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利用荧光蛋白研究产甘油假丝酵母胞浆 3-磷酸 
甘油脱氢酶基因 CgGPD 启动子 

丁春生，饶志明*，诸葛斌，沈微，陈献忠，方慧英*，诸葛健 
（工业生物技术教育部重点实验室，江南大学工业微生物研究中心，无锡  214122） 

摘要：【目的】克隆产甘油假丝酵母（Candida glycerinogenes）胞浆 3-磷酸甘油脱氢酶基因 CgGPD

的启动子 (PCggpd)，并通过报告基因 gfp 的差异表达来研究葡萄糖浓度对 PCggpd 在酿酒酵母

（Saccharomyces cerevisiae）中的诱导特性。【方法】采用 PCR扩增的方法分别从产甘油假丝酵母

基因组和 pCAMBIA1302 载体中克隆出 CgGPD 的启动序列 PCggpd 和绿色荧光蛋白基因 gfp。将两

个基因同时构建到酿酒酵母表达载体 pYX212-zeocin中，构建时将绿色荧光蛋白基因 gfp置于 CgGPD

的启动序列下游，获得重组质粒 pYX212-zeocin- PCggpd-gfp。通过电击转化酿酒酵母 W303-1A。将

重组酿酒酵母 S. cerevisiae W303-1A-GFP置于不同葡萄糖浓度培养基中进行培养，利用荧光显微技

术对其进行荧光检测。【结果】重组酿酒酵母能产生稳定的荧光，当葡萄糖浓度为 2%时，重组酿酒

酵母在 YEPD培养基中产生较弱的荧光，随着葡萄糖浓度的升高，荧光强度有明显的增强。【结论】

PCggpd属于环境胁迫诱导型启动子，高浓度的葡萄糖能诱导 PCggpd启动绿色荧光蛋白的高水平表

达，这对完善产甘油假丝酵母的遗传背景研究，阐明其高产甘油的机理具有重要意义。 
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产甘油假丝酵母是本实验室保藏的一株优良工

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 60%，为目前世界研究中的最高水平之一[1~4]。

胞浆 3-磷酸甘油脱氢酶是产甘油假丝酵母甘油合成
途径中的关键酶。研究表明，酿酒酵母中编码 3-磷酸
甘油脱氢酶基因 GPD1的启动子为诱导型，高渗条件
可以大幅度提高其酶活表达 [5~8]。但由于酿酒酵母属

于不耐高渗压的酵母，胞外积累甘油最高为 10 g/L左
右，与耐高渗压的产甘油假丝酵母有很大不同，对于

高渗条件是否对编码产甘油假丝酵母胞浆 3-磷酸甘

油脱氢酶基因 CgGPD 的启动子 PCggpd 也具有诱导
作用？目前尚未见相关报道。开展这方面的研究，对

于完善产甘油假丝酵母的遗传背景，阐明其高产甘油

的机理，进一步提高其产量性状具有重要意义。 
酵母菌是迄今为止最为理想的真核表达系统。酿

酒酵母属于安全型基因工程受体，其遗传背景研究清

楚，被广泛地应用于多种外源基因的表达。利用酿酒

酵母对一些启动子的功能进行分析时，往往需要合适

的报告分子。来自水母（Aequrea Victoria）的绿色荧
光蛋白因有着其它报告基因（GUS等）无法比拟的优
点：活体表达、荧光稳定、检测方便、表达无种族特

异性等，因而近年来被广泛应用于生命科学的诸多领
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域。GFP做为优良的报告基因常常用于指示启动子的
强弱及了解诱导型启动子的时空表达特性。周琴等[9]

利用 GFP 研究了芽孢杆菌的启动子活性。GFP 也可
以作为一种荧光标记，对蛋白和细胞器等进行定位研

究，郑桂珍等[10]报道了 GFP 在酿酒酵母过氧化物酶
体地位研究中的作用。 

本文从 C. glycerinogenes 中扩增获得 CgGPD 启动
序列 PCggpd，将绿色荧光蛋白基因 gfp置于 PCggpd的
下游，构建了重组表达载体 pYX212- zeocin-PCggpd-gfp，
然后电击转入酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）
W303-1A，通过检测重组酿酒酵母在不同葡萄糖初始浓
度下的绿色荧光启动表达差异来研究 PCggpd 启动子对
不同渗透压条件的响应情况。结果表明 PCggpd 是渗透
压诱导型启动子，在高渗条件下能够诱导荧光蛋白的高

表达，该研究为进一步调控 C. glycerinogenes 高效合成
甘油的机理研究和 PCggpd 启动子用于高渗环境下的蛋
白的表达创造了条件。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要试剂和仪器： DNA片段回收试剂盒购自
北京博大泰克生物技术有限责任公司。各种 DNA 限
制性内切酶、Taq DNA聚合酶和 T4 DNA连接酶等为
大连 TaKaRa公司产品。抗生素均购自上海华美生物

工程公司。PCR仪: Eppendorf 5332小型 PCR仪；电
转化仪: BIO-RAD pulse controller (Gene PulserTM)；
荧光显微镜 : Olympus BX50；显微成像系统 :SONY 
3CCD Color Video Camera/CCD- IRIS。 
1.1.2  菌种和质粒：产甘油假丝酵母（ Candida 
glycerinogenes）WL 2002-5、大肠杆菌（Escherichia 
coli）JM109、酿酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）
W303-1A 均为江南大学工业微生物研究中心保藏及
提供。质粒 pCAMBIA1302 为本实验室保藏，质粒
pYX212由南非 Prior教授惠赠，质粒 pYX212-zeocin
由本实验室构建和保藏[11]，质粒 pMD 18-T 载体购自
大连 TaKaRa公司。 
1.1.3  培养基及培养条件：E.coli JM109 采用 LB 培养
基，于 37℃培养；C. glycerinogenes WL 2002-5、        
S. cerevisiae W303-1A采用 YEPD培养基于 30℃培养；
酿酒酵母转化子 S. cerevisiae W303-1A –GFP 分别用
YEPD和高渗培养基于 30℃培养。高渗培养基：每升含
10 g酵母膏，20 g胰蛋白胨，200 g葡萄糖，pH 7.0。 
1.1.4  抗生素和使用浓度 :氨苄青霉素 (Amp)     
100 μg/mL, zeocin 150 mg/L。 
1.1.5  引物：根据 CgGPD的基因序列（GenBank登
录号为 EU186536）和质粒 pCAMBIA1302 公布的序
列分别设计 PCggpd和 gfp基因 PCR所需引物（表 1），
由上海赛百盛基因技术有限公司合成。 

 
表 1  用于启动子 PCggpd 和基因 gfp 扩增的引物 

Table 1  Primers used for PCggpd/gfp genes amplification 

Gene Primer sequence(5′→3′) Positions Product length /bp Restriction site 

PCggpdF:GGAGGATCCCAGTTCCCGTTTTCCATTTC 1―29 BamHⅠ  
PCggpd 

PCggpdR:ACCCGAAGCTTTTTAATGTTTGATCTATTC 925―955 
955 

HindⅢ  

mGFPF:ACCCGAAGCTTATGGTAGATCTGACTAG 1―28 HindⅢ  
gfp 

mGFPR:ACCCGGAGCTCCCCGATCTAGTAACATAG 1054―1083 
1083 

 SacⅠ  

 
1.2  重组酿酒酵母 S. cerevisiae W303-1A–GFP 的构建 
1.2.1  PCR扩增：采用 50 μL反应体系，反应条件：
95℃ 5 min；94℃ 1 min，54℃ 90 s，72℃ 2 min，
循环 30次；72℃ 10 min。 
1.2.2  重组菌的构建：首先以产甘油假丝酵母基因组
DNA 为模板，以 PCggpdF 和 PCggpdR 为引物 PCR
扩增得到 CgGPD 启动子 PCggpd；同时以质粒
pCAMBIA1302为模板，以 mGFPF和 mGFPR为引物
PCR 扩增得到绿色荧光蛋白表达基因 gfp，纯化后的
PCR 产物分别将其连入 pMD18-T vector,得到重组质
粒 T-PCggpd 和 T-gfp。其次，重组质粒 T-PCggpd 经

BamHⅠ和 HindⅢ双酶切后，插入到质粒 pYX212- 
zeocin 的多克隆位点,按常规方法转化 E.coli JM109,
得到重组质粒 pYX212-zeocin-PCggpd，并进行酶切
验证。重组质粒 T-gfp 经 HindⅢ和 SacⅠ双酶切后，
与同样经 HindⅢ和 SacⅠ酶切的 pYX212-zeocin- 
PCggpd 质粒用 T4 DNA 连接酶连接，转化 E.coli 
JM109,得到重组表达载体 pYX212-zeocin- PCggpd- 
gfp，并进行酶切验证。采用电转化法将重组质粒
pYX212-zeocin- PCggpd-gfp 电击转入酿酒酵母 S. 
cerevisiae W303-1A[12] ，利用选择培养基 SM 平板

（YEPD+150 mg/L zeocin）筛选稳定阳性转化子。重



丁春生等：利用荧光蛋白研究产甘油假丝酵母胞浆 3-磷酸甘油脱氢酶基因 CgGPD启动子./ 微生物学报(2008) 48(8)            1015 
 

 

组酿酒酵母记为 S. cerevisiae W303-1A –GFP。 

1.3  荧光蛋白的检测 
挑取重组酿酒酵母单菌落接种于 20 mL YEPD

培养基中，30℃，250 r/min 振荡过夜,然后 1∶100
的接种量分别接种于 50 mL YEPD和高渗培养基中, 
摇瓶培养至 OD600值约为 0.9，置于 4℃冰箱中数小
时至过夜,室温下 3724×g 离心 15 min ,收集菌体沉
淀,用 PBS缓冲液洗涤 2次后,重悬于 30 mL PBS缓冲
液中。取 5~10 μL 菌液涂片,在 Olympus BX50荧光
显微镜下观察, 同时用 SONY 3CCD 的 Color Video 
Camera 拍照。以出发菌 S. cerevisiae W303-1A按上
述方法处理作为对照,选择激发滤光片为 485 nm，发
射滤光片为 520 nm。用 Image-Pro Plus软件分析所
得数据。 

1.4  稳定转化子的筛选 
转化子通过在选择培养基 SM（YEPD+150 mg/L 

zeocin）平板筛选，将能在 SM 平板上长出的转化子
再次在 SM平板上划线分离，生长良好的转化子即认
为是阳性转化子；将得到的阳性转化子在没有选择压

力的平板上连续传代培养，每 10代用 SM平板筛选 1
次，删除不能生长的菌种，经过 30代后仍然能在 SM
平板上生长的菌种即认为是稳定遗传的菌种。 

2  结果和分析 

2.1  含有报告基因 gfp 的酵母表达载体 pYX212- zeo-
cin-PCggpd-gfp 的构建 

重组质粒 pYX212-zeocin-PCggpd-gfp 的构建过

程如图 1。首先，从重组质粒 T-PCggpd 酶切回收  
 

 
 

图1  重组质粒pYX212-zeocin-PCggpd-gfp的构建 
Fig. 1 Construction of recombinant plasmid pYX212-zeocin-PCggpd-gfp. 
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950 bp片断，插入到载体 pYX212- zeocin上，获得带

有 启 动 子 PCggpd 的 重 组 质 粒 pYX212- zeo-

cin-PCggpd。利用 BamHⅠ和 HindⅢ双酶切验证，释

放出 9.5 kb和 950 bp大小的片段，其中 9.5 kb大小

的片断与 pYX212- zeocin 一致，而 950 bp的大小与

PCggpd 的理论值一致，表明重组质粒构建成功。其

次，从重组质粒 T-gfp酶切回收 1.1 kb的片断，插入

到载体 pYX212-zeocin-PCggpd上,获得带有报告基因

gfp 的重组质粒 pYX212-zeocin-PCggpd-gfp，用 Hind

Ⅲ和 SacⅠ双酶切释放出 10.5 kb和 1.1 kb大小的片

段 ， 其 中 10.5 kb 大 小 的 片 断 与

pYX212-zeocin-PCggpd一致，而 1.1 kb的大小与 gfp

的理论值一致，表明重组质粒构建成功。重组质粒

pYX212-zeocin-PCggpd-gfp 经克隆后，电击转化至酿

酒酵母 S. cerevisiae W303-1A。 

2.2  重组酿酒酵母 S. cerevisiae W303-1A–GFP 荧光 
检测 

将重组菌 S. cerevisiae W303-1A–GFP 和对照 S. 
cerevisiae W303-1A 分别用 YEPD 和高渗液体培养基培
养后取样用荧光显微镜观察。结果发现基因 gfp 在重组
菌中得到表达，整个菌体发出稳定的明亮的绿色荧光，

而对照菌则无荧光 (图 2-A),说明在重组酿酒酵母中
PCggpd已成功启动 gfp的表达。重组菌在 YEPD培养基
中荧光较弱(图 2-B)，而在添加 20%葡萄糖的高渗培养基
中荧光强度有了明显增强（图 2-C），两者平均荧光强
度的对比关系如图 3所示，在含有 20%葡萄糖的高渗培
养基中平均荧光强度比在含有 2%葡萄糖的 YEPD 培养
基中提高了近 24倍，这表明由于高浓度的葡萄糖对产甘
油假丝酵母甘油合成关键酶胞浆 3-磷酸甘油脱氢酶基因
CgGPD启动子 PCggpd具有显著的诱导作用，所以使得
绿色荧光蛋白得到更高水平的表达。 

 

 
 

图2  转化酵母细胞中绿色荧光蛋白的检测 
Fig. 2  Observation of GFPs in yeast transformants. A:Observation of GFPs in Saccharomyces cerevisiae W303-1A; B: Expression of 
gfp in recombinant strain cultured in YEPD medium containing 2% glucose;C:Expression of gfp in recombinant strain was cultured in 

YEPD medium containing 20% glucose. 
 

 
 

图 3  不同的葡萄糖浓度下转化酵母细胞中荧光强度的对

比关系 
Fig. 3  The relation of average fluorescence intensity for S. 
cerevisiae W303-1A–GFP cultured in YEPD medium containing 
2% glucose and 20% glucose. 

3  讨论 

产甘油假丝酵母WL2002-5具有耐高渗并且高产

甘油的特性，已被广泛用于甘油的工业化生产。自实

现工业化以来，为了进一步提高其产量性状，本中心

着重在菌种和其关键酶表达以及发酵工艺等方面做

了大量的工作，至今仍未取得实质性突破，最可能的

原因是我们对其遗传背景知之甚少，亟待完善。为了

进一步提高产甘油假丝酵母的产量性状，完善其遗传

背景研究，阐明其高产甘油的机理，由于胞浆 3-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-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克隆到编码产甘油假丝酵母胞
浆 3-磷酸甘油脱氢酶基因 CgGPD的读码框及其侧翼
序列（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 EU186536），与酿酒酵母 GPD1
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基因（GenBank 登录号为 X76859）相比对，发现二
者的同源性只有 54.15%，表明产甘油假丝酵母的
CgGPD 基因是一个新的基因，因此弄清它的分子机
理将可能为解释该菌株高转化率、高产甘油提供一个

重要的依据，同时研究还发现 CgGPD 是渗透压诱导
性，所以怀疑其启动子 PCggpd受渗透压调控，故本
文根据获得的 CgGPD的相关序列设计引物，用 PCR
技术克隆出该基因的启动子 PCggpd，通过比对发现
该启动子与来自酿酒酵母 GPD1 的启动子（可从
GenBank 登录号为 Z48432 的序列获得）在序列特征
上存在明显差异，两者同源性仅有 28.75%，说明
PCggpd 是一个全新的启动子。由于为了更好地对
PCggpd 的功能进行研究，我们将构建的重组表达载
体 pYX212-zeocin-PCggpd-gfp转入酿酒酵母细胞中，
然后对重组型酿酒酵母置于不同葡萄糖初始浓度下

进行培养，检测不同的葡萄糖浓度条件下 PCggpd启
动报告基因 gfp 表达的差异。通过荧光检测表明，
PCggpd 不仅成功启动了 gfp 的表达，而且在不同葡
萄糖浓度下 gfp的表达存在明显差异。这主要是由于
PCggpd 启动子对不同葡萄糖浓度的产生响应引起
的。在高葡萄糖浓度条件下荧光蛋白表达明显增强，

说明高浓度的葡萄糖对 PCggpd具有很强诱导作用，
这与报道的酿酒酵母 GPD1 基因的启动子受高渗条
件诱导的特性[5, 6]类似，但不同的是，PCggpd受高渗
条件诱导的能力更强，约为酿酒酵母 GPD1的 3倍多，
这可能是由于两者基因序列的差异所致，对于产甘油

假丝酵母中存在的这些不同的基因元件及其对诱导

特性的影响目前正在开展进一步的分析和研究。从

PCggpd 受高浓度葡萄糖诱导的特性可以看出
PCggpd 很可能是产甘油假丝酵母在高渗条件下高转
化率、高产甘油的重要因素之一，这将对完善产甘油

假丝酵母的遗传背景，阐明其高产甘油的机理具有重

要意义。 
绿色荧光的检测表明 PCggpd 已成功启动 gfp 在

酿酒酵母中的高效表达，验证了利用 PCggpd来启动
异源蛋白在酿酒酵母中高效表达的可行性，具有很大

的应用潜力。异源基因在酿酒酵母中的表达是一个十

分复杂的过程，细胞的密度、重组质粒的拷贝数、启

动子受诱导、异源蛋白的稳定性以及造成的对宿主代

谢的负担等都会影响异源蛋白的产量。据研究报道一

些整合型质粒比多拷贝数的质粒更能收获较多的异

源蛋白。本研究中重组质粒 pYX212-zeocin-PCggpd- 
gfp 是多拷贝型的，为了更好的研究 PCggpd 受诱导
的特性，携带 PCggpd的新整合型重组质粒的构建正
在研究之中。 
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Analysis of CgGPD gene promoter from Candida glycerinogenes 
by fluorescent protein  

Chunsheng Ding, Zhiming Rao*, Bin Zhuge,Wei Shen, Xianzhong Chen, 
Huiying Fang*, Jian Zhuge  

(Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, Research Center of Industrial Microbiology, 
 Jiangnan University, Wuxi 214122, China) 

Abstract: [Objective] We cloned the promoter of glycerol-3-phosphate dehydrogenase gene(CgGPD) from the Candida 
glycerinogenes, and studied its functional regulation under high osmotic stress condition. [Methods] We amplified the 950 
bp promoter of CgGPD from C. glycerinogenes and the green fluorescent protein gene (gfp) from pCAMBIA1302 vector 
by PCR and introduced them into a modified vector pYX212-zeocin simultaneously. The recombinant plasmid 
pYX212-zeocin harboring both the promoter of CgGPD and gene gfp was transformed into S.cerevisiae W303-1A by 
electroporation. In the medium containing glucose with different concentrations for culturing the recombinant strain S. 
cerevisiae W303-1A-GFP the green fluorescence was detected by fluorescent microscopy. [Results] The gene gfp was 
functionally expressed under the control of the promoter of CgGPD in S. cerevisiae. Furthermore, the expression of the 
gene gfp at different level was conducted by the different osmotic stress for the recombinant strain. The green fluores-
cence was less intensive when the concentration of glucose was low for culturing the recombinant strain, but it became 
much more intensive when the concentration of glucose increased. [Conclusion] The promoter of CgGPD is an inducible 
promoter that can be induced significantly by the high concentration of glucose. The promoter will facilitate further stud-
ies on the mechanism of glycerol synthesis from C. glycerinogenes WL2002-5 under osmotic stress conditions. 
Keywords: Candida glycerinogenes; glycerol-3-phosphate dehydrogenase promoter; green fluorescent protein; Sac-
charomyces cerevisiae; glucose 
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