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［摘要］ 以海洋球石藻 （Ｅｍｉｌｉａｎｉａ ｈｕｘｌｅｙｉ） 病毒 ＥｈＶ⁃９９Ｂ１ 基因组为模板， 用一对病毒甾醇去饱和酶

（ｓｔｅｒｏｌ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ， ＳＤ） 基因的特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增， 获得 ＥｈＶ⁃ＳＤ 基因， 将扩增产物克隆至 ｐＭＤ１９⁃Ｔ
载体后进行测序， 并对该基因编码的蛋白质序列进行生物信息学分析。 将测序正确的目的基因亚克隆入酿

酒酵母表达载体 ｐＹＥＳ２ ／ ＣＴ 中， 转化酿酒酵母缺陷型菌株 ＹＭＲ０１５Ｃ， 并用 Ｄ － 半乳糖诱导表达， 提取重组酵

母和野生型酵母细胞总脂并进行薄层色谱 （ｔｈｉｎ ｌａｙｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＴＬＣ） 分析。 结果显示： ＥｈＶ⁃ＳＤ 基因全

长为 ９８７ ｂｐ， 编码 ３２８ 个氨基酸， 该蛋白质的理论等电点为 ８􀆰 ３１， 预测的蛋白质分子质量为 ３７􀆰 ８３ ｋｕ， 为疏

水性、 不稳定蛋白质， 存在 ６ 个跨膜结构域， 不存在信号肽； 其二级结构中， α － 螺旋含量最多。 氨基酸序

列比对结果显示， ＥｈＶ⁃ＳＤ 基因与宿主球石藻及金色藻属 （Ｃｈｒｙｓｏｃｈｒｏｍｕｌｉｎａ ｓｐ􀆰 ＣＣＭＰ ２９１） 亲缘关系较近。
ＴＬＣ 结果表明， ＥｈＶ⁃ＳＤ 基因的表达导致酵母细胞极性较强的脂类明显减少， 而极性较弱的脂质成分显著增

加， 表明 ＥｈＶ⁃ＳＤ 具有一定的催化活性。
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０　 引言
海洋球石藻 （Ｅｍｉｌｉｎｉａ ｈｕｘｌｅｙｉ） 是一种分布广泛且具有重要生态功能的真核微型浮游植物， 几乎

每年都在大洋中形成大面积赤潮［１ － ３］ 。 海洋球石藻病毒隶属于大型核质双链 ＤＮＡ 病毒目、 藻类双链

ＤＮＡ 病毒科、 球石藻病毒属 （Ｃｏｃｃｏｌｉｔｈｏｖｉｒｕｓ， ＥｈＶｓ）， 已分离的该类病毒均为裂解性病毒［４］ 。 自然海

域中， 海洋球石藻能够被特异性病毒感染， 并通过诱导宿主程序性细胞死亡以控制赤潮消亡及宿主的

种群动力学过程［５］ 。 球石藻宿主 Ｅ􀆰 ｈｕｘｌｅｙｉ ＣＣＭＰ１５１６ 及其特异性裂解病毒 ＥｈＶ８６ 的全基因组测序结

果发现， 该病毒与宿主之间存在明显的基因横向转移现象， 如该病毒基因组中至少存在 ７ 个在功能上

相互偶联的基因， 它们编码的产物可能参与了宿主鞘脂类代谢过程［６ － ７］ 。 这些基因分别是二氢神经酰

胺合成酶 ／ 长寿保障基因类蛋白 ＬＡＧ１ （ ｅｈｖ０１４）、 甾醇去饱和酶 ＳＤ （ ｅｈｖ０３１）、 丝氨酸棕榈酰转移酶

ＳＰＴ （ｅｈｖ０５０）、 脂肪酸去饱和酶 ＤＳＤ１ （ｅｈｖ０６１） 和脂类磷酸酶 ＬＰＰ （ ｅｈｖ０７９）， 此外， 还有核酸内切

酶 ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ （ｅｈｖ０４１５）、 跨膜脂肪酸伸长蛋白 ＴＦＡＥＰ （ ｅｈｖ０７７） 等［８］ 。 上述 ７ 个基因中， 除了对

ＳＰＴ 基因和 ＣｅｒＳ 基因的结构及功能进行了初步研究报道外［９ － １０］ ， 其他几个基因的功能尚不清楚。
酿酒酵母细胞中 ＳＤ 的同源基因 ＥＲＧ５ 编码 Ｃ⁃２２ 甾醇去饱和酶 （ ｓｔｅｒｏｌ ２２⁃ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ）， 催化甾醇

中 Ｃ⁃２２ （２３） 双键侧链的形成， 进而合成四烯甾醇［１１］ 。 茄属 （Ｓｏｌａｎｕｍ） 植物中， 甾醇 Ｃ⁃２２ 去饱和

酶 （ＣＹＰ７１０Ａ１１） 属于细胞色素 Ｐ４５０ （Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０， ＣＹＰ４５０， Ｐ４５０） 家族成员， 催化 β － 谷甾

醇生成豆甾醇， 在次生代谢中起重要作用［１２］ 。 可见， 不同物种中， ＳＤ 同源基因编码的酶催化底物及

产物的形成不尽一致。 海洋球石藻病毒基因 ｅｈｖ０３１ 所编码的甾醇去饱和酶 ＳＤ 的功能尚不清楚。 酿酒

酵母作为真核生物， 易于培养， 繁殖速度快， 其表达系统是近年来极具潜力的真核表达系统［１６］ 。 构

建和利用相关基因敲除的酵母菌株， 可对未知基因的功能展开研究， 如： 构建 ＳＮＦ４ 基因缺陷型酿酒

酵母， 并对其和出发菌株乙醇产量进行研究， 结果表明， ＳＮＦ４ 基因编码的蛋白质具有提高乙醇产量

的作用［１３］ ； 张洪涛等［１４］将从大豆未成熟种子中扩增出 ＧｍＦＡＤ３Ｃ 的 ｃＤＮＡ 克隆到酵母表达载体 ｐ４１６
中， 转化酿酒酵母营养缺陷型 Ｋ６０１， 证明该基因编码的蛋白质具有催化十八碳多不饱和脂肪酸 （ＰＵ⁃
ＦＡ） 底物 ＬＡ 在△１５ 位脱氢生成 ＡＬＡ 的 ω⁃３ ＦＡＤ 功能； 张黎杰［１５］构建了基因敲除菌株 ＢＹΔＪＪＪ１， 并

对其和酿酒酵母 ＢＹ４７４１ 的多种胁迫耐性进行比较， 发现 ＢＹΔＪＪＪ１ 对乙酸的胁迫耐性显著增强。
本文选用 ＳＤ 缺陷型酵母菌株 ＹＭＲ０１５Ｃ 为出发菌株， 将海洋球石藻病毒 ＥｈＶ９９Ｂ１ 的 ＳＤ 基因克

隆入该缺陷型菌株并进行诱导表达， 恢复此缺陷型酵母 ＳＤ 基因的相关功能， 并通过薄层色谱 （ ｔｈｉｎ
ｌａｙｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ） 初步分析含空载的和 ＳＤ 基因重组酵母总脂组分的变化， 以初步了解 ＥｈＶ⁃ＳＤ 基

因是否在酿酒酵母脂类代谢中具有催化功能。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

海洋球石藻 Ｅｈｕｘ⁃ＢＯＦ９２ 及其特异性裂解病毒株 ＥｈＶ⁃９９Ｂ１ 由挪威卑尔根大学 Ｇｕｎｎａｒ Ｂｒａｔｂａｋ 教授

赠送并保存于本实验室； 野生型酿酒酵母 ＢＹ４７４１ （ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ） 和缺陷型酿酒酵母

ＹＭＲ０１５Ｃ 均购自欧洲 （ＥＵＲＯＳＣＡＲＦ） 菌种库。 ＤＨ５α、 Ｔｏｐ１０ 克隆宿主购自厦门泰京生物科技有限

公司。
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克隆载体 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 购自大连宝生物公司， 表达载体 ｐＹＥＳ２ ／ ＣＴ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； 限制性

内切酶 （Ｘｂａ Ｉ、 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ）、 ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 ＥｘＴａｑ 酶及 ＤＮＡ 连接酶均购自大连宝生物公司；
ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒购自 ＴＩＡＮＧＥＮ 生物公司， 质粒提取试剂盒购自北京天根生物技术有限公司；
ＰＣＲ 所用引物由生工生物工程 （广州） 有限公司合成。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 病毒 ＥｈＶ９９Ｂ１ 基因组的提取及 ＳＤ 基因片段的扩增

采用 ＣＴＡＢ 法提取病毒基因组 ＤＮＡ［１８］ 。 从球石藻病毒 ＥｈＶ８６ 全基因组数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｅｎｏｍｅ ／ ？ ｔｅｒｍ ＝ ＥＨＶ⁃８６）中搜索 ＳＤ 基因开放阅读框 （ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ）， 基于

该 ＯＲＦ 基因序列， 用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计一对特异性引物 Ｆ： ５′ － ＡＡＧＣＴＴＡＴＧＴＴＴＣＧＧＴＧＧＣ － ３′
（下划线部分为 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 酶切位点）， Ｒ： ５′ － ＴＣＴＡＧＡＴＴＡＡＧＡＡＡＴＧＡＣＡＴＣＣＴＴＴ － ３′ （下划线部分为

Ｘｂａ Ｉ 酶切位点）。 以球石藻病毒的基因组 ＤＮＡ 作为模板进行 ＰＣＲ 扩增。 扩增产物经质量分数 １％ 琼

脂糖凝胶电泳检测并回收。
１􀆰 ２􀆰 ２　 重组载体 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＳＤ 的构建

ＥｈＶ⁃ＳＤ 基因与克隆载体的连接、 大肠杆菌感受细胞的制备和转化等操作参照文献 ［１９］， 筛选

获得阳性克隆送至厦门铂瑞生物科技有限公司测序验证。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＥｈＶ９９Ｂ１⁃ＳＤ 的生物信息学分析

利用 ＥｘＰａＳｙ 中的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 程序在线对氨基酸序列进行理化性质分析， 利用 ＤＮＡＳｔａｒ、 Ｂｌａｓｔ 等软

件对预测结果进行分析并预测其一级结构； 利用 ＥｘＰＡＳｙ 网站的 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 程序分析蛋白质疏水性结

构； 利用 ＳｉｇｎａＩＰ ４􀆰 １ 程序在线预测氨基酸序列的信号肽； 利用 ＴＭＨＭＭ 程序预测蛋白质跨膜结构；
利用 Ｐｓｉｐｒｅｄ 程序对蛋白质二级结构进行预测， 用 Ｓｗｉｓｓ Ｍｏｄｅｌ、 ＥＳＰｒｉｐｔ、 ＰｙＭＯＬＶｉｗｅｒ 等在线软件对其

三级结构进行预测； 利用程序 ＥＳＰｒｉｐｔ ３􀆰 ０ 将不同物种的氨基酸序列进行多重序列比对， 利用 ＭＥＧＡ
５􀆰 ０ 的邻接法 （Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃Ｊｏｉｎｉｎｇ， ＮＪ） 构建系统发育树。
１􀆰 ２􀆰 ４　 重组表达质粒 ｐＹＥＳ２ ／ ＣＴ⁃ＳＤ 的构建与转化

利用限制性内切酶 Ｈｉｎｄ Ⅲ、 Ｘｂａ Ｉ 对克隆载体 ｐＭＤ１９⁃Ｔ⁃ＳＤ 和酿酒酵母表达载体 ｐＹＥＳ２ ／ ＣＴ 分别

进行双酶切， 酶切产物连接到表达载体 ｐＹＥＳ２ 中构建重组质粒， 对重组质粒 ｐＹＥＳ２ ／ ＣＴ⁃ＳＤ 进行质粒

ＰＣＲ 和双酶切验证。 利用 Ｓ􀆰 Ｃ􀆰 ＥａｓｙＣｏｍｐ Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 进行感受态细胞制备， 重组质粒转化酿酒

酵母感受态细胞采用化学转化法［２０］ 。
１􀆰 ２􀆰 ５　 重组质粒在酿酒酵母 ＹＭＲ０１５Ｃ 中的诱导表达

依照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 载体手册和文献 ［２１］ 进行 ｐＹＥＳ２ ／ ＣＴ⁃ＳＤ 在酿酒酵母 ＹＭＲ０１５Ｃ 中的诱导表达。
挑取抗性重组酵母菌单克隆， 接种于 １５ ｍＬ 含有 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 卡那抗生素、 ２０ ｇ ／ Ｌ 葡萄糖的 ＳＣ 选择培养

基中， ３０ ℃ 、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 过夜培养至 ＯＤ６００ ＝ ３􀆰 ０， 将培养物于 ４ ℃ 、 １５００ｇ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清液， 重

悬菌体于 ５０ ｍＬ 诱导培养基中， ３０ ℃ 、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 摇菌继续培养。 培养 ２４ ｈ， 离心收集 ２０ ｍＬ 细胞沉

淀用于总脂的提取。
１􀆰 ２􀆰 ６　 酿酒酵母总脂的提取及薄层层析

采用 Ｂｌｉｇｈ＆Ｄｙｅｒ 法抽提酵母总脂［２２］ 。 总脂用适量甲醇溶解， 然后进行 ＴＬＣ 分析： 采用双展开

剂， 展开剂 Ａ： Ｖ （乙酸乙酯） ∶ Ｖ （异丙醇） ∶ Ｖ （氯仿） ∶ Ｖ （甲醇） ∶ Ｖ （０􀆰 ９％ ＫＣｌ ） ＝ ３０∶ ３０∶ ３０∶
１０∶ ９； 展开剂 Ｂ： Ｖ （正己烷） ∶ Ｖ （乙醚） ∶ Ｖ （冰乙酸） ＝ ５０∶ １０∶ １。 分别取乙酸乙酯、 异丙醇、 氯

仿、 甲醇、 ＫＣｌ、 正己烷、 乙醚、 冰乙酸 ８２６， ８２６， ８２６， ２７５， ２４７， ４􀆰 ９２， ９８４， ９８ μＬ， 倒入层析缸

中预先饱和 １ ｈ。 利用毛细管点样于硅胶板上， 点样量 ３ ～ ５ μＬ， 样品条带宽 ３ ｍｍ， 间隔 １０ ｍｍ， 起始

点样高度 １５ ｍｍ， 点样后等样品先在展开剂 Ａ 中展开到距离起始点 ４􀆰 ５ ｃｍ 时取出自然风干， 再放至展

开剂 Ｂ 中展开至距起始点 ８􀆰 ８ ｃｍ 处时取出吹干， 放入碘缸中显色。 碘显色后， 待硅胶板上斑点变淡，
可将硅胶板浸入醋酸铜显色， 取出后在电炉上烤干， 直至板上出现斑点， 并用凝胶成像仪拍照。

·７３３·
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２　 实验结果
２􀆰 １　 ＥｈＶ⁃ＳＤ 基因的扩增及序列分析

以 ＥｈＶ⁃９９Ｂ１ 的基因组 ＤＮＡ 为模板， 利用病毒甾醇去饱和酶 ＳＤ 基因的特异性引物进行 ＰＣＲ 扩

增， 扩增产物约为 ９００ ｂｐ 的 ＤＮＡ 片段 （见图 １）。 将该基因克隆入 Ｔ 载体后进行测序分析， 结果显

示， 目的基因的大小为 ９８７ ｂｐ。 将提取的重组质粒用 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 和 Ｘｂａ Ｉ 进行双酶切反应， 酶切产物与

目的片段的大小一致 （见图 ２）。

bp
M 1

2000

1000
750

987 987

26925000
3000

1000

M 1 2 3 4

说明：M—DL2000 DNA 标准；
1—EhV鄄SD 基因的 PCR。
Notes:M-DL2000 DNA marker;
1-PCR of EhV鄄SD gene.

说明：M—DL5000 DNA 标准；1，2—重组质粒 pMD19鄄T鄄
SD；3，4—Hind III、Xba I 双酶切后的产物。
Notes:M-DL5000 DNA marker；1，2-recombinant plasmid
pMD19鄄T鄄SD；3，4-Hind III，Xba I double鄄digested products.

图 2 重组 T 载体双酶切的琼脂糖凝胶电泳图

Fig.2 Agarose gel electrophoresis of the double鄄
digested product of recombinant T vector

图 1 PCR 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳图

Fig.1 Agarose gel electrophoresis of
PCR product

bp

２􀆰 ２　 ＥｈＶ⁃ＳＤ 基因编码蛋白质的理化性质

应用 ＢｉｏＥｄｉｔ 对 ＥｈＶ⁃ＳＤ 基因的核苷酸序列分析结果显示： ＥｈＶ⁃ＳＤ 共有 ９８７ 个核苷酸， 单链相对

分子质量为 ２９９ １７７， 含量最多的为胸腺嘧啶核苷酸， 占 ３３􀆰 ０３％ ， Ｃ ＋ Ｇ 占总核苷酸的 ３５􀆰 ７６％ ； 用

在线工具 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 对 ＳＤ 的氨基酸序列分析， 共有 ３２８ 个氨基酸， 分子质量为 ３７ ８３１ ｕ， 分子式为

Ｃ１７８０ Ｈ２６４９ Ｎ４３１ Ｏ４５８ Ｓ１３ ， 总原子数为 ５３３１， 理论等电点为 ８􀆰 ３１。 其中 Ｌｅｕ 含量最高， 占 １０􀆰 ７％ ， 有 ２４
个负电荷的氨基酸 （Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ）， ２６ 个带正电的氨基酸 （Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ）。 氨基酸疏水性平均值为 ０􀆰 １６９，
说明是疏水性蛋白质。 不稳定系数为 ４０􀆰 ４０， 属于不稳定蛋白质。
２􀆰 ３　 ＥｈＶ⁃ＳＤ 的二级结构分析

利用 Ｐｓｉｐｒｅｄ 在线分析蛋白质二级结构， 结果显示： ＥｈＶ⁃ＳＤ 中有 ２０８ 个氨基酸可形成 α － 螺旋，
占氨基酸总数的 ６３􀆰 ４１％ ， １２０ 个氨基酸形成无规则卷曲， 占氨基酸总数的 ３６􀆰 ５９％ ， 无氨基酸可形

成延伸链。 ＥｈＶ⁃ＳＤ 含有线粒体转运肽， 可能属于线粒体蛋白质。
２􀆰 ４　 ＥｈＶ⁃ＳＤ 氨基酸序列同源性分析

利用 ＥＳＰｒｉｐｔ 程序对 ＥｈＶ９９Ｂ１（ＣＡＺ６９３７０􀆰 １）、 ＥｈＶ８６（ＹＰ＿２９３７８５􀆰 １）、 海洋球石藻 Ｅｍｉｌｉａｎｉａ ｈｕｘ⁃
ｌｅｙｉ ＣＣＭＰ１５１６ （ＸＰ＿ ００５７６９２８９􀆰 １）、 金色藻属 Ｃｈｒｙｓｏｃｈｒｏｍｕｌｉｎａ （ ＫＯＯ２３１０５􀆰 １）、 黄岛长吻虫 Ｓａｃｃｏ⁃
ｇｌｏｓｓｕｓ（ＸＰ＿００２７３７７５５􀆰 １）、 伊蚊 Ａｌｂｏｐｉｃｔｕｓ （ＫＸＪ７２２７７􀆰 １）、 翠凤蝶 Ｐｒｉｎｃｅｐｓ（ＸＰ＿００４５８７５５９􀆰 １）及亦眼

蜂 Ｔｒｉｃｈｏｑｒａｍｍａ ｐｒｅｔｉｏｓｕｍ（ＸＰ＿０１４２２８０９９􀆰 １）等不同物种的 ＳＤ 进行氨基酸序列多重比对， 第 ２２１、 ２２２
和 ２９９、 ３００ 位的保守组氨酸簇为 ＥｈＶ９９Ｂ１⁃ＳＤ 的催化活性位点 （见图 ３）。

ＥｈＶ⁃ＳＤ 序列与其他物种的 ＳＤ 序列进行系统发育分析， 根据系统发育树结构可将所有物种的 ＳＤ

·８３３·
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说明：与其他代表生物相比，在第 221、222 和 299、300 位的 His 保守区域为 EhV99B1鄄SD 催化活性位点（蓝色三角标注），
α-螺旋、β-转角等二级结构元件标注于序列顶端。
Notes:The conserved region of His at position 221,222 and 299,300 marked with a blue triangle show the EhV99B1鄄SD catalytically active site.
The alpha helices and beta turns(TT letters) are marked on the top of alignment sequence.

图 3 EhV鄄SD 氨基酸序列与其他不同物种 SD 氨基酸序列的部分比对

Fig.3 Partial alignment of the SD amino acid sequence of EhV 9981 with those of other different species

Ehv99B1
Ehv99B1
Ehv086

Ehv99B1
Ehv99B1
Ehv086

Ehv99B1
Ehv99B1
Ehv086

Ehv99B1
Ehv99B1
Ehv086

Ehv99B1
Ehv99B1
Ehv086

Ehv99B1
Ehv99B1
Ehv086

聚类归属为两大类， 其中球石藻病毒 ＥｈＶ８６、 ＥｈＶ９９Ｂ１、 球石藻 Ｅ􀆰 ｈｕｘｌｅｙｉ、 金色藻属 Ｃｈｒｙｓｏｃｈｒｏｍｕｌｉ⁃
ｎａｓｐ 聚为一类， 其他物种归属于另一类 （见图 ４）。
２􀆰 ５　 病毒甾醇去饱和酶 ＥｈＶ⁃ＳＤ 的三级结构

用 ＳＷＩＳＳ ＭＯＤＥＬ 对 ＳＤ 三级结构进行同源建模， 通过与数据库里的模型 （４ＺＲ１） 序列比较， 以与

·９３３·
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其相似度最高的神经酰胺长链脂肪酸羟化酶 ＳＣＳ （编号 ４ｚｒ１􀆰 １Ａ） 为模板进行建构， 结果表明， ＥｈＶ⁃ＳＤ
的三级结构中含有多个 α －螺旋， 第 ２２１、 ２２２ 位和 ２２９、 ３００ 位的 Ｈｉｓ 处可形成类似口袋状活性位点结构。
２􀆰 ６　 ＥｈＶ⁃ＳＤ 重组酵母的验证及其总脂的 ＴＬＣ 分析

经过质粒 ＰＣＲ 和双酶切验证重组质粒构建成功。 分别提取携带空载和重组质粒酵母菌株的总脂

进行 ＴＬＣ 分析， 结果如图 ５ 所示： 与含有空载的缺陷型酵母细胞 （样品 １） 相比， ＥｈＶ⁃ＳＤ 重组酵母

细胞 （样品 ２） 极性较强的脂质 （样品 １ 中箭头所示） 含量显著减少， 相应的极性较弱的脂类组成和

含量均明显增加 （样品 ２ 中三个箭头所示）， 表明 ＥｈＶ⁃ＳＤ 的表达改变了酵母细胞中总脂的组成和含

量， 具有一定的催化活性。

图 4 根据不同物种的 SD 氨基酸序列绘制的系统发育树

Fig.4 The phylogenetic tree based on the amino acid
sequences of different organisms

说明： 条带 1—含空载 pYES2/CT 的酿酒酵母 YMR015C
总脂类薄层层析； 条带 2—含重组载体 pYES2/CT鄄SD 的
酿酒酵母 YMR015C 总脂类薄层层析。
Notes:Lane 1—results of total lipid thin layer chromatography of de鄄
fective S. cerevisiaeYMR015C containing pYES2/CT vector；lane 2—
results of total lipid thin layer chromatography of defective S. cerevisi鄄
ae YMR015C containing pYES2/CT鄄SD recombinant vector.

图 5 酿酒酵母细胞总脂的 TLC 结果

Fig.5 TLC results of total lipid in S. cerevisiae cells

极性向上依次减弱
Polarity decreases
upward in turn

３　 讨论
本研究从海洋球石藻病毒 ＥｈＶ９９Ｂ１ 基因组中成功扩增获得了长度 ９８７ ｂｐ 的甾醇去饱和酶 ＳＤ 基因

ＯＲＦ 序列， 生物信息学分析显示， ＥｈＶ⁃ＳＤ 基因编码 ３２８ 个氨基酸， 为疏水性、 不稳定蛋白质， 二级结

构中以 α － 螺旋为主。 ＥｈＶ９９Ｂ１ 与 ＥｈＶ８６ 的 ＳＤ 氨基酸序列同源性为 １００％ ， 而与宿主球石藻 Ｅ􀆰 ｈｕｘｌｅｙｉ
ＣＣＭＰ１５１６ 的同源性仅为４２％ ， 和金色藻属 Ｃｈｒｙｓｏｃｈｒｏｍｕｌｉｎａｓｐ 的同源性为３４％ ， 与其他物种的同源性更

低， 表明 ＥｈＶ⁃ＳＤ 是脂肪酸羟化酶超家族成员之一。 该超家族的酶是完整的膜蛋白， 使用类似的电子传

递系统， 保守的组氨酸基序是该酶的活性位点［２３ － ２４］ 。 从进化关系看， 海洋球石藻不同病毒株系间的亲

缘关系较近， 但其与宿主 ＳＤ 的同源性仅为 ４２％ 。 通过最大似然系统发育树分析发现， １００％的自展值支

持 ＥｈＶ⁃ＳＤ 与球石藻宿主 ＳＤ 相似， 表明它们在遗传谱系中可能发生了基因横向转移， 促使病毒与宿主

协同进化。 基因的差异性主要源于自然选择， 这反映了该病毒对环境的适应性， 在 ＥｈＶ８６ 基因组中存在

编码一系列在功能上相互偶联的酶的基因， 并预测它们可能参与了宿主鞘脂类合成途径 ＳＢＰ。 这些基因

不存在于其他任何已知的病毒中， 却都存在于球石藻宿主基因组中， 因此推测， 球石藻病毒与宿主基因

组间可能通过基因横向转移而共享这些代谢酶基因。
以酿酒酵母为代表的酵母表达系统， 因其特有的生物学性质已经成为有效表达外源基因的重要工

具［２５］ 。 梁会超等［２６］将人参达玛烯二醇 － ＩＩ 合酶 （ ｄａｍｍａｒｅｎｅｄｉｏｌ⁃ＩＩ ｓｙｎｔｈａｓｅ， ＤＳ） 转化酿酒酵母 ＩＮ⁃
ＶＳｃ１， 在酿酒酵母中实现重组表达和定位， 结果表明， ＤＳ 为膜结合型蛋白质， 在体外能催化 ２， ３ －
氧化鲨烯生成达玛烯二醇 － Ⅱ。 利用酿酒酵母营养缺陷型 ＩＮＶＳｃ１ 及表达载体 ｐＹＥＳ２ 表达 ω３⁃脂肪酸

去饱和酶， 结果表明， Ｐｐ⁃ＦＡＤ３ 编码的 ω⁃３⁃ＦＡＤ 负责酵母中 ＡＬＡ 的合成［２７］ 。 酵母中甾醇的生物合成
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是一个由多酶催化的非常复杂的过程。 酿酒酵母 ＹＳ５８ 甾醇 Ｃ⁃２２ 去饱和酶基因 （ＥＲＧ５） 编码的甾醇

Ｃ⁃２２ 去饱和酶催化酵母麦角甾醇生物合成途径中的第 ２０ 步反应， ＥＲＧ５ 的高表达在甾醇侧链的 Ｃ⁃２２
位引入反式双键， 将极性较强的甾醇转化为极性较弱的四烯甾醇［２８］ 。 本文通过构建含有 ＥｈＶ⁃ＳＤ 基

因的重组酵母菌株， ＴＬＣ 结果表明， ＥｈＶ⁃ＳＤ 基因的表达导致酵母细胞中极性强的脂类明显减少， 而

极性弱的脂质成分显著增加， 这似乎表明 ＥｈＶ⁃ＳＤ 与酵母同源基因 ＥＲＧ５ 可能具有类似的功能。 关于

ＥｈＶ⁃ＳＤ 基因表达如何调控脂类代谢则需进一步借助质谱学分析方法进行更深入的研究。

４　 结论
本文成功构建了酿酒酵母重组表达载体 ｐＹＥＳ２ ／ ＣＴ⁃ＳＤ， 并转化 ＳＤ 缺陷型的酿酒酵母菌株 ＹＭ⁃

ＲＯ１５Ｃ， 对阳性菌株用 Ｄ － 半乳糖诱导目的基因表达。 ＴＬＣ 结果显示： 重组酵母细胞与含空载的酵母

细胞的总脂薄层层析结果差异显著， 其中重组酵母细胞中极性强的脂类的成分明显减少， 而极性弱的

脂质成分则显著增加， 表明甾醇去饱和酶 ＳＤ 基因在酵母细胞中得到表达并能够引起酵母细胞中脂类

含量和组成成分的变化， 具有一定的催化活性。 下一步的研究将基于脂质代谢组学分析鉴定总脂的组

成和含量的变化情况， 深入解析 ＥｈＶ⁃ＳＤ 基因的功能， 在此基础上构建用于合成新型鞘脂类活性物质

的基因工程酵母菌株。
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