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摘   要：L-瓜氨酸是一种非蛋白质氨基酸，在人体健康方面发挥着重要作用，具有很大的市场需

求。尽管微生物细胞工厂已被广泛用于生物合成，但在 L-瓜氨酸生物合成方面仍存在着遗传不稳定

和效率低等挑战。本研究以大肠杆菌 BL21(DE3)为出发菌株构建了一株高效、无质粒、无需诱导的

L-瓜氨酸生产菌株。首先阻断 L-瓜氨酸降解并解除反馈抑制，构建出 L-瓜氨酸合成底盘菌株，其产

量达到 0.43 g/L。随后采用推拉抑制策略增强了 L-瓜氨酸生物合成，使产量提高到 6.0 g/L。接着，

强化了 NADPH 合成和 L-瓜氨酸转运系统以提高合成效率，最终 L-瓜氨酸产量达到 11.6 g/L。最

后，在 3 L发酵罐中进行分批补料发酵，L-瓜氨酸产量达到 44.9 g/L。本研究为 L-瓜氨酸的工业化生

产奠定了基础，为其他氨基酸代谢网络的改造提供了思路。 
关键词：L-瓜氨酸；大肠杆菌；代谢工程；L-脯氨酸；反馈抑制 
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Abstract: L-citrulline is a nonprotein amino acid that plays an important role in human health and 
has great market demand. Although microbial cell factories have been widely used for biosynthesis, 
there are still challenges such as genetic instability and low efficiency in the biosynthesis of 
L-citrulline. In this study, an efficient, plasmid-free, non-inducible L-citrulline-producing strain of 
Escherichia coli BL21(DE3) was engineered by combined strategies. Firstly, a chassis strain 
capable of synthesizing L-citrulline was constructed by block of L-citrulline degradation and 
removal of feedback inhibition, with the L-citrulline titer of 0.43 g/L. Secondly, a push-pull-restrain 
strategy was employed to enhance the L-citrulline biosynthesis, which realized the L-citrulline titer 
of 6.0 g/L. Thirdly, the NADPH synthesis and L-citrulline transport were strengthened to promote 
the synthesis efficiency, which achieved the L-citrulline titer of 11.6 g/L. Finally, fed-batch 
fermentation was performed with the engineered strain in a 3 L fermenter, in which the L-citrulline 
titer reached 44.9 g/L. This study lays the foundation for the industrial production of L-citrulline and 
provides insights for the modification of other amino acid metabolic networks. 
Keywords: L-citrulline; Escherichia coli; metabolic engineering; L-proline; feedback inhibition 

 
L-瓜氨酸因其独特的化学结构拥有一系列

生理功能，包括改善男性性功能、刺激肌肉蛋

白质合成、舒张血管[1]和清除自由基[2-3]等，被

广泛应用于医疗健康领域。L-瓜氨酸可以直接从

葫芦科植物比如西瓜中提取[2]，然而天然原料中提

取的 L-瓜氨酸含量普遍较低，限制了其大规模生

产。目前，L-瓜氨酸主要通过酶催化法制备，以 L-
精氨酸为底物，使用精氨酸脱亚胺酶(arginine 
deiminase, ADI)催化生成 L-瓜氨酸[4-5]。然而，

由于 ADI 昂贵的纯化成本不利于大量生产，所

以构建微生物细胞工厂，并利用廉价碳源生产

L-瓜氨酸成为了更经济的选择。 
L-瓜氨酸的生物合成以 L-谷氨酸为底物，

经过 6 步酶促反应合成[6]。在微生物中，L-瓜氨

酸的生物合成有 2 种途径，根据第 5 步反应中

N-乙酰鸟氨酸脱下的乙酰基能否被回收，可分

为线性途径和循环途径[7-8]。此外，NADPH 参

与合成了 L-瓜氨酸合成途径中的多种中间代谢

产物，是 L-瓜氨酸生物合成的限制因素[9]。此外，

细胞内代谢网络复杂，多条竞争途径通过代谢节

点分散了代谢通量，减少了 L-瓜氨酸的合成[10]。 
阻断 L-瓜氨酸降解的常见策略是失活精氨

酸琥珀酸合酶(由 argG 基因编码)[11]，以阻断 L-
瓜氨酸转化为 L-精氨酸。Eberhardt 等[12]通过失

活精氨酸转录调节因子 ArgR，解除了精氨酸对

合成途径的反馈抑制。Hao 等[8]使用质粒在谷氨
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酸棒杆菌中过表达编码鸟氨酸乙酰转移酶的基

因 argJ，获得了 8.51 g/L 的 L-瓜氨酸产量。Jiang
等[13]将来自谷氨酸棒杆菌的 L-瓜氨酸操纵子基

因整合到大肠杆菌中，重构了 L-瓜氨酸生物合

成途径，减少了副产物乙酸的产生。 
在之前的研究中，大都通过强化 L-瓜氨酸

合成途径以提高产量，然而关于竞争途径的报

道较少[14-15]。L-脯氨酸合成会消耗前体 L-谷氨

酸，腐胺生物合成会消耗前体 L-鸟氨酸[16]，这

些竞争途径通常被认为是减少 L-瓜氨酸产量的

关键。此外，合适的宿主也是 L-瓜氨酸合成的

重要影响因素之一。大肠杆菌作为模式菌株，

具有遗传背景清晰、基因编辑技术成熟等优点，

已被广泛应用于氨基酸的生物合成。相比于

K-12 系 列 的 MG1655 大 肠 杆 菌 菌 株 ，

BL21(DE3) 菌 株 的 三 羧 酸 (tricarboxylic acid, 
TCA)循环的通量更大，积累的乙酸更少，而且

BL21(DE3)的细胞无鞭毛，减少了不必要的能

量损耗[17]。本研究采用组合策略在大肠杆菌中

高效稳定地合成了 L-瓜氨酸(图 1)。首先构建了

生产 L-瓜氨酸的底盘菌株，并且强化了 L-瓜氨

酸的线性合成途径。然后抑制了 L-脯氨酸和腐

胺的合成，以提高 L-瓜氨酸产量。此外，NADPH
合成和 L-瓜氨酸转运模块也得到了强化。本研

究中构建的 L-瓜氨酸生产菌株 CTL18 在 3 L 发

酵罐中发酵 48 h，产量达到 44.9 g/L。本研究使

用组合策略实现了高价值中间代谢产物 L-瓜氨

酸的生物合成并提供了一种经济的发酵工艺。 

1  材料与方法 
1.1  菌株、培养条件和试剂 

本研究中使用的菌株见表 1。以野生型大

肠杆菌 BL21(DE3)作为出发菌株，使用大肠杆

菌 DH5α 用于质粒构建。除非另有说明， 
 

表 1  本研究中构建的菌株 
Table 1  Strains constructed in this study  
Strains Characteristics Source 
Escherichia coli DH5α Host for cloning Lab store 
E. coli BL21(DE3) General cloning host Lab store 
CTL1 E. coli BL21(DE3), ΔargG This study 
CTL2 CTL1, ΔargR This study 
CTL3 CTL2, ykgH::Ptac-argA-argD-argI (eco) This study 
CTL4 CTL3, dadX::Ptac-argC-argB-argE (eco) This study 
CTL5 CTL2, ykgH::Ptac-argC-argJ (cgl) This study 
CTL6 CTL5, dadX::Ptac-argB-argD-argF (cgl) This study 
CTL7 CTL6, arpB::Ptac-gltA This study 
CTL8 CTL7, caiB::Ptac-icD This study 
CTL9 CTL8, cstA::gdhA This study 
CTL10 CTL9, ΔproB This study 
CTL11 CTL9, ΔputP This study 
CTL12 CTL11, ΔspeC This study 
CTL13 CTL11, ΔspeF This study 
CTL14 CTL11, ΔspeE This study 
CTL15 CTL14, ΔsthA This study 
CTL16 CTL15, yjiP::PpntAB-pntAB This study 
CTL17 CTL15, yjiP::PpntAB-ppnK (bsu) This study 
CTL18 CTL16, yadL::Ptac-lysE (cgl) This study 
CTL19 CTL16, yadL::Ptac-argO (eco) This study 
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所有菌株均使用 LB 培养基(10 g/L 胰蛋白胨、  
5 g/L 酵母粉和 10 g/L NaCl)在 37 °C、220 r/min
条件下培养。此外，还使用 50 μg/mL卡那霉素

和 100 μg/mL 壮观霉素来筛选大肠杆菌。实验

中使用的所有化学品均购自生工生物工程(上
海)股份有限公司。用于菌落聚合酶链式反应

(polymerase chain reaction, PCR)的 Max DNA 聚

合酶购自宝日医生物技术(北京)有限公司。DNA
凝胶纯化试剂盒、限制性内切酶和 T4 DNA 连接

酶均购自赛默飞世尔科技公司。DNA 寡核苷酸

的无缝克隆试剂盒、质粒提取试剂盒和退火缓冲

液均购自生工生物工程(上海)股份有限公司。用

于菌落聚合酶链式反应(PCR)的 Taq DNA 聚合酶

购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。 

1.2  质粒和引物 
本研究中使用的引物和质粒已提交到国家

微生物科学数据中心编号为 NMDCX0000270)。
引物和基因均由苏州金唯智生物科技有限公司

合成。本研究用 T4 DNA 连接酶和无缝克隆试剂

盒构建质粒，所用的基因编辑系统含有 pEcCpf1
和 pcrEG 关键质粒，均由本实验室提供。 

1.3  CRISPR-Cpf1 基因编辑方法 
向待编辑的大肠杆菌细胞中转入 pEcCpf1

质粒[18]，然后制备其化学感受态细胞，制备过程

中加入卡那霉素以维持质粒的稳定和 10 mmol/L
阿拉伯糖进行诱导。用 pcrEG 质粒构建正确的

crRNA 表达载体，然后用同源臂取代 pcrEG 质

粒中的 sfgfp 基因，构建含有同源臂的 crRNA
表达载体，并将其导入含有 pEcCpf1 的化学感

受态细胞。最后涂布在含有壮观霉素和卡那霉

素的双抗性平板上，于 37 ℃培养箱内培养。

在同源臂的外侧设计引物对菌落进行 PCR，并

测序验证。挑取测序正确的菌落接种到 2 mL 的

LB 培养基中，添加卡那霉素和终浓度为 10 mmol/L
的鼠李糖，在 37 ℃、220 r/min 条件下过夜培养

以消除 pcrEG 质粒。将消除 pcrEG 质粒的单菌

落接种于 2 mL 的 LB 培养基中，并加入终浓度

为 5 g/L 的葡萄糖，在 37 ℃、220 r/min 条件下

过夜培养，以消除 pEcCpf1 质粒。 

1.4  发酵方法 
摇瓶发酵培养基(g/L)：葡萄糖 40.0，酵母粉

2.0 ， (NH4)2SO4 16.0 ， K2HPO4·3H2O 0.6 ，

MnSO4·5H2O 5.0，FeSO4·7H2O 5.0，CaCO3 30.0。
按照 5%接种量，将种子液接种于装有 15 mL 发酵

培养基的250 mL摇瓶中，220 r/min、37 ℃发酵48 h。 
分批补料发酵培养基组成为：10 g/L 葡萄

糖，5 g/L 酵母粉，3 g/L MgSO4，2 g/L 柠檬

酸，1 g/L L-精氨酸，20 mg/L MnSO4，20 mg/L 
FeSO4，2 mg/L VH，2 mg/L 维生素 B1，4 mg/L 
CoCl2，4 mg/L ZnSO4。使用 LB 培养基培养种

子液，220 r/min、37 ℃培养 12 h 后，按 15%的

接种量接种于 3 L 发酵罐中，发酵培养基的底

糖为 10 g/L，底糖耗尽后开始流加葡萄糖溶   
液(750 g/L)，将发酵液中的葡萄糖浓度维持在

0.4 g/L 以下。通过流加氨水使 pH 保持在 7.0±0.2，
温度 37 ℃，通过调节曝气量和搅拌速度使溶解

氧(dissolved oxygen, DO)保持在 15%−30%。 

1.5  检测方法 
发酵结束后，将 1.0 mL 发酵液加入 1.5 mL

试管中，12 000×g 离心 10 min。将上清液转移

到 2 mL 的液相瓶[生工生物工程(上海)股份有

限公司]中。使用高效液相色谱仪(Agilent 公司)
测 定 葡 萄 糖 浓 度 和 L- 瓜 氨 酸 浓 度 。 采 用

HPX-87H 色谱柱(Bio-Rad 公司)和折射率检测

器测定葡萄糖浓度，Hypersil ODSC-18 色谱柱

(ThermoFisher Scientific 公司)和紫外指数检测

器测定 L-瓜氨酸浓度。以 5 mmol/L 硫酸水溶液为

流动相，流速 0.6 mL/min，40 ℃下测定葡萄糖浓

度。测定 L-瓜氨酸浓度的条件和程序已提交到国

家微生物科学数据中心编号为(NMDCX0000270)。 
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使用 LC-MS (Agilent公司)检测腐胺，流动

相为 0.1%甲酸(A)和乙腈(B)，色谱柱为 Waters 
ACQUITY UPLC BEHHILIC 柱 (100 mm×   
2.1 mm, 1.7 μm)，进样量 1 μL，梯度洗脱程序：

0−2 min，90%−80% A；2−5 min，80%−75% A；

5−6 min，75%−40% A；6−9 min，40% A；9−12 min，
40%−90% A。流速 0.3 mL/min，40 ℃。 

2  结果与分析 
2.1  L-瓜氨酸合成底盘菌株的构建 

在大肠杆菌中，L-瓜氨酸在精氨酸琥珀酸合

成酶(由 argG 基因编码)的催化下生成 L-精氨酸琥

珀酸[11]，然后参与 L-精氨酸的合成(图 1)，导致 L-
瓜氨酸无法积累。野生型大肠杆菌 BL21(DE3)基
因组上的 argG 基因被删除[19]，以构建 CTL1 菌

株。发酵结果显示(图2A)，大肠杆菌BL21(DE3)
野生型菌株的发酵液中无 L-瓜氨酸检出，而

CTL1 的发酵液中 L-瓜氨酸积累量为 0.32 g/L。
CTL1 菌株是 L-精氨酸营养缺陷型菌株，由于

摇瓶发酵培养基的营养丰富且发酵规模小，不

需要额外添加 L-精氨酸，相比之下发酵罐培养

基的营养消耗过快，需要额外添加 L-精氨酸，

以维持细胞的正常生长。然而，L-精氨酸会对

合成途径造成反馈抑制[12,20]。因此，为了评估

L-精氨酸添加量对 L-瓜氨酸合成的抑制作用，

在不同的 L-精氨酸添加浓度下(0.0、0.1、0.2、
0.3、0.5、1.0 g/L)用 CTL1 菌株进行发酵。结

果显示(图 2A)，L-瓜氨酸产量随着 L-精氨酸添加

量的增加而下降，当 L-精氨酸浓度达到 0.5 g/L
时，L-瓜氨酸产量为 0.12 g/L，比未添加 L-精氨

酸时降低了 62.5%。L-精氨酸过高的添加量会抑

制 L-瓜氨酸合成，因此，消除 L-精氨酸造成的

反馈抑制是实现高效生产的关键因素之一。 
在大肠杆菌中，L-瓜氨酸生物合成途径相

关基因的表达被精氨酸阻遏蛋白 ArgR 抑制(由
argR 基因编码，图 2B)[21-23]。删除 CTL1 菌株

基因组上的 argR 基因，构建出 CTL2 菌株，对

CTL2 进行摇瓶发酵以评估其对 L-精氨酸的敏

感性。发酵结果显示(图 2C)，CTL2 受到的抑制

明显减轻，在 L-精氨酸添加量为 0.5 g/L 时，L-
瓜氨酸产量仅降低9.3% (从0.43 g/L 降至0.39 g/L)。
此外，在无 L-精氨酸添加时，CTL2 的 L-瓜氨

酸产量比 CTL1 高 37.5%，这是因为培养基成

分酵母粉中含有一定量的 L-精氨酸。这些结果

表明，CTL2 可以作为 L-瓜氨酸生物合成的底

盘菌株进行进一步的改造[24]。 

2.2  L-瓜氨酸合成路径的优化 
在大肠杆菌中，L-瓜氨酸的线性生物合成

途径由 6 个基因控制：argA、argB、argC、

argD、argE 和 argI (图 3A)。为了强化 L-瓜氨

酸的合成，argC-argB-argE 簇基因在强启动子

Ptac 控制下被整合到 CTL2 的假基因 ykgH 基因

座上，构建出 CTL3 菌株，然后 argA-argD-argI

基因簇在强启动子 Ptac 控制下被整合到 CTL3
的假基因 dadX 基因座上，构建出 CTL4 菌株。

发酵结果显示，CTL3 和 CTL4 中的 L-瓜氨酸

产量分别达到 0.7 g/L 和 1.2 g/L (图 3B)。L-瓜
氨酸的生物合成途径有 2 条：以大肠杆菌为代

表的线性途径和以谷氨酸棒状菌为代表的循

环途径[13,25]。来自谷氨酸棒状菌的循环途径由

argC、argJ、argB、argD 和 argF 5 个基因控 
制[7]。L-瓜氨酸合成的第 5 步酶促反应中，N-
乙酰鸟氨酸转化为 L-鸟氨酸时会脱去乙酰基，

在线性途径中该乙酰基转化为乙酸，而在循环

途径中该乙酰基能被回收并参与到第 1 步酶促

反应中[25]。来自谷氨酸棒状菌的 argC-argJ 基

因簇在强启动子 Ptac控制下被整合到 CTL2的假

基因 ykgH 基因座上，构建出 CTL5 菌株，然后

argB-argD-argF 基因簇在强启动子 Ptac 控制下

被整合到 CTL5 的假基因 dadX 基因座上，构建

出 CTL6 菌株。引入循环途径的 CTL5 和 CTL6 菌 
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图 1  L-瓜氨酸代谢途径及关键代谢工程策略   绿色箭头表示相关基因的过度表达和整合。红色箭头

和“×”表示与缺失相关的基因或蛋白。gltA：柠檬酸合成酶；icd：异柠檬酸脱氢酶；gdhA：谷氨酸脱氢

酶；argA：乙酰谷氨酸合成酶；argB：乙酰谷氨酸激酶；argC：乙酰-谷氨酰磷酸还原酶；argD：乙酰

鸟氨酸氨基转移酶；argE：乙酰鸟氨酸脱乙酰酶；argI：鸟氨酸氨甲酰转移酶；argG：精氨酰琥珀酸

合成酶；ArgO：精氨酸转运蛋白(大肠杆菌)；LysE：精氨酸转运体(谷氨酸棒状菌)；proB：谷氨酸激酶；

PutP：脯氨酸转运蛋白；speC：鸟氨酸脱羧酶；speF：鸟氨酸脱羧酶同工酶；speE：亚精胺合酶；pntAB：

嘧啶核苷酸转氢酶包括膜结合性转氢酶；sthA：吡啶核苷酸转氢酶。 
Figure 1  L-citrulline metabolism pathways and key metabolic engineering strategies in BL21(DE3). Green 
arrows represent overexpression and integration of associated genes. Red arrows and “X” indicate genes 
associated with deletion. gltA: Citrate synthase; icd: Isocitrate dehydrogenase; gdhA: Glutamate 
dehydrogenase; argA: Amino acid N-acetyltransferase; argB: Acetylglutamate kinase; argC: 
N-acetyl-γ-glutamylphosphate reductase; argD: Acetylornithine aminotransferase; argE: Acetylornithine 
deacetylase; argI: Ornithine carbamoyltransferase; argG: Argininosuccinate synthase; ArgO: Arginine 
transporter (eco); LysE: Arginine transporter (cgl); proB: Glutamate kinase; putP: Proline sodium symporter; 
speC: Ornithine decarboxylase; speF: Ornithine decarboxylase; speE: Spermidine synthase; pntAB: Pyridine 
nucleotide transhydrogenase; sthA: Pyridine nucleotide transhydrogenase. 
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图 2  敲除 argG 基因和 argR 基因对 L-瓜氨酸积累的影响   A：在不同 L-精氨酸添加浓度(0−1.0 g/L)
下，重组菌株 CTL1 合成 L-瓜氨酸。B：ArgR 抑制合成途径基因示意图。C：在不同 L-精氨酸添加浓度   
(0−1.0 g/L)下，重组菌株 CTL2 合成 L-瓜氨酸。 红色“┤”代表相关基因的抑制。ND 代表未检测出 L-瓜氨酸。 
Figure 2  Impact of argG and argR genes knockout on L-citrulline accumulation. A: In the presence of 
varying levels of L-arginine (0−1.0 g/L), recombinant strains produce L-citrulline. B: Schematic of 
ArgR-inhibiting synthetic pathway genes. C: Recombinant strain CTL2 produces L-citrulline in the presence 
of varying levels of L-arginine (0−1.0 g/L). The red “┤” represents the repression of the genes involved. ND: 
Not detected. 
 
 

株的 L-瓜氨酸产量分别达到 0.6 g/L 和 0.7 g/L (图
3B)。以上结果表明，在大肠杆菌 BL21(DE3)中 L-
瓜氨酸的线性生物合成途径优于循环途径，因

此选择 CTL4 菌株用于后续改造。 
L-谷氨酸是 L-瓜氨酸的前体，在 α-酮戊二

酸节点转移 TCA 循环中的部分碳通量产生(图
3C)[26]，较低的 L-谷氨酸水平会阻碍 L-瓜氨酸

的合成[23]。柠檬酸合成酶(由 gltA 基因编码)催
化乙酰辅酶 A 转化为柠檬酸，该反应是 TCA

循环中的限速步骤[27]，过表达 gltA 基因是增强

TCA 循环的一种常用策略。将 gltA 基因用强启

动子 Ptac 控制，整合到 CTL4 的假基因 arpB 基

因座上，构建出 CTL7 菌株。在 TCA 循环中，

异柠檬酸被异柠檬酸脱氢酶催化生成 α-酮戊二

酸；然而，在乙醛酸循环中异柠檬酸也会被异

柠檬酸裂解酶催化生成琥珀酸和乙醛酸[28]，这

一反应会减少流向 α-酮戊二酸的通量。阻断乙

醛酸循环会影响细胞的正常生理活动，因此，为 
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图 3  L-瓜氨酸生物合成途径优化   A：L-瓜氨酸线性途径和循环途径示意图；B：线性途径和循环途
径对 L-瓜氨酸生产的影响；C：TCA 循环示意图；D：强化前体 L-谷氨酸合成对 L-瓜氨酸生产的影响。
“–”表示未对该基因进行过表达。“+”表示对该基因进行过表达。 
Figure 3  Optimization of the L-citrulline biosynthetic pathway. A: Schematic of the linear and recycling 
pathways; B: Impact of linear pathway versus recycling pathway on L-citrulline production; C: Schematic of 
the TCA cycle; D: Effect of enhanced precursor L-glutamate synthesis on L-citrulline production. “–” 
signifies that the gene has not been overexpressed. “+” signifies that the gene has been overexpressed. 
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了强化 α-酮戊二酸的合成，将 icD 基因用强启动

子 Ptac 控制，整合到 CTL7 的假基因 caiB 基因 
座上，构建出 CTL8 菌株。α-酮戊二酸在谷氨 
酸脱氢酶(由 gdhA 基因编码)催化下生成 L-谷氨

酸[13-14]。在 CTL8 中，gdhA 基因被强启动子 Ptac

控制，整合到假基因 cstA 基因座上，构建出

CTL9 菌株。发酵结果显示(图 3D)，CTL7、
CTL8 和 CTL9 的 L-瓜氨酸产量分别为 1.7、1.9 和

3.1 g/L，分别提高了34.6%、15.9%和62.3%。上述

结果表明，提高胞内 L-谷氨酸的水平能有效促

进 L-瓜氨酸合成。由于 TCA 循环对细胞的重要

性，因此并未阻断 TCA 中的竞争途径，而是过

表达 gltA、icD 和 gdhA 基因以强化 L-瓜氨酸合成。 
L-脯氨酸是 L-瓜氨酸的竞争产物，二者都

由 L-谷氨酸转化产生(图 4A)。γ-谷氨酸激酶(由
proB 基因编码)是 L-脯氨酸生物合成途径中催

化第一步反应的酶[29]。在 CTL9 菌株中，敲除

proB 基因，构建出 CTL10 菌株。然而 CTL10
的 L-瓜氨酸产量下降了 45.0%，仅为 1.7 g/L 
(图 4B)。上述结果推测是由 CTL10 无法合成自

身所需的 L-脯氨酸造成。在无 L-脯氨酸额外添加

的培养基中 CTL10 的生长受到抑制，削弱了 L-
瓜氨酸的合成。然而，在培养基中额外添加 L-脯
氨酸会增加生产成本，不适合工业生产。因

此，只能削弱而不是阻断L-脯氨酸合成。抑制L-
脯氨酸合成的一个常见策略是删除由 putP 基因

编码的L-脯氨酸转运体，使L-脯氨酸在细胞中积

累，对 L-脯氨酸合成途径造成反馈抑制。删除

CTL9菌株中的 putP基因，构建出CTL11菌株。

发酵结果显示，CTL11 的 L-瓜氨酸产量比 CTL9
菌株高 24.3%，达到 3.9 g/L (图 4B)，同时，在

CTL11的发酵液中没有检测到L-脯氨酸。上述结

果表明，使用反馈抑制来削弱竞争途径是可行

的，这项策略也能用于其他产物的生物合成。 
L-鸟氨酸经由鸟氨酸氨基甲酰转移酶(由

argI 基因编码)催化生成 L-瓜氨酸，同时 L-鸟氨

酸也可经由鸟氨酸脱羧酶及其同工酶(由 speC
和 speF 基因编码)催化生成腐胺(图 4C)[16,22]。

Ginesy 等 [22]通过删除大肠杆菌中的 speC 和

speF 基因来阻止 L-鸟氨酸产生腐胺。为了减少

腐胺合成，提高 L-鸟氨酸的转化率。依次删除

CTL11 菌株的 speC 和 speF 基因，构建出

CTL12 和 CTL13 菌株。然而，发酵结果显示，

CTL12 和 CTL13 菌株的 L-瓜氨酸产量均下降，

分别降低至 3.6 g/L 和 1.8 g/L (图 4D)。在大肠

杆菌中，腐胺的合成途径有 2 条：一条由鸟氨

酸脱羧酶催化 L-鸟氨酸合成腐胺；另一条由精

氨酸脱羧酶催化 L-精氨酸合成腐胺 [30-31]。此

外，腐胺对细胞的生理活动有重要影响，在转

录、翻译、营养转运和细胞通透性等方面发挥

作用。CTL13 菌株中同时缺乏鸟氨酸脱羧酶和

L-精氨酸，不能合成腐胺，细胞生长受损并削

弱了 L-瓜氨酸的生产[32]。因此，在 CTL11菌株

中，失活了亚精胺合成酶(由 speE 基因编码)，
构建出 CTL14 菌株。CTL14 中，腐胺的合成途

径被保留，但其降解为亚精胺的途径被抑制，

腐胺积累抑制了 L-鸟氨酸向腐胺转化 [33]。

CTL14 菌株的 L-瓜氨酸产量比 CTL11 菌株高

53.4%，达到 6.0 g/L (图 4D)。上述结果表明，胞

内腐胺的积累能够抑制 L-鸟氨酸转化为腐胺。 

2.3  L-瓜氨酸合成路径的辅因子优化 
在大肠杆菌中，每合成 1 分子 L-瓜氨酸需

要消耗 3 分子 NADPH，因此，充足的 NADPH
供应是 L-瓜氨酸合成的关键因素之一。研究表

明，调节膜结合型转氢酶的表达，迫使 NADH
中的氢离子转移至 NADPH 中，能有效提高 L-
瓜氨酸的产量[28]。删除 CTL14 菌株中的 sthA
基因，构建出 CTL15 菌株。然后，将受到天然

启动子控制大肠杆菌内的 pntAB 和来自枯草芽

孢杆菌的 ppnK 基因[34]整合到 CTL15 菌株的假



 
 

胥琳峰 等 | 代谢工程改造大肠杆菌高效合成 L-瓜氨酸 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

251 

基因 yjiP 基因座，分别构建出 CTL16 和 CTL17
菌株(图 5A)。发酵结果显示，CTL15、CTL16
和 CTL17 的 L-瓜氨酸产量分别达到 6.8、8.2、
7.0 g/L (图 5B)，且 CTL16 中 NADPH 的水平最

高。这表明调控膜结合型转氢酶，包括敲除 sthA
基因、过表达 pntAB 基因、ppnK 基因，均能有效

地促进 NADPH 的再生，促进 L-瓜氨酸的生物合

成，并且在大肠杆菌 BL21(DE3)中，pntAB 基因提

升 NADPH 水平的能力优于 ppnK 基因。 

2.4  L-瓜氨酸转运系统强化 
转运系统的开发一直是氨基酸生产菌株发

展的一个重要部分，当 L-瓜氨酸被过量生产，

细胞内积累的大量产物对细胞产生毒害作用，

因此，高效的出口系统对于实现持续生产至关

重要。将 CTL16 细胞裂解后，检测到 1.6 g/L
的 L-瓜氨酸。在大肠杆菌中，argO 基因编码 L-
瓜氨酸的转运蛋白，而在谷氨酸棒状菌中也存

在与其同源的 lysE 基因[35-36]。为减少胞内的 L- 
 

 
 

图 4  优化前体代谢对 L-瓜氨酸合成的影响   A：L-脯氨酸生物合成示意图；B：削弱 L-脯氨酸合成

对 L-瓜氨酸合成的影响；C：L-鸟氨酸代谢示意图；D：优化前体 L-鸟氨酸代谢对 L-瓜氨酸合成的影响。

红色“┤”表示对相关基因的抑制。“–”表示未删除该基因。“△”表示删除该基因。 
Figure 4  Effect of optimizing precursor metabolism on L-citrulline synthesis. A: Schematic representation 
of L-proline synthesis; B: Impact of weakening the L-proline synthesis on L-citrulline synthesis; C: Schematic 
diagram of L-ornithine metabolism; D: Effect of optimizing precursor L-ornithine metabolism on L-citrulline 
synthesis. Red “┤” signifies the transcriptional suppression of the associated genes. “–” signifies the gene has 
not been deleted. “△” signifies the gene has been deleted. 
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瓜氨酸，将 lysE 和 argO 基因置于 Ptac 启动子控

制下并被整合到 CTL16 中的假基因 yadL 基因

座，分别构建出 CTL18 和 CTL19 菌株。发酵

结果显示，lysE 基因的过度表达使 CTL18 的 L-
瓜氨酸产量提高了 28%，为 11.6 g/L，而 argO

基因的过度表达仅使 CTL19 的 L-瓜氨酸产量提

高了 16%，为 9.5 g/L，且检测到 CTL18 的胞内

L-瓜氨酸浓度也更低(图 6A)。以上结果表明，

强化 L-瓜氨酸的转运系统，可以有效改善胞内

L-瓜氨酸对细胞的毒害，并提高产量。 
 

 
图 5  强化辅因子合成对 L-瓜氨酸合成的影响   A：转氢酶调节示意图；B：增强 NADPH 合成对 L-
瓜氨酸合成和 NADPH/NADP+水平的影响。“–”表示未对该基因进行编辑；“+”表示对该基因进行过表达；
“△”表示对该基因进行删除。 
Figure 5  Effects of enhancing cofactor synthesis on L-citrulline production. A: Schematic of 
transhydrogenase regulation; B: Effect of enhanced NADPH synthesis on L-citrulline synthesis and 
NADPH/NADP+ levels. “–” signifies the gene has not been edited; “+” signifies that the gene has been 
overexpressed; “△” signifies the gene has been deleted. 
 

 
图 6  增强 L-瓜氨酸转运系统对 L-瓜氨酸合成的影响和 CTL18 菌株分批补料发酵结果   A：L-瓜氨酸

转运系统强化对 L-瓜氨酸合成的影响；B：CTL18 在 3 L 生物反应器中的分批补料发酵结果。每 4 h 取

样 1 次。“–”表示未对该基因进行过表达；“+”表示对该基因进行过表达。 
Figure 6  Effect of enhanced L-citrulline transport system on L-citrulline synthesis and results of fed-batch 
fermentation of CTL18 strain. A: Modification of the L-citrulline export system and its impact on L-citrulline 
production; B: Fed-batch results of CTL18 in a 3 L bioreactor, sampling was performed every 4 h. “+” 
signifies that the gene has been overexpressed; “–” signifies that the gene has not been overexpressed. 
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L-瓜氨酸生产菌株在摇瓶发酵时，其产量

受溶氧、营养和 pH 等发酵参数的限制，生产

性能未能最大化[37]。因此，在 3 L 发酵罐中对

重组菌株 CTL18 进行分批补料发酵。培养基初

始葡萄糖浓度为 10 g/L，待底糖耗尽后补加高

浓度葡萄糖溶液(750 g/L)将发酵液中残糖维持

在 0.1−0.5 g/L，以避免高浓度的葡萄糖导致乙

酸产生。同时补加 L-精氨酸溶液(50 g/L)，将浓

度控制在 0.1−0.5 g/L，以维持生长。此外，为补

充氮源，每 4 h 补加 50 mL 硫酸铵溶液(200 g/L)。
重组菌株发酵 48 h，L-瓜氨酸产量为 44.9 g/L，
转化率为 0.14 g/g 葡萄糖，生产强度为 0.94 g/(L·h) 
(图 6B)，并且在发酵液中没有检测到其他氨基

酸产生。 

3  讨论与结论 
已有较多文献报道微生物发酵生产 L-瓜氨

酸，对合成途径进行代谢调控是最直接地提高

产量的策略[12-13,23,36,39]。例如失活精氨酸阻遏蛋

白 ArgR，以解除 L-精氨酸对合成途径的反馈抑

制，提高合成途径相关基因的转录水平[12]，除

此之外，催化合成途径第一步反应的乙酰谷氨

酸合成酶还受到 L-精氨酸造成的变构抑制，这

种抑制可以通过突变 argA 基因来减弱[38-40]，但

对于 L-精氨酸营养缺陷型菌株，发酵时控制 L-
精氨酸浓度在 0.5 g/L 以下也可避免该抑制。

Jiang 等 [13]在大肠杆菌中引入来源于谷氨酸棒

状菌的 argCJBDF 基因簇，重构了无乙酸产生

的循环途径以强化合成，最终在发酵罐中 L-瓜
氨酸产量达到 82 g/L。但在本研究中，分别强

化内源线性途径、引入循环途径，发酵结果却

表明内源线性途径的产量更高，与 Jiang 等[13]

实验结果的差异推测是由大肠杆菌 BL21(DE3)
和K-12系列菌株基因组和代谢的差异造成的[41-43]。

BL21(DE3)菌株中 TCA 循环的通量比 K-12 

MG1655 菌株的更大，在发酵过程中积累的乙

酸也较少，并且 BL21(DE3)菌株对许多氨基酸

的产生都有正向的调节，促进了 L-瓜氨酸的合

成，使得外源循环途径在 BL21(DE3)的代谢中

不占优势。 
增强前体的供应也是提高产量的有效手

段。增大 TCA 循环到 L-谷氨酸的代谢通量，能 
有效强化前体 L-谷氨酸的合成[23]，除此之外，

谷氨酸脱氢酶催化 α-酮戊二酸生成 L-谷氨酸的

反应会消耗 NADPH，因此，增强 NADPH 合成

或者更换 NADH 依赖性的谷氨酸脱氢酶，能够

进一步提高 L-谷氨酸的水平。此外，需要谨慎

调控竞争途径，直接阻断 L-脯氨酸[29]和腐胺[22]

合成会造成代谢紊乱，影响细胞正常生长，减

弱 L-瓜氨酸的合成，使竞争产物在胞内积累，

利用细胞自身的反馈调节机制抑制竞争途径。

或者给相关基因更换弱启动子，减少进入竞争

途径的代谢通量，也是一种可行的策略。此外，

CTL18 仍有改造的空间，氨甲酰磷酸是 L-瓜氨

酸合成的另一前体物[13]，在后续实验中可以增

强氨甲酰磷酸的合成，以促进 L-瓜氨酸的合成。 

辅因子工程也是一种常见且有效地提高合

成效率的策略，NADPH 供应不足会导致前体合

成受阻，不利于 L-瓜氨酸生产。常见的调控方

式有上调 pgi 基因的表达水平，通过增大戊糖

磷酸途径的通量，以促进 NADPH 合成，然而，

这会削弱糖酵解途径，影响 L-瓜氨酸的合成[34-35]；

除此之外，Haskins 等[40]报道，向发酵培养基中

添加 NADPH 的前体，如烟酰胺和磷酸盐，也

能提高 NADPH 的供应，然而，这将增加生产

成本。相比之下，调节膜结合型转氢酶的表达，

使 NADH 转化为 NADPH，能够避免上述缺陷，

是一种更经济的解决方案。虽然发酵结果显示

转运蛋白 ArgO 的转运效率比 LysE 低，但仍具



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

254 

有开发潜力，有研究报道了一种 argP216 突变

体(argO 基因的转录调节因子)可以增强 ArgO

的表达[36]。综上，本研究利用多种代谢工程策

略，对 L-瓜氨酸的高效生物合成进行了探索，

部分策略也可用于其他氨基酸(如 L-鸟氨酸和

L-精氨酸)的合成。 
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