
!"卷#期

#$$!年%月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&%’()*$+,(-.#(/%0"$(,(12
&’()!"*’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,-./ #$$!

收稿日期：#$$$0!$0$1，修回日期：#$$$0!#0!1。

国家自然科学基金项目（%21"$$#$）和高等学校骨干教师资助计划项目。

"通讯作者。34(：150##0#%6$16$5；7,8：150##0#%6$11$$；90:,;(：8;<=(,;>!?@A(;.)B>.@).’:).<
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摘 要 "50脂肪酸脱氢酶是形成#0亚麻酸的关键酶。从含有高山被孢霉"50脂肪酸脱氢酶基因的重组质粒?30
+CDE5中，酶切出!FGHA的目的片段，亚克隆到大肠杆菌和酿酒酵母的穿梭表达载体?I9J#)$，在大肠杆菌中筛

选到含有目的基因的重组质粒?I+CK5，用醋酸锂方法转化到酿酒酵母的缺陷型菌株L*DJ.!中，在JD0M-,合成

培养基中，选择得到酿酒酵母工程株I+CK5。在合适的培养基及培养条件下，加入外源底物亚油酸，经半乳糖诱

导后，收集菌体。通过ND0+J对酵母工程株进行脂肪酸色谱分析，结果表明，产生了%!F5O的#0亚麻酸。这是迄

今为止，国内外"50脂肪酸脱氢酶基因在酿酒酵母中表达量最高的报道。

关键词 "50脂肪酸脱氢酶基因，#0亚麻酸，酿酒酵母，表达，高山被孢霉
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花生四烯酸C-,./;Q’<;.,.;Q，#$：G（<05）和二十

二碳六烯酸K’.’R,/48,4<’;.,.;Q##：5（<0%）等长链

不饱和脂肪酸及其衍生物在大脑发育、视觉、过敏反

应及心血管运动等一系列生理功能中发挥重要作

用［!，#］。#0亚麻酸（#0(;<’(4<;.,.;Q，NEC，!1：%）是一

种十八碳三烯全顺式不饱和脂肪酸，在碳链的第5，

2，!#位各有一个双键。在酯肪酸代谢过程中，#0亚

麻酸是产生上述不饱和脂肪酸的重要前体。它在体

内水平是否正常，直接关系到#$碳和##碳不饱和

脂肪酸的合成，从而对机体的一系列生理功能产生

影响［%］。NEC对人体的激素调节、脂肪酸代谢和心

血管系统有重要作用，是一种人体必需脂肪酸［G］。

"50脂肪酸脱氢酶是产生#0亚麻酸的关键酶，是将亚

油酸（!1：#"2F!#）的第六位碳原子脱氢转化为#0亚

麻酸（!1：%"5F2F!#），然后通过D链延长和脱氢作用

进一步形成花生四烯酸、前列腺素类和白三烯类生

理活性物质［6］。目前仅有玻璃苣［5］，小鼠肝脏［"，1］、

线虫［2］、蓝细菌［!$］和低等丝状真菌高山被孢霉［!!］

的"50脂肪酸脱氢酶基因被克隆和表达的报道。

被孢霉属（3(*/#%*%,,+）是毛霉目中具有重要经

济价值的丝状真菌，被广泛应用于#0亚麻酸的发酵

生产，但发酵法有一定的局限，不能从根本上解决菌

种发酵周期长、产率低的问题，为了彻底解决上述问

题，我 们 从 高 山 被 孢 霉（3(*/#%*+,,++,4#$+）的 总

S*C入手，通过S30TDS方法克隆到"50脂肪酸脱

氢酶基因，转入酿酒酵母的缺陷型L*&J.!，以期得

到产NEC的酵母工程菌株。本文报道了高山被孢

霉C3DD!5#55的"50脂肪酸脱氢酶基因在酿酒酵

母的高效表达。

% 材料和方法

%&% 菌株与质粒

大 肠 杆 菌U+!$2，高 山 被 孢 霉（3*/#%*%,,+
+,4#$+）C3DD!5#55，南 开 大 学 真 菌 实 验 室 保 存。

酿酒酵母（5+00"+*(620%&0%*%7#&#+%）营养缺陷型L*0
&J.!及表达载体?I9J#)$购自L<V;B-’=4<公司。

%&’ 酶及试剂

3GK*C连接酶，限制酶80(S$、9"($，购自

华美生物工程公司；酵母浸出膏和胰蛋白胨（W80
X’;Q）及亚油酸购自上海J,<=’<公司；棉子糖，半乳

糖购自上海试剂二厂；*T0G$，购自J;=:,公司。培

养基所需的各种氨基酸及常规试剂均为国产试剂。

%&( 培养基的配制

大肠杆菌的EY培养基，参见文献［!#］，高山被

孢霉的TKC培养基，参见文献［!%］，酵母营养缺陷

型JD0M-,培养基按L<V;B-’=4<公司操作手册上进



行，而诱导表达的培养基按文献［!!］。

!"# 表达载体的构建与转化

在大肠杆菌"#!$%中扩增本室构建含有高山

被孢霉的!&’脂肪酸脱氢酶基因的质粒()#*+,&，

用内切酶!"#-"及$%#"双酶切，电洗脱法回收

!./01!&’脂肪酸脱氢酶基因片段，亚克隆到酿酒酵

母的 表 达 载 体(23456$中，先 转 化 到 大 肠 杆 菌

"#!$%中。感受态细胞的制备及转化按文献［!5］

方法进行。筛选转化子，酶切、7+-鉴定后，确定重

组质粒(2#*8&。把空载体(23456$和重组质粒

(2#*8&再转化到酿酒酵母的缺陷型菌株9:;4<!
中，在4+’=>?培养基上筛选白色转化子分别为对

照株和酵母工程株2#*8&。酵母感受态细胞的制

备与转化按文献［!/］方法进行。

!"$ 酵母工程菌的诱导方法

把对照株和酵母工程株2#*8&，在缺少尿嘧

啶的4+培养基上，5@A培养过夜，以BC的接种量

加入 含 有!C:7’/$，/C棉 子 糖 的4+’=>?培 养

基［!!］。再 加 入 外 源 底 物 亚 油 酸，使 其 浓 度 达 到

$.BDDEF／,。5@A继续培养。当酵母细胞的密度达

到BG!$&细胞／D,时，加入5C半乳糖诱导，55A
培养H5I，收集菌体。

!"% 重组产物分析

酵母菌体经去离子水洗涤J次，B$A烘干。研

碎后，加入BC的KLM’+MJLM溶液，H$A反应JI，

再加入!/CNOJ’+MJLM，H$A反应!.BI，合成脂肪

酸甲酯。用!P/的氯仿：己烷抽提两次，合并提取

液。加入适量无水:?54L/干燥提取液，静置!I，去

掉:?54L/，用氮气吹干备用。以4QRD?公司生产的

S,*甲酯为标准品，采用文献［!!］方法略加改动测

定样品。仪器为岛津S+’H*，柱子：83S4$.5BDD
G5BD，分流比：!$$P!，柱温：!@$A，尾吹：B$D,／

DQT，气化室温度：5B$A，检测器：氢火焰离子化检

测器。

& 结 果

&"! !%’脂肪酸脱氢酶基因重组质粒的构建

从,N的*D(抗性平板上随机筛选转化子，小

量提取质粒，经酶切及7+-鉴定，筛选到阳性克隆

(2#*8&。用!"#-"、$%#"双酶切(23456$及

(2#*8&，结果如图!。(2#*8&／!"#-"／$%#"
有B.%01及!./01两条带，(23456$有B.%01一条

带，与预期结果完全相符。

图! 重组质粒(2#*8&和(23456$酶切图

OQR6! *R?>EUVRVFVFV<W>E(IE>VUQUEX(2#*8&?TY
(23456$YQRVUWVYZQWI>VUW>Q<WQETVT[\DVU

!.8:*UQ[VD?>0V>#8:*／&’($；5.7+-(>EY]<WEX8&8<8:*；

J%&6(2#*8&／!"#-"／$%#"；H.(23456$／!"#-"／$%#"

&"& !%’脂肪酸脱氢酶基因在酿酒酵母中的表达

把空载体(23456$和重组质粒(2#*8&转化

到酿酒酵母缺陷型9:;4<!，在4+’=>?培养基上挑

选到对照株和含有高山被孢霉的!&’脂肪酸脱氢酶

基因的酿酒酵母工程株2#*8&。以含有空载体

(23456$的受体菌为对照，2#*8&的脂肪酸甲酯

化后，经S+’#4分析，如图5所示，结果为：图5*
S,*甲酯标准品，图5N为受体菌，图5+空载体对

照，图58酵母工程菌2#*8&，图53为底物亚油

酸。经对比发现，在受体菌中本身不含亚油酸和

S,*；对照空载体有底物,*没有S,*生产，底物

,*只有出峰时间为!!.%&$的一个峰，只有酵母工

程株2#*8&在同时加底物亚油酸和诱导物半乳糖

时，有出峰时间为!J.H%J的特殊峰，标准品S,*的

出峰时间为!J.H/H，说明高山被孢霉的!&’脂肪酸

脱氢酶基因在酿酒酵母中获得了表达，使原来不产

生S,*的酿酒酵母由于导入外源的!&’脂肪酸脱

氢酶基因，而产生了S,*，并且2#*8&的S,*含

量占其总脂肪酸含量的J!.&!C。与24M]?TR在

!%%%年报道的高山被孢霉!&’脂肪酸脱氢酶基因在

酿酒酵母中表达的S,*为!$C［!!］相比，是表达量

最高的报道。

同时，对 不 同 温 度 条 件 下 诱 导 酵 母 工 程 菌

2#*8&，分别在!BA，!@A，55A，5&A，5@A，J$A
诱导2#*8&，发现在55A时，S,*的表达量最高

（图J）。

’ 讨 论

一般说来，选择合适的载体和受体菌，对表达外

源基因非常重要。本项研究中，选择不产S,*的酿

酒酵母营养缺陷型9:;4<!为受体菌，含有S*,!
启动子的表达载体(23456$，对!&’脂肪酸脱氢酶

5&! 生 物 工 程 学 报 !H卷



图! 酿酒酵母总脂肪酸的气相色谱分析图

"#$%! &’()*+,-’.,$+’/*#)’0’12(#(,33’..2’)#4-5.*215(.5+(,3.,.’11#/#4(,3!"#$%$&’(’)$$+,607045+#047)#0$),04#.#,0(，

（!8）!91#0,150#)’)#4(.’04’+4，（!:）’))5/.,+(.+’#0;<=>)?，（!=）25’(..+’0(3,+-546#.*/@A>!%B，

（!C）25’(..+’0(3,+-546#.*/@D8CE，（!A）(7F(.+’.51#0,15#)’)#4

图G 温度对酵母工程株@D8CE积累&H8的影响

"#$%G A335).,3.5-/5+’.7+5,0.*5’))7-71’.#,0,3
&H8#0.*5@D8CE25’(.(.+’#0

基因的表达有可控性，同时，在表达的培养中加少许

表面离子活性剂<IJKB，以使底物亚油酸在培养基

中充分分散。酿酒酵母作为一种模式生物，在实验

系统研究方面具有许多内在的优势［?L，?E］。其一，酵

母是真核生物，毒性比细菌小，它还可以使某些蛋白

质糖基化而更加稳定，还能把外源基因产生的蛋白

质分泌到培养基中，便于产品的分离纯化；其二，酵

母是一种单细胞生物，能在简单培养基上生长，使得

实验者能够通过改变物理或化学环境完全控制其生

长。如酵母;<M>)?就是*+,G突变的结果为尿

嘧啶缺陷型，可作为选择标识，方便筛选转化子；其

三，酵母繁殖速度快，能进行高密度增养，并且能够

耐受较高的流体静压，即使细胞死亡仍不溶解，发酵

周期短，因此能够大规模的生产，具有降低基因工程

产品成本的潜力。因此，酿酒酵母的表达系统是表

达真核基因系统的首选。

综上所述，从高山被孢霉中克隆出"EJ脂肪酸

脱氢酶基因，转化到大肠杆菌和酿酒酵母的穿梭表

达载体/@A>!%B，构建表达重组质粒/@D8CE，将

其转化到受体菌，构成酵母工程菌@D8CE。表达

的重组酶"EJ脂肪酸脱氢酶可把底物亚油酸（?NO!）

脱氢形成&H8（?NOG）。该研究是国内外高山被孢

霉"EJ脂肪酸脱氢酶基因在酿酒酵母中表达量最高

的报道，为&H8的工业化生产打下了扎实的基础，

同时，为真核生物基因的高效表达提供了一定的经

验。
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