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王春梅!王鸿超!陈海琴!赵建新!张;灏!陈;卫!陈永泉

"江南大学 食品学院!江苏 无锡 !#,#!!$

摘要!高山被孢霉合成油脂能力很强!可合成多种 $ %& 和 $ %( 系列多不饱和脂肪酸"?K*@A$&

#

%氨基丁酸"S@E@$代谢途径是由谷氨酸经过一系列反应转化至琥珀酸并产生 M@+?B的过程!

同时可为产油真菌生长提供碳源和氮源& 通过构建
#

%氨基丁酸途径中琥珀酸半醛脱氢酶

"HH@+B$基因eM@干扰菌株"O=%)??=:8$!对O=%)??=:8中的脂肪酸组成%M@+?B水平及相

关基因转录水平进行分析!研究 HH@+B与高山被孢霉脂质合成关系& 与原养型高山被孢霉"O@

#6E)$#$相比! O=%)??=:8中 HH@+B基因转录水平显著下调!同时脂肪酸总含量下降了 !"8.D!

L#'g# 相对含量提高了 $&8-D!表明 HH@+B在高山被孢霉脂质合成中起重要作用& 尽管 O=%

)??=:8中M@+?B绝对含量没有发生显著性变化!但M@+?B合成相关基因如苹果酸酶"a/$%葡萄

糖%( %磷酸脱氢酶"S(?+$%( %磷酸葡萄糖酸脱氢酶"(?S+$%异柠檬酸脱氢酶"J+B$%亚甲基四

氢叶酸脱酸酶"aGB*+$基因转录水平均发生了显著变化!表明 HH@+B对 M@+?B合成途径产生

了重要调控!这可能是其影响脂质合成的原因之一&

关键词!高山被孢霉#

#

%氨基丁酸代谢途径# HH@+B基因调控# M@+?B# 脂质合成
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N426OU 2> 31N:WX2>XW:4O3> 43N3U A6>XQOA3A:TO@#6E)$#@

9#5 6&('-(O@#6E)$#! S@E@1OX2\:43A1N2XQ_26! HH@+BPO>OWOP542X3:>!M@+?B! 43N:PO>OA3A

;;多不饱和脂肪酸$?K*@A%是维持人体正常生理

代谢不可或缺的功能性脂肪酸' 高山被孢霉$O@

#6E)$#% 能够合成多种 $ %& 和 $ %( 系列的

?K*@A

)#*

&并可工业化生产花生四烯酸$@@%

)!*

' 但

高山被孢霉的产脂能力有限并受诸多因素影响&为

提高高山被孢霉脂质合成的能力&探究从分子水平

对脂质合成相关基因进行遗传改造' 传统高山被孢

霉分子的改造主要集中在 ?K*@A合成途径相关酶

的基因及产M@+?B途径相关酶的改造)& %-*

'

#

%氨基丁酸$S@E@%代谢途径是由谷氨酸经

过一系列反应转化至琥珀酸的过程' 谷氨酸在谷氨

酸脱羧酶$S@+%的作用下脱羧转化为S@E@!S@E@

转氨酶$S@E@%G%将 S@E@转换到琥珀酸半醛

$HH@%!琥珀酸半醛脱氢酶$HH@+B%催化琥珀酸半

醛反应生成为琥珀酸$H@%

)(*

' 在植物中 S@E@可

为植物抵抗应激反应和非应激反应)$*

!在哺乳动物

中S@E@主要作为一种重要的神经递质)'*

!在真菌

中&S@E@不仅在氮代谢过程中具有重要的作用).*

&

同时也可为细胞生长提供碳源)#"*

'

M@+?B是脂质合成的主要还原力)##*

&通常认

为磷酸戊糖途径和三羧酸循环为细胞内主要的

M@+?B来源&近来也有研究表明氨基酸代谢为脂肪

酸的合成提供少量的 M@+?B

)#!*

' S@E@代谢途径

中可产生 M@+?B!此外在耶氏解脂酵母$M#""(T)#

6)E(6K!),#%中&HH@+B的缺失或突变可影响耶氏解脂

酵母的脂质合成过程)#&*

!HH@+B属于醛类脱氢酶

$@I+BA%家族)#,*

&b?. 小鼠中 @I+B,@# 基因的沉

默改变了脂滴的生成与积累&同时在高脂肥胖小鼠

中发现@I+B,@# 的表达水平与正常小鼠相比发生

了明显的变化)#-*

&这表明 HH@+B可能与脂质合成

存在重要关系' 前期研究中对真菌通过比较基因组

学分析发现 HH@+B存在于高山被孢霉中)#(*

' 本实

验通过eM@干扰 HH@+B基因&研究 HH@+B与高山

被孢霉脂质合成的关系&为深入探讨氨基酸与脂质

合成机理提供理论基础'

:;材料与方法

#8#;实验材料

高山被孢霉@GLL&!!!!$来自美国标准生物品

收藏中心%&其尿嘧啶营养缺陷型菌株 LL*a-"#+

.@,(6)X:N#" 和根癌农杆菌LL*a'&, 为本研究中心

保藏!NEJS! %5W2-A%JXA为遗传操作载体'

GW3Z:4$J>V3XW:PO>%!?W31OH9W3NXeGWO2PO>X̂ 3X

$G2j2e2&日本%!限制性内切酶 $M/E&美国%!G,

+M@连接酶 $?W:1OP2&美国%!jb+ N45A高保真

+M@聚合酶$Gb)bEb公司&日本%!P:4U AX2W+M@

聚合酶 $康为世纪&中国%!3G2̀ K>3VOWA24H)Ee

SWOO> H5NOW13]$E3:%e2U&美国%!M@+?cM@+?B

测定试剂盒$E3:V3A3:> 公司%!E3:AN3> *5>P5ASO0

>:139+M@/]XW29X3:> j3X$E3:*45]%!乙腈 $色谱

纯%!其他试剂均为分析纯'

EW:XQ培养基( 葡萄糖 !" PcI& 酵母提取物 -

PcI&磷酸二氢钾 # PcI& 七水硫酸镁 "8!- PcI& 硝

酸钾 #" PcI&NB(8"'

aa培养基(磷酸氢二钾 #8$, PcI&磷酸二氢钾

#8&$ PcI&氯化钠 "8#,( PcI&七水硫酸镁 "8,. PcI&

氯化钙 "8"$' PcI&七水硫酸亚铁 "8""! - PcI&硫酸

铵 "8-& PcI& a/H $8' PcI&葡萄糖 #8' PcI&甘油 -

PcI&NB(8''

Ja培养基(aa培养基&乙酰丁香酮$@H%!""

!

1:4cI'

)/?培养基(酵母提取物 #" PcI&蛋白胨 #" PcI&

氯化钠 - PcI'

HL固体培养基(葡萄糖 !" PcI&6O2AX>3XW:PO>

\2AO_3XQ:5X213>:293UA- PcI&硫酸铵 #8$ PcI&异亮

氨酸 (" 1PcI& 亮氨酸 (" 1PcI&苯丙氨酸 (" 1PcI&

苏氨酸 -" 1PcI&赖氨酸 ," 1PcI&酪氨酸 &" 1PcI&

腺嘌呤 !" 1PcI&精氨酸 !" 1PcI&组氨酸 !" 1PcI&

甲硫氨酸 #" 1PcI&琼脂 !" PcI&余量为水&NB(8''

S)固体培养基(葡萄糖 !" PcI& 酵母提取物

#" PcI& 硝酸钾 ! PcI& 磷酸二氢钠 # PcI& 七水硫

酸镁 & PcI& 琼脂 !" PcI&余量为水&NB(8''

S)%K固体培养基(S)固体培养基&尿嘧啶

"8# PcI'

热电冷冻离心机!E3:%W2U eG%̀ ?Le荧光定

量?Le仪!/NNO>U:WT电转化仪!凝胶成像 E3:%W2U

KC?L+H %'""" 分析系统!M2>:+W:N M+%#""" 微

量紫外分光光度计!@EJ.$"" ?Le仪'

#8!;实验方法

#8!8#;高山被孢霉的培养

高山被孢霉在 #"" 1IEW:XQ液体培养基中生长

$ U后&收集菌丝体&部分冷冻干燥用于生物量的测

定和脂肪酸的提取' 其余冻存 %'"=&用于 eM@

提取+基因表达水平的分析以及M@+?B分析'
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#8!8!; eM@干扰表达载体的构建

将菌丝体在液氮中研磨破碎后&采用 GW3Z:4试

剂提取高山被孢霉总 eM@&用 ?W31OH9W3NXeGWO20

PO>X̂3X根据说明书进行反转录&得到 9+M@' 根据

高山被孢霉 @GLL&!!!! HH@+B基因的序列信息&

设计表 # 的 HH@+B基因引物&引物对为 HH@+B%

**cHH@+B%*e和 HH@+B%e*cHH@+B%ee&分别

通过?Le反应得到 HH@+B%*和 HH@+B%e基因

片段' ?Le扩增的反应条件为(.,= & 13>&.,=

&" A&--= &" A&('= # 13>&&" 个循环&('= - 13>'

用限制性内切酶B3>U JJJ和MQOJ分步酶切NEJS! %

5W2-A%JGA和 HH@+B%*&连接后获得载体 NEJS! %

5W2-A%JGHH@+B%*' 再用限制性内切酶 k12J和

H29J分步酶切 HH@+B%e和 NEJS! %5W2-A%

JGHH@+B%*&连接后将获得的载体电击转化导入感

受态细胞 .@,(6)X:N#" 中&筛选出阳性转化子进行

?Le验证&得到 eM@干扰载体 NEJS! %5W2-A%

??=:8H34O>X' 表 # 中B3ANW:*# 和GWNLe# 为?Le验

证和测序引物' 再将eM@干扰载体 NEJS! %5W2-A%

??=:8H34O>X电转导入根癌农杆菌LL*a'&,'

表 :;本文所用引物

引物名称 序列 $-v%&v% 用途

B3ANW:*# SGSGGL@LGLSL@GLLLSL

GWNLe# @SSL@LGLGGGSLGSLGGSS

?Le验证转化

HH@+B%** LLL@@SLGGSGS@LL@SLL@L@SG@@L@L@@

HH@+B%*e LSSSSG@LL@LLSLGGS@LLGS@@LGGGS

HH@+BH*21N43T392X3:>

HH@+B%e* LS@SLGLSSGS@LL@SLL@L@SG@@L@L@@

HH@+B%ee GLLLLLLSSS@LLSLGGS@LLGS@@LGGGS

HH@+BHe21N43T392X3:>

HH@+BeG* SGS@LL@SLL@L@SG@@L@L@@

HH@+BeGe @LLSLGGS@LLGS@@LGGGS

HH@+BeG%̀ ?Le

#'HeG* LSG@LG@LLS@GGS@@GSSLGG@S

#'HeGe LLG@LSS@@@LLGGSGG@LS@LG

eG%̀ ?Le内参

?S+eG* @@SGGSLLGSGLLSLL@GL

?S+eGe G@SGSLL@SLLSGGLGLLGG

?S+eG%̀ ?Le

S(?+#eG* GSSLG@GLLLSLLG@GGSL

S(?+#eGe GGGLSGSLGSLLGGGSSS

S(?+# eG%̀ ?Le

S(?+!eG* LLG@@SS@LGSSGSLLGSGGS

S(?+!eGe LGGSSLGGSLGSGLGSLSG

S(?+! eG%̀ ?Le

S(?+&eG* LSG@GSLGSSSGLGSSGG@SS

S(?+&eGe @S@@SSLG@SSGLGLLLS@GS

S(?+& eG%̀ ?Le

a/#eG* SSLGSGGSLLS@@SSS@LG

a/#eGe SSL@@@SSGSSGSLGS@GGGL

a/# eG%̀ ?Le

a/!eG* LLGGSL@SS@LLSG@@LS@S@

a/!eGe LLGSS@SLS@LS@G@@@GSS@

a/! eG%̀ ?Le

J+B#eG* LSLLL@S@GSLGL@@SGLLG

J+B#eGe LL@GLSSSLSGL@@L@S@@

J+B# eG%̀ ?Le

J+B!eG* LLLL@@S@LSS@S@L@SS@L

J+B!eGe @L@SSLSSL@L@@LSS@G@

J+B! eG%̀ ?Le

J+B&eG* LGLSGLLLGSSSGSS@L@S

J+B&eGe LL@GL@SLSSSLSG@@@@

J+B& eG%̀ ?Le

aGB*+#eG* GLLGSSG@SGLSL@@GLSS

aGB*+#eGe SLSSLSLG@G@LGL@@LSG

aGB*+# eG%̀ ?Le

aGB*+!eG* SL@@SL@SSLGSSS@GG

aGB*+!eGe L@@@SGL@SSL@GSSGLS@

aGB*+! eG%̀ ?Le

aGB*+IeG* SGGG@L@@LSSL@GLLGGLLL

aGB*+IeGe LLGL@@LLGGL@SLSGLSGLG

aGB*+IeG%̀ ?Le
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#8!8&;根癌农杆菌LL*a'&, 转化及 eM@干扰菌

株的筛选鉴定

将含 有 eM@ 干 扰 载 体 NEJS! %5W2-A%

??=:8H34O>X的根癌农杆菌 LL*a'&, 在含有 #""

!

Pc1Ie3T21N393> 和 #""

!

Pc1Ij2>21693> 的 )/?

培养基上划线' !'=倒置避光培养 &( <,' Q' 从

)/?固体平板中挑取单克隆至液体 )/?中接种活

化&!'=+!"" Wc13> 避光生长 !, <,' Q' 根癌农杆

菌LL*a'&, 转接至 Ja培养基中&调至浓度为

B:

(""

"8!&#" Q 左右之后至菌液浓度为 B:

(""

"8''

LL*a-"# 在EW:XQ %K培养基中传至三代待其性状

稳定后&取 -"

!

I菌液浓度为B:

(""

"8' 的根癌农杆

菌LL*a'&, 与 #""

!

ILL*a-"# 菌液共培养于Ja

培养基中' !&=避光培养 !, Q 后转移至 #(=培养

!, <&( Q&观察根癌农杆菌LL*a'&, 和高山被孢霉

的生长情况' 转移至 HL中于 #(=避光培养 !, Q&

随后转移至 !'=培养' , U 后挑选出 HL平板上的

转化子&接种于新的 HL平板' 采用试剂盒 E3:AN3>

*5>P5ASO>:139+M@/]XW29X3:> j3X提取遗传稳定转

化菌株的基因组+M@&并进行验证'

#8!8,;高山被孢霉中 HH@+B基因转录水平的分析

按照 3G2̀ K>3VOWA24H)EeSWOO> H5NOW13]的说

明进行eG%̀ ?Le反应' ?Le程序为 .-=+#" A&("

=+#" A进行 &( 个循环' #'H W+M@作为管家基因'

引物序列见表 #'

#8!8-;脂肪酸的提取与分析

采用盐酸破除高山被孢霉细胞壁&氯仿甲醇法

提取脂肪酸&再使用盐酸甲醇甲酯化&具体参照

E43PQ等)#$*的方法'

#8!8(;高山被孢霉M@+?B提取与检测

称取 "8# P菌体于研钵中&加入液氮破碎后&再

加入 # 1IM@+?cM@+?B/]XW29X3:> \5TTOW研磨至融

化后转移液体于 /?管中&离心$# """ 3&#" 13>%&

根据 M@+?cM@+?B测定试剂盒方法提取并测定

M@+?B'

<;结果与讨论

!8#;eM@干扰载体构建

按照 #8!8! 所述步骤&构建了 HH@+B的 eM@

干扰载体 NEJS! %5W2-A%??=:8H34O>X' 载体经过

@EJ?eJHa&$&" 测序验证&载体酶切验证如图 # 所

示&重组质粒大小为 #!8# ^\N'

图 :;载体酶切验证#:$和质粒#<$电泳图

!8!;eM@干扰菌株的筛选与鉴定

采用根癌农杆菌LL*a'&, 与尿嘧啶营养缺陷

型高山被孢霉LL*a-"# 在 Ja培养基中共培养&将

干扰载体导入 LL*a-"#&在 HL平板上筛选出含有

干扰载体的LL*a-"# 即干扰菌株&将其保藏于 S)

斜面培养基上' 以干扰菌株的基因组+M@为模板&

以引物对B3ANW:*# 和 GWNLe# 进行 ?Le反应验证'

电泳结果如图 ! 所示' 由图 ! 可看出&O=%)??=:8

条带为 5W2-$'#' \N%&野生型$E!%没有相应条带&

表明干扰载体成功导入高山被孢霉基因组中' 经

eG%̀ ?Le分析$见图 &%&O=%)??=:8中 HH@+B

基因转录水平下降了 ("D左右&说明干扰 HH@+B

基因完成了转录水平的抑制&成功获得eM@干扰菌

株O=%)??=:8'

图 <;V_7干扰载体转入HHSG BM: 的=HV鉴定

;;;;注(

$$$

&&o"8""#'

图 ?;4#F,&&#!7菌株中NN7I>基因的表达水平

!8&;干扰 HH@+B基因对高山被孢霉脂肪酸含量的

影响"见表 !$

表 <;4#F,&&#!7中脂肪酸含量 E

菌株 ;L#(g" ;L#'g" ;L#'g# ;L#'g! ;L#'g& ;L!"g& ;L!"g, G*@

O@#6E)$# #-8. h"8, #(8# h"8, '8& h"8& '8# h"8$ -8& h"8! ,8! h"8& ,!8! h#8! &,8- h#8.

O=%)??=:8

#(8, h"8,

$$

#&8- h#8'

#,8, h#8'

$$$

'8& h#8# ,8. h"8( &8( h"8! &'8. h&8- !$8& h#8-

;注(

$$

&&o"8"#&

$$$

&&o"8""#'

'##
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;;由表 ! 可看出&eM@干扰 HH@+B基因后&总脂

肪酸$G*@%降低了 !"8.D&L#'g# 相对含量提高了

$&8-D&总脂肪酸占菌体干重的比例从 &,8-D下降

到 !$8&D' 结果表明&HH@+B在高山被孢霉脂质合

成过程起重要作用'

!8,;HH@+B对脂质合成还原力的调控

为了研究 HH@+B对高山被孢霉脂质合成还原

力的影响&本文分析了 O=%)??=:8中 M@+?B含

量以及产 M@+?B相关基因转录水平变化&结果见

图 ,+图 -'

图 A;4#F,&&#!7中_7I=>含量

;注( #8S(?+#! !8S(?+!! &8S(?+&! ,8a/#! -8a/!! (8

(?S+!$8J+B#!'8J+B!!.8J+B&!#"8aGB*+#!##8aGB*+!!

#!8aGB*+I!

$

&&o"8"-&

$$

&&o"8"#!

$$$

&&o"8""#'

图 B;4#F,&&#!7产_7I=>相关基因表达水平

;;由图 , 可看出&eM@干扰 HH@+B基因后&O=%

)??=:8中M@+?B的含量无显著性变化'

由图 - 可以看出&O=%)??=:8中产 M@+?B相

关基因如苹果酸酶$a/#c!%+葡萄糖 %( %磷酸脱

氢酶 $S(?+#c!c& %+ ( %磷酸葡萄糖酸脱氢酶

$(?S+%+异柠檬酸脱氢酶$J+B#c!c&%+亚甲基四氢

叶酸脱酸酶$aGB*+#c!cI%等基因的转录水平均发

生了变化' 苹果酸c丙酮酸循环的 a/是产生

M@+?B的关键酶)-*

&O=%)??=:8中 a/# 基因转

录水平下调了 ,,8'!D&而a/! 上调了约 '"D' 在

O=%)??=:8中S(?+! 基因的转录水平发生了明显

下调&为原养型的 -'D&但 S(?+# 的表达水平提高

了约 &8, 倍' J+B! 以及 aGB*+!cI分别上调了

#F!+#8!+#8$ 倍' 这表明 eM@干扰 HH@+B基因在

降低 HH@+B基因转录水平的同时&虽然 M@+?B的

绝对含量没有发生显著性变化&但改变了其他产

M@+?B基因的转录水平'

?;结;论

为了研究 HH@+B基因调控对高山被孢霉脂质

合成的影响&本文构建了 eM@干扰 HH@+B载体

NEJS! %5W2-A%??=:8H34O>X&成功筛选鉴定出 eM@

干扰菌株 O=%)??=:8' 与原养型高山被孢霉相

比&HH@+B的转录水平下调了 ("D左右&O=%

)??=:8菌株的脂肪酸含量降低了 !"8.D&但脂肪

酸的不饱和度得到了显著提高!尽管 M@+?B的含

量无显著性变化&但脂质合成途径中 a/+S(?++

aGB*+等基因的转录水平发生了变化' 这表明

HH@+B对M@+?B的绝对含量不会产生影响&但其

改变了三羧酸循环和磷酸戊糖途径中产 M@+?B相

关基因的转录水平&调节了脂质合成所需还原力

M@+?B的来源&对高山被孢霉脂质合成过程产生了

重要调控' 虽然 HH@+B对高山被孢霉脂质的积累

有影响&但其影响机制并不是通过 M@+?B调控&因

此未来可从以下几个方面分析 HH@+B对脂质合成

的调控机制&为进一步解析氨基酸代谢与脂质合成

的关系奠定基础'

首先&氨基酸代谢可为细胞生长+脂质合成提供

碳源和氮源&可通过同位素标记法分析重组菌株中

氮源和碳源的流向来分析脂质合成过程的变化' 其

次&氨基酸代谢可得到产物乙酰辅酶@&而乙酰辅酶

@作为脂质合成的重要前体&可对重组菌株中的乙

酰辅酶@的含量进行分析&进一步解析氨基酸代谢

关键酶影响脂质合成的机制' 此外&氨基酸可作为

信号因子调控 1Gbe+@a?j等代谢过程进而调控

脂质&可从这些方面解析氨基酸代谢关键酶影响脂

质合成的机制'

同时可继续在分子水平解析脂质代谢通路&使

高山被孢霉获得高产脂的能力&这对于其产品开发

及工业应用均具有重要的意义'
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