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摘  要 : 为提高酿酒酵母工程菌 S7 香紫苏醇产量，采用摇瓶培养，研究了其生长和代谢特点，发现产物合成

与菌体生长密切关联。在 3 L 发酵罐中通过补料-溶氧联动控制的方式，以葡萄糖、乙醇和葡萄糖/乙醇混合物

为碳源进行高密度培养，香紫苏醇产量分别达到 253 mg/L、386 mg/L 和 408 mg/L，最高产量是摇瓶培养的 27

倍。说明添加乙醇作为碳源有助于香紫苏醇合成。研究结果对优化酿酒酵母细胞工厂，高效生产萜类化合物具

有重要参考价值。 
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Abstract:  Cell growth profiles were evaluated in shake-flask culture to improve sclareol production by the engineered 
yeast strain Saccharomyces cerevisiae S7. Product formation was tightly coupled with cell growth. High cell density 
cultures were performed with different carbon sources using a dissolved oxygen level feedback-control strategy in a 3 L 
bioreactor. The titers of sclareol were 253 mg/L, 386 mg/L and 408 mg/L, respectively, when glucose, ethanol and 
glucose/ethanol mixture were used as the carbons sources. The maximal titer was 27-fold higher than that obtained under 
shake-flask culture conditions. The results suggested that the presence of ethanol was beneficial to sclareol production. 
These results provided useful information for optimization of yeast cell factory and efficient production of terpenoids. 
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香紫苏醇是一种半日花烷型二萜二叔醇，常用
于化妆品和香水的香料成分及食品调味材料。它是
唯一实用的天然龙涎香代用品降龙涎醚化学合成的
原料。因此，香紫苏醇具有较高经济价值。此外，
香紫苏醇还是潜在抗肿瘤药物，对人类多种癌细胞
如白血病细胞[1]、肿瘤细胞和结肠癌细胞[2]均有细胞
毒性。目前香紫苏醇主要从植物中提取，但植物生
长周期长，生长易受土地、环境及气候等因素影响。
而且植物中香紫苏醇含量较低，从 1 000 kg干草中仅
可获得 15 kg香紫苏醇，难以满足工业化需求[3]。 

利用微生物生产植物源萜类化合物非常具有潜
力。通过异源表达相关基因或构建人工合成途径，已
成功实现萜类化合物如紫杉醇前体[4]、番茄红素[5]、
次丹参酮二烯[6]等的微生物生产。Schalk等[7]以大肠
杆菌为宿主，过表达真核生物的甲羟戊酸途径及香
紫苏醇生物合成关键酶，结合高密度发酵技术，香
紫苏醇产量达到 1.5 g/L。相对于大肠杆菌，酿酒酵
母生物安全性好，异戊二烯代谢途径活跃，可有效
供给萜类化合物生物合成前体，并且酿酒酵母可更
好地兼容其他植物源基因以及细胞色素 P450 氧化
酶，有利于复杂萜类化合物的人工合成途径构建。
杨薇等[8]构建了表达焦磷酸赖百当烯二醇酯合酶和
香紫苏醇合酶的酿酒酵母工程菌株，摇瓶培养条件
下，香紫苏醇产量达到 8.9 mg/L。 

高密度培养是提高微生物代谢产物产量的重要
手段。次丹参酮二烯的酵母工程菌在摇瓶培养条件
下产量为 22.7 mg/L，但采用批式补料高菌体密度培
养策略，在 15 L发酵罐规模条件下，次丹参酮二烯
产量达到 365 mg/L[6]。利用大肠杆菌工程菌进行碳
源和氮源限制下批式补料培养，菌体密度和紫穗槐
二烯分别达到 90 g/L和 27.4 g/L[9]。 

本文以一株产香紫苏醇的酿酒酵母工程菌为材
料，选择合适的培养基提高质粒稳定性，考察工程
菌的生长及代谢特点，进而研究以葡萄糖、乙醇和
葡萄糖/乙醇混合物为碳源高密度培养，以期提高香
紫苏醇的产量。研究结果对优化酿酒酵母细胞工厂，
高效生产萜类化合物具有重要参考价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株 

酿酒酵母工程菌为二倍体菌株 S7，构建方法如

下：以菌株 BY4741L 为出发菌株，分别电转化

p424-tHMG1和 pSclareol-4 [8]，将构建所得菌株再与

BY4742融合即得到菌株 S7。 

1.1.2  培养基 

YPD 和 SD 液体培养基参见文献[8]。SD 固体

培养基在 SD液体培养基基础上加入 15 g/L琼脂粉。  

摇瓶合成培养基 (g/L)[10]：葡萄糖19，(NH4)2SO4 

15，KH2PO4 8，MgSO4·7H2O 6.2，痕量元素储液    

10 mL/L，维生素储液 12 mL/L。用 0.5 mol/L琥珀酸

缓冲液 (pH 5.0) 调节 pH。 

发酵罐初始培养基 (g/L)：葡萄糖 20，(NH4)2SO4 

5，其他成分同摇瓶培养基。葡萄糖补料碳源 (g/L)：

葡萄糖溶液 800；葡萄糖/乙醇混合补料碳源 (g/L)：

葡萄糖 480，95%乙醇 330 mL/L；乙醇补料碳源：

95%乙醇。补料营养元素溶液 (g/L)：(NH4)2SO4 260 g，

KH2PO4 32 g，MgSO4·7H2O 24.6 g，痕量元素储液

40 mL/L，维生素储液 48 mL/L (共 250 mL)。 

1.2  方法 
1.2.1  种子液制备 

摇瓶培养基种子液：挑取 SD 平板上酿酒酵母

工程菌 S7 单菌落，于 25 mL SD 液体培养基中，    

30 ºC，200 r/min培养 24 h。 

发酵罐培养种子液：1 mL菌株 S7冻存菌 (含

20%甘油) 于 25 mL SD培养基中，摇床培养 45 h，

取 1 mL 接种于 100 mL SD 培养基中，30 ºC，     

200 r/min培养 24 h。 

1.2.2  培养方法 

摇瓶培养在 250 mL三角瓶中进行，按 5% (V/V)

接种量将种子液接种到 48 mL发酵培养基中。30 ºC，

200 r/min培养 96 h。 

发酵罐培养在 3 L搅拌式生物反应器中进行，

培养基初始体积 0.9 L，按 10% (V/V) 的接种量接种，

温度 30 ºC，通气量 100 L/h，3 mol/L NaOH溶液控

制 pH在 5.0左右，通过调整搅拌转数控制溶解氧大

于 20%。发酵液中葡萄糖及生成的乙醇消耗完后开

始用 800 g/L 葡萄糖溶液补料，在 46 h 时均加入  

200 mL正十二烷，进行原位萃取。48 h时 OD600值

达到 50 左右，采用补料-溶氧联动方式分别补加不

同碳源，并控制发酵液中碳源在较低浓度 (小于    

1 g/L)。补料过程中分批加入 250 mL营养元素溶液。 
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1.2.3  产物提取 

摇瓶实验中，50 mL发酵液加入等体积正己烷，

于 30 ºC，200 r/min的摇床上处理 30 min。分离有机

相，蒸去溶剂，用正十二烷溶解，并加入香紫苏内

酯 (购自 Sigma) 作为内标，待测。 

发酵罐实验中，发酵液不含正十二烷时，将约

5 mL发酵液离心 5 min，菌体加入玻璃珠漩涡振荡  

3 min，破碎细胞，再与上清混合，加入等体积正己

烷，按摇瓶实验相同方法提取。含有正十二烷的发

酵液取 5 mL离心，有机相加入内标后检测。菌体用

去离子水洗涤，加入玻璃珠漩涡振荡 3 min 破碎细

胞，加入 10 mL正己烷，按摇瓶实验相同方法提取。 

1.2.4  分析方法 

质粒稳定性检测：取培养一定时间的菌液稀释，

分别涂布到 SD平板、含 20 mg/L组氨酸的 SD平板、

含 20 mg/L尿嘧啶的 SD平板和同时含 20 mg/L组氨

酸及 20 mg/L尿嘧啶的 SD平板。统计 4种平板上的

菌落形成单位 (CFU)。 

生物量测定：将菌液适当稀释，在 600 nm处测

量其吸光值。湿菌体于 105 ºC烘干至恒重，以 g干

菌体/L发酵液表示。 

残糖和乙醇测定：取适当稀释的发酵液上清，

采用山东省科学院生产的 SBA-40D 生物传感器分

析仪进行检测。 

香紫苏醇测定：利用气相色谱 (GC7890F) 分

析。采用 SE-54型毛细管色谱柱 (30 m × 0.25 mm × 

0.25 μm)，分析条件为：初始柱温 150 ºC维持 5 min，

升温速率为 10 ºC/min升温到 250 ºC维持 10 min，

进样器温度 270 ºC，检测器温度 280 ºC，载气流速

1.6 mL/min。进样量 1 μL。  

2  结果与讨论 

2.1  培养基的选择 
工程菌的质粒稳定性对于大规模发酵生产至关

重要，选择合适的培养基可提高质粒稳定性[11]。    

S. cerevisiae 工程菌 S7 携带两个质粒 p424-tHMG1

和 pSclareol-4，在生长增殖过程中可能发生质粒丢

失现象。由于质粒合成给宿主造成一定的额外负荷，

在底物充足时，不含质粒的细胞比含质粒的生长速

率快[11]。实验发现，用 YPD培养基培养 48 h，培养

液酵母细胞同时携带两个质粒的为总细胞数的

58.0%。而且，质粒 pSclareol-4比 p424-tHMG1更易

丢失。值得注意的是，由于香紫苏醇合成的结构基

因插入在质粒 pSclareol-4 上，丢失该质粒的细胞将

完全丧失生产能力。相同条件下用合成培养基，48 h

时后 72.8%细胞携带两个质粒。因此，用合成培养

基比 YPD更有利于质粒稳定。 

2.2  工程菌在摇瓶上的生长及代谢特点 
为了解工程菌在培养过程中的生长及代谢特

点，摇瓶培养条件下考察了葡萄糖消耗、菌体生长、

乙醇生成及消耗和香紫苏醇生成情况 (图 1)。 

对数生长期葡萄糖迅速消耗，菌体密度和乙醇

浓度快速增加，20 h后葡萄糖完全消耗，乙醇浓度

达到 0.98% (V/V)。随后，乙醇逐渐减少，菌体密度

仍在增加，但增加速率较前期慢，直到 84 h乙醇被

消耗完，菌体浓度不再增加。0−20 h 菌体 OD600增

加了 7.0，而随后 20−84 h 仅增加了 11.6，说明      

S. cerevisiae工程菌 S7利用乙醇生长比利用葡萄糖

慢，葡萄糖依然是工程菌生长的优势碳源。工程菌

S7这种快速利用葡萄糖合成乙醇，再利用乙醇为碳

源生长的现象已有报道[12]。在较高浓度葡萄糖条件

下培养酿酒酵母，即使氧气供应充足也会产生乙醇，

而当葡萄糖耗尽后一些基因表达被激活，导致乙醇作

为碳源被利用[13]。实验发现香紫苏醇浓度随发酵时间

延长而增加，在 96 h时达到 (15.2±0.2) mg/L。菌体

密度与香紫苏醇浓度增长速度非常相近，24−96 h菌

体 OD600增加了 2.2倍，香紫苏醇浓度增加了 2.5倍，

可见香紫苏醇合成与菌体生长密切关联。 
 

 
 

图 1  酵母工程菌在摇瓶上的发酵曲线 
Fig. 1  Fermentation curve of the engineered S. cerevisiae in 
shake-flasks. 
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2.3  不同碳源高密度发酵 
因香紫苏醇生成与菌体生长关联，所以为提高

产量可采用高密度发酵。采用溶氧-补料联动方式补

料，使底物维持在较低水平，避免由于培养基中葡萄

糖过剩导致乙醇产生，对酵母细胞产生一定毒性[14]。

文献报道，酵母工程菌中可用乙醇为碳源，生产皮

质醇[15]和青蒿酸[10]。图 1的结果也表明，工程菌 S7

可较好利用乙醇为碳源生长并产生香紫苏醇。因此，

分别采用葡萄糖、乙醇及葡萄糖和乙醇混合物为碳

源补料培养工程菌 S7，研究其生产性能的差异。 

2.3.1  菌体生长情况 

3 种补料条件下菌体生长情况如图 2 所示，初

始 (0−40 h) 菌体生长缓慢，延滞期较长，在 50−70 h

细胞生长最快，随后菌体密度变化不大。 

3种条件下菌体密度相似，OD600均达到 300左

右。葡萄糖补料，混合补料和乙醇补料，在 122 h

时细胞干重分别为 102.9 g/L、117.7 g/L和 72.6 g/L，

3种补料方式均达到高密度生产。 

2.3.2  香紫苏醇总产量及其在胞内和有机相中分

配情况 

工程菌S7培养过程中香紫苏醇逐步积累 (图3)。

在菌体快速生长阶段，香紫苏醇总产量也快速增加；

菌体生长速率降低后，香紫苏醇浓度增长变缓   

(图 3A)。葡萄糖补料、乙醇补料和混合补料的最高

产量分别为 253 mg/L、386 mg/L和 408 mg/L，相应

底物碳转化生成香紫苏醇的摩尔百分数 (Cmol%) 

分别为 0.119 Cmol%、0.229 Cmol%和 0.222 Cmol%。

显然，以乙醇为底物获得了较高碳得率。乙醇有利

于香紫苏醇产生，这可能是乙醇增加了异戊二烯代

谢途径的前体供给或提高了关键酶的活性[10,16]。在

虾青素发酵研究中，Yamane等[17]也发现采用葡萄糖

和乙醇两阶段培养，比仅用葡萄糖培养虾青素产量

高 2.2倍。酿酒酵母在以葡萄糖和乙醇混合物为碳源

时，两者的相对比例对胞内一些酶的活性和代谢有

影响。乙醇可以上调异柠檬酸裂合酶、苹果酸合酶、

磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶和果糖 1，6-二磷酸酶表达，

有利于生成乙酰-CoA，促进脂肪酸和一些氨基酸合

成[18]。Westfall 等[10]用酿酒酵母工程菌生产紫穗槐

二烯，发现以乙醇为碳源比用葡萄糖为碳源产量提

高近 20倍，达到 41 g/L。Gu等[16]报道乙醇为碳源时，

红发夫酵母异戊二烯代谢途径关键酶 HMG-CoA 还

原酶活性较高，促进了类胡萝卜素合成。 
 

 
 

图 2  不同碳源补料培养工程菌 S7 的细胞生长曲线 
Fig. 2  Time courses of S. cerevisiae S7 cell growth under 
fed-batch culture conditions with different carbon sources. 

 

 
 

 
 

 
 

图 3  不同碳源补料培养工程菌 S7 生产香紫苏醇 
Fig. 3  Time courses of sclareol production by S. cerevisiae 
S7 under fed-batch culture conditions with different carbon 
sources. (A) Total sclareol. (B) Intracellular sclareol. (C) 
Sclareol in dodacane. 
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因香紫苏醇难溶于水，所以发酵液中香紫苏醇

主要存在于细胞内和有机相中，胞内产量随培养进

行而逐渐增加 (图 3B)。葡萄糖补料、乙醇补料和混

合补料均在发酵后期胞内达到最高产量，分别为  

113 mg/L、145 mg/L和 191 mg/L。由于 70 h后菌体

密度变化较小，但胞内香紫苏醇含量增加显著，说

明细胞合成的香紫苏醇未有效分泌到胞外。正十二烷

中香紫苏醇浓度变化规律表现为持续升高 (图 3C)，

说明已分泌到胞外的香紫苏醇被有效萃取到正十二

烷中。3种培养条件下，胞内产物占总香紫苏醇的百

分比逐步升高。以葡萄糖补料培养为例，61 h时仅

有约 10%的香紫苏醇留在胞内，而发酵终点时超过

40%的产物留在胞内。葡萄糖补料、乙醇补料和混

合补料培养 113 h 时，胞内香紫苏醇分别为      

0.39 mg/L/OD600、0.55 mg/L/OD600和 0.64 mg/L/OD600，

说明培养后期产物分泌能力下降。因此，需要探索

有利于产物分泌的培养条件或进一步提高溶剂的萃

取性能。 

3  结论 

本文研究了培养条件对酵母工程菌 S7 产香紫

苏醇的影响，确定了有利于质粒稳定的培养基，发

现培养过程中葡萄糖被快速转化为乙醇，随后利用

乙醇生长，并且产物生成与菌体生长偶联的代谢特

征。采用正十二烷原位萃取，葡萄糖/乙醇混合碳源，

补料-溶氧联动方式高密度批式培养，香紫苏醇产量

达到 408 mg/L。研究结果对优化酿酒酵母细胞工厂，

高效生产萜类化合物具有重要参考价值。 
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