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摘要:【目的】 建立一种适用于圆红冬孢酵母代谢工程的磷酸盐饥饿诱导表达系统ꎮ 【方法】 对圆红冬孢酵

母 ｐｈｏ８９ 基因 ５′侧翼序列进行生物信息学分析ꎬ设计相应引物ꎬＰＣＲ 扩增 ｐｈｏ８９ 基因启动子( ｐＰＨＯ８９)和

ｈｓｐ７０ 基因终止子( ｔＨＳＰ)ꎬ利用 ＲＦ 克隆方法置换出发载体上的 ｐＰＧＫ 组成型启动子和 ｔＮＯＳ 终止子ꎬ以潮霉

素磷酸转移酶基因 ｈｙｇ 为报告基因ꎬ得到响应磷酸盐饥饿诱导的单表达盒载体 ｐＺＰＫ￣ｐＰＨＯ８９￣ｈｙｇ￣ｔＨＳＰꎬ利
用 ＡＴＭＴ 方法转化圆红冬孢酵母ꎬ通过转化子潮霉素抗性表型鉴定 ｐＰＨＯ８９ 和 ｔＨＳＰ 的启动子和终止子活

性ꎮ 在此基础上ꎬ构建了适合外源基因表达的双表达盒诱导表达载体 ｐＺＰＫ￣ＨＹＧ￣ｐＰＨＯ８９￣ＭＣＳ￣ｔＨＳＰꎬ并利

用该载体构建了苹果酸酶重组表达菌株ꎮ 【结果】 成功构建了响应磷酸盐饥饿的圆红冬孢酵母诱导性表达

载体ꎬ该载体在圆红冬孢酵母中可表现出启动子和终止子活性ꎮ 【结论】 该启动子受磷酸盐浓度的严谨调

节ꎬ响应度高ꎬ操作简单ꎬ无需额外诱导剂ꎬ经济便捷ꎬ为后续圆红冬孢酵母代谢工程研究提供了基本材料ꎮ
关键词:圆红冬孢酵母ꎬ磷酸盐饥饿ꎬｐＰＨＯ８９ 启动子ꎬ终止子ꎬ表达载体
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　 　 圆红冬孢酵母(Ｒｈｏｄｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ)是典

型产油模式菌株之一ꎬ分类地位属担子菌门ꎬ是一种

非常规酵母ꎮ 在碳源丰富而氮、硫、磷和氧等营养元

素缺乏条件下可积累超过细胞干重的 ７０％ 以上的

胞内油脂[１ － ３]ꎮ 同时ꎬ还生产磷酸二酯酶等工业用

酶和 β￣胡萝卜素ꎬ受到研究者广泛关注[４ － ５]ꎮ 目前

Ｒ. ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ 功能基因研究主要通过基因克隆、异源

表达和酿酒酵母功能互补分析来进行[６ － ７]ꎮ 相对于

酿酒酵母等常规酵母ꎬＲ. ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ 分类地位和生化

特性特殊并且缺乏遗传操作系统ꎬ使得其遗传改良

和分子机制研究进展缓慢ꎮ

Ｒ. ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ Ｙ４ 是本课题组驯化得到的一株抗

逆性菌株ꎬ能直接利用纤维素水解液进行油脂发

酵[８ － ９]ꎮ 前期我们经过产孢分离担孢子获得了其单

倍体 Ｒ. ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ ＮＰ１１[１０]ꎬ这两株菌是研究产油酵

母油脂过量积累机制和遗传工程改良的理想菌株ꎮ
目前我们对两株菌已经进行了多组学的系统研

究[１０ － １１]ꎬ并建立了基于组成型启动子的圆红冬孢酵

母遗传操作方法[１２]ꎮ 但该方法使用的组成型启动

子无法选择性调控某一基因转录ꎬ不适合细胞毒性

基因的过表达ꎻ同时ꎬ代谢工程也需要更多可供选择

的启动子和终止子元件ꎬ以实现某一代谢途径各基
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因表达水平的精确调控ꎮ Ｎａ ＋ / Ｐｉ 协同转运蛋白

ＰＨＯ８９ꎬ是一种高亲和力磷酸盐转运子ꎬ受无机磷阻

遏和去阻遏的严格控制ꎬ在磷酸盐浓度较低 (≤
０ ２５ ｇ / Ｌ)时表达上调[１３]ꎮ ＰＨＯ８９ 启动子的诱导无

需加入诱导剂ꎬ只需控制培养基中磷酸盐浓度即可

调控目的基因表达ꎬ非常适合一些关键限速酶在油

脂积累期的表达调控ꎬ比如过表达 ＭＥ 以增加

ＮＡＤＰＨ 还原力供应ꎮ 终止子序列ꎬ是给予 ＲＮＡ 聚

合酶转录终止信号的 ＤＮＡ 序列ꎬ同时也决定 ｍＲＮＡ
的稳定性、转录效率和 ｍＲＮＡ 从转录复合体的释

放[１４ － １５]ꎮ 本 研 究 分 离 圆 红 冬 孢 酵 母 内 源 性

ｐＰＨＯ８９ 启动子和 ｔＨＳＰ 终止子ꎬ构建了圆红冬孢酵

母磷酸盐饥饿诱导表达载体 ｐＺＰＫ￣ｐＰＨＯ８９￣ｈｙｇ￣
ｔＨＳＰꎬ以 ｈｙｇ 为报告基因验证了其功能ꎮ 在此基础

上ꎬ构 建 双 表 达 盒 诱 导 表 达 载 体 ｐＺＰＫ￣ＨＹＧ￣
ｐＰＨＯ８９￣ＭＣＳ￣ｔＨＳＰꎬ通过 ＭＥ 的表达和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
分析ꎬ证实该双表达盒载体可用于目的基因的可控

性表达ꎮ

１　 材料和方法

１ １　 材料

１ １ １　 菌株和质粒:表 １ 为实验所用的菌株和质

粒ꎮ

表 １. 本实验所用菌株和质粒

Ｔａｂｌｅ １. Ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
Ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ Ｒｅｌｅｖａｎｔ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｏｒ Ｓｏｕｒｃｅ
Ｓｔｒａｉｎｓ
Ｒｈｏｄｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ Ｙ４ Ｄｉｐｌｏｉｄ [８]
Ｒｈｏｄｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ ＮＰ１１ Ｈａｐｌｏｉｄꎬ ＭＡＴ Ａ [９]
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(ｌａｃＺＹＡ￣ａｒｇＦ)Ｕ１６９ꎬ ｈｓｄＲ１７(ｒＫ － ｍＫ ＋ )ꎬ λ －
ＴａＫａＲａ

Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ ＡＧＬ１ ＡＧＬ０ ｒｅｃＡ::ｂｌａ ｐＴｉＢｏ５４２ＤＴ Ｍｏｐ ＋ ＣｂＲ [１８]
ＡＧＬ１￣ＨＹＧ￣Ｐ１ ＡＧＬ１ / ｐＺＰＫ￣ｐＰＨＯ８９￣ｈｙｇ￣ｔＮＯＳ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ＡＧＬ１￣ＨＹＧ￣Ｐ２ ＡＧＬ１ / ｐＺＰＫ￣ｐＰＨＯ８９￣ｈｙｇ￣ｔＨＳＰ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ＡＧＬ１￣ＨＹＧ￣ｍｅ￣Ｐ ＡＧＬ１ / ｐＺＰＫ￣ＨＹＧ￣ｐＰＨＯ８９￣ｍｅ￣ｔＨＳＰ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｐｌａｓｍｉｄｓ
ｐＺＰＫ￣ｐＰＧＫ￣ｈｙｇ￣ｔＮＯＳ ｐＰＧＫ￣ｈｙｇ￣ｔＮＯＳ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｉｎ ｐＺＰＫꎬ ＫａｎＲꎬ ＨｙｇＲ [１２]
ｐＺＰＫ￣ｐＰＨＯ８９￣ｈｙｇ￣ｔＮＯＳ ｐＰＨＯ８９￣ｈｙｇ￣ ｔＮＯＳ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｉｎ ｐＺＰＫꎬ ＫａｎＲꎬ ＨｙｇＲ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｐＺＰＫ￣ｐＰＨＯ８９￣ｈｙｇ￣ｔＨＳＰ ｐＰＨＯ８９￣ｈｙｇ￣ｔＨＳＰ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｉｎ ｐＺＰＫꎬ ＫａｎＲꎬ ＨｙｇＲ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｐＺＰＫ￣ｐＰＨＯ８９￣ＭＣＳ￣ ｔＨＳＰ ｐＰＨＯ８９￣ＭＣＳ￣ｔＨＳＰ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｉｎ ｐＺＰＫꎬ ＫａｎＲꎬ ＨｙｇＲ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｐＺＰＫ￣ＨＹＧ￣ｐＰＨＯ８９￣ＭＣＳ￣ ｔＨＳＰ ｐＰＧＫ￣ｈｙｇ￣ｔＮＯＳ ｃａｓｓｅｔｔｅ ａｎｄ ｐＰＨＯ８９￣ＭＣＳ￣ｔＨＳＰ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｉｎ ｐＺＰＫꎬ ＫａｎＲꎬ ＨｙｇＲ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｐＺＰＫ￣ＨＹＧ￣ｐＰＨＯ８９￣ｍｅ￣ ｔＨＳＰ ｐＰＧＫ￣ｈｙｇ￣ｔＮＯＳ ｃａｓｓｅｔｔｅ ａｎｄ ｐＰＨＯ８９￣ｍｅ￣ｔＨＳＰ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｉｎ ｐＺＰＫꎬ ＫａｎＲꎬ ＨｙｇＲ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

１ １ ２　 主要试剂和仪器:潮霉素 Ｂ、蛋白酶 Ｋ、Ｔｒｉｓ￣
饱和酚、乙酰丁香酮、４￣吗啉乙磺酸购自北京鼎国生

物技术有限责任公司ꎻＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ ＤＮＡ 聚合酶、
ｒＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶、限制性内切酶 Ｄｐｎ Ｉ、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ
购自宝生物工程(大连)有限公司ꎻ质粒 ＤＮＡ 小量

抽提试剂盒、ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒、ＰＣＲ 产物回收

试剂盒购自上海生工生物工程(上海)有限责任公

司ꎻ琼脂糖、胰蛋白胨、葡萄糖、琼脂粉、酵母提取物、
胰蛋白胨等购自 ＯｘｏｉＤ 公司ꎻ其它试剂均为分析纯ꎮ
所用仪器:ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ￣１０００ 分光光度计(美国

ＮａｎｏＤｒｏｐ 科技有限责任公司)ꎬ梯度 ＰＣＲ 仪(宝生

物工程(大连)有限公司)ꎬ和 ＩｎＧｅｎｉｕｓ ＬＨＲ 凝胶成

像分析系统(英国 Ｓｙｎｇｅｎｅ 公司)ꎮ
１ １ ３　 培养基及培养条件:ＹＥＰＤ 培养基、ＬＢ 培

养基和 ＩＭ 培养基[８] ꎮ 限磷培养基( ｐＰＨＯ８９ 诱导

培养基):３０ ｇ / Ｌ 葡萄糖、５ ｇ / Ｌ 硫酸铵、０ ６４ ｇ / Ｌ
硫酸钾、０ ０８ ｇ / Ｌ 十二水合磷酸氢二钠、０ ９４ ｇ / Ｌ
硫酸钠、１ ５ ｇ / Ｌ 七水硫酸镁ꎬｐＨ６ ０ꎮ 所有固体培

养基在上述液体培养基基础上加入 １ ５％ 的琼

脂粉ꎮ
根癌农杆菌 ( Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ) ＡＧＬ１

和大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)ＤＨ５α 使用 ＬＢ 培养基

培养ꎬ培养温度分别为 ３０ ℃ 和 ３７ ℃ꎬ按照实验需

要加入终浓度为 ５０ μｇ / ｍＬ 卡那霉素和 １００ μｇ / ｍＬ
氨苄霉素ꎬ摇床转速 ２００ ｒ / ｍｉｎꎮ 圆红冬孢酵母使用

ＹＥＰＤ 培养ꎬ培养温度为 ３０ ℃ꎬ限磷培养基为诱导

培养基ꎮ 按照实验需要加入终浓度为 ５０ μｇ / ｍＬ 潮

霉素 Ｂꎮ

６０５１
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１ ２　 启动子生物信息学分析

前期的 Ｒ. ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ 磷酸盐限制恒化培养物转

录组(Ｐ０)和磷酸盐丰富恒化培养物转录组(Ｆ３)数
据(待发表)显示ꎬＰ０ 的 Ｎａ ＋ / Ｐｉ 协同转运蛋白编码

基因 ｐｈｏ８９ 转录丰度比 Ｆ３ 提高了 ４０ 倍ꎮ 根据 Ｒ.
ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ ＮＰ１１ 基 因 组 序 列 信 息 ( Ｂｉｏｐｒｏｊｅｃｔ
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ:ＰＲＪＮＡ１６９５３８)ꎬ利用整合性基因组可视化

浏览器(Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ ＶｉｅｗｅｒꎬＩＧＶ)ꎬ对 ｐｈｏ８９
所在 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 的基因组序列和注释信息进行可视化操

作ꎬ获得 ｐｈｏ８９ ＯＲＦ(ｇｉ ｜ ４１０１３０８７９ꎬＲＨＴＯ＿０１２８４)上
游 ５９０ ｂｐ 序列的启动子区ꎮ
１ ３　 引物合成

本文所用 ＰＣＲ 扩增引物见表 ２ꎬ均委托北京鼎

国生物技术有限责任公司合成ꎬＰＡＧＥ 级ꎮ

表 ２. 引物信息

Ｔａｂｌｅ ２. Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (５′→３′)
ＰＨＯ８９￣Ｈ１ ＣＣＧＡＡＴＴＧＡＡＴＴＣＧＡＧＣＴＣＧＧＴＡＣＣＣＧＧＧＧＡＧＧＧＡＴＣＴＴＣＣＣＴＣＧＣＴＴＴＧＡＣＴＴＣＣ
ＰＨＯ８９￣Ｈ２ ＧＡＣＣＧＡＣＧＴＣＧＣＣＧＴＧＡＧＣＴＣＣＧＧＣＡＴＣＴＴＧＡＣＧＡＣＧＧＴＴＧＧＣＴＧＣＴＧＧＣＡＧＧＡ
ｔＨＳＰ￣Ｈ１ ＣＧＡＡＡＧＡＡＣＡＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＡＣＴＡＧＡＣＧＡＴＴＣＣＧＣＣＣＣＧＴＣＴＣＡＣＣＴＣＧＣＡＴ
ｔＨＳＰ￣Ｈ２ ＧＣＡＴＧＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＣＧＣＧＣＡＣＴＴＣＴＣＴＧＣＡＣＴＧＣＡＴＣＴＴＴＧ
ＰＨＯ８９￣Ｆ ＣＡＧＣＡＧＣＣＡＡＣＣＧＴＣＧＴＣＡ
ＰＨＯ８９￣Ｒ ＧＣＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＣＧＴＣＣＣ
ＨＹＧ￣Ｆ ＣＧＧＴＣＧＣＧＧＡＡＧＣＧＡＴＧＧＡＣＧＣ
Ｈｉｓｔａｑ￣Ｒ ＣＴＡＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＧＴＧ
ＨＹＧ￣Ｆ１ ＴＣＧＧＡＡＴＣＣＣＴＣＡＣＧＴＡＣＴＧＴ
ｔＨＳＰ￣Ｒ ＣＧＧＣＴＴＣＡＴＣＧＣＴＧＡＴＴＧＴＣＣ
ＰＨＯ８９￣ＭＣＳ￣ｔＨＳＰ￣Ｈ１ ＧＣＡＧＣＣＡＡＣＣＧＴＣＧＴＣＡＡＧ ＧＡＴＡＴＣＣＣＡＴＧＧＡＣＴＡＧＴＡＣＧＡＴＴＣＣＧＣＣＣＣＧＴＣＴＣＡ
ＰＨＯ８９￣ＭＣＳ￣ｔＨＳＰ￣Ｈ２ ＴＧＡＧＡＣＧＧＧＧＣＧＧＡＡＴＣＧＴＡＣＴＡＧＴＣＣＡＴＧＧＧＡＴＡＴＣＣＴＴＧＡＣＧＡＣＧＧＴＴＧＧＣＴＧＣ
ＰＨＯ８９￣ｔＨＳＰ￣Ｐ１ ＡＧＣＴＴＧＡＧＣＴＴＧＧＡＴＣＡＧＡＴＴＧＴＣＧＴＴＴＣＧＡＧＧＧＡＴＣＴＴＣＣＣＴＣＧＣＴＴＴＧＡＣ
ＰＨＯ８９￣ｔＨＳＰ￣Ｐ２ ＣＡＡＡＣＡＣＴＧＡＴＡＧＴＴＴＡＡＡＣＴＧＡＡＧＧＣＧＧＣＧＣＧＣＡＣＴＴＣＴＣＴＧＣＡＣＴＧＣＡＴＣ
ＭＥ￣ＮｃｏＩ￣Ｅ１ ＣＧＧＣＣＡＴＧＧＡＣＡＴＧＣＣＣＧＣＡＣＡＣＴＴＴＧＣＣＣＣＣＴＣＣＣＡＧＣＣＣＣＴＣＣＡ
ＭＥ￣ＮｃｏＩ￣Ｅ２ ＣＣＧＡＣＴＡＧＴＣＴＡＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＧＣＧＣＣＴＧＣＴＧＣＴ

１ ４　 启动子 ｐＰＨＯ８９ 和终止子 ｔＨＳＰ 的克隆及载

体构建

以 Ｒ. ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ ＮＰ１１ 基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ以
ＰＨＯ８９￣Ｈ１ 和 ＰＨＯ８９￣Ｈ２、ｔＨＳＰ￣Ｈ１ 和 ｔＨＳＰ￣Ｈ２ 为引

物扩增获得 ｐＰＨＯ８９ 片段和 ｔＨＳＰ 片段ꎮ 再利用 ＲＦ
(Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒｅｅ) 克隆策略[１６]ꎬ置换 ｐＺＰＫ￣ｐＰＧＫ￣
ｈｙｇ￣ｔＮＯＳ[９]载体上的组成型启动子 ｐＰＨＯ８９ 和终止

子 ｔＮＯＳ(图 １ Ｓｔｅｐ １ 和 Ｓｔｅｐ ２)ꎬ通过 ＰＣＲ 技术鉴定

重组载体ꎬ并送大连 ＴａＫａＲａ 公司进行测序ꎬ获得正

确的诱导型载体 ｐＺＰＫ￣ｐＰＨＯ８９￣ｈｙｇ￣ｔＨＳＰꎮ
１ ５　 多克隆位点(ＭＣＳ)的引入和双表达盒诱导型

表达载体的构建

以诱导型表达载体 ｐＺＰＫ￣ｐＰＨＯ８９￣ｈｙｇ￣ｔＨＳＰ 为

出发质粒ꎬ选择载体序列中不含有的 ３ 个酶切位点

ＥｃｏＲ Ｖ、Ｎｃｏ Ｉ、Ｓｐｅ Ｉ 设计多克隆位点 ＭＣＳ(Ｍｕｌｔｉｐｌｅ
Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｓｉｔｅ)ꎮ 参考 ＲＦ 克隆原理[１７]ꎬ设计两条完全

反向互补且含 ＥｃｏＲ Ｖ、Ｎｃｏ Ｉ、Ｓｐｅ Ｉ 酶切位点的长链

引物作为大引物(Ｍｅｇａ￣ｐｒｉｍｅｒ)ꎬ直接进行 ＲＦ ＩＩ 克
隆ꎬ引入 ＭＣＳꎬ构建载体 ｐＺＰＫ￣ｐＰＨＯ８９￣ＭＣＳ￣ｔＨＳＰꎬ

过程如图 １ 中 Ｓｔｅｐ ３ 所示ꎮ 接下来ꎬ引入完整的

“ｐＰＧＫ￣ｈｙｇ￣ｔＮＯＳ”表达盒(简称 ＨＹＧ)ꎬ构建双表达

盒诱导表达载体 ｐＺＰＫ￣ＨＹＧ￣ｐＰＨＯ８９￣ＭＣＳ￣ｔＨＳＰꎬ过
程如图 １ 中 Ｓｔｅｐ ４ 所示ꎮ 然后ꎬ利用 ＰＣＲ 技术扩增

圆红冬孢酵母 ｍｅ 基因ꎬ并通过引物设计在表达蛋

白 Ｃ 端引入６?Ｈｉｓ Ｔａｇꎬ利用 ＭＣＳ 位点中的 Ｎｃｏ Ｉ、
Ｓｐｅ Ｉ 酶切位点插入双表达盒表达载体 ｐＺＰＫ￣ＨＹＧ￣ｐ
ＰＨＯ８９￣ＭＣＳ￣ｔＨＳＰꎬ获得双表达盒载体 ｐＺＰＫ￣ＨＹＧ￣
ｐＰＨＯ８９￣ｍｅ￣ｔＨＳＰ(图 １ꎬＳｔｅｐ ５)ꎮ
１ ６　 农杆菌介导转化圆红冬孢酵母

所有构建的诱导型表达载体通过电转化农杆菌

ＡＧＬ１ꎬ转 化 菌 液 涂 布 于 含 ５０ μｇ / ｍＬ Ｋａｎ 和

１００ μｇ / ｍＬ Ａｍｐ 的 ＬＢ 固体培养基ꎬ３０ ℃培养 ３６ ｈꎮ
挑取 Ｋａｎ 和 Ａｍｐ 双抗性转化子为阳性重组菌株ꎬ用
于 ＡＴＭＴ 转化圆红冬孢酵母ꎬ步骤简述如下:Ｒ.
ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ ＮＰ１１ 单菌落接于 ５ ｍＬ ＹＥＰＤ 液体培养基

中ꎬ３０ ℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 培养 ２０ ｈꎬ调节至 ＯＤ６００ ＝ ０ ６ꎬ
备用ꎻ农杆菌重组菌株接种于 ５ ｍＬ Ｋａｎ￣ＬＢ 液体培

养基(卡那霉素终浓度 １００ ｍｇ / ｍＬ)中ꎬ３０ ℃ꎬ摇床
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Ｓｉｊｉａ Ｍａ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

图 １. ＲＦ 克隆操作示意图

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＦ ｃｌｏｎｉｎｇ. ｐＰＧＫ: ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｇｌｙｃｅｒｉｃ ａｃｉｄ ｋｉｎａｓｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒꎻ ｐＰＨＯ８９ꎬ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ (ｓｏｄｉｕｍ:ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｍｐｏｒｔｅｒ ｐｒｏｍｏｔｅｒ)ꎻ ｔＮＯＳ: ｔｈｅ ＮＯＳ ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐＢｌ１２１ ｖｅｃｔｏｒꎻ ｔＨＳＰ:
ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ ｏｆ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｈｓｐ７０ ｇｅｎｅꎻ ｈｙｇ: ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎻ ＭＣＳ: ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｓｉｔｅꎻ ｍｅ:
ｍａｌｉｃ ｅｎｚｙｍｅ ｇｅｎｅꎻ ＬＢ: ｌｅｆｔ ｂｏｒｄｅｒꎻ ＲＢ: ｒｉｇｈｔ ｂｏｒｄｅｒ.

转速 ２００ ｒ / ｍｉｎ 培养 ２０ ｈꎬ调节至 ＯＤ６００ ＝ ０ ６ꎬ备用ꎻ
取上述酵母及农杆菌稀释液各 １００ μＬꎬ混匀ꎬ滴于

ＩＭ 诱导平板的滤膜上ꎬ涂匀ꎬ２４ ℃培养 ４８ ｈꎻ用无

菌镊子将滤膜从 ＩＭ 诱导平板上转移到诱导筛选平

板(含潮霉素的限磷培养基) 上ꎬ３０ ℃ 倒置培养

４８ ｈꎬ直至转化子出现ꎮ
１ ７　 重组菌株表型和基因型鉴定

Ｒ. ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ 重组菌株表型鉴定采用梯度磷酸

盐培养基点板法进行鉴定ꎮ 梯度平板现用现做ꎬ分
两层灌制ꎬ下层为不同 Ｎａ２ＨＰＯ４ 浓度的培养基ꎬ上
层为无磷酸盐的限磷培养基ꎬ均含 ５０ μｇ / ｍＬ 潮霉

素(图 ２￣Ａ)ꎮ 挑取抗性转化子ꎬ利用含 ５０ μｇ / ｍＬ 潮

霉素的限磷培养基培养至菌液 ＯＤ６００ ＝ ０ ３ꎬ收集菌

体并用无菌水洗涤ꎬ取适量菌液用无菌水稀释至

ＯＤ６００ ＝ ３ × １０ － ４ꎮ 每次取 ５ μＬ 菌液分别在 ０ －
０ ０１５、０ － ０ １５ 和 ０ － １ ５ ｇ / Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ４ 浓度的限磷

培养基上点板ꎬ３０ ℃倒置培养 ３ ｄꎮ 观察表型并进

行磷酸盐诱导浓度分析ꎮ
Ｒ. ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ 重组菌株基因型鉴定采用菌落

ＰＣＲ 方法ꎮ 重组菌株各挑取 ２ 个表型验证正确的转

化子ꎬ限磷培养基培养后取 ２ ｍＬ 酵母菌液收集菌

株ꎬ加入 ２００ μＬ ＴＥＳ 重悬ꎬ按«精编分子生物学实验

指南»上的玻璃珠破壁法提取基因组 ＤＮＡ[１７]ꎬ采用

３ 对特异引物进行 ＰＣＲ 反应ꎮ

１ ８　 重组 ＭＥ 的表达和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

利用引物 ＭＥ￣ＮｃｏＩ￣Ｅ１ 和 ＭＥ￣ＮｃｏＩ￣Ｅ２ꎬ经 ＲＴ￣
ＰＣＲ 扩增油脂合成途径关键酶———苹果酸酶编码

基因 ｍｅꎬ基于双表达盒载体 ｐＺＰＫ￣ＨＹＧ￣ｐＰＨＯ８９￣
ＭＣＳ￣ｔＨＳＰꎬ构建苹果酸酶的磷酸盐饥饿诱导表达载

体ꎬ经 ＡＴＭＴ 转化 Ｒ. ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ ＮＰ１１ꎮ 根据 １ ２ ６
中分析出的磷酸盐诱导浓度阈值ꎬ在磷酸盐浓度为

０ ０６ ｇ / Ｌ 的磷酸盐培养基中发酵 ４８ ｈꎬ利用玻璃珠

破壁法提取样品总蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎬ评价

重组 ＭＥ 蛋白的诱导表达情况ꎮ

２　 结果和分析

２ １　 生物信息学分析

根据本课题组前期在 ＮＣＢＩ 公布的 Ｒ. ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ
ＮＰ１１ 基 因 组 序 列 信 息 ( Ｂｉｏｐｒｏｊｅｃｔ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ:
ＰＲＪＮＡ１６９５３８)ꎬ 利 用 ＩＧＶ 软 件ꎬ 对 ｐｈｏ８９ 所 在

Ｓｃａｆｆｏｌｄ 的基因组序列和注释信息进行可视化操作

(图略)ꎬ获 ｐｈｏ８９ 启动子区(ｐＰＨＯ８９)ꎮ
２ ２　 启动子和终止子的克隆及功能分析

分离诱导型启动子 ｐＰＨＯ８９ 和终止子 ｔＨＳＰꎬ利
用 ＲＦ 克隆依次置换出发载体 ｐＺＰＫ￣ｐＰＧＫ￣ｈｙｇ￣ｔＮＯＳ
上的启动子 ｐＰＧＫ 和终止子 ｔＮＯＳꎬ成功构建了诱导

表达载体 ｐＺＰＫ￣ｐＰＨＯ８９￣ｈｙｇ￣ｔＨＳＰ (图 １ꎬ Ｓｔｅｐ １ 和
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Ｓｔｅｐ ２)ꎮ 酶切和测序验证正确的 ｐＺＰＫ￣ｐＰＨＯ８９￣
ｈｙｇ￣ｔＨＳＰ 的 质 粒 利 用 ＡＴＭＴ 方 法 整 合 至 Ｒ.
ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ ＮＰ１１ 基因组ꎬ获得潮霉素抗性重组子ꎮ

潮霉素抗性转化子进行表型验证ꎬ发现随着梯

度磷酸盐培养基(图 ２￣Ａ)中 Ｎａ２ＨＰＯ４ 浓度由高到

低变化ꎬ菌落呈现不生长、少量生长和生长良好的三

种趋势(图 ２￣Ｂ)ꎬ经过观察和计算发现ꎬ在 Ｎａ２ＨＰＯ４

浓度为 ０ ００５ － ０ ０８０ ｇ / Ｌ 范围内都出现均匀分布

的单菌落ꎬ而 Ｎａ２ＨＰＯ４ 浓度高于 ０ １５ ｇ / Ｌ 时几乎没

有菌落生长ꎬ这与 ｐＰＨＯ８９ 启动子能否受到磷饥饿

诱导而启动 ｈｙｇ 基因表达密切相关ꎮ 从图中的菌落

分布可以看出ꎬ在 Ｎａ２ＨＰＯ４ 浓度为 ０ ００５ － ０ ０８０
ｇ / Ｌ 范围内ꎬｐＰＨＯ８９ 启动子发挥作用ꎬ而超过其浓

度上限 ０ １５ ｇ / Ｌ 时后 ｐＰＨＯ８９ 启动子被阻遏ꎮ 综

上所述ꎬ可以确定出圆红冬孢酵母 ｐＰＨＯ８９ 启动子

磷酸盐饥饿去阻遏的磷元素有效浓度范围为

(１ １９ × １０ － ３ － １ ９１ × １０ － ２) ｍｍｏｌ / Ｌꎬ其磷酸盐去阻

遏的磷浓度上限为 ３ ５９ × １０ － ２ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ

图 ２. 磷酸盐梯度平板制备(Ａ)ꎬＮＰ１１ 重组菌株的表型验证(Ｂ)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析(Ｃ)
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｐｏｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｐｌａｔｅｓ (Ａ)ꎬ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｃｏｎfiｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ (Ｂ) ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔ (Ｃ) ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｓｔｒａｉｎｓ. Ａ: Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｎｇ ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｐｏｕｒｉｎｇ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｐｌａｔｅｓ. Ｅａｃｈ ｐｌａｔｅ ｉｓ fiｒｓｔ ｔｉｌｔｅｄ ａｔ Ｂ５ ｄｅｇｒｅｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ａｎｄ
ａ fiｒｓｔ ｌａｙｅｒ ｏｆ ｍｏｌｔｅｎ ａｇａｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ (Ｒｅｄ) ｉｓ ａｄｄｅｄ. Ａｆｔｅｒ ｔｈｉｓ ｉｎｉｔｉａｌ ｌａｙｅｒ ｈａｒｄｅｎｓꎬ ｔｈｅ ｐｌａｔｅ ｉｓ ｌａｉｄ flａｔ ａｎｄ ａ ｓｅｃｏｎｄ ｌａｙｅｒ ｏｆ ｍｏｌｔｅｎ
ａｇａｒ ｌａｃｋｉｎｇ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ (Ｙｅｌｌｏｗ) ｉｓ ｐｏｕｒｅｄ. Ｂ: Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｃｏｎfiｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ. Ｃ: Ｔｈｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ＮＰ１１ / ｐＺＰＫ￣
ＨＹＧ￣ｐＰＨＯ８９￣ｍｅ￣ｔＨＳＰ. Ｍ: ｍａｒｋｅｒꎻ ｌａｎｅ １: ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ Ｒ. ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ ＮＰ１１ꎻ ｌａｎｅ ２: ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ＮＰ１１ / ｐＺＰＫ￣ｐＰＨＯ８９￣ｈｙｇ￣

ｔＨＳＰꎻ ｌａｎｅ ３: ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ＮＰ１１ / ｐＺＰＫ￣ＨＹＧ￣ｐＰＨＯ８９￣ｍｅ￣ｔＨＳＰ. ∗: Ｍａｌｉｃ ｅｎｚｙｍｅ ｇｅｎｅ ｗｉｔｈ ６ ? Ｈｉｓ ｔａｇꎻ∗∗: Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ
ｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ (ＨＹＧ) ｗｉｔｈ ６?Ｈｉｓ ｔａｇ.

２ ３　 双表达盒诱导表达载体的构建和应用

以 ｐＺＰＫ￣ｐＰＨＯ８９￣ｈｙｇ￣ｔＨＳＰ 为出发质粒ꎬ构建了

用于外源基因表达的双表达盒诱导型表达载体

ｐＺＰＫ￣ＨＹＧ￣ｐＰＨＯ８９￣ＭＣＳ￣ｔＨＳＰꎮ 其中 ＭＣＳ 包括 ３
个酶切位点 ＥｃｏＲ Ｖ、Ｎｃｏ Ｉ 和 Ｓｐｅ Ｉꎮ 圆红冬孢酵母

内源性 ｍｅ 基因利用 Ｎｃｏ Ｉ 和 Ｓｐｅ Ｉ 酶切位点插入到

ｐＺＰＫ￣ＨＹＧ￣ｐＰＨＯ８９￣ＭＣＳ￣ｔＨＳＰꎬ构建成苹果酸酶的

磷酸盐饥饿去阻遏诱导表达载体ꎬ经 ＡＴＭＴ 转化 Ｒ.
ｔｏｒｕｌｏｉｄｅｓ ＮＰ１１ꎬ获得重组菌株 ＮＰ１１ / ｐＺＰＫ￣ＨＹＧ￣
ｐＰＨＯ８９￣ｍｅ￣ｔＨＳＰꎮ 根据所得出的磷酸盐诱导浓度

阈值ꎬ选择磷酸盐浓度 ０ ０６ ｇ / Ｌ 的诱导培养基进行

诱导培养 ４８ ｈꎮ 收集菌体利用玻璃珠破壁法提取样

品总蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎬ通过重组苹果酸酶

Ｃ 端 ６ × Ｈｉｓ 标签可检测到其高效表达(图 ２￣Ｃ)ꎮ
从结 果 可 以 看 出ꎬ 重 组 菌 株 ＮＰ１１ / ｐＺＰＫ￣ＨＹＧ￣
ｐＰＨＯ８９￣ｍｅ￣ｔＨＳＰ 在磷酸盐有效浓度范围内确实能

够表达苹果酸酶ꎮ 证明在磷酸盐饥饿条件下ꎬ双表

达盒诱导型载体 ｐＺＰＫ￣ＨＹＧ￣ｐＰＨＯ８９￣ＭＣＳ￣ｔＨＳＰ 可

实现目的蛋白在圆红冬孢酵母中的过表达ꎮ

３　 结论和展望

针对圆红冬孢酵母缺少诱导型表达载体的现

状ꎬ本研究从分离有效诱导型启动子和终止子角度

９０５１



Ｓｉｊｉａ Ｍａ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(１１)

探索了圆红冬孢酵母磷酸盐饥饿诱导表达载体的构

建ꎮ 启动子的选择ꎬ一是从遗传进化和种属特异性

角度考虑ꎬ选择了自身来源的磷酸盐饥饿去阻遏诱

导型启动子 ｐＰＨＯ８９ꎻ二是参考了圆红冬孢酵母基

因组和转录组数据ꎬ根据基因转录水平和基因结构ꎬ
直接对响应磷酸盐饥饿去阻遏高效表达的启动子进

行筛选ꎬ这种筛选方法与传统文库构建筛选启动子

的方法相比ꎬ目的性和针对性强ꎬ而且工作量小ꎬ操
作便捷ꎬ是一种较好的理性设计方法ꎮ

从梯度磷酸盐平板实验结果来看ꎬｐｈｏ８９ 基因

启动子的诱导无需加入诱导剂ꎬ在培养液中磷酸盐

浓度在(０ ００５ － ０ ０８０) ｇ / Ｌ 时被高效诱导ꎻ从苹果

酸酶的表达结果来看ꎬ在磷酸盐去阻遏的条件下ꎬ
ｐＰＨＯ８９ 启动子可诱导产生大量重组 ＭＥ 蛋白ꎬ可以

实现细胞生长与目的基因表达两个过程相对接耦

联ꎬ有效促进目的产物的积累ꎬ非常适合于限磷油脂

发酵时 ＮＡＤＰＨ 生产酶(比如 ＭＥ)的高效表达ꎬ从而

为油脂积累提供更多的还原力供应ꎮ 同时ꎬｐＰＨＯ８９
启动子还有受磷酸盐浓度的严谨调节、响应度高、操
作简单、无需要额外诱导剂、经济便捷等优点ꎮ 此

外ꎬ本研究也为深入研究产油酵母的油脂积累代谢

途径及特异性菌株基因改造工作提供良好的遗传操
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