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摘 要：用+,-方法扩增了&.(/0的!"#$基因片段，将该片段连接到多拷贝克隆载体后转

化!"#%$缺失和!"#$缺陷的大肠杆菌菌株，使转化株重新获得!"#$基因功能。生长曲线表明

转化株在高渗培养基中生长良好，薄层层析法（12,）检测海藻糖实验说明转化株细胞经诱导

后合成海藻糖，!"#$基因的克隆和表达为赋予转基因植物抗高渗、耐干旱能力提供了实验依

据和材料。
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抗旱、抗盐碱等抗逆基因的发现及其克隆是植物基因工程研究领域中的重要课题。

一些低等动植物，包括微生物能够通过渗透压调节适应干旱、盐碱胁迫。已经研究了几种

相关的代谢物，如甘露醇、脯氨酸、甜菜碱等，将它们的合成酶基因转入植物后均能不同程

度地提高耐盐性［&!!］。最新研究表明海藻糖也是一种很有效的渗调剂。海藻糖（178*
9:;<=8）是由两个葡萄糖分子以"、"&"&糖苷键结合的非还原性双糖，它广泛存在于细菌、

真菌、昆虫以及某些低等动植物中［6!(］。海藻糖对各种不同生物的抗逆耐受性起着重要

作用，例如在高温和干燥条件下，酵母（&’(()’*!+,(-#(-*-./#/-’）细胞合成海藻糖以抵抗

逆境的胁迫，其合成量与抗逆能力呈正比关系［5］。已经证明外加的海藻糖也能保护干燥

状态下的酶、蛋白质和细胞膜。因此海藻糖在医药、农业、食品、化妆品等领域均有广阔的

应用前景［’］。利用海藻糖的抗逆耐干特性，采用基因工程技术将海藻糖合成能力转入农

作物，可望使农作物在干旱、盐碱环境下生长良好，这对培育抗旱耐盐的作物新品种和粮

食的增产增收具有重要意义。植物中海藻糖的合成途径还不清楚，但在细菌和酵母中这

一途径已被阐明［#!"］。大肠杆菌（0#()-*/()/’(!1/）中由渗透压引起的海藻糖的合成由

!"#$基因编码的海藻糖合成酶催化>?+*葡萄糖和5*磷酸葡萄糖合成5*磷酸海藻糖，再

经!"#%基因编码的海藻糖磷酸酯酶脱磷酸后生成海藻糖［&$］。@::=8A等人［&&］的工作证

明!"#$和!"#%基因包含在染色体6&!6%BCA位置，经2/3DEEE酶切的%.#’/0片段中，并

已测定了该片段的碱基顺序。在此研究基础上，我们设计了海藻糖合成酶!"#$ 基因的

+,-引物，并将扩增的?F4片段与适当载体连接后分别转化至!"#$ 基因缺失和缺陷

株，测定转化株在高渗透压培养基中的生长和细胞内海藻糖的累积，证明转化受体菌表达

!"#$基因功能，现将这一结果报道如下。
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! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：!"#$%&’#$’(#)*’菌种，!"#$%%（&’(&(+$()!（(&,-.*(#）/$*)0$1
&%#2$&3"45%)6$37"-+,&1"8）为)7"92-基因野生型菌株，./0,%%,（:;#7"2-9-1234

&%3.!5$67.4）是带有细胞内克隆系统 !89,%%,的质粒，由 !:"2;292<23教授赠送；

&&#%,%（!"#$%%!［)7"2$"=3$%!（)7"9>*(#<）?］），)7"2、)7"9 基 因 缺 失 株，&&#$*)
（!"#$%%)7"2$"=3$%），)7"9-)7"2’基因缺陷株（)7"2 基因中插入了转座子=3$%），由

6:@:AB4C7教授惠赠；.D"$)质粒EF6购于G4C7HI2公司。.EJ$为!89,%%,上克隆

了来源于!"#$%%的完整)7"92基因片段的质粒，由本实验室构建和保存。

!"!"# 培养基和抗生素浓度：K5培养基［$+］、高渗透压选择培养基为 !*(基础培养

基［$+］补加%L,7CM／KF2"M，抗生素67.用于完全培养基时，选择浓度为,%"I／7K，用于

基础培养基时减半。

!"!"$ 酶和试剂：实验用分子生物学试剂购自华美公司，海藻糖为ANI72公司产品，所用

化学试剂均为国产分析纯。

!"# 方法

!"#"! 质粒EF6提取、纯化、酶切、粘末端补平、连接及转化等操作均按文献［$(］的方

法进行，EF6片段的分离回收按试剂盒产品说明书操作。

!"#"# G"@引物：G4N7H4O：0=00="06"6=060="0===60="0=6
G4N7H4OO：0"0666=="=6"0"660"===0066600=60" 由 中

国科学院微生物研究所技术中心合成，提取.EJ$质粒EF6为模板，反应条件：)#P，

(,;；,$P，(,;；Q+P，+7N3，反应循环(%次，再Q+P延长$%7N3。

!"#"$ 生长曲线的测定：将待测菌株接种于!*(培养液，(QP振荡培养过夜，按$R#%稀

释至含%L,7CM／KF2"M的!*(培养液中继续培养，并每隔+S取+7K培养物在=+#+%测

光密度值，直至进入生长稳定期，以检测细胞的生长速率。

!"#"% 海藻糖的诱导合成和检测：将经两次活化的转化菌株，从K5斜面接入+%%7K
!*(培养液，(QP振荡培养到对数期时，向培养物中添加诱导物OG=0和F2"M，并使终浓

度分别达到#%"I／7K和%L,7CM／K，(QP继续振荡培养(##S。#，%%%4／7N3离心$%7N3
收集菌体，细胞重悬于,7K%:#7CM／K的高氯酸中，重复离心抽提两次，将两次抽提上清

液合并，用(7CM／K1TU中和该抽提液至.UQ:%，以析出高氯酸钾盐，留取上清液作薄层

层析分析。取上清液+%"K分别点在硅胶板上，用正丁醇：乙酸：水V+R$R$层析系统展开

后浸入$,WU+AT#溶液，即刻取出置$%%P烤箱加热至显色［$#］，观察。

# 结果和讨论

#"! !"#$基因的分离

根据122;H3等人［$$］对+L?QX<>’?9OOO酶切片段的分析，)7"2 基因为$L#$?X<长，

且转录从)7"9开始至)7"2，但该片段)7"2基因端经>’?5OOO酶切后，将终止位点切除在

外。为了保持该基因序列完整性，所设计的引物加进终止位点的*个碱基，为有利于下一
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图! "#$扩增%&’片段

()*+! %&’,-.*/01234"#$./56),)7.2)81

!+"#$5-89:72；;+!<36.990-+

步分析扩增的片段，在"-)/0-=和"-)/0-==中分别引

入!"#=和$%&$=酶切位点。由于本实验室采用>:转

座子细胞内克隆的方法，已经获得了完整的&’()* 基

因，5%?!就是带有上述基因的>:9@AA@质粒［!@］，提取

纯化该质粒%&’作为"#$扩增模板，按材料和方法所

述条件，在@A!B体积内进行扩增反应，然后取!!B电

泳检查扩增片段。图!是"#$扩增产物的电泳照片，

证明获得了克隆片段，且长度与所设计的相符。

!"! !"#$基因表达质粒的构建

扩增的&’(* 基因片段将用于构建双元载体，利用

农杆菌感染转化至烟草植物。为了验证扩增片段是否

具有&’(*基因功能，我们将!C@<3%&’和5D#!E同时

用!"#=和$%&$=双 酶 切，经FG连 接 酶 连 接 后 转 化

%H@"，获得%H@"（5D#!EI&’(*）。为了使设计的适

图; 转化子电泳

()*+; ’*.-8J0*0606072-85K8-0J)J8,2-.1J,8-/.12J

!#L+((GA@A（5D#!EI&’(*）；

G+5D#!E；@#M+((G!NE（5D#!EI&’(*）+

用于构建双元载体的克隆片段也能利用5D#!E阅

读框 架 正 确 表 达，将5D#!EI&’(* 质 粒 %&’ 经

!"#=酶切后，用O6018P片段补平后平端连接，分别

转化&’(*基因缺失株((GA@A和&’(*基因缺陷株

((G!NE，在含’/5的BQ平皿上选择转化子，将长

出的’/5-转化子分别挑到AC@/86／B&.#6的>NL
平板检测这些转化子的抗高渗性能，结果表明大部

分’/5-转化子能够在高渗透压培养基生长。挑取

((GA@A（5D#!EI&’(*）和((G!NE（5D#!EI&’(*）转

化子在同样平皿上纯化后提取质粒%&’，琼脂糖

凝胶电泳检查分子量的增大。图;照片说明受体

菌所含构建的质粒均带有!C@<3的扩增片段。

!"# 转化子生长曲线的测定

已知大肠杆菌在受到高渗透压环境胁迫时，可以通过抗渗透压调节机制，在体内累积

OR、合成甘露醇、甜菜醇、氨基酸、海藻糖等相容性介质，以使细胞内外的渗透压达到平

衡，而且细胞SAT的抗高渗功能是由海藻糖负责的，因此检测细胞在高渗透压培养基中

的生长，可以确定细胞是否具有合成海藻糖的能力。

将((GA@A（5D#!EI&’(*IS）、((G!NE（5D#!EI&’(*IE）、>#G!AA和((GA@A分别接入

>NL培养液，LMU振荡培养过夜后，以!VGA稀释至含AC@/86／B&.#6的>NL培养液。按

所述方法间隔一定时间测定光密度值。图L是转化子的生长曲线，可以看出，&’()*野生

型菌株>#G!AA转接后NK进入对数生长期，!;K达到生长高峰，转化子则分别在SK左右

进入生长旺盛时，经!;K培养后与野生型菌株基本相同，((GA@A是&’()*基因缺失株，不

可能产生回复突变，在高渗培养基中没有明显生长；((G!NE虽然带有野生型&’()基因，

但&’(*基因是缺陷的，它们的转化子如图L所示都能在高盐培养基中生长，表明转化受
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体菌获得了!"#$基因赋予的合成海藻糖能力，进而能够在高渗透压环境胁迫下进行正常

的生长代谢。

!"# !"#$基因的诱导表达及产物分析

为了证明转化子的抗高渗透压能力与细胞内海藻糖的合成有关，我们对转化子进行

诱导后提取细胞内海藻糖进行检测。由于!"#$ 基因构建在!"#$%质粒的&’()启动子

后，*+,-诱导可大大增强启动子活性，有利于!"#$基因的表达。我们将菌株培养至对数

期，加入*+,-和.’#&至转化株培养物中（/#0$11除外），使终浓度分别达01!2／34和

15637&／4，继续振荡培养89，按材料与方法所述，离心收集细胞，提取海藻糖，用硅胶板薄

层层析法（,4#）分析测定海藻糖（图0）。

图8 转化子在高渗透压培养基中

的生长曲线

:;2<8 ,9=2>7?@9(A>B=7C@>’DEC7>3’D@E

;D9;297E37@;(3=F;A3

图0 转化株中海藻糖的表达

:;2<0 ,>=9’&7E==G!>=EE;7D;D@9=@>’DEC7>3’D@E

$"8<>=!>=E=D@E@’DF’>F2&A(7E=、EA(>7E=’DF@>=9’&7E=，

>=E!=(@;B=&H；0"6<::0$I%（!"#$%J!"#$）’DF::0161
（!"#$%J!"#$）E=!’>’@=&H；I</#0$11<

图0中I位置，在与标准海藻糖相同层析高度处显现出较深的炭化带，带有!"#%$K

基因的/#0$11在高渗透压培养基中正常合成海藻糖。图中0和6位置也能观察到清晰

的糖炭化条带，说明转化株经*+,-诱导后在高渗透压培养基中也能合成海藻糖，因此克

隆的!"#$基因获得了功能性表达，同时也进一步证明能够在高浓度.’#&培养基中生长

的细胞与胞内合成海藻糖密切相关。

::0$I%是!"#$基因缺陷株，当引入克隆的!"#$基因后通过基因产物的互补而重新

获得海藻糖合成能力。而::0161是!"#%$ 两基因的缺失株，它不可能通过自身回复突

变为野生型，当引入!"#$基因后在高渗环境下也能诱导合成海藻糖，且合成量与::0$I%
（!"#$%J!"#$）无明显差异，说明!"#$ 在海藻糖合成途径中起主要作用。!"#%基因并非

该合成途径特异的，在细胞内存在的其它磷酸酯酶作用下将海藻糖JIJ磷酸脱磷酸形成海

藻糖，可见转入单个!"#$即能使细胞合成海藻糖。

以上实验证明我们获得的!"#$ 基因具有合成海藻糖功能。根据海藻糖能够保护生

8L06期 王忆琴等：大肠杆菌!"#$基因的克隆和表达



物耐干旱、抗逆的特性，将!"#$单个海藻糖合成酶基因转入植物，可望改善和提高植物的

抗逆品质，对培育优良的农作物品种、粮食的增产增收有重要意义。!"#$ 基因的克隆和

表达为进一步开展这一目的的研究，提供了可靠的实验依据和材料。
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