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摘  要: 利用重叠延伸 PCR 融合磷酸甘油激酶(phosphoglycerate kinase, PGK)启动子和酿酒酵母

乙醇脱氢酶基因Ⅰ(alcohol dehydrogenaseⅠ, adh1), 将该融合片段插入带有G418抗性基因(KanMX)

和 loxP位点的 pUG6质粒中, 并在 adh1基因下游插入细胞色素 c (Cytochrome c transcription, CYC1)
终止子, 构建了酿酒酵母整合表达载体 pUPGKAT。TthⅢⅠ内切酶线性化后转化酿酒酵母乙醇脱

氢酶基因Ⅱ(adh2 )敲除菌株 YS2-△adh2。根据酿酒酵母同源重组机制, 使 adh1 基因增加 1 个拷  

贝, 且其中 1 个拷贝置于 PGK 强启动子下游, 利用 PGK 启动子的调控成功实现 adh1 基因的超表

达。厌氧发酵试验表明该重组菌株 YS2- △adh2-adh1 的乙醇产量较出发菌株提高了 8.84％。 
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Abstract: To improve ethanol production in Saccharomyces cerevisiae, an integration plasmid 
pUPGKAT with PGK promoter (phosphoglycerate kinase promoter), adh1 gene (the coding sequences  
of alcohol dehydrogenaseⅠ) and CYC1 terminator (Cytochrome c transcription terminator) was constructed. 
Firstly, a fusion fragment composed of PGK promoter and adh1 gene was generated by over 
lap extension PCR and ligated into pUG6 resulting in plasmid pUPGKA. Subsequently, CYC1 termi 
nator was amplified from pSH65 by PCR and ligated to the SpeⅠand SacⅡrestriction site of pUPGKA. To 

integrate PGK-adh1-CYC1 into S. cerevisiae genome, pUPGKAT was digested by TthⅢⅠand the lin-

earized plasmid was used to transform S. cerevisiae YS2-△adh2 (adh2 disrupted strain) by  
lithium acetate method. The yeast mutant YS2-△adh2-adh1 which had the adh1 gene placed under the PGK 
promoter and harbored the adh2 deletion was constructed. Anaerobic fermentation showed overexpression of 
adh1 by PGK promoter resulted in a 8.84% higher ethanol production compared to YS2-△adh2. 

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Homologous recombination, Overexpression, Alcohol dehydro-
genase, Ethanol
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自 20 世纪 70 年代全世界范围发生能源危机以
来, 燃料乙醇作为汽油的理想替代物越来越受到重
视[1]。酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)是乙醇发
酵生产的主要菌株, 也是第一个完成全基因组测序
的真核生物, 其 80％的基因功能已得到鉴定[2]。近

年来, 利用分子生物技术手段对酿酒酵母基因组进
行改造优化其代谢途径, 提高乙醇产量成为研究热
点。酿酒酵母中有 5 个基因 adh1-adh5 编码与乙醇
代谢相关的乙醇脱氢酶 (Adh1p-Adh5p), 其中除
Adh2p 催化将乙醇氧化为乙醛的反应外, 其他四种
乙醇脱氢酶 Adh1p、Adh3p、Adh4p 和 Adh5p 在葡
萄糖发酵过程中还原乙醛生产乙醇, 而 Adh1p 在乙
醛生成乙醇的过程中发挥着最为关键的作用[3−6]。因

此, 阻断 Adh2p 催化的乙醇分解代谢支路, 同时增
强 Adh1p的作用极有可能提高酿酒酵母发酵产乙醇
的能力[7]。本课题组已成功地敲除了酿酒酵母 adh2
基因[8], 在此基础上, 本文以质粒 pUG6 为骨架, 在
G418抗性基因(KanMX)的下游引入 PGK强启动子- 
adh1基因-CYC1终止子片段, 构建了 adh1超表达载

体并成功提高了酿酒酵母乙醇产量。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株与质粒: 酿酒酵母 YS2-△adh2(adh2 基
因双敲除菌株, 二倍体)由福建师范大学工业微生物
教育部工程研究中心构建[8]; 质粒 pUG6、pSH65购
自德国 EUROSCAR, 其中 pUG6 带有 G418 抗性基
因, 两端具 loxP位点, pSH65带 zeocin筛选标记, 可
在半乳糖诱导下表达 Cre重组酶。 
1.1.2  培养基: (1) 菌种保藏采用 5ºBé 麦芽汁琼脂
培养基; (2) YPD完全培养基用于酵母培养(％): 酵母
提取物 1, 蛋白胨 2, 葡萄糖 2; (3) YPG诱导培养基: 
将 YPD 培养基中的葡萄糖改为半乳糖; (4) 筛选培养
基: 在YPD培养基中添加终浓度为 200μg/mL的G418; 
(5) 发酵培养基(％): 蔗糖 17, 酵母粉 0.8, (NH4)2SO4 
0.5, KH2PO4 0.2, MgSO4·7H2O 0.2。 
1.1.3  酶和试剂: 限制性内切酶 SpeⅠ, SacⅡ, EcoRⅤ, 
Tth111Ⅰ, rTaq均购自 TaKaRa公司; G418和 zeocin分
别购于 Fluca 和 Sigma 公司, 其余试剂均为进口或国
产分析纯。所有引物由 TaKaRa公司合成, 研究中所
使用的引物及其序列见表 1。 

 
表 1  扩增引物 

Table 1  primers used for amplification 

引物  
Primers 

长度  
Length 

序列(5′→ 3′) 
 Sequence(5′→ 3′) 

酶切位点 
Restriction sites 

adh-F 20 CTGAAGGCTAGGCTGTGGAT  
adh-R 20 TACACTGCCTCATTGATGGT  
PGK-F 20 GAAACCGACCATAGAAGAGT  
PGK-R 20 CAAGTCGTATTCAAAGGCAC EcoRⅤ 

F-PGK1 26 CCGGATATCCAGACAACTTTGAAGAT  
F-PGK2 37 GAGTTTCTGGGATAGACATTCTAACTGATCTATCCAA  
F-adh1 37 TTGGATAGATCAGTTAGAATGTCTATCCCAGAAACTC SpeⅠ 

F-adh2 34 GGACTAGTTTATTTAGAAGTGTCAACAACGTATC SpeⅠ 

CYC-F 26 GGACTAGTGGCCGCAAATTAAAGCCT SacⅡ 

CYC-R 28 TCCCCGCGGGTCATGTAATTAGTTATGT  
Y1 18 CTGTGCGTCTTGAGTTGA  
Y2 18 CGGAGATAGCAACCCAGT  

 
1.2  酿酒酵母总 DNA 的提取 

取 1.5 mL 新鲜酵母液体培养物, 离心收集细胞, 

提取基因组 DNA[9], 琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.3  重叠延伸 PCR获得 PGK启动子和 adh1基因

融合片段 
1.3.1  adh1基因的扩增: 根据GenBank报道的 adh1
基因序列, 在其两端设计引物 adh-F、adh-R用于扩

增 adh1 完整 ORF。胶回收后, 以此为模板, 用引物
F-adh1, F-adh2进行 PCR扩增获得下游加有限制性酶
切位点 SpeⅠ, 上游加有融合位点的 adh1基因片段。 

1.3.2  PGK 启动子的扩增 : 利用引物 PGK-F, 
PGK-R 对酿酒酵母基因组 DNA 进行扩增, 获得
PGK(磷酸甘油激酶)启动子序列。回收 PCR 产物并
以此为模版, 用引物 F-PGK1, F-PGK2 进行第二轮
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PCR扩增获得上游加有限制性酶切位点 EcoRⅤ, 下
游加有融合位点的 PGK启动子片段。 
1.3.3  重叠延伸 PCR：回收以上获得的 PCR 产物片
段, 50 μL体系中各取 1 μL作为模版, 用引物 F-PGK1, 
F-adh2进行 PCR扩增, 获得 PGK启动子和 adh1基因
融合片段, 连接 pMD18-T载体, 获得 pTAF质粒。 

1.4  整合表达载体 pUPGKAT 的构建 
1.4.1  pTAT载体的构建: 为维持外源 DNA在宿主
细胞的稳定性, 需在 adh1基因下游插入终止子。以
pSH65质粒为模板, 利用引物 CYC-F、CYC-R进行
扩增 , 获得两端带有 SpeⅠ、SacⅡ酶切位点的
CYC1(细胞色素 c)终止子片段, 连接到 pMD18-T载
体, 获得 pTAT质粒。 
1.4.2  pUPGKA 载体的构建：用限制性内切酶

EcoRⅤ和 Spe I对 pTAF和 pUG6质粒分别进行双酶
切。反应完毕后, 65℃灭活 20 min终止反应。分别
回收酶切后的目的片段, 16℃过夜连接。述连接产物
15 μL, 转化 Escherichia.coil Top10感受态细胞, 涂
布于含 100 μg/mL 氨苄青霉素的 LB 固体培养基平
板上 , 37℃过夜培养。克隆子长出后 , 用引物
F-PGK1、F-adh2 进行菌落 PCR 验证。随后碱裂解
法提取阳性克隆子质粒, 命名为 pUPGKA(图 1)。 
1.4.3  重组表达载体 pUPGKAT 的构建: 用内切酶
SpeⅠ和 SacⅡ分别对载体 pUPGKA和 pTAT进行双

酶切, 回收目的片段并连接、转化 E.coil Top10, 方
法同上。最终获得重组表达载体 pUPGKAT(图 1)。 

1.5  adh1 基因的超表达 
1.5.1  质粒 pUPGKAT 的线性化: 用限制性内切酶
Tth111Ⅰ对重组质粒 pUPGKAT上的 adh1基因进行
单酶切(图 2), 回收线性化的目的片段, 采用电转化
法[10]将线性化的 pUPGKA 质粒转化至酿酒酵母细
胞中, 电转条件为: 2 mm转化杯, 电压: 1.5 kV, 电
阻: 200 Ω, 电容: 25 μF。线性化的 pUPGKA载体进
入酿酒酵母后即可与基因组中原有的 adh1 基因发
生同源重组, 使 adh1基因增加一个拷贝且其中一个
拷贝置于 PGK 强启动子下游, 受 PGK 强启动子的
调控(图 3A、B), 从而达到超表达的目的[11]。利用

载体上的G418抗性基因(KanMX)进行初步筛选, 利
用引物 Y1, Y2对重组子进行菌落 PCR验证(图 3B)。 
1.5.2  筛选标记的切除: 将 pSH65 质粒转入阳性克
隆子中[12, 13], 涂布于带 Zeocin 抗性的 YPD 平板。
待克隆子长出后, 在含有半乳糖的液体培养基 YPG
中诱导培养 5 h后, pSH65质粒表达的 Cre重组酶即
可介导两个相邻 loxP 位点间的重组实现标记基因
KanMX 的切除[8, 14] (图 3B、C)。随后涂布于 YPD
完全培养基平板上 ,  获得单菌落 ,  影印至含有   
200 μg/mL G418 的 YPD 平板 ,  筛选抗性标记
KanMX 基因已被切除的菌株。将菌株在 YPD 培养
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图 1  pUPGKA和 pUPGKAT载体的构建 

Fig. 1  Construction of pUPGKA and pUPGKAT vectors 
 

1 6840
600bp

adh1 Amp loxP KanMX loxP
PGK promoterCYC1 terminater

adh1

 

图 2  载体 pUPGKAT的线性化 
Fig. 2  Linearization of pUPGKAT vector 
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图 3  pUPGKAT的同源重组及标记切除 
Fig. 3  Integration and marker loss strategy for the  
pUPGKAT vector 
A: The yeast strain is transformed with the pUPGKAT; B: 
Integration occurs at the locus of adh1, where the expression is 
controlled by the wild-type promoter (WT- P); C: The KanMX 
marker between the loxP sites is lost by specific Cre-mediated 
recombination 
 
基中传代 5∼10 次, 影印至带有 Zeocin 抗性的 YPD
平板, 挑取质粒 pSH65 已丢失的菌落进行保藏, 该
菌株命名为 YS2-△adh2-adh1。 

1.6  突变株发酵乙醇代谢测定 
YS2-△adh2 和 YS2-△adh2-adh1 分别接种至

150 mL 发酵培养基中进行乙醇发酵(重复 3次, 以平

均值与标准差作图): 0−6 h好氧培养, 转速 200 r/min, 

随后静置至发酵结束。期间, 间隔一定时间取样, 气相

色谱分析发酵液中乙醇含量[15]。色谱分析条件为: 色

谱柱 HP-FFAP(19091F-105), 载气为氮气 ; 分流比  

30︰1; 气化室温度 200℃; 柱箱升温程序: 100℃开始

升温至 150℃ (10℃/min); FID 检测器, 检测器温度

250℃。 

2  结果与分析 

2.1  adh1 基因的扩增 
以酿酒酵母 YS2的基因组为模版, adh-F, adh-R

引物进行 PCR, 成功获得与 adh1基因大小相符的条

带(图 4)。测序结果表明, 该条带是 adh1 基因完整

的 ORF。 

2.2  重叠延伸 PCR获得 PGK启动子与 adh1融合

片段 
分别用引物 F-PGK1, F-PGK2和 F-adh1, F-adh2

进行 PCR扩增, 获得 PGK启动子片段和 adh1基因
片段。随后, 以这两个片段的混合物为模版, 利用 
重叠延伸 PCR扩增出 PGK启动子和 adh1基因的融

合片段。电泳结果(图 5)表明, PCR扩增出的 PGK启
动子片段、adh1基因以及它们的融合片段大小正确, 
与所分析的理论值大小相符。 

 
图 4  adh1基因的扩增 
Fig. 4  Amplification of adh1 gene  
Lane 1: Product by the primers of adh-F and adh-R; Lane2:  
200 bp DNA Ladder Marker 

 

图 5  重叠延伸 PCR 
Fig. 5  Overlap extension PCR  
Lane1: Fuse product of PGK promoter and ADH1 gene; Lane2: 
Fragment of PGK promoter; Lane3: Fragment of ADH1; Lane4: 
500 bp DNA marker 

 

2.3  载体 pUPGKAT 的构建 
以 pUG6 质粒为骨架, 将 PGK 启动子和 adh1

基因的融合片段连入 KanMX 基因下游的 loxP 位点
外侧, 获质粒 pUPGKA, 并用限制性内切酶 EcoRⅤ

和 SpeⅠ进行双酶切验证。将 CYC1 终止子片段插  
入到 pUPGKA 质粒的 adh1 基因下游, 构建整合表
达载体 pUPGKAT, SpeⅠ和 SacⅡ双酶切验证(图 6)。 

2.4  载体 pUPGKAT 的线性化 
在 adh1 基因的中间位点选择酶切位点 Tth111Ⅰ, 

对重组整合载体 pUPGKAT 进行单酶切(图 7), 酶切
完全后, 回收酶切条带用于转化。 

2.5  菌落 PCR 验证 adh1 同源重组 
利用引物 Y1、Y2 对 adh1 同源重组进行菌落

PCR 验证  (图 8), 结果表明 , 扩增的条带大小为

A 

 B  

C 
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1300 bp左右, 与理论值 1270 bp相符, 说明转化菌
株已经发生重组整合。 

 

图 6  重组整合载体 pUPGKAT的酶切分析 
Fig. 6  Restriction analysis of pUPGKAT vector  
Lane1: Supercoiled DNA Ladder Marker; Lane2: Plasmid of 
pUG6; Lane3: pUPGKA vector; Lane4: 500bp DNA Ladder 
Marker; Lane5: DNA Marker DL2000; Lane6: Digestion of 
pUPGKA by EcoRⅤand SpeⅠ ; Lane7: pUPGKAT vector; 
Lane8: Digestion of pUPGKA by SpeⅠand SacⅡ ; Lane9: 
λ-HindⅢdigest Ladder Marker. 

 

图 7  pUPGKAT载体的线性化 
Fig. 7  linearization of pUPGKAT vector  
Lane1: plasmid of pUPGKAT; Lane2: λ-HindⅢdigest Ladder 
Marker; Lane3: Linear pUPGKAT 

 

图 8  重组子菌落 PCR 
Fig. 8  Recombinants clone PCR 
Lane1: DNA Marker DL2000; Lan2-3: Recombinants clone 
PCR products 

2.6  筛选标记的切除 
转化 pSH65 质粒于重组菌中, 克隆子长出后, 

经半乳糖诱导后, 涂布在 YPD 完全培养基平板上, 
待单菌落长出后, 影印至含有 200 μg/mL G418 的
YPD 平板, 筛选抗性标记已被切除的菌株, 图 9 中
箭头所示菌落是几个具有代表性的 G418 抗性丢失
的菌落。连续传代 10次, 经菌落 PCR验证, 转化子
YS2-△adh2-adh1遗传稳定。 

 
 
 
 
 
 
 

 

图 9  G418抗性丢失细胞的筛选 
Fig. 9  Selection of cells without G418 resistance  
Left: YPD plate; Right: YPD+G418 plate 

 
2.7  突变株发酵乙醇代谢测定 

对 YS2-△adh2 和 YS2-△adh2-adh1 分别进行厌
氧发酵, 气相色谱分析乙醇产量(图 10), 结果表明
两株菌在 50 h 左右乙醇产量均接近最高值, 之后
YS2-△adh2-adh1 菌株的乙醇产量仍有缓慢的增加, 
YS2-△adh2则基本保持稳定。YS2-△adh2-adh1的最
高乙醇产量较出发菌株 YS2-△adh2增加了 8.84％。 

 

图 10  YS2-△adh2和 YS2-△adh2-adh1厌氧发酵 
乙醇产量变化 
Fig. 10  Changes in ethanol yield during anaerobic fermenta-
tion of the YS2-△adh2 and YS2-△adh2-adh1 

3  讨论 

根据 Cre/loxP 系统的作用原理, 在质粒 pUG6

的基础上成功构建了酿酒酵母整合表达载体

pUPGKAT, 转化酿酒酵母后 adh1 基因拷贝数增加, 
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并受到 PGK 强启动子的调控, 达到了超表达的效

果。Cre/loxP介导的表达系统还可以进行标记挽救。

标记挽救时, 带有 ble 标记的 Cre 表达质粒 pSH65

被转化至酿酒酵母细胞, 通过半乳糖诱导 Cre 重组

酶表达进而介导两个相邻 loxP位点间的重组实现标

记基因的切除。Cre/loxP 介导的标记挽救特点可以

使该方法在同一酵母菌株中超表达各种不同的基因

而不需要更改抗性标记, 解决了同时修饰许多基因

时 , 可用的抗性筛选标记有限的难题。构建菌株

YS2-△adh2-adh1 的突变同突变株 YS2-△adh2 一样

发生在染色体水平, 遗传性状较稳定, 无需在培养

基中添加其它物质便可以维持其正常生长。实验结

果表明在敲除催化乙醇生成乙醛的乙醇脱氢酶Ⅱ

(adh2)基因的突变菌株中 , 进一步超表达乙醇脱氢

酶Ⅰ(adh1)基因, 乙醇产量提高了 8.84％。这说明在

糖酵解之后丙酮酸生成乙醇的代谢途径中, 控制乙

醛的生成量有利于提高酿酒酵母的乙醇产量。 

值得指出的是用该系统进行超表达时, 会在染

色体中留下 pUG6 质粒中除筛选标记 KanMX 和 1

个 loxP 位点以外的其它的大约 2400 bp 的序列, 在

反复利用该方法时会不会引起错误的重组, 还需实

验的进一步考证。总之, 利用 Cre/loxP 系统对细胞

进行遗传修饰, 为进一步研究酿酒酵母乙醇代谢途

径中的基因调控、构建乙醇高产酿酒酵母菌株提供

了一个十分便捷的分析工具。 
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