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摘要：【目的】硫解酶是梭菌属微生物合成短中链脂肪酸的关键酶。克氏梭菌(Clostridium kluyveri)具有

3 个高度同源的硫解酶编码基因，对这 3 个基因的功能鉴定是解析克氏梭菌高己酸合成能力的关键。【方

法】通过发酵动力学分析确定克氏梭菌的己酸和丁酸生成动力学特征；转录组测序结合反转录-荧光定

量 RCR 分析克氏梭菌 3 个硫解酶编码基因的表达水平和时序表达特征；在大肠杆菌中异源表达这 3 个

硫解酶，并对其硫解酶动力学参数进行测定。【结果】克氏梭菌生成丁酸、己酸、辛酸，其中己酸为主

要代谢产物；转录组数据显示，在乙酸消耗完全之前，thlA1 基因维持恒定表达，thlA2 基因表达时序上

调，thlA3 基因表达时序下调，转录组测序表明 3 个硫解酶编码基因均具有较高水平的转录活性，thlA2

和 thlA3 的最高表达量分别约为 thlA1 的 29%和 43%；硫解酶动力学参数测定结果表明，克氏梭菌 3 个

硫解酶对于四碳底物均显示出相似的底物亲和力(Km)，但 ThlA1 对四碳底物的催化效率(kcat/Km)略低于

ThlA2 和 ThlA3。【结论】克氏梭菌的 3 个硫解酶均具有催化活性，在克氏梭菌体内均呈活跃表达，表

明克氏梭菌拥有 3 个具有催化活性的硫解酶，这为后续深入研究克氏梭菌己酸合成机理奠定了基础。 
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正己酸(Hexanoate，下文简称己酸)是含有 6 个

碳的直链脂肪酸，具有奶酪香，天然存在于动物

脂肪、白酒、奶酪和香草中。己酸及其酯类因具

有特殊的风味，被广泛用于食品和香精行业，是

重要的食品添加剂。己酸还具有抑制病原菌、改

善肠道微生物菌群、促进动物生长和增强动物免

疫的作用，可替代部分抗生素的使用，其在动物

养殖方面得到越来越多的研究和应用[1]。此外，包

括己酸在内的中链脂肪酸在水相中溶解度较低、

易于分离纯化，是潜在的生物燃料中间体[2]。 

当前己酸主要通过化学合成，传统工艺采用

硝酸氧化仲辛醇进行制备，该方法转化率较高、

成本低廉，但也存在选择性不佳、环境污染较严

重等问题[3]。生物发酵法有望被用于食品级己酸的



80 Jiao Yang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2019, 59(1) 

actamicro@im.ac.cn 

合成。然而，由于天然的己酸菌来源有限，现有

菌株发酵产生的己酸浓度和生产强度均不够高，

目前鲜有采用发酵法进行己酸生产，菌株筛选和

己酸合成途径的工程化改造仍然是目前己酸绿色

生物合成的重点研发方向。 

目前已发现的产己酸微生物菌株有克氏梭

菌 (Clostridium kluyveri)[4] 、 埃 氏 巨 球 型 菌

(Megasphaera elsdenii T81)[5] 、 半 乳 糖 己 酸 菌

(Caproiciproducens galactitolivorans)[6] 、 瘤 胃 菌

CPB6 菌株(Ruminococcaceae sp. CPB6)[7]等(表 1)。

不同于其他类型的己酸菌，克氏梭菌的底物利用

谱非常有限，不能利用葡萄糖或其他糖类，以醇

(乙醇、丙醇)和酸(乙酸、丁酸、琥珀酸)为底物进

行丁酸、戊酸和己酸等短中链脂肪酸的合成[8]。克

氏梭菌的最适碳源为乙醇和乙酸，己酸为主要代

谢产物，同时生成少量的丁酸，己酸/丁酸比例受

到乙醇/乙酸比例的影响[9]。虽然克氏梭菌的代谢

特征研究已逾 80 余年[4]，但至今尚缺乏对该菌进

行遗传操作的方法，其己酸合成途径尚未得以完

全解析。 

目前的研究表明，细菌合成己酸和丁酸主要

通过逆向 β-氧化(reversal of the β-oxidation)途径进

行，该途径被用于碳链的延长。以丁酸的合成为

例，该途径的酶系包括硫解酶(Thl：thiolase，又称

乙酰辅酶 A 乙酰转移酶)、3-羟基丁酰辅酶 A 脱氢

酶(Hbd：3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase)、3-

羟基丁酰辅酶 A 脱水酶(Crt：3-hydroxybutyryl-CoA 

dehydratase)、丁酰辅酶 A 脱氢酶复合物(Bcd/EtfAB：

butyryl-CoA dehydrogenase complex)、辅酶 A 转移

酶(Cat：CoA transferases)。硫解酶催化了逆向 β-

氧化合成的第一步反应，即将酰基辅酶 A 与乙酰

辅酶 A 进行缩合，形成一分子 3-酮酰基辅酶 A，

延长一个二碳单位，图 1 为基于酶促反应推导的

克氏梭菌合成丁酸和己酸的代谢途径。 

克氏梭菌具有 3 个硫解酶编码基因(thlA1，

CKL_3696；thlA2，CKL_3697；thlA3，CKL_3698)，

多于其他产酸梭菌(丙酮丁醇梭菌 2 个，拜式梭菌

2 个，丁酸梭菌 2 个，酪丁酸梭菌 1 个)。序列比

对分析表明 ThlA2 与 ThlA3 蛋白序列同一性

(identity)为 90%，ThlA1 与 ThlA2/ThlA3 的同一性

为 81%，这 3 个硫解酶与丙酮丁醇梭菌硫解酶的

蛋白同一性在 75%以上(图 2)。可见克氏梭菌 3 个

硫解酶高度同源，且与丁酸合成菌株的硫解酶在

蛋白质一级结构水平具有显著区别。从基因组织

结构上来看，克氏梭菌 3 个硫解酶编码基因 thlA1、

thlA2 和 thlA3 的编码方向一致，3 个基因上游非

翻译区(5′UTR)长度分别为 880、796、182 bp，这

3 个基因存在分别转录的可能性(图 2)。虽然硫解

酶在梭菌纲微生物中较为常见，大部分梭菌合成

丁酸的效率较高，但合成己酸的梭菌并不多见，

因此我们推测克氏梭菌中的硫解酶具有不同于丁

酸合成菌硫解酶的底物催化能力。这 3 个硫解酶 
 

表 1.  已报道的己酸菌 

Table 1.  Reported Hexanoate-producing strains 
Strains Substrate Source and reference 

Clostridium kluyveri N6 Ethanol, acetate Pit mud, China[10] 

Clostridium kluyveri 3231B Ethanol, acetate Bovine rumen, USA[11] 

Ruminococcaceae sp. CPB6 Lactate Pit mud, China[7] 

Megasphaera elsdenii T81 Glucose, lactate Bovine rumen, USA[5] 

Caproiciproducens galactitolivoran BS-1 D-galactitol Anaerobic digester, South Korea[12] 
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图 1.  克氏梭菌合成丁酸和己酸的代谢途径 

Figure 1.  The metabolic pathways for butyrate and hexanoate synthesis in Clostridium kluyveri. Adh: ethanol 
dehydrogenase; Ald: acetaldehyde dehydrogenase; Ack: acetate kinase; Pta: phosphotransacetylase; Thl: thiolase 
(acetyl-coenzyme A acetyltransferases); Hbd: 3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase; Crt: 3-hydroxybutyryl-CoA 
dehydratase; Bcd/EtfAB: butyryl-CoA dehydrogenase complex; Cat: coenzyme A transferase.  
 

 
 

图 2.  克氏梭菌硫解酶编码基因结构和硫解酶蛋白质序列相似度分析 

Figure 2.  The genomic structure of three thiolase-encoding genes and the phylogenetic tree based on the 
alignment of protein sequences. A: the gene structure of C. kluyveri thiolase-encoding genes; B: the phylogenetic 
tree of C. kluyveri thiolases based on protein alignment. The percentage indicates the identity between the two 
subbranches. 
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是否在己酸合成过程中均发挥功能，以及是否具

有不同的底物特异性尚不清晰。 

本文首先对克氏梭菌的发酵动力学特征进行

了分析，发现克氏梭菌以己酸为主要代谢产物，

合成少量的丁酸和微量的辛酸。虽然克氏梭菌 3 个

硫解酶编码基因高度同源，但转录分析表明 3 个

硫解酶编码基因具有不同的表达水平和时序表达

特征。随后进行的硫解酶酶动力学分析表明克氏梭

菌 3 个硫解酶对于四碳底物均显示出相似的底物

亲和力(Km)，但对四碳底物的催化效率(kcat/Km)却并

非完全一致。本文通过发酵动力学、体内表达水平

和体外酶学性质 3 个水平分析，表明克氏梭菌的

3 个硫解酶均具有催化活性且在体内高水平表达，

在克氏梭菌中可能具有不同的生理功能，该发现为

后续克氏梭菌己酸合成特异性研究奠定了的基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒：本文所用到的菌株和质粒见

表 2。 

1.1.2  主要试剂和仪器：Trizol total RNA extraction 

kit RNA 提取试剂盒(Life technologies，美国)，

PrimeScript RT reagent kit with gDNA Eraser 反转

录试剂盒(TaKaRa，大连)，SYBR Premix Ex Taq™ 

II (Tli RNaseH Plus) 荧 光 定 量 PCR 试 剂 盒

(TaKaRa，大连)。 

气相色谱仪 -FID 7890B (Agilent，美国 )，

NanoDrop 8000 蛋白核酸测定分光光度计(Thermo 

Fisher Scientific，美国)，实时荧光定量 PCR 仪

(Applied Biosystems，美国)。  

1.1.3  培养基：(1) 改良乙醇醋酸钠培养基(g/L)[10]：

三水合乙酸钠 7.5，三水合磷酸氢二钾 5.0，无水

硫酸镁 0.2，硫酸铵 0.5，酵母粉 10.0，蛋白胨 10.0，

0.1%刃天青 500 L，pH 7.0，1×105 Pa 灭菌 20 min，

待培养基冷却后加入终浓度为 2% (V/V)的无水乙

醇。(2) LB 培养基(g/L)：酵母粉 5.0，蛋白胨 10.0，

氯化钠 10.0。 

1.2  培养方法及条件 

克氏梭菌在 37 °C 的厌氧培养箱静置培养，以

乙醇醋酸钠培养基作为种子培养基和发酵培养 

 
表 2.  本研究中涉及到的菌株和质粒 

Table 2.  Strains and plasmids used in this study 

Strain/Plasmid Description* Source or reference 

Clostridia strain   

C. kluyveri DSM555 Utilize ethanol and acetate as carbon source to produce hexanoate and butyrate This work 

E. coli   

JM109 recA– Novagen 

Rosetta (DE3) pRARE, Cmr Novagen 

Plasmids   

pET28a Kanr NTCC 

pET28a-thlA1 pET28a with thlA1 gene from C. kluyveri This work 

pET28a-thlA2 pET28a with thlA2 gene from C. kluyveri This work 

pET28a-thlA3 pET28a with thlA3 gene from C. kluyveri This work 

pET28a-thlAca pET28a with thlAca gene from C. acetobutylicum This work 
*Cmr: chloramphenicol resistance; Kanr: kanamycin resistance. 

 



杨娇等 | 微生物学报, 2019, 59(1) 83 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

基。克氏梭菌发酵方法为：从平板上挑取单菌落

接入 5 mL 一级种子培养基中，培养约 24 h 后按

10% (V/V)接种量接种入二级种子培养基中，约

24 h 后按照 10% (V/V)接种量转接种入 30 mL 发酵

培养基中，每隔 12 h 进行取样，用于底物和产物

分析。大肠杆菌在 LB 培养基中进行好氧培养，

以卡那霉素(50 g/mL)和氯霉素(25 g/mL)进行

筛选。  

1.3  总 RNA 提取 

发酵体积为 2000 mL，分别在对数生长早期

(E)、中期(M)、转换期(T)和稳定期(S)收集菌液，

8000 r/min，4 °C 离心 10 min，去除上清收集菌体

冻存于液氮中。取大约 0.1 g 菌体置于研钵中，在

液氮保护下，将菌体研磨成白色粉末状，迅速分

装至装有 1.0 mL Trizol 试剂的 1.5 mL 离心管中，

振荡迅速混匀(放入菌体粉末前确认液氮已完全

挥发)。加入 200 μL 的氯仿，以异丙醇沉淀法，按

照 Trizol 试剂使用说明书提取总 RNA。RNA 浓度

由 NanoDrop 8000 检测，完整性经 1%琼脂糖凝胶

电泳检测。 

1.4  RNA-Seq 测序及数据处理 

分别收集克氏梭菌对数生长早期(E)、中期

(M)、转换期(T)和稳定期(S)的 4 个阶段的菌体，将

菌体研磨成白色粉末状，迅速分装至装有 1.0 mL 

Trizol 试剂的 1.5 mL 离心管中。将样品存储在干

冰 中 送 至 北 京 百 迈 克 生 物 科 技 有 限 公 司 完 成

RNA-Seq 测 序 。 RNA 样 品 的 检 测 分 别 采 用

Nanodrop、Qubit 2.0、Agilent 2100、电泳方法，

检测 RNA 样品的纯度、浓度、完整性。样品检测

合格后，进行 cDNA 文库的构建。测序平台为

Illumina HiSeq 2500。对 Raw Data 进行数据过滤，

去除其中的接头序列及低质量 reads 获得高质量

的 Clean Data。将 Clean Data 与克氏梭菌 DSM555

的全基因组进行序列比对，获得 Mapped Data。采

用 RPKM[13](Reads Per Kilobase of transcript per 

Million fragments mapped)作为基因表达水平的衡

量指标。原始数据已经上传至 DDBJ 数据库，基

因登录号为 DRA006683。 

1.5  反转录-荧光定量 PCR 

按照试剂盒(PrimeScript RT reagent kit with 

gDNA Eraser)说明书的操作指南，取 0.5 μg RNA

进行反转录(反转录前先加入 gDNA Eraser 去除基

因组 DNA 污染)，反转录体系 20 μL。以 cDNA 为

模板，使用基因特异性引物，采用反转录-荧光定

量 PCR 检测 3 个硫解酶编码基因在不同时间点的

转录水平，以 16S rRNA 基因为内参基因，所用引

物序列见表 3。由于克氏梭菌 3 个硫解酶编码基因

序列高度相似，所用引物的特异性经常规 PCR 扩

增并对扩增产物进行测序验证。反转录-荧光定量

PCR 反应体系(10 μL)：SYBR Premix Ex Taq II 

5 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，模板

2.5 μL (反转录 cDNA 在使用前进行稀释，检测硫

解酶基因进行 50 倍稀释，检测 16S rRNA 基因进

行 5000 倍稀释)，超纯水 1.5 μL。PCR 条件：95 °C

预变性 1 min；循环扩增条件为 95 °C 10 s，55 °C 

30 s，72 °C 30 s。 

1.6  硫解酶编码基因的克隆与 E. coli 表达载体

构建 

根据克氏梭菌和丙酮丁醇梭菌的硫解酶编码

基因序列，设计扩增 thlA1、thlA2、thlA3、thlAca

基因的引物，在上游引物的 5′端设计 BamH I 酶切

位点，下游引物的 5′端设计 Xho I 酶切位点，引物

序列见表 3。硫解酶基因编码区的 PCR 片段和

pET28a 载体分别经 BamH I 和 Xho I 酶切、连接，  
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表 3.  本研究所用引物 

Table 3.  Primers used in this study 

Primer Sequence (5′→3′) Description* 

16S rRNA-F AAGCAACGCGAAGAACCTTA Forward qPCR primer for 16S rRNA 

16S rRNA-R CTCGTTAGGGTGCCCACCTT Reverse qPCR primer for 16S rRNA 

thlA1-F GAGTTAAACCAATGGCAAAATATGTTGAT Forward qPCR primer for thlA1 

thlA1-R CTTGCTACTGCTATACTTTGAGCT Reverse qPCR primer for thlA1 

thlA2-F ACGGACCTTTCTATGCAACAAAGTTG Forward qPCR primer for thlA2 

thlA2-R AACGAGTATTCTTGCACCAGAGCAG Reverse qPCR primer for thlA2 

thlA3-F GACATCCAGTTGGAGCATCA Forward qPCR primer for thlA3 

thlA3-R ATCTCTCTACTATTAAAGCAGTTCCCAT Reverse qPCR primer for thlA3 

ThlA1_BamH I-F TATCggatccAGAGAAGTAGTTATTGTAAGTGCTGTA Forward primer for thlA1 cloning 

ThlA1_Xho I-R CCTActcgagTTATCTTTCAACTACTACAGCGGTTCCTT Reverse primer for thlA1 cloning 

ThlA2_BamH I CGACggatccAAAGATGCAGTTATTGTAAGTGCAGTA Forward primer for thlA2 cloning 

ThlA2_Xho I-R CGAGctcgagTTATCTTTCAACTATTAGTGCAGTTCCCAT Reverse primer for thlA2 cloning 

ThlA3_BamH I-F ACAGggatccAGAGAAGTAGTTATTGTAAGTGCAGTG Forward primer for thlA3 cloning 

ThlA3_Xho I-R CATTctcgagTTATCTCTCTACTATTAAAGCAGTTCCCAT Reverse primer for thlA3 cloning 

ThlAca_BamH I-F ACAGggatccATGAAAGAAGTTGTAATAGCTAGT Forward primer for thlAca cloning 

ThlAca_Xho I-R CATTctcgagCTAGCACTTTTCTAGCAATATTG Reverse primer for thlAca cloning 
*thlA1, thiolase A1 gene (CKL_3696) of C. kluyveri; thlA2, thiolase A2 gene (CKL_3697) of C. kluyveri; thlA3, thiolase A3 gene 
(CKL_3698) of C. kluyveri; thlAca, thiolase gene (CA_C2873) of C. acetobutylicum; 16S rRNA, 16S rRNA gene (CKL_0008) of C. 
kluyveri. 
 

转化入大肠杆菌 JM109，经卡那霉素(50 g/mL)

抗性平板筛选，通过 PCR 和测序验证获得阳性克

隆。将构建的表达载体转化入大肠杆菌 Rosetta 

(DE3)，培养条件为 37 °C、200 r/min，加卡那霉

素(50 g/mL)和氯霉素(25 g/mL)抗生素培养，当

OD600 约 0.6 时，以 IPTG (0.1 mmol/L)进行过夜诱

导表达，培养条件为 17 °C、200 r/min。 

1.7  蛋白纯化 

在 4 °C、10000 r/min 条件下离心 10 min 收集菌

体，将细胞重悬于冰浴预冷的缓冲液 A (20 mmol/L 

Tris-HCl，pH 8.0，5 mmol/L -巯基乙醇和 150 mmol/L 

NaCl)，细胞经超声破碎，细胞裂解液经 4 °C、

10000 r/min 离心 1 h 去除碎片。离心后的粗酶液

经 0.22 m 微孔滤膜过滤后与 Ni-NTA 琼脂糖柱

(Qiagen)结合。硫解酶蛋白经缓冲液 B (20 mmol/L 

Tris-HCl，pH 8.0，5 mmol/L -巯基乙醇，500 mmol/L

咪唑和 150 mmol/L NaCl)线性洗脱，洗脱所用咪唑

浓度为 500 mmol/L。纯化蛋白用超滤管(截留分子

量大小 10 kDa)浓缩，蛋白储存的缓冲液(20 mmol/L 

Tris-HCl，pH 8.0，1 mmol/L DTT，150 mmol/L NaCl)

洗脱 2 次。取 5 L 酶液加 200 L 考马斯亮蓝溶

液，室温反应 3 min 后，酶标仪测定 595 nm 波长

下吸光值，将测定的吸光值带入蛋白浓度计算标

准曲线中计算酶浓度。将 4 个酶稀释到相同浓度

后，分装冻存于–80 °C。 

1.8  硫解酶动力学参数的测定 

反应条件为 100 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)，

1 mmol/L DTT，10 mmol/L MgCl2，乙酰乙酰辅酶

A 浓度变化范围为 0–100 mol/L，辅酶 A 浓度固

定在 50 mol/L。反应体系为 100 L，加入 60 ng

硫解酶起始反应，反应开始后随着乙酰乙酰辅酶

A 的消耗，其在 OD303 的吸光值逐渐降低。用酶标
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仪读取在 303 nm 波长下吸光值(OD303)，进行酶活

计算。酶活力定义为：在 30 °C 反应条件下，每分

钟分解 1 μmol 的乙酰乙酰辅酶 A 所需要的酶量为

一个酶活力单位(U)[14–15]。采用双倒数作图法，利

用 GraphPad Prism 7 数据处理软件计算硫解酶对

乙酰乙酰辅酶 A 的 Km 和 kcat 值。克氏梭菌 3 个硫

解 酶 的 蛋 白 分 子 量 分 别 为 MThlA1=44.66 kDa、

MThlA2=44.34 kDa、MThlA3=44.96 kDa，丙酮丁醇梭

菌硫解酶的蛋白分子量 MThlAca=41.25 kDa。 

1.9  发酵底物和代谢产物检测 

克氏梭菌种子液按 10%接种量接种入乙醇醋

酸钠培养基中，于 37 °C 静置厌氧培养，每隔 12 h

取样。底物(乙醇和乙酸)和产物(丁酸、己酸和辛

酸)用气相色谱-火焰离子化检测器(GC-FID)进行

检测。样品处理方法为：取 1 mL 发酵液进行高速

离心，取 200 L 上清液，加入 50 L 内标液(pH 

2.2，含 12.5 g/L 叔戊酸)，再加入 250 L 乙醚作

为萃取剂，涡旋振荡 30 s，高速离心 2 min，取上

清立即进行检测。色谱柱为 Agilent CP-Wax 57 CB，

进样口温度 220 °C，检测器温度 220 °C，载气氮

气流速 45 mL/min，氢气流速 40 mL/min，空气流

速 450 mL/min，进样量 1 μL，分流比 30∶1。程

序升温：60 °C 保持 0.5 min，20 °C/min 升温到

190 °C，保持 4.5 min。 

2  结果和分析 

2.1  克氏梭菌己酸发酵动力学特征 

克氏梭菌以乙醇和乙酸为底物，本研究中发酵

初始时刻的乙醇和乙酸根浓度分别为 325 mmol/L 

(15 g/L)和 50 mmol/L (3 g/L)。发酵终点时，利用

的乙醇与乙酸根摩尔比为 2.6∶1.0；丁酸、己酸

和辛酸终浓度分别为 3.52 mmol/L (0.31 g/L)、

45.71 mmol/L (5.31 g/L)和 1.11 mmol/L (0.16 g/L)，

丁酸、己酸和辛酸摩尔比为 3∶41∶1，质量比为

2∶33∶1 (图 3)。在此培养条件下，克氏梭菌的主

要代谢产物为己酸，仅合成少量的丁酸和微量的

辛酸。基于克氏梭菌己酸发酵动力学特征，我们

推测克氏梭菌的短中链脂肪酸合成酶系倾向于催

化四碳和六碳产物的形成。发酵动力学分析还表

明，丁酸呈现出先合成再被利用的特征。丁酸之

所以能被回用，推测存在两种可能性：(1) 辅酶 A

转移酶(Cat)具有较为广泛的底物特异性[8]，Cat 可 

 

 
 

图 3.  克氏梭菌利用乙醇和乙酸作为碳源的生长、底物利用和产物生成趋势 

Figure 3.  The profiles of growth, substrate utilization and metabolite production in a batch fermentation of C. 
kluyveri DSM555 using ethanol and acetate as carbon sources. A: growth; B: the utilization of ethanol and acetate; 
C: the production of butyrate, hexanoate and octanoate. 
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以将辅酶 A 转移到乙酸上生成乙酰辅酶 A，也可

以将辅酶 A 转移到丁酸上，生成丁酰辅酶 A；(2) 

Cat 催化的丁酸释放反应为：Butyryl-CoA+Acetate 

Butyrate+Acetyl-CoA，当乙酸被逐渐消耗后，

该反应可能倾向于逆向进行，丁酸被回用。无论

哪种途径，丁酸均可以被转化为丁酰辅酶 A，与

一分子乙酰辅酶 A 在硫解酶催化下形成 3-酮基己

酰辅酶 A。 

当以乙醇和丁酸根作为碳源时，克氏梭菌产

生己酸和微量的辛酸，丁酸呈现出净消耗，无乙

酸被检测到(图 4)。可见，当乙酸存在时克氏梭菌

可合成己酸和丁酸，无乙酸而添加丁酸时合成己

酸。根据克氏梭菌的己酸发酵动力学特征(图 3，

图 4)和丁酸、己酸合成途径(图 1)，我们推测克氏

梭菌硫解酶同时具有催化丁酸合成和己酸合成的

能力，硫解酶的体内催化功能可能受到初始碳源

种类的调控。 

2.2  克氏梭菌硫解酶编码基因表达特征 

以上发酵动力学分析表明，当以乙醇和乙酸

作为主要碳源时，克氏梭菌倾向于己酸和丁酸的

合成，故克氏梭菌硫解酶可以同时催化己酸和丁

酸的合成。为研究克氏梭菌 3 个硫解酶编码基因

的表达特征，我们对丁酸快速累积阶段(对数生长

早期，E)、己酸快速累积阶段(对数生长中期，M)、

丁酸回用阶段(生长转换期，T)和乙酸完全消耗阶

段(生长稳定期，S) 4 个关键发酵阶段的硫解酶编

码基因的表达水平和时序表达特征分析。RNA-Seq

测定了 3955 个基因表达水平，3 个硫解酶编码基

因的最高表达水平(RPKM 值的大小)分别位列第

4、23 和 14 位。thlA1、thlA2 和 thlA3 表达的最高

RPKM 值分别为 32303 (E 期)、9331 (T 期)和 14037 

(E 期) (图 5-A、C、E)。值得注意的是，虽然

RNA-Seq 显示出 thlA1 在各时期的表达量均远高

于 thlA2 和 thlA3，但后两者的表达水平仍然相当

可观。 

尽管 3 个硫解酶高度同源，但却具有不同的

表达水平和时序表达特征。在生长稳定期(S)之前，

thlA1 基因维持恒定表达，thlA2 基因表达时序上

调，thlA3 基因表达时序下调(图 5)。此外，在 S

期，3 个硫解酶编码基因的表达均大幅度下调。对

比底物利用情况(图 3-B)，在 S 期，虽然具有大量

未被利用的乙醇，但乙酸已经降低到较低水平，

且该时刻菌体不再生长，即将进入衰亡期。可见，

3 个硫解酶编码基因的表达严格依赖于菌体生长，  

 

 
 

图 4.  克氏梭菌利用乙醇和丁酸作为碳源的生长、底物利用和产物生成趋势 

Figure 4.  The profiles of growth, substrate utilization and metabolite production in a batch fermentation of C. 
kluyveri DSM555 using ethanol and butyrate as carbon sources. A: growth; B: the utilization of ethanol and 
butyrate; C: the production of hexanoate and octanoate.  
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图 5.  克氏梭菌硫解酶编码基因时序表达情况 

Figure 5.  The expression levels of three thiolase-encoding genes in C. kluyveri. A, B, C, D, E and F represent 
transcriptome and reverse transcription quantitative PCR (RT-qPCR) analysis of thiolase A1 encoding gene (thlA1), 
thiolase A2 encoding gene (thlA2), thiolase A3 encoding gene (thlA3). E, the early exponential phase of cell growth; 
M, the middle exponential phase of cell growth; T, transition phase of cell growth; S, stationary phase of cell 
growth. 
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推测这 3 个基因是菌体维持生长所必需的基因，

当菌体衰亡或碳源相对缺乏时(克氏梭菌无法单

独以乙醇为碳源生长)，3 个硫解酶无法维持高水

平表达。 

2.3  硫解酶动力学参数 

从克氏梭菌和丙酮丁醇梭菌基因组 DNA 扩

增 4 个硫解酶编码基因，在大肠杆菌中进行异源

表达，通过 His-tag 标签亲和层析获得目的酶蛋白

(图 6)。硫解酶在梭菌菌体内倾向于合成方向的催

化反应，克氏梭菌合成乙酰乙酰辅酶 A 和 3-酮基

己酰辅酶 A 的反应方程式(方程式 1-2)[16]。 

2 己酰辅酶 A乙酰乙酰辅酶 A + CoA,  

ΔG=26.1 kJ/mol                           (1) 

己酰辅酶 A + 丁酰辅酶 A 3-酮基酰基辅酶 A + 

CoA, ΔG=35.2 kJ/mol                (2) 

上述生化反应显示，乙酰辅酶 A 的乙酰基被

连接到酰基辅酶 A 的 β 碳原子上，形成增加了 1

个二碳单位的 3-酮基-酰基辅酶 A，ΔG>0，正向反

应在热力学上不可行，体外测定硫解酶的底物亲

和力时通常测定其在降解方向上的酶活力[17–18]。 

以不同浓度的乙酰乙酰辅酶 A 和 50 mol/L

辅酶 A 为底物，测定克氏梭菌来源的 3 个硫解酶

和丙酮丁醇梭菌来源的硫解酶 ThlAca 对四碳底物

(乙酰乙酰辅酶 A)降解的动力学参数。ThlA1、

ThlA2、ThlA3 和 ThlAca 对乙酰乙酰辅酶 A 的 Km

值分别为 65.1 mol/L、62.3 mol/L、65.0 mol/L

和 57.8 mol/L (表 4)。可见，克氏梭菌来源的 3 个

硫解酶对底物乙酰乙酰辅酶均具有相似的亲和

力，与丙酮丁醇梭菌来源硫解酶 ThlAca 的底物亲

和性相当。从 kcat 值来看，ThlA2 (2.5×106 s–1)和

ThlA3 (2.6×106 s–1) 与 丙 酮 丁 醇 梭 菌 的 ThlAca 

(2.4×106 s–1)相当，均高于 ThlA1 (1.7×106 s–1)。因

此硫解酶 ThlA1 对 C4 底物(乙酰乙酰辅酶 A)的催 

 

 
 

图 6.  重组硫解酶的 SDS-PAGE 分析 

Figure 6.  The SDS-PAGE analysis of recombinant 
thiolases purified from E. coli Rosetta (DE3). M: 
standard protein ladder; ThlA1: C. kluyveri thlA1; 
ThlA2: C. kluyveri thlA2; ThlA3: C. kluyveri thlA3; 
ThlAca: C. acetobutylicum thlAca. 

 

表 4.  硫解酶动力学参数 

Table 4.  Kinetic parameters for thiolase 

Strain 
Acetoacetyl-CoA 

Reference 
Km/(mol/L) kcat/(1/s) (kcat/Km)/(L/(mol·s)) 

Clostridium pasteurianum 133 NR NR [19] 

Clostridium butyricum DSM 10702 32 NR NR [20] 

Clostridium acetobutylicum ATCC 824 32 NR NR [21] 

Clostridium kluyveri (ThlA1) 65.1±5.1 (1.7±0.1)×106 (2.6±0.1)×104 This study 

Clostridium kluyveri (ThlA2) 62.3±15.1 (2.5±0.4)×106 (4.0±0.3)×104 This study 

Clostridium kluyveri (ThlA3) 65.0±10.1 (2.6±0.1)×106 (4.0±0.4)×104 This study 

Clostridium acetobutylicum ATCC 824 (ThlAca) 57.8±2.6 (2.4±0.2)×106 (4.1±0.1)×104 This study 

NR, not reported 
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化能力略低于硫解酶 ThlA2 和 ThlA3，推测 3 个

硫解酶均可以参与丁酸的合成。结合 3 个硫解酶

编码基因在克氏梭菌中均具有相当高的表达水

平，我们推测克氏梭菌可以表达出 3 种具有生物

活性的硫解酶蛋白。但这 3 种硫解酶如何进行全

酶组装，在催化合成 3-酮基己酰辅酶 A 反应中是

否具有不同的催化能力尚需深入研究。 

3  讨论 

对于长链脂肪酸合成，酰基载体蛋白(ACP)

被用作酰基的合成平台，而对于 C4–C10 的短中

链脂肪酸合成，辅酶 A 通常被用作酰基载体[22]。

相当一部分的梭菌都可以合成四碳(C4)的丁酸，

对四碳短链脂肪酸(丁酸)和脂肪醇(丁醇)合成途

径的解析促进了丁酸和丁醇绿色生物合成技术的

进步[17,23–25]。己酸作为碳链更长、微溶于水的中

链脂肪酸，其诸多化学、物理性质优于丁酸。长

期以来克氏梭菌被认为是自然界存在最广泛的己

酸产生菌，但由于该菌发酵过程中菌体浓度较低

(图 3-A)，缺乏遗传操作工具，长期以来并未得到

研究者过多的关注。近年来，随着微生物组学的

深入研究，发现其他类型微生物与克氏梭菌混合

培养时可以促进己酸的合成，且混菌体系产己酸

性能优于纯培养己酸菌，克氏梭菌发酵产己酸的

重要性被重新认识[26–28]。 

克氏梭菌具有在微生物中鲜有的 C6 脂肪链

合成酶系，而硫解酶是催化六碳链合成的第一个

关键酶。体外纯化的硫解酶倾向于催化硫酯键断

裂，而在微生物体内，由于下游反应的拉动，使

体内表达出的硫解酶更倾向于硫酯键合成方向的

反应。己酸合成反应途径中，碳六产物形成的关

键步骤为在硫解酶催化下乙酰辅酶 A 与丁酰辅酶

A 进行缩合反应，生成 3-酮基己酰辅酶 A(碳六骨

架)，该过程也会生成一定量的乙酰乙酰辅酶 A(3-

酮基丁酰辅酶 A，碳四骨架)。当以乙醇和乙酸盐

作为碳源时，终端代谢产物主要为己酸和丁酸；

而以乙醇和丁酸作为碳源时，终端代谢产物主要

为己酸，丁酸为净消耗。本研究中发现克氏梭菌

硫解酶的表达量非常高，3-酮酰基辅酶 A 在胞内

的存在时间可能较短，3-酮酰基辅酶 A 胞内浓度

可能受到底物类型的控制。当乙醇和乙酸盐作为

碳源时，胞内的辅酶 A 可能主要以乙酰辅酶 A 的

形式存在，丁酰辅酶 A/乙酰辅酶 A 比值较低，硫

解酶可以同时催化合成乙酰乙酰辅酶 A 和 3-酮基

己酰辅酶 A；而当以乙醇和丁酸盐作为碳源时，

由于丁酸盐供应充足，可能使胞内的丁酰辅酶 A

浓度较高，丁酰辅酶 A/乙酰辅酶 A 比值可能也较

高，硫解酶此时主要催化 3-酮基己酰辅酶 A 的合

成。本研究中硫解酶动力学参数测定表明，克氏

梭菌的 3 个硫解酶均具有催化四碳底物(乙酰乙

酰辅酶 A)的能力，均参与了丁酸的合成，但由于

3-酮基己酰辅酶 A 难以制备与获得，暂未进行对

六碳底物亲和性和催化能力的测定。尽管如此，

3 个硫解酶中至少其中之一具有催化合成六碳代

谢中间体(3-酮基己酰辅酶 A)的能力，故推测克氏

梭菌中至少有一个硫解酶在合成 3-酮基己酰辅酶

A 时，也能进行乙酰乙酰辅酶 A 的合成，但难以

进行六碳以上酮酰基辅酶 A 的合成。 

克氏梭菌具有 3 个硫解酶编码基因，多于一

般梭菌的 1–2 个硫解酶编码基因。我们通过体内

基因转录分析，验证了克氏梭菌 3 个硫解酶编码

基因在胞内进行高水平表达，且具有不同的时序

表达特征。在碳源相对不足(同时伴随着菌体衰亡)

情况下，3 个硫解酶的表达水平均出现显著下调，
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这证明了克氏梭菌 3 个硫解酶编码基因在克氏梭

菌体内均受到乙酸或菌体生长的控制。当碳源不

再供应充足时，硫解酶表达迅速下调，因此推测

3 个硫解酶在菌株生长和正常生理代谢活动中发

挥着非常重要的作用。 

至今尚未有可以对克氏梭菌进行遗传操作的

方法报道，难以对 3 个硫解酶体内功能进行验证。

后续研究将集中于克氏梭菌遗传操作系统的构

建，以及尝试将克氏梭菌来源的硫解酶编码基因

在其他类型微生物中进行异源表达，验证克氏梭

菌 3 个硫解酶具有的生物学功能，挖掘出用于合

成六碳骨架的关键酶，为 C6 平台化合物(如己酸、

己醇、3-羟基己酸)的绿色生物合成提供高效的基

因元件。 
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Abstract: [Objective] Clostridium kluyveri genome encodes for three highly homologous thiolases. To identify the 

function of these three thiolases will help us to understand how Clostridium kluyveri can efficiently produce 

hexanoate. [Methods] The characteristics of hexanoate and butyrate production were examined via fermentation 

kinetics analysis. The transcriptome and reverse transcription-quantitative RCR were used to analyze the expression 

profiles of thiolase-encoding genes during fermentation. Thiolases from Clostridium kluyveri were heterologously 

expressed in Escherichia coli and their enzyme kinetic parameters were examined. [Results] Clostridium kluyveri 

produced butyrate, hexanoate and octanoate, of which hexanoate was the major product. Transcription analysis 

showed that thlA1 gene was constitutively expressed, thlA2 gene was up-regulated and thlA3 gene was 

down-regulated before the depletion of acetate. The three thiolase-encoding genes all had higher transcription 

levels, and the highest expression levels of thlA2 and thlA3 were approximately 29% and 43% that of thlA1, 

respectively. The enzyme kinetic parameters with four-carbon substrate demonstrated that the three thiolases from 

Clostridium kluyveri had similar affinity. However, the catalytic efficiency (kcat/Km) of ThlA1 for four-carbon 

substrates was lower than that of ThlA2 and ThlA3. [Conclusion] All of the three thiolases from Clostridium 

kluyveri had catalytic activities, and also actively expressed in vivo. 
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