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摘  要 : 紫苏醇，即[4-异丙烯基-1-环己烯]甲醇，是一种具有类似芳樟醇和松油醇特殊气味的单环单萜烯醇。在

医药、食品和化妆品等行业具有广阔市场空间和研究价值。文中研究了以工程大肠杆菌通过甲羟戊酸途径合成紫

苏醇的方法。首先在大肠杆菌中构建来源于粪肠球菌的 MVA代谢途径合成柠檬烯，随后柠檬烯通过细胞色素 P450

烷烃羟化酶的羟基化转化为紫苏醇。然后将构建的紫苏醇合成菌株在摇瓶发酵条件下进行优化，研究发现工程大

肠杆菌以葡萄糖为原料，通过 MVA 代谢途径可合成约 50.12 mg/L 的紫苏醇。本研究构建合成紫苏醇的 MVA 代

谢途径也可用于其他萜类化合物的合成，为今后生物法合成萜类化合物提供了理论依据和技术支持。 

关键词 : 紫苏醇，大肠杆菌，柠檬烯，生物法合成，MVA 途径 
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Abstract:  Perillyl alcohol, [4-isopropylene-1-cyclohexene] methanol, is a monocyclic monoterpene alcohol with special 

odorous similar to that of linalool and terpineol. It has application potential in pharmaceutical, daily chemical and food 

industries. In this study, one method for the synthesis of perillyl alcohol through the MVA pathway was studied. First, the 

MVA metabolic pathway originated from Enterococcus faecalis was constructed in Escherichia coli to synthesize limonene. 

Limonene was further transformed to perillyl alcohol by the hydroxylation of cytochrome P450 alkane hydroxylase. 

Furthermore, the shake flask fermentation condition of the engineered E. coli strain was optimized. The results showed that the 
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engineered E. coli could produce about 50.12 mg/L perillyl alcohol through MVA pathway using glucose as raw material. In 

this study, the method of the MVA pathway for perillyl alcohol synthesis was constructed successfully in engineered E. coli, 

which provides both theoretical and technical support for terpenoids biosynthesis. 

Keywords:  perillyl alcohol, Escherichia coli, limonene, biological synthesis, MVA pathway 

紫苏醇是一种性质稳定、不易挥发、耐热耐

酸的单体香料，在工业生产、食品生产、农业生

产中具备广泛的用途[1]。此外，紫苏醇在医疗中

也有独到的治疗效果，可用于降低器官移植中的

排斥反应，并在胰腺癌 [2]、乳腺癌 [3]和食道癌 [4]

等多种癌症治疗[5-6]中具有广谱、高效、低毒的抗

癌作用，目前国外已进入了临床阶段。 

在自然界中，紫苏醇是植物甲醛戊酸代谢途

径中产生的单萜化合物，通常以游离或酯的形式

存在于多种植物中[7]。理论上，紫苏醇可采用有

机溶剂[8-9]或超临界 CO2 萃取[10-11]等方法从天然

植物精油中提取。但因植物精油中紫苏醇含量太

低、不易分离，导致成本过高而不能大量生产。

李谦和等 [12]则采用以天然存在的单萜烯为起始

原料，用化学合成的方法合成紫苏醇，但因反应

温度高、氧化剂剧毒、产物复杂且产率低等原因，

同样也不能在实际生产中应用[13]。现今，合成生

物学和代谢工程技术的迅速发展，为改造目标分

子的天然生产物种或设计异源合成途径提供了可

能。同时生物转化反应具有操作简单、条件温和、

无毒、环境友好等优势，且转化所得到的产物通

常具有区域选择性和立体选择性，所以生物转化

法用于合成紫苏醇具有较好的应用前景[14]。 

1966 年，科学家 Dhavalikar 等[15]首次报道了假

单胞菌 Pseudomonad 转化柠檬烯的方法，发现该细

菌可以将 D-柠檬烯作为唯一碳源和能源转化合成

紫苏醇。通过产物结构鉴定，发现 Pseudomonad 转

化反应是在柠檬烯的第 7 位碳原子上进行羟基化，

从而得到紫苏醇。然而紫苏醇会被该菌进一步氧化

成紫苏醛、紫苏酸，接着进行 β-氧化，最终发生降

解。此后诸多研究证实了 Pseudomonas 和芽孢杆菌 

Bacillus 能够利用柠檬烯作为唯一碳源和能源转化

得到紫苏醇。1998 年，van der Werf 等[16]报道了红

平红球菌Rhodococcus erythropolis DCL14能以柠檬

烯作为唯一的碳源和能源合成紫苏醇，但不同于

Bacillus 和 Pseudomonad，该菌不会对紫苏醇发生

进一步氧化反应[15]。此外采用生物转化的方法，也

可将柠檬烯转化合成光学活性的紫苏醇，转化作用

是通过分枝杆菌 Mycobacterium sp.的细胞色素

P450 烷 烃 羟 化 酶  (Cytochrome P450 alkane 

hydroxylase，P450) 在 L-柠檬烯的 7 位羟化生成 L-

紫苏醇。 

大肠杆菌作为典型的模式生物，其遗传背景

清楚，是生物合成领域常用的宿主菌[17]。以大肠

杆菌作为合成萜类物质的宿主菌也日益得到研究

人员的重视[18]。刘敏[19]利用大肠杆菌成功地构建

了 MEP途径合成异戊二烯。Alonso-Gutierrez等[20]

以大肠杆菌为表达宿主，利用来源于葡萄球菌 

Staphylococcus aureus 的外源甲羟戊酸  (MVA) 

途径，初步实现了大肠杆菌通过 MVA 代谢途径

合成紫苏醇的可行性，但产物浓度和产率还处于

较低的水平。本研究选择来源于粪肠球菌的外源

MVA 代谢合成基因，因本实验室已验证了此途径

可高效合成 MVA，可为后续反应提供充足的前体

物。该合成途径再结合来源于留兰香 Mentha 

spicata 的香叶基焦磷酸合成酶 (GPPS)、巨冷杉

Abies grandis 的柠檬烯合酶  (LS)及分支杆菌

Mycobacterium sp.的 P450，成功构建了以葡萄糖

为原料合成紫苏醇的工程大肠杆菌 (图 1)。此外，

为了提高紫苏醇的产量，本研究进一步优化了工

程菌株发酵条件中的碳源、IPTG 浓度、诱导 OD

值、VB2 浓度、发酵起始 pH 值等参数。 
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图 1  紫苏醇 MVA 代谢途示意图 

Fig. 1  The mevalonate (MVA) pathway in Escherichia coli for the production of perillyl alcohol. Acety-CoA 
acelytransferase (mvaE), HMG-CoA synthase (mvaS), HMG-CoA reductase (mvaE) form Enterococcus faecalis; 
Mevalonate kinase (MK), phosphomevalonate kinase (PMK) and diphosphomevalonate decarboxylase (PMD) form 
Saccharomyces cerevisiae; Geranyl pyrophosphate synthase (GPPS) form Mentha spicata; Limonene synthase (LS) 
form Abies grandis; Cytochrome P450 alkane hydroxylase (P450) form Mycobacterium sp.. 
 

1 材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  菌株与质粒 

大肠杆菌 Escherichia coli DH5α 和 BL21 

(DE3) 由本实验室保存。E. coli DH5α 为基因克隆

菌株，E. coli BL21 (DE3) 为发酵培养菌株。

pCOLADuet-1 购自 Novagen 公司，pTrcHis2B 购自

Invitrogen 公司。pTrc-low、pACYCDuet-mvaE-mvaS

为本实验已构建好质粒，其中 pTrc-low 是以

pTrcHis2B 为 载 体 ， 携带了来源于酿酒酵母

Saccharomyces cerevisiae 的 PMD、MK、PMK 和

IPI 四种酶的基因[21]；pACYCDuet-mvaE-mvaS 是

以 pACYCDuet-1 为 载 体 ， 携 带 粪 肠 球 菌

Enterococcus faecalis 的 mvaS 和 mvaE 两种酶的

基因[21]。基因 gpps、ls 和 p450 经过大肠杆菌表

达宿主序列优化后，由金唯智公司合成，并连接

到载体 pUC57 上。 

1.1.2  培养基 

LB 培养基：10.0 g/L 蛋白胨、5.0 g/L 酵母粉、

10.0 g/L NaCl，pH 7.0，用于大肠杆菌的培养。紫苏

醇的发酵培养基是在 LB 培养基的基础上添加终浓

度为 2 mmol/L 的 MgSO4。根据质粒抗性需要添加相

应抗生素，培养基中抗生素终浓度为：Kan 50 μg/mL，

Amp 100 μg/mL，抗生素购自北京索莱宝科技有

限公司。 

1.1.3 试剂及仪器 

基因组 DNA 提取试剂盒、质粒提取试剂盒、

凝胶纯化回收试剂盒和 DNA 纯化试剂盒购自

Omega 公司；PrimeSTAR Max DNA Polymerase

购自 TaKaRa 公司；限制性内切酶、T4 DNA 连接

酶购自 Thermo scientific 公司；DNA Marker 等购

自北京全式金生物技术有限公司；引物合成和基

因测序是由青岛擎科生物技术公司负责完成。实

验过程中使用的主要仪器包括：Bio-Rad PCR 仪、

Bio-Rad 凝胶成像仪、Bio-Rad 电泳仪、Varian 

GC450 气相色谱、Varian Cary50 分光光度计。 

1.2  基因克隆和质粒构建 

质粒 DNA 提取、PCR 扩增、限制性酶切、

连接等均按说明书和常规方法进行。本研究质粒

构建相关引物见表 1。培养携带 pUC57-p450 和

pUC57-ls 的载体菌株，提取质粒。再分别以质粒

pACYCDuet-mvaE-mvaS 和 pUC57-gpps 为模板，
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采用 PrimeSTAR Max DNA Polymerase 扩增基因

mvaE-mvaS、gpps。PCR 产物经过电泳分析后，

回收 PCR 目的片段，将回收产物和质粒进行双酶

切，酶切产物用 DNA 纯化试剂盒回收，再连接

到经同样酶切并回收的质粒载体 pCOLADuet-1

上，获得重组质粒。感受态细胞采用 Competent Cell 

Preparation Kit 试剂盒 (TaKaRa 公司) 进行制备。 

1.3  重组菌的发酵及发酵条件的优化 

1.3.1  发酵条件的优化 

诱导 OD 值对合成紫苏醇的影响：重组质粒

pCOLA-gpps-mva-ls-p450 和 pTrc-low 转化到 E. coli 

BL21 (DE3) 中获得合成紫苏醇的重组大肠杆菌。

挑取平板上的单菌落，接种于 4 mL (加入适量的

Amp 和 Kan) 的 LB 培养基中，37 ℃、200 r/min

振荡培养 8 h。将 500 µL 上述种子液接种于 50 mL

发酵培养基 (含 Amp 和 Kan) 中，37 ℃、200 r/min

振荡培养。分别在菌液 OD600 达到 0.3、0.6、0.8、

1.0 和 1.5 时，加入诱导剂 IPTG 诱导，30 ℃诱导

培养。发酵 36 h 后，检测紫苏醇的含量。 
 
 

表 1  本研究所用的引物 

Table 1  Primers used in this study 

Primers Primers sequence (5′–3′) 

mva-F_NcoⅠ-M CATGCCATGGAGGAGGTAAAAAA
CATGAAAACAGTAGTTATTA 

mva-F_NcoⅠ CATGCCATGGGCAAAACAGTAGT
TATTATTGATGCAT 

mva-R_PstⅠ AACTGCAGTTAGTTTCGATAAGA
GCGAACGGTATTA 

gpps-F_PstⅠ AACTGCAGTAATACGACTCACTAT
AGGGGAA 

gpps-R_HindⅢ CCCAAGCTTTTAGTTCTGACGGA
AAGCAAC 

ls-F ATGGAGCGCCGCAGCGGTAATTA
CA 

ls-R TTAGGCAAACGGTTCAAACAGTG
TG 

p450-F ATGACCGAAATGACAGTGGCCGC
AA 

p450-R TTAATGCTGGGCTGCCGGGGTGC
GC 

诱导剂 IPTG 浓度对合成紫苏醇的影响：按

上述发酵培养条件，当 OD600 为 0.6–0.8 时，加入

诱导剂 IPTG 至终浓度分别为 0.1、0.3、0.5、1.0、

1.5 mmol/L。发酵 36 h 后，检测紫苏醇的含量。 

碳源对合成紫苏醇的影响：按上述发酵培养

条件，分别采用发酵培养基、发酵培养基加终浓

度 20 g/L 葡萄糖、发酵培养基加终浓度 20 g/L 甘

油作为紫苏醇的合成培养基，当 OD600 为 0.6–0.8

时，加入终浓度 1.0 mmol/L 的 IPTG 诱导剂。发

酵 36 h 后，检测紫苏醇的含量。 

pH 对合成紫苏醇的影响：按上述发酵培养条

件，采用发酵培养基加终浓度 20 g/L 的葡萄糖为

紫苏醇发酵合成培养基。用 HCl 和氨水调节培养

基中起始 pH，分别调节成 6.0、6.5、7.0、7.5、

8.0，比较不同 pH 下紫苏醇产量，在 OD600 为

0.6–0.8 时，加入终浓度 1.0 mmol/L 的 IPTG 诱导

剂。发酵 36 h 后，检测紫苏醇的含量。 

VB2 对合成紫苏醇的影响：按上述发酵培养条

件，采用起始 pH 为 7.0 的发酵合成培养基，分别

加入终浓度为 0、10、30、50、100 µmol/L 的 VB2，

在 OD600 为 0.6–0.8 时，加入终浓度 1.0 mmol/L 的

IPTG 诱导剂。发酵 36 h 后，检测紫苏醇的含量。 

1.3.2  最优条件下紫苏醇的发酵培养 

根据上述优化得到的发酵优化结果，进行紫

苏醇的最终发酵。条件为：采用起始 pH 为 7.0 的

发酵合成培养基，当 OD600 达到 0.6–0.8，加入终

浓度为 30 µmol/L 的 VB2 和 1.0 mmol/L 的 IPTG，

30 ℃诱导培养。在该条件下考察紫苏醇的合成过

程，发酵过程中定期取样检测紫苏醇的合成。 

1.4  紫苏醇的测定 

紫苏醇采用气相色谱检测，方法如下：取 3 mL

的发酵液，加入等体积的乙酸乙酯，用涡旋振荡

器充分混匀，然后 3 000×g 离心 5 min，上层的乙

酸乙酯转移到新的离心管中，加入 Na2SO4 将乙酸

乙酯相中的水分充分抽离，3 000×g 离心 3 min。
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然后对上层的乙酸乙酯采用气相色谱分析检测。色

谱条件：色谱柱为 DB-5 (30 m×0.320 mm×0.25 μm)；

检测器为氢火焰离子检测器；分析条件如下：柱

温 80 ℃保持 2 min，然后以 20 /min℃ 从 80 ℃升

温到 250 ℃，保持 2 min，汽化温度 250 ℃，检测

器温度 260 ℃。 

2  结果与分析 

2.1  紫苏醇合成质粒的构建 

将基因 gpps、mva、ls 和 p450 克隆到表达载

体 pCOLADuet-1 中，经测序确认后，获得重组表

达质粒 pCOLA-gpps-mva-ls-p450。将重组质粒

pCOLA-gpps-mva-ls-p450 和 pTrc-low 共同转化到

感受态细胞 E. coli BL21 (DE3) 中，获得合成紫

苏醇的工程大肠杆菌。 

2.2  发酵条件优化分析 

2.2.1  诱导 OD 值对紫苏醇合成的影响  

诱导时机的选择对菌体外源蛋白的表达及产

物合成影响极为显著，采用不同诱导时机考察对

紫苏醇的合成影响结果如图 2 所示。菌液 OD600

低于 0.6 时，菌体生长还处于初期，IPTG 的诱导

使菌体代谢负担加重，产物合成能力偏低。当 

 

 

 
图 2  不同诱导 OD600 值对紫苏醇合成的影响 

Fig. 2  Effect of different OD600 on perillyl alcohol 
production. 

OD600 为 0.8 时加入 IPTG 诱导，紫苏醇含量达到

最大值。随着 OD600 的增加，诱导时处于对数生

长的后期，导致目的蛋白的合成量减少，从而影

响产物生成。 

2.2.2 诱导剂 IPTG 浓度对菌体产紫苏醇的影响  

IPTG 浓度对菌体外源蛋白的表达及产物的

合成影响极为显著，合适的 IPTG 浓度可以诱导

目的蛋白高效表达，采用不同浓度的 IPTG 考察

对紫苏醇的合成影响结果如图 3 所示。紫苏醇产

量随着诱导剂浓度的升高而不断升高；诱导剂浓

度为 1.0 mmol/L 时，紫苏醇浓度达到最大值；随

着诱导剂浓度的再次增加，紫苏醇产量出现降低

的趋势。经过初步分析得出，可能是由于高浓度

的诱导剂会对细胞产生一定毒性，抑制菌体的生

长，从而影响菌体代谢及产物表达水平。 

2.2.3  培养基对工程菌株产紫苏醇的影响 

微生物对不同碳源的代谢能力不同，主要表

现在代谢过程中所需的酶系活性及转运能力上的

差异。因此，不同的碳源对菌体生长和产物的合

成都有很大的影响，所以选择合适的碳源对微生

物发酵合成目标代谢产物是十分重要的。本实验

采用发酵培养基、发酵培养基＋葡萄糖、发酵培

养基＋甘油为紫苏醇的合成培养基，考察培养基 

 

 
 

图 3  IPTG 浓度对工程菌合成紫苏醇的影响 

Fig. 3  Effect of IPTG concentration on perillyl alcohol 
production. 
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对紫苏醇合成的影响。结果可见，采用发酵培养

基＋葡萄糖时紫苏醇的合成效果最好，发酵培养

基+甘油次之，不添加额外碳源的产量最低 (图 4)。

经过初步分析得出，在合成紫苏醇的发酵培养过程

中，随着时间的延长，碳源逐渐消耗，导致重组大

肠杆菌生长及代谢受到了一定的影响；而大肠杆菌

在营养丰富的 LB 培养基条件下，甘油经甘油脱氢

酶和二羟丙酮激酶催化生成磷酸二羟丙酮的速率

过快，导致胞内积累的磷酸二羟丙酮进入丙酮酸代

谢途径时生成可抑制大肠杆菌生长的乳醛，进而影

响菌体代谢及产物合成；而分解葡萄糖的酶属于组

成酶，此类酶的合成受遗传物质控制，可以有效地

进入糖酵解途径生成乙酰辅酶 A。 

2.2.4  pH 对工程菌株产紫苏醇的影响 

pH 是菌体生长和产物合成的重要参数，是影

响发酵过程中酶的活性、糖的转化率、细胞渗透

压的重要因素之一[22]。同时还影响发酵液中某些

营养物和中间代谢产物的解离，从而影响重组大

肠杆菌对营养物质的吸收和利用[23]。因此，发酵液

中 pH 值过高或过低都会影响目的产物的生成。实

验结果表明当 pH 范围在 6.0–7.0 时，紫苏醇产量随

随着 pH 的升高而增加；pH 值为 7 时，紫苏醇产量

最高；pH 范围在 7.0–8.0 时，紫苏醇产量下降(图 5)。 

 

 
 

图 4  培养基对工程菌合成紫苏醇的影响 

Fig. 4  Effect of carbon source concerntration on perillyl 
alcohol production. 

 
 

图 5  pH 对工程菌合成紫苏醇的影响 

Fig. 5  Effect of pH on perillyl alcohol production. 
 

2.2.5  VB2 对工程菌株产紫苏醇的影响 

核黄素 (VB2) 是蛋白质、糖、脂肪酸代谢和

能量利用与组成所必需的物质[24]。在菌体生长发

育过程中，VB2 作为黄素蛋白的辅酶参与到机体

组织代谢中，主要是在呼吸链中负责传递电子以

及一些氧化还原反应，在呼吸和生物氧化中起着

重要的作用。Alonso-Gutierrez 等[20]报道了利用大

肠杆菌生产紫苏醇的过程中，在培养液中添加一

定量的 VB2 有利于柠檬烯转化为紫苏醇。本研究

考察采用不同浓度的 VB2对紫苏醇合成的影响，结

果如图 6 所示。研究表明当 VB2 较低时，紫苏醇 

 

 
 

图 6  VB2 对合成紫苏醇的影响 

Fig. 6  Effect of VB2 concerntration on perillyl alcohol 
production. 
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含量随着 VB2 浓度的升高而不断升高；当浓度  

达到 30 µmol/L，紫苏醇浓度达到最高。但随着

VB2 浓度的继续增加，紫苏醇含量又逐渐下降 

(图 6)。 

2.2.6  初步优化条件下的紫苏醇发酵 

发酵培养基不仅是工程菌繁殖所需营养物质

的基本条件，也是合成代谢产物的基础。它既要

满足大肠杆菌快速生长繁殖至一定的菌体浓度，

又要使菌体迅速合成代谢产物。因此，发酵培养

液的组分和培养条件对菌株生长及产物合成是至

关重要的 [25]。以初步优化条件进行工程菌的发

酵，每隔 12 h 定时取样，检测紫苏醇的产量，结

果如图 7 所示。紫苏醇产量在诱导后的 36 h 前增

加较快，在 36 h 左右时，紫苏醇的浓度达到最高

值。随着时间的延长，紫苏醇的含量基本趋于   

稳定。 

3  讨论 

本研究通过在大肠杆菌体内引入基于 MVA

代谢途径的外源基因，构建了合成紫苏醇的工程

菌株，并在后期开展了菌株的发酵条件优化，提

高了紫苏醇的发酵浓度至 50.12 mg/L。 

 

 

 
 

图 7  紫苏醇的发酵过程 

Fig. 7  The fermentation process of perillyl alcohol. 

紫苏醇生物合成的代谢途径和调控机制非常

复杂，它需要将外源代谢途径中整个编码酶的基

因导入到大肠杆菌中并实现异源表达[26]。由于所

需的编码酶基因较多，只有一个载体的表达系统

很难将整个代谢通路完全构建成功，需要使用多

个重组质粒搭建一套完整的代谢途径，这其中就

涉及到多个表达模块在细胞内的调控[26]。针对这

个问题，本实验采用的工程菌株含有 pCOLA- 

gpps-mva-ls-p450 和 pTrc-low 两个质粒，其中本

实验室已验证来源于粪肠球菌的外源 MVA 代谢

途径比来源于葡萄球菌[19]的外源 MVA 代谢途径

可更高效地合成 MVA，可为后续反应提供充足的

前体物。研究表明，本研究初步实现了大肠杆菌

通过甲羟戊酸途径合成紫苏醇，并优化了工程菌

株发酵条件中的培养基、IPTG 浓度、诱导 OD 值、

VB2浓度、发酵起始 pH 值等参数。研究发现工程菌

在初始 pH 为 7.0 的发酵合成培养基中发酵培养，当

菌液 OD600达到 0.6–0.8，加入终浓度为 30 µmol/L 的

VB2 和 1.0 mmol/L 的 IPTG，在 30 ℃诱导培养时

紫苏醇含量最高，达到 50.12 mg/L。 

本研究通过采用高效表达的 T7 启动子过量

表达紫苏醇合成过程中的多种酶，实现了紫苏醇

的生物合成，但由于每步酶的活性存在一定差异，

必然会导致代谢过程中存在一定的不平衡，从而

制约了紫苏醇的进一步合成。以往的研究也表明，

从调节蛋白质表达水平的角度来提高产量并不是

简单的“越多越好”，而是要平衡在多步代谢合成

途径中的酶活性[27-28]，因此后续研究还需对代谢

通量进行分析，平衡代谢路径来进一步提高紫苏

醇的合成能力。此外由于大多数单萜烯对细胞的

毒性，使大肠杆菌生产单萜微生物的产量受到了

一定的限制[29]。研究降低单萜烯对工程菌的毒性

或提高菌株的耐受性有望进一步大幅度提高紫苏

醇的发酵产量。同时进一步研究工程菌的代谢途

径，并优化产品回收过程，将使微生物生产紫苏

醇更加经济可行。 
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