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摘要!高山被孢霉"FP'7$-('$是一株具有较强脂质合成能力的产油微生物!其脂质积累受培养基

中碳&氮源调控% 探究了不同葡萄糖和酒石酸铵质量浓度对FP'7$-(' 生长及脂质积累的影响!并

进一步研究不同碳&氮源质量浓度下FP'7$-(' >BV# 复合体各亚基的转录水平% 结果表明'初始酒

石酸铵质量浓度一定时!FP'7$-('脂肪酸含量随碳氮比"@bB$的增加而提高!@bB为 !'51 时其脂

肪酸含量比@bB为 '51 时提高 '!51<!初始葡萄糖质量浓度一定时!氮源限制下"@bBo$15$$

FP'7$-(' 脂肪酸产率达到 !51 MbG!是氮源存在时的 #50 j25! 倍!与葡萄糖相比氮源水平对 FP

'7$-('脂质积累影响更为显著% 氮源一定时高葡萄糖质量浓度"@bBo!'51$下 >BV# 复合体各亚

基转录水平比对照组提高 #25) j!"50 倍#而氮限制导致的高@bB同样可促进其转录水平的提高%

高@bB和氮限制均属于营养失衡信号!说明FP'7$-(' >BV# 转录水平的变化是其对胞外营养水平

的响应方式!并与脂质积累水平具有相关性%
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((高山被孢霉" FP'7$-('#是一株性状优良的产

油微生物$其脂质积累量可高达细胞干重的 0"<$

还可合成花生四烯酸和二十碳五烯酸等功能性多不

饱和脂肪酸$极具工业化开发潜力(#)

% 碳'氮源水

平是影响高山被孢霉等产油微生物脂质积累的关键

因素$当培养基中碳源过量而氮源缺乏时$菌体不再

生长$进入脂质积累期$将过量的碳源以甘油三酯的

形式储存于胞内(!)

% 组学研究发现产油微生物脂

质积累过程中三羧酸循环受阻$胞内 ?DYb?=Y水

平失调$参与含氮物质转运'铵的同化'糖酵解'脂肪

酸从头合成及甘油酯合成途径基因转录水平提

高(2)

$说明氮限制导致的脂质代谢涉及细胞全局性

生理生化调控$而非脂质合成单一通路%

蔗糖非发酵型蛋白激酶">BV##是哺乳动物中

?DY激活的蛋白激酶"?DỲ #的同系物$是真核生

物中广泛存在的能量调控中枢和压力感受器(')

$可

根据胞内外营养及能量水平调节合成代谢与分解代

谢的平衡(0)

$如对脂质代谢进行调控维持胞内能量

稳态(1)

% >BV# 复合体可在蛋白修饰水平影响脂肪

酸合成过程中关键限速酶乙酰 %@7?羧化酶

"?@@##的活性($)以及脂肪酸合成的还原力***

B?_YA的平衡(&)

% 此外$>BV# 复合体还可响应胞

外碳源水平影响转录调控因子C/E2 的定位$继而调

控碳'氮源代谢% 目前$>BV# 复合体响应营养信号

调控产油丝状真菌脂质积累的机制仍不清晰$通过

分析不同碳'氮源质量浓度下FP'7$-('生长及脂质

积累情况$结合 >BV# 复合体各亚基转录水平变化$

寻找该复合体在营养信号与脂质积累间的调控规

律$对进一步研究产油微生物脂质合成机理'寻找突

破产油微生物脂质积累瓶颈具有重要意义%

78材料与方法

#5#(实验材料

FP'7$-(' ?=@@2!!!!$购自美国菌种保藏中心%

葡萄糖试剂盒"V""1#$购自南京建成生物公司!

反转录试剂盒"Y9.,;>69.[SJ=9;M;ES̀ .S\.SQ M_B?

*9-X;9JJ"'$?#$购自=-c-9-大连宝生物试剂公司!

J=%4Y@J所用试剂"fHa%J?_.=?O

=D

IE.T;9X-/

>nfJC9;;E >8[;9,.Z#$购自f.7%J-W 公司%

酵母提取物$购自 aZ7.W 公司!酒石酸铵$购自

阿拉丁公司!正十五烷酸"@#0i"#'盐酸 %甲醇$购

自 >.M,-公 司! =9.P7/" =JHP7/J;-M;ES$ @?> r

#00)1"#&#$购自 =Q;9,7>6.;ES.U.6公司% 实验所有

其他试剂购自国药集团!引物由上海桑尼公司合成%

f97SQ发酵培养基())及 ;̀EW9.6c 培养基(#")参考

文献进行配制% 使用 ;̀EW9.6c培养基时根据表 # 改

变葡萄糖和酒石酸铵添加量以配制不同碳'氮源质

量浓度的培养基%

表 78不同培养条件培养基葡萄糖及酒石酸铵添加量

初始葡萄糖质量

浓度b"MbG#

初始酒石酸铵质

量浓度b"MbG#

碳氮比"摩尔

比#"@bB#

#0 #" '51"限碳#

2" #" )5!"低碳#

&" #" !'51"高碳#

0" #" #052"平衡#

0" "! $15$"限氮#

0" "0 2"5$"低氮#

0" !" $5$"高氮#

#5!(实验方法

#5!5#(基因序列比对

以FP'7$-('基因组数据建立 fG?>=本地库$

根据B@fH中已提交并验证功能的酿酒酵母 >BV#

复合体(##)各亚基"C;E;f-Ec&

$

亚基 n_J'$$F!

"

亚基n*J"!$@!

#

亚基 nCG##0F#和耶氏解脂酵母

>BV# 复合体(1) 各亚基 "C;E;f-Ec&

!

亚基 n?+

GH"_"!#"#M!

"

亚 基 n?GH"*#2)!1M!

#

亚 基

n?GH"@"2'!#M

]

#氨基酸序列进行比对$通过建立基

因进化树'综合分析 FP'7$-(' >BV# 复合体各亚基

备选序列与已知酵母中 >BV# 序列的同源性'相似

性'评分'亲缘关系以及 FP'7$-(' 氮源耗尽前后相

关基因转录水平变化等数据$确定最终序列$选定的

FP'7$-(' >BV# 复合体
!

'

"

'

#

2 个亚基分别命名为

>BV#

!

#'>BV#

"

#'>BV#

#

%

#5!5!(菌株培养

取保藏于甘油管中的FP'7$-(' ?=@@2!!!! 孢

子液接入 f97SQ 发酵培养基$!&d'!"" 9b,.E 培养

'& Q后$用组织分散器打碎$将打碎液以 #<的接种

量接于 ;̀EW9.6c 活化培养基"葡萄糖 2" MbG$酒石

酸铵 252 MbG#$!&d'!"" 9b,.E 培养 '& Q 后$再次

用组织分散器打碎$将打碎液以 #<的接种量接于

添加不同质量浓度葡萄糖或酒石酸铵的 ;̀EW9.6c

'##
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培养基$!&d'!"" 9b,.E发酵培养%

#5!52(培养基残糖'残氮测定

每 !' Q取培养基上清液$用 "5!!

!

,针头式滤

器"水系#过滤% 上清液中 BA

g

'

测定使用靛酚测试

方法(#")

$上清液中葡萄糖测定根据 V""1 试剂盒说

明书进行%

#5!5'(基因转录水平分析

取培养 21')1 Q和 #1& Q 菌体样品$使用 =9.P7/

法提取FP'7$-('总JB?$具体操作见试剂说明书%

提取后使用B-E7W97[测定浓度及纯度$跑琼脂糖凝

胶验证JB?样品完整度% JB?样品按照 =-c-9-反

转录试剂盒说明书进行反转录获得 6_B?$之后按

照 >nfJC9;;E >8[;9D.Z说明书进行样品配制并进

行J=%4Y@J分析% 对照组为营养平衡组$内参基

因为FP'7$-(' #&> 9_B?% FP'7$-(' >BV# 2 个亚

基及内参基因的 4Y@J引物设计如表 ! 所示%

表 98KQH-UGK所需引物序列

引物名称 引物序列"0p%2p#(((((( 用途((((

>BV#

!

# V ==@=@=?=C=C?=C@=@=C

>BV#

!

# J ?C=?=?=C@@=@@?==C?==

>BV# 复合体
!

亚基J=%4Y@J分析

>BV#

"

# V ?=C=@=?=C=@?@=CC??

>BV#

"

# J @CC??CC==??C??=?C=@

>BV# 复合体
"

亚基J=%4Y@J分析

>BV#

#

V CC=CC?=?=CC?@=@=C?

>BV#

#

J ??=C??@==C?CC?==@=C=?

>BV# 复合体
#

亚基J=%4Y@J分析

D-#&> 9_B?V @C=?@=?@@C?==C??=CC@==?C

D-#&> 9_B?J @@=?@CC???@@==C==?@C?@=

高山被孢霉内参基因

#5!50(脂肪酸提取与分析

培养 $ W的菌体样品用水冲洗后在滤纸上挤干

水分$置于真空冷冻干燥机中冻干$称量干重后充分

研磨至粉碎% 脂肪酸提取具体操作步骤见文

献())%

#5!51(数据分析

采用 >Y>> !'5" 数据处理系统进行单因素方差

分析$数据上标有不同字母表示具有显著性差

异"*m"5"0#%

98结果与讨论

!5#(高山被孢霉在不同营养条件下碳&氮源消耗情

况"见图 #$

根据文献报道和本实验室前期研究$认为葡萄

糖可促进产油微生物脂质积累$酒石酸铵适合产油

丝状真菌生长并常用于其脂质积累研究(#")

$因此选

择葡萄糖和酒石酸铵作为培养基中碳'氮源进行

实验%

由图 # 可知$在 " j'& Q内$各实验组FP'7$-('

处于对数生长期$碳'氮源消耗速率较快$当菌体生

长进入稳定期后$培养基中碳'氮源消耗速率减缓$

用于维持细胞基本生长或合成脂质% 在初始酒石酸

铵为 #" MbG条件下$限碳组"图 #"-###葡萄糖在 )1

Q时已处于极低水平"!5# MbG#$此后菌体处于葡萄

糖饥饿状态!在初始葡萄糖质量浓度为 0" MbG条件

下$由图 #"-!#可以看出$氮源在 $! Q 后基本耗尽

"$5'

!

Mb,G#$此后菌体处于氮饥饿状态%

由高山被孢霉在不同培养基中碳'氮源消耗情

况可以看出$初始酒石酸铵质量浓度一定时碳氮比

"@bB#对葡萄糖消耗量无明显影响!初始葡萄糖质

量浓度一定时$低浓度酒石酸铵可促进葡萄糖利用%

根据培养基内残 BA

g

'

质量浓度可知$当培养基中

碳'氮源充足时$培养基中BA

g

'

消耗量基本一致!当

酒石酸铵质量浓度达到 !" MbG时"图 #"6!##$菌体

生长受限$碳'氮源消耗量明显低于其他组别$说明

高质量浓度酒石酸铵抑制了菌体生长% 基于不同营

养条件下菌体葡萄糖消耗量有所不同$需对菌体生

物量和脂肪酸进行分析$以确定不同碳'氮源质量浓

度下葡萄糖的流向%

!5!(不同碳&氮源质量浓度对高山被孢霉生长及脂

质积累的影响"见图 !$

由图 ! 可知$氮源一定时$高碳氮比"@bB#可促

进FP'7$-(' 脂质积累"图 !"6##% 高碳'营养平衡

和低碳条件下脂肪酸含量分别比限碳时提高

'!51<'#&50<和 #151<% 限碳条件下菌体生物量

和脂肪酸含量显著低于其他组别$原因是发酵中后

期碳源耗尽"图 # "-###$菌体生长和脂质积累受

限% 研究表明$长期葡萄糖饥饿会启动细胞自噬$在

一些分解酶的作用下降解部分细胞器'脂肪酸和部

分蛋白质等成分$为生物体提供能量和碳骨架$是生

物体在营养胁迫下维持自身生存的应激反应(#!)

%

另外$尽管高碳组发酵末期脂肪酸含量很高$但通过

耗糖'耗氮情况"图 #"6###可知其在 21 Q 前生长缓

慢$说明一定范围内较高的@bB有利于产油微生物

脂质积累$但是高渗透压会抑制菌体生长%

0##
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(注&-# j6# 为氮源质量浓度一定时不同葡萄糖质量浓度的培养条件!W# 为营养平衡对照组!-! j6! 为碳源质量浓度一定时

不同酒石酸铵质量浓度的培养条件!残氮是指培养基中BA

g

'

的质量浓度%

图 78不同碳%氮源质量浓度培养基中残糖%残氮含量

图 98不同碳%氮源质量浓度下8:"0/&%"生长和脂质积累情况

1##
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((碳源一定时$FP'7$-('脂质积累与氮源质量浓

度呈负相关"图 !"W##% 限氮条件下菌体脂肪酸产

率达到 !51 MbG$分别是低氮'营养平衡和高氮时的

#50'#5) 倍和 25! 倍$但该条件下菌体生物量降低

"图 !"]##$证明氮源虽是菌体生长的必要条件$但

其过量存在会抑制脂质积累$导致营养物质主要用

于菌体生长而非脂质合成% 此外$高氮条件下菌体

生物量和脂肪酸含量均低于其他组$原因是高质量

浓度酒石酸铵抑制了菌体生长和脂质积累%

综上$提高培养基中@bB或限制氮源均可促进

FP'7$-('脂质积累$使葡萄糖更多地流向脂肪酸合

成途径% 为探究外界碳'氮源水平是否会通过 FP

'7$-(' >BV# 复合体影响其脂质积累$对该复合体各

亚基在不同营养条件下转录水平进行分析$以研究

>BV# 复合体在转录水平对营养信号的应答规律%

!52(高山被孢霉 >BV# 复合体比对及筛选

首先$根据 #5!5# 所述方法对 FP'7$-(' >BV#

复合体各亚基进行比对$一般认为蛋白质同源性达

到 2"< 即具有相似的功能% 在 FP'7$-(' 中$与耶

氏解脂酵母"MP7-$,780-1'#及酿酒酵母"=P1+&+<-)-9

'+#>BV# 复合体各亚基同源性大于 2"< 的
!

亚基

有 #$! 个$

"

亚基有 &1 个$而
#

亚基有且仅有 # 个

编码序列$同源性为 0"<% 根据 #5!5# 所述筛选方

法选定最终序列$并分别命名为 >BV#

!

#'>BV#

"

#'

>BV#

#

$各基因信息见表 2%

表 ;8高山被孢霉JTE7 复合体各亚基序列比对结果

基因名称 长度b][

同源性b<'评分

=P1+&+<-)-'+ MP7-$,780-1'

>BV#

!

# ! 2$" ''''$" '!''20

>BV#

"

# # '"# '!'#"2 '$'&!

>BV#

#

# 0)2 0"'2!' B_'B_

(注&B_表示无比对结果%

((由表 2 可知$FP'7$-(' >BV# 复合体是一个庞

大的蛋白家族$其
!

'

"

亚基具有很多亚型$从而形

成多种组合形式的 >BV# 复合体% J7XX等(#2)指出

哺乳动物?DỲ 复合体各亚基分别存在 ! j2 个亚

型$这些亚型可以形成至少 #! 种不同组合的 ?DỲ

复合体$每一种复合体都具有不同的亚细胞定位和

底物特异性% 在模式生物拟南芥中$>BV# 复合体同

系物 >EJ̀ # 存在至少 $ 个编码
"

亚基的基因(#')

%

这一现象也存在于其他具有异源多聚体结构的蛋白

质中$如哺乳动物体内的蛋白磷酸酶 YY!?

(#0)和起

信号转导作用的C蛋白(#1)都是由 2 个亚基组成的

异源三聚体$各亚基具有多种亚型并可组合成多样

的 YY!?全酶和 C蛋白% ?DỲ b>BV# 复合体'

YY!?和C蛋白都是细胞内具有重要调控功能的蛋

白质$多种组合形式能保证这些复合体具有丰富的

底物特异性'亚细胞定位和组织特异性$从而赋予其

广泛而准确的调控功能(#$)

%

!5'(高山被孢霉 >BV# 复合体在不同碳&氮源质量

浓度下的转录情况"见图 2$

由图 2"-#']#'6##可看出$高质量浓度葡萄糖

可显著促进该复合体各亚基的转录% )1 Q 时$高碳

组中
!

'

"

和
#

亚基相对转录水平分别是对照组"营

养平衡组#的 #25)'!"50'#$5& 倍% 而在发酵末期$

限碳组中碳源已完全耗尽$此时高山被孢霉 >BV#

复合体各亚基的相对转录水平是对照组和低碳组的

#5& j15# 倍% 对于高山被孢霉而言$高碳和限碳都

是营养失衡的信号$因此这种转录水平的调整是高

山被孢霉 >BV#复合体对营养水平失衡的响应方式%

由图 2"-!']!'6!#可知$限氮和低氮条件可促

进高山被孢霉 >BV# 复合体转录水平的提高$这一

影响由@bB调控% 限氮组在 )1 Q时氮源耗尽$此时

@bB接近无穷大$在发酵末期$限氮组 >BV# 复合体

各亚基相对转录水平是对照组的 15! j#15$ 倍!低

氮组在发酵末期氮源质量浓度仅为 &$50

!

Mb,G$此

时@bB"摩尔比#为 #'!5)$各亚基转录水平比对照

组提高 15" j#!5' 倍$对比碳源变化组实验结果$说

明限氮和低氮条件下 >BV# 复合体转录水平的变化

是由 @bB的提高导致的$且与脂质积累具有相关

性% 此外$由图 2 及发酵过程中菌体生长情况观察

看出$高氮组菌体生长状况较差$可能是高质量浓度

酒石酸铵导致的低 [A影响菌体生长$因此该实验

组 >BV# 复合体各亚基转录水平与其他组别有较大

区别%

;8结8论

本文通过对不同碳'氮源质量浓度下FP'7$-('

生长和脂质积累进行分析$结合 >BV# 复合体各亚

基转录水平$发现FP'7$-('脂质积累受培养基碳氮

比和氮源质量浓度调控$其中氮源限制对其脂质积

累的影响更为显著% 此外$FP'7$-(' >BV# 复合体

在营养信号与脂质积累间具有一定的调控作用$其

可通过感知外界营养状况调节自身转录水平$进而

调节分解代谢相关基因%

经过对FP'7$-(' >BV# 复合体各亚基编码序列

比对$发现其与酵母 >BV# 复合体具有较高的同源

性$其中
!

'

"

亚基具有较多亚型$而
#

亚基有且仅

有 # 个编码基因$因此 FP'7$-(' >BV# 复合体可能

存在多种组合形式和广泛的调控功能% 通过对不同

碳'氮源质量浓度下高山被孢霉生长'产脂和转录情

$##
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况分析$发现高碳'氮源限制可显著促进其脂质积累

和 >BV# 复合体转录水平的提高$这一影响主要由

@bB调控% 由于高碳和氮源限制都是营养失衡的

表现$转录水平的提高可能是 >BV# 复合体对这一

环境压力的响应$初步论证 FP'7$-(' >BV# 复合体

在胞外碳'氮源水平响应及脂质积累间具有一定的

调控作用%

为进一步了解高山被孢霉 >BV# 复合体的功

能$后续还需通过基因工程手段在高山被孢霉中对

该复合体进行干预$研究其对脂质代谢和相关基因

的调控规律$为研究营养信号调控产油微生物脂质

积累的分子机制奠定基础$也为提高产油微生物脂

质积累量提供生物学信息和遗传操作靶点$进一步

提升微生物油脂的经济效益和工业化发展水平%

((((

((((

((((

注&相对转录水平是指不同实验组相对于营养平衡组的转录水平%

图 ;8不同碳%氮源浓度下8:"0/&%" JTE7 复合体各亚基相对转录水平
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