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摘 要：【目的】L-组氨酸是一种含咪唑环结构的高附加值氨基酸，广泛应用于医药、食品和添

加剂行业。然而，微生物发酵法生产 L-组氨酸面临主合成路径碳通量低、前体供应不足和副产

物积累等问题。【方法】以大肠杆菌(Escherichia coli)为底盘菌株，采用理性代谢工程系统优化大

肠杆菌的 L-组氨酸合成能力。【结果】通过解除组氨酸操纵子转录衰减、引入高效三磷酸腺苷

(adenosine triphosphate, ATP)磷酸核糖转移酶突变体和在质粒水平过表达 L-组氨酸合成路径基因，

提高了 L-组氨酸的代谢通量；通过重构磷酸戊糖途径增加 L-组氨酸前体 5-磷酸核糖焦磷酸(5-

phosphoribosyl pyrophosphate, PRPP)的供应；进一步通过阻断甲酸和乙酸代谢途径减少了碳代谢流

的损耗。随后研究了不同的氮源对 L-组氨酸发酵的影响，并系统性优化了发酵温度、pH 和溶解氧参

数，5 L 发酵罐中 L-组氨酸的产量、转化率和生产强度分别达到 34.84 g/L、0.13 g/g 和 0.73 g/(L·h)。

此外，通过关键基因表达和胞内代谢物分析发现，工艺优化有利于增强主合成路径表达、改善能

量与氧化还原状态并提高氨供体供给。【结论】本研究为微生物高效生产 L-组氨酸提供了可行的

代谢工程策略与工艺基础。
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Abstract: [Objective] L-histidine is a high-value, imidazole-containing amino acid with broad 

applications in the pharmaceutical, food, and additive industries. The fermentative production of L-

histidine remains constrained by the low carbon flux through the core biosynthetic route, limited 

precursor availability, and by-product accumulation. [Methods] With Escherichia coli as the 

chassis, L-histidine biosynthesis was systematically improved through rational metabolic 

engineering. [Results] The flux toward L-histidine was enhanced by elimination of transcriptional 

attenuation of the histidine operon, introduction of an efficient adenosine triphosphate (ATP) 

phosphoribosyltransferase mutant, and plasmid-based overexpression of key pathway genes. The 

pentose phosphate pathway was reconstructed to increase the precursor 5-phosphoribosyl 

pyrophosphate (PRPP) supply. In parallel, carbon loss was reduced by blocking formate- and 

acetate-forming pathways. Nitrogen sources were subsequently evaluated, and fermentation 

parameters, including temperature, pH, and dissolved oxygen, were systematically optimized. 

Under the optimized conditions, the L-histidine titer, yield, and productivity reached 34.84 g/L, 

0.13 g/g, and 0.73 g/(L·h), respectively. In addition, the analysis of key gene expression and 

intracellular metabolites suggested that process optimization was conducive to enhancing the 

expression of the main synthetic pathway, improving energy and redox states, and increasing the 

ammonia donor supply. [Conclusion] The results establish an effective metabolic engineering 

strategy and a process basis for efficient microbial production of L-histidine.

Keywords: L-histidine; Escherichia coli; metabolic engineering; by-product; fermentation 
optimization

L-组氨酸是一种重要的半必需氨基酸，广泛

应用在医药、食品和添加剂等领域[1]。L-组氨酸

的功能性衍生物如肌肽和麦角硫因在抗氧化方

面发挥重要作用[2]。传统上应用化学合成和蛋白

水解法生产 L-组氨酸面临环境安全和可持续发

展的挑战[3]。为了满足不断增长的市场需求，开

发高效、可持续的微生物发酵法生产 L-组氨酸

已成为工业界与学术界的共同目标。

大肠杆菌(Escherichia coli)和谷氨酸棒杆菌

(Corynebacterium glutamicum)是生产 L-组氨酸的

主要底盘微生物。L-组氨酸的生物合成路径在

E. coli 和 C. glutamicum 中高度保守，都是以 5-

磷酸核糖焦磷酸(5-phosphoribosyl pyrophosphate, 

PRPP)和三磷酸腺苷(adenosine triphosphate, ATP)
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为前体，经过 10 步酶催化反应生成[4]，具有以

下共同特征。(1) ATP 磷酸核糖转移酶(HisG；由

hisG 编码)作为 L-组氨酸合成途径的第一个酶，

受到 L-组氨酸的严格反馈抑制[5-6]。研究人员通

过引入限速酶突变体解除反馈抑制，例如在野

生 型 E. coli MG1655 中 将 EcHisG 突 变 为

EcHisGE271K[7] 和 在 野 生 型 C. glutamicum ATCC 

13032 中 将 CgHisG 突 变 为 CgHisGT235P-Y56M[8]，

分别使 L-组氨酸产量达到 0.2 g/L 和 0.83 g/L。

(2)前体 PRPP 经磷酸戊糖途径(pentose phosphate 

pathway, PPP)生成，胞内浓度较低[9]。已有研究

报道过表达 zwf 和 gnd 强化 PPP 代谢通量，使

L-组氨酸产量相较于对照提高了 1.33 倍，进一

步过表达 prs 使 L-组氨酸产量相较于对照提高

了 1.44 倍。(3)路径存在高氧化还原和能量需求，

合成 1 mol 组氨酸需要 2 mol NAD+ 和 9.4 mol 

ATP[10]。 通 过 引 入 枯 草 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

subtilis) NADH 依赖型谷氨酸脱氢酶 rocG 强化

NAD+再生，使 L-组氨酸产量提升 23.4%，达到

10.1 g/L[11]。此外，敲除黄素还原酶编码基因

frd1 和 frd2 降低活性氧水平，使胞内 ATP 水平

提高了 24%，L-组氨酸产量提高了 1.51 g/L[8]。

(4)同时依赖 L-谷氨酸[12]和 L-谷氨酰胺[13]作为氨

供 体 。 通 过 在 E. coli 中 过 表 达 EcgdhA 和

EcglnA 提高氨供体可用性，使 L-组氨酸产量提

升了 12.47%[14]。(5)与嘌呤从头合成路径存在串

扰 ， 嘌 呤 合 成 与 L- 组 氨 酸 合 成 竞 争 ATP[9]。

purF 的敲除可以阻断嘌呤从头合成途径，同时

也因核苷酸合成受限造成生长抑制，培养基中

额外添加 10 mg/L 硫胺素缓解细胞生长抑制后使

L- 组 氨 酸 产 量 提 升 12.33%[11]。 (6) E. coli 和

C. glutamicum 中的 L-组氨酸特异性输出蛋白尚

未 报 道 ， 但 是 有 研 究 表 明 在 E. coli 中 表 达

C. glutamicum 来 源 的 L- 赖 氨 酸 外 排 蛋 白

CgLysE[11]和 E. coli 来源的碱性氨基酸外排蛋白

EcArgO[14]使 L-组氨酸产量分别提升了 16.83%

和 9.41%。L-组氨酸的生物合成路径在 E. coli 和

C. glutamicum 中 的 差 异 则 主 要 体 现 在 ： 在

C. glutamicum 中 L-组氨酸合成相关基因并非排

列于单一长操纵子，而是分散在多个转录单元，

包括 hisN、hisEG 和 hisHAFI，具有更复杂的多

内部启动子调控和 RNA 层面调控特征；而在

E. coli 中合成路径基因以经典 L-组氨酸操纵子

(his operon)的形式组织存在，基因排列顺序为

hisLGDCBHAFI，具有操纵子整体调控、路径集

中改造和多位点工程操作方面的优势。总之，

通过定向的代谢工程策略有效提升了工程菌株

的 L-组氨酸生产性能，但由于合成路径碳代谢

通量不足、副产物积累和发酵过程优化的欠缺

限制了 L-组氨酸细胞工厂的进一步发展。

本研究以 E. coli BL21 为出发菌株，系统

构建高效生产组氨酸的工程菌株，结合培养

基氮源和发酵过程控制优化实现 L-组氨酸的

高效合成。首先重构和优化 L-组氨酸主合成

路径提高 L-组氨酸的代谢通量，其次重构和

优化磷酸戊糖途径增加 L-组氨酸前体 PRPP 的

供应，进一步通过阻断甲酸和乙酸代谢途径

减少碳代谢流的损耗，最后研究不同的氮源

对 L-组氨酸发酵的影响，系统性优化发酵温

度、pH 和溶解氧参数，并通过关键基因表达

与胞内代谢物分析探究工艺优化促进 L-组氨

酸积累的内在机制。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　材料

1.1.1　菌株和质粒

实验采用 E. coli BL21 作为 L-组氨酸生产的

底盘菌株和基因克隆模板，选用 E. coli DH5α 作

为质粒构建的宿主。本研究使用的菌株和质粒

见表 1，引物信息见表 2。
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表2　本研究所用引物

Table 2　Primers used in this study

UH-ΔhisL-F
UH-ΔhisL-R
DH-ΔhisL-F
DH-ΔhisL-R
UH-ilvG-F
UH-ilvG-R
CghisG-F
CghisG-R
EchisG-F
EchisG-R

CAGCCTCGCGCTGAAAGT
CCTAGGACTGAGCTAGCTGTCAAAAAAGTCTCTGTGAATGTTTATTCAACTGA
CCTAGGTATAATGCTAGCAAAGAGGAGAAATACTAGATGACAGACAACTCTCG
ATCGCATCCGCCAGTCC
TTTGTGCAAGTGAAGTTGAGTTGTTCT
CTAGGACTGAGCTAGCTGTCAAAGTTAGTTCCCCGTCCTGAATCTTGAGAAA
CAGTCCTAGGTATAATGCTAGCAAAGAGGAGAAATACTAGATGTTGAAAATCGCTGTCCC
CTAGATGCGGGCGATGCGGAT
GTATAATGCTAGCAAAGAGGAGAAATACTAGATGACAGACAACACTCGTTTAC
TCACTCCATCATCTTCTCAATCGGC

Primer names Primer sequences (5′→3′)

表1　本研究所用菌株和质粒

Table 1　Strains and plasmids used in this study

Strains and plasmids

pCas9

pTargetF

pCDR

pCDR-His

DH5α

WT

E. coli H01

E. coli H02

E. coli H03

E. coli H04

E. coli H05

E. coli H06

E. coli H07

E. coli H08

E. coli H09

E. coli H10

E. coli H11

E. coli H12

E. coli H13

E. coli H14

E. coli H15

E. coli H16

E. coli H17

E. coli H18

E. coli H19

E. coli H20

E. coli H21

E. coli H22

E. coli H23

E. coli H24

E. coli H25

Characteristics

epA101 (Ts) KanR, Pcas-cas9 ParaB-RedlacIq, Ptrc-sgRNA-pMB1

ColE1, SDR, PBJ23119-sgRNA

CloDF13 ori, SmR, PBJ23119, T7 terminator

CloDF13 ori, SmR, PBJ23119, T7 terminator, hisDCBHAFI

E. coli DH5α (for the preparation of chemically competent cells)

E. coli BL21

E. coli BL21, ΔhisL

E. coli H01, ΔilvG::PBJ23119-B0034-CghisGN215I

E. coli H01, ΔilvG::PBJ23119-B0034-CghisGG233H, T235Q

E. coli H01, ΔilvG::PBJ23119-B0034-CghisGN215K, L231A, T235A

E. coli H01, ΔilvG::PBJ23119-B0034-CghisGS143F, Δ209-281

E. coli H01, ΔilvG::PBJ23119-B0034-EchisGE271K

E. coli H03, Δrph::PBJ23119-B0034-CghisGG233H, T235Q

E. coli H07, ΔrpnD::PBJ23119-B0034-CghisGG233H, T235Q

E. coli H08, ΔfryA::PBJ23119-B0034-CghisGG233H, T235Q

E. coli H08, harboring pCDR-His

E. coli H10, ΔpurR

E. coli H11, ΔyeeP::PBJ23119-B0034-Ecprs

E. coli H11, ΔyeeP::PBJ23119-B0034-Cgprs

E. coli H11, ΔyeeP::PBJ23119-B0034-Smprs

E. coli H14, ΔlafU::PBJ23119-B0034-Smprs

E. coli H15, ΔyjiP::PBJ23119-B0034-Smprs

E. coli H16, ΔyghX::PBJ23119-B0034-Smprs

E. coli H16, ΔyghX::PBJ23119-B0034-Cggnd fbr

E. coli H18, ΔyeeL::PBJ23119-B0034-zwf

E. coli H19, Δedd

E. coli H19, ΔpflB-focA

E. coli H19, Δpta

E. coli H19, ΔackA

E. coli H19, ΔpflB-focA, Δpta

E. coli H19, ΔpflB-focA, Δpta, ΔtdcD-tdcE

Source

Lab storage

Lab storage

Lab storage

This study

Lab storage

Lab storage

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

(待续)
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DH-ilvG-F
DH-ilvG-R
hisDCBHAFI-F
hisDCBHAFI-R
UH-ΔpurR-F
UH-ΔpurR-R
DH-ΔpurR-F
DH-ΔpurR-R
UH-yeep-F
UH-yeep-R
Ecprs-F

Ecprs-R
Cgprs-F
Cgprs-R
Smprs-F
Smprs-R
DH-yeep-F
DH-yeep-R
UH-yghX-F
UH-yghX-R
Cggnd-F
Cggnd-R
DH-yghX-F
DH-yghX-R
UH-yeeL-F
UH-yeeL-R
zwf-F
zwf-R
DH-yeeL-F
DH-yeeL-R
UH-Δedd-F
UH-Δedd-R
DH-Δedd-F
DH-Δedd-R
UH-ΔpflB-focA-F
UH-ΔpflB-focA-R
DH-ΔpflB-focA-F
DH-ΔpflB-focA-R
UH-Δpta-F
UH-Δpta-R
DH-Δpta-F
DH-Δpta-R
UH-ΔackA-F
UH-ΔackA-R
DH-ΔackA-F
DH-ΔackA-R
UH-ΔtdcD-tdcE-F
UH-ΔtdcD-tdcE-R
DH-ΔtdcD-tdcE-F
DH-ΔtdcD-tdcE-R

CGCATCGCCCGCATCTAGTGCAACATCAGGTCAATGTATCGG
GCTCATCAATGCTCTGCGAAACC
GAGAAAGAATTCATGAGCTTTAACACAATCATTGACTGGA
CAATTGAGATCTTCACTGATGCCGTTTACGCA
GAAAGCATGACAGCAATCACAAAAAAATGA
ATACTCCATTTCACTCCAGACCCTAACTTC
AATGGAGTATCGTCAACAAACGTGAAGAACC
CCGCTGGCGTTGATGGATGG
CCTCCCGTGTTTTAATTCTCATTGATGGTCA
TACCTAGGACTGAGCTAGCTGTCAAAAACAGCACCTGCTGATGTCC
GCTCAGTCCTAGGTATAATGCTAGCAAAGAGGAGAAATACTAGGTGCCTGATATGAAGCTTTTTGCT
GGTAAC

TTAGTGTTCGAACATGGCAGAGATCG
CAGTCCTAGGTATAATGCTAGCAAAGAGGAGAAATACTAGATGACTGCTCACTGGAAACAAAACC
CGACAGGTTTAGGCCTCGCCCTCGAA
AGTCCTAGGTATAATGCTAGCAAAGAGGAGAAATACTAGATGCCTGATATGAAGCTTTTTGCTG
CACGACAGGTTTAATGCTCGAACATCGCAGAGATC
TGTTCGAACACTAAACCTGTCGTGACTGATGCCC
CGGGTGCACAACGATGTCAG
GCCAGCCTTGGTAGAGATAATCAG
ATTATACCTAGGACTGAGCTAGCTGTCAACGTTGCACTCCTCAGTTGGTGTT
ATAATGCTAGCAAAGAGGAGAAATACTAGATGCCGCGTTTAACCGCC
TTAAGCTTCAACCTCGGAGCGG
TTGAAGCTTAATAGGTTTATCTCTTACGGGATTACGTCTTAAA
TGGTTATCGATATCATGATACTGCGGC
GAGCGTTCCCATCGCCG
ACCTAGGACTGAGCTAGCTGTCAAACCTAACCTCGCCTCCCTACTG
TAGGTATAATGCTAGCAAAGAGGAGAAATACTAGATGGCGGTAACGCAAACAGC
TTACTCAAACTCATTCCAGGAACGACCATCA
CCTGGAATGAGTTTGAGTAAGACAGTACTTATGCATAGTAATGCCGATCT
TACACGCTCCCCAGAGCAAACT
CAAGCTGGATCTGAGCTATTCAGAAACC
TCGTCAAAGGCTCCTGAAATTGAGTTG
CCTTTGACGACAAATTTGTAATCAGGCGAGAGAAA
CGGACCTGGGAGAACGGA
GTAGATAGCGATCTGCACGCGT
AATCTAAACTAACTCTCTCTTTATTAAGTCGGCGA
AGTTAGTTTAGATTTGACTGAAATCGTACAGTAAAAAGCG
ACAGGTATGAATGCCTTCTTTTTTGCA
GGCATGAGCGTTGACGCA
ACGAGAGGTTTATCCTCTTTCGTTACCGCC
ATAAACCTCTCGTCATCATCCGCAGCT
GATCCTGAGGTTAACCCTTCAAACG
GATCGGCGGCATAAAACGGA
GTGAAAGGAAGTACCTATAATTGATACGTGGCTAAAAA
ACTTCCTTTCACACCGCCAGCTCAG
AGTGCCCTGAGACATAACGAAGAC
CAAAGCGCAGAATATTCCAGTGCT
CCGGCGCTCTTTTCTCATCCTGAGTTACGGATTAAAACA
AAAAGAGCGCCGGAGGATGTATGAAAAAGATT
TTGAAAATATCGAATGCACTAATCATATCCACAC

(续表 2)

Primer names Primer sequences (5′→3′)

(续表2)
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1.1.2　主要试剂和仪器

限制性内切酶、Prime Star Max 高保真酶、

T4 DNA 连接酶、DNA marker，宝生物工程(大

连)有限公司；一步同源重组酶、细菌 DNA 提

取试剂盒、质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒、

产物纯化试剂盒，南京诺唯赞生物科技有限公

司；RNA 提取试剂盒，天根生化科技(北京)有

限公司；NAD+/NADH 检测试剂盒(WST-8 法)、

增强型 ATP 检测试剂盒，上海碧云天生物技术

股份有限公司；Glu/Gln 检测试剂盒(WST 法)，

武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司；硫酸卡

那霉素、氨苄青霉素、链霉素、阿拉伯糖、异

丙基硫代半乳糖苷(IPTG)，生工生物工程(上海)

股份有限公司；甲酸、乙酸，Sigma-Aldrich 公

司；L-组氨酸标准品，上海阿拉丁生化科技股份

有限公司；基因由苏州金唯智生物科技有限公

司合成；其他试剂购自国药集团化学试剂有限

公司。

高 速 离 心 机 、 电 转 仪 ， Eppendorf 公 司 ；

PCR 仪、凝胶成像仪、电泳仪，Bio-Rad 公司；

紫外可见分光光度计，SHIMADZU 公司；恒温

培养箱，上海跃进医疗器械有限公司；M-100

生物传感器，深圳西尔曼科技有限公司；高效

液相色谱仪，赛默飞世尔科技(中国)有限公司；

高效液相色谱柱，安捷伦科技有限公司；TJ-

Intelli-Ferm 平行生物反应器，迪必尔生物工程

有限公司。

1.1.3　培养基

LB 培养基(g/L)：酵母提取物 5.0，蛋白胨

10.0，NaCl 10.0。

固体活化培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母

提取物 5.0，NaCl 10.0，牛肉膏 10，琼脂粉 20。

种 子 培 养 基 (g/L)： 葡 萄 糖 40.0， 酵 母 粉

5.0， KH2PO4 3.0， (NH4)2SO4 5.0， MgSO4·

7H2O 1.5， FeSO4·7H2O 20.0 mg/L， MnSO4·

H2O 20.0 mg/L，ZnSO4·7H2O 4.0 mg/L，CoCl2·

6H2O 4.0 mg/L，VB1 2.0 mg/L，VB5 2.0 mg/L，

VB7 2.0 mg/L，链霉素 50.0 mg/L。氨水调节 pH

至 7.0。

发 酵 培 养 基 (g/L)： 葡 萄 糖 20.0， 酵 母 粉

7.0，玉米浆干粉 21.0，KH2PO4 7.0，(NH4)2SO4 

7.0，MgSO4·7H2O 3.0，FeSO4·7H2O 20.0 mg/L，

MnSO4·H2O 20.0 mg/L，ZnSO4·7H2O 4.0 mg/L，

CoCl2·6H2O 4.0 mg/L， VB1 2.0 mg/L， VB5 

2.0 mg/L，VB7 2.0 mg/L，链霉素 50.0 mg/L。氨

水调节 pH 至 6.7。

1.2　基因编辑

本研究参考文献[15]，采用 CRISPR-Cas9 技

术进行基因编辑。所用引物序列见表 2，以 E. 

coli H01 构建过程为例，以实验室保藏的 E. coli 

BL21 WT 基因组为模板，用引物对 UH-ΔhisL-F/

UH- ΔhisL-R 和 DH- ΔhisL-F/DH- ΔhisL-R 扩 增

hisL 的上下游 500 bp 同源臂。PCR 反应体系

(50 μL)：Prime Star Max 25 µL，上、下游引物

(10 µmol/L) 各 1 µL， DNA 模 板 1 µL， ddH2O 

22 µL。 PCR 反 应 条 件 ： 98 ℃ 预 变 性 3 min；

98 ℃变性 10 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，

共 34 个循环；72 ℃终延伸 10 min；以扩增出的

hisL 上下游同源臂回收产物为模板，用 UH-

ΔhisL-F/DH-ΔhisL-R 引物对扩增 hisL 敲除盒。

通过制备 E. coli BL21 WT (携带 pCas9)电转感受

态，将片段 hisL 敲除盒与质粒 pTarget-hisL 按照

2:1 的比例添加并电击转化导入菌株，30 ℃培养

24 h 并对长出的单菌落进行验证。验证成功后，

通 过 在 培 养 基 中 添 加 IPTG (0.1 mmol/L) 去 除

pTarget 质粒，42 ℃下培养 12 h 去除 pCas9 质

粒。其余整合菌株的构建方法与此相同。

1.3　重组质粒构建

采用 Gibson 组装技术进行质粒构建。利用

设 计 的 引 物 对 ( 表 2) hisDCBHAFI-F 和

hisDCBHAFI-R 从 E. coli BL21 基 因 组 扩 增

hisDCBHAFI 片 段 。 PCR 反 应 体 系 (50 μL)：

Prime Star Max 25 µL，上、下游引物(10 µmol/L)

各 1 µL，DNA 模板 1 µL，ddH2O 22 µL。PCR

反应条件：98 ℃预变性 3 min；98 ℃变性 10 s，
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55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 3 min，共 32 个循

环；72 ℃终延伸 10 min。将 hisDCBHAFI 片段

连 接 到 线 性 化 载 体 pCDR 上 得 到 质 粒 pCDR-

His。

1.4　菌体培养

1.4.1　种子培养

用接种环将甘油保菌管中的菌液划线至活

化平板，置于 32 ℃恒温培养箱中培养 24 h。之

后，用 5 mL 生理盐水充分冲洗平板上的菌落，

控制冲洗所得菌液的 OD660 在 3.0−4.0 之间。取

1 mL 冲洗所得菌液接种至装有 30 mL LB 液体

培养基的 100 mL 摇瓶中，置于旋转式摇床中培

养，34 ℃、220 r/min 培养 4−5 h。当 OD660 达到

4.0−5.0 时完成菌株的一级种子培养。

1.4.2　摇瓶发酵

将 5 mL 一级种子液接种至装有 43 mL 发酵

培养基的 500 mL 挡板瓶中，加入 2 mL 质量分

数为 50% 的 D-无水葡萄糖溶液，最终体积为

50 mL。将待测菌株置于旋转式摇床中 34 ℃、

220 r/min 培 养 18 h。 发 酵 过 程 中 通 过 添 加

NH4OH 将 pH 维持在约 7.0。以苯酚红为指示

剂，当发酵液呈红色且不再变化时视为糖分不

足，补加 1 mL 质量分数为 50% 的葡萄糖溶液。

1.4.3　5 L 发酵罐补料分批发酵

将一级种子按照 2.5% 的接种量接种至装液

量 2 L 的 5 L 种子罐进行二级种子培养。培养过

程中通过添加 NH4OH 将 pH 维持在 7.0，温度恒

定控制在 34 ℃。为保持 30%−40% 的溶解氧水

平，空气流量设定为 2−4 L/min，罐压控制在

0.02−0.05 MPa，搅拌转速从 300 r/min 逐步提高

至 600 r/min。初始葡萄糖浓度控制在 40 g/L。

培养时间 8−10 h。当 OD660 达到 20−25 时，二级

种子培养完成。

将二级种子按照 15% 的接种量接种至装液

量 2 L 的 5 L 发酵罐中。发酵过程中通过添加

NH4OH 将 pH 维 持 在 6.7， 温 度 恒 定 控 制 在

34 ℃。为保持 35% 的溶解氧水平，空气流量设

定为 2−4 L/min，罐压控制在 0.02−0.05 MPa，搅

拌转速从 300 r/min 逐步提高至 800 r/min。初始

葡萄糖浓度控制在 20 g/L。当葡萄糖浓度低于

1 g/L 时开始补料，通过流加 720 g/L 的葡萄糖

溶液维持葡萄糖浓度在 0.5−3.0 g/L。必要时可添

加适量的消泡剂以消除泡沫。

1.5　发酵参数测定

取适量发酵液进行适当稀释，紫外分光光

度 计 在 波 长 660 nm 条 件 下 测 定 吸 光 度 ， 用

OD660 表示。

取适量发酵液进行适当稀释，12 000 r/min

离心 2 min，取上清使用 M-100 生物传感器分析

仪进行葡萄糖测定。

1.6　产物的测定

采用高效液相色谱法，以邻苯二甲醛(ortho-

phthalaldehyde, OPA) 进 行 柱 前 衍 生 ， 使 用

ZORBAX Eclipse AAA 分析柱(4.6 mm×150 mm，

5 μm 进行梯度洗脱：0 min 为 92% 流动相 A+

8% 流动相 B；27.5 min 为 40% 流动相 A+60%

流动相 B；31.5 min 为 0 流动相 A+100% 流动相

B； 34.0 min 为 0 流 动 相 A+100% 流 动 相 B；

35.5 min 为 92% 流动相 A+8% 流动相 B。设定进

样体积 12 μL，在柱温 40℃，流速 1.0 mL/min，

波长 UV 338 nm 条件下检测。

流动相 A：3.01 g 无水乙酸钠，5 mL 四氢

呋喃，200 μL 三乙胺，超纯水定容至 1 000 mL，

乙酸调整 pH 至 7.2；流动相 B：3.01 g 无水乙酸

钠，400 mL 乙腈，400 mL 甲醇，超纯水定容至

1 000 mL，乙酸调整 pH 至 7.2。

1.7　有机酸的测定

使 用 Aminex HPX-87H 色 谱 柱 (7.8 mm×

300 mm)在 55 °C 条件下进行分析，以 5 mmol/L

硫酸溶液为流动相，设定进样体积 10 μL，在柱

温 52 ℃，流速 0.6 mL/min，波长 UV 210 nm 条

件下检测。

1.8　RT-qPCR 分析

所有样品经 4 ℃、10 000 r/min 离心 5 min
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收集细胞。用无菌 PBS 缓冲液对收集的细胞洗

涤 2 次后，将样品进行液氮速冻。使用 RNA 提

取试剂盒提取细胞总 RNA。再以 cDNA 聚合酶

进行反转录以合成互补 cDNA。在实时荧光定量

PCR 仪上进行实时荧光定量逆转录聚合酶链式

反 应 (real-time reverse transcription quantitative 

PCR, RT-qPCR)。 PCR 反 应 体 系 (20 μL)： TB 

Green Premix Ex Taq 10 µL， 上 、 下 游 引 物

(10 µmol/L)各 2.5 µL，cDNA 模板 1 µL，ddH2O 

4 µL。 PCR 反 应 条 件 ： 95 ℃ 10 min； 95 ℃ 

15 s，55 ℃ 20 s，72 ℃ 30 s，共 39 个循环。所

有样品均制备 3 个平行样品进行检测。基因表

达数据以 16S rRNA 基因作为内参基因进行了标

准化。所有样品均设置 3 个重复，以保证结果

的重复性。

1.9　胞内代谢物检测

胞内代谢物浓度分别采用 NAD+/NADH 检

测试剂盒(WST-8 法)、增强型 ATP 检测试剂盒

和 Glu/Gln 检测试剂盒(WST 法)按照相应的说明

书进行测定，4 °C、10 000 r/min 离心 5 min 收

集菌体，随后用无菌 PBS 缓冲液洗涤 2 次，使

用配套提取缓冲液提取相应的代谢物用于后续

分析。

1.9.1　NAD+/NADH 检测

使用 NAD+/NADH 检测试剂盒 (WST-8 法)

对胞内 NAD+/NADH 含量进行检测。乙醇在乙

醇脱氢酶作用下被氧化为乙醛，同时 NAD+被还

原为 NADH。在 1-甲氧基-5-甲基吩嗪甲基硫酸

盐(1-mPMS)存在条件下 NADH 可将 WST-8 还

原生成甲臜产物，该产物在约 450 nm 处具有最

大 吸 收 峰 ； 生 成 的 甲 臜 量 与 样 品 中 NAD+ 和

NADH 的总含量成正比。对于 NADH 的特异性

定量，将样品于 60 °C 孵育 30 min 以选择性分

解 NAD+，随后采用比色法测定剩余的 NADH

含量。NAD+含量则通过总 NAD+/NADH 含量减

去 NADH 含量计算得到。

1.9.2　ATP 检测

使用增强型 ATP 检测试剂盒对胞内 ATP 含

量进行检测。ATP 含量采用基于荧光素酶的生

物发光法进行测定，其中萤火虫荧光素酶催化

荧光素发生 ATP 依赖性反应。在底物饱和条件

下，于线性检测范围内发光强度与 ATP 浓度成

正比。

1.9.3　L-谷氨酸/L-谷氨酰胺检测

L-谷氨酸的测定基于酶促反应使 NAD+还原

为 NADH，随后 NADH 将 WST-8 还原生成甲臜

产物，该产物在 450 nm 处具有最大吸收峰。L-

谷氨酸含量根据该波长下的吸光度进行计算。

谷氨酰胺的测定则通过酶促转化生成 γ-谷氨酰

羟肟酸，在酸性条件下其与铁离子形成稳定复

合物，并在 540 nm 处呈现特征吸收峰。通过分

光光度法测定 540 nm 处的吸光度，以进行定量

分析。

1.10　转化率和生产强度计算

转化率和生产强度计算如公式(1)、(2)所示。

转化率(g/g)=
L -组氨酸总产量(g)

葡萄糖总消耗量(g)
(1)

生产强度[g/(L·h)]=
L -组氨酸浓度(g/L)

发酵时间(h)
(2)

2　　结果与分析结果与分析

2.1　优化合成路径提高 L-组氨酸生产

强度

在 E. coli 中 L- 组 氨 酸 生 物 合 成 操 纵 子

hisLGDCBHAFI 表达受到前导肽 HisL (hisL 编

码)的调控(图 1A)，随着胞内 L-组氨酸浓度升高

HisL 抑制操纵子基因转录[16]。为解除操纵子的

转录衰减和 HisG 受到的反馈抑制，在菌株 E. 

coli BL21 中删除 hisL，构建菌株 E. coli H01，

通过摇瓶发酵积累 0.11 g/L 的 L-组氨酸(图 1B)。

同时 RT-qPCR 分析结果表明，敲除 hisL 后，除

hisL 外的组氨酸操纵子基因的表达量上调了 2−5 倍

不等(图 1C)。
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图1　L-组氨酸合成路径重构与优化

Figure 1　 Reconstruction and optimization of the L-histidine biosynthetic pathway. A: Schematic of the L-

histidine biosynthetic pathway in Escherichia coli. PRPP: 5-Phospho-alpha-D-ribose-1-diphosphate; ATP: 

Adenosine-5′-triphosphate; PR-ATP: Phosphoribosyl-ATP; PR-AMP: Phosphoribosyl-AMP; 5′-ProFAR: 1- (5-

phosphoribosyl) -5- [(5-phosphoribosylamino) methylideneamino] imidazole-4-carboxamide; PRFAR: 5- [(5-

phospho-1-deoxyribulos-1-ylamino) methylideneamino]-1-(5-phosphoribosyl) imidazole-4-carboxamide; IGP: D-

erythro-imidazole-glycerol phosphate; IAP: Imidazole-acetol phosphate; HOL-P: L-histidinol phosphate; HOL: L-

histidinol; HAL: L-histidinal; HIS: L-histidine; AICAR: 5-amino-1-(5-phospho-D-ribosyl) imidazole-4-

carboxamide; Gln: L-glutamine; Glu: L-glutamate; α-KG: α-ketoglutarate; NAD+: Oxidized nicotinamide adenine 

dinucleotide; NADH: Reduced nicotinamide adenine dinucleotide. B: Effects of pathway engineering on cell 

growth and L-histidine production. C: Effects of hisL deletion on the expression of histidine operon genes; D: 

hisG/hisGfbr relative expression level; E: Fermentation curve of strain E. coli H10 in a 5 L fermenter.
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基 于 文 献 报 道 筛 选 C. glutamicum 来 源

(CgHisGN215I、CgHisGG233H/T235Q、CgHisGN215K/L2

31A/T235A 和 CgHisGS143F/Δ209-281)[17-19]和 E. coli 来源

(EcHisGE271K)的抗反馈抑制突变体[7]，将各突变

体基因在启动子 PBJ23119 的控制下整合在菌株

E. coli H01 的 ilvG 位 点 ， 分 别 构 建 工 程 菌 株

E. coli H02 至 E. coli H06。上述菌株摇瓶发酵 L-

组氨酸的产量分别为 0.28、0.42、0.32、0.35、

0.25 g/L (图 1B)。因此选定 CgHisGG233H/T235Q 作

为本研究最优突变体。随后依次在菌株 E. coli 

H03 的 rph、 rpnD 和 fryA 位 点 多 拷 贝 整 合

CgHisGG233H/T235Q 突变体基因，构建工程菌株 E. 

coli H07、E. coli H08 和 E. coli H09。摇瓶发酵

结果显示，L-组氨酸产量分别为 0.68、0.98 和

0.88 g/L (图 1B)。菌株 E. coli H03、E. coli H07

和 E. coli H08 中 hisG/hisGfbr 的表达量相较于 E. 

coli H01 分 别 上 调 了 1.01、 3.12、 5.25 倍

(图 1D)。

为进一步强化 L-组氨酸生物合成的代谢通

量，将其余合成路径基因 hisDCBHAFI 连接到

pCDR 质粒，并导入 E. coli H08 中，构建 E. coli 

H10， 其 摇 瓶 发 酵 产 量 为 1.64 g/L， 提 高 了

67.35%，但菌体量降低了 17.71% (图 1B)。在

5 L 发酵罐中发酵 48 h，E. coli H10 的 L-组氨酸

产量、转化率和生产强度为 15.32 g/L、0.05 g/g

和 0.32 g/(L·h)，主要副产物包括甲酸 4.7 g/L 和

乙酸 8.6 g/L (图 1E)。上述结果表明，强化 L-组

氨酸主合成路径能有效提升菌体的生产能力。

2.2　强化前体供给提高 L-组氨酸产量

PRPP 作为 L-组氨酸生物合成前体，由核糖- 

5-磷酸(ribose-5-phosphate, R5P)经磷酸核糖焦磷

酸合酶(PrsA；由 prsA 编码)催化生成，PrsA 受

到全局调控因子 PurR (由 purR 编码)的转录抑制

(图 2A)[20]。为了提高 PRPP 的合成效率，首先

在菌株 E. coli H10 基因组上敲除 purR 基因，构

建菌株 E. coli H11。摇瓶发酵结果显示，E. coli 

H11 的 L-组氨酸产量为 1.71  g/L，较菌株 E. 

coli H10 提 高 了 7.00% ( 图 2B)。 筛 选 来 自

E. coli、C. glutamicum 和粘质沙雷氏菌(Serratia 

marcescens)的 prsA 基因，在 PBJ23119 启动子控制

下整合到菌株 E. coli H11 的 yeeP 基因位点，分

别构建菌株 E. coli H12、E. coli H13 和 E. coli 

H14，摇瓶发酵上述菌株的 L-组氨酸产量分别为

1.83、1.88、1.98 g/L (图 2B)，最优菌株 E. coli 

H14 较 E. coli H11 的 L- 组 氨 酸 产 量 提 高 了

15.79%。随后依次在菌株 E. coli H14 的 lafU、

yjiP 和 yghX 位点多拷贝整合 SmprsA，构建工程

菌株 E. coli H15、E. coli H16 和 E. coli H17，上

述菌株摇瓶发酵的 L-组氨酸产量分别为 2.15、

2.37、2.25 g/L (图 2B)。最优菌株 E. coli H16 较

E. coli H14 的 L- 组 氨 酸 产 量 提 高 了 19.69%。

PPP 充足的代谢通量可以保证途径中代谢物的高

效合成，因此，在菌株 E. coli H16 的 yghX 位点

整合 C. glutamicum 来源不受 PRPP 变构抑制的

Cggnd fbr 基 因 ( 编 码 GndS361F) [21]， 菌 株 E. coli 

H18 产 量 提 高 至 2.53 g/L ( 图 2B)， 提 高 了

6.75%。继续在菌株 E. coli H18 的 yeeL 位点整

合 zwf 基因，菌株 E. coli H19 的 L-组氨酸产量

为 2.71 g/L (图 2B)，提高了 7.11%。然而，当在

菌株 E. coli H19 中敲除 edd 基因以阻断 Entner-

Doudoroff 途径时，菌株 E. coli H20 的 L-组氨酸

产量下降至 2.55 g/L (图 2B)，较 E. coli H19 产

量降低了 5.90%。在 5 L 发酵罐中，E. coli H19

的 L-组氨酸产量、转化率和生产强度为 23.58 g/L、

0.08 g/g 和 0.49 g/(L·h) (图 2C)，较 E. coli H10

分别提高了 53.92%、60.00% 和 53.13%。副产

物甲酸和乙酸的积累量分别降低了 8.51% 和

9.30%。上述结果表明，通过增加 L-组氨酸生物

合成前体 PRPP 的供给有效促进了 L-组氨酸的

生产。

2.3　阻断副产物代谢路径强化 L-组氨酸

生产

尽管通过强化 PPP 关键基因增加了其碳代

谢通量和 L-组氨酸前体供应，但是发酵过程中

仍会产生 4.3 g/L 甲酸和 7.8 g/L 乙酸(图 2C)，这
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不仅降低了 L-组氨酸实际产率，还会对菌体的

生长和蛋白表达造成不利影响[22]。为了减少碳

代谢流的损耗，选择阻断冗余代谢支路以提高

L-组氨酸得率(图 3A)。在菌株 E. coli H19 中分

别敲除了丙酮酸甲酸裂解酶-甲酸转运蛋白基因

pflB-focA、磷酸转乙酰酶基因 pta 和乙酸激酶基

因 ackA[23-24]，构建了菌株 E. coli H21、E. coli 

H22 和 E. coli H23。 在 摇 瓶 条 件 下 单 独 敲 除

pflB-focA 和 pta 后，工程菌的 L-组氨酸产量分

别提高了 5.54% 和 7.75%；单独敲除 ackA 基因

的菌株 L-组氨酸产量降低了 9.23%，可能是因

为敲除乙酸激酶后菌株生长受到影响，导致 L-

组氨酸产量降低；组合敲除 pflB-focA 和 pta 的

菌 株 E. coli H24 的 L- 组 氨 酸 产 量 提 高 了

15.87%，副产物甲酸未检测出，乙酸积累量为

0.8 g/L。为进一步减少乙酸的积累，敲除乙酸代

谢途径相关基因丙酸激酶基因 tdcD 和 α-酮丁酸

甲 酸 酯 裂 解 酶 基 因 tdcE[25]， 构 建 菌 株 E. coli 

H25，在摇瓶条件下 L-组氨酸产量提高至 3.27 g/L，

较 E. coli H19 提高了 20.66%，乙酸未检测出(图

3B)。在 5 L 发酵罐中，E. coli H25 的产量、转

化率和生产强度分别达到 26.92 g/L、0.10 g/g 和

0.56 g/(L·h) (图 3C)，较 E. coli H19 分别提高了

14.16%、25.00% 和 14.29%。副产物甲酸和乙酸

图2　前体强化菌株构建与评估

Figure 2　 Construction and evaluation of precursor-enhanced strains. A: Schematic of the PRPP biosynthetic 

pathway in Escherichia coli (G6P: Glucose-6-phosphate; 6-PG: Gluconate-6-phosphate; Ru5P: Ribulose-5-

phosphate; R5P: Ribose-5-phosphate; Xu5P: Xylulose-5-phosphate; F6P: Fructose-6-phosphate; G3P: 

Glyceraldehyde-3-phosphate; KDPG: 2-Keto-3-deoxy-6-phosphogluconate; PYR: Pyruvate); B: Effects of 

pentose phosphate pathway engineering on cell growth and L-histidine production; C: Fermentation curve of 

strain E. coli H19 in a 5 L fermenter.
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分别积累了 0.4 g/L 和 0.8 g/L，较 E. coli H19 分

别下降了 90.69% 和 89.74%。上述结果表明，阻

断冗余代谢路径不仅是对已有代谢工程改造的

补充，而且是提高 L-组氨酸碳原子利用效率和

发酵稳定性的关键策略。

2.4　系统发酵工艺优化强化 L-组氨酸

合成

L-组氨酸分子中碳氮比为 2:1，其氮元素质

量占比高达 27.1%，在常见的 20 种蛋白质氨基

酸中仅次于精氨酸(32.2%)，属于高氮含量氨基

酸。其分子中的 3 个氮原子分别来自 ATP、L-

谷氨酸和 L-谷氨酰胺，因此氮源供给不仅影响

细胞生长，也直接关系到核苷酸合成、氨供体

供给及 L-组氨酸的合成效率[26]。为进一步提高

菌株 E. coli H25 的 L-组氨酸生产潜力，首先在

摇瓶水平对无机氮源的种类及含量进行考察。

硫酸铵和氯化铵各设置 3、5、7、9 g/L 4 个梯度

(图 4A)，添加 7 g/L 的硫酸铵时 L-组氨酸产量

最高，为 3.41 g/L，相较于优化前提高 4.28%。

进一步对有机氮源添加量进行了优化，在添加

7 g/L 酵母粉的基础上，额外设置 7、14、21、

28 g/L 玉米浆干粉的添加梯度(图 4B)，将添加

量从 7 g/L 提高到 21 g/L 时有利于 L-组氨酸的

生产，即有机氮源添加 7 g/L 酵母粉和 21 g/L 玉

图3　副产物路径阻断菌株构建与评估

Figure 3　Construction and evaluation of by-product pathway-blocked strains. A: Schematic representation of by-

product metabolic pathways (PEP: Phosphoenolpyruvate; OAA: Oxaloacetate; CIT: Citrate; ICT: Isocitrate; 

α -KG: α -Ketoglutarate; SUC-CoA: Succinate-CoA; SUC: Succinate; FUM: Fumarate; MAL: Malate; GLA: 

Glyoxylate; FA: Formic acid; Acetyl-P: Acetyl phosphate; ACE: Acetate); B: Effects of by-product pathway 

disruption on cell growth and L-histidine production; C: Fermentation curve of strain E. coli H25 in a 5 L 

fermenter.
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米浆干粉时 L-组氨酸产量最高，为 3.73 g/L，较

优化前提高 9.38%。然而当玉米浆干粉添加量提

高至 28 g/L 时，菌体量提高了 3.94%，L-组氨酸

产量并未提升。在 5 L 发酵罐中对最优氮源比例

进行验证，L-组氨酸产量、转化率和生产强度分

别提升到 29.52 g/L、0.11 g/g 和 0.62 g/(L·h) (图

4C)，较优化前分别提高了 9.80%、10.00% 和

10.71%。这表明通过对无机氮源(速效氮源)和有

机氮源(迟效氮源)的优化有利于平衡细胞生长与

L-组氨酸合成的速率。

图4　菌株Escherichia coli H25的发酵工艺优化

Figure 4　 Fermentation process optimization of strain Escherichia coli H25. A: Optimization of the inorganic 

nitrogen source; B: Optimization of the supplementation of organic nitrogen sources; C: Fermentation curve of 

strain E. coli H25 after nitrogen source optimization in a 5 L fermenter; D: Single-factor optimization of 

fermentation parameters in a 5 L fermenter; E: Fermentation curve of strain E. coli H25 under the optimized 

fermentation conditions in a 5 L fermenter; F: The impact of process optimization on key gene expression; G: The 

impact of process optimization on the content of key intracellular metabolites.
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在 5 L 发酵罐水平依次对发酵温度、pH 和

溶氧水平进行优化。具体结果如图 4D 所示，最

适宜 L-组氨酸发酵生产的温度、pH 和溶氧分别

为 34 ℃、6.7 和 35%，在最优条件下，L-组氨

酸 产 量 、 转 化 率 和 生 产 强 度 分 别 提 高 到

34.84 g/L、0.13 g/g 和 0.73 g/(L·h) (图 4E)，相

较 于 优 化 前 分 别 提 高 了 18.02%、 18.18% 和

17.74%，菌株 E. coli H25 在发酵过程中仅积累

了少量副产物，包括 0.2 g/L 甲酸和 0.3 g/L 乙

酸 。 通 过 RT-qPCR 发 现 ， 发 酵 终 点 时 基 因

hisGDCBHFI、gdhA 和 glnA 的相对表达量上升

1.09%−46.21%， 其 中 表 达 量 提 高 最 明 显 的 是

gdhA (32.34%)和 glnA (46.21%) ( 图 4F)。 同 时

检 测 到 L- 组 氨 酸 合 成 所 需 的 ATP、 NAD+ 、

L-谷氨酸和 L-谷氨酰胺的胞内浓度在条件优

化 后 分 别 增 加 了 71.59%、 19.19%、25.77% 和

24.00% (图 4G)。hisGDCBHFI 操纵子的表达增

强提升了 L-组氨酸主合成路径的通量，gdhA 与

glnA 的上调表达提升了 L-谷氨酸和 L-谷氨酰胺

的供给能力，为 L-组氨酸合成提供了充足的氮

前体；同时，ATP 含量的显著增加保障了合成

路 径 中 多 个 ATP 依 赖 步 骤 的 能 量 需 求 ， 而

NAD+水平的提升则有助于维持细胞内的氧化还

原平衡，为高效代谢提供了适宜的辅因子环境。

发酵条件的优化通过同时增强路径表达、改善

前体供给、强化能量与辅因子状态驱动了 L-组

氨酸的高效积累。

3　　讨论与结论讨论与结论

本研究以 E. coli BL21 为底盘菌株，通过筛

选 L-组氨酸合成途径的限速酶突变体、优化合

成途径的表达水平、强化前体供应成功构建了

生产 L-组氨酸的 E. coli 底盘菌株。接着，通过

阻断副产物途径，提高了碳流向 L-组氨酸的分

配效率；通过系统性优化培养基组成和发酵过

程控制，提升菌株发酵水平；最优菌株 E. coli 

H25 在 5 L 发酵罐中 L-组氨酸产量、转化率

和 生 产 强 度 分 别 达 到 34.84 g/L、 0.13 g/g 和

0.73 g/(L·h)。最后通过关键基因表达和胞内代

谢物分析，从转录和代谢层面对工艺优化的作

用机制进行了初步解释。

E. coli 中氨基酸生物合成普遍存在转录水平

调控[27]和末端产物反馈抑制机制[28]，转录水平

调控又包括转录衰减[29]和转录因子调控[30]。通

过对代谢瓶颈的理性改造可以有效地提升氨基

酸的生产效率，例如在 E. coli 色氨酸细胞工厂

中 删 除 L- 色 氨 酸 操 纵 子 衰 减 子 TrpL[31]， 在

C. glutamicum 精氨酸细胞工厂中失活转录调控

因子 ArgR[32]以及在 C. glutamicum 甲硫氨酸细胞

工厂中引入抗反馈抑制的 LysCT311I 和 HomG377E[33]，

都使相应产物产量获得提升。本研究中对 L-组

氨酸的合成路径和前体供应路径中的转录水平

抑制和产物反馈抑制进行系统性改造。通过删

除组氨酸操纵子衰减序列 hisL 和多拷贝整合

C. glutamicum 来 源 抗 L- 组 氨 酸 反 馈 抑 制 的

CgHisGG233H/T235Q 强化主合成路径代谢通量；其

次，敲除转录调控因子 PurR 引入 S. marcescens

来源磷酸核糖焦磷酸合酶 SmPrs、C. glutamicum

来源葡萄糖酸-6-磷酸脱氢酶 CgGndS361F 和过表

达 6-磷酸葡萄糖脱氢酶 Zwf 以增加前体 PRPP

的可用性。

副产物积累是限制氨基酸细胞工厂碳原子

利用效率和发酵稳定性的另一关键因素[22]。在

本研究中尽管通过重构 L-组氨酸主合成模块和

磷酸戊糖途径显著提高了目标产物合成能力，

但前体强化菌株在 5 L 发酵过程中仍观察到较高

水平的甲酸和乙酸积累。这一结果说明仅提升

主路径通量和 PRPP 供应并不足以实现碳流的最

优分配，过量碳流仍可经由副产物支路消耗，

从而降低了 L-组氨酸的实际转化率。基于此，

本研究对与甲酸和乙酸生成相关的关键节点进

行了系统改造，通过敲除 pflB-focA、pta、tdcD

和 tdcE 使甲酸和乙酸的积累量分别降低至 0.4 g/L

和 0.8 g/L，并提高了 L-组氨酸产量、转化率和

生产强度。该结果表明，副产物通路阻断在本

质上提高了碳源向目标产物的有效分配比例，
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同时减轻了有机酸副产物对菌体生理状态的不

利影响，从而为 L-组氨酸持续合成创造了更有

利的胞内代谢环境。进一步结合氮源与发酵参

数优化后甲酸和乙酸降低至 0.2 g/L 和 0.3 g/L，

说明代谢工程改造与发酵过程调控在弱化副产

物形成方面具有协同效应。

当前菌株的产量和转化率仍有继续提升的

空间，后续研究可以从以下方面继续开展。(1)

强化底物摄取与中心碳代谢分配。本研究已通

过重构磷酸戊糖途径提高了前体 PRPP 的供应，

后续可针对葡萄糖摄取系统及其上游调控网络

进行优化，如增强 PTS 系统或替代性葡萄糖转

运与磷酸化模块的效率[34]，并结合对糖酵解与

PPP 分流节点的精细调控[35-36]提高更多碳流向

R5P 和 PRPP 的转化比例，从而进一步提升 L-

组氨酸主合成路径的底物碳通量。(2)协同强化

氮原子供给与胞内氮代谢网络[37]。L-组氨酸是

高氮含量氨基酸，其生物合成过程依赖 ATP、

L-谷氨酰胺和 L-谷氨酸提供氮原子，仅优化外

源氮源组成仍可能不足以完全满足高强度发酵

条件下的氮供体需求。后续可从胞内氨同化与

转氨反应网络出发[26,38]，进一步优化谷氨酸与谷

氨酰胺循环，例如增强谷氨酸脱氢酶、谷氨酰

胺合酶及相关转氨酶体系的协同表达，并优化

氮源吸收和同化过程，提高胞内有效氮供体库

的稳定性。(3)结合多组学分析挖掘新的关键靶

点[39-41]。本研究已经通过理性代谢工程实现了

L-组氨酸合成能力的显著提升，但影响 L-组氨

酸积累的代谢限制因素可能涉及更广泛的调控

层面。后续可结合转录组学、代谢组学和 13C 代

谢流分析等手段对不同发酵阶段工程菌株的碳

流、能量状态、氧化还原水平进行系统解析，

有望进一步推动工程菌株向更高产率和更高稳

定性的方向发展。
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