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摘要：【目的】构建一套用于酿酒酵母基因功能研究的质粒。该套质粒结合 pUG 系列和 pFA6a 系列的

优点，同时采用同尾酶实现蛋白表位标签的串联插入。【方法】利用 PCR 技术分别克隆 pUG 系列质粒

的 loxP 位点、pFA6a 质粒多酶切位点和 ADH1 终止子模块；通过重组连接各片段，构建 pCLHN-TRP

和 pCLHN-URA 质粒。在此基础上利用同尾酶实现多种蛋白表位标签的单个或串联重复插入，获得一

系列蛋白表位标记质粒。最后，以 ATG1、COX4 和 NHX1 为例验证本质粒系列的性能。【结果】在本项

工作中，我们共构建 2 种基因敲除用质粒和 17 种表位标记用质粒(涵盖 1-8 FLAG、1-12 V5、3-9 HA、

2-8 MYC、GFP 和 mCherry)。在几个靶基因上的应用证实了本套质粒的实用性。尤其值得指出的是，

通过组合采用不同重复度的串联表位标签，在同一张膜上同时检测表达差异极大的不同蛋白而不使高表

达蛋白信号饱和成为可能。【结论】本文所构建的 pCLHN 质粒系列是对现有酵母质粒工具的有益补充。 
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酿酒酵母作为重要的真核模式生物，在基因

功能研究中起到了非常重要作用[1–3]。1996 年酿酒

酵母完整基因组序列发表，标志着其基因功能分析

进入到一个新的阶段[4]。在酵母系统中，基因敲

除(gene deletion)[5–7]和表位标记(epitope tagging)[8–9]

是基因功能研究的两个非常重要的基本操作工

具。酵母高效的同源重组机制使人们可以方便地

将 DNA 片段特异性地整合到基因组序列上，达到

基因敲除和蛋白表位标记的目的。这种操作一个

顺带的好处是，表位标记标签在基因组原位插入，

可以在基本不改变蛋白原有表达水平的情况下实

现目的蛋白的检测[10]。 

在酵母中广泛应用的表位标记质粒主要是

pFA6a 系列为基础衍生的 C 端表位标记质粒系

统[11–13]。目前在酵母系统中应用的多串联蛋白标

签融合质粒有 13MYC、5FLAG、3HA 和 12V5

等 [11,13–14]。在蛋白检测与纯化实验中，不同表达

水平的目的蛋白需要不同重复度的蛋白标签来满

足实验要求。然而，在酵母中表达的融合蛋白标

签质粒大部分只涵盖一部分长度的蛋白标签，同



940 Shiwei Tang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2019, 59(5) 

actamicro@im.ac.cn 

时包含短标签和长标签(多重复度)的系列化标签

质粒较少。 

酵母基因敲除常用的质粒系统包括 pUG 系列

衍生质粒系统[15–16]。该系列质粒采用 Cre-loxP 系

统实现筛选标记的重复利用。Cre 是一种序列特异

的 DNA 重组酶；loxP 位点则是 Cre 识别的位点。

pUG 系列质粒在 URA3、TRP1 等常用的筛选标记

两端安插 loxP 序列。利用这段两端带有 loxP 序列

的 DNA 替换被敲除的基因后，再通过另一个质粒

表达 Cre 酶，从而重组去除 loxP 中间的筛选基因。 

在本文中，我们构建了新型的蛋白表位标记

和基因敲除质粒。该套质粒不仅具有 pUG 系列

loxP 系统较好的筛选标记回复能力和 pFA6a 质粒

表位标记的优点，而且通过引入同尾酶，可以方

便地构建多重复标签质粒。在该套质粒系统上，

我们分别在蛋白标签上游和筛选标记下游设计了

T1(D1)/LRS 位点，从而满足基因敲除和表位标记

引物通用性设计。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

本 文 所 用 的 限 制 性 内 切 酶 包 括 Nhe I 

(#R3131S，NEB 公司)、Avr II (#R0174L，NEB 公

司)和 Afl II (#R0520S，NEB 公司)；Q5®高保真 DNA

聚合酶(#M0493L)和 T4 连接酶(#B0202S)均购自

NEB 公司；重组酶购自诺维赞公司(C112-01/02)；

质粒提取试剂盒购自康为世纪生物科技有限公司

(CW0500S)；所用引物合成于 GENEWIZ 公司；所

用 V5 (T40006M)、FLAG (M22001M)、HA (M2003M)

和 MYC (M2002M)一抗均购自 AbMART 公司；山

羊抗小鼠二抗(ZB-5305)购自北京中杉金桥公司；

DH5α 购自生工有限公司(B528413)；DNA marker

购 自 康 为 世 纪 生 物 科 技 有 限 公 司 (DM2000 、

DM15000)和北京擎科新业生物技术有限公司(1 kb 

DNA Ladder)。 

1.2  质粒载体构建 

为了构建 pCLHN-URA 质粒，以质粒 pUG72、

pFA6a-MX6 和酵母基因组为模板，利用 Q5 高保

真 DNA 聚合酶，分别用引物 UG-F (10 μmol/L)和

UG-R (10 μmol/L) (表 1)扩增 pUG72 质粒的 loxP- 

URA3-loxP 等区域；用引物 FA6A-F (10 μmol/L)

和 FA6A-R (10 μmol/L) (表 1)扩增质粒 pFA6a 的多酶

切位点区域并在引物上添加Nhe I 和Avr II 酶切位点；

用引物ADH1-F (10 μmol/L)和ADH1-R (10 μmol/L) 扩

增 ADH1 终止序列。同理，为了构建 pCLHN-TRP 

 
表 1.  本文所用到的质粒 

Table 1.  Plasmids used in this study 

Plasmid Description Selection marker Reference

pUG72 Gene deletion URA3 [16] 

pUG76 Gene deletion TRP1 [16] 

pFA6a-MX6 Gene tagging KAN [13] 

pCLHN-TRP Gene deletion TRP1 This study

pCLHN-URA Gene deletion URA3 This study

pCLHN-FLAG Gene tagging URA3/TRP1 This study

pCLHN-2FLAG Gene tagging URA3/TRP1 This study

pCLHN-4FLAG Gene tagging URA3/TRP1 This study

pCLHN-8FLAG Gene tagging URA3/TRP1 This study

pCLHN-V5 Gene tagging URA3/TRP1 This study

pCLHN-2V5 Gene tagging URA3/TRP1 This study

pCLHN-4V5 Gene tagging URA3/TRP1 This study

pCLHN-8V5 Gene tagging URA3/TRP1 This study

pCLHN-12V5 Gene tagging URA3/TRP1 This study

pCLHN-3HA Gene tagging URA3/TRP1 This study

pCLHN-6HA Gene tagging URA3/TRP1 This study

pCLHN-9HA Gene tagging URA3/TRP1 This study

pCLHN-2MYC Gene tagging URA3/TRP1 This study

pCLHN-4MYC Gene tagging URA3/TRP1 This study

pCLHN-8MYC Gene tagging URA3/TRP1 This study

pCLHN-GFP Gene tagging URA3/TRP1 This study

pCLHN-mCherry Gene tagging URA3/TRP1 This study
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质粒，以质粒 pUG76、pFA6a-MX6 和酵母基因

组为模板，分别用引物 UG-F (10 μmol/L)和 UG-R 

(10 μmol/L)扩增  pUG76 的 loxP-TRP1-loxP 等

区域(图 1)。引物 FA6A-F (10 μmol/L)和 FA6A-R 

(10 μmol/L) (表 1)扩增质粒 pFA6a-MX6 的多酶

切位点区域并在引物上添加 Nhe I 和 Avr II 酶切

位点。用引物 ADH1-F (10 μmol/L)和 ADH1-R 

(10 μmol/L)扩增 ADH1 终止序列。将 DNA 片段重

组后转化至 DH5α 感受态细胞，筛选出阳性克隆

菌，进行菌落 PCR 验证，最后测序。 

1.3  利用同尾酶技术构建 pCLHN 多重复标签

质粒 

在成功构建 pCLHN-URA 和 pCLHN-TRP 质

粒后，通过 PCR 技术分别扩增 MYC、HA、V5、

FLAG、GFP 和 mCherry 片段，并整合到 pCLHN-URA

和 pCLHN-TRP 质粒上。由此构建了单蛋白标签

质粒 pCLHN-(MYC/HA/V5/FLAG/GFP/mCherry)- 

URA3/TRP1。在单蛋白标签质粒的基础之上，通

过(Nhe I+Afl II)和(Avr II+Afl II)酶切的方式(其中

Afl II 酶切位点也可以用其他位于 Avr II 下游的单

酶切位点替换)获得目的片段。用 T4 连接酶连接

纯化后的目的片段，构建多标签重复质粒(图 2)。

最后将连接产物转化至 DH5α 感受态细胞，并对

阳性克隆进行菌落 PCR 验证，鉴定后送去测序。 

以构建 pCLHN-8FLAG 为例，在构建 pCLHN- 

4FLAG 质粒之后，将该质粒分别用(Nhe I+Afl II)

和(Avr II+Afl II)酶切，分别获得酶切小片段和大片

段。最后用 T4 连接酶将目的片段连接成完整的

pCLHN-8FLAG 质粒。 

1.4  菌株的构建 

本 文 使 用 的 是 T N 1 2 4 背 景 的 酿 酒 酵 母

(Saccharomyces cerevisiae)[17]。作者挑选了 ATG1、

NHX1 和 COX4 作为目标基因，其中蛋白 Atg1

的表达量约为 1070 molecules/cell，蛋白大小为

101 kDa；Nhx1 表达量为 521 molecules/cell，蛋白

大小 70.1 kDa；Cox4 表达量为 9410 molecules/cell，  

 

 
 

图 1.  构建 pCLHN-URA/TRP 质粒的示意图 

Figure 1.  Schematic representation of the construction of pCLHN-URA/TRP plasmids. The multiple restriction 
enzyme site from pFA6a-MX6 plasmid, the loxP system cassette from the pUG plasmid and the terminator of 
ADH1 were amplified by PCR using primers FA6A-F/R, UG-F/R and ADH1-F/R, respectively (see Table 1). The 
target fragments were then recombined to construct pCLHN-URA/TRP plasmids. 
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图 2.  构建 pCLHN 系列多重复标签质粒 

Figure 2.  Construction of pCLHN plasmids with tandem tags. Using the characteristics of isocaudomers Nhe I 
and Avr II, plasmids containing tandem tags were constructed by the ligation of two fragments that were produced 
by the digestion of single-tagged plasmids with (Nhe I+Afl II) and (Avr II+Afl II) enzyme pairs. 

 

蛋白大小 17.1 kDa。上述数据来源于 SGD 数据库

(https://www.yeastgenome.org/)。以 pCLHN-(XHA、

XV5、XMYC、XFLAG、GFP 和 mCherry)-URA 系

列标签质粒为模板(表 1)，用引物 ATG1-T1/LRS、

COX4-T1/LRS、NHX1-T1/LRS 和 VPS8-T1/LRS 

(表 2)来扩增目的片段，用于蛋白表位标记。PCR

产物含有两端约 40 bp 目标基因同源序列以及表

达筛选标记基因 URA3/TRP1 的基因片段，用于重

组插入目的基因的编码框 C 端。目的基因的敲除所

需 DNA 片段采用 ATG1-D1 和 ATG1-LRS (表 2)引

物获得。将 PCR 产物用 PEG/LiAc 方法转化至酵

母中[18]，获得酵母单克隆菌落。 

1.5  敲除菌株的验证 

利用验证引物 ATG1(YZ)-F 和 ATG1(YZ)-R 

(表 2，引物设计为位置分别在 ATG1 启动子 5′端

上游和下游终止子)，通过酵母菌落 PCR 的方式，

验证敲除菌株 YST45 正确性。 

1.6  蛋白表位标记的检测 

用引物 CLHN-F 和 CLHN-R (表 2)进行菌落

PCR 验证。将验证正确的酵母细胞培养到对数期

(OD600=1.0)，取 3OD [OD=OD600×体积(mL)]酵母

细胞，用 TCA 方法提取酵母蛋白，并进行 BCA

蛋白检测。用 Western blotting 检测 MYC、FLAG、

HA 和 V5 标签：5%脱脂奶粉孵育 1 h，之后用

MYC、FLAG、HA 和 V5 一抗(AbMART 公司)(1∶

5000 稀释)孵育 2 h 后洗膜 5 次，1%脱脂奶粉+1∶

10000 的 Anti-mouse 二抗(W402B，Promega 公司)

孵育 2 h 后洗膜 5 次，加入底物显色曝光。内参抗

体为 GAPDH (M20028，AbMART 公司)。 

1.7  ALP (alkaline phosphatase)酶活检测 

挑取目的菌株于营养培养基中，将细胞在

YPD 培养基中培养至对数期，然后分别取 3OD 细

胞转至氮饥饿培养基(SD-N)中饥饿 4 h，诱导自

噬。本文所用到的 pho8Δ60 pho13Δ 菌株中，自噬 
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表 2.  用于质粒构建以及表位标记的引物 

Table 2.  Primers used in this study 

Name Sequence (5′3′) 

UG-F AGGGATAACAGGGTAATATCTGCAGGTCGACAACCCTTAAT 

UG-R GCCGCGTTCTAACGACAATATGTCCATATGGTGCACTCTC 

FA6A-F TATTGTCGTTAGAACGCGGCTACAATTAATACATAACCTT 

FA6A-R GCTAGCGATGTTAATTAACCCAGGAATCCCACGACCTGCAGCGTACGAAG 

ADH1-F ATCGCTAGCCCTAGGTGAGGCGCGCCACTTCTAAATAAGCGAATTTCTTAT 

ADH1-R GCAGATATTACCCTGTTATCCCTAGCGGATCTGCCGGTAGAG 

CLHN-F TTCCTGGGTTAATTAACATCGCTAGCAGAATTGGCAAGATGCGTC 

CLHN-R TTCTTCAGCAACTTCAAGAGAAAGTGCAACGAAGGAGTCACTTTCC 

ATG1-T1 CAGGTTGAAAATATTGAGGCAGAAGATGAACCACCAAAATGCTTCGTACGCTGCAGGTCG 

ATG1-D1 ATGGGAGACATTAAAAATAA AGATCACACA ACCTCTGTGAGCTTCGTACGCTGCAGGTCG 

ATG1-LRS GGTCATTTGTACTTAATAAGAAAACCATATTATGCATCACGCATAGGCCACTAGTGGATC 

ATG1(YZ)-F TTTTACAACA CCAGACGAGAAATTAAGAAA 

ATG1(YZ)-R ACTTGAAAATATAGCAGGTCATTTGTACTT 

COX4-T1 CTAAACCCTGTTGGTGTTCCAAATGATGACCACCATCACGCTTCGTACGCTGCAGGTCG 

COX4-LRS AAGTAAAAGAGAAACAGAAGGGCAACTTGAATGATAAGAGCATAGGCCACTAGTGGATC 

VPS8-T1 TGTTTAATTTGCCAGACGGAATCTAACCCAAAAATAGTAGCTTCGTACGCTGCAGGTCG 

VPS8-LRS TTTTATGTAACCAAAGTTGTATTAAATATTTAGAAATGGCATAGGCCACTAGTGGATC 

NHX1-T1 GCTACGCAATCACCTGCAGATTTCTCTTCCCAAAACCACGCTTCGTACGCTGCAGGTCG 

NHX1-LRS ATTTATATTAGAAACAAGGAAACCATACACTTTAAAGTGCATAGGCCACTAGTGGATC 

 

的诱导水平可以通过检测碱性磷酸酶的活性来定

量分析。取 3OD 细胞(OD600 值为 0.6–0.8)，加入

裂解液(20 mmol/L PIPES pH 6.8，50 mmol/L KCl，

100 mmol/L KOAc，10 mmol/L MgSO4，10 μmol/L 

ZnSO4，1 mmol/L PMSF，0.5% Triton X-100) 150 μL

和玻璃粉 100 μL 振荡破碎，离心。取上清 4 μL，

加 入 裂 解 液 和 含 有 ρ- 对 硝 基 苯 磷 酸 二 钠 盐

(ρ-nitrophenylphosphate，1.3 mmol/L)底物的反应液

(250 mmol/L Tris-HCl pH 8.5，10 mmol/L MgSO4，

10 μmol/L ZnSO4，0.4% Triton X-100) 80 μL 来检

测酶的活性，30 °C 反应 20–40 min 后加入终止液

(1 mol/L glycine，pH 11.0) 100 μL 来终止反应，测

量 400 nm 光吸收。 

自噬水平按公式(1)计算。 

自噬活性=(OD 样品–OD 碱性磷酸酶空白对照–OD 底物空白对照)/ 

(反应时间×蛋白浓度)                  公式(1) 

其 中 OD 样 品 指 所 检 测 的 细 胞 样 品 值 ；

OD碱 性 磷 酸 酶 空 白 对 照 为用水代替样品加入到反应液中

的空白对照组所检测的值；OD 底物空白对照是指反应

液中不加入 ρ-对硝基苯磷酸二钠盐底物所检测

的值。 

相对自噬水平按照公式(2)计算。 

相对自噬水平(X)=[自噬活性(X，4 h)–自噬活

性(X，0 h)]/[自噬活性(WT，4 h)–自噬活性(WT，

0 h)]×100%                          公式(2) 

其中，X 代表不同的基因型。 

1.8  显微镜观察 

取 OD600 值为 0.6–0.9 的对数生长期酵母细胞

1 OD 置于 EP 管中。取 200 μL 细胞液滴于涂有

Concanavalin A (刀豆蛋白 A)的载玻片上，静置

2 min，盖上盖玻片，置于 IX83 荧光倒置显微镜(奥

林巴斯)下，观察细胞中荧光蛋白的分布情况。最
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后通过 ImageJ 软件分析目的蛋白在细胞当中的

定位。 

2  结果和分析 

2.1  CLHN-(V5、FLAG、HA、MYC、GFP 和

mCherry)单标签质粒构建 

为了构建在酵母系统中应用的多重复标签质

粒，我们首先构建了单标签质粒。pCLHN-URA

和 pCLHN-TRP 质粒(图 1)是本套质粒的骨架质

粒。其设计初衷主要在 3 个方面：(1) 方便筛选标

记在酵母系统当中的重复使用；(2) 表位标记与敲

除引物设计的通用性(图 3)；(3) 利用同尾酶快速

和简便地构建多重复标签质粒。 

在酵母系统当中，pFA6a 系列具有良好的 C

端表位标记能力，而 pUG 系列拥有 loxP 系统的筛

选标记回复能力，故分别挑选了 pFA6a 的多酶切

位点序列(加入了 Nhe I 和 Avr II 酶切位点)、pUG

系列的 loxP 系统序列和 ADH1 终止子序列，构建

了 pCLHN-URA 和 pCLHN-TRP 质粒(图 1)。 

在获得 CLHN-URA 和 CLHN-TRP 质粒基础

之上，通过以 PCR 扩增不同蛋白标签(MYC、

FLAG、HA、V5、GFP 和 mCherry)，通过重组方

式，构建了一系列的单标签蛋白质粒(表 1)。 

2.2  多标签质粒的构建 

在成功构建的单标签质粒基础之上，利用

pCLHN 系列质粒具有 Nhe I 和 Avr II 同尾酶特点，

将单标签质粒分别利用(Nhe I+Afl II)和(Avr II+ 

Afl II)酶切获得各自带有一段标签序列的载体和插

入片段，最后通过 T4 连接酶连接方式构建标签加

倍的质粒。以构建 pCLHN-8FLAG-URA 质粒为例

(图 2)，我们将构建好的 pCLHN-4FLAG-URA 质粒

分别用(Nhe I+Afl II)和(Avr II+Afl II)酶切，分别得

到各自含有 4FLAG 的小片段和载体，最后利用 T4

连接酶将目的片段连接成完整的 pCLHN-8FLAG

质粒(图 4)。其他多重复标签质粒的构建也是按照

此方式。 

2.3  敲除菌株的验证 

作为应用实例，我们利用本文所构建的系列

质粒对 ATG1[19–20]进行了基因敲除和 C 端表位标

记。在基因敲除实验中，我们采用引物 ATG1(YZ)-F

和 ATG1(YZ)-R (表 2)验证转化株 YST45 (图 5)。结

果显示 YST45 菌落经 PCR 成功扩增出目的 DNA 

 

 
图 3.  pCLHN 系列质粒中的通用引物设计 

Figure 3.  Universal primer design in pCLHN plasmids. The illustration shows the T1(D1)/LRS sites on the 
plasmid, which allows universal design of gene knockout and epitope tagging primers. 
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图 4.  8FLAG 多标签质粒的构建 

Figure 4.  Construction of the plasmid containing 8 FLAG tags. A: M1, DNA marker (DM15000); M2, DNA 
marker (DM2000); lane 1 is the CLHN-4FLAG-URA plasmid; lane 2 is the CLHN-4FLAG-URA plasmid digested 
with Avr II and Afl II; lane 3 is the same plasmid digested with Nhe I and Afl II. B: M, DNA marker (DM15000); 
lane 1 is the resulting CLHN-8FLAG-URA plasmid, constructed using T4 ligase.  

 

 
 
图 5.  ATG1 敲除菌株的 PCR 验证 

Figure 5.  Validation of ATG1 knockout strain by PCR. 
M: DNA marker (1 kb DNA Ladder); lane 1: YST45 

strain (atg1); lane 2: TN124 strain (control). 

 

条带，相应的对照组(ATG1 基因没有敲除的 YST40) 

PCR 条带大小与预期一致，说明 YST45 中 ATG1

基因被有效地敲除。 

2.4  经不同重复度表位标记后的目标蛋白表达

检测 

对于表位标记实验，在 PCR 验证多标签序列

成功整合到 ATG1 的 C 端基础上，我们采用蛋白

免疫印记检测表位标记效果。结果显示，信号水

平随标签重复度增加而增强(图 6)。 

2.5  经不同重复度表位标记后的目标蛋白功能检测 

为了验证不同长度表位标记对于目的蛋白的

功能影响，我们通过 pho860 实验来检测融合不

同长度标签 Atg1 蛋白的自噬水平。该方法通过碱

性磷酸酶(ALP)活性指示自噬水平。结果显示，同

一种类表位标记，数量越多，其对目的基因功能

影响越大，而不同种类表位标记，其对于目的蛋

白的功能影响水平是不同的(图 7)。 

2.6  不同表达量目标蛋白的同时检测 

此外，我们以低表达的 NHX1 和高表达的

COX4 基因为例尝试同时检测表达差异较大的靶

标。Nhx1 表达量约为 521 molecules/cell，分子量
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70.1 kDa；Cox4 表达量约为 9410 mol/cell，分子

量 17.1 kDa。二者表达量差异接近一个数量级。

结果显示，通过融合不同重复数量的 V5 标签，可

以做到让低水平表达的 Nhx1-4V5 蛋白能够被有

效检测，而高水平表达的 Cox4-1V5 蛋白信号又不

至于过饱和(图 8)。 

 

 
图 6.  Atg1 表位标记融合蛋白的免疫检测 

Figure 6.  Detection of Atg1 protein with different tandem tags. Yeast cells expressing Atg1 with different tandem 
tags were grown to mid-log phase in YPD, and then collected for protein extraction. For each sample, 5 μg of total 
protein was loaded and analyzed by Western blotting with antibodies against HA, V5, MYC, FLAG and GAPDH.  
 

 
图 7.  Atg1 蛋白表位标记菌株的自噬水平 

Figure 7.  Levels of autophagy in strains expressing tagged Atg1 proteins. The indicated strains were grown to 
mid-log phase in YPD, and then shifted to nitrogen starvation medium (SD-N) for 4 hours. The levels of autophagy 
were measured by the pho8Δ60 assay. Error bar=standard deviation, n=3. 
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图 8.  Nhx1 和 Cox4 表位标记融合蛋白的免疫检测 

Figure 8.  Detection of Nhx1 and Cox4 protein with 
V5 tags. Yeast cells expressing Atg1 with different 
tandem tags were grown to mid-log phase in YPD, and 
then collected for protein extraction. For each sample, 
5 μg of total protein was loaded and analyzed by 
Western blotting with antibodies against V5 and GAPDH.  

2.7  目标蛋白荧光蛋白标记的显微镜观察 

我们挑选了 Cox4、Nhx1 和 Vps8 作为目标蛋

白，以质粒 pCLHN-GFP 和 pCLHN-mCherry 为模

板，通过 PCR 的方式扩增荧光蛋白 GFP 和 mCherry

片段，并整合到目的蛋白的 C 端。显微镜结果显

示，目的蛋白能够被有效标记，荧光信号指示了

被标记的蛋白在细胞中的定位情况(图 9)。 

3  讨论 

通过连接 HA、FLAG 等表位标记标签，人们

无需为每个蛋白制备专用的抗体即可方便地采用

免疫共沉淀、免疫电镜、ELISA 等手段研究蛋白

表达和功能。由于细胞中不同蛋白的表达水平跨

度很大，为了在同一个实验中更好地检测不同表

达水平的目的蛋白，需要使用不同重复度的标签

质粒调整每个蛋白的信号水平：表达水平低的蛋

白，需要多重复度的蛋白标签使其易于检测；而

表达水平高的蛋白，需要低重复度的蛋白标签避

免信号过饱和。本套质粒中的标签重复个数跨度

大，同时基本设计便于继续扩展，可以满足检测

不同表达水平蛋白的需求。 
 

 
图 9.  荧光蛋白标记的 Cox4、Nhx1 和 Vps8 

Figure 9.  Localization of Cox4, Nhx1 and Vps8 tagged with different fluorescent proteins in yeast cells. Yeast 
cells expressing the indicated fusion proteins were grown to mid-log phase in YPD, and then collected for 
fluorescent microscope. Scale bar=5 μm. 
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此外，本套质粒还可作为其他系列化功能标

签质粒构建的基础，例如单个或串联荧光蛋白标

签。荧光蛋白不仅可以用于蛋白表达检测，而且

可以用来研究目的蛋白在活细胞中的定位和蛋白

相互作用[21–23]。 
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Construction of a novel plasmid system for epitope tagging and 
gene deletion in Saccharomyces cerevisiae 

Shiwei Tang, Hui Li, Siwon Choi, Zhengtan Zhang, Zhiping Xie* 
School of Life Sciences and Biotechnology, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240, China 

Abstract: [Objective] For yeast gene functional studies, we constructed a plasmid set combining the advantages of 

pUG and pFA6a plasmid series, and allowing convenient insertion of tandem epitope tags using isocaudomers. 

[Methods] We cloned the loxP locus of pUG plasmids, the multiple restriction site of pFA6a plasmids and ADH1 

terminator cassette by PCR. Through homologous recombination of the DNA fragments, we obtained plasmid 

pCLHN-TRP and pCLHN-URA. Using introduced isocaudomer sites, we then constructed additional tagging 

plasmids containing either single or multiple tandem copies of various epitope tags. Finally, we tested the 

performance of our plasmids using ATG1, COX4 and NHX1 as target genes. [Results] We constructed two plasmids 

for gene deletion purposes, and seventeen plasmids for epitope tagging purposes (covering 1-8 FLAG, 1-12 V5, 3-9 

HA, 2-8 MYC, GFP and mCherry). Testing on selected target genes demonstrated the usability of these plasmids. In 

particular, by combining different copy numbers of tandem epitopes, it was feasible to properly detect proteins with 

drastically different expression levels on the same blot without saturating the signal of high expression targets. 

[Conclusion] The pCLHN plasmids constitute a beneficial complement to existing yeast plasmid tools. 

Keywords: yeast cells, gene deletion, epitope tagging, isocaudomer, expression level 
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