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工业生物技术                                                               

新一代高产甘油重组菌的构建及其初步发酵 

刘爱玲, 饶志明, 马正, 诸葛斌, 方慧英, 诸葛健 
江南大学工业生物技术教育部重点实验室 工业微生物研究中心, 无锡 214122 

摘  要: 产甘油假丝酵母(Candida glycerinogenes WL2002-5)是一株发酵生产甘油的工业化菌株。为进一步提高其产甘

油能力, 本研究利用前期研究中成功克隆的产甘油假丝酵母中甘油合成关键酶 3-磷酸甘油脱氢酶基因 CgGPD1, 构建

根癌农杆菌双元载体 pCAM3300-zeocin-CgGPD1 后, 电击转化根癌农杆菌 LBA4404, 通过根癌农杆菌介导法(ATMT)转

化产甘油假丝酵母, 构建了产甘油假丝酵母重组菌。并从中筛选出一株酶活力和产甘油性能较好的产甘油假丝酵母重组

菌株 C.g-G8。以葡萄糖为底物摇瓶发酵 96 h 后, 重组菌 C.g-G8 的甘油产量比野生型菌株 Candida glycerinogene 提高

18.06%, 平均耗糖速率提高 12.97%, 平均酶活力提高 27.55%。本研究成功利用 ATMT 法转化产甘油假丝酵母构建新一

代高产甘油菌株。 

关键词 : 产甘油假丝酵母 , 胞浆 -3-磷酸甘油脱氢酶 , 根癌农杆菌介导转化  

Construction and fermentation of a recombinant Candida 
glycerinogenes strain with high glycerol production 
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Abstract: Candida glycerinogenes WL2002-5 (C.g) is an important industrial strain for glycerol production. To further improve 
glycerol production, we reconstructed a binary vector pCAM3300-zeocin-CgGPD1, introduced it to Agrobacterium tumefaciens 
LBA4404 by electroporation, and then transformed the T-DNA harboring the CgGPD1 to Candida glycerinogenes by Agrobacterium 
tumefaciens-mediated transformation (ATMT). After 96 h fermentation with glucose as the substrate, we screened a transformant 
named C.g-G8 with high glycerol production. Compared with the wild strain, the glucose consumption rate of C.g-G8 and the 
glycerol production were 12.97% and 18.06% higher, respectively. During the fermentation, the activity of glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase of C.g-G8 was 27.55% higher than that of the wild strain. The recombinant Candida glycerinogenes with high 
glycerol production was successful constructed by ATMT method. 

Keywords: Candida glycerinogenes, glycerol-3-phosphate dehydrogenase, Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation 
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甘油是一种重要的轻化工原料, 多年来, 利用

耐高渗酵母发酵生产甘油成为国内外研究机构的研

究焦点, 在上世纪 50年代就开始了相关研究[1−4]。随

后, 还有不少研究者对此也进行了大量研究。我国

的甘油生产菌株 Candida glycerinogenes WL2002-5

是迄今为止所报道的产甘油水平最好的菌种 , 在

250 g/L葡萄糖时胞外积累甘油总量高达 120 g/L以

上, 转化率超过 50%, 已经应用于大规模的发酵甘

油工业生产中。中科院等研究单位在产甘油酵母菌

种发酵工艺的优化、新型生物反应器的研制等方面

开展了工作。 

研究者发现, 酿酒酵母中的胞浆 3-磷酸甘油脱
氢酶(ct GPD)和 3-磷酸甘油酯酶(GPP)都至少具有 2
种同工酶 Gpd1p、Gpd2p 和 Gpp1p、Gpp2p, 其中
Gpd2p和 Gpp1p为组成型酶, Gpd1p和 Gpp2p为渗透
压诱导型酶, 细胞中的 ct GPD 和 GPP 活性分别以
Gpd1p、Gpp2p活性为主[9−11]。Remize等[12]的研究结

果表明提高甘油合成最直接的办法就是过量表达编

码 3-磷酸甘油脱氢酶 GPDH的同工酶 Gpd1。本研究
室前期通过染色体步移法成功克隆了来源于产甘油

假丝酵母的甘油合成关键酶基因 CgGPD1 及侧翼序
列(Accession No. EU186536), 并进行了功能验证[13]。 

由于 ATMT具有操作简单、转化效率高等优点,

已广泛应用于转化真菌的研究中[14]。近期, 研究室

利用 ATMT法转化产甘油假丝酵母获得成功[15]。在

此基础上, 本试验尝试克隆产甘油假丝酵母甘油合

成关键酶基因, 构建重组产甘油假丝酵母, 然后以

葡萄糖为底物进行发酵实验, 根据实验结果与野生

型菌株关键酶的酶活力和甘油产量进行比较, 视其

产甘油性能是否有进一步提高。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

大肠杆菌(Escherichia coli)JM109、产甘油假丝

酵母(Candida glycerinogenes)WL 2002-5、根癌农杆

菌(Agrobacterium tumefaciens)LBA4404本实验室保

存。质粒 pCAMBIA3300-zeocin由本实验室构建, 克

隆载体 pMD18-T购自大连宝生物工程公司。 

1.1.2  工具酶与试剂 

Taq DNA 聚合酶购自大连宝生物公司; 其他工
具酶均为精美公司产品。抗生素、乙酰丁香酮和磷

酸二羟丙酮 (DHAP)购自 Sigma 公司。腐草霉素
(Zeocin)购自上海普飞生物科技有限公司。质粒提
取、纯化及胶回收试剂盒均购自博大泰克。其他化

学试剂均为国产分析纯。细胞洗涤缓冲液(mmol/L): 
KH2PO4 10; K2HPO4 10; EDTA 2, pH 7.5细胞破壁缓
冲液(mmol/L): KH2PO4 100; K2HPO4 100; DTT 1; 

MgCl2 2; EDTA 2。 

1.1.3  培养基及培养条件 

LB 培养基和 YPD 培养基分别用于培养大肠
杆菌和产甘油假丝酵母。根癌农杆菌 LBA4404 采
用 YEB培养基(g/L): 酵母粉 1, 牛肉膏 5, 蛋白胨
5, 蔗糖  5, MgSO4·7H2O 493(mg/L), pH 7.2, 30oC
培养。MM 培养基(g/L): 酵母氮基 6.7, 葡萄糖 20, 
pH 5.3; IM 培养基(g/L): 酵母氮基 6.7, 葡萄糖 20, 
甘油 0.54, MES 7.807, 乙酰丁香酮  200 μmol/L, 
pH 5.3; SM培养基(g/L): 酵母氮基 6.7, 葡萄糖 20, 
头孢噻呜 200 μmol/mL, Zeocin 150 μg/mL, pH 6.0; 
种子培养基 (g/L): 玉米浆 15; 尿素  2; 葡萄糖  
100; 发酵培养基(g/L): 玉米浆 10; 尿素 2; 葡萄
糖 250。  
1.1.4  抗生素及使用浓度 

100 μg/mL硫酸卡那霉素, 200 μg/mL氨苄青霉

素 , 100 μg/mL 利福霉素 , 100 μg/mL 腐草霉素 , 

−20oC保存。 

1.1.5  引物 

根据已知的 CgGPD1 的读码框及其侧翼序列

设计以下引物 , 如表 1(斜体部分为限制性酶切位

点)。 

表 1  用于基因 CgGPD1 和 zeocin 扩增的引物 
Table 1  primers used for CgGPD1/zeocin genes amplification 

Gene Primer sequence (5′−3′) Product length (bp) Restriction site 

 Cggpd1F: CCCAAGCTTCAGTTCCCGTTTTCCATTTC  Hind Ⅲ 
Cggpd1 Cggpd1R: CCCAAGCTTAAGTGGAAATGCAGCTAAAGG 2147 Hind Ⅲ 
 Zeocin F: CGCGAATTCCCCACACACCATAGCTTC  EcoR I 

Zeocin ZeocinR: GGAGAGCTCAGCTTGCAAATTAAAGCC 1200 EcoR I 
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1.2  根癌农杆菌 LBA4404 双元载体 pCAM3300- 
zeocin-CgGPD1 的构建 
1.2.1  产甘油假丝酵母染色体 DNA的制备 

产甘油假丝酵母染色体 DNA 的制备按参考文

献[5]进行, 略有改进。 

1.2.2  PCR扩增 CgGPD1 

采用 50 μL反应体系: 10×Ex Taq Buffer 5 μL, 

2.5 mmol/L dNTP 4 μL, 上下游引物各 1 μL, 模板

DNA 2 μL, Ex Taq酶 1 μL, ddH2O 36 μL。反应条件: 

94oC 5 min, 94oC 90 s, 55oC 90 s, 72oC 120 s, 循环 35

次, 72oC 10 min, 15oC 10 min。 
1.2.3  pMD18-T-CgGPD1的构建 

胶回收 PCR 产物分别与 pMD18-T vector 的连

接、转化参照试剂盒说明书。 

1.2.4  pCAM3300-zeocin-CgGPD1的构建 
提取质粒 pMD18-T-CgGPD1和质粒 pCAM3300- 

zeocin, 用 Hind Ⅲ分别酶切, 胶回收 CgGPD1片段, 

将其在 Hind Ⅲ位点插入 pCAM3300-zeocin, 质粒构

建如图 1所示。 

 

图 1  质粒 pCAM3300-zeocin-CgGPD1 的构建 
Fig. 1  Construction of plasmid pCAM3300-zeocin-CgGPD1. 
 
1.3  根癌农杆菌介导转化产甘油假丝酵母 
1.3.1  根癌农杆菌介导转化 

转化方法参照文献[15]进行。 

1.3.2  产甘油假丝酵母阳性转化子验证 
转化子于 SM培养基中培养 2 d, 取单菌落和出

发菌株同时在新鲜 SM上重新划线培养, 30oC, 24 h

后观察生长情况, 对照出发菌株不能生长而转化子

生长者即为阳性转化子。 

以阳性转化子的染色体 DNA为模板, 用 zeocin

基因的特异性引物扩增 zeocin 全长基因, 用出发菌

株作对照。zeocin 全长基因为 1.2 kb。 
1.3.3  产甘油假丝酵母阳性转化子稳定性验证 

将上述转化子于 YPD培养基斜面培养 24 h后, 

挑取菌落再次在 YPD培养基斜面上划线培养。转接

10代后, 挑取菌落接种于 SM培养基上, 用 YPD培

养基对照实验, 能在 SM 生长良好的菌株认为该阳

性转化子的遗传稳定性较好。提取染色体, PCR法验

证转化子的稳定性。 

1.4  转化子的初步发酵实验 
1.4.1  转化子发酵产甘油能力筛选 

将产甘油假丝酵母出发菌株与重组菌株, 分别

接种于装有 30 mL 种子培养基的 250 mL的三角瓶, 

于 30oC、200 r/min 培养 18 h。按 5%接种量接种到

装有 50 mL 发酵培养基的 500 mL 三角瓶中, 于

30oC、200 r/min 摇床发酵。发酵 96 h测定发酵液中

的甘油含量和残糖量。每个样品重复 3 次, 结果取

平均值。 

1.4.2  发酵过程参数分析 

在上述发酵过程中定时取样, 每次取 5 mL 发

酵液, 8000 r/min离心 5 min, 取其上清液分析发酵

液中的甘油含量和残糖。每组实验重复 2 次, 结果

取平均值。 

1.4.3  转化子生长曲线测定 
将转化子和出发菌株同时接种 YPD 液体培养

基培养, 每隔 2 h 取样, 测定 OD600 值, 绘制生长 

曲线。 

1.4.4  发酵液中甘油含量的测定 
用高碘酸法测发酵液中的甘油含量[16]。 

1.4.5  残糖测定 
葡萄糖测定参照文献[17], 采用 SBA 生物传感

分析仪测定。 

1.4.6  生物量的测定 
取 10 mL 发酵液高速离心, 菌体用去离子水洗

涤 2 次 , 再于 80oC 干燥至恒重 , 测得菌体干重

(DCW)。 

1.4.7  粗酶液的制备 
粗酶液的制备参照文献[11]略作改动。 

1.4.8  胞浆 3-磷酸甘油脱氢酶酶活测定 
胞浆 3-磷酸甘油脱氢酶(ct GPD)酶活测定: 按

Blomberg 等[18]的方法, 略做改动。一个单位酶活定
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义为一分钟消耗 1 μmol NADH所需的酶量[19]。粗酶

液蛋白含量的测定用 Bradford 法[20], 以牛血清白蛋

白为标准蛋白。 

2  结果 

2.1  CgGPD1 基因的 PCR 扩增 
以产甘油假丝酵母基因组 DNA 为模板 , 以

CgGPD1 的引物进行 PCR 扩增, 琼脂糖凝胶电泳结

果显示 PCR扩增产物中有一条大小为 2.1 kb的特异

性条带, 该条带大小与预期的 CgGPD1 基因一致, 

如图 2中泳道 2所示。 

 

图 2  CgGPD1 的 PCR 和质粒 pMD18-T-CgGPD1, 
pCAM3300-zeocin-CgGPD1 的酶切 
Fig. 2  PCR amplication of CgGPD1 and restriction enzyme 
digestion analysis of pMD18-T-CgGPD1 and recombinant 
pCAM3300-zeocin-CgGPD1. 1: DL2000 marker; 2: CgGPD1 
gene of PCR; 3: pMD18-T-CgGPD1 digested by Hind Ⅲ;      
4: pCAM3300-zeocin digested by Hind Ⅲ; 5: pCAM3300-zeocin- 
CgGPD1 digested by Hind Ⅲ; 6: λDNA/Hind Ⅲ marker. 
 

2.2  表达载体 pCAM3300-zeocin-CgGPD1 的构建 

CgGPD1 基因从 pCAM3300-zeocin 的 Hind Ⅲ

酶切位点插入, 重组质粒经 Hind Ⅲ酶切后释放出

9.6 kb 和 2.1 kb 大小的 2 种片段 , 分别与质粒

pCAM3300-zeocin和靶基因 CgGPD1的大小相对应, 

如图 2中 4-5泳道所示。重组质粒命名为 pCAM3300- 

zeocin-CgGPD1。 

2.3  产甘油假丝酵母阳性转化子获得及PCR验证 
在 SM 培养基上生长良好的转化子确认为阳性

转 化 子 。 转 化 子 命 名 为 C. glycerinogenes- 

CgGPD1(简称 C.g-G)。PCR 验证结果见图 3。从图

中可以看出阳性转化子可以扩增出 1.2 kb 的 zeocin

基因片段 , 而出发菌株没有相应片段 , 说明

CgGPD1全长基因已经插入到双元载体的 T-DNA内, 

表明 ATMT法成功将 CgGPD1全长基因重组到产甘

油假丝酵母基因组中。转化子传代 10 次后, 在 SM 

培养基上仍能正常生长; 提取 10代内转化子的染色

体, PCR验证结果和图 3一致(数据未列出); 10代以

内转化子产甘油发酵能力无明显退化现象(数据未

列出) 。故认为阳性转化子传代 10次保持稳定。 

2.4  高产甘油阳性转化子的筛选 
将挑选的 50个转化子(C.g-G)进行发酵实验, 分

别取 72 h、84 h、96 h样品测定发酵液上清液中的

甘油含量和残糖量。以 C.g作为对照, 挑选甘油积累

量提高 5%以上的转化子再以甘油产量和转化率为

指标进行多轮复筛, 筛选结果见表 1。转化子 C.g-G6, 

C.g-G8, C.g-G18 发酵 96 h 后甘油产量均高达   

120 g/L以上, 比出发菌株提高了 10 %以上, C.g-G8

转化子尤为明显。 

2.5  转化子生长曲线的测定 
与 C.g相比 , 转化子 C.g-G8 在 YPD培养基中

的生长并没有表现明显优势 , 仅在细胞生长初期

生长速率稍快于 C.g, 而细胞生长稳定期和后期与

C.g 的生长速率几乎完全相似 , 生长曲线未列出。 

2.6  C.g-G8 发酵参数的时序变化 
为考察CgGPD1的插入对C.g-G8发酵产甘油的 

 

图 3  阳性转化子 PCR 验证 
Fig. 3  PCR identification of the transformants. 1: DL2000 
marker; 2, 3, 5, 6: the amplication of gene zeocin from C.g-G; 
lane4: the amplication of gene zeocin from C.g. 
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表 2  转化子 C.g-G 在 250 g/L 初糖条件下的发酵参数 
Table 2  Fermentation results of C.g transformants at initial glucose concentration of 250 g/L 

No. of strains Concentration of glycerol (g/L) Glycerol increase rate (%) Residual sugar (g/L) Conversion rate of sugar 
(%) 

C.g 115.52 (90 h) 0 18.08 49.81 

C.g-G 6 129.83 (84 h) 12.39 11.69 54.48 

C.g-G 8 136.38 (84 h) 18.06 5.06 55.68 

C.g-G 12 120.67 (84 h) 4.46 34.17 55.91 

C.g-G 13 123.67 (84 h) 7.06 30.84 56.43 

C.g-G 16 126.29 (84 h) 10.77 12.26 53.12 

C.g-G 17 125.38 (84 h) 8.54 31.87 57.48 

C.g-G 18 129.61 (84 h) 12.20 22.13 56.88 

 

图 4  C.g-G8 发酵甘油过程参数随时间的变化 
Fig. 4  Time courses of C.g-G8 glycerol fermentation concentrations. (A) Growth curve of C.g-G8. (B) Curve of sugar consumption. 
(C) Glycerol cumulative curve. 
 
影响, 实验研究了 C.g 和 C.g-G8的发酵过程中菌体

干重、葡萄糖的消耗和甘油累积随发酵时间的变化

规律。结果如图 4所示, C.g-G8和 C.g的菌体最大干

重均为 17 g/L。前 24 h是菌体快速生长阶段, 24 h

后为稳定期, 该时期甘油快速积累。C.g-G8 的平均

耗糖速率比出发菌株 C.g 快, 产甘油能力也有提高, 

当发酵时间为 84 h 时甘油累积达到最高值   

136.38 g/L, 平均甘油产率为 1.62 g/(L·h); 而 C.g在

90 h时甘油累积量才达到最高值 115.52 g/L, 平均甘

油产率为 1.28 g/(L·h)。 

2.7  C.g-G8 发酵过程中 GPDH 酶活的变化 

以出发菌株作对照, 实验中检测了 C.g-G8葡萄

糖发酵过程中 GPDH 的酶活力随时间的变化情况, 

结果如图 5。发酵过程中, C.g的 Gpd1p的平均酶活

力为 98 mU/mg, 在 30 h和 60 h出现 2次峰值, 60 h

时, 酶活力最高可达 170 mU/mg。而菌株 C.g-G8中

Gpd1p 的平均酶活力为 125 mU/mg, 比出发菌株提 

 

图 5  发酵过程中转化子 Gpd1p 酶活的变化 
Fig. 5  The Gpd1p activity of C.g-G8 in fermentation process. 

 
高 27.55%; 在 30 h 和 60 h 同样出现了 2 次峰值 , 

其中 60 h 的峰值达到 202 mU/mg。随着发酵结束 , 

C.g-G8 和 C.g 的胞浆 Gpd1p 活性均下降到相同   

水平。  
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3  讨论 

本研究利用 ATMT法成功将 CgGPD1全长基因

转入到 C. glycerinogenes染色体 DNA中。研究发现

CgGPD1 基因的插入对阳性转化子的生长没有影响

(图 4A), 因而推测 CgGPD1 全长基因插入了 C. 

glycerinogenes染色体上的重复序列或其他与其生长

代谢无关的序列中 , 与期望获得的转化子类型一

致。转化子的发酵产甘油实验结果发现, 约 30%的

转化子产甘油能力低于出发菌株, 可能原因是: 在

ATMT介导转化 C. glycerinogenes过程中, T-DNA是

随机整合到染色体上的, 因其在染色体上插入位点

的不同导致 CgGPD1 的表达水平的不同; 或者是靶

基因打断了产甘油假丝酵母中甘油代谢基因导致无

法正常表达, 从而影响转化子的产甘油能力。具体

原因还有待于进一步研究。其他阳性转化子的产甘

油能力都与出发菌株相当或者比其更高, 其中转化

子 C.g-G8 产量最高到达 136.38 g/L, 说明可能是

CgGPD1 基因拷贝数的增加使得产甘油能力得到提

高。与出发菌株相比 , 转化子 C.g-G8 不仅产甘油

能力获得提高 , 同时发酵时间也缩短了 6 h, 对于

工业化生产菌株来说 , 发酵时间的缩短具有重大

的意义。  

菌株 C.g-G8 甘油产量提高幅度不大可能是因

为在发酵过程中, Gpd1p 的酶活已经达到了一个较

高的水平, 形成一个发达的产甘油代谢流, 当其进

一步提高时, 在甘油合成过程中的另外一个关键酶

3-磷酸甘油酯酶(Gpp)并没有得到相应的提高, 成为

限速酶, 影响了甘油产量的进一步提高。关于同时

增强 Gpd1p和 Gpp在产甘油假丝酵母中的表达来提

高甘油产量的研究正在进行中。 
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