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代谢工程与细胞工厂专栏                                                              

不同碳源对大肠杆菌 lpdA突变菌累积丙酮酸的影响 

沈冬钱, 冯晓雨, 林东强, 姚善泾 
浙江大学化学工程与生物工程学系, 杭州 310027 

摘  要: 为了利用大肠杆菌构建模式“细胞工厂”, 必须了解在构建过程中各种因素的影响。本研究选用敲除了 lpdA 基

因的大肠杆菌作为模型细胞, 考察了该突变菌在合成培养基中利用葡萄糖、果糖、木糖和甘露糖累积丙酮酸的能力。结

果显示, 在初始糖浓度为 10 g/L 的情况下, lpdA 突变菌可以很好地利用葡萄糖、果糖、木糖和甘露糖转化丙酮酸, 其得

率分别达到了 0.884 g/g、0.802 g/g、0.817 g/g 和 0.808 g/g, 且在以葡萄糖、果糖和木糖发酵时, 丙酮酸的积累过程与细

胞生长偶联。甘露糖发酵的情况则不同：菌浓度很快达到平台期, 随后丙酮酸积累和甘露糖消耗都表现为线性变化。当

在考察了不同的接种量对 lpdA 突变菌发酵葡萄糖的影响时发现, 大接种量能加快葡萄糖消耗速率、丙酮酸的积累速率

和细胞生长速率, 但丙酮酸得率却明显下降。这些结果对构建以大肠杆菌为母体的模式“细胞工厂”有参考价值。 
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Effect of different carbon sources on pyruvic acid production 
by using lpdA gene knockout Escherichia coli 

Dongqian Shen, Xiaoyu Feng, Dongqiang Lin, and Shanjing Yao 

Department of Chemical and Biochemical Engineering, Zhejiang University, Hangzhou 310027, China 

Abstract: We studied the ability of lpdA gene knockout Escherichia coli to ferment different sugars in mineral salts medium for the 
production of pyruvate. The sugars studied were glucose, fructose, xylose and mannose at a concentration of 10 g/L. At the same time, 
effect of inoculum size on lpdA fermentation with glucose was studied. The strain was able to use all sugars for biomass generation 
and pyruvate production. The lpdA knockout mutant converted glucose, fructose, xylose and mannose to pyruvate with yields of 
0.884 g/g, 0.802 g/g, 0.817 g/g and 0.808 g/L, respectively. The pyruvate accumulation curve coupled with cell growth except for 
mannose as carbon source. When the inoculation size increased, the rate of glucose consumption, pyruvate accumulation and cell 
growth increased but lower pyruvate concentration. This study demonstrates that E. coli lpdA mutant has the potential to produce 
pyruvic acid from xylose and mannose.  

Keywords: Escherichia coli, pyruvic acid, lpdA gene 

利用代谢工程的手段改造细菌基因型, 从而控

制菌体中心代谢通量, 以获得符合生物炼制要求的

细胞工厂是实现从化石经济时代到生物经济时代转

变的必要条件。丙酮酸处于大肠杆菌代谢途径中承

上启下的关键位置, 是糖酵解的产物和三羧酸循环

的起始底物, 同时还是乳酸、乙酸、乙醇的前体物
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质。为了达到大量积累代谢节点丙酮酸的目的, 目

前主要有以下几种手段：一是对细菌进行基因工程

改造 [1-2]; 二是改进发酵策略 [3]; 三是同时使用以上

2种手段[4]。Causey等[1]敲除了大肠杆菌一系列基因, 

得到了 1株高效利用葡萄糖产丙酮酸的菌株 TC44。

然而, TC44 代谢设计理念仅仅是 1 个字——“堵”：

减弱 ATP的合成(atpFH)、细胞的生长(adhE)、二氧

化碳的生成(sucA)、消除乙酸的合成(poxB:FRT ackA)

和发酵产物(focA-pflB, frdBC, ldhA, adhE)的合成。这

只是其中的一种手段, 还应有其他的方法, 特别譬

如需要更加理性地通过调控手段来设计需要的细胞

工厂。 

研究报道表明 [5], 胞内较低的 NADH/NAD+比

例有利于提高丙酮酸生产强度。同时, 由丙酮酸合

成乙醇、乳酸都需要消耗NADH, 因此较低的NADH

水平可以减少副产物乙醇和乳酸的合成。大肠杆菌

NADH的合成主要来自糖酵解途径和 TCA循环。而

lpdA 基因编码的硫辛酰胺脱氢酶(LPD)是丙酮酸脱

氢酶复合体系(PDHc)、α-酮戊二酸脱氢酶复合体系

(AKGDH)和甘氨酸裂解多酶体系 (GDC)的组成成

分。大肠杆菌中的 PDHc 是连接糖酵解途径和三羧

酸循环的关键酶系, 在其催化作用下丙酮酸氧化脱

羧生成乙酰辅酶 A[6]。通过以上分析, 敲除大肠杆菌

lpdA 基因, 既能“拦截”丙酮酸进入 TCA 循环, 又能

在 NADH 水平上调控乙醇、乳酸等副产物的合成, 

从而有利于丙酮酸积累。葡萄糖、木糖、果糖、甘

露糖、阿拉伯糖和蔗糖都是发酵过程中常见的糖原。

本实验所用到的大肠杆菌不能利用蔗糖发酵, 同时

为了基因操作方便 , 该菌株利用阿拉伯糖的基因

araB 被敲除了, 因此也不能利用阿拉伯糖。从这一

思路出发, 本研究将主要考察 lpdA 基因敲除大肠杆

菌在葡萄糖、木糖、果糖和甘露糖发酵中的积累情

况, 试图从不同碳源, 特别是不同糖原的角度来分

析敲除 lpdA 基因后大肠杆菌累积丙酮酸的规律, 为

深入了解该菌株代谢规律和产物积累做一些实验探

讨, 并为混合糖原发酵打下基础。同时, 不同糖的使

用也符合构建用于生物炼制的“细胞工厂”的需要。 

1  材料与方法 
1.1  仪器与试剂 

高效液相色谱仪 1100, 美国 Aglient 公司 ; 

Ultrospec 3300 Pro 紫外 /可见分光光度计 , GE 

Healthcare公司; SHpH-6 pH控制-补料摇床, 上海国

强生化装备有限公司; 所有生化试剂均为化学纯或

分析纯。 

1.2  菌种 
lpdA基因敲除大肠杆菌 Escherichia coli JW0112 

(lacIqrrnBT14ΔlacZWJ16hsdR514Δara-BADAH33ΔrhaBA
DLD78ΔlpdA)菌株 , 由日本奈良先端科学技术大学

Hirotada Mori 教授赠予, 浙江大学生物工程研究所

保藏。该菌株是利用 PCR 技术一步失活染色体上

lpdA基因而构建的[7-9]。 

1.3  培养基 
1.3.1  种子和平板培养基(g/L) 

酵母提取物  5, 胰蛋白胨  10, 氯化钠  10, 琼

脂 15(平板添加), pH 7.0。 

1.3.2  合成培养基 

基本组成为 48 mmol/L Na2HPO4, 22 mmol/L 

KH2PO4, 10 mmol/L NaCl, 30 mmol/L (NH4)2SO4。每

升合成培养基另加入经微孔膜过滤除菌的下列溶

液：1 mol/L MgSO4, 0.1 mmol/L CaCl2, 1 mg/L 

vitamin B1 各 1 mL和 10 mL 微量元素溶液。其中

每升微量元素溶液含：0.55 g CaCl2, 1 g FeCl3, 0.1 g 
MnCl2·4H2O, 0.17 g ZnCl2, 0.043 g CuCl2·2H2O,  
0.06 g CoCl2·6H2O, 0.06 g Na2MoO4·2H2O。 

1.3.3  发酵培养基 

合成培养基添加 10 g/L的糖原。 

1.4  培养方法 
初级种子培养条件：37°C下, 200 r/min, 15 mL

试管中装液 3 mL, 培养 12 h。 

次级种子培养条件：37°C下, 200 r/min, 250 mL

摇瓶中装液 50 mL, 培养 12 h。 

摇瓶发酵条件：37°C下, 150 r/min, 500 mL摇瓶

中装液 100 mL, 通过往培养基中流加 2 mol/L NaOH

或者2 mol/L HCl将pH控制在7.0, 间隔一定时间取样。 

1.5  分析方法 
1.5.1  生物量的测定 

采用浊度法 , 以空白为参比 , 测定发酵液在 

600 nm下的吸光度(如有必要, 可以稀释一定倍数)。 

1.5.2  糖浓度的测定 

糖浓度采用 3,5-二硝基水杨酸法(DNS法)检测。 
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1.5.3  丙酮酸的测定 

采用 aminex HPX-87H 色谱柱(美国 BIO-RAD

伯乐公司), 检测波长 210 nm, 流动相 5 mmol/L 

H2SO4, 流速为 0.4 mL/mim, 柱温为室温。将培养液

8000 r/min 离心去细胞, 取上清液适当稀释后, 用

0.22 μm微孔滤膜过滤后进样, 根据丙酮酸浓度和峰 

面积的标准曲线, 分析丙酮酸浓度。 

2  结果与讨论 

2.1  lpdA 突变菌代谢分析 
在大肠杆菌中, lpdA 基因编码的硫辛酰胺脱氢

酶(Lipoamide dehydrogenase, LPD)是丙酮酸脱氢酶

复合体(Pyruvate dehydrogenase complex, PDHc)、α-

酮 戊 二 酸 脱 氢 酶 复 合 体 (α-Ketoglutarate 

dehydrogenase complex, α-KGDH)和甘氨酸裂解多

酶 体 系 (Glycine cleavage multi-enzyme, GCV; 

Glycine decarboxylase complex, GDC)的组成成分。

lpdA基因敲除大肠杆菌的主要代谢途径见图 1。 

在有氧条件下, 大肠杆菌中的 PDHc 是连接糖

酵解途径和三羧酸循环的关键酶, 在其催化作用下

丙酮酸氧化脱羧生成乙酰辅酶 A。在葡萄糖基本培

养基中进行有氧发酵时, PDHc缺陷的 E. coli要维持

正常的生长繁殖活性 , 就需要丙酮酸氧化酶

(Pyruvate oxidase, PoxB), 该酶催化丙酮酸直接转化

成乙酸和二氧化碳 [10]。乙酸再经由乙酸激酶(Ack)

和磷酸转乙酰基酶(Pta)或者乙酰辅酶A合成酶(Acs)

催化合成乙酰辅酶 A(AcCoA), 从而进入三羧酸循

环。PDHc的失活导致这一途径中酶活上升, 用以提

供足够多的乙酰辅酶 A 供菌体维持正常的生长繁

殖。同时, PDHc的失活也激活了催化磷酸烯醇式丙

酮酸(PEP)到草酰乙酸(OAA)的磷酸烯醇式丙酮酸羧

化酶(Ppc)[11]。这些现象虽然都在一定程度上缓解了

PDHc失活带来的影响, 但始终无法消除其影响, 该

酶的缺陷会导致丙酮酸的积累[2,12]。 

α-KGDH 是三羧酸循环的限速酶, 催化α-酮戊

二酸反应生成琥珀酰辅酶 A, 同时为电子传递链提

供 NADH。之前的研究表明[11], α-KGDH的失活阻断

了正常的三羧酸循环 , 使得乙醛酸途径酶活升高 , 

乙醛酸途径需要消耗乙酰辅酶 A。乙酰辅酶 A 与草

酰乙酸合成柠檬酸是 TCA循环的第一步反应, 非正

常的 TCA循环需要消耗更多的乙酰辅酶 A, 产生更

少的 NADH。 

如图 2 所示, 果糖在大肠杆菌通过以下 3 种途

径 进 入 糖 酵 解 途 径 ： 1) 果 糖 经 果 糖 激 酶

(Fructokinase)的催化[13]得到 6-磷酸果糖; 2) 果糖在

果糖磷酸转移酶[14]作用下得到 1-磷酸果糖, 而后由

1-磷酸果糖激酶(Fructose-1-phosphate kinase, FPK)

催化获得 1, 6-二磷酸果糖; 3) 果糖在果糖磷酸转移

酶作用下得到 1-磷酸果糖, 而后由果糖二磷酸醛缩

酶(Fructose-bisphosphate aldolase class I)和磷酸丙糖

异构酶(Triosephosphate Isomerase, TPI)三步催化获

得 1, 6-二磷酸果糖。 

大肠杆菌具有编码木糖异构酶的 xylA 基因[15]

和编码木酮糖激酶的 xylB基因[16], 在这 2个酶的催

化作用下, 木糖转化为 5-磷酸木酮糖, 进而由 5-磷

酸核酮糖异构酶催化得到 5-磷酸核酮糖, 进入磷酸

戊糖途径。 

甘露糖在大肠杆菌中的代谢主要是在甘露糖磷

酸转移酶的催化下生成 6-磷酸甘露糖, 而后在 6-磷

酸甘露糖异构酶的作用下得到 6-磷酸果糖, 进入糖

酵解途径。 

从以上分析可知, 葡萄糖、果糖、木糖和甘露

糖能通过不同的途径进入大肠杆菌中心代谢循环 , 

并且都处于丙酮酸节点的上游, 都有作为碳源发酵

积累丙酮酸的可能。菌株对不同碳源的适应性是利

用粗糙混合底物发酵的前提, 具有考察的必要性。 

2.2  不同糖原的发酵结果 
之前的大量研究已经证实[1,5], 野生型大肠杆菌

无法大量积累处于代谢节点的丙酮酸。本工作也曾

进行了野生型大肠杆菌发酵葡萄糖的实验, 其丙酮

酸最高浓度约为 0.2 g/L(数据未显示)。分析图 3A可

以发现, 葡萄糖、果糖、木糖和甘露糖都可以被 lpdA

菌株利用并积累大量丙酮酸, 在 10 g/L 的初始碳源

浓度下, 葡萄糖、果糖、木糖和甘露糖发酵的丙酮

酸最高浓度分别达到了 8.4、8.3、7.8、6.78 g/L, 得

率分别达到了 0.884 g/g 葡萄糖、0.802 g/g 果糖、

0.817 g/g 木糖和 0.808 g/g 甘露糖(表 1)。达到了理

论得率的 91%、82%、88%和 83%。LpdA突变菌利 
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图 1  lpdA 基因敲除突变大肠杆菌的中心代谢途径 
Fig. 1  Central metabolic pathways of lpdA gene knockout E. coli. 3PG: 3-phosphoglycerate; 6PG: 6-phosphogluconate; 6PGDH: 
6-phosphogluconate dehydrogenase; Ac: acetate; AcCoA: acetyl coenzyme A; Acn: aconitase; ADH: alcohol dehydrogenase; CIT: 
citrate; CoA: coenzyme A; E4P: erythrose-4-phosphate; Eda: KDPG aldolase; Eno: enolase; ETH: ethanol; F1,6P: 
fructose-1,6-bisphosphate; F6P: fructose-6-phosphate; FBPase: fructose-1,6-bisphosphatase; Fum: fumarase; FUM: fumarate; G3P: 
glyceraldehyde-3-phosphate; G6P: glucose-6-phosphate; G6PDH: glucose-6-phosphate dehydrogenase; GAPDH: 
glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase; GLC: glucose; ICIT: isocitrate; ICDH: isocitrate dehydrogenase; LAC: lactic acid; LDH: 
lactate dehydrogenase; MAL: malate; MDH: malate dehydrogenase; Mez: malic enzyme; OAA: oxalacetic acid; Pck: pyruvate 
carboxykinase; PEP: phosphoenolpyruvate; Pfk: phosphofructokisnase; PFL: pyruvate formate lyase; Pgi: phosphoglucose isomerase; 
PoxB: pyruvate oxidase; Ppc: phosphoenol pyruvate carboxylase; Pps: phosphoenolpyruvate synthase; PTS: phosphate transfer 
system; Pyk: pyruvate kinase; PYR: pyruvic acid; R5P: ribose-5-phosphate; Rpe: ribulose-5-phosphate epimerase; Rpi: 
ribulose-5-phosphate; Ru5P: ribulose-5-phosphate; S7P: sedoheptulose-7-phosphate; Sdh: succinate dehydrogenase; SUC: succinate; 
SUC-CoA: succinyl coenzyme A; Tal: transaldolase; Tkt: transketolase; X5P: xylulose-5phosphate; α-KG: α-ketoglutarate; α-KGDH: 
α-ketoglutarate dehydrogenase; α-KGPD: 2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate. 
 
表 1  不同碳源发酵的得率比较 
Table 1  Comparison of yields using different carbon sources 

Carbon source Glucose Fructose Xylose Mannose 

Yield(g/g) 0.884±0.08 0.802±0.07 0.817±0.07 0.808±0.08 
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图 2  果糖在大肠杆菌中代谢示意图 
Fig. 2  Fructose metabolism in E. coli. 
 

用葡萄糖、果糖和木糖发酵过程中, 丙酮酸的积累

都经历了以下 3 个阶段：发酵初始较长的丙酮酸缓

慢增加阶段, 随后进入丙酮酸快速积累阶段, 最后

进入一个平台期。同时, 菌体生长也同样经历了 3

个阶段且时间上也具有一致性(图 3C), 这一结果说

明 lpdA突变菌利用葡萄糖、果糖和木糖产丙酮酸过

程为生长偶联过程。葡萄糖、果糖和木糖的发酵过

程都是生长偶联过程, 但从不同的糖原发酵所需的

时间及消耗速率上有较大差别(图 3B)。不同糖进入

糖酵解途径的复杂程度以及该过程中限速酶的不同

决定了糖的利用能力。葡萄糖消耗最为简单, 因而

其发酵结束时间最早, 木糖进入糖酵解途径需要整

个磷酸戊糖途径的协同作用, 最为复杂, 与发酵时

间最长的结果相符。甘露糖进入糖酵解途径的过程

也非常简单且不需要消耗 ATP, 因此甘露糖消耗速

率在初期与葡萄糖消耗曲线几乎重叠, 后期由于葡

萄糖发酵菌浓度的迅速增加使得葡萄糖消耗加快 , 

而甘露糖没有出现这一现象。值得注意的是, 在葡

萄糖、果糖和木糖被完全消耗后, 丙酮酸并没有被

作为碳源利用, 而是进入一个相对稳定期, 这就使 

 

 
 

图 3  有氧发酵条件下不同糖原对发酵的影响 
Fig. 3  Effect of different sugar sources on the fermentation of lpdA mutant under aerobic condition. (A) Pyruvate accumulation 
curves. (B) Sugar consumption curves. (C) Growth curves. ▲ Glucose; ■ Fructose; ● Xylose; ▼ Mannose. 
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得发酵生产丙酮酸的控制变得尤为简单。另外, lpdA

突变菌高效转化葡萄糖及木糖的能力, 一定程度上

展示了其利用混合糖及纤维素降解液发酵的潜力。

与以上几种糖发酵生长偶联不同的是, 甘露糖的发

酵过程为部分生长偶联：菌体浓度很快达到一个稳

定期 ,从甘露糖到丙酮酸的过程与酶催化转化过程

相似(底物直线下降, 产物直线上升)。分析这种差别

的原因可能有以下 2 个方面：其一、甘露糖进入糖

酵解途径的过程单一且不需要激酶的作用, 因而对

ATP的需求较葡萄糖、果糖和木糖都少。在 lpdA突

变菌中, TCA循环的入口(PDHc)和限速酶(α-KGDH)

都失去了活性, TCA 循环大大削弱, 提供 ATP 的能

力严重不足, 因此糖酵解过程中的能量消耗和生成

都会显著地影响到菌体的发酵行为。其二、催化不

同糖进入糖酵解途径的酶活性可能存在一定的差异, 

造成了不同的糖消耗情况。 

2.3  接种浓度对葡萄糖为碳源发酵的影响 
然而不同糖发酵所需时间各不相同, 葡萄糖发

酵所需时间最短(71 h), 甘露糖和果糖分别需要 96 h

和 107 h, 木糖发酵时间最长, 需要 112 h丙酮酸浓

度才能达到最大值。对于工业生产过程来说, 以上

几个发酵周期都相对太长, 基于 lpdA 突变菌生产丙

酮酸过程为生长偶联过程的考虑, 缩短前期菌体缓

慢增长阶段所需要的时间可能可以提高发酵生产效

率。因此, 考察了大接种量对葡萄糖发酵生产丙酮

酸的影响。 

初始OD600等于 0.726时的葡萄糖发酵情况如图

4 所示。正如预期的那样, 葡萄糖在 30 h就被完全 

耗尽 ,  丙酮酸浓度也在此时达到最大值 ,  比初始

OD600为 0.03时发酵时间缩短了 40 h。但是, 丙酮酸

最高浓度只有 3.5 g/L, 与初始 OD600 为 0.03 时的 

8.4 g/L 相去甚远。同时, 在接种量大的时候, 丙酮 

酸积累没有出现一个平台期, 而是被作为碳源迅速

消耗。 

以上结果与 Li等[11]报道的 lpdA突变菌利用 LB

培养基加葡萄糖发酵结果非常相近：在 LB 培养基

加 10 g/L 葡萄糖发酵过程中, 菌体生长迅速, 葡萄 

糖被快速消耗, 丙酮酸也迅速积累至最大值 4 g/L, 

之后丙酮酸被菌体作为碳源利用。 

 
 

图 4  大接种量对葡萄糖发酵的影响 
Fig. 4  Effect of large vaccine quantity on glucose 
fermentation. 
 

通过对比发现, 接种量的大小影响到菌体的生

长速率、菌体的最终浓度、丙酮酸最终浓度和丙酮

酸的消耗。从图 3可以看到, lpdA突变菌在低接种量

发酵过程中, 菌体也具有一个快速生长的阶段, 且

在这一阶段积累了大量的丙酮酸, 这一结果表明菌

体的快速生长并不会影响丙酮酸的积累。影响丙酮

酸积累及消耗的因素可能是高浓度的菌体以及高浓

度菌体带来的群体效应[17]。高浓度的菌体需要消耗

大量的物质和能量, 进而影响到丙酮酸积累的最终

浓度。群体效应(Quorum sensing)是一种日益受到关

注的细菌群体交流调控机制, 细胞之间通过释放化

学物质来达到相互交流的目的, 这些化学信号物质

积累到一定量的时候 ,  细菌作为一个群体做出应

答。高浓度的菌体或许就是在这种机制的调节下 , 

迅速消耗了前期积累的丙酮酸。高浓度的菌体在后

期消耗丙酮酸的另一种可能是大肠杆菌基因表达水

平在随着时间的推移[18]以及生长阶段的改变[19]而不

断变化, 低接种量情况下较长时间的发酵使得大肠

杆菌在基因表达水平上已经不能适应丙酮酸 

环境。 

3  结论 

对 lpdA突变菌利用不同糖原进行分批发酵的研

究结果表明, 葡萄糖, 果糖、木糖和甘露糖都可以被

lpdA 突变菌在基本培养基中利用, 并积累大量丙酮

酸, 得率分别达到了 0.884、0.802、0.817、0.808 g/g, 

并且丙酮酸的积累在葡萄糖、果糖和木糖发酵过程
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属于生长偶联型。甘露糖发酵产丙酮酸过程属于部

分偶联型发酵。 

加大接种量, 可以加速葡萄糖的消耗速率, 但

是丙酮酸的积累量却显著下降。从丙酮酸的产量来

看, 这一结果与日本学者 Yokota等[12]研究大肠杆菌 

生产丙酮酸的结果相同。这是一个值得关注的现象, 

尤其在把大肠杆菌作为模式“细胞工厂”推广到应用

时 , 更要考虑各种因素的影响 , 譬如 , 对大肠杆菌

代谢调节的研究需要考虑到菌体的群体效应对细菌

的调控等等, 这样才能更全面地了解细菌代谢调控

特性, 以利于模式“细胞工厂”的构建和应用。 
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