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生物工程

共轭亚油酸合成相关基因在耶氏解脂酵母中

异源表达及活性研究

刘云云，杨　波，张　灏，陈永泉，陈　卫，陈海琴

（江南大学 食品学院，江苏 无锡 ２１４１２２）

摘要：为了探究植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ）中与共轭亚油酸（ＣＬＡ）生物合成相关的３个基
因：（亚）油酸水合酶基因（ｍｃｒａ）、短链脱氢酶／氧化还原酶基因（ｄｈ）、乙酰乙酸脱羧酶基因（ｄｃ）在
耶氏解脂酵母（Ｙａｒｒｏｗｉａｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ，Ｙ．ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ）中异源表达后能否具有活性，利用两个耶氏解脂酵
母整合表达质粒（ｐＩＮＡ１２６９和ｐＩＮＡ１３１２），将３个基因分别导入耶氏解脂酵母营养缺陷型宿主菌
Ｐｏｌｆ（Ｕｒａ－，Ｌｅｕ－）中，构建了重组菌株。在不同重组菌中添加相应的底物：亚油酸（ＬＡ）和１０－羟
基－顺１２－十八碳烯酸（１０－ＨＯＥ），然后对反应体系进行脂肪酸检测，得到基因对应的不同产物：
１０－ＨＯＥ和１０－氧代－反１１－十八碳烯酸（１０－ｏｘｏ－ｔｒａｎｓ１１－ｏｃｔａｄｅｃｅｎｏｉｃａｃｉｄ），证明ｍｃｒａ、ｄｈ、
ｄｃ在耶氏解脂酵母中进行了异源表达并且具有活性。
关键词：亚油酸；共轭亚油酸；耶氏解脂酵母；异源表达
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　　共轭亚油酸（Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｌｉｎｏｌｅｉｃａｃｉｄ，ＣＬＡ）是一
类具有生理活性［１－４］的脂肪酸。目前，合成 ＣＬＡ转
化率较高的微生物有瘤胃菌、丙酸菌和乳酸菌

等［５］。其中，乳酸菌生物转化ＣＬＡ多为多种酶参与
的复合酶催化，因此酶学机制较为复杂。本实验室

筛选出一株具有合成 ＣＬＡ能力的植物乳杆菌
ＺＳ２０５８，并且对反应机理进行了研究［６］。研究发
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现，植物乳杆菌 ＺＳ２０５８中与 ＣＬＡ生物合成相关的
亚油酸异构酶系包含３个基因：（亚）油酸水合酶基
因（ｍｃｒａ，ＧｅｎＢａｎｋ：ＪＦ７４７２５５．１）、短链脱氢酶／氧化

还原酶基因（ｄｈ，ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＪ０１９５１３）、乙酰乙酸脱
羧酶基因（ｄｃ，ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＪ０１９５１４），并且通过一系
列研究确定反应机理如图１所示。

图１　植物乳杆菌ＺＳ２０５８转化ＬＡ生成ＣＬＡ反应机理

　　耶氏解脂酵母具有方便、成熟的操作系统，且安
全无害，因此适用于食品及工业生产［７］；除此之外，

耶氏解脂酵母能合成 ＣＬＡ的底物———亚油酸。因
此，本实验采用耶氏解脂酵母作为宿主菌株，将植物

乳杆菌ＺＳ２０５８中与 ＣＬＡ生物合成相关基因 ｍｃｒａ、
ｄｈ、ｄｃ分别导入耶氏解脂酵母中，通过添加相应底
物分别对３个基因进行活性测定，为构建异源合成
ＣＬＡ的工程菌株进行初步研究。
１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　菌株及质粒

大肠杆菌Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＤＨ５α由本实
验室保存。耶氏解脂酵母 Ｐｏｌｆ及质粒 ｐＩＮＡ１２６９、
ｐＩＮＡ１３１２均受赠于法国教授ＣａｔｈｅｒｉｎｅＭａｄｚａｋ。密
码子优化后的基因（ｏｍｃｒａ，ｏｄｈ，ｏｄｃ）由南京金斯瑞
生物科技有限公司合成，并连接在表达载体 ｐＵＣ５７
上，得到ｐＵＣ５７－ｏｍｃｒａ，ｐＵＣ５７－ｏｄｈ，ｐＵＣ５７－ｏｄｃ。
１．１．２　培养基

ＬＢ培养基：胰蛋白胨１０ｇ／Ｌ，氯化钠１０ｇ／Ｌ，酵
母提取物５ｇ／Ｌ。

ＹＮＢＤ培养基：酵母含氮碱基（不含氨基酸）６．７
ｇ／Ｌ，葡萄糖２０．０ｇ／Ｌ，调节ｐＨ５．５。

ＹＰＤ培养基：蛋白胨 ２０．０ｇ／Ｌ，酵母提取物

１０．０ｇ／Ｌ，葡萄糖２０．０ｇ／Ｌ，调节ｐＨ６．５。
其中，固体培养基添加１．５％ ～２．０％的琼脂；

如有需要，在相应的培养基中添加抗生素及０．１ｇ／Ｌ
尿嘧啶或者０．１ｇ／Ｌ亮氨酸。
１．１．３　主要试剂及仪器

ＤＮＡ限制性内切酶、ＰＣＲ产物回收试剂盒、凝
胶回收试剂盒，均购自 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；ＤＮＡＴ４
连接酶，购自日本 ＴａＫａＲａ公司；质粒提取试剂盒，
购自天根生化科技有限公司；醋酸锂（ＬｉＡｃ），购自
国药集团；亚油酸（纯度≥９９％）、酸洗玻璃珠、内标
十七烷酸，均购自Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司。

缓冲液 Ａ：０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５），
０．１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，
１ｍｍｏｌ／Ｌ蛋白酶抑制剂ＰＭＳＦ，１０％甘油。

亚油酸（ＬＡ）乳化液：按亚油酸与吐温 －８０质
量比 ３∶２称取，加入超纯水，使其质量浓度为
３０ｇ／Ｌ，磁力搅拌器搅拌０．５ｈ至溶液呈均匀的乳
液，０．２２μｍ无菌滤膜过滤除菌。

Ｔ１００ＰＣＲ仪，Ｇｅｌｄｏｃ２０００凝胶成像系统（美国
Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；ＧＣＭＳ－ＱＰ２０１０Ｕｌｔｒａ气质联用仪
（日本岛津公司）。

１．１．４　ＰＣＲ引物（见表１、表２）

表１　用于构建ｏｍｃｒａ，ｏｄｈ，ｏｄｃ表达载体的引物

序号 序列（５′－３′） 酶切位点 目标片段 产物长度

Ｐ１／Ｐ２
ＡＴＡＣＡＡＧＡＧＣＧＴＴＴＧＣＣＡＧＣＣ －

ＣＡＴＣＴＣＡＣＴＴＧＣＧＴＡＴＧＴＡＴＧＧＡＡＡ －
通用验证引物 ５０９ｂｐ＋目的基因长度

Ｐ３／Ｐ４
ＧＧＡＡＴＴＣＴＡＴＣＧＡＴＡＣＧＣＧＴＧＣＡＴＧＣＴＧＡＧ ＥｃｏＲⅠ
ＣＡＴＧＧＡＡＴＴＣＧＧＡＣＡＣＧＧＧＣＡＴＣＴＣ ＥｃｏＲⅠ

ｏｄｃ表达单元
１８４３ｂｐ
１８４３ｂｐ

表２　ｏｍｃｒａ，ｏｄｈ，ｏｄｃｃＤＮＡ验证引物

序号 序列（５′－３′） 目标片段 产物长度／ｂｐ

Ｐ５／Ｐ６
ＡＣＧＧＴＣＡＣＴＧＧＧＡＣＧＧＣＡ
ＡＧＧＡＣＣＴＣＡＧＧＴＣＧＧＴＧＧＧＡ

ｏｍｃｒａ １４１４

Ｐ７／Ｐ８
ＴＧＣＴＧＣＴＣＡＣＧＧＴＴＴＣＧＧ
ＣＧＣＴＴＣＡＣＴＣＧＧＴＣＣＴＣＡＡＴ

ｏｄｈ ０７７１

Ｐ９／Ｐ１０
ＧＣＣＴＣＴＴＴＣＡＴＴＧＣＴＴＣＣＧＡ
ＧＣＣＴＴＧＧＧＧＴＴＧＡＡＧＡＡＧＧＡ

ｏｄｃ ０８２４
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１．２　实验方法
１．２．１　耶氏解脂酵母重组表达载体的构建（见图２）

表达载体 ｐＩＮＡ１２６９－ｏｍｃｒａ和 ｐＩＮＡ１３１２－
ｏｄｈ、ｐＩＮＡ１３１２－ｏｄｃ的构建：用限制性内切酶 ＰｍｌΙ
和ＫｐｎΙ酶切质粒（ｐＩＮＡ１２６９，ｐＩＮＡ１３１２）和目的基
因片段（ｏｍｃｒａ，ｏｄｈ，ｏｄｃ），ＰＣＲ产物纯化试剂盒进行

纯化，用Ｔ４连接酶过夜连接。将得到的连接液转化
至Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞，涂布于氨苄青霉素或
卡那霉素抗性的 ＬＢ固体平板（ｐＩＮＡ１２６９，氨苄青
霉素抗性；ｐＩＮＡ１３１２，卡那霉素抗性），放入３７℃恒
温培养箱中培养１２～１６ｈ。

图２　ｐＩＮＡ１２６９－ｏｍｃｒａ和ｐＩＮＡ１３１２－ｏｄｈ－ｏｄｃ的构建设计

　　表达载体 ｐＩＮＡ１３１２－ｏｄｈ－ｏｄｃ构建：用扩增
引物从ｐＩＮＡ１３１２－ｏｄｃ上扩增出带有启动子、终止
子及ｏｄｃ基因的完整表达单元，两端添加 ＥｃｏＲΙ酶
切位点。用ＥｃｏＲΙ分别酶切表达载体 ｐＩＮＡ１３１２－
ｏｄｈ和表达单元。为避免后续连接反应过程中载体
ＤＮＡ发生自身环化反应，将酶切后的表达载体进行
去磷酸化处理。用 Ｔ４连接酶过夜连接。将得到的
连接液转化至 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞，涂布于卡
那霉素抗性的ＬＢ固体平板，放入３７℃恒温培养箱
中培养１２～１６ｈ。

分别挑取平板上长出的单菌落接种至含有相应

抗生素的 ＬＢ液体培养基中，于３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ恒
温摇床中振荡培养１２ｈ后收集菌体，抽提质粒，用
验证引物进行ＰＣＲ扩增验证；然后将验证正确的重
组菌进行测序分析。相关引物（表１）由上海桑尼生
物科技有限公司合成，基因测序由华大基因完成。

１．２．２　重组表达载体的转化及重组菌的鉴定
用限制性内切酶 ＮｏｔⅠ线性化处理表达载体，

之后采用醋酸锂化学转化法［８］将线性化表达载体

导入耶氏解脂酵母感受态细胞中，并将处理后的酵

母涂布于ＹＮＢＤ筛选培养基上培养２～３ｄ，挑取在
筛选培养基上生长的酵母转化子，接种至 ５ｍＬ
ＹＮＢＤ液体培养基中，２８℃摇床培养２４ｈ。收集菌
体，提取基因组；以基因组为模板，用 Ｐ１／Ｐ２进行
ＰＣＲ验证。验证为阳性的转化子即为成功导入异

源基因片段的耶氏解脂酵母重组菌。

１．２．３　耶氏解脂酵母重组菌转录验证
耶氏解脂酵母重组菌在液体 ＹＰＤ培养基中培

养２４ｈ（对数生长中期）后收集菌体，用液氮研磨，
采用Ｔｒｉｚｏｌ法［９］提取 ＲＮＡ。按照 ＴａＫａＲａ公司的反
转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ说明书要求，以ＲＮＡ为模板进行反转录得到
ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板，用ｏｍｃｒａ、ｏｄｈ、ｏｄｃ基因的验
证引物（表２）进行ＰＣＲ验证。
１．２．４　重组耶氏解脂酵母的培养及 ｏｍｃｒａ、ｏｄｈ、ｏｄｃ
的酶活测定

（１）酵母培养：将 －８０℃甘油管保存的重组耶
氏解脂酵母菌株在 ＹＮＢＤ固体培养基上划线，在
２８℃恒温培养箱中培养；用接种环挑取 ＹＮＢＤ固体
培养基上的单菌落于５ｍＬＹＮＢＤ液体培养基中，于
２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床培养４８ｈ。将种子液以２％的
接种量接种至 ＹＰＤ培养基，２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养
３６ｈ。

（２）粗酶液制备：吸取１ｍＬ菌液收集菌体，用
０．８５％ ＮａＣｌ冲洗两次。加入２００μＬ酸洗玻璃珠和
２５０μＬ缓冲液Ａ，振荡破碎后，５００×ｇ离心１０ｍｉｎ，
上层即为粗酶液。

（３）吸取上层２００μＬ粗酶液于带盖玻璃瓶中，
加入１０μＬＬＡ乳化液（质量浓度为３０ｇ／Ｌ），２８℃、
２００ｒ／ｍｉｎ反应２ｈ。
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（４）对反应后的反应体系进行脂肪酸提取及
分析。

１．２．５　脂肪酸的提取及分析
（１）脂肪酸提取：向反应体系中加入 ４０μＬ

Ｃ１７∶０，１ｍＬ氯仿，１ｍＬ甲醇，振荡３０ｓ，３０００×ｇ离
心３ｍｉｎ后吸取下层氯仿层；再加入１ｍＬ氯仿重复
萃取。氮气吹干，加入１ｍＬ１０％盐酸 －甲醇甲酯
化，置于６０℃水浴３ｈ（每隔３０ｍｉｎ振荡 １ｍｉｎ）。
冷却至室温后加入１ｍＬ正己烷和１ｍＬ饱和 ＮａＣｌ
振荡混匀，离心后吸取上层溶液；再向原体系中加

１ｍＬ正己烷振荡，重复萃取。氮气吹干，加入１ｍＬ
正己烷混匀，转入气相瓶，进行气相色谱分析。

（２）气相色谱条件：岛津气相色谱仪（ＧＣ２０１０
ｐｌｕｓ），气相柱 Ｒｔｘ－ｗａｘ（３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５

μｍ），质谱仪（岛津 ＵｌｔｒａＱＰ２０１０）。程序升温条件
为初始温度 １５０℃，以 ５℃／ｍｉｎ的速度上升至
２００℃，保持１０ｍｉｎ，然后以４℃／ｍｉｎ升温至２４０℃，
保持１０ｍｉｎ。采用分流进样，进样量１μＬ，分流比
１０∶１，载气为氦气。进样器和检测器温度均为２４０℃。
２　结果与讨论
２．１　表达载体的构建及耶氏解脂酵母重组菌的筛
选鉴定

将构建好的表达载体进行ＰＣＲ验证，结果如图
３所示，ＰＣＲ扩增得到的条带与理论值大小一致，说
明已经成功将目的基因导入表达载体中。经过进一

步测序验证，验证正确的表达载体用于耶氏解脂酵

母重组菌的构建。

　注：Ｍ．ＤＮＡ标记；ＮＣ．阴性对照，空质粒 ｐＩＮＡ１２６９或 ｐＩＮＡ１３１２；ＰＣ．阳性对照，ｐＵＣ５７－ｏｍｃｒａ／ｐＵＣ５７－ｏｍｃｒａ／ｐＵＣ５７－
ｏｍｃｒａ；１．ｐＩＮＡ１２６９－ｏｍｃｒａ质粒；２．ｐＩＮＡ１３１２－ｏｄｈ质粒；３．ｐＩＮＡ１３１２－ｏｄｈ－ｏｄｃ质粒。

图３　表达载体ｐＩＮＡ１２６９－ｏｍｃｒａ和ｐＩＮＡ１３１２－ｏｄｈ－ｏｄｃＰＣＲ验证

　　耶氏解脂酵母 Ｐｏｌｆ（Ｌｅｕ－、Ｕｒａ－）是敲除 ＵＲＡ３
和ＬＥＵ２基因得到的营养缺陷型菌株［１０］，不能在无

尿嘧啶和亮氨酸的培养基上生长。表达载体

ｐＩＮＡ１２６９－ｏｍｃｒａ上携带 ＬＥＵ２基因，通过同源交
换的方式整合到耶氏解脂酵母中，重组菌能在添加

尿嘧啶的筛选培养基上生长。

挑取在筛选培养基上长出的酵母转化子，提

取基因组，以基因组为模板，用引物 Ｐ１／Ｐ２进行

ＰＣＲ扩增，得到预期大小片段（２２００ｂｐ）。同样
地，将成功构建的表达载体 ｐＩＮＡ１３１２－ｏｄｈ－ｏｄｃ
线性化后，转化至耶氏解脂酵母感受态细胞中，重

组菌在含有亮氨酸的筛选培养基上生长。提取基

因组，ＰＣＲ验证，最终获得正确的耶氏解脂酵母转
化子（预期大小片段１３５５ｂｐ）。ＰＣＲ验证结果如
图４所示。

　注：Ｍ．ＤＮＡ标记；Ｗ．水；ＮＣ．阴性对照，空质粒ｐＩＮＡ１２６９／ｐＩＮＡ１３１２；ＰＣ．阳性对照，载体 ｐＩＮＡ１２６９－ｏｍｃｒａ／ｐＩＮＡ１３１２－
ｏｄｈ－ｏｄｃ；１．Ｐｏｌｆ１２６９－ｏｍｃｒａ基因组；２．Ｐｏｌｆ１３１２－ｏｄｈ－ｏｄｃ基因组。

图４　耶氏解脂酵母Ｐｏｌｆ１２６９－ｏｍｃｒａ及Ｐｏｌｆ１３１２－ｏｄｈ－ｏｄｃ重组菌ＰＣＲ验证
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２．２　耶氏酵母重组菌转录水平验证
获得耶氏解脂酵母重组菌株后，为了验证导入

的３个基因是否成功表达，首先对获得的阳性重组
菌进行转录水平验证。在培养过程中，耶氏解脂酵

母一般都会经历延迟期、对数生长期、稳定期和衰亡

期。菌体细胞处于对数生长期时，生长代谢比较旺

盛，基因表达水平较高。因此，选取 ＹＰＤ液体培养
基中培养２４ｈ的菌体（对数生长中期）进行转录水
平验证，结果如图５所示。

　注：Ｍ．ＤＮＡ标记；Ｗ．水；ＮＣ．阴性对照，空质粒ｐＩＮＡ１２６９／ｐＩＮＡ１３１２；ＰＣ．阳性对照，载体ｐＩＮＡ１２６９－ｏｍｃｒａ或ｐＩＮＡ１３１２－
ｏｄｈ－ｏｄｃ；ｏｍｃｒａ，ｏｄｈ，ｏｄｃ．耶氏解脂酵母重组菌ｃＤＮＡ。

图５　耶氏解脂酵母重组菌转录验证

　　由图５可知，分别得到与阳性参照对应且与理
论片段大小一致的条带。由此可知，基因 ｏｍｃｒａ、
ｏｄｈ、ｏｄｃ都进行了转录。
２．３　耶氏解脂酵母重组菌中 ｏｍｃｒａ、ｏｄｈ、ｏｄｃ的酶
活测定

Ｏｇａｗａ［５，１１］、Ｔａｋｅｕｃｈｉ［１２］等通过一系列研究证
明，植物乳杆菌ＡＫＵ１００９ａ催化 ＬＡ合成 ＣＬＡ过程
是一个多反应体系。本实验室筛选的植物乳杆菌

ＺＳ２０５８生成ＣＬＡ的反应机理与之类似。并且在植

物乳杆菌中，通过对ｍｃｒａ、ｄｈ、ｄｃ分别进行敲除及回
补，进一步验证了３个基因在植物乳杆菌ＺＳ２０５８中
的反应机理。由此可见，植物乳杆菌中 ｍｃｒａ、ｄｈ、ｄｃ
基因在 ＣＬＡ的生物合成过程中都发挥重要作用。
只有确保 ３个基因都具有活性，才能进行进一步
研究。

在反应体系中添加 ＬＡ乳化液对 ｏｍｃｒａ进行活
性测定，结果如图６所示。

　　

　　
图６　重组菌及其对照组体外粗酶反应体系脂肪酸ＧＣ－ＭＳ结果

　　由图６可知，与对照组相比，反应体系中检测到
保留时间为２８．５ｍｉｎ的产物峰，结合质谱（ＭＳ）碎
片信息及 １０－羟基 －顺 １２－十八碳烯酸（１０－

ＨＯＥ）的理论碎片断裂方式可知，ｏｍｃｒａ基因在重组
菌中成功表达，得到的酶具有催化 ＬＡ生成 １０－
ＨＯＥ的活性。因为 ｏｄｃ对应的底物１０－氧代－顺
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１２－十八碳烯酸产量少而且难以分离纯化，所以将
ｏｄｈ、ｏｄｃ基因同时导入耶氏解脂酵母中，通过添加
本实验室分离纯化的１０－ＨＯＥ，判断是否有１０－氧
代－反１１－十八碳烯酸生成，以此证明两个基因是
否成功表达。ＧＣ－ＭＳ结果显示，反应体系（图６Ｄ）
中检测到保留时间为２３．６ｍｉｎ、且与理论碎片断裂
方式对应的反应产物———１０－氧代－反１１－十八碳
烯酸，而对照组（图６Ｃ）没有检测出该产物。说明
ｏｄｈ、ｏｄｃ基因对应的酶分别将 １０－ＨＯＥ催化生成
１０－氧代 －顺 １２－十八碳烯酸，从而进一步生成
１０－氧代－反１１－十八碳烯酸。综上所述，经过优
化后的ｏｍｃｒａ、ｏｄｈ、ｏｄｃ基因在耶氏解脂酵母中成功
实现了异源表达。

３　结　论
本实验成功地将植物乳杆菌 ＺＳ２０５８中与 ＣＬＡ

生物合成相关基因在耶氏解脂酵母中进行了表达。

在添加游离亚油酸作为底物时，含有密码子优化基

因ｏｍｃｒａ的重组菌 Ｐｏｌｆ１２６９－ｏｍｃｒａ将亚油酸催化
为１０－羟基－顺１２－十八碳烯酸；以本实验室分离
纯化的１０－羟基－顺１２－十八碳烯酸为底物，含有
ｏｄｈ、ｏｄｃ基因的重组菌 Ｐｏｌｆ１３１２－ｏｄｈ－ｏｄｃ将底物
催化为１０－氧代 －反１１－十八碳烯酸。３个基因
在耶氏解脂酵母中异源表达后均具有活性，这对后

期得到能合成 ＣＬＡ的耶氏解脂酵母工程菌提供了
良好的实验基础和理论支持。
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艺初探［Ｊ］．山东纺织经济，２０１６（３）：３５－３８．
［３２］巩芳娥，张进德，汪海，等．陇南市核桃青皮开发植物

农药探讨［Ｊ］．林业实用技术，２０１５（６）：８２－８５．
［３３］王全杰，李超，王纯，等．核桃青皮中单宁的类型及含
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饮料冲泡工艺研究［Ｊ］．食品工业科技，２０１５，３６
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