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摘 要：【目的】针对谷氨酸棒杆菌 (Corynebacterium glutamicum) ATCC13032 基因组 G+C 含量

高、间隔序列短导致中性位点(neutral site, NS)资源匮乏的问题，建立计算机辅助筛选平台，筛选

并表征适用于异源基因整合的高效中性位点，为构建高效细胞工厂提供关键元件支撑。【方法】

构建计算机筛选平台 CgNSFinder，结合基因组注释、邻域特征、区域长度及 G+C 含量等启发式

规则筛选候选中性位点；通过报告基因 mKate 敲入实验，从整合效率、细胞适应性、表达强度及

稳定性等方面系统表征候选位点；将淀粉酶基因、番茄红素合成基因簇及 L-赖氨酸合成关键基

因整合至筛选位点，验证其异源表达能力及应用效能。【结果】筛选获得 96 个候选中性位点，经

实验表征确定 24 个高效位点，其中 19 个位点整合效率大于 50%，22 个位点荧光表达强度在

2 400−3 500 a.u. 之间；NS3 位点表现最优，多拷贝整合后番茄红素产量达 48.4 mg/L；基于筛选

位点构建的 L-赖氨酸生产菌株 D301 在 5 L 发酵罐中产量为 49.51 g/L，转化率 14.25 g/g，生产强

度 1.53 g/(L·h)。【结论】本研究建立的中性位点筛选方法高效可行，筛选获得的中性位点兼具高

整合效率、低宿主干扰及稳定表达特性，为谷氨酸棒杆菌代谢工程改造提供了重要工具。
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Abstract: [Objective] To address the scarcity of neutral sites in Corynebacterium glutamicum 
ATCC 13032 caused by high G+C content and short intergenic sequences, we established a 
computer-aided screening platform to identify and characterize efficient neutral sites suitable for 
heterologous gene integration, aiming to provide key component support for constructing high-
performance cell factories. [Methods] A computational screening platform CgNSFinder was 
constructed to screen candidate neutral sites by integrating heuristic rules such as genomic 
annotation, neighborhood characteristics, length, and G+C content. The candidate sites were 
systematically characterized in terms of integration efficiency, cell adaptability, expression 
intensity, and stability through reporter gene mKate knock-in experiments. We integrated the 
amylase gene, lycopene synthesis gene cluster, and key L-lysine synthesis genes into the screened 
sites to verify their heterologous expression ability and application efficiency. [Results] A total of 
96 candidate neutral sites were screened out, from which 24 efficient sites were confirmed by 
experimental characterization. Among them, 19 sites had an integration efficiency greater than 
50%, and 22 sites had a fluorescence expression intensity within the range of 2 400−3 500 a.u. The 
NS3 site showed the best performance, and the lycopene titer reached 48.4 mg/L after multi-copy 
integration. The L-lysine-producing strain D301 constructed based on the screened sites achieved a 
titer of 49.51 g/L, a yield of 14.25 g/g, and a productivity of 1.53 g/(L·h) in a 5-L fermenter.
[Conclusion] The established neutral site screening method is efficient and feasible. The screened 
neutral sites are characterized by high integration efficiency, low host interference, and stable 
expression. This study provides an important tool for metabolic engineering of C. glutamicum.
Keywords: Corynebacterium glutamicum; neutral site; heterologous gene integration; cell factory; 
metabolic engineering

谷氨酸棒杆菌(Corynebacterium glutamicum)

作为一种已通过美国食品药物监督管理局(food 

and drug administration, FDA)公认安全 (general 

recognized as safe, GRAS)认证的细胞工厂[1-2]，

具有遗传稳定性强、遗传操作工具丰富、产物

合成效率高、易于规模化培养和蛋白分泌能力
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高等优点，而广泛应用于氨基酸、有机酸、生

物燃料等高值化学品的工业化生产[3-5]。为构建

高生产性能的细胞工厂，亟需启动子、核糖体

结合位点(ribosome binding site, RBS)、酶元件、

中性位点等元件，为外源基因稳定表达和碳流

的精准调控奠定坚实基础[6-7]。

作为重要的基因表达调控元件，中性位点

是基因组中可容纳外源 DNA 插入，且不影响宿

主生长、代谢稳态及目标产物合成的“安全港”

区域(safe harbor)[8-9]。中性位点筛选的传统策略

是结合比较基因组学、转录组动态分析和实验

表征，挖掘非必需且结构稳定的假基因区域或

基因间区(intergenic regions, IGRs)[10]，获得一系

列潜在中性位点，再通过构建报告基因 (如

Dasher、mKate)插入株系、测定生长曲线、表征

荧光表达强度等方式，评估中性位点的稳定性

与表达强度，最终获得一系列中性位点[11-12]。

如通过理性筛选在大肠埃希氏菌 (Escherichia 

coli) CCTCC M2019435 中发现并验证了 15 个中

性位点用于无质粒戊二酸细胞工厂的构建[13]；

通 过 搭 建 计 算 机 筛 选 平 台 在 Rhodotorula 

toruloides 中发现并表征了 12 个整合效率>50%

的稳定的中性位点[14]；基于 CRISPR-COPIES 

pipeline 模型在 Sulfolobus islandicus 发现了 8 个

中性位点并进行了表征[15]。

由于谷氨酸棒杆菌基因组 G+C 含量高、基

因间隔序列短的独特特征，现有的中性位点的

传统筛选方法难以兼顾筛选效率与准确性，导

致谷氨酸棒杆菌的中性位点资源有限且功能表

征不充分，难以满足高效细胞工厂构建的需求。

为此，本研究针对谷氨酸棒杆菌 ATCC 13032 基

因组的结构特征与功能注释，建立了一套基于

基因组数据的计算机辅助分析流程，系统性筛

选适用于异源基因整合的候选中性位点；通过

实验表征量化评估候选位点整合后对宿主细胞

生长速率、适应性及异源基因表达强度的影响，

期望最终建立一套可推广应用的微生物中性位

点筛选方法，为谷氨酸棒杆菌高效改造与工业

应用奠定坚实的元件基础。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　菌株、质粒和引物

本研究以谷氨酸棒杆菌 ATCC 13032 为出发

菌株(本实验室保藏)，使用 E. coli Top10 构建表

达载体，所使用的重组质粒、基因工程菌株、

关键引物序列等原始数据存储在国家微生物科

学 数 据 中 心 (http://nmdc. cn)， CSTR 编 号 为

31253.11.sciencedb.j00231.00056。

1.2　主要试剂和仪器

α-淀粉酶标品、番茄红素标品、L-赖氨酸，

上海阿拉丁生化科技股份有限公司；同源重组

酶，武汉爱博泰克生物科技有限公司；消化酶，

宝生物工程 (大连)有限公司；片段扩增酶 2×

Phanta Max Master Mix，南京诺唯赞生物科技股

份有限公司；质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒、

产物纯化试剂盒，南京诺唯赞生物工程(上海)股

份有限公司；其他试剂，国药集团化学试剂有

限公司；引物由生工生物工程(上海)股份有限公

司合成。

PCR 仪、电穿孔仪、核酸电泳仪，伯乐生

命医学产品 (上海)有限公司； (低温)离心机，

Eppendorf 公司；恒温培养箱，上海跃进医疗器

械有限公司；5 L 发酵罐，迪必尔生物工程(上

海)有限公司；生物传感器，深圳市希尔曼生物

医疗科技有限公司；高效液相色谱仪，赛默飞

世尔科技(中国)有限公司；分光光度计，岛津企

业管理(中国)有限公司。

1.3　培养基

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母提取

物 5.0，NaCl 10.0。

谷氨酸棒杆菌生长培养基(g/L)：胰蛋白胨

10.0，酵母提取物 5.0，葡萄糖 5.0，脑心浸液

18.5，NaCl 10.0。

谷氨酸棒杆菌电转化恢复培养基(g/L)：胰

蛋白胨 5.0，酵母提取物 2.5，脑心浸液 18.5，
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D-sorbitol 91.0，NaCl 10.0。

谷氨酸棒杆菌感受态制备培养基(g/L)：胰

蛋白胨 10.0，酵母提取物 5.0，甘氨酸 25.0，

NaCl 10，吐温-80 1.0，异烟肼 0.4。

可溶性淀粉培养基(g/L)：可溶性淀粉 10.0，

琼脂粉 20.0。

斜面培养基(g/L)：Urea 2.5，胰蛋白胨 5.0，

(NH4)2SO4 5.0，酵母提取物 1.8，葡萄糖 36.0，

KH2PO4 0.5， K2HPO4 0.5， MgSO4·7H2O 0.5，

FeSO4·7H2O 0.006， MnSO4·H2O 0.004， VB7 

0.000 2， VB1 0.000 2， 卡 那 霉 素 (kanamycin, 

Kan) 0.05，琼脂粉 18.0。

一级种子培养基(g/L)：Urea 2.5，胰蛋白胨

5.0， (NH4)2SO4 5.0，酵母提取物 1.8，葡萄糖

36.0，KH2PO4 0.5，K2HPO4 0.5，MgSO4·7H2O 

0.5， FeSO4·7H2O 0.006， MnSO4·H2O 0.004，

VB7 0.000 2，VB1 0.000 2，Kan 0.05。

二级种子培养基(g/L)：(NH4)2SO4 8.0，酵母

提 取 物 1.8， 葡 萄 糖 36.0， KH2PO4 0.8，

K2HPO4 0.8， MgSO4·7H2O 0.5， FeSO4·7H2O 

0.01， MnSO4·H2O 0.004， VB7 0.000 02， VB1 

0.002，Kan 0.05。

发酵培养基(g/L)：(NH4)2SO4 8，Angel 酵母

提取物 FM90 21.8，葡萄糖 90.0，KH2PO4 1.0，

K2HPO4 1.0， MgSO4·7H2O 0.5， FeSO4·7H2O 

0.01， MnSO4·H2O 0.004， VB7 0.000 02， VB1 

0.002，VB3 0.03，Kan 0.05。

1.4　基因编辑方法

谷 氨 酸 棒 杆 菌 的 基 因 编 辑 通 过 pK18

mobsacB 质粒完成。以 ns1 敲入菌株的整合为例

说 明 基 因 编 辑 过 程 ： (1) 以 谷 氨 酸 棒 杆 菌

ATCC13032 菌株基因组为模板，利用引物 ns1-

UP-F/ns1-UP-R、ns1-DW-F/ns1-DW-R 分别扩增

上 、 下 同 源 臂 ， 以 pECXK-99E-Ptuf-mKate-

TrrnB 质粒为模板，利用引物 mKate-F/mKate-R

扩 增 Ptuf-mKate-TrrnB 片 段 ； (2) 以 pK18

mobsacB 质粒为模板、pK18-ns1-F/pK18-ns1-R

为引物线性化载体，4 片段同源重组构建质粒

pK18-ns1；(3)将验证正确的 pK18-ns1 质粒电转

入谷氨酸棒杆菌中，电转后涂布于含有 0.05 g/L

卡那霉素的谷氨酸棒杆菌固体生长培养基上，

在 30 ℃培养条件下培养，筛选获得第 1 次同源

重组转化子；(4)将转化子转接至液体谷氨酸棒

杆菌生长培养基上在 30 ℃、200 r/min 培养 3−4 h，

涂布于含 15% 蔗糖的谷氨酸棒杆菌固体生长培

养基中并于 30 ℃培养 28 h，因 pK18mobsacB

质粒带有 sacB 致死基因，未完成第 2 次同源重

组的菌株在蔗糖培养基中无法正常生长。利用

该特性筛选出完成 2 次同源重组的转化子，最

终在固体谷氨酸棒杆菌生长培养基上进行划线

分离并挑取多个转化子；(5) 菌落 PCR 并测序验

证，获得重组菌株，完成菌株构建。

1.5　培养方法

菌种活化：蘸取甘油管中保藏的菌液，按

1% 接种量转接至谷氨酸棒杆菌生长培养基中，

30 ℃、200 r/min 培养 8−10 h。

24 深孔板培养：取活化菌液按 1.5% 接种量

转接至装液量为 2 mL 的 24 孔深孔板，30 ℃、

400 r/min 培养 22−24 h。

斜面培养：蘸取甘油管中保藏的菌液均匀

划至斜面培养基中，30 ℃恒温培养 22−24 h。

种子培养：用 8 mL 无菌水洗下斜面上的菌

苔，按 1% 接种量转接至 100 mL 一级种子培养

基，30 ℃、120 r/min 温培养 5−7 h。接着，按

2% 接种量将一级种子液转接至 100 mL 二级种

子培养基中，30 ℃、120 r/min 培养 6−7 h。

5 L 发酵罐补料分批发酵：5 L 发酵罐中初

始 装 液 量 为 2.5 L， 将 二 级 种 子 按 装 液 量

10%−20% 的接种量接至发酵罐中，调整初始转

速为 320 r/min，发酵温度为 30 ℃，使用氨水调

控 pH 稳定在 7.5±0.2，生长阶段溶氧控制在

20% 以上，产酸阶段溶氧控制在 10% 以下，溶

氧降低时间为 6−10 h，发酵过程采用分批补糖的

方式，在发酵 11−15 h 将葡萄糖补至 70−100 g/L，

21−25 h 将葡萄糖补至 40−70 g/L，发酵 32 h。
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1.6　分析方法

取 1 mL 菌液稀释 20 倍，使用酶标仪在吸

收光波长 600 nm 条件下测定细胞浓度；取菌液

稀释适当倍数，使用酶标仪在激发光波长 588 nm，

发射波长 645 nm 条件下测定荧光强度。比荧光

强度的计算公式如(1)所示。

比荧光强度=荧光强度/OD600 (1)

α-淀粉酶产量定量分析：为了确定细胞中的

α -淀粉酶含量，通过 3,5-二硝基水杨酸 (3,5-

dinitrosalicylic acid, DNS)法测定可溶性淀粉释放

的还原糖量[16]。以 14 000 r/min 离心 5 min 收集

10 mL 谷氨酸棒杆菌细胞，并用 PBS 清洗 1 次。

菌体沉淀悬浮于 1 mL PBS，4 ℃下 200 W 功率

连续超声破碎 10 min，破碎液 12 000 r/min 离心

20 min，取上清液即为胞内粗酶液。向试管中加

入 1.8 mL 1% 可溶性淀粉底物，40 ℃水浴预热

5 min；加入 0.2 mL 稀释后酶液，迅速摇匀，

40 ℃精确反应 10 min；立即加入 1.5 mL DNS 试

剂终止反应，沸水浴 5 min，冷却后定容至 10 mL，

测 540 nm 处吸光值。对照组加 0.2 mL 酶液和

1.5 mL DNS 试剂(灭活酶)，再加 1.8 mL 底物，

其余步骤同粗酶液测量步骤(消除酶液中还原糖

的干扰)。通过标准曲线计算酶活。发酵液的粗

酶活的计算如公式(2)所示。

酶活(U/mL)=[(A发酵液−A对照)×K×N]/(t×V) (2)

式中：A 发酵液为发酵液吸光度；A 对照组为对照组

吸光度；K 为标准曲线斜率的倒数(mg/A)；N 为

粗酶液稀释倍数；t 为反应时间(10 min)；V 为反

应体系中加入的酶液体积(0.2 mL)。

番茄红素产量的定量分析：番茄红素通过

热盐酸法从培养细胞中提取[17]。通过离心法以

14 000 r/min 收集 10 mL 谷氨酸棒杆菌细胞用

1 mol/L HCl 重悬菌体，并通过沸腾破碎。执行

常规程序：煮沸 7 min，冰敷 3 min，煮沸 7 min，

冰敷 5 min。冰上冷却后，破损细胞再次用三蒸

水洗涤，并通过 4 ℃、5 000 r/min 离心 3 min 收

集。加入适量丙酮(HPLC 级)并进行漩涡 5 min，

随后样品以 14 000 r/min 离心 10 min，使用分光

光度计测量上清液 475 nm 处的吸光值。与番茄

红素标准溶液比较，定量提取物中的番茄红素

含量。发酵液的番茄红素的计算如公式(3)所示。
番茄红素含量(μg/mL)=[(A发酵液−b)×N×V提取液]/(k×V发酵液)(3)

式中：A 发酵液为发酵液吸光度；b 为标准曲线截

距；N 为发酵液稀释倍数；V 提取液为提取液总体

积(1 mL)；k 为标准曲线斜率；V 发酵液为发酵液

初始取样体积(10 mL)。

发酵过程中葡萄糖浓度和细胞浓度测定：

发酵液 12 000 r/min 离心 10 min，取上清稀释适

当倍数，通过生物传感器测定发酵液中葡萄糖

浓度；取发酵液稀释适当倍数，使用分光光度

计在波长 572 nm 条件下测定。

氨基酸检测：取发酵上清液稀释一定倍数

至 L-赖氨酸浓度在 0−1.0 g/L 之间，通过高效液

相色谱 (HPLC)检测其浓度。HPLC 检测使用

Agilent ZORBA XSB-Aq (250 mm×4.6 mm×5 μm)

色谱柱。流动相 A 相： 0.01 mol/L KH2PO4，

KOH 调 pH 至 5.3；流动相 B 相：乙腈、甲醇和

A相以 5:3:1的比例混合，乙酸调 pH至 5.3。紫外检

测器波长 254 nm，柱温 35 ℃，流速为 1.0 mL/min，

梯度洗脱。

有机酸检测：发酵液 12 000 r/min离心 10 min，

取上清液稀释一定倍数至有机酸浓度在 0−1.0 g/L

之间，通过 HPLC 检测浓度。使用 Aminex 

HPX-87H (300 mm×7.8 mm×5 μm)色谱柱；流动

相为 5 mmol/L 稀硫酸；紫外检测器波长 210 nm，

柱温 55 ℃，流速为 0.6 mL/min。转化率的计算

如公式(4)所示。
转化率=L-赖氨酸浓度×下罐体积/总消耗葡萄糖×100%  (4)

2　　结果与讨论结果与讨论

2.1　计算机编程辅助中性位点的筛选

为筛选谷氨酸棒杆菌基因组中适用于异源

基因稳定、高效整合表达的候选中性位点，建

立了中性位点计算机筛选平台 CgNSFinder (代码

及可复现实验材料已上传至 GitHub，链接：

https://github.com/LANNXXX/CgNSFinder；需在
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Python 解释器环境中完成相关包安装后，调用

解释器执行目标代码)，该平台整合了基因组序

列解析、基因注释信息提取、启发式规则过滤

及结果统计分析等功能。向 CgNSFinder 平台输

入谷氨酸棒杆菌全基因组 FASTA 文件 (GCF_

000011325.1_ASM1132v1_genomic.fna)，该文件

用于构建 contig 坐标系、提取候选位点的侧翼

序列并计算其序列组成特征及 CDS 注释 FASTA

文件(cds_from_genomic.fna)，该文件用于解析基

因的基因组位置、转录链方向及功能描述，为

邻域关系判断与候选条目标注提供支撑，通过

串行启发式规则逐层筛选收敛，实现从基因组

序列到候选中性位点的自动化筛选(图 1)：(1) 筛

选注释为假定蛋白(hypothetical protein)的基因区

域，锁定功能未知的非关键基因组区域；(2) 要

求候选位点至少一侧相邻基因为假定蛋白，规

避整合位点顺式调控对功能基因表达的干扰，

降低整合引发的菌株表型偏移风险；(3) 设置区

域筛选约束长度为 500−1 500 bp (默认阈值)，该

阈值基于工业菌株整合位点相关研究数据归纳

确定，兼顾异源片段插入效率与基因组区域稳

定性[18-22]；(4) 要求候选位点侧翼 1 000 bp 序列

的 G+C 含量为 40.0%−60.0%，该阈值依据谷氨

酸棒杆菌全基因组平均 G+C 含量(54.2±10)%的

波动范围设定。经上述多层过滤，共获得 96 个

能同时满足注释类型、邻域特征、长度及序列

组成要求的候选中性整合位点，输出信息包含

基因组坐标、转录方向及侧翼序列 G+C 含量统

计数据(已上传至 ScienceDB，编号为 31253.11.

sciencedb.j00231.00056)。以 dnaA 基因为基因组

起始位点，将候选中性位点按基因组位置等距

离分区(图 2)，各区域筛选结果为：1 区 8 个、

2 区 5 个、3 区 8 个、4 区 56 个、5 区 13 个、

6 区 6 个。

2.2　候选中性位点的实验表征与筛选

为对计算机预测的候选中性位点进行筛选

与表征，本研究构建了一个含 Ptuf、报告基因

mKate 及 TrnnB 的报告基因表达盒(图 2A)，在候

选中性位点敲入该表达盒后对敲入菌株的生长

曲线、整合效率以及荧光信号强度进行测定，

以评估候选中性位点对菌株生长的影响、整合

效率及敲入报告基因的表达活性。

为研究基因组位置对中性位点表达的影响，

根据 96 个候选位点在基因组 6 个分区的分布比

例进行随机选取，保证各分区被选位点占比与

筛选结果一致(表 1)，以检测不同基因组位置候

选中性位点的整合效率、细胞生长和表达强度

的影响。如图 2C 所示，在 24 个候选位点中，

图1　基于计算机平台的谷氨酸棒杆菌中性位点的筛选流程

Figure 1　Screening workflow of neutral sites in Corynebacterium glutamicum based on computational platform.
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19 个双交换阳性率>50%，其中 6 个超过 75%，

这个结果表明多数候选位点具备较高的整合适

用性。所有敲入菌株均培养至 22 h (稳定期)，测

定最大菌体浓度(OD600)。野生型菌株的 OD600=

6.63±0.14，所有敲入菌株 OD600 均在 6.0−7.25 之

间，所有敲入菌株与野生型菌株的生长差异小

于 10% (图 2E)。因此所选中性位点对菌株的生

长不构成影响，同时排除了生长相关因素对荧

光测量的干扰。

通过对报告基因荧光强度测定进行分析(图

3C)，24 个位点中位于第三区域的 NS3 位点比

荧光强度最高为(9 922±217) a.u.，位于第二区域

NS18 位点最低为(2 269±86) a.u.，荧光表达强度差

异达到 4.37 倍，其余位点均介于 2 400−3 500 a.u.

之间。虽然不同位点之间的表达强度存在差异，

但大多数中性位点的表达强度相对一致，这个

结果表明不同基因组位置对中性位点的表达活

性影响较小。

在培养基中分别添加 1 μg/mL 和 2.5 μg/mL 

(半抑制浓度为 5 μg/mL)的新生霉素，研究不同

DNA 负超螺旋程度对中性位点荧光表达强度和

最大菌体浓度(22 h)的影响。以整合位点 cgl1787

作为阳性对照，野生型菌株(WT)作为阴性对照。

通过荧光表达强度对中性位点插入基因的表达

活性进行分析发现，DNA 负超螺旋程度降低通

常会提高大多数中性位点的比荧光强度[23]。所

图2　候选中性位点的基因组分布及敲入菌株构建示意图

Figure 2　Genomic distribution of candidate neutral sites and schematic diagram of knock-in strain construction. 

A: Schematic diagram of reporter gene expression cassette; B: Genomic distribution of 24 candidate neutral sites; 

C: Double exchange positive rate of candidate neutral sites (n=3, SEM/SD); D: Relative fluorescence intensity of 

reporter gene expression at different candidate neutral sites in Corynebacterium glutamicum (n=3, SEM/SD); E: 

Maximum bacterial concentration (OD600) of knock-in strains and wild-type strain (n=3, SEM/SD).
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有中性位点敲入菌株 (如 NS1、NS3、NS9)在

1 μg/mL 新生霉素时荧光强度均显著增加，荧光

表达强度相较于无新生霉素组提高了 32%；在

2.5 μg/mL 新生霉素时，部分菌株的荧光强度开

始呈下降趋势(如 NS1、NS8、NS9)，与无新生

霉素组相比，荧光表达强度上升了 17.72%；与

1 μg/mL 新生霉素组相比则下降了 46.00% (图

3A、3B)。上述结果表明谷氨酸棒杆菌的中性位

点表达水平与染色体超螺旋程度相关：低浓度

新生霉素使部分 DNA 处于松弛结构但对菌株的

生长造成较小的影响，从而增强这些位点的表

达活性；随着新生霉素浓度的提高，负超螺旋

程度进一步降低，菌株生长受到明显抑制，需

要消耗更多的资源以维持细胞生长，因此中性

位点的表达量开始出现明显的下降。

添加新生霉素显著降低了所有敲入菌株的

OD600 (图 3C)，如 NS1 和 NS6 位点，在 1 μg/mL

新生霉素条件下菌株 OD600 下降了 20.3% 和

40.3%； 在 2.5 μg/mL 新 生 霉 素 条 件 下 菌 株

OD600 分别下降了 18.2% 和 30.1%，这与 DNA

旋转酶在维持染色体结构以实现正常复制和调

控生长中的关键作用一致。同时发现这一生长

抑制呈剂量依赖性，在 1 μg/mL 和 2.5 μg/mL 新

生霉素条件下菌株 22 h 时的平均 OD600 值分别

由 5.71±0.06 下降到 4.47±0.04 和 3.79±0.04，进

一步证实了即使低于 IC50 浓度的新生霉素也会

表1　实验表征候选中性位点信息

Table 1　Experimental characterization of candidate neutral site information (n=3, SEM/SD)

Neutral site

CGL RS15570

CGL RS01760

CGL RS03085

CGL RS06795

CGL RS07375

CGL RS08395

CGL RS08425

CGL RS08555

CGL RS08770

CGL RS08775

CGL RS08920

CGL RS08965

CGL RS09045

CGL RS09110

CGL RS15680

CGL RS09215

CGL RS09220

CGL RS09255

CGL RS09260

CGL RS10525

CGL RS11375

CGL RS12030

CGL RS12035

CGL RS13560

Serial number

NS1

NS2

NS3

NS4

NS5

NS6

NS7

NS8

NS9

NS10

NS11

NS12

NS13

NS14

NS15

NS16

NS17

NS18

NS19

NS20

NS21

NS22

NS23

NS24

Integration efficiency/%

83.33

58.33

88.89

69.44

63.89

61.11

72.22

30.56

61.11

58.33

86.11

91.67

72.22

58.33

47.22

38.89

77.78

47.22

36.11

50.00

55.56

61.11

69.44

75.00

Fluorescence signal intensity/a.u.

2 828±79

3 416±59

9 921±117

2 675±126

2 592±90

3 594±152

2 627±141

3 023±22

3 032±209

3 286±190

2 579±98

2 506±41

2 478±163

2 991±101

2 570±56

2 353±139

2 635±26

2 269±86

2 464±23

2 765±77

2 710±86

2 389±32

2 989±91

3 257±63
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给谷氨酸棒杆菌带来生长负担。重要的是，在

2 种新生霉素浓度下，报告基因整合保持良好的

稳定性，表明尽管存在拓扑压力，中性位点整

合仍具有良好的遗传稳定性。

为了研究代谢压力对插入候选中性位点的

基因表达活性和稳定性影响，将高拷贝质粒

pECXK-99E 导入候选中性位点敲入菌株中，并

测定了含质粒和不含质粒条件下的细胞生长速

率和荧光表达强度(图 4)，以野生型菌株(WT)作

为阴性对照，cgl1787 敲入菌株作为阳性对照。

在不导入负担质粒的培养条件下所有菌株生长

速率均在 0.3−0.37 h−1 之间；而在导入负担质粒

图3　基因组结构对中性位点报告基因的表达强度及生长速率的影响

Figure 3　Effects of genomic architecture on the expression activity of reporter gene at neutral sites and bacterial 

growth rate. A: Specific fluorescence intensity of candidate neutral locus knock-in strains treated with different 

concentrations of novobiocin (22 h) (n=3, SEM/SD); B: Fold change in specific fluorescence intensity of 

candidate neutral locus knock-in strains cultured with different concentrations of novobiocin (22 h); C: Growth 

rate of candidate neutral locus knock-in strains under different novobiocin concentration culture conditions (22 h) 

(n=3, SEM/SD).
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的条件下，菌株的生长速率下降到 0.13−0.18 h−1

之间，下降幅度大于 50% (图 4C)，这一结果证

实了高拷贝质粒给细胞生长带来严重的代谢负

担[24]，这种影响也体现在菌株荧光表达强度的

图4　代谢压力对中性位点报告基因的表达活性及生长速率的影响

Figure 4　Metabolic stress modulates reporter gene expression activity and growth rate at neutral integration 

sites. A: Fluorescence expression intensity of strains with reporter gene knock-in at candidate neutral sites 

following introduction of the burden plasmid pECXK-99E (n=3, SEM/SD); B: Fold change and percentage 

change in fluorescence intensity of the above strains cultured with the burden plasmid pECXK-99E (n=3, SEM/

SD); C: Growth rates of the above strains in the blank control group and the plasmid-introduced group (n=3, 

SEM/SD).
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变化中；当存在负担质粒时，阳性对照菌株比

荧光强度下降了 39.5% [从(7 087±42) a.u. 降至

(5 131±62) a.u.]，中性位点敲入菌株的比荧光强

度波动值均在 12%−37% 之间，小于阳性对照菌

株中观察到的波动(图 4A、4B)。上述结果表明，

在面临极大的代谢负担压力下虽然所选的中性

位点不会破坏宿主的基础代谢，但其转录活性

仍受全局基因组调控网络和细胞代谢状态的间

接调控。

为研究不同碳源对中性位点敲入菌株生长

和荧光强度的影响，根据 24 个已表征位点的整

合效率、表达强度差异，选取高、中、低表达

水平且分布于不同基因组分区的 10 个中性位点

敲入菌株分别在以葡萄糖、蔗糖和 D-山梨醇为

碳源的培养基中进行培养，结果如图 5 所示。

在不同碳源条件下，所有敲入菌株与野生型(WT)

的生长速率无显著差异(图 5C)。其中 6 个敲入

菌株在蔗糖中的生长速率最高为 0.23−0.3 h−1、

葡萄糖中的生长速率在 0.23−0.28 h−1 之间、山梨

醇中的生长速率为 0.19−0.25 h−1。以山梨醇为单

一碳源时，所有菌株的比荧光强度普遍较高，

为 6 000−12 000 a.u. (图 5A)，最高为(11 450±

270) a.u. (NS3)，且不同菌株间差异相对较小。

以葡萄糖为单一碳源时比荧光强度与山梨醇接

近，在 6 000−12 000 a.u. 之间；而在以蔗糖为单

一碳源时比荧光强度最低，在 4 000−8 000 a.u.

之间。以葡萄糖组的比荧光强度值为对照，进

行归一化处理比较(图 5B)，其中 7 个敲入菌株

在山梨醇中具有最高的比荧光强度，在蔗糖中

则相反，但菌株之间的差异在不同碳源条件下

未现显著波动。这一结果表明葡萄糖作为偏好

碳源能使报告基因表达和细胞适应性均达到最

优状态。

2.3　功能性基因/基因簇的基因组整合及

基因容量测试

本研究选择了枯草芽孢杆菌来源的淀粉酶

合成基因以及草生欧文氏杆菌来源的番茄红素

合成基因簇以系统评估中性位点的异源表达能

力和基因容量[25-27]。以谷氨酸棒杆菌野生型为

出发菌株，在转化效率高的中性位点 NS3、

NS12、NS19 和 NS24 上利用 Ptuf 调控 Amy 基因

表达，构建出菌株 c-Amy1−4。测定这些菌株的

酶活，发现 4 个重组菌株的淀粉酶活性存在位

点差异，其中 NS3 位点(菌株 c-Amy1)淀粉酶活

性为 1.37 IU/mL，其余位点的淀粉酶活性分别

为 0.88、0.65、0.45 IU/mL；为进一步挖掘中性

位点的表达潜力，以 c-Amy1−4 为基础，在各菌

株的原中性位点处通过同源重组依次增加 2 个

拷贝的 Ptuf-Amy 表达单元，构建得到多拷贝重组

菌株 c-Amy5−12。酶活测定结果显示，多拷贝

整合后淀粉酶活性显著提升，其中最高酶活达

到 2.14 IU/mL，比单拷贝菌株 c-Amy1 提高了

51.1%。

选取番茄红素编码基因簇 crtBIE 评估异源

功能基因簇在谷氨酸棒杆菌中的表达情况，结

果如图 6B 所示，(1)选择 Ptuf 在菌株 cgl-13032

的 NS3、NS12、NS19 和 NS24 位点表达番茄红

素编码基因簇 crtBIE，得到菌株 c-Ly1−4；(2) 4

个菌株的番茄红素产量分别为 18.4、 16.7、

10.2、9.9 mg/L；(3)进一步选择 Ptuf 在菌株 cgl-

13032 的 NS3、NS6、NS2 和 NS10 位点依次增

加 2 个拷贝的番茄红素合成基因簇 crtBIE，构建

菌株 c-Ly5−12，番茄红素产量最高达到 48.4 mg/L。

上述结果表明，随机选择的中性位点能有效用

于异源功能基因簇的表达。

2.4　谷氨酸棒杆菌赖氨酸细胞工厂的

构建

为系统评估中性位点在 L-赖氨酸细胞工厂

构建中的应用效能，本研究以谷氨酸棒杆菌

ATCC 13032 为底盘菌株，采用代谢工程逐步改

造 L-赖氨酸合成代谢途径[28]，构建系列重组菌

株。如图 7 所示，(1) 主合成路径强化：在菌株

cgl-13032 的 NS1 和 NS2 位点分别增加一个拷贝

lysCT311I-G1A 和 homV59A 突变基因，构建菌株
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D101；在菌株 D101 的 NS5 和 NS12 位点分别

增加一个拷贝的 lysCT311I-G1A-asd-aspB 基因簇和

dapA-dapB 基因簇[29]，构建菌株 D102；在菌株

D102 的 NS10 位点增加一个拷贝的 ddh 基因，

图5　不同碳源对中性位点敲入菌株的表达活性及生长速率的影响

Figure 5　Effects of different carbon sources on the expression activity and growth rate of neutral site-knockin 

strains. A: Specific fluorescence intensity of candidate neutral site-knockin strains cultured under different carbon 

source conditions (22 h) (n=3, SEM/SD); B: Relative percentage of specific fluorescence intensity normalized 

with sucrose and sorbitol as carbon sources, with the specific fluorescence intensity of candidate neutral site-

knockin strains using glucose as carbon source set as 100% (n=3, SEM/SD); C: Growth rate of candidate neutral 

site-knockin strains cultured under different carbon source conditions (22 h) (n=3, SEM/SD).
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并且在 NS6 位点增加一个拷贝的 lysA 基因[30]，

构建菌株 D103。 (2) 前体供应强化：在菌株

D103 的 NS8 位点增加一个拷贝的 ppcA482V 基

因，构建菌株 D201；在菌株 D201 的 NS9 位点

图6　中性位点功能基因表达情况及基因容量测试

Figure 6　Functional gene expression and gene capacity test at neutral sites. A: Expression of amylase gene 

knocked in at neutral sites with different copy numbers; B: Expression of lycopene synthesis gene cluster 

knocked in at neutral sites with different copy numbers.

图7　谷氨酸棒杆菌L-赖氨酸细胞工厂的构建

Figure 7　Construction of Corynebacterium glutamicum L-lysine cell factory. A: Metabolic pathway diagram of 

L-lysine production in Corynebacterium glutamicum; B: Schematic diagram of L-lysine-producing strain 

construction; C: Lysine production data from 5 L fermenter fermentation.
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增加一个拷贝的 pycP458S-G1A 基因，构建菌株

D202。(3) 辅因子供应强化：在菌株 D202 的基

础上在 NS7 位点整合大肠杆菌来源的 pntAB 基

因簇[31]，构建菌株 D301。在 5 L 发酵罐中，菌

株 D301 中 L-赖氨酸产量、转化率及生产强度分

别为 49.51 g/L、14.25 g/g 和 1.53 g/(L·h) (图 7)。

上述结果表明，通过中性位点定向整合策略实

现了 L-赖氨酸合成路径关键基因、前体供应基

因及辅因子再生基因的精准调控与稳定表达，

成功构建了高效稳定的 L-赖氨酸生产菌株

D301。

3　　结论结论

针对谷氨酸棒杆菌基因组高 G+C 含量及基

因间隔区较短的结构特点，本研究开发了计算

机辅助筛选工具 CgNSFinder，旨在系统性地识

别基因组中可用于异源基因整合的中性位点[32]，

以解决传统遗传工程中整合位点资源稀缺及随

机整合效率低下的关键问题。通过该工具，本

研究成功筛选出 96 个候选中性位点，并对其中

的 24 个进行了实验验证，最终获得 19 个整合

效率超过 50% 的位点。在此基础上，将淀粉酶

基因、番茄红素合成基因簇及赖氨酸合成关键

基因分别整合至上述中性位点，均实现了目标

产物的高效合成。特别是构建的 L-赖氨酸生产

菌株 D301，在 5 L 发酵罐中经 36 h 发酵，产量

达到 49.51 g/L，底物转化率为 14.25 g/g，生产

强度为 1.53 g/(L·h)，充分证明了这些中性位点

在工业菌株构建中的巨大潜力。
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