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摘 要：为了克隆被孢霉不饱和脂肪酸生物合成途径的相关酶基因，构建了基于!89%"的被
孢霉,*06文库。,*06文库库容量为$:%"#;<=。以已克隆的被孢霉#2脂肪酸脱饱和酶
保守区,*06为探针对被孢霉,*06文库进行筛选。经过两轮筛选获得%个阳性克隆，其插
入片段长度大于%>#?.。
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多不饱和脂肪酸（A’(B=CDE9=/E9+F<E99BE,GF，简称AHI6）对心脏病、高血压、炎症（如
哮喘、关节炎及牛皮癣）和某些癌症的预防和治疗均有显著效果。近年来广泛研究采用被

孢霉发酵法生产AHI6［%］。由于不饱和脂肪酸是以甘油三酯的形式存在于菌体内，致使
常规物理化学诱变育种工作不但工作量大，而且效率低，回复突变较高［$，1］。基因工程育

种具有常规育种无法比拟的优势。通过对不饱和脂肪酸生物合成途径关键酶在分子水平

上的调节，有可能大幅度提高菌种不饱和脂肪酸的合成能力。作为改造生产菌株的第一

步，必须首先克隆被孢霉不饱和脂肪酸生物合成途径的相关酶基因，并在分子水平上理解

它们的作用与调节机制。因此我们首先构建了被孢霉,*06文库。

#2脂肪酸脱饱和酶催化反应是在软脂酰J’6和硬脂酰J’6第2、%"位碳原子间脱
氢形成一个双键，产生棕榈油酰J’6和油酰J’6。因此它是决定微生物脂肪酸不饱和程
度的关键酶。我们已经克隆了被孢霉#2脂肪酸脱饱和酶基因保守区的,*06序列［!］。
为了获得#2脂肪酸脱饱和酶基因全序列，我们以此,*06序列为探针进行了,*06文
库筛选工作。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种和质粒：被孢霉菌（!"#$%&#&’’(D;)）K%"华南理工大学发酵工程博士点保
存。;*L%为本实验室克隆的 !"#$%&#&’’(D;)K%"#2脂肪酸脱饱和酶保守区序列与



!"#$%&#’()载体的重组质粒。

!"!"# 试剂：*+,-./01!2345纯化试剂盒和&,216’710-845合成试剂盒为/9’02’-,’
公司产品。!:;<=载体与包装蛋白购自/0>21:’公司。8?"845标记混合物和噬菌斑杂
交膜为@>190,A:10$’AA91,2公司产品。&’B845聚合酶、限制酶及其它工具酶购自/#
公司或华美生物工程公司。其它常规试剂均为进口分装或国产分析纯试剂。

!"# 方法

!"#"! 培养基和培养方法：培养基和培养方法按文献［C］进行。

!"#"# 2345的提取与纯化：菌种经液体培养，抽滤收集菌丝体，水洗D次置EF放置

G=2,A。加入液氮研磨成粉末状后，按/9’02’-,’公司*+,-./01!2345纯化试剂盒的使
用说明提取2345。

!"#"$ -845合成：以所提取的被孢霉 2345为模板，按/9’02’-,’公司&,216’710
-845合成试剂盒所附方法合成-845。用(!,A->H+2A纯化-845后，在&E845连接酶
作用下在-845两端接上!"#3?／$#%?衔接头。IG=F保存备用。

!"#"% -845与!:;<=载体的连接：取<G="J合成的-845，依次加入<G"J!:;<=载体、

<D"JD$的醋酸钠和DD="J冰乙醇。混匀后置于IK=F沉淀。离心沉淀，重溶于DG"J
无核酸酶的水中。加入E"J&E连接酶缓冲液和E"J&E845连接酶，EF连接过夜。

!"#"& 连接产物的包装和滴度测定：连接产物的包装和铺板测定滴度按文献［L］的方法
进行。合并包装混合物并在!&"#’(ML==平板上测定-845文库容量。

!"#"’ 8?"标记探针的制备：在/M3反应体系中8?"标记的NO&/与N&&/的比例为

DP<。上游引物为：CQM5&M""M&5&""&M"M5&M"DQ，下游引物为：CQM"&""&%
"555"&&"&"DQ。以!8R<为模板，SCF变性<=2,A后进行/M3循环。反应参数为

SEF变性D=(，CCF退火<2,A，KGF延伸<2,A。E=次循环后，在KGF继续延伸<=2,A。

IG=F保存。

!"#"( 被孢霉-845文库筛选：被孢霉-845文库的筛选参照文献［K，T］进行。采用上
述制备的8?"标记!S脂肪酸脱饱和酶基因保守区探针进行筛选。杂交液为含C=U甲
酰胺的标准杂交液，EGF杂交过夜。杂交结束后室温GV66M洗膜两次，每次C2,A。=WC
V66MLTF洗膜两次，每次<C2,A。按8?"核酸检测试剂盒使用说明进行检测。用挖块
法将筛选出的阳性噬斑琼脂块置于<2>H／J6$缓冲液中，加入一滴氯仿。室温扩散<#
G9，重新铺板进行复筛。

!"#") -845插入片段的分析：用挖块法将筛选出的阳性噬斑琼脂块置于<2>H／J噬菌
体缓冲液中，加入一滴氯仿。液体培养制备噬菌体裂解物。采用X,Y’0NJ’2ZN’/01!(纯
化系统提取纯化!845。用!"#3?和$#%?酶切消化!845，<U琼脂糖凝胶电泳分析

-845插入片段的大小。

# 结果和讨论

#"! 被孢霉*+,-的制备与鉴定
被孢霉在培养温度下降时不饱和脂肪酸的生物合成有一定增加。因此为了富集不饱

和脂肪酸生物合成途径有关酶的2345，在提取纯化2345前将收获的菌丝体置于EF
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冷刺激!"#$%。
从"&’(被孢霉（!"#$%&#&’’()*+）,-"菌丝体分离纯化得到.!(#/01，测定其)*!2"／

)*!."比值为-&34，说明纯度较好。取少量#/01进行甲醛变性琼脂糖凝胶电泳，主要
的#/01条带（"&’56".+"56）清晰（图未示）。

!"! 被孢霉#$%&文库的构建
因为难于确定可与#(7-"两臂相连接的8901末端的摩尔浓度，所以必须进行预连

接和滴度测定实验，以确定最优连接比例。由实验可知-"!:8901和-!:#(7-"的连接
比例得到的结果最佳。因此采用-"!:8901和-!:#(7-"载体的比例建立连接反应。
的通过四个包装反应对所有连接反应产物进行包装。在+,-"’%;2""上测定文库滴度得
到构建的被孢霉8901文库库容量为!<-"2*=>。8901插入片段的大小对8901文库
的完整性有重要影响。随机挑取以;2""为宿主的重组噬菌斑，液体培养后提取#901。

+-"/?酶切#901后-@琼脂糖凝胶电泳分析插入片段的大小。由图-可知8901插入
片段在"&3’56"-&4"56之间且大小各异，平均大小大于-56。这说明8901合成反应理
想，8901文库具相当完整性。

图- 8901插入片段的分析

A$(+- 1%BCD)$)E=8901$%)FG7

-+H;/,BG5FG；!"’+/B%IE#*CBJ>F+
图! 第一轮筛选得到的阳性噬菌斑

A$(+! HE)$7$KF)$(%BCI$)*CBDFIE%L$6G$I$MB7$E%

!"’ 文库筛选
采用+,-"’%;2""L=C为铺板菌株。该菌带有L=CN突变可以使亲本#(7-"所形成的噬

菌体减少到原来的-／’""-／-""，从而使铺板形成的噬菌斑中非重组噬菌体的数目大为
减少。在直径3"##的平板上铺约-&’<-"O噬菌斑。以9?P标记被孢霉!3脂肪酸脱
饱和酶基因保守区探针对其中4&’<-"O噬菌斑进行杂交，筛选到2个阳性克隆（图!）。
取少量从阳性噬菌斑洗脱的噬菌体悬液稀释，以每板’""个噬菌斑的密度铺板进行复筛，
筛选得到清晰明确的阳性噬菌斑（图Q）。经酶切鉴定后得到一个插入片段大于-&256的
阳性克隆（图O）。目前我们已将此插入片段亚克隆到*PR,S4M=的+-"/?位点中，对此

8901的全序列分析工作正在进行中。
近年来微生物油脂基因工程在国外受到广泛关注，而国内在此领域一直未展开研究

工作。被孢霉作为目前多不饱和脂肪酸生产的主要菌株，对其进行基因工程改造具有特

殊意义。有关脂肪酸脱饱和酶基因的克隆目前也是刚刚起步，且主要集中于酵母菌。我

们成功构建了被孢霉文库并开始筛选包括脂肪酸脱饱和酶在内的有关脂肪酸合成途径酶
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基因，将为进一步改造被孢霉生产菌提供条件。

图! 第二轮筛选得到的阳性噬菌斑

"#$%! &’(#)#*+,-./0+.1)+2)3’

2’045(’1(62++4#4$

图7 插入片段的酶切分析

"#$%7 849:;.)#65#$+()’16<=>#4(+2)’1,’(#)#*+6-’4+

?%&@A;.2B+2；C%!"#AD5#$+()；!%,EA!CC／$%&=D;.2B+2%
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