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pSH-CUP 重组质粒的构建及面包酵母酸性海藻糖 
酶基因的敲除 
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(1天津科技大学天津市工业微生物重点实验室, 天津 300457) 

(2邯郸职业技术学院, 邯郸  056001) 

摘要：设计含有与面包酵母(Saccharomyces cerevisiae BY-6)编码酸性海藻糖酶 ATH基因内部部分序

列同源的长引物, 以质粒 pUG6 为模板进行 PCR 构建带有 Cre/loxP 系统的敲除单元, 转化面包酵母

获得 G418 阳性克隆。将铜抗性基因(CUP1-MT1)导入 Cre 重组酶表达质粒 pSH47, 得到重组质粒

pSH-CUP, 并转化阳性克隆, 以铜抗性筛选面包酵母转化子。半乳糖诱导表达 Cre酶切除 Kanr 基因。

重组质粒 pSH-CUP 的构建 , 不仅解决了酵母转化子筛选标记问题和非酵母基因的引入 , 而且使 

LoxP-kanMX-loxP基因敲除体系在进行真核生物基因敲除时更加方便可行。 
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冷冻面团技术是 20世纪 50年代发展起来的面包

生产新工艺 [1~2], 在我国有很大的开发潜力。耐冷冻
面包酵母是冷冻面团技术的关键 , 是制约冷冻面团
技术发展的瓶颈。海藻糖作为面包酵母的典型应激代

谢产物, 是决定面包酵母耐冷冻性能的关键因素, 胞
内海藻糖含量成了筛选耐冷冻面包酵母的重要参数。

酸性海藻糖酶(ATH1)是面包酵母利用胞外海藻糖的
主要途径 [3~5], 但 Beltran 等 [6]认为酸性海藻糖酶

(ATH1)也可以参与胞内海藻糖的代谢, John kim等[7]

认为实验条件下 , 敲除酸性海藻糖基因对酵母海藻
糖积累和抗逆性提高比敲除中性海藻糖更有效。因此

建立切实可行的基因敲除方法 , 对于研究酸性海藻
糖酶在面包酵母海藻糖代谢及耐冷冻机理中的作用、

耐冷冻面包酵母的筛选都有着重要意义。 

本文利用改进的 Cre/loxP 系统建立了 ATH1 基
因敲除的技术方法 , 获得了 ATH1 基因缺失的面包
酵母突变株。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒： pUG6, pSH47 质粒由德国 J.H. 
Hegemann教授惠赠; pCM1-1质粒由中国科学院微生
物研究所张博润教授惠赠; 大肠杆菌 DH5α和面包酵
母(Saccharomyces cerevisiae BY-6)单倍体由本实验室
保存。  

1.1.2  酶和试剂：Taq DNA聚合酶、T4 DNA连接酶、

限制性内切酶、胶回收试剂盒和质粒提取试剂盒及生

化试剂等均购自宝生物工程(大连)有限公司 , 引物由
上海英俊生物技术有限公司合成。 
1.2  培养基与 DNA 操作技术 

LB、YEPD等培养基按常规配制, 使用前根据需
要添加抗性物质。质粒 DNA 的提取、纯化、酶切、
连接、感受态细胞的制备、质粒的转化、重组菌的筛

选、鉴定等参考文献[8]所述。 
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1.3  引物设计 
1.3.1  kanr扩增引物：根据 pUG6的基因序列设计引

物 P1和 P2。P1: 5′-CGCGGATCCCTCTGGGTGTGAT- 
ATCGCCGTCATTGGGAAATCATACGTTGAACTACGA
TCAGCTGAAGCTTCGTACGC-3′; P2: 5′-CGCGGATC- 
CAACTTTGAGAAGAAGAGCCGTGATTCAGCAGAC
C-AGCAGCTGCGGCCACAGCATAGGCCACTAGTGG
ATC-3′(下划线部分为 BamHⅠ的酶切位点, 框内部分

是 50bp 与拟敲除基因即面包酵母的酸性海藻糖酶

ATH1基因的同源区)。 

1.3.2  铜抗性基因片段扩增引物：根据 CUP1-MT1
的基因序列设计引物 P3 和 P4。 P3: 5′-CGG 
GGTACCTCTAGAGGATCCCATTACCG-3′(下划线部
分为 KpnⅠ的酶切位点); P4: 5′-CATGCCATGGCT- 
CCCAGAGCTGTTCGTC-3′ (下划线部分为 NcoⅠ的
酶切位点)。 
1.3.3  鉴定引物：P5 : 5′-TAAATGGGCTCGCGATA- 
ATG-3′, 位于 kanr基因内部 543bp处, 用于 kanr基因

敲入后酵母转化子的鉴定。根据面包酵母酸性海藻糖

酶(ATH1)的基因上下游序列设计引物 P6和 P7, 用于
kanr 基因去除后酵母转化子的鉴定。P6: 5′-GATC- 
GCTTTGGTTCAATGCG-3′; P7: 5′-CATCATACACT- 
CCTTGTACTGCC-3′。 

1.4  kanr 抗性基因片段的扩增与克隆 
以 pUG6 模板, 以 P1 和 P2 为引物进行 PCR 扩

增。PCR 条件：P1、P2 各 10mmol/L 及 1/10 体积的
10×PCR 缓冲溶液, 0.2mmol/L 的 dNTP 和 2U 的 Taq 
DNA聚合酶, 以 20μL系进行扩增。扩增条件：95℃ 
5min; 95℃ 40s, 58℃ 60s, 72℃ 2min, 25个循环; 72℃ 
8min。PCR 产物连接在 pMD18-T 载体上 , 构成
pMD-A1 质粒, 通过蓝白斑反应筛选阳性克隆, 进行
琼脂糖电泳及酶切进行验证。 

1.5  面包酵母酸性海藻糖酶基因的敲除及转化子的验

证 Δ 
提取质粒 pMD-A1, BamHⅠ酶切、回收 1600bp

的目的片段, 电转化面包酵母感受态细胞, 涂布含有
200mg/L G418的 YEPD平板, 30℃培养 4~5d, 挑取转
化子。提取转化子总 DNA 分别以 P1 和 P2、 P5 和
P2为引物进行 PCR验证反应。PCR条件见 1.5方法。 

酵母 DNA、质粒的提取见  [9], 酸性海藻糖酶活

性的测定参考文献[10]。 

1.6  CUP1-MT1 片段的扩增及质粒 pSH-CUP 的构建 
以 pCM1-1为模板, P3和 P4为引物进行 PCR扩增。

PCR条件：95  5min℃ ; 94  40s, 54  60s, 72  2min, ℃ ℃ ℃

30个循环; 72 ℃ 10min。 
将纯化后的 PCR 产物和 pSH47 同时用 NcoⅠ和

KpnⅠ进行双酶切 , 割胶回收。将酶切后的载体与目
的基因片段用 T4DNA连接酶 16℃连接过夜, 电转化
大肠杆菌 DH5α 感受态 , 涂布在含有氨苄青霉素的
LA平板上。提取阳性克隆的质粒 DNA, 琼脂糖电泳
验证、双酶切验证。 

1.7  kanr 基因的去除及面包酵母转化子的验证 
将重组质粒 pSH-CUP 电转化 Δ感受态的面包酵

母单倍体细胞, 涂布含有 8.0mmol/LCuSO4 的 YEPD
平板筛选转化子 , 将所得到的转化子挑到无菌水中
饥饿培养 3h 后, 重新验证转化子的铜抗性表型。挑
选在铜抗性平板上生长较好的转化子 , 接种含有半
乳糖的液体 YEPD培养基, 30℃诱导培养 4h, 取适量
培养液涂在 YEPD 平板上 30℃培养 2d。将得到的单
菌落影印到含有 G418(200mg/L)的 YEPD 平板上, 筛
选 Kan 抗性标记丢失的菌株。液体培养提取亲本及
转化子的基因组 DNA, 分别用引物 P6、P7和 P1、P2, 
进行 PCR验证。PCR条件：95℃ 5min; 94℃ 30s、
55℃ 30s、72℃ 60s, 30 个循环; 72℃ 10min。PCR
产物进行琼脂糖凝胶电泳分析。 

2  结果 

2.1  kanr 基因片段的扩增与质粒 pMD-A1 的构建 
以质粒 pUG6 为模板 , 通过 PCR 将 LoxP- 

KanMX- LoxP 片段扩增出来 , 琼脂糖电泳可以看到
1600bp 清晰的目的带。纯化后的 PCR 产物在 T4 连
接酶的作用下连到 pMD18-T 载体上, 转化大肠杆菌
DH5α, 在氨苄青霉素抗性平板上通过蓝白斑反应筛
选阳性转化子, 小量碱裂解法提取质粒 pMD-A1, 经
BamHⅠ酶切释放出 2600bp 和 1600bp 的目的条带; 
经 SalI 酶切则为线状的 pMD-A1 质粒 DNA, 约
4200bp, 结果见图 1 , 与预期大小一致。 

2.2  面包酵母 ATH1 的敲除及转化子验证 
将两侧带有与ATH1部分基因序列同源的外源基

因片段 loxP-kanMX-loxP 电转化酵母感受态细胞, 根
据方法 1.6得到 G418阳性克隆,  提取其总 DNA, 以
此作为模板, 分别以 P1、P2 和 P5、P2 为引物进行

                           

Δ陈叶福 . 利用木糖醇酿酒酵母基因工程菌的改造 . 江南大学博士论文 . 2003 
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图 1  重组质粒 pMD-A1 及酶切分析 
Fig. 1  Restriction endonuclease analysis of recombinant plasmid 
pMD-A1. 
 
PCR扩增, 产物进行琼脂糖电泳分析(图 2)。以 P1和

P2 为引物, 可以扩增出敲入的 1600bp 左右的外源基

因片段。引物 P5位于 kanr基因的内部 543bp处以 P5、

P2 为引物可以扩增出约 900bp 的基因序列。结果表

明以 P1、P2 和 P5、P2 两对引物进行 PCR 扩增出的

目的带与预计的目的产物一致 , 可见面包酵母

S.cerevisiae BY-6的ATH1基因已经 loxP- kanMX-loxP

基因片段替换。 

此外 , 在面包酵母 S.cerevisiae BY-6(ΔATH, 
G418r)的生长过程中检测不到酸性海藻糖酶的活性。 

 

 
 

图 2  亲本株和△ath 的 PCR 验证 
Fig. 2  PCR confirmation of wild type and △ath(G418r).  
1.wild type ; 2.△ath(G418r); M. 1kb plus DNA ladder. 

 
2.3  重组质粒 pSH-CUP 的构建及酶切验证 

重组质粒 pSH-CUP的构建(图 3), 用 PCR方法扩

增出 CUP1-MT1 基因片段。PCR 产物经琼脂糖凝胶

电泳表明在 1400bp 左右有一明显条带, 与预计的目

的产物大小相符(图 4)。将 PCR产物用 NcoⅠ/ KpnⅠ

双酶切, 胶回收纯化后与同样经 NcoⅠ/KpnⅠ酶切、

回收的 pSH47质粒用 T4DNA连接酶连接, 电转化大

肠杆菌 DH5α , 在氨苄青霉素抗性平板上筛选阳性转

化子。碱裂解法从转化子中提取重组质粒 pSH-CUP, 

经 NcoⅠ/KpnⅠ双酶切释放出 1400bp和 5400bp的目

的条带(图 5), 表明质粒构建成功。 

 
 

图 3  重组质粒 pSH-CUP 的构建 
Fig. 3  Construction of the recombinant plasmid pSH-CUP. 

 

 
 

图 4  Cu-MT1 片断(1400bp)PCR 扩增结果 
Fig. 4  PCR amplified product of Cu-MT1. M.1kb plus DNA ladder; 
1.PCR products. 

 

 
 

图 5  重组质粒 pSH-CUP 及酶切分析 
Fig. 5  Restriction endonuclease analysis of the recombinant las-
mid pSH-CUP.1.pSH-CUP; 2. pSH-CUP(NcoⅠ/KpnⅠ)M.1kb plus 
DNA ladder. 

 

2.4  面包酵母 S. cerevisiae BY-6 转化子的获得及鉴定 
采用电转化法将重组质粒 pSH-CUP 转化面包酵

母 S.cerevisiae BY-6(ΔATH, G418r)转化子中, S. cer-
evisiae BY-6在含 7.5mmol/LCuSO4的 YEPD平板上不
能生长, 因此选择含 8.0mmol/LCuSO4的 YEPD 平板
用于转化子的筛选。从 8.0mmol/LCuSO4的 YEPD平
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板上随机挑选 5个转化子, 测定其铜抗性(图 6)。转化
子均可以在 9.0mmol/LCuSO4 的 YEPD 平板上生长, 
而亲本 S. cerevisiae BY-6不能在此 CuSO4浓度平板上

生长 , 初步证明重组质粒 pSH-CUP 成功转入到 S. 
cerevisiae BY-6(ΔATH, G418r)菌株中。过夜培养酵母
转化子 , 从中提取质粒并进行酶切分析(图 7), 再次
证实了质粒 pSH-CUP的确转到 S. cerevisiae BY-6(Δ
ATH, G418r)菌株中。 
 

 
 

图 6 面包酵母及转化子铜抗性的测定 
Fig. 6  The test ofcopper resistance ofbaker,s yeast (S. cerevisiae 
strain BY-6) and transformants. A: YEPD(CuSO4, 7.5mmol/L); B: 
YEPD (CuSO4, 9.0 mmol/L) 1. Control; 2-6. Transformants. 

 

 
 

图 7  重组质粒 pSH-CUP 及其酶切分析 
Fig. 7  Restriction endonuclease analysis of the recombinant plasmid 
pSH-CUP. 1. pSH-CUP/(NcoⅠ/ KpnⅠ); 2. 1kb plus DNA ladder; 3-7. 
pSH-CUP. 
 

2.5  kanr 基因的去除 
根据方法 1.8筛选 Kanr抗性标记丢失的菌株, 提

取面包酵母 S. cerevisiae BY-6, S. cerevisiae strain 
BY-6(ΔATH, G418r), S. cerevisiae strain BY-6(ΔATH, 
G418− ) 的基因组, 并以此为模板, 分别以 P6、P7 , 
P1、P2和 P6、P7为引物进行 PCR扩增(图 8)。P6、
P7 位于 ATH1 基因(3638bp)的上下游, 以亲本基因
组为模板可以扩增出约 3600bp 的 ATH1 基因(1 号泳
道)。外源 Kanr抗性片断(约 1600bp)进入酵母后同源
替换 ATH1 基因内部约 2000bp 的序列 , 因此以 S. 
cerevisiae strain BY-6(ΔATH, G418r)基因组为模板、
以 P1、P2 为引物可以扩增出约 1600bp 的序列; 以
S. cerevisiae strain BY-6(ΔATH, G418¯ )基因组为模
板 , 以 P6、P7 为引物进行 PCR 反应可以得到约
1600bp的目的带(2号和 3号泳道)。由图 8可知, PCR 
扩增结果与预期大小一致。 

 

 
 

图 8  面包酵母 Kanr 基因去除的 PCR 验证 
Fig. 8  PCR confirmation of Kanr gene removal of baker’s yeast 
M. 1kb plus DNA ladder; 1. S. cerevisiae BY-6; 2. S. cerevisiae 
strain BY-6(ΔATH, G418r) 3. S. cerevisiae strain BY-6(ΔATH, 
G418-). 

3  讨论 

本研究利用改进的 Cre/loxP 系统敲除了面包酵
母 BY-6 的 ATH1 基因, 获得了面包酵母酸性海藻糖
酶 (ATH1)突变株 , 实验证明此法可以用于野生型酵
母基因的敲除。在本研究中 , 将铜抗性基因片段
CUP-MT1导入 Cre重组酶的表达质粒 pSH47, 构建了
重组质粒 pSH-CUP, 建立了以铜抗性作为筛选标记
的基因敲除方法。相对于其他基因敲除方法, 本法具
有操作简单、方便易行的特点。传统的基因敲除涉及

多步重组, 步骤比较繁琐[11]。Rothstein[12]于 1983 年
最早提出的一步基因中断法(one-step gene disruption), 
只涉及外源基因片段与染色体上特定基因间一步重

组, 即能产生一个基因破坏, 此法在酿酒酵母中己广
泛应用。 

PCR 介导的基因中断法 [13](PCR-mediated gene 
disruption)是 20 世纪 90 年代新发展起来的缺失突变
株的制作方法 ,  该技术以一种酵母细菌的穿梭质粒
为模板, 然后根据所要破坏的染色体 DNA 序列设计
PCR引物, PCR产物直接用于基因置换操作。1996年, 
Ulrich GÜldener 等 [ 1 4 ]建立了 Cre 重组酶介导的
loxP-kanMX-loxP 基因敲除体系, 用于裂殖酵母基因 
组功能的研究。目前此法广泛应用于高等真核生物基

因的敲除、基因功能的研究和人工抗体文库的构建 
等[15~17]。 

无论是一步基因中断法还是 PCR 介导的基因敲
除 , 都是利用营养缺陷型作为酵母转化子的筛选标
记。对于大部分生产用的酿酒酵母, 其染色体具有多
倍性, 很难获得营养缺陷型。此外, 面包酵母如果是
营养缺陷型 , 很有可能会影响发酵性能和面包的风
味, 同时以营养缺陷型菌株对培养基要求苛刻, 而实
际生产中天然的生产原料及粗放的生长条件也是不

利于营养缺陷型菌株的培养 , 因此利用营养缺陷型
筛选酵母转化子是不合适的。本研究中改进的
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loxP-kanMX-loxP 基 因 敲 除 体 系 , 铜 抗 性 基 因 
CUP-MT1 来源于酵母, 以铜抗性基因作为筛选标记
不仅避免了非酵母基因的引入、解决了酵母转化子筛

选标记问题, 而且可用于野生型酵母基因的敲除。这
对于耐冷冻工业面包酵母的筛选、海藻糖代谢机制及

耐冷机理的研究, 具有重要的意义。 
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Constructing Recombinant Plasmid pSH-CUP and Knockout of Acid  
Trehalase Gene in Baker’s Yeast 

Dongqin He 1, 2, Dongguang Xiao 1*, Ye Lv1 
(1Industrial Microbiology Key Laboratory, Tianjin University of Science and Technology, Tianjin 300457, China) 

(2 Handan Vocation and Technology College, Handan 056001, China) 

Abstract: The ATH1 gene encoded acid trehalase in Saccharomyces cerevisiae. The gene disruption cassette combined the het-
erologous dominant kanr resistance marker with a Cre/loxP-mediated marker removal procedure. The gene disruption cassette 
was produced by PCR using the same long oligonucleotides comprising 50 nucleotides that annealed to sites upstream or down-
stream of the genomic target sequence to be deleted. After transformation of the linear disruption cassettes with a 
Cre/loxP-mediated marker into the cells of Saccharomyces cerevisiae BY-6, selected transformants were checked by PCR for 
correct the integration of the cassette and concurrent deletion of the chromosomal target sequence. The copper-resistance gene 
(CUP1-MT1) was cloned into pSH47, which yielded pSH-CUP. The recombinant plasmid pSH-CUP was transformed into the 
cells of Saccharomyces cerevisiae BY-6(ΔATH1, G418r), and transformants were selected for copper resistance. Upon expres-

sion of the Cre recombinase results in removal of the kanr gene, leaving behind a single loxP site at the chromosomal locus. Con-
struction of the recombinant plasmid pSH-CUP avoided inserting non-yeast gene and made the loxP - kanMX - loxP gene disrup-
tion cassette more conventional for eukaryotic organism gene disruption. 

Keywords: baker’s yeast; gene disruption; copper-resistance; constructing the recombinant plasmid pSH-CUP; acid trehalase 
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