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酵母绿色荧光蛋白报告载体的构建及其在过氧化物酶体研究中的应用

郑桂珍，赵 颖，戴 梦，刘 静，王富强"

（华北制药集团新药研究开发有限责任公司 石家庄 $’$$.’）

摘 要：以载体 BK9L# 为基础，构建了酵母表达载体 BK9L#M，该载体含有融合了过氧化物酶体定位信号 .（N1L.）的

绿色荧光蛋白报告分子 M6N4LOP 编码基因，该基因以酵母 196. 启动子启动。BK9L# 转化研究表明，在野生型酵母

QRSLA3 中，M6N4LOP 蛋白在细胞中呈点状聚集，而在酵母 N9T’B 缺陷菌株 (1UU!$$0/$0 中，荧光为弥散状，证明报告

分子 M6N4LOP 可通过 N9T’B 蛋白有效定位到过氧化物酶体。在载体 BK9L#M 的多克隆位点分别连入酵母及产黄青

霉 N9T’B 编码基因得到载体 BK9L#MVLAN9T’ 和 BK9L#MVNAN9T’，转化酵母 (1UU!$$0/$0，荧光均呈聚集状，证明外

源 N9T’B 基因的表达恢复了缺陷菌株的功能。BK9L#M 载体为真菌过氧化物酶体相关基因的功能研究提供了直观

有效的方法。
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过氧化物酶体（B2CF8;+F:2，亦称微体）是由单层膜包被的

异质性细胞器，存在于多数真核生物中，其中含有多种酶类，

是进行脂肪酸!4氧化，过氧化物分解等重要生理过程的细胞

器。另外，过氧化物酶体还参与了众多的生理反应，包括哺

乳动物中脂类及胆固醇的合成；发芽种子中的乙醛酸循环和

叶子中的光呼吸作用；锥虫中的糖酵解途径；一些酵母中的

甲醇及胺的氧化途径等等［.］。在青霉素生产菌———产黄青

霉（!"#$%$&&$’( %)*+,-."#’(）中，青霉素生物合成的最后一步

在过氧化物酶体中完成［#］，而且细胞中过氧化物酶体的数量

与青霉素的产量呈正相关［0］。

过氧化物酶体生物合成（X;F*2=2+;+）需要众多的蛋白，称

为 B2CF8;=，其编码基因以 /"0 命名。大部分 B2CF8;= 的作用是

将在 细 胞 质 中 合 成 的，含 有 过 氧 化 物 酶 体 定 位 信 号

（B2CF8;+F:73 ,7C*2,;=* +;*=73，N1L）的酶运入过氧化物酶体。已

经鉴定的 N1L 有 # 种：N1L.，一般在蛋白的 U 端含有（LVUV(）

（OVYVZ）（PV[ ）的保守三肽，其识别受体为 N9T’B；N1L#，识

别信号为（YVO）4（PVSVQ）4（TTTTT）4（ZVW）4（PV(V6），位于蛋白

的 R 端，受体为 N9T"B［.］。目前克隆的 /"0 基因已经超过了

0$ 个［.，!］。

过氧 化 物 酶 体 的 功 能 和 生 物 合 成 在 酿 酒 酵 母

（12%%)2*-(+%", %"*"3$,$2"）中的研究最为透彻，很多 /"0 基因都

存在酵母缺陷型，因此人们多利用酵母对其它生物过氧化物

酶体相关蛋白的功能进行验证，但需要合适的报告分子。

来自 水 母（ 4"5’*"2 3$%6-*$2）的 绿 色 荧 光 蛋 白（MC22=
>3)FC2+A2=, BCF,2;=，M6N）具有在水母以外的生物体中发出荧光

的能力，常被用做分子标记来确定细胞的生长情况、基因表

达和蛋白定位等，已被用于细菌、酵母、线虫、斑马鱼、植物及

哺乳动物细胞等多种生物的研究［’］。本研究利用 M6N 作为

报告分子，在其 U 端融合了过氧化物酶体 N1L. 的识别序列

LOP，得到人造蛋白 M6N4LOP，并通过转化酵母 N9T’B 缺陷

菌，验证了该报告分子在过氧化物酶体研究中作用，从而为

过氧化物酶体相关蛋白深入研究提供了直观方便的方法。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和载体：大肠杆菌（7,%)"*$%)$2 %-&$）菌株 \Z’"为

本实验室保存，酿酒酵母表达宿主 QRSLA3（[(17 )$,0!. &"’#
6*/.4 #%5 ’*204 ’#V[(1")$, 0!. &"’# 6*/.4 #%5 ’*204 ’#）购自美

国 Q=];,CF*2= 公司，酿酒酵母 /"0’ 缺陷型菌株 (1UU!$$0/$0
（[(17 /"0’!# 82#9:! )$,0!. &"’#!$ ("6.’!$ ’*20!$）购

自 (1UU［/］，载体 BK9L#、B9M6NR.、BNQU^( 为 Q=];,CF*2= 公司

产品，克隆载体 BM9[41 9(LK、BM9[41 为 NCF:2*7 公司产品。

!"!"# 试剂和仪器：各种限制性内切酶、;25 \R( 聚合酶、

DR1N、1! \R( 连接酶、O32=F< 酶及牛小肠碱性磷酸酶均为

NCF:2*7 公司产品。无氨基酸酵母氮源（J27+, =;,CF*2= X7+2）为

\;>AF 公司产品。\R( 凝胶回收试剂盒和连接试剂盒分别购

自 -Q_-(LQU 和 17O7Y7 公司。NUY 仪为 (-Q 5/$$。电转仪

M2=2 N)+32C QQ 为美国 -;F4Y7D 公司产品。_3J:B)+ -T’$ 显微

镜用于荧光观察。

!"# 引物设计

根据 B9M6NR.、BNQU^( 质粒序列及酵母、产黄青霉相应

的基因序列分别设计下列引物，由上海生工生物工程技术服



务 有 限 公 司 合 成。 引 物 序 列 分 别 为，!"：#$%
&’()&’(((((&(&(&((&’&)(’’%*$（引入 !"#!酶切位点），

!+：#$%)’()&()((&’))’’’&)’’((’(&(%*$（引入 $#"!酶切

位 点），!*：#$%)’()&(((&’))’)&)(&&)))()&)%*$（ 引 入

$#"! 酶 切 位 点 ），!,：#$%(()())’’&’&&’’’))&(’’)’
&(&)(’()’((%*$（引入 $#%"位点和 -./ 编码序列），!#：#$%
(()())(’)&(&)’(()&())%*$（引入 $#%"酶切位点），!0：

#$%&’()&’’((&)(’’)(&&&’’&&&%*$（ 引 入 !"#!酶 切 位

点 ）， !1： #$%&’))&()’&))&&)’’)(’(&)%*$， !2： #$%
’(&&&&()&&&&’’(’((’’’&&&’(%*$， !3： #$%’(&&&’&
)’&(&’)’’)((&(’’)%*$，!"4： #$%(’&)&&’’()&&(’((’’
)())&&)%*$。
!"# 含有启动子和终止子的 $%&’()* 的克隆

酵母 ’56" 启动子和 (7(" 基因终止子 898’’"，分别以

!":!+、!*:!, 为引物，从质粒 ;!<(=& 中 !(> 克隆。反应条

件：3#? #@AB；3,? "@AB，04? "@AB，1+? +@AB，*4 个循环；

1+? 1@AB。含 过 氧 化 物 酶 体 !’-" 识 别 序 列 -./ 的 )6!%
-./，以 ;5)6!C" 为模板，以 !#:!0 为引物 !(> 扩增得到，反

应条件同上。!(> 产物分别连接到 ;)5D%’ 载体上，利用引

物两端引入的限制性内切酶位点将 * 个片段分别切下、回

收，’, 连接酶连接过夜，然后以连接产物为模板，以 !":!0 为

引物进行 !(>，扩增得到片段 !)’，克隆于 ;)5D%’ 5&-7。

!(> 反应条件：3,? #@AB；3,? "@AB，04? "@AB，1+? "E#@AB，

进行 *# 个循环；1+? 1@AB。

!"+ 含有报告基因 $%&’()* 的酵母表达载体的构建

将克隆到 ;)5D%’ 5&-7 上的 !)’ 用 !"#!酶切下，回

收，补平；同时 ;75-+ 载体用 $&#!酶切，去磷酸化，然后连

接 !)’ 和 ;75-+，得到载体 ;75-+)。

以酵母 <CF-8G 基因组为模板，以 !1:!2 为引物，!(> 克

隆酵母 ’()# 基因的 H>6。反应条件：3#? #@AB；3,? "@AB，

0+? "@AB，1+? +E#@AB，*4 个循环；1+? "4@AB。将 $%’()# 克

隆到 ;)5D%’ 5&-7 载体上，测序验证后，用 *+,!切下，连接

到上 述 ;75-+) 载 体 的 *+,!位 点，得 到 载 体 ;75-+):
-8!5I#。

同上，根据报道的产黄青霉 ’()# 基因编码序列［1］，以产

黄青霉 8JC& 为模版，以 !3:!"4 为引物，!(> 克隆得到产黄

青霉 -%’()# 基因的 H>6，连接到 ;75-+) *+,!位点，得到载

体 ;75-+):!8!5I#。

!", 酵母转化

酵母转化采用电转法。接种酵母菌株于 ,4@/ 7!J 培养

基中，*4?培养至 ./044 "E4 左右，离心收集菌体。+4@/ 水洗

一次，加入 ,@/ 电转缓冲液［4E*@@KG:/ CL+M!H,，"4N（O:
F）甘油］，冰上放置 #@AB，离心，细胞重悬于 4E,@/ 电转缓冲

液，取 +##/ 转移至 4E+8@ 电转杯中，加入 "#P 质粒 JC&，冰

上放置 +4@AB；转化条件为 4E,QF、"4#6、+44$。转化细胞加入

电转缓冲液稀释，涂布于 -( 选择培养基平板（4E01N酵母氮

源，+N葡萄糖，+N琼脂，添加除尿嘧啶外各种氨基酸），*4?
培养至菌落长出。

!"- 绿色荧光蛋白的检测

从平板上挑取单菌落到液体 -( 选择培养基中，*4?培

养过夜，取 ":+ 菌液，水洗 * 次，转到 -( 诱导培养基（以 +N
的半乳糖代替葡萄糖为唯一碳源）中，继续培养 +4R。收集

诱导和未诱导的菌体，水洗 * 次，加入等体积 +N的低熔点琼

脂糖，混 匀，加 到 #4? 预 热 的 载 玻 片 上，封 片，暗 处 放 置

#@AB，在荧光显微镜下镜检，拍照。

. 结果

."! 含报告基因 $%&’()* 的酵母表达载体的构建

本研 究 中，)6! 基 因 来 自 于 哺 乳 动 物 表 达 载 体

;5)6!C"。通过 !(>，在 ( 末端引入 !5I#; 识别信号 -./ 的

编码 序 列，得 到 )6!%-./。 在 其 #$ 端 连 接 酵 母 ’56"
（’LBS8TA;UAKB VGKBPLUAKB WL8UKT"）启 动 子，在 *$端 连 接 了 酵 母

(7(" 基因的终止子 898"’’，得到 )6!%-./ 表达盒 !)’。

将 !)’ 连接到酵母表达载体 ;75-+ 的 $&#!位点，得到

酵母绿色荧光蛋白报告载体，定名为 ;75-+)，该载体的大小

为 1,*1X;（图 "）。在该载体中，需要验证功能的外源基因可

以方便地连到多克隆位点，在 )&/ 启动子作用下进行有效

表达，+#复制子可保证载体在酵母中正常复制。

图 ! 载体 /01(.$ 结构图

6APY" -UTZ8UZTV KW [V8UKT ;75-+)Y

.". /01(.$ 载体的转化研究

为研究 ;75-+) 载体中 )6!%-./ 的表达及定位情况，对

该载体进行了酵母的转化研究。因为 )6! 报告基因融合了

酵母过氧化物酶体 !5I#; 蛋白的识别信号 -./，所以转入酵

母后 )6!%-./ 蛋白应该定位到过氧化物酶体中。将 ;75-+)
载体转入酿酒酵母 <CF-8G 菌株，荧光显微镜观察，荧光呈点

状聚集（图 +%&），显示 )6!%-./ 蛋白在细胞中能够定位。

为了进一步验证这一功能，我们选择了酵母 !5I#; 缺

陷菌株 &’((,44*04* 作为转化的受体菌。同时，在 ;75-+)
载体多克隆位点分别连入酵母和产黄青霉的 ’()# 基因，得

到载体 ;75-+):-8!5I# 及 ;75-+):!8!5I#。将质粒 ;75-+)、

;75-+):-8!5I# 、;75-+):!8!5I# 分别转入 &’((,44*04*，结

果与预期相同，由于 &’((,44*04* 缺失了 !5I#; 蛋白的功

能，使得 )6!%-./ 蛋白不能运输到过氧化物酶体中，而是存

在于细胞质中，从而在 ;75-+) 的转化菌株中出现弥散的绿

色荧光（图 +%\）；而转入 ;75-+):-8!5I# 和 ;75-+):!8!5I#
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的菌株，荧光呈点状的聚集（图 !"#，$），表明外源的 %&’()
蛋白使缺陷菌株的功能得到恢复，*+%",-. 蛋白定位到过氧

化物酶体。

图 ! 转化酵母细胞中绿色荧光蛋白的检测

+/01 ! 23456789/:; :< *+%4 /; =5849 968;4<:6>8;941（?）#5@@4 :<
ABC,D@ 968;4<:6>5E F/9G 75D9:6 )H&,!* E/4)@8= 8 )I;D9895 <@I:654D5;D5
)89956;，4G:F/;0 968;4):69 :< *+%",-. 9: )56:J/4:>5；（K）#5@@4 :<
?L##MNNOPNO 968;4<:6>5E F/9G 75D9:6 )H&,!* 4G:F 8 E/<<I45
<@I:654D5;D5 )89956; 35D8I45 :< D=9:4:@/D @:D8@/Q89/:; :< *+%",-.；（#，

$）#5@@4 :< ?L##MNNOPNO 968;4<:6>5E F/9G 75D9:6 )H&,!*R,D%&’( 8;E
)H&,!*R%D%&’(，654)5D9/75@=1 LG5 <@I:654D5;D5 )89956; /4 4/>/@86 9:
9G89 :345675E /; ?，4I00549/;0 ?L##MNNOPNO F84 D:>)@5>5;95E 3=
,D%&’() 8;E %D%&’()1

" 讨论

绿色荧光蛋白作为报告分子得到广泛的应用。在蛋白

的定位研究中，以 *+% 为融合蛋白的载体许多已商品化（如

#@:;95DG 公司的系列载体），但这些载体多为哺乳动物细胞专

用。在过氧化物酶体的研究中，研究者构建了多种融合了过

氧化物酶体定位识别信号 %L,S 或 %L,! 的 *+% 人造蛋白，用

于动物、植物、微生物的过氧化物酶体研究。如在哺乳动物

过氧化物酶体研究方面，利用 *+%"%L,S 的过氧化物酶体定

位功能来筛选过氧化物酶体合成缺陷细胞株［T，U］及考察过氧

化物酶体在细胞周期中的动态变化［SN］、空间分布及过氧化

物酶体与微管的关系［SS］；在植物细胞过氧化物酶体多态性、

运动及增殖机制研究中 *+%"%L, 标记分子也起了很大的作

用［S! V SM］。酵母作为最简单的真核生物，*+%"%L, 也最早用来

对其过氧化物酶体进行标记［S(，SP］。

在含有报告分子 *+%"%L, 的酵母载体构建过程中，各研

究者不 尽 相 同，使 用 了 不 同 的 载 体 骨 架 和 启 动 子，如 在

%&’SS、%&’SO 的研究中，以载体 )W,OSP 为基础，以 %*-S 作

为 *+%",-. 的启动子［SX］；载体 H5)O(! 中，启动子 Y.,S 被用

于酵母 %&’SM)［ST］及烟草（!"#$%"&’& %&(&#)*）%&’()［SU］的 研

究。我们构建的载体以 )H&,! 为基础，使用强启动子 L&+S
和终止子 D=DLLS，使 *+%",-. 有较强的表达，易于检测。通

过转化 )H&,!*、)H&,!*R,D%&’( 和 )H&,!*R%D%&’( 到酵母

%&’() 缺陷菌，证明该载体表达的 *+%",-. 确有过氧化物酶

体定位功能。

在产黄青霉中，过氧化物酶体是青霉素生物合成场所，

催化侧链交换形成青霉素的酰基辅酶 ?：异青霉素 B 酰基转

移酶定位于过氧化物酶体，其 # 端具有保守的 %L,S 序列 ?"
W".。另一些与青霉素生物合成有关的酶，如参与青霉素侧

链前体苯乙酸活化的苯乙酸 #:? 连接酶 %G@ 同样含有过氧

化物酶体定位信号序列 ,"-"A［!N］。进一步的研究证明，产黄

青霉细胞中过氧化物酶体的数量与青霉素的产量呈正相

关［O］，因此，过氧化物酶体成为影响青霉素产量的重要因素。

但在产黄青霉中，过氧化物酶体合成相关基因研究的还很

少，迄今只有 M 个 )56:J/; 编码基因被克隆［!S，X，!!］。随着分子

生物学的发展，深入研究产黄青霉过氧化物酶体合成相关基

因，将为菌种改良提供新的思路。

)H&,!* 载体为产黄青霉等真菌过氧化物酶体合成及相

关转运蛋白的研究提供一种简便直观的方法，为从过氧化物

酶体出发对菌种进行优化打下良好的基础。
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