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摘  要 : 异戊二烯 (Isoprene) 的排放具有特殊的生物学功能，对大气环境具有重要影响，另外，异戊二烯也

是一种具有广泛用途的化合物。在生物体内，异戊二烯是由异戊二烯合成酶 (Isoprene synthase，Isps) 催化烯

丙基二磷酸 (Dimethylallyl diphosphate，DMAPP) 脱去焦磷酸 (Pyrophosphate) 而生成的。因此，作为异戊二

烯合成过程中的关键酶，Isps 在异戊二烯的自然排放和生物合成过程都发挥着重要的作用，对 Isps 的研究具有

非常重要的意义。到目前为止，已经在多种植物中发现了该酶，研究表明，来源于不同生物的异戊二烯合成酶

具有保守的结构特征和相似的生化性质。文中就 Isps 的最新研究进展进行综述，包括比较分析不同生物来源

Isps 的生化特征和结构特征，探讨催化机制，并对该酶在生物工程领域的应用进行展望。 
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Abstract:  Isoprene emission can lead to significant consequence for atmospheric chemistry. In addition, isoprene is a 

chemical compound for various industrial applications. In the organisms, isoprene is produced by isoprene synthase that 

eliminates the pyrophosphate from the dimethylallyl diphosphate. As a key enzyme of isoprene formation, isoprene 

synthase plays an important role in the process of natural emission and artificial synthesis of isoprene. So far, isoprene 
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synthase has been found in various plants. Isoprene synthases from different sources are of conservative structural and 

similar biochemical properties. In this review, the biochemical and structural characteristics of isoprene synthases from 

different sources were compared, the catalytic mechanism of isoprene synthase was discussed, and the perspective 

application of the enzyme in bioengineering was proposed. 

Keywords:  isoprene, isoprene synthase, biochemical characteristics, structure features, catalytic mechanism 

异戊二烯 (2-甲基-1,3-丁二烯，isoprene) 是

一种挥发性的五碳萜类化合物。1957 年，Sanadze

等第一次发现了木本植物排放异戊二烯，此后，

人们发现其他生物也具有这种能力，包括动物、

真菌、细菌等[1-3]。异戊二烯的排放是大气中碳

氢化合物最主要的生物来源，据估计，全球异戊

二烯在大气中的年均自然排放量约几百兆克，与

大气中各种来源的甲烷排放量相当[4]。生物排放

异戊二烯的过程对其自身具有一定的保护作  

用[5-7]，但同时会对大气带来不良影响[8-9]，另外，

异戊二烯还是一种具有重要用途的化工原料，被

广泛应用于化工、医药、能源等领域[5]。 

异戊二烯是最简单的类异戊二烯家族成员,

所以人们推断它可能来源于类异戊二烯的生物

合成途径中共有的五碳中间代谢物。Sanadze 等

认为异戊二烯的形成是一个非酶过程，它是由酸

催化烯丙基二磷酸 (Dimethylallyl diphosphate，

DMAPP)，离子化 DMAPP 中的焦磷酸基团，产

生一个过渡态的碳正离子而形成异戊二烯[10]。

直 到 1991 年 ， Sliver 等 在 山 杨 Populus 

tremuloides michx.的树叶中发现了异戊二烯合

成酶，该酶能够在中性 pH 条件下发挥作用[11]，

后来，在其他植物中也分离纯化到了 Isps，在一些

细菌的粗酶液中也检测到该酶的活性，并证明了

在这些生物中，异戊二烯是由 Isps 催化形成的[12]。 

异戊二烯合成酶能够催化类异戊二烯中间

体——烯丙基二磷酸 (Dimethylallyl diphosphate，

DMAPP)，生成异戊二烯  (Isoprene) 和焦磷酸

(Pyrophosphate)，该反应依赖二价阳离子[13]。异

戊二烯合成酶是自然条件下异戊二烯排放过程

的关键酶，其基因表达量和酶活性能够调控异戊

二烯的排放量，因此，Isps 在异戊二烯的排放过

程中具有重要的作用。本文就 Isps 最新研究进展

进行综述，比较分析不同生物来源的 Isps 的生化

特征、结构特征，探讨其催化机制，并对该酶在

生物工程领域的应用进行展望。 

1  异戊二烯合成酶的生化特征 

到目前为止，人们已经对多种不同来源的

Isps 进行了研究，并对它们的生化特征进行分

析，包括分子量大小、最适 pH、最适温度、催

化反应需要的二价阳离子等。从表 1 可以看出，

它们具有一些相似的生化特性，但也有一定的差

别：第一，Isps 的活性对温度有很强的依赖性,

最适温度一般为 35–40 ℃，在 55–60 ℃的范围快

速失活，目前，只有英国栎 Pedunculate oak Isps

的最适温度达到了 50 ℃[14]；第二，大多数植物

来源的 Isps 最适 pH 在 7.5–8.0 之间，例如橡树、

杨树等[11,13-15]，而苔藓植物 Isps 的最适 pH 在 8.6

左右[16]，褪色柳 salix discolor Isps 的最适 pH 约

为 10[17-18]，另外，与植物 Isps 相比，细菌 Isps

的最适 pH 较低，如枯草芽孢杆菌 Isps 粗酶液的

最适 pH 为 6.2[19]；第三，大多数异戊二烯合成

酶催化活性主要依赖于 Mg2+和 Mn2+[13,15], 但对

于苔藓植物，如曲柄藓属植物 Campylopus 

introflexus，它的 Isps 催化活性相较于 Mg2+更加
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优先利用 Mn2+[16]；第四，Isps 的米氏常数通常

达到 mmol/L 水平，与单萜合酶、倍半萜合酶的

米氏常数相比要高 2–3 个数量级[20]。 

另外，已知的所有植物异戊二烯合成酶均位

于叶绿体中，但具有两种不同的存在形式，一种

结合在内囊体膜上，另一种处于溶解状态。Silver

和 Kuzma 分别在山杨和绒毛豆树叶的叶绿体中

提取出了溶解状态的异戊二烯合成酶 [13,15]，后

来，Wildermuth 和 Fall 又在褪色柳 Salix discolor

等植物中发现了紧密结合在内囊体膜上的异戊二

烯合成酶，他们使用了多种溶解方法均不能使该

酶从膜上脱落下来而保持活性[17-18]。这两种不同

形式的异戊二烯合成酶的性质基本类似，只是结

合于膜上的酶具有较高的最适 pH (pH 10)[15]。 

2  异戊二烯合成酶的结构特征 

在 GenBank 数据库中查找不同来源的 Isps

及其他萜类合成酶的序列，利用 clustal omega 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) 进 行

序列比对，比对结果再用 Aline 软件编辑[27] (图 1)。

序列比对结果表明，不同来源的 Isps 之间，以及

Isps 与其他的萜类合成酶之间均具有较高的序

列相似性。例如，来源于不同种类杨树的异戊二

烯合成酶的氨基酸序列具有 97%–100%的相似

性，而来源于杂交灰杨 Populus×canescens 树叶

的异戊二烯合成酶 (PcIsps) 与植物单萜合成酶

的氨基酸序列具有约 50%的相似性。 

萜类合成酶 (Terpene synthases，Tps) 是指

能够将含异戊二烯基焦磷酸的非环状结构前体

物质转化成萜类分子的一类酶[36]。根据反应机

理和产物形式可以将该酶分成两种类型，分别为

Tps-I 和 Tps-II[37-38]。已知的大多数萜类合成酶

都是 Tps-I 类型的，也有少数萜类合成酶同时具

有 Tps-I 和 Tps-II 两种类型的功能域。另外，根

据 Tps 的生化功能、亚细胞定位、底物专一性以

及产物的信息和定位，可以将 Tps 的基因分为 7

个进化分支，分别为 tps-a、b、c、d、e/f、g、h[39]，

这 7 个进化分支中均具有Ⅰ型酶，而Ⅱ型酶仅限 

 

表 1  不同来源的异戊二烯合成酶的生化特征比较 

Table 1  Comparison of biochemical characteristics of Isps 

Source of enzyme Mr (kDa) pHopt Topt ( )℃ Metal ion requirement 
Km for DMAPP 

(mmol/L) 

Populus tremuloides 120 8.0 45 Mg2+﹥Mn2+ 8[11,13] 

Mucuna sp. N/A 7.8–8.5 N/A Mg2+﹥Mn2+﹥﹥Ca2+ 1–9[15] 

Salix discolor 73 10.0 N/A Mg2+, Mn2+ 8[17-18] 

Quercus robur 95 7.3–7.7 50 N/A 0.53[14] 

Populus alba 62 8 40 Mg2+﹥Mn2+﹥Co2+ 8.7[21] 

Populus×canescens 51 7.5–8.5 40 Mg2+ 2.5±0.1[22] 

Pueraria montana N/A N/A N/A N/A 7.7[23] 

Heath star moss N/A 8.1–9.1 37–43 Mn2+﹥Mg2+ 0.37±0.28[16] 

Bacillus subtilis N/A 6.2 35–40 Mn2+﹥Mg2+﹥﹥Ca2+ N/A[19] 

Eucalyptus globulus 66 N/A 40 N/A 0.16[24–25] 

Arachis hypogaea N/A 7.6 34 Mg2+ 18.3±6.538[26] 

N/A: data not available. 
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图 1  异戊二烯合成酶以及其他的萜类合成酶之间的氨基酸序列比对 

Fig. 1  Multiple sequence alignment of isoprene synthase and other terpene synthases. PcIsps: isoprene 
synthase(Populus×canadensis)[28]; PaIsps: isoprene synthase 3(Populus alba)[29]; FsIsps: isoprene synthase (Ficus 
septic)[6]; MnIsps: Isoprene synthase (Morus notabilis)[30]; FvIsps: isoprene synthase (Ficus virgata)[6]; TwTps22: 
terpene synthase 22 (Tripterygium wilfordii)[31]; PlBos: beta-ocimene synthase (Phaseolus lunatus)[32]; EgMts: 
monoterpene synthase (Eucalyptus globulus)[33]; MtEBos: (E)-beta-ocimene/myrcene synthase (Medicago 
truncatula)[34]; OeTps3: terpene synthase 3 (Olea europaea)[35]. 
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于 Tps-c 中[38]。其中 Isps 属于Ⅰ型萜类合成酶，

基因属于 Tps-b 进化分支[25]。 

目前仅有 PcIsps和 PtIsps的晶体结构已被解

析，它们分别来源于杂交灰杨 Populus×canescens

和美洲山杨 Populus tremuloides 的树叶，且这两

种 Isps 的氨基酸序列具有 98.5%的一致性[5,40]。

通过比较这两种酶的结构发现，它们具有同型结

构，都是由两个 α 螺旋结构域组成。它们的 N

末端为 α-桶状的Ⅱ型萜类合酶折叠模式，没有

催化活性；而包含活性位点的 C 末端 α-螺旋结

构域具有Ⅰ型萜类合酶折叠模式，并且两个单体

能够通过 C 端催化结构域的相互作用形成二聚体形

式。分析 PcIsps 结构发现，在该酶 C 端的催化结构

域中具有两个保守的金属离子结合基序，一个是富

含天冬氨酸的 DDXXD 序列，另一个是“NSE/DTE”

序列 (NDXXSXXXE)，这两个基序在植物、细菌、

真菌来源的萜类环化酶中保守，异戊二烯合成酶是

发现的第一个具有这两种基序的非环化萜类合成 

酶[5]，而一般的非环化萜类合成酶具有两个富含天

冬氨酸的序列，如催化类异戊二烯的链延伸反应的

法尼基焦磷酸合酶[41]。 

另外，在异戊二烯合成酶 C 末端的活性位

点一般具有两个保守的苯丙氨酸，它们分别位于

活性位点的两端，通过与底物产生范德华力而使

活性口袋减小，从而阻止比 DMAPP 更大的底物

与之结合。而这些氨基酸残基并不存在于 Tps-b

家族的单萜合酶或者其他的萜类合成酶中，因为

它们的底物更大，是十碳或者具有更多碳原子的

含异戊二烯基的焦磷酸。因此，推测这些氨基酸

残基的作用与底物特异性有关[5,23,41]。 

3  异戊二烯合成酶的催化机制 

早在 1995 年，Silver 等就已提出异戊二烯

的生物合成是一个由金属离子 (如 Mg2+、Mn2+

等) 触发的 DMAPP 去焦磷酸过程[13]。通过分析

PcIsps 与底物类似物 DMASPP (DMAPP 中磷酸

酯键的氧原子被替代为硫原子) 以及 3 个 Mg2+

形成的复合体  (PcIsps-(Mg2+)3-DMASPP) 的晶

体结构，发现 DMASPP 与 PcIsps 活性位点上的

氨基酸形成氢键，其焦磷酸基团上的氧原子能与

Mg2+形成配位键；Mg2+通过与金属离子结合基

序中的氨基酸形成配位键而结合在活性位点  

上[5,42-43](图 2)。一般在Ⅰ型萜类合成酶中，当底

物与 3 个金属离子结合到活性位点形成复合体

后，该酶的活性口袋将由开放状态转变为闭合状

态，推测这一构象变化是为了防止催化过程中形

成的碳正离子中间体过早淬灭，从而避免对萜类

化合物的形成造成影响[5,44-46]。 

 

 

 
图 2  杂交银灰杨异戊二烯合成酶(PcIsps)活性中心

结合底物类似物(DMASPP)和 Mg2+的结构 

Fig. 2  The structure of active center in PcIsps- 
DMASPP-Mg2+complex. Atoms are color coded as 
follows: carbon: gray; nitrogen: blue; oxygen: red. Mg2+ 
appears as magenta sphere. 
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通过对结构的进一步分析表明，异戊二烯的

生物合成是通过烯丙基二磷酸中间体经过两步

反应得到的 (图 3)。在 Isps 的催化作用下, 底物

DMAPP 形成烯丙基的碳正离子中间体，通过顺

叠消除机制脱去无机焦磷酸基团 (PPi)，然后烯

丙基的甲基基团 C31 再发生去质子化，最终形成

产物，这一过程与许多单萜合成酶的起始步骤是

一致的。在该催化反应过程中，底物甲基基团

C31 的去质子化还需要合适的广义碱帮助，而有

趣的是，在这里提供广义碱的是离开底物

DMAPP 的焦磷酸基团。另外，对 PcIsps-Mg2+- 

DMASPP 复合体结构的研究发现，DMASPP 以

七元环椅式结构结合到 PcIsps 上，这个构象使

DMASPP 的 α-磷酸基团的氧原子更加接近 C31

原子，从而表明底物 DMASPP 对顺叠消除机制

的帮助[5,47]。另外，Isps 在催化过程中具有正协

同作用。Isps 单体能够通过 C 端催化域的相互作

用而形成同型二聚体，在 PcIsps 研究中发现，

当底物与该酶结合后，二聚体界面发生了一定的

构象变化，在两个单体之间新形成了 2 个氢键和

4 个盐桥。这些结构特点也许正是 Isps 具有正协

同作用的结构基础[5,48-50]。 

4  异戊二烯合成酶与自然界中异戊二烯 

排放 

生物向大气排放大量的异戊二烯，据估计每

年植物的排放量大约为 600 兆克/年，相当于生

物来源的挥发性有机化合物  (Biogenic volatile 

organic compound，BVOC) 排放总量的 1/3[51]。

异戊二烯的排放对这些生物具有一定的作用，但

同时也对大气环境产生较大的影响，从异戊二烯

合成酶发现以来，科学家们在这方面进行了大量

的研究工作。 

其一，研究发现，并不是所有的生物都具有异

戊二烯的排放能力，对于研究的主要对象——陆 

生植物来说，也并不是都具有此能力[52]，据统

计，超过 1/3 的被子植物和裸子植物，约一半的

蕨类植物以及 94%的苔藓植物能够排放异戊二

烯，但它们的排放能力具有差异[53]，这说明异

戊二烯的排放对生物来说并不是必需的，或者 

 

 
 

图 3  Isps 催化机制 (Isps 催化生成异戊二烯是通过烯丙基二磷酸中间体经过两步反应得到，首先是 DMAPP

通过顺叠消除机制而脱去焦磷酸基团，然后是 C3
1 去质子化形成异戊二烯) 

Fig. 3  Catalytic mechanism for Isps. The generation of isoprene by Isps occurs in two steps via an allylic carbo 

cation intermediate. First, iPP is removed from DMAPP by syn-periplanar elimination reaction. Then, the C3
1 is 

deprotonated in the assistance of the removed diphosphate group serving as the general base. Eventually, the isoprene 
is formed.  
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说具有可替代的途径。而关于异戊二烯排放对生

物的作用，目前还不是很清楚。对于研究最多的

植物而言，也仅仅部分了解，例如，有研究发现

异戊二烯可以与受紫外激发形成的单线态氧在

体内反应产生异丁烯醛和甲基乙烯基酮，这两种

产物的热稳定差，可以从植物体内排出，从而防

止单线态氧进一步形成其他的活性氧而损伤植

物[54]。另外，也有文献表明排放异戊二烯可以

保护这些植物不受高温、辐射、臭氧等环境压力

的破坏；可以稳定脂膜以避免热诱导引起的相

变；可以直接或间接地防卫草食动物危害植物  

等[5-6,55]。通过对异戊二烯合成酶基因进行系统

进化分析等研究，了解异戊二烯排放能力的演

变，从而有望了解生物排放异戊二烯的具体   

作用。 

其二，每年大量异戊二烯的排放对大气化学

产生巨大的影响，它通过与羟自由基、氮氧化物

等反应而提高大气中的臭氧、有机酸、有机硝酸

盐浓度，延长了温室气体甲烷在大气中的寿命，

形成二次有机气溶胶等[8-9]。通过对异戊二烯合

成酶的研究发现，Isps 催化形成异戊二烯的过程

受到复杂的调控，涉及酶的热动力学、代谢流及

其反馈作用、细胞器内外的代谢物交换等[56-57]，

Isps 的活性受到光照、温度、细胞内二氧化碳浓

度等因素的影响[52,58-60]。只有对这些调控因素进

行深入研究，研究人员才能更准确地估计异戊二

烯的排放率，以及伴随着异戊二烯排放而给大气

环境造成的影响[61]。 

5  异戊二烯合成酶与人工合成异戊二烯 

异戊二烯是一种重要的化工原料，被广泛应

用于多个领域，包括形成以异戊二烯为基础的燃

料，作为石油派生聚合物的合成前体，应用于合

成橡胶、农药、医药、香料及黏结剂生产等[62-65]。

目前，异戊二烯主要是通过石油基原料异戊烷、

异戊烯脱氢法、化学合成法 (包括异丁烯-甲醛

法、乙炔-丙酮法、丙烯二聚法)和裂解 C5 馏分

萃取蒸馏法生产。然而，随着化石资源的日益枯

竭，开发新的异戊二烯合成技术已成为当前发展

的必然趋势[65]，而利用微生物发酵生产异戊二

烯具有经济、清洁、可持续等得天独厚的优    

势[66-67]，因而受到了广泛关注和深入研究。 

微生物发酵方法生产异戊二烯可以分为两

个部分，首先是通过 2-甲基-D-赤藓糖醇-4-磷酸

途径 (Methylerythritol-phosphate pathway，MEP)

或者甲羟戊酸途径 (Mevalonate pathway，MVA)

合成前体物质 DMAPP，DMAPP 经 Isps 催化形

成异戊二烯。如果合成的 DMAPP 不能及时转化

而过量积累，会对宿主细胞造成毒性。因此，如

何提高 Isps 的催化效率，加快 DMAPP 转化成异

戊二烯的速率成了提高微生物发酵生产异戊二

烯产量的关键。 

因此，通过蛋白质工程改造异戊二烯合成酶

是目前研究的重点之一，即对 Isps 进行修饰改

造提高其活性，从而实现在微生物中高效合成异

戊二烯 [16,68] 。目前对杨树  (Poplar) 和葛藤

(Kudzu vine) 两个植物家族来源的 Isps 研究较

为深入，且已经解析了 PcIsps 和 PtIsps 的晶体结

构。在这些工作的基础上，通过蛋白质工程改造

异戊二烯合成酶方面的研究工作已经取得了一

些成果。如对来源于银白杨 Populus alba 的 Isps

进行改造，截掉氨基酸序列 N 末端的 L90R 突变

体的活性明显提升 [69]；柳树 Salix alba、Salix 

babylonica 来源的 Isps 的 S288C 突变体也具有比
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野生型更高的稳定性[40]。另外，有研究结果显

示，将银白杨 Populus alba 来源的 Isps 在酿酒酵

母 Saccharomyces cerevisiae 中表达生产异戊二

烯，经过一系列代谢调控优化后，在摇瓶条件  

下培养 24 h 异戊二烯产量能达到 23.6 mg/L。而

在此基础上，根据 Isps 的催化机制和结构信息对

其进行定向进化改造，发现 A570T/ F340L 突变株

生产异戊二烯的产量可以达到 50.2 mg/L[70-71]。 

除了改造已知的 Isps，从自然环境或者基因

库中发现新的 isps 也是目前的研究热点之一。例

如，发现豆类中的 isps 可用于发酵生产异戊二

烯；在大肠杆菌 Escherichia coli 中异源表达花生 

Arachis hypogaea isps 能使异戊二烯的产量提高

到 35 mg/(L·h·OD)[72]；通过同源性克隆和在基因

库搜索符合杨树 Isps 活性位点特征的萜类合酶

等方法发现了 9 种新的被子植物 isps，并且这些

isps 在大肠杆菌中表达后具有活性，其中蓝桉树 

Eucalyptus globules Isps 的 Km 比其他已知的 Isps

都低[25]；新的研究发现，甘薯 Ipomoea batatas、

芒 果 Mangifera indica 、 杜 英 Elaeocarpus 

photiniifolius 的 Isps 都能在大肠杆菌中表达并

具有催化活性，且甘薯来源的 Isps 产异戊二烯

的能力优于已知的杨树、葛藤属的 Isps [73]。另

外，除了植物来源的 Isps 外，人们也致力于发

掘微生物来源的 Isps ，例如枯草芽孢杆菌      

B. subtilis 的粗酶液具有 Isps 活性，它的最适 pH

为 6.2，并且所需要的二价阳离子水平很低   

(100 mmol/L)[19]，这样的催化条件与宿主微生物

的培养条件更接近。如果能够鉴定枯草芽孢杆菌

的 Isps 编码基因，将其表达用于发酵生产异戊

二烯可能会获得更高的产量。 

另外，选择合适的宿主构建微生物细胞工厂

对于人工生产异戊二烯具有重要意义。构建产异

戊二烯的工程菌株首先就要使外源的 isps 能够

在该微生物中表达，植物来源的 isps 在导入微生

物中需要经过一些修饰，包括切除定位到叶绿体

的信号肽、优化密码子等[20]。目前常用的表达宿

主有枯草芽孢杆菌 B. subtilis、大肠杆菌 E. coli、

蓝细菌 Cyanobacterium synechocystis 以及酿酒酵

母 S. cerevisiae[20]。在这些宿主细胞中已经存在异

戊二烯前体化合物的合成途径，通过优化前体合

成途径和异源表达 Isps 便可实现异戊二烯合成。 

6  结语 

从发现异戊二烯合成酶到现在已经有 30 多

年的历史，通过研究人员的广泛研究，使我们对

该酶的基本生化特征和结构功能都有了一定的

认识。这些研究成果不仅对人们认识大气中的异

戊二烯排放有重要意义，而且对人工合成异戊二

烯具有重要的指导作用。由于不同来源的异戊二

烯合成酶在结构、生化特征等方面具有多样性，

因此，今后仍需要对异戊二烯合成酶进行深入研

究，主要包括：1) 异戊二烯合成酶的结构功能

关系，基于结构和功能关系对酶进一步改造，以

提高 Isps 的催化效率；2) 发掘新的异戊二烯合

成酶，扩大异戊二烯合成酶的基因库，为微生物

发酵产异戊二烯提供更多的选择。只有系统深入

地研究异戊二烯合成酶的生化性质和结构功能

关系，才能更好地改造和利用该酶。 
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