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外源的微藻 DGAT 基因表达对酿酒酵母生长
和脂质的影响
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摘要：

 【目的】三酰甘油 (TAG)合成缺陷型酿酒酵母突变株 H1246常用于其
他生物二酰基甘油酰基转移酶 (DGAT)的基因功能鉴定。为了解外源
DGAT的基因表达对酵母细胞脂质及生长的影响。
 【方法】将缺刻缘绿藻 1个Ⅰ型和 3个Ⅱ型的 DGAT 分别转化 H1246
菌株，经筛选获得 tDGAT1、 tDGAT2A、 tDGAT2B及 tDGAT2C等 4
株转目的基因酵母。通过显微观察、分光光度法、重量法、棒状色谱
分析、气相色谱-质谱分析对酿酒酵母的形态和脂滴、细胞密度、单位
体积生物量、生物质生产率、总脂、总脂肪酸、TAG含量进行检测。
 【结果】稳定生长期时的显微观察结果显示，这 4个外源基因均能使
H1246菌株恢复 TAG的合成和贮存能力，进而在细胞中出现油滴。油
脂分析结果表明，tDGAT1菌株的 TAG及脂肪酸含量最高，且显著高
于野生型 Scy62及其他 3株转目的基因菌株的水平。生长性能数据显
示，4个外源基因均能使 H1246菌株的细胞密度达到 Scy62的水平，
这可能是由于 TAG的合成消耗了游离脂肪酸，以减轻其对细胞产生
的伤害所致。但 tDGAT1菌株的生长迟滞期明显延长，以致其生长速
率最低。
 【结论】将缺刻缘绿藻不同类型的外源 DGAT 转化酿酒酵母后，使后
者的生长性能及脂质含量产生不同的变化。该结果为利用基因工程改
造酵母菌株以生产人类所需要的目的油脂研究奠定了基础。
关键词: 酿酒酵母；缺刻缘绿藻；二酰基甘油酰基转移酶 (DGAT)；三
酰甘油 (TAG)；生长
 

酿酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae) (以下简称“酵母”)具有稳定的

单倍体营养细胞[1]、成熟的遗传操作系统[2]、共享的突变体库 [例如位

于德国法兰克福的欧洲酵母菌种保藏中心 (http://www.euroscarf.de/)和
位于日本大阪的国家生物资源计划的酵母资源 (https://yeast.nig.ac.jp/
yeast/)]等，以及它所具有的简单脂质组成及其清晰代谢途径[3-6]，进而

成为脂质代谢途径及其调控研究的模式生物。例如，酵母的脂肪酸主

要由软脂酸 (palmitic acid，PA)、棕榈油酸 (palmitoleic acid，PoA)、硬

脂酸 (stearic acid，SA)和油酸 (oleic acid，OA)等组成[7-8]，使之成为其
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他生物特别是非模式生物去饱和酶 [9]、延长

酶 [10] 等脂肪酸合成相关基因功能鉴定的常用

工具。

酵母在沿着两条合成代谢途径合成三酰甘

油 (triacylglycerol，TAG)的最后一步时，分别

由酰基辅酶 A:二酰甘油酰基转移酶 (acyl CoA:
diacylglycerol acyltransferase，DGAT)及磷脂 :二
酰甘油酰基转移酶 (phospholipid:diacylglycerol
acyltransferase，PDAT)来催化完成，这两种酶

分别由基因 DGA1[11] 及 LRO1[12] 编码。当把它

们以及编码甾醇酯 (steryl ester，SE)合成相关的

酶基因 ARE1和 ARE2[13] 一并用可编程核酸酶扰

动后，所获得的突变株酵母 H1246[14]因无法合

成 TAG和 SE等贮存脂，被广泛应用于微生

物[15-16]、藻类[17-18] 以及动植物[19-20]TAG合成代谢

相关基因的功能鉴定与特征研究中。

Sandager等[14] 对酵母突变株 H1246的研究

结果表明，TAG不是酵母生长的必需物质。但

作为贮存脂的 TAG，在合成与累积的过程中，

必然需要消耗大量的脂肪酸和能量 [21]，因而可

能间接地影响酵母的生长。在利用该突变株进

行 DGAT的基因功能鉴定时，人们所关注的是

目的基因的表达及其产物的功能。而有关这些

目的基因的转化对酵母生长特性及脂质组成的

影响知之甚少。为此，本研究在已构建的 4株

转缺刻缘绿藻 (Myrmecia incisa) DGAT 的酵母细

胞株 [22-23] 基础上，从细胞密度、单位体积生物

量、生物质生产率、总脂、TAG等方面比较分

析转目的基因细胞系与突变株 H1246之间的差

异，以揭示外源的 DGAT 是如何影响酵母的生

长性能与脂质含量，为利用基因工程改造的酵

母菌株生产人类需要的目的油脂奠定基础。

 1    材料与方法

 1.1    菌种及培养

酿酒酵母的 TAG合成缺陷型株 H1246 (基
因型为 MATα  are1-Δ::HIS3  are2-Δ::LEU2  dga1-
Δ::KanMX4 lro1-Δ::TRP1 ADE2)以及作为野生型
的酵母株 Scy62 (基因型为 MATa ADE2)均由瑞
典农业科学大学 Sten Stymne博士惠赠。转空

载 pYES2的 酵 母 tYES2以 及 转 缺 刻 缘 绿 藻

DGAT1、DGAT2A、DGAT2B、DGAT2C 等基因
的 酵 母 株 tDGAT1、 tDGAT2A、 tDGAT2B和

tDGAT2C均按照 Chen等 [22] 及 Liu等 [23] 的方法
构建并筛选获得。

Scy62酵母株及转基因酵母株分别使用

YPD培养基及 SC-U培养基培养。将菌株以体

积比 1∶1 000的比例接种在对应的培养基中，

添加 2%的葡萄糖后，在 28 °C的摇床中，以

180 r/min的转速培养 72 h，以活化菌株。

 1.2    生长曲线和生物量测定

将活化后的酵母菌株接种到 200 mL的对

应培养基上。每 8小时测定各菌液的 OD600 值，

根据不同培养时间测量的 OD600 值绘制酵母的

生长曲线，并用“(稳定期−接种时的 OD600 值)/
到达稳定期的时间”来计算酵母的生长速率。

待酵母生长至稳定期 8 h后，以 5 000 r/min
的转速，离心收集一定体积菌液的酵母菌并用

冰的灭菌水洗涤 3次。使用冷冻干燥机 (美国

Labconco公司)冷冻干燥 24 h得到酵母粉。用

“单位体积的酵母干重/培养时间”来计算酵母生

物量的生产率。

 1.3    激光共聚焦显微观察

取培养至稳定期的新鲜酵母菌液 1 mL，直

接 加 入 1  μL的 油 体 特 异 荧 光 染 料 Bodipy
(Genmed Scientifics Inc.，美国)，暗室中孵育 10
min以染色。在激光共聚焦显微镜 (Carl Zeiss，
德国)下观察并拍照。激发波长 490 nm，发射

波长 515 nm。

 1.4    总脂提取

利用改进的 Blight & Dyer法[24] 提取酵母总

脂。精确称取 50 mg冷冻干燥的酵母粉放入洁

净的离心管中；加入 3 mL的氯仿-甲醇溶液 (氯
仿∶甲醇∶BHT甲醇=2.0∶0.9∶0.1，体积比 )
和 400 μL酸洗过的玻璃珠 (直径为 0.4~0.6 mm，

美国 Sigma公司)，涡旋振荡约 50 min，镜检发

现酵母细胞完全破碎。然后，以 5 000 r/min的

转速离心 15 min，取上清液至新的离心管。加

400 μL的 50 mmol/L柠檬酸溶液和 600 μL的氯

仿，振荡使混合物混匀，再以 5 000 r/min的转

速离心 15 min；离心完毕后，用一次性注射器

将最下层溶液 (管内以蛋白层为中间界限，分上

下两层)吸取至酯化瓶中。用氮气吹干酯化瓶中

的有机试剂，得到酵母总脂，称重。
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 1.5    TAG 的棒状色谱分析

采用日本雅特隆 (Iatroscan)公司生产的
MK-6S型薄层色谱-氢火焰离子化检测器 (TLC-
FID)对样品的 TAG进行定量分析。将储存氢
气的钢瓶 (0.2 MPa)闸门打开，点燃氢气，接着
接通仪器的电源，打开开关，将氢气的流速调
至 160 mL/min，并将空气的流速调至 2 L/min。
启动 AC controller并且启动 SCI480-Ⅱ软件。将
色谱棒架置入仪器，进行空白扫描 2~3次。总
脂溶于 50 μL氯仿，用取样器吸取 1 μL样品，
分 5~6次点样至色谱棒的原点，剩余总脂重新
用氮气吹干保存。将色谱棒架放入盛有正己烷∶

乙醚∶冰醋酸=80∶20∶1 (体积比)展开剂的展
开槽中。待展开至 100 mm位置时，取出色谱
棒，在 65 °C烘箱中烘 2~3 min。待色谱棒冷却
至室温后，将色谱棒架放入仪器检测。检测完
毕后，通过仪器自带软件查看色谱积分结果，
对照 TAG标样的上样量，用“样品峰面积×标样
上样量/标样峰面积”来计算样品中的 TAG量。

 1.6    脂肪酸甲酯化

将分离出的 TAG粉末，加入 0.1 mg的十
七烷酸作为内标，注入 1 mL硫酸∶甲醇溶液=
4∶96 (体积比)，充入氮气保护后，于 85 °C水
浴锅中甲酯化反应 50 min。将反应液转移入新
的离心管中，加入 1 mL去离子水及 1 mL正己
烷，剧烈振荡后 5 500 r/min离心 5 min。小心吸
取上层溶液，用 0.45 μm的亲水 PTFE针式滤
器 (上海安谱实验科技股份有限公司)过滤至酯
化瓶中。氮气吹干后用正己烷复溶。

 1.7    气相色谱-质谱 (GC-MS) 分析

使用美国安捷伦 7890A-5975C型 GC-MS
联用仪对甲酯化的脂肪酸样品进行定性和定量
分析。MS采集参数选用 EMV模式，跟踪检测
的离子能为 70 eV (美国安捷伦公司)。GC色谱
柱为 HP-5MS 5% phenyl-ethylsiloxane型毛细管
柱 (250 μm×0.25 μm，30 m)。柱箱运行程序为
50 °C保持 1 min，以 10 °C/min升到 150 °C保

持 1 min，然后再以4 °C/min升到 250 °C保持 3
min。采用自动进样器上样，上样量为 2 μL，
分流比为 50∶1。氦气为载气体，流速 1 mL/min。
脂肪酸组分鉴定参照质谱存储的数据库 NIST08
MS。酿酒酵母的脂肪酸 (Xn)含量采用“Xn 的峰
面积/十七烷酸峰面积×0.1 mg”计算。

 1.8    数据分析

所有实验均重复 3次，并使用 SPSS 17.0
软件单因素方差分析 (One-Way ANOVA)中的

LSD多重比较进行显著性分析。

 2    结果

 2.1    酵母细胞的显微结构与大小

基于 Chen等 [22] 及 Liu等 [23] 报道的序列合

成引物并按照其方法，首先自缺刻缘绿藻中分

别克隆到编码其 DGAT类型Ⅰ和类型Ⅱ的 4个

开放阅读框 (ORF)的 cDNA序列，然后转化

TAG合成的缺陷型酵母株 H1246，筛选到转基

因酵母株。接着，利用油滴的特异性荧光染料

Bodipy对酵母活细胞进行染色，在激光共聚焦

显微镜下观察，发现缺陷型酵母株 H1246和

pYES2空载转化株 (tYES2)的细胞中均没有出现

油滴，而野生型酵母株 Scy62却具有油滴 (图版)，
说明载体 pYES2的转化不能使酵母恢复形成油

滴的作用。但在 4个转目的基因的酵母株中均

出现油滴 (图版)，说明缺刻缘绿藻的 4个 DGAT
在异源重组后均能使 H1246菌株成功恢复

TAG的合成能力。这些回补实验的显微观察结

果均与 Chen等[22] 及 Liu等[23] 报道的一致。

将上述获得的酵母株培养至稳定期，显微

测量其长、短轴，体积计算结果显示，H1246[V=
(142.13±51.59) μm3，n=17]和 tYES2[V=(143.87±
55.45) μm3，n=16]菌株的细胞体积略小于 Scy62
菌株的水平 [V=(146.00±45.53) μm3，n=15]。转

目的基因的酵母中，DGAT1转基因株 tDGAT1
的体积 [V=(153.87±53.46) μm3，n=16]最大，tDG-
AT2A菌株 [V=(150.78±36.3)  μm3，n=18]次之，

tDGAT2C菌株 [V=(143.59±27.10) μm3，n=17]最
小。这 7株酵母间的多重比较结果显示，细胞

体积大小之间的差异不显著。以上结果表明，

缺刻缘绿藻 DGAT基因的引入对酵母细胞大小

的影响可以忽略。

 2.2    酵母的生长性能

本研究使用与细胞密度有关的 OD600 值及

与干物质累积有关的生物量来表征酵母细胞

的生长性能。在批次培养过程中，H1246和

tYES2菌株进入稳定生长期时，其 OD600 值分

别为 2.56和 2.51  (图 1，二者无显著差异，
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P>0.05)，约为 Scy62菌株 (OD600=3.43)的 75%，

这不仅说明了 pYES2空载的转化对酵母进入稳

定生长期的细胞 OD600 值没有产生显著的影响，

也说明了 TAG合成相关的基因在被扰动后，会

降低酵母稳定生长期时的细胞密度，尽管 Sand-
ager等[14] 认为 TAG不是酵母生长的必需物质。

不过，H1246和 tYES2菌株的生长速率 (0.08/h)
与 Scy62菌株 (0.09/h)接近。

但将缺刻缘绿藻的 4个 DGAT 转化至酵母

细胞中，无论是类型 I还是类型Ⅱ的 DGAT，均
能使酵母稳定生长期时的细胞 OD600 值达到
3.4~3.5，与 Scy62菌株的值相近 (图 1)。说明缺
刻缘绿藻的 DGAT 能使 TAG合成缺陷型酵母的
细胞生长能力恢复到野生型的水平。同时还发

现， tDGAT2A、 tDGAT2B和 tDGAT2C等转基
因酵母株，均较 Scy62菌株提前 8~16 h进入细
胞生长的稳定期 (图 1)，因而，其生长速率 (依
次为 0.11/h、0.14/h和 0.14/h)快于 Scy62菌株。
但 tDGAT1菌株因迟滞期延长，致使其 OD600

值需要 72 h才达到峰值 (OD600=3.51)，这样，
它的生长速率只有 0.05/h，说明缺刻缘绿藻的
DGAT 引入对酵母细胞进入稳定生长期所需的
时间因基因而异。

在批次培养的稳定生长期，H1246和 tYES2
菌株的单位体积生物量分别为 2.23和 2.17
mg/mL (二者之间无显著差异，P>0.05)，约为Scy62
菌 株 (4.33  mg/mL)的 50%  (图 2)； H1246和
tYES2菌株在稳定生长期时的低水平体积生物
量应与它们的低细胞 OD600 值 (图 1)有关。转
缺刻缘绿藻 DGAT 的 4个菌株，其体积生物量
虽较 H1246菌株显著增加 (P<0.05)，但却显著
低于 Scy62菌株的水平 (P<0.05) (图 2)。结合上
述转目的基因与野生型的酵母在稳定生长期时
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图版    酿酒酵母细胞经 Bodipy 染色后的显微图片

1. Scy62，2. H1246，3. tYES2，4. tDGAT1，5. tDGAT2A，6. tDGAT2B，7. tDGAT2C，下同。油体被染成绿色。

Plate 　Fluorescence micrographs of S. cerevisiae cells stained with Bodipy
1. Scy62, 2.H1246, 3. tYES2, 4. tDGAT1, 5. tDGAT2A, 6. tDGAT2B, 7. tDGAT2C, the same below. The oil bodies were denoted in green.
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图 1    酿酒酵母的生长曲线

Fig. 1　Growth curve of S. cerevisiae
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具有相近的细胞密度 (图 1)，推测转目的基因酵
母的细胞在进入生长稳定期时，因时间短，干
物质可能还没有来得及积累，进而导致它们的
体积生物量显著低于 Scy62菌株。此推论也得
到生物质生产率的间接支持，尤其是快速进入

稳定生长期的 tDGAT2B和 tDGAT2C菌株 (图 1)，
其生物质生产率分别为 0.086和 0.088 mg/(mL·h)，
均与 Scy62菌株的水平 [0.090 mg/(mL·h)]无显
著差异 (P>0.05) (图 2)。至于 tDGAT1菌株，因

其迟滞期明显长于其他菌株(图 1)，才导致其生
物质生产率只有 0.043 mg/(mL·h)，为 7株酵母
菌中的最低者 (图 2)。

 2.3    酵母总脂及 TAG 的含量

图 3显示酵母各菌株在稳定生长期时的总

脂及 TAG的含量。H1246及 tYES2菌株的总脂

含量分别为 3.20和 3.27 mg/100 mg干重，二者

差异不显著 (P>0.05)，说明 pYES2的引入不会

改变酵母的总脂含量，但它们的总脂含量只有

Scy62 (7.60 mg/100 mg干重 )的 42%，与 Sand-
ager等[14] 的研究结果 (29%)相近，说明 DGA1、
LRO1、ARE1和 ARE2与 TAG及 SE等贮存脂

合成相关的基因在被扰动后，显著降低了酵母

的总脂含量 (P<0.05)，这是可预料的结果，毕

竟贮存脂也是酵母总脂的主要组成部分[3-6]。

缺刻缘绿藻的 DGAT 在被转化至 H1246菌

株后，酵母总脂的含量得到提高，但增加的量

取决于所转入的基因。 tDGAT1、 tDGAT2A及

tDGAT2C菌株的总脂含量较 H1246菌株相比虽

大幅增加，但仍低于 Scy62菌株 (图 3)。不过，

多重比较的结果显示，它们之间的差异不显著

(P>0.05)。 tDGAT2B菌株的总脂含量 (4.13 mg/
100 mg干重)虽高于 H1246菌株，二者的差异

也不显著 (P>0.05)；但它却显著 (P<0.05)低于

Scy62菌株。这些结果表明，缺刻缘绿藻的

DGAT2B 对 TAG合成缺陷型酵母株 H1246的总

脂贡献度最低，而 DGAT2A、DGAT2C 及 DGAT1
的贡献度却依次增大。

如前文所述，H1246系缺少 4个基因的突

变株 [14]，而本研究在每株转基因细胞系中仅转

化微藻的 1个 DGAT，虽然它们的表达能恢复

H1246菌株沿着 Kennedy途径合成 TAG[6] 的能

力 (图版)，但酵母的 SE合成能力未得到恢复，

尽管 ARE1的扰动对酵母 SE没有显著影响，但

ARE2的删除却导致酵母的 SE水平只有对照组

的 25% [13]。这可能是这些转基因酵母株的总脂

含量仍低于 Scy62 (图 3)的主要原因。

作为在真核生物沿着 Kennedy途径合成

TAG的最后一步起催化作用的关键酶 [6]，缺刻

缘绿藻的 DGAT基因若能在酵母中异源表达并

发挥作用，必然使 H1246菌株恢复 TAG的合

成能力，转基因菌株的细胞中出现的油滴已证

明此推论 (图版)。稳定生长期各酵母株系 TAG
的定量分析结果显示，在转目的基因菌株中，

tDGAT2A菌株略低于 Scy62的 TAG含量，而

tDGAT2B和 tDGAT2C菌 株 略 高 于 Scy62的

TAG含量 (图 3)，经多重比较，它们之间均无

显著差异 (P>0.05)。但 tDGAT1菌株的 TAG含
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图 2    酿酒酵母的生物量及其生产率

不同字母表示酵母品系之间差异显著 (P<0.05)，下同。

Fig. 2　Biomass and its productivity in S. cerevisiae
Different letters indicate significant difference between the yeast strains
(P<0.05), the same below.

 

总
脂
含
量

/(
m

g
/1

0
0
 m

g
 干
重

)

co
n
te

n
t 

o
f 

to
ta

l 
li

p
id

T
A

G
 含
量

/(
m

g
/1

0
0
 m

g
 干
重

)

co
n
te

n
t 

o
f 

T
A

G

0

100

200

300
三酰甘油　TAG

0

1 2 3 4 5 6 7

3

6

9

总脂　total lipid

bc

a

c

b
b

a

ab
ab

b

c

cc

酵母品系
strains of yeast 

图 3    酿酒酵母的总脂及 TAG 含量

Fig. 3　Contents of total lipids and TAG in S. cerevisiae
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量达到 223.0 μg/100 mg干重，显著高于 Scy62
菌株的水平 (148.1 μg/100 mg干重) (P<0.05)。说

明缺刻缘绿藻 DGAT1的引入更能提高酵母合

成 TAG的能力。

 2.4    酵母总脂肪酸的含量

H1246和 tYES2菌株的总脂肪酸含量分别

为 1  443.44和 1  501.69  μg/100  mg干重 (表 1)，
二者之间无显著差异 (P>0.05)，且在 7株酵母

菌中，几乎处于最低水平，约为 Scy62菌株总

脂肪酸含量 (2 447.90 μg/100 mg干重)的 60%。

说明贮存脂合成相关的 4个基因在被扰动后，

酵母的总脂肪酸含量也显著减少。另外，

pYES2空载的转化并不影响 H1246菌株的总脂

肪酸含量。

但缺刻缘绿藻的 4个 DGAT 分别被转化至

H1246菌株后，相应转基因菌株的总脂肪酸含

量在稳定生长期时，几乎与 Scy62菌株的水平

无显著差异，尽管 tDGAT1菌株的含量 (2 903.41
μg/100  mg干重 )最高，而 tDGAT2B的含量

(1 976.28 μg/100 mg干重)最低 (表 1)。说明DGAT
在被转化至 TAG合成的缺陷型酵母细胞中，

因 TAG合成 (图版)能力的恢复，进而促进酵

母的脂肪酸合成，以满足 TAG合成所需要的脂

肪酸。这也得到不同菌株酵母的总脂肪酸含量

分别与其总脂 (r=0.88，P=0.009<0.01)及 TAG
(r=0.849，P=0.016<0.05)含量之间呈高度正相

关的支持。

缺刻缘绿藻不同的 DGAT 对酵母总脂肪酸

组成的影响略有差异。最显著的是 DGAT2A 被

引入后，转基因酵母株的单不饱和脂肪酸 (PoA
和 OA)含量显著低于 Scy62菌株的水平，从而

相对增加了饱和脂肪酸 (PA和 SA)的含量 (表 1)。
另外，tDGAT1及 tDGAT2C菌株中的 PoA相对

含量也显著低于 Scy62菌株的水平；但它们以

及 H1246、 tYES2菌株中的 OA相对含量却显

著高于 Scy62菌株的水平 (表 1)。

 3    讨论

作为在真核生物中沿着 Kennedy途径进行

TAG生物合成最后一步中起关键作用的酶，

DGAT能将脂肪酰-CoA酰化至二酰甘油 (diacyl-
glycerol，DAG)碳骨架的 sn-3位上，从而产生

TAG[25]。因此，将缺刻缘绿藻的 4个 DGAT (1
个Ⅰ型和 3个Ⅱ型)的基因分别回补至 TAG合

成缺陷型的酿酒酵母 H1246菌株中，如果能成

功地表达，必然使 H1246菌株恢复合成和贮存

TAG的能力，以致在酵母细胞中出现油滴 (图版)。
这 4株转目的基因酵母的油脂成分比较结果显

示，tDGAT1菌株的 TAG含量最高，并显著高

于 Scy62菌株的水平 (图 3)。
缺刻缘绿藻的 DGAT1属于 DGAT家族

的Ⅰ型成员，而它的 DGAT2A、DGAT2B及

DGAT2C[22-23]却 与 酿 酒 酵 母 Scy62菌 株 中 的

DGAT[14] 同属于该家族的Ⅱ型成员。DGAT2
与缺刻缘绿藻 DGAT1之间的最大区别在于后

者具有一个氨基端的特殊结构域 (domain)：
pleckstrin  homology  (PH)。 PH结构域由约 120
个氨基酸组成，虽在动、植物以及微生物细胞

 

表 1    酿酒酵母细胞中的脂肪酸组成

Tab. 1       Fatty acids composition in S. cerevisiae cells %

酵母品系
yeast strain

脂肪酸含量/(μg/100 mg 干重)
content of fatty acids

棕榈酸
PA (16:0)

棕榈油酸
PoA (16:1Δ9)

硬脂酸
SA (18:0)

油酸
OA (18:1Δ9)

Scy62 (WT) 2 447.90±312.81ab 10.01±0.40b 42.04±0.09b 7.04±0.40c 40.91±0.73b

H1246 1 443.44±130.13c 3.73±0.07c 39.67±2.13bc 4.12±0.11d 52.48±2.10a

tYES2 1 501.69±318.53c 4.48±0.10c 38.51±1.28c 4.40±0.37cd 52.61±1.42a

tDGAT1 2 903.41±326.88a 10.32±0.80b 22.22±0.54e 13.64±0.86b 53.82±1.03a

tDGAT2A 2 180.28±271.25b 23.14±3.61a 18.02±1.92f 22.86±3.12a 35.98±4.87c

tDGAT2B 1 976.28±189.82bc 11.22±1.04b 45.45±0.98a 6.35±0.17cd 36.99±0.31bc

tDGAT2C 2 114.29±79.42b 6.83±0.32c 29.38±1.06d 7.09±0.63c 56.69±1.20a

注：同列数据的不同字母表示差异显著(P<0.05)，加粗数据表示其与同列中其他数据的不同。

Notes: Different letters superscripts in the same column indicate significant differences (P<0.05). The data in bold emphasizes its difference from others
in the same column.
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的许多蛋白中都有发现，但只存在于一些像缺

刻缘绿藻等单细胞绿藻以及极个别轮藻、硅藻

和苔藓等植物的 DGAT1中[26]。具有 PH结构域

的蛋白参与细胞内信号转导、磷脂结合、膜运

输以及膜定位等过程 [27]。Chen等 [22] 将不含有

PH结构域的缺刻缘绿藻 DGAT1转化 H1246菌

株，发现该转基因酵母的 TAG合成能力显著低

于携带该藻 DGAT1全长 ORF的菌株。该发现

也被 Sitnik等[26] 在 Lobosphaera incisa (缺刻缘绿

藻的同种异名)中得到证实：PH结构域的删除

使转基因酵母的 TAG生产量下降 50%。Zien-
kiewicz等 [28] 利用荧光显微技术观察到 L. incisa
的 DGAT1和脂滴呈现密切的空间关系，而Ⅱ型

的 DGAT与脂滴不存在这种共定位的关系。由此

推测，缺刻缘绿藻的 DGAT1在被转化至 H1246
中，其表达产物借助 PH结构域优先与膜磷脂

结合，并直接或通过 PH介导的信号转导促进

膜运输乃至脂滴的形成，以致 tDGAT1菌株的

TAG含量显著高于其他转目的基因菌株及

Scy62菌株的水平 (图 3)，尽管其作用的具体机

制有待进一步解析。鉴于 TAG对于细胞总脂的

贡献 [3, 5] 以及 TAG合成需要消耗大量的脂肪

酸 [21]，转目的基因菌株总脂 (图 3)及总脂肪酸

(表 1)的含量必然随着 TAG含量的增加而增加，

呈现同样的变化趋势。
本研究发现，4个 DGAT 的异源表达几乎

不影响酵母细胞的大小 (图版 )，但均能使
H1246菌株稳定生长期的细胞密度恢复到野生
型 Scy62菌株的水平 (图 1)。人们早就了解到，
细胞的游离脂肪酸 (free fatty acid，FFA)特别是

一些中、短链饱和脂肪酸及其单酰甘油 (monoa-
cylglycerol，MAG)[29-30]可能通过增加细胞膜的
透过性而引起细胞的伤害 [31]。缺刻缘绿藻的
DGAT 被引入到 H1246菌株并成功表达 (图版)，
细胞中的 FFA甚至 MAG必然被消耗以生成毒
性相对微弱的 TAG[7, 21]。由此推测，H1246及
转 pYES2空载体的菌株 tYES2在稳定生长期时
的细胞密度难以达到 Scy62菌株的水平 (图 1)，
可 能 因 FFA及 MAG的 伤 害 而 致 。 微 藻 的
DGAT 一旦在被转化至 H1246菌株并成功表达，
所产生的转基因菌株就会减轻这种伤害，以致
达到 Scy62稳定生长期时的细胞密度 (图 1)，进
而间接地证明了这个推测。

与上述油脂含量变化趋势不一致的是，转

4个目的基因菌株的单位体积生物量显著低于

Scy62菌株的水平 (图 2)。该结果至少说明酵母

细胞的 SE对生长的促进作用难以被排除。当

酵母 SE合成相关酶基因 ARE1和 ARE2被敲除

后，Arhar等[32] 在酵母中确实没有检出 SE，但

发现其生物质干重随之降低。本研究每个转基

因株只转 1个微藻 DGAT 的 cDNA，没能将它

们与 SE合成相关酶基因 ARE1和 ARE2一起实

现共同转化缺陷型酵母株，再观察和比较它们

的生长性能，有待进一步探究。

本 研 究 的 结 果 很 难 解 释 缺 刻 缘 绿 藻

DGAT1的转化为什么会导致转基因酵母株的迟

滞期明显延长现象 (图 1)，但推测可能是由 4个

目的基因的差异引起。正如上文所述，酵母的

DGAT属于Ⅱ型[14]，相比较转化微藻Ⅰ型 DGAT
的基因来说，转化同样属于Ⅱ型的微藻 DGAT
基因，宿主细胞更倾向于接受并迅速适应环境，

如图 1中的 tDGAT2A、 tDGAT2B和 tDGAT2C
菌株。因此，tDGAT2B和 tDGAT2C菌株的生

物质生产率达到了 Scy62的水平，而 tDGAT1
菌株因难以快速适应环境，以致延长了生长迟

滞期，必然导致生物质生产率的下降以及最慢

的生长速率 (图 2)。
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Effects of expressing exogenous microalgal DGAT genes on the growth and
lipids of Saccharomyces cerevisiae
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Shanghai Ocean University, Shanghai　201306, China;

2. International Research Center for Marine Biosciences, Ministry of Science and Technology,
Shanghai Ocean University, Shanghai　201306, China

Abstract: The H1246 mutant of Saccharomyces cerevisiae, which is deficient in triacylglycerol (TAG) synthesis, is commonly

used to elucidate the functions of exogenous genes encoding diacylglycerol acyltransferase (DGAT). To investigate the effects

of exogenous  DGATs  on  lipid  synthesis  and  yeast  cell  growth, one  type  Ⅰ (DGAT1) and  three  type  Ⅱ DGAT  (DGAT2a,

DGAT2b, DGAT2c)  genes  of Myrmecia  incisa were  individually  transformed  into  the  H1246  strain, yielding four  transgenic

yeast strains. The morphology, lipid droplet formation, cell density, volumetric biomass, biomass productivity, total lipids, total

fatty  acids,  and  TAG  content  of  S.  cerevisiae  were  analyzed using microscopic  observation,  spectrophotometry,  gravimetry,

Rod thin-layer chromatography, and gas chromatography-mass spectrometry. Microscopic observation during the stable growth

phase revealed oil droplets in all four transgenic strains, indicating that the exogenous genes promoted TAG synthesis and stor-

age. Lipid component analysis showed that the tDGAT1 strain exhibited the highest TAG and fatty acid content among all the

transgenic strains and the wild-type Scy62. Growth performance analysis revealed that cell densities of strains transformed with

the  exogenous  genes  reached  the  levels comparable  to Scy62  yeast,  likely  due to  the  consumption  of  free  fatty  acids

during TAG synthesis, thereby reducing cellular damage. However, the tDGAT1 strain exhibited the lowest growth, attributed

to a significantly prolonged period of growth retardation. Differences in growth performance and lipid components among the

transgenic strains may be due to unique domains with the DGATs. This study provides a foundation for producing desired lip-

ids using genetically engineered yeast strains.
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growth
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