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根癌农杆菌介导酿酒酵母的遗传转化
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!江南大学 工业生物技术教育部重点实验室"江苏 无锡!.3$#%#

摘!要!根癌农杆菌"!"#$%&’()#*+,(+,)-&’*)./#可以将它的9:质粒的一段90;*<序列转化到

广泛的宿主细胞并能整合到宿主染色体中$作者利用根癌农杆菌转化系统成功地实现了产甘油

假丝酵母"0&.1*1&"23’)#*.$").)/#乳清苷酸脱羧酶基因"=>,##对酿酒酵母"4&’’5&#&,3’)/’)#)6
7*/*&)#?#$#0.<的=>,#缺陷遗传互补转化!转化率约为#@!个转化子%.$"个酵母细胞$通过转

化子ABC和表型验证说明了90;*<已经整合进入酵母染色体!并能够稳定地进行遗传表达$
关键词!根癌农杆菌$酿酒酵母$遗传转化

中图分类号!D1.! 文献标识码!<
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!!转 化 是 酵 母 基 因 操 作 中 的 重 要 步 骤 之 一’

.2/1年 F:JJMJ(.)和7MNNK(!)首次报道了应用 原 生

质体法 将 质 粒 成 功 转 入 酿 酒 酵 母#4&’’5&#&,3’)/
’)#)7*/*&)$’目前广泛采用的酵母转化方法主要有

原生质体转化法%醋酸锂转化法%电击转化法等&这

些方法在酵 母 的 遗 传 转 化 研 究 上 已 取 得 了 巨 大 的

成功’但是 它 们 在 转 化 生 产 菌 株 产 甘 油 假 丝 酵 母

#0&.1*1&"23’)#*.$").)/$时 遇 到 了 很 大 的 困 难’
根癌农杆菌介导的遗传转化以其操作简单%转化率

高%转基因低拷贝%易于得到稳定的转化子等特点&
广 泛 的 应 用 于 植 物 的 基 因 转 化’7IJV’X_(#)等

#.22"年$和5)A:M>K(3)等#.22%年$首 次 成 功 地 实
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现了根癌农杆菌介导酵母菌的遗传转化!且具有上

述优点"
产甘油假丝酵母 ?5!$$!0"是江南大学工业微

生物研究 中 心 得 到 的 优 良 菌 株"产 甘 油 假 丝 酵 母

的乳清苷酸脱 羧 酶 基 因#9#&#$由 作 者 所 在 研 究 室

通过遗传互补的方法克隆得到并测序%"&!测序结果

显示产甘油假丝酵母9#&#基因的序列与酿酒酵母

9#&#基 因 序 列 同 源 性 较 低#/2‘$!而 产 甘 油 假 丝

酵母9#&#基因可以互补酿酒酵母9#&#基 因 的 缺

陷"
为了进一步研究产甘油假丝酵母的遗传转化!

在已 建 立 的 根 癌 农 杆 菌#!"#$%&’()#*+,(+,)-&6
’*)./$介导转 化 丝 状 真 菌%%&的 基 础 上!探 讨 了 根 癌

农杆菌介 导 转 化 产 甘 油 假 丝 酵 母 的 可 行 性"作 者

尝试建立 根 癌 农 杆 菌 介 导 酿 酒 酵 母 的 遗 传 转 化 方

法!利用产甘油假丝酵母的9#&#基因互补酿酒酵母

的9#&#基因缺陷为筛选标记!并利用根癌农杆菌介

导将产 甘 油 假 丝 酵 母 的9#&#基 因 导 入 酿 酒 酵 母

?#$#0.<中!互补了 ?#$#0.<的9#&#基因缺陷"

>!材料与方法

>?>!菌株和质粒

根癌农杆菌57<33$3含利福霉素及链霉素抗

性!由作者所在研究室保藏’酿酒酵母9#&#基因缺

陷 型 ?#$#0.< 由 ;>@ F’LP,JJ 馈 赠"质 粒

]B<+76<##$$!含卡那霉素抗性!由中国水稻研究

所馈赠"]+;.109载体购自大连宝生物工程有限

公司"

>?@!工具酶和试剂

实验中 的 各 种 酶(氨 基 酸 营 养 因 子 和 抗 生 素

#头孢噻 肟 除 外$均 购 自 上 海 华 美 生 物 工 程 公 司"
头孢噻肟 和 乙 酰 丁 香 酮 购 自Q:NP,公 司"质 粒 提

取试剂盒和胶回收试剂盒购自博大泰克"

>?A!培养基

57培养基#组 分N)5$*蛋 白 胨.$!酵 母 膏"!
氯化钠.$"

YA;培养 基#组 分N)5$*蛋 白 胨 !$!酵 母 膏

.$!葡萄糖!$"

Q+培养基#选择培养基$#组分N)5$*酵母氮

基%@/$!葡萄糖!$!亮氨酸$@$/!色 氨 酸$@.$!组

氨酸$@$1!腺嘌呤$@$/"

++培养基#基本培养基$(6+ 培养基#诱导培

养基$见文献%%a/&"

>?B!根癌农杆菌的转化

将含 有9#&#基 因 的 质 粒 ]B<+76<##$$a

9#&#通过电击直接转入根癌农杆菌57<33$3"在

卡那霉素抗性平板上挑取抗性转化子!提取质粒酶

切验证"根 癌 农 杆 菌 感 受 态 的 制 备 及 转 化 方 法 见

文献%%&!根癌农杆菌质粒提取方法见文献%1&"

>?C!根癌农杆菌8-质粒转化酿酒酵母

接种含 有 质 粒]B<+76<##$$a9#&#的 根 癌

农杆菌57<33$3于57培养基#含卡那霉素"$!N)

P5!利富霉 素"$!N)P5!链 霉 素#$!N)P5$中!

#$b!!$$>)P:J摇床培养#%L!离心收集菌体!用

等体积的6+培养基重悬!培养%L’接种酿酒酵母

?#$#0.<于YA;培养基中!#$b!!$$>)P:J摇床

培养过夜’酿酒酵母的YA;培养液按.c"稀释到

YA;新鲜培养基中!培养%L"分别离心收集酿酒

酵母和根癌 农 杆 菌 菌 体!用 生 理 盐 水 清 洗 一 次!用

6+培养基重悬菌体!酿酒酵母细胞终浓度达到.$2

个)P5!根癌农杆菌细胞终浓度达到.$..个)P5!各
取"$!5加 入6+ 培 养 基#乙 酰 丁 香 酮!$$!P’()

5!卡 那 霉 素 "$!N)P5!利 富 霉 素 "$!N)P5$中

#$b!!$$>)P:J培养过夜"取!$$!5培养液涂布

铺有玻璃纸的6+d<Q培养基 平 板!并 置 于!"b
培养!V’将 玻 璃 纸 转 接 到Q+ 培 养 基#头 孢 噻 肟

!$$!P’()5!不含有尿 嘧 啶$上 培 养3V!筛 选 阳 性

酵母转化子%3&"

>?D!酿酒酵母阳性转化子的表型验证

将筛选的阳性转化子和 ?#$#0.<同时在 ++
培养基#尿嘧啶缺陷$上划线培养31L!观察其生长

情况"

>?E!酿酒酵母阳性转化子染色体的提取及FG4验

证

经过初步 筛 选 的 酿 酒 酵 母 阳 性 转 化 子 进 行 染

色体提取和ABC验证"酿酒酵母染色体的提取参

照文献%2&"
根据产甘油假丝酵母9#&#基因的特异性设计

两端引物*
引物C*"e0<<99BGGGG9<BB<9<BGBG

G<<B<<9B<<9BG0#e’
引物8*"e0<<99BGGGG9<BB<9<GBB9

B<9G<<<9B<GBB0#e"
酵母.1Q>;*<两端引物*
引物C*"e0<BBGG<<99BGBB9G<G<<<

BGGB9<BB<B0#e’
引物8*"e0<BBGG<<99BGGB<GGG<BG

9<<9B<<BGB0#e"

ABC的反应条件为*2"b变性"P:J!23b变

性"$K!"%b退火.@"P:J!/!b延伸!P:J!经过
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#$个循环后!在/!b延伸.$P:J"

ABC扩增产物采用$@1N#V5的琼脂糖凝胶电

泳检测"

@!结!果

@?>!含4#&A基 因 的 质 粒HG:7/I:AAJJ64#&A的

构建及酶切验证

质粒的构建过程见图."ABC扩增9#&#后连

入]+9载体!同时提取 质 粒]B<+76<##$$!两 者

分别经过RX’C"!AKW"双酶切后胶回收9#&#基

因和线性]B<+76<##$$!在 93连 接 酶 的 作 用 下

连 接 得 到 ]B<+76<##$$09#&#"质 粒 ]B<+0
76<##$$09#&#的 酶 切 验 证 见 图!"质 粒]B<+0
76<##$$09#&#经过RX’C"!AKW"双酶切!切下了

.@"_T大小的片段!这与预期的9#&#大小相当!这
说明9#&#已成功的连入了载体]B<+76<##$$"

图>!质粒HG:7/I:AAJJ64#&A的构建

)-2K>!G"%50$#,0-"%"(HG:7/I:AAJJ64#&A

图@!质粒HG:7/I:AAJJ64#&A酶切电泳图

)-2K@!81..’.,0$"H1"$.5-59&H"(HG:7/I:AAJJ64#&A

=-01$.50$-,0-"%.%*"%#,’.&5.

@?@!根癌农杆菌转化子的获得

挑取的阳性根癌农杆菌转化子并在液体57培

养基$卡那霉素"$!N#5%中培养!3L!提取质粒!将
得到的质粒进行酶切验证!证明已得到了含有质粒

]B<+76<##$$09#&#的根癌农杆菌"

@?A!酿酒酵母阳性转化子的获得及初步鉴定

在6+培养基上培养!V时有极小的酵母菌长

出&然 后 转 移 到Q+ 培 养 基$氨 噻 亏 头 孢 霉 素!$$

!P’(#5%上培养#V!在Q+ 培养基$氨噻 亏 头 孢 霉

素!$$!P’(#5%上再转接一次!培养#V后!已经可

以看到大片的根癌农杆菌已死去!中间长出许多的

酵母单菌落"挑取长势较好的酵母菌落!在Q+ 培

养基上划线!#$b培养#V后!菌落生长良 好 的 转

化子可以初步确认为阳性转化子!转化子初步选择

和生长情况见图#"
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.)有酿酒酵母阳性转化子长出的Q+培养基平板!!)无酿酒酵母阳性转化子长出的Q+培养基平板!#)?#$#0.<",#和 阳 性 转 化

子"T$X#在Q+培养基上划线生长对比

图A!酿酒酵母阳性转化子在+7培养基上的生长情况

)-2KA!81.0$&%5("$9.%052$"=%"%01.+7H’&0.

@?B!酿酒酵母阳性转化子FG4鉴定

将初 步 确 认 的 酿 酒 酵 母 阳 性 转 化 子 接 种 于

YA;液体培养基中%于#$b$!$$>&P:J培养!3L%
提取染色体进行ABC鉴定%同时作 ?#$#0.< 阴性

对照%琼脂糖凝胶电泳见图3’可以看出%阳性转化

子中可以扩增出产甘油假丝酵母的特异性9#&#基

因%而 ?#$#0.<中无法扩增出特异性片段%通过扩

增得到 ?#$#0.< 的 另 一 段 基 因.1Q>;*< %说 明

?#$#0.<的染色体是可以用于 扩 增 的’但 是 由 于

?#$#0.<内不含有产甘油假丝酵母的9#&#基因%
并且产甘 油 假 丝 酵 母 和 酿 酒 酵 母 的9#&#同 源 性

低%根据产甘油 假 丝 酵 母9#&#基 因 的 特 异 性 设 计

的引物%?#$#0.<染色体无法扩增出产甘油假丝酵

母9#&#基因%而阳性转化子可以扩增得到9#&#基

因%这 说 明 转 化 子 中 已 含 有 了 产 甘 油 假 丝 酵 母 的

9#&#基因’ABC鉴定的结果初步表明了通过根癌

农杆菌介导 转 化 的 方 法 已 实 现 了 产 甘 油 假 丝 酵 母

9#&#基因对 ?#$#0.<的遗传互补转化’

.);*<+,>_M>!!)阳 性 转 化 子 染 色 体9#&#基 因ABC扩 增

产物!#)?#$#0.<染色体9#&#基 因ABC扩 增 产 物!3)?#$#0

.<染色体.1Q>;*<ABC扩增产物

图B!阳性转化子FG4验证

)-2KB!81.FG4*.0.$9-%&0-"%"(0$&%5("$9&%0

@?C!酿酒酵母阳性转化子稳定性鉴定

将转化子接 种 在 YA;培 养 基 平 板 上%连 续 转

接.$次以后%再 接 种 于 尿 嘧 啶 缺 陷 的 基 本 培 养 基

上%#$b 培养#V’结 果 显 示%转 化 子 可 以 在 尿 嘧

啶缺陷的培养基上良好生长%表明酿酒酵母阳性转

化子特性可以稳定遗传’

A!讨!论

作者 通 过 将 含 有 目 的 质 粒 ]B<+76<##$$0
9#&#的 根 癌 农 杆 菌57<33$3和 酿 酒 酵 母 ?#$#0
.<共培养%利用酿酒酵母9#&#基因的序列与产甘

油假丝酵母9#&#基因序列同源性较低"为/2‘#%
但可以互 补 酿 酒 酵 母 的9#&#基 因 缺 陷 为 筛 选 标

记%得到了阳性转化子菌株’根据产甘油假丝酵母

9#&#基因序列特异性设计引物%利用该引物进行了

ABC验证在酿酒 酵 母 染 色 体 中 无 法 扩增出目标产

物%而在阳性转化子染色体中可以扩增得到目标产

物%初步证明9#&#基因已经成功地转入了酿酒酵母

染色体’表型验证结果也说明(9#&#基因已经转入

了酿酒酵母’这些结果表明已初步建立了根癌农杆

菌介导转化酿酒酵母的方法’在研究中转化效率达

到#@!个转化子&.$"个酵母细胞%与7IJV’X_).$*等根

癌农杆菌介导转化酿酒酵母的转化率相当’
在研究过程中%对国外普遍采用的在诱导培养

基上铺硝酸纤维滤膜的方法进行了 改进%采用了在

诱导培养基上铺玻璃纸来代替硝酸纤维滤膜直接涂

布%实验结果表明该方法可以有效获得转化子%且后

续实验操作简单%去除了冲洗菌体的步骤%减少了染

菌几率’该法经济实用%大大降低了实验成本’
根癌农杆菌转化酵母系统具有操作简单"不需

要制备原 生 质 体#$转 化 效 率 高$易 于 得 到 转 化 子$
转化子遗传稳定等特点’

!下转第2!页"
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