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摘   要：基于转录因子的转录调控是广泛应用于微生物细胞工厂的一种有效的调控方式。目前，

已实现应用的酿酒酵母内源天然转录调控元件较少，且存在基础表达高或动态范围窄等问题，无

法满足异源化合物的特定代谢调控需求。植物中含有丰富的转录调控元件，但大多元件的序列和

功能尚未充分表征和优化，在微生物细胞工厂中的应用更是处于初级阶段。本研究选取了蒺藜苜

蓿中天然调控元件，包括转录因子 MtTASR2 和 MtTASR3 以及其结合的启动子 ProHMGR1，对其进

行功能表征和工程化改造，构建了诱导型转录调控工具，并将其应用于酿酒酵母中 β-胡萝卜素异

源合成途径的特异性调控，使 β-胡萝卜素产量相比出发菌株提高 7.31 倍。本研究进一步证明了植

物源转录调控元件可用于调节酿酒酵母中基因的表达，为其在微生物细胞工厂中的特异性调控和

应用提供了新的策略和思路。 
关键词：转录因子；调控元件；酿酒酵母；β-胡萝卜素；合成生物学 
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Abstract: Transcriptional regulation based on transcription factors is an effective regulatory 
method widely used in microbial cell factories. Currently, few naturally transcriptional 
regulatory elements have been discovered from Saccharomyces cerevisiae and applied. 
Moreover, the discovered elements cannot meet the demand for specific metabolic regulation of 
exogenous compounds due to the high background expression or narrow dynamic ranges. There 
are abundant transcriptional regulatory elements in plants. However, the sequences and 
functions of most elements have not been fully characterized and optimized. Particularly, the 
applications of these elements in microbial cell factories are still in the infancy stage. In this 
study, natural regulatory elements from Medicago truncatula were selected, including the 
transcription factors MtTASR2 and MtTASR3, along with their associated promoter ProHMGR1, 
for functional characterization and engineering modification. We constructed an inducible 
transcriptional regulation tool and applied it in the regulation of heterologous β-carotene 
synthesis in S. cerevisiae, which increased the β-carotene production by 7.31 folds compared 
with the original strain. This study demonstrates that plant-derived transcriptional regulatory 
elements can be used to regulate the expression of multiple genes in S. cerevisiae, providing 
new strategies and ideas for the specific regulation and application of these elements in 
microbial cell factories. 
Keywords: transcription factors; regulatory elements; Saccharomyces cerevisiae; β-carotene; 
synthetic biology 

 
合成生物学与代谢工程的发展推动了微生

物细胞工厂的兴起，使其在生物医药、生物燃

料等领域得以广泛应用[1]。酿酒酵母作为一种

模式微生物[2]，具有遗传背景清晰、基因操作

成熟、培养方式简单等优势，已经实现了多种

高附加值化合物的异源合成，例如青蒿酸[3]、

甘草次酸[4]、长春花碱[5]等。为了提高微生物细

胞工厂中目标化合物的合成效率，传统的代谢

调控策略 [6]包括直接敲除、下调或过表达代谢

途径基因以及关键酶的改造等。然而，由于代

谢途径的高度复杂性，这些策略容易导致代谢

流失衡，产生中间代谢物积累、辅因子失衡和

细胞生长受损[7]等问题。 
转录调控是酵母内基因表达的主要调节机

制之一[8]，它通过调节不同基因的转录活性，

使细胞可以根据外部或内部环境的变化来调整

蛋白质的合成，从而适应不同的生长条件和生

物学过程。转录调控系统具有单点调控、多点
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调控和动态调控的特点[9]，可以同时调节多个

基因以实现动态代谢平衡，对其进行设计、改

造并应用于目标产物合成途径与代谢网络的调

控，有利于构建高效的微生物细胞工厂。 
转录因子和启动子序列是转录调控过程中

的主要元件[10]，二者的相互结合可以促进或抑

制基因转录的蛋白质合成。目前，酵母内已发

现并实现工程化应用的天然转录调控系统较

少，包括铜诱导系统[11]的 PCUP1 启动子和 ACE1
转录因子、半乳糖诱导系统[12]的 PGAL1/2/7/10 启动

子和 Gal80、Gal4 转录因子等。这些天然的调

控系统往往基础表达高、动态范围窄，对于多

个通路基因的表达控制并不是最佳选择，通常

需要对其进行工程化修饰，以构建低基础表达

和宽动态范围的理想调控系统。另一方面，采

用内源转录调控元件进行异源途径工程[13]可能

会对细胞造成代谢负担，使目标化合物的合成

与细胞的增殖和生长竞争，当需要正交[14] (对天

然细胞过程的最小干扰)和时序调控的系统时

是不可取的。为了解决上述问题，需要特异的

转录因子和启动子元件来控制酵母中基因的表

达，使生物量积累与随后的目标产物生产阶段

相对分离，实现异源基因的可控表达。 
研究表明，植物中的特异性转录因子能选

择性调控某种或某些基因的转录表达 [15]，影

响植物适应干旱、高盐、低温、激素、病原反

应及生长发育等生物学功能[16]，如 WRKY 转

录因子家族 (WRKY transcription factor family, 
WRKY)、碱性螺旋-环-螺旋转录因子家族(basic 
helix- loop-helix transcription factor family, 
bHLH)、碱性亮氨酸拉链转录因子家族 (basic 
leucine zipper transcription factor family, bZIP)、
MYB 转录因子家族(MYB transcription factor 
family, MYB) 、 NAC 转 录 因 子 家 族 (NAM, 
ATAF1/2, and CUC2 transcription factor family, 

NAC)、热激转录因子家族 (heat shock factor 
transcription factor family, HSF)等。植物来源的

转录因子一般在酵母单杂交[17]和双杂交[18]筛选

框架中表达，以鉴定和定义互作的启动子或蛋

白质，这些实验成功证明了植物源转录因子在

酵母中通常具有功能性。目前，植物源转录因

子在生物和非生物胁迫中的功能和调控机制已

得到深入研究[19]，但它们在微生物细胞工厂中

的应用研究还处于初级阶段[20]，很多相关元件

的序列和功能还没有得到充分的鉴定和表征。

由于酵母和植物之间有着遥远的亲缘关系[21]，

酵母内源几乎没有植物转录因子的结合位点，

引入植物源转录调控元件不会影响宿主细胞基

因的表达，对酵母天然细胞过程干扰最小。因

此，植物源的转录调控元件可以作为酵母细

胞工厂调控的理想候选基因。Naseri 等 [22]构

建了一套拟南芥来源的人工转录因子(artificial 
transcription factors/ binding site, ATF/BS)，用于

正交调控基因表达，并将其整合到毕赤酵母的

GUT 位点，结果表明植物源调控元件相比较于

强组成型启动子 PGAPDH 有更高的转录能力。

Srivastava 等[23]从野生红豆中分离出 2 个 NAC
家族的转录因子 VuNAC1 和 VuNAC2，引入酿

酒酵母中进行诱导表达，提高了菌株对外界胁

迫的耐受性，促进了酵母细胞生长。 
本研究在酿酒酵母中表征了蒺藜苜蓿来

源的天然转录调控元件的功能，并对转录因子

和启动子元件进行改造优化，构建了一系列诱

导型转录调控工具，最终将其应用于酿酒酵母

中 β-胡萝卜素的异源合成。研究进一步证明

了植物源转录调控元件是在酵母中建立诱导

转录单元的有效工具，可用于调节宽量级的基

因表达，为植物源转录调控元件在微生物细胞

工厂中的特异性调控和应用提供了新的策略

和思路。 
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1  材料与方法 
1.1  菌株、质粒和培养基 

本研究所使用的酿酒酵母出发菌株包括

BY4741、INVSc1、EBY102-124、β-1，均为实

验室保藏菌株；所使用的质粒包括 POT3-Ura 和

pESC-Ura，均为实验室保藏质粒；用于构建和

富集质粒的大肠杆菌为 DH5α。本研究涉及的

所有菌株和质粒均列于表 1。 
LB 培养基用于大肠杆菌培养：酵母提取

物 5 g/L，氯化钠 10 g/L，胰蛋白胨 10 g/L，配

制固体培养基时需添加 20 g/L 琼脂粉，按需添

加 100 μg/mL 氨苄青霉素。 
合成葡萄糖基础培养基(synthetic dextrose 

minimal medium, SD)用于酵母菌株培养：无氨

基酵母氮源(yeast nitrogen base, YNB) 6.7 g/L，

葡萄糖 20 g/L (配制半乳糖诱导培养基时为半

乳糖 20 g/L)，配制固体培养基时需添加 20 g/L
琼脂粉，缺陷型氨基酸混合物 0.8 g/L，亮氨酸

60 mg/L，组氨酸 20 mg/L，色氨酸 20 mg/L，

尿嘧啶 20 mg/L (以上 4 种氨基酸为可选择的缺

陷型)，使用氢氧化钠溶液调节 pH 至 6.2。 
酵母膏胨葡萄糖琼脂培养基(yeast extract 

peptone dextrose, YPD)用于酵母菌株发酵生产 β-胡
萝卜素：酵母提取物 10 g/L，葡萄糖 20 g/L，胰蛋

白胨 20 g/L，配制固体培养基时需添加 20 g/L 琼

脂粉。 

1.2  质粒与菌株构建 
所有分子操作均按照标准程序进行，各基

因片段使用 Phanta Max Super-Fidelity DNA 
Polymerase 扩增，各质粒使用 ClonExpress Ultra 
One Step Cloning Kit 进行组装。重组产物转化

至大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，测序验证正确

克隆。聚合酶和重组酶均购自南京诺唯赞生物

科技股份有限公司。 

所有酿酒酵母工程菌株均通过酵母电转化

方法构建，并在含有相应营养缺陷型标记的固

体培养基上选择阳性克隆。以质粒导入的形式

构建所有表征荧光表达水平的酵母菌株。生产

β-胡萝卜素的工程菌株中各基因表达盒整合至

酿酒酵母 YPRC3 位点。 

1.3  工程菌株中的基因诱导表达 
半乳糖诱导：将含有 PGAL1 启动子的重组

菌株在含有 20 g/L 葡萄糖的培养基中 30 ℃和

200 r/min 培养 24 h，离心后收集酵母细胞，

用无菌 ddH2O 洗涤，然后将其重新悬浮在含有

20 g/L 半乳糖的培养基中 30 ℃、200 r/min 培养

24 h。 
低温诱导：以 EBY102-124 为出发菌株的

低温响应菌株，在 30 ℃、200 r/min 条件下发

酵 24 h 后，将发酵温度调整至 24 ℃低温诱

导，继续培养 24 h。 
β-雌二醇诱导：含有 β-雌二醇诱导型启动

子的重组菌株，用 1 μmol/L β-雌二醇溶液在发

酵周期的 24 h 或 48 h 进行诱导培养。 

1.4  OD600 和荧光检测 
OD600 检测：取适量的菌液稀释一定的倍

数，加入等体积混合均匀的稀释样品，置于

96 孔白色酶标板检测，使用酶标仪测定样品

在 600 nm 波长下的吸光度，同组实验的 3 个平

行中，每个平行数据测定 3 次，取平均值。取

信区间为 0.2–1.0，超出此范围则实际生物量与

读数不成线性。 
荧光检测：取 100 μL 的发酵液加入 96 孔

黑色酶标板中，将酶标板置于酶标仪载板台

上进行荧光强度的检测。设置检测参数：绿

色荧光蛋白的激发波长为 405 nm，发射波长

为 525 nm。同组实验的 3 个平行中，每个平行

数据测定 3 次，取平均值。 
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表 1  本研究所用的菌株和质粒 
Table 1  The strains and plasmids used in this study 
Strains or plasmids Original strain Characteristic Source 
DH5α Escherichia 

coli 
F-φ80 lac ZΔM15 Δ (lacZYA-arg F) U169 endA1 recA1 hsdR17(rk-, 
mk+) supE44λ-thi-1 gyrA96 relA1 phoA 

Lab store 

POT3-Ura DH5α Ampr Lab store 
pESC-Ura DH5α Ampr Lab store 
BY4741 Saccharomyces 

cerevisiae 
MATa Ura3Δ0 Leu2Δ0 His3Δ1 met15Δ0, SY022 Lab store 

INVSc1 S. cerevisiae MATa/MATα His3Δ1Leu2 Trp 1-289 Ura3-52 Lab store 
EBY102-124 EBY100 ΔAga1::PGAL1-Aga1_Leu2 

ΔGAL4::PGAL10-GgbAS-PACT1-GAL4M9_Trp1 
ΔGAL80::PGAL1-Aga2-CGT 
NTS::PTPI1-tHMG1-PTEF1-Erg20-PGPM1-Erg9-PTYS1-Erg1_HygR 

Lab store 

β-1 BY4742 YPRC3::PTEF1-crtE-TTEF1-PFBA1-crtI-TFBA1-PTEF2-crtYB-TTEF2_Ura3 Lab store 
B01 BY4741 POT3-ProHMG1-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
B02 BY4741 POT3-PGAL1-MtTASR2Y-ProHMG1-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
B03 BY4741 POT3-PGAL1-MtTASR3Y-ProHMG1-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
I01 INVSc1 POT3-ProHMG1-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
I02 INVSc1 POT3-PGAL1-MtTASR2Y-ProHMG1-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
I03 INVSc1 POT3-PGAL1-MtTASR3Y-ProHMG1-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
E01 EBY102-124 POT3-ProHMG1-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
E02 EBY102-124 POT3-PGAL1-MtTASR2Y-ProHMG1-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
E03 EBY102-124 POT3-PGAL1-MtTASR3Y-ProHMG1-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
ConMt EBY102-124 POT3_Ura3 This study 
TsetMt EBY102-124 POT3-PGAL1-MtTASR2Y-TCYC1_Ura3 This study 
E04 EBY102-124 POT3-PGAL1-MtTASR2Y-sProHMG1-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
E05 EBY102-124 POT3-PGAL1-MtTASR2Y-ProHMG1A-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
E06 EBY102-124 POT3-PGAL1-MtTASR2Y-ProHMG1B-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
E07 EBY102-124 POT3-PGAL1-MtTASR2Y-ProHMG1C-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
E08 EBY102-124 POT3-PGAL1-MtTASR2Y-ProHMG1D-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
E09 EBY102-124 POT3-PGAL1-MtTASR2Y-ProHMG1E-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
E10 EBY102-124 POT3-PGAL1-MtTASR2Y-ProHMG1F-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
E12 EBY102-124 POT3-PEstro-MtTASR2Y-ProHMG1-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
FacsTASR2Y EBY102-124 POT3-PEstro-MtTASR2Y*-ProHMG1-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
Facs1-20 EBY102-124 POT3-PEstro-MtTASR2Y*1-20-ProHMG1-eGFP-TCYC1_Ura3 This study 
β-2 β-1 YPRC3::PEstro-MtTASR2Y*11-ProHMG1-crtE-TTEF1-PFBA1-crtI-TFBA1-PTEF2- 

crtYB-TTEF2_Ura3 
This study 

β-3 β-1 YPRC3::PTEF1-crtE-TTEF1-PEstro-MtTASR2Y*11-ProHMG1-crtI-TFBA1-PTEF2- 
crtYB-TTEF2_Ura3 

This study 

β-4 β-1 YPRC3::PTEF1-crtE-TTEF1-PFBA1-crtI-TFBA1-PEstro-MtTASR2Y*11-ProHMG1- 
crtYB-TTEF2_Ura3 

This study 

 
1.5  转录组样品准备与分析方法 

将待送转录组酵母菌株培养过夜，以初始

OD600为0.1接种至SD/-Trp/-His/-Leu/-Ura培养基

中，30 ℃、200 r/min 培养 24 h 后，更换培养温

度为 24 ℃继续培养 24 h。5 000 r/min 离心   
2 min收集菌体，5 min之内使用液氮速冻，放
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置超低温冰箱暂存，由北京博云华康基因科

技有限公司 DNBSEQ 测序平台进行转录组测

序。获得可信的测序结果后，采用 DEseq2 进

行差异基因表达分析，通过火山图查看基因在 
2 个差异比较样品中表达水平的差异。 

1.6  突变体文库的构建与筛选 
使用即用型易错 PCR 试剂盒(北京天恩泽

基因科技有限公司)对转录因子 MtTASR2Y 进

行连续 3 轮易错 PCR 扩增；在两侧设计方向相

反的引物使用聚合酶扩增载体。将随机突变得

到的片段与带有重叠区的线性化载体一起电转

化至酿酒酵母中，利用其质粒缺口修复功能组

装成完整的质粒表达盒，在酵母中构建突变体

文库。 
将酵母文库细胞培养过夜，以初始 OD600

为 0.1 接种至 SD/-Trp/-His/-Leu/-Ura 培养基

中，30 ℃、200 r/min 培养 24 h 后，加入 β-雌二

醇诱导剂继续培养 24 h。5 000 r/min 离心 2 min
收集细胞，用无菌磷酸缓冲盐溶液(phosphate 
buffer saline, PBS)洗涤 3 次，并将酿酒酵母细胞

稀释至 107/mL。使用细胞分选仪 BD FACSArica 
III 对发绿色荧光的阳性细胞进行分离，分选出

绿色荧光强度高的细胞并接种在 SD/-Trp/-His/- 
Leu/-Ura 固体培养基上，以获得单菌落。 

将单个菌落挑入含有 1.0 mL SD/-Trp/-His/- 
Leu/-Ura 液体培养基的 96 深孔板中进行重新

筛选，每组实验设置 3 个平行。发酵条件为

30 ℃、200 r/min，24 h 后加入 β-雌二醇诱导

剂。48 h 后取不同体积的发酵液，使用酶标仪

测量 OD600 和荧光强度。 

1.7  发酵产物的处理与检测 
β-胡萝卜素的提取采用酸热法[24]，处理过

程中需避光进行，具体过程为：取 1–2 mL 发

酵菌液 12 000 r/min 离心 2 min，弃上清；加入

1 mL 无菌水水洗，12 000 r/min 离心 2 min 后弃

上清；加入 1 mL的 3 mol/L盐酸，使用涡旋仪振

荡重悬细胞，沸水浴 3 min 后立即冰浴 2 min，
12 000 r/min 离心 2 min 后弃上清；加入 1 mL
无菌水进行水洗，12 000 r/min 离心 2 min 吸弃

上清；加入 1 mL 丙酮，使用涡旋仪充分振荡

30 min (每隔 10 min 反转几次)直至细胞无色。

12 000 r/min 离心 2 min 后将萃取液使用 0.22 μm 有

机相滤膜过滤，并转移至液相小瓶中。 
使用 Agilent 1260 Infinity II 高效液相色谱

仪检测 β-胡萝卜素产量。所用色谱柱为 Agilent 
ZORBAX SB-C18 (4.6 mm×150 mm, 5 μm)，柱

温为 40 ℃。流动相比例为甲醇：乙腈：异丙

醇=3:5:2，流速为 1 mL/min。检测采用紫外检

测器(diode array detector, DAD)，测定波长为

453 nm。 

2  结果与分析 
2.1  苜蓿源调控元件的获取及诱导型转

录调控工具的构建 
通过文献调研，获得了与萜类化合物合成

相关的蒺藜苜蓿源转录调控元件，包括转录因

子 MtTASR2[25]和 MtTASR3[26]以及对应结合的

特异性启动子 ProHMGR1，在蒺藜苜蓿中激活 3 种

细胞色素 P450 酶 CYP716A12、CYP72A67、
CYP72A68 和 β-香树脂醇合酶等相关酶基因的

表达。利用在线密码子分析网站 (http://www. 
jcat.de/)将转录因子进行酿酒酵母密码子优化，

优化后得到的序列分别命名为 MtTASR2Y、

MtTASR3Y。选择酵母内源诱导型强启动子

PGal1 来启动转录因子的表达，苜蓿源启动子激

活绿色荧光蛋白(eGFP)的表达，采用单拷贝质

粒 POT3 作为表达载体，酿酒酵母作为宿主菌

株，具体基因线路如图 1 所示。在没有半乳糖诱

导的情况下，转录因子不表达，启动子 ProHMGR1

不启动，从而不激活下游基因绿色荧光蛋白的
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转录；一旦加入半乳糖诱导 PGal1 启动子表达，

转录因子与苜蓿源启动子结合，激活 ProHMGR1，

进而实现绿色荧光蛋白的表达。绿色荧光蛋白

的表达水平以单位荧光强度来衡量，使用诱导

与不诱导时单个细胞荧光强度的差异评估苜蓿

源转录调控工具的强度，详见公式(1)。 

600

600

600

/
/

/

OD
OD

OD





调控强度

诱导菌株荧光强度 诱导菌株

不诱导菌株荧光强度 不诱导菌株

不诱导菌株荧光强度 不诱导菌株
(1) 

 

 
 

图 1  诱导型转录调控工具构建示意图 
Figure 1  Schematic diagram of inducible 
transcriptional regulatory tools construction.  

2.2  诱导型转录调控工具的功能表征 
将上述构建的诱导型转录调控质粒分别转

入酿酒酵母工程菌株 EBY102-124、单倍体菌

株 BY4741、二倍体菌株 INVSc1 中，以只表达

苜蓿源启动子 ProHMGR1，不表达转录因子的菌

株 E01、B01、I01为对照，对元件 MtTASR2Y- 
ProHMGR1 (菌株 E02、B02、I02)，MtTASR3Y- 
ProHMGR1 (菌株 E03、B03、I03)进行功能验证。

将上述工程菌株分别接种到 5 mL SD/-Trp/-His/- 
Leu/-Ura 液体培养基中进行试管发酵，发酵初

始碳源为葡萄糖，发酵初始 OD600 控制为 0.1，
每株菌设置3个平行。培养24 h后，以BY4741、
INVSc1 为底盘菌的工程菌更换半乳糖诱导型

培养基培养，以 EBY102-124 工程菌为底盘菌

的工程菌调整发酵温度为 24 ℃低温诱导。培养

48 h后，取 100 μL发酵液加入 96 孔黑色酶标板

中进行 OD600 检测及荧光检测，获得转录因子

诱导表达后的荧光数据。如图 2A 所示，仅含启

动子 ProHMGR1 的菌株诱导后的单位荧光强度略

微下降，表明单独的苜蓿源启动子不发挥诱导 
 

 
 

图 2  诱导型转录调控工具功能验证   A：稳定性验证；B：MtTASR2Y 在酿酒酵母中的相对表达量；

C：差异表达基因火山图。 
Figure 2  Functional verification of inducible transcriptional regulatory tools. A: Stability verification; B: 
Relative ratio of MtTASR2Y in S. cerevisiae; C: Volcano map of differentially expressed genes. *: P<0.05; 
***: P<0.001; ****: P<0.000 1. 
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激活功能。菌株 E02、B02、I02诱导后单位荧

光强度增加，诱导型转录调控工具的调控强

度分别为 32.88%、11.38%和 14.67%，证实了

MtTASR2Y-ProHMGR1 调控元件为诱导激活型转录

调控元件，且在不同底盘中性能稳定，特别是

在 EBY102-124 底盘中诱导激活效果最佳。而菌

株 E03、B03、I03 诱导后的单位荧光强度与不

诱导时趋于一致，可能是由于物种差异、蛋白

结构差异或者细胞环境的差异所致。当苜蓿源

转录因子 MtTASR3Y 被引入酿酒酵母中时，无

法与酵母细胞内部的转录机制有效地配合，导

致 MtTASR3Y 不能正常发挥其在植物中的功

能，故不对其进行下一步研究。 
为证明转录调控元件 MtTASR2Y 为特异性

调控因子，进一步考察其是否不结合酿酒酵母

内源启动子，只特异性地结合苜蓿源启动子

ProHMGR1。构建了仅用启动子 PGal1 表达转录因

子 MtTASR2Y 的质粒，并将其和空载体 POT3
共同转入 EBY102-124 菌株中，用荧光定量

PCR 验证转录因子是否能正确表达。如图 2B
所示，含转录因子的实验组菌株 TestMt，其转

录因子表达量显著高于空白对照菌株 ConMt，
这表明在强诱导型启动子 PGal1 的作用下，转录

因子能够顺利激活。进一步利用转录组测序方

法[27]对转录因子表达后差异基因进行分析。结

果表明(图 2C)，相比于空白对照菌株，表达了

转录因子 MtTASR2Y 的实验组菌株下调基因较

少，说明苜蓿源转录因子 MtTASR2Y 可以在酿

酒酵母中发挥功能，具有一定的正交性，推测

其可能对苜蓿源启动子具有特定的结合和识别

能力。 

2.3  启动子序列优化 
转录因子通过与启动子上顺式作用元件的

结合来调节下游基因的表达，是基因表达调控

中的关键因素。启动子上通常包含多个转录因

子结合位点 [28]，通过截短可以去除非关键序

列，提高转录因子在特定位点结合的亲和性，

减少潜在的交叉反应和非特异性结合，使得转

录因子更专注于与目标位点相互作用。为获得

更为精细的调控模块，对启动子 ProHMGR1 进行 
2 轮逐次截短，获得 P-A 至 P-F 系列启动子，

并构建质粒转入酿酒酵母 EBY102-124，分别

获得 E05、E06、E07、E08、E09、E10 菌株。

此外，还验证了文献报道[25]的在烟草原生质体

中与 MtTASR2Y 结合的 181 bp 序列 sProHMGR1 
(菌株 E04)。发酵结果如图 3 所示，与菌株 E02
相比，诱导后菌株 E04–E10 荧光强度均降低，

表明转录因子 MtTASR2Y 在酿酒酵母内对截短后 
 

 
 

图 3  ProHMGR1 启动子截短示意图(A)及菌株荧光表达水平(B) 
Figure 3  Schematic diagram of the truncated ProHMGR1 (A) and fluorescent expression levels of strains (B). 
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的特异性启动子亲和性较低，因此全长的启动

子 ProHMGR1 对于 MtTASR2Y 转录因子在酿酒酵

母内发挥转录活性是必需的。 

2.4  转录因子优化与改造 
利用半乳糖诱导型启动子 PGAL1 激活诱导

型转录调控工具，会导致转录因子 MtTASR2Y
不同程度的泄露表达[29]，使菌株存在绿色荧光

本底信号。相比之下，雌二醇诱导型启动子

PEstro 是一种响应 β-雌二醇诱导物的调控元件[30]，

不受酿酒酵母内源基因调控网络的影响且不扰

动内源代谢通路，使用 1 μmol/L 的 β-雌二醇能

够诱导目的基因高表达。因此，使用 β-雌二醇

诱导型启动子 PEstro (菌株 E12)替换启动苜蓿源

转录因子的半乳糖诱导型启动子 PGAL1，以减

少菌株的背景表达。发酵结果表明(图 4A)，菌

株 E02 对应的诱导型转录调控工具调控强度为

32.14%；而在 E12 菌株中，MtTASR2Y 的表达

由 β-雌二醇诱导型启动子 PEstro诱导，表达效果

更佳，对应的诱导型转录调控工具调控强度为

47.51%，因此后续实验选用 β-雌二醇诱导型启

动子 PEstro激活诱导型转录调控工具。同时，可

以观察到菌株 E12 的本底荧光没有大幅度下

降，可能是由于启动子 ProHMGR1 的本底表达而

不是转录因子 MtTASR2Y 的泄露表达引起的。 
基于高通量筛选的非理性改造是当前改造

诱导调控元件的普遍策略，由于其简单高效的特

点而备受青睐。本研究通过对调控工具中的

MtTASR2Y 进行 3 轮易错 PCR 随机突变[31]，以

绿色荧光蛋白表达水平来评估调控作用，构建

了一个突变体文库质粒，并将其转入酿酒酵

母，利用流式细胞分选技术对文库菌株进行高

通量筛选，获得了约含 7 000 个苜蓿源转录因

子 MtTASR2Y突变体文库 FacsTASR2Y。从突变

体文库中随机挑选了 475 个转化子，进行 96 深

孔板发酵验证，其中最后一个孔为对照菌株。 

培养 48 h 后，检测所有菌株 OD600 和绿色

荧光强度。结果显示(图 4B)，构建的突变体文

库拓宽了绿色荧光蛋白的表达范围，约 81.26%
的突变体菌株的单位荧光强度高于未突变的对

照菌株。在这些突变体菌株中，挑选出单位荧

光强度最高的 20 株突变体菌株进行了 2 轮发

酵验证(图 4C)，与对照菌株 E12 相比，菌株

Facs11 诱导后单位荧光强度有显著提高，进一

步增强了苜蓿源转录调控工具的调控强度。菌

株 Facs11 中的转录因子突变体 MtTASR2Y*和
其原始序列的氨基酸序列比对结果如图 5 所

示，为进一步分析 MtTASR2Y 的结构及功能提

供了基础。 

2.5  转录因子调控工具的应用 
基于优化的苜蓿源转录因子调控工具，将

其应用于菌株代谢通路中的通量控制。酿酒酵

母中 β-胡萝卜素通过甲羟戊酸途径(mevalonate 
pathway, MVA)[32]，由牻牛儿基牻牛儿基焦磷

酸 (geranylgeranyl diphosphate, GGPP) 合 酶

(crtE)、八氢番茄红素去饱和酶(crtI)以及双功

能八氢番茄红素合酶和番茄红素环化酶(crtYB)
等外源基因[33]的共表达合成(图 6A)。当在酿酒

酵母 BY4742 基因组上使用组成型启动子

PTEF1、PFBA1、PTEF2分别表达 crtE、crtI 和 crtYB
这 3 个基因时，菌株 β-1 产生(5.2±0.5) mg/L 的

β-胡萝卜素(图 6B)。 
将 菌 株 F a c s 1 1 中 的 转 录 调 控 工 具

(MtTASR2Y*11-ProHMGR1)整合至以 BY4742 为底

盘的菌株 β-1 基因组上，逐一替换 crtE、crtI
和 crtYB 的启动子(分别获得菌株 β-2-β-4)。对

工程菌株发酵培养 120 h，在 48 h 添加 β-雌二

醇诱导剂，发酵结果如图 6B 所示。菌株 β-2、
β-3 和 β-4 未添加 β-雌二醇诱导时，β-胡萝卜素

产量分别为(10.9±0.7) mg/L、(11.8±0.9) mg/L
和(6.0±0.6) mg/L；添加 β-雌二醇诱导后，β-胡萝 
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图 4  转录因子 MtTASR2Y 的优化与改造   A：更换 MtTASR2Y 启动子的菌株荧光表达水平；B：突

变体菌株荧光表达水平；C：突变体菌株 2 轮筛选。 
Figure 4  Optimization and modification of transcription factor MtTASR2Y. A: Fluorescent expression 
levels with replacing the promoter of MtTASR2Y; B: Fluorescence expression levels of mutant strains; C: 
Secondary screening of mutant strains. **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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图 5  转录因子 MtTASR2Y 及其突变体 MtTASR2Y*氨基酸序列比对 
Figure 5  Transcription factor MtTASR2Y and its mutant MtTASR2Y* amino acid sequences alignment. 

 

 
 

图 6  诱导型转录调控工具调控 β-胡萝卜素生物合成   A：β-胡萝卜素的合成途径；B：工程菌株发酵

结果。 
Figure 6  Inducible transcriptional regulatory tools regulating β-carotene biosynthesis. A: Pathway of 
β-carotene synthesis; B: Fermentation results of engineered strains. FPP: Farnesyl diphosphate; GGPP: 
Geranylgeranyl diphosphate; crtE: GGPP synthase; crtYB: Bifunctional phytoene synthase and lycopene 
cyclase; crtI: Phytoene desaturase.  

 
卜素产量分别为(25.7±0.2) mg/L、(38.4±0.5) mg/L
和(33.6±1.4) mg/L，与各自未加入诱导剂的对

照组相比，β-胡萝卜素产量分别提高了 2.35、
3.24 和 5.59 倍。此外，相较于使用组成型启动

子的 β-1 菌株，引入苜蓿源转录调控工具的

β-2、β-3 和 β-4 菌株，β-胡萝卜素产量分别提

高了 4.89、7.31 和 6.41 倍，说明构建的苜蓿源

诱导型转录调控工具可实现基因的有效表达，

并且能动态调控异源化合物的合成。 

3  讨论与结论 
酿酒酵母作为重要的真核生物模型[34]，被

广泛应用于微生物细胞工厂的构建。基因表达

水平的微调对构建高效微生物细胞工厂至关重

要，其中转录因子和启动子作为主要转录调控

元件是精确调控目的基因及代谢产物表达的有
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力工具。然而，酵母内天然调控元件较少，通

常受到其转录能力的限制，应用时容易影响酵

母内源调控网络，并且无法时空调控单一或多

个基因的表达。本研究使用来自蒺藜苜蓿的转

录因子和启动子，在酿酒酵母不同底盘中进行

了功能表征，构建了一套在酵母中稳定表达的

苜蓿源诱导激活型转录调控工具 MtTASR2Y- 
ProHMGR1。通过对苜蓿源转录因子、启动子元

件的改造与优化，拓宽了该工具的调控范围，

丰富了酿酒酵母中可用的诱导型转录调控元

件。选取优化的苜蓿源诱导型转录调控工具，

用于合成 β-胡萝卜素的酿酒酵母细胞工厂的构

建中，使 β-胡萝卜素产量提高 4.89–7.31 倍，

最高产量为(38.4±0.5) mg/L。本研究进一步证

明了植物源调控元件在酿酒酵母中构建诱导型

转录调控工具的有效性，能实现基因表达的正

交、可控调节，为其在微生物细胞工厂中的特

异性调控和应用提供了新的策略和思路。 
本研究中转录因子 MtTASR2Y对酿酒酵母

内的多个基因存在影响，其在酵母内的功能值

得更深入地探究。此外，对启动子 ProHMGR1 以

及筛选的转录因子突变体 MtTASR2Y*进行结

构分析，并通过理性改造以进一步提高诱导型

转录调控工具的调控精度和效率。这些工作将

有助于深入挖掘植物源调控元件在微生物细胞

工厂中的应用潜力，并为合成生物学领域的研

究和工程应用提供更多可能性。 
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