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摘  要：CRISPR/Cas9 基因编辑技术已经被广泛应用于工程酿酒酵母的基因插入、基因替换

和基因敲除，通过使用选择标记进行基因编辑具有简单高效的特点。前期利用 CRISPR/Cas9 系统敲

除青蒿酸生产菌株酿酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 1211 半乳糖代谢负调控基因 GAL80，获得菌

株 S. cerevisiae 1211-2，在不添加半乳糖诱导的情况下，青蒿酸摇瓶发酵产量达到了 740 mg/L。

但在 50 L 中试发酵实验中，S. cerevisiae 1211-2 很难利用对青蒿酸积累起到决定性作用的碳源-乙

醇，青蒿酸的产量仅为亲本菌株 S. cerevisiae 1211 的 20%–25%。我们推测因遗传操作所需的筛

选标记 URA3 突变，影响了其生长及青蒿酸产量。随后我们使用重组质粒 pML104-KanMx4-u

连同 90 bp 供体 DNA 成功恢复了 URA3 基因，获得了工程菌株 S. cerevisiae 1211-3。S. cerevisiae 

1211-3 能够在葡萄糖和乙醇分批补料的发酵罐中正常生长，其青蒿酸产量超过 20 g/L，与亲

本菌株产量相当。研究不但获得了不加半乳糖诱导的青蒿酸生产菌株，同时首次发现了营养

缺陷型标记 URA3 基因显著影响乙醇补料的中试发酵中青蒿酸的产生，也为酵母作为底盘来

进行其他天然产物的生产提供了借鉴。  

关键词：工程酿酒酵母；青蒿酸；CRISPR/Cas9；URA3 
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Abstract: CRISPR/Cas9 has been widely used in engineering Saccharomyces cerevisiae for gene 

insertion, replacement and deletion due to its simplicity and high efficiency. The selectable markers of 

CRISPR/Cas9 systems are particularly useful for genome editing and Cas9-plasmids removing in yeast. 

In our previous research, GAL80 gene has been deleted by the plasmid pML104-mediated CRISPR/Cas9 

system in an engineered yeast, in order to eliminate the requirement of galactose supplementation for 

induction. The maximum artemisinic acid production by engineered S. cerevisiae 1211-2 (740 mg/L) 

was comparable to that of the parental strain 1211 without galactose induction. Unfortunately,        

S. cerevisiae 1211-2 was inefficient in the utilization of the carbon source ethanol in the subsequent 50 L 

pilot fermentation experiment. The artemisinic acid yield in the engineered S. cerevisiae 1211-2 was 

only 20%–25% compared with that of S. cerevisiae 1211. The mutation of the selection marker URA3 

was supposed to affect the growth and artemisinic acid production. A ura3 mutant was successfully 

restored by a recombinant plasmid pML104-KanMx4-u along with a 90 bp donor DNA, resulting in   

S. cerevisiae 1211-3. This mutant could grow normally in a fed-batch fermentor with mixed glucose and 

ethanol feeding, and the final artemisinic acid yield (>20 g/L) was comparable to that of the parental 

strain S. cerevisiae 1211. In this study, an engineered yeast strain producing artemisinic acid without 

galactose induction was obtained. More importantly, it was the first report showing that the auxotrophic 

marker URA3 significantly affected artemisinic acid production in a pilot-scale fermentation with 

ethanol feeding, which provides a reference for the production of other natural products in yeast chassis. 

Keywords: engineered Saccharomyces cerevisiae; artemisinic acid; CRISPR/Cas9; URA3 

 
青蒿素是由屠呦呦教授及其团队最早从菊

科植物黄花蒿 (Artemisia annua L.) 叶中提取

分离的一类传统中药成分，在全球范围内被广

泛应用于疟疾的治疗[1-2]。2002 年，世界卫生组

织就推荐青蒿素联合甲氟喹  (mefloquine) 等

药物作为抗疟疾一线药物[3-4]。目前，青蒿素的

生产方法主要有 3 种，第一种方法是直接从中

药黄花蒿中提取分离得到，然而这一传统方法

受气候条件影响较大，青蒿素产量不稳定；第

二种方法是通过化学全合成，然而该方法工艺

复杂且成本较高，无法用于工业大规模生产[5]；

第三种方法是通过微生物发酵获得青蒿素的
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直接前体青蒿酸，进一步通过化学合成青蒿

素，该方法绿色环保且产量稳定，有望替代传

统的植物提取方法 [6-7]。我们前期通过质粒

pML104 介导的 CRISPR/Cas9 系统成功敲除酿

酒酵母工程菌  (Saccharomyces cerevisiae 1211) 

中 GAL80 基因，以消除半乳糖诱导，得到改造

菌株 S. cerevisiae 1211-2。在不加半乳糖诱导的

摇瓶培养下，其最大青蒿酸产量可达 740 mg/L，

与亲本菌株 S. cerevisiae 1211 产量相当。然而

在 50 L 中试发酵实验中，S. cerevisiae 1211-2

无法有效利用补充碳源乙醇，其青蒿酸产量仅

为 S. cerevisiae 1211 的 20%–25%。 

CRISPR/Cas9 质粒 pML104 携带乳清苷-5′-磷

酸脱羧酶基因 URA3，可用作选择性标记，前期

我们已经通过突变 URA3 和敲除 GAL80 基因分

别获得工程菌 S. cerevisiae 1211-1 和 1211-2[8]。

URA3 基因位于酵母的 V 染色体上，该酶催化

酵母 RNA 嘧啶核苷酸合成中的关键反应。在失

活 URA3 后，如果培养基中不添加尿苷或尿嘧啶

酵母则无法生长[9]。相反，酵母细胞中 Ura3 蛋

白可将 5-氟乳清酸 (5-fluoroorotic acid, 5-FOA) 

转化为 5-氟尿嘧啶，后者是毒性物质会引起细

胞死亡可作为反选择标记。综上，URA3 可同时

被用作选择标记和反选择标记，因此已成为酵

母基因工程中最重要的遗传标记之一[10-12]。然

而 URA3 是否影响酵母发酵和次级代谢仍未可

知。据报道 URA3 可能是酵母最大乙醇积累能

力的特殊诱导基因[13]，我们继而推测 URA3 突变

菌株 S. cerevisiae 1211-2 的青蒿酸产量会受到影

响。在前期研究基础上本研究通过 CRISPR/ 

Cas9 技术成功回补 URA3 从而获得一种改良的

工程菌 S. cerevisiae 1211-3，并从摇瓶发酵和 

50 L 中试发酵 2 个水平对 S. cerevisiae 1211 和

S. cerevisiae 1211-3 进行发酵，分析不同工程菌

株发酵液中青蒿酸的产量。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

酿酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 1211

由浙江海正药业有限公司提供。S. cerevisiae 

1211-2 (∆gal80，∆ura3) 是本课题组前期构建的

尿嘧啶缺陷型菌株 [8]。大肠杆菌  (Escherichia 

coli) Trans5α 和 Trans110 购自北京全式金生物

技术有限公司 (北京，中国)，pML104-KanMx4

质粒购自 Addgene 公司 (美国)。 

1.1.2  主要试剂和培养基 

卡那霉素  (Kan) 购自生工生物工程  (上

海 ) 股份有限公司，限制性内切酶 SwaⅠ和

BclⅠ购自 New England Biolabs 公司 (美国)，

YPAD、SD-URA 培养基购自北京酷来搏科技有

限公司。 

无机盐溶液：52 g/L MgSO4·7H2O，24.5 g/L 

K2SO4，2.9 g/L Na2SO4，40 g/L KH2PO4，0.25 g/L 

CuSO4·5H2O。 

维生素溶液：0.05 g/L 生物素，1 g/L 泛酸

钙，1 g/L 烟酸，25 g/L 肌醇，1 g/L 硫胺，1 g/L

吡哆醛，0.2 g/L 对氨基苯甲酸。 

微量元素溶液：5.75 g/L ZnSO4·7H2O，

0.325 g/L MnCl2·4H2O，0.475 g/L CoCl2·6H2O，

0.475 g/L Na2MoO4·2H2O，3 g/L CaCl2·2H2O，

2.75 g/L FeSO4·7H2O，11.75 g/L EDTA。   

种子培养基Ⅰ：22 g/L 葡萄糖，6.7 g/L 酵

母氮碱，5 g/L (NH4)2SO4，22.4 g/L KH2PO4，

4.2 g/L Na2HPO4·12H2O，20 mg/L 尿嘧啶 (用于

S. cerevisiae 1211-2 发酵)。 

种子培养基Ⅱ：15 g/L (NH4)2SO4、8 g/L 

KH2PO4、6.2 g/L MgSO4、19.5 g/L 葡萄糖，5.9 g/L

琥珀酸，添加 12 mL/L 维生素溶液，10 mL/L 微

量金属溶液，0.004 g/L Cu2SO4·5H2O，10.0 g/L 酵
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母提取物粉末，20 mg/L 尿嘧啶 (用于 S. cerevisiae 

1211-2 发酵)。 

摇瓶发酵培养基 (pH 5.0)：75 g/L 蔗糖，10 g/L

蛋白胨，2 g/L 谷氨酸钠，15 g/L (NH4)2SO4，8 g/L 

KH2PO4，0.72 g/L ZnSO4·7H2O，6.2 g/L MgSO4·7H2O，

11 g/L 琥珀酸钠，10 g/L 肉豆蔻酸异丙酯 

(isopropyl myristate, IPM)，0.02 g/L 尿嘧啶， 

0.15 g/L 蛋氨酸，12 mL/L 维生素溶液，10 mL/L

微量元素溶液，10 mL/L 液体石蜡，5 mL/L 甘油。 

10 L 发酵培养基  (pH 5.0)：40 g/L 葡萄

糖，15 g/L (NH4)2SO4，8 g/L KH2PO4，6.2 g/L 

MgSO4·7H2O，12 mL/L 维生素溶液，10 mL/L

微量金属溶液，4 mg/L CuSO4·5H2O，5.9 g/L

琥珀酸，10 g/L 蛋氨酸，200 mg/L 叶酸钠，4 g/L

酵母提取粉。 

50 L 发酵培养基：25 g/L 葡萄糖，3 g/L 

(NH4)2SO4，3.5 g/L KH2PO4，6.15 g/L MgSO4·7H2O，

7.5 mg/L CuSO4·5H2O，50 g/L IPM，0.5 g/L 消

泡剂，10 g/L 半乳糖 (用于 S. cerevisiae 1211

发酵)。 

1.2  摇瓶发酵 

挑取单克隆至种子培养基Ⅰ中，30 ℃振荡

孵育 16–24 h。取 5 mL 转移至 50 mL 摇瓶发酵

培养基中，30 ℃振荡孵育 84 h，其中需分别向     

S. cerevisiae 1211 和 S. cerevisiae 1211-2 的培养

基中添加半乳糖和尿嘧啶。HPLC-DAD 测定不

同菌株发酵液中青蒿酸的含量。 

1.3  50 L 中试发酵 

将 1 mL 甘油储备液接种到 2 瓶 50 mL 种

子培养基中于 30 ℃孵育 24 h。将获得的 100 mL

发酵液添加到已蒸汽灭菌的 10 L 发酵培养基中

于 30 ℃孵育，至发酵液 OD600 达到约 10.0。将

得到的发酵液以 5%接种量转移到 50 L 无菌发

酵培养基中，30 ℃连续培养 84 h。期间将灭菌

的盐溶液 2 L、200 mL 维生素溶液和 200 mL 微

量金属溶液混合，在发酵 16 h 时添加 0.4 L，  

40 h 时添加 0.75 L，64 h 时补充剩余 0.75 L；

在发酵过程中，需要连续监测发酵液中乙醇和

葡萄糖的浓度，以将其浓度控制在 2 g/L 以下，

在发酵第 12–15 h 后，开始流加 60%葡萄糖溶

液  (50 mL/h)，发酵 24 h 后，将流速提高至

100 mL/h，发酵至 44–48 h 后，葡萄糖流速降至

50 mL/h；在发酵 18 h 后，开始以 30 mL/h 的速

度流加无水乙醇，之后根据发酵液中乙醇的浓

度范围，每 3 h 流速增加 10 mL/h，直到乙醇进

料速度增加至 120 mL/h，至发酵结束[7]。发酵

过程中每 12 h 取 50 mL 发酵液样品，以检测葡萄

糖、乙醇和青蒿酸的浓度以及发酵液的 OD600。 

1.4  引物合成 

根据 S. cerevisiae 1211 中 URA3 的 cDNA

序列设计识别其 PAM 位点的 sgRNA oligo (表 1)。

序列片段和引物由生工生物工程 (上海) 股份

有限公司合成 (表 2)。 

1.5  S. cerevisiae 1211-3 工程菌的构建 

1.5.1  pML104-KanMx4-u 质粒的构建 

质粒的提取、酶切、连接、转化、凝胶电

泳、基因的诱导表达等实验操作均按照《分子

克隆实验指南》[14]进行。DNA 胶回收按照胶

回收试剂盒  (北京全式金生物技术有限公司) 

说明书进行。将包含预测 sgRNA 的两条引物

Oligo u-1a 和 Oligo u-1b 直接退火连接到 SwaⅠ

和 BclⅠ酶切后的 pML104-KanMx4 质粒的大

片段上，构建带有 URA3-sgRNA 的重组质粒

pML104-KanMx4-u。将重组质粒转化到大肠杆

菌 Trans5α 中，提取质粒并使用 Fc 和 Rc 引物

进行 PCR 验证和测序确证。90 bp 的单链核苷

酸修复供体片段由华大基因科技服务有限公司

合成。 
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表 1  URA3 基因中 sgRNA 的靶点 
Table 1  The target site for sgRNA in URA3 

sgRNA and oligonucleotides (5′→3′) URA3 sequences 

sgRNA matches URA3 at position  

192 within ORF 

 

>chrV_116358  

 

gRNA sequence:  

CTTGACTGATTTTTCCATGGAGG  

 

 

Oligo u-1a:  

GATCCTTGACTGATTTTTCCATGG

GTTTTAGAGCTAG  

 

Oligo u-1b:  

CTAGCTCTAAAACCCATGGAAAAA

TCAGTCAAG  

>URA3_position_192  

ATGTCGAAAGCTACATATAAGGAACGTGCTGCTACTCATCCTAGTCCTGTTG

CTGCCAAGCTATTTAATATCATGCACGAAAAGCAAACAAACTTGTGTGCTT

CATTGGATGTTCGTACCACCAAGGAATTACTGGAGTTAGTTGAAGCATTAG

GTCCCAAAATTTGTTTACTAAAAACACATGTGGATATCTTGACTGATTTTTC

CATGGAGGGCACAGTTAAGCCGCTAAAGGCATTATCCGCCAAGTACAATTT

TTTACTCTTCGAAGACAGAAAATTTGCTGACATTGGTAATACAGTCAAATTG

CAGTACTCTGCGGGTGTATACAGAATAGCAGAATGGGCAGACATTACGAAT

GCACACGGTGTGGTGGGCCCAGGTATTGTTAGCGGTTTGAAGCAGGCGGC

GGAAGAAGTAACAAAGGAACCTAGAGGCCTTTTGATGTTAGCAGAATTGT

CATGCAAGGGCTCCCTAGCTACTGGAGAATATACTAAGGGTACTGTTGACAT

TGCGAAGAGCGACAAAGATTTTGTTATCGGCTTTATTGCTCAAAGAGACAT

GGGTGGAAGAGATGAAGGTTACGATTGGTTGATTATGACACCCGGTGTGGG

TTTAGATGACAAGGGAGACGCATTGGGTCAACAGTATAGAACCGTGGATGA

TGTGGTCTCTACAGGATCTGACATTATTATTGTTGGAAGAGGACTATTTGCA

AAGGGAAGGGATGCTAAGGTAGAGGGTGAACGTTACAGAAAAGCAGGCT

GGGAAGCATATTTGAGAAGATGCGGCCAGCAAAACTAA 
PAM sequence is indicated as bold text and sgRNA sequence is shown as the underlined text. 

 
表 2  PCR 引物序列 
Table 2  Primers used in this study 

Names Oligonucleotides (5′→3′) Purposes 

Oligo u-1a GATCCTTGACTGATTTTTCCATGGGTTTTAGAGCTAG For the construction of sgRNA plasmid for the 

disruption of URA3 Oligo u-1b CTAGCTCTAAAACCCATGGAAAAATCAGTCAAG 

Fc TCAAGTTGATAACGGACTAGCC For confirmation of URA3 sgRNA sequences 

insertion into pML104-KanMx4 Rc TCAAACGCTGTAGAAGTGAAAG 

U3-F GTCGACATGTCGAAAGCTACATATAAGGA For the sequencing of URA3  

U3-R TCTAGATTAGTTTTGCTGGCCGCATC 

 
1.5.2  转化和筛选 

使用 EX-酵母转化试剂盒 (北京庄盟国际

生物基因科技有限公司)，通过标准醋酸锂法[15-16]

将构建的质粒 pML104-KanMx4-u 和 90 bp 的供

体 DNA 共同转化到 100 μL S. cerevisiae 1211-2

中，在 SD-URA 培养基上进行筛选，通过 PCR

和测序进一步验证。使用酵母基因组 DNA 提取

试剂盒 (北京庄盟国际生物基因科技有限公司)

提取阳性克隆的基因组，用 U3-F/R 引物进行

PCR 检测并测序。 

1.6  HPLC 定量方法 
将 1 mL 发酵液加入 4 mL 含 0.1%甲酸的

甲醇中，连续振荡超声 20 min 后，涡旋混匀，

10 000×g 离心 5 min，取上清液用 0.45 μm 滤膜

过滤，10 μL 滤液上样进行 HPLC 检测。HPLC 分

析条件：LC-20A HPLC 仪 (Shimadzu 公司)；色谱

柱：Agilent SB-C18 色谱柱 (4.6 mm×250 mm，   

5 μm)；流动相：95% (V/V) 乙腈 /水  (B) 和

0.03%磷酸的水/乙腈 (1︰2, V/V) (A)；梯度洗脱：

0–6 min 35% B，6–7 min 35%–95% B，7–9 min 
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95% B；流速 1.5 mL/min，柱温 25 ℃，检测波

长 212 nm。使用 SHIMADZU LCsolution 修订

版 1.24 SP1 软件处理数据。 

2  结果与分析 

2.1  亲本S. cerevisiae 1211和工程菌S. cerevisiae 

1211-2 的中试发酵 
我们前期对 S. cerevisiae 1211 和 S. cerevisiae 

1211-2 (∆gal80∆ura3) 进行摇瓶发酵 [8]，其中    

S. cerevisiae 1211 需要在培养基中添加半乳糖

诱导，结果两者的青蒿酸产量无显著差异。在

此基础上，我们试着将 2 株菌进行 50 L 工业中

试发酵，以进一步验证 S. cerevisiae 1211-2 的青

蒿酸产量。结果出人意料，S. cerevisiae 1211-2

生长缓慢，96 h 青蒿酸产量仅为 S. cerevisiae 

1211 的 20%–25% (图 1)。在发酵过程中发现，

亲本菌株 S. cerevisiae 1211 能够有效利用发酵

罐中分批补料的乙醇，S. cerevisiae 1211-2 则未

然，推测 URA3 基因突变导致该菌株乙醇利用

减弱。 

由于 URA3 基因是酵母基因工程中最常见

的选择标记，最初在敲除 S. cerevisiae 1211 

GAL80 的过程中，需要首先失活 URA3。而发

酵罐发酵和摇瓶发酵相比最大的区别在于发

酵过程中需要分批补料，乙醇作为青蒿酸积累

中的碳源其补料尤其重要。Pais 等[13]报道 URA3

基因与菌株的乙醇耐受性有关，URA3 营养缺

陷型菌株的最大乙醇积累减少，进一步提示  

S. cerevisiae 1211-2 发酵过程中的乙醇利用受限

和青蒿酸产量降低可能与 URA3 失活相关。 

2.2  URA3 基因回补 

前期我们用 5-FOA 筛选出 URA3 基因突变

菌株，进而构建 GAL80 敲除菌株 S. cerevisiae 

1211-2。为了确定 S. cerevisiae 1211-2 基因组中

URA3 基因的特异性变异，使用 U3-F/U3-R 为

引物扩增 URA3 基因片段并进行测序，结果如

图 2 所示，在 URA3 的 CDS 区插入了 2 个鸟嘌

呤碱基。为恢复 S. cerevisiae 1211-2 的 URA3 基

因功能，首先构建插入靶向 URA3 的 sgRNA 的

CRISPR/Cas9 质粒 pML104-KanMx4-u，转化后

获得 10 个阳性克隆，通过菌落 PCR 使用 Fc 和

Rc 引物确认 sgRNA 是否成功插入。如图 3 所

示，阳性克隆的扩增子为 150 bp，阴性克隆为

132 bp，测序结果也显示阳性率为 100%。 

 

 
 
图 1  S. cerevisiae 1211 和 S. cerevisiae 1211-2 的 50 L 中试发酵结果 
Figure 1  50 L pilot-scale fermentation of S. cerevisiae 1211 and S. cerevisiae 1211-2. The fermentation 
broth was collected every 12 hours for testing. (A) Growth curve. (B) Production of artemisinic acid. 
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图 2  S. cerevisiae 1211 和 S. cerevisiae 1211-2 中 URA3 基因序列的比对结果 
Figure 2  Sequence alignment of URA3 gene of S. cerevisiae 1211 and S. cerevisiae 1211-2. The different 
bases between two strains are indicated with a red circle. 
 

将重组质粒 pML104-KanMx4-u 和 90 bp

供体 DNA 一起转化到尿嘧啶营养缺陷型      

S. cerevisiae 1211-2 中，如图 3 所示，使用

SD-URA 平板筛选获得 5 个阳性克隆，提取基

因组 DNA，采用 U3-F/R 引物扩增了 URA3 基

因并测序。结果表明 URA3 被成功修复，将该

工程菌株命名为 S. cerevisiae 1211-3。 

2.3  尿嘧啶回复菌株的摇瓶发酵 
使用摇瓶发酵培养基对亲本菌株 S. cerevisiae 

1211、尿嘧啶营养缺陷型菌株 S. cerevisiae 

1211-2 和 URA3 恢复菌株 S. cerevisiae 1211-3

进行摇瓶发酵。与我们前期研究结果一致，

青蒿酸于该液相条件下约在 5.8 min 出峰     

(图 4A-a)，可见 S. cerevisiae 1211 在未添加半

乳糖的发酵培养基中不产青蒿酸(图 4A-b)，而在

半乳糖诱导下可正常产生 (图 4A-c)；S. cerevisiae 

1211-2 虽然不需半乳糖诱导，但在未添加尿嘧

啶的培养基中无法正常生长且无青蒿酸积累  

(图 4A-d)，向培养基中添加尿嘧啶后能恢复青

蒿酸的产生，且青蒿酸产量与前期研究结果一致 

(图 4A-e)；而尿嘧啶恢复菌株 S. cerevisiae 

1211-3 能够在未添加尿嘧啶和半乳糖的培养

基中产青蒿酸  (图 4A-f)，在最佳发酵条件下

的青蒿酸产量可达 1 200 mg/L 左右 (图 4B)，

与半乳糖诱导的亲本菌株 S. cerevisiae 1211

的青蒿酸产量相当，且明显高于 S. cerevisiae 

1211-2。 

2.4  尿嘧啶回复菌株的 50 L 中试发酵 

对亲本菌株 S. cerevisiae 1211和 URA3恢复

菌株 S. cerevisiae 1211-3 进行 50 L 发酵罐发酵，

期间每 12 h 收集一次发酵液，用以制作显微样

本、测定菌株生长情况以及测定青蒿酸产量。

显微样本结果显示 S. cerevisiae 1211-3 在 60 h

后生长明显快于 S. cerevisiae 1211，84 h 时出现

大部分菌体破裂 (图 5A)。S. cerevisiae 1211-3

在分批添加葡萄糖和乙醇的发酵罐发酵中正常

生长，其菌株生长浓度几乎平行于 S. cerevisiae 

1211 (图 5B)。HPLC 分析发酵液中青蒿酸的含 
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图 3  通过 CRISPR/Cas9 基因编辑回复 URA3 基因 
Figure 3  Recovery of the URA3 gene by CRISPR/Cas9 gene editing. 1: pML104-KanMx4 was digested by   
Swa  and Ⅰ Bcl . 2: Ⅰ two oligos (Oligo u-1a and Oligo u-1b) including the designed sgRNA spacer sequences 
were annealed and directly ligated into the linearized pML104-KanMx4 vector. 3: pML104-KanMx4-u was 
transformed into S. cerevisiae 1211-2. The genomic DNA (gDNA) region targeted by the sgRNA is indicated, 
along with the location of the Cas9 cutting site. A portion of the 90mer oligonucleotide template with the 
targeted URA3 mutation is shown. Recombination between the gDNA and template eliminates the PAM 
sequence adjacent to the Cas9 cutting site and introduces an early frame shift in the URA3 gene. 4: 
transformation mixtures were directly spread on SD-URA plates. 5: genomic DNAs were extracted from 
positive clones and tested by PCR. 

 
量，在未添加半乳糖和尿嘧啶的发酵条件下，

S. cerevisiae 1211-3 的青蒿酸产量超过 20 g/L，

与半乳糖诱导的 S. cerevisiae 1211 相当 (图 5C)。

由于 S. cerevisiae 1211-3 发酵不需要半乳糖诱

导，能够降低 10%–15%的青蒿酸发酵成本，此

外 S. cerevisiae 1211-3 产青蒿酸达最高积累量

的时间较 S. cerevisiae 1211 提前了近 12 h，提

前结束发酵可进一步降低发酵成本，具有更高

的工业应用价值。 

3  讨论 

随着合成生物学的飞速发展，许多非酵母

合成的化合物完全突破了生物制造的界限，实

现了体外设计和跨物种体内合成[7,17-20]。酿酒酵

母作为转化和生物合成的重要细胞工厂，已经

实现了其他物种所产化合物 (生物能、精细化学

品、天然产物等) 的生物合成途径的重建[7,21-24]。

近年来，如何有效地将目标化合物的外源合成

途径整合到酵母中已成为建立细胞工厂的关

键问题[25]。受有限的选择标记和邻近基因作用

的影响，传统的基因整合技术在酿酒酵母中的

应用仍然受到限制 [26]，然而，CRISPR/Cas9

基因编辑技术可以有效地解决以上问题[27-30]。

CRISPR 干扰技术  (CRISPRi) 能够影响酵母 



 
 

郭未蔚 等/URA3 基因影响青蒿酸酿酒酵母工程菌中试发酵产量 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

745

 

 
 
图 4  不同菌株摇瓶发酵青蒿酸产量的测定 
Figure 4  Quantification of artemisinic acid in the parent and engineered strains in shake flask fermentation. 
All the strains were cultured in fermentation medium with (+) or without (–) the addition of galactose and/or 
uracil. (A) HPLC analysis of artemisinic acid production in the parent strain S. cerevisiae 1211, the GAL80 
mutant strain S. cerevisiae 1211-2 and the URA3 recovered strain S. cerevisiae 1211-3. a: artemisinic acid 
standard; b: S. cerevisiae 1211-galactose (–)-uracil (–); c: S. cerevisiae 1211-galactose (+)-uracil (–); d:     
S. cerevisiae 1211-2-galactose (–) -uracil (–); e: S. cerevisiae 1211-2-galactose (–)-uracil (+); f: S. cerevisiae 
1211-3-galactose (–)-uracil (–). (B) Histogram of artemisinic acid production in the parent strain S. cerevisiae 
1211, the GAL80 mutant strain S. cerevisiae 1211-2 and the URA3 recovered strain S. cerevisiae 1211-3. 

 
细胞中参与功能代谢途径关键基因，CRISPR

激活技术 (CRISPRa) 可促进靶基因转录，通

过抑制基因表达以减少副产物的形成，因而被

用于酵母的基因编辑 [31-32]。  

用于酵母的 CRISPR/Cas9 系统通常会结合

几种抗生素选择标记 (kanMX、natMX、hphMX

等) 和营养缺陷型标记 (ura3、his3、trp1、leu2

等)[33-34]。特别是对于具有多种抗生素选择标记

的工程酵母而言，营养缺陷型标记更适用于其

基因组编辑。例如，具有 URA3 选择标记的

CRISPR/Cas9 系统在成功进行基因组编辑后，

可使用 5-FOA 反筛从而轻松移除 Cas9 系统[35]。

但是，鲜有关于营养缺陷型标记与酵母发酵和

次生代谢相关的报道。 
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图 5  S. cerevisiae 1211 和 S. cerevisiae 1211-3 菌株 50 L 中试发酵青蒿酸产量的测定 
Figure 5  50 L pilot-scale fermentation of S. cerevisiae 1211 and 1211-3. Fermentation broth was collected 
every 12 hours for testing. (A) Morphology analysis of S. cerevisiae 1211 and S. cerevisiae 1211-3 at the time 
of 12, 36, 60 and 84 h, respectively. (B) Growth curve. (C) Production of artemisinic acid. 

 
我们前期利用带有 URA3 营养缺陷型标

记的 CRISPR/Cas9 质粒 pML104 成功敲除    

S. cerevisiae 1211 的 GAL80 基因，再通过 5-FOA

反筛去除重组质粒 pML104-1，从而获得工程菌

S. cerevisiae 1211-2 (∆gal80，∆ura3)。摇瓶发酵

结果显示，S. cerevisiae 1211-2 在无半乳糖诱导

时青蒿酸产量可达 740 mg/L，与 S. cerevisiae 

1211 相当。但在发酵罐发酵条件下 S. cerevisiae 

1211-2 青蒿酸产量显著降低，结合文献[13]和[36]

分析，我们合理推测 URA3 的缺失可能影响青蒿

酸的产生，为证明这一假设，我们进一步使用

pML104-KanMx4 介导的 CRISPR/Cas9 回复了

S. cerevisiae 1211-2 的 URA3，获得的改造菌株

S. cerevisiae 1211-3，在未添加半乳糖的发酵罐

中，青蒿酸产量超过 20 g/L，与 S. cerevisiae 1211

相当，并且其菌体生长提前达到平稳期，使得产

物合成能提前达到最大值。尽管该产量尚未达到

已报道的 25 g/L 最大产量[22,37-38]，但通过经典诱

变和优化发酵条件将可以实现 S. cerevisiae 

1211-3 更高的青蒿酸产量，是具有更高工业应

用价值的菌株。此外，本研究首次报道了在乙

醇补料的发酵中营养缺陷型标记基因 URA3 显

著影响青蒿酸的产生，可为酵母基因编辑和天

然产物相关研究提供了借鉴。 
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