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!"色氨酸生物合成的代谢流量分析
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（天津科技大学食品科学与生物工程学院 天津 "$$###）

摘 要：建立了谷氨酸棒杆菌合成 E6色氨酸（E63FD）的代谢流量平衡模型，应用该模型计算出

发酵中后期的代谢流分布并通过 G*3E*H 软件线性规划得到 3FD 理想代谢流分布。结果表

明 27I17J的碳架进入糖酵解，#!I%7J的碳架进入 KGL 途径；但与理想代谢流相比，应从遗

传改造和发酵控制方面降低 3M* 循环的代谢流，减少副产氨基酸的生成，摸索最适的溶氧控

制对提高 3FD 产率至关重要。
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E6色氨酸是人体和动物生命活动中 % 种必需氨基酸之一，对人和动物的生长、发育和

新陈代谢起着重要的作用，广泛应用于医药、食品和饲料等方面。如何提高色氨酸发酵产

率是目前一个重要课题。近年来，人们通过代谢工程方法改变细胞内部的代谢流分布，使

其生成更多的产物。代谢流分析（G4.9O’(=> P(+: 9?9(D-=-，G8*）［1，#］是代谢工程中用以指导

遗传操作的重要工作，是代谢网络分析的基本方法。G8* 围绕胞内代谢反应，使用物料

衡算方法，对所有主要的胞内反应建立一个基于化学计量的代谢流平衡模型（G4.9O’(=> P(+:
O9(9?>4 <’Q4(，G8H），并利用该模型计算不同途径的代谢流分布。本文通过建立色氨酸生物

合成的代谢流平衡模型，对代谢网络进行了定量分析和网络优化分析，并计算出色氨酸分批

发酵中后期的代谢流分布，以期对色氨酸产生菌的遗传操作和发酵控制提供指导。

# 材料和方法

#$# 供试菌株

谷氨酸棒杆菌（!"#$%&’()*&#+,- ./,*(-+),-）3N###"（LR46 S 3DF6 S 7G3F S TUFS 783F S
MV/F），天津科技大学代谢控制发酵研究室保藏菌种。

#$% 培养基

活化培养基、种子培养基和发酵培养基的成份见文献［"］。

#$& 培养方法

#$&$# 斜面活化培养："#W培养 #$ X #!R。

#$&$% 种子培养：7$$<E 三角瓶装液量 "$<E，0 层纱布封口，于旋转式摇床上（##$FY<=? ），



!"#振荡培养 $%&。

!"#"# ’( 自控发酵罐分批发酵：’( 发酵罐中装液量 ")’(，接种量 "’*+(，!"#，通风比

$ ,$，流加氨水控制 -. 在 /)*，通过流加泡敌消泡，搅拌转速 ’**01+23，发酵 %4 &。

!"$ 分析方法

!"$"! 残糖测定：采用 56789*: 生物传感分析仪（山东省科学院生物研究所制造）测定。

!"$"% !" 值测定：稀释 ’* 倍后，在波长 %"*3+ 处用 /’" 分光光度计（购自上海精密科学

仪器有限公司）测定。

!"$"# 氨基酸含量测定：采用日立 4!’8’* 高速氨基酸分析仪测定。

!"& 谷氨酸棒杆菌合成 ’(色氨酸的代谢流平衡模型的建立

!"&"! 代谢流计算：;<7 以拟稳态假设为基础，假设细胞内的中间代谢物均处于拟稳态，

即其浓度变化速率为 *。本文采用 =>??23@ 的方法［9］，根据物料平衡计算代谢物的积累速

率，有

#$（A）B !!%&%（A）C!!’&’（A） （$）

式中，&%（A）：第 % 步反应的反应速率［++@?1（(·&）］；&’（A）：第 ’ 步反应的反应速率

［++@?1（(·&）］；!% ：第 % 步反应的反应计量系数；!’：第 ’ 步反应的反应计量系数；#$（A）：中

间代谢物 $ 的积累速率［++@?1（(·&）］。

由拟稳态假定可得 #$（A）B *。代谢网络中的 ( 个中间代谢物构成 ( 个代谢流平衡

方程式，可写成如下矩阵形式：

)&（A）B * （"）

式中，)：( D * 维矩阵；&（A）：* D $ 维矩阵；*：选定的速率总数目。

这样由 ( 个中间代谢物即可得到 ( 个关于速率的约束条件，待解问题的自由度为：

+ B * C (，通过实验测出 + 个不相关速率即可确定胞内整体流量分布，从而对其生理行

为进行定量的描述。

!"&"% 代谢网络的建立：由文献资料［9 E %］可知，在 (8色氨酸生产菌谷氨酸棒杆菌中，存在

F;G、H:7 和 .;G 途径。=>??23@ 的研究表明，H:7 循环是谷氨酸菌属发酵过程中的主要

氧化途径；磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶催化的反应是 H:7 循环的主要回补反应。本文中所

用菌种为苯丙氨酸和酪氨酸缺陷型，因此代谢途径中不考虑 G&I 和 HJ0 合成支路。由于

我们的主要考察对象为氨基酸的合成，因此本文中将不考虑细胞生长代谢。

根据以上分析，综合各种文献资料［9 E 4］，本文基于以下原则或假设建立代谢网络：（$）

细胞处于非生长时期或细胞浓度变化不大可以忽略；（"）细胞代谢过程中不存在乙醛酸循

环；（!）K7LG. 供需平衡，即反应途径中消耗的 K7LG. 与 .;G 途径、H:7 循环产生的

K7LG. 总数相等；（9）在细胞生长不旺盛阶段，由于大量无效循环的存在，7HG 的消耗量

和细胞维持能总量并不相等，因此本文不考虑 7HG 总量的平衡；（’）按照固定比例进行的

反应以及无分支点的中间反应，可简化为一个反应方程。

!"&"# 代谢流平衡模型的建立：根据文献报道以及以上分析，(8H0J 生物合成的代谢网络

见图 $，各步反应的化学计量平衡式见表 $，各反应速率的计量关系如下：
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!"#$%：&’ ( &) ( &* + ,；-./01%：&* ( &2 ( &’, + ,；34"1%：&2 ( &’’ ( &’) + ,；-./1%：&’, ( &’’
( &)5 + ,；67%：&’5 ( &’) ( &’* + ,；89:;%：&’’ ( &’5 + ,；<&0$%：&) ( &5 = &’) = &’5 + ,；!>%：

)&5 ( &7 = &’’ = &’) ( &’5 = &’2 + ,；5%!：&7 ( &1 ( &), + ,；%6%：&1 ( &$ ( &’; ( &’* + ,；%4&：&$
( &; = &’2 ( &)1 ( &); ( &57 + ,；>#?@>：&; ( &’7 ( &)) ( &)2 + ,；（!( A!）：&’7 ( &’1 ( &’$ =
&), = &)7 = &)1 = &)* = &)2 = &5’ = &57 + ,；!"0：&’1 = &’2 ( &), ( &)1 ( &)$ ( &)* ( &)2 ( &5, (
&5’ ( &57 + ,；!"B：&)$ ( &’2 ( &)7 + ,；C>>：&’$ = &’; ( &’7 ( &5’ + ,；89&：&), ( &’2 ( &)’ ( &))
+ ,；?D@：&’* ( &’2 + ,；%-%%：&)5 ( &’2 ( &)7 + ,；!AEF：&); ( &)* ( &)2 + ,；GD&：&5) ( &57 + ,；

>HI：&5’ ( &5) ( &55 + ,；J>K%L：)&* = &’7 ( &’1 ( &’* ( &); ( )&5, ( )&5’ ( )&5) ( &55 ( &57 + ,。

图 ! 色氨酸生物合成代谢网络图

<.MN’ O9PQ/@".# B9PR@&S TQI U@& P&4IP@IDQB H4BPD9H.H
（’）>#?@>：>#9P4" #@9BV4T9 >；（)）!WA!：!WS9P@M"0PQ&QP9；（5）!AEF：!WS9P@.H@XQ"9W&QP9；（7）>"Q：>"QB.B9；（1）>HI：>HIQ&W

PQP9；（$）?D@：?D@&.HTQP9；（;）?4H：?4HP9.B9；（*）67%：6&4PD&@H9W7WID@HIDQP9；（2）<&0$%：<&0#P@H9W$WID@HIDQP9；（’,）!>%：!"4#9&QW
:9D4:9W5WID@HIDQP9；（’’）!"#：!"0#@H9；（’)）!"#$%：!"0#@H9W$WID@HIDQP9；（’5）!"4：!"4#.B9；（’7）!"B：!"0PQT.B9；（’1）!"0：!"0W
PQTQP9；（’$）L.H：L.HP.:.B9；（’;）E"9：EH@"90#.B9；（’*）Y90：Y90#.B9；（’2）O9P：O9PD.@B.B9；（),）J>K%L：J.#@P.BQT.:9 Q:9B.B9 :.W
B0#"9@P.:9 ID@HIDQP9；（)’）C>>：CZQ"@Q#9PQP9；（))）%6%：%D@HID@9B@"I4&0XQP9；（)5）5%!：5WID@HID@M"4#9&QP9；（)7）%&@：%&@".B9；

（)1）%-%%：1WID@HID@&./@H4" I4&@ID@HIDQP9；（)$）%4&：%4&0XQP9；（);）-./1%：-./@H9W1WID@HIDQP9；（)*）-./01%：-./0"@H9W1WID@HW
IDQP9；（)2）89:;%：89:@D9IP0"@H9W;WID@HIDQP9；（5,）89&：89&.B9；（5’）GD&：GD&9@B.B9；（5)）G&4：G&4IP@IDQB；（55）FQ"：FQ".B9；（57）

34’1%：34"0"@H9W1WID@HIDQP9N
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表 ! 化学计量平衡式

!"#$% & !’% ()*+,’+*-%).+, %/0")+*1

2%",)+*1 3*4 5)*+,’+*-%).+, %/0)+*1

.& 6$, 7 8!9 : 6$,;9 7 8<9 7 =

.> 6$,;9 : ?.0;9

.@ ?.0;9 7 8!9 : >689 7 8<9

.A 689 7 8<9 7 38< : @96 7 38<=7 8!9

.B @96 : 9C9 7 =>D

.; 9C9 7 8<9 : 8!9 7 9E.

.F 9E. 7 G*8 7 38< : 8,G*8 7 GD> 7 38<=

.H 6$,;9 7 =>D 7 >38<9 : 2+#0B9 7 GD> 7 >38<9=

.I 2+#0B9 : JE$B9

.&K 2+#0B9 : 2+#B9

.&& JE$B9 7 2+#B9 : 5%LF9 7 689

.&> JE$B9 7 CA9 : ?.0;9 7 689

.&@ 689 7 5%LF9 : ?.0;9 7 CA9

.&A 8,G*8 7 D88 7 =>D 7 38<9 :!M6 7 G*8 7 GD> 7 38<9=

.&B 3=@ 7!M6 7 38<9=: 6$0 7 =>D 7 38<9

.&; !M6 7 =>D 7 ?8< 7 >38< 7 8<9 : D88 7 ?8<=> 7 >38<= 7 GD> 7 8!9

.&F 9C9 7 GD> 7 6<9 : D88 7 6!9

.&H >9C9 7 CA9 7 38<9=7 8!9 : G’* 7 @=9DA> N 7 38<9 7 8<9

.&I G’* 7 6$1 7 9299 7 5%. : !.E 7 6$0 7 9E. 7 =7 7 99+ 7 =>D 7 GD> 7 689

.>K @96 7 38<7 7 6$0 7 =>D : 5%. 7 38<=7 =7 7!M6 7 9+

.>& 5%. 7 ?=A : 6$E 7 =>D

.>> 5%. 7 8,G*8 7 =>5 : G*85= 7 8G 7 GE(

.>@ 2+#B9 7 8!9 : 9299 7 8O9

.>A 9299 7 8!9 7 6$1 7 =>D 7 >38< : =+( 7!M6 7 9+ 7 >38<=7 >=7

.>B 9E. 7 6$0 : 8$" 7!M6

.>; 6$0 7 8!9 7 3=A7 : 6$1 7 8<9

.>F 9E. 7 38<9=:!MPQ 7 38<9 7 =>D

.>H !MPQ 7 6$0 : Q"$ 7!M6

.>I 8,G*8 7!MPQ 7 =>D 7 38< 7 6$0 : GD> 7 G*8 7 38<=7!M6 7 R%0

.@K 6$0 7 8!9 7 >38<9=7 >=7 : 9.* 7 8<9 7 >38<97 7 9+ 7 =>D

.@& D88 7 6$0 7 8!9 7 38<9=:!M6 7 8<9 7 38<9 7 8(S

.@> 8(S 7 >38<9=7 >8!9 7 =>D : !’. 7 >38<9 7 >8<9 7 9+

.@@ 8(S 7 8!9 7 >38<9=7 GE( : O%) 7 9E. 7 >38<9 7 8<9 7 9+

.@A 9E. 7 !’. 7 38<9=7 6$0 : P$% 7 3=A7 7 38<9 7 =>D 7!M6 7 GD>
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可以看出方程数为 !"，未知数为 "#，方程自由度为 $$，即需测定 $$ 个速率方可确定

代谢网络中的流量分配。本文选取葡萄糖和 $% 种氨基酸为已知参量，在色氨酸发酵中后

期通过离线分析测出葡萄糖和 $% 种氨基酸的浓度，对其进行数值微分即可求得糖消耗速

率和 $% 种氨基酸的积累速率，代入上述代谢流平衡模型，利用 &’()’* 软件即可求得代

谢流分布。同时，利用建立的代谢流平衡模型还可以通过线性规划来优化代谢网络［+，$%］，

并求出极端情况下的代谢流分布。

! 结果和讨论

!"# 代谢流分布

测定了 ,) 自控发酵罐 )-色氨酸发酵过程数据，结果见表 !，在 ##. 以后菌体量已没

有明显变化，所以认为此后细胞处于非生长时期。测定发酵中后期葡萄糖的消耗速率为

$/0"12（)·.），用氨基酸分析仪测定 )-(34 的积累速率为 %/$!12（)·.）及主要副产氨基酸的

积累速率分别为 564 %/%!7 12（)·.）、89: %/%7" 12（)·.）、;<6 %/%,= 12（)·.）、)>? %/%," 12（)·
.）、’6< %/%!= 12（)·.）、&>@ %/%7! 12（)·.）、A6> %/%,! 12（)·.）、B4: %/%"+ 12（)·.）和 C3D %/%"+
12（)·.）。以葡萄糖的代谢流为 $%%，根据前述几种氨基酸的积累速率，可以求得 $% 种氨

基酸代谢流为 (34 7/% 、B4: "/!、564 "/#、89: #、;<6 #/0、)>? #、’6< "、&>@ #/$ 和 A6>"/+，利用

&’()’* 软件可计算 )-色氨酸发酵中后期代谢流分布，同时利用 &’()’* 线性规划得到

)-色氨酸合成的理想代谢流分布，结果见表 "。

表 ! $%色氨酸发酵过程数据

(<E6> ! (.> E<@F. G>3H>@<@9DI 3>:?6@: DG )-@34J@DJ.<I

(9H>2. !" )-(34J@DJ.<I <FF?H?6<@9DI2（12)） K>:9L?<6 16?FD:>2（12)）

% %/%$% % $!=

# %/%$= %/$$ $!,

0 %/%#! %/!0 $!"

$! %/%=$ %/,= $$0

$7 %/$%! %/+# $$$

!% %/$#" $/,! $%"

!# %/!,= !/$# +7

!0 %/"#! !/70 00

"! %/#0% "/!! 0%

"7 %/7$# "/=$ =$

#% %/=!% #/!" 7!

## %/="7 #/70 ,!

#0 %/="# ,/!% ##

,! %/=#% ,/=$ ",

,7 %/=", 7/$+ !0

7% %/=!+ 7/=! !!

7# %/=!= =/!! $,

70 %/=!0 =/7= 0
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表 ! "#色氨酸合成的代谢流分布

!"#$% & ’%("#)$*+ ,$-. /*0(1*#-(*)2 ), 34(156()67"2 ,%18%2("(*)2

9%"+(*)2

:);

<$-. /*0(1*#-(*)2

+"+-$"(%/

!7%)1%(*+ ,$-.

/*0(1*#-(*)2

9%"+(*)2

:);

<$-. /*0(1*#-(*)2

+"+-$"(%/

!7%)1%(*+ ,$-.

/*0(1*#-(*)2

1= =>>?>> =>>?>> 1=@ A?>> &&?&&

1B CD?=D >?>> 1=E A?>> &&?&&

1& @&?>D &&?&& 1B> =B?A> &&?&&

1F E>?>> AA?AC 1B= &?F> >?>>

1D CC?F> &&?&& 1BB &?B> >?>>

1A A>?=> >?>> 1B& =>?>> &&?&&

1C D>?F> &&?&& 1BF F?>> >?>>

1@ BF?@D =>>?> 1BD &?>> >?>>

1E C?E> &&?&& 1BA =>?>> &&?&&

1=> =A?ED A?AC 1BC @?@> >?>>

1== A?ED &&?&& 1B@ F?@> >?>>

1=B >?ED >?>> 1BE F?>> >?>>

1=& A?ED &&?&& 1&> &?&> >?>>

1=F F&?B> &&?&& 1&= @?>> >?>>

1=D F&?A> &&?&& 1&B &?E> >?>>

1=A &E?E> &&?&& 1&& F?=> >?>>

1=C ==?&> >?>> 1&F &?E> >?>>

$%$ &’( 发酵中后期的代谢流分析

在进行代谢流分析时，本文主要对发酵中后期这段时间进行，主要原因是：这段时间

接近细胞的平衡生长阶段，关于细胞内代谢产物积累的拟稳态假设更接近成立。

G’H 途径中 I$+AH 到 9*#-DH 的反应是不可逆反应，!JK 循环中!4酮戊二酸脱氢酶和

柠檬酸合成酶催化的反应也是不可逆的，由于得到的代谢流分布图中并没有出现负值，因

此计算得到的代谢流量没有违背生化热力学条件。

$%$%) I$+AH 节点代谢流分析：从代谢流分布图（图 =）中可以看出，葡萄糖主要经 & 条途

径代谢：L’H、G’H 和 !JK 途径。其中进入 G’H 途径的代谢流为 BF?@DM，进入 L’H 的代

谢流为 CD?=DM，可见 L’H 途径活跃（图 B）。从理想代谢流分布可以看出，G’H 途径的代

谢流为 =>>，L’H 代谢流为 >，但是生物体需通过 L’H 途径和 !JK 循环产生的能量维持自

身生长，所以不能为 >，应尽量减弱。因 G’H 途径不但为色氨酸的合成提供了还原力

:KNHG 而且为氨基酸的合成提供了大量前体物质 LFH 和 H9HH，应在发酵中后期严格控

制溶氧来增加其流量。

$%$%$ HLH 节点代谢流分析：实际流向 HLH 的代谢流量为 CC?FM，其中大部分流向形成

丙酮酸和草酰乙酸，只有 AM的代谢流形成色氨酸的前体物—分支酸，将实际情况与理想

情况（&&M代谢流流向分支酸）比较可知（图 &），HLH 节点在色氨酸的生成中起非常重要的

作用，如何使其代谢流更多地转向分支酸是代谢控制发酵中必须加以考虑的问题。因为

合成一分子的分支酸需要两分子 HLH（1=@），所以 HLH 供应量多少决定了 !15 的生物合成，

为了积累更多的 HLH，防止生成大量 H51 和 OKK，可选育磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶和丙酮
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酸激酶活力低的菌株。另据报道［!!］，在过量表达 "#" 合成酶时，此酶利用 $%" 水解释放

的能量把丙酮酸转变为 "#"，从而增加芳香族氨基酸的代谢流量。

图 ! "#$%& 节点代谢

流分析
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图 ’ &(& 节点代谢流分析
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!)!)’ 估算代谢流与理想代谢流比较：在发酵中后期，:A色氨酸的代谢流量为 <，但是与

理想的代谢流 @@B@C相比，在几乎没有菌体生长的情况下，仍然没有达到极大值。形成

这一现象的原因是副产物的形成和 %;$ 循环的损失。

代谢网络是一个十分复杂的多酶同步催化反应体系，仅仅改变其中的一步限速反应，

对产物合成的影响往往不会很大，因此要优化某一代谢网络，必须同时调节对产物有影响

的主要节点，使代谢流量重新获得分配，以利于目的产物的积累。通过上述对色氨酸生物

合成代谢流的分析可知，必须进一步判断主要节点 9:;<"、"#" 的节点类型，尤其是刚性

节点的判断，然后利用基因工程技术和化学调节因素减轻或消除节点的刚性，使代谢流量

的分配更有利于色氨酸的合成。

!)!)* 副产氨基酸分析：根据主要副产氨基酸的积累速率可求得其代谢流为 ;78 @B*、917
@BD、E’8 D、F.1 DBG、:,4 D、$1. @、+,- DB! 和 H1,@BI。副产氨基酸的代谢流较大，导致色氨酸

的产量较低。因此如能从遗传角度和发酵控制方面使副产氨基酸的生成减少，就能达到

代谢流迁移的目的，从而增大合成色氨酸的代谢流。

%;$ 循环的代谢流为 D@B*，而理想代谢流的 %;$ 循环为 @@B@，说明 %;$ 的流量尚未

达到最佳，%;$ 流量还可以减少，使碳架流转向 E+" 途径，从而减少 H1, 和 +,- 的产生，发

酵中后期保持较高溶氧有利于抑制 F.1 、:,4、$1. 等副产物的生成，但过高溶氧使 E+" 途

径流量不充足，因此发酵中后期控制溶氧对色氨酸发酵具有重要意义。
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