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摘   要：【背景】咖啡酸(3,4-二羟基肉桂酸)是一种有多种生物活性和药用价值的天然酚类化合

物，产甘油假丝酵母(Candida glycerinogenes)具有咖啡酸前体代谢途径，高耐酸且生长与发酵速率快，

是潜在高产咖啡酸的底盘细胞，但无游离载体将影响咖啡酸合成的深入研究。【目的】探索在无天然

游离质粒的 C. glycerinogenes 中构建操作更简便、表达能力更强的游离载体合成咖啡酸的可行性。

【方法】筛选自主复制序列(autonomously replicating sequence，ARS)，构建适用于 C. glycerinogenes
合成咖啡酸的游离载体，并通过改造其 ARS 位置、标记基因 URA5 启动子长度、基因表达元件

和利用 Kozak 序列优化表达并合成咖啡酸。【结果】构建的 5 个分别含不同 ARS 的载体中，

pTGAPU-CA-AOX1t- KLARS 在 C. glycerinogenes 中能自我复制并表达合成咖啡酸的基因，而且

当 ARS 位于目的基因表达元件上游、URA5 启动子截短 250 bp，或分别采用 Kozak 序列与终止

子 URA5t 后，咖啡酸产量较改造前均有明显提升，最高产量为初始产量的 3.73 倍，达 29.1 mg/L，
高于前期整合表达产量。【结论】在 C. glycerinogenes 中非整合表达合成咖啡酸且优于整合表达，

为今后利用游离载体改造咖啡酸合成代谢途径提供了新工具，同时为其他无游离质粒菌株构建非

整合表达体系提供参考。 

关键词：产甘油假丝酵母；咖啡酸；游离载体；载体改造；自主复制序列 
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Abstract: [Background] Caffeic acid (3,4-dihydroxycinnamic acid), a natural phenolic compound, has 
various biological activities and great medicinal value. Candida glycerinogenes, which harbors the 
caffeic acid precursor metabolic pathway, is a potential high caffeic acid-yielding chassis cell owing to 
the high acid tolerance, fast growth, and high fermenting rate. However, it has no episomal vectors, 
which limits the in-depth research on caffeic acid synthesis. [Objective] To explore whether it is 
feasible to construct episomal vectors with stronger expression of caffeic acid in C. glycerinogenes 
without natural episomal plasmids in a simpler way. [Methods] Autonomously replicating sequences 
(ARSs) were selected to establish the episomal plasmid for the synthesis of caffeic acid in C. glycerinogenes, 
and the plasmid was further optimized by modifying its ARS position, the marker gene promoter length, 
elements for gene expression, and using Kozak sequence. [Results] Of the five vectors constructed 
containing different ARSs, pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS was able to self-replicate and express the 
genes for the synthesis of caffeic acid in C. glycerinogenes. After the vector was modified in different 
ways, such as ARS located upstream of the target gene expression element, URA5 promoter truncated by 
250 bp, using Kozak sequence or URA5 terminator, the yield of caffeic acid was significantly higher. 
The maximum yield after the modification was 3.73 times higher than the initial yield, reaching 29.1 mg/L. 
[Conclusion] Caffeic acid was synthesized by episomal expression in C. glycerinogenes, with better 
results than that by integrated expression, which provides a new tool for future modification of the 
caffeic acid anabolic pathway with episomal vectors and a reference for the construction of episomal 
expression systems in other strains without episomal plasmids. 

Keywords: Candida glycerinogenes; caffeic acid; episomal vector; vector modification; autonomously 
replicating sequence 

咖啡酸(3,4-二羟基肉桂酸)是一种普遍存

在于植物中的天然羟基肉桂酸，具有多种药理

活性，如抗炎、抗氧化、抗癌、抗病毒、抗糖

尿病和抗抑郁能力 [1]，被广泛应用于医药和

食品等健康领域。然而咖啡酸在植物中以低水

平积累，提取困难且昂贵[2]。生物合成咖啡酸

是以酪氨酸为前体，通过酪氨酸解氨酶(tyrosine 
ammonia lyases，TAL)与 4-羟基苯乙酸-3-羟化酶

(4-hydroxyphenylacetate 3-hydroxylase，4HPA3H) 
(由 hpaB 和 hpaC 编码)、对香豆酸-3-羟化酶

(p-coumarate 3-hydroxylase，C3H)或细胞色素

P450 酶 CYP199A2 合作催化得到 [3] (图 1)。
当前研究代谢改造合成咖啡酸最常用底盘细

胞是大肠杆菌 (Escherichia coli)和酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae)[4]，在 E. coli 中，Lin 等

利用内源酶 4HPA3H 与荚膜红细菌(Rhodobacter 
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图 1  咖啡酸生物合成途径 
Figure 1  Caffeic acid biosynthesis pathway. 
 
capsulatus)来源的 TAL (RcTAL)成功以葡萄糖

生产咖啡酸(12.1 mg/L)[2]，Li 等在 S. cerevisiae

中表达 RcTAL 和拟南芥的 C3H 与 P450 还原酶

CPR1，并经代谢途径和培养基优化后咖啡酸产

量达 11.4 mg/L[5]。除添加昂贵的前体物质外，

受限于通路基因表达强度或菌株自身特性等因

素，代谢通路未改造时 E. coli 与 S. cerevisiae

中咖啡酸初始产量均较低，同时 E. coli 等模式

菌株耐酸性差将是未来高产咖啡酸的瓶颈。 
产甘油假丝酵母 (Candida glycerinogenes) 

WL2002-5 是一株有自主知识产权与多重抗逆性

能的工业安全菌株[6]，在生物合成化合物方面有

重要应用[7-9]。与 E. coli 和 S. cerevisiae 等模式

菌株相比，C. glycerinogenes 不仅具有从葡萄糖

到酪氨酸的完整代谢途径，更重要的是具有高

于模式菌种数倍甚至 10 倍的强耐酸性能，同时

还有生长与发酵速率快、耐高温和耐高渗透压

等特性[10]，是生物合成咖啡酸很有潜力的宿主。

本课题组已成功在 C. glycerinogenes 中整合表达咖

啡酸合成的相关基因，初始产量为 14.71 mg/L[11]，

但二倍体 C. glycerinogenes[12]的整合操作烦琐

复杂，影响深层次的合成代谢改造。 
本研究构建并优化 C. glycerinogenes 非整

合表达体系，以期解决 C. glycerinogenes 非整

合表达合成咖啡酸这一限制性问题，同时为后

期生产咖啡酸改造代谢途径提供新工具。 

1  材料与方法 
1.1  菌株和质粒 

研究中所使用的菌株和质粒如表 1 所示，

其中 E. coli JM109、C. glycerinogenes WL2002-5 
(CCTCC M93018)、C. glycerinogenes WL2002-5/ 
ΔURA5、Pichia pastoris GS115 和 pRS414 为实

验室保藏，其余质粒为本研究构建。本研究使

用的所有引物序列如表 2 所示。 

1.2  主要试剂和仪器 
蛋白胨和酵母粉，OXOID 公司；酵母无氨

基氮源(yeast nitrogen base，YNB)与酵母基因组

DNA 快速抽提试剂盒，生工生物工程(上海)股
份有限公司；Ex Taq DNA 聚合酶、限制性内切

酶和 pMD™ 19-T Vector Cloning Kit，TaKaRa 公

司；ABclonal MultiF Seamless Assembly Mix，武

汉爱博泰克生物科技有限公司；AceQ Universal 
SYBR qPCR Master Mix，南京诺唯赞生物科技

股份有限公司；质粒提取试剂盒、柱回收试剂

盒和凝胶回收试剂盒，上海捷瑞生物工程有限

公司。PCR 扩增仪和实时荧光定量基因扩增

仪，Bio-Rad 公司；高效液相色谱仪，江苏汉

邦科技有限公司；紫外分光光度计，北京普析

通用公司。所用引物由无锡天霖技术有限公司

合成。 

1.3  培养基与培养方法 
LB 培养基(g/L)：酵母提取物 5.0，蛋白胨 
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表 1  本研究所用菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Strain and plasmid Related characteristics 
Strains 

E. coli JM109 Genetic cloning of hosts 
C. glycerinogenes WL2002-5 Wild type; CCTCC M93018 

C. glycerinogenes WL2002-5/ΔURA5 Uracil nutritional deficient strains 
P. pastoris GS115 

Plasmids 
pRS414 CEN/ARS, TEF1p, CYC1t, TRP1, Ampr   
pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS KLARS, GAPp, TAL, hpaB, hpaC, AOX1t, URA5, Ampr   
pTGAPU-CA-AOX1t-414ARS 414ARS, GAPp, TAL, hpaB, hpaC, AOX1t, URA5, Ampr   
pTGAPU-CA-AOX1t-PSARS PSARS, GAPp, TAL, hpaB, hpaC, AOX1t, URA5, Ampr   
pTGAPU-CA-AOX1t-KMARS KMARS, GAPp, TAL, hpaB, hpaC, AOX1t, URA5, Ampr   
pTGAPU-CA-AOX1t-SPARS SPARS, GAPp, TAL, hpaB, hpaC, AOX1t, URA5, Ampr   
pTGAPU-CA-AOX1t-upKLARS KLARS, GAPp, TAL, hpaB, hpaC, AOX1t, URA5, Ampr 
pTGAPU-CA-AOX1t-opKLARS KLARS, GAPp, TAL, hpaB, hpaC, AOX1t, URA5, Ampr 
pTGAPU-Ko-CA-AOX1t-KLARS KLARS, GAPp, Kozak, TAL, hpaB, hpaC, AOX1t, URA5, Ampr 
pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS-T250 pTGAPU-CA-KLARS (Promoter truncation 250 bp of URA5) 
pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS-T500 pTGAPU-CA-KLARS (Promoter truncation 500 bp of URA5) 
pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS-T700 pTGAPU-CA-KLARS (Promoter truncation 700 bp of URA5) 
pTGPDU-CA-AOX1t-KLARS KLARS, GPDp, TAL, hpaB, hpaC, AOX1t, URA5, Ampr 
pTSTL3U-CA-AOX1t-KLARS KLARS, STL3p, TAL, hpaB, hpaC, AOX1t, URA5, Ampr 
pTGMTU-CA-AOX1t-KLARS KLARS, GMTp, TAL, hpaB, hpaC, AOX1t, URA5, Ampr 
pTCWP1U-CA-AOX1t-KLARS KLARS, CWP1p, TAL, hpaB, hpaC, AOX1t, URA5, Ampr 
pTGAPU-CA-CYC1t-KLARS KLARS, GAPp, TAL, hpaB, hpaC, CYC1t, URA5, Ampr 
pTGAPU-CA-URA5t-KLARS KLARS, GAPp, TAL, hpaB, hpaC, URA5t, URA5, Ampr 
pTGAPU-CA-TRP1t-KLARS KLARS, GAPp, TAL, hpaB, hpaC, TRP1t, URA5, Ampr 
pTGAPU-CA-1t-KLARS KLARS, GAPp, TAL, hpaB, hpaC, 1t, URA5, Ampr 
pTGAPU-CA-2t-KLARS KLARS, GAPp, TAL, hpaB, hpaC, 2t, URA5, Ampr 
pTGAPU-CA-3t-KLARS KLARS, GAPp, TAL, hpaB, hpaC, 3t, URA5, Ampr 
pTGAPU-CA-4t-KLARS KLARS, GAPp, TAL, hpaB, hpaC, 4t, URA5, Ampr 
pTGAPU-CA-5t-KLARS KLARS, GAPp, TAL, hpaB, hpaC, 5t, URA5, Ampr 
pTGAPU-CA-G1t-KLARS KLARS, GAPp, TAL, hpaB, hpaC, G1t, URA5, Ampr 

 
10.0，氯化钠 10.0；抗性平板需添加 100 µg/mL
的氨苄青霉素。 

SD 培养基(g/L)：YNB 6.7，葡萄糖 20.0，
pH 为 7.0。 

固体培养基需要添加 20 g/L 的琼脂粉。 
培养方法：E. coli JM109 在含有 100 µg/mL

氨苄青霉素的 LB 培养基中于 37 °C 培养，用以

本研究中所有载体的构建；C. glycerinogenes 
WL2002-5/ΔURA5 用于所有酵母转化并于 30 °C
条件下利用 SD 培养基培养。 

发酵培养：SD 培养基，30 °C，其中研究不

同启动子时重组菌株特定培养条件。GAPp[13]：

YNB 6.7 g/L，葡萄糖 300 g/L，pH 为 7.0，培养

温度为 30 °C；GPDp[14]：YNB 6.7 g/L，葡萄糖 
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表 2  本研究所用引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primers Sequences (5′→3′) 
GAPp-F AGGCCTACACCACAGCAGCACCAAC 
GAPp-R gtactcattgatggtattcatGGGCCCTTTTTGTAATTGTGTTTGTTTGTGTGTTTTGTGTGTTTTG 
URA5-F GGTACCCTCGAAAACGGCGACGGTATTAGACG 
URA5-R GCGGCCGCTGAACACCATTGTACCAATGCACTCATTC 
AOX1t-F aaatggaagctccagtttaaTCAAGAGGATGTCAGAATGCCATTTGC 
AOX1t-R GCTAGCTCTCACTTAATCTTCTGTACTCTGAAGAG 
KLARS-F tacagaagattaagtgagaGCTAGCCAACATCTTTGGATAATATCAGAATGAG 
KLARS-R taccgtcgccgttttcgagGGTACCTAGTGCTGATTATGATTTGACGTTTATATAC 
414ARS-F tacagaagattaagtgagaGCTAGCGATCGCTTGCCTGTAACTTACACG 
414ARS-R taccgtcgccgttttcgagGGTACCATCACGTGCTATAAAAATAATTATAATTTAAAT 
PSARS-F tacagaagattaagtgagaGCTAGCAGTATAGGATATGGTGTTTAGC 
PSARS-R taccgtcgccgttttcgagGGTACCTCTGCGGTGTCTACAAGGTCAGAAG 
KMARS-F tacagaagattaagtgagaGCTAGCGATCCAAGTCTGAAGGTTG 
KMARS-R taccgtcgccgttttcgagGGTACCGATCATATCATAAAATTAAAAATTATGTACTTT 
SPARS-F tacagaagattaagtgagaGCTAGCTCTATAATTATAGCTAAAAATTGTATTTTAA 
SPARS-R taccgtcgccgttttcgagGGTACCGTACTAAAACAGCAGTTAGCGAAAATTA 
CA-F ATGAATACCATCAATGAGTACTTGT 
CA-R TTAAACTGGAGCTTCCATTTCCAATC 
upKLARS-F gcctgccgttcgacgattCAACATCTTTGGATAATATCAGAATGAG 
upKLARS-R gttggtgctgctgtggtgTAGTGCTGATTATGATTTGACGTTTATATAC 
opKLARS-F attggtacaatggtgttcaCAACATCTTTGGATAATATCAGAATGAG 
opKLARS-R cgcggatcttccagagatTAGTGCTGATTATGATTTGACGTTTATATAC 
Kozak-F ttacaaaaacacgccaccATGAATACCATCAATGAGTACTTGT 
Kozak-R ggtggcgtgtttttgtaaTTGTGTTTGTTTGTGTGTTTTGT 
T250-F aatcataatcagcactaggtaccTAACTCCATTTACTTCATAAGGTGAGC 
T500-F aatcataatcagcactaggtaccTGTCTTTGTCGATAAGTAGGGAAT 
T700-F aatcataatcagcactaggtaccATCGCATATATTTAATTAGCATGCCT 
TP-R ggtacctagtgctgattatgattTGACGTT 
GPDp-F gcctgccgttcgacgattaggcctCCAGTTCCCGTTTTCCATTTC 
GPDp-R gtactcattgatggtattcatgggcccTTTAATGTTTGATCTATTCAATGTCTTGATAGT 
STL3p-F gcctgccgttcgacgattaggcctGCAGTTGACAATTTGGATCAGT 
STL3p-R gtactcattgatggtattcatgggcccTTCCGCCCAATGTTTGTTGAAG 
GMTp-F gcctgccgttcgacgattaggcctATACTATACAATTGTAAAATACAATCCAATACAC 
GMTp-R gtactcattgatggtattcatgggcccTTCTAGTATGTTGATAGGAACAACTGGA 
CWP1p-F gcctgccgttcgacgattaggcctGATTTCCTTGAGCCCATCAATG 
CWP1p-R gtactcattgatggtattcatgggcccTATGTATGGTTTGTTTTAGCGAGTGAC 
CYC1t-F aaatggaagctccagtttaaTCATGTAATTAGTTATGTCACGCTT 
CYC1t-R ctgatattatccaaagatgttggctagcGCAAATTAAAGCCTTCGAGCG 
URA5t-F aaatggaagctccagtttaaCACCTCCTTCTTAGTATACGTCTC 
URA5t-R ctgatattatccaaagatgttggctagcTGAACACCATTGTACCAATGC 
 (待续)
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 (续表 1)
TRP1t-F aaatggaagctccagtttaaGTAGATTAACTTAAAAATATAAAAAAATTGAATGATTCTTATAG 
TRP1t-R ctgatattatccaaagatgttggctagcGTTCAGAATTTACAAGATTCCAGATG 
1t-F tatatatatatataactgtctAGAAATAAAGAGTATCATCTTTCAAAGCTAGCCAACATCTTTGGATAATATCAGA

ATGAG 
1t-R agacagttatatatatatataTATATATATATATATATATATATATATTAAACTGGAGCTTCCATTT 
2t-F tatatattttactgtctagatttttaataaagagtatcatctttcaaaGCTAGCCAACATCTTTGGATAATATCAGAATGAG 
2t-R tttgaaagatgatactctttattaaaaatctagacagtaaaatatataTTAAACTGGAGCTTCCATTT 
3t-F tatataactgtctagaaaaaaagagtatcatctttcaaaGCTAGCCAACATCTTTGGATAATATCAGAATGAG 
3t-R tttgaaagatgatactctttttttctagacagttatataTTAAACTGGAGCTTCCATTT 
4t-F tatataactgtctagaaataaattttttttcaaaGCTAGCCAACATCTTTGGATAATATCAGAATGAG 
4t-R tttgaaaaaaaatttatttctagacagttatataTTAAACTGGAGCTTCCATTT 
5t-F taactgtctagaaataaagagTATCATCTTTCAAAGCTAGCCAACATCTTTGGATAATATCAGAATGAG 
5t-R ctctttatttctagacagttaTATAAAAAAAAAAA TTAAACTGGAGCTTCCATTT 
G1t-F tatataactgtctagaaataaagagtatcatctttcaaaGCTAGCCAACATCTTTGGATAATATCAGAATGAG 
G1t-R tttgaaagatgatactctttatttctagacagttatataTTAAACTGGAGCTTCCATTT 
RT-URA3-F TGGTGTCTTCCGTATTGCCGAATG 
RT-URA3-R TTGTTTCTTGGGCTGCCTCCTTC 
RT-CA-F ACATGGTGGTGTTGGTGCTTCTG 
RT-CA-R ACTTCTGGGGTTGGTCTTCTTTCAC 
注：F：上游引物，R：下游引物，下划线部分为限制性酶切位点，小写字母为同源重组连接时的同源序列 
Note: F: Upstream primer, R: Downstream primer, underlined part is restriction enzyme cut site, lowercase letter is 
homologous sequence when homologous recombination is joined. 
 

200 g/L，pH为 7.0，培养温度为 30 °C；STL3p[15]：

YNB 6.7 g/L，葡萄糖 300 g/L，pH 为 7.0，培养

温度为 30 °C；GMTp[16]：YNB 6.7 g/L，葡萄糖

20 g/L，pH 为 2.0，培养温度为 30 °C；CWP1p[17]：

YNB 6.7 g/L，葡萄糖 20 g/L，pH 为 7.0，培养

温度为 42 °C。250 mL 三角瓶 50 mL 装液量，

200 r/min 振荡培养，初始接菌 OD600 为 0.1，培

养 3 d。 

1.4  载体构建 
1.4.1  咖啡酸合成初始游离载体构建 

以 C. glycerinogenes 基因组为模板，利用引

物对 GAPp-F/GAPp-R 与 URA5-F/URA5-R 通过

PCR 扩增获得 GAP 启动子和基因 URA5，以巴

斯德毕赤酵母(Pichia pastoris) GS115 基因组为

模板，利用 AOX1t-F/AOX1t-R 通过 PCR 扩增

获得 AOX1 终止子，自主复制序列(KLARS、
414ARS、PSARS、KMARS 和 SPARS)与针对

C. glycerinogenes 密码子偏好性优化后通过融

合蛋白技术获得的基因片段 CA：5′-TAL-hpaB- 
hpaC-3′ (其中 TAL 与 hpaB 之间有连接序列

GGTTCTGGT)由无锡天霖技术有限公司合成；

利用 KLARS-F/KLARS-R 通过 PCR 扩增获得

KLARS，同样方法获得 PSARS、KMARS、

SPARS 和 414ARS，利用 CA-F/CA-R 通过 PCR
扩增获得 CA，经 Gibson Assembly 方法获得片段

5′-GAPp-CA-AOX1t-ARS-URA5-3′，利用 TA 克

隆将其与 pMD™ 19-T 载体连接获得 pTGAPU- 
CA-AOX1t-ARS (图 2)，其中 ARS 分别为

KLARS、414ARS、PSARS、KMARS 和 SPARS。 
1.4.2  优化 ARS 位点载体构建 

利用引物对 upKLARS-F/upKLARS-R 通过

PCR 扩增获得 upKLARS，Stu Ⅰ酶切 pTGAPU- 
CA-AOX1t-KLARS，经 Gibson Assembly 方法获

得 pTGAPU-CA-AOX1t-upKLARS (up-KLARS)，
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同样方法获得 pTGAPU-CA-AOX1t-opKLARS 
(op-KLARS)；添加 Kozak 序列载体构建：以

pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS为模板，利用Kozak-F/ 
Kozak-R 经 PCR 扩增后直接转化 E. coli JM109
获得 pTGAPU-Ko-CA-AOX1t-KLARS (Ko)；URA5
启动子截短载体构建：以 pTGAPU-CA-AOX1t- 
KLARS 为模板，分别利用引物对 T250-F/TP-R、

T500-F/T500-R 和 T700-F/T700-R 经 PCR 扩增

后直接转化 E. coli JM109 获得 pTGAPU-CA- 
AOX1t-KLARS-T250 (T250) 、 pTGAPU-CA- 
AOX1t-KLARS-T500 (T500) 和 pTGAPU-CA- 
AOX1t-KLARS-T700 (T700)；不同启动子载体

构建：以 C. glycerinogenes 基因组为模板，利

用 GPDp-F/GPDp-R 通过 PCR 扩增获得 GPD 启

动子， Stu Ⅰ 与 Apa Ⅰ 双酶切 pTGAPU-CA- 
AOX1t-KLARS，经 Gibson Assembly 方法获得

pTGPDU-CA-AOX1t-KLARS，同样方法获得

pTSTL3U-CA-AOX1t-KLARS 、 pTGMTU-CA- 
AOX1t-KLARS 和 pTCWP1U-CA-AOX1t-KLARS；
不同终止子载体构建：以 pRS414 为模板，利

用 CYC1t-F/CYC1t-R 通过 PCR 扩增获得 CYC1
终止子，以 C. glycerinogenes 基因组为模板，

分别利用 URA5t-F/URA5t-R 和 TRP1-F/TRP1-R
通过 PCR 扩增获得 URA5 和 TRP1 的终止子，

利用 1t-F/1t-R 通过 PCR 扩增获得合成终止子

1t，分别通过 Gibson Assembly 方法与 Nhe Ⅰ酶
切后的 pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS 连接，获得

pTGAPU-CA-CYC1t-KLARS 、 pTGAPU-CA- 
URA51t-KLARS、pTGAPU-CA-TRP1t-KLARS 和

pTGAPU-CA-1t-KLARS ， 同 样 方 法 获 得

pTGAPU-CA-2t-KLARS、pTGAPU-CA-3t-KLARS、
pTGAPU-CA-4t-KLARS、pTGAPU-CA-5t-KLAR
和 pTGAPU-CA-G1t-KLARS。 

1.5  载体拷贝数测定 
提取阳性克隆子总 DNA，以载体上的基因 

 
 
图 2  咖啡酸合成初始游离载体示意图 
Figure 2  Schematic diagram of the initial episomal 
plasmids for caffeic acid synthesis. 
 
TAL 为目的基因，以染色体上的基因 URA3 为

内参基因，使用 SYBR qPCR Master Mix 在实

时荧光定量基因扩增仪上进行 qPCR，引物序

列见表 2。 

1.6  测定方法 
生物量以 OD600 的值进行表达，通过分光

光度计测定。 
利用高效液相色谱检测咖啡酸：发酵液经

10 000 r/min 离心 15 min，取 1 mL 上清液经   
0.22 μm 水系微孔滤膜过滤，利用 HPLC 法检测

发酵液中咖啡酸的浓度。色谱柱为 C18 反相色

谱柱(4.6 mm×250 mm，5 μm)，流动相为水:乙
腈:乙酸体积比为 849:150:1，柱温为 30 °C，流

速为 0.4 mL/min，进样体积为 5 μL。 

1.7  统计分析 
所有统计测试分析均使用软件 IBM SPSS 

Statistics 26。数据符合正态分布采用平均数±标
准差表示；符合正态分布与方差齐性的两组间

数据比较采用两独立样本 t 检验；多组间数据

比较符合条件采用单因素 ANOVA 检验，组间

两两比较采用 LSD/Duncan 法；P<0.05 表示数
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据有显著性差异，具有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  产甘油假丝酵母系列游离载体的构建

及咖啡酸合成 
根据咖啡酸生物合成途径，选择的通路基

因 TAL、hpaB 和 hpaC 分别来源于约氏黄杆菌

(Flavobacterium johnsoniae) 、铜绿假单胞菌

(Pseudomonas aeruginosa) 和 肠 道 沙 门 氏 菌

(Salmonella enterica)，合成基因片段 CA 用于

C. glycerinogenes 中构建咖啡酸合成途径[2]。 
酵母游离载体属穿梭载体，含表达外源基

因的启动子和终止子、用于插入外源基因的单克

隆或多克隆位点(multiple cloning site，MCS)，以

及两套分别用于E. coli和酵母中的选择标记与自

主复制序列(autonomously replicating sequence，
ARS)[18]。在无天然游离质粒的 C. glycerinogenes
中非整合表达生产咖啡酸的首要任务是筛选出

可用于游离载体构建的 ARS[19]。将选择的外源

ARS 分别命名为 KLARS[20]、414ARS、PSARS[21]、

KMARS[22]和 SPARS[23] (表 3)，构建系列载体

pTGAPU-CA-AOX1t-ARS (图 2)通过 PEG/LiAc
法转化酵母进行研究。结果表明不同载体转化后

产生的菌落数相差很大(表 4)，由 KLARS 构建的

载体转化后所获得的转化子数最多，达 225 个，

而由其余几种 ARS 构建的载体获得的转化子很 

表 3  所获得的不同来源的 ARS  
Table 3  ARS from different sources obtained 
ARS Source 
KLARS Kluyveromyces lactis 
414ARS S. cerevisiae pRS414 
PSARS Pichia stipitis 
KMARS Kluyveromyces marxianus 
SPARS Schizosaccharomyces pombe 
 
少。最终选择由 KLARS 与 414ARS 构建的载体

用以咖啡酸的合成，检测两者重组菌株发酵液

中咖啡酸的产量(表 4)，发现只有由 KLARS 构

建的载体成功实现了咖啡酸在 C. glycerinogenes
中的合成，产量达 7.8 mg/L。结果表明构建的

载体性能差异较大，利用 qPCR 检测质粒在   
C. glycerinogenes 中的拷贝数(表 4)，发现由

KLARS 构建的载体拷贝数为 5，其余载体拷贝

数几乎检测不到。以上表明在 C. glycerinogenes
中通过游离载体 pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS
实现了咖啡酸合成。 

2.2  优化载体 ARS 位点增加咖啡酸产量 
ARS 位于目的基因表达元件的不同位置会影

响目的基因的表达[24]，探究该游离载体 KLARS
的位置对咖啡酸合成的影响，以 KLARS 位于目的

基因表达元件下游的 pTGAPU-CA-AOX1t- 
KLARS (dn-KLARS)为模板，改变 KLARS 位置

获得位于目的基因表达元件上游与对侧的载体

up-KLARS 和 op-KLARS (图 3A)，用于咖啡酸 

 
表 4  不同载体的转化子数、拷贝数和对应咖啡酸产量 
Table 4  Number of transformants, copy number and caffeic acid yield of different vectors 
Plasmid Number of transformers/5 μg DNA Caffeic acid yield (mg/L) Copy number 
pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS 225±13* 7.80±0.09 5.0±0.2 
pTGAPU-CA-AOX1t-414ARS 19±8 − − 
pTGAPU-CA-AOX1t-PSARS 6±3 − − 
pTGAPU-CA-AOX1t-KMARS 7±4 − − 
pTGAPU-CA-AOX1t-SPARS 5±3 − − 
注：表中数据为平均值±标准差；−：数值无法检测或未检测；*：P<0.05 
Note: Data in table are mean±standard deviation. −: Not detected or not tested. Compared with other plasmids, *: P<0.05. 
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图 3  KLARS 位置对咖啡酸产量的影响   A：KLARS 位于载体不同位置的示意图；B：KLARS 位于

载体不同位置时的咖啡酸产量。图中显示 3 次独立实验的平均值±标准差；*：P<0.05 
Figure 3  Effect of KLARS location on caffeic acid yield. A: Schematic diagram of KLARS at different 
positions of plasmid; B: Caffeic acid yield of KLARS at different positions of plasmid. Graphs show the 
mean±standard deviation of three independent experiments; Compared with pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS, *: 
P<0.05. 
 
合成。结果显示，up-KLARS 获得的产量最高，

达 9.3 mg/L，较 dn-KLARS 提高约 19%；相反

地，op-KLARS 获得的产量比 dn-panARS 降低

约 28%，为 5.6 mg/L (图 3B)，表明 KLARS 位于

目的基因表达元件上游时对咖啡酸合成最有益。 

2.3  利用 Kozak 序列促进咖啡酸合成 
Kozak 序列是真核生物 mRNA 起始密码子

AUG 两侧的序列，其与翻译起始因子结合而

影响 mRNA 的翻译[25]。为保证氨基酸序列不发

生变化，在载体 pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS 目

的基因(CA)起始密码子上游添加 Kozak 序列获

得载体 Ko，检测改造前后两者重组菌株发酵

液的咖啡酸产量。结果显示，改造后咖啡酸产

量为 11.6 mg/L (图 4)，较改造前提升约 49%，表

明利用 Kozak 序列能明显促进 C. glycerinogenes
的咖啡酸合成。 

 
 

图 4  Kozak序列对咖啡酸产量的影响   图中显

示 3 次独立实验的平均值±标准差；*：P<0.05 
Figure 4  Effect of Kozak sequences on caffeic 
acid yield. Graphs show the mean±standard 
deviation of three independent experiments; 
Compared with pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS, *: 
P<0.05. 
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2.4  调节 URA5 启动子长度提高咖啡酸产量 
调节载体标记基因的启动子长度可以增加

载体拷贝数，从而提高产物产量[26]。由标记基

因 URA5 启动子序列可知(图 5A)，以起始密码

子 ATG 中 A 为+1，−65、−321、−415 这 3 个位

点为 TATA 盒[27]，−117 是转录起始位点 TSS[28]。

对 载 体 pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS (T0) 的
URA5 启动子分别截短 250、500 和 700 bp，得

到载体 T250、T500 和 T700。结果表明(图 5B)：
URA5 启动子截短 250 bp 时，3 个位点的 TATA

盒均未受影响，咖啡酸产量为 14 mg/L，较初始

T0 提升约 79%；截短 500 bp 时，失去−415 与

−321 两个位点的 TATA 盒，产量为 4.3 mg/L，

降低约 45%；截短 700 bp 致所有 TATA 盒和 TSS
位点丧失且无转化子。进一步提取含 T0、T250
和 T500 的重组菌株的总 DNA，利用 qPCR 测

定质粒拷贝数(图 5C)，可知 T250 拷贝数最高约

为 9，T0 拷贝数约为 5，而 T500 拷贝数约为 3，
这表明调节 URA5 启动子长度可以增加载体拷

贝数，从而提高咖啡酸产量。 
 

 
 
图 5  URA5 启动子不同程度截短对咖啡酸产量的影响   A：URA5 启动子序列；B：URA5 启动子截

短前后的咖啡酸产量；C：URA5 启动子截短前后载体的拷贝数。图中显示 3 次独立实验的平均值±标
准差；*：P<0.05 
Figure 5  Effect of different levels of truncation of the URA5 promoter on the yield of caffeic acid. A: URA5 
promoter sequence; B: Caffeic acid yield before and after URA5 promoter truncation; C: The copy number of 
plasmid before and after truncation of URA5 promoter. Graphs show the mean±standard deviation of three 
independent experiments; Compared with pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS, *: P<0.05. 
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2.5  不同启动子与终止子对咖啡酸合成的

影响 
启动子作为基本的顺式作用元件可以控

制目标基因转录强度[29]，终止子负责终止基因

的转录，其强弱会影响 mRNA 转录的终止效 
率[30]。不同诱导方式的启动子或不同终止子会

影响目的基因的转录从而对产物的合成产生

影响。 
课题组前期研究中获得了多种典型诱导启

动子。为探究多种诱导启动子在该游离载体上

启动基因表达合成咖啡酸的可行性，比较不同

条件下对应诱导启动子对咖啡酸产量的影响，

利用本课题组库藏的 C. glycerinogenes 启动子：

渗透压诱导的 GAPp[13]、GPDp[14]和 STL3p[15]，

酸诱导的 GMTp[16]和高温诱导的 CWP1p[17]，以

pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS 为模板构建含不

同启动子的载体，将含不同载体的重组菌株在

特定条件下培养 24 h 检测咖啡酸产量。结果表

明利用 GAPp、GPDp、STL3p、GMTp 和 CWP1p

均检测到咖啡酸的合成，产量分别为 7.8、5.1、
4.0、3.1 和 3.5 mg/L (图 6A)。该结果说明不同

诱导启动子在对应诱导条件下均能实现咖啡酸

的合成，而且 GAPp 启动强度最高。 
为研究不同终止子对咖啡酸产量的影响，

以 pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS (AOX1t)为模

板，利用不同终止子替换 AOX1t，终止子分别为：

S. cerevisiae 终止子 CYC1t 和 C. glycerinogenes
内源终止子 URA5t、TRP1t，分别针对终止子

的效率元件、连接序列 1、定位元件、连接序

列 2 和 poly A 位点等元素优化后合成的简短终

止子 1t、2t、3t、4t 和 5t，以及报道的最简终止

子 G1t[31]。结果显示(图 6B)利用 URA5t 获得的

咖啡酸产量最高，达 29.1 mg/L，是初始产量的

3.73 倍，TRP1t 获得的咖啡酸产量为 11.9 mg/L，

是初始产量的 1.53 倍，而使用外源酵母终止子

与合成终止子时咖啡酸产量则普遍偏低。总而言

之，各个终止子均能完成转录终止的作用而合成

咖啡酸，同时内源终止子表现出了显著优势。 
 

 
 
图 6  不同启动子与终止子对咖啡酸产量的影响   A：不同启动子对咖啡酸产量的影响；B：不同终

止子对咖啡酸产量的影响。图中显示 3 次独立实验的平均值±标准差；*：P<0.05 
Figure 6  Effect of different promoters and terminators on caffeic acid yield. A: Effect of different 
promoters on caffeic acid yield; B: Effect of different terminators on caffeic acid yield. Graphs show the 
mean±standard deviation of three independent experiments; Compared with pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS, *: 
P<0.05. 
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3  讨论与结论 
利用非整合方式表达合成咖啡酸的基因，

关键是获得在 C. glycerinogenes 中能自我复制

的游离载体。ARS 赋予载体独立于染色体外的

自主复制能力[19]，筛选 ARS 是构建游离载体必

不可少的一步。本研究从不同来源的 5 个 ARS
中选择的 KLARS所构建的载体转化子数与拷贝

数均最高，而这在酵母中是高性能游离载体的直

观表现[32]，由于KLARS来源于乳酸克鲁维酵母，

相较于本研究中其他几株酵母，C. glycerinogenes
与乳酸克鲁维酵母有更高的相似性，因此推测

KLARS 在 C. glycerinogenes 中更容易被识别并

起作用。研究发现 KLARS 在载体中的位置对

表达合成咖啡酸有明显影响，而且 KLARS 位

于目的基因表达元件上游时对咖啡酸合成能力

促进最大，这与有关报道表明 ARS 位于下游时

更有助于目的基因表达[24]存在不同，这可能是

KLARS 在 C. glycerinogenes 中更有益于增强

内源启动子 GAPp 的性能，或可能 KLARS 位

于目的基因表达元件上游时更适合目的基因在

C. glycerinogenes 中表达，因此 ARS 位置应根

据不同基因和宿主进行调整以适应表达要求。

研究表明真核生物中 Kozak 序列对翻译起始有

重要作用[25]，游离载体融入 Kozak 序列后可强

化咖啡酸合成的基因表达而使产物明显增加。

载体标记基因启动子截短策略已被广泛应用于

增加基因表达量而提高产物产量[26]，所构建的

pTGAPU-CA-AOX1t-KLARS中 URA5启动子截

短 250 bp 时咖啡酸产量明显提高，研究表明载

体标记基因启动子部分缺陷会导致标记基因表

达强度降低，为了应对筛选条件，菌体需更高

拷贝数的载体弥补单个标记基因降低的表达

量，从而获得含更高拷贝数载体的重组菌株[26]，

但这种截短强度应考虑不可过多涉及 TATA 盒，

特别不能删除 TSS 序列，本研究利用 qPCR 也

证实咖啡酸产量的提高是由于载体拷贝数的增

加。研究中所选启动子均来自 C. glycerinogenes，
其在游离载体上均能实现目的基因的表达，考

察这些诱导启动子的性能有助于了解不同启动

子所构建游离载体的实际应用。此外，内源终

止子性能明显强于外源终止子，利用 URA5t 时
咖啡酸产量最高，这表明 C. glycerinogenes 偏

好于自身来源的终止子序列，值得注意的是过

于简短的合成终止子序列可能会影响转录终止

的修饰而降低终止效率[31]，这在本研究中通过

表达合成咖啡酸基因得到验证。 
总 而 言 之 ， 本 研 究 构 建 并 优 化 用 于      

C. glycerinogenes 咖啡酸合成的游离载体，使产

量达 29.1 mg/L，明显高于课题组前期整合表达

获得的初始咖啡酸产量(14.71 mg/L)[11]，另一方

面也高于 E. coli 或 S. cerevisiae 利用商业载体

从葡萄糖直接获得的初始产量(12.1 mg/L[2]或

0.183 mg/L[5])，这表明了在 C. glycerinogenes 中

利用非整合表达体系改造代谢途径高产咖啡酸的

潜力。游离载体的获得为今后在 C. glycerinogenes
中调控生产提供了分子操作工具，同时为其他

无游离质粒菌株构建游离载体和调控生产提供

了参考。 
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