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代谢工程改造谷氨酸棒状杆菌生产聚 3-羟基丁酸和脂肪烃

摘要

在日益增长的能源和工业产品需求下，以生物基产品替代传统的化学品的生物经济

备受关注。随着基因组学、合成生物学的发展，利用重组微生物生产生物塑料、生物燃

料等生物基产品有很好的应用前景。

聚羟基脂肪酸酯（PHA）是一类能够由生物合成的可降解生物塑料。通过改变单体

的类型和比例可以改变聚酯类塑料的物理性质，因而利用代谢改造生产不同单体混合的

聚酯生物塑料是目前的热点。烃类化合物作为化石燃料的重要组成部分一般从原油中提

取，但利用微生物合成脂肪烃的研究也为生物燃料替代化石燃料提供了新的思路。利用

木质纤维素原料生产 PHB、脂肪烃等生物基产品，有利于降低产品生产成本、节约粮食

资源。但利用纤维素原料生产 PHB、烃类的报道较少，发酵菌株较难适应当下的木质纤

维素体系。本实验室开发的干发生物炼制能有效利用木质纤维素中的可发酵糖，而

Corynebacterium glutamicum S9114对该体系中的酚醛类抑制物有很好的适应能力，在谷

氨酸发酵中已有很好的应用。本论文以其作为改造出发菌株，利用代谢工程改造引入外

源的 PHB、脂肪烃合成途径，成功实现了产物的合成，进一步推动纤维素原料生产生

物塑料、生物燃料。

本文第一部分以 C. glutamicum S9114-△ldhA1::xylAB为出发菌株，引入来自罗氏真

养菌 Ralstonia eutropha H16的 PHB合成途径，得到了能合成 PHB的 JH01菌株。本研

究还尝试了增加底物乙酰辅酶 A的供给、强化合成代谢等策略进行代谢改造，发现过表

达合成途径基因能使 PHB含量提高到原来两倍。此外研究中还发现表达 PHB合成的辅

助基因 phaP有最好的提升效果，最终得到 19.51 %的 PHB含量以及 2.36 g/L的 PHB产

量。

本文的第二部分是针对 C. glutamicum S9114 的产烃代谢改造。通过导入来自蓝藻

Synechococcus elongatus PCC7942的脂肪烃合成途径得到产烃菌株 HW4，检测发酵液产

物发现有 C21-C30的超长链烃以及大量脂肪酸，发酵测得总烃产量为 18.77 mg/L。推测

超长链烃合成机制和脂肪酸代谢和分枝菌酸代谢有关，并利用 qRT-PCR分析相关基因

表达情况。对于影响产物检测的大量脂肪酸，本研究导入脂肪酸脱羧酶 OleTJE、OleTMC

基因，消耗积累的脂肪酸并得到 C12-C17的长链烯烃。

通过本论文的研究，在 C. glutamicum S9114 基础上得到了能够合成 PHB 的 JH01
菌株以及能生产脂肪烃的 HW4菌株，通过代谢改造增加了产物产量。对 PHB增产的改

造研究和超长链烃机制研究为接下来的进一步增产改造提供了新的思路。

关键词：木质纤维素；C. glutamicum S9114；烃类化合物；PHB；超长链烃；
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Metabolic engineering of Corynebacterium glutamicum for

Poly-3-hydroxybutyrate and Hydrocarbons Fermentation

Abstract

With the increasing demand for energy and industrial products, the bio-economy of
replacing traditional chemicals with bio-based products has attracted much attention. The
development of genomics and synthetic biology makes the use of recombinant
microorganisms to produce bioplastics, biofuels and other bio-based products have good
prospects.

PHA is fully bio-synthesized bioplastic with good biocompatibility and degradability.
The physical properties of polyester plastics can be changed by changing the type and ratio of
monomers. Therefore, the research on the production of polyester bioplastics mixed with
different monomers by metabolic transformation is currently a hot topic. As an important part
of fossil fuels, hydrocarbon compounds are generally extracted from crude oil, but the
research on the use of microorganisms to synthesize fatty hydrocarbons also provides new
ideas for replacing fossil fuels. Using lignocellulosic raw materials to produce PHB and
aliphatic hydrocarbons is conducive to reducing production costs and saving food resources.
However, there are few reports on the production of PHB and hydrocarbons from cellulosic
raw materials, because many strains are not suitable for lignocellulose systems. Dry
biorefinery process by our laboratory can effectively utilize the fermentable sugar in
lignocellulose, and Corynebacterium glutamicum S9114 has a good adaptability to the
inhibitors in this system, and has been used in glutamic acid fermentation. In this study, it was
used as a starting strain for transformation, using metabolic engineering to introduce PHB and
aliphatic hydrocarbon synthesis pathways, and successfully achieved the synthesis of products,
which is conducive to further promoting the industrial production of bioplastics and biofuels.

In the first part of this study, C. glutamicum S9114-△ldhA1::xylAB was used as the
starting strain, and PHB was successfully synthesized using the PHB synthesis pathway from
Ralstonia eutropha H16. The present study also attempted metabolic modification by
increasing the supply of substrate acetyl-coa and strengthening anabolism, and found that
overexpression of synthetic pathway genes can increase the PHB content to twice. In addition,
it was found in the study that the expression of gene phaP, a helper gene for PHB synthesis,
had the best effect, and finally obtained a PHB content of 19.51 % and a PHB yield of 2.36
g/L.

The second part of this study is the transformation of C. glutamicum S9114's
hydrocarbon production metabolism. Hydrocarbon-producing strain HW4 was obtained by
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introducing the aliphatic hydrocarbon synthesis route from Synechococcus elongatus
PCC7942. The fermentation broth products were C21-C30 long-chain hydrocarbons and
many of fatty acids. The total hydrocarbon production measured by fermentation was 18.77
mg/L. This study speculate that the long-chain hydrocarbon synthesis mechanism is related to
fatty acid metabolism and mycobacterial acid metabolism, and use qRT-PCR to analyze the
expression of related genes. Many fatty acids affect product extraction and detection, so
study introduced fatty acid decarboxylase OleTJE, OleTMC genes, consumed accumulated fatty
acids and obtained C12-C17 long-chain olefins.

This study obtained the JH01 strain capable of synthesizing PHB and the HW4 strain
capable of producing aliphatic hydrocarbons, and increased product yield through metabolic
engineering. The study on the mechanism of improving PHB production and very-long-chain
hydrocarbons provides new ideas for further production stimulation.
Keywords: lignocellulose; C.glutamicum S9114; Hydrocarbon; PHB; Long-chain

hydrocarbon；
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第 1章 绪论

1.1 聚羟基脂肪酸酯（PHA）

PHA是一种微生物在营养匮乏情况下积累的作为能源和碳源的存储物质[1-3]，在化

学结构上是由羟基脂肪酸酯单体聚合而成的线性聚酯。根据单体碳链长度不同，PHA可

分为短链 PHA和中长链 PHA。短链 PHA的单体碳原子数目在 3-6而中长链的单体碳

原子数目为 6-16，其中 PHB是一种由短链单体聚合的 PHA材料。PHA材料的性能由构

成单体的含量与结构决定[4]，因此材料性质差别很大。PHB作为一种结构简单的 PHA，
由于其结晶度达到 60 %-80 %，使得材料脆性很强[5]。除此之外，PHB材料的热加工难

度较大，在高于熔点（180℃）十度以上时加工容易断裂。为了改善这些问题，人们也

尝试了 PHB和 PHV 两种短链 PHA 单体的共聚 PHBV，或者将 PHB与中长链 PHA 共

聚，改善材料强度与韧性[6]。

PHA类材料性质优良，有着化学合成塑料的性质。还有很好的可降解性和生物相容

性。这使得 PHA材料在石油资源即将耗尽、白色污染日益严重的现在有很大的发展前

景[7,8]。以 PHB为代表的 PHA类材料如今主要应用于医疗、农业等领域。在医疗方面，

PHB可被用于医疗中的植入材料，作为骨科的细胞支撑材料[9]。在医药方面，PHA类材

料可制作药物缓释载体，通过细胞内的酮代谢分解，缓慢释放药物。因为具有气体阻隔

性质，PHB也可用作包装材料，能使 O2和 CO2缓慢透过。

目前 PHB的主要合成方法是生物化学法，通过微生物在非平衡条件下发酵合成获

得，也是工业上生产 PHB的主要方法。除此之外，利用化学方法也能合成 PHB，如以

β-丁内酯或者 3-羟基丁酸为单体[10]，通过催化剂催化得到 PHB产品。但这种方法参与

生产的成本很高，反应步骤也很繁琐，不利于工业生产。发酵结束之后，产物的提取是

较为关键的步骤[11]，提取方法通常有溶剂萃取法、水相分离法、酶法以及机械破碎法。

能够天然合成 PHB的微生物由于培养基质等差异合成途径也不尽相同，但在大体

主要是三步法和五步法两种[12]。三步法是目前发现的分布最广的一条合成途径，大部分

微生物如罗氏真养菌 Rhodopsin eutrophs等常采用这种途径合成 PHB，具体步骤为糖类

通过EMP途径生成乙酰辅酶A，之后再通过 phaA基因编码的β-酮硫解酶（β-ketothiolase）
的作用下得到乙酰乙酰辅酶 A，再经过 phaB基因基因编码的乙酰乙酰辅酶 A 还原酶

（acetoacetyl-CoA reductase）催化得到单体 3-羟基丁酰辅酶 A，最后 n分子的辅酶 A单

体在 phaC即聚羟基烷酸酯合酶（polyhydroxyalkanoate synthase）的作用下脱去 n分子

的辅酶 A聚合成聚 3-羟基丁酸[13,14]。

除此之外，真养产碱杆菌 Alcaligenes eutrophus[15]中的五步合成 PHB反应也较典型。

主要区别在于第二步反应得到的乙酰乙酰辅酶 A 因构型不同额外经过了两步反应得到

单体，最终在 PHB合酶的作用下缩合得到 PHB。
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图 1.1 PHB合成途径

Fig. 1.1 Pathway of PHB synthesis

产碱杆菌 Alcaligenes eutrophus、罗氏真养菌 Rhodopsin eutrophs、重组大肠杆菌

Escherichia coli等是目前具有商业应用价值的菌株，这主要出于培养原料、产物提取等

生产成本的考量。在生产菌株的生产性能上，广泛产碱菌 Alcaligenes latus在蔗糖底物

中培养的产物产率最高达到了 4.94 g(L.h)[20]，在生产菌株中达到相当高的标准。在利用

重组菌生产 PHB的应用中，转基因大肠杆菌是重要的工程菌种，也是当今研究的热点

[16-19]。魏国清等利用重组大肠杆菌工程菌 PHB发酵得到 8.24 g/L产物，含量达到总干重

的 84.6 %[21]。清华大学陈国强实验室在海水中培养的一系列嗜盐菌中经过代谢工程改造

后得到 PHB最高占干重 92 %的高产菌株[22-27]。

对 PHB产物的提取是工业生产的重要部分。目前主要的 PHB提取工艺分别为：萃

取法、水相法、酶法以及机械破碎法[28]。水相分离法中的次氯酸盐法是研究最早、报道

最多的 PHB提取方法，主要原理是利用次氯酸钠消化非 PHB的物质，但也有易分解产

物和降低产物分子量的缺点[29]。在工业的产物提纯上，提纯过程中的溶剂和设备费用增

加了产品的成本。工业上提纯最有效的方法是使用氢氧化钠等廉价的化学试剂，但这类

方法对于菌体要求较高，需要 PHB含量较高且易于破碎。PHB的检测及分析技术不断

的改进和创新[30,31]，其中 PHB的定性检测方法主要包括染色法、红外光谱法[32]、核磁

共振法等。在对产物的定量上常采用液相色谱、质谱仪以及质量分析等方法[33-37]。在发

酵生产中，生产菌株受不同培养环境的碳氮比[38,39]、磷、pH、溶氧[40]等因素的影响，提

高菌株生产 PHB的能力、改变细胞状态使其更利于后续的提纯以及增强菌株对于多种

原料的利用能力是现在生产菌种需要解决的问题。 ​
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工业发酵生产 PHB所使用的原料成本对于产品的生产成本有着很大的影响，因此，

寻找更为廉价的碳源是工业生产重要的考量因素。PHB生产使用的主要碳源有除了糖质

碳源外还包括一些醇和有机酸类。陈国强[41]等人在利用重组大肠杆菌以废糖蜜等作为碳

源生产 PHB上有较好结果，得到的细胞干重达到 200 g/L，其中得到 80 %含量的 PHB
产物。而刘双江在需钠弧菌 Vibrionatriegens合成 PHB上[42]，得到了占细胞干重的 28.4 %
的产物。在使用非糖质碳源方面，甲醇作为一种脂肪醇是一种最便宜的基质，低廉原料

成本有利于降低产品成本，D. bourque[43]利用甲醇培养甲基杆菌 Methylobacterium 得

25-30 %干重的 PHB。 ueda[44]在限氮条件下利用甲醇和正戊醇培养脱氮副球菌

Paracoccus denitrificans和甲基杆菌 Methylobacterium合成共聚物 PHBV，其中脱氮副球

菌生产共聚物中的 HV单体最高含量达到 91.5 %。此外，利用脂肪酸作碳源也有很多报

道。高海军[45]等人以丙酸、丁酸、戊酸作碳源培养真养产碱杆菌 Alcaligenes eutrophus
ATCC176967原始菌株 25 h发现，得到的细胞干重达 13.65 g/ L，PHB含量达到 67 %。

L.Anaylor[46]利用天然的玉米油生产 PHA，发酵得到的菌体干重达到 200 g/L 其中 PHA
含量达 67 %。

1.2 烃类化合物

化石燃料作为一种不可再生资源如今正在快速消耗，因此人类社会日益增加的能源

需求与这一现状产生了较大矛盾。在这样的时代背景下，利用可再生资源来生产生物燃

料以及油类化学品的需求较大，这推动了生物燃料的发展生产。工厂在以化石燃料为原

料生产油类燃料以及工业化学品时会产生大量的环境污染物，产生严重的环境问题。与

此相比生物燃料有良好的可持续性且更有利环境保护。

烃类化合物是化石燃料的重要组成部分，与其他燃料相比，其具有高能量密度、高

燃烧效率以及低吸湿性等优点。依照化合物碳原子数不同，烃类分为短链烃（C2- C5）、

中链烃(C6- C12)、长链烃(C13- C22)以及超长链烃(C23- C32)。而不同碳链长度的烃类也

有不同的功能。典型的油类燃料如汽油的主要组成部分是碳链长度 4-10 的部分中链及

长链烃，而柴油以及航空燃油的主要成分是碳链长度为 8-18的中链烃和长链烃[47]。此

外，碳链长度较大的部分长链烃以及超长链烃主要用于油类化学品的生产，如制造乳化

剂、润滑油等产品。在石油化工中，烃类化合物主要以原油为原料进行蒸馏提取获得。

对于重质原油则需要进行催化裂化以及加氢裂化处理进一步提取出其中的烃类。要加工

成汽油、柴油以及航空燃油等燃料还需进行硫、氮等元素的脱除处理[48]。利用化学或生

物方法直接合成的烃类化合物不仅具有较高的选择性，在生产过程中也大大减少了温室

气体的排放，在最近几十年备受关注。

生物燃料发展至今已有很多生产工艺大致为：（1）利用煤炭、天然气等为原料，

通过气体费托合成法[49]在高温高压的反应条件下进行煤炭液化，生产烃类等液体燃料。

费托合成法生产的烃类纯度较高，并且不含硫氮等杂质，可以生产航空燃料[50]。这种方

法有效利用了煤炭、天然气资源，但是其也有生产中需要维持高温高压、产品的选择性
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较低以及生产成本高的缺点[51]。（2）以油料作物如大豆、棕榈油等为主要原料，首先

进行油脂提取，然后通过加氢裂解脱氧或直接脱羧生产烃类燃料。加氢脱氧法[52]作为目

前最成熟的生产工艺，利用从油料作物中提取的脂肪酸或甘油三酯，与氢气进行加氢反

应，脱去其中的氧。后续还可进行进一步的加氢反应，使烃类化合物裂解以及支链化[53]，

用以生产短链烃以及支链烃。而脱羧法也是以油料作物中提取的脂肪酸以及甘油三酯为

原料，采用金属离子催化剂在水热环境下进行脱羧反应，其中脂肪酸脱去羧基、甘油三

酯脱去羰基生成直链烃以及 一氧化氮二氧化碳。脱羧法具有成本低、工艺简单以及产

物选择性高的特点，是目前备受关注的生物燃料生产方法[54]。但是采用粮食作物作为生

产原料与以生物质为原料生产生物燃料的工艺相比收到原料和成本的限制。（3）以微

藻、含油酵母等含油生物质作为原料，通过裂解法，制成烃类燃料，分为高温裂解和催

化裂解[55]。高温裂解法需 1000℃左右的高温环境，裂解产物存在选择性低的问题，生

产成本也较高。与此相比，催化裂解法利用金属离子催化剂催化[56]生物质，转化成生物

燃料，替代了高温裂解的高温环境。催化法有着选择性高、温度低以及速度快的优点。

裂解法直接利用含油微生物等生物质为原料，有更好的可持续性且避免了环境污染。但

是这类方法需要含油量较高的生物质作为原料，并且裂解完成后产物较复杂，需要进一

步分离提纯。（4）利用秸秆、蔗渣等含糖生物质为原料，经过生物质水解以及微生物

发酵，生物合成得到生物燃料。以水解后的含糖生物质作为原料，通过能源微生物进行

醇与烃类的发酵生产[57]，从而得到烃类化合物。通过生物发酵得到脂肪醇还需要进行后

续的脂肪醇脱水、聚合以及加氢的处理。直接通过微生物合成烃类化合物是目前研究的

热点，在胞内以脂肪酸或合成脂肪酸的中间代谢物为底物，通过生物产烃途径直接合成，

实现了从糖类到烃类的直接转化[58]。

利用发酵生产烃类的生产方式在目前受到较大关注。藻类、真菌、细菌等微生物均

能天然合成烃类[59]。诸如布朗葡萄藻 Botryococcus braunii、细长聚球藻 Synechococcus
elongates、灰色念珠藻 Nostoc muscorum等藻类以及一些霉菌、酵母也被发现可以合成

烃类，如霉菌的粉红粘帚霉 Clonostachys rosea[58]、树脂枝孢霉 Amorphotheca resinae[60]

等，酵母中有巴斯德汉逊酵母 Debaryomyceshansenii[61]等。在细菌中，发现如藤黄微球

菌 Micrococcus luteus[62]、弗尼斯弧菌 Vibrio furnissii[63]、硫酸盐还原细菌 Sulfate-reducing
bacteria[58]等细菌也存在烃的合成途径。通过生物发酵，我们可以有效利用产烃微生物

进行烃的生产。在天然的产烃微生物中，烃类作为一种代谢产物，在胞内主要参与细胞

壁的合成，而在胞外主要参与荚膜[58]的形成。微生物合成法和其他合成方法相比具有一

些优势：（1）微生物可以利用自然界广泛存在的生物质资源进行发酵生产，具有很好

的可持续性；（2）微生物发酵可以实现糖类到烃类的直接生产，省去了工业生产中的

复杂步骤，能有效减少环境污染；（3）烃类的生产菌株不仅可以利用天然的产烃微生

物，也可以利用分子生物学手段在一些不产烃的模式菌株中引入烃的合成路径，更好地

适应工业生产。还可以针对产烃路径进行改造，实现生产特定种类的烃类产物，更好地

满足工业需求[64]。
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微生物合成烃类的主要产物主要分为直链烃、支链烃以及非甲烷类烃[58]。支链烃产

物在藤黄微球菌 M. luteus中比较常见，主要通过头头缩合的方式合成，一般利用脂肪酸

代谢的中间代谢物为前体，得到两倍长度的支链烃。非甲烷类产物主要是异丙酮、异丁

烯以及乙烯等。最为常见的烃类产物是直链烃类化合物，其主要合成途径为延伸脱羧

（Elongation-decarboxylation）[65]和头头缩合（Head-to-head condensation）[66]两类。因此

烃的合成与脂肪酸[67]息息相关。与脂肪酸合成代谢相关的烃合成途径有三类，分别为脂

肪醛脱羰基、脂肪酸脱羧[68]以及头头缩合。

图 1.2 脂肪烃合成途径

Fig. 1.2 Pathway of alkane/alkene biosynthesis

（1）脂肪醛脱羰基

利用脂肪醛脱羰基合成烃类存在于大多数产烃生物中，是最为典型的产烃合成途

径。 烃的合成一般以脂肪醛为底物，经过醛脱碳酶 ADs（Aldehyde oxygenase）的催化

脱去一个羰基，生成烃以及 CO2或 CO，醛脱碳酶的来源较为广泛，在植物、昆虫、

蓝藻细菌及其他微生物[69]中都有发现。其中，植物中的醛脱碳酶如来自拟南芥的 CRE
主要催化碳链较长的脂肪醛，生成 C27、C31等超长链烃，用以植物枝叶保持水分[70]。

昆虫中的 CYP4 G1也是比较典型的醛脱碳酶，这是一种 P450酶[71]，也能催化碳链较长

的脂肪醛。将果蝇 CYP4 G1和动物 p450 还原酶的 CRP的基因一同导入酿酒酵母细胞

中[69]，在产物中检测到 C23、C25、C27的超长链烃。微生物中来自蓝藻的醛脱氧氧合

酶 ADO也能够催化脂肪醛合成烷烃，烃类产物主要是中链以及长链的烃。脂肪醛脱羰

基合成烃需要大量脂肪醛的供给，因此能天然合成烃的生物一般还有从脂肪酸代谢中合

成脂肪醛的分支路径。目前研究发现脂肪醛的供给可来自脂酰-ACP、脂酰-CoA以及脂

肪酸。Cao[72]等利用来自蓝藻的脂酰-ACP还原酶 AAR（Long-chain acyl-reductase）还原

成脂肪醛；choi[71]等以脂肪酰基 CoA 为底物，利用来自乙酰丁酸梭菌的脂肪酰基 CoA
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还原酶 ACR（Fatty acyl-CoA reductase）催化得到脂肪醛；来自发光杆菌的 FAR蛋白复

合体 [73]（由 luxCDE 组合而成）、海鱼分支杆菌中的羧酸还原酶 CAR（Arboxylate
reductase）[74]以及水稻的 DOX[75]这类脂肪酸单加氧酶都被发现能够催化脂肪酸生成脂

肪醛。Choi和 Lee[71]等人利用来自蓝藻 AAR与 ADO，在大肠杆菌中构建产烃路径，得

到 580.8 mg/L中长链烃。Lucie[76]等在改造菌株 Cupriavidus necator Re2061-pMAB2中表

达 AAR和 ADO，得到总计 1.85 g/L的烯烃烷烃产物。

(2)脂肪酸脱羧

脂肪酸脱羧反应得到的产物主要是末端烯烃，可用于洗涤剂、润滑油以及聚乙烯的

生产。其中编码脂肪酸脱羧的酶的相关基因主要是 OleT JE[77]、undA[78]以及 undB[78]。OleT

JE来自 Jeotglicoccus species，是一种 CYP152家族的 p450酶，能够利用过氧化氢提供的

电子以及氧催化脂肪酸脱去羧基得到奇数碳链末端烯烃。最初的研究表明单加氧酶 OleT

JE的催化活性必须依赖过氧化氢，但后来在生物体内发现的催化辅因子系统如 RhF-Red、
Fdr/ Fdx，CamAB也能替代过氧化氢的作用。辅因子系统多为以铁离子为活性中心的铁

氧化还原蛋白组合，利用铁离子的价态变化传递电子。OleTJE的体外催化反应表明其活

性完全依赖过氧化氢以及铁氧化还原系统。最近发现的来自溶酪巨球菌 Macrococcus
caseolyticus的 OleTMC[79]单加氧酶与 OleTJE有较高同源性，体外反应表明其在无过氧化

氢或辅因子系统的环境中依旧有催化活性，而辅因子系统的添加可以提高其酶活。Liu[80]

等在大肠杆菌中表达 OleTJE基因，得到 97.6 mg/L的末端烯烃；Jong[79]等利用大肠杆菌

表达 OleTMC获得了 49.64 mg/L的末端烯烃。OleTJE以及 OleTMC的催化产物分析表明其

对 C12 至 C18 的脂肪酸催化活性较高。UndA 和 UndB 是来自假单胞菌的单加氧酶，

UndA的底物主要是 C10-14的脂肪酸，而 UndB有更广的底物谱，为 C6-16的脂肪酸。

Rui[77,78]等在大肠杆菌中分别表达 undA和 undB基因，分别获得 6 mg/L以及 55 mg/L的

单末端烯烃。

（3）头头缩合

Ole-ABCD是来自黄体微球菌的催化头头缩合的一系列酶。通过头头缩合的形式产

生的烃类碳链长度一般是脂肪酸的两倍，是一种长链的内部烯烃。OleA[83]是一种硫解酶，

主要催化酰基-CoA生成不饱和单酮，酮基经过还原酶OleD消耗NADPH还原为氢氧根，

最后在依赖 AMP的合酶 OleC的催化下两分子头头缩合成一分子的内部烯烃。Beller[81]

等在大肠杆菌中表达 Ole-ABCD基因，获得了 40 μg/L的内部烯烃。

许多天然产烃的微生物都存在烃的产量过低的问题，其中大部分烃类产物小于细胞

干重的 10%。也有个别菌株如布朗葡萄藻和弗尼斯弧菌的产量可达干重的 60%以上。利

用天然产烃微生物进行发酵生产有较大的局限性，因此，将这些天然产烃路径导入到一

些模式生物如大肠杆菌、酿酒酵母等细胞中，并进行代谢工程改造是目前研究的热点。

Kang[82]等总结近年来烃合成途径研究的相关进展，利用代谢工程改造的方式来提高烃的

产量可以从以下几个方面考虑：1.可以促进烃合成前体的供给，以脂酰-ACP为前体时可

以删除 fadD基因，减少脂酰-CoA的供给；当以脂酰-CoA为前体时，相关脱氢酶 fadE
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可以促进前体积累；2.阻断副产物路径，敲除β氧化途径以减少脂肪酸的消耗，在大肠杆

菌中敲除醛脱氢酶 HFD1可以减少脂肪醛流向脂肪醇；3.增强合成路径，在 AAR与 ADO
的产烃路径中，过表达 ado或加入 cer基因以增强合成途径，促进脂肪醛向脂肪烃的转

化；4.增强氧化还原系统与还原力供给，酶的催化活性是烃合成的主要限速步骤，额外

供给 NADPH以及导入相关合酶配套的辅因子系统可以有效增加酶活。

1.3 木质纤维素与生物炼制

工业的发展使得现代社会对无法再生的化石资源的需求剧增，而我国是一个高度依

赖能源进口的国家。根据统计数据，我国在 2018年石油总消耗约为 6.14亿吨。而当年

我国共进口 4.6亿吨石油，约 75 %依赖进口。但石油产品的生产使得环境污染加重，碳

排放陡增。因此，为了减轻我国对进口能源的依赖，减少环境污染，寻求一种可以替代

石油进行燃料以及化工产品生产的原料迫在眉睫。木质纤维素作为一类分布广泛、未被

有效利用的含糖生物质资源，以此为原料生产生物燃料是较好的替代方案。木质纤维素

主要来自农林产业副产物，是价格低廉、含量丰富的生物质。我国是一个农业生产大国，

玉米、水稻以及小麦是我国种植最多的粮食作物。 根据中华人民共和国统计局统计，

在 2018年，我国玉米种植面积达 42130.05千公顷，水稻种植面积达 30189.45千公顷，

小麦的面积为 24299.19千公顷，占我国耕地面积的 70%以上。我国在 2018年三大作物

产量为 25717.39万吨玉米、21213.9万吨水稻以及 13144.05万吨小麦，总计约 6亿吨。

粮食作物的生产带来大量的秸秆等木质纤维素生物质，根据玉米水稻小麦的草谷比粗略

估算[83]，我国每年至少有 8.8亿吨以上的秸秆产生。粮食收获产生的秸秆多用来做动物

饲料以及食用菌生产等。有相当一部分直接就地燃烧引起环境污染，未能有效利用。目

前对生物燃料的研究中，纤维素原料是一种可靠且可持续供给的原料，其经过预处理后

可进行生物柴油等生物燃料的生产，这在我国是一项具有很好应用前景的产业。

木质纤维素原料的主要组分是纤维素，而木质素和半纤维素含量随原料不同而不

同， 此外还含有少量蛋白质以及灰分，这些组分以特定方式结合构成了木质纤维素紧

凑致密的结构，使其具有较强的生物顽抗性[84]。纤维素是一种结构致密的聚合物，D-
葡萄糖通过β-1，4糖苷键连接构成，其晶体结构非常紧密，因此纤维素酶很难将其水解。

半纤维素的组分较复杂由多种五碳六碳糖构成，如木糖、阿拉伯糖、葡萄糖、甘露糖以

及半乳糖等以β-1，4糖苷键连接形成，但结构强度上不如纤维素紧密。木质素是不溶于

水的非糖聚合物，由 p-香豆醇、松柏醇和介子醇聚合而成且其聚合度较低，一般与纤维

素一同组成植物细胞壁以增加植物细胞的强度、抵御纤维素酶的酶解[85]。预处理能够将

原料的糖类释放以用于后续发酵生产。

生物炼制步骤包括预处理、脱毒、微生物发酵以及产物提取纯化[86]等。预处理环节

作为最初也是最为重要的一步，主要用于破坏原料结构，使得后续纤维素酶更好和底物

结合从而提升酶水解效率。目前的预处理方法多使用物理、化学试剂处理以及微生物降

解等。物理法主要是利通物理方法如机械粉碎、辐射处理等破坏原料的晶体结构，常用
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方法有机械粉碎、辐射处理、热水处理[87]等。生物法则是利用能够合成相关纤维素酶的

微生物如软腐真菌等对纤维素原料进行酶解处理，降低原料的聚合度。物理化学法则是

采用物理手段和化学手段相结合的方式破坏纤维素结构，常用的方法有蒸汽爆破、氨纤

维膨爆以及微波处理[88,89]等。化学法则是利用化学试剂如酸碱和过氧化物等氧化剂、有

机溶剂等将木质纤维素中的一些组分溶解分离。稀碱预处理法利用通过溶解木质素使木

质纤维素结构强度降低，更为蓬松，有利于后续糖化过程中纤维素酶更好的结合酶解，

并且预处理之后的物料抑制作用较弱，有利于发酵菌株生长。但该处理法对于原料破坏

程度不彻底，影响了后续糖化效率。与此相比，稀酸预处理法则更有优势，利用稀硫酸

对原料进行处理，使得原料中的半纤维素水解成单糖。酸预处理法能更好地水解半纤维

素，是具有很好的应用于工业生产前景的方法。但是一般的稀酸处理也有如会产生大量

废水、会损的糖类，产生的抑制物较多以及对反应器腐蚀较大等问题[90]。本实验室开发

的干式稀酸预处理[91]是针对酸处理法的主要缺陷进行改良的处理技术。干式稀酸预处理

法是在反应器中将少量稀硫酸与物料混合并通入过热蒸汽并充分搅拌的预处理方法。

这种处理方法大大降低了水、蒸汽以及酸液的用量，实现了零废水排放，具有很好的应

用价值[91]。

在预处理的过程中，高温高压使得一些组分过度分解产生了较多抑制物。因此，预

处理后的物料还需对其中的抑制物进行脱除处理，这一过程称为脱毒。预处理的抑制物

主要分为呋喃醛、酚类和有机酸类三种。典型的呋喃醛类抑制物是糠醛和 5-羟甲基糠醛

[92]，由预处理得到的戊糖与己糖在预处理的高温酸性条件下脱水产生。这类抑制物能通

过抑制微生物酶活，使其生长缓慢，增加发酵菌株的延滞期，不利于发酵生产。抑制物

主要包括香草醛、丁香醛等，由木质素的过度分解产生。这些抑制物能够协同抑制发酵

菌株，具体体现在降低代谢酶活、降低胞内 PH以及对破坏细胞膜等。脱除抑制物方法

可分为物理脱毒法（吸附、水洗）、化学脱毒法（碱化处理）以及生物法（微生物和相

关酶处理）。物理和化学脱毒法会产生大量废水及损失物料的糖类，因此生物脱毒法有

着独特的优势，是当今研究的热点。本实验室在对生物脱毒法的研究中分离得到一株树

脂枝孢霉 Amorphotheca resinae ZN1[93]，这是一株能够降解烃类的煤油真菌，其能够优

先利用无聊中的抑制物，保留绝大部分糖类。该脱毒菌株能够在固态物料中快速生长，

与传统的液态脱毒有较大优势且避免了废水的产生。本实验室针对树脂枝孢霉 A. resinae
ZN1开发了静态脱毒和快速脱毒两种固态脱毒法。快速脱毒法是在特定反应器中通气，

利用螺带桨搅拌实现快速脱毒，节省了脱毒时间。

经预处理和脱毒后的物料还需糖化即将纤维素水解以释放其中的可发酵糖的过程。

糖化过程使用的纤维素酶主要包括内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶以及β-葡糖苷酶三种。

纤维素酶中内切葡聚糖酶主要作用于纤维素长链内部，将长链纤维素水解成具有还原末

端的短链纤维素；外切葡聚糖酶则自末端得到纤维二糖；水解得到的纤维二糖经β-葡糖

苷酶酶解成葡萄糖单体。糖化与发酵过程一般分为分步糖化与发酵和同步糖化共发酵两

类。分步糖化与发酵将糖化和发酵分开，在不同反应器中进行，因此，能够保证糖化与
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发酵能够在各自适宜的 PH环境下进行。但这种方式在高固含量物料情况下，容易因高

浓度的反应底物或产物使得纤维素酶活下降，影响糖化效率，造成糖化时间过长或纤维

素糖化不彻底，无法充分利用纤维素原料中的可发酵糖，造成浪费。同步糖化共发酵中

糖化与发酵同时进行，经过短时间预糖化后直接进行发酵，反应在同一反应器中。这种

发酵方法通过预糖化部分释放物料中的糖，在发酵过程中继续通过纤维素酶缓慢水解，

缓解了高糖浓度对酶活的抑制作用，缩短了糖化与发酵的整体时间。同步糖化共发酵在

糖化液中直接进行发酵，在高固含量情况下搅拌是影响酶水解效率的关键因素，因此本

实验室采用自主设计的螺带桨促进高固含量物料与纤维素酶的结合，提高酶解效率。在

生物炼制过程中，使用木质纤维素原料发酵结束后一些发酵产物还需进行对发酵醪固液

分离，再进行产物提取。高固含量物料进行同步糖化共发酵后发酵醪较为粘稠，固液分

离较困难。本实验室针对这一现象开发的短时间内高温处理可有效进行固液分离，降低

了产物分离的难度，使生物炼制更符合工业生产需求，具有很好的前景。

1.4 谷氨酸棒状杆菌与木质纤维素生物炼制

谷氨酸棒状杆菌是一株能够快速生长的好氧菌株，经改造后可用于生产氨基酸类及

乳酸等产品。同时，该菌株属于 GRAS[94]菌株，具有较高的安全性，因此也被应用于食

品工业以及生物材料的原料生产。组学和合成生物学的研究让微生物的代谢工程改造更

加容易。谷氨酸棒状杆菌作为较常用的工业生产菌株经过代谢工程改造可以生产许多生

物基产品，如生物柴油、生物材料和生物基化学品[95]等。生长快、醛类抑制物耐受性强、

易于代谢工程改造等优点使得谷氨酸棒状杆菌在生物炼制上具有很大的应用潜力。

木质纤维素原料在经过干式稀酸预处理时会过度分解产生大量醛类酚类抑制物。在

之后的快速脱毒步骤，完全脱除抑制物会损失物料中部分糖类，并且也会大幅延长脱毒

时间，不利于工业化生产。因此，一般在脱毒步骤，物料中抑制物一般有少量残余。对

抑制物有良好耐受性的菌株更适合在木质纤维素体系中生长发酵。谷氨酸棒状杆菌对于

醛类酚类抑制物有较高的耐受性，能够在一般木质纤维素原料中数倍的抑制物浓度下正

常生长，与其他发酵菌株相比较适合生物炼制[96,97]。谷氨酸棒状杆菌中相关醇脱氢酶

ADH和醛脱氢酶 ALDH能够催化抑制物中的呋喃醛和酚醛类变成呋喃醇、酚醇，最终

转化成呋喃酸和酚酸这类低毒物质，并进入中心碳代谢完全分解。在各种糖类的利用上

谷氨酸棒状杆菌也具有很大的潜力，原始菌株虽然不能利用原料中的木糖、阿拉伯糖等，

但其具有较弱的葡萄糖效应，这为以后导入其他糖类的代谢途径提供了较好平台。目前

对于谷氨酸棒状杆菌的木糖代谢改造使得该菌株能够有效利用纤维素原料中的木糖生

产谷氨酸、赖氨酸的产品。

谷氨酸棒状杆菌作为的发酵菌株除了氨基酸产品，经改造合成其他生物基产品的应

用也很多。目前的报道中谷氨酸棒状杆菌重组菌可以生产氨基酸衍生物[98]（谷氨酸、羟

基丁酸、精氨酸等）、生物燃料（油脂、乙醇等）、生物材料（酯类酸类等各类共聚物）

等。谷氨酸棒状杆菌能够在脱毒物料中糠醛、HMF、芳草醛、丁香醛等主要醛类抑制物
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协同抑制作用下正常生长，且耐受性能达到一般浓度的几倍，在生物炼制中有良好的适

应性，在生物基产品的生产上有很大优势。

1.5 本课题的研究内容与意义

我国是一个农业大国，每年会产生产生大量的农业废弃物，如何有效利用这些生物

质资源、减少处理废弃物的成本是值得思考的问题。而利用生物质资源生产生物基产品，

替代石油原料生产化学产品是目前的研究热点，用木质纤维素原料生产生物燃料、生物

材料等生物基产品能够很好利用农业废弃物变废为宝，也为工业发酵生产提供了新的原

料。本实验室开发的干法生物炼制技术能够很好利用木质纤维素原料，转化为可发酵糖

用于发酵生产，目前在生产乙醇、乳酸、谷氨酸、氨基丁酸等生物基产品有一定进展。

目前在利用木质纤维素生产 PHB以及烃类等产品应用较少。原料成本对于产品的生产

成本有着很大的影响，寻找更为廉价的碳源是工业生产重要的考量因素。因此利用木质

纤维素这一来源丰富、成本低廉的含糖生物质在工业发酵生产上有巨大潜力，这将有利

于降低 PHB、烃类等生物产品的生产成本，有很好的应用前景。

本研究选用 C. glutamicum S9114为出发菌株进行代谢工程改造，该菌株在本实验室

干法生物炼制的木质纤维素水解体系中有很好的适应性，对酚类、醛类抑制物有较高的

耐受性。该菌株在改造生产谷氨酸、赖氨酸、γ羟基丁酸等产物上均有较好结果，有很

好的应用前景。本研究在 C. glutamicum S9114中导入外源基因，以该菌株为底盘细胞构

建相应的 PHB合成途径和脂肪烃合成途径，实现 PHB和脂肪烃的合成生产。

本论文的主要内容包括以下两个部分：

（1）在 C. glutamicum S9114中导入了来自 Ralstonia eutropha H16的 phaA、phaB、
phaC三个关键基因，实现了。在提高 PHB含量上，尝试从前体供给以及代谢本身的优

化方面进行改造，也尝试了引入经过定向进化的关键基因以及相关辅助基因，最终使得

JH01菌株的 PHB含量较最初有较大提升。

（2）在 C. glutamicum S9114中构建脂肪烃合成途径，产物中检测发现超长链烃。

本研究针对超长链烃的产生机制进行探究，推测可能与脂肪酸代谢和分枝菌酸合成代谢

有关，并利用 qRT-PCR进行解析。此外还对改造后发酵液中的大量脂肪酸进一步利用，

导入脂肪酸脱羧酶进一步提升烃类产量。
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第 2章 代谢改造谷氨酸棒状杆菌生产聚 3-羟基丁酸

2.1 引言

以化石资源为原料生产的化工塑料制品在当今生产生活中应用广泛，但由于难降解

的特点对目前环境压力很大。传统的化工塑料由于难分解且吸附性强，因而容易吸附有

害物质污染环境，而进入食物链则危害动物和人类的健康。生物降解塑料作为新一代的

塑料产品有着无毒无害且可被环境分解的优点。在各国限制使用化工塑料的政策环境

下，生物塑料以其环境友好的优势被大力发展。生物塑料中的聚羟基脂肪酸酯（PHA）
和及聚乳酸（PLA）是目前主要的可降解塑料，其中 PHA完全通过生物合成方式生产。

PHB作为典型的 PHA类生物塑料在医疗材料、医药载体、食品包装和农业生产等领域

有很好利用。但通过微生物发酵合成生物塑料的成本较高，其中生产原料占总成本的一

半以上。利用木质纤维素原料生产 PHB能够有效降低原料价格，是降低生物塑料价格、

压缩生产成本的有效策略。我国作为农业大国每年有大量小麦、水稻和玉米收获，因此

能够有效保障生产原料的供给实现可持续生产，还有效利用了我国的农业秸秆等生物质

资源。

改造 C. glutamicum S9114利用木质纤维素生产 PHB较其他菌株有很大优势。谷氨

酸棒状杆菌是一株能够很好适应干法生物炼制的菌株，有着生长良好、对抑制物有很好

耐受性的优点。C. glutamicum S9114存在大量的醛脱氢酶、醇脱氢酶，因此对干式稀酸

预处理并脱毒后纤维素原料的酚醛类抑制物有很好的降解作用，对缩短生物炼制时间和

产物生产周期有促进作用。在碳源利用方面，由于木质素原料中除了葡萄糖还含有木糖、

阿拉伯糖、半乳糖等其他糖类，而谷氨酸棒状杆菌葡萄糖效应较弱，因此可以导入其他

糖的利用代谢，实现多糖的同步利用。目前利用纤维素原料生 PHB的研究较少，利用

重组 C. glutamicum S9114 更有利于适应工业生产环境。相关报道有改造 C. glutamicum
生产乳酸和 PHA的共聚物，这也为谷氨酸棒状杆菌生产性能更加优良的共聚物生物塑

料提供了很好的基础。

本章中在 C. glutamicum S9114-△ldhA1::xylAB中引入外源 PHB合成途径基因，验证

PHB生产。并对得到的重组菌株进行代谢上的改造以提高 PHB含量，包括增加前体供

给、PHB合成基因表达强化以及代谢优化三种策略，以进一步提高 PHB产量。

2.2 材料与方法

2.2.1 改造菌株

本章所用的原始菌株和经代谢工程改造的重组菌株在附录Ⅲ表 1中列出。大肠杆菌

E. coli DH5α作为宿主菌株用于重组质粒构 C. glutamicum S9114-△ldhA1::xylAB是在 C.
glutamicum S9114基础上导入了木糖代谢途径，是本章整合基因的出发菌株。表达质粒
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pH36用于C. glutamicum S9114中过表达目的基因，重组表达质粒在E. coli DH5α中构建。

质粒 pk18用于 C. glutamicum S9114中目的基因的敲除。质粒 pH36、pk18含有卡那霉

素抗性基因，携带该质粒的重组菌株需要添加 50 mg/ml卡那霉素母液保持质粒。

2.2.2 培养基及培养条件

本章使用的培养基配方有：（1）LB培养基包括（g/L）：酵母粉（YE）5、蛋白胨

10、氯化钠（NaCl）10; （2）种子培养基包括（g/L）:葡萄糖 30、磷酸二氢钾 1、硫酸

镁 0.6、尿素 3、酵母粉 5、蛋白胨 10；（3）发酵培养基：葡萄糖 60、磷酸二氢钾 1、
硫酸镁 0.6、尿素 3、酵母粉 5、蛋白胨 10。固体添加 2 %琼脂粉。

E. coli DH5α的培养：菌种解冻后划线，在 37℃培养箱中倒置培养 12 h，之后挑取

平板菌落接种至试管的 LB中培养 12 h，200 rpm，37℃，以 10%（v/ v）接种量接种并

培养 12 h用以提取质粒。含抗生素的 LB中需添加 0.1 %（v/v）50 mg/ml卡那霉素母液。

C. glutamicum S9114 的培养： 取甘油管解冻后在 LB 平板上划线。30 ℃倒置培养

36 h，接至 5 ml LB接种单菌落，200 rpm，30℃培养 12 h。取 lm菌液接至含 10 ml种
子培养基中，200 rpm，30℃培养 12 h，以 10 %（v/ v）接至 30 ml种子培养基进行发酵

种子液培养。培养抗性菌株时需加入 0.1 %（v/v）抗生素母液。

2.2.3 重组质粒构建

本章改造使用的质粒在附录Ⅲ表 2中列出，重组质粒构建使用的引物以及构建重组

菌株使用的验证引物见附录Ⅲ表 2。改造重组质粒方法为标准方法。构建 PHB的合成

途径需要构建三个质粒，分别为 pk18-△ldhA- phaC、 pk18-△pdh-phaA、 pk18-△
MscCG- phaB，构建质粒使用的 PHB合成途径基因 phaC、phaA、phaB基因片段由人工

合成获得并添加 peftu启动子。对于 phaC的整合质粒，利用 ldhA- up- F/R与 ldhA-down-
F/R两对引物将基因组上位点上游下游的约 1000 bp的同源臂扩增出来。对于扩增下来

同源臂片段酶切处理，上游片段利用 XbaⅠ和 SalⅠ酶切，而下游则使用 pstⅠ与 HindⅢ
酶切处理。此外，敲除质粒 pk18 mobsacB使用 XbaⅠ和 SalⅠ线性化后先连接上下游片

段得到敲除质粒 pk18-△ldhA。由于 phaC片段上有较多酶切位点不适合利用酶切连接的

方式，因此先使用 SalⅠ与 pstⅠ将质粒 pk18- △ldhA线性化，再通过无缝克隆的方式连

接片 phaC片段。对于 pk18-△pdh-phaA的构建，利用引物 pdh-up-F/R、pdh-down-down-
F/R 将 pdh 的上下游同源臂片段从谷氨酸棒状杆菌基因组上扩增，上游同源臂利用

EcoRⅠ、BamHⅠ酶切，下游同源臂通过 SalⅠ与 pstⅠ酶切处理，phaA使用 BamHⅠ、

SalⅠ酶切，利用 T4连接酶依次连接至 pk18 mobsacB质粒上得到 pk18-△pdh-phaA。此

外，pk18-△MscCG-phaB构建方法与 pk18-△pdh-phaA相同。对于 odhA基因，利用软

件计算该基因 RBS位点的翻译起始速率，通过软件设计 odhA翻译速率为 0.1au的 RBS
序列，合成引物 odhaRBS0.1-up-F/R和 odhaRBS0.1-down-F/R直接从基因组上扩增合成

上下游同源臂，最后将 pk18 mobsacB利用 EcoRⅠ、BamHⅠ线性化后通过无缝克隆构

建重组质粒。

对于表达质粒的构建，使用的 pH36质粒是利用 PTRCmob质粒为原始质粒，将其
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中的 Trc启动子替换为 H36启动子得到。利用 PhaA-F/R、PhaB-F/R、PhaC-F/R从合成

片段扩增含 SmaⅠ、XbaⅠ酶切位点的片段并酶切，将其整合至 pH36的 SmaⅠ、XbaⅠ
位点，得到重组表达质粒 pH36-phaA、pH36-phaB、pH36-phaC，用于分别过表达这三

个基因以增强合成途径。aceE基因和 fasR基因均通过引物 aceE-F/R、 fasR-F/R从 C.
glutamicum S9114基因组上扩增，通过酶切连接的方式连接到 pH36的 EcoRⅠ/ SalⅠ位

点，构建重组质粒 pH36-aceE、pH36-fasR。有关 NADPH供给的相关基因包括 sGDH、
pntAB、udhA，其中 sGDH基因来自 Gluconobacter oxydans，利用 sGDH-F/R 引物自基

因组扩增经 EcoRⅠ/XbaⅠ酶切，连接至 pH36相应位点，构建质粒 pH36-sGDH。PntAB、
udhA基因均来自 E. coli基因组，构建方法与上述方法类似。phaP基因则由人工合成。

所有质粒构建完成经过质粒 PCR及测序验证后使用。

2.2.4 重组菌株构建

本章使用的菌株主要是 C. glutamicum S9114，主要的质粒导入方式是电转化。平板

挑取单菌落后接至 5 mlLB中，200 rpm，30℃过夜，以 10 %（v/ v）接至 30 mlLBG感

受态培养基中，其中 LBG培养基是在 LB的基础上额外添加了 3 %甘氨酸和 0.11%吐温

80，LBG中培养 5-6 h后取出转至 50 ml离心管中，置于冰上 15 min。完成后离心管需

5000 rpm，4℃离心 10 min后去除液体，之后加原先等体积 10 %甘油吹打重悬离心两次，

最后加入预冷甘油进行重悬处理得到感受态。

感受态细胞取 60 μl加至 1 mlEP管，之后加 20 μl质粒吹打，将 EP管放置冰中 30 min
备用。本实验室电转化仪器是美国伯乐电穿孔仪 Genepulser XcelⅠ，电转条件是：2.0 kv、
200 Ω、25 μF。电击杯冷却后将感受态细胞混合液加入在电穿孔仪中电转，之后转移至

灭菌的 EP管中并加入 800 μl SOC培养基，将 EP管在 46℃条件下处理 6 min，放冰上

2 min，最后在 200 rpm、30℃培养 2 h。其中 SOC培养基是在 LB基础上加入 20 mM
葡萄糖、10 mM MgCl2、2.5 mM KCl、0.05 % NaCl、2 %蛋白胨以及 0.5 %酵母粉。培养

完成后取适量菌液在抗性板上涂布培养 48h以上。

对于导入重组表达质粒的菌株，通过挑取抗性板上的菌落利用 pH36-F/R引物菌落

PCR验证重组质粒是否导入至宿主菌中。而对基因的敲除则使用 pk18重组质粒，利用

该质粒上的 sacB的同源双交换方法进行特定位点基因的敲除与替换。基因的敲除与替

换需要两次重组验证。首先挑取验证成功单菌落，以一次重组验证引物和质粒自带 pk18-
F/R组合进行一次重组，验证成功的菌株即进行了一次重组交换。二次重组主要利用整

合菌株无法利用蔗糖生长的特点进行筛选。一次重组成功的菌株在 LB中过夜培养使其

发生二次重组，菌液按梯度稀释涂布在蔗糖抗性板上。在二次重组验证中，蔗糖板上生

长的单菌落易出现假阳性，因此需挑取单菌落在抗生素抗性板与蔗糖板上进行点板对

照。无抗性的菌落进行菌落 PCR，验证后通过测序验证后完成重组菌株构建。

2.2.5 聚 3-羟基丁酸酯（PHB）发酵

首先对 C. glutamicum S9114或重组菌株在平板上划线，并 30℃倒置培养 48 h备用。

挑取生长好的菌落接入 10 ml种子培养基中预培养，200 rpm，30℃培养 12 h，接下来
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按 10 %（v/ v）接入 30 ml种子培养基中进行种子扩培，培养 12 h后得到发酵种子液。

其中种子培养基成分见 2.2.2。培养前需用 5 M NaOH与 PH试纸控制培养基 PH在 7.0
左右。

此外还需在培养基中加入硫酸镁与尿素母液，温度为 30℃，转速为 200 rpm，接种

量为 10 %（v/ v）。发酵中使用 5 M NaOH调节 PH维持 7.0左右，每 6h调节一次。含

抗性质粒菌株需添加卡那霉素以保持质粒。在发酵过程中定时取样，观察其糖耗与生长

情况，每组实验均需进行重复实验。

2.2.6 聚 3-羟基丁酸酯（PHB）的提取与检测

发酵完成得到菌体在烘箱烘干 12 h。将干燥的菌体测定质量后捣碎研磨并取 100 mg
左右样品转移至 5 ml带塞试管中，加 1 ml浓硫酸，密封塞口并置 100℃反应 30 min使
菌体酸解。酸解后得到的混合物混匀后稀释 100倍，稀释后的液体经滤膜过滤后得到样

品。PHB浓度测定采用外标法，将不同质量的 PHB颗粒按上述方法酸解，通过液相测

定得到标准曲线。

在上述酸解过程中 PHB颗粒与硫酸反应生成丁烯酸，利用液相测定丁烯酸浓度可

得到菌体中 PHB的含量与浓度。液相采用岛津高效液相色谱（Aminex HPX-87H），检

测器为 RID-10A视差折光检测器，流动相为 5 mM H2SO4，流速为 0.6 ml/min，柱温为

65℃，进样量 20 μl。
2.2.7聚 3-羟基丁酸酯（PHB）含量测定

对于酸解后得到的丁烯酸，我们通过液相色谱测定浓度来确定 PHB浓度。细胞 PHB
含量计算公式如下：

PHB content=K×S×V×A
1000×m

×100%

其中 K为丁烯酸的也想标准曲线斜率，S为 PHB酸解后的液相读数，V为酸解体

积，A为酸解后的稀释倍数，m为酸解所用的菌体干重。

丁烯酸液相标准曲线：
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2.3 结果与讨论

2.3.1 C. glutamicum S9114中 PHB路径构建

天然的 C. glutamicum中没有合成 PHB的相关代谢，因此引入外源基因进行合成途

径构建。而 Ralstonia eutropha的 PHB合成途径在其他菌株中异源表达有较好应用。因

此本研究在 C. glutamicum S9114中导入来自罗氏真养菌 R. eutropha H16的三个关键基

因 phaA（H16_ RS07135)、 phaB(H16_ RS07140)、pha(CH16_ RS07145)，构建该菌株

PHB合成代谢途径。这三个基因经过早期实验验证，以 peftu作为启动子有最好的表达

效果。因此在后续实验中这三个关键基因片段分开表达时，均通过酶切连接方式自带该

启动子。将三个基因通过酶切连接得到合并片段 phaCAB，且合并片段共用一个 peftu
启动子，构建表达质粒 pH36-phaCAB。首先在 C. glutamicum S9114中导入表达质粒

pH36-phaCAB，得到重组菌株 C. glutamicum S9114-pH36-phaCAB。经过菌落 PCR验证

质粒基因完整性，并通过发酵实验验证该基因能否正常表达。发酵结果表明表达 phaCAB
基因能够正常合成 PHB，因此之后进行三个基因的基因组整合工作。

图 2.1 C. glutamicum S9114中合成 PHB的改造策略图

Fig. 2.1 Diagram of the engineering srtategy for PHB production in C. glutamicum S9114
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我们在原始菌株的基础上选取了整合了木糖代谢的改造菌株 C. glutamicum S9114-
△ldhA1::xylAB，以此为基因整合的出发菌株。在整合过程中发现大片段基因整合困难，

因此将三个基因分别整合至基因组三个位点。如图 2.1所示，利用重组整合质粒 pk18-
△ldhA1 -phaC、pk18-△pdh-phaA、pk18-△MscCG-phaB，通过同源双交换的方式敲除了

菌株基因组上的 ldhA1（编码乳酸脱氢酶）、pdh（编码乙酸激酶）、MscCG（编码谷氨

酸转运通道蛋白）三个基因，在相应位置分别插入了 phaA、phaB、phaC三个基因，得

到能够利用葡萄糖和木糖合成 PHB的重组菌株 JH01。

表 2.1 C. glutamicum S9114重组菌株发酵生产 PHB

Table 2.1 PHB fermentation of C. glutamicum S9114 recombinant strain

Strain Carbon source PHB content(%) PHB titer (g/L) Dry weight(g/L)
C. glutamicum S9114 glucose 0 0 8.29±0.10
C. glutamicumS9114
-pH36-phaCAB

glucose 3.81±1.43 0.23±0.06 6.12±0.34

C. glutamicum JH01 glucose 3.92±0.14 0.33±0.02 8.36±0.16
C. glutamicum JH01 xylose 2.91±0.55 0.51±0.07 17.60±0.44
发酵条件：30℃，200 rpm，PH 7.0，10 %（v/v），30 ml 玉米浆发酵培养基/250 ml摇瓶，

其中木糖与葡萄糖初糖浓度均为 60 g/L

表 2.1中发酵结果发现，对照组 C. glutamicum S9114在发酵过程中没有 PHB积累，

而 C. glutamicumS9114-pH36-phaCAB、JH01均有 PHB产生。JH01存在木糖利用途径，

因此也在木糖发酵培养基中进行PHB发酵测试。在发酵培养基中培养 48 h后，得到 PHB
产量分别为为 0.23 g/L、0.33 g/L、0.51 g/L，PHB含量（m/ m）为 3.81 %、3.92 %、2.91 %，

在以葡萄糖为碳源时，JH01菌株和 C. glutamicum S9114-pH36-phaCAB在 PHB含量上相

差不大，均接近 4 %，PHB相关基因在整合至基因组上后未对菌株产生负面影响。

在生长情况上 C. glutamicum S9114-pH36-phaCAB获得的菌体干重和 C. glutamicum
S9114、JH01相比较低，生长受到一定影响，因而 PHB产量略高。表 2.1的干重数据显

示，木糖对 JH01的生长具有促进作用，菌体干重达到 17.6 g/ L，是利用葡萄糖发酵得

到干重的两倍以上。

基因的不同的表达方式也未有明显区别。发酵结果表明，在质粒上表达合并基因片

段 phaCAB和分别在基因组上表达三个基因得到的细胞 PHB含量相差不大。由于表达

质粒 pH36 在 C. glutamicumS9114 中具有较高拷贝数，因此 C. glutamicum S9114
-pH36-phaCAB中三个基因应当有比 JH01更高的表达量。分析原因是质粒上的三个基因

通过 RBS序列连接为一个大片段并共用 peftu一个强启动子，这种表达方式会降低表达

效率，在拷贝数上有一定影响。

2.3.2 发酵培养基中的玉米浆替代

由于 C. glutamicum S9114在高生物素条件下谷氨酸积累受到限制，因此在生产非谷

氨酸产物时需要维持高生物素浓度以抑制谷氨酸代谢。最初的发酵培养基添加了大量玉
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米浆保证高生物素环境和氮源供给。但高浓度的玉米浆在 PHB产物提取步骤会随着离

心产生大量杂质沉淀，在烘干过程增加了菌体干重，这对 PHB提取的准确性有较大影

响。因此寻找可以替代玉米浆且不含有过多杂质的营养物质对 PHB的提取有重要作用。

玉米浆在发酵中主要提供氮源、高生物素以及矿物质、维生素等微量营养物质，我们参

考水解液中营养盐的成分，使用酵母粉和蛋白胨替代。这两种营养物质能够抑制谷氨酸

代谢和并保证菌体的正常生长。考虑到 C. glutamicum S9114的生长条件以及 PHB生产

环境，在酵母粉和蛋白胨浓度上，我们分别选取了 5 g/L、10 g/L、15 g/L三个梯度。

图 2.2 JH01在不同酵母粉和蛋白胨浓度下的 PHB发酵结果

Fig. 2.2 PHB fermentation of JH01 at different concentrations of YE and peptone

其中 Y为酵母粉，T为蛋白胨，以 Y0T0 为添加玉米浆的发酵培养基，实验组不添加玉米浆

利用酵母粉和蛋白胨代替玉米浆后，菌体干重的测定更加准确且在酸解步骤更容易

被酸解，这对菌体的收集、产物提取测定有一定改善。以只添加玉米浆的原始发酵培养

基为对照，分别设置三个梯度的酵母粉与蛋白胨浓度，共九组实验组。图 2.2的发酵结

果显示，从细胞 PHB含量看，5 g/L 的酵母粉就能够满足 PHB发酵需求，并且增加浓度

对菌体生长以及 PHB积累并没有促进作用。在 5 g/L 的酵母粉添加条件下，不同的蛋白

胨浓度对细胞 PHB含量有一定影响。就替代对照组的玉米浆而言，5-15 g/L的蛋白胨配

置均能达到替代作用。考虑到碳氮比和菌体生长需求，选取 5 g/L酵母粉、10 g/L蛋白

胨的配方以替代原发酵培养基中的玉米浆。JH01菌株在本次发酵实验中发酵后的 PHB
含量均较高在 8 %以上，这是因为菌体生长情况较好，PHB合成代谢活跃。
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2.3.3 增强底物乙酰辅酶 A的供给促进 PHB合成

本章的 PHB合成途径来自 R. eutropha H16，以乙酰辅酶 A作为底物。而乙酰辅酶

A又参与多种细胞基础代谢，引入新的代谢会造成底物的不足从而限制 PHB合成反应。

因此本研究希望先通过增强合成底物乙酰辅酶 A的供给，增大合成途径的碳代谢流，缓

解底物不足的情况。

图 2.3 PHB增产的改造策略

Fig.2.3 Metabolic engineering strategies for increasing PHB production

本节围绕增加乙酰辅酶 A的合成尝试了两种策略，包括（1）增强丙酮酸到乙酰辅

酶 A的反应：主要通过过表达编码丙酮酸脱氢酶的基因 aceE，强化反应从而增加底物

供给。（2）减少乙酰辅酶 A流入其他分支代谢：通过削弱乙酸代谢、脂肪酸代谢以及

TCA循环减少底物消耗。

第二个策略中，在乙酸代谢上，编码乙酸激酶的 ack基因被敲除，原来的位点被插

入编码木糖转运蛋白的 araE基因，目的是阻断了乙酸途径并增强了木糖转运利用，改

造得到的菌株被命名为 JH02。在脂肪酸代谢上，fasR基因被导入质粒在 JH01中过表达，

fasR基因编码的负反馈调节因子能够抑制乙酰辅酶 A还原酶 accBC、accD1活性，从而

削弱脂肪酸合成。在 TCA循环上，α-酮戊二酸脱氢酶（ODHC）是 C. glutamicum S9114
中 TCA循环中的关键基因，敲除编码该酶 elo亚基的基因 odhA对 TCA循环削弱较明
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显，但会严重影响菌体的生长。因此本研究采取弱化 odhA基因的表达的方式以削弱 TCA
循环，表达强度弱化为原先的 0.1倍。

表 2.2 改造后的重组菌株的 PHB发酵情况

Table 2.2 Results of PHB production by increasing the supply of Acetyl CoA

Strain PHB content(%) PHB titer (g/L) Dry weight(g/L)
JH01 4.75±0.17 0.24±0.02 4.96±0.33
JH01-pH36-aceE 6.02±2.63 0.39±0.16 6.57±0.14
JH02(JH01-△ack::araE) 4.90±0.41 0.29±0.03 5.89±0.02
JH01-pH36-fasR 5.83±1.28 0.34±0.08 5.85±0.02
JH01-odhARBS0.1 3.89±1.42 0.22±0.08 5.70±0.03

发酵条件：30℃，200 rpm，PH 7.0，10 %（v/v），30 ml发酵培养基/250 ml摇瓶

表 2.2中结果表明，第一个策略的改造得到的 JH01-pH36-aceE中 PHB含量为 6.02 %
（m/m），而 JH01对照菌株 PHB含量为 4.75 %（m/m），改造后含量略有提高，PHB
产量达到 0.39 g/L。第二个策略中通过弱化乙酸途径得到 JH02 (JH01-△ack::araE)，削

弱脂肪酸代谢得到 JH01-pH36-fasR以及弱化TCA循环得到 JH01-odhARBS0.1这三株菌。

在发酵 48h后菌体 PHB含量分别为 4.90 %、5.83 %、3.89 %，与原始的 JH01相比未有

明显提升。

两种改造策略在结果上对 PHB积累未有明显促进作用，改造选取的的基因均来自 C.
glutamicum S9114，且选取的表达质粒 pH36是该菌株常用质粒，因此基因一般均有效表

达。这表明在 JH01中乙酰辅酶 A供给不是 PHB合成的主要限速步骤，推测可能是合成

代谢的基因表达量或相关酶活制约了 PHB合成。因此考虑接下来对 PHB合成途径做进

一步强化，探究合成代谢的基因本身是否为产物合成的主要限制原因。

2.3.4 对 PHB合成途径强化以提高 PHB产量

在上一节中我们发现底物不是主要限制步骤，因此在本节我们希望强化合成途径来

实现 PHB增产。JH01的 PHB合成基因在人工合成时已针对谷氨酸棒状杆菌进行了密码

子优化，增强了该基因在 C. glutamicum S9114的翻译效率。在强化合成途径方面，我们

也采取两个改造策略：（1）增强合成途径关键基因表达：在 JH01中分别利用质粒过表

达基因 phaA、phaB、phaC，分别增强三步反应中的酶催化；（2）增加 NADPH的供给：

PHB合成过程需要消耗大量额外的 NADPH，过表达 NADPH还原酶基因 pntAB、udhA、
sGDH以实现还原力的补充。

第一个策略中我们通过构建 pH36-phaA、pH36-phaB、pH36-phaC三个表达质粒分

别增加表达量，其中目的基因自带peftu强启动子，导入 JH01中构建了 JH01-pH36- phaA、
JH01-pH36 -phaB、JH01-pH36-phaC。第二个策略中我们选取 pntAB、udhA、sGDH三个

基因在 JH01中过表达以补充 NADPH。pntAB、udhA基因来自大肠杆菌，是一种典型的

NADPH还原酶，消耗 ATP和 NADH合成 NADPH。而 sGDH则是来自 Gluconobacter
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oxydans的催化葡萄糖进行脱氢反应的基因，反应中合成 NADPH。构建这三个基因的表

达质粒并导入至 JH01中构建重组菌株 JH01-pH36-pntAB、JH01-pH36-udhA、JH01-
pH36-sGDH。

表 2.3 强化 PHB合成途径的 PHB发酵结果

Table 2.3 The result of PHB production by enhancing PHB synthesis pathway

Strain PHB content(%) PHB titer (g/L) Dry weight(g/L)
JH01 4.75±0.17 0.24±0.02 4.96±0.33
JH01-pH36-phaA 8.23±2.09 0.56±0.18 6.72±0.25
JH01-pH36-phaB 9.24±0.29 0.60±0.00 6.55±0.10
JH01-pH36-phaC 9.37±0.42 0.59±0.06 6.36±0.16
JH01-pH36-pntAB 7.39±1.04 0.45±0.08 6.01±0.09
JH01-pH36-udhA 5.21±0.62 0.31±0.04 6.04±0.03
JH01-pH36-sGDH 5.69±0.75 0.34±0.05 6.04±0.02

发酵条件：30℃，200 rpm，PH 7.0，10%（v/v），30 ml 发酵培养基/250 ml摇瓶

从发酵结果上看，两个策略对 PHB积累都有一定促进作用，其中第一个策略的三

个重组菌株 PHB含量以及产量约为对照菌株 JH01的两倍，改造菌株最高产量达到 0.6 g/
L。第二个策略得到的菌株 JH01-pH36-pntAB的 PHB含量也增加了 50 %左右。过表达

关键基因、额外供给 NADPH对 JH01的 PHB合成均有一定促进作用。过表达基因的提

升效果最好，说明目前 PHB合成途径基因表达量不足，本身的限制是影响生产 PHB的

一个较大因素。而在 PHB生物合成反应中会消耗胞内 NADPH。发酵结果显示，pntAB
的表达对 NADPH有最好的效果。NADPH的消耗对目前 PHB积累也有一定影响。pntAB
直接利用 NADH合成 NADPH，而 NADH主要参与菌体的生长代谢，过度消耗可能会

影响生长。但从细胞干重来看，重组菌株 JH01-pntAB的生长并未受到影响，推测原因

是目前 PHB合成较缓慢未消耗过多 NADPH。在强化 PHB合成途径的上述实验中，发

现代谢途径本身是合成 PHB的主要限速步骤，因此接下来对合成途径本身的限制因素

作进一步探究。

2.3.5 优化 PHB合成代谢以增加 PHB积累

对 JH01菌株的代谢改造结果显示，针对合成途径本身的强化对 PHB增产更为有效，

其中过表达合成途径的关键基因使 PHB含量增加了一倍。增加表达量有一定提升效果，

尝试活性更高的酶进行 PHB增产也是一个策略。因此我们针对合成途径进行进一步改

造：分别表达有更高酶活的基因和 PHB合成途径辅助基因 phaP。
上一节我们分别过表达了原来的 phaA、phaB、phaC三个基因，发现合成途径基因

的拷贝数不足，拷贝数的提高对 PHB积累有提升作用。除此之外，进一步提高酶活也

是值得考虑的促进 PHB生产的方法。phaB（QLTS）、phaC（STQK）是两个经过定向

进化的基因，其中 phaB（QLTS）来自 R. eutropha，由 phaB编码的酶蛋白在第 47位谷

氨酰胺突变成亮氨酸，第 173位的苏氨酸替换为丝氨酸得到。phaB（QLTS）的体外酶
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活较原始酶有进一步提升，在 C. glutamicum中表达得到的 PHB含量提高了一倍以上。

phaC( STQK)则是以来自 Pseudomonas. sp的 phaC为基础，通过定向进化后对蛋白氨基

酸序列分析发现了 325位丝氨酸突变为苏氨酸，481位谷氨酰胺替换为赖氨酸两个有益

替换。

图 2.4 PHB增产的改造

Fig.2.4 Metabolic engineering for increasing PHB production

在对一些能够天然合成 PHB菌株的 PHB途径研究发现，除了关键基因 phaABC
还发现了 phaP这一辅助基因，其编码的蛋白参与 PHB颗粒形成过程或者具有调节形成

颗粒的功能。本小节选取的 phaP基因来自 Azotobacter species FA8，研究发现其编码的

辅助蛋白在体外能够有效增强 phaA、phaB、phaC的酶活，在胞内能够形成疏水聚合物

包裹 PHB颗粒并分隔细胞质，从而保护细胞。在产 PHB的重组大肠杆菌中表达该基因

发现能够促使产生更多 PHB颗粒，同时对细胞生长有促进作用。

表 2.4 JH02表达 phaB(QLTS)、phaC(STQK)、phaP的 PHB发酵结果

Table 2.4 Effects of PHB production by expressing phaB(QLTS)、phaC(STQK)、phaP in JH02

Strain PHB content(%) PHB titer (g/L) Dry weight(g/L)
JH02 7.48±0.03 0.58±0.00 6.20±0.00
JH02- pH36-phaB(QLTS) 7.52±0.03 0.61±0.00 6.94±0.04
JH02- pH36-phaC(STQK) 8.63±0.54 0.72±0.02 7.70±0.07
JH02- pH36-phaP 19.51±0.57 2.36±0.12 11.42±0.01

发酵条件：30℃，200 rpm，PH 7.0，10 %（v/v），30 ml发酵培养基/250 ml摇瓶

从发酵结果上看，在 JH02的基础上表达 phaB（QLTS）、phaC(STQK)两个基因得

到的 JH02-pH36-phaB(QLTS)和 JH02-pH36-phaC(STQK)，PHB含量分别为 7.52 %和

8.63 %，与原始菌株 JH02相比未有提高。而在 JH02中表达的来自 Azotobacter sp. FA8
的 phaP基因对 PHB积累的有较好的提升，JH02-pH36-phaP的 PHB含量达到 19.51 %
是 JH02的 2.6倍，产量达到 2.36 g/L提高了 307 %。此外我们还发现 JH02-pH36-phaP
发酵得到的菌体干重达到了 11.42 g/L，与原始菌株相比有较大提高。
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在提升酶活方面，我们选取的 phaB（QLTS）、phaC(STQK)基因在 E. coli中表达

对 PHB增产效果明显，并且 phaC（STQK）也有报道在 C. glutamicum ATCC13032中对

PHB生产也有很好效果。在实验中两个基因的表达未有提升效果，排除不能正常表达的

因素，分析原因可能是这些基因虽然在其他 C. glutamicum中表达效果较好，但在 S9114
中的相关酶酶活不高，未能有效发挥作用。表 2.4数据显示，JH02- pH36-phaP不仅有

更高的 PHB含量，菌体干重也有较大增长。文献报道该 phaP基因表达的辅助蛋白在体

外酶活实验中具有促进催化的作用，但对体内酶活测定发现酶活并未提高。因此，我们

认为 PHB含量提高的主要原因主要在于该辅助蛋白对细胞的保护作用，通过包裹 PHB
颗粒从而减少其对细胞质内其他物质的干扰。

2.4 本章小结

本章实现了利用谷氨酸棒状杆菌生产 PHB，并进行了一些代谢工程改造以增加细胞

PHB含量。探究了从底物供给到合成代谢优化等改造，发现了一些限制 PHB合成的限

制因素。本章主要研究结论如下：

（1）将来自R. eutropha H16的PHB合成基因整合至 C. glutamicum S9114基因组上，

构建了能够利用葡萄糖和木糖合成 PHB的重组菌株 JH01。以葡萄糖为碳源发酵后细胞

PHB含量为 3.92 %，PHB产量为 0.33 g/L。而以木糖为碳源时，JH01的 PHB含量为

2.91 %，菌体干重达到 17.60 g/L，生长上比以葡萄糖为碳源更具优势。

（2）利用酵母粉和蛋白胨对原始发酵培养基中的玉米浆替换，解决了玉米浆杂质

对菌体收集和 PHB提取检测干扰的问题，通过梯度试验得到 5 g/ L酵母粉保证生物素

和微量营养元素的供给，10 g/L蛋白胨保证氮源的替换浓度。

（3）增加乙酰辅酶 A供给的相关改造对 JH01的 PHB合成未有明显促进作用，表

明底物供给目前不是 PHB合成的限制因素。在之后的强化 PHB合成途径的改造中发现

合成基因的表达量不足或酶活不高是 PHB合成的较大限制因素。结果显示过表达关键

基因能够使细胞 PHB含量提高至原来的两倍。额外供给 NADPH的改造中发现 pntAB
的表达对 PHB积累也有一定促进作用。

（4）在 JH02中过表达经过定向进化的 phaB（QLTS）、phaC(STQK)基因对 PHB
积累未有更好地促进作用，分析原因是在 C. glutamicum S9114中表达的酶活较低。此外，

我们还发现辅助蛋白基因 phaP基因的表达对 PHB积累和菌体生长有很大提升，细胞的

PHB含量能够提高到 19.51 %，产量达到 2.36 g/L，菌体生长状况也得到改善。这揭示

了 phaP编码的辅助蛋白对菌体的保护作用，为后续改造提供了新的思考方向。
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第 3章 代谢改造谷氨酸棒状杆菌生产脂肪烃

3.1 引言

烃类是油类燃料的重要组成部分。烃类化合物的生产主要来自石油分馏，提取不同

碳链长度的烃有不同的功能，中长链烃类因较高的能量密度可有效替代柴油等燃料。除

了用于燃料生产还可作为聚合物、活性剂以及涂料等产品的生产原料。传统的石化产业

在生产化石燃料时能耗较高且污染严重。此外，生产成本还受到国际石油价格的制约。

因此生物燃料作为环保且可持续的新型能源备受瞩目。将油脂、含油生物通过裂化等方

法生产生物柴油是工业较为常用的生产方式，而使用微生物直接发酵生产烃类等生物燃

料在产量方面还有所限制。但利用微生物生产生物燃料能够很好保证产物纯度，且不用

考虑脱硫等处理，直接实现从碳源到燃料的转化。而利用木质纤维素原料生产脂肪烃能

够有效利用废弃生物质，通过生物炼制过程实现纤维素原料向烃类的直接转化，是缓解

我国的能源需求的一个有效策略。

自从蓝藻中的醛脱羰基产烃途径被发现以来，改造微生物产烃代谢，实现烃类的发

酵生产一直是研究的热点。其中由脂肪酰基-ACP还原酶 AAR与脂肪醛脱羰基酶 ADO
组成的产烃途径是目前最具生产潜力的，在重组大肠杆菌中 C15、C17脂肪烃产量最高

达到 300 mg/ L。而脂肪酸代谢和醛类耐受性是提高产烃的重要影响因素。我们选取的 C.
glutamicum S9114不仅能够适应木质纤维素体系，在醛类物质的耐受上也很有优势。并

且谷氨酸棒状杆菌的脂肪酸代谢也较为活跃，除了参与胞内代谢的中长链脂肪酸，还有

大量长链脂肪酸用于细胞壁上分枝菌酸的合成，可为产烃提供丰富底物。与蓝藻等产烃

微生物相近的胞内 PH和温度可以很好保证相关酶的酶活和催化效率。

本章尝试在 C. glutamicum S9114中引入蓝藻细胞的脂肪烃合成途径实现烃的生产。

在对产物检测过程中对超长链烃的合成机制进行推测和 qRT-PCR分析。尝试利用发酵

液中的大量脂肪酸，减少对烃类提取测定的影响，增加烃的产量。

3.2 材料与方法

3.2.1 使用菌株

本章使用的各种发酵菌株见附录Ⅲ表 3。重组质粒的构建使用 E. coli DH5α为宿主

菌株。改造的出发菌株为 C. glutamicum S9114，购自上海工业微生物研究所，保藏编号

为 SIIM B460。改造所使用的表达质粒为 pH36，敲除质粒为 pk18 mobsacB，均带有卡

那霉素的抗性基因。

3.2.2 培养基及培养条件

本章培养使用 LB 培养基、谷棒种子培养基和 CGXⅡ-NL 氮源限制培养基。其中

LB培养基、种子培养基成分见 2.2.2。CGXⅡ-NL发酵培养基包括（g/L）:葡萄糖 60，
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硫酸铵 1.0，尿素 2.5，KH2PO41.0，K2HPO41.0， 硫酸镁 0.25，3-吗啡丙磺酸 42，氯化

钙 0.001，FeSO47 H2O0.001，ZnSO47 H2O0.0001，MnSO4 H2O0.001，CuSO45H2O0.00002，
NiCl26H2O0.000002，生物素 0.00002，硫胺素 0.00005，原儿茶酸 0.03。
E. coli DH5α的培养方法见 2.2.2。C. glutamicum S9114培养方法为：取冷冻甘油管后室

温解冻并划线，30℃倒置 36 h，接种至 LB中 200 rpm，30℃培养 12 h，之后养种子接

种量为 10 %（v/ v），在发酵接种时接种量为 5 %（v/ v）。

3.2.3 重组质粒构建

改造质粒见附录Ⅲ表 3，所用验证和构建引物见附录Ⅲ表 4。对于 fasR基因，利用

引物 fasR-up-F/R、fasR-down-F/R从 C. glutamicum S9114基因组上扩增上下游同源臂，

分别插入到 pk18mobsacB的 XbaⅠ/SalⅠ和 SalⅠ/ HindⅢ位点，aar、ado基因片段通过

合成得到，利用无缝克隆的方式整合至重组质粒，构建得到 pk18-△fasR-aarado。OleTJE、
OleTMC分别来自 Jeotglicoccus sp和 Macrococcus caseolyticus，通过上海市捷瑞生物工程

有限公司合成得到，通过酶切连接的方式分别连接到表达质粒 pH36 的 SalⅠ/pstⅠ与

XbaⅠ/SalⅠ位点，得到 pH36-OleTJE、pH36-OleTMC。
3.2.4 重组菌株构建

C. glutamicum S9114的电转化方法已在 2.2.4中详细描述。

E. coli DH5α的感受态制备：首先挑取单菌在至 LB，200 rpm条件下在 37℃过夜，

200 μl接至 5 ml LB中 2 h后转移离心管中，冰上处理 4 min后 5000 rpm条件离心 10 min，
去除液体后加 1 ml预冷的 0.1 M CaCl2重悬，最终得到感受态细胞。感受态制备完成后

可以经液氮冷冻后置于-80℃冰箱保存。

感受态菌液取 100 μl加入 EP管，加 10 μl质粒并吹打，冰上处理 30 min。冰浴完

成后 42℃持续 90 s，之后放置在冰上冷却 2 min，之后加 800 μl LB，37℃，200 rpm培

养 1 h。培养完成后取适量菌液涂布于抗性平板上，在 37 ℃隔夜培养。菌落经过 PCR
验证并测序通过后得到重组菌株。

3.2.5 产烃发酵

种子的培养基与上一章节相同，种子培养基以 5 %（v/v）的接种量接至 30 ml
CGXⅡ-NL 培养基中，培养基中其中 FeSO4·7H2O，ZnSO4·7H2O，MnSO4·H2O，

CuSO4·5H2O，NiCl2·6H2O配制成金属离子母液、生物素、氯化钙、硫酸镁均以母液形

式单独添加。在发酵过程中用 5 M NaOH调节 PH至 7.0左右，发酵周期为 96 h。
3.2.6 脂肪烃提取与气质联用（GC-MS）检测

发酵完成后在发酵液中按 2:1的比例加入甲醇氯仿浸提液（甲醇氯仿为 2:1），密

封瓶口后 200 rpm，30℃摇床浸提 12 h。将浸提液转移至杯中，10000 rpm离心 10 min。
离心得到的上清分为三层，取最下层有机相加入旋蒸瓶旋蒸，最后加入 1 ml氯仿溶解

得到样品。在测定前需离心去除沉淀等杂质。

浸提得到的有机层中含有烃类等产物，利用 GC- MS测定，本实验采用 Agilent 6890
GC-MS气象色谱质谱分析仪检测，配置 HP-5-MS色谱柱。GC-MS测定参数为：进样温
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度为 280℃且无分流条件，初始温度为 50℃并维持 2 min；升温阶段以 15℃/min速率

升至 80℃维持 3 min；接下来以相同升温速率升至 280℃维持 8 min；进样量 2 μl。
3.2.7 荧光定量 PCR（qRT-PCR）

以 C. glutamicum S9114-pH36-aarado为实验组，原始 C. glutamicum S9114为对照组

在 250 ml摇瓶中发酵并设置三个重复。在开始发酵后的 24 h、48 h收集菌体，经过 4℃
条件下 8000 rpm离心后液氮冷冻保存于-80℃。

将菌体从冰箱中取出，加入液氮后充分研磨并加入至 Trizol（TAKARA,japan）试剂

在进行 RNA提取。确认 RNA完整性和浓度后需进行适当稀释。之后对 RNA逆转录得

到 cDNA，稀释合适倍数后置于-20℃冰箱。将适宜浓度的 cDNA样品加入至 SYBR Green
Realtime PCR Master Mix，在 Bio-Rad CFX 96中进行 qRT-PCR反应。反应中以 16S rDNA
基因CGS9114_RS11955为内参基因计算各基因转录水平，其中差异表达倍数 Foldchange
≥ 2.0时为显著差异上调，Foldchange ≤ 0.5时为显著差异下调。

3.3 结果与讨论

3.3.1 C. glutamicum S9114中构建脂肪烃合成途径

在 C. glutamicum S9114 中引入的脂肪烃合成途径来自蓝藻细菌 S. elongatus
PCC7942，包括编码脂肪酰基-ACP还原酶 aar（synpcc7942_1594）和编码脂肪醛脱羰基

酶 ado( synpcc7942_1593）两个关键基因。我们发现 aar 基因在 E. coli中表达可溶性较

低，因此采取加入可溶性蛋白标签 SPY，通过融合表达的方式增强可溶性避免出现包涵

体。aar、ado 基因片段都通过人工合成获得，中间加入 RBS序列连接成一个片段，利

用酶切连接的方法连接至表达质粒 pH36上得到重组表达质粒 pH36-aarado，导入至 C.
glutamicum S9114 中得到 C. glutamicum S9114-pH36-aarado。由于脂肪烃合成依赖于脂

肪酸代谢，因此在发酵验证能够进行脂肪烃生产后，我们选定 C. glutamicum S9114基因

组上的 fasR基因作为敲除和 aaraado基因整合位点。扩增上下同源臂片段构建重组敲除

质粒 pk18-△fasR-aarado，导入至 C. glutamicum S9114中得到重组菌株 HW4。
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图 3.1 （a）C.glutamicum S9114中质粒表达 aarado基因的产烃发酵生长和糖耗；（b）HW4

和 C.glutamicum S9114发酵情况比较；（c）HW4 的 CGMS测定结果

Fig. 3.1 (a) The growth and sugar consumption of hydrocarbon fermentation by strain C.

glutamicum S9114-pH36-aarado and C. glutamicum S9114;(b) Result of hydrocarbon fermentation by

HW4;(c)Hydrocarbon pruduct of HW4

发酵条件：30℃，200 rpm，PH 7.0，接种量 5 %（v/v），30 ml发酵培养基/250 ml摇瓶；

在 CGXⅡ限氮培养基中以 C. glutamicum S9114-pH36 为对照组，C. glutamicum
S9114-pH36-aarado为实验组进行摇瓶发酵，在表达质粒上验证是否能够正常合成脂肪

烃。图 3.1（b）结果显示，HW4在发酵过程中 OD值偏低，发酵结束后有大量残糖剩

余。这是由于 HW4的发酵液中含有大量脂肪酸，菌体出现絮凝情况，这严重影响了菌
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株生长和糖的利用。如表 3.1所示，GC-MS结果显示在 S9114-pH36-aarado发酵液中检

测到 C21、C23、C28、C29、C30的超长链脂肪烃的产生，但典型的 C15、C17脂肪烃

未有检测到。aarado基因能够在 C. glutamicum S9114中正常表达。在将该基因整合至基

因组上后得到的 HW4菌株在摇瓶发酵后也检测到相同种类的脂肪烃，同时在发酵液中

还检测到大量 C16、C18的脂肪酸，在生长和糖耗上与对照相比 HW4均有所降低。在

3L发酵罐中进行 HW4的产烃发酵，我们以 C12烷烃作为内标物，测定总烃产量为 18.77
mg/L。

表 3.1 重组菌株发酵液中的烃类

Table 3.1 Types of hydrocarbons in recombinant strain fermentation broth

Product S9114 S9114-pH36 S9114-pH36-aarado HW4
C21H44 - - ﹢ ﹢

C23H48 - - ﹢ ﹢

C28H58 - - ﹢ ﹢

C29H60 - - ﹢ ﹢

C30H62 - - ﹢ ﹢

蓝藻的产烃途径主要产物是 C15、C17的烷烃。但从发酵结果看，在 C. glutamicum
S9114-pH36-aarado和HW4的发酵液中只检测到C21-C30的长链超长链烃，未发现C15、
C17烷烃产物。而我们选取的 aar、ado基因能够在 E. coli中表达，合成的主要产物是

C15、C17的烷烃，对该长度的脂酰-ACP具有催化能力。这说明导入的 aar和 ado基因

能够正常表达和催化，但反应的主要底物不是来自通常的脂肪酸代谢。我们在构建 HW4
时敲除了 fasR基因，因而脂肪酸代谢得到增强，在发酵液中也检测到大量 C16和 C18
脂肪酸，但这未对烃类的种类产生影响。

因此分析 C. glutamicum S9114中存在超长链的脂酰-ACP，并且在产烃途径中更为

优先被 AAR、ADO利用。在产烃发酵中，AAR、ADO不能够利用长链脂酰-ACP使得

烃类产量较低，无法有效利用增强的脂肪酸代谢。因此需要进一步探究超长链烃的合成

机制，这有利于针对产烃途径做进一步改造优化。

3.3.2 超长链烃生产机制探究

发酵液组分经 GC-MS检测只 发现有 C21、C23、C28、C29、C30的超长链烃产生。

为了解析超长链烃的合成机制，我们利用 C. glutamicum S9114的基因组注释，分析超长

链烃的底物可能来自脂肪酸代谢和分枝菌酸途径。

在 HW4 发酵液中的检测到 C8、 C10、C12、C14、C16、C18 脂肪酸产生，其中

C16、C18脂肪酸含量最多。这些脂肪酸的延长利用 FASⅠ型脂肪酸合成酶催化进行，

最长产物是 C18的脂酰-ACP，经硫脂酶 tes催化合成脂肪酸。我们发现在 C. glutamicum
S9114中还存在另一种由 FASⅡ型脂肪酸合酶参与的碳链延长途径，可产生超长链脂酰

-ACP，因此可经过 AAR、ADO的催化生成超长链烃。但 FASⅡ途径一般不发挥作用，

这可能由于 aar、ado基因的表达使得该途径被激活，进而产生超长链脂酰- ACP，经还
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原和脱甲酸反应得到超长链脂肪烃。

除此之外，超长链的脂酰-ACP还可能来自 C. glutamicum S9114的分枝菌酸合成途

径。C. glutamicum作为一种放线菌，能够天然合成分枝菌酸，碳链长度一般在 22-38。
分枝菌酸能够在细胞壁肽聚糖层外形成疏水层作为细胞的屏障，分枝菌酸的存在能够提

升菌体抗性，对细胞的生长以及形态维持有重要作用。分枝菌酸合成的底物来自基础脂

肪酸代谢，以脂肪酸为底物经 fadD、accD23 以及聚酮合酶 cgpks13 的催化下形成长链

酮酰基- ACP，之后在酮还原酶 cmrA的催化下一个酮基还原为羟基，该中间代谢产物经

过脱水、还原后经 AAR、ADO催化可得到超长链脂肪烃。

为了探究这两个途径是否参与了超长链烃的合成，我们利用 qRT-PCR定量分析探

究这两个途径关键基因表达情况。两个代谢途径的关键基因分为七个部分，脂肪酸途径

基因包括 ACC、FAS-Ⅰ、FAS-Ⅱ、FAT 四个部分，其中 ACC部分为编码乙酰-CoA羧

化酶的基因 CGS9114_RS13275、CGS9114_RS13235、CGS9114_RS13505；FAS-Ⅰ为通

常脂肪酸延长途径基因 CGS9114_RS13530、CGS9114_RS11835、CGS9114_RS13185；
FAS-Ⅱ包括超长链脂肪酸延伸相关基因 CGS9114_RS05810、CGS9114_RS05820、
CGS9114_RS 01975；FAT部分是催化合成脂肪酸的相关硫酯酶基因 CGS9114_RS01940、
CGS9114_RS04060、CGS9114_RS05365、CGS9114_RS 06045；分枝菌酸途径相关基因

包 括 FADs 、 MA 、 的 酶 类 基 因 CGS9114_RS05800 、 CGS9114_RS05075 、

CGS9114_RS09215、CGS9114_RS03120、CGS9114_RS12330；MA为分枝菌酸合成途径

的 关 键 基 因 CGS9114_RS13240 、 CGS9114_RS12340 、 CGS9114_RS12335 、

CGS9114_RS08800、CGS9114_RS08150；related部分是分枝菌酸相关的调控细胞分裂与

形态的基因 CGS9114_RS05480、CGS9114_RS12355、CGS9114_RS12325。

图 3.2 C. glutamicum S9114产烃后脂肪酸途径和分枝菌酸途径基因表达水平差异

Fig. 3.2 Comparison of transcription levels for selected genes of fatty acid biosynthesis pathway and

mycotic acid pathway in C. glutamicum S9114
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图 3.3 C. glutamicum S9114中的脂肪酸代谢和分枝菌酸代谢

Fig. 3.3 Fatty acid synthesis pathway and mycobacterial acid synthesis pathway in C. glutamicum S9114 .
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由于 HW4敲除了 fasR基因，使得脂肪酸代谢有很大增强，因此我们以 C.glutamicum
S9114-pH36-aarado为实验组，以导入空载质粒 pH36的 C.glutamicum S9114-pH36为对

照，比较关键基因的表达情况。结果显示，相关基因在发酵过程中差异表达不明显，只

有在 24 h时 CGS9114_RS05075即编码 fadD5的基因显著差异表达上调 2倍以上。FadD5
是一种脂酰-CoA合酶，主要作用是激活脂肪酸催化生成脂酰-CoA，为分枝菌酸合成提

供底物。但是其他相关的 fadD 类基因未有明显差异表达，因此未能证明分枝菌酸途径

与超长链烃合成途径的关系。在脂肪酸代谢方面，我们选取的关键基因都未有明显的差

异表达，产烃途径的导入未对 C.glutamicum S9114的相关代谢产生影响。分析原因可能

是目前的脂肪烃产物种类较多且总量过少，因而未对我们推测的 FAS-Ⅱ途径或分枝菌

酸途径产生较大影响。后续的 qRT-PCR实验可能需要在烃的产量更高对相关代谢影响

较大的情况下进行。超长链烃合成机制研究除了利用 qRT-PCR，对我们推测的途径还可

通过敲除部分关键基因，削弱或阻断相关途径来观察超长链烃的合成是否受到影响，这

也可以在以后的探究中继续尝试。

3.3.3 HW4产生的大量脂肪酸利用尝试

我们在 HW4发酵液发现 fasR的敲除导致大量 C16、C18脂肪酸的积累。在脂肪烃

的提取过程中脂肪酸也被提取至氯仿中，在 GC-MS检测中大量的脂肪酸会导致样品不

能及时汽化造成拖尾现象，影响了样品的定性定量测定。HW4的产烃途径目前未能有

效利用脂肪酸基础代谢，fasR的敲除造成大量脂酰 ACP的浪费，而 HW4不存在脂肪酸

的β氧化途径，除了供给分枝菌酸途径，还有大量脂肪酸未能利用。为了消除过多脂肪

酸对烃类检测的干扰以及有效利用 C16、C18的脂肪酸，我们考虑在 HW4中导入脂肪

酸脱羧酶基因 OleTJE与 OleTMC，在消耗 C16、C18脂肪酸的同时增加脂肪烃的产量。

构建重组表达质粒 pH36-OleTJE和 pH36-OleTMC，分别导入至 HW4 中得到菌株

HW4-pH36-OleTJE和 HW4-pH36-OleTMC，此外，将这两个表达质粒导入至 C. glutamicum
S9114 中得到 C. glutamicum S9114-pH36-OleTJE和 C. glutamicum S9114 -pH36-OleTMC。
由于 HW4中拥有脂肪酸脱羧酶所需的铁氧化还原系统 FDR/FDX，因此可以直接导入不

需要额外添加提供电子的还原系统。

GC-MS结果如图 3.4(c)、(d)显示，这四株菌的发酵液中都检测到了 C15、C17的单

末端烯烃以及 C14的双末端烯烃，表达 OleTMC菌株的发酵液中还额外检测到 C12的双

末端烯烃，OleT 催化的主要产物在种类上是长链脂肪烃。与表达 OleTJE的菌株相比，

表达 OleTMC基因的菌株生产的长链烃更多，这是因为 OleTMC对还原系统的依赖程度较

低，因此更能适应 C. glutamicum S9114 的胞内环境。HW4-OleTJE和 HW4-OleTMC的脂

肪烃产物种类较为丰富，碳链长度从 12到 30，包含了大部分的长链烃和超长链烃，实

现了长链和超长链烃的同时生产。但发酵液中的脂肪酸含量依旧过高，脂肪酸脱羧代谢

虽然能够利用长链脂肪酸，但依旧存在反应速率过慢，不能消耗大量脂肪酸的问题，因

此这也是脂肪酸进一步利用的改造方向。
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图 3.4 （a）在 C.glutamicumS9114中表达 OleTJE、OleTMC的发酵结果；（b）在 HW4中表

达 OleTJE、OleTMC的发酵结果；（c）在 C. glutamicum S9114中表达 OleTJE、OleTMC发酵液烃类产

物；（d）在 HW4 中表达 OleTJE、OleTMC发酵液烃类产物

Fig. 3.4 (a)fermentation results of gene OleTJE andOleTMC expressed in C. glutamicum S9114;(b)

fermentation results of gene OleTJE and OleTMC expressed in HW4;(c) the hydrocarbon products of

fermentation broth by C. glutamicum S9114 expressed OleTJE and OleTMC;(d) the hydrocarbon products of

fermentation broth by HW4 expressed OleTJE and OleTMC

表 3.2 表达 OleT后的发酵液产物

Table 3.2 The product of fermentation broth after expression gene of fatty acid decarboxylase

product S9114-pH
36

HW4 S9114-pH36-
OleTJE

S9114-pH36-
OleTMC

HW4-pH36-
OleTJE

HW4-pH36-
OleTMC

C12H12 - - - ﹢ - ﹢

C14H26 - - ﹢ ﹢ ﹢ ﹢

C15H30 - - ﹢ ﹢ ﹢ ﹢

C17H34 - - ﹢ ﹢ ﹢ ﹢

C21H44 - ﹢ - - ﹢ ﹢

C23H48 - ﹢ - - ﹢ ﹢

C28H58 - ﹢ - - ﹢ ﹢

C29H60 - ﹢ - - ﹢ ﹢

C30H62 - ﹢ - - ﹢ ﹢

3.4 本章小结

在 C. glutamicum S9114中构建了脂肪烃合成途径，实现了在 CGXⅡ限氮培养基中

合成脂肪烃，在将合成途径整合至基因组上后得到了一株稳定产超长链烃的菌株 HW4，
并对超长链烃机制进行解析以及解决发酵液脂肪酸过多的问题。本章主要结论如下：

（1）在 C. glutamicum S9114 基因组的 fasR位点整合了来自 S. elongatus的产烃基



华东理工大学 硕士学位论文 第 33页

因，构建了稳定产烃的菌株 HW4，其主要烃类产物都是超长链烃，同时发现发酵液有

大量脂肪酸积累。

（2）依据 C. glutamicum S9114基因组注释选取了可能参与超长链烃的合成的脂肪

酸代谢 FAS-Ⅱ和分枝菌酸途径，但 qRT-PCR结果显示相关基因未有明显差异表达，分

析原因在于烃产量过低对相关代谢未有明显影响。

（3）在 HW4中导入脂肪酸脱羧酶 OleTJE和 OleTMC以减少 HW4中长链脂肪酸积

累，我们得到了能够合成 C12-C30脂肪烃的菌株，但 fasR敲除效果依旧明显，发酵液

中还存在大量脂肪酸。

第 4章 结论与展望

4.1 结论和创新点

微生物发酵生产生物基产品是目前具有工业应用前景的生产方式，但发酵的原料成

本对生产成本的降低一直是重要的限制因素。而木质纤维素作为分布广泛且低廉的含糖

生物质能够很好地解决原料的成本问题。本实验室的干法生物炼制为工业利用纤维素发

酵提供了很好的技术方案。本研究选取的出发菌株 C. glutamicum S9114能很好使用干式

稀酸预处理后的纤维素物料，对预处理脱毒后物料中残余的分醛类抑制物有耐受性，具

有生长快、耐受性强的优点。在该菌中通过代谢工程改造引入 PHB合成途径、脂肪烃

合成途径能够扩大木质纤维素原料的应用范围。

在 C. glutamicum S9114中分别引入来自罗氏真养菌的 PHB合成代谢和蓝藻的脂肪

烃合成途径，使其能够合成 PHB以及生产脂肪烃，对降低生产成本具有重要意义，并

在构建相关代谢途径后通过代谢改造使产量进一步提升。

本论文主要结论如下：

（1）C. glutamicum S9114在整合了 R. eutropha H16的 PHB合成基因后得到了能够

利用葡萄糖和木糖合成 PHB的重组菌株 JH01。发酵结果显示，JH01利用葡萄糖发酵后

得到的细胞 PHB含量为 3.92 %（m/ m）；而利用木糖发酵得到 PHB含量为 2.91 %（m/
m），但获得了 17.60 g/L干菌体，是在葡萄糖中培养的两倍。因培养基中玉米浆的存在

对 PHB 测定结果有一定干扰，利用酵母粉和蛋白胨替换玉米浆。梯度试验表明 5 g/ L
酵母粉、10 g/ L蛋白胨能够达到替代效果。

（2）JH01存在 PHB含量过低的问题，因此提出增加底物乙酰辅酶 A供给和强化

合成途径两种代谢改造策略增加 PHB产量。在增加乙酰辅酶 A供给的改造上，采用分

别削弱乳酸、乙酸、脂肪酸代谢和 TCA循环以及表达丙酮酸脱氢酶基因等方法，在结

果上未对 JH01的 PHB合成有明显促进作用，表明底物供给不是主要限速步骤。在强化

合成途径上，使用分别过表达 phaA、phaB、phaC三个基因和增加 NADPH供给的方法，

结果显示表达关键基因有最明显的提升效果，说明基因的表达量或编码酶的酶活是现在
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PHB积累的限制因素。在此结果基础上，我们又在 JH02中分别表达经定向进化的基因

phaB（QLTS）、phaC（STQK）以及辅助基因 phaP。其中 JH02表达定向进化的基因后

PHB含量未有明显提升，但 phaP基因的表达对 PHB含量提升较大达到 19.51 %，产量

达到 2.36 g/L。此外表达 phaP对细胞生长也有促进作用，原因是该基因编码的蛋白对菌

体的保护作用。

（3）在 C. glutamicum S9114中导入 S. elongatus的脂肪烃合成基因得到了重组菌株

HW4，并且在构建过程中敲除了 fasR基因以增强脂肪酸代谢。检测产物发现了超长链

烃以及大量的脂肪酸的产生。针对产生超长链烃的异常现象，我们选取了脂肪酸代谢和

分枝菌酸途径这两个可能相关途径，利用 qRT-PCR分析两个途径的关键基因以解析超

长链烃合成机制。结果显示，相关基因的相对表达量未有明显变化，分析原因在于烃的

产量过低，未对相关代谢产生影响。此外，为减少发酵液中大量的脂肪酸对烃类提取和

分析的影响，在 HW4中表达脂肪酸脱羧酶基因 OleTJE和 OleTMC，消耗脂肪酸的同时增

加长链烃的产量，得到的重组菌株能够同时生产 C12-C30的长链烃和超长链烃。

4.2 展望

本研究在 C. glutamicum S9114中导入了合成 PHB和脂肪烃的关键基因，构建了合

成途径，并对提高产物的产量进行了初步的优化。但上述工作中仍需要深入研究：

（1）由于原始 JH01的 PHB含量较低，很多代谢改造如增加前体和 NADPH供给

均未有改善作用，可以在表达 phaP基因的基础上继续尝试。除了增强合成代谢，减小

PHB合成对菌体的负担也是优化 PHB产量的思路。

（2）PHB增产方面除了代谢改造，还可以考虑定向进化如利用离心筛选的方法获

得 PHB含量更高的菌株，利用 PHB 密度大于细胞密度的特性筛选 PHB 含量更高的细

胞。

（3）利用 qRT-PCR解析高碳烃的合成机制解析未有明显差异，可以通过敲除两个

途径的几个关键基因进行验证，在接下来的探究中可以选取其他的 aar、ado基因观察

超长链烃是否为共同产物。
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附录 Ⅰ 仪器设备

名称 型号 生产厂家

生物传感分析仪 SBA-90 山东省科学院生物研究所

PCR仪 T110 美国 BioRad公司

超净工作台 SW-CJ-1FD 苏州苏洁净化

超纯水机 Milli-Q Synthesis 德国Merck Millipore 公司

旋转蒸发仪 EYELA 上海大颜仪器设备有限公司

低温冷却循环泵 DLSB-10/20° 上海大颜仪器设备有限公司

台式离心机 5415R 德国 Eppendorf公司

超高速离心机 J-26 美国 Beckman Coulter 有限公司

超低温冰箱 Forma-86C 美国 Thermo Fisher Scientific 公司

气浴摇床 ZDLH-8050-3S 上海佐研仪器科技有限公司

核酸电泳仪 Tanon EPS100 上海天能科技

凝胶成像仪 Tanon 1600 上海天能科技

隔水式恒温培养箱 DK-8D 上海一恒科学仪器

高压蒸汽灭菌锅 TOMY-SX-700 天美科技有限公司

pH计 PHS-3C 上海仪电科学仪器股份有限公司

高效液相色谱 LC-20AT紫外检测器 日本岛津公司

紫外分光光度计 Biomate-3S Thermo Scientific

蒸汽发生器 KQ-C 上海奉贤协新机电厂

生物反应器 BIOTECH-3L-4BG 上海保兴生物设备工程有限公司

恒温水浴摇床 HZ-9212S 江苏华利达

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

GC-MS Agilent 6890 安捷伦科技有限公司
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附录Ⅱ 相关基因序列

1.PHB合成辅助基因 phaP序列

atgatcctcaccccggaacaagttgcagcagcgcaaaaggccaacctcgaaacgctgttcggcctgaccaccaaggcgtttgaaggcgtcgaaaagctc
gtcgagctgaacctgcaggtcgtcaagacttcgttcgcagaaggcgttgacaacgccaagaaggcgctgtcggccaaggacgcacaggaactgctggc
catccaggccgcagccgtgcagccggttgccgaaaagaccctggcctacacccgccacctgtatgaaatcgcttcggaaacccagagcgagttcaccaa
ggtagccgaggctcaactggccgaaggctcgaagaacgtgcaagcgctggtcgagaacctcgccaagaacgccccggccggttcggaatcgaccgtg
gccatcgtgaagtcggcgatctccgctgccaacaacgcctacgagtcggtgcagaaggcgaccaagcaagcggtcgaaatcgctgaaaccaacttccag
gctgcggctacggctgccaccaaggctgcccagcaagccagcgccacggcccgtacggccacggcaaagaagacgacggctgcctga

2.编码脂肪酸脱羧酶的基因 OleTJE和 OleTMC序列

OleTJE

atggcaacacttaagagggataagggcttagataatactttgaaagtattaaagcaaggttatctttacacaacaaatcagagaaatcgtctaaacacatcagtt
ttccaaactaaagcactcggtggtaaaccattcgtagttgtgactggtaaggaaggcgctgaaatgttctacaacaatgatgttgttcaacgtgaaggcatgtt
accaaaacgtatcgttaatacgctttttggtaaaggtgcaatccatacggtagatggtaaaaaacacgtagacagaaaagcattgttcatgagcttgatgactg
aaggtaacttgaattatgtacgagaattaacgcgtacattatggcatgcgaacacacaacgtatggaaagtatggatgaggtaaatatttaccgtgaatctatc
gtactacttacaaaagtaggaacacgttgggcaggcgttcaagcaccacctgaagatatcgaaagaatcgcaacagacatggacatcatgatcgattcattt
agagcacttggtggtgcctttaaaggttacaaggcatcaaaagaagcacgtcgtcgtgttgaagattggttagaagaacaaattattgagactcgtaaaggg
aatattcatccaccagaaggtacagcactttacgaatttgcacattgggaagactacttaggtaacccaatggactcaagaacttgtgcgattgacttaatgaa
cacattccgcccattaatcgcaatcaacagattcgtttcattcggtttacacgcgatgaacgaaaacccaatcacacgtgaaaaaattaaatcagaacctgact
atgcatataaattcgctcaagaagttcgtcgttactatccattcgttccattccttccaggtaaagcgaaagtagacatcgacttccaaggcgttacaattcctgc
aggtgtaggtcttgcattagatgtttatggtacaacgcatgatgaatcactttgggacgatccaaatgaattccgcccagaaagattcgaaacttgggacggat
caccatttgaccttattccacaaggtggtggagattactggacaaatcaccgttgtgcaggtgaatggatcacagtaatcatcatggaagaaacaatgaaata
ctttgcagaaaaaataacttatgatgttccagaacaagatttagaagtggacttaaacagtatcccaggatacgttaagagtggctttgtaatcaaaaatgttcg
cgaagttgtagacagaacataa
OleTMC

atgagtaaaagagttcctaaagatagaggtattgataattcattgaagattatgaaggaaggttatgaatacgttccagcgcgtatgaagaaatttaatacgaat
atttttgaaacacgcgttttaggaggtaaaactgctgttgttatcagtggtaaagacgctgctgaattattttatgataatgataagacagaacgtaaaggtacctt
acctaaacgtgtggtaaagacgctgttcggtaaaggtgcaatacatacaacgacaggtaaaaagcatatagatcgtaaagcattatttatgtcgttaatgactg
atgaaaacttagcatatttaagaaagcttacacgtatctactggtttcagaacatcgagcatatgcagtacaaacagaaagtaaacgtctatgaagaagcaact
gaactgcttactaaagttggactacgctgggctggtattgtggatcaccctgaaaatatccaaaagatggcggatgacatgaacaagatgattgattcattcag
tgcgattggttcattatatggcggctatcgtgaagccaaaaaggcacgtgcacgtgtcgagcaatttctagaggatcaaattacagcagtgcgtaaaggaaa
gattcatccggaaaaaggaactgccttatatgaatttagtcattgggaagatatgaacgggaaacctatggacgcaagactttgtgcggttgatctcatgaatg
tcattcgtccacttgtcgcaatcaataagtttgtgagcttcggtgtactagcgttgcacgagtttcctggagaacgtgttcgtgttgcattaaacgaaggggatta
tgcatataaattcgtgcaggaagtaagacgatattatccgtttgttccgttcctgccaggtaaagcgaaagaaaatattacatttgacggttataagattcaaaaa
gatacaatgatgctcctggatatctatggtacattacatcgagacgatttattcagtgaacctgaaagatttaatccttatcgctttgataactgggatggaagcc
catttgatctgatccctcaaggtggaggcgattattatacaaatcatcgttgtgcaggtgaatggatgacaatcatcattatggaagaaacaatgaaattctttgc
gaacgaaatctcttatgatgtaccacctcaggactttacagtggatacgacaaagttccctggtaaagtagcttctggaatggatattgaaaatataagggtga
atatcgaccgtacaaaataa



华东理工大学 硕士学位论文 第 45页

附录Ⅲ

表 1 代谢工程改造谷氨酸棒状杆菌合成 PHB所用的菌株

Table.1 Recombinant strains for PHBproduction
starins characteristics sources
E.coli DH5α Host for plasmid construction Lab stock

C.glutamicumS9114 Wild-type strain Lab stock

C.glutamicumS9114-△ldhA1::xylAB S9114carrying xylAB and ldhA1 deleted This study

C.glutamicumS9114-pH36-phaCAB S9114carrying pH36-phaCAB This study

JH01 C.glutamicumS9114-△ldhA1::xylAB carrying phaA phaB phaC and ldhA2 pdh MscCG
deleted

This study

JH01-pH36-aceE C.glutamicum JH01 carrying pH36-aceE This study

JH02(JH01-△ack::araE) C.glutamicum JH01carrying araE and ack deleted This study

JH01-pH36-fasR C.glutamicum JH01 carrying pH36-fasR This study

JH01-odhARBS0.1 C.glutamicum JH01 with RBS0.1 substitution of odhA This study

JH01-pH36-phaA C.glutamicum JH01 carrying pH36-phaA expressing vector This study

JH01-pH36-phaB C.glutamicum JH01 carrying pH36-phaB expressing vector This study

JH01-pH36-phaC C.glutamicum JH01 carrying pH36-phaC expressing vector This study

JH01-pH36-pntAB C.glutamicum JH01 carrying pH36-pntAB expressing vector This study

JH01-pH36-udhA C.glutamicum JH01 carrying pH36-udhA expressing vector This study

JH01-pH36-sGDH C.glutamicum JH01 carrying pH36-sGDH expressing vector This study
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JH02- pH36-phaB(QLTS) C.glutamicum JH01 carrying pH36- phaB(QLTS) expressing vector This study

JH02- pH36-phaC(STQK) C.glutamicum JH01 carrying pH36- phaC(STQK) expressing vector This study

JH02- pH36-phaP C.glutamicum JH01 carrying pH36- phaP expressing vector This study

表 2 代谢工程改造谷氨酸棒状杆菌合成 PHB所用的质粒和引物

Table 2. lasmid and primers for PHB Metabolic Engineering
plasmids characteristics sources
pTRCmob Overexpressing vector
pH36mob Overexpressing vector derived from pTRCmob This study
Pk18mobsacB Mobilizable vector This study
pH36-phaCAB phaCAB gene overexpressing vector This study
Pk18-△pdh-phaA Plasmid for pdh konckout and carrying phaA This study
Pk18-△MscCG-phaB Plasmid for MscCG konckout and carrying phaB This study
Pk18-△ldhA2-phaC Plasmid for ldhA2 konckout and carrying phaC This study
pH36-aceE aceE gene overexpressing vector This study
Pk18-△ack-araE Plasmid for ack konckout and carrying araE This study
pH36-fasR fasR gene overexpressing vector This study
Pk18-odhARBS0.1 Plasmid for RBS 0.1au substitution of odhA This study
pH36-phaA phaA gene overexpressing vector This study
pH36-phaB phaB gene overexpressing vector This study
pH36-phaC phaC gene overexpressing vector This study
pH36-pntAB pntAB gene overexpressing vector This study
pH36-udhA udhA gene overexpressing vector This study
pH36-sGDH sGDH gene overexpressing vector This study
pH36-phaB(QLTS) phaB(QLTS) gene overexpressing vector This study
pH36-phaC(STQK) phaC(STQK) gene overexpressing vector This study
pH36-phaP phaP gene overexpressing vector This study
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Primers Sequence(5’-3’) Restriction enzyme
pH36-F AATTGATCTGGTTTGACAGCTTAT
pH36-R GATGCCTGGCAGTTCCCT
Pk18-F TGTGTGGAATTGTGAGCGGATAAC
Pk18-R CCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC
pd-up-F CCGGAATTCAATTGCCACAGAACCCCAAATA EcoRⅠ
pd-up-R ACGCGTCGACCTGAACTCCTCAACGTTATGGCTAT SalⅠ
pd-down-F CGGGATCCAATTGCCACAGAACCCCAAATA BamHⅠ
pd-down R AACTGCAGCGATTACTGGAAGTGGCACTTTATC PstⅠ
phaA-F CGGGATCCcgaaaagcaatttgcttttcga B BamHⅠ
phaA-R AACTGCAGttacttacgttccactgcaag PstⅠ
MscCG-up-F CCGGAATTCgatggcaaccatgggaac EcoRⅠ
MscCG-up-R CGCGGATCCgagccaagattagcgctga BamHⅠ
MscCG-down-F ACGCGTCGACgacgctgattacagacgtg SalⅠ
MscCG-down-R AACTGCAGgcgatattgtggcagatgca PstⅠ
phaB-F CGAAAAGCAATTTGCTTTTC BamHⅠ
phaB-R TTAGCCCATGTGCAGGC SalⅠ
ldhA-up-F CTAGAGACTGCTATCGGTGTGGC
ldhA-up-R GTAGCCCTTTCAGTTGTTGGTATAC
LdhA-down-F GGAGAAAAAATGTTGTCACTCACCG
LdhA-down-R AGCACTCCTTCAACGCCTCCACC
phaC-F ccaacaactgaaagggctaccaaaagctgggtacctctatctggt
phaC-R agtgacaacattttttctccttaagccttagccttgacgtaacgg
ack-up-F ctatgacatgattacgaattatggctgcccaccagc
ack-up-R ccgggtaccgagctcgaatttagctgcgtcctcctgcc
ack-down-R ACGCGTCGACggcccctagacctcttg SalⅠ
ack-down-R AAAACTGCAGttgtctgggcaaccaacc pstⅠ
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araE-F gagctcggtacccggggatccaaaagctgggtacctctatctggt
araE-R gccgtcgactctagaggatctcagacgccgatatttctcaacttct
fasR-F ACGCGTCGACCTACTGGCTAGTCAAAACGCACGTC SalⅠ
fasR-R AAAACTGCAGATGATCAGCATTGGAACCGACCTCG PstⅠ
odhA-F ACAGCTATGACATGATTACGTCAGACGATCCGATCCTAGAAAAC
odhA-R GCAGGTCGACTCTAGAGCTTGGTCAGACGTGGGACAGAG
odhARBS0.1-F CCTAGTTATTGAACTCGTGGGTGAGCTTCTTGAGGGTTTATTGAGCTTTG
odhARBS0.1-R CTCACCCACGAGTTCAATAACTAGGGTGAGCAGCGCTAGTACTTTCG
PntAB-F CGAGCTCatgcgaattggcataccaag EcoRⅠ
PntAB-R GCTCTAGAttacagagctttcaggattgca XbaⅠ
udhA-F CGAGCTCatgccacattcctacgattac EcoRⅠ
udhA-R GCTCTAGAttaaaacaggcggtttaaacc XbaⅠ
sGDH-F CCGGAATTCATGCCTGCCCCTTACAAAGA
sGDH-R GCTCTAGATTACGAGGACCAGTTGTTTTCG
phaP-F GCTCTAGAATGATCCTCACCCCGGAACAAGTTG XbaⅠ
phaP-R CCCAAGCTTTCAGGCAGCCGTCGTCTTCTTTG HindⅢ
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表 3 代谢工程改造谷氨酸棒状杆菌合成脂肪烃构建的菌株和质粒

Table 3 Strains and plasmid for alkane production
starins characteristics sources
E.coli DH5α Host for plasmid construction Lab stock
C.glutamicum S9114 Wild-type strain Lab stock
C.glutamicum S9114-pH36-aarado C.glutamicum S9114 carrying pH36-aceE expressing vector This study
HW4 C.glutamicum S9114 carrying aarado and fasR deleted This study
C.glutamicumS9114-pH36-oleTJE C.glutamicum S9114 carrying pH36-aceE expressing vector This study
C.glutamicumS9114-pH36-oleTMC C.glutamicum S9114 carrying pH36-aceE expressing vector This study
HW4-pH36-oleTJE HW4 carrying pH36- oleTJE expressing vector This study
HW4-pH36-oleTMC HW4 carrying pH36- oleTMC expressing vector This study
plasmids characteristics sources
pH36mob Overexpressing vector derived from pTRCmob This study
Pk18mobsacB Mobilizable vector This study
pH36-aarado aarado gene overexpressing vector This study
Pk18-△fasR-aarado Plasmid for fasR konckout and carrying aarado This study
pH36- OleTJE oleTJE gene overexpressing vector This study
pH36- OleTMC oleTMC gene overexpressing vector This study

plasmids characteristics sources
pH36mob Overexpressing vector derived from pTRCmob This study
Pk18mobsacB Mobilizable vector This study
pH36-aarado aarado gene overexpressing vector This study
Pk18-△fasR-aarado Plasmid for fasR konckout and carrying aarado This study
pH36- OleTJE oleTJE gene overexpressing vector This study
pH36-OleTMC oleTMC gene overexpressing vector This study
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表 4 构建质粒使用的引物与 qPCR引物

Table 4 Primers for plasmid construction and qTR-PCR

Primers Sequence(5’-3’) Restriction enzyme
aar-F ggtacccggggatcctctagaatgtttggcctgattggcc
aar-R aacagccaagcttgcatgcctgcagttattagtgatgatgatgatgatgaatcgcc
ado-F gacgtgcggcttcgacctccttagtggtggtggtggtggtgc
ado-R gctcagacgcgtgtcgtgcccaaaagctgggtacctctatctggt
fasR-up-F cggggatcctctagagcaccgacgacgacagcagc XbaⅠ
fasR-up-R ttgttcagtgtctttgtctgatgtcataaggttttt SalⅠ
fasR-down-F ctactggctagtcaaaacgcacgtcgc SalⅠ
fasR-down -R cattccgctggttgtgctttt PstⅠ
aarado(IF)-F cagacaaagacactgaacaacaaaagctgggtacctctatctggtgccc
aarado(IF)-R tgcgttttgactagccagtagTTAAATCGCCAGCGCCAGCGG
OleTJE-F ACGCGTCGACAAGGAAGGCGCTGAAATG SalⅠ
OleTJE-R AACTGCAGCATCATGCGTTGTACCATAAAC PstⅠ
OleTMC-F ACGCGTCGACatgAGTAAAAGAGTTCCTAAAGATAG SalⅠ
OleTMC-R AACTGCAGTTATTTTGTACGGTCGATATTC PstⅠ

Primers Sequence(5’-3’)
q-16S-F AGTTCGGATTGGGGTCTGC
q-16S-R TTAAAAGGTTGGGCCACTGG
q-AAR-F GAAGCGGATTTTATTGTGTGG
q-AAR-R CCCAGGTTTTTCGGATAGC
q-ADO-F GGCTGATGCTGAACGAAGTGGC
q-ADO-R TTTCACGGGTGGTAAAGCCAATGT
q-13275-F GGGCACTGTCATCAAGGTCAA
q-13275-R CGCCCTTGTTGACACCCTC
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q-13235-F ACATCCCAATCGTCATGCTT
q-13235-R CCGTATGCGTAGAGCAGCTT
q-13505-F CCTGATCTACGCAGCCGA
q-13505-R CTGCACGCCTTGTCGTTC
q-13530-F CCACCGTCACTGGTGAAGAA
q-13530-R CGTCGTAGAGTTCGGTGTCG
q-11835-F GCAGCATTCCAGATGATTGG
q-11835-R CCAGACCAAGTGGGAGTGC
q-13185-F CGCCCGAGGAAGTCTTT
q-13185-R GGATGCGAAGAAGAGGGA
q-05810-F AGCACCCAGAGCCAGCAGT
q-05810-R TTGACTGGGATTTGTGGCTGA
q-05820-F CTTCGGGAGACCGCTAGTTG
q-05820-R TTGATTTCGTGGGTGCCTTC
q-01975-F GCCTGGGTTTACGCTGACTG
q-01975-R ATGTATTCGGCTTCTGGGGAT
q-01940-F GCCTCAACGGCTATGTCACC
q-01940-R CGATTGCGTTCGTAATTCTGG
q-04060-F CCACTGAACGAATCGGCAAC
q-04060-R GCCCTCCACTAGATACGCTGAA
q-05365-F CGCAGAGATCAATCGTCGC
q-05365-R CAGGCAGACGGGAGACAAA
q-06045-F GTGGTTCCTGCGTCCCTTC
q-06045-R GTGCGGGTCATTCCCTCTT
q-05800-F CTCCCTCCGAGAAAGCCAC
q-05800-R TGGTGAAGTCTCGCAGGATGT
q-05075-F AAGATTCCGCAGTCGTTGG
q-05075-R CGCCTAATCTTGCCCATCT
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q-09215-F CTGCGTGCGGAAATCCA
q-09215-R TCTGCGTAACGGCGAACA
q-03120-F GCTACGGAAGAGGTTGTCG
q-03120-R CAGCATCCAGTTGGGTAGG
q-08800-F GGGAGACACGGAGCGAGGT
q-08800-R GGGGTAAATTCCCATGATTCAGT
q-12335-F CACCAGATACCGCTGAGGAAA
q-12335-R TCATGGACAGCATTCCGTCTT
q-12330-F TTCCGTCGCAGCATTCGC
q-12330-R GCGGAGCGGATTGCTTCTT
q-08150-F GTTGTCCCTGATTTCTTGTGG
q-08150-R AGCACAGCGGTTGGAGC
q-05480-F TTTGACGCCTTCTTCATTCG
q-05480-R CTCCTCCCATTCCTTCTCCA
q-12355-F GATGAGGAAGTCACCGTGCA
q-12355-R GTTCCACGAAGGACACCAGAT
q-13240-F GTTCTGTTGGCATCGTGGCT
q-13240-R AGGAAGCCTGGAACGTCCAC
q-12340-F CCCACCTGAGCAGCGTGAA
q-12340-R ACGAGTTTCTGCGGGTTCGAT
q-12325-F ACCGGGTGCAGGATATTTGT
q-12325-R CACACCGTTGGCGGAGAC
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表 5 谷氨酸棒状杆菌中脂肪酸代谢和分枝菌酸代谢相关基因表达水平分析

Table5 Expressing level of genes involving Fatty acid and mycolic acid synthesis in C.glutamicum S9114

Proteins Genes Locus_tag Reletive gene expressing level
24h 48h

Fatty acid synthesis
ACC acetyl-/propionyl-CoA carboxylase

subunit alpha
accBC CGS9114_RS13275 0.59±0.01 1.58±0.37

methylmalonyl-CoA
carboxyltransferase

accD1 CGS9114_RS13235 0.33±0.08 0.32±0.11

acetyl-CoA carboxylase subunit beta accD4 CGS9114_RS13505 0.54±0.02 0.80±0.35
FAS-I ACP S-malonyltransferase fasA CGS9114_RS13530 0.24±0.08 0.20±0.03

3-oxoacyl-ACP synthase fasB CGS9114_RS11835 0.76±0.19 0.66±0.11
3-ketoacyl-ACP reductase fabG CGS9114_RS13185 0.61±0.13 0.32±0.02

FAS-II dehydrogenase CGS9114_RS05810 0.44±0.17 0.73±0.22
glutaryl-CoA dehydrogenase CGS9114_RS05820 0.56±0.26 0.71±0.08
dehydrogenase CGS9114_RS01975 0.68±0.21 0.41±0.04

FAT thioesterase CGS9114_RS01940 1.04±0.38 0.96±0.05
thioesterase CGS9114_RS04060 0.96±0.25 0.42±0.08
thioesterase CGS9114_RS05365 1.33±0.48 1.58±0.11
acyl-CoA thioesterase CGS9114_RS06045 0.88±0.26 0.40±0.06

Mycolic acid synthesis
FADs acyl-CoA synthetase fadD1 CGS9114_RS05800 0.26±0.03 0.66±0.25

long-chain fatty acid--CoA ligase fadD5 CGS9114_RS05075 2.48±0.19 0.99±0.21
acyl-CoA synthetase fadD4 CGS9114_RS09215 0.87±0.12 0.52±0.03
long-chain fatty acid--CoA ligase fadD15 CGS9114_RS03120 1.56±0.23 1.04±0.22
acyl-CoA synthase fadD32 CGS9114_RS12330 0.52±0.18 0.43±0.03

ACCDs methylmalonyl-CoA CgAccD2 CGS9114_RS13240 0.61±0.04 0.28±0.04
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carboxyltransferase
acetyl-CoA carboxylase subunit beta CgAccD3 CGS9114_RS12340 0.57±0.15 0.63±0.35

Condesnsation polyketide synthase CgPks13 CGS9114_RS12335 0.40±0.07 0.90±0.16
polyketide cyclase CGS9114_RS08800 0.70±0.26 0.98±0.36

Reductase hypothetical protein/SDR family
oxidoreductase

CgCmrA CGS9114_RS08150 0.87±0.16 0.48±0.05

Related genes multidrug RND transporter CGS9114_RS05480 0.41±0.00 0.41±0.07
RND transporter CGS9114_RS12355 0.68±0.04 0.72±0.11
phospholipase/thioesterase CGS9114_RS12325 0.68±0.15 0.40±0.10
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硕士期间研究成果
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