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肉毒碱乙酰转移酶基因敲除对长链二元酸生产代谢过程的影响

高 弘 张 剑 华玉涛 李 春 曹竹安"

（清华大学化学工程系生物化工研究所 北京 #%%%9!）

摘 要：在利用热带假丝酵母发酵生产长链二元酸的过程中，脂肪酸将进入!:氧化途径，代谢产生能量，从而降低

产物收率。首次以负责运输的肉毒碱乙酰转移酶为改造目标，在肉毒碱乙酰转移酶基因中插入潮霉素 7 抗性基

因，构建 I1J 转化质粒，并进行一次同源重组，得到肉毒碱乙酰转移酶基因单拷贝敲除的基因工程菌。根据摇瓶

实验结果，该基因工程菌与原始菌株相比，十三碳二元酸的产量与摩尔转化率分别提高了 #5K%L和 ##K9L。
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长链二元酸（N’EF 6G/>E I>?/-,’;0(>? J?>A，I6J）

是合成工程塑料、香料、耐寒增塑剂、涂料、液晶等物

质的一种重要的化工原料［#］，目前主要利用热带假

丝酵 母（ !"#$%$" &’()%*"+%,）转 化 烷 烃 的 生 物 法 生

产［$］。

在热带假丝酵母转化烷烃生产长链二元酸的过

程中［5 O !］，烷烃被转运进入细胞后，首先由细胞色素

P!"% 酶氧化生成":一元醇，再进一步被氧化生成":
一元酸，这被称为":氧化过程。接着，":一元酸由同

样的酶系催化，经过#:氧化途径被氧化生成"、#:二
元酸。在"、#:氧化过程中生成的一元酸和二元酸

都可以进入微体，经过!:氧化被代谢消耗，降解为乙

酰辅酶 J 或丙酰辅酶 J，产生细胞生命活动所需的

能量。但这个过程存在能量的无益消耗，对于提高

烷烃的转化率和二元酸的产量是极为不利的。

根据 P>?/C/FF>’ 等［"］的报道，通过阻断!:氧化中

的脂酰辅酶 J 氧化酶可以提高长链二元酸的转化

率。但是，这种方法需要把 ! 个同工酶全部阻断才

能达到理想的效果，因此具体操作过程比较繁琐。

而且，后来 Q/-/ 等［4］无法重复这个实验的结果，所

以，这种方法的可行性和有效性还有待商榷。重要

的是，如果完全阻断!:氧化可能会严重影响能量提

供，从而抑制菌体的生长。

在一元酸和二元酸向!:氧化途径转运的过程

中，肉毒碱脂酰转移酶起到了重要的作用。肉毒碱

乙酰转移酶（6/-E>C>E+ /?0(C-/EDR+-/D+，6J8）就是其中

之一。因为脂肪酸!:氧化的产物乙酰辅酶 J 不能

通过微体膜，而 6J8 能可逆地催化乙酰辅酶 J 生成

乙酰肉毒碱，乙酰肉毒碱可以通过微体膜［3］，从而实

现乙酰辅酶 J 在各微体间的转运。

通过代谢流分析得知，脂酰辅酶 J 的转运过程

是!:氧化的限速步骤。而且热带假丝酵母是二倍

体，没有有性周期，为不完全阻断!:氧化，保证细胞

能量的供应，同时考察!:氧化过程中脂肪酸无谓消

耗的程度，本文首次将代谢途径中负责运输的酶作

为改造对象，得到了 6J8 第一拷贝缺失的重组菌

株，只缺失了热带假丝酵母中 6J8 两个等位基因中

的一个基因，并系统考察了 6J8 基因缺失重组菌在

生长特性、产酸和烷烃转化率等方面与原始菌的区

别。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主要试剂：乙酰辅酶 J、N:6/-E>C>E+ 和 "，"S:
I>CG>’:,>D（$:1>C-’,+E@’>? /?>A）（I817）购自 T>F=/ 公

司。潮 霉 素 7 购 自 U’?G+ 公 司，限 制 性 内 切 酶、

VW6#9 质粒，均购自 8/X/U/ 公司，质粒 VW6J8PQ 由

中国农业大学植保学院赠送。质粒纯化试剂盒购自

北京赛百盛基因技术有限公司。E:十三烷（E:6#5）由

抚顺化工二厂提供，其中 E:6#5 含量大于 29K"L，其

它主要的成分为 E:6#$，约占 #L。玉米浆由华北制

药厂提供。其它试剂均为分析纯。



!"!"# 菌 种 和 培 养 基：热 带 假 丝 酵 母（ !"#$%$"
&’()%*"+%,）菌株 ! ! & ! "#$%#，由清华大学化学工程系

生物化工研究所保藏。

&’( 培养基：每升含酵母粉 #$)，蛋白胨 *$)，葡

萄糖 *$)，+,-.$，培养重组菌时加入一定浓度的潮

霉素 /。种子培养基：每升含蔗糖 0$)，（1,2 ）* 342

$.5)，玉 米 浆 #)，酵 母 膏 #)，1678 #)，9,*’42 2)，
16*,’42 *)，尿素 #.5)，:)342 #.5);<，+,=.5，尿素和

硫酸镁分消。3( 培养基：每升含 &1/（(>?@A &B6CD
1>DEA)BF /6CB）=.-)，葡萄糖 *$)。
!"# $%& 酶活测定

参照 />BGBE 等［H］提出的测定肉毒碱棕榈酰转移

酶（7’I）酶活的方法，用 (I1/ 方法测定 7JI 酶活

并计算比酶活结果（以 K;L) 细胞组织表示，细胞组

织指线粒体与过氧化物酶体）。

!"’ $%& 酶基因的扩增

经实验确定，"#$%# 中的 7JI 基因与 MBF/6FN
公布的 ! ! &’()%*"+%, 中的 7JI 基因相同，因此根据该

基因 序 列 设 计 了 引 物。引 物 序 列 分 别 为 ’#：5O%
7J7IM7IIMJM7I77J7JJJ%0O；’*：5O%M7IJJJI77
IM7JMM7JJ%0O；’0：5O%JJMIJ7J77MM7JJMJI7JM
J77%0O；’2：5O%JM7IJIIIJ777M7JMMJ7JIJI77%0O；
其中 ’# 和 ’* 用来扩增 7JI 基因序列，分别加入

-"*!和 -,.H0H-!酶切位点。’0 和 ’2 扩增重组质

粒中的 PQ)/%7JI 片段，用来验证质粒。

!"( 重组质粒 )*$++,-./!, 和中间载体 )*$++,
的构建

以 ’# 和 ’* 为引物，从热带假丝酵母 "#$%# 基

因组上扩增得到约 #=$$ 个 G+ 的 7JI 基因片段。用

-"*!和 -,.H0H-!双酶切该片段和 +K7#H 质粒，将

两者连接起来得到质粒 +K7335。将带有能够在酵

母中表达的启动子的潮霉素 / 抗性基因用 -"+!酶

从质粒 +K7JI’, 上切下，插入到质 粒 +K7335 上

7JI 基 因 中 的 -"+ ! 酶 切 位 点 上，得 到 质 粒

+K7335PQ)#5。质粒用质粒纯化试剂盒提取。

!", 敲除法用于 $%& 单拷贝基因缺失株的构建

参照 <>C6 等［R］的方法，用 -,.H0H-!和 -"*!酶

解 +K7335PQ)#5 质粒，得到的线性 (1J 用来转化热

带假丝酵母菌株 "#$%#，涂布于 3( 平板。筛选具有

潮霉素 / 抗性的菌株。

# 结果和分析

#"! 热带假丝酵母 0!12! 的潮霉素抗性

潮霉素 / 是含有氨基和多醇的氨基糖苷类抗

生素，其作用机制是通过抑制在核糖体上多肽的转

移，从而抑制原核和真核生物蛋白质的合成［#$］，是

在酵母中使用比较普遍的一种抗生素。在 &’( 培

养基中分别加入不同浓度的潮霉素 /，培养 "#$%#
菌株，*$P 后 到 达 指 数 生 长 期 末 期，测 定 菌 液 在

=*$FL 处的吸光度。

结果（图 #）说明，当 &’( 培养基中潮霉素 / 的

浓度达到 *$$L);< 以上时，热带假丝酵母菌株 "#$%#
就无法生长。该结果为用潮霉素 / 抗性筛选重组

菌提供了依据。

图 ! 0!12! 对潮霉素 3 的耐受性研究

">)!# ,Q)EALQ@>F / EBC>CD6F@B A? "#$%#

#"# $%& 基因单拷贝缺失菌株的构建和验证

为了在不影响菌体生长的条件下提高二元酸的

产量和烷烃的转化率，我们提出对脂肪酸"%氧化转

运过程进行部分阻断，因此构建了 7JI 基因单拷贝

缺失的菌株。首先构建了用于敲除 7JI 基因的质

粒 +K7335PQ)#5。在热带假丝酵母的 7JI 基因中只

有一 个 -"+!位 点，位 于 第 -HR 个 G+ 处，质 粒

+K7335PQ)#5 中两段被 -"+!位点分开的 7JI 同源

片段长度都在 2$$G+ 以上，能够有效地实现同源重

组。+K7335PQ)#5 用 -"*!和 -,.H0H-!酶解得到线

性化质粒，包含两段 7JI 基因和潮霉素 / 抗性基因

的片段用来转化 "#$%# 菌株。根据 "#$%# 的潮霉素

抗性实验结果，用含有 2$$L);< 潮霉素 / 的 &’( 培

养基来筛选具有潮霉素 / 抗性的菌株。选取具有

潮霉素 / 抗性的转化子，在液体 &’( 培养基中培养

后，以菌液为模板，按照所得 7JI 基因前面的序列

和 PQ)/ 与 7JI 交界处的序列设计引物 ’0 和 ’2，用

’0 和 ’2 扩 增。产 物 测 序 结 果 表 明，重 组 质 粒

+K7335PQ)#5 上插入潮霉素 / 抗性基因的 7JI 序列

已经通过同源重组整合到热带假丝酵母的基因上，

将重组菌命名为 7S%#5。

#"’ 重组菌性质的初步研究

#"’"! 重组菌的生长与 7JI 酶活水平的研究：原始
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菌株 !"#$" 和重组菌 %&$"’ 在种子培养基（不含潮

霉素 (）中的生长曲线如图 ) 所示。实验结果发现，

重组菌与原始菌株的菌体生长没有明显区别，说明

%*+ 基因的单拷贝敲除没有影响热带假丝酵母的生

长和繁殖功能。

图 ! "#$%# 和重组菌 &’%#( 的生长曲线

!,-.) %/00 -12345 6718/9 2: !"#$" ;<= %&$"’

在实验中同时测定了原始菌与重组菌中 %*+
的比酶活。结果显示，与原始菌株 !"#$"（#>??@ABC-
6/00 D1/6,D,4;4/）相 比，重 组 菌 中 %*+ 的 比 酶 活

（#>)’EABC- 6/00 D1/6,D,4;4/）降低了大约 ?E>?F。在

热带假丝酵母中有两个拷贝的 %*+ 基因，单拷贝缺

失株中 %*+ 酶活应该是原始菌的 ’#F左右，与实验

结果相符，从而证明热带假丝酵母中一个拷贝的

%*+ 基因已经被敲除。

在摇瓶实验中分别测定了原始菌与重组菌的产

酸情况（图 E）。结果表明，在重组菌中，%*+ 酶活降

低后，G%*"E 的产量增加了 "E>#F。同时烷烃的摩

尔转化率也提高了 "">HF（从 EI>#F到 ?E>JF）。

图 ) 原始菌与重组菌的产酸情况

!,-. E G%*"E D12=764,2< 2: !"#$" ;<= 45/ 1/62CK,<;<4

以上结果说明，在!$氧化代谢脂肪酸为细胞生

长提供能量的过程中，的确存在着一部分脂肪酸的

无谓消耗，%*+ 基因单拷贝缺失后的重组菌中减少

了这部分无谓消耗，所以可以提高二元酸产量与烷

烃转化率。同时也说明，通过对!$氧化转运途径的

改造来提高产酸与烷烃转化率的方法是可行的。

!*)*! 重组菌的稳定性研究：通过以上的研究可以

看出，基因工程重组菌具有比原始菌更高的产酸能

力和烷烃转化率。我们应该进一步了解的是，这种

优良的性状是否能够稳定遗传。为了研究本文所获

得的基因工程重组菌的遗传稳定性，我们同时将原

始菌和重组菌每 ’ 天传代一次，分别在 E 个月和 ")
个月之后测定了重组菌和原始菌中 %*+ 酶活和产

酸情况（表 "），结果表明在经过 I 个月的传代之后，

重组菌 %&$"’ 中 %*+ 的比酶活始终保持在原始菌

!"#$" 的 ’#F左右。在培养了 "H 代后，重组菌的十

三碳二元酸产量比原始菌高 "">#F；@E 代后，与原

始菌 相 比，重 组 菌 的 十 三 碳 二 元 酸 产 量 提 高 了

"E>HF，可见重组菌 %&$"’ 的性状可以稳定遗传。

这是因为热带假丝酵母属于假丝酵母属，没有有性

生殖形式，因此我们获得的杂合子可以稳定遗传，并

具有进一步应用于工业长链二元酸生产中的潜力。

表 # 不同世代原始菌 "#$%# 与重组菌 &’%#( 的摇瓶产酸水平

+;K0/ " G%*"E D12=764,2< 2: !"#$" ;<= %&$"’ ,< =,::/1/<4 -/</1;4,2<

L/</1;4,2<
!（G%*"E）B（-BM）

!"#$" %&$"’ N<61/;9/=BF

"H J">" O ">) JH>E O ">? "">#

@E ’H>J O ">J JJ>@ O ">E "E>H

) 结论

肉毒碱乙酰基转移酶在热带假丝酵母代谢烷烃

过程，尤其是脂肪酸向!$氧化转运过程中起到关键

作用。为了从基因水平调控!$氧化过程，并且不影

响菌体自身能量的供应，本文首次将负责脂肪酸运

输的酶作为研究对象，用 P%Q 方法扩增出热带假丝

酵母中的 %*+ 基因，插入潮霉素 ( 抗性基因作为筛

选标记，构建了重组质粒 DA%RR’5S-"’，并整合到热

带假丝酵母的基因组上，实现 %*+ 基因的单拷贝敲

除，得到正确而且稳定的转化子，经过初步检测，重

组菌的 %*+ 酶活降低 ?EF，产酸和烷烃摩尔转化率

也得到了提高，证明思路可行，从而为今后对 %*+
与!$氧化的关系的研究奠定了基础。

以往对热带假丝酵母的基因改造通常都是以营

养缺陷型菌株为出发点，本文直接利用工业用菌株，

获得 %*+ 基因单拷贝敲除的基因工程重组菌，减少

!$氧化过程中脂肪酸的无谓消耗，提高了烷烃转化

率与十三碳二元酸的产量，并且性状能够稳定遗传，

使该基因工程菌具有工业上的应用价值。

?#" 微 生 物 学 报 ?’ 卷
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