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摘   要：谷氨酸棒杆菌是支链氨基酸工业生产的主力菌，乙酰羟酸合酶(acetohydroxyacid synthase, 
AHAS)是支链氨基酸合成的关键酶，强化 AHAS 的表达是提高菌种水平的关键手段。然而目前还

未实现高效调控 AHAS，本研究首先基于前期开发的靶基因表达调控报告系统，从 6 个组成型强

启动子中筛选乙酰羟酸合酶编码基因 ilvBN 的高效表达启动子，成功获得 PgpmA*启动子，表达强度

是 PilvBN 天然启动子的 23.3 倍。其次，在 PgpmA*启动子基础上，构建并通过平板荧光成像初步筛选

了 3 种人工合成核糖体结合位点(ribosome binding site, RBS)文库，发现“R(9)N(6)”为优势的突变文

库，通过进一步的孔板复筛，成功获得 36 个不同的强度增强的 RBS 突变体，最高强度可达天然

启动子 PilvBN 的 62.3 倍。最后，选择 PgpmA*启动子分别组合 3 种 RBS(野生型、RBS18 和 RBS36)调
控 ilvBNS155F 的表达生产 L-缬氨酸，L-缬氨酸产量随着表达调控元件强度的增强而提高，分别为

1.17、1.38、2.29 g/L。在 RBS18 调控的基础上进一步组合 ilvC 过表达，L-缬氨酸产量可达 7.57g/L。
本研究获得的 AHAS 表达调控元件库，可为改造 AHAS 生产 L-缬氨酸等支链氨基酸提供丰富元件，

并为其他关键酶的表达调控提供思路和方法借鉴。 
关键词：谷氨酸棒杆菌；支链氨基酸；乙酰羟酸合酶；组成型强启动子；人工合成核糖体结合位

点文库 
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Abstract: Corynebacterium glutamicum is a major workhorse in the industrial production of 
branched-chain amino acids (BCAAs). The acetohydroxyacid synthase (AHAS) encoded by 
ilvBN is a key enzyme in the biosynthesis of BCAAs. Enhancing AHAS expression is essential 
for engineering BCAA producers. However, at present, the available studies only used limited 
promoters to regulate AHAS expression, which is insufficient for achieving efficient regulation. 
Herein, we first employed a previously developed reporter system to screen out a strong 
constitutive promoter PgpmA* from six candidate promoters for expressing ilvBN. PgpmA* 
showcased the expression strength 23.3-fold that of the native promoter PilvBN. Moreover, three 
synthetic RBS libraries based on the promoter PgpmA* were constructed and evaluated by plate 
fluorescence imaging. The results revealed that “R(9)N(6)” was the best mutant library. A total of 
36 RBS mutants with enhanced strength were further screened by evaluation in 96-deep-well 
plates, and the highest strength reached up to 62.3-fold that of PilvBN. Finally, the promoter 
PgpmA* was combined with three RBS mutants (WT, RBS18, and RBS36) to fine-tune the 
expression of ilvBNS155F for L-valine biosynthesis, respectively. Increased expression strength 
led to enhanced L-valine production, with titers of 1.17, 1.38, and 2.29 g/L, respectively. The 
combination of RBS18 strain with the further overexpression of ilvC produced 7.57 g/L L-valine. 
The regulatory elements obtained in this study can be utilized to modulate AHAS expression for 
BCAA production in C. glutamicum. Additionally, this strategy can guide the efficient 
expression regulation of other key enzymes. 
Keywords: Corynebacterium glutamicum; branched-chain amino acids; acetohydroxyacid 
synthase; strong constitutive promoter; synthetic ribosome binding site library 

 
 

谷氨酸棒杆菌(Corynebacterium glutamicum)
是一种不产芽孢、不运动、兼性好氧的革兰氏

阳性细菌，被美国食品药品监督管理局(Food 
and Drug Administration, FDA) 认 证 为 安 全

(generally recognized as safe, GRAS)的菌株[1-2]。

该菌株是氨基酸工业生产的主力菌，年产氨基

酸超 600 万 t，主要产品为 L-谷氨酸、L-赖氨酸、

支链氨基酸和 L-脯氨酸等[3-6]。由于其具有生长
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速度快、底物谱广、工业环境适应性强、生产

强度高、工业放大稳定性好等优势，近年来已

发展成为一种重要的工业底盘菌，广泛用于生产

化学品、燃料、材料、天然产物和重组蛋白等[7-11]。 
支链氨基酸，包括 L-缬氨酸、L-亮氨酸与

L-异亮氨酸，作为人类和动物不能合成的必需

氨基酸，广泛应用于多个领域，包括食品、化

妆品、医药、动物饲料等[12]。2020 年全球支链

氨基酸市场达到 2.33 亿美元，预计到 2026 年

将超过 3 亿美元[6]。随着氨基酸在食品营养强

化剂、低蛋白日粮添加剂中的推广使用，支链

氨基酸市场需求增长迅速。目前，支链氨基酸

主要通过谷氨酸棒杆菌一步发酵生产。代谢工

程改造谷氨酸棒杆菌高产氨基酸是合成生物学

领域系统代谢育种的典范，合成途径复杂的 L-赖
氨酸产量已超 200 g/L，糖酸转化率超过理论最

大值的 85%[13]。相较而言，支链氨基酸的生产

水平还有较大差距，产量低于 120 g/L，糖酸转

化率还有较大提升空间[14-16]。 
乙酰羟酸合酶 (acetohydroxyacid synthase, 

AHAS)是支链氨基酸合成的第一个共有酶(图 1A)，
也是主要的限速酶[17]。谷氨酸棒杆菌 AHAS 由

2 个亚基组成，分别由 ilvB 和 ilvN 基因编码，

可催化 2 分子丙酮酸合成 L-缬氨酸和 L-亮氨酸

前体 2-乙酰乳酸，同时可催化 1 分子酮丁酸和

1 分子丙酮酸合成 L-异亮氨酸前体 2-乙酰-2-羟
基丁酸，该酶的酶活力受到 3 种支链氨基酸的反

馈抑制[18]。ilvBN 与 ilvC 位于一个操纵子(图 1B)，
该操纵子存在经典的衰减子调控，ilvB 基因前

的转录片段可以翻译为含 15 个氨基酸的前导

肽，包括 3 个 L-缬氨酸、2 个 L-亮氨酸和 2 个

L-异亮氨酸，受到 3 种支链氨基酸的转录弱化

调控[19]。全基因组规模转录起始位点鉴定研究

发现，该操纵子还存在其他转录起始位点，结

合不同条件转录组学研究表明 ilvB 和 ilvN 的转

录水平基本一致，而 ilvC 通常存在较大差异，

表明 ilvC 还存在其他重要的启动子调控[20]。 
采用组成型的表达调控元件增强限速酶的

表达，是代谢工程改造氨基酸生产菌的重要手

段。改造谷氨酸棒杆菌支链氨基酸生产菌，主

要是采用常用的组成型启动子调控 ilvBN 基因

的表达，包括 Ptac 启动子和谷氨酸棒杆菌内源

的组成型启动子 Ptuf、PgapA 和 Psod 等
[14,21-22]。然

而，以上调控只采用了一个或几个启动子进行

测试，仅能表明增强 AHAS 表达能够提高支链

氨基酸产量，无法明确 AHAS 的调控强度及是

否需要进一步增强，因此仍需要开发 ilvBN 的

高效表达调控元件库。团队前期已经开发了靶

基因精细调控元件的筛选及表征体系，通过目

标调控元件表达靶基因 N 端 180 bp、柔性 linker
和 rfp 融合基因，筛选靶基因的精细表达调控

元件 [23]。启动子和核糖体结合位点 (ribosome 
binding site, RBS)改造是增强调控元件表达强

度的重要手段，在谷氨酸棒杆菌中也已证实以

上改造可以增强元件的表达强度[24-27]。 
本研究从谷氨酸棒杆菌中 6 个组成型启动

子突变体筛选表达 ilvBN 基因的启动子，获得

了表达强度显著提高的 PgpmA*启动子；进一步对

该启动子的 RBS 及 RBS 与起始密码子间隔序

列进行突变筛选，成功获得表达强度更高的

RBS 突变体。选择 PgpmA*启动子分别组合 3 个

RBS 突变体表达调控 AHAS，发现 L-缬氨酸产

量随着表达调控元件强度的增强逐步提高，组

合 ilvC 过表达可以进一步显著提高 L-缬氨酸产

量。本研究获得高效表达调控元件库，可为调

控 AHAS 生产 L-缬氨酸等支链氨基酸提供元

件，还可为其他关键酶的精细表达调控提供方

法借鉴。 
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图 1  支链氨基酸合成途径及 ilvBNC 操纵子的转录调控   A：支链氨基酸合成途径. B：ilvBNC 操纵

子的转录调控 
Figure 1  Synthesis pathway of branched-chain amino acids and transcriptional regulation of ilvBNC operon. 
A: Synthesis pathway of branched-chain amino acids. B: Transcriptional regulation of ilvBNC operon. AHAS 
(encoded by ilvBN): Acetohydroxyacid synthetase; AHAIR (encoded by ilvC): Acetohydroxyacid 
isomeroreductase; DHAD (encoded by ilvD): Dihydroxyacid dehydratase; TA (encoded by ilvE): 
Transaminase. 
 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株与质粒 

本研究使用的菌株和质粒见表 1。 

1.1.2  引物 
本研究使用的引物见表 2，引物均由苏州

金唯智生物科技有限公司合成。 

1.1.3  仪器与试剂 
本研究所使用的主要分子构建试剂盒、相

关试剂以及分析检测仪器均与实验室前期发表

的研究文章[25]一致。 
1.1.4  培养基 

用于大肠杆菌(Escherichia coli)培养的 LB
培养基和用于谷氨酸棒杆菌(C. glutamicum)培
养的 TSB 培养基的配制参考文献[25]。L-缬氨 
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表 1  本研究所用菌株与质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Strains or plasmids  Descriptions Sources 
Escherichia coli   

Trans1-T1 General cloning host TransGen 
  Biotech 

Co., Ltd. 
Corynebacterium    

glutamicum ATCC 13032, wild-type strain ATCC 
Plasmids   

pEC-XK99E Expression vector of Corynebacterium glutamicum with promoter Ptrc, KmR Lab store 
pEC-XK99E-rfp-1 pEC-XK99E derivative carrying first ilvB 180, linker and rfp with PilvBN promoter This study 
pEC-XK99E-rfp-2 pEC-XK99E derivative carrying first ilvB 180, linker and rfp with Ppgi promoter This study 
pEC-XK99E-rfp-3 pEC-XK99E derivative carrying first ilvB 180, linker and rfp with Pfda promoter This study 
pEC-XK99E-rfp-4 pEC-XK99E derivative carrying first ilvB 180, linker and rfp with PgpmA promoter This study 
pEC-XK99E-rfp-5 pEC-XK99E derivative carrying first ilvB 180, linker and rfp with PgltA promoter This study 
pEC-XK99E-rfp-6 pEC-XK99E derivative carrying first ilvB 180, linker and rfp with Pmdh promoter This study 
pEC-XK99E-rfp-7 pEC-XK99E derivative carrying first ilvB 180, linker and rfp with PodhA promoter This study 
pEC-WT-ilvBNS155F pEC-XK99E derivative carrying ilvBNS155F with PgpmA* promoter and wild-type RBS This study 
pEC-RBS18-ilvBNS155F pEC-XK99E derivative carrying ilvBNS155F with PgpmA* promoter and RBS18 RBS This study 
pEC-RBS36-ilvBNS155F pEC-XK99E derivative carrying ilvBNS155F with PgpmA* promoter and RBS36 RBS This study 
pEC-RBS18-ilvBNS155FC pEC-XK99E derivative expressing ilvBNS155FC with PgpmA* promoter and RBS18 RBS This study 

 
酸发酵培养基：80 g/L 葡萄糖，2 g/L 酵母粉，

20 g/L (NH4)2SO4，5 g/L 尿素，1 g/L KH2PO4，

1.3 g/L K2PO4·3H2O，42 g/L MOPS，0.01 g/L CaCl2，
0.01 g/L FeSO4·7H2O，0.01 g/L MnSO4·H2O，1 mg/L 
ZnSO4·7H2O ， 0.2 mg/L CuSO4 ， 0.02 mg/L 
NiCl2·6H2O，0.25 g/L MgSO4·7H2O，0.03 g/L 原

儿茶酸，0.1 mg/L VB1，0.2 mg/L 生物素，NaOH
调 pH 至 7.1–7.2，121 ℃灭菌 20 min。 
1.2  方法 
1.2.1  不同启动子表征菌株构建 

以 pEC-XK99E 质粒为模板，使用引物

pEC-1 和 pEC-2 扩增 pEC-XK99E 质粒骨架；以       
C. glutamicum ATCC 13032 基因组为模板，使用

引物 ilvBN-F 和 ilvBN-R 扩增 ilvBN 基因启动子、

RBS 和 ilvB 基因 N 端 180 bp 的 DNA 片段；以

包含 rfp 基因的质粒为模板，使用引物 rfp-F 和

rfp-R 扩增包含 linker 和 rfp 基因的 DNA 片段。

以上 3 个片段通过一步重组试剂盒进行连接，

获得 pEC-XK99E-rfp-1 表征质粒。以该表征质

粒为模板，使用引物 pEC-2 和 pEC-3 扩增质粒

骨架和 rfp 片段。分别以包含对应启动子的质粒

为模板，使用引物 pgi-F 和 pgi-R、fda-F 和 fda-R、

gpmA-F 和 gpmA-R、gltA-F 和 gltA-R、mdh-F 和

mdh-R、odhA-F 和 odhA-R 分别扩增各启动子片

段。分别通过两片段重组进行连接，获得对应的

表征质粒，并通过电转化至 C. glutamicum ATCC 
13032 菌株，获得对应表征菌株。 
1.2.2  RBS 文库构建及平板荧光筛选 

以 pEC-XK99E-rfp-4 表征质粒为模板，使用

引物 pEC-1 和 RBS-N5 扩增质粒骨架，使用引物

RBS-N1、RBS-N2、RBS-N3 分别与引物 RBS-N4
扩增含有突变区域的 3 个短片段。以上相应的两个

片段通过一步重组试剂盒连接后，转化至 E. coli 
Trans1-T1 感受态中，并涂布在含有 25 μg/mL 卡

那霉素的 LB 固体平板上，获得质粒文库菌。使

用 2 mL 无菌水收集平板上的全部转化子，并提 
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表 2  本研究所用引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primer name Primer sequences (5′→3′) Size (bp) 
pEC-1 CTGCAGGCATGCAAGCTTGG 20 
pEC-2 GGAGAAAATACCGCATCAGGC 21 
pEC-3 ATGAATGTGGCAGCTTCTCAAC 22 
pEC-4 GCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGG 25 
rfp-F CCGGTGTATGACCCGCTCTATGGCGGTGGCTCTGGAGGTGGTG 85 
 GGTCCGGCGGTGGCTCTGCTTCCTCCGAAGACGTTATCAAAG  
rfp-R CCAAGCTTGCATGCCTGCAGTTAAGCACCGGTGGAGTGACGAC 43 
ilvBN-F GCCTGATGCGGTATTTTCTCCGCCTGCCTGAACTTTGTGAGA 42 
ilvBN-R ATAGAGCGGGTCATACACCGG 21 
pgi-F CCTGATGCGGTATTTTCTCCCCGGATGGCCACGTCG 36 
pgi-R GTTGAGAAGCTGCCACATTCATGAAAACTCCTTTATTGTCGTTAAAT 47 
fda-F CCTGATGCGGTATTTTCTCCCCCGATAGTGTATGTGCTGACCTG 44 
fda-R GTTGAGAAGCTGCCACATTCATAAGGTGTCTCCTCCAAAAGGTG 44 
gpmA-F CCTGATGCGGTATTTTCTCCCTGGGCCGACGCCTTA 36 
gpmA-R GTTGAGAAGCTGCCACATTCATTTTTCCGTTAGTCATAGGTACTATC 47 
gltA-F CCTGATGCGGTATTTTCTCCCCCAAACGATGAAAAACGCC 40 
gltA-R GTTGAGAAGCTGCCACATTCATGATATCCCTTTCAAACATATTTGTTCG 49 
mdh-F GCCTGATGCGGTATTTTCTCCCGATTCCCCATGATGCCC 39 
mdh-R GTTGAGAAGCTGCCACATTCATTAAACAATCCTCAATCCTTGTAGGG 47 
odhA-F CCTGATGCGGTATTTTCTCCCACGTTATTTTTAGGAGAACTGTCAAC 47 
odhA-R GTTGAGAAGCTGCCACATTCATGGCAGGTACTCGCCTCTTTTC 43 
RBS-N1 GGATAGTACCTATGACTAACRRRRRRNNNNATGAATGTGGCAGCTTCTCAAC 52 
RBS-N2 GGATAGTACCTATGACTAACRRRRRRRRNNNNNNATGAATGTGGCAGCTTCTCAAC 56 
RBS-N3 GGATAGTACCTATGACTAACRRRRRRRRRNNNNNNATGAATGTGGCAGCTTCTCAAC 57 
RBS-N4 CCAAGCTTGCATGCCTGCAG 20 
RBS-N5 GTTAGTCATAGGTACTATCCTATCAC 26 
ilvBN-1 TTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCG 40 
ilvBN-2 GGGAGTGGGCTGTTGAGAAGCTGC 24 
ilvBN-3 CTTCTCAACAGCCCACTCCCGCCACGGTTGCAAGCCGTGGTC 42 
ilvBN-4 CCAAGCTTGCATGCCTGCAGTTAGATCTTGGCCGGAGCC 39 
ilvBNC-1 CCAAGCTTGCATGCCTGCAGTTAAGCGGTTTCTGCGCGAGCGTCAACCTTGACC 54 
pEC-F TACGGTTCCTGGCCTTTTGC 20 
pBV220R CTGCGTTCTGATTTAATCTG 20 

 
取文库质粒。将约 1 μg 的文库质粒通过电转化

导入 C. glutamicum ATCC 13032 菌株，并分别

涂布 5 个含 25 μg/mL 卡那霉素的 TSB 固体平

板。每个平板长约 500–1 000 个转化子。使用

荧光图像分析系统对克隆进行荧光拍照，初步

筛选优势文库，再对优势文库的菌液进行大量

的平板涂布，筛选荧光亮度增强的克隆。 
1.2.3  启动子及 RBS 突变体的强度表征 

将表征菌株在含有 25 μg/mL 卡那霉素的

TSB 固体平板上过夜活化。活化后的新鲜菌苔

接种到每孔含 200 μL TSB 液体培养基的 96 孔

板中，在 30 ℃和 800 r/min 条件下过夜培养。转
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接 10 μL 至含有 200 μL TSB 液体培养基的 96 孔

板中培养，每个菌株设置 3 个平行，在孔板摇

床中 30 ℃、800 r/min 培养，培养 24 h 后，使

用酶标仪分别测定 OD600 和荧光值(设置激发波

长为 560 nm，发射波长为 607 nm)，然后通过

荧光值/OD600 计算荧光强度。 
1.2.4  L-缬氨酸生产菌株的构建 

以 pEC-XK99E-rfp-4 质粒为模板，使用引物

pEC-1 和 pEC-4 扩增骨架；以 pEC-XK99E-rfp-4
及对应的 RBS 突变体质粒为模板，使用引物

ilvBN-1 和 ilvBN-2 扩增对应的调控元件片段；

以C. glutamicum ATCC 13032 中 ilvN 基因的 S155F
位点突变的突变体基因组为模板，使用引物

ilvBN-3 和 ilvBN-4 扩增 ilvBNS155F 基因片段，使

用引物 ilvBN-3 和 ilvBNC-1 扩增 ilvBNS155FC 基因

片段，然后通过一步重组试剂盒将相应的片段与

骨架进行连接，经测序比对成功后，将获得的质

粒电转化至 C. glutamicum ATCC 13032 菌株中，

成功获得能够用于评价 L-缬氨酸生产的菌株。 
1.2.5  L-缬氨酸产量评价 

在 TSB 固体平板上活化生产菌株，随后接

种到每孔含 800 μL TSB液体培养基的 24孔板中

培养 6 h，并以初始 OD600 约为 0.06 转接至每孔

800 μL 的发酵培养基中，30 °C、800 r/min 培养

24 h 后，取样测定 OD600、葡萄糖和 L-缬氨酸，

培养过程均添加 25 μg/mL 卡那霉素。将发酵上

清液使用去离子水稀释一定倍数后混匀离心，将

样品在沸水中水浴处理 10 min，然后进行离心，

以去除蛋白质，保留上清液。然后于离心管中加

入 200 μL 衍生缓冲液、300 μL 衍生剂和 40 μL
待测样品，混合均匀后振荡 1 min 并再次离心。

随后在 65 ℃避光条件下水浴 60 min，冷却至室

温后进行离心。最后加入 660 μL 定容缓冲液至

总体积为 1.2 mL，振荡混匀，使用 0.2 μm 有机

系针头滤器进行过膜处理。衍生剂为 2,4-二硝

基氟苯。使用 Agilent 1260 高效液相色谱测定

L-缬氨酸产量，流动相分别为 50 mmol/L 乙酸

钠和 50%乙腈。分析条件为：柱温：30 ℃；流

速 1 mL/min；进样 20 μL，吸收波长：360 nm。 

2  结果与分析 
2.1  谷氨酸棒杆菌中筛选表达 ilvBN 基因的

强启动子 
研究团队前期针对谷氨酸棒杆菌糖酵解、

柠檬酸循环、磷酸戊糖途径中多个基因的启动

子，在启动子–10 区及附近序列进行突变建库，

筛选获得了 6 个可提高启动子转录强度的突变

体(图 2A)。为了筛选表达 ilvBN 基因的强启动

子，采用实验室前期开发的靶基因表达元件表

征系统(图 2B)[23]，构建了 6 个强启动子及 ilvBN
基因天然启动子的表征质粒，所有启动子均携带

其野生型 RBS，6 个强启动子表征质粒的起始密

码子均为 ATG，而 ilvBN 基因天然启动子的起始

密码子为 GTG。将对照质粒 pEC-XK99E 及构建

的 7 个表征质粒，分别转化至 C. glutamicum 
ATCC 13032 菌株，获得对应的表征菌株。按照

1.2.3 所述的方法，表征以上启动子表达 ilvBN
的强度，结果显示 5 个启动子的荧光强度均较

天然启动子显著提高(图 2C)，其中启动子 PgpmA*

的荧光强度最高，是天然启动子 PilvBN 的 23.3 倍，

为筛选获得的最强启动子。 

2.2  PgpmA*强启动子野生型 RBS 基础上构

建并筛选人工合成 RBS 文库 
RBS 可以在翻译水平调控基因的表达，文

献报道 RBS 序列的 A/G 碱基组成和长度，以及

与其起始密码子之间的间隔序列的长度和序列

组成，均对 RBS 的调控强度具有重要影响[26-28]。

为进一步增强 ilvBN 基因的表达，本研究在获

得的 PgpmA*强启动子的野生型 RBS 基础上，分

别设计构建了 3 个 RBS 文库“R(6)N(4)” “R(8)N(6)”  
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图 2  筛选表达 ilvBN 基因的强启动子   A：不

同启动子的–10 区及邻近序列. B：筛选启动子的

报告系统. C: 不同启动子的荧光强度 
Figure 2  Screening strong promoters for ilvBN 
expression. A: Extended –10 regions of different 
promoters. B: A tailored reporter system for 
screening promoters. C: Fluorescence intensities of 
different promoters. 

“R(9)N(6)”，起始密码子均为 ATG (图 3A)。按照

1.2.2 所述的方法，分别构建 RBS 文库，针对每

块平板，利用荧光图像分析系统进行荧光成像，

转化子的荧光亮度反映了荧光蛋白的表达水

平。3 个文库均可以获得荧光亮度更高的转化

子，表明文库突变可提高表达强度。文库 3 中

亮度提高的转化子比例更大，同时包含亮度更

强的转化子(图 3B)。因此，选择文库 3 进行突

变体筛选，进一步挑选不同荧光亮度的转化子。 

2.3  RBS 突变体文库的表达强度表征 
对 RBS 文库 3 平板荧光初筛获得的转化

子，在 96 孔板培养并表征荧光强度，结合突变

体的测序结果，成功获得了 36 个荧光强度提高

的 RBS 突变体(图 4)。与 PgpmA*强启动子表达元

件相比，在该启动子野生型 RBS 基础上构建的

RBS 文库的相对表达强度是它的 1.2–2.7 倍；与

PilvBN 天然启动子表达元件相比，在 PgpmA*强启

动子野生型 RBS 基础上构建的 RBS 文库的相

对表达强度是它的 28.1–62.3 倍，这些 RBS 突

变体进一步提升了 ilvBN 基因的调控强度。按

照荧光的相对强度将 RBS 突变体分为 2 组，以

P i lvBN 天然启动子荧光强度为参照，中等强度

RBS (moderate RBS)突变体的相对强度为 38 倍

以下，包括 RBS1-RBS18；高强度 RBS (strong  
 

 
 
图 3  RBS 文库的构建策略及平板荧光成像筛选   A：RBS 文库的构建策略. B：RBS 文库转化子的平

板荧光成像 
Figure 3  Construction strategy and fluorescence imaging of RBS libraries. A: Construction strategy of RBS 
libraries. B: Fluorescence imaging of transformants from RBS libraries on agar plate. 
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图 4  RBS 文库的荧光强度 
Figure 4  Fluorescence intensity of RBS library. pEC was the empty plasmid. PilvBN and PgpmA* were as 
control groups. Error bars represent the standard deviations obtained from three independent cultures.  
 
RBS)为 38 倍以上，包含 RBS19–RBS36。以上

RBS 突变体的表达强度显著增强，且其表达强

度呈梯度分布，可为谷氨酸棒杆菌中 ilvBN 基

因的高效表达提供可用元件。 

2.4  RBS 文库的序列分析 
为了研究 RBS 突变体序列与其表达强度之

间的相关性，分析了所有 RBS 突变体的测序结

果，获得了 RBS 及间隔区的 15 bp 碱基的突变

序列(图 5A)。除了 RBS28 在第 9 位引入的突变

为 T，其余突变体序列均与设计相符。非设计

碱基引入推测是引物合成错误所致。同时发现

5 个突变体存在其他可能的起始密码子(红色标

注)，3 个为同框表达，2 个为不同框表达，为避

免其影响，后续可选用其他突变。为进一步探究

序列位置及保守性对表达强度的影响，针对 RBS
突变区的序列，利用序列分析网站 WebLogo 
(http://weblogo.threeplusone.com/create.cgi)进行

分析，并统计突变区域的碱基出现概率。对全

部突变体序列进行分析发现，在设定的 9 个 A/G
突变区 A 碱基含量明显高于 G，第 1、4、5 位

为 A 的概率均超 70%；在设定的 6 个随机间隔

区的第 10、12、13、15 位均为 A 出现概率最

高，第 11、14 位均为 G 出现概率最高(图 5B)。
对中等强度突变体序列进行分析，发现在设定

的 9 个 A/G 突变区碱基分布与全部突变体类

似，但整体上 A 出现概率有所下降；在设定的

6 个随机间隔区第 11 位为 T 出现概率最高，其

余均为 A 出现概率最高(图 5C)。对高强度突变

体序列进行分析发现，在设定的 9 个 A/G 突变

区 A 出现概率最高，其余均为 A 出现概率最高

(图 5D)。以上结果表明 RBS 区序列高 A 含量

有利于提高表达强度，RBS 与起始密码子间隔

区的第 11、14 位碱基组成也是影响表达强度的

关键。 

2.5  强启动子及RBS突变体应用于L-缬氨酸

生产 
AHAS 是支链氨酸合成的关键酶，受到 3 种

支链氨基酸的反馈抑制，文献报道 S155F 突变

可以解除反馈抑制[29]。由于 L-亮氨酸和 L-异亮

氨酸的合成还受其他酶的限制，为了应用筛选 
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图 5  RBS 突变体序列及保守性分析   A：RBS 突变体序列. B：全部 RBS 突变体的保守性分析. C：中

等强度 RBS 突变体的保守性分析. D：高强度 RBS 突变体的保守性分析 
Figure 5  Sequences and conservative analysis of RBS mutants. A: Sequences of RBS mutants. RI: Relative 
intensity (RI) of RBS mutants. The bases marked in red are potential start codons. B: Conservative analysis 
of all RBS mutants. C: Conservative analysis of moderate RBS mutants. D: Conservative analysis of strong 
RBS mutants. 
 
获得元件调控 AHAS 生产支链氨基酸，本研究

选择强启动子 PgpmA*和起始密码子 ATG，分别

组合 WT 野生型 RBS、中等强度 RBS 突变体

RBS18 和高强度 RBS 突变体 RBS36，在质粒上

过表达 ilvBNS155F 生产 L-缬氨酸。为了进一步验

证组合其他基因改造的调控潜力，选择在

RBS18 调控基础上组合 ilvC 基因的过表达生产

L-缬氨酸。构建过表达质粒及 L-缬氨酸生产菌

(图 6A)并进行 24 孔板发酵，分别测定发酵终点

的 OD600、L-缬氨酸产量和葡萄糖消耗量(图 6B)。

结果显示，不同 RBS 表达的 ilvBNS155F 菌株的生

长和葡萄糖消耗差异较小，OD600 为 15.4–16.2，

葡萄糖消耗为 41.3–46.7 g/L；3 株菌的 L-缬氨

酸产量随着表达调控元件强度的提高而逐渐增

加，野生型 RBS 表达菌株的产量为 1.17 g/L；

RBS18 表达菌的产量为 1.38 g/L，较野生型 RBS

表达菌株的产量提高 18%；RBS36 表达菌株的

产量为 2.29 g/L，较 RBS18 表达菌株的产量提

高 66%。RBS18 调控基础上组合 ilvC 基因的过

表达菌株，OD600 和葡萄糖消耗较无组合改造菌

株差异较小，而 L-缬氨酸产量达 7.57 g/L，较无

组合改造菌株产量提高 5.5 倍。以上结果表明，

本研究筛选获得的表达调控元件库可用于调控

AHAS 的表达生产 L-缬氨酸，进一步组合其他

基因改造可以实现更高水平 L-缬氨酸生产。 

3  讨论 
谷氨酸棒杆菌广泛用于生产支链氨基酸，

对 AHAS 等关键酶进行精细的表达调控是提高

菌株产量的重要策略。启动子是控制基因转录

的重要元件，RBS 和起始密码子是控制翻译的

重要元件，改造启动子核心区、RBS 和起始密 
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图 6  应用不同表达调控元件生产 L-缬氨酸   A：菌

株构建示意图. B：24 孔板 L-缬氨酸产量 
Figure 6  L-valine production with different expression 
regulatory elements. A: Schematic diagram of strain 
construction. B: L-valine production in 24-well plates. 
**: P<0.01, ***: P<0.001, student’s two-tailed t-test. 
 
码子均可以改变调控强度，组合改造可以实现

更加高效的表达调控。本研究通过强启动子筛

选以及 RBS 文库构建和筛选，成功获得了调控

AHAS 的高质量元件库，可为 L-缬氨酸等支链

氨基酸生产提供高效元件。 
目前报道的 AHAS 表达调控均只利用有限

的启动子进行测试。在 L-缬氨酸生产中，研究

人员采用常规报告系统表征的由强到弱的 Ptuf、

PgapA、Psod 和 PilvBN 启动子，用于调控 ilvBNMC
的表达，发现 PgapA 启动子产量最高[14]。由于存

在适配性问题，相同启动子表达不同基因经常

呈现较大表达强度差异，因此以上研究难以直

接将 ilvBNMC 的表达强度与产量相互关联。在

L-亮氨酸生产中，也测试了使用组成型 Ptac 和

Ptuf 启动子分别调控 ilvBNC 的表达，发现两种

启动子均能明显提高产量，但两者之间的产量

和转录水平的差异均较小[21]。在 L-异亮氨酸生

产中，采用 IPTG 诱导型 Ptac 启动子分别过表达

野生型和解反馈抑制的 ilvBN，均能提高产量[30]。

以上研究表明增强 AHAS 的表达均可以提高支

链氨基酸产量，然而无法直接证明表达强度与

产量之间的相关性。本研究通过 ilvBN 基因表

达调控元件筛选，成功获得了相比其天然启动子

最高可达 62.3 倍表达强度的调控元件库，可为

AHAS 的精细调控提供丰富元件。 
RBS 及 RBS 与起始密码子的间隔序列，对

翻译的起始和蛋白的高效表达均具有重要的作

用。在谷氨酸棒杆菌中，前期研究主要是分别

针对 RBS 和间隔序列构建文库，实现翻译水平

表 达 调 控 。 “AAAGGN(6-9)” “AAAGGAN(8)” 
“AAAGGAN(7/8)”文库，分别被用于调控莽草酸

合成、甘油利用和 L-高丝氨酸合成途径[24,31-32]。

基因组原位连续 8 个 G 的 RBS，可以通过碱基

编辑形成 A/G 随机文库，实现了木糖利用和番

茄红素合成途径的表达调控[26]。本研究通过设

计“R(6)N(4)” “R(8)N(6)” “R(9)N(6)”组合突变文库，

发现 3 个文库均可以实现 AHAS 的表达调控，其

中 R(9)N(6)更有利于其高效表达，可为谷氨酸棒杆

菌中基于 RBS 文库进行表达调控提供方法借鉴。 

4  结论 
本研究基于前期开发的靶基因表达调控元

件报告系统，分别采用 6 个组成型强启动子表
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达调控 ilvBN 基因，筛选获得了 PgpmA*启动子，

表达强度可达 PilvBN 天然启动子的 23.3 倍；进

一步通过优势的 RBS 文库 R(9)N(6)进行突变筛

选，成功获得了 36 个不同强度增强的 RBS 突变

体，最高强度可达 PilvBN 天然启动子的 62.3 倍。

应用 3 种不同强度的元件调控 ilvBNS155F 的表

达，发现 L-缬氨酸产量随着元件增强逐步提高，

组合 ilvC 的过表达可以进一步大幅提高产量。

本研究获得的强启动子及 RBS 突变体，可应用

于精细调控 AHAS 生产支链氨基酸。 
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