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酿酒酵母海藻糖!"!磷酸合成酶基因克隆

及植物表达载体的构建"

陈红漫 祝令香 董志扬""

（中国科学院微生物研究所 北京 "$$$8$）

摘 要：从耐热性极强的酿酒酵母菌株9:#;"!"5中分离纯化出总<09和=<09，以9>%
逆转录酶合成?@09，采用保守引物，从该?@09中扩增克隆出!"#"基因，对该基因的全序列

分析表明，该基因含有"3$4个 核 苷 酸，与 国 外 报 道 相 关 基 因 的 同 源 性 达22;5A。利 用

$%&B!和’%(!切点将!"#"基因插入植物表达载体CDEF!18多克隆位点上，得到!"#"基因

植物表达载体重组质粒。
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海藻糖（H,*I.’&J*）是一种非还原性二糖，它主要存在于一些生活在各种恶劣环境条

件下的低等生物体内，如酵母、甲壳类昆虫及一些低等沙漠植物等［"］。这些生物之所以

能低抗高温干旱、冷冻及化学污染等逆境，主要是由于其体内海藻糖能有效地保护这些生

物的细胞在各种逆境下的生物活性［#］。研究表明，海藻糖对高等动植物细胞同样具有较

好的保护作用。而高等植物不产海藻糖，如果能将海藻糖合成酶的基因转入高等植物，使

高等植物也具有合成海藻糖的能力，从而提高高等植物的抗逆特性，这对我国的农业生产

将具有重要的意义。酿酒酵母是海藻糖产量最大的微生物之一，酿酒酵母海藻糖的生物

合成是由海藻糖合成酶（HK:"）以L@K7葡萄糖为底物催化而成。其中海藻糖757磷酸合

成酶是关键酶［1］。

本文报道从海藻糖高产酿酒酵母菌中，利用KM<法克隆!"#"基因，并将该基因构建

到植物表达载体上，为酿酒酵母!"#"基因在高等植物细胞中表达奠定基础。

# 材料和方法

#(# 材料

酿酒酵母（’%(()%*+&,(-#(-*-./#/%-）9:#;"!"5由中国科学院微生物菌种保藏中心提

供，大肠杆菌@B73"、质粒C:N#由本室保存，植物表达载体CDEF!18由方荣祥教授惠赠。

限制性 内 切 酶、H.O酶、H!连 接 酶 及 =<09纯 化 试 剂 盒、?@09反 转 录 试 剂 盒 购 自

K,&=*P.公司，’Q+’.RR*,购自SE+?&公司



!!" 方法

!#"#! 酿酒酵母"#$%的制备：将酿酒酵母接种于&’’()*+,#培养基中，&-’.／(/0振

荡&’1至!"&2’#&3-时，45，4’’’.／(/0离心，收集菌体用热酚法提取酵母总6$%。

并按,.789(:公司提供的试剂盒说明所述方法操作，分离(6$%，并以(6$%为模板，经

反转录得到"#$%。

!#"#" $%&;基因扩增：用于,<6反应的-=和>=引物是根据?/9(@90［4］报道的酿酒酵母

A&BB<的$%&;基因序列设计的。

-=C引物%%%DD%E<<%ED%E<%<DD%E%%<D<
>=C引物EEDDD%<E<E<%E<%DEEEEEDDEEDD

以酿酒酵母%A&3;4;2"#$%为模板进行,<6扩增。反应条件如下：F&5变性>’G；--5
复性F’G；H&5延伸;&’G；共>-个循环。最后一轮反应在H&5保温;-(/0。,<6产物经

;I琼脂糖凝胶电泳检查，用;I低熔点琼脂糖回收纯化，用于下一步反应。

!#"#$ $%&;基因克隆：利用质粒,AJ!多克隆位点上的’()K"，*(+"切点将经

’()K"，*(+"双酶切的,<6产物连接，转化,-+./0#KC-#，在含有L,ED和MC8:N的

)O／%(P平板上筛选白色菌落，对重组子进行酶切鉴定，并对该基因片段进行测序。

!#"#% 重组表达质粒的构建：PO/04>B为带有>-A启动子非特异性植物表达载体，在>-A
启动子及$增强子下游有’()K"、*(+"多克隆位点，可供外源基因插入并使其在植物

细胞中表达。将$%&;基因克隆及植物表达载体%’014>B经酶切，连接并转化,-+./0
#KC-#，在)O／%(P平板上筛选重组子后进行,<6、酶切鉴定及部分序列分析。

图; 酵母总6$%、(6$%、

"$#%凝胶电泳分析

Q/8!; %0:NRG/G7ST7T:N

6$%，(6$%:0U"#$%

;!E7T:N6$%；&!(6$%；

>!"#$%!

" 结果

"&! 酿酒酵母’()*的制备

通过 苯 酚 法 提 取 的 酵 母 总 6$%，经 电 泳 分 析（ 图;）其

;BG6$%和&BG6$%特征谱带清晰，说明提取的总6$%是完整

的。从完整的总6$%分离得到的(6$%如图;所示：(6$%是

一条 弥 散 条 带，大 小 不 均 一，但 已 经 去 掉 大 部 分;BG6$%和

&BG6$%，可用作合成"#$%的模板。

采用,.789(:公司"#$%试剂盒，以&%8(6$%作模板，加

入7N/87（UE）引物，在;-V／%86$%的%WX逆转录酶作用下，合成

"#$%。合成后的"#$%经电泳分析，如图;Y>所示：合成的

"$#%大小在;’’ZP至B’’’ZP之间，据国外已有的资料报道，酿

酒酵母$%&;基因的大小为;3-@Z，因此合成的"#$%是有希望获

得完整的$%&;基因的"#$%。

"&" !"#!基因的+,-扩增

经,<6反应，得到单一条带，大小约在;3-@Z左右（图&），与

预期结果一致。经;I低熔点琼脂糖凝胶纯化，用于下一步连接

反应。
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图! "#$产物分析

%&’(! )*+,-.&./0
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图< 酵母!"#7基因克隆示意图

%&’(< =>?4,/*&*’/0$%&’(’)*#*+’61.7’?*?

!"# !"#$基因克隆

将纯化后的"#$产物与1@A!连接，转化,%&-.*:BC
D"，筛选到阳性菌落（克隆过程见图<）。提取质粒，进行限

制性内切酶酶切鉴定和"#$检测，见图E。结果表明在载

体上插入了7FD89的:;)片段，酶切鉴定分析，该片段的

酶切位点与发表的酿酒酵母!"#7基因酶切位点完全一致。

对该基因全序列分析表明，克隆片段全长7DGH91，含有一

个7EID91的J$%，编码一个由EKD个氨基酸组成的蛋白

质，该 基 因 序 列 已 为 国 际 核 酸 数 据 库 收 录，::LM号 为

)%GN7G<H。根据此序列与酿酒酵母@!II#的!"#7进行了

比较，其核苷酸序列同源性大于KKO，其中第!!E、<G!、

NEK、IN!存在E个差异，推测其所编码的蛋白质的氨基酸

序列亦有E个不同，氨基酸序列同源性为KKO。将该重组

质粒命名为1="@CN。

!(% 重组表达质粒的构建

由图E所示，将上述重

组质粒1="@CN经/+0B#
和$+&#酶切，得到!"#7基

因，回收该片段，定向连接在

1L&*E<I质 粒 多 克 隆 位 点

/+0B#和$+&#之间。转

化感受态:BCD"，挑选并得

到D个重组质粒，分别命名

为19C7，19CD，19C<N，19CEI，

19CD!。 进 行 /+0B# 和

$+&#双酶切分析，表明有

7FD89大小的插入片段（图

D）。为进一步确定!"#7基

因正确连接到1L&*E<I表达

载体 上，我 们 通 过 用!"#7
"#$引物对上述阳性重组

质粒进行"#$反应，结果均

得 到 与61.7 大 小 相 同 的

"#$产物。以1L&*E<I测序

引物对重组质粒<D@下游进

行部分序列分析（图N），结

果表明酿酒酵母!"#7基因

已 构 建 在 植 物 表 达 载 体
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!"#$%&’的正确位置上，可转化植物，进行表达。

图% 植物表达载体构建示意图

(#)*% +,-./0#$12#.$.324,!51$2,6!7,88#.$9,-2.7

图: 重组表达载体酶切分析

(#)*: ;$15<8#8.37,-./0#$1$2,6!7,8=

8#.$ 9,-2.7 >#24 7,827#-2#.$ ,$?</,

@*@A051BB,7；C*+,-./0#$1$2!518/#B／

!"#D!／$"%!；&*&’(@*

图E 重组质粒部分序列分析结果（部分序列）

(#)*E F172#158,GH,$-,.324,7,-./0#$1$2,6!7,88#.$9,-2.7

! 讨论

海藻糖对高等动植物细胞及大分子的保护作用日益受到生物界重视［:］，酿酒酵母是

海藻糖产量较高的菌种，其海藻糖合成途径及关键酶基因都已明了［E］。海藻糖合成的底

物为IJF=葡萄糖，这在植物细胞内广泛存在，由于在植物细胞内存在有大量非特异性磷

酸化酶，在植物细胞内由酵母KFL@合成的E=磷酸海藻糖可被去磷酸化，得到最终产物海

藻糖［M］。因此通过酵母KFL@在高等植物中的表达，合成海藻糖，从而达到提高植物细胞

抗逆能力，这在理论上是完全可行的。

酿酒酵母;LCN@%@E具有较强的抗热能力。能在%OP的环境中生长，且能合成大量

海藻糖。本实验通过FQ+技术，成功地从其-JR;中得到海藻糖合成的关键酶基因

&’(@。

将&’(@基因构建到植物表达载体!"#$%&’上，该表达载体带有&:L启动子，为非特

异性表达组成型启动子。该启动子表达具有持续性，+R;和蛋白质表达量也是相对恒

定，不表现时空特异性，也不受外界因素诱导。特别是&:L启动子后带有一个"增强子，
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可增强与相连锁基因的转录活性，位于增强子后的!"#$%调节序列可用于外源基因的克

隆和表达［&］。该基因已在模式植物烟草中得到表达，并在烟草细胞中合成较大量海藻

糖。我们将作进一步报道。

致谢 本工作得到中国科学院微生物研究所方荣祥教授、张国华副教授的大力支持和帮

助，在此表示衷心的感谢！
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