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酿酒酵母中 !"#激酶同功酶对偶数位不饱和脂肪酸!$氧化的影响
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摘 要 8AOC*8P激酶利用 8AO，催化 *8P磷酸化，生成 *8PO，而 8AOC*8PJ激酶则催化 *8P和 *8PJ发生磷酸化。酿酒酵
母细胞内存在三种 *8P激酶同功酶：Q:679、O’?D9和 N/G79，它们都是 8AOC*8PJ激酶，对细胞内 *8PO（J）的供应起到重要作
用。酵母偶数位双键不饱和脂肪酸的!C氧化依赖于过氧化物酶体基质内的 *8POJ。通过构建 *8P激酶基因的单、双基因缺
失株，并验证它们和对照菌株对不饱和脂肪酸的氧化、利用能力，证实 *8P激酶同功酶，尤其是 O’?D9，对过氧化物酶体基质内
*8PO（J）的供应起着重要作用，并推测 *8PO可以从过氧化物酶体膜外转运至过氧化物酶体基质内。
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!"#激酶利用 "$%和&或无机多磷酸 ’()*（%）作
为磷酸供体，催化 !"#发生磷酸化，生成 !"#%；而
!"#+激酶催化 !"# 和 !"#+ 发生磷酸化，生成
!"#%和 !"#%+，这构成了 !"#% 生物合成途径的
最后一步［,］，而 !"#%是生物体最重要的辅酶和能
量携带体之一，并且是生物合成反应和抗氧化自我

保护的核心。就磷酸供体而言，如果只能利用 "$%，
则为 "$%-!"# 激酶［.］；如果既能利用 "$%，又能利
用 ’()*（%），则为 ’()*（%）&"$%-!"#激酶［/］。在模式
真核生物酿酒酵母（ !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）细胞内
存在三种 !"#激酶同功酶，分别为 012,’（由 -./,
基因编码）、%(34’（由 01!4 基因编码）和 567,’（由
234,基因编码），它们都被证实为 "$%-!"#+ 激
酶，且对酵母细胞内 !"#%（+）的供应起着重要作
用［8 9 :］。

酵母的脂肪酸氧化发生在过氧化物酶体内［;］。

不饱和脂肪酸在!-氧化过程中，除了需要经历连续
的脱氢、水化、二次脱氢和硫解四步外，还需要"/ -
顺-". -反-烯酯酰 <("异构酶的作用；对于双键在偶
数位的不饱和脂肪酸，另外还需要酯酰 <("氧化酶
（=(>,’，由 415, 基因编码）和 !"#%+依赖的 .，8-
二烯酯酰 <("还原酶的作用。已有研究发现存在
于过氧化物酶体基质内的异柠檬酸脱氢酶同功酶

（?@’/’，由 670/基因编码）能够有效地提供过氧化
物酶体内的 !"#%+，它和 =(>,’都会显著影响酿酒
酵母细胞内偶数位不饱和脂肪酸的!-氧化

［A］。

表 ! 本研究中所用的酿酒酵母菌株
"#$%& ! ! ’ "#$#%&’&(# ()*#+,( -(&. +, )/+( ()-.0

B12CDE3 F6E(1*’63 B(G2H63
I58;8. 89.! :);."J :(*."J ;%"/"J $,*/", K0LMB<"L=
;<%, 89.! :);."J :(*."J ;%"/"J $,*/", ;<%,：：=">858 K0LMB<"L=
?&*4 89.! :);."J :(*."J ;%"/"J $,*/", ?&*4：：=">858 K0LMB<"L=
()@, 89.! :);."J :(*."J ;%"/"J $,*/", ()@,：：=">858 K0LMB<"L=

;<%,()@, 89.! :);."J :(*."J ;%"/"J $,*/", ;<%,：：=">858 ()@,：：A6!/ $ND3 31G@*
;<%,?&*4 89.! :);."J :(*."J ;%"/"J $,*/", ;<%,：：=">858 ?&*4：：A6!/ $ND3 31G@*
()@,?&*4 89.! :);."J :(*."J ;%"/"J $,*/", ()@,：：=">858 ?&*4：：A6!/ $ND3 31G@*
@&B, 89.! :);."J :(*."J ;%"/"J $,*/", @&B,：：=">858 K0LMB<"L=
,C?/ 89.! :);."J :(*."J ;%"/"J $,*/", ,C?/：：=">858 K0LMB<"L=

由于偶数位不饱和脂肪酸的!-氧化需要
!"#%+的参与，而细胞内 !"#%+的供应主要是通
过以 !"#（%）为辅酶的脱氢酶系和 !"#（+）激酶（图
,），通过构建 !"#激酶基因缺失体，包括单缺失体
;<%,、?&*4、()@, 和双缺失体 ;<%,()@,、;<%,?&*4、
()@,?&*4，并验证它们在以不饱和脂肪酸作为碳源的
培养基中的生长表型，就可以了解它们对过氧化物

酶体内 !"#%+的供应能力，从而能更好地了解酿酒
酵母细胞内 !"#%+的供应和转运途径。

图 , 酿酒酵母内 !"#%（+）的合成
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! 材料和方法

!1! 培养基
预培养基（5%#）：,T酵母膏，.T蛋白胨，.T葡

萄糖，’+4UJ，JU.RO&RV F8,A。
不同碳源培养基：JU/T酵母膏，JU4T蛋白胨，

JU4T磷酸钾缓冲液，’+:UJ，不同碳源（JU,T硬脂酸
或软脂酸或亚麻酸&JU.T吐温-8J，或 .T葡萄糖），
所需氨基酸。

B#固体培养基：JU:;T无氨基酸酵母氮碱，.T
葡萄糖，.T琼脂，所需氨基酸和抗生素，’+4UJ。
!12 酿酒酵母菌株的筛选及培养
实验中所使用的酿酒酵母菌株列于表 ,。!"#

激酶基因缺失株的初步筛选采用 B#选择平板。构
建好的各酵母菌株在 5%#培养基中 /JW预培养并
洗涤后，以终密度 9:JJ X JUJ4转移至不同碳源的培
养基中培养［A］，并监测其在不同培养时间的生长密

度，直至达到饱和期。

!13 456激酶基因缺失株的构建
对照细胞 I58;8.，!"# 激酶单基因敲除株
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!"#!、$%&"、’()! 和 *+,!、-./# 基因敲除株 )%0!、
12$#来自 $%&’()*&+（表 !），,*-激酶双基因缺失
株 !"#!’()!、!"#!$%&"、’()!$%&" 采用同源置换法构
建［.］。以质粒 /+*012345#670（酿酒酵母基因敲除
载体，3-4#，氨苄青霉素抗性）［.］为模板，89:!;45: 和
89:!;45<为嵌合引物（表 =），通过 >)&扩增出两端各
带有 56*!基因上游和下游约 ?@A/的嵌合 3-4#基
因（89:!23B(#），将此 >)&扩增产物纯化后转化 !"#!
细胞［!@］，以使 3-4# 基因置换 !"#! 细胞染色体上的
56*!基因，通过 345C 平板筛选阳性转化体 !"#!

’()!：：3-4#，并经单菌落 >)&验证后得到双缺失体
!"#!’()!，验证用引物为 89:!D/:、/:1;45#<、/:1;45#: 和
89:!EF<（表 =）。用类似的方法，以 /+*012345#670为
模板，/G5";45:和 /G5";45<为引物（表 =），通过 >)&扩
增出两端各带有 >’("基因上游和下游约 ?@A/的嵌
合3B(# 基因（/G5"23B(#），再分别转化 !"#! 细胞和
’()!细胞，获得 !"#! $%&"：：3-4#和 ’()! $%&"：：3-4#
双缺失体，验证 >’(" 基因置换的引物为 /G5"D/:、
/:1;45#<、/:1;45#:和 /G5"EF<（表 =）。

表 ! 本研究中所用引物
"#$%& ! ’()*&(+ ,+&- ). /0)+ +/,-1

><4H9<5 ’I4JG2FDKI9GL4E9 59MD9FK95 -95K<4/L4GF

89:!;45:
"N2)**O***O)OP)OO*)POP*)*OOOOOO*)O
****P*P**O2"3)PO*)P)OP)*PPO)P*)2#N

?!A/ D/5L<91H G: 56*! J9F9 Q *OP Q !RA/ G: "N26)( G: /+*012345#670

89:!;45<
"N2P**)))OOP*)O*)PP***)P)*PP*OPOP
PP***O)P""2*O)P*OP**OO)P*P)O)P2#N

#RA/ EGSF5L<91H G: 56*! J9F9 Q OO* Q !.A/ G: #N26)( G: /+*012345#670

/G5";45:
"N2)*O***O****PP*O*****PPOO**PP*O
*)OP*OO***2"3)PO*)P)OP)*PPO)P*)2#N

?@A/ D/5L<91H G: /+4" J9F9 Q *OP Q !RA/ G: "N26)( G: /+*012345#670

/G5";45<
"N2)OO*P*P**O)O)*OOP**O)OOOP)*OO
)*P*P)PO""2*O)P*OP**OO)P*P)O)P2#N

#TA/ EGSF5L<91H G: /+4" J9F9 Q OO* Q !.A/ G: #N26)( G: /+*012345#670

89:!D/: "N2P*)O)P)*)OO)OPOOOPP*)OO*O)2#N (4L9 G: U R@@A/ D/5L<91H G: 56*! J9F9
/:1;45#< "N2)OP)*P)P*PP*P))PO**OOOOOP2#N (4L9 G: U =@@A/ EGSF5L<91H G: "N26)( G: /+*012345#670
/:1;45#: "N2P*OO)OOPOOOO)**P**)OOPO)2#N (4L9 G: U =@@A/ D/5L<91H G: #N26)( G: /+*012345#670
89:!EF< "N2)P**O*O)OO*)*O)*)*POOPOO)2#N (4L9 G: U R@@A/ EGSF5L<91H G: 56*! J9F9
/G5"D/: "N2)P*P)OOOP))PO*OO)O)*OOOP2#N (4L9 G: U R@@A/ D/5L<91H G: /+4" J9F9
/G5"EF< "N2PP)O)*)OOP**O*OO*OPOPOOOP2#N (4L9 G: U R@@A/ EGSF5L<91H G: /+4" J9F9
O;9 5L1<L 1FE 5LG/ KGEGF5 1<9 5/9K4:49E 4F AGIE:1K9V O;9 59MD9FK9 KG<<95/GFE4FJ LG L;9 J9FGH4K -,* 59MD9FK9 G: 4 V 7(#(81&19( 45 DFE9<I4F9EV

! 结果

!45 突变菌 !"#5 和 $%&6 在以脂肪酸作为碳源的
培养基中的生长情况

在以葡萄糖、饱和脂肪酸（硬脂酸）、奇数位单不

饱和脂肪酸（软脂酸）和偶数位多不饱和脂肪酸（亚

麻酸）作为碳源的培养基中，相对于野生型菌株

WX?T?=，酯酰 )G*氧化酶基因缺失株 )%0!及异柠檬
酸脱氢酶同功酶基因缺失株 12$# 表现出不同的生
长能力，见图 =。
在葡萄糖和硬脂酸培养基中，这两种突变菌都

不存在生长缺陷；而在软脂酸培养基中，)%0!的生长
部分受阻，而 12$# 的生长基本正常；在亚麻酸培养
基中，)%0!菌显示出明显的生长缺陷，表明酯酰 )G*
氧化酶 +GY!/的缺失造成亚麻酸的!2氧化在其偶数
位双键处被迫终止，从而无法有效提供生长所需的

碳源；12$#菌也表现出一定的生长缺陷，表明过氧
化物酶体基质内的异柠檬酸脱氢酶同功酶 BE/#/的

缺失，造成过氧化物酶体内 ,*->3的供应量减少，
进而影响 ,*->3依赖的 =，?2二烯酯酰 )G*还原酶
活力，使得亚麻酸偶数位双键处的!2氧化速率降低，
能量供应减少。

!4! 728激酶基因缺失株在以脂肪酸作为碳源的
培养基中的生长情况

在以葡萄糖作为碳源的培养基中，,*-激酶单
基因缺失株 !"#!、$%&"、’()! 和双基因缺失株
!"#!’()!、!"#!$%&"、’()!$%&" 都不存在生长缺陷［0］，
)%0!和 12$#也生长正常（图 =），因此下面我们只验
证这六种 ,*-激酶基因敲除株在不同脂肪酸培养
基中的生长情况，以 WX?T?=作为正对照菌，以 )%0!、
12$#作为负对照菌，结果见图 #。
在硬脂酸培养基中，相对于正负对照菌，六种

,*-激酶基因缺失株都不存在生长缺陷；在软脂酸
培养基中，这六种突变菌的生长也基本正常；但在亚

麻酸培养基中，$%&"、!"#!$%&"、’()!$%&"菌显示出明
显的生长缺陷，甚至低于 12$# 菌的生长能力，而快

.00史 锋等：酿酒酵母中 ,*-激酶同功酶对偶数位不饱和脂肪酸!2氧化的影响



图 ! "#$%$!、!"#&和 $%&’在不同碳源培养基中生长
至饱和态时的相对生长密度
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接近于 !"#&的低水平，()*&、+,!&菌没有生长缺陷，

而 ()*&+,!&双基因缺失体的生长就有部分受阻。这
表明 QO@激酶同功酶之一———?.9G=是过氧化物酶
体内 QO@?（R）的一个重要供应者，其对过氧化物酶
体基质内 QO@?R的供应能力甚至超过 S5=’=；而另
外两个 QO@激酶同功酶———T0-&=和 #72&=只能提
供部分 QO@?（R）给过氧化物酶体，它们的单方面缺
失不会影响过氧化物酶体内 QO@?R的有效含量，但
当它们两者都缺失后，会使 QO@?（R）的供应发生部
分障碍。

由于 ?.9G=、T0-&=、#72&= 都不存在于过氧化物
酶体内，它们催化产生的 QO@?（R）分别处于线粒体
基质［G，&&］和胞质内［D］，而酿酒酵母中脂肪酸的氧化

和利用发生在过氧化物酶体内，即亚麻酸偶数位不

饱和双键的!U氧化需要过氧化物酶体基质内的
QO@?R，因此推测 QO@?（R）可以从过氧化物酶体的
膜外跨膜进入过氧化物酶体基质内，此转运过程可

能是直接或者通过膜上的转运蛋白完成的。由于

$%&’菌在亚麻酸培养基中存在生长缺陷，即即使存
在 ?.9G=、T0-&=和 #72&=，也不能有效地供应过氧化
物酶体基质内的 QO@?R，因此 ?.9G=、T0-&=和 #72&=
在细胞内主要以 QO@激酶形式存在，其 QO@R激酶
活性较弱，或者是 QO@? 可以跨膜转运，而 QO@?R
无法有效转运。与此相关的 QO@?（R）合成、转运途
径推测如图 $所示。

图 ’ QO@激酶基因缺失株和对照菌在不同脂肪酸培养基中生长至饱和态时的相对生长密度
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图 ! 酿酒酵母内与偶数位不饱和脂肪酸!"氧化相关的 #$%&（’）的合成和转运途径
()*+! &,-./01)-23 42. 56-73 -5 #$%&（’）400-,.)2* 1- 189!"-:).41)-2 -5 /2341/,419. 5411;

40).3 7)18 189 .-/<69 <-2. 41 9=92 >-3)1)-2 )2 ! + "#$#%&’&(#
?-6. 4,,-73 )2.)0419 189 >,9.-@)2421 ,9401)-2+ $,,-73 38-7 189 794A ,9401)-2+ %-119. 4,,-73 >,93921 189 >/141)=9 ,9401)-23+

! 结论

酿酒酵母过氧化物酶体基质内 #$%&’的供应
主要来自于 #$%激酶（&-3B>、C1,D>和 E95D>，尤其是
&-3B>）和 F.>G>的作用，前者提供基质内的 #$%&，再
经后者产生 #$%&’，而过氧化物酶体基质内的
#$%&’是偶数位不饱和脂肪酸!"氧化所必需的。
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