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摘要:【目的】 通过克隆来源于糖丁基梭菌(Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ ＤＳＭ１３８６４)丁醇合成途径的关键酶

基因( ｔｈｌＡꎬｂｃｓ￣ｏｐｅｒｏｎ 和 ａｄｈＥ)ꎬ构建产丁醇大肠杆菌ꎮ 【方法】 以 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ ＤＳＭ１３８６４ 的

基因组为模板ꎬ分别扩增丁醇途径关键酶基因 ｔｈｌＡꎬｂｃｓ￣ｏｐｅｒｏｎ(ｃｒｔ￣ｂｃｄ１￣ｅｔｆＢ２￣ｆｉｘＢ２￣ｈｂｄ)和 ａｄｈＥꎬ构建了两个

重组质粒 ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｂｃｓ 和 ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣ｔｈｌＡ￣ａｄｈＥꎬ并成功转入 Ｅ. ｃｏｌｉ ＪＭ１０９(ＤＥ３)实现异源表达ꎬ使大肠杆菌具

备产丁醇能力ꎮ 在半厌氧条件下进行重组菌的发酵ꎬ并研究不同培养基对产丁醇的影响ꎮ 【结果】 该重组菌

在半厌氧条件下经摇瓶发酵丁醇产量达到 ２５􀆰 ４ ｍｇ / Ｌꎬ通过优化培养基后ꎬ在 ＴＢ 发酵培养基中丁醇产量可

达到 ３４􀆰 １ ｍｇ / Ｌꎮ 【结论】 通过构建重组共表达质粒ꎬ将糖丁基梭菌来源的丁醇途径关键酶基因在大肠杆菌

中表达ꎬ成功构建产丁醇大肠杆菌ꎮ 该研究提供了一株易于操作的丁醇发酵重组大肠杆菌ꎬ避免了传统梭菌

发酵丁醇生产中苛刻的厌氧条件、易产孢子等限制问题ꎮ
关键词:糖丁基梭菌ꎬ大肠杆菌ꎬ丁醇ꎬ半厌氧发酵
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　 　 丁醇(又称正丁醇ꎬｎ￣ｂｕｔａｎｏｌ)ꎬ是一种无色液

体ꎬ能与乙醇、乙醚及其他多种有机溶剂混溶ꎮ 丁醇

是一种重要的大宗化工原料ꎬ用途广泛ꎬ可用于制备

多种化工产品前体和酯类衍生物ꎬ也可经氧化生产

丁醛和丁酸ꎮ 此外ꎬ丁醇也是一种新型的可再生能

源ꎮ 近年来ꎬ能源危机和环境问题日益凸显ꎬ寻找可

再生能源取代汽油逐渐成为人们关注的焦点ꎮ 与乙

醇相比ꎬ丁醇具备高能量、低挥发性、低污染性以及

可混合性等优点ꎬ成为备受关注的新型可再生燃料

添加剂ꎮ 丁醇主要有化学合成和生物发酵两种生产

方法ꎬ其中化学合成法需要以石油来源的丙烯为原

料ꎮ 然而ꎬ随着石油资源逐渐枯竭以及环境问题日

益严重ꎬ微生物发酵法越来越受到人们的青睐ꎮ 传

统的发酵法产丁醇主要是运用梭菌属如丙酮丁醇梭

菌 ( Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ ) [１]、 拜 氏 梭 菌

( Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉｉ ) [２] 和 糖 丁 基 梭 菌

(Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ) [３] 等微生物自身存

在的丙酮￣丁醇￣乙醇发酵途径(ＡＢＥ 发酵)ꎮ 但是ꎬ
天然产丁醇的梭菌存在如下缺陷:厌氧培养条件苛

刻ꎬ基因操作难度大ꎬ以及发酵后期会出现产孢子现
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象而终止产丁醇过程[４]ꎮ 为此ꎬ在遗传背景明确ꎬ
基因工具成熟的大肠杆菌和酿酒酵母等常用的模式

菌株中构建丁醇生产途径逐渐成为人们研究的热

点[５ － ７]ꎮ Ｉｎｕｉ 等[８]构建的大肠杆菌重组菌ꎬ携带以

双 ｔａｃ 启动子调控表达丙酮丁醇梭菌中丁醇途径相

关基因的重组质粒ꎬ调整初始菌浓度 ＯＤ６６０为 ２０ 时

进行发酵ꎬ其丁醇最高产量达到 １􀆰 ２ ｇ / Ｌꎮ Ｎｉｅｌｓｅｎ
等[９]将丙酮丁醇梭菌来源的丁醇途径直接克隆至

大肠杆菌中ꎬ以多顺反子形式表达后ꎬ初始丁醇产量

为 ３４ ｍｇ / Ｌꎬ而把途径中各个基因进行单独表达后ꎬ
丁醇产量达到 ２００ ｍｇ / Ｌꎬ通过引入 ＮＡＤＨ 再生途径

后ꎬ代 谢 过 程 的 还 原 力 增 强ꎬ 丁 醇 产 量 达 到

５８０ ｍｇ / Ｌꎮ Ｓｈｅｎ 等[１０]在构建产丁醇重组大肠杆菌

时ꎬ也通过提供 ＮＡＤＨ 和乙酰辅酶 Ａ 驱动力结合反

式￣烯酰辅酶 Ａ 还原酶的方法来强化丁醇的生产ꎬ最
终丁醇产量能达到 ３０ ｇ / Ｌꎮ Ａｔｓｕｍｉ 等[１１] 利用宿主

菌大肠杆菌本身的氨基酸合成途径ꎬ将其产生的 ２￣
酮酸中间体用于醇类的生产ꎬ可以获得 ０􀆰 ０１６ ｇ / Ｌ
丁醇ꎮ Ｂｏｎｄ￣Ｗａｔｔｓ 等[１２] 引入来自 Ｒ. ｅｕｔｒｏｐｈａ 的外

源基因 ｐｈａＡ 在大肠杆菌中成功构建了高效的产丁

醇系统ꎬ能获得 ４６５０ ｍｇ / Ｌ 的丁醇ꎮ 国内也有课题

组对重组大肠杆菌产丁醇进行了研究[１３ － １４]ꎬ张秋

妍等[１５]构建的产丁醇重组大肠杆菌ꎬ经过 ＩＰＴＧ 浓

度优化和支路途经相关基因敲除后ꎬ罐上发酵丁醇

产量为 １􀆰 ０７ ｇ / Ｌꎮ 但这些重组大肠杆菌丁醇产量绝

大多数均远低于天然产丁醇梭菌 ( １２ ｇ / Ｌ 左

右) [１ － ３]ꎮ 目前已报道的产丁醇大肠杆菌或其他产

丁醇异源菌的丁醇途径中相关基因均是丙酮丁醇梭

菌来源的ꎬ因为针对丙酮丁醇梭菌的研究和全基因

组测序完成的时间都相对较早ꎬ遗传操作系统建立

后在分子层面的研究也更加深入ꎮ
糖丁基梭菌能利用多种糖质原料如糖蜜ꎬ葡萄

糖ꎬ果糖ꎬ木糖等发酵产丁醇ꎬ溶剂产量为 ２０ ｇ / Ｌ 左

右ꎬ与丙酮丁醇梭菌的产丁醇能力相当ꎮ 相比于丙

酮丁醇梭菌ꎬ糖丁基梭菌以前没有进行全基因组测

序的研究ꎬ遗传信息相对缺乏ꎬ因此前期研究主要集

中在发酵方式和条件的优化等方面ꎮ 在本研究室前

期工 作 中ꎬ 已 经 完 成 糖 丁 基 梭 菌 ( Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ ＤＳＭ１３８６４)的全基因组测序ꎬ并提

交 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库(登录号:ＡＹＸＬ００００００００)ꎮ 本

文主要采用合成生物学的方法ꎬ将糖丁基梭菌中产

丁醇途径的关键酶基因—硫解酶基因( ｔｈｌＡ)ꎬ丁酰

辅酶 Ａ 合成操纵子 ( ｂｃｓ￣ｏｐｅｒｏｎ) 基因 ( ｃｒｔꎬ ｂｃｄ１ꎬ
ｅｔｆＢ２ꎬ ｆｉｘＢ２ꎬ ｈｂｄ)和醛 /醇脱氢酶基因(ａｄｈＥ)通过

Ｄｕｅｔ 系列质粒转入 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＪＭ１０９ (ＤＥ３)中
异源表达ꎬ使大肠杆菌能够生产丁醇ꎬ本研究首次将

来源于糖丁基梭菌 ( Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ
ＤＳＭ１３８６４)的丁醇途径在大肠杆菌中成功构建ꎬ重
组大肠杆菌中丁醇代谢途径如图 １ 所示ꎮ 与丙酮丁

醇梭菌内源的丁醇合成途径相比ꎬ糖丁基内源的丁

醇代谢路径是基本相同的ꎬ但是在涉及的几个关键

酶上存在一些不同ꎮ 研究显示醛醇脱氢酶是丁醇合

成途径的限速酶ꎬ所以在丁醇生产中的作用至关重

要[５]ꎮ 丙酮丁醇梭菌中存在两个醛醇脱氢酶ꎬ分别

利用这两个酶参与丁醇合成时丁醇产量有明显不

同[８]ꎮ 而糖丁基梭菌中只存在一种醛醇脱氢酶ꎬ而
这种单一酶在丁醇合成途径中作用可能更加专一ꎬ
更加有利于丁醇的生产ꎮ 其次ꎬ另一个限速酶丁酰

ＣｏＡ 脱氢酶是厌氧酶ꎬ需要两个氧化还原黄素蛋白

共同作用ꎮ 目前已报道的研究中显示丙酮丁醇梭菌

中的丁酰 ＣｏＡ 脱氢酶酶活均较低ꎬ糖丁基梭菌内源

的丁酰 ＣｏＡ 脱氢酶的两个氧化还原黄素蛋白与丙

酮丁醇菌内源的不同ꎬ所以本研究拟进一步研究其

在丁醇途径中是否能增加丁醇的产量ꎮ 通过对糖丁

基内源的丁醇途径转入大肠杆菌的研究尝试ꎬ希望

获得一株产丁醇能力更强的重组大肠杆菌ꎮ

图 １. 重组大肠杆菌中丁醇代谢途径

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｂｕｔａｎｏｌ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ. ｔｈｌ:ｔｈｉｏｌａｓｅꎬｂｈｄ:３￣ｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒｙｌ￣ＣｏＡ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬｃｒｔ:
ｃｒｏｔｏｎａｓｅꎬｂｃｄ:ｂｕｔｙｒｙｌ￣ＣｏＡ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬａｄｈＥ:ｂｕｔｙｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣ｂｕｔａｎｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ.
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１　 材料和方法

１􀆰 １　 菌株和质粒

克隆宿主 Ｅ. ｃｏｌｉ ＪＭ１０９ 和表达宿主 Ｅ. ｃｏｌｉ
ＪＭ１０９ ( ＤＥ３ ) 由 本 研 究 室 保 藏ꎬ 糖 丁 基 梭 菌

(Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ ＤＳＭ１３８６４)购于德国

微生物菌种保藏中心ꎬｐＥＴＤｕｅｔ￣１ 和 ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣１ 质

粒购自 Ｎｏｖａｇｅｎ 公司(德国)ꎮ
１􀆰 ２　 酶和试剂

限 制 性 内 切 酶、 高 保 真 ＤＮＡ 聚 合 酶

ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲ􀳏 ＨＳ 和 Ｔ４ 连接酶等均购自大连宝生

物公司ꎬＰＣＲ 产物纯化试剂盒和 ＤＮＡ 胶回收试剂盒

购自上海生工生物工程有限公司ꎮ 其他相关试剂和

材料均为国产分析纯ꎮ
１􀆰 ３　 培养基和培养条件

１􀆰 ３􀆰 １　 大肠杆菌种子培养基:ＬＢ 培养基(１ Ｌ)(１０
ｇ 胰蛋白胨、５ ｇ 酵母提取物、１０ ｇ ＮａＣｌꎬ固体培养基

则添加 １􀆰 ５％琼脂粉)ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 发酵培养基:ＬＢＧ 培养基(１ Ｌ) (１０ ｇ 胰蛋

白胨、５ ｇ 酵母提取物、１０ ｇ ＮａＣｌ、２０ ｇ 葡萄糖)ꎻＴＢ
培养基(１ Ｌ) (１２ ｇ 胰蛋白胨、２４ ｇ 酵母提取物、
２􀆰 ３１ ｇ ＫＨ２ＰＯ４、１２􀆰 ５４ ｇ Ｋ２ＨＰＯ４、２０ ｇ 甘油)ꎻＭ９ 培

养基 (１ Ｌ) [７] (６ ｇ Ｎａ２ＨＰＯ４、３ ｇ ＫＨ２ＰＯ４、０􀆰 ５ ｇ

ＮａＣｌ、１ ｇ ＮＨ４Ｃｌ、１ ｍｍｏｌ ＭｇＳＯ４、１０ ｍｇ ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ１、
０􀆰 １ ｍｍｏｌ ＣａＣｌ２、２０ ｇ 葡萄糖、０􀆰 ０２７ ｇ ＦｅＣｌ３􀅰６Ｈ２Ｏ、
０􀆰 ００２ ｇ ＺｎＣｌ２􀅰４Ｈ２Ｏ、０􀆰 １５ ｇ Ｎａ２ＭｏＯ４􀅰２Ｈ２Ｏ、０􀆰 ２５ ｇ
ＣｕＳＯ４􀅰５Ｈ２Ｏ、１􀆰 ２５ ｍｇ Ｈ３ＢＯ３)ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 培养条件:将大肠杆菌接种于装有 １０ ｍＬ
ＬＢ 液 体 培 养 基 的 ２５０ ｍＬ 三 角 瓶 中ꎬ ３７ ℃ꎬ
１２０ ｒ / ｍｉｎ过夜培养ꎮ 将培养后的种子液以 １％的接

种量转接 ３０ ｍＬ ＬＢ 培养基ꎬ待菌体培养至 ＯＤ６００为

１􀆰 ２ － １􀆰 ５ 时ꎬ４ ℃、４０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 收集菌

体ꎮ 然后将收集的菌体重悬于 ６０ ｍＬ 新鲜的 Ｍ９ 培

养基中ꎬ调节 ＯＤ６００为 ０􀆰 ８ 左右ꎬ再将重悬菌液转移

至 １００ ｍＬ 厌氧培养瓶中ꎬ加入 ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ ＩＰＴＧ
(终浓度)诱导ꎬ３０ ℃ꎬ９０ ｒ / ｍｉｎ 进行半厌氧发酵(半
厌氧发酵即将培养基转移至厌氧瓶后ꎬ盖上丁基胶

塞密封ꎬ厌氧瓶内不用抽真空ꎬ存在一定量的氧

气)ꎮ 各培养基使用前添加相应的抗生素终浓度分

别为氨苄青霉素 ( Ａｍｐꎬ１００ μｇ / ｍＬ)ꎬ卡那霉素

(Ｋａｎꎬ５０ μｇ / ｍＬ)ꎮ
１􀆰 ４　 分子生物学操作

实验中采用 ＢＩＯ￣ＲＡＤ 公司的 ＰＣＲ 仪进行 ＰＣＲ
反应ꎮ 实验中所设计的引物由上海捷瑞生物工程有

限公司合成ꎬ实验中所用到的引物见表 １ꎮ 基因测

序由赛音生物技术(上海)有限公司完成ꎮ

表 １. 实验中所用的引物

Ｔａｂｌｅ １. Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
Ｐｒｉｍｅｒｓ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′)
ｔｈｌＡ￣ＢａｍＨ Ｉ ＣＧＧＡＴＣＣＡＡＴＧＡＧＡＧＡＴＧＴＡＧＴＴＡＴＴＧ
ｔｈｌＡ￣Ｎｏｔ Ｉ ＡＡＧＧＡＡＡＡＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＣＴＴＣＴＡＴＴＡＡＡＣＴＣＴＴＴＣＡＡＣ
ａｄｈＥ￣Ｂｇｌ ＩＩ ＧＡＡＧＡＴＣＴＴＡＡＡＧＡＡＡＴＧＡＧＡＧＴＴＡＣ
ａｄｈＥ￣Ｘｈｏ Ｉ ＣＣＣＴＣＧＡＧＣＣＴＧＡＣＴＴＴＴＡＴＴＣ
ｃｒｔ￣ＢａｍＨ Ｉ ＣＧＧＡＴＣＣＡＧＣＡＡＧＴＴＴＡＡＧＧＧＡＧ
ｈｂｄ￣Ｎｏｔ Ｉ ＡＡＧＧＡＡＡＡＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＡＣＡＴＧＴＡＣＣＴＴＡＡＧＣ
ｃｒｔ￣Ｐｓｔ Ｉ ＡＡＣＴＧＣＡＧＧＣＡＡＧＴＴＴＡＡＧＧＧＡＧＧＡＴＣＴＴＡＡＴＡＴＧ
ｃｒｔ￣ＢａｍＨ Ｉ ＣＧＧＧＡＴＣＣＴＴＡＴＴＴＡＴＴＴＴＧＧＡＡＡＴＴＣＴＴＴＴＣＴＧＴＴＣ
ｂｃｄ１￣ＢａｍＨ Ｉ ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＧＧＧＡＴＴＴＡＴＡＴＡＧＴＴＴＴＧＴＴＴＡＴＣＡＡＴＡＧＧＴ
ｂｃｄ１￣ＥｃｏＲ Ｉ ＧＧＡＡＴＴＣＴＣＡＴＴＡＴＡＡＡＡＴＣＣＴＣＣＣＴＡＴＣＴＴＡＡＡＡＴＧ
ｅｔｆＢ２￣Ｈｉｎｄ ＩＩＩ ＣＣＡＡＧＣＴＴＣＡＴＴＴＴＡＡＧＡＴＡＧＧＧＡＧＧＡＴＴＴＴＡＴＡＡＴＧ
ｅｔｆＢ２￣ＥｃｏＲ Ｉ ＧＧＡＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＴＡＴＴＡＴＣＴＴＡＧＡＴＧＴＡＧＴＧＴＴＴＴＴ
ｆｉｘＢ２￣Ｈｉｎｄ ＩＩＩ ＣＣＡＡＧＣＴＴＧＡＡＡＡＡＣＡＣＴＡＣＡＴＣＴＡＡＧＡＴＡＡＴＡＧＧＡＧＧ
ｆｉｘＢ２￣ＥｃｏＲ Ｉ ＧＧＡＡＴＴＣＣＴＧＡＡＡＴＴＡＴＴＣＡＧＣＡＣＴＴＡＴＴＡＴＴＴＣＴＴＴＡＧ
ｈｂｄ￣ＢａｍＨ Ｉ ＣＧＧＧＡＴＣＣＴＣＴＡＴＧＧＡＡＡＡＧＡＴＴＴＴＴＧＴＡＣＴＴＧＧＡＧ
ｈｂｄ￣ＥｃｏＲ Ｉ ＧＧＡＡＴＴＣＣＴＣＡＣＡＴＧＴＡＣＣＴＴＡＡＧＣＡＡＴＣＡＴＡＴＡＡＴＴ

　 　 　 　 　 　 Ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｂｏｌｄ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ: ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ.
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Ｊｉｎ Ｌｉ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

１􀆰 ５　 质粒构建

共表达载体 ｐＥＴＤｕｔｅ￣１ 和 ｐＲＳＦＤｕｔｅ￣１ 均携带

两个 Ｔ７ 启动子ꎬ并且分别携带 Ａｍｐ 和 Ｋａｎ 抗性ꎮ
以 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ ＤＳＭ１３８６４ 的基

因组为模板ꎬ分别 ＰＣＲ 扩增获得大小为 １􀆰 ２ ｋｂ 的

ｔｈｌＡ 基 因 片 段 ( 扩 增 引 物 为 ｔｈｌＡ￣ＢａｍＨ Ｉ 和

ｔｈｌＡ￣Ｎｏｔ Ｉ)、大小为 ２􀆰 ６ ｋｂ 的 ａｄｈＥ(引物为 ａｄｈＥ￣
Ｂｇｌ ＩＩ 和 ａｄｈＥ￣Ｘｈｏ Ｉ)和 ４􀆰 ９ ｋｂ 大小的 ｂｃｓ￣ｏｐｅｒｏｎ
(ｃｒｔ￣ｂｃｄ１￣ｅｔｆＢ２￣ｆｉｘＢ２￣ｈｂｄꎬ扩增引物为 ｃｒｔ￣ＢａｍＨ Ｉ 和
ｈｂｄ￣Ｎｏｔ Ｉ)ꎮ

将 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｎｏｔ Ｉ 双酶切后的 ｔｈｌＡ 基因片

段与同样双酶切后的 ｐＲＳＦＤｕｔｅ￣１ 质粒通过 Ｔ４ 连

接酶连接ꎬ构建质粒 ｐＲＳＦＤｕｔｅ￣ｔｈｌＡꎮ 将 Ｂｇｌ ＩＩ 和

Ｘｈｏ Ｉ 双酶切后的 ａｄｈＥ 基因片段连接至同样双

酶切后的重组质粒 ｐＲＳＦＤｕｔｅ￣ｔｈｌＡ 上ꎬ构建质粒

ｐＲＳＦＤｕｔｅ￣ｔｈｌＡ￣ａｄｈＥ( ｐ￣Ｔ￣Ａ) (图 ２) ꎮ 将 ＢａｍＨ Ｉ
和 Ｎｏｔ Ｉ 双 酶 切 后 的 ｂｃｓ￣ｏｐｅｒｏｎ ( ｃｒｔ￣ｂｃｄ１ ￣ｅｔｆＢ２ ￣
ｆｉｘＢ２ ￣ｈｂｄ)连接至同样双酶切的载体 ｐＥＴＤｕｅｔ￣１
上构建重组质粒 ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｂｃｓ( ｐ￣Ｃ) (图 ２) ꎮ 双酶

切反应条件为 ３７ ℃ 反应 ６ － ８ ｈꎬＴ４ 连接酶条件

为 １６ ℃过夜连接ꎮ 连接产物通过热转化法转入

大肠杆菌 ＪＭ１０９ 感受态细胞ꎬ并涂布于含有相应

抗生素的平板上获取转化子ꎬ菌落 ＰＣＲ 后将阳性

转化子测序验证ꎮ

图 ２. 重组质粒 ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｂｃｓ 和 ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣ｔｈｌＡ￣ａｄｈＥ 示意图

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｓｃｈｅｍｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｂｃｓ ａｎｄ ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣ｔｈｌＡ￣ａｄｈＥ.

１􀆰 ６　 分析检测方法

菌体密度采用紫外可见分光光度计(ＯＤ６００)检
测ꎮ 发酵产物采用气相色谱仪 ( Ｖａｒｉａｎ ｃｐ ３９００ꎬ
ＵＳＡ)ꎬ色谱柱为 ＰＥＧ￣２０Ｍꎬ检测条件为: ６０ ℃保温

０􀆰 ５ ｍｉｎꎬ然后以 １０ ℃ / ｍｉｎ 的增速至 １２０ ℃后ꎬ保温

０􀆰 ５ ｍｉｎꎬ再 １５ ℃ / ｍｉｎ 的增速至 １９０ ℃ 后ꎬ保温

１ ｍｉｎꎮ 进样器和检测器的温度分别维持在１８０ ℃
和 ２１０ ℃ꎬ进样的体积为 ２ μＬꎮ

２　 结果和讨论

２􀆰 １　 质粒的构建

分别将重组质粒 ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｂｃｓ、ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣ｔｈｌＡ 和

ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣ｔｈｌＡ￣ａｄｈＥ 热转化法转入 Ｅ. ｃｏｌｉ ＪＭ１０９ꎬ
菌落 ＰＣＲ 验证后ꎬ挑取阳性转化子提取质粒进行酶

切验证ꎮ 如图 ３￣Ａ 所示ꎬ质粒 ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣ｔｈｌＡ￣ａｄｈＥ
用内切酶 ＢａｍＨ Ｉ、Ｎｏｔ Ｉ、Ｂｇｌ ＩＩ 和 Ｘｈｏ Ｉ 酶切后分别

出现 ３􀆰 ８、２􀆰 ６ 和 １􀆰 ２ ｋｂ 大小的片段(分别与载体

ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣１、ｔｈｌＡ 和 ａｄｈＥ 基因大小相符ꎬ表明重组

质粒 ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣ｔｈｌＡ￣ａｄｈＥ 构建成功ꎮ 质粒 ｐＥＴＤｕｅｔ￣
ｂｃｓ 分别用 ＢａｍＨ Ｉ 单酶切和 ＢａｍＨ Ｉ、Ｘｈｏ Ｉ 进行双

酶切验证ꎬ结果如图 ３￣Ｂ 所示ꎮ 单酶切结果为一条

大小 １０ ｋｂ 左右的条带ꎬ因为载体 ｐＥＴＤｕｅｔ￣１ (５􀆰 １
ｋｂ)和丁酰辅酶 Ａ 合成操纵子基因簇(４􀆰 ９ ｋｂ)大小

相近ꎬ所以双酶切后其核酸电泳图显示为 ２ 个基因

片段重叠在一起(图 ３￣Ｂ)ꎮ 为了验证基因簇中各基

因的存在ꎬ以基因簇中单个基因的扩增引物进行

ＰＣＲ 验证ꎬ由图 ３￣Ｂ 所示ꎬ分别获得大小相符的目的

条带 ｃｒｔ(８１０ ｂｐꎬ扩增引物 ｃｒｔ￣Ｐｓｔ Ｉꎬｃｒｔ￣ＢａｍＨ Ｉ)、ｂｃｄ１
(１２１２ ｂｐꎬ扩增引物 ｂｃｄ１￣ＢａｍＨ Ｉꎬｂｃｄ１￣ＥｃｏＲ Ｉ)、ｅｔｆＢ２
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(８１８ ｂｐꎬ扩增引物 ｅｔｆＢ２￣Ｈｉｎｄ ＩＩＩꎬ ｅｔｆＢ２￣ＥｃｏＲ Ｉ)、
ｆｉｘＢ２ ( １０５３ ｂｐꎬ 扩 增 引 物 ｆｉｘＢ２￣Ｈｉｎｄ ＩＩＩꎬ ｆｉｘＢ２￣

ＥｃｏＲ Ｉ)、ｈｂｄ (８７９ ｂｐꎬ扩增引物 ｈｂｄ￣ＢａｍＨ Ｉꎬｈｂｄ￣
ＥｃｏＲ Ｉ)ꎮ

图 ３. 重组质粒 ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣ｔｈｌＡ￣ａｄｈＥ 和 ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｂｃｓ 酶切及 ＰＣＲ 验证图

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣ｔｈｌＡ￣ａｄｈＥ ａｎｄ ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｂｃｓ ｂｙ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ＰＣＲ. Ａ:
ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣ｔｈｌＡ￣ａｄｈＥ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ＢａｍＨ Ｉꎬ Ｎｏｔ Ｉꎬ Ｂｇｌ ＩＩ ａｎｄ Ｘｈｏ Ｉꎬ Ｍ: Ｍａｒｋｅｒꎻ ｌａｎｅ １: ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣
ｔｈｌＡ￣ａｄｈＥꎻ Ｂ: Ｖｅｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｂｃｓ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅｓ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｅｎｅ ｉｎ ｂｃｓ￣ｏｐｅｒｏｎꎬ ｌａｎｅ １:
ｐｌａｓｍｉｄ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ＢａｍＨ Ｉꎻ ｌａｎｅ ２: ｐｌａｓｍｉｄ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ＢａｍＨ Ｉ ａｎｄ Ｘｈｏ Ｉꎻ ｌａｎｅｓ ３ － ７: ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｃｒｔꎬ ｂｃｄ１ꎬ
ｅｔｆＢ２ꎬ ｆｉｘＢ２ꎬ ｈｂｄꎻ Ｍ: Ｍａｒｋｅｒ.

　 　 对酶切验证正确的转化子进行测序ꎬ测序结果

显示基因 ｔｈｌＡ、ａｄｈＥ 和 ｂｃｓ￣ｏｐｅｒｏｎ 的序列与标准基

因的核酸序列完全一致ꎬ表明扩增连接的基因片段

为正确的目的片段ꎮ
在选择如何构建重组质粒时ꎬ研究者们尝试了

不同的构建策略ꎬＩｎｕｉ 等[８] 将丁醇途径相关基因构

建于一个质粒上ꎬ采用 ３ 个 ｔａｃ 启动子ꎬ质粒大小为

１５ ｋｂ 左右ꎬＡｔｓｕｍｉ 等[７] 采用两个携带不同复制起

始的质粒ꎬ共表达丁醇途径的相关基因ꎮ 考虑到本

研究涉及的基因较多ꎬ若将所有基因构建于同一质

粒上ꎬ重组质粒将会达到 １４ ｋｂ 之多ꎬ造成质粒负担

过大ꎬ且会影响各个基因的表达ꎮ 所以本研究使用

２ 个共表达质粒 ｐＥＴＤｕｔｅ￣１ 和 ｐＲＳＦＤｕｔｅ￣１ 分别表达

上述基因ꎬ这两个质粒分别含有不同的复制子ꎬ都带

有两个 Ｔ７ 强启动子ꎮ 质粒构建图谱如图 ２ 所示ꎬ将
ｂｃｓ￣ｏｐｅｒｏｎ(５０００ ｂｐ 左右) 克隆至质粒 ｐＥＴＤｕｔｅ￣１
上ꎬ将 ｔｈｌＡ 和 ａｄｈＥ 两个基因分别克隆至质粒

ｐＲＳＦＤｕｔｅ￣１ 的两个 Ｔ７ 启动子后面ꎮ 因为醛醇脱氢

酶(编码基因为 ａｄｈＥ)是丁醇途径的限速酶[１７]ꎬ所
以将 ａｄｈＥ 克隆在拷贝数更高的 ｐＲＳＦＤｕｔｅ￣１ 质粒

上ꎬ这样更有利于丁醇的生产ꎮ

２􀆰 ２　 重组菌的构建

将构 建 成 功 的 质 粒 ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣ｔｈｌＡ￣ａｄｈＥ 和

ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｂｃｓ 同时热转化至大肠杆菌 ＪＭ１０９(ＤＥ３)ꎬ
涂布于双抗性平板(Ａｍｐꎬ Ｋａｎ)ꎬ并对长出的转化子

进行菌落 ＰＣＲ 验证ꎬ分别获得相应大小的目的条

带ꎬ成功构建携带 ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣ｔｈｌＡ￣ａｄｈＥ 和 ｐＥＴＤｕｅｔ￣
ｂｃｓ 质粒的大肠杆菌 ＪＭ１０９(ＤＥ３) (命名为 Ｅ. ｃｏｌｉ
ＢＵＴ１)ꎮ 到目前为止ꎬ在非丁醇生产菌株中构建的

丁醇途径均为来源于丙酮丁醇梭菌 ( Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ ＡＴＣＣ８２４)ꎬ而本研究是首次将来源于

糖 丁 基 梭 菌 ( Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ
ＤＳＭ１３８６４)的丁醇途径在大肠杆菌中的成功构建ꎮ
２􀆰 ３　 重组 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＵＴ１ 发酵产丁醇

以 Ｍ９ 为发酵培养基ꎬ发酵方式采用先好氧发

酵培养菌体ꎬ然后收集菌体后添加诱导剂进行半厌

氧发酵ꎮ 其中好氧发酵过程中未检测到丁醇产量ꎬ
而重组菌在半厌氧发酵过程中开始生产丁醇ꎮ 如图

４ 所示ꎬ在发酵初期(１５ ｈ 内)ꎬ丁醇产生速率较慢ꎬ
Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＵＴ１ 主要进行生长和丁醇合成酶的表达ꎬ
随着半厌氧发酵进入中期(１５ － ２５ ｈ)ꎬ丁醇生产速

率增快ꎬ发酵 ２５ ｈ 后丁醇产量达到约 １７ ｍｇ / Ｌꎮ 之
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后丁醇生产速率开始减缓ꎬ在 ６５ ｈ 时达到最高产量

(约 ２５􀆰 ４ ｍｇ / Ｌ)ꎬ继续延长发酵时间丁醇产量不再

增加ꎮ
由于重组质粒和发酵方式的不同ꎬ最终获得的

丁醇产量也不同ꎮ 与本研究采用类似质粒构建方法

和发酵方式的丙酮丁醇梭菌来源丁醇途径在大肠杆

菌中的丁醇产量为 １８􀆰 ５ － ３０􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ[９ꎬ１６]ꎬ本实验

中糖丁基梭菌内源的丁醇途径导入未修饰的大肠杆

菌后丁醇产量为 ２５􀆰 ４ ｍｇ / Ｌꎬ与已报道的 Ｉｎｕｉ 等[８]

获得的最高产量为 １􀆰 ２ ｇ / Ｌ 还有一定的差距ꎬ该报

道中ꎬＩｎｕｉ 等构建的大肠杆菌重组菌ꎬ携带以双 ｔａｃ
启动子调控表达丙酮丁醇梭菌中丁醇途径相关基因

的重组质粒ꎬ调整初始菌浓度 ＯＤ６６０为 ２０ 时进行类

似于高浓度发酵的方式发酵ꎬ最终获得 １􀆰 ２ ｇ / Ｌ 的

丁醇ꎮ 分析丁醇产量较低的原因可能是由于大肠杆

菌中支路途经的干扰和发酵方式的原因导致丁醇产

量低ꎬ因此通过后期实验进行代谢支路敲除可以避

免碳源的消耗ꎬ同时因为丁醇合成途径中涉及到的

关键酶均为辅酶ꎬ反应需要大量的还原力ꎬ所以在丁

醇合成体系中构建 ＮＡＤＨ 回补途径等方法ꎬ可以为

反应提供所需还原力ꎬ能进一步提高最终大肠杆菌

中丁醇的产量ꎮ

图 ５. 发酵产物气相色谱检测图

Ｆｉｇｕｒｅ ５. ＧＣ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｆ Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＵＴ１ ａｎｄ Ｅ. ｃｏｌｉ ＪＭ１０９(ＤＥ３) / ｐＥＴＤｕｅｔ￣１ / ｐＲＦＳＤｕｅｔ￣１.

对发酵产物进行气相色谱分析ꎬ结果如图 ５ 所

示ꎬ发现 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＵＴ１ 的发酵产物中除丁醇(出峰时

间 ２􀆰 ４９ ｍｉｎ ) 外ꎬ 还 有 乙 醇 ( １􀆰 ４４ ｍｉｎ )、 乙 酸

图 ４. Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＵＴ１ 半厌氧发酵产丁醇

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂｕｔａｎｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ Ｅ.
ｃｏｌｉ ＢＵＴ１ ｉｎ ｓｅｍｉ￣ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ.

(５􀆰 ６５ ｍｉｎ)和丁酸(７􀆰 ６７ ｍｉｎ)等物质的生成ꎬ各产

物浓度如表 ２ 所示ꎬ含有空质粒的空白对照组(Ｅ.
ｃｏｌｉ ＪＭ１０９ ( ＤＥ３) / ｐＥＴＤｕｅｔ￣１ / ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣１ ) 中也存

在乙醇、乙酸的生成ꎬ说明该重组菌在生产丁醇的同

时ꎬ还伴随着其他副产物的生成ꎬ这些物质主要来源

于 Ｅ. ｃｏｌｉ ＪＭ１０９(ＤＥ３)自身代谢产物ꎮ 空白对照组

在 ２􀆰 ４９ ｍｉｎ 和 ７􀆰 ６７ ｍｉｎ 处没有丁醇峰和丁酸峰被

检出ꎬ说明 Ｅ. ｃｏｌｉ ＪＭ１０９(ＤＥ３)自身并不能进行丁

醇的生产ꎬ而将丁醇途径引入后产生了一定量的丁

醇ꎬ同时也有一些丁酸生成ꎬ这与文献[７ － ８] 报道相

符ꎬ而有的研究报道中存在的丁二酸等副产物在本

研究中没有检测到ꎮ
２􀆰 ４　 培养基对 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＵＴ１ 发酵产丁醇的影响

为了提高 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＵＴ１ 发酵生产丁醇的产量ꎬ
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本文对发酵培养基进行了优化ꎮ 以重组 Ｅ. ｃｏｌｉ
ＢＵＴＩ 为发酵菌株ꎬ分别使用 ＬＢＧ、ＴＢ 和 Ｍ９ ３ 种培

养基进行丁醇发酵实验ꎬ发酵结果如图 ６ 所示ꎮ 分

别以 ＬＢＧ、ＴＢ 和 Ｍ９ ３ 种培养基作为发酵培养基ꎬ半
厌氧发酵 ６０ ｈ 后ꎬ丁醇产量分别达到 １９􀆰 ８、３４􀆰 １ 和

２５􀆰 ４ ｍｇ / Ｌꎮ 比较 ＬＢＧ 和 ＴＢ 及 Ｍ９ 培养基的发酵

结果可知ꎬ甘油比葡萄糖更有利于 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＵＴ１ 生

产丁醇ꎮ 因为相比于甘油ꎬ葡萄糖更容易被其他代

谢途径利用ꎬ会导致碳源的流失[７]ꎮ 与 Ｍ９ 相比ꎬＴＢ
培养基中具有更加丰富的有机氮源ꎬ而丁醇产量也

由 ２５􀆰 ４ ｍｇ / Ｌ 提高至 ３４􀆰 １ ｍｇ / Ｌꎬ说明有机氮源更

容易被菌体利用ꎬ在一定程度上有利于丁醇的生产ꎮ
由此可见采用 ＴＢ 培养基更有利于 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＵＴ１ 发

酵生产丁醇ꎮ

表 ２. 大肠杆菌 ＢＵＴ１ 和对照菌的发酵产物浓度

Ｔａｂｌｅ ２. Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｅｓ ｏｆ ＢＵＴ１ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｔｒａｉｎ
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｓｔｒａｉｎ

ｃ(Ｅｔｈａｎｏｌ) /
(ｍｇ / Ｌ)

ｃ(Ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ) /
(ｍｇ / Ｌ)

ｃ(Ｂｕｔａｎｏｌ) /
(ｍｇ / Ｌ)

ｃ(Ｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ) /
(ｍｇ / Ｌ)

ｃ(Ｓｕｃｃｉｎｉｃ ａｃｉｄ) /
(ｍｇ / Ｌ)

Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＵＴ１ ４３􀆰 ５ ± １􀆰 ２ ５０１􀆰 １ ± ２􀆰 ５ ２５􀆰 ４ ± ０􀆰 ８ ２０􀆰 ５ ± ０􀆰 ７ －
Ｃｏｎｔｒｏｌ ４２􀆰 ５ ± １􀆰 ４ ５２３􀆰 ６ ± ２􀆰 ３ － － －

图 ６. Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＵＴ１ 在不同发酵培养基

中的丁醇的产量

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｂｕｔａｎｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＵＴ１
ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍｓ.

　 　 为了进一步研究发酵过程中重组菌的生长情

况ꎬ实验中检测了采用不同培养基和不同发酵方式

时生物量的积累情况ꎬ具体结果如表 ３ 所示ꎮ
如表 ３ 所示ꎬ在好氧条件下ꎬ目的菌大肠杆菌

ＢＵＴ１ 和宿主菌大肠杆菌 ＪＭ１０９(ＤＥ３)的生长相比

有差异ꎬ其中目的菌达到稳定期的时间更晚且菌浓

更低ꎬ原因是目的菌中携带 ２ 个质粒ꎬ菌体负担比较

大ꎬ且培养基中两种抗生素(ＡｍｐꎬＫａｎ)也对菌体的

生长有影响ꎮ 而在半厌氧条件下ꎬ不管是宿主菌还

是目的菌ꎬ因为氧气的不足ꎬ菌体都只是有少量的生

长ꎬ目的菌和宿主菌的生长差异不大ꎬ但是菌浓度和

达到稳定期的时间与好氧状态下相比都明显受到不

利影响ꎮ 而半厌氧条件下ꎬ目的菌在三种培养基中

的生长没有太大明显的差异ꎬ菌浓度 ＯＤ６００从初始的

０􀆰 ８ 左右经过 ２５ ｈ 左右半厌氧培养达到 １􀆰 ６ 左右ꎬ
这也说明 ＴＢ 培养基中丁醇产量更高的原因更主要

是由于碳源和氮源的影响ꎬ而不是因为在 ＴＢ 培养

基中生物量积累的更多造成的ꎮ

表 ３. 大肠杆菌 ＢＵＴ１ 和 ＪＭ１０９(ＤＥ３)在不同发酵培养基和发酵方式下的菌体浓度

Ｔａｂｌｅ ３. Ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＵＴ１ ａｎｄ ＪＭ１０９(ＤＥ３) ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉｕｍｓ ａｎｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ Ｅ. ｃｏｌｉ Ｉｎｉｔｉａｌ ＯＤ６００ Ｍａｘ ＯＤ６００ ｔ / ｈ∗

Ａｅｒｏｂｉｃ ＪＭ１０９(ＤＥ３) ０ ５􀆰 ３４ ± ０􀆰 ０９ ８

ＢＵＴ１ ０ ３􀆰 ８４ ± ０􀆰 １１ １０

Ｓｅｍｉ￣ａｎａｅｒｏｂｉｃ ＪＭ１０９(ＤＥ３) ０􀆰 ７５ ２􀆰 ０１ ± ０􀆰 ０５ １８

ＢＵＴ１ (ＬＢ) ０􀆰 ７９ １􀆰 ５６ ± ０􀆰 ０４ ２６

ＢＵＴ１(Ｍ９) ０􀆰 ８１ １􀆰 ６１ ± ０􀆰 ０４ ２６

ＢＵＴ１(ＴＢ) ０􀆰 ７８ １􀆰 ５８ ± ０􀆰 ０６ ２４
∗: Ｔｉｍｅ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｒｏｍ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｔｏ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ.

２􀆰 ５　 半厌氧和严格厌氧的发酵比较

通过在半厌氧发酵的基础上ꎬ将密封的厌氧瓶

上部空气抽真空ꎬ并通入二氧化碳ꎬ使发酵条件达到

严格的厌氧条件ꎬ以 ＴＢ 为培养基ꎬ比较两种发酵方
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式下的丁醇生产能力ꎬ结果如图 ７ 所示ꎮ 重组菌在

半厌氧和严格厌氧状态下丁醇的最终产量几乎没有

差距ꎬ都是 ２４ ｇ / Ｌ 左右ꎬ这也与已报道的文献中结

果一致[１３]ꎬ因为严格厌氧对操作条件要求更加高ꎬ
而产量却和半厌氧条件下的相当ꎬ所以后期实验都

是在半厌氧条件下进行ꎮ

图 ７. 半厌氧和严格厌氧条件下丁醇的发

酵产量

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｂｕｔａｎｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ａｅｒｏｂｉｃ ａｎｄ
ｓｅｍｉ￣ａｅｒｏｂｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ.

除了优化发酵培养基等条件来提高丁醇的产量

外ꎬ还可以选择多种策略来进行大肠杆菌产丁醇能

力的强化ꎮ 因为丁醇对细胞有一定的生理毒性ꎬ所
以提高大肠杆菌的丁醇耐受性也成为近年来的研究

热点[１７]ꎮ 由于来源于梭菌丁醇途径的相关酶在大

肠杆菌中表达量不高ꎬ且在已报道的文章和本实验

研究中ꎬ发酵液中均检测到存在乙醇、乙酸和丁酸等

多种副产物ꎬ副产物的存在对产丁醇途径形成竞争ꎬ
导致丁醇途径的代谢流被大大减弱ꎬ所以通过敲除

一些对细胞生长没有太大影响的支路关键酶基

因[１８]ꎬ可以在一定程度上解决支路的干扰[９]ꎮ 同时

通过改造大肠杆菌中已存在的途径使之获得产丁醇

能力的研究也很多ꎬ如通过 β￣氧化反转途径即利用

大肠杆菌的脂肪代谢中间产物丁酰辅酶 Ａ 生产丁

醇的代谢通路等研究手段也被越来越多的采取[１９]ꎮ
在丁醇途径中利用非梭菌来源的外源酶替代丁醇途

径中的一些限速酶ꎬ可以解除一些因代谢过程中酶

本身带来的一些限制因素[１２]ꎮ 与本研究质粒构建

策略和发酵方式相似的研究报道中丁醇产量为

１８􀆰 ５ －３０􀆰 ０ ｍｇ / Ｌꎬ本研究经过初步发酵优化后丁醇

产量为 ３４􀆰 １ ｍｇ / Ｌ 与之相比较ꎬ存在一定的竞争力ꎬ
所以通过后期的进一步研究深入ꎬ采用上述研究策略

例如代谢支路途径敲除及ＮＡＤＨ 回补等方法ꎬ提高来

源于糖丁基梭菌的丁醇途径重组大肠杆菌的丁醇产

量ꎮ 虽然根据目前国内外的相关研究显示ꎬ绝大部分

构建的丁醇异源生产菌的产量都远低于天然产丁醇

梭菌(１２ ｇ / Ｌ 左右)ꎬ现阶段的重组大肠杆菌和天然

梭菌在丁醇生产上相比还未有明显优势ꎬ但是因为遗

传背景的明确和基因操作工具的成熟ꎬ通过以上的改

造策略ꎬ大肠杆菌在丁醇生产中具有广阔的前景ꎬ随
着研究的深入以及各种生物工程以及代谢工程的发

展ꎬ大肠杆菌一定会在丁醇的发酵生产中扮演重要角

色ꎬ为生物丁醇的工业化生产提供巨大的推动力ꎮ

３　 结论

本研究将糖丁基梭菌来源的丁醇途径首次克隆

于大肠杆菌中并实现丁醇生产ꎬ是对构建携带该丁

醇途径的重组大肠杆菌的初步探索ꎮ 基于两个共表

达质粒载体(ｐＲＳＦＤｕｔｅ￣１ 和 ｐＥＴＤｕｅｔ￣１)成功构建了

携带有糖丁基梭菌 ( Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ
ＤＳＭ１３８６４)丁醇合成途径关键酶基因的重组质粒

ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｂｃｓ 和 ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣ｔｈｌＡ￣ａｄｈＥꎮ 将这两个重组

质粒转化入大肠杆菌 ＪＭ１０９(ＤＥ３)ꎬ构建了重组大

肠杆菌 ＢＵＴ１ꎬ并实现了糖丁基梭菌丁醇途径在大肠

杆菌中的成功表达ꎮ 在半厌氧发酵条件下重组菌

ＢＵＴ１ 发酵 ６５ ｈꎬ丁醇产量达到 ２５􀆰 ４ ｍｇ / Ｌꎮ 对发酵

培养基进行了优化后ꎬ当以 ＴＢ 为发酵培养基时丁

醇产量最高ꎬ可达 ３４􀆰 １ ｍｇ / Ｌꎮ
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Ｃｈｉｎｅｓｅ)
闫永亮ꎬ 刘宏娟ꎬ 张建安. 代谢工程在生物丁醇生产

中的应用及研究进展. 现代化工ꎬ ２０１２ꎬ ３２(４): ２５￣
２９.

[１９] Ｄａｉ ＺＪꎬ Ｄｏｎｇ ＨＪꎬ Ｚｈｕ Ｙꎬ Ｚｈａｎｇ ＹＰꎬ Ｌｉ Ｙ. Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｆｏｒ ｂｉｏｂｕｔａｎｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ: ａ ｒｅｖｉｅｗ. Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ ２０１３ꎬ １１(２): ５８￣６４.
(ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
戴宗杰ꎬ 董红军ꎬ 朱岩ꎬ 张延平ꎬ 李寅. 生物丁醇代谢

工程的研究进展. 生物加工过程ꎬ ２０１３ꎬ １１(２): ５８￣
６４.
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Ｊｉｎ Ｌｉ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂｕｔａｎｏｌ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｆｒｏｍ
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＪＭ１０９
(ＤＥ３) ａｎｄ ｉｔｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

Ｊｉｎ Ｌｉ１ꎬ２ꎬ Ｒｕｉｚｈｉ Ｈａｎ１ꎬ２ꎬ Ｇｕｏｃｈａｏ Ｘｕ１ꎬ２ꎬ Ｊｉｎｊｕｎ Ｄｏｎｇ１ꎬ２ꎬ Ｙｅ Ｎｉ１ꎬ２∗
１Ｔｈｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎꎬ Ｊｉａｎｇｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｗｕｘｉ ２１４１２２ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
２Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｊｉａｎｇｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｗｕｘｉ ２１４１２２ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｓｅｖｅｒａｌ ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ ( ｔｈｌＡꎬｂｃｓ￣ｏｐｅｒｏｎ / ｃｒｔ￣ｂｃｄ１￣ｅｔｆＢ２￣ｆｉｘＢ２￣ｈｂｄ ａｎｄ ａｄｈＥ ) ｉｎ ｂｕｔａｎｏｌ ｐａｔｈｗａｙ
ｆｒｏｍ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ ＤＳＭ１３８６４ ｗｅｒｅ ｃｌｏｎｅｄꎬ ａｎｄ ａ ｂｕｔａｎｏｌ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｕｓｉｎｇ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ ＤＳＭ１３８６４ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅꎬ ｔｈｅ ｋｅｙ
ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｂｕｔａｎｏｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｗｅｒｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄꎬ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｐＥＴＤｕｅｔ￣ｂｃｓ ａｎｄ ｐＲＳＦＤｕｅｔ￣ｔｈｌＡ￣ａｄｈＥ ｗｅｒｅ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ Ｅ. ｃｏｌｉ ＪＭ１０９(ＤＥ３) ｔｏ ｏｂｔａｉｎ Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＵＴ１ ｆｏｒ ｂｕｔａｎｏｌ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｅｍｉ￣ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉｕｍｓ ｏｎ ｂｕｔａｎｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ.
[Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｅ. ｃｏｌｉ ｗａｓ ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｂｕｔａｎｏｌ (２５􀆰 ４ ｍｇ / Ｌ) ｕｎｄｅｒ ｓｅｍｉ￣ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ.
Ａｆｔｅｒ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍꎬ ｂｕｔａｎｏｌ ｔｉｔｅｒ ｒｅａｃｈｅｄ ３４􀆰 １ ｍｇ / Ｌ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｂｕｔａｎｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｅ. ｃｏｌｉ ｈａｒｂｏｒｉｎｇ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ｂｕｔａｎｏｌ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｆｒｏｍ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｆｅａｓｉｂｌｅ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｏ ｏｖｅｒｃｏｍｅ ｔｈｅ ｈｕｒｄｌｅｓ ｉｎ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｂｕｔａｎｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｐｐｒｏａｃｈ ｂｙ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓａｃｃｈａｒｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍꎬ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＪＭ１０９(ＤＥ３)ꎬ ｂｕｔａｎｏｌꎬ ｓｅｍｉ￣ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

(本文责编:张晓丽)

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ(２１２７６１１２ꎬ３１４０１６３４)ꎬ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
(ＢＫ２０１４０１３５ꎬＢＫ２０１５０００３)
∗Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ. Ｔｅｌ: ＋ ８６￣５１０￣８５３２９２６５ꎻ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｙｎｉ＠ｊｉａｎｇｎａｎ. ｅｄｕ. ｃｎ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: １９ Ｍａｒｃｈ ２０１５ / Ｒｅｖｉｓｅｄ: ３０ Ａｐｒｉｌ ２０１５
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