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研究报告 

过表达乙酰辅酶 A乙酰基转移酶 2基因(RKAcat2)对红冬孢

酵母产类胡萝卜素的影响 

郭锐  倪金梅  胡丽  季秀玲  魏云林  张琦* 
昆明理工大学生命科学与技术学院  云南 昆明  650500 

摘  要：【背景】乙酰辅酶 A 乙酰基转移酶(Acetyl Coenzyme A Acyltransferase，Acat)是硫解酶家族的

一员，分为 I 型和 II 型，而 II 型作为甲羟戊酸(Mevalonate，MVA)途径的第一个限速酶，其表达水平

和催化活性会影响萜类及其衍生物的合成量。【目的】分析 Acat II 型基因的过表达对红冬孢酵母产类

胡萝卜素的影响。【方法】从红冬孢酵母 YM25235 菌株中克隆编码 Acat II 型的基因 RKAcat2，将其

回转到红冬孢酵母 YM25235 菌株中，构建一株 RKAcat2 基因过表达菌株进行分析。【结果】与对

照菌株相比，RKAcat2基因过表达使 YM25235 菌株中类胡萝卜素含量提高了 50.53%，而菌株中油

脂含量降低了 22.80%，脂肪酸组成中油酸含量显著下降了 17.78%，而且菌株中乙酰辅酶A (Coenzyme 

A，CoA)的含量也下降了 13.64%。【结论】过表达 RKAcat2基因促进更多乙酰 CoA 进入 MVA 途径

中，从而提高了类胡萝卜素的合成水平，这与部分 MVA 途径和类胡萝卜素合成途径中基因的转录

分析结果一致。研究结果可为进一步通过代谢工程手段提高产油红酵母中类胡萝卜素及其特定组分

含量的研究提供参考。 

关键词：红冬孢酵母，乙酰辅酶 A 乙酰基转移酶，基因过表达，类胡萝卜素，乙酰辅酶 A 

Effects of RKAcat2 overexpression on carotenoid production in 
Rhodosporidium kratochvilovae 
GUO Rui  NI Jinmei  HU Li  JI Xiuling  WEI Yunlin  ZHANG Qi* 

Faculty of Life Science and Technology, Kunming University of Science and Technology, Kunming,  
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Abstract: [Background] Acetyl-CoA acetyltransferase (Acat) belongs to thiolase family and it can be 
classified into two types (I and II). Type II Acat acts as the first rate-limiting enzyme of the mevalonate 
(MVA) pathway, and its expression level and catalytic activity affect the production of terpenoids and their 
derivatives. [Objective] To study whether Acat2 overexpression can increase the carotenoid biosynthesis 
in Rhodosporidium kratochvilovae. [Methods] A gene encoding type II Acat, named RKAcat2, was cloned 
from R. kratochvilovae strain YM25235 and then introduced into YM25235 for overexpression. [Results] 
Compared with the control, RKAcat2 overexpression in YM25235 increased the carotenoid content by 
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50.53% while decreased the lipid content, oleic acid content, and acetyl-CoA level by 22.80%, 17.78%, 
and 13.64%, respectively. [Conclusion] RKAcat2 overexpression promoted the entry of more acetyl-CoA 
into MVA pathway. Consequently, the carotenoid biosynthesis in YM25235 was increased, which is 
consistent with the results of transcriptional analysis of some genes in MVA and carotenoid biosynthesis 
pathways. This study may provide a reference for further research on improving the contents of carotenoid 
and its specific compositions in oil-producing red yeast by metabolic engineering. 

Keywords: Rhodosporidium kratochvilovae, acetyl coenzyme A acyltransferase, gene overexpression, 
carotenoid, acetyl coenzyme A 

类胡萝卜素是由 2 个二萜缩合而成，含有 8 个

异戊二烯单位的四萜化合物[1]，具有很强的清除

自由基和抗氧化的能力[2]。在生物体内，类胡萝

卜素具有光保护性能、调节细胞分化、细胞周期

和凋亡等作用[3]；在工业上，类胡萝卜素被用作

食品着色剂、营养强化剂和抗氧化剂等[4]。近年

来，天然类胡萝卜素的需求不断上升而其产量却

依旧处于瓶颈[5]。因此，研究类胡萝卜素在微生

物体内的合成和累积，并通过分子手段改造微生

物提高类胡萝卜素的产量逐渐成为研究热点[6]。 

甲 羟 戊 酸 (Mevalonate， MVA)途 径 是 微 生

物合成包括类胡萝卜素在内的萜类化合物及其

衍生物的主要途径之一，可分为上游途径与下

游途径，催化乙酰辅酶 A (Coenzyme A，CoA)转

化为萜类化合物共同的前体物质异戊烯焦磷酸

(Isopentenylpyrophosphate， IPP)和二甲基烯丙基

焦磷酸酯(Dimethylallylpyrophosphate，DMAPP) 

(图 1)[7]。在不影响细胞生长的前提下，改变 MVA

途径关键酶基因的表达，是一种提高 MVA 途径代

谢流的调控策略[8-10]。 

乙酰 CoA 乙酰基转移酶(Acetyl coenzyme A 

Acyltransferase，Acat)属于硫解酶 (Thiolase)家族

的一员，其分为 I 型硫解酶和 II 型硫解酶，分别存

在于线粒体和细胞质中[11-12]。I 型硫解酶对 4–22 个

碳的底物具有宽链特异性，并硫解催化去除 3-氧

酰基-CoA 中的乙酰基，如在每个脂肪酸 β-氧化催

化循环的最后一步[13]。II 型硫解酶主要位于胞质

基质中，位于 MVA 途径中的 Acat 属于 II 型硫解

酶，其催化 MVA 途径反应的第一步，将 2 分子乙

酰 CoA 浓缩成 1 分子乙酰 CoA[14]，从而将乙酰

CoA 代谢流引向 MVA 途径。为了区分，将 II 型硫

解酶命名为乙酰 CoA 乙酰基转移酶 2 (Acat2)，其

作为关键酶对 MVA 途径及类胡萝卜素的合成可能

存在较大的影响。 
 

 
图 1  MVA 途径(A)和类胡萝卜素合成途径(B) 
Figure 1  MVA pathway (A) and carotenoid biosynthesis pathway (B) 
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红 冬 孢 酵 母 (Rhodosporidium kratochvilovae) 

YM25235 是一株分离自云南程海湖的具有低温适

应性的产油红酵母，其产亚油酸和 α-亚麻酸 2 种

多不饱和脂肪酸[15]。由于产油的特性，其胞内可

持续提供乙酰 CoA 作为底物进一步合成包括类胡

萝卜素和油脂在内的其他衍生物[16]，而且调节乙

酰 CoA 的流向会影响不同代谢衍生物的合成水平

在理论上是可行的。因此，本研究从 YM25235 菌

株中克隆了 RKAcat2基因，并转回 YM25235 菌株

中过表达，分析其对类胡萝卜素合成的影响，以

期为进一步的研究与应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌种和培养基 

红冬孢酵母(R. kratochvilovae) YM25235 菌株

分离于云南丽江程海湖，保存于本研究室；质粒

克隆菌株大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α 购自北

京擎科生物科技有限公司，保存于本研究室；克

隆载体 pMD18-T 购自宝生物工程(大连)有限公

司，表达载体 pRH2034 购自新加坡国立大学。 

Yeast Malt (YM)培养基(g/L)：酵母膏 3.0，胰

蛋白胨 5.0，麦芽糖 5.0；酵母浸出粉胨葡萄糖

(Yeast Extract Peptone Dextrose Medium，YPD)培养

基(g/L)：酵母膏10.0，胰蛋白胨20.0，葡萄糖20.0。 

1.2  主要试剂和仪器 

DNA 纯化回收试剂盒，北京百泰克生物技术

有限公司；Ezup 柱式酵母基因组 DNA 抽提试剂

盒，生工生物工程(上海)股份有限公司；质粒小

提试剂盒、总 RNA 提取试剂盒，Omega Bio-Tek

公司；限制性内切酶、反转录试剂盒，Thermo 

Fisher Scientific 公司；高保真 DNA 聚合酶、高灵

敏度染料法定量 PCR 检测试剂盒，南京诺唯赞生

物有限公司；T4 连接酶，TaKaRa 公司；乙酰辅

酶 A 酶联免疫分析试剂盒，江苏晶美生物科技有

限公司。 

PCR 扩增仪，北京六一生物科技有限公司；

实时荧光定量 PCR 仪，Roche 公司；琼脂糖凝胶

电泳仪，Amersham 公司；恒温培养振荡器，上海

智城分析仪器制造有限公司；紫外分光光度计，

上海美谱达仪器有限公司；高效液相色谱仪、气

相色谱质谱联用仪，Agilent Technologies 公司。 

1.3  RKAcat2 基因的克隆与序列分析 

根据基因组和转录组测序获得的RKAcat2基因

的蛋白编码序列，设计并合成引物 RKAcat2-F 

(5′-TCACCATGGCCGTCTTCATCGCG-3′，下划线

部分为 Nco I 位点)和 RKAcat2-R (5′-CTTGATATC 

CTACACCCGCTCAAAGAG-3′， 下 划 线 部 分 为

EcoR V 位点)。将红冬孢酵母 YM25235 菌株接种

在 YM 培养基中，30 °C、180 r/min 培养 24 h 后    

5 000 r/min 离心 8 min 收集菌体，使用总 RNA 提

取试剂盒提取总 RNA 并使用反转录试剂盒将总

RNA 反转录得到 cDNA，以此 cDNA 为模板进行

RKAcat2基因的克隆扩增。PCR 反应体系：cDNA

模板 1 μL，2×Buffer 25 μL，dNTP Mix 1 μL，

正、反向引物(10 μmol/L)各 2 μL，高保真 DNA 聚

合酶 1 U，ddH2O 补足 50 μL。PCR 反应条件：

94 °C 5 min；94 °C 30 s，57 °C 30 s，72 °C 90 s，

30 个循环；72 °C 10 min。PCR 产物与 pMD18-T

载体连接，经蓝白斑筛选和菌落 PCR 验证后送北

京擎科生物科技有限公司测序验证。根据测序结

果利用 ProtParam 程序对 RKAcat2基因编码的氨基

酸序列进行蛋白理化性质分析[17]，利用 NCBI 网

站(www.ncbi.nlm.nih.gov/)的 BLASTp 程序进行同

源序列比对分析，同时利用 NCBI 中 Conserved 

Domain 程序进行蛋白质序列结构域预测[18]。 

1.4  重组表达质粒 pRHRKAcat2 的构建 

使用 Nco I 和 EcoR V 这 2 种限制性内切酶分

别对连接有 RKAcat2基因的 pMD18-T 载体和表达

载体 pRH2034 根据说明书条件进行双酶切，琼脂

糖凝胶电泳分别回收目的片段后用 T4 连接酶

16 °C 连接过夜。将连接产物转化至大肠杆菌 DH5α

中，通过菌落 PCR 和提取质粒进行双酶切鉴定来

筛选阳性克隆，然后进一步将重组质粒送北京擎
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科生物科技有限公司测序验证，验证通过后，将

所构建的重组表达质粒命名为 pRHRKAcat2。 

1.5  重组表达质粒转化红冬孢酵母 YM25235 

将重组表达质粒 pRHRKAcat2 通过原生质体

转化法[19]转入红冬孢酵母 YM25235 中。重组表达

菌株通过含 150 μg/mL 潮霉素 B 的 YPD 固体培养

基筛选得到抗性转化子。然后利用酵母基因组提

取试剂盒提取抗性转化子的基因组 DNA，以此为

模板通过 PCR 进行阳性克隆验证获得 RKAcat2 基

因转化成功的转化子。 

1.6  RKAcat2 基因过表达菌株类胡萝卜素及其

组分含量变化分析 

将阳性转化子接种于 50 mL YPD 液体培养基

中，30 °C、180 r/min 发酵培养 168 h 后，5 000 r/min

离心 8 min 收集菌体，置于烘箱 50 °C 烘干后研磨

成粉。取 0.4 g 干菌体使用丙酮提取菌体总类胡萝

卜素，参考文献[20]的方法，利用紫外分光光度

计在 450 nm 处测定吸光度并计算总类胡萝卜素

含量(mg/g 干菌体)，经过多代筛选后，得到一株

稳 定 高 产 类 胡 萝 卜 素 的 转 基 因 菌 株 ， 命 名 为

YM25235/pRHRKAcat2。按照上述方法将 YM25235

菌株和转基因菌株 YM25235/pRHRKAcat2 分别

培养 168 h，提取干菌体中的总类胡萝卜素。以

YM25235 菌体样品作为对照，通过紫外分光光度

计法分析 YM25235/pRHRKAcat2 菌株中总类胡萝

卜素的含量变化情况。进一步利用高效液相色谱

法(HPLC)对总类胡萝卜素的 4 种主要成分的含量

变化进行检测分析，分析条件参照魏娜等[21]的方

法进行，液相色谱柱为 Agilent ZORBAX SB-C18 

(4.6 mm×250 mm，5 μm) HPLC Column。 

1.7  总油脂含量变化分析 

分 别 取 上 述 YM25235 菌 株 和 转 基 因 菌 株

YM25235/pRHRKAcat2 干菌体 0.3 g 提取菌体内总

油脂。向干菌体中加入 1.8 mL 4 mol/L 的盐酸溶

液，用旋涡振荡仪混匀，室温放置 30 min 后于沸

水浴中加热 3 min，待冷却到室温后加入 3.6 mL

氯仿-甲醇(2:1，体积比)混合液，用旋涡振荡仪

充分混匀，7 000 r/min 离心 5 min，取底层的氯

仿层加入等体积的 0.1% (质量体积分数)氯化钠溶

液，振荡混匀，在 3 000 r/min 下离心 5 min，取

底层的氯仿层，挥发氯仿后，得到油脂，称量油

脂重量。 

油脂含量(%)=
(mg)

100
(mg)


油脂重量

干菌体重量
。 

1.8  脂肪酸组分分析 

分 别 取 上 述 YM25235 菌 株 和 转 基 因 菌 株

YM25235/pRHRKAcat2 干菌体 0.1 g 提取菌体内脂

肪酸。向干菌体中添加 2.5 mL 的 10%氢氧化钾-甲

醇溶液及 2.5 mL 的 0.6 mg/mL C17:0 内标物提取脂

肪酸，并在 70 °C 下皂化 3−5 h。之后用盐酸调节

pH 值至 2.0，然后在 70 °C 下添加 4 mL 14%三氟

化硼-乙醚使脂肪酸甲酯化 1.5 h。随后利用正己烷

萃取脂肪酸甲酯，最后使用 0.45 μm 微孔滤膜过滤

除去大颗粒杂质，使用气相色谱质谱联用仪进行

GC-MS 分析，得到脂肪酸组分的变化情况[15]。 

1.9  乙酰 CoA 含量测量 

将 YM25235 菌株和转基因菌株 YM25235/ 

pRHRKAcat2 接种于 50 mL YPD 液体培养基中，

30 °C、180 r/min 发酵培养 96 h，取 10 mL 发酵液

4 °C、8 000 r/min 离心 10 min，后用 1 mL 0.25 mol/L 

pH 5.0 的磷酸盐缓冲液(Phosphate Buffer Saline，

PBS)洗 2 次，4 °C、8 000 r/min 离心 10 min 去 

上清，用 1 mL 6%高氯酸溶液重悬，逐滴加入  

0.3 mol/L 的碳酸钾溶液进行盐沉淀(添加的过程

中漩涡振荡使其充分混匀)，调节 pH 值为 3.0，

接着 4 °C、12 000 r/min 离心 10 min 除去高氯酸钾

(KClO4)晶体。样品制备完毕后使用乙酰辅酶 A 酶

联 免 疫 分 析试 剂 盒 分 析转 基 因 菌 株 YM25235/ 

pRHRKAcat2 和对照菌株 YM25235 的乙酰 CoA 

含量。 

1.10  类胡萝卜素合成相关基因的转录水平分析 

收集发酵培养 96 h 后的 YM25235 菌株和转基

因菌株 YM25235/pRHRKAcat2，使用总 RNA 提取

试剂盒提取总 RNA 并使用反转录试剂盒将总
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RNA 反转录，得到 cDNA。以 YM25235 菌株样品

作为对照，通过实时荧光定量 PCR (RT-qPCR)方

法检测 RKAcat2 基因过表达对类胡萝卜素合成相

关基因转录水平的影响[22]。使用高灵敏度染料法

定量 PCR 检测试剂盒和基因特异性引物(表 1)。

RT-qPCR 反应体系(20 μL)：cDNA 模板 1 μL，

2×Mix 10 μL，正、反向引物(10 μmol/L)各 0.4 μL，

ddH2O 8.2 μL。RT-qPCR 反应条件：95 °C 5 min；

94 °C 10 s，60 °C 40 s，共 40 个循环；95 °C 15 s，

60 °C 1 min。使用小亚基 rRNA 基因(SSU rRNA)

作为内部对照，通过 2−ΔΔCt方法分析不同基因的相

对转录水平[23]。 

2  结果与分析 

2.1  RKAcat2 基因的克隆与序列分析 

以红冬孢酵母 YM25235 的 cDNA 为模板通过

PCR 扩增获得大小约为 1 200 bp 的基因片段，将

片段回收，连接至 pMD18-T 载体，使用载体通用

引物进行测序，测序结果显示，基因片段大小为

1 191 bp，编码 396 个氨基酸，所编码蛋白的分子

量大小为 41.7 kD，等电点为 8.55。通过 NCBI

网站 BLAST 搜索，RKAcat2 编码的氨基酸序列

RKAcat2 (GenBank 登录号：MW628325)与酵母

来源的 Acat2 相似性最大，其中与圆红冬孢酵母 

(Rhodotorula toruloides)的 RTAcat2 (GenBank 登

录号：PRQ77817.1)、红法夫酵母(Xanthophyllomyces 

dendrorhous) 的 XDAcat2 (GenBank 登 录 号 ：

BAQ25473.1)和酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)

的 SCAcat2 (GenBank 登录号：PJP07170.1)的

相似性分别为 86.84%、33.04%和 33.83%。序

列比对分析的结果还表明，RKAcat2 与已报道

Acat2[24-25]结构类似，在 C 端存在硫解酶高度保守

位点(图 2 下划线标出，NVNGGAIALGHPLAAS，

氨基酸位点 342−357)，以及 3 个催化活性中心关键

的氨基酸残基 Cys88、His351、Cys382 (图 2 星号标

出)。这些结果表明，所获得的RKAcat2是一个新的

潜在的编码 Acat2 蛋白的基因。 

2.2  重组过表达质粒 pRHRKAcat2 的构建 

为了验证 RKAcat2基因对红冬孢酵母 YM25235

菌 株 类 胡 萝 卜 素 合 成 的 影 响 ， 将 目 的 片 段 从

pMD18-T 切下并插入到表达载体 pRH2034 的  

Nco I 和 EcoR V 位 点 之 间 ， 构 建 重 组 质 粒

pRHRKAcat2 (图 3A)。限制性酶切分析结果显

示，重组质粒 pRHRKAcat2 酶切产生 1.19 kb 和

10.1 kb 这 2 条带(图 3B 第 3 泳道)，小分子量条带 

 
表 1  YM25235 菌株中不同基因的 mRNA 转录水平分析所用引物 
Table 1  Primers used for the analysis of mRNA levels in YM25235 strain 
引物名称 

Primers name 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

目的基因 

Target genes 

RT-SSU rRNA-F CCATTCACTTACAAACACAA 核糖体 RNA 小亚基基因 

Ribosomal RNA small subunit gene, SSU rRNA RT-SSU rRNA-R CACCACCAGATTCACTAA 

RT-RKAcat2-F CCGAACATTATGGGCATC 乙酰 CoA 乙酰基转移酶 2 基因 

Acetyl-CoA Acyltransferase 2 gene RT-RKAcat2-R CGATGTCCTCAATCTTCAT 

RT-RKHMGCS-F AGACGCTCATCGACAAGA 3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A 合成酶基因 

3-hydroxy-3-methylglutarul-coenzyme A synthase gene, RKHMGCS RT-RKHMGCS-R CCTCAATGTCCGAGTTGC 

RT-RKHMGCR-F CATTGTCACCGTCTTCTG 3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A 还原酶基因 

3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase gene, RKHMGCRRT-RKHMGCR-R GTCGTCGTAGAGGAGGAA 

RT-RKMK-F ACACGATCAACCCGCTCTTC 甲羟戊酸激酶基因 

Mevalonate kinase gene, RKMK RT-RKMK-R GAGGGACGAAAGCTCAACGA 

RT-RKCrtI-F GTTACTGATGTCCGTCAC 八氢番茄红素脱氢酶基因 

Phytoene desaturase gene, RKCrtI RT-RKCrtI-R GTACTGGAGGAGGTTGTA 

RT-RKCrtYB-F GTTCTTCTTGTGGGAGTG 八氢番茄红素合成酶和番茄红素环化酶基因 

Phytoene synthase and lycopene cyclase genes, RKCrtYB RT-RKCrtYB-R CCGCTTCTTCAATCTCAA 
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图 2  RKAcat2 与同源 Acat2s 的氨基酸序列比对 
Figure 2  Alignment of amino acid sequence of RKAcat2 and homologous Acat2s 
注：其中下划线部分表示高度保守位点，星号部分表示活性氨基酸位点 

Note: The substrate binding domain is underlined, and the active amino acid sites are indicated with asterisks 

 

 
 
图 3  重组质粒 pRHRKAcat2 的构建及限制性酶切分析  
Figure 3  Construction of recombinant plasmid pRHRKAcat2 and restriction enzyme analysis 
注：A：pRHRKAcat2 质粒图谱；B：pRHRKAcat2 质粒酶切分析。1：DL10000 DNA Marker；2：质粒 pRH2034 的 Nco I/EcoR V 双酶

切；3：重组质粒 pRHRKAcat2 的 Nco I/EcoR V 双酶切；4：RKAcat2 基因的 PCR 产物；5：DL2000 DNA Marker 

Note: A: Map of recombinant plasmid pRHRKAcat2; B: Restrictive analysis of pRHRKAcat2. 1: DL10000 DNA Marker; 2: pRH2034 
was digested by Nco I and EcoR V; 3: pRHRKAcat2 was digested by Nco I and EcoR V; 4: PCR product of RKAcat2; 5: DL2000 DNA 
Marker 
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与基因的 PCR 产物(图 3B 第 5 泳道)大小一致，大

分子量条带与 pRH2034 双酶切产生的条带(图 3B

第 2 泳道)大小一致，而且 DNA 测序结果表明片段

与目的序列一致，证明重组表达质粒构建成功。 

2.3  RKAcat2 基因过表达对类胡萝卜素及其不

同组分含量的影响 

分 析 结 果 显 示 ， 过 表 达 菌 株 YM25235/ 

pRHRKAcat2 的类胡萝卜素含量相比于对照菌株

YM25235 有明显提高，从 4.73 mg/g-DCW 提高到

7.12 mg/g-DCW，提高了 50.53% (表 2)。进一步通

过 HPLC 分析 YM25235 中 4 种类胡萝卜素组分含

量变化的结果显示，YM25235/pRHRKAcat2 菌株

的红酵母红素、圆酵母素、β-胡萝卜素及 γ-胡萝

卜素含量相比于对照菌株均有提高，其中 β-胡 

萝卜素最为显著，达 4.64 mg/g-DCW (表 2)。这些

结 果 表 明 ， 过 表 达 RKAcat2 基 因 可 显 著 提 高

YM25235 菌株的类胡萝卜素的合成，特别是 β-胡

萝卜素。 

2.4  RKAcat2 过表达对油脂产量的影响 

因为油脂和类胡萝卜素的合成都以乙酰 CoA

为前体。在本研究中，过表达 RKAcat2 基因提高

了 YM25235 中类胡萝卜素的含量，因此进一步对

过表达菌株 YM25235/pRHRKAcat2 和对照菌株

YM25235 的油脂含量进行了测定。结果如表 3 所

示，过表达菌株 YM25235/pRHRKAcat2 的油脂含

量约为 4.52%，油脂含量相比于对照菌株(5.86%)

下降了 22.80%。结果表明过表达 RKAcat2 基因会

减少 YM25235 菌株中油脂的积累。 

2.5  RKAcat2 过表达对脂肪酸不同组分含量的

影响 

为了验证油脂中脂肪酸组分的变化，通过提

取过表达菌株 YM25235/pRHRKAcat2 和对照菌

株 YM25235 的总脂肪酸并进行 GC-MS 分析。结

果 显 示 ， 棕 榈 酸 (Palmitic ， C16:0) 、 棕 榈 油 酸

(Palmitoleic，C16:1)、硬脂酸 (Stearic，C18:0)、

亚油酸(Linoleic，C18:2 LA)、亚麻酸(Linolenic，

C18:3 ALA)相较于对照菌株都略有上升但不显

著，而油酸(Oleic acid，C18:1 OA)相较于对照菌

株 YM25235 发生明显下降，从 22.67 mg/g-DCW

降至 18.64 mg/g-DCW，下降了 17.78% (表 4)。该

结果表明，RKAcat2 基因的过表达促进 YM25235

菌株中油酸的降解脂肪酸的降解，产生更多的乙

酰 CoA，同时引起油脂含量下降，这与上述油脂

含量分析结果一致。 

2.6  RKAcat2过表达对胞内乙酰CoA水平的影响 

乙酰 CoA 是类胡萝卜素和油脂(脂肪酸)的共

同合成底物[26]。本研究中，过表达 RKAcat2 基因

提高了类胡萝卜素的含量，降低了油脂(脂肪酸)的

含量。为了探究过表达 RKAcat2 基因后 YM25235

菌株内乙酰 CoA 含量的变化，对过表达菌株

YM25235/pRHRKAcat2 和对照菌株 YM25235 中的

乙酰 CoA 含量进行了分析。分析结果显示 RKAcat2

基因过表达后，乙酰 CoA 含量为 0.15 mg/L，相较

于对照菌株(0.18 mg/L)下降了 13.64% (表 5)。以上  

 
表 2  RKAcat2 基因过表达对 YM25235 菌株中类胡萝卜素含量及其组分变化的影响 
Table 2  Effect of RKAcat2 overexpression on the content of total carotenoid and its composition in YM25235 

菌株 类胡萝卜素组分 Carotenoid composition (mg/g-DCW) 总类胡萝卜素含量 

Strains 红酵母红素 

Torularhodin 

圆酵母素 

Torulene 

γ-胡萝卜素 

γ-carotene 

β-胡萝卜素 

β-carotene 

Total carotenoid content 

(mg/g-DCW) 

YM25235 1.12±0.05 0.60±0.03 0.16±0.01 2.97±0.13 4.73±0.21 

YM25235/pRHRKAcat2 1.48±0.02* 0.93±0.02* 0.50±0.01* 4.64±0.07** 7.12±0.10** 

注：表中数据为平均值±标准差，与 YM25235 菌株中总类胡萝卜素及其不同组分含量相比较有统计学差异。*：P<0.05，**：P<0.01 

Note: Data in table are mean ± standard deviation. Compared with YM25235, the content of total carotenoid and four carotenoid 
composition in YM25235/pRHRKAcat2 showed statistical difference. *: P<0.05, **: P<0.01 
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表 3  RKAcat2 基因过表达对 YM25235 菌株中油脂含

量的影响 
Table 3  Effect of RKAcat2 overexpression on the lipid 
content in YM25235 

菌株 Strains 油脂含量 Lipid content (%) 

YM25235 5.86±0.17 

YM25235/pRHRKAcat2 4.52±0.23* 

注：表中数据为平均值±标准差；*：P<0.05 

Note: Data in table are mean ± standard deviation. Compared 
with YM25235; *: P<0.05 

 
结果表明，在红冬孢酵母 YM25235 中过表达

RKAcat2 基因能够更有效地利用乙酰 CoA 进入

MVA 途径，导致胞内乙酰 CoA 含量下降，从而促

进类胡萝卜素的合成。 

2.7  RKAcat2 过表达对产类胡萝卜素相关基因

转录水平的影响 

为了分析 RKAcat2 基因过表达促使红冬孢酵

母 YM25235 类胡萝卜素合成增加的潜在分子机

理，通过 RT-qPCR 分析了与类胡萝卜素合成相关

基因的转录水平变化。结果表明，过表达菌株

YM25235/pRHRKAcat2 的 MVA 途径中 RKAcat2、

RKHMGCR 和 RKMK 基因和类胡萝卜合成相关

的基因 RKCrtYB 的转录水平相较于对照菌株有

显著提高，分别提高 2.79、1.60、3.38 和 4.26 倍

(图 4)。这些结果表明，RKAcat2 基因过表达提高

了 MVA 途径 RKAcat2、RKHMGCR、RKMK基因

以及类胡萝卜素合成途径中 RKCrtYB 基因的转

录水平，最终提高了过表达菌株中类胡萝卜素的

含量。 

3  讨论与结论 

包括类胡萝卜素在内的许多具有重要生理功

能的类异戊二烯化合物具有复杂的化学性质，通

过传统的化学合成方法合成这些化合物异常困  

难[27]。代谢工程是一种利用定向基因操作来重组

细胞代谢的实践，能将生物体转化为单细胞化学

工厂，利用更可持续的生物过程，生产更复杂的

化合物，这对于难以使用传统化学方法合成的化

学物质尤为重要[5]。通过代谢工程使得微生物能够

高效益、低成本生产类胡萝卜素成为了一种潜在

的替代途径，并且已经在酿酒酵母(Saccharomyces 

cerevisiae)和解脂耶氏酵母(Yarrowia lipolytica)等

模式微生物中的研究取得了进展，具有很大的商

业化应用前景[5]。然而，包括红冬孢酵母在内的

产油红酵母由于其产油的特性，通过降低其产油

的代谢流将其引入产类胡萝卜素的代谢通路具有

更大的优势[28]，但相关的研究结果却鲜有报道。 

M VA 途 径 上 的 A c a t 属 于 I I 型 硫 解 酶

Acat2[14]，与 I 型 Acat (Acat1)一样，Acat2 也具有

一个硫解酶保守位点和 Cys-His-Cys 催化三联   

体 [25]。硫解酶保守位点的功能目前尚不清楚，

但 Cys-His-Cys 催化三联体中 2 个保守的 Cys 残

基分别参与形成乙酰-酶复合体[29]和使第 2 个乙

酰 CoA 底物去质子化，参与缩和反应中的去质子

化[30]，而保守的 His 残基与乙酰 CoA 的硫酯羰基

相互作用 [31]。序列分析结果表明，红冬孢酵母

RKAcat2 与酵母来源的 Acat2 具有最大的相似 

 
表 4  RKAcat2 基因过表达对 YM25235 菌株中脂肪酸组分含量变化的影响 
Table 4  Effect of RKAcat2 overexpression on the content of fatty acid compositions in YM25235 

菌株 

Strains 

脂肪酸组分 Fatty acid composition (mg/g-DCW) 

C17:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1 OA C18:2 LA C18:3 ALA

YM25235 15.00±0.57 4.15±0.33 0.82±0.10 0.64±0.06 22.67±0.89 8.69±0.41 1.09±0.10 

YM25235/pRHRKAcat2 15.00±0.61 4.03±0.17 0.58±0.12 0.94±0.02 18.64±0.54* 8.08±0.23 1.07±0.07 

注：C17:0：十七烷酸；C16:0：棕榈酸；C16:1：棕榈油酸；C18:0：硬脂酸；C18:1 OA：油酸；C18:2 LA：亚油酸；C18:3 ALA：

亚麻酸。表中数据为平均值±标准差；*：P<0.05 

Note: C17:0: Heptadecanoic acid; C16:0: Palmitic acid; C16:1: Palmitoleic acid; C18:0: Stearic acid; C18:1 OA: Oleic acid; C18:2 LA: 
Linoleic acid; C18:3: ALA α-linolenic acid. Data in table are mean ± standard deviation. Compared with YM25235; *: P<0.05 
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表 5  RKAcat2 基因过表达对 YM25235 菌株中乙酰

CoA 含量的影响 
Table 5  Effect of RKAcat2 overexpression on the 
acetyl-CoA content in YM25235 

菌株 

Strains 

乙酰 CoA 含量 

Acetyl-CoA content (mg/L) 

YM25235 0.18±0.01 

YM25235/pRHRKAcat2 0.15±0.01 

 

 
 
图 4  RKAcat2 基因过表达对 YM25235 菌株中类胡萝

卜素合成相关基因转录水平的影响 
Figure 4  Effect of overexpression of RKAcat2 on 
transcript levels of carotenoid synthesis related genes in 
strain YM25235 
注：图中显示 3 次独立实验的平均值±标准差。*：P<0.05，**：

P<0.01，***：P<0.001 

Note: Graphs show the mean ± standard deviation of three 
independent experiments. *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001 

 
性，但不完全相同；而且红冬孢酵母 RKAcat2 同

样 具 有 Acat2 蛋 白 特 征 性 硫 解 酶 保 守 位 点

NVNGGAIALGHPLAAS ( 位 于 氨 基 酸 位 点

342−357)，以及 3 个活性氨基酸位点 Cys88 、

His351、Cys382 (图 2)。这些结果表明，获得的

RKAcat2基因是一个新的潜在的编码 Acat2 蛋白的

基因。 

乙酰 CoA 是类胡萝卜素和油脂(脂肪酸)合成

的共同前体[31-32]，可以推测：作为 MVA 途径第一

步反应，提高 YM25235 菌株中 Acat2 的表达水平

可促进更多乙酰 CoA 进入 MVA 途径，显著提高

类胡萝卜素等异戊二烯衍生物的合成水平。我们

的分析结果也显示，过表达 RKAcat2 基因导致

YM25235 菌株中类胡萝卜素含量显著提高，表

明方法是可行的。此外，有研究表明，粘红酵母

(Rhodotorula glutinis)在 葡萄 糖不足或饥 饿条件

下，选择性降解棕榈酸和油酸产生乙酰 CoA，导致

油脂的积累减少，但提高了类胡萝卜素的产量[33]。

我们的分析结果同样显示，培养 168 h 后，培养基中

葡萄糖耗尽，但过表达菌株 YM25235/pRHRKAcat2

中油脂累积则发生明显下降，而且脂肪酸组分中

油酸含量也发生显著下降，表明过表达 RKAcat2

基因可能促进了油酸降解产生乙酰 CoA，导致油

脂累积下降，同时促进更多的乙酰 CoA 进入 MVA

途径，提高了类胡萝卜素的产量，这在类胡萝卜

素相关基因的转录水平和胞内乙酰 CoA 含量分析

也得到证明。因此，调节乙酰 CoA 的代谢流可以

影响不同代谢终产物的合成水平。 

MVA 途径对包括类胡萝卜素在内的萜类及其

衍生物的含量具有重要调节作用[34]，并且一些研

究也通过对 MVA 途径相关基因的过表达得到了类

似的结果。比如，在番茄中过表达芥菜 HMGCS

基因显著提高甾醇、类胡萝卜素等物质含量[35]，

而在酿酒酵母中，过表达 HMGCR 基因使得 β-胡

萝卜素的产量提高了 35.1%，如果同时抑制麦角

固醇合成则提高了 106.8%[36]。Acat2 基因作为

MVA 途径第一个关键酶基因，Sando 等发现在酵

母异源性系统中，橡胶 Acat2 基因的表达能促进

酵母生长[37]；Soto 等发现 Acat参与苜蓿的非生物

适应性反应，苜蓿 Acat 在转基因植物中过表达，

表现耐盐性状[38]。然而，通过 Acat2 基因过表达

来提高类胡萝卜素合成相关途径的代谢流，促进

类胡萝卜素合成的相关研究还鲜有报道。本研究

结果表明 RKAcat2 基因的过表达能够导致更多乙

酰 CoA 进入 MVA 途径，从而提高 YM25235 菌株

中类胡萝卜素及其特定组分的含量。因此，本研

究为进一步筛选类胡萝卜素高产菌株和工艺化生

产类胡萝卜素的研究与应用奠定了基础，也为利用

产油红酵母进行相关的代谢工程研究提供参考。 
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