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摘 要：通过气相色谱法（HI）快速分析 2种真菌的脂肪酸成分，发现匍枝根霉（!"#$%&’( ()%*%+#,-.）具有较高的!6亚
麻酸含量，利用 J46KIJ和 JLI7方法获得了全长为 #!"&-M的匍枝根霉#)6脂肪酸脱氢酶基因的 BNOL序列，其中
开放阅读框为 #*2%-M，编码 !&’个氨基酸。生物信息学分析所克隆的基因具有#)6脂肪酸脱氢酶的典型结构：O端
具有细胞色素 -&结构、具有 *个保守的组氨酸区序列和跨膜结构；把该基因的开放阅读框序列连接到表达载体
MP7Q$F%上，构建重组表达载体 MPJDN)N，并将其转入缺陷型酿酒酵母 ROSQB5中进行表达。HI分析表明，该序列在
酵母中获得了表达，表达产物表现出#)6脂肪酸脱氢酶的酶学活性，能将底物亚油酸转化为!6亚麻酸。新生成的

!6亚麻酸占酵母细胞总脂肪酸的 #$F$&T。
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脂肪酸脱氢酶是形成不饱和脂肪酸的关键酶，

具有催化脂肪酸链形成双键的功能。因此脂肪酸脱

氢酶在维持生物体内脂肪酸的正常代谢、生物膜的

正确结构和生理上起着重要的作用［#］。近年以研究

脂肪酸脱氢酶为主的植物油基因工程、植物抗寒育

种和食品应用工程等日益成为热点。

由于 HUL具有重要的药用和营养价值，而植物
仅在月见草、琉璃苣等少数植物中含有。受植物资

源、气候等影响使 HUL的生产不能满足市场需要，
使用真菌发酵生产 HUL成为热点。目前国内外报
道能产 HUL 的真菌主要有深黄被孢霉、高山被孢
霉、毛霉、少根根霉等，相应研究主要集中在菌株的

筛选和诱变上［$］，由于变异后的菌株易发生较高的

回复突变。因此筛选到自身产量较高的菌株，并进

一步利用其基因对发酵生产 HUL和相应的抗寒研
究具有重大的意义。

利用 HI快速分析法，从高大毛霉、米根霉等酿
造用真菌中筛选到产!6亚麻酸的几种真菌，并对它
们进行发酵条件的优化，得到高产!6亚麻酸的匍枝
根霉，通过 J46KIJ和 JLI7成功得到匍枝根霉的脱

氢酶基因，通过生物信息学分析和酵母表达确认所

得到的是匍枝根霉的#)6脂肪酸脱氢酶基因。

( 材料和方法

($( 材料
($($( 菌种：米根霉 3*%*（!"#$%&’( %./$0-）、匍枝根
霉 L? *F*2（ !"#$%&’( ()%*%+#,-.）、米曲霉 L?*F*2!
（1(&-.2#**’( %./$0-）由重庆市巴王酒业有限责任公司
从中国科学院微生物研究所购买并提供，中华根霉

（!"#$%&’( 3"#+-+(#(）、蓝色梨头霉（ 140(#5#0 3%-.’*-0）、
高大毛霉（6’3%. 7’3-5%）由西南大学资环院微生物
教研室分离提供，微小毛霉 L?*F$%!（6’3%. &’(#**’(）、
小红酵母 L?$F$""（ !"%5%)%.’*0 7#+’)0）从中国科学
院微生物研究所购买，大肠杆菌（ 8(3"-.#3"#0 3%*#）
NV&"为本室保存，以上菌种均已经过相应的鉴定和
确认。

($($) 试剂、仪器和引物：胶回收试剂盒、4! NOL
连接酶、90: NOL聚合酶、WO4K从上海 Q0DXGD公司
等处购买，KIJ引物和测序由上海博亚生物技术公
司完成。其它化学药剂均为国产分析纯。!6亚麻酸



的标准样品从 !"#$%公司购买，&’(’)%*’+ ,"-与表达
载体 ./0!123 购自美国 4(5"-+6#’( 生物技术公司。
气相色谱仪 &781393，:;8<%=柱子为岛津公司产品。
核酸快速测定仪（&0>0 ?.%*）由瑞典制造。合成的
@7)引物序列见表 9。

表 ! 克隆中 "#$所用的引物
A%BC’ 9 @+"$’+? D?’: E6+ -F’ *C6("(#

@+"$’+?（GH I JH） K..C"*%-"6(?

@9：KK&&A&AK7&KA&AAK7A&KKAAAKA @%+-"%C *L>K %$.C"E"*%-"6(
E6+<%+: .+"$’+

@1：A&AA7&KAAA&KAK&AA7KKK77K77 @%+-"%C *L>K %$.C"E"*%-"6(
+’5’+?’ .+"$’+

@J：&7AAA&KK77K7KKA&&AKA&77A& JH)K70 E6+<%+: .+"$’+
@M：&7A&A7KK7&KAK7&7AK7&AKK7& JH)K70 +’5’+?’ .+"$’+
@G：7&K7A&&K&7K7&K&&K7K7A&K GH)K70 E6+<%+: .+"$’+
@N：KK&7KAK7KKKK&K&K&K&K77K&7 GH )K70 +’5’+?’ .+"$’+

@O：AKK7A7A77AK7AA7K7AKKAAKKAAK77 PDCC8C’(#-F *L>K %$.C"E"*%-"6(
E6+<%+: .+"$’+

@Q：KK&KAAAAKAAAAKA&7AAA7AKKKK&& PDCC8C’(#-F *L>K %$.C"E"*%-"6(
+’5’+?’ .+"$’+

!%& 菌种筛选
所有菌种用固态 @LK培养基进行转接活化后，

转入基本固态培养基（每升水含葡萄糖 J3#，,7C
32G#，蛋白胨 1#，R#!SM·OT1S 32G#，P’!SM 3239#，

,1T@SM 9#，琼脂 9G#），1QU培养 G: 待用。将活化的

M I G V 93G 个W$X 不同菌株真菌孢子转接入液态
@LK培养基中，1QU、1G3+W$"(震荡培养 G:。
培养好的菌丝用布氏漏斗抽滤，蒸馏水清洗 G

次后，放在 NGU下恒温干燥 1F，测定菌丝体干重和
粗脂肪酸，粗脂肪酸的抽提参照国家标准索氏抽提

法。真菌脂肪酸的抽提参照刘莉等［J］的方法：将干

菌丝用石油醚：乙醚（9 Y 9）的有机混合溶剂浸提 9:
后，用 GZ的 ,ST8甲醇液进行酯化。提取的脂肪酸
用气相色谱仪 &781393，:;8<%= 柱子进行气相色谱
分析。分析条件为载气压力 9G3[.%，柱温 113U，进
样温度 1G3U，检测器温度 1G3U。
!%’ 发酵条件研究
将 M I G V 93G 个W$X不同种的真菌孢子分别接

种到以葡萄糖、可溶性淀粉、蔗糖、甘油为选择碳源，

以蛋白胨、硝酸铵、尿素、硝酸钾为选择氮源，以不同

浓度的葡萄糖为碳源，其它成分与基本固态培养基

相同的液体培养基中，13U、1G3+W$"(震荡培养 G:，
进行最适碳源、氮源等培养条件的研究；将菌液接种

到筛选出的最佳液态培养基中，放在 9GU、13U、
1GU、J3U M个不同温度下，进行最佳生长温度的研
究，培养条件为 1G3+W$"(、培养 G:。然后进行相应的

脂肪酸分析。!8亚麻酸的含量采用面积归一法。
!%( !)*脂肪酸脱氢酶基因克隆
取磷酸缓冲液处理过的匍枝根霉菌丝体，加入

91$X变性液（G$6CWX 异硫氢酸胍，JO2G$6CWX 柠檬
酸，32OG$6CWX 十二烷基肌酸钠），充分涡旋后，参照
上海 !%(#6( 公司的 )>K 抽提试剂盒说明书进行
)>K提取。核酸快速测定仪测其 !" 值，并取适量
样品进行电泳检查。

按照 &’(’)%*’+ ,"-的使用说明进行操作，获得
完整的 *L>K序列，根据已知深黄被孢霉、高山被孢
霉等微生物!N8脂肪酸脱氢酶基因的第一个保守组
氨酸序列和第三个保守组氨酸序列，设计扩增基因

部分 *L>K的引物 @9和 @1。扩增条件：\MU 1$"(，9
个循环；\MU 9$"(，GNU M3?，O1U 9$"(，JG 个循环；
O1U 93$"(。回收片段，进行亚克隆和测序。根据
测序结果设计进行 )K70的 JH和 GH的基因特异引物
@J、@N，利用试剂盒自带的 @M、@G进行 )K70扩增，
扩增条件同前，回收 @7)产物，进行亚克隆和测序。
利用所得的两个片段的末端设计基因的全长特异引

物 @O、@Q进行保真扩增。回收所得片段，进行亚克
隆和测序。对 )%*’ 后放大扩增的双链 *L>K 进行
电泳检测，如 *L>K 呈明显的拖带，大小在 933 I
133B.到 93[B之间，其中亮度最高的区域在 9[B至
J[B间，说明反转录完全，得到较高质量的 *L>K。
!%+ !)*脂肪酸脱氢酶基因在酿酒酵母中的表达
!%+%! 重组表达载体的构建：用带 #$%)"酶切位
点 的 引 物 @\： GH8AK7&&A&KKAA7KA&K&AK7K
AAK&KA7&A7KKA7A8JH和带 &’%"酶切位点的引物
@93：GH8K77A&77A7&K&AAKKKK7&K7AAAAA&7AAKK
AA&78JH扩增 ()"N" 的 S)P框，将得到的 S)P框和
酵母表达载体 ./0!123 分别用 #$%)"和 &’%"限
制性内切酶进行双酶切，回收后进行连接，转化大肠

杆菌 LTG#。所有的分子操作均按常规的分子生物
学实验进行。重组载体经酶切和测序检验后命名为

./)(LNL。
!%+%& 酵母细胞的转化表达和脂肪酸分析：酵母细
胞的转化和诱导表达参照 4(5"-+6#’( 公司载体
./0!123的操作手册和毛小红［M］报道的方法进行。
酵母细胞总脂肪酸提取、产物气相色谱分析参照筛

选的方法进行。

& 结果

&%! 产!*亚麻酸真菌的筛选
通过对 Q 种不同真菌的 &7快速筛选分析，发

3N X] T’ *+ ,- ^ W.$+, /0$1%20%-%30$, 40)0$,（133O）MO（9）



现所测 !种真菌除小红酵母和米曲霉外，均能不同
程度地产生一定量的!"亚麻酸，其中匍枝根霉的产
量最高，!"亚麻酸含量最高占到了菌丝总脂肪酸的
#$%&#’。通过 () 方法从筛选的菌株中找到高产

!"亚麻酸的匍枝根霉（! * "#$%$&’()* +, &%&!），其最适
生长温度为 #-.，最适产!"亚麻酸的温度为 /0.
（图 /，表 #）。

图 ! "种不同真菌的脂肪酸和!#亚麻酸含量
123*/ 45678295 :5;<5=8735 >? ?788@ 7<2A 7=A (B+ >? ?C=376 *

表 $ 温度对匍枝根霉的干重、脂肪酸和!#亚麻酸含量的影响
D7E65 # DF5 5??5<8 >? 85G:5;78C;5 >= ?788@ 7<2A <>=<5=8;782>= 7=A A;@ H523F8 >? 8F5 ! * "#$%$&’()* +,&%&!

D5G:5;78C;5 /0. #-. #0. &-.
I;@ G@<562CG H523F8 J（3JB） #%/- K -%&L M%N- K -%&& $%N0 K -%#$ &%&# K -%#L
1788@ 7<2A J’ 0$%!& K -%#L 0-%NM K -%&/ &/%0- K -%#! &#%-$ K -%##
O652< 7<2A 2= 8>876 ?788@ 7<2AJ’ $-%0$ K -%#& &L%ML K -%/L &L%!0 K -%#- &!%!! K -%/&
B2=>652< 7<2A 2= 8>876 ?788@ 7<2A J’ L%#/ K -%/N L%0M K -%## !%-L K -%/! !%#0 K -%#/
(7GG7 62=>65=2< 7<2A 2= 8>876 ?788@ 7<2A J’ #$%&# K -%/L /!%MN K -%/N /$%-/ K -%/L /&%NM K -%#-

$%$ 与其它产 &’(真菌的比较
由于对细胞膜的结构了解不够，使得目前国内

外对利用真菌发酵生产 (B+还主要处于菌种筛选、
诱变和优化发酵条件来提高产量。国内外先后报道

了能产 (B+的高山被孢霉（+$*#’)*)%%, ,%-’&,）、深黄
被孢霉（ +$*#’)*)%%, ’",.)%%’&,）、刺孢小克银汉霉
（ /0&&’&12,3)%%, )42’&0%,#,）、高 大 毛 霉（ +04$*
304)5$）和少根根霉（!2’6$-0" ,**2’60"）等。将筛选得
到的匍枝根霉 +, &%&!同已报道的产 (B+的真菌进
行比较［#，0 P L］，匍枝根霉 +, &%&!的 (B+含量仅比诱
变后的拉曼被孢霉低（表 &）。

表 ) 几种真菌产 &’(的比较
D7E65 & 45678295 :5;<5=8735 >? ?788@ 7<2A 7=A (B+ >? ?C=376

Q8;72= I;@ G@<562CG
H523F8J（3JB）

1788@
7<2A J’

(B+ 2=
?788@ 7<2A J’

+$*#’)*)%%, ,%-’&, M%-& #&%#0 &%0#
+ * ’",.)%%’&, #0%/- $M%#- N%#0
+ * *,3,&&’,&4) #$%0M $$%-M /-%NL
+04$* 304)5$ #%&& L%-- $/%0-
! * "#$%$&’()* +, &%&! M%N- 0-%NM /!%MN

$%) 基因克隆
通过采用加大裂解液浓度的方法，获得了最完

整的 4R+。S)4 扩增所得到的 <IR+ 部分序列长
/-!0E:，没有预测到 O41 区，T67,8 比对发现该序列
与深黄被孢霉的!N"脱氢酶基因有 0-’的相似性，
初步认为获得了基因中间的序列。设计与

(5=547<5; U28自带锚定引物相对应的 S)4引物 S$、
S0。进行 0V端和 &V端的 4+)W扩增，分别得到了预
测大小在 $#-E: 和 &N-E: 左右的片段。将片段回
收，进行亚克隆和测序，测序结果表明 0V端序列与

部分序列有 /LME: 的完全重叠、&V端与部分序列有
/!-E:的完全重叠，表明所得 & 个片段是同一个基
因的部分序列。进行 T67,8比对发现与深黄被孢霉
和高山被孢霉!N"脂肪酸脱氢酶基因有 0$’以上的
相似性，表明扩增正确，可能得到了匍枝根霉!N"脱
氢酶基因的 0V端和 &V端。结合测序图在软件 X5<8>;
RDY ,C285 M%-上对 &段序列进行序列拼接，得到了一
条包括长 /$L0E: 具有完整 O41 区的 <IR+ 序列。
根据所得序列的末端从新设计基因特异全长引物在

<IR+上进行 S)4保真扩增，电泳检测发现在 <IR+
中仅获得了一条带（图 #）。回收片段，进行亚克隆
和测序，结果表明与拼接序列一致。

图 $ *+,(全长序列的电泳图
123*# +37;>,5 356 565<8;>:F>;5,2, ?>; 7G:62?2<782>= >? 35=5 ?C66 65=38F
<IR+* Z*Z7;[5;；/ P #%S)4 :;>AC<8, >? 35=5 ;5<>GE2=7=8；&%R5378295
<>=8;>6 *

$%- 序列分析
利用生物信息学软件对序列进行分析，全长

/$L0E:的序列在 0V端下游 &! P /$/LE: 具有一个
/&!-E:的开放阅读框，编码 $0M 个氨基酸。在编码
区的两侧：&V端具有一个 #-E: 的 :>6@ +结构，且在
:>6@ + 尾上游 !E: 处有一个典型的加尾信号
+++D++；0V端有 &LE: 的非转译区。没有预测到信
号肽的存在。利用相应引物从匍枝根霉的总 IR+
中扩增出基因组序列，比对发现该基因的基因组序

列中含有 $个内含子。说明分离到了基因的全长。

/N陆 合等：匍枝根霉（!2’6$-0" "#$%$&’()*）+, &%&!!N"脂肪酸脱氢酶基因的克隆与酵母表达 * J微生物学报（#--L）$L（/）



将预测的匍枝根霉的 !"#$#氨基酸序列与报道的
其它真菌!$%脂肪酸脱氢酶氨基酸序列进行比较，
结果表明匍枝根霉的!$%脂肪酸脱氢酶与其它报道
的真菌!$%脂肪酸脱氢酶一样，氨基酸序列具有膜
结合酶特异保守的 &个组氨酸区 ’#()’’、’*+’’、
,-.’’。同时在蛋白质的 *端还具有类似细胞色素
/0 的血红素结合区 ’1))。匍枝根霉的 2!( 与
)3"45"6上登录的同属少根根霉核苷酸序列相似性
为 789，基因组序列比少根根霉的多一个内含子。
经 .:1;<=的生物信息学软件分析，该蛋白质的分
子量为 08>?@6#5、等电点 A- 是 0>B?。利用软件
+CAD3E进行蛋白质跨膜结构预测，获得了氨基酸序
列的疏水特性，发现它具有两个长的跨膜疏水结构，

&个保守的组氨酸序列全部在亲水的一侧（图 &）。
这种结构符合膜脱氢酶的特性。序列结构的分析表

明所得到的序列是匍枝根霉!$%脂肪酸脱氢酶基因。

图 ! 匍枝根霉 "#$%$的疏水性分析
(FGH & ’IEDJA5KLI ADJMFN3 JM !*#$# JM ! H "#$%$&’()* H 45DO， KL3
KD5"OC3C/D5"3 D3GFJ"OH 4JP3E ’，NJQ5KFJ"O JM LFOKFEF"3%DFQL D3GFJ"OH

图 & 转化空载体 ’()*+,-和重组载体 ’(".$%$酵母的
/0图
(FGH? -E3"KFMFQ5KFJ" JM )R; F" KD5"OG3"FQ + H ,)*)-’"’.) /I )S 5"5NIOFO
TFKL )R; 5O KL3 F"K3D"5N OK5"E5DEH ;：+ H ,)*)-’"’.) KD5"OMJDC3E TFKL
QJ"KDJN U3QKJD A=.<8>V>4：+ H ,)*)-’"’.) KD5"OMJDC3E TFKL D3QJC/F"5"K
AN5OCFE A=!"#$#H +L3 5DDJTL35E F"EFQ5K3O KL3 "JU3N A356 JM )R;H

+,1 !%2脂肪酸脱氢酶基因在酿酒酵母中的表达
为进一步确定所克隆基因的功能，把经 1S!保

真扩增和测序验证正确的 2!(框与外源表达载体
A=.<8>V进行连接，构建表达载体 A=!"#$。经酶切

验证后转入缺陷型酵母 + H ,)*)-’"’.) -*W<QN 中进行
功能验证。通过添加底物亚油酸和半乳糖的诱导

后，提取酵母细胞和发酵液的总脂肪酸，甲酯化处理

后进行 )S分析。分析酵母的发酵液没有发现相应
的!%亚麻酸，这表明!$%脂肪酸脱氢酶与预测一致，
是一个膜结合酶。在转入表达载体 A=!"#$的缺陷
型酵母中我们发现了与!%亚麻酸标样一致的一个
新峰，这表明所导入的基因在酵母内能够将底物亚

油酸转化为!%亚麻酸，新产生的!%亚麻酸含量占总
脂肪酸的 @8>809（图 ?）。

! 讨论
!$%脂肪酸脱氢酶是脂肪酸代谢过程中的一个

重要酶，常以亚油酸为底物，在碳链的第 $位碳上脱
氢形成!%亚麻酸，并在此基础上通过碳链延长或其
他脱氢作用形成新的生理活性物质，其活性的降低

会导致人体机能的紊乱［7］。早期对!$%脱氢酶的研
究主要集中在动物体内。虽然较早从鼠肝中分离了

!$%脱氢酶［B］，但由于对膜的结构了解缺乏，所以对
!$%脱氢酶的研究一直没有重要的进展。@BB& 年
!3EEI等［@V］第一次从产 )R;的蓝细菌中克隆到!$%
脱氢酶基因，并在!$%脱氢酶缺陷的蓝细菌中获得
功能表达，从而推动了对!$%脱氢酶的分子水平研
究。目前，国外一些实验室通过 Q#*; 文库、Q#*;
末端扩增等方法已经从多种生物中克隆了!$%脱氢
酶基因，并在烟草、油菜、大豆等生物中获得功能表

达［@@ X @0］，有效地增加了这些作物的抗寒性。但目前

报道的真菌!$%脱氢酶基因还不多。对已报道的
!$%脱氢酶氨基酸序列比较发现，!$%脱氢酶具有 &
个保守的组氨酸区（’FOKFEF"3%DFQL D3GFJ"）：即 ’FO"、
’FO#和 ’FO$［@$］。
利用 !+%1S!和 !;S.等方法从匍枝根霉中获

得!$%脂肪酸脱氢酶基因，并在缺陷型酵母中得到
了表达。这为下一步我们将其用于基因工程生产

!%亚麻酸和强力改造植物的脂肪酸代谢网络提供了
条件。该序列的 Q#*; 序列和基因组序列已在
)3"45"6注册，序列号为 ;=YB0VY$和 ;=YB0VY0。
!%亚麻酸作为一类多不饱和脂肪酸，对在低温
下维护生物体膜的流动性具有重要作用。说明!$%
脂肪酸脱氢酶具有适应低温环境的能力。(3NN3D
等［@Y］认为酶中较少的脯氨酸能使酶的非折叠多肽

构象的自由度减少，有利于提高酶的柔韧性。我们

将已报道的真菌!$%脂肪酸脱氢酶的氨基酸进行比
较，发现无论是脯氨酸的总数或是在总氨基酸中所

占的比例，匍枝根霉的!$%脂肪酸脱氢酶所含有的
脯氨酸都是最低的。匍枝根霉的氨基酸序列仅比报

道的少根根霉!$%脂肪酸脱氢酶氨基酸序列多一个
氨基酸，但无论是菌种本身或是转化的酵母中所含

8$ RZ ’3 )# .% H [/,#. 0’,*$1’$%$2’,. +’&’,.（8VVY）?Y（@）



有的!!亚麻酸都比少根根霉的多。这到底是由于
匍枝根霉的!"!脂肪酸脱氢酶比其它真菌的更具有
低温适应性，还是其它原因造成的我们将作进一步

的研究。因此进一步加强对!"!脂肪酸脱氢酶基因
的研究，不仅能为油脂的代谢工程提供理论和实践

基础，还能为研究低温酶的冷适应机制和低温酶的

应用提供新的理论基础。
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