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摘要：为了分离耐高渗和甘油代谢相关基因，以 ’()*+, 为选择标记，利用 -./0 技术电转化产甘油假丝酵母 !"#$%$"
&’()*+%#,&*#*-。考察了 1 种限制性内切酶对转化的影响，选择 .%#2 000 进一步优化了转化的几个条件。结果表明，在

/0&$$""3% 时收集细胞，在 "34 56 电压下，感受态细胞浓度为 !3$ 7 "$8 个细胞9:;，"$$< .%#2 000 时，能获得 "!8 个

转化子9!= >?@ 的较高转化率，4AB 的转化子稳定，表明 -./0 技术适合于产甘油假丝酵母的转化。
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产甘油假丝酵母 !"#$%$" &’()*+%#,&*#*- 是目前

我国用于发酵甘油生产的优良菌株之一，发酵生产

甘油具有高产量、高转化率等优点［"，!］。先前本研

究中心已对 ! Z &’()*+%#,&*#*- 的菌株特性、发酵工艺

等进行了广泛研究，对耐高渗及过量合成甘油的机

理也做了探讨。在分子水平上，从代谢途径入手对

! Z &’()*+%#,&*#*- 进行研究是阐明代谢机理和改良菌

株的有效途径，但由于此菌株对多种药物具有抗

性，缺少可作筛选标记的营养缺陷型和源于菌株自

身的表达元件，因而制约了其遗传转化系统的建

立，从而致使酿酒酵母 9"))2"+,D()*- )*+*A%-%"* 许多

成熟的研究方法及技术无法用于产甘油假丝酵母

的研究。

为了分离代谢突变株和克隆相关基因，我们尝

试利用限制性内切酶介导的整合（P(RQP+*Q+),(,YV:(D
:(2+IQ(2 +,Q(=PIQ+),， -./0 ） 技 术 转 化

! Z &’()*+%#,&*#*-。"88" 年 -./0 技 术 首 次 用 于

9 Z )*+*A%-%"*的研究［%］，随后用于 !"#$%$" "’8%)"# 的

研究［#］。-./0 是通过限制性内切酶的作用，将 >?@
导入真核细胞产生非同源整合的一种方法。其优

点是外源 >?@ 随机插入染色体产生突变，转化的外

源 >?@ 标记了突变的基因，通过质粒挽救可分离与

突变相关的基因［%］。酵母转化常用的方法有原生质

体法、;+@* 法和电转化法［&］。其中，电转化法简单

且转化率高。本研究基于 -./0 技术和显性选择标

记 ’()*+,，建 立 起 -./0 介 导 电 击 转 化 ! Z
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!"#$%&’()!%(%* 的系统，并以 +’(!""" 为例研究了影响

转化的条件。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：, # !"#$%&’()!%(%*，为江南大学生物工

程学院工业微生物研究中心保藏。培养基为 $%&。

-*$.%&’$.’/ $)"’ &’(!用于质粒的构建与增殖。培养

基为含 )(*+ ,-./0123 的 34。

!"!"# 酶：0/1’"、+’(!"""、23("、4*5"、6/$"、6/""、
7.)" 购自 5-6*-1789 公司，,-./01 购自 "1:076.+-1 公

司，其 它 试 剂 均 为 国 产 分 析 纯。 %;6.<-97 &=>
%.?;*-689-、@A &=> ?0+89-、分子量标准 &3B)CCC 购自

@8D8E8 公司。

!"!"$ 质 粒：FG>%, 4 购 自 "1:076.+-1 公 司，

F4?H-9I/60F7（ J ）购自 %6.*-+8 公司。

!"!"% 主要仪器：KH?70F.687.6! L?-/76.F.6870.1 I;97-*
（LFF-1!.6M 公司）。

!"# 方法

!"#"! 质粒的构建与制备：%NE 法扩增 FG>%, 4
的 ,-./01 抗性基因，然后插入到 F4?H-9I/60F7（ J ）的

-$)E O 位点，得到本实验所用质粒 F4I,。质粒的

制备、纯化和线性化，参照文献［P］。

!"#"# 感受态细胞的制备：感受态细胞的制备方法

参考 @Q.*F9.1 等的方法［R］。

!"#"$ 转化方法：SCC"3 转化混合液组成为：(C"3
感受态细胞，S"+ 质粒，SC T U )CC T 限制性内切酶，

SC"3 缓冲液，适量 @L（F’RVC）。轻轻混匀后，移入

预冷的 ) ** 电击杯中，冰上放置 ( *01。在设定电

阻 )CC#、电容 )("5 不变条件下，用不同电压进行

电击。迅速加入 CVW *3 预冷的 S *.?23 山梨醇轻柔

悬浮细胞，移入一无菌试管中，XCY静置培养 S Q。

加入 S *3 液体 $%&，于 XCY、SCC 62*01 下培养 S Q。

浓缩 电 击 培 养 液，将 其 均 匀 涂 布 在 含 有 S(C *+
,-./0123 和 S *.?23 山梨醇 $%& 平板上，XCY避光培

养。)! U X! 开始统计和挑取转化子。实验重复 ) U
X 次，所得到的数据用 I%II SCVC 进行分析。

!"#"% 转化子稳定性检测及验证：转化子接种于不

含 ,-./01 $%& 固体平板上培养，连续转接 ( 代，最

后转接于含有 S(C *+ ,-./01 23 $%& 固体平板上，仍

能良好生长的转化子确定为稳定转化子。基因组

&=> 的提取参照文献［W］。根据 ,-./01 抗性基因序

列 设 计 引 物，<?-B(（ (ZB>@GGNN>>G@@GNN>G@NB
NG@@NBXZ）和 <?-BX（(ZBG@N>G@NN@GN@NN@NGGNNB
>NG>>GBXZ）。分别以转化子和野生型菌株基因组

&=> 为 模 板 进 行 %NE 扩 增。%NE 条 件 为 W(Y
X*01；WAY XC9，(SY XC9，P)Y AC9，X( 个循环；P)Y
[*01。)\ 琼脂糖凝胶电泳检测。

# 结果

#"! 转化质粒的构建

与宿主基因组无同源序列的质粒是 ELK" 转化

的理想载体。为了考察不同限制性内切酶对转化

, # !"#$%&’()!%(%* 的影响，以 F4?H-I/60F7（ J ）为基本

质粒，在 -$)E O 位点插入了 ,-./01 抗性表达基因，

得到转化质粒 F4I,，结构见图 S。

图 S F4I, 图谱

#"# 不同限制性内切酶对转化率的影响

不同限制性内切酶介导外源 &=> 整合到核染

色体的效率不同，因而选择合适的限制性内切酶是

ELK" 转化的首要因素。为此考察了与 ,-./01 抗性

基因相邻的 P 种限制性内切酶（SCC T）对转化的影

响，其结果见表 S 和表 )（平均值 ] 标准偏差，"为

在 (\水平上显著性差异）。在 ELK" 转化中，质粒

的类型、限制性酶的种类对转化都有一定的影响。

对于环状质粒，对照没有获得转化子，限制性内切

酶的加入，使转化率发生了显著性变化。对于线性

化质粒，对照组所得到的转化率为 W ] A 个转化子2

"+ &=>。 而 在 SCCT 限 制 内 切 酶 存 在 条 件 下，

, # !"#$%&’()!%(%*转化率得到了提高。其中 0/1’"、
+’(!"""、4*5 "、6/$" 促进作用显著。+’(!""" 效果最为

明显，使线状 F4I, 转化率提高了约 SX 倍。因此，选

择 +’(!""" 来进一步优化转化的条件。
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表 ! 限制性内切酶对线状质粒转化率的影响

质粒线性化酶
限制酶

（!"" #）

转化率

（个$!% &’(）

) * + ,

!"#- . !"#- . /0 + *!

$%&1 ... $%&1 ... !!, + !"!

’"( . ’"( . 2" + 0

)*+ . )*+ . 23 + 4

,-& . ,-& . !4 + 0

./0 . ./0 . ,* + !"!

’"1 . ’"1 . 3! + 0!

表 " 限制性内切酶对环状质粒转化率的影响

限制酶（!"" #） 转化率（个$!% &’(）

) " + "

!"#- . ,, + 5!

$%&1 ... ,3 + 0!

’"( . 2! + ,!

)*+ . !2 + ,

,-& . !2 + ,

./0 . 22 + 0!

’"1 . !/ + 3!

"#$ 转化条件的影响

"#$#! 细胞生长时期：处于指数生长期的酵母细胞

同稳定期的相比易于转化。而一般酵母指数生长

期较长，确定制备感受态细胞的时机是转化的必要

条件之一。收集了 0 个处于不同 234"" 的菌体制备

感受态细胞，调整 ! 678$9 山梨醇的体积悬浮细胞，

使之具有相同的 234""，在 !:/ ;< 下进行电击。不

同指数生长期细胞对转化率的影响很大，结果见图

2。在指数生长前期及中期，其转化率呈线性增加，

在 234"" 为 !:32 时达到最高；在指数生长末期，即

234""大于 !:/ 时，转化率急剧下降。结果表明在指

数生长中后期，即 234""约为 !:3 时制备感受态细胞

可获得最佳转化效果。

"#$#" 电压：选择合适电压是电转化的关健因素。

收集 234""约为 !:3 的菌体，制备感受态细胞。设定

电阻 2"""、电容 2/!= 不变，用不同电压进行电击，

结果 见 图 3，在 电 压 为 !:/ ;<（电 场 强 度 为 0:/
;<$>6）时，转化率最高，继续加大电压导致转化率

的下降，在电压为 2:/ ;< 时，转化率为 "。

"#$#$ 感受态细胞浓度：用不同体积的 ! 678$9 山

图 2 生长时期对转化率的影响

图 3 电压对转化率的影响

梨醇悬浮同一批制备的感受态细胞，通过活细胞记

数，确定细胞浓度。加入 !!% 线性化 ?@AB 和 !"" #
$%&1 ...，在 !:/ ;< 下进行电击。结果表明，感受态

细胞浓度在约为 2:" C !"* 个$69 时，转化率最高，过

高过低都降低转化率。

"#$#% 限制性酶的用量：在 DEF. 转化中，获得最

高转化率时限制性内切酶的浓度因酶而异。为此，

在以上最佳条件下，考察 $%&1 ... 的量对转化的影

响，结果在 !"" # $%&1 ... 时获得了较高转化率，为

!2* 个转化子$!% &’(。继续增加酶量，反而降低了

转化率。可能高浓度的限制酶增加了整合的几率，

同时也加大了对核染色体造成了损伤。

"#% 转化子的鉴定

考察了随机挑取的 /3 个转化子的稳定性情况。

在经过 / 代非选择培养后，转接于含 BG7>HI 选择性

平板上培养 ! 代，结果 0 个转化子不能生长，!, 个

呈微弱生长，其余生长良好。转化子的稳定性为

/5:5J。从 32 个转化子中随机选择 / 个转化子，提

取其基因组 &’( 用于 KLD 反应。电泳结果见图 ,，

阳性转化子基因组的 KLD 产物中有长为 30/ M? 的

AN M8G 特异条带，对照野生型菌株的无此带。

$ 讨论

工业酵母不同于一般的实验室酵母，遗传背景
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多数不清楚，一般没有营养缺陷型，多为原养型，故

此其遗传研究进展较慢。! ! "#$%&’()*"&)&+ 是好氧发

酵生产甘油的菌株，具有优良的性状［"，#］。在缺少

营养缺陷型筛选标记和表达元件的条件下，本研究

利用 $%&’ 技术和显性选择标记 ()*+,-，成功地将

()*+,- 抗性基因整合到 ! ! "#$%&’()*"&)&+ 核染色体

上，并优化了 ,(). ’’’ 介导的电转化条件。实验证

实约 /01的转化子稳定，表明 $%&’ 技术适合于转

化! ! "#$%&’()*"&)&+。

图 2 转化子的 34$ 鉴定

& 分子量标准 567#888，" 模板来自于未转化的 ! ! "#$%&’()*"&)&+，

# 9 : 模板来自于转化子

已有的研究表明，当外源 5;< 导入酵母细胞后

引发的非同源整合频率，远低于同源整合频率，而

丝状真菌正好相反。$%&’ 介导转化酵母先前已报

道过［=，2］，但所得到的转化率较低。本研究获得的

最高转化率为 "#> 个转化子?!@ 5;<，转化率较高可

能与菌株遗传差异有关。$%&’ 技术除用于构建突

变库和克隆致病基因外，还用于启动子捕获、遗传

互 补 分 析 等。 借 助 于 $%&’ 技 术 转 化

! ! "#$%&’()*"&)&+可获得大量的插入突变株，为研究

其代谢机理和克隆相关基因以及菌株改良打下了

一定的基础。
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程公司、生产企业等单位。

《微生物学通报》真诚欢迎国内外厂商在本刊发布仪器设备、试剂、医药、新技术推广等方面广告。本刊

将为您提供优质服务。

联系地址：北京市朝阳区大屯路中科院微生物研究所 "88"8"
联系电话：8"87:208W/"" 传真：8"87:208W=#W
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