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Abstract 
In order to obtain a strain with high yield of L-malic acid, the wild-type C. glutamicum was mod-
ified with gene editing. The superoxide dismutase gene promoter (Psod) was inserted ahead of 
pyruvate carboxylase gene (pyc), a key gene in the oxaloacetate anaplerotic reaction, to promote 
the yield of L-malic acid in a flow of pyruvate to oxaloacetate, then to L-malic acid. This strain was 
named as CZM03. The experimental results showed that the PYC activity was upregulated about 
2.2-fold in CZM03 compared with the wild-type C. glutamicum. There was no significant difference 
in the growth rate and the maximum biomass at the plateau stage between the two strains. This 
indicates that the knock-in of the Psod promoter had no significant effect on the growth of the 
bacteria, but the activity of PYC increased significantly, which was beneficial to the accumulation 
of the target products. 
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摘  要 

为了获得L-苹果酸高产的谷氨酸棒状杆菌(C. glutamicum)，通过基因编辑，在草酰乙酸回补途径的关键

酶丙酮酸羧化酶基因(pyc)前面，敲入超氧化物歧化酶基因启动子(Psod)，重组菌株命名为CZM03，通过

强启动子Psod增强PYC酶活性，促进丙酮酸→草酰乙酸→苹果酸，利于苹果酸的生成。结果表明：与野

生型C. glutamicum相比，重组菌株CZM03的PYC活性上调了约2.2倍；到平台期，两者的生长速率和最

大生物量没有显著差异。这表明Psod强启动子的敲入，对菌的生长没有明显影响，但是PYC的酶活却有

大幅度提高，这对于目的产物的积累是有利的。 
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1. 引言 

L-苹果酸是一种重要的四碳化合物，已被美国能源部列为十二大生物基平台化合物之一，在食品、

医药、化工等行业有着广泛的应用。目前苹果酸的合成主要有化学合成法、酶法和发酵法[1]。化学合成

法虽然成本低廉，但合成的苹果酸为 DL 型，不易吸收，且有一定的毒性，不宜在食品与医药工业中应

用。酶转化法生产 L-苹果酸主要以富马酸酶转化为主，依赖高纯度的富马酸为原料，而富马酸价格昂贵。

发酵法合成苹果酸，目前通常采用曲霉属菌株作为生产菌株[2] [3] [4] [5]，产量较高，但是生产周期长、

产杂酸多、且难以对其进行遗传改造。 
C. glutamicum 是经典的食品性安全菌，遗传背景清晰，已广泛用于化学品的生物制造[6] [7] [8]。C. 

glutamicum 在厌氧条件下，丙酮酸经过还原 TCA (rTCA)途径合成苹果酸，理论上的糖酸转化率为 200%，

是目前所有已知 L-苹果酸合成途径中最高的[9]。本研究采用系统生物学方法对 C. glutamicum 中 L-苹果

酸代谢途径进行分析，通过基因编辑，对野生型 C. glutamicum 进行代谢途径改造，在草酰乙酸回补途径

的关键酶丙酮酸羧化酶基因(pyc)前面，敲入超氧化物歧化酶基因启动子(Psod)，增强 PYC 酶活性，促进

丙酮酸→草酰乙酸→苹果酸，利于目标产物的积累。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

本研究所用到的菌株和质粒见表 1。 
野生型 C. glutamicum ATCC13032 菌株、E. coli DH5α由本实验室保存；质粒 DNA 提取试剂盒和琼

脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒均购自 Omega Bio-Tek 公司；限制性内切酶购自 Thermo scientific；T4 DNA 
ligase 购自 TaKaRa；fast Pfu PCR Mix DNA 聚合酶购自北京佳兰生物科技有限公司；引物均由江苏金唯

智生物科技有限公司合成；其它试剂均为国产分析纯。 
用于扩增 pyc 基因上游同源臂的引物为 CPyr-U1 和 CPyr-U2；用于扩增 pyc 基因下游同源臂的引物 
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Table 1. Lists of strains and plasmids used for this study 
表 1. 本研究所用菌株、质粒 

Name Description Sources 

C. glutamicum C. glutamicum ATCC 13032 Stored in lab 

C. glutamicum CZM03 C. glutamicum ATCC 13032 (Psod) pyc This study 

pK19ms-Psod-pyc pK19mobsacB derivative containing upstream and downstream  
homology arms of pyc gene and Psod This study 

 
为 CPyr-D1 和 CPyr-D2；用于扩增 Psod 启动子的引物分别 CPs 1 和 CPs 2；Psod 敲入后的检测引物为 OPs1
和 Ops2。具体引物序列组成见表 2。 
 
Table 2. Primers used in this study 
表 2. 本研究所用的引物 

引物名称 引物序列(5’→3’) 退火温度 

CPyr-U 1 CTATGACATGATTACAAGCTTGCTGTGGCAGTGACCAACCG 
58℃ 

CPyr-U 2 CCCGGAATAATTGGCAGCTATAGAGTAATTATTCCTTTCAACAAGAGACC 

CPyr-D 1 TTTTACCCGTGTCGACTCACACATCTTCAACG 
58℃ 

CPyr-D 2 GAGCTCGGTACCCGGGGATCCCAAAGATGGGGTAAGTCTGGCC 

CPs 1 TAGCTGCCAATTATTCCGGG 
58℃ 

CPs 2 ATGTGTGAGTCGACACGGGTAAAAAATCCTTTC 

OPs 1 TGCAATATCAACAAAAAGGCCTA 
60℃ 

OPs 2 GAGCTCGGTACCCGGGGATCCCAAAGATGGGGTAAGTCTGGCC 

注：引物 CPyr-D 2 与 OPs 2 共用。 
 

发酵种子液培养基(g/L)：葡萄糖 20，蛋白胨 5，酵母提取物 2.5，氯化钠 5，NaAce 2.5。 
发酵培养基(g/L)：葡萄糖 20，KHCO3 20，NaAce 5，KH2PO4 0.75，K2HPO4 0.75，(NH4)2SO4 5，

MgSO4∙7H2O 0.5，CaCl2 0.2，MnSO4∙4H2O 0.02，FeSO4∙7H2O 0.005，VH 0.2 mg/L，VB1 0.2 mg/L。 

2.2. 方法 

2.2.1. 基因敲出载体构建 
Psod 启动子的敲入载体 pK19ms-Psod-pyc 构建：先扩增用于同源重组的上、下游同源臂片段，再扩

增 Psod 启动子片段，然后利用 Soeing PCR，获得上游同源臂、Psod 启动子、下游同源臂三者的融合片

段；将融合片段以双酶切的方式克隆至 pK19mobsacB，获得 Psod 启动子的敲入载体 pK19ms-Psod-pyc。 

2.2.2. 敲入载体电转化 C. glutamicum 
制备 C. glutamicum 感受态细胞，制备方法参照文献[10]进行。敲入载体电转化 C. glutamicum 感受态

细胞的参数设置为：1.8 kV，4 mS。具体操作步骤参照文献[10]进行。 

2.2.3. 酶活测定 
丙酮酸羧化酶酶活测定参照文献[11]进行。 

2.2.4. 生长曲线绘制 
每隔 3 h 取样，于 OD600 处测菌液浓度，并绘制生长曲线。 
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2.2.5. 残糖测定 
取 0. 5 mL 培养好的菌液于 2 mL 的离心管中，加入 0. 5 mL 的 DNS，在沸水中孵育 5 min 立即置于

冰水浴冷却，然后在 A540 测 OD 值，再根据标准曲线计算出残糖，具体参考文献[12]。 

3. 结果与分析 

3.1. 敲入载体 pK19ms-Psod-pyc 的构建 

以野生型 C. glutamicum 基因组 DNA 为模板，扩增目的片段，参照方法 1.2.1，构建敲入载体

pK19ms-Psod-pyc。结果见图 1，图 1(a)的 1 号为 pyc 基因上游同源臂(约 500 bp)，2 号为 Psod 启动子片

段(约 200 bp)，3 号 pyc 基因下游同源臂(约 500 bp)，4 号为上游同源臂、Psod 启动子、下游同源臂的融

合片段(大小约为 1200 bp)。 
 

 
Figure 1. Construction of the knock-in vector pK19ms-Psod-pyc. (a) Am-
plification of the target fragments. 1: the up-stream arm of pycgene, 2: the 
Psod promoter fragment, 3: the down-stream arm of pycgene; (b) Identifi-
cation of the knock-in vector by restriction enzyme digestion. 1: the re-
combinant vector pK19ms-Psod-pyc, 2: digestion the recombinant vector 
pK19ms-Psod-pyc by Hind III and BamH I 
图 1. 敲入载体 pK19ms-Psod-pyc 的构建。(a) 敲入片段的扩增：1：pyc
基因上游同源臂，2：Psod 启动子片段，3：pyc 基因下游同源臂；(b) 敲
入载体的酶切鉴定：1：重组质粒 pK19ms-Psod-pyc，2：重组质粒

pK19ms-Psod-pyc 用 Hind III 和 BamH I 双酶切 
 

将此融合片段克隆(酶切位点为 Hind III 和 BamH I)至 pK19mobsacB 载体(大小为 5719 bp)，得到重组

载体 pK19ms-Psod-pyc。重组质粒进行双酶切鉴定，结果见图 1(b)，所得条带大小与预期相一致(1200 bp)，
说明上游同源臂、Psod 启动子、下游同源臂的融合片段已成功克隆到 pK19mobsacB 载体上，重组载体命

名为 pK19ms-Psod-pyc。 

3.2. 重组菌株 CZM03 的鉴定 

将所构建的敲入质粒载体，电转化谷氨酸棒状杆菌，筛选阳性重组菌株并鉴定，结果见图 2。M 为

DNA 分子量标记 Marker，1 号和 2 号分别以野生型 C. glutamicum 和重组菌株 CZM03 的基因组 DNA 为

模板，以上游同源臂的上游引物 CPyr-U1 和下游同源臂的下游引物 CPyr-D2，检测 Psod 启动子的敲入情

况，Psod 启动子大小为 200 bp，上、下游同源臂大小约为 500 bp，由图 2(a)可以看出，Psod 启动子已成

功敲入。 
同时，在 Psod 内部设计选取引物为 OPs 1，然后分别以野生型 C. glutamicum 和重组菌株 CZM03 的

基因组DNA为模板，用OPs 1和CPyr-D 2 (OPs 2)进行扩增检测，结果见图 2(b)，泳道 3为重组菌株CZM03
的基因组 DNA 为模板扩增结果，有特异条带扩增出来，泳道 4 为野生型 C. glutamicum 的基因组 DNA
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为模板扩增结果，无特异条带出现，这进一步证实 Psod 已成功插入到 pyc 基因上游。 
 

 
Figure 2. Identification the recombinant strains 
图 2. 重组菌株的鉴定 

3.3. 重组菌株的生长特性 

野生型 C. glutamicum (WT)、重组菌株 CZM03 的生长情况，结果见图 3。WT、CZM03 在接种后 5 h
左右进入对数生长期，对数生长约 15 h 后，进入平台期，平台期维持约 10 h 左右，进入衰亡期。两株菌

的生长速率和平台期达到的最大生物量，没有明显差异。这表明 Psod 强启动子的敲入，对菌的生长没有

明显影响，但是 PYC 的酶活有显著提高(见图 4)，这对于目的产物的积累是有利的。 
 

 
Figure 3. Growth curve of different strains 
图 3. 不同菌株的生长曲线 

3.4. 重组菌株 PYC 酶活分析 

丙酮酸至苹果酸的厌氧代谢通路为：丙酮酸→草酰乙酸→苹果酸。丙酮酸至草酰乙酸的转化步骤由

PYC 催化，通过 Psod 增强 PYC 酶活，可以加速丙酮酸向草酰乙酸的转化，进而利于苹果酸的生成。为

此，我们检测了 CZM03 菌株的 PYC 酶活性，实验结果表明，敲入 Psod 后，C03 菌株的 PYC 酶活较野

生型上调了约 2.2 倍。 
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Figure 4. Assay of the enzyme activity of PYC & metabolic products 
图 4. PYC 酶活测定和代谢产物分析 

4. 结论 

1) 构建强启动子 Psod 敲入载体，成功地在野生型 C. glutamicum 的丙酮酸羧化酶基因(pyc)前面敲入

Psod 启动子。 
2) 强启动子 Psod 敲入后，所获得的重组菌株，与野生型 C. glutamicum 相比，生长速度和最大生物

量无明显差异。 
3) 与野生型 C. glutamicum 相比，重组菌株 CZM03 的 PYC 活性上调了约 2.2 倍。 
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