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摘  要: 法夫酵母能合成一种具有很高商业价值的类胡萝卜素——虾青素。它广泛应用

于饲料、保健品、医药、化妆品等行业。探索法夫酵母中虾青素合成途径及其调控机理

对天然虾青素资源的开发具有重要的意义。虽然许多学者通过各种方法对该途径进行了

一系列的研究, 但其机理目前尚未完全阐明。本文综述了法夫酵母虾青素合成途径以及合

成途径中相关基因的研究进展, 并对基于基因调控的产量提高策略进行了讨论, 为利用

基因工程技术进行定向育种提供了思路。 
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Abstract: The Phaffia rhodozyma has found commercial application as natural source of 
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astaxanthin, a known antioxidant with large importance in the aquaculture, pharmaceutical, 
and food industries. To satisfy the growing demand for astaxanthin, there are strong efforts to 
develop economically viable bioprocesses alternative to the current chemical synthesis. How-
ever, up to now, natural astaxanthin from P. rhodozyma has not been cost competitive with 
chemically synthesized astaxanthin, and the knowledge about the carotenogenesis regulation is 
still limited in comparison to other carotenogenic fungi. The aim of this short review is to 
examine the published studies concerning the biosynthetic pathway of astaxanthin and the re-
lated genes in P. rhodozyma, and describe their applications to improve the bioprocess of 
astaxanthin production. It also mentions some gaps and opportunities in this field that should 
be addressed or exploited in the near future. 
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虾青素 (Astaxanthin)是类胡萝卜素的一种 , 

其独特的共轭双烯以及不饱和羰基的分子特征

赋予了它超强的抗氧化性, 其淬灭活性氧的能力

是其它类胡萝卜素的 10 倍甚至更高, 是维生素 E

的 80−550 倍[1]。目前虾青素主要作为一种功能性

色素广泛应用于饲料、食品、化妆品等行业中。

近年来, 虾青素因其在心血管疾病、癌症、慢性

炎症、代谢综合征、糖尿病、神经退行性疾病、

眼科疾病、皮肤病等多种疾病的预防和治疗中具

有突出的效果而受到了极大关注, 这预示着虾青

素在医药、营养保健品和化妆品等行业中的潜在

应用价值和广阔前景[2−3]。 

法 夫 酵 母 (Phaffia rhodozyma/Xanthophyllo- 

myces dendrorhous)属于真菌界、真菌门、半知菌

亚门、担子菌纲、隐球酵母科、法夫酵母属[3−4], 其

代谢产物中含有虾青素。与目前常用的虾青素生

产菌雨生红球藻相比, 法夫酵母发酵生产天然虾

青素具有发酵条件容易满足、发酵培养基简单、

不受气候条件影响、易实现工厂化生产等优点。

但野生型法夫酵母的虾青素细胞产率较低, 往往

无法满足产业化需求。很多研究者通过诱变育

种、杂交育种以及改进发酵条件等手段使虾青素

的产量有了显著提高, 但对于虾青素生物合成途

径相关的调控机理目前仍知之甚少[5]。 

有关虾青素等类胡萝卜素合成途径中相关

基因的研究, 早期以植物、藻类以及细菌居多。

国内外学者从雨生红球藻(Haematococcus plu-

vialis) 、 拟 南 芥 (Arabidopsisthalina) 、 番 茄

(Lycopersionesculenum) 、 小 球 藻 (Chlorella 

zofingiensis)、欧文氏菌(Erwinia uredevora)等生物

体中克隆出了异戊烯焦磷酸异构酶基因、二甲基

丙烯基焦磷酸合成酶基因、八氢番茄红素合成酶

基因等一系列的类胡萝卜素合成相关基因[6], 并

对它们的调控机理进行了深入而全面的研究。这

些研究为法夫酵母虾青素合成途径中各个基因

的调控提供了理论基础和依据。本文综述了法夫

酵母虾青素合成途径以及合成途径中相关基因

的研究进展, 并对如何利用基因调控的方法提高

虾青素产量进行了讨论, 为利用基因工程技术构

建高产菌株, 进行菌种选育和生产工艺优化提供

了思路和依据。 

1  法夫酵母合成虾青素的途径 

作为一种次生类胡萝卜素, 虾青素在细胞内

的合成步骤多且复杂。 
在法夫酵母中, 糖酵解途径产生的丙酮酸作



李天丽等: 法夫酵母虾青素合成途径相关基因的研究进展 1675 

 

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

为前体物质进入甲羟戊酸(MVA)途径生成乙酰

CoA; 2 个乙酰 CoA 缩合成乙酰乙酰 CoA 后, 在

3-羟基-3-甲基戊二酰 CoA 合成酶(HMG-CoA 合

成酶)的催化下与第 3 个乙酰 CoA 结合生成 3-羟

基-3-甲基戊二酰 CoA(HMG-CoA); 3-羟基-3-甲基

戊二酰 CoA 还原酶 (HMG-CoA 还原酶 )催化

HMG-CoA 生成 MVA, 最终生成萜类物质的前体

物——异戊烯焦磷酸(IPP), 开始虾青素的合成途

径(图 1)。 

虾青素的合成首先是 IPP 通过 IPP 异构酶异

构化为二甲基烯丙基焦磷酸(DMAPP); 牻在 牛儿

牻基 牛儿基焦磷酸合成酶(GGPP 合成酶)的作用

下, 三分子的 IPP 依次添加到一个 DMAPP 中, 形

牻 牻成 牛儿基 牛儿基焦磷酸(GGPP)。随后, 两个

GGPP 缩合形成虾青素合成途径中第一个类胡萝

卜素——八氢番茄红素(Phytoene), 催化这一过

程的是八氢番茄红素合成酶, 它同时还具有番茄

红素环化酶的活性。接着, 在八氢番茄红素脱氢

酶的作用下, 八氢番茄红素连续四次脱氢, 依次

形成六氢番茄红素(Phytofluene)、ζ-胡萝卜素

(ζ-Carotene), 链孢红素(Neurosporene)和番茄红

素(Lycopene), 然后番茄红素的两端通过番茄红

素环化酶环化生成 β-胡萝卜素。β-胡萝卜素再经

三步氧化反应最终合成虾青素, 中间依次形成海 
 

 
图 1  法夫酵母中异戊二烯焦磷酸的合成途径 

Fig. 1  The biosynthetic pathway of isoprene pyrophosphate in Phaffia rhodozyma 
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胆 酮 (Echinone), 3- 羟 基 海 胆 酮 , 绯 红 黄 素

(Phoenicoxanthin)等。其它可能的存在中间体还包

括隐黄质(Cryptoxanthin)、玉米黄质(Zeaxanthin)

和 β-胡萝卜素-4-酮等。在这个过程中产生的类胡

萝卜素都以双环的形式存在, 所以此途径又称为

双环途径[2,7](图 2)。 

除双环途径外, 一些学者根据细胞内类胡萝

卜素成分组成, 类胡萝卜素合成抑制剂的使用, 

以及突变株中类胡萝卜素成分的分析等, 提出法

夫酵母中还存在着由链孢红素经 γ-胡萝卜素, 酵

母素(Saccharomycetin), 3-羟基-3',4'-二脱氢-β, ψ-
胡萝卜素-4-酮(HDCO), 3,3'-二脱氢-β, ψ-胡萝卜 

 

 

 
图 2  法夫酵母中虾青素合成的双环途径 
Fig. 2  The biosynthetic pathway of astaxanthin in 
Phaffia rhodozyma 

素-4,4'-二酮(DCD)等, 最后生成虾青素的单环旁

路途径。同时研究者认为当底物 pH 较低时, 代

谢流倾向通过单环途径合成虾青素[2−3,8]。 

2  法夫酵母虾青素合成途径中的相
关酶及其编码基因的调控 

由于早期类胡萝卜素合成途径中相关基因的

研究主要围绕植物、藻类以及细菌展开, 因此法

夫酵母中类胡萝卜素合成途径的基因多在这些

研究的基础上, 通过异源互补等技术分离得到。

从异戊烯焦磷酸(IPP)开始, 研究者陆续克隆出了

法夫酵母的异戊烯焦磷酸异构酶基因(idi) 牻、 牛

牻儿基 牛儿基焦磷酸合成酶基因(crtE)、番茄红素

环化酶基因(crtYB)、八氢番茄红素脱氢酶基因

(crtI)、β-胡萝卜素转化酶基因(crtS)以及细胞色素

P450 还原酶基因(crtR)等一系列相关基因。这些

基因有的能够通过可变剪接产生不同的剪接产

物, 有的基因能编码在不同合成步骤中发挥作用

的双功能酶, 有的基因编码的酶需要辅酶才能催

化合成相应的产物。除此之外, 在 IPP 上游途径

中, 还涉及到 hmgs、hmgr 以及甲羟戊酸途径中

的各个基因, 它们对类胡萝卜素的合成也有一定

的调控作用。正因为如此, 研究各个反应步骤中

相应酶和产物关系, 以及编码这些酶的基因相互

间存在的影响和制约作用, 有着极其重要意义。

表 1 总结了目前研究得到的法夫酵母的虾青素合

成途径部分相关酶及其基因。 

2.1  IPP 异构酶和基因(idi) 
idi 基因编码法夫酵母异戊烯焦磷酸异构酶

(IPP 异构酶), 其 DNA 全长 10 957 个碱基, 含有

4 个外显子(GenBank: DQ235686.1)。IPP 异构酶

能催化位于甲羟戊酸途径末端异戊烯焦磷酸

(IPP)转化为二甲基烯丙基焦磷酸(DMAPP), 进

而激活五碳化合物链的延伸反应, 并通过调节

IPP 和 DMAPP 的比例来调节相关代谢终产物的 
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表 1  法夫酵母虾青素生物合成途径中部分相关酶及其基因 
Table 1  The related enzymes and their genes of the astaxanthin biosynthetic pathway in Phaffia rhodozyma 

酶名称 
The name of the enzymes 

合成途径中的作用 
The function of related enzymes in  

biosynthetic pathway 

编码基因 
The coding genes 

登录号 
Accession 

number 
3-羟基-3-甲基戊二酰 CoA 合成酶 
3-Hydroxy-3-methylglutaryl- CoA synthase 

催化乙酰乙酰 CoA 合成 3-羟基-3-甲基戊

二酰 CoA 
hmgs E50999 

3-羟基-3-甲基戊二酰 CoA 还原酶 
3-Hydroxy-3-methylglutaryl- CoA reductase 

催化 3-羟基-3-甲基戊二酰 CoA 还原形成

甲羟戊酸 
hmgr E50998 

甲羟戊酸激酶 
Mevalonate kinase 

催化甲羟戊酸合成 5-甲羟戊酸磷酸 mk E51000 

磷酸甲羟戊酸激酶 
Phosphoric mevalonate kinase 

催化 5-甲羟戊酸磷酸合成 5-甲羟戊酸焦

磷酸 
pmk 未检索到 

5-焦磷酸甲羟戊酸脱羧酶 
5-Pyrophosphate mevalonate decarboxylase 

催化 5-甲羟戊酸焦磷酸脱羧形成异戊烯

焦磷酸(IPP) 
mvd 未检索到 

异戊烯焦磷酸异构酶 
Isopentenyl pyrophosphate isomerase 

催化异戊烯焦磷酸异构化形成二甲基烯

丙基焦磷酸(DMAPP) 
idi AB019035.1 

DQ235686.1 

牻牛儿基牻牛儿基焦磷酸合成酶 
Geranylgeranyl pyrophosphate synthase 

催化异戊烯焦磷酸缩合形成牻牛儿基牻

牛儿基焦磷酸(GGPP) 
crtE 

DQ012943 
DQ016502.1 
DQ012943.1 

八氢番茄红素合成酶 
Phytoene synthase 

催化 GGPP 缩合形成八氢番茄红素 crtYB AY177204.1 
AJ133646 

番茄红素环化酶 
Lycopene cyclase 

催化番茄红素环化形成 β-胡萝卜素 crtYB AY177204.1 
AJ133646 

八氢番茄红素脱氢酶 
Phytoene dehydrogenase 

催化八氢番茄红素的脱氢形成番茄红素 crtI 
AY177424.1 
Y15007 
DQ028748.1 

β-胡萝卜素转化酶 
β-Carotene converting enzyme 

羟化和酮化 β-胡萝卜素, 最终生成虾青

素(尚不明确) 
crtS (asy) 

DQ002007.1 
HM204708.1 
AY946023.1 
DQ202402.1 

细胞色素 P450 还原酶 
Cytochrome P450 reductase 

辅助 β-胡萝卜素转化酶氧化 β-胡萝卜素 crtR EU884134.1 
EU884133.1 

 

流向。法夫酵母中的类胡萝卜素均由异戊烯化合

物合成, 因此, IPP 异构酶的表达水平会直接影响

类胡萝卜素前体库的代谢流, 是下游代谢途径的

总开关[9−10]。 

Verdoes 等[9]最早从法夫酵母中克隆出了编

码 IPP 异构酶的 idi 基因, 并在不产类胡萝卜素的

粟酒裂殖酵母(Schizosaccharomyces pombe)中异

源表达。理论上说, 如果能提高 IPP 的产量及 IPP

到 GGPP 的转化效率, 使合成类胡萝卜素的前体

物质增加, 就可进一步提高类胡萝卜素产量。

Visser 等[11]构建了利用三磷酸甘油醛(gpd)强启动

子调节 idi 基因的转化株, 发现重组菌株的类胡

萝卜素含量与对照的野生株相比反而降低; 而细

菌系统中 idi 基因的过量表达可以使类胡萝卜素

含量增加 1.3−3 倍。Wang 等[12]以大肠杆菌为受体, 

转入海洋细菌 Agrobacterium aurantiacum crt 基

因簇生产虾青素, 并过量表达 idi 和 crtE 基因后, 

转化株的虾青素细胞产率高达 1.25 mg/g。Lodato
等[13]的研究结果显示, 法夫酵母菌株中 idi 基因

的 mRNA 表达量在类胡萝卜素合成开始时下降, 

并且他认为 idi 基因表达量的增加与类胡萝卜素

产量的增加无必然的联系。以上研究结果说明, 
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idi 基因的表达水平确实会对下游途径产生影响, 

但在细菌和真菌中, 可能存在着不同的调控方式。 

2.2  GGPP 合成酶和基因(crtE) 
crtE 牻 牻基因编码 牛儿基 牛儿基焦磷酸合成

酶, 包含 11 429 个碱基, 8 个外显子(GenBank: 

DQ012943.1)。GGPP 合成酶催化三分子的 IPP 依

次添加到一个 DMAPP 中, 形成牻 牻牛儿基 牛儿

基焦磷酸(GGPP)。与 IPP 一样, GGPP 也是许多

二萜、类胡萝卜素、叶绿素、醌的前体, 所以 GGPP
合成酶也能够起到调节碳流的作用。 

研究者将携带欧文氏菌类胡萝卜素合成基因

簇的质粒转化到大肠杆菌中, 检测到番茄红素、

β-胡萝卜素和玉米黄质; 若将该转化质粒中的

GGPP 合成酶基因敲除, 则类胡萝卜素产量降为

原来的 2%−4%[14]。由此推测在大肠杆菌中, 除

GGPP 外, 还存在其它前体物质, 比如由法尼基

焦磷酸(FPP)合成酶催化得到的 FPP 和 IPP。 

国内外学者就法夫酵母中 crtE 基因对类胡萝

卜素产量的影响进行了研究: 宋熙[15]研究了法夫

酵母中 crtE 基因的过表达情况, 发现自带启动子

和带有 gpd 强启动子的重组菌株的虾青素产量

均得到提升。Breitenbach 等[16]在法夫酵母中过

量表达 crtE 基因, 其 β-胡萝卜素的产量增加了

接近 2 倍, 但虾青素的含量却没有相应的提高。

Miao 等[17]发现在不同的生长时期, 法夫酵母高

产菌株的 crtE 基因的表达水平高于野生型菌株

2−8 倍。Lodato 等[18]的研究结果表明, 与营养丰

富的天然培养基(YM 培养基)相比, 在基本培养

基(MM 培养基)中培养的法夫酵母中的 crtE 表达

水平更高, 且能积累更多的类胡萝卜素。 

综上所述, 与细菌不同, 在法夫酵母中类胡

萝卜素很可能只存在 GGPP 一种前体, crtE 基因

表达水平与 GGPP 及下游产物的产量呈现出一定

的相关性, 因此通过调控 crtE 基因来调节 GGPP

的合成, 可以达到在一定范围内提高类胡萝卜素

产量的作用, 但要达到提高虾青素产量的目的, 

可能还需要对 crtE 下游的途径进行调控。 

2.3  八氢番茄红素合成酶/番茄红素环化酶和

基因(crtYB) 
crtYB 编码一个双功能的酶蛋白, 包含 5 917

个 碱 基 , 5 个 外 显 子 (GenBank 登 录 号

DQ016503.1)。此酶既具有八氢番茄红素合成酶

活性, 催化 GGPP 合成八氢番茄红素; 也有番茄

红素环化酶的活性, 催化番茄红素合成 β-胡萝卜

素 。 crtYB 转 录 后 可 产 生 两 种 产 物 —— 成 熟

mRNA (Mature mRNA, mmRNA) 和 可 变 拼 接

mRNA (Alternatively spliced mRNA, amRNA)。这

两种产物中, 只有 mmRNA 能翻译成双功能蛋白, 

而 amRNA 由于其序列有很多终止密码子, 较难

被完整翻译出来, 剪接后得到 amRNA 保留了第

一个内含子的 55 bp 片段, 而第二个外显子缺少

了 111 bp[19] 。 

Lodato 等[13]研究发现, 在野生菌株及高产菌

株中, 两种剪接产物的表达量均在类胡萝卜素合

成开始前达到最大, 而在稳定期迅速衰减; 在对

数生长中期, 高产菌株的 crtYB 的 mmRNA 表达

量及 amRNA 表达量均高于野生菌株, 而在稳定

生长期, 两个菌的两种剪接产物的表达则都处于

很低的水平。Wozniak 等[20]用不同碳源培养法夫

酵母, 发现不同于葡萄糖为碳源的培养基, 在以

琥珀酸为碳源的培养条件下, amRNA 的表达趋势

比 mmRNA 滞后, mmRNA 和 amRNA 的表达量在

指数期达到峰值, 随后便逐渐降低, 而类胡萝卜

素在稳定期末期开始大量积累。在 Marcoleta 等[21]

的研究中发现乙醇的添加使 crtYB 的 mmRNA 水

平增加了 4.5 倍, 但是 amRNA 的表达水平没有明

显变化, 同时虾青素的含量与未添加乙醇时相比

也略有上升。 

Visser 等[11]将法夫酵母中的 crtYB 基因敲除

后, 得到了一株不产类胡萝卜素的白色菌株。
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Verdose 等[22]将 crtYB 基因连接到一个同源的 gpd
启动子上进行 crtYB 基因的过量表达, 检测到 β-

胡萝卜素和海胆酮等产物的大量积累; 也有研究

表明当番茄红素环化酶活力增强时, 酵母素和

HDCO 的生成量减少[23]。由此推测可能是由于番

茄红素环化酶的活性提高促进了双环类胡萝卜

素的生产, 但进一步研究发现这些产物的积累并

没有带来虾青素产量的相应提高。这说明在

crtYB 基因过量表达的情况下, 从 β-胡萝卜素到

虾青素的转化过程还受到严格的调控, β-胡萝卜

素和海胆酮接下去的氧化反应可能是产虾青素

的一个重要限速步骤。 

这些实验结果说明, 在法夫酵母中, crtYB 基

因的表达水平虽然能起到调节相应类胡萝卜的

产量, 但对下游虾青素的产量影响不大, 而且在

不同的培养基中, 还存在着其他的调控形式(如

酶活性的调节)影响类胡萝卜素的合成。因此, 在

虾青素合成途径, 该酶活性的精确调控极其重要。 

2.4  八氢番茄红素脱氢酶和基因(crtI) 
crtI 基因编码八氢番茄红素脱氢酶 , 包含

15 778 个碱基, 12 个外显子(GenBank 登录号: 

DQ028748.1), 是法夫酵母中分离得到的第一个

类胡萝卜素合成基因, 负责催化八氢番茄红素脱

氢生成番茄红素。同 crtYB 一样, 基因 crtI 也能

产生 mmRNA 和 amRNA 两种剪接产物。mmRNA
能翻译得到八氢番茄红素脱氢酶蛋白, 其编码区

含有 11 个内含子; amRNA 保留了第一个内含子

80 bp 的序列, 它的翻译过程中会遇到多个终止

密码子, 因此推测该产物如能翻译也只能得到一

个 N 端缺少 81 个氨基酸的无活性的多肽[19]。

Lodato 等[13]研究了法夫酵母野生菌株和虾青素

高产菌株中 crtI 的表达情况, 发现 crtI 的 mmRNA

和 amRNA 的表达趋势基本一致, 在对数生长初

期均呈现较大值, 后呈现递减趋势。由此可以推

断, 与稳定期相比, 对数生长初期菌体中可能存

在较多的 crtI mmRNA 来合成八氢番茄红素脱氢

酶。 

Visser 等[11]发现, 法夫酵母八氢番茄红素脱

氢酶和番茄红素环化酶之间的竞争结果决定了

番茄红素的代谢流是朝着 β-胡萝卜素转化成虾

青素的方向 , 还是通过 3,4-二氢番茄红素(3,4- 

Didehydrolyeopene)生成 HDCO。Verdoes 等[22]的

研究表明当 crtI 基因过度表达时, 单环类胡萝卜

素(例如酵母素和 HDCO)产量有所增加, 而双环

类胡萝卜素(如海胆酮、β-胡萝卜素和虾青素)则

会减少。还有学者发现野生型法夫酵母过表达

crtI 基因时, 类胡萝卜素的产量得到了提高, 而

在只积累 β-胡萝卜素不产虾青素的法夫酵母突

变株中同样过表达 crtI 基因, 却出现了类胡萝卜

素的含量减少, 菌株颜色变浅的现象[11]。这进一

步说明过高的 crtI 表达量反而不利于双环番茄红

素的大量积累。由此推测八氢番茄红素脱氢酶和

番茄红素环化酶可能对途径代谢方向具有联合

调控作用。 

2.5  β-胡萝卜素转化酶和基因(crtS) 
crtS 基因编码 β-胡萝卜素转化酶, 包含 5 920

个 碱 基 , 17 个 外 显 子 (GenBank 登 录 号

DQ201828.1)。关于 crtS 基因的功能问题, 至今仍

然存在着争议。从 β-胡萝卜素形成虾青素的过程

中, 需要酮化酶在 β-胡萝卜素 4 和 4'的位置各引

入一个酮基, 羟化酶在 β-胡萝卜素 3 和 3'的位置

上各引入一个羟基。在大部分的生物中, 这个步

骤中涉及的两个酶是由两个独立的基因编码合

成的, 但目前研究人员在法夫酵母中仅分离出了

crtS 基因。Ojima 等[24]根据添加细胞色素 P450 氧

化酶抑制剂对法夫酵母类胡萝卜素种类及累积

量的影响, 以及将 crtS 导入可产 β-胡萝卜素的大

肠杆菌时检测到海胆酮的实验结果, 提出该酶有

羟化和酮化两种功能的假说。然而 Alvarez 等[25]

有不同的看法, 他们将法夫酵母的 crtS 基因导入



1680 微生物学通报 Microbiol. China 2013, Vol.40, No.9 

  

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

能产β-胡萝卜素的毛霉工程菌时只检测到β-胡萝

卜素的羟化产物 β-隐黄质和玉米黄质, 因此认为

β-胡萝卜素转化酶只有羟化的功能。就目前的研

究结果来看, β-胡萝卜素转化酶的作用机理及酶

学性质等还有待进一步深入的研究。 

正是因为如此, 关于该基因的命名, 也存在

多种说法。由于该基因是目前法夫酵母中从 β-胡

萝卜素到虾青素转化过程中克隆得到的唯一基

因, 国外有些学者将其命名为虾青素合成酶基因

(Astaxanthin synthase gene)[24]。但鉴于该基因的功

能尚存在争议, 它所编码的酶是否能催化 β-胡萝

卜素到虾青素的完整过程还没有定论, 所以笔者

认 为 , 将 其 命 名 为 β- 胡 萝 卜 素 转 化 酶 基 因

(β-Carotene converting enzyme gene)更为合适。在

本文中 , 为了与其它基因命名统一 , 仍然使用 

crtS 作为该基因的简称。 

Ojima 等[24]对 β-胡萝卜素转化酶的氨基酸序

列进行生物信息学分析, 发现该酶的 N 端存在一

段高度疏水区域, 为膜锚定信号, 推测 β-胡萝卜

素转化酶是以膜蛋白的形式存在于法夫酵母中。

Niklitschek 等[26]将法夫酵母中的 crtS 基因敲除, 

得到了一株产类胡萝卜素不产虾青素的黄色菌

株。Lodato 等[13]用半定量的方法检测 crtS 基因的

表达与虾青素的关系, 发现在高产突变菌株中, 
crtS 基因的表达与代谢产物中虾青素含量的增加

正相关。Miao 等[17]的实验结果表明高产菌株中

crtS 基因的表达量是野生型菌株的 6−20 倍。笔

者通过实时定量的方法比较了 3 株不同性状法夫

酵母菌株中 crtS 基因的表达情况, 发现在整个生

长时期高产菌株中 crtS 基因的表达量均高于低产

菌株的 2−10 倍, 在不产虾青素的突变株中, crtS

也有少量表达, 表达量仅为高产菌的 5%左右。上

述研究都是在以葡萄糖等发酵碳源对法夫酵母

培养得到的结果, 而分析利用非发酵碳源琥珀酸

培养的法夫酵母发现, 在 crtS 基因表达量上升前

虾青素浓度就已经增加, 且 crtS 基因的表达量与

虾青素的合成之间也没有体现出直接关系[20]; 同

时也有研究发现在培养基中添加乙醇会引起法

夫酵母中 crtS 的表达量和虾青素含量的增加[21], 

这些结果说明, crtS 的表达水平在一定程度上会

影响虾青素的合成, 但是为什么一些非发酵碳源

的使用(如琥珀酸、乙醇、甘油等)可以促进虾青

素的积累还需要更加深入的研究。 

2.6  细胞色素 P450 还原酶和基因(crtR) 
crtR 基因编码细胞色素 P450 还原酶,  DNA

总长 15 477 bp, 仅含有 3 个外显子(GenBank 登录

号: EU884133.1)。由于 β-胡萝卜素转化酶属于细

胞色素 P450 单加氧酶 3A 亚家族蛋白, 而细胞色

素 P450 酶需要一个含氧的官能团作为底物的电

子供体, 所以研究认为 crtS 需要细胞色素 P450

还原酶(CPR)作为辅酶来完成从 β-类胡萝卜素到

虾青素的途径[27]。 

Ojima 等[24]在转化了具有合成 β-胡萝卜素功

能的基因簇、法夫酵母的 crtS 基因以及酿酒酵母

CPR 基因的大肠杆菌中, 只检测到了一些被氧化

的 β-类胡萝卜素的衍生物, 并没有检测到虾青

素。Ukibe 等[28]在能生产 β-胡萝卜素的酿酒酵母

菌株里共表达法夫酵母的 crtS 和 crtR 基因, 得到

少量的虾青素。分析原因可能是异源的细胞色素

P450 还原酶不能辅助法夫酵母的 crtS 合成虾青

素。Alvarez 等[25]从法夫酵母中克隆出编码细胞

色素 P450 羟化酶的基因, 转化到虾青素合成能

力受阻的法夫酵母菌株后, 使其恢复了合成能

力, 就进一步说明 crtR 基因对于 β-胡萝卜素虾青

素的合成来说是必不可少的。 

由于 crtS 和 crtR 是相辅相成的, Alcaíno 等[29]

研究了 crtS 和 crtR 的 mRNA 表达水平和法夫酵

母生长的关系, 发现 crtS 和 crtR 在生长的不同阶

段中 mRNA 水平的变化趋势并不相同。crtR 在整

个生长过程中的表达量几乎保持不变, 而 crtS 在
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66 h 左右达到最大后逐渐降低。由于 crtR 所编码

的细胞色素 P450 还原酶可能还参与到了法夫酵

母中其他细胞色素 P450 的合成中, 所以这两个

基因的调节可能是在不同的转录水平上进行的。

但 crtR 基因的表达水平是否会对虾青素的合成

产生影响, 目前还缺乏相关的研究。 

2.7  其它相关基因的研究 
法夫酵母类胡萝卜素的生物合成是一个复杂

的过程, 目前很多相关的调控机制仍是未知的。 

除了以上提到的几个基因外 , 上游途径 mk、

pmk、mvd、hmgr、hmgs 等基因的表达情况对类

胡萝卜素的产量也会产生影响。 
mk、pmk、mvd 分别编码甲羟戊酸激酶、磷

酸甲羟戊酸激酶, 5-焦磷酸甲羟戊酸脱羧酶, 这

几个酶依次催化从甲羟戊酸到 IPP 的过程。有关

mk 基因功能的研究在植物、动物中报道较多, 微

生物中较少。Bai 等[30]研究了甲羟戊酸激酶的反

馈抑制作用, 认为在包括酿酒酵母、法夫酵母等

的微生物中, 甲羟戊酸激酶的活性能够起到调控

下游异戊烯类化合物合成的作用。Martinez 等[31]

从蛋白组学的角度研究了法夫酵母的甲羟戊酸

途径中包括甲羟戊酸激酶、磷酸甲羟戊酸激酶, 5-

焦磷酸甲羟戊酸脱羧酶等一系列酶关系, 研究表

明, 这些酶的相互作用会直接影响类胡萝卜素的

合成。 
hmgs 和 hmgr 基因是上游途径中研究较多的

两个基因, 它们分别编码 3-羟基-3-甲基戊二酰

CoA 合成酶(HMG-CoA 合成酶)和 3-羟基-3-甲基

戊二酰 CoA 还原酶(HMG-CoA 还原酶)。Johnson

等[32]早在 1977 年的研究就发现, 抗 HMG-CoA 还

原酶抑制剂的法夫酵母菌株为类胡萝卜素高产

菌 。 Wang 等 [33] 通 过 提 高 粗 糙 脉 孢 霉 胞 内

HMG-CoA 还原酶基因的 mRNA 水平, 使其胞内

的类胡萝卜素的含量也有所提高。Guo 等[34]研究

发现, 在酿酒酵母中过量表达 hmgr 基因可以提

高类胡萝卜素的产量。Gu 等[35]研究发现乙醇的

添加能够提高法夫酵母细胞中 HMG-CoA 还原酶

活性, 并可促进胞内虾青素的合成。这些研究有

助于解释上文中非发酵碳源增加对类胡萝卜素

合成的影响, 同时也可表明 3-羟基-3-甲基戊二酰

CoA 形成甲羟戊酸的过程是类异戊二烯生物合

成中一个重要步骤, 可能直接影响下游途径中类

胡萝卜素的合成代谢。 

3  基于基因调控的产量提高策略 

虽然经过国内外专家学者的不断研究, 已逐

个克隆出法夫酵母中虾青素合成的相关基因, 但

对于虾青素的合成途径和代谢调节机理, 以及这

些基因在途径中的相互关系研究还不够深入。目

前主要通过异源表达进行功能互补研究, 个别基

因通过敲除和过量表达来研究其对代谢产物的

影响。如何能根据现有的研究情况, 较系统、深

入地了解法夫酵母虾青素合成代谢调控机理与

相关酶的调控形式, 指导定向育种, 是提高育种

效率的关键问题。 

3.1  选择合适的宿主构建工程菌 
利用法夫酵母虾青素合成相关基因, 选择合

适的宿主构建工程菌来提高虾青素的产量, 可以

有以下两种思路: (1) 用能快速增殖、遗传背景清

楚、基因操作方便的微生物为宿主, 导入法夫酵

母的虾青素合成相关基因簇来生产虾青素; (2) 

以法夫酵母本身为代谢工程的受体, 通过改变相

关酶的数量、活力以及调控机制, 实现虾青素合

成正相关酶的高效表达。 

大肠杆菌不能合成类胡萝卜素, 但它含有的

成分如多萜醇、苯醌和甲基萘醌等与类胡萝卜素

一样, 都是由共同前体 FPP 转化而来。有学者在

大肠杆菌中导入异源的类胡萝卜素合成基因产

类胡萝卜素获得了成功。从理论上讲, 在大肠杆

菌中导入法夫酵母的虾青素合成相关基因簇也
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可使大肠杆菌积累虾青素。Alcaíno 等[29]将携带

了法夫酵母 crtR 和 crtS 基因 cDNA 共转化到可

产 β-胡萝卜素的大肠杆菌中, 并且用反相高效液

相色谱法分析了类胡萝卜素的产量, 发现没有产

生任何 β-胡萝卜素的含氧衍生物。他们认为, 一

方面可能是由于大肠杆菌中不能表达 β-胡萝卜

素转化酶, 或者是 β-胡萝卜素转化酶的活性非常

的低; 另一方面, 细胞色素 P450 系统与细胞膜相

关, 大肠杆菌没法提供其适应的环境。除此之外, 

如果大量增加 IPP 等前体的合成可能导致大肠杆

菌中用于贮存类胡萝卜素的膜负荷超载, 使大肠

杆菌菌株产生毒害甚至致死[18]。因此, 对于法夫

酵母中的类胡萝卜素形成基因来说, 真核生物表

达系统可能更为合适。 

真核生物中的酿酒酵母是常用的宿主菌, 被

称为真核生物中的“大肠杆菌”。酿酒酵母不能合

成类胡萝卜素, 但体内积累的麦角固醇也是类异

戊二烯化合物, 可作为类胡萝卜素的前体物质。

Ausich 等[36]的一项专利通过将欧文氏菌的类胡

萝卜素合成基因转化到酿酒酵母中, 成功在酿酒

酵母转化体上获得了番茄红素、β-胡萝卜素和玉

米黄质。Verwaal 等[37]在可产番茄红素的酿酒酵

母中过量表达法夫酵母的 GGPP 合成酶, 并引入

tHMG1 基因, 使番茄红素的产量增加 2.1−3.0 倍。

但是, Ojima 等[24]研究发现酿酒酵母的 CPR (细胞

色素 P450 还原酶)基因无法辅助 β-胡萝卜素转化

酶合成虾青素。就目前的研究结果来看, 利用酿

酒酵母作为受体菌表达虾青素合成相关基因还

需要进一步的研究。 

除此之外, 也有学者利用其他生物体来表达

虾青素合成相关基因, 各种基因工程手段的运用

确实提高了虾青素及类萝卜素的产量。但由于这

些受体自身的限制, 如有的生物本身的细胞结构

不适合积累大量虾青素, 有的外源的基因对宿主

本身正常基因的影响不可预知, 有的细胞胞内前

体物质较少等, 构建的工程菌往往不能达到产业

化要求。所以目前通过异源表达还不能达到高产

虾青素的目的。因此, 利用性状良好的法夫酵母

菌株, 并对其基因进行操控, 定向改造其虾青素

合成途径可能具有更好的前景。 

3.2  代谢途径多基因协同调控 
许多生物中, 如已报道的雨生红球藻和粗糙

脉孢菌中的类胡萝卜素产量与其对应的基因表

达水平有直接联系。但 Wozniak 等[20]研究了法夫

酵母的 idi, crtE、crtI、crtYB、crtS 在指数期和稳

定期 mRNA 水平的表达差异, 认为 mRNA 的表

达和酶活性并没有直接关系, 他提出, 法夫酵母

是一个特殊的有机体, 其类胡萝卜素基因的转录

调控作用不处于调控的第一线。但是从目前的研

究结果来看, 由于法夫酵母合成虾青素的代谢网

络十分复杂, 代谢流可能受到多个基因的联合控

制, 且有些基因还同时参与到不同的合成步骤

中, 因此各个基因及其酶之间的关系, 以及它们

是否存在协同作用还有待进一步研究。 

从整体水平上对类胡萝卜素合成相关基因的

研究已经展开, Wang 等[38]以番茄红素生物合成

途径的 20 个相关基因, 建立了一种能对大量基

因的转录水平进行同时调控的方法(MAGE), 实

现了对全部基因转录水平的整体调控, 该实验在

3 d 之内就筛选到了一株番茄红素产量提升 5 倍

以上的大肠杆菌突变株。这为法夫酵母中虾青素

合成相关基因的整体调控提供了参考, 如果能对

法夫酵母整个类胡萝卜素代谢网络的基因进行

分析及操作, 将有望达到全面发掘与提升产物合

成能力的目标。 

4  现状与展望 

近年来, 虾青素以其卓越的抗氧化能力及优

良的生物学功能受到国内外饲料、保健品、医药、

化妆品等行业的广泛关注。法夫酵母作为唯一能
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够利用多种廉价碳源生物合成虾青素的酵母, 其

潜在的产业价值和商业前景日益凸显。本实验室

通过菌种选育、发酵条件优化和控制等获得了较

高的虾青素产量, 其中高产菌株 JMU-MVP14 的

虾青素细胞产率可达 4.94 mg/g [39]。 

尽管国内外已经开展了一系列从法夫酵母中

获得虾青素的相关研究, 但利用基因工程及代谢

工程手段调控虾青素合成的相关研究还不够深

入, 主要存在以下几个方面的问题: (1) 由于虾青

素是次级代谢产物, 在生物细胞内的合成步骤多

而复杂, 直接导致虾青素高产菌株筛选模型研究

的滞后及高产菌株筛选效率低; (2) 虾青素的合

成受多个基因联合控制, 单个基因位点的突变或

简单的分子操作很难使产量大幅度提高; (3) 虾

青素合成途径中存在多功能酶现象, 并且同时参

与主流代谢途径和旁路代谢途径, 增强了调控的

难度; (4) 法夫酵母中初生代谢途径与次生代谢

途径相互关系的研究较少, 虾青素本身合成途径

中仍有很多不明确的地方, 这些都亟待进一步的

研究。 

综上所述, 今后不论是对法夫酵母虾青素发

酵菌种的合成途径进行遗传改良, 还是利用其它

微生物重建虾青素生物合成途径, 都必须全面深

入地了解法夫酵母虾青素合成的代谢调控机理, 

真正实现对其代谢流的理性改造。相信随着法夫

酵母基因克隆、转化方法的不断发展, 虾青素合

成途径的调控机制的逐渐阐明, 利用基因工程和

代谢调控的手段指导法夫酵母的定向育种将具

有越来越广阔的前景, 也必将成为今后研究的重

要发展趋势。 
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科技信息摘录 

广东省生态环境与土壤研究所发现胞外呼吸菌新种 

广东省生态环境与土壤研究所研究员周顺桂领衔的环境微生物工程团队, 在胞外呼吸菌的筛选和研究方

面取得一系列重要进展, 为研究胞外呼吸菌的功能基因组、电子转移机制、代谢网络及生物信息学提供了宝贵

资源, 并拓宽了人类对微生物呼吸多样性的认识。 
据介绍, 胞外呼吸是近年来新发现的微生物能量代谢方式, 主要包括铁呼吸、腐殖质呼吸与产电呼吸三种

形式。胞外呼吸菌的筛选鉴定, 是胞外呼吸研究的关键和基础。周顺桂团队发现了一株铁还原菌 SgZ-3T, 并

将其认定为分类学上的新属, 命名为中国红球菌属的 S. ferrireducens 新种。SgZ-3T 菌株在系统发育分析上与

光合细菌 Rhodobacter 属十分相近, 但不含细菌光合色素及内膜囊泡, 以铁呼吸的功能替代了光合作用。这一

重要特性使其独立于 Rhodobacter 而成为单独的属。 
 

——摘自《科学网》2013/8/27 
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