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摘要!来源于痤疮丙酸杆菌"8,%K'%+'H;(G*,'01;(+*I$的亚油酸异构酶" F̀O$是一种能够通过单酶催

化!生成共轭亚油酸"G%"!(%! #KNF$的亚油酸异构酶& 为实现 F̀O的高效表达!以 R -̀3=为表达载

体!毕赤酵母" -̀6̂-,̀-3=

DJ

EYW,-3!$为宿主菌!构建毕赤酵母重组菌株" -̀6̂-,#R -̀3= #L-\#0R,-$!

实现了 F̀O在毕赤酵母中的异源表达& 对毕赤酵母重组菌进行初步筛选获得蛋白表达量最高的转

化子!通过单因素实验优化毕赤酵母重组菌的诱导条件& 毕赤酵母重组菌最佳诱导条件为'诱导时

间 !' ^!诱导剂甲醇体积分数 !C& 在最佳诱导条件下!将毕赤酵母重组菌制成静息细胞催化剂催

化合成G%"!(%! #KNF& 在 !(f%!"" W<+-3%亚油酸质量浓度 ' 4<N%反应时间 A ^条件下!G%"!(%! #

KNF产量为 !8%! 4<N!转化率可达 &?C&
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BB共轭亚油酸"K03:14,Y2[ .-30.2-6,6-[$KNF#是一

类具有共轭双键的十八碳二烯酸的总称$是亚油酸

"N-30.2-6,6-[$NF#的立体几何异构体& 由于共轭双

键位置不同且双键具有顺式及反式两种几何结构$

因此存在多种KNF同分异构体& 在 KNF的众多异
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构体中$($$G%% #KNF和 G%"$(%! #KNF被证实生理

活性较高$具有抗炎%降低血脂%减肥等生理功

能)% #?*

& !""( 年$上述这两种KNF同分异构体获得

了美国UbF安全认证$因此其在食品%医药等领域

具有广阔的应用前景&

来源于痤疮丙酸杆菌的亚油酸异构酶" F̀O#的

晶体结构及催化机理已经被解析$实验证实 F̀O能

够单酶催化 NF生成 G%"$(%! #KNF

)'*

$但痤疮丙酸

杆菌是一种致病菌$不适用于食品工业生产& 因此$

国内外对 F̀O的研究主要集中在异源表达上$其中

在大肠杆菌表达系统中重组蛋白表达量相对较高$

但是b234

)&*

%L0W3134

)A*

%李迅)@*等研究均表明 F̀O

在大肠杆菌表达系统中易形成大量无催化活性的包

含体$难以进一步实现高水平的可溶性表达$从而影

响了 F̀O的工业化应用进程& L0W3134等)A*将 F̀O

在酿酒酵母中进行异源表达$但蛋白表达量极低& 张

白曦)(*

%李敏)$*等将 F̀O在耶氏解脂酵母中进行异源

表达%发酵优化$经优化后重组耶氏解脂酵母蛋白表

达量仍远低于大肠杆菌表达系统& 相比上述表达系

统$毕赤酵母表达系统具有适当的蛋白质折叠结构%

能有效减少包含体的形成%可高密度发酵等优点& 同

时$ F̀O在分离纯化过程中很容易失活$而静息细胞

催化合成KNF具有一定优势(

"

静息细胞作为全细

胞催化剂免去了酶分离纯化的过程!

#

产物与静息细

胞易于分离$能够重复利用菌体$提高利用效率!

$

与

发酵法相比$可以达到很高的菌体密度& 目前已有利

用静息细胞催化生产KNF的报道$如 m̂,0等)%"*以植

物乳杆菌静息细胞为催化剂$在细胞质量浓度 %&"

4<N%NF质量浓度 %8& 4<N的条件下反应 ! ^$($$G%% #

KNF产量最高可以达到 "8!@ 4<N& 尽管目前一些

植物乳杆菌)%%*

%丙酸杆菌)%!*等静息细胞可以合成

KNF$但产量较低$不能满足生产要求&

因此$本实验采用毕赤酵母作为宿主菌株$将痤

疮丙酸杆菌来源的亚油酸异构酶 F̀O在毕赤酵母

" -̀6̂-,̀-3=

DJ

EYW,-3!#中进行异源表达$通过优化蛋

白诱导表达条件$提高 F̀O的蛋白表达水平$在此基

础上$利用毕赤酵母重组菌制成静息细胞催化剂催

化合成G%"$(%! #KNF$为进一步促进KNF在我国食

品工业中的应用提供依据&

89材料与方法

%8%B实验材料

%8%8%B菌株

大肠杆菌>I(M*,'(M'; (%/'"><(%/'#bL&

0

$由本实

验室保存& 毕赤酵母 -̀6̂-,̀-3=

DJ

EYW,-3!%质粒

R -̀3=

0

#LK$O3a-YW0423 公司!用于构建重组表达载

体的质粒 R -̀3= #LK#?KmL)]"该质粒是多拷贝

整合型质粒$是在 R -̀3=

0

#LK质粒的基础上改造

后得到的质粒$携带 %" oL-\标签#$保藏于江苏无

锡江南大学食品生物技术中心菌库&

%8%8!B试剂

bMF限制性内切酶% K̀_产物回收试剂盒$

D̂2W+0U-\̂2W公司!bMFD' 连接酶$日本 D,],_,

公司!质粒提取试剂盒%bMF提取试剂盒$天根生化

科技有限公司!无氨基酸酵母氮源"GMV#$上海生

物工程有限公司!亚油酸"纯度
)

$$C#%酸洗玻璃

珠%内标十五烷酸"K%&n"#$E-4+,#F.[W-6̂公司&

%8%8?B培养基及主要试剂配制

NV培养基(胰蛋白胨 %" 4<N$酵母提取物 &

4<N$氯化钠 %" 4<N&

G̀b培养基(鱼粉蛋白胨 !" 4<N$酵母提取物

%" 4<N$葡萄糖 !" 4<N$调节 RL至 A8&&

F̀b选择培养基(无氨基酸酵母氮源"GMV#

%?8' 4<N$补充氨基酸混合物#不含腺嘌呤"KEJ#

Fb)#%8!& 4<N$生物素 & +4<N$葡萄糖 !" 4<N&

VJSG培养基(酵母提取物 %" 4<N$鱼粉蛋白胨

!" 4<N$无氨基酸酵母氮源"GMV#%?8' 4<N$甘油 %"

4<N$% +0.<N磷酸钾缓冲液"RLA8"#&

VJJG培养基(酵母提取物 %" 4<N$鱼粉蛋白

胨 !" 4<N$无氨基酸酵母氮源"GMV#%?8' 4<N$甲醇

体积分数 "8&C d?C$% +0.<N磷酸钾缓冲液" RL

Ah"#&

蛋白裂解液( &" ++0.<N磷酸钠$ % ++0.<N

J̀EU$% ++0.<N)bDF$&C甘油$调节 RL至 @8'&

NF母液(将NF与吐温 (" 按质量比 ?n! 混合$

加入无菌水至质量浓度为 ?" 4<N$涡旋振荡至溶液

呈均匀的乳液$"8!!

!

+无菌滤膜过滤除菌&

磷酸钾缓冲液(分别配制 "8% +0.<N的]

!

L̀ H

'

溶液和 "8% +0.<N的 ]L

!

H̀

'

溶液$按一定比例混

合$调整 RL至 @8"&

%8%8'B主要仪器

D%"" K̀_仪%S2.[06!""" 凝胶成像系统$美国

V-0#_,[!S#S̀!"%" .̀1\气相色谱仪$日本岛津!

Mb%"" #! 氮气吹扫仪$杭州瑞诚&

%8!B实验方法

%8!8%B F̀O基因的克隆及表达载体的构建

以张白曦)(* 构建的重组载体 ROMF%?%! #

\R0R,-#[%! 为模板$以]Hb高保真酶为延伸酶$通

过 K̀_反应扩增目的基因& K̀_引物由 H.-40@ 软

件设计$引入酶切位点 O1;U和 OL;U以及保护碱基&

引物 %̀% !̀ 如下( %̀ 为 &t#DKKKKKKSSSFFDSD

((
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KDFDDDKDFFSSFKDKD#?t! !̀ 为 &t#KKKFDDD

FFFDDDFKFKSFFSFFDKSSSDSFK#?t& K̀_反

应条件($&f预变性 & +-3!$&f变性 ?" \!&&f退

火 ?" \!@!f延伸 $" \$共 ?' 个循环!@!f延伸 %"

+-3& 分别对 K̀_产物和 R -̀3=载体进行双酶切%纯

化%D' 连接酶过夜连接$将产物转入 ><(%/'bL&

0

感受态细胞& 对转化子进行菌落 K̀_验证$验证正

确的转化子送至华大基因进行测序验证&

%8!8!B重组表达载体的转化及重组菌鉴定

测序正确的载体经 OK*U线性化后$与感受态细

胞一起进行电击转化"! &"" g$!""

1

$' dA +\#& 电

转液涂布于 F̀b筛选平板$?"f培养 ? d@ [& 从

F̀b筛选平板上挑取白色菌落至 F̀b液体培养基$

在 !(f%!"" W<+-3的摇床中振荡培养 !' ^& 用真菌

基因组提取试剂盒提取毕赤酵母转化子的基因组$以

基因组为模板$以 ?̀% '̀ 为通用引物$进行 K̀_验

证& 其中 ?̀ 为 &t#SFKDSSDDKKFFDDSFKFFSK#

?t$ '̀为 &t#SSFSSSKSDSFFDSDFFSKSD#?t&

%8!8?B毕赤酵母重组菌蛋白诱导表达

挑选经 K̀_验证正确的不同转化子$接种至

!"" +NVJSG培养基中$!(f%!"" W<+-3 培养 !'

^!将菌液转移至灭菌的 &" +N离心管中$? """ :离

心 ? +-3后去除培养基$将沉淀重悬于 '" +NVJJG

培养基"加入了诱导剂甲醇#中$于 !(f%!"" W<+-3

诱导培养一段时间& 将诱导结束后的菌体于 ( """

:离心 ? +-3$弃上清$将菌体重悬于蛋白裂解液中$

加入等体积玻璃珠$通过振荡器振荡破碎%提取粗蛋

白$用于活性检测及Q2\Y2W3 V.0Y检测&

%8!8'B F̀O活性检测

取 %""

!

N粗蛋白$加入 %"

!

N?" 4<NNF母液$

&"

!

N内标K%&n"$于 !(f%!"" W<+-3反应 ? ^& 反

应结束后$利用重氮甲烷甲酯化法)%?*甲酯化后$采

用气相色谱法进行脂肪酸测定& 向反应液中加入 %

+N异丙醇$充分振荡 ?" \$再加入 ! +N正己烷并充

分振荡 ?" \$吸取上清"含有脂质的正己烷层#至干

净提脂瓶中$氮气吹干后加入 '""

!

N甲醇$添加 '"

!

N重氮甲烷进行甲酯化$待黄色维持 %& +-3 不褪

色后氮气吹干$重悬于 % +N正己烷中$将样品转入

气相瓶$进行气相色谱分析&

气相色谱条件(_Y9#;,9色谱柱"?" +o"8!&

++o"8!&

!

+#!升温程序为初始温度 %&"f$以

&f<+-3 升温至 !""f$保持 %" +-3$然后以 '

f<+-3升温至 !'"f$保持 %" +-3!分流进样$进样

量 %

!

N$分流比 %"n%!载气为氦气!进样器温度和检

测器温度均为 !'"f&

以NF转化生成 G%"$(%! #KNF的转化率作为

F̀O活性检测指标"转化率 iG%"$(%! #KNF含量<

"G%"$(%! #KNF含量lNF含量# o%""C#&

%8!8&B毕赤酵母重组菌静息细胞的制备及 G%"$

(%! #KNF的合成

毕赤酵母重组菌在最佳诱导条件下诱导后$于

'f%( """ : 离心 ? +-3$并用无菌生理盐水洗涤 !

次$收集酵母菌泥$作为全细胞催化剂& 转化体系如

下(转化介质为 "8% +0.<N的磷酸钾缓冲液 " RL

@h"#$全细胞催化剂质量浓度 %&" 4<N"菌体湿重#$

NF质量浓度 ' 4<N& 置于摇床中$于 !(f%!"" W<+-3

催化反应 A ^$然后按 %8!8' 方法测定转化率&

:9结果与讨论

!8%B目的基因扩增及表达载体的构建

!8%8%B目的基因的扩增

L0W3134等)A*将密码子优化后的 F̀O基因在酿

酒酵母中进行异源表达$优化后菌株产KNF能力是

优化前的 ( 倍& 张白曦)(*对 F̀O进行密码子优化后

在解脂酵母中进行异源表达$蛋白表达量较优化前

有明显提高& 因此$对外源基因进行密码子优化$可

在一定程度提高重组蛋白的表达水平& 以张白

曦)(*构建的经过密码子优化后的 ROMF%?%! #

\R0R,-#[%! 为模板$ %̀ <̀! 为引物$通过 K̀_扩增

获得目的基因%K;'& K̀_扩增结果如图 % 所示&

注(J8J,W=2W! %8空质粒 ROMF%?%!! !8̀K_扩增产物&

图 89目的基因EDX扩增结果

BB由图 % 可知$目的条带大小与理论值 % !$@ XR

一致&

!8%8!B亚油酸异构酶基因表达载体的构建

按照 %8!8% 的方法进行亚油酸异构酶表达载体

的构建$将构建的表达载体 R -̀3= #L-\#0R,-进行

K̀_验证$结果如图 ! 所示& 由图 ! 可知$ K̀_产物

大小与理论值 % $($ XR 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毕赤酵母重组菌的构建&

$(
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注(J8J,W=2W! %8空质粒 R -̀3=! !8R -̀3= #L-\#0R,-质粒&

图 :9表达载体)E+,LPF+&P')1+EDX验证

!8!B毕赤酵母重组菌的筛选鉴定

毕赤酵母转化后$挑取在 F̀b选择培养基上长

出的不同白色毕赤酵母转化子$提取基因组$以基因

组为模板$用引物 ?̀ <̀' 进行扩增$ K̀_结果如图 ?

所示& 由图 ? 可知$ K̀_产物大小与理论值 % $($

XR一致$说明成功构建了毕赤酵母重组菌&

注(J8J,W=2W!MK8空质粒 R -̀3=!% d%"8不同转化子&

图 ;9毕赤酵母重组菌不同转化子EDX验证

BB由于不同转化子之间蛋白表达水平有所差异$

因此挑选不同转化子进行 Q2\Y2W3 V.0Y检测以筛选

出蛋白表达量最高的转化子$结果如图 ' 所示& 由

图 ' 可知$在相对分子质量为 @! =b,左右有特异性

条带$这与 F̀O蛋白的理论值一致$而空载体无目标

条带$说明毕赤酵母重组菌成功表达出 F̀O$且其中

( 号转化子蛋白表达量最高&

注(J8J,W=2W!MK8空质粒 R -̀3=!% d%"8不同转化子&

图 <9毕赤酵母重组菌不同转化子]-&*-(,H/'*验证

BB对不同转化子进行体外 F̀O活性检测$结果如

图 & 所示&

图 C9毕赤酵母重组菌不同转化子转化亚油酸活性验证

BB由图 & 可知$不同转化子都具有催化活性$其中

( 号转化子活性最高$这与Q2\Y2W3 V.0Y结果中蛋白

表达量相对应& 因此$从中挑选表达量最高且对应

活性最高的 ( 号转化子用于后续实验&

!8?B毕赤酵母重组菌蛋白表达条件优化

!8?8%B诱导时间对重组菌表达效果的影响

按 %8!8? 方法$在甲醇体积分数为 %C的

VJJG培养基中分别诱导 "%A%%!%!'%?A%'(%A"%@!

^$考察诱导时间对 F̀O表达量的影响$结果见图 A&

B注(J8J,W=2W!% d(8诱导时间分别为 "%A%%!%!'%?A%'(%

A"%@! ^&

图 G9不同诱导时间对E$#表达量的影响

BB由图 A 可知(在 A d!' ^ 范围内$随着诱导时间

的延长$ F̀O蛋白表达量逐渐增大!在 !' d@! ^ 内$

F̀O表达量略有减少& 因此$为获得最佳的蛋白表

达量$确定最佳诱导时间为 !' ^&

!8?8!B甲醇体积分数对重组菌表达效果的影响

按 %8!8? 方法$在甲醇体积分数分别为 "C%

"8&C%%C%%8&C%!C%!8&C%?C的 VJJG培养基

中$诱导培养 !' ^$研究诱导剂甲醇体积分数对 F̀O

表达量的影响$结果见图 @&

B注(J8J,W=2W!% d@8甲醇体积分数分别为 "C%"8&C%

%C%%8&C%!C%!8&C%?C&

图 K9不同甲醇体积分数对E$#表达量的影响

BB在毕赤酵母诱导蛋白表达阶段$甲醇同时作为

碳源和诱导剂影响毕赤酵母生长及外源蛋白的表

达& 由图 @ 可知$随着甲醇体积分数的增加$ F̀O表

达量不断增加$甲醇体积分数增至 !C时$蛋白表达

量达到最大$当甲醇体积分数超过 !C时$蛋白表达

量有所下降$说明 !C的甲醇已能满足毕赤酵母生长

和诱导外源蛋白表达的需要$过高反而会影响目的蛋

白的表达& 因此$诱导剂甲醇体积分数选定为 !C&

!8'B毕赤酵母重组菌静息细胞催化生成G%"!(%! #KNF

毕赤酵母重组菌经优化的发酵条件发酵后$重

组蛋白表达量与酿酒酵母)A*

%耶氏解脂酵母)(*类

似$均远低于大肠杆菌表达系统& 而目前国内外研

"$
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究均报道$ F̀O在大肠杆菌表达系统中绝大部分以

不具活性的包含体形式存在$加入促溶标签如

EIJH

)%'*

%SED

)%&*后 F̀O的可溶性仍然没有显著提

高$由此可见利用 F̀O酶法生产G%"$(%! #KNF的难

点在于酶产量较低且分离纯化较为困难& 因此$本

文选用静息细胞催化生产KNF的方法& 按照 %8!8&

的方法制备静息细胞进行催化反应$结果见图 (&

由图 ( 可以看出$相比转入空质粒的对照菌株$在转

入 F̀O基因的静息细胞中有大量 G%"$(%! #KNF生

成$产量为 !8%! 4<N$且 G%"$(%! #KNF的转化率高

达 &?C$这说明毕赤酵母重组菌静息细胞具有生产

G%"$(%! #KNF的潜力&

图 M9对照组及静息细胞催化生成DZ$的[D谱图

;9结9论

本研究成功将痤疮丙酸杆菌来源的亚油酸异构

酶 F̀O在毕赤酵母中异源表达$通过 Q2\Y2W3 V.0Y

及体外活性检测筛选出一株蛋白表达量最高且活性

最高的转化子& 在此基础上$通过对诱导时间%诱导

剂甲醇体积分数进行优化$确定了在诱导时间 !' ^%

诱导剂甲醇体积分数 !C条件下$毕赤酵母重组菌

蛋白表达量最高& 在最佳诱导条件下$将毕赤酵母

重组菌制成静息细胞催化剂$在磷酸盐作为介质的反

应体系中$加入游离态底物NF至质量浓度 ' 4<N$反

应 A ^后$G%"$(%! #KNF的产量为 !8%! 4<N$转化率

可达 &?C& 因此$本研究为 F̀O的异源表达及其静

息细胞催化生成KNF方向的研究提供了技术基础&
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^2,.Ŷ//0134,[1.Y\)T*8TM1YWV-06̂2+$ !"%?$ !'"%!#(

!%'' #!%&%8

)'* NOFgHMKLFM]FF$ LH_MIMS)$ U)IEEM)_O$ 2Y,.8

EYW16Y1W2,3[ +26̂,3-\+ 07Ŷ28,%K'%+'H;(G*,'01 ;(+*I

R0./13\,Y1W,Y2[ 7,YY/,6-[ -\0+2W,\2)T*8 Ẁ06M,Y.F6,[
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