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产甘油假丝酵母烯醇化酶基因的克隆及序列分析

姚雁， 沈微’ ， 饶志明， 王正祥， 诸葛健’
(食品科学与技术国家重点实验室，江南大学，江苏无锡214122)

摘 要：从产甘油假丝酵母(Candida gz 3，cP一挖ogP竹Ps)基因文库中分离了一个含烯醇化酶基因

(CgEN01)的克隆子。插入片段全长2 456 bp，包含一段1 314 bp的没有内含子的蛋白质编码区，

编码一个含438个氨基酸残基的多肽链，其氨基酸序列与来源于酿酒酵母的烯醇化酶相似性为

74．3％。多重序列比对显示，产甘油假丝酵母烯醇化酶(CgEN01)含有酵母烯醇化酶全部保守区。

对编码区上下游序列分析显示，克隆片段舍有典型的酵母基因上下游调控区，是一个完整的酵母

新基因。
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Abstract：A DNA clone containing the putative Candida glycerinogenes enolase gene(CgEN01)

was isolated from genomic library．The 2456 bp insert contained a intronless open reading frame

(ORF)of 1314 bp encoding a peptide of 438 amino acid residues with 74．3％similarity to the

Saccharomyces cerevisiae enolase 1．Multi—alignment comparison revealed the CgEN01 contained

all the conserved regions of yeast enolase．Sequence analysis of 5’一and 3’一flanks of the ORF

revealed the existence of several regulatory elements of the yeast genes，80 the gene cloned was a

complete new gene．
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产甘油假丝酵母(Candida glycerinogenes)是

国发酵甘油工业的生产菌种，除过量合成甘油

，该酵母还具有耐受高渗透压的优良性能‘11。我
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值。烯醇化酶催化糖酵解途径中2一磷酸甘油酸到

磷酸烯醇式丙酮酸的反应，研究表明，植物烯醇化

酶基因在干旱、高盐等环境下往往有较高的表达水

平，被认为是抗逆相关基因[2q]。烯醇化酶基因的

表达与酵母的渗透压适应有密切关系，Norbeek J

等对酿酒酵母的研究发现，当酿酒酵母从含0．7

mol／L NaCl的生长环境转移到1．4 mol／L的生长

环境中时，有多个酶表达量有较大幅度上升，其中

上升幅度最大的是烯醇化酶‘引。产甘油假丝酵母

具有耐高渗的优良性能，是提供抗逆相关基因特别

是耐盐相关基因的优良物种。产甘油假丝酵母及

其近缘种的烯醇化酶基因均未见报道，作者采用

PCR检测的方法从产甘油假丝酵母基因库中克隆

了包括完整的上下游调控区的产甘油假丝酵母烯

醇化酶基因，为阐明烯醇化酶与产甘油假丝酵母耐

高渗之间的关系以及烯醇化酶基因的应用研究奠

定了基础。

1材料与方法

1．1菌株及培养条件

产甘油假丝酵母WL2002-5由工业微生物研究

室分离保藏，并用作染色体DNA来源。产甘油假

丝酵母基因文库由作者所在实验室构建[5-6]，是在

质粒YEp51基础上构建的，宿主菌为大肠杆菌

DH5n。宿主菌大肠杆菌JMl09为复旦大学遗传学

教研室惠赠。大肠杆菌细胞培养在含100 pg／mL

氨苄青霉素的LB培养基中(1 g／dL蛋白胨，0．5

g／dL酵母提取物，0．5 g／dL氯化钠)，培养温度为

37℃。

1．2酶和试剂

耐热DNA聚合酶(Taq酶)、连接酶、pMDl8一T

载体和DNA标准相对分子质量Marker等为宝生

物工程(大连)有限公司产品。PCR产物纯化试剂

盒、从琼脂糖凝胶中回收DNA片断的试剂盒为上

海华舜生物工程有限公司产品。引物由上海赛百

盛基因技术有限公司合成。

1．3 DNA重组及序列分析

DNA重组、质粒提取、PCR等操作均按文献

[73方法进行。用DNAman序列分析软件进行序

列分析、序列比对及绘制进化树。在NCBI

(www．ncbi．nlm．nih．gov)中利用BLAST进行核

苷酸及蛋白质同源性搜索。

1．4产甘油假丝酵母烯醇化酶基因的克隆

从NCBI中查找已发表的酵母烯醇化酶基因序

列，并进行多重序列比对，在序列高度保守区设计

简并引物：

Pen001：5，-GGTGGT(T，G)C(C，A)CA(C，T)GC

(T，G)GG一3
7

Pen002：5 r_GAAACCAT(A，G)ACACCCCA(A，

G)CC一3
7

引物Pen001与酿酒酵母烯醇化酶结构基因编

码链469～485位核苷酸序列对应，引物Pen002与

酿酒酵母烯醇化酶基因1099～2018位核苷酸序列

互补对应，以酿酒酵母烯醇化酶基因为依据，引物

间DNA长为650 bp。以产甘油假丝酵母染色体

DNA为模板，利用简并引物Pen001和Pen002扩

增产甘油假丝酵母烯醇化酶部分结构基因。PCR

按下述反应条件进行：1)94℃4 min，2)94℃50

s，45℃60 S，72℃90 s，循环30次，3)72℃10

rain。PCR产物用1 g／dL凝胶电泳分离，小量胶回

收试剂盒纯化回收。将扩增得到的约650 bp的

DNA片断与pMDl8一t载体连接，重组质粒送上海

基康生物技术公司测序。

分析测序结果，发现测序片断序列共650个碱

基，所编码的氨基酸序列与其它酿酒酵母烯醇化酶

相对应部分有86％的同源性。

将产甘油假丝酵母基因组文库适当稀释后涂

布含氨苄青霉素的LB平板，控制每块平板的菌落

数在100个左右，共涂布150块平板，37℃培养16

h，将每块平板上形成的菌落影印到另一平板上，将

新影印的平板放到37℃培养而原先的平板则分别

用生理盐水将菌落全部洗下，分别收集，形成150

个分组文库(编号001—150)。每组各取少量收集

液，接种含氨苄青霉素的LB液体培养基，培养液提

取质粒，分别以各组质粒为模板，用Pen001、Pen002

为引物进行PCR检测，条件如下：1)94℃4 min，

2)94℃50 S，55℃90 S，72℃1 min，循环30次；

72℃10 min，电泳鉴定PCR扩增结果，如电泳显示

PCR扩增产生0．65 kb左右的片段则为阳性，表明

其中含有CgENO基因。将PCR检测为阳性的分

组文库对应的影印平板上的菌落分别接种含氨苄

青霉素的LB液体培养基，培养后提取质粒，以质粒

为模板，用Pen001、Pen002为引物进行PCR鉴定，

将结果为阳性的菌落划线分离后，送上海基康生物

技术公司测序。

2结果与讨论

2．1产甘油假丝酵母烯醇化酶基因的克隆

以产甘油假丝酵母染色体DNA为模板，用设

计好的简并引物Pen001和Pen002扩增产甘油假
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丝酵母烯醇化酶基因部分核苷酸序列，PCR_产物电

泳显示获得0．65 kb的扩增片段，序列比对显示该

冀段编码鳇氨基酸痔刭≮酸溪酵母烯醇讫酶氨基

酸序列有86％的同源性。充分证明所扩增的片断

确实是来源于产甘油假丝酵母烯醇化酶基因。

泼产甘油霞丝酵母分组文库为摸棱，戳Pen001’

和Pen002为引物进行PCR检测，结果显示共有3

个分组文库检测结果为阳性，即含有烯醇化酶基

因。将这3个分缰文瘁x孝应的影印平板上的藏落

分别分组编号肟进行PCR检测，最后获得3个阳性

菌落(对应菌落编号分别为008-021、031-089、128-

047)。将这3个阳性菌落所含重缀质粒分溺透舞

测序。测序结果显示，3个菌落所含质粒都是在

YEp51多克隆位点中插入了长短不同的钋源抟段

形成的重缰质藏，其中031-089菌落所含片段簸长，

为2 567 bp，序列分析显示该片段含有完整的烯醇

化酶结构基因、上游699个碱基和下游554个碱基。

另两个菌落所含外源片段分别为2 456 bp和1 527

bp，房襄魄辩显示，031—089号菌落所含援入片段包

含了另两个质粒所含片段，而3个片段的对应部分

序列完全相同。本研究所使用的基因文库是用核

酸内甥酶Sau3A l将产甘油酵母基透缀DNA部分

酶切后与经BamH I酶切的载体YEp51连接获得

的，上述3个质粒所含插入片段很可能是同一段

DNA冀段被Sau3A l在不同部位酶甥屠获得的不

同长度的片段。将菌落031—089所含插入片段核苷

酸序列谯NCBI登录，GenBank序歹n号为

EF432726，序粥名称为产曹油锻丝酵母烯醇仡酶基

因(C glycerinogenes enolase gene，CgEN01)。

2．2产甘油假丝酵母烯醇化酶基因序列分析

菌落031—089所含插入骨段核苷酸摩梦|j以及攘

测的氨基酸序列见图1。

·699懿鬻群氍整A稍毽GG馘cc矗霄黼CAGe轰矗滔琵Ae走Ae甜嫒e走AeeG矗C锵AGAe觚琏AA艘矗·630^cAA㈣CGccA从GAcAccclTTCCAGGGAGGATCCACTCCC从CGTcWTcC^：I姒TGTC代TGTTGGcCCATGTCTcTGTcGHGACACCGl：wcACAC
-525 cAACC从CCCGTCC删GTACTGGGATGGTCGl'cCAT^GACACCTCTCCAACGGGGAAcACCTcA：盯CGI“^CCOCC删TTACC01-rCCTcCTGACTCGCCC
-420 C蛳6百T融TGcrGc6cAcCTGTGGTTGcCCAACAl0GTT帆KrAlCGTGT从CCAc^CCA^CAC埘GTGcAGcAC埘艚G弼_^蚰^GA甜G1e姬GGAG艘G0·315臻e蕺G艟蕊矗矗Gl∞舂c嚣强笈艇霹黼激矗c强嚣l税轰c程e嘲G轰艇A走皱G琏e￡G潮豫‘C焘cGC麓群溉^矮粼A溅轰矗鼹A驻
．210 AATATAGGGAAAATCACG氍僦GGACGG∞矗AG^orrcCAOACTATGA∞66GGGGGGGT蝴AI《珏A^GAc娟GAGATG磷ACCCCeAGAOAOAAOAA
一105 GAAGTTGGAACTTTAGAAGAGAGAGATAAcTTTTcccc^GTGTCCAJTCA／l|TACACAACCAAACACAAACTCTATATTTACACATATAACCCCCTCCAACCAAACA
I ／0"GTcc^cTGTT^cc^从GTCTTTGCMG^TCTGTCTATG^TTCCAGAGGTAACCCAACTGTTGAAGTTGMTTMCc^CTGCTG从GGTGTCTTT^GMCc^TT
' 麓S T￥T K V F A R S V Y D S R 8 N P了￥￡V E L T T^￡8 V F R T I

106哪c。射CT键lGCATCTACCC搀TGTCCACCiAGGCTCTAG／姨CTkAGAGAT黼潍^。矗^嚣∞融瓣谢{绱∞轰矗8裙l舔赫。c走^麓薛豁犍^赫射甜0
38 V P S G A S T G V H E A L E L R D G D K S K霄L G K 8 V T K A V D N V

211 MC从GATTATTGcGCC^GcTTT^GTTG^GGCA从GGTTCc^GTTACTGAACAATTG从G^TTGACCMTTCTTGJ~TGMccTTG^cGGT^cTCCAAACMG∞T
7l N K I I A P A L V E A K V P V T E O L K l D 0 F L I树L D秘T P N K a

318鼬∞羚∞毽c^融稻e赫HcTT髓秘￥0lccel鑫∞强l糙薛^^髓eT∞T∞^建嚣T轰T8怂走媳B，豫馘r弧l矗c强射^馘l∞懒mT∞∞T
lOS K L 8 A N A l L鑫￥S L A V A K纛^纛矗￥￡K V P L Y Q Y l拜K l S鑫

42’1∞MGG^TGcTT^TQTCTTGcc^GTTcc^TTT^T∞^TGTCGTC^^T∞TQGTTccC^cGc鹪QC∞TTcccTTaccTTCc^^G^^TT晰G^TTGcTcc^^cc
141 S K D A Y V L P V P F—D V V N a日S H A e G S L A F O E F—I A P T

526 GGTGCTG从TCcTTCTCTG从GcTTTGAGAAT鹋8TTCTG从GTTT^cc^cc^cTT氇^^GTCTCTG糨^抽^^G^ccT^c鹪TC^^TcoGcT曲T^^cGTT∞T
{强 鑫轰E S F S E轰L建鼙8 S￡V Y鞋辩L K S L T K K T Y 8嚣S A鑫N V蛙

豁1懿隅^^∞T豁TGTT8cTcc^G^T矗TCCACAcccc矗c^^㈧§cTCTT8^ecT馘TT^TG托T∞T^TT^^GGeT∞AGGTT^随^8黼T^^馘TT赫。^TTGG^
211 D E G G V A P D I H T P O E A L D L I_S A I K A^G Y E B K I D I A

"／36^T鹪^CTCT∞CTCcTccG^^TTcT^cAAG^^T晰从GT^。卧cTTG∞TT^c^^鹪^TccM^cTCcG^CGGTl"CC^^GGcC^TC^cT鹪TTccC^^TT^GGT
246馨移S A S S E F Y K N 8 K Y D L A Y K D P N S O 8 S K A l T 8 S O L n841鑫觞ll鑫}黼懿夫l糙T8猕馘矗c张∞缎^H8l群ccme^^8^TOc纛Hl泓融^激，僦T筠酝^^∞lGGACTAACkACHT叛^矗^嚣￥∞雕
281 D L Y A E L C K N Y P l V S L E D P F A E D D并E T霄T N N F E K L P

946 GTTCA从TTGTTGC^G^TGAOTT^^CcGTCACCAACCOACAAAGAATCAAGACTGCTATTGA／LAAGAAGGCTGCTTCTGCTTTGTT^TTGAAGGTCA^ccAAATT
318 V 0 I V A D D L T V T N P 0 R I K T A l E K K A A S A L L L K V N 0 I

{05{勰T^∞f豫eT懿埘CCATCCAAGCTGCT曩^髓蝣磷￥TTGC^C-C臻,GGTTGGGGTGTCATGGTTTCCCACAGATCTGGTG矗矗^cc氇^杰馘，^淞Tc^T鹣淑
351 8 T L S E S l叠A A N D S F A A 8瓣8 V l V S H R S 8 E T E D T F l走

1156 G^TTT黼CTGTTGGTTTG^GA^CcGGTQMTTGMGTCT黼T∞TCc^GGTMTcc卧^^G从TGC-CT^柏T^c^^ccMTT^TTAAGAATTGAAGAAGAATTA
386 D L T V 8 L R T Q E L K S Q A P A R S E R-A K Y N口L L R I E E E L

1261∞TG^C～惦GCTGTOT^cGcTGGT^^蝴TTc^GMCTGcc妇~c8^^TT^T^MTCT^^CTMTGCmC^GT^^^T^TCT^GT^G^^TTTTTACAGTCCCTAC
421 建D K A V Y A 8 K K F R T A H E L枣

1；366祭T鞭T^^^TG^^HTA^T镪^^^^^^矗秘^TTTT81"黼^T8T8TT强W杰矗8TTG∞。T甜Tc。G^T^^。fccGGG^GTT瑚”馘TTTe％^^T稍嗡¨1T
1471 TTTTTTCAAAACGATTGTTGTAGTGTMc^G^cTTT从CAkAAGGACATCACTCTACAGGGCAGCTTTAAAATCCCTCAGTGTMTTGTTCTTCATTCATAACGT

1576∞c^GTcMGG^从TTT∞从G^GTG^TTGTTccI^AT从^l^^cc^G从G^GTMTGG^^^G^GTT^T^TT丌cT^TOO“TT^GGc^TMG^cMTGT^G“TTT

!墼!!!丛您TT∞TccTTTTGTcTTcT馘^^^GG^T^Tc^cGcT钳∞G】^^TT聪^TTGGc∞TTc^T^c∞Bc融强黼T8TTe皤TTT^强∞^^^cT戳：^T^
t786 lT鲥l甜鹊l蚰馘黼H^Tc^融拜赫赫黼Tl蚣赫娃麟lT瑚lGl触解毽lCl∞}羚c^A蟊赫熬黼觚叛10

编码区上游序梦Ij中，单下划线部分为启动乎区域，其中禽边框部分(TATAAA)为酵母TATA概，另一个含边樵部分(TCAA)是转

激起始区，其上游双下划线部分为CT丰嚣区。编码嚣下游苹下划线部分鸯转录终皮信号，两个禽边搓部分为polyA信号。

圈1产曾油假丝黪母烯醇{l：酶基医(CgEN01}序列分析

Fig．1 Sequence analysis of
Candida glycerinogenes Enolase gene
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根据与酿酒酵母烯醇化酶基因序列比对的结

果，这段序列包括一段1 314 bp的开放阅读框，所

编码的氨基酸序列与酿酒酵母烯醇化酶氨基酸序

列同源性达74．3％，显然是产甘油假丝酵母烯醇化

酶基因(CgEN01)的结构基因。CgEN01结构基因

起始翻译密码子上游第三个碱基(一3位碱基)为

A，这符合酵母Kozak结构最主要的特征。CgENO

结构基因+4位碱基(与ATG紧邻)为T，这与酵母

Kozak结构不符。作者将来源于酵母的所有烯醇化

酶基因进行多重序列比对，结果显示，所有基因的

一3位碱基均为A而+4位碱基则没有明显的倾向

性。对结构基因的分析显示，CgEN01基因编码含

438个氨基酸的蛋白质，比酿酒酵母烯醇化酶基因

少1个氨基酸，结构基因没有内含子。密码子偏好

性分析显示，CgEN01结构基因密码子使用有明显

的偏好性，见表1。在61个密码子中，CgEN01基

因只使用了42个，而同样来源于产甘油假丝酵母

的另两个基因URA3和TRPI虽然结构基因比

CgENO短，但使用的密码子却明显比烯醇化酶基

因多。Mason等研究表明，酵母中高表达的基因一

般都有明显的密码子使用偏好性[8]。URA3和

TRPI基因分别编码酵母尿嘧啶和色氨酸合成途径

的酶，表达量一般不高，而烯醇化酶是糖酵解途径

的关键酶，表达量高，因此烯醇化酶有更明显的密

码子偏好性。

表1产甘油假丝酵母ENOI、URA3、TRPl基因密码子使

用情况比较

Tab．1 Codon usage of EN01、URA3、TRPl gene from

C glycerinogenes

用真核生物启动子分析程序(http：／／

WWW．fruitfly．org／seq—tools／promoter．html)对

CgEN01结构基因上游的699个碱基分析显示，其

中一165～一114间最有可能是启动子区域。该区域中⋯142 137为TATA元件，与酵母TATA
元件的共有序列TATAAA完全一致。酵母TA—

TA元件和转录起始位点之间的距离往往不固定，

转录起始位点一般位于TATA元件下游60～110

碱基范围内。在这一范围内，一59～一56之间碱基

为TCAA，是典型的酵母转录起始位点，该位点上

游17个碱基(一76～一60)中T和C占13个，符合

酵母转录起始位点上游C／T丰富区的特征，因此

TCAA是CgEN01基因的转录起始区．

对CgEN01结构基因终止密码子TAA下游

591个碱基序列分析显示，其中1 679一--1 686碱基之

间序列为TTTTTATA，与典型的酵母转录终止信

号完全一致，在其上游有两个区域：1385～1394、

1610～1615，核苷酸序列分别为AAAAAAAAA和

AATAAA，与酵母RNA腺嘌呤末端转移酶识别序

列(PolyA信号)完全一致。

由上述分析可见，作者获得的CgEN01基因除

具有完整的蛋白质编码区外，还包含了典型的酵母

基因上下游调控区，是一条完整的基因。

2．3产甘油假丝酵母烯醇化酶氨基酸序列与其他

酵母烯醇化酶氨基酸序列比对

将由基因序列推测的产甘油假丝酵母烯醇化

酶(CgEN01)氨基酸序列与在NCBI中搜索到的其

它酵母烯醇化酶氨基酸序列进行多重序列比对。

结果显示，不同酵母来源的烯醇化酶氨基酸序列有

多个高度保守区，而作者克隆获得的CgEN01拥有

所有的保守区，这充分证明克隆得到的基因确实是

烯醇化酶基因。(为节约篇幅，图2只列出了CgE-

N01与酿酒酵母烯醇化酶、白假丝酵母烯醇化酶以

及亲缘关系较远的粟酒裂殖酵母烯醇化酶2氨基

酸序列多重序列比对的结果)。产甘油假丝酵母烯

醇化酶基因与其它酵母烯醇化酶氨基酸序列相似

性列于图2。

由表2可见，产甘油假丝酵母烯醇化酶与Ere—

mothecium gossypii的烯醇化酶相似性最高，为

75．9％，与其它几个酵母烯醇化酶基因的序列相似

性也均在60％以上，可见烯醇化酶基因有较高的保

守性，这与糖酵解途径中其它酶的情况相似。上述

13种酵母烯醇化酶的亲缘关系见图3。

由图3可知，尽管产甘油假丝酵母烯醇化酶序

列与E．gossypii和K．1actis的烯醇化酶基因相

似性最高，但用DNAman绘制进化树时，产甘油假

丝酵母与这两个酵母并不在同一进化簇内，这是因

为E．gossypii和K．1actis的氨基酸序列与

C．glabrata以及酿酒酵母烯醇化酶1、2的同源性

很高，均在85％左右或更高，而产甘油假丝酵母与

这几种酵母烯醇化酶氨基酸序列的相似性远没有

这么高，因此没有与这几种酵母的分成一类。

  万方数据



96 食品 与 生 物技 术 学 报 第27卷

图2产甘油假丝酵母烯醇化酶与其它酵母烯醇化酶氨基酸序列多重比对

Fig．2 MultiPle Sequence alignment of enolases from c glycerinogenes and other yeasts

表2产甘油假丝酵母烯醇化酶与其他酵母烯醇化酶氨基

酸序列相似性

Tab．2 Similarity of amino acid sequence between enolases

from C glycerinogenes and other yeasts

基因来源 Accession N． 相似性

所有氨基酸序列均来源于美国国家生物技术信息中心

(WWW．ncbi．nlra．nih．gov)

be2

图3不同酵母烯醇化酶进化树

Fig．3 Phylogenic tree of enolase from different yeasts

2．4产甘油假丝酵母中密码子CTG编码亮氨酸

研究酵母基因时，密码子CTG的特殊性是一

个需要关注的问题，在绝大多数的生物体中密码子

CTG编码亮氨酸。Kawaguchi Y等在研究Candi-

da cylindracea时首次发现密码子CTG在该酵母

中编码丝氨酸，这一差别导致许多基因，特别是遗
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传工程上常用的一些标记基因在该酵母中不能表

现出功能[9]，之后其它研究者在自假丝酵母等共计

近百种酵母中发现了同样的情况[1引。产甘油假丝

酵母与白假丝酵母等有较近的亲缘关系，其CTG

密码子是否也编码丝氨酸是一个值得关注的问题。

对CgENO结构基因分析显示，其中共有4个

CTG，分别编码第107、117、197、228位氨基酸(亮

氨酸或丝氨酸)。对照图2，其中第107位氨基酸

KLGAN是一个在4种酵母中保守的区域，实际上

将13种酵母的氨基酸序列进行多重比对时，LGAN

是一个在所有酵母中完全保守的区域，可见在产甘

油假丝酵母中密码子CTG在这个位置上编码亮氨

酸而不是丝氨酸。进一步分析可知，第228位也是

一个在13种酵母中完全保守的位点，全部都是亮

氨酸。197位是一个相对保守的区域，除产甘油假

丝酵母之外的12种酵母烯醇化酶中，只有粟酒裂殖

酵母的烯醇化酶1在这一位置是异亮氨酸，其余11

种均为亮氨酸。由上述分析可见在产甘油假丝酵母

中密码子CTG编码亮氨酸，与通用密码子一致。

3 结 语

从产甘油假丝酵母(Candida gfycP，．i咒ogP咒Ps)

基因文库中分离了一个含烯醇化酶基因(CgEN01)

的克隆子。插入片段全长2 456 bp，包含一段1 314

bp的没有内含子的蛋白质编码区，编码--个含438

个氨基酸残基的多肽链，其氨基酸序列与来源于酿

酒酵母的烯醇化酶相似性为74．3％。多重序列比

对显示，产甘油假丝酵母烯醇化酶(CgEN01)含有

酵母烯醇化酶全部保守区。对编码区上下游序列

分析显示，克隆片段含有典型的酵母基因上下游调

控区，是一个完整的酵母新基因。
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