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(57)摘要

本发明涉及工程改造的微生物及用于微生

物油生产的方法。本发明的一些方面提供了用于

油生产的工程改造的微生物。本文还提供了用于

对微生物进行工程改造的方法及工程改造的微

生物的用途。在一些实施方式中，提供了微生物，

其经过工程改造而调制了脂质合成的速率控制

步骤的组合，例如生成代谢物乙酰-CoA、ATP或

NADPH用于脂质合成的步骤(推步骤)和隔离脂质

合成途径中介导脂质合成的反馈抑制的产物或

中间产物的步骤(拉步骤)的组合。这种推-和-拉

工程改造的微生物显示了极大增强的转化产率、

TAG合成以及储存特性。
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1.分离的产油细胞，其包含增加DGA1基因产物的表达的遗传修饰。

2.权利要求1的分离的产油细胞，其进一步包含增加ACC1基因产物的表达的遗传修饰。

3.权利要求1或权利要求2的分离的产油细胞，其进一步包含增加SCD基因产物的表达

的遗传修饰。

4.权利要求1-3的任何一项的分离的产油细胞，其进一步包含增加ACL基因产物的表达

的遗传修饰。

5.权利要求1-4的任何一项的分离的产油细胞，其中的遗传修饰包含增加基因产物表

达的核酸构建体，所述核酸构建体包含

(a)包含在合适的同源或异源启动子的控制下的、编码基因产物的核酸序列的表达盒，

及/或

(b)当插入细胞基因组时，调制基因产物的表达水平的核酸序列。

6.权利要求5的分离的产油细胞，其中启动子为诱导型或组成型启动子。

7.权利要求5或权利要求6的分离的产油细胞，其中启动子为TEF启动子。

8.权利要求5-7的任何一项的分离的产油细胞，其中表达构建体进一步包含内含子。

9.权利要求8的分离的产油细胞，其中内含子位于转录起始位点的下游。

10.权利要求8或权利要求9的分离的产油细胞，其中内含子是在编码基因产物的核酸

序列之内。
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工程改造的微生物及用于微生物油生产的方法

[0001] 本申请是中国发明专利申请号201280060959 .3(PCT国际申请号PCT/US2012/

061101)的分案申请。

[0002] 相关申请

[0003] 本申请依35  U.S.C.§119要求对美国临时专利申请U.S.S.N.61/548,901(提交于

2011年10月19日)；及美国临时专利申请U.S.S.N.61/663,263(提交于2012年6月22日)的优

先权，两个申请的题目均为“工程改造的微生物及用于微生物油生产的方法”，其全部内容

都通过引用并入本文。

[0004] 政府支持

[0005] 本发明是在政府支持下完成的，所属基金为美国能源部所授予的DE-AR0000059号

基金。政府在本发明中拥有特定的权利。

[0006] 发明背景

[0007] 能持续生产的生物燃料是化石燃料的一个替代选择，可以帮助减少对容易开采的

化石燃料储备的消耗，同时能够避免化石燃料相关的污染以及温室气体排放，由此能满足

不断增长的对可持续获得的能源的需要。发展适合于将碳源有效转化为脂质的方法及产油

生物体是微生物生物燃料生产得到广泛应用的前提条件。

[0008] 本发明特定方面的概述

[0009] 如果能达到高的转化产率，那么异养生物的微生物油生产是从可再生资源经济有

效生产生物燃料的一个最有前途的路径。由可再生原料的经济有效的微生物油生产的关键

是高的碳水化合物向油转化的产率。随着使能技术应用于此，代谢工程已经出现，并且有大

量的实例证明成功的途径工程改造能显著地提高微生物生物催化剂在化学、药学和燃料产

品的合成中的效能。

[0010] 先前在对微生物进行工程改造用于油生产上的努力聚焦于扩增脂肪酸合成途径

中推测的限速步骤。这样的规模扩增有一个显著的缺陷，就是不断增加的碳流进入脂肪酸

合成途径会增加了细胞中饱和脂肪酸的水平，由此激活了脂肪酸生物合成中强烈的负反馈

循环。

[0011] 本发明的一些方面提供了微生物工程改造的策略，其组合了上游的代谢物形成途

径(本文也称为“推”代谢途径)的扩增以及类似的下游产物隔离(sequestering)途径(本文

也称为：“拉”代谢途径)中代谢流的增加。本发明的一些方面提供了微生物中推-和-拉修饰

的平衡组合，使得大量碳流的扩增进入脂质合成途径，而中间代谢物的浓度不会显著偏离

其稳态生理水平，因此避免了对脂质合成的反馈抑制。

[0012] 本公开的一些方面涉及这样的认识，即单一分支修饰如仅推的修饰或仅拉的修饰

的对转化效率的效应通常是有限的，因为细胞中有合成产率的补偿性的调控，并且微生物

细胞中脂质生物合成的推和拉步骤的和谐调控对脂质生产产生惊人的协同效应。

[0013] 例如，本公开的一些方面提供了遗传修饰的产油微生物，其包含了脂质生物合成

途径的不同修饰的组合，本文也称为推拉修饰。在一些实施方式中，本文提供的微生物包含

了产生脂质合成中需要的代谢物或中间产物的产率增加的修饰，以及使得细胞中脂质合成
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的产物的隔离的修饰，如甘油三酯向储存形式的脂质，由此减少了其一些产物如脂肪酸或

甘油二酯对脂质合成的反馈抑制。在一些实施方式中，代谢性推和代谢性拉的途径中修饰

的组合使得脂质生产有协同性的增加。在一些实施方式中，推修饰使得脂质合成的元件块

或脂质合成的代谢物在细胞中的水平增加。在一些实施方式中，拉修饰减少了对脂质合成

的反馈抑制。

[0014] 本发明的一些方面提供了包含遗传修饰的微生物，所述修饰同时影响脂质生物合

成的推和拉途径。例如，推和拉修饰被引入到产油的模式微生物中——产油酵母解脂耶氏

酵母(Yarrowia  lipolytica)中。研究甘油三酯(TAG)合成途径中最后一步的甘油二脂乙酰

转移酶(DGA1)的过表达，作为示例性的拉修饰。DGA1过表达使得脂质生产比对照微生物中

增加4倍，脂质含量达到细胞干重(DCW)的33.8％。研究脂肪酸合成的第一个关键步骤中乙

酰基-CoA羧基水解酶(ACC1)作为示例性的推修饰。ACC1过表达使得脂质含量是对照的2倍，

达到17.9％的脂质含量。对串联基因表达构建体中同时共表达ACC1和DGA1进行研究作为示

例性的推-拉修饰。ACC1和DGA1同时过表达进一步使脂质含量增加到41.4％，表明ACC1+

DGA1共表达具有协同效应。

[0015] 在2L生物反应器发酵中，探索了ACC1+DGA1转化子的脂质生产特征，120hr后，脂质

含量达到61.7％。发酵过程的脂质积累期中的总体的产率和生产效率分别为0.195g/g和

0.143g/L/hr，最大产率和生产效率为0.270g/g和0.253g/L/hr。该研究表明了产油酵母解

脂耶氏酵母具有极佳的脂质生产能力，也证明了对脂质合成途径中两个重要步骤进行代谢

工程改造的效应，所述改造将流转移至脂质合成并产生TAG合成的驱动力。

[0016] 本发明的一些方面提供了用于产油微生物，例如产油酵母的新型过表达平台。本

发明的一些方面提供了表达构建体，其包含启动子(驱动包括编码序列和内含子的转录物

的转录)，例如翻译延长因子-1α(TEF)启动子，其位于包含内含子和编码序列的核酸上游。

本公开的一些方面提供了能够比无内含子TEF启动子增加表达至少17倍的含内含子的表达

构建体。

[0017] 本公开的一些方面提供了分离的产油细胞，其包含了增加DGA1基因产物的表达的

遗传修饰。在一个实施方式中，所述分离的产油细胞进一步包含增加ACC1基因产物的表达

的遗传修饰。在一些实施方式中，所述分离的产油细胞进一步包含了增加SCD基因产物的表

达的遗传修饰。在一些实施方式中，所述分离的产油细胞进一步包含了增加ACL基因产物的

表达的遗传修饰。在一些实施方式中，所述遗传修饰包含了增加基因表达的核酸构建体，所

述核酸构建体包含(a)包含在合适的同源或异源启动子控制下的、编码基因产物的核酸序

列的表达盒，和/或(b)当插入细胞基因组时，调控基因产物的表达水平的核酸序列。在一些

实施方式中，启动子是诱导型或组成型的启动子。在一些实施方式中，启动子为TEF启动子。

在一些实施方式中，所述表达构建体进一步包含内含子。在一些实施方式中，所述内含子在

转录起始位点的下游。在一些实施方式中，内含子在编码基因产物的核酸序列之内。在一些

实施方式中，所述核酸构建体抑制或破坏对编码所述基因产物的原生基因的天然调控，导

致原生基因的过表达。在一些实施方式中，对原生基因的天然调控的抑制或破坏是通过对

调控基因表达的调控区域或调控区域的部分进行删除、破坏、突变和/或置换而介导的。在

一些实施方式中，所述基因产物是转录物。在一些实施方式中，所述基因产物是蛋白质。在

一些实施方式中，所述核酸构建体插入细胞的基因组内。在一些实施方式中，基因产物的表
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达增加赋予细胞将碳源转化为脂质，例如脂肪酸，脂肪酸衍生物和/或甘油三酯(TAG)的有

益表型。在一些实施方式中，所述有益表型包括修饰的脂肪酸谱、修饰的TAG谱、增加的脂肪

酸和/或甘油三酯合成速率、增加的转化产率、增加的细胞中甘油三酯积累，和/或细胞的脂

质小体中增加的甘油三酯积累。在一些实施方式中，所述细胞的脂肪酸或TAG的合成速率比

相同细胞类型的未修饰细胞增加至少2倍。在一些实施方式中，所述细胞的脂肪酸或TAG的

合成速率比相同细胞类型的未修饰细胞增加至少5倍。在一些实施方式中，所述细胞的脂肪

酸或TAG的合成速率比相同细胞类型的未修饰细胞增加至少10倍。在一些实施方式中，细胞

将碳源转化为脂肪酸或TAG的转化率在大约0.025g/g-大约0.32g/g(例如，所产生的脂质g/

所消耗的碳源g)的范围内。在一些实施方式中，细胞将碳源转化为脂肪酸或TAG的转化率为

至少大约0.11g/g。在一些实施方式中，细胞将碳源转化为脂肪酸或TAG的转化率为至少大

约0.195g/g。在一些实施方式中，细胞将碳源转化为脂肪酸或TAG的转化率为至少大约

0.24g/g。在一些实施方式中，细胞将碳源转化为脂肪酸或TAG的转化率为至少大约0.27g/

g。在一些实施方式中，所述细胞包含脂质小体或液泡。在一些实施方式中，细胞为细菌细

胞、藻类细胞、真菌细胞或酵母细胞。在一些实施方式中，所述细胞为产油酵母细胞。在一些

实施方式中，细胞为解脂耶氏酵母细胞。

[0018] 本公开的一些方面提供了包含产油细胞，例如本文所描述的产油细胞的培养物。

在一些实施方式中，所述培养物进一步包含碳源。在一些实施方式中，所述碳源包含可发酵

糖。在一些实施方式中，所述可发酵糖为C6糖。在一些实施方式中，所述碳源包含葡萄糖。在

一些实施方式中，所述碳源包含有机酸。在一些实施方式中，所述有机酸是醋酸。在一些实

施方式中，醋酸浓度为至少5％vol/vol、至少10％vol/vol、至少15％vol/vol、至少20％

vol/vol、至少25％vol/vol或至少30％vol/vol。在一些实施方式中，所述碳源包含醋酸盐。

在一些实施方式中，醋酸盐的浓度为至少1％vol/vol。在一些实施方式中，醋酸盐的浓度为

至少2％vol/vol。在一些实施方式中，醋酸盐的浓度为至少3％vol/vol。在一些实施方式

中，醋酸盐的浓度为至少4％vol/vol。在一些实施方式中，醋酸盐的浓度为至少5％vol/

vol。在一些实施方式中，所述培养物包含甘油。在一些实施方式中，甘油浓度为大约2％

vol/vol。在一些实施方式中，所述培养物包含溶解氧水平为至少5％、至少10％、至少15％

或至少20％。在一些实施方式中，所述培养物显示的pH在pH7.0-pH7.5范围内。在一些实施

方式中，所述培养物包含硫酸铵。在一些实施方式中，所述培养物包含以1:2比率的硫酸铵

和醋酸。在一些实施方式中，所述培养物显示5g/l-60g/l之间的脂质滴度。在一些实施方式

中，所述培养物显示0.04g/l/h-0.60g/l/h之间的脂质生产。在一些实施方式中，所述培养

物显示0.1g/l/h-1g/l/h之间的最大脂质生产效率。

[0019] 本公开的一些方面提供了方法，包含将碳源和分离的产油细胞接触，所述细胞包

含增加DGA1基因产物的表达的遗传修饰；以及将碳源与细胞接触在适合细胞将至少部分碳

源转化为脂肪酸或甘油三酯的条件下进行孵育。在一些实施方式中，所述产油细胞进一步

包含增加ACC1基因产物的表达的遗传修饰。在一些实施方式中，所述产油细胞进一步包含

增加SCD基因产物的表达的遗传修饰。在一些实施方式中，所述产油细胞进一步包含增加

ACL基因产物的表达的遗传修饰。在一些实施方式中，所述分离的产油细胞是如本文所描述

的工程改造的分离的产油细胞。在一些实施方式中，所述碳源包含可发酵糖。在一些实施方

式中，所述碳源包含葡萄糖。在一些实施方式中，所述碳源包含醋酸盐。在一些实施方式中，
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醋酸盐的浓度为至少1％vol/vol、至少2％vol/vol、至少3％vol/vol、至少4％vol/vol或至

少5％vol/vol。在一些实施方式中，所述碳源包含醋酸。在一些实施方式中，醋酸的浓度为

至少5％vol/vol、至少10％vol/vol、至少15％vol/vol、至少20％vol/vol、至少25％vol/

vol或至少30％vol/vol。在一些实施方式中，所述方法包括将细胞与溶解氧接触，所述溶解

氧水平为至少5％、至少10％、至少15％或至少20％。在一些实施方式中，所述的接触和/或

孵育是在pH  7.0-pH  7.5的pH范围内进行的。权利要求53-69中任一项的方法，其中所述方

法包括将细胞与硫酸铵接触。在一些实施方式中，所述方法包括将细胞与比率为1:2的硫酸

铵和醋酸接触。在一些实施方式中，所述方法进一步包含将细胞与甘油接触。在一些实施方

式中，所述方法包括将细胞与浓度为大约2％vol/vol的甘油接触。在一些实施方式中，与分

离的产油细胞接触的碳源是在反应器中进行孵育。在一些实施方式中，将碳源与分离的产

油细胞接触，并在分批补料过程中进行孵育，使碳源转化为脂肪酸或甘油三酯。在一些实施

方式中，将碳源与分离的产油细胞接触，并在连续过程中进行孵育，使碳源转化为脂肪酸或

甘油三酯。在一些实施方式中，所述方法进一步包括在孵育步骤中一次或多次地将额外量

的碳源或一定量的额外碳源与接触分离产油细胞的碳源接触。在一些实施方式中，通过溶

剂萃取法从接触分离的产油细胞的碳源中萃取脂肪酸或甘油三酯。在一些实施方式中，溶

剂萃取包括氯仿甲醇萃取。在一些实施方式中，溶剂萃取包括己烷萃取。在一些实施方式

中，将脂肪酸或甘油三酯与接触分离的产油细胞的碳源分离，并随后通过酯交换反应进行

精炼。

[0020] 本公开的一些方面提供了方法，其包括通过增加细胞中DGA1基因产物的表达以在

产油细胞中修饰脂肪酸谱、甘油三酯谱、脂肪酸合成速率、甘油三酯合成速率、脂肪酸衍生

物积累的程度、脂肪酸衍生物分泌速率、碳水化合物向脂肪酸或脂肪酸衍生物的转化率、

和/或碳水化合物向脂肪酸或脂肪酸衍生物转化的有效产率。在一些实施方式中，所述方法

进一步包括增加细胞中ACC1基因产物、SCD基因产物和/或ACL基因产物的表达。在一些实施

方式中，脂肪酸衍生物积累的程度是脂肪酸衍生物在脂质小体中积累的程度。在一些实施

方式中，所述脂肪酸衍生物是甘油三酯。在一些实施方式中，对产油细胞中脂肪酸谱、甘油

三酯谱、脂肪酸合成速率、甘油三酯合成速率、脂肪酸衍生物积累的程度、脂肪酸衍生物分

泌速率、碳水化合物向脂肪酸或脂肪酸衍生物的转化率、和/或碳水化合物向脂肪酸或脂肪

酸衍生物转化的有效产率的修饰包含增加产油细胞中的脂肪酸合成速率、甘油三酯合成速

率、脂肪酸衍生物积累的程度、脂肪酸衍生物分泌速率、碳水化合物向脂肪酸或脂肪酸衍生

物的转化率、和/或碳水化合物向脂肪酸或脂肪酸衍生物转化的有效产率。在一些实施方式

中，对细胞中碳水化合物向脂肪酸或脂肪酸衍生物的转化效率的修饰包含使转化效率增加

至少2倍。在一些实施方式中，对细胞中碳水化合物向脂肪酸或脂肪酸衍生物的转化效率的

修饰包含使转化效率增加至少3倍。在一些实施方式中，对细胞中碳水化合物向脂肪酸或脂

肪酸衍生物的转化效率的修饰包含使转化效率增加至少4倍。在一些实施方式中，对细胞中

碳水化合物向脂肪酸或脂肪酸衍生物的转化效率的修饰包含使转化效率增加至少5倍。在

一些实施方式中，所述细胞为酵母细胞。在一些实施方式中，所述酵母细胞为耶氏酵母属细

胞。在一些实施方式中，所述产油酵母是解脂耶氏酵母。

[0021] 本公开的一些方面提供了分离的核酸分子，其包括:a)编码SEQ  ID  NO:2(解脂耶

氏酵母DGA1)的核苷酸序列，或b)与a)的核苷酸序列至少85％相同的核苷酸序列。在一些实
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施方式中，编码SEQ  ID  NO:2的核苷酸序列包含SEQ  ID  NO:1。本公开的一些方面提供了表

达盒，其包含如本文描述的分离的核酸分子以及异源启动子。在一些实施方式中，启动子是

组成型启动子或诱导型启动子。在一些实施方式中，所述异源启动子为翻译延长因子(TEF)

启动子。在一些实施方式中，所述异源启动子包含内含子。在一些实施方式中，所述异源启

动子进一步包含起始密码子。在一些实施方式中，内含子位于编码SEQ  ID  NO:2的核苷酸序

列的翻译起始位点的下游。本公开的一些方面提供了载体，其包含如本文所描述的表达盒。

本公开的一些方面提供了细胞，其包含如本文所描述的表达盒或本文描述的载体的至少一

部分。

[0022] 本申请的主体要素在一些情况下涉及相关产品、对特定问题的备选解决方案，和/

或单一系统或物品的大量不同用途。

[0023] 本发明的其他优势、特征以及用途在特定非限制性实施方式的具体描述、附图以

及权利要求条款中更显而易见。

[0024] 附图简述

[0025] 图1.解脂耶氏酵母中脂质合成的主要代谢途径总览。

[0026] 图2.培养50小时后不同启动子控制下β-半乳糖苷酶的酶活性。

[0027] 图3.ACC1+DGA1转化子的生物反应器发酵(MTYL065)。

[0028] 图4.2-L生物反应器发酵过程中ACC1+DGA1转化子的脂肪酸谱(FAP)。

[0029] 图5.在2-L生物反应器中生长并以醋酸盐为碳源的ACC+DGA转化子的脂肪酸谱。

[0030] 图6.在醋酸盐上的ACC+DGA1解脂耶氏酵母的脂肪酸生产情况。

[0031] 图7.组合表达构建程序。为构建含有同脂质积累基因靶标的组合的质粒采用的克

隆途径和策略。这些质粒随后转化入解脂耶氏酵母以研究脂质积累情况。

[0032] 图8.通过pMT053整合与pMT092比较TEFin-DGA盒的转录表达。

[0033] 图9.表达组合构建体的解脂耶氏酵母菌株之间的相对脂质生产效率和产率，通过

将总脂肪酸含量以对照菌株标准化测出。在图下方指示了是(+)或否(-)存在相应基因靶标

的转化的过表达盒。以最初培养100小时内相对脂质积累来计算生产效率(浅灰色条形)。产

率是通过将脂质积累除以所消耗的糖计算的。培养基的C/N比率为20。结果为多个实验的平

均值。

[0034] 图10.靶标基因在菌株MTYL089中的转录表达。表达根据肌动蛋白表达进行内部标

准化，并且是与对照(MTYL038)菌株相比较，表达测定在生长66小时后进行。

[0035] 图11.过表达ACC、D9、ACL12和DGA的MTYL089菌株在批式生物反应器的发酵情况。

C/N摩尔比率为100。所有取样都进行三次重复。

[0036] 图12.2-L发酵结束时MTYL089的显微镜成像。普通光学显微镜成像(左图)显示了

大部分细胞是酵母形式，包含大的液泡。荧光显微成像(右图)表明这些液泡是由中性脂质

组成的。

[0037] 图13.MTYL065和MTYL089两种菌株之间的脂肪酸谱对比。取自各个发酵终点的脂

肪酸谱，相对总的脂肪酸含量进行标准化。

[0038] 图14.氮(mM)、非脂质和脂质滴度(g/L)的变化趋势。

[0039] 图15.脂质滴度(g/L)、脂质含量(％)和C/N比率的趋势。主坐标轴显示了脂质滴度

和脂质含量，以细胞干重％表示。次坐标轴显示了C/N比率。C/N比率在终点时由于醋酸盐快
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速消耗有所下降。

[0040] 图16 .上图——在没有荧光的油浸显微镜(100X)下观察到的“浮游细胞”。下

图——荧光下相同视野显示了明亮的红色脂质小体。

[0041] 本发明特定实施方式详述

[0042] 液体生物燃料作为化石燃料的替代品非常有前途，可以帮助减轻对于气候变化的

顾虑，并且缓解了供应的不确定性(1)。生物柴油、航空油料和其他油衍生燃料对于航空和

重型货车运输是尤其必需的。目前这些产品都是只在蔬菜油中生产，这是一条成本高又不

可持续的途径(2)。一个有吸引力的可能性是将可再生的碳水化合物原料非光合作用地转

化为油(3)。对于生物柴油，对于油原料从蔬菜油向微生物油生产的转变具有大量的其他优

势：能适应多样的物料，在对土地的需求上非常灵活，有效的加工循环转换，并且很容易进

行规模扩大(4)。用于微生物生产的生物平台也更容易在遗传上进行操纵，利于进一步的优

化。

[0043] 由碳水化合物转化为油的经济有效微生物技术的关键是高碳水化合物向油的转

化产率。随着使能技术应用于此，代谢工程已经出现，并且有大量的实例证明成功的途径工

程改造能显著地提高微生物催化剂在化学、药学和燃料产品的合成中的效能(5)。先前在工

程改造具有高脂质合成的微生物的努力集中于扩大脂肪酸合成途径中推测的限速步骤

(6)。然而这些努力都产生了好坏参半的结果，可以是因为调控脂肪酸流导致饱和脂肪酸水

平升高，饱和脂肪酸是脂肪酸生物合成酶的有力的变构抑制剂，也为脂肪酸生物合成创造

了负反馈循环(7)。本文描述了结合上游代谢物形成途径的扩大和类似地增加下游代谢物

消耗途径中代谢流的方法。如果得到平衡，则这种推-和-拉策略可产生大的代谢流的扩增，

而中间产物代谢物的浓度不会明显偏离其的稳态生理水平。

[0044] 产油酵母解脂耶氏酵母是生物柴油生产的一个有吸引力候选者，其也在其他工业

应用中有广泛用途：柠檬酸生产、蛋白质生产(例如，蛋白酶和酯酶)以及生物修复(8-10)。

随着对其基因组的完全测序和遗传工程工具不断完善，要完成对解脂耶氏酵母的工程改造

相对容易(11)。而且还发现解脂耶氏酵母在培养基中生长旺盛，能够在多种底物上生长，并

且也可用于在农业工业废品、工业甘油及工业脂肪上生产脂质(12-14)。其具有极佳的脂质

积累能力，通常能积累高达36％细胞干重(DCW)的脂质(15)。

[0045] 已经开始对解脂耶氏酵母中从头开始的脂质合成的代谢途径进行完整的作图，图

1中阐明了目前的脂质合成模型：进入糖酵解过程的葡萄糖会进入线粒体，用作TCA循环中

的丙酮酸；然而，多余的乙酰-CoA是通过柠檬酸穿梭途径从线粒体进入细胞溶胶的。然后细

胞溶胶中的乙酰-CoA被乙酰-CoA羧化酶(ACC)转化为丙二酰-CoA，这是脂肪酸合成的第一

个步骤。在脂肪酸合成后，甘油三酯(TAG)合成沿着肯尼迪途径进行，这是在内质网(ER)和

脂质小体中进行的。酰基-CoA是酰基化成甘油-3-磷酸骨架以形成溶血磷脂酸(LPA)的前

体，后者进一步酰基化形成磷脂酸(PA)。随后PA去磷酸化形成二脂酰甘油(DAG)，最后二脂

酰甘油酰基转移酶(DGA)进行一步酰化反应产生TAG。

[0046] 乙酰-CoA从线粒体向细胞溶胶的运输是通过以下进行的：ATP-通过柠檬酸穿梭的

柠檬酸裂解酶(ACL)介导的柠檬酸裂解产生乙酰-CoA和草酰乙酸(OAA)。然后乙酰-CoA羧化

酶(ACC)催化进行脂质生物合成的第一个关键步骤，将细胞溶胶中乙酰-CoA转化为丙二酰-

CoA，后者是脂肪酸链延伸的主要前体。然后完整的脂肪酰-CoA链被运输到内质网(ER)或脂
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质小体膜，通过肯尼迪途径进行甘油三酯(TAG)的最后组装。解脂耶氏酵母中生产的超过

80％的储存脂质都是TAG形式(16)。细胞溶胶OAA被苹果酸脱氢酶转化为苹果酸并运输回线

粒体，以完成柠檬酸穿梭循环。NADPH形式的还原性等价物可由磷酸戊糖途径或转氢酶途径

中的苹果酸酶来提供。在解脂耶氏酵母中，有高的PPP代谢流且苹果酸酶过表达没有效果，

这表明前者是NADPH的主要来源(4,17)。

[0047] 细胞内脂质积累可经由两种方法进行：从头开始的脂质合成或外源脂肪酸和脂质

的外部并入。在营养供应耗尽时又有多余碳源存在下，最常发生脂质的积累。在培养中，这

种状态通常与静止期的开始相吻合。在实践中，最常用的限制性营养是氮，因为在培养基组

合物中非常容易控制氮的含量(15)。除了这些可诱导的条件，脂质合成途径是受到高度调

节的，这样生物体能够使细胞生长与能量储存达到平衡。例如，仅仅是ACC就在多个水平上

受到多种因素的调节(7)。

[0048] 这种紧密的调节在特定情况下也可以进行规避。通过消除过氧化物酶体氧化途径

及对甘油代谢进行工程改造，解脂耶氏酵母能够通过从头脂质积累达到40％-70％脂质

(18 ,19)。Δ6-和Δ12-去饱和酶基因的共表达使得细胞产生显著量的γ-亚麻酸(GLA)

(20)。然而，在解脂耶氏酵母中工程改造脂质生物合成途径相对而言依然没有得到很好的

探索，人们依然在发展用于有效工程改造脂质生产途径以使产率最大化的策略。

[0049] 本公开的一些方面提供了工程改造的微生物，用于生产生物燃料或生物燃料前

体。术语“生物燃料”指的是衍生于生物学来源如活细胞、微生物、真菌或植物的燃料。该术

语包括例如直接由生物学来源获得，例如，通过常规萃取、蒸馏或精炼方法得到的燃料，以

及通过加工获自生物学来源的生物燃料前体而生产的燃料，如通过化学修饰如酯交换步骤

进行加工。直接获得的生物燃料的实例为酒精类，如乙醇、丙醇和丁醇，脂肪和油。可通过加

工生物燃料前体(例如脂质)而获得的生物燃料的实例为生物柴油(例如通过对脂质进行酯

交换反应产生)以及绿色柴油/改性油染料(例如通过对油进行脱氢反应产生)。生物柴油，

也称为脂肪酸甲酯(或乙酯)是现今在经济上最重要的生物燃料之一，可以通过对脂质进行

酯交换反应在工业规模上进行生产，在所述酯交换反应中，氢氧化钠和甲醇(或乙醇)与脂

质如甘油三酯发生反应，产生生物柴油和甘油。

[0050] 生物柴油的工业规模生产的原料包括动物脂肪、植物油、棕榈油、麻、大豆、油菜

籽、亚麻、向日葵、油质和产油藻类。在其他方法中，由微生物将生物质转化为生物燃料前体

如脂质，随后将所述前体进行萃取并进一步加工生成生物燃料。术语“生物质”指的是通过

培养和/或繁殖活细胞或生物体(例如微生物)产生的物质。生物质可以包含细胞、微生物

和/或细胞间内含物，例如细胞脂肪酸和TAGS，以及细胞外物质。细胞外物质包括但不限于

细胞分泌的化合物，例如分泌到细胞外的脂肪酸或TAG。用于生物燃料生产的重要的生物质

类型为藻类生物质和植物衍生的生物质，例如玉米秸秆和木纤维。在一些实施方式中，用于

生物燃料或生物燃料前体生产的生物质可包含植物衍生的糖类，例如蔗糖或玉米衍生糖

类。

[0051] 本公开的一些方面涉及脂质的微生物来源的工程改造和开发，其可用于例如经济

上可行的工业规模生物柴油生产。术语“脂质”指的是脂肪酸及其衍生物。相应地，脂质的实

例包括脂肪酸(FA，包括饱和及不饱和)；甘油酯或甘油脂，也称为酰基甘油(如单甘油酯(单

酰基甘油)、甘油二酯(二酰基甘油)、甘油三酯(三酰基甘油，TAG，或中性脂肪)；磷酸甘油酯
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(甘油磷酸酯)；非甘油酯(鞘脂，固醇脂，包括胆固醇和类固醇激素，异戊烯醇脂包括萜类，

脂肪醇，蜡和聚酮化合物)；以及复合脂质衍生物(糖连接的脂质或糖脂，和蛋白连接的脂

质)。脂质是活细胞和微生物细胞质膜中至关重要的部分。一些细胞和微生物还生产脂质用

于储存能量，例如以三酰基甘油的形式，存在于脂质小体、脂肪滴或液泡中。

[0052] 本发明的一些方面涉及工程改造的微生物用于生物燃料或生物燃料前体的生产。

在一些实施方式中，本文提供的微生物经过工程改造以优化其脂质代谢以生产脂质。术语

“脂质代谢”指的是涉及脂质的制造或降解的分子过程。脂肪酸合成、脂肪酸氧化、脂肪酸去

饱和、TAG合成、TAG储存以及TAG降解都是细胞中脂质代谢组成部分的实例。因此，术语“脂

肪酸代谢”指的是涉及脂肪酸合成、产生、转化或降解的所有细胞或生物体的过程。脂肪酸

合成、脂肪酸氧化、脂肪酸去饱和、TAG合成以及TAG降解都是细胞中脂肪酸代谢组成部分的

实例。

[0053] 术语“三酰基甘油”(TAG，有时也称为甘油三酯)指的是如下分子，其包含通过酯键

共价连接于三个脂肪酸分子(为一元的脂肪族羧酸)的甘油的单个分子，在甘油分子的三个

羟基(OH)基团上分别连接一个脂肪酸分子。三酰基甘油是代谢能量的高度浓缩的储备，因

为其特征为体积小、不含水，并且是生物柴油生产的合适的原料。

[0054] 许多细胞和生物体都以脂肪酸和脂肪酸衍生物的形式储存代谢能量，如TAG。脂肪

酸及其衍生物，如TAG，提供了储存代谢能量的理想形式。在C-C键中包含的能量可通过β-氧

化反应得到有效释放，这在形式上是等价于脂肪酸生物合成的逆反应的一个反应过程，但

是是由不同的酶组成的不同分子途径介导和调节的。微生物可由外部供应、内部转换及从

头合成而获取脂肪酸。本发明的一些方面涉及基于微生物有效地从外部供应的碳源合成及

储存脂肪酸或脂肪酸衍生物如TAG的能力，鉴别用于生物燃料或生物燃料前体生产的微生

物。

[0055] 天然脂肪酸分子通常具有4-28个碳原子的无分支的脂肪链或尾巴。如果脂肪链的

所有碳原子都是经由C-C单键连接，则脂肪酸被称为“饱和的”，如果两个或更多个碳原子是

经由C-C双键连接，则脂肪酸被称为“不饱和的”。不饱和脂肪酸在膜的流动性、细胞活性、代

谢和控制基因转录的核内事件中起重要作用。

[0056] 酵母中的脂肪酸谱主要由C16和C18脂肪酸组合，例如棕榈酸(C16)、棕榈油酸

(C16)、硬脂酸(C18)和油酸(C18)。棕榈酸是无支链的饱和脂肪酸，脂肪链具有16个碳原子

(碳原子/不饱和键：16.0)。硬脂酸是无支链的饱和脂肪酸，脂肪链有18个碳原子(18.0)。棕

榈油酸是单不饱和脂肪，脂肪链有16个碳原子(16.1)。油酸是单不饱和脂肪，脂肪链有18个

碳原子(18.1)。酵母中有少数脂肪酸种类包括C14和C26脂肪酸，这些在蛋白质修饰中起至

关重要的作用或分别作为鞘脂及GPI锚定物的组成部分。

[0057] 脂肪酸的从头合成利用了大量代谢物、乙酰-CoA、ATP和NADPH，因此与依赖于这些

化合物的其他细胞过程相竞争。脂肪酸延伸循环中有两个还原步骤都需要NADPH，这将脂肪

酸合成与细胞的代谢状态关联起来，使脂肪酸合成被限制在细胞具有高的能量负荷(表现

为ATP/AMP比率增加，还原性当量升高及乙酰-CoA库升高)的条件下。几乎所有亚细胞细胞

器都参与到脂肪酸代谢中，这表明脂肪酸平衡的维持需要在多种水平上进行调节。生成用

于脂质生物合成的代谢物、乙酰-CoA、ATP或NADPH的脂质合成步骤在本文中有时被称为脂

质合成的“推步骤”。例如通过过表达介导如代谢物生产过程的基因产物对增加细胞中脂质
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生物合成的代谢物、乙酰-CoA、ATP或NADPH的生产的这些过程进行扩增，在本文有时被称为

“推修饰”。

[0058] 包括酵母在内的大多数生物体能够由多种碳源从头合成脂肪酸。在起始步骤中，

乙酰-CoA由乙酰-CoA羧化酶(ACC；在酵母中由ACC1和HFA1编码)通过将CO2添加到丙二酰-

CoA上进行羧化。生物素是该反应中一个至关重要的辅助因子，其通过生物素：载脂蛋白连

接酶(在酵母中由BPL1/ACC2编码)这种酶的作用共价连接于ACC载脂蛋白上。ACC是一种具

有三重功能的酶，其具有生物素羧基运载蛋白(BCCP)结构域、生物素-羧化酶(BC)结构域和

羧基转移酶(CT)结构域。在多数细菌中，这些结构域是作为单独的多肽表达，并组装成异聚

体复合物。相反，包括线粒体ACC变体(酵母中的Hfa1)在内的真核ACC是在单多肽上具有上

述这些功能。由ACC产生的丙二酰-CoA在由脂肪酸合成酶、FAS和延伸酶催化的循环系列反

应中作为两个碳原子的供体发挥作用。

[0059] 从头开始的脂肪酸合成的直接产物是饱和脂肪酸。已知在包括酵母在内的真核细

胞中，饱和脂肪酸是不饱和脂肪酸的前体。通常不饱和脂肪酸是通过由特殊的酶类(称为去

饱和酶)对饱和脂肪酸中的C-C单键进行去饱和作用而产生的。对掌控饱和脂肪酸向不饱和

脂肪酸的转化的控制机制还没有得到深入了解。在真核细胞中，不饱和脂肪酸在膜的流动

性、细胞活性、代谢和控制基因转录的细胞核事件的调控中起重要作用。通常，酵母脂肪酸

的大约80％为单不饱和脂肪酸，这意味着它们在其脂肪链上含有一个不饱和键。

[0060] 脂肪酸是脂肪酸合成的有效抑制剂，脂肪酸对脂肪酸合成的反馈抑制是对微生物

进行工程改造用于油生产的主要障碍。本公开的一些方面是基于这样的认识，即尽管脂质

合成的推修饰通常不能盖过脂肪酸介导的脂质合成的反馈抑制，然而推修饰(例如ACC1过

表达)与拉修饰(例如DGA1过表达)的组合能有效地绕过反馈抑制，由此全面实现脂质合成

途径的碳流增加，例如在细胞的脂质小体或液泡中储存的TGA。

[0061] 本公开的一些方面提供了工程改造微生物用于油生产的策略。在一些实施方式

中，这些策略采用了对产油微生物如解脂酵母进行遗传工程改造，以同时扩增脂质合成的

推和拉步骤。如本文所公开的，使用这些策略使得产油酵母宿主细胞中的脂质生产得到显

著增加。

[0062] 本公开的一些方面基于这样的认识，即推-和-拉修饰如同时扩增生产脂质合成途

径的代谢物生产的代谢步骤及隔离脂质合成的合成产物介导的反馈抑制的代谢步骤，导致

进入脂质合成途径的碳流比只有推或只有拉修饰的工程改造情况得到显著增加。本发明的

一些方面涉及一项惊人的发现，即DGA1基因产物在产油微生物如解脂耶氏酵母中的过表达

导致向脂质合成途径中碳流的极大增加，同时过表达ACC1基因产物与DGA1过表达产生协同

作用，导致推-和-拉修饰的微生物具有碳流特性极大地增强，这一点适合于由多种碳底物

进行工业规模的油生产。

[0063] 对微生物中的代谢物生成步骤(如丙二酰-CoA的产生)以及产物隔离代谢步骤(如

二酰基甘油酰基化成为三酰基甘油)进行平衡的调控会使得进入脂质合成的净碳流有显著

增加，这一发现对在工程改造的细胞的帮助下以可再生碳源转化为生物燃料或生物燃料前

体为目标的过程具有重要意义。基于本发明的一些方面，现在对微生物如产油酵母(如解脂

耶氏酵母)的脂质合成代谢进行修饰是可以的，以这样的方式进行：赋予高度希望的表型以

进行工业规模的碳水化合物向生物燃料或生物燃料前体的转化，例如脂肪酸合成、TAG合
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成，以及脂质小体或液泡中脂肪酸和TAG储存的极大增加。

[0064] 根据本发明的一些方面，在根据本文提供的方法微生物中修饰脂质代谢使得能够

生成优化的用于生物燃料或生物燃料前体生产过程的微生物，所述方法为例如同时过表达

介导代谢物生成(推)步骤的基因产物以及介导产物隔离(拉)步骤的基因产物。本发明的一

些方面提供了用于工程改造微生物中脂肪酸代谢的策略和方法，使得微生物中脂肪酸及脂

肪酸衍生物的合成速率及累积得到增加，这是通过同时扩增脂质生物合成的推步骤和拉步

骤而进行的。

[0065] 本发明的一些方面提供了方法，其包括遗传修饰，使得调控用于生物燃料或生物

燃料前体生产的微生物的脂质代谢的基因产物表达和/或活性得到调制。根据本发明的一

些方面，这些遗传修饰的目标是增加碳水化合物向脂肪酸和/或TAG的转化，以优化所修饰

的微生物用于由碳源(例如碳水化合物)的大规模生产脂质。根据本发明的一些方面所提供

的一些修饰，如对特定基因产物的过表达、敲除、敲低、激活和/或抑制可单独发挥作用或与

本领域技术人员已知的其他修饰组合而发挥作用。术语“修饰”指的是遗传操纵，例如对特

定基因产物的过表达、敲除、敲低、激活和/或抑制；以及非遗传操纵，例如对生长培养基、底

物、底物预处理、pH、温度、转化过程等等的操纵。

[0066] 基因表达的修饰——在本文也称作对基因表达的调制——可以是对天然的表达

调节的破坏或抑制，对给定基因的过表达、表达的抑制或完全消除。将异源启动子插入原生

基因序列，如原生DGA1或ACC1基因序列的上游，或在启动子内部删除调控序列，如介导饱和

脂肪酸对DGA1或ACC1基因的反馈抑制的调控序列，这些都是对表达的天然调控的破坏或抑

制的实例。用于调制基因表达的策略可包括遗传改变，例如通过重组技术如基因靶向或病

毒转导进行；或非遗传改变，例如对已知会导致基因表达上调或下调的环境进行改变；或调

制子的瞬时递送，例如将药物或小RNA分子递送至靶标细胞。用于对微生物进行遗传和非遗

传改变的方法对本领域技术人员已知，在例如以下著作中有所描述：J .Sambrook和

D.Russell,Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual,Cold  Spring  Harbor  Laboratory 

Press；3rd  edition(January  15,2001)；David  C.Amberg ,Daniel  J .Burke；和Jeffrey 

N.Strathern,Methods  in  Yeast  Genetics:A  Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Course 

Manual,Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press(April  2005)；John  N.Abelson,Melvin 

I .Simon ,Christine  Guthrie ,和Gerald  R .Fink ,Guide  to  Yeast  Genetics  and 

Molecular  Biology ,Part  A ,Volume  194(Methods  in  Enzymology  Series ,194) ,

Academic  Press(March  11,2004)；Christine  Guthrie和Gerald  R.Fink,Guide  to  Yeast 

Genetics  and  Molecular  and  Cell  Biology ,Part  B ,Volume  350(Methods  in 

Enzymology,Vol  350) ,Academic  Press；1st  edition(July2,2002)；Christine  Guthrie

和Gerald  R.Fink,Guide  to  Yeast  Genetics  and  Molecular  and  Cell  Biology,Part 

C ,Vol ume  351 ,Acad em ic  Press；1st  ed i tion (J uly  9 ,200 2) ；Greg o ry 

N .Stephanopoulos ,Aristos  A .Aristidou和Jens  Nielsen ,Metabolic  Engineering:

Principles  and  Methodologies ,Academic  Press；1edition(October  16,1998)；以及

Christina  Smolke,The  Metabolic  Pathway  Engineering  Handbook:Fundamentals,CRC 

Press；1edition(July  28,2009)，其以全部并入本文作为参考。宿主细胞包括细菌、酵母、

藻类、昆虫、哺乳动物和植物细胞。
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[0067] 如本文所使用的，术语“过表达”指的是给定基因产物在给定细胞、细胞类型或细

胞状态中表达水平相比于参考细胞得到增加，所述参考细胞为例如相同细胞类型的野生型

细胞或相同细胞类型但缺乏特定修饰(例如遗传修饰)的细胞。解脂耶氏酵母细胞中DGA1

和/或ACC1基因的驱动的持续表达显示浓度饱和脂肪酸，这样的浓度会在野生型细胞中抑

制DGA1或ACC1基因表达，这是基因过表达的一个实例。

[0068] 本发明一些方面提供了用于操纵微生物中二酰基甘油酰基转移酶1(DGA1)基因产

物的活性用于生物燃料或生物燃料前体生产的方法。DGA1基因编码酰基转移酶，其催化三

酰基甘油(TAG)形成的最后一步，使用酰基-CoA作为酰基供体对二酰基甘油进行酰基化作

用。此酰基转移酶反应的结果是产生了三酰基甘油，其不会显示像脂肪酸本身那样的对脂

肪酸合成的抑制反馈效应。TAG通常储存在产脂细胞的脂质小体或液泡中。在一些实施方式

中，所述的操纵为过表达。在一些实施方式中，所述操纵是通过将用于生物燃料或生物燃料

前体生产的微生物与包含编码DGA1基因产物(例如DGAT2蛋白质)并可操作地连接于异源启

动子如组成型或诱导型启动子的核酸的表达构建体接触而产生效应的。在一些实施方式

中，编码DGA1基因产物的核酸包含SEQ  ID  NO:1的编码序列。在一些实施方式中，所述DGA1

为解脂耶氏酵母DGA1,例如包含SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列的解脂耶氏酵母DGA1。在一些实

施方式中，所述微生物为解脂耶氏酵母。在一些实施方式中，对微生物中DGA1基因产物活性

的操纵能够赋予其有益的表型以将碳水化合物大规模地转化为脂质，所述表型为例如增加

的脂肪合成速率、增加的碳水化合物至脂质的转化效率、增加的脂质储存和、增加的生长速

率、对碳源或脂质产物浓度升高的耐受性增加。DGA1基因及基因产物序列对于本领域技术

人 员 是 已 知 的 。示 例 性 地 ，代 表 基 因 和 基 因 产 物 序 列 可 在 N C B I 数 据 库

(www.ncbi.nlm.nih.gov)中以索引号XM_504700找到。

[0069] DGA1核酸及蛋白质序列的合适序列的非限制性实例在下文提供。其他的合适的

DGA1序列，包括来自其他物种的序列对本领域技术人员是清楚的，本发明在此方面并不受

到限制。

[0070] >gi|50554582|ref|XM_504700.1|解脂耶氏酵母YALI0E32769p(YALI0E32769g)

mRNA,完全cds

[0071] ATGACTATCGACTCACAATACTACAAGTCGCGAGACAAAAACGACACGGCACCCAAAATCGCGGGAAT

CCGATATGCCCCGCTATCGACACCATTACTCAACCGATGTGAGACCTTCTCTCTGGTCTGGCACATTTTCAGCATT

CCCACTTTCCTCACAATTTTCATGCTATGCTGCGCAATTCCACTGCTCTGGCCATTTGTGATTGCGTATGTAGTGT

ACGCTGTTAAAGACGACTCCCCGTCCAACGGAGGAGTGGTCAAGCGATACTCGCCTATTTCAAGAAACTTCTTCAT

CTGGAAGCTCTTTGGCCGCTACTTCCCCATAACTCTGCACAAGACGGTGGATCTGGAGCCCACGCACACATACTAC

CCTCTGGACGTCCAGGAGTATCACCTGATTGCTGAGAGATACTGGCCGCAGAACAAGTACCTCCGAGCAATCATCT

CCACCATCGAGTACTTTCTGCCCGCCTTCATGAAACGGTCTCTTTCTATCAACGAGCAGGAGCAGCCTGCCGAGCG

AGATCCTCTCCTGTCTCCCGTTTCTCCCAGCTCTCCGGGTTCTCAACCTGACAAGTGGATTAACCACGACAGCAGA

TATAGCCGTGGAGAATCATCTGGCTCCAACGGCCACGCCTCGGGCTCCGAACTTAACGGCAACGGCAACAATGGCA

CCACTAACCGACGACCTTTGTCGTCCGCCTCTGCTGGCTCCACTGCATCTGATTCCACGCTTCTTAACGGGTCCCT

CAACTCCTACGCCAACCAGATCATTGGCGAAAACGACCCACAGCTGTCGCCCACAAAACTCAAGCCCACTGGCAGA

AAATACATCTTCGGCTACCACCCCCACGGCATTATCGGCATGGGAGCCTTTGGTGGAATTGCCACCGAGGGAGCTG

GATGGTCCAAGCTCTTTCCGGGCATCCCTGTTTCTCTTATGACTCTCACCAACAACTTCCGAGTGCCTCTCTACAG
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AGAGTACCTCATGAGTCTGGGAGTCGCTTCTGTCTCCAAGAAGTCCTGCAAGGCCCTCCTCAAGCGAAACCAGTCT

ATCTGCATTGTCGTTGGTGGAGCACAGGAAAGTCTTCTGGCCAGACCCGGTGTCATGGACCTGGTGCTACTCAAGC

GAAAGGGTTTTGTTCGACTTGGTATGGAGGTCGGAAATGTCGCCCTTGTTCCCATCATGGCCTTTGGTGAGAACGA

CCTCTATGACCAGGTTAGCAACGACAAGTCGTCCAAGCTGTACCGATTCCAGCAGTTTGTCAAGAACTTCCTTGGA

TTCACCCTTCCTTTGATGCATGCCCGAGGCGTCTTCAACTACGATGTCGGTCTTGTCCCCTACAGGCGACCCGTCA

ACATTGTGGTTGGTTCCCCCATTGACTTGCCTTATCTCCCACACCCCACCGACGAAGAAGTGTCCGAATACCACGA

CCGATACATCGCCGAGCTGCAGCGAATCTACAACGAGCACAAGGATGAATATTTCATCGATTGGACCGAGGAGGGC

AAAGGAGCCCCAGAGTTCCGAATGATTGAGTAA(SEQ  ID  NO:1)

[0072] >gi|50554583|ref|XP_504700.1|YALI0E32769p[解脂耶氏酵母]

[0073] MTIDSQYYKSRDKNDTAPKIAGIRYAPLSTPLLNRCETFSLVWHIFSIPTFLTIFMLCCAIPLLWPFV

IAYVVYAVKDDSPSNGGVVKRYSPISRNFFIWKLFGRYFPITLHKTVDLEPTHTYYPLDVQEYHLIAERYWPQNKY

LRAIISTIEYFLPAFMKRSLSINEQEQPAERDPLLSPVSPSSPGSQPDKWINHDSRYSRGESSGSNGHASGSELNG

NGNNGTTNRRPLSSASAGSTASDSTLLNGSLNSYANQIIGENDPQLSPTKLKPTGRKYIFGYHPHGIIGMGAFGGI

ATEGAGWSKLFPGIPVSLMTLTNNFRVPLYREYLMSLGVASVSKKSCKALLKRNQSICIVVGGAQESLLARPGVMD

LVLLKRKGFVRLGMEVGNVALVPIMAFGENDLYDQVSNDKSSKLYRFQQFVKNFLGFTLPLMHARGVFNYDVGLVP

YRRPVNIVVGSPIDLPYLPHPTDEEVSEYHDRYIAELQRIYNEHKDEYFIDWTEEGKGAPEFRMIE(SEQ  ID  NO:

2)

[0074] 本发明的一些方面提供了用于在用于生物燃料或生物燃料前体生产的微生物如

解脂耶氏酵母中操纵乙酰-CoA羧化酶(ACC)基因产物的方法。ACC基因产物介导了乙酰-CoA

向丙二酰-CoA的转化，其中前者为脂肪酸合成中主要的C2-前体，此步骤被认为是脂肪酸合

成中第一个关键步骤，因此被认为也是脂肪酸合成中的限速步骤(见Cao  Y ,Yang  J ,Xian 

M,Xu  X,Liu  W.Increasing  unsaturated  fatty  acid  contents  in  Escherichia  coli 

by  coexpression  of  three  different  genes.Appl  Microbiol  Biotechnol.2010)。在一

些实施方式中，ACC活性操纵是将ACC进行过表达。在一些实施方式中，所述操纵是通过将用

于生物燃料或生物燃料前体生产的微生物与包含编码ACC基因产物(例如ACC1蛋白)的核酸

的表达构建体接触而实现，所述核酸可操作地连接于异源启动子如组成型或诱导型启动

子。在一些实施方式中，编码ACC基因产物的核酸包含SEQ  ID  NO:3的编码序列。在一些实施

方式中，ACC基因产物是包含SEQ  ID  NO:4氨基酸序列的ACC1蛋白质。在一些实施方式中，微

生物中ACC的过表达增加了脂肪酸合成速率及/或赋予微生物有益的表型，用于将碳水化合

物大规模转化为生物燃料或生物燃料前体，例如增加的脂质合成速率、增加的碳水化合物

向脂质转化效率、增加的脂质储存以及增加的生长速率、增加的对特定物质如碳源、生物燃

料或生物燃料前体的浓度的耐受性。ACC基因及基因产物序列对本领域技术人员是已知的。

示例性地，代表基因和基因产物序列可在NCBI数据库(www.ncbi.nlm.nih.gov)中在登记号

GeneID:855750和2909424的条目下,或以索引号NC_006069找到。

[0075] 合适的ACC核酸序列和蛋白质序列的非限制性实例在下文提供。其他的合适的ACC

序列，包括来自其他物种的序列对本领域技术人员是清楚的，本发明在此方面并不受到限

制。

[0076] ACC编码核酸序列：

[0077] atgcgactgcaattgaggacactaacacgtcggtttttcaggtgagtaaacgacggtggccgtggcca
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cgacagccgaggcgtcacgatgggccagacgagcacattctcgccgccacaacctcgccagcacaagaaactaacc

cagtatggcttcaggatcttcaacgccagatgtggctcccttggtggaccccaacattcacaaaggtctcgcctct

catttctttggactcaattctgtccacacagccaagccctcaaaagtcaaggagtttgtggcttctcacggaggtc

atacagttatcaacaaggtgagtatttgacgtttagactgtataacaggcggccgcagtgcaacaacgaccaaaaa

gggtcgaaaaagggtcgaaaacggacacaaaagctggaaaacaagagtgtaatacattcttacacgtccaattgtt

agacaaacacggctgttcggtcccaaaaccaccagtatcacctattttccacttgtgtctcggatctgatcataat

ctgatctcaagatgaaatttacgccaccgacatgatattgtgattttcggattctccagaccgagcagattccagc

aataccaccacttgcccaccttcagcggcctctcggcgcgattcgccactttccccaacgagtgttactaacccag

gtcctcatcgctaacaacggtattgccgcagtaaaggagatccgttcagtacgaaaatgggcctacgagacctttg

gcgacgagcgagcaatctcgttcaccgtcatggccacccccgaagatctcgctgccaacgccgactacattagaat

ggccgatcagtacgtcgaggtgcccggaggaaccaacaacaacaactacgccaacgtcgagctgattgtcgacgtg

gctgagcgattcggcgtcgatgccgtgtgggccggatggggccatgccagtgaaaatcccctgctccccgagtcgc

tagcggcctctccccgcaagattgtcttcatcggccctcccggagctgccatgagatctctgggagacaaaatttc

ttctaccattgtggcccagcacgcaaaggtcccgtgtatcccgtggtctggaaccggagtggacgaggttgtggtt

gacaagagcaccaacctcgtgtccgtgtccgaggaggtgtacaccaagggctgcaccaccggtcccaagcagggtc

tggagaaggctaagcagattggattccccgtgatgatcaaggcttccgagggaggaggaggaaagggtattcgaaa

ggttgagcgagaggaggacttcgaggctgcttaccaccaggtcgagggagagatccccggctcgcccatcttcatt

atgcagcttgcaggcaatgcccggcatttggaggtgcagcttctggctgatcagtacggcaacaatatttcactgt

ttggtcgagattgttcggttcagcgacggcatcaaaagattattgaggaggctcctgtgactgtggctggccagca

gaccttcactgccatggagaaggctgccgtgcgactcggtaagcttgtcggatatgtctctgcaggtaccgttgaa

tatctgtattcccatgaggacgacaagttctacttcttggagctgaatcctcgtcttcaggtcgaacatcctacca

ccgagatggtcaccggtgtcaacctgcccgctgcccagcttcagatcgccatgggtatccccctcgatcgaatcaa

ggacattcgtctcttttacggtgttaaccctcacaccaccactccaattgatttcgacttctcgggcgaggatgct

gataagacacagcgacgtcccgtcccccgaggtcacaccactgcttgccgaatcacatccgaggaccctggagagg

gtttcaagccctccggaggtactatgcacgagctcaacttccgatcctcgtccaacgtgtggggttacttctccgt

tggtaaccagggaggtatccattcgttctcggattcgcagtttggtcacatcttcgccttcggtgagaaccgaagt

gcgtctcgaaagcacatggttgttgctttgaaggaactatctattcgaggtgacttccgaaccaccgtcgagtacc

tcatcaagctgctggagacaccggacttcgaggacaacaccatcaccaccggctggctggatgagcttatctccaa

caagctgactgccgagcgacccgactcgttcctcgctgttgtttgtggtgctgctaccaaggcccatcgagcttcc

gaggactctattgccacctacatggcttcgctagagaagggccaggtccctgctcgagacattctcaagacccttt

tccccgttgacttcatctacgagggccagcggtacaagttcaccgccacccggtcgtctgaggactcttacacgct

gttcatcaacggttctcgatgcgacattggagttagacctctttctgacggtggtattctgtgtcttgtaggtggg

agatcccacaatgtctactggaaggaggaggttggagccacgcgactgtctgttgactccaagacctgccttctcg

aggtggagaacgaccccactcagcttcgatctccctctcccggtaagctggttaagttcctggtcgagaacggcga

ccacgtgcgagccaaccagccctatgccgagattgaggtcatgaagatgtacatgactctcactgctcaggaggac

ggtattgtccagctgatgaagcagcccggttccaccatcgaggctggcgacatcctcggtatcttggcccttgatg

atccttccaaggtcaagcatgccaagccctttgagggccagcttcccgagcttggaccccccactctcagcggtaa

caagcctcatcagcgatacgagcactgccagaacgtgctccataacattctgcttggtttcgataaccaggtggtg

atgaagtccactcttcaggagatggttggtctgctccgaaaccctgagcttccttatctccagtgggctcatcagg
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tgtcttctctgcacacccgaatgagcgccaagctggatgctactcttgctggtctcattgacaaggccaagcagcg

aggtggcgagtttcctgccaagcagcttctgcgagcccttgagaaggaggcgagctctggcgaggtcgatgcgctc

ttccagcaaactcttgctcctctgtttgaccttgctcgagagtaccaggacggtcttgctatccacgagcttcagg

ttgctgcaggccttctgcaggcctactacgactctgaggcccggttctgcggacccaacgtacgtgacgaggatgt

cattctcaagcttcgagaggagaaccgagattctcttcgaaaggttgtgatggcccagctgtctcattctcgagtc

ggagccaagaacaaccttgtgctggcccttctcgatgaatacaaggtggccgaccaggctggcaccgactctcctg

cctccaacgtgcacgttgcaaagtacttgcgacctgtgctgcgaaagattgtggagctggaatctcgagcttctgc

caaggtatctctgaaagcccgagagattctcatccagtgcgctctgccctctctaaaggagcgaactgaccagctt

gagcacattctgcgatcttctgtcgtcgagtctcgatacggagaggttggtctggagcaccgaactccccgagccg

atattctcaaggaggttgtcgactccaagtacattgtctttgatgtgcttgcccagttctttgcccacgatgatcc

ctggatcgtccttgctgccctggagctgtacatccgacgagcttgcaaggcctactccatcctggacatcaactac

caccaggactcggacctgcctcccgtcatctcgtggcgatttagactgcctaccatgtcgtctgctttgtacaact

cagtagtgtcttctggctccaaaacccccacttccccctcggtgtctcgagctgattccgtctccgacttttcgta

caccgttgagcgagactctgctcccgctcgaaccggagcgattgttgccgtgcctcatctggatgatctggaggat

gctctgactcgtgttctggagaacctgcccaaacggggcgctggtcttgccatctctgttggtgctagcaacaaga

gtgccgctgcttctgctcgtgacgctgctgctgctgccgcttcatccgttgacactggcctgtccaacatttgcaa

cgttatgattggtcgggttgatgagtctgatgacgacgacactctgattgcccgaatctcccaggtcattgaggac

tttaaggaggactttgaggcctgttctctgcgacgaatcaccttctccttcggcaactcccgaggtacttatccca

agtatttcacgttccgaggccccgcatacgaggaggaccccactatccgacacattgagcctgctctggccttcca

gctggagctcgcccgtctgtccaacttcgacatcaagcctgtccacaccgacaaccgaaacatccacgtgtacgag

gctactggcaagaacgctgcttccgacaagcggttcttcacccgaggtatcgtacgacctggtcgtcttcgagaga

acatccccacctcggagtatctcatttccgaggctgaccggctcatgagcgatattttggacgctctagaggtgat

tggaaccaccaactcggatctcaaccacattttcatcaacttctcagccgtctttgctctgaagcccgaggaggtt

gaagctgcctttggcggtttcctggagcgatttggccgacgtctgtggcgacttcgagtcaccggtgccgagatcc

gaatgatggtatccgaccccgaaactggctctgctttccctctgcgagcaatgatcaacaacgtctctggttacgt

tgtgcagtctgagctgtacgctgaggccaagaacgacaagggccagtggattttcaagtctctgggcaagcccggc

tccatgcacatgcggtctatcaacactccctaccccaccaaggagtggctgcagcccaagcggtacaaggcccatc

tgatgggtaccacctactgctatgacttccccgagctgttccgacagtccattgagtcggactggaagaagtatga

cggcaaggctcccgacgatctcatgacttgcaacgagctgattctcgatgaggactctggcgagctgcaggaggtg

aaccgagagcccggcgccaacaacgtcggtatggttgcgtggaagtttgaggccaagacccccgagtaccctcgag

gccgatctttcatcgtggtggccaacgatatcaccttccagattggttcgtttggccctgctgaggaccagttctt

cttcaaggtgacggagctggctcgaaagctcggtattcctcgaatctatctgtctgccaactctggtgctcgaatc

ggcattgctgacgagctcgttggcaagtacaaggttgcgtggaacgacgagactgacccctccaagggcttcaagt

acctttacttcacccctgagtctcttgccaccctcaagcccgacactgttgtcaccactgagattgaggaggaggg

tcccaacggcgtggagaagcgtcatgtgatcgactacattgtcggagagaaggacggtctcggagtcgagtgtctg

cggggctctggtctcattgcaggcgccacttctcgagcctacaaggatatcttcactctcactcttgtcacctgtc

gatccgttggtatcggtgcttaccttgttcgtcttggtcaacgagccatccagattgagggccagcccatcattct

cactggtgcccccgccatcaacaagctgcttggtcgagaggtctactcttccaacttgcagcttggtggtactcag

atcatgtacaacaacggtgtgtctcatctgactgcccgagatgatctcaacggtgtccacaagatcatgcagtggc
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tgtcatacatccctgcttctcgaggtcttccagtgcctgttctccctcacaagaccgatgtgtgggatcgagacgt

gacgttccagcctgtccgaggcgagcagtacgatgttagatggcttatttctggccgaactctcgaggatggtgct

ttcgagtctggtctctttgacaaggactctttccaggagactctgtctggctgggccaagggtgttgttgttggtc

gagctcgtcttggcggcattcccttcggtgtcattggtgtcgagactgcgaccgtcgacaatactacccctgccga

tcccgccaacccggactctattgagatgagcacctctgaagccggccaggtttggtaccccaactcggccttcaag

acctctcaggccatcaacgacttcaaccatggtgaggcgcttcctctcatgattcttgctaactggcgaggctttt

ctggtggtcagcgagacatgtacaatgaggttctcaagtacggatctttcattgttgatgctctggttgactacaa

gcagcccatcatggtgtacatccctcccaccggtgagctgcgaggtggttcttgggttgtggttgaccccaccatc

aactcggacatgatggagatgtacgctgacgtcgagtctcgaggtggtgtgctggagcccgagggaatggtcggta

tcaagtaccgacgagacaagctactggacaccatggctcgtctggatcccgagtactcctctctcaagaagcagct

tgaggagtctcccgattctgaggagctcaaggtcaagctcagcgtgcgagagaagtctctcatgcccatctaccag

cagatctccgtgcagtttgccgacttgcatgaccgagctggccgaatggaggccaagggtgtcattcgtgaggctc

ttgtgtggaaggatgctcgtcgattcttcttctggcgaatccgacgacgattagtcgaggagtacctcattaccaa

gatcaatagcattctgccctcttgcactcggcttgagtgtctggctcgaatcaagtcgtggaagcctgccactctt

gatcagggctctgaccggggtgttgccgagtggtttgacgagaactctgatgccgtctctgctcgactcagcgagc

tcaagaaggacgcttctgcccagtcgtttgcttctcaactgagaaaggaccgacagggtactctccagggcatgaa

gcaggctctcgcttctctttctgaggctgagcgggctgagctgctcaaggggttgtga(SEQ  ID  NO:3)

[0078] >gi|50548503|ref|XP_501721.1|YALI0C11407p[解脂耶氏酵母]

[0079] MRLQLRTLTRRFFSMASGSSTPDVAPLVDPNIHKGLASHFFGLNSVHTAKPSKVKEFVASHGGHTVIN

KVLIANNGIAAVKEIRSVRKWAYETFGDERAISFTVMATPEDLAANADYIRMADQYVEVPGGTNNNNYANVELIVD

VAERFGVDAVWAGWGHASENPLLPESLAASPRKIVFIGPPGAAMRSLGDKISSTIVAQHAKVPCIPWSGTGVDEVV

VDKSTNLVSVSEEVYTKGCTTGPKQGLEKAKQIGFPVMIKASEGGGGKGIRKVEREEDFEAAYHQVEGEIPGSPIF

IMQLAGNARHLEVQLLADQYGNNISLFGRDCSVQRRHQKIIEEAPVTVAGQQTFTAMEKAAVRLGKLVGYVSAGTV

EYLYSHEDDKFYFLELNPRLQVEHPTTEMVTGVNLPAAQLQIAMGIPLDRIKDIRLFYGVNPHTTTPIDFDFSGED

ADKTQRRPVPRGHTTACRITSEDPGEGFKPSGGTMHELNFRSSSNVWGYFSVGNQGGIHSFSDSQFGHIFAFGENR

SASRKHMVVALKELSIRGDFRTTVEYLIKLLETPDFEDNTITTGWLDELISNKLTAERPDSFLAVVCGAATKAHRA

SEDSIATYMASLEKGQVPARDILKTLFPVDFIYEGQRYKFTATRSSEDSYTLFINGSRCDIGVRPLSDGGILCLVG

GRSHNVYWKEEVGATRLSVDSKTCLLEVENDPTQLRSPSPGKLVKFLVENGDHVRANQPYAEIEVMKMYMTLTAQE

DGIVQLMKQPGSTIEAGDILGILALDDPSKVKHAKPFEGQLPELGPPTLSGNKPHQRYEHCQNVLHNILLGFDNQV

VMKSTLQEMVGLLRNPELPYLQWAHQVSSLHTRMSAKLDATLAGLIDKAKQRGGEFPAKQLLRALEKEASSGEVDA

LFQQTLAPLFDLAREYQDGLAIHELQVAAGLLQAYYDSEARFCGPNVRDEDVILKLREENRDSLRKVVMAQLSHSR

VGAKNNLVLALLDEYKVADQAGTDSPASNVHVAKYLRPVLRKIVELESRASAKVSLKAREILIQCALPSLKERTDQ

LEHILRSSVVESRYGEVGLEHRTPRADILKEVVDSKYIVFDVLAQFFAHDDPWIVLAALELYIRRACKAYSILDIN

YHQDSDLPPVISWRFRLPTMSSALYNSVVSSGSKTPTSPSVSRADSVSDFSYTVERDSAPARTGAIVAVPHLDDLE

DALTRVLENLPKRGAGLAISVGASNKSAAASARDAAAAAASSVDTGLSNICNVMIGRVDESDDDDTLIARISQVIE

DFKEDFEACSLRRITFSFGNSRGTYPKYFTFRGPAYEEDPTIRHIEPALAFQLELARLSNFDIKPVHTDNRNIHVY

EATGKNAASDKRFFTRGIVRPGRLRENIPTSEYLISEADRLMSDILDALEVIGTTNSDLNHIFINFSAVFALKPEE

VEAAFGGFLERFGRRLWRLRVTGAEIRMMVSDPETGSAFPLRAMINNVSGYVVQSELYAEAKNDKGQWIFKSLGKP

GSMHMRSINTPYPTKEWLQPKRYKAHLMGTTYCYDFPELFRQSIESDWKKYDGKAPDDLMTCNELILDEDSGELQE
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VNREPGANNVGMVAWKFEAKTPEYPRGRSFIVVANDITFQIGSFGPAEDQFFFKVTELARKLGIPRIYLSANSGAR

IGIADELVGKYKVAWNDETDPSKGFKYLYFTPESLATLKPDTVVTTEIEEEGPNGVEKRHVIDYIVGEKDGLGVEC

LRGSGLIAGATSRAYKDIFTLTLVTCRSVGIGAYLVRLGQRAIQIEGQPIILTGAPAINKLLGREVYSSNLQLGGT

QIMYNNGVSHLTARDDLNGVHKIMQWLSYIPASRGLPVPVLPHKTDVWDRDVTFQPVRGEQYDVRWLISGRTLEDG

AFESGLFDKDSFQETLSGWAKGVVVGRARLGGIPFGVIGVETATVDNTTPADPANPDSIEMSTSEAGQVWYPNSAF

KTSQAINDFNHGEALPLMILANWRGFSGGQRDMYNEVLKYGSFIVDALVDYKQPIMVYIPPTGELRGGSWVVVDPT

INSDMMEMYADVESRGGVLEPEGMVGIKYRRDKLLDTMARLDPEYSSLKKQLEESPDSEELKVKLSVREKSLMPIY

QQISVQFADLHDRAGRMEAKGVIREALVWKDARRFFFWRIRRRLVEEYLITKINSILPSCTRLECLARIKSWKPAT

LDQGSDRGVAEWFDENSDAVSARLSELKKDASAQSFASQLRKDRQGTLQGMKQALASLSEAERAELLKGL(SEQ  ID 

NO:4) .

[0080] 本发明的一些方面提供了用于在用于生物燃料或生物燃料前体生产的微生物中

操纵硬脂酰-CoA-去饱和酶(SCD)活性的方法。SCD是一种△9去饱和酶，其能够在偶联于CoA

的硬脂酸的C9和C10之间插入双键，这是生成去饱和脂肪酸及其衍生物的一个关键步骤，这

在本文其他地方有更详尽的描述。在一些实施方式中，所述操纵是进行过表达。在一些实施

方式中，所述操纵是通过将用于生物燃料或生物燃料前体生产的微生物与包含编码SCD基

因产物(例如SCD蛋白)的核酸的表达构建体接触而实现，所述核酸可操作地连接于异源启

动子如组成型或诱导型启动子。在一些实施方式中，编码SCD基因产物的核酸包含SEQ  ID 

NO:5的编码序列。在一些实施方式中，SCD基因产物是解脂耶氏酵母的SCD，例如包含SEQ  ID 

NO:6氨基酸序列的解脂耶氏酵母SCD。在一些实施方式中，所述微生物为解脂耶氏酵母在一

些实施方式中，微生物中对SCD活性的操纵赋予微生物有益的表型，用于将碳水化合物大规

模转化为生物燃料或生物燃料前体，例如增加的脂质合成速率、增加的碳水化合物向脂质

转化效率、增加的脂质储存以及增加的生长速率、增加的对碳源或脂质产物浓度升高的耐

受性。硬脂酰-CoA去饱和酶基因及基因产物序列对本领域技术人员是已知的。示例性地，代

表基因和基因产物序列可在NCBI数据库(www .ncbi .nlm .nih .gov)中在登记号GeneID:

852825的条目下找到。

[0081] 合适的SCD核酸序列和蛋白质序列的非限制性实例在下文提供。其他的合适的SCD

序列，包括来自其他物种的序列对本领域技术人员是清楚的，本发明在此方面并不受到限

制。

[0082] >gi|50548052|ref|XM_501496.1|解脂耶氏酵母YALI0C05951p(YALI0C05951g)

mRNA,完整cds

[0083] ATGGTGAAAAACGTGGACCAAGTGGATCTCTCGCAGGTCGACACCATTGCCTCCGGCCGAGATGTCAA

CTACAAGGTCAAGTACACCTCCGGCGTTAAGATGAGCCAGGGCGCCTACGACGACAAGGGCCGCCACATTTCCGAG

CAGCCCTTCACCTGGGCCAACTGGCACCAGCACATCAACTGGCTCAACTTCATTCTGGTGATTGCGCTGCCTCTGT

CGTCCTTTGCTGCCGCTCCCTTCGTCTCCTTCAACTGGAAGACCGCCGCGTTTGCTGTCGGCTATTACATGTGCAC

CGGTCTCGGTATCACCGCCGGCTACCACCGAATGTGGGCCCATCGAGCCTACAAGGCCGCTCTGCCCGTTCGAATC

ATCCTTGCTCTGTTTGGAGGAGGAGCTGTCGAGGGCTCCATCCGATGGTGGGCCTCGTCTCACCGAGTCCACCACC

GATGGACCGACTCCAACAAGGACCCTTACGACGCCCGAAAGGGATTCTGGTTCTCCCACTTTGGCTGGATGCTGCT

TGTGCCCAACCCCAAGAACAAGGGCCGAACTGACATTTCTGACCTCAACAACGACTGGGTTGTCCGACTCCAGCAC

AAGTACTACGTTTACGTTCTCGTCTTCATGGCCATTGTTCTGCCCACCCTCGTCTGTGGCTTTGGCTGGGGCGACT
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GGAAGGGAGGTCTTGTCTACGCCGGTATCATGCGATACACCTTTGTGCAGCAGGTGACTTTCTGTGTCAACTCCCT

TGCCCACTGGATTGGAGAGCAGCCCTTCGACGACCGACGAACTCCCCGAGACCACGCTCTTACCGCCCTGGTCACC

TTTGGAGAGGGCTACCACAACTTCCACCACGAGTTCCCCTCGGACTACCGAAACGCCCTCATCTGGTACCAGTACG

ACCCCACCAAGTGGCTCATCTGGACCCTCAAGCAGGTTGGTCTCGCCTGGGACCTCCAGACCTTCTCCCAGAACGC

CATCGAGCAGGGTCTCGTGCAGCAGCGACAGAAGAAGCTGGACAAGTGGCGAAACAACCTCAACTGGGGTATCCCC

ATTGAGCAGCTGCCTGTCATTGAGTTTGAGGAGTTCCAAGAGCAGGCCAAGACCCGAGATCTGGTTCTCATTTCTG

GCATTGTCCACGACGTGTCTGCCTTTGTCGAGCACCACCCTGGTGGAAAGGCCCTCATTATGAGCGCCGTCGGCAA

GGACGGTACCGCTGTCTTCAACGGAGGTGTCTACCGACACTCCAACGCTGGCCACAACCTGCTTGCCACCATGCGA

GTTTCGGTCATTCGAGGCGGCATGGAGGTTGAGGTGTGGAAGACTGCCCAGAACGAAAAGAAGGACCAGAACATTG

TCTCCGATGAGAGTGGAAACCGAATCCACCGAGCTGGTCTCCAGGCCACCCGGGTCGAGAACCCCGGTATGTCTGG

CATGGCTGCTTAG(SEQ  ID  NO:5)

[0084] >gi|50548053|ref|XP_501496.1|YALI0C05951p[解脂耶氏酵母]

[0085] MVKNVDQVDLSQVDTIASGRDVNYKVKYTSGVKMSQGAYDDKGRHISEQPFTWANWHQHINWLNFILV

IALPLSSFAAAPFVSFNWKTAAFAVGYYMCTGLGITAGYHRMWAHRAYKAALPVRIILALFGGGAVEGSIRWWASS

HRVHHRWTDSNKDPYDARKGFWFSHFGWMLLVPNPKNKGRTDISDLNNDWVVRLQHKYYVYVLVFMAIVLPTLVCG

FGWGDWKGGLVYAGIMRYTFVQQVTFCVNSLAHWIGEQPFDDRRTPRDHALTALVTFGEGYHNFHHEFPSDYRNAL

IWYQYDPTKWLIWTLKQVGLAWDLQTFSQNAIEQGLVQQRQKKLDKWRNNLNWGIPIEQLPVIEFEEFQEQAKTRD

LVLISGIVHDVSAFVEHHPGGKALIMSAVGKDGTAVFNGGVYRHSNAGHNLLATMRVSVIRGGMEVEVWKTAQNEK

KDQNIVSDESGNRIHRAGLQATRVENPGMSGMAA(SEQ  ID  NO:6)

[0086] 本发明的一些方面提供了用于在用于生物燃料或生物燃料前体生产的微生物中

操纵ATP-柠檬酸裂解酶(ACL)活性的方法。ACL通过裂解作为TCA循环产物从线粒体中穿梭

出来的柠檬酸而提供细胞溶胶乙酰-CoA。ACL基因产物将柠檬酸裂解为草酰乙酸和乙酰-

CoA，由此为ACC提供了乙酰-CoA底物，后者随后介导乙酰-CoA(这是脂肪酸合成中的主要

C2-前体)向丙二酰-CoA的转化,这一过程被视为脂肪酸合成中的第一关键步骤并在本文其

他地方会有更详尽的描述。在一些实施方式中，ACL基因产物是由分别的基因编码的两个亚

基组成的蛋白质。在一些实施方式中，ACL基因产物是由相同基因编码的两个亚基组成的。

在一些实施方式中，所述操纵是进行过表达。在一些实施方式中，所述操纵是通过将用于生

物燃料或生物燃料前体生产的微生物与包含编码ACL基因产物(例如ACL蛋白)的核酸的表

达构建体接触而实现，所述核酸可操作地连接于异源启动子如组成型或诱导型启动子。在

一些实施方式中，编码ACL基因产物的核酸包含SEQ  ID  NO:7和SEQ  ID  NO:9的编码序列。在

一些实施方式中，所述ACL是解脂耶氏酵母的ACL，例如包含SEQ  ID  NO:8和SEQ  ID  NO:10氨

基酸序列的解脂耶氏酵母ACL。在一些实施方式中，所述微生物为解脂耶氏酵母。在一些实

施方式中，微生物中对ACL活性的操纵赋予微生物有益的表型，用于将碳水化合物大规模转

化为生物燃料或生物燃料前体，例如增加的脂质合成速率、增加的碳水化合物向脂质转化

效率、增加的脂质储存以及增加的生长速率、增加的对碳源或脂质产物浓度升高的耐受性。

ATP-柠檬酸裂解酶基因及基因产物序列对本领域技术人员是已知的。示例性地，代表基因

和基因产物序列可在NCBI数据库(www.ncbi.nlm.nih.gov)中在GeneID:2912101和2910381

的条目下找到。

[0087] 合适的ACL核酸序列和蛋白质序列的非限制性实例在下文提供。其他的合适的ACL
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序列，包括来自其他物种的序列对本领域技术人员是清楚的，本发明在此方面并不受到限

制。

[0088] ATP柠檬酸裂解酶(解脂耶氏酵母)亚基1，ACL1DNA

[0089] YALI0E34793g

[0090] XM_504787

[0091] atgtctgccaacgagaacatctcccgattcgacgcccctgtgggcaaggagcaccccgcctacgagct

cttccataaccacacacgatctttcgtctatggtctccagcctcgagcctgccagggtatgctggacttcgacttc

atctgtaagcgagagaacccctccgtggccggtgtcatctatcccttcggcggccagttcgtcaccaagatgtact

ggggcaccaaggagactcttctccctgtctaccagcaggtcgagaaggccgctgccaagcaccccgaggtcgatgt

cgtggtcaactttgcctcctctcgatccgtctactcctctaccatggagctgctcgagtacccccagttccgaacc

atcgccattattgccgagggtgtccccgagcgacgagcccgagagatcctccacaaggcccagaagaagggtgtga

ccatcattggtcccgctaccgtcggaggtatcaagcccggttgcttcaaggttggaaacaccggaggtatgatgga

caacattgtcgcctccaagctctaccgacccggctccgttgcctacgtctccaagtccggaggaatgtccaacgag

ctgaacaacattatctctcacaccaccgacggtgtctacgagggtattgctattggtggtgaccgataccctggta

ctaccttcattgaccatatcctgcgatacgaggccgaccccaagtgtaagatcatcgtcctccttggtgaggttgg

tggtgttgaggagtaccgagtcatcgaggctgttaagaacggccagatcaagaagcccatcgtcgcttgggccatt

ggtacttgtgcctccatgttcaagactgaggttcagttcggccacgccggctccatggccaactccgacctggaga

ctgccaaggctaagaacgccgccatgaagtctgctggcttctacgtccccgataccttcgaggacatgcccgaggt

ccttgccgagctctacgagaagatggtcgccaagggcgagctgtctcgaatctctgagcctgaggtccccaagatc

cccattgactactcttgggcccaggagcttggtcttatccgaaagcccgctgctttcatctccactatttccgatg

accgaggccaggagcttctgtacgctggcatgcccatttccgaggttttcaaggaggacattggtatcggcggtgt

catgtctctgctgtggttccgacgacgactccccgactacgcctccaagtttcttgagatggttctcatgcttact

gctgaccacggtcccgccgtatccggtgccatgaacaccattatcaccacccgagctggtaaggatctcatttctt

ccctggttgctggtctcctgaccattggtacccgattcggaggtgctcttgacggtgctgccaccgagttcaccac

tgcctacgacaagggtctgtccccccgacagttcgttgataccatgcgaaagcagaacaagctgattcctggtatt

ggccatcgagtcaagtctcgaaacaaccccgatttccgagtcgagcttgtcaaggactttgttaagaagaacttcc

cctccacccagctgctcgactacgcccttgctgtcgaggaggtcaccacctccaagaaggacaacctgattctgaa

cgttgacggtgctattgctgtttcttttgtcgatctcatgcgatcttgcggtgcctttactgtggaggagactgag

gactacctcaagaacggtgttctcaacggtctgttcgttctcggtcgatccattggtctcattgcccaccatctcg

atcagaagcgactcaagaccggtctgtaccgacatccttgggacgatatcacctacctggttggccaggaggctat

ccagaagaagcgagtcgagatcagcgccggcgacgtttccaaggccaagactcgatcatag(SEQ  ID  NO:7)

[0092] ATP柠檬酸裂解酶(解脂耶氏酵母)亚基1，ACL1蛋白质

[0093] YALI0E34793p

[0094] XP_504787

[0095] MSANENISRFDAPVGKEHPAYELFHNHTRSFVYGLQPRACQGMLDFDFICKRENPSVAGVIYPFGGQF

VTKMYWGTKETLLPVYQQVEKAAAKHPEVDVVVNFASSRSVYSSTMELLEYPQFRTIAIIAEGVPERRAREILHKA

QKKGVTIIGPATVGGIKPGCFKVGNTGGMMDNIVASKLYRPGSVAYVSKSGGMSNELNNIISHTTDGVYEGIAIGG

DRYPGTTFIDHILRYEADPKCKIIVLLGEVGGVEEYRVIEAVKNGQIKKPIVAWAIGTCASMFKTEVQFGHAGSMA

NSDLETAKAKNAAMKSAGFYVPDTFEDMPEVLAELYEKMVAKGELSRISEPEVPKIPIDYSWAQELGLIRKPAAFI
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STISDDRGQELLYAGMPISEVFKEDIGIGGVMSLLWFRRRLPDYASKFLEMVLMLTADHGPAVSGAMNTIITTRAG

KDLISSLVAGLLTIGTRFGGALDGAATEFTTAYDKGLSPRQFVDTMRKQNKLIPGIGHRVKSRNNPDFRVELVKDF

VKKNFPSTQLLDYALAVEEVTTSKKDNLILNVDGAIAVSFVDLMRSCGAFTVEETEDYLKNGVLNGLFVLGRSIGL

IAHHLDQKRLKTGLYRHPWDDITYLVGQEAIQKKRVEISAGDVSKAKTRS(SEQ  ID  NO:8)

[0096] ATP柠檬酸裂解酶(解脂耶氏酵母)亚基2，ACL2  DNA

[0097] YALI0D24431g

[0098] XM_503231

[0099] atgtcagcgaaatccattcacgaggccgacggcaaggccctgctcgcacactttctgtccaaggcgcc

cgtgtgggccgagcagcagcccatcaacacgtttgaaatgggcacacccaagctggcgtctctgacgttcgaggac

ggcgtggcccccgagcagatcttcgccgccgctgaaaagacctacccctggctgctggagtccggcgccaagtttg

tggccaagcccgaccagctcatcaagcgacgaggcaaggccggcctgctggtactcaacaagtcgtgggaggagtg

caagccctggatcgccgagcgggccgccaagcccatcaacgtggagggcattgacggagtgctgcgaacgttcctg

gtcgagccctttgtgccccacgaccagaagcacgagtactacatcaacatccactccgtgcgagagggcgactgga

tcctcttctaccacgagggaggagtcgacgtcggcgacgtggacgccaaggccgccaagatcctcatccccgttga

cattgagaacgagtacccctccaacgccacgctcaccaaggagctgctggcacacgtgcccgaggaccagcaccag

accctgctcgacttcatcaaccggctctacgccgtctacgtcgatctgcagtttacgtatctggagatcaaccccc

tggtcgtgatccccaccgcccagggcgtcgaggtccactacctggatcttgccggcaagctcgaccagaccgcaga

gtttgagtgcggccccaagtgggctgctgcgcggtcccccgccgctctgggccaggtcgtcaccattgacgccggc

tccaccaaggtgtccatcgacgccggccccgccatggtcttccccgctcctttcggtcgagagctgtccaaggagg

aggcgtacattgcggagctcgattccaagaccggagcttctctgaagctgactgttctcaatgccaagggccgaat

ctggacccttgtggctggtggaggagcctccgtcgtctacgccgacgccattgcgtctgccggctttgctgacgag

ctcgccaactacggcgagtactctggcgctcccaacgagacccagacctacgagtacgccaaaaccgtactggatc

tcatgacccggggcgacgctcaccccgagggcaaggtactgttcattggcggaggaatcgccaacttcacccaggt

tggatccaccttcaagggcatcatccgggccttccgggactaccagtcttctctgcacaaccacaaggtgaagatt

tacgtgcgacgaggcggtcccaactggcaggagggtctgcggttgatcaagtcggctggcgacgagctgaatctgc

ccatggagatttacggccccgacatgcacgtgtcgggtattgttcctttggctctgcttggaaagcggcccaagaa

tgtcaagccttttggcaccggaccttctactgaggcttccactcctctcggagtttaa(SEQ  ID  NO:9)

[0100] 柠檬酸裂解酶(解脂耶氏酵母)亚基2，ACL2蛋白质

[0101] YALI0D24431p

[0102] XP_503231

[0103] MSAKSIHEADGKALLAHFLSKAPVWAEQQPINTFEMGTPKLASLTFEDGVAPEQIFAAAEKTYPWLLE

SGAKFVAKPDQLIKRRGKAGLLVLNKSWEECKPWIAERAAKPINVEGIDGVLRTFLVEPFVPHDQKHEYYINIHSV

REGDWILFYHEGGVDVGDVDAKAAKILIPVDIENEYPSNATLTKELLAHVPEDQHQTLLDFINRLYAVYVDLQFTY

LEINPLVVIPTAQGVEVHYLDLAGKLDQTAEFECGPKWAAARSPAALGQVVTIDAGSTKVSIDAGPAMVFPAPFGR

ELSKEEAYIAELDSKTGASLKLTVLNAKGRIWTLVAGGGASVVYADAIASAGFADELANYGEYSGAPNETQTYEYA

KTVLDLMTRGDAHPEGKVLFIGGGIANFTQVGSTFKGIIRAFRDYQSSLHNHKVKIYVRRGGPNWQEGLRLIKSAG

DELNLPMEIYGPDMHVSGIVPLALLGKRPKNVKPFGTGPSTEASTPLGV(SEQ  ID  NO:10)

[0104] 本发明的一些方面提供了用于油生产的产油微生物，其包含本文描述的任意修

饰，例如本文描述的DGA1修饰、如本文所描述的ACC1修饰及/或如本文所描述的SCD修饰。在
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一些实施方式中，提供了修饰的产油微生物，其包含如本文描述的推修饰以及如本文描述

的拉修饰。在一些实施方式中，推修饰包含ACC1基因产物的过表达。在一些实施方式中，拉

修饰包含DGA1和/或SCD基因产物。

[0105] 本发明的一些方面提供了核酸，其编码的基因产物赋予微生物如解脂耶氏酵母生

产生物燃料或生物燃料前体所需要的和/或希望的表型。在一些实施方式中，所述核酸是来

源于解脂耶氏酵母的核酸。在一些实施方式中，所述核酸编码DGA1基因产物如DGA1蛋白质。

在一些实施方式中，所述核酸编码ACC1基因产物如ACC1蛋白质。在一些实施方式中，所述核

酸编码去饱和酶如Δ9去饱和酶。在一些实施方式中，所述核酸编码解脂耶氏酵母Δ9去饱

和酶(SCD)。在一些实施方式中，提供了编码基因产物的组合的核酸，例如在多顺反子中，其

包含过表达代表脂质生物合成中的推修饰的基因产物(如ACC1基因产物)和过表达代表了

脂质生物合成中的拉修饰的基因产物(例如DGA1和/或SCD基因产物)。

[0106] 术语“核酸”指的是包含多个相连的核苷酸的分子。“核酸”和“核酸分子”可交换使

用，指代寡核糖核苷酸以及寡脱氧核糖核苷酸。该术语还包括多核苷(即多核苷酸减去磷

酸)及任何其他含有核酸的有机碱。所述有机碱包括腺嘌呤、尿嘧啶、鸟嘌呤、胸腺嘧啶、胞

嘧啶及肌苷。所述核酸可以为单链或双链。所述核酸可以为天然或非天然存在的。核酸可获

自天然来源，或可使用核酸合成仪进行合成(即合成的)。核酸的分离在本领域是常规进行

的，合适的方法可见于标准分子生物学课本(例如见Maniatis的Handbook  of  Molecular 

Biology)。如本文所描述的，所述核酸可以为DNA或RNA如基因组DNA、线粒体DNA、mRNA、

cDNA、rRNA、miRNA、PNA或LNA或其组合。非天然存在的核酸如细菌人工染色体(BAC)及酵母

人工染色体(YAC)也可根据本发明的一些方面而使用。

[0107] 本发明的一些方面涉及核酸衍生物的用途。特定核酸衍生物的用途可通过防止其

被消化而增加本发明核酸的稳定性，尤其是在其接触可以含有核酸酶的生物学样品的情况

下。如本文所使用的，核酸衍生物是非天然存在的核酸或其单元。核酸衍生物可以含有非天

然存在的元素如非天然存在的核苷酸和非天然存在的骨架连接。根据本发明的一些方面的

核酸衍生物可含有骨架修饰，例如但不限于，硫代磷酸酯键、磷酸二酯修饰的核酸、磷酸二

酯和硫代磷酸酯核酸的组合、甲基膦酸酯、烷基膦、磷酸酯、烷基硫代磷酸酯、氨基磷酸酯、

氨基甲酸酯、碳酸酯、磷酸三酯、乙酰胺酯、羧甲基酯、甲基硫代磷酸酯、二硫代磷酸酯，p-乙

氧基，及其组合。核酸的骨架组合物可以为同源或异源的。

[0108] 根据本发明的一些方面，核酸衍生物可以在糖和/或碱基部分含有置换或修饰。例

如，一些核酸衍生物可以包括这样的核酸，其的骨架糖在3'位置共价附着至低分子量有机

基团而不是羟基基团，在5'位置也并非附着至磷酸基团(例如2'-O-烷基化核糖基团)。核酸

衍生物可以包括非核糖的糖类如阿拉伯糖。核酸衍生物可含有置换的嘌呤或嘧啶，如C-5丙

炔修饰的碱基、5-甲基胞嘧啶、2-氨基嘌呤、2-氨基-6-氯嘌呤、2,6-二氨基嘌呤、次黄嘌呤、

2-硫尿嘧啶和假异胞嘧啶。

[0109] 在一些实施方式中，核酸可以包含肽核酸(PNA)、锁核酸(LNA)、DNA、RNA或上述核

酸的共-核酸如DNA-LNA共-核酸。

[0110] 如本文所使用的，术语“分离的核酸分子”指的是不在天然环境下的核酸分子，例

如这样的核酸：(i)通过本领域已知的方法从细胞或微生物如细菌或真菌中被提取和/或纯

化的核酸，所述方法为例如对宿主细胞进行碱裂解并随后例如使用硅吸附步骤对核酸进行
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纯化；(ii)例如通过聚合酶链反应(PCR)在体外扩增的核酸；(iii)通过克隆而重组生产的

核酸，例如将核酸克隆至表达载体；(iv)经过片断化并通过大小被分离的核酸，例如通过体

外酶消化或通过剪切并随后进行凝胶分离；或(v)例如通过化学合成而合成的核酸。在一些

实施方式中，术语“分离的核酸分子”指的是(vi)在化学上与任何天然存在的核酸有极大不

同的核酸。在一些实施方式中，可通过本领域已知的重组DNA技术容易地对分离的核酸进行

操纵。因此，克隆入载体的核酸或递送到宿主细胞中并整合进入宿主基因组的核酸被认为

是分离的，但以其天然状态在天然宿主中的核酸则不是。分离的核酸可以大体上得到纯化，

但不一定需要如此。例如，在克隆或表达载体内分离的核酸不是纯化的，因为其可以含有少

量百分比的其居留的细胞中的物质。然而如本文所使用的术语一样，这样的核酸也是分离

的。

[0111] 本发明的一些方面涉及这样的核酸，其编码的基因产物赋予微生物需要的或期望

的表型，用于生物燃料或生物燃料前体生产，所述核酸连接于启动子或其他转录激活元件。

在一些实施方式中，编码基因产物并连接于启动子的核酸是包含在表达载体或表达构建体

中的。如本文所使用的，术语“表达载体”或“表达构建体”指的是重组或合成生成的核酸构

建体，具有一系列特异的核酸元件允许特定核酸在宿主微生物如产油酵母中的转录。在一

些实施方式中，表达载体可为质粒、病毒或核酸片段的部分。在一些实施方式中，表达载体

包括可操作地连接于启动子的待转录的编码核酸。启动子是一种核酸元件，其促进待转录

核酸的转录。启动子通常位于其控制转录的核酸序列的相同链上，并位于其上游(或5’)。在

一些实施方式中，表达载体包括可操作地连接于异源启动子的待转录的编码核酸。异源启

动子是并非天然可操作连接于给定核酸序列的启动子。例如，解脂耶氏酵母中的DGA1基因

天然可操作地连接于解脂耶氏酵母DGA1基因启动子。因此例如在表达构建物中野生型解脂

耶氏酵母DGA1基因启动子之外的任何启动子(其可操作地连接于DGA1基因)或其部分因此

在上下文中就是异源启动子。例如，连接于编码DGA1基因产物的核酸的TEF1启动子对于

DGA1来说就是异源启动子。

[0112] 在一些实施方式中，表达载体包括编码核酸，例如编码DGA1,ACC1和/或SCD基因产

物的核酸，其可操作地连接于组成型启动子。术语“组成型启动子”指的是允许相连的基因

得到持续转录的启动子。在一些实施方式中，表达载体包括编码核酸，例如编码DGA1,ACC1

和/或SCD基因产物的核酸，其可操作地连接于诱导型启动子。术语“诱导型启动子”在本文

可与术语“条件型启动子”交换使用，指的是只在一些在生物或非生物因素下才允许与其相

连的基因进行转录的启动子。药物诱导启动子如四环素/强力霉素诱导的启动子、他莫昔芬

诱导启动子以及依赖于重组事件而被激活的启动子，例如cre-介导的loxP位点的重组，这

些都是本领域熟知的诱导型启动子的实例。

[0113] 本公开的一些方面涉及惊人的发现，即产油微生物中给定基因产物在异源启动子

下过表达可通过在相应表达构建物中包含内含子得到显著增强。本发明的一些方面提供了

内含子增强的组成型启动子用于在产油微生物中的基因过表达，并且提供了这种内含子增

强启动子的表达构建体和载体。在一些实施方式中，提供了内含子增强的TEF启动子，其包

含TEF启动子序列、转录起始位点、转录起始位点下游的内含子序列以及编码合适序列，例

如编码DGA1,ACC1和/或SCD基因产物的核酸序列。在一些实施方式中，所述内含子位于翻译

起始位点的下游，但仍然位于基因序列的开放阅读框之内，例如，位于起始密码子之后，但
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在编码所述基因产物核酸序列的终止位点之前。在一些实施方式中，所述内含子紧接着位

于翻译起始位点如ATG起始密码子下游，但仍然在编码序列的其余部分的上游。为了阐述清

楚，提供如下所示的内含子增强表达构建体的非限制的示例性结构：

[0114] 5’—TEF启动子—转录起始位点–内含子--DGA1编码序列--3’。下文提供了另一个

内含子增强表达构建体的非限制的示例性结构:

[0115] 5’—TEF启动子—转录起始位点–起始密码子—内含子--DGA1编码序列–终止密码

子--3’。ACC1和SCD基因产物的表达构建体分别具有DGA1编码序列置换ACC或SCD编码序列。

[0116] 合适的TEF启动子序列及合适的内含子序列对本领域技术人员是清楚的。一些无

内含子TEF启动子序列在例如美国专利#6,265,185中已经公开。下文提供了一些示例代表

性序列。然而，要理解的是本发明在此方面不限于此。

[0117] 示例性TEF启动子序列:

[0118] agagaccgggttggcggcgcatttgtgtcccaaaaaacagccccaattgccccaattgaccccaaatt

gacccagtagcgggcccaaccccggcgagagcccccttctccccacatatcaaacctcccccggttcccacacttg

ccgttaagggcgtagggtactgcagtctggaatctacgcttgttcagactttgtactagtttctttgtctggccat

ccgggtaacccatgccggacgcaaaatagactactgaaaatttttttgctttgtggttgggactttagccaagggt

ataaaagaccaccgtccccgaattacctttcctcttcttttctctctctccttgtcaactcacacccgaaatcgtt

aagcatttccttctgagtataagaatcattcaaa(SEQ  ID  NO:11)

[0119] 示例性内含子序列：

[0120] gtgagtttcagaggcagcagcaattgccacgggctttgagcacacggccgggtgtggtcccattccca

tcgacacaagacgccacgtcatccgaccagcactttttgcagtactaaccgcag(SEQ  ID  NO:12)

[0121] 在启动子和内含子序列之间含有起始密码子(ATG)的示例性TEF启动子-内含子序

列：

[0122] agagaccgggttggcggcgcatttgtgtcccaaaaaacagccccaattgccccaattgaccccaaatt

gacccagtagcgggcccaaccccggcgagagcccccttctccccacatatcaaacctcccccggttcccacacttg

ccgttaagggcgtagggtactgcagtctggaatctacgcttgttcagactttgtactagtttctttgtctggccat

ccgggtaacccatgccggacgcaaaatagactactgaaaatttttttgctttgtggttgggactttagccaagggt

ataaaagaccaccgtccccgaattacctttcctcttcttttctctctctccttgtcaactcacacccgaaatcgtt

aagcatttccttctgagtataagaatcattcaaaATGgtgagtttcagaggcagcagcaattgccacgggctttga

gcacacggccgggtgtggtcccattcccatcgacacaagacgccacgtcatccgaccagcactttttgcagtacta

accgcag(SEQ  ID  NO:13)

[0123] 将表达载体或表达构建物递送入微生物如酵母细胞的方法对本领域技术人员是

熟知的。包括表达载体在内的核酸可通过生物相关领域技术人员熟知的多种方法递送入原

核及真核微生物中。根据本发明的一些方面将核酸递送入微生物的方法包括但不限于不同

的化学、电化学及生物学方法，例如热激转化、电穿孔、转染如脂质体介导的转染、DEAE-葡

聚糖-介导的转染或磷酸钙转染。在一些实施方式中，使用媒介物或载体将核酸构建体如包

含DGA1、ACC1和/或SCD编码核酸序列的组合的表达构建体引入宿主微生物用于转移遗传物

质。用于将遗传物质转移至微生物的方法对本领域技术人员是已知的，包括例如质粒、人工

染色体和病毒载体。用于构建核酸构建体包括含有组成型或诱导型异源启动子的表达构建

体、敲除或敲低构建体的方法，以及将核酸或核酸构建体递送至微生物的方法及载体对本
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领域技术人员是熟知的，在例如下列著作中有所描述：J.Sambrook和D.Russell,Molecular 

Cloning:A  Laboratory  Manual,Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press；3rd  edition

(January  15,2001)；David  C.Amberg,Daniel  J.Burke；和Jeffrey  N.Strathern,Methods 

in  Yeast  Genetics:A  Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Course  Manual,Cold  Spring 

Harbor  Laboratory  Press(April  2005)；John  N.Abelson,Melvin  I.Simon,Christine 

Guthrie,和Gerald  R.Fink,Guide  to  Yeast  Genetics  and  Molecular  Biology,Part  A,

Volume  194(Methods  in  Enzymology  Series,194) ,Academic  Press(March  11,2004)；

Christine  Guthrie和Gerald  R .Fink ,Guide  to  Yeast  Genetics  and  Molecular  and 

Cell  Biology,Part  B,Volume  350(Methods  in  Enzymology,Vol  350) ,Academic  Press；

1st  edition(July  2 ,2002)；Christine  Guthrie和Gerald  R .Fink ,Guide  to  Yeast 

Genetics  and  Molecular  and  Cell  Biology,Part  C,Volume  351,Academic  Press；1st 

edition(July  9 ,2002)；Gregory  N .Stephanopoulos ,Aristos  A .Aristidou和Jens 

Nielsen ,Metabolic  Engineering:Principles  and  Methodologies ,Academic  Press；

1edition(October  16 ,1998)；以及Christina  Smolke ,The  Metabolic  Pathway 

Engineering  Handbook:Fundamentals,CRC  Press；1edition(July  28,2009)，其以全部并

入本文作为参考。

[0124] 在一些实施方式中，编码基因产物的基因的原生启动子例如原生DGA1、ACC1或SCD

启动子赋予了微生物需要的或希望的表型，在微生物中，这些启动子得到修饰以改变其转

录活性的调节。在一些实施方式中，经过修饰的启动子相比于未修饰的对等物转录活性增

加。如本文所使用的，术语“经修饰启动子”指的是其核苷酸序列受到人为改变的启动子。单

独的核苷酸删除、插入或突变或其组合都是所述人为改变的实例。人为的启动子改变可以

以靶向的方式实现，例如通过同源重组手段如基因靶向、敲除、敲入、定点诱变或人工锌指

核酸酶介导的策略实现。备选地，这样的改变可通过随机或准随机事件实现，如辐射或非靶

向核苷酸整合并随后进行筛选。启动子修饰一般是不断改进的以调制相应启动子转录激活

特性。例如，在对细胞内脂肪酸水平升高作出应答时介导DGA1、ACC1或SCD启动子的抑制的

调节元件的破坏或删除会导致相应的基因甚至在细胞内脂肪酸水平升高的条件下持续转

录激活。类似地，组成型激活的转录激活元件插入条件型启动子区域可以对相应的基因在

正常的抑制性条件下的过表达产生影响。用于在微生物中靶向破坏原生启动子例如原生

DGA1、ACC1或SCD启动子，例如用于靶向破坏使得转录速率增加的方法对本领域技术人员是

熟知的。

[0125] 本发明的一些方面涉及微生物如解脂耶氏酵母的工程改造，以显示用于生物燃料

或生物燃料前体的大规模生产所需要和/或希望的表型。本发明的一些方面涉及脂质合成

途径的代谢工程改造以产生就生物燃料生产而优化的微生物。本发明的一些方面涉及代谢

改造，其包含调制那些调节进入脂质合成途径的碳流的基因的表达的遗传修饰的组合，以

产生就生物燃料生产而优化的微生物。在一些实施方式中，所述遗传修饰的组合包括推修

饰和拉修饰。在一些实施方式中，推修饰包含增加细胞中用于脂质合成的代谢物乙酰-CoA、

ATP或NADPH水平的遗传修饰，例如ACC1基因产物的过表达。在一些实施方式中，拉修饰是降

低脂质合成中那些显示有反馈抑制功能的产物或中间产物，如脂肪酸水平的遗传修饰。在

一些实施方式中，拉修饰包含DGA1和/或SCD基因产物的过表达。
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[0126] 本发明的一些方面提供了通过调制解脂耶氏酵母的原生脂质代谢极大地增加解

脂耶氏酵母介导的碳源向脂质转化效率的方法。显著而意外地，相比于仅仅分别调制推或

拉过程的单独的修饰，根据本发明提供的一些方法的脂质代谢的推-和-拉修饰的组合能使

得进入脂质合成途径的碳流有显著的增加。

[0127] 本发明的一些方面涉及工程改造和/或优化用于大规模生物燃料或生物燃料前体

生产的微生物。在一些实施方式中，提供了工程改造的微生物，其已经通过本发明的一些方

面提供的方法或使用了本发明的一些方面提供的核酸或蛋白质进行操纵，所述核酸或蛋白

质为例如本文提供的表达构建体或表达构建体组合，其导致介导脂质合成推过程的基因产

物(例如ACC1产物)与介导脂质合成拉过程的基因产物(例如DGA1和/或SCD基因产物)的组

合的过表达。在一些实施方式中，提供了工程改造的微生物，其过表达的基因产物的推-和-

拉的组合，根据本发明的一些实施方式赋予所述微生物用于生物燃料或生物燃料前体生产

必需的及/或希望的表型。在一些实施方式中，提供了微生物，其包含的DGA1、ACC1和/或SCD

基因产物活性得到增加。在一些实施方式中，所述微生物显示了增加的脂肪酸合成速率、增

加的TAG储存及/或此外的必需或希望的特征。

[0128] 如本文在微生物脂质合成的上下文中所使用的，例如在本文描述的产油微生物的

脂肪酸合成速率的上下文中所使用的，术语“增加的合成速率”或“合成速率增加”指的是在

工程改造的微生物中合成速率相比于相同种属野生型微生物中相应的合成速率得到增加。

例如，在本文描述的工程改造的解脂耶氏酵母微生物中，TAG合成速率增加指的是脂质合成

速率比野生型TAG合成速率得到增加。在一些实施方式中，增加的脂质合成速率，例如TAG或

总脂质合成速率指的是细胞培养物例如工程改造的微生物培养物中脂肪酸合成速率。在一

些实施方式中，增加的脂质合成速率是脂质合成如TAG合成或总脂质合成速率为至少

0.01g/L/h(脂质克每升培养基每小时)、至少0.004g/L/h、至少0.05g/L/h、至少0.1g/L/h、

至少0.14g/L/h、至少0.15g/L/h、至少0.2g/L/h、至少0.3g/L/h、至少0.4g/L/h、至少0.5g/

L/h、至少0.6g/L/h、至少0.7g/L/h、至少0.8g/L/h、至少0.9g/L/h、至少1g/L/h、至少2g/L/

h、至少3g/L/h、至少4g/L/h、至少5g/L/h、至少6g/L/h、至少7g/L/h、至少8g/L/h、至少9g/L/

h、至少10g/L/h或至少25g/L/h。

[0129] 在一些实施方式中，本上下文中合成速率为生物反应器进行一个完整的运行周期

中测量的合成速率，例如由生物反应器运行总时间内或脂质测量的总时间内合成的脂质例

如TAG总量计算合成速率。这种合成速率的类型在本文有时候称作“总脂质生产效率”或“总

体脂质生产效率”，通常以g/L/h(每小时运行时间每升培养基生产的脂质克数)为单位提

供。在一些实施方式中，提供了工程改造的微生物，例如工程改造的解脂耶氏酵母，其过表

达ACC1基因产物、DGA1基因产物及/或SCD基因产物，与野生型微生物如野生型解脂耶氏酵

母相比，总脂质生产效率显示了至少5倍的增加、至少6倍的增加、至少7倍的增加、至少8倍

的增加、至少9倍的增加、至少10倍的增加、至少12倍的增加、至少10倍的增加、至少12.5倍

的增加、至少15倍的增加、至少20倍的增加、至少30倍的增加、至少40倍的增加、至少50倍的

增加、至少60倍的增加、至少70倍的增加、至少80倍的增加、至少90倍的增加、至少100倍的

增加、至少500倍的增加,或至少1000倍的增加。

[0130] 在一些实施方式中，增加的总脂质合成速率或增加的总脂质生产效率为至少

0.01g/L/h、至少0.004g/L/h、至少0.05g/L/h、至少0.1g/L/h、至少0.14g/L/h、至少0.15g/
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L/h、至少0.2g/L/h、至少0.3g/L/h、至少0.4g/L/h、至少0.5g/L/h、至少0.6g/L/h、至少

0.7g/L/h、至少0.8g/L/h、至少0.9g/L/h、至少1g/L/h、至少2g/L/h、至少3g/L/h、至少4g/L/

h或至少5g/L/h。

[0131] 在一些实施方式中，合成速率是在例如优化的生长条件下有营养物的存在下测量

的最大合成速率或峰合成速率。这种类型的合成速率在本文有时候称为“最大脂质生产效

率”。在一些实施方式中，增加的最大脂质合成速率是脂质合成如TAG合成的速率为至少

0.2g/L/h、至少0.3g/L/h、至少0.4g/L/h、至少0.5g/L/h、至少0.6g/L/h、至少0.7g/L/h、至

少0.8g/L/h、至少0.9g/L/h、至少1g/L/h、至少2g/L/h、至少3g/L/h、至少4g/L/h、至少5g/L/

h、至少6g/L/h、至少7g/L/h、至少8g/L/h、至少9g/L/h、至少10g/L/h,或至少25g/L/h。

[0132] 在一些实施方式中，工程改造的微生物是产油酵母如解脂耶氏酵母。在一些实施

方式中，本发明提供的工程改造的酵母显示了一种或多种高度所需的且预期外的表型特

征，例如：增加的碳-油转化率或效率，增加的脂质小体中的脂质积累。

[0133] 在一些实施方式中，本发明的某些方面提供的工程改造的微生物，例如工程改造

的酵母，显示的碳-油转化率(本文也称为“脂质产率”)在大约0.02g/g(生产的油、脂质或

TAG(g)/碳(g)，例如消耗的葡萄糖、醋酸盐或醋酸)-大约0.3g/g的范围内。在一些实施方式

中，本发明的某些方面提供的工程改造的微生物，例如工程改造的酵母，显示的碳-油转化

率为大约0.010g/g、大约0.02g/g、大约0.025g/g、大约0.03g/g、大约0.04g/g、大约0.05g/

g、大约0.06g/g、大约0.07g/g、大约0.075g/g、大约0.08g/g、大约0.09g/g、大约0.1g/g、大

约0.11g/g、大约0.12g/g、大约0.13g/g、大约0.14g/g、大约0.15g/g、大约0.16g/g、大约

0.17g/g、大约0.18g/g、大约0.19g/g、大约0.2g/g、大约0.21g/g、大约0.22g/g、大约0.23g/

g、大约0.24g/g、大约0.25g/g、大约0.26g/g、大约0.27g/g、大约0.28g/g、大约0.29g/g、大

约0.3g/g、大约0.31g/g、大约0.32g/g或接近理论值。在一些实施方式中，本发明的某些方

面提供的工程改造的微生物，例如工程改造的酵母，显示的碳-油转化率为至少大约

0.010g/g(生产的脂质(g)/碳(g)，例如，消耗的葡萄糖、醋酸盐或醋酸)、至少大约0.02g/g、

至少大约0.025g/g、至少大约0.03g/g、至少大约0.04g/g、至少大约0.05g/g、至少大约

0.06g/g、至少大约0.07g/g、至少大约0.075g/g、至少大约0.08g/g、至少大约0.09g/g、至少

大约0.1g/g、至少大约0.11g/g、至少大约0.12g/g、至少大约0.13g/g、至少大约0.14g/g、至

少大约0.15g/g、至少大约0.16g/g、至少大约0.17g/g、至少大约0.18g/g、至少大约0.19g/

g、至少大约0.2g/g、至少大约0.21g/g、至少大约0.22g/g、至少大约0.23g/g、至少大约

0.24g/g、至少大约0.25g/g、至少大约0.26g/g、至少大约0.27g/g、至少大约0.28g/g、至少

大约0.29g/g、至少大约0.3g/g、至少大约0.31g/g、至少大约0.32g/g或接近理论值。

[0134] 如本文使用的术语“脂质滴度”在微生物脂质合成的上下文中，例如在本文描述的

产油微生物进行脂肪酸合成的上下文中，指的是每份体积的包含所述产油微生物的微生物

培养物合成的脂质的量。在一些实施方式中，改造的微生物例如本文描述的改造的解脂耶

氏酵母微生物可达到或确实达到的脂质滴度为至少1g/L(脂质克数每升微生物培养物)、至

少2g/L、至少3g/L、至少4g/L、至少5g/L、至少6g/L、至少7g/L、至少8g/L、至少9g/L、至少

10g/L、至少15g/L、至少20g/L、至少25g/L、至少30g/L、至少40g/L、至少50g/L、至少60g/L、

至少70g/L、至少80g/L、至少90g/L、至少100g/L、至少200g/L或至少250g/L。

[0135] 在一些实施方式中，如本文所提供的工程改造的微生物在碳-油转化中显示了增
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加的脂质滴度。如本文在微生物脂质合成的上下文中例如在本文描述的产油微生物进行脂

肪酸合成的上下文中所使用的术语“增加的脂质滴度”指的是每份体积的包含所述产油微

生物的微生物培养物中合成的脂质的量相比于相同种属的野生型微生物在相同条件(例

如，在相同生长基质中、具有相同的C/N比率、等量的氧气、相同的pH、相同的营养物，等等)

下相应的脂质滴度得到增加。例如，本文描述的工程改造的微生物解脂耶氏酵母达到的增

加的脂质滴度指的是脂质滴度相比于同一条件下野生解脂耶氏酵母达到的脂质滴度得到

增加。在一些实施方式中，增加的脂质滴度指的是脂质滴度为至少1g/L(脂质克数每升微生

物培养物)、至少2g/L、至少3g/L、至少4g/L、至少5g/L、至少6g/L、至少7g/L、至少8g/L、至少

9g/L、至少10g/L、至少15g/L、至少20g/L、至少25g/L、至少30g/L、至少40g/L、至少50g/L、至

少60g/L、至少70g/L、至少80g/L、至少90g/L、至少100g/L、至少200g/L或至少250g/L。

[0136] 本发明的一些方面提供了工程改造的微生物用于油生产，其可使用多种碳源，包

括但不限于可发酵糖类，例如C6糖，如葡萄糖和有机酸，例如醋酸和/或其他盐，例如醋酸

盐。

[0137] 本发明的一些方面涉及本文提供的遗传修饰的微生物的培养物。在一些实施方式

中，所述培养物包括本文提供的遗传修饰的微生物以及基质，例如液体基质。在一些实施方

式中，所述培养物包含本文提供的遗传修饰的微生物以及碳源，例如可发酵碳水化合物源

或有机酸或其盐。在一些实施方式中，所述培养物包含了本文提供的遗传修饰的微生物以

及构成盐度、渗透压以及pH条件的盐和/或缓冲液，适合于微生物的存活、生长和/或碳水化

合物向生物燃料或生物燃料前体的转化。在一些实施方式中，所述培养物包含其他的组分

例如添加剂。添加剂的非限制性实例为营养物、酶、氨基酸、白蛋白、生长因子、酶抑制剂(例

如蛋白酶抑制剂)、脂肪酸、脂质、激素(例如地塞米松和赤霉酸)、痕量元素、无机化合物(例

如还原试剂如镁)、氧化还原调节剂(例如抗氧化剂)、稳定试剂(例如二甲基亚砜)、聚乙二

醇、聚乙烯吡咯烷酮(PVP)、明胶、抗生素(例如，布雷菲德菌素A)、盐(如NaCl)、螯合剂(例如

EDTA、EGTA)和酶(如纤维素酶、分散酶、透明质酸酶或脱氧核糖核酸酶)。在一些实施方式

中，所述培养物可以包含诱导或抑制条件型或诱导型启动子调控的转录的药物，例如多西

环素、四环素，他莫昔芬，IPTG，激素，或金属离子。

[0138] 虽然特定培养条件如碳源浓度会取决于要培养的工程改造的微生物自身，然而用

于生成微生物培养物的通用方法和培养物条件对本领域技术人员是已知的，在例如以下著

作中有所描述：J.Sambrook和D.Russell,Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual,Cold 

Spring  Harbor  Laboratory  Press；3rd  edition(January  15,2001)；David  C.Amberg ,

Daniel  J.Burke；和Jeffrey  N.Strathern,Methods  in  Yeast  Genetics:A  Cold  Spring 

Harbor  Laboratory  Course  Manual ,Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press(April 

2005)；John  N.Abelson,Melvin  I.Simon,Christine  Guthrie,和Gerald  R.Fink,Guide 

to  Yeast  Genetics  and  Molecular  Biology ,Part  A ,Volume  194(Methods  in 

Enzymology  Series ,194) ,Academic  Press(March  11 ,2004)；Christine  Guthrie和

Gerald  R.Fink,Guide  to  Yeast  Genetics  and  Molecular  and  Cell  Biology,Part  B,

Volume  350(Methods  in  Enzymology,Vol  350) ,Academic  Press；1st  edition(July  2,

2002)；Christine  Guthrie和Gerald  R.Fink,Guide  to  Yeast  Genetics  and  Molecular 

and  Cell  Biology,Part  C,Volume  351,Academic  Press；1st  edition(July  9,2002)，其
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以全部并入本文作为参考。为生成油，本文描述的工程改造的微生物培养物在适合油积累

的条件下进行培养。

[0139] 在一些实施方式中，所述遗传修饰的微生物显示了相对于相同种类野生型微生物

和/或相对于其他微生物(例如通常发现会污染用于碳源向生物燃料或生物燃料前体转化

的微生物培养物的那些微生物)的生长优势。在一些实施方式中，本发明的某些方面提供的

工程改造的微生物的生长和/或增殖优势转化为使用非灭菌培养和发酵条件用于生物燃料

或生物燃料前体的生产的可能性，因为培养物中污染性微生物过度生长的问题能得到缓解

或完全消除。在一些实施方式中，本发明的某些方面提供的工程改造的微生物是在非灭菌

条件下培养的，用于生物燃料或生物燃料前体生产。例如，在一些实施方式中，非灭菌原料、

非灭菌的培养基、非灭菌的补充物或非灭菌的生物反应器(例如在非灭菌环境中的开放式

反应器)被用于生物燃料或生物燃料前体生产。

[0140] 根据本发明的一些方面，多种不同的微生物都可进行遗传修饰并用于工业规模的

生物燃料或生物燃料前体生产，例如来自多种酵母来源如产油酵母、细菌、藻类和真菌的微

生物。合适的酵母细胞的非限制性实例为来自以下种属的细胞：解脂耶氏酵母(Yarrowia 

lipolytica)、多形汉逊(Hansenula  polymorpha)、毕赤酵母(Pichia  pastoris)、酿酒酵母

(Saccharomyces  cerevisiae)、贝酵母(S.bayanus)、乳酸克鲁维酵母(S.K .lactis)、

Waltomyces  lipofer、高山被孢霉(Mortierella  alpine)、黄被孢霉(Mortierella 

isabellina)、多形汉逊、鲁氏毛霉(Mucor  rouxii)、皮状丝孢酵母(Trichosporon 

cutaneu)、粘红酵母酿酒(Rhodotorula  glutinis)、糖化酵母(Saccharomyces 

d iastasicus)、西方许旺酵母(Schwanniomyces  occid enta lis)、酿酒酵母

(S.cerevisiae)、树干毕赤酵母(Pichia  stipitis)和裂殖酵母(Schizosaccharomyces 

pombe)。合适的细菌的非限制性实例有枯草芽孢杆菌(Bacillus  subtilis)、沙门氏菌

(Salmonella)、大肠埃希氏菌(Escherichia  coli)、霍乱弧菌(Vibrio  cholerae)、链霉菌

属(Streptomyces)、荧光假单胞菌(Pseudomonas  fluorescens)、恶臭假单胞菌

(Pseudomonas  putida)、假单胞菌属(Pseudomonas  sp.)、红球菌属(Rhodococcus  sp.)、链

霉菌属(Streptomyces  sp.)和产碱杆菌(Alcaligenes  sp)。合适的真菌细胞的非限制性实

例可以培养自，例如，Aspergillus  shirousamii、黑曲霉(Aspergillus  niger)和里氏木霉

(Trichoderma  reesei)等种属。合适的藻细胞的非限制性实例为来自以下种属的细胞：富

油新绿藻(Neochloris  oleoabundans)、斜生栅藻(Scenedesmus  obliquus)、微绿球藻属

(Nannochloropsis  sp .)、杜氏盐藻(Dunaliella  tertiolecta)、小球藻(Chlorella 

vulgaris)、浮水小球藻(Chlorella  emersonii)和极大螺旋藻(Spirulina  maxima)。

[0141] 本发明的一些方面提供了用于生产生物燃料或生物燃料前体的方法，所述方法使

用了本文提供的遗传修饰的微生物。在一些实施方式中，提供了以工业规模生产生物燃料

或生物燃料前体的方法。

[0142] 使用本文提供的方法和/或遗传修饰的微生物可以将多种碳源转化为生物燃料或

生物燃料前体。在一些实施方式中，碳源包含碳水化合物。糖类、淀粉以及纤维都是适合于

本文提供的转化方法的碳水化合物来源的实例。根据本发明的一些方面，碳水化合物来源

可包含精炼的和/或粗制的糖、淀粉和/或纤维，或这些物质的任意组合。糖的非限制性的实

例为可发酵糖如葡萄糖、果糖、蔗糖、木糖和乳糖。淀粉的非限制性实例为直链淀粉和支链
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淀粉。纤维的非限制性实例为植物纤维如纤维素、半纤维素和木纤维。本发明的一些方面涉

及工业副产品、中间产物、或废品的用作碳源用途，例如植物粗提取物、糖蜜、秸秆或污水作

为碳源。在一些实施方式中，碳源来自藻类。在一些实施方式中，藻类生物质特别生产为用

作微生物介导的生物燃料或生物燃料前体生产中的碳源。

[0143] 在一些实施方式中，提供了用于生产生物燃料或生物燃料前体的方法，包括使用

便宜、丰富且易得的碳源原料作为碳源。在一些实施方式中，纤维素或半纤维素被用作碳

源。在一些实施方式中，纤维素或半纤维素来自工业副产品或废品。在一些实施方式中，纤

维素或半纤维素直接来源于植物或藻类生物质。植物或藻类生物质是最丰富的原料之一，

并且包含显著量的不可发酵糖和纤维，例如纤维素和本纤维素。在一些实施方式中，对生物

质原料进行预处理以将不可发酵糖或纤维转化为可发酵糖类，这样使其能够用于微生物生

长及微生物介导的生物燃料或生物燃料前体生产。在一些实施方式中，生物质原料的预处

理包括使纤维素和/或半纤维素组分解聚为单体糖，所使用的预处理方法对本领域技术人

员是熟知的，例如使用稀释酸或氨纤维膨胀(AFEX)法(见例如，Yang  B,Wyman  CE.Dilute 

acid  and  autohydrolysis  pretreatment.Methods  Mol  Biol.2009；581:103-14；Balan 

V,Bals  B,Chundawat  SP,Marshall  D,Dale  BE,Lignocellulosic  biomass  pretreatment 

using  AFEX  Methods  Mol  Biol.2009；581:61-77)。其他用于将生物质多聚体解聚为单体

糖的方法对本领域技术人员是熟知的，并且预期会在本发明的一些实施方式中使用。

[0144] 在一些实施方式中，使用了稀释酸法对含有不可发酵糖的生物质原料进行预处

理，将不可发酵糖解聚为单体的可发酵糖。在一些实施方式中，在适度温和的温度下用稀释

的硫酸对生物质处理一段限定的时间。例如，在一些实施方式中，用大约0.5％、大约1％、大

约2％、大约3％、大约4％、大约5％或大约6％的硫酸对生物质进行处理。在一些实施方式

中，在大约30℃、大约37℃、大约40℃、大约50℃、大约60℃、大约70℃、大约80℃、大约90℃、

大约100℃、大约110℃、大约120℃、大约130℃、大约140℃、大约150℃、大约175℃、大约200

℃或大约200℃以上的温度下对生物质进行处理。

[0145] 在一些实施方式中，所得的水解物含有不溶的木质素及溶解的纤维素和半纤维素

多聚物。后者产物可使用本领域技术人员熟知的方法进一步处理，如使用纤维素酶或其他

水解酶处理生产六碳糖和五碳糖，如葡萄糖和木糖单体。在一些实施方式中，用稀释酸对不

可发酵糖进行预处理导致一些副产品的生成，包括毒性化合物，其抑制没有根据本发明的

方面进行工程改造的微生物的生长、降低其活力且/或抑制其的生物燃料或生物燃料生产。

在一些实施方式中，用有助于微生物生长、生物燃料或生物燃料生产的基质对预处理过的

原料进行洗涤和补充，且/或对原料过石灰(over-limed)以脱毒。

[0146] 在一些实施方式中，使用AFEX法对含有不可发酵糖的生物质原料预处理以将不可

发酵糖解聚成单体可发酵糖。在一些实施方式中，在高温高压下用液态氨对生物质进行一

段限定时间的处理。在一些实施方式中，对生物质的处理为大约10分钟、大约20分钟、大约

30分钟、大约40分钟、大约50分钟、大约60分钟、大约70分钟、大约80分钟、大约90分钟或更

长。在一些实施方式中，在大约30℃、大约37℃、大约40℃、大约50℃、大约60℃、大约70℃、

大约80℃、大约90℃、大约100℃、大约110℃、大约120℃、大约130℃、大约140℃、大约150

℃、大约175℃、大约200℃或大约200℃以上的温度下对生物质进行处理。在一些实施方式

中，AFEX预处理使原料中所含的结晶纤维素转化为无定形、可发酵的形式。在一些实施方式
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中，经过AFEX预处理的生物原料不含有显著量的抑制微生物生长和/或生物燃料或生物燃

料生产的毒性副产品，并且不经过预先的脱毒步骤就可以用作微生物生物燃料或生物燃料

生产。

[0147] 在一些实施方式中，经过或不经过预处理的生物质原料，都用水解或解聚糖多聚

物的酶进行处理，例如使用纤维素酶或半纤维素酶进行处理。在一些实施方式中，将原料与

所述酶在液相中接触，并在允许酶催化解聚或水解反应的温度下孵育一段时间，时间足以

水解或解聚生物质原料中显著量的不可发酵糖或纤维。在一些实施方式中，在孵育进行水

解和解聚后，通过例如离心的方法将原料与酶接触的液相(含有可溶的、可发酵糖部分)与

包含不可发酵糖和纤维的固相相分离。在一些实施方式中，随后将原料的液体部分与微生

物，例如本文的一些方面提供的微生物接触，以转化为生物燃料或生物燃料前体。在一些实

施方式中，不可发酵糖或纤维的酶转化是在综合的生物过程中进行的，例如，所产生的可发

酵糖向生物燃料或生物燃料前体的微生物转化过程也在同时且/或在同一个反应器中发

生。在一些实施方式中，首先进行酶转化，随后将接触了酶的原料与用于生物燃料或生物燃

料前体生产的微生物接触.在一些实施方式中，酶和微生物转化在同时且在同一个反应器

中进行。

[0148] 在一些实施方式中，如本文提供的工程改造的微生物例如过表达DGA1、ACC1和/或

SCD基因产物的解脂耶氏酵母，以醋酸盐为主要碳源生长。在一些实施方式中，微生物生长

的溶液中醋酸浓度为大约1％、大约2％、大约3％、大约4％、大约5％、大约6％、大约7％、大

约8％、大约9％、大约10％vol/vol、大约20％vol/vol、大约25％vol/vol,或大约30％vol/

vol。在一些实施方式中，醋酸盐的浓度为3％-10％wt/vol之间。在一些实施方式中，将包含

如本文提供的遗传修饰的微生物并以醋酸盐或醋酸为主要碳源的细胞培养物与甘油接触

或“穿刺(spike)”混入甘油。在一些实施方式中，间歇地将遗传修饰的微生物与甘油接触。

在一些实施方式中，连续或半连续地将微生物与甘油接触。在一些实施方式中，将微生物与

浓度为大约0.5％、大约1％、大约2％、大约3％、大约4％或大约5％vol/vol的甘油接触。将

本文提供的工程改造的微生物与甘油接触为TAG的生产提供代谢物，并为由碳水化合物生

产脂肪酸提供还原性部分。在一些实施方式中，甘油穿刺是在使用了醋酸盐之外的碳源，例

如任何本文描述的碳源的物燃料或生物燃料生产方法中进行的。

[0149] 在一些实施方式中，如本文提供的工程改造的微生物，例如过表达DGA1基因产物，

且/可选地表达ACC1和/或SCD基因产物的解脂耶氏酵母是在碳源例如醋酸盐或醋酸上生长

的，在生长过程中或培养阶段可以得到更新(replenished)，例如在培养一定时间段之后例

如8小时后、24小时后或48小时后通过将微生物与添加量的碳源或与一定量的此外的碳源

接触而更新。在一些实施方式中，如本文提供的工程改造的微生物在包含低碳氮(C/N)比的

培养基中起始培养第一个6、12、18、24、30、36、42、48、54、60、66或72小时，例如C/N比率为大

约10、大约20、大约25、大约30、低于大约30、低于25或低于20。在一些实施方式中，低C/N比

率是通过向培养基中补充氮源实现的，如补充氨以达到所需的C/N比率。在一些实施方式

中，例如在其中碳源(例如醋酸盐或醋酸)加料于如本文所述的产油微生物培养物的实施方

式中，在碳源中补充了氮源，如氨。在一些实施方式中，在起始培养一段时间后停止用氮源

进行补充，例如在培养的第一个6、12、18、24、30、36、42、48、54、60、66或72小时之后，由此使

得培养物中工程改造的微生物能消耗氮源，这样进而增加了C/N比率。C/N比率的这一变化
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可通过向没有补充氮源的培养物中加料额外的碳源，例如通过加料不补充氨或任何其他氮

源的醋酸或醋酸盐而得到增强或加速。在一些实施方式中，本文描述的工程改造的微生物

进行油生产的优化的C/N比率在80-120的范围内。

[0150] 在一些实施方式中，用于大规模微生物介导的碳水化合物向脂质转化的发酵过程

可在反应器中施行。如本文所使用的，术语“生物反应器”和“发酵罐”在本文交换使用，指的

是封闭或部分封闭的空间，其中发生生物学和/或化学反应，所述反应至少有一部分涉及活

体生物或活体生物的一部分。“大规模生物反应器”或“工业规模反应器”是用于在商业或准

商业规模上生成产品如生物燃料或生物燃料前体(如脂肪酸和/或TAG)的反应器。大规模生

物反应器通常具有的容积在升、数百升、数千升或者更大的范围内。

[0151] 根据本发明的某些方面的生物反应器可包含微生物或微生物培养物。在一些实施

方式中，生物反应器可包含本发明的某些方面提供的任意微生物的孢子和/或任意种类的

休眠细胞类型，例如干粉状态的细胞。在一些实施方式中，将合适的碳水化合物源加入这样

的生物反应器可导致休眠细胞的活化，例如导致酵母孢子的出牙并随后至少部分地将碳水

化合物源转化为生物燃料或生物燃料前体。

[0152] 根据本发明的某些方面的一些生物反应器可包括细胞培养系统，其中微生物与移

动的液体和/或气泡接触。根据本发明的某些方面的微生物或微生物培养物可悬浮生长或

贴附于固相载体而生长。载体细胞的非限制性实例包括微载体(例如聚合物球、微珠以及微

盘，可以为多孔或无孔的)、负荷特异性化学基团(例如季铵基团)的交联珠子(例如葡聚

糖)、2D微载体(包括捕获在非多孔多聚物纤维中的细胞)、3D微载体(例如载体纤维、中空纤

维、多管反应器、和可包含多孔纤维的半透膜)、离子交换能力减弱的微载体、胶囊细胞、毛

细管以及絮凝物。载体可由物质如葡聚糖、明胶、玻璃和纤维素制造。

[0153] 根据本发明方面的工业规模的碳水化合物向脂质转化的过程可以连续、半连续或

非连续的模式操作。根据本发明的操作模式的非限制性实例为批式、补料批式、延长批式、

重复批式、取出/注满、旋转壁、转瓶和/或灌注的操作模式。

[0154] 在一些实施方式中，可使用允许底物原料如碳水化合物源的连续或半连续更新，

和/或产物如分泌的脂质、包含脂质的有机相和/或显示了所需的脂质含量的细胞与反应器

进行连续或半连续分离的生物反应器。

[0155] 根据本发明的生物反应器的非限制性实例为：搅拌槽发酵罐、由旋转混合设备搅

拌的生物反应器、恒化器、由振荡设备搅拌的生物反应器、气升式发酵罐、堆积床反应器、固

定床反应器、流化床反应器、采用波式诱导搅拌的生物反应器、离心式生物反应器、滚瓶以

及中空纤维生物反应器、滚轮设备(例如台式设备、载车式设备和/或自动控制的这些种

类)、垂直堆放的平板、转瓶、搅拌或摇瓶、振荡的多孔板、MD瓶、T-瓶、Roux瓶、多表面组织培

养繁殖器、修饰的发酵罐以及包被的珠子(例如，由血清蛋白质、硝酸纤维素或羧甲基纤维

素包被珠子以防止细胞附着)。

[0156] 根据本发明的方面的生物反应器和发酵罐可选地包含感受器和/或控制系统以测

量和/或调整反应参数。反应参数的非限制性实例为：生物学参数例如生长速率、细胞大小、

细胞数量、细胞密度、细胞类型或细胞状态，化学参数如pH、氧化还原势能、反应底物和/或

产物的浓度、溶解气体的浓度如氧气浓度和CO2浓度、营养物浓度、代谢物浓度、葡萄糖浓

度、谷氨酰胺浓度、丙酮酸浓度、磷石灰浓度、寡肽的浓度、氨基酸的浓度、维生素的浓度、激
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素的浓度、添加剂的浓度、血清浓度、离子强度、离子的浓度、相对湿度、摩尔浓度、渗透压、

其他化学物例如缓冲试剂、佐剂或反应副产物的浓度，物理/机械参数如密度、电导率、搅拌

度、压力和流速、剪切力、剪切速率、粘度、颜色、浑浊度、光吸收、混合速率、转化率以及热动

力学参数如温度、光强度/质量等等。

[0157] 机械和电子领域的相关技术人员对能够测量如本文所述的参数的传感器是熟知

的。能够基于如本文所描述的传感器的输入信号调整反应器中参数的控制系统对生物反应

器工程领域的技术人员是熟知的。

[0158] 根据本发明的某些方面的用于向生物燃料或生物燃料前体转化所采用的碳源类

型取决于所采用的特定微生物。本发明的某些方面提供的一些微生物能够有效地转化特定

的碳水化合物源，但是相同的微生物可不能高效地加工不同的碳水化合物来源或根本无法

加工。根据本发明的方面，例如产油酵母解脂耶氏酵母能有效地将糖类如葡萄糖、果糖、蔗

糖和/或乳糖，及富含糖类的碳水化合物，例如糖蜜和植物纤维转化为脂肪酸及其衍生物。

[0159] 在一些实施方式中，由碳源原料生成的生物燃料或生物燃料前体如脂肪酸或三酰

基甘油是由本发明的某些方面提供的微生物例如产油酵母如解脂耶氏酵母细胞分泌的，或

至少由其分泌的。在一些实施方式中，根据本发明的某些方面的微生物与在生物反应器中

的水溶液中的碳水化合物源接触，并且分泌的生物燃料或生物燃料前体形成了可以与水相

相分离的有机相。如本文使用的，术语有机相指的是包含非极性、有机化合物例如脂肪酸、

TAG和/或其他非极性脂质的液相。根据本发明的有机相可以进一步含有微生物、碳水化合

物或在相应生物反应器中其他相的中发现的其他化合物。用于进行工业规模的相分离的方

法对本领域一般技术人员是熟知的。在一些实施方式中，有机相是持续或半持续虹吸出去。

在一些实施方式中，采用了包含分离器的生物反应器，分离器能够连续或半连续地萃取有

机相。

[0160] 在一些实施方式中，根据本发明的某些方面，生物燃料或生物燃料前体在细胞中

积累。在一些实施方式中，例如通过离心、沉淀或过滤的方式，连续或半连续地将积累了所

需量的生物燃料或生物燃料前体的细胞从生物反应器中分离。细胞分离可进一步例如基于

细胞物理特征如细胞大小或密度，通过本领域技术人员熟知的方法实现。随后可使用本领

域技术人员熟知的标准萃取方法如溶剂正己烷萃取法，从相应的细胞中萃取积累的生物燃

料或生物燃料前体。在一些实施方式中，以3倍于所收集的细胞体积的正己烷收集和萃取微

生物细胞。在一些实施方式中，对萃取的生物燃料或生物燃料前体进行进一步的精炼。在一

些实施方式中，使用本领域技术人员熟知的方法例如酯交换步骤将生物燃料前体如三酰基

甘油转化为生物燃料如生物柴油。

[0161] 本发明的这些和其他实施方式的功能和优势将从下文实施例得到更全面的理解。

以下实施例意欲阐述本发明的益处，但并未示例说明本发明的全部范围。因此，要理解的是

实施例章节不意欲限制本发明的范围。

实施例

[0162] 实施例1.

[0163] 材料和方法

[0164] 酵母菌株、生长及培养条件
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[0165] 用于本研究的解脂耶氏酵母菌株来自野生型解脂耶氏酵母W29菌株(ATCC20460)。

用于所有转化的营养缺陷型Po1g(Leu-)获自Yeastern  Biotech公司(Taipei,Taiwan)。本

研究使用的所有菌株列于表1。

[0166] 表1.解脂耶氏酵母菌株的总脂肪酸含量、产率和分布。50mL培养物在100小时之后

的总脂肪酸含量表示为平均值±S.D.(n＝3)(C/N摩尔比率为20)。脂肪酸谱表示为脂肪酸

相对于总脂肪酸的百分比，误差低于2.5％。

[0167]

[0168]

[0169] 大肠埃希氏菌的培养基和生长条件在之前由Sambrook等人描述(21) ,解脂耶氏酵

母的培养基和生长条件由Barth和Gaillardin描述(11)。Rich培养基(YPD)的制备方法如

下：20g/L  Bacto蛋白质(Difco  Laboratories,Detroit,MI) ,10g/L酵母提取物(Difco) ,

20g/L葡萄糖(Sigma-Aldrich,St.Louis,MO)。YNB基质是由1.7g/L酵母酵母氮源(不含氨基

酸)(Difco) ,0.69g/L  CSM-Leu(MP  Biomedicals,Solon,OH) ,和20g/L葡萄糖制备的。选择

性YNB平板含有1.7g/L酵母氮源(不含氨基酸)、0.69g/L  CSM-Leu、20g/L葡萄糖和15g/L 

Bacto琼脂(Difco)。

[0170] 摇瓶实验是使用以下基质进行的：1.7g/L酵母氮源(无氨基酸) ,1.5g/L酵母提取

物和50g/L葡萄糖。从冻存储备物中将预培养物接种于YNB培养基(Falcon管中5mL，200rpm,

28℃，24hr)。将过夜培养物接种于250mL  Erlenmeyer摇瓶中的50mL培养基中，达到光学密

度(A600)为0.05，孵育100小时(200rpm,28℃)，之后取出并分析生物质、糖含量和脂质含量。

[0171] 在2升带档板的搅拌罐生物反应器中进行生物反应器规模的发酵。所使用的基质

含有1.5g/L酵母含氮碱基(无氨基酸及硫酸铵),2g/L硫酸铵,1g/L酵母提取物和90g/L葡萄

糖。从选择性平板上挑取起始预培养物接种于YPD基质(在250mL  Erlenmeyer摇瓶中40mL,

200rpm，28℃，24hr)。将来自过夜预培养物中的对数期生长的细胞转移入生物反应器，直至

在2L反应器中的光学密度(A600)为0.1(2.5vvm通风，pH  6.8，28℃,搅拌转速250rpm)。将在

不同时间点的样品储存于-20℃用于随后的脂质分析。通过HPLC确定糖有机酸含量。将样品

在60℃下干燥两夜后通过重量分析测量确定生物质。

[0172] 质粒构建
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[0173] 在本研究中一直使用的是标准分子遗传技术(21)。在克隆中使用的限制性酶和

Phusion  High-Fidelity  DNA聚合酶获自New  England  Biolabs(Ipswich,MA)。来自酵母转

化子的基因组DNA是使用Yeastar  Genomic  DNA试剂盒(Zymo  Research,Irvine,CA)制备

的。所有构建的质粒都通过测序得到确认。PCR产物和DNA片段是用PCR  Purification试剂

盒或QIAEX  II试剂盒(Qiagen,Valencia,CA)进行纯化。所使用的质粒描述于表3。所使用的

引物描述于表4。

[0174] 使用引物MT078和MT079从解脂耶氏酵母Po1g基因组DNA上扩增翻译延长因子-1α

(TEF)的启动子区域(登记号：AF054508)而构建质粒pMT010。将扩增子插入起始载体

pINA1269(也称为pYLEX1，获自Yeastern  Biotech公司(Taipei,Taiwan))的SalI和KpnI位

点之间。反向引物MT079中还包括MluI和NsiI位点，这样为多克隆位点又添加了新的限制性

位点。

[0175] 从解脂耶氏酵母Po1g基因组DNA上扩增TEF启动子及含有ATG起始密码子和113bp

的内源内含子的5’编码区(登记号：CR382129)而构建质粒pMT015。引物MT118和MT122被用

于此扩增，并被插入起始载体pMT010的SalI和MluI位点之间。为了进行克隆，删除了一些内

含子使得能够并入SnaBI限制性位点。因此将基因克隆入此质粒需要删除基因的ATG起始密

码子，而向5’引物的起始端添加了TAACCGCAG，在5’末端添加平末端连接位点。

[0176] 使用引物MT170和MT171从大肠杆菌中扩增编码β-半乳糖苷酶的LacZ基因并将其

插入起始载体pINA1269的PmlI和BamHI位点中而构建pMT025质粒。使用引物MT168和MT169

扩增LacZ基因并将其插入pMT010的MluI和NsiI位点中而构建质粒pMT038。因为LacZ含有多

个MluI位点，所以使用了AscI作为MT168上的5’限制性位点，因为MT168上有一个匹配的突

出。扩增LacZ基因并将其插入pMT015的SnaBI和NsiI位点中而构建质粒pMT037。使用了引物

MT172和MT169，其中正向引物MT127删除了LacZ的ATG起始密码子，相反，是以序列

TAACCGCAG开始的，这段序列补全了pMT015的内含子序列。

[0177] 使用引物MT080和MT081从解脂耶氏酵母Po1g基因组DNA(登记号：XM_501721)上扩

增ACC1基因并将其插入pMT010的MluI和NsiI位点中而构建pMT013。使用引物MT222和MT137

从pMT013上扩增ACC1基因及其终止子并将此序列插入经过PmlI和ClaI消化的起始载体

pINA1269，而构建质粒pMT040。

[0178] 使用引物MT271和MT272从解脂耶氏酵母Po1g基因组DNA(登记号:XM_504700)上扩

增DGA1基因，而构建质粒pMT053。经过扩增的基因经过NsiI消化并被插入PMT015，插入方式

与pMT037的构建相同。

[0179] 为产生能够同时表达ACC1和DGA1两者的单一质粒，使用引物MT220和MT265从

pMT053扩增启动子-基因-终止子的表达盒。然后将此片段用DpnI和AseI进行消化并插入经

NruI和AseI消化的pMT040中，产生串联基因构建体pMT065。选择使用AseI限制性位点以利

于筛选，因为其位于氨苄青霉素抗性标记之内。由于NruI是平末端限制性位点，所以扩增子

的插入并不会增加总的NruI位点数，这样有利于后续插入。

[0180] 用NotI或SacII对质粒进行线性化并将其在染色体上整合入Po1g，这是根据Chen

等人描述的一步醋酸锂转化法(22)进行的。将转化子铺于选择性培养基上并通过对制备的

基因组DNA的PCR进行验证。然后将经验证的转化子以冷冻储备液储存于-80℃，或在选择性

YNB平板上储存于4℃。
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[0181] RNA提取及转录物定量

[0182] 在酵母菌株在YNB上生长24小时后，收集细胞，并用液氮冷冻，保存于80℃。在液氮

中破碎样品，根据制造商说明书，使用RNeasy  Mini试剂盒(Qiagen)从解脂耶氏酵母中提取

总RNA，在提取步骤中用无RNA酶的DNA酶进行处理。用分光光度计在260nm处对提取的RNA进

行定量。使用具有SYBR  Green的iScript  One-step  RT-PCR试剂盒(Bio-Rad,Hercules,CA)

进行qRT-PCR分析。相对定量基于2ΔCT法，其中使用编码肌动蛋白的ACT1作为内参。样品都以

三次重复进行分析。

[0183] β-半乳糖苷酶测定

[0184] LacZ酶活性是使用β-gal测定试剂盒进行测量的(来自Sigma-Aldrich)。将细胞重

悬于PBS缓冲液并通过加入500μm玻璃珠(Sigma-Aldrich)涡旋振荡2分钟裂解细胞。将40μL

的细胞裂解物转移至340μL反应混合物中，其含有47mg/mL  ONPG,0.6M  Na2HPO4-7H2O,0.4M 

NaH2PO4-H2O,0.1M  KCl,0.01M  MgSO4-7H2O。在37℃孵育反应物使得颜色发生变化，最终使

用500μL  1M碳酸钠淬灭反应。然后用分光光度计测量420nm处的吸收值。基于酶活除以孵育

时间和细胞干重计算酶单位。

[0185] 脂质分析

[0186] 使用Folch等人的方法提取总的脂质(23)。将测定量的细胞生物质(大约1mg)重悬

于1mL的氯仿:甲醇(2:1)溶液中并涡旋振荡1小时。离心后，将500μL转移至125μL生理盐水

溶液中。移除上层水层并使下层液相挥发，重悬于100μL正己烷中。然后将样品储存于-20℃

直至进行酯交换反应。

[0187] 向每个样品中加入溶于甲醇中的1mL  2％(wt/vol)的硫酸，进行总脂质提取物的

酯交换反应。然后将样品在60℃下孵育2小时。此后，对样品进行部分挥发，并通过加入1mL

正己烷，涡旋振荡10min，对脂肪酸甲酯(FAME)进行萃取。然后将800μL的所述正己烷转移入

玻璃管分装，用于GC分析。

[0188] FAME的GC分析是使用配有火焰离子化检测器和毛细管柱HP-INNOWAX(30m  x 

0.25mm)的Bruker  450-GC设备进行的。GC烘箱条件如下：150℃(1min)，在10min中逐渐增高

至230℃，在230℃下保持2min。分流比为10:1。通过与商业化的FAME标准品进行比较而对脂

肪酸进行鉴别和定量，结果相对十三酸甲酯(C13:0)进行标准化。总的脂质含量以五种FAME

的总脂肪酸含量之和计算：棕榈酸甲酯(C16：0)，甲基棕榈烯酸(C16：1)，硬脂酸甲酯(C18：

0)，油酸甲酯(C18：1)，亚油酸甲酯(C18：2)(Sigma-Aldrich)。向氯仿-甲醇萃取的液体中加

入十三烷酸作为内部标准物，这在整个分析过程中都存在，并进行酯交换成为其甲基酯形

式。

[0189] 结果和讨论

[0190] 使用翻译延伸因子-1α的表达增强内含子建立高效的表达平台

[0191] 在解脂耶氏酵母中，大量的启动子可用于基因表达，包括诱导型和组成型启动子

(24)。TEF启动子最初是作为强的组成型启动子得到鉴定的；然而，随后的克隆和鉴定的结

果表明其相对可诱导XPR2启动子表达较低(25)。最近，杂交hp4d启动子由于有强的准组成

型表达，逐渐受到欢迎(26)，已经用于大量要求蛋白质高表达的应用中(20,27,28)。

[0192] 对TEF的基因组序列的分析表明在开放阅读框5’区域中紧接着起始密码子后有一

段122-bp的剪接体内含子。经常发现启动子-临近的间接体内含子极大地影响在大量生物
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体内相应的基因表达(29)。我们推测TEF的强表达依赖于此内含子，并且通过将此内含子与

启动子一起包含到表达载体中而达到更强的表达效果。事实上，对TEF启动子进行最初筛选

和分离可以依赖于在cDNA文库中富集的内含子增强作用，一旦内含子被剪切，这一特征便

不会得到注意。

[0193] 构建表达LacZ的质粒pMT025、pMT037和pMT038以比较三个启动子的相对表达：合

成杂合启动子(php4d)、无内含子的TEF启动子(pTEF) ,以及有内含子的TEF启动子

(pTEFin)。显著地，在培养50小时之后TEFin启动子显示了比无内含子的TEF启动子的表达

有17倍的增加，比hp4d启动子的表达有5倍的增加。

[0194] 在其他系统中观察到的内含子增强有极大的不同：从在人细胞和酵母中仅仅有2

倍的增加，到玉米中超过1000倍的增加(30,31)。人们认为内含子能以多种方式增强基因表

达：通过包含调节元件，促进mRNA的输出以及增加转录起始速率等方式(29)。具有内含子的

基因作为一组基因，通常相对无内含子基因显示了更高的表达水平。例如，在酿酒酵母中，

具有内含子的基因仅仅占总基因数的不到4％，却表达了细胞中生成的总RNA的27％(32)。

解脂耶氏酵母基因组的10.6％的基因中都含有内含子，而酿酒酵母中只有4.5％的基因具

有内含子(33)。利用所述内源过程以增强我们需要的基因，这一手段为使表达最大化的一

个简单的方式，可应用于很宽泛的真核生物体范围。例如，半子囊酵母之间的剪接序列有很

高的序列同源性(34)。虽然研究一直在更多地解释内含子的功能、进化及目的，但是将内含

子用于生物技术目的还是相对而言未打开的机会。

[0195] ACC1和DGA1的过表达导致脂质积累有显著增加

[0196] 将TEF启动子与其表达增强内含子一同使用为解脂耶氏酵母的基因表达提供了优

秀的平台。因此我们使用这一方法过表达DGA1(pMT053)，显示这一基因在解脂耶氏酵母和

酿酒酵母二者中的脂质积累都十分重要(19,35)。ACC1已经具有两个内源的启动子-邻近的

内含子，并未与TEFin启动子一同克隆。相反，将其与TEF和hp4d启动子一同克隆(分别为

pMT013和pMT040)。生长速率和脂质生产在这二者之间相对而言非常类似(数据未显示)，因

此将php4d-ACC1用于脂质实验并用于ACC1+DGA1的串联基因构建(pMT065)。选择hp4d启动

子也是为了使ACC1+DGA1构建体中这两个平行的基因表达盒同源重组的可能性达到最小。

使用串联基因构建方式在解脂酵母中使两个基因同时共表达已经在他处成功进行(20)。

[0197] ACC1和DGA1的过表达对脂质生产的效应在摇瓶实验中首次得到评估。对照LacZ菌

株只产生了8.77％(g/g  DCW)的脂质，这与摇瓶中以葡萄糖作为唯一底物的野生型菌株表

现类似(36)。ACC1和DGA1转化子都比对照表现更好，分别积累了17.9％和33.8％的脂质含

量。尤其是DGA1，显示了几乎两倍于ACC1的脂质积累，大约是对照的4倍。由对照生成的生物

质比其他菌株显著更高，提示ACC1和DGA1的表达可以破坏了解脂耶氏酵母的生长潜力。与

理论最大产率(0.32g/g(37))相比，总体的油产率相对低。脂肪酸谱也有轻微的变化，其中

ACC1产生了显著更多的亚油酸而DGA1维持了更高比例的硬脂酸。油酸比例在所有转化子中

都保持相对平缓。

[0198] ACC1+DGA1比两种单一基因转化子都有改进，能够达到41.4％的脂质含量，比对照

有4.7倍提高。生物质的生产相比于单一转化子得到提高，但比对照还是较少。油产率有成

比例的提高，达到0.114g/g,或35％的理论产率。

[0199] 在真核生物体中，ACC的过表达只对脂质生产产生有限的改进。在非产油酵母多形
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汉逊中异源表达来自产油真菌鲁氏毛霉的ACC1仅仅使脂肪酸含量有40％的增加，含量从

3.8％增加至5.3％(38)。在植物中，拟南芥ACC1的过表达导致酶活性有极大的增加，但最终

的脂质含量增加不超过30％(39,40)。推测因为真核细胞中维持对该酶的强的代谢和调节

控制，所以改进很有限。ACC表达和活性被大量转录因子、蛋白质激酶和代谢物所影响(41)。

例如，在解脂念珠菌(耶氏酵母)中，乙酰-CoA合成酶突变体中酰基-CoA的积累导致ACC活性

降低8倍(42)。然而，解脂耶氏酵母可以代表真核生物中的一个调节例外，这大部分导致其

产油特质，因为我们在这里通过过表达内源ACC1而达到了2倍的脂质增加。

[0200] DGA的作用仅仅是最近才被发现对于脂质合成有重要作用。在解脂耶氏酵母中，

DGA1p主要定位于脂质小体的膜表面，并且与甘油三酯酯酶(TGL3)协调作用以平衡TAG在脂

质小体中的流入和流出(16)。因此，预期TAG的储存严重依赖于DGA1p的相对其TGL3p对应物

的活性(和丰度)。还有假设认为DGA使代谢流从磷脂合成中转移走，由此创造了驱动力进行

脂质合成，因为更多的代谢流需要用来生产仍然必需的磷脂(6)。因此，DGA1的过表达在脂

质积累上产生显著效应。在产油Δsnf2突变体中进行DGA1的过表达导致酿酒酵母中积累了

高达27％的脂质含量，即增加2.3倍(35)。在植物中，拟南芥DGAT过表达导致叶子中脂质含

量增加20倍，总体脂质含量增加2倍(43)。

[0201] 脂肪酸和TAG合成途径之间的平衡在于酰基-CoA中间产物，因为这些中间产物既

是脂肪酸(上游)途径的产物和反馈抑制剂也是TAG(下游)途径的主要前体。上游途径的上

调增加脂肪酸合成的通量，尤其是对于ACC，其将代谢流从任何会竞争使用细胞溶胶乙酰-

CoA的途径转移出。下游途径的上调通过消耗酰基-CoA中间产物创造驱动力，并且增加TAG

在脂质小体中的储存速率。然而，当单独受到调制时，其会导致不平衡，这会对细胞新陈代

谢和生长产生不利的效应。

[0202] 通过共表达ACC1和DGA1,上游和下游途径都同时被上调，这导致脂质生产的增加，

而不会干扰到中间产物介导的调控。这种方法还将ACC产生的脂质合成的高代谢流与由DGA

介导的TAG向脂质小体内的隔离提供的驱动力相结合。结果是脂质积累的协同性增加，高出

对照几乎5倍。事实上，将过生产和驱动力与代谢沉没相偶联已经是代谢工程的最近努力中

的一种非常强有力的策略，尤其是用于生物燃料(44-46)。

[0203] ACC1+DGA1转化子的发酵表现

[0204] 为进一步对ACC1+DGA1转化子(MTYL065)进行定性并探索其脂质积累特征，使用2L

搅拌罐生物反应器进行大规模发酵。增加葡萄糖浓度，将硫酸铵浓度减少，达到C/N摩尔比

为100。用于脂质积累的最佳C/N摩尔比率通常在80-120的范围内(15)，

[0205] 在120小时的发酵过程中，葡萄糖得到完全的消耗，最终的生物质达到28.49g/L

(图3)。最终脂质含量为61.7％DCW，相比于摇瓶实验，脂质积累有50％的增加。这在与其他

糖发酵相比时具有优势(28,47-49)，也比离体脂质积累的方案中得到的值更具有优势(19,

50)。总体的产率和生产效率分别为0.195g/g和0.143g/L/hr；然而，在70-100小时间观察到

的最大脂质生产中，达到的产率为0.270g/g，生产效率为0.253g/L/hr(表2)。在这个时期生

产的几乎所有生物质都是由脂质含量的增加引起的。所达到的总体和最大产率分别为TAG

合成理论产率的60.9％和84.3％。

[0206] 表2.ACC1+DGA1转化子在2L生物反应器发酵中计算的产率和生产效率。产率是由

产生的脂质(克)除以消耗的葡萄糖(克)计算的。生产效率是通过每小时生产的脂质浓度计
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算的。最大值是从70-100hrs两个时间点之间计算。

[0207]

[0208] 脂肪酸谱在规模扩大的过程中发生巨大的变化(图4)。此过程中观察到硬脂酸的

相对消耗和棕榈酸和油酸的富集，油酸最终构成了总脂肪酸的49.3％。油酸和硬脂酸之间

的比率在整个发酵过程中稳定增加(数据未显示)，最终以4.6的比率结束。从摇瓶实验中

1.3的比率来看，这是一个巨大的变化。用醋酸作为碳源也进行了类似的实验。在134小时分

析脂肪酸谱，结果显示于图5。

[0209] 在其他2L发酵中也观察到高的油酸相对浓度(高达58.5％)(51) ,这一点与积累了

超过50％脂质含量的其他产油酵母的形式更加相似(15)。在脂质快速生产的条件下，油酸

可以更快速地得到储存并更容易积累，因为已知DGA1p具有对于不同酰基-CoA的多种特异

性；在酿酒酵母中,C18:1是最优选的底物，对其的活性是对C18:0的两倍(52)。进一步地，高

油酸浓度也可以是对生物反应器中达到的更高通风速率的应答，这一点在摇瓶发酵中不容

易见到。

[0210] 在ACC1+DGA1菌株中见到的高脂质含量、产率和生产效率表明解脂耶氏酵母天生

能为脂质合成途径提供高的代谢流。在得到进一步修饰和过程优化后。具有工程改造的脂

质合成通路的解脂耶氏酵母可以在强烈有效的脂质从头合成中产生有前景的突破。

[0211] 表3.本研究应用的菌株和质粒菌株

[0212]
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[0213]

[0214] 表4.本研究使用的引物
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[0215]
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[0216]

[0217] 使用工程改造的ACC+DGA菌株由醋酸生产脂质

[0218] 解脂耶氏酵母天然生长在机酸醋酸盐上。醋酸盐作为底物有很大的吸引力，因为

其可由同型乙酸生物体通过非光合碳固定途径从二氧化碳或一氧化碳以高产率生产。醋酸

以乙酰-CoA的形式进入细胞代谢途径，乙酰-CoA是经由乙酰-CoA羧化酶(ACC)进行脂质合

成的主要前体。由此，ACC+DGA菌株看上去是以醋酸盐为底物进行脂质生产的一个有前景的

候选物，因为利用乙酰-CoA的酶过表达直接与脂质积累的强驱动力相偶联。

[0219] 使用ACC+DGA菌株在2升生物反应器中发酵，以醋酸盐作为碳底物(图6)。在氧气含

量高的情况下，观察到醋酸盐迅速被消耗，同时生成的生物质的量很低，因此在氮和氧都受
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限的条件下进行发酵，以使脂质生产和产率达到最大化。

[0220] 130小时后，油生产的最终滴度为5.5g/L，这占总的生物质细胞干重(8.9g/L)的

62％。以醋酸盐为底物的总体脂质产率为0.152g油/g醋酸盐。在脂质生产期(90-130小时之

间)，产率为0.27g油/g醋酸盐时达到最大脂质生产，这是理论最大产率的96％。

[0221] 与以葡萄糖为底物的发酵特征的对比显示，尽管生物质产率和生长速率较低，但

是脂质积累和最大脂质产率达到最大。

[0222] 表5.以葡萄糖和醋酸盐为底物的发酵情况对比

[0223]

  葡萄糖 醋酸盐

指数生长速率 0.0982hr-1 0.0368hr-1

总体生物质产率 0.316g/g 0.246g/g

总体脂质产率 0.195g/g 0.152g/g

脂质生产期 70-120小时 90-130小时

最大脂质产率 0.249g/g 0.270g/g

最大生产效率 0.258g/L/小时 0.103g/L/小时

最终脂质滴度 17.6g/L 5.5g/L

[0224] 结论

[0225] 脂质生物合成是一个受到严密调控的代谢途径。要进行工业相关的脂质生产的应

用，需要进行周全的代谢工程以使产率和生产效率最大化。产油酵母解脂耶氏酵母的用途

受益于其具有高的脂质积累能力，并且将其用作脂质代谢途径工程改造的工具。本文中我

们显示，脂质合成途径中两个重要基因ACC1和DGA1的内含子增强的过表达提供了朝向脂质

生产的驱动力，甚至在中等C/N比率下。由于这两种酶进行了脂质合成的初始和最后的步

骤，所以对向TAG的碳流入同时进行推和拉，使得生产增强，而可以导致抑制的中间产物的

积累达到最小化。所得的ACC1+DGA1菌株能够通过从头合成积累高达其DCW的62％作为脂

质，总体的体积生产效率为0.143g/L/小时。

[0226] 以下概念(a)途径基因的强过表达，(b)上游和下游途径的平衡，(c)将代谢流转移

至想要的途径，以及(d)朝向最终产品的驱动力，是代谢工程实践中最重要的策略，使得代

谢网络得到工程改造和优化，以生成想要的产品。在脂质积累这一点上履行这些概念可容

易地延伸至大量其他生物学平台，包括微藻。这些策略是发展有力、有效、商品规模的生物

学衍生化学品和燃料生产技术的基础。其在脂质生物合成上的应用开启了微生物油过生产

以及经济有效的生物燃料制造的道路。
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[0282] 细胞代谢的研究可以用代谢工程得到阐明。代谢工程是使用重组DNA技术对生物

体中代谢途径的操纵(Bailey  1991)。通过操纵和工程改造特定的代谢网络，可鉴别和阐明

其中的控制因子和限速步骤。在特定生物体或途径的现有知识和工具的基础上，能够评估

新型的干扰如何使用以重新定向和控制所需产品的生成。

[0283] 脂质合成是用于代谢工程研究的极佳途径，具有范围广泛的应用，从健康、癌症和

医药到生物化学品和生物燃料的生产(Beopoulos等人2011；Courchesne等人2009；

Kohlwein和Petschnigg  2007)。用于脂质生物合成的生理学、酶学和代谢在从细菌到人的

广泛范围的生物体中都得到了深入的研究，形成了比较和探索性分析的强有力的知识基础

(Kurat等人2006；Ohlrogge  and  Jaworski  1997)。脂质代谢在细胞生理学的许多方面都起

到不可或缺的作用，从细胞生长和增殖到能量储存和代谢(Kohlwein和Petschnigg  2007；

Tehlivets等人2007)。为利用这些途径用于医药和工业目的，了解何种干扰对总体过程起

到最大影响是非常重要的。

[0284] 产油酵母解脂耶氏酵母是研究脂质代谢的极佳的模式生物。作为产油酵母，解脂

耶氏酵母能在富碳环境中天然积累高达36％的脂质(Beopoulos等人2009)。这些脂质以脂

质小体中甘油三酯的形式储存(TAG)。其是研究最深入的“非常规”的酵母种属，可以使用其

测序的基因组和一系列遗传工具(Barth和Gaillardin  1997)。已经将其用于大量工业应

用，并将其视为蛋白质分泌、疏水底物利用、脂质代谢和线粒体呼吸方面的模式生物

(Beckerich等人1998；Beopoulos等人2009；Coelho等人2010；Kerscher等人2002)。解脂耶

氏酵母天然积累了大量脂质，同时大量工程改造方面的努力已经成功地进一步增加或改进

了其脂质积累特征(Beopoulos等人2008；Chuang等人2010；Dulermo和Nicaud  2011；Zhang

等人2011)。然而，为此目的所检验的遗传操纵的数量和种类仍然相对有限，解脂耶氏酵母

作为脂质过生产平台的潜能相对而言开发的还很少。

[0285] 通过多种手段和策略将大量目的基因靶标与脂质积累相关联(Courchesne等人

2009)。乙酰-CoA羧化酶(ACC)通常被认为是脂肪酸生物合成中的限速步骤，控制了进入该

途径的代谢流。其负责生产丙二酰-CoA，后者可用于脂肪酸延伸中。ACC利用细胞溶胶乙酰-

CoA作为其主要的代谢前体。大多数真核细胞中供应细胞溶胶乙酰-CoA的酶都是ATP柠檬酸

裂解酶(ACL)。ACL裂解柠檬酸，后者作为TCA循环的产物穿梭出线粒体，形成乙酰-CoA和草

酰乙酸。在脂肪酸合成酶复合体完成脂肪酸生产后，酰基-CoA分子可进一步通过在内质网

上进行延伸和去饱和得到进一步操纵。这些过程帮助修饰酰基-CoA链的化学特性，以利于

进行储存或在其他代谢途径中利用。例如Δ9-去饱和酶(D9)之类的酶将硬脂酰-CoA分子转

化为油酰-CoA分子，后者似乎在脂质调控和代谢中都非常重要(Dobrzyn和Ntambi2005)。脂

质装配和储存中的最后一步是二酰基甘油(DAG)通过二酰基甘油酰基转移酶(DGA)向TAG的

转化。这一步骤在内质网和脂质小体表面都有发生，在后者上进行的这一步骤根据生物体

对能量的需要建立了TAG装配和降解的动态平衡(Athenstaedt等人2006)。在解脂耶氏酵母

中,已经鉴定出大量执行此项功能的DGA基因(Zhang等人2011)。

[0286] 这些酶步骤都显示了与脂质积累的有意义的关系。ACC控制进入脂质合成的代谢

流，在细菌大肠埃希氏菌中ACC的过表达使得脂肪酸合成增加6倍(Davis等人2000)。受ACL

控制的柠檬酸穿梭在产油真菌中观察到的与非产油真菌相比是有差异的，因此推测其为高

代谢流进入脂质生物合成途径的必要途径(Boulton和Ratledge  1981；Vorapreeda等人
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2012)。还认为ACL的灭活导致柠檬酸积累和分泌，这也是脂质生产中不期望的现象

(Papanikolaou和Aggelis  2002；Papanikolaou等人2002)。D9参与了癌症代谢，其在哺乳动

物肿瘤细胞中上调。其是脂质生成的一个潜在的强的正向调控子，促进了癌症细胞中所见

的迅速生长所必须的脂质生产(Dobrzyn和Ntambi  2005；Hulver等人2005；Ntambi和

Miyazaki  2004)。DGA是脂质储存的最后关键步骤，酿酒酵母Δsnf2突变体中DGA的过表达

导致脂质积累有巨大的增加(Kamisaka等人2007)。这些结果产生了一些有意义的结果和含

义，同时对其在单个模式生物体中的分布的分析可使我们能系统地鉴别它们能如何贡献、

合作，以达到增加的脂质生产。

[0287] 这里我们观察了脂质生物合成中涉及的几个重要基因的影响，并且探索了其对产

油酵母解脂耶氏酵母中脂质积累增加做出的贡献。通过单独或组合过表达基因靶标，我们

能够探索基因如何能通过脂质生物合成途径正向影响代谢流。进一步地，我们研究了两种

候选菌株的脂质生成表现，以阐明细胞中代谢流达到平衡对达到高生成效率的重要性。

[0288] 材料和方法

[0289] 酵母菌株、生长和培养条件

[0290] 本研究使用的解脂耶氏酵母菌株衍生于野生型的解脂耶氏酵母W29菌株

(ATCC20460)。在所有转化中使用的营养缺陷型Po1g(Leu-)都来自Yeastern  Biotech公司

(Taipei,Taiwan)。本研究中使用的所有菌株都列于表6。将构建的质粒用SacII线性化，并

根据Chen等人描述的一步醋酸锂转化法(Chen等人1997)在染色体上插入Po1g。除了

MTYL088和MTYL089之外，MTYL转化子是根据其对应整合的质粒而命名。为构建菌株MTYL088

和MTYL089，菌株MTYL078和MTYL079经历了两轮额外的转化：(1)以URA  KO表达盒转化并用

选择性的5-FOA筛选，以敲除内源的URA；(2)用经过SacII线性化的PMT092转化。将转化子铺

板于选择性基质上，并通过制备基因组DNA的PCR进行验证。然后将经验证的转化子以甘油

储备物冷冻储存于-80℃，在选择性YNB平板上于4℃储存。为每个菌株设计的基因过表达情

况的总结在表7中有所描述。

[0291] Sambrook等人先前已经描述了大肠埃希氏菌的基质和生长条件(Sambrook和

Russell  2001)，用于解脂耶氏酵母的基质和生长条件由Barth和Gaillardin等人描述

(Barth和Gaillardin  1997)。富营养基质(YPD)是用20g/L  Bacto蛋白胨(Difco 

Laboratories ,Detroit,MI)、10g/L酵母提取物(Difco)、20g/L葡萄糖(Sigma-Aldrich ,

St.Louis,MO)制备的。YNB基质是以1.7g/L酵母氮源(无氨基酸)(Difco)、0.69g/L  CSM-Leu

(MP  Biomedicals,Solon,OH)和20g/L葡萄糖制成的。选择性YNB平板含有1.7g/L酵母氮源

(无氨基酸)、0.69g/L  CSM-Leu,20g/L葡萄糖和15g/L  Bacto琼脂(Difco)。使用以下基质进

行摇瓶实验：1.7g/L酵母氮源(无氨基酸)、1.5g/L酵母提取物和50g/L葡萄糖。从冻存储备

物中将预培养物接种于YNB培养基(Falcon管中5mL，200rpm，28℃，24hr)。将过夜培养物接

种于250mL  Erlenmeyer摇瓶中的50mL培养基中，达到光学密度(A600)为0.05，孵育100小时

(200rpm，28℃)，之后取出并分析生物质、糖含量和脂质含量。

[0292] 在2升带板的搅拌罐生物反应器中进行生物反应器规模的发酵。所使用的基质含

有1.7g/L酵母氮源(无氨基酸及硫酸铵)、2g/L硫酸铵、1g/L酵母提取物和90g/L葡萄糖。从

选择性平板上，起始预培养物接种于YPD基质(250mL  Erlenmeyer摇瓶中40mL，200rpm，28

℃，24hr)。将来自过夜预培养物中的对数期生长的细胞转移入生物反应器，直至在2L反应
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器中的光学密度(A600)为0.1(2.5vvm通风，pH  6.8，28℃，搅拌转速250rpm)。将在不同时间

点的样品储存于-20℃用于随后的脂质分析。通过HPLC确定糖有机酸含量。将样品洗涤并在

60℃下干燥两夜后通过重量分析测量确定生物质。

[0293] 遗传技术

[0294] 在本研究中一直使用的是标准分子遗传技术(Sambrook和Russell2011)。在克隆

中使用的限制性酶和Phusion  High-Fidelity  DNA聚合酶获自New  England  Biolabs

(Ipswich ,MA)。来自酵母转化子的基因组DNA是使用Yeastar  Genomic  DNA试剂盒(Zymo 

Research,Irvine,CA)制备的。所有构建的质粒都通过测序得到验证。用PCR  Purification

试剂盒或QIAEX  II试剂盒(Qiagen,Valencia,CA)纯化PCR产物和DNA片段。所使用的质粒描

述于表6中有描述。所使用的引物在描述于表9。

[0295] URA3删除

[0296] 为增加解脂耶氏酵母菌株中标记物的可用性，扩增编码尿嘧啶原养型乳清苷-5'-

磷酸脱羧酶(URA3,登记号:AJ306421)的基因并将其用作敲除盒的基础，生成URA营养缺陷

菌株。分别使用引物对MT310-MT311和MT312-MT313扩增URA开放阅读框的上游和下游序列。

将引物设计成使两个扩增子携带23bp重叠区域。纯化两个扩增子后，将产物进行混合，并使

用引物MT310和MT313进行PCR以产生上游和下游扩增子融合而成的456bp的扩增子。随后将

所述DNA进行纯化并随后转化入Po1g。然后将转化的细胞铺板于含有尿嘧啶和5-氟乳清酸

(5-FOA)的选择性基质平板上。将生长的克隆重新铺于5-FOA平板以对URA营养缺陷型进行

再选择，并通过制备的基因组DNA的PCR进行验证。所得的ΔLEU2ΔURA3菌株命名为

MTYL100。

[0297] 质粒构建

[0298] 质粒pMT010、pMT015、pMT038、pMT040、pMT013和pMT065的构建在上文有描述，与这

里描述的方法类似。使用引物MT252和MT253，从解脂耶氏酵母Po1g基因组DNA扩增ACL1基因

(登记号:XM_504787)并将其插入pMT010的MluI和NsiI位点中而构建表达ATP:柠檬酸裂解

酶亚基1的质粒pMT047。类似地，使用引物MT254和MT255，从解脂耶氏酵母Po1g基因组DNA扩

增ACL2基因(登记号:XM_503231)并将其插入pMT010的MluI和NsiI位点中而构建表达ATP:

柠檬酸裂解酶亚基2的质粒pMT049。用引物MT283和MT284，从Po1g基因组DNA扩增表达Δ9脂

肪酸去饱和酶(D9)(登记号:XM_501496)的质粒pMT061并使用限制性位点PmlI和BamHI插入

pINA1269，使之受到php4d启动子的控制。

[0299] 为产生表达多个基因的质粒(pMT050、pMT065、pMT066、pMT073、pMT074、pMT075,

pMT078、pMT079)，使用引物MT220和MT265从一个质粒上扩增启动子-基因-终止子表达盒。

然后将其用DpnI和AseI消化并插入经过NruI和AseI消化的第二个质粒，产生串联基因构建

体pMT065。选择使用AseI限制性位点以利于筛选，因为其位于氨苄青霉素抗性标记之内。因

为NruI是一个平末端限制性位点，所以扩增子的插入并不会增加总的NruI位点数，这样有

利于后续使用相同的步骤进行迭代插入。用于这些质粒的组合构建的总体序列和方案描述

于图7中。为了构建互补的载体，选择pACYCDUET-1作为互补的穿梭载体，因为其利用了不同

的骨架、选择性标记物及复制起点。使用引物对MT316-MT317，从解脂耶氏酵母Po1g基因组

DNA扩增LIP2(登记号:XM_500282)的上游序列，并使用限制性位点BamHI和EcoRI将其整合

入pDUET。使用引物对MT318-MT319，扩增LIP2的下游序列，并使用限制性位点KpnI和AvrII
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将其整合入pDUET。使用引物对MT314-MT315，从质粒JMP62-URA扩增用于酵母尿嘧啶原养型

的选择性标记物，并使用限制性位点PvuI和KpnI将其整合入pDUET。所得的质粒pMT091含有

多克隆位点，上游和下游两侧为LIP2序列和URA3标记物。用限制性酶SacII消化对质粒进行

线性化，并将整合载体与质粒骨架分开，使外部及不期望的DNA的整合达到最小化。互补质

粒的用途要求在起始的pINA1269骨架上构建表达盒并随后使用限制性酶亚克隆将所述表

达盒转移至pMT091。所述大的多克隆位点和差异化抗生素标记物有利于克隆和选择过程。

[0300] RNA提取和转录定量

[0301] 收集生长42小时的摇瓶培养物，在10,000g下离心5min。将每种沉淀在1.0ml的

Trizol反应剂(Invitrogen)中重悬，加入100μL的酸洗的玻璃珠(Sigma-Aldrich)。在4℃下

将试管漩涡振荡15min进行细胞裂解。然后将离心管在4℃下于12,000g离心10min，将上清

液收集在一个新2-mL管中。然后加入200μL氯仿，用手摇晃离心管10秒钟。再次将离心管在4

℃下于12,000g离心10min。将400μL的上层水相转移至新管，然后加入等体积的苯酚-氯仿-

异戊醇(pH  4.7)(Ambion,Austin,TX)。再次用手摇离心管10秒钟，并在4℃下于12,000g离

心10min。将250μL的上层相转移至有等体积冰乙醇及1/10体积醋酸钠(pH  5.2)的新管中。

将离心管在-20℃下冷冻三十分钟以促进沉淀。然后将离心管以12,000g离心5分钟，用70％

乙醇洗涤两次，并在60℃烘箱内干燥，最终重悬于无RNA酶的水中。使用NanoDrop  ND-1000

分光光度计(NanoDrop  Technologies,Wilmington,DE)分析RNA的量，并将样品储存于-80

℃冰箱中。使用具有SYBR  Green的iScript  One-step  RT-PCR试剂盒(Bio-Rad ,Hercules,

CA)、Bio-Rad  iCycler  iQ  Real-Time  PCR  Detection  System进行qRT-PCR分析。使用实时

定量PCR  Miner分析荧光结果，用使用REST  2009(Qiagen)确定相对定量并进行统计分析，

其中使用肌动蛋白作为参考基因，将MTYL038作为参考菌株(Zhao和Fernald  2005)。样品重

复分析四次。

[0302] 脂质萃取和定量

[0303] 使用Folch等人的方法萃取总脂质(Folch等人1957)。将测定量的细胞生物质(大

约1mg)重悬于1mL的氯仿:甲醇(2:1)溶液中，涡旋振荡1小时。离心后，将其中500μL转移至

125μL生理盐水溶液中。移除上层水层并使下层液相挥发，重悬于100μL正己烷中。然后将样

品储存于-20℃直至进行酯交换反应。

[0304] 向每个样品中加入1mL  2％(wt/vol)的硫酸(溶于甲醇中)，进行总脂质提取物的

酯交换反应。然后将样品在60℃下孵育2小时。此后，对样品进行部分挥发，并加入1mL正己

烷，涡旋振荡10min，对脂肪酸甲酯(FAME)进行萃取。然后将800μL的所述正己烷转移入玻璃

管分装，用于GC分析。

[0305] FAME的GC分析是使用配有火焰离子化检测器和毛细管柱HP-INNOWAX(30m  x 

0.25mm)的Bruker  450-GC设备进行的。GC烘箱条件如下：150℃(1min)，在10min中逐渐增高

至230℃，在230℃下保持2min。分流比为10:1。通过与商业化的FAME标准品进行比较对脂肪

酸进行鉴别和定量，结果以对十三酸甲酯(C13:0)进行标准化。总的脂质含量以五种FAME的

总脂肪酸含量之和计算：棕榈酸甲酯(C16：0)、甲基棕榈烯酸(C16：1)、硬脂酸甲酯(C18：0)、

油酸甲酯(C18：1)、亚油酸甲酯(C18：2)(Sigma-Aldrich)。向氯仿-甲醇萃取液体中加入十

三烷酸作为内部标准物，这在整个分析过程中都存在，并被转酯化成为其甲基酯形式。

[0306] 结果和讨论
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[0307] 互补载体的构建使得DGA表达有备选方法。

[0308] 为提供备选和互补的方法在解脂耶氏酵母中表达基因，从亲本菌株Po1g中敲除

URA标记物。作为互补整合载体设计的一部分，细胞外酯酶LIP2被选作对接位点，因为这一

基因已经得到很好的定性，而且可以对脂质合成和积累具有可忽略的或中性的效应。因此，

在整合互不载体的过程中，LIP2将被敲除。在构建互补载体用于基因表达时，有必要检验基

因的表达是否根据所用的载体而受影响。为测试这一点，将编码二酰基甘油酰基转移酶

(DGA)的基因克隆到pMT015和pMT091这两个载体中。尽管在两个载体中表达盒都是相同的，

但是对接位点是不同的：pBR322是pMT015(以及所有基于pINA1269的载体)的对接位点，

LIP2基因是pMT091的对接位点。在这些载体转化并验证基因组整合时，对两种菌株都提取

RNA并进行RT-PCR实验，检验两种情况下DGA相对于对照菌株(MTYL038)的过表达情况。如图

8所示，两种菌株在DGA表达上相对于MTYL038对照菌株显示了32倍的增加。这些结果证实

pMT091用作互补载体、LIP2用作备选的对接位点进行基因表达没有产生可检测的来自可能

表观遗传现象的干扰。

[0309] 对组合构建体进行全面调查鉴别出具有选定基因的改进的菌株.

[0310] 为研究基因靶标的贡献和相互作用，在多种中间产物基因表达组合间进行了调

查，测试转化菌株的脂质生产能力。表7描述了13个构建的菌株及其相应的基因上调情况。

脂质测量都是在培养100小时后进行的，以对比脂质生产效率而不仅仅是脂质积累。用于工

业目的，总体的生产效率是比总脂质含量更重要的测量，因为生长慢但有高产率的菌株仍

然不如快速生长而具有中等高产率的菌株有用。对脂质生产效率和产率的完整调查结果在

图9中说明。

[0311] 检验只含有单个基因过表达的菌株(MTYL040、MTYL053、MTYL050、MTYL061)，发现

ACC和DGA在生产效率和产率上都有明显的改进。ACL和D9在生产效率或产率上都没有显著

的增加。这些结果表明，对于解脂耶氏酵母，ACC和DGA显示了对脂质生物合成的控制，也是

限速步骤，而ACL和D9并未显示类似的现象。

[0312] ACC和DGA的效应在上文有深入讨论，但DGA通过隔离脂质并消耗酰基-CoA中间产

物创造驱动力，而ACC通过将代谢流转移至脂质合成并更迅速地调动细胞溶胶的乙酰-CoA

库而增加产率。当两个基因在菌株MTYL065中组合时，其通过在脂质合成途径中建立推-和-

拉的动态关系产生协同应答，其中酰基-CoA为平衡的中间产物。

[0313] 当与其他基因组合时，基因D9能够为脂质生产效率赋予少量的益处。例如，过表达

D9和DGA的MTYL069比MTYL053具有更高的脂质生产效率，后者仅仅含有DGA过表达。类似地，

过表达ACC和D9的MTYL066比单独过表达ACC的MTYL040具有更高的脂质生产效率。然而过表

达ACC+D9+DGA的MTYL073却显示了比MTYL065低的脂质生产效率。在MTYL089及其缺少D9的

变体MTYL088之间没有显著差异。虽然在积累和生产效率上观察到有一些益处，但是对于产

率的益处并不显著。观察到的D9只在与其他基因组合时才提高脂质生产的现象似乎提示D9

对于脂质合成过程没有强的调控或限速控制，但是其的酶作用提供了有利的条件，放大了

其他基因的效应。作为在脂质小体膜和内质网上与膜相连的酶，D9在脂质积累期得到上调

(Morin等人2011)。已经发现有很多脂质合成酶对油酸都有最高的特异性，而油酸正是D9去

饱和的产物(Oelkers等人2002)。这一点在所观察到的解脂耶氏酵母以油酸为碳源会生长

迅速的现象上也可以得到证明，并且在此底物上的生长得到了深入的研究(Beopoulos等人
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2008；Fickers等人2005)。因此，增加的油酸浓度虽然不会特异地驱动脂质生产或产率，但

是却使脂肪酸库更迅速地隔离。这最终导致脂质积累速率更快，而产率不增加，因为隔离的

增加只会发生在脂质合成已经收到其他操纵的上调的情况下。

[0314] 相反，将ACL与其他基因组合过表达时，脂质生产效率倾向于降低。MTYL078和

MTYL079尽管过表达了ACC和/或D9，在脂质生产中却没有显示出显著的增加。具有ACC+ACL+

DGA的MTYL088比对照增加了脂质生产，但相比MTYL065却没有显示出任何脂质生产上的改

进。这些结果提示虽然ACL可以影响整个代谢网络中的碳流分布，但是ACL的过表达不论是

独立的还是与其他脂肪合成的改进组合都不会显著促进脂质生产，而且在大多数情况下还

降低了脂质的生产效率。这一点类似于观察到的这一现象——尽管ATP柠檬酸裂解酶在产

油酵母中与非含有酵母中的表达有差异，但是多种生物体中该基因的活性与测量的产油性

并无联系(Boulton和Ratledge  1981)。

[0315] 来自脂质调查的另一项观察表明DGA与多种其他靶标一同表达通常导致生产效率

和产率上类似的应答。虽然有可能在这些构建体中发生表达或活性的一些饱和的情况，但

是这一趋于平稳的应答也可以由于所用的实验条件的限制，因为本调查中测量的特征是起

始的总体生产效率，而不是静止期脂质积累或生产效率。进一步地，虽然菌株MTYL065清楚

地表现出最强的生产效率，但产率与很多趋于平稳的菌株还是相对类似的。这表明尽管所

有这些菌株都成功地将代谢流转移至脂质，产率增加，但是MTYL065却是例外的，并未达到

其上游和下游途径的平衡而达到高的生产效率和产率。这些结果强调了对代谢流网络中进

行平衡的扰动以达到最佳生产效率和产率的重要性，这也是对生长偶联产物进行代谢工程

的一个共同的主题(Feist等人2010；Tyo等人2007)。

[0316] 对全长构建体的RT-PCR分析显示了其在MTYL089中的过表达.

[0317] 为探索该脂质调查中的平台区域，对过表达ACC+D9+ACL12+DGA的MTYL089进行进

一步的研究。将两个质粒pMT079和pMT092转化入ΔLEU和ΔURA背景的解脂耶氏酵母菌株

MTYL100，构建菌株。使用这两种质粒主要是处于质粒大小的考虑，因为pMT079已经包括在

四个串联表达盒中，长度有23kb。基因组DNA的PCR结果确证了两个质粒都成功整合入所述

菌株，并且确认每个单独的表达盒都正确整合了。对完成并验证的菌株相对对照菌株进行

RT-PCR分析，确认所有五个基因都得到合适的转录过表达(图10)。DGA作为TEFin表达控制

下的唯一基因有很强的过表达，这表明剪接体内含子甚至在有来自多个利用相同启动子的

表达盒的潜在竞争的情况下仍然具有增强的特征。在无内含子TEF启动子控制下的ACC显示

了最低的表达。也在TEF启动子控制之下的ACL的两个亚基显示了高于D9的表达，后者是受

hp4d启动子控制的。由于取样刚好是在指数生长期后进行(其中hp4d能显示准-生长依赖性

表达(Madzak等人2000))，所以hp4d和TEF的组成型表达似乎彼此之间相对都很接近。这些

结果显示了所靶向的基因都得到充分的过表达。

[0318] MTYL089的2L发酵表明其具有强的脂质积累能力。

[0319] 在验证了菌株MTYL089中的基因表达后，在2L生物反应器发酵中测试了菌株的油

生产效能。将基质的C/N比调整至100以助于促进脂质积累。C/N比决定了发酵中一旦氮耗

竭，有多少量的多余的碳可用，常常需要精细的平衡以优化脂质生产，使之超过柠檬酸生产

(Beopoulos等人2009)。图11显示了批式发酵过程的时间曲线。在发酵185小时后，所有90g/

L的葡萄糖都已经被消耗，产生了26g/L的生物质(细胞干重)，产生的脂质含量很可观，为
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76.8％，生产效率为0.109g脂质/L/小时。以葡萄糖为碳源的总体脂质产率为0.227g脂质/g

葡萄糖,即理论最大产率的70％。在脂质积累期(66-185小时)，达到脂质生产效率及产率的

最大值，分别为0.154g脂质/L/小时和0.277g脂质/g葡萄糖，产率增加到最大理论产率的

85％。

[0320] 图12中显示的发酵末期的细胞培养物显微镜成像显示了所有细胞都含有大的液

泡，几乎占据了细胞的整个体积。尼罗河红染色和荧光表明这些液泡主要是由中性脂质组

成的。甚至少量的菌丝细胞(通常产率不高)(Coelho等人2010)也显示了显著的脂质积累，

沿着细胞的长度方向产生出多个脂质小体。

[0321] 尽管在培养物中观察到脂质的巨大的积累，但是也发现了大量不期望的特征，尤

其是在与前面使用MTYL065的工作相比。首先，从75小时开始就有显著量的柠檬酸生产与脂

质生产同时发生。柠檬酸是脂质生物合成途径的一个中间产物，利用ATP柠檬酸裂解酶进行

酶转化，转化为草酰乙酸和脂质合成前体乙酰-CoA。尽管两种ACL酶都在MTYL089菌株中有

过表达，但是还是观察到了柠檬酸的积累。有可能C/N比太高，而这一点被显示会导致柠檬

酸生产而不是脂质生产(Beopoulos等人2009)；然而，我们的结果显示柠檬酸和脂质都是同

时被生产的。两种产物的偶联生产与在菌株MTYL065的实验中观察到的分离的脂质生产期

及其后代柠檬酸生产期不同。进一步地，C/N比与MTYL065的批式发酵相匹配，没有显示这么

大量的柠檬酸生产。这表明更可能是在发酵条件下ATP生成的量不足，结合上游有大量代谢

流进入此途径，导致细胞内柠檬酸库的积累，最终导致分泌。此外，在MTYL089中观察到显著

较低的生产效率。由于在整个发酵过程中通风保持恒定，所以在发酵后期的阶段预期有氧

受限的生长。然而，线性生长的起始在此发酵中比用MTYL065进行发酵时发生的早得多，仅

仅在生物质浓度达到大约6g/L后一天就开始发生。线性生长起始较早导致发酵时间较长，

因此导致较低的生产效率，尽管有着较高的脂质含量。因为通风情况也与MTYL065的发酵条

件匹配，所以很可能MTYL089的代谢变化是对生长造成了更大的限制。在另一方面，MTYL089

显示了相比于MTYL065的0.195g脂质/g葡萄糖更好的总体脂质产率，为0.227g/g。最终前者

的发酵得到相比后者的17.6g/L更高的滴度，为20.2g/L脂质。

[0322] 表8总结了菌株MTYL065和MTYL089的2L发酵之间的关键表现特征对比。脂肪酸谱

的对比(图13)表明在菌株间的脂肪酸分布只有轻微变化，对单不饱和的脂肪酸棕榈油酸和

油酸有更强的偏好。ACL和D9过表达的其他效应似乎增加了代谢流进入脂质合成，但是是以

生长速率为相当大的代价。此外，由于细胞代谢生成的ATP没有匹配的增加，所以柠檬酸被

以副产物的形式分泌，而不是在脂质合成途径中利用。由于脂质合成和储存能与生长强有

力地竞争资源，所以严密的调控通常对管理此活性是有必要的(Tehlivets等人2007)。这四

种基因靶标的过表达为这一调控开启了很多，因此，我们观察的是细胞生长和脂质生产在

争夺优先权上的强烈竞争。作为代谢工程中的共同主题，使具体产物的生产最大化常常要

求在使代谢流进入期望的产物与生物的总体健康和生长之间进行平衡。MTYL065和MTYL089

之间的对比清楚地表明了这一需要，MTYL065是一个示例，其中有更优化的代谢流经过脂质

合成途径。

[0323] 结论

[0324] 尽管脂质生物合成的组分已经得到充分的理解，但对于基因扰动，尤其是组合之

后如何影响此途径的能力和经过此途径的代谢流，还有很多是未知的。通过研究产油酵母
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解脂耶氏酵母，我们能够利用具有天然脂质生产能力的宿主生物体研究代谢工程改造能将

脂质生产效率和产率改进到何种程度。我们检验了四种基因靶标——ACC、D9、ACL、DGA——

并能够用携带所有四个靶标过表达的菌株在2L生物反应器中达到76.8％的脂质含量，这是

很可观的。通过进一步通过组合过表达来研究这些基因靶标，我们能够将这些基因对脂质

生产的正面影响排序，其中DGA和ACC产生最强的正面贡献，D9只是在与其他基因组合时产

生微小的贡献，最后，ACL并未作出任何显著的正面贡献。我们还能够探索个体效应之间可

以的相互作用，鉴定出ACC和DGA之间有最强的协同相互作用。微生物脂质的生产具有广泛

的应用范围，其因为能够用于生产生物柴油而迅速获得关注。脂质合成中央途径的代谢工

程改造将在这些未来技术和方法能够取得成功上至关重要。
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[0365]
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[0366]

[0367] 表7.列出了用于检验脂质积累的所有菌株，标明了存在(+)或不存在(-)四种靶标

的过表达盒:乙酰-CoA羧化酶(ACC)、二酰基甘油酰基转移酶(DGA)、ATP:柠檬酸裂解酶

(ACL12)以及Δ9-去饱和酶(D9)。

[0368]

[0369]
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[0370] 表8.菌株MTYL065和MTYL089之间发酵特征的比较。两个发酵过程中C/N比均为

100，在2L生物反应器中进行。葡萄糖生物反应器初始时装有90g/L的葡萄糖。

[0371]

[0372] 表9.用于本研究的引物。相关限制性位点以黑体表示。

[0373]

[0374]

[0375] 实施例3.

[0376] 材料和方法
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[0377] 酵母菌株、生长和培养条件

[0378] 如实施例1中所讨论的，本节描述的实验中使用解脂耶氏酵母的ACC+DGA1转化子

菌株(MTLY065)。YPD基质如实施例1中所描述的方法进行制备。用于生物反应器中的基质成

分为酵母氮源(无氨基酸、无硫酸铵)(Amresco)、酵母提取物(Difco)、硫酸铵(Macron 

Chemicals)、醋酸钠(Macron  Chemicals)以及醋酸(Sigma  Aldrich,St.Louis,MO)。在2L带

档板的搅拌罐反应器中进行生物反应器反应。用于生物反应器的接种物如实施例1中所描

述的方法进行制备。

[0379] 生物反应器操作：醋酸盐、醋酸和硫酸铵加料

[0380] 反应器中起始机制组合物如下:30g/L醋酸钠、2.5g/L酵母提取物、4.25g/L酵母氮

源以及2.4g/L的硫酸铵。用于本节描述的实验的酵母提取物和酵母氮源浓度比实施例1中

讨论的要高一些。选择碳氮比(C/N)为20以提供足够的氮，用于生物质生产。通过级联控制

在所有时间点都维持反应器中为20％的恒定溶解氧水平。使用的pH设定点为7.3。

[0381] 为生成高的细胞密度(这将在随后成为脂质积累的平台)，设计并实施了一项策

略，其中通过加料醋酸补充30g/L醋酸钠的碳源。使用醋酸具有几项优势，其有双重用途：为

生长和分裂的细胞提供碳来源；同时提供对pH的控制。为了在生长起始阶段维持低的C/N比

率，与醋酸同时加料氮源。生长的起始阶段包括在加料15g/L硫酸铵每升30％(vol/vol)醋

酸。后续的供料含有纯的100％醋酸(无硫酸铵)，这样，随着氮被细胞消耗且从基质中耗尽，

C/N比会增加，产生改进的脂质积累。

[0382] 在反应进行起始的工作体积为1.6L。在起初60h之内，加入了1L的酸和硫酸铵溶

液。在随后的40h中加入了大约200ml的纯醋酸。在除了每24h取样用于测量目的之外的任何

时间点都不移除培养物体积。为了抵消进入反应器的额外的体积，允许液体挥发。高的通风

速率(2.5vvm)产生足够的挥发，有助于维持反应器的体积。甚至是在有挥发的情况下，培养

液体积也在运行过程中有轻微上升，到大约1.8L。

[0383] 每24小时测量一次培养液的光学密度(OD)。将样品储存于-20℃用于脂质分析。

HPLC分析得到反应器中醋酸水平。用YSI  7100铵电极(YSI  Life  Sciences)测量铵含量。用

实施例1中讨论的方法确定生物质。

[0384] 脂质分析

[0385] 脂质分析包括直接酯交换操作流程，该流程根据美国专利7 ,932 ,077以及

Griffiths等人LIPIDS(2010)45:1053–1060进行调整，二者的全部内容都并入本文作为参

考。所述操作流程采用了0.5N甲醇钠和18M的硫酸(Sigma  Aldrich,St.Louis,MO)。甲醇钠

是使用氢氧化钠(Macron  Chemicals)和甲醇(Sigma  Aldrich,St.Louis,MO)自制生成的。

首先将500μl的0.5N甲醇钠加入1mg细胞样品沉淀，接着漩涡振荡1小时。此后，加入40μl硫

酸和500μl正己烷，接着进行另一个30min的漩涡振荡步骤以将转酯化的甲酯溶解进入正己

烷。在8000rpm下将反应混合物离心1min，并将800μl的上层正己烷相转移至GC试样管并在

GC-FID中进行分析。GC柱子、操作方法以及最后的分析都按照实施例1中讨论的方法进行，

除了其中使用了十七烷酸甘油三酯作为对照而不是十三烷酸。

[0386] 结果和讨论

[0387] 生物反应器反应结果总结于表10。

[0388] 表10.用醋酸盐进行生物反应器反应的结果
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[0389]

脂质滴度 55g/L

脂质含量 67％

总体脂质生产效率 0.56g/L/h

最大脂质生产效率 1g/L/h

总体脂质产率(g脂质/g醋酸盐) 0.16g/g

最大脂质产率 0.24g/g

[0390] 图14和15显示了一个代表性的醋酸生物反应器反应中氮、非脂质和脂质滴度、脂

质含量和C/N比率的趋势。在将氮加料入反应器时，非脂质生物质在生长的初始阶段不断升

高。48h后，由于脂质有积累，所以几乎所有生物质都有增长。在此阶段，细胞合成脂质的产

率为0.24g/g，合成速率为1g/L/h，生产的最终脂质滴度为55g/L，这比实施例1中描述的实

验中达到的滴度高至少10倍。然而，最终脂质含量和总体脂质产率非常类似于实施例1中的

脂质含量和总体脂质产率。这些数字大多取决于所采用的微生物菌株。几乎70％的脂质是

油酸，其与实施例1中描述的发现相一致。

[0391] 本文讨论的反应目的是通过采用上文提到的操作策略和优化的过程条件使用ACC

+DGA1突变体使脂质产率最大化。此反应的结果与实施例1中显示的结果的对比显示于下文

表11。在这些用醋酸进行的反应中观察到滴度提高了10倍，总体生产效率提高了14倍。

[0392] 表11.以醋酸进行的反应与实施例1中显示的反应之间的对比

[0393]

  葡萄糖(实施例1) 醋酸(实施例1) 醋酸(本节)

脂质滴度 17.6g/L 5.5g/L 55g/L

总体脂质生产效率 0.14g/L/h 0.04g/L/h 0.56g/L/h

最大脂质生产效率 0.26g/L/h 0.10g/L/h 1g/L/h

总体脂质产率 0.19g/g 0.15g/g 0.16g/g

最大脂质产率 0.25g/g 0.27g/g 0.24g/g

[0394] 离心中具有高脂质含量(超过80％)的细胞浮于上部，而不是沉积下来。在显微镜

下，这些细胞似乎充满了油。图16显示了用尼罗河红染色后这种细胞在油浸显微镜(100x)

下状态。亮点为脂质液泡。

[0395] 在本文说明书中提到的所有出版物、专利和序列数据库条目都以其全文并入本文

作为参考，如特定地或单独地指出单独的出版物或专利以通过参考并入本文。在有冲突的

情况下，以本申请(包括本文的任何定义)为主。

[0396] 等同替换及范围

[0397] 本领域技术人员使用不超过常规实验会认识到或能够确定很多本文描述的发明

的特定实施方式的等同替换。本发明的范围不意欲受到上文描述的限制，但在附随的权利

要求提出了所述范围。

[0398] 除非在上下文中明显指出是相反或其他的，否则在权利要求条款中如“一”、“一

个”和“这个”可以指一个或超过一个。除非从上下文中明显表明是相反或其他的，否则如果

组成员中超过一个或多个都在给定产品或过程中存在、被其采用或与其相关，则在组的一

个或多个成员之间有“或”这个字的权利要求或描述被认为是适当的。本发明包括实施方
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式，其中确切地组的一个成员在给定产品或过程中存在、被其采用或与其相关。本发明还包

括实施方式，其中超过一个或所有组成员都在给定产品或过程中存在、被其采用或相与其

关。

[0399] 进一步地，要理解的是，本发明包括所有变动、组合和排列，其中来自一个或多个

权利要求或来自描述相关部分的一个或多个限制、元素、条款、描述性术语等等被引入另一

权利要求中。例如，任何依赖于另一权利要求的权利要求都能得到修饰以包括在依赖于相

同基础权利要求的任何其他权利要求中存在的一个或多个限制。进一步地，当权利要求提

到某一组合物时，要理解的是包括使用所述组合物用于本文公开的任意目的方法，以及根

据本文公开的任何制造方法用于制造所述组合物的方法，或包括本领域已知的其他方法，

除非有其他说明，或除非对本领域普通技术人员很明显地会有矛盾或不一致的产生。

[0400] 当元素以表的形式如以马库什组格式呈递时，要理解的是这些元素的每个亚组也

是公开的，而且任何元素都可以从该组移除。还要注意的是术语“包含”意欲为开放状态，允

许包括其他的元素或步骤。应当理解的是，通常如果发明或发明的方面被称为包含特定元

素、特征、步骤等等，则该发明或发明的方面的特定实施方式包括或基本上包括这些元素、

特征、步骤等等。为了简明起见，这些实施方式在本文的这些文字中没有特定提出。因此，对

于本发明每个包含一个或多个元素、特征、步骤等等的实施方式，本发明还提供了包含或基

本上包含这些元素、特征、步骤等等的实施方式。

[0401] 当给出范围时，包括区间端点。进一步地，要理解的是除非有其他说明或从上下文

和/或本领域普通技术人员的理解中明显不是如此，否则以范围表示的数值可包含本发明

不同实施方式中陈述的范围内的任何特定数值，直到范围下限的十分之一单位，除非上下

文清楚地有其他说明。还要理解的是除非有其他说明或从上下文和/或本领域普通技术人

员的理解中明显不是如此，否则以范围表示的数值可包含给定范围内的任意子集，其中子

集的区间端点被表示为与范围下限的十分之一单位有相同的精确度。

[0402] 此外，要理解的是本发明的任何特定实施方式可以从一项或多项权利要求中明确

排除。当给出范围时，范围内的任何数值都可从一项或多项权利要求中明确排除。本发明的

任何实施方式、元素、特征、应用或组合物的方法和/或本发明的方法都可从任何一项或多

项权利要求中排除。为了简洁起见，所有其中一个或多个元素、特征、目的或方面得到排除

的实施方式在本文没有明确提出。

[0403] 本发明还涉及以下实施方案。

[0404] 1.分离的产油细胞，其包含增加DGA1基因产物的表达的遗传修饰。

[0405] 2.项目1的分离的产油细胞，其进一步包含增加ACC1基因产物的表达的遗传修饰。

[0406] 3.项目1或项目2的分离的产油细胞，其进一步包含增加SCD基因产物的表达的遗

传修饰。

[0407] 4.项目1-3的任何一项的分离的产油细胞，其进一步包含增加ACL基因产物的表达

的遗传修饰。

[0408] 5.项目1-4的任何一项的分离的产油细胞，其中的遗传修饰包含增加基因产物表

达的核酸构建体，所述核酸构建体包含

[0409] (a)包含在合适的同源或异源启动子的控制下的、编码基因产物的核酸序列的表

达盒，及/或
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[0410] (b)当插入细胞基因组时，调制基因产物的表达水平的核酸序列。

[0411] 6.项目5的分离的产油细胞，其中启动子为诱导型或组成型启动子。

[0412] 7.项目5或项目6的分离的产油细胞，其中启动子为TEF启动子。

[0413] 8.项目5-7的任何一项的分离的产油细胞，其中表达构建体进一步包含内含子。

[0414] 9.项目8的分离的产油细胞，其中内含子位于转录起始位点的下游。

[0415] 10.项目8或项目9的分离的产油细胞，其中内含子是在编码基因产物的核酸序列

之内。

[0416] 11 .项目1-10的任何一项的分离的产油细胞，其中核酸构建体抑制或破坏对编码

基因产物的原生基因的天然调控，导致原生基因的过表达。

[0417] 12.项目11的分离的产油细胞，其中对原生基因的天然调控的抑制或破坏是通过

对调控所述基因表达的调控区域或调控区域的部分进行删除、破坏、突变和/或置换而介导

的。

[0418] 13.项目1-12的任何一项的分离的产油细胞，其中基因产物是转录物。

[0419] 14.项目1-13的任何一项的分离的产油细胞，其中基因产物为蛋白质。

[0420] 15.项目5-14的任何一项的分离的产油细胞，其中核酸构建体插入细胞的基因组

内。

[0421] 16.项目1-15的任何一项的分离的产油细胞，其中基因产物的表达增加赋予细胞

将碳源向脂肪酸、脂肪酸衍生物和/或甘油三酯(TAG)转化的有益表型。

[0422] 17.项目16的分离的产油细胞，其中有益表型包括修饰的脂肪酸谱、修饰的TAG谱、

增加的脂肪酸和/或甘油三酯合成速率、增加的转化产率、增加的细胞中甘油三酯积累及/

或增加的细胞脂质体中甘油三酯的积累。

[0423] 18.项目16或17的分离的产油细胞，其中细胞的脂肪酸或TAG的合成速率比相同细

胞类型的未修饰细胞增加至少2倍。

[0424] 19.项目18的分离的产油细胞，其中细胞的脂肪酸或TAG的合成速率比相同类型细

胞类型的未修饰细胞增加至少5倍。

[0425] 20.项目18的分离的产油细胞，其中细胞的脂肪酸或TAG的合成速率比相同类型细

胞类型的未修饰细胞增加至少10倍。

[0426] 21 .项目16-20的任何一项的分离的产油细胞，其中细胞将碳源转化为脂肪酸或

TAG的转化率在大约0.025g/g-大约0.32g/g(产生的TAG  g/消耗的葡萄糖g)的范围内。

[0427] 22.项目21的分离的产油细胞，其中细胞将碳源转化为脂肪酸或TAG的转化率为至

少大约0.11g/g。

[0428] 23.项目22的分离的产油细胞，其中细胞将碳源转化为脂肪酸或TAG的转化率为至

少大约0.195g/g。

[0429] 24.项目23的分离的产油细胞，其中细胞将碳源转化为脂肪酸或TAG的转化率为至

少大约0.24g/g。

[0430] 25.项目24的分离的产油细胞，其中细胞将碳源转化为脂肪酸或TAG的转化率为至

少大约0.27g/g。

[0431] 26.项目1-25的任何一项的分离的产油细胞，其中细胞包含脂质小体或液泡。

[0432] 27.项目1-26的任何一项的分离的产油细胞，其中细胞为细菌细胞、藻类细胞、真
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菌细胞或酵母细胞。

[0433] 28.项目1-27的任何一项的分离的产油细胞，其中细胞为产油酵母细胞。

[0434] 29.项目1-28的任何一项的分离的产油细胞，其中细胞为解脂耶氏酵母细胞。

[0435] 30.培养物，其包含项目1-29的任何一项的产油细胞。

[0436] 31.项目30的培养物，其进一步包含碳源。

[0437] 32.项目31的培养物，其中碳源包含可发酵糖。

[0438] 33.项目32的培养物，其中可发酵糖为C6糖。

[0439] 34.项目33的培养物，其中碳源包含葡萄糖。

[0440] 35.项目31-34的任何一项的培养物，其中碳源包含有机酸。

[0441] 36.项目35的培养物，其中有机酸为醋酸。

[0442] 37.项目36的培养物，其中醋酸的浓度为至少5％vol/vol、至少10％vol/vol、至少

15％vol/vol、至少20％vol/vol、至少25％vol/vol或至少30％vol/vol。

[0443] 38.项目31-37的任何一项的培养物，其中碳源包含醋酸。

[0444] 39.项目38的培养物，其中醋酸盐的浓度为至少1％vol/vol。

[0445] 40.项目38的培养物，其中醋酸盐的浓度为至少2％vol/vol。

[0446] 41.项目38的培养物，其中醋酸盐的浓度为至少3％vol/vol。

[0447] 42.项目38的培养物，其中醋酸盐的浓度为至少4％vol/vol。

[0448] 43.项目38的培养物，其中醋酸盐的浓度为至少5％vol/vol。

[0449] 44.项目30-43的任何一项的培养物，其中培养物包含甘油。

[0450] 45.项目44的培养物，其中甘油浓度为大约2％vol/vol。

[0451] 46.项目30-45的任何一项的培养物，其中培养物包含溶解氧水平为至少5％、至少

10％、至少15％或至少20％。

[0452] 47.项目30-46的任何一项的培养物，其中培养物显示的pH在pH7.0-pH7.5的范围

内。

[0453] 48.项目30-47的任何一项的培养物，其中培养物包含硫酸铵。

[0454] 49.项目48的培养物，其中培养物包含以1:2比率的硫酸铵和醋酸。

[0455] 50 .项目30-49的任何一项的培养物，其中培养物显示5g/l-60g/l之间的脂质滴

度。

[0456] 51.项目30-50的任何一项的培养物，其中培养物显示0.04g/l/h-0.60g/l/h之间

的脂质生产。

[0457] 52.项目30-51的任何一项的培养物，其中培养物显示0.1g/l/h-1g/l/h之间的最

大脂质生产效率。

[0458] 53.方法，其包含

[0459] 将碳源与分离的产油细胞接触，所述细胞包含增加DGA1基因产物的表达的遗传修

饰；以及

[0460] 将碳源与细胞接触在适合细胞将至少部分碳源转化为脂肪酸或甘油三酯的条件

下进行孵育。

[0461] 54.项目53的方法，其中产油细胞进一步包含增加ACC1基因产物的表达的遗传修

饰。
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[0462] 55.项目53或项目54的方法，其中产油细胞进一步包含增加SCD基因产物的表达的

遗传修饰。

[0463] 56.项目53-55的任何一项的方法，其中产油细胞进一步包含增加ACL基因产物的

表达的遗传修饰。

[0464] 57.项目53-56的任何一项的方法，其中分离的产油细胞是项目1-27中任何一项的

分离的产油细胞。

[0465] 58.项目53-57的任何一项的方法，其中碳源包含可发酵糖。

[0466] 59.项目58的方法，其中碳源包含葡萄糖。

[0467] 60.项目53-59的任何一项的方法，其中碳源包含醋酸盐。

[0468] 61.项目60的方法，其中醋酸盐的浓度为至少1％vol/vol。

[0469] 62.项目60的方法，其中醋酸盐的浓度为至少2％vol/vol。

[0470] 63.项目60的方法，其中醋酸盐的浓度为至少3％vol/vol。

[0471] 64.项目60的方法，其中醋酸盐的浓度为至少4％vol/vol。

[0472] 65.项目60的方法，其中醋酸盐的浓度为至少5％vol/vol。

[0473] 66.项目53-65的任何一项的方法，其中碳源包含醋酸。

[0474] 67 .项目66的方法，其中醋酸的浓度为至少5％vol/vol、至少10％vol/vol、至少

15％vol/vol、至少20％vol/vol、至少25％vol/vol或至少30％vol/vol。

[0475] 68.项目53-67的任何一项的方法，其中方法包括将细胞与溶解氧接触，其中溶解

氧水平为至少5％、至少10％、至少15％,或至少20％。

[0476] 69.项目53-68的任何一项的方法，其中的接触和/或孵育是在pH7.0-pH  7.5的pH

范围内进行的。

[0477] 70.项目53-69的任何一项的方法，其中的方法包括将细胞与硫酸铵接触。

[0478] 71.项目70的方法，其中方法包括将细胞与比率为1:2的硫酸铵和醋酸接触。

[0479] 72.项目53-71的任何一项的方法，其中方法进一步包含将细胞与甘油接触。

[0480] 73.项目72的方法，其中方法包括将细胞与浓度为大约2％vol/vol的甘油接触。

[0481] 74.项目53-73的任何一项的方法，其中与分离的产油细胞接触的碳源在反应器中

进行孵育。

[0482] 75.项目53-74的任何一项的方法，其中将碳源与分离的产油细胞接触，并在分批

补料过程中进行孵育，使碳源转化为脂肪酸或甘油三酯。

[0483] 76.项目53-75的任何一项的方法，其中将碳源与分离的产油细胞接触，并在连续

过程中进行孵育，使碳源转化为脂肪酸或甘油三酯。

[0484] 77.项目53-76的任何一项的方法，其进一步包括在孵育步骤中一次或多次地将额

外量的碳源或一定量的额外碳源与接触分离的产油细胞的碳源进行接触。

[0485] 78.项目53-77的任何一项的方法，其中通过溶剂萃取法从接触分离的产油细胞的

碳源中萃取脂肪酸或甘油三酯。

[0486] 79.项目78的方法，其中溶剂萃取包括氯仿甲醇萃取。

[0487] 80.项目78的方法，其中溶剂萃取包括正己烷萃取。

[0488] 81.项目53-80的任何一项的方法，其中将脂肪酸或甘油三酯与接触分离的产油细

胞的碳源分离，并随后通过酯交换反应进行精炼。
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[0489] 82.方法，其包括通过增加细胞中DGA1基因产物的表达以在产油细胞中修饰脂肪

酸谱、甘油三酯谱、脂肪酸合成速率、甘油三酯合成速率、脂肪酸衍生物积累的程度、脂肪酸

衍生物分泌速率、碳水化合物向脂肪酸或脂肪酸衍生物的转化率、和/或碳水化合物向脂肪

酸或脂肪酸衍生物转化的有效产率。

[0490] 83.项目82的方法，其进一步包括增加细胞中ACC1基因产物的表达。

[0491] 84.项目82或项目83的方法，其进一步包括增加细胞中SCD基因产物的表达

[0492] 85.项目82-84的任何一项的方法，其进一步包括增加细胞中ACL基因产物的表达。

[0493] 86.项目82-85的任何一项的方法，其中脂肪酸衍生物积累的程度是脂肪酸衍生物

在脂质小体中积累的程度。

[0494] 87.项目82-86的任何一项的方法，其中脂肪酸衍生物为甘油三酯。

[0495] 88.项目82-87的任何一项的方法，其中对产油细胞中脂肪酸谱、甘油三酯谱、脂肪

酸合成速率、甘油三酯合成速率、脂肪酸衍生物积累的程度、脂肪酸衍生物分泌速率、碳水

化合物向脂肪酸或脂肪酸衍生物的转化率、和/或碳水化合物向脂肪酸或脂肪酸衍生物转

化的有效产率的修饰包含增加产油细胞中的脂肪酸合成速率、甘油三酯合成速率、脂肪酸

衍生物积累的程度、脂肪酸衍生物分泌速率、碳水化合物向脂肪酸或脂肪酸衍生物的转化

率、和/或碳水化合物向脂肪酸或脂肪酸衍生物转化的有效产率。

[0496] 89.项目88的方法，其中对细胞中碳水化合物向脂肪酸或脂肪酸衍生物的转化效

率的修饰包含使转化效率增加至少2倍。

[0497] 90.项目88的方法，其中对细胞中碳水化合物向脂肪酸或脂肪酸衍生物的转化效

率的修饰包含使转化效率增加至少3倍。

[0498] 91 .项目88的方法，其中对细胞中碳水化合物向脂肪酸或脂肪酸衍生物的转化效

率的修饰包含使转化效率增加至少4倍。

[0499] 92.项目88的方法，其中对细胞中碳水化合物向脂肪酸或脂肪酸衍生物的转化效

率的修饰包含使转化效率增加至少5倍。

[0500] 93.项目82-92的任何一项的方法，其中细胞为酵母细胞。

[0501] 94.项目93的方法，其中酵母细胞为耶氏酵母属细胞。

[0502] 95.项目94的方法，其中产油酵母为解脂耶氏酵母。

[0503] 96.分离的核酸分子，其包含:

[0504] a)编码SEQ  ID  NO:2(解脂耶氏酵母DGA1)的核苷酸序列,或

[0505] b)与a)的核苷酸序列至少85％相同的核苷酸序列。

[0506] 97 .项目96的分离的核酸分子，其中编码SEQ  ID  NO:2的核苷酸序列包含SEQ  ID 

NO:1。

[0507] 98.表达盒，其包含项目96或97的分离的核酸分子以及异源启动子。

[0508] 99.项目98的表达盒，其中启动子为组成型启动子或诱导型启动子。

[0509] 100.项目99的表达盒，其中异源启动子为翻译延长因子(TEF)启动子。

[0510] 101.项目98-100的任何一项的表达盒，其中异源启动子包含内含子。

[0511] 102.项目98-101的任何一项的表达盒，其中异源启动子进一步包含起始密码子。

[0512] 103.项目102的表达盒，其中内含子位于编码SEQ  ID  NO:2的核苷酸序列的翻译起

始位点的下游。

说　明　书 64/65 页

66

CN 109468241 A

66



[0513] 104.载体，其包含项目98-103中任何一项的表达盒。

[0514] 105.细胞，其包含项目98-104中任何一项的表达盒或项目104的载体的至少一部

分。
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序列表

<110>  Massachusetts  Institute  of  Technology

Stephanopoulos,  Gregory

Tai,  Mitchell

Chakraborty,  Sagar

<120>  工程改造的微生物及用于微生物油生产的方法

<130>  M0656.70253WO00

<140>  Not  yet  assigned

<141>  2012-10-19

<150>  US  61/548,901

<151>  2011-10-19

<150>  US  61/663,263

<151>  2012-06-22

<160>  50

<170>  PatentIn  version  3.5

<210>  1

<211>  1545

<212>  DNA

<213> 解脂耶氏酵母

<400>  1

atgactatcg  actcacaata  ctacaagtcg  cgagacaaaa  acgacacggc  acccaaaatc  60

gcgggaatcc  gatatgcccc  gctatcgaca  ccattactca  accgatgtga  gaccttctct  120

ctggtctggc  acattttcag  cattcccact  ttcctcacaa  ttttcatgct  atgctgcgca  180

attccactgc  tctggccatt  tgtgattgcg  tatgtagtgt  acgctgttaa  agacgactcc  240

ccgtccaacg  gaggagtggt  caagcgatac  tcgcctattt  caagaaactt  cttcatctgg  300

aagctctttg  gccgctactt  ccccataact  ctgcacaaga  cggtggatct  ggagcccacg  360

cacacatact  accctctgga  cgtccaggag  tatcacctga  ttgctgagag  atactggccg  420

cagaacaagt  acctccgagc  aatcatctcc  accatcgagt  actttctgcc  cgccttcatg  480

aaacggtctc  tttctatcaa  cgagcaggag  cagcctgccg  agcgagatcc  tctcctgtct  540

cccgtttctc  ccagctctcc  gggttctcaa  cctgacaagt  ggattaacca  cgacagcaga  600

tatagccgtg  gagaatcatc  tggctccaac  ggccacgcct  cgggctccga  acttaacggc  660

aacggcaaca  atggcaccac  taaccgacga  cctttgtcgt  ccgcctctgc  tggctccact  720

gcatctgatt  ccacgcttct  taacgggtcc  ctcaactcct  acgccaacca  gatcattggc  780

gaaaacgacc  cacagctgtc  gcccacaaaa  ctcaagccca  ctggcagaaa  atacatcttc  840

ggctaccacc  cccacggcat  tatcggcatg  ggagcctttg  gtggaattgc  caccgaggga  900

gctggatggt  ccaagctctt  tccgggcatc  cctgtttctc  ttatgactct  caccaacaac  960

ttccgagtgc  ctctctacag  agagtacctc  atgagtctgg  gagtcgcttc  tgtctccaag  1020

aagtcctgca  aggccctcct  caagcgaaac  cagtctatct  gcattgtcgt  tggtggagca  1080
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caggaaagtc  ttctggccag  acccggtgtc  atggacctgg  tgctactcaa  gcgaaagggt  1140

tttgttcgac  ttggtatgga  ggtcggaaat  gtcgcccttg  ttcccatcat  ggcctttggt  1200

gagaacgacc  tctatgacca  ggttagcaac  gacaagtcgt  ccaagctgta  ccgattccag  1260

cagtttgtca  agaacttcct  tggattcacc  cttcctttga  tgcatgcccg  aggcgtcttc  1320

aactacgatg  tcggtcttgt  cccctacagg  cgacccgtca  acattgtggt  tggttccccc  1380

attgacttgc  cttatctccc  acaccccacc  gacgaagaag  tgtccgaata  ccacgaccga  1440

tacatcgccg  agctgcagcg  aatctacaac  gagcacaagg  atgaatattt  catcgattgg  1500

accgaggagg  gcaaaggagc  cccagagttc  cgaatgattg  agtaa  1545

<210>  2

<211>  514

<212>  PRT

<213> 解脂耶氏酵母

<400>  2

Met  Thr  Ile  Asp  Ser  Gln  Tyr  Tyr  Lys  Ser  Arg  Asp  Lys  Asn  Asp  Thr

1               5                   10                  15

Ala  Pro  Lys  Ile  Ala  Gly  Ile  Arg  Tyr  Ala  Pro  Leu  Ser  Thr  Pro  Leu

            20                  25                  30

Leu  Asn  Arg  Cys  Glu  Thr  Phe  Ser  Leu  Val  Trp  His  Ile  Phe  Ser  Ile

        35                  40                  45

Pro  Thr  Phe  Leu  Thr  Ile  Phe  Met  Leu  Cys  Cys  Ala  Ile  Pro  Leu  Leu

    50                  55                  60

Trp  Pro  Phe  Val  Ile  Ala  Tyr  Val  Val  Tyr  Ala  Val  Lys  Asp  Asp  Ser

65                  70                  75                  80

Pro  Ser  Asn  Gly  Gly  Val  Val  Lys  Arg  Tyr  Ser  Pro  Ile  Ser  Arg  Asn

                85                  90                  95

Phe  Phe  Ile  Trp  Lys  Leu  Phe  Gly  Arg  Tyr  Phe  Pro  Ile  Thr  Leu  His

            100                 105                 110

Lys  Thr  Val  Asp  Leu  Glu  Pro  Thr  His  Thr  Tyr  Tyr  Pro  Leu  Asp  Val

        115                 120                 125

Gln  Glu  Tyr  His  Leu  Ile  Ala  Glu  Arg  Tyr  Trp  Pro  Gln  Asn  Lys  Tyr

   130                  135                 140

Leu  Arg  Ala  Ile  Ile  Ser  Thr  Ile  Glu  Tyr  Phe  Leu  Pro  Ala  Phe  Met

145                150                 1 55                 160

Lys  Arg  Ser  Leu  Ser  Ile  Asn  Glu  Gln  Glu  Gln  Pro  Ala  Glu  Arg  Asp

                165                 170                 175

Pro  Leu  Leu  Ser  Pro  Val  Ser  Pro  Ser  Ser  Pro  Gly  Ser  Gln  Pro  Asp

            180                 185                 190

Lys  Trp  Ile  Asn  His  Asp  Ser  Arg  Tyr  Ser  Arg  Gly  Glu  Ser  Ser  Gly

        195                 200                 205
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Ser  Asn  Gly  His  Ala  Ser  Gly  Ser  Glu  Leu  Asn  Gly  Asn  Gly  Asn  Asn

    210                 215                 220

Gly  Thr  Thr  Asn  Arg  Arg  Pro  Leu  Ser  Ser  Ala  Ser  Ala  Gly  Ser  Thr

225                 230                 235                 240

Ala  Ser  Asp  Ser  Thr  Leu  Leu  Asn  Gly  Ser  Leu  Asn  Ser  Tyr  Ala  Asn

                245                 250                 255

Gln  Ile  Ile  Gly  Glu  Asn  Asp  Pro  Gln  Leu  Ser  Pro  Thr  Lys  Leu  Lys

            260                 265                 270

Pro  Thr  Gly  Arg  Lys  Tyr  Ile  Phe  Gly  Tyr  His  Pro  His  Gly  Ile  Ile

        275                 280                 285

Gly  Met  Gly  Ala  Phe  Gly  Gly  Ile  Ala  Thr  Glu  Gly  Ala  Gly  Trp  Ser

    290                 295                 300

Lys  Leu  Phe  Pro  Gly  Ile  Pro  Val  Ser  Leu  Met  Thr  Leu  Thr  Asn  Asn

305                 310                 315                 320

Phe  Arg  Val  Pro  Leu  Tyr  Arg  Glu  Tyr  Leu  Met  Ser  Leu  Gly  Val  Ala

                325                 330                 335

Ser  Val  Ser  Lys  Lys  Ser  Cys  Lys  Ala  Leu  Leu  Lys  Arg  Asn  Gln  Ser

            340                 345                 350

Ile  Cys  Ile  Val  Val  Gly  Gly  Ala  Gln  Glu  Ser  Leu  Leu  Ala  Arg  Pro

        355                 360                 365

Gly  Val  Met  Asp  Leu  Val  Leu  Leu  Lys  Arg  Lys  Gly  Phe  Val  Arg  Leu

    370                 375                 380

Gly  Met  Glu  Val  Gly  Asn  Val  Ala  Leu  Val  Pro  Ile  Met  Ala  Phe  Gly

385                 390                 395                 400

Glu  Asn  Asp  Leu  Tyr  Asp  Gln  Val  Ser  Asn  Asp  Lys  Ser  Ser  Lys  Leu

                405                 410                 415

Tyr  Arg  Phe  Gln  Gln  Phe  Val  Lys  Asn  Phe  Leu  Gly  Phe  Thr  Leu  Pro

            420                 425                 430

Leu  Met  His  Ala  Arg  Gly  Val  Phe  Asn  Tyr  Asp  Val  Gly  Leu  Val  Pro

        435                 440                 445

Tyr  Arg  Arg  Pro  Val  Asn  Ile  Val  Val  Gly  Ser  Pro  Ile  Asp  Leu  Pro

    450                 455                 460

Tyr  Leu  Pro  His  Pro  Thr  Asp  Glu  Glu  Val  Ser  Glu  Tyr  His  Asp  Arg

465                 470                 475                 480

Tyr  Ile  Ala  Glu  Leu  Gln  Arg  Ile  Tyr  Asn  Glu  His  Lys  Asp  Glu  Tyr

                485                 490                 495

Phe  Ile  Asp  Trp  Thr  Glu  Glu  Gly  Lys  Gly  Ala  Pro  Glu  Phe  Arg  Met

            500                 505                 510

Ile  Glu
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<210>  3

<211>  7270

<212>  DNA

<213> 解脂耶氏酵母

<400>  3

atgcgactgc  aattgaggac  actaacacgt  cggtttttca  ggtgagtaaa  cgacggtggc  60

cgtggccacg  acagccgagg  cgtcacgatg  ggccagacga  gcacattctc  gccgccacaa  120

cctcgccagc  acaagaaact  aacccagtat  ggcttcagga  tcttcaacgc  cagatgtggc  180

tcccttggtg  gaccccaaca  ttcacaaagg  tctcgcctct  catttctttg  gactcaattc  240

tgtccacaca  gccaagccct  caaaagtcaa  ggagtttgtg  gcttctcacg  gaggtcatac  300

agttatcaac  aaggtgagta  tttgacgttt  agactgtata  acaggcggcc  gcagtgcaac  360

aacgaccaaa  aagggtcgaa  aaagggtcga  aaacggacac  aaaagctgga  aaacaagagt  420

gtaatacatt  cttacacgtc  caattgttag  acaaacacgg  ctgttcggtc  ccaaaaccac  480

cagtatcacc  tattttccac  ttgtgtctcg  gatctgatca  taatctgatc  tcaagatgaa  540

atttacgcca  ccgacatgat  attgtgattt  tcggattctc  cagaccgagc  agattccagc  600

aataccacca  cttgcccacc  ttcagcggcc  tctcggcgcg  attcgccact  ttccccaacg  660

agtgttacta  acccaggtcc  tcatcgctaa  caacggtatt  gccgcagtaa  aggagatccg  720

ttcagtacga  aaatgggcct  acgagacctt  tggcgacgag  cgagcaatct  cgttcaccgt  780

catggccacc  cccgaagatc  tcgctgccaa  cgccgactac  attagaatgg  ccgatcagta  840

cgtcgaggtg  cccggaggaa  ccaacaacaa  caactacgcc  aacgtcgagc  tgattgtcga  900

cgtggctgag  cgattcggcg  tcgatgccgt  gtgggccgga  tggggccatg  ccagtgaaaa  960

tcccctgctc  cccgagtcgc  tagcggcctc  tccccgcaag  attgtcttca  tcggccctcc  1020

cggagctgcc  atgagatctc  tgggagacaa  aatttcttct  accattgtgg  cccagcacgc  1080

aaaggtcccg  tgtatcccgt  ggtctggaac  cggagtggac  gaggttgtgg  ttgacaagag  1140

caccaacctc  gtgtccgtgt  ccgaggaggt  gtacaccaag  ggctgcacca  ccggtcccaa  1200

gcagggtctg  gagaaggcta  agcagattgg  attccccgtg  atgatcaagg  cttccgaggg  1260

aggaggagga  aagggtattc  gaaaggttga  gcgagaggag  gacttcgagg  ctgcttacca  1320

ccaggtcgag  ggagagatcc  ccggctcgcc  catcttcatt  atgcagcttg  caggcaatgc  1380

ccggcatttg  gaggtgcagc  ttctggctga  tcagtacggc  aacaatattt  cactgtttgg  1440

tcgagattgt  tcggttcagc  gacggcatca  aaagattatt  gaggaggctc  ctgtgactgt  1500

ggctggccag  cagaccttca  ctgccatgga  gaaggctgcc  gtgcgactcg  gtaagcttgt  1560

cggatatgtc  tctgcaggta  ccgttgaata  tctgtattcc  catgaggacg  acaagttcta  1620

cttcttggag  ctgaatcctc  gtcttcaggt  cgaacatcct  accaccgaga  tggtcaccgg  1680

tgtcaacctg  cccgctgccc  agcttcagat  cgccatgggt  atccccctcg  atcgaatcaa  1740

ggacattcgt  ctcttttacg  gtgttaaccc  tcacaccacc  actccaattg  atttcgactt  1800

ctcgggcgag  gatgctgata  agacacagcg  acgtcccgtc  ccccgaggtc  acaccactgc  1860

ttgccgaatc  acatccgagg  accctggaga  gggtttcaag  ccctccggag  gtactatgca  1920

cgagctcaac  ttccgatcct  cgtccaacgt  gtggggttac  ttctccgttg  gtaaccaggg  1980

aggtatccat  tcgttctcgg  attcgcagtt  tggtcacatc  ttcgccttcg  gtgagaaccg  2040
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aagtgcgtct  cgaaagcaca  tggttgttgc  tttgaaggaa  ctatctattc  gaggtgactt  2100

ccgaaccacc  gtcgagtacc  tcatcaagct  gctggagaca  ccggacttcg  aggacaacac  2160

catcaccacc  ggctggctgg  atgagcttat  ctccaacaag  ctgactgccg  agcgacccga  2220

ctcgttcctc  gctgttgttt  gtggtgctgc  taccaaggcc  catcgagctt  ccgaggactc  2280

tattgccacc  tacatggctt  cgctagagaa  gggccaggtc  cctgctcgag  acattctcaa  2340

gacccttttc  cccgttgact  tcatctacga  gggccagcgg  tacaagttca  ccgccacccg  2400

gtcgtctgag  gactcttaca  cgctgttcat  caacggttct  cgatgcgaca  ttggagttag  2460

acctctttct  gacggtggta  ttctgtgtct  tgtaggtggg  agatcccaca  atgtctactg  2520

gaaggaggag  gttggagcca  cgcgactgtc  tgttgactcc  aagacctgcc  ttctcgaggt  2580

ggagaacgac  cccactcagc  ttcgatctcc  ctctcccggt  aagctggtta  agttcctggt  2640

cgagaacggc  gaccacgtgc  gagccaacca  gccctatgcc  gagattgagg  tcatgaagat  2700

gtacatgact  ctcactgctc  aggaggacgg  tattgtccag  ctgatgaagc  agcccggttc  2760

caccatcgag  gctggcgaca  tcctcggtat  cttggccctt  gatgatcctt  ccaaggtcaa  2820

gcatgccaag  ccctttgagg  gccagcttcc  cgagcttgga  ccccccactc  tcagcggtaa  2880

caagcctcat  cagcgatacg  agcactgcca  gaacgtgctc  cataacattc  tgcttggttt  2940

cgataaccag  gtggtgatga  agtccactct  tcaggagatg  gttggtctgc  tccgaaaccc  3000

tgagcttcct  tatctccagt  gggctcatca  ggtgtcttct  ctgcacaccc  gaatgagcgc  3060

caagctggat  gctactcttg  ctggtctcat  tgacaaggcc  aagcagcgag  gtggcgagtt  3120

tcctgccaag  cagcttctgc  gagcccttga  gaaggaggcg  agctctggcg  aggtcgatgc  3180

gctcttccag  caaactcttg  ctcctctgtt  tgaccttgct  cgagagtacc  aggacggtct  3240

tgctatccac  gagcttcagg  ttgctgcagg  ccttctgcag  gcctactacg  actctgaggc  3300

ccggttctgc  ggacccaacg  tacgtgacga  ggatgtcatt  ctcaagcttc  gagaggagaa  3360

ccgagattct  cttcgaaagg  ttgtgatggc  ccagctgtct  cattctcgag  tcggagccaa  3420

gaacaacctt  gtgctggccc  ttctcgatga  atacaaggtg  gccgaccagg  ctggcaccga  3480

ctctcctgcc  tccaacgtgc  acgttgcaaa  gtacttgcga  cctgtgctgc  gaaagattgt  3540

ggagctggaa  tctcgagctt  ctgccaaggt  atctctgaaa  gcccgagaga  ttctcatcca  3600

gtgcgctctg  ccctctctaa  aggagcgaac  tgaccagctt  gagcacattc  tgcgatcttc  3660

tgtcgtcgag  tctcgatacg  gagaggttgg  tctggagcac  cgaactcccc  gagccgatat  3720

tctcaaggag  gttgtcgact  ccaagtacat  tgtctttgat  gtgcttgccc  agttctttgc  3780

ccacgatgat  ccctggatcg  tccttgctgc  cctggagctg  tacatccgac  gagcttgcaa  3840

ggcctactcc  atcctggaca  tcaactacca  ccaggactcg  gacctgcctc  ccgtcatctc  3900

gtggcgattt  agactgccta  ccatgtcgtc  tgctttgtac  aactcagtag  tgtcttctgg  3960

ctccaaaacc  cccacttccc  cctcggtgtc  tcgagctgat  tccgtctccg  acttttcgta  4020

caccgttgag  cgagactctg  ctcccgctcg  aaccggagcg  attgttgccg  tgcctcatct  4080

ggatgatctg  gaggatgctc  tgactcgtgt  tctggagaac  ctgcccaaac  ggggcgctgg  4140

tcttgccatc  tctgttggtg  ctagcaacaa  gagtgccgct  gcttctgctc  gtgacgctgc  4200

tgctgctgcc  gcttcatccg  ttgacactgg  cctgtccaac  atttgcaacg  ttatgattgg  4260

tcgggttgat  gagtctgatg  acgacgacac  tctgattgcc  cgaatctccc  aggtcattga  4320

ggactttaag  gaggactttg  aggcctgttc  tctgcgacga  atcaccttct  ccttcggcaa  4380
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ctcccgaggt  acttatccca  agtatttcac  gttccgaggc  cccgcatacg  aggaggaccc  4440

cactatccga  cacattgagc  ctgctctggc  cttccagctg  gagctcgccc  gtctgtccaa  4500

cttcgacatc  aagcctgtcc  acaccgacaa  ccgaaacatc  cacgtgtacg  aggctactgg  4560

caagaacgct  gcttccgaca  agcggttctt  cacccgaggt  atcgtacgac  ctggtcgtct  4620

tcgagagaac  atccccacct  cggagtatct  catttccgag  gctgaccggc  tcatgagcga  4680

tattttggac  gctctagagg  tgattggaac  caccaactcg  gatctcaacc  acattttcat  4740

caacttctca  gccgtctttg  ctctgaagcc  cgaggaggtt  gaagctgcct  ttggcggttt  4800

cctggagcga  tttggccgac  gtctgtggcg  acttcgagtc  accggtgccg  agatccgaat  4860

gatggtatcc  gaccccgaaa  ctggctctgc  tttccctctg  cgagcaatga  tcaacaacgt  4920

ctctggttac  gttgtgcagt  ctgagctgta  cgctgaggcc  aagaacgaca  agggccagtg  4980

gattttcaag  tctctgggca  agcccggctc  catgcacatg  cggtctatca  acactcccta  5040

ccccaccaag  gagtggctgc  agcccaagcg  gtacaaggcc  catctgatgg  gtaccaccta  5100

ctgctatgac  ttccccgagc  tgttccgaca  gtccattgag  tcggactgga  agaagtatga  5160

cggcaaggct  cccgacgatc  tcatgacttg  caacgagctg  attctcgatg  aggactctgg  5220

cgagctgcag  gaggtgaacc  gagagcccgg  cgccaacaac  gtcggtatgg  ttgcgtggaa  5280

gtttgaggcc  aagacccccg  agtaccctcg  aggccgatct  ttcatcgtgg  tggccaacga  5340

tatcaccttc  cagattggtt  cgtttggccc  tgctgaggac  cagttcttct  tcaaggtgac  5400

ggagctggct  cgaaagctcg  gtattcctcg  aatctatctg  tctgccaact  ctggtgctcg  5460

aatcggcatt  gctgacgagc  tcgttggcaa  gtacaaggtt  gcgtggaacg  acgagactga  5520

cccctccaag  ggcttcaagt  acctttactt  cacccctgag  tctcttgcca  ccctcaagcc  5580

cgacactgtt  gtcaccactg  agattgagga  ggagggtccc  aacggcgtgg  agaagcgtca  5640

tgtgatcgac  tacattgtcg  gagagaagga  cggtctcgga  gtcgagtgtc  tgcggggctc  5700

tggtctcatt  gcaggcgcca  cttctcgagc  ctacaaggat  atcttcactc  tcactcttgt  5760

cacctgtcga  tccgttggta  tcggtgctta  ccttgttcgt  cttggtcaac  gagccatcca  5820

gattgagggc  cagcccatca  ttctcactgg  tgcccccgcc  atcaacaagc  tgcttggtcg  5880

agaggtctac  tcttccaact  tgcagcttgg  tggtactcag  atcatgtaca  acaacggtgt  5940

gtctcatctg  actgcccgag  atgatctcaa  cggtgtccac  aagatcatgc  agtggctgtc  6000

atacatccct  gcttctcgag  gtcttccagt  gcctgttctc  cctcacaaga  ccgatgtgtg  6060

ggatcgagac  gtgacgttcc  agcctgtccg  aggcgagcag  tacgatgtta  gatggcttat  6120

ttctggccga  actctcgagg  atggtgcttt  cgagtctggt  ctctttgaca  aggactcttt  6180

ccaggagact  ctgtctggct  gggccaaggg  tgttgttgtt  ggtcgagctc  gtcttggcgg  6240

cattcccttc  ggtgtcattg  gtgtcgagac  tgcgaccgtc  gacaatacta  cccctgccga  6300

tcccgccaac  ccggactcta  ttgagatgag  cacctctgaa  gccggccagg  tttggtaccc  6360

caactcggcc  ttcaagacct  ctcaggccat  caacgacttc  aaccatggtg  aggcgcttcc  6420

tctcatgatt  cttgctaact  ggcgaggctt  ttctggtggt  cagcgagaca  tgtacaatga  6480

ggttctcaag  tacggatctt  tcattgttga  tgctctggtt  gactacaagc  agcccatcat  6540

ggtgtacatc  cctcccaccg  gtgagctgcg  aggtggttct  tgggttgtgg  ttgaccccac  6600

catcaactcg  gacatgatgg  agatgtacgc  tgacgtcgag  tctcgaggtg  gtgtgctgga  6660

gcccgaggga  atggtcggta  tcaagtaccg  acgagacaag  ctactggaca  ccatggctcg  6720

序　列　表 6/33 页

73

CN 109468241 A

73



tctggatccc  gagtactcct  ctctcaagaa  gcagcttgag  gagtctcccg  attctgagga  6780

gctcaaggtc  aagctcagcg  tgcgagagaa  gtctctcatg  cccatctacc  agcagatctc  6840

cgtgcagttt  gccgacttgc  atgaccgagc  tggccgaatg  gaggccaagg  gtgtcattcg  6900

tgaggctctt  gtgtggaagg  atgctcgtcg  attcttcttc  tggcgaatcc  gacgacgatt  6960

agtcgaggag  tacctcatta  ccaagatcaa  tagcattctg  ccctcttgca  ctcggcttga  7020

gtgtctggct  cgaatcaagt  cgtggaagcc  tgccactctt  gatcagggct  ctgaccgggg  7080

tgttgccgag  tggtttgacg  agaactctga  tgccgtctct  gctcgactca  gcgagctcaa  7140

gaaggacgct  tctgcccagt  cgtttgcttc  tcaactgaga  aaggaccgac  agggtactct  7200

ccagggcatg  aagcaggctc  tcgcttctct  ttctgaggct  gagcgggctg  agctgctcaa  7260

ggggttgtga  7270

<210>  4

<211>  2266

<212>  PRT

<213> 解脂耶氏酵母

<400>  4

Met  Arg  Leu  Gln  Leu  Arg  Thr  Leu  Thr  Arg  Arg  Phe  Phe  Ser  Met  Ala

1               5                   10                  15

Ser  Gly  Ser  Ser  Thr  Pro  Asp  Val  Ala  Pro  Leu  Val  Asp  Pro  Asn  Ile

            20                  25                  30

His  Lys  Gly  Leu  Ala  Ser  His  Phe  Phe  Gly  Leu  Asn  Ser  Val  His  Thr

        35                  40                  45

Ala  Lys  Pro  Ser  Lys  Val  Lys  Glu  Phe  Val  Ala  Ser  His  Gly  Gly  His

    50                  55                  60

Thr  Val  Ile  Asn  Lys  Val  Leu  Ile  Ala  Asn  Asn  Gly  Ile  Ala  Ala  Val

65                  70                  75                  80

Lys  Glu  Ile  Arg  Ser  Val  Arg  Lys  Trp  Ala  Tyr  Glu  Thr  Phe  Gly  Asp

                85                  90                  95

Glu  Arg  Ala  Ile  Ser  Phe  Thr  Val  Met  Ala  Thr  Pro  Glu  Asp  Leu  Ala

            100                 105                 110

Ala  Asn  Ala  Asp  Tyr  Ile  Arg  Met  Ala  Asp  Gln  Tyr  Val  Glu  Val  Pro

        115                 120                 125

Gly  Gly  Thr  Asn  Asn  Asn  Asn  Tyr  Ala  Asn  Val  Glu  Leu  Ile  Val  Asp

    130                 135                 140

Val  Ala  Glu  Arg  Phe  Gly  Val  Asp  Ala  Val  Trp  Ala  Gly  Trp  Gly  His

145                 150                 155                 160

Ala  Ser  Glu  Asn  Pro  Leu  Leu  Pro  Glu  Ser  Leu  Ala  Ala  Ser  Pro  Arg

                165                 170                 175

Lys  Ile  Val  Phe  Ile  Gly  Pro  Pro  Gly  Ala  Ala  Met  Arg  Ser  Leu  Gly

            180                 185                 190
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Asp  Lys  Ile  Ser  Ser  Thr  Ile  Val  Ala  Gln  His  Ala  Lys  Val  Pro  Cys

        195                 200                 205

Ile  Pro  Trp  Ser  Gly  Thr  Gly  Val  Asp  Glu  Val  Val  Val  Asp  Lys  Ser

    210                 215                 220

Thr  Asn  Leu  Val  Ser  Val  Ser  Glu  Glu  Val  Tyr  Thr  Lys  Gly  Cys  Thr

225                 230                 235                 240

Thr  Gly  Pro  Lys  Gln  Gly  Leu  Glu  Lys  Ala  Lys  Gln  Ile  Gly  Phe  Pro

                245                 250                 255

Val  Met  Ile  Lys  Ala  Ser  Glu  Gly  Gly  Gly  Gly  Lys  Gly  Ile  Arg  Lys

            260                 265                 270

Val  Glu  Arg  Glu  Glu  Asp  Phe  Glu  Ala  Ala  Tyr  His  Gln  Val  Glu  Gly

        275                 280                 285

Glu  Ile  Pro  Gly  Ser  Pro  Ile  Phe  Ile  Met  Gln  Leu  Ala  Gly  Asn  Ala

    290                 295                 300

Arg  His  Leu  Glu  Val  Gln  Leu  Leu  Ala  Asp  Gln  Tyr  Gly  Asn  Asn  Ile

305                 310                 315                 320

Ser  Leu  Phe  Gly  Arg  Asp  Cys  Ser  Val  Gln  Arg  Arg  His  Gln  Lys  Ile

                325                 330                 335

Ile  Glu  Glu  Ala  Pro  Val  Thr  Val  Ala  Gly  Gln  Gln  Thr  Phe  Thr  Ala

            340                 345                 350

Met  Glu  Lys  Ala  Ala  Val  Arg  Leu  Gly  Lys  Leu  Val  Gly  Tyr  Val  Ser

        355                 360                 365

Ala  Gly  Thr  Val  Glu  Tyr  Leu  Tyr  Ser  His  Glu  Asp  Asp  Lys  Phe  Tyr

    370                 375                 380

Phe  Leu  Glu  Leu  Asn  Pro  Arg  Leu  Gln  Val  Glu  His  Pro  Thr  Thr  Glu

385                 390                 395                 400

Met  Val  Thr  Gly  Val  Asn  Leu  Pro  Ala  Ala  Gln  Leu  Gln  Ile  Ala  Met

                405                 410                 415

Gly  Ile  Pro  Leu  Asp  Arg  Ile  Lys  Asp  Ile  Arg  Leu  Phe  Tyr  Gly  Val

            420                 425                 430

Asn  Pro  His  Thr  Thr  Thr  Pro  Ile  Asp  Phe  Asp  Phe  Ser  Gly  Glu  Asp

        435                 440                 445

Ala  Asp  Lys  Thr  Gln  Arg  Arg  Pro  Val  Pro  Arg  Gly  His  Thr  Thr  Ala

    450                 455                 460

Cys  Arg  Ile  Thr  Ser  Glu  Asp  Pro  Gly  Glu  Gly  Phe  Lys  Pro  Ser  Gly

465                 470                 475                 480

Gly  Thr  Met  His  Glu  Leu  Asn  Phe  Arg  Ser  Ser  Ser  Asn  Val  Trp  Gly

                485                 490                 495

Tyr  Phe  Ser  Val  Gly  Asn  Gln  Gly  Gly  Ile  His  Ser  Phe  Ser  Asp  Ser
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            500                 505                 510

Gln  Phe  Gly  His  Ile  Phe  Ala  Phe  Gly  Glu  Asn  Arg  Ser  Ala  Ser  Arg

        515                 520                 525

Lys  His  Met  Val  Val  Ala  Leu  Lys  Glu  Leu  Ser  Ile  Arg  Gly  Asp  Phe

    530                 535                 540

Arg  Thr  Thr  Val  Glu  Tyr  Leu  Ile  Lys  Leu  Leu  Glu  Thr  Pro  Asp  Phe

545                 550                 555                 560

Glu  Asp  Asn  Thr  Ile  Thr  Thr  Gly  Trp  Leu  Asp  Glu  Leu  Ile  Ser  Asn

                565                 570                 575

Lys  Leu  Thr  Ala  Glu  Arg  Pro  Asp  Ser  Phe  Leu  Ala  Val  Val  Cys  Gly

            580                 585                 590

Ala  Ala  Thr  Lys  Ala  His  Arg  Ala  Ser  Glu  Asp  Ser  Ile  Ala  Thr  Tyr

        595                 600                 605

Met  Ala  Ser  Leu  Glu  Lys  Gly  Gln  Val  Pro  Ala  Arg  Asp  Ile  Leu  Lys

    610                 615                 620

Thr  Leu  Phe  Pro  Val  Asp  Phe  Ile  Tyr  Glu  Gly  Gln  Arg  Tyr  Lys  Phe

625                 630                 635                 640

Thr  Ala  Thr  Arg  Ser  Ser  Glu  Asp  Ser  Tyr  Thr  Leu  Phe  Ile  Asn  Gly

                645                 650                 655

Ser  Arg  Cys  Asp  Ile  Gly  Val  Arg  Pro  Leu  Ser  Asp  Gly  Gly  Ile  Leu

            660                 665                 670

Cys  Leu  Val  Gly  Gly  Arg  Ser  His  Asn  Val  Tyr  Trp  Lys  Glu  Glu  Val

        675                 680                 685

Gly  Ala  Thr  Arg  Leu  Ser  Val  Asp  Ser  Lys  Thr  Cys  Leu  Leu  Glu  Val

    690                 695                 700

Glu  Asn  Asp  Pro  Thr  Gln  Leu  Arg  Ser  Pro  Ser  Pro  Gly  Lys  Leu  Val

705                 710                 715                 720

Lys  Phe  Leu  Val  Glu  Asn  Gly  Asp  His  Val  Arg  Ala  Asn  Gln  Pro  Tyr

                725                 730                 735

Ala  Glu  Ile  Glu  Val  Met  Lys  Met  Tyr  Met  Thr  Leu  Thr  Ala  Gln  Glu

            740                 745                 750

Asp  Gly  Ile  Val  Gln  Leu  Met  Lys  Gln  Pro  Gly  Ser  Thr  Ile  Glu  Ala

        755                 760                 765

Gly  Asp  Ile  Leu  Gly  Ile  Leu  Ala  Leu  Asp  Asp  Pro  Ser  Lys  Val  Lys

    770                 775                 780

His  Ala  Lys  Pro  Phe  Glu  Gly  Gln  Leu  Pro  Glu  Leu  Gly  Pro  Pro  Thr

785                 790                 795                 800

Leu  Ser  Gly  Asn  Lys  Pro  His  Gln  Arg  Tyr  Glu  His  Cys  Gln  Asn  Val

                805                 810                 815
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Leu  His  Asn  Ile  Leu  Leu  Gly  Phe  Asp  Asn  Gln  Val  Val  Met  Lys  Ser

            820                 825                 830

Thr  Leu  Gln  Glu  Met  Val  Gly  Leu  Leu  Arg  Asn  Pro  Glu  Leu  Pro  Tyr

        835                 840                 845

Leu  Gln  Trp  Ala  His  Gln  Val  Ser  Ser  Leu  His  Thr  Arg  Met  Ser  Ala

    850                 855                 860

Lys  Leu  Asp  Ala  Thr  Leu  Ala  Gly  Leu  Ile  Asp  Lys  Ala  Lys  Gln  Arg

865                 870                 875                 880

Gly  Gly  Glu  Phe  Pro  Ala  Lys  Gln  Leu  Leu  Arg  Ala  Leu  Glu  Lys  Glu

                885                 890                 895

Ala  Ser  Ser  Gly  Glu  Val  Asp  Ala  Leu  Phe  Gln  Gln  Thr  Leu  Ala  Pro

            900                 905                 910

Leu  Phe  Asp  Leu  Ala  Arg  Glu  Tyr  Gln  Asp  Gly  Leu  Ala  Ile  His  Glu

        915                 920                 925

Leu  Gln  Val  Ala  Ala  Gly  Leu  Leu  Gln  Ala  Tyr  Tyr  Asp  Ser  Glu  Ala

    930                 935                 940

Arg  Phe  Cys  Gly  Pro  Asn  Val  Arg  Asp  Glu  Asp  Val  Ile  Leu  Lys  Leu

945                 950                 955                 960

Arg  Glu  Glu  Asn  Arg  Asp  Ser  Leu  Arg  Lys  Val  Val  Met  Ala  Gln  Leu

                965                 970                 975

Ser  His  Ser  Arg  Val  Gly  Ala  Lys  Asn  Asn  Leu  Val  Leu  Ala  Leu  Leu

            980                 985                 990

Asp  Glu  Tyr  Lys  Val  Ala  Asp  Gln  Ala  Gly  Thr  Asp  Ser  Pro  Ala  Ser

        995                 1000                1005

Asn  Val  His  Val  Ala  Lys  Tyr  Leu  Arg  Pro  Val  Leu  Arg  Lys  Ile

    1010                1015                1020

Val  Glu  Leu  Glu  Ser  Arg  Ala  Ser  Ala  Lys  Val  Ser  Leu  Lys  Ala

    1025                1030                1035

Arg  Glu  Ile  Leu  Ile  Gln  Cys  Ala  Leu  Pro  Ser  Leu  Lys  Glu  Arg

    1040                1045                1050

Thr  Asp  Gln  Leu  Glu  His  Ile  Leu  Arg  Ser  Ser  Val  Val  Glu  Ser

    1055                1060                1065

Arg  Tyr  Gly  Glu  Val  Gly  Leu  Glu  His  Arg  Thr  Pro  Arg  Ala  Asp

    1070                1075                1080

Ile  Leu  Lys  Glu  Val  Val  Asp  Ser  Lys  Tyr  Ile  Val  Phe  Asp  Val

    1085                1090                1095

Leu  Ala  Gln  Phe  Phe  Ala  His  Asp  Asp  Pro  Trp  Ile  Val  Leu  Ala

    1100                1105                1110

Ala  Leu  Glu  Leu  Tyr  Ile  Arg  Arg  Ala  Cys  Lys  Ala  Tyr  Ser  Ile
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    1115                1120                1125

Leu  Asp  Ile  Asn  Tyr  His  Gln  Asp  Ser  Asp  Leu  Pro  Pro  Val  Ile

    1130                1135                1140

Ser  Trp  Arg  Phe  Arg  Leu  Pro  Thr  Met  Ser  Ser  Ala  Leu  Tyr  Asn

    1145                1150                1155

Ser  Val  Val  Ser  Ser  Gly  Ser  Lys  Thr  Pro  Thr  Ser  Pro  Ser  Val

    1160                1165                1170

Ser  Arg  Ala  Asp  Ser  Val  Ser  Asp  Phe  Ser  Tyr  Thr  Val  Glu  Arg

    1175                1180                1185

Asp  Ser  Ala  Pro  Ala  Arg  Thr  Gly  Ala  Ile  Val  Ala  Val  Pro  His

    1190                1195                1200

Leu  Asp  Asp  Leu  Glu  Asp  Ala  Leu  Thr  Arg  Val  Leu  Glu  Asn  Leu

    1205                1210                1215

Pro  Lys  Arg  Gly  Ala  Gly  Leu  Ala  Ile  Ser  Val  Gly  Ala  Ser  Asn

    1220                1225                1230

Lys  Ser  Ala  Ala  Ala  Ser  Ala  Arg  Asp  Ala  Ala  Ala  Ala  Ala  Ala

    1235                1240                1245

Ser  Ser  Val  Asp  Thr  Gly  Leu  Ser  Asn  Ile  Cys  Asn  Val  Met  Ile

    1250                1255                1260

Gly  Arg  Val  Asp  Glu  Ser  Asp  Asp  Asp  Asp  Thr  Leu  Ile  Ala  Arg

    1265                1270                1275

Ile  Ser  Gln  Val  Ile  Glu  Asp  Phe  Lys  Glu  Asp  Phe  Glu  Ala  Cys

    1280                1285                1290

Ser  Leu  Arg  Arg  Ile  Thr  Phe  Ser  Phe  Gly  Asn  Ser  Arg  Gly  Thr

    1295                1300                1305

Tyr  Pro  Lys  Tyr  Phe  Thr  Phe  Arg  Gly  Pro  Ala  Tyr  Glu  Glu  Asp

    1310                1315                1320

Pro  Thr  Ile  Arg  His  Ile  Glu  Pro  Ala  Leu  Ala  Phe  Gln  Leu  Glu

    1325                1330                1335

Leu  Ala  Arg  Leu  Ser  Asn  Phe  Asp  Ile  Lys  Pro  Val  His  Thr  Asp

    1340                1345                1350

Asn  Arg  Asn  Ile  His  Val  Tyr  Glu  Ala  Thr  Gly  Lys  Asn  Ala  Ala

    1355                1360                1365

Ser  Asp  Lys  Arg  Phe  Phe  Thr  Arg  Gly  Ile  Val  Arg  Pro  Gly  Arg

    1370                1375                1380

Leu  Arg  Glu  Asn  Ile  Pro  Thr  Ser  Glu  Tyr  Leu  Ile  Ser  Glu  Ala

    1385                1390                1395

Asp  Arg  Leu  Met  Ser  Asp  Ile  Leu  Asp  Ala  Leu  Glu  Val  Ile  Gly

    1400                1405                1410
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Thr  Thr  Asn  Ser  Asp  Leu  Asn  His  Ile  Phe  Ile  Asn  Phe  Ser  Ala

    1415                1420                1425

Val  Phe  Ala  Leu  Lys  Pro  Glu  Glu  Val  Glu  Ala  Ala  Phe  Gly  Gly

    1430                1435                1440

Phe  Leu  Glu  Arg  Phe  Gly  Arg  Arg  Leu  Trp  Arg  Leu  Arg  Val  Thr

    1445                1450                1455

Gly  Ala  Glu  Ile  Arg  Met  Met  Val  Ser  Asp  Pro  Glu  Thr  Gly  Ser

    1460                1465                1470

Ala  Phe  Pro  Leu  Arg  Ala  Met  Ile  Asn  Asn  Val  Ser  Gly  Tyr  Val

    1475                1480                1485

Val  Gln  Ser  Glu  Leu  Tyr  Ala  Glu  Ala  Lys  Asn  Asp  Lys  Gly  Gln

    1490                1495                1500

Trp  Ile  Phe  Lys  Ser  Leu  Gly  Lys  Pro  Gly  Ser  Met  His  Met  Arg

    1505                1510                1515

Ser  Ile  Asn  Thr  Pro  Tyr  Pro  Thr  Lys  Glu  Trp  Leu  Gln  Pro  Lys

    1520                1525                1530

Arg  Tyr  Lys  Ala  His  Leu  Met  Gly  Thr  Thr  Tyr  Cys  Tyr  Asp  Phe

    1535                1540                1545

Pro  Glu  Leu  Phe  Arg  Gln  Ser  Ile  Glu  Ser  Asp  Trp  Lys  Lys  Tyr

    1550                1555                1560

Asp  Gly  Lys  Ala  Pro  Asp  Asp  Leu  Met  Thr  Cys  Asn  Glu  Leu  Ile

    1565                1570                1575

Leu  Asp  Glu  Asp  Ser  Gly  Glu  Leu  Gln  Glu  Val  Asn  Arg  Glu  Pro

    1580                1585                1590

Gly  Ala  Asn  Asn  Val  Gly  Met  Val  Ala  Trp  Lys  Phe  Glu  Ala  Lys

    1595                1600                1605

Thr  Pro  Glu  Tyr  Pro  Arg  Gly  Arg  Ser  Phe  Ile  Val  Val  Ala  Asn

    1610                1615                1620

Asp  Ile  Thr  Phe  Gln  Ile  Gly  Ser  Phe  Gly  Pro  Ala  Glu  Asp  Gln

    1625                1630                1635

Phe  Phe  Phe  Lys  Val  Thr  Glu  Leu  Ala  Arg  Lys  Leu  Gly  Ile  Pro

    1640                1645                1650

Arg  Ile  Tyr  Leu  Ser  Ala  Asn  Ser  Gly  Ala  Arg  Ile  Gly  Ile  Ala

    1655                1660                1665

Asp  Glu  Leu  Val  Gly  Lys  Tyr  Lys  Val  Ala  Trp  Asn  Asp  Glu  Thr

    1670                1675                1680

Asp  Pro  Ser  Lys  Gly  Phe  Lys  Tyr  Leu  Tyr  Phe  Thr  Pro  Glu  Ser

    1685                1690                1695

Leu  Ala  Thr  Leu  Lys  Pro  Asp  Thr  Val  Val  Thr  Thr  Glu  Ile  Glu

序　列　表 12/33 页

79

CN 109468241 A

79



    1700                1705                1710

Glu  Glu  Gly  Pro  Asn  Gly  Val  Glu  Lys  Arg  His  Val  Ile  Asp  Tyr

    1715                1720                1725

Ile  Val  Gly  Glu  Lys  Asp  Gly  Leu  Gly  Val  Glu  Cys  Leu  Arg  Gly

    1730                1735                1740

Ser  Gly  Leu  Ile  Ala  Gly  Ala  Thr  Ser  Arg  Ala  Tyr  Lys  Asp  Ile

    1745                1750                1755

Phe  Thr  Leu  Thr  Leu  Val  Thr  Cys  Arg  Ser  Val  Gly  Ile  Gly  Ala

    1760                1765                1770

Tyr  Leu  Val  Arg  Leu  Gly  Gln  Arg  Ala  Ile  Gln  Ile  Glu  Gly  Gln

    1775                1780                1785

Pro  Ile  Ile  Leu  Thr  Gly  Ala  Pro  Ala  Ile  Asn  Lys  Leu  Leu  Gly

    1790                1795                1800

Arg  Glu  Val  Tyr  Ser  Ser  Asn  Leu  Gln  Leu  Gly  Gly  Thr  Gln  Ile

    1805                1810                1815

Met  Tyr  Asn  Asn  Gly  Val  Ser  His  Leu  Thr  Ala  Arg  Asp  Asp  Leu

    1820                1825                1830

Asn  Gly  Val  His  Lys  Ile  Met  Gln  Trp  Leu  Ser  Tyr  Ile  Pro  Ala

    1835                1840                1845

Ser  Arg  Gly  Leu  Pro  Val  Pro  Val  Leu  Pro  His  Lys  Thr  Asp  Val

    1850                1855                1860

Trp  Asp  Arg  Asp  Val  Thr  Phe  Gln  Pro  Val  Arg  Gly  Glu  Gln  Tyr

    1865                1870                1875

Asp  Val  Arg  Trp  Leu  Ile  Ser  Gly  Arg  Thr  Leu  Glu  Asp  Gly  Ala

    1880                1885                1890

Phe  Glu  Ser  Gly  Leu  Phe  Asp  Lys  Asp  Ser  Phe  Gln  Glu  Thr  Leu

    1895                1900                1905

Ser  Gly  Trp  Ala  Lys  Gly  Val  Val  Val  Gly  Arg  Ala  Arg  Leu  Gly

    1910                1915                1920

Gly  Ile  Pro  Phe  Gly  Val  Ile  Gly  Val  Glu  Thr  Ala  Thr  Val  Asp

    1925                1930                1935

Asn  Thr  Thr  Pro  Ala  Asp  Pro  Ala  Asn  Pro  Asp  Ser  Ile  Glu  Met

    1940                1945                1950

Ser  Thr  Ser  Glu  Ala  Gly  Gln  Val  Trp  Tyr  Pro  Asn  Ser  Ala  Phe

    1955                1960                1965

Lys  Thr  Ser  Gln  Ala  Ile  Asn  Asp  Phe  Asn  His  Gly  Glu  Ala  Leu

    1970                1975                1980

Pro  Leu  Met  Ile  Leu  Ala  Asn  Trp  Arg  Gly  Phe  Ser  Gly  Gly  Gln

    1985                1990                1995
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Arg  Asp  Met  Tyr  Asn  Glu  Val  Leu  Lys  Tyr  Gly  Ser  Phe  Ile  Val

    2000                2005                2010

Asp  Ala  Leu  Val  Asp  Tyr  Lys  Gln  Pro  Ile  Met  Val  Tyr  Ile  Pro

    2015                2020                2025

Pro  Thr  Gly  Glu  Leu  Arg  Gly  Gly  Ser  Trp  Val  Val  Val  Asp  Pro

    2030                2035                2040

Thr  Ile  Asn  Ser  Asp  Met  Met  Glu  Met  Tyr  Ala  Asp  Val  Glu  Ser

    2045                2050                2055

Arg  Gly  Gly  Val  Leu  Glu  Pro  Glu  Gly  Met  Val  Gly  Ile  Lys  Tyr

    2060                2065                2070

Arg  Arg  Asp  Lys  Leu  Leu  Asp  Thr  Met  Ala  Arg  Leu  Asp  Pro  Glu

    2075                2080                2085

Tyr  Ser  Ser  Leu  Lys  Lys  Gln  Leu  Glu  Glu  Ser  Pro  Asp  Ser  Glu

    2090                2095                2100

Glu  Leu  Lys  Val  Lys  Leu  Ser  Val  Arg  Glu  Lys  Ser  Leu  Met  Pro

    2105                2110                2115

Ile  Tyr  Gln  Gln  Ile  Ser  Val  Gln  Phe  Ala  Asp  Leu  His  Asp  Arg

    2120                2125                2130

Ala  Gly  Arg  Met  Glu  Ala  Lys  Gly  Val  Ile  Arg  Glu  Ala  Leu  Val

    2135                2140                2145

Trp  Lys  Asp  Ala  Arg  Arg  Phe  Phe  Phe  Trp  Arg  Ile  Arg  Arg  Arg

    2150                2155                2160

Leu  Val  Glu  Glu  Tyr  Leu  Ile  Thr  Lys  Ile  Asn  Ser  Ile  Leu  Pro

    2165                2170                2175

Ser  Cys  Thr  Arg  Leu  Glu  Cys  Leu  Ala  Arg  Ile  Lys  Ser  Trp  Lys

    2180                2185                2190

Pro  Ala  Thr  Leu  Asp  Gln  Gly  Ser  Asp  Arg  Gly  Val  Ala  Glu  Trp

    2195                2200                2205

Phe  Asp  Glu  Asn  Ser  Asp  Ala  Val  Ser  Ala  Arg  Leu  Ser  Glu  Leu

    2210                2215                2220

Lys  Lys  Asp  Ala  Ser  Ala  Gln  Ser  Phe  Ala  Ser  Gln  Leu  Arg  Lys

    2225                2230                2235

Asp  Arg  Gln  Gly  Thr  Leu  Gln  Gly  Met  Lys  Gln  Ala  Leu  Ala  Ser

    2240                2245                2250

Leu  Ser  Glu  Ala  Glu  Arg  Ala  Glu  Leu  Leu  Lys  Gly  Leu

    2255                2260                2265

<210>  5

<211>  1449

<212>  DNA

序　列　表 14/33 页

81

CN 109468241 A

81



<213> 解脂耶氏酵母

<400>  5

atggtgaaaa  acgtggacca  agtggatctc  tcgcaggtcg  acaccattgc  ctccggccga  60

gatgtcaact  acaaggtcaa  gtacacctcc  ggcgttaaga  tgagccaggg  cgcctacgac  120

gacaagggcc  gccacatttc  cgagcagccc  ttcacctggg  ccaactggca  ccagcacatc  180

aactggctca  acttcattct  ggtgattgcg  ctgcctctgt  cgtcctttgc  tgccgctccc  240

ttcgtctcct  tcaactggaa  gaccgccgcg  tttgctgtcg  gctattacat  gtgcaccggt  300

ctcggtatca  ccgccggcta  ccaccgaatg  tgggcccatc  gagcctacaa  ggccgctctg  360

cccgttcgaa  tcatccttgc  tctgtttgga  ggaggagctg  tcgagggctc  catccgatgg  420

tgggcctcgt  ctcaccgagt  ccaccaccga  tggaccgact  ccaacaagga  cccttacgac  480

gcccgaaagg  gattctggtt  ctcccacttt  ggctggatgc  tgcttgtgcc  caaccccaag  540

aacaagggcc  gaactgacat  ttctgacctc  aacaacgact  gggttgtccg  actccagcac  600

aagtactacg  tttacgttct  cgtcttcatg  gccattgttc  tgcccaccct  cgtctgtggc  660

tttggctggg  gcgactggaa  gggaggtctt  gtctacgccg  gtatcatgcg  atacaccttt  720

gtgcagcagg  tgactttctg  tgtcaactcc  cttgcccact  ggattggaga  gcagcccttc  780

gacgaccgac  gaactccccg  agaccacgct  cttaccgccc  tggtcacctt  tggagagggc  840

taccacaact  tccaccacga  gttcccctcg  gactaccgaa  acgccctcat  ctggtaccag  900

tacgacccca  ccaagtggct  catctggacc  ctcaagcagg  ttggtctcgc  ctgggacctc  960

cagaccttct  cccagaacgc  catcgagcag  ggtctcgtgc  agcagcgaca  gaagaagctg  1020

gacaagtggc  gaaacaacct  caactggggt  atccccattg  agcagctgcc  tgtcattgag  1080

tttgaggagt  tccaagagca  ggccaagacc  cgagatctgg  ttctcatttc  tggcattgtc  1140

cacgacgtgt  ctgcctttgt  cgagcaccac  cctggtggaa  aggccctcat  tatgagcgcc  1200

gtcggcaagg  acggtaccgc  tgtcttcaac  ggaggtgtct  accgacactc  caacgctggc  1260

cacaacctgc  ttgccaccat  gcgagtttcg  gtcattcgag  gcggcatgga  ggttgaggtg  1320

tggaagactg  cccagaacga  aaagaaggac  cagaacattg  tctccgatga  gagtggaaac  1380

cgaatccacc  gagctggtct  ccaggccacc  cgggtcgaga  accccggtat  gtctggcatg  1440

gctgcttag  1449

<210>  6

<211>  482

<212>  PRT

<213> 解脂耶氏酵母

<400>  6

Met  Val  Lys  Asn  Val  Asp  Gln  Val  Asp  Leu  Ser  Gln  Val  Asp  Thr  Ile

1               5                   10                  15

Ala  Ser  Gly  Arg  Asp  Val  Asn  Tyr  Lys  Val  Lys  Tyr  Thr  Ser  Gly  Val

            20                  25                  30

Lys  Met  Ser  Gln  Gly  Ala  Tyr  Asp  Asp  Lys  Gly  Arg  His  Ile  Ser  Glu

        35                  40                  45

Gln  Pro  Phe  Thr  Trp  Ala  Asn  Trp  His  Gln  His  Ile  Asn  Trp  Leu  Asn
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    50                  55                  60

Phe  Ile  Leu  Val  Ile  Ala  Leu  Pro  Leu  Ser  Ser  Phe  Ala  Ala  Ala  Pro

65                  70                  75                  80

Phe  Val  Ser  Phe  Asn  Trp  Lys  Thr  Ala  Ala  Phe  Ala  Val  Gly  Tyr  Tyr

                85                  90                  95

Met  Cys  Thr  Gly  Leu  Gly  Ile  Thr  Ala  Gly  Tyr  His  Arg  Met  Trp  Ala

            100                 105                 110

His  Arg  Ala  Tyr  Lys  Ala  Ala  Leu  Pro  Val  Arg  Ile  Ile  Leu  Ala  Leu

        115                 120                 125

Phe  Gly  Gly  Gly  Ala  Val  Glu  Gly  Ser  Ile  Arg  Trp  Trp  Ala  Ser  Ser

    130                 135                 140

His  Arg  Val  His  His  Arg  Trp  Thr  Asp  Ser  Asn  Lys  Asp  Pro  Tyr  Asp

145                 150                 155                 160

Ala  Arg  Lys  Gly  Phe  Trp  Phe  Ser  His  Phe  Gly  Trp  Met  Leu  Leu  Val

                165                 170                 175

Pro  Asn  Pro  Lys  Asn  Lys  Gly  Arg  Thr  Asp  Ile  Ser  Asp  Leu  Asn  Asn

            180                 185                 190

Asp  Trp  Val  Val  Arg  Leu  Gln  His  Lys  Tyr  Tyr  Val  Tyr  Val  Leu  Val

        195                 200                 205

Phe  Met  Ala  Ile  Val  Leu  Pro  Thr  Leu  Val  Cys  Gly  Phe  Gly  Trp  Gly

    210                 215                 220

Asp  Trp  Lys  Gly  Gly  Leu  Val  Tyr  Ala  Gly  Ile  Met  Arg  Tyr  Thr  Phe

225                 230                 235                 240

Val  Gln  Gln  Val  Thr  Phe  Cys  Val  Asn  Ser  Leu  Ala  His  Trp  Ile  Gly

                245                 250                 255

Glu  Gln  Pro  Phe  Asp  Asp  Arg  Arg  Thr  Pro  Arg  Asp  His  Ala  Leu  Thr

            260                 265                 270

Ala  Leu  Val  Thr  Phe  Gly  Glu  Gly  Tyr  His  Asn  Phe  His  His  Glu  Phe

        275                 280                 285

Pro  Ser  Asp  Tyr  Arg  Asn  Ala  Leu  Ile  Trp  Tyr  Gln  Tyr  Asp  Pro  Thr

    290                 295                 300

Lys  Trp  Leu  Ile  Trp  Thr  Leu  Lys  Gln  Val  Gly  Leu  Ala  Trp  Asp  Leu

305                 310                 315                 320

Gln  Thr  Phe  Ser  Gln  Asn  Ala  Ile  Glu  Gln  Gly  Leu  Val  Gln  Gln  Arg

                325                 330                 335

Gln  Lys  Lys  Leu  Asp  Lys  Trp  Arg  Asn  Asn  Leu  Asn  Trp  Gly  Ile  Pro

            340                 345                 350

Ile  Glu  Gln  Leu  Pro  Val  Ile  Glu  Phe  Glu  Glu  Phe  Gln  Glu  Gln  Ala

        355                 360                 365
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Lys  Thr  Arg  Asp  Leu  Val  Leu  Ile  Ser  Gly  Ile  Val  His  Asp  Val  Ser

    370                 375                 380

Ala  Phe  Val  Glu  His  His  Pro  Gly  Gly  Lys  Ala  Leu  Ile  Met  Ser  Ala

385                 390                 395                 400

Val  Gly  Lys  Asp  Gly  Thr  Ala  Val  Phe  Asn  Gly  Gly  Val  Tyr  Arg  His

                405                 410                 415

Ser  Asn  Ala  Gly  His  Asn  Leu  Leu  Ala  Thr  Met  Arg  Val  Ser  Val  Ile

            420                 425                 430

Arg  Gly  Gly  Met  Glu  Val  Glu  Val  Trp  Lys  Thr  Ala  Gln  Asn  Glu  Lys

        435                 440                 445

Lys  Asp  Gln  Asn  Ile  Val  Ser  Asp  Glu  Ser  Gly  Asn  Arg  Ile  His  Arg

    450                 455                 460

Ala  Gly  Leu  Gln  Ala  Thr  Arg  Val  Glu  Asn  Pro  Gly  Met  Ser  Gly  Met

465                 470                 475                 480

Ala  Ala

<210>  7

<211>  1953

<212>  DNA

<213> 解脂耶氏酵母

<400>  7

atgtctgcca  acgagaacat  ctcccgattc  gacgcccctg  tgggcaagga  gcaccccgcc  60

tacgagctct  tccataacca  cacacgatct  ttcgtctatg  gtctccagcc  tcgagcctgc  120

cagggtatgc  tggacttcga  cttcatctgt  aagcgagaga  acccctccgt  ggccggtgtc  180

atctatccct  tcggcggcca  gttcgtcacc  aagatgtact  ggggcaccaa  ggagactctt  240

ctccctgtct  accagcaggt  cgagaaggcc  gctgccaagc  accccgaggt  cgatgtcgtg  300

gtcaactttg  cctcctctcg  atccgtctac  tcctctacca  tggagctgct  cgagtacccc  360

cagttccgaa  ccatcgccat  tattgccgag  ggtgtccccg  agcgacgagc  ccgagagatc  420

ctccacaagg  cccagaagaa  gggtgtgacc  atcattggtc  ccgctaccgt  cggaggtatc  480

aagcccggtt  gcttcaaggt  tggaaacacc  ggaggtatga  tggacaacat  tgtcgcctcc  540

aagctctacc  gacccggctc  cgttgcctac  gtctccaagt  ccggaggaat  gtccaacgag  600

ctgaacaaca  ttatctctca  caccaccgac  ggtgtctacg  agggtattgc  tattggtggt  660

gaccgatacc  ctggtactac  cttcattgac  catatcctgc  gatacgaggc  cgaccccaag  720

tgtaagatca  tcgtcctcct  tggtgaggtt  ggtggtgttg  aggagtaccg  agtcatcgag  780

gctgttaaga  acggccagat  caagaagccc  atcgtcgctt  gggccattgg  tacttgtgcc  840

tccatgttca  agactgaggt  tcagttcggc  cacgccggct  ccatggccaa  ctccgacctg  900

gagactgcca  aggctaagaa  cgccgccatg  aagtctgctg  gcttctacgt  ccccgatacc  960

ttcgaggaca  tgcccgaggt  ccttgccgag  ctctacgaga  agatggtcgc  caagggcgag  1020

ctgtctcgaa  tctctgagcc  tgaggtcccc  aagatcccca  ttgactactc  ttgggcccag  1080

gagcttggtc  ttatccgaaa  gcccgctgct  ttcatctcca  ctatttccga  tgaccgaggc  1140
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caggagcttc  tgtacgctgg  catgcccatt  tccgaggttt  tcaaggagga  cattggtatc  1200

ggcggtgtca  tgtctctgct  gtggttccga  cgacgactcc  ccgactacgc  ctccaagttt  1260

cttgagatgg  ttctcatgct  tactgctgac  cacggtcccg  ccgtatccgg  tgccatgaac  1320

accattatca  ccacccgagc  tggtaaggat  ctcatttctt  ccctggttgc  tggtctcctg  1380

accattggta  cccgattcgg  aggtgctctt  gacggtgctg  ccaccgagtt  caccactgcc  1440

tacgacaagg  gtctgtcccc  ccgacagttc  gttgatacca  tgcgaaagca  gaacaagctg  1500

attcctggta  ttggccatcg  agtcaagtct  cgaaacaacc  ccgatttccg  agtcgagctt  1560

gtcaaggact  ttgttaagaa  gaacttcccc  tccacccagc  tgctcgacta  cgcccttgct  1620

gtcgaggagg  tcaccacctc  caagaaggac  aacctgattc  tgaacgttga  cggtgctatt  1680

gctgtttctt  ttgtcgatct  catgcgatct  tgcggtgcct  ttactgtgga  ggagactgag  1740

gactacctca  agaacggtgt  tctcaacggt  ctgttcgttc  tcggtcgatc  cattggtctc  1800

attgcccacc  atctcgatca  gaagcgactc  aagaccggtc  tgtaccgaca  tccttgggac  1860

gatatcacct  acctggttgg  ccaggaggct  atccagaaga  agcgagtcga  gatcagcgcc  1920

ggcgacgttt  ccaaggccaa  gactcgatca  tag  1953

<210>  8

<211>  650

<212>  PRT

<213> 解脂耶氏酵母

<400>  8

Met  Ser  Ala  Asn  Glu  Asn  Ile  Ser  Arg  Phe  Asp  Ala  Pro  Val  Gly  Lys

1               5                   10                  15

Glu  His  Pro  Ala  Tyr  Glu  Leu  Phe  His  Asn  His  Thr  Arg  Ser  Phe  Val

            20                  25                  30

Tyr  Gly  Leu  Gln  Pro  Arg  Ala  Cys  Gln  Gly  Met  Leu  Asp  Phe  Asp  Phe

        35                  40                  45

Ile  Cys  Lys  Arg  Glu  Asn  Pro  Ser  Val  Ala  Gly  Val  Ile  Tyr  Pro  Phe

    50                  55                  60

Gly  Gly  Gln  Phe  Val  Thr  Lys  Met  Tyr  Trp  Gly  Thr  Lys  Glu  Thr  Leu

65                  70                  75                  80

Leu  Pro  Val  Tyr  Gln  Gln  Val  Glu  Lys  Ala  Ala  Ala  Lys  His  Pro  Glu

                85                  90                  95

Val  Asp  Val  Val  Val  Asn  Phe  Ala  Ser  Ser  Arg  Ser  Val  Tyr  Ser  Ser

            100                 105                 110

Thr  Met  Glu  Leu  Leu  Glu  Tyr  Pro  Gln  Phe  Arg  Thr  Ile  Ala  Ile  Ile

        115                 120                 125

Ala  Glu  Gly  Val  Pro  Glu  Arg  Arg  Ala  Arg  Glu  Ile  Leu  His  Lys  Ala

    130                 135                 140

Gln  Lys  Lys  Gly  Val  Thr  Ile  Ile  Gly  Pro  Ala  Thr  Val  Gly  Gly  Ile

145                 150                 155                 160
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Lys  Pro  Gly  Cys  Phe  Lys  Val  Gly  Asn  Thr  Gly  Gly  Met  Met  Asp  Asn

                165                 170                 175

Ile  Val  Ala  Ser  Lys  Leu  Tyr  Arg  Pro  Gly  Ser  Val  Ala  Tyr  Val  Ser

           180                 185                 190

Lys  Ser  Gly  Gly  Met  Ser  Asn  Glu  Leu  Asn  Asn  Ile  Ile  Ser  His  Thr

        195                 200                 205

Thr  Asp  Gly  Val  Tyr  Glu  Gly  Ile  Ala  Ile  Gly  Gly  Asp  Arg  Tyr  Pro

    210                 215                 220

Gly  Thr  Thr  Phe  Ile  Asp  His  Ile  Leu  Arg  Tyr  Glu  Ala  Asp  Pro  Lys

225                 230                 235                 240

Cys  Lys  Ile  Ile  Val  Leu  Leu  Gly  Glu  Val  Gly  Gly  Val  Glu  Glu  Tyr

                245                 250                 255

Arg  Val  Ile  Glu  Ala  Val  Lys  Asn  Gly  Gln  Ile  Lys  Lys  Pro  Ile  Val

            260                 265                 270

Ala  Trp  Ala  Ile  Gly  Thr  Cys  Ala  Ser  Met  Phe  Lys  Thr  Glu  Val  Gln

        275                 280                 285

Phe  Gly  His  Ala  Gly  Ser  Met  Ala  Asn  Ser  Asp  Leu  Glu  Thr  Ala  Lys

    290                 295                 300

Ala  Lys  Asn  Ala  Ala  Met  Lys  Ser  Ala  Gly  Phe  Tyr  Val  Pro  Asp  Thr

305                 310                 315                 320

Phe  Glu  Asp  Met  Pro  Glu  Val  Leu  Ala  Glu  Leu  Tyr  Glu  Lys  Met  Val

                325                 330                 335

Ala  Lys  Gly  Glu  Leu  Ser  Arg  Ile  Ser  Glu  Pro  Glu  Val  Pro  Lys  Ile

            340                 345                 350

Pro  Ile  Asp  Tyr  Ser  Trp  Ala  Gln  Glu  Leu  Gly  Leu  Ile  Arg  Lys  Pro

        355                 360                 365

Ala  Ala  Phe  Ile  Ser  Thr  Ile  Ser  Asp  Asp  Arg  Gly  Gln  Glu  Leu  Leu

    370                 375                 380

Tyr  Ala  Gly  Met  Pro  Ile  Ser  Glu  Val  Phe  Lys  Glu  Asp  Ile  Gly  Ile

385                 390                 395                 400

Gly  Gly  Val  Met  Ser  Leu  Leu  Trp  Phe  Arg  Arg  Arg  Leu  Pro  Asp  Tyr

                405                 410                 415

Ala  Ser  Lys  Phe  Leu  Glu  Met  Val  Leu  Met  Leu  Thr  Ala  Asp  His  Gly

            420                 425                 430

Pro  Ala  Val  Ser  Gly  Ala  Met  Asn  Thr  Ile  Ile  Thr  Thr  Arg  Ala  Gly

        435                 440                 445

Lys  Asp  Leu  Ile  Ser  Ser  Leu  Val  Ala  Gly  Leu  Leu  Thr  Ile  Gly  Thr

    450                 455                 460

Arg  Phe  Gly  Gly  Ala  Leu  Asp  Gly  Ala  Ala  Thr  Glu  Phe  Thr  Thr  Ala
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465                 470                 475                 480

Tyr  Asp  Lys  Gly  Leu  Ser  Pro  Arg  Gln  Phe  Val  Asp  Thr  Met  Arg  Lys

                485                 490                 495

Gln  Asn  Lys  Leu  Ile  Pro  Gly  Ile  Gly  His  Arg  Val  Lys  Ser  Arg  Asn

            500                 505                 510

Asn  Pro  Asp  Phe  Arg  Val  Glu  Leu  Val  Lys  Asp  Phe  Val  Lys  Lys  Asn

        515                 520                 525

Phe  Pro  Ser  Thr  Gln  Leu  Leu  Asp  Tyr  Ala  Leu  Ala  Val  Glu  Glu  Val

    530                 535                 540

Thr  Thr  Ser  Lys  Lys  Asp  Asn  Leu  Ile  Leu  Asn  Val  Asp  Gly  Ala  Ile

545                 550                 555                 560

Ala  Val  Ser  Phe  Val  Asp  Leu  Met  Arg  Ser  Cys  Gly  Ala  Phe  Thr  Val

                565                 570                 575

Glu  Glu  Thr  Glu  Asp  Tyr  Leu  Lys  Asn  Gly  Val  Leu  Asn  Gly  Leu  Phe

           580                 585                 590

Val  Leu  Gly  Arg  Ser  Ile  Gly  Leu  Ile  Ala  His  His  Leu  Asp  Gln  Lys

        595                 600                 605

Arg  Leu  Lys  Thr  Gly  Leu  Tyr  Arg  His  Pro  Trp  Asp  Asp  Ile  Thr  Tyr

    610                 615                 620

Leu  Val  Gly  Gln  Glu  Ala  Ile  Gln  Lys  Lys  Arg  Val  Glu  Ile  Ser  Ala

625                 630                 635                 640

Gly  Asp  Val  Ser  Lys  Ala  Lys  Thr  Arg  Ser

                645                 650

<210>  9

<211>  1494

<212>  DNA

<213> 解脂耶氏酵母

<400>  9

atgtcagcga  aatccattca  cgaggccgac  ggcaaggccc  tgctcgcaca  ctttctgtcc  60

aaggcgcccg  tgtgggccga  gcagcagccc  atcaacacgt  ttgaaatggg  cacacccaag  120

ctggcgtctc  tgacgttcga  ggacggcgtg  gcccccgagc  agatcttcgc  cgccgctgaa  180

aagacctacc  cctggctgct  ggagtccggc  gccaagtttg  tggccaagcc  cgaccagctc  240

atcaagcgac  gaggcaaggc  cggcctgctg  gtactcaaca  agtcgtggga  ggagtgcaag  300

ccctggatcg  ccgagcgggc  cgccaagccc  atcaacgtgg  agggcattga  cggagtgctg  360

cgaacgttcc  tggtcgagcc  ctttgtgccc  cacgaccaga  agcacgagta  ctacatcaac  420

atccactccg  tgcgagaggg  cgactggatc  ctcttctacc  acgagggagg  agtcgacgtc  480

ggcgacgtgg  acgccaaggc  cgccaagatc  ctcatccccg  ttgacattga  gaacgagtac  540

ccctccaacg  ccacgctcac  caaggagctg  ctggcacacg  tgcccgagga  ccagcaccag  600

accctgctcg  acttcatcaa  ccggctctac  gccgtctacg  tcgatctgca  gtttacgtat  660
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ctggagatca  accccctggt  cgtgatcccc  accgcccagg  gcgtcgaggt  ccactacctg  720

gatcttgccg  gcaagctcga  ccagaccgca  gagtttgagt  gcggccccaa  gtgggctgct  780

gcgcggtccc  ccgccgctct  gggccaggtc  gtcaccattg  acgccggctc  caccaaggtg  840

tccatcgacg  ccggccccgc  catggtcttc  cccgctcctt  tcggtcgaga  gctgtccaag  900

gaggaggcgt  acattgcgga  gctcgattcc  aagaccggag  cttctctgaa  gctgactgtt  960

ctcaatgcca  agggccgaat  ctggaccctt  gtggctggtg  gaggagcctc  cgtcgtctac  1020

gccgacgcca  ttgcgtctgc  cggctttgct  gacgagctcg  ccaactacgg  cgagtactct  1080

ggcgctccca  acgagaccca  gacctacgag  tacgccaaaa  ccgtactgga  tctcatgacc  1140

cggggcgacg  ctcaccccga  gggcaaggta  ctgttcattg  gcggaggaat  cgccaacttc  1200

acccaggttg  gatccacctt  caagggcatc  atccgggcct  tccgggacta  ccagtcttct  1260

ctgcacaacc  acaaggtgaa  gatttacgtg  cgacgaggcg  gtcccaactg  gcaggagggt  1320

ctgcggttga  tcaagtcggc  tggcgacgag  ctgaatctgc  ccatggagat  ttacggcccc  1380

gacatgcacg  tgtcgggtat  tgttcctttg  gctctgcttg  gaaagcggcc  caagaatgtc  1440

aagccttttg  gcaccggacc  ttctactgag  gcttccactc  ctctcggagt  ttaa  1494

<210>  10

<211>  497

<212>  PRT

<213> 解脂耶氏酵母

<400>  10

Met  Ser  Ala  Lys  Ser  Ile  His  Glu  Ala  Asp  Gly  Lys  Ala  Leu  Leu  Ala

1               5                   10                  15

His  Phe  Leu  Ser  Lys  Ala  Pro  Val  Trp  Ala  Glu  Gln  Gln  Pro  Ile  Asn

            20                  25                  30

Thr  Phe  Glu  Met  Gly  Thr  Pro  Lys  Leu  Ala  Ser  Leu  Thr  Phe  Glu  Asp

        35                  40                  45

Gly  Val  Ala  Pro  Glu  Gln  Ile  Phe  Ala  Ala  Ala  Glu  Lys  Thr  Tyr  Pro

    50                  55                  60

Trp  Leu  Leu  Glu  Ser  Gly  Ala  Lys  Phe  Val  Ala  Lys  Pro  Asp  Gln  Leu

65                  70                  75                  80

Ile  Lys  Arg  Arg  Gly  Lys  Ala  Gly  Leu  Leu  Val  Leu  Asn  Lys  Ser  Trp

                85                  90                  95

Glu  Glu  Cys  Lys  Pro  Trp  Ile  Ala  Glu  Arg  Ala  Ala  Lys  Pro  Ile  Asn

            100                 105                 110

Val  Glu  Gly  Ile  Asp  Gly  Val  Leu  Arg  Thr  Phe  Leu  Val  Glu  Pro  Phe

        115                 120                 125

Val  Pro  His  Asp  Gln  Lys  His  Glu  Tyr  Tyr  Ile  Asn  Ile  His  Ser  Val

    130                 135                 140

Arg  Glu  Gly  Asp  Trp  Ile  Leu  Phe  Tyr  His  Glu  Gly  Gly  Val  Asp  Val

145                 150                 155                 160
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Gly  Asp  Val  Asp  Ala  Lys  Ala  Ala  Lys  Ile  Leu  Ile  Pro  Val  Asp  Ile

                165                 170                 175

Glu  Asn  Glu  Tyr  Pro  Ser  Asn  Ala  Thr  Leu  Thr  Lys  Glu  Leu  Leu  Ala

            180                 185                 190

His  Val  Pro  Glu  Asp  Gln  His  Gln  Thr  Leu  Leu  Asp  Phe  Ile  Asn  Arg

        195                 200                 205

Leu  Tyr  Ala  Val  Tyr  Val  Asp  Leu  Gln  Phe  Thr  Tyr  Leu  Glu  Ile  Asn

    210                 215                 220

Pro  Leu  Val  Val  Ile  Pro  Thr  Ala  Gln  Gly  Val  Glu  Val  His  Tyr  Leu

225                 230                 235                 240

Asp  Leu  Ala  Gly  Lys  Leu  Asp  Gln  Thr  Ala  Glu  Phe  Glu  Cys  Gly  Pro

                245                 250                 255

Lys  Trp  Ala  Ala  Ala  Arg  Ser  Pro  Ala  Ala  Leu  Gly  Gln  Val  Val  Thr

            260                 265                 270

Ile  Asp  Ala  Gly  Ser  Thr  Lys  Val  Ser  Ile  Asp  Ala  Gly  Pro  Ala  Met

        275                 280                 285

Val  Phe  Pro  Ala  Pro  Phe  Gly  Arg  Glu  Leu  Ser  Lys  Glu  Glu  Ala  Tyr

    290                 295                 300

Ile  Ala  Glu  Leu  Asp  Ser  Lys  Thr  Gly  Ala  Ser  Leu  Lys  Leu  Thr  Val

305                 310                 315                 320

Leu  Asn  Ala  Lys  Gly  Arg  Ile  Trp  Thr  Leu  Val  Ala  Gly  Gly  Gly  Ala

                325                 330                 335

Ser  Val  Val  Tyr  Ala  Asp  Ala  Ile  Ala  Ser  Ala  Gly  Phe  Ala  Asp  Glu

            340                 345                 350

Leu  Ala  Asn  Tyr  Gly  Glu  Tyr  Ser  Gly  Ala  Pro  Asn  Glu  Thr  Gln  Thr

        355                 360                 365

Tyr  Glu  Tyr  Ala  Lys  Thr  Val  Leu  Asp  Leu  Met  Thr  Arg  Gly  Asp  Ala

    370                 375                 380

His  Pro  Glu  Gly  Lys  Val  Leu  Phe  Ile  Gly  Gly  Gly  Ile  Ala  Asn  Phe

385                 390                 395                 400

Thr  Gln  Val  Gly  Ser  Thr  Phe  Lys  Gly  Ile  Ile  Arg  Ala  Phe  Arg  Asp

                405                 410                 415

Tyr  Gln  Ser  Ser  Leu  His  Asn  His  Lys  Val  Lys  Ile  Tyr  Val  Arg  Arg

            420                 425                 430

Gly  Gly  Pro  Asn  Trp  Gln  Glu  Gly  Leu  Arg  Leu  Ile  Lys  Ser  Ala  Gly

        435                 440                 445

Asp  Glu  Leu  Asn  Leu  Pro  Met  Glu  Ile  Tyr  Gly  Pro  Asp  Met  His  Val

    450                 455                 460

Ser  Gly  Ile  Val  Pro  Leu  Ala  Leu  Leu  Gly  Lys  Arg  Pro  Lys  Asn  Val
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465                 470                 475                 480

Lys  Pro  Phe  Gly  Thr  Gly  Pro  Ser  Thr  Glu  Ala  Ser  Thr  Pro  Leu  Gly

                485                 490                 495

Val

<210>  11

<211>  406

<212>  DNA

<213> 解脂耶氏酵母

<400>  11

agagaccggg  ttggcggcgc  atttgtgtcc  caaaaaacag  ccccaattgc  cccaattgac  60

cccaaattga  cccagtagcg  ggcccaaccc  cggcgagagc  ccccttctcc  ccacatatca  120

aacctccccc  ggttcccaca  cttgccgtta  agggcgtagg  gtactgcagt  ctggaatcta  180

cgcttgttca  gactttgtac  tagtttcttt  gtctggccat  ccgggtaacc  catgccggac  240

gcaaaataga  ctactgaaaa  tttttttgct  ttgtggttgg  gactttagcc  aagggtataa  300

aagaccaccg  tccccgaatt  acctttcctc  ttcttttctc  tctctccttg  tcaactcaca  360

cccgaaatcg  ttaagcattt  ccttctgagt  ataagaatca  ttcaaa  406

<210>  12

<211>  122

<212>  DNA

<213> 解脂耶氏酵母

<400>  12

gtgagtttca  gaggcagcag  caattgccac  gggctttgag  cacacggccg  ggtgtggtcc  60

cattcccatc  gacacaagac  gccacgtcat  ccgaccagca  ctttttgcag  tactaaccgc  120

ag  122

<210>  13

<211>  531

<212>  PRT

<213> 人工序列

<220>

<223>  TEF启动子-内含子序列

<400>  13

Ala  Gly  Ala  Gly  Ala  Cys  Cys  Gly  Gly  Gly  Thr  Thr  Gly  Gly  Cys  Gly

1               5                   10                  15

Gly  Cys  Gly  Cys  Ala  Thr  Thr  Thr  Gly  Thr  Gly  Thr  Cys  Cys  Cys  Ala

            20                  25                  30

Ala  Ala  Ala  Ala  Ala  Cys  Ala  Gly  Cys  Cys  Cys  Cys  Ala  Ala  Thr  Thr

        35                  40                  45

Gly  Cys  Cys  Cys  Cys  Ala  Ala  Thr  Thr  Gly  Ala  Cys  Cys  Cys  Cys  Ala

    50                  55                  60
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Ala  Ala  Thr  Thr  Gly  Ala  Cys  Cys  Cys  Ala  Gly  Thr  Ala  Gly  Cys  Gly

65                  70                  75                  80

Gly  Gly  Cys  Cys  Cys  Ala  Ala  Cys  Cys  Cys  Cys  Gly  Gly  Cys  Gly  Ala

                85                  90                  95

Gly  Ala  Gly  Cys  Cys  Cys  Cys  Cys  Thr  Thr  Cys  Thr  Cys  Cys  Cys  Cys

            100                 105                 110

Ala  Cys  Ala  Thr  Ala  Thr  Cys  Ala  Ala  Ala  Cys  Cys  Thr  Cys  Cys  Cys

        115                 120                 125

Cys  Cys  Gly  Gly  Thr  Thr  Cys  Cys  Cys  Ala  Cys  Ala  Cys  Thr  Thr  Gly

    130                 135                 140

Cys  Cys  Gly  Thr  Thr  Ala  Ala  Gly  Gly  Gly  Cys  Gly  Thr  Ala  Gly  Gly

145                 150                 155                 160

Gly  Thr  Ala  Cys  Thr  Gly  Cys  Ala  Gly  Thr  Cys  Thr  Gly  Gly  Ala  Ala

                165                 170                 175

Thr  Cys  Thr  Ala  Cys  Gly  Cys  Thr  Thr  Gly  Thr  Thr  Cys  Ala  Gly  Ala

            180                 185                 190

Cys  Thr  Thr  Thr  Gly  Thr  Ala  Cys  Thr  Ala  Gly  Thr  Thr  Thr  Cys  Thr

        195                 200                 205

Thr  Thr  Gly  Thr  Cys  Thr  Gly  Gly  Cys  Cys  Ala  Thr  Cys  Cys  Gly  Gly

    210                 215                 220

Gly  Thr  Ala  Ala  Cys  Cys  Cys  Ala  Thr  Gly  Cys  Cys  Gly  Gly  Ala  Cys

225                 230                 235                 240

Gly  Cys  Ala  Ala  Ala  Ala  Thr  Ala  Gly  Ala  Cys  Thr  Ala  Cys  Thr  Gly

                245                 250                 255

Ala  Ala  Ala  Ala  Thr  Thr  Thr  Thr  Thr  Thr  Thr  Gly  Cys  Thr  Thr  Thr

            260                 265                 270

Gly  Thr  Gly  Gly  Thr  Thr  Gly  Gly  Gly  Ala  Cys  Thr  Thr  Thr  Ala  Gly

        275                 280                 285

Cys  Cys  Ala  Ala  Gly  Gly  Gly  Thr  Ala  Thr  Ala  Ala  Ala  Ala  Gly  Ala

    290                 295                 300

Cys  Cys  Ala  Cys  Cys  Gly  Thr  Cys  Cys  Cys  Cys  Gly  Ala  Ala  Thr  Thr

305                 310                 315                 320

Ala  Cys  Cys  Thr  Thr  Thr  Cys  Cys  Thr  Cys  Thr  Thr  Cys  Thr  Thr  Thr

                325                 330                 335

Thr  Cys  Thr  Cys  Thr  Cys  Thr  Cys  Thr  Cys  Cys  Thr  Thr  Gly  Thr  Cys

            340                 345                 350

Ala  Ala  Cys  Thr  Cys  Ala  Cys  Ala  Cys  Cys  Cys  Gly  Ala  Ala  Ala  Thr

        355                 360                 365

Cys  Gly  Thr  Thr  Ala  Ala  Gly  Cys  Ala  Thr  Thr  Thr  Cys  Cys  Thr  Thr
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    370                 375                 380

Cys  Thr  Gly  Ala  Gly  Thr  Ala  Thr  Ala  Ala  Gly  Ala  Ala  Thr  Cys  Ala

385                 390                 395                 400

Thr  Thr  Cys  Ala  Ala  Ala  Ala  Thr  Gly  Gly  Thr  Gly  Ala  Gly  Thr  Thr

                405                 410                 415

Thr  Cys  Ala  Gly  Ala  Gly  Gly  Cys  Ala  Gly  Cys  Ala  Gly  Cys  Ala  Ala

            420                 425                 430

Thr  Thr  Gly  Cys  Cys  Ala  Cys  Gly  Gly  Gly  Cys  Thr  Thr  Thr  Gly  Ala

       435                 440                 445

Gly  Cys  Ala  Cys  Ala  Cys  Gly  Gly  Cys  Cys  Gly  Gly  Gly  Thr  Gly  Thr

    450                 455                 460

Gly  Gly  Thr  Cys  Cys  Cys  Ala  Thr  Thr  Cys  Cys  Cys  Ala  Thr  Cys  Gly

465                 470                 475                 480

Ala  Cys  Ala  Cys  Ala  Ala  Gly  Ala  Cys  Gly  Cys  Cys  Ala  Cys  Gly  Thr

                485                 490                 495

Cys  Ala  Thr  Cys  Cys  Gly  Ala  Cys  Cys  Ala  Gly  Cys  Ala  Cys  Thr  Thr

            500                 505                 510

Thr  Thr  Thr  Gly  Cys  Ala  Gly  Thr  Ala  Cys  Thr  Ala  Ala  Cys  Cys  Gly

        515                 520                 525

Cys  Ala  Gly

    530

<210>  14

<211>  37

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  14

gactgtcgac  agagaccggg  ttggcggcgc  atttgtg  37

<210>  15

<211>  50

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  15

gactggtacc  tcaagatgca  tagcacgcgt  tttgaatgat  tcttatactc  50

<210>  16

<211>  28
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<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  16

ggcagtcgac  agagaccggg  ttggcggc  28

<210>  17

<211>  44

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  17

ttattcacgc  gtgtagatac  gtactgcaaa  aagtgctggt  cgga  44

<210>  18

<211>  26

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  18

aatgaccatg  attacggatt  cactgg  26

<210>  19

<211>  40

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  19

ctaggtggat  ccttattttt  gacaccagac  caactggtaa  40

<210>  20

<211>  33

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  20

taaccgcaga  ccatgattac  ggattcactg  gcc  33

<210>  21
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<211>  37

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  21

ctaggtatgc  atatgaccat  gattacggat  tcactgg  37

<210>  22

<211>  40

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  22

cttacaggta  ccttattttt  gacaccagac  caactggtaa  40

<210>  23

<211>  30

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  23

gactacgcgt  cacaatgcga  ctgcaattga  30

<210>  24

<211>  30

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  24

tagcatgcat  tcacaacccc  ttgagcagct  30

<210>  25

<211>  26

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  25

aatgcgactg  caattgagga  cactaa  26
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<210>  26

<211>  32

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  26

cgttgaatcg  atttcggaca  cgggcatctc  ac  32

<210>  27

<211>  38

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  27

taaccgcaga  ctatcgactc  acaatactac  aagtcgcg  38

<210>  28

<211>  37

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  28

ctaggtatgc  atttactcaa  tcattcggaa  ctctggg  37

<210>  29

<211>  25

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  29

cccggcaaca  attaatagac  tggat  25

<210>  30

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  30
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ttcggacacg  ggcatctcac  20

<210>  31

<211>  36

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  31

cttacaacgc  gtatgtctgc  caacgagaac  atctcc  36

<210>  32

<211>  36

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  32

ctaggtatgc  atctatgatc  gagtcttggc  cttgga  36

<210>  33

<211>  35

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  33

cttacaacgc  gtatgtcagc  gaaatccatt  cacga  35

<210>  34

<211>  36

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  34

ctaggtatgc  atttaaactc  cgagaggagt  ggaagc  36

<210>  35

<211>  25

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸
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<400>  35

aatggtgaaa  aacgtggacc  aagtg  25

<210>  36

<211>  36

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  36

ctcacaggat  ccctaagcag  ccatgccaga  catacc  36

<210>  37

<211>  25

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  37

cccggcaaca  attaatagac  tggat  25

<210>  38

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  38

ttcggacacg  ggcatctcac  20

<210>  39

<211>  18

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  39

tccaggccgt  cctctccc  18

<210>  40

<211>  21

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>
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<223> 合成的寡核苷酸

<400>  40

ggccagccat  atcgagtcgc  a  21

<210>  41

<211>  21

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  41

aacggaggag  tggtcaagcg  a  21

<210>  42

<211>  21

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  42

ttatggggaa  gtagcggcca  a  21

<210>  43

<211>  23

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  43

gaccgactcc  aacaaggacc  ctt  23

<210>  44

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  44

gggttgggca  caagcagcat  20

<210>  45

<211>  23

<212>  DNA

<213> 人工序列
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<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  45

gcttctcacg  gaggtcatac  agt  23

<210>  46

<211>  21

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  46

ctgcggcaat  accgttgtta  g  21

<210>  47

<211>  22

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  47

cctccttggt  gaggttggtg  gt  22

<210>  48

<211>  21

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  48

gcgacgatgg  gcttcttgat  c  21

<210>  49

<211>  20

<212>  DNA

<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  49

ccttcaaggg  catcatccgg  20

<210>  50

<211>  21

<212>  DNA
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<213> 人工序列

<220>

<223> 合成的寡核苷酸

<400>  50

cgcctcgtcg  cacgtaaatc  t  21
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图2

图3
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图4

图5
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图6

图7

说　明　书　附　图 4/10 页

104

CN 109468241 A

104



图8
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图9
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图10

图11
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图12

图13
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图14

图15
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图16
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