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摘要：以质粒 &’()*+,-./为模板，扩增获得 $01 23的!/ *脂肪酸脱饱和酶基因（!"#/）。将 !"#/酶切后连接到

$%&4"5’()#处理过的 &6(780#载体，构建重组表达质粒 &6,-./。转化酿酒酵母缺陷型菌 9:;7<=，通过 7>*?选择
性培养基筛选阳性克隆子。添加外源脂肪酸 >88："底物，半乳糖诱导表达。气相色谱分析表明阳性克隆子总脂肪
酸中出现了二十二碳六烯酸 >88：1（占酵母总脂肪含量的 /$0$!@），!/ *脂肪酸脱饱和酶基因在酿酒酵母中得到了
表达。
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二十二碳六烯酸（.N<NPJLO\JOGNF< J<F4，简称
.E-）具有促进婴幼儿视网膜、大脑发育、预防心血
管疾病、抑制肿瘤生成等重要生理功能［$ ‘ !］，市场潜

力巨大。海洋破囊壶菌（C1-)8/3401;3-%8>）已被证实
为 .E-的理想生产菌株［/，"］，其 .E-生物合成是在
一系列前体脂肪酸的基础上，通过脱饱和酶

（.OPJQRSJPO）催 化 的 脱 饱 和 反 应 以 及 延 长 酶
（(=NGHJPO）催化的碳链延长反应而实现的［1，D］。!C *
4OPJQRSJPO［%］，!$8 *4OPJQRSJPO［C］以及 !1 *4OPJQRSJPO［$#，$$］

在长链高度不饱和脂肪酸合成过程中的功能已得到

确认。作为 .E-生物合成最关键的!/ *4OPJQRSJPO已

成为当前不饱和脂肪酸生物合成领域的研究热点。

迄 今，只 从 眼 虫（ *8+9,&) +-)0%9%/ ）［$8］、微 藻
（D)@94@)）［$!］和 C1-)8/3401;3-%8> P&Z -+>> 8$1%［$/］中
成功克隆了能利用底物 -4SOGF< J<F4（-.-，>88：
/!D，$#，$!，$1 G*1）合成 .N<NPJ&OGQJOGNF< J<F4（.X-，88：
"!/，D，$#，$!，$1 G*1）的!/ *4OPJQRSJPO。本课题组通过 Y+*
X>Y结合 Y->( 从 .E- 高产菌株 C1-)8/3401;3-%8>
P&Z ,A:*$# 中成功克隆了!/ *4OPJQRSJPO（!"#/）全长
序列（’OGaJG2 J<<OPPFNG :NZ .B$!!"D"）［$"］。本研究
通过 !"#/在酿酒酵母细胞中的异源表达来揭示其
生物学功能。
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! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种与质粒：质粒 !"#$%&’()*由福建师范
大学工业微生物教育部工程研究中心提供。酿酒酵

母（ !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")）营养缺陷型 +,-./0、
!1#.234购自 +56789:;<5公司。
!"!"# 培养基：.=%> 合成培养基：无氨基酸氮源
1,? 43@AB，碳源棉子糖 2B，氨基酸混合物 +（腺嘌
呤、精氨酸、半胱氨酸、亮氨酸、赖氨酸、苏氨酸和色

氨酸）4340B，氨基酸混合物 ++（天冬氨酸、组氨酸、
异亮氨酸、蛋氨酸、苯丙氨酸、脯氨酸、丝氨酸、酪氨

酸和缬氨酸）4344CB。
诱导培养基：在 .=%>液体培养基中添加 2B半

乳糖和 0B ,D%*4进行诱导表达。
!"!"$ 主要试剂：&* ),( 连接酶、限制性内切酶
-,.E!和 /0""，购自 D9:F<;G公司；.=%>培养基所
需的各种氨基酸、,D%*4、各种脂肪酸甲酯标准品，购
自 .7;FG公司。其余试剂均为进口超级纯或国产分
析纯以上产品。

!"# 方法
!"#"! #* %脂肪酸脱饱和酶基因的扩增：根据
H:IGJ［0@ K 0L］提出的真核生物偏好转译起始密码子周
边序列，将 123*基因转译起始密码子 (&"上游 M *
位的 (替换为 "，同时根据表达载体 !1#.234多克
隆位点，在 CN端分别引入 -,.E!和 /0""限制性酶
切位点设计引物 D0，D2（表 0）。以质粒 !"#$%
&’()*为模板，D=O 扩增 123* 基因，反应体系组
成：04 P ?QRR<9（含 24FF:STU $;=S2）C$U，E,&D
（ 04FF:STU ） *$U， !"#$%&’()* 0$U， 引 物
D0（04$F:STU）0$U，引物 D2（04$F:STU）0$U，(E6G58G;<
!:SVF<9GW<（C>T$U）0$U，去离子水补足至 C4$U；扩增
条件：XCY，CF75；XCY，Z4W，CCY，Z4W，A2Y，0F75，Z4
个循环；A2Y，04F75。034B琼脂糖凝胶电泳检测
D=O产物。

表 ! !% &脂肪酸脱饱和酶基因全长引物

引物名称 引物序列 CN!ZN

D0 === (("=&&(&&(&""=""&=""=&(=

D2 "= &=&("(&=(""=("="="=&"=

注：引物 D0和 D2 CN端的划线部分分别代表 -,.E!和 /0""限制性

酶切位点

!"#"# 重组表达质粒的构建及转化：用限制性内切
酶 -,.E!和 /0""对 D=O 回收产物和表达载体
!1#.234（245;T$U ),(）分别进行双酶切并回收，
*Y过夜连接。连接反应体系：D=O 产物酶切片段
L$U，载体酶切片段 2$U，04 P &* ),( S7;GW< 缓冲液
2$U，&* ),( S7;GW< 2$U，去离子水补至 24$U。
连接产物转化大肠杆菌 &[D04 感受态细胞。

涂布在含氨苄青霉素（044$;TFU）的 U?平板上，ZAY
过夜培养。引物 D0、D2菌落 D=O验证，碱裂解法提
取重组质粒。重组质粒和载体 !1#.234分别用限制
性内切酶 -,.E!和 /0""进行双酶切鉴定，最终获
得重组质粒 !1’()*。表达载体 !1#.234与重组质
粒 !1’()*分别转化酿酒酵母缺陷型菌株 +,-./S，
在 .=%>培养基上筛选阳性克隆子。酿酒酵母感受
态细 胞 的 制 备 和 转 化 参 照 ! \ # \ #GWV=:F!&$

&9G5WR:9FG87:5 H78（756789:;<5）操作说明。
!"#"$ 酿酒酵母工程菌的诱导表达：挑取 .=%>平
板上阳性克隆子 1’()*和 1#.234，分别接种于 CFU
.=%> 选 择 性 培 养 基，振 荡 过 夜 培 养（ Z4Y，
2C49TF75）。以 CB 接种量加入到含 0B ,D%*4 的
044FU .=%>液体培养基中，添加外源脂肪酸底物二
十二碳五烯酸（):/:WG!<58G<5:7/ G/7E，%Z%)D(，22：
C#A，04，0Z，0@，0X 5%Z）至终浓度为 044$F:STU，Z4Y继续培
养。当酵母细胞密度达到 43@44 ] 432时，加入 2B
半乳糖诱导，24Y继续培养 A2^，收集菌体。
!"#"% 重组产物的气相色谱分析：培养液C4449TF75
离心 04F75，得湿菌体，C4Y烘干。称取干菌体 43Z;
于带塞试管中，加 03CFU蒸馏水，混匀后加入 03CFU
盐酸，剧烈震荡 2F75，A4Y保温 0^，至菌体完全裂
解。加入 2FU 04B盐酸甲醇溶液，@2Y酯化 Z^。冷
却后，加入 2FU 正己烷，剧烈震荡 0F75，@4449TF75离
心 CF75，取上层正己烷液相于另一具塞试管中，氮
气吹干溶剂，用 044$U正己烷回溶，使用 .7;FG公司
的脂肪酸甲酯标准品作为对照进行 "= 分析。"=
分析条件：_D@LX4 气相色谱仪（安捷伦），’+) 检测
器。_D%+,,[‘(a 极性毛细管柱，43C$F P 43Z2FF
P Z4F；载气为 ,2；总流量 0LFUTF75，柱流量

03CFUTF75，恒定流量；燃气为 _2 和空气，流量分别

为 Z4FUTF75 和 *44FUTF75；不分流模式；进样量
2$U，进样口温度 224Y；检测器温度 2L4Y；升温程
序：0C4Y 保持 0F75，0CYTF75升温至 244Y，ZYTF75
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升温至 !"#$，保持 "%&’。

! 结果

!"# !$ %脂肪酸脱饱和酶基因的扩增
以含 !"#( 基因的质粒 )*+,-.!"#( 为模板，

/0、/! 为引物进行 /12扩增。03#4的琼脂糖凝胶
电泳检测 /12扩增产物，大小约 035 67（图 0），与目
的条带大小相符。

图 0 !"#(基因片段的扩增

!"! 重组表达质粒的构建与鉴定
用限制性内切酶 $%&8!和 ’()"将回收纯化的

/12产物和表达载体 )9+:!3#分别进行双酶切，酶
切回收产物按照 .( ;<=连接酶的操作说明进行连
接，构建出重组表达载体 )9>=;(（图 !），实现 !"#(
基因插入启动子 *+",0和 .?的表达框内。

图 ! 重组表达质粒 )9>=;(的构建

从含氨苄青霉素（0###@A%B）的 BC平板上随机
挑取大肠杆菌阳性转化子，过夜培养。菌落 /12（图
D=）鉴定表明阳性转化子含有 03567 的目的基因。
$%&8!和 ’()"双酶切验证（图 DC）阳性转化子所
含的重组质粒 )9>=;( 出现了 "3E67和 03567两条

目的条带，而对照质粒 )9+:!3#只有 "3E67一条带。
上述结果充分表明重组表达质粒（命名为 )9>=;(）
构建成功。

图 D 重组表达质粒 )9>=;( 的鉴定
=：菌落 /12鉴定，,：;B!### %FG6HG，0：/12产物；C：重组表达

质粒 )9>=;( 的双酶切鉴定，0：$-$%&8! %FG6HG，!：’()"和

$%&8! 双酶切重组质粒 )9>=;(，D：’()"和 $%&8! 双酶切

)9+:!I#，(：;B!### %FG6HG

!"& 酿酒酵母工程菌的诱导表达
将重组表达质粒 )9>=;(及空载体 )9+:!3#分

别转化酵母细胞，获得转化子 9>=;( 及对照菌株
9+:!3#，半乳糖诱导后，分别提取转化子与对照菌
细胞总脂肪酸，制备甲酯。对照菌株 9+:!3#（图
(=）中出现与脂肪酸底物 ;/=相对应的峰（保留时
间为 !!305E%&’）。而在转化子 9>=;(（图 (C）中除
了出现底物 ;/=峰外（保留时间为 !!3(D0%&’），还
出现了 ;J=产物特殊峰（与 ;J=甲酯标准品相对
应，保留时间为 !(3#D?%&’），其含量占酵母总脂肪的
(030D4。值得指出的是，与对照菌株 9+:!3#相比，
转化 子 9>=;( 底 物 含 量 从 "D3(?!4 下 降 到
"30K"4，以上结果证明 !"#( 编码产物具有%( -
8HLFMNGFLH活性，它能特异性地利用底物二十二碳五
烯酸（;OPOLF)H’MFH’O&P FP&8，&D-;/=，!!："%?，0#，0D，05，0E ’-
D），并将其转换成二十二碳六烯酸（;OPOLFQHRFH’O&P
FP&8，&D-;J=，!!：5%(，?，0#，0D，05，0E ’-D）。

& 讨论

通过构建表达载体 )9>=;(，转化酿酒酵母
S<T:PU，进行功能表达分析。添加外源性底物 ;/=
（!!："%?，0#，0D，05，0E ’-D），经半乳糖诱导，在转化子总脂
肪酸中出现一个与 ;J=（!!：5%(，?，0#，0D，05，0E ’-D）脂肪
酸甲酯标准品相同保留时间的峰。!"#(基因能特
异利用底物 ;/=转换成 ;J=，在 8HUMF (位的脱饱和
生物学功能得到确证。我们的实验结果证实了

“VGO’M-H’8”的 %( -8HLFMNGFLH 不仅能将 =;=（ !!：
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图 ! 转化子脂肪酸甲酯的气相色谱分析
"：对照菌 #$%&’(，)：酿酒酵母工程菌 #*"+!

!!,，-(，-.，-/01/）转换成 +2"（&&：3!!，,，-(，-.，-/ 01/）［-!］，而
且能在 4! 和 43 间引入一个双键，将 +2"（&&：
3!,，-(，-.，-/，-5 01.）进行脱氢，转换 4&&：3生成 +6"（&&：
/!!，,，-(，-.，-/，-5 01.）。
值得指出的是转化子细胞中 +6" 含量高达

!-7-.8，!"#!基因得到了高效表达。究其原因有
以下三种可能："碳源选用棉子糖，对基因表达不存
在阻遏作用；#诱导培养基加入 -8的表面活性剂
921!(，可使底物 +2"在培养基中充分扩散，利于酵
母吸收利用；$!"#!转译起始密码子 ":;上游 < !
位的 "修改为 ;，可加强 =>9"的稳定性或提高蛋
白转译的起始效率［-5］。!"#!基因在酿酒酵母中的
成功表达可为转基因技术生产 +6"提供一项崭新
的技术，具有广阔应用前景。
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