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甾醇酰基转移酶基因高表达对酵母菌麦角甾醇合成的影响

何秀萍 郭雪娜 张博润" 谭华荣"

（中国科学院微生物研究所 北京 "$$$2$）

摘 要：通过 FGH扩增克隆到含酵母菌甾醇酰基转移酶基因 !"#$ 编码序列和上游调控序列的 I0J片段 !"#$%&
及仅含编码序列的 I0J片段 !"#$%$。分别以 !"#$ 启动子，乙醇脱氢酶基因 !’(& 启动子和铜抗性基因 )*+& 启
动子及 !’(& 终止子为调控元件构建了酵母菌表达质粒 KLM#，KLMJ#和 KLMG#。表达质粒分别转化酿酒酵母单倍
体菌株 NOC2和以前通过细胞杂交构建的麦角甾醇高产菌株 N9LC3。通过营养缺陷互补和铜抗性筛选到转化子，
质粒上的 !"#$ 基因在 NOC2和 N9LC3中都实现了活性表达，使细胞内甾醇酯化水平升高，并导致细胞麦角甾醇含
量的提高。对转化菌株的培养条件进行了初步研究，在优化条件下，重组转化菌株 N9LC3（KLM#）、N9LC3（KLMJ#）
和 N9LC3（KLMG#）的麦角甾醇含量分别是受体菌 N9LC3 的 "P5、"P5和 "P!倍。
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麦角甾醇是真菌细胞膜中的重要甾醇组分，与

细胞膜的多种生物功能有关。作为维生素 I# 的前

体和生产甾醇类药物的重要原料，麦角甾醇具有很

大的经济价值。酵母菌是生产麦角甾醇的重要菌

种，依据菌株和发酵条件的不同，细胞麦角甾醇含量

有很大的差异。麦角甾醇的生物合成是一个多酶催

化的复杂过程，属于甲羟戊酸途径的一个特定分支。

已有的研究表明，在酵母菌中麦角甾醇的生物合成

至少涉及到 "7步反应［"］。在酵母菌中，麦角甾醇可
以游离的形式存在于细胞膜中，也可以甾醇酯的形

式储存在脂肪滴中［"］。研究发现在酵母菌中有两种

酰基辅酶 J：甾醇酰基转移酶可以催化甾醇酯的形
成，它们分别由 !"#& 和 !"#$ 基因编码［#］。这两种
酶均位于细胞微体内，它们具有不同的底物特异性，

J,*"K在对数生长期的活性最高，主要催化甾醇生
物合成途径中中间产物的酯化，J,*#K 则主要以麦
角甾醇为底物，在静止期活性达最高［5］。甾醇的酯

化可能是调节细胞甾醇含量的另一个环节［"］。本研

究构建了 !"#$ 的重组表达质粒，报道了 !"#$ 基
因高表达对细胞麦角甾醇生物合成的影响。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：酿酒酵母（ ,-../-0123.45 .40467%

57-4）NOC2（ 8!9! :4;$ /75< =0>< ;0-<）、杂交菌株
N9LC3、大肠杆菌（ #5./407./7- .1:7）ILC!、质粒
N9K5C#、K%G%6#6、KR’-*AB,;KE S"5、K91#5+，以上均由
本实验室保存。质粒 KIRT*-由本所夏桂先研究员
赠送。质粒 KGS"4"由美国的 U;>?*教授赠送。
!"!"# 培养基：酵母菌生长用基本培养基（OG）、完
全培养基（N9FI）、培养大肠杆菌用 TR培养基均按
文献［!］配制。NFI!（"$? 酵母粉，"$? 蛋白胨，!$?
葡萄糖，用水定溶至 "T，自然 KL，使用前加入终浓
度为 $PC::&’VT 的硫酸铜）；NFI3（"$? 酵母粉，"$?
蛋白胨，3$?葡萄糖，用水定溶至 "T，自然 KL，使用
前加入终浓度为 $PC::&’VT 的硫酸铜）；NFI2（"$?
酵母粉，"$?蛋白胨，2$?葡萄糖，用水定溶至 "T，自
然 KL，使用前加入终浓度为 $PC::&’VT的硫酸铜）。
!"!"$ 酶、抗生素和化学试剂：实验所用的限制性
内切酶和 1! I0J 连接酶均为宝生物工程（大连）有
限公司产品。+?; I0J K&’/:*,.A*和 W01F购于北京
鼎国生物技术发展中心。麦角甾醇和油酰辅酶 J
均为 O;?:.公司产品。氨卞青霉素为华美生物工程
公司产品。M4?.’ 和 XF1Y购于上海生工生物工程有
限公司，硫酸铜购于北京化学试剂公司。

!"# 酵母菌染色体 %&’的制备和 ()*扩增
按文献［!］方法提取酵母菌染色体 I0J。根据

Y*>R.>Z中酿酒酵母 !"#$ 基因的核苷酸序列，分别



设计了 ! 个引物："#：$%&’’((’)**’’*)))’)))*&
*(*)**&!%；"+：$%&*’((’)**’)’)((’*’’(’’(&
’’((’)*)&!%及 "!：$%&*(’’))**’*’(’’*’())(&
*’((’)&!%。引物 "#和 "+的 $%端加入 !"#,!酶
切位点，引物 "!的 $%端加入 $%&-!酶切位点。以
酿酒酵母 ./,$0 的染色体 12’ 为模板，用高保真
的 ’() 12’ 聚合酶进行 "*-扩增。$3"4反应体系
中含 350"6模板 12’，35$"789:4 引物对，+33"789:4
;2)"，$"4反应缓冲液，+单位 ’() 12’ 聚合酶，用
去离子水补体积至 $3"4。反应条件：<=>:=7?@；
<=>:=3A， $0>:#7?@， B+>:+7?@， 循 环 +< 次；
<=>:=3A，$0>:#7?@，B+>:#$7?@，循环 # 次。由引
物对 "#:"!扩增出含甾醇酰基转移酶结构基因和上
游调控序列的 12’片段，命名为 *+$,-.；由引物对
"+:"!只扩增出 *+$, 基因的编码序列，命名为
*+$,-,。"*-产物按文献［$］方法纯化回收。
!"# 带有显性筛选标记的质粒载体的构建

!"#,!部分酶切质粒 C*D#&#［0］，线性质粒经
DE@6 FGH@ 2EI9GHAG 处理后重新连接，得到的正确质
粒命名为 C*D!。 !"#,!和 $%&-!酶切质粒
CJ*B+B&0［B］，回收约 #5<KL 的 ’/0. 启动子片段，
$%&-!和 1"%!酶切质粒 C*D!，回收 35<KL的 23.
片段，两片段同时与经 !"#,!和 1"%!酶切的
./C!$+连接，获重组质粒 C(D+3。质粒 C(D+3含有
’/0.C-23. 表达盒，赋予酵母菌对硫酸铜的抗性。
!"$ 酵母菌的转化和转化子的筛选
酵母菌的转化参照文献［=］进行。在添加亮氨

酸、组氨酸和色氨酸的基本培养基上和含硫酸铜的

./"1培养基上筛选酵母转化子。
!"% 酰基辅酶 &：甾醇酰基转移酶活性测定
含有重组质粒和空载体的酵母菌分别在选择培

养基中培养至对数晚期，离心收集细胞，按文献［M］
方法制备含甾醇酰基转移酶的粗酶液。按 FHN;O8N;
染色法［<］测定蛋白浓度。酶反应体系由 #76微体蛋
白，#76牛血清白蛋白，35#"789油酯酰 *8’，35!"789
麦角甾醇组成，含 #7789:4 谷胱甘肽的磷酸钾缓冲
液补体积至 #74，!B>反应 $7?@，加入 =74氯仿&甲
醇（+ P#）终止反应，将氯仿层移出旋转蒸发干燥后，
重溶于 $3"4氯仿中，薄层层析法分离和测定甾醇酯
的含量［#3］。一个酶活力单位（Q）为在上述反应条件
下，每分钟生成 #@789麦角甾醇酯所需要的酶量。
!"’ 麦角甾醇的提取和测定
麦角甾醇的提取和测定参见文献［##］。总甾醇

的提取和测定按文献［#3］的氯仿&甲醇提取法进行。

生物量为每升培养物中的湿菌体重（6:4），麦角甾醇
含量为每克干细胞中麦角甾醇的毫克数。

( 结果

("! 甾醇酰基转移酶基因的克隆
"*-扩增到的含甾醇酰基转移酶基因的 12’

片段 *+$,-.（ +5=KL）和 *+$,-,（ #5<KL），与经
456I#酶切的 CF9EGAIN?CR D#! 载体进行连接，转化
$ S %&75 1,$$，获得重组质粒 C’-/+&# 和 C’-/+&+。
酶切分析表明克隆到的 *+$, 基因与 (G@FH@K中的
序列具有相同的酶切图谱。

("( 酵母菌表达质粒的构建
为了检测单纯提高基因拷贝数及解除基因本身

转录调控对基因表达的影响，分别以 *+$, 基因自
身启动子、酵母菌组成型表达启动子 *84.C和诱导
型表达启动子 9:’.C为上游调控序列，构建了 !个
不同的表达质粒 C,T+、C,T’+和 C,T*+（图 #）。分
别用 1#"!和 !"#,!酶切质粒 C1F4GE，回收约
35$0KL 含 *84. 终止子的 12’ 片段，插入到
./C!$+的 1#"!和 !"#,!之间，获得的质粒命名
为 C/’#。用 $%&-!和 1"7 !酶切 C/’#，回收
35$0KL 12’ 片段，用 !"#,! 和 $%&-! 酶切
C’-/+&#，回收 +5=KL 12’片段，上述两片段一起插
入到载体 C(D+3 的 !"#,!和 1"7!位点，获得表
达质粒 C,T+。将来源于质粒 C*D#&# 的约 35=!KL
的 9:’. 启动子片段和来源于质粒 C1F4GE 的约
#5$KL 的 *84. 启动子插入到质粒 C/)+!L 的
!"#,!和 $%&-!位点及 !"#,!和 456;%位点，
分别获得质粒 C/*Q"# 和 C/’1,#。用 !"#,!和
;&<!酶切上述两质粒，与来源于 C’-/+&+ 的约
#5<KL的 *+$,-, 和 35$0KL的 *84. 终止子片段一
起插入到 C(D+3 的 !"#,!和 1"7!位点，获得表
达质粒 C,T*+ 和 C,T’+。通过酶切分析验证了质
粒的构建是正确的。

("# 多拷贝 !"#$ 基因在酵母菌单倍体中的表达
将载体 C(D+3 及表达质粒 C,T+，C,T’+ 和

C,T*+分别导入酿酒酵母单倍体菌株 .U$M 中，转
化子对硫酸铜的抗性比受体菌提高了 !7789:4。对
细胞麦角甾醇含量及甾醇酰基转移酶活性的测定表

明在转化子 .U$M（C,T+）和 .U$M（C,T’+）中，甾醇
酰基转移酶活性和麦角甾醇含量均比对照菌 .U$M
和 .U$M（C(D+3）升高，而 .U$M（C,T*+）的酶活性比
对照稍高，但麦角甾醇含量则没有明显的改变（表

#）。在 C,T*+ 中，*+$, 基因的表达受铜抗性基因
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图 ! 酵母菌重组表达质粒 "#$%、"#$&%和 "#$’%的构建
!"#$% &’()*+,-*"’( ’. +/-’01"(2(* 342)0"5) 3678，36798 2(5 367&8

!"#$启动子的调控，该启动子受 &,8 : 的诱导而激
活，当 &,;<= 浓度为 %>>!0’4?@ 时，转录活性达最
高。因此检测了硫酸铜浓度对 A;BC（367&8）麦角
甾醇合成的影响。结果发现当培养基中 &,;<= 浓度

为 %>>!0’4?@时，A;BC（367&8）麦角甾醇含量和胞内
甾醇酰基转移酶活性均达最高，分别为 8DEF0#?#和
8%ECG?0#。上述结果表明质粒中的 %&’( 基因均得
到了表达，而且在酵母菌强启动子的调控下，甾醇酰

基转移酶活性比单纯提高基因拷贝数明显提高，同

时酶活性的提高促进了麦角甾醇的生物合成。

%() !"#( 基因在杂交菌株中的高表达
载体及表达质粒分别转化已构建的麦角甾醇高

产菌 株 AH6BF［%%］。由 于 受 体 菌 AH6BF 在 含
%E800’4?@ &,;<= 的 AHIJ平板上能够微弱生长，当

硫酸铜浓度为 %EF00’4?@时生长完全被抑制，因此
在含 8EB00’4?@ &,;<= 的 AHIJ平板上筛选转化子。
铜抗性测定表明转化子在含 =00’4?@ &,;<= 的

AHIJ 平板上仍然生长良好。转化子 AH6BF
（3KL8>）、AH6BF（3678）、AH6BF（36798）和 AH6BF
（367&8）分别在含 %EC00’4?@、%>>!0’4?@ &,;<= 的

AHIJ中培养 DFM，离心收集菌体，分别测定细胞总
麦角甾醇和酯化甾醇的含量。重组转化子中麦角甾

醇含量均比空载体对照高，而这主要是由于甾醇酯

化水平的提高（表 8）。与在单倍体菌株中的表达相
同，解除基因本身转录调控，尤其在诱导型启动子

!"#$3的调控下，基因表达活性进一步提高。转化
子的细胞形态，生孢情况与受体菌相同，说明转化子

来源于受体菌的转化。按文献［%%］方法测定了转化
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子的遗传稳定性，在非选择条件下连续传代培养

!"#后，约 $%&的细胞中仍然含有质粒。

表 ! 单倍体重组转化子及对照菌株中甾醇酰基
转移酶活性及麦角甾醇含量

’()*+ , -.+/0* (12*./(345+/(4+ 46+17571 (1.787.7+4 (39 +/:04.+/0*

*+8+*4 73 #(6*079 103./0* 4./(734 (39 /+10;)73(3. ./(3450/;(3.4

-./(734 -6+17571 (1.787.2<（=<;:） >/:04.+/0* 103.+3.<（;:<:）

?-@$ AB" $BC

?-@$（6DEAF） AB% $B%

?-@$（6GHA） $B% ,%B,

?-@$（6GHIA） ,,BC ,CB,

?-@$（6GHJA） KB% !B@

?+(4. 4./(73 ?-@$ L(4 1M*.M/+9 73 ?>NO ;+97M; (39 ./(3450/;(3.4 L+/+

1M*.M/+9 73 ?>NO 103.(7373: @ ;;0*<P 1066+/ 4M*5(.+ (. A$Q 50/ %" #R S(*T

M+4 (/+ ;+(34 05 .#/++ /+6*71(.+9 +U6+/7;+3.4R

表 " 二倍体转化菌株中游离及酯化麦角甾醇含量的测定
’()*+ A V/++ (39 +4.+/757+9 +/:04.+/0* 103.+3.

73 976*079 2+(4. ./(3450/;(3.4

-./(734 ’0.(* +/:04.+/0*<（;:<:） >4.+/757+9 +/:04.+/0*<（;:<:）

?>G@"（6DEAF） %KBK ,FB"

?>G@"（6GHA） KFBA ,"B,

?>G@"（6GHIA） K%B" A,B,

?>G@"（6GHJA） K"BC AKBK

’/(3450/;(3.4 ?>G@"（6DEAF），?>G@"（6GHA），?>G@"（6GHIA）

L+/+ 1M*.M/+9 73 ?>NO 103.(7373: ,B$ ;;0*<P 1066+/ 4M*5(.+ (39 ?>G@"
（6GHJA）L(4 1M*.M/+9 73 ?>NO 103.(7373: ,FF!;0*<P 1066+/ 4M*5(.+ (.

A$Q 50/ %" #R S(*M+4 (/+ ;+(34 05 .#/++ /+6*71(.+9 +U6+/7;+3.4R

"#$ 培养条件对转化子麦角甾醇形成的影响
分别检测了培养基中糖浓度、硫酸铜浓度及培

养时间对不同转化子生长和麦角甾醇形成的影响。

在检测范围内硫酸铜浓度对 ?>G@"（ 6DEAF），
?>G@"（6GHA），?>G@"（6GHIA）的细胞生长和麦角
甾醇含量没有很明显的影响，在 FB@;;0*<P时甾醇
含量达最高。而对 ?>G@"（6GHJA）来说，硫酸铜浓
度的影响则比较明显，在 ,FF!;0*<P时，麦角甾醇含
量达最高，随浓度的继续升高，甾醇含量又逐渐降

低，这与 !"#$ 基因高表达所使用的%&’( 启动子密
切相关。其他被检测的条件对转化子麦角甾醇的合

成均有不同程度的影响。当转化子 ?>G@"（6GHA）、
?>G@"（6GHIA）和 ?>G@"（6GHJA）分别在培养基
?NO$、?NOK 和 ?NO" 中培养 "F#时，细胞生长和麦
角甾醇含量均达最高值，而 ?>G@"（6DEAF）的麦角
甾醇形成最适条件与 ?>G@" 相同［,,］。在不同菌株
的优化培养条件下，转化子 ?>G@"（6GHA）、?>G@"

（6GHIA）和 ?>G@"（6GHJA）的麦角甾醇含量分别达
@AB";:<:、@%B%;:<: 和 @"B!;:<:，是受体菌 ?>G@"的
,B%、,B%和 ,BK倍。

% 讨论
麦角甾醇是重要的医药工业原料，酵母菌发酵

是生产麦角甾醇的主要方法，但目前所用酵母菌种

麦角甾醇含量普遍较低，因此提高酵母细胞麦角甾

醇含量是发酵法生产麦角甾醇亟待解决的问题。已

有的研究虽然在一定程度上提高了酵母菌合成麦角

甾醇的能力，但还不能满足发酵生产的需要，这主要

是由于酵母菌中麦角甾醇的生物合成受到严格的调

控，并且调控作用主要在基因的转录水平［,］，传统的

细胞水平的育种技术很难突破这种调控，而通过基

因工程技术解除转录水平的调控使催化麦角甾醇生

物合成的酶高效表达，是改变细胞内甾醇生物合成

的有效途径，但这方面的研究开展的还很少。尤其

在国内未见此方面的报道。

甾醇类化合物在真核细胞中具有多方面的生理

功能［,］，因此细胞内必须保持适宜的甾醇水平，既保

证其生理功能的正常发挥，又不会因过量而对细胞

产生毒害。细胞内甾醇水平的调节主要有两个方

面，首先通过甾醇调控元件结合蛋白介导的转录调

节控制细胞内甾醇的生物合成，另外在甾醇酰基转

移酶的催化下，过量的甾醇被酯化成甾醇酯而贮存

在胞液内，因此提高甾醇的酯化水平将促进细胞内

甾醇的生物合成。本研究通过高保真 NJW的方法
分别克隆了含酯酰辅酶 I：甾醇酰基转移酶编码序
列的 OXI片段 !"#$)$ 及含编码序列和上游调控元
件的 OXI片段 !"#$)(，构建了 % 个不同的表达质
粒 6GHA，6GHIA 和 6GHJA，使 !"#$ 基因的表达分
别受到自身启动子、乙醇脱氢酶基因 !*+( 启动子
和受铜离子诱导的 %&’( 基因启动子的调控。表达
质粒中的 !"#$ 基因在以前构建的麦角甾醇高产菌
株 ?>G@"中得到了功能性表达，导致细胞内麦角甾
醇生物合成能力的提高，尤其在受铜离子诱导的

%&’( 基因启动子作用下效果更为明显。获得的重
组菌株麦角甾醇含量比对照菌株明显提高，是具有

一定应用价值的酵母工程菌。
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