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摘   要：Gadusol 是一种具有抗氧化能力的高效天然紫外吸收物质，广泛存在于微生物、藻类及

鱼卵等水生生物中。为解决其天然提取量低且环境不友好等问题，本研究将斑马鱼来源的 gadusol
合成途径引入毕赤酵母，成功构建了能够合成 gadusol 的重组毕赤酵母，进一步过表达了来源于树

干毕赤酵母的木糖同化基因以提高其关键底物景天庚酮糖-7-磷酸的含量。结果表明木糖的利用是提

高 gadusol 产量的有效策略，在纯木糖培养基中，gadusol 的产量达到 141.8 mg/L (32.3 mg/g 细胞干

重)，约是在纯葡萄糖培养基中的 46 倍。产物在 275−305 nm 范围内存在明显吸收，λmax=290 nm。

同时，该物质具有一定的抗氧化能力，在反应 5 h 后，铁离子还原抗氧化能力(ferric ion reducing 
antioxidant power, FRAP) 、 2,2′- 联 氮 双 (3- 乙 基 苯 并 噻 唑 啉 -6- 磺 酸 ) 二 铵 盐

[2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), ABTS] 和 1,1- 二 苯 基 -2- 苦 基 肼 自 由 基

(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)结果分别出现了 90.83%、25.50%和 131.80%的变化率，推测

其可能作为一种长效的抗氧化剂。本研究证明了毕赤酵母作为底盘生物合成天然紫外吸收剂的巨

大潜能，生物合成的 gadusol 具有良好的紫外吸收与抗氧化性能，为 gadusol 的工业化生产及应用

提供了理论基础。 
关键词：gadusol；毕赤酵母；UVB 吸收；抗氧化 
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Abstract: Gadusol, an efficient natural ultraviolet (UV) absorbing substance with antioxidant 
capacity, is ubiquitous in aquatic organisms such as microorganisms, algae, and fish eggs. In 
order to address issues such as its low natural extraction yield and environmental unfriendliness, 
we introduced the gadusol synthesis pathway from zebrafish into Komagataella phaffii and 
successfully constructed the recombinant strain capable of synthesizing gadusol. The xylose 
assimilation genes derived from Scheffersomyces stipitis were further introduced into the 
recombinant strain to increase the content of the key substrate sedoheptulose 7-phosphate (S7P). 
The results showed that the utilization of xylose was an effective strategy to increase the yield of 
gadusol. In the medium with only xylose as the substrate, the yield of gadusol reached 141.8 mg/L 
(32.3 mg/g dry cell weight, DCW), which was about 46 times of that in the medium with only 
glucose as the substrate. The product showed obvious absorption in the range of 275–305 nm, 
with the maximum absorption at 290 nm. Moreover, the product demonstrated antioxidant 
capacity. After reaction for 5 h, the ferric ion reducing antioxidant power (FRAP), 2,2′-azino- 
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 
radical scavenging rates changed by 90.83%, 25.50%, and 131.80%, respectively, which 
suggested that the product may be used as a long-acting antioxidant. This study demonstrated 
the great potential of K. phaffii as a chassis for the biosynthesis of natural UV absorbers. The 
biosynthesized gadusol has good UV absorption and antioxidant properties, which provides a 
theoretical basis for the industrial production and application of gadusol. 
Keywords: gadusol; Komagataella phaffii; UVB absorption; antioxidant 
 

 

Gadusol [3,5,6-三羟基-5-羟甲基-2-甲氧基环

己 -2- 烯 -1- 酮 (3,5,6-trihydroxy-5-hydroxymethyl- 
2-methoxycyclohex-2-en-1-one)]在一系列天然紫

外吸收化合物中具有较为简单的化学结构[1]，

其在多种鱼卵如斑马鱼、鲑鱼、鲟鱼，以及珊

瑚礁生态体系中天然存在，保护海洋生物免受

紫外线伤害[2-3]。Gadusol 的基础骨架是环己烯

酮，其水溶液吸收光谱随 pH 而变化，酸性条

件下(pH 2.5)最大吸收光谱为 268 nm，中性条件

下(pH 7.0)最大吸收光谱为 296 nm[4]。Gadusol 的
存在能有效减少 UVB (280−320 nm)诱导的 DNA
损伤特征物质环丁烷嘧啶二聚体 (cyclobutane 
pyrimidine dimer, CPD)的形成[5]。其能够与多种

氨基酸进行缩合反应生成一大类紫外防护物质

类菌胞素氨基酸(mycosporine-like amino acids, 
MAAs)[6-7]，以提供更全面的 UV 保护。 
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除此之外，gadusol 在生物中的其他潜在作

用也受到了广泛关注，尤其是其显著的抗氧化

活性。研究表明鱼卵中提取的 gadusol 在生理

pH 下具有与抗坏血酸相当的自由基还原能力，并

且拥有更强的过氧自由基链式反应破坏能力[8]，且

海鱼卵中的 gadusol 浓度是抗坏血酸浓度的数

倍，高浓度的 gadusol 在海洋鱼类胚胎发育中具

有重要的保护功能[9-10]。另外，gadusol 在抗炎、

抗衰老、细胞内氮储库等方面的功能也有相关

的研究报道[11]。 
Gadusol 的 合 成 依 赖于 糖 磷 酸环 化 酶

(2-epi-5-epi-valiolone synthase, EEVS)和甲基转

移-氧化还原酶(methyltransferase-oxidoreductase, 
MT-Ox)的催化，该合成途径已在酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae)中被成功构建，获得

了能生产 gadusol 的酿酒酵母菌株(图 1)[12]。毕

赤酵母(Komagataella phaffii)是美国食品药品监

督管理局(Food and Drug Administration, FDA)认
定为公认安全(generally regarded as safe, GRAS)
的益生菌级别的微生物，已有 5 000 种蛋白在

毕赤酵母中被成功表达，70 余种蛋白产品进入

市场 [13]。与传统模式生物酿酒酵母相比，新 
 

 
 
图 1  酵母利用木糖合成 gadusol 代谢示意图[2] 
Figure 1  Metabolic diagram of yeast using xylose to synthesize gadusol[2]. The three-step catalytic 
reactions that MT-Ox may involve are represented by dotted arrows. G6P: Glucose 6-phosphate; RL5P: 
Ribulose 5-phosphate; X5P: Xylulose 5-phosphate; R5P: Ribose-5-phosphate; G3P: Glyceraldehyde 
3-phosphate; S7P: Sedoheptulose 7-phosphate; E4P: Erythrose 4-phosphate; F6P: Fructose 6-phosphate; PEP: 
Phosphoenolpyruvate; DAHP: 3-deoxy-D-arabino-heptulosonic acid 7-phosphate; 3-DHQ: 3-dehydroquinic 
acid; XR: Xylose reductase; XDH: Xylitol dehydrogenase; XK: Xylulokinase; Tkl1: Transketolase; Tal1: 
Transaldolase. 
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兴模式生物毕赤酵母具有高水平重组蛋白表达

与分泌能力[14]，目标基因的蛋白表达水平能达

到总蛋白的 30%以上，远高于酿酒酵母[15]。此

外，酿酒酵母表达系统存在蛋白高糖基化的问

题，过度糖基化会导致合成蛋白相对分子质量

不一致，对蛋白的折叠、稳定以及功能等造成

影响，并且毕赤酵母较酿酒酵母具有更合适的

糖基化修饰[16]。最后，毕赤酵母是 Crabtree 阴

性酵母，能有效提高底物利用率，实现高密度

发酵[17]。因此，毕赤酵母有望成为大规模生产

天然产物的理想宿主，在工业生产中拥有巨大

的应用潜力。 
本研究以毕赤酵母 GS115 为底盘生物，异

源表达斑马鱼来源的 gadusol 生物合成基因，针

对前体物质景天庚酮糖 -7-磷酸 (sedoheptulose 
7-phosphate, S7P)积累量低的问题，强化木糖利

用途径改变碳代谢流，提高目标物质的产量，

并对合成物质的紫外防护性能和抗氧化能力进

行评价，为 gadusol 的工业化生产与应用提供理

论基础与技术支持。 

1  材料与方法 
1.1  菌株、培养基和试剂 

本研究中使用的质粒和菌株见表 1。 
LB 培养基：1%胰蛋白胨，0.5%酵母提取物，

1%氯化钠，调节 pH 为 7.4；添加 2%琼脂粉配制固

体培养基；利用氨苄青霉素(终浓度 100 mg/L)或
卡那霉素(终浓度 50 mg/L)筛选转化子。 

YPD 培养基：1%酵母提取物，2%蛋白胨，

2%葡萄糖；添加 2%琼脂粉配制固体培养基；

利用博来霉素(终浓度 100 mg/L)或/和 G418 (终
浓度 200 mg/L)筛选转化子。 

 
表 1  本研究使用的质粒与菌株 
Table 1  Plasmids and strains used in this study 
Name Description Resource 
Plasmids   

pYEP352‑EEVS‑MT-Ox[12] Carrying gadusol synthetic genes EEVS and MT-Ox Lab store 
pPIC9K A high-copy constitutive plasmid Lab store 
pPIC9-Zeocin pPIC9K variant, zeocin replaces kanamycin   Lab store 
pY15TEF1‑XR‑XDH[12] Carrying xylose metabolism XR-XDH pathway genes Lab store 
pUG6-XK Carrying xylose metabolism gene XK Lab store 
pPIC9-Zeocin-EM Carrying gadusol synthetic genes EEVS and MT-Ox This study 
pPIC9K-X2 Carrying xylose metabolism genes XR and XDH This study 
pPIC9K-X3 Carrying xylose metabolism genes XR, XDH and XK This study 

Strains   
Escherichia coli JM109  Lab store 
Komagataella phaffii GS115 Mut+, his4− Lab store 
BY4743-rad1Δ rad1 gene deletion, sensitive to UV Lab store 
GS-EM GS115 transformed with pPIC9-Zeocin-EM This study 
GS-C GS115 transformed with pPIC9-Zeocin This study 
GS-EM-X2 GS-EM transformed with pPIC9K-X2 This study 
GS-EM-X3 GS-EM transformed with pPIC9K-X3 This study 
GS-C-X2 GS-C transformed with pPIC9K-X2 This study 
GS-C-X3 GS-C transformed with pPIC9K-X3 This study 
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YPX 培养基：1%酵母提取物，2%蛋白胨，

2%木糖；添加 2%琼脂粉配制固体培养基；利

用博来霉素(终浓度 100 mg/L)或/和 G418 (终浓

度 200 mg/L)筛选转化子。 
葡萄糖、木糖、甲醇等试剂均购自国药集

团化学试剂(上海)有限公司；蛋白胨、胰蛋白

胨、酵母提取物等试剂及酵母基因组 DNA 快

速抽提试剂盒均购自生工生物工程(上海)股份

有限公司；还原糖含量检测试剂盒购自北京盒

子生工科技有限公司；2,2′-联氮双(3-乙基苯并

噻唑啉-6-磺酸)二铵盐购自阿拉丁试剂(上海)
有限公司；1,1-二苯基-2-苦基肼自由基购自梯

希爱(上海)化成工业发展有限公司；2,4,6-三吡啶

基三嗪[2,4,6- tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazine, TPTZ]、
L-抗坏血酸购自上海麦克林生化科技股份有限

公司；PrimeSTAR® Max DNA Polymerase、T4 
DNA Ligase、限制性内切酶等均购自宝日医生

物技术(北京)有限公司；2×Hieff Clone® MultiS 
Enzyme Premix 购自翌圣生物科技(上海)股份

有限公司；质粒提取试剂盒等购自 Omega 
Bio-Tek 公司；引物由苏州金唯智生物科技有限

公司合成。 

1.2  仪器和设备 
T100 Thermal Cycler PCR 仪、PowerPac™ 

基础电泳仪、Gene Pulser Xcell 电穿孔仪，伯乐

生命医学产品(上海)有限公司；超声破碎仪，

Sonics 公司；Bio-Tek 多功能酶标仪，北京伯腾

仪器有限公司；NanoDrop 分光光度计，赛默飞

世尔科技有限公司；紫外可见分光光度计

TU-1950，北京普析通用仪器有限责任公司；

Labconco FreeZone 4.5 L 台式冻干机，Labconco 
公司；安捷伦液相色谱仪 1260 Infinity II，安

捷伦科技有限公司；超高效液相色谱串联四极

杆飞行时间质谱联用仪，沃特世科技(上海)有
限公司。 

1.3  重组菌株的构建 
1.3.1  Gadusol 合成菌株的构建 

对 NCBI 数据库中斑马鱼(Danio rerio)的
gadusol 合成基因 EEVS (GenBank 登录号为

LOC100003999)和 MT-Ox (GenBank 登录号为

zgc:113054)基于酵母进行密码子优化，优化后

的基因通过基因合成获得。本研究所用引物见

表 2。以 pYEP352‑EEVS‑MT-Ox 为模板，使用引

物对 EM-F/EM-R 扩增 gadusol 合成基因表达盒

EEVS-MT-Ox (图 2)。以 pPIC9-Zeocin 为模板，

使用引物对 pPIC9-Zeocin-F/pPIC9-Zeocin-R 扩

增克隆载体片段。随后通过 Gibson Assembly
将基因表达盒与克隆载体片段连接，连接产物

转化入大肠杆菌 JM109 感受态，在含 100 mg/L
氨苄青霉素的 LB 平板上过夜培养，筛选转化

子。提取转化子质粒，使用限制性内切酶 Xho I
和 Sal I 进行双酶切验证。采用 BstB I 酶对上述

构建质粒及 pPIC9-Zeocin 质粒进行线性化，采

用电击转化法将线性化质粒分别导入毕赤酵母

GS115 感受态，涂布于含有 100 mg/L 博莱霉素

(zeocin)的 YPD 平板培养 3−4 d，挑选转化子进

行菌落 PCR，验证合成基因的存在。 
1.3.2  木糖同化菌株的构建 

编码木糖还原酶(xylose reductase, XR)、木糖

醇脱氢酶(xylitol dehydrogenase, XDH)和木酮

糖激酶(xylulokinase, XK)的木糖同化基因 XR 
(GenBank 登录号为 4839234)、XDH (GenBank 登

录号为4852013)和XK (GenBank登录号为4850923)
来自树干毕赤酵母(Scheffersomyces stipites)，
由基因合成获得。以 pY15TEF1‑XR‑XDH 为模

板，通过引物对 XR-XDH-F/XR-XDH-R 扩增

XR-XDH 表达盒，并使其两端带有 Sac I 和 Sac II
酶切位点。以 pPIC9K 为模板，使用引物对

pPIC9K-F/pPIC9K-R 扩增，获得携带相同酶切末

端的载体片段。分别对插入基因片段与载体片段 
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表 2  本研究使用的引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primer name Sequences (5′→3′) Size (bp) 
EM-F CCAAGTAGCGAAGCCTATTTTAGATTCCTGACTTCAACTCAAGACGCAC 49 
EM-R CCGACATCCACAGGTCCATTCCAGTATAGCGACCAGCATTCACATACG 48 
pPIC9-Zeocin-F GTGAATGCTGGTCGCTATACTGGAATGGACCTGTGGATGTCGGATG 46 
pPIC9-Zeocin-R GAGTTGAAGTCAGGAATCTAAAATAGGCTTCGCTACTTGGAGCCAC 46 
EEVS-F GGTACTTGGAAGAGGAAAGCTGGTC 25 
EEVS-R CCAAACCAGTTGGCAATGGCATTC 24 
MT-Ox-F GTCTATGGCTGAAGCTTTGCCTG 23 
MT-Ox-R CATAACTCTACCAGCAGCTTGACAACAC 28 
XR-XDH-F CGAGCTCGCAGTATAGCGACCAGCATTCACATACG 35 
XR-XDH-R CTGCCGCGGCAAGTATTTTAGATTCCTGACTTCAACTCAAGACGCAC 47 
pPIC9K-F CTTGCCGCGGCAGCTAAATAATTAAATAAGTCCCAGTTTCTCCATACGAACCTTAAC 57 
pPIC9K-R CTGCGAGCTCGACTTACATTTAGAAGCATTGGGGCCCCGCGCGGAACCCCTATTTGTT

TATTTTTC 
66 

XR-F GAATTGACATCCTTGTTTTCCAACAATCTTGG 32 
XR-R CTGGTTATGATATGCCTGCTGTTGG 25 
XDH-F CAGCACCTTTACCAGCTCTAACCAAATC 28 
XDH-R GGGTCATGAATCTGCTGGTACTGTTG 26 
pXK-F CGGGGCCCCGAAGGGAAAGATATGAGCTATACAGCGG 37 
pXK-R CGAGCTCGGGGCGCCATAACCAAGGTATCTATAG 34 
XK-F CTTTTTAGCCTCGCACTCATAAGACCAAG 29 
XK-R GTTATTGGTGCTGATGCTTTGGCTG 25 
Zeocin-F GATCCCCCACACACCATAGCTTC 23 
Zeocin-R GGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGC 24 
 

 
 

图 2  Gadusol 合成基因表达载体构建流程图 
Figure 2  Construction of expression vector containing gadusol synthetic genes.  
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双酶切，纯化酶切产物，使用 T4 DNA Ligase 连

接两个片段，连接产物转化入大肠杆菌 JM109
感受态，在含 100 mg/L 氨苄青霉素的 LB 平板

上过夜培养，筛选转化子，通过限制性内切酶

BamH Ⅰ和 Sal Ⅰ酶切验证质粒正确性。随后，以

pUG6-XK 为模板，通过引物对 pXK-F/pXK-R 扩

增 XK 基因，使其产生 Apa I 与 Sac I 末端酶切位

点。对 XK 片段和携带 XR‑XDH 基因的 pPIC9K
质粒进行酶切连接操作，产物转化入大肠杆菌

JM109 感受态，以氨苄青霉素作为筛选标记，

使用 Apa Ⅰ和 Sac Ⅰ进行双酶切验证(图 3)。采用

Sal Ⅰ酶对上述质粒进行线性化，采用电击转化

法分别将两个线性化质粒导入毕赤酵母感受

态，涂布于含有 200 mg/L G418 的 YPD 平板培

养 2−3 d，挑选转化子进行菌落 PCR，验证木糖

同化基因的存在。 

1.4  菌株生长和糖代谢能力测定 
以起始 OD600 为 0.01 接种菌株，在 30 ℃、

200 r/min 条件下培养，使用酶标仪在 600 nm 处

测定菌株生长情况。根据还原糖含量检测试剂 
 

 
 

图 3  木糖同化途径表达载体构建流程图 
Figure 3  Construction of expression vectors containing xylose assimilation pathway. 
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盒的操作说明，使用酶标仪在 540 nm 处测定培

养基中的残糖含量。 

1.5  Gadusol 标准品的制备及检测 
按照参考文献[2]的方法，利用 gadusol 极

易溶于极性溶剂的性质，对其进行萃取。将受

精 72 h 后的斑马鱼卵冷冻干燥，得到冻干胚胎，

使用液氮研磨成细粉，胚胎粉末溶于 80%甲醇

(MeOH:H2O=80:20)，并用 80%甲醇提取 2 次，

去除沉淀，取上清真空干燥。将提取物重悬于

1 mL 80%甲醇，正己烷萃取 2 次，回收水层，

干燥并称重。通过 Agilent 1260 Infinity II HPLC
系统，使用 Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18   
(4.6 mm×250 mm, 5 µm)色谱柱，对提取物进行

分析，绘制标准曲线。提取物溶于 5 mmol/L PBS 
(pH 7.0)，以甲醇和 5 mmol/L PBS 为流动相，

进行梯度洗脱(0−20 min，1%甲醇；20−40 min，
甲醇由 1%变为 95%；40−45 min，甲醇由 95%变

为 1%；45−60 min，1%甲醇)，流速 0.3 mL/min，
波长 290 nm，柱内温度 35 ℃[2]。物质溶于甲醇

进行液相色谱-质谱联用(liquid chromatography- 
mass spectrometry, LC-MS)分析。 

1.6  重组菌株 gadusol 的提取及检测 
将重组菌株在 30 ℃、200 r/min 发酵 5 d 后

收集两组 50 mL发酵液。一组发酵液 6 000 r/min
离心 5 min，用水洗涤 2 次后烘干测定酵母细胞

干重(cell dry weight, DCW)。另一组相同条件下

离心分离上清与酵母细胞，上清经真空旋转蒸

发浓缩后加入 20 mL 甲醇，−20 ℃过夜萃取，

萃取液浓缩后用 2 mL 甲醇复溶，20 mL 正己烷

过夜萃取，回收甲醇层，真空旋转蒸发，浓缩

液溶于 10 mL 的 5 mmol/L 磷酸盐缓冲液(PBS, 
pH 7.0)，收集在预先称重的离心管中，冷冻干

燥，获得发酵上清液提取样品。菌体用 PBS 溶

液洗涤 2 次后重悬于 20 mL 甲醇中，超声破碎

细胞(破碎功率 350 W，破碎 10 s，间隔 20 s，全

程工作时间 60 min)，回收破碎上清液，置于

−20 ℃过夜，浓缩后溶于 2 mL 甲醇溶液，使

用正己烷萃取，后续工作与上清液处理过程相

同，获得酵母细胞提取样品。按照 1.5 中的分

析条件进行检测。 

1.7  合成产物紫外防护性能测定 
1.7.1  全波长扫描 

使用 5 mmol/L PBS (pH 7.0)对提取样品进

行适当倍数稀释，以导入空质粒 pPIC9-Zeocin
的菌株发酵提取样品为空白，通过紫外可见分光

光度计在波长 190−400 nm 范围内进行扫描，确

定合成物质的紫外吸收范围以及最大吸收波长。 
1.7.2  紫外辐照实验 

在含有 200 mg/L G418 的 YPD 培养基中培

养紫外敏感酿酒酵母 BY4743-rad1Δ，24 h 后离

心收集两份酵母沉淀。将含有 gadusol 的发酵提

取物和空白组的发酵提取物分别溶于 5 mmol/L 
PBS，配制成 50 mg/mL 的浓缩液，分别使用其洗

涤 BY4743-rad1Δ 酵母沉淀 2 次。BY4743-rad1Δ
最终以 107 个细胞/mL 的浓度重悬于两种浓缩

液中。各取 1 mL BY4743-rad1Δ 酵母重悬液均

匀平铺在平板中，将平板置于 UVB (带宽

280−320 nm，主峰 308 nm)或 UVC (254 nm)灯
下辐照，在照射 15、30、60、90 min 后，随机

选取 3 个点，吸取 3 µL 细胞液点于 YPD 平板，

30 ℃避光培养 24 h，观察菌落生长情况。 

1.8  合成产物抗氧化性测定 
1.8.1  铁离子还原能力 FRAP 测定 

按照参考文献[18-19]的方法，配制铁离子

还原抗氧化能力(ferric ion reducing antioxidant 
power, FRAP)工作溶液，绘制 FeSO4 标准曲线。

配制浓度为 1 mg/mL 的待测样品及 L-抗坏血

酸(阳性对照)溶液，向 180 μL FRAP 工作液加

入 5 μL 待测样品溶液，空白对照中加入 5 μL
蒸馏水，37 ℃暗反应 30 min，测定在 593 nm
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处的吸光值。根据标准曲线得到在与标准品拥

有相同吸光值时样品的总抗氧化能力 (使用

FeSO4标准溶液浓度表示)，实验重复 3 次[18-19]。 
1.8.2  ABTS 自由基清除能力测定 

按照参考文献[20]的方法，配制 2,2′-联氮

双(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸)二铵盐[2,2′-azino- 
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), ABTS]
工作液。精确吸取 10 μL 不同浓度的样品和 200 μL 
ABTS工作液混合作为实验组，使用 200 μL PBS
溶液替代 ABTS 工作液为对照组，用 10 μL PBS
溶液代替样品溶液为空白组，每个测试组设置

3 个平行，每个浓度重复 3 次。室温避光反应

30 min 后，测定在 734 nm 处的吸光值，以公式

(1)计算 ABTS 自由基清除率。L-抗坏血酸为参

照标准，对比两者的 IC50 值
[20]。 

ABTS 自由基清除率(%)= 

( )
×100

A A A
A

 − −
 
  

组 对 组实验组

组

空白 照

空白

            (1) 

1.8.3  DPPH 自由基清除能力测定 
按照参考文献[21]的方法，配制 1,1-二苯基-2-

苦 基 肼 自 由 基 (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, 
DPPH)工作液。精确吸取 10 μL 不同浓度样品

与 190 μL DPPH 工作液混合作为实验组，使用

190 μL 无水乙醇替代 DPPH 工作液为对照组，

10 μL PBS 溶液代替样品为空白组，每个测试组

设置 3 个平行，每个浓度重复 3 次。室温避光

反应 20 min 后，测定在 517 nm 处的吸光值，

DPPH 自由基清除率计算公式同公式(1)。L-抗
坏血酸为参照标准，对比两者的 IC50 值

[21]。 

2  结果与分析 
2.1  毕赤酵母中 gadusol 生物合成途径的

构建 
从 pYEP352‑EEVS‑MT-Ox 上扩增 gadusol 合

成基因表达盒，与毕赤酵母表达载体 pPIC9-Zeocin

连接得到质粒 pPIC9-Zeocin-EM，质粒经双酶切

验证正确后电转入毕赤酵母 GS115 感受态，对转

化子进行菌落 PCR 验证。如图 4B 所示，基因

EEVS 和 MT-Ox 成功导入 GS115，该菌株被命名

为 GS-EM，导入 pPIC9-Zeocin 质粒的菌株命名

为 GS-C。如图 5 所示，gadusol 合成基因的表达

并没有对毕赤酵母细胞生长造成影响。使用

HPLC 对发酵产物进行分析，通过标准曲线定

量(检出限为 0.037 mg/mL)，发现菌株 GS-EM 的

gadusol 产量非常低(5.9 mg/L，0.69 mg/g DCW，

胞内产物约 70%)。使用串联质谱对发酵产物进

行分析，结果如图 6C 所示，与 GS-C 发酵提取

物相比，GS-EM 发酵提取物出现目标分子量

(gadusol, Mw: 204.18)，表明有新物质生成。 
为进一步提高工程菌 gadusol 产量，将    

S. stipites 的 XR-XDH 木糖同化途径引入毕赤酵

母以提高前体物质 S7P 的积累量。在 XR-XDH
途径中，木糖还原酶(XR)将木糖转化为木糖醇，

木糖醇脱氢酶(XDH)进一步将木糖醇转化为木

酮糖，木酮糖被木酮糖激酶(XK)转化为 X5P，
进入磷酸戊糖途径(pentose phosphate pathway, 
PPP)。从 pY15TEF1‑XR‑XDH 上扩增 XR‑XDH
基因表达盒，与毕赤酵母表达载体 pPIC9K 连接

得到质粒 pPIC9K-X2，质粒经双酶切验证后电转

入毕赤酵母 GS-EM 感受态，获得转化子并将其

命名为 GS-EM-X2 (图 4B)。该菌株在 YPD 培养

基中显示出与亲本菌株相似的生长速率(图 5B)。
培养 120 h 后，菌株 GS-EM-X2 在 YPX 培养基中

的OD600约为GS115的2倍(图5C)，表明XR-XDH
途径的引入在一定程度上提高了菌株的木糖利

用效率。GS-EM-X2 发酵产物的 HPLC 结果如

图 6B 所示，当使用葡萄糖作为唯一碳源时，

GS-EM-X2 提取物在液相图谱上较对照组无明显

差异。而使用木糖作为唯一碳源时，GS-EM-X2
提取物在目标物质出峰时间段出现了一个明显 
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图 4  质粒 pPIC9-Zeocin-EM、pPIC9K-X2 和 pPIC9K-X3 双酶切验证(A)及菌株 GS-EM、GS-C、

GS-EM-X2、GS-EM-X3、GS-C-X2、GS-C-X3 菌落 PCR 验证(B) 
Figure 4  Plasmids pPIC9-Zeocin-EM, pPIC9K-X2 and pPIC9K-X3 double enzyme digestion verification 
(A), strains GS-EM, GS-C, GS-EM-X2, GS-EM-X3, GS-C-X2, GS-C-X3 colony PCR verification (B). A: 
Lane M1: DNA marker DL10000; Lane M2: DNA marker DL5000; Lane M3: DNA marker DL15000; Lane 1: 
pPIC9-Zeocin-EM, 3 513 bp and 8 313 bp; Lane 2: pPIC9K-X2, 3 447 bp and 7 445 bp; Lane 3: pPIC9K-X3, 
2 963 bp and 10 865 bp. B: Lane M1: DNA marker DL2000; Lane M2: DNA marker DL5000; Lane 1: Primer 
pair EEVS-F/EEVS-R, 1 186 bp (GS-EM); Lane 2: Primer pair MT-Ox-F/MT-Ox-R, 907 bp (GS-EM); Lane 3: 
Primer pair Zeocin-F/Zeocin-R, 1 230 bp (GS-C); Lane 4: Primer pair XR-F/XR-R, 832 bp 
(GS-EM-X2/GS-C-X2); Lane 5: Primer pair XDH-F/XDH-R, 872 bp (GS-EM-X2/GS-C-X2); Lane 6: Primer 
pair XK-F/XK-R, 1 263 bp (GS-EM-X3/GS-C-X3). 
 
的吸收峰，此时 gadusol 产量达到 108.2 mg/L 
(29.4 mg/g DCW，胞内产物占比 53.2%)，比仅

含有 gadusol 合成途径的菌株中 gadusol 产量提

高约 42 倍，并且随着产物的积累，gadusol 会

被细胞分泌至胞外。结果表明，引入 XR-XDH
途径是改善 PPP 代谢通量、提高 S7P 积累和

gadusol 合成的有效策略。 
木酮糖激酶 (XK)是木糖代谢限速步骤之

一，在酿酒酵母中过表达自身木酮糖激酶基因

可提高木糖的利用率[22]。推测在毕赤酵母中过

表达木酮糖激酶基因同样也可以促使木糖代谢

流向 PPP。将 pUG6-XK 中的 XK 基因插入质粒

pPIC9K-X2，构建质粒 pPIC9K-X3，转化毕赤酵

母 GS-EM 感受态，获得菌株 GS-EM-X3 (图 4B)。

使用YPX培养基发酵发现GS-EM-X3中的gadusol
产量进一步提高到 141.8 mg/L (32.3 mg/g DCW，

胞内产物占比 50.6%)，较 GS-EM 菌株 gadusol
产量提高约 46 倍。此时，GS-EM-X3 菌株在 YPX
培养基中发酵 120 h 的木糖消耗量约为 7 g/L，是

GS115 的 3.5 倍。然而，由于酵母对木糖的有效利

用率不及葡萄糖，菌株在以木糖作为唯一碳源的

培养基中表现出明显的生长缓慢以及糖消耗速

率缓慢的情况，因此向培养基中添加一定量的葡

萄糖可能有助于促进细胞生长和 gadusol的产生。 

2.2  合成产物紫外防护性能分析 
为探究合成物质的紫外防护性能，对

GS-EM 发酵产物在紫外光谱范围进行全波长

扫描。结果发现 GS-EM 发酵产物在 275−305 nm 
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图 5  亲本菌株与工程菌株的生长(A)及葡萄糖(B)、
木糖(C)利用情况 
Figure 5  The growth (A) and utilization of glucose 
(B) and xylose (C) of the original strain and the 
engineered strains. 
 
范围内存在明显吸收，最大吸收波长为 290 nm，

结果与天然 gadusol 扫描结果一致(图 7A、7B)。
为进一步探究该物质的紫外保护能力，将紫外

敏感菌株 BY4743-rad1Δ 以 107 个细胞/mL 的浓

度分别悬浮于 GS-C 和 GS-EM 的发酵提取物浓

缩液中。如图 7C 所示，在使用 UVB/UVC 辐照

60 min 后，悬浮于对照溶液中的细胞完全死亡，

而悬浮于含有 gadusol 的溶液中的细胞在辐射

90 min 后仍表现出较高的活性。表明 GS-EM 发

酵浓缩液降低了菌株 BY4743-rad1Δ 对紫外的

敏感性，GS-EM 合成的物质即 gadusol 具有

UVB/UVC 保护能力。 

2.3  合成产物抗氧化能力分析 
L-抗坏血酸、GS-EM-X3 发酵液提取物和

GS-C-X3 发酵液提取物的抗氧化能力测定结果

如表 3 所示。从 FRAP、ABTS 和 DPPH 这 3 个

指标反映的情况看，L-抗坏血酸的抗氧化能力

均显著高于 GS-EM-X3 发酵液提取物(P<0.01)。
液相结果显示，经过萃取浓缩处理得到的斑马

鱼提取物纯度达到 98%以上，而酵母提取物纯

度较低，仅为 15%−20%，这可能是由于该提取

方法是基于斑马鱼卵建立的，在酵母细胞产物

提取过程中无法去除某些小分子物质，导致提

取物浓度较低。但是，GS-EM-X3 与 GS-C-X3
发酵提取物的抗氧化能力显示出明显差异。菌

株 GS-EM-X3 和 GS-C-X3 仅存在是否存在

gadusol 合成途径的差异，因此两者之间抗氧化

能力差异可作为初步评估 gadusol 抗氧化性能

的指标。从 FRAP 值与 ABTS 的 IC50 值上看，

GS-EM-X3 的抗氧化能力高于 GS-C-X3，但并

没有表现出显著差异(P>0.05)，而两者对 DPPH
自由基的清除能力存在显著性差异(P<0.01)。结
果表明 gadusol 能够还原金属离子并直接清除

自由基，在 DPPH 自由基清除上具有明显优势。 
由于每种抗氧化剂存在结构、组成、性质等

方面的差异，导致其与金属离子及自由基的反应

速率均不相同，到达反应平衡的时间也不相同，

使用固定的反应时间评价不同抗氧化剂的抗氧 
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图 6  工程菌合成 gadusol 的鉴定分析   A：斑马鱼提取物色谱图. B：酵母提取物色谱图. C：斑马鱼

提取物及酵母提取物质谱图. D：胞内、外 gadusol 含量.  
Figure 6  Identification and analysis of gadusol synthesis by engineering strains. A: Chromatogram of 
zebrafish extract. B: Chromatogram of yeast extract. C: Mass spectra of zebrafish extract and yeast extract.  
D: Intracellular and extracellular gadusol content. 
 
化能力可能会造成错误判断[23]。因此对 gadusol
在 FRAP 法、DPPH 法和 ABTS 法中的反应时间

进行了探究。结果如图 8 所示，在常用的抗氧

化反应时间(20−30 min)内，L-抗坏血酸的 3 种

抗氧化能力评价实验均达到平衡，且 ABTS 法、

DPPH 法测定结果分别在反应 1 h 和 3 h 后出现

下降，而 gadusol 在反应 5 h 后仍保持较高的变

化率。从固定反应时间到反应 5 h，L-抗坏血酸

使用 FRAP 法、ABTS 法和 DPPH 法测定的抗氧

化能力变化率分别为 18.16%、0.70%和−3.35%，

而GS-EM-X3发酵提取物对应的抗氧化能力变化

率为 90.83%、25.50%和 131.80%。相比于 L-抗 
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图 7  天然 gadusol (A)与 GS-EM 发酵提取物(B)紫外吸收情况及合成物质紫外保护情况(C) 
Figure 7  UV absorption of natural gadusol and GS-EM fermentation extract and UV protection of synthetic 
substances. A: Gadusol standard full-wavelength scanning. B: GS-EM fermentation extract full wavelength 
scanning. C: UVB or UVC radiation UV sensitive yeast strain growth (G: GS-EM concentrate; C: GS-C 
concentrate). 
 
表 3  FRAP、ABTS 和 DPPH 法测定的 L-抗坏血酸及 GS-EM-X3/GS-C-X3 发酵提取物抗氧化活性值 
Table 3  Antioxidant activity values of L-ascorbic acid and GS-EM-X3/GS-C-X3 fermented extracts determined 
by FRAP, ABTS and DPPH 
Sample FRAP 

(mmol/L) 
ABTS scavenging efficiency  DPPH scavenging efficiency 
Regression equation R2 IC50 (g/L)  Regression equation R2 IC50 (g/L) 

L-ascorbic acid 12.700±0.300 y=570.170x+3.515 0.997 0.082±0.005  y=509.820x+4.020 0.992 0.090±0.010 
GS-EM-X3 0.090±0.020 y=60.907x+4.818 0.998 0.742±0.060  y=5.361x+4.480 0.993 8.493±0.070 
GS-C-X3 0.020±0.005 y=47.293x+7.645 0.992 0.896±0.060  y=2.284x+4.355 0.992 20.020±0.190 
 
坏血酸，GS-EM-X3 发酵提取物达到反应平衡

需要更长的时间，常用的固定反应时间不太适

用于该物质抗氧化能力评价。为进一步探究

gadusol 的抗氧化能力的持续性，测定了发酵提

取物 ABTS法与 DPPH法反应 24 h 后的自由基清

除率。结果如图 8D 所示，GS-EM-X3 发酵提取

物 ABTS 自由基清除率与 DPPH 自由基清除率

分别在反应 10 h 和 15 h 后达到平衡，且在反应

24 h 后未出现降低趋势。与 L-抗坏血酸相比，

发酵提取物在进入反应平衡期后具有更长的抗

氧化效果持续时间，显示出更强的稳定性，有

作为长效抗氧化剂的潜在应用价值。 

3  讨论 
紫外辐射按照波长被分为UVC (100−280 nm)，

UVB (280−320 nm)和 UVA (320−400 nm)，所有

的 UVC 和超过 90%的 UVB 会被大气层和水蒸

气等吸收掉，少部分的 UVB 和大部分的 UVA 
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图 8  反应时间对 FRAP 法(A)、ABTS 法(B)和 DPPH 法(C)测定 L-抗血酸与 gadusol 抗氧化性结果的

影响及 gadusol 自由基清除能力持续时间探究(D) 
Figure 8  Effect of reaction time on the results of FRAP (A), ABTS (B) and DPPH (C) radical scavenging 
rate of L-ascorbate and gadusol, and the duration of gadusol’s free radical scavenging ability (D). 
 
到达地面。其中，UVB 被认为是引起皮肤癌的

最主要因素[24]。UVB 能辐射到清澈、少植被覆

盖的水下 10 m，生活在约占地球表面积 75%的

水生环境中的生物为抵御潜在的致命紫外辐射，

进化出了一系列针对紫外诱导损伤的保护机制。

藻类、微生物、珊瑚及众多无脊椎动物中广泛存

在的防晒物质 gadusol 和其衍生物类菌胞素氨基

酸[25]是有效的 UV 保护紫外吸收剂，具有强光稳

定性，能够快速地将光能转化为热能[4,26]。 
天然 gadusol 主要从鱼卵中提取，其提取受

动物生长速度限制且环境不友好。为解决天然

提取面临的提取量少、提取效率低、提取工艺

复杂以及对生物造成伤害等问题，利用微生物

工厂实现天然产物的合成是目前最有效、最普

遍的方法之一。酿酒酵母是真核生物的模式生

物，常用于异源表达真核生物来源基因。Osborn
等首次实现斑马鱼来源 gadusol 合成基因在酿酒

酵母中的表达，gadusol 积累量约 20 mg/L[2]。伍

小艺等通过引入木糖代谢途径进一步提升了

gadusol 的产量(40.5 mg/L)[12]，是目前在酿酒酵

母中报道的合成 gadusol 的最高产量。然而目前

gadusol 的生物合成产量较低，未能满足其工业化

生产需求。本研究尝试将毕赤酵母作为异源宿

主，重组菌株 GS-EM-X3 产量可达 141.8 mg/L，
并首次在酵母胞外检测到 gadusol，有效提升了

目的产物的合成与分泌。产物的外泌为后续的

分离、纯化提供便利。同时，毕赤酵母的高密

度培养有利于推进该物质工业化生产进程。 
在 gadusol 的合成途径中，PPP 的中间代谢

产物 S7P 是 gadusol 合成中所必需的底物，而
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在以葡萄糖为碳源的发酵过程中，大部分碳源

流向糖酵解途径，只有少部分的碳流进入 PPP[27]

参与 gadusol 的合成。有研究报道将木糖途径引

入酵母细胞，能够显著提升 S7P 的积累[28-29]。Park
等将木糖代谢途径引入酿酒酵母用于 shinorine 
(一种 MAAs)的生产，重组菌株在木糖培养基中

的产量是葡萄糖培养基中的 24.9 倍[30]。Kim 等

的研究发现酿酒酵母在葡萄糖:木糖为 1:1 的培

养基中，shinorine 产量比在纯葡萄糖培养基中

高出 34 倍[31]。Jin 等构建了能够合成 MAAs 的

解脂耶氏酵母(Yarrowia lipolytica)重组菌株，其

在甘油:木糖为 1:1 的 SC 培养基中 MAAs产量约

是甘油:葡萄糖为 1:1 培养基中的 1.17 倍，是纯

甘油培养基中的 1.25 倍[32]。木糖代谢途径在

gadusol 的合成中同样显示出积极影响，前期研

究中发现产 gadusol 的酿酒酵母在木糖培养基

中的产量约为葡萄糖培养基中的 10 倍[12]。使用

木糖作为合成这类天然紫外防晒物质的新碳源

被认为是一种有效提高产量的策略[12]。同时，

木糖的利用也是实现地球最丰富且廉价的可再

生资源木质纤维素发酵的基础[31]。酵母主要通过

XI 途径或 XR-XDH 途径代谢木糖[27]，由于木

糖异构酶(xylose isomerase, XI)大多存在于亲缘

关系较远的细菌中，目前能够在酵母中活性表达

的木糖异构酶仅有两种来源[33]，在酵母的木糖发

酵中，多使用来源于亲缘较近的树干毕赤酵母

XR-XDH 途径相关基因。本研究在毕赤酵母中

引入 XR-XDH-XK 木糖途径，重组菌株的 gadusol
产量约是 YPD 培养基中的 46 倍，但由于菌株对

木糖的同化较低效，出现明显的生长缓慢，在

shinorine 的相关研究中也存在类似的现象[30]。因

此经常将木糖与葡萄糖、甘油等碳源结合使用，

向培养基中添加一定比例的葡萄糖有助于菌株

的生长，而木糖则主要用于 S7P 的积累[31]。在使

用混合碳源进行发酵过程中，优化的碳源比例是

产物高效合成的重要基础[30]，因此，葡萄糖与木

糖的比例优化将能进一步提升 gadusol 的产量。 
自由基是紫外辐射的一大产物。原子氧在

紫外光子的作用下，会形成羟基自由基、氮氧

自由基和超氧化物等自由基衍生物[34]。核苷酸

对自由基极其敏感，核苷酸碱基的氧化使碱基

错配率上升，间接造成 DNA 突变，这种氧化损

伤可能存在致癌性[35]。蛋白质、脂质等大分子

也极易受到自由基的攻击，导致其结构和功能

发生改变[35]。研究表明，gadusol 的紫外辐射防

护机制除了紫外吸收外，还包含清除自由基能

力[8]。在生理 pH 下鱼卵提取的 gadusol 具有与

L-抗坏血酸相似的 ABTS 自由基清除率，氧化

自由基的吸收能力是 L-抗坏血酸的 6 倍，是优

秀的超氧自由基链式反应的破坏者[8,36]。 
FRAP 法是在酸性条件下，抗氧化物质将

Fe3+-三吡啶三嗪(Fe3+-tripyridine triazine, Fe3+-TPTZ)
还原成蓝紫色 Fe2+-TPTZ 络合物，属于典型的

电子转移(electron transfer, ET)反应，是一种用

氧化还原来评价抗氧化活性的化学方法。样品

的总抗氧化能力(FRAP 值)常以 FeSO4标准溶液

的浓度来表示，FRAP 值越大，样品抗氧化能

力越强[37]。ABTS 在氧化剂的作用下被氧化为

蓝绿色的 ABTS+阳离子自由基，抗氧化物的存在

会抑制 ABTS+的产生，反应主要涉及 ET，吸光

度的变化取决于抗氧化物的抗氧化能力 [38-40]。

DPPH 是一种稳定的呈深紫色的氮中心自由基，

当抗氧化物质存在时，主要通过氢原子转移

(hydrogen atom transfer, HAT)将 DPPH 自由基

转化为无色的还原态形式，在一定范围内吸光

度的降低与自由基清除率成正比[38-41]。三种评价

方法是常用的抗氧化能力评价方法，可用于评价

供试物质的抗氧化机制。Gadusol 的抗氧化机制

包括 ET 和 HAT 两种类型，其中可能以 HAT 为

主要清除机制，推测这可能与 gadusol 多羟基结
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构有关。有研究表明，gadusol 对于 ABTS 自由

基的清除可分为两个部分：1 min 内的快速清除

和较长时间的慢速清除[8]。这可能与其复杂的反

应机理有关，推测 gadusol 第一个氧化步骤的产

物在以较低的速率与自由基进一步作用[8]。从而

导致其在抗氧化实验中出现长时间的结果变化。

Gadusol 具有巨大的光稳定性，其在受到能量(光
能)激发后会返回基态，且未出现明显的光降解，

能经历多次激发循环[25]，推测该性质可能有利

于其长时间的抗氧化保护。另外，由于在空气中

gadusol 较 L-抗坏血酸表现出更强的稳定性[42]，

因此这可能导致其能够在进入抗氧化反应平衡

后具有更长时间的稳定清除效率。对于 gadusol
具体的抗氧化机制还需进一步研究。 

4  结论 
本研究成功构建利用木糖高产 gadusol 的毕

赤酵母重组菌株，木糖途径的强化提高了前体物

质 S7P 的积累，实现了 gadusol 产量的显著增加。

合成 gadusol 在 UVB、UVC 波长范围内具有良

好紫外吸收及细胞保护能力。FRAP、ABTS 和

DPPH 法检测的结果表明，合成产物具有铁离子

及自由基的还原及清除能力。由于其具有多羟基

结构，因此对 DPPH 自由基的清除效果尤为显著。

研究发现，随反应时间的延长，gadusol 发酵提取

物 3 种抗氧化评价结果均出现明显改变，需较长

时间才能达到反应平衡。且该物质具有长时间、

稳定的自由基清除能力，其可能作为一种长效的

抗氧化剂。Gadusol 的紫外吸收及抗氧化性能，

能够直接或间接地保护皮肤免受 UV 的伤害，

因此其在紫外防护领域中具有巨大应用潜力。 
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