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毕赤酵母强启动子 PCAT1的改造 

及转录因子结合位点分析 
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摘要：本研究通过随机突变对毕赤酵母甲醇诱导型强启动子 PCAT1进行改造，以绿色荧光蛋白为表征，经过高通量筛选，获得一

个活性范围为 25.57%~138.12%的 PCAT1启动子库；通过测序发现活性提高了 38.12%的 PCAT1变体 6-39 在 5’-3’方向上的-118bp 处的碱

基由 A 突变为了 G。用转录因子结合位点在线预测软件 MatInspector 分析该 PCAT1变体的转录因子结合位点变化，发现该 PCAT1变体与

野生型的 PCAT1相比，F$YMCM 结合位点减少，并且 F$CSRE 和 F$YGAL 结合位点增多。接着，用 MatInspector 分析 16 种毕赤酵母

甲醇利用途径基因启动子的转录因子结合位点，发现转录因子 F$CSRE 结合位点在甲醇诱导型启动子中分布广泛，F$YGAL 结合位

点仅在组成型的启动子中分布广泛，推测 F$CSRE 结合位点的增多最有可能提高 PCAT1的甲醇诱导活性，为毕赤酵母甲醇利用途径基

因启动子关键位点解析提供参考。 
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Abstract: In this study, the methanol-inducible strong promoter PCAT1 of Pichia pastoris was modified by random mutation, characterized 

by green fluorescent protein. After high-throughput screening, a PCAT1 promoter library with an activity range of 25.57%- 138.12% was obtained. 

It was found that the PCAT1 variant 6-39 whose activity increased by 38.12% was mutated from A to G at the -118 bp in the 5 '-3'direction.The 

online prediction software for transcription factor binding sites, MatInspector, was used to analyze the change of transcription factor binding 

sites of the PCAT1 variants. Compared to wild-type PCAT1, the binding site of F$YMCM of the PCAT1 variant was reduced, and the binding sites 

of F$CSRE and F$YGAL increased. Then, the transcription factor binding sites of 16 promoters of the genes involved in methanol utilization 

pathway of Pichia pastoris were analyzed by MatInspector. It was found that the binding sites of the transcription factor, F$CSRE, were widely 

distributed in the methanol-inducible promoters, whilst the binding sites of F$YGAL were extensively distributed only in the constitutive 

promoter. Thus, the increase of the binding sites of F$CSRE is most likely to increase the methanol-inducing activity of PCAT1, which provides a 

reference for the analysis of the key sites of the promoters of the genes for the methanol utilization pathway of Pichia pastoris. 
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泛的真核蛋白表达系统之一，其具有表达量高、适度

糖基化、适合高密度发酵、遗传背景清晰等优势。使

用强启动子元件提高异源基因的转录水平是提高异源

蛋白表达的常用方法。真核生物Ⅱ类启动子的组成部

分包括很多短核苷酸序列，即转录因子结合位点，主
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要可以分为核心元件和上游调控区[1]，核心元件包括

决定转录起始位置的 TATA 盒和转录起始子（DNA 在

此解开并开始转录）[2]，上游调控区包括 CAAT 盒、

GC 盒、减弱子、静息子等等[3]。 
巴斯德毕赤酵母常用的Ⅱ类启动子一般分为诱

导型启动子和组成型启动子两类[4]。毕赤酵母能够有

效地以甲醇为唯一碳源，这是由于毕赤酵母具有甲醇

利用途径（MUT 途径），其中 MUT 途径的醇氧化酶 1
的启动子PAOX1是目前已知的最强的毕赤酵母启动子；

以 PAOX1 为启动子表达异源蛋白，能够使得异源蛋白

在毕赤酵母高效表达。最近，Thomas Vog[5]等人发现，

MUT 途径过氧化物酶基因的启动子 PCAT1在甲醇诱导

条件下，活性与 PAOX1相当。此外，由于 PCAT1在低浓

度的葡萄糖中也能被有效地激活，通过 PCAT1过表达促

进甲醇诱导的转录因子（如 Mxr1p、Mit1p 等），可以

构建无需甲醇的基于 PAOX1的毕赤酵母表达系统[6]，这

能够促使工业上使用最强的毕赤酵母启动子 PAOX1 提

高目的蛋白产量的同时，减少易燃易爆的甲醇的使用，

并且该表达系统可以用于食品和医药蛋白的生产。因

此，无论在工业上直接运用 PCAT1表达异源蛋白，还是

构建非甲醇利用型毕赤酵母高表达重组蛋白菌株，开

发活性更强的 PCAT1都具有重要的意义。 
目前，随机突变、启动子核心区域改造、启动子

转录因子结合位点改造等方法已成功应用于启动子改

造。通过随机突变将基因突变引入整个启动子区域的

任何位置，快速构建大规模启动子突变体文库，结合

启动子突变体活性的筛选，能够对启动子进行定向进

化。EP-PCR（Error-prone PCR，易错 PCR）是一种简

单的体外随机诱变技术，被认为是获得 DNA 序列多

样性的有效方法[7]。已经有许多研究者对毕赤酵母启

动子进行随机突变改造，并得到了较好的结果，如

Zhang[8]等人通过 EP-PCR 改造了毕赤酵母 PGCW14，并

得到了与野生型相比活性提高了 20%的启动子变体；

Qin[9]等人通过随机突变改造了 PGAP，到一个转录活力

是野生型的约 48 倍的突变启动子。转录因子结合位点

（TFBSs）是启动子的顺式作用元件，影响启动子的

活性和激活条件[10]。目前已有许多基于启动子序列的

TFBSs 预测软件，包括 TESS 、 TRANSFAC 、

MatInspector 等。这些软件通过一定的算法，将输入

的启动子序列与数据库中 TFBSs 的位置权重矩阵

（NWM 或 PWM）进行比较，推测出启动子序列可

能会结合的 TFBSs，有助于研究启动子元件对于启动

子活性的作用[11]。 
在本研究中，通过 EP-PCR 在 PCAT1序列中随机地

引入突变，用 EGFP 表征 PCAT1变体活性，并进行高通

量筛选，构建 PCAT1启动子文库；得到的 PCAT1启动子

变体序列通过TFBSs 预测软件MatInspector 进行启动

子元件分析，进一步用 MatInspector 分析 PAOX1、PCAT1

等 16 种 MUT 途径基因启动子的 TFBSs，探讨转录因

子结合位点在 PCAT1 启动子变体活性提升中的潜在作

用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  MUT 途径启动子的基因序列 
本研究种涉及 16 种 MUT 途径的启动子，包括

PCAT1，PAOX1，PAOX2，PFLD1，PFGH1，PFDH1，PADH2，PDAS1，

PDAS2，PDAK1，PTPI1，PFBA1，PFBA2，PFBP1，PTAL1，PPMP20。

基因序列从 NCBI 数据库中下载得到，基因 ID 在表 1
种列出，并且启动子均为酶基因序列的上游 1000 bp，
CAT1、AOX1、AOX2、ADH2、DAK1、DAS1、DAS2、
FBA1、FBA2、FBP1、FDH1、FGH1、FLD1、PMP20、
TAL1、TPI1 的基因编号分别为 PAS_chr2-2_0131、
PAS_chr4_0821、PAS_chr4_0152、PAS_chr2-1_0472、
PAS_chr3_0841、PAS_chr3_0832、PAS_chr3_0834、
PAS_chr1-1_0072、PAS_chr1-1_0319、PAS_chr3_0868、
PAS_chr3_0932、PAS_chr3_0867、PAS_chr3_1028、
PAS_chr1-4_0547、PAS_chr3_0951、PAS_chr1-1_0072。 
1.1.2  菌株、质粒和引物 

表1 本研究所使用的菌株及质粒 

Table 1 Strains and plasmids used in this study 

菌株/质粒 来源 用途 

大肠杆菌TOP10 本实验室保存 克隆受体菌 

毕赤酵母GS115 本实验室保存 毕赤酵母宿主菌 

GS115-PCAT1-1000-EGFP 本实验室保存 对照菌株 

pPICZα-PCAT1-1000-HIS4-EGFP 本实验室保存 表达载体 

pPIC-EGFP-GADPH 本实验室保存 荧光定量PCR标准质粒 

本研究使用的菌株和质粒如表1所示。 
本研究所使用的引物包括：P_CTA1_S（TGGTC 

ATGAGATCAGATCTCTATGTTGACGGAGAGTGTT
GG），P_CAT1_D（TTTAATTGTAAGTCTTGACTAG 
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AGCAAG），Ori-ga2（AGATCTGATCTCATGACCAAA 
ATC），α-factor ga1（CTCTAGTCAAGACTTACAATTA 
AAATGAGATTTCCTTCAATTTT）。 
1.1.3  主要试剂 

无水葡萄糖、甘油、甲醇、EDTANa2、MnSO4、

醋酸锂，天津大茂化学试剂有限公司；胰蛋白胨、酵

母提取物，Oxoid 公司；YNB 无氨基酵母氮源，

BD-Difco 公司；三羟甲基氨基甲烷、十二烷基磺酸钠，

广州威佳生物技术公司；酵母基因组 DNA 提取试剂

盒（Yeast DNAiso Kit）、DNA Marker、荧光定量 PCR
试剂盒（SYBR® Premix Ex TaqTM II）、PrimeScriptTM 
RT reagent Kit 试剂盒，TaKaRa 公司；琼脂糖凝胶DNA
回收试剂盒、PCR 产物纯化试剂盒、质粒提取试剂盒，

美吉生物公司；KOD FX 高保真聚合酶，日本东洋纺

公司；预混 PCR 试剂 2×Utaq PCR Mix，北京庄盟国

际生物公司；限制性内切酶 Fast Digest Restriction 
Enzymes ，Thermo Scientific 公司；无缝连接酶

（Seamless Assembly Cloning Kit），Clone Smarter 公
司；博莱霉素，Invitrogen 公司；水饱和酚，北京普博

欣生物有限公司；乙酸钠，Bio Basic Inc.公司；焦碳

酸二乙酯，Sigma 公司。 
1.1.4  培养基的配制 

本研究主要使用的培养基（包括LB、LBLZ、YPD、

MD、BMGY、BMMY等）的配制方法参考美国

Invitrogen公司的毕赤酵母表达手册。 

1.2  方法 

1.2.1  用 MatInspector 预测启动子的 TFBSs 
在 Genomatix 网站（ www.genomatix.de ）的

MatInspector 模块中，将启动子序列导入，权重矩阵

库（Matrix library）选择 11.1 版本，基因来源选择酿

酒酵母（没有毕赤酵母选择项），矩阵组（Matrix group）
选择真菌来源和通用启动子核心元件，并且将核心相

似度设置为 0.75（最大为 1.0）。导出分析出的启动子

TFBSs。 
1.2.2  随机突变 PCAT1 启动子 

以 pPICZα-PCAT1-1000-HIS4-EGFP 为 模 板 ，

P_CTA1_S 和 P_CAT1_D 为引物，加入一定的 8 mM 
MnSO4溶液，用 MIX 酶进行 Ep-PCR。为了提高突变

率，以 Ep-PCR 的产物为模板， P_CTA1_S 和

P_CAT1_D 为引物，在相同体系中进行二次 Ep-PCR。 
50 μL 的 Ep-PCR 的体系包含了 25 μL MIX 酶、2 

μL的引物P_CTA1_S和2 μL的引物P_CTA1_D、50 ng
的质粒模板 pPICZα-PCAT1-1000-HIS4-EGFP、4 μL 8 mM 
MnSO4溶液并用 ddH2O 将扩增体系的体积补充至 50 

μL。 
Ep-PCR 的程序为：94 ℃预变性 5 min，扩增循环

30 次，72 ℃延伸 10 min 后，在 4 ℃冰箱中保存；扩

增循环程序为：94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃
延伸 1 kb/min。 
1.2.3  重组菌株的构建 

以 pPICZα-PCAT1-1000-HIS4-EGFP 为模板，Ori-ga2、
α-factor ga1 为引物，用高保真的 KOD FX 酶扩增表达

载体，50 μL 的扩增体系为：25 μL buffer、1 μL 的 KOD 
FX 酶、10 μL 的 dNTPs、1.5 μL 的引物 Ori-ga2 和 1.5 
μL 的引物 α-factor ga1 、 50 ng 的质粒模板

pPICZα-PCAT1-1000-HIS4-EGFP、用 ddH2O 将扩增体系

的体积补充至 50 μL。扩增程序为：94 ℃预变性 5 min，
扩增循环 30 次，68 ℃延伸 10 min 后，在 4 ℃冰箱中

保存；扩增循环程序为：98 ℃变性 10 s，55 ℃退火

30 s，68 ℃延伸 1 kb/min。 
得到的载体 DNA 通过使用 GeL extraction Kit 试

剂盒（Magen 公司）纯化后，用无缝连接酶（Clone 
Smarter 公司）将载体与随机突变的 PCAT1-1000相连。 

构建的重组质粒转化大肠杆菌 E.coli 感受态细

胞，用质粒提取试剂盒（Magen 公司）纯化重组质粒。 
用限制性内切酶Eam1105I将重组质粒在HIS4位

点处线性化，电击转化毕赤酵母 GS115，涂布 MD 平

板，将平板在 30 ℃的培养箱中培养 60 h 左右。 
1.2.4  重组菌株的高通量筛选 

首先用灭菌的牙签挑取单菌落接到装有 150 μL 
BMGY 的 96 孔板中，在 30 ℃、1000 r/min 的摇床上

培养 24 h 后，用排枪吸取 3 μL 的菌液，转移至装有

150 μL BMMY 的 96 孔板中，在 30 ℃、1000 r/min 的

摇床上培养 48 h 后，在激发波长为 588 nm，发射波

长为 520 nm 下，测量孔板中 EGFP 的荧光量。 
1.2.5  毕赤酵母重组菌株的摇瓶发酵 

经过高通量筛选后，挑取荧光量有变化的酵母单

菌落接种于10 mL BMGY液体培养基中，在30 ℃，250 
r/min的摇床中培养16~18 h；控制起始OD600为1，将菌

体转接至25 mL BMMY培养基，在30 ℃，250 r/min摇
床中培养；每隔24 h取样，测量发酵液的OD600和上清

液荧光量，并补加250 μL甲醇，摇瓶发酵进行120 h； 
1.2.6  重组菌株基因拷贝数的测定 

用相对定量的方法测定酵母转化子的 EGFP 拷贝

数。首先按照 Yeast DNAiso Kit 说明书提取重组菌株

的基因组 DNA，以管家基因 GAPDH 为内参，将标准

质粒（pPICZαA-EGFP-GAPDH）稀释为浓度 10-5、10-4、

10-3，重组菌株的基因组 DNA 稀释为 1 ng/mL；以稀

释的标准质粒和稀释的基因组 DNA 为样品，按照
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SYBR® Premix Ex TaqTM II 荧光定量 PCR 试剂盒

（TaKaRa 公司）的说明配置荧光定量 PCR 体系；用

7500 Real Time PCR System（Life Technologies 公司）

进行实时荧光定量 PCR，测量 Ct 值（Cycle threshold，
循环阈值），每一个样品平行测量三次，计算平均值，

通过测量的平均 Ct 值计算基因的拷贝数。通过下式计

算基因拷贝数。 
) ( )t = t - tEGFP GAPDHC C CΔ （

 

) )ΔΔ t Δ t -Δ tC C C= （样品 （标准质粒  
-ΔΔ t2 C=拷贝数（或相对转录水平）  

1.2.7  基因转录水平的检测 
首先，提取菌株的总 RNA，通过反转录得到

cDNA，通过实时荧光定量 PCR 检测转录水平的变化。

提取总 RNA 的方法如下：取 10 OD600发酵至 120 h
的发酵液，在室温，12000 r/min 下离心 2 min；倒弃

上清，用 PBS 7.4 缓冲溶液重悬菌体，在室温，12000 
r/min 下离心 2 min；将菌体在液氮中放置 30 min 后，

转移至-80 ℃冰箱中冷冻放置 30 min；在离心管中加

入 600 μL 酚：氯仿（1:1），400 μL AE 缓冲液和 50 μL 
10% SDS，并将菌体加入混合液，剧烈振荡，重悬菌

体；将混合液在 65 ℃恒温器中振荡 15 min，在冰上

静置 5 min；在 4 ℃，12000 r/min 的离心机中离心 10 
min，将所有的上清转入装有 300 μL 氯仿的离心管中，

剧烈振荡混匀；在 4 ℃，12000 r/min 的离心机中离心

10 min，取 400 μL 上清液至装有 40 μL 3 M NaAc (pH 
5.2)和 1 mL 无水乙醇的离心管中，混匀后置于-20 ℃
冰箱中，沉淀 30 min；在 4 ℃，12000 r/min 的离心机

中离心 10 min，倒弃上清，加入 1 mL 75%乙醇，重悬

沉淀；在 4 ℃，12000 r/min 的离心机中离心 10 min，
倒弃上清，在室温下晾干 3 min，加入 100 μL DEPC
水（用 DEPC 处理过的水）溶解沉淀；测定 RNA 的

浓度，取 1 μg 的 RNA 样品进行电泳。 
使用 PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA 

Eraser 试剂盒将 RNA 进行反转录，荧光定量 PCR 的

检测方法参考 1.2.6。令对照 GS115-PCAT1-1000-EGFP 的

转录水平为 1，通过 1.2.6 中的公式计算∆Ct，并根据

下式计算样品的转录水平。 
（对照）（样品） tΔ-tΔtΔΔ CCC =  

2  结果与讨论 

2.1  酵母转化子的高通量筛选 

通过两次连续的 EP-PCR，向启动子 PCAT1-1000 序

列引入随机突变，从转化平板上挑取了 1500 个酵母转

化子，选择单位 OD600 的荧光量有变化的转化子进行

复筛和拷贝数的测定，然后从中选取了 19 个转化子进

行进一步分析，这 19 株菌株的单位 OD600的荧光量在

25.57%~138.12%之间（图 1）。 
从图 1 中可以看出，尽管大部分的经过随机突变

的 PCAT1变体活性下降，但筛选得到一株毕赤酵母转化

子的 EGFP 荧光量显著的提高，将该转化子命名为

6-39。 

 
图1 随机突变转化子的相对启动子活力 

Fig.1 Relative promoter activity of random mutant 

transformants 

2.2  6-39号菌株的摇瓶发酵 

将GS115-PCAT1-1000-EGFP和6-39号菌株在摇瓶中

下进行发酵。重组菌株经甲醇诱导发酵 120 h，上清液

中单位 OD600的荧光量如图 2 所示，6-39 号菌株的上

清液荧光量明显高于 GS115-PCAT1-1000-EGFP，其中，

当发酵至 120 h 时，GS115-PCAT1-1000-EGFP 的上清液单

位 OD600荧光量为 10423.44±115.06 RFU，6-39 号菌株

上清液的单位 OD600 荧光量达到了 14397.2±1054.18 
RFU，可见比 6-39 号菌株表达 EGFP 的能力相比于

GS115-PCAT1-1000-EGFP 提高了 38.12%。 

 
图2 突变菌株的摇瓶发酵 

Fig.2 Shake flask fermentation of mutant strains 

2.3  6-39号菌株的拷贝数测定 

为了证明异源蛋白表达量的增多是由于启动子活

力的增强，而不是由于拷贝数的增加引起的，测定了



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2021, Vol.37, No.4 

76 

GS115-PCAT1-1000-EGFP 和 6-39 号菌株的拷贝数，通过

RT-PCR 测量的 Ct 值，计算菌株的基因拷贝数。计算

出的菌株 EGFP 拷贝数如图 3 所示，PCAT1-1000-EGFP
和 6-39 号菌株的拷贝数分别为 1.24 和 1.14，由于基

因拷贝数为整数，因此 PCAT1-1000-EGFP 和 6-39 号菌株

的拷贝数都为 1，说明 EGFP 表达量的变化不是由拷

贝数变化引起的。 

 
图3 重组菌株的EGFP拷贝数测定 

Fig.3 EGFP copy number of the recombinant strains 

2.4  6-39号菌株的转录水平测定 

提取了对照和6-39号菌株在摇瓶中甲醇诱导发酵

120 h的RNA，测量了6-39号菌株EGFP的转录水平，并

与对照做比较。提取的GS115-PCAT1-1000-EGFP和6-39号
菌株的RNA样品进行琼脂糖凝胶电泳鉴定，如图4所
示，其中GS115-PCAT1-1000-EGFP简写为PCAT1-1000-EGFP。 

 
图4 RNA样品琼脂糖凝胶电泳图 

Fig.4 Agarose gel electrophoresis of RNA samples 

从图中可以看出，28 S、18 S、5 S的条带都比较清

晰，说明提取的RNA完整性较好，提取过程中降解程

度低。将提出的RNA进行反转录，得到cDNA，通过荧

光 定 量 PCR 进 行 转 录 水 平 的 测 定 ， 将

GS115-PCAT1-1000-EGFP的EGFP转录水平设为1，6-39号
的菌株转录水平如图5所示。 

图5显示，6-39号菌株相比于对照转录水平提高了

8.60倍，由于6-39号菌株的拷贝数为1，这说明PCAT1-6-39
的甲醇诱导活力相比于PCAT1-1000显著增加。 

 

 
图5 6-39和对照的转录水平差异 

Fig.5 Differences in transcription levels between 6-39 and 

control 

2.5  PCAT1-6-39序列 TFBSs分析 

扩增图 1 中的转化子的异源蛋白表达盒部分，并

对其启动子进行测序，测序结果发现大部分的 CAT1启

动子变体序列突变了 5 个以上的位点，而荧光强度提

高了 38%的 6-39 号菌株只有一处突变，其-118 bp 位

置由 A 突变为 G，该现象说明-118 bp 位置由 A 突变

为 G 是正向的突变。用在线预测软件 MatInspector 对
PCAT1-1000和 PCAT1-6-39 的 TFBSs 进行分析，在-118 bp
位由 A 突变为 G 涉及的 TFBSs 在表 2 中列出。 

表2 PCAT1-1000和 PCAT1-6-39在-118 bp位置涉及的TFBSs 

Table 2 TFBSs involved in PCAT1-1000 and PCAT1-6-39 at -118 bp 

TFBSs PCAT1-1000 PCAT1-6-39 

GATA.01 1 1 

MIG3.01 1 1 

MCM1.01 1 0 

CSRE.01 0 1 

GAL4.01 0 1 

从表 2 中可以发现，PCAT1-6-39 少了一个 MCM 
1.01 结合位点，并且多了一个 CSRE.01 结合位点和一

个GAL 4.01结合位点，CSRE.01结合位点和GAL 4.01
结合位点属于F$CSRE和F$YGAL矩阵族，MCM 1.01
结合位点属于 F$YMCM 矩阵族，Ozg[12]对毕赤酵母

PGAP的研究发现，重复 F$CSRE 和 F$YGAL 结合位点

能够提高 PGAP 的甲醇诱导活性，提示 CSRE.01 和

GAL4.01 结合位点的增多可能也会促进 PCAT1 的甲醇

诱导活性。 

2.6  MUT途径基因启动子 TFBSs分析 

为进一步探讨 CSRE.01 和 GAL4.01 结合位点在

启动子 PCAT1-6-39 活性提升中的作用，用 MatInspector
对 16 种 MUT 途径中的启动子进行分析，其中 PAOX1、 
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PCAT1、PPMP20、PFLD1、PFDH1、PDAS1、PDAS2为强甲醇诱

导型启动子，PFGH1、PDAK1、PTAL1、PFBA2、PAOX2 为弱

甲醇诱导型启动子，PADH2、PTPI1、PFBA1、PFBP1为组成

型的启动子。 
检索到的 TFBSs 矩阵族分布于启动序列之上，如

图 6 所示，其中不同颜色的矩形代表不同的 TFBSs，

F$表示为真菌来源的矩阵族，O$为通用的启动子核心

元件（如 TATA 盒等）。 
来自 72种矩阵族的TFBSs能够结合于这 16个启

动子上，但是从不同启动子 TFBSs 的分布上看，该

16 种启动子序列未发现明显的同源性，并且同类的启

动子之间也没有明显相似的 TFBSs 分布。 

 
图6 MUT途径中的启动子的TFBSs分布 

Fig.6 TFBSs distribution of promoters in the MUT pathway 

2.5 中的实验发现 F$CSRE 和 F$YGAL 结合位点

的增多，以及 F$YMCM 结合位点的减少可能能够提

高 PCAT1 的甲醇诱导活力，F$YMCM、F$CSRE 和

F$YGAL结合位点在16个启动子上的出现个数在表3
中列出。 

转录因子 F$YMCM 是酵母细胞代谢周期的调节

剂，其结合于启动子上对于启动转录的调节作用尚未

被阐明。从表 3 中可以看出，大部分的 MUT 途径启

动子都能够结合 F$YMCM，其中 PCAT1 启动子上的

F$YMCM 结合位点最多，能够结合 5 个 F$YMCM，

此外强甲醇诱导启动子 PAOX1、强甲醇诱导启动子

PFDH1、以及弱甲醇诱导启动子 PFBA2 具有 4 个

F$YMCM 结合位点，组成型启动子 PTPI1、弱甲醇诱

导启动子 PTAL1、强甲醇诱导启动子 PDAS2 上不结合

F$YMCM，这说明 F$YMCM 结合位点可能不直接影

响甲醇诱导型启动子的强弱。 
CSRE（Carbon source-responsive element）是启动

子的碳源响应元件[13]，从表 3 中可以看出绝大部分

MUT 途径的启动子都能够结合 CSRE 转录因子，并

且大部分的启动子有两个的 F$CSRE 结合位点，仅有

弱甲醇诱导启动子 PFBA2上不结合 F$CSRE，并且强启

动子 PFDH1上具有 7 个 F$CSRE 结合位点，这说明转

录因子 CSRE 很可能对 MUT 途径启动子普遍具有激

活作用。然而，强启动子 PAOX1 上仅有一个 F$CSRE
结合位点，这说明该结合位点的个数与启动子甲醇诱

导活力之间不存在线性的相关性。 
Gal4 是酿酒酵母中的转录激活蛋白，并且 Gal4

参与酿酒酵母的半乳糖代谢；但是毕赤酵母无法代谢

半乳糖，因此该转录因子可能负责调节新陈代谢中的

其他途径。从表 3 中可以看出，F$YGAL 的结合位点

在组成型启动子和弱甲醇诱导型启动子中出现更频

繁，在弱甲醇诱导启动子 PTAL1、弱甲醇诱导启动子

PFBA1和组成型启动子 PTPI1上具有 5 个 F$YGAL 的结

合位点，大部分强甲醇诱导型启动子上并不结合转录

因子 F$YGAL，这说明 F$YGAL 可能不参与毕赤酵母

启动子的甲醇诱导激活，因此 PCAT1-6-39 的甲醇诱导

活性增强可能与 F$YGAL 结合位点的增加无关。 
结合 F$YMCM 结合位点、F$CSRE 结合位点和

F$YGAL 结合位点在 MUT 途径启动子上的出现个数

统计，推测 F$CSRE 结合位点的增多最有可能与
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PCAT1-6-39 号菌株甲醇诱导活性增多相关。 

表3 F$YMCM、F$CSRE和 F$YGAL结合位点在MUT途径启动子上

的出现个数 

Table 3 Number of occurrences of F$YMCM, F$CSRE and 

F$YGAL binding sites on the MUT pathway promoters 

Matrix Family F$YMCM F$CSRE F$YGAL
在几种启动子中共有 13 15 8 

PAOX1 4 1 0 

PTAL1 0 5 5 

PFBA2 4 0 0 

PAOX2 2 3 0 

PADH2 2 4 3 

PTPI1 0 5 5 

PFBA1 1 3 5 

PFBP1 1 5 2 

PCAT1 5 3 0 

PPMP20 2 4 1 

PFLD1 2 3 0 

PFDH1 4 7 1 

PDAS1 2 3 0 

PDAS2 0 4 0 

PFGH1 1 3 2 

PDAK1 2 3 0 

3  结论 

本研究通过 EP-PCR 改造了毕赤酵母 PCAT1 启动

子，得到了一个活力范围在 25.57%~138.12%的 PCAT1

启动子变体文库；其中 6-39 号菌株在摇瓶水平下，甲

醇诱导 120 h，表达 EGFP 的能力相比于对照提高了

38.12%，转录水平提高了 8.60 倍；通过测序发现

PCAT1-6-39 相比于对照，其序列-118 bp 的碱基由 A 突

变为 G；通过 MatInspector 对毕赤酵母 MUT 途径中

的 16 个启动子以及 PCAT1-6-39 进行了 TFBSs 分析，

发现 MCM1.01、CSRE.01 和 GAL4.01 的结合位点可

能影响 PCAT1 的启动子活性，其中转录因子 CSRE 的

结合位点的增多最有可能提高 PCAT1的甲醇诱导活性。

研究结果为毕赤酵母表达外源蛋白及代谢工程提供了

可用的强启动子元件，并有助于解析毕赤酵母甲醇利

用途径基因启动子的关键位点。 
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