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摘  要：L-精氨酸是人体半必需的氨基酸，在生命代谢过程中起着非常重要的作用，且具有广泛

的应用价值及市场需求。目前，L-精氨酸主要采用微生物发酵法进行生产，为了提高 L-精氨酸

的产量和稳定性，最有效的方法是优化 L-精氨酸生产菌株，通过代谢工程改造微生物菌株有望

达到这一目的。本文分析了微生物中 L-精氨酸的代谢途径和调控机制，并综述了构建高产 L-精
氨酸的代谢工程策略。此外，展望了菌株稳定性和底物扩展利用的未来研究方向。 
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Abstract: L-Arginine, a semi-essential amino acid, plays an important role in the metabolism of human 
life. It has a wide and expanding application in industry with a fast growing market demand. Currently, 
the main method of production of L-Arginine is microbial fermentation. To develop microbial strains 
with high productivity and stability, the most effective method is to optimize the L-Arginine producing 
strains. And fortunately, metabolic engineering method can be used to screen the efficient L-Arginine 
producing strains, and has obtained the certain success. In this mini-review, the metabolic pathway and 
regulatory mechanism of L-Arginine biosynthesis in microorganisms were analyzed, and the strategies 
for metabolic engineering the efficient L-Arginine producing strains were summarized．Furthermore, 
the prospects of future research about the stability of L-Arginine engineering strains and the expansions 
of substrate utilization were discussed. 
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氨基酸是重要的生物工业材料，尤其 L-精氨酸

作为具有多种功能的半必需功能性氨基酸，在食

品、饲料、化妆品以及医药工业具有广泛的应用[1-3]。

而且，L-精氨酸在生命代谢过程中起着非常重要的

作用，在人体内参与氨解毒、激素的分泌(包括生长

激素、催乳素、胰岛素、胰高血糖素等)以及免疫系

统等生化反应[4-8]，同时 L-精氨酸可以促进肌肉的

形成以及伤口的愈合[9-10]。由于其潜在的医药、食

品价值以及市场需求，促进了 L-精氨酸的研究步伐。 
自从 1958 年 Kinoshita 等[11]报道了利用谷氨酸

棒状杆菌(Corynebacterium glutamicum)发酵生产 L-
谷氨酸，微生物发酵法生产氨基酸促进了氨基酸工

业的繁荣，同时也刺激了 L-精氨酸的快速发展。但

是目前 L-精氨酸生产菌株基本上是传统诱变选育

的营养缺陷性和结构类似物抗性菌株[12-15]，由于传

统诱变育种具有耗时长、工作量大以及突变后的菌

株变得脆弱等缺点，L-精氨酸的产量很难进一步的

提高。但是代谢工程技术的发展为这一难题提供了

有效的解决方法，直接的分子操作让研究者们更有

目的地去改造菌株，为提高菌株 L-精氨酸的产量提

供了有效的解决方法。 

本文主要综述代谢工程方法构建 L-精氨酸工

程菌的研究进展，包括 L-精氨酸的代谢途径和调控

机制的分析，高产 L-精氨酸工程菌株的代谢工程构

建策略，并展望了菌株稳定性以及底物扩展利用的

未来研究方向。 

1  L-精氨酸的生物合成途径 

L-精氨酸是谷氨酸家族的氨基酸，是以谷氨酸

作为前体物质，共经过7−8种酶的催化最终合成L-

精氨酸。在微生物体内L-精氨酸的生物合成途径有

3种，如图1所示。根据乙酰基团参与的方式L-精

氨酸在微生物体内的生物合成途径可以分为3种：

(1) 线性途径：主要存在于Enterobacteriaceae[16]和

Myxococcus xanthus[17]体内。L-谷氨酸首先经由argA

编码的N-乙酰谷氨酸合成酶(NAGS)催化合成N-乙

酰谷氨酸(NAG)，再经argB、argC、argD、argE、

argF、argG、argH编码的各酶催化最终合成L-精氨

酸。(2) 循环途径：广泛存在于酵母、藻类、植物

以 及 大 部 分 细 菌 体 内 ， 例 如 Bacillus 
stearothermophilus[18]、Saccharomyces cerevisiae[19]、

Thermotoga maritime[20]、Pseudomonas aeruginosa[21]

和Corynebacterium glutamicum[22]等。在循环途径

中，N-乙酰谷氨酸是在N-乙酰鸟氨酸经过argJ编码

的鸟氨酸乙酰转移酶催化下将乙酰基转移至L-谷

氨酸上生成的，接着N-乙酰谷氨酸再经过由argB编
码的N-乙酰谷氨酸激酶(NAGK)磷酸化，然后经过

argC、argD、argJ、argG、argH编码的各酶催化下

最终合成L-精氨酸。鸟氨酸乙酰转移酶(argJ基因编

码)在不同微生物中具有单功能和双功能两种类型，

单功能的鸟氨酸乙酰转移酶只具有线性途径中的

乙酰鸟氨酸酶(argE基因编码)的功能，只对乙酰鸟

氨酸具有脱乙酰的能力；而在此途径中双功能的鸟

氨酸乙酰转移酶具有线性途径中乙酰谷氨酸合成

酶(由argA基因编码)和乙酰鸟氨酸酶的双重功能，

乙酰鸟氨酸在鸟氨酸乙酰转移酶作用下生成鸟氨

酸，但同时，乙酰基团又被循环转移到L-谷氨酸而

形成乙酰谷氨酸，从而使乙酰基团得到了循环利

用，因此此途径又称为经济循环途径。(3) Shi等[23]

在一种黄单胞菌(Xanthomonas campestris)中发现

一种L-精氨酸合成新途径：乙酰鸟氨酸没有脱乙酰

生成鸟氨酸，而由乙酰鸟氨酸氨甲酰转移酶(argF′

编码)催化生成乙酰瓜氨酸，它再由乙酰瓜氨酸催化

脱乙酰生成L-瓜氨酸，而后再由L-瓜氨酸合成L-精

氨酸。 argF′的同源基因同时发现于 Xylella 、

Bacteriodes、Cytophaga以及其他的Eubacteria的胞内。 

2  L-精氨酸合成相关的调控机制 

微生物细胞内存在复杂的代谢网络，许多分子

的合成都在 DNA 或蛋白质层次上受到严格调控，

L-精氨酸的合成也不例外。L-精氨酸合成途径中的

一些关键酶受到产物反馈抑制或阻遏作用，同时胞

内的 L-精氨酸的胞外分泌也受到相应调控。因此，

要对 L-精氨酸产生菌进行理性的代谢工程优化，必 
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图 1  微生物菌体内 L-精氨酸的生物合成途经 
Figure 1  Biosynthetic pathway of L-Arginine in microorganisms 

Note: A: Linear biosynthetic pathway of L-arginine; B: Circulation biosynthetic pathway of L-arginine; C: New biosynthetic pathway of 
L-arginine. argA: Acetylglutamate synthase; argJ: Ornithine acetyltransferase; argB: Acetylglutamate kinase; argC: Acetylglutamate 
semialdehyde dehydrogenase; argD: Acetylornithine transaminase; argE: Acetylornithine deacetylase; argF: Ornithine transcarbamylase; 
argF′: Acetylornithine carbamoyltransferase; argG: Argininosuccinate synthase; argH: Arginosuccinase. 
 
需对其调控机制进行全面了解。 

2.1  L-精氨酸生物合成途径中的反馈抑制和阻

遏作用 
在线性途径中，L-精氨酸反馈抑制的主要对象

是其合成途径的第一个酶 N-乙酰谷氨酸合成酶

(NAGS，由 argA 基因编码)，其途径上催化 8 步反

应的酶的合成都受到 L-精氨酸的阻遏作用；然而在

循环途径中 L-精氨酸反馈抑制的主要对象是其合

成途径中的第二个酶 N-乙酰谷氨酸激酶(NAGK，

由 argB 基因编码)，其合成途径中各步酶的合成大

部分受到 L-精氨酸的阻遏作用[24]。 
除了 L-精氨酸对关键酶基因的反馈抑制作用，

在 L-精氨酸生物合成途径中还存在 ArgR/AhrC+ 
L-精氨酸协同反馈的负控制阻遏体系，主要是由

L-精氨酸作为辅阻遏物与精氨酰-tRNA 阻遏蛋白

ArgR/AhrC 结合对精氨酸的合成途径中各个操纵子

所进行的转录水平调节。参与调控 L-精氨酸生物合

成途径中的阻遏蛋白 ArgR 首先在 E. coli 中发现，

而在 Bacillus subtilis 发现另一阻遏蛋白 AhrC 参与

调控 L-精氨酸的合成，但是在 Lactococcus lactis 中

发现阻遏蛋白 ArgR 和 AhrC 同时参与 L-精氨酸生

物合成的调控[25-27]。Larsen 等对 L. lactis 的阻遏蛋

白 ArgR 和 AhrC 进行转录组分析发现，阻遏蛋白主

要与精氨酸生物合成中的 argC 基因和精氨酸分解

途径中 arcA 基因上游的启动子区域结合，从而调控

argC 和 arcA 基因的表达，进而调控 L-精氨酸的合

成[28]。在 Pseudomonads 中同样发现了 L-精氨酸阻

遏蛋白ArgRp，ArgRp阻遏蛋白首先在P. aeruginosa
中发现[29-30]。作为 aotJQMOP-argR 操纵子的最后

一个基因，argR 基因调控着 L-精氨酸和 L-鸟氨酸

的生物合成以及分解代谢[31]。研究发现 ArgRp 阻遏

蛋白在 Pseudomonads 中同时调控 L-精氨酸生物合

成途径中的基因(argF，argG 和 carAB)以及 L-谷氨

酸生物合成途径中的基因(gltBD 和 gdhA)。ArgRp
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阻遏蛋白同时还是许多操纵子和基因转录的激活

蛋白，例如分解代谢 L-精氨酸的 aot 操纵子，精氨

酰琥珀酸转移酶途径的 aru 操纵子，以及分解代谢

谷氨酸脱氢酶的 gdhB 基因[32]。最近研究发现 ArgR
不仅调控 L-精氨酸的代谢合成，同时 L-赖氨酸的生

物合成也受到 L-精氨酸和 ArgR 的协同调控[24]。另

外发现另一阻遏蛋白 FarR 调控 C. glutamicum 中

L-精氨酸的生物合成，阻遏蛋白 FarR 通过结合到

arg 操纵子上 argC、argB、argF、argG 以及 gdh 基

因的上游区域来下调控基因的表达[33-34]。 

2.2  L-精氨酸胞外分泌的调控 
终产物向胞外分泌是微生物细胞生产目的产

物的最后一步，研究发现目的产物的胞外分泌是影

响氨基酸产量的另一个限制性因素。因为如果胞内

积累的L-精氨酸不及时分泌到胞外，就会抑制L-精
氨酸生物合成途径中关键酶的活力，并弱化编码关

键酶基因的转录，同时提高了胞内的L-精氨酸被分

解消耗利用的机率，从而降低L-精氨酸的合成量。

LysE基因是第一个被发现编码氨基酸输出蛋白的

基因，在C. glutamicum中调节L-赖氨酸的胞外分泌，

同时也是调控L-精氨酸胞外分泌的重要基因[35]。但

是，lysE基因的表达需lysG激活蛋白以及胞内L-精
氨酸或L-赖氨酸的诱导。LysE蛋白只是lysE转运蛋

白大家族中的一员。另外，Nandineni和Gowrishankar
在E. coli中发现了另一个编码L-精氨酸转运蛋白的

基因argO (yggA)[36]，argO (yggA)同样属于lysE转运

蛋白家族。但是，yggA基因的表达需要L-精氨酸的

诱导，而且需要argP基因编码的LysR-type的转录调

节因子的辅助诱导，同时yggA基因的表达受到赖氨

酸以及全转录调控子Lrp的调控[37-38]。因此，argO
转运蛋白的主要功能是维持胞内精氨酸和赖氨酸

的平衡，同时可以阻止有害物质的生成，例如精氨

酸的结构类似物刀豆氨酸等。 

3  代谢工程菌种选育状况 

3.1  诱变育种 
目前 L-精氨酸工业生产用菌均来自传统诱变

育种，因传统诱变方法操作简单、菌株遗传稳定性

高，因此传统的诱变方法仍然受到部分研究者的青

睐。通过选育缺陷型菌株来切断支路代谢，使代谢

流流向终产物生成的方向；或是通过选育目的产物

结构类似物抗性菌株，来缓解或解除目的产物的反

馈抑制或(和)反馈阻遏作用。传统诱变方法基本上

以上述两种方法来选育 L-精氨酸的高产菌株。但传

统的育种方法存在很多不足，如正突变率低，菌体

突变的方向难以掌控，可能产生一些对菌株生长代

谢不利的突变表型或致死型突变。而理性设计的代

谢工程育种手段，目的性强，提高育种效率，可以

突破这些局限性，进一步提高目的产物的产量。 

3.2  代谢工程育种 
总体来看，想要获得较高产量的 L-精氨酸工程

菌，必需从以下几个方面进行构建：(1) 解除微生

物细胞自身的代谢调控机制，例如 L-精氨酸生物合

成过程中的反馈抑制和反馈阻遏作用；(2) 过量表

达 L-精氨酸生物合成途径中的基因；(3) 积累关键

前体和降低副产物的合成；(4) 降低 L-精氨酸的胞

内消耗和提高胞外分泌。表 1 总结了近些年由代谢

工程手段构建的 L-精氨酸产生菌的策略，以 C. 

glutamicum 为例构建 L-精氨酸高产菌的方法如图 2

所示。 

3.2.1  解除反馈抑制和阻遏作用：L-精氨酸生物合

成途径中的关键酶基因都受到 L-精氨酸的反馈抑

制作用，如线性途径中 argA 基因、循环途径中的

argB 基因。解除 L-精氨酸对关键酶基因的反馈抑制

作用是进一步提高 L-精氨酸产量的有效途径。

Rajagopal 等[16]通过将构建的包含解除反馈抑制突

变株(EE11，EE17 和 EE51)的 argA 基因以及 carAB

和 argI 基因的重组质粒导入 E. coli K-12 中构建工

程菌，结果工程菌的 L-精氨酸产率是原始菌株的

3−15 倍。Xu 等[39]在过量表达 C. crenatum SYPA5-5

的关键酶基因 argB 的基础上，对关键酶 NAGK 进

行定点突变构建了重组菌 C. crenatum SYPACCBM3，

L-精氨酸耐受性实验表明重组菌弱化了反馈抑制

作用，且 NAGK 的酶活力提高了 2.76 倍，L-精氨

酸的产量比 C. crenatum SYPA5-5 提高了 41.7%，  
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表 1  通过代谢工程构建的 L-精氨酸产生菌 
Table 1  L-Arginine producing strains by metabolic engineering techniques 

菌株 
Strains 

分子策略 
Molecular strategies 

产量 
Titer (g/L) 

参考文献 
Reference 

E. coli Overexpressing fbr argA, carAB and argI genes 22.1 [16] 
C. glutamicum ΔargR, overexpressing argB gene (A26V/M31V) 52.0 [22] 
C. crenatum Overexpressing argB gene and site-directed mutagenesis of NAGK 45.6 [39] 

C. glutamicum ΔargR, ΔfarR, pgi (A1G), Psod::tkt, tal, zwf, opcA, pgl, ΔNCgl1221, Psod::carAB, 
Petfu::argGH 92.5 [40] 

E. coli ΔargR, ΔspeC, ΔspeF, ΔadiA, overexpressing argA, argP and argO (yggA) genes 11.6 [41] 
C. crenatum Heterologous and homologous overexpressing argCJBDFRGH cluster 45.3 [42] 
C. crenatum Overexpressing argJ gene 42.4 [43] 

C. glutamicum Overexpressing argG, argH genes of C. glutamicum and argJ gene of Bacillus 
stearothermophilus 25.5 [44] 

C. glutamicum Overexpressing the lysE gene 35.9 [45] 
 
L-精氨酸的产量达到 45.6 g/L。 

L-精氨酸生物合成过程中的酶大部分都受到

阻遏蛋白基因的调控，因此解除 L-精氨酸合成中的

反馈阻遏作用是优化 L-精氨酸生产菌的另一有效

方法，主要方法是敲除阻遏蛋白基因或者下调阻遏

蛋白基因的表达。Ikeda 等[22]敲除了 C. glutamicum 
ATCC 13032 中的 argR 基因来解除反馈阻遏作用，

并导入 A26V 和 M31V 定点突变的 argB 基因来弱

化反馈抑制作用，最终工程菌的 L-精氨酸产量达到

52.0 g/L。Park 等[40]通过敲除 C. glutamicum AR1 中

的 argR 和 farR 基因构建 AR2 菌株，分批发酵

L-精氨酸的产量达到 61.9 g/L。Ginesy 等[41]通过敲

除 Escherichia coli 中的 argR、speC、speF(编码鸟

氨酸脱羧酶)、adiA (编码精氨酸脱羧酶)基因，并导

入解除反馈抑制的 argA214 基因构建的重组菌的

L-精氨酸产量达到 11.64 g/L。 
3.2.2  过量表达生物合成途径中的基因：L-精氨酸

生物合成过程中的 7−8 个酶大部分受到反馈阻遏作

用，同时关键酶还受到反馈抑制作用，解除反馈抑

制和阻遏作用只是在一定程度上提高了 L-精氨酸

的合成量，同时还需要加强 L-精氨酸合成主干道的

碳流，这就需要过量表达 L-精氨酸生物合成途径中

的基因，或者优化启动子活性来达到这一目的。在

棒状杆菌中合成 L-精氨酸的 argCJBDFRGH 基因簇

由 argCJBDFR 和 argGH 两个操纵子组成。Xu 等[42]

将来源于C. crenatum SYPA5-5的argCJBDFRGH基

因簇(argR 基因已失活)构建重组质粒 pJC-9039，并

分别在 E. coli 和 C. crenatum 中过量表达，重组 E. 
coli 的 L-精氨酸产量和各酶活力只是稍微有所提

高，但是重组 C. crenatum 的 L-精氨酸的产量提高

了 24.9%。Dou 等[43]将来源于 C. crenatum SYPA5-5
中且具有双重功能的 argJ 基因在 C. crenatum 
SYPA5-5 中 过 量 表 达 ， 构 建 重 组 菌

SYPA5-5pJCtac-argJ，结果鸟氨酸乙酰转移酶的活

力提高了 90.9%，同时 L-精氨酸的产量提高了

16.8%。Koloyan 等[44]将来源 C. glutamicum 的 argG
和 argH 基因以及来源于 Bacillus stearothermophilus
的 argJ 基因分别在Br. flavum HK-19A (L-精氨酸产量

为25.5 g/L)中过量表达，L-精氨酸的产量均有所提高。 
3.2.3  积累关键前体和降低副产物生成：L-谷氨酸

是 L-精氨酸生物合成的前体物质，同时也是 L-脯氨

酸、L-鸟氨酸和 L-瓜氨酸生物合成的前体物质，其

胞内浓度决定了 L-精氨酸的合成速率。因此，降低

L-谷氨酸的支路消耗也可以提高 L-精氨酸的产量。

胞内的 L-谷氨酸消耗方式主要有以下几种：(1) 通
过 arg 操纵子上的基因编码一系列酶催化生成 L-鸟
氨酸、L-瓜氨酸和 L-精氨酸[46]；(2) 通过 proB、proA
和 proC 基因编码的谷氨酸激酶、谷氨酰磷酸还原

酶和 Δ1-二氢吡咯-5-羧酸还原酶催化合成 L-脯氨

酸[47]；(3) 通过 L-谷氨酸输出机制分泌到胞外。 
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图 2  L-精氨酸合成代谢工程改造策略图 
Figure 2  The strategies diagrams of metabolic engineering for L-Arginine biosynthesis 

Note: ACT-CoA: Acetyl-CoA; ACTGLT: Acetylglutamate; ACTGLT-P: Acetylglutamyl phosphate; ACTGLT-SA: Acetylglutamate 
semialdehyde; ACTORN: Acetylornithine; α-KG: α-ketoglutarate; ARG: L-arginine; ARGSUC: Arginosuccinate; CIT: Citric acid; CITr: 
L-citrulline; F1,6-P: Fructose-1,6-bisphosphate; F-1-P: Fructose-6-phosphate; F-6-P: Fructose-6-phosphate; FUM: Fumaric acid; G-3-P: 
Glyceraldehyde-3-phosphate; G-6-P: Glucose-6-phosphate; GLC: Glucose; GLT: L-glutamate; GLU: Glutamate; ICT: Isocitric acid; OA: 
Oxaloacetic acid; ORN: L-ornithine; MAL, Malic acid; PEP: Phosphoenoypyruvate; PYR: Pyruvate; SUC: Succinic acid; SUC-CoA: 
Succinyl-CoA. 
 
第 1 种可以通过解除反馈抑制作用、敲除阻遏蛋白

基因解除反馈阻遏作用、过量表达 arg 操纵子上的

基因来实现 L-精氨酸产量的提高，特别是调控好

argF 和 argG 基因的表达水平，从而降低 L-鸟氨酸

和 L-瓜氨酸的积累量；第 2 种可以通过敲除或者弱

化 pro 操纵子上的基因来降低 L-脯氨酸的生物合

成；第 3 种可以失活编码 L-谷氨酸输出蛋白的基因

来降低 L-谷氨酸分泌到胞外，如 Park 等[40]在 C. 
glutamicum 中敲除了编码 L-谷氨酸输出蛋白的

Ncgl1221 基因，将发酵液中的 L-谷氨酸浓度从

5.0 g/L 降低到几乎为零。 
3.2.4  降低 L-精氨酸胞内消耗和提高胞外分泌：

L-精氨酸在微生物体内存在 4 个分解代谢途径，分

别如下：(1) 精氨酸酶途径。由菌体 rocABC、rocDEF

操纵子以及 rocG 基因编码的精氨酸酶以及其他酶

代谢 L-精氨酸参与尿素循环[48-49]；(2) 精氨酸脱亚

氨基酶途径。由 arcDABC 操纵子编码的精氨酸脱

亚氨酶及其他酶催化分解 L-精氨酸，此途径的重要

功能是在厌氧条件下提供 ATP[50-51]；(3) 精氨酸琥

珀酰转移酶途径。由 aruCFGDBE 操纵子编码的酶
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催化代谢 L-精氨酸，此途径是在有氧条件下分解代

谢 L-精氨酸/L-鸟氨酸作为碳源的首要选择[52]；(4) 
精氨酸转氨酶/氧化酶/脱氢酶途径。此途径由不同

的 L-精氨酸分解代谢途径组成，但都会在不同的条

件下代谢 L-精氨酸[24]。在微生物体内存在如此多的

L-精氨酸分解代谢途径，因此通过基因工程的手段

敲除或者弱化 L-精氨酸分解代谢途径中的基因表

达，从而提高 L-精氨酸的积累。 
氨基酸的生产包括以下三部分：(1) 微生物细

胞从胞外摄取碳源和能量物质；(2) 代谢底物合成

中间产物，最终转化成终产物；(3) 将目的产物分

泌到胞外。前两部分经过代谢工程的方法可以明显

提高碳源利用率和目的产物产量，甚至终产物的浓

度可以达到极限值。然而 L-精氨酸如不及时运输到

胞外就会提高胞内分解代谢 L-精氨酸的机率，因此

提高菌体目的产物的胞外分泌能力，是进一步提高

胞外终产物浓度的有效途径。Xu 等 [45] 在 C. 

crenatum SYPA 过量表达 lysE 基因，结果 L-精氨酸

的产量比对照组提高 13.6%，L-精氨酸的产量达到

35.9 g/L，同时降低了 L-谷氨酸的浓度。Ginesy 等[41]

在E. coli中分别过量表达 argP和 argO (yggA)基因，

结果 L-精氨酸的产量分别提高了 2 倍和 3 倍，而且

发酵液中乙酸的浓度也明显降低。 

3.2.5  其他方法：胞内 NADPH 水平是另一个可以

提高 L-精氨酸产量的重要因素，因为合成 1 mol 的

L-精氨酸需要消耗 3 mol 的 NADPH。因此提高胞

内 NADPH 的水平，对进一步提高 L-精氨酸的产率

以及维持胞内氧化还原平衡是必要的措施。Rahman
等[53]通过过量表达C. crenatum中的 ppnk基因(编码

NAD 激酶)，胞内 NADPH 和 NAD 的浓度分别提高

了 36.8%和 116%，同时 L-精氨酸的产量在高溶氧

条件下达到 26.47 g/L，比出发菌株提高了 8.97%；

Park 等[40]在 C. glutamicum AR2 的基础上下调 pgi

基因(编码葡萄糖-6-磷酸异构酶)的表达构建菌株

AR3，结果胞内 NADPH 的浓度提高了 20%，L-精

氨酸的产量比菌株 AR2 提高了 30%。为了降低因

代谢不平衡造成的葡萄糖消耗速率和细胞生长速

率下降，又在菌株 AR3 的基础上通过 sod 强启动子

代替原始启动子过量表达了磷酸戊糖途径中的基

因(包括 opcA、pgl、tal、tkt 和 zwf 基因)，构建了

菌株 AR4，葡萄糖的消耗速率急剧增加，同时缩短

了发酵时间(从 111 h 缩短至 72 h)。 

4  展望 

4.1  提高菌株的稳定性 
基因工程菌最大的缺点就是因为传代时重组

质粒丢失而造成的遗传不稳定，从而导致工程菌发

酵生产时产量不稳定，而且一些特定基因的过量表

达可能造成不以利于菌株生长的因素[40,42,54]。因此

含有重组质粒的工程菌在发酵过程需要添加一定

浓度的抗生素提供选择压力来确保质粒的遗传稳

定，同时抗生素的广泛应用容易造成抗生素污染。

因此，构建的工程菌很难用于工厂生产食品和医药

工业的L-精氨酸，这就迫切需要选育不带选择压力

或其他类型的工程菌来保证工程菌的稳定性。常规

的方法是删除染色体上非必需的基因，然后在质粒

上表达同源的基因；或者敲除原始基因并导入缩短

启动子的等位基因来提高导入基因的拷贝数；或者

下调L-精氨酸分解代谢途径中的基因，如敲除rocF

基因(编码精氨酸酶)。但是随着基因缺失和替换、

启动子以及染色体技术的发展，基因可以在染色体

上过表达而不用导入任何异源的遗传标记。可以通

过替换强启动子来解除反馈阻遏作用，或者在染色

体上替换解除反馈抑制的突变菌的等位基因来缓

和反馈抑制作用[40]。所以，不带任何遗传标记的目

的产物高产工程菌是目前氨基酸迫切需要的生产

菌，这就为我们的研究指定了方向。 

4.2  底物的扩展利用 
目前氨基酸发酵工业使用的培养基成本还是

普遍较高，这就为氨基酸工业可持续以及规模化发

展造成了一定的压力。为降低L-精氨酸的工业发酵

的成本首先就要降低发酵培养基的成本，这就需要

扩展微生物菌体利用廉价的碳源，但同时不能降低



1386 微生物学通报 Microbiol. China 2016, Vol.43, No.6 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

目的产物的产量。生产L-精氨酸的菌株大多为棒状

杆菌，棒状杆菌能够利用多种碳源，例如单糖、多

糖、有机酸、以及氨基酸等，但是不能直接利用生

物原料(如淀粉、纤维素、半纤维素等)。在农业和

工业生产过程中总会有废料的产生，如蔗糖工业的

糖蜜、农业和林业产生的小麦秸秆、玉米秸秆以及

树叶等。这些生物原料都是发酵工业可开发利用的

碳源，这些可再生的生物原料经过一定的简单处理

可作为微生物菌体理想的碳源。本实验室利用蔗糖

工业产生的废料甜菜糖蜜与葡萄糖混合碳源(质量

比1:5)进行协同发酵生产L-精氨酸，L-精氨酸的产

量比之前提高了5.88%。因为甜菜糖蜜中不仅含有

丰富的蔗糖(47.4%)，还含有丰富的微量元素(甜菜

碱、氨基氮源等 ) 。本实验室的 Xu 等 [55] 在 C. 

glutamicum lysCfbr中异源表达 fbp基因 (编码果

糖 -1,6-二磷酸酶)和scrK基因(编码果糖激酶)，将蔗

糖工业废液甜菜糖蜜作为唯一碳源发酵生产L-赖

氨酸，结果L-赖氨酸的产量最高提高了88.4%。另

外，Park等[40]利用玉米淀粉水解液和已分解的粗糖

(含有葡萄糖和果糖，来源于甘蔗)为碳源，1 500 L

大规模分批发酵经代谢工程构建的工程菌C. 

glutamicum AR6，结果精氨酸的产量达到81.2 g/L，

菌株的产能达到0.91 g/(L·h)，L-精氨酸对碳源(葡萄

糖和蔗糖)的得率达到0.353 g/g。但是目前为止还未

曾有微生物菌体直接利用植物秸秆、作物淀粉、纤

维素等生物原材料作为碳源直接发酵生产氨基酸

的报道。因此这些可再生的生物原材料的开发利用

为氨基酸发酵工业提供了研究方向，并将为环保工

作做出杰出贡献，大大减轻因植物秸秆焚烧造成的

环境污染，对氨基酸行业的可持续发展以及环境友

好型社会的建立提供了清晰的研究方向。 
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