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摘要：【目的】为了在大肠杆菌(Bc砘一如缸mzi)中导入改良的丁醇合成途径，使非生产菌株大肠杆菌具备产丁

醇的能力。【方法】克隆大肠杆菌乙酰转移酶基因讲oB和丙酮丁醇梭菌(Cf05￡ridit‘m ncPf06越t∥ic“m)丁醇合成

途径关键酶基因(州、拍d、甜矗E)，构建多顺反子表达质粒psE380一以oB一以^E—cr卜硒d；克隆齿垢密螺旋体(

m夕。扎PmⅡ如，zfico如)反式烯酰辅酶A还原酶基因据r，构建表达质粒pSTV29一据r，并将双质粒导入到大肠杆
菌。【结果】构建的工程菌能半厌氧发酵产微量丁醇，产量为o．089／L。【结论】大肠杆菌中的丁醇合成途径导人

成功，构建了产丁醇的大肠杆菌工程菌。
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Abst髓ct：【objective】A modified 1一butan01 pathway was constructed in non—native producer
Esf^8ric^i口foZi to produce butan01．【Method】By cloning the acetyltransferase gene from E．
coZi，and the key butanol synthetic pathway genes cr￡，^6d and口d危E from aos￡ridi“m

口c已￡06“￡vZic甜7孢，the p01ycistron expression plasmid pSE380一c堪oB一积^E—c7．￡一^6d was con—
structed；by cloning the trans一2一enoyl—CoA reductase gene据r from T}e痧。咒P，竹口矗P72￡ifoZ口，the

expression plasmid pSTV2 9一据r was constructed．【Result】The recombinant E．∞Zi containing
the double Dlasmids was fermented in micro—aerobic and the maximal concentration of butanol

was 0．089／L at 24h．【Conclusion】The butanol synthetic pathway was expressed in E．cDZf and

the recombinant strain of producing butanol was constructed successfuUy．
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【研究意义】丁醇是一种重要的化工原料和新型

的生物燃料，国内外市场对丁醇的需求量逐年上升。

由于石油价格的上涨与不可再生性，生物法生产丁醇

受到了人们的广泛关注[1]。丙酮丁醇梭菌

(aD盯疵diM优口cP￡06“砂zif枷2)在很早以前就被用

于丁醇的生产，通过其厌氧发酵，可将合适的碳水化

合物转化为丙酮、丁醇和乙醇等溶剂(ABE发

酵)[2’3]。【前人研究进展】目前对梭菌合成及代谢网
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络已研究得比较清晰，人们多利用基因工程手段影响

梭菌体内丁醇合成代谢途径，改变合成代谢相关基因

的表达模式[4]。【本研究切入点】梭菌的生理代谢过

程复杂、遗传操作也很困难，其基因工程菌的构建发

展缓慢，通过构建其它耐受菌株表达系统，如大肠杆

菌(Esc九e“c，lin co艇)表达系统‘53表达梭菌丁醇合成

基因越来越引起人们的关注。大肠杆菌遗传背景清

楚，基因操作简单，菌体生长速率较快，是被广泛应用

的工业微生物，采用其作为发酵菌种，可以避免很多

ABE发酵过程遇到的障碍，有利于优化调控n]。【拟

解决的关键问题】利用本实验室筛选得到的丙酮丁醇

梭菌(C：fo豇r磁i”m口fPz06“砂z瑟“m，gxasl8—1)为模

板，克隆其丁醇合成相关基因并导人大肠杆菌，成功

构建产丁醇的大肠杆菌工程菌，导入的代谢途径及具

体基因见图1，其中反一2一烯酰CoA还原酶据r基因来

源于齿垢密螺旋体(nPpo挖P舭n dP咒￡ifoz口)

ATCC35405[71。

乙酰CoA

乙酰c。A乙酰转移跏f。占I
乙酰乙酰CoA

3-羟丁酰c。A脱氢酶^M l
3-羟丁酰CoA

3-羟丁酰c。A脱水酶c，f l
丁烯酰一CoA

反-2-烯酰c。A还原目孽fP，l
丁酰．CoA

乙醛，醇脱氢跏砌E2 l
丁醛

乙醛停脱氢酶口拍E2 I
1-丁醇

图1 导入的产正丁醇代谢途径及相关表达基因

Fig．1 The new pathway for 1一butan01 production in￡．

cDZi and the relative expressed genes

Note：乙酰CoA，acetyl—CoA；乙酰乙酰CoA，acetoacety卜

CoA；3一羟丁酰CoA，3一hydroxybutyryl-CoA；丁烯酰一CoA，

crotonyl—CoA；丁酰一CoA’butyry卜CoA；丁醛，butyraldehyde；

1一丁醇，1-butanol；以oB，acety卜CoA acetyltransferase；柚d，

3一hydroxybutyryl—CoA dehydrogenase；cr￡，3一hydroxybutyryl—

CoA dehydratase；据r，trans一2一enoyl—CoA reductase；口(f矗．E2，

aldehyde／alcohol dehydrogenase．

1材料和方法

1．1 材料

1．1．1菌种和质粒

丙酮丁醇梭菌gxasl8—1为本实验室筛选获得。

大肠杆菌BW25113△纠矗△尉矗为本实验室构建。

广西科学2014年2月 第21卷第1期

齿垢密螺旋体ATCC35405购自美国典型培养物保

藏中心。质粒pSTV29购自宝生物公司。

1．1．2酶和试剂

PCR产物纯化试剂盒、胶回收试剂盒为上海生

物工程有限公司的产品；限制性内切酶B户H I、

Xmn I、＆mHI、加o I、礤ndⅢ，小牛肠碱性去磷

酸化酶及T4 DNA连接酶为MBI Fermentas产品；

异丙基一B—D一硫代半乳糖苷(IPTG)购自Calbiochem

公司；酵母提取物和胰蛋白胨为0xoid公司产品；其

它试剂为国产分析纯。

1．1．3培养基和培养条件

大肠杆菌培养和转化子筛选采用LB培养基，发

酵采用TB培养基(TB+2％glucose+4mL glyce卜

ol／L)[引，培养条件为37℃、250r／min。

1．2 方法

1．2．1 引物设计

根据GenBank报道的基因序列设计PCR反应

引物(表1，下划线部分为酶切位点，引物旅^E—

X优盘I、州一＆优H I、矗6d—SOE上均加有SD序

列，盯￡与^6d分别扩增后，再通过重叠延伸PCR法

(SOE—PCR)连接成盯￡一^6矗片段)。

1．2．2 分子生物学操作

基因组DNA的提取与质粒转化参考文献[9]进

行操作；DNA酶切、去磷酸化、连接参照产品说明

进行。

丁醇合成相关基因的扩增：以大肠杆菌的总

DNA为模板，进行PCR扩增以oB；以丙酮丁醇梭菌

的总DNA为模板，进行PCR分别扩增口d^E2、c九、

^纠，再以f以、^纠为模板进行SOE—PCR扩增仃￡一

^6d；以齿垢密螺旋体的总DNA为模板，进行PCR

扩增船r。

相关基因的PCR扩增的反应条件：94℃2min，

94℃30s，54℃￡1 min，72℃￡2 min，30个循环；72℃

10min。引物的退火时间￡，和延伸时间￡。分别是

60．9℃、70s，50℃、2．5min，58℃、50s，58℃、50s，

60℃、70s。州一^6d片段的SOE—PCR条件是：先各

加1uL盯￡、^6d扩增产物做模板，94℃2min，94℃

30s，50℃1min，72℃1min，5个循环，72℃10min；

再加入上下游引物cr￡一B口mHI和^6d一办o I，94℃

2min，94℃30s，58℃1min，72℃1．6min，18个循

环，72℃10min。用0．8％琼脂糖凝胶电泳鉴定PCR

产物。
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裹1 PCR反应引物

Table l PCR Prime幅

引物Primer 序列sequence 来源Source

以DB一既pHI CCCGGTCATGAAAAATTGTGTCATCGT

moB—Xm口I CCC CCCGGGTTAATTCAACCGTTCAATCA

积^E—Xmn I CCC CCCGGGAGGAAACAGACCATGAAAGTTACAAATCAAAAAGAA

谢^E—B2研H I CG GGATCCTTAAAATGATTTTATATAGATA

州一B2mH I CG GGATCCAGGAAACAGACCATGGAACTAAACAATGTCAT

crf—SOE TTTTTCATGGTCTGTTTCCTTCTAGACTATCTATTTTTGAAGCCTTCAATTTTTC

^6d—SOE

大肠杆菌
I蠢f^Prif^缸coZi

丙酮丁醇梭菌
Cfo盯ri出“m

口fP￡06“fyZic“m

丙酮丁醇梭菌
Gfos￡ridi“m

nfe加6“￡叫if“m

丙酮丁醇梭菌
AAAAATAGATAGTCTAGAAGGAAACAGACCATGAAAAAGGTATGTGTTATAGGTGCA(了o“r嗣f“m

口fet06“fyfif“m

^6d一吐o I CCG CTCGAGTTATTTTGAATAATCGTAGAAACCTTTTCCT

据r—H抽dⅢ CCC AAGCTTGATGATTGTAAAACCAATGGTTAGGAACA

据r—B2研H I CG GGATCCTTAAATCCTGTCGAACCTTTCTACCTCG

表达载体的构建：如图2所示，构建表达载体

pSE380一以oB一积^E—cr￡一^6d和pSTV29一招r。分

别逐步构建pSE380一以oB一谢^E一∥￡一^6d的多顺反

子系统：先将既pH I、Xma工双酶切的以oB片段，

Xm口I、＆mH I双酶切的冽^E片段与用N∞I(与

既pH工为同尾酶)、＆mH I双酶切的pSE380进行

三片段连接，构建表达质粒pSE380一越oB一趔^E。再

将＆mH I、办o I双酶切的盯￡一^6d片段与经同样

双酶切的质粒pSTV29一以DB一蒯^E进行连接，构建

图2 表达载体pSE380一甜DB一甜，lE一州一拍d和

pSTV29一据r的构建

Fig．2 Construction of the expression vector

pSE380一以oB—nd^E—cn一^6d and pSTV29一据r
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齿垢密螺旋体
Tr印onPm口
dP竹￡icoZ口

表达质粒pSE380一以oB一甜^E—cr￡一^6d。将B口仇H

I、胁押dⅢ酶切的据r片段与经同样双酶切的质粒

psTV29进行连接，构建表达载体pSTV29一招r。

1．2．3 工程茵发酵

将过夜培养的种子液按1％接种量接种至三角

瓶，37℃、250r／min培养，待长至OD。o。为o．4～o．6

时加入终浓度0．1mmol的IPTG诱导，转移至兰盖

瓶，在30℃、250r／min半厌氧发酵24 h。

1．2．4 产物测定

测定仪器是Agilent6890气相色谱仪。色谱条

件：phenomen ZB—WAXplus色谱柱；FID(225℃)检

测器；进样口压力为8．Opsi；柱箱温度为40℃；氢气

流量为30mL／min；进样量o．5肛L。正丁醇出峰时间

为10．41min。内标为正丙醇，出峰时间为8．70min。

2结果与分析

2．1 丁醇合成相关基因的扩增产物检测

用0．8％的琼脂糖凝胶电泳检测相关PCR产

物，分别在1．2kb、2．5kb、1．6kb、1．2kb附近有特异

的单一DNA条带(图3)，均与目的基因片段大小一

致，即以oB、谢^E、盯f一矗6d、据r。

2．2表达载体的鉴定

提取质粒pSE380一以DB一以^E—cr￡一^6d和

pSTV29一据r，分别进行单酶切验证，琼脂糖凝胶电

泳检测发现大小正确，分别约为9．5kb和4．2kb(图

Guangxi Sciences，V01．21 No．1，February 2014



图3 PCR产物

Fig．3 PCR product

M：DNA marker：1：面oB的PCR产物条带(1．2kb)；2：

口d^正2的PCR产物条带(2．5kb)；3：c70一硒d的PCR产物条

带(1．6kb)；4：据r的PCR产物条带(1．2kb)。

M：DNA marker；1：Fragment of以oB(1．2kb)；2：Frag—

ment of nd矗E?(2．5kb)；3：Fragment of cr￡一^6d(1．6kb)；4：

Fragment of缸r(1．2kb)．

M 1

图4 表达载体pSE380一础oB一甜^E—crf一硒d和

pSTV29一据r的酶切验证

Fig．4 Expression vectors digested by restriction endo—

nuclease

M：DNA marker^HindⅢ；1：pSE380一以oB一积^E—fr￡一

肋d单酶切片段(9．5kb)；2：pSTV29一柳‘单酶切片段

(4．2kb)。

M：DNA marker^Hi押dⅢ；1：pSE380一以oB一蒯^E—cr￡一
^6d digested by restriction endonuclease(9．5kb)；2：pSTV29一

拓r digested by restriction endonuclease(4．2kb)．

4)，最后测定序列，测序结果与预期一致，表明成功构

建表达载体。

2．3工程茵产物测定

将含表达质粒pSE380一讲oB一蒯^E—cr￡一^6d

和pSTV29一钯r的大肠杆菌菌株的发酵液离心，取上

清测定高效气相色谱，在正丁醇出峰时间10．415min

处有产物峰出现(图5，8．703min处为正丙醇标样)，

表明大肠杆菌工程菌能发酵产正丁醇，产量为

0．089／L。
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图5工程菌发酵产物的高效气相色谱

Fig．5 HPGC analysis of fermentation product for re—

com binant E．∞￡i BW25113 containing pSE380一出oB 一

冽^E—cr￡一^6d and DSTV29一据r

3 结束语

本研究克隆大肠杆菌乙酰转移酶基因以oB、丙

酮丁醇梭菌丁醇合成途径关键酶基因盯￡、^6d、

谢^E，构建了表达质粒pSE380一以oB一以^E一

盯￡一^6d；克隆齿垢密螺旋体反式烯酰辅酶A还原酶

基因据r，构建了表达质粒pSTV29一据，．，并将双质粒

转化到大肠杆菌。构建的大肠杆菌工程菌中导人了

改良的丁醇合成途径，能半厌氧发酵产微量丁醇，产

量为0．089／L。

目前已有相关研究在大肠杆菌中成功导入丁醇

合成途径[6m10]、用于丁醇生物合成，上述菌株发酵后

都能够获得微量的丁醇，证明由非天然生产宿主生产

丁醇是可行的。异源丁醇合成也存在许多困难，例如

相关酶蛋白基因的合理选择、基因的有效表达、代谢

中间产物的平衡以及完全敲除竞争性途径等，将来仍

然需要合成生物学、代谢工程、蛋白质工程等手段来

提高丁醇的产物浓度[2]。另外由于丁醇代谢途径的

关键酶遇氧失活，在好氧条件下不产丁醇，而在厌氧

和微好氧发酵条件下大肠杆菌生长速率缓慢，这严重

影响产物的生成。下一步工作计划可对现有工程菌

进行发酵过程优化；通过代谢工程，敲除大肠杆菌副

产物代谢途径相关基因，使碳源更多流向丁醇代谢途

径，进一步提高丁醇产量。
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广西主要发明专利指标全面增长

新闻时间：2014—1—9

广西壮族自治区科技厅6日介绍，第二十三届广西科技活动周将于1月9日至15日举办，主题为“创新驱

动发展，科技引领未来”。届时将全面展示科技自主创新、科学发展的成效、成果，宣传科学知识，弘扬科技是第

一生产丸的蝻袖，

广西科技厅副厅长刘建宏在当天的新闻通气会上介绍，过去的一年，广西科技工作在产业自主创新取得新

成就；国家级科技创新平台和基地实现新突破；成功承办首届中国一东盟技术转移与创新合作大会；专利质押融

资首次突破亿元大关；全区首批院士工作站启动建设等方面取得突出成就。

据了解，2013年1月至10月，广西主要发明专利指标全面增长，申请量和授权量增长率、发明专利申请比

重、每万人口发明专利拥有量增长率均全国第2位。

刘建宏表示，为充分发挥科技在实现富民强桂新跨越、与全国同步实现小康目标中的重要支撑作用，必须

大力夯实科技基础条件，有效集聚创新资源，加快广西创新体系建设，增强企业自主创新能力，突破产业关键共

性技术制约，优化配置科技资源，营造良好的创新环境，全面推进科技进步与自主创新。

据悉，本届科技活动周将安排广西科学技术奖励大会暨第二十三届广西科技活动周开幕式、广西新技术新

产品交流交易会、科技专题活动、科普活动4大板块内容。

(摘自中国新闻网)
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