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摘要：【目的】研究 ./01 基因编码的甾醇 2F.! 甲基转移酶和 ./02 基因编码的甾醇 2F# 异构酶在酿酒酵母

麦角甾醇生物合成代谢中的调控作用。【方法】通过 M2N 扩增克隆到酿酒酵母甾醇 2F# 异构酶的编码序列

及其终止子序列，以大肠杆菌F酿酒酵母穿梭质粒 OI7’3. 为载体，以磷酸甘油酸激酶基因 3045 启动子为上

游调控元件构建了酵母菌表达质粒 7MINP.；同时，在本实验室已构建的 ./01 表达质粒 7MINP& 的基础上，

构建了 ./02 和 ./01 共表达的重组质粒 7MINP&F.。将表达质粒转化酿酒酵母单倍体菌株 O03#，依据营养

缺陷互补筛选到重组菌株 O03#（7MINP.）和 O03#（7MINP&F.）。通过紫外分光光度法和气相色谱法分析重组

菌株甾醇组分和含量。【结果】在 ./01 高表达的重组酵母菌中，甾醇中间体和终产物麦角甾醇的含量均比

对照菌高；而在 ./02 高表达的酵母菌株中，无论甾醇中间体，还是麦角甾醇的含量均明显降低。 ./01 和

./02 共表达重组菌株 O03#（7MINP&F.）的麦角甾醇含量是对照菌株 O03#（OI7’3.）的 $ Q!$ 倍，是 ./02 单独

高表达菌株 O03#（7MINP.）的 $ Q. 倍，是 ./01 单独高表达菌株 O03#（7MINP&）的 $ Q$. 倍。【结论】本研究首

次证明甾醇 2F.! 甲基转移酶催化的反应是酿酒酵母麦角甾醇合成代谢途径中的一个重要的限速步骤，该酶

活性提高不但补偿了 ./02 高表达对甾醇合成的负效应，而且使麦角甾醇含量进一步提高，为构建麦角甾醇

高产酵母工程菌株提供了实验依据。

关键词：甾醇 2F.! 甲基转移酶；甾醇 2F# 异构酶；共表达；麦角甾醇；酿酒酵母
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麦角甾醇是真菌细胞各种膜的重要组成成分，

在细胞内参与调节膜的流动性、渗透性及膜结合蛋

白的功能［$］。麦角甾醇也是维生素 R. 的 重 要 前 体

和某些临床用固醇类激素的重要医药化工原料。此

外，有文献报道维生素 R 及甾醇类药物具有预防和

治疗多种癌症的功效，还可以预防心脏病、高血压、

精神分裂症等［.］。因此，麦角甾醇具有 重 要 的 经 济

价值。

酵母菌是生产麦角甾醇的主要菌种，酿酒酵母

是研究真 核 生 物 麦 角 甾 醇 合 成 代 谢 的 理 想 模 式 菌

株。酿酒酵母中麦角甾醇的生物合成包括甲羟戊酸

途径和甾醇分支途径两个部分，至少有 .’ 步 反 应，

涉及到 .3 个结构基因（图 $）［$］。在如此复杂的代谢

途径中，可能存在多位点的限速步骤，发现和改造这

些限速反应对于优化麦角甾醇生物合成具有重要的

意义。STPF29) 还 原 酶 催 化 的 反 应 是 甾 醇 生 物 合



成途径中第一个报道的限速步骤，高表达 !"#$%&’
还原酶可以促进中间体角鲨烯的积累，但对其它甾

醇组 分 的 含 量 影 响 很 小［(］。 近 年 来 的 研 究 发 现

!"#$$ 编码的羊毛甾醇 %$)* 脱甲基酶、!"#%& 编码

的甾醇 %$( 酮基还原酶、!"#( 编码的甾醇 %$+ 去饱

和酶、!"#* 编码的甾醇 %$,* 还原酶、以及 ’"!% 编

码的甾醇酰基转移酶等都可能是甾醇合成途径中的

限速酶［* - .］。 !"#( 基因编码的甾醇 %$,* 甲基转移

酶和 !"#% 基因编码的甾醇 %$/ 异构酶催化麦角甾

醇合成途径中两个连续的反应，其中甾醇 %$,* 甲基

转移酶催 化 来 自 0$腺 苷 甲 硫 氨 酸 的 甲 基 以 亚 甲 基

的形式连接到酵母甾醇（123&4567&8）侧链的 %$,* 位，

形成 粪 甾 醇（ 96:&4567&8）。 本 实 验 室 前 期 研 究 发 现

!"#( 基因高 表 达 使 酵 母 细 胞 麦 角 甾 醇 含 量 提 高，

预示着甾醇 %$,* 甲基转 移 酶 在 甾 醇 合 成 中 的 重 要

调控作用［/］。本研究 通 过 构 建 !"#( 和 !"#% 高 表

达和共表达酵母菌株，分析不同菌株中甾醇组分和

含量的变化特点，确定 !"#( 和 !"#% 在麦角甾醇合

成代谢中的调控作用，为全面阐述甾醇化合物生物

合成的调控机制和麦角甾醇的代谢优化提供重要的

理论依据。

图 ! 酵母菌麦角甾醇生物合成途径及其相关基因

;<= > ) ?@6 AB5@CB2 &9 67=&4567&8 D<&42E5@64<4 <E 26B45 >

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 菌株和质粒：大肠杆菌（!)*+,-.*+./ *01.）F!+!
［ )23!** "1/*G)HI（!/J 1/*K"")+） +)4L). -,*’)
,54’) 67-’IH 8+.$) -,1’)］，酿酒酵母（ 9/**+/-0:7*,)
*,-,;.)./,）M0+/（ <’=" 1,2,$(，)), +.)*$+)I 8-3)$./I
2-/($+,）［I］，酿酒酵母（ 9 > *,-,;.)./,）MN(I 均 由 本 实

验室保存。本实验所用质粒见表 )。

! "! "# 培养基和培养条件：大肠杆菌 F!+!保存和

培养用 OP 培养基，筛选大肠杆菌转化子用含有 +J

#=Q3O 氨苄青霉素的 OP 培养基［)(］。酵母菌 保 存 和

培养用 MNRF 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 0%［)*］。

! "! "$ 酶和试剂：实验所用限制性内切酶、?* FS’
连接酶和 >?2 "<T 产品均为宝生物工程（大连）有限

公司，麦角甾醇购于 0<=3B 公司，溶菌酶、LSB46 和氨

苄青霉素购自华美生物工程有限公司，岛津 ,J)J 气

相色谱仪购于日本岛津公司。

*HJ) K@6E2<E= K@BE= 65 B8 > Q ’*8/ <.*-0@.0106.*/ 9.5.*/（,JJI）*I（/）
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表 ! 实验所用质粒

!"#$% & ’$"()*+( ,(%+ *- ./*( (.,+0
’$"()*+( 1%(23*4.*5- 6%7%3%-2%
4869: 3%25)#*-%+ 4$"()*+，!"#;，$%&，’"() !/*( <53=
4’869: 3%25)#*-%+ 4$"()*+，!"#*，$%&，+(,-4>’"() !/*( <53=
4?’869: 3%25)#*-%+ 4$"()*+，!"#*，$%&，+(,-4>’"() !/*( <53=
4’869@ 3%25)#*-%+ 4$"()*+，!"#*，$%&，+(,-4>’"(@ ［A］

4’869@>: 3%25)#*-%+ 4$"()*+，!"#*，$%&，+(,-4>’"()，+(,-4>’"(. !/*( <53=
4BCD:D>@ 3%25)#*-%+ E%2.53，$%&，+(,-4 ［&F］

G84;H: 2$5-*-I E%2.53，!"#*，$%&，:! 3%4$*2".*5- 53*I*- ［&&］

4J$,(23*4. ?&; 2$5-*-I E%2.53，$%&，/$01 ［&:］

! "# $%& 操作

大肠杆菌感受态的制备、转化和质粒的提取参

照文献［&;］进 行。酵 母 菌 染 色 体 1KL 的 制 备 及 酵

母菌的转化参照文献［&M］进行。

! "’ 引物设计与 ()* 扩增

根据 9%-J"-= 中酿酒酵母 ’"() 基因的核苷酸

序列设计引物 ’:>N：HO>LC99LL!!C!9C!L!C9!!C>
!C9!!!99>;O和 ’:>6：HO>LC!99!LCC!9LL9L!!9>
L9!!CL!L!C>;O，分别引入 ’026"和 ,&3"的酶切

位点（用下划线标出）。以酿酒酵母 G8;P 的总 1KL
为模板，进行高保真的 ’C6 扩增。

! "+ 重组质粒的构建

’026"和 ,&3"酶切 ’C6 产物，并与相同酶切

的 4J$,%(23*4. ?&; 连 接，构 建 克 隆 质 粒 4869:。 用

4$%Q"和 ’026"酶 切 质 粒 4BCD:D>@，获 得 & RP =#
含 +(,-4 的 1KL 片段；用 ’026"和 ,&3"酶切质

粒 4869:，获得 & R& =# 的 ’"()。 +(,-4 和 ’"() 与

经 4$%Q"和 ,&3"酶切的 G84;H: 进行连接，构建

重组质粒 4’869:（图 :>L）。

用 4$%Q"和 5$0"酶 切 质 粒 4’869:，获 得

+(,-4>’"() 基 因 表 达 盒，插 入 用 同 样 酶 切 的

4J$,%(23*4. ?&;，构建重组质粒 4?’869:。用 5%$"
和 5$0"酶切 4?’869:，获得 +(,-4>’"() 表达盒，

插入用同样酶切的 4’869@（图 :>J），构 建 ’"(. 和

’"() 共表达的重组质粒 4’869@>:（图 :>C）。

图 # 重组表达质粒 ,(-*.#、,(-*./、,(-*./0# 的物理图谱

S*I T : U2/%)".*2 +*"I3") 57 3%25)#*-"-. 4$"()*+( 4’869:，4’869@ "-+ 4’869@>: R 6%(.3*2.*5- %-V0)% (*.%( ,(%+ *- 4$"()*+ 25-(.3,2.*5- "3% (/5<- T

! "1 *%& 的提取及 %2345637 杂交

酵母 菌 总 6KL 的 制 备 参 照 文 献［&M］进 行。

6KL 样品的纯度和浓度采用紫外分光光度法测定。

’"(. 和 ’"() 特 异 性 探 针 依 照 652/%（9%3)"-0）试

剂盒 说 明 用 地 高 辛 标 记。 等 量 的 总 6KL 样 品

（&F!I）经过甲醛变性凝胶电泳分离，转移到尼龙膜

上。转移及杂交过程参照文献［&;］进行，显色过程

按照试剂盒说明进行。

! "/ 甾醇的提取及甾醇组分的测定

甾醇的提取和测定参见文献［&H］，部分 有 所 改

动。取 F RH I 湿 菌 体 加 入 &F )N 皂 化 液（HFW XYQ

溶液 Z无水乙醇 [ : Z ;），AA\水浴 ; /，取出冷却到室

温，加入石油醚萃取。取上层萃取 液 稀 释 &F 倍，利

用紫外分光光度法测定麦角甾醇的含量。

取上层萃取液挥发干燥，加入氯仿溶解，制成待

测样品。以麦角甾醇作为外标，气相色谱法（9C）测

定样品中的甾醇组分和含量（)I]I）。气相色谱法测

定条件：岛津 :F&F 气相色谱仪；毛细管色谱柱 1J>H
（:H RF ) ^ F R:H )) ^ F R:H!)）；升 温 程 序 参 照 文 献

［&@］：&PH\，; )*-；以 H RH\])*- 升温至 ;FF\，持续

&F )*-；进样口温度：:AF\；进样体积：&!N。每组实

验重复 ; 次，每个样品进样 : 次。

H@F&张振颖等：甾醇 C>:M 甲基转移酶和甾醇 C>A 异构酶在酿酒酵母麦角甾醇生物⋯⋯ T ]微生物学报（:FFP）MP（A）
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! 结果

! "# 高表达 !"#$ 对酿酒酵母甾醇组 分 和 含 量 的

影响

用表达质粒 !"#$%& 转化酿酒酵母单倍体菌株

’()*，通过营养缺陷互补，在含有亮氨酸、组氨酸和

色 氨 酸 的 (+ 培 养 基 上 筛 选 到 转 化 子 ’()*
（!"#$%&）；同 时 转 化 空 载 体 ’#!,)- 获 得 对 照 菌 株

’()*（’#!,)-）。./012304 杂 交 结 果 表 明 !"#$ 基 因

在重组菌株 ’()*（!"#$%&）中的表达量明显高于对

照菌株 ’()*（’#!,)-）（图 ,56）。测定不同培养时间

酵 母 细 胞 的 麦 角 甾 醇 含 量，发 现 重 组 菌 株 ’()*

（!"#$%&）的麦角甾醇含量始终高于对照菌株，并且

在 ,& 2 达 到 最 高（图 7）。 使 用 气 相 色 谱 法 对 培 养

,& 2酵母细胞的甾醇组分和含量进行测定和显著性

分析，结果发现：与对照菌株 ’()*（’#!,)-）相比，重

组菌株 ’()*（!"#$%&）的总甾醇和其它甾醇组分均

有不同程度的提高。其中，终产物麦角甾醇的含量

是对照菌株的 8 9-: 倍，最为明显的是中间体 7，75二
甲基酵母甾醇的含量是对照菌株的 , 978 倍（表 -）。

实验结果表明甾醇 +5-7 甲 基 转 移 酶 活 性 提 高 增 强

了酵母菌甾醇生物合成能力，该酶催化反应可能是

甾醇生物合成途径中的重要限速步骤。

图 $ 不同酵母菌株中 !"#$ 和 !"#% 基因表达水平的 %&’()*’+ 分析

;<= >, ./012304 ?@/1 A4A@BC<C /D !"#$ A4E !"#% 3F!03CC</4 <4 E<DD30341 03G/H?<4A41 C10A<4C > +I：’()*（’#!,)-）；#&：’()*（ !"#$%&）；#-：’()*

（!"#$%-）；#&-：’()*（!"#$%&5-）>

图 , 不同酵母菌株麦角甾醇含量随时间的变化曲线

;<= > 7 J<H3 G/K0C3 /D 30=/C130/@ G/41341 <4 E<DD30341 03G/H?<4A41

C10A<4C >

! "! !"#% 高 表 达 对 酿 酒 酵 母 甾 醇 组 分 和 含 量 的

影响

将 !"#% 重组表达质粒 !"#$%- 转化酿酒酵母

单倍体菌株 ’()*，通 过 营 养 缺 陷 互 补 筛 选，获 得 重

组 菌 株 ’()*（ !"#$%-）。./012304 杂 交 分 析 表 明

!"#% 在 &#’( 启动子调控下得到了高效表达（图 ,5
L）。培养不同时间后收集细胞，紫外分光光度法测

定细胞麦角甾醇含量，结果发现在检测的时间范围

内，重组菌株 ’()*（!"#$%-）的麦角甾醇含量始终低

于对照菌株（图 7）。利用气相色谱法对培养 ,& 2 后

细胞甾醇组分和含量进行分析，从表 - 数据可以看

出重组菌株 ’()*（!"#$%-）中从羊毛甾醇到麦角甾

醇的转化过程中的各甾醇中间体和终产物的含量均

比对照菌株 ’()*（’#!,)-）低，总甾醇含量是对照菌

株的 ::M（表 -），甾醇 +5* 异构酶活性提高对酵母

菌甾醇合成产生了抑制作用。上述结果预示在甾醇

+5* 异构酶催化反应的上游存在着限速步骤。

! "$ !"#$ 和 !"#% 在酿酒酵母中的共表达

!"#$ 编码的甾醇 +5-7 甲基转移酶与 !"#% 编

码的甾醇 +5* 异构酶所催化的反应在麦角甾醇生物

合成途径 中 是 两 个 连 续 的 步 骤。为 了 验 证 甾 醇 +5
-7 甲 基 转 移 酶 催 化 的 反 应 是 否 为 甾 醇 +5* 异 构 酶

催化反应的直接上游限制因素，将 !"#$ 和 !"#% 的

共表达质 粒 转 化 酵 母 菌 ’()*，获 得 重 组 菌 株 ’()*
（!"#$%&5-）。./012304 分析证实 !"#$ 和 !"#% 分别

在 &#’( 强启动子的作用下 实 现 了 高 效 共 表 达（图

,5+）。发酵实 验 结 果 显 示 重 组 菌 株 ’()*（!"#$%&5
-）的麦角甾醇含量比两个基因分别单独表达时的麦

角甾 醇 含 量 均 有 提 高（图 7）。 气 相 色 谱 分 析 表 明

!"#$ 和 !"#% 共表达重组菌株的麦角甾醇及甾醇中

间体含量与对照菌株 ’()*（’#!,)-）、高表达 !"#$ 的

重组菌株 ’()*（!"#$%&）及高表达 !"#% 的重组菌株

’()*（!"#$%-）相比均有不同程度的提高。 !"#$ 和

!"#% 共表达重组菌株的总甾醇含量是对照菌株的

89)7 倍，其中麦角甾醇含量是对照菌的 8978 倍。与

单独表达 !"#$ 的重组菌株相比，共表达菌株中酵母
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甾 醇（ !"#$%&’($) ）、粪 甾 醇（ *’+$%&’($) ）、表 甾 醇

（,-.%&’($)）等中间体和终产物麦角甾醇的含量均进一

步提高。以上结果显示 !"#$ 基因高表达对酵母菌

甾醇生物合成代谢的增强效应不仅补偿了 !"#% 基

因高表达对甾醇合成产生的负效应，而且进一步增强

了酵母菌麦角甾醇生物合成的能力。因此，!"#$ 编

码的甾醇 /012 甲基转移酶催化的反应是酵母菌麦角

甾醇生物合成途径中一个重要的限速步骤。

表 ! 不同酵母菌株中甾醇组分和含量比较

345)’ 1 6&’($) +$#-$%.&.$7 478 +$7&’7& .7 8.99’(’7& (’+$#5.747& %&(4.7%

6&’($) +$#-$%.&.$7
:’+$#5.747& %&(4.7%

;6<=（;,-><1） ;6<=（-?,:@1） ;6<=（-?,:@A） ;6<=（-?,:@A01）

6BC4)’7’ D EFD D EDA D E=A D EA=
" #$$ $ #%& " #$% $ #’&

G47$%&’($) D EHF H E=A D E=H D EF=
" #$$ $ #&$ " #%& " #%%

2，208.#’&I")J"#$%&’($) H E>K H E>> D E>> D E1D
" #$$ $ #&( ) #(" ) #"$

!"#$%&’($) D EH> H EK1 D E>A D E2K
" #$$ $ #&’ " #)! " #(*

*’+$%&’($) D EH= H E=A D E>> D E<2
" #$$ $ #&$ " #!) " #()

,-.%&’($) H EAH H E2F D EDD D E>>
" #$$ $ #+& " #&* ! #!!

,(L$%&40<，F08.’70>!0$) D EHH H EF< D E2A D E2A
" #$$ $ #+* " #(% " #(%

,(L$%&’($) A E>F 2 EA= = EH= K EHD
" #$$ $ #+) " #!+ " #("

3$&4) %&’($)% DD E<2 = E=F DA E2F DF E=1
" #$$ $ #++ " #() " #*(
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) 讨论

麦角甾醇是酵母菌产生的具有重要经济价值的

代谢产物，被广泛用作医药工业原料。酵母菌中麦

角甾醇的生物合成是一个复杂的酶促反应过程，具

有复杂的调控机制。尽管已有研究表明麦角甾醇生

物合成的调控作用主要在基因的转录水平，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，但由于不同基因编码酶催化的反应在

整个甾醇合成途径中的位置不同，因此不同酶活性

提高 对 细 胞 甾 醇 合 成 能 力 的 影 响 有 明 显 的 差

异［> U =］，研究不 同 基 因 高 效 表 达 与 细 胞 甾 醇 组 分 和

含量变化之间的对应关系，不仅有利于深入了解甾

醇合成代谢的调控机制，而且将为麦角甾醇生物合

成代谢的定向优化提供理论依据。

!"#% 基因编码的甾醇 /0= 异构酶催 化 粪 甾 醇

的"= 不饱和键异构化为"F 不饱和键形成表甾醇，

本研究发现该酶反应活性提高对酵母细胞甾醇合成

产生了抑制作用，分析其原因，一方面在该反应上下

游可能存在关键的限速步骤，另 一 方 面 甾 醇 /0= 异

构酶活性提高可能在细胞内产生了某种对甾醇合成

具有抑制作用的中间代谢物。甾醇 /0= 异构酶催化

反应上游 是 !"#$ 基 因 编 码 的 甾 醇 /012 甲 基 转 移

酶催化的反应，我 们 的 前 期 研 究 发 现 !"#$ 高 表 达

使细胞麦 角 甾 醇 含 量 提 高［=］，本 研 究 通 过 对 !"#$
高表达菌株中甾醇组分和含量的气相色谱分析，发

现甾醇 /012 甲基转移酶 活 性 与 酵 母 菌 甾 醇 合 成 能

力成正相关，它所催化的反应可能是甾醇合成代谢

中的重 要 限 速 步 骤。在 酵 母 细 胞 中 同 时 提 高 甾 醇

/012 甲基转移酶和甾醇 /0= 异构酶活性，不但解除

了 !"#% 高表达对 细 胞 甾 醇 合 成 的 抑 制 作 用，而 且

使甾醇 /012 甲基转移酶 对 甾 醇 合 成 的 激 活 效 应 进

一步增强，说明 !"#$ 编码的甾醇 /012 甲基转移酶

是酵母菌甾醇生物合成途径中重要的限速酶，在单

独表达 !"#% 的酵母细胞中，甾醇 /012 甲基转移酶

反应产物粪甾醇的低水平是限制甾醇合成的一个重

要因素。本研 究 在 国 内 外 首 次 发 现 甾 醇 /012 甲 基

转移酶是酵母甾醇生物合成途径中具有正向调控效

应的限速酶，为通过基因工程技术优化工业酵母菌

株麦角甾醇合成奠定了重要理论基础。
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