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产甘油假丝酵母甘油合成关键酶基因
CgGPDl多拷贝表达载体的构建及
其在大肠杆菌中的表达

王震1一， 饶志明¨“， 诸葛斌1’2， 沈微1’2， 方慧英1’2， 诸葛健1’2
(1．江南大学工业生物技术教育部重点实验室，江苏无锡214122；2．江南大学生物工程学院，

江苏无锡214122)

摘要：采用PCR的方法从产甘油假丝酵母(Candida gZyfP一加gP以已s)中扩增出3一磷酸甘油脱氢

酶的编码基因及侧翼序列CgGPDl，分别构建了含不同CgGPDl拷贝数的根癌农杆茵双元载体

pCAM3300一zeocin—CgGPDl(I)、pCAM3300-zeocin-CgGPDl一CgGPDl(Ⅱ)和pCAM3300一

zeocin-Cg GPDl一CgGPDl一CgGPDl(Ⅲ)。在大肠杆菌JMl09中，研究了其在不同质量浓度

NaCl、葡萄糖胁迫下表达情况。结果表明，在大肠杆菌中GPDH的活性随着NaCl、葡萄糖质量浓

度的升高而增加。当NaCI质量浓度达到．2．5 g／dL时，GPDH的酶活比在O．5 g／dL NaCl下平均

提高31．2％；当葡萄糖质量浓度提高至10 g／dL时，GPDH的酶活比2 g／dL葡萄糖下平均提高

31．8％；在相同的NaCl、葡萄糖质量浓度下，GPDH的活性随着CgGPDl拷贝数的增加而升高，

JMl09(Ⅱ)比JMl09(I)的GPDH酶活平均提高8．2％，JMl09(m)比JMl09(Ⅱ)的GPDH酶活

平均提高9．9％。以上结果表明，在大肠杆菌中CgGPDl基因的表达同样受渗透压胁迫调节。
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Abstract：Candida gZycPr西209P咒已5， a novel osmotolerant yeast， used for industrial—scale

fermentation and glycerol～3一phosphate dehydrogenase，the key enzyme of glycerol synthesis，was

induced by osmotic stress． In this manuscript，we the gene of glycerol一3一phosphate

dehydrogenase GPDl from C glycerinogenes was cloned and a binary vectors with different
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copies of CgGPDl：pCAM3330一zeocirrCgGPD 1’(I)，pCAM3330一zeocirrCgGPD 1一CgGPD 1(II)

and pCAM3330—zeocirrCgGPD 1一CgGPD 1一CgGPD 1(111)were constructed．The vectors were

transformed into Escherichia coli JMl09．The expression of GPDH from the transformants

harboring different copies of CgGPDl under different concentration of NaCI and glucose were

determined．The results showed that the activity of glycerol一3一phosphate dehydrogenase was

increased about 3 1．5 0A when the concentration of NaCl or glucose was 2．5％or 1 0％，

respectively．The activities of glycerol一3一phosphate dehydrogenase of JMl09(II)and JMl09(1id

were 8．2％and 9．9％higher than that of JMl09(I)and JMl09(II)，respectively．The results

indicated that the expression of CgGPDl was also induced by osmotic stress in E．coli JMl 09．

Key words： glycerol-3一phosphate dehydrogenase； Candida gZyfg，_i挖DgP靠已s； osmotic stress
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酵母细胞具有适应环境不同渗透压的能力，当

环境中的渗透压上升时，细胞内部会积累一些特殊

溶质，使细胞内外的渗透压保持平衡。当酵母细胞

处于高渗透压条件下，就会诱导合成甘油以提高其

胞内渗透压，来平衡外界的胁迫环境。研究发现，

在酿酒酵母中，3一磷酸甘油脱氢酶(GPDH)是甘油

合成途径的限速酶，GPDH由两个同工酶分别是

Gpdl和Gpd2，其中Gpdl是渗透压诱导型，Gpd2

是缺氧诱导型[1-a]。Remizec们等人研究结果表明，

过量表达Gpdl编码基因GPDl可以有效地提高甘

油的合成速率和甘油产量。

耐高渗产甘油假丝酵母(Candida glycerino-

genes)是江南大学工业微生物研究中心科研人员筛

选得到一株生产性状优良的工业化甘油生产菌株，

该菌株最大的特点是耐高渗透压，能够在550 g／L

葡萄糖的高渗条件下生长，在250 g／L葡萄糖时胞

外积累甘油总量高达120 g／L，转化率超过

50％【5。8]。由于胞浆3一磷酸甘油脱氢酶是甘油合成

途径中的关键酶，本课题组根据已报道的3一磷酸甘

油脱氢酶的氨基酸序列设计简并引物，通过简并

PCR技术结合染色体步移技术首次从

C．glycerinogenes中克隆到编码产甘油假丝酵母胞

浆3一磷酸甘油脱氢酶基因的读码框及其侧翼序列

(CgGPDl)，该基因的克隆及其相关研究报道已被

FEMS yeast research期刊接收，同时基因序列已递

交GenBank，登录号为EUl86536)。在此基础上，

作者采用PCR的方法扩增了产甘油假丝酵母胞浆

3一磷酸甘油脱氢酶编码基因及侧翼序列CgGPDl，

并构建了含CgGPDl基因不同拷贝数的根癌农杆

菌双元载体。将其分别转入大肠杆菌中，并初步研

究了重组大肠杆菌在不同质量浓度的NaCl和葡萄

糖胁迫下表达GPDH的情况，为进一步利用根癌农

杆菌介导将CgGPDl转入产甘油假丝酵母表达以

增强甘油合成水平奠定了基础。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1 菌株与载体 大肠杆菌JMl09、产甘油假

丝酵母、根癌农杆菌LBA4404(含利福霉素及链霉

素抗性)由作者所在实验室保存；质粒pCAM—

BIA3300一zeocin由作者所在实验室张君胜硕士构

建；克隆载体pMD-18T购自大连宝生物工程公司。

1．1．2 工具酶与试剂 限制性内切酶Hind ilI、

BamH I、BglⅡ，T4 DNA ligase，去磷酸化酶(Calf

Intestine Alkaline Phosphatase，CIAP)均为精美公

司产品；抗生素、Tris、SDS、磷酸二羟丙酮(DHAP)

购自Sigma公司；质粒提取、纯化及胶回收试剂盒

均购自博大泰克；其他化学试剂均为国产分析纯。

1．1．3 PCR引物 根据已知的CgGPDl的读码

框及其侧翼序列设计含有不同酶切位点的一系列

上下游引物，引物由上海赛百盛公司合成，引物序

列如下：

Primerl(Hind m)：5’-CCC AAG CTT CAG

TTC CCG TTT TCC ATT TC-3
7

Primer2(Hind m)：5'-CCC AAG CTT AAG

TGG AAA TGC AGC TAA AGG-3’

Primer3(BglⅡ)：5'-CGC AGA TCT CAG

TTC CCG TTT TCC ATT TC-3
7

Primer4(BamH I)：5'-CGC GGA TCC AAG

TGG AAA TGC AGC TAA AGG．3’

Primer5(BamH I)：5'-CGC GGA TCC CAG

TTC CCG TTT TCC ATT TC一3
7

1．2方法

1．2．1 产甘油假丝酵母染色体DNA的制备 产
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甘油假丝酵母染色体DNA的制备按文献[93进行，

略有改进。

1．2．2 PCR反应体系及反应条件 以制备的产甘

油酵母染色体DNA为模板，分别用上述引物扩增

产甘油假丝酵母胞浆3一磷酸甘油脱氢酶基因CgG-

PDl，PCR反应体系为10×ExTaq buffer 5“L，

2．5 mmol／L dNTP 4 pL，上下游引物各1肛L，模板

DNA 2 pL，ExTaq酶l pL，ddH20 36 pL，总体积

50肛L。反应条件：94℃5 min，94℃90 S，55℃

90 S，72℃120 S，循环35次。72℃10 min，15℃

10 min。

1．2．3 PCR产物胶回收参照博大泰克胶回收试

剂盒说明书。

1．2．4 CgGPDl与pMD-18T vector的连接 以

产甘油假丝酵母染色体DNA为模板，利用含不同

酶切位点的引物分别PCR扩增CgGPDl基因，胶

回收产物与pMD-18T vector的连接与转化参照试

剂盒说明书。

1．2．5 含基因CgGPDl不同拷贝数载体的构建

首先提取质粒pMD-18T-CgGPDl(含HindⅢ酶切

位点)和质粒p3300一zeocin，用HindⅢ酶切质粒

pMD-18T—CgGPDl，胶回收CgGPDl片段，将其在

HindⅢ位点插入pCAM3300-zeocin。其次，提取质

粒pMD-18T—CgGPDl(含BglⅡ和BamH I酶切

位点)和质粒pCAM3300-zeocin-CgGPDl(I)，用

Bgl lI和BarnH I酶切质粒pMD-18T—CgGPDl，将

其在BamH I位点插入pCAM3300一zeocin—egG-

PDl(I)。最后，提取质粒pMD-18T-CgGPDl(上

下游均含BamH I酶切位点)和质粒pCAM3300-

zeocin—CgGPDl一CgGPDl(Ⅱ)，用BamH I酶切质

粒pMD-18T～CgGPDl，将其在BamH I位点插入

pCAM3300一zeocin-CgGPDl-CgGPDl(II)，质粒构

建见图1。

Fig．1 Construction of plasmid of difference copies of GPDI
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将含不同CgGPDl基因拷贝数根癌农杆菌双

元载体分别转化大肠杆菌JMl09，在卡那霉素平板

上挑选转化子，分别命名为JMl09(I)、JMl09

(Ⅱ)、JMl09(Ⅲ)。

1．2．6 JMl09(I)、JMl09(Ⅱ)、JMl09(1lI)在不

同渗透压条件下培养 分别挑取含有不同拷贝的

GPDl基因的大肠杆菌的单菌落，接种于含有卡那

霉素的LB培养基中，37℃、200 r／min培养过夜，

作为种子，然后按体积分数1％的接种量接种于胁

迫培养基中(NaCl和葡萄糖的质量分数分别为

0．5、1、1．5、2、2．5 g／dL和2、4、6、8、10 g／dL)，于

37℃、200 r／min摇瓶培养8 h左右，0D值在0．8

～1．0之间。

1．2．7粗酶液的制备将培养好的发酵液于8 000

r／rain离心5 min，收集细胞，用洗涤缓冲液

(KH2P04 10 mmol／L；K2 HP04 10 mmol／L；ED—

TA 2 mmol／L，pH 7．5)，浓缩4倍保存于一20℃，

在制备前溶解、冲洗重悬于破壁缓冲液中：KHzPO。

100 mmol／L；K2 HP04 100 mmol／L；DTT

1 mmol／L；MgCl2和EDTA为2 mmol／L，pH 7．5，

菌体始终与缓冲液的体积比为1：(8～10)，采用超

声波法于低温(<4℃)破碎细胞4 rain(工作时间)；

功率为300 W，工作1 S间隔4 S。于4℃、10 000

r／min离心15 rain，上清液即为粗酶液。

1．2．8 3一磷酸甘油脱氢酶酶活测定 胞浆3一磷酸

甘油脱氢酶活性的检测在检测缓冲液(20 mmol／L

咪唑一HCl，pH 7．0，l mmol／L DTT，1 mmol／L

MgCl2，0．67 mmol／L DHAP，0．09 mmol／

LNADH)中进行，反应加入DHAP为0时，线性范

围为2 rain。酶促反应温度为30℃。无NADH氧

化酶本底，比色皿中蛋白质的质量浓度为0．05～

0．5 mg／mLI'o]。在340 nm处测定30 S和90 S时

的吸光度。NADH的吸光系数为6．22×103／(mol

·cm)。一个单位酶活定义为一分钟消耗1／-mol

NADH所需的酶量。

1．2．9蛋白质质量分数测定粗酶液蛋白质量分

数的测定采用Bradford法[111，以牛血清白蛋白为

标准蛋白质。

2 实验结果

2．1 CgGPDI基因的PCR扩增

利用含有不同酶切位点的上下游引物成功扩

增出大小为2．1 kb的特异性条带，与预期的CgG—

PDl基因大小一致，见图2的2—4泳道所示。

1．DL2000 markers；2．GPDl／HindⅢ)；3．GPDl／BglⅡand

BarnH I；4．GPDl／BarnH I I 5．XDNA／HindⅢmakersI

6．pMl3-18T-CgGPDl／HindⅢ；7．pMD-18T—CgGPDl／Bgl

II。BamH I 18．pMD-18T_CgG尸D1／BarnH I I

图2 GPDl的PCR扩增和质粒pMD-18T-CgGPDl的

酶切验证图

Fig．2 PCR amplification of GPDI and analysis of

pMD-lST-CgGPDl restriction enzyme digestion

2．2 pMD-18T-CgGPDl的构建

转化后分别挑取转化子，过夜培养提取质粒。

根据引物上设计的相应酶切位点分别用HindⅢ、

BglⅡ和Barn H I；Barn H I酶切转化子质粒，酶

切结果显示：它们均能释放出大小2．1 kb的片段，

说明含有不同酶切位点的pMD-18T—CgGPDl均已

构建成功，见图2的6—8泳道所示。

2．3含不同CgGPDI基因拷贝数根癌农杆菌双元

载体的构建和验证

首先，CgGPDl基因在pCAM3300-zeocin

Hind Ill位点插入，重组质粒经HindⅢ酶切后释放

9．6 kb和2．1 kb片段，分别对应pCAM3300一zeocin

和基因CgGPDl的大小，见图3的2—3泳道所示。

重组质粒命名为pCAM3300一zeocirr CgOPDl(I)。

将用BglⅡ和BamH I双酶切的CgGPDl基

因与经BarnH工酶切且去磷酸化的pCAM3300一

zeocin—CgGPDl(I)连接，由于BglⅡ和BamH I

是同尾酶，所以分别用BarnH I和Xba I；Sac I和

BarnH I双酶切，酶切结果显示：用BarnH I和X6口

I得到大小为13．8 kb的单一条带，对应重组质粒

的大小；用Sac I和BamH I双酶切释放出11．7 kb

和2．1 kb片段，分别对应pCAM3300一z罗ocirrCgCr-

PDl(I)和CgGPDl的大小，见图3的4—7泳道所

示，证明重组质粒构建成功。重组质粒命名为

pCAM3300一zeocin-CgGPD 1一CgGPDl(II)。
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1．kDNA／HindⅢmakersl 2．pCAM3300。zeocin／Hindm；

3．pCAM3300一zeocin-CgGPD1／HindⅢ；4．p3300-zeocin-Cg—

GPDl／BamH I，Xba I；5．p3300一zeocin-CgGPDl一CgG-

PDl／BamH I，Xba I I 6．p3300-zeocin-CgGPDl／BamH I，

Sac I；7．p3300一zeocin-CgGPDl一CgGPDl／BamH I，Sac

I l 8．pCAM3300一zeocin-CgGPDl一CgGPDl／BamH I；9．

pCAM3300一zeocin-CgGPD1一CgGPD卜CgGPD1／BamH I I

10．XDNA／Hind m Markers#

图3含不同CgGPDl基因拷贝数载体的酶切验证

Fig．3 Analysis of the plasmid with difference copies of

CgGPDI restriction enzyme digestion

用BamH I单酶切的CgGPDl基因在BamH

I位点插入pCAM3 300一zeocirrCgGPD 1一CgGPDl

(Ⅱ)，用BarnH I酶切后释放13．8 kb和2．1 kb片

段，分别对应pCAM3300一zeocin-CgGPD 1-CgG—

PDl(Ⅱ)和基因CgGPDl的大小，见图3的8-9泳

道所示。重组质粒命名为pCAM3300-zeocin-CgG—

PD 1一CgGPDl-CgGPDl(m)。

2．4不同NaC!质量浓度对GPDl表达的影响

由于大肠杆菌并不能在高渗环境下应急合成

如甘油等物质抵制外界的极端条件，因此过高的渗

透压对大肠杆菌的生长是不利的。前期研究发现，

在NaCl质量浓度大于3 g／dL的I。B培养基上，大

肠杆菌生长极其缓慢。因此，作者确定NaCl的质

量浓度梯度分别为0．5、1．0、1．5、2．0、2．5 g／dL，分

别检测JMl09(I)、JMl09(11)、JMl09(In)的

GPDH酶活，结果见表1和图4。

JMl09(I)、JMl09(II)、JMl09(Ⅲ)中的

GPDH分别随着NaCl质量浓度的增高而增加，当

NaCl的质量浓度达到2．5 g／dL时，GPDH的酶活

比NaCl的质量浓度为0．5 g／dL时平均提高

31．2％；同时，在相同的NaCI质量浓度下，GPDH

酶活随着GPDl拷贝数的增加而有所增加，JMl09

(H)比JMl09(I)的GPDH酶活平均提高7．8％，

jMl09(Ⅲ)比JMl09(II)的GPDH酶活平均提高

9．4％。

衷1 NaCI对胞浆3一磷酸甘油脱氢酶的胁迫

Tab．1 The induction of glycerol-3-phesphate dehydrogenase

ofNaCI

占
莓
髓
髓
蛹
罄
震
虹

键

雒
n

NaCl质量浓度／(g／dL)

圈4 NaCI对胞浆3一磷酸甘油脱氢酶的胁迫

Fig．4 The induction of glycerol-3一phosphate dehydro。

genase by NaCI

2．5不同葡萄糖质量浓度对GPDl表达的影响

前期实验发现，当葡萄糖的质量浓度大于10

g／dL时，JMl09菌体生长受到抑制，因此确定葡萄

糖的质量浓度梯度为2，4，6，8，10 g／dL。在不同质

量浓度下分别检测JMl09(I)、JMl09(H)、

JMl09(Ⅲ)的GPDH酶活，结果见表2和图5。

表2葡萄糖对胞浆3-磷酸甘油脱氢酶的胁迫

Tab．2 The induction of glycerol-3-phosphate dehydrogenase

of glucose

随着葡萄糖质量浓度的逐渐升高，JMl09(I)、

JMl09(1I)、JMl09(Ⅲ)的GPDH酶活逐渐升高，

当葡萄糖质量浓度达到10 g／dL时，GPDH的酶活

比葡萄糖质量浓度为2 g／dL时提高31．8％；在相

同葡萄糖质量浓度下，JMl09(工)、JMl09(Ⅱ)、
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JMl09(111)的GPDH酶活依次升高，即随着GPDl

拷贝数的增加，GPDH酶活逐渐增加，JMl09(Ⅱ)比

JMl09(I)的GPDH酶活平均提高8．7％，JMl09(Ⅲ)

比JMl09(Ⅱ)的GPDH酶活平均提高10．5％。

葡萄糖质量浓]tjU(g／dL)

图5葡萄糖对胞浆3-磷酸甘油脱氢酶的胁迫

Fig．5 The induction of glycerol-3。phosphate dehydro-

genase by glucose

3 结 语

生长于高渗环境下的微生物细胞通过一种或

多种特定溶质在细胞内积累来抵御胞内水分子外

流，这些相溶性溶质可以以较高的浓度在细胞内积

累而对细胞的酶系不出现抑制或灭活，甘油则是酵

母最主要的相溶性溶质。在甘油合成途径中，GP-

DH是限速酶，酵母在盐或高渗胁迫条件下，通过过

量表达编码GPDH、提高甘油合成来抵御环境胁

迫[12-14]。蔡敬民口5]在YEPD培养基中添加NaCl，

可以诱导酿酒酵母3一磷酸甘油脱氢酶的形成。当

培养基中NaCl质量浓度达5 g／dL时，酶比活可达

0．5 U／mg，酶活提高10倍左右。张凡等n6]的研究

表明，GPDl基因的mRNA表达量随NaCl质量浓

度的上升有上升趋势。

产甘油假丝酵母是甘油工业化生产菌种，由于

GPDH是甘油合成的关键酶，本课题组前期成功扩

增了编码GPDH同工酶Gpdl基因及其侧翼序列

(CgGPDl)。在此基础上，作者用PCR扩增出两端

含有不同酶切位点的CgGPDl，并构建了含有不同

CgGPDl拷贝数的根癌农杆菌双元载体

pCAM3300一zeodn-CgGPDl(I)、pCAM3300-zeocin-

CgGPDl一CgGPDl(U)和pCAM3300一zeocin—CgG-

PDl一CgGPDI-CgGPDl(Ⅲ)。在大肠杆菌中初步

研究了胞浆3一磷酸甘油脱氢酶在不同的渗透压胁

迫下的表达情况。由于大肠杆菌中缺乏像酵母菌

等一样的渗透压调节机制，不能在胞内积累甘油等

相溶性溶质来抵御环境中渗透压的增高。当环境

中渗透压增高时，其生长受到明显的抑制，甚至死

亡。因此作者选择一定质量浓度梯度的NaCI或葡

萄糖作为胁迫条件。结果表明，在相同的NaCI或

葡萄糖质量浓度下，随着CgGPDl拷贝数的增加，

胞浆3一磷酸甘油脱氢酶酶活有所增加，当NaCI和

葡萄糖的质量浓度分别为2．5 g／dL和10 g／dL时，

GPDH的酶活平均提高31．5％；在相同的NaCl、葡

萄糖质量浓度下，GPDH的活性随着CgGPDl拷

贝数的增加而升高，JMl09(II)比JMl09(I)的

GPDH酶活平均提高8．2％，JMl09(HI)比JMl09

(Ⅱ)的GPDH酶活平均提高9．9％。以上结果表

明，在原核生物大肠杆菌中，CgGPDl也同样受渗

透压诱导。但是GPDH酶活增加不是十分理想，只

有小幅度的提高，可能是因为：CgGPDl来自真核

生物，由于密码子偏好性，在大肠杆菌中GPDH表

达不高；由于酵母和大肠杆菌在转录和翻译等机制

方面存在明显的差异，且大肠杆菌中并不存在高渗

调节元件，也是导致GPDH表达没有明显提高的主

要原因。

由于产甘油假丝酵母的遗传背景不清楚，常规

的转化方法并没有取得成功。利用根癌农杆菌介

导转化(ATMT)真菌已经获得成功，ATMT具有

转化率高、操作方便等优点，得到了国内外学者的

青睐[17_1 8。。作者利用根癌农杆菌介导转化产甘油

假丝酵母已取得成功[1引。作者选择根癌农杆菌双

元载体pCAM3300-zeocin为原始载体，其是大肠杆

菌和根癌农杆菌的穿梭载体，将CgGPDl置于其

T—DNA区域，便于进一步利用根癌农杆菌介导转

化产甘油假丝酵母。在不同NaCl和葡萄糖质量浓

度下分别检测JMl09(I)(Ⅱ)(Ⅲ)的GPDH表

达变化情况是一种基础性尝试，本研究组的最终研

究目的是增加产甘油假丝酵母CgGPDl的拷贝数

以提高其甘油合成速率和甘油合成水平。
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