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摘  要 : Pxa1p为酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae过氧化物酶体上的膜蛋白，与 Pxa2p组成二聚体，参与转

运长链脂肪酸进入过氧化物酶体过程。热带假丝酵母能够发酵烷烃和脂肪酸生产长链二元酸，而过氧化物酶体

中发生的 β-氧化会消耗产生的长链二元酸造成产率降低。本研究以热带假丝酵母 Candida tropicalis 1798为宿

主菌，通过基于 PCR片段的同源单交换法，快速构建 ctpxa1基因敲除菌株 C. tropicalis 1798-pxa1。利用半定

量 RT-PCR技术，检测 ctpxa1基因在 C. tropicalis 1798、C. tropicalis 1798-pxa1的表达量，灰度值比值为 2.03，

表明 ctpxa1在 C. tropicalis 1798-pxa1中的表达被弱化。经 144 h发酵，C. tropicalis 1798-pxa1比 C. tropicalis 1798

的十二碳二元酸产量明显提升，其产出浓度为 10.3 g/L，比野生型菌株 C. tropicalis 1798提高了 94.3%。 

关键词 : 热带假丝酵母，长链二元酸，ctpxa1p 基因，过氧化物酶体  

Effect of ctpxa1 gene deletion in Candida tropicalis on long 
chain dicarboxylic acid accumulation 
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Abstract:  Candida tropicalis uses alkanes and fatty acids to produce long chain dicarboxylic acids. However, the yield 

can be affected by β-oxidation in peroxisomes. Pxa1p was a membrane protein of Saccharomyces cerevisiae peroxisomes. 
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Pxa1p and Pxa2p form a dimer that is involved in transporting of long chain fatty acids into peroxisomes, but the similar 

transporting system of Candida tropicalis has not yet been reported. In this study, a ctpxa1 gene deletion strain named   

C. tropicalis 1798-pxa1 was constructed by homologous single exchange method using PCR fragment. The expression of 

ctpxa1 gene in C. tropicalis 1798, C. tropicalis 1798-pxa1 was detected by semi-quantitative RT-PCR, and the ratio of gray 

value was 2.03, implying that the expression of ctpxa1 in C. tropicalis 1798-pxa1 was weakened. After 144 h fermentation, 

the dodecanedioic acid production of C. tropicalis 1798-pxa1 was increased 94.3% than the former strain, the maximum 

yield was 10.3 g/L. 

Keywords:  Candida tropicalis, long chain dicarboxylic acid, ctpxa1p gene, peroxisomes 

长链二元酸是一类重要的化工原料，可用于

合成人工麝香类香料、尼龙、工程塑料、热熔胶、

树脂、高级润滑油、耐寒增塑剂及液晶等物质。

热带假丝酵母是重要的工业菌种，能够利用烷

烃和脂肪酸作为唯一碳源和能源合成长链二元

酸[1-3]，当以烷烃或脂肪酸为碳源时，在细胞内

可形成大量的过氧化物酶体，同时诱导生成脂

肪酸 β-氧化酶系[4-5]，二元酸可以进入过氧化物

酶体经 β-氧化降解为细胞生命活动提供能量，

但该过程通常会导致二元酸的过量消耗，因此

对于提高烷烃的转化率和二元酸的产量是极为

不利的[6-8]。许家齐等研究结果表明，在酿酒酵

母 Saccharomyces cerevisiae 过氧化物酶体上存

在一条能够特异性转运长链脂肪酸的转运体

系，其中 Pxa1p 为过氧化物酶体的膜蛋白，与

Pxa2p组成二聚体，参与转运长链脂肪酸进入过

氧化物酶体中，是长链脂肪酸 β-氧化重要环节

之一[9-11]，而 Dulermo 等则发现解脂耶氏酵母

Yarrowia lipolytica中存在类似于 S. cerevisiae的

脂肪酸转运系统 YlPxa1p-YlPxa2p，但该系统功

能与 S. cerevisiae的 Pxa1p-Pxa2p转运体系具有

较大的差异性[12-15]，而关于其他酵母菌种特别

是假丝酵母菌株的相关转运体系尚未见报道。 

本研究通过 BLAST方法在 NCBI数据库中

发现 C. tropicalis MYA-3404 中存在一种与    

S. cerevisiae 中 Pxa1p 蛋白氨基酸序列一致性为

41%的蛋白 CTRT_01043 (NCBI No. EER36303.1)，

并命名为 CtPxa1p。为进一步验证 CtPxa1p蛋白的

功能，通过重叠 PCR构建 ctpxa1p基因敲除的片

段 pxa1p1-kanr，酶切后经电转化至 C. tropicalis 

1798 中，利用同源单交换的原理[16]，快速构建

ctpxa1p基因单敲除菌株 C. tropicalis 1798-pxa1。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种、质粒、引物 

热带假丝酵母购自中国工业微生物菌种保

藏中心 (CICC)，编号为 1798；pPIC 9K为本实

验室保藏。 
 

表 1  引物列表 

Table 1  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5–3) Size (bp)

pxa1p F1 GGAATTCCCTGCTTCTTATA
CCAATGCC 

28 

pxa1p R1 ACCTGGCTGGGGTTGAGGC
CGTTGAGCAC 

29 

kan F1 GTGCTTAAATATACCTGGCT
GGGGTTGAGGCCGTTG 

36 

kan R1 CTTGCCGGGTCTTCTTTAGG
GAATTCACTTGA 

32 

pxa1p F2 CCAAATTGACTGGTTACA 18 

Pxa1p R2 ACTAAGTGAAGGACGATTGG 20 

Pxa1p F3 TATTTCTTGTTGATTGCT 18 
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1.1.2  试剂 

限制性内切酶购自 TaKaRa公司。Pfu DNA 

聚合酶、T4 DNA连接酶、DNA marker及相关

分子生物学试剂盒均为生工生物工程  (上海 ) 

股份有限公司产品。酵母浸粉和蛋白胨为北京

奥博星生产。其他试剂均为国产分析纯。 

1.1.3  培养基 

种子培养基：葡萄糖 20 g/L，蛋白胨 20 g/L，

酵母浸粉 10 g/L。 

发酵培养基：葡萄糖 62 g/L，酵母浸粉 2 g/L，

(NH4)2SO4 1 g/L，VB1 0.2 g/L，NaCl 2 g/L，

KH2PO4 8 g/L，Na2HPO4·12H2O 10.08 g/L，尿素

3 g/L，Mg2SO4·7H2O 6.15 g/L。 

1.2  方法 

1.2.1  同源臂 pxa1p1和抗性基因 kanr获取 

用 S. cerevisiae 中 Pxa1p 的氨基酸序列 

(GenBank Accession No. AJW19428.1) 进行

Blast 搜索，获得热带假丝酵母中同源序列，并

以此设计引物 pxa1p F1和 pxa1p R1。使用上海

生工酵母基因组 DNA 抽提试剂盒提取      

C. tropicalis 1798菌体的 DNA，并以此为模板，

使用引物 pxa1p F1和 pxa1p R1进行 PCR扩增，

PCR扩增条件为：95 ℃预变性 5 min；94 ℃变

性 30 s，57 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，30

个循环；72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存。扩增获

得长度为 553 bp用于 pxa1p基因敲除的同源臂

pxa1p1；使用高纯度质粒小量快速提取试剂盒

提取质粒 pPIC 9K，以质粒 pPIC 9K为模板，使

用引物 kan F1和 kan R1进行 PCR扩增，PCR

扩增条件为：95 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，

57 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 3.5 min，30个循环；

72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存。扩增获得长度为   

1 561 bp G418抗性基因片段 kanr；使用 SanPrep

柱式 DNA胶回收试剂盒 (上海生工生物工程股

份有限公司) 胶回收制得的 pxa1p1 片段与 kanr

片段，保存于20 ℃备用。 

1.2.2  敲除片段的构建 

以胶回收制得的pxa1p1片段与 kanr片段为模

板，pxa1p F1和 kan R1为引物进行重叠延伸 PCR

扩增，PCR扩增条件为：1) 95 ℃预变性 5 min；

94 ℃变性 30 s，57 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 3.5 min，

5个循环；72 ℃延伸 2 min；2) 95 ℃预变性 5 min，

94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 4.5 min，

30个循环；72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存。扩增得

到长度为 2 148 bp的同源重组片段 pxa1p1-kanr，

过程如图 1所示，使用 SanPrep柱式 DNA胶回收

试剂盒进行胶回收，保存于20 ℃备用。 
 

 
 

图 1  C. tropicalis 1798-pxa1工程菌的构建流程 

Fig. 1  Flowchart of construction of C. tropicalis 
1798-pxa1. 
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1.2.3  同源重组片段 pxa1p1-kanr酶切及浓缩 

同源重组片段 pxa1p1-kanr经 EcoR I酶切后，

加入酶切产物 1/10体积的 3 mol/L NaAc和 2.5倍

体积的无水乙醇，20 ℃冷藏 20 min，12 000 r/min

离心 5 min，倒掉上清液；加入 300 μL 70%乙醇

重悬清洗一次；12 000 r/min离心 5 min，倒掉上

清液；37 ℃风干 30 min，除去乙醇，加 16 μL去

离子水重悬 DNA。使用核酸超微量分光光度计 

(BioFuture MD2000) 测定回收 DNA 浓度，并最

终获得浓度在500–1 000 ng/μL之间的DNA溶液。 

1.2.4  热带假丝酵母感受态制备及电击转化 

挑取新鲜固体YPD培养基表面的C. tropicalis 

1798单菌落，接种 20 mL液体 YPD培养基 30 ℃

培养 16–18 h，接种过夜培养菌体 5–50 mL新鲜

液体 YPD培养基 30 ℃培养 10 h，使菌体浓度

达到 1×108个/mL，3 000 r/min离心 10 min收集

菌体，倒掉上清，菌体用 20 mL无菌水悬浮，洗

涤 2次；离心收集菌体，用 1 mL 1 mol/L山梨醇

重新悬浮菌体，洗涤 1次，转移至 5 mL离心管

中；离心收集菌体，移液器吸净上清，加入 0.2 mL 

1 mol/L 山梨醇混匀菌体，使菌体呈浓浆状，取

0.2–0.4 mL的菌悬液分装在 1.5 mL的离心管，每管

中加入 10 μL (1 μg) DNA，混匀，冰浴 10 min；将

转化菌悬液全部转入已预冷的转化池中，1 500 V、

5 ms下使用 Eppendorf Mulultiporator电转化仪进

行转化；用等体积的 1 mol/L山梨醇将转化菌悬

液从转化池中洗出，取 200 μL涂布于添加了一

定浓度 G418的 YPD平板上，30 ℃培养箱培养

2–3 d，筛选抗 G418的菌株。 

1.2.5  阳性重组菌株的鉴定 

挑取上述单菌落于50 mL液体YPD培养基中，

30 ℃培养12–14 h，使用Ezup柱式酵母基因组DNA

抽提试剂盒 (上海生工生物工程股份有限公司) 提

取基因组，以提取的基因组为模板，pxa1p F1、kan 

R1 为引物进行 PCR 扩增，扩增产物利用 1%琼脂

糖凝胶电泳进行验证，最终获得阳性重组菌株。 

1.2.6  C. tropicalis 1798-pxa1菌株 ctpxa1基因

表达量 

利用 UNIQ 柱式 Trizol总 RNA抽提试剂盒

提取总 RNA，并按照 TUREscript 1st Strand 

cDNA Synthcsis Kit的要求将总 RNA反转录合

成 cDNA，作为 ctpxa1基因 PCR扩增的模板，

以 pxa1p F2、pxa1p R2为引物进行 PCR扩增，

扩增产物利用 1%琼脂糖凝胶电泳进行验证，并

通过 Quantity One 软件对灰度值进行分析，计

算 C. tropicalis 1798与 C. tropicalis 1798-pxa1

菌株中 ctpxa1基因的灰度值比值。 

1.2.7  种子培养  

取 100 μL 甘油管保藏的热带假丝酵母接种

于 50 mL液体 YPD培养基，30 ℃、220 r/min培

养 12 h，然后在装有固体 YPD培养基的平板上

划线，30 ℃恒温培养箱培养 12–16 h，挑取单菌

落，转接于装液量为 50 mL种子培养基的 250 mL

三角瓶，30 ℃、220 r/min摇床培养 12 h[17-19]。 

1.2.8  发酵培养   

取种子培养液转接于装液量为 50 mL发酵培

养基的 500 mL挡板瓶中，接种量为 10%，30 ℃、

220 r/min摇床培养，每 2 h取样，发酵液稀释

一定倍数，蒸馏水为对照，测定 OD600，待生长

稳定后调节发酵液 pH为 7.5，加入 5%十二烷烃，

进入产酸期，在产酸期，每 12 h调节 pH到 7.5。 

1.2.9  十二碳二元酸的提取与测定 

将发酵液离心，回收上层未利用的十二烷，

用滤纸过滤上清液。取 3 mL过滤液置于碘量瓶

中，加适量玻璃珠，在沸水浴中加热，用 3 mol/L

盐酸调 pH至 3.0，加入 100 mL乙醚，摇瓶至十
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二碳二元酸完全溶解于乙醚中，静置 30 min后取

50 mL乙醚提取液于 100 mL烧杯内，在通风橱中

吹去乙醚，得白色固体十二碳二元酸。将提取到

的二元酸加入 25 mL 95%中性乙醇溶解，加入 2

滴酚酞，用标准氢氧化钠溶液滴定，记录消耗的

氢氧化钠体积，计算十二碳二元酸的产量。 

2  结果与分析 

2.1  氨基酸序列比对  

目前关于酵母中 pxa1p 基因功能的研究主

要集中在 S. cerevisiae和 Y. lipolytica中。通过

NCBI分别检索 S. cerevisiae中 Pxa1p (870 aa) 和

Y. lipolytica中 YlPxa1p (NCBI No. AJW19428.1，

930 aa) 蛋白的氨基酸序列，并利用 DNAMAN

进行序列比对分析，结果如图 2 所示。分析发

现，C. tropicalis中的 CtPxa1p长度为 732 aa，

短于 S. cerevisiae和 Y. lipolytica中对应的蛋白序

列，同时虽然 C. tropicalis中的 CtPxa1p序列与

S. cerevisiae和 Y. lipolytica中对应的蛋白序列都

属于 ABC跨膜转运蛋白家族，并定位于过氧化物 
 

 
 

图 2  氨基酸序列相似性分析 

Fig. 2  Putative amino acid sequence alignment. 
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酶体膜上，但与两者相比氨基酸序列一致性较

低，分别仅为 41%和 38%，因此 C. tropicalis中

的 CtPxa1p蛋白的具体功能还需要进一步研究。 

2.2  C. tropicalis 1798-pxa1工程菌的构建 

以 C. tropicalis 1798 基因组为模板，以  

pxa1p F1、pxa1p R1 为引物，PCR 克隆同源臂

pxa1p1，获得大小为 550 bp左右的条带，结果

如图 3A所示，与理论值 553 bp接近。以 pPIC 9K

基因组为模板，以 kan F1、kan R1 为引物，    

克隆 kanr基因，获得大小为 1 600 bp左右的条

带(图 3B)，与理论值 1 561 bp接近。重叠 PCR

将同源臂 pxa1p1 与 kanr 基因连接起来，得到

pxa1p1-kanr片段，获得大小为 2 100 bp左右的

条带(图 3C)，与理论值 2 148 bp接近，该结果

表明通过重叠 PCR 方法成功获得了 pxa1p1 和

kanr的融合片段。 

2.3  pxa1p1-kanr电转化及鉴定 

用 EcoR I 酶切 1 mL pxa1p1-kanr片段，并用

乙醇浓缩法浓缩获得的酶切片段，使用核酸超微

量分光光度计  (BioFuture MD2000) 测定回收

DNA浓度，结果显示 DNA浓度为 564.32 ng/μL。

将 10 μL回收片段与 100 μL C. tropicalis 1798

感受态细胞混合并电转化，并使用引物 pxa1p F3

和 kan R1对含 G418 (终浓度 800 μg/mL) 平板

上生长菌落的基因组进行 PCR 扩增，扩增产物

利用 1%琼脂糖凝胶电泳进行验证，获得大小为

2 200 bp左右的条带(图 4)，与理论值 2 169 bp

接近，表明 pxa1p1-kanr与 pxa1发生同源重组，

完成 ctpxa1基因的敲除。 

2.4  C. tropicalis 1798、C. tropicalis 1798-pxa1

菌株中 ctpxa1基因表达量 

提取C. tropicalis 1798、C. tropicalis 1798-pxa1

总 RNA进行半定量 RT-PCR，扩增产物利用 1%

琼脂糖凝胶电泳进行验证，结果如图 5 所示，

通过 Quantity One 软件对灰度值进行分析，

ctpxa1 基因在 C. tropicalis 1798、C. tropicalis 

1798-pxa1灰度值比值为 2.03，证明 ctpxa1基因

在 C. tropicalis 1798-pxa1的表达量下降。 
 

     
 

图 3  PCR扩增目的基因 

Fig. 3  PCR amplification of the target gene. (A) PCR product of homology arms pxa1p1 gene. M: marker DL5000; 
1–2: 550 bp DNA fragment of pxa1p1 gene from C. tropicalis 1798. (B) PCR product of kanr gene. M: marker 
DL5000; 1–2: 1 600 bp DNA fragment of kanr gene from plasmid pPIC 9K. (C) Product of overlap PCR. M: marker 
DL5000; 1–2: 2 100 bp DNA fragment by overlap PCR. 
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图 4  工程菌 C. tropicalis 1798-pxa1的 PCR验证 

Fig. 4  PCR verification of C. tropicalis 1798-pxa1.   
M: marker DL5000; 1–2: 3 700 bp PCR product of     
C. tropicalis 1798-pxa1. 

 

 
 

图 5  PCR扩增目的基因 

Fig. 5  PCR amplification of the target gene. M: marker 
DL5000; 1: 2 100 bp PCR product of C. tropicalis 1798; 
2: 2 100 bp PCR product of C. tropicalis 1798-pxa1. 

 

2.5  C. tropicalis 1798、C. tropicalis 1798-pxa1

生长曲线 

取种子培养液转接于装液量为 50 mL发酵

培养基的 500 mL 挡板瓶中，接种量为 10%，

30 ℃、220 r/min，每 2 h取样一次，发酵液稀

释一定倍数，蒸馏水为对照，测定 OD600，结果

如图 6所示。从生长曲线可以看出 C. tropicalis 

1798与 C. tropicalis 1798-pxa1生长情况相近，

表明以葡萄糖为碳源培养时，ctpxa1 基因敲除

对 C. tropicalis 1798的生长没有显著影响。 

2.6  以十二烷为底物 C. tropicalis 1798-pxa1

发酵验证 

发酵培养 12 h后加入 5 mL的十二烷烃，每

12 h调节 pH到 7.5并取样，用标准氢氧化钠溶液

滴定，测得十二碳二元酸的浓度，结果如图 7所示。 
 

 
 

图 6  C. tropicalis 1798和 C. tropicalis 1798-pxa1生

长曲线 

Fig. 6  The growth curves of C. tropicalis 1798 and  
C. tropicalis 1798-pxa1. 

 
 

 
 

图 7  C. tropicalis 1798和 C. tropicalis 1798-pxa1发

酵十二烷烃曲线 

Fig. 7  Fermentation curves of dodecane by C. tropicalis 
1798 and C. tropicalis 1798-pxa1. 
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结果显示 C. tropicalis 1798-pxa1 比 C. tropicalis 

1798 产十二碳二元酸的量明显提升，其产出浓

度为 10.3 g/L，比 C. tropicalis 1798产十二碳二

元酸提高了 94.3%，同时产酸阶段的时间也由野

生型的 120 h延长至 144 h，表明 ctpxa1基因敲

除提高了热带假丝酵母产十二碳二元酸的能

力，同时也延长了产酸期。 

3  讨论 

在二元酸发酵过程中，烷烃氧化为一元脂

肪酸后，有两条代谢途径：ω-氧化和 β-氧化。ω-

氧化将一元酸的 ω 碳末端进一步氧化，形成目

的产物二元酸，而 β-氧化则将中间产物一元酸

以及目的产物降解，从而进入 TCA循环，为细

胞生长提供能量。目前针对热带假丝酵母的基

因工程改造多集中在提高 ω-氧化的过程上，以

降低 β-氧化为目的的菌株改造报道较少，

Picataggio 等[20]阻断 β-氧化中脂酰辅酶 A 氧化

酶提高了长链二元酸的转化率。高弘等[21-22]通

过敲除发现肉毒碱乙酰转移酶基因  (CAT) 阻

断乙酰辅酶 A 由过氧化物酶体到线粒体过程的

转运，减少烷烃通过 β-氧化途径的消耗，能够

提高烷烃的转化率，但 CAT基因的缺失会影响

菌体代谢短链和中链脂肪酸的过程，进而影响

酵母的生长和产酸的过程。长链脂肪酸转运蛋

白 Pxa1p定位在 S. cerevisiae中的过氧化物酶体

膜上，特异性介导长链脂肪酸进入过氧化物酶

体的过程，但该蛋白在假丝酵母中与长链二元

酸的消耗的关系尚未明晰。本研究首选通过基

因比对分析找到热带假丝酵母潜在的长链脂肪

酸转运蛋白，并通过基因敲除手段对该蛋白的

功能进行分析，探索阻碍部分长链脂肪酸进入

过氧化物酶体，减少长链脂肪酸消耗的新途径。

构建菌株 C. tropicalis 1798-pxa1较原始菌株 C. 

tropicalis 1798 十二碳二元酸产量提高了

94.3%，产出浓度为 10.3 g/L。由此推测 ctpxa1

基因的敲除，阻断了部分长链脂肪酸进入过氧

化物酶体中，减弱了 β-氧化反应与长链二元酸

的消耗，提高了长链二元酸的产量。 

酵母菌中目的基因敲除常用的方法是双交

换同源重组[23-24]，即采用以质粒为载体的同源

双交换法，获取目的基因上下游两段基因序列

作为同源臂，构建穿梭载体或自杀载体并转化

到目的菌株中，转化后需先后发生两次单交换，

实现目的基因的敲除[25]。本研究与双交换同源

重组之间的区别在于目的基因的敲除利用的是

一次单交换，并且通过重叠 PCR方法直接构建

热带假丝酵母敲除元件 pxa1p-kanr，省去构建基

因敲除载体及测序的过程。该方法具有简单、稳

定、易行和节约时间等优点，同时由于所构建的

片段较短，因此转化效率相对较高。该方法对其

他微生物的基因敲除也有一定的借鉴意义。 
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