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摘  要 : 葡萄糖二酸是一种高附加值的有机酸，广泛用于食品、医药和化工领域。为获得生产葡萄糖二酸的

微生物细胞工厂，通过共表达小鼠来源的肌醇加氧酶 (MIOX) 及恶臭假单胞菌来源的醛酸脱氢酶 (Udh)，在

酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae CEN.PK2-1C 中构建了葡萄糖二酸合成途径，产量为 (28.28±3.15) mg/L。在

此基础上，通过调控前体肌醇的合成途径，发现肌醇-1-磷酸合成酶 (INO1) 是葡萄糖二酸合成途径的限速酶，

过量表达 INO1，葡萄糖二酸产量达到 (107.51±10.87) mg/L，提高了 2.8 倍。进一步弱化竞争支路中磷酸果糖

激酶 (PFK1) 的表达，最终葡萄糖二酸的产量达到 (230.22±10.75) mg/L，为进一步获得高产葡萄糖二酸细胞

工厂提供基础。 

关键词 : 葡萄糖二酸，肌醇-1-磷酸合成酶，磷酸果糖激酶，酿酒酵母，代谢工程 

 

 

·工业生物技术· 



巩旭 等/代谢工程改造酿酒酵母合成葡萄糖二酸 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

229

Metabolic engineering of Saccharomyces cerevisiae for 
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Abstract:  Glucaric acid, a high value-added organic acid, is widely used in food, pharmaceutical and chemical industries. 

For microbial production of glucaric acid in Saccharomyces cerevisiae, we constructed a synthetic glucaric acid 

biosynthetic pathway by coexpressing the genes encoding myo-inositol oxygenase from mice and uronate dehydrogenase 

from Pseudomonas putida. Moreover, myo-inositol-1-phosphate synthase was identified as a rate-limiting enzyme in 

glucaric acid pathway and was upregulated, resulting in the production of glucaric acid of (107.51±10.87) mg/L, a 2.8-fold 

increase compared to the parent strain. Then, by repressing the activity of phosphofructokinase, the concentration of 

glucaric acid further increased to (230.22±10.75) mg/L. The strategy could be further used to construct cell factories for 

glucaric acid production. 

Keywords:  glucaric acid, myo-inositol-1-phosphate synthase, phosphofructokinase, Saccharomyces cerevisiae, metabolic 

engineering 

葡萄糖二酸 (Glucaric acid，GA) 是一种天

然有机酸，广泛存在于水果、蔬菜和哺乳动物中，

可应用于降低胆固醇[1]、治疗肥胖[2]和癌症[3]等。

此外，葡萄糖二酸作为聚合物的合成成分，被大

量用于新型羟基化尼龙材料的制造，又因其具备

可与金属螯合的特性，葡萄糖二酸催化法为合成

染料的生物降解提供了新思路[4-5]。众多附加应

用使得葡萄糖二酸在 2004 年被美国能源部确定

为“最具价值的生物炼制产品”[6]。 

葡萄糖二酸主要通过化学氧化葡萄糖的方

法制备，包括硝酸氧化法及 2,2,6,6-四甲基哌啶

氧自由基 (TEMPO) 氧化法等[7]。但因其存在试

剂耗费量大、环境污染等问题，使得化学法应

用受到限制。生物法制备葡萄糖二酸因其长足

的发展空间，逐渐受到研究者的重视。哺乳动物

体内，葡萄糖到葡萄糖二酸至少需要 10 步酶催

化反应[8]。Prather团队通过组合表达不同来源的

途径酶，在大肠杆菌和酿酒酵母中成功构建了

葡萄糖二酸合成途径，实现了微生物合成葡萄

糖二酸[9-10]；Liu 等以肌醇为底物，在毕赤酵母

中生产葡萄糖二酸，产量达到目前最高值 

(6.61±0.30) g/L[11]；Lee等通过多步酶法降解半

纤维素，同时将水解产物进行转化，成功获得

葡萄糖二酸[12]。 

目前，关于微生物法生产葡萄糖二酸的研

究，多依赖于其前体肌醇的添加，造成生产成

本较高；酶法降解虽然以生物质原料为底物，

但产量较低，只达到微摩尔每升级别。为进一

步获得葡萄糖二酸的高产菌株，同时使产品获

得更广泛的应用，本研究对食品安全菌株酿酒

酵母进行代谢工程改造，实现以葡萄糖为唯一

前体合成葡萄糖二酸。首先在酿酒酵母

Saccharomyces cerevisiae CEN.PK2-1C中共表达

小鼠来源的肌醇加氧酶 (MIOX) 及恶臭假单胞 
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菌来源的醛酸脱氢酶 (Udh)，成功构建葡萄糖二

酸合成途径，在此基础上，通过过量表达肌醇-1-

磷酸合成酶 (INO1)，强化其前体肌醇的合成。

最后，通过敲除磷酸果糖激酶 (PFK1) 弱化竞

争支路——糖酵解途径，进一步提高葡萄糖二

酸的产量，重组菌在摇瓶中产量达到 (230.22± 

10.75) mg/L。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种和质粒 

本研究所用菌株和质粒均为作者所在实验

室购买和保存，详见表 1。 

1.1.2  酶、引物、DNA marker及相关试剂盒 

Primer STAR DNA聚合酶、DNA marker、 

 

表 1  本文所用的质粒与菌株 

Table 1  Plasmids and strains used in this study 

Name Description Source 

Plasmids   

pUC57-mM pUC57 carrying codon-optimized MIOX from mouse, Apr [11] 

pY26-GPD-TEF E. coli/S. cerevisiae shuttle vector, ScURA3, 2 µm, Apr This study 

pY26 -MIOX-Udh PGPD-MIOX-TCYC1 and PTEF-Udh-TADH1 in  pY26-GPD-TEF This study 

pFA6a-HIS3MX6 Gene deletion vector, HIS3, Apr [13] 

pFA6a-INM1 PTEF-INM1-TTEF in pFA6a-HIS3MX6 This study 

pFA6a-INM2 PTEF-INM2-TTEF in pFA6a-HIS3MX6 This study 

pFA6a-INO1 PTEF-INO1-TTEF in pFA6a-HIS3MX6 This study 

YEp351 E. coli/S. cerevisiae shuttle vector, ScLEU2, 2 µm, Apr [14] 

YEp351-INM1 PTEF-INM1-TTEF in YEp351 This study 

YEp351-INM2 PTEF-INM2-TTEF in YEp351  This study 

YEp351-INO1 PTEF-INO1-TTEF in YEp351 This study 

YEp351-INM1-INO1 PTEF-INM1-TTEF and PTEF-INO1-TTEF in YEp351 This study 

Strains   

S. cerevisiae CEN.PK2-1C MATa; ura3-52; trp1-289; leu2-3,112; his3Δ 1; MAL2-8C; SUC2 Lab stock 

S-UM S. cerevisiae CEN.PK2-1C/pY26-MIOX-Udh This study 

S S. cerevisiae CEN.PK2-1C/YEp351 This study 

S-INM1 S. cerevisiae CEN.PK2-1C/YEp351-INM1  This study 

S-INM2 S. cerevisiae CEN.PK2-1C/YEp351-INM2  This study 

S-INO1 S. cerevisiae CEN.PK2-1C/YEp351-INO1  This study 

S-INM1+INO1 S. cerevisiae CEN.PK2-1C/YEp351-INM1-INO1  This study 

S0 S. cerevisiae CEN.PK2-1C/YEp351, pY26-MIOX-Udh  This study 

S-INM1-UM S. cerevisiae CEN.PK2-1C/YEp351-INM1, pY26-MIOX-Udh  This study 

S-INM2-UM S. cerevisiae CEN.PK2-1C/YEp351-INM2, pY26-MIOX-Udh  This study 

S-INO1-UM S. cerevisiae CEN.PK2-1C/YEp351-INO1, pY26-MIOX-Udh  This study 

S-INM1+INO1-UM S. cerevisiae CEN.PK2-1C/YEp351-INM1-INO1, pY26-MIOX-Udh This study 

S1 S-INO1-UM derivate, PFK1 This study 

S2 S-INO1-UM derivate, PFK2 This study 
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T4 DNA 连接酶和大肠杆菌感受态细胞制备试

剂盒均购自 TaKaRa (大连)；各种限制性内切酶

购自 Thermo 公司；PCR 引物 (表 2) 由生工生

物 (上海) 有限公司合成；质粒小量抽提试剂盒

和细菌总 DNA提取试剂盒均购自生工生物 (上

海) 有限公司；酵母基因组提取试剂盒购自天根

生化科技 (北京) 有限公司；葡萄糖二酸钾色谱

级标准品购自 Sigma-Aldrich公司。 

1.2  培养基 

1.2.1  LB培养基 (g/L)  

蛋白胨 10，氯化钠 10，酵母粉 5，自然 pH。

制备固体培养基时添加 2%的琼脂。 

1.2.2  YPD培养基 (g/L)  

葡萄糖 40，蛋白胨 20，酵母粉 10，自然 pH。 

1.2.3  SD筛选培养基 (g/L)  

Yeast Nitrigon Base 6.7，葡萄糖 20，根据需

要添加亮氨酸、组氨酸、色氨酸及尿嘧啶，使

其在培养基中终浓度为 50 g/mL，自然 pH。制

备固体培养基时添加 2%的琼脂。 

1.3  培养方法 

1.3.1  种子培养 

挑取生长良好的单菌落接种于含 25 mL 的 

YPD液体培养基的 250 mL三角瓶中，30 ℃、

220 r/min培养 24 h。 

1.3.2  摇瓶培养 

将种子培养液按 1%接种量转接至 50 mL 

(摇瓶容量为 500 mL) 的发酵培养基 YPD 中，

培养 96 h。 

1.4  方法 

1.4.1  基因的扩增与质粒的构建 

以从 S. cerevisiae CEN.PK2-1C中提取的基

因组 DNA为模板，利用引物对 INM1-6a-F/R、

INM2-6a-F/R 和 INO1-6a-F/R 分别扩增 INM1、

INM2 和 INO1 基因；以从恶臭假单胞菌

Pseudomonas putida KT2440 中提取的基因组

DNA为模板，利用引物对 TEF-Udh-F/R扩增 Udh

基因；以 pUC57-mmol/L质粒为模板，利用引物

对 GPD-MIOX-F/R扩增小鼠来源的 MIOX基因。

pFA6a-His-F/R引物对用于扩增 pFA6a质粒。 

将扩增得到的MIOX基因用EcoRⅠ和Hind Ⅲ

双酶切，连接至相应切口的质粒 pY26-GPD- 

TEF 中，转化验证后再将该质粒用 NotⅠ和 BglⅡ

双酶切，与经相同限制性内切酶酶切后的 Udh基

因连接，转化验证后得到质粒 pY26-MIOX-Udh。 

将扩增得到的 INM1、INM2和 INO1基因用

NheⅠ和 XhoⅠ双酶切，与扩增得到并用相同内

切酶酶切后的 pFA6a 质粒连接，转化验证后分

别得到 pFA6a-INM1、pFA6a-INM2及 pFA6a-INO1

质粒。再分别以 pFA6a-INM1、pFA6a-INM2 及

pFA6a-INO1质粒为模板，TEF-INM1 (BamHⅠ) 

F/R、TEF-INM2 (Hind Ⅲ) F/R、TEF-INO1 (SamⅠ) 

F 为引物，分别扩增 INM1、INM2 和 INO1 表   

达框。得到的表达框分别经 BamHⅠ、Hind Ⅲ

及 SamⅠ单酶切后，连接至相应单酶切后的

YEp351 质 粒 上 ， 转 化 验 证 后 分 别 得 到

YEp351-INM1、YEp351-INM2及 YEp351-INO1

质粒。 

将单酶切后的 INM1表达框连接至 BamHⅠ

酶切后的 YEp351-INO1 质粒上，得到质粒

YEp351-INM1-INO1。 

以 pFA6a-HIS3MX6 为模板，分别以 Pfk1- 

disrup-F/R 及 Pfk2-disrup-F/R引物对扩增 PFK1

及 PFK2敲除框。 

引物见表 2。 
 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  February 25, 2017  Vol.33  No.2 

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

232 

 

表 2  本文使用到的引物 

Table 2  Primers used in this study 

Primers Sequences (5–3) 
GPD-MIOX-F CCGGAATTCATGAAGGTCGACGTAGGTCCAGATC  

GPD-MIOX-R CCCAAGCTTTTACCAGGACAGAGTGCCAGGG 

TEF-Udh-F ATAAGAATGCGGCCGCATGACCACTACCCCCTTCAATCG 

TEF-Udh-R GGAAGATCTTTAGTTGAACGGGCCGGCCACG 

pFA6a-His-F GCATGCTAGCGAGTACTGACAATAAAAAGATTCTTG 

pFA6a-His-R GTACCTCGAGGGTTGTTTATGTTCGGATGTG 

INM1-6a-F CCGCTCGAGATGACCATTGATCTAGCTTCTATCG 

INM1-6a-R GCATGCTAGCTCAGTCATATTTCAAATGGCC 

INM2-6a-F CCGCTCGAGATGGTATTAACGAGGCAAGTAC 

INM2-6a-R GCATGCTAGCTTAGTATTCTAACTCACCCGC 

INO1-6a-F CCGCTCGAGATGACAGAAGATAATATTGCTCCA 

INO1-6a-R GCATGCTAGCTTACAACAATCTCTCTTCGAATCT 

TEF-INM1(BamHⅠ)F CGGGATCCCGCCAGATCTGTTTAGCTTG 

TEF-INM1(BamHⅠ)R TCGGATCCCTGGATGGCGGCGTTAGTATC 

TEF-INM2(Hind Ⅲ)F CGCAAGCTTCGCCAGATCTGTTTAGCTTG 

TEF-INM2(Hind Ⅲ)R CCCAAGCTTCTGGATGGCGGCGTTAGTATC 

TEF-INO1(SamⅠ)F TCCCCCGGGCGCCAGATCTGTTTAGCTTG 

TEF-INO1(SamⅠ)R GTACCCGGGCTGGATGGCGGCGTTAGTATC 

Pfk1-disrup-F ATGCAATCTCAAGATTCATGCTACGGTGTTGCATTCAGATCTATCATCACGACATG
GAGGCCCAGAATACCCTC 

Pfk1-disrup-R TCATTTGTTTTCAGCGGCTAAAGCGGCTACCTCAGCTCTCAACTTTAATCTGGATG
GCGGCGTTAGTATCG 

Pfk2-disrup-F ATGACTGTTACTACTCCTTTTGTGAATGGTACTTCTTATTGTACCGTCACGACATGG
AGGCCCAGAATACCCTC 

Pfk2-disrup-R TTAATCAACTCTCTTTCTTCCAACCAAATGGTCAGCAATGAGTCTGGTAGTGGATG
GCGGCGTTAGTATCG 

Underlined letters are restriction enzyme cut sites. 
 

1.4.2  酵母的转化和重组子的筛选 

酿酒酵母的转化采用LiAc/SSDNA/PEG法[15]。

转化后涂布于相应氨基酸缺陷的 SD 筛选平板，

挑选转化子，提取基因组或质粒进行 PCR验证。 

1.4.3  葡萄糖二酸的定量检测 

采用 HPLC 定量检测葡萄糖二酸，具体参

见文献[10]。HPLC分析条件：流动相为 5 mmol/L

稀硫酸，色谱柱为 Aminex HPX-87H (Bio-Rad，

USA)，流速 0.5 mL/min，柱温 55 ℃，进样量 10 μL，

检测器为紫外检测器，检测波长为 210 nm。 

2  结果与分析 

2.1  酿酒酵母中葡萄糖二酸合成途径的构建 

为实现酿酒酵母中葡萄糖二酸的从头合

成，首先需要在菌株中构建 1 条由葡萄糖到葡

萄糖二酸的通路。如图 1所示，在酿酒酵母中存

在从葡萄糖到肌醇完整的合成途径，包含 3个途

径酶 INO1、INM1和 INM2，因此只需要异源表

达肌醇加氧酶 (MIOX) 和醛酸脱氢酶 (Udh)。 

质粒 pY26-MIOX-Udh同时含有MIOX表达
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框和Udh表达框，通过将该质粒转化 S. cerevisiae 

CEN.PK2-1C得到产葡萄糖二酸的菌株 S-UM，

在 S. cerevisiae中成功构建了从葡萄糖到葡萄糖

二酸的合成途径。将该重组菌株培养 96 h后，

取发酵液进行 HPLC检测产物，HPLC检测结果

如图 2B所示。 

通过对不同浓度的葡萄糖二酸标准品的HPLC 

(图 2A) 分析，确定其保留时间约为 9.154 min，并

确定其标准曲线为 C=1.761 6S+7.954 9 (C代表

GA 浓度，单位：mg/L；S 代表峰面积)，相关

系数 R=0.995。据此，确定菌株 S-UM葡萄糖二

酸的产量为 (28.28±3.15) mg/L。

 

 
 

图 1  酿酒酵母中葡萄糖二酸合成途径 

Fig. 1  The biosynthetic pathway of GA in S. cerevisiae. The native pathways are in black while the heterologous GA 
biosynthetic pathway is in red.  

 

 
 

图 2  葡萄糖二酸标准品和重组菌发酵液的 HPLC 图 

Fig. 2  HPLC chromatogram of the standard sample and the product from recombinant S. cerevisiae. (A) GA. (B) 
The product from S-UM. 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  February 25, 2017  Vol.33  No.2 

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

234 

 

2.2  过量表达肌醇合成途径关键酶强化葡萄

糖二酸的合成 

肌醇不仅是合成葡萄糖二酸的重要前体，

而且胞内肌醇的含量在一定范围内的提升能增

强 MIOX 的活性[16]。因此，在一定程度上，肌

醇的含量与葡萄糖二酸的产量存在正相关性。

但是，在酿酒酵母细胞内，有限的肌醇不仅要

生产目标产物，还要合成众多磷脂酰化合物和

胆碱等[17-18]，严重制约了利用微生物作为生产

平台合成葡萄糖二酸。因此，为进一步提高葡

萄糖二酸产量，过量表达肌醇合成途径不同基

因，强化葡萄糖二酸代谢流。 

如图1所示，在肌醇合成途径中，首先由 INO1

将 6-磷酸葡萄糖转化为 3-磷酸肌醇，再由 INM1

或其同工酶 INM2 将 3-磷酸肌醇转化为肌醇。本

研究通过分别过量表达 INO1、INM1及 INM2，分

析对葡萄糖二酸合成的影响。分别将含有 INO1、

INM1 及 INM2 基因的重组菌株 S-INO1-UM、

S-INM1-UM、S-INM2-UM及对照菌株 S0在摇瓶

中培养，葡萄糖二酸产量如图 3所示。 

从图 3 中可以看出，与对照菌株 S0 相比，

S-INO1-UM的葡萄糖二酸产量有明显提升，96 h

产量达到 (107.51±10.87) mg/L，是对照菌 S0的

3.8 倍，说明过量表达 INO1 有利于葡萄糖二酸

的生成。而重组菌株 S-INM1-UM及 S-INM2-UM

中葡萄糖二酸的产量没有明显变化。上述结果

说明 INO1 编码的是葡萄糖二酸合成途径中的

一个限速酶，而 INM1和 INM2虽然也是肌醇合

成途径的必需基因，但酿酒酵母自身含有的肌

醇单磷酸酶 (INM1/INM2) 已足够催化 3-磷酸

肌醇到肌醇的反应。 

为进一步验证以上推论，将过量表达 INM1

和 INO1 的重组菌株 S-INO1+INM1-UM 培养，

该重组菌葡萄糖二酸产量与 S-INO1-UM 相近 

(图 3)。由此可以进一步证明，过量表达 INO1

可以强化葡萄糖二酸的上游代谢流，进而提高

其产量。这与大肠杆菌合成葡萄糖二酸的相关

研究一致[16]。 
 

 
 

图 3  过表达肌醇合成途径不同基因对葡萄糖二酸产

量的影响 

Fig. 3  Effect of overexpression of inositol biosynthetic 
pathway genes on GA production. 
 

另外，有研究表明 INO1是肌醇合成途径的

限速酶[18]。为验证过量表达 INO1是通过增加胞

内肌醇含量，进而提升葡萄糖二酸含量，本研究

用HPLC法[19]分别检测菌株S、S-INM1、S-INM2、

S-INO1和 S-INM1+INO1胞内肌醇含量，但均因

含量较低无法量化。可能是因为肌醇作为酿酒酵

母的代谢中间产物，多流向磷脂酰肌醇代谢途径

中，很少积累，故未获得相应的有效数据。 

2.3  敲除 PFK1/PFK2 基因强化葡萄糖二酸的

合成 

在酿酒酵母中，6-磷酸葡萄糖作为葡萄糖二

酸的前体是一个重要的分支点，除了参与肌醇磷

酸代谢途径，还参与其竞争支路——糖酵解及磷

酸戊糖途径 (图 1)。为进一步提高重组菌中葡萄

糖二酸的产量，需要更多的 6-磷酸葡萄糖进入肌

醇磷酸代谢途径中。因此，通过弱化其竞争途径 
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的关键酶——磷酸果糖激酶的活性抑制糖酵解

途径，是减少 6-磷酸葡萄糖消耗的一个重要策

略。有研究表明，PFK1 和 PFK2 分别编码磷酸

果糖激酶的亚基和亚基，两者中任一亚基突变

失活后，另一亚基也能单独完成该酶的功能，同

时使胞内 6-磷酸葡萄糖含量上升[20-21]。本研究分

别敲除重组菌中 PFK1和 PFK2基因，即将 PFK1

敲除框和 PFK2 敲除框分别转化到 S-INO1-UM

中，验证正确后得到重组菌 S1和 S2。图 4为 S1

和 S2缺陷菌株的 PCR鉴定凝胶电泳图。 

S1及 S2重组菌摇瓶培养 96 h后葡萄糖二

酸产量如图 5所示。敲除 PFK1或 PFK2基因后，

重组菌葡萄糖二酸产量均有明显提高，分别为

(230.22±10.75) mg/L及 (178.99±9.21) mg/L。该

结果表明，弱化糖酵解途径能有效促进葡萄糖

二酸的合成。 

其中，S1比 S2产量更高，故敲除 PFK1对

葡萄糖二酸的合成有更好的促进作用。在磷酸

果糖激酶中，亚基主要作用为调节功能，而

亚基行使催化功能[20]。因此推测重组菌 S1 和

S2 葡萄糖二酸产量存在差异可能是由两亚基功

能不同，失活后对磷酸果糖激酶活性的抑制效

果不同而造成的。 

 

 
 
图 4  PFK1/PFK2 基因敲除菌株的鉴定 

Fig. 4  Identification of PFK1/PFK2 mutant S. cerevisiae. 

 
 

图 5  敲除 PFK1/PFK2 对葡萄糖二酸产量的影响 

Fig. 5  Effect of PFK1/PFK2 deletion on the GA 
production. 

 

3  结语 

葡萄糖二酸作为一种自然界存在的高附加值

有机酸，具有重要的生理功能。通过共表达小鼠

来源的肌醇加氧酶 (MIOX) 及恶臭假单胞菌来

源的醛酸脱氢酶 (Udh)，在酿酒酵母中成功构建

了葡萄糖二酸合成途径。通过调控其前体肌醇合

成途径，发现肌醇-1-磷酸合成酶 (INO1) 是葡萄

糖二酸合成途径的限速酶。在此基础上，通过使

PFK1 酶失活，弱化竞争支路，使产量达到 

(230.22±10.75) mg/L，是相同条件下原始菌株产量

的 8.14倍。为进一步提高葡萄糖二酸的产量，通

过抑制磷酸戊糖支路、磷脂酰肌醇支路以及改造

葡萄糖二酸途径限速酶，成为后续研究的重点。 
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