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创建酿酒酵母细胞工厂发酵生产芳香精油瓦伦烯

杨婷婷 1,2,3, 王 冬 2,3, 李文豪 1,2,3, 石玉松 2,3, 李荣生 2,3, 马文建 1, 

戴住波 2,3*, 张学礼 2,3

(1. 天津科技大学生物工程学院, 天津 300457; 2. 中国科学院天津工业生物技术研究所, 天津 300308; 

3. 中国科学院系统微生物工程重点实验室, 天津 300308)

摘要: 瓦伦烯是一种具有柑橘气味的倍半萜类化合物, 常被用于化妆品和食品添加剂, 以及工业合成诺卡酮。

本研究拟用合成生物学技术创建酿酒酵母细胞工厂发酵生产瓦伦烯。首先, 在底盘细胞YTT-T5中引入北美金柏来

源的瓦伦烯合酶 (CnVS), 成功获得可生产 1.1 mg·L-1瓦伦烯的工程菌VAL-01; 采用蛋白质融合技术, 不同植物来源

的瓦伦烯合酶筛选, 并调整了关键基因拷贝数后, 瓦伦烯产量提升至 436.4 mg·L-1。进一步工作中, 删除转录因子

ROX1, 瓦伦烯的产量提高了 17.4%。最后, 对半乳糖诱导系统进行调控, 并过表达多药耐药性调控因子PDR3和调

控内质网大小转录因子 INO2, 所得工程菌株VAL-10经高密度发酵能生产2 798.6 mg·L-1瓦伦烯 (产量是初始菌株的

2 500倍), 为瓦伦烯绿色生产提供了基础。
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Abstract: Valencene, a kind of sesquiterpenoid with a citrus flavor, is mainly found in Valencia orange and is 

commonly used in cosmetics and food additives, as well as industrial synthetic nootkatone. In this study, synthetic 

biology was used to create a Saccharomyces cerevisiae cell factory to produce valencene. Fistly, valencene synthase 

gene (CnVS) from Callitropsis nootkatensis was inserted into the chromosome of the chassis strain YTT-T5. The 

resulting strain VAL-01 could produce 1.1 mg·L-1 valencene. Protein fusion technique was used, different valencene 

synthases were compared and the copy number of key genes was adjusted, yielding valencene to 436.4 mg·L-1. 

Then, knocking-out the transcription factor ROX1 resulted in valencene improvement by 17.4%. Moreover, the 

induction system of galactose was regulated, transcription factor PDR3 and INO2 were overexpressed. The engi‐

neered strain VAL-10 could produce 2 798.6 mg·L-1 valencene by high cell density fermentation method (nearly 

2 500 times higher than VAL-01). This study provides a basis for green production of valencene.
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瓦伦烯 (valencene) 是一种具有柑橘气味的倍半

萜类化合物, 主要存在于柑橘属植物中, 常被用作化妆

品和食品的添加剂[1,2], 以及工业上合成诺卡酮 (noot‐

katone)。诺卡酮具有约 1 μg·L-1的低气味阈值, 被广泛

用于化妆品、食品、芳香治疗、驱蚊杀虫等领域[3]。植

物提取是瓦伦烯的主要来源, 但是植物来源的供给不

稳定。同时, 经济高速增长带来物质需求增长, 仅从原

植物中提取天然产物的方法无法满足市场需求[4]。随

着合成生物学的发展, 构建微生物细胞工厂实现天然

产物的生物合成一直是合成生物学的研究热点[5]。目

前许多科学家已经在微生物中实现了多种高价值药效

成分的生产, 例如青蒿素[6]、大麻素[7]、人参皂苷[8-10]、山

莨菪碱和东莨菪碱等[4]。

酿酒酵母作为一种真核模式生物, 因其被普遍认

为是安全的 (GRAS) 微生物, 是合成生物学技术产业

中的一个重要平台微生物, 已经被广泛应用于玫瑰精

油、榄香烯、番茄红素和 β-胡萝卜素等天然萜类产物的

发酵生产[4-11]。酿酒酵母生产萜类化合物主要是通过

甲羟戊酸途径 (MVA pathway), 即乙酰辅酶A经过 7步

酶促反应合成萜类化合物基本单元异戊烯基焦磷酸 

(IPP) 和二甲基烯丙基焦磷酸 (DMAPP)。在倍半萜化

合物生物合成途径中, IPP和DMAPP可在法尼基焦磷

酸合成酶 (FPS, ERG20基因编码) 的作用下生成倍半

萜化合物前体法尼基焦磷酸 (FPP), 它可在不同的倍

半萜合成酶催化下生成瓦伦烯、榄香烯等倍半萜类化

合物 (图1)。

前期实验室已构建出过表达MVA途径相关基因

的底盘菌YTT-T5, 该菌株能够显著增加酿酒酵母合成

萜类化合物的通量。本研究采用蛋白质融合、高效基因

元件筛选、调整限速酶基因的拷贝数、半乳糖诱导系统

改造和发酵工艺优化等策略来提高酵母细胞工厂合成

瓦伦烯的能力, 最终产量达到2.8 g·L-1 (提高近2 500倍), 

为瓦伦烯等倍半萜化合的生物合成奠定了基础。

材料与方法

工具酶与试剂 PrimeSTAR GXL DNA聚合酶购

自宝生物生物工程公司 (大连); 质粒小量快速提取试

剂盒购自美国Axygen公司; DNA回收试剂盒购自美国

Biomiga公司; 酵母选择培养基购自北京泛基诺科技有

限公司; 酵母DNA提取试剂盒购自北京康为世纪生物

科技有限公司; 瓦伦烯标准品和 5-氟乳清酸 (5-FOA) 

均购自美国Sigma-Aldrich公司。

质粒、菌株及引物 本研究所用的质粒和菌株信

息见表1。引物信息见表2。

Table 1　Plasmids and strains used in this study

Plasmids
pEASY-Blunt simple

p-PGAL7

p-PGAL10

p-PGAL1

pM3-tHMG1
PGAL7-cHMG2-TSPG5

PGAL10-HMGR-N-TCWP2

PGAL1-tHMG1-TPRM9

PGAL10-CnVS-TCWP2

PGAL10-SmFPS-CsVal-TCWP2

PGAL10-SmFPS-EgVal-TCWP2

Cloning vector for blunt ligation, Amp, Km

Cloning PGAL7 and TSPG5 into pEASY-Blunt simple
Cloning PGAL10 and TCWP2 into pEASY-Blunt simple
Cloning PGAL1 and TPRM9 into pEASY-Blunt simple
Cloning PTEF1-tHMG1-TCYC1cassette into pEASY-Blunt simple
Cloning truncated HMG2 into p-PGAL7

Cloning HMGR-N into p-PGAL10

Cloning tHMG1 into p-PGAL1

Cloning CnVS into p-PGAL10

Cloning SmFPS-CsVal into p-PGAL10

Cloning SmFPS-EgVal into p-PGAL10

TransGen 

Biotech
Lab collection
Lab collection
Lab collection
Lab collection
Lab collection
Lab collection
Lab collection
This study
This study
This study

Name Description Source

Figure 1　The biosynthesis pathway of valencene in yeast. HMG-

CoA: 3-Hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A; IPP: Isopentenyl‐

diphosphate; DMAPP: Dimethylallyl diphosphate; FPP: Farnesyl 

diphosphate; ERG10: Acetoacetyl-CoA thiolase; ERG13: HMG-

CoA synthase; HMG1/HMG2: HMG-CoA reductase 1/2; ERG12: 

Mevalonate kinase; ERG8: Phosphomevalonate kinase; ERG 19: 

Mevalonate pyrophosphate decarboxylase; IDI1: Isopentenyl 

diphosphate isomerase 1; ERG20: FPP synthase
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PGAL10-SmFPS-CnVS-TCWP2

pRS425-LEU2-TRP1-

URA3-TEF1p-ObGES

NDT80-HIS3

PACT3-PDR3m-TPDR3

PGAL1-INO2-TPRM9

NDT80-gRNA

LEU2-gRNA

HIS3-gRNA

HO-gRNA

GAL80-gRNA

ROX1-gRNA

HXK2-gRNA

Strains

YTT-T5

VAL-01

VAL-02

VAL-03

VAL-04

VAL-05

VAL-06

VAL-07

VAL-08

VAL-09

VAL-10

Cloning SmFPS-CnVS into p-PGAL10

Cloning LEU2, TRP1, URA3 makersand PTEF1-ObGES-TCYC1 cassette into pRS425

Cloning NDT80 and HIS3 marker into pEASY-Blunt simple

Cloning PACT3-PDR3Q763L-TPDR3 cassette into pEASY-Blunt simple

Cloning INO2 into p-PGAL1

NDT80 disruption gRNA cassette, 2 micron, URA3 marker

LEU2 disruption gRNA cassette, 2 micron, URA3 marker

HIS3 disruption gRNA cassette, 2 micron, URA3 marker

HO disruption gRNA cassette, 2 micron, URA3 marker

GAL80 disruption gRNA cassette, 2 micron, URA3 marker

ROX1 disruption gRNA cassette, 2 micron, URA3 marker

HXK2 disruption gRNA cassette, 2 micron, URA3 marker

A platform yeast for mono- and sesquiterpenoid production

PGAL10-CnVS-TCWP2 and PGAL1-tHMG1-TPRM9 cassettes were integrated into NDT80 site of YTT-T5

PGAL10-SmFPS-CnVS-TCWP2 and PGAL1-tHMG1-TPRM9 cassettes were integrated into NDT80 site of YTT-T5

PGAL10-SmFPS-CsVal-TCWP2 and PGAL1-tHMG1-TPRM9 cassettes were integrated into NDT80 site of YTT-T5

PGAL10-SmFPS-EgVal-TCWP2 and PGAL1-tHMG1-TPRM9 cassettes were integrated into NDT80 site of YTT-T5

PGAL10-SmFPS-CnVS-TCWP2 and PGAL1-tHMG1-TPRM9 cassettes were integrated into LEU2 site of VAL-02

PGAL10-SmFPS-CnVS-TCWP2 and PGAL1-tHMG1-TPRM9 cassettes were integrated into HIS3 site of VAL-05

PGAL10-SmFPS-CnVS-TCWP2 and PGAL1-tHMG1-TPRM9 cassettes were integrated into HO site of VAL-06

ROX1 was deleted inVAL-05

HXK2 was deleted in VAL-08 and subsequently PGAL4-GAL4-TGAL4 cassette was integrated into GAL80 site

LEU2, TRP1, URA3, HIS3 makers, PACT3-PDR3m-TPDR3, PTEF1-tHMG1-TCYC1 and PGAL1-INO2-TPRM9 were 

integrated into YPRCdelta15 site of VAL-09

This study

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

Lab collection

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

This study

Continued

Name Description Source

Table 2　Primers used in this study

3G-1-M-GAL7p-CWP2t-R

3G-2-M-GAL7p-CWP2t-F

GAL1p-R

GAL1p-F

NDT80-50-CWP2t-F

NDT80-50-PRM9t-down

LEU2-50-CWP2t-F

LEU2-50-PRM9t-down

HIS3-50-CWP2t-F

HIS3-50-PRM9t-down

HO-50-CWP2t-F

HO-50-PRM9t-down

GAL80-GAL4p-F

GAL4t-GAL80-R

delta15-LEU2t-F

URA3t-HIS3p-R

URA3t-HIS3p-F

HIS3t-ACT3p-R

HIS3t-ACT3p-F

PDR3t-TEF1p-R

PDR3t-TEF1p-F

CYC1t-GAL1p-R

CCCTTAGCTGCGATTAAAGAGTCAAGGCGTGAAAAACATAGGCGAAAGTGGTGTCACAGCGAATTTCCTCAC

GAACTTGTAAACAATTCGGTCCCTACATGTGAGGAAATTCGCTGTGACACCACTTTCGCCTATGTTTTTCACGC

TATAGTTTTTTCTCCTTGACGTTAAAGTATAGAGGTAT

TTATATTGAATTTTCAAAAATTCTTACTTTTTTTTTGGATGG

TACTAACCTTTCATTAAAGAGAAATAACAATATTATAAAAAGCGCTTAAACACTTTCGCCTATGTTTTTCACGC

GATCCACAGAATTCGCATATTTTTTTAACGATTTAAAATCATTAGTTTATTCAACATCGTATTTTCCGAAGCG

TTTACATTTCAGCAATATATATATATATATTTCAAGGATATACCATTCTACACTTTCGCCTATGTTTTTCACGC

CGGTGGTACTGTTGGAACCACCTAAATCACCAGTTCTGATACCTGCATCCTCAACATCGTATTTTCCGAAGCG

CTTCGAAGAATATACTAAAAAATGAGCAGGCAAGATAAACGAAGGCAAAGCACTTTCGCCTATGTTTTTCA

CGC

TATACACATGTATATATATCGTATGCTGCAGCTTTAAATAATCGGTGTCATCAACATCGTATTTTCCGAAGCG

TCTAAATCCATATCCTCATAAGCAGCAATCAATTCTATCTATACTTTAAACACTTTCGCCTATGTTTTTCACGC

ATTAAATTTTACTTTTATTACATACAACTTTTTAAACTAATATACACATTTCAACATCGTATTTTCCGAAGCG

CCAGCGTATACAATCTCGATAGTTGGTTTCCCGTTCTTTCCACTCCCGTCGACAGCATTCGCCCAGTATTTTT

TTTATTC

GTTTTTATAACGTTCGCTGCACTGGGGGCCAAGCACAGGGCAAGATGCTTTTAACGTTCTACTTTACACTGG

TGGTAGG

GTAGTTTTAAAATTTCAAATCCGAACAACAGAGCATAGGGTTTCGCAAACCGTTGAGCCATTAGTATCAATT

TGCTTAC

CGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAACTCTTCCTTTTTCAATGGGTA

ATAACTG

AGAGCTTCAATTTAATTATATCAGTTATTACCCATTGAAAAAGGAAGAGTTCGCGCGTTTCGGTGATGA

ATGTTAGAACCACCTGGGCCAACAATCATATTGAATCTTCTGGTATCAGCGTGTCACTACATAAGAACACCTT

TGGTG

ATGGTACCAACGATGTTCCCTCCACCAAAGGTGTTCTTATGTAGTGACACGCTGATACCAGAAGATTCAATA

TGATTGTTG

GTAAAAAAGGAGTAGAAACATTTTGAAGCTATGGTGTGTGGGGGATCACTCTTTTTGAACAGCGCGCCCA

ACATAAGATCAACGATTTCTTCATTAATTTTGGGCGCGCTGTTCAAAAAGAGTGATCCCCCACACACCAT

CTTTGCGTCCATCCAAAAAAAAAGTAAGAATTTTTGAAAATTCAATATAAGCGCGTTGGCCGATTCATTA

Primer name Sequence (5′ to 3′)
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CYC1t-GAL1p-F

Delta15-50-PRM9t-R

ROX1-KO-up-F
ROX1-KO-up-R
ROX1-KO-down-F
ROX1-KO-down-R
HXK2-KO-UP-F
HXK2-KO-UP-R

HXK2-KO-DOWN-F

HXK2-KO-DOWN-R
GAL10p-F(251bp)
AscI-CnVS-R
CsVal-YZ-R
EgVal-YZ-R(486)
GAL1p-F(349)
ASC1-tHMG1-R
NDT80-OUT-F
NDT80-OUT-R
LEU2-OUT-F
ASC1-CWP2t-F
ASC1-PRM9t-F
LEU2-OUT-R
HIS3-OUT-F
HIS3-OUT-R
HO-OUT-F
HO-OUT-R
ROX1-YZ-F
ROX1-YZ-R
HXK2-OUT-F
HXK2-OUT-R
GAL80-OUT-F
pGAL4-SexAI
GAL4t-F
GAL80-OUT-R
PDR3-YZ-F(207)
TEF1-PAC1-R
TEF1p-YZ-F(350bp)
INO2-R

GGCTTTAATTTGCAAGCTGCGGCCCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCTTATATTGAATTTTCAAAAATTC

TTACTTTTTTTTTGGA
TCTGTATTGTTCTTCTTAGTGCTTGTATATGCTCATCCCGACCTTCCATTTCAACATCGTATTTTCCGAAGCGT

CCGACAAATCCCCTGGATATCATTG
ACTTTTATTAAACAGGAGCCTGTTGATTGTCTAACTGCGTTCTTTTGT
ACGCAGTTAGACAATCAACAGGCTCCTGTTTAATAAAAGTTTAAATCGCC
CGATTGTGTCTATATCTACAATATGAACCTG
ATGTTACTACGAGTTTTCTGAACCTCCTC
GTAGAAAAAGGGCACCTTCTTGTTGTTCAAACTTAATTTACAAATTAAGTTTTATTTAATTAGCGTACTTATTA

TGTGTGGAGAATT
GTTGTAGGAATATAATTCTCCACACATAATAAGTACGCTAATTAAATAAAACTTAATTTGTAAATTAAGTTTGA

ACAACAAGAAGGT
CGCGTAAAAATCGCGGGTAT
CGGAGGGCTGTCGCC
GCGGCGCGCCTTAAGGGATGATTGGTTCAACGAAAAACT
CTATATCGATTCTAACAGAGCAGATTTGC
CAAACCTCTCGCGTCGTTAAC
GCCGCACTGCTCCGA
GCGGCGCGCCTTAGGATTTAATGCAGGTGACGGACC
TGTTAATTCCTTTGTGCCAGATAGTATTG
CACCCAATCTTCATTATTCACCAAATATTCCC
GCTTGCATCACAATACTTGAAGTTGAC
GGCGCGCCGAAATCTCTGATTTTTTATAATATCTATATGGCTTTTTTC
GGCGCGCCACAGAAGACGGGAGACACTAGC
GTGCCCTCCTCCTTGTCAATATTAAT
GCCTCGGTAATGATTTTCATTTTTTTTTTTCC
GCGCCTCGTTCAGAATGACAC
CTGGGCGTTATTAGGTGTGAAACC
CGCGTAAATATTTAGCTTGATAACTGTTACTG
CAGGTGCAGGCGTACTTTAAAG
GCCACTTGAGCTTTCGGTTTG
AACAAAGAAAAGGCAAGAGTAAATAGCG
CGGTGTTCATCCAGGTGGTAATATC
GTTGGCCTCTACTTACTCCATCGAC
GCGACCTGGTCTTTCAGGAGGCTTGCTTCTCT
AATGAATCGTAGATACTGAAAAACCCC
GGCATTATATGGCCGATTTGTATTAGTATCC
GGAGAGGAATCGTACACTCAAGAC
GCGTTAATTAATTTGTAATTAAAACTTAGATTAGATTGCTATGCTTTCTTTC
GCCGTACCACTTCAAAACACC
TCAGGAATCATCCAGTATGTGCTGT

Continued

Primer name Sequence (5′ to 3′)

培养基 LB培养基: 1%蛋白胨、0.5%酵母粉、1%

氯化钠、100 mg·L-1氨苄青霉素; YPD培养基: 1%酵母

粉、2% 蛋白胨、2% 葡萄糖; SD-Trp筛选培养基: 0.8%

氨基酸选择培养组分 (四缺 , Ura-Trp-His-Leu)、2% 葡

萄糖、0.002%尿嘧啶、0.005%组氨酸和 0.01%亮氨酸; 

SD-Trp-Ura 筛选培养基 : 0.8% 氨基酸选择培养组分 

(四缺 , Ura-Trp-His-Leu)、2% 葡萄糖、0.005% 组氨酸、

0.01% 亮氨酸; SD-Ura-Trp-His-Leu 筛选培养基: 0.8%

氨基酸选择培养组分 (四缺, Ura-Trp-His-Leu)、2%葡萄

糖; SD-Trp-5FOA 筛选培养基: 0.8% 氨基酸选择培养

组分 (四缺, Ura-Trp-His-Leu)、2%葡萄糖、0.002%尿嘧

啶、0.005% 组氨酸、0.01% 亮氨酸、0.1%5-FOA。上述

液体培养基加入2% Agar可配成相应的固体培养基。

高密度发酵培养基和补料培养基参照人参皂苷高

密度发酵培养基配方配置[12]。

瓦伦烯工程菌的构建 相关工程菌株构建均采用

基于 CRISPR/Cas9 技术介导的同源重组 , 原理如图 2

所示。

VAL-01菌株的构建 模块和引物的搭配方案见

表 3, 用 PrimeSTAR GXL高保真聚合酶扩增和切胶回

收得到用于同源重组的各个片段, 用SD-Trp液体培养

基活化YTT-T5后将各个片段同NDT80-gRNA共同转

入醋酸锂方法制备的感受态中, 并用 SD-Trp-Ura固体

培养基筛选转化子。转化子分别用GAL10p-F(251bp)/
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AscI-CnVS-R、GAL1p-F(349)/ASC1-tHMG1-R、NDT80- 

OUT-F/NDT80-OUT-R 等引物进行 PCR 验证后 , 阳性

克隆菌株命名为VAL-01。

工程菌VAL-02、VAL-03和VAL-04的构建 模块

和引物的搭配方案见表 4, 使用 PrimeSTAR GXL 高

保真聚合酶扩增和切胶回收得到用于同源重组的各个

片段, 用 SD-Trp固体培养基活化 YTT-T5后将各个片

段转入醋酸锂方法制备的感受态中, 并用 SD-Trp-Ura

固体培养基筛选转化子。转化子分别用特异引物

GAL10p-F(251bp)/AscI-CnVS-R、 GAL10p-F(251bp)/

CsVal-YZ-R、GAL10p-F(251bp)/EgVal-YZ-R(486), 以

及共用引物 GAL1p-F(349)/ASC1-tHMG1-R、NDT80-

OUT-F/NDT80-OUT-R 进行 PCR 验证后 , 阳性克隆菌

株分别命名为VAL-02、VAL-03和VAL-04。

工程菌VAL-05、VAL-06和VAL-07的构建 模块

和引物的搭配方案见表 5, 用 PrimeSTAR GXL高保真

聚合酶扩增和切胶回收得到用于同源重组的各个片段, 

用 SD-Trp液体培养基活化去除 gRNA质粒的VAL-02

后将各个片段同LEU2-gRNA共同转入醋酸锂方法制

备的感受态中, 并用 SD-Trp-Ura固体培养基筛选转化

子。转化子分别用通过 LEU-OUT-F/ASC1-CWP2t-F、

ASC1-PRM9t-F/LEU-OUT-R、LEU-OUT-F/LEU-OUT-

R引物进行PCR验证后阳性克隆命名为VAL-05。

用 SD-Trp 液体培养基活化去除 gRNA 质粒的

VAL-05后将各个片段同HIS3-gRNA共同转入醋酸锂

方法制备的感受态中, 并用 SD-Trp-Ura固体培养基筛

选转化子。用 HIS3-OUT-F/ASC1-CWP2t-F、ASC1-

PRM9t-F/HIS3-OUT-R、HIS3-OUT-F/HIS3-OUT-R 引

物进行PCR验证后阳性克隆命名为VAL-06。

用 SD-Trp 液体培养基活化去除 gRNA 质粒的

VAL-06后将各个片段同HO-gRNA共同转入醋酸锂方

法制备的感受态中, 并用SD-Trp-Ura固体培养基筛选转

化子。用HO-OUT-F/ASC1-CWP2t-F、ASC1-PRM9t-F/

HO-OUT-R、HO-OUT-F/HO-OUT-R 引物进行 PCR 验

证后阳性克隆命名为VAL-07。

工程菌VAL-08和VAL-09的构建 模块和引物的

搭配方案见表 6, 用 PrimeSTAR GXL高保真聚合酶扩

增和切胶回收得到用于同源重组的各个片段, 用 SD-

Trp 液体培养基活化去除 gRNA 质粒的 VAL-05 后将

ROX1-KO 片段及 ROX1-gRNA 共同转入醋酸锂方法

制备的感受态中, 并用 SD-Trp-Ura固体培养基筛选转

化子。转化子分别用ROX-YZ-F/ROX-YZ-R引物进行

PCR验证后, 阳性克隆菌株命名VAL-08。

用 SD-Trp 液体培养基活化去除 gRNA 质粒的

VAL-08后将HXK2-KO片段同HXK2-gRNA共同转入

醋酸锂方法制备的感受态中 , 使用 HXK2-OUT-F/

HXK2-OUT-R 引物对转化子进行 PCR 验证后挑选其

Table 3　Informatiom of DNA assembler

Template
PGAL10-CnVS-TCWP2

PGAL1-tHMG1-TPRM9

Primer name
NDT80-50-CWP2t-F
GAL1p-R
GAL1p-F

NDT80-50-PRM9t-R

Module
PGAL10-CnVS-TCWP2

PGAL1-tHMG1-TCWP2

Table 4　Informatiom of DNA assembler

Strain
VAL-02

VAL-03

VAL-04

Template
PGAL10-SmFPS-CnVS-TCWP2

PGAL1-tHMG1-TPRM9

PGAL10-SmFPS-CsVal-TCWP2

PGAL1-tHMG1-TPRM9

PGAL10-SmFPS-EgVal-TCWP2

PGAL1-tHMG1-TPRM9

Primer name
NDT80-50-CWP2t-F

GAL1p-R
GAL1p-F

NDT80-50-PRM9t-R
NDT80-50-CWP2t-F

GAL1p-R
GAL1p-F

NDT80-50-PRM9t-R
NDT80-50-CWP2t-F

GAL1p-R
GAL1p-F

NDT80-50-PRM9t-R

Module
PGAL10-SmFPS-CnVS-TCWP2

PGAL1-tHMG1-TPRM9

PGAL10-SmFPS-CsVal-TCWP2

PGAL1-tHMG1-TPRM9

PGAL10-SmFPS-EgVal-TCWP2

PGAL1-tHMG1-TPRM9

Figure 2　Construction of strain VAL-01 by CRISPR/Cas9
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中一个阳性克隆 , 去除 gRNA 后制备感受态 , 加入

GAL80-gRNA 片段及 PGAL4-GAL4-TGAL4, 并用 SD-Trp-

Ura 固体培养基筛选转化子。转化子分别用 GAL80-

OUT-F/pGAL4-SexAI、GAL4t-F/GAL80-OUT-R、GAL80-

OUT-F/GAL80-OUT-R 引物进行 PCR 验证后 , 阳性克

隆菌株命名VAL-09。

工程菌VAL-10的构建 使用同源重组法构建菌

株VAL-10。用 PrimeSTAR GXL高保真聚合酶扩增和

切胶回收得到用于同源重组的各个片段, 将VAL-09去

掉 gRNA 和 Cas9 质粒后用 YPD 液体培养基活化后

用醋酸锂方法制备的感受态 , 加入表 7 所得的各个

模块片段, 电击转化, 并用SD-Trp-Ura-Leu-Ura固体培

养基筛选转化子。转化子再分别用 PDR3-YZ-F(207)/

TEF1-PAC1-R、 TEF1p-YZ-F(350bp)/ASC-tHMG1-R、

GAL1p-F(349)/INO2-R 等引物进行 PCR 验证后, 得到

工程菌VAL-10。

菌株发酵及产物提取 摇瓶发酵: 在平板上挑取

单克隆于装有 3 mL 相应的液体培养基的试管中 , 

30 ℃、250 r·min-1震荡培养过夜, 制备种子液。将种子

液按照 1% (v/v) 的接种量转移至含有 15 mL相应液体

选择培养基的 100 mL 三角瓶中 , 加入 1.5 mL 正十二

烷, 30 ℃、250 r·min-1震荡培养 6 天。最后将三角瓶中

的发酵液转移至 50 mL 离心管 , 5 000 r·min -1 离心

5 min, 收集有机相, 用正己烷将其稀释 10倍后, 过有

机尼龙膜 (0.22 μm) 后备用。高密度发酵: 经火焰接种

环, 将 200 mL种子液加入含 2 L发酵培养基的 5 L生

物反应器中。发酵过程中参数设定值分别为 : 温度

30 ℃, pH 5.0, 溶氧 30%, 空气流量 3～9 L·min-1, 搅拌

转速 300～1 000 r·min-1, 溶氧与搅拌转速、通气相偶

联。发酵 24 h后向生物反应器中加入 200 mL肉豆蔻

酸异丙酯。

瓦伦烯的检测 分别使用 GC-MS 和 GC 进行样

品的定性和定量分析[12]。

GC-MS 条件 进样口温度 250 ℃, 进样口体积

Table 6　Informatiom of DNA assembler

Template
Yeast genome

Yeast genome

ROX1-upand

ROX1-down
Yeast genome

Yeast genome

HXK2-upand

HXK2-down
Yeast genome

Primer name
ROX1-KO-up-F

ROX1-KO-up-R
ROX1-KO-down-F

ROX1-KO-down-R
ROX1-KO-up-F

ROX1-KO-down-R
HXK2-KO-UP-F

HXK2-KO-UP-R
HXK2-KO-DOWN-F

HXK2-KO-DOWN-R
HXK2-KO-UP-F

HXK2-KO-DOWN-R
GAL80-GAL4p-F

GAL4t-GAL80-R

Module
ROX1-up

ROX1-down

ROX1-KO

HXK2-up

HXK2-down

HXK2-KO

PGAL4-GAL4-TGAL4

Table 7　Informatiom of DNA assembler

Template
pRS425-LEU2-TRP1-URA3-TEF1p-ObGES

NDT80-HIS3

PACT3-PDR3m-TPDR3

pM3-tHMG1

PGAL1-INO2-TPRM9

Primer name
Delta15-LEU2t-F

URA3t-HIS3p-R
URA3t-HIS3p-F

HIS3t-ACT3p-R
HIS3t-ACT3p-F

PDR3t-TEF1p-R
PDR3t-TEF1p-F

CYC1t-GAL1p-R
CYC1t-GAL1p-F

Delta15-50-PRM9t-R

Module
LEU2-TRP1-URA3 Maker

HIS3 Maker

PACT3-PDR3m-TPDR3

PTEF1-tHMG1-TCYC1

PGAL1-INO2-TPRM9

Table 5　Informatiom of DNA assembler

Strain
VAL-05

VAL-06

VAL-07

Template
PGAL10-SmFPS-CnVS-TCWP2

PGAL1-tHMG1-TPRM9

PGAL10-SmFPS-CnVS-TCWP2

PGAL1-tHMG1-TPRM9

PGAL10-SmFPS-CnVS-TCWP2

PGAL1-tHMG1-TPRM9

Primer name
LEU2-50-CWP2t-F

GAL1p-R
GAL1p-F

LEU2-50-PRM9t-R
HIS3-50-CWP2t-F

GAL1p-R
GAL1p-F

HIS3-50-PRM9t-R
HO-50-CWP2t-F

GAL1p-R
GAL1p-F

HO-50-PRM9t-R

Module
PGAL10-SmFPS-CnVS-TCWP2

PGAL1-tHMG1-TPRM9

PGAL10-SmFPS-CnVS-TCWP2

PGAL1-tHMG1-TPRM9

PGAL10-SmFPS-CnVS-TCWP2

PGAL1-tHMG1-TPRM9
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1 μL, 不分流 , 溶剂延时 3 min; 色谱柱 : HP-5ms 

(30 m × 0.25 mm × 0.25 μm); 色谱条件: 45 ℃, 1 min, 

10 ℃·min-1至 300 ℃, 保温 5 min; MS 条件: Full Scan: 

50～750 amu。

GC条件 进样口温度 250 ℃, 进样体积 1 μL, 不

分流, 色谱柱: HP-5 (30 m × 0.32 mm × 0.25 μm); 色谱

条件 : 45 ℃, 1 min, 10 ℃·min-1至 300 ℃, 保温 5 min; 

FID检测器。

结果与分析

1　瓦伦烯酿酒细胞工厂创建及产物鉴定

酿酒酵母能天然合成倍半萜类通用前体 FPP, 自

然界中 FPP能被瓦伦烯合酶催化生成瓦伦烯。 本实

验室前期已构建了一株强化了 MVA 途径并弱化了

ERG20基因表达的萜类底盘菌株YTT-T5。研究将北美

金柏 (Callitropsis nootkatensis) 来源的CnVS基因 (经密

码子优化) 置于半乳糖诱导型启动子 PGAL10下, 并插入

到底盘菌 YTT-T5的 NDT80基因位点, 经过缺陷培养

基的筛选、PCR和测序验证正确后得到菌株VAL-01。

VAL-01 经过 6 天的摇瓶发酵后, 利用 GC-MS 对发酵

产物进行定性和定量分析, 发现工程菌株VAL-01能在

12.855 min出现与瓦伦烯标品相同质谱图的新峰, 其

瓦伦烯产量为1.1 ± 0.6 mg·L-1 (图3)。

2　融合SmFPS和CnVS蛋白提高瓦伦烯产量

使用蛋白质融合技术拉近途径中相邻酶在空间上

的距离, 能提高中间代谢产物的利用速率, 从而进一步

提高整个途径的催化能力, 是代谢工程改造过程中的

重要手段[13,14]。FPP是倍半萜类产物的中间体, 同时将被

鲨烯合酶连接成为三萜通用前体鲨烯[8]。将 FPS和倍

半萜合酶进行融合会提高倍半萜化合物的产量, 前期课

题组张丽丽等[13]使用连接肽GGGS将FPS与橙花叔醇

合酶融合后使得工程菌株橙花叔醇产量提高了59.8倍。

本研究中将来源丹参的法尼基焦磷酸合酶 (SmFPS) 

与CnVS进行融合后置于GAL1启动子下, 并整合到底盘

菌YTT-T5中, 经过缺陷培养基的筛选、PCR和测序验

证正确后得到菌株VAL-02。与VAL-01相比, VAL-02瓦

伦烯的产量提高了 343.2 倍 , 达到 344.2 ± 17.6 mg·L-1 

(图4)。   

3　高效的瓦伦烯合酶的筛选

除北美金柏来源的CnVS外, 柑橘 (Citrus sinensis)

来源的Cstps1[15], 葡萄 (Vitis Vinifera) 来源的VvVal[16]及

冰川刺芹 (Eryngium glaciale) 来源的EgVS均具有瓦伦

烯合酶活性[17]。本研究中将SmFPS分别与柑橘CsVal、

冰川刺芹EgVS进行融合后, 转入YTT-T5菌株中评价

融合酶的活性, 分别构建出的工程菌株VAL-03和VAL-

04。摇瓶发酵 6天后, 其中菌株 VAL-02 (融合北美金

柏来源的CnVS) 瓦伦烯的产量达 344.2 ± 17.6 mg·L-1, 

是菌株 VAL-03 (25.1 ± 6.2 mg·L-1) 的 13.7 倍、VAL-04 

(79.3 ± 22.3 mg·L-1) 的4.3倍 (图4A), 表明SmFPS-CnVS

融合酶的活性较其余二者更强。

4　调整基因拷贝数增强瓦伦烯生产

通过调节基因拷贝数来增加基因表达是提高目标

代谢途径通量的有效方法[18]。为了进一步提高瓦伦烯产

量, 本研究调整了关键基因 tHMG1以及 SmFPS-CnVS

的拷贝数, 分别获得了瓦伦烯合酶拷贝数为 2、3、4的

工程菌株 VAL-05、VAL-06 和 VAL-07。其中过表达 2

Figure 3　GC-MS analysis of strain VAL-01. A: Valencene represents the standard product of valencene, YTT-T5 represents the fermenta‐

tion product of engineering strain YTT-T5, and VAL-01 represents the fermentation product of VAL-01; B: The 12.855 min mass spectrum 

of valencene standard; C: The 12.855 min mass spectrum of the fermentation products of engineering strain VAL-01
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拷贝的菌株VAL-05产量最高, 瓦伦烯产量可达436.4 ± 

35.6 mg·L-1 (图 4A)。在增加拷贝数时, 生物量显著降

低, VAL-07较VAL-02生物量降低了 33.3%, 推测可能

过多增加基因表达将对细胞带来负荷[19], 同时瓦伦烯

对酿酒酵母细胞具有一定的毒性[20]。

5　敲除调控因子ROX1提高细胞产量

在内源的麦角甾醇途径中, 编码血红素依赖的转

录抑制因子Rox1p能与多个麦角甾醇途径基因 (ERG) 

启动子结合发挥直接抑制作用[21,22]。对 ROX1进行敲

除, 可以提高 ERG基因的表达, 并显著提高类胡萝卜

素、倍半萜类等萜类化合物产量[23]。在本研究中, 进一

步敲除了 VAL-05 菌株的 ROX1 基因 , 获得工程菌株

VAL-08, 其产量较VAL-05提高17.4%。

6　调控半乳糖诱导系统降低生产成本

虽然菌株 VAL-08 不能代谢半乳糖 (其 GAL1、

GAL7和GAL10等半乳糖代谢基因被敲除), 但在发酵

时还需要额外添加半乳糖作为诱导剂来生产瓦伦烯。半

乳糖价格昂贵, 取消半乳糖的使用会极大地降低生产

成本。酿酒酵母在高葡萄糖浓度时, 己糖激酶Hxk2p与

Snf1p复合体相互作用, 阻断 Mig1p磷酸化, 而 Mig1p

的磷酸化对于解除葡萄糖抑制基因 (GAL基因) 是必

不可少的[24-27]。已有文献[24]表明下调Hxk2p会大幅提

高橙花叔醇的生产。Gal4p是半乳糖诱导系统的开关, 

在添加半乳糖并缺乏抑制碳源 (如葡萄糖) 的情况下, 

Gal4p 可以大幅度诱导半乳糖代谢基因的表达 (如

GAL1/2/7/10表达量可以提高1 000倍以上)[28]。Gal80p

是半乳糖调控系统的负调控子, 通过与半乳糖诱导系

统的开关Gal4p的C端转录激活域结合进而抑制GAL

基因的表达[29]。

因此进一步敲除了VAL-08菌株的HXK2和GAL80

基因, 同时强化了GAL4的表达获得的工程菌VAL-09, 

在仅以葡萄糖为碳源发酵VAL-09时, 其瓦伦烯的产量

能成功达到259.3 ± 1.9 mg·L-1。

7　工程菌修复及发酵工艺优化

为了进一步提高VAL-09工程菌的发酵性能, 增加

瓦伦烯的产量及工程菌的耐受性, 在修复菌株VAL-09

营养缺失marker基因 LEU2、HIS3、URA3和 TPR1的同

时, 过表达 PDR3Q763L (PDR3Q763L突变可能对提高萜类

化合物的耐受性有益[30])、tHMG1和 INO2 (调控内质网

大小的转录因子, 过表达 INO2可以提高萜类化合物产

量[31]) 等功能模块, 得到菌株VAL-10。与VAL-09菌株

相比, 其瓦伦烯产量进一步提高了 13.8%, 达到 295.3 ± 

21.9 mg·L-1。对VAL-10菌株进行发酵工艺优化, 在5 L

生物反应器中发酵 95 h, 瓦伦烯的产量达到 2 798.6 ± 

66.3 mg·L-1, A600nm达到329.9 (图4B)。

讨论

利用合成生物学技术生产具有高附加值天然化合

物是合成生物学领域的热点及难点问题[4]。瓦伦烯具

有柑橘气味的特殊香气, 同时为诺卡酮的底物, 具有商

业化前景。前期已有国际团队在多个方面进行异源生

物合成的探索, 在宿主微生物选择方面, 酿酒酵母[32]、

谷氨酸棒状杆菌 (Corynebacterium glutamicum)[33]和集

胞藻 (Synechocystis sp. PCC 6803)[34]等被用于瓦伦烯

的生产; 在亚细胞区室化利用方面, 由于细胞中的线粒

体、高尔基体、内质网等细胞器能为生物反应提供特定

的催化环境, 利用导肽将法尼基焦磷酸合酶和瓦伦烯

合酶定位到酵母细胞器线粒体中, 可以增加工程菌瓦

伦烯的合成[35]; 在碳源利用方面, 通过途径改造使工程

菌能利用甘露醇来生产瓦伦烯, 甘露醇为一种更为环

保、价格低廉的非发酵碳源[36]。本研究通过蛋白质融

合技术, 基因元件筛选, 关键基因拷贝数优化, 提高了

瓦伦烯的产量; 进一步工作中, 为解决原料成本问题, 

调控了半乳糖诱导系统相关基因表达, 最后结合调控

系列转录因子的表达, 获得了高密度发酵瓦伦烯产量

达到 2 798.6 ± 66.3 mg·L-1的酿酒酵母细胞工厂。研究

最终获得的瓦伦烯工程菌摇瓶发酵产量为 295.3 ± 

21.9 mg·L-1, 单位菌密度产量能达到 26.9 mg·L-1·A600nm
-1, 

但是高密度发酵时只有 8.5 mg·L-1·A600nm
-1, 表明高密度

发酵条件有待优化。此外, 前期研究发现在同一倍半萜

Figure 4　A: Valencene production by strains VAL-02-VAL-07. B: High cell density fermentation of VAL-10 for production of valencene
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酵母底盘菌株中进行酶催化能力评估时, 倍半萜化合

物橙花叔醇和瓦伦烯的产量分别为 900和 5 mg·L-1 [37], 

推断瓦伦烯合成酶的酶活可能是瓶颈, 因此可以进一

步进行新酶筛选, 或利用AlphaFold2等计算机辅助设

计[38], 或通过酶定向进化[39]等策略提高酶的活性。

作者贡献: 戴住波、张学礼和马文建设计实验并提供资

金; 杨婷婷、王冬、李文豪、石玉松和李荣生参与实验、分析数

据和撰写论文。
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