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CYS3基因的敲除及其对Saccharomyces cerevisiae 
3-甲硫基丙醇合成代谢的影响

刘 丽1，张 婵1,2,*，梁婧如1，王成涛1,2,*，赵吉兴3

（1.北京工商大学 北京市食品添加剂工程技术研究中心，北京 100048；2.北京市食品风味化学重点实验室，北京 100048；
3.山东中惠食品有限公司，山东 惠民 251706）

摘  要：研究胱硫醚γ-裂解酶基因CYS3敲除对S. cerevisiae 3-甲硫基丙醇合成代谢的影响。将编码胱硫醚-γ-裂解酶

的CYS3基因和抗性标记基因Zeocin克隆，构建敲除组件CYS3Δ:Zeocin，醋酸锂法将其转化导入S. cerevisiae S288C表
达，构建CYS3基因敲除的工程菌。结果表明：摇瓶发酵120 h时，工程菌S. cerevisiae C3和S. cerevisiae S288C的3-甲
硫基丙醇生成量分别为0.60 g/L和0.94 g/L，S. cerevisiae C3较野生型S288C的3-甲硫基丙醇生成量降低36.2%。说明

CYS3基因敲除对S. cerevisiae的3-甲硫基丙醇有较大影响，并呈现负调节作用。

关键词：酿酒酵母；胱硫醚-γ-裂解酶；基因敲除；3-甲硫基丙醇合成；负调节
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Abstract: This work studied effects of knockout of gene CYS3 on methionol anabolism in Saccharomyces cerevisiae  
(S. cerevisiae). A fragment of gene CYS3 and the resistance marker gene Zeocin were cloned and a construct of knockout 
of gene CYS3 CYS3Δ:Zeocin was built. Using chemical lithium acetate method, the component（CYS3Δ:Zeocin）was 
introduced into S. cerevisiae S288C and an engineering bacterium with the knockout of gene CYS3 was obtained. The 
results showed that methionol yields of S. cerevisiae C3 and S. cerevisiae S288C were 0.60 g/L and 0.94 g/L in shake flask 
fermentation at 120 h, respectively. Compared to that of S. cerevisiae S288C, the methionol yield of S. cerevisiae C3 was 
decreased by 36.2%. These results suggested that knockout of gene CYS3 had a great influence on methionol anabolism, 
which appeared to play a negatively regulatory role. 
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3-甲硫基丙醇（又名菠萝醇，methionol）是我国芝

麻香型白酒的特征性香味物质，也是葡萄酒、啤酒、威

士忌、白兰地、酱油、豆酱、奶酪等多种发酵食品的重

要香气组分[1-2]。3-甲硫基丙醇的香气阈值较低，在食品

中建议添加量为0.1～10 mg/kg，其风味按浓度变化依

次呈现出麦芽香味、香油味和熟土豆味，常用于调配菠

萝、柑橘、辣根、番茄、洋葱、猪肉、牛肉、鸡肉、巧

克力、酒用香精等多种香精[1-2]。目前，3-甲硫基丙醇的

生产方法主要是化学合成 [2-3]，尽管化学合成法成本廉

价，但存在诸如原料毒性高、合成过程污染大、有毒副

产物难于完全去除等问题。微生物转化制备的天然香

料，其构型、手性单一，有助于香气品质的提高，是近

年来天然香料制备的重要发展方向[3-8]。

Philippe[5]和Landaud[6]等利用13C-核磁共振（nuclear 
magnetic resonance，NMR）、气相色谱-质谱联用仪（gas 
chromatograph-mass spectrometer-computer，GC-MS）研
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究酿酒酵母（S. cerevisiae）的突变株，初步确定了L-蛋
氨酸（methionine，L-Met）生成3-甲硫基丙醇的代谢途

径和调控酶。L-蛋氨酸首先在氨基转移酶的作用下通过

转氨反应生成α-酮-γ-甲硫基-丁酸，然后在脱羧酶作用下

脱羧生成3-甲硫基丙醛，最后在还原酶作用下还原生成3-
甲硫基丙醇。L-蛋氨酸在胱硫醚-γ-裂解酶（cystathionine-
gamma-lyase，EC4.4.1.1，Cys3）作用下转化生成甲硫

醇、α-酮丁酸和氨气[9-10]，这是酿酒酵母的L-蛋氨酸分解

代谢另一个途径。Rebeille等[11]克隆了拟南芥编码MGL的
cDNA，发现拟南芥分解代谢蛋氨酸是去甲硫基反应开

始的。Alting等[12]研究认为，Cys3是广泛底物催化活性的

酶，在不同生物体中参与不同代谢反应，其作用不尽相

同。NCBI数据库资料表明，S. cerevisiae的胱硫醚-γ-裂解

酶由CYS3基因编码表达，该酶参与蛋氨酸、半胱氨酸、

胱硫醚的分解代谢。Caroline等 [13]研究了Oenococcus oeni 
的Cys3酶参与去硫基团反应，可催化L-蛋氨酸生成甲硫

醇、胱硫醚生成丙酮酸、半胱氨酸生成α-酮丁酸等，过

量表达该酶基因的工程菌株，其酶活性显著增高，相关

产物生成量明显增加。本实验克隆S. cerevisiae S288C的
CYS3基因，并与抗性标记基因Zeocin连接，构建敲除组

件CYS3Δ:Zeocin，将其转化整合到S288C基因组，构建

CYS3基因敲除的S. cerevisiae工程菌，研究探索CYS3基因

敲除对L-蛋氨酸分解代谢的调控效应及其3-甲硫基丙醇合

成代谢的影响。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

酿酒酵母 S a c c h a ro m y c e s  c e re v i s i a e  S 2 8 8 C
（ATCCR26108TM）、大肠杆菌E. coli TOP10感受态细胞   
天根生化科技（北京）有限公司；pPICZα A,B,C 本实

验室保存。

质粒提取试剂盒 天根生化科技（北京）有限公

司；DNA Marker 北京全式金生物技术有限公司；

Prime STARTM DNA Polymerase、限制性内切酶、T4 
DNA连接酶 美国Promega公司；酵母提取物、胰蛋白

胨 美国Oxoid公司；甲醇（色谱纯） 天津市西华

特种试剂厂；3-甲硫基丙醇（分析纯） 美国Sigma公
司；其余试剂均为国产分析纯。

1.2 培养基  
Luria-Bertani（LB）培养基：蛋白胨1 g/100 mL、酵母

粉0.5 g/100 mL、氯化钠1 g/100 mL，添加100 μg/mL氨苄青

霉素筛选转化子，固体培养基添加1.6 g/100 mL琼脂粉。

酵母浸出粉胨葡萄糖培养基（yeast extract peptone 
dextrose，YPD）培养基：蛋白胨2 g/100 mL、酵母

粉1 g/100 mL、葡萄糖2 g/100 mL，固体培养基另加

1.5 g/100 mL的琼脂粉。添加不同浓度的Zeocin用于筛选

酵母转化子。

发酵培养基I[14]：L-蛋氨酸 10 g/L、KH2PO4 1.24 g/L、
K2HPO4 0.16 g/L，调节pH 5.0，121 ℃灭菌20 min；葡萄

糖20 g，溶于0.1 L蒸馏水，0.22 µm滤膜除菌；无氨基酸

氮源1.7 g，溶解于0.1 L蒸馏水，0.22 µm滤膜除菌。

1.3 引物设计

本实验所用引物序列如表1所示。

表 1 实验所用引物

Table 1 The sequences of primers used in this study

引物名称 引物序列（5’→3’） 酶切位点

CYS3-F  ATGACTCTACAAGAATCTGATAAAT   

CYS3-R TTAGTTGGTGGCTTGTTTC   

Zeocin-F TCGAT CGATCG CCCACACACCATAGCTTC SalⅠ
Zeocin-R TCGAT CGATCG AGCTTGCAAATTAAAGCC EcoRⅠ

1.4 PCR扩增及敲除组件CYS3Δ:Zeocin的构建  
对酿酒酵母S. cerevisiae采用酶法破壁[15]后提取其

基因组，根据GenBank公布S. cerevisiae的胱硫醚-γ-裂
解酶基因CYS3（NM-001178157）序列设计引物，以 

S. cerevisiae基因组为模板，聚合酶链式反应（polymerase 
chain reaction，PCR）扩增CYS3基因。利用表2的PCR
反应体系，总体积为50 μL，反应程序：94 ℃、5 min，
94 ℃、30s，54 ℃、40 s，72 ℃、40～80 s，34 个循环，

72 ℃延伸10 min。利用CYS3基因序列上单一酶切位点

SalI和EcoRI将Zeocin基因插入CYS3基因序列中，构建敲

除组件CYS3Δ:Zeocin，实现CYS3基因的敲除和Zeocin抗
性基因表达。

表 2 PCR反应体系

Table 2 Components of PCR reaction system

CYS3基因PCR扩增反应体系 Zeocin基因PCR扩增反应体系

试剂 用量/μL 试剂 用量/μL
CYS3-F 1.0 Zeocin-F 1.0 
CYS3-R 1.0 Zeocin-R 1.0 

酵母基因组 1.0 pPICZα A,B,C质粒 1.0 
DNA polymerase 0.4 DNA polymerase 0.4 

5×Prime STAR buffer 10.0 5×Prime STAR buffer 10.0
dNTP mixture 4.0 dNTP mixture 4.0 

ddH2O 32.6 ddH2O 32.6

1.5 敲除组件CYS3Δ:Zeocin的构建与鉴定

敲除组件CYS3Δ:Zeocin的构建策略如图1所示。将

带有SalⅠ和EcoRI酶切位点的CYS3基因片段，37 ℃过

夜双酶切，回收；回收带有SalⅠ和EcoRI酶切位点的

Zeocin片段。上述两回收片段经T4 DNA Ligase 于16 ℃
连接过夜，连接产物转化于E. coli TOP10 感受态细胞，

选取阳性菌落扩增繁殖进行重组质粒提取并测序。以测

序正确的阳性转化子质粒为模板，扩增得到敲除组件

CYS3Δ:Zeocin片段，用于转化酿酒酵母。
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图 1 敲除组件CYS3Δ: Zeocin的构建策略

Fig.1 Building strategy of knocking out gene CYS3 CYS3Δ: Zeocin

1.6 敲除组件CYS3Δ:Zeocin转化酿酒酵母

采用LiAc法[16]（Invitrogen公司提供）制作酿酒酵母

感受态细胞及敲除组件的转化，Zeocin抗性筛选阳性转化

子，获得的转化子经PCR验证。

1.7 阳性转化子及野生菌株的发酵培养

将S. cerevisiae C3、S. cerevisiae S288C分别接种到含YPD
液体培养基中，30 ℃、220 r/min活化24 h，转入发酵培养

基Ⅰ中发酵。发酵18h后取适量发酵液，以后每隔24 h取 

1 次，高效液相色谱（ h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d 
chromatography，HPLC）检测发酵液中3-甲硫基丙醇含量。

1.8 发酵产物3-甲硫基丙醇的检测

于8 000 r/min离心15 min发酵培养液，上清液于 

H P L C检测 3 -甲硫基丙醇 [ 1 7 - 1 8 ]。采用L C - 2 0 A岛津

液相色谱仪，检测条件：色谱柱 R P - C 1 8色谱柱

（4.6 mm×150 mm，5 μm），V（甲醇）∶V（水）= 
40∶60作为流动相，检测波长215 nm，进样量10 μL，流

速1.0 mL/min。
1.9 统计分析

所有实验都进行3 次重复，数据采用SPSS18.0软件

分析，结果以 ±s表示，组间数据比较用单因素方差分

析，P＜0.05表示差异显著，P＜0.01表示差异极显著。

2 结果与分析 

2.1 胱硫醚-γ-裂解酶基因CYS3的克隆

M 1 2

8 000 bp
5 000 bp
3 000 bp
2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

M. DL8000 Marker；1. CYS3基因片段；2. 胶回收后的CYS3基因片段。

图 2 PCR扩增CYS3基因的电泳图谱

Fig.2 The electrophoretogram of PCR amplification of gene CYS3

根据GenBank报道，CYS3基因大小为1 184 bp。以

S. cerevisiae S288C基因组为模板，设计引物CYS3-F和
CYS3-R，PCR扩增CYS3基因，1%琼脂糖凝胶电泳PCR产
物如图2所示，泳道1、2的1 200 bp左右有一条明显扩增

带，其大小与文献报道的一致[19]。

2.2 敲除组件中Zeocin基因序列的克隆

2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

2 1 M

M. DL2000 Marker；1. Zeocin基因片段；2.胶回收后的Zeocin基因片段。

图 3 PCR扩增Zeocin基因的电泳图谱 

Fig.3 The electrophoretogram of PCR amplification of gene Zeocin

采用引物Zeocin-F和Zeocin-R扩增Zeocin基因。图3的
Zeocin基因扩增产物电泳条带大小为1 100 bp左右，与预

期大小1 128 bp相符，试剂盒回收后送生工生物工程（上

海）股份有限公司测序验证。

2.3 敲除组件CYS3Δ:Zeocin 的构建及转化

回收片段经T4 DNA Ligase连接过夜，蓝白斑筛选

得到阳性转化子，提取阳性菌落测序。以测序正确的

阳性转化子质粒为模板，以蓝斑菌为阴性对照，扩增

得到敲除组件CYS3Δ:Zeocin片段（图4），并转化导入

S. cerevisiae S288C，Zeocin抗性筛选阳性克隆子（图

5）。分别提取阳性转化子和野生菌基因组，并设计引物

CYS3-F和CYS3-R PCR验证，从阳性转化子S. cerevisiae C3

扩增出大小为2 100 bp左右的特异性条带CYS3Δ:Zeocin，
野生型基因组条带大小为1 200 bp，与预期相符（图

6），说明敲除组件CYS3Δ:Zeocin已转入S. cerevisiae 
S288C菌株，成功构建了工程菌S. cerevisiae C3。

8 000 bp
5 000 bp
3 000 bp
2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

21 M

M. DL8000 Marker；1. CYS3Δ:Zeocin片段；2.阴性对照。 

图 4 敲除组件CYS3Δ: Zeocin的PCR电泳图谱

Fig.4 The electrophoretogram of PCR amplification of CYS3Δ: Zeocin 
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图 5 S. cerevisiae C3阳性转化子的筛选

Fig.5 Screening of the positive transformation of S. cerevisiae C3

8 000 bp
5 000 bp
3 000 bp2 000 bp

1 000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

M 1 2

M. DL8000 Marker；1. S. cerevisiae C3基因组为模板扩增的基

因片段；2. S. cerevisiae S288C基因组为模板扩增的基因片段。

图 6 S. cerevisiae C3的PCR验证

Fig.6 Validation of S. cerevisiae C3

2.4 CYS3基因敲除对S. cerevisiae 3-甲硫基丙醇合成代

谢及Cys3酶活性的影响

将工程菌S. cerevisiae C3和野生型菌株S. cerevisiae 
S288C活化后接种于发酵培养基I，摇瓶发酵，定时取

样检测。由图7可知，发酵24 h后，S. cerevisiae C3和 

S. cerevisiae S288C的3-甲硫基丙醇生成量趋于稳定；发

酵120 h时，S. cerevisiae C3和S. cerevisiae S288C的3-甲硫

基丙醇生成量分别为0.60、0.94 g/L，S. cerevisiae C3的

目的产物生成量较野生型菌株降低36.2%（P＜0.01）。

野生型S. cerevisiae S288C表现出一定的胱硫醚-γ-裂解酶

（Cys3）活性，而工程菌C3未检测到Cys3酶活性。

3-
/

g/
L

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

0 18 36 54 72 90 108
/h

S.cerevisiae S288C S.cerevisiae C3

图 7 野生型和工程菌株的3-甲硫基丙醇产量比较

Fig.7 Comparison of methionol yields between S. cerevisiae S288C and 

S. cerevisiae C3

3 讨 论

微生物的L-蛋氨酸分解代谢主要由胱硫醚-γ-裂解

酶、去甲硫基酶（EC4.4.1.11，methionine gamma-lyase）
或其同功酶（cystathionine β-lyase，CBL）催化完成。

Lee等[20]发现瑞士乳杆菌在以L-蛋氨酸为底物时，过量

表达去甲硫基酶的同功酶基因CBL，构建的工程菌比野

生型菌株或CBL缺失突变株产生更多甲硫醇。本课题组

前期研究中并未检测出S. cerevisiae S288C的去甲硫基酶

活性存在，设计引物也未PCR克隆出其MGL基因，这与

Philippe等[5]研究报道一致。

本实验构建了胱硫醚-γ-裂解酶基因CYS3敲除的工程

菌S. cerevisiae C3，研究CYS3基因敲除对S. cerevisiae的L-
蛋氨酸分解代谢途径的影响。结果表明，敲除胱硫醚-γ-
裂解酶基因CYS3对S. cerevisiae的3-甲硫基丙醇生物合成

代谢有显著性影响，摇瓶发酵120 h时工程菌S. cerevisiae 
C3的3-甲硫基丙醇产量较野生型S288C降低了36.2%，目

的产物3-甲硫基丙醇产量有较大程度的降低，呈现明显

负调节作用。这一结果与国外一些相关性研究有一定差

异，Knoll等 [13]研究了Oenococcus oeni的胱硫醚-γ-裂解酶

参与去硫基团反应，过量表达CYS3基因的菌株，其酶活

性显著增高，L-蛋氨酸的代谢相关中间产物生成量明显

增加。Alting等[12]研究认为，Cys3是广泛底物催化活性

的酶，在不同生物体中参与不同代谢反应，其作用不尽

相同，Lactococcus lactis裂解酶（β-Lyase）在干酪风味

物质形成过程中发挥一定作用，可催化L-蛋氨酸生成甲

硫醇、胱硫醚生成丙酮酸、半胱氨酸生成α-酮丁酸等。

NCBI数据库资料表明，S. cerevisiae的胱硫醚-γ-裂解酶由

CYS3基因编码表达，该酶参与蛋氨酸、半胱氨酸、胱硫

醚的分解代谢。本结果是CYS3基因对S. cerevisiae的3-甲
硫基丙醇合成代谢呈现负调节效应，推测CYS3基因编码

的胱硫醚-γ-裂解酶，可能同时调节多个代谢途径，CYS3
基因的敲除可能影响其他代谢途径，导致酿酒酵母正常

代谢失调，从而影响了3-甲硫基丙醇合成，其机理有待

深入研究。
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