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摘  要 : 外源基因元件和模块在底盘细胞中发挥特定功能是合成生物学研究的基本过程，而外源元件和模块

在基因组中的位置对其功能的实现具有显著影响。为了系统、全面地表征酿酒酵母基因组位置效应对外源基因

的表达影响，以绿色荧光蛋白为报告基因，通过双交换同源重组方法，对酿酒酵母单基因敲除库进行高通量转

化，构建酿酒酵母基因组单位点荧光标记菌株库。结合流式细胞术和高通量测序技术对单位点荧光标记库菌株

进行分析，构建高表达位点库和低表达位点库，共发现促进绿色荧光蛋白表达的位点 428 个，抑制绿色荧光蛋

白表达的位点 444 个。通过分析高、低表达位点在酵母染色体上的分布，从全基因组尺度上对酿酒酵母基因组

整合位置对基因表达的影响进行表征。本研究可为酿酒酵母基因组位置效应的分布规律和产生机理研究提供重

要参考，对外源蛋白工业生产和合成生物学中的基因表达精细调控也具有重要的指导意义。 
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Effect of integration loci of genome on heterologous gene 
expression in Saccharomyces cerevisiae 
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Abstract:  Chromosomal integration of heterologous genes or pathways is preferred over the use of episomal plasmids for 

its inherently stability and thus more desirable in the industrial setting. However, the position of integration of heterologous 

genes in the genome influences the expression levels. In combination of high throughput transformation of the Yeast 

Knock-out Collection (YKO) and FACS analysis, the position effect on heterologous reporter gene gfp was identified 

across the whole genome in yeast. In total 428 high-expressed sites and 444 low-expressed sites were spotted, providing 

massive data to analyze patterns and reasons for region dependency of gene expression on the genome-wide scale. 
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酿酒酵母具有蛋白翻译后修饰功能，适合复

杂结构蛋白的表达和功能发挥，被广泛应用于复

杂化合物的生产[1-3]。合成生物学领域的最新研

究进展表明，外源基因元件和模块能够在酿酒酵

母细胞中发挥功能，实现复杂天然化合物的生 

产[4-6]。外源基因元件或模块通常以游离型质粒

为载体存在于酿酒酵母细胞中，或插入酿酒酵母

基因组。与游离型质粒相比，将外源基因元件或

模块整合至酵母基因组具有可精确控制拷贝数、

稳定强、无需抗生素或其他化合物的添加以维持

筛选压力等优点。然而研究表明，酿酒酵母基因

组对外源基因的表达存在明显的位置效应[7]，与

插入位点相关的表观遗传效应能够影响外源基

因的表达，插入本身可能会激活或者抑制某些基

因，造成内源基因的异常表达和有毒代谢产物的

积累。因此酿酒酵母基因组位置效应对外源基因

表达的影响的研究具有重要意义。 

目前，研究人员已在多种生物体系中发现基

因组位置效应的存在，如大肠杆菌 [8]、酿酒酵  

母[9-10]、乳酸乳球菌[11]、果蝇[12]和人类细胞[13]

等。Yamane 等[9]以 lacZ 为报告基因，将其整合

至酵母Ⅲ号染色体的不同位点，通过测定 β-半乳

糖苷酶的活性表征 lacZ的转录水平，对酵母Ⅲ号

染色体的位置效应进行了研究；Bai等[10]采用类

似的方法，在酿酒酵母基因组上选取了 20 个可

能适合外源基因整合的位点，对插入这些位点的

lacZ基因的表达情况进行了测定，发现不同位点

间 lacZ 的表达水平存在明显差异，最高可达 20

倍；Thomoson 等[14]的研究则采用了一种随机插

入的策略，并未对报告基因的插入位置进行确

定。上述研究仅对酿酒酵母的位置效应对外源基

因表达的影响进行了初步探索，研究局限于有限

位点或单条染色体，缺乏对整个酿酒酵母基因组

的位置效应系统、全面的探究。 

酿酒酵母单基因敲除库  (Yeast konck-out 

collection，简写为 YKO)[15]含有菌株 4 817株，
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每个菌株均有 1 个非必需基因的开放阅读框 

(ORF) 被 kanMX表达盒替代，具有 G418抗性。

表达盒上下游各含有一个长度为 20 bp 的“条码

区”识别区，用于特异性识别被替换的非必需基

因。本研究通过同源重组将 kanMX 表达盒替换

为报告基因 gfp，结合流式细胞分选技术和高通

量测序技术，构建酿酒酵母单位点荧光标记库、

高表达位点库和低表达位点库，实现对酿酒酵母

基因组多位点上外源基因表达水平差异的表征。

本研究方法具有高通量、能够精准定位 gfp插入

位置的特点，不仅能够筛选出增强和抑制外源基

因表达的位点，而且能够从基因组尺度上揭示酵

母位置效应的分布规律和产生机理。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与质粒 

实验背景菌株均为 S288c 菌株  BY4741 

(MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0)[16]。以

BY4741 为背景菌株的酵母单基因敲除库由美国

Jef D. Boeke教授实验室保存馈赠。大肠杆菌质

粒 pUC19[17]，酵母复制型质粒 pRS416[18]，均为

本实验室保存。带有 gfp基因的质粒 pGRB2.3由

美国 Brendan Cormack教授实验室保存馈赠。用

于质粒扩增的菌株为大肠杆菌 DH5α，购自北京

博迈德生物技术有限公司。 

1.2  培养基与试剂 

YPD 培养基组成成分为 10 g/L 酵母浸粉，   

20 g/L蛋白胨，20 g/L葡萄糖。SD培养基组成成

分为 6.7 g/L不含氨基酸的酵母氮源，2 g/L氨基酸

混合物，20 g/L葡萄糖，20 mg/L组氨酸，20 mg/L

色氨酸，SD-URA缺陷型培养基添加 100 mg/L亮

氨酸，SD-LEU缺陷型培养基添加 20 mg/L尿嘧啶，

用 10 mol/L NaOH调节 pH至 6.5。LB培养基组成

成分为 10 g/L 氯化钠，5 g/L酵母浸粉, 10 g/L蛋白

胨，添加 0.1 mg/mL氨苄霉素用于筛选。固体培养

基添加 20 g/L琼脂粉。培养含有 kanMX基因的菌

株细胞时，培养基中额外添加 0.2 mg/mL G418。 

培养基所用试剂购自北京鼎国生物技术有限

公司；质粒提取试剂盒、DNA 纯化试剂盒购自北

京天根生化科技有限公司；PfuUltra™ 高保真

DNA 聚合酶购自美国 Stratagene 公司，限制性内

切酶、T4 DNA连接酶购自美国 Fermentas公司；

转化所用 PEG3350、DMSO购自美国 Sigma公司，

鲑鱼精 DNA购自北京鼎国生物技术有限公司。  

1.3  表达盒构建 

突变 pUC19 质粒去除 Xba I酶切位点，作为

gfp基因表达载体。采用 OE-PCR法[19]构建整合型

表达盒，总长 3.9 kb，由 5个 DNA片段组成：与

kanMX 基因同源的上游同源臂和下游同源臂、酿

酒酵母内源弱启动子 ura3p、gfp 开放阅读框与其

相应的终止子和 leu2 营养筛选标记，PCR 引物见

表 1。最终得到带有 gfp 表达盒的整合型质粒

pUC19M-1 (图 1)。 

 

 
 
 

图 1  绿色荧光蛋白表达盒的构建及酿酒酵母单基

因敲除库的插入整合示意图 

Fig. 1  Construction of the gfp expression cassette and 
integration strategy. 
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1.4  酿酒酵母单位点荧光标记库的构建 

利用大肠杆菌对整合型质粒 pUC19M-1进

行扩增，酶切回收目的 DNA片段 20 μg，对酿

酒酵母单基因敲除库进行转化。筛选出具有

LEU+G418表型的转化子，构建单位点荧光标

记菌株库。将该菌株库在液体 SD-LEU营养缺

陷型培养基中进行培养以抑制假阳性细胞的生

长。取部分培养后的细胞稀释涂布于 YPD固体

平板并翻印至 SD-LEU 营养缺陷型平板以统计

酿酒酵母单位点荧光标记库的细胞阴性率。 

1.5  酿酒酵母单位点荧光标记库的分选 

将酿酒酵母单位点荧光标记库过夜培养，

去除培养基后悬于 PBS缓冲液中，细胞密度调

整至 1×107 个细胞/mL。用流式细胞仪对细胞

进行分选，根据细胞荧光蛋白表达强度的分布

图谱 (图 2)，选取荧光蛋白表达量较高和较低

的细胞，分选出的细胞数分别占细胞总量 10%。

将得到的细胞再次分选，去除干扰细胞，纯化

细胞库，形成高表达位点库和低表达位点库。 

1.6  高/低表达位点库的测定与分析 

提取酿酒酵母单基因敲除库、酿酒酵母单

位点荧光标记库、高表达位点库和低表达位点

库的基因组 DNA，采用 Tag-array hybridization

法[20]测定表达盒上下游“条码区”的 DNA序列，

确定库中所含菌株和 gfp基因插入位置。 

 
 

表 1  构建 gfp 整合型表达质粒引物列表 

Table 1  Primer for constructing the designer cassette for integrative transformation 

Primer name Primer sequence (5′−3′) Re site Amplicon size (bp) 

KanMXL-fw GTGCGAGCTCTCTGTTTAGCTTGCCTCGTC SacⅠ 

123 

KanMXL-rv 
AAGCTGTGGTATGGTGCACTCAGATCTAATGTACG
GGCGACAGTCA 

BglⅡ 

ura3p-fw 
TGACTGTCGCCCGTACATTAGATCTGAGTGCACCAT
ACCACAGCTT 

BglⅡ 

225 

ura3p-rv 
CTTCACCTTTAGACATGAATTCCTTCTAGAGGATTT
ATCTTCGTTTCCTGCA 

XbaⅠ 

gfp-fw 
TGCAGGAAACGAAGATAAATCCTCTAGAAGGAATT
CATGTCTAAAGGTGAAG 

XbaⅠ 

1 139 

gfp-rv 
TGGTTGCTAAGAGATTCGAACTTTAATTAAGGCGGT
ACCTTTACCTCTATATC 

PacⅠ 

leu2-fw 
CGATATAGAGGTAAAGGTACCGCCTTAATTAAAGTT
CGAATCTCTTAGCAACCA 

PacⅠ 

1 797 

leu2-rv 
TCTTTCCAGACTTGTTCAACAGTGGTCAGGTCATTG
AGTGTT 



KanMXR-fw 
AACACTCAATGACCTGACCACTGTTGAACAAGTCT
GGAAAGA 


537 

KanMXR-rv CGCGGATCCATTCGACACTGGATGGCG BamHⅠ 

Restriction enzyme sites are indicated in bold. 
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表 2  酿酒酵母单位点荧光标记库、高表达位点库和

低表达位点库中菌株表型验证 

Table 2  Phenotype verification for strains in the 
starting pool (SP), high-expressed pool (HP) and 
low-expressed pool (LP) 

 
SP HP LP 

Transformants plated 4 200 2 150 3 050 

Incorrect phenotype 84 0 35 

Negative rate (%) 2 0 1.1 

 

2  结果与讨论 

为了系统研究酿酒酵母基因组位置效应对

外源基因表达的影响，本实验中对酿酒酵母单基

因敲除库进行了高通量转化，以报告基因 gfp替

换单基因敲除菌株的 kanMX 序列。通过对转化

子的表型筛选，得到 1.3×104个具有 LEU+G418

表型的转化子，构建酿酒酵母基因组单位点荧光

标记菌株库。酿酒酵母单基因敲除库中共有菌株

4 817 株，根据计算，单位点荧光标记库对单基

因敲除库的覆盖率为 2.6倍，单个单基因敲除菌

株被转化的概率为 92.8%。单基因敲除菌株库中

存在部分生长缓慢菌株，在培养、转化过程中可

能遗失；某些基因的缺失会对整合型转化产生影

响[21]；此外，长片段外源 DNA的整合型转化效

率远低于游离型质粒转化。考虑上述因素，我们

认为实验中所构建的酿酒酵母单点荧光标记库

基本实现了对原单基因敲除库的替换。 

与抗性筛选不同，营养缺陷型筛选过程中

会产生假阳性转化子，为避免这些转化子影响

后续的分选和测序，实验中对酵母单位点荧光

标记库、高表达位点库和低表达位点库中菌株

的表型进行了验证。在统计的 4 200个单位点荧

光标记库菌株菌落中，表型为 LEU-的菌落 84

个，阴性率为 2% (表 2)。采用同样的方法对高、

低表达位点库的细胞阴性率进行检测，结果显

示高表达位点库的阴性率为 0%，低表达位点的

阴性率为 1.1% (表 2)。由于经过营养缺陷型培

养基中的传代培养和流式细胞仪的分选，两者

的阴性率与单位点荧光标记库菌株阴性率相比

均有明显降低。但是低位点表达库仍存在 1.1%

的假阳性细胞，这是由于流式细胞仪的分选受

精度所限，未能将部分无荧光强度的细胞与荧

光强度较低的细胞区分开来。由于后续的测序

实验能够排除假阳性菌株，因此当库中细胞阴

性率低于 2%时，不会对后续实验结果造成显著

影响。 

利用高通量测序技术测定表达盒上下游

“条码区”的 DNA序列，确定酿酒酵母单位点荧

光标记库中所含菌株和 gfp基因插入位置。数据

分析显示，酿酒酵母单位点荧光标记库中共含

菌株 3 455个，占原酵母单基因敲除库的 72%。

分析测定结果少于酵母单基因敲除库菌株数的

原因如下：1) 在原始的 4 817 个菌株中，有部

分菌株具有生长缓慢表型。这些菌株无论是在

最开始的转化操作，还是后续的培养、分选和

测序过程中均可能因为生长过于缓慢丢失。2) 

基因的缺失和插入位置的不同会对转化效率造

成影响[21]，使得部分菌株未能成功插入 gfp 报

告基因。3) 分析和测序过程中会造成一部分菌

株的缺失。 

由酵母单位点荧光标记库的流式细胞分选

图 (图 2) 可以看出，部分细胞的 gfp 表达量明

显高于或低于其他细胞，说明处于这些位点上

的 gfp基因表达受位置影响较大。 
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图 2  酿酒酵母单位点荧光标记库菌株分选 (A：以酿酒酵母单位点荧光标记库为起始的第一轮分选，P4 框中

为 gfp 高表达细胞，P5 框中的 gfp 低表达细胞；B：以第一轮分选出的 gfp 高表达细胞为起始进行的第二轮分

选；C：以第一轮分选出的 gfp 低表达细胞为起始进行的第二轮分选) 

Fig. 2  Sorting for cells with high/low gfp expression. (A) Sort 1 from the starting pool. (B) Sort 2 for cells with high gfp 
expression from P5 in sort 1. (C) Sort 2 for cells with low gfp expression from P4 in sort 2. Red dots enclosed in P5 
indicated cells with high gfp expression. Purple dots enclosed in P4 indicated cells with low gfp expression. 
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实验中将位置效应明显的细胞分选出来，

构建高表达位点库和低表达位点库。测序分析

结果显示，高表达位点库中含有菌株 428 个，

占单位点标记库的 12%；低表达位点库中含有

菌株 444个，占单位点标记库的 13% (菌株列表

见补充材料)。在荧光显微镜下观察酵母单位点

荧光标记库、高表达位点库菌株细胞的 gfp表达

情况 (图 3)，图 3B为酵母单位点荧光标记库细

胞的观察结果，可以看出细胞之间荧光强度存

在明显差异；图 3C为高表达库菌株的细胞，其

荧光强度明显强于低表达库菌株的细胞  (图

3D)。对酵母单位点荧光标记库、高表达位点库

和低位点表达库荧光表达强度的定量测定与镜

检结果相吻合 (图 4)。图 4B为未分选的酵母单

位点荧光标记库细胞的荧光蛋白表达量分布

图，沿横坐标轴分布较为分散，说明库中细胞

荧光蛋白表达量差异较大；图 4C为高表达位点

库细胞的荧光蛋白表达量分布，与图 4B相比明

显沿坐标轴向右偏移，说明细胞中荧光蛋白的

表达量明显增强；而从代表低表达位点库的图

4D中可以看出，细胞分布沿坐标轴右移，说明

细胞中荧光蛋白的表达量明显降低。通过分布

图的量化数据可知，低表达位点库菌株的平均

gfp 表达量为 18.02，高表达位点库菌株的平均

gfp 表达量为 137.84，为低表达位点库平均 gfp

表达量的 7.6倍。 

为了进一步探寻酿酒酵母位置效应的分布

规律，将高表达位点库和低表达位点库中报告

基因所在位点绘制成图谱 (图 5)。高/低表达位

点分布图显示，对于外源基因表达存在显著影

响的位点在酵母基因组的 16条染色体上均有分

布。一些高表达和低表达位点集中分布在染色

体的特定位置，呈现出一定的区域性。存在下 

 
 
图 3  荧光显微镜下酿酒酵母单基因敲除库、高表达

位点库和低表达位点库的绿色荧光蛋白表达情况

(A：未转化的酿酒酵母单基因敲除库细胞；B：未经

过分选的酿酒酵母单位点荧光标记库细胞；C：高表

达位点库细胞；D：低表达位点库细胞。左侧图片为

白光观测，曝光时间 100 ms；右侧图片为荧光观测，

曝光时间 2 000 ms) 

Fig. 3  Cells from starting pool, high-expressed pool 
and low-expressed pool under the fluorescence 
microscope. (A) Original YKO pool as negative control. 
(B) Cells from the starting pool. (C) Cells from the 
high-expressed pool. (D) Cells from the low-expressed 
pool. Photos on left line were taken under white light 
with 100 ms exposure time. Photos on right line were 
taken under green light with 2 000 ms exposure time. 
 

调基因表达的“抑制区”和上调外源基因表达的

“热点区”。一个典型的例子就是端粒位置效应，

表现为处于端粒序列附近的基因的表达受到抑

制[22]。从图 5 中可以看出，低表达位点在端粒

位置的分布较为集中，如Ⅶ号、ⅪⅤ号染色体， 
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图 4  gfp 表达量测定图 (A：未转化的酿酒酵母单基因敲除库；B：未经过分选的酿酒酵母单位点荧光标记库；

C：经过两轮分选得到的高表达位点库；D：经过两轮分选得到的低表达位点库) 

Fig. 4  FACS analysis for cells before and after sorting. (A) Original yeast knockout collection pool as negative 
control. (B) Sarting pool. (C) High-expressed pool. (D) Low-expressed pool. 
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图 5  高/低表达位点在酿酒酵母染色体上的分布示意图 (线上部黄色点代表高表达位点；线下部蓝色点代表

低表达位点；线中红色点代表染色体着丝粒；Ⅲ号染色体上的红线代表交配型位点 (HML 和 HMR)) 

Fig. 5  Landscape of high/low expression sites on the chromosome of Saccharomyces cerevisiae. Yellow dots upon 
the line represent sites with high gfp expression; cyan dots below the line represent sites with low gfp expression; red 

dots on the line represent centromere on each chromosome; red lines on chrⅢ represent HML and HMR locus. 

 
 

端粒沉默效应抑制了其附近位点基因的表达，

这一现象与染色质的组织结构有关[23-24]。此外，

低表达位点还多集中于着丝粒位置和 HML-HMR

位点，产生这一现象的原因为着丝粒和 HM 位

点具有特殊的 DNA序列，容易与蛋白质结合形

成稳定的聚合体，不利于外源蛋白的表达[25-26]。

除上述位点之外，染色体上还存在一些外源基

因表达抑制区，如Ⅱ号染色体的 100119 kb位

置，Ⅷ号染色体的 136159位置，ⅩⅥ号染色体

的 226204 kb位置等，其抑制机理有待进一步

研究。此外，在染色体上存在一些高表达位点

相对较为集中的热点区域，Yamane 等 [8]和

Flagfeldt 等[10]在其针对酿酒酵母基因组位置效

应的研究中发现热点区域附近存在自主复制序

列 (ARS)，促进外源基因的表达，本实验证实

了这一现象并发现了更多类似热点区，如Ⅳ号

染色体 755768 kb (ARS423)，Ⅶ号染色体

828849 kb (ARS731)，ⅩⅥ号染色体 455465 kb 

(ARS1633)等。研究过程中我们还发现一些热点

区域能够造成外源基因表达量增加，如Ⅷ染色

体 320336 kb，ⅩⅢ染色体 571589 kb等。但

其作用机理尚不明确。 

本研究以酿酒酵母单基因敲除库为基础，

构建酿酒酵母基因组单位点荧光标记库、高表

达位点库和低表达位点库，从全基因组尺度上

对酿酒酵母基因组的位置效应进行了表征。获

得高表达位点428个，低表达位点444个。通过

对这些位点分布的分析揭示了位置效应在染色

体上的分布规律。研究结果对合成生物学研究

中精确调控外源基因表达和重要蛋白生产工业

都具有重要的指导意义。 
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