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转译起始密码子周边序列的改变对!!"脂肪酸脱氢酶基因表达的影响
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摘 要：将少根根霉中!25脂肪酸脱氢酶基因（!"#2）的起始密码子周边序列作适当的修改，并把修改后获得的片段
（!"#25 0）亚克隆到表达载体 HI:J"K#，构建重组表达载体 HIL)M250。经测序验证，把 HIL)M250转化到酿酒酵母的缺
陷型菌株 N.%JA’进行表达分析，同时以空载体 HI:J"K#和出发序列所构建的 HIL)M2作为对照。通过气相色谱（OP）
和气相色谱Q质谱（OP5RJ）分析表明，在 HIL)M2和 HIL)M250转化的酿酒酵母中生成"5亚麻酸，而 HI:J"K#中没有检
测到。其中，HIL)M250转化的酿酒酵母"5亚麻酸表达量占细胞总脂肪酸含量的 6K"/S，而对照 HIL)M2转化的酿酒
酵母中表达量只占 "K2!S。
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在真核生物蛋白质的合成过程中，核糖体通常是通过扫

描机制（JA8==<=+ ;4AG8=<,;）来选择转译的起始位点［0］，其假设
是携带 R4-5-L.);4-和各种转译起始因子的 !#J核糖体小亚基
通过密码子与反密码子之间的碱基配对停在 )UO处，此时

2#J大亚基与 !#J小亚基结合形成 $#J核糖体，从而起始蛋白
质的转译。研究表明，转译起始密码子 )UO周边序列的组成
对 !#J小亚基停留在 )UO位置并与 2#J大亚基结合起始转移
具有一定的调节作用，V&E8W在比较了大量的序列并进行功能
分析之后发现，转译起始密码子周边序列为 PP)PP)UOOPU
（V&E8W序列）的组合是最有利于基因在真核生物中的表
达［"，/］。真核生物对于某碱基序列的偏好性可能是由于特定

碱基组合以加强 ;L.)的稳定性或者提高蛋白转译的起始效
率。

在人体内，"5亚麻酸（"5X<=&’4=<A 8A<Y，OX)；P0$：/!2，B，0"）是

人体必需脂肪酸，它由!2 5脂肪酸脱氢酶催化下由亚油酸（X<5
=&’4<A 8A<Y，X)；P0$："!B，0"）转化而来，OX)具有降血脂、抗脂质
过氧化、减肥、抑制溃疡、增强胰岛素、抗血栓性心血管疾病等

一系列生物学功能［!，6］。在前期的工作中，我们从产 OX)的丝
状真菌少根根霉（!$%&’()* +,,$%&)*）中克隆到一个新的!2 5脂肪
酸脱氢酶基因，通过功能分析发现其表达水平比真菌中分离

到的同类基因相对偏低（结果另文发表）。通过 M.)序列分析
发现，除了在其编码蛋白的保守的组氨酸 NNN区中存在一个保
守氨基酸残基的取代外，该基因转译起始密码子周边序列与

V&E8W序列的差别较大。为了研究其对表达水平的影响，我们
参照 V&E8W序列把原来起始密码子周边序列作相应修改，并转
化酿酒酵母中进行表达分析。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 菌株和质粒：大肠杆菌（-*.$/,%.$%+ .’0%）MZ6#，含有少
根根霉!2 5脂肪酸脱氢酶基因的重组质粒 H3L)M2，由本室构
建；酿酒酵母（1+..$+,’23./* ./,/4%*%+/）营养缺陷型菌株 N.%JA’
及表达载体 HI:J"K#购自 N=[<-\&+4=公司。

#$#$% 试剂和仪器：实验所用的限制性内切酶 5+2ZN、1($N，
氨苄青霉素（贮存液 0##;+Q;X，使用终浓度 0##$+Q;X）购自华
美生物工程公司；]PL用 6+7 酶、Y.3]及亚油酸为上海 J8=+&=
公司产品；棉籽糖、半乳糖购自上海试剂二厂；.]!#、"5亚麻酸
甲酯标准品购自 J<+;8公司；气相色谱和气质联用分析的仪器
分别为岛津 OP51)和 Z] O0$##) OPM JIJ3:R。

#$#$& 培养基：大肠杆菌的培养基 X^配制见文献［2］，酿酒酵
母营养缺陷型 JA5U\8培养基按 N=[<-\&+4=公司操作手册进行配
制，诱导表达的培养基按文献［1］配制。

#$% 转译起始密码子周边序列改变后的基因片段的扩增
以本室构建的含有少根根霉!2 5脂肪酸脱氢酶基因

（!"#2）出发序列的重组质粒 H3L)M2为模板，根据!2 5脂肪酸
脱氢酶开放阅读框序列起始和终止密码子，并参照 V&E8W［"，/］



提出的真核生物偏好的转移起始密码子周边序列，将!"到!#
位的序列改为 $$%$$，& ’位由 (替换 %，并合成上游引物（下
划线表示改变后的序列）：#)!*%((%* $$%$$%*(((*%$%*!
$%(%*$(*$ !+)，同时在 #)端引入 !"#,- 位点，下游引物：#)!
*%($%*($**%%%%*(%$*****($*$%%**($ !+)，#)端引入 $%&-
酶切位点（黑体所示），引物由上海 ./0120公司合成。3$4扩
增条件：5’6 7890；5’6 +:;，<=6 +890，+#个循环；>76 ":890。
所得片段命名为 ’()<! "，以区别于用出发序列 ’()<。
!"# 重组表达载体的构建
将 ’()<! "和表达载体 ?@A.7B:分别用 !"#,-和 $%&-双

酶切，回收、连接并转化大肠杆菌 C,#!。大肠杆菌感受态细
胞的制备与转化、重组表达质粒的构建和鉴定均按常规方

法［=］进行，重组表达质粒命名为 ?@4%C<!"，以区别于用出发序
列所构建的 ?@4%C<，最后测序验证。
!"$ 酿酒酵母细胞的转化
按照毛小洪［=］报道的方法进行。活化酿酒酵母菌株 -D!

E.F"，+:6振荡培养至 *)<::为 :B# G "B:，离心收集细胞，用

:B"82HIJ J9%F!:B:"82HIJ *A溶液悬浮细胞，离心弃上清，再加
入 ":"1重组质粒 ?@4%C<!"和 ":"1变性鲑鱼精 CD%，混匀，
7=6保温 +:890，然后 ’76热冲击 7#890，降至室温，按 "::"JI皿
涂于 .$!KL/（无尿嘧啶）选择培养基平板上，置 +:6培养
’= G >7M，同时以空载体 ?@A.7B:和用出发序列所构建的表达
重组质粒 ?@4%C<作为对照，转化酿酒酵母，并获得 +种阳性
转化子，分别命名为 @A.7B:、@4%C<和 @4%C<!"。
!"% 酵母工程菌的诱导表达
按文献［>］的改良方法，分别挑取转化子 @A.7B:、@4%C<

和 @4%C<!"，接种于 "#8J .$!KL/选择性液体培养基中（含 7N
棉籽糖），7=6振荡培养过夜，以 #N的接种量加入含有 "N
D3!’:、7N 棉子糖的 "::8J .$!KL/培养基，再加入外源底物亚
油酸，使其浓度达到 :B#882HIJ，7=6继续振荡培养，酵母细胞
的密度达到 *)<::为 :B7 G :B+时加入 7N半乳糖诱导，转入

7:6培养 ’=M；7#::LI890收集菌体，用去离子水洗涤 +次，#:6
烘干，研碎。

!"& 脂肪酸分析
细胞总脂肪酸的甲酯化及气相色谱分析按文献［>］进行。

气相色谱I质谱联用（($!O.）分析采用石英毛细管柱 ,3!#（+:8
P :B7#88P :B7#88），载气：高纯 ,Q，柱温：>:6 7890，然后
>: G 7#:6（":6I88）程序升温，气化温度 7+:6，离子源温度
7#:6，电子能量 >:QE。

’ 结果

’"! 表达重组质粒 ()*+,-.!的构建
根据 R2S/T提出的真核生物偏好的转译起始密码子的周

边序列 $$%$$%K(($K，将少根根霉#< !脂肪酸脱氢酶基因出
发序列中的 *$%%*%K(%(K 在引物设计的过程中相应地改为
$$%$$%K(((K，!"到!#位的序列改为 $$%$$，& ’位由 (替
换 %。以 ?*4%C<为模板，3$4扩增出的目的带大小 ’()<! "
为 "B+=TU，与预期的大小相符。将 3$4产物和表达载体 ?@!

A.7B:连接，构建重组表达质粒 ?@4%C<!"，该片段插入启动子
3+(,"和 **表达框内（图 "）。

图 ! 重组表达质粒 ()*+,-.!的构建

V91W" $20;XLYFX920 2Z LQF28U90/0X ?H/;89[ ?@4%C<!"

’()<!" LQ?LQ;Q0XQ[ XMQ 90;QLXQ[ ’ W "--&./01#<!Z/XX\ /F9[ [Q;/XYL/;Q 1Q0QW

’"’ 表达重组质粒的筛选
将扩增产物 ’()<! "和 ?@A.7B:分别用 2%3-和 $%&-双

酶切，回收、连接并转化大肠杆菌 C,#!。从 J]平板上随机挑
取转化子，小量提取质粒，用 2%3-和 $%&-对 ?@A.7B:和所提
质粒进行双酶切分析及 3$4鉴定，筛选到一阳性克隆，测序验
证结果和预期一致。重组质粒 ?@4%C<!"双酶切产生大小为
#B5TU和 "B+=TU两条带，?@A.7B:只有 #B5TU的一条带，而且以
重组质粒为模板，3$4扩增获得与 "B+=TU大小相同的带，初步
证明目的片段已经插入到表达载体 ?@A.7B:中。测序结果也
与预期相符。

’"# !"#-. !在酿酒酵母中的表达
将重组质粒 ?@4%C<!"连同出发序列构建的 ?@4%C<和

空载体 ?@A.7B: 分别转化酿酒酵母，获得 + 种酵母转化子
@A.7B:、@4%C<和 @4%C<!"。+种酵母转化子在添加外源性底
物亚油酸，经半乳糖诱导，离心收集细胞并提取细胞总脂肪

酸，脂肪酸经甲酯化后，以$!亚麻酸甲酯标准品作为对照，进
行脂肪酸甲酯的 ($ 分析。如图 7 所示，用 ?@4%C< 和
?@4%C<!"转化的酵母工程菌株中出现保留时间约为 5B>890
的特殊峰（图 7!]和 7!$中用黑色箭头所示），其保留时间与

$!亚麻酸的甲酯化标准品的一致，而在空载体转化的对照
@A.7B:中没有出现相应的峰（图 7!%），其中，转基因酵母
@4%C<中所合成的$!亚麻酸含量占总脂肪酸的 7B<’N，而
@4%C<!"中的$!亚麻酸占 #B7+N，是前者的近 7倍（表 "）。

表 ! 不同质粒转化的酵母细胞的脂肪酸含量

*/UHQ " V/XX\ /F9[ F28?2;9X920; 2Z X2X/H H9?9[ ZL28 \Q/;X

XL/0;Z2L8/0X; @A.7B:，@4%C< /0[ @4%C<!"

*L/0;Z2L8/0X;
V/XX\ /F9[ F28?2;9X920IN

$"<^: $"<^" $"=^: $"=^" $"=^7 $"=^+
@A.7B: 7"B>= "+B5= =B:: 5B#: ’<B## :
@4%C< 7"B>: "’B"7 >B<: =B>= ’#B:> 7B<’

@4%C< _ " 7"B<7 "’B+7 >B+# =B5< ’:B>> #B7+
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图 ! 不同质粒转基因酿酒酵母的总脂肪酸气相色谱分析图

!"#$% &’()*"+",-*".) .+ /01 ") *2-)3#()", !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,") 45 /6 -)-753"3

1：!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,") *2-)3+.28(’ 9"*: ,.)*2.7 ;(,*.2 <=>?%$@；A：!"##$"%&’(#)*

#)%)+,*,") *2-)3+.28(’ 9"*: <=B1CD；6：!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,") *2-)3+.28(’ 9"*: <=B1CDEF$

!"# $%&’(定性分析
为进一步确证出现的新峰为!E亚麻酸甲酯，经 /6EG?定

性分析，然后通过 H&?IJ>K1JH&L数据库的计算机检索，结果显
示特殊峰为 /01甲酯，GJM N %O%表示!E亚麻酸甲酯化衍生物
的分子量，与 /01甲酯标准物（图略）的相同，而且 =B1CD 和
=B1CDEF转基因酵母中出现的特殊峰均为 /01甲酯。所有这
些结果表明，改变少根根霉"D E脂肪酸脱氢酶基因序列中转移
起始密码子的周边序列，其编码产物除保持特异性的将外源

底物亚油酸成!E亚麻酸的"D P 脂肪酸脱氢酶活性外，还能明

显提高"D P脂肪酸脱氢酶基因在酿酒酵母中的表达水平。

) 讨论

外源基因能否在宿主细胞中稳定表达，是基因工程实现

生产价值的关键，更关系到基因工程的生命力。除了在转录

水平能增强基因的表达外，在转译水平对转译序列进行一定

的修饰也能增强基因表达。有证据表明：基因 QR和 SR端的非
转译区序列（TIB）、转译起始密码子周边序列组成以及不同宿
主氨基酸密码子的偏好等都影响基因的高效表达。

转译起始密码子 1T/周边序列的组成对基因的表达产
生影响，在 1T/上游EF到EQ位中，ES位的 1对表达有最显著
的影响。突变分析结果显示 1的改变会导致 U@?核糖体小亚
基越过该起始密码子，而通过其它机制识别下一个 1T/密码
子并起始转译。下游 V U位的 /作用也类似于ES位的 1，在真
核生物中高度保守并对转译起始影响显著。此外，ES位两侧
的 U个 6也是利用频率很高的碱基，但影响没有ES位的 1和
V U位的 /那么显著，V Q位 6和 V D位 T也没有观察到有显
著影响［S，O，F@］。密码子周边序列对转译起始效率的影响首先在

哺乳动物中得到研究，在植物中也获得证明。I-57.2 等［FF］通过
几丁质酶在植物体内的表达实验也证明植物对于ES位的 1和
V U位的 /的偏好性。我们参照 W.M-X序列把出发序列 -./D
中转移起始密码子的周边序列 I611I1T/1/T 相应地修改为
661661T///T，并转化酿酒酵母中进行诱导表达，检测其对

表达的影响。分析结果表明这种改变提高了少根根霉"D E脂
肪酸脱氢酶基因在酿酒酵母中的表达，!E亚麻酸含量从总脂
肪酸含量的 %YDUZ增加到 QY%SZ，提高了近两倍，其表达水平
已接近报道的鲁氏毛霉［F%］（01#&% %&12,,）和卷枝毛霉［FS］（01#&%
#,%#,3)44&,5)*）"D E脂肪酸脱氢酶基因的表达水平，再次证明，在
真核生物中转移起始密码子周边序列对于基因的表达具有调

节作用。

/01是人体必需脂肪酸，由于其在食品，医药，保健品等
领域的重要作用以及传统来源的局限性，近年来逐渐受到国

内外学者的广泛关注。/01可转化成诸如 11、CL1、>K1等长
链多不饱和脂肪酸（0.)#E,:-") <.75[)3-*[2-*(’ +-**5 -,"’3，06E
KT!13），这些 06EKT!13是前列腺素、环前列腺素和白三烯类
等具有强烈生理活性的自身调节物的前体［Q］随着现代分子生

物学技术的发展，人们对 /01合成的关键酶在分子水平上的
作用与调节机制有了进一步的了解，借助于现代生物工程技

术构建 /01高产量性状的基因工程菌株或植株，使特定的细
胞或生物产生“特殊的油”已成为人类营养和健康方面研究的

热点之一。然而，外源基因在宿主生物中的稳定高效表达是

一个多方面、多级水平综合调节的过程，随着对"D E脂肪酸脱
氢酶基因结构和功能之间，以及表达调控等方面进行深入全

面的研究，大规模生产基因工程化的包括 /01在内的多不饱
和脂肪酸已为时不远。
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