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调节 TCA 循环促进大肠杆菌利用乙酸合成

(R)-3-羟基丁酸的研究
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（1. 华东理工大学生物工程学院, 上海 200237； 2. 大连理工大学生物工程学院,
智能生物制造教育部重点实验室, 辽宁 大连 116024）

摘要 ：乙酸是常见的非糖类碳源之一，具有成本低、来源广等优点。TCA(Tricarboxylic
Acid) 循环是工程大肠杆菌以乙酸为碳源合成 (R)-3-羟基丁酸（R-3HB）的主要竞争途径，合理

调控 TCA 循环能够提高 R-3HB 的产量和得率。本研究构建了一种能够通过相对荧光强度反映

R-3HB 浓度的高效筛选方法，并使用携带随机不同 crRNA 的 CRISPRi 系统，对 TCA 循环进行

不同强度的抑制，筛选出 5 株 R-3HB 的潜在高产菌株，在摇瓶水平进行发酵验证。其中，

SX11 菌株在摇瓶条件下能够生产 2.12 g/L 的 R-3HB，相较于对照组提高 31.7%；且该菌株在

64 h 时的得率为 0.41 g/g，相较于对照组提高 115.8%。基于 SX11 菌株中的 crRNA 序列构建了

对应的 CRISPRi 质粒进行回补验证，大肠杆菌 BW25113(pTrcAB7, pBADP2, pSC101-gltA) 的

R-3HB 产量和得率分别为 2.04  g/L和 0.37  g/g，相对原始菌株 (pTrcAB7,  pBADP2) 分别提高

13.3% 和 94.7%。该结果证明了含有 gltAcrRNA2*的 CRISPRi 系统能够有效调控 TCA 循环，促

进菌株利用乙酸合成 R-3HB。本文为提高以乙酰-CoA 为前体的产物产量提供了新思路。
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乙酸是一种常见的二碳一元有机酸，可作为微

生物利用的碳源，相较于糖类碳源，乙酸具有碳利用

率高、成本低廉以及来源广等优点[1]。由于世界范围

内的粮食短缺等问题，乙酸等非粮食来源碳源作为

绿色生物制造的底物正逐步受到世界各国研究者的

广泛关注。传统的化石基乙酸生产虽然产量大、成

本低廉，但使用的原料都是煤、石油和天然气等不可

再生资源，不利于可持续发展[2-3]。目前，随着技术的

进步，乙酸已经能够以木质纤维素、合成气、废水和

有机废弃物等廉价物质进行生产 [4-6]。其中，以木质

纤维素为原料生产乙酸具有成本低、资源丰富和易

规模化生产等优点[7]；合成气发酵则可以在生产乙酸

的过程中固定 CO2，促进“双碳”目标的达成，有望替

代化石基资源成为乙酸的主要生产方法[3, 8-9]。目前，

采用微生物发酵技术已可利用乙酸生产多种物质，

如 3-羟基丙酸 （3-hydroxypropionic  acid,  3-HP） [10-11]、

衣康酸 [12]、琥珀酸 [13]、甲羟戊酸 [14]、异丙醇 [15]、异丁

醇[16]、角鲨烯[17] 和聚（3-羟基丁酸酯）[18] 等。

(R)-3-羟基丁酸（R-3HB）是一种具有手性中心的

重要生物基平台化合物，能够作为抗生素、维生素和

信息素等多种物质的前体 [19-21]。R-3HB是常见生物

基可降解塑料聚（3-羟基丁酸酯）（PHB）的单体，能够

用于合成 PHB及其共聚物。此外，R-3HB是哺乳动

物三种常见酮体中含量最高的一种，可以为心脑等

器官提供能量，也用于治疗和缓解多种疾病 [22-25]。

目前，采用微生物发酵生产 R-3HB的技术已经较为
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成熟，例如：Chen等[26] 通过增强生产途径酶活性、辅

酶工程和调控中心代谢途径这 3种方式构建工程大

肠杆菌（E. coli），最终该菌株以葡萄糖为碳源，通过

分批补料发酵生产 75.7 g/L的 R-3HB。
在微生物正常代谢过程中，TCA(Tricarboxylic

Acid)循环需要消耗大量乙酰-CoA。因此，在包括 R-

3HB在内的以乙酰-CoA为前体的产物生产过程中，

TCA循环是主要竞争途径之一。但与常规竞争途径

不同，TCA循环是在好氧条件下维持菌体生存和生

长的关键途径，如果直接阻断 TCA循环，会严重抑制

菌株的生长，甚至直接导致菌株死亡。近年来，通过

代谢调控将 TCA循环强度调控至有利于产物合成

的水平，已成为代谢工程领域的研究热点。例如：

Zhao等[27] 在大肠杆菌利用葡萄糖合成衣康酸的研究

中，使用 CRISPRi靶向基因 icd、pykA 和 sucCD 调控

TCA循环强度，最终衣康酸的产量提高了 23%，达到

了 3.93 g/L；Löbs等 [28] 通过 CRISPRi调节 TCA循环

和电子传递链相关基因的表达，并结合其他策略成功将

马克斯克鲁维酵母（Kluyveromyces marxianus）的乙酸

乙酯产量提高 3.8倍。

研究者前期已经成功在大肠杆菌 BW25113中

构建了从乙酸到 R-3HB的代谢通路，实现以乙酸为

底物生产R-3HB[29-30]。本文以乙酸为底物，在生产R-3HB
的工程大肠杆菌菌株中，构建了一种能够通过相对

荧光强度反映 R-3HB浓度的高效筛选方法，结合基

于 CRISPRi的代谢调控策略，成功筛选出能够精准适

度抑制 TCA循环的 crRNA序列，提高了代谢工程菌

株利用乙酸合成 R-3HB的产量和得率。

 1    材料与方法

 1.1    菌种和质粒

本 研 究 中 生 产 R-3HB所 用 的 背 景 菌 株 是

BW25113， 而 质 粒 构 建 等 分 子 实 验 在 大 肠 杆 菌

DH5α 中进行。本论文使用的菌株和质粒详细情况

见表 1和表 2。此外，本文中构建菌株使用的引物、

启动子及 RBS见表 3。
 
 

表 1    本文所使用的菌株

Table 1    Strains used in this paper

Strain Genotype Source

DH5α F−，supE44，lacU169，(ϕ80 lacZ 15) ，hsdR17，recA1，endA1，gyrA96，thi-1， relA1 Laboratory collection

BW25113 F-, DE(araD-araB)567, lacZ4787(del)::rrnB-3, LAM-, rph-1, DE(rhaD-rhaB)568, hsdR514 Laboratory collection

FP26 BW25113 PJ23101-gltA This study

FP27 BW25113 PJ23108-gltA This study

FP28 BW25113 PJ23112-gltA This study

FP29 BW25113 PJ23113-gltA This study

FP30 BW25113 PJ23114-gltA This study

FP31 BW25113 PJ23119-gltA This study

SX01—SX39 BW25113(pTrcAB7-HPR, pBADP2) transformed by the random CRISPRi plasmid This study
 

 
 

表 2    本文所使用的质粒

Table 2    Plasmids used in this paper

Plasmid Description Source

pTrcAB7 phaA (F219Y) and phaB (Q47L/ T173S) genes from Cupriavidus Necator in pTrc99a Laboratory collection

pBADP2 pct4 543 gene from Clostridium beijerinckii 8052 in pBAD33-trc Literature [29]

pTed-HPR PhpdR-hpdR，PhpdH-mrfp1，KanR，pSC101** ori This study

pET28a-HPR PhpdR-hpdR，PhpdH-mrfp1，KanR，pBR322 ori，F1 ori This study

pTrcAB7-HPR PhpdR-hpdR and PhpdH-mrfp1 was add to pTrcAB7 This study

JBEI-18703 DH1, PTet-eng-dCas9-PJ23119-poxB-ackA-pta, pSC101**, KanR Literature [31]

pSC101-smr DH1, PTet-eng-dCas9-PJ23119-poxB-ackA-pta, pSC101**, SpeR This study

pSC101-gltA DH1, PTet-eng-dCas9-PJ23119-gltAcrRNA2*, pSC101**, SpeR This study
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表 3    本文所使用的引物、启动子及 RBS

Table 3    Primers, promoters and RBS used in this paper

Item Name Sequence (5’ to 3’)

Primer F-PgltA-sgRNA GATTAACTTATGTAACAGTGGTTTTAGAGCTAGAAATA

R-PgltA-sgRNA CACTGTTACATAAGTTAATCACTAGTATTATACCTAGGAC

F-gltA-yan GCGGTAAGGATGCCCCACAT

R-J231xx-yan CTAGTATTTCTCCTCTTTCTCTAGAGCTAGC

F-gltAup CGAAGAAGCTGCCCATAATCGC

R-gltAdown TTTTCGACAGCAGGCGGAAC

F-gltAdown101 AGGTATTATGCTAGCTCTAGAGAAAGAGGAGAAATACTAGATGGCTGATACAAAAGCAAAACTCAC

R-gltAup101 TCTAGAGCTAGCATAATACCTAGGACTGAGCTAGCTGTAAAGGATCACTGTTCAGGATAAAACCCG

F-gltAdown108 AGGTATAATGCTAGCTCTAGAGAAAGAGGAGAAATACTAGATGGCTGATACAAAAGCAAAACTCAC

R-gltAup108 TCTAGAGCTAGCATTATACCTAGGACTGAGCTAGCTGTCAGGGATCACTGTTCAGGATAAAACCCG

F-gltAdown112 AGGGATTATGCTAGCTCTAGAGAAAGAGGAGAAATACTAGATGGCTGATACAAAAGCAAAACTCAC

R-gltAup112 CTAGAGCTAGCATAATCCCTAGGACTGAGCTAGCTATCAGGGATCACTGTTCAGGATAAAACCCG

F-gltAdown113 AGGGATTATGCTAGCTCTAGAGAAAGAGGAGAAATACTAGATGGCTGATACAAAAGCAAAACTCAC

R-gltAup113 TCTAGAGCTAGCATAATCCCTAGGACTGAGCTAGCCATCAGGGATCACTGTTCAGGATAAAACCCG

F-gltAdown114 AGGTACAATGCTAGCTCTAGAGAAAGAGGAGAAATACTAGATGGCTGATACAAAAGCAAAACTCAC

R-gltAup114 TCTAGAGCTAGCATTGTACCTAGGACTGAGCTAGCCATAAAGGATCACTGTTCAGGATAAAACCCG

F-gltAdown119 AGGTATAATGCTAGCTCTAGAGAAAGAGGAGAAATACTAGATGGCTGATACAAAAGCAAAACTCAC

R-gltAup119 TCTAGAGCTAGCATTATACCTAGGACTGAGCTAGCTGTCAAGGATCACTGTTCAGGATAAAACCCG

F-crRNA-yan CACGCATTGATTTGAGTCAGCT

R-crRNA-yan TCCCAGAGCCTGATAAAAACGAG

F-gltA-crRNA1 AGCAAAACTCACNNTCAACGGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGTCCCAAAACTTCAGCACACTGAGACTT

R-gltA-crRNA1 CGTTGANNGTGAGTTTTGCTGTTTTGGGACCATTCAAAACAGCATAGCTCTAAAACCTCGTAGACTATTTTTGT

F-gltA-crRNA2 CTGTGGGGACCTNNGCACGGGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGTCCCAAAACTTCAGCACACTGAGACTT

R-gltA-crRNA2 CCGTGCNNAGGTCCCCACAGGTTTTGGGACCATTCAAAACAGCATAGCTCTAAAACCTCGTAGACTATTTTTGT

F-icdA-crRNA1 GCGCTCGAAGGANNGGTGAAGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGTCCCAAAACTTCAGCACACTGAGACTT

R-icdA-crRNA1 TTCACCNNTCCTTCGAGCGCGTTTTGGGACCATTCAAAACAGCATAGCTCTAAAACCTCGTAGACTATTTTTGT

F-icdA-crRNA2 GAAGGAGCGTTTNNAGACTGGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGTCCCAAAACTTCAGCACACTGAGACTT

R-icdA-crRNA2 CAGTCTNNAAACGCTCCTTCGTTTTGGGACCATTCAAAACAGCATAGCTCTAAAACCTCGTAGACTATTTTTGT

F-gltA-crRNA2* CTGTGGGGACCTCAGCACGGGTTTTAGAGCTATGCTGTTTTGAATGGTCCCAAAACTTCAGCACACTGAGACTT

R-gltA- crRNA2* CCGTGCTGAGGTCCCCACAGGTTTTGGGACCATTCAAAACAGCATAGCTCTAAAACCTCGTAGACTATTTTTGT

F-16sRNAq AACTGGAGGAAGGTGGGGATGAC

R-16sRNAq CGGACTACGACGCACTTTATGAGG

F-gltAq GATGACCTGCTGGAAGTGGCTATG

R-gltAq GACGGAATACCCATCGCTTTCAGG

Promoter J23101 TTTACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTATTATGCTAGC

J23108 CTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTATAATGCTAGC

J23112 CTGATAGCTAGCTCAGTCCTAGGGATTATGCTAGC

J23113 CTGATGGCTAGCTCAGTCCTAGGGATTATGCTAGC

J23114 TTTATGGCTAGCTCAGTCCTAGGTACAATGCTAGC

J23119 TTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTATAATGCTAGC

RBS B0034 TCTAGAGAAAGAGGAGAAATACTAG
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 1.2    培养基

Luria-Bertani(LB)培养基（g/L）：蛋白胨 10、NaCl
10，酵母提取物 5。

发酵培养基（g/L）：KH2PO4 3.0、Na2HPO4 15.12、
NH4Cl  1.0、 NaCl  0.5、 CH3COONa  10、MgSO4·7H2O
0.49、CaCl2 11.1、酵母提取物 2、微量元素母液（TE）
0.000 1、VB1 0.002。

按照需要额外添加抗生素，各抗生素在培养基

中的终质量浓度（mg/L）：氨苄西林（Amp）100、氯霉

素（Cm）34、大观霉素（Spe）100。
 1.3    实验方法

 1.3.1   摇瓶发酵　一级种子：在平板上挑取 3~6个单

菌落接种到含 4 mL LB培养基的试管中，于 37 ℃、

220 r/min条件下过夜培养。二级种子：以 2%的比

例接种，将一级种子接种到含 50 mL LB培养基的

250 mL三角摇瓶中，于 37 ℃、220 r/min条件下培养

10 h。发酵过程：以 2%的比例接种，将二级种子接种

到 50 mL发酵培养基中，于37 ℃、220 r/min条件下

培养 3.5 h，加入终浓度 0.1 mmol/L的异丙基-β-D-硫

代半乳糖苷（IPTG）进行诱导，诱导后发酵温度降低

至 25 ℃。每 8 h取样，并且使用 3 mol/L H2SO4 将摇

瓶中发酵液的 pH调至 7左右，取出的样品一部分用

于测量 OD600，另一部分离心取上清于−20 ℃ 保存。

 1.3.2   CRISPR-Cas9基因编辑技术　使用CRISPR-Cas9
基因编辑技术替换目的基因的启动子。该系统由两

个质粒构成：pRedCas9和 pGRB，其中 pRedCas9负责

表达 Cas9蛋白，pGRB负责表达 sgRNA。sgRNA序

列使用 Benchling网站的在线 sgRNA工具设计。一

般情况下，DNA供体序列为：上游同源臂-替换后启

动子-核糖体结合位点（RBS）-下游同源臂，如果没有

特殊说明，本文中使用的 RBS都为 B0034。
 1.3.3   质粒构建　使用南京诺唯赞生物科技股份有

限公司（简称南京诺唯赞）的 ClonExpress Ultra One
Step Cloning Kit V2 C116进行质粒构建。构建过程

中活化等步骤在大肠杆菌 DH5α 中进行。

 1.3.4   相对荧光强度测定　挑取转化 pTed-HPR或

pET28a-HPR的 BW25113单菌落，接种到含 4 mL 发
酵培养基（根据需求额外添加不同浓度 R-3HB）试管

中，37 ℃、220 r/min下培养 12 h。吸取 200 μL菌液

转移到 96孔板中，每个试管 3个平行，并将 96孔板

放到酶标仪中，37 ℃ 振荡培养，每 6 h测量一次 OD600

和荧光值（RFU，Relative Fluorescence Units），荧光值

测量条件：激发波长 585 nm，发射波长 620 nm，荧光增

益因子 100%。最后，计算相对荧光强度（RFU/OD600）。

 1.3.5   CRISPRi技术　首先，使用 Benchling网站的

在线 sgRNA工具设计 crRNA，并根据设计的 crRNA

（crRNA的 7位和 8位替换为随机碱基）设计引物，通

过聚合酶链式反应（PCR）扩增 pSC101-smr获得线性

化片段。使用钙离子转化法将线性片段转入大肠杆

菌 DH5α 中进行环化，将同一平板上的所有质粒接种

到同一个试管，提取含有不同 crRNA的混合质粒。

随 后 ， 将 上 述 混 合 质 粒 转 入 BW25113(pTrcAB7,
pBADP2)中，在固体 LB平板上涂布获得单菌落。挑

取单菌落分别接种到 4 mL LB培养基中，在 37 ℃、

220 r/min条件下培养 12 h。转接到终浓度 10 nmol/L的

脱水四环素和 0.1 mmol/L IPTG的 4 mL 发酵培养基

中，接种量为 10%，在 37 ℃、220 r/min条件下培养 32 h。
将试管中的菌液转移到 96孔板中，每孔添加 200 μL
菌液，在酶标仪中 37 ℃振荡培养 6 h，测量 OD600 和

荧光值，并计算相对荧光强度。

 1.3.6   转录水平测定　柠檬酸合酶基因（gltA）的转录

水平使用荧光定量 PCR测量。取摇瓶发酵 16 h时的

发酵液稀释到合适浓度后，加入溶菌酶（DE103-01，
南京诺唯赞公司）使大肠杆菌菌体溶解。然后，使用

FastPure Cell/Tissue Total  RNA Isolation Kit  V2（南京

诺唯赞公司）提取 RNA。使用翌圣生物科技（上海）

股份有限公司（简称翌圣生物）的 Hifair® Ⅲ 1st Strand
cDNA  Synthesis  SuperMix  for  qPCR  (gDNA  digester
plus)将 RNA反转录为 cDNA。选择 16sRNA作为内

参基因，使用 Hieff UNICON® ColorGPS qPCR SYBR
Green Master Mix(No Rox) （翌圣生物）进行荧光定量

PCR。
 1.4    分析方法

 1.4.1   菌体浓度测定　使用 V1800可见分光光度计

测量菌液 OD600，通过稀释使测量值在 0.2~0.8之间。

 1.4.2   乙酸和 R-3HB等物质的浓度测定　使用高效

液相色谱（LC20A型，岛津公司）测定物质浓度，该过

程使用折光示差检测器和色谱柱 Aminex® HPX-87H
Column  300  mm×7.8  mm（Bio-Rad公司 ，美国 ） ，流

动相使用 5 mmol/L硫酸，柱温箱温度 65 ℃，流速

0.6 mL/min。流动相使用前用真空抽滤装置过滤（滤

膜孔径 0.45 µm），并超声除气泡。测试前将保存的

样品上清液用 0.22 μm水相膜过滤，测试后将峰面积

代入标准曲线（通过标准品的测量结果进行绘制），

计算各物质浓度。

 2    结果与讨论

 2.1    通过替换启动子调节 TCA 循环强度对 R-3HB
合成的影响

实验室前期实验中，在大肠杆菌 BW25113内成
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功构建并优化了从乙酸到 R-3HB的生产途径[29]。在

生产 R-3HB的工程大肠杆菌内 ， TCA循环和 R-

3HB合成途径都需要以乙酰-CoA为前体。TCA循

环中催化入口反应的柠檬酸合酶（GltA）是 TCA循环

的限速步骤[32-33]，针对 gltA 的表达，选择不同强度的

组成型启动子替换其天然启动子，进而调节 TCA循

环的强度 ，期望促进 R-3HB合成。本文中使用

J23100系列的启动子 PJ23101、 PJ23108、 PJ23112、 PJ23113、

PJ23114 和 PJ23119 替换 BW25113中 gltA 的天然启动子，

分别得到菌株 FP26、 FP27、 FP28、 FP29、 FP30和

FP31。所用启动子按从弱到强的顺序排列为 ：

PJ23112、PJ23113、PJ23114、PJ23108、PJ23101 和 PJ23119
[34-36]。更

换启动子后，gltA 的转录水平基本与启动子强度呈正

相关，并且改造菌株 gltA 转录水平均低于野生型菌

株（图 1(f)）。如图 1(b)~(d)所示，相较于原始菌株

BW25113(pTrcAB7, pBADP2)，所有替换 gltA 启动子

后的菌株生长都明显变差，乙酸利用速度显著减慢，

并且 R-3HB的产量大幅度降低。其中，使用较弱启

动 子 的 FP28(pTrcAB7,  pBADP2)和 FP29(pTrcAB7,
pBADP2)，诱导后几乎不能生长，也不能利用乙酸生

产 R-3HB。可以推测这两个菌株替换 gltA 启动子后

导致 TCA强度过低，不足以维持其在发酵培养基中

的生存。而其他 4个菌株，虽然 R-3HB的得率相较

于原始菌株 BW25113(pTrcAB7, pBADP2)提升明显

(图 1(e))，但由于乙酸消耗过慢，最终 R-3HB的产量

反而低于原始菌株。其中，FP31(pTrcAB7, pBADP2)
在 64 h时得率最高，为 0.47 g/g，但 R-3HB产量仅为

0.79 g/L。总的来说，虽然通过替换 gltA 的启动子成

功提高了得率，但 R-3HB的产量明显降低，将 gltA 的

天然启动子替换为 J23100系列启动子并没有将菌株

的 TCA循环调整到更适合 R-3HB生产的强度。

 2.2    构建 R-3HB 高产菌株的高效筛选方法

为了提高 R-3HB的产量，需要进一步筛选合适

的 TCA循环强度，由于筛选需要大量的工作和尝试，
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图 1    替换 gltA 启动子对 R-3HB生产的影响

Fig. 1    Effect of replacing the gltA promoter on R-3HB production
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因此构建一种高效筛选方法是非常有必要的。根据

已有报道[37]，来自恶臭假单胞菌（Pseudomonas putida
KT2440d）的 PhpdH（需要同时表达 HpdR），在大肠杆菌

利用葡萄糖合成 3-HP的研究中能够感应 3-HP的浓

度，在一定范围内 3-HP的浓度越高该启动子强度越

强，并且在以葡萄糖为碳源的情况下，该启动子对 R-

3HB浓度也具有一定感应能力。因此，本研究使用

这套系统用于检测工程大肠杆菌内 R-3HB的生产情

况。该系统中，在 PhpdH 后面连接红色荧光蛋白基因

mrfp1，将启动子强度转化为荧光值（图 2），以相对荧

光强度的高低判断 R-3HB的产量。为验证该高效筛

选方法在以乙酸为底物时的可行性，在高拷贝的

pET28a和低拷贝的 JBEI-18 703质粒上构建这套检

测系统，分别命名为 pET28a-HPR和 pTed-HPR。
为了检测这套系统在生产环境下的灵敏性，

将 pET28a-HPR和 pTed-HPR分 别 转 入 大 肠 杆 菌

BW25113中，并接种到含有不同质量浓度 R-3HB的

4 mL发酵培养基试管中培养 12 h，发酵液分装到

96孔板后在酶标仪中连续培养并定期检测荧光值

和 OD600。最终，BW25113(pET28a-HPR)和 BW25113
(pTed-HPR)测试结果分别如图 3和图 4所示。培养

6 h之后，当 R-3HBNa质量浓度高于 0.5 g/L（相当于

R-3HB产量大于 0.41 g/L）时， BW25113(pET28a-HPR)
的 RFU/OD600 随着 R-3HB质量浓度升高明显增加。而

R-3HB质量浓度较低（R-3HBNa质量浓度小于 0.5 g/L）

时，相对荧光强度差异不明显，原因可能是底物乙酸

对该启动子有一定影响[37]。因为在 2.1节中，野生型

菌株的 R-3HB最大产量为 1.80 g/L（图 1(d)），远大于

0.41 g/L，所以在以乙酸为底物的培养基中，高拷贝

的 pET28a-HPR可作为筛选 R-3HB合成能力的元

件。而 BW25113(pTed-HPR)仅在 18 h且 R-3HBNa质

量浓度高于 0.5 g/L时，相对荧光强度随 R-3HB质量

浓度升高而增大，其他时候未表现出明显正相关性，

这可能是质粒拷贝数过低使得表达的 HpdR浓度不

够导致的。总的来说，以乙酸为底物生产 R-3HB的

实验中 ， pET28a-HPR能够用于初步筛选高产 R-
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图 3    含 pET28a-HPR的大肠杆菌在乙酸培养基中的相对荧光强度

Fig. 3    Relative fluorescence intensity of E. coli containing pET28a-HPR in acetate medium
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3HB的菌株。

在成功构建高效筛选方法后，需要快速构建大

量具有不同 TCA循环强度的 R-3HB生产菌株用于

筛选。本研究拟通过 CRISPRi技术抑制代谢工程菌

株中 TCA循环关键基因表达，得到具有不同 TCA循

环强度的工程菌株（图 5）。在 CRISPRi抑制策略中，

sgRNA（或 crRNA）处在基因上游或启动子序列中时

抑制强度较高，而处在基因中游或下游时抑制强度

较弱 [31]，且 sgRNA（或 crRNA）的第 7位和第 8位错

配能够使 CRISPRi抑制强度减弱但不会完全消失[38]。

因此，综合考虑后选择 gltA 和 icdA 作为调节 TCA循

环强度的位点，分别在 gltA 和 icdA 的启动子序列

（或基因上游）处设计 crRNA，命名为 gltAcrRNA1和

icdAcrRNA1；分别在 gltA 和 icdA 基因的中游处设计

crRNA，命名为 gltAcrRNA2和 icdAcrRNA2。随后 ，

将上述 4个 crRNA的第 7位和第 8位用随机碱基替

换，理论上可以合成 64种不同的 crRNA（表 4）。
由于之前构建的高效筛选方法中使用的质粒

pET28a-HPR和生产质粒 pTrcAB7具有相同的复制

子（两个质粒的复制子都是 pBR322），属于不相容质

粒，不能共同在同一个菌株中稳定存在，因此将两个

质粒进行合并，将 pET28a-HPR上的检测基因转移到

生产质粒 pTrcAB7上，得到新质粒 pTrcAB7-HPR用

于后续实验。通过将理论上最多 64种含有不同

crRNA的CRISPRi质粒混合提取物转入菌株BW25113

(pTrcAB7-HPR,  pBADP2)中 ，得到菌株 SX1~SX39，
在平板中挑取单菌落用于筛选，最终筛选结果如图 6
所示，SX1~SX39菌株的相对荧光强度在对照菌株上

下浮动。其中，相对荧光强度最高的 5个菌株为

SX13、SX39、SX10、SX11和 SX30。
为了验证筛选出的菌株以乙酸为底物时生产 R-

3HB的性能，使用菌株 SX10、SX11、SX13、SX30和

SX39在摇瓶水平进行发酵测试，结果如图 7所示。

在引入 CRISPRi系统抑制 TCA循环后，相对于对照

组 BW25113(pTrcAB7-HPR, pBADP2)，所有菌株生长

均在不同程度上变差，这也从侧面证实含有不同

crRNA的 CRISPRi系统对 TCA循环形成不同强度

的抑制。此外，相对于对照组，其他 5个菌株的乙酸

利用速率都有所减慢，并且 R-3HB在 64 h时的得率

显著提高。其中，SX11和 SX13的 R-3HB产量相对

于对照组有所增加。对照组在 48 h时 R-3HB产量达到

最高，为 1.61 g/L，相较于BW25113(pTrcAB7, pBADP2)
的 1.80 g/L（图 1（d））有所降低，这可能是因为筛选系

统（HPR相关基因）的表达造成了额外的代谢负担。

此外，64 h时对照组菌株得率为 0.19 g/g （图 7（d）），
与 BW25113(pTrcAB7,  pBADP2)得 率 （图 1（e） ） 相

同。在 R-3HB产量提高的菌株中，SX11的 R-3HB产

量最高，64 h时能够达到 2.12 g/L，相对对照组提高

31.7%；并且该菌株 64 h得率为 0.41 g/g，相较于对照

组提升 115.8%；SX13在 56 h时 R-3HB产量达到最
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图 4    含 pTed-HPR的大肠杆菌在乙酸培养基中的相对荧光强度

Fig. 4    Relative fluorescence intensity of E. coli containing pTed-HPR in acetate medium
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高，为 1.73 g/L，相较于对照菌株提高 7.5%，但其产量

低于 BW25113(pTrcAB7, pBADP2)(图 1(d))。而其他

3个菌株仅得率高于对照组，R-3HB产量都有不同程

度的降低。最终，测量 SX11中 CRISPRi系统所包含

的 crRNA序列（CTGTGGGGACCTCAGCACGG），并

将该 crRNA序列命名为 gltAcrRNA2*。总的来说，本

文通过高效筛选与 CRISPRi系统相结合方法，成功

筛选出能够生产更多 R-3HB的工程大肠杆菌，并测

得了菌株中所含有的 crRNA序列。

 2.3    针对高产菌株的回补验证

为了证实是含有 gltAcrRNA2*的 CRISPRi系统

导 致 SX11的 R-3HB产 量 和 得 率 相 较 于 对 照 菌

BW25113(pTrcAB7-HPR, pBADP2)有所提高，本文构

建 了 含 有 gltAcrRNA2*的 CRISPRi质 粒 （pSC101-
gltA） ，并将该质粒与不带检测系统的生产质粒

pTrcAB7和 pBADP2共同转入大肠杆菌 BW25113。
结果如图 8所示，成功回补 CRISPRi系统的 BW25113
(pTrcAB7,  pBADP2,  pSC101-gltA)在 56  h时能够生

产 2.04 g/L的 R-3HB，相较 SX11没有明显差异，相较

BW25113(pTrcAB7, pBADP2)提高 13.3%。BW25113
(pTrcAB7, pBADP2, pSC101-gltA)的生长情况明显不

如BW25113(pTrcAB7, pBADP2)，主要是由于CRISPRi
系统抑制菌株的 TCA循环导致菌体生长变差。而

BW25113(pTrcAB7, pBADP2, pSC101-gltA)相较 SX11
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表 4    设计的 crRNA序列

Table 4    Designed crRNA sequence

Name Sequence(5’→3’)

gltAcrRNA1 AGCAAAACTCACNNTCAACG

gltAcrRNA2 CTGTGGGGACCTNNGCACGG

icdAcrRNA1 GCGCTCGAAGGANNGGTGAA

icdAcrRNA2 GAAGGAGCGTTTNNAGACTG
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生长情况略有改善，最高 OD600 从 1.57提高到 1.69，
这可能是由于去除了荧光检测系统的代谢负担。此

外，BW25113(pTrcAB7, pBADP2, pSC101-gltA)在 64 h
时 R-3HB的得率为 0.37 g/g，为 SX11的 90.2%，得率

略微下降的原因可能是由于更多乙酸被用于菌体生

长导致，但其得率相较于原始菌株仍有 94.7%的提

升。如图 8（e）所示 ，BW25113(pTrcAB7,  pBADP2,
pSC101-gltA)和 SX11的 gltA 转录水平基本一致，回

补 CRISPRi系统后菌株 BW25113(pTrcAB7, pBADP2,
pSC101-gltA)的 TCA循环强度与 SX11相近。此外，

虽然 4个菌株间 gltA 转录水平差距不显著，但BW25113
(pTrcAB7,  pBADP2,  pSC101-gltA)和 SX11的 gltA 转

录水平均低于野生菌株 BW25113(pTrcAB7, pBADP2)，
且高于 FP31(pTrcAB7, pBADP2)（图 1（f）），从侧面证

实了将 gltA 的天然启动子替换为 J23100系列启动子

后，R-3HB产量下降的原因是 gltA 转录强度不合适

导致。SX11菌株测得的 crRNA序列相较于原始序

列是双突变的，双突变的 crRNA抑制 gltA 转录能力

较低[37]，符合 SX11菌株中 gltA 转录水平相较于野生

型菌株略微下降的现象。总的来说，含有 gltAcrRNA2*
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图 7    筛选出的菌株生产 R-3HB

Fig. 7    Screened strains to produce R-3HB
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图 8    CRISPRi质粒回补验证的菌株生产 R-3HB

Fig. 8    Strains with replenishment CRISPRi plasmid to produce R-3HB
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的 CRISPRi系统可以适度地调节 TCA循环强度，进

而提高菌株的 R-3HB产量和得率。

 3    结束语

在以乙酸为底物时，TCA循环是工程大肠杆菌

合成 R-3HB的主要竞争途径之一，适度调节 TCA循

环强度能够提高 R-3HB的产量和得率。本研究中首

先通过将 gltA 的天然启动子替换为 J23100系列启动

子调节 TCA循环强度，但替换启动子后的菌株 R-

3HB的产量全部降低、仅部分菌株 R-3HB得率提

高。为了提高筛选 R-3HB高产菌株的效率，本文构

建了一种能够在以乙酸为底物时筛选 R-3HB高产菌

株的高效筛选方法。该方法中相对荧光强度会与 R-

3HB的质量浓度呈正相关性。因此，依靠该高效筛选

系统，可以根据相对荧光强度初步筛选出高产 R-3HB
的菌株。本文使用最多 64种含有不同 crRNA的

CRISPRi质粒抑制 gltA 或 icdA，从而调节 TCA循环

强度，并结合高效筛选方法初步筛选出 5个可能

的 R-3HB高 产 菌 株 （SX13、 SX39、 SX10、 SX11和

SX30）。随后，在摇瓶水平验证初筛菌株的生产性

能。其中，SX11表现最为优异，能够生产 2.12 g/L的

R-3HB，相较于对照组提高 31.7%；且该菌株 64 h时

得率为 0.41 g/g，相较于对照组提升 115.8%。

为 了 证 实 含 有 gltAcrRNA2*的 CRISPRi系 统

是 SX11的 R-3HB产量和得率提高的主要原因 ，

将 pSC101-gltA 转入到 R-3HB生产菌株 BW25113
(pTrcAB7,  pBADP2)，得到菌株 BW25113  (pTrcAB7,
pBADP2, pSC101-gltA)。BW25113 (pTrcAB7, pBADP2,
pSC101-gltA)的最大 R-3HB产量为 2.04 g/L，与 SX11
相差不大；且 64 h时得率为 0.37 g/g，为 SX11的 90.2%。

虽 然 BW25113(pTrcAB7,  pBADP2,  pSC101-gltA)的
R-3HB的产量和得率略低于 SX11，但相较于原始菌

株 BW25113(pTrcAB7, pBADP2)仍分别提高了 13.3%
和 94.7%。该现象证实含有 gltAcrRNA2*的 CRISPRi
系统调节 TCA循环强度是相应菌株 R-3HB产量和

得率提高的主要原因。总的来说，本研究通过高效

筛选和 CRISPRi技术调节 TCA循环强度，成功提高

了以乙酸为底物时工程菌株的 R-3HB产量和得率。
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Adjusting the TCA Cycle for Promoting the Production of
(R)-3-Hydroxybutyric Acid from Acetate in Escherichia coli

FEI Peng1, SUN Junru1, LUO Yuanchan1, WU Hui1,2

(1. School of Biotechnology, East China University of Science and Technology, Shanghai 200237, China;
2. MOE Key Laboratory of Bio-Intelligent Manufacturing, School of Bioengineering,

Dalian University of Technology, Dalian 116024, Liaoning, China)

Abstract: Acetate  is  a  common non-carbohydrate  carbon  source  with  the  advantages  of  low cost  and  abundant
supply. When engineered Escherichia coli is used to synthesize (R)-3-hydroxybutyric acid (R-3HB) with acetate as the
sole carbon source, the TCA cycle acts as the major competitive metabolic pathway. Appropriately regulating the TCA
cycle  is  therefore  an  effective  strategy  to  improve  the  titer  and  yield  of R-3HB.  In  this  study,  an  efficient  screening
method was established, which could reflect  the relative abundance of R-3HB via fluorescence intensity.  A CRISPRi
library  containing  random  crRNA  sequences  was  further  applied  to  inhibit  the  TCA  cycle  at  varying  intensities.
Combining the efficient screening method with the CRISPRi system, five candidate strains with potential high R-3HB
production  capacity  were  obtained  and subsequently  verified  by  shake-flask  fermentation.  Among them,  strain  SX11
produced 2.12 g/L R-3HB, representing a 31.7% increase compared with the control strain. At 64 h of fermentation, the
yield  of R-3HB  in  SX11  reached  0.41  g/g,  which  was  115.8%  higher  than  that  of  the  control  group.  Based  on  the
crRNA sequence identified from strain SX11,  a  corresponding CRISPRi plasmid was constructed for  validation.  The
recombinant  strain  BW25113(pTrcAB7,  pBADP2,  pSC101-gltA)  achieved an R-3HB titer  of  2.04 g/L and a  yield  of
0.37 g/g,  which were  13.3% and 94.7% higher  than those  of  the  control,  respectively.  These  results  confirm that  the
CRISPRi  system carrying gltAcrRNA2*  can  effectively  modulate  the  TCA cycle,  thereby enhancing R-3HB titer  and
yield  from  acetate.  This  work  provides  a  novel  strategy  for  improving  the  production  of  acetyl-CoA-derived
biochemicals.

Key words: Escherichia coli；acetate；(R)-3-hydroxybutyric acid；efficient screening；CRISPRi
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