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谷氨酸棒杆菌合成 γ-氨基丁酸的代谢工程改造和生物炼制发酵应用 

 

摘要 

γ-氨基丁酸是一种重要的生物基化学品，在食品、农业和材料领域均有广泛应用。

微生物发酵法是 γ-氨基丁酸的主要生产方式。以木质纤维素生物质为原料，通过预处理、

脱毒、酶解糖化的生物炼制方法制备可发酵单糖，应用于 γ-氨基丁酸生产可以大幅降低

其生产成本。谷氨酸棒杆菌对木质纤维素生物炼制过程中产生的抑制物有较强的耐受性，

而其谷氨酸发酵能力可以为 γ-氨基丁酸合成提供谷氨酸前体，是生物炼制发酵生产 γ-氨

基丁酸的重要宿主菌。谷氨酸棒杆菌没有内源性的谷氨酸脱羧酶，需要异源表达谷氨酸

脱羧酶才能实现 γ-氨基丁酸的合成。前期的研究已经实现了携带谷氨酸脱羧酶表达质粒

的谷氨酸棒杆菌菌株进行 γ-氨基丁酸发酵生产。但是，上述工作构建的重组谷氨酸棒杆

菌所携带的谷氨酸脱羧酶表达质粒在传代过程中不稳定，难以适应工业生产，而添加抗

生素维持质粒稳定遗传又会增加生产成本和环境污染，而且上述重组菌株液不具备木糖

代谢能力。针对上述问题，本文在一株具备木糖代谢能力的谷氨酸棒杆菌工程菌上进行

了代谢工程改造，实现了谷氨酸脱羧酶基因在基因组水平上的多拷贝整合，并进行了一

系列代谢支路基因的敲除，成功地构建了数株可以高效合成 γ-氨基丁酸且能稳定遗传的

谷氨酸棒杆菌工程菌，并以玉米芯残渣生物质为原料，实现了高产量 γ-氨基丁酸合成。 

首先在谷氨酸生产菌株 Corynebacterium glutamicum GJ04 构建含 γ-氨基丁酸路径的

重组质粒。通过表达谷氨酸脱羧酶基因，构建了一株具有 γ-氨基丁酸生产能力的谷氨酸

棒杆菌，并在合成培养基合成 18.9 g/L γ-氨基丁酸。在限氮条件下，重组菌株合成 γ-氨

基丁酸的能力提高到合成培养基的 2.4 倍。 

其次是谷氨酸棒杆菌中 γ-氨基丁酸的多拷贝基因的基因组整合及代谢路径的优化。

通过将分泌表达型谷氨酸脱羧酶在 C. glutamicum GJ04 基因组中整合三次，构建无质粒

合成 γ-氨基丁酸的重组菌株 C. glutamicum GJ07。之后，通过敲除异柠檬酸脱氢酶编码

基因 aceA 和 γ-氨基丁酸通透酶编码基因 gabP 对代谢通量分布进行优化，构建了重组菌

株 C. glutamicum GJ09。在摇瓶发酵生产中，重组菌株 C. glutamicum GJ09 的 γ-氨基丁酸

产量提高到 C. glutamicum GJ07 的 1.8 倍。在限氮条件下，重组菌株 C. glutamicum GJ09

发酵生产 GABA 的产量达到 55.1 ± 0.7 g/L。为了进一步提高前体谷氨酸的供应，以 C. 

glutamicum GJ04 为出发菌株表达含有双顺反子结构的谷氨酸脱氢酶基因发现，γ-氨基丁

酸产量提高 1.47 倍。 

最后是在玉米芯残渣水解液测试重组工程菌株 C. glutamicum GJ09 的 γ-氨基丁酸发
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酵能力。结果表明，以玉米芯残渣获得的可发酵单糖为碳源，C. glutamicum GJ09 的 γ-

氨基丁酸产量为 44.3 ± 3.8 g/L，得率为 0.45 g/g。以浓缩的玉米芯残渣糖浆为原料进行

补料分批发酵，C. glutamicum GJ09 的 γ-氨基丁酸最高产量为 63.4 g/L，得率为 0.42 g/g。 

综上所述，本文成功在谷氨酸棒杆菌中实现了基因组水平的谷氨酸脱羧酶基因的多

拷贝基因的整合，获得了高效合成 γ-氨基丁酸的稳定谷氨酸棒杆菌工程菌。以玉米芯残

渣为原料进行 γ-氨基丁酸发酵生产，达到了较高的发酵产量和得率，为以非粮生物质原

料生产 γ-氨基丁酸的工业技术奠定了重要基础。 

关键词：γ-氨基丁酸；木质纤维素；谷氨酸棒杆菌；谷氨酸脱羧酶；多拷贝基因整合
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Metabolic Engineering of Corynebacterium glutamicum for γ-Aminobutyric 

Acid Synthesis and its Biorefinery Fermentation Applications 

 

Abstract 

γ - aminobutyric acid (GABA) is an important bio-based chemical that is widely used in 

the fields of food, agriculture, and materials. Microbial fermentation is the main method for the 

production of GABA. The biorefinery method of pretreatment, detoxification, and enzymatic 

saccharification of lignocellulosic biomass can prepare fermentable sugars, and can reduce the 

production cost of GABA. Corynebacterium glutamicum has strong tolerance to the inhibitors 

produced from pretreatment, and its glutamate fermentation ability can provide the enough 

glutamate for GABA synthesis. It is an important host strain for the biorefinery fermentation 

production of GABA. However, C. glutamicum contains no endogenous glutamate 

decarboxylases. It needs to express heterologous glutamate decarboxylase to achieve the 

synthesis of GABA. Previous studies have realized the fermentation production of GABA by 

harboring glutamate decarboxylase in expressing plasmid. However, the recombinant C. 

glutamicum strains harbored the glutamate decarboxylase expressing plasmid in the previous 

work is not suitable for industrial production for their unstable genetics. Moreover, the addition 

of antibiotics to maintain the stable inheritance of the plasmid will increase production costs 

and environmental pollution. In addition, the recombinant strains mentioned above can not 

metabolize xylose. In this study, a xylose-consuming strain of C. glutamicum was metabolically 

engineered. Several C. glutamicum strains efficiently synthesize GABA from corncob residue 

biomass were successfully constructed after the integration of the multiple copies of glutamate 

decarboxylase gene in the genome and knocking out a series of genes in metabolic pathway.  

Firstly, the glutamate-producing strain C. glutamicum GJ04 was constructed a plasmid-

expression system for GABA production . By expressing the glutamate decarboxylase gene in 

plasmid, a recombinant GABA-producing C. glutamicum strain was successfully constructed. 

The concentration of GABA in limited nitrogen medium was increased by 2.4 times than that 

in synthetic one (18.9 g/L).  

Secondly, C. glutamicum was integrated GABA related genes and the optimization of 

metabolic pathways . The plasmid-free GABA-producing recombinant strain C. glutamicum 

GJ07 was successfully constructed after the three times of integration of the glutamate 

decarboxylase gene for secretory expression in multiple copies into the genome of C. 

glutamicum GJ04. Subsequently, the recombinant strain C. glutamicum GJ09 was constructed 
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for the fine tuning the distribution of metabolic flux by knocking out the isocitrate 

dehydrogenase-encoding gene aceA and the GABA permease-encoding gene gabP of C. 

glutamicum GJ04. In shake-flask fermentation, the title of GABA of the recombinant strain C. 

glutamicum GJ09 was increased by 1.8 times than that of the control C. glutamicum GJ07. 

Under limited nitrogen conditions, the recombinant strain C. glutamicum GJ09 produced 55.1 

± 0.7 g/L of GABA. To further improve the supply of the precursor glutamate, an increase by 

1.47 times for the title of glutamate was achived after expressing the glutamate dehydrogenase 

gene containing a dual-cistron structure in C. glutamicum GJ04. 

Finally, the engineered C. glutamicum strain GJ09 was investigated the fermentability of 

GABA in corncob residue hydrolysate. The results showed that C. glutamicum GJ09 produced 

44.3 ± 3.8 g/L of GABA with the yield of 0.45 g/g using corncob residue as the carbon source. 

63.4 g/L of GABA with the yield of 0.42 g/g was produced using concentrated corncob residue 

syrup in fed-batch fermentation for C. glutamicum GJ09. 

In all, this work successfully engineered a genetic stable strain C. glutamicum efficiently 

producing GABA by the genome integration of multiple-copies of glutamate decarboxylase 

encoding gene. The achievement of the better productivity and yield of GABA using corncob 

residue would establish the technology for GABA production from non-food biomass. 

Keywords: γ-Aminobutyric Acid; Lignocellulose; Corynebacterium glutamicum; Glutamate 

decarboxylase; Multi-copy integration 
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第 1 章  文献综述 

1.1  木质纤维素生物炼制 

1.1.1  生物炼制过程以及加工链 

木质纤维素生物炼制旨在将各种低价值或负价值的木质纤维素转化为生物基能源、

材料和产品[1]。目前，生物乙醇、生物丁醇和生物柴油等木质纤维素生物炼制产品可以

替代传统汽油和柴油的生物燃料[2]，有机酸、溶剂和聚合物等生物基化学品[3]，热解和

气化木质纤维素产生的可以用于能源供应和土壤改良的生物炭和生物气等[4]。随着技术

的不断发展和应用，木质纤维素生物炼制将会是生物经济的重要组成部分。 

木质纤维素是植物细胞壁的主要成分，主要成分是纤维素、半纤维素和木质素，还

有少量蛋白质和灰分[3, 5]。纤维素占干重的 40-50%，其骨架上的羟基会使纤维素分子间

形成紧密的结晶结构，并且具有较高的机械强度，在水和大部分溶剂中溶解度较差[6]。

半纤维素占干重的 25-35%，结构松散，主要由五碳糖和六碳糖组成，含有多种侧链和支

链结构。纤维素和半纤维素的溶解需要控制时间和温度等条件，条件剧烈会产生如糠醛

和 5-羟甲基糠醛等有毒性的降解产物，其降低菌株的发酵效率[6]。木质素占干重的 15-

20%，是一种复杂的芳香族聚合物，具有高度疏水性和化学稳定性，植物细胞壁机械强

度高[7, 8]。 

木质纤维素中的纤维素和半纤维素结构复杂不易被分解，为提高后续转化效率，需

要对其进行预处理以破坏顽拗性的结构[9]。预处理方法主要有物理法、化学法、生物法

和组合预处理四大类。物理预处理通过破碎、冷冻、辐射和爆破等手段破坏木质纤维素

结构，提高比表面积，降低原料聚合度，但存在能耗高和成本高等缺点[10]。化学预处理

通过酸、碱或氧化剂等化学试剂将木质纤维素各组分溶解分离，但存在容易产生抑制物，

处理后产物难回收，氧化剂成本高等缺点[11-14]。生物预处理在微生物或酶的作用下，通

过白腐菌和软腐菌等微生物产生木质素降解酶降解木质素，或者通过纤维素酶和半纤维

素酶水解纤维素和半纤维素，破坏木质纤维素结构[15]，但存在处理效率低和需要空间大

等缺点。组合预处理通过物理-化学组合、生物-化学组合、酸碱组合等，结合不同预处

理的优点，协同作用下提高木质纤维素的预处理效果，但存在处理时间长和成本高等缺

点。各种预处理方法各有优缺点，因此选择合适的高效且低成本的预处理方法需要从以

下四方面综合考虑：（1）木质纤维素原料性质。碱预处理法可以有效溶解木质素，但是

对于软木类难降解的原料，酸预处理效果更好，但是成本较高[16]。（2）糖降解少。预处

理过程中，不会造成大量单糖和寡糖的流失。（3）抑制物少[17]。预处理过程中产生太多

的抑制物会影响后续糖化和发酵效率，因为糖化前需要对预处理后的物料进行脱毒处理，
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减少抑制物。（4）酶水解得率。在预处理后的酶水解过程中，酶水解得率应该维持较高

水平。 

高温高压条件下预处理木质纤维素，不可避免会产生抑制物。主要有呋喃醛类化合

物、酚醛类化合物和弱酸类化合物三种抑制物。大量抑制物的存在会影响纤维素酶酶水

解的效率，抑制菌株生长和发酵性能[18]。去除抑制物的过程称为脱毒，常见的脱毒方法

有蒸发或活性炭吸附等物理法，氨水中和、萃取等化学法，微生物代谢和酶催化等生物

法[18]。 

预处理木质纤维素原料后剩下的多糖，主要有纤维素和半纤维素，通过水解可以将

多糖转化为微生物可利用的单糖。酶水解和酸水解是常用的水解方法。酶水解的常用酶

是纤维素酶和半纤维素酶。纤维素酶包括内切酶、外切酶、纤维素酶和 β-葡萄糖苷酶，

其将纤维素分解为葡萄糖[19]。半纤维素可以通过半纤维素酶分解为木糖、阿拉伯糖和甘

露糖等[20]。酶水解法效率高，反应条件温和，但是酶的价格昂贵，用量大。酸水解相较

而言成本低，反应迅速，不会受到底物抑制[21]。但是，酸水解存在腐蚀设备、废液难处

理和过度降解可发酵糖等问题。 

木质纤维素生物炼制中通过微生物发酵将糖化得到的可发酵主要采用同步糖化与

发酵（Simultaneous saccharification and fermentation, SSF）和分步糖化与发酵（Separate 

hydrolysis and fermentation, SHF）两种工艺。SSF 工艺在同一反应器内同步进行纤维素

酶解糖化和微生物发酵，避免了葡萄糖积累对纤维素酶的产物抑制，维持了较高的酶活

性和糖化效率，同时降低了染菌风险[22, 23]。然而，该工艺面临糖化与发酵条件不匹配的

难题：纤维素酶的最适温度 45-50 ℃与酵母、谷氨酸棒杆菌等发酵菌株最适发酵温度 30 ℃

存在差距；纤维素酶最适 pH 4-6 和大肠杆菌、谷氨酸棒杆菌等最适发酵 pH 7 不一致；

SSF 体系中木质素残渣与菌体混杂，既影响发酵过程监测，又阻碍胞内产物（如蛋白质、

油脂等）的后续提取。相比之下，SHF 工艺将糖化和发酵分步进行，避免了发酵菌株和

纤维素酶的之间的相互影响。虽然该工艺存在糖化后期高浓度葡萄糖抑制酶活和木质素

残渣去除导致未水解组分损失等问题，但其发酵液黏度低、传质效果好，可降低搅拌和

通气能耗[24, 25]。更重要的是，SHF 在发酵前去除了木质素残渣，方便收集菌体，产物分

离提取难度降低。 

最后对产物进行分离与纯化，提高产物纯度。根据产物的性质和生产规模等，可以

选择不同的分离与纯化方式。 

上述生物炼制过程中虽然在生物燃料和生物基产品的生产中发挥了重要的作用，但

是仍然存在一些问题。生物炼制过程中预处理、脱毒和糖化步骤会产生大量废水，一些

废水中还存在酸碱成分，给环境带来了较大负担的同时增加了废水处理成本和设备成本。

还有些方法对木质纤维素原料的利用率低或者能耗高，造成资源浪费。这些问题限制了

生物炼制技术在实际生产中的应用。 
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1.1.2  干法生物炼制技术及应用 

本实验室采用的干法生物炼制技术，过程包括干酸预处理、生物脱毒、糖化、发酵、

纯化与分离步骤。 

干酸预处理克服了生物炼制过程中产生大量废水、腐蚀设备和预处理效率低等问题。

干酸预处理在稀酸预处理的基础上，提高原料与预处理反应器的填充比和固/液体预浸

泡比两个参数[26]。整个反应体系中固含量极高，稀酸溶液和蒸汽量少，物料呈现干固体

颗粒状态，不产生含酸废水，还减少了酸溶液对设备的腐蚀[27]。反应过程中通过螺带式

搅拌桨充分混合木质纤维素原料、稀酸溶液和蒸汽，提高预处理效率[28]。这种预处理方

法对小麦、玉米等秸秆类木质纤维素都适用，并且反应充分，预处理效率高。 

预处理后物料中含有较多糠醛、5-羟甲基糠醛和乙酸等抑制物，需要进行脱毒处理。

实验室目前有两株丝状真菌树脂枝孢霉 Amorphotheca resinae ZN1 和宛式拟青霉

Paecilomyeces variotii FN89，可以利用这两株菌进行生物脱毒，去除预处理物料中的抑

制物。A. resinae ZN1 是从预处理后的玉米秸秆中筛选出的脱毒菌株，通过固态脱毒代谢

抑制物[29]。但是，A. resinae ZN1 在实际应用中存在明显的局限性：该菌株对生长环境

要求苛刻，需要在恒定的 30 ℃和中性条件下才能生长和代谢。固体原料混合不均匀，

部分温度或 pH 不合适时，菌株脱毒效果变差。此外，该菌株只能用于固态脱毒，更容

易在物料表面氧气充足的条件下存活。这些局限性使脱毒过程难以监测、容易损失可发

酵糖，还需要庞大的反应器容纳固体原料。更关键的是，开放式的操作方式极易引发染

菌问题，不利于规模化生产。相比之下，从稀酸预处理玉米秸秆中新筛选获得的 P. variotii 

FN89 展现出显著优势[30]。该嗜中温丝状真菌可以进行液态脱毒，对极端环境适应性更

强，能在 pH2.3-10.5 及最高 42 ℃的温度条件下生长。研究发现，完全消耗抑制物后，

菌株会产生大量游离脂肪酸降低糖化液 pH 值。这一特性使得通过监测 pH 峰值即可精

准判定脱毒终点，从而有效避免过度脱毒造成的可发酵糖损耗[31]。这种可监测和可控制

的脱毒方式为生物脱毒技术的工业化应用提供了新的可能性。 

目前的干法生物炼制工艺主要适用于 SSF 技术，可以应用到糖酸、乳酸和乙醇等胞

外产物的生产中。但是如果应用该技术生产胞内产物，会出现较难分离木质素残渣和菌

体的情况，影响下游产物的提取效率。若采用 SHF 工艺，糖化结束后分离未水解的固体

组分和水解液，会降低可发酵糖糖浓度和得率，影响后续发酵效率。因此，若要拓展干

法生物炼制的应用范围，使其同样适用于胞内产物的生产，必须优化 SHF 的糖化过程，

提高可发酵糖的得率，从而提升整体工艺的经济性和可行性。 

干法生物炼制技术可以应用到生物材料、生物燃料和生物基化学品等生产中。以软

木为原料，通过中性磺化处理增加纤维的亲水性和酶的可及性，酶处理提高纤维化效率

和纤维的可及性，机械处理提高纤维的表面积和分散性，之后分离和纯化出纤维素纳米

纤维[32]。这种生物材料可以广泛应用于包装、纳米复合材料和薄膜等领域。和化学浆解
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纤工艺相比，选择木质纤维素生物质作为生产原料，降低了生产成本，减少了环境污染。

对于生物燃料和生物基化学品的生产，选择的木质纤维素原料大部分为玉米或小麦秸秆。

这类原料经过干酸预处理后会产生不利于菌株生长和生产的抑制物，因此需要利用脱毒

菌株 A. resinae ZN1 或 P. variotii FN89 进行脱毒处理。之后通过 SSF 或者 SHF 进行发酵

生产。根据不同生产菌株，可以生成不同的产物。目前生产工艺较成熟的产物及产量列

于表 1. 1。 

 

表 1. 1  木质纤维素干法生物炼制的应用 

Table 1. 1  Applications of dry biorefining of lignocellulosic biomass 

产物 木质纤维素原料 脱毒菌株 生产菌株 产量 

纤维素乙醇 镉污染稻谷 A. resinae ZN1 S. cerevisiae XH7 55.2 g/L[27] 

纤维素乙醇 玉米秸秆 P. variotii FN89 S. cerevisiae XH7 24.2 g/L[33] 

纤维素烃 玉米秸秆 P. variotii FN89 C.glutamicum S9114 16.0 mg/L[34] 

D-乳酸（D-丙交酯） 

D-乳酸 

小麦秸秆 

软木 

A. resinae ZN1 

A. resinae ZN1 

P. acidilactici ZY271 

P. acidilactici ZP26 

128.0 g/L[35] 

44.5 g/L[36] 

L-乳酸（L-丙交酯） 

L-乳酸 

小麦秸秆 

小麦秸秆 

A. resinae ZN1 

P. variotii FN89 

P. acidilactici ZY271 

P. acidilactici ZB220 

129.4 g/L[37] 

110.4 g/L[38] 

纤维素油脂 

纤维素油脂 

纤维素油脂 

纤维素单细胞蛋白 

纤维素糖酸 

柠檬酸 

3-羟基丁酸酯 

（PHB） 

赖氨酸 

 

戊二胺 

 

玉米秸秆 

小麦秸秆 

玉米秸秆 

小麦秸秆 

玉米秸秆 

玉米秸秆 

小麦秸秆 

 

小麦秸秆 

 

玉米芯残渣 

 

P. variotii FN89 

A. resinae ZN1 

A. resinae ZN1 

P. variotii FN89 

P. variotii FN89 

A. resinae ZN1 

A. resinae ZN1 

 

A. resinae ZN1 

 

无 

 

T. cutaneum MS28 

T. cutaneum YY52 

T. cutaneum YY52 

T. cutaneum MP11 

G. oxydans DSM 2003 

A. niger SIIM M288 

C.glutamicum  

JH02‐pPeftu‐NcglphaC 

C.glutamicum 

LJ01-pPeftu-PntAB 

C. glutamicum 

LJ02-pXMJ19-NcglCadA 

33.8 g/L[39] 

55.4 g/L[40] 

58.4 g/L[40] 

24.4 g/L[41] 

156.0 g/L[25] 

136.3 g/L[42] 

16.2 g/L[43] 

 

31.3 g/L[44] 

 

78.2 g/L[45] 

 

注：玉米芯残渣经过干酸预处理后抑制物含量较低，不需要脱毒处理，直接酶解糖化制备玉米芯残

渣水解液。 
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1.2  γ-氨基丁酸的发酵生产 

γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid, GABA）又称哌啶酸或氨酪酸，分子式是 C4H9NO2，

其含有氨基和羧基。GABA 合成 2-吡咯烷酮（2-pyrrolidone）后可聚合成尼龙 4[46]，可

以参与到材料的改性中[47]，也可以合成新型聚酯酰胺等[48]。GABA 除了可以应用到材料

的合成，还可以添加剂增加食品风味[49]，也作为植物生长调节剂提高作物抗逆性和产量

[50]等。GABA 应用广泛，天然来源提取的 γ-氨基丁酸已经无法满足人们日益增长的需

求。 

目前有化学合成、植物富集和生物合成三种主要的 γ-氨基丁酸生产方法[51]。化学合

成法是最早合成 γ-氨基丁酸的方法，至少有五种常用的合成方法。这些合成方法需要的

原料有溴醋酸甲酯和乙烯、氨水和丁酸、甲酸和丙胺、吡咯烷酮、邻苯二甲酰亚氨钾和

γ-氯丁氰或丁内酯等，反应有聚合、γ 射线光照、辉光放电等，可以制出纯度高的 GABA。

但是反应剧烈、能耗高、环境不友好、有化学物质残留，不适用于食品、医药等对产品

安全要求高的行业。植物富集法指通过筛选和培育 γ-氨基丁酸含量高的植物，采用柱分

离制备或溶剂萃取提纯从植物中提取 γ-氨基丁酸[52]。GABA 作为信号因子和营养因子存

在于植物中[53]，可以通过非生物胁迫触发其在植物中的积累，有利于提取出更多的

GABA。虽然植物富集法安全无污染，但是提取难度高、产量低，不利于工业化生产。

生物合成法包括全细胞催化和微生物发酵两类。这两种方法都是谷氨酸经过谷氨酸脱羧

酶（Glutamic acid decarboxylase, GAD）催化[54]，催化反应见图 1。这一反应需要 5’-磷

酸吡哆醛（Pyridoxal 5′-phosphate, PLP）作为辅因子，促进谷氨酸脱羧酶将谷氨酸转化为

γ-氨基丁酸。全细胞催化催化效率高，产物分离简单，但是反应过程具有不确定性，受

底物浓度、产物浓度等因素的影响。 

 

 

图 1  谷氨酸脱羧酶催化谷氨酸生成 γ-氨基丁酸 

 

1.2.1  廉价碳源生产 γ-氨基丁酸 

微生物发酵法进行 γ-氨基丁酸的生物合成具有较大的优势，可以选择的生产菌株种

类丰富，培养条件简单，生产效益高，适用于大规模生产。但目前的研究中，常用的碳

源主要是粮食来源的葡萄糖，一般会选择购买葡萄糖或其他可利用的单糖进行 γ-氨基丁

酸发酵生产。这不利于“双碳”目标的落实，难以实现 γ-氨基丁酸的可持续生产。因此
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寻找廉价的替代性碳源进行 γ-氨基丁酸的生产具有重要的意义。 

廉价碳源通常是指来源广泛、价格低廉、易于获取的有机化合物，其可以被微生物

高效利用进行目标产物的合成。选择合适的碳源可以降低生产成本，提高产量。廉价碳

源有乳清、米糠、麸皮和蔗糖等以粮食作物和糖类为主的第一代糖基原料，也有农作物

秸秆和甘蔗渣等以木质纤维素为主的非粮生物质原料。第一代糖基原料虽然可以降低 γ-

氨基丁酸的生产成本，但是这些基于粮食原料的生物基开发可能造成“与人争粮”问题。

为了减少粮食为原料的生物质资源的消耗，开发非粮生物质资源至关重要。以木质纤维

素为代表的非粮生物质资源丰富，全球每年可供应 1500 亿 t 木质纤维素生原料[55]。非

粮生物质的开发可以促进农业废弃利用、边际土地开发，还可以降低生物基产品的生产

成本、扩大产品规模。目前廉价碳源进行 γ-氨基丁酸生产的概况列于表 1.2。 

 

表 1.2  廉价碳源生产 γ-氨基丁酸的概况 

Table 1. 2  Overview of γ-aminobutyric acid production by using cheap carbon sources 

低成本碳源 生产菌株 产量 

乳糖 

乳清蛋白水解物 

米糠 

蔗糖 

糖蜜 

椰子油饼 

空果串 

枣渣 

Lactiplantibacillus pentosus 9D3 

Lactobacillus brevis M2 

Lactobacillus brevis VTCC-B397 

Lactobacillus futsaii CS3 

Aspergillus oryzae NSK 

Monascus sanguineus 

Corynebacterium glutamicum H36GD1852 

Lactobacillus brevis JCM 1059T 

287.4 mg/L[56] 

3.1 g/L[57] 

8.4 g/L[58] 

23.0 g/L[59] 

354.1 mg/L[60] 

15.5 mg/gds[61] 

35.0 g/L[62] 

1.0 g/L[63] 

甘油 Escherichia coli W 0.6 g/L[64] 

甘油 Corynebacterium glutamicum G7-1 45.6 g/L[65] 

水稻秸秆 Kluyveromyces marxianus JMY140K 50.0 mg/L[66] 

玉米秸秆 

玉米芯残渣 

Corynebacterium glutamicum XW6-16 

Corynebacterium glutamicum XY24 

39.2 g/L[67] 

93.1 g/L[68] 

 

虽然乳清、蔗糖和枣渣等廉价碳源可以进行 γ-氨基丁酸的生产，但是这些原料来源

途径单一，γ-氨基丁酸产量偏低，不适用于大规模生产。我国作为农业大国，水稻、小

麦、玉米等每年可以产生 7 亿 t 农作物秸秆[69]。将大量廉价的秸秆类木质纤维素用于发

酵生产 γ-氨基丁酸，将会更具有应用前景。然而目前对秸秆类木质纤维素发酵生产 γ-氨

基丁酸的研究并不多，一方面可能是因为生产 γ-氨基丁酸的大肠杆菌不能在木质纤维素

体系中正常生长和生产；另一方面可能是因为木质纤维素体系中存在一些非抑制组分，
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会干扰微生物发酵生产过程中产物的生成。以谷氨酸工业生产菌株谷氨酸棒杆菌

Corynebacterium glutamicum S9114 为例，木质纤维素体系中含有较多生物素，导致细胞

膜的通透性降低，谷氨酸分泌生产受到抑制。因此如果需要以 C. glutamicum S9114 为生

产菌株，通过谷氨酸脱羧酶的作用生产 γ-氨基丁酸，那么首先需要解决 C. glutamicum 

S9114 不能在木质纤维素体系中正常生产谷氨酸的问题。以 C. glutamicum S9114 为出发

菌株，通过代谢工程改造，敲除谷氨酸分泌通道蛋白（mechanosensitive channels of 

Corynebacterium glutamicum, MscCG）碳端的 110 个氨基酸，提高谷氨酸棒杆菌在高生

物素环境中分泌生产谷氨酸的能力。弱化 TCA 循环中 α-酮戊二酸脱氢酶（oxoglutarate 

dehydrogenase complex, OGDC），使代谢流更多流向谷氨酸的合成，获得的重组菌株 C. 

glutamicum XW6 可以利用干酸预处理后的玉米秸秆进行谷氨酸的生产，谷氨酸产量有

65.2 g/L[70]。以 C. glutamicum XW6 为出发菌株，质粒表达分泌表达型谷氨酸脱羧酶

（glutamic acid decarboxylase, GAD），实现 γ-氨基丁酸的胞外分泌表达，并敲除 GABA

通透酶编码基因 gabP，阻止分泌到胞外的 GABA 被转运至胞内。获得的重组菌株 C. 

glutamicum XW6-16 以玉米秸秆为碳源，生产出的 GABA 产量有 39.2 g/L，以葡萄糖为

碳源，通过补料分批发酵，GABA 产量达到 77.6 g/L[71]。对 γ-氨基丁酸生产菌株 C. 

glutamicum XY24 从糖浓度、氮含量、辅因子添加量、通气量和发酵模式多个发酵条件

进行优化，以干酸预处理后的玉米芯残渣为原料，补料分批发酵生产出的 GABA 产量达

到 93.1 g/L[68]。 

 

1.2.2  γ-氨基丁酸生产菌株 

常见的 γ-氨基丁酸天然生产菌株有大肠杆菌、乳酸菌、芽孢杆菌、红曲霉、链球菌

和酵母等。这些菌株中，大肠杆菌和乳酸菌的谷氨酸脱羧酶活性较高。大肠杆菌适用范

围广，可以在极酸性条件下生存和生产 GABA[72]。大肠杆菌基因工程手段成熟，易于操

作，生长速度快，转化效率高，是良好的改造对象。敲除或抑制与 GABA 生物合成竞

争的 GABA 分流途径获得的重组菌株 Escherichia coli GTS，通过葡萄糖补料分批发酵，

GABA 产量可以达到 85.9 g/L[73]。但是大肠杆菌在生产过程中会产生内毒素，存在安全

性问题。乳酸菌虽然含有内源性谷氨酸脱氢酶和谷氨酸脱羧酶，但是自身合成谷氨酸能

力有限，无法满足合成 γ-氨基丁酸的需求，需要额外添加谷氨酸钠。短乳杆菌是乳酸菌

中研究最多的菌株，也是生产 GABA 时产量最高的菌株。短乳杆菌 Lactobacillus brevis 

NCL912 的 GABA 产量可以达到 205 g/L[74]。芽孢杆菌也展现了一定的 GABA 生产能

力。芽孢杆菌 Bacillus subtilis BBEL02 可以利用工业废料生产出 12.5 g/L 的 GABA[75]。

红曲霉、链球菌和酵母的谷氨酸脱羧酶活性一般不高，因此 GABA 产量也不高，不适用

大规模生产。 

谷氨酸棒杆菌虽然不存在天然的合成 γ-氨基丁酸的途径，但该菌株是谷氨酸的生产
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菌株，可以为 GABA 的合成提供充足的前体。谷氨酸棒杆菌容易进行基因改造，不含内

毒素，是公认安全的（Generally recognized as safe, GRAS）菌株，也是理想的 GABA 生

产菌株。有研究通过改造谷氨酸棒杆菌，可以同时利用葡萄糖和木糖进行 GABA 的发酵

生产[76]。谷氨酸棒杆菌生长 pH 为中性，大肠杆菌来源或者乳酸菌来源的谷氨酸脱羧酶

最佳 pH 为酸性。虽然两种 pH 不一致，但是可以通过对谷氨酸脱羧酶进行改造，使 pH

差距缩小，提高谷氨酸脱羧酶在中性条件中的活性。而且谷氨酸棒杆菌对木质纤维素体

系耐受性较强，可以利用木质纤维素类廉价碳源，降低 GABA 生产成本，适用于工业化

生产。 

 

1.2.3  γ-氨基丁酸发酵优化 

不同生产菌株的 γ-氨基丁酸生产能力不同，并且大肠杆菌、乳酸菌和谷氨酸棒杆菌

等可以通过基因改造提高菌株的 γ-氨基丁酸合成能力。除了基因改造手段，发酵条件同

样是影响 γ-氨基丁酸生成系统整体性能的关键因素。优化发酵条件，对提高产物产量至

关重要。 

碳氮源对微生物生长和代谢至关重要，菌株的生长和生产会因碳氮源的种类和浓度

而有所差异。葡萄糖是微生物生长常用的碳源，但是对于短乳杆菌 L. brevis，使用木糖、

果糖或阿拉伯糖作为碳源时，可以激活木糖操纵子，显著促进生长和提高产量[77, 78]。短

乳杆菌 L. brevis CE701 的发酵培养基中用木糖替代葡萄糖，获得了 176.04 g/L 的 GABA

产量[79]。酵母 Kluyveromyces marxianus C21 的发酵培养基中用豆渣代替传统培养基对

GABA 的产生有显著的积极影响[80]。除了更换碳氮源的种类，碳氮源的浓度也会对菌株

生长和产物产量产生影响。在本实验室前期研究发现，利用 C. glutamicum XY24 生物合

成 γ-氨基丁酸时，高浓度的氮源有利于菌体生长但是不利于 GABA 生产。优化培养基

培养基中有机氮源玉米浆和无机氮源硫酸铵的浓度后，GABA 产量提升为优化前的 2 倍

[68]。 

发酵技术有两阶段发酵、补料分批发酵和共培养发酵，可以根据实际情况和不同需

求采用不同的发酵技术。两阶段发酵可以促进细胞生长并且可以增加 GABA 的产生。有

研究采用两阶段发酵法，前期控制 pH 为菌株生长适宜的 pH，后期将 pH 调整为谷氨酸

脱羧酶适宜的 pH 用于 GABA 的生产。通过控制不同阶段的 pH 值使短乳杆菌 L. breve 

CGMCC 1306 达到最佳生长速率和生成速率，GABA 产量提高到 526 mmol/L [81]。C. 

glutamicum GB-16 通过两阶段发酵，前期 pH 7.0 适合菌株生长，后期 pH 6.0 更有利于

促进谷氨酸脱羧酶的酶活，最终 GABA 的产量达到 81.31 g/L[82]。补料分批发酵指前期

选择合适的底物初始浓度进行发酵，在发酵过程中不断添加营养物质、底物或前体。该

技术可以防止底物消耗，提高细胞密度，增加 GABA 产量。在发酵第 12 h 和 24 h 分别

添加 280.7 和 224.56 g 谷氨酸，GABA 的浓度在 48 h 达到 1005.81 mM[83]。双歧杆菌
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Bifidobacterium adolescentis JCM 1275 重组菌株通过补料分批发酵，额外添加谷氨酸，

获得浓度为 415 mM 的 GABA[84]。共培养发酵指在同一发酵系统中培养多种微生物菌

株，利用不同菌株之间的协同作用，提高产物的产量。例如一种菌株生产 GABA 合成需

要的谷氨酸，另一种菌株表达高活性的谷氨酸脱羧酶，提高 GABA 的产量[85]。有研究

共培养撕裂蜡孔菌 Ceriporia lacerate 和植物乳杆菌 L. plantarum K154，C. lacerate 用于

生产蛋白酶、胞外多糖、纤维素等有利于 L. plantarum K154 生长的营养物质，最终生成

15.53 mg/mL GABA[86]。用乳制品生产 GABA 时，短乳杆菌 L. brevis 蛋白水解活性差，

无法在牛奶中生存，但是将 L. brevis 877G 与产生蛋白酶的菌株酒红乳杆菌 L. sakei 795

共培养，GABA 浓度显著提高到 22.51 mM[87, 88]。 

温度和 pH 等发酵条件也十分重要。温度会影响微生物的生长和代谢，GABA 生产

的最适温度取决于微生物菌株种类。C. glutamicum 发酵生产最适温度 37 ℃，植物乳杆

菌 L. plantarum NTU 102 发酵生产最适温度为 34 ℃[89]，乳酸乳球菌 Lactococcus lactis 

311 和 L. lactis 491 发酵生产最适温度分别为 35.4 ℃和 30 ℃[90]，嗜热链球菌 Streptococcus 

thermophilus fmb5 发酵生产最适温度 38.8 ℃[91]，戊糖片球菌 Pediococcus pentosaceus 

MN1 温度为 45 ℃时 GABA 产量最高[92]。发酵 pH 除了会影响菌株生长，还会影响 GABA

合成。GABA 合成中起关键作用的酶是谷氨酸脱羧酶，该酶最适 pH 偏酸性。乳酸菌中

的谷氨酸脱羧酶在酸性 pH 下活性最高，pH 高于 5 时，酶活显著降低甚至失活[93]。植物

乳杆菌 L. plantarum N5 和短乳杆菌 L. brevis K203 中的 GAD 最适 pH 分别是 5.50 和

5.25[94, 95]。大肠杆菌 E. coli 中的 GAD 最适 pH 是 4.6[96]。 

谷氨酸脱羧酶是 5’-磷酸吡哆醛依赖性酶，GABA 发酵生产中需要补充辅因子激活

谷氨酸脱羧酶的酶促反应[97]。有研究在探究短乳杆菌 L. brevis RK03 的最佳 PLP 添加量

时发现，GABA 在 PLP 浓度为 10 和 20 μM 时显示出最高的产量[98]。还有研究发现五

碳糖乳杆菌 Lactiplantibacillus pentosus SN001 发酵生产 GABA 时，添加 100 μM PLP 的

GABA 含量是未添加 PLP 的 17 倍[99]。 

综上所述，碳氮源、发酵技术、温度、pH 和辅因子是微生物发酵生产 γ-氨基丁酸

需要考虑的基本条件。优化发酵条件可以显著提高生产效率和降低成本，并确保发酵过

程的稳定性和可重复性，还为可持续生物经济的发展提供了重要的技术支持。 

 

1.3  谷氨酸棒杆菌合成 γ-氨基丁酸的优势与不足 

谷氨酸棒杆菌（C. glutamicum）是革兰氏阳性菌株，呈短杆棒状，是 FDA 认定的

GRAS 菌株[100]。目前已经对谷氨酸棒杆菌进行了大量的基因组学[101]和转录组学[102]的研

究，基因组序列公开，基因编辑技术也在不断更新。除了常用的同源重组技术，目前还

研究出如 CRISPR-Cpf 和 CRISPR-Cas9[103-105]等基因编辑技术，为改造谷氨酸棒杆菌提
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供了高效有用的工具。对于 γ-氨基丁酸的合成来说，谷氨酸棒杆菌具有内源性的谷氨酸

合成路径，可以提供充足的前体，是理想的宿主菌株。在谷氨酸棒杆菌中，分流途径是

生物体内降解 GABA 的主要途径。该途径涉及 GABA 转氨酶编码基因 gabT 和琥珀酸

半醛脱氢酶编码基因 gabD。GABA 转氨酶催化 GABA 生成琥珀酸半醛和谷氨酸。这一

反应通过降解 γ-氨基丁酸，参与了细胞内的代谢。琥珀酸半醛被琥珀酸半醛脱氢酶氧化

成琥珀酸，接着进入 TCA 循环，继续参与细胞的能量代谢和合成代谢[106]。谷氨酸棒杆

菌中还存在一种特异性转运蛋白 GABA 通透酶[107]。在 GABA 通透酶的作用下，可以调

节胞内外 GABA 浓度。 

在生物炼制领域，预处理过程中会产生抑制物，且脱毒后仍有残留。和其他菌株相

比，谷氨酸棒杆菌耐受木质纤维素体系，可以较好地生长[108]。并且通过驯化或基因改

造，可以提高耐受性[109]。对于木质纤维素水解液中的不同糖类，谷氨酸棒杆菌不会优先

利用大量葡萄糖[110]。可以通过代谢工程改造，引入除了葡萄糖外的其他碳源利用途径，

适应不同的生物炼制需求，提高木质纤维素的利用率。结合章节 1.1.2 部分干法生物炼

制技术，谷氨酸棒杆菌已经成功实现了木质纤维素原料向谷氨酸、赖氨酸和聚羟基丁酸

酯等大宗化学品的高效转化。 

但是，谷氨酸棒杆菌中生产 γ-氨基丁酸也存在一些不足。（1）谷氨酸棒杆菌合成 γ-

氨基丁酸会出现细胞生长和 GABA 生产不平衡问题[111]，细菌的生长速度较快，快速的

细胞生长会消耗掉大量的碳源，导致后期产物合成缺少能量支持，因此碳代谢流的调控

尤其重要。（2）野生型的谷氨酸脱羧酶通常具有较低的催化活性以及较低的最适 pH，

不适应谷氨酸棒杆菌的中性培养条件[112]。因此部分研究尝试了对来源于大肠杆菌的谷

氨酸脱羧酶 GadB 进行改造，扩大谷氨酸脱羧酶活性 pH 范围。例如定向进化和理性设

计来源于短乳杆菌的谷氨酸脱羧酶获得突变体 GadB1（T17I/D2194G/E312S/Q346H），在

谷氨酸棒杆菌中过表达 GadB1 后 GABA 产量达到 29.5 g/L[113]；异源表达大肠杆菌突变

体 GadB（Glu89Gln/Δ452-466），在中性条件下生产 38.6 g/L 的 GABA [96]。（3）谷氨酸

棒杆菌生产 GABA 时，大部分研究以质粒的形式表达谷氨酸脱羧酶[114]。质粒在发酵过

程中容易丢失，不利于工厂化生产，需要添加抗生素维持质粒，但这样会增加生产成本

和环境污染[115, 116]。因此目前常见做法是在基因组整合谷氨酸脱羧酶基因，实现谷氨酸

棒杆菌的无质粒稳定生产 GABA。质粒在细胞生长中能够保持高拷贝数，易于外源基因

的复制和扩增，因此谷氨酸棒杆菌基因组整合外源谷氨酸脱羧酶编码基因时，需要考虑

增加 GAD 拷贝数来达到质粒表达菌株生产 GABA 的能力。Shi 等人[117]在 C. glutamicum 

ATCC 13032 的基因组上共表达谷氨酸脱羧酶基因 gadB1 和 gadB2，并且优化 RBS 序列

和启动子，重组菌株 GABA 产量达到 25 g/L。Yao 等人[114]在 C. glutamicum ATCC 13032

的基因组上，谷氨酸脱氢酶和谷氨酸脱羧酶拷贝数为 2:3 时，重组菌株 GABA 产量有

33.17 g/L。Wen 等人[82]在 C. glutamicum XW6-ΔgabP 的基因组上整合三次含有双顺反子
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结构的分泌表达型谷氨酸脱羧酶基因，并优化一些代谢支路的启动子，重组菌株 GABA

产量达到 39.65 g/L。 

 

1.4  本研究的立题依据及研究内容 

γ-氨基丁酸发酵是生产 γ-氨基丁酸的常用方法，但是目前存在以下不足：（1）微生

物质粒表达生产 γ-氨基丁酸时质粒容易丢失；（2）葡萄糖为碳源时 γ-氨基丁酸生产成本

较高。目前，γ-氨基丁酸（GABA）的生物合成主要以商品葡萄糖或第一代糖基原料为

碳源。如果采用木质纤维素这类丰富的非粮生物质作为碳源，不仅能够显著降低 GABA

的生产成本，还能有效避免“与人争粮”的问题。 

本研究选择对木质纤维素体系有较强耐受性的谷氨酸棒杆菌 C. glutamicum GJ04 为

研究对象，在其中构建了 γ-氨基丁酸的生物合成路径。通过对发酵条件和代谢路径的优

化，提高 γ-氨基丁酸的产量，最后在木质纤维素水解液体系中实现廉价碳源进行 γ-氨基

丁酸的生产。 

本论文的研究内容包括以下四个方面： 

（1）C. glutamicum GJ04 分泌表达谷氨酸脱羧酶基因，获得具有葡萄糖和木糖利用

途径的、可以胞外积累 γ-氨基丁酸的质粒表达重组菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-

NsgadBmut。 

（2）通过代谢工程改造，在 C. glutamicum GJ04 基因组中多拷贝整合分泌表达型谷

氨酸脱羧酶基因，获得遗传稳定的 γ-氨基丁酸生产的重组菌株。在重组菌株基因组中敲

除乙醛酸支路的异柠檬酸脱氢酶，使更多的碳通量流向 α-酮戊二酸的积累，促进前体谷

氨酸的合成，增加 γ-氨基丁酸的合成。接着敲除 GABA 通透酶，减少胞外 γ-氨基丁酸

被运输至胞内，获得工程菌株 C. glutamicum GJ09。 

（3）在玉米芯残渣水解液中检验工程菌株 C. glutamicum GJ09 生产 γ-氨基丁酸的

能力。玉米芯残渣水解液制备糖浆，工程菌株 C. glutamicum GJ09 在玉米芯残渣水解液

中补料分批发酵生产 γ-氨基丁酸。 
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第 2 章  γ-氨基丁酸质粒表达生产菌株的构建和发酵 

2.1  引言 

γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid, GABA）微生物发酵是工业化生产 GABA 的主要

方法。微生物发酵生产 GABA 的机制是以谷氨酸为前体，通过谷氨酸脱羧酶作用生成

GABA。大肠杆菌和乳酸菌含有谷氨酸脱羧酶，是天然的 GABA 生产菌株。但是大肠杆

菌在生产过程中会产生内毒素，产品应用具有局限性。乳酸菌自身供给谷氨酸能力不强，

需要额外添加谷氨酸钠，会增加 GABA 生产成本。因此，不产生内毒素且自身能够提供

充足的谷氨酸的菌株，是理想的 GABA 生产菌株。 

谷氨酸棒杆菌虽然不是天然的 GABA 生产菌株，但是自身具有较强的谷氨酸合成

能力，异源表达谷氨酸脱羧酶即可生成 GABA。目前已经有大量谷氨酸棒杆菌通过质粒

表达谷氨酸脱羧酶成功生产 GABA 的研究。并且谷氨酸棒杆菌对木质纤维素耐受性较

强，可以利用木质纤维素的可发酵糖正常生长和生产。实验室前期研究中，通过质粒表

达谷氨酸脱羧酶编码基因，构建了一株可以在木质纤维素体系生长且胞外生产 GABA 的

谷氨酸棒杆菌 C. glutamicum XW6-16[71]。表达质粒 pTacM-NsgadBmut 的组成如下：（1）

分泌表达蛋白效果较好的启动子 TacM[118]；（2）中性条件下催化谷氨酸生成 GABA 的

谷氨酸脱羧酶 GadBmut（Glu89Gln/Δ452-466）[96]；（3）Sec 分泌蛋白通道和 Ncgl1289 分

泌表达信号肽，将谷氨酸脱羧酶分泌表达到胞外，使其在胞外和谷氨酸反应生成 GABA。

但是该菌株缺乏木糖代谢途径，无法利用木质纤维素水解液中的木糖。而本实验室前期

研究中，通过代谢工程改造，在 C. glutamicum S9114 基因组中整合来源于大肠杆菌的

xylAB 基因（xylA, 木糖异构酶编码基因；xylB, 木酮糖激酶编码基因）和戊糖转运蛋白

AraE，获得的重组菌株 C. glutamicum GJ04 增加了木糖的代谢途径[119]。 

为了提高木质纤维素利用率，本章节选择引入了木糖代谢途径的C. glutamicum GJ04

作为出发菌株进行改造。通过质粒表达分泌表达型谷氨酸脱羧酶，实现谷氨酸棒杆菌的

胞外生产 GABA。并减少培养基中玉米浆和硫酸铵的浓度，在限氮条件下进行 GABA 的

发酵生产，提高 GABA 的产量。  

 

2.2  材料与方法 

2.2.1  实验菌株、培养基和发酵条件 

本章节使用的菌株和质粒列于表 2.1 和表 2. 2，引物列于表 2. 3。 

实验室之前的研究已构建了一株能够适应木质纤维素水解液体系中高生物素含量
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且能同时利用葡萄糖和木糖的高产谷氨酸的 C. glutamicum GJ04，本论文以此菌株作为

出发菌株。本章节用到的实验室前期研究中的表达质粒 pTacM-NsgadBmut，以 E. coli 

DH5α 作为宿主菌株。大肠杆菌发酵条件 37 ℃，转速 200 rpm。谷氨酸棒杆菌发酵条件

30 ℃，转速 200 rpm。本研究中用到的培养基成分如下： 

(1) LB 培养基（g/L）：5 酵母提取物，10 蛋白胨，10 氯化钠； 

(2) LK 培养基：LB 培养基，50 mg/L 卡那霉素； 

(3) CM2B 培养基（g/L）：10 酵母提取物，10 蛋白胨，10 氯化钠； 

(4) CM2BK 培养基：CM2B 培养基，50 mg/L 卡那霉素； 

(5) LBG 感受态培养基（g/L）：LB 培养基，30 甘氨酸，20 葡萄糖，1.0 吐温 80； 

(6) LBHIS 培养基（g/L）：2.5 酵母提取物，5 蛋白胨，2 氯化钠，18.5 牛脑心浸粉，91

山梨糖醇； 

(7) LBHISK 平板：LBHIS 培养基，12.5 mg/L 卡那霉素； 

(8) LBS 平板（g/L）：LB 培养基，100 蔗糖，15 琼脂粉； 

(9) 种子液培养基（g/L）：30 葡萄糖，1.5 磷酸二氢钾，0.6 硫酸镁，2.5 尿素，0.002 硫

酸亚铁，0.002  硫酸锰，5.0 玉米浆； 

(10) 合成培养基（g/L）：120 葡萄糖，1 磷酸二氢钾，0.6 硫酸镁，10 硫酸铵，0.002 硫

酸亚铁，0.002  硫酸锰，25 玉米浆，0.1 mM 5’-磷酸吡哆醛； 

(11) 限氮合成培养基（g/L）：120 葡萄糖，30 木糖，1 磷酸二氢钾，5 硫酸铵，10 玉米

浆，0.6 硫酸镁，0.002 硫酸亚铁，0.002 硫酸锰，0.1 mM 5’-磷酸吡哆醛（PLP）； 

(12) 储存液：0.1 M 氯化钙，19%（w/w）甘油。 

种子液培养基、GABA 发酵培养基和限氮合成培养基中的碳源（葡萄糖、木糖）和

磷酸二氢钾一起配制，于 115 ℃和 20 min 高压蒸汽灭菌后使用。硫酸镁配制成 300 g/L

一水硫酸镁母液，尿素配制成 400 g/L 母液，硫酸铵配制成 500 g/L 母液，玉米浆配制成

300 g/L 母液，115 ℃和 20 min 高压蒸汽灭菌后使用。硫酸亚铁和硫酸锰均配制成 10 g/L

母液，5’-磷酸吡哆醛（PLP）配制成 0.1 mM 母液，用无菌滤头过滤使用。5 M 氢氧化钠

和 2 M 硫酸调节培养基 pH 为 7.0。 

LB 培养大肠杆菌，CM2B 培养谷氨酸棒杆菌。相应的 LK 和 CM2BK 培养携带质

粒的菌株。平板活化菌株，在液体培养基中加入 20 g/L 琼脂粉。LBG 感受态培养基制

备谷氨酸棒杆菌感受态，感受态用 10%甘油保存于-80 ℃冰箱备用。含牛脑心浸粉成分

的培养基和平板用于电转实验中谷氨酸棒杆菌的孵育和培养。LBS 平板用于谷氨酸棒杆

菌同源重组双交换筛选验证。种子液培养基、合成培养基和限氮合成培养基用于谷氨酸

棒杆菌发酵生产 γ-氨基丁酸。E. coli DH5α 感受态用储存液保存于-80 ℃冰箱。 
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2.2.2  实验所用酶及试剂 

质粒提取试剂盒购自上海捷瑞生物科技有限公司（Shanghai, China）。玉米浆购自山

东邹平山东西王集团。5’-磷酸吡哆醛购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司。上海泰坦

科技股份有限公司提供实验中使用的其他试剂。 

 

2.2.3  重组质粒的构建 

本章节使用的质粒 pTacM-NsgadBmut 信息见表 2. 1。 

 

2.2.4  重组菌株的构建 

本章节使用引物见表 2.2。 

选择谷氨酸生产菌株 C. glutamicum GJ04 作为出发菌株，采用电转化的方法将质粒

转化入谷氨酸棒杆菌中。具体操作步骤如下： 

(1) 谷氨酸棒杆菌感受态细胞的制备 

1) 取出 C. glutamicum GJ04 冻存管，在 CM2B 平板划线活化。在 30 ℃恒温培养箱倒置

培养 2-3 d。 

2) 长出单菌落后，接种到 5 mL 的液体 CM2B 培养基中，于 30 ℃和 200 rpm 的摇床中

培养 12 h。 

3) 将菌液按 10%的接种量转接到 30 mL 的 LBG 感受态培养基中，摇床培养 4 h 后，加

入 60 μL 浓度为 50 mg/L 的氨苄青霉素，摇床培养 1 h。 

4) 将菌液倒入 50 mL 灭菌的离心管中，冰浴 15 min。 

5) 冰浴结束，于 4 ℃和 5000 rpm 离心 10 min。结束后倒去上清液，加入 30 mL 预冷

的 10%甘油，移液枪轻柔吹吸重悬菌体。相同的离心条件再次离心收集菌体。 

6) 重复步骤 5 用 10%甘油重悬离心一次，移液枪尽量吸干净上清液。 

7) 加入 2 mL 的 10%甘油（甘油添加量视总菌体量而定），移液器轻柔吹吸重悬菌体，

按 100 μL 的体积分装到灭菌的 EP 管中，-80 ℃冰箱冻存备用。 

(2) 电转实验 

1) 将 20 μL 的质粒和 100 μL 提前解冻的感受态细胞用移液器轻柔混匀，冰浴 30 min。 

2) 冰浴结束后，将菌液转移到预冷干燥的电击杯中，动作轻柔尽量没有气泡产生，盖

上电击杯盖子。纸巾擦干电击杯外壁水珠后，进行电击。电转参数为电压 1800 V，电阻

200 Ω。  

3) 电击结束后将菌液转移到 EP 管中，立即加入 1 mL 的 46 ℃预热的 LBHIS 培养基，

混匀后将 EP 管放入提前预热的水浴锅中，46 ℃热激 8 min。 

4) 热激结束后将 EP 管放入 37 ℃，200 rpm 摇床孵育 1 h，再转移到 30 ℃，200 rpm 摇

床孵育 1 h。 
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5) 孵育结束后，将 EP 管在离心机内 4000 rpm 离心 3 min。弃去上清液，少量剩余菌液

轻柔混匀后涂布到 LBHISK 平板中，30 ℃培养 60-72 h。长出合适大小的单菌落后进行

菌落 PCR 验证。 

(3) 表达质粒菌落 PCR 验证 

设计表达质粒 pTacM-NsgadBmut 的上下游引物 VeTacM-F/R，选择电转后长出的单菌落

进行菌落 PCR 验证，在凝胶电泳中跑出正确条带的菌株即为质粒转化成功的重组菌株。 

 

2.2.5  GABA 发酵 

本章节在 3 L 发酵罐中进行 GABA 发酵生产。研究所用的种子液培养基、合成培养

基和限氮合成培养基见 2.2.1。 

挑取在 CM2B 平板上活化的 C. glutamicum 重组菌株单菌落转接到 10 mL 种子液培

养基中，培养 12 h 形成一级种子液，发酵温度 30 ℃，转速 200 rpm。接菌前用 5M NaOH

调节培养基 pH 为 7.0。 

按 10%的接种量，将一级种子液转接到含有 30 mL 种子液培养基的 250 mL 摇瓶和

含有 50 mL 种子液培养基的 500 mL 摇瓶中，再次培养 12 h 形成二级种子液。根据发酵

需求，将 800 mL 合成培养基或限氮合成培养基倒入已经灭菌冷却的 3 L 发酵罐内，并

添加适量消泡剂防止发酵过程中起泡。发酵罐参数设置为：转速 600 rpm，温度 30 ℃，

pH 7.0，通气量 1.4 vvm。发酵罐内限氮合成培养基达到设定参数后，按 10%的接种量，

将二级种子液转接到培养基中进行 GABA 的 3 L 发酵罐。发酵周期为 72 h，每 12 h 取

一次样，后续对发酵液进行检测分析。 
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表 2. 1  本研究中使用的菌株 

Table 2. 1  Strains used in this study 

Strains Description Sources 

E.coli DH5α Host for plasmid construction Lab stock 

C. glutamicum GJ04 

C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 

GJ05 

GJ06 

GJ07 

GJ08 

GJ09 

GJ04-pTacM 

GJ04-pTacM-gdh 

GJ04-pTHP7-gdh 

GJ04-pTHP9-gdh 

GJ04-pTHT8-gdh 

GJ04-pTHT11-gdh 

Engineered C. glutamicum S9114 for cellulosic glutamate production 

GABA plasmid expression production strain harboring pTacM-NsgadBmut 

GJ04-Δldh::pTacM-NsgadBmut 

GJ05-ΔgabT::pTacM-NsgadBmut  

GJ06-ΔgabD::pTHP7-NsgadBmut 

GJ07-ΔaceA 

GJ09-ΔgabP 

Glutamic acid plasmid expression production strain harboring pTacM 

Glutamic acid plasmid expression production strain harboring pTacM-gdh 

Glutamic acid plasmid expression production strain harboring pTHP7-gdh 

Glutamic acid plasmid expression production strain harboring pTHP9-gdh 

Glutamic acid plasmid expression production strain harboring pTHT8-gdh 

Glutamic acid plasmid expression production strain harboring pTHT11-gdh 

Lab stock 

This work 

This work 

This work 

This work 

This work 

This work 

This work 

This work 

This work 

This work 

This work 

This work 
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表 2. 2  本研究中使用的质粒 

Table 2. 2  Plasmids used in this study 

Plasmids Description Sources 

pTacM-NsgadBmut 

pK18sacBmob 

pK18-Δldh::pTacM-NsgadBmut 

pK18-ΔgabT::pTacM-NsgadBmut 

pK18-ΔgabD::pTHP7NsgadBmut 

pK18-ΔaceA 

pK18-ΔgabP 

pTacM 

pTacM-gdh 

pTHP7-gdh 

pTHP9-gdh 

pTHT8-gdh 

pTHT11-gdh 

Plasmid for secretory expression of glutamate decarboxylase 

Suicide vector in C. glutamicum, kanamycin resistance, sacB 

Plasmid for ldh gene knockout and pTacM-NsgadBmut insert in the genome 

Plasmid for gabT gene knockout and pTacM-NsgadBmut insert in the genome 

Plasmid for gabD gene knockout and pTHP7-NsgadBmut insert in the genome 

Plasmid for aceA gene knockout 

Plasmid for gabP gene knockout 

Overexpression vector, kanamycin resistance 

Plasmid for expression of glutamate dehydrogenase 

pTacM-gdh derivative with HP7 fore-cistron inserted  

pTacM-gdh derivative with HP9 fore-cistron inserted  

pTacM-gdh derivative with HT8 fore-cistron inserted 

pTacM-gdh derivative with HT11 fore-cistron inserted 

Lab stock 

Lab stock 

This work 

This work 

This work 

This work 

This work 

Lab stock 

This work 

This work 

This work 

This work 

This work 
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表 2. 3  本研究中使用的引物 

Table 2. 3  Primers used in this study 

Primers Sequence(5’-3’) 

VeTacM-F 

VeTacM-R 

pTNldh-F1 

pTNldh-R1 

ldh-F1 

ldh-R1 

ldh-F2 

ldh-R2 

pTNgabT-F1 

pTNgabT-R1 

gabT-F1 

gabT-R1 

gabT-F2 

gabT-R2 

HP7-F1 

HP7-R1 

pTHP7N-F 

pTHP7N-R 

TGAGCTGTTGACAATTAATCATCGTG  

CCTCCTTTATCTAGACGTTGATGTCCTTTCAATTGGGAA 

CCGCGCTGAGCTGTTGACAATTAATCATCGTGTGG 

CATGGGAAGGATCAGTGATCGCTGAGATATTTCAGGGAG 

GACATGATTACGAATTCAGCCTCAAGGACGCCGGT 

TCAACAGCTCAGCGCGGGCAACTGCTTC 

CACTGATCCTTCCCATGGCTGGTCACAAAG 

ATGCCTGCAGGTCGACGCCACGATGGCGAAAAGTGG 

TGAGCTGTTGACAATTAATCATCGTG 

TCAGTGATCGCTGAGATATTTCAGGGAG 

CATGATTACGAATTCACGCGGTGAATGGTGG 

ATTGTCAACAGCTCAGGTTCCTCCTGTGAGGTGAG 

CTCAGCGATCACTGAGACCGCGAAGAACCGC 

GCCTGCAGGTCGACACGGATCTTTCGCGGGG 

TCTAGATAAAGGAGGACAACCATGACTAACGGAAAATTGATTC 

TCATATTTCATTAGTTGTCCTCCTTTTGGTTGGATGC 

ACTAATGAAATATGAATTTAATAATAGATTCCGAACGAAATCGGTG 

TCAGTGATCGCTGAGATATTTCAGG 
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gabD-F1 

gabD-R1 

gabD-F2 

gabD-R2 

aceA-F1 

aceA-R1 

aceA-F2 

aceA-R2 

gabP-F1 

gabP-R1 

gabP-F2 

gabP-R2 

Vector-F 

Vector-R 

VepK18-F 

VepK18-R 

Veldh-F 

Veldh-R 

VegabT-F 

VegabT-R 

VegabD-F 

VegabD-R 

CATGATTACGAATTCGTGAGGTTCCAATGCTGGAAAAC 

TTAATTGTCAACAGCTCAGGGCTTTTACCTTCGTTTCGC 

TATCTCAGCGATCACTGAGGGAGTATCTGATGCTGCTCC 

TGCCTGCAGGTCGACCTGCAACAAGATTGCCGG 

TGACATGATTACGAATTCCAGCTGAGGTCCTGCGG 

TGTAGGTCCCAAAGTCACTTCCTTAAGTGCTGATTCGCAATGG 

GTGACTTTGGGACCTACAGGTTCTGACAATTTAAATCTCCCTACATC 

GCATGCCTGCAGGTCGACGCATTTGCATTCCCAGTTCCC 

CATGATTACGAATTCATTTCCCCATCGCCATGG 

CCAGCCAGCGTTTTTTCCTTCGGGTTATTCACC 

GGAAAAAACGCTGGCTGGTGTTCATTG 

TGCCTGCAGGTCGACTTAAATTTCCAAGGAGCCGTTG 

GTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT 

GAATTCGTAATCATGTCATAGCTGTTTCCTGTGTG 

GCGCAACGCAATTAATGTGAG 

CTTCGCTATTACGCCAGCTG 

CAAACCCCATACAACCCGAC 

CAGCCATGGTGCAACATTC 

GTGAGCGCACTTCGATTTC 

GGGTGGAATCGTGGTTTTCTAG 

GTGGTACTTCCAGCGTTACATC 

CTCCGCATATTTTGTGATTCCC 
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VeaceA-F 

VeaceA-R 

VegabP-F 

VegabP-R 

VeTacM-F 

VeTacM-R 

TacM-F 

TacM-R 

gdh-F 

gdh-R 

HP7-R2 

HP9-R 

HT8-R 

HT11-R 

RT-q PCR-F 

RT-q PCR-R 

CGACTTTTACCTAGGTCACACCTTC 

GTATGTCCTTTCATTGGCGACTTAATG 

CCTTCCGGAATCGGTCACATC 

CAACAATTTGGGCGTATCTGGAATC 

GTTGGCTTGGTTTCATCAGCC 

GCTTAATTTGATGCCTGGCAGTTTATG 

GGCATGCAAGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATTTTCAG 

GTCGATTAGCTCGAACATGGTTGTCCTCCTTTAATTGACACATGG 

ATGTTCGAGCTAATCGACGACTGGGGTCCCGAAAAGATC 

CAGCCAAGCTTGCATGCCTTATCGGCGAACCATACCTCTGG 

GTCGATTAGCTCGAACATCATTAGTTGTCCTCCTTTTGGTTGGATG 

GTCGATTAGCTCGAACATCATTAGTTGTCCTCCTTTCGATCAAAGAC 

GTCGATTAGCTCGAACATCATTAGTTGTCCTCCTTTTTAACGAGGTC 

GTCGATTAGCTCGAACATCATTAGTTGTCCTCCTTTTTTAGCTGCC 

GCCCGCTACTGGGATGT 

CACGCCGATGGTGTTTT 
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2.2.6  分析方法 

用分光光度计和HPLC评价发酵液样品的菌体生长、葡萄糖、木糖、谷氨酸和GABA。 

发酵液中通过分光光度计测定 600 nm 下的光密度值表征细胞生长。利用 10 g/L 氢

氧化钠将离心的发酵上清液稀释 10 倍，使用山东省科学院开发的生物传感器分析仪

SBA-90 测定谷氨酸含量。利用配备示差折光检测器（RID-10 A）和 Aminex HPX-87H 柱

(Bio-Rad)的岛津 LC-20 D HPLC 检测葡萄糖和木糖的浓度。柱温 65 ℃，等度洗脱流速

为 0.6 mL/min，流动相为 5 mM H2SO4。 

发酵产物 GABA 需要先通过邻苯二甲醛衍生化[121]，衍生物在 HPLC 中分离效果良

好，检测的分辨率和灵敏度提高。衍生化试剂组成：0.3 g 邻苯二甲醛溶于 5 mL 甲醇后，

加入 250 μL 巯基乙醇，用 pH 9.5 的硼酸缓冲液定容至 100 mL。将待测样品、衍生化试

剂、0.1 M 磷酸二氢钾按照 1: 3: 4 的比例反应 2 min 后制备样品，利用配备紫外检测器

（SPD-20A UV）和 C18 柱（YMC Pack ODS-A）的岛津 LC-20 AT HPLC 检测 GABA 浓

度。检测波长 338 nm，柱温 40 ℃。梯度洗脱法[71]：总流速 1.0 mL/min，B 泵 0-15-22 

min 时间段内的流速变化是从原始的 8% (v/v)提高到 37% (v/v)，之后又降为 8% (v/v)。

流动相 pH 为 7.2，A 泵流动相（1 L）成分为 0.036 M 乙酸钠溶液，200 μL 三乙胺，5 mL

四氢呋喃；B 泵流动相成分为 0.18 M 乙酸钠溶液、甲醇和乙腈的体积比为 1: 2: 2。 

 

2.3  结果与讨论 

大部分木质纤维素生物质水解液中除了葡萄糖，还含有 30%的木糖。为了提高水解

液的利用率，本章节选择实验室之前研究得到的引入了木糖代谢途径的谷氨酸生产菌株

C. glutamicum GJ04 为出发菌株，将表达质粒 pTacM-NsgadBmut 电转入 C. glutamicum 

GJ04，实现谷氨酸棒杆菌质粒表达谷氨酸脱羧酶生产 GABA。表达质粒含有 Sec 分泌蛋

白通道和 Ncgl1289 介导 Sec 分泌蛋白通道的分泌表达信号肽，可以将谷氨酸脱羧酶分

泌表达到胞外，在胞外和谷氨酸反应生成 GABA。质粒表达重组菌株 C. glutamicum GJ04-

pTacM-NsgadBmut 合成 GABA 生物途径见图 2. 1。 

 



第22页  华东理工大学 硕士学位论文 

 

 

图 2. 1  质粒表达菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 合成 GABA 的生物途径 

Fig. 2. 1  Biopathways for GABA production for C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 

注：木糖代谢途径相关酶木糖异构酶（Xylose isomerase, XylA），木酮糖激酶（Xylose reductase, XylB），

戊糖转运蛋白（Arabinose-proton symporter, AraE）。表达质粒 pTacM-NsgadBmut 包括启动子 TacM 和

Sec 分泌蛋白通道，Ncgl1289 介导 Sec 分泌蛋白通道的分泌表达信号肽、E.coli K12 中突变的谷氨酸

脱羧酶 gadBmut。  

 

本论文在 3 L 发酵罐内考察质粒表达菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 发

酵合成培养基的 GABA 生产能力（图 2. 2）。研究发现，质粒重组菌株在发酵 72 h 消耗

完 120 g/L 葡萄糖。与葡萄糖相比较，40 g/L 木糖的利用速度较慢，但是其在发酵 72 h

也全部消耗。质粒表达重组菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 的生长在 48 h 之

后几乎没有变化，维持在 25 左右。发酵周期内，发酵液中谷氨酸含量逐步上升，发酵

72 h 为 5.6 g/L。发酵 72 h，重组菌株合成的最大 GABA 浓度为 18.9 g/L。 

 

 

图 2. 2  质粒表达菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 发酵生产 GABA 

Fig. 2. 2  GABA production by C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 
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注：发酵过程在 3 L 发酵罐中进行，培养基为合成培养基（氮源：25 g/L 玉米浆、10 g/L 硫酸铵），

具体成分如材料与方法所示，发酵条件：30 ℃，600 rpm，发酵过程中用 2 M H2SO4和氨水控制发酵

pH 为 7.0。 

 

实验室前期探究了氮源对 GABA 质粒表达生产菌株 C. glutamicum XY24 发酵生产

GABA 的影响，发现减少合成培养基中玉米浆和硫酸铵的含量有利于 GABA 产量的提

高 [45]。C. glutamicum XY24 和 C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 都来源于 C. 

glutamicum S9114，本章节直接采用 C. glutamicum XY24 优化后的限氮合成培养基，在

3 L 发酵罐内对谷氨酸生产菌株 C. glutamicum GJ04 和质粒表达重组菌株 C. glutamicum 

GJ04-pTacM-NsgadBmut 进行 GABA 发酵。 

图 2. 3（a）是谷氨酸生产菌株 C. glutamicum GJ04 发酵限氮培养基合成 GABA 的情

况。发酵过程中，110 g/L 葡萄糖在发酵 60 h 完全消耗。30 g/L 木糖消耗速度稍慢，36 h

就被完全消耗。谷氨酸在整个发酵过程中稳定积累，从起始 1.1 g/L 上升到 72 h 的 7.8 

g/L，并且没有 GABA 的产生。 

图 2. 3（b）是质粒表达生产菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 在限氮培养

基发酵生产 GABA 的情况。该菌株能够完全利用 110 g/L 葡萄糖和 30 g/L 木糖，葡萄糖

和木糖分别在 36 h 和 72 h 被完全消耗。在发酵后期有明显的谷氨酸积累，本论文推测

C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 菌株发酵后期可能出现部分质粒丢失的情况，因

此谷氨酸不能完全被利用转化成 GABA。GABA 的合成速率在 24 h 之后减慢但是一直

在合成，最终 GABA 产量为 45.5 ± 2.6 g/L。限氮条件下，质粒表达重组菌株 C. glutamicum 

GJ04-pTacM-NsgadBmut 的 GABA 产量是合成培养基（18.9 g/L）中的 2.4 倍。 

 

 

图 2. 3  谷氨酸棒杆菌在限氮合成培养基中的发酵 

(a) 谷氨酸生产菌株 C. glutamicum GJ04;  

(b) GABA 质粒表达生产菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 
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Fig. 2. 3  Fermentation of C. glutamicum using limited nitrogen medium 

(a) C. glutamicum GJ04; (b) C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 

注：发酵过程在 3 L 发酵罐中进行，培养基为限氮合成培养基（氮源：10 g/L 玉米浆、5 g/L 硫酸铵），

具体成分如材料与方法所示，发酵条件：30 ℃，600 rpm，发酵过程中用 2 M H2SO4和氨水控制发酵

pH 为 7.0。 

 

2.4  本章小结 

本章以谷氨酸生产菌株 C. glutamicum GJ04 为研究对象，通过质粒表达分泌表达型

谷氨酸脱羧酶，在谷氨酸棒杆菌中构建了一条 GABA 合成路径。并且在限氮条件下进行

GABA 的发酵，结果表明 GABA 产量得以提高。本章的主要结论如下： 

（1）在能够利用葡萄糖和木糖生产谷氨酸的 C. glutamicum GJ04 中，通过质粒表达

分泌表达型谷氨酸脱羧酶，成功构建了一株 GABA 生产菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-

NsgadBmut，该菌株在合成培养基中的 GABA 最高产量为 18.9 g/L； 

（2）在限氮条件下，质粒表达菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 的 GABA

产量达到 45.5 ± 2.6 g/L，是合成培养基发酵 GABA 产量的 2.4 倍。 
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第 3 章  基因组整合谷氨酸脱羧酶及在玉米芯残渣水解液中的发酵 

3.1  引言 

上一章构建了一株 GABA 质粒表达生产菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut，

并成功进行 GABA 的发酵生产。但是质粒表达存在一些问题，诸如质粒通常含有抗性标

记基因，在基因治疗等应用中可能会带来安全问题，并且抗生素的添加会造成环境污染，

增加生产成本；外源基因的转录和翻译会增加宿主细胞代谢负担，过量表达外源蛋白可

能会对细胞产生毒性，影响细胞的生长和存活。 

针对以上问题，目前常见做法是通过将外源谷氨酸脱羧酶基因整合到谷氨酸棒杆菌

基因组，实现 GABA 的无质粒稳定生产。但是质粒表达效率高，质粒可以在细胞内独立

复制，具有较高的拷贝数，而基因组中外源基因的单拷贝重组菌株 GABA 产量远远不及

质粒表达菌株。因此大部分研究选择增加谷氨酸脱羧酶拷贝数，增加谷氨酸脱羧酶的表

达量，进而提高重组菌株 GABA 产量。 

除了增加谷氨酸脱羧酶在谷氨酸棒杆菌中的拷贝数可以使重组菌株达到质粒表达

菌株的 GABA 生产水平，还可以优化 GABA 的代谢路径，进一步提高 GABA 产量。

GABA 的代谢路径优化主要从两方面进行：（1）增加前体谷氨酸的供应。在谷氨酸棒杆

菌中，TCA 循环中的 α-酮戊二酸经过谷氨酸脱氢酶的作用下合成谷氨酸。因此，设法简

化乙醛酸循环支路或者过表达 TCA 循环到谷氨酸合成路径中的相关基因，使更多的碳

通量流向谷氨酸的合成，进而会有更多的碳通量流向 GABA 的合成。（2）敲除 GABA

代谢路径相关基因。谷氨酸棒杆菌中常见的和 GABA 代谢相关的基因有 γ-氨基丁酸转

氨酶编码基因 gabT，可以将GABA转化为琥珀酸半醛；琥珀酸半醛脱氢酶编码基因 gabD，

可以将琥珀酸半醛氧化为琥珀酸。敲除这两种基因可以减少 GABA 的降解，提高 GABA

产量。除了 gabT 和 gabD 两种基因，还有 gabP 编码的 GABA 通透酶，这是一类膜蛋

白，负责 GABA 的跨膜运输，可以将 GABA 从胞外运输至胞内。可以敲除 gabP 阻止胞

外 GABA 运输至胞内，有利于胞外 GABA 的积累。 

木质纤维素生物质是农业生产过程中的废弃物，来源广泛，价格低廉，是生产 GABA

极具潜力的原料。本章节选择的玉米芯残渣，大部分木糖被提取，经过干酸预处理后产

生的抑制物较少，因此不需要进行脱毒处理就可以被谷氨酸棒杆菌利用。在玉米芯残渣

水解液中进行代谢工程改造后的重组菌株的发酵，并且制备玉米芯残渣水解液糖浆进行

补料分批发酵，为木质纤维素原料工业化生产 GABA 奠定了基础。 
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3.2  材料与方法 

3.2.1  实验菌株、培养基和发酵条件 

本章节所用的实验菌株和质粒见表 2. 1 和表 2. 2，引物见表 2. 3。培养基和发酵条

件与第二章节 2.2.1 相同。 

E. coli DH5α 作为质粒构建的宿主菌株，pK18sacBmob 用于构建同源重组法用到的

质粒。实验室已有研究的 C. glutamicum GJ04 和表达质粒 pTacM-NsgadBmut 用于提供本

章节研究所需的目的基因。 

批发酵和补料分批发酵用玉米芯残渣水解液替换限氮合成培养基的葡萄糖和木糖

成分，其余成分和第三章节 3.2.1 的限氮合成培养基相同。 

 

3.2.2  实验所用酶及试剂 

目的基因片段扩增和质粒载体扩增所用的酶、菌落 PCR 验证所用的酶、RT-qPCR 用

到的酶均购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司，质粒酶切的用到酶购自赛默飞世尔科

技公司。将目的基因和质粒载体基于 Gibson 组装的 HB-infusion 无缝克隆酶试剂盒购自

汉恒生物科技（上海）有限公司。本章节制备玉米芯残渣水解液用到的纤维素酶 Cellic 

Ctec 2.0 购自 Novozymes（Beijing，China）。根据 NREL E1006 中的方法测得纤维素酶

酶活 256 FPU/mL，Ghose 方法测得纤维二糖酶活 4653.3 CBU/mL[122]，Bradford 方法测

得蛋白质浓度为 86.3 mg/mL。 

质粒提取、PCR 产物回收纯化和琼脂糖凝胶回收纯化的试剂盒均从上海捷瑞生物科

技有限公司购买。环保型总 RNA 抽提试剂购自信励致和，逆转录试剂盒购自 TOYOBO

（Osaka, Japan）。其余试剂见第二章 2.2.2。其余试剂，均购自上海泰坦科技股份有限公

司。 

 

3.2.3  重组质粒的构建 

本章节使用的菌株和质粒见表 2. 1 和表 2. 2，引物列于表 2. 3。本章节用的出发菌

株是 C. glutamicum GJ04，整合和敲除质粒是 pK18sacBmob。 

本章节基于同源重组的原理构建整合质粒，对 C. glutamicum GJ04 基因组中的特定

基因进行敲除和替换。为了通过引入谷氨酸棒杆菌中没有的谷氨酸脱羧酶基因实现

GABA 的无质粒稳定生产，本论文选择将乳酸脱氢酶编码基因 ldh 替换成分泌表达型谷

氨酸脱羧酶基因 pTacM-NsgadBmut。首先，用引物 pTN-F1/R1 从表达质粒 pTacM-

NsgadBmut 扩增分泌表达型谷氨酸脱羧酶基因，用引物 ldh-F1/R1 和 ldh-F2/R2 扩增替

换基因乳酸脱氢酶编码基因 ldh 上下游同源臂。然后，通过 BamH1 酶切线性化质粒

pK18sacBmob，用引物 Vector-F/R 将载体 pK18sacBmob 扩增。最后，通过 HB-infusion
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无缝克隆酶，连接三个基因片段以 ldh-up、pTacM-NsgadBmut 和 ldh-down 的顺序与载

体 pK18sacBmob，得到质粒 pK18-Δldh::pTacM-NsgadBmut。第二次整合选择，将 GABA

转氨酶基因 gabT 替换成分泌表达型谷氨酸脱羧酶基因 pTacM-NsgadBmut。首先，用引

物 pTN-F1/R1 从表达质粒 pTacM-NsgadBmut 扩增分泌表达型谷氨酸脱羧酶基因，用引

物扩增 gabT-F1/R1 和 gabT-F2/R2 被替换基因乳酸脱氢酶编码基因 ldh 上下游同源臂下

来。然后质粒 pK18sacBmob 用 BamH1 酶切预线性化后，用引物 Vector-F/R 将载体

pK18sacBmob 扩增下来。最后，通过 HB-infusion 无缝克隆酶，连接三个基因片段以 gabT-

up、pTacM-NsgadBmut 和 gabT-down 的顺序和载体 pK18sacBmob，得到质粒 pK18-

ΔgabT::pTacM-NsgadBmut。第三次整合选择，将琥珀酸半醛脱氢酶基因 gabD 替换成含

有谷氨酸脱羧酶基因的双顺反子表达盒。在分泌表达型谷氨酸脱羧酶基因的基础上增加

高表达基因 HP7，因为 HP7 作为前顺反子和目的基因 pTacM-NsgadBmut 形成双顺反子

表达盒，可以提高谷氨酸脱羧酶的表达。用引物 TacM-F/R 从表达质粒 pTacM-NsgadBmut

扩增 TacM 启动子，用引物 HP7-F1/R1（含 SD2 序列）从 C. glutamicum GJ04 扩增 62 bp

的高表达基因 HP7，用引物 pTHP7N-F/R 从表达质粒 pTacM-NsgadBmut 扩增分泌表达

型谷氨酸脱羧酶基因 NsgadBmut，用引物 gabD-F1/R1 和 gabD-F2/R2 从 C. glutamicum 

GJ04 扩增琥珀酸半醛脱氢酶基因 gabD 上下游同源臂 gabD-up 和 gabD-down。 通过 HB-

infusion 无缝克隆酶，连接将以上五个片段和载体 pK18sacBmob，得到质粒 pK18-

ΔgabD::pTHP7-NsgadBmut。 

本章节基于同源重组的原理构建敲除质粒，对重组菌株基因组中的特定基因进行敲

除。为了减少代谢支路对 GABA 合成的影响，选择敲除乙醛酸循环中异柠檬酸脱氢酶编

码基因 aceA 和 GABA 通透酶编码基因 gabP。用引物 aceA-F1/R1 和 aceA-F2/R2 扩增异

柠檬酸脱氢酶编码基因 aceA 上下游同源臂。通过 HB-infusion 无缝克隆酶，连接扩增片

段和载体 pK18sacBmob，得到质粒 pK18-ΔaceA。用引物 gabP-F1/R1 和 gabP-F2/R2 将

GABA 扩增通透酶编码基因 gabP 上下游同源臂，通过 HB-infusion 无缝克隆酶，连接扩

增片段和载体 pK18sacBmob，得到质粒 pK18-ΔgabP。 

本章节还构建了表达质粒，以 pTacMmob 质粒为载体，利用引物 TacM-F/R 扩增得

到线性化载体 TacM-liner，利用引物 gdh-F/R 将谷氨酸脱氢酶基因片段 gdh 扩增，和线

性化载体 TacM-liner 通过 HB-infusion 无缝克隆酶连接，得到表达质粒 pTacM-gdh。利

用引物 gdh-F/HP7-R2 从 C. glutamicum GJ04 基因组中扩增高表达基因片段 HP7，按照

gdh-up、HP7、gdh-down 的顺序和线性化载体 TacM-liner 通过 HB-infusion 通过无缝克

隆酶进行连接，得到表达质粒 pTHP7-gdh。利用引物 gdh-F/HP9-R、gdh-F/HT8-R、gdh-

F/HT11-R从C. glutamicum GJ04基因组扩增高表达基因HP9和高转录基因HT8及HT11，

和线性化载体 TacM-liner 通过 HB-infusion 无缝克隆酶进行连接，构建表达质粒 pTHP7-

gdh、pTHT8-gdh、pTHT11-gdh。 
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质粒构建步骤如下： 

（1）感受态细胞 E. coli DH5α 的制备 

1) 取出 E. coli DH5α 冻存管，LB 板上划线活化。于 37 ℃倒置培养 12 h。 

2) 12 h 后取出平板，接种单菌落到 5 mL 的 LB 液体中。37 ℃，200 rpm 摇床中培养 12 

h。 

3) 菌液接至 100 mL 的 LB 液体中，摇床培养 5-7 h。菌液 OD600 为 0.3-0.4。 

4) 菌液转移到无菌的 50 mL 离心管，冰浴 30 min。 

5) 离心机 4 ℃预冷，将菌液以 4 ℃，4000 rpm 离心 10 min。弃去上清液，加入 10 mL

预冷的 0.1 M 氯化钙，轻柔吹吸重悬菌体。 

6) 重复 2 次上个步骤。 

7) 弃去上清液，加入 2 mL 储存液。重悬细胞后，将菌液按 100 μL 的体积分装到灭菌

后的 EP 管中。分装好的感受态细胞保存在-80 ℃冰箱中。 

（2）连接液的制备 

根据 HB-infusion 无缝克隆试剂盒说明书步骤分别计算目的基因和载体的体积，10 μL 移

液枪吹吸充分混匀后，放入预热的 50 ℃水浴锅中水浴 30 min。 

（3）质粒转化进 E. coli DH5α 

1) 将提前从-80 ℃冰箱内取出的感受态细胞加入到 10 μL 水浴后的连接液中，移液枪

轻柔地吹吸混匀，混匀后冰浴 30 min； 

2) 水浴锅提前设置 42 ℃，将冰浴后的菌液放入水浴锅，42 ℃热激 90 s。冰浴 2 min 后

立即加入 900 μL 的 LB 培养基。37 ℃，200 rpm 摇床培养 1 h。 

3) 1 h 后取出 EP 管，4000 rpm 离心 2 min。吸出 900 μL 上清液，剩余菌液轻柔吹吸混

匀后涂布到 LK 平板上。 

4) 将涂布后的 LK 平板倒扣到 37 ℃恒温培养箱中，过夜培养。 

5) 次日早上长出单菌落后取出 LK 平板，挑取单菌落利用验证引物 pK18-F/R 和 TacM-

F/R 进行菌落 PCR 验证。 

6) 将菌落 PCR 验证后的阳性转化子接种到 5 mL 的 LK 液体培养基中。37 ℃，200 rpm

摇床培养 12 h。提取质粒，通过测序验证。 

 

3.2.4  重组菌株的构建 

本实验选择同源重组的方法进行谷氨酸脱羧酶基因的整合和敲除。具体操作步骤如

下： 

（1）一次重组验证 

挑取电转后长出的单菌落，用 pK18sacBmob 质粒的上下游通用引物进行菌落 PCR 验证，

验证为阳性的单菌落即为一次重组成功的菌株； 
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（2）一次重组菌株筛选培养 

将一次重组成功的菌株在 LK 平板上划线，30 ℃扩大培养 12 h。长出后挑取少量菌落到

装有 1 mL 的 LB 的灭菌 EP 管内，30 ℃摇床培养 3 h。之后吸取适量菌液在 LBS 平板涂

布。倒扣平板 30 ℃培养至 LBS 平板上长出单菌落，约 12-24 h。同一个单菌落现在 LK

平板划线，后在 LBS 平板划线，LK 和 LBS 对应的单菌落做好标记。挑选在 LBS 板上

长 LK 平板上不长的重组菌株进行二次重组验证。 

（3）二次重组验证 

在目的基因的上下游设计引物，进行菌落 PCR 验证。琼脂糖凝胶电泳的条带大小正确，

即说明整合成功。将 PCR 产物送公司测序，测序结果无误即表示二次重组成功，则重组

菌株构建完成。 

以 C. glutamicum GJ04 为出发菌株，质粒表达重组菌株的构建见第二章 2.2.4。 

 

3.2.5  RT-qPCR 

本章节 RT-qPCR 实验所用引物见表 2.1。 

实验步骤如下： 

（1）收集样品 

从长有谷氨酸棒杆菌重组菌株的 CM2B 平板上，挑取一个单菌落接种到 10 mL 种子液

培养基，并于 30 ℃，200 rpm 摇床培养 12 h，制成一级种子液。12 h 后，将一级种子液

按 10%接种量转接到 30 mL 合成培养基中，30 ℃，200 rpm 培养 24 h。培养基在接种前

均用 5 M NaOH 调节 pH 至 7.0。 

收集 1 mL 培养了 24 h 的菌液，4 ℃，12000 × g 离心 5 min，弃去上清液，收集菌体。

用 1 mL PBS 缓冲液重悬离心后的菌体，4 ℃，12000 xg 离心 5 min，弃去上清液，收集

菌体。PBS 缓冲液重复洗涤 3 次后，将弃去上清液收集到的菌体倒入液氮速冻，接着将

其储存到-80 ℃冰箱备用。 

（2）提取 RNA 

向收集的菌体里加入 1 mL 裂解液 Cinozol，移液枪反复吹吸至无明显沉淀。室温静置 5 

min 后将裂解液 10000 xg 离心 10 min，管内有少许沉淀，尽量吸取上清液到 2 mL RNase-

free 离心管。加入 500 μL 纯水，上下颠倒混匀，静置 3 min，10000 × g 离心 10 min，管

内有明显沉淀，尽量吸取 1 mL 上清液到 2 mL RNase-free 离心管内。加入 1 mL 异丙醇，

上下颠倒混匀，室温孵育 10 min。10000 × g 离心 10 min，弃去上清，管壁有胶状沉淀。

加入 1 mL 的 75%乙醇（RNase-free 水配制），剧烈涡旋震荡，7500 × g 离心 5 min。弃

上清液，超净台晾干沉淀。50 μL RNase-free 水溶解沉淀，55-60 ℃孵育数分钟促进沉淀

溶解。将提取的 RNA 用 RNase-free 水稀释至浓度 300 ng/μL 左右，液氮速冻，保存-80 ℃

冰箱备用。注意提取 RNA 全程都用 RNase-free 水。 



第30页  华东理工大学 硕士学位论文 

 

（3）逆转录 RNA 成 cDNA 

将 RNA 从-80 ℃冰箱取出置于冰上解冻，取 10 μL 在 PCR 仪内 65 ℃变性 10 min。按照

ReverTra Ace qPCR RT Master Mix 和 gDNA Rmover 试剂盒（TOYOBO, Osaka, Japan）

说明，去除基因组 DNA 反应和逆转录反应，得到 cDNA。以 cDNA 为模板进行 RT-qCR

实验。 

（4）RT-qPCR 实验 

利用 Primer 5.0 软件设计引物。按照 ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix 试剂说明

书配制 RT-qPCR 体系并进行 RT-qPCR。RT-qPCR 程序：95 ℃预变性 1 min，95 ℃反应

15 s，55 ℃反应 15 s，72 ℃反应 30 s，后三个反应循环 40 次。 

 

3.2.6  玉米芯残渣水解液的制备 

实验室制备水解液的玉米芯残渣由圣泉集团惠赠。玉米芯残渣含水量为 51.11%。实

验室先前研究发现玉米芯残渣制成水解液得到的葡萄糖和木糖浓度适合工程菌株 C. 

glutamicum GJ09 进行 3 L 发酵罐批发酵和分批补料发酵。 

玉米芯残渣水解液制备方法：在 5 L 发酵罐（Baoxing Biotech，Shanghai, China）中

按 15%固含量的比例添加玉米芯残渣和水，每克玉米芯残渣需要添加 6 mg 总纤维素酶

蛋白，在 50 ℃，200 rpm 的反应条件下水解 48 h。纤维素酶最适 pH 为 5.0，玉米芯残渣

pH 偏低，需要添加 CaCO3 中和玉米芯残渣 pH。每克玉米芯残渣添加 20 mg CaCO3。水

解结束后将混合物以 8000 rpm 的转速离心 15 min，收集上清液进行高温高压灭菌。同

时需要准备干净的 1000 mL 蓝口瓶、漏斗和滤纸一起灭菌。灭菌后在超净台内将上清液

过滤，除去残留的固体物质，蓝口瓶收集滤液备用。 

通过旋转蒸发浓缩额玉米芯残渣水解液，用于补料分批发酵。同样的方法制备玉米

芯残渣水解液，混合物以 8000 rpm 的转速离心 15 min 后收集上清液。收集上层清液，

减少下层固体残渣的掺入。之后，利用旋转蒸发仪浓缩玉米芯残渣水解液。浓缩液的最

终葡萄糖和木糖浓度分别是 778 g/L 和 120 g/L。浓缩液糖浓度越高，补料时添加量越少，

能够保持发酵过程中较高的细胞密度和 GABA 浓度。 

 

3.2.7  GABA 发酵 

本章节重组菌株在 250 mL 摇瓶和 3 L 发酵罐内进行发酵生产 GABA。取 3 mL 一

级种子液接种在 30 mL 发酵培养基中，发酵 72 h，发酵温度 30 ℃，转速 200 rpm，进行

摇瓶发酵。接菌前用 5M NaOH 调节培养基 pH 为 7.0。发酵过程中每 12 h 调节一次 pH

并取样，后续对发酵液进行检测分析。3 L 发酵罐批发酵操作方法与第二章 2.2.5 中 3 L

发酵罐批发酵相同。 

在 3 L 发酵罐内进行批发酵和补料分批发酵，一级种子液和二级种子液制备方法见
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第二章节 2.2.5。补料分批发酵在 36 h 开始进行浓缩液的补充，补料后发酵液的葡萄糖

浓度控制在 50 g/L，木糖浓度控制在 5 g/L 左右。每 12 h 补料一次，补料 3 次，一共发

酵 72 h。 

 

3.2.8  分析方法 

本章节分析方法与第二章节 2.2.6 相同。 

 

3.2.9  GABA 得率计算 

基于消耗的葡萄糖和木糖生成 GABA 的量可以计算 GABA 得率，公式如下： 

GABA 得率 =
[𝐺𝐴𝐵𝐴]𝑉−[𝐺𝐴𝐵𝐴]0𝑉0

[𝐺+𝑋]0𝑉0−[𝐺+𝑋]𝑉
× 100%                      

[GABA]表示 GABA 终浓度，[GABA]0 表示 GABA 初始浓度，[G+X]表示葡萄糖和

木糖终浓度，[G+X]0 表示葡萄糖和木糖初始浓度，V 表示发酵液终体积，V0 表示发酵液

初始体积。在发酵过程中忽略调节 pH 所加酸碱造成的发酵液体积变化。 

 

3.3  结果与讨论 

3.3.1  基因组整合谷氨酸脱羧酶的谷氨酸棒杆菌稳定生产 γ-氨基丁酸 

质粒在生产过程中不稳定，极易丢失，因此质粒表达菌株C. glutamicum GJ04-pTacM-

NsgadBmut 在生产过程中需要添加抗生素卡那霉素维持质粒。该做法增加了 GABA 的

生产成本，不利于工业化生产。在本章节中，通过代谢工程改造，构建 GABA 稳定高产

菌株。 

以谷氨酸生产菌株 C. glutamicum GJ04 为出发菌株进行代谢工程改造，实现 GABA

的稳定生产。第一次选择将乳酸脱氢酶基因 ldh 替换成分泌表达型谷氨酸脱羧酶基因

pTacM-NsgadBmut，构建单拷贝重组菌株 C. glutamicum GJ04-Δldh::pTacM-NsgadBmut，

命名为 C. glutamicum GJ05。这一做法在生产 GABA 的同时，还可以减少副产物乳酸的

产生。第二次选择将 GABA 转氨酶基因 gabT 替换成分泌表达型谷氨酸脱羧酶基因

pTacM-NsgadBmut，构建双拷贝重组菌株 C. glutamicum GJ05-ΔgabT::pTacM-NsgadBmut，

命名为 C. glutamicum GJ06。GABA 转氨酶基因 gabT 的替换还可以减少 GABA 的降解。

第三次选择将琥珀酸半醛脱氢酶基因 gabD 替换成分泌表达型谷氨酸脱羧酶基因。在分

泌表达型谷氨酸脱羧酶 pTacM-NsgadBmut 表达盒的基础上，在 tacM 启动子和谷氨酸脱

羧酶基因 NsgadBmut 中间插入 62 bp 的高表达基因 HP7 做为前顺反子基因，和目标蛋

白基因分泌表达型谷氨酸脱羧酶基因 NsgadBmut 形成双顺反子结构，将该结构命名为

pTHP7-NsgadBmut。双顺反子结构的引入可以进一步提高谷氨酸脱羧酶的分泌表达，原
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因可能是前顺反子阻止在目标蛋白序列的起始处形成稳定的 mRNA 二级结构，促进翻

译起始。而且，前顺反子和目标蛋白编码序列具有翻译偶联效应[123]。将琥珀酸半醛脱氢

酶基因 gabD 替换成高表达的分泌表达型谷氨酸脱羧酶基因 pTHP7-NsgadBmut，构建三

拷贝重组菌株C. glutamicum GJ06-ΔgabD::pTacM-NsgadBmut，命名为C. glutamicum GJ07。

这一做法还减少了琥珀酸半醛转化为琥珀酸，提高 GABA 的产量。以上三株重组菌株整

合和敲除示意图见图 3. 1。 

 

 

图 3. 1  谷氨酸棒杆菌中高效稳定生产 GABA 的代谢工程改造策略 

Fig. 3. 1  Metablic engineering strategy for efficient and stable GABA production in C. glutamicum 

注：彩色虚线框，重组菌株基因整合示意图；绿色十字，基因敲除；灰色箭头，弱化。gdh，谷氨酸

脱氢酶编码基因；ldh，乳酸脱氢酶编码基因；gabT，GABA 转氨酶编码基因；gabD，琥珀酸半醛脱

氢酶编码基因；aceA，异柠檬酸裂解酶编码基因；gabP，GABA 通透酶编码基因。GABA，γ-氨基丁

酸；Pyruvate，丙酮酸；Lactate，乳酸；α-Ketoglutarate，α-酮戊二酸；Succinate semialdehyde，琥珀

酸半醛；Succinate，琥珀酸；Isocitrate，异柠檬酸；Glyoxylate，乙醛酸；Glutamate，谷氨酸；AraE，

戊糖转运蛋白；XylA，木糖异构酶；XylB，木酮糖激酶；MscCGΔC110，敲除 MscCG 碳端的 110 个

氨基酸的谷氨酸分泌通道蛋白；gadBmut，E.coli K12 中突变的谷氨酸脱羧酶；Sec pathway，分泌蛋

白通道；Ncgl1289，介导 Sec pathway 的分泌表达信号肽；HP7，高表达基因。 

 

通过 250 mL 摇瓶发酵实验，考察质粒表达菌株重组菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-

NsgadBmut 和重组菌株 C. glutamicum GJ05、C. glutamicum GJ06、 C. glutamicum GJ07

发酵合成培养基生产 GABA 的能力。并对质粒表达菌株和三株重组菌株进行 RT-qPCR，

以质粒表达菌株谷氨酸脱羧酶基因转录水平为对照，分析三株重组菌株谷氨酸脱羧酶基

因的转录水平。 
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图 3. 2a 摇瓶发酵数据显示单拷贝重组菌株 C. glutamicum GJ05 可以进行无质粒的

GABA 生产，在谷氨酸棒杆菌基因组中整合谷氨酸脱羧酶基因进行 GABA 无质粒生产

的策略可行。但是，单拷贝重组菌株 C. glutamicum GJ05 的 GABA 产量太低，只有 1.40 

± 0.2 g/L，是质粒表达菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 的 GABA 产量（9.5 ± 

0.4 g/L）的 14.7%。继续在基因组整合谷氨酸脱羧酶基因，构建了双拷贝重组菌株 C. 

glutamicum GJ06 和三拷贝重组菌株 C. glutamicum GJ07。双拷贝重组菌株 C. glutamicum 

GJ06 的 GABA 产量显著提高，达到了 6.06 g/L，是质粒表达菌株 GABA 产量的 63.8%。

三拷贝重组菌株 C. glutamicum GJ07 的 GABA 产量为 6.63 ± 0.3 g/L，是质粒表达菌株

GABA 产量的 69.8%。双拷贝和三拷贝重组菌株 C. glutamicum GJ06 和 C. glutamicum 

GJ07 的 GABA 产量分别是单拷贝重组菌株 C. glutamicum GJ05 的 4.3 倍和 4.7 倍。由此

可见，增加谷氨酸脱羧酶基因拷贝数可以有效提高 GABA 的产量。但是，三拷贝重组菌

株 C. glutamicum GJ07 仍然没有达到质粒表达菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-

NsgadBmut 的 GABA 生产水平。后续尝试过继续增加谷氨酸脱羧酶的拷贝数，但是整

合失败。分析原因，可能是不断增加谷氨酸脱羧酶的拷贝数可能会干扰基因表达的正常

调控机制，使基因表达调控失衡，并且给细胞带来巨大代谢负担，菌株生长能力变差。

因此不再对三拷贝重组菌株 C. glutamicum GJ07 进行谷氨酸脱羧酶基因的整合。 

RT-qPCR 表明，单拷贝重组菌株 C. glutamicum GJ05，谷氨酸脱羧酶的转录水平仅

为质粒表达的 2.9%（图 3. 2b）。双拷贝重组菌株 C. glutamicum GJ06，谷氨酸脱羧酶的

转录水平是单拷贝重组菌株 C. glutamicum GJ05 转录水平的 3.2 倍。三拷贝重组菌株 C. 

glutamicum GJ07 引入了双顺反子结构，谷氨酸脱羧酶基因的转录水平提高更多，是单拷

贝重组菌株 C. glutamicum GJ05 的转录水平的 6.6 倍。 

三拷贝重组菌株C. glutamicum GJ07转录水平是双拷贝重组菌株C. glutamicum GJ06

的 2.0 倍，但是 C. glutamicum GJ07 的 GABA 产量只是 C. glutamicum GJ06 的 1.1 倍。

C. glutamicum GJ07 的 GABA 增长倍数和转录水平增长倍数不一致。分析原因可能是转

录后的调控机制，如 RNA 的稳定性、剪接、运输和翻译效率等，影响最终的 GABA 产

量。也可能是谷氨酸脱羧酶的酶活性受到限制，即使转录水平很高，也可能无法将谷氨

酸全部转化为 GABA。 
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图 3. 2  谷氨酸棒杆菌摇瓶发酵生产 GABA 

（a）GABA 产量；（b）谷氨酸脱羧酶基因转录水平 

Fig. 3. 2  GABA production of Corynebacterium glutamicum in shake flask fermentation 

(a) Yield of GABA; (b) Transcriptional level of glutamate decarboxylase gene  

注：GJ04-pTacM-NsgadBmut 表示谷氨酸棒杆菌 GABA 质粒表达菌株，GJ05、GJ06、GJ07 分别表示

单拷贝、双拷贝、三拷贝谷氨酸棒杆菌重组菌株，GJ08 表示 C. glutamicum GJ07 敲除 aceA 基因的谷

氨酸棒杆菌重组菌株，GJ09 表示 C. glutamicum GJ08 敲除 gabP 基因的谷氨酸棒杆菌重组菌株。在

250 mL 摇瓶中进行 GABA 发酵生产，所用培养基为合成培养基，具体成分见材料与方法。发酵条

件：30 ℃，200 rpm，发酵周期为 72 h，发酵过程中用 5 M NaOH 每 12 h 调节一次发酵液 pH 为 7.0。 

 

3.3.2  代谢工程改造提高 γ-氨基丁酸产量 

上文提到在谷氨酸棒杆菌基因组中整合谷氨酸脱羧酶基因有次数限制，第四次整合

时菌株生长状况变差，代谢负担加重。最多整合三次谷氨酸脱羧酶基因，构建了三拷贝

重组菌株 C. glutamicum GJ07。但是 C. glutamicum GJ07 没有达到预期的质粒表达生产

菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 的 GABA 生产水平。因此尝试进一步对重

组菌株 C. glutamicum GJ07 中的代谢通路进行调整，使代谢通量更多的流向 GABA。 

图 3. 1 表明敲除乙醛酸循环支路可以增加 α-酮戊二酸积累，提高合成 GABA 前体

谷氨酸的供应。因此选择敲除异柠檬酸裂解酶编码基因 aceA，减少乙醛酸支路的碳通量。

敲除异柠檬酸裂解酶编码基因 aceA 后，重组菌株 C. glutamicum GJ07-ΔaceA 命名为 C. 

glutamicum GJ08。图 3. 2 摇瓶发酵显示，C. glutamicum GJ08 的 GABA 产量达到 9.9 ± 

0.3 g/L，比三拷贝重组菌株 C. glutamicum GJ07 的 GABA 产量提高了 50%。 

在限氮合成培养基中检验重组菌株 C. glutamicum GJ08 的 GABA 发酵能力。该菌株

能够在发酵周期 72 h 内完全消耗了 110 g/L 葡萄糖和 30 g/L 木糖（图 3. 3）。重组菌株在

发酵 36 h 后增长缓慢，进入生长稳定期。谷氨酸的含量一直没有明显变化，没有出现像

质粒表达菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 在发酵后期谷氨酸明显升高的情况

（图 2. 3），能够实现谷氨酸向 GABA 的充分转化。36 h 之后，葡萄糖和木糖的消耗大

部分用于合成 GABA，最终 GABA 产量达到 41.1 ± 0.6 g/L。第二章提到的质粒表达菌
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株 C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 在限氮条件下生成 45.5 ± 2.6 g/L 的 GABA，

重组菌株 C. glutamicum GJ08 的产量达到了质粒表达菌株的 90.3%。 

 

 

图 3. 3  重组菌株 C. glutamicum GJ08 发酵生产 GABA 

Fig. 3. 3  GABA production by C. glutamicum GJ08 using refined sugars 

注：发酵过程在 3 L 发酵罐中进行，培养基为限氮合成培养基，具体成分如材料与方法所示，发酵

条件：30 ℃，600 rpm，发酵过程中用 2 M H2SO4和氨水控制发酵 pH 为 7.0。 

 

除了增加前体的供应，还可以通过阻断 GABA 的降解提高 GABA 的产量。gabT 和

gabD 两种和 GABA 代谢相关的基因已经被敲除，但是谷氨酸棒杆菌中还存在 GABA 通

透酶。GABA 通透酶是一种膜蛋白，可以将 GABA 从胞外转运到胞内，不利于 GABA

在胞外的积累。因此以重组菌株 C. glutamicum GJ08 为出发菌株，敲除 GABA 通透酶编

码基因 gabP，增加胞外 GABA 的积累。重组菌株 C. glutamicum GJ08-ΔgabP，命名为 C. 

glutamicum GJ09。图 3. 2a 显示重组菌株 C. glutamicum GJ09 在摇瓶中可以发酵生产 11.7 

± 0.4 g/L 的 GABA，比重组菌株 C. glutamicum GJ08 的 GABA 产量提高了 18.2%。 

在限氮合成培养基中考察重组菌株 C. glutamicum GJ09 的 GABA 发酵生产能力（图

3. 4）。该菌株能够在发酵周期 72 h 内将 110 g/L 葡萄糖和 30 g/L 木糖完全消耗，36 h 后

的菌株生长没有明显上升，谷氨酸没有出现发酵后期明显上升的情况。36 h 后，剩余葡

萄糖和少量木糖用于 GABA 的合成，GABA 产量最高可以达到 55.1 ± 0.7 g/L。60 h 后

GABA 产量下降可能是因为培养基中剩余的碳源太少，不足以支持菌株生长和生产，菌

株触发了其他途径，通过消耗 GABA 用于维持菌体正常活动。 
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图 3. 4  重组菌株 C. glutamicum GJ09 发酵生产 GABA 

Fig. 3. 4  GABA production by C. glutamicum GJ09 using refined sugars 

注：发酵过程在 3 L 发酵罐中进行，培养基为限氮合成培养基（碳源为葡萄糖和木糖），具体成分如

材料与方法所示，发酵条件：30 ℃，600 rpm，发酵过程中用 2 M H2SO4 和氨水控制发酵 pH 为 7.0。 

 

除了通过基因敲除的手段优化 GABA 代谢路径，还尝试引入双顺反子结构过表达

谷氨酸脱氢酶编码基因 gdh，增加前体谷氨酸的供应。α-酮戊二酸通过谷氨酸脱氢酶的

作用，生成谷氨酸。为了筛选最佳双顺反子结构，选择以谷氨酸生产菌株 C. glutamicum 

GJ04 为出发菌株，构建含有 TacM 启动子的质粒表达菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-

gdh，含有双顺反子结构的质粒表达菌株 C. glutamicum GJ04-pTHP7-gdh、C. glutamicum 

GJ04-pTHP9-gdh、C. glutamicum GJ04-pTHT8-gdh 和 C. glutamicum GJ04-pTHT11-gdh。

以谷氨酸产量为依据，筛选出效果最好的双顺反子结构。 

在 250 mL 摇瓶中，采用合成培养基，对一系列质粒表达重组菌株进行谷氨酸发酵

验证（图 3. 5）。以出发菌株 C. glutamicum GJ04 为对照，发现含有高转录基因 HT8 的

重组菌株 C. glutamicum GJ04-pTHT8-gdh 的谷氨酸产量没有提高。以含有 TacM 启动子

的质粒表达菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-gdh 为对照，发现含有高转录基因 HT11 的

重组菌株 C. glutamicum GJ04-pTHT11-gdh 没有对照菌株的谷氨酸产量高。含有高表达

基因 HP7 的重组菌株 C. glutamicum GJ04-pTHP7-gdh 谷氨酸产量和对照菌株差不多。含

有高表达基因 HP9 的重组菌株 C. glutamicum GJ04-pTHP9-gdh 谷氨酸产量有显著增加，

产量为 2.8 g/L，比对照菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-gdh 谷氨酸产量提高 27%，比原

始菌株 C. glutamicum GJ04 谷氨酸产量提高 47%。因此筛选出的高表达基因 HP9 作为前

顺反子结构可以明显提高谷氨酸的产量，后续实验可以考虑将双顺反子结构 pTHP9-gdh
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整合到 C. glutamicum GJ09 基因组中提高谷氨酸的供应，并且探究谷氨酸脱羧酶和谷氨

酸脱氢酶的最佳拷贝数，进一步提高 GABA 产量。 

 

 

图 3. 5  谷氨酸棒杆菌发酵生产谷氨酸 

Fig. 3. 5  Glutamate production by C. glutamicum 

注：GJ04 表示谷氨酸生产菌株 C. glutamicum GJ04，其余都是携带表达质粒的谷氨酸棒杆菌。过表

达谷氨酸脱氢酶 gdh 基因的表达质粒包括含有 TacM 启动子的表达质粒 pTacM-gdh，含有双顺反子

结构的表达质粒 pTHP7-gdh, pTHP9-gdh, pTHT8-gdh, pTHT11-gdh。发酵过程在 250 mL 摇瓶中进行，

培养基为合成培养基，具体成分如材料与方法所示，发酵条件：30 ℃，200 rpm，发酵过程中每 12 h

用 5 M NaOH 调节发酵 pH 为 7.0。 

 

3.3.3  谷氨酸棒杆菌工程菌株利用玉米芯残渣水解液发酵生产 γ-氨基丁酸 

本节考察高效稳定生产 GABA 的 C. glutamicum GJ09 以玉米芯残渣水解液为底物

合成 GABA 的能力。玉米芯残渣水解液中葡萄糖和木糖浓度适中，适合菌株生长和生

产，并且乙酸等抑制物浓度较低，不需要对玉米芯残渣进行脱毒处理，少量的乙酸对细

胞生长不会产生不良影响。 

工程菌株 C. glutamicum GJ09 在玉米芯残渣水解液体系中发酵生产 GABA（图 3. 6）。

玉米芯残渣水解液含有 85 g/L 葡萄糖和 10 g/L 木糖。工程菌株 C. glutamicum GJ09 的

菌体生长在 36 h 之后趋于稳定， 48 h 基本完全消耗葡萄糖和木糖。谷氨酸含量一直没

有大幅上升的变化。GABA 的最高产量在 60 h 时达到 44.3 ± 3.8 g/L，基于葡萄糖和木糖

消耗计算出 GABA 得率 0.45 g/g。由于发酵时间较长，葡萄糖和木糖被完全消耗，菌株

没有可利用的碳源，GABA 生产能力下降，GABA 产量减少。 
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图 3. 6  C. glutamicum GJ09 在玉米芯残渣水解液的发酵验证 

Fig. 3. 6  C. glutamicum GJ09 using corncob residues hydrolysate 

注：发酵过程在 3 L 发酵罐中进行，培养基为玉米芯残渣水解液限氮合成培养基，具体成分如材料

与方法所示，发酵条件：30 ℃，600 rpm，用 2 M H2SO4和氨水控制 pH 为 7.0。 

 

为了进一步提高工程菌株 C. glutamicum GJ09 的 GABA 生产水平，通过在发酵液中

加入水解液糖浆进行补料分批发酵。以玉米芯残渣水解液为发酵培养基，分别在 36 h、

48 h 和 60 h 向发酵罐内补充糖浆，使罐内葡萄糖浓度达到 50 g/L，木糖浓度达到 5 g/L。

该做法提供了菌株生产所需的葡萄糖和木糖，并且不会因为补充的溶液过多稀释细胞密

度和 GABA 浓度。 

工程菌株 C. glutamicum GJ09 在玉米芯残渣水解液体系中补料分批发酵生产 GABA

（图 3. 7）。培养基中葡萄糖和木糖初始浓度为 85 g/L 和 10 g/L，在 36 h 时木糖基本被

消耗，葡萄糖剩余不到 10 g/L。此时，菌体浓度的 OD 值达到 41.2。在 36 h 开始第一次

补料，一共补充三次。最终，工程菌株 C. glutamicum GJ09 可以生产 63.4 g/L 的 GABA，

基于葡萄糖和木糖的消耗计算出 GABA 得率 0.42 g/g。在发酵过程中，所有谷氨酸被转

化为 GABA。但是，在补料分批发酵的后期（48-72 h），菌体生长反而下降，GABA 生

长速度减慢，每次补料的葡萄糖消耗量明显变少。 

分析原因，可能是第一次补料时间不恰当。36 h 时碳源已经几乎完全消耗，没有及

时补料使菌体生长受影响，菌株生长进入衰退期。48 h 和 60 h 补料时增加了发酵液体

积，菌体细胞被稀释导致 OD 值下降。并且，补料时葡萄糖浓度偏高，菌体代谢负担加

重。菌株代谢活力降低，生长速率减慢，导致葡萄糖没有被完全消耗逐渐积累，谷氨酸

的生物合成减少，GABA 产量增长缓慢。后续可以在发酵的 24 h，葡萄糖和木糖没有完

全消耗的时候开始补料，并减少补料的体积使体系内葡萄糖浓度维持在 30 g/L 左右。并
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且，在发酵后期延长发酵时间，消耗完体系内的葡萄糖，增加葡萄糖向 GABA 的转化。 

 

 

图 3. 7  C. glutamicum GJ09 利用玉米芯残渣糖浆进行分批补料发酵 

Fig. 3. 7  Fed-batch fermentation of C. glutamicum GJ09 using corncob residues-derive syrup 

注：发酵过程在 3 L 发酵罐中进行，培养基为玉米芯残渣水解液限氮合成培养基，具体成分如材料

与方法所示，发酵条件：30 ℃，600 rpm，用 2 M H2SO4和氨水控制 pH 为 7.0。 

 

3.4  本章小结 

本章节以谷氨酸生产菌株 C. glutamicum GJ04 为出发菌株，通过基因组整合谷氨酸

脱羧酶基因，并优化代谢路径，使 C. glutamicum GJ04 具有高效稳定生产 GABA 的能

力。以玉米芯残渣水解液来源糖为碳源，实现了 GABA 高效稳定生产菌株在木质纤维素

体系中的发酵生产和分批补料发酵生产。本章节的主要结论如下： 

（1）将分泌表达型谷氨酸脱羧酶基因整合到 C. glutamicum GJ04 基因组中可以实

现胞外 GABA 的稳定生产。但是基因组中单次整合谷氨酸脱羧酶基因得到的重组菌株

C. glutamicum GJ05 的 GABA 产量很低。在基因组中整合三次谷氨酸脱羧酶基因，并且

引入能够提高谷氨酸脱羧酶基因表达量的双顺反子结构，得到了三拷贝重组菌株 C. 

glutamicum GJ07。该菌株谷氨酸脱羧酶转录水平是单拷贝重组菌株 C. glutamicum GJ05

的 6.6 倍，GABA 产量是其 4.7 倍。 

（2）为了进一步提高 GABA 产量，优化了三拷贝重组菌株 C. glutamicum GJ07 的

GABA 代谢路径。敲除乙醛酸循环支路中的异柠檬酸脱氢酶编码基因 aceA 和 GABA 通

透酶编码基因 gabP，增加前体谷氨酸的供应和减少胞外 GABA 向胞内运输，最终得到

的重组菌株 C. glutamicum GJ09 的 GABA 产量达到 55.1 ± 0.7 g/L。筛选出的双顺反子结
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构 pTHP9-gdh 可以增加谷氨酸的产量，和原始菌株 C. glutamicum GJ04 相比，谷氨酸产

量提高了 47%。 

（3）在玉米芯残渣水解液批次发酵中，工程菌株 C. glutamicum GJ09 的 GABA 最

高产量在 60 h 时达到 44.3 ± 3.8 g/L，得率 0.45 g/g。在玉米芯残渣水解液制成的糖浆补

料分批发酵中，从 36 h 进行第一次补料，一共补料三次，发酵周期 72 h，最终工程菌株

C. glutamicum GJ09 的 GABA 产量达到 63.4 g/L，得率 0.42 g/g。
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第 4 章  结论与展望 

4.1  结论 

使用质粒表达谷氨酸脱羧酶的谷氨酸棒杆菌发酵生产 γ-氨基丁酸时，质粒容易丢失，

且不能利用非粮生物质中木糖。本文构建了一株能够基因组多拷贝整合谷氨酸脱羧酶基

因的工程菌株 C. glutamicum GJ09，并通过代谢工程改造优化了 γ-氨基丁酸的合成路径。

经过实验验证，该菌株能够有效利用木质纤维素的葡萄糖和木糖进行 γ-氨基丁酸的发酵

生产。 

本文的主要结论如下： 

（1）在具有木糖代谢能力的出发菌株 C. glutamicum GJ04，通过质粒表达谷氨酸脱

羧酶基因，实现了重组菌株 C. glutamicum GJ04-pTacM-NsgadBmut 利用葡萄糖和木糖混

合糖生产 γ-氨基丁酸。在限氮条件下，γ-氨基丁酸的产量达到 45.5 ± 2.6 g/L。 

（2）将分泌表达型谷氨酸脱羧酶基因整合到 C. glutamicum GJ04 基因组，并经过三

次整合谷氨酸脱羧酶基因和引入谷氨酸脱羧酶基因双顺反子结构，得到了重组菌株 C. 

glutamicum GJ07。该菌株的谷氨酸脱羧酶表达量与单次整合谷氨酸脱羧酶重组菌株 C. 

glutamicum GJ05 相比，γ-氨基丁酸的产量提高了 6.6 倍。对重组菌株 C. glutamicum GJ07

的 γ-氨基丁酸合成路径进行了优化。敲除了乙醛酸循环支路中的异柠檬酸脱氢酶编码基

因 aceA、γ-氨基丁酸通透酶编码基因 gabP，增加了谷氨酸前体的供应、减少了胞外 GABA

向胞内运输，最终得到的工程菌株 C. glutamicum GJ09 的 γ-氨基丁酸产量达到 55.1 ± 0.7 

g/L。筛选出双顺反子结构 pTHP9-gdh 可以提高谷氨酸脱氢酶的转录水平，增加前体谷

氨酸的供应，和谷氨酸生产菌株 C. glutamicum GJ04 相比，谷氨酸产量提高了 47%。 

（3）工程菌株 C. glutamicum GJ09 利用玉米芯残渣水解液合成 γ-氨基丁酸。分批发

酵的 γ-氨基丁酸最高产量达到 44.3 ± 3.8 g/L，得率 0.45 g/g。补料分批发酵的 γ-氨基丁

酸产量达到 63.4 g/L，得率 0.42 g/g。 

 

4.2  创新点 

（1）本文构建的工程菌株 C. glutamicum GJ09 可以实现 γ-氨基丁酸的稳定生产，不

需要通过质粒异源表达谷氨酸脱羧酶，不添加抗生素维持质粒，可以减少生产成本和环

境污染，适用于工业化 γ-氨基丁酸的生产。 

（2）本文构建的工程菌株 C. glutamicum GJ09 含有木糖代谢途径，增加了 γ-氨基丁

酸合成的碳源种类。大部分木质纤维素中除了葡萄糖，还含有 30%的木糖。本论文的工

程菌株可以利用木糖，在木质纤维素体系中发酵时增加了木质纤维素的利用程度。 
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4.3  展望 

本论文首先在谷氨酸棒杆菌中构建了 γ-氨基丁酸的合成途径，通过异源表达谷氨酸

脱羧酶生产 γ-氨基丁酸，并且利用限氮培养基提高 γ-氨基丁酸的产量。然后，通过代谢

工程改造进行谷氨酸脱羧酶多拷贝在谷氨酸棒杆菌基因组的整合和 GABA 代谢路径的

优化，实现 γ-氨基丁酸的无质粒稳定生产。最后，在玉米芯残渣水解液中实现 γ-氨基丁

酸的发酵生产和补料分批发酵。但是，本论文还存在一些问题需要进一步探究： 

（1）增加前体谷氨酸的供应。在第三章节中筛选出能够提高谷氨酸表达量的前顺

反子高表达基因 HP9，但是并没有应用到 γ-氨基丁酸生产菌株中验证该基因是否对提高

GABA产量有效果。后续研究工作应将筛选出的前顺反子基因整合到C. glutamicum GJ09

基因组，并且探究谷氨酸脱氢酶和谷氨酸脱羧酶在基因组中的最佳拷贝数，进一步提高

GABA 产量。还可以通过过表达 TCA 循环中草酰乙酸到 α-酮戊二酸相关基因，加强流

向谷氨酸的代谢通量，增加谷氨酸的积累。 

（2）γ-氨基丁酸发酵生产中，5’-磷酸吡哆醛作为辅因子可以增强谷氨酸脱羧酶的

酶活。但是谷氨酸棒状杆菌自身合成 5’-磷酸吡哆醛的量太少不能满足 GABA 生产需求，

需要额外添加 5’-磷酸吡哆醛。但是，额外添加 5’-磷酸吡哆醛会使生产成本增加。因此，

可以过表达 5’-磷酸吡哆醛合酶编码基因 pdxST，以提高菌株自身 PLP 的供应能力，满

足 GABA 生产的需求。 

（3）目前利用木质纤维素生产 γ-氨基丁酸（GABA）的研究中，GABA 质粒表达生

产菌株 C. glutamicum XY24 通过玉米芯残渣水解液补料分批发酵，可以生产出 93.1 g/L

的 GABA。本研究中 C. glutamicum GJ09 通过玉米芯残渣水解液补料分批发酵生产出

63.4 g/L 的 GABA，和 C. glutamicum XY24 还有一定的差距。后续可以在 24 h 进行第一

次补料，补料时减少糖浆体积，延长发酵时间，使葡萄糖和木糖尽量完全消耗，增加

GABA 的产量。 
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