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甾醇 !"##去饱和酶高表达对酵母细胞麦角甾醇合成的影响
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（7中国科学院微生物研究所 北京 7$$$4$）
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摘 要：通过 GHI扩增克隆到酵母菌甾醇 H6##去饱和酶基因（!"#$）的编码序列及其终止子序列，以大肠杆菌6酿
酒酵母穿梭质粒 J8(,-#为载体，以磷酸甘油酸激酶基因 %#&’ 启动子为上游调控元件构建了酵母菌表达质粒
(JG8-。以铜离子螯合蛋白基因 ()%’ 替换 !"#$ 基因内部序列获得 !"#$ 破坏菌株 JK8-，其中麦角甾醇的合成被
阻断，而积累了甾醇中间体 8)=F@L26-，"6M*/<6,!6F+。表达质粒 (JG8-转化破坏菌株后使细胞恢复了合成麦角甾醇的
能力。说明表达质粒上的 !"#$ 基因得到了功能性的表达。将表达质粒 (JG8-转化酿酒酵母单倍体菌株 JK-4，通
过营养缺陷互补筛选到重组菌株 JK-4（(JG8-）。对重组菌株、破坏菌株和互补菌株细胞甾醇组分和含量进行测定，
发现重组菌株和互补菌株的麦角甾醇和总甾醇含量明显低于对照菌 JK-4（J8(,-#）。测定不同培养时间细胞的麦
角甾醇含量，发现重组菌株的麦角甾醇含量始终低于对照菌 JK-4（J8(,-#）。可见，!"#$ 在酵母中的高表达导致细
胞麦角甾醇含量降低。
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麦角甾醇是真菌细胞各种膜结构的重要组成部

分，在细胞内起着多方面的生理功能。并且它是合

成维生素 O# 的前体，而维生素 O# 在调节生命代谢

功能上有重要的作用。此外麦角甾醇还是一种重要

的医药化工原料，用于甾醇类药物的生产。酵母菌

是生产麦角甾醇的主要菌种，而酵母中麦角甾醇的

生物合成是一个多酶催化的非常复杂的过程，已有

的研究表明在酵母菌中至少有 #7个基因产物参与
了麦角甾醇的生物合成，而且其生物合成的调控是

多层次的［7］，其中相关基因在转录水平的调控是主

要的，而且这种调控还与甾醇的反馈作用有关，在部

分基因的调控序列中含有甾醇水平应答元件［# % !］。

因此通过基因工程手段解除转录调控可能是改变甾

醇合成和细胞内甾醇组分的有效途径［-］。

通过基因工程技术使代谢过程中催化特定反应

的酶蛋白高效表达是定向改变代谢流的有效手段，

但由于各反应在整个代谢途径中的位置不同，在代

谢调控中的作用不同，因此相关基因高效表达的效

果也不尽相同。在酵母菌麦角甾醇合成途径中，有

些反应是甾醇合成的限速步骤，这些酶活性的提高，

有些会提高甾醇的合成，如焦磷酸法呢酯合成酶、甾

醇 H6#!（#4）还原酶［5］和甾醇酰基转移酶［"］，而甲羟
戊酸焦磷酸脱羧酶的高表达则导致甾醇合成的降

低［7］，还有些酶活性的提高对甾醇的合成几乎没有

影响［4］。因此检测甾醇生物合成途径中不同位点酶

活性的提高对麦角甾醇合成的影响，从而确定麦角

甾醇合成途径中的限速步骤，既可以为全面阐述甾

醇化合物生物合成的调控机制提供理论依据；同时

对通过基因工程技术提高细胞麦角甾醇的生物合

成，是很有意义的，并且是必要的。!"#$ 基因编码
的甾醇 H6##去饱和酶催化酵母麦角甾醇生物合成
途径中的第 #$ 步反应，在甾醇侧链的 H6## 位引入
反式双键，形成四烯甾醇。该基因已被克隆和测

序［&］，但有关甾醇 H6##去饱和酶催化的此步反应在
麦角甾醇生物合成中的调控作用还不清楚。本文报

道了甾醇 H6## 去饱和酶基因 !"#$ 高表达对酵母
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（ *+,,-+./01,23
,2.24535+2）JK-4（678! 9:/7 :2;#6 ,，77# -53!6 -7& <.=76
"7& ;.+,6 -#）［7$］，酿酒酵母（ *+,,-+./01,23 ,2.24535+2）



!"#$%&，大肠杆菌（ !"#$%&’#$’( #)*’）’()!［ "+,*++
"*(#,-./（#0& *(#-"1-)）$".2-3 &%#4- %/.4- 01&4/.
2$’$- &%*4-］均由本实验室保存。大肠杆菌5酵母菌穿
梭质 粒 !*67)%（ 34,56537）［--］，质 粒 689:;<=>?6@
1-7$，含有 869: 基因的质粒 6!A,B［-%］和含有 9;<:,
的质粒 6CA3%3$.［-7］均由本实验室保存。
!"!"# 培养基：酵母菌保存和培养用 !*B’ 培养
基，大肠杆菌 ’()!保存和培养用 D8培养基均按文
献［-+］配制，筛选大肠杆菌转化子用含有 )&$E5FD
氨苄青霉素的 D8培养基。酵母重组菌株筛选用含
有色氨酸、亮氨酸和组氨酸的基本培养基 !G8［-)］。
!"!"$ 酶和试剂：试验所用的限制性内切酶和 H+
’G4连接酶均为 HIJI2I公司产品；9=+ ’G4聚合酶
购于天为时代公司。麦角甾醇为 "?EFI 公司产品。
氨苄青霉素为华美生物工程公司产品，贮液浓度为

)&FE5FD，使用浓度为 )&$E5FD。K$EI9 和 LBHM购于
上海生工生物工程有限公司，用于大肠杆菌阳性转

化子的筛选，使用浓度为 +&$E5FD。硫酸铜购于北
京化学试剂公司，贮液浓度为 &N)FO95D。%&-& 气相
色谱仪购于日本岛津公司。

!"# 酵母菌染色体 %&’的制备
酵母菌染色体 ’G4的制备参照文献［-)］进行。

!"$ 引物设计与 ()*扩增
根据 M;P8IPQ中酿酒酵母 !5;> 基因的核苷酸

序列［/］设计引物：BD-：)R$MHAMMH4AAHAA44HM4A4
4H444H4AA$7R和 BD%：)R$44MM4HAAH4MA4M4HA4H
H4MAHMH4M$7R，分别引入 <,/%和 ?(4(%的酶切
位点（用下划线标出）。以酿酒酵母 !"#$%& 的总
’G4为模板，进行高保真的 BA2扩增。琼脂糖凝胶
电泳鉴定 BA2 产物，BA2 产物纯化回收参照文献
［-+］的方法进行。
!"+ %&’操作

’G4酶切和连接参照产品说明进行。大肠杆
菌感受态细胞的制备、转化及质粒提取参照文献

［-+］进行。
!", 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。重组菌株用

含有色氨酸、亮氨酸和组氨酸的 !G8培养基筛选；
破坏菌株用含有硫酸铜的 !*B’培养基筛选。
!"- 重组菌株的遗传稳定性检测
重组菌株在 !*B’培养基中连续传代培养 )S，

每隔 -S以 -&T接种量转接入新鲜的 !*B’培养基
中。培养液在 !*B’平板上划线，挑取单菌落到无
菌水中饥饿 +U，然后点于不同的检测培养基平板
上，检测生长情况。

!". 甾醇的提取和测定
甾醇的提取参见文献［-.］，部分有所改动。取

&N)E湿菌体加入皂化液（+&T JV(溶液 W无水乙醇
X %W7），/&Y水浴 7U，取出冷却到室温，加入石油醚
萃取，取上层萃取液挥发干燥，加入氯仿溶解作为待

测样品上柱，气相色谱法（MA）测定麦角甾醇及其他
甾醇含量。甾醇含量为每克干细胞中甾醇的毫克数

（FE5E）。气相色谱测定条件：仪器：岛津 %&-& 气相
色谱仪；色谱柱：毛细管色谱柱 ’8$)（%)=F Z &N%)FF
Z &N%)$F）；升温程序

［/］：-/)Y，7F?P；以 )N)Y5F?P
升温至 7&&Y，持续 +F?P。

# 结果
#"! 甾醇 )/##去饱和酶基因的克隆
以酿酒酵母 !"#$%& 的总 ’G4 为模板，BA2 扩

增出 -N0Q[ 的 !5;> 基因。经 <,/%和 ?(4(%酶
切后的 BA2 产物连接到经同样酶切的穿梭质粒
!*67)%上，获得重组质粒 6!*)。对克隆到的 !5;>
基因进行序列分析，结果表明克隆到的 !5;> 基因
与 M;P8IPQ中的序列一致性为 -&&T。
#"# 酵母菌重组表达质粒的构建
用 !#)2%和 ?(4(%酶切质粒 6CA3%3$.，回收

-N/Q[的 9;<: 启动子，将其连接到经相同酶切的
689:;<=>?6@1-7载体上，得到质粒 61B。用 @(#%和
<,/%分别酶切质粒 61B和 6!*)，将得到的 9;<:
启动子连接到质粒 6!*)的 !5;> 基因上游，获得重
组表达质粒 6!B*)（图 -），酶切分析表明质粒构建
正确。

#"$ !"#,基因的破坏及互补
#"$"! !5;> 基因的破坏：经 <,/%和 ?(4(%酶
切后的 BA2 产物连接到经同样酶切的载体
689:;<=>?6@1-7 上，得到质粒 61*)。用 ?0* &和
9"2%分别酶切质粒 6!A,B-和 61*)，将 6!A,B-酶
切后得到的 -N-Q[ 的 869: 基因与线性化的 61*)
质粒连接，使 !5;> 基因内部约 +&&[6的 ’G4片段
被铜抗性基因 869: 所替代，得到的质粒命名为
61A*)。用 <,/%和 ?(4(%酶切质粒 61A*)，得到
一个 %N)Q[ 的 ’G4 片段，此片段含有铜抗性基因
869:，两端分别是 !5;> 基因的 )R端和 7R端序列。
用此 ’G4片段转化酿酒酵母 !")0，使该片段与染
色体在 !5;> 位点发生双交换同源重组（图 %）。通
过细胞对硫酸铜的抗性筛选转化子，将筛选到的破

坏菌株命名为 !"*)。BA2分析结果与理论分析一
致：用 !5;> 基因两端引物进行 BA2扩增，从 !")0
染色体上扩增出 -N0Q[ ’G4 片段，从 !"*) 染色体
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图 ! 重组表达质粒 "#$%&的构建示意图
!"#$% &’()*+,-*"’( ’. +/-’01"(2(* 342)0"5 ’. 36789$

图 ’ !"#&破坏菌株 #(%&的构建
!"#$: &’()*+,-*"’( ’. 5")+,3*2(* 6;89$

上扩增出 :<9=1 的片段；用 !"#$ 基因的引物 7>?%
和 %&’( 基因的引物 7:进行 7&@扩增，在 6;9A中
没有扩增出任何 BCD片段，而 6;89中则扩增出一

条 %<9=1 的片段。说明在菌株 6;89 的染色体上
%&’( 基因已经插入到 !"#$ 基因内部。对细胞甾
醇组分和含量分析，发现 !"#$ 破坏菌株 6;89中麦
角甾醇的合成被阻断，而积累了甾醇中间体 8+#’)*2?
9，E?5"/(?F!?’4。
’)*)’ !"#$ 基因的互补：用重组表达质粒 36789
转化 6;89，通过营养缺陷互补，在含有亮氨酸、组氨
酸和色氨酸的 6CG 选择性培养基上筛选转化子。
甾醇组分和含量测定表明互补转化子 6;89（36789）
恢复了麦角甾醇合成能力（图 F）。表明表达质粒
36789上的 !"#$ 基因得到了功能性表达。
’)+ !"#$ 基因高表达对酿酒酵母甾醇合成的
影响

用表达质粒 36789 转化酿酒酵母单倍体菌株
6;9A，通过营养缺陷互补，在含有亮氨酸、组氨酸和
色氨酸的 6CG培养基上筛选到转化子。遗传稳定
性分析表明在无选择压力下，连续传代培养 95，转
化子中质粒丢失很少，能稳定遗传。使用气相色谱

对破坏菌株 6;89、互补菌株 6;89（36789）、高表达
菌株 6;9A（36789）及对照菌株 6;9A（683F9:）的甾

HE: &DI 7/(#?4" )* +, $ J-.*+ /0.12302,240.+ 5060.+（:KKE）LE（:）



图 ! 破坏菌株 "#$%和互补菌株 "#$%（&"’$%）的气相
色谱图

!"#$% &’ (")*+,-. /0 1234 567 1234（(1834）$ 9：:;</.*-,/=；>：

3,#/.*-,/=；’：!-)/.*-,/=；?：3,#/.*5@4，A@7"-6@%!@/=；3：B56/.*-,/；!：

C，C@7"<*D;=E;</.*-,/= $

醇组分和含量进行测定和显著性分析，结果发现：与

对照菌 124F（13(%4G）相比，含高拷贝 !"#$ 基因表
达框的重组菌株 124F（(1834）和互补菌株 1234
（(1834）的总甾醇有所降低，麦角甾醇含量明显降
低，而其他代谢上游的甾醇组分如酵母甾醇

（ E;</.*-,/=），表 甾 醇（ 0-)/.*-,/=），羊 毛 甾 醇
（ =56/.*-,/=），C，C@二 甲 基 酵 母 甾 醇（ C，C@
7"<-*D;=E;</.*-,/=）均有所增加（表 H）。说明了 !"#$
基因在酵母中的高表达导致细胞内麦角甾醇生物合

成能力的降低，预示着 !"#$ 基因的高表达可能对
酵母细胞麦角甾醇的合成产生负调控作用。

表 ( 重组菌株、破坏菌株、互补菌株
及对照菌中甾醇含量

I5J=- H 2*-,/= )/6*-6* "6 7".,+(*56* .*,5"6，)/<(=-<-6*5*"/6

.*,5"6 567 ,-)/<J"656* .*,5"6

2*,5"6. 124F
（13(%4G） 1234 1234

（(1834）
124F
（(1834）

:;</.*-,/= KLH% KL%F KL%C KLGM
3,#/.*-,/= %LGH KLKK HLNK GLGK
!-)/.*-,/= KL%% KLMH KLMM KLMN
3,#/.*5@4，A@7"-6@%!@/= KL%C %LGK KLA4 KLGF
B56/.*-,/= KLKN KLH4 KLHC KLHC
C，C@7"<*D;=E;</.*-,/= KLKA KLH4 KLHM KLHG
I/*5= .*-,/=. CLHA CLCN %LN4 %LMN

ID- ,-0-,,"6# .*,5"6 124F（13(%4G），7".,+(*56* .*,5"6 1234，)/<(=-<-6*5*"/6 .*,5"6
1234（(1834）567 ,-)/<J"656* .*,5"6 124F（(1834）O-,- )+=*+,-7 "6 138? 5* GFP
0/, GCD$ Q5=+-. ,-(,-.-6* *D- <-56 R5=+- /0 *D,-- -S(-,"<-6*.$ 2*-,/= )/6*-6* ".
-S(,-..-7 5. <"=="#,5< .*-,/= )/6*-6* (-, #,5< 7,"-7 )-==.$

)*% 培养时间对重组菌株麦角甾醇生物合成的
影响

为了进一步证实 !"#$ 基因的高表达对细胞麦
角甾醇合成的影响，检测了不同培养时间细胞的生

物量和麦角甾醇含量。结果发现，在检测的时间范

围内，!"#$ 基因高表达菌株 124F（(1834）中麦角甾
醇含量始终比对照菌株 124F（13(%4G）低（图 C）。表
明 !"#$ 的高表达使酵母细胞麦角甾醇合成能力
降低。

图 + 培养时间对酵母细胞麦角甾醇生物合成的影响
!"#$C ID- -00-)* /0 "6)+J5*"/6 *"<- /6 *D- -,#/.*-,/= (,/7+)*"/6$

! 讨论
麦角甾醇不仅是真菌细胞膜结构的重要组成成

分，同时也是重要的医药化工原料，酵母菌发酵是生

产麦角甾醇的主要方法，由于酵母菌中麦角甾醇的

生物合成受到严格的调控，并且调控作用主要是基

因的转录水平，因此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，也将是发

酵上提高酵母菌合成麦角甾醇能力的有效方法。通

过研究与麦角甾醇生物合成相关的各个不同基因的

高表达对细胞甾醇代谢的影响来确定麦角甾醇生物

合成途径中的限速步骤，不但可以为全面阐述甾醇

化合物生物合成代谢的调控机制提供试验依据，同

时可以通过麦角甾醇生物合成相关基因的高表达和

组合表达构建麦角甾醇产量明显提高的酵母工程

菌，提高商业化生产的水平。

由于麦角甾醇生物合成调控的复杂性，不同基

因的高表达，产生的结果有所不同，如甾醇’@GC（GF）
还原酶基因（!"#%）的高表达导致细胞中麦角甾醇
的含量提高［M］，而甲羟戊酸焦磷酸脱羧酶的高表达

则导致甾醇合成的降低［H］等。本研究结果表明甾醇

’@GG去饱和酶基因（!"#$）的高表达导致酵母细胞
麦角甾醇含量的降低，对甾醇组分的进一步分析发

现，重组菌株中甾醇 ’@GG去饱和酶催化反应上游的
中间体甾醇含量与对照菌株相比却有所增加，这说

明甾醇 ’@GG去饱和酶活性提高后产生的中间体甾
醇可能对代谢途径下游反应产生了负调控作用，从

而使麦角甾醇含量降低。此外甾醇 ’@GG 去饱和酶
酶促反应下游除了已有的合成代谢途径外，可能还

存在其它的分支代谢途径，而分支代谢途径中产生

的中间体甾醇可能对甾醇 ’@GG 去饱和酶酶促反应
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下游合成途径有负调控作用。对 !"#$ 基因破坏菌
株的甾醇组分分析发现，!"#$ 基因的破坏并未导
致前体物质 !"#$%&’()，*，+,（+-）(&".!/$0的累积，而是
积累了另一种目前报道的代谢途径中不存在的甾醇

中间体 !"#$%&’()，*(1.!/(2!($0，可见甾醇合成途径中
的中间体组分及其相互转化过程要比目前已知的复

杂的多，除了甾醇 3(++去饱和酶催化的这条合成途
径外，甾醇 3()去饱和酶酶促反应的下游可能还存
在另一个分支代谢途径，从而生成了 !"#$%&’()，*(
1.!/(2!($0。已有研究表明甾醇 3(++ 去饱和酶所催
化反应的下游反应活性的提高（甾醇 3(+,（+-）还原
酶基因 !"#, 高表达）可导致麦角甾醇含量的提
高［4］。因此通过研究 !"#% 基因和 !"#$ 基因的共
表达对酵母细胞甾醇组分和含量的影响，有可能为

进一步阐述甾醇合成途径及其调控机制提供重要的

理论依据。此方面的推测值得进一步证实。
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