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摘要：研究了在酿酒酵母中重构棉子糖生物合成途径，为后续高效生物合成棉子糖细胞工厂的构建奠定基础。敲除酿酒酵母中

能降解棉子糖的蔗糖酶与 α-半乳糖苷酶的基因构建出 E1(Δsuc2::Δmel1)；在此基础上，构建单基因表达拟南芥肌醇半乳糖合成酶基因

gols1 与 gols3 及棉子糖合成酶基因 sip1 与 sip5 的工程菌株，及构建双基因组合表达（gols1::sip1、gols1::sip5、gols3::sip1 与 gols3::sip5）

工程菌株；比较工程菌株代谢产物如肌醇、UDP-半乳糖、肌醇半乳糖、蔗糖及棉子糖等生成情况，验证在酿酒酵母中重构棉子糖生

物合成途径的可行性。研究表明，通过共表达外源肌醇半乳糖合成酶及棉子糖合成酶基因，并敲除能降解棉子糖的蔗糖酶与 α-半乳

糖苷酶的基因，在酿酒酵母中实现了棉子糖生物合成途径的重构；肌醇半乳糖合成酶与棉子糖合成酶基因的不同共表达组合，棉子糖

生成量有差异；重构的棉子糖生物合成途经改变了酿酒酵母原始菌株的代谢流量。 
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Abstract: A raffinose biosynthetic pathway constructed in Saccharomyces cerevisiae was investigated, and the results form the basis for 

creation of cell factories for highly efficient biosynthesis of raffinose in the future. First, genes suc2 and mel1 encoding invertase and 

α-galactosidase were deleted in S. cerevisiae (BY4741) to construct E1(Δsuc2::Δmel1) as a base strain. Single-gene-expressing strains 

expressing Arabidopsis thaliana galactinol synthetase genes gols1 and gols3 and raffinose synthase genes sip1 and sip5 

[E2(Δsuc2::Δmel1::gols1), E3(Δsuc2::Δmel1::gols3), E4(Δsuc2::Δmel1::sip1), and E5(Δsuc2::Δmel1::sip5)], and double-gene-coexpressing 

strains E6(Δsuc2::Δmel1::gols1::sip1), E7(Δsuc2::Δmel1::gols1::sip5), E8(Δsuc2::Δmel1::gols3::sip1), and E9(Δsuc2::Δmel1::gols3::sip5) were 

constructed. Finally, production of raffinose and the intermediate metabolites-uridine diphosphate (UDP)-galactose, galactinol, and sucrose-in 

the fermentation broth of these engineered strains was analyzed after induced expression and fermentation to verify the feasibility of construction 

of the raffinose biosynthetic pathway in S. cerevisiae. The results indicated that construction of the raffinose biosynthetic pathway in S. 

cerevisiae was achieved via coexpression of heterologous genes encoding exogenous galactinol synthase and raffinose synthase and deletion of 

genes encoding invertase and α-galactosidase in S. cerevisiae. Different coexpression combinations of the galactinol synthase gene and raffinose 

synthase gene caused a difference in the raffinose yield. Metabolic flux in the original strain of S. cerevisiae changed after the construction of the 

raffinose biosynthetic pathway. 
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棉子糖（Raffinose，Raf）的组成是 α-D-吡喃半乳 
糖（1→6）α-D-吡喃葡萄糖（1→2）β-D-呋喃果糖，

是一种重要的植物抗低温胁迫生理因子[1]。在应用上，

棉子糖具有益生、保湿及免疫调节等作用，可作为功

能食品、饲料添加剂、美容化装品保湿美白剂、某些

重大疾病的辅助治疗药物等，有着广泛的多领域应用

前景[2,3]。目前商品化棉子糖的来源是植物提取法，如

从鹰嘴豆及棉籽或豆粕中提取纯化得到[4]。植物提取

法的提取得率较低致使生产成本较高，微生物法合成

是良好的替代方法。 

在微生物细胞中重构棉子糖生物合成途径的关

键，在于理清棉子糖生物合成途径所涉及的步骤与关

键酶。目前关于棉子糖合成途径的研究仅局限于植物

生理领域，通常认为其在植物中的理论合成途径如图

1 所示[5]。主要步骤为：（1）葡萄糖经①→②→③→④

后生成 UDP 半乳糖；（2）葡萄糖经①→⑤→⑥→⑦

后生成蔗糖；（3）葡萄糖经①→⑧→⑨后生成肌醇；

（4）UDP 半乳糖与肌醇在⑩肌醇半乳糖合成酶的催

化下合成肌醇半乳糖；（5）肌醇半乳糖的半乳糖基在

○11棉子糖合成酶的催化下转移于蔗糖上合成棉子糖。 

 
图1 植物中棉子糖合成的理论途径 

Fig.1 A theoretical outline of the raffinose biosynthesis pathway in plants 

注：（1）葡萄糖（Glc）经①葡萄糖激酶（glucokinase）或己糖激酶（hexokinase）磷酸化生成 6-磷酸葡萄糖（Glc-6-P），再经②

磷酸葡萄糖变位酶（phosphoglucose mutase）转化为 1-磷酸葡萄糖（Glc-1-P），再经③1-磷酸葡萄糖尿苷酰转移酶（glucose-1-phosphate 

uridylyltransferase）催化生成 UDP-葡萄糖（UDP-Glcl），然后经④UDP-葡萄糖-4-差向异构酶（UDP-glucose-4-epimerase）异构化后生

成 UDP 半乳糖（UDP-Gal）；（2）葡萄糖（Glc）经葡萄糖激酶（glucokinase）或己糖激酶（hexokinase）磷酸化生成 6-磷酸葡萄糖（Glc-6-P），

再经⑤6-磷酸葡萄糖异构酶（phosphoglucose isomerase）催化生成 6-磷酸果糖（Fru-6-P），然后在己糖激酶（hexokinase）催化后生成

β-D-果糖（β-D-Fru），然后在⑦蔗糖合成酶（Sucrose synthase）催化下结合 UDP 半乳糖（UDP-Gal）上半乳糖基合成蔗糖（Sucrose）；

（3）葡萄糖（Glc）经①葡萄糖激酶（glucokinase）或己糖激酶（hexokinase）磷酸化生成 6-磷酸葡萄糖（Glc-6-P），经⑧3-磷酸肌醇

合成酶（Myo-inositol- 3-phosphate synthase）催化后生成 3-磷酸肌醇（Myo-inositol- 3-P），再经⑨肌醇-1-磷酸激酶（inositol monophosphate 

1-phosphatase）催化生成肌醇（Myo-inositol）；（4）UDP 半乳糖（UDP-Gal）与肌醇（Myo-inositol）在⑩肌醇半乳糖合成酶（Galactinol 
synthetase）的催化下合成肌醇半乳糖（Galactinol）；（5）肌醇半乳糖（Galactinol）上半乳糖基在○11 棉子糖合成酶（Raffinose synthetase）

催化下转移于蔗糖上最终合成棉子糖。 

酿酒酵母为重要的食品工业菌种，有几千年的安

全应用历史，可食用安全性好。在食源性代谢产物的

生产上，酿酒酵母比其它常用的代谢工程底盘微生物

（如大肠杆菌及枯草芽孢杆菌等）更具安全性，因此

更适宜作为重构棉子糖生物合成途径的底盘菌种，更

有利于在工业化生产时通过食品安全性评估。分析酿

酒酵母的基因组、酶及代谢途径数据库，比较于上述

棉子糖生物合成途径后发现，酿酒酵母缺乏棉子糖合

成途径中的肌醇半乳糖合成酶与棉子糖合成酶。在拟

南芥、番茄、玉米等多种植物中均发现了肌醇半乳糖

合成酶或棉子糖合成酶基因[6]。其中以拟南芥的肌醇

半乳糖合成酶基因 gols1 与 gols3[7]及棉子糖合成酶基

因 sip1 与 sip5[8,9]研究最为透彻，因此本研究选择它们

作为异源表达基因以实现棉子糖生物合成途径于酿酒

酵母胞内重构。同时发现酿酒酵母中存在编码能降解

棉子糖的蔗糖酶与 α-半乳糖苷酶的基因 suc2[10]及

mel1[11]，为了积累目标产物棉子糖必须将它们敲除。 
本研究首先敲除酿酒酵母中编码能降解棉子糖的

蔗糖酶与 α-半乳糖苷酶的基因构建出 E1(Δsuc2:: 
Δmel1)；在此基础上，构建单基因表达拟南芥肌醇半

乳糖合成酶基因 gols1 与 gols3 及棉子糖合成酶基因

sip1 与 sip5 工程菌株，及构建双基因组合表达（gols1:: 
sip1、gols1::sip5、gols3::sip1 与 gols3::sip5）工程菌株；

分析比较工程菌株代谢产物如肌醇、UDP-半乳糖、肌

醇半乳糖、蔗糖及棉子糖等生成情况，验证在酿酒酵

母中重构棉子糖生物合成途径的可行性。本研究首次
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尝试在酿酒酵母中重构棉子糖生物合成途径，为后续

高效生物合成棉子糖细胞工厂构建奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  质粒、菌株及培养基 

所用及与所构建的菌株与质粒如表 1 所示。

pESC-LEU为真核表达基础质粒；在此基础上构建了单

基因真核表达载体 gols1::pESC-LEU、gols3::pESC-LEU、

sip1::pESC-LEU与 sip5::pESC-LEU，用于构建相应的单基

因真核表达工程菌；gols1::sip1::pESC-LEU、gols1:: 
sip5::pESC-LEU、gols3::sip1::pESC-LEU 与 gols3::sip5:: 
pESC-LEU为所构建的双基因真核表达载体，用于构建

设相应的双基因真核共表达工程菌。pPICZαA::Cre 质

粒用于去除 KanR筛选标记。具体质粒描述见表 1。 
E. coli DH5α用于质粒扩增与载体构建筛选；酿

酒酵母 BY4741（his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0）为

底盘菌株；E1 为所构建的酿酒酵母 BY4741 敲除 suc2
与 mel1 基因后的菌株；E2~E5 为以 E1 为宿主菌，分

别转化所构建的 gols1::pESC-LEU、gols3::pESC-LEU、

sip1::pESC-LEU 与 sip5::pESC-LEU 质粒载体后得到

gols1、gols3、sip1 与 sip5 单基因表达菌株；E6-E9 为

本研究以 E1 为宿主菌，分别转化所构建的

gols1::sip1::pESC-LEU 、 gols1::sip5::pESC-LEU 、 gols3:: 
sip1::pESC-LEU 与 gols3::sip5::pESC-LEU 双基因共表达

质粒载体后得到的双基因真核表达工程菌；E6~E8 为

本研究所构建设的双基因真核共表达工程菌。具体菌

株描述见表 1。 
表1 本研究所用及与所构建的菌株与质粒 

Table 1 Strains and plasmids used in this study 

Plasmids and strains Description Source 

plasmids   

pESC-LEU 
AmpR, contains an auxotrophic selectable marker gene LEU2, contains the S. 

cerevisiae GAL1 and GAL10 promoters in opposing orientation. 
Agilent 

gols1::pESC-LEU inserting gols1 gene from Arabidopsis thaliana into pESC-LEU This study 

gols3::pESC-LEU inserting gols3 gene from Arabidopsis thaliana into pESC-LEU This study 

sip1::pESC-LEU inserting sip1 gene from Arabidopsis thaliana into pESC-LEU This study 

sip5::pESC-LEU inserting sip5 gene from Arabidopsis thaliana into pESC-LEU This study 

gols1::sip1::pESC-LEU inserting gols1 and sip1 genes from Arabidopsis thaliana into pESC-LEU This study 

gols1::sip5::pESC-LEU inserting gols1 and sip5 genes from Arabidopsis thaliana into pESC-LEU This study 

gols3::sip1::pESC-LEU inserting gols3 and sip1 genes from Arabidopsis thaliana into pESC-LEU This study 

gols3::sip5::pESC-LEU inserting gols3 and sip5 genes from Arabidopsis thaliana into pESC-LEU This study 

pUG6 as template for PCR amplify of loxP-KanRMX-loxP sequence novagen 

pPICZαA::Cre ZeoR, Cre recombinase, for removal of the selective marker KanR novagen 

strains   

E. coli    

E. coli DH5α 
F-φ80 dlacZ ΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 endA1 recA1 hsdR17(rK- mK+) 

deoR thi-1 phoA supE44λ- gyrA96 relA1 
Stratagene 

S. cerevisiae   
BY4741 his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 ATCC4003229

E1 BY4741 derivate, Δsuc2::Δmel1 This study 

E2 E1 derivate, Δsuc2::Δmel1, gols1::pESC-LEU This study 

E3 E1 derivate, Δsuc2::Δmel1, gols3::pESC-LEU This study 

E4 E1 derivate, Δsuc2::Δmel1, sip1::pESC-LEU This study 

E5 E1 derivate, Δsuc2::Δmel1, sip5::pESC-LEU This study 

E6 E1 derivate, Δsuc2::Δmel1, gols1::sip1::pESC-LEU This study 

E7 E1 derivate, Δsuc2::Δmel1, gols1::sip5::pESC-LEU This study 

E8 E1 derivate, Δsuc2::Δmel1, gols3::sip1::pESC-LEU This study 

E9 E1 derivate, Δsuc2::Δmel1, gols3::sip5::pESC-LEU This study 
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培养基：LB 培养基（酵母粉 0.5%，蛋白胨 1%，

NaCl 1%）用于E. coli DH5α培养；LB(Amp)培养基（LB
培养基中添加 100 µg/mL ampicillin）用于质粒扩增及

质粒载体构建筛选；YPD 培养基（酵母粉 1%，蛋白

胨 2%，葡萄糖 2%）用于酿酒酵母 BY4741 培养；YPD
（G418）培养基（YPD，400 µg/mL G418）用于 E1
工程菌的阳性克隆筛选；YPD（Zeo+Gal）培养基

（YPD，20 µg/mL zeocin 及 1%半乳糖），用于 E1 工

程菌的 KanR 基因（筛选标记）的去除时转化工具质

粒 pPICZαA::Cre 后阳性克隆的筛选；SD(ΔLeu)培养

基（YNB 6.7%，葡萄糖 2%，补充除亮氨酸外其它氨

基酸）用于工程菌株 E2-E9 的阳性克隆筛选。半乳糖

诱导培养基（酵母粉 1%，蛋白胨 2%，半乳糖 2%）

用于诱导工程菌株 E2-E9 的基因表达。 

1.2  基因克隆 

表2 gols1、gols3、sip1及 sip5基因扩增引物 

Table 2 Primers used for the RT-PCR amplification of genes 

gols1, gols3, sip1, and sip5 

编码 引物序列（5’ to 3’） 

gols1-P1 atggctccggggcttactcaa 

gols1-P2 tcaagcagcggacggtgcggt 

gols3-P1 atggcacctgagatgaacaac 

gols3-P2 ctaagccgcggatggagctttg 

sip1-P1 atgaccgttggtgccggaatc 

sip1-P2 ttattggatgaccacgtccca 

sip5-P1 atggcttcgccgtgtttg 
sip5-P2 ctaaaacaaatactgaatagaag 

依据 GENE BANK 上公布的拟南芥肌醇半乳糖

合成酶 1 的基因序列（gols1：NM_130286.2）、肌醇

半乳糖合成酶 3 的基因序列（gols3：NM_100805.1）、
棉子糖合成酶 1 的基因序列（sip1：NM_104450.3）
及棉子糖合成酶 5 的基因序列（sip5：NM_123403.3），
分别设计基因扩增引物（如表 2 所示）。以拟南芥总

RNA为模板，用表 2中相应的引物及RT-PCR试剂盒，

RT-PCR 扩增出 gols1、gols3、sip1 及 sip5 基因。 

1.3  单基因及双基因表达载体构建 

带双酶切位点的基因扩增：分别以 gols1、gols3、
sip1 及 sip5 基因为模板，用表 3 中相应的引物对常规

PCR 扩增出带双酶切位点的 gols1、gols3、sip1 及 sip5
基因片段。 

单基因表达载体构建：用 NotⅠ与 SpeⅠ分别双酶

切上述 gols1 与 gols3 基因片段，然后用 T4 连接酶分

别与经相应双酶切的 pESC-LEU质粒连接，分别转化于

感受态 E. coli DH5α中，用 LB(Amp)平板筛选阳性克

隆，经质粒扩增、质粒抽提、NotⅠ与 SpeⅠ双酶切鉴

定及测序验证后得到 gols1::pESC-LEU 与 gols3:: 
pESC-LEU单基因表达载体。同理，分别用 XhoⅠ与 Nhe
Ⅰ双酶切上述 sip1、sip5 基因后，分别与相应双酶切

的 pESC-LEU质粒连接，经转化、筛选阳性克隆、质粒

扩增、质粒抽提、双酶切鉴定及测序验证等常规分子

生物学操作后，得到 sip1::pESC-LEU 与 sip5::pESC-LEU

单基因表达载体。 
表3 单基因及双基因表达载体构建所用的引物 

Table 3 Primers used for the construction of single-gene and 

double-gene expression vectors 

编号 引物序列（5’ to 3’） 

P1-gols1（NotⅠ） cgcggccgcatggctccggggcttactcaa 

P1-gols1（SpeⅠ） cgcactagttcaagcagcggacggtgcggtca 

P1-gols3（NotⅠ） cgcggcgcatggcacctgagatgaacaacaag 

P2- gols3（SpeⅠ） cgcactagtctaagccgcggatggagcttt 

P1-sip1（XhoⅠ） cgcctcgagatgaccgttggtgccggaatca 

P2-sip1（Nhe )Ⅰ  cgcgctagcctattattggatgaccacgtc 

P1-sip5（XhoⅠ） cgcctcgagatggcttcgccgtgtttgacc 
P2-sip5（Nhe )Ⅰ  cgcgctagcctaaaacaaatactgaatagaag 

双 基 因 表 达 载 体 构 建 ： 将 构 建 得 到 的

gols1::pESC-LEU 质粒用 XhoⅠ与 NheⅠ双酶切后，分

别与经 XhoⅠ与 NheⅠ双酶的 sip1 及 sip5 基因连接，

经转化、阳性克隆、质粒扩增、质粒抽提、双酶切鉴

定及测序验证等常规分子生物技术操作后，得到

gols1::sip1::pESC-LEU与 gols1::sip5::pESC-LEU双基因共

表达质粒载体。同理，以 gols3::pESC-LEU质粒基础，

参 考 上 述 方 法 ， 用 酶 切 连 接 方 法 得 到

gols3::sip1::pESC-LEU与 gols3::sip5::pESC-LEU。 

1.4  构建 E1(Δsuc2::Δmel1)工程菌 

融合 PCR 构建基因敲除工具 DNA 片段：依据

GENE BANK 上公布的酿酒酵母基因组序列（S. 
cerevisiae S288c）、蔗糖酶 suc2 基因序列（ID 854644）
及 α-半乳糖苷酶 mel1 基因序列（FR 750554.1），设计

出融合PCR构建 suc2基因及mel1基因敲除工具DNA
片段所用及的引物，见表 4。融合 PCR 构建 suc2 基因

及 mel1 基因敲除工具 DNA 片段策略如图 2 所示。第

一轮 PCR：以酿酒酵母 BY4741 基因组 DNA 为模板，

用相应引物对，分别 PCR 扩增 suc2 基因上下游序列

（1:UPsuc2-5’及 3:DWsuc2-3’）及 mel1 基因上下游序

（5:UPmel1-5’及 7:DWmel1-3’）；以质粒 PUG6 为模板，用

相应引物对，分别 PCR 扩增两端带 loxP 位点及相应

同源序列的 KanR 表达盒（2:loxP-KanRMX-loxP 及
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6:loxP-KanRMX-loxP）；常规 50 μL PCR 体系，PCR
程序为：98 ℃，5 min；(98 ℃，30 s；58 ℃，45 s；
72 ℃，1 min)，30 个循环；72 ℃，10 min。第二轮

PCR：以 1:UPsuc2-5’、2:loxP-KanRMX-loxP 及 3:DWsuc2-3’

各 1 μL 混合后作为模板，用引物 P1 与 P6，扩增出融

合 DNA 片段 4:UPsuc2-5'-loxP-KanRMX-loxP-DWsuc2-3'，

用于 suc2 基因敲除；同理，以 5:UPmel1-5’、6:loxP- 

KanRMX-loxP 及 7:DWmel1-3’各 1 μL 混合后作为模板，

用引物 P7 与 P12 ，扩增出融合 DNA 片段

8:UPmel1-5'-loxP-KanRMX-loxP-DWmel1-3'，用于 mel1 基

因敲除；常规 50 μL PCR 体系，PCR 程序为：98 ℃，

5 min；(98 ℃，30 s；58 ℃，45 s；72 ℃，3 min 30 s)，
30 个循环；72 ℃，10 min。 
 

 
图2 融合PCR构建suc2基因及mel1基因敲除工具DNA片段 

Fig.2 Fusion PCR to construct DNA fragment for deletion of suc2 gene and mel1 genes 

表4 融合PCR构建mel1基因敲除DNA片段所用的引物 

Table 4 Primers used for fusion PCR to construct the DNA 

fragment for deletion of genes suc2 and mel1 

编号 引物序列（5’-3’） 

P1 tacgttagaaaggcccacag 

P2 aagcttcagctggcggccgccatatacgttagtgaaaaga 

P3 tcttttcactaacgtatatggcggccgccagctgaagctt 

P4 ctgtgggcctttctaacgtagcggccgcataggccactag 

P5 ctagtggcctatgcggccgctacgttagaaaggcccacag 

P6 catatacgttagtgaaaaga 

P7 gtcgacttctaagtaaacac 

P8 ttcagctggcggccgcgttcaagaaattatcgaaaacctt 

P9 aaggttttcgataatttcttgaacgcggccgccagctgaa 

P10 gcaaaaaacaattgttcgacctcacatgttctttcctgcg 

P11 cgcaggaaagaacatgtgaggtcgaacaattgttttttgc 
P12 ggatcccgagtttctcag 

同源重组与阳性克隆筛选及鉴定：将 suc2 基因敲

除敲除工具 DNA 片段（4:UPsuc2-5'-loxP-KanRMX-loxP- 
DWsuc2-3'）及 mel1 基因敲除敲除工具 DNA 片段

（8:UPmel1-5'-loxP-KanRMX-loxP-DWmel1-3'）1:1 混合，

用 LiAc 转化方法转化于感受态 BY4741 中，用 YPD
（G418）平板筛选阳性克隆；挑取阳性克隆于 YPD
（G418）培养基中扩大培养后，提取 DNA 作为模板，

分别用 suc2 基因检测引物对（P1suc2：5’-atgctttt 
gcaagctttc-3’及 P2suc2：5’-ctattttacttcccttac-3’）及 mel1
基因检测引物对（P1mel1：5’-atgtttgctttctactttctca-3’及
P2mel1：5’-tcaagaagagggtctcaac-3’）进行 PCR 验证，PCR
检测双阴性为正确的 Δsuc2::Δmel1 克隆。 

KanR 筛选标记去除：将工具质粒 pPICZαA::Cre

用LiAc 转化方法转化于感受态Δsuc2::Δmel1 菌株中，

用 YPD（Zeo+Gal）平板筛选阳性克隆，用 YPD 培养

基传代 3-5 代使 pPICZαA::Cre 工具质粒丢失，涂布

YPD（G418）平板验证为阴性证实 KanR 筛选标记已

经去除，得到 E1(Δsuc2::Δmel1)工程菌。 

1.5  单基因及双基因表达工程菌株构建与鉴

定 

将所构建的单基因表达载体（gols1::pESC-LEU、

gols3::pESC-LEU、sip1::pESC-LEU与 sip5::pESC-LEU）及

双 基 因 共 表 达 载 体 （ gols1::sip1::pESC-LEU 、

gols1::sip5::pESC-LEU 、 gols3::sip1::pESC-LEU 与

gols3::sip5::pESC-LEU），用 LiAc 转化方法分别转化于

感受态 E1(Δsuc2::Δmel1)中，用 SD(ΔLeu)培养基筛选

阳性克隆。分别挑取阳性克隆，于 YPD 培养基中，

30 ℃、150 r/min 培养 48 h 后，离心收集中菌体转接

于半乳糖诱导培养基中 30 ℃、150 r/min 培养 12 h 诱

导基因表达。离心收集菌体，提取诱导表达后菌体中

的总 RNA，RT-PCR 检测基因转录情况，RT-PCR 检

测为阳性，则表明单基因及双基因表达工程菌株构建

成功。其中，诱导表达后菌株基因转录的 RT-PCR 检

测所用引物及具体方法参考 1.1；特别是对双基因工程

菌株（E6-E9）诱导表达后的基因转录检测，用相应

的两个基因克隆引物对混合后，进行混合引物RT-PCR
对两个相应基因转录情况实施同管检测。 

1.6  工程菌诱导表达与发酵及棉子糖合成途

径代谢产物检测 
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分别挑取平板上 E2-E8 工程菌株单克隆，于 5 mL 
YPD 培养基中 30 ℃、150 r/min 培养 48 h；然后按 10%
接种量转接于 50 mL YPD 培养基中，30 ℃、150 r/min
培养 48 h；离心收集菌体转接于半乳糖诱导培养基中，

30 ℃、150 r/min 培养 12 h 诱导基因表达；然后补充

增加 20%葡萄糖 5 mL，30 ℃、150 r/min 继续培养 24 
h 后，取样离心去菌体，预处理上清后上 HPCL 检测

棉子糖合成途径相关代谢产物生成情况。BY4741 及

E1(Δsuc2::Δmel1)菌株按同样条件发酵及预处理后，上

HPCL 检测棉子糖合成途径相关代谢产物生成情况作

为对照。 

1.7  HPLC分析 

HPLC 分析标准品（肌醇、UDP-半乳糖、肌醇半

乳糖、蔗糖及棉子糖）购自中国国药集团（北京）及

Sigma 公司（北京）。HPLC 系统为 Aglient technologies 
1200 series。检测条件与参数为：sugar-ParTM 色谱柱

（6.5×300 mm），柱温 80 ℃，流动相为去离子水，流

速 0.4 mL/min，折光示差检测器。 

2  结果与讨论 

2.1  基因克隆结果 

以拟南芥的总 RNA 为模板，肌醇半乳糖合成酶 1
基因（gols1）、肌醇半乳糖合成酶 3 基因（gols3）、棉

子糖合成酶 1 基因（sip1）及棉子糖合成酶 5 的基因

（sip5）RT-PCR 结果如图 3 所示。其中，gols1 基因

为 1035 bp，gols3基因为1005 bp，sip1基因为 2265 bp，
sip5 基因为 2352 bp，电泳结果符合预期。 

 

 
图3 拟南芥肌醇半乳糖合成酶(1与 3)及棉子糖合成酶（1与5）基因的RT-PCR结果 

Fig.3 RT-PCR results on genes gols1, gols3, sip1, and sip5 from A. thaliana 

  
图4 融合PCR构建suc2基因及mel1基因敲除工具DNA片段的

结果 

Fig.4 Construction of the DNA fragment (by fusion PCR) for 

the deletion of genes suc2 and mel1 

注：a，融合 PCR 构建 suc2 基因敲除工具 DNA 片段；M：

Maker；1：UPsuc2-5’；2：loxP-KanRMX-loxP；3：DWsuc2-3’；4：

UPsuc2-5’-loxP-KanRMX-loxP-DWsuc2-3’。b，融合 PCR 构建 mel1

基因敲除工具 DNA 片段；M：Maker；5：UPmel1-5’；6：

loxP-KanRMX-loxP；7：DWmel1-3’；8：UPmel1-5’- loxP-KanRMX- 

loxP-DWmel1-3’。 

2.2  E1(Δsuc2::Δmel1)工程菌的构建结果 

图4a为酿酒酵母蔗糖酶suc2基因敲除工具DNA
片段构建的琼脂糖电泳图，其中 1:UPsuc2-5' 、

2:loxP-KanRMX-loxP 与 3:DWsuc2-3'为第一轮 PCR 结

果，片段大小符合预期；4:UPsuc2-5'-loxP-KanRMX- 
loxP-DWsuc2-3' 为 第 二 轮 PCR 融 合 1:UPsuc2-5' 、

2:loxP-KanRMX-loxP与3:DWsuc2-3'所得到的最终片段，

电泳结果表明大小符合预期。图 4b 为酿酒酵母 α-半
乳糖苷酶mel1 基因敲除工具DNA 片段构建的琼脂糖

电泳图，其中 5:UPmel1-5'、6:loxP-KanRMX-loxP 与

7:DWmel1-3'为第一轮 PCR 结果，片段大小符合预期；

8:UPmel1-5'-loxP-KanRMX-loxP-DWmel1-3'为第二轮 PCR
融合 5:UPmel1-5'、6:loxP-KanRMX-loxP 与 7:DWmel1-3'所

得到的最终片段，电泳结果表明大小符合预期。 
suc2 基因敲除工具 DNA 片段（ 4:UPsuc2-5'- 

loxP-KanRMX-loxP-DWsuc2-3'）及 mel1 基因敲除工具

DNA 片段（8:UPmel1-5'-loxP-KanRMX-loxP-DWmel1-3'） 
1:1 混合，用 LiAc 转化方法转化于感受态 BY4741 中

进行同源重组，用 YPD（G418）平板筛选阳性克隆；

将阳性克隆扩大培养后提取 DNA 用为模板，分别用
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suc2 基因检测引物对及 mel1 基因检测引物对进行

PCR 验证，PCR 检测结果如图 5 所示。检测结果表明，

克隆 1 只敲除了 suc2 基因，克隆 2 只敲除了 mel1 基

因，克隆 3 为 suc2 与 mel1 基因双敲除。因为本研究

中 同 时 将 suc2 基 因 敲 除 工 具 DNA 片 段

（4:UPsuc2-5'-loxP-KanRMX-loxP-DWsuc2-3'）及 mel1 基

因敲除工具 DNA 片段（8:UPmel1-5'-loxP-KanRMX- 
loxP-DWmel1-3'）1:1 混合转化进行同源重组，以达到

suc2 与 mel1 基因双敲除目的，所以会存在筛选的阳

性克隆可能只实现 suc2或mel1基因被单敲除的情况。

本研究中随机检测三个克隆，获得一个 suc2 与 mel1
基因双敲除的克隆（克隆 3）。 

 
图5 suc2基因及mel1基因敲除检测结果 

Fig.5 Results on detection of deletion of genes suc2 and mel1 

注：以基因组 DNA 为模板，PCR 检测 suc2 及 mel1 基因

敲除。Control 为出发菌株对照，suc2 及 mel1 基因均能检出；

筛选得到的克隆 1 检出了 mel1 基因没有检出 suc2 基因，说明

克隆 1 只敲除了 suc2 基因；克隆 2 检出了 suc2 基因没有检出

mel1 基因，说明克隆 2 只敲除了 mel1 基因；克隆 3 没有检出

suc2 基因及 mel1 基因，说明克隆 3 实现了 suc2 基因及 mel1 基

因的敲除，为目标阳性克隆。 

将工具质粒 pPICZαA::Cre 用 LiAc 转化方法转化

于感受态 Δsuc2::Δmel1 菌株（克隆 3）中，用 YPD
（Zeo+Gal）平板筛选阳性克隆，用 YPD 培养基传代

3-5 代使 pPICZαA::Cre 工具质粒丢失，涂布 YPD
（G418）平板验证为阴性，证实 KanR 筛选标记已经

去除，得到 E1(Δsuc2::Δmel1)工程菌。 

2.3  单基因及双基因表达工程菌的构建结果 

表达载体的双酶切及测序验证：所构建得到的单

基因真核表达载体 gols1::pESC-LEU、gols3::pESC-LEU、

sip1::pESC-LEU与 sip5::pESC-LEU，及双基因真核表达载

体 gols1::sip1::pESC-LEU 、 gols1::sip5::pESC-LEU 、

gols3::sip1::pESC-LEU与 gols3::sip5::pESC-LEU的双酶切

检测电泳结果如图 6 所示。结果表明，酶切得到的相

应片段大小符合预期，表明所构建的单基因及双基因

真核表达载体上相应基因插入正确。同时所构建得到

的单基因及双基因真核表达载体的测序结果也表明，

所构建的载体正确。 

 
图6 所构建的基因表达载体的双酶切检测结果 

Fig.6 Results on double-enzyme digestion of the constructed 

gene expression vectors 

注：空载体 pESC-LEU 、gols1::pESC-LEU及 gols3::pESC-LEU

用 NotⅠ与 SpeⅠ双酶切；sip1::pESC-LEU 与 sip5::pESC-LEU 用

XhoⅠ与 NheⅠ双酶切；在 gols1::pESC-LEU 及 gols3::pESC-LEU

基础上构建的双基因真核表达载体 gols1::sip1::pESC-LEU、

gols1::sip5::pESC-LEU 、 gols3::sip1::pESC-LEU 与 gols3::sip5:: 

pESC-LEU用 XhoⅠ与 NheⅠ双酶切。双酶切检测后送测序结果

亦表明所构建表达载体正确。 

 
图7 诱导表达后工程菌株的基因转录RT-PCR检测结果 

Fig.7 RT-PCR analysis of gene transcription in the engineered 

strains after induced gene expression 

注：E2~E5 为拟南芥肌醇半乳糖合成酶或棉子糖合成酶单

基因表达菌株，其中 E2(Δsuc2::Δmel1::gols1)，E3(Δsuc2:: 

Δmel1::gols3)，E4(Δsuc2::Δmel1::sip1)，E5(Δsuc2:: Δmel1::sip5)；

E6-E9 为拟南芥肌醇半乳糖合成酶及棉子糖合成酶双基因共表

达菌株，其中 E6(Δsuc2::Δmel1::gols1::sip1)，E7(Δsuc2::Δmel1:: 

gols1::sip5)，E8(Δsuc2::Δmel1::gols3::sip1)，E9(Δsuc2::Δmel1:: 

gols3::sip5)。 

转化筛选及诱导表达后 RT-PCR 检测基因转录：

将所构建得到的单基因及双基因真核表达载体分别转

化于 E1(Δsuc2::Δmel1)菌株中，经 SD(ΔLeu)培养基筛

选得到相应的单基因及双基因表达工程菌；诱导基因

表达后，分别提取单基因及双基因表达工程菌的总
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RNA，RT-PCR 检测工程菌株的基因转录情况，结果

如图 7 所示。结果表明，单基因及双基因表达工程菌

的相应基因均得到了有效的转录。 

2.4  棉子糖及中间代谢产物分析结果 

工程菌诱导表达与发酵后棉子糖合成途径代谢产

物检测结果如表 5 所示。原始菌株 BY4741 及敲除蔗

糖酶基因与 α-半乳糖苷酶基因的 E1(Δsuc2::Δmel1)菌
株均无肌醇半乳糖与棉子糖生成，证实了原始酿酒酵

母中缺乏肌醇半乳糖及棉子糖合成通路；异源表达肌

醇 半乳 糖合 成酶 基因 （来 源于 拟南 芥） 的

E2(Δsuc2::Δmel1::gols1)与 E3(Δsuc2::Δmel1::gols3)均

有肌醇半乳糖生成而且无棉子糖生成，说明可通过引

入外源肌醇半乳糖合成酶基因在酿酒酵母中构建肌醇

半乳糖合成通路；异源表达棉子糖合成酶基因（来源

于 拟 南 芥 ） 的 菌 株 E4(Δsuc2::Δmel1::sip1) 与

E5(Δsuc2::Δmel1::sip5)均无肌醇半乳糖与棉子糖生

成，说明只引入外源棉子糖合成酶基因，无法重构棉

子糖合成通路；共表达外源肌醇半乳糖合成酶基因与

棉 子 糖 合 成 酶 基 因 的 菌 株 E6(Δsuc2::Δmel1:: 
gols1::sip1)、E6(Δsuc2::Δmel1::gols1::sip1)、E8(Δsuc2:: 
Δmel1::gols3::sip1)及 E9(Δsuc2::Δmel1::gols3::sip5)则
均检测到肌醇半乳糖及棉子糖的生成，证实了在酿酒

酵母中重构棉子糖生物途径的可行性。 
表5 诱导表达及发酵后棉子糖及中间代谢产物分析结果 

Table 5 Results of the analysis of raffinose and the intermediate metabolites after induced expression and fermentation 

菌株 UDP-半乳糖/(g/L) 肌醇/(g/L) 蔗糖/(g/L) 肌醇半乳糖/(g/L) 棉子糖/(g/L) 

BY4741 2.14±0.36 1.18±0.54 0.89±0.38 0 0 

E1(Δsuc2::Δmel1) 3.16±0.42 2.21±0.38 1.57±0.52 0 0 

E2(Δsuc2::Δmel1::gols1) 2.26±0.21 2.54±0.35 2.05±0.42 2.15±0.29 0 

E3(Δsuc2::Δmel1::gols3) 2.98±0.16 2.75±0.24 1.69±0.27 1.73±0.21 0 

E4(Δsuc2::Δmel1::sip1) 2.65±0.42 2.06±0.38 1.87±0.28 0 0 

E5(Δsuc2::Δmel1::sip5) 2.92±0.16 1.78±0.26 1.95±0.17 0 0 

E6(Δsuc2::Δmel1::gols1::sip1) 2.32±0.17 1.24±0.22 1.67±0.16 1.30±0.13 1.28±0.16 

E7(Δsuc2::Δmel1::gols1::sip5) 2.82±0.32 1.67±0.15 1.27±0.18 1.65±0.28 1.02±0.19 

E8(Δsuc2::Δmel1::gols3::sip1) 2.37±0.26 1.57±0.26 1.54±0.20 1.28±0.32 0.98±0.15 
E9(Δsuc2::Δmel1::gols3::sip5) 2.35±0.27 1.43±0.18 185±0.25 1.15±0.16 0.86±0.18 

注：数据为三次诱导表达及发酵试验的均值。 

同时也发现，敲除蔗糖酶基因与 α-半乳糖苷酶基

因的 E1(Δsuc2::Δmel1)菌株比较于原始菌株 BY4741，
UDP-半乳糖（由 2.14 g/L 提高到 3.16 g/L）、肌醇（由

1.18 g/L 提高到 2.21 g/L）与蔗糖（由 0.89 g/L 提高到

1.57 g/L）等中间代谢产物的积累量均有提高；单独异

源表达 2 种不同的肌醇半乳糖合成酶基因（拟南芥

gols1 及 gols3），除了肌醇半乳糖生成量有差异外

（gols1：2.15 g/L；gols3：1.73 g/L），各种检测的中

间代谢产物积累量也有差异；2 种肌醇半乳糖合成酶

基因与 2 棉子糖合成酶基因不同组合共表达，除了中

间代谢产物积累量存在差异外，目标产物棉子糖的生

成量也存在差异（以 gols1::sip1 组合为最高，棉子糖

生成量达 1.28 g/L）。上达结果说明，重构的棉子糖生

物合成途经改变了酿酒酵母原始菌株的代谢流量；并

且外源肌醇半乳糖合成酶及棉子糖合成酶基因的表达

及合适组合是高效积累棉子糖的关键。 

3  结论 

3.1  通过共表达外源肌醇半乳糖合成酶及棉子糖合

成酶基因（来源于拟南芥），并敲除能降解棉子糖的蔗

糖酶与 α-半乳糖苷酶的基因，在酿酒酵母中实现了棉

子糖生物合成途径的重构。 
3.2  共表达不同的肌醇半乳糖合成酶及棉子糖合成

酶基因组合，棉子糖生成量有差异。因此在后续构建

高效生物合成棉子糖细胞工厂的研究工作中，要特别

注意研究它们的共表达组合与配比，以达到棉子糖更

高积累。 
3.3  重构的棉子糖生物合成途经改变了酿酒酵母原

始菌株的代谢流量。因此在后续构建高效生物合成棉

子糖细胞工厂的研究工作中，要重点研究重构的棉子

糖生物合成途径代谢流量的系统性调控机制，以达到

棉子糖更高效生物合成。 
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