
第３５卷　第１２期 西北农林科技大学学报（自然科学版） Ｖｏｌ．３５ Ｎｏ．１２

２００７年１２月 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＮｏｒｔｈｗｅｓｔＡ＆ＦＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｎａｔ．Ｓｃｉ．Ｅｄ．） Ｄｅｃ．２００７

葡萄芪合酶基因犮犇犖犃片段酵母表达载体的构建

及其在酿酒酵母中的表达
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［摘　要］应用基因重组技术，将从华东葡萄白河３５１中分离出的长１１７９ｂｐ芪合酶（ｓｔｉｌｂｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＳＴＳ）基

因的ｃＤＮＡ片段克隆入大肠杆菌－酵母菌穿梭型诱导表达载体ｐＹＥＳ６／ＣＴ上，构建重组酵母真核表达质粒ｐＹＥＳ６／

ＣＴＳＴＳ，转化酿酒酵母菌株ＩＮＶＳｃ１，用Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ（ｂｓｄ）筛选出阳性克隆转化子，经半乳糖诱导表达后进行５个时间

段菌体全蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ电泳和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。结果发现，诱导４ｈ后开始有目标带（４８ｋｕ）出现，诱导１６ｈ开

始大量且稳定表达。证明目的基因片段可以在酿酒酵母中表达，为后续基因功能的验证奠定了基础。
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　　芪合酶是合成芪类次生代谢物的关键酶
［１］。芪

合酶基因主要存在于葡萄、花生、松树等植物中，当

植株受到真菌等外部侵染时，植株体内会大量合成

一系列芪类次生代谢物来抵御这些侵染。芪类次生

代谢物是一类多酚类化合物，在植株体内起植保素

作用，与植株本身的抗病性密切相关［２］。伴随着基

因工程操作技术的建立和发展，将芪合酶基因转入

植物来培育抗性植株的研究已倍受科学家的关

注［３］，并在小麦、大麦［４５］、番茄［６７］、水稻［８］、玉米［９］、

烟草［１０１１］等多种植物的转化中取得了重要进展。大
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量研究表明，芪合酶基因的表达活性及合成次生代

谢物的能力取决于其结构［１２１３］，所以，不同来源的芪

合酶基因，其结构存在一定差异，表达活性和合成芪

类次生代谢物的能力也不同。对于分离到的目的基

因，通过植株转化验证其表达活性和功能，不仅操作

复杂、周期长、成本高、转化率低，而且常常出现基因

沉默等现象，所以，对从一些具有优良特性的生物中

分离到的大量基因，选择一种准确、快速的功能验证

途径显得尤为重要。本研究应用基因重组技术构建

芪合酶基因酵母表达载体，并转入酿酒酵母菌，拟通

过分析芪合酶基因在酵母中的表达能力及其酶活

性，摸索一条未知基因表达活性及其功能验证的有

效途径，构建功能基因库，加速基因工程遗传育种的

进程。

１　材料与方法

１．１　材　料

限制性内切酶犡犺狅Ⅰ、犅犪犿ＨⅠ、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇ

ａｓｅ为Ｆｅｒｍｅｎｔ公司产品，酵母培养基、电泳试剂、

蛋白分子量标记、ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅣ、半乳糖、棉籽糖、

蛋白酶抑制剂（ＰＳＭＦ）等均购自沃尔森公司，酿酒

酵母菌（犛犪犮犮犺犪狉狅犿狔犮犲狊犮犲狉犲狏犻狊犻犪犲）菌株ＩＮＶ犛犮１、酿

酒酵母穿梭质粒ｐＹＥＳ６／ＣＴ、Ｂｌａｓｔｉｃｉｄｉｎ（Ｂｓｄ，杀稻

瘟素）均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎｋｉｔ

为优晶公司产品，一抗（ＡｎｔｉＨｉｓＡｎｔｉｂｏｄｙ）和二抗

（ａｎｔｉｍｏｕｓｅＩｇＧ）购自ＳＩＧＭＡ。

１．２　培养基
［１４］

ＬＢ平板培养基：１０ｇ／Ｌ胰蛋白胨，５ｇ／Ｌ酵母

提取物，１０ｇ／ＬＮａＣｌ，用ＮａＯＨ调ｐＨ至７．０（固体

培养基加１０ｇ／Ｌ的琼脂粉）。

ＹＰＤ培养基：２０ｇ／Ｌ胰蛋白胨，１０ｇ／Ｌ酵母提

取物，２０ｇ／Ｌ葡萄糖（固体培养基加２０ｇ／Ｌ的琼脂

粉）。

ＳＣ选择培养基：含 ２５μｇ／ｍＬ 杀稻瘟素的

ＹＰＤ。

诱导培养基：配制１Ｌ。将２０ｇ胰蛋白胨和１０

ｇ酵母提取物溶解在８００ｍＬ水中，高压灭菌，冷却

至５０℃，再向其中加入１ｍＬ的１０ｍｇ／ｍＬＢｓｄ、

１００ｍＬ过滤除菌的２００ｇ／Ｌ半乳糖及１００ｍＬ过滤

除菌的１００ｇ／Ｌ棉籽糖。

１．３　引　物

对已获得的芪合酶基因ｃＤＮＡ序列，设计合成

一对特异引物，并引入限制性酶切位点犅犪犿ＨⅠ／

Ｘ犺狅Ⅰ及保护碱基。

５′端 序 列：ＴＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＴＴＣＡＧＴＴ

ＧＡＧＧＡＡＡＴ；

３′端序列：ＣＣＴＡＴＧＧＴＴＡＣＡＡＡＴＴＡＡＣＴＣＧＡＧ

ＧＣ 。

以上引物由上海生工生物工程有限公司合成。

１．４　ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ酵母表达载体的构建及大肠

杆菌阳性转化子的筛选［１５］

设计特异引物，对芪合酶基因ｃＤＮＡ片段进行

ＰＣＲ扩增，引入犅犪犿ＨⅠ／犡犺狅Ⅰ酶切位点，琼脂糖

凝胶 电 泳 分 离，试 剂 盒 回 收 目 标 带，并 进 行

犅犪犿ＨⅠ／犡犺狅Ⅰ双酶切，电泳再回收酶切片段；同

时对酵母表达质粒ｐＹＥＳ６／ＣＴ也进行犅犪犿ＨⅠ／

犡犺狅Ⅰ双酶切，电泳回收酶切大片段。对回收的目

的基因双酶切片段和ｐＹＥＳ６／ＣＴ大片段进行定向

连接，并转化大肠杆菌，用含 Ａｍｐ（氨苄青霉素）的

ＬＢ平板培养基筛选，并进行菌落ＰＣＲ鉴定，ＰＣＲ

反应体系（２５μＬ）为少许菌落＋２．５μＬ１０×ＰＣＲ

Ｂｕｆｆｅｒ＋１μＬｄＮＴＰｓ＋１μＬ５′端引物＋１μＬ３′端

引物＋１μＬ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶＋１８．５μＬ双蒸水。

反应程序为：９４℃预变性；９４℃３０ｓ，６５℃３０ｓ，７２

℃１ｍｉｎ，共循环３５次；７２℃延伸，４℃保存。挑取

阳性单克隆进行扩大培养，碱裂解法提取重组质粒

ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ，分 别 对 ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ 进 行

犅犪犿ＨⅠ／犡犺狅Ⅰ单、双酶切和琼脂糖凝胶电泳鉴

定，表达载体的构建过程见图１。

１．５　重组质粒ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ转化酵母

按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ载体手册并参考文献［１５］制备

酿酒酵母感受态细胞，用构建好的表达载体重组质

粒ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ转化酿酒酵母感受态细胞，用含

Ｂｓｄ的ＹＰＤ培养基进行抗性筛选。

１．６　重组质粒ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ在酿酒酵母ＩＮ

ＶＳｃ１中的诱导表达

依照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ载体手册和文献［１６］进行ｐＹ

ＥＳ６／ＣＴＳＴＳ在酿酒酵母ＩＮＶＳｃ１中的诱导表达。

挑取抗性重组酵母菌单克隆，接种于１５ｍＬ含１００

μｇ／ｍＬＢｓｄ、２０ｇ／Ｌ葡萄糖的ＳＣ选择培养基中，３０

℃、２００ｒ／ｍｉｎ过夜培养至犗犇６００值为３．０，将培养物

于４℃、１５００犵离心５ｍｉｎ，弃上清液，重悬菌体于

９０ｍＬ诱导培养基中，３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇菌继续培

养。分别于菌体加入诱导培养基后的４，８，１２，１６，

２０和２４ｈ取菌液，每次１０ｍＬ。

６０２ 西北农林科技大学学报（自然科学版） 第３５卷



图１　质粒ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ的构建示意图

Ｆｉｇ．１　ＳｋｅｔｃｈｍａｐｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ

１．７　表达产物的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

分析

依照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ载体手册和文献［１４１５］测定

所有提取菌液的犗犇６００值后，于４℃、１５００犵离心５

ｍｉｎ，收集各时间段菌体，并重悬于５００μＬ灭菌水

中。转移悬浮细胞于另一离心管中，１３０００ｒ／ｍｉｎ

离心３０ｓ，弃上清液，收集细胞。用破菌缓冲液（５０

ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７．４磷酸缓冲液，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ１，

５０ｍＬ／Ｌ甘油，０．０１μＬ／ｍＬＰＭＳＦ）进行破菌处理，

１３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清液，并进行

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析。根据电泳结果选择目标物

表达量最大的菌体破碎液（诱导１６ｈ）进行 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ分析（以空酵母菌为对照）。

２　结果与分析

２．１　ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ酵母表达载体的构建

ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ酵母表达载体经过 犡犺狅Ⅰ、

犅犪犿ＨⅠ单、双酶切后的电泳结果如图２所示。重

组质粒ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ经犡犺狅Ⅰ、犅犪犿ＨⅠ单酶切

后，会由闭合环状变成链状的线性分子，因此在琼脂

糖凝胶中的迁移速率就会降低，故图２中２、３泳道

的条带较１泳道的稍滞后一点。

图２　重组质粒ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ的酶切电泳结果

Ｍ．ＤＮＡ分子量标记 Ⅳ；１．重组质粒ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ；

２．重组质粒ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ的犅犪犿ＨＩ单酶切产物；

３．重组质粒ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ的犡犺狅Ｉ单酶切产物；

４．重组质粒ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ的犅犪犿ＨＩ和犡犺狅Ｉ双酶切产物

Ｆｉｇ．２　Ｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｖｅｃｔｏｒｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅣ；１．ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ；

２．ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳｗｉｔｈ犅犪犿ＨＩ；

３．ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳｗｉｔｈ犡犺狅Ｉ；

４．ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ

ｗｉｔｈ犅犪犿ＨＩａｎｄ犡犺狅Ｉ
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　　重组质粒ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ经犡犺狅Ⅰ、犅犪犿ＨⅠ

双酶切后应该得到ｐＹＥＳ６／ＣＴ（５７７４ｂｐ）和ＳＴＳ（１

１７９ｂｐ）两种片段，结果所得片段大小与预期结果相

同。由此可知，ＳＴＳ基因ｃＤＮＡ片段不仅成功克隆

入酿酒酵母诱导表达载体ｐＹＥＳ６／ＣＴ中，而且是正

向插入，这是基因能在表达载体上正确表达的前提。

２．２　酵母ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ重组质粒转化及阳性转

化子的筛选

重组质粒转化感受态酿酒酵母后，经ＹＰＤ／Ｂｓｄ

抗性培养基筛选出阳性转化子菌落，其ＰＣＲ鉴定结

果如图３所示。图３中的１、２泳道都有清晰的目标

带，证实了经 ＹＰＤ／Ｂｓｄ培养基抗性筛选出的阳性

转化子确实携带目的基因片段。由此可以证明，

ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ重组质粒已成功整合入酵母菌中。

２．３　ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ在酿酒酵母ＩＮＶＳｃ１中的诱

导表达及表达产物的 ＳＤＳＰＡＧＥ 电泳和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

携带重组质粒ｐＹＥＳ６／ＣＴＳＴＳ的宿主菌ＩＮ

ＶＳｃ１经半乳糖诱导后，其菌体裂解物的 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳结果如图４所示。图４中的１～６泳道

中均出现了预期的条带（４８ｋｕ），由此可知，经过半

乳糖诱导后，重组工程菌可以表达出分子质量为４８

ｋｕ（ＳＴＳ为４３ｋｕ，６×ＨｉｓＴａｇｇｅｄ为５ｋｕ）的重组

蛋白。利用Ｇｅｌｐｒｏ软件对ＳＤＳＰＡＧＥ胶中各泳道

进行分析，结果表明，目的条带占总蛋白的比例随诱

导时间延长而增加，在诱导１６ｈ达到表达高峰，此

后持续稳定表达。用６×ＨｉｓＴａｇｇｅｄ一抗和碱性磷

酸酶标记的二抗对表达产物作 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，

结果见图５。

图３　转化ＤＨ５α菌落的ＰＣＲ电泳结果

Ｍ．ＤＮＡ分子量标记 Ⅳ；１，２．菌落直接ＰＣＲ产物

Ｆｉｇ．３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄＤＨ５ｗｉｔｈＰＣＲ

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅣ；１，２．ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｏｌｏｎｙｄｉｒｅｃｔｌｙｂｙＰＣＲ

图４　表达产物的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果

Ｍ．标准分子量蛋白；ＣＫ．阴性对照（未转化的酵母）；

１～６．分别为诱导４，８，１２，１６，２０和２４ｈ的酵母菌表达产物

Ｆｉｇ．４　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

Ｍ．ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；ＣＫ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；

１－６．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｉｎｄｕｃｅｄ４，８，１２，１６，２０ａｎｄ２４ｉｎｙｅａｓｔ

图５　表达产物的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析结果

Ｍ．标准分子量蛋白；１．未转化酵母的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；

２．表达产物的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

Ｆｉｇ．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

Ｍ．ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ；１．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｏｆｕｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｙｅａｓｔ；

２．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

　　由图５可知，泳道中出现能与一抗反应、大小为

４８ｋｕ的重组蛋白，与预期结果相同，进一步表明重

组工程菌经过诱导，可以表达出分子质量为４８ｋｕ

的目标产物。

３　讨　论

通过对工程菌的诱导表达，得到了预期分子质

量为４８ｋｕ的目标产物，证明目的基因片段已被正
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确插入载体，且有完整的开放阅读框，在真核生物中

有表达功能。

试验选择酵母作为目的基因表达的工程菌株，

与模式植物相比，不仅试验操作和试验条件简单、成

本低，不受季节限制，而且试验周期短、结果易于检

测。更重要的是，选用酵母表达系统，不会出现植物

转化中常出现的转化率低和基因沉默现象，可以保

证在预计时间内有试验结果。

　　ｐＹＥＳ６／ＣＴ载体具有用于通过抗Ｖ５抗体进行

检测的Ｃ末端Ｖ５表位和 Ｈｉｓｔａｇｇｅｄ的重组蛋白，

便于表达产物的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析和分离纯化、检

测。在本试验的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测中，使用的是检

测６×Ｈｉｓ标记的蛋白抗体，只能初步证明插入的基

因片段在真核生物中可以表达，而表达产物是否为

芪合酶，还要经过芪合酶抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
［１７１８］

检测来确定；同样，表达产物是否有预期的酶活性，

也需要经过相应的酶活性分析［１９］后才能证明。
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