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%

G&

&是来源于粉纹夜蛾%

IA"M39EJ<2"8 ."

&的
!!""

型转座子#

G&

转座子系统可作

为一种插入型突变工具!应用于多种真核细胞中# 本研究在酿酒酵母$

58MM38A9N%M62 M6A6L"2"86

&

中构建了一个基于
G&

转座子的筛选系统% 系统由插入
"#$%

基因编码框的
G&

转座子及由半

乳糖启动子调控表达的
G&

转座酶&

&'()*

'两部分组成%在
&'()*

诱导下!

G&

转座子可以从原始

位点无痕移除并随机插入新的基因位点%

G&

转座子在转座过程中保持单一拷贝数!在每个突变

细胞中只有一个插入位点!并可快速检测突变基因% 实验结果表明"所构建的
G&

转座子筛选系

统可应用于酿酒酵母中的基因筛选%

关键词! 酿酒酵母(

G"$$%&8M

转座子(基因筛选
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酿酒酵母!

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

"是一种可

用于研究真核细胞系统中蛋白分泌和膜运输的模

式生物!"#

# 酿酒酵母具有稳定维持单倍体形态的优

点$可以利用这一特性对酵母菌株进行正向和反向

的遗传学分析# 正向基因筛选经常使用化学诱变或

者物理诱变来获取突变株$比如甲基磺酸乙酯和紫

外诱变等!$%&#

# 鉴定导致突变的相关基因时需要表达

质粒回补或者定位克隆$这些方法耗时长并且操作

困难!'#

# 与传统诱变方法相比$插入型诱变更具有优

势# 插入型诱变通过将一段
()*

插入基因$达到破

坏基因功能的目的# 引发突变的
()*

模块上含有

通用序列$可以用这个序列来检测插入位点!+#

$因此

插入诱变能够根据已知序列较容易地分析导致突

变的相关基因# 目前已有研究在酿酒酵母中使用基

于转座子的酵母突变基因组文库进行基因筛选 !,#

#

在这个系统中$转座子在大肠杆菌中通过转座酶被

插入含有酵母基因组的质粒文库中# 随后将突变的

质粒文库转入酵母并替换染色体上的等位基因$由

此引起突变
!

-#

# 尽管这一方法适用于在酵母体内进

行遗传筛选$但仍然存在一些问题$比如整合效率

低$筛选覆盖范围有限以及突变文库的保存比较困

难# 相比之下在酵母细胞内使用转座子进行突变比

转座子文库更高效# 酵母本身有一种内源性的反转

录转座子
./0

可以高效地进行转座$使用这种转座

子进行插入型诱变的方法被称为遗传足迹法 !1#

# 在

这个系统中$大量的
./"

转座子在整个基因组范围

内进行插入突变# 可以通过比较转座子插入前后$

细胞的生长状况$来分析一些特殊的基因是否是细

胞生长所必须的!2#

# 但是这个系统也存在一些缺陷$

比如由于大量的
./3

转座子同时进行插入突变$很

难在全基因组范围内对于突变位点进行精确的分

析 !1#

# 其他类型的转座子如来源于鲑鱼基因组的

!-)).,/0 1)"23(

!

!1

"转座子$从初始位点移除并再

插入其它位点后会在原始插入位点留下痕迹 !"4%3$#

$

所以大多数的转座子都不适用于在酵母体内进行

突变#

4,00(1"#

!

51

"转座子最初来源于鳞翅目昆虫粉

纹夜蛾 !

6%,#$&.-2*," /,

"

!3&%3'#

#

57

转座子通过一种

%剪切和粘贴&机制进行基因转座 !3+#

# 在
51

转座酶

!

56789

"的作用下$

51

转座子从宿主
()*

位点被精

准地移除$并且这种移除不会留下任何痕迹!"':"+#

# 同

时被移除的
51

转座子重新插入其他基因序列中的

..**

位点# 与其他转座子方法相比$

51

转座子系

统效率更高$ 并且
51

在基因组中的插入位点分布

比较均匀!",#

# 因此
51

转座子可以作为一种筛选工

具应用于许多生物物种$包括原生动物$裂殖酵母$

植物细胞$昆虫和脊椎动物!"-%"1#

#

本文在酿酒酵母中使用
51

转座子构建了一个

筛选系统#本研究将
&!56%.;<=%>?@&:+!56

转座子

插入酵母
*(;$

基因编码框中$

51"*)

基因则由另

一个游离型质粒上的半乳糖启动子调控表达#在
51

转座酶的作用下$

51

转座子可以从原始位点无痕移

除并随机插入新的基因位点#

51

转座子在转座过程

中保持单一拷贝数$在每个突变细胞中只有一个插

入位点# 使用限制性内切酶酶切降解基因组$连接

接头并进行聚合酶链式反应!

5AB

"扩增$测序比对

序列可快速检测到
51

插入位点#通过对
51

系统的

转座效率进行检测$ 结果表明
51

转座子系统能很

好地应用于酿酒酵母菌株中$并可利用这一转座工

具进行目的基因的筛选#

!"!

质粒和酵母菌株

本文中所用到的质粒如表
3

所示# 使用
CD3

和
CD$

引物从
=AEF:G/56789

质粒扩增
56789

片

段 $ 将片段通过
8#&B ?

和
9$& ?

酶切位点插入

=B@&3,:H*I3=

质粒$ 得到质粒
=B@&3,:H*I3=:

56789

# 使用
CD+

和
CD,

引物从
=<*,7:>?@&EJ,

质粒扩增
.;<=:>?@&

片段$ 将片段通过
:$) ?

和

!.) ?

酶切位点插入
=56:B3B$:)5

质粒$得到质粒

=56:.;<=:>?@&

#

本文中所用酿酒酵母出发菌株为
E*.7 $,*&!3

-)2$!K ')3"+!4 2%"&!4 6C'-'"

$购买于
*LLM9N9

#

使用
CD&

和
CD'

引物从质粒
=56O.;<=:>?@&

上

扩增
&!56:.;<=:>?@&:+!56

片段#通过同源重组!"2#

$

将
&!56:.;<=:>?@&:+!56

转座子插入酿酒酵母

*(;P

基因编码框 $ 得到实验菌株
E*.7 $,*&!"

-)2P!4 ')3"+!4 2%"&!4 ";)P

''

56 :>?@& *2#P!

''

$.$EJ 6C'-'"

#

研究中所用引物如表
P

所示#

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
9999

9

9M
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!"#

细胞培养

!

!酵母完全培养基"

"#$%

#

&'

酵母提取物$

('

蛋白胨$

)*++,-

腺嘌呤$

.-

葡萄糖!%

.

! 酵母基本培养基"

/%

#

+*01-

无氨基酵母氮

源$

.-

葡萄糖以及需要的氨基酸!$

/2

#

+341-

无氨

基酵母氮源$

.-

半乳糖以及需要的氨基酸!%

,

!大肠培养基"

.!"56$78

培养基"

&349

#

:6;

!

胰蛋白胨$

&-

#

:6;

!酵母提取物$

+*<-

#

:6;

!

=>?@

%

氨苄青霉素培养基应在灭菌后的培养基中添加终

浓度为
&++ !AB7C

的氨苄青霉素%

/DE

培养基"

.9

#

:B;

! 胰蛋白胨$

+3<9

#

:B;

!

酵母提取物$

+3+<9

#

:B;

!

=>?@

$

.3< 77F@BC G?@

$

&)

77F@BC HA?@

.

%

/D?

培养基"

& C /DE

中添加
&) 7C . 7F@BC

葡

萄糖溶液%

!"$ !"

转座子系统筛选方法

将质粒
8I/,&4J)*+,-KLE>MN

转入实验菌株

E"O1O&K'./0

""

1234567389:;!

""

<-<=>

$得到筛选

菌株% 在尿嘧啶缺陷型葡萄糖选择性培养基 #

/PK

QR>

!中接种筛选菌株$过夜培养% 为使转座酶有足

够的时间诱导
12

转座子发生转座$ 且使诱导后的

酵母细胞仍处于对数生长期$转接
+3+.<SP

细胞至

.< 7C

尿嘧啶缺陷型半乳糖选择性培养基 #

/TK

QR>

!$使起始
SP

为
+3++&

%

,+ "

振荡培养
.1 U

后$

涂布至腺嘌呤和组氨酸缺陷型葡萄糖选择性培养

基#

/PKVWNKXYM

!%

,) "

静置培养$待平板上出现明

显的酵母菌落$随机挑取菌落并在含有
<K

氟乳清酸

#

<KZSV

! 的
/P

培养基上再划线$ 从而移除含有

QIV,

标签的
12

转座酶表达质粒$得到
12

插入型

稳定突变株%

表
!

本研究所用质粒

%&'() ! *(&+,-.+ /+). -0 12-+ +1/.3

质粒名称 质粒用途 来源

8I/,&4KTVC&8KLE>MN

表达
LE

转座酶 本研究

8LEK5[Z8KX\/,

扩增
,#LEK5[Z8KX\/,K<$LE

模块 本研究

8?H;KU]LE>MN

扩增
LE

转座酶序列 文献
^.+_

8I/,&4`TVC&8

表达
LE

转座酶载体质粒 本实验室

8LE`I&I.`=L

含有
LE

转座子序列 文献
^.&_

8ZV4>`X\/,Ha4

扩增
5[Z8`X\/,

片段 本实验室

8E@bNMcRY8d ee

测序载体
$AY@Nfd

表
#

本研究所用引物

%&'() # *4-,)4+ /+). -0 12-+ +1/.3

注"酶切位点加粗标记

引物命名 引物说明 引物序列#

g

&'

h

&!

":&

扩增转座酶序列
$$$$566%%7$5222i$2i$2ii522$i2$

":.

扩增转座酶序列
2$$57%75655i$2$$$i$2i5i522i$i$

":h

将
Lj

转座子序列插入
$%k.

编码框
5225$5$5552252522$$$5255i5$555$2$$$i$2222$$552i55$55$$ii

i5$2$$$2$5$25i52i25$$$$552

":O

将
Lj

转座子序列插入
$%k.

编码框
$$2i$5i$$5225$5$$525ii$2$255252$22ii552222i$$555i255$$i

ii5$2$$$2$5$$5i$5$55252$i25

":g

扩增
5kl8`me/,

基因
$$$$57%65iii22255$$55$$

":0

扩增
5kl8`me/,

基因
$$$$67%65%2$2i5i2555$$$i

":n

/8@odF8@

合成接头引物

i2$$5i25$$ii255i25$i2$2$$55i25$i2$2$$5i2i525ii5i5ii$$i2

$2ii$$22

":p /8@j`jq5

合成接头
ii5522i5i25555555552i$$$$$

":r /8@`L&

突变验证引物
i2$$5i25$$ii255i25$i2$2$$

":&+ ,Lj`&Md

突变验证引物
5$5$i$2$ii2$5$$$$i$i$52i25

":&& /8@`L.

突变验证引物
5i25$i2$2$$5i2i525ii5i5ii

":&. ,Lj`.fW

突变验证引物
i2i$52$55$5i555$$i25$i25i$i$$

'(
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!"#

巢式聚合酶链式反应验证
!"

插入位点

用酵母基因组
!"#

纯化试剂盒!上海生工"提

取
!"

突变株酵母基因组#样品浓度大于
$ !%

$并使

用
#$% &&&

!

"'(

#

)*+,+-.

"限制性内切酶降解基因

组
!"#

#

/0 !

酶切反应
,$1,2 3

$ 酶切反应结束后#

-+ !

反应
$+ 456

灭活
#$% &&&

限制酶$ 使用梯度

78*

技术在
9: !

反应
: 456

#之后每
,: ;

降温
, !

直至
< !

# 使接头引物
=>0

和
=>-

形成发卡结

构$ 将处理后的接头引物与降解的基因组
!"#

在

< !

条件下连接#反应
,$1,2 3

$

2: !

加热
$+ 456

灭

活
?< !"#

连接酶#将连接产物与溶胶液混合#使用

柱式
!"#

胶回收试剂盒 !上海生工" 纯化连接产

物$最终得到浓度为
:1,: 6%@!A

的
!"#

产物$通过

巢式
78*

技术来扩增被
7(

转座子插入的基因片

段$使用引物
=>9

和
=>,+

进行第一轮
78*

#再用

第
,

轮
78*

的产物为模板 # 使用引物
=>,,

和

=>,$

进行第
$

轮巢式
78*

$ 胶回收
78*

终产物#

使用
?<7"B

酶将扩增的基因片段产物磷酸化$ 使

用
78*

产物纯化试剂盒!上海生工"纯化磷酸化产

物#之后将磷酸化产物与经
'CD*E

酶切并用碱性磷

酸酶
8&#7

处理后的载体
F(GHI;CJ5FK

相连接$ 最后

将连接产物转入大肠杆菌中培养以扩增质粒#提取

质粒并送测序$根据测序结果#与
"8(&

酵母基因组

数据库进行序列比对# 得到
!&

插入位点的基因序

列$

!"$

生长曲线测定

将质粒
F*./,2L'()*+L7(M;I

转入实验菌株

(=<0<,L$,%-

%%

!"./012.345-!

%%

6+678

#得到筛选

菌株$在
.!LNJM

液体培养基中接种筛选菌株#

/+ !

摇床过夜培养#转接
+O+$:P!

细胞至
$: 4A .QLNJM

液体培养基# 使起始
P!

为
+O++,

$ 分别选取
+

#

0

#

,<

#

$<

#

$0

#

/+

#

/<

#

/-

#

<9

#

:: 3

作为取样点$ 在
P!

22+

下测定培养液吸光度#以培养时间为横坐标#吸光

度值为纵坐标#绘制生长曲线$

!"% !"

转座子移除率和再插入率计算

将筛选菌株接种于
.QLNJM

液体培养基# 转座

酶在半乳糖启动子诱导下表达# 诱导
!9

转座子发

生转座$ 经过一段时间诱导后#在
/

种酵母基本培

养基上分别涂布适量的酵母菌$

.!

平板上生长的酵

母菌包括所有未发生转座及转座子发生移除和再

插入的菌株$ 当
!9

转座子发生移除#离开原始插入

位点
#!'$

基因编码框#这些酵母菌株能在腺嘌呤

缺陷型葡萄糖选择性培养基!

.!L#RI

"上生长$ 当

7(

转座子发生移除并再插入新的基因位点时#这些

酵母菌株能在
.!L#RILS5;

平板上生长$ 转座子移

除率及再插入率为

转座子移除率
T

.!L#RI

平板上生长的菌落数
.!

平板上生长的菌落数
!

,

"

转座子再插入率
T

.!L#RILS5;

平板上生长的菌落数
.!

平板上生长的菌落数
!

$

"

&"!

酿酒酵母菌株中构建
!"

转座子系统

已有研究报导
!9

转座子能在出芽酵母中进行

转座 U,:V

$ 其将
!9

转座子插入游离质粒的
N*#/

编

码框中#用以分析
!9

转座活力$ 然而#在出芽酵母

中使用
!9

转座子系统进行基因筛选还未有报导$

为了在酿酒酵母中使用
!9

转座子系统# 本研究构

建了一个含有
2

&

!9.:;<+.#012.=

&

!9

转座子的质

粒
F7(L:><+.#012

#其中
#012

基因由
:;<

启动子

控制#位于两段末端
!9

反向重复序列之间!图
,

"$

以这个质粒为模板# 使用引物
=>/

和
=><

扩增

7(

转座子序列#通过同源重组技术#将
7(

转座子

插入酵母
(?>-

基因编码框的
??##

序列中 !图

$

"$ 同时构建了表达
!9

转座酶!

7(M;I

"的质粒#由

@()

启动子调控
7(M;I

的表达$

图
! !"

转座子结构

'()" ! *+,-.+-,/ 01 +2/ !" +,34560504

当
!9

转座子插入
(?>-

基因的编码框后 #

(?>-

基因不能正常表达#在
.!

平板上生长的酿酒

酵母菌落会呈红色$ 当在含半乳糖的培养基中培养

时
7(M;I

被诱导表达#部分
!9

转座子可以从
(?>-

基因中移除# 此时
.!

平板上可以同时观察到白色

和红色的菌落!表
/

和图
/

"#其中白色酵母菌落中

(?>-

基因可以正常表达$ 而在
.!L#RI

平板上#只

能观察到白色的酵母菌落#说明
2

&

!9.:>A+./012.

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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)

!

!*

转座子从
+,-.

基因编码框移除" 此外#由于

其中一些白色酵母菌落中# 被移除的
/

!

0*12-341

567819

!

!*

转座子又再插入到新的基因中#

+,-.

基因和
56:8

基因均可以正常表达# 因此这些菌株

还可以在
!"#$%&#'()

平板上生长$图
*

%" 这些结

果说明诱导
+,-)&

表达可使
0*

转座子发生转座#

并且通过在不同培养基中的培养#监测转座或突变

状态的酵母菌株十分简便" 证明研究中构建的
0*

系统可以很好地应用于酿酒酵母中"

图
!

酿酒酵母中
!"

转座子系统

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

注&实验菌株经过
+,

转座酶诱导#分别涂布
./0

个细胞于
*

种培养基#比较菌落生长情况"

图
0 !"

转座子在酿酒酵母中进行转座

"#$% 0 1'()*+,*#&#,) ,2 !" .3./.)& #) #$%%&$'()*%+,

%+'+-.,.$+

表
0

菌株生长情况

1(43. 0 5.(*& 6.33 $',7&8 6,)9#&#,)

!%!

转座系统中
!"

移除率和再插入率

0*

转座子可以在酿酒酵母菌株中灵活转座#通

过诱导
+,-)&

表达# 本研究进一步检测
0*

转座子

被移除和再插入的效率" 实验中分析了在
!1#23-

培养基中培养的酵母的生长曲线 # 以及
8

!

0*1

;-34156:819

!

0*

转座子的移除率和再插入率 $图

4

%"所有数据均进行
*

次实验#取平均值"按照测定

生长曲线的取样点#当细胞在半乳糖培养基中诱导

培养
0

#

5

#

64

#

.4

#

.5

#

*7

#

*4

#

*8

#

49 :

#在每个时间点

分别取
*00

个细胞涂布于
!"

平板#

!";<%&

平板以

及
!"#<%&#'()

平板"根据式$

=

%和式$

>

%#计算转座

子移除率和再插入率" 实验结果表明&随着培养时

间增加#移除率持续上升$图
4

$

?

%%" 当
+,-)&

诱导

>5 :

后#转座子再插入率停止增加#之后一段时间

内再插入率出现下降#接着再逐渐增加$图
4

$

@

%%"

作者推测已经插入酵母基因组的转座子在
+,-)&

的

作用下被再次从插入位点移除#导致再插入率出现

下降" 之后再次增加是因为被再次移除的转座子又

被再次插入基因组#转座子进行二次转座" 根据曲

线# 当
+,-)&

诱导酵母生长
>5 :

时# 移除率达到

=0A/5B

#再插入率达到
>C/9B

"从酵母生长曲线可以

看出#经过
>5 :

诱导#酵母处于对数生长期#细胞生

长状态良好#且
0*

转座子未发生二次转座" 因此本

研究可以选择
>5 :

作为
0*

转座的诱变时间"

菌株 菌落颜色
!"#<%& !"#'()

,D454=

白色
E ;

实验菌株 红色
; F

+,

移除 白色
F ;

+,

再插入 白色
F F

'$



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

*+,!-$) +. .++/ #%("-%" $-/ 0(+'"%&-+)+12 345678 -469: ;:9<

=&+, )>?@>

!

AB C5

"

!"#$%&'( 'DC?EF4E4? #GDAA?>?H #IEBAJ >?

0KLL>?H 2ACEB

图
! !"

转座子的转座效率

"#$% ! &'()*+,*#-#,) .//#0#.)01 ,/ !"

2%3

转座过程中
!"

转座子拷贝数的检测

根据
!"

移除率和再插入率曲线! 研究中选取

!" #

作为菌株诱变时间"酿酒酵母中
$%&'(

诱导
!"

转座子发生插入突变后! 作者在
)*+,-(+./'

平板

上随机挑取了
!"

转座子从原始位点移除并进行再

插入的
01

个酵母菌落!提取每个菌株的基因组!用

于检查其中的
!"

插入数以及插入基因位点" 通过

230

节中所述的巢式
$45

技术扩增插入
$%

转座子

的
*6,

区域" 核酸凝胶电泳结果显示!从这些菌落

基因组中可扩增出多种不同大小的片段 #图
7

$!说

明
$%&'(

诱导后
!"

转座子可再次随机插入酵母基

因组中%且每个基因组样品均只能扩增出一条
*6,

片段! 说明
!"

转座子在转座过程中仍维持初始的

单拷贝!不会发生复制" 表
0

列出了部分
!"

转座子

插入的基因序列! 其中近
!18

的
!"

转座子插入酵

母基因编码框中!影响基因功能正常表达!引起突

变" 且被
!"

转座子插入编码框的
9

个基因均为非

必须基因!说明转座子在诱变时更倾向插入非必须

基因" 其余
""8

的转座子可插入基因启动子区域或

者终止子区域! 通过影响基因表达量改变相应性

状"在原始筛选菌株中!

$%

转座子位于第
:7

号染色

体的
,*;!

基因编码框" 经过诱导转座后!

$%

转座

子可随机插入酵母基因组其他染色体&表
0

$% 这些

结果说明使用本研究所构建的
$%

转座子系统进行

筛选时!在一个酵母菌株中只含有一个转座子插入

导致的突变位点!且插入位点随机!均匀分布于酵

母基因组!并可快速检测该插入基因!进一步证明

此系统可应用于酿酒酵母菌株中的基因筛选%

图
4 !"

插入位点扩增片段

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

表
!

突变菌株中
!"

插入位点

&(97. ! !" #)*.'-#,) *#-.* #) 6:-()- *-'(#)*

突变菌

株编号
!"

插入基因位点 染色体

:

#$%&

基因与
#'()

基因之间! 靠近
#'()

基

因终止子区域
<#=:7

! #*%)

基因启动子区域
<#=:7

1

+!,)-#

基因终止子区域与
.(*)

基因终止

子区域
<#=!

0

(/!0)

基因与
1(,22)3

基因之间 ! 靠近

(/!0)

基因启动子区域
<#=>

7

*41)

基因与
56!)

基因之间!靠近
*41)

基

因启动子区域
<#="

? +5#)

编码区
<#=:7

" 17,)8&4

编码区
<#=::

9 #'()

编码区
<#=:7

> +$/&09)

基因与
+$/:;9)

基因之间
<#=:!

:@ 1"+):-3

启动子区域
<#=!

:: <+7)

终止子区域
<#=:@

:! '=>)

启动子区域
<#=!

:1 <%')

启动子区域
<#=:?

:0 #!$)

编码框
<#=!

:7 .+!,&: ?+!"&

终止子区域
<#=:7

:? 1/,)@:4

编码框
<#=:0

:" ,%#)

编码框
<#=:?

:9 '6()

启动子区域
<#=!

:> ($A&?*(#)

终止子区域
<#=:7

!@ !,")

启动子区域
<#=:1

!: B<A)?(.#:

终止子区域
<#=>

!! 44A)

编码框
<#="

!1 !A+)

终止子区域
<#=:7

!0 15+2)&3

启动子区域
<#="

!7 6"!&

启动子区域与
4#<0

终止子区域之间
<#=:7

!? !.!&

基因与
5<<:

基因之间
<#=7

!" ..*@

基因与
'%*)

基因之间
<#=!

!9 1>+:C;4

启动子区域
<#=:7

!> *#.:0

基因与
*<%)&

基因之间
<#=9

1@ !'7)

基因与
15+&@249#

基因之间
<#="

1: .6$&

编码框
<#=::

1! 4>D8

启动子区域与
5/$&

启动子区域之间
<#="

11 $/'&

启动子区域
<#=0

10 $1/)

启动子区域与
+A>@

启动子区域之间
<#=::

17 #+5@

启动子区域
<#=9

;:
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来源于粉纹夜蛾的
)"$$%&*(

转座子可以运用

在多种生物中!除了昆虫细胞外!还可应用于酵母!

原生动物!植物和脊椎动物等!"#$

"

+&

转座子已被应

用为一种基因编辑方法! 进行转基因和基因突变"

研究昆虫和小鼠基因功能时! 可使用
!&

转座子实

现插入型突变!%&'&($

"已有研究报道运用
)*

转座子在

裂殖酵母中进行基因筛选!%+'%,$

" 运用
!&

转座子和同

属
!&

家族来源于棕蝙蝠 #

,%-."/ 012"31$1/

$的

)"$$%4*.

基因元件!可在酿酒酵母中实现体内%外转

座!-,

!

%.$

" 此外!检测
54

转座子移除和插入的分析方

法也简便易行" 然而!还没有在酿酒酵母体内用
!4

转座子进行目的基因筛选的报道" 本研究在酿酒酵

母中构建了
!4

转座子筛选系统"首先将
!4

转座子

插入酿酒酵母
/01%

基因编码框! 当
!4

转座酶表

达时!

!4

转座子从原始位点移除并再次插入基因组

中的其他位置!发生转座引起插入突变" 作者随机

挑选了
23

个被
!4

转座子插入突变的酵母单菌落!

并检测其基因组中
!4

转座子数目及插入位点" 实

验发现所有的酵母细胞只含有一个
!4

插入位点且

插入位点十分随机" 有研究表明!

!4

转座子在裂殖

酵母中进行转座时!由于
!4

转座发生在细胞分裂
4

期或者
5%

期!

67

的酵母细胞中
)*

转座子发生复

制!%,

!

%8$

" 本研究构建的系统中!原始
!4

转座子位于

基因组中!在转座过程中不会发生复制仍可维持单

拷贝"由于在裂殖酵母的
!4

系统中!

!4

转座子位于

低拷贝的外源质粒上!这一原始位点的差异很可能

是造成
!4

转座子在两个不同的菌株中拷贝数不同

的原因"

利用本研究中构建的
!4

转座子系统进行体内

突变有以下优势&

-

$与传统化学诱变相比!诱导
)*

转座酶表达就可以使转座发生!避免了化学诱变剂

的使用!不会对细胞造成其他伤害'

%

$

!4

转座子在

一个细胞基因组内只有一个插入位点!突变基因单

一有利于细胞突变型的鉴定和分析"

3

$

!4

转座子插

入位点的检测通过
)9:

技术和基因测序即可实现!

简便快速" 而鉴定传统诱变导致突变的相关基因需

要使用文库进行质粒回补! 耗时长并且操作复杂"

2

$与
6077)"8$ 97:1.%

(

;4

$转座子相比!

54

转座子移

除后在原始插入位点不留任何足迹! 但
64

转座子

被移除后会在原始位点留下
3

个碱基!产生移除痕

迹!%6$

)

;

$在半乳糖启动子的调控下!可以通过再次诱

导表达
)*<=>

转座酶! 使
)*

转座子从插入位点移

除!回复突变"

本研究中所构建的酿酒酵母
)"$$%4:(

转座子

基因筛选系统!可有效应用于酿酒酵母进行相关基

因筛选" 后期可应用该
54

筛选系统对影响酿酒酵

母中重要蛋白功能的基因进行筛选" 未来还可通过

引入下代测序技术扩大检测范围!在全基因组范围

内验证突变位点"

讨讨讨讨讨 论论论论论
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