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摘  要: 4-羟基丁酸 (4HB) 是一种精神类药物，还可用于合成聚-4-羟基丁酸酯 (P4HB)、聚 (3-羟基丁酸酯

-co-4-羟基丁酸酯) (P3HB4HB) 等聚合物。在醇脱氢酶 (DhaT) 和醛脱氢酶 (AldD) 的共同作用下，1,4-丁二

醇 (BD) 可转化为 4-羟基丁酸。通过引入 T7 和 PRe 两种高效启动子，加强了 dhaT 和 aldD 基因的表达，促进

合成 4-羟基丁酸的反应进行。同时还研究了底物 1,4-丁二醇的浓度对 4HB 生产的影响。结果表明：提供 10 g/L

的 1,4-丁二醇，受 PRe 启动子调控的重组菌 A. hydrophila 4AK4 (pZQ01) 可生产 6.00 g/L 的 4-羟基丁酸，比对

照组提高 43.20％；而受 T7 启动子调控的重组菌 A. hydrophila 4AK4 (pZQ04) 可生产 4.87 g/L 4-羟基丁酸，比

对照组提高 16.23％。意味着 T7 和 PRe 这两种启动子确实发挥了提高基因表达水平的作用，加速了 4-羟基丁酸

的生物合成。 

关键词 : 4-羟基丁酸，1,4-丁二醇，重组嗜水气单胞菌，启动子，生物合成 
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Abstract:  4-hydroxybutyric acid (4HB) is a psychotropic drug used for polymer synthesis such as poly (4-hydroxybutyric 
acid) (P4HB) and poly (3-hydroxybutyric acid-co-4-hydroxybutyric acid) (P3HB-co-4HB). 1,4-butanediol (BD) can be 
converted to 4-hydroxybutyric acid by alcohol dehydrogenase (DhaT) and aldehyde dehydrogenase (AldD). In this study, high 
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efficiency promoters including T7 promoter and PRe promoter were cloned to increase expression of dhaT and aldD, and thus 
accelerate the conversion from BD to 4HB. A. hydrophila 4AK4 (pZQ01), the recombinant strain under the control of T7 
promoter, produced 6.00 g/L 4HB from 10 g/L BD with the productivity increased by 43.20%. While A. hydrophila 4AK4 
(pZQ04), the strain under the control of T7 promoter, produced 4.87 g/L 4HB from 10 g/L BD, and the productivity was increased 
by 16.23%. Thus, the gene expression was increased by T7 and PRe promoters, leading to an accelerated biosynthesis of 4HB.  

Keywords:  4-hydroxybutyric acid, 1,4-butanediol, recombinant Aeromonas hydrophila, promoter, biosynthesis 

4-羟基丁酸，又称 γ-羟基丁酸，简称 GHB

或 4HB。它能促进生长素释放，并对中枢神经系

统有较强的抑制作用，是一种二类精神药物[1-3]。

临床上可将它作为附加麻醉剂和催眠剂用于手

术操作。4-羟基丁酸对酒精戒断症候群和睡眠障

碍 (如嗜睡) 也有一定的治疗效果[4-5]。研究还发

现，4HB 很可能是一种抑制性的递质[6]。因此，

4HB 在医学上有重要的潜在应用价值。 

此外，4-羟基丁酸可作为前体，用来合成聚

羟基脂肪酸酯  (PHA)[7-9]。其中聚 4-羟基丁酸 

(P4HB) 具有韧性强、熔点低、易进行材料加工

等特点[10-12]，且 P4HB 比 P3HB 更容易被脂肪酶

或酯酶降解，可用作补片材料、人造血管、缝合

线等医用材料[13-15]。4-羟基丁酸作为一种微生物

合成聚合物的 4HB 前体来源，相对于 1,4-丁二

醇、γ-丁内酯，其利用效率更高，且产物中 4HB

的含量也更高。现已发现许多微生物中存在 4HB

特异性的辅酶 A 转移酶基因，如 orfZ[16-17]。因此

4HB 对于 P4HB、P3HB4HB 等聚合物的合成，

也起着重要作用。 

尽管 4-羟基丁酸在医学和生化领域都具有

重要研究价值，但它属于管控药物，且价格昂贵，

因此 4HB 的来源成为限制 4HB 相关研究的重要

因素。目前 4-羟基丁酸主要以石油类为底物通过

化学方法生产[18]。2009 年张磊等报道了利用来

源于铜绿假单胞菌 Pseudomonas aeruginosa 的醇

脱氢酶 (DhaT) 和醛脱氢酶 (AldD)，将 1,4-丁二

醇转化进而转化为 4-羟基丁酸的方法[19]。转化反

应中，1,4-丁二醇在醇脱氢酶的催化作用下转化

为 4-羟基丁醛，经醛脱氢酶作用进一步转化为

4-羟基丁酸。该合成途径相对于化学方法具有产

率高、污染小、产物易分离等优点，并已成功用

于 P4HB 的合成。 

以上研究中的 dhaT 和 aldD 基因受来源于大

肠杆菌的 lac 启动子的调控。相对于 lac 启动子，

T7 启动子能够启动高效表达，并且已经广泛用

于大肠杆菌表达系统。该启动子专一受控于 T7 

RNA 聚合酶，在引入了外源 T7 RNA 聚合酶的

大肠杆菌中，它能有效提高基因表达水平[20]。大

肠杆菌 E. coli BL21 (DE3) 是一种适用于 T7 启

动子表达系统的菌株，在 IPTG (β-半乳糖苷酶) 

的诱导下，BL21 菌株能够高效表达目的基因[21]。

而来源于真氧产碱杆菌 Ralstronia eutropha 中

phbCAB 操纵子的 PRe 启动子也有相似的功能，

不同于 T7 启动子不同的是，该启动子不受外源

物质的调控即可发挥作用[22-23]。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
嗜水气单胞菌 Aeromonas hydrophila 4AK4 

(pZL-dhaT-aldD) 为清华大学微生物实验室保

存。 
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1.2  培养基及培养条件 
质粒构建和结合转化所用的大肠杆菌以及

嗜水气单胞菌均用 LB 培养基培养。根据菌株和

质粒的抗性在培养基灭菌冷却后添加抗生素。氨

苄青霉素浓度为 100 mg/L，卡那霉素为 50 mg/L。

底物 1,4-丁二醇在灭菌前加入培养基。 

大肠杆菌的培养条件为 37 ℃，48 h；嗜水气

单胞菌的培养条件为 30 ℃，48 h；摇床转速均为

200 r/min (太仓市试验设备厂；HYG-A 型)。 

1.3  重组菌株的构建 
克隆 PRe 启动子序列，构建到 pZL-dhaT-aldD

质粒中并取代原有的 lac 启动子，得到 pZQ01 (图

1)。 

T7 启动子需要在 T7 RNA 聚合酶的作用下

才能高效启动表达，于是分别克隆 T7 启动子以

及 T7 RNA 聚合酶的序列，共同构建到切除了

lac启动子的 pZL-dhaT-aldD载体中，得到 pZQ04 

(图 1)。 

将 pZQ01 和 pZQ04 通过电转化方法转入 E. 

coli S17-1 感受态中，然后再通过接合转化方法

转入 A. hydrophila 4AK4，分别得到重组菌

Aeromonas hydrophila 4AK4 (pZQ01) 和

Aeromonas hydrophila 4AK4 (pZQ04)。 

1.4  4-羟基丁酸分析方法 
4-羟基丁酸的分析方法参见文献[24]，具体

操作与 PHA 的检测步骤基本相同，但所用样品

为菌液离心后所得的上清，将上清冰干并酯化后

进行气相色谱分析。 

2  结果与分析 

2.1  重组菌株 A. hydrophila 4AK4 (pZQ01) 
和 A. hydrophila 4AK4 (pZQ04) 生产 4-羟基

丁酸 
以 4AK4 (pZL-dhaT-aldD) 为对照组，在 1,4-

丁二醇浓度为 10 g/L 的条件下生产 4-羟基丁酸，

验证 T7 和 PRe 启动子对底物转化的影响 (表 1)。 

 

图 1  pZQ01 和 pZQ04 的构建 
Fig. 1  Construction of pZQ01 and pZQ04. 
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表 1  A. hydrophila 4AK4 (pZQ01) 和 A. hydrophila 4AK4 (pZQ04) 以及对照菌株生产 4-羟基丁酸 
Table 1  Production of 4-hydroxybutyric acid by A. hydrophila 4AK4 (pZQ01), A. hydrophila 4AK4 (pZQ04), 
and the control strain 

Strains CDW (g/L) 4HB (g/L) Consumption ratio (%) 

4AK4 (ZQ01) 3.88±0.07 6.00±0.08 51.94 

4AK4 (pZQ04) 3.79±0.03 4.87±0.04 42.16 

4AK4 (pZL-dhaT-aldD) 3.65±0.03 4.19±0.09 36.27 

Strains were cultured at 30 °C for 48 h. 10 g/L 1,4-butanediol was added into medium before sterilization. pZQ01 harbored PRe 
promoter, and pZQ04 harbored T7 promoter. CDW: cell dry weight. 
 

 
同条件下，对照组 A. hydrophila 4AK4 

(pZL-dhaT-aldD) 的 4-羟基丁酸产量为 4.19 g/L，

而受 PRe 调控的 A. hydrophila 4AK4 (pZQ01) 的

4-羟基丁酸产量提高到 6.00 g/L，产出速率为

0.125 g/(L·h)，比对照菌株提高 43.20％。经过

48 h 的培养，51.94％的 1,4-丁二醇被重组菌转化

成 4-羟基丁酸。以上结果表明，引入 PRe 启动子

使重组菌转化 1,4-丁二醇的速度加快，促进了 4-

羟基丁酸的合成。 

受 T7 启动子调控的 A. hydrophila 4AK4 

(pZQ04) 最终产出 4.87 g/L 4-羟基丁酸，产量比

对照菌株提高了 16.23％，全程中 42.16％的 1,4-

丁二醇被消耗。尽管 4HB 产量比对照组也有一

定提高，但明显低于 PRe 调控下的实验组产量，

说明 T7 启动子对基因表达的促进程度有限。推

测此结果可能与 T7 RNA 聚合物酶基因在质粒上

的表达水平有关，可通过将 pZQ04 质粒转化到

E. coli BL21 (DE3) 或其他含有 T7 RNA 聚合酶

的受体菌中进行表达，确保 T7 启动子的功能。 

综上，PRe 和 T7 启动子通过提高基因的表达

水平，促进 1,4-丁二醇转化。 

此外，表 1 中的细胞干重与 4-羟基丁酸浓度

呈正相关。可能是因为质粒基因的高效表达加速

了 1,4-丁二醇的消耗，使 1,4-丁二醇对细胞生长

的抑制作用削弱。 

相对于对照菌株，两株重组菌转化 1,4-丁二

醇的速率 (菌株培养时间相同) 均提高。增加底

物浓度可能促进转化反应进行，进而促进 4-羟基

丁酸的产生。然而，由于 1,4-丁二醇具有一定毒

性，高浓度的 1,4-丁二醇对细胞生长的抑制作用

也更强，可能使菌体浓度以及质粒量降低，从而

导致 4-羟基丁酸的产量降低。下面通过浓度梯度

实验，分析 1,4-丁二醇浓度对重组菌生产 4-羟基

丁酸的影响。 

2.2  1,4-丁二醇浓度对重组菌 A. hydrophila 
4AK4 (pZQ01) 生产 4-羟基丁酸的影响 

分别在 10~40 g/L 的 1,4-丁二醇浓度下培养

重组菌，分析细胞干重、产物浓度以及单位细胞

的 4HB 产量 (4HB 产量与细胞干重之比，即

4HB/CDW) 随时间的变化趋势 (图 2)。 

高浓度的 1,4-丁二醇对 A. hydrophila 4AK4 

(pZQ01) 产生强烈的抑制作用，其细胞干重随

着 1,4-丁二醇浓度升高明显降低。1,4-丁二醇为

20 g/L 时，细胞干重仅为 10 g/L 1,4-丁二醇培养

条件下细胞干重的 65％。而 4HB 产量和 BD 的消 
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图 2  不同浓度的 1,4-丁二醇对 A. hydrophila 4AK4 (pZQ01) 生产 4-羟基丁酸的影响 
Fig. 2  Effect of 1,4-butanediol concentration on production of 4-hydroxybutyric acid by A. hydrophila 4AK4 (pZQ01). 
A. hydrophila 4AK4 (pZQ01) was cultivated in LB medium containing 1,4-butanediol, with its concentration varying 
from 10 g/L to 40 g/L. 4HB/CDW represented the 4HB productivity per cell. 
 

 
耗比率也随底物浓度升高而降低。其中 4HB 产

量从 6.00 g/L 降低到 5.10 g/L，而 BD 的消耗比

率从 51.94％降低到 11.04％。增加底物供应，并

不利于 A. hydrophila 4AK4 (pZQ01) 转化 1,4-丁

二醇。 

图中的 4HB/CDW-BD 浓度曲线却表明单位

细胞的 4HB 产量 (4HB/CDW) 随着底物浓度上

升而增加。菌株在含有 40 g/L 1,4-丁二醇的培养

基中培养时，单位细胞的 4HB 产量达到 2.34 g/g，

而底物为 10 g/L 时单位细胞的 4HB 产量仅为

1.55 g/g。此结果表明，增加底物浓度虽然使 A. 

hydrophila 4AK4 (pZQ01) 细胞总量降低，但也

促进了转化反应进行，致使单位细胞的 4HB 产

量增加。 

2.3  1,4-丁二醇浓度对 A. hydrophila 4AK4 
(pZQ04) 生产 4-羟基丁酸的影响 

同样，在 10~40 g/L 的 1,4-丁二醇条件下培

养受 T7 启动子调控的重组菌 A. hydrophila 4AK4 

(pZQ04)，检测细胞干重、4HB 产量以及单位细

胞的 4HB 产量与底物浓度的变量关系 (图 3)。 

对于 A. hydrophila 4AK4 (pZQ04)，随着 1,4-

丁二醇浓度升高，4-羟基丁酸产量呈上升趋势，

最高达 6.03 g/L。1,4-丁二醇的消耗比率从

42.16％降低到 13.05％。而该菌株的细胞干重并

没有表现出明显的变化，即使在 40 g/L 底物条件

下，其细胞干重 (3.56 g/L) 与 10 g/L 底物条件下

的细胞干重 (3.79 g/L) 相比，也没有显著降低。

说明该重组菌对 1,4-丁二醇的耐受性相对较强。 

从单位细胞的 4HB 产量-BD 浓度曲线可看

出 ， 提 高 1,4- 丁 二 醇 浓 度 同 样 也 促 进 A. 

hydrophila 4AK4 (pZQ04) 转化 1,4-丁二醇，但相

同条件下，单位 A. hydrophila 4AK4 (pZQ04) 细

胞的 4HB 产量明显低于受 PRe 启动子调控的 A. 

hydrophila 4AK4 (pZQ01)。 
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图 3  不同浓度的 1,4-丁二醇对 A. hydrophila 4AK4 (pZQ04) 生产 4-羟基丁酸的影响 
Fig. 3  Effect of 1,4-butanediol concentration on production of 4-hydroxybutyric acid by A. hydrophila 4AK4 (pZQ04). 
A. hydrophila 4AK4 (pZQ04) was cultivated in LB medium containing 1,4-butanediol, with its concentration varying 
from 10 g/L to 40 g/L. 4HB/CDW represented the 4HB productivity per cell. 
 
 

底 物 浓 度 变 化 对 A. hydrophila 4AK4 

(pZL-dhaT-aldD) 的影响与其对 A. hydrophila 

4AK4 (pZQ04) 的作用相似，前面已证明对照菌

株转化 1,4-丁二醇的效率低于含高效启动子的重

组菌，因此这里未呈现关于底物浓度影响 A. 

hydrophila 4AK4 (pZL-dhaT-aldD) 积累 4HB 的

具体结果。 

综上，提高 1,4-丁二醇浓度能够提高单位细

胞的 4HB 产量，但由于其毒性对细胞生长的抑

制，使细胞量 (细胞干重) 降低。研究中发现，

对高浓度 1,4-丁二醇耐受性差的 A. hydrophila 

4AK4 (pZQ01) 转化生成的 4HB 总产量随底物

浓度升高而降低，而耐受性相对较强的 A. 

hydrophila 4AK4 (pZQ04) 的 4HB 产量则与底物

浓度呈正相关的趋势。综合考虑底物消耗比率、

成本及 4HB 产量，扩大生产中适宜用 A. 

hydrophila 4AK4 (pZQ01) 作生产菌，1,4-丁二醇

浓度宜设为 10 g/L。 

由于细胞量直接影响质粒量，进而影响脱

氢酶的表达量，还可通过底物流加、采用碳源

丰富的培养基等方法促进细胞生长从而提高

4HB 产量。 

充足的前体供应为 P3HB4HB、P4HB 及其他

潜在的聚合物奠定了基础。可将含有 4HB 的上

清供给 PHA 合成菌以生产 PHA，也可将 pZQ01

与含有 PHA 合成相关基因的质粒共转，实现一

步法生产聚合物，简化生产工艺并降低成本。 

3  结论 

本研究在重组嗜水气单胞菌 A. hydrophila 

4AK4 (pZL-dhaT-aldD) 中分别引入了高效启动

子——T7 启动子和 PRe 启动子，提高了 1,4-丁二

醇的转化速率和 4HB 产量。其中，A. hydrophila 

4AK4 (pZQ01) 在 10 g/L 1,4-丁二醇条件下可产
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出 6 g/L 4-羟基丁酸，产出速率为 0.125 g/(L·h)，

51.9％的底物被消耗，比对照菌 A. hydrophila 

4AK4 (pZL-dhaT-aldD) 提高 43.29％。而受 T7

启 动 子 诱 导 的 重 组 菌 A. hydrophila 4AK4 

(pZQ04) 其 4HB 产量也有一定提高。通过

摇瓶实验分析了 1,4-丁二醇浓度对重组菌

A. hydrophila 4AK4 (pZQ01) 及 A. hydrophila 

4AK4 (pZQ04) 生产 4HB 的影响。结果表明，提

高底物浓度促进单位细胞的 4HB 产量提高，但

抑制细胞生产，使细胞干重降低。综合考虑生产

成本、产出效率，宜采用 A. hydrophila 4AK4 

(pZQ01) 在 10 g/L 1,4-丁二醇的条件下进行生产

转化。此外，可将 pZQ01 与含有 PHA 合酶、

3-羟烷基辅酶 A 转移酶 (或合成酶) 的质粒共

转，用于聚合物合成。 
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