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在大肠杆菌中表达酮酸脱羧酶产异戊醇*
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摘要 酮酸脱羧酶作为异戊醇生物合成的关键酶，不存在于大肠杆菌中。以乳酸乳球菌的基因

组 DNA 为模板，经过 PCＲ 扩增得到酮酸脱羧酶基因 kivD( rbs) ，插入到大肠杆菌高效表达载体

pET-28a( + ) 上形成 pET-kivD( rbs) ，重组质粒热击转化进大肠杆菌 BL21( DE3) 中，其成功表达了

酮酸脱羧酶。对发酵产物进行分析，检测到了微量的目标产物—异戊醇。
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全球环境的恶化、能源的不足等问题促进了对可

再生生物燃料能源的研究［1］。目前，研究的主要热点

方向是生物燃料乙醇，在 2011 年，美国的产量达到了

10 亿加仑［2］。然而，乙醇具有高蒸汽压、腐蚀性等性

质，使其作为汽油代替燃料仍然存在一定的缺陷，异戊

醇等高级醇比乙醇具有更高的能量密度、更低的蒸汽

压、更高的辛烷值等特点，其性质更接近于汽油［3］，成

为新一代可再生能源的研究方向。

过去一直没有微生物能够经由葡萄糖直接大量合

成异戊醇等高级醇的报道。在 2008 年，美国加利福尼

亚大学的研究团队在 Nature 上率先报道了通过非发酵

途径合成高级醇的方法［4］。他们以氨基酸合成的共同

前体物 α-酮酸作为底物，在 α-酮酸脱羧酶和醇脱氢酶

的作用下生产出异丁醇、异戊醇和 2-甲基-1-丁醇等高

级醇( 图 1) 。而大肠杆菌作为研究得最为详尽的原核

宿主菌，具有遗传背景清楚、生长周期短、培养条件温

和、代谢易于控制等优点。近年来，研究者利用非发酵

途径，通过相关基因的表达，在大肠杆菌中成功地合成

了异丁醇、异戊醇等高级醇［5-7］。但由于关键基因酮酸

脱羧酶的低表达量，使其成为了阻碍高级醇大量生产

的瓶颈。

图 1 异戊醇生物合成途径

Fig． 1 The pathway for isoamyl alcohol production

① Keto acid decarboxylase; ② Alcohol dehydrogenase

本研究拟通过增加核糖体结合位点 rbs 优化表达

条件，利用大肠杆菌强启动等策略，将乳酸乳球菌的酮

酸脱羧酶基因 kivD 通过 PCＲ 扩增连接到大肠杆菌高

效表达载体 pET-28a( + ) 上，以实现其高效表达，为今

后构建高产异戊醇工程菌株奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 材 料

1． 1． 1 菌株和质粒 本实验使用的菌株、质粒见表 1。

1． 1． 2 培养基和试剂 乳酸乳球菌 MＲS 培养基: 1%

酪蛋白，1% 牛肉膏，0． 5% 酵母提取物，0． 5% 乙酸钠，

0． 2% 柠檬酸二钠，0． 1% 吐温 80，0． 2% 磷酸氢二钾，
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表 1 菌株与质粒

Table 1 Bacterial strains and plasmids

菌株 /质粒 相关特性 来源 /参考

Lactococcus lactis 野生型 本实验室

subsp． Lactis

E． coli TＲANS1 F-φ80 lac ZΔM15 北京全式金生物公司

Δ( lacZYA-arg F) U169

endA1 recA1 hsdＲ17( rk － ，mk + )

supE44-thi-1gyrA96relA1phoA

F － ompThsdSB ( rB － ，m － )

E． coli BL21( DE3) gal( cI857，ind1，sam7，nin5， 北京全式金生物公司

lacUV5-T7gene1) dcm

pEASY-T1 PT7Kan + Amp + LacZ 北京全式金生物公司

pET-28a( + ) PT7Kan + LacI 本实验室

pET-kivD PT7Kan + LacI KivD 本实验

pET-kivD-rbs PT7Kan + LacI KivD-rbs 本实验

0． 02%七水硫酸镁，0． 005% 水合硫酸锰; 大肠杆菌 LB

培养基: 1% 胰蛋白胨，0． 5% 酵母提取物，1% 氯化钠。

固体培养基加入 2%的琼脂粉。

Trans Start Taq 聚合酶链式反应试剂盒、DNA 凝胶

回收试剂盒、DNA Loading Buffer、DNA Marker、卡那霉

素、Bradford 蛋白质定量试剂盒等购自北京全式金生物

公司; T4 DNA Ligase、限制性内切核酸酶购自 Fermentas

公司; IPTG 购自生物生工; Trypton 和 Yeast Extract 购

自 Oxoid; 丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、SDS、Tris、溴酚

蓝、过硫酸铵、甘氨酸、TEMED、考马斯亮蓝 Ｒ250 均购

自 Amresco; 琼脂糖购自 Biowest 公司; 其余试剂均为国

产分析纯或生化级。

1． 2 方 法

1． 2． 1 乳酸乳球菌酮酸脱羧酶基因 kivD 的克隆

Lactococcus lactis subsp Lactis 菌株划线于固体平板上，

挑取 单 菌 落 于 10 ml MＲS 液 体 培 养 基 中 37℃、200

r /min过夜培养，2 ～ 3 ml 离心收集菌体，基因组的提取

方法参照 TIANGEN 细菌基因组 DNA 提取试剂盒说

明书。

根据 NCBI 中乳酸乳球菌的酮酸脱羧酶 kivD 基因

序列信息，利用 premier 5． 0 设计引物，并在引物的两端

加上 SacI 和 SalI 酶切位点，其中一个另加 rbs( 核糖体

结合位点) ( 表 2) 。

表 2 PCＲ 反应引物

Table 2 PCＲ primers

Primer Sequence ( 5'→3') Ｒestriction Size ( bp)

F1 C GAGCTCATGTATACAGTAGGAGATTACC SacI 29

F2 C GAGCTC AAGAAGGAGATATACATGTATACAGTAGGAGATTACC SacI 44

Ｒ1 GTCGACTTATGATTTATTTTGTTCAGCAAAT SalI 31

以乳酸乳球菌基因组 DNA 为模板，按照 Taq 聚合

酶链式反应试剂盒的反应体系进行 PCＲ 实验，反应程

序: 95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性 30 s，55 ℃ 退火 30

s，72 ℃ 延伸 2 min，72 ℃延长 10 min，4 ℃终止反应; 循

环数 35 次。

1． 2． 2 载体的构建和阳性克隆子筛选 PCＲ 产物连

接到克隆载体 pEASY-T1 上，得到重组质粒 T-kivD 和

T-kivD-rbs，转化进 E． coli TＲANS1，挑取单菌落，经菌落

PCＲ 初步鉴定，菌液送去测序，结果在 NCBI 中进行

比对。

pET-28a ( + ) 、T-kivD 和 T-kivD-rbs 分别用 SacⅠ

和 SalⅠ双酶切，回收 pET-28a 酶切片段，回收 T-kivD
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和 T-kivD-rbs 凝胶中的小片段，用 T4 DNA Ligase 连接。

连接产物转化后，挑取单菌落过夜培养，提质粒，得到

表达载体 pET-kivD 和 pET -kivD-rbs，双酶切验证。

利用北京全式金生物公司提取的方法把 pET-28a

( + ) 、pET-kivD 和 pET -kivD-rbs 经过 42 ℃热击转化进

E． coli BL21( DE3) 感受态细胞中，培养于含卡那霉素终

浓度为 50 μg /ml 的 LB 培养基中，菌落 PCＲ 鉴定，验证

是否为阳性克隆子。其中，转化进载体 pET-28a( + ) 的

菌为空载菌，转化进载体 pET-kivD 的菌为重组菌 1，转

化进载体 pET-kivD-rbs 的菌为重组菌 2。

1． 2． 3 目的蛋白的表达和发酵条件优化 分别挑取

平板上的空载菌、重组菌 1 和重组菌 2 的单菌落于含

kan + 的 3 ml LB 培养基中 37℃、200 r /min过夜培养，

1%转移 到 含 kan + 的 10 ml LB 培 养 基 中 37℃、200

r /min培养 3 h，加入终浓度为 1 mmol /L IPTG 诱导发酵

4 h 后，各 取 培 养 液 2 ml，4℃ 下 8000 r /min 离 心 10

min，收集菌体，上清液作为发酵液做成分分析。用双

蒸水 500 μl 洗涤菌体 2 次，接着用 600 μl 磷酸缓冲液

( pH 7． 4) 重悬菌体，置于冰水浴中进行超声波破碎，处

理 5s，停歇 5s，直至重悬液变澄清。将超声处理后的菌

体重悬液 4℃下 12 000 r /min 离心 15 min，收集上清液，

进行十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，确定酶的

表达情况。

将大肠杆菌重组菌 2 的种子液接种到 10 ml LB 发

酵培养基中进行摇瓶培养，起始 OD600 值为 0． 3，37℃、

200 r /min 培养 1 ～ 2 h 后至 OD600 值为 0． 6 ～ 0． 8，加入

1mmol /L IPTG 诱导，然后在不同温度下培养，每隔一个

时间段分别取样一次，通过测定溶液的 OD365 值来考察

温度和时间对发酵的影响。

1． 2． 4 发酵液成分分析 发酵上清液经 0． 22 μm 滤

膜过滤后，用气相色谱-质谱联用仪检测发酵产物成分。

气相程序: 分流比 1∶ 50，上样量 1 μl，柱温 60℃ 平衡 1

min，10℃ /min 上升至 260℃，保持 2 min。H2 气压达到

0． 4 MPa，空气气压达到 0． 4 MPa，氩气气压达到 0． 6

MPa，加热器 200℃。

1． 2． 5 酮酸脱羧酶酶活测定 由于检测到 KivD 酶对

酮异己酸具有更优的偏好性，所以酶活的测定参照文

献［8］。底物为酮异己酸，测定的相应生成物为异戊

醛。异戊醛与 2，4-二硝基苯肼反应，生成 2，4-二硝基

苯腙，在碱性溶液中呈暗红色，用分光光度法在 365 nm

处测光密度值。粗酶液中蛋白质含量使用 Bradford 蛋

白质定量试剂盒测定，重复测定 3 次取平均值。

2 结 果

2． 1 kivD 基因的克隆

以乳酸乳球菌的基因组 DNA 为模板，用引物对

F1、Ｒ1 和 F2、Ｒ1 进行 PCＲ 扩增，用 1． 0% 的琼脂糖凝

胶对产物进行电泳，得到与理论大小 1647 接近的目的

条带( 图 2) 。

图 2 kivD 基因克隆

Fig． 2 kivD gene cloning
M: 8k DNA marker; 1: kivD; 2: kivD-rbs

2． 2 载体 pET-kivD 和 pET-kivD-rbs 构建

经 PCＲ 扩增的产物和 pEASY-T1 连接，转化进感

受态细胞 E． coli TＲANS1 中，菌落 PCＲ 获得阳性克隆

子，菌液测序，测序结果经比对正确，目的基因、酶切位

点和核糖体结合位点均成功扩增。

表达质粒 pET-kivD 和 pET-kivD-rbs 经过 SacⅠ和

SalⅠ双酶切，用 1． 0%琼脂糖凝胶进行电泳，得到图 3，

大小约为 5400 bp 和 1650 bp，符合理论大小。

图 3 酶切结果

Fig． 3 The results of enzyme digestion
M: 8k DNA marker 1: pET-kivD 2: pET-kivD-rbs
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2． 3 kivD 的表达

L． lactis subsp． Lactis 的酮酸脱羧酶基因 kivD 的分

子质量大小约为 61 kDa［8］． 经过 SDS-PAGE 电泳( 图

4) ，在菌株其他蛋白质表达含量基本相同的情况下，三

种工程菌的蛋白质分子质量在 61 kDa 表达含量各不相

同，空载工程菌几乎没有目的条带，重组菌株中有明显

的目的条带，经过 Bradford 法对细胞总蛋白质量进行测

定( 表 3) ，表达量依次增加，说明酮酸脱羧酶基因表达

菌种初步构建成功。

图 4 蛋白质电泳结果

Fig． 4 The results of SDS-PAGE
M: Low molecular weight protein maker; 1: pET-28a(+ ) ; 2:pET-kivD;3:pET-

kivD-rbs

表 3 粗酶提取液中的蛋白质含量

Table 3 The protein content of crude extract

菌株 蛋白质含量 / ( mg /ml)

空载菌 0． 100 ± 12

重组菌 1 0． 158 ± 15

重组菌 2 0． 220 ± 10

2． 4 酮酸脱羧酶的优化表达

选取酮酸脱羧酶表达更好的大肠杆菌重组菌 2 进

行优化表达。根据文献［9］和［10］的报道，温度对异源

基因的表达有很大的影响，低温会抑制酶活，而高温会

加速细胞的老化，从而不利于发酵。因此，本实验选取

了 25℃，30℃，37℃ 三个不同的温度，每隔 2 h 取样一

次，后期每隔 4 h 取样。从图 5 中可以知道，在 30℃发

酵 8 h 时，有最大光密度值，即酶活达到最大值。
2． 5 产物测定

发酵液经 GC-MS 联用仪测定以后，结果如表 4 所

示。与标准液测定结果相比，大肠杆菌空载菌［含 pET-

28a( +) ］没有检测到相应的目标产物，而大肠杆菌重

组菌株 1( 含 pET-kivd) 、大肠杆菌重组菌株 2 ( 含 pET-

kivd-rbs) 检测到异戊醇，而没有检测到异戊醛和异丁

醇。由此可知，目的基因在大肠杆菌中成功表达和大

图 5 不同诱导温度对粗酶液 KivD 酶促反应的影响

Fig． 5 Effect of different temperature

on KivD activity in crude extract

肠杆菌本身就具有醇脱氢酶基因，且表现出相应的活

性。
表 4 发酵产物结果

Table 4 The results of fermented product

菌株 异戊醛含量 异丁醇含量 异戊醇含量( mg /L)

空载菌 ○ ○ ○

重组菌 1 ○ ○ 72

重组菌 2 ○ ○ 115

Note: ○ is no

3 讨论与分析

3． 1 核糖体结合位点对基因表达的影响

本研究在大肠杆菌 BL21 的基础上，成功地构建了

含有 kivD 基因的大肠杆菌重组菌。通过 IPTG 诱导，使

其在重组菌中成功表达，但是表达量各有差异。造成

差异的原因一方面是菌株本身并没有含有目的基因;

另一方面是加入了核糖体结合位点 rbs。核糖体结合

位点的长短、菌种特异性、离起始位点的位置等特点对

翻译起着重要的作用［11-12］。翻译开始的效果是影响基

因表达的一个重要因素，核糖体结合位点的选用不会

使目的基因 5'端形成“茎环”结构，从而有利于 mＲNA

5'端与核糖体 30S 亚基结合，促进翻译开始［13-14］。从实

验的结果来看，加入了 rbs 的菌株其表达量明显高于没

有加入 rbs 的菌株，推测其原因主要在于 rbs 位点离起

始密码子的距离近，导致了起始翻译的密码子多，翻译

量相应地增加。尽管载体本身具有 rbs 位点，但是距离

起始密码子较远，核糖体结合后在一些载体上会翻译，

而在另外一些载体上的核糖体也许会因为距离太远而

脱落，从而造成表达量出现差异。
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3． 2 酮酸脱羧酶特异性

作为异戊醇生物合成过程中的关键酶—α-酮酸脱

羧酶( KivD) ，其来源不同，对底物催化专一性也不一

样［15-16］。工程菌转化进了乳酸乳球菌 KivD 表达以后，

对其发酵产物进行分析，没有检测到有关文献报道的

异丁醇［17-18］，而是检测到了异戊醇。从实验结果可以

推测，在载体 pET-28a( + ) 的作用下，该酮酸脱羧酶对

异戊醇的底物( 酮异已酸) 可能有更好的偏好性。基于

此实验结果，本实验室成员对其进行了专利申请［19］。

4 结论和展望

本实验研究的结果表明，在强启动子 T7 的作用

下，菌株浓度 OD600值为 0． 6 ～ 0． 8，加入 1 mmol /L IPTG

在 30℃条件下诱导发酵 8 h，酮酸脱羧酶的活性达到了

最大值。发酵产物异戊醇的出现，也表明此基因在大

肠杆菌高效表达载体 pET-28a( + ) 的作用下，表达的脱

羧酶对酮异已酸具有更好的偏好性。

目前还没有报道有关野生型的大肠杆菌能产异戊

醇，但是通过代谢工程的改造，美国 Liao 等［20］实现了

在大肠杆菌中产异戊醇。将来在进一步构建高产异戊

醇菌株方面，可以对相关路径的关键基因进行表达，同

时也可以通过基因敲除来降低底物竞争途径。
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Production of the Isoamyl Alcohol in E． coli by Expression of kivD Gene

XIAO Shi-yuan XU Jing-liang CHEN Xiao-yan YANG liu YUAN Zhen-hong
( Key Laboratory of Ｒenewable Energy and Gas Hydrate，Guangzhou Institute of Energy Conversion，

Chinese Academy of Sciences，Guangzhou 510640，China)

Abstract Keto acid decarboxylase is the key enzyme for biological synthesis of isoamyl alcohol，rarely
existed in E． coli． Keto acid decarboxylase gene kivD( rbs) obtained from Lactococcuslactis subsp． Lactis genome
DNA through reaction of PCＲ，was inserted into E． coli high expression vector pET-28a( + ) ． The formed pET-
kivD( rbs) ，was then transformed into E． coli BL21( DE3) by hot blow． The activity of keto acid decarboxylase
and isoamyl alcohol were detected in the fermentation broth．

Key words kivD gene Ｒecombinant plasmid Transform Isoamyl alcohol
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