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摘 要 !L亚麻酸（7U7）被称为必需脂肪酸，对人体有一系列的保健作用。"LM 脂肪酸脱氢酶（F7I）催化亚油酸（U7）生成
7U7。大豆种子油中 7U7含量较高，为了研究大豆"L MF7I的功能，用 0=LGJ0方法从大豆未成熟种子中扩增出 =9D8EM! 的
2I)7，克隆到酵母表达载体 8O"$中，并用醋酸锂法转化酿酒酵母营养缺陷型 X$#"，经筛选鉴定，得到阳性克隆。气相色谱分
析脂肪酸成分，发现工程菌产生了新的脂肪成分L7U7，含量占总脂肪酸的 MY"Z，U7含量与对照相比相应地下降，证明该基因
编码的蛋白具有催化 "K碳多不饱和脂肪酸（G[F7）底物 U7在#"6位脱氢生成 7U7的"LM F7I功能，首次实现大豆"LM脂肪酸
脱氢酶基因在酿酒酵母 X$#" L8O"$系统中的表达，建立了一种新的高效低成本的 F7I酵母表达系统。
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!!" 脂肪酸脱氢酶（!!" #$%%& $’() )*+$%,-$+*，!!
"./0）催化亚油酸（1(231*(’ $’()，4/，567：8"9，68）生成

#!亚麻酸（#!1(231*2(’ $’()，/4/，567：""9，68，6:）。/4/
在人和高等动物体内都不能合成，必须从体外摄取，

被称为必需脂肪酸［6］。它在人体内可以转化为具有

抗血栓、抗肿瘤、调节血脂等一系列重要生理功能的

长链多不饱和脂肪酸［8］。一般认为人类 /4/摄入
量太低，不能满足需要［6 ］。因此，研究!! " !"#，增
加植物 /4/含量，甚至用微生物发酵的方法大量生
产 /4/产品，对人类健康有重大意义。
人们已经克隆了多种植物的微粒体!!"脂肪酸

脱氢酶基因（;(’-3+3<$1!!" #$%%& $’() )*+$%,-$+* =*2*，
!"#"）或质体!!" 脂肪酸脱氢酶基因（>1$+%()!!"
#$%%& $’() )*+$%,-$+* =*2*，!"#?、!"#7）［"，@］，!"#" 是
种子中 /4/水平的主要贡献者［@］。大豆种子油中
/4/含量在常见的油料作物中是最高的，占总脂肪
酸的 AB:C［:］。D(1&*, E0［A］等 8FF"年克隆了 "个大
豆（ $%&’()* +,-） !"#"（ $+!"#""， $+!"#".，
$+!"#"/），在 未 成 熟 种 子 中，$+!"#"" 和
$+!"#"/ 的表达量分别是持家基因的 AFC 和
FB8C，$+!"#". 未检测到表达。并且他们发现
$+!"#"" 定位于大豆基因组的 0,) 座位上，此前曾
有人发现 0,) 座位发生失活突变的大豆种子中 /4/
含量仍维持在 8B:C G :B6C［A，?，7］，说明 H<./0"/
失活突变后，$+!"#"/ 在表达量很低的情况下仍
能使种子维持较高的 /4/水平，推测 $+!"#"/ 编
码的!!"./0具有较高的活性，然而该推测至今尚
未得到实验验证。

用酿酒酵母（ 1,’’2,34+&’*5 ’*3*6(5(,*）作为宿主
研究 ./0的功能非常方便［9］。目前在酵母中已实
现了多种脂肪酸脱氢酶基因（ #$%%& $’() )*+$%,-$+*
=*2*，!"#）的表达，但是成功表达!! "!"# 的报道尚
不多见，大多要么表达不成功［6F］，要么表达量很

低［66］。本实验从大豆未成熟种子中扩增出了

$+!"#"/，导入酿酒酵母营养缺陷型菌株 EAF6中，
得到高效表达 /4/的工程菌，证明该基因编码一个
活性较强的!!"./0，催化 4/ 在"6: 位脱氢生成
/4/，并新建了一种高效表达!! "!"# 的酵母系统。

! 材料和方法

!"! 植物材料
大豆品种齐黄 89由山东省农业科学院作物所

大豆室提供。

!"# 菌株和质粒
大肠杆菌（75’2*3(’2(, ’4(%）0I:#为本实验室保

存；酿酒酵母（ 1,’’2,34+&’*5 ’*3*6(5(,*）营养缺陷型
EAF6（ ,8*8，2(5"，%*98，:3;6，93,"），单倍体，由山
东农业大学郑成超惠赠；J@6A酵母游离型穿梭表达
载体，KL. 组成型启动子，5M56 终止子，5LNAO
/PQI@复制起点，酵母中筛选标记为 RP/"，大肠杆
菌中筛选标记为 /<J，由本实验室保存；K 载体
JR5<!K购自上海 Q$2=32。
!"$ 试剂和培养基
所用 0N/限制酶和 0N/分子量标准为 K$E$P$

公司产品；S!=$1、T>KH、K$U 0N/ 聚合酶、反转录酶
（P*V*-%/()K; ;!;,4W P*V*-+* K-$2+’-(J%$+*）、4/均为
上海 Q$2=32产品；KPTX31 总 PN/提取试剂购自天为
时代公司；鲑鱼精 0N/ 和 /4/ 甲酯标准品购自
Q(=<$公司；4D，M>0，8 Y M>0，5;（R-$!）培养基参照
《分子克隆实验指南》（第三版）［68］；其他常规试剂均

为分析纯。

!"% 引物合成
根据网上已登录的 $+!"#"/ 核苷酸序列

（/M8F@?68）设计引物如下
Q*2+* J-(<*-：:Z$$% ==% %’$ $=’ $’$ =’’ "Z，/2%(+*2+*

J-(<*-：:Z’%% %$= %%= =$’ %== =%’ "Z。引物合成由上海
Q$2=32完成。
!"& 全长 ’()*序列的 +,-./+ 和表达载体的构
建

大豆未成熟种子总 PN/的提取参照 KPTX31 总
PN/提取试剂说明书进行。取 6$=所提总 PN/为
模板，[1(=3（)K）67 "FFJ<31为反转录引物，A:\变性
: <(2，冰浴 : <(2，然后分别加入 : Y PK D,##*- @$4，
)NK> ;(]%,-*（各 6F<<31O4）6$4，PN$+* T2^(_(%3- 8F,，
P*V*-%/()K; ;!;,4W P*V*-+* K-$2+’-(J%$+*8FF,，加
0L>5水至 8F$4，@8\反应 6^，?[\加热 6F<(2后冰
上冷却，合成第一链 ’0N/。用 6B@ 所合成的引物，
以反转录产物作为模板进行 >5P扩增，扩增条件：
9@\变性 "<(2，然后 9@\ :F+，:@\ :F+，?8\ 6<(2
8F+ ":个循环，最后 ?8\ 6F<(2。将 >5P产物回收
并克隆到 JR5<!K 载体中，并转化大肠杆菌 0I:#，
重组质粒命名为 JRH./0"5。蓝白斑筛选和酶切鉴
定阳性克隆，挑取正确的阳性克隆送上海生工测序。

将目的基因片段从 JRH./0"5上切下导入 J@6A，得
到重组表达载体 J@H./0"5。大肠杆菌感受态细胞
的制备、载体构建、转化和重组质粒的筛选和鉴定均

按《分子克隆实验指南》（第三版）［68］所提供的常规
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方法进行。

!"# !"#$%$& 在酿酒酵母中的表达
!"#"! 酿酒酵母细胞的转化及阳性克隆的鉴定：用
醋酸锂法，分别将 !"#$和 !"%&’()*转化到酿酒酵
母缺陷型 +$,#中。通过合成培养基的筛选，获得含
有 !"#$空载体的对照菌株 +!"#$和含有 !"%&’()*
的酵母工程菌株 +!"%&’()*。粗提 +!"%&’()*的
质粒，进行 -*.检测。具体步骤参照《精编分子生
物学实验指南》［#)］。

!"#"% 工程菌遗传稳定性检测：接种工程菌
+!"%&’()*到 /-(培养基中，),0振荡培养 1"2，将
培养液稀释 3,,,, 倍，取 #,,45 稀释液涂布到 /-(
平板上，待平板上有菌落形成，用牙签挑取 #,,个单
克隆到固体 *6（789:）培养基上，再待菌斑出现后，
统计 *6平板上的菌斑数量，计算工程菌种质粒的
丢失率。该实验做 )个重复。
!"#"$ 酵母工程菌的表达：分别挑取单克隆 +!"#$
和 +!"%&’()*接入缺少尿嘧啶的 *6（789:）液体培
养基中，培养基中含 1;葡萄糖、,<3==>?@5 5’ 和
#;A-:",。),0培养，当酵母的密度达到 3 B #,$ 细
胞@=5时，改为 1,0继续培养 C12，收集菌体。
!"#"& 重组基因表达产物样品的制备：酵母菌体经
去离子水洗涤干净，真空冷冻干燥，研碎，加入 1=5
,<3=>?@5氢氧化钾甲醇溶液，充入氮气，$,0反应
),=DE，室温冷却，加入 #3;三氟化硼甲醇溶液 1=5，
$,0水浴放置 1=DE，加入足够量饱和氯化钠溶液和
#<, F #<3=5石油醚，振摇，静置，取上层（石油醚层）
溶液进行色谱分析。

!"#"’ 重组基因表达产物样品的气相色谱（%*）分
析：采用 ’GD?HEI$JK,A气相色谱仪，&&’-柱子，分流
比：1, L #，进样口温度：13,0，柱温：#3,0 F 1),0程
序升温，检测器温度：13,0，气化室温度：)3,0，尾
吹：",=5@=DE，氢气流速："3=5@=DE，空气流速 "3,
=5@=DE，检测器：氢火焰离子化检测器（&M(），进样
量：#!5。参照文献方法测定样品

［#"］。

% 结果

%"! 目的基因的扩增
根据已发表的 !"#$%)& 序列设计引物，用 .N:

-*.方法从大豆未成熟种子的总 .A’中扩增出一
条 ##"$O! 的条带（图 #），克隆到 !7*=:N载体中获
得重组质粒 !7%&’()*。测序结果表明，该 P(A’片
段与 %HEQ9ER上登录的序列完全一致，证明所扩增
出的片段确实是 !"#$%)& P(A’，包括 !"#$%)&

基因的全长编码区。

%"% 表达载体的构建
用 ’("S"和 )*+."双酶切将 !"#$%)& 基因

从 !7%&’()* 上切下连入 !"#$，得到重组质粒
!"%&’()*，重组质粒构建过程如图 1。

图 # !"#$%)& =.A’的反转录 -*.
&DGT # !"#$%)& =.A’ 8HUH8VH I89EVP8D!ID>E9? -*.
#：#,,O! (A’ ?9WWH8；1：.N:-*. !8>W4PI >X !"#$%)& T

图 1 重组质粒 !"%&’()*的构建
&DGT 1 *>EVI84PID>E >X HY!8HVVD>E !?9V=DW !"%&’()*

%"$ 阳性克隆的鉴定
挑取阳性克隆，酶切鉴定结果显示，!"%&’()*

经 ’("S"和 )*+."双酶切产生 3<3)RO及 #<13RO
两条带；经 )*+."单酶切仅有 $<CJRO 一条带（图
)）。说明 !"#$%)& 基因已成功克隆到 !"#$中。
%"& 工程菌的遗传稳定性
按照 #<$<1的方法测定菌株的质粒稳定性，在
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图 ! 重组质粒 "#$%&’!(酶切及 )(*鉴定
%+,- ! *./01+20+3. 456 )(* 45478/+/ 9:

1.29;<+5450 "74/;+6 "#$%&’!(
=："#=>?!"#@! A $%&*!；B："#$%&’!(? !"#@! A $%&*!；!：
"#$%&’!(? $%&*!；#：’C& ;41D.1 ’E=F GGG（=FGGG，=GGGG，HFGG，
FGGG，BFGG，=GGG）；F：)(* "196I20 9: J*%-

营养丰富的培养基中，酵母大约 KG;+5增殖一代，所
以 B#L大约传了 =F世代，从 M)’平板上用牙签挑取
=GG个单克隆到 (N 筛选培养基平板上，! 个重复
(N平板上出现的菌斑数量分别为 O=，HF，>!，质粒
平均丢失率为 BHP。
!"# !"#$%$& 基因在酿酒酵母中的表达
用 "#=> 及 "#$%&’!( 重组质粒分别转化酿酒

酵母缺陷型 Q>G=，在 (N（R14S）培养基上挑选到含有
"#=>的对照菌 Q"#=> 和含有 "#$%&’!( 的工程菌
Q"#$%&’!(。以 "#$%&’!( 的质粒粗提液为模板，
扩增出一条 =T=FD<的条带，与预期结果完全相符（图
!），从 "#$%&’!(切下的目的基因片段比 )(*片段稍
大些，是因为前者含有 "R(;SU载体上的约 =GG<"片
段。接种并培养 Q"#=>和 Q"#$%&’!(后，收集菌体，
甲脂化。经 $(分析发现，与 Q"#=>相比，Q"#$%&’!(
出现了一个新的波峰，出峰时间与 &E&甲脂标准样
的出峰时间一致，说明该新成分为 &E&（图 #）。计算
出 Q"#$%&’!(中 &E&含量占总脂肪酸的 !T=P 。具
体各脂肪酸的成分的含量见表 =。

图 # 酿酒酵母总脂肪酸的气相色谱分析图
%+,- # $4/ (L19;409,14"L+2 45478/+/ 9: 09047 7+"+6 :4008 42+6/ +5 ’"%%(")&#*%+, %+)+-.,."+

&：Q"#=>；V：Q"#$%&’!(；(：&E& /0456416；=>：G："47;+0+2 42+6；=>：=："47;+097.+2 42+6；=O：G：/0.41+2 42+6；=O：=：97.+2
42+6；=O：B ：7+597.+2 42+6；=O：!："S7+597.5+2 42+6-

表 % 转基因菌株脂肪酸组成（&）
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! 讨论
一般的酿酒酵母由于缺乏!!"（"#$）和!!%&’(，

不能产生内源 )*&’［#+］。除了脱氢酶活性，还有很
多因素能影响脂肪酸产物在酵母细胞中的积累水

平，包括底物的含量［##］。研究表明，当酵母中的 ,’
含量不低于 -.（! /!）时，依赖于!!% 脂肪酸脱氢
酶的 ’,’积累水平就不会受 ,’含量的影响［##］。本
实验在培养 012#" 时，培养基中加入适量的外源
,’，使菌体中 ,’含量增加到 $$.，高于 -.，为 ’,’
的合成提供了充足的底物，也说明酿酒酵母 0"+#可
以吸收外源 ,’。
作 为 对 照 的 012#" 中 未 检 出 ’,’，而

0123&’(%4中 ’,’含量占总脂肪酸含量的 %5#.，
,’含量由对照的 $$.相应地降为 #"5$.，说明本
实验所扩增的 "#$%&%’ 基因确实得到了表达，并
且其表达导致酵母菌中产生了 ’,’。从 ,’含量相
应下降说明检测到的 ’,’是由 ,’转化而来，进一
步表明该基因编码的蛋白具有催化 #6 碳 )*&’底
物 ,’在"#7位脱氢生成 ’,’的!!%&’(活性，并能
在酿酒酵母中高效表达。迄今为止所发现的植物和

蓝细菌的!!%&’(都能催化 #6 碳 )*&’底物 ,’生
成 ’,’，但是不能作用于 $+碳 )*&’［#7，#"］。
拟南芥质体外油酸脱氢酶基因在酵母中表达受

温度影响很大［#-］，培养物在 #78生长能比在通常的
$68生长积累更多的脱饱和产物［##］。但是，生长温
度越低，酵母的生长速度就越慢，本实验兼顾 ’,’
的表达量和酵母的生长速度，采用 $+8培养，收到
了良好的表达效果。(9:;<= 等 $+++ 年在酵母中表
达甘蓝型油菜的 ()$%&%基因，’,’含量最高达到
酵母总脂肪酸的 $52.［##］。0>?@A<:>? 等 $++$ 年将
绿藻 4B&9C%基因转入酵母，未表达成功［#+］。本实验
构建的重组菌株 ’,’ 含量占总脂肪酸含量的
%5#.，表达效果优于前二者。目前只有 D9E9A<:>等
$++2年在酵母中表达 *+,,-+./#0,12 345061.7 $%&%基
因的 ’,’表达量比本实验高［#6］。
酵母作为基因工程的表达系统，特别是表达真

核生物基因方面得到广泛应用［#"］。一直以来，&’(
的酵母表达常采用酿酒酵母营养缺陷型 FGHIJK 及
表达载体 1LMI$5+［#6，#N］。本研究选择酿酒酵母营养
缺陷型 0"+#为受体菌，含有 DM&启动子的 12#"质
粒为表达载体。0"+#!12#" 表达系统有很多与
FGHIJK!1LMI$5+ 表达系统相似的优点，12#" 和
1LMI$5+都是酵母游离型穿梭质粒，它们在大肠杆

菌和酵母菌中都稳定存在；它们携带的 *O’%基因
能互补 ?:9% 突变型的酵母菌，可作为筛选标记；
0"+#和 FGHIJK两种菌株本身都不产生 ’,’，便于验
证外源脂肪酸脱氢酶的功能。不同的是 1LMI$5+的
3’,K启动子是受半乳糖诱导的启动子，而 12#" 的
DM&启动子是组成型启动子。由于 3’,K启动子可
被葡萄糖阻遏［#%］，需要使用棉子糖作为碳源［$+］，而

DM&启动子则不受葡萄糖影响。棉子糖的价格比葡
萄糖的价格高 $+倍左右，因此使用 0"+#!12#"表达
系统可以在很大程度上节省成本，为 ’,’的大量生
产提供了新的可能。由于 DM&启动子是组成型启
动子，外源基因的表达受培养条件影响较小，表达量

较稳定，方便操作。经过 #7世代，工程菌在非筛选
培养基中培养表达载体的丢失率为 $-.，遗传稳定
性较低，有待改进，这也是所有酵母游离型质粒的缺

点。本实验所建立的这种新的脂肪酸脱氢酶酵母表

达系统，为脂肪酸脱氢酶基因在酵母中的表达提供

了新的探索。
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