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透明颤菌血红蛋白的表达对酵母中麦角固醇合成的影响

范 楠/ 李 炎/ 周 全! 陈国强!"

（/ 暨南大学食品研究与开发中心，广州 %/"0#!；! 清华大学生物科学与技术系，北京 /"""3$）

摘 要 构建了含透明颤菌（3#&/*%(&0#,,+）血红蛋白基因 415 和酵母遗传霉素（D$/3）抗性基因的重组质粒 E&=F.G,<.
+H$，转化至酿酒酵母 6+00"+*(720%& 0%*%4#&#+% //I"中，经过分析，基因 415 在酵母细胞中得到表达。对重组菌和野生
菌进行了摇瓶培养及 % J发酵罐培养的研究。在摇瓶实验中，重组菌的麦角固醇产量比野生菌有显著提高，在野生
菌中的含量为 "K%4#L、而在重组菌中的产量为 /K"4L。经过 #" ;发酵罐培养的实验，野生菌中麦角固醇含量为
"KIL，重组菌中其含量为 /K#3L，验证了摇瓶实验的结果。结果证明 415 基因有利于酵母中麦角固醇的合成。
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麦角固醇是真菌细胞膜的重要组成成分，化学名称为

!$!.甲基胆固醇.%，4 烯.#!.羟基，又称麦角甾醇。它是脂溶
性维生素 O! 的前体，受紫外线照射时转化为维生素 O!，后

者是维生素 O的主要成分之一［/］。
生产麦角固醇的方法有两种，一是采用酵母发酵法；另

一种是从青霉菌丝体中提取麦角固醇。国内外多采用酵母

发酵法生产麦角固醇［!］，因为发酵法生产出的麦角固醇产量

高；但由于国内工艺落后，相比提取法、发酵法的成本较

高［#］。而改善发酵工艺主要是从优化培养基、改良菌种和优

化控制参数等方面入手。有研究表明，麦角固醇的合成具有

氧代谢的特征，具有氧有助于麦角固醇的合成［$］。因此，加

强菌体的氧代谢水平会对麦角固醇的生成具有促进作用。

但传统的改善发酵液中的氧传递的方法对设备要求高，能量

消耗大，增加了发酵成本［%］。

细菌血红蛋白是透明颤菌（3#/*%(&0#,,+）在贫氧环境下诱
导产生的原核细胞中的血红蛋白，结构基因长 $#3FE，编码
/$0个氨基酸，相对分子量 /%44%。透明颤菌血红蛋白是以
氧合态参与和氧有关的代谢，通过将氧传递给呼吸链，而调

节末端氧化酶的活性，改变氧化磷酸化的效率，进而改变低

氧条件下的代谢途径，以至影响到某些基因的表达。它能够

从分子水平上提高基因 415（3#/*%(&0#,,+ ;28’=(’F9< =2<2）克隆
菌对氧气的利用能力。其应用不仅可以降低氧气及能量的

消耗，还不需要附加的设备投资，因此可大大降低发酵成

本［0 P I］。

本文首次尝试将透明颤菌血红蛋白的结构基因 415 转
入酵母 6+00"+*(720%& 0%*%4#&#+% //I"中，使其在受体菌中表达，

考察其对菌体氧代谢水平及麦角固醇产量的影响。

! 材料和方法

!"! 菌种和质粒
实验中所用的酿酒酵母 //I"号菌来源于清华大学生物

系微生物实验室。

EQ7R!.G,<+H$是一种大肠杆菌和酵母菌的穿梭质粒，
它在大肠杆菌中对卡那霉素有抗性，而在酵母菌中对遗传霉

素有抗性［/"］。

E&=F.7H/由中科院微生物所江宁教授惠赠。
!"# 重组菌株的构建
将质粒 E&=F.7H/经 89$"和 :4)#酶切后，得到 /K4GF

的插入片段（含 415 结构基因），将该片段连接到质粒 EQ.
7R!. G,<+H$的 89$"和 :4)#的位点上，构建了质粒 E&=F.
G,<+H$通过化学转化的方法转入到 6+00"+*(720%& 0%*%4#&#+%
//I"中。质粒构建过程如图 /。
!"$ 摇瓶培养基及培养条件
本实验中所使用的培养基有：

JS培养基（=TJ）：酵母提取物 %，蛋白胨 /"，氯化钠 /"，
EU 4K"。

QVO培养基（=TJ）：酵母提取物 /"，葡萄糖 !"，蛋白胨
!"，EU %K%。
所有微生物的培养条件均为：#"W，!$ ;，摇床转速 !"" XT

89<（*SR R2X92A !%O，*2Y SXB<AY9:G，*Z，美国）。
!"% 发酵罐培养基及培养条件
发酵罐培养基（=TJ）：酵母提取物 /"，葡萄糖 $"，蛋白胨



!"。补料中含 #" $葡萄糖，与发酵 %" &后每隔 ’ &补料一
次。为了保持重组菌中质粒 ()$*+,-./0#的稳定性，在重组
均的发酵罐培养基中加入了遗传霉素（!"" 1$23）。
发酵罐培养条件：发酵有效体积 4 3，4"5，(6 787，通气

量 ! 3219.过滤空气；溶氧 :; <;通过搅拌自动控制在 %7=，
搅拌转速控制范围为 !"" > ?"" @219.；分批补料培养 4" &；接
种量：%"=（!2!）。种子用 AB:培养基（%" $23酵母粉，!" $2

3蛋白胨，#" $23葡萄糖）（加入遗传霉素 !"" 1$23）在 4" 5、
转速 !"" @219.摇床（CDE EF@9FG !7:，CFH D@I.GH9J,，美国）
中培养 %! &。所用发酵罐为自动控制的 CDE 4"""（CDE，CFH
D@I.GH9J,，美国）。
!"# 分析方法

)6*基因表达的分析参照文献［%%］；细胞干重（KFLL :@M
NF9$&O）K:N、麦角固醇的提取及定量分析参照文献［%!］。

图 % 质粒 ()$*+,-./0#的构建过程

P9$; % KQ.GO@IJO9Q. QR (L-G19S ()$*+,-./0#

$ 结果及讨论

$"! 构建含透明颤菌血红蛋白基因（!"#$%&’("))* %&’()*(+,-
.&-&）的 +*((,*$&-.(%’ (%$%/"’"*% !!/0 重组菌 + 1 (%$%/"’"*%
!!/0（23)+456-789）
将经测序证实的质粒 (ATE!+,-./0# 及质粒 ()$*+T0%

经 "#$!和 %&’"酶切后，分别回收所需片段，连接后转化至
大肠杆菌中，用含卡那霉素的 AB:平板筛选重组菌。将经过
验证的质粒 ()$*+,-./0# 转化至酵母 ()**+),-./*01 *0,0&212)0
%%U"，用含 V#%?的 AB:平板筛选重组菌。提取重组质粒酶
切验证（图 !）。

$"$ 透明颤菌血红蛋白基因（3,:;&(<=,**6 %&’()*(+,- .&-&）
表达产物的测定

在 AB:培养基中培养重组菌，好氧培养条件为 4" 5、

图 ! 酵母菌中质粒 ()$*+,-./0#的酶切鉴定

P9$; ! WSF.O9R9J-O9Q. QR (L-G19S ()$*+,-./0# R@Q1 ( ; *0,0&212)0 %%U"

%：:CX /-@,F@；!：()$*+,-./0#2"#$!；

4：()$*+,-./0#2"#$! Y %&’"

!"" @219.摇床；限氧培养条件为密封摇瓶于 4" 5培养箱中。
收集细胞后定量分析 )6*，结果如表 %所示。实验结果表明
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!"# 在酵母 $ ! %&’&!()(*& ""#$中已得到表达。在限氧条件下表
达量没有好氧条件下高，可能的原因是细胞培养的条件可能

无法最大限度发挥启动子启动转录的能力，导致外源基因无

法高效表达。

表 ! 重组菌细胞中细菌血红蛋白含量的测定

"#$%& ! ’($ #)*+,+*- +. /&)01$+.#.* 2*/#+.2

%&’()*+
,-. (/&)0)&1

2*34’ ’)/5 67184*
（*96:;8 <4& /4::）

,-. (/&)0)&1
2*34’ :)9)&43 67184*
（*96:;8 <4& /4::）

=4/69.)*(*& >?@$ "?#>

A**6&(&)6*：B54 +&’()*+ <4’4 )*6/2:(&43 6* ( ’6&(’1 +5(C4’（DE% %4’)4+ FGH）

(& I$ J (*3 F$$ ’;9)* K6’ FL 5!

345 摇瓶培养时氧气供应对麦角固醇合成量的影响
在摇瓶中以同样的培养条件培养重组菌和野生菌，分别

把发酵培养基装成 G$、"$$、"G$、F$$ 9M不同装液量与 G$$ 9M
培养基中，按 "$N接种量接种。以 "?G所描述的方法测定麦
角固醇含量。测定结果如图 I所示。发现重组菌麦角固醇
含量明显比野生菌中的高，从结果看来，!"# 的表达对菌体产
生麦角固醇的代谢存在影响，有利于麦角固醇的合成。在装

液量为 G$ 9M时，重组菌中麦角固醇的含量为 "?$>N，野生
菌麦角固醇的含量为 $?G>IN；装液量为 "$$ 9M时，在野生菌
和重组菌中，麦角固醇的含量都与 G$ 9M装液量时相比变化
不大；当装液量超过 "$$ 9M时，随装液量的增多，麦角固醇
合成量逐渐减少的，在装液量为 F$$ 9M时，重组菌中麦角固
醇的含量为 $?#G@N，而野生菌中麦角固醇的含量为 $?GN。
同时比较有挡板的摇瓶和无挡板摇瓶的培养结果发现，使用

有挡板的摇瓶麦角固醇的产量都比用无挡板摇瓶培养的高，

说明麦角固醇的合成需要良好的通气条件，这可能与麦角固

醇合成机理有关，酵母菌首先将糖转化为乙醇，然后经过需

氧发酵将乙醇转化为麦角固醇［"I］。

图 I 氧气供应对麦角固醇合成的影响

O)8!I P*K:24*/4 6K (4’(&)6* )*&4*+)&1 6* 4’86+&4’6: Q’632/&)6*

.1 <):3 &1Q4 (*3 ’4/69.)*(*& $ ! %&’&!()(*& +&’()* ""#$

R6:29* " )*3)/(&43 ( +&):: +&(*3 Q’6/4++；R6:29* F S G +56<43 &5(&

&54 47Q4’)94*& <(+ /(’’)43 62& )* G$$ 9M +5(C4 K:(+C+ /6*&()*)*8

G$，"$$，"G$ (*3 F$$ 9M /2:&2’4 943)(，’4+Q4/&)04:1! B541 <4’4

)*6/2:(&43 6* ( ’6&(’1 +5(C4’（DE% %4’)4+ FGH）(& I$ J (*3

F$$ ’;9)* K6’ FL 5

从图 I可以看出，在限氧培养条件下，!"# 对菌体产生麦
角固醇代谢的影响没有好氧培养条件下的影响明显。原因

可能是与 !"# 的表达量有关［@］。
346 麦角固醇在野生酿酒酵母和重组酿酒酵母中的合成动
力学

在 I$ 5的发酵罐发酵培养中，野生菌获得了 "L?LT 8;M
的细胞干重（RHU），$?#N的麦角固醇含量；重组菌获得了
"G?" 8;M的细胞干重（RHU）"?ITN的麦角固醇。在整个发酵
过程中，HV值控制在 "GN，发酵 "F 5后重组菌的细胞积累高
于野生菌，说明 !"# 基因影响了细胞内的代谢途径，但效果
不太明显，原因可能是：（"）表达 !"# 的载体是酵母 WRQ的质
粒，该质粒在细胞中的拷贝数很低，致使外源基因表达水平

不高；（F）!"# 结构基因中所用的密码子与酵母细胞中的密码
子的使用频率可能存在差异，如果使用了低频率的密码子，

会导致翻译水平下降［"L］。

发酵罐发酵培养的结果验证了摇瓶实验的结果，!"# 基
因的表达有利于麦角固醇的合成（图 L）。

图 L 麦角固醇在野生酿酒酵母和重组酿酒酵母中的合成动力学

O)8!L X’86+&4’6: Q’632/&)6* .1 <):3 &1Q4 $ ! %&’&!()(*&

(*3 ’4/69.)*(*& $ ! %&’&!()(*&，’4+Q4/&)04:1

5 结论

本研究首次把 !"# 基因用于增强麦角固醇在酿酒酵母
中的合成。在 $ ! %&’&!()(*& ""#$中构建含 !"# 基因的质粒，
利用其可提高氧利用率的功能进而提高麦角固醇的产量。

在摇瓶实验中，重组菌的麦角固醇产量比野生菌有显著提

高。好氧培养时在野生菌中的产量为 $?G>IN、而在重组菌
中的产量为 "?$>N。在限氧的环境下，由于酵母细胞不能合
成甾醇环，会抑制麦角固醇的合成，野生菌中麦角固醇的产

量仅为 $?FGN，而重组菌中由于 !"# 基因的表达，提高了氧
在呼吸链上的流动性，降低了细胞内的氧浓度，提高了菌体

自身的摄氧能力［#］，所以麦角固醇的产量较野生菌中的有所

提高为 $?I#N。通过装液量梯度实验可以考察出氧气供应
对麦角固醇合成的影响，同时进一步说明了基因 !"# 对麦角
固醇产量的影响。经过 I$ 5发酵罐培养的实验，野生菌中麦
角固醇含量为 $?#N，重组菌中其含量为 "?ITN，也验证了摇
瓶实验的结果。结果证明 !"# 基因有利于酵母中麦角固醇
的合成。
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由于 !"# 基因的作用效果与其表达量有关［!］，为了最大
的限度发挥其作用，在以后的研究中将 !"# 基因重组到酵母
染色体上可能会解决这一问题。
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