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摘   要：1,4-丁二醇是一种重要的中间体，广泛应用于化工、农业、医药等领域。本研究将酶工

程和代谢工程相结合，构建了一条以葡萄糖为底物生产 1,4-丁二醇的新途径。首先，通过数据库

挖掘设计了一条包含 α-酮酸脱羧酶(α-ketoglutarate decarboxylase, SucA)、羧酸还原酶(carboxylate 
reductase, Car)、乙醇脱氢酶(alcohol dehydrogenase, YqhD)的新型催化途径，引入底盘细胞 W3110 
(K-12)后，实现了 1,4-丁二醇的从头合成。为进一步提高该路径的合成效率，敲除了乳酸脱氢酶

(lactate dehydrogenase A, LdhA)、丙酮酸甲酸裂解酶(pyruvate formate lyase B, PflB)基因，阻断旁路

代谢途径；强化表达柠檬酸合酶(citrate synthase, GltAR163L)，增加 α-酮戊二酸代谢通量；强化底盘

细胞中关键辅酶 NADPH 合成量并替换强启动子强化 sucA、car、yqhD 基因表达量，改善了 1,4-丁
二醇合成前体的供给效率。最终，重组菌株摇瓶发酵 48 h 最高合成 770 mg/L 的 1,4-丁二醇，在 5 L
发酵罐上发酵 60 h ，1,4-丁二醇产量达 4.22 g/L，得率为 12.46 mg/g 葡萄糖。本研究设计了一条新

的 1,4-丁二醇从头合成路径，与已报道的路径相比，该路径无需乙酰辅酶 A 参与，避免了副产物

乙酸的积累，同时避免了氨的添加，为代谢工程改造生产 1,4-丁二醇及其高附加值衍生产品提供

了一种新的思路。 
关键词：大肠杆菌；代谢改造；1,4-丁二醇；路径优化 
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Abstract: 1,4-butanediol is an important intermediate widely used in chemical, agricultural, and 
pharmaceutical industries. This study constructed a new short path for the production of 
1,4-butanediol with glucose as the substrate by combining enzyme engineering and metabolic 
engineering. Firstly, a novel path catalyzed by α-ketoglutarate decarboxylase (SucA), 
carboxylate reductase (Car), and alcohol dehydrogenase (YqhD) was designed by database 
mining, and the de novo synthesis of 1,4-butanediol was achieved after introduction of the path 
into Escherichia coli W3110 (K-12) chassis cells. To further improve the synthesis efficiency of 
this path, we deleted the genes encoding lactate dehydrogenase A (LdhA) and pyruvate formate 
lyase B (PflB) to block the metabolic bypass. Furthermore, the expression of citrate synthase 
(GltAR163L) was up-regulated to increase the α-ketoglutarate metabolic flux. In addition, we 
improved the synthesis of the key cofactor NADPH and up-regulated the expression of sucA, 
car, and yqhD by substituting with strong promoters to increase the efficiency of supplying 
precursors to 1,4-butanediol synthesis. Eventually, the recombinant strain produced up to 770 mg/L 
of 1,4-butanediol within 48 h in a shake flask, and 4.22 g/L of 1,4-butanediol within 60 h in a 5 L 
fermenter with a yield of 12.46 mg/g glucose. Compared with the previously reported method, the 
novel path designed in this study for the de novo synthesis of 1,4-butanediol does not need 
acetyl coenzyme A and avoids the byproduct acetate or the addition of ammonia. Therefore, the 
outcome is expected to provide a new idea for the metabolic engineering of microbial chassis 
for the production of 1,4-butanediol and its high-value derivatives. 
Keywords: Escherichia coli; metabolic engineering; 1,4-butanediol; path optimization 

 
 

1,4-丁二醇(1,4-butanediol, 1,4-BDO)是一种

重要的精细化工原料，可生成多种衍生物，如：

四氢呋喃(tetrahydrofuran, THF)、聚四亚甲基乙

二醇醚(polytetramethylen ether glycol, PTMEG)和
γ-丁内酯(γ-butyrolactone, GBL)等 [1-2]。另外， 
1,4-丁二醇及其衍生物还可用于制造一系列必

需化合物，包括聚酯、聚氨酯、氨纶以及可生

物降解塑料[3]，到 2025 年其全球市场规模预计

将达到 126 亿美元，具有很高的经济价值和广

阔的市场前景[4-5]。 
目前全球商品化的 1,4-丁二醇生产几乎完

全由乙炔、丁烷、丁二烯等不可再生的石油化

石原料通过化学法制造，随着 1,4-丁二醇的全

球市场需求和应用日益增长，人们对化石资源

短缺和严重环境问题的担忧逐步增加，研究人

员的注意力转向了 1,4-丁二醇的可持续性生物
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生产。但是还尚未发现天然存在的微生物法合

成 1,4-丁二醇的路径[6-7]，研究人员通过代谢工

程策略在微生物中成功建立了几种 1,4-丁二醇

合成路径[8]。2011 年，研究人员通过官能团转

化算法预测了使用可再生葡萄糖底物生物合成

1,4-丁二醇的多种潜在代谢途径[9]。2015 年，

Barton 等[10]和 Lee 等[11]通过提高工程菌株前体

代谢、能量、还原当量的供应以及加强磷酸果

糖激酶和三磷酸腺苷 (adenosine triphosphate, 
ATP)合酶活性等方法，以葡萄糖为底物补料分

批发酵得到了 18 g/L 的 1,4-丁二醇；之后他们

还以此为基础成功构建了第一株具备商业化生

产 1,4-丁二醇前景的大肠杆菌菌株，但该路径

需要乙酰辅酶 A 参与，并伴随着大量副产物乙

酸的积累[12]。随着用于生产 1,4-丁二醇的可再

生碳水化合物原料范围的进一步扩大，开发更

经济的底物引起了科研人员的极大关注 [13]。

Miklóssy 等[14]通过在大肠杆菌中构建 CoA 依赖的

1,4-丁二醇合成途径，测试了以甘油为底物合成

1,4-丁二醇，并得到了 0.89 mg/L 的 1,4-丁二醇。

2016 年，Tai 等[15]使用非磷酸化代谢途径将木质

纤维素生物质转化为 1,4-丁二醇，他们分别以

D-木糖、L-阿拉伯糖、D-半乳糖为底物生产

1,4-丁二醇。Wang 等[16]通过在大肠杆菌中完整表

达 1,4-丁二醇生物合成途径，探索了一种以木糖为

碳源的人工生物合成途径。2020 年，Wang 等[17]

以谷氨酸为底物利用生物转化法得到 1.41 g/L
的 1,4-丁二醇，但是反应过程需要添加氨。 

本研究利用数据库挖掘酶元件，结合已报

道的 1,4-丁二醇生物合成途径[9,11,17]，提出了一条

新的 1,4-丁二醇合成路径(图 1)：出发菌株大肠

杆菌(Escherichia coli)以葡萄糖为底物经三羧

酸(tricarboxylic acid, TCA)循环合成 α-酮戊二

酸后，首先通过 α-酮酸脱羧酶(α-ketoglutarate 

decarboxylase, SucA)作用生成琥珀酸半醛，接

着 通 过 乙 醇 脱 氢 酶 (alcohol dehydrogenase, 
YqhD)作用生成 4-羟基丁酸，再经羧酸还原酶

(carboxylate reductase, Car)作用生成 4-羟基丁

醛，最后再由乙醇脱氢酶(YqhD)作用生成 1,4-
丁二醇，该路径无需乙酰辅酶 A 参与，避免了

副产物乙酸的积累，同时反应过程中避免了外源

氨的参与。本研究首先通过酶法转化验证了该途

径的可行性，接着将该路径引入 E. coli W3110
中，通过发酵法生产 1,4-丁二醇。在此基础上，

本研究组合运用包括副产物支路阻断、启动子工

程强化主代谢流、提升辅因子供应效率等代谢改

造策略，实现了在大肠杆菌中以葡萄糖为底物从

头合成 1,4-丁二醇，为改造微生物生产 1,4-丁二

醇提供了新的研究思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

本研究所用菌株和质粒见表 1。 
1.1.2  引物 

本研究所用引物均由苏州金唯智生物科技

有限公司合成(表 2)。 
1.1.3  试剂和酶 

PrimerSTAR MAX DNA 聚合酶、525 DNA

聚合酶、Dpn Ⅰ限制性内切酶和 2×Taq DNA 聚

合酶购自 TaKaRa 公司；同源重组酶、琼脂糖

凝胶 DNA 回收试剂盒、感受态制备试剂盒购自

南京诺唯赞生物科技股份有限公司；质粒快速

提取试剂盒、细菌 DNA 基因组提取试剂盒购自

上海捷瑞生物工程有限公司；蛋白胨和酵母粉

购自 OXOID 公司；1,4-丁二醇购自上海麦克林

生化科技有限公司；氯化钠、其他各种无机盐

试剂购自国药集团化学试剂有限公司。 
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图 1  1,4-丁二醇合成路径   路径①：本文构建的 1,4-丁二醇合成路径；路径②、③：文献报道的 1,4-丁
二醇合成路径. Glucose：葡萄糖；Glucose-6-phosphate：6-磷酸-葡萄糖；Fructose-6-phosphate：6-磷酸-果糖；

3-phosphoglyceraldehyde：3-磷酸甘油醛；6-phosphogluconolactone：6-磷酸葡萄糖酸内酯；Ribulose 
5-phosphate：5-磷酸核酮糖；Erythrose 4-phosphate：赤藓糖-4-磷酸；PEP：磷酸烯醇式丙酮酸；Pyruvate：
丙酮酸；Acetyl-CoA：乙酰辅酶 A；Cit：柠檬酸；Oaa：草酰乙酸；Mal：苹果酸；Fum：富马酸；Succinate：
琥珀酸；Succinyl CoA：琥珀酰辅酶 A；α-KG：α-酮戊二酸；SSa：琥珀酸半醛；4HB：4-羟基丁酸；4HBA：

4-羟基丁醛；1,4-BDO：1,4-丁二醇；Glu：谷氨酸；GABA：γ-氨基丁酸；4-HB-CoA：4-羟基丁酰基辅

酶 A；LdhA：乳酸脱氢酶；PflB：丙酮酸甲酸裂解酶；Mdh：苹果酸脱氢酶；GltA：柠檬酸合成酶；SucA：

α-酮酸脱羧酶；YqhD：乙醇脱氢酶；Car：羧酸还原酶；GdhA：谷氨酸脱氢酶；GadB：谷氨酸脱羧酶；

GabT：γ-氨基丁酸氨基转移酶；SuccD：琥珀酰辅酶 A 合成酶；SucD：辅酶 A 依赖性琥珀酸半醛脱氢

酶；Cat2：4-羟基丁酰基辅酶 A 转移酶；AdhE：4-羟基丁酰基-CoA 还原酶；Zwf：葡萄糖-6-磷酸脱氢酶 
Figure 1  Metabolic pathways for the production of 1,4-BDO. Pathway ①: The short pathway for the 
production of 1,4-BDO in this study; Pathway ②,③: Pathways for the production of 1,4-BDO in literatures. 
PEP: Phosphoenolpyruvic; Cit: Citric acid; Oaa: Oxaloacetic; Mal: Malic acid; Fum: Fumaric; α-KG: 
α-ketoglutarate; SSa: Succinic semialdehyde; 4HB: 4-hydroxybutyric acid; 4HBA: 4-hydroxybutyraldehyde; 
1,4-BDO: 1,4-butanediol; Glu: Glutamate; GABA: γ-aminobutyric acid; 4-HB-CoA: 4-hydroxybutyryl CoA; 
LdhA: Lactate dehydrogenase; PflB: Pyruvate formate lyase; Mdh: Malate dehydrogenase; GltA: Citrate 
synthase; SucA: α-ketoglutarate decarboxylase; YqhD: Alcohol dehydrogenase; Car: Carboxylate reductase; 
GdhA: Glutamic dehydrogenase; GadB: Glutamate decarboxylase; GabT: γ-aminobutyrate aminotransferase; 
SuccD: Succinyl-CoA synthetase; SucD: CoA-dependent succinate semialdehyde dehydrogenase; Cat2: 
4-hydroxybutyryl-CoA transferase; AdhE: 4-hydroxybutyryl-CoA reductase; Zwf: Glucose-6-phosphate 
dehydrogenase. 
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表 1  本研究所用菌株和质粒  
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Escherichia coli strains and 
plasmids 

Characteristics  Sources  

BL21(DE3)  For expressing genes Lab store  
W3110 (K-12) For expressing genes Lab store  
BL21 (SucA) BL21(DE3) carrying pET-28a-SucA This study 
BL21 (Car) BL21(DE3) carrying pET-28a-Car-Sfp This study 
BL21 (YqhD) BL21(DE3) carrying pET-28a-YqhD This study 
BDO-1 W3110 (K-12) knocking out ldhA gene integrating yqhD gene carrying 

pTrc99A-SucA-Car-Sfp 
This study 

BDO-1Y W3110 (K-12) knocking out ldhA gene integrating yqhD gene carrying 
pTrc99A-SucA-Car-Sfp-YqhD 

This study 

BDO-2 W3110 (K-12) knocking out ldhA and pflB gene integrating yqhD and gltAR163L gene 
carrying pTrc99A-SucA-Car-Sfp 

This study 

BDO-3 W3110 (K-12) knocking out ldhA and pflB and mdh gene integrating yqhD and 
gltAR163L gene carrying pTrc99A-SucA-Car-Sfp 

This study 

BDO-4 W3110 (K-12) knocking out ldhA and pflB and mdh gene integrating yqhD and 
gltAR163L and zwf gene carrying pTrc99A-SucA-Car-Sfp 

This study 

BDO-5 W3110 (K-12) knocking out ldhA and pflB gene integrating yqhD and gltAR163L and 
zwf gene carrying pTrc99A-SucA-Car-Sfp 

This study 

BDO-6 W3110 (K-12) knocking out ldhA and pflB gene integrating yqhD and gltAR163L and 
zwf gene carrying pTrc99A-J23101-SucA, pETduet-pACYC-J23101-Sfp-Car 

This study 

BDO-7 W3110 (K-12) knocking out ldhA and pflB gene integrating yqhD and gltAR163L and 
zwf gene carrying pTrc99A-J23101-SucA, pETduet-pACYC-J23101-Sfp-Car-YqhD 

This study 

pET-28a-SucA pET-28a harboring the optimized gene sucA, KanR  This study 
pET-28a-Car-Sfp pET-28a harboring the optimized gene car, KanR This study 
pET-28a-YqhD pET-28a harboring the optimized gene yqhD, KanR This study 
pTrc99A-SucA-Car-Sfp pTrc99A harboring the optimized gene sucA and car and sfp, AmpR  This study 
pTrc99A-SucA-Car-Sfp-YqhD pTrc99A harboring the optimized gene sucA, car, sfp, and yqhD, AmpR This study 
pTrc99A-J23101-SucA pTrc99A harboring the optimized gene sucA replacing Trc promoter with J23101, AmpR This study 
pETduet-pACYC-J23101- 
Sfp-Car 

pETduet-pACYC harboring the optimized gene car and sfp replacing T7 promoter 
with J23101, ChlR 

This study 

pETduet-pACYC-J23101- 
Sfp-Car-YqhD 

pETduet-pACYC harboring the optimized gene car and sfp and yqhD replacing T7 
promoter with J23101, ChlR 

This study 

pCas pCas-cas9, SpeR Lab store  
pGRB sgRNA, AmpR Lab store  
pGRB-ldhA sgRNA-ldhA, AmpR  This study 
pGRB-pflB sgRNA-pflB, AmpR This study 
pGRB-mdh sgRNA-mdh, AmpR This study 
pGRB-yqch sgRNA-yqch, AmpR  This study 

 
1.1.4  培养基 

LB 培养基(g/L)：NaCl 10.00，蛋白胨 10.00，

酵母粉 5.00，固体培养基则在其基础上添加

1.6%−1.8%的琼脂粉。 

摇瓶发酵培养基 (g/L)：葡萄糖 20.00，
Na2HPO4 6.78，NaCl 0.50，KH2PO4 3.00，
NH4Cl 1.00，MgSO4·7H2O 0.25，CaCl2·2H2O 
0.02，蛋白胨 3.00，酵母粉 5.00，FeSO4·7H2O   
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表 2  本研究所用引物 
Table 2  Primers used in this study  
Primer name  Sequences (5′→3′)  
YqhD-F TGGGTCGCGGATCCGAATTCATGAACAACTTTAATCTGCACACCC 
YqhD-R TCGAGTGCGGCCGCAAGCTTTTAGCGGCGGCTTCG 
SucA-F CGAGCTCCGTCGACAAGCTTATGGCCAATATCAGCAGCC 
SucA-R TGGTGCTCGAGTGCGGCCGCTTAACCAAAGGCTTCATCCAGAATT 
Car-Sfp-F CGAGCTCCGTCGACAAGCTTATGAGCCCGATCACCCG 
Car-Sfp-R TGGTGCTCGAGTGCGGCCGCTTATAAAAGCTCTTCGTACGAGACCAT 
pET-28a-F GCGGCCGCACTCGAGCACCA 
pET-28a-R AAGCTTGTCGACGGAGCTC 
p-SucA-F TATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGACCATGGCCAATATCAGCA

GCC 
p-SucA-R  TTAACCAAAGGCTTCATCCAGAATTTC 
p-Car-Sfp-F CAGACCATGGAATTCGAGCTATGAGCCCGATCACCCG 
p-Car-Sfp-R  TCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGATGATTAATTGTCAATTATAAAAGCTCTTCGTACGAGACC

AT 
p-YqhD-F AAGCCTTTGGTTAAAAGGAGATGAACAACTTTAATCTGCACACCC 
p-YqhD-R GATCCCCGGGTACCGAGCTCTTAGCGGGCGGCTTCGTATA 
pTrc99A-F AAGCTTGGCTGTTTTGGCG 
pTrc99A-R AGCTCGAATTCCATGGTCTGT 
J-SucA-F TGAAAGAGGAGAAATACTAGATGGCCAATATCAGCAGCC 
J-SucA-R TCTCATCCGCCAAAACAGCCTTAACCAAAGGCTTCATCCAGAATTTC 
JS-F GGCTGTTTTGGCGGATGAGA 
JS-R CTAGTATTTCTCCTCTTTCACTAGGCTAG 
JP-F CCCTCGAGTCTGGTAAAGAAACC 
JP-R CTAGTATTTCTCCTCTTTCACTAGGCTAG 
pTrc99A-J23101-F CTAGCTCAGTCCTAGGTATTATGCTAGCCTAGTGAAAGAGGAGAAATACTAG 
pTrc99A-J23101-R AATACCTAGGACTGAGCTAGCTGTAAACAGCTCATTTCAGAATATTTGCCA 
pACYC-J23101-F AGCTCAGTCCTAGGTATTATGCTAGCCTAGTGAAAGAGGAGAAATACTAG 
pACYC-J23101-R TACCTAGGACTGAGCTAGCTGTAAAAGATCCCGGACACCATCG 
J23101-Sfp-Car-F TGAAAGAGGAGAAATACTATGATGAGCCCGATCACCCG 
J23101-Sfp-Car-R TTCTTTACCAGACTCGAGGGTTATAAAAGCTTCTTCGTACGAGACCATTG 
J23101-Sfp-Car-Y-F TGAAAGAGGAGAAATACTATGATGAGCCCGATCACCCG 
J23101-Sfp-Car-Y-R TTCTTTACCAGACTCGAGGGTTAGCGGGCGGCTTCGTA 
gltA-R163L-F TTCCTGCTGCTGTCGAAAATGCC 
gltA-R163L-R ATTTTCGACAGCAGCAGGAACG 
gltA-F ATGGCTGATACAAAAGCAAAACTCAC 
gltA-R TTAACGCTTGATATCGCTTTTAAAGTCG 
ldhA-up-F GTCATCAGCAGCGTCAACGG 
ldhA-up-R 
 

ATCCGCTCACAATTCCACACATTATACGAGCCGGATGATTAATTGTCAATGCTTTTTCAGCTCTTCCA
GC 

ldhA-down-F GCGATCTATTCTTTGAAGATAAATCCAACG 
ldhA-down-R CGGAAATCATCATTTTTTCACCAAAGCT 
YqhD-up-F 
 

GTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGACCATGAACAACTTTAATCTGCAC
ACCC 

YqhD-down-R ATCTTCAAAGAATAGATCGCTTAGCGGGCGGCTTCGTATATA 
ldhA-sgRNA-F  AGTCCTAGGTATAATACTAGTGCCGTTGCTGAACACGCCATGTTTTAGAGCTAGAA 
ldhA-sgRNA-R TTCTAGCTCTAAAACATGGCGTGTTCAGCAACGGCACTAGTATTATACCTAGGACT 
pflB-sgRNA-F AGTCCTAGGTATAATACTAGTCGGTCGTACCTCCACCTTCCGTTTTAGAGCTAGAA 
pflB-sgRNA-R TTCTAGCTCTAAAACGGAAGGTGGAGGTACGACCGACTAGTATTATACCTAGGACT 
mdh-sgRNA-F TTCTAGCTCTAAAACGCGCGTTCTGTTCAAATGCGACTAGTATTATACCTAGGACT 
mdh-sgRNA-R AGTCCTAGGTATAATACTAGTCGCATTTGAACAGAACGCGCGTTTTAGAGCTAGAA 
yqch-sgRNA-F AGTCCTAGGTATAATACTAGTATCGCTACGTCTCGCAGTTAGTTTTAGAGCTAGAA 
yqch-sgRNA-R TTCTAGCTCTAAAACTAACTGCGAGACGTAGCGATACTAGTATTATACCTAGGACT 
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3 mg/L，MnCl2·4H2O 1 mg/L，维生素 B1 75 mg/L；
再加入 0.1%苯酚红溶液(显色剂，变色范围为

6.8−8.4，由黄到红)，用于 pH 调控。接种前培

养基按需添加相应抗生素，其中氨苄青霉素

(ampicillin, Amp)质量浓度为 100 μg/mL，硫酸

卡那霉素(kanamycin sulfate, Kan)质量浓度为

50 μg/mL，氯霉素(chloramphenicol, Chl)质量浓

度为 34 μg/mL。 
5 L 发酵罐发酵培养基(g/L)：葡萄糖 20.00，

Na2HPO4 6.78，NaCl 0.50，KH2PO4 3.00，NH4Cl 
1.00，MgSO4·7H2O 0.25，CaCl2·2H2O 0.02，蛋

白胨 3.00，酵母粉 5.00，玉米浆 10.00 mL/L，

FeSO4·7H2O 3 mg/L，MnCl2·4H2O 1 mg/L，维

生素 B1 75 mg/L。 
发酵罐补料培养基(g/L)：葡萄糖母液浓度

800.00。 

1.2  方法 
1.2.1  重组质粒的构建 

为了在大肠杆菌中构建 1,4-丁二醇生物合

成途径，本研究过表达了大肠杆菌(E. coli) K-12 
MG1655 来源的乙醇脱氢酶(yqhD)基因。同时引

入海洋分枝杆菌(Mycobacterium marinum)来源

的羧酸还原酶 (car)基因 [17]、谷氨酸棒杆菌

(Corynebacterium glutamicum)来源磷酸泛酰巯

基乙胺基转移酶(phosphopantetheinyl transferase, 
sfp)基因、牛分枝杆菌(Mycobacterium bovis)来
源的 α-酮酸脱羧酶(sucA)基因[9,11]。其中 sfp 基

因能够表达为磷酸泛酰巯基乙胺基转移酶，负

责通过将磷酸泛酰巯基乙胺基转移到酶蛋白的

保守残基上，从而激发羧酸还原酶的活性[18-19]。

以本实验室保存的 pET-28a、pETduet-pACYC、

pTrc99A 质粒以及大肠杆菌的基因组为模板，利

用表 2 中的引物，分别扩增获得基因片段以及

上下游的同源臂序列。再采用同源重组的方法，

构建了 pET-28a-SucA、pET-28a-Car-Sfp、pET-28a- 

YqhD、pTrc99A-SucA-Car-Sfp、pTrc99A-SucA- 
Car-Sfp-YqhD、pTrc99A-J23101-SucA、pETduet- 
pACYC-J23101-Sfp-Car 和 pETduet-pACYC- 
J23101-Sfp-Car-YqhD 表达质粒。 

E. coli BL21 重组质粒的构建：以构建

pET-28a-YqhD 重组质粒为例，以大肠杆菌 E. coli 
K-12 MG1655 基因组为模板，用引物 YqhD-F、
YqhD-R 扩增乙醇脱氢酶(yqhD)基因。以实验室

保存的 pET-28a 质粒为模板，用引物 pET-28a-F、
pET-28a-R 线性化质粒模板。再用同源重组酶将

yqhD 片段和 pET-28a 质粒同源重组，将重组产

物转入 E. coli BL21 感受态细胞中，得到

pET-28a-YqhD 重组质粒。用同样的方法构建

pET-28a-SucA、pET-28a-Car-Sfp 重组质粒。其

中 sucA、car 基因片段由苏州金唯智生物科技

有限公司合成，sfp 和 car 基因之间添加核糖体

结合位点(ribosome binding site, RBS)串联。 
E. coli W3110 重 组 质 粒 的 构 建 ： 以

pET-28a-SucA、pET-28a-Car-Sfp 为模板，用引

物 p-SucA-F、p-SucA-R 扩增 α-酮酸脱羧酶基因

(sucA)；引物 p-Car-Sfp-F、p-Car-Sfp-R 扩增羧

酸还原酶基因(car)、磷酸泛酰巯基乙胺基转移

酶基因(sfp)。以 pTrc99A 质粒为模板，用引物

pTrc99A-F、pTrc99A-R 线性化质粒模板。再用

同源重组酶将 sucA、car+sfp 片段和 pTrc99A 线

性化质粒同源重组，将重组产物转入 E. coli 
BL21 感受态细胞中，筛选获得 pTrc99A-SucA- 
Car-Sfp 重组质粒。用同样的方法构建 pTrc99A- 
SucA-Car-Sfp-YqhD 重组质粒，用引物 p-YqhD-F、
p-YqhD-R 扩增乙醇脱氢酶基因(yqhD)，与线性化

重组质粒 pTrc99A-SucA-Car-Sfp 片段相连即可。

两个质粒中 car+sfp 和 sucA 基因之间添加 Trc 启

动子串联。 
1.2.2  启动子替换与基因定点突变 

重组质粒 pTrc99A-J23101-SucA 的构建：
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先以 pTrc99A 质粒为模板，用引物 pTrc99A- 
J23101-F 、 pTrc99A-J23101-R ( 引 物 上 含 有

J23101 启动子序列)扩增整个 pTrc99A 质粒除

Trc 启动子的骨架，再加入 1 μL Dpn Ⅰ限制性核

酸内切酶于 PCR 产物中，37 ℃金属浴 1 h 以去

除模板，将消化后的产物电击转入 E. coli BL21
感受态细胞中，挑取阳性克隆提取质粒并送至

苏州金唯智生物科技有限公司测序验证。得到替

换 Trc 启动子为 J23101 的质粒 pTrc99A-J23101。
以 pET-28a-SucA 质粒为模板用引物 J-SucA-F、
J-SucA-R 扩增 α-酮酸脱羧酶基因(sucA)。以

pTrc99A-J23101 质粒为模板，用引物 JS-F、JS-R
线性化质粒模板。再用同源重组酶将 sucA 片段

和 pTrc99A-J23101 线性化质粒同源重组，将重

组产物转入 E. coli BL21 感受态细胞中筛选获

得 pTrc99A-J23101-SucA 重组质粒。用同样的

方法替换 pETduet-pACYC 质粒中 T7 启动子，

并 构 建 pETduet-pACYC-J23101-Sfp-Car 、

pETduet-pACYC-J23101-Sfp-Car-YqhD 重组质

粒。其中 car+sfp、yqhD 基因之间添加 J23101
启动子串联。 

gltA 基因 R163L 定点突变：首先以大肠杆

菌 E. coli K-12 MG1655 基因组为模板，用引物

gltA-F、gltA-R 扩增乙醇脱氢酶(gltA)基因。以

实验室保存的 pET-28a 质粒为模板，用引物

pET-28a-F、pET-28a-R 线性化质粒模板。再用

同源重组酶将 gltA 片段和 pET-28a 质粒同源重

组，将重组产物转入 E. coli BL21 感受态细胞

中，得到 pET-28a-gltA 重组质粒。再以该质粒

为模板，用引物 gltA-R163L-F、gltA-R163L-R 
(引物上含有 R163L 改变密码子的序列并设同

源臂)扩增整个 pET-28a-gltA 质粒，再加入 1 μL 
Dpn Ⅰ于 PCR 产物中，37 ℃金属浴 1 h 以去除

模板，将消化后的产物电击转入 E. coli BL21
感受态细胞中，挑取阳性克隆提取质粒并送至

苏州金唯智生物科技有限公司测序验证得到正

确 R163L 点突变的 pET-28a-gltAR163L重组质粒。 
1.2.3  底盘细胞的基因敲除与整合 

基因组敲除与整合基因采用 CRISPR-Cas9
系统，具体方法参照 Zhao 等[20]的研究。以 ldhA
基因敲除与 yqhD 整合为例：用引物 ldhA- 
sgRNA-F、 ldhA-sgRNA-R 全质粒 PCR 扩增

pGRB 质粒，引入 20 bp 的 sgRNA 序列，获得

基因敲除质粒 pGRB-ldhA。用引物 ldhA-up-F、
ldhA-up-R 扩增上游同源臂；用引物 ldhA-down-F、
ldhA-down-R 扩增下游同源臂，同时用 YqhD-up-F、
YqhD-down-R 引物扩增 yqhD 基因片段，利用

融合 PCR 技术获得上下游同源臂片段与 yqhD
基因片段的融合片段。将 pCas 质粒、pGRB-ldhA
质粒、融合片段电击转入 W3110 (K-12)菌株中实

现基因敲除，并用引物 ldhA-up-F、ldhA-down-R
进行菌落 PCR 验证，若敲除成功，则条带大

小应为融合片段大小，将条带大小正确的扩增

片段送苏州金唯智生物科技有限公司测序。测

序结果与融合片段序列一致，证明 ldhA 基因

敲除及 yqhD 整合成功。用同样的方法完成对

pflB 基因敲除与 gltAR163L 基因整合、苹果酸脱

氢酶(malate dehydrogenase, mdh)基因敲除(融
合片段只为上下游同源臂)、假基因 yqch 敲除

与葡萄糖 -6-磷酸脱氢酶 (glucose-6-phosphate 
dehydrogenase, zwf)基因整合。 
1.2.4  重组菌株的构建与表达 

将质粒 pET-28a-SucA、pET-28a-Car-Sfp、
pET-28a-YqhD 分别电击转入 BL21(DE3)菌株

中，获得重组菌株 BL21 (SucA)、BL21 (Car)、
BL21 (YqhD)。将质粒 pTrc99A-SucA-Car-Sfp、
pTrc99A-SucA-Car-Sfp-YqhD 分别电击转入至

底盘细胞 W3110ΔldhA 中，获得产 1,4-丁二醇

的重组菌株 BDO-1、BDO-1Y。将质粒 pTrc99A- 
J23101-SucA、pETduet-pACYC-J23101-Sfp-Car
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电击转入至 BDO-5 的底盘细胞中，获得重组菌

株 BDO-6。将质粒 pTrc99A-J23101-SucA、

pETduet-pACYC-J23101-Sfp-Car-YqhD 电击转入

至 BDO-5 底盘细胞中，获得重组菌株 BDO-7。 
重组菌接种至 10 mL 对应质粒抗性的 LB

液体培养基中培养 12 h。然后以 1% (体积分数)
接种至 50 mL 含对应质粒抗性的 LB 液体培养

基中，在 37 ℃、180 r/min 条件下培养 4 h。之后

加入终浓度为 0.5 mmol/L 的 IPTG 进行诱导，

诱导条件为 16 ℃、160 r/min，诱导时间为 16 h。
离心收集细胞，并用 PBS 缓冲液(pH 7.4，浓度

为 0.05 mol/L)洗涤 2 次后悬浮。然后使用超声

破碎仪对细胞进行破碎，温度控制在 4 ℃。将

破碎液在 4 ℃、12 000 r/min 条件下离心 30 min
分离细胞破碎杂质取上清及沉淀，分别进行

SDS-PAGE 验证。 
1.2.5  重组菌株发酵 

摇瓶发酵：取−40 ℃冻存菌液按 1%的体积

比接种于LB培养基摇瓶中，置于 37 ℃、220 r/min
振荡培养 12 h，用于种子液培养。移取 1 mL 种

子液至含有 30 mL/500 mL 发酵培养基的摇瓶中

并添加对应质粒的抗生素，37 ℃、220 r/min 发酵

48 h。OD600 测量值在 0.6−0.8 时，加入 0.5 mmol/L 
IPTG 诱导。每隔 12 h 取样，测定 OD600和 1,4-丁
二醇积累量。 

5 L 发酵罐发酵：发酵罐的装液量为 2 L，

按 10%总体积的接种量将种子液接种至发酵

罐，菌体 OD600 为 10 时，加入 0.5 mmol/L IPTG
诱导。将发酵初始条件控制为：pH 为 7.0，转

速为 500 r/min，通气量为 2.0 vvm，温度控制

在 37 ℃。当发酵液溶氧值突然上升时开始补加

葡萄糖，全程控制 pH 为 7.0，并发酵 48 h。当

初始葡萄糖消耗完毕且溶解氧急剧增加时，开

始持续流加补料培养基，并控制补料培养基流

速与转速维持菌体溶氧(dissolved oxygen, DO)

在 30%左右至发酵结束。 
1.2.6  相关参数测定 

发酵过程菌体浓度 OD600通过 UV-VIS分光

光度计(上海元析仪器有限公司)测定；葡萄糖通

过生物传感分析仪 SBA-40E (深圳市西尔曼科

技有限公司)测定；1,4-丁二醇含量通过高效气

相色谱测定[21]：样品经过离心过滤后用甲醇稀

释，经过气相色谱进行检测，使用 HP-Innowax 
(60 m×0.25 mm×0.5 μm)色谱柱。检测条件设置

为：初始柱温 70 ℃，保持 1 min，以 20 ℃/min
的速度升温至 220 ℃，保持 5 min。进样口温度：

230 ℃。载气：氦气 (纯度≥99.999%)，流速      
1 mL/min。进样方式：脉冲不分流进样；进样

脉冲压力：30 psi；时间：0.5 min；进样量：1 μL。 

2  结果与分析 
2.1  1,4-丁二醇下游合成路径的构建与优化 
2.1.1  1,4-丁二醇下游酶催化合成路径的设计

与构建 
结合大肠杆菌合成 1,4-丁二醇途径和酶促

反应，设计了一条涉及 3 个酶催化 α-酮戊二酸

合成 1,4-丁二醇的新路径。按照 1.2.1 所述方法

构建了 3 个表达质粒 pET-28a-SucA、pET-28a- 
Car-sfp、pET-28a-YqhD，分别转化至 BL21(DE3)
菌株中，图 2A 表明 sucA、car、yqhD 基因被成

功克隆，随后通过 SDS-PAGE 验证了关键酶

SucA、Car、YqhD 的表达情况，图 2B 结果显

示 3 个蛋白均已成功表达，SucA、Car、YqhD
目的蛋白大小分别为 139、128、40 kDa。 
2.1.2  1,4-丁二醇下游酶催化合成路径的验证

与优化 
将构建好的重组菌 BL21 (SucA)、BL21 

(Car)、BL21 (YqhD)分别培养并制备其粗酶液，

用于体外催化反应。在 20 mL 反应体系中添加

1 g/L α-酮戊二酸，并加入 SucA:Car:YqhD 的比 
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图 2  关键酶基因的克隆与表达   A：关键酶基因的克隆. M：DL5000 DNA Marker；1、2：α-酮酸脱

羧酶基因；3、4：乙醇脱氢酶基因；5、6：羧酸还原酶基因. B：SDS-PAGE 分析关键酶蛋白在大肠杆

菌中的表达. M：Protein marker；1：Escherichia coli BL21/pET-28a 空载细胞破碎上清对照；2：BL21 (SucA)
细胞破碎上清；3：BL21 (SucA)细胞破碎沉淀；4：BL21 (YqhD)细胞破碎上清；5：BL21 (YqhD)细胞

破碎沉淀；6：BL21 (Car)细胞破碎上清；7：BL21 (Car)细胞破碎沉淀 
Figure 2  PCR and SDS-PAGE analysis of key enzyme genes. A: PCR of key enzyme genes. M: DL5000 
DNA Marker; 1, 2: α-ketoglutarate decarboxylase gene; 3, 4: Alcohol dehydrogenase gene; 5, 6: Carboxylate 
reductase gene. B: SDS-PAGE analysis of the expression of key enzyme proteins in Escherichia coli. M: 
Protein marker; 1: E. coli BL21/pET-28a empty cell crushing supernatant control; 2: BL21 (SucA) cell 
disruption supernatant; 3: BL21 (SucA) cell disruption precipitation; 4: BL21 (YqhD) cell disruption 
supernatant; 5: BL21 (YqhD) cell disruption precipitation; 6: BL21 (Car) cell disruption supernatant; 7: 
BL21 (Car) cell disruption precipitation. 

 

 
 

图 3  不同酶联反应条件对转化率的影响   A：不同 pH 下酶联反应对转化率的影响. B：酶添加比例

变化对转化率的影响 
Figure 3  Effect of different enzyme-linked reaction conditions on conversion rates. A: Effect of enzyme linked 
reaction on conversion rate at different pH. B: Effect of changes in enzyme addition ratio on conversion. 
 
例为 1:1:2 的酶液以及相关辅酶，其中 sfp 的串

联能一定程度上提升 Car 酶活，接着分别控制

pH 至 6.0、7.0、8.0 和 9.0 进行多酶转化 24 h。
在 12 h 和 24 h 分别取适量转化液经离心过滤处

理后，进行气相色谱检测。如图 3A 所示，在

12 h 和 24 h 反应体系中均检测到 1,4-丁二醇产

生，且在 pH 7.0、pH 8.0 时最佳，这一结果表明

1,4-丁二醇酶催化合成新路径是可行的。 
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为了进一步提高 1,4-丁二醇下游酶催化合

成效率，对各个酶的添加量比例进行了优化，

以 1 g/L α-酮戊二酸为底物，控制反应体系 pH
为 7.0，添加不同酶量比的 SucA、Car、YqhD
酶液并加入相关辅酶进行多酶转化 24 h。结果

如图 3B 所示，将 SucA、Car 的酶量分别提高   
2 倍和 3 倍时，转化率相比于酶量比为 1:1:2 时

有显著提升；相反提高 YqhD 的酶量则对转化

率影响不大。因此可以证明 SucA、Car 为 1,4-丁
二醇合成路径的关键限速步骤。 

2.2  以葡萄糖为底物从头合成 1,4-丁二醇

重组大肠杆菌的构建 
在上述研究基础上，尝试将 1,4-丁二醇下

游酶催化合成路径导入大肠杆菌中，以实现以

葡萄糖为底物从头合成 1,4-丁二醇。首先将表

达上述酶的基因全部构建到质粒 pTrc99A 上，

获得了重组质粒 pTrc99A-SucA-Car-Sfp-YqhD。

另外，考虑到 SucA 及 Car 基因碱基对较长(分别

为 3 696 bp、3 525 bp)，3 段基因同时在质粒

pTrc99A 上表达可能出现表达效率低等问题，

因此又构建了重组质粒 pTrc99A-SucA-Car-Sfp。
同时将乙醇脱氢酶(yqhD)基因整合到底盘细胞

W3110 (K-12)的乳酸脱氢酶(ldhA)基因上，构

建了同时实现 yqhD 基因过表达和 ldhA 基因敲

除的底盘细胞 W3110ΔldhA::yqhD，将构建好

的 2 个表达质粒 pTrc99A-SucA-Car-Sfp、pTrc99A- 
SucA-Car-Sfp-YqhD 分别电击转入至底盘细胞

W3110ΔldhA::yqhD 中，构建了重组菌株 BDO-1、
BDO-1Y，并通过 SDS-PAGE 验证了 SucA、Car、
YqhD 这 3 个关键酶的表达情况。图 4A 结果显示

(图中红框部分)，重组菌 BDO-1 的 3 个关键酶表

达良好，SucA、Car、YqhD 目的蛋白大小分别

为 139、128、40 kDa，而重组菌 BDO-1Y 中 SucA
的表达不明显(图 4A 箭头指示位置)，可能由于质

粒上串联基因过多，质粒表达不完全。 

接着对 BDO-1、BDO-1Y 进行了摇瓶发酵

实验，将经过活化的重组菌 BDO-1、BDO-1Y

种子液分别接种至 30 mL 发酵培养基中，37 ℃、

220 r/min 摇瓶发酵 48 h，每 12 h 取样进行气相

色谱检测。结果如图 4B 所示，与 SDS-PAGE
分析结果一致，虽然两种重组菌都能检测到

1,4-丁二醇的产生，但 BDO-1 合成 1,4-丁二醇

的能力更强，48 h 积累量达到 310 mg/L。

BDO-1Y 只能产生少量 1,4-丁二醇，其原因可能

是限速酶 SucA 表达不充分。上述结果表明，引

入 1,4-丁二醇下游酶催化合成的路径后，工程

菌株可以直接以葡萄糖为底物从头合成 1,4-丁
二醇。 

2.3  基于系统代谢改造强化 1,4-丁二醇从

头合成效率 
2.3.1  优化大肠杆菌代谢流强化 1,4-丁二醇从

头合成效率 
为了使大肠杆菌代谢的碳通量更多地流向

1,4-丁二醇合成路径(图 1)，在重组菌株 BDO-1
基础上敲除了丙酮酸甲酸裂解酶(pflB)基因，以

阻断葡萄糖代谢支路，同时过表达了柠檬酸合

成酶(gltA)基因，以加强氧化性 TCA 循环流量，

此外，在 gltA 中引入了 R163L 突变，以减少

NADH 的抑制，改善 TCA 循环流动[22]，构建了

重组菌株 BDO-2。为减少琥珀酸方向代谢流向，

敲除了 BDO-2 的苹果酸脱氢酶(mdh)基因以阻

断还原性 TCA 循环流量，构建了重组菌株

BDO-3。磷酸戊糖途径 (pentose phosphate 
pathway, PPP)中的葡萄糖-6-磷酸脱氢酶(Zwf)
是细胞产生 NADPH 的关键酶[23-24]。由于 1,4-丁
二醇合成路径的关键酶辅酶都为 NADPH，因此

在 BDO-3 上整合表达 zwf 基因于假基因 yqch
上，以优化细胞内 NADPH 水平，构建了重组

菌株 BDO-4。对上述重组菌进行了摇瓶发酵实

验，结果如图 5 所示，BDO-2 的 1,4-丁二醇 48 h 
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图 4  1,4-丁二醇通路关键酶蛋白表达和重组菌摇瓶发酵   A：SDS-PAGE 分析关键酶蛋白在大肠杆菌

中的表达. M：Protein marker；1：E. coli W3110/pTrc99A 空载细胞破碎上清对照；2：BDO-1Y 细胞破

碎上清；3：BDO-1Y 细胞破碎沉淀；4：BDO-1 细胞破碎上清；5：BDO-1 细胞破碎沉淀. B：重组菌摇

瓶发酵结果 
Figure 4  SDS-PAGE analysis of the expression of key enzyme proteins and recombinant strains cultured in 
shake flasks. A: SDS-PAGE analysis of the expression of key enzyme proteins. M: Protein marker; 1: E. coli 
W3110/pTrc99A empty cell crushing supernatant control; 2: BDO-1Y cell disruption supernatant; 3: BDO-1Y 
cell disruption precipitation; 4: BDO-1 cell disruption supernatant; 5: BDO-1 cell disruption precipitation. B: 
The result of the recombinant strains cultured in shake flasks. 
 

 
 
图 5  不同重组菌摇瓶发酵合成 1,4-丁二醇 
Figure 5  Production of 1,4-BDO with the different 
recombinant strains cultured in shake flasks. 

积累量最高，为 550 mg/L，相比于对照菌株

BDO-1 增加了 77%，证明加强上游 TCA 循环通

量对 1,4-丁二醇的积累有一定帮助。然而，敲除

mdh 对 1,4-丁二醇的积累起着负效应，BDO-3 相

对于 BDO-2 1,4-丁二醇 48 h 积累量降低了 38%，

这可能是由于 TCA 还原循环的阻断打乱了 α-酮
戊二酸的积累与前体间的供给平衡，从而导致

1,4-丁二醇积累量下降。最后，BDO-4 相对于

BDO-3 1,4-丁二醇 48 h 积累量有所上升，说明

NADPH 表达水平的优化在一定程度上强化了

1,4-丁二醇的合成效率。 
2.3.2  提高限速酶表达量强化 1,4-丁二醇从头

合成效率 
结合 BDO-2 和 BDO-4 的优势，在 BDO-2

上整合表达了 zwf 基因，构建了重组菌株
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BDO-5。鉴于 1,4-丁二醇合成路径的关键限速

酶为 SucA 和 Car，因此，通过增加 1,4-丁二醇

通路关键酶的表达水平来进一步提升 1,4-丁二

醇合成效率，在 BDO-5 的基础上，用表达水平

更强的启动子 J23101[25]替换掉原本质粒的 Trc
启动子和 T7 启动子，按照 1.2.4 所述方法，构

建重组菌株 BDO-6。考虑到加强 yqhD 表达水

平也会影响 1,4-丁二醇的积累量，将 yqhD 同步

连接到 BDO-6 表达质粒上，构建重组菌株

BDO-7。将上述重组菌进行摇瓶发酵实验，结

果如图 6 所示，与对照菌株 BDO-2 相比，重组

菌株 BDO-5 1,4-丁二醇 48 h 积累量有所上升。

同时，强化了限速酶表达量的重组菌株 BDO-7
发酵 48 h 积累最高量为 770 mg/L 1,4-丁二醇，相

对于对照菌株 BDO-2 增加了 40%，说明提高限

速酶表达量能有效提高 1,4-丁二醇的合成效率，

同时，yqhD 表达水平的加强对 1,4-丁二醇的积累

量也有一定帮助。不同重组菌合成 1,4-丁二醇与

部分副产物浓度变化对比见表 3。摇瓶发酵 48 h
发现，丙酮酸代谢支路的敲除使丙酮酸浓度得

到一定的积累，相比于 BDO-2，BDO-5 等丙酮

酸浓度的下降，其原因可能是 zwf 基因的过表

达提升了胞内辅酶 NADPH 水平，增强了目标

产物 1,4-丁二醇的合成量。BDO-6 与 BDO-7 中

4-HBA 浓度的升高则证明了 1,4-丁二醇合成路

径碳通量的增加。BDO-7 中 4-HBA 浓度低于

BDO-6，其原因可能是 yqhD 的串联增加了细胞

中 4-HBA 的转化率。这些副产物的浓度变化证

明了细胞中 1,4-丁二醇代谢流量的增加。 

 
 
图 6  提高限速酶表达量对 1,4-丁二醇积累量的

影响  
Figure 6  Effect of increasing the expression of 
rate-limiting enzymes on the production of 1,4-BDO.  
 
2.4  5 L发酵罐分批补料发酵生产1,4-丁二醇 

为了进一步探究最优工程菌株 BDO-7发酵

合成 1,4-丁二醇的能力，在 5 L 发酵罐水平进行

了补料分批发酵。发酵罐的初始装液量为 2 L，按

10%总体积的接种量将种子液接种至发酵罐，

菌体 OD600 为 10 时，加入 0.5 mmol/L IPTG 诱

导。将发酵初始条件控制为：pH 为 7.0，转速

为 500 r/min，通气量为 2.0 vvm，温度控制在

37 ℃，初始葡萄糖为 20 g/L，全程控制 pH 为

7.0。当初始葡萄糖消耗将尽且溶解氧急剧增加

时开始补料，控制补料流速与转速，使发酵罐

中的 DO 维持在 30%左右，并使发酵液葡萄糖

的含量控制在 5 g/L 以下直至发酵结束。发酵

48 h 时，菌株 BDO-7 的 OD600 为 65，发酵上清 
 
表 3  不同重组菌生产 1,4-BDO 及部分副产物比较 
Table 3  Comparison of 1,4-BDO production and some byproducts in different recombinant strains 
Production BDO-1 BDO-2 BDO-5 BDO-6 BDO-7 
1,4-BDO (g/L) 0.31±0.02 0.55±0.02 0.57±0.01 0.74±0.02 0.77±0.02 
4-HBA (g/L) 0.15±0.02 0.21±0.01 0.22±0.01 0.31±0.02 0.28±0.02 
Pyruvate (g/L) 1.45±0.05 1.73±0.04 1.68±0.05 1.65±0.05 1.65±0.04 
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液中 1,4-丁二醇的产量为 3.83 g/L (图 7)。发酵

60 h 时，1,4-丁二醇的产量最高达到 4.22 g/L，
前体物质 4-羟基丁醛积累量为 1.15 g/L，此时，

1,4-丁二醇的得率只有 12.46 mg/g 葡萄糖，而该

途径的理论得率为 0.50 g/g 葡萄糖。其主要原因

是 1,4-丁二醇合成路径中的外源酶 Car 催化效率

较低，导致其前体物质 α-酮戊二酸代谢流向被

分流到其他路径，没有被高效地转化为 1,4-丁
二醇。后续研究中，将重点挖掘更加高效的

Car 或对现有的 Car 进行分子改造，或通过额

外的代谢改造增强目标路径的 α-酮戊二酸通

量，以进一步提升 1,4-丁二醇合成效率。此外，

YqhD 作为催化两个底物的关键酶，其酶活力

和稳定性对该路径合成效率也起到关键作用，

在重组菌株 BDO-7 中增加表达量后，发现了

1,4-丁二醇积累量的上升，后续计划针对 YqhD
酶活力和稳定性进行深入研究来进一步提高

1,4-丁二醇合成效率。1,4-丁二醇的合成是一个

还原过程，如果细胞内还原力不足或者氧气过

量，可能会导致 1,4-丁二醇产量的下降，后续

会继续进行相应改造来增强 1,4-丁二醇合成路

径中的还原力供应效率，并通过发酵优化寻找最 
 

 
 
图 7  在 5 L 罐上分批补料发酵生产 1,4-丁二醇 
Figure 7  1,4-BDO production by fed-batch 
fermentation in 5 L fermenter. 

佳发酵条件等方法来不断提高 1,4-丁二醇合成

效率。 

3  讨论与结论 
1,4-丁二醇作为一种重要的有机合成中间

体，可用于生产医药、农药、化妆品和合成革

等领域的高附加值产品[26]。1,4-丁二醇目前主要

通过化石原料(煤炭、石油或天然气) 3 种工艺生

产，这些工艺能源消耗巨大，并导致大量温室

气体排放[27]。因此生物法合成 1,4-丁二醇成为

了近年来的研究热点，对于构建基因工程菌实

现 1,4-丁二醇的从头合成具有重要的意义。 
本研究结合已报道的 1,4-丁二醇生物合成

途径，将 1,4-丁二醇生物合成分为 4 个步骤，

提出了一条 1,4-丁二醇合成新路径。首先以

BL21(DE3)作为表达宿主，过表达 1,4-丁二醇合

成路径关键酶 SucA、Car、YqhD，并通过酶转

化的方法初步验证路径产生 1,4-丁二醇的可行

性，接着将关键基因通过游离和整合的方式引

入底盘菌株 W3110 (K-12)中，构建了 1,4-丁二醇

的合成路径。随后，通过敲除 ldhA、pflB 阻断

旁路代谢途径、强化表达 gltAR163L 增加 α-酮戊二

酸代谢通量、强化底盘细胞中关键辅酶 NADPH
的表达量，以及替换强启动子强化 sucA、car、
yqhD 基因表达量等系统代谢改造措施，改善了

1,4-丁二醇合成前体的供给效率。最终最优菌株

BDO-7 在 5 L 发酵罐中发酵 60 h 时最高积累了

4.22 g/L 的 1,4-丁二醇。 
与已报道的路径相比，本研究获得的 1,4-丁

二醇产量比较低，且在 5 L 发酵罐连续补料发

酵 60 h 的实际得率为 12.46 mg/g 葡萄糖，与理

论得率 0.50 g/g 葡萄糖有较大差距。但是，本

研究构建的 1,4-丁二醇合成路径具备两个优

势：一是无需额外的乙酰辅酶 A 参与，二是避

免了副产物乙酸的积累和反应过程中外源氨的
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参与。本研究中 1,4-丁二醇实际得率低于理论

得率的主要原因有：(1) 新构建的 1,4-丁二醇合

成路径中限速酶 Car 催化效率不高，导致该路

径对其前体物质 α-酮戊二酸竞争力较低；(2) 由
于细胞自身生长代谢需求，其他路径与目标路

径竞争大量前体物质 α-酮戊二酸；(3) YqhD 作

为催化两个底物的关键酶，其酶活力和稳定性

对于 1,4-丁二醇合成效率至关重要；另外，1,4-丁
二醇的合成是一个还原过程，合成体系中还原

力供应效率也是一个制约因素。后续将通过蛋

白质工程改造的方式提升 SucA、Car、YqhD 等

关键限速酶的催化效率，进一步提高目标代谢

路径的通量；通过代谢调控策略增强宿主 α-酮
戊二酸合成效率，同时削弱 α-酮戊二酸下游代

谢路径的流量；基于辅因子工程调控策略，强

化胞内还原力再生和供应效率，并通过发酵优

化寻找最佳发酵条件等策略，持续提升 1,4-丁
二醇的合成效率。 
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