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摘要! 构建一个适用于乳酸克鲁维酵母#

672'8(319':(; 7%:<&;

$稳定的整合型表达载体!并通过

鼠灰链霉菌%

!<3(@<19':(; 923&-2;

&来源的腺苷酸脱氨酶基因%

=>?5

&的表达对该载体进行初步

验证' 以质粒
()* %+,-./0(12

为空骨架!

6A 7%:<&; 334++

来源的
%56 !"7$

序列为同源重组位

点!酿酒酵母#

!%::4%319':(; :(3(8&;&%(

&来源的半乳糖苷酶启动子#

@!:+*,B

&为外源基因调控元

件!乙酰胺酶基因#

%9C!

&为筛选标记!

=>?5

为报告基因!构建重组表达载体
(,83$-%9C!

' 载

体经
!%: 99

线性化后! 去除了大肠杆菌 #

D;:4(3&:4&% :17&

& 来源的
13&

和氨苄青霉素抗性基因

#

=9@

3

&! 将同源重组片段电转化
6A 7%:<&; 334++

得到重组菌! 利用实时荧光定量
:;8

#

8,-

<:;8

&测定重组菌
=>?5

基因整合拷贝数为
%=>

!

$?:

脱氨酶酶活测定结果表明"酶活与拷贝

数呈正相关!含
>

个整合拷贝的重组菌在半乳糖诱导下酶活提高了
>'@AB

!达到#

C+D!%>@>>

&

EF

0G

'在无选择压力下重组菌连续生长
C5

世代稳定性为
+5@C+B

'通过载体
(,83$-%9C!

的构建

与应用实现了外源基因在
6A 7%:<&;

中的稳定表达!初步探究了
%56 !"7$

在同源重组中的作用!

为
6A 7%:<&;

的进一步分子改造提供参考'

关键词! 乳酸克鲁维酵母(

%56 !"7$

(整合表达(

$?:

脱氨酶(

8,-<:;8

(拷贝数
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乳酸克鲁维酵母%

*,"4761B3456& ,/5.$&

$能以乳

酸为唯一碳源和能源!具有营养要求简单'生长速

率快'分泌蛋白能力强'不会对蛋白高度糖基化'不

产生内毒素等优点!"#

!作为美国
$%&

"

'(() *+) ,-./

&)01+123-*31(+

$认定的食品安全级酵母菌!到目前为

止!已有上百种蛋白在该酵母中成功表达并实现规

模化生产!涉及食品'生物和医药等领域!4#

(

*+ ,/5.$&

外源基因表达的载体主要包括游离型和整合型两

类!前者如
56,7

'

568&9

!拷贝数高但在无选择压

力条件下易丢失!后者主要为当前应用最广泛的载

体
56:;<7

!稳定性高!但拷贝数相对较低且只能满

足单个基因的整合表达!=>?#

) 此外!

*+ ,/5.$&

在外源蛋

白分泌表达中仍存在瓶颈!其蛋白产量还有很大的

提升空间) 随着生物技术的广泛应用!酵母表达系

统得到相应的发展 !

,.@(+

等于
ABCD

年完成
*+

,/5.$&

的全基因组测序 !E#

!有利于深入掌握该菌株的

遗传信息并进行合理改造) 研究者主要通过增加外

源基因的剂量或共表达分泌途径中的辅助因子'分

子伴侣等方式来提高外源蛋白的产量!而目前表达

载体的选择较为局限!因此亟待构建合适的分子工

具满足工业化的不同需求)

核糖体
,F;

%

-%F;

# 是细胞核中编码核糖体

8F;

%

-8F;

#的脱氧核苷酸序列!由转录区和非转录

区组成!具有高度保守性!以重复单元存在于真核

生物基因组中!G#

)以
-,F;

为同源重组位点构建表达

载体!在无选择压力条件下可以实现单个目的基因

多拷贝或多个目的基因单拷贝稳定整合于基因组

中!H>I#

!通过增加外源基因拷贝数或共表达辅助因子

从而实现外源蛋白高效分泌表达的目的 !J#

!且对宿

主菌无不良影响 !7C#

!该策略已成功应用于酿酒酵母

%

)/550B13456& 56167$&$/6

#

!77 >74#

' 毕赤酵母 %

?$50$/

C/&.B1$&

#

!K#

'

*+ ,/5.$&

!7=>7E#

' 产朊假丝酵母 %

D/%=$=/

".$,$&

#

!7G#

'多形汉逊酵母%

E/%&6%",/ CB,43B1C0/

#

!7H>7L#

'

解脂耶氏酵母 %

F/11BG$/ ,$CB,4.$5/

#

!7J#

' 法夫酵母

%

?0/HH$/ 10B=BI43/

#

!4C#

'

:1J",/ /=6K$K$7B1/K&

!47>44#和产

甘油假丝酵母%

D/K=$=/ L,4561$KBL6K6&

#

!4=#等酵母菌

的异源表达)研究发现!整合位点在
-,F&

单元中的

位置'性质!表达盒的大小以及筛选标记的选择对

整合效率和稳定性产生影响 !G

!

77

!

7D

!

7L>7J#

!从单拷贝到

多达数十个拷贝均有报道!表明整合位点的选择导

致宿主菌种基因拷贝数的差异)

*+ ,/5.$&

基因组中

-,F&

有
GL

个重复单元!每个单元长度为
LMG NO

左

右!由
E9

'

4G9

'

7L9

'基因内转录间隔序列%

PQ9

#和外

转录间隔区%

RQ9

#组成 !7D

!

4D#

) 目前!在
*+ ,/5.$&

中利

用
-,F&

介导同源重组尚处于初步阶段! 研究发现

因选取
-,F&

单元中不同位置的同源整合序列!重

组菌的整合拷贝数有很大差异!少则几个!多则达

到
74C

个!7=S7E#

) 现阶段!对于
-,F&

重复单元的结构'

88
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重要元件的作用以及分子重组机制等缺乏系统认

识!需要进一步深入研究"

腺苷酸脱氨酶 #

$%& '()*+,)-(

!

./ 0121314

$是

一种氨基水解酶!催化腺苷酸脱去氨基产生肌苷酸

和
56

0

!在嘌呤代谢循环中起着至关重要的作用!维

持机体免疫力和腺苷酸能荷!作为工业生产中重要

的酶已广泛用于食品%医药和农业等领域7829

"基于该

酶稳定性高%易于定量检测的优点!以
:%&;

为报

告基因 ! 并以实验室前期研究中的强启动子

<=>?:@A

为外源基因表达的调控元件! 构建
BC=

!;5:

介导的整合型表达载体
<DE?:F)*'=

! 利用

EDFG&/E

测定重组菌外源基因的整合拷贝数7849

!初

步探究拷贝数与
:%&

脱氨酶酶活的关系! 并测定

重组载体的稳定性!为进一步研究
!;5:

单元在
!"

#$%&'(

基因工程中的应用作了初步尝试!对具有广阔

应用前景的
!" #$%&'(

进一步分子改造奠定基础"

!"!

材料

!"!"!

质粒和菌株 文中所用质粒和菌株见表
B

"

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
''''

'

表
!

本研究中所使用的质粒和菌株

#$%&' ! (&$)*+,) $-, )./$+-) 0)', +- .1+) ).0,2

质粒和菌株 相关特性和用途 来源

<%;BHFD -+*<I( J(>KL!

克隆载体!

)*+

! 购自
D)M)!)

公司

<NO:/P +,)-.

!

!F*)K+,Q R)>KL!

!

)*+

!

5(S T,QI),'

U+LI)V-

<DF)/01

克隆载体!

)/01

!

)*+

! 本研究中心保藏

<W@:/PF)/01

表达载体!

)/01

!

$*23

!

)*+

! 本研究构建

<DE

克隆载体!

PC= !;5:F0

&!

PC= !;5:F2

&!

)*+

! 本研究构建

<D@:

克隆载体!

+,)-.

!

!F*)K+,Q R)>KL!

!

)/01

!

)*+

! 本研究构建

<D?:

克隆载体!

+3%4),5

!

!F*)K+,Q R)>KL!

!

)/01;

!

)*+

! 本研究构建

<D?:F$*23

克隆载体!

+3%4),6

!

!F*)K+,Q R)>KL!

!

)/01

!

$*23

!

)*+

! 本研究构建

<DE?:F$*23

表达载体!

PC= !;5:F0

&!

+3%4),6

!

!F*)K+,Q R)>KL!

!

)/01

!

$*23

!

PC=

!;5:F2

&

X)*+

!

本研究构建

<DF?:&;6

克隆载体!

4)017

!

)*+

! 本研究构建

8(%9:;'%9'$ %<#' Y%BZH

保藏载体 本研究中心保藏

!#=>?:;<*>%:( #$%&'( ??AHH

表达宿主!用于克隆
PC= !;5:

本研究中心保藏

3$%%9$;<*>%:( %:;:?'('$: [0Z0FP:

用于克隆
+3%4),6

本研究中心保藏

!@ #$%&'(\<DE?$F$*23

重组
!@ #$%&'(

!

<DE?$F$*23

本研究构建

!"!"3

引物 根据基因序列设计
&]E

特异性引物

'表
8

$!委托金唯智公司合成(

!"!"4

培养基
@^

培养基'

Q\@

$)蛋白胨
PZ_Z

!酵母

粉
2_Z

!

5)]I PZ_Z

! 固体培养基添加
8Z Q\@

琼脂粉!

添加终浓度为
PZZ "Q\*@

的氨苄青霉素用于
8@ %<#'

转化子的筛选*

`T&;

培养基'

Q\@

$)蛋白胨
8Z_Z

!酵

母粉
PZ_Z

!葡萄糖
8Z_Z

!用于
!@ #$%&'(

+

3@ %:;:?'('$:

的培养*

`T&;?

培养基'

Q\@

$)蛋白胨
8Z_Z

!酵母粉

PZ_Z

!葡萄糖
PZ_Z

!半乳糖
PZ_Z

*

`T&?

培养基'

Q\@

$)

蛋白胨
8Z_Z

!酵母粉
PZ_Z

!半乳糖
8Z_Z

*

`]^

固体培

养基'

Q\@

$

7849

)酵母基础碳源
PP_A

!

P *LI\@ <6 A_Z

的

N6

8

&a

3

FN

8

6&a

3

缓冲液
0Z *@\@

'终浓度
0Z **LI\@

$!

琼脂粉
8Z

!灭菌后加入
Z_2 *LI\@

的乙酰胺
PZ *@\@

'终浓度
2 **LI\@

$!用于
!@ #$%&'(

重组菌的筛选,

!"!"5

工具酶# 主要试剂及仪器 限制性内切酶

!+A b

%

B9< b

%

3$# b

%

7'A2 bbb

%

CD# bb

! 美国
c(!*(,K)-

公司*

=`^E &!(*+d Td D)e

D%

bb

%

]b:&

%

D3 ;5:

连接

酶!大连
D)M)!)

公司*质粒小量提取%

;5:

片段的

纯化%回收试剂盒!

+E=

%

&$F

等
;5:

聚合酶!杭州宝

赛生物技术有限公司*氨苄青霉素'

:*<

$!上海生工

生物工程股份有限公司 * 酵母基础碳源 '

f()-K

>)!VL, V)-(

!

`]U

$!

5(S T,QI),' U+LI)V-

公司 *

2

&

F

腺苷酸!美国
=+Q*)

公司,

%gIK+<L!)KL!

电转仪!德国

T<<(,'L!R

公司*

U+LFE)' =BZZZ &]E

仪%

]h(*+ ;L>

凝胶成像仪%

]ciH4

荧光定量
&]E

仪!美国
U+LFE)'

公司*紫外分光光度计!美国
j5b/a

公司,

!"!"6

溶液配制 原始底物) 取
B *@ Z_ZC *LI\@

5)6/a

0

溶液溶解
B0_H *Q 2

&

F

腺苷酸, 反应底物)

&$
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#,- &=>?@

!

@A =5

"

%4BCADEFA>4B =BG 3@D>H>F=A>4B 4H = !>I4C4J=5

/-KLM@G>=A@G (BA@ND=A>O@ "PQD@CC>4B 3@FA4D >B

!"#$%&'()$*&+ ",-./+

引物 序列
!"

!

!#

!

$

酶切位点

!"#$%& ''(')'(*(****(*(')''*''*'')*(*'**(' %&' +

!"#(%, (**()'(*'))*)'')'))('*)()(')' )*+ +

-.*'/%,"#(%& '(((()*''*()*(*'**'*(*'*(((*( -./ +

-.*'/%,"#(%, ((**(*)'))*)*'**'*)'(**(**(*( 01+ ++

.)23,45%& '(((()*''')''))))((***(')*)*' -./ +

.)23!45%, '''**('))))))(*(((**)*))'**') 67/8 +++

*98)%& ((**(*)'))()*'**)*)((*'))'')' :1+ ++

*98)%, ((**(*)')'(((()*'''(*''***('((''*)'()( :1+ ++

"

-./ +

012 345*%6

!

%& )''''('((''('(()**))''*(')''* )*2 ++

012 345*%6

!

%, '**('*)*)(*')*')(('*(()*''***''))())*'(*'))))* -./ +

012 345*%"

!

%& )****()'()**'**(()))(()*'')(''*()*()'*)*)('))( -./ +

012 345*%"

!

%, )''''('((''('((')(')(('*''*(* )*2 ++

4730%& *'*)'(*(****)))'*('*

#

4730%, *((*****()))'()()(')

#

4738%& '('(')*'*')(*'((*(''

#

4738%, ()'(*'(()*'''')*((*(

#

+9:%& )')'***(*))**(''*)('

#

+9:%, *)'*)())(*(')')('*)

#

3,#(6%& ''(')'(*((()))'(()*(**)'(()*( %&' +

3,#(6%, ((**(*)')*')'))(**(*()**''( :1+ ++

,)%3,#(6%& (**(')))(*)(*')*''())'

#

,)%3,#(6%, ')))*''(*'*(''))*('*(

#

,)%,"#(%& *)'('*(**(')())(*)()(

#

,)%,"#(%, ()('()))(**(*(**)((*(

#

表
!

本研究所用的引物

"#$%& ! '()*&(+ ,+&- ). /0)+ +/,-1

原始底物用
-; <=>

的
>=0 ?@AB.

琥珀酸钠
%5CD;

溶

液稀释
/>>

倍至终浓度为
>=0!0>

%6

?@AB.

$

234

方法

23!32

基因克隆及质粒的构建 以质粒
-)%*EF4

为模板"扩增鼠灰链霉菌%

);<=.;'9>2=? 9@<7/@?

& 来

源并经密码子优化的
A"#(

基因"

%&' +

和
)*+ +

双

酶切该片段"连接至经同样双酶切的载体
-G.*'0

"

构建质粒
-G.*'0%,"#(

$ 以该质粒为模板"分别

利用
-.*'/ %,"#( %&B,

'

*98) %&B,

引物 " 扩增

-.*'/%!E&BA"#(%:.*'/

片段和
-*4;8%*98)B

))

片段" 与质粒
-E4 0H)%I7?-AJ

连接" 构建质粒

-).*

和
-)%*98)

$

用酸性玻璃珠法提取酵母染色体基因组"以
)C

2=<=D7?7*= K6>6%0*

基因组为模板 "

-2L(*.M%&B,

为引物"扩增得到长度为
6>0 N-

的
-2L(*.M

片段"

-./ +

和
67/8 +++

双酶切连接至同样酶切的质粒

-).*

"替换
-.*'/

"构建质粒
-)(*

$ 质粒
-)%*98)

经
E1+ ++

酶切后胶回收目的片段%

8 "8M N-

&后连接

至
E1+ ++

单酶切并经
'+*F

去磷酸化的线性化质粒

-)(*

" 经
4730%&B,

引物验证正确的重组质粒命名

为
-)(*%*98)

$

以
-F +*2;7? ((MHH

基因组为模板" 分别以
012

345*%6

!

%&B,

和
012 345*%"

!

%&B,

为引物"扩增得

到长度为
0 0HH N-

的
012 345*%6

! 片段和
"<8 N-

的
012 345*%"

!片段"采用重叠延伸
F',

扩增得到

012 345*%6

!

%012 345*%"

!融合片段"与质粒
-E4

0H)%I7?-AJ

连接"构建质粒
-),

$

质粒
-)(*%*98)

经
-./ +

酶切后胶回收目的

片段 %

" 818 N-

& 后连接至
-./ +

单酶切并经
'+*F

去磷酸化的线性化质粒
-),

"经
4738%&B,

引物验证

注(下划线部分为酶切位点

<:
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正确的重组表达载体命名为
%&'($)!"#$

!

!"#"#

重组载体电转化
%& '()*+, **+,, $!- --

线

性化重组表达载体
%&'*$)!".$

后电转化
%& '(-*+,

**+,,

"涂布
./0

平板"于
12 !

培养
345 6

"挑取单

菌落提取染色体基因组" 利用
789:;<'

引物进行

=/'

验证"正确整合的重组菌可以扩增得到大小为

> 23> ?%

的片段!

!"#"$

内参基因
/0123

的克隆及标准质粒的构建

以
%& '()*+,<%&'@A:(".$

染色体为模板"根据
B/07

数据库中
%& '()*+,

三磷酸甘油醛脱氢酶基因

#

40123

$序列#

@C80D8E

登录号
FG>H+I

$设计特异

性引物
40123:;J'

"扩增得到
,5I ?%

的片段"连接

至质粒
%KL I,:& MNO%PC

" 转化
5& -6'+ QKI2,

感受

态细胞"挑取阳性转化子"委托上海生工公司测序"

得到标准质粒
%&R40123

%

0712

基因的标准质粒

为
%&:AK="

!

!"#"% 40123

基因和
0712

基因
'&:S=/'

反应

的标准曲线 以标准质粒
%&:40123

和
%&:0712

为标准品"用微量核酸定量仪测定浓度后相应的分

子数&拷贝数$为

"BAT

UV2>"I2>3""

8"UU2

&

I

$

式中'

"

为
L#A

质量"

W

(

8

为
L#A

长度"

?%

%

根据标准品每微升质粒溶液所含的拷贝数"对

其进行
I2

倍梯度稀释后用作
'&:S=/'

反应的模

板" 其中
%&:40123

标准品分别稀释至
I2

3

)

I2

5

)

I2

G

)

I2

U

)

I2

+个拷贝
<!X

的样品"

%&:0712

标准品分

别稀释至
I2

>

)

I2

3

)

I2

5

)

I2

G

)

I2

U 个拷贝
<!X

的样品%

根据
40123

和
0712

基因序列" 分别设计
'&:

S=/'

反应引物
'&:40123:;<'

和
'&:0712:;<

'

"扩增产物大小为
I55

"

I5> ?%

%反应体系&

I2 !X

$'

Y.0' =!CONZ [Z&D\

&K

-- =]' ?^__C! G !`

" 模板
2VG

!`

"上下游引物各
2V3 !`

"灭菌的
66 a

>

b 3V, !`

(

扩增条件'

,G ! 32 M

(

,G ! G M

"

U2 ! 32 M

"

52

个循

环% 每个浓度设置
3

个平行反应% 以起始模板中质

粒拷贝数的对数为横坐标"不同浓度梯度下的
/9

值

为纵坐标" 建立
40123

和
0712

标准曲线%

'&R

S=/'

的扩增效率为

=/'TI2

I<R$

RI

&

>

$

式中'

$

为标准曲线的斜率%

!"#"& 0712

基因拷贝数的检测 提取重组菌染色

体基因组并稀释至
524U2 8W<!`

后作为模板" 与上

述测定标准曲线的
'&RS=/'

反应同步进行" 得到

重组菌基因组中
40123

和
0712

基因的
/9

值"分

别代入标准曲线即可得到基因的初始拷贝数"因
%9

'()*+, @@+,,

为单倍体菌株"且
40123

在基因组中

为单拷贝"

0712

基因的拷贝数为

/c%d

8

T

/c%d

A

/c%d

@

&

3

$

式中'

/c%d

A

为目的基因起始模板拷贝数(

/c%d

@

为

40123

基因起始模板拷贝数%

!"#"'

重组菌
AK=

脱氨酶酶活测定
AK=

脱氨酶

酶活定义' 在
%e UV2

"

U2 !

条件下" 反应液于波长

>UG 8O

处吸光值每分钟改变
2V22I

为酶的一个活

力单位%

酶活&

f<O`

$

T

"0

>UG

"%"I2

2V22I!:

&

5

$

其中'

"0

>UG

为试验组与对照组在
>UG 8O

处吸光值

的差值(

%

为待测酶液的稀释倍数(

:

为反应时间"

ON8

%

AK=

脱氨酶的酶活参照文献
g>Gh

的方法采用紫

外分光光度计检测' 在试管中加入
3 O`

反应底物

后置于
U2 !

水浴锅中保温
G ON8

" 加入
I22 !`

稀

释适当倍数的待测酶液并充分混匀" 立即计时"反

应
IG ON8

"加入
3 O` I2i

&

jkj

$高氯酸溶液终止反

应% 对照试验方法同上"反应底物
U2 !

保温后冰水

预冷"加
3 O` I2i

&

j<j

$的高氯酸后再加
I22 !`

待

测酶液混匀% 紫外分光光度计于
>UG 8O

处"用光程

I2 OO

的石英比色皿测定吸光值 &以去离子水校

零$%

.l=m

平板活化重组菌" 挑取单菌落接种于

.l=m

培养基"

32 !

"

>22 !<ON8

培养
3U n

后转接至

G2 O` .o=m

培养基" 使菌体初始
bm

U22

在
2VG

左

右"

32 !

"

>22 !kON8

摇瓶培养
I>2 n

"测定发酵上清

液
AK=

脱氨酶酶活"设置
3

个平行%

!"#"(

重组菌株质粒稳定性测定
.l=m

平板活化

重组菌"挑取单菌落接种于
>2 O` ./0

培养基&

I22

O`

摇瓶装液量为
>2 O`

$"

32 !

"

>22 !kON8

培养
IU

n

"转接至
>2 O`

新鲜的
.l=m

培养基"

32 !

"

>22 !k

ON8

培养
I> n

"测定菌液
bm

U22

"记为
;

"转接至新鲜

.l=m

培养基中" 并控制菌体初始
bm

U22

在
2VI

左

右"每隔
I> n

重复此操作"共转接
I2

次至酵母总繁

殖时间为
I>2 n

" 取适量菌体用无菌水稀释后分别

涂布
./0

及
.l=m

平板"

32 !

培养
3 6

" 计相应平

$'
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@A =5

"

%4BCADEFA>4B =BG 3@D>H>F=A>4B 4H = !>I4C4J=5

/-KLM@G>=A@G (BA@ND=A>O@ "PQD@CC>4B 3@FA4D >B

!"#$%&'()$*&+ ",-./+

板上的菌落数!分别记为
!

!

和
!

"

" 酵母繁殖世代及

质粒稳定性计算公式如下

"#

#$$%#$&'!

#$"

#

(

$

)*+,-#-*.

#

/

$

0

!

!

!

"

!!&&/

#

1

$

式中%

"

为繁殖世代&

$

%菌液
23

1&&

值&

!

!

为
456

平

板菌落数&

!

"

为
4783

平板菌落数"

!"#

重组表达载体
$%&'()!"#$

的构建

以 质 粒
9: %!%&'

为 模 板
85;

扩 增 得 到

!%&'

片段大小为
! <=1 ,9

! 凝胶电泳显示在
!>!?

!>= @,

有单一核酸条带! 测序后与目的序列进行

6AB):

比对! 一致性达到
!&&/

! 将其连接至载体

9CAB5!

!酶切验证'图
!

$!构建重组质粒
9CAB5!D

!%&'

" 以该质粒为模板!

85;

扩增分别获得
<>E @,

的
B8F3

基因表达框'

()!*+G!FH%!%&',-)!*+

$

和
">1 @,

的筛选标记基因表达框 '

(!'./,0123%

::

$!连接载体
9F3 !I:%J-K9#L

!经测序及
6AB):

比对表明成功构建质粒
9:AB

和
9:,0123

"

采用强启动子是实现外源基因高效表达的另

一途径! 最常用的启动子包括
34 567689:906

的磷酸

甘油酸激酶基因 '

&;<

$ 启动子和酸性磷酸酶基因

'

&.=>

$ 启动子 !

<4 ?05-9:

的
"%

半乳糖苷酶基因

'

)!*+

$启动子MEN

"在实验室前期启动子研究工作中!

发现
34 567689:906

来源的
(35;!)@

性能优于
<4

?05-9:

自身来源的
()!*+

'数据他处发表$!因此以

(35;!)@

'

E&! ,9

$ 调控
!%&'

的表达! 构建质粒

9:OB

"

注%

F

%

# 3PBQ&:- R F+S@LS

&

!

%

!%&'

基因
85;

产物&

"

%

ABC R

和
30? R

酶切

图
#

质粒
$*+(,-)%&'(

的酶切验证

./01 - 2345678/9 :/0;<8/=3 => $?7<6/: $*+(,-)%&')

根据
!>">!

节所述方法! 依次构建质粒
9:OBG

0123

和
9:;

!

<(" R

酶切后连接上述两个质粒得重

组表达载体
9:;OBG0123

!具体构建流程见图
"

!酶

切验证见图
E

"

图
!

重组表达载体
$%&'()!"*$

的构建

./0" ! ,=3<8@A98/=3 => @;9=6B/3738 ;C$@;<</=3 D;98=@

$%&'()+"*$

注 %

F

%

# 3PBQ&:- R F+S@LS

&

!

%

305 RR

酶切 &

"

%

<(" R

酶切 &

E

%

DE? RR

酶切&

<

%

<(" R

和
DE? RR

酶切&

(

%

ABC R

和
30? R

酶切&

1

%

.9"2 RRR

和
30? R

酶切

图
E

重组表达载体
$%&'()!"*$

酶切验证

./0" E 2345678/9 :/0;<8/=3 => @;9=6B/3738 ;C$@;<</=3

D;98=@ $%&'()!"*$

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
;;;;

;

<;
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!"!

转化子的筛选及验证

重组载体
%&'($)!"#$

经
$!% **

酶切线性化

后电转化
&' (!%)*+ +,-..

! 与基因组中
/01 !2#3

发生同源重组! 将
3452

基因整合到染色体中!

!

因子信号肽 "

!)6789:; <7=8>!

!

!4<

# 介导下实现

345

脱氨酶的分泌表达!

,"-$

基因编码的乙酰胺

酶能将培养基中的乙酰胺转化为
&' (,%)*+

可利用的

氮源!只有正确整合的重组菌才能在
?@A

培养基中

生长!

BC !

培养
BDE F

! 挑取菌落明显的转化子!提

取染色体基因组!设计特异性引物
*:8)GH'

!阳性转

化子
5@'

扩增片段大小为
I CBI J%

!而原始菌株无

5@'

产物 "图
E

$! 筛选得到
KC

株阳性重组菌!

)-C

!

甘油管保藏待用%

注&

6

&

" 2#3H.+) L 67!MN!

'

KDKC

&阳性重组菌'

KKDKI

&野生型

菌株
&' (,%)*+ ,,-..

图
#

重组菌
! "#$%&'($%&'()*+,-.

的
/0'

验证

1234 # 567839+78- 2-8672:2;+72<6 <: 98;<,=26+67 ! "#$%&'($

%&'()>+,-.

!4?

重组菌
)*+,

基因拷贝数的测定

以基因组中单拷贝的
/0.12

为内参基因 !

5O'

扩增得到
.EK J%

的目的片段! 测序结果与
&'

(,3)*+ #''P ? QKKEC

的
40.12

基因序列进行

AP31&

比对!一致性达到
..R-S

!构建标准质粒
%&Q

40.12

!

567 L

和
89( LL

酶切验证(图
T

$% 采用
'&Q

U5@'

建立
40.12

和
0:.1

基因的标准曲线见图

V

% 可知!

40.12

和
0:.1

基因的熔解曲线均为单

一峰!表明反应过程中未出现非特异性扩增!特异

性良好!标准曲线分别为

;WQBXT0E -<YB.R.00

和
;WQBRBT- B<YB-RV--

!

相关系数)

=

I

$分别为
CR..0 E

和
CR... K

!扩增效率

分别为
CR.

和
CR.0T E

! 符合
'&QU5@'

绝对定量扩

增效率的要求%以稀释后的阳性重组菌染色体
2Z3

为模板进行
'&QU5@'

反应!

40.12

和
0:.1

基因

的
@8

值如表
B

所示!通过标准曲线计算即可得到反

应体系中
40.12

和
0:.1

基因的初始拷贝数!可

得
KC

株重组菌的
0:.1

基因拷贝数从
KDB

个%

注&

4

&

" [Z3H.+) * 47!MN!

'

K

&

40.12

基因
5@'

产物'

I

&

567

*

和
89( **

酶切

图
@

质粒
%&-.)+,/

的酶切验证

1234 @ A6BC,+72; -238D72<6 <: %E+D,2- %&-.)+,/

&> (,3)*+

染色体中存在
V0

个
![Z3

串联重复

序列!每个单元由转录区和非转录区组成!以
![Z3

序列为同源重组的整合位点兼具高效和稳定的优

点而备受青睐%

\9:

等]I-^利用
IX- MJ

的
!2Z3

序列*

_'3B

缺陷型筛选标记介导葡糖淀粉酶在
$>

3?@?A*+*,?

中整合表达!拷贝数为
ITDKEC

%

`N!a

等]IC^

以
B MJ !2Z3

序列同源重组并通过
+EK0

筛选得到

TC

个拷贝的重组红法夫酵母 "

.> @67#7B;"!

$%

bc7Jd:FN

等]K0̂以
2> C7(;"7@C6!

来源的
IXE MJ

的
IT1Q

#&1KQT1Q#&1I

为同源重组位点构建了多宿主适用

的整合型载体!拷贝数为
BCDEC

%但是
18N9:J>!:

等]IK^

以
0> !-?D*D*A7@,+

为宿主菌!选取
2> C7(;"7@C6,

来

源的
![#$

不同位置的序列构建了一系列重组载

体!均得到单拷贝整合重组菌% 相似的是!

`7!8e7::

等 ]II^研究以
0> ,-?D*D*A7@,+ ![#$

为整合位点时发

现重组菌均以单拷贝或低拷贝整合% 研究发现!

![#$

单元中整合位点的位置* 载体的大小会影响

整合拷贝数及稳定性% 目前对于
![#$

整合的分子

机制尚不清楚!推测
fg&

序列可能与整合稳定性相

关]I0^

!该序列是具有重组刺激活性的顺式作用元件!

能够促进或激活遗传基因的交流!

![#3

中存在
I

个
fg&

序列!分别位于
BT1 ![#3

前体
T

+端转录区

域的上游和
B

+ 端的下游! 此外!

![#3

中存在的

G>JK

因子*

19!I%

*

'3[TI

因子和
6'h

复合体因子

等重要功能元件均会影响整合的效率和稳定性]V

!

K0^

%

另外!缺陷型筛选标记或弱启动子的选择下形成的

强选择压力易于获得高拷贝重组菌% 本研究以完整

的
K01 !"Z3

序列为整合位点*

,"-$

为筛选标记构

$%
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@A =5

"

%4BCADEFA>4B =BG 3@D>H>F=A>4B 4H = !>I4C4J=5

/-KLM@G>=A@G (BA@ND=A>O@ "PQD@CC>4B 3@FA4D >B

!"#$%&'()$*&+ ",-./+

建重组载体! 重组菌整合拷贝数为
!"#

" 在此基础

上! 可以通过改变整合位点在
$%&'

的位置以及利

用缺陷型启动子或弱启动子调控
!"#$

基因来筛选

高拷贝重组菌"

!"#

重组菌
$%&

脱氨酶酶活测定

!"#"'

重组菌
%&'(

基因拷贝数与
'()

脱氨酶酶

活之间的关系 将含不同
%&')

基因整合拷贝的

重组菌接种于
*+)%

培养基中!测定发酵上清液重

图
( !"#$%

和
&'#$

基因标准曲线的建立

)*+, ( -./012341*./ .5 016/7627 43289 .5 !&#$% 6/7 &'#$ +9/9

表
:

实时荧光定量
&-;

检测重组菌
&'#$

基因的整合拷贝数

<6=>9 : ?01*@6197 &'#$ +9/9 4.AB /3@=92 .5 294.@=*/6/10 =B 296>C1*@9 5>3.29049/1 D36/1*161*89 &-;

*+ ,!-./0

重组菌

12')3

基因
,-

值
,-

均值
标准

偏差

4&')

基因
,-

值
,-

均值
标准

偏差

,./0

'

1

,./0

2

拷贝数
3 4 5 ! 6 5

3 37896 !985! !986: ;98!< =8;> !>8!! !>8=5 !>8=? !>8=> =8=5 68!5 6

6 !98:7 !98:! !98?6 !98<= =8=9 !?87? !?8<> !?8>7 !?8>5 =8!6 585: 5

5 !78=6 !785? !78<= !785= =86= !?859 !?8:> !?8=> !?85! =8!> 68=? 6

: 6=855 6!86! 6=859 6=8?: =8:= !98!! !98!< !98=5 !98!= =8=< !85> !

< !98!: !789< !9859 !98!? =8!7 !>8=! !?89! !>8<! !>8!: =86? 68=6 6

? 6=8>5 6=8:7 6=8:7 6=8<? =8!6 !>896 !>8>< !>8>< !>87! =8=7 58!? 5

> 6=8?6 6=8!6 6=8!= 6=867 =86: !78?: !>89: !>87! !78!5 =85? 68!! 6

7 6!8>? 6!87< 6!8<> 6!8>5 =8!6 !98== !98== !78?7 !7879 =8!< 58!> 5

9 6!877 6!8>? 6!87= 6!876 =8=< !985: !98=7 !98:> !985= =8!> 68<: 5

!= 6!866 6=89= 6=896 6!8=! =8!< !78:7 !78>: !78?9 !78?: =8!! 6859 6

<R



研究论文
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年第
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卷第
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期食品与生物技术学报

孙海烨!等"

!"#$

介导的乳酸克鲁维酵母整合型表达载体的构建及初步验证

组
$%&

脱氨酶酶活!结果如图
'

所示" 重组菌基因

组中
!"#$

基因拷贝数的差异影响
$%&

脱氨酶的

表达水平!在同样发酵条件下!只含
(

个
%"#&

基

因拷贝的重组菌发酵上清液
$%&

脱氨酶酶活性最

低! 含
)

个
%"#&

基因拷贝的重组菌酶活性最高!

达到#

***+**!,-+(.

$

/012

!比前者提高了
''3

!含
,

个
%"#&

基因拷贝的重组菌酶活介于
(

个和
-

个

拷贝的重组菌!表明在一定范围内随着拷贝数的增

加!重组菌的酶活相应提高!与
%4!5

678等研究结果一

致!因此!提高目的基因在宿主菌株中的拷贝数是

提高外源蛋白表达量的有效途径% 虽然本试验中重

组菌拷贝数较低!但在强启动子
'()*!+,

的调控下

外源基因仍得到高效表达"

图
!

重组菌
"#$

脱氨酶酶活性与
!"#$

基因拷贝数的

关系

%&'( ! )*+,-&./01&2 3*-4**/ "#$ 5*,6&/,0* ,7-&8&-9 ,/5

-1* 7.29 /:63*; .< -1* %"#& '*/* &/ ;*7.63&/,/-0

图
=

培养基成分对重组菌菌体生长及产酶的影响

%&'( = ><<*7-0 .< 6*5&, 7.62.0&-&./ ./ -1* 7*++ ';.4-1

,/5 "#$ 5*,6&/,0* 2;.5:7-&./ .< ;*7.63&/,/-

?(@(A

培养基成分对重组菌生长和产酶的影响

重组菌
-. /0)1239:;<=$4056(

中
!"#&

基因的表

达受
'()*!+,

调控!该启动子为非严格诱导型启动

子!由乳糖或半乳糖诱导!但不完全被葡萄糖抑制"

在诱导和非诱导培养基中分别测定重组菌菌体生

长量和发酵上清液
$%&

脱氨酶酶活! 结果如图
7

所示" 在
-. /0)123

中!

'()*!+,

在缺少诱导物的条

件下存在一定量的本底表达!

$%&

脱氨酶酶活为

&

**.!>>?@A

$

/91B

! 诱导条件下!

CD&E=

培养基中

酶活为 &

.@F!,F

$

/91B

!

CD&=

培养基中酶活最高!

为&

.7F!>-G--

$

/91B

!与非诱导条件下相比分别提

高了
,.+'3

和
-,+@3

! 而在不同培养基中重组菌菌

体生长量相当!进一步表明酶活的提高是由于诱导

物存在下启动子调控外源蛋白表达的能力增强!且

随着诱导物浓度的增加!酶活相应提高%

A(B

乳酸克鲁维酵母整合表达体系稳定性

在无选择压力条件下! 与游离型表达载体相

比!整合型表达载体具有在宿主菌基因组中稳定遗

传的优点% 根据
(+,+A

节所述方法!对构建的重组表

达载体在细胞内的稳定性进行了测定!重组菌传代

.'

次后的稳定性为
7'+.73

! 表明整合于
-. /0)123

基因组中的外源基因具有良好的遗传稳定性%

以
('H !EI$

为同源重组的整合位点构建了适

用于
-. /0)123

的整合型表达载体
:;<=$J056(

!并

实现了
$%&

脱氨酶在宿主菌中的分泌表达% 所构

建的载体在以下方面具有一定的优势'

(

$ 以
!EI$

为同源重组位点!外源基因整合于宿主细胞基因组

中!且在无选择压力条件下稳定遗传(

,

$线性化重

组载体后! 同源重组片段去除了
7. )8/2

来源的
892

序列和氨苄青霉素抗性基因#

!5'

!

$!减小了载体的

大小! 同时提高了稳定性和生物安全性 6(,8

(

-

$以

056(

为筛选标记!可直接从野生型菌株出发!不需

要利用
/<$

)

BD/

或
;<&

等营养缺陷型筛选标记!

省去了营养缺陷型菌株的筛选!并避免了回复突变

的问题6,8

!此外!也降低了使用
=*('

)潮霉素等抗生

素在筛选中的成本! 不会对环境和人类产生危害(

*

$在整合拷贝数较低的情况下!强启动子
'()*!+,

调控外源基因的表达达到较高的胞外蛋白产量!另

外!因
!EI$

在
-. /0)123

中基因组中存在
AF

个左右

拷贝! 该表达载体也为同时共表达多个外源基因

&如酵母分泌途径中的辅助因子或分子伴侣等$提

供了可能6AJ'8

%

与此同时! 该表达载体也存在一定的不足之

讨讨讨讨讨 论论论论论
%%%%

%

$(
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处!即重组菌整合拷贝数较低!推测可能原因一方

面是本研究所选取的同源臂序列为完整的
!"#

$%&'

!该位点具有高度保守性!且同源重组片段缺

少了
()*

"

+,-!

等重要功能元件! 因此影响了整合

的效率 ./

!

!"0

!另一方面是调控筛选标记的
!"#$%

为

强启动子!重组菌只需达到较低拷贝即能在
123

平

板上生长!不利于拷贝数的复制# 为了避免上述情

况!后续试验可以从两个角度出发!一是对
&' ()*+,-

的
$%&'

序列进行分析!选择合适的同源臂序列!二

是将
)./0

基因前的启动子替换为缺陷型启动子或

弱启动子!通过增强选择压力来筛选高拷贝重组菌$

利用本研究构建的表达载体能够实现外源基

因的稳定表达! 为
&' ()*+,-

进行分子改造提供了理

想工具$因目前对于
$%&'

的重要元件%重组的分子

机制研究尚不完善!通过不断深入研究!以
$%&'

重

复单元作为同源重组的整合位点将在基因工程应

用中发挥越来越重要的作用$

结结结结结 语语语语语
RRRR

R
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介导的乳酸克鲁维酵母整合型表达载体的构建及初步验证
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加拿大批准聚山梨酯
%&

用于制备部分婴儿食品的喷雾干燥细菌培养制剂

'&()

年
%

月
(*

日!加拿大卫生部发布
+,-.$/01&(*%

号文件!修订其他允许使用的食品添加剂列表!批准聚山

梨酯
%&

%

234563!789: %;

&用于制备喷雾干燥细菌培养制剂!这种制剂在婴儿配方粉'干燥的婴儿谷类产品和营养补充粉

中使用(

据了解!聚山梨酯
%;

在加拿大已经被允许用作各种食品的乳化剂'胶凝剂'稳定剂或增稠剂) 该规定于
<;()

年
%

月
(*

日生效)

*信息来源+ 食品伙伴网
=

加拿大批准聚山梨酯
%;

用于制备部分婴儿食品的喷雾干燥细菌培养制剂
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