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摘   要：柠檬烯及其衍生物紫苏酸作为重要的生物活性天然产物，广泛应用于食品、化妆品、保

健品和医药等行业。然而，低效率的植物提取与高能耗的化工合成限制了柠檬烯和紫苏酸的工业

合成。本研究在酿酒酵母中通过过氧化物酶体区室化表达绿薄荷来源的柠檬烯合酶，构建获得重

组菌株，柠檬烯产量为 0.038 mg/L。采用模块化工程分步表达参与柠檬烯合成的基因 ERG10、
ERG13、tHMGR、ERG12、ERG8、IDI1、MVD1、ERG20ww 以及 tLS，以研究其对柠檬烯产量的

影响。通过增加前体模块，柠檬烯产量增加至 1.14 mg/L。采用高拷贝数的质粒表达上述关键基因，

柠檬烯的产量显著提高，达到 86.74 mg/L，提高至初始菌株产量的 4 337 倍。以构建的柠檬烯生产

菌株为出发菌株，通过表达丹参来源的细胞色素 P450 酶基因，实现了紫苏酸的生成，其产量达

4.42 mg/L，为利用酿酒酵母构建高产单萜类天然产物的细胞工厂奠定了基础。 
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Abstract: Limonene and its derivative perillic acid are widely used in food, cosmetics, health 
products, medicine and other industries as important bioactive natural products. However, 
inefficient plant extraction and high energy-consuming chemical synthesis hamper the industrial 
production of limonene and perillic acid. In this study, limonene synthase from Mentha spicata 
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was expressed in Saccharomyces cerevisiae by peroxisome compartmentalization, and the yield 
of limonene was 0.038 mg/L. The genes involved in limonene synthesis, ERG10, ERG13, 
tHMGR, ERG12, ERG8, IDI1, MVD1, ERG20ww and tLS, were step-wise expressed via modular 
engineering to study their effects on limonene yield. The yield of limonene increased to      
1.14 mg/L by increasing the precursor module. Using the plasmid with high copy number to 
express the above key genes, the yield of limonene significantly increased up to 86.74 mg/L, 
which was 4 337 times higher than that of the original strain. Using the limonene-producing strain 
as the starting strain, the production of perillic acid was successfully achieved by expressing 
cytochrome P450 enzyme gene from Salvia miltiorrhiza, and the yield reached 4.42 mg/L. The 
results may facilitate the construction of cell factory with high yield of monoterpene products 
by S. cerevisiae. 
Keywords: synthetic biology; Saccharomyces cerevisiae; limonene; modular engineering; 
perillic acid 

 
 

单萜类化合物是一类以异戊二烯为骨架结

构的天然产物，具有巨大的经济利用价值。柠

檬烯作为一种典型的单萜类化合物，存在于

300 多种植物[1]和一些细菌中[2]。柠檬烯及其衍

生物紫苏酸，因其香味宜人、生物活性独特、

物理化学性质优良而被广泛应用于工业合成，

涉及到药品、食品、护肤品、生物燃料和生物

材料等行业[3]。全球柠檬烯产量正在大幅增长，

预计到 2024 年，市场规模将超过 19 亿美元[4]。

由于柠檬烯和紫苏酸的用途广泛，市场需求也

急剧增长，但是，气候季节的变化严重影响了

从天然植物获取柠檬烯、紫苏酸 [5]。而化学合

成工艺存在低效率、高能耗、环境污染大和副

产物有毒等缺点，也无法进行大规模合成应用。

合成生物学和代谢工程的快速发展为可持续性

合成高附加值天然产物提供了另一种策略[6]。到

目前为止，研究人员已在大肠杆菌(Escherichia 
coli)、酵母中实现柠檬烯的生物合成[7-8]，也已

经成功利用解脂耶氏酵母(Yarrowia lipolytica)
实现柠檬烯到紫苏酸的转化(表 1)[9]，但目前尚

未有酿酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae)从头

合成紫苏酸的相关报道。 
 
表 1  不同微生物菌株合成柠檬烯及柠檬烯生物转化为紫苏酸的研究进展 
Table 1  Research progress on synthesis of limonene by different microbial strains and biotransformation of 
limonene to perillic acid 
Host Products Substrates Time (h) Cultivation mode Titer (mg/L) References 
S. cerevisiae 
CENPK2-1C 

Limonene Glucose and ethanol 120 Bioreactor; Fed-batch 918.00 [10] 

S. cerevisiae 
AY12α 

Limonene Corn hydrolysate and ethanol 72 Shake flask; Batch 23.76 [11] 

S. cerevisiae 
BY4741 

Limonene Galactose and raffinose 144 Shake flask; Fed-batch 167.04 [12] 

Y. lipolytica Po1f Limonene Glycerol 144 Shake flask; Batch 165.30 [13] 
E. coli DE3 Limonene Glucose 84 Shake flask; Fed-batch  1 290.00 [14] 
P. putida DSM 
12264 

Perillic acid Limonene 168 Shake flask; Fed-batch  31 000.00 [15] 

Y. lipolytica Perillic acid Limonene 48 Shake flask; Batch  855.00 [9] 
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S. cerevisiae 因其具有遗传背景清晰、易于

遗传操作、表达系统成熟等特点，已成为工业

化合成异戊二烯的优良底盘细胞。β-法尼烯

(130 g/L)和青蒿酸(25 g/L)的高水平合成证明

了 S. cerevisiae 作为一种优秀的类异戊二烯细

胞工厂的潜力[16-17]。与 E. coli 相比，S. cerevisiae
的优势是能够表达膜相关或细胞器特异性的

酶，特别是真核细胞来源的 P450 酶[18]。常用的

提高柠檬烯合成能力的代谢工程策略包括：(1) 
对甲羟戊酸(mevalonate, MVA)途径的限速基因

HMGR 进行过表达或者改造 [19]； (2) 对基因

ERG20 进行改造以减弱竞争途径促进萜类合成

前体物质香叶基焦磷酸(geranyl pyrophosphate, 
GPP)的积累[20]；(3) 通过引入正交途径来缓解

细胞对 MVA 途径的调控[15]，然而得到的柠檬

烯滴度仍无法满足工业化合成需求。近年来，细

胞器区室化已被证明是合成异戊二烯的可行方

法。利用线粒体、过氧化物酶体和内质网区室化

已被报道可以促进多种类异戊二烯的生成[21-22]，

但鲜有关于 S. cerevisiae 柠檬烯合成途径区室

化的报道。细胞器的利用可能会进一步提高   
S. cerevisiae 合成柠檬烯和紫苏酸的能力。 

本研究以 S. cerevisiae BY4741 为出发菌

株，利用模块化工程实现柠檬烯的高效合成，

并探究过氧化物酶体区室化对柠檬烯效价的影

响。在此基础上，通过表达丹参来源的 P450 酶

实现柠檬烯到紫苏酸的转化，成功构建了一株

从头合成紫苏酸的 S. cerevisiae 菌株(图 1)。 
 

 
 

图 1  Saccharomyces cerevisiae 中柠檬烯及紫苏酸的合成途径示意图   ERG10：乙酰乙酰辅酶 A 硫解

酶基因；ERG13：HMG-CoA 合成酶基因；HMGR：HMG-CoA 还原酶基因；ERG12：甲羟戊酸激酶基

因；ERG8：磷酸甲羟戊酸激酶基因；VD1：二磷酸甲羟戊酸激酶基因；IDI1：异戊烯基焦磷酸异构酶

基因；ERG20：香叶基焦磷酸合酶基因；tLS：柠檬烯合酶基因；CYP71A76：紫苏酸合酶基因 
Figure 1  Synthetic pathway of limonene and perillic acid in Saccharomyces cerevisiae. ERG10: 
Acetoacetyl-CoA thiolase gene; ERG13: HMG-CoA synthase gene; tHMGR: HMG-CoA reductase gene; 
ERG12: Mevalonate kinase gene; ERG8: MVAP kinase gene; MVD1: MVAPP decarboxylase gene; IDI1: 
Isopentenyl-diphosphate isomerase gene; ERG20: GPP synthase gene; LS: Limonene synthase gene; 
CYP71A76: Perillic acid synthase gene. 
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1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

S. cerevisiae BY4741、E. coli JM109 由本实

验室保存；pESC系列质粒购自Agilent Technologies
公司；pMD19-T (Simple)购自 TaKaRa 公司；质

粒 pUC57-ERG20ww、pUC57-tLS 由苏州金唯智

生物科技有限公司构建。研究中使用及构建的

菌株和质粒如附表 1 和 2 (文中附表已上传至国

家微生物科学数据中心，编号为：NMDCX 
0000234)所示；基因克隆和质粒构建所用引物

如附表 3 所示。 
1.1.2  主要试剂和工具酶类 

本研究中所使用的 PrimeSTAR 聚合酶、限

制性内切酶以及 Solution Ⅰ Ligase 连接酶均购买

于 TaKaRa 公司；一步克隆试剂盒购于南京诺唯

赞生物科技有限公司；实验中所需要的酵母粉和

酵母氮碱(yeast nitrogen base, YNB)购自 OXOID
公司；氨苄青霉素购自 Sigma-aldrich 有限公司；

常规试剂(如硫酸铵)等从麦克林试剂购买。 
1.1.3  培养基 

Luria-Bertani (LB) (g/L)：酵母提取物 5，
胰蛋白胨 10，NaCl 10。 

酵母提取物蛋白胨葡萄糖培养基 (yeast 
extract peptone dextrose medium, YPD) (g/L)：
酵母粉 10，葡萄糖 20，胰蛋白胨 20。固体培

养基添加 2% (质量体积分数)琼脂粉。 
基础培养基(minimal medium, MM) (g/L)：硫酸

铵 10，YNB 6.7，葡萄糖 20，琼脂粉 20。 
选择培养基(selective media, SM) (g/L)：硫酸

铵 10，YNB 6.7，葡萄糖 20，琼脂粉 20，尿嘧

啶 0.06。 
合成半乳糖基础培养基 (synthetic galactose 

minimal medium, SG) (g/L)：(NH4)2SO4 10，YNB 
6.7，半乳糖 20；氨基酸补充剂 10 mL/L。 

氨基酸补充剂(g/L)：亮氨酸 10，组氨酸 10，
甲硫氨酸 10，色氨酸 10。 

1.2  方法 
1.2.1  培养方法 

种子液培养：从甘油保藏管中挑取一环菌

液在 YPD 固体培养基上划线活化，置于 30 ℃
培养箱中培养 2 d；待单菌落长出后，挑取单菌

落接种至 10 mL 的 YPD 液体培养基中，于

30 ℃、200 r/min 摇床中培养 1 d。 
柠檬烯的摇瓶发酵：将种子液转接到 30 mL 

YPD 培养基中，使其初始 OD600 为 0.5，加入 10%
体积的十二烷作为有机萃取相，开始两相摇瓶发

酵；30 ℃、200 r/min 下培养 5 d 以产生柠檬烯。

每组做 3 个平行并进行重复试验。 
紫苏酸的摇瓶发酵：将种子液转接到 30 mL 

YPD 培养基中，初始 OD600 为 0.5，在 30 ℃、

200 r/min 的培养条件下培养 5 d 以产生紫苏酸。

每组 3 个平行并进行重复实验。 
1.2.2  柠檬烯的检测 

对于柠檬烯的检测，将发酵液以 5 000 r/min
离心 10 min 获取有机层。添加无水硫酸钠后静

置 1−2 h 除水，用注射器吸取 1 mL 上层十二烷

有机相经滤膜过滤后用于气相色谱质谱联用

(gas chromatograph-mass spectrometer, GC-MS)
分析。GC-MS 检测条件为：气相色谱柱为

TG-5MS 柱，氦气作为载气。采用升温程序：

50 ℃保持 1 min 后，以 6 ℃/min 的速度升温至

100 ℃，再以 20 ℃/min 的速度升温至 280 ℃，

工作 5 min。 
1.2.3  紫苏酸的检测 

对于紫苏酸的检测，取 5 mL 发酵液于离心

管中，加入 5 mL 的乙酸乙酯，通过振荡器将混

合液充分振荡混匀，再通过 5 000 r/min 的高速

离心机进行离心 10 min。离心结束后，吸取 3 mL
上层有机相于离心管中，添加无水硫酸钠静置

1−2 h 除水，通过注射器吸取 1 mL 上层乙酸乙
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酯相经有机滤膜过滤后用于气相色谱分析。 
1.2.4  不同模块整合框的构建 

(1) 过氧化物酶体定位信号肽验证表达盒

构建 
以柠檬烯合酶(tLS)的过氧化物酶体信号肽

表达盒的构建为例。信号肽 ePTS 是一个长度为

27 bp 的 DNA 片段，在基因 tLS 的下游引物设

计时，在其终止密码子前添加 ePTS 片段得到引

物 tLS-R2。利用引物 tLS-F1 和 tLS-R2，以

pUC57-tLS 为模板 PCR 扩增得到片段 tLS-ePTS。 
选择 S. cerevisiae BY4741 中基因 LPP1 (编

码脂肪磷酸酶)、DPP1 (编码二酰基甘油焦磷酸

酶)和 HO (编码同源开关内切酶)作为整合位

点，构建各模块整合表达盒。 
(2) 模块Ⅰ基因表达盒的构建(包括 ERG10、

ERG13 和 tHMGR) 
以 S. cerevisiae BY4741 基因组 DNA 为模

板，ERG10-F1 和 ERG10-R1 为引物，通过 PCR
扩增 ERG10 基因，然后插入到质粒 pHO1 中的

Not I 和 Sac I 酶切位点处，获得重组质粒

pHO1-ERG10； 
参考(1)中的策略，ERG10-F1 和 ERG10-R2

为引物，在 ERG10 基因的 3ʹ端添加信号肽基因

ePTS，参照质粒 pHO1-ERG10 的构建方法，获

得重组质粒 pHO1-ERG10_ePTS； 
以 S. cerevisiae BY4741 基因组 DNA 为模

板，tHMGR-F1 和 tHMGR-R1 为引物，通过 PCR
扩增 tHMGR 基因，然后插入到质粒 pHO1-ERG10
中的 BamH I 和 Xho I 酶切位点处，获得重组质

粒 pHO1-ERG10-tHMGR； 
参 考 (1) 中 的 策 略 ， tHMGR-F1 和

tHMGR-R2 为引物，在 tHMGR 基因的 3ʹ端添加

信号肽基因 ePTS，参照质粒 pHO1-ERG10- 
tHMGR 的构建方法，获得重组质粒 pHO1- 
ERG10_ePTS-tHMGR_ePTS； 

用引物 ADH1-F0、CYC1-F0 分别对重组质

粒 pHO1-ERG10-tHMGR、pHO1-ERG10_ePTS- 
tHMGR_ePTS 进行 PCR 扩增，获得片段 PTEF1- 
ERG10-TADH1-PTDH3-tHMGR-TCYC1 与 PTEF1-ERG10_ 
ePTS-TADH1-PTDH3-tHMGR_ePTS-TCYC1； 

利 用 引 物 PHXT7-F1 与 PHXT7-R1 、

PDC1-F 与 PDC1-R 以及 ERG13-F1 与 ERG13- 
R1/R2 分别对 S. cerevisiae BY4741 基因组 DNA
进行扩增得到启动子 PHXT7、终止子 TPDC1 及基

因 ERG13、ERG13_ePTS，对其进行融合 PCR
得到片段 PHXT7-ERG13-TPDC1 、 PHXT7-ERG13_ 
ePTS-TPDC1； 

以 S. cerevisiae BY4741 基因组 DNA 为模

板，LPP-F1 和 LPP-R1 为引物，通过 PCR 扩增

LPP1 基因，与 pMD19 (Simple)进行连接，得到

质粒 pMD19-LPP1 。利用引物 Re-LPP-F 、

Re-LPP-R 进行 PCR 扩增得到片段 LPP1-ampr- 
LPP1 作为载体。利用 Xba Ⅰ酶切片段 LPP1- 
ampr-LPP1，与 gda-ura3 片段进行连接，获得

重组质粒 pMD19-LPP1-gda-ura3 (整合基因位

点为 LPP1)； 
继 续 利 用 Hind III 单 酶 切 重 组 质 粒

pMD19-LPP1-gda-ura3，分别与片段 PHXT7-ERG13- 
TPDC1、PHXT7-ERG13_ePTS-TPDC1 进行连接，得

到重组质粒 pMD19-LPP1-gda-ura3-ERG13、

pMD19-LPP1-gda-ura3-ERG13_ePTS。将新获得

的质粒用 BssH II 进行酶切，然后分别与片段

PTEF1-ERG10-TADH1-PTDH3-tHMGR-TCYC1 、 PTEF1- 
ERG10_ePTS-TADH1-PTDH3-tHMGR_ePTS-TCYC1 进

行连接，得到目的质粒 pMD19-LPP1-gda-ura3- 
ERG13-ERG10-tHMGR、pMD19-LPP1-gda-ura3- 
ERG13_ePTS-ERG10_ePTS-tHMGR_ePTS； 

利用 Sal Ⅰ和 Spe Ⅰ对目的质粒 pMD19- 
LPP1-gda-ura3-ERG13-ERG10-tHMGR、pMD19- 
LPP1-gda-ura3-ERG13_ePTS-ERG10_ePTS-tHMGR_ 
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ePTS 进行双酶切得到整合框 LPP1-gda-ura3- 
PTEF1-ERG10-TADH1-PTDH3-tHMGR-TCYC1-PHXT7-ERG13- 
TPDC1-LPP1 与 LPP1-gda-ura3-PTEF1-ERG10_ePTS- 
TADH1-PTDH3-tHMGR_ePTS-TCYC1-PHXT7-ERG13_ 
ePTS-TPDC1-LPP1。 

(3) 模块Ⅱ基因表达盒的构建(包括 ERG12、

ERG8、MVD1 和 IDI1) 
以 S. cerevisiae BY4741 基因组 DNA 为模

板，ERG8-F1 和 ERG8-R1、IDI1-F1 和 IDI1-R1

为引物，通过 PCR 扩增 ERG8 与 IDI1 基因，然后

分别插入到质粒 pHO1 中的 BamH Ⅰ和 Xho I 酶切

位点处，获得重组质粒pHO1-ERG8与pHO1-IDI1； 

以 S. cerevisiae BY4741 基因组 DNA 为模

板，ERG12-F1 和 ERG12-R1、MVD1-F1 和

MVD1-R1 为引物，通过 PCR 扩增 ERG12 和

MVD1 基因，然后分别插入到质粒 pHO1-ERG8

与 pHO1-IDI1 中的 Sac I 和 Not I 酶切位点处，

获得重组质粒 pHO1-ERG8-ERG12 与 pHO1- 

IDI1-MVD1； 

参考 (1)中的策略，分别在 pHO1-ERG8- 

ERG12 质粒中 ERG8 和 ERG12 基因的 3ʹ端添加

信号肽基因 ePTS，构建重组质粒 pHO1-ERG8_ 

ePTS-ERG12_ePTS；分别在 pHO1-IDI1-MVD1

质粒中 IDI1 和 MVD1 基因的 3ʹ端添加信号肽

基因 ePTS，构建重组质粒 pHO1-IDI1_ePTS- 

MVD1_ePTS；  

参考质粒 pMD19-LPP1-gda-ura3 的构建方

法，获得重组质粒 pMD19-DPP1-gda-ura3 (整合

基因位点为 DPP1)； 

先用 Sal Ⅰ酶切 pMD19-DPP1-gda-ura3，酶

切充分后经 PCR 清洁试剂盒回收，再利用 Spe Ⅰ
进行酶切，得到片段 DPP1-gda-ura3。利用引

物 ADH-F1、CYC1-R1 分别对质粒 pHO1-ERG8- 
ERG12 、 pHO1-ERG8_ePTS-ERG12_ePTS 进行

PCR 扩增，获得片段 PTEF1-ERG12-TADH1-PTDH3- 
ERG8-TCYC1 与 PTEF1-ERG12_ePTS-TADH1-PTDH3- 
ERG8_ePTS-TCYC1。利用 Sal I、Spe I 对片段进行

酶切，与片段 DPP1-gda-ura3 连接，构建质粒

pMD19-DPP1-gda-ura3-ERG8-ERG12 、 pMD19- 
DPP1-gda-ura3-ERG8_ePTS-ERG12_ePTS； 

先用 Apa Ⅰ分别酶切质粒 pMD19-DPP1- 
gda-ura3-ERG8-ERG12、pMD19-DPP1-gda-ura3- 
ERG8_ePTS-ERG12_ePTS，酶切充分后经 PCR
清洁试剂盒回收，再利用 Bln Ⅰ进行酶切，得到

片段 DPP1-gda-ura3-PTEF1-ERG12-TADH1-PTDH3- 
ERG8-TCYC1与DPP1-gda-ura3-PTEF1-ERG12_ePTS- 
TADH1-PTDH3-ERG8_ePTS-TCYC1 作为载体； 

利用引物 ADH-R1、CYC1-F1 分别对质粒

pHO1-IDI1-MVD1、pHO1-IDI1_ePTS-MVD1_ePTS
进行 PCR 扩增，获得片段 PTEF1-MVD1-TADH1- 
PTDH3-IDI1-TCYC1与 PTEF1-MVD1_ePTS-TADH1-PTDH3- 
IDI1_ePTS-TCYC1。利用 Apa Ⅰ、Bln Ⅰ对片段进行

酶切后，分别与片段 DPP1-gda-ura3-PTEF1- 
ERG12-TADH1-PTDH3-ERG8-TCYC1 与 DPP1-gda- 
ura3-PTEF1-ERG12_ePTS-TADH1-PTDH3-ERG8_ePTS- 
TCYC1 连接，获得目的质粒 pMD19-DPP1-gda- 
ura3-ERG8-ERG12-IDI1-MVD1 与 pMD19-DPP1- 
gda-ura3-ERG8_ePTS-ERG12_ePTS-IDI1-MVD1； 

通过 BssH Ⅱ对目的质粒进行酶切，获得

整合框 DPP1-gda-ura3-PTEF1-ERG12-TADH1-PTDH3- 
ERG8-TCYC1-TCYC1-IDI1-PTDH3-TADH1-MVD1-PTEF1- 
DPP1与DPP1-gda-ura3-PTEF1-ERG12_ePTS-TADH1- 
PTDH3-ERG8_ePTS-TCYC1-TCYC1-ePTS_IDI1-PTDH3-
TADH1-ePTS_MVD1-PTEF1-DPP1。 

(4) 模 块 Ⅲ 基 因 表 达 盒 的 构 建 ( 包 括

ERG20ww 和 tLS) 
以 质 粒 pUC57-ERG20ww 为 模 板 ，

ERG20-F1、ERG20-R1/R2 为引物 PCR 扩增得

到基因 ERG20ww、ERG20ww_ePTS。然后分别
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插入到质粒 pHO1 中的 BamH I 和 Xho I 酶切位

点处，获得重组质粒 pHO1-ERG20ww 与 pHO1- 
ERG20ww_ePTS； 

以 质 粒 pUC57-tLS 为 模 板 ， tLS-F1 、

tLS-R1/R2 为引物 PCR 扩增得到基因 tLS、

tLS-ePTS。然后分别插入到质粒 pHO1-ERG20ww

与 pHO1-ERG20ww_ePTS 中的 Not I 和 Sac I 酶
切位点处，获得重组质粒 pHO1-ERG20ww-tLS

与 pHO1-ERG20ww_ePTS-tLS_ePTS； 
以 重 组 质 粒 pHO1-ERG20ww-tLS 与

pHO1-ERG20ww_ePTS-tLS_ePTS为模板，HO-F1、
HO-R1 为引物经 PCR 扩增后得到整合框 HO- 
gda-ura3-PTEF1-tLS-TADH1-PTDH3-ERG20ww-TCYC1-  
HO 与 HO-gda-ura3-PTEF1-tLS_ePTS-TADH1-PTDH3- 
ERG20ww_ePTS-TCYC1-HO。 
1.2.5  游离质粒的构建 

以质粒 pESC-IDI-MVD1 的构建为例，用

Not Ⅰ、Sac I 分别酶切 pESC-leu2 质粒和基因

IDI1，利用 Solution I 将其进行连接，然后转入

E. coli JM109 感 受 态 细 胞 中 ， 构 建 质 粒

pESC-IDI1。利用 BamH Ⅰ、Xho Ⅰ分别双酶切质

粒 pESC-IDI1 和基因 MVD1，利用 Solution I 将
其进行连接，转化 E. coli JM109 筛选后得到目

的质粒 pESC-IDI-MVD1。参考 1.2.4 所述方法，

添加信号肽基因 ePTS 构建质粒 pESC-IDI_ 
ePTS-MVD1_ePTS。 
1.2.6  S. cerevisiae 的醋酸锂转化 

S. cerevisiae 在 20 mL YPD 培养基中 30 ℃
培养 20−24 h，然后吸取 0.5−1.0 mL 至 50 mL 
YPD 培养基中，30 ℃培养至 OD600=0.6−0.8。
收集细胞，悬浮在 1 mL 的 100 mmol/L 醋酸锂

中。取 50 μL 的细胞悬浮液于离心管中，经离

心沉淀后，去除醋酸锂。按顺序加入转化混合液：

240 μL 的 PEG (50%，质量体积分数)、36 μL 的

1.0 mol/L LiAc、25 μL 的单链载体 DNA、50 μL

的整合框，剧烈振荡离心管至细胞完全混匀。

置 30 ℃保温 30 min 后，42 ℃热激 20−25 min，
用 100 μL 转化混合液涂布 MM 平板。 

2  结果与分析 
2.1  S. cerevisiae 菌株中柠檬烯合成途径重构 

虽然 S. cerevisiae 中具有 MVA 路径，能合

成柠檬烯的前体物香叶基焦磷酸 GPP，但是体

内缺乏相应的柠檬烯合成酶 [23]，因此野生型   
S. cerevisiae 不具有合成柠檬烯的能力。为了实

现 S. cerevisiae 异源合成柠檬烯的目标，需要引

入外源的柠檬烯合成酶。本研究采用绿薄荷来源

的柠檬烯合酶(limonene synthase, LS)基因[24]，该

柠檬烯合酶催化产物具有高度特异性，仅生成

L-柠檬烯。已有研究表明截短单萜合酶 N 端的

细胞质靶向序列是提高单萜合酶的底物转化效

率的有效手段[25]。与此同时，基因 ERG20 作为

催化异戊烯基焦磷酸 (isopentenyl diphosphate, 
IPP) 与 二 甲 基 丙 基 焦 磷 酸 (dimethylallyl 
diphosphate, DMAPP)合成 GPP和法尼基焦磷酸

(farnesyl pyrophosphate, FPP)的关键酶，已被证

明通过对基因 ERG20 进行 F95W 和 N126W 位

点的双重突变可以减弱 FPP 合成途径，在此基

础上不影响 IPP 和 DMAPP 合成 GPP 的途径[26]。

因此，本文克隆 ERG20ww 和 tLS 基因构建整合

模块Ⅲ转化至 S. cerevisiae BY4741，获得重组  
S. cerevisiae Lim01。与出发菌株相比，菌株    
S. cerevisiae Lim01 的生长速度和最终生物量没

有显著变化(图 2A)，但是具有了柠檬烯合成能

力，滴度仅有 0.02 mg/L (图 2B)。下一步，将通

过优化代谢途径进一步提高柠檬烯的合成能力。 

2.2  柠檬烯合成模块在过氧化物酶体中表

达对柠檬烯生物合成的影响 
S. cerevisiae 具有多种不同的亚细胞器，不

同的细胞器之间的物理化学环境各不相同，代
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谢产物、酶、辅因子等物质也存在一定的差异。

利用亚细胞器的区室化以实现代谢工程产物的

高效合成已受到越来越多的关注[27]。除了利用

不同的细胞器属性外，细胞器与细胞质的物理

分离还有可能消除代谢串扰，提高分隔途径的

效率。过氧化物酶体作为酵母菌的一种亚细胞

器，参与过氧化氢的产生和清除，以及脂肪酸

β-氧化过程，而后者为细胞器提供乙酰辅酶 A。

乙酰辅酶 A 作为 MVA 途径的关键底物，对柠

檬烯的生成起着重要作用 [28]。蛋白质靶向信

号肽 ePTS 可以使酶蛋白定位至过氧化物酶体

中 [29]。研究中在基因 ERG20ww 和 tLS 的 C 端

分别融合了蛋白质靶向信号肽 ePTS，构建重组

菌株 S. cerevisiae Lim02。菌株 S. cerevisiae 
Lim02 最大菌浓 OD600 与对照菌株 S. cerevisiae 
Lim01 基本一致(图 3A)，而柠檬烯产量由对照

菌株 S. cerevisiae Lim01 的 0.02 mg/L 提高至

0.038 mg/L (图 3B)，提高了 1.9 倍。由此说明，

过氧化物酶体区室化表达基因 ERG20ww 和 tLS
对柠檬烯在 S. cerevisiae 中的合成具有促进作用。 

 

 
 
图 2  模块Ⅲ在酵母细胞质中表达合成柠檬烯   A：菌株生长曲线. B：重组菌株柠檬烯产量 
Figure 2  Module Ⅲ was expressed in yeast cytoplasm to synthesize limonene. A: Strain growth curve. B: 
Limonene yield of recombinant strain. 
 

 
 
图 3  柠檬烯合成模块过氧化物酶体表达对柠檬烯生物合成的影响   A：菌株生长曲线. B：柠檬烯合

成模块过氧化物酶体表达菌株柠檬烯的产量 
Figure 3  Effect of peroxidase expression of limonene synthesis module on limonene biosynthesis. A: Strain 
growth curve. B: Limonene production of limonene synthesis module peroxisome expression strain. 
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2.3  前体模块的过表达对柠檬烯生物合成

的影响 
为了构建一株稳定的柠檬烯高产菌株，本

文 表 达 柠 檬 烯 合 成 的 前 体 模 块 即 IPP 和

DMAPP 合成模块，该模块又可细分为模块Ⅰ (即
乙酰 CoA 至甲羟戊酸合成模块)和模块Ⅱ (即甲

羟戊酸至 IPP和 DMAPP合成模块) (图 4A–4B)。
选择基因 DPP1 和 LPP1 作为整合位点[21]，以

S. cerevisiae Lim01 为出发菌株，在胞质中过表

达模块Ⅰ获得重组菌株 S. cerevisiae Lim03；过表

达模块Ⅱ得到菌株 S. cerevisiae Lim05；同时过

表达模块Ⅰ和模块Ⅱ获得重组菌株 S. cerevisiae 
Lim07。以 S. cerevisiae Lim02 为出发菌株，在

过氧化物酶体中过表达模块 Ⅰ获得重组菌株   
S. cerevisiae Lim04；过表达模块Ⅱ得到菌株    
S. cerevisiae Lim06；同时过表达模块Ⅰ和模块Ⅱ
获得重组菌株 S. cerevisiae Lim08，获得的这几株

重组菌株的最大生物量没有显著差异(图 4C)。 
模块Ⅰ的过表达使菌株 S. cerevisiae Lim03

的柠檬烯产量较对照菌株 S. cerevisiae Lim01
提高了 13 倍，菌株 S. cerevisiae Lim04 的柠檬

烯产量较对照菌株 S. cerevisiae Lim02 提高了

16.78 倍。模块Ⅱ的过表达使菌株 S. cerevisiae 
Lim05 的柠檬烯产量较对照菌株 S. cerevisiae 
Lim01 提高了 6.80 倍，菌株 S. cerevisiae Lim06
的柠檬烯产量较对照菌株 S. cerevisiae Lim02
提高了 11.47 倍。同时，过表达模块Ⅰ和模块Ⅱ
使菌株 S. cerevisiae Lim07 的柠檬烯产量较对

照菌株 S. cerevisiae Lim01 提高了 22 倍。菌株

S. cerevisiae Lim08 的柠檬烯产量达 1.14 mg/L，

较对照菌株 S. cerevisiae Lim02 提高了 30 倍 
(图 4D)。由此说明，模块Ⅰ、模块Ⅱ的表达均对

柠檬烯产量提高有促进效果，但模块Ⅰ的促进

作用优于模块Ⅱ。可能是因为内源基因 HMGR
作为 MVA 途径的限速步骤，通过表达截短的

3- 羟 基 -3- 甲 基 戊 二 酰 辅 酶 还 原 酶 ( 基 因

tHMGR)能够有效地提高前体香叶基焦磷酸

GPP 的合成[30]。  

2.4  多酶过量表达对柠檬烯合成的影响 
为进一步提高柠檬烯的产量，考察基于游

离质粒表达合成途径关键酶对柠檬烯合成的影

响，采用 4 个 pESC 系列质粒分别对基因

ERG10、ERG13、tHMGR、ERG12、ERG8、MVD1、
IDI1、ERG20ww、tLS 进行过量表达。已有文

献报道，蛋白质融合是提高序列反应多酶体系

性能的有效策略，它能缩短底物间的通道，减

少中间体的损失[31]。这种策略已成功地用于提

高倍半萜法尼烯和二萜马兜铃烯等萜类化合物

的产量 [32-33]。在蛋白质融合时，经常使用像

GGGS 这样的柔性接头(linker)来缓解蛋白质之

间的折叠干扰，并使被操纵的蛋白质保持其天

然活性。本文将基因 ERG13 和 ERG10 通过

GGGS Linker 进行融合[12]，采用 ePTS 信号肽基

因与融合基因 ERG13-ERG10 进行融合使其在

过氧化物酶体中区室化表达，同时基因 tHMGR、

ERG12、ERG8、MVD1、IDI1、ERG20ww、tLS
在其 C 端分别融合蛋白质靶向信号肽 ePTS，按

照 1.2.5 所述游离质粒构建方法，构建 pESC 游

离质粒后转入 S. cerevisiae BY4741 中，获得重

组菌株 S. cerevisiae HY-PER-02。由于 pESC 游

离质粒具有双向启动子 PGAL1 和 PGAL10，均为半

乳糖诱导性启动子。当以 20 g/L 半乳糖为碳源

进行发酵时，由于 S. cerevisiae 对碳源半乳糖的

利用率低，其最大菌浓 OD600 为 16.23，与对照

菌株 S. cerevisiae Lim08 最大菌浓没有显著差

异(图 5A)。菌株 S. cerevisiae HY-PER-02 的柠

檬烯产量达 20.85 mg/L (图 5B)，提高至对照菌

株 S. cerevisiae Lim08 的 20.12 倍。这表明柠檬

烯合成途径关键酶的过量表达对其高效合成具

有积极作用。 
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图 4  前体模块的过表达对柠檬烯合成的影响   A：柠檬烯合成途径模块化. B：模块Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ的表达

盒构建. C：不同菌株生长曲线. D：不同模块过表达对柠檬烯合成的影响 
Figure 4  Effect of overexpression of precursor modules on synthesis of limonene. A: Modularization of 
limonene synthesis pathway. B: Construction of expression cassette of module Ⅰ, Ⅱ and Ⅲ. C: Growth curve 
of different strains. D: Effects of overexpression of different modules on limonene synthesis. 
 

 
 

图 5  多酶过量表达对柠檬烯合成的影响   A：利用 SG 培养基进行摇瓶发酵的菌株生长曲线. B：多

酶过量表达菌株柠檬烯的产量 
Figure 5  Effect of over-expression of key enzymes on limonene synthesis. A: Strain growth curve in shake 
flask with SG medium. B: Yield of limonene from strain with overexpression of key enzymes. 
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2.5  基因 ERG10 和 ERG13 不同融合表达

顺序及其区室化表达对柠檬烯合成的影响 
本研究比较了 ERG13 和 ERG10 基因融合

时，其前后顺序对柠檬烯合成的影响。将基因

ERG10 置于基因 ERG13 的 N 端，构建获得融

合基因 ERG10-ERG13 (图 6A)，采用 ePTS 信号

肽基因与融合基因 ERG10-ERG13 进行融合使

其在过氧化物酶体中区室化表达，同时基因

tHMGR、ERG12、ERG8、MVD1、IDI1、ERG20ww、

tLS在其 C 端分别融合蛋白质靶向信号肽 ePTS，
构建重组质粒后转入 S. cerevisiae BY4741 中，

获得重组菌株 S. cerevisiae HY-PER-01。该菌株

的柠檬烯产量由 S. cerevisiae HY-PER-02 的

20.85 mg/L 提高至 24.60 mg/L (图 6C)。通过

ERG10-ERG13 的顺序进行融合表达，柠檬烯产

量较以 ERG13-ERG10 的顺序融合表达提高了

1.18倍。结果表明，与融合蛋白基因ERG13-ERG10
相比较，过量表达融合蛋白基因 ERG10-ERG13，
更有利于柠檬烯的合成。Hu 等[11]在 S. cerevisiae 
AY12α 通过对基因 tLS 和橙花基二磷酸合酶

(neroli-based diphosphate synthase, tNDPS1)的
不同融合顺序进行了比较，得到融合顺序为

tLS–tNDPS1 的最优菌株，其柠檬烯产量为   
9.8 mg/L，较表达融合基因 tNDPS1–tLS 的菌株

提高 1.09 倍。由此说明，基因 ERG10-ERG13
融合表达策略具有一定的优势，对酵母菌利用

MVA 途径合成萜类化合物具有借鉴意义。 
同时，本文考察了在胞质中过表达融合蛋

白基因对柠檬烯合成的影响。在 S. cerevisiae 
BY4741 胞质中游离表达 ERG10-ERG13 融合基

因以及 tHMGR、ERG12、ERG8、MVD1、IDI1、
ERG20ww、tLS 这 7 个关键基因，获得重组菌株

S. cerevisiae HY-CYT-01。相似地，在出发菌株胞

质中表达 ERG13-ERG10 融合基因和同样 7 个基

因，获得重组 S. cerevisiae HY-CYT-02。结果表 

 
 
图 6  不同融合表达顺序及其区室化表达对柠檬烯

合成的影响   A：不同融合顺序质粒的构建示意

图. B：菌株生长曲线图. C：融合顺序及其区室化

表达对柠檬烯产量的影响 
Figure 6  Effect of different fusion expression 
sequences and their compartmentalized expression 
on limonene synthesis. A: Schematic diagram of the 
construction of plasmids with different fusion 
sequence. B: Strain growth curve. C: The effect of 
fusion sequence and its compartmentalized expression 
on limonene production. 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

4658 

明，四株重组菌株的最大菌浓 OD600 没有显著

差异(图 6B)。重组菌株 S. cerevisiae HY-CYT-01
和 S. cerevisiae HY-CYT-02 的柠檬烯产量分别

仅为 1.34 mg/L 和 0.86 mg/L (图 6C)。进一步证

明，融合蛋白基因 ERG10-ERG13 的过量表达，

更有利于柠檬烯的合成。更重要的是，重组菌

株 S. cerevisiae HY-CYT-01 和 S. cerevisiae 
HY-CYT-02 的柠檬烯产量显著低于 S. cerevisiae 
HY-PER-01和 S. cerevisiae HY-PER-02的产量。

目前利用微生物合成高价值天然产物的方法，

大多使用细胞质作为反应容器。然而，代谢途

径间的相互竞争与代谢串扰对胞质中目标化合

物的高效合成存在一定的阻碍作用。真核细胞

可以利用细胞器隔离生化途径来控制其代谢的

复杂性。本研究在过氧化酶体中引入了一个完

整的甲羟戊酸途径，将乙酰辅酶 A 成功转化为

柠檬烯，并实现了较胞质产量高达 24.24 倍的

增长。进一步证明了过氧化物酶体区室化是提

高萜类合成滴度的有效策略。 

2.6  不同碳源对柠檬烯合成的影响 
本研究针对菌株 S. cerevisiae HY-PER-01

进行碳源发酵优化。当以 20 g/L 半乳糖作为碳源

发酵 120 h 时，细胞浓度 OD600 为 13.40 (图 7A)。
由于 S. cerevisiae 对半乳糖的利用率低，柠檬烯

产量仅为 24.61 mg/L。当在 20 g/L 半乳糖的基

础上，添加 10 g/L 棉子糖来提高 S. cerevisiae
细胞的生长，最大细胞浓度 OD600 提高至 17.60，
说明 10 g/L 棉子糖的补加增强了 S. cerevisiae
细胞的生长，柠檬烯产量达 48.86 mg/L，提高

至仅用 20 g/L 半乳糖时的 1.98 倍。为进一步提

高柠檬烯的产量，以 40 g/L 半乳糖和 20 g/L 棉

子糖为碳源，细胞生长显著增强，最大菌株浓

度 OD600 达 26.20，柠檬烯产量达 62.20 mg/L  
(图 7B)，提高至仅用 20 g/L 半乳糖时的 2.52 倍。

上述结果表明，高浓度的碳源可显著提高菌株

S. cerevisiae HY-PER-01 细胞的生长，同时显著

增强柠檬烯的合成。然而，以半乳糖及棉子糖为

碳源进行发酵不具备经济优势。因此，本研究进

一步敲除基因 GAL80 以解除高浓度葡萄糖对

GAL 启动子的抑制，获得重组菌株 S. cerevisiae 
HY-PER-01ΔGAL80。如图 7C 所示，当以 60 g/L
的葡萄糖作为碳源时，柠檬烯产量达 86.74 mg/L，
提高至仅用 20 g/L 半乳糖时的 3.53 倍。由此表

明，过氧化物酶体区室化策略同样适用于以葡

萄糖为发酵碳源合成萜类物质。 

2.7  柠檬烯衍生物紫苏酸的生成 
天然植物中紫苏酸的含量较低，通过植物

提取法生产紫苏酸效率低、成本高，而利用化

学方法合成紫苏酸也存在诸多问题，涉及多个

低产率的反应以及有毒试剂的使用，副产物占

比大[34]。在天然植物中，紫苏酸可以由柠檬烯

为前体，通过细胞色素 P450 酶的生物氧化生成

紫苏酸(图 8A)。然而，文献中报道的大多数用于

柠檬烯生物转化的 P450 酶和其他加氧酶只对 D-
柠檬烯有效。在已报道的几种氧化 L-柠檬烯为

紫苏酸的酶中，选择了来源丹参的细胞色素 P450
酶(CYP71A76)基因[35]和拟南芥来源 P450 还原

酶 ( C P R )基因，将这 2 个酶基因整合至菌株       
S. cerevisiae HY-PER-01 基因组上的 ROX1 位

点，构建获得重组菌株 S. cerevisiae HY-PA-01。
如图 8B 所示，重组菌株 S. cerevisiae HY-PA-01
可合成紫苏酸，其产量为 4.42 mg/L，表明在酿

酒酵母中成功构建了紫苏酸合成途径。Mirata
等 [15]利用恶臭假单胞菌(Pseudomonas putida) 
DSM 12264，采用流加分批补料的方式，利用

基于阴离子交换的原位产物回收技术(in situ 
product recovery, ISPR)，以柠檬烯为原料合成了

31 g/L 的紫苏酸。Ferrara 等[9]利用 Y. lipolytica 
ATCC 18942 在 pH 为 7.1 的缓冲介质中，25 ℃
培养 48 h，通过补加柠檬烯可使紫苏酸浓度达 
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图 7  不同碳源对柠檬烯合成的影响   A：细胞生长曲线. B：菌株 Saccharomyces cerevisiae HY-PER-01
以不同浓度的半乳糖和棉子糖为碳源摇瓶发酵柠檬烯的产量. C：菌株 S. cerevisiae HY-PER-01ΔGAL80
以不同浓度的葡萄糖为碳源摇瓶发酵柠檬烯的产量. Gal：半乳糖；Raf：棉子糖 
Figure 7  Effects of different carbon sources on limonene synthesis. A: Cell growth curve. B: Production of 
limonene by shaking fermentation of strain Saccharomyces cerevisiae HY-PER-01 with different 
concentrations of galactose and raffinose as carbon sources. C: Production of limonene from strain        
S. cerevisiae HY-PER-01ΔGAL80 by shaking flask fermentation with different concentrations of glucose as 
carbon source. Gal: Galactose; Raf: Raffinose. 
 

 
 

图 8  柠檬烯衍生物紫苏酸的合成   A：柠檬烯氧化为紫苏酸示意图. B：菌株 Saccharomyces cerevisiae 
HY-PA-01 的紫苏酸产量 
Figure 8  Synthesis of limonene derivative perillaric acid. A: Schematic diagram of oxidation of limonene to 
perillic acid. B: Perillic acid yield of strain Saccharomyces cerevisiae HY-PA-01. 
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到 855 mg/L。相较于生物转化反应，本研究实

现了从半乳糖到高附加值产物紫苏酸的合成，

尽管目前紫苏酸的产量水平仍远未达到工业生

产的水平，但进一步证明了柠檬烯合成平台可用

于从简单碳源中合成紫苏酸以及其他高附加值

的柠檬烯衍生物如薄荷醇和香芹酮的可能性。 

3  结论 
论文将基因 ERG20ww 和 tLS 整合至      

S. cerevisiae BY4741，成功构建柠檬烯合成菌

株。采用区室化方式在过氧化物酶体中表达基

因 ERG20ww 和 tLS 时，其柠檬烯产量是胞质中

表达时的 1.9 倍。通过过表达柠檬烯合成的前

体模块，显著提高了柠檬烯的合成。分别过表

达基因 ERG10、ERG13、tHMGR、ERG12、ERG8、
MVD1、IDI1、ERG20ww 和 tLS，同时将基因

ERG13 和 ERG10 通过 GGGS Linker 进行融合

并使其在过氧化物酶体中区室化表达，构建获

得菌株 S. cerevisiae HY-PER-02 的柠檬烯产量

达 20.85 mg/L。关键基因 ERG10-ERG13 的融合

表达顺序影响目的产物的形成；而在过氧化物酶

体中区室化表达融合基因更有利于柠檬烯的合

成。高浓度的碳源可显著提高菌株 S. cerevisiae 
HY-PER-01 细胞的生长和柠檬烯的合成，其

产量可达 86.74 mg/L。通过表达丹参来源的细

胞色素 P450 酶基因和拟南芥来源 CPR 基因，

成功构建合成紫苏酸的重组菌株，其产量达

4.42 mg/L。上述研究方法与结果对于柠檬烯和

紫苏酸等萜类化合物的微生物合成具有一定的

借鉴意义。 
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