgca tcgtgaacaa aaaaatttac ctgatgaatt tcctgttaat ccgctttttt 

71       ctcgacaagg agaagtgaca attccaagac tgcgtatcgg tgatcaaggt atgcttccgg aaacggctta 

141      tcaaatcatt catgacgaaa ttgctttaga cggaaatgcc cgcttgaatt tagctacgtt tgttactacg 

211      tggatggagc ctgatgcaaa gcgtttgtac ggagaatctt ttgataaaaa tatgatcgat aaagatgagt 

281      atccgcagac agcggctatt gaagagagat gtgtacgtat tttagcggat ttgtggaatt cacctaatcc 

351      tgataccacg atgggcgttt ctactacagg ttcatctgaa gcatgtatgc ttggtggact agcgttaaaa 

421      agacgatggc agaaactgcg taaaagtaaa gggctatcaa cggaccgccc caatattgta tttagttcat 

491      cggttcaagt ggtatgggag aagttcgcaa actattggga cgtagagcct cgttatgtga atattaatcc 

561      agatcatcct tatttagatg cagaaggcgt gattaatgcg gttgacgaaa atacaattgg cgtcgtaccg 

631      attcttggag tcacgtatac agggggttac gaaccaatag ctgctatcgc aaaagcatta gatgagttac 

701      aggaaaaaac agggttggat attcctatcc atgtagatgc tgcttctgga ggttttatcg ctccatttct 

771      tcaaccagac cttatctggg atttccgctt gccgcgagta aagtccatta acgtgtcagg acacaagtat 

841      ggtttagttt accctggctt gggatgggtg atttggagac gaaaagagga cttgcctgaa gatcttattt 

911      tccgcgtttc ttatttaggg ggcaacatgc caacttttgc gctcaacttc tctagaccag gagcacaagt 

981      ccttttgcag tactacaatt tcttgcgttt aggtaaagac ggctattatg ccgtgcaaaa aacctcccaa 

1051     gaaaacgcgc tgtttcttag caaagaaatt ggagaaatgg acgcattcga aattcttgct gatggttcag 

1121     atatcccggt tcttgcttgg aaactgaaag aagactatac accaaactgg actctttatg atttgtctag 

1191     acaactgcgt acgtacggat ggcaagttcc tgcttaccca ctcccagcag acatggaaga aatcacaatc 

1261     atgcgcattg ttgttagaaa tgggttttca agagaccttg ctcatttatt tatggttaat ttcaaacaag 

1331     ccgttgaatt tcttaactcg ttggatagac ctgttcttaa agacacgaaa tacgacaatg gatttcatca 

1401     ttaa 
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短乳杆菌 Lactobacillus brevis Lb85 中 gadBLB85 基因序列 

Detailed sequence of gadBLB85 from Lactobacillus brevis Lb85 

 

1        atggctatgt tgtatggaaa acacacgcat gaaacagatg agacgctcat accaatcttc ggggccaccg 

71       ctgaacgcca cgacctcccc aaatataaat tggcgaagca cgcgctcgag ccccgtgaag ccgatcggtt 

141      ggttcgcgat caactgctag atgaaggaaa ctcgcggctg aatctcgcca cgttctgtca gacttacatg 

211      gaaccggaag ctgttgaact catgaaggat acactggaga aaaacgccat cgataaatcc gagtatcctc 

281      ggaccgctga aattgaaaat cgttgcgtta atatcattgc caacctctgg catgctccgg aagctgagtc 

351      gttcactggc acctcaacga ttgggtcctc cgaagcttgc atgctggccg gtttggcgat gaagtttgct 

421      tggcgtaagc gcgccaaggc gaacggtctt gacttaactg cccatcaacc taatattgtc atctcagccg 

491      gctatcaagt ttgttgggaa aaattctgtg tctattggga catcgacatg catgtcgttc ccatggacga 

561      tgaccacatg tccttgaatg tcgatcacgt gttagattac gtggatgact acaccattgg tatcgttggc 

631      attatgggca tcacttatac tggacaatac gacgatttag cccgattaga tgccgttgta gagcggtata 

701      atcggacgac taagttcccg gtatatatcc atgtcgatgc cgcttccggc ggattttaca cgccgtttat 

771      tgaacccgag ctcaagtggg acttccgttt aaacaacgtg atttccatca atgcctccgg ccacaaatat 

841      ggcttggttt atcccggagt cggctgggta atctggcgtg gccaacagta tctaccaaaa gagttggtct 

911      ttaaggtcag ctacttgggt ggtagcctac ctacgatggc catcaacttc tcccacagtg cctcccaatt 

981      aatcggtcag tattacaact ttattcgctt tggttttgat ggctatcgtg aaattcacga aaaaactcac 

1051     gacgttgccc gctatctcgc gaaatcgctc actaaattag ggggcttttc cctcattaac gacggccacg 

1121     agttaccgct gatctgttat gaactcactg ccgattctga tcgtgaatgg accctctacg atttatccga 

1191     tcggctatta atgaagggct ggcaggttcc cacctatccc ttaccaaaaa acatggcgga ccgcgttatc 

1261     caacggattg tggttcgggc tgactttggt atgagtatgg cccacgactt tattgatgat ctaacccaag 

1331     ccattcacga tctcgaccaa gcacacatcg ttttccatag tgatccgcaa cctaaaaaat acgggttcac 

1401     gcactaa
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博士期间研究成果 

已发表论文： 

Jingbai Wen, Yanqiu Xiao, Ting Liu, Qiuqiang Gao, Jie Bao*. Rich biotin content in 

lignocellulose biomass plays the key role in determining cellulosic glutamic acid accumulation 

by Corynebacterium glutamicum. Biotechnology for Biofuels. 2018, 11:132. (SCI IF=5.203, 

对应本论文第二章内容) 

 

已接收论文： 

Jingbai Wen, Jie Bao*. Engineering Corynebacterium glutamicum triggers glutamic acid 

accumulation in biotin rich corn stover hydrolysate. Biotechnology for Biofuels. 2019, 12:86. 

(SCI IF=5.497，对应本论文第三章内容) 

 

待发表论文： 

Jingbai Wen, Jie Bao*. Imroved γ-aminobutyric acid production by extracellular expression of 

a mutated gadB in Corynebacterium glutamicum. (待投，对应本论文第四章内容) 

 

会议论文： 

Jingbai Wen, Qiuqiang Gao, Jie Bao*. Metabolic engineering of Corynebacterium glutamicum 

for cellulosic glutamic acid production using biotin excessive lignocellulose feedstocks. AFOB 

Summer Forum 2018, Incheon, Korea. (Poster) 
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