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摘 要：通过氩离子（H/I）注入介导蓝麻黄基因组 JKH在异常汉逊酵母（!"#$%#&’" "#()"’"）中随机转化，转化后的
酵母菌经 L2L指示性辅助筛选、斜面传代、液体培养、铜铬盐定性检识和 MN5ONPQ定量检测，获得了遗传稳定的以
葡萄糖为碳源、K8K)0 为氮源生物合成麻黄碱和（或）伪麻黄碱的重组酵母菌 0株。液体培养 "$A，MN5ONPQ测试胞

外麻黄碱和伪麻黄碱的最高产量分别为 &&G4"7@RP和 !G&&7@RP；胞内伪麻黄碱最高含量为 $’!G417@R@干细胞，胞内
麻黄碱未检出。分析了 H/I注入介导蓝麻黄基因组 JKH在酵母菌中的遗传转化效率，探讨了麻黄基因组 JKH大
分子的完整性对其在酵母菌中遗传转化的影响。
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麻 黄 碱（ ’5.DA.B/9?.）和 伪 麻 黄 碱（ *5
D>.:B,.DA.B/9?.）是干旱半干旱荒漠地区药用植物麻
黄的主要生物碱类次生代谢产物，具有重要的药用

价值。在欧美国家，含麻黄碱的药物多达 0%%余种。
据专家预测，未来几年国内外市场对麻黄碱的需求

量每年可达 $1%% ( 0%%% 吨。中国是世界上唯一通
过天然植物提取麻黄碱的国家，提取 &吨麻黄碱需
要消耗掉 $%% ( 0%% 吨野生麻黄［&］。麻黄是重要的
蓄水保土、防风固沙的灌木植物，对维持荒漠地区脆

弱的生态平衡具有显著作用，其种群所处生境十分

恶劣，种子很难萌发，在麻黄生长区，很难见到麻黄

的实生苗。因此，野生麻黄资源一旦遭到破坏，则很

难恢复。由于经济利益的驱动，人们对麻黄长期的

掠夺式采挖，致使荒漠地区的生态环境日益恶化。

若能构建产麻黄碱和伪麻黄碱的微生物工程菌株，

最终实现麻黄碱和伪麻黄碱的微生物发酵生产，将

对我国干旱半干旱荒漠地区生态环境的保护产生深

远的影响。但是，药用植物的次生代谢产物一般由

多基因控制［$］，麻黄碱和伪麻黄碱的生物合成途径

复杂［0 ( #］，且受环境影响较大，加之目前还没有与麻

黄碱生物合成相关的基因的任何信息，因此，至今无

人按照常规的基因工程方法构建工程菌。在此背景

下，进行药用植物麻黄基因组 JKH的遗传转化构建
产麻黄碱和伪麻黄碱转基因工程菌的研究具有重要

的理论和现实意义。

离子注入生命体的独特机理，使其成为一种新

的转基因手段［1］。在药用植物基因组 JKH的遗传
转化方面，宋道军等［"］利用离子注入介导法将药用

植物银杏总 JKH导入 05&1 和 TM$5&!5$ 两种西瓜，
在转化的西瓜当代叶片中检测出了银杏内酯的含量

分别为 &"G%"#1!@R@ 和 !#G’’’4!@R@，这表明外源
JKH供体植物银杏中与银杏内酯生物合成相关的
多个基因在受体植物西瓜中得到了表达。但至今还

没有药用植物总 JKH或基因组 JKH在微生物中遗
传转化成功的报道，基于离子注入介导 JKH大分子
遗传转化的原理［4］，我们开展了离子注入介导蓝麻

黄基因组 JKH在异常汉逊酵母菌中的随机转化研
究，以期获得产麻黄碱和伪麻黄碱的转基因酵母工

程菌株，分析了 H/I注入介导蓝麻黄基因组 JKH在
酵母菌中的遗传转化效率，并对麻黄基因组 JKH大



分子的完整性对其在酵母菌中遗传转化的影响进行

了探讨。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种：异常汉逊酵母（!"#$%#&’" "#()"’"），来
源于中国普通微生物菌种保藏管理中心（编号

!"#$%）。
!"!"# 主要试剂和仪器：葡萄糖·&!’，()(’#，酵母

膏粉，*!&+’$·#&!’，,-.’$·/&!’，琼脂粉，溴百里
香酚蓝（010），23.’$，()’&，乙腈（层析纯），石英砂，
变色硅胶，2140 及基因组 5(4 提取用试剂（包括
6()78）等从 409公司购买；麻黄碱和伪麻黄碱标准
品由新疆国际实业股份有限公司麻黄素事业部提

供，符合 :54标准。900 58;<=8 >多功能离子注入机
由中国科学院等离子体物理研究所研制并赠送，

.<-?) #@>A*离心机购自 .<-?)公司，B)C8D7 >E!E 反
相高压液相色谱仪（6+@&+F2）购自 B)C8D7公司。
!"!"$ 培养基：! G+5 培养基［H］（每升含酵母膏
>%-，蛋白胨 !%-，葡萄糖 !%-）；" 010 平板培养基
（每升含葡萄糖·&!’ >%%-，()(’#>%-，酵母膏粉 E-，

*!&+’$·#&!’ >-，,-.’$·/&!’ %"E-，010 %"!-，琼脂
粉 >%-，I&/"%）；#斜面培养基（每升含葡萄糖·&!’
>%%-，()(’#>%-，酵母膏粉 E-，*!&+’$·#&!’ >-，

,-.’$·/&!’ %"E-，再加入琼脂粉 >%-，I&/"%）；$
液体培养基（每升含葡萄糖·&!’ >%%-，()(’#>%-，酵
母膏粉 E-，*!&+’$·#&!’ >-，,-.’$·/&!’ %"E-，

I&/"%）。
!"# 野生麻黄的采集及其基因组 %&’的制备
野生蓝麻黄（ *+,%-." /’"&0"）的采集及应用

2140法制备其基因组 5(4 的方法均按参考文献
［>%］的方法进行。
!"$ 酵母菌膜的制备
!"$"! 以保护液为载体的菌膜制备［>>］：将酵母菌斜
面菌种接入 G+5培养液中，!#%DJ?<K、!AL M #%L培
养 >!N。用保护液对酵母菌培养液进行稀释。取浓
度为 >"% O >%/2:PJ?F的菌体稀释液 %">?F，用无菌
玻璃刮铲均匀涂布于直径为 H%?? 的无菌平皿中
央，无菌风吹干制成菌膜。

!"$"# 以基因组 5(4的 1Q缓冲液为载体的菌膜
制备：取 !AL M #%L培养 >!N的酵母菌的斜面菌种
!环悬浮于浓度为 $%%%-J?F的麻黄基因组 5(4的
1Q缓冲液中，使菌体浓度达到 >"% O >%A2:PJ?F，轻

摇使菌体分散，取 %">?F用无菌玻璃刮铲均匀涂布
于直径为 H%??的无菌平皿中央，无菌风吹干制成
菌膜。

!"( 酵母菌膜的离子注入［!!］

将 !种方法制备的菌膜分别置于离子注入机小
真空靶室的无菌靶台上，采用能量 >E*8R、剂量 >E"%
O >%>E <SK7J=?! 的 4DT在 >%U #+)真空状态下，以 E7脉
冲方式注入酵母菌菌膜。以真空条件下未注入 4DT

的酵母菌膜为对照。

!") 麻黄基因组 %&’的导入及转化菌株的筛选
离子注入结束后，立即用 !?F浓度为 $%%%-J?F

的蓝麻黄基因组 5(4的 1Q缓冲液浸泡离子注入后
的菌膜，!AL M #%L静止温育 !N后，用无菌玻璃刮
铲反复洗脱 !?<K，获得洗脱液。取 %">?F洗脱液用
无菌玻璃刮铲均匀涂布于 010 平板培养基，倒置，
于 !AL M #%L培养 /!N。筛选产生蓝色指示圈的菌
落。未注入 4DT 的酵母菌膜也按相同方法处理，并
以 !?F无菌水代替麻黄基因组 5(4 1Q缓冲液，浸
泡离子注入后的菌膜为对照。

!"* 重组酵母麻黄碱的检测
将转化后在 010指示性平板上生长的产生蓝

色指示圈的酵母菌菌落分别接入斜面，!AL M #%L
培养 /!N。从斜面分别转接入液体培养基，置摇床
!#%DJ?<K、!AL M #%L培养 /!N。
液体培养结束后，#E%%DJ?<K离心 >%?<K，收集上

清液，用于测定重组酵母菌胞外麻黄碱和伪麻黄碱

含量。收集菌体，蒸馏水洗涤离心 #次，U !%L预冻
>%?<K，置于研钵中，加入液氮，与石英沙共研，蒸馏
水洗至 >%?F离心管，$%%%DJ?<K离心 >E?<K，弃细胞
碎片，收集上清液，用于测定重组酵母菌的胞内麻黄

碱和伪麻黄碱含量。同时，将平行实验收集的细胞

于 >%EL干燥至恒重，测定样品的细胞干重。
!"*"! 麻黄碱和（或）伪麻黄碱的铜铬盐定性检识
方法［>!］：分别取上述上清液 >?F，依次加入浓度
>%"%V 的 23.’$·E&!’试液 %">?F、浓度 $%"%V 的

()’&试液 %">?F、乙醚 >"%?F，振摇后放置分层，记
录乙醚层和水层的颜色。

!"*"# 麻黄碱和（或）伪麻黄碱的 6+@&+F2定量检
测方法：B)C8D7 >E!E I3?I反相高压液相色谱仪（6+@
&+F2），PR!$A/ 双通道紫外检测器，检测波长（&）
!>%K?，*DS?)7<W >%%@E 2>A色谱柱（$"X?? O >E%??），
0D88Y8 #"#%色谱工作站。流动相：%"%!?SWJF *&!+’$

Z乙腈 [ HE Z E；流量：>"!?FJ?<K。每次进样量
>%"%%F。为了减少测试误差，在 6+@&+F2测试过程

X%H ,4’ +8<@NSK- %1 "’ \ J201" 340.(54(’(/40" 64#40"（!%%/）$/（E）



中，每隔 ! " #个测试样品，进行 $ " %次标样测试。

! 结果和分析

!"# $%$平板培养基初步筛选
麻黄碱和伪麻黄碱分子结构中的氮原子在侧链

上，因此碱性较强，其 &’( 值分别为 )*#+ 和 )*,-。
指示剂 ./.由黄色!蓝色的 &0范围为 #*+ " ,*1。
在 ./.平板培养基上，若重组酵母菌落周围出现黄
色指示圈，意味着该菌株可能具有麻黄碱和（或）伪

麻黄碱的生物合成能力，但不能分泌到胞外。若重

组酵母菌落周围出现蓝色指示圈，意味着该菌株能

将胞内合成的麻黄碱和（或）伪麻黄碱分泌到胞外。

通过 ./.指示性平板初步筛选，共获得菌落周围呈
蓝色的阳性转化子 -#+个（其中 !$)个来源于保护
液制膜，$!)个来源于麻黄基因组 234 /5缓冲液制
膜），分别编号后，全部移接入斜面培养基。真空条

件下未注入 467 的酵母菌，在导入麻黄基因组 234
处理中，未获得阳性转化子。以 %89无菌水代替麻
黄基因组 234 /5缓冲液，浸泡离子注入后的菌膜
为对照的处理中，也未获得阳性转化子。

!"! 重组酵母菌产麻黄碱和（或）伪麻黄碱的定性
检识

麻黄碱和（或）伪麻黄碱标准品的铜铬盐反应结

果为乙醚层呈紫红色，水层呈蓝色。在本研究中，由

于培养液本身的黄色对铜铬盐反应的干扰，含麻黄

碱和（或）伪麻黄碱的重组酵母菌培养液在铜铬盐反

应中，乙醚层颜色大多为粉红色，而水层大多为红棕

色。根据各菌株培养液的铜铬盐定性检识结果，获

得了铜铬盐阳性反应的在转接培养 !次后还稳定的
/! 代重组酵母菌株 #%株。
!"& 重组酵母菌产麻黄碱和（或）伪麻黄碱的定量
检测

!株 /1 代重组酵母菌培养液的 :;<0;9=测试
结果表明，编号 >->1 和 >-#+ 的 % 个菌株只产生胞
外麻黄碱，而菌株 >-#$只产生胞外伪麻黄碱（表 $）。
胞内 :;<0;9=测试结果表明（表 $），菌株 >->1

和 >-#+合成的伪麻黄碱完全不能分泌到胞外。这
意味着麻黄碱和伪麻黄碱在重组酵母菌胞内合成，

并由未知的运输机制转运至胞外，且对麻黄碱和伪

麻黄碱具有专一性。由此推测重组酵母菌株 >->1
和 >-#+ 在离子注入介导转麻黄基因组 234 过程
中，并未获得控制伪麻黄碱转运的基因，或者是获得

了该基因，但其处于沉默状态。

菌株 >-#+ 的胞内伪麻黄碱含量几乎到达细胞

表 # 重组酵母菌 %’ 代 (!)胞外及胞内麻黄碱和

伪麻黄碱的产量

/(?@A $ /BA CDA@EF GH !<A&BAE6DIA G6 "<&FAJEGA&BAE6DIA &6GEJKAE

DI ALKA@@J@(6 8AEDJ8 (IE DIKA@@J@(6 FG@JMDGI GH /1

NAIA6(MDGI 6AKG8?DIAE CA(FMF KJ@MJ6AE HG6 ,%B

OM6(DI 3GP
5LKA@@J@(6Q（8NQ9） RIKA@@J@(6Q（8NQN E6C KA@@F）
!<( "<? !< "<

>->1 %*!# S K S %!*#)
>-#$ S -*$$ S S
>-#+ $$*+, S S %)-*+1

GIM6G@ FM6(DI（# P $%&’$!$） S S S S
9DTJDE 8AEDJ8 S S S S
(：!<A&BAE6DIA；?："<&FAJEGA&BAE6DIA；K：IGM EAMAKMAEP

干重的 !>U（表 $），从其色谱图（图 $）中可以看出，
伪麻黄碱与保留时间（:/）为 )*1-$8DI的未知物质
未完全分离，这说明胞内伪麻黄碱并不是处于游离

状态，而是与某一物质呈紧密结合状态。

药用植物麻黄中的生物碱主要有 1种，为 !对
立体异构体［$］。在重组酵母菌培养液 ;:<0;9= 测
试中出现了一些未知峰（图 $ 中的 :/)*1-$ 和图 %
中的 :/$%*%!#），这些位于麻黄碱和（或）伪麻黄碱
附近的未知峰可能是麻黄碱的立体异构体。

图 # *+,-菌株 %’代胞内麻黄碱的 ./01/23色谱图
VDNP $ :;<0;9= (I(@CFDF GH !<A&BAE6DIA (IE "<&FAJEGA&BAE6DIA
&6GEJKAE DI MBA DIKA@@J@(6 FG@JMDGI GH FM6(DI >-#+ GH /1 NAIA6(MDGI
6AKG8?DIAE CA(FMFP 4：OM(IE(6E F(8&@AF：!<A&BAE6DIA :/+*+##8DI，"<
&FAJEGA&BAE6DIA :/ )*-,> 8DI；.：RIKA@@J@(6 FG@JMDGI GH FM6(DI >-#+
KJ@MJ6AE HG6 ,% B GH /1 NAIA6(MDGI CA(FMF： "<&FAJEGA&BAE6DIA
:/)*-$)8DIP
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图 ! "#$%菌株 &’代胞外麻黄碱的 ()*+),-色谱图
!"#$ % &’()’*+ ,-,./0"0 12 !(345367"-3 ,-6 "(403861345367"-3

47168936 "- :53 3;93..8.,7 01.8:"1- 12 0:7,"- <=>? 12 @A #3-37,:"1-

7391BC"-36 /3,0:0$ D：E:,-6,76 0,B4.30：!(345367"-3 &@FFG%HFB"-，"(

403861345367"-3 &@ F%GI?<B"-；J：K;93..8.,7 01.8:"1- 12 0:7,"- <=>?

98.:8736 217 L%5 12 @A #3-37,:"1- /3,0:0：!(345367"-3 &@FFG%??B"-$

!.# 氩离子注入介导麻黄基因组 /01在酵母菌中
的遗传转化效率和稳定性

对 @I 代各菌株培养液进行铜铬盐定性检识和

&’()’*+定量检测，获得了 @= 代重组酵母菌株。对

@= 代 I批次的 &’()’*+检测结果及其 @>、@A 代 &’(

)’*+检测结果的分析，确定了遗传稳定的产麻黄
碱和（或）伪麻黄碱的重组酵母菌株 I 株（表 F），分
别是：<=<A、<=>F和 <=>?，计算得知氩离子注入介导
麻黄基因组 MND在酵母菌中遗传转化率为 <GA>O
（IP=>?）。这 I 株菌株继续转代培养到 @FF代，&’(

)’*+定量检测其产生麻黄碱的性能仍然稳定。

2 结论和讨论

2.3 麻黄基因组 /01分子的大小对其在酵母菌中
遗传转化的影响

经检测，本研究制备的蓝麻黄基因组 MND的纯
度 #%A< P#%?< Q FG?%，#%A< P#%I< Q <GHH，在琼脂糖电泳中

呈单一条带。本研究中，采用蓝麻黄基因组 MND的
@K缓冲液为载体制备菌膜，再进行离子注入，这种
方式没有获得遗传稳定的产麻黄碱重组酵母菌。这

说明，离子注入使 MND大分子随机断裂［FI］，而这些
MND片段并未提高外源 MND的转化率，由此推测控
制麻黄碱生物合成的多个基因是紧密连锁或成簇。

已有的研究证明［A］，离子注入介导 MND大分子
在受体中的转化率与该 MND大分子的随机片段的
转化率相同。而本研究结果却是前者的转化率大大

高于后者。这说明了对于多基因或基因簇控制的次

生代谢产物或数量性状，在离子注入介导转基因中，

以 MND大分子作为外源基因供体，可获得较高的转
化率。

2.! 离子注入介导转基因的优点
作为一种新的转基因手段，离子注入介导转基

因的最大特点就是不需要事先知道或克隆出目的基

因［?］。因此，从理论上讲，无论人们是否清楚植物的

某一次生代谢产物或天然药物的生物合成途径，也

无论是否清楚相关的基因，都可采用离子注入介导

转基因技术，通过适当的筛选方法，从而获得易于人

工培养的转基因微生物工程菌株。本研究建立的离

子注入介导麻黄基因组 MND在酵母菌中的遗传转
化的技术体系，可为相关研究提供参考，特别是为药

用植物有效成分的次生代谢工程研究开辟了一条新

的有效的途径。

致谢 感谢中国科学院离子束生物工程重点实验室

余增亮研究员、吴李君研究员对本项工作的大力帮

助，感谢乔坤云高级实验师、周俊副研究员和冯婷硕

士进行 &’()’*+的分析测试工作，感谢新疆国际实
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