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摘 要：利用PCR技术从酿酒酵母基因组克隆得到甘油代谢关键酶基因gpdl启动子，并成功构

建真核生物穿梭表达载体pYX212一zoecin—PScgpdl—GUS，并将其电击转入酿酒酵母中。将构建成

功的酿酒酵母Saccharomyces cerevisiae基因工程菌分别在O．2，O．5，1．0 mol／L NaCl的盐胁迫下

培养，首次通过GUS组织化学染色法和荧光法测定GUS报告基因的瞬时表达酶活检测gpdl启

动子的酶活表达。研究发现，酵母甘油代谢关键酶基因gpdl启动子在不同渗透压下的表达有明

显的差异。证实了gpdl启动子是受渗透压调节的，属于诱导型启动子，这可能与渗透压胁迫下的

甘油代谢密切关联，相关研究未见报道。

关键词：甘油代谢；gpdl启动子；伊葡糖苷酸酶

中图分类号：Q 939．97 文献标识码：A

Analysis of Promoter gpd l of the

in Saccharomyces cerevisia

Key Gene of Glycerol Metabolic

at Different Osmotic Stress

WANG Jun—jiel”，RAO Zhi—ming。1,2，SHEN Weil”，FANG Hui—yingⅢ，ZHUGE Jianl·2

(1．Key Laboratory of Industrial Bioteehnology，Ministry of Education，Jiangnan University，Wuxi 214122，China；

2．School of Biotechnology，Jiangnan University，Wuxi 214 122，China)

Abstract：A shuttle vector pYX212一zeocin—PScgpdl-GUS had been constructed and transformed

into Saccharomyces cerevisiae by electroporation．The transformants was cultured in medium

with 0．2，0．5 and 1．0 mol／L NaCl supplement，respectively．The enzyme activity of promoter

gpdl was determined by transient histoehemieal analysis of GUS gene at different osmotic

pressure．The result showed that the expression of promoter gpdl in S．cerevisiae at different

osmotic pressure were prominently different．It was concluded that the promoter gpdl was an

inducible promoter，regulated by osmotic pressure．

Key words：glycer01 metabolic；promoter gpdl；GUS

收稿日期：2007-07-25．

基金项目：国家自然科学基金项目(30570142，20676053)；国家863计划项目(2006AA020103)；江苏省青年科技

创新人才基金项目(BK2006504)；长江学者和创新团队发展计划项目(IRT0532)．

作者简介：王俊杰(1983一)，男，湖北武汉人，微生物学硕士研究生．

*通讯作者：饶志明(1975-)，男，江西临川人，农学博士，教授，硕士生导师．主要从事工业微生物育种及分子生物

学改造方面的研究．Email：raozm@yahoo．corn．ca

 万方数据



28 食品 与 生物技术学报 第27卷

甘油(glycer01)是甘油三酸酯分子的骨架成分；

它具有相对分子量小、容易溶解，在生理pH值范围

内不带净电荷，能被细胞膜保持住，对生物细胞无

任何毒副作用等特点，因此被认为是一种极其理想

的耐高渗透压介质。在真核生物中，存在于胞浆中

的3一磷酸甘油脱氢酶，以NAD+为辅酶，催化磷酸

二羟丙酮生成3一磷酸甘油，然后3一磷酸甘油磷酸酶

催化3一磷酸甘油生成甘油。当环境渗透压升高时，

酿酒酵母将合成并在胞内积累甘油以维持细胞内

外的渗透压平衡【1]，但是其分子内部作用机理尚未

研究清楚。经研究发现[2。4]，3一磷酸甘油脱氢酶

(GPDH)至少有两个同工酶，分别为gpdl、gpd2，

且生物体内甘油合成代谢中以gpdl为主；GPDH

作为生物体内甘油合成代谢途径中的限速酶，直接

决定了葡萄糖分解代谢过程中向甘油合成方向的

物质流分配量和甘油合成水平r引。赵有玺等[6]克

隆到产甘油假丝酵母产甘油关键酶基因gpdl，并

将其在酿酒酵母中表达，发现甘油合成量有显著的

提高；陈献忠等[71从一株产甘油假丝酵母的工业菌

种中成功克隆到GPDH的编码基因Cg gpd的上下

游序列，在一定的盐胁迫下将该基因在其它的酵母

中异源表达，发现携带Cg gpd基因的转基因酵母

比野生型的酵母有明显的耐渗透压胁迫的能力。

但是，甘油含量的提高与GPD基因内部的之间的

作用机理也未研究透彻，且gpdl基因的启动子与

甘油含量的积累之间的研究未见报道。

利用基因融合来研究现代分子生物学的问题，

如基因表达、调控等是非常有效的，GUS(p-葡糖苷

酸酶)基因是从大肠杆菌中克隆的，作为基因融合

系统中的报告基因广泛应用于细菌、植物、甚至动

物的基因调控、表达等分子遗传学的研究中[8]。作

者从酿酒酵母S．cerevisiae中克隆gpdl的启动

子，并构建真核生物穿梭表达载体pYX212-zoecin-

PScgpdl-GUS，并将其电击转化人酿酒酵母中。将

构建成功的酿酒酵母S．cerevisiae基因工程菌分别

在不同NaCl浓度的盐胁迫下培养，通过GUS组织

化学染色法和荧光法测定GUS报告基因的瞬时表

达酶活检测gpdl启动子的功能，作者研究酵母甘

油代谢关键酶基因gpdl启动子在不同渗透压下的

表达水平。

1材料与方法

1．1 材料

1．1．1 茵株及质粒 酿酒酵母Saccharomyces

cerevisiae 303—1A，E．coli JMl09及质粒pYX212一

zeocin，p3300一zeocin由作者所在实验室保藏。

1．1．2工具酶和试剂 限制性内切酶Hind llI、

BamHI、BgllI、Sal I，T4 DNA连接酶，TaqDNA聚

合酶等购自TaKaRa公司；质粒提取试剂盒，小型

DNA片断回收试剂盒购自博大泰克公司；氨苄西

林，卡那霉素，Zeocin等抗生素购自上海生物工程

有限公司；GUS基因的底物X-gluc，4一甲基伞形酮

酰-b-葡萄糖醛苷(4-methylumbelliferyl—b-D-glucu—

ronide，MUG)，4一甲基伞形酮(4-methylumbellifer-

one，MU)均购自上海生物工程有限公司。

1．1．3 PCR引物 根据酿酒酵母S．cerevisiae

303—1A基因组和质粒pBll21公布的序列，分别设

计基因片段PScgpd和GUS合成PCR所需引物

(上海赛百盛基因技术有限公司合成)：

P1： 5'-GGAAGATCTGCACGAAATATAT—

GTAGGCAA一3’l

P1：5'-CGCGGATTCCCAATATTTGTGTT一
____-●__-____-_●__●●●_-●________一

TGTGGAGG一3
7

l

P3：5'-GGCGGATTCAACGGATGATATA—

CTGACGTA(、_3 7；
．

P4：5'-CGGAAGCTTCCAATATATTAAA—

GCGCAGTTA一3’

引物1，2，3，4分别在引物上游引入BglⅡ，

BamHI，BamHI，HindlII酶切位点(下划线部分)。

1．2 方法

1．2．1 茵体的培养 将含有重组质粒pYX212一

zeocin E coli JMl09，在含有50 mg／L kana LB固

体或液体培养基中，250 r／min、37℃培养过夜。含

重组质粒pYX212一zeocin—PScgpdl—GUS的酿酒酵

母S．cerevisiae基因工程菌在含150 mg／mL zeocin

的YPD固体或液体培养基中于250 r／rain、30℃培

养过夜。

1．2．2 染色体DNA制备参照文献／-93进行。

1．2．3 PCR反应体系及反应条件 反应体系：10

×buffer 5弘L，2．5 mmol／L dNTP 4弘L，MgCl2 4

弘L，两条引物各1 pL，模板DNA 2 tLL，Taq酶l

弘L，ddH20 33弘L，总体积50 pL。PScgpdl PCR

反应条件：94℃预变性5 min，变性60 s，55℃退

火90 s，72℃延伸120 s，30次循环后，72℃保温

10℃。GUS基因PCR反应条件：94℃预变性5

rain，变性60 s，52℃退火90 s，72℃延伸120 s，

35次循环后，72℃保温10℃。

另外，PCR产物胶回收，Pscgpdl和G吣与
pMD-18TEasyvector连接、转化及质粒提取均参照

试剂盒说明书。
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1．2．4酿酒酵母S．cerevisiae基因工程茵的构建

1)酿酒酵母S．cerevisiae表达载体的构建：首

先将PCR来源于酿酒酵母染色体和载体pBll21的

目的基因PScgpdl和GUS分别连入载体PMD-

18T，得到重组质粒PMD-18T-PScgpdl，PMD-

18T—GUS。然后分别用BglⅡ，BamHI及

BarnHI，HindlII双酶切重组质粒PMD-18T—

TPI

Orl

PScgpdl，PMD-18T-GUS，分别得到1．1 kb和2．1

kb的目的基因PScgpdl及GUs，并将其依次连入

表达载体pYX212一zoecin，得到重组表达载体

pYX212一zeocin-PScgpdl—GUS，见图1。随后将连

接产物转化E．coli JMl09。挑取转化子，提取重组

质粒pYX212一zeocin—PScgpdl—GUS经PCR和酶切

验证，见图2。

Orl

Digestionwith BamHI 上Digesti,
T·DNA ligase PScgpd l

r

n with BamHIandBglII

图1质粒pYX212-zeocin-PScgpdl-GUS的构建

Fig．1 Construction of recombinant plasmid pYX212‘zeocin-PScglxll-GUS

2)重组质粒电击转化酿酒酵母加5弘L的酵

母表达载体pYX212～zeocin—PScgpdl—GUS质粒于

酿酒酵母感受态菌液中预冷5～10 min，混合并转

HIandHindIII

移至无菌预冷的电击杯中(电击问距为0．1 cm)。

迅速吸干电击杯表面的水，将电击杯放人点转仪的

电击之间，在1 800 V的电压下电击5 ms，取出电击
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杯，迅速加入1 mL LB液体培养基混匀，并转移至

1．5 mL的离心管中。在28℃下振荡孵育培养3

h，离心1 min，取下层悬浮菌液涂布于含相应质量

浓度zoecin的选择培养基上，28℃培养2～3 d。将

得到的重组转化子提取重组质粒pYX212一zeocin—

PScgpdl—GUS，并进行酶切验证u 0。。

1．2．5 SDS-PAGE采用5 g／dL浓缩胶及12 g／

dL分离胶的不连续垂直平板电泳进行蛋白质分离，

考马斯亮蓝G-250染色，以酿酒酵母S．cerevisiae

W30321A作为对照【11。。

1．2．6 GUS的瞬时表达

1)GUS的组织化学染色：提取含质粒

pYX2 1 2一zeocin—PScgpdl—GUS 酿 酒 酵 母

S．cerevisiae基因工程菌的转化子接种于YPD培

养基中，培养8 h后，以非基因工程菌作为对照，于

30℃培养18～24 h。取培养好的转基因酵母培养

液10 mL，离心收集细胞，置于20 mL固定液V

(95％的乙醇)：V(冰醋酸)一3：1，室温下固定酵

母细胞30 min，离心收集细胞，然后将细胞浸泡于

染色液(50 mmol／L PBS缓冲液，5 mmol／L铁氰

化钾，5 mmol／L亚铁氰化钾，0．3 g／dL X一葡萄糖

醛酸苷酸和0．5 g／dL TritonX-100)中，37℃下保

温过夜，显微镜下观察。

2)GUS的荧光法测定：提取含质粒pYX212一

zeocin—PScgpdl—GUS酿酒酵母S．cerevisiae基因

工程菌的转化子，培养8 h后，分别接种在添加有

0．2，0．5，1．0 mol／L NaCl的YPD培养基中，分别

以非基因工程菌和不加NaCI胁迫培养的基因工程

菌作为对照，于30℃培养18～24 h。取培养好的

转基因酵母培养液10 mL，离心收集细胞，置于20

mL GUS提取溶液(50 mmol／L Na3 P04，pH 7．0，

10 mmol／L Na2 EDTA，0．1 g／dL Triton X一100，10

mmol／L p-巯基乙醇，0．1 g／dL十二烷基肌酸纳)

中，与400 W超声波破碎20 min，用1．5 mL的Ep—

pendorf离心管在小型离心机上离心破碎5 min；分

别将100扯L上清液转移到2个试管中，一个标记为

0，一个为60；向标记为0的试管中加入900肛L的

终止液；将2个试管放到冰浴上，加入100肛L的检

测溶液(提取液中含有1 mmol／L的4一甲基伞形酮

酰-b一葡萄糖醛苷，MUG)；轻轻摇动试管将溶液混

匀，将标有60的试管放在37℃水浴中1 h；60 min

后，向标有60的试管中加入900 IlL的终止液(o．2

mmol／L Na2 C03)；在激发光365 am、发射光455

am下测各样品的荧光，以反应终止液为空白溶液，

用荧光仪测定甲基伞酮(MU)的浓度。以单位时间

内单位蛋白质产生4-methlumbelliferone(MU)的量比

较各启动子对GUS基因表达的影响，每个梯度做3

个平行对照，取各梯度的平均值进行比较。

2结果与分析

2．1 1"-GPD和T-GPP的构建

通过PCR成功扩增了PScgpdl与GUS基因，

将PScgpdl与GUS基因分别与pMD-18T Easy

vector连接，转化E．coli JMl09。挑取白色转化

子，过夜培养，提取质粒。然后用EcoR I酶切验证

质粒，酶切有2．7 kb和1．1 kb左右条带的为T-

PScgpdl阳性克隆，酶切有2．7 kb和2．1 kb左右

条带的为T—GUS阳性克隆，见图2。

MI．XDNA／HindⅡl markers；1．Double digestion of pMD-

18T-PScgpdl by BglⅡand BamHI；2．Double digestion of

pMD-18T-GUS by BamHI and Hindlll

图2 pMD-18T-PScgpdl。pMD-18T-GUS酶切验证

Fig．2 Restriction map of pMD-18T-PScgpdl and pMD-

181'-GUS

2．2酿酒酵母S．cerevisiae表达载体的构建

挑取转化子，提取重组质粒pYX212-zeocin—

PScgpdl—GUS，经PCR分别得到PScgpdl—GUS基

因片段约1．1 kb和GUS基因片段约2．1 kb；同时

用Sac I和HindlII双酶切，得到质粒的两个片段

分别为10．6 kb和3．2 kb。这与连接前的基因片段

大小是一致的，见图3。

2．3酿酒酵母S．cerevisiae基因工程茵的获得

将重组构建得到的酿酒酵母S．cerevisiae基因

工程菌表达载体pYX212一zeocin—PScgpdl-GUS电

击转化酿酒酵母，将电击后的悬浮菌液涂布于含

150 mg／mL zoecin的YPD固体选择培养基上，30

℃静置培养2～3 d。挑取转化子，接种于150 mg／

mL zoecin的YPD液体选择培养基中，在250 r／

min 30℃下培养18～20 h，提取重组质粒pYX212一

zeocin—PScgpdl—GUS，用Sac I和HindlII双酶切

质粒pYX212一zeocin-PScgpdl—GUS，得到两个片段

分别为lO．6 kb和3．2 kb，与预期结果一致，说明
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酿酒酵母S．cerevisiae基因工程菌已经构建成功，

见图4。

M1．kDNA／Hind m markers；1．Production PSegpdl of PCR

from plasmid of pYX212-zeocin—PScgpdl一GUS；2．Production

GUS of PCR from plasmid of pYX212-zeocin-PScgpdl一GUS；

3．pYX212-zeocin—PScgpdl—GUS／EcoR I；4．Double diges—

tion of pYX212一zeocin-PScgpdl—GUS by Sac I and Hind 1II；

M2．DL2000 markers．

图3 质粒pYX212一zeocin-PScgpdl-GUS的PCR及酶

切验证

Fig．3 Analysis of plasmid of pYX212一zeociwPScgpdl-

GUS by PCR and digestion

中PScgpdl启动子成功的启动了GUS基因的表

达。

1．S．cerevisiae W30321／pYX212-zeocin-PScgpdl—GUSt 2．

S．cerevisiae W30321A(contr01)：M．Protein markers(kDa)

图5重组菌全细胞蛋白SDS2PAGE电泳分析

Fig．5 SDs-PAGE analysis of proteins in whole cells
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苎巴，5：．曼酿．要冀母s。IP霉s≥P，y37：：1．A。参翌 的活性矗着蒜迫力度的磊大。斋上升，o．8 rm。l／L
矍：苎要妻曼譬置曼6三o?o磐堂。蛩蛋白质特征带，与 i薹l。盐。蒜运爵妄函主；：石≤苫享赢酒酵母的抗
}箩琶要篓只望}曼质大?：塑曼。，。。。⋯。 渗透i瑟淼话：茜‘《i=·。面运五i另丕磊
2～．震霎嬖矍，曼鼍1曼挈三窭篓暨鬟哼。。。 差二；磊买茬茹箍弄菇芫；，并直采石i苫0吾釜E_竺曼』羔．墨。：竺芒，曼竺鎏巴罂煮篓苎菡。纛至薪主：哥i嘉荔磊萌：薯；。i蔷鑫理条磊
要：辈孝旱{三鼍孝拿警耋耋色篓篓r：即无．GUs表 ；：磊≤蔷莴磊；娄：i看≤苫：葛丢囊葫盖i；某
达：景竺i曼曼篓全二苎兰p。Yx212_：叩in油-P缸ScgE- 主藤iX蔷葛姜母看，且。姜甚：矗蔷荔；薹芰立赢
p舟d：罢竺竺彗号竺。曼要鬟!兰‘cerF=i兰：竺曼要 i箱荔磊磊；薹吾翥≠⋯鲥～胭驯4“。“”
在酵母细胞内出现蓝色沉淀(图6b)，即在酿酒酵母

～⋯⋯～⋯⋯。9
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NaCI浓／JU(mol／L)

图7不同NaCI浓度胁迫下GUS表达活性

Fig．7 GUS activity under different NaC!osmotic stress

3 结 语

PScgpdl启动子为酵母内甘油代谢主要关键限

速酶gpdl的启动子，决定着该酶基因的表达，而甘

油又是良好的耐渗透压调节剂，过量的合成甘油可

以提高生物体对外界环境的耐受能力。作者利用

PCR方法成功克隆到酿酒酵母S．cerevisiae W303—

1A甘油代谢关键酶基因gpdl启动子，构建了真核

生物穿梭表达载体pYX212-zoecin—PScgpdl—GUS，

并通过电击转化的方法将其电击转化人酿酒酵母

S．cerevisiae W303-1A中得到酿酒酵母

S．cerevisiae W303—1A／pYX212一zeocin—PScgpdl-

GUs基因工程菌。将构建成功的酿酒酵母

S．cerevisiae W303—1A／pYX212一zeocin—PScgpdl-

GUS基因工程菌分别在0．2，0．5，1．0 mol／L

NaCI的盐胁迫下培养，通过GUS组织化学染色法

测定GUs报告基因的瞬时表达酶活来检测gpdl

启动子的表达情况。研究发现，酵母甘油代谢关键

酶基因gpdl启动子在不同渗透压下的表达有明显

的差异，且随着盐胁迫力度的加大，gpdl表达量也

相应增加，证实了gpdl启动子是受渗透压调节的，

属于诱导型启动子。
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