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研究报告 

解脂耶罗维亚酵母工程菌合成超长链脂肪酸及温度的影响 
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摘  要：【背景】解脂耶罗维亚酵母属于产油微生物，大量研究表明该酵母能够高产长链脂肪酸和油

脂，但是应用该酵母合成超长链脂肪酸仍待研究。【目的】工程化解脂耶罗维亚酵母合成高值超长链

脂肪酸，并研究温度对脂肪酸合成的影响。【方法】合成密码子优化的拟南芥(Arabidopsis thaliana)

延长酶基因 AtFAE1、非洲芥菜(Brassica tournefortii)延长酶基因 BtFAE1 和碎米芥属植物 Cardamine 

graeca 的延长酶基因 CgKCS，分别构建质粒 pYLEX1-AtFAE1、pYLEX1-BtFAE1、pYLEX1-CgKCS

和 pYLEX1-AtFAE1-BtFAE1-CgKCS。以解脂耶罗维亚酵母菌株 Po1g 为宿主，通过化学法分别转化

上述 4 个质粒，获得工程菌 Po1g-AtFAE1、Po1g-BtFAE1、Po1g-CgKCS 和 Po1g-AtFAE1-BtFAE1- 

CgKCS，比较评价超长链脂肪酸的合成。在此基础上，过表达内源二酯酰甘油酰基转移酶基因 DGAT1 

(diacylglycerol acyltransferase)提高产油量，并研究温度对生物量、产油、脂肪酸组成的影响。【结

果】在解脂耶罗维亚酵母中 3 个延长酶的延长能力明显不同，AtFAE1 主要催化 C20:1 脂肪酸的合成，

BtFAE1 更有利于芥酸(C22:1)的合成，而 CgKCS 能够催化合成神经酸(C24:1)，但是三者共表达并未

提高神经酸产量。在表达 CgKCS 基因的菌株中过表达 DGAT1 基因，细胞油脂含量提高 50%。温度

实验表明，低温有利于解脂耶罗维亚酵母合成不饱和脂肪酸，反之，高温利于其合成饱和脂肪酸。

【结论】脂肪酸延长酶基因 CgKCS 可直接催化 C18:1 脂肪酸合成 C24:1 的超长链脂肪酸，并且通过

优化培养温度可提高不饱和脂肪酸的合成。本研究为构建超长链脂肪酸细胞工厂以及发酵优化提供

理论和技术参考。 

关键词：超长链脂肪酸，解脂耶罗维亚酵母，油脂，代谢工程，温度，发酵 
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Abstract: [Background] The yeast Yarrowia lipolytica is an oleaginous microorganism and can produce 
long-chain fatty acids and oils with high cell contents. However, the synthesis of very-long-chain fatty 
acids by this yeast remains to be investigated. [Objective] To engineer Y. lipolytica to synthesize 
very-long-chain fatty acids with high values and evaluate the influences of temperature on biomass, oil 
production, and fatty acids compositions. [Methods] The fatty acids elongation enzyme genes AtFAE1 in 
Arabidopsis thaliana, BtFAE1 in Brassica tournefortii and CgKCS in Cardamine graeca were 
codon-optimized according to the frequency of codon usage in Y. lipolytica. The plasmids 
pYLEX1-AtFAE1, pYLEX1-BtFAE1, pYLEX1-CgKCS and pYLEX1-AtFAE1-BtFAE1-CgKCS were 
constructed and used to transform the host strain Y. lipolytica Po1g, generating the yeast strains 
Po1g-AtFAE1, Po1g-BtFAE1, Po1g-CgKCS and Po1g-AtFAE1-BtFAE1-CgKCS. Furthermore, the 

DGAT1 gene encoding diacylglycerol acyltransferase was overexpressed in the strain Po1g-CgKCS to 
improve oil production. [Results] The results showed that the overexpression of AtFAE1, BtFAE1, and 
CgKCS led to the remarkably difference in the composition and content of fatty acid in Y. lipolytica. 
AtFAE1 mainly catalyzes the synthesis of C20:1, BtFAE1 prefers to synthesize erucic acid (C22:1), and 
CgKCS can catalyze the synthesis of nervonic acid (C24:1). Nevertheless, co-expression of the three genes 
in Y. lipolytica did not increase the production of nervonic acid. Overexpression of the gene DGAT1 in 
Po1g-CgKCS apparently increased the oil content by 50%. The results from the temperature experiment 
showed that a lower temperature benefited the synthesis of unsaturated fatty acids, while a higher 
temperature benefited the synthesis of saturated fatty acids in Y. lipolytica in our tests. [Conclusion] The 
fatty acids elongase CgKCS can directly catalyze the synthesis of the C24:1 fatty acid from the C18:1 fatty 
acid, and the synthesis of unsaturated fatty acids can be improved by optimizing the culture temperature. 
This study provides theoretical and technical guidance for the construction of cell factories for 
very-long-chain fatty acids and the optimization of fermentation. 

Keywords: Very-long-chain fatty acids, Yarrowia lipolytica, Lipid, Metabolic engineering, Temperature, 
Fermentation 

解脂耶罗维亚酵母属于产油酵母，具有产油量

高、易培养、繁殖快、易于遗传改造等优点，其产

油可以达到细胞干重的 70%，并且该酵母属于“生

物 安 全 性 第 一 级 微 生 物 ” (Biosafety class 1 

microorganism)[1-2]，近年来，解脂耶罗维亚酵母被

广泛用于微生物油脂和不饱和脂肪酸的开发[3-4]。应

用解脂耶罗维亚酵母合成长链油脂已经接近理论

水平，糖油转化率达到 0.269 g/g，油脂发酵浓度可

达到 98.9 g/L[5]。然而，应用解脂耶罗维亚酵母合成

超长链脂肪酸仍待研究。 

超长链脂肪酸通常指主碳链上碳原子数大于

18 的脂肪酸。已有研究表明多种超长链脂肪酸具有

重要应用价值，例如多不饱和脂肪酸中的二十碳五

烯酸(eicosapentaenoic acid，EPA)具有预防脑血栓、
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脑溢血、高血压等心血管疾病的作用[6]，二十二碳

六烯酸(DHA)可促进婴儿智力和视力发育[7]。此外，

还有多种超长链脂肪酸具有重要应用价值，但是其

生 物 合 成 研 究 和 开 发 仍 亟 待 加 强 ， 如 芥 酸

(C22:1Δ13) 、 神 经 酸 (C24:1Δ15) 、 二 十 六 碳 酸

(C26:0)、二十八碳酸(C28:0)、三十碳酸(C30:0)等。

芥酸是重要的化工原料，主要用于生产芥酸酰胺。

神经酸主要以鞘糖脂和鞘磷脂的形式存在于动物

大脑白质和髓鞘的神经纤维中，可用于治疗人的

多 发 性 硬 化 症 (multiple sclerosis)等 神 经 紊 乱 病 

症[8-10]。二十六碳酸、二十八碳酸和三十碳酸等

可用于特种合成或医药中间体。 

解脂耶罗维亚酵母合成的脂肪酸以 C16 和

C18 链长为主，因缺少合成超长链脂肪酸的延长

酶，野生型菌株无法合成超长链脂肪酸。但是，应

用代谢工程和合成生物学方法，有望将该酵母发展

为超长链脂肪酸细胞工厂。目前发现的脂肪酸延长

酶的种类和数量繁多，在同一种生物体可有超过

20 种的脂肪酸延长酶，这些酶的底物专一性往往

不同。在酿酒酵母表达植物拟南芥的脂肪酸延长酶

基因 AtFAE1，可以催化合成 C20–C26 链长的脂肪

酸，其中 C20:1 脂肪酸比例最高[11]。在酿酒酵母

表 达非洲芥菜 (Brassica tournefortii)延 长酶基因

BtFAE1，能够催化合成 2.3%的芥酸(C22:1)[12-13]，

而 在 酿 酒 酵 母 表 达 碎 米 芥 属 植 物 Cardamine 

graeca 的延长酶基因 CgKCS，可以催化合成碳链

更长的神经酸(C24:1)[14]。酿酒酵母是验证基因功

能的模式体系，但是酿酒酵母不是产油酵母，通常

油脂的细胞含量低于 20%[15]。上述脂肪酸延长酶

基因在产油酵母中表达可能呈现不同于酿酒酵母

的结果。本文首先研究了在解脂耶罗维亚酵母表达

脂肪酸延长酶基因 AtFAE1、BtFAE1 和 CgKCS 合

成超长链脂肪酸的情况。此外，培养和发酵温度对

解脂耶罗维亚酵母生理代谢影响显著[16]，因此本

文还以工程菌株为材料，研究了温度对脂肪酸合成

的影响，该项研究为开发超长链脂肪酸酵母细胞工

厂提供理论和技术参考。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

实验所用解脂耶罗维亚酵母出发菌株为 Po1g 

(MATa、leu2-270、ura3-302::URA3、xpr2-3)，Yeastern 

Biotech 公司。构建质粒所用大肠杆菌感受态为   

E. coli Trans1-T1，购自北京全式金生物技术有限

公司。 

1.2  培养基 

LB 培养基(g/L)：酵母提取物 5.0，胰蛋白胨

10.0，氯化钠 10.0。1×105 Pa 蒸汽灭菌 30 min，固

体培养基添加 1.5%的琼脂。氨苄青霉素 100 μg/mL。 

YPD 培养基(g/L)：酵母提取物 10.0，蛋白胨

20.0，葡萄糖 20.0。0.67×105 Pa 蒸汽灭菌 30 min，

固体培养基添加 1.5%的琼脂。 

YNB 培养基(g/L)：葡萄糖 50.00，酵母提取物

1.50，尿嘧啶 0.02，亮氨酸 0.10，YNB 1.70。0.67×105 Pa

蒸汽灭菌 30 min，固体培养基添加 1.5%的琼脂。 

亮氨酸营养缺陷型培养基(g/L)：葡萄糖 20.0，

Leu Minus Media 8.0，调节 pH 为 5.5。0.67×105 Pa

蒸汽灭菌 30 min，固体培养基添加 1.5%的琼脂。 

1.3  主要试剂和仪器 

蛋白胨、琼脂，北京 Solarbio 公司；胰蛋白胨、

酵母粉，Oxoid 公司；氯化钠、葡萄糖，国药集团

化学试剂有限公司；YNB (yeast nitrogen base without 

amino acids)，生工生物工程(上海)股份有限公司；尿

嘧啶，上海源叶生物科技有限公司；亮氨酸，上海

麦克林生化科技有限公司；亮氨酸营养缺陷型培养

基(Leu minus media)，北京泛基诺科技有限公司。 

真菌 DNA 快速提取试剂盒，生工生物工程(上

海)股份有限公司；质粒快速抽提试剂盒、EasyTaq 

DNA 聚合酶、DNA Marker，北京全式金生物技术

有限公司；PCR 产物纯化试剂盒、琼脂糖凝胶回收

试剂盒，Omega 公司；Gibson assembly，Applied 

Biological Materials Inc 公司；限制性内切酶，

Thermo Scientific 公司；高保真 DNA 聚合酶，KAPA 

Biosystems 公司。 



16 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

PCR 扩增仪、离心机，Eppendorf 公司；气相

色谱分析仪，Agilent 公司；电子天平，Sartorius 

Group 公司；超净工作台，苏州安泰空气技术有限

公司；恒温摇床，上海智诚实验设备有限公司；紫

外分光光度计，尤尼柯(上海)仪器有限公司；氮吹

仪，天津市恒奥科技发展有限公司；电热恒温鼓风

干燥箱、培养箱，上海精宏实验有限公司。 

1.4  重组菌株的构建 

所需的 PCR 扩增引物见表 1，由青岛擎科梓熙

生物技术有限公司合成，所有质粒采用 Gibson 

assembly 法构建。根据真菌 DNA 快速提取试剂盒

说明书提取解脂耶罗维亚酵母的基因组 DNA，以解

脂耶罗维亚酵母的基因组 DNA 作为模板，以

DGAT-F/DGAT-R 为引物序列，采用 KAPA HiFi 高

保真 DNA 聚合酶扩增 DGAT1 基因片段。基因

AtFAE1、BtFAE1 和 CgKCS 均由无锡青兰生物科技

有限公司合成获得，以合成的基因为模板，应用表

1 中引物分别扩增 AtFAE1、BtFAE1 和 CgKCS 基因

片段。以解脂耶罗维亚酵母的基因组 DNA 作为模

板，以 TEF1-F/TEF1-R 和 XPR2-F/XPR2-R 作为引

物序列，PCR 扩增 TEF1 启动子和 XPR2 终止子。

所有质粒的构建以 pYLEX1 为基本骨架，PCR 扩

增质粒基本骨架片段。根据构建质粒所需的片段长

度(bp)和所测浓度(ng/µL)，按照摩尔数 1:5 的比例

混合到 PCR 管中，同时添加 5 µL Gibson assembly

试剂，使得总体积为 10 µL，体系混匀后 50 °C 连

接 1−2 h。取 2 µL 装配产物转化大肠杆菌感受态细

胞 Trans1-T1，通过抗性筛选、PCR 扩增、酶切验

证 获 得 重 组 质 粒 pYLEX1-AtFAE1 、 pYLEX1- 

BtFAE1 、 pYLEX1-CgKCS 、 PYLEX1-AtFAE1- 

BtFAE1-CgKCS 和 pYLEX1-CgKCS-DGAT1。将得

到的重组质粒用 NotⅠ酶切线性化，采用醋酸锂

转化法转化解脂耶罗维亚酵母，涂布亮氨酸营养

缺陷型筛选平板，筛选阳性克隆[17]。PCR 反应体系 

(25 µL)：2×高保真 DNA 聚合酶 12.5 µL，10 µmol/L

上、下游引物各 1.5 µL；模板 1 µL，ddH2O 8.5 µL。

PCR 反应条件：95 °C 3 min；98 °C 20 s，65 °C 15 s，

72 °C 延伸时间按照 2 000 bp/min 计算，35 个循环；

72 °C 10 min。 

1.5  发酵实验 

1.5.1  菌种活化及摇瓶发酵 

取−80 °C 保存的解脂耶罗维亚酵母菌株 Po1g

和 Po1g-VL 在 YPD 固体培养基上划线，置于 28 °C 培

养箱培养 48 h，从固体培养基取单克隆接种于 50 mL 

YPD 液体培养基，于 28 °C、250 r/min 培养 27 h 作

为种子液，按 3.5%的接种量将种子液接种于 100 mL 
 

表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
引物 
Primers 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

长度 
Size (bp) 

p-F AATTCCGTCGTCGCCTGAGTC 21 
p-R GTCGACCGATGCCCTTGAGAG 21 
AtFAE1-F catagcacgcgtgtagatacTTAAGATCGGCCGTTCTGCAC 41 
AtFAE1-R gaattaaacacacatcaacaATGACCTCTGTGAACGTGAAG 41 
BtFAE1-F actttttgcagtactaaccgcagACCTCTGTGAACGTGAAGCTG 44 
BtFAE1-R gcaagaccggcaacgtggggTTAAGATCGGCCGTTCTGCAC 41 
CgKCS-F actttttgcagtactaaccgcagACCTCTATCAACGTGAAGCTG 44 
CgKCS-R gcaagaccggcaacgtggggTTAAGATCGGCCGTTTTGGG 40 
DGAT-F actttttgcagtactaaccgcagACTATCGACTCACAATACTAC 44 
DGAT-R gcaagaccggcaacgtggggTTACTCAATCATTCGGAACTC 41 
TEF1-F tctcaagggcatcggtcgacAGAGACCGGGTTGGCGGCGC 40 
TEF1-R CTGCGGTTAGTACTGCAAAAAGTGCTGGTCG 31 
XPR2-F CCCCACGTTGCCGGTCTTGC 20 
XPR2-R gctgtcaaacatgagaattcGGACACGGGCATCTCACTTGC 41 

注：小写字母代表 Gibson assembly 装配的重叠片段，大写字母代表扩增引物. 
Note: Lower-case letters represent overlapping fragments for Gibson assembly and upper-case letters represent synthesized primers. 
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(装液量为 1/5) YNB 发酵培养基。分别在 22、25、

28、32 °C 的条件下，以 250 r/min 转速发酵培养。

每个条件设置 3 个平行，并做一次生物学重复。 

1.5.2  生长曲线的测定 

分别于培养 0、5、14、27、74、120、144、168 h

取适量菌液，于 600 nm 下测量其吸光度值，以培

养时间为横坐标、OD600 值为纵坐标绘制生长曲线。 

1.5.3  生物量的测定 

将发酵液于 12 000 r /min 离心 5 min 收集菌体，

用蒸馏水洗涤 2 次，去掉上清，置于 85 °C 烘箱烘

干至恒重，计算烘干前后两次离心管的质量差得到

菌体的干重。 

1.5.4  油脂的提取 

发酵培养结束后，用 50 mL 离心管收集发酵

培养液，6 000 r/min 高速离心 10 min 收集菌体，

油脂提取方法采用酸热法 [18]：1 g 湿菌体加入    

4 mol/L 盐酸 10 mL，振荡混匀，室温放置 1 h，沸

水浴 8 min，立即放于−20 °C 速冷 30 min；然后加

入氯仿-甲醇(1:1，体积比)充分混合，4 000 r/min 离

心 5 min；收集下层氯仿层，加入等体积质量分数

为 0.15%的氯化钠，4 000 r/min 离心 5 min；收集

氯仿层，使用氮吹快速除去氯仿得到油脂，比较

前后两次离心管的质量得到油重，产油量(g/L)以

每升菌液的油重表示，细胞油脂含量以油重与菌

体干重的比率表示。 

1.5.5  脂肪酸甲酯化 

对提取的油脂称重后，在玻璃管中添加 2.6 mL

甲醇-硫酸溶液(体积比 98:2)，于 85 °C 烘箱反应 3 h，

放入冰箱冷却，添加 1 mL 饱和氯化钠溶液和 1 mL

正己烷，振荡混匀后于 4 000 r/min 离心 5 min，收

集上层氯仿层添加到气相色谱小瓶中，编号进行气

相色谱分析[19]。 

1.5.6  气相色谱分析脂肪酸成分 

色谱检测条件如下：色谱柱为 HP-5 (30 m× 

0.32 mm×0.25 μm)；进样温度：250 °C；检测器温

度：250 °C；进样体积：1 μL；起始柱温为 140 °C，

保持 1 min，以 10 °C/min 升温至 180 °C，保持 2 min，

以 5 °C /min 升温至 210 ºC，保持 4 min，以 5 °C /min

升温至 250 °C，保持 4 min。以面积归一法得到各

脂肪酸组分的相对含量。 

2  结果与分析 

2.1  解脂耶罗维亚酵母工程菌的构建 

解脂耶罗维亚酵母本身不能合成超长链脂肪

酸，需要表达外源脂肪酸延长酶基因，构建外源合

成途径，实现超长链脂肪酸的合成(图 1)。选择不 
 

 
 

图 1  解脂耶罗维亚酵母合成超长链脂肪酸的代谢途径设计 
Figure 1  Design of metabolic pathways for synthesis of very-long-chain fatty acids in Y. lipolytica 

注：实线框内为内源途径，虚线框内为外源途径. 
Note: Full line denotes the native pathway. Dotted line denotes the exogenous pathway. 
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同的脂肪酸延长酶和产油基因构建了重组质粒

pYLEX1-AtFAE1 、 pYLEX1-BtFAE1 、 pYLEX1- 

CgKCS、pYLEX1-AtFAE1-BtFAE1-CgKCS 和pYLEX1- 

CgKCS-DGAT1，转化解脂耶罗维亚酵母出发菌株

Po1g，通过诊断 PCR 和序列测定筛选阳性工程菌株，

分别命名为 Po1g-AtFAE1、Po1g-BtFAE1、Po1g- CgKCS、

Po1g-AtFAE1-BtFAE1-CgKCS 和 Po1g-VL (表 2)。 

2.2  工程菌合成超长链脂肪酸 

2.2.1  单基因表达菌株 

测定解脂耶罗维亚酵母 Po1g-AtFAE1、Po1g- 

BtFAE1 和 Po1g-CgKCS 培养至第 5 天时的脂肪酸

组成，结果如图 2 所示。出发菌株 Po1g 主要合成链 

 

表 2  本研究所用菌株和质粒 
Table 2  Strrains and plasmids used in this study 
Strains and plasmids Characteristics Source 

Strains   

Po1g MATa, leu2-270, ura3-302::URA3, xpr2-3 Yeastern 

Po1g-AtFAE1 Po1g, pYLEX1-AtFAE1 This work 

Po1g-BtFAE1 Po1g, pYLEX1-BtFAE1 This work 

Po1g-CgKCS Po1g, pYLEX1-CgKCS This work 

Po1g-AtFAE1-BtFAE1-CgKCS Po1g, pYLEX1-AtFAE1-BtFAE1-CgKCS This work 

Po1g-VL Po1g, pYLEX1-CgKCS-DGAT1 This work 

Plasmids   

pYLEX1 pINA1269-Leu Yeastern 

pYLEX1-AtFAE1 pYLEX1, PTEF1-AtFAE1-TXPR2 This work 

pYLEX1-BtFAE1 pYLEX1, PTEF1-BtFAE1-TXPR2 This work 

pYLEX1-CgKCS pYLEX1, PTEF1-CgKCS-TXPR2 This work 

pYLEX1-AtFAE1-BtFAE1-CgKCS pYLEX1, PTEF1-AtFAE1-TXPR2, PTEF1-BtFAE1-TXPR2, PTEF1-CgKCS-TXPR2 This work 

pYLEX1-CgKCS-DGAT1 pYLEX1, PTEF1-CgKCS-TXPR2, PTEF1-DGAT1-TXPR2 This work 

 

 
 

图 2  解脂耶罗维亚酵母工程菌的脂肪酸组成变化 
Figure 2  Fatty acid composition in Y. lipolytica 
Note: A: Po1g-AtFAE1; B: Po1g-BtFAE1; C: Po1g-CgKCS; D: Po1g-AtFAE1-BtFAE1-CgKCS. 
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长为 C16 和 C18 的脂肪酸，其中 C18:1 为主要组分，

含量接近总脂肪酸的一半。而工程菌株 Po1g-AtFAE1

能 够 合 成 C20:1 脂 肪 酸 ， 占 总 油 脂 的 4.4%；

Po1g-BtFAE1 能够合成芥酸(C22:1)，占总油脂的

5.3%；Po1g-CgKCS 能够合成神经酸(C24:1)，占总

油脂的 6.4%，并且合成少量 C20:1 和 C22:1。3 种

单基因表达菌株的 C16:1 含量均比出发菌株高，而

C18:1 含量均低于出发菌株。 

2.2.2  多基因共表达菌株 

测定 3 基因共表达菌株 Po1g-AtFAE1-BtFAE1- 

CgKCS 的脂肪酸组成，结果显示神经酸含量占总油

脂的 5.1%，比只表达 CgKCS 的含量降低 1.4%，

C24:0 含量占总油脂的 8.5%，比只表达 CgKCS 的

含量增加了 4.5%。这表明脂肪酸延长酶 AtFAE1、

BtFAE1 和 CgKCS 并没有协同延长单不饱和脂肪

酸，CgKCS 基因可直接催化油酸(C18:1)合成神经酸

(C24:1) (图 2D)。基于此，在 Po1g-CgKCS 基础上，

过表达内源二酯酰甘油酰基转移酶基因 DGAT1 得

到菌株 Po1g-VL，发酵培养 5 d 后测定细胞油脂含

量。结果显示，过表达 DGAT1 基因可以有效提高

细胞油脂含量，Po1g、Po1g-CgKCS 和 Po1g-VL 的

细胞油脂含量分别为 17%、18%和 27%，菌株

Po1g-VL 与 Po1g-CgKCS 相比细胞油脂含量提高了

50%，脂肪酸组成也出现一定变化，尤其是 C16:0、

C18:2 和 C24:0 (图 3)。 

2.3  温度对解脂耶罗维亚酵母生长、产油和脂肪

酸组成的影响 

以工程菌株 Po1g 为研究对象，首先设置了 4 个不

同温度 28、31、34、37 °C 开展预实验，结果表明 37 °C

对解脂耶罗维亚酵母生长具有明显胁迫作用(图 4A)。 
 

 
 

图 3  解脂耶罗维亚酵母高表达 DGAT1 基因的细胞油脂含量(A)和脂肪酸组成(B) 
Figure 3  Lipid content (A) and fatty acid composition (B) in Y. lipolytica overexpressing the gene DGAT1 

 

 
 

图 4  不同温度下解脂耶罗维亚酵母的生长差异 
Figure 4  The growth of Y. lipolytica under different temperatures 

注：A：温度预实验结果；B：Po1g 菌株的生长情况；C：Po1g-VL 菌株的生长情况. 
Note: A: Preliminary experiment; B: The growth of the strain Po1g; C: The growth of the strain Po1g-VL. 
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基于这一结果，在低于 37 °C 的范围内设置了 4 个

温度 22、25、28、32 ºC，研究了温度对解脂耶罗

维亚酵母生长、产油以及脂肪酸组成的影响。 

2.3.1  温度对解脂耶罗维亚酵母生长的影响 

出发菌株 Po1g 与工程菌株 Po1g-VL 在 4 种不

同温度下培养 5 d 的生长情况如图 4B 和 4C 所示。

随温度变化，两株菌呈现了相同的生长趋势，都是

在 28 °C 条件下生长最快且稳定期的生物量最大，

其次为 25、22、32 °C。不同的是，Po1g-VL 菌株

在所有温度条件下的生物量明显大于出发菌株

Po1g，在 28 °C 培养条件下 Po1g-VL 的 OD600 最高

为 28.0，而 Po1g 仅为 10.8，可能原因是工程菌株

Po1g-VL 回补了营养缺陷型基因 Leu，并高表达了

产油基因 DGAT1。 

2.3.2  温度对解脂耶罗维亚酵母产油的影响 

出发菌株 Po1g 与工程菌株 Po1g-VL 在 4 种不

同温度下培养 5 d 后的细胞油脂含量和产油量如 

图 5 所示。Po1g 和 Po1g-VL 的细胞油脂含量均随着

温度升高而降低，22 °C 条件下最大，分别为 23.2%

和 33.2%，与 Po1g 相比，Po1g-VL 的细胞油脂含

量提高了 43%，表明 DGAT1 基因的有效表达促进

了细胞油脂的合成。Po1g 和 Po1g-VL 的油脂产量

也是在 22 °C 培养条件下最大，分别为 0.9 g/L 和

2.3 g/L。可见，在本研究测试范围内最适产油温度

(22 °C)不同于最适生长温度(28 °C)。 

2.3.3  温度对解脂耶罗维亚酵母脂肪酸组成的

影响 

应用气相色谱测定了不同培养温度下工程菌

株 Po1g-VL 和出发菌株 Po1g 的脂肪酸组成(图 6)。

随着温度的改变，两株菌在总饱和脂肪酸和总不

饱和脂肪酸上表现了一致趋势，都是随温度升高

饱和脂肪酸含量增加而不饱和脂肪酸含量降低，

其中工程菌株 Po1g-VL 在 22 °C 总不饱和脂肪酸

含量达到 72.2% (图 6A 和 6B)。在单一脂肪酸组

分含量上，两株菌既表现了一致趋势，也有相反

的结果。 

出发菌株 Po1g 主要合成链长为 C16 和 C18 脂

肪酸，其中油酸(C18:1) 含量最高，占总脂肪酸的

50%以上。在各组分中，软脂酸(C16:0)和亚油酸

(C18:2)随温度变化表现出明显的含量变化，其中软

脂酸含量随温度升高而明显升高，由 22 °C 条件下

的 6.8%升至 32 °C 条件下的 12.5%，接近 1 倍；亚

油酸的含量随温度升高明显下降，由 22 °C 条件下

的 23.5%降至 32 °C 条件下的 13.9% (图 6C)。 

 

 
 

图 5  不同温度下 Po1g (A)与 Po1g-VL (B)油脂产量和细胞油脂含量的变化 
Figure 5  The lipid production and lipid content of Po1g (A) and Po1g-VL (B) under different temperatures 
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图 6  不同温度下 Po1g 与 Po1g-VL 的脂肪酸变化 
Figure 6  The fatty acid change of Po1g and Po1g-VL under different temperatures 

注：A：Po1g 的总饱和脂肪酸与总不饱和脂肪酸；B：Po1g-VL 的总饱和脂肪酸与总不饱和脂肪酸；C：Po1g 的脂肪酸组成；D：

Po1g-VL 的脂肪酸组成. 
Note: A: The total saturated and unsaturated fatty acid content of Po1g; B: The total saturated and unsaturated fatty acid content of Po1g-VL; 
C: The fatty acid composition of Po1g; D: The fatty acid composition of Po1g-VL. 
 

工程菌株 Po1g-VL 除了合成 C16 和 C18 脂肪

酸，还合成了 C24 脂肪酸，并且合成少量 C20 和

C22 链长的脂肪酸。各脂肪酸组分在 22 °C 和 32 °C

条件下展现了明显的差异，其中饱和脂肪酸组分软

脂酸(C16:0)、硬脂酸(C18:0)和木焦油酸(C24:0)在

32 °C 下比 22 °C 含量提高 52%至 110%，单不饱和

脂肪酸棕榈油酸(C16:1)、油酸和神经酸在 32 °C 下

比 22 °C 含量降低 19%至 45%。值得关注的是

Po1g-VL 菌株的亚油酸含量随温度升高而升高，22、

25、28、32 °C 下分别为 5.1%、5.3%、7.1%、9%，

这种趋势与出发菌株 Po1g 相反(图 6D)。 

3  讨论与结论 

随着油脂类可再生能源产品和功能食品需求 

的增长，解脂耶罗维亚产油酵母被广泛用于长链脂

肪酸和油脂的开发研究，但是应用该酵母合成超长

链脂肪酸仍待研究。虽然超长链脂肪酸在医药、大

健康、化工等领域具有重要应用价值，目前还缺乏

相关产品的微生物细胞工厂。在超长链脂肪酸的合

成中，脂肪酸延长酶尤为关键。本文通过研究不同

来源的脂肪酸延长酶在解脂耶罗维亚酵母的表达，

发现延长酶 CgKCS 可催化合成神经酸(C24:1)，

BtFAE1 可催化合成芥酸(C22:1)，AtFAE1 可催化合

成 C20:1 脂肪酸。但是，共表达这 3 个酶未能提高

神经酸产量，这表明 CgKCS 可直接催化 C18:1 脂

肪酸合成 C24:1 脂肪酸，而 C20:1 脂肪酸和芥酸含

量较少，可能为中间产物。3 个酶共用底物油酰基 
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辅酶 A (C18:1)，并与酯化酶和去饱和酶竞争该底

物，底物竞争可能是 3 个酶共表达仅明显检测到神

经酸的主要原因。该发现也暗示，虽然在酵母中脂

肪酸延长是通过丙二酰辅酶 A 脱羧每次添加一个

二碳单元，但在应用代谢工程构建超长链脂肪酸菌

株时，目标产物的获得并不一定遵循逐一增加二碳

单元的思路。 

微生物产油通常需要胁迫诱导，培养和发酵条

件对油脂和脂肪酸组成往往具有重要影响。本文通

过研究温度对解脂耶罗维亚酵母产油的影响，发现

低温有利于不饱和脂肪酸合成，而高温有利于饱和

脂肪酸合成。类似的趋势也在其它微生物中有所报

道，如：米曲霉合成油脂[20]，红冬孢酵母合成多不

饱和脂肪酸[21]，三角褐指藻和微拟球藻合成饱和脂

肪酸[22]。微生物的脂肪酸组成影响膜流动性，细胞

膜脂中饱和脂肪酸与不饱和脂肪酸的平衡是影响

膜流动性的重要生物物理因素。在低温条件下，通

常微生物细胞通过增加不饱和脂肪酸合成，以降低

脂质双分子层中饱和脂肪酸与不饱和脂肪酸的比

例，实现低温适应[23-24]。值得指出的是，本研究发

现工程菌株 Po1g-VL 的亚油酸含量随温度升高而

升高(图 6D)，不符合低温有利于不饱和脂肪酸合成

的规律，这可能与工程菌中亚油酸的底物浓度及去

饱和酶的活性有关。 

综上，本研究表明，可以通过表达不同的脂肪

酸延长酶实现解脂耶罗维亚酵母合成芥酸、神经酸

等超长链脂肪酸，而且低温有利于解脂耶罗维亚酵

母合成不饱和脂肪酸，高温利于其合成饱和脂肪

酸。本研究为构建超长链脂肪酸细胞工厂以及发酵

优化提供理论和技术参考。 
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