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高山被孢霉!!"脂肪酸脱氢酶基因在毕赤酵母中的胞内表达

李明春 孙 颖 张 琦 邢来君"

（南开大学微生物系、国家微生物学重点学科，天津 0"""2#）

摘 要 !1亚麻酸（BCD）作为人体必需的不饱和脂肪酸，具有重要的营养和药用价值。"8 1脂肪酸脱氢酶是!1亚麻

酸合成途径中的关键酶。为了在毕赤酵母中建立一种新的合成!1亚麻酸的表达体系，将高山被孢霉"8 1脂肪酸脱

氢酶基因与胞内表达载体 EFGH0I4J 连接，3+0#线性化后电击法转化毕赤酵母 KLM##83，获得的转化子经 FHN 鉴定

目的基因已整合到毕赤酵母的基因组中。用甲醇诱导表达，通过脂肪酸气相色谱和气相色谱1质谱（BH1LK）联用分

析表明高山被孢霉"8 1脂肪酸脱氢酶基因在毕赤酵母中获得表达，!1亚麻酸含量占总脂肪酸的 #8I!8O。
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!1亚麻酸（!1’=,&’7,=A +A=Q，BCD）作为人体的一

种必需脂肪酸，是具有重要生理活性物质的前列腺

素 FB1#和 FB1$的前体，它在人体内由"8 1脂肪酸

脱氢酶（"8 1R+SS/ +A=Q Q7T+S-.+T7）催化亚油酸转化而

来。然而正常人群中许多人不能通过亚油酸的转化

来保持血液中!1亚麻酸的正常含量，从而抑制了

FB1#，FB1$的合成，导致生理不调、血压升高、动脉

硬化、风湿病、肥胖症、糖尿病、皮肤老化等多种疾

病［#］。此外，BCD 还具有抗革兰氏阳性菌、阴性菌，

抗 UG% 感染，抗肿瘤，抗多种炎症和抗粥性硬化等

作用［!］，具有很高的药用价值。然而传统来源的

BCD 由于受许多自然条件的限制，资源有限不能满

足市场需求，开发新的 BCD 来源已备受关注。"8 1
脂肪酸脱氢酶以亚油酸为底物，在其第 8，2 位原子

间脱氢形成 BCD，是合成 BCD 的关键酶，因此对于

"8 1脂肪酸脱氢酶的研究已逐渐成为国内外学者的

关注热点。从 !" 世纪 5" 年代初，国外相继从蓝细

菌［0］、琉璃苣［$］、线虫［4］、小鼠［8］、斑马鱼［2］、高山被

孢霉［3，5］等不同物种中克隆了"8 1脂肪酸脱氢酶基

因，且分别在酿酒酵母和烟草中进行了成功表达，但

这些表达体系仅限于功能上的研究，不适于大规模

生产 BCD。

毕赤酵母（4#0"#+ 5+&/(*#&）表达系统是近年来应

用较多的一种外源基因表达系统，其中含有底物亚

油酸以及丰富的油酸（亚油酸的底物），是生产 BCD
很有潜力的表达系统。

本文将从高山被孢霉（6(*/#%*%,,+ +,5#$+）中克隆

得到的"8 1脂肪酸脱氢酶基因同源重组整合到毕赤

酵 母 细 胞 中，构 建 了 毕 赤 酵 母 工 程 菌 株

KLM0I4JLD8，成功表达了 BCD。这是首次将高山

被孢霉"8 1脂肪酸脱氢酶基因在毕赤酵母中获得表

达的报道。

# 材料与方法

#$# 质粒、菌株、酶及主要试剂

大肠杆菌 MU4%，含有高山被孢霉"8 1脂肪酸脱

氢酶基因的 E6LDHC8 质粒为本实验室保存。酵母

胞内表达载体 EFGH0I4J 及宿主菌 KLM##83 购自 G,1
V=S.&>7, 公司。限制酶 70(N#，8(/#，ER-M)D 多聚

酶，6$ M)D 连接酶均购自 6+J+N+。W)X（YZ[）购自

M=RA& 公司。B$#3、亚油酸为上海 K+,>&, 产品。其他

常规试剂均为分析纯。

#$% 目的基因片段的扩增

引物由上海 K+,>&, 合成。上游引物：4\16DB1
BH6!""##$D6BBH6BH6BH6HHHDB6B6B DBBDHB1
0\引 入 70(N#位 点；下 游 引 物：4\16DH6!$!!$%



!"!##$!#"!"!!##$!!%&’引入 !"#!位 点。以 本

室构建的含有高山被孢霉"( %脂肪酸脱氢酶基因的

质粒 )#*$!+( 为模板进行 ,!- 扩增反应。反应条

件为：./0 1234；.50 &67，/80 &67，910 (67 &6 个

循环；最后 910延伸 :6234。

!"# 重组质粒 $%&’#"()*+,- 的构建

将 ,!- 产 物 和 表 达 载 体 ),;!&</= 分 别 用

$%"-!，!"#!双酶切，回收后连接，转化大肠杆菌

>?/#。酶切鉴定重组质粒。感受态细胞制备及转

化参照《分子克隆》第二版［:6］方法进行。

!". !- *脂肪酸脱氢酶基因转化酵母细胞

取 :6$@ 重组质粒 ),;!&</=%*$(，经 &’%!单酶

切线性化后，电击法转化宿主菌 A*>::(8（ ()* B +,+ B

-.# C ），在 *>A 选择培养基［::］&60生长 1 D &E，直到

转化子出现。随机挑转化子转至不同 "5:8 浓度

（6</，:，1，5，/2@F2+）的 G,> 培养基中筛选具 "5:8
高抗性的菌株。

!"( %’/ 方法鉴定阳性转化子及其表型

毕赤酵母基因组 >H$ 抽提方法参考文献［:1］

进行。引物由上海 AI4@J4 合成。

/’/012：/’%"$!#""##!!$$##"$!$$"!%&’
&’/012：/’%"!$$$#""!$##!#"$!$#!!%&’
扩增条件：.50 /234；.50 5/7，/60 5/7，910 (67 &6
个循环；最后 910延伸 :6234。

!"- 酵母转化子的诱导表达及脂肪酸提取

将毕赤酵母重组子接种于 K*"G 培养基［:&］中，

&60培养 :( D :8L，当 03(66为 1 D ( 时，离心去上清

后重悬菌体于 K**G 培养基［:&］中，160诱导 & 天，

每 15L 补加甲醇至终浓度 6</M。将诱导培养物离

心，去离子水洗涤 & 次，/60烘干。磨碎后加入 /M
=N?%!?&N? 溶液，960 /L；再加入 :5MKO&%!?&N?，

960 :</L，合成脂肪酸甲酯。用 : P5 的氯仿：正己烷

萃取脂肪酸甲酯。氮气吹干，正己烷回溶，备用。

!"0 脂肪酸分析

以 A3@2I 公司生产的 "+$ 甲酯为标准品，对样

品进行气相色谱分析和 "!%*A 分析。气相色谱分

析采用弹性石英毛细管柱（6<&122 Q &62），载气：

H1，线速：:6R2F7。分流比：:66：:，气化温度：1/60，

柱温：:860，尾吹：/62+F234，检测器：氢火焰离子化

检测器，上样量 :$+；分析软件：$47SIT 分析之星色谱

工作站。"!%*A 分析采用石英毛细管柱 ?,%/（&62
Q 6<1/22 Q 6<1/22），载气：高纯 ?U，柱温：960 1
234，然后 96 D 1/60（:60F22）程序升温，气化温度

1&60，离子源温度 1/60，电子能量 96UV。

1 结 果

1"! 重组质粒 $%&’#"()*+,- 构建和鉴定

按 材 料 方 法 :<& 构 建 的 重 组 表 达 载 体

),;!&</=%*$( 见图 :，"( %脂肪酸脱氢酶基因（343）

插 入 /’ /012 和 ## 表 达 框 内。 重 组 质 粒 经

$%"-!，!"#!双酶切鉴定，得到 :<&8WX 的目的片段

和已线性化的约 .<6WX 的质粒片段，如图 1。

图 : 重组质粒 ),;!&Y/=%*$( 的构建

O3@Y: !J47STZRS3J4 J[ U\)TU773J4 )]I723E ),;! &Y/=%*$(

图 1 重组质粒 ),;!&Y/=%*$( 酶切鉴定

O3@Y1 $@ITJ7U @U] U]URSTJ)LJTU737 J[ ),;!&Y/=%*$(
E3@U7SUE ^3SL TU7ST3RS3J4 U4_‘2U7

:：>H$ 1666 2ITWUT；1：,!- )TJEZRS J[ >(> R>H$；&：),;!&Y/=%*$(F

$%"-! C !"#!；5：),;! &Y/ =F$%"-! C !"#!；/：%>H$F$%"-!
C 5)6E&

1"1 阳性克隆的筛选和鉴定

以电 击 法 将 重 组 质 粒 ),;!&</=%*$( 转 化

A*>::(8 感受态细胞，为增加外源基因的同源重组

整合机率，用 &’%!酶切使质粒线性化。通过 *>A
和 "5:8 平板筛选，最后在 "5:8 /<62@F2+ 的平板上

筛选到 . 株高抗性重组子。进一步以 /’/012 和 &’
/012 为引物 ,!- 鉴定阳性重组子。如图 & 所示，.
株重组子均扩增出 :<&8WX 大小的目的片段，表明

"( %脂肪酸脱氢酶基因已整合到酵母染色体上。虽

然用 &’%!单酶切的质粒多数是以单点重组方式整

合入酵母染色体基因组中（即 /012 不被破坏，转化

子呈快速生长型，*ZSC 型）但仍有少数存在双点重

组的可能（即 /012 基因被替换，转化子呈缓慢生长

型，*ZS7 型）用 ,!- 方法不仅可以进行阳性克隆的
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筛选也可以确定其表型。如果阳性重组子表型为

!"#$ ，%&’ 产物就有两条带，一条为 ()*+,- 目的片

段，一条为 .).,- 的 !"#$ 基因片段。如果重组子

表型为 !"#/，那么 %&’ 产物只有一条 ()*+,- 大小的

带。如图 * 中，第 .，*，0，1，2，(3 泳道为 !"#$ 型转化

子，4，5，+ 为 !"#/ 型转化子。

图 * 毕赤酵母转化子目的基因整合的 %&’ 分析

6789* %&’ :;:<=/7/ >? % 9 &’()*+,( 7;#@8A:;#/
B:;@( 7/ CDE .333 F:A,@A；B:;@.，*，0，1，2，(3 G>;#:7; : G<>;@ G:AA=7;8

->#H #H@ !"#$ 8@;@（. 9.,-）:;I #H@ -.- 8@;@（( 9*+,-）

7;/@A#；B:;@4，5，+ G>;#:7; : G<>;@ G:AA=7;8 >;<= #H@
-.- 8@;@9

!"# 表达产物气相色谱分析和 $%&’( 分析

经 %&’ 鉴定为阳性的酵母重组菌株命名为

J!C*)1K!E4。以整合空载体的酵母菌 J!C((4+ 为

对照，首先对它们进行气相色谱分析（图 0），与对照

相比，转入!4 L脂肪酸脱氢酶基因的毕赤酵母工程

菌 J!C*)1K!E4 在 (()433 F7; 新出现了一个特殊

峰，该 峰 出 峰 时 间 与 标 准 品 MBE 的 出 峰 时 间

(()103F7; 相一致。对照菌与转化工程菌的脂肪酸

含量比例见表 (。同时我们将样品进行 M&L!J 分

析，见图 1。色谱分析新出现的特殊峰 /N 0 为 .2.（图

1O），将其与 MBE 甲酯标准品（图 1E）比较，经计算机

分析两者的质谱图一致，说明新出现的峰为 MBE。

表 ) 用 *+,%#"-.和 *+,%#"-.&’/0转化的毕赤酵母脂肪酸组成

12345 ) 62778&29:; 9<=*<>:7:<?> <@ !"#$"% &%’()*"’ 7A2?>@<A=2?7>

6:##= :G7I 6:##=L:G7I G>FP>/7#7>;NQ
&>;#A>< /#A:7; J!C*)1K!E4

&(4：3 +)12. (*)0*5
&(4：( 0)1+2 .)033
&(+：3 *)(15 5)*11
&(+：( 0*)+1. 0*)331
&(+：. .3)(.+ 1)352
&(+：* — (4).4.

图 0 毕赤酵母重组株总脂肪酸的气相色谱分析图

67890 RI@;#7?7G:#7>; >? MBE 7; #A:;/8@;7G % 9 &’()*+,( -= M&
E：MBE /#:;I:AI；O：% 9 &’()*+,( #A:;/?>AF@I S7#H G>;#A>< T@G#>A P%R&*91K；&：% 9 &’()*+,( #A:;/?>AF@I S7#H P%R&*91KL!E4

图 1 毕赤酵母重组株脂肪酸 M&L!J 分析图

67891 M&L!J :;:<=/7/ >? #H@ ;>T@< P@:, 7I@;#7?7@I 7; % 9 &’()*+,( #A:;/?>AF@I S7#H P%R&*91KL!E4
G7I /#:;I:AI（1O）% 9 &’()*+,( #A:;/?>AF@I S7#H P%R&*91KL!E4
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通过上述气相色谱和 !"#$% 分析表明对照菌

%$&’’() 含有 *+,的亚油酸而不含有 !-.，转入外

源的!( #脂肪酸脱氢酶基因后酵母工程菌中产生了

!-.，!-. 含量占总脂肪酸含量的 ’(/*(,，而亚油

酸含量降至 0/+),（表 ’），说明高山被孢霉!( #脂肪

酸脱氢酶基因已在毕赤酵母中获得成功表达，催化

底物亚油酸形成了 !-.，其他多不饱和脂肪酸的含

量均变化不大，该结果表明!( #脂肪酸脱氢酶是以

亚油酸为特异底物在其 "( 位上脱氢形成 !-.。

! 讨 论

毕赤酵母表达系统是一种新型有效的外源基因

表达系统。其本身含有丰富的多不饱和脂肪酸，是

一种研究多不饱和脂肪酸的良好表达系统。毕赤酵

母表达载体分为胞外型和胞内型两种。因为毕赤酵

母只分泌很低水平的内源蛋白，分泌的外源蛋白纯

化非常方便，所以目前已有许多表达外源蛋白选择

分泌表达载体。但本研究的!( #脂肪酸脱氢酶是一

种膜结合蛋白，为非天然分泌蛋白，难以分泌表达。

我们曾用分泌型表达载体 123-#% 表达过!( #脂肪酸

脱氢酶，结果在培养基中没有检测到特异蛋白，胞内

也没有检测到"#亚麻酸，所以选用 3456789:;4 公司专

用于毕赤酵母胞内表达的载体 1<3"=/0>，成功地在

毕赤酵母中表达了!( #脂肪酸脱氢酶，产生 ’(/*(,
的 !-.。

对高山被孢霉!( #脂肪酸脱氢酶基因目前已有

在酿酒酵母（!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）中表达的报道，

与酿酒酵母相比毕赤酵母表达系统对于用于生产

"#亚麻酸有其独特的优点：（’）毕赤酵母具有强烈的

好氧生长特性，适于工业化生产。且表达菌株很容

易从摇瓶培养过渡到高密度发酵，不影响外源基因

表达水平，而酿酒酵母生长密度较小。（*）酿酒酵母

本身不含有底物亚油酸，因此在生产"#亚麻酸时必

须另加外源底物，不仅工艺繁琐而且成本高。而毕

赤酵母天然含有 *+,左右的亚油酸，是生产"#亚麻

酸的天然受体。此外，毕赤酵母还含有 ?0,左右的

油酸（合成亚油酸的底物），可考虑!’*、!( #脂肪酸脱

氢酶基因共表达，使高水平表达"#亚麻酸成为很大

可能。（=）酿酒酵母外源基因是克隆到 *#质粒上，

需要选择压力才能保持稳定，在工业化生产上如果

没有选择压力质粒会丢失。而毕赤酵母允许外源基

因在染色体上特定位点整合，产生稳定的基因工程

菌株。

综上所述，由于在毕赤酵母中表达!( #脂肪酸

脱氢酶具有重要的实际意义以及可行性，本文构建

了含有!( #脂肪酸脱氢酶基因的毕赤酵母工程菌

%$&=/0>$.(，获得成功表达，!-. 含量占酵母总脂

肪酸含量的 ’(/*(,。这是国内外高山被孢霉!( #
脂肪酸脱氢酶在毕赤酵母中表达的首次报道，为

!-. 的工业化生产提供了可能，同时也是首次利用

毕赤酵母表达系统对多不饱和脂肪酸的合成进行的

初步研究。
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