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海 藻 糖（9:;<-)(=;，!0>)?@(A.:-B(=.)0!0!，!0C0>)?@(A.:-0
B(=;）是一种非还原性二糖，广泛存在于藻类、细菌、昆虫、无

脊椎动物及酵母等许多生物体内。海藻糖除了作为一种储

存性碳源外，业已被证明在许多逆境，诸如高温、高盐、干旱、

重金属离子污染、冷冻、辐射等情况下，可以有效地保护生物

的细胞膜、蛋白质及核酸［!""］。

海藻糖合成酶为一多酶体系。在酵母细胞中，其合成分

为两步进行。第一步，在"0磷酸海藻糖合成酶（9A=!）的作用

下，由DC40葡萄糖和葡萄糖0"0磷酸合成海藻糖0"0磷酸；第

二步，在海藻糖磷酸酯酶（9A=$）的催化下，海藻糖0"0磷酸脱

去磷酸生成海藻糖。此两基因已于!//$年和!//#年分别

由荷兰、瑞士及芬兰学者从啤酒酵母中分离得到［2"/］，最近

又有多种不同来源的海藻糖合成酶基因被克隆，对其分子生

物学及酶学性质等作了进一步的研究［!%"!/］。

高等植物缺乏海藻糖合成的相关酶基因，通过转基因技

术，可望使某些高等植物中合成一定量的海藻糖，从而提高

它们在逆境下的生存能力。

本文 以 国 内 筛 选 出 的 海 藻 糖 高 产 菌 株 啤 酒 酵 母

8E$F!1!"为材料，构建@C+8文库，从中成功克隆到"0磷酸

海藻糖合成酶基因，并对其序列进行了分析。

% 材 料

%$% 菌株与质粒

啤酒酵母（3+00"+*(420%&0%*%5#&#+%）8E$F!1!"，大肠杆

菌（6&0"%*#0"#+0(,#）CG&!及GH)0"%%；I6+8反转录试剂盒

（6JK(5)(B;"@C+8E.BL<;=J=E.=L;I=8,’69MJL）、克隆载

体ANO,"90O-=.’;@L(:及测序试剂盒购自4:(I;>-公司；

456反应引物由微生物所技术室合成。

%$# 主要生化试剂

C+8限 制 酶、91C+8 连 接 酶、低 熔 点 琼 脂 糖 购 自

4:(I;>-公司；9-PC+8多聚酶为高真度聚合酶。C+8测序

试剂盒购自4:(I;>-公司。

# 方 法

#$% 啤酒酵母()*!文库的构建

将在#%Q培养的生长旺盛的啤酒酵母迅速转移到1%Q
培养$<（G;-LE<(@R），提取其总I6+8，按照试剂盒的说明

进行反转录。@C+8与大肠杆菌噬菌体#>L0!!连接，测定其

滴度，并在大肠杆菌GH)0"%%中扩增，提取C+8作为456反

应的模板。

#$# !"#%基因的+,-扩增

根据已报道的/7&!基因的序列，设计456反应的引物：

&S0端引物：5959N58N89N85985NN89885N5988
8&/T

#S0端引物：N5NN8955958958N99999NN9NN
.+4GT

以酵母@C+8文库C+8为模板进行456扩增，反应条

件为：/$Q变性!IJB；&$Q复性!IJB；2$Q延伸#IJB，共#%
个循环，最后一轮反应2$Q保温!&IJB。456产物经!F%U
琼脂糖检查，用!F&U低熔点琼脂糖纯化。

#$. 基因克隆及序列测定

按照试剂盒说明，将456产物与90’;@L(:进行连接，转

化大肠杆菌CG&!，在含有T49N和V0>-)的WX／8IA平板上

筛选白色菌落，对重组子进行酶切鉴定，得到#个阳性克隆，

分别命名为T0!!、T0!&、T0#$。分别测定#个重组质粒克隆基

因的序列。

#$& 序列分析和同源性比较

采用C+8ETE软件进行分析，并与国外学者所报道的序

列进行比较。

. 结 果

./% 啤酒酵母()*!文库的构建

采用前文所述之方法构建啤酒酵母@C+8文库，所得文

库滴度为!%3。经扩增，提取噬菌体总C+8作为456反应

的模板。



!"# !"#$基因的%&’扩增

实验中，经过!"#反应，我们得到了单一的条带，大小

约$%&’(（图$），与预期结果一致。经$%&)低熔点琼脂糖

纯化检测，用于下一步的连接反应。

图$ !"#$基因!"#产物分析

$*!"#+,-./01；2*$’(34..5,

!*! 扩增产物的克隆和分析

将经低熔点琼脂糖纯化的!"#扩增产物与678501-,连

接并转化大肠杆菌9:&!，将所筛到的阳性菌（白斑）的质粒

进行限制性酶切鉴定和!"#检测，与报道的完全一致。结

果见图2。

!"( !"#$基因的序列测定结果

对;个阳性克隆<7$$，<7$&和<7;2进行全序列测定，其

序列完全相同，测定结果显示，克隆片段全长$&=>(+，含有

一个$?@&(+的A#B，编码一个由?C&个氨基酸组成的蛋白

质，该 基 因 序 列 已 为 国 际 核 酸 数 据 库 收 录，99DE号 为

FB=G$=;>。与所报道的相比，其核苷酸序列同源性大于CC)，

其中第22?、;=2、G?C、@G2存在?个差异，推测其所编码的蛋白质

的氨基酸序列亦有?个不同，氨基酸序列同源性为CC)。

( 讨 论

在正常生长条件下，啤酒酵母海藻糖含量极少，其

图2 !"#$基因重组子的酶切鉴定

$*$’(34..5,；2*+34HIJ.<7;2；;*$%&<；

?*’(%<；&*)%&#<；G**#!<；>*+(,:<

相关的合成酶基因表达也处于较低水平，通过热激作用啤酒

酵母海藻糖合成酶基因迅速表达，同时胞内海藻糖大量积

累，以提高啤酒酵母在逆境中的生存能力反应［2=］，因此根据

此特点利用热处理，可使啤酒酵母!"#$基因得到大量表达，

以获得尽可能高丰度的I#KF，经反转录得到09KF后，有

利于从此09KF文库中得到!"#$基因，这种方法尤其适用于

真核生物受诱导基因的克隆，使我们比较容易得到完整的所

需目的基因。

!,-I5L4公司的新产品+MNO!67N4HP8501-,用于直接

克隆!"#片段比较容易操作，也比较有效。但我们实验中

发现，对不同大小的片段需要不同的连接条件，否则很难达

到说明书上所述的连接效率。

啤酒酵母FQ2%$?$G具有较强的抗热能力，能在?=R生

长，并具有较高的海藻糖合成能力，本实验通过!"#技术，

成功地从其09KF文库中得到海藻糖合成酶基因!"#$，由于

基因较大，为防止64S酶的错配，在!"#过程中使用高保真

64S酶，并对所得到的;个阳性克隆进行了限制性酶切鉴定

和全序列分析，;个阳性克隆序列完全相同，与国外报道的

啤酒酵母Q"2@@"菌株!"#$基因确实存在?个碱基差异，并

导致?个氨基酸的不同，但整个基因具有CC%G)的同源性，

说明得到的确实是我们的目的基因!"#$。目前该基因在模

式植物烟草中得到表达，我们将作进一步报道。
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