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权 利 要 求 书  
  
1、一种产 3-羟基丙酸的工程菌的构建方法，其特征在于，所述构建方法包括： 

在宿主菌株中导入 MCRC 基因和 MCRN 基因，并将宿主菌株的 FAS1 基因的启动子 P FAS1 替换为 PHXT1； 

所述 MCRC 基因编码的多肽为来源于 Chloroflexus aurantiacus 的丙二酰-CoA 还原酶的 1-549 氨基酸； 

所述 MCRN 基因编码的多肽为来源于 Chloroflexus aurantiacus 的丙二酰-CoA 还原酶的 550-1219 氨基酸的突

变体 N940V/K1106W/S1114R； 

所述宿主菌株选自酿酒酵母中的任一种。 

 

2、根据权利要求 1 所述的构建方法，其特征在于，所述 MCRC 基因的核苷酸序列如 SEQ ID NO：2 所示； 

所述 MCRN 基因的核苷酸序列如 SEQ ID NO：1 所示。 

 

3、根据权利要求 1 所述的构建方法，其特征在于，所述在宿主菌株中导入 MCRC 基因和 MCRN 基因选自(a)~(c)

中的任一种： 

（a）将 DNA 片段 PGAL7-MCRN -TDIT1整合到宿主菌株的 XI-1 位点；将含有 PGAL1,10 -MCRC- TTDH2的游离型质

粒转入宿主菌株； 

（b）将 DNA 片段 PGAL7-MCRN -TDIT1 整合到宿主菌株的 XI-1 位点；将含有 PGAL1,10 -MCRC- TTDH2的游离型质

粒转入宿主菌株；将 DNA 片段 PTDH3-MCRN-TFBA1-TDIT1- MCRC-PTDH3 整合到宿主菌株的 XII-3 位点; 

（ c ） 将 DNA 片 段 PGAL7-MCRN-TDIT1 整 合 到 宿 主 菌 株 的 XI-1 位 点 ； 将 DNA 片 段

PTDH3-MCRN-TFBA1-TDIT1-MCRC-PTDH3 整合到宿主菌株的 XII-3 位点；将 DNA 片段 TFBA1-MCRN-PGAL1,10-MCRC-TDIT1

整合到宿主菌株的 XII-5 位点。 

 

4、根据权利要求 1 所述的构建方法，其特征在于，所述构建方法还包括强化中心碳代谢途径： 

将 MmACL、RtME、’MDH3、CTP1、MPC1、MPC3、AnACLa、AnACLb、RtCIT1、IDP2、YHM2、GND1、TKL1、

TAL1 和 ZWF1 基因导入宿主菌株； 

将宿主菌株的 PYC1 基因的启动子由 PPYC1 替换为 PTEF； 

将宿主菌株的 PGI1 基因的启动子由 PPGI1 替换为 PCOX9； 

将宿主菌株的 ACC1 基因的启动子由 PACC1 替换为 PTEF； 

将宿主菌株的 IDH2 基因的启动子由 PIDH2 替换为 PGSY1； 

优选地，所述构建方法还包括强化中心碳代谢途径： 

将 DNA 片段 PTPI-MmACL-TFBA1-TCYC1-RtME-PTDH3-PtHXT7-’MDH3-TTDH2-TADH1-CTP1-PPGK1 整合到宿主菌株的

HIS3 位点； 

将宿主菌株的 PYC1 基因的启动子由 PPYC1 替换为 PTEF； 

将 DNA 片段 PTPI1-MPC1-TMPC1-TDIT1- -MPC3-PPGK1 整合到宿主菌株的 X-4 位点； 

将 DNA 片段 TCYC1-AnACLa-PGAL1,10-AnACLb-TADH1 整合到宿主菌株的 X-2 位点； 

将 DNA 片段 PTPI1-RtCIT1-TFBA1-TCYC1-IDP2-PTDH3-PTEF1-YHM2-TGAL1 整合到宿主菌株的 GAL1、GAL7、GAL10

基因位点，即整合该 DNA 片段的同时敲除 GAL1、GAL7、GAL10 三个基因； 

将DNA片段PCOX9-TCYC1-GND1-PTDH3-PtHXT7-TKL1-TTDH2-TADH1- TAL1-PPGK1- PTEF1-ZWF1-TZWF1整合到宿主菌株的
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PPGI1 位点，即整合 GND1、TKL1、TAL1 和 ZWF1 基因的同时把 PGI1 启动子由 PPGI1 替换为 PCOX9； 

将宿主菌株的 ACC1 基因的启动子由 PACC1 替换为 PTEF； 

将宿主菌株的 IDH2 基因的启动子由 PIDH2 替换为 PGSY1。 

 

5、根据权利要求 3 或 4 所述的构建方法，其特征在于，将 DNA 片段整合到宿主菌株或替换宿主菌株中基因的

启动子通过采用 CRISPR/Cas9 技术实现。 

 

6、根据权利要求 1 所述的构建方法，其特征在于，所述构建方法还包括回补 URA3 基因。 

 

7、根据权利要求 1 所述的构建方法，其特征在于，所述构建方法还包括细胞融合形成双倍体。 

 

8、根据权利要求 1 所述的构建方法，其特征在于，所述宿主菌株选自酿酒酵母 CEN.PK 113-11C、酿酒酵母

CEN. PK 110-10C 中的任一种。 

 

9、根据权利要求 1~8 任一项所述的构建方法构建得到的产 3-羟基丙酸的工程菌。 

 

10、根据权利要求 1~8 任一项所述的构建方法构建得到的产 3-羟基丙酸的工程菌、权利要求 9 所述的产 3-羟基

丙酸的工程菌在制备 3-羟基丙酸中的应用。


