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热带假丝酵母 !"#$细胞色素 %&’$基因 ./0!!&与
./0!!(的克隆和表达

何 峰 陈远童"

（中国科学院微生物研究所 微生物资源前期开发国家重点实验室 北京 4$$$%$）

摘 要：细胞色素 C!"$（DEC）是一种单加氧酶，在热带假丝酵母（!"#$%$" &’()%*"+%,）!3氧化过程中发挥关键作用。通
过对来源不同的 C!"$基因进行同源性分析，首先克隆到热带假丝酵母 4#5$中 C!"$基因的部分序列，再利用基因
组步行法克隆其未知序列，结果分别获得了两个 C!"$同工酶基因 !-./4!和 !-./42的完整序列。经 CDF方法证
实，二者在染色体上的位置相邻，其读码框分别编码 "##和 "!$个氨基酸残基的肽链。经 /DGH GI*J0搜索比较后
发现，二者与热带假丝酵母 *0DD #$552中的 C!"$成员 !-."#/4!和 !-."#/42分别编码的序列几乎完全一致，与
热带假丝酵母 *0DD 6"$中的 C!"$成员 !-."#/#和 !-."#/4也具有较高的相似性。同时，对经诱变后的几株二元
酸生产菌株的 !-./4!与 !-./42 也进行了克隆和序列比较，发现部分序列中的个别氨基酸残基发生了突变。
!-./4!和 !-./42均在酿酒酵母中获得了有效表达，其中 !-./42的 C!"$表达含量高于 !-./4!，后者有部分表达
产物发生了变性。
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热带假丝酵母（!"#$%$" &’()%*"+%,）是一种重要的
工业微生物，它能够吸收和利用石油烷烃，并可将其

转化生成长链二元酸［4］。后者是化工上合成高性能

工程塑料等多种高档化工产品的重要原料，有着极

其广泛的用途。用微生物发酵法生产长链二元酸比

化学合成法具有成本低、安全性高以及绿色环保等

诸多优势［#，5］。热带假丝酵母内二元酸的产生是通

过!3氧化途径实现的，此过程可将作为底物的烷烃
氧化生成单羧酸，然后进一步氧化为"、!3二羧酸，
也可以直接利用脂肪酸生成二元酸［!］。!3氧化过程
主要涉及的生化反应由细胞色素 C!"$单加氧酶系、
醇氧化酶和醛脱氢酶等催化完成，细胞色素 C!"$参
与催化对 =3烷烃末端碳原子进行单加氧的羟化反
应，反应在细胞内的微粒体中发生［"］。DEC催化的
一般反应过程为：/*LCM N MN N O# N FM #
/*LCN N M#O N F3OM，这个催化过程同时还需要

/*LCM3C!"$还原酶（DCF）的协助。DCF 的主要功
能是为 DEC传递电子，与 DEC同为!3氧化过程中的
限速酶［2］。通过氧化途径产生的二元酸经过酯酰辅

酶 *合成酶激活后，进入细胞内的过氧化物酶体，
被#3氧化所降解，为细胞提供物质和能量

［6］。

DEC与 DO的结合体在 !"$=8处具有特征光吸

收峰，属于 C!"$代谢酶系中的末端氧化酶（以铁卟
啉原 HP作为辅基）。C!"$ 代谢酶系是生物界中普
遍存在的一类极为重要的代谢酶系，涉及到很多的

生命过程，包括内源物质的代谢与转化或者外源化

合物的活化与降解等［%］。细胞色素 C!"$种类繁多，
目前已报道的 C!"$基因数以千计，根据其氨基酸序
列的相似性可分出不同的家族和亚家族［@］。仅在

! ) &’()%*"+%, *0DD 6"$ 和 *0DD #$552 中，就先后发
现和报道了 46 个 DEC基因的家族成员，它们与从
麦芽糖假丝酵母（!"#$%$" 0"+&(,"）中发现的 C!"$基
因等一起被归为 DEC"#家族［4$，44］。
本文在获得 C!"$基因部分序列的基础上，利用

反向巢式 CDF技术，克隆到 ! ) &’()%*"+%, 4#5$中两个
C!"$同工酶基因 !-./4!和 !-./42，并将其在酿酒
酵母（ 1"**2"’(03*4, *4’45%,%"4）中进行了表达。同时
也克隆了各二元酸生产菌株的 !-./4!和 !-./42，
并进行了序列比较和分析。由于 C!"$是整个!3氧
化过程的限速酶，其基因的研究对于二元酸代谢分

析及代谢工程上的应用具有基础性价值。

! 材料和方法

!)! 材料
!)!)! 菌株和质粒：! ) &’()%*"+%, 4#5$ 及二元酸生



产菌株 !"、!#、!$和 !%为本实验室保存的野生型
菌株；表达宿主菌 ! & "#$#%&’&(# ’$($)"*（+,-!.(，
)$($) ".)$($) "，(*##) ".(*##) "，+#)#) $，""#. +#)#) $，
""#，,&’$) ""，"/.,&’$) ""，"/， -$.") ". -$.") "）由 ,0 &
12345教授馈赠；大肠杆菌 67")*089 作为转化受体
菌；酵母表达穿梭载体 :;<=#（含有 /01" 启动子、
232"终止子及 450$ 筛选标记）购自 >5?@A23B95 公
司；克隆和测序载体 :+!"C)-购自 -DEDFD公司。
!"!"# 培养基：;G!培养基按文献［""］配制；7*培
养基按文献［"#］配制；=H)I基本培养基由 (JKLM酵
母氮碱、#M棉子糖和 (J("M不含尿嘧啶的省却混
合物组成；>5N8OA P9N@8P由 =H)I培养基 Q #M半乳
糖组成。

!"!"$ 主要试剂：7, 6(7 !R,聚合酶和 7, GHF-+

&8 %&-$9 H035@5B E@A（-DEDFD公司），各种限制性内切
酶和 -% !R,连接酶（华美生物工程公司），:;) !R,
聚合酶、尿嘧啶、棉子糖和半乳糖（上海 =D5B35 公
司），!R, :82@S@ODA@35 T@A、蛋白酶 E（北京鼎国生物技
术公司），氨苄青霉素由华北制药厂生产。

!"# %&’操作
参照文献［"#］中的玻璃珠制备法提取酵母

!R,，!R,连接、转化和质粒提取均按文献［"$］进
行。

!"$ 基因克隆和序列分析
参照分析已报道 23: 编码区中的保守序列，设

计引物 ,"、,#，以基因组 !R, 为模板，GHF 扩增
23:基因的部分片段。/("7 反应体系中含 NR-G
(J#PP30.7，引物各 #/:P30，模板 !R, (J/"B，7, 6(7
!R, 聚合酶 #J/I。GHF反应条件：U%V "(P@5；U%V
$(W，/#V $(W，L#V /(W，共进行 $( 个循环；L#V
"(P@5。
根据测序结果设计引物 ,$、,%，分别用以扩增

基因的上游和下游序列。选择不同限制性内切酶对

菌株 "#$(基因组 !R,进行充分消化。回收酶切片
段，与相应的 HDWW9AA9连接。利用设计的嵌套引物与
HDWW9AA9引物 H"、H# 连续进行两轮 GHF，GHF 条件
为：/("7 反应体系，预先将 ""7 模板 !R,（(J/"B）
加入到 %(J/"7去离子水中，预变性 "(P@5 后，分别
补加 NR-G (J#PP30.7，引物各 #/:P30，7, 6(7 !R,
:30XP92DW9 #J/I 至体积 /("7。按以下程序进行 $(
个循环：U%V %(W，//V %(W，L#V "C(W；最后 L#V
"(P@5。回收扩增后的特异性产物，进行 -,克隆后
测序。按测序结果重新设计引物，GHF扩增目的基
因，克隆后测序。所用引物序列见表 "。

测序采用双脱氧链终止法，由上海基康生物技

术公司完成。利用 !R,+,R 进行序列比较。核酸
序列和氨基酸序列分析采用 *7,=-方法。

表 ! 本研究所用的引物序列
-D109 " G2@P92W 8W9N @5 AY@W WA8NX

RDP9 =9Z895O9（/[)$[）

,"
,#
,$
,%
,/
,K

H;G,""
H;G,"#
H;G,#"
H;G,##

H-,-\--\,\,HH,H,,---\H
H-\\--H,,,HH,-H---H-\\
\,,--\--H--H,\,--\,HH\
,\-,,-H-H--H,,H,H\,\H
-\\,HH\,,\\-\--\,H-H
-\,\H\,\H,,H\,,\\-,\
\,H\,\H-H-,H,H-,-\-H\-H--H-HH,
\-HH-H\,\,--,\H,,\\,,,,\H,,HH
\,H\\,-HH-,-H--,H,H,H,-H,H\,HH
\-H\,,--HH-,,-,H,-H-H,,-\--\\H

!"( !"#$!(和 !"#$!)表达载体的构建、转化和
重组蛋白的表达

利用引入 !("#、<,9#酶切位点的引物 ,""、
,"#，用 GHF方法扩增 23:0"K编码区序列。用引入
=(>]#、?"9F#位点的引物 ,#"、,##（表 "），GHF
扩增 23:0"%编码区序列。/("7 GHF反应体系中，
含 NR-G (J#PP30.7，引物各 #/:P30，(J/"B模板 !R,，
GS8 !R, :30XP92DW9 #J/I。 GHF 反应条件：U%V
"(P@5；U%V $(W，/%V $(W，L#V "C(W，进行 $( 个循
环；L#V "(P@5。将 GHF 产物酶切后与表达载体
:;<=#连接，分别产生质粒 :;HG" 和 :;HG#。将重
组质粒在大肠杆菌中进行扩增后，转化 ! & "#$#%&’&(#
’$($)"*。转化采用醋酸锂方法参照文献［"#］进
行。同时将载体 :;<=#也进行转化，作为对照。转
化后的阳性克隆通过 GHF方法鉴定。
将携带有重组质粒的酵母单菌落接种到 =H)I

培养基中，$(V培养过夜。取一定量培养液，离心去
上清，转到含 #M半乳糖的 >5N8OA P9N@8P 中（@AK((

^ (J%），培养 #(Y。
!"* 酵母微粒体的制备
制备方法参见文献［"%］。

!") +(*,含量测定方法
操作方法参照文献［"/］。将数毫克 RD# =# _%加

入到蛋白含量为 "PB.P7的待测溶液中，分成两份。
静置几分钟后，对其中一管通入 H_（时间 "P@5）至饱
和。记录基线后，在 %(( ‘ /((5P波长范围内对通气
后的样品进行光谱扫描。G%/( 含量按消光系数 U"
（PP30.7）a " OPa "计算。

!"- 蛋白含量测定
采用考马斯亮蓝法［"K］。以牛血清蛋白组分 b

/(/#((/，b30&%/ R3&% 何 峰等：热带假丝酵母 "#$(细胞色素 G%/(基因 23:0"%与 23:0"K的克隆和表达



制作标准曲线。

! 结果

!"# !"#$#$和 !"#$#%的克隆
利用引物 !"、!#，以基因组 $%!为模板，通过

&’(方法获得一条 )*+,- 的 $%! 产物。测序鉴定
后，以 !#、!.作为嵌套引物扩增目的基因的上游未
知序列，!" 和 !/ 作为扩增下游未知序列的引物。
进行两轮 &’(后，电泳结果显示两组分别扩增出一
条大小约 "*0 1 #,-的明显条带，将 &’(产物进行 23
!克隆后分别测序。对测序结果分析后发现，通过
&’(扩增出的目的基因上、下游序列分别与 ! 4
"#$%&’()&* !2’’ #)//5 中的 &.0) 基因 !+,0#-". 的
上游部分序列及 !+,0#-"5的下游部分序列几乎完
全一致（同一性达到 ++6）。同时发现，二者分别与
! 4 "#$%&’()&* !2’’ 70)中的 !+,0#-#上游部分序列
及 !+,0#-"的下游部分也有较高的相似性，其编码
区的同一性分别为 70*56和 75*#6。由于文献报道
!+,0#-#与 !+,0#-" 在染色体中位置相邻，呈前
后排列［"7］，设想我们的菌株可能也具有同样的结构

特征，才会产生如此的实验结果。在已测上、下游序

列中分别设计特异性引物 !0、!5，以基因组 $%!为
模板进行 &’(，获得了大小约 0,-的扩增产物。克
隆后再次测序的结果证实了这个推测。通过对读码

框分析，将其按位置的前后顺序分别命名为 !+,-".
和 !+,-"5。二者的基因序列作为两个相邻基因已
提交 89:;<:,（注册号：!=+5"+>>）。
!"! &’(序列分析

!+,-". 和 !+,-"5 的读码框分别由 "05+ 和
"5#/个核苷酸组成，分别编码 0##和 0.)个氨基酸。
通过 %’;? ;@!A2 的搜索比较发现，二者分别与
!+,0#-". 及 !+,0#-"5（ 89:;<:, 注 册 号：
!=#/)0))；!=#/)0)#）的核酸与氨基酸序列几乎完
全一致，因此不能作为新报道的基因。但二者在染

色体中位置相邻，呈前后排列的特征并没有被发现

和报道。而这一点却与 !+,0#-# 和 !+,0#-"
（89:;<:,注册号：B5/#0>）的特征相符，说明这两对
基因之间具有一定的种内相似性和关联性。从编码

区核酸序列同一性和氨基酸序列相似性的比较来

看，这两对基因之间也具有很高的同源性。其中

!+,".与 !+,0#-#之间的同一性为 77*+6，相似性
达到 >7*.6。而 !+,-"5 与 !+,0#-" 之间的同一
性为 77*56，相似性为 >.6，前者比后者少编码 /
个氨基酸，分别是位于后者编码肽链 ’末端的 @9C、

?D9、@9C。另外，!+,-".、!+,-"5之间也具有较高同
源性，其同一性为 55*06，接近于 !+,0#-# 与
!+,0#-"之间的比较结果（5>*#6）。在调控区内，
!+,-". 的 2!2! -EF 位于370 处（ !+,0#-".，35/），
!+,-"5 启 动 子 区 2!2! -EF 位 于3"/7 处
（!+,0#-"5，3"/>）。同时，在 !+,-".、!+,-"5 上游
启动子区各发现了一个与转录控制有关的特征序列

0G3’!2828!!，可能与底物（烷烃）的诱导作用有
关［">］。另外，!+,-". 下游存在 0G32!8⋯2!!22⋯
222序列，!+,-"5的下游区则存在 0G32!8⋯2!222
⋯222特征序列，它们与 0G2!8⋯32!（2H!）82⋯222
结构类似，可能与转录终止有关［">］。这些调控序列

特征与 !+,0#-#、!+,0#-"的调控模式具有一定程
度的相似性。

从氨基酸水平看，’=&!".与 ’=&!"5肽链在 %
端显示出较大的差别。与此同时，它们在肽链结构

上存在与 ’=&0#!# 和 ’=&0#!" 相似的几个推测的
功能区［"7］（图 "）。图中的 ! 框（’=&!"5，#> 1 .>；
’=&!".，". 1 /.）表示的是肽链中的跨膜区，; 框
（’=&!"5，0+ 1 >"）则是 ’=&!"5的另一个跨膜区，二
者之间的氨基酸组成差别较大。’框（’=&!"5，#//
1 #>#；’=&!".，#"0 1 #5.）的功能主要是与底物的识
别有关，其氨基酸顺序的差异可能造成 ’=&!"5 与
’=&!". 在底物诱导上存在一定的差别。$ 框
（’=&!"5，/#7 1 /0)；’=&!".，/)+ 1 //#）是血红素的
远端结合区，其氨基酸序列较为保守，’=&!"5 与
’=&!". 在此区仅存在两个氨基酸的差别。I 框
（’=&!"5，.>+ 1 0))；’=&!".，.5" 1 .>#）为血红素近
端结合区，它显示出完全的保守性，二者没有任何差

别，其中包含的一个 ’JK残基可能与血红素的铁离
子直接相连。

!") 各突变菌株 !"#$#%、!"#$#$ 的克隆与序列
比较

利用引物 !""、!"#和 !#"、!##直接从菌株 $"、
$#、$/和 $. 中通过 &’(方法扩增出特异性产物，
23!克隆后进行鉴定（图 #）。将各菌株 !+,-". 和
!+,-"5的氨基酸序列与 ! 4 "#$%&’()&* "#/) 进行比
较，发现只有菌株 $/的 ’=&!".和 ’=&!"5序列均
未发生改变，而其它菌株的序列都有个别氨基酸残

基发生了突变。’=&!"5 中只有菌株 $. 的序列中
发生了一个点突变（2LM3/"7，其它菌株中是 !D<）。
’=&!".则有较多的突变发生，如菌株 $"序列中的
A9M3"/#（其它菌株是 @9C）、NOK3.7#（其它菌株是 8D:）
和 2LM30"7（其它菌株是 !D<）；菌株 $#序列中的 8D:3

5)0 微生物学报 -’"( .&’#$/&$)$0&’( 1&2&’( #))0，PED4.0 %E4.



图 ! "#$%!&、"#$%!’氨基酸水平的比较
!"#$% &’()*+",’- ’. &/01%2 *-3 &/01%4 *5 567 *("-’ *8"3 97:79

;’< 1，;$ =7(>+*-7?,)*--"-# 3’(*"-；;’< &$ @A>,5+*57 +78’#-"B"-# +7#"’-；;’< C$ C",5*9 67(7?>"-3"-# +7#"’-；

;’< D$ 0+’<"(*9 67(7?>"-3"-# +7#"’-$

E2F（其它菌株是 GH,）；菌株 C4 序列中的 19*?IJ（其
它菌株是 K6+）。但对照图 %发现，这些氨基酸残基
的突变都未发生在功能区内，可能对蛋白的功能影

响不大。

图 ( 插入片段 )载体的酶切电泳图
!"#$E D9785+’)6’+7,", ’. 3"#7,573 K?:785’+, L"56 "-,7+5,

=$!CM1 3"#7,573 L"56 !"#N" *-3 $%&3"；%OK?&/01%2 3"#7,573 L"56

’()# *-3 *+,# 37+":73 .+’( C% 5’ C4；EOK?&/01%4 3"#7,573 L"56

’()# *-3 *+,# 37+":73 .+’( C% 5’ C4O

图 * 携带不同 $’+,表达载体的酵母微粒体 "-差示光谱
!"#$P &Q?3"..7+7-87 ,)785+* ’. ("8+’,’(*9 .+*85"’-, ’. 5+*-,.’+(73 L"56

567 04IJ 7<)+7,,"’- :785’+,

0+’57"- 8’-87-5+*5"’-, "- 7*86 8A:7557 L7+7 %(#R(G$

(.’ !"#$!&、!"#$!’在酿酒酵母中的 $’+,表达
含量测定

利用 0&N 方 法 扩 增 - $ ).#/%",0%( %EPJ 中
-1’2%4 和 -1’2%2的编码区序列，分别获得大小约
为 %O2S>的 CM1片段。构建的表达载体 )/&0% 经

3,"#和 *4##酶切鉴定、)/&0E经 5,6T#和 !"#N
#酶切鉴定均正确。将转入了不同重组质粒的 3 $
"7.78%(%,7 UPJP?%;菌株用半乳糖进行诱导培养后，
制备细胞内微粒体组分。对 - $ ).#/%",0%( %EPJ 微粒
体 04IJ比含量的测定结果见图 P。光谱扫描结果显
示，&/01%2 和 &/01%4 表达后均出现了还原型的
04IJ吸收峰，其中前者的峰值接近于后者的两倍。
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二者的 !"#$比含量的计算结果分别为 $%"&’()*+(,
蛋白 和 $%-"’()*+(,蛋白。从扫描结果看，./!01"
在 "-$’(处出现了另一个峰值，这个峰值是细胞色
素 !"#$发生变性后的特征，说明其合成的 !"#$相
对不太稳定。而直接导入空载体 2/34- 后并未出
现 !"#$特征峰，仅在 "-$’( 处出现一个较小的峰
值，无法计算其有效的 !"#$含量。
将从各生产菌株克隆的 ./!01&与 ./!1"也在

同一宿主内分别进行了表达，其 !"#$ 表达含量与
! 5 "#$%&’()&* 1-6$相比均未发生明显变化。

! 讨论
细胞色素 !"#$ 广泛分布于动、植物、昆虫和微

生物等不同生物体内，其种类多样。!"#$基因数量
繁多，从已知序列中划分出了多个不同的基因家族

和亚家族。本文正是从其家族特征出发，通过一种

相对简易的方法，从基因组 780中一次克隆到了两
个 !"#$同工酶基因。当然，基因组内可能还存在其
它 !"#$基因。可以通过建立基因文库，利用分子杂
交的方法做进一步的筛选。虽然这两个基因的序列

与 ! 5 "#$%&’()&* 09.. -$66& 的两个 !"#$ 成员呈对
应关系，但通过我们的克隆方法发现了二者在染色

体上为上、下游基因关系。有趣的是，这一点和 ! 5
"#$%&’()&* 09.. :#$中的 !+,#--1、!+,#---特征相
同。不仅如此，我们发现这两对基因在序列特征上

也具有较高的相似性。

对 !+,-1"、!+,-1&的序列的比较和分析主要
是在氨基酸水平上进行的。总体来看，二者在 8端
的差异明显大于其它区域。而几个推断的功能区

中，跨膜区的氨基酸组成差别很大，可能与跨膜机制

的差异有关［-$］。底物识别区的氨基酸顺序也有明

显的差别，这一点十分重要，说明二者在不同底物诱

导时，在生物转化过程中可能发挥不同程度的作

用［1:］。作为参与血红素结合的 7区和 3区，二者显
示出较高的保守性。尤其是后者作为近端结合区其

结合方式应该具有唯一性，任何改变可能导致整个

酶功能的破坏。在已报道的多个存在于同一宿主内

的 !"#$基因之间，与血红素结合区域共同的保守性
体现出它们在基本功能上的一致性，即必须与血红

素有效结合才能发挥自身的功能［1$］。另外，! 5
"#$%&’()&* 1-6$ 各 突 变 菌 株 的 部 分 !+,-1" 和
!+,-1&氨基酸顺序发生了点突变。但通过功能区
分析，这些点突变不太可能对酶的功能造成大的影

响。这一点从它们在同一宿主体内的表达效果也得

到证实。

从不同表达载体导入宿主菌后 !"#$ 含量的比
较来看，!+,-1"和 !+,-1&在酿酒酵母中均获得了
有效的表达。与菌株 1-6$ 相比，各生产菌株
!+,-1"和 !+,-1&在酿酒酵母中的 !"#$表达含量
并没有发生显著的变化，说明个别氨基酸的突变并

未对酶的性质产生影响。当然这并不意味着二者在

不同的诱变菌株中也会产生相同的酶量，因为基因

调控区的某些变化可能会使其调节功能发生改变，

从而造成在不同底物诱导条件下，酶的表达量可能

不同。这有待进一步的研究。此外，可以利用底物

转化试验对来进一步研究表达后 !"#$的生物催化
活性，从而验证其生物学功能。在由 !"#$催化的烷
烃或脂肪酸转化试验中，反应混合液需由 807!;

（或 807!<）、带放射性标记的底物（如［1 = 1" .］>脂
肪酸或长链烷烃）、807!<再生系统（包含 &>磷酸葡
萄糖、&>磷酸葡萄糖脱氢酶）、以及酶溶液共同组成，
产物分析可利用薄层层析或气相色谱进行［-1，--］。不

仅如此，二者在热带假丝酵母体内的表达情况也需

要做进一步研究，特别是在不同烷烃诱导条件下的

表达情况。通过设计针对不同 !"#$ 基因的寡核苷
酸探针及利用 8)?@AB?’ C*)@ 方法，4B,ABDDE 等［1$］发现
在菌株 09.. :#$的各 !"#$基因中，!+,#---可表
现出比其它成员更强的被不同烷烃诱导的能力。而

对于菌株 09.. -$66&，.?FG@等［11］则利用竞争性定量
H9>!.H 的方法证明，./!#-016 和 ./!#-01" 在各
!"#$成员中被油酸或十八烷诱导的 (H80水平最
高，同时成员 ./!#-01:和 ./!#-01I也具有相对较
高的诱导水平。研究不同 !"#$基因的底物特异性
对于了解其与菌株产酸能力之间的关系有着重要的

意义。

!+,-1"和 !+,-1&的克隆和功能鉴定，对于二
元酸生产研究，特别是构建新型工程菌方面具有重

要的实际意义。如可以通过增加关键酶基因的拷贝

数，或增强其表达能力，使菌株的!>氧化能力增强，
从而提高其产酸能力。
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