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新型渗透压调控的工业酵母启动子
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摘要:【目的】 筛选工业酵母 Ｃａｎｄｉｄａ ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ 渗透压调控性能优越的启动子ꎬ为工业酵母改造及转基

因研究提供新途径ꎮ 【方法】 ＰＣＲ 扩增 Ｃ. ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ 新型系列启动子 ＰＣｇＰＧＩ、 ＰＣｇＴＰＩ、 ＰＣｇＺＷＦ、
ＰＣｇＳＴＬ１、ＰＣｇＳＴＬ２、ＰＣｇＳＴＬ３ꎬ利用生物信息学技术解析启动子序列中渗透压胁迫应答元件ꎬ构建包含 ｇｆｐ 荧

光蛋白报告基因和 ＰＣｇＰＧＩ、ＰＣｇＴＰＩ、ＰＣｇＺＷＦ、ＰＣｇＳＴＬ１、ＰＣｇＳＴＬ２、ＰＣｇＳＴＬ３ 启动子的 ５􀆰 ８Ｓ ｒＤＮＡ 整合表达

载体ꎬ通过荧光强度及 ｍＲＮＡ 转录的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 测定结果检验各启动子活性强度及其受渗透压调控情况ꎮ
【结果】 启动子 ＰＣｇＳＴＬ３ 包含多个 ＳＴＲＥ 渗透压胁迫应答元件ꎬ在工业酵母中受渗透压调控更敏感ꎬ启动强

烈ꎬ转录水平高ꎬｇｆｐ 表达量大ꎮ 【结论】 ＰＣｇＳＴＬ３ 是受渗透压调控能够实现外源基因可控表达的优良工业酵

母启动子ꎮ
关键词:产甘油假丝酵母ꎬ绿色荧光蛋白ꎬ耐渗关键基因启动子

中图分类号:Ｑ９３５　 　 文章编号:０００１￣６２０９(２０１５)１１￣１３８５￣０７

　 　 启动子是基因表达调控的顺式元件ꎬ其活性高

低在很大程度上影响基因表达水平ꎬ所以筛选转录

启动功能较好的启动子ꎬ对于外源蛋白高效表达及

菌株改造具有重要意义[１]ꎮ 目前ꎬ已有不少启动子

被克隆及功能鉴定ꎬ但常用酵母启动子中组成型启

动子启动强度较弱ꎬ诱导型启动子虽启动强烈但诱

导剂价格昂贵或有毒性(甲醇)ꎬ严重制约了启动子

在工业中广泛使用ꎮ
产 甘 油 假 丝 酵 母 ( Ｃａｎｄｉｄａ ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ

ＣＧＭＣＣ ＮＯ. ６８３０)是从自然界分离出来的一种耐

高渗工业菌株ꎬ能适应不同逆境ꎬ实现在高渗透压

(５５％葡萄糖ꎬＷ / Ｖ)下快速生长并高产甘油(１３７
ｇ / Ｌ) [２]ꎮ 酿酒酵母(Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ Ｗ３０３)

ＨＯＧ１ 蛋 白 是 高 渗 透 压 甘 油 信 号 途 径 ( Ｈｉｇｈ
ｏｓｍｏｌａｒｉｔｙ ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬＨＯＧ 途径)中的核心分

子ꎮ ＤＮＡ 微阵列研究表明ꎬ高渗应激下 ＨＯＧ１ 调节

大约 ６００ 个基因表达[３]ꎮ 王晨莹等已证实 Ｃ.
ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ 中存在丝裂原活化蛋白激酶(Ｍｉｔｏｇｅｎ
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ ＭＡＰＫ) 信号途径中编码

ＨＯＧ１ 的同源基因 ＣｇＨＯＧ１[３ － ４]ꎮ 由于酵母的基因

表达调控主要发生在转录水平上ꎬ而启动子在转录

水平调控中居于关键的地位[５]ꎮ 本研究针对 Ｃ.
ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ 高产甘油及耐高渗特性ꎬ利用绿色荧

光蛋白基因 ｇｆｐ 作为报告基因[６]ꎬ考察甘油合成关

键节点[７]及甘油运输蛋白[８]:(１)ＨＭＰ 途径的限速

酶 ６￣磷酸葡萄糖脱氢酶 ＺＷＦꎬ(２)ＥＭＰ 途径催化 ６￣
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磷酸葡萄糖和 ６￣磷酸果糖转化的磷酸葡萄糖异构

酶 ＰＧＩꎬ(３)催化 ３￣磷酸甘油醛和磷酸二羟基丙酮转

换的磷酸丙糖异构酶 ＴＰＩꎬ(４)协助 Ｈ ＋ /甘油的主动

运输的 ＳＴＬ 蛋白[８]ꎬ表达受渗透压调控情况ꎬ筛选

性能优越的渗透压调控启动子ꎬ为工业酵母遗传学

研究及转基因改造、应用提供基础ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 菌株与质粒

本研究中所使用的菌株、质粒如表 １ 所示ꎬ引物

序列如表 ２ 所示ꎮ

表 １.文中所用主要菌株及质粒

Ｔａｂｌｅ １. Ｍａｉｎ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ
Ｓｔｒａｉｎ (Ｐａｓｍｉｄ) ｎａｍｅ Ｓｈｏｒｔ ｎａｍｅ Ｓｏｕｒｃｅｓ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＪＭ１０９ Ｅ. ｃｏｌｉ ＪＭ１０９ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅＷ３０３ Ｓ. ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ￣ｐＹＸ２１２￣ＰＣｇＳＴＬ３￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ ＳＰＳ３￣ｇｆｐ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
Ｃａｎｄｉｄａ ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ ＣＧＭＣＣ ＮＯ. ６８３０ Ｃ. ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
Ｃａｎｄｉｄａ ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ￣ＰＣｇＰＧＩ￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ ＣｇＰＧ￣ｇｆｐ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
Ｃａｎｄｉｄａ ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ￣ＰＣｇＴＰＩ￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ ＣｇＰＴ￣ｇｆｐ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
Ｃａｎｄｉｄａ ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ￣ＰＣｇＺＷＦ￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ ＣｇＰＺ￣ｇｆｐ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
Ｃａｎｄｉｄａ ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ￣ＰＣｇＳＴＬ１￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ ＣｇＰＳ１￣ｇｆｐ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
Ｃａｎｄｉｄａ ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ￣ＰＣｇＳＴＬ２￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ ＣｇＰＳ２￣ｇｆｐ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
Ｃａｎｄｉｄａ ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ￣ＰＣｇＳＴＬ３￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ ＣｇＰＳ３￣ｇｆｐ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｐＹＸ２１２￣ＰＣｇＳＴＬ３￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｐＵＣ￣５􀆰 ８Ｓ ｒＤＮＡ￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｐＵＣ￣５􀆰 ８Ｓ ｒＤＮＡ￣ＰＣｇＰＧＩ￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ ＰＧ￣ｇｆｐ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｐＵＣ￣５􀆰 ８Ｓ ｒＤＮＡ￣ＰＣｇＴＰＩ￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ ＰＴ￣ｇｆｐ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｐＵＣ￣５􀆰 ８Ｓ ｒＤＮＡ￣ＰＣｇＺＷＦ￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ ＰＺ￣ｇｆｐ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｐＵＣ￣５􀆰 ８Ｓ ｒＤＮＡ￣ＰＣｇＳＴＬ１￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ ＰＳ１￣ｇｆｐ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｐＵＣ￣５􀆰 ８Ｓ ｒＤＮＡ￣ＰＣｇＳＴＬ２￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ ＰＳ２￣ｇｆｐ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｐＵＣ￣５􀆰 ８Ｓ ｒＤＮＡ￣ＰＣｇＳＴＬ３￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ ＰＳ３￣ｇｆｐ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

表 ２.文中所用到的引物

Ｔａｂｌｅ ２. Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ
Ｐｒｉｍｅｒｓ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′) Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ
ＰＳ１￣Ｆ ＧＧＧＧＡＡＴＴＣＣＧＴＣＣＡＧＴＴＣＡＣＴＣＡＣＧ ＥｃｏＲ Ｉ
ＰＳ１￣Ｒ ＡＣＧＣＣＧＣＧＧＴＣＴＡＡＡＡＴＧＴＴＴＴＧＡＧＡＧＡＣＡＣＴＴＡＴ ＳａｃⅡ
ＰＳ２￣Ｆ ＡＣＧＧＡＡＴＴＣＡＧＡＧＧＴＴＣＴＡＧＴＣＣＡＧＴＣＣＣＧ ＥｃｏＲ Ｉ
ＰＳ２￣Ｒ ＡＧＧＣＣＧＣＧＧＣＴＴＣＴＡＴＡＧＧＴＴＴＡＴＴＣＴＡＡＡＧ Ｓａｃ ＩＩ
ＰＳ３￣Ｆ ＡＴＧＧＡＡＴＴＣＧＣＡＧＴＴＧＡＣＡＡＴＴＴＧ ＥｃｏＲ Ｉ
ＰＳ３￣Ｒ ＴＴＴＣＣＧＣＧＧＴＴＣＣＧＣＣＣＡＡＴＧ Ｓａｃ ＩＩ
ＰＧ￣Ｆ ＡＣＡＣＣＧＣＧＧＣＴＡＴＣＴＧＴＴＴＴＣＣＣＣＡＧＡＣＴ Ｓａｃ ＩＩ
ＰＧ￣Ｒ ＣＡＧＡＣＧＣＣＡＴＧＧＣＴＡＴＴＴＧＴＡＧＴＧＡＧＴＧ Ｎｃｏ Ｉ
ＰＴ￣Ｆ ＴＡＴＣＣＧＣＧＧＧＴＣＴＴＴＴＧＴＧＴＴＣ Ｓａｃ ＩＩ
ＰＴ￣Ｒ ＣＣＧＣＣＡＴＧＧＴＧＴＡＡＧＡＧＴＴＡＴＡ Ｎｃｏ Ｉ
ＰＺ￣Ｆ ＡＡＴＣＣＧＣＧＧＡＴＧＧＴＧＡＧＧＴＧＡＧＧＡＧ Ｓａｃ ＩＩ
ＰＺ￣Ｒ ＣＧＣＣＣＡＴＧＧＡＴＴＧＴＡＴＴＴＧＴＡＧＡＣ Ｎｃｏ Ｉ
ＲＴ￣Ｃｇｇａｐ￣Ｆ ＡＣＧＡＣＣＣＡＡＡＡＧＡＣＴＧＴＣＧＡＴＧ
ＲＴ￣Ｃｇｇａｐ￣Ｒ ＡＣＧＡＴＧＧＡＣＡＴＡＣＣＡＧＴＣＡＡＣ
ＲＴ￣ｇｆｐ￣Ｆ ＡＣＧＡＴＣＴＴＣＴＴＣＡＡＧＧＡＣＧ
ＲＴ￣ｇｆｐ￣Ｒ ＡＣＧＴＧＴＧＧＧＡＧＴＴＧＴＡＧＴＴＧ
ＲＴ￣１８Ｓ￣Ｆ ＣＡＴＣＴＧＣＴＣＧＧＧＴＧＣＴＣＴＴ
ＲＴ￣１８Ｓ￣Ｒ ＡＣＴＴＧＣＴＧＧＣＴＣＣＧＴＣＡＧＴ

６８３１
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１􀆰 ２　 重组载体的构建

Ｃ. ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ 基因组 ＤＮＡ[９] 为模板ꎬＰＣＲ 扩

增启动子 ＰＣｇＳＴＬ１、 ＰＣｇＳＴＬ２、 ＰＣｇＳＴＬ３、 ＰＣｇＰＧＩ、
ＰＣｇＴＰＩ、ＰＣｇＺＷＦꎮ 构建整合载体 ｐＵＣ￣５􀆰 ８Ｓ ｒＤＮＡ￣
Ｐｒｏｍｏｔｅｒ￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ(简称 ｐＵＣ￣Ｐｒｏｍｏｔｅｒ￣ｇｆｐ￣
ｂｌｅ )ꎮ ｐＵＣ￣５􀆰 ８Ｓ ｒＤＮＡ￣ＰＣｇＳＴＬ３￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ
经 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 双酶切后连接 ｐＹＸ２１２ 载体ꎬ
构建重组质粒 ｐＹＸ２１２￣ＰＣｇＳＴＬ３￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎꎮ
１􀆰 ３　 电转化构建重组菌

重组质粒 ｐＵＣ￣５􀆰 ８Ｓ ｒＤＮＡ￣Ｐｒｏｍｏｔｅｒ￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣
Ｔｚｅｏｃｉｎ 线性化后电击转化 Ｃ. ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ [１０]ꎬ
Ｚｅｏｃｉｎ 抗性标记筛选得到重组菌 ＣｇＰＳ１￣ｇｆｐ、ＣｇＰＳ２￣
ｇｆｐ、ＣｇＰＳ３￣ｇｆｐ、ＣｇＰＧ￣ｇｆｐ、ＣｇＰＴ￣ｇｆｐ、ＣｇＰＺ￣ｇｆｐꎮ

重组质粒 ｐＹＸ２１２￣ＰＣｇＳＴＬ３￣ｇｆｐ￣ｂｌｅ 电击转化 Ｓ.
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅꎬＺｅｏｃｉｎ 抗性标记筛选得到重组菌 ＳＰＳ３￣
ｇｆｐꎮ
１􀆰 ４　 重组菌 ｇｆｐ 整合拷贝数检测

整合拷贝数检测方法参见文献[１１]ꎮ
１􀆰 ５　 荧光显微镜检测

ＹＥＰＤ 和高渗培养基(ＹＥＰＤ ＋ １０％ 、２０％ 、３０％
葡萄糖)培养重组菌ꎬ收集菌体ꎬ磷酸盐缓冲液洗涤

２ 次ꎬ重悬后取适当菌液涂片ꎬ荧光显微镜观察ꎮ 使

用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件对荧光图片进行光密度值

(ＩＯＤ 值)定量分析ꎮ
１􀆰 ６　 实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)

摇瓶培养重组菌ꎬＹＥＰＤ 及高渗培养基(ＹＥＰＤ ＋
１０％ 、３０％葡萄糖)处理 ２０ ｍｉｎꎮ 酵母总 ＲＮＡ 提取

方法参见文献[４]ꎮ 反转录及实时定量 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方

法与条件参见试剂盒说明书ꎮ 内参基因选用 Ｃ.
ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ 的 １８Ｓ ｒＤＮＡꎬ以 ＹＥＰＤ 处理下转录水

平作为对照值设为 １ꎬ不同浓度渗透压下的转录水

平与之对比ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 启动子研究载体构建

克隆甘油合成关键节点磷酸葡萄糖异构酶、磷
酸丙糖异构酶、葡萄糖 ６￣磷酸脱氢酶基因启动子

ＰＣｇＰＧＩ、ＰＣｇＴＰＩ、ＰＣｇＺＷＦꎬ以及甘油转运蛋白基因

启动子 ＰＣｇＳＴＬ１、ＰＣｇＳＴＬ２、ＰＣｇＳＴＬ３ꎬ构建工业酵母

Ｃ. ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ 整合表达载体 ｐＵＣ￣５􀆰 ８Ｓ ｒＤＮＡ￣
Ｐｒｏｍｏｔｅｒ￣ｇｆｐ￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ(图 １￣Ａ)ꎬ ｇｆｐ 为报告基

因ꎬ Ｚｅｏｃｉｎ 为 筛 选 标 记ꎮ 重 组 质 粒 ｐＹＸ２１２￣
ＰＣｇＳＴＬ３￣２Ａ￣ｂｌｅ￣Ｔｚｅｏｃｉｎ(图 １￣Ｂ) 用于 Ｓ. ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ
中游离表达ꎮ

图 １. 重组载体示意图

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ.

２􀆰 ２　 Ｃ. ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ 系列备选渗透压调控启动

子生物信息学解析

通过软件 ＮＮＰＰ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｆｒｕｉｔｆｌｙ. ｏｒｇ / ｓｅｑ＿
ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｍｏｔｅｒ. ｈｔｍｌ)在线预测转录起始位点ꎬ搜索

上游编码序列发现 ＴＡＴＡ 盒及 ＣＡＡＴ 顺式调控元

件[１２] (图 ２ )ꎬ 此外ꎬ 通过软件分析ꎬ ＰＣｇＰＧＩ 与

ＰＣｇＴＰＩ 中 ＴＡＴＡ ｂｏｘ 距转录起始位点仅为 ４ ｂｐ 和

１４ ｂｐꎬ 启 动 子 启 动 强 度 大ꎻ ＰＣｇＰＧＩ、 ＰＣｇＴＰＩ、
ＰＣｇＳＴＬ２ 中均仅有一个渗透压胁迫应答元件[１３]

( Ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔꎬ 简 称 ＳＴＲＥ)ꎬ ＰＣｇＳＴＬ１、
ＰＣｇＳＴＬ３、ＰＣｇＺＷＦ 中则含有多个 ＳＴＲＥｓꎻＰＣｇＳＴＬ３
中 ＳＴＲＥ 含量高达 ７ 个ꎬ占启动子总碱基的 ２􀆰 ７６％ ꎬ
ＰＣｇＳＴＬ１ 中 ＳＴＲＥ 含 量 次 之ꎮ 预 测 ＰＣｇＳＴＬ１、
ＰＣｇＳＴＬ３ 为性能优越的渗透压调控启动子ꎮ
２􀆰 ３　 重组菌 ｇｆｐ 整合拷贝数检测

根据标准品拷贝数与对应 Ｃ ｔ 值得标准曲线

ｙＣｇＧＡＰ ＝ － ４􀆰 ０３２３ｘ ＋ ４６􀆰 ８１３(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８２)ꎬｙｇｆｐ ＝ －
３􀆰 ８９６５３ｘ ＋ ４７􀆰 ９８６(Ｒ２＝ ０􀆰 ９９８９)ꎮ 计算出不同重组

菌中报告基因 ｇｆｐ、ＣｇＧＡＰ 拷贝总量ꎬ全基因测序结

果表示 ＣｇＧＡＰ 在 Ｃ. ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ 为单拷贝ꎬ ｇｆｐ 与
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图 ２. 启动子结构分析

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ.

图 ３. 重组菌 ｇｆｐ 及 ＣｇＧＡＰ 拷贝数

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｃｏｐｉｅｓ ｏｆ ＣｇＧＡＰ ａｎｄ ｇｆｐ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ.

ＣｇＧＡＰ 拷贝总量的比值即为单细胞内 ｇｆｐ 拷贝数ꎮ
图 ３ 结果显示ꎬ各重组菌中整合基因均为单拷贝ꎮ
２􀆰 ４　 备选启动子胞外渗透压的应答转录

利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 考察重组菌中 ｇｆｐ 在不同渗透压

下的相对转录水平(图 ４)ꎬ发现启动子 ＰＣｇＰＧＩ、
ＰＣｇＴＰＩ、ＰＣｇＳＴＬ２ 受渗透压调控不显著ꎬ启动子

ＰＣｇＺＷＦ、ＰＣｇＳＴＬ１、ＰＣｇＳＴＬ３ 活性随渗透压增加而

增强ꎬ３０％葡萄糖浓度下 ＰＣｇＳＴＬ３ 活性显著增强且

其活性强度明显大于 ＰＣｇＺＷＦ、ＰＣｇＳＴＬ１ 测定值ꎮ
研究表明 ＰＣｇＳＴＬ３ 调控外源基因转录水平高、受渗

透压调控敏感、启动强烈ꎮ
２􀆰 ５　 备选启动子的渗透压调控表达性能

荧光检测结果(图 ５￣Ａ)显示ꎬ重组菌中启动子

图 ４. 重组菌 ｇｆｐ 相对转录强度测定结果

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｆｐ ｉｎ ｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ.

有效启动 ｇｆｐ 基因表达ꎻＰＣｇＳＴＬ２ 启动子启动强度

弱ꎬｇｆｐ 表达极弱ꎬ即使在高渗培养基下活性也没有

增强ꎻＰＣｇＰＧＩ、ＰＣｇＴＰＩ 是强启动子ꎬ启动强度受渗

透压影响不明显ꎻＰＣｇＺＷＦ、ＰＣｇＳＴＬ１、ＰＣｇＳＴＬ３ 明显

受渗透压调控ꎬ启动子活性随渗透压增加而增强ꎮ
图 ５￣Ｂ 显示ꎬ３０％葡萄糖培养基中 ＰＣｇＳＴＬ１ 启动强

度较 ＹＥＰＤ 中提高了 ８ 倍ꎬ但其启动强度仍远低于

同条件下 ＰＣｇＳＴＬ３ꎮ ＰＣｇＳＴＬ３ 启动子在高渗培养基

中启动外源基因表达最强ꎬ且 ＧＦＰ 蛋白荧光强度成

梯度上升ꎮ 研究结果与 ２􀆰 ２ 的预测和 ２􀆰 ３ 转录强度

测定结果一致ꎮ
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图 ５.重组菌在不同渗透压稳定剂条件下培养后 ＧＦＰ 蛋白的荧光强度检测(１５ ×４０)
Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＦＰ ｉｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｉｎ ＹＥＰＤ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｌｕｃｏｓｅ (１５ × ４０). Ａ:
Ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＦＰ ｉｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｉｎ ＹＥＰＤ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎻ Ｂ: Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＧＦＰ ｉｎ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ
ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｉｎ ＹＥＰＤ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｌｕｃｏｓｅ.

２􀆰 ６　 酿酒酵母中 ＰＣｇＳＴＬ３ 启动子表达性能

为进一步考察 ＰＣｇＳＴＬ３ 启动子通用性ꎬ以 Ｓ.
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ 模式菌为宿主细胞ꎬ构建重组菌 ＳＰＳ３￣
ｇｆｐ 分别用不同浓度葡萄糖诱导培养基培养后ꎬ
取样观察荧光强度 (图 ６ ) ꎮ 结果显示 ＰＣｇＳＴＬ３

在 Ｓ. ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ 同样有效启动外源基因 ｇｆｐ 表达ꎬ
产生稳定荧光ꎻ且随着葡萄糖浓度的提高ꎬ启动

子 ＰＣｇＳＴＬ３ 活性增强ꎮ ＰＣｇＳＴＬ３ 是一种可用于

工业 Ｓ. ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ 菌株改造的渗透压诱导启动

子ꎮ

图 ６. Ｓ. ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ 中葡萄糖对 ＰＣｇＳＴＬ３ 启动子诱导作用(１５ ×４０)
Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏ ＰＣｇＳＴＬ３ ｉｎ Ｓ. ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ. (１５ × ４０). Ａ: Ｓ. ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ / ＹＥＰＤꎬ Ｂ: ＳＰＳ３￣ｇｆｐ / ＹＥＰＤꎬ Ｃ:
ＳＰＳ３￣ｇｆｐ / ＹＥＰＤ ＋ １０％ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ Ｄ: ＳＰＳ３￣ｇｆｐ / ＹＥＰＤ ＋ ２０％ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ Ｅ: ＳＰＳ３￣ｇｆｐ / ＹＥＰＤ ＋ ３０％ ｇｌｕｃｏｓｅ.
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３　 讨论

目前ꎬ由于浓醪发酵具有高细胞密度、高产物浓

度和高生产速率等特点ꎬ已成为工业酵母发展目标

和方向[１４]ꎮ 底物耐受性是工业酵母浓醪发酵生产

的主要限制性因素ꎬ影响菌体生长与产物合成ꎮ 而

工业酵母 Ｃ. ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ 能克服 Ｓ. ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ 生长

速度缓慢和发酵密度不高的缺陷ꎬ实现耐高渗

(５５％葡萄糖以上ꎬＷ / Ｖ)ꎬ作为宿主细胞具有广阔

市场应用前景[２]ꎮ
酶表达受渗透压调控主要通过启动子ꎬ高渗环

境中ꎬ渗透压信号经 ＨＯＧ ＭＡＰＫ 级联系统传递至

ＨＯＧ１ 蛋白ꎮ Ｓ. ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ＨＯＧ１ 经渗透压激活磷酸

化后进入细胞核ꎬ可通过转录因子与启动子中 ＳＴＲＥ
元件 结 合ꎬ 调 控 基 因 转 录[１５]ꎮ 本 文 对 Ｃ.
ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ 甘油积累关键基因启动子研究发现:
(１)随葡萄糖浓度增加ꎬ含有 ＳＴＲＥ 序列启动子的重

组菌 ＣｇＰＳ１￣ｇｆｐ、ＣｇＰＳ３￣ｇｆｐ、ＣｇＰＺ￣ｇｆｐ 中 ＧＦＰ 蛋白表

达量及基因转录水平提高ꎬ ＳＴＲＥ 元件个数与渗透

压对启动子活性调控呈正相关ꎬ ( ２ ) ＰＣｇＳＴＬ１、
ＰＣｇＳＴＬ３ 的 ＳＴＲＥ 元件大多集中于靠近转录起始点

的区域ꎬ受渗透压调控强烈ꎬ推测渗透压对启动子的

调控受 ＳＴＲＥ 位置的影响ꎻ(３)ＰＣｇＳＴＬ３ 启动子在工

业模式菌株 Ｓ. ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ 中的有效性表明该启动子

具有 一 定 通 用 性ꎮ 此 外ꎬ 根 据 实 验 结 果 得 出

ＰＣｇＳＴＬ３ 渗透压启动子具有如下优点:(１) 在低渗

透压条件下ꎬ启动子活性低或暂时处于失活状态ꎬ不
影响宿主繁殖ꎻ(２) 不需要化学诱导剂ꎬ只需加葡萄

糖即可激活转录ꎬ无污染、无毒副作用ꎮ (３)启动子

活性受渗透压调控ꎬ能实现基因的可控表达ꎬ比已报

道的强启动子 ＰＧＰＤ 对渗透压响应强度更大 [１６]ꎮ
ＰＣｇＳＴＬ３ 是一种新型具有工业应用价值的启动子ꎬ
将为工业酵母改造及转基因研究提供新途径ꎮ
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Ｃａｎｄｉｄａ ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ. Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００１ꎬ ５５(６): ６８６￣６９２.
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Ｎａｄａｌ Ｅꎬ Ａｒｉñｏ Ｊ. Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｔｏ
ｓａｌｉｎｅ ｓｔｒｅｓｓ. Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０００ꎬ
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ｏｓｍｏｔｉｃａｌｌｙ ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｉｃｅｗｉｎｅ ｙｅａｓｔ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｔｈｅ ｗｏｒｋ ｗａｓ ａｉｍｅｄ ａｔ ｓｅｌｅｃｔｉｎｇ ｏｓｍｏ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｍｐｔｅｒｓ ｐｏｓｓｅｓｓｉｎｇ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｆｏｒ
ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ ｙｅａｓｔ Ｃａｎｄｉｄａ ｇｌｙｃｅｒｉｎｏｇｅｎｅｓ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ＰＣｇＰＧＩꎬ ＰＣｇＴＰＩꎬ ＰＣｇＺＷＦꎬ
ＰＣｇＳＴＬ１ꎬ ＰＣｇＳＴＬ２ ａｎｄ ＰＣｇＳＴＬ３ ｗｅｒｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ
(ＳＴＲＥｓ) ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ. Ｗｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ５􀆰 ８Ｓ ｒＤＮＡꎬ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ ｇｆｐ
ａｎｄ ａ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ＰＣｇＰＧＩꎬ ＰＣｇＴＰＩꎬ ＰＣｇＺＷＦꎬ ＰＣｇＳＴＬ１ꎬ ＰＣｇＳＴＬ２ ｏｒ ＰＣｇＳＴＬ３. Ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ’ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｏｓｍｏ￣
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｑＲＴ￣ＰＣＲ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] ＰＣｇＳＴＬ３ ｈａｄ ｍｏｒｅ ＳＴＲＥｓꎬ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌꎬ ｌａｇｅｒ ｇｆｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｔ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ｓｔｒｅｓｓ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] ＰＣｇＳＴＬ３ ｉｓ ａｎ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ｈｙｐｅｒｏｓｍｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ. Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｃａｎ ｂｅ ｒｅａｌｉｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ＰＣｇＳＴＬ３
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