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摘要:乙偶姻是一种重要的四碳平台化合物,在食品、医药、烟草、化妆品、化工等行业具有广泛的用途,其手性异

构体 (R)飊乙偶姻和(S)飊乙偶姻由于具有独特的立体结构,还可用于合成高附加值手性药物、化学中间体、液晶

材料。本文综述了近年来利用酶法、全细胞催化法和基因工程菌发酵法制备手性乙偶姻的研究成果,介绍了利

用代谢工程、合成生物学等技术在构建基因工程菌株,以及在提高乙偶姻产量、转化率和光学纯度方面所取得的

研究进展。最后讨论了目前所存在的问题和难点,以及今后应该重点关注的研究方向。

关键词:(R)飊乙偶姻 暋(S)飊乙偶姻暋手性合成暋代谢工程暋合成生物学暋细胞工厂

中图分类号:Q78暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005飊9164(2017)01飊0033飊07

Abstract:Acetoinisanimportantfourcarbonplatformcompoundwithavarietyofapplications
infood,pharmacy,tobacco,cosmetics,andchemicalsynthesis.Inaddition,chiralacetoininclu灢
ding(R)飊acetoinand(S)飊acetoinhasspecialapplicationsinsynthesisofopticalpharmaceuti灢
cals,chemicalintermediates,andliquidcrystalcomposites.Thisarticlereviewsrecentadvances
inbiologicalprocessesforchiralacetoinproduction,andhighlightsthemetabolicengineering

and synthetic biology approaches used to
improvetiters,yields,productivities,andoptical
purities.Thechallengesassociatedwithcurrent
processesarediscussed,andguidelinesforfuture
studiesareproposed.
Keywords:(R)飊acetoin,(S)飊acetoin,chiral
synthesis,metabolicengineering,syntheticbiol灢
ogy,cellfactory
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0暋引言

暋暋乙偶姻(acetoin),化学名为3飊羟基飊2飊丁酮,自然

存在于玉米、葡萄、可可、苹果、香蕉、干酪、肉类等食

品中,具有强烈的奶油、脂肪、白脱样香气,高度稀释

后有令人愉快的奶香气。国家标准 GB2760—1986
规定乙偶姻为允许使用的食用香料,美国食品香料和

萃取物制造者协会(FEMA)安全号为2008,国内外

常用于奶油、干酪、咖啡、果实的香味增强剂,还用于

配置奶香型、肉香型、草莓香型的香精,是一种应用广

泛的食用香料[1飊3]。同时,乙偶姻作为一种重要的四

碳平台化合物,被美国能源部列为30种优先开发利

用的平台化合物之一,在食品、医药、烟草、化妆品、化
工等行业具有广泛的用途[1飊2,4飊5]。近年来,微生物发

酵生产天然乙偶姻取得了丰硕的研究成果,并已实现

商业化生产。

暋暋乙偶姻分子内含有手性碳原子,因此存在(R)飊
乙偶姻、(S)飊乙偶姻两种手性异构体。如图1所示,
细菌合成手性乙偶姻的主要途径如下:微生物以糖质

原料经糖酵解途径生成丙酮酸;毩飊乙酰乳酸合成酶

(毩飊Acetolactatesynthase)催化两分子丙酮酸结合,
然后经过脱羧反应得到毩飊乙酰乳酸;毩飊乙酰乳酸在毩飊
乙酰乳酸脱羧酶(毩飊Acetolactatedecarboxylase)的作

用下脱羧产生(R)飊乙偶姻。此外,毩飊乙酰乳酸在有

氧条件下,能够自发氧化脱羧产生丁二酮,然后在

(S)飊乙偶姻生成型的丁二酮还原酶(Diacetylreduc灢
tase)的作用下还原产生(S)飊乙偶姻(图1)[6飊8]。因

此,在有氧条件下天然微生物发酵产生的乙偶姻通常

是(R)飊乙偶姻和(S)飊乙偶姻两种手性异构体的混

合物[3飊4],不同异构体所占的比例由微生物的种类和

发酵条件决定。由于毩飊乙酰乳酸自发氧化脱羧产生

丁二酮的效率很低,乙偶姻生产菌株的主要产物是

(R)飊乙偶姻,(S)飊乙偶姻所占的比例通常很低。

暋暋乙偶姻手性异构体不仅具有乙偶姻的基本功能,
而且由于其具有独特的立体结构,在不对称合成方面

优势突出,在合成高附加值手性药物中间体、化学中

间体、液晶材料等方面具有特殊的应用[3飊4]。化学合

成或者天然微生物发酵得到的乙偶姻通常需要经过

工艺复杂的手性拆分才能获得一定旋光度的手性异

构体,由于(R)飊乙偶姻和(S)飊乙偶姻的物理化学性

质相近,手性拆分十分困难,成本高昂,极大地限制了

手性乙偶姻的应用。因此,开展生物法合成手性乙偶

姻的研究具有重要的意义,也是近年来研究热点之

一。本文重点关注了近年来生物法合成手性乙偶姻

的研究成果,并讨论了目前所存在的问题和难点,以

及今后应该重点关注的研究方向,为后续研究提供

参考。

暋暋图1暋细菌合成乙偶姻手性异构体的典型代谢途径[6飊8]

暋暋Fig.1暋Typicalmetabolicpathwaysofacetoinstereoiso灢
mersinbacteria[6飊8]

1暋酶法催化合成手性乙偶姻

暋暋在还原型辅酶 NADH/NADPH 存在的条件下,
不同立体选择性的丁二酮还原酶可将丁二酮还原为

(R)飊乙偶姻[9飊10]或(S)飊乙偶姻[11],每催化丁二酮产

生1mol乙偶姻,需要消耗1molNADH/NADPH。
由于丁二酮是非手性化合物,可通过微生物发酵或者

化学合成获得,常被用作合成手性乙偶姻和2,3飊丁

二 醇 的 前 体[4]。Takeda 等[12] 分 离 纯 化 获 得

Mycobacteriumsp.B飊009的一个醇脱氢酶,该酶具

有乙偶姻/丁二酮还原酶的活性。利用偶联反应的方

法,该酶可催化反应体系中的正丁醇和氧化型辅酶

NAD+ 产生正丁醛和还原型辅酶 NADH,而 NADH
可作为该酶催化丁二酮还原为(S)飊乙偶姻的还原动

力,从而实现辅酶 NADH 和 NAD+ 的循环。Gao
等[4]报道GluconobacteroxydansDSM2003的一个

NADPH 依赖型羰基还原酶也具有丁二酮还原酶的

活性。由于该酶催化丁二酮产生(S)飊乙偶姻需要消

耗 NADPH,他们在反应体系中加入葡萄糖脱氢酶及

其底 物 葡 萄 糖,葡 萄 糖 脱 氢 酶 可 催 化 葡 萄 糖 和

NADP+ 产生 NADPH。在最优条件下反应75min,

14灡3g/L底物丁二酮可转化为12.2g/L的(S)飊乙

偶姻,产物光学纯度为96.9%。Kochius等[13]报道

了利用酶催化氧化 meso飊2,3飊丁二醇的方法合成

(R)飊乙偶姻,产物浓度为48mmol/L,反应所需的

辅酶 NAD+ 通过电化学的方法进行再生。Loschon灢
sky等[14]发现 Azoarcussp.strain22Lin的二磷酸

硫胺依赖型1,2飊环己二酮水解酶(Thiaminediphos灢
phatedependentcyclohexane飊1,2飊dionehydrolase)
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可催化丙酮酸、乙醛合成(S)飊乙偶姻。以丙酮酸或

乙醛为单独底物,或者两种底物同时添加,产物(S)飊
乙偶姻的光学纯度最高分别为93%、95%和92%。
该酶的催化效率较低,而且产物光学纯度不够高。

2暋全细胞生物催化合成手性乙偶姻

暋暋 随着基因工程技术的发展,全细胞生物催化

(Whole飊cellbiocatalysis)成为了合成手性乙偶姻的

有效途径。全细胞催化法的基本原理是利用完整的

生物有机体作为催化剂,其本质是利用细胞内的酶进

行催化[15]。相比纯酶催化制备(S)飊乙偶姻,胞内酶

能够更好地保持生理活性,稳定性更好,无需添加昂

贵的辅酶,而且省去繁琐的酶分离纯化过程,生产成

本更低。

暋暋KlebsiellapneumoniaeIAM1063的meso飊2,

3飊丁二醇脱氢酶(meso飊2,3飊Butanedioldehydrogen灢
ase)具有(R)飊乙偶姻还原酶的活性,Ui等[16]将其编

码基因导入EscherichiacoliJM109进行表达,当培

养基中加入外消旋乙偶姻,工程菌株可对(R)飊乙偶

姻和(S)飊乙偶姻进行手性拆分,即将其中的(R)飊乙

偶姻转化为meso飊2,3飊丁二醇,最终可得到0.70g/L
单一构型的(S)飊乙偶姻。由于该 meso飊2,3飊丁二醇

脱氢酶还具有丁二酮还原酶的活性,当培养基加入3
g/L底物丁二酮,上述工程菌株可将丁二酮转化为

(S)飊 乙 偶 姻,转 化 率 约 为 70%[17]。 有 些

Saccharomycescerevisiae也具有还原丁二酮产生乙

偶姻的能力[18],刘培海等[19]发现S.cerevisiaeXG飊4飊
2所催化的丁二酮还原反应具有较高的立体选择性,
以其休止细胞为全细胞生物催化剂,通过加入辅助底

物乙醇来再生 NADH,丁二酮转化率可达 82%,
(S)飊乙偶姻纯度为91灡2%。

暋暋2,3飊丁二醇的光学异构体也可作为前体来合成

(R)飊乙 偶 姻 和 (S)飊乙 偶 姻。Yamada飊Onodera
等[20]将 Hansenulapolymorpha 的甘油脱氢酶编码

基因导入E.coli,利用工程菌株的休止细胞作为全

细胞生物催化剂,24h可转化110mmol/L的(2R ,3
R)飊2,3飊丁二醇或 meso飊2,3飊丁二醇为光学纯(R)飊
乙偶姻或(S)飊乙偶姻,转化率为99%。为降低原料

成本,Liu 等[21] 首 先 利 用 干 重 28 g/L 的 K.
pneumoniaeCICC10011休止细胞催化葡萄糖底物

制备meso飊2,3飊丁二醇和(2S,3S)飊2,3飊丁二醇,然
后利用减压蒸馏的方法去除反应体系中的乙偶姻,适
当稀释后加入干重15.4g/L的Bacillussubtilis168
休止细胞作为催化剂,可将 meso飊2,3飊丁二醇转化为

(S)飊乙偶姻,反应24h后(S)飊乙偶姻产量为56.7

g/L,光 学 纯 度 为 96.2%。Gao 等[22] 在 E.coli
Rosetta (DE3)中 克 隆 表 达 了 Paenibacillus
polymyxaZJ飊9的丁二酮还原酶,获得能够有效转化

丁二酮制备(S)飊乙偶姻的工程菌株,反应所需的还

原型辅酶 NADH 通过宿主内源酶系催化辅助底物

葡萄糖产生。由于丁二酮对微生物有一定的毒性,通
过流加补料的方式控制反应体系中丁二酮浓度,在最

优反应条件下,批式补料实验的(S)飊乙偶姻产量为

39.4g/L。Xiao等[23]在E.coliBL21(DE3)中过量

表达 Lactobacillusbrevis 的 NADH 氧 化 酶 基 因

nox ,构建了高效的原位辅酶再生系统。辅助表达

B.subtilis168的(2R ,3R)飊2,3飊丁二醇脱氢酶基因

ydjL ,获得了能够有效催化 meso飊2,3飊丁二醇或

(2R ,3R)飊2,3飊丁二醇为(S)飊乙偶姻或(R)飊乙偶姻

的基因工程菌E.coliBL21(DE3)(pETDuet飊ydjL飊
nox )。在最优反应条件下,(S)飊乙偶姻和(R)飊乙

偶姻的产量分别是36.7g/L和41.8g/L(光学纯度

均为96%)。而在没有表达 NADH 氧化酶的情况

下,工程菌株E.coliBL21(DE3)(pETDuet飊ydjL)
的(S)飊乙偶姻产量仅为17.8g/L。2016年,Guo
等[24]在E.coliBL21(DE3)中表达了meso飊2,3飊丁二

醇脱氢酶、NADH 氧化酶和血红蛋白的基因,所获得

的E.coli/pET飊mbdh飊nox飊vgb作为全细胞生物催

化剂,可以高效催化 meso飊2,3飊丁二醇还原为(R)飊
乙偶姻。在最优条件下,(R)飊乙偶姻的产量为86灡7
g/L,光学纯度为97灡9%。

3暋基因工程微生物发酵制备手性乙偶姻

暋暋2,3飊丁二醇高产菌株的(R)飊乙偶姻、2,3飊丁二

醇代谢途径具有较高的碳架物质流量,通过敲除2,

3飊丁二醇脱氢酶的方式可快速获得发酵葡萄糖制备

手性乙偶姻的工程菌株。SerratiamarcescensMG1
发酵的主要代谢产物是 meso飊2,3飊丁二醇,同时会产

生少量的(2R ,3R)飊2,3飊丁二醇和(2S,3S)飊2,3飊丁

二醇,乙偶姻的产量很低。敲除该菌株的 meso飊2,3飊
丁二醇脱氢酶基因slaC ,可完全阻断乙偶姻还原为

(2S,3S)飊2,3飊丁二醇,并且meso飊2,3飊丁二醇的浓度

也由30.8g/L降低至1.5g/L,从而获得有效积累

(R)飊乙偶姻的工程菌株,(R)飊乙偶姻产量为21灡8
g/L[25]。Wang等[26]通过敲除 K.pneumoniaeCG灢
MCC1.6366的2,3飊丁二醇脱氢酶基因budC 来阻

断(R)飊乙偶姻转化为2,3飊丁二醇,获得有效积累

(R)飊乙偶姻的工程菌株。然而,当发酵液中的葡萄糖

耗尽时,(R)飊乙偶姻会被作为碳源利用而逐渐降解,
相关的分解酶属于乙偶姻脱氢酶系(Acetoindehy灢
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drogenaseenzymesystem)。鉴于此,他们进一步敲

除编码乙偶姻脱氢酶系的基因簇acoABCD ,通过发

酵参数的优化,补料发酵条件下(R)飊乙偶姻的产量

最高可达62.3g/L(光学纯度98.0%),底物葡萄糖

转化率为28.7%。

暋暋然而,2,3飊丁二醇高产菌株大多属于K.pneu飊
moniae、S.marcescens、Enterobacter aerogenes、

Klebsiellaoxytoca,这些菌株被世界卫生组织列为

致病微生物(Riskgroup2,pathogenicmicroorgan灢
isms),大规模工业化生产的安全性原则在很大程度

上限制了其应用[6飊7,27飊28]。合成生物学的飞速发展大

大促进了生物制造的进步[29],研究者尝试在安全模

式微生物E.coli中构建人工合成途径来制备手性乙

偶姻。Ui等[30]在宿主E.coliJM109中过量表达来

源于K.pneumoniaeIAM1063的毩飊乙酰乳酸合成

酶、毩飊乙酰乳酸脱羧酶,从而有效地将糖代谢的中心

产物丙酮酸导入(R)飊乙偶姻合成途径,工程菌株利

用40g/L 葡萄糖发酵时,(R)飊乙偶姻的产量为

17灡5g/L。Xu 等[3]克 隆 了 S.marcescens H30 的

(R)飊乙偶姻合成基因簇budRAB ,其中budR 编码

转录调控因子,budA 编码毩飊乙酰乳酸脱羧酶,而
budB 编码毩飊乙酰乳酸合成酶。将budRAB 基因簇

导入宿主E.coliDH5毩,工程菌株能够产生9灡8g/L
的 (R)飊乙偶姻。鉴于(R)飊乙偶姻的合成并不能消

耗糖酵解产生的大量还原型辅酶NADH(图1),为进

一步提高(R)飊乙偶姻的产量,需要使用辅酶工程策

略优化胞内 NADH/NAD+ 的比例。通过辅助表达

来源于L.brevis的 NADH 氧化酶,实现了氧化型辅

酶 NAD+ 的再生,(R)飊乙偶姻的摇瓶发酵产量从

9灡8g/L提高到了23.4g/L,补料分批发酵产量为

60灡3g/L,转化率为86.3%。

暋暋相比(R)飊乙偶姻,(S)飊乙偶姻很难通过发酵法

来制备,原因是(R)飊乙偶姻可直接通过毩飊乙酰乳酸

脱羧酶催化的反应高效合成,而(S)飊乙偶姻前体丁

二酮在胞内的合成涉及到非酶介导的自发氧化脱羧

反应,该反应的效率非常低。在培养基中添加三价铁

离子,可以提高毩飊乙酰乳酸自发氧化脱羧产生丁二

酮的效率[31飊32]。Liu等[31]利用基因敲除方法阻断了

丁二酮的各种竞争途径,工程菌株Lactococcuslactis
CS4701m 的丁二酮产量可以达到8.2g/L。在该菌

株中过量表达Enterobactercloacae 的丁二酮脱氢

酶,可 将 丁 二 酮 转 化 为 (S)飊乙 偶 姻,产 量 为

5.8g/L[32]。

4暋总结与展望

暋暋综上,手性乙偶姻具有广泛的用途,特别是在不

对称合成中具有独特的优势。酶催化法可以制备高

纯度的手性乙偶姻,但反应体系中需要加入昂贵的辅

酶 NAD(H)/NADP(H),而且酶的分离纯化成本较

高;全细胞生物催化制备(S)飊乙偶姻具有较大的优

势,发酵法由于(S)飊乙偶姻的前体丁二酮的合成涉

及到低效的非酶介导氧化脱羧反应,难以获得高浓度

(S)飊乙偶姻。由于(R)飊乙偶姻在胞内可通过毩飊乙

酰乳酸脱羧酶介导的高效专一的酶促反应直接产生,
利用发酵法可制备较高浓度的(R)飊乙偶姻,例如

K.pneumoniae工程菌株发酵(R)飊乙偶姻产量可以

达到62.3g/L,光学纯度98.0%[26]。发酵法制备

(R)飊乙偶姻可以利用廉价的淀粉质或纤维素作为原

料,具有产量高、成本低等优势,未来有望实现产业化

生产。尽管近几年取得一系列的研究成果,但仍存在

许多问题和难点,今后研究中应该重点关注以下两个

方面。

4.1暋菌种选育

暋暋对2,3飊丁二醇高产菌株进行改造无疑是实现

(R)飊乙偶姻高产的捷径,但通常这些高产菌株都属

于致病微生物[6飊7]。从工业生产安全性原则出发,使
用非致病微生物将会成为今后研究的主流方向。部

分食品安全的芽胞杆菌能够在高温条件下生长,如

BacilluslicheniformisBL1可以在50曘C条件下发酵

制备光学纯 (2R,3R)飊2,3飊丁二醇[33],将这些嗜热

微生物改造为(R)飊乙偶姻生产菌株,不但可以大大

降低染菌的机会,同时有利于使用淀粉和纤维素为原

料进行同步糖化发酵以降低生产成本。P.polymyxa
也是理想的候选菌株之一,其具有高效合成高光学纯

(2R,3R)飊2,3飊丁二醇的能力[6飊7,34飊35]。此外,模式微

生物E.coli具有诸多优点,是用于构建微生物细胞

工厂合成(R)飊乙偶姻的首选底盘细胞之一。

暋暋乙偶姻的发酵过程中,通常会产生乳酸、甲酸、乙
酸、乙醇、丁二酸等副产物(图1),抑制了菌体的生长

和发酵,降低了原料的转化率。利用基于全基因组的

系统代谢工程和辅酶调控策略,通过多途径优化的方

法对代谢网络进行合理的改造,可以有效提高细胞工

厂的发酵性能。此外,质粒表达的方式需要使用抗生

素、诱导剂[36],而且表达强度往往难以达到最优状

态,产生代谢负荷(Metabolicburden)[37],因此,需要

将目标基因整合在大肠杆菌的染色体中,同时结合使

用启动子工程 (Promoterengineering)、RBS 工 程

(Ribosomebindingsiteengineering)来精确调控目

标基因的表达强度[38飊40]。

暋暋在工业生产手性乙偶姻的过程中,菌体会面临多

种胁迫作用,导致菌体生长缓慢,发酵性能下降;此
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外,对菌种进行大量的遗传改造来定向改变代谢流的

方向并使通量最大化,也往往会影响菌体的正常生长

和发酵[37]。对胁迫抗性相关的关键基因进行表达或

调控,结合使用代谢进化(Metabolicevolution)[41飊42]

和反向代谢工程(Inversemetabolicengineering)[43],
从细胞水平上提高菌体的抗逆性能,可以构建出更能

适应工业生产条件的生产菌株。此外,高强度的发酵

速率还可以结合过程工艺的优化来实现[44],例如使

用原位分离技术可以解除高浓度产物乙偶姻对菌株

的抑制。

4.2暋非粮生物质原料的综合利用

暋暋微生物发酵生产化学品的培养基成分对生产成

本影响很大,高价原料如上述的meso飊2,3飊丁二醇、
(2R,3R)飊2,3飊丁二醇的使用限制了手性乙偶姻的

商业化生产。此外,酵母粉由于富含氨基酸、维生素、
微量元素等营养成分,常被用作氮源来发酵生产手性

乙偶姻,但丰富培养基的使用通常会大大增加生产成

本,例如某些乳酸发酵中酵母粉成本可占总发酵成本

的30%[45]。作为重要的四碳平台化学品,开发利用

廉价又有效的非粮生物质原料是推进产业化生产手

性乙偶姻的必经之路。木薯、甘蔗渣、秸秆、玉米芯是

较常见的非粮生物质原料,其中木薯作为发酵原料具

有诸多优点:木薯产量高、耐贫瘠、种植面积大,适宜

在干旱的山坡地种植,不与粮食作物争地,在我国通

常被大量用于生产低附加值的淀粉和乙醇[46飊47];按干

重计算,其块根淀粉含量可达70%以上,有“淀粉之

王暠的美称,晒干打粉后可以直接进行高浓度同步糖

化发酵(Simultaneoussaccharificationandfermenta灢
tion),无需经过工艺复杂的预处理。此外,发酵工艺

优化时还需要开发利用廉价氮源(如棉籽粉、无机氮

源)来代替酵母粉等高价氮源。通过上述思路的整合

应用,有望实现以廉价生物质为原料高效生产高纯度

手性乙偶姻。
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