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摘要：【目的】研究!H酮戊二酸脱氢酶系在光滑球拟酵母碳代谢流、能量代谢和氨基酸代谢中的生理作用。

【方法】通过敲除光滑球拟酵母中编码!H酮戊二酸脱氢酶系中 K# 酶的基因 .+/#，构建!H酮戊二酸脱氢酶活

性缺失菌株 0 @ +*$)’$#$ .+/#：：.$-，并考察 QR(S 缺失引起 F3C 循环关键酶活性，碳代谢流量以及胞内氨基

酸和能荷水平等方面的变化。【结果】光滑球拟酵母中!H酮戊二酸脱氢酶活性的缺失导致：（#）细胞启动乙醛

酸途径，通过形成 F3CH乙醛酸循环实现 F3C 循环的正常代谢；（$）胞内 1C(S41C( G 水平下降 BBTEU，CFV4
C(V 水平下降 B#T&U，而与 1C(S 代谢相关的丙酮酸脱氢酶、异柠檬酸脱氢酶和苹果酸脱氢酶的活性分别

提高 %&T#U、BBTBU和 B$T%U；（B）胞内丙酮酸含量下降 %.T#U，而胞内琥珀酸、苹果酸和!H酮戊二酸含量则

分别增加了 #E$TEU、22T#U和 !#T#U；（!）丙酮酸族氨基酸含量下降 $"TBU，而胞内谷氨酸族氨基酸和天冬

氨酸族氨基酸含量则提高了 B!TEU和 $2T&U。【结论】上述研究结果表明，!H酮戊二酸脱氢酶系在微生物细

胞中心碳代谢、能量代谢和氨基酸代谢中发挥着重要作用。
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!H酮 酸 脱 氢 酶 系 （!HW)7: =*AN N)6PN-:L)<=?)
*:+8>)J，Q(3）作为微生物细胞中!H酮酸代谢的关

键酶，催化!H酮酸氧化脱羧生成酰辅酶 C 的同时生

成 1C(S。!H酮酸脱氢酶系底物!H酮酸以及产物酰

辅酶 C 和 1C(S 均为微生物细胞中重要的节点代

谢物，在碳代谢、氨基酸代谢和能量代谢中发挥着关

键作用。Q(3 是由 B 个不同酶所组成的复合酶系

（图 #），其中，K# 为!H酮酸脱羧酶，完成对!H酮酸的

脱羧反应，同时生成羟乙基硫胺素二磷酸；K$ 为硫

辛酸酰基转移酶，将 K# 反应的产物与硫辛酸反应

形成酰基二氢硫辛酸，酰基被转移至 3:C，生成酰H
3:C；KB 为硫辛酰胺脱氢酶，氧化二氢硫辛酸，并通

过 IC( 将氢传递到 1C(G ，生成 1C(S，同时完成酶

系的循环反应［# ’ $］。在三羧酸循环中有两个关键酶

系———丙 酮 酸 脱 氢 酶 系 （8P-;X=7) N)6PN-:L)<=?)
*:+8>)J， V(S）和 !H酮 戊 二 酸 脱 氢 酶 系 （!H
W)7:L>;7=-=7) N)6PN-:L)<=?) *:+8>)J， QR(S）属 于

Q(3。前期研究中，Y)<O)>［B ’ !］等发现过量表达编码

V(SHK>!亚基的基因 1/$# 能有效地提高 V(S 表达

活性。在利用酿酒酵母发酵生产琥珀酸的过程中发

现，敲除编码 QR(SHK# 酶的基因 .+/# 能有效地促

进琥珀酸的积累［% ’ 2］。上述研究结果表明，酵母细

胞中 Q(3 的活性由其中以!H酮酸为直接底物的 K#
酶所调控。

为了进一步阐释酵母细胞中 Q(3 的生理功能，

以能同时发酵生产两种!H酮酸（丙酮酸和!H酮戊二

酸）的双核酵母细胞光滑球拟酵母为研究菌株，以

QR(S 为研究模型，通过敲除编码 QR(SHK# 酶的基



因 !"#!，构建 "#$% 活性缺失菌株，研究 "#$% 在

酵母细胞碳源、能量和氨基酸代谢中的生理作用，为

调控三羧酸循环代谢及其产物的高效生产奠定理论

基础。

图 ! !"酮酸脱氢酶系反应体系

&’()! *+, -,./0’12 3.0+4.5 16!78,01 ./’9 9,+59-1(,2.:,)

! 材料和方法

! #! 材料

!$!$! 菌 种 和 质 粒：光 滑 球 拟 酵 母 （$%&’(%)*+*
"(,-&,.,）;;*;; <=>=>!?，烟酸、生物素、硫胺素、盐

酸吡哆醇 @ 种维生素营养缺陷型菌株，且丙酮酸脱

羧酶活性组成型降低，为本实验室保藏。大肠杆菌

（/*012&+01+, 0%(+）A<!>? 由本实验室保藏。穿梭质粒

3B#C，同时含有 ,3)& 和 !,4& 两种抗性基因，前者在

大肠杆菌中表达 DE3 抗性，后者大肠杆菌中表达

".2 抗 性，而 在 酵 母 中 表 达 #@!F 抗 性。 载 体

3<$!?* :’E3G, H,/01- 用 于 敲 除 质 粒 的 构 建，购 于

*.".I. 公司。

!$!$% 主要试剂：限制性内切酶、*@ $JD 聚合酶、

*@ $JD 连接酶、KL7*.M $JD 聚合酶、9D*N、9#*N、

9;*N、9**N 等购自 *.".I. 公司，质粒小量抽提试剂

盒、胶回收试剂盒、抗生素等购自上海生工生物工程

技术有限公司。

!$!$& 培养基及培养条件："OPD" 培养基：OP 培

养基在使用前加入 !>>#(QEO 氨苄青霉素（DE3）和

=R#(QEO 卡那霉素（".2）。$SN$ 培养基：葡萄糖

=> (，蛋白胨 => (，酵母粉 !> (，蒸馏水定容至 !O。

需要时使用前加入 ! E(QEO #@!F （SN# 培养基），固

体培养基添加 => ( 琼脂，用于目的菌的筛选。%OP
培养基、种子及发酵培养基、培养条件参见文献［T］，

发酵时间为 T= +。

! #% 目的基因克隆与敲除质粒的构建

引物序列如表 ! 所示。以 $ ) "(,-&,., 总 $JD
为模板，O!QI! 为引物，N;I 得到 UVR 8W 的目的片段

8(9!。以质粒 3B#C 为模板，OUQIU 为引物，N;I 扩

增得到两端含 /0%I &酶切位点的 !VT 8W 的抗性片

段 8.2。N;I 反应采用 R>#O 体系，N;I 反应条件：

?@X R E’2；?@X U> :，RRX U> :，T=X （8(9!：@ E’2；

8.2：?> :），U> 个循环；T=X!> E’2。经 !Y琼脂糖凝

胶电泳后回收 N;I 扩增产物。

表 ! 引物

*.WG, ! N-’E,-:

N;I
6-.(E,20

N-’E,-
2.E,

Z,M[,2/,（R\! U\）
I,:0-’/0’12

:’0,:
8(9! O! ;####*D*DDD*D;*##D;#

I! *;D*;D#*;D*;*;##D#*;
8(9= O= *;D;;*D*#***;#;*;

I= DD;;#D;DD#**D##D#*
8.2 OU ;;#DD**;;D#;*#DD#;**;#*D;#; /0%I&

IU #;#DD**;D#D#;#D##DD#;##DD#D#; /0%I&

将回收的 N;I 产物 8(9! 克隆至 3<$!?7* :’E3G,
载体上，得到质粒 3<$78(9!。将该质粒和 N;I 产物

8.2 片段用 /0%I &酶切消化后连接，并转化宿主菌

A<!>? 感受态细胞，在 OPD" 平板上选择 DE3 和 ".2
双抗性克隆子，酶切鉴定后，送上海生工测序验证。

! #& 重组目的菌 ! # "#$%&$’$ (")!：：($* 的构建和

验证

以重组质粒 3<$78(9!：：8.2 为模板，O!QI! 为引

物 N;I 得 到 敲 除 组 件 "(9!：：".2，转 化 酵 母 $ )
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!"#$%#&#，得到目的菌 ’ ! !"#$%#&# (!)"：：(#*。

转化和筛选操作流程参照 #$%&’()*+$ 公司的毕

赤表达操作手册并进行部分修改。取 ,-!. 感受态

细胞，加入 / 0 "-!. 敲除组件 1*2"：：13$，混合后转

移至预冷的 -45 67 电击杯中，置电击仪中电击转

化。电击结束后立即加入 " 7. 预冷的 " 7)89. 的山

梨醇，混匀后，培养 " 0 5 7&$，以每板 "--!. 菌液涂

布于固体 :;< 平板，=->培养，选择 <?", 抗性转

化子。

! "# 分析与测定

胞内 @A;9@B; 含量测定参见文献［, C D］。E@BF
和 E@BG 的测定参见文献［"- C ""］。1<BF、;BF、异柠

檬酸裂解酶（#H)6&’(3’+ .I3H+，#J.）、异柠檬酸脱氢酶

（#H)6&’(3’+ 2+KI2()*+$3H+， #JBF）、苹 果 酸 脱 氢 酶

（7383’+ 2+KI2()*+$3H+，LBF）酶活测定方法参见文

献［"5 C "M］。蛋白质含量采用 N(32O)(2 法测定，以牛血

清蛋白为标准蛋白［"P］。葡萄糖、有机酸、细胞浓度

（B(I J+88 Q+&*K’， BJQ）测 定 具 体 操 作 参 见

文献［",］。

$ 结果

$ "! 敲除组件的构建和重组菌的筛选验证

以 ’ ! !"#$%#&# 总 BE@ 为模板，;JR 扩增得到

=4/ ST 的目的片段 (!)"（图 5U@），克隆至 VLB"DA
H&7V8+ 载体中，得到质粒 VLBUS*2"，该质粒经 +,-R
"酶切消化，得到 "4M ST 和 ?4M ST 的片段（图 5UN），

其中 "4M ST 为 (!)" 基因的一部分，?4M ST 为含有

(!)" 基因左右臂且带有 +,-R # 消化末端的载体

VLB"D，命名为 VLBU.R。

以质粒 VW<M 为模板，;JR 扩增得到两端带有

+,-R "位点的长为 "4P ST 的卡那霉素抗性基因

（(#* (）片段（图 5UJ）。该片段经限制性内切酶 +,-R
"酶切消化后，浓缩纯化，克隆到载体 VLBU.R 中，

得到重组质粒 VLBUS*2"：：S3$（质粒 ./& "酶切验证

如图 5UB），并经测序验证。

以重组质粒 VLBUS*2"：：S3$ 为模板，."9R" 为引

物 ;JR 得到敲除组件 1*2"：：13$，电击转化感受态

’ ! !"#$%#&#，由于敲除组件上带有 (#* ( 基因，在酵

母中表达 <?", 抗性，得到能在 :;< 培养基上正常

生长的突变株。

验证步骤如下：（"）以突变株总 BE@ 为模板，以

.59R5 为引物，;JR 得到 ?4? ST 的片段 1*25（原菌

;JR 产物为 ?45 ST）（图 5UX）；（5）以 1*25 为模板，以

.=9R= 为引物验证抗性，得到 "4P ST 的 (#* 片段（图

5UY），即为目的菌。筛选得到的目的菌经验证传 "-
代得到稳定遗传的重组菌 ’ ! !"#$%#&# (!)"：：(#*。

图 $ 目的基因的扩增、敲除质粒的构建和重组菌的筛选验证

Y&*!5 @$38IH&H )O *+$+H 3$2 V83H7&2H，H6(++$ )O 7Z’3$’ H’(3&$ ! L"! "ST 8322+(；L5! B.5--- 73(S+(H；"! (!)"；5! VLBUS*2"9+,-R #；= ! (#*；

?! VLBUS*2"：：S3$9./& #；/ 0 D ZH+ ’K+ BE@ O)88)[+2 3H ’+7V83’+：/! 7Z’3$’ H’(3&$；M! V3(+$’ H’(3&$；P! VZ(&O&+2 M；,! VW<M；D ! VZ(&O&+2 / !

$ "$ %&’( 对胞内核苷酸类物质代谢的影响

如图 = 所示，AJ@ 循环中与 E@BF 代谢相关的

表 $ 胞内能荷水平的变化

A3T8+ 5 AK+ 6K3$*+H )O ’K+ &$’(36+88Z83( $Z68+)’&2+ V))8

;3(37+’+(H
\’(3&$H

;3(+$’ （@） LZ’3$’ （N）

JK3$*+
（N9@U"）!
"--]

E@BG （!7)89* BJQ） "-4-- ""4"M ""4M]
E@BF（!7)89* BJQ） /4M= ?4"P C 5/4D]
E@BF9E@BG -4/M -4=P C ==4D]
@B;（!7)89* BJQ） /54-" ??4"" C "/45]
@A;（!7)89* BJQ） ""/4/5 MM4," C ?545]
@A;9@B; 5455 "4/" =54-]

酶主要是异柠檬酸酸脱氢酶（#JBF）、#U酮戊二酸脱

氢酶（1<BF）和苹果酸脱氢酶（LBF）。 (!)" 基因的

敲除导致胞内 E@BF 含量下降了 5/4D]，相应地，

E@BF9E@B 水平下降了 ==4D]。胞内 @A;9@B; 水

平下降了 =54-] （表 5）。

$ ") %&’( 对 *+, 循环关键酶活性的影响

由于 (!)" 缺陷和能荷水平下降导致的 AJ@ 循

环关键酶活性的变化如图 = 所示，1<BF 活性几乎

丧 失 （仅 为 对 照 的 ?]）。 而 #J. 活 性 增 加 了

P-4P]，表明在 1<BF 途径受阻的情况下，细胞为了

维持正常的碳代谢，选择增加乙醛酸途径作为补充

M,/" B3$23$ ^K3$* +’ 38 ! 90,&# 12,%-$2-"-!2,# 32*2,#（5--D）?D（"5）
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途径，通过 !"#$乙醛酸循环实现碳的代谢。同时，

由于胞内 %#&’ 含 量 的 下 降 导 致 !"# 循 环 中 与

%#&’ 代谢相关的酶 (&’、)"&’ 和 *&’ 的活性分

别提高了 +,-./、00-0/和 01-+/。

图 ! "#$%乙醛酸循环途径酶活及有机酸变化

23450 "67849: ;< 98=>?9: 78@ ;A4783B 7B3@ 38 !"#$CD>;E7D7F9 B>BD9

&’( )*+, 对 碳 流 量 及 流 向 与 氨 基 酸 代 谢 的

影响

如图 0 所示，(&’ 活性增加导致胞内丙酮酸含

量下降了 +G-./，进入 !"#$乙醛酸循环的碳流量增

加，琥 珀 酸 和 苹 果 酸 的 胞 内 含 量 分 别 增 加 了

.H1-./和 II-./，同时胞内!$酮戊二酸水平提高了

J.-./，这一结果进一步证明 !"#$乙醛酸循环通量

增加。胞内氨基酸水平变化如图 J 所示，随着丙酮

酸 含 量 的 下 降，丙 酮 酸 族 氨 基 酸 含 量 下 降 了

1K-0/。而!$酮戊二酸和草酰乙酸含量增加使得胞

内谷氨酸族氨基酸和天冬氨酸族氨基酸含量分别提

高了 0J-I/和 1I-,/（表 0）。

图 ( 胞内氨基酸变化

2345J "67849: ;< 38FA7B9DDLD7A 7?38; 7B3@ M;;D
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表 ! 胞内氨基酸库水平变化

!"#$% & ’((%)* +( ,-./ +0 *1% 20*3")%$$4$"3 "520+ ")26 7++$

8"3"5%*%39
5:;: .<=

>*3"209

8"3%0* （?）@4*"0* （A）

<1"0:%
（A;? B C）!

CDDE
-$4*"5"*% F"52$G HIJC KIJL &MINE
?97"3*"*% F"52$G DIHD DINM LJE
8G34O"*% F"52$G &IPP LIJL B LPI&E

! 讨论

本研究通过敲除!Q酮戊二酸脱氢酶系 !"#C 基

因，研究工程菌碳主流代谢途径中关键酶活性变化，

以及碳代谢、氨基酸代谢和能量代谢的变化。在本

研究 中，!"#C 基 因 的 敲 除 阻 断 了 碳 代 谢 流 通 过

,-./ 节 点 的 进 一 步 代 谢，同 时 R<S 活 性 增 加

KDIKE，说明在 ,-./ 途径受阻的情况下，乙醛酸循

环成为碳主流代谢途径，在 $ T "%&’(&)& 中形成 !<?Q
乙醛 酸 循 环。另 一 方 面，由 于 ,-./ 途 径 缺 失，

U?./ 来源减少，导致胞内能荷水平下降，而 !<?Q
乙醛酸循环通量增加，碳代谢流从丙酮酸节点导入

!<? 循环，丙酮酸含量减少，而 !<? 循环中代谢物

（包括琥珀酸、苹果酸、异柠檬酸、!Q酮戊二酸等）的

合成均有一定程度的提高。这也推动了!Q酮戊二酸

通过谷氨酸途径的进一步代谢，导致谷氨酸族氨基

酸含量的提高。
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