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摘  要：【背景】乙酰辅酶 A 是酿酒酵母异源合成番茄红素的重要中间产物，胞质中乙酰辅酶 A
主要来自乙酰辅酶 A 合成酶催化乙酸合成。【目的】通过外源添加乙酸盐结合调控乙酸胁迫应答

基因增加胞内乙酰辅酶 A 含量，改善细胞生长，促进番茄红素合成。【方法】在合成番茄红素的

重组酵母菌中过表达乙酰辅酶 A 合成酶编码基因(acs2)，在发酵过程中添加 10 g/L 乙酸盐，结合

转录组学分析挖掘乙酸胁迫响应基因，进行单一和组合调控。【结果】添加乙酸盐后，重组菌 Y02
中番茄红素含量增加了 19.14%，但细胞生长受到抑制，转录组学结果表明 adk2、fap7、hem13、
elo3、pdc5、set5、pmt5、hst4、clb2 和 swe1 表达水平增加，因此构建了单基因和双基因过表达菌

株，其中 Y02-set5-hst4 菌在添加乙酸盐后细胞生长得到了显著改善，同时胞内乙酰辅酶 A 浓度提

高了 78.21%，番茄红素含量和产量达到 12.62 mg/g-DCW 和 108.67 mg/L，与对照菌 Y02 相比分别

提高了 42.76%和 67.13%。同时该菌中甲羟戊酸途径中关键基因 erg12、erg20 和 hmg1 的表达量与

对照菌相比分别上调了 1.70、1.44 和 1.96 倍。【结论】在过表达 acs2 的基础上，过表达 set5 和

hst4 能够增加酵母对乙酸胁迫的耐受能力，并提高乙酰辅酶 A 合成水平和甲羟戊酸途径代谢通量，

促进番茄红素的合成，研究结果可为其他类异戊二烯产物的代谢工程研究提供有益的借鉴。 
关键词：酿酒酵母；番茄红素；乙酰辅酶 A；乙酸胁迫；响应基因  
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Abstract: [Background] Acetyl-CoA is an important intermediate for lycopene synthesis in 
Saccharomyces cerevisiae, and acetyl-CoA in cytosol is mainly derived from acetic acid 
catalyzed by acetyl-CoA synthase. [Objective] To improve cell growth and lycopene production 
by increasing the content of intracellular acetyl-CoA through adding acetate combined with 
regulation of acetic acid stress-responsive gene. [Methods] Lycopene recombinant yeast strains 
overexpressing acetyl-CoA synthase (acs2) were added with 10 g/L acetate during the 
fermentation process. The transcriptomic analysis was combined to excavate acetic acid 
stress-responsive genes for single and combined regulation. [Results] After adding acetate, the 
lycopene content of the recombinant Y02 strain increased by 19.14%, but cell growth was 
suppressed. The results of the transcriptional analysis indicated that the expression levels of 
adk2, fap7, hem13, elo3, pdc5, set5, pmt5, hst4, clb2, and swe1 were increased significantly. 
Therefore, a single-gene and dual-gene were overexpressed in the Y02 strain. It was found that 
the growth of Y02-set5-hst4 was significantly improved in the presence of acetate. At the same 
time, the intracellular acetyl-CoA concentration was increased by 78.21%, and the lycopene 
content and yield reached 12.62 mg/g-DCW and 108.67 mg/L, respectively, which were 
increased by 42.76% and 67.13%, respectively, as compared with the control strain Y02. In 
addition, the expression levels of key genes erg12, erg20, and hmg1 in the mevalonate pathway 
were increased by 1.70, 1.44, and 1.96 folds, respectively, as compared with the control strain. 
[Conclusion] On the basis of overexpression of acs2, the overexpression of set5 and hst4 can 
improve the tolerance of yeast to acetic acid stress and increase the synthesis level of 
acetyl-CoA and the metabolic flux of mevalonate pathway, thus promoting the synthesis of 
lycopene. The results of this study provide valuable references for the metabolic engineering of 
other isoprenoid products. 
Keywords: Saccharomyces cerevisiae; lycopene; acetyl-CoA; acetic acid stress; stress-responsive 
genes 
 
 
 

番茄红素是一种广泛存在于果蔬中的类异

戊二烯化合物，具有提高人体氧化应激能力、保

护心脑血管、增强免疫力及预防癌症等功效[1-2]，

在食品、化妆品和保健品等行业被广泛应用[3]。
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目前番茄红素主要来源于化学合成，植物提取

及微生物发酵。与前两者相比，通过微生物发

酵法合成番茄红素具有安全、生产成本低、来

源广泛、生产不受季节限制等优点，是最有希

望实现工业化的生产方法[4-5]。近年来，随着合

成生物学和代谢工程技术的发展，构建基因工

程菌研究类胡萝卜素的合成调控机制成为该领

域研究的热点[6-7]。相关研究不但有望获得高产

菌株，更为重要的是能够发现影响类胡萝卜素

合成的关键因素，应用于其他工业微生物的研

究[8]。酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)作为

一种简单的真核微生物，具有遗传背景清晰、

生长周期短、发酵能力强、基因操作简单和安

全性高等优点，成为该研究领域最常用的模式

生物[9]。  
图 1 为外源番茄红素在酿酒酵母中的合成

途径。通过引入外源的 crtE 基因(编码牻牛儿基

焦磷酸合成酶)、crtB 基因(编码番茄红素环化酶)
和 crtI 基因(编码八氢番茄红素脱氢酶)将酿酒

酵母自身的甲羟戊酸(mevalonate, MVA)途径中

的法尼基二磷酸(farnesyl diphosphate, FPP)引向

番茄红素合成途径[9]。大量的研究表明，前体

的有效供给是决定类胡萝卜素产物高产的一个

关键因素[10]，其中乙酰辅酶 A 作为甲羟戊酸途

径的第一个前体物质，是番茄红素 [11]等类异

戊二烯化合物的一个关键前体 [12-13]。在酿酒酵

母中，乙酰辅酶 A 的合成分布在细胞质、线粒

体、过氧化物酶体和细胞核 4 个不同的亚细胞

区域[14]，其中细胞质中的乙酰辅酶 A 是供给甲

羟戊酸途径的主要来源。其主要由丙酮酸脱氢

酶(pyruvate dehydrogenase, PDH)旁路合成：细

胞质中的丙酮酸在丙酮酸脱羧酶 (pyruvate 
decarboxylase, Pdc)的作用下转化为乙醛，乙醛

在乙醛脱氢酶(aldehyde dehydrogenase, Ald)的
作用下转化为乙酸，然后由乙酰辅酶 A 合成酶

(acetate-CoA ligase, Acs)将其催化为乙酰辅酶

A[15] (图 1)。过量表达乙醛脱氢酶基因(ald6)和
乙酰辅酶 A 合酶基因(acs1、acs2)可以提高乙酰

辅酶 A 合成水平，增加番茄红素[9,16]、β-香树脂

醇[17-18]、α-檀香烯[19]产量。Shiba 等[20]通过在酿

酒酵母中过表达来自肠沙门氏菌 (Salmonella 
enterica)的乙酰辅酶 A 合成酶(SEacsL641P)，增强

了 PDH 旁路，使得紫穗槐二烯产量提高了 1.2倍。

除了过量表达乙酰辅酶 A 合成酶，直接添加乙

酸(盐)也能够增加乙酰辅酶 A 的浓度，促进重

组酿酒酵母中类胡萝卜素的合成[21]。  
基于以上结果，本研究认为在过量表达乙

酰辅酶 A 合成酶基因的基础上，外源供给乙酸

(乙酸盐)是提高乙酰辅酶 A 合成、促进类异戊

二烯合成的一种有效手段。但是外源添加乙酸

会强烈抑制细胞的生长，作为一种胁迫因子，

乙酸胁迫会干扰细胞的底物运输[22]、细胞壁(膜)
的合成及糖的正常代谢[23]。因此，高效利用乙

酸合成乙酰辅酶 A 的前提是提高细胞对乙酸胁

迫的耐受性，改善细胞生长。本研究主要探究

外源添加乙酸盐结合调控乙酸胁迫应答基因对

重组酿酒酵母胞内乙酰辅酶 A 含量、细胞生长

和番茄红素合成的影响，研究结果以期为进一

步高效利用乙酸高产类异戊二烯天然产物的研

究提供有益的参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒  

研究所用的酿酒酵母菌株见表 1。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

大肠杆菌 DH5α 感受态细胞、质粒提取试

剂盒、溶壁酶，天根生化科技(北京)有限公司；

酵母 RNA 提取试剂盒，广州美基生物科技有限

公司；In-fusion 无缝克隆试剂盒、反转录试剂盒 
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图 1  酿酒酵母中番茄红素的生物合成途径   pdc1/5/6：编码丙酮酸脱羧酶；ald6：编码乙醛脱氢酶；

acs1/2：编码乙酰辅酶 A 合成酶；erg10：编码乙酰乙酰 CoA 硫解酶；erg13：编码 3-羟基-3-甲基戊二

酰 CoA 氧化酶；hmg1：编码 3-羟基-3-甲基戊二酰 CoA 还原酶；erg12：编码甲羟戊酸激酶；erg8：编

码甲羟戊酸二磷酸激酶；erg19：编码甲羟戊酸二磷酸脱羧酶；erg20：编码法尼基焦磷酸合成酶；idi1：
编码异戊烯基焦磷酸异构酶；crtE：编码异源 GGPP 合成酶；crtB：编码八氢番茄红素合成酶；crtI：
编码八氢番茄红素脱氢酶；IPP：异戊烯基焦磷酸；DMAPP：二甲基烯丙基焦磷酸；GPP：牻牛儿基焦

磷酸；GGPP：牻牛儿基牻牛儿基焦磷酸；FPP：法尼基焦磷酸 
Figure 1  Biosynthesis pathway of lycopene in Saccharomyces cerevisiae. pdc1/5/6: Indolepyruvate 
decarboxylase; ald6: Aldehyde dehydrogenase; acs1/2: Acetate-CoA ligase; erg10: Acetoacetyl-CoA thiolase; 
erg13: Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase; hmg1: Hydroxymethylglutaryl-CoA reductase; erg12: 
Mevalonate kinase; erg8: Phosphomevalonate kinase; erg19: Mevalonate-5-diphosphate decarboxylase; 
erg20: Farnesyl diphosphate synthase; idi1: Isopentenyl diphosphate isomerase; crtE: GGPP synthase; crtB: 
Phytoene synthase; crtI: Phytoene desaturase; IPP: Isopentenyl pyrophosphate; DMAPP: Dimethylallyl 
pyrophosphate; GPP: Geranyl diphosphate; GGPP: Geranyl diphosphate; FPP: Farnesyl diphosphate. 
 
HiScript® II Q RT SuperMix for qPCR+gDNA 
Wiper 和 ChamQ Universal SYBR qPCR Master 
Mix，南京诺唯赞生物科技股份有限公司；番茄

红素标准品，上海源叶生物科技有限公司；乙

酸钠，上海麦克林生化科技有限公司；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；苯甲基磺酰氟(phenylmethanesulfonyl 
fluoride, PMSF)、RIPA 裂解液 (强 ) [radio  

immunoprecipitation assay lysis buffer (strong)]，上
海碧云天生物技术有限公司。紫外-可见分光光度

计，北京普析通用仪器有限责任公司；高效液相

色谱仪，安捷伦科技有限公司；多功能酶标仪，

珀金埃尔默仪器有限公司。 
1.1.3  培养基 

YPD 培养基、G418 培养基和 LB 培养基的

配制方法详见参考文献[24]。 
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表 1  文中所用的菌株  
Table 1  Strains used in this work 
酵母菌株 
Strains 

亲本菌株 
Parental strains 

基因型 a 
Genotypea 

来源 
Sources 

FY1679-01B S288C  MATa; ura3-52 Our laboratory 
L1 FY1679-01B  Δgal1-10-7::Tadh1-crtI-Pgal10-Pgal1-crtB-Tcyc1 This work 
Y01 L1  Δgal80::Tadh1-crtE-Pgal10 This work 
Y02 Y01 ΔYPL062W::Tadh1-acs2-Pgal10 This work 
Y02-adk2 Y02 Δlpp1::Pgal1-adk2-Tcyc1 This work 
Y02-fap7 Y02 Δlpp1::Pgal1-fap7-Tcyc1 This work 
Y02-hem13 Y02 Δlpp1::Pgal1-hem13-Tcyc1 This work 
Y02-elo3 Y02 Δlpp1::Pgal1-elo3-Tcyc1 This work 
Y02-pdc5 Y02 Δlpp1::Pgal1-pdc5-Tcyc1 This work 
Y02-set5 Y02 Δlpp1::Pgal1-set5-Tcyc1 This work 
Y02-clb2 Y02 Δlpp1::Pgal1-clb2-Tcyc1 This work 
Y02-hst4 Y02 Δlpp1::Pgal1-hst4-Tcyc1 This work 
Y02-swe1 Y02 Δlpp1::Pgal1-swe1-Tcyc1 This work 
Y02-pmt5 Y02 Δlpp1::Pgal1-pmt5-Tcyc1 This work 
Y02-set5-adk2 Y02-set5 Δdpp1::Tadh1-adk2-Pgal10 This work 
Y02-set5-fap7 Y02-set5 Δdpp1::Tadh1-fap7-Pgal10 This work 
Y02-set5-hem13 Y02-set5 Δdpp1::Tadh1-hem13-Pgal10 This work 
Y02-set5-pmt5 Y02-set5 Δdpp1::Tadh1-pmt5-Pgal10 This work 
Y02-set5-hst4 Y02-set5 Δdpp1::Tadh1-hst4-Pgal10 This work 
a：表中基因型的描述基于亲本菌株 
a: The description of the genotype in the table is based on the parental strain. 
 
1.2  方法 
1.2.1  重组表达载体构建及转化 

pUMRI-21 整合表达载体的构建过程及大

肠杆菌转化详见参考文献[24-25]。酵母感受态

制备及转化采用醋酸锂转化法[26]。 
1.2.2  酵母发酵培养及生长监测 

将−80 ℃保存的酿酒酵母菌划线，接种于

G418 固体培养基上，30 ℃培养 24 h。挑取单

菌落接种到 4 mL YPD 液体培养基中，30 ℃、

220 r/min 培养 12 h 进行活化。采用紫外-可见分

光光度计检测 OD600。将菌液接种至含有 50 mL 
YPD 液体培养基的 250 mL 锥形瓶中，接种后

初始 OD600 为 0.05，30 ℃、220 r/min 培养 72 h
进行摇瓶发酵。每 12 h 通过紫外-可见分光光度

计测量 OD600 来监测酿酒酵母细胞的生长[25]。 

1.2.3  番茄红素的提取与检测 
番茄红素提取采用热酸法来提取细胞内番

茄红素[27]。用高效液相色谱仪配备 C18 柱(5 μm, 
4.6 mm×150 mm)进行分析[25]。流动相为乙腈:甲
醇:异丙醇(体积比为 50:30:20)，流速为 1 mL/min，
温度为 40 ℃，进样体积为 20 μL，UV 检测器

在 472 nm 处检测。菌体干重的测定方法为：取

1 mL菌液于1.5 mL离心管中，12 000×g离心1 min
弃上清，用 1 mL 纯净水重悬沉淀，12 000×g 再

次离心 1 min 弃上清。将离心管置于 80 ℃烘箱

中放置至恒重，即获得菌体干重。 
1.2.4  酵母总 RNA 的提取与检测 

取摇瓶发酵过程中的发酵液，12 000×g 离

心 1 min 后用水洗涤细胞，去除培养基。洗后

的菌体立即放入液氮中并转至−80 ℃冰箱中保
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存备用。酿酒酵母总 RNA 提取采用 HiPure Yeast 
RNA Kit方法，RNA反转录按照HiScript® II Q RT 
SuperMix for qPCR+gDNA Wiper 试剂盒的说明

书进行。 
1.2.5  实时荧光定量 PCR 

PCR 反应体系详见参考文献[28]，其中选择

act1 基因作为酿酒酵母的内参基因用于不同样

品间的均一化[28]。实时荧光定量 PCR (real-time 
quantitative PCR, RT-qPCR)采用 ChamQ Universal 
SYBR qPCR Master Mix 试剂盒进行。反应条件：

95 ℃ 30 s；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，40 个循环。

荧光定量引物序列见表 2。 
1.2.6  转录组分析取样和检测 

将活化后的 Y02 菌液接种至含有 50 mL 
YPD 液体培养基的 250 mL 锥形瓶中，接种后

初始 OD600 为 0.05，30 ℃、220 r/min 培养 12 h
时加入 10 g/L 乙酸盐(乙酸钠)，继续培养 2 h
和 12 h 后取样，以不加入乙酸盐培养作为对照。

取 1 mL 发酵液，4 ℃、12 000×g 条件下离心    
5 min 收集酵母细胞，弃上清后用预冷的 PBS
缓冲液洗涤菌体沉淀 2 次，提取酵母 RNA，于

−80 ℃冰箱储存待测。转录组学检测与分析由

北京诺禾致源科技股份有限公司完成。 
1.2.7  乙酰辅酶 A 含量检测  

将已在 YPD 液体培养基中活化的待测菌株

接种至含有 50 mL YPD 液体培养基的 250 mL
锥形瓶中，接种后初始 OD600 为 0.05，30 °C、

220 r/min 发酵培养。在对数生长期(发酵 24 h)
时取样。取 1 mL 发酵液在常温下 12 000×g 离心

1 min，尽量吸除上清液，用预冷的 PBS 洗涤    
2 次后，向菌体中加入 600 μL 山梨醇 buffer，加

入 50 U 溶壁酶，充分混匀。30 ℃处理 30 min，
4 000×g 离心 10 min 去除沉淀。在上清液中用

RIPA 裂解液(强)裂解细胞，具体测定流程按照

RIPA 裂解液(强)说明书进行。用乙酰辅酶 A 酶

联免疫分析试剂盒测定乙酰辅酶 A 含量。 

表 2  实时荧光定量 PCR 引物序列 
Table 2  Primers for real-time quantitative PCR 
引物名称 
Primer 
name 

序列 
Primer sequences (5′→3′) 

产物大小 
Product 
size (bp) 

act1-F GAAATGCAAACCGCTGCTCA 145 
act1-R TACCGGCAGATTCCAAACCC 
adk2-F CACCGGAGAACCATTGACCA 138 
adk2-R TCCCCAGAGACGGTACCAAA 
fap7-F GGCAAGTCGTCTACGTGTGA 127 
fap7-R CAATGTGCGATTTACGGCCC 
hem13-F CCGTCGCAAACAAGCTGAAA 100 
hem13-R ACCACCACCACCATCGTTAC 
elo3-F GTGGCTATCCAGCTGAGCAA 129  
elo3-R AGGCGCGTAAGATAGCTTGG 
pdc5-F TCGGTTTGCCAGGTGACTTT 119 
pdc5-R AGCGTAACCATCAGCAGCAT 
set5-F ATAGCGGAGGCCAACAAACA 106 
set5-R GGGACTGGGAGACCGTTTTT 
clb2-F AGATCAACAGCCGCACAAGA 121 
clb2-R GCGCACCAAATTGCTGACTA 
hst4-F TCCAAATCCCAACGCCATCA 103 
hst4-R CAGATATACCTGCCCCGCTG 
pmt5-F GGAGTGGCTGTTGAGCTTCT 113 
pmt5-R TGGGCGGCAAAGCCTAATAA 
swe1-F TCTTCCACCGATTCTTCGCC 150 
swe1-R CGTAACCTGGTAGACCGTGG 
hmg1-F ACTACGACCGCGTATTTGGC 151 
hmg1-R CGCATGGCAGAAGCTACCAA 
erg12-F ACCGATGGCTTGTCTCAGGA 174 
erg12-R CCCAGCACCGATGGGTAAAG 
erg20-F ACTACAACACTCCAGGCGGT 165 
erg20-R CGGCGACCAAGAAGTAAGCC  

 

2  结果与分析 
2.1  过表达 acs2 对番茄红素合成和细胞生

长的影响 
为了获得生长与产物解偶联的番茄红素合

成菌株，本研究采用诱导型 GAL 启动子将番茄

红素合成的外源基因 crtE、crtB、crtI 引入

FY1679-01B 菌中，得到具有番茄红素合成途径

的菌株 Y01。在 GAL 启动子体系下，发酵 12 h
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后产物大量合成[21,27]。Y01 发酵 72 h 时番茄红

素含量达到最高 5.76 mg/g-DCW。过表达酿酒

酵母乙酰辅酶 A 合成酶能够提高乙酰辅酶 A 含

量，促进相关类异戊二烯产物合成，而且过表

达 acs2 的效果优于过表达 acs1[29]。因此，本研

究在 Y01 的基础上过表达 acs2 构建了重组菌

Y02，与 Y01 相比，Y02 番茄红素含量提高了

28.91%，为 7.42 mg/g-DCW (图 2A)，然而 Y02
的生长受到抑制，最大生物量与 Y01 相比下降

了 17.29% (图 2B)。进而比较了 Y01 和 Y02 菌

胞内乙酰辅酶 A 含量及 MVA 途径关键基因的

表达量。发现 Y02 菌株中乙酰辅酶 A 含量较

Y01 提高了 14.23% (图 2C)，MVA 途径中关键

基因 erg12、erg20、hmg1 的表达量分别提高了

2.52、1.53 和 1.39 倍(图 2D)，表明过表达 acs2
促进了乙酰辅酶 A 合成，同时提高了 MVA 途

径的代谢通量。但需要指出的是 Y02 的生长也

受到了抑制，这可能由于高产番茄红素造成了

代谢负荷[30-31]。 

2.2  添加乙酸盐对细胞生长和番茄红素合

成的影响 
为了进一步增加乙酰辅酶 A 的合成水平，

本研究在 Y02 发酵 12 h 时添加乙酸盐，课题组

前期研究表明此时添加乙酸盐对细胞生长的影 
 

 
 
图 2  Y01 与 Y02 菌株的番茄红素含量(A)、生长曲线(B)、乙酰辅酶 A 含量(C)和关键基因表达量(D) 
Figure 2  Lycopene content (A), cell growth (B), acetyl-CoA content (C) and key gene expression levels (D) 
of strain Y01 and Y02. *: P<0.05; **: P<0.005; ***: P<0.001. 
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响最小[21]。为了确定适宜的添加浓度，实验设

置了 5、10 和 15 g/L 这 3 个浓度，以不添加乙

酸盐作为对照。结果发现，添加乙酸盐促进了

胞内番茄红素的积累。其中，添加 10 g/L 乙酸

盐对产物的促进作用最佳，番茄红素含量为

8.84 mg/g-DCW，较对照组提高 19.14% (图 3A)。
但是随着添加浓度的增加，细胞生长受到显著

影响，生物量随之降低(图 3B)。由于细胞生长

受到抑制，虽然番茄红素含量得到了增加，但

是总产量的增加幅度有限。因此需要改善细胞

生长，即提高细胞对乙酸胁迫的耐受力。本研

究希望通过挖掘和调控乙酸胁迫下相关基因的

表达水平，提高细胞的耐受性，进一步提高产

物合成水平。 

2.3  转录组技术分析细胞应答乙酸胁迫的

分子机制 
挖掘某种环境胁迫下细胞的应答基因

(responsive-genes)并进行表达调控有可能提

高细胞对该胁迫的耐受性，促进细胞生长和

(或)产物合成 [32-33]。为了探究乙酸胁迫下 Y02
菌株的应答响应机制，我们利用转录组测序

(RNA-Seq)技术比较了 Y02 在添加和不添加乙

酸盐基因组的全局转录差异。采用 DESeq 对样

本进行分析，以 P<0.05 及差异倍数≥2 为筛选

条件，筛选表达差异显著的基因。在发酵 12 h
时添加乙酸盐，继续培养 2 h 和 12 h 后取样测

定。与对照组相比，胁迫 2 h 后的细胞中共有

722 个差异表达基因，其中有 350 个基因上调、

372 个基因下调。胁迫 12 h 后的细胞中共有    
1 171 个差异表达基因，其中有 721 个基因上调、

450 个基因下调。两个时间点中重叠的上调基

因数量为 312，下调基因为 331。对 2 个时间点

中相同变化的基因进行 KEGG 富集分析结果显

示：上调基因主要集中在主代谢途径、核糖体、

真核生物核糖体生物发生、细胞周期调节、次

级代谢途径、减数分裂、丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase, MAPK)信号

通路、DNA 复制等途径；下调基因集中在主代

谢途径、次级代谢途径、碳代谢、氧化磷酸化、

辅因子生物合成等代谢途径(图 4)。以上结果表

明，乙酸胁迫对细胞的生理和物质代谢产生了

显著的影响。 
 

 
 
图 3  添加不同浓度乙酸盐对 Y02 菌株番茄红素含量、产量(A)和细胞生长(B)的影响   不同小写字母

表示组间差异显著 
Figure 3  Effect of different concentrations acetate addition of lycopene content, yield (A) and cell growth 
(B) of Y02. Different lowercase letters indicated significant differences among different groups.   
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图 4  菌株 Y02 在添加乙酸盐 2 h 和 12 h 时共同上调基因的 KEGG 分析 
Figure 4  KEGG analysis of co-up-regulated genes of strain Y02 after acetate addition at 2 h and 12 h. 
 

上调基因反映了细胞为应答某种胁迫做出

的生理响应，而调控该基因有可能增加细胞对

胁迫的耐受能力[34]。本研究从转录组分析结果

中挖掘出 10 个显著上调的基因，分别为 adk2、
fap7、hem13、pmt5、hst4、set5、elo3、pdc5、
clb2、swe1 (表 3)。为了验证转录组结果，对以

上 10 个基因进行实时荧光定量 PCR 检测，测

定结果与转录组结果一致(表 3)。adk2 编码腺苷

酸激酶，该酶催化 GDP 和 ADP 合成 GTP 和

AMP，与维持细胞核苷酸的稳定状态和细胞内

能量合成相关[35]。fap7 编码核苷三磷酸酶，该

酶具有 ATP 水解活性和腺苷酸激酶活性，参与

细胞对氧化胁迫的应激反应[36]，研究发现过表达

fap7 能够增强酿酒酵母对亚砷酸胁迫的抗性[37]，

因此推测其可以增加细胞对乙酸胁迫的抗性。

hem13 编码共卟啉原氧化酶，该酶是催化血红

素生物合成的限速酶，研究表明促进血红素生

物合成能够提高酿酒酵母氧化应激能力 [38]。

pmt5 编码磷酸甘露糖蛋白甘露糖基转移酶，崔

红晶等[39]研究显示，酿酒酵母中 pmt5 基因与细

胞增殖活力有关，过表达 pmt5 可增加细胞对环

境胁迫的耐受性。hst4 编码 NAD 依赖型组蛋白

脱乙酰酶，过表达该酶有助于修复 DNA 损伤和

组蛋白转录，能够增加细胞对各种胁迫的应激响

应[40]。set5 编码 S-腺苷甲硫氨酸依赖型甲基转

移酶，该酶调节亚端粒和转座因子的特定转录程

序，并参与多个生化过程，包括组蛋白乙酰化的

调节、促进 DNA 损伤的修复等[41]。有研究发

现过表达 set5 能够提高酿酒酵母对乙酸胁迫的

应答水平[42]。elo3 编码脂肪酸延伸酶，在脂肪酸

延伸中起重要作用，同时在维持细胞膜稳定性、

抵抗细胞氧化应激方面也具有重要作用[43]。pdc5
编码丙酮酸脱羧酶，该酶催化芳香族氨基酸的

分解代谢过程，能够催化丙酮酸生成乙醛[44-45]。

clb2 编码蛋白质丝氨酸/苏氨酸激酶，该酶参与

细胞有丝分裂周期的调控和蛋白质去磷酸化的

负调节，对细胞周期具有正调节作用[46]。swe1
编码蛋白酪氨酸激酶，该酶对鞘脂生物合成具

有积极的调节作用[47]。基于以上分析，我们将

这 10 个基因作为目标分别进行过表达，以增 
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表 3  转录组筛选到的乙酸胁迫 2 h 和 12 h 后上调基因  
Table 3  Transcriptome screened up-regulated genes after 2 h and 12 h acetate stress 
系统名称 
Systematic 
name 

基因名称 
Standard 
name 

描述 
Description 

上调倍数 Fold change 
转录组结果 
Transcriptome results 

 
 

RT-qPCR 结果 
RT-qPCR results 

2 h 12 h  2 h 12 h 
YER170W adk2 Mitochondrial adenylate kinase 2.15 2.76  2.64 2.43 
YDL166C fap7 Nucleoside-triphosphatase 2.08 2.75  2.65 2.74 
YDR044W hem13 Coproporphyrinogen oxidase 2.12 2.74  1.90 2.55 
YDL093W pmt5 Protein O-mannosyltransferase 2.58 2.80  2.93 2.62 
YDR191W hst4 NAD-dependent histone deacetylase 2.38 3.40  2.78 2.65 
YHR207C set5 S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase 2.42 4.30  2.35 3.30 
YLR372W elo3 Fatty acid elongase 2.03 2.13  1.97 2.36 
YLR134W pdc5 Indolepyruvate decarboxylase 2.64 2.09  2.00 4.33 
YPR119W clb2 B-type cyclin involved in cell cycle progression 2.03 1.43  2.20 2.51 
YJL187C swe1 Tyrosine protein kinase 2.19 1.73  2.80 2.34 
 
强细胞对乙酸胁迫的耐受性，提高番茄红素合

成水平。 

2.4  过表达乙酸胁迫应答上调基因对细胞

生长和番茄红素合成的影响 
为了提高 10 个目标基因的表达水平，我们

在 Y02 菌株中利用 GAL 启动子分别连接这 10 个

基因，构建了 10 株重组菌，分别为 Y02-adk2、
Y02-fap7、Y02-hem13、Y02-elo3、Y02-pdc5、
Y02-set5、 Y02-clb2、 Y02-hst4、 Y02-pmt5、

Y02-swe1 (表 1)。结果显示这种调控对乙酸胁迫

下细胞生长和产物合成产生了显著影响(图 5A)。
其中 Y02-set5和 Y02-pdc5菌株的生长得到了改

善，细胞生物量与对照相比分别提高 4.70%和

8.75%，而其他 8 株菌的生长受到了抑制作用 
(72 h OD600 值)，其中 Y02-clb2 和 Y02-swe1 生长

受到的抑制作用最强。在产物合成方面(图 5B)，
Y02-clb2、Y02-hem13、Y02-pmt5、Y02-swe1、
Y02-hst4、Y02-fap7 和 Y02-adk2 菌株番茄红素含

量与对照菌株相比分别提高了 36.06%、33.38%、

29.35%、28.05%、25.31%、17.17%和 14.09%，

Y02-pdc5 番茄红素含量降低了 39.85%，而

Y02-set5 番茄红素含量与 Y02 无显著性差异 

(图 5B)。因此，为了提高产物产量，需要对以

上基因进行组合调控。 

2.5  基因组合过表达对细胞生长和番茄红

素合成的影响 
以上结果表明，Y02-set5 细胞生长得到了

改善，这与前人的研究结果[42]一致，但该菌株

的产物水平与对照菌相比无显著差异，而

Y02-hem13、Y02-pmt5、Y02-hst4、Y02-fap7
和 Y02-adk2 番茄红素含量得到了提高，但细胞

生长受到了抑制。因此我们在 Y02-set5 的基础上

分别过表达 adk2、fap7、hem13、pmt5 和 hst4，
构建了 5株组合过表达菌株，包括Y02-set5-adk2、
Y02-set5-fap7、Y02-set5-hem13、Y02-set5-pmt5、
Y02-set5-hst4 (表 1)，并进行了乙酸盐添加实

验。结果表明，Y02-set5-hst4 中番茄红素含量

较 Y02 提高了 42.76%，达到 12.62 mg/g-DCW，

该值与单独过表达菌株 Y02-set5 和 Y02-hst4
相比也分别提高了 55.50%和 16.53%。最终

Y02-set5-hst4 中番茄红素产量为 108.67 mg/L，

与 Y02、Y02-set5 和 Y02-hst4 相比分别提高了

67.13%、63.82%和 52.81% (图 6A)。同时与对

照相比 5 株菌的生长情况均得到了显著提高， 



 
李佳蓉等: 挖掘与调控乙酸胁迫响应基因提高重组酿酒酵母合成番茄红素水平 2791 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 

图 5  添加乙酸盐对重组菌细胞生长(A)和番茄红素含量、产量(B)的影响   不同小写字母表示组间具

有显著性差异 
Figure 5  Effect of acetate addition of cell growth (A) and lycopene content, yield (B) on recombinant 
strains. Different lowercase letters indicated significant differences among different groups. 

 

 
 
图 6  添加乙酸盐对重组菌番茄红素含量、产量(A)、细胞生长(B)、关键基因表达量(C)和乙酰辅酶 A
含量(D)的影响   不同小写字母表示组间具有显著性差异 
Figure 6  Effects of acetate addition of lycopene content, yield (A), cell growth (B), key gene expressions (C) 
and acetyl-CoA content (D) on recombinant strains. Different lowercase letters indicated significant differences 
among different groups. 
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其中 Y02-set5-hst4 最大细胞量与 Y02 相比提高

了 16.73% (图 6B)。 
除了增加生物量，重组菌中番茄红素产量

的提高可能与乙酰辅酶 A 或(和)甲羟戊酸途径

代谢通量的增加有关，因此我们对 Y02、

Y02-set5、Y02-set5-hst4 胞内乙酰辅酶 A 的含

量及 MVA 途径中关键基因 erg12、erg20 和

hmg1 的表达量进行了测定。结果显示，菌株

Y02-set5-hst4 中 MVA 途径关键基因 erg12、
erg20 和 hmg1 的表达量较 Y02 分别提高了

1.70、1.44 和 1.96 倍；较 Y02-set5 分别提高了

1.57、1.35 和 1.79 倍(图 6C)。菌株 Y02-set5-hst4
中乙酰辅酶 A 含量与 Y02-set5 和 Y02 相比分别

提高了 52.65%和 78.21% (图 6D)，说明过表达

set5 和 hst4 在增强细胞耐受乙酸胁迫的同时，

又提高了乙酰辅酶 A 含量和 MVA 途径的代谢

通量，促进了番茄红素的合成。 

3  讨论与结论 
利用代谢工程实现番茄红素在酿酒酵母中

的高效合成已得到广泛的研究，所采用的策略

包括过表达 MVA 途径关键基因[48]、增加乙酰

辅酶 A 含量[49]、筛选不同来源的番茄红素合成

基因等[50]。乙酰辅酶 A 是酿酒酵母合成番茄红

素的重要前体，本研究聚焦于通过增加乙酰辅

酶 A 含量来提高番茄红素产量。首先通过过表

达乙酰辅酶 A 合成酶结合添加乙酸盐的策略提

高了胞内乙酰辅酶 A 浓度，促进了番茄红素的

合成。由于添加乙酸盐对细胞造成胁迫，抑制

细胞生长，导致产物产量的增加程度有限。因

此，本研究通过转录组学技术研究重组菌株在

乙酸胁迫下的全基因组转录表达情况，挖掘上

调的应答基因，通过提高其表达水平增强细胞

对乙酸胁迫的耐受能力，改善细胞生长，进一

步提高目标产物水平。需要指出的是该策略已

成功地应用在多种物质的生物合成中，包括乙

醇 [51]、乳酸 [52]、3-羟基丙酸 [53]和脂肪酸 [54]，

如 赵姝一等 [55] 通过过表达乙酸耐受性基因

tL(CAA)K，进而使得 haa1、msn2 和 msn4 等胁

迫耐受性相关转录因子编码基因的转录水平上

调，从而改善发酵性能，提高乙酸胁迫条件下

的乙醇产率。Swinnen 等[56]通过转录组学发现

转录因子 haa1 是细胞应答乙酸胁迫的重要调

控元件，通过调控该转录因子提高了酿酒酵母

的乙酸耐受性。Cunha 等[57]通过全基因组转录

分析，发现乙酸胁迫下 haa1 和 prs3 基因表达

水平显著上调，进而过表达该基因提高了酿酒

酵母细胞生物量和乙醇合成水平。天然产物研

究中 Yang 等[58]以大肠杆菌为底盘细胞，通过添

加乙酸盐促进了 β-石竹烯的生物合成，但该研

究也发现，外源乙酸抑制了细胞生长，使得产

物水平的提高水平有限。 
本研究通过构建单过表达及双过表达菌

株，最终发现同时过量表达 set5 和 hst4 能够提

高酵母细胞对乙酸胁迫的耐受能力，并增加胞

内乙酰辅酶 A 浓度和甲羟戊酸途径代谢通量，

促进番茄红素合成。在酿酒酵母中 set5 编码组

蛋白 H4 甲基转移酶[59]，通过调控 DNA、rRNA
和蛋白质的合成，增强细胞对各种胁迫的应激

响应[60]。有研究报道过表达 set5 能够增加细胞

对乙酸胁迫的耐受性[61]，从而提高菌株的生物

量及乙醇产量。Lamour 等[62]发现在酿酒酵母中

过表达 set5 增加了菌株的代谢稳定性和纤维二

糖水解酶的活性，提高了乙醇的合成效率。反

之，敲除 set5 则导致细胞耐受性降低，Chauhan
等[63]发现在酿酒酵母中敲除 set5 降低了细胞在

制霉菌素或多球菌素胁迫下的生存能力。 
在酿酒酵母中 hst4 编码 NAD 依赖型组蛋

白脱乙酰酶，该酶参与细胞应答胁迫环境及维

持细胞稳定性、生长和代谢的调节[64-65]，在维持
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基因稳定性和能量稳态方面具有重要作用[66]。研

究发现过表达 hst4 可以降低细胞对应激环境的

敏感性[67]，抑制细胞对温度的敏感性[68]。在酿

酒酵母中敲除 hst4 导致细胞生长受到影响，胞

内活性氧浓度增加，环境耐受性降低[69]。Celic
等[70]发现在酿酒酵母中敲除 hst3 与 hst4 后，细

胞对甲基甲烷磺酸盐、喜树碱等物质的敏感性

增加。Starai 等[71]发现敲除 hst3 与 hst4 后的酵

母菌株在含有乙酸盐的培养基中细胞生长速度

变慢，并且对温度的敏感性增加。本研究证明

在酿酒酵母中过表达 hst4 能够提高细胞对乙酸

胁迫的耐受性。 
将 set5 与 hst4 组合过表达除了增加细胞对

乙酸胁迫的耐受性，还提高了乙酰辅酶 A 浓度

和甲羟戊酸途径的代谢通量，其具体机制还需

要进一步研究，如利用转录组和代谢组的方法

从全局角度重新揭示重组菌的转录与代谢调控

机制。需要指出的是本研究采用的是 GAL 启动

子调控相关基因，后期可利用启动子工程对相

关基因的表达水平和表达时间点进行优化，进

一步提高细胞生长和产物合成水平。综上所述，

本研究的结果表明在过表达 acs2 的基础上，同

时过表达 set5 和 hst4 能够增加酵母细胞对乙酸

胁迫的耐受能力，改善细胞生长，促进类胡萝

卜素的合成，研究结果可为其他类异戊二烯产

物的代谢工程研究提供有益的参考。 
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