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摘 要：从高山被孢霉 )@AA>?#??总 B-)中扩增出大小为 >"0!C*和 >.!0C*的两条特异片
段，序列分析表明后者在细胞色素 CD和组氨酸!之间含有一大小为 D0"C*的内含子和两条
分别为 >.0C*和 /#/C*的外显子。推导的氨基酸二级结构分析表明，该基因有两个长的跨膜
疏水区和 "个组氨酸保守区。分别根据 B?B内含子及组氨酸"区、#区的序列设计引物，制
备不同的探针与高山被孢霉的基因组杂交，证明在其基因组中确实存在两个$? 2脂肪酸脱氢
酶基因，其中一个基因含有内含子。把不含有内含子的核基因 E)FG?2>克隆到的酿酒酵母
表达载体 *H1I#J$中，转化到酿酒酵母 K-%I=>中。对筛选得到的酵母工程菌株进行脂肪酸
FA分析，检测到了%2亚麻酸，说明克隆的 B?B基因 E)FG?2>能在酿酒酵母中进行功能性表
达。
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%2亚麻酸（%2’,6&’:6,= 4=,M，FG)）是人体一种必需脂肪酸，对人体的激素调节及脂肪酸
代谢发挥着重要的生理作用。$? 2脂肪酸脱氢酶（$? 2N4OO; 4=,M M:P4O<+4P:，B?B）催化亚油酸
（G)）的第 ?位碳原子脱氢形成 FG)［>］。B?B是 FG)生产中的关键酶，自九十年代初期由
美国的 Q:MM;等人［#］首次报道了从产生 FG)的单细胞蓝细菌（ !"#$%&’%"()*( P*(）RAA?/$"
分离出 B?B基因，并在另一株不产生 FG)的蓝细菌（+#,-,$#, P*(）中表达产生 FG)以来，
先后又从植物琉璃苣［"］、丝状真菌高山被孢霉［!］、线虫［D］等克隆到了该基因，并在啤酒酵

母和烟草中进行了表达，使原不产生 FG)的酵母和烟草产生了 FG)。近年来，有关其基
因结构和功能的研究引起了广泛关注。#$$$ 年，I*:+’,67 等人［?］报道从苔藓（ .$/,)’0’#
12/12/$2(）中克隆了具有双重功能的$? 2脂肪酸脱氢酶S炔化酶，不仅可以在亚油酸 A?上脱
氢形成亚麻酸，而且还可以在该位置上继续脱氢，形成一个炔键。#$$>年，T4PO,67P等人［0］

从脊椎动物斑马鱼（3$-/,4*(&）中克隆了同时具有$D、$? 2脂肪酸脱氢酶两种活性的脱氢
酶，但该酶对底物具有选择性，对 62"底物的活性要比 62?底物的活性高。本研究根据目
前已知的 B?B基因序列，设计引物，对高山被孢霉 )@AA>?#??的总 B-)进行 RAQ扩增，
首次报道了从高山被孢霉的基因组中克隆到两个 B?B核基因，其中一个含有 D0"C*的内



含子，同时用 !"#$%&’(杂交验证了此结果，并将不含内含子的 )*)基因在酿酒酵母中进行
了功能性表达。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒
高山被孢霉（!"#$%&#&’’( (’)%*(）+,-- .*/**，+ 0 ,"’% 12.34为本实验室保存。酿酒酵母

（-(,,.(#"/0,&1 ,&#&2%1%(&）营养缺陷型 567!8.及表达载体 9:;!/<3购自 5(=>$’"?&(公司。
!"# 培养基

@A和 B)+培养基见文献［4］，表达培养基按 5(=>$’"?&(公司操作手册配制。
!"$ 分子克隆用酶、试剂盒及化学试剂

,C=&8$"’试剂盒，随机引物标记试剂盒购自 B’"D&?E公司；,EF )6+ 聚合酶，多功能回
收试剂盒，G65HC.3柱式基因组 )6+试剂盒及 B-I引物合成均购自上海 !E(?"(生物工程
公司；限制性内切酶购自华美生物工程公司；其它常规试剂为进口分装或国产分析纯。

!"% 基因组 &’(的提取
高山被孢霉 +,--.*/**在 B)+液体培养基中 /JK，.J3’LD>(振荡培养 MJ%后，抽滤收

集菌体，并用磷酸盐缓冲液洗涤。液氮研磨细胞后，按上海 !E(?"(生物工程公司提供的
G65HC.3柱试剂盒的使用说明提取高山被孢霉的基因组总 )6+。
!") *+,的克隆策略及条件
参照已发表的高山被孢霉的!* C脂肪酸脱氢酶基因序列［M］，设计两组引物如下：
B.：NOC,,,P,---,P+,-+,---PP,PPCQ，（正链）
B/：NOC+PPP++-++P,PP,P-,-++,-,PCQO（负链）
BQ：NOC,+PP-,P++,,-+,PP-,P-,P-,---+P,P,P+PP+-PCQO（正链）
BM：NOC++-,P--,-P+P,,+-,P-P--,,+---+,-,,PP+PP-CQO（负链）
在引物 BQ 引入 +,"I5 位点，引物 BM 引入 3."5 位点，对 )*) 结构基因进行扩增。

B-I条件为：4MK /3D>(，热启动；4MK .D>(，NNK .D>(，R/K /D>(，Q3个循环；R/K.3D>(0
B-I扩增产物经 .S琼脂糖凝胶电泳分离后切下相应大小的带，采用 G65HC.3柱多功

能试剂盒回收纯化 B-I产物，然后按照 9P;2C, =&8$"’ 说明书进行连接，转化到 + 0 ,"’%
12.34中，根据蓝白斑筛选转化子，对转化子按常规方法进行酶切和 B-I鉴定后，送交大
连宝生物公司测序。得到的基因组 )6+及相应的氨基酸序列与 P&(AE(T数据库中的序
列使用 )(EU>U、B’"U>U软件进行分析比较。
!"- 探针的制备及 ./012345 杂交
根据内含子两端序列设计 BN和 B* 引物，以含有内含子的 )*)基因的质粒 9,2+C

P@*C/为模板进行扩增，得到 NRQV9的内含子片段；根据 )*)基因组氨酸"区、#区设计
BR和 B/ 引物，以含有 )*)8)6+ 序列的质粒 9,2+-@* 为模板进行扩增，得到 N4RV9 的
)*)基因保守区片段。

BN：NOC-,P++P-,,+,PP,++P+-P+,,P-,P,CQO（正链）
B*：NOC-P,P++,,-,,+-,+-+,P++P++++++CQO（负链）
BR：NOC,PP,PP++PP+-++P-+-++-+-CQO（正链）
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!"：#$%&’’’&&(&&’)’’)’()(&&)()’%*$（负链）
上述两条 !(+产物分别用 ,-./-./多功能试剂盒回收纯化后，采用 !0-12/3公司随机

引物试剂盒，利用［!%*"!］4()!（北京亚辉医学工程公司）标记探针。提取高山被孢霉基因
组 56&，其大小均集中于 #789 左右，分别用限制性内切酶部分酶切基因组 56&，并于
7:;<琼脂糖凝胶上进行分离。于真空转膜仪 #71930条件下将 56&转移到尼龙膜上，然
后将膜在紫外交联仪中照射 #1=.。分别用内含子和保守区探针于 #7>预杂交 ? @ ;A，杂
交过夜后，杂交膜先于室温，" B ,,(，7:#<,5,下洗两次，每次分别为 C#1=.；再于 D">，C
B ,,(，7:#<,5,下洗两次，每次分别为 C#1=.；然后 E F7>放射自显影，详细方法见文献
［;］。
!"# 基因功能的分析
把没有内含子的核基因 G&’H?%C亚克隆到酿酒酵母的表达载体 IJK,":7中，得到阳

性质粒 IJG&’H?%C，以空载体为对照，用醋酸锂的方法转化到酿酒酵母缺陷型菌株L6M,NC
中。酵母转化方法，酵母工程菌株的诱导方法及重组产物的分析方法同文献［O］。

$ 结果

$"! 高山被孢霉!% &脂肪酸脱氢酶基因的 ’()扩增及测序载体的筛选
以根据 5?5基因 (PQ9# 区 R!’’和组氨酸"区 SLKRRHT!序列设计的 !CU!"为引物，

以纯化后的总 56& 为模板进行 !(+ 扩增，得到两条 56& 带，大小分别为 C7FC9I 和
C?DD9I。测序结果表明这两条序列属于 5?5的基因片段。进而参照已知 5?5基因的起
始和终止序列设计了 !*U!D 引物，以扩增高山被孢霉#? %脂肪酸脱氢酶结构基因，从总
56&中 !(+扩增出大小分别为 C*FD9I（ &TD?#";C）和 CODF9I（ &TD?#";*）的两条特异性片
段。!(+产物经 C<琼脂糖凝胶电泳，回收纯化，与载体 I’KG%) 连接、转化到 ! V "#$%
WGC7O中，经酶切及 !(+鉴定，筛选到阳性克隆，带有高山被孢霉核基因的阳性克隆分别
命名为 I)G&’H?%C（C*FD9I）及 I)G&’H?%"（CODF9I），鉴定结果图略。
$"$ 克隆片段的序列分析
测序结果表明，高山被孢霉核基因 G&’H?%C为 C*FD9I，核基因 G&’H?%"为 CODF9I，均

含有 (PQ9# 区 R!’’及 *个组氨酸保守区 RX*R$区、RX*RR%区和 RRHT!"区，结果如图
C用黑体所示。
同时，把克隆到的两个核基因的序列与本实验室已报道的高山被孢霉#? %脂肪酸脱

氢酶全长 N56&序列 G&(H?（&T*7FOD7）［O］进行比较发现，在 (PQ9# 区 R!’’与组氨酸保守

$区 RX*R之间有一个长度为 #F* 9I的内含子（位置 CO?9I @ F?O9I）。该内含子剪接的供
体信号为 ’)，受体信号为 &’，内含子的序列如图 C小写字母所示。且核基因 G&’H?%"与
全长 N56& G&(H?相比，只有一个内含子的差别，G&’H?%"去掉内含子后，与 G&(H?的基
因序列完全一致，而核基因 G&’H?%C和全长 N56& G&(H?只在第 "#F位和 D**位有 "个
核苷酸的差别，编码的氨基酸也有两个不同，这种不同可能是由于高山被孢霉种内株系间

的变化或在 !(+扩增过程中 )3Y酶错配造成的。从高山被孢霉基因组 56&中克隆出两
个 5?5基因是国际上的首次报道，并发现其中一个含有内含子，不含有内含子的 5?5基
因与国外已发表的高山被孢霉 5?5核苷酸序列的最大同源性为 OD<，与植物琉璃苣为
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图 ! 高山被孢霉!" #脂肪酸脱氢酶基因（$%&’"#(）核苷酸序列及推导的氨基酸序列
!"#$% &’()*+,"-* ./- -*-’(*- .0"/+ .("- 1*2’*/(*1 +3 ,4*!5 63.,,7 .("- -*1.,’8.1* #*/*（ 9:;<56=）38+0 !"#$%&#&’’( (’)%*(

>4* "/,8+/（%?5 @ A5?BC）"1 14+D/ "/ )+D*8 (.1* )*,,*81$ >4* ’/"2’* ;>6*/- "/ ,4* EF6,*80"/’1 +3 ,4* "/,8+/ "1 4"#4)"#4,*-$

G"#4, 4"1,"-"/* 8*1"-’*1 "/()’-"/# "/ ,48**64"1,"-"/*6()’1,*8 0+,"31 .8* 4"#4)"#4,*- ./- ’/-*8)"/*-$ >4* 1*2’*/(* 8*C+8,*- "/

,4"1 C.C*8 4.1 B**/ -*C+1",*- "/ ,4* ;*/H./I$（.((*11"+/ /’0B*8 (J&:，:!KLA?ML；#*/+0"( J&:，:!M5E=NK）$

EKO，与线虫为 EEO，与蓝细菌为 EMO。J5J基因部分序列测序的结果与全长基因测序
的结果相符。

()* +,-./012杂交
提取高山被孢霉基因组 J&:，分别用 K种限制性内切酶 +,"P"、-%*-#、./""对基
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因组 !"#进行部分酶切，大小均集中在 $ % &’(（图 $)#）。先用内含子探针进行杂交，后
用保守区探针进行杂交，图 $)*是以内含子为探针的 +,-./012杂交，3种酶切的结果均有
一条明显的杂交带；图 $)4是以保守区为探针的 +,-./012杂交，在相应的位置上均有两条
杂交带，大小在 $ % 5’(之间。本研究中所选用的内切酶都是 !6!基因内部没有该限制
酶的酶切位点，每一条杂交带代表一个基因片段。以内含子片段作为探针，杂交后得到一

条杂交带；而用保守区片段作为探针，分别得到两条杂交带。因为这两个核基因均有保守

区，保守区探针能和两个基因分别杂交，而其中一个基因没有内含子，所以用内含子为探

针，只有一条杂交带，说明在高山被孢霉中，的确存在两个 !6!核基因，与测序结果相符。

图 ! 高山被孢霉基因组 "#$%&’()杂交分析
789:$ ;02,<8= >,-./012 (?,. @2@?A>8>

,B !"#$%&#&’’( ()’%*(

#:#9@1,>0 90? 0?0=.1,C/,10>8> 902,<8= .,.@? !"# B1,< ! :

()’%*( D010 E890>.0E D8./ +,"F!，-%*E" @2E ./"!；

*: ;02,<8= >,-./012 (?,. /A(18E8G@.8,2 D8./ !6! 82.1,2 @>

C1,(0；4: +,-./012 (?,. D8./ !6! =,2>01H01E 1098,2 @>

C1,(0:

IJK#9!"#L ./"M；$J!"# <@1’01；3JK#9!"#L+,"FM；

&J K#9!"#L-%*E" :

!*+ ,-,基因 ./01-23在酿酒酵母中的表
达

为了验证得到的 !6! 基因的功能性，我
们把不含有内含子的 !6!核基因 K#;N6)I亚
克隆到酿酒酵母表达载体 COP+$JQ，在大肠杆
菌中筛选到含有目的基因的重组质粒 COK#)
;N6)I，用醋酸锂法［IQ］转化到酿酒酵母缺陷型
菌株 M"R+=I中，以空载体 COP+$JQ为对照，在
+4)S1=培养基上筛选到对照菌株和含有高山
被孢霉 !6! 的阳性工程菌株 OK#;N6)I。按
照 M2H8.1,902 公司的操作手册，加入外源底物
亚油酸，在半乳糖的诱导下，$TU培养 V$/ 收
集菌体，经脂肪酸甲酯化后，用气相色谱法分

析其脂肪酸组分。结果如图 3 所示，3* 为酿
酒酵母受体株，本身不含亚油酸，而含有空载

体的对照株（34）在加入亚油酸后与工程菌株
（3P）相比，在出峰时间为 I3JT 时明显有一个
特殊峰（如箭头所示），与#)亚麻酸标准品（3!）的出峰时间 I3JV&V一致。这是由于高山被
孢霉 K#;N6)I外源基因的导入，使原来不产 ;N#的酵母菌在加入底物亚油酸的情况下，
产生了 ;N#。说明这个基因的功能是在亚油酸的第六位碳原子上脱氢，形成一个双键，得
到产物 ;N#，具有 !6!基因功能。而高山被孢霉的 !6!核基因 K#;N6)$在剪接掉内含
子后，同 K#4N6的序列相同（该部分工作已报道）。

4 讨 论

4*3 高山被孢霉 ,-,基因的结构特征分析
通过对已知物种 !6!基因的序列分析，发现它们具有共同的结构特点，都存在 3个

组氨酸保守区即!区 WX3W、$区 WX3WW、"区 WWN7Y，除了蓝细菌外，均有细胞色素 (5
（4A.(5）区 WY;;。脂肪酸脱氢酶拓扑学模型分析，3个组氨酸保守区全部位于脂肪酸脱氢
酶的亲水区域。用 Y1,>8>软件对核基因 K#;N6)I推导的氨基酸序列的二级结构进行疏水
性分析，结果如图 &所示，分离的基因具有 !6!基因的典型结构特征，具有两个长的跨膜

&$$ 微 生 物 学 报 &3 卷



图 ! 酿酒酵母总脂肪酸的气相色谱分析图
!"#$% &’( )*+,-’.,#+’/*") ’0’12("( ,3 3’..2 ’)"4 -5.*21 5(.5+( 3+,- .,.’1 1"/"4( ,3 ! $ "#$#%&’&(# #+,60 7045+ "047)"0# ),04".",0(

%8$ 97:(.+’.5 1"0,15") ’)"4；%;$ 8))5/.,+ (.+’"0 <=>9)?；%@$ A5’(. .+’0(3,+-54 6".* /AB9CDE；

%F$!G1"0,150") ’)"4 (.’04’+4；%B$ A5’(. .+’0(3,+-54 6".* /AH8&IJG?D

疏水区，用黑线条表示；%个组氨酸保守区在图中用带方框的 K表示，%个组氨酸保守区
全部位于亲水区一侧，两个疏水的跨膜区穿过膜四次，与 %个组氨酸保守区组成 FJF的
催化中心。

图 " 高山被孢霉 #$#基因（%&’()*）疏水区的分析
!"#$L K24+,/’.*2 /+,3"15 ,3"J G3’..2 ’)"4 45(’.7+’(5( #505（H8&IG?）,3 )*$+&#$#,,( (,-&.(

M*5 *24+,/’.*") /’..5+0 3,+ FJF #505 6’( /1,..54 7("0# .*5 -5.*,4 ,3 N2.5G.*+，’04 .*5 ’-"0, ’)"4 (5O750)5 6’( /+54").54 :2 .*5

+5(/5)."P5 QR!$ /($’，.*5 .+’0(-5-:+’05 +5#",0($ /*0#1 2，1,)’.",0( ,3 *"(."4"05G+")* +5#",0($

从高山被孢霉总 F=8中克隆到两个 FJF基因的片段 H8&IJG?和H8&IJGC，H8&IJGC
剪接内含子后与本室报道的从 )F=8中克隆的 FJF基因 H8@IJ序列相同，说明从 )F=8
中克隆到的序列可能是 FJF核基因 H8&IJGC经过 -R=8加工后得到。9,7.*5+0杂交的结
果很好地验证了高山被孢霉存在两个 FJF基因。迄今为止，在丝状真菌高山被孢霉中克
隆到两个 FJF基因尚属国内外首次报道，其中一个含有 ST%:/的内含子，该内含子以典型
的 &M开始，以 8&结尾，遵守一类内含子的剪接规律［??］。
断裂基因中内含子的剪接序列不是随机的。本研究所分离的 FJF基因内含子的剪

接供体遵守 8@M&&M的保守序列，受体为 M8&8，与报道的受体序列 M8&U&相似［?C］。其
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次，在该内含子 !"端的上游第 #位起是富含嘧啶的区域，共有 $$个 %和 !个 &。在酵母
内含子中，!"端富含多聚嘧啶，有利于接剪复合体的识别，在一个蛋白或 ’()*蛋白复合体
通过直接结合识别供体，通过剪接系统结合在多聚嘧啶来识别 )+而完成剪接［$!］。酵母
内含子的大小为 ,,$-.，同我们报道 /#/核基因 0)+1#*2中的内含子大小相似。通过对
该内含子的序列和结构进行分析，发现在该内含子的 !"端的上游的第 23位起有 %&&%)*
)&的保守序列，即在多聚嘧啶区的上游。该保守序列可以与其 ,"端 +% 形成 456758 结
构［$3］，形成 ,"端剪切的分支位点，这一点同酵母内含子一样。而在高等的真核生物中，这
个区域的保守性不强。该内含子的 +&含量为 39:#;，与植物的内含子含有较高的 )%含
量有所不同。高山被孢霉 /#/核基因内含子的发现，有助于了解低等真菌的基因结构，
进而了解基因的表达与调控的机制。

!"# 高山被孢霉 $%$基因在酿酒酵母中的功能性分析
在酿酒酵母中表达高山被孢霉 /#/基因 0)+1#*$，在没有供给外源底物亚油酸时，

或者有底物存在，含有空载体的对照菌株和野生型菌株中均没有新的特征峰出现，只有在

含有目的基因的酵母工程株中出现与标准品 +1)一致的特征峰出现，说明该基因具有

!# *脂肪酸脱氢酶功能，可以在亚油酸的第六位的碳原子上脱氢，形成 +1)。而另外的一
个核基因 0)+1#*2 剪接掉内含子后，同该基因 </() 的序列完全一致，说明该基因是
0)&1#基因的转录前体物。在酿酒酵母表达体系中，受体菌是尿嘧啶缺陷型 =(>?<$，它
本身只含有!9 *脂肪酸脱氢酶，即只有油酸，而没有 1)和 +1)。因此，只要在酵母工程菌
中检测到产物 1)和 +1)，就可以确定外源基因的功能。所以酿酒酵母已经作为研究外
源的!$2、!# *脂肪酸脱氢酶基因功能性鉴定的最常用、最有效的表达系统，且有许多成功
的报道。所以，本文也选用该表达系统，来确定所分离基因片段的功能。
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