
葡萄白藜芦醇合成酶基因的克隆及其

在毕赤酵母中的表达

摘 要

白藜芦醇(resveratrol，简称Res)，是一种次生代谢产物，植物内毒素，具

有抗氧化、抗肿瘤、抗血小板凝聚、防止人体低密度脂蛋白(LDP)氧化、提高

肌体免疫力等功效；Res广泛存在于种子植物中，但是Res在植物体内的含量是

非常低的，所以仅仅用传统的提取方法得到高丰度的Res非常困难，并且耗资过

大。有关研究表明影响Res含量的主要因素是自藜芦醇合成酶(resveratro]

synthase，简称RS)的量，本研究试图通过基因工程的方法建立一种新的Res生

产体系——毕赤酵母表达体系。

为了构建白藜芦醇合成酶(RS)基因的克隆载体，用PCR技术从葡萄叶片

总DNA中扩增出RS基因全长，然后将其重组到克隆载体中。通过酶切对重组

质粒进行了鉴定和测序，结果表明，Rs基因已经正确克隆至pUCl9中，将重组

质粒转入大肠杆菌里，使RS基因能够在大肠杆菌里保存并且大量扩增，为RS

基因构建表达载体表达白藜芦醇合成酶奠定了基础。

将重组后得到的克隆载体用加Kozak序列的引物扩增，凝胶电泳后回收目

的条带，然后将回收条带和酵母表达载体pPIC3．5K用同样的限制性内切酶切割，

用T4 DNA连接酶将两者连接。经酶切鉴定RS基因已经正确地连接到pPIC3．5K

上。

用电激法将重组以后的酵母表达载体导入甲醇型酵母(Pichia．pasteoris)菌

株GSll5中，获得转化子。将转化子进行PCR筛选，得到酵母重组菌株。在以

甲醇为唯一碳源的培养基上培养，进行了重组酵母菌株的诱导表达。
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The cloning and the expression in Pichia．pasteoris of

resveratrol synthase gene from grape

Abstract

Resveratrol，a kind oftime livings to metabolize the outcome and a kind of plant

endotoxin，has the anti—oxidize，anti-tumor，anti—blood platelets coagulates，keeps

low density in human body LDP from oxidizing and increases muscle immunity dint

and so on．Res is extensive in seed plant and it is low in plant，so it is difficulty to

only use traditionally withdraw method to get plentiful Res．Research shows that

resveratrol synthase is the main element to influence the content of Res．In this paper,

we use the method ofgene ungenerous to establish Pichia．pasteoris expression

system．

In order to establish the cloning vector of RS，I amplify the RS gene from

grapvive leaf total DNA by PCR．Then it was inserted into pUC 1 9．The recombinant

vector was verified with restriction analysis．The results showed that the RS gene was

cloned correctly into pUCl9．It’s concluded that the vector was constructed

successfully．Then the recombinant plasmid was turn into the E．coli to make the RS

gene large amplified．

The cloning vector was amplified by primer with kozak sequence，then RS gene

was gotten after electorphoresis．The expression vector pPIC3．5K and RS gene were

cutted with the same restrict enzyms．The RS gene and pPIC3．5K wre ligated together

The restriction analysis results showed that the RS gene was ligated correctly into

pPIC3．5K．

With the electricity dash the recombinant plasmid was switch to the

Pichia．pasteoris strain GS 1 I 5．The strain with recombinant plasmid was chosen by

PCR．Then the strain express the RS in the culture medium using methyl alcoholas the

carbolic rescource．
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第一部分文献综述

1．白藜芦醇的研究进展

1．1白藜芦醇的发现

白藜芦醇(resveratrol，简称Res)，此物质早在1924年就被发现【1]，1974

年在葡萄属植物中也找到了该物质，并首先定性为一种植物自身能产生的抗逆物

质。目前已知Res还存在于桑树、花生、买麻藤、朝鲜槐等12科、31属的72

种植物中，然而就其含量而言还是葡萄属植物中相对较高。

1．2白藜芦醇的理化性质

白藜芦醇(resveratrol，简称Res)，化学名为芪三酚(3，5，4。

．trihydroxystilbene)，分子式是C14H120312J，相对分子量为228．25，具有顺、反两

种结构【3]。Res是植物体内产生的天然二苯乙烯类多酚物质，为无色针状结晶，

熔点是256℃一257℃，在261℃时可升华，易溶于乙醚、氯仿、甲醇、乙醇、丙

酮、乙酸乙酯等有机溶剂，在366nm的紫外光照射下能产生荧光，能和三氯化

铁．铁氰化钾起显色反应。

1．3白藜芦醇的药理作用及作用机理

Res是植物受到病原性进攻和环境恶化时产生的植物抗毒素，具有较高的抗

菌性，对植物而言Res的含量与其抗菌能力呈正相关【4—1。研究证明16】它对灰色

葡萄孢、金黄色葡萄球菌、肺炎双球菌等均有明显抑制作用，但对酵母菌、半光

假丝酵母的作用不明显。Pont等l『7】就Res对灰霉病分析观察测定，发现这些行为

与Res的电子特性、亲脂性及亲脂物质的分子体积有关。对人体而言Res对心血

管系统的作用主要表现为对脂类代谢和血小板凝聚18】的影响，从而对心血管系统

起到特殊的保护作用，防止心血管疾病的发生【9】。Jang等㈣较系统地报道了Res

的抗肿瘤作用，Res通过抗氧化和抗突变作用发挥其抗起始活性；它可以诱导人

早幼粒白血病细胞的分化，表现了对癌的抗发展作用【l“。近年来发现Res的抗癌

机理可能与诱导细胞凋亡有关，而caspase(半胱天冬酶)家族在细胞凋亡中起重要

作用【12。16】。田雪梅等㈣研究证明Res能够通过诱导人肝癌HepG2细胞凋亡抑制

HepG2细胞的增殖。朱振勤等【181另辟新径，研究了Res抑制HeLa细胞肿瘤活性

的自由基机理，为Res抗癌机制提供了自由基生物学方面的依据。Res具有防癌

作用，主要是因为Res能抑制环氧合酶(COX)及过氧化氢酶的活性㈣。在防



止心血管疾病方面，Res通过与人体内雌性激素受体的结合调节血液中胆固醇的

水平，减少人患心血管疾病的风险。Res还对血小板相互之间发生聚集形成血块

病粘附在心血管壁上的现象有抑制作用，从而抑制和减轻了心血管病的发生和反

应【201。Res是一种多酚类物质，有显著的抗氧化、抗自由基作用[21-24】。Res也可

以有效抑制脊髓损伤后早期受损局部脂质过氧化反应和活性氧水平，对脊髓损伤

有潜在的保护和治疗作用【251。Res能抑制铜介导的低密度脂蛋白(LPL)的氧化，

还能通过螫合作用和消除自由基来保护LPL的过氧化，从而达到预防动脉硬化

和冠心病的作用【261。

1．4白藜芦醇在葡萄植物体内的代谢及影响代谢的因素

1．4．1生物合成

Liswidowai等口11研究认为：在真菌诱导前，植物体内基本上没有Res的产生，

即使有，量也很少，且不稳定，只有在葡萄受到真菌感染或者紫外线照射后才能

产生。真菌细胞壁碎片被用来在刺激葡萄发生灰霉感染的某些过程，例如通过酸

的水解作用，葡萄属植物细胞从真菌细胞壁中可得到葡聚糖激发子、可溶性碎片。

可溶性碎片可阻断常规蛋白的合成，而启动-d,部分与诱导抗性有关的蛋白的合

成，可溶性碎片共同作用下，产生Res及其衍生物‘”1，末尾阶段是Res合成酶

(简称RS)将一份子的对香豆酰A(malony--CoA)，经苯丙氨酸聚丙二酸盐路

径，转化为Rest281。其合成途径见图1：

Res

图l RS催化的反应步骤

Fig．1 Reaction steps catalyzed by RS

PAL，phenylalanine ammonia-lyase：C4H，cinnamate 4-hydroxylase,4CL，4-coumarate：CoA ligase

1，4．2有关合成白藜芦醇的酶

RS(EC 2．3．1．95)又被称为3,4’，5-三羟基二苯乙烯合酶，是二苯乙烯合酶

(stilbene synthase，简称STS)中的一类。植物中存在的STS被划分为两类，～



类是花生或葡萄中存在的以4一香豆酰辅酶A和丙二酰辅酶A为底物，合成Res：

另一类是以肉桂酰辅酶A和丙二酰辅酶A为底物合成赤松素(pinosylvin)[2爿。

Sparvoli等【30】(1994)已从葡萄中分离出Res生物合成途径中的相关酶基因，

Res的生物合成途径如图2所示。我们实验室也对RS进行了分离，并对其酶学

性质做了初步研究，我们认为Res的生物合成需要一系列相关酶的协同作用。当

加入诱导因子后，首先相关酶的mRNA含量有所上升，随后蛋白质水平也上调，

因此证明的确新合成了部分酶；另外也有可能植物体内原有的相关酶活性较低或

处于钝化状态，诱导物则作为酶的激活剂发挥作用，也许正是这双重作用使得诱

导可明显提高Res的含量。
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图2 Res的生物合成途径

Fig．2 Pathway ofresveratrol biosynthesis

PAL，phenylalanine ammonia-lyase：C4H，cinnamate 4-hydroxylase；4CL，4’coumarate：CoA ligase

1．4．2．1 白藜芦醇合成酶(Resveratrol Synthase，简称RS)

在Res合成的全过程中，Rs是最后一个起作用的酶，它与苯基乙烯酮合成

酶关系密切f3l】。RS是一个二聚体，分子质量约为90 000，一个亚基的分子质量

45 000，等电点PI=4．8t321对Rs的氨基酸序列进行分析，发现169位半胱氨酸是

必不可少的，替换掉第135和195位上的半胱氨酸则降低酶的活性【331。RS对底

物的作用具有高度的专一性。Schoppner等刚(1984)研究证明在催化反应中丙二

酰辅酶A不可以被其它乙酰基辅酶A代替，4．香豆酰辅酶A则是Rs的最适底

物，若将其换为其它结构类似物则酶活力大大下降且无Res生成。Morita等

[35J(2001)改变RS的底物研究了RS合成其它新型聚酮化合物的能力，结果显示

很微小的化学修饰就可引导RS催化反应形成一系列不同的新产物。Schroder等

口印(1992)利用定点突变技术研究了His．Gln的存在及位置对RS的底物特异性

的影响，将Rs中His．Gin转变为Gin-His，结果酶对受试三种底物的活性均丧失，

而Gin．Gin形式选择性地降低了Rs对4．香豆酰辅酶A的活性，动力学分析证明
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其与对照相比K。有微小的上升，V。。下降了3倍，从而使得该酶从Res形成型

转化为二氢赤松素形成型。RS在某些植物中属结构酶，而在一些植物中属诱导

酶，但无论是哪一种类型，诱导处理都会大大提高RS的合成率和活性。RS的

常用诱导途径是灰色葡萄孢(Botrytis cinerea)感染和紫外光处理。Liswidowati

等【2 7J(1991)在一种降低复杂程度的优化体系基础上研究了灰色葡萄孢与葡萄

间的相互作用，结果显示感染后葡萄细胞内普通蛋白质合成被明显阻断，一系列

涉及诱导抗性的蛋白质合成得到选择性提高，其中RS合成率最高。Sehoppner

等【37】(1979)采用254nm的紫外光处理松树的不同器官，发现处理10min新鲜

的针状叶中就形成了STS，处理30h可以大大增强STS活性。实验证明诱导因

子的参与引起了受体植物蛋白质合成模式的显著改变。诱导前期RS基因转录的

快速、瞬时提高，使得RS基因的mRNA含量迅速上升，高水平的RS mRNA是

控制整个后期合成的主要因素【381。对RS mRNA合成的动力学研究证明，诱导因

子可迅速刺激RS mRNA的合成，并在诱导后一定时期内达到高峰期，随后

mRNA的积累将终止【3⋯。基于葡萄细胞悬浮培养的研究显示RS mRNA的瞬时

表达总是存在两个高峰期，即诱导后6h和24ht40】。高水平的RS mRNA是后期合

成KS的基础，但诱导因子的作用不仅仅如此，它使RS的活性也得到提高，同

时Res代谢途径中的其它相关酶活性也同样提高1271。Res生物合成的前体物质普

遍存在于植物中，因此诱导RS将提供一个提高抗菌性的新思路。

1．4．2．2二苯乙烯合酶(Stibene Synthase，简称STS)

STS是人们研究最透彻的一种酶，STS的合成在整个Res合成过程中速度最

快，从空间角度来说，STS呈现微观的不均一性，是带一个亚基的二聚体，分子

量为43 000，等电点PI=5．412 71。对STS的进一步研究发现，整段STS的cDNA

是从葡萄属植物的mRNA序列开始的，含有39种氨基酸的片断。通过对臭氧在

欧亚种葡萄品种上诱导STS转录表达的研究，此研究是通过溶合STS启动子与

B一葡萄糖苷酸酶(GUS)报告基因，转化到烟草上。发现O．1mg／L臭氧处理10h

可以使GUS基因表达提高11倍，GUS基因活性组织化学定位发现其活性表达

呈斑点状分布于整个叶片。叶片的横切面组织化学定位表明STS的启动子(Vst

1)在栅栏组织、海绵薄壁组织中被诱导，表皮组织细胞中表达较少。5’．端缺

失表明部分启动序列在--430和--280处构建臭氧反应作用区，有效病源菌灰霉



病诱导应从--280到一140[4”。

1．4．2．3过氧化物同工酶(Peroxidase Isoenzyme)

过氧化物同工酶能将4一羟基进一步氧化成Res。Calderon等㈤使用葡萄栽

培品种Ariren和Monastrell研究了在愈伤组织的组培中，通过对过氧化同工酶的

表达和定位研究，认为在浆果的中果皮中形成愈伤组织，其细胞壁中有几种过氧

化物同工酶的不同表达，其中过氧化物同工酶AI的氧化能力是无限的。

1．4．3RS与CHS的比较研究

RS和CHS(EC2．3．1．74)均是植物特异性的聚酮化合物合酶，是CHS家族

的代表性成员。二者在结构和功能上均存在密切的联系。它们都是同二聚物且亚

单位的分子量都在43000—45000Dalton范围内【”、43】；具有相同的底物，但产物却

不同，整个酶反应过程中只是四酮化合物折叠环化的机制不同，即RS属醛醇缩

合(ald01)型环化，而CHS属克莱森(claisen)型‘”1。正是不同的环化机制使它

们形成了不同的产物。

RS和CHS在起源上也存在一定关系。RS是Res生物合成中的关键酶，

CHS是黄酮类化合物和花色素合成途径中的关键酶【4⋯，Tropf等认为RS可能是

从CHS经过多元进化形成的，二者的氨基酸同源性高于65％，系统进化分析也

显示了它们具有较高的同源性【4”。而CHS可能与高等植物中脂肪酸合成的相关

酶13．酮脂酰．ACP合酶有共同的进化起源【4“。

最近报道的苜蓿中的CHS三维晶体结构显示该酶含有两个功能独立的活性

位点，即由四个氨基酸(Cysl64，Phe215，His303,Asn336)界定的香豆酰结合部位和环

化位点。这四个氨基酸残基在RS中也是保守的，尽管RS和CHS的三维晶体结

构还没有确定，但认为Rs和CHS具有相似的活性位点结构【471。Lanz等认为Cys

是RS活性表达所必需的，他们用定点突变将RS中高度保守的6个Cys变换为

Ala，并使其在大肠杆菌异种系统中得到表达，突变体的检测结果显示只有Cysl69

是必需的；抑制因素的研究认为Cysl69是浅蓝菌素(cerulenin)的主要靶目标，

这种抗生素直接与缩合活性中心的Cys作用，当然其它位点的突变也使RS活性

下降。同时他们认为Cysl35与Cysl95可能是引起二者特异性产物的原因{36】。

RS和CHS具有如此之多的相似性，人们就设想能否构建一个RS和CHS

的异源二聚物且该二聚物可同时发挥两种酶的功能，但是所做的实验却未能如愿



138]。大量的其它突变发生实验也没有检测到同时具有两种酶活性的蛋白质[39】，

因此RS和CHS的活性排斥也证明了这～点。

1．5有关白藜芦醇的诱导

RS在某些植物中属结构酶，而在一些植物中属诱导酶，但无论是哪一种类

型，诱导处理都会大大提高RS的合成率和活性。实验证明诱导因子的参与引起

了受体植物蛋白质合成模式的显著改变。诱导前期RS基因转录的快速、瞬时提

高，使得RS基因的mRNA含量迅速上升，高水平的RS mRNA是控制整个后期

合成的主要因素1421。对RS mRNA合成的动力学研究证明，诱导因子可迅速刺激

RS mRNA的合成，并在诱导后一定时期内达到高峰期，随后mRNA的积累将终

止139】。基于葡萄细胞悬浮培养的研究显示RS mRNA的瞬时表达总是存在两个高

峰期，即诱导后6h和24ht401。高水平的RS mRNA是后期合成Rs的基础，但诱

导因子的作用不仅仅如此，它使RS的活性也得到提高，同时Res代谢途径中的

其它相关酶活性也同样提高【27l。另外，对Rs诱导的直接结果是Res的大量积累，

实际上诱导也间接调动了植物体的防御机制，如木质素状物质沉积、富含羟脯氨

酸的糖蛋白的积累及某些特定水解酶活性的提高14引。研究证明二苯乙烯类植物

抗毒素对于花生、葡萄和松树这三种植物而言是非常重要的【491，而这三例中诱

导后RS基因的表达及Res的形成都是一个快速过程。总之诱导或逆境胁迫触发

了协调植物抗性的如HR、PR蛋白和Res产量等一系列信号Nt50421，使植物抵

抗逆境。

Res是低分子量的广泛存在于植物中的次生代谢产物，对微生物的生长有直

接的抑制作用，同时病原菌侵染或其它诱导因子可以诱导RS，进而合成Res【53-54]。

早期对RS诱导研究主要在于用紫外光处理幼嫩的植物或种子，随后人们逐渐建

立了植物细胞培养的研究体系，目前植物细胞培养已成为次生代谢产物生化研究

的有效模式体系【”】。细胞悬浮培养的应用更为广泛，尽管它不能考虑到整个诱

导过程的方方面面，但它却大大方便了在酶学和mRNA水平上的研究工作‘271。

RS常用诱导途径是灰色葡萄孢(Botrytis cinerea)感染[27]和紫外光处理【3 71。

灰色葡萄孢可以引起葡萄植株灰霉病，使葡萄的产量、质量均受到严重损失。葡

萄对灰色葡萄孢产生抗性的部分原因是诱导抗性机制快速形成了Res口”。Gehlert

等【56](1990)用灰色葡萄孢感染松树秧苗使STS(赤松素形成型)活力24h提高
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了38倍。当然实际研究中也存在其它的有效诱导途径，例如：Rs可被存在于真

菌或细菌细胞壁和培养液中的多糖、糖蛋白及脂类物质所诱导：有时～些结构不

相关的人工诱导物也可起一定作用[38】；臭氧处理【3”、干燥处理【291也同样具有诱

导作用。在我们的研究中，以葡萄皮的组织培养为基础，选用灰色葡萄孢、金黄

色葡萄球菌和绿色木霉作为综合诱导子使愈伤组织中Res的含量提高了约5倍，

三者的诱导效率依次降低，同时我们也发现这些诱导子对细胞的生长有一定的抑

制作用。Adrian等【31】分别选用灰色葡萄孢的分生孢子、紫外光和A1C13作为诱导

剂来研究各诱导因子的效率，结果证明三种诱导剂存在不同的诱导效率。Chung

等吲(2001)通过实验也证明生物与非生物因子均可诱导RS基因，他们用酵母

提取物和uv诱导了叶、根中RS基因的表达，同时乙烯、荣莉酮酸和水杨酸均

可诱导RS mRNA在叶中积累。曾有人将RS基因这类抗病基因分为两类，一类

是快速反应型，另一类是迟缓型，似乎不同类型的基因存在着不同的诱导因子

【40】。

2．白藜芦醇合成酶基因研究进展

2．1白藜芦醇合成酶基因的结构

通过对基因组DNA与cDNA序列的比较分析显示RS基因5’上游--33位点

存在TATA盒子，基因的编码区起始于第一个ATG，另外5’端包含有Rs基因唯

一的内含子(179—547位点)，该区域内富含框内终止密码子，内含子将Rs基因

的编码区分成两部分[58,59】。从葡萄中分离出的两个Rs基因(vstl和vst2)，将

其转入烟草，含有这两个基因的转基因烟草对灰色葡萄孢的抗性大大提高[58】。

vstl启动子缺失分析证明转录位点上游一280～140之间的序列是真菌诱导所必

需的，而对臭氧诱导的RS的5’端缺失分析证明一430—280间的启动子序列是臭

氧诱导所必需的区域【59】，即臭氧诱导所必需的区域不同于传统的病原菌诱导型

的。

2．2白藜芦醇合成酶基因的转基因技术的研究进展

伴随着基因工程操作技术的建立与发展，RS的转基因研究已倍受科学家的

关注。不同来源的Rs基因结构存在一定的差异，当然其合成Res的能力也不同，

因此关于Rs基因的研究十分活跃【60】。将Rs基因转入烟草和西红柿中，随着抗

菌化合物res的形成，转基因植物对葡萄孢属(Botrytis)和疫霉属



(Phytophthora)病菌的抗性大大提高㈣。Hain等【39l(1990)从花生中分离出

Rs基因，并将其与卡那霉素抗性基因一同转入烟草，选用紫外光进行诱导，结

果显示Rs基因迅速在烟草细胞中得到表达，lOmin后检测到了特异mRNA，花生

和转基因烟草悬浮培养物的RS mRNA合成的比较研究也显示了相同的基因表达动

力学参数。Hipskind等【61J(2000)以CaMV35S为启动子，将花生中的RS基因

转入苜蓿，通过HPLC、UV和NMR分析证明转基因苜蓿中积累了一种新化合物

ROluc(trans～resveratro卜3—0一B—D-91ucopyranoside)，并且RGIuc含量和

RS的转录水平在植物的不同组织中存在一定的差异，叶、茎的均高于根，另外

生物检测的结果证明RGluc和Res均大大抑制了茎点霉属(Phoma)的真菌的生长。

Chung等吲(2001)研究了RS基因在花生植物体内组织特异性表达，体外无菌

培养的花生根中存在低水平的RS mRNA，但是大田生长的成熟植株中根和壳都出

现了相当高水平的RS mRNA，叶子中的低于检测限度，其次幼嫩新鲜的壳高于成

熟壳。Tropf等【62】(1995)将Rs和查尔酮合酶(chalcone synthase，简称CHS)

的编码区共同转入大肠杆菌的PQE一6质粒载体，结果二者共同表达，同时他们应

用突变分析证明Cys”9是RS活性表达的必需氨基酸。Yamaguchi等【43】(1999)也

将RS与CHS基因共同转入大肠杆菌，二者也得到了表达，相应的产物也已检测

到，但重要的是，他们发现这两个基因在大肠杆菌中得到了交叉表达，即Rs可

催化形成柚皮素(naringenin)(占Res的1．4％一2．3％)，而CHS可催化产生Res(占

柚皮素的2．7％一4．2％)，这可能是由于它们活性位点构象的柔性所导致的。Fettig

等【63](1999)将嵌合的Rs基因转入两种德国春小麦(Combi和Hanno)，通过

RT—PCR证明了Rs基因的表达，用HPLC法和质谱分析法检测到Res，但没有检测

到对病原菌的抗性，进一步的研究证明Rs基因不仅在亲本中得到表达，按孟德

尔法分离的两个品种的子一代也表达了RS基因，同时研究显示RS基因的失活伴

随着该基因的甲基化。研究人员将葡萄中的Rs基因分别转入大麦(／Z．vulgare)、

大米(n sativa)和西红柿(L．escu]entum)中，在转基因植物中均检测到RS，

对相应病原菌的抗性也有所提高，其中转基因西红柿对蔓延疫霉(肋tophthora
infestans)有效，而对灰色葡萄孢和马铃薯早疫病链格孢(Alternaria solanD

无作用‘删。

2．3白藜芦醇合成酶基因在基因转导过程中的异常表达 t



伴随着Rs基因的转入，有的植物体也发生了异常的反应。Kobayashi等165】

(2000)从三种葡萄(K vinifera,M 7abruscaJ矿riparia)中分离到RS

基因，在CaMV35S启动子控制下，由农杆菌介导将它们转入猕猴桃(Ac tinidia

deliciosa)，结果表明：该基因的确在植物体内得到表达，但转化体的叶子中产

生的是云杉新苷(piceid)而不是Res，这可能是由于Res被该植物内部存在糖

基转移酶作用形成了云杉新苷。Fischer等【66】(1997)从葡萄中分离到Rs基因

并转入烟草中，RS基因得到高效表达，也产生了高水平的Res，但转基因烟草的

花粉失去生活能力，而且烟草粉红花色也消失了。

3．Pichia．pasteoris基因表达系统的研究进展

利用基因工程技术获得有重要生物学活性的蛋白质是现在生物技术的重要

目标，在体外表达蛋白质，重要的是最大限度地保持产物的空间结构和生物学活

性与天然蛋白一致，同时努力提高表达量。为此人们建立了大肠杆菌、杆状病毒、

哺乳动物细胞和酵母四大外源基因表达体系以适应各种来源的蛋白质在体外高

效表达。

大肠杆菌系统具有产量高、成本低、生产周期短的特点，但胞内商水平表达

的外源蛋白多数以不溶解、无活性的包涵体形式存在，而由包涵体中提取高水平、

高比活的目标蛋白的最大问题是回收率低，大部分目标蛋白在复性过程中析出丢

失。杆状病毒系统采用先顺时感染，然后裂解感染的昆虫细胞的方式产生重组蛋

白，此系统表达的蛋白折叠正确且被糖基化修饰，但是有时糖基化序列与天然的

不同，且蛋白产量不稳定。哺乳动物表达系统生产的蛋白具有天然构象，稳定性

好，糖基化模式没有发生改变，但哺乳动物细胞培养成本高，条件要求严格，蛋

白表达水平低。而酵母是低等真核生物，具有细胞生长快，易于培养，遗传操作

简单等原核生物的特点，又具有真核生物对表达的蛋白质进行正确加工、修饰、

合理的空间折叠等功能，非常有利于真核基因的表达，能有效克服大肠杆菌系统

缺乏蛋白翻译后加工、修饰的不足。因此酵母表达系统受到了越来越多的重视和

利用[67】。

人们对酿酒酵母(Saccharomyccs Cerevisiae)分子遗传学方面的认识最早，

酿酒酵母最先作为外源基因表达的酵母宿主，1981【68】年利用酿酒酵母表达了第

一个外源基因一千扰素基因，随后又有一系列外源基因在该系统得到表达‘8¨”。
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但是，酿酒酵母很大部分表达由实验室扩展到工业规模时，培养基中维持高拷贝

数的选择压力消失，质粒变得不稳定，拷贝数下降，而多数外源基因的高效表达

需要高拷贝的维持，因此产量下降【72~741。同时，实验室用培养基复杂而昂贵，

采用工业规模能够接收的培养基时，往往导致产量下斛751。为克服酿酒酵母的

局限，人们发展了以甲基营养型酵母(methylophic yeast)为代表的第二代酵母

表达系统。

甲基营养型酵母包括：Pichia，Hansenule，Torulosis，Candida等。目前，以

Pichia．pasteoris(毕赤巴斯酵母)为宿主的外源基因表达系统近年来发展非常迅

速，应用也很广泛，已利用此系统表达了一系列有重要生物学活性的蛋白质，并

逐步走向工业化。1983年，美国Phillips Petroleum公司Wegner[761等最先开发

Pichia．pasteoris，利用其发酵培养能达到很高密度的特性，生产干酵母蛋白作为

食物或动物饲料的来源。由于Pichia．pasteoris能进行高密度发酵，若能作为外源

基因表达系统，就可以方便地形成工业规模，大量生产外源蛋白。在这种设想下，

SIBIA公司和Phillips Petroleum公司开展了合作，Ellis[87】于1985年筛选到强效

可调控AOXI启动子，同年Creggl7s]等建立了Pichia．pastoris酵母转化方法，1987

年Cregg等和Tschoppl79]等率先利用Pichia．pastoris外源基因表达系统表达了

HbsAg和Laz。此后，Pichia．pastoris外源基因表达系统逐步得到完善，形成了继

酿酒酵母基因表达系统以后的第二代酵母表达系统，以下就Pichia．pastoris外源

基因表达系统做一个简单的介绍。

3．1表达载体的构成

Pichia．pasteoris酵母菌体内没有天然质粒，所以表达载体需与宿主染色体发

生同源重组，将外源基因表达框架整合于染色体中以实现外源基因的表达【⋯。

包括启动子、外源基因克隆位点、终止序列、筛选标记等。表达载体都是穿梭质

粒，先在大肠杆菌复制扩增，然后被转到宿主酵母细胞中，因此，表达载体还含

有大肠杆菌质粒的复制单元(ColEI)以及筛选大肠杆菌转化子的标记。如使产

物分泌到细胞外，载体还需要带有信号肽序列。

· 醇氧化酶(alcohol oxidase，AOX)使甲基营养型酵母甲醇利用途径的第一

个酶，催化甲醇氧化为甲醛。当Pichia．pasteoris在含葡萄糖、甘油或者乙醇为碳

源的培养基上生长时，检测不到AOX，而在以甲醇为碳源的培养基上成长时，



AOX就能大量生产，以适应Pichia．pasteoris生长的代谢需要，其含量可占菌体

蛋白的30％【8”。由此推测AOXl基因启动子可能作为表达外源基因的有效启动

子。AOXl基因表达受转录水平的严格调控，在甲醇培养基中生长的酵母细胞内，

AOX．mRNA含量可占中polyA+RNA量的5％，但在其他碳源培养基中生长的酵

母细胞内检测不到AOXlmRNA【82l。Pichia．pasteoris可以利用两类筛选标记，一

类是营养缺陷选择标记，包括His4、Ar94等，其中His4是最常用的筛选标记。

Pichia．pasteoris宿主菌GSll5为His4基因缺失突变体，不能编码产生组氨酸脱

氢酶，只能在全营养培养基如YPD上生长，不能在缺乏组氨酸的选择培养基上

如MM、MGY中生长。带有完整His 4基因的载体DNA与宿主染色体整合，使

转化后的GSl 15能在选择培养基上生长，从而筛选得到转化菌株。另一类是显

性选择培养标记，如Tn903、Ranr、SUC2等，即使利用全培养基也能表达得到

筛选的目的。G418为氨基糖苷类抗生素，正常情况下，宿主菌GSll5在含

O．25mg／ml G418的YPD培养基中生长就收到明显抑制，表达载体若含有大肠杆

菌转座子Tn903 kanr序列，转化GSll5后，可使转化株对G418产生抗性，且抗

性强弱与载体整合的拷贝数有正比关系，利用Tn903 kan‘是筛选多拷贝转化株的

重要方法[831。另外，在表达载体的还有其他的序列，例如在启动子下游有供外

源基因插入的多克隆位点，多克隆位点下游为AOXl3’端终止序列。终止序列

对最大限度的提高表达量具有重要作用，若删除终止序列，将转录产生较长的

mRNA，此类mRNA很不稳定，易急剧降解，从而影响产物的表达量。

3．2表达载体与宿主染色体的整合

将外源基因插入表达载体后，用适当的限制性内切酶切割，使之线性化，再

将线性化重组载体通过适当方法，如原生质体法、锂盐法、电转法等，转化酵母

宿主菌。载体线性化以后形成游离的AOXl5’末端和AOXl3’末端，两末端与

酵母染色体的同源区域发生双交换，取代宿主染色体中AOXI编码区，使外源基

因位于AOXl启动子下游，宿主染色体AOXl结构基因被删除，失去编码AOXl

的能力。最常用的Pichia．pasteoris宿主菌为Gs“5，该菌株为组氨酸营养缺陷型

菌株，缺乏合成组氨酸合成酶的能力。发生整合的宿主菌同时也携带了来自载体

的完整His4基因，因而可在不含组氨酸的营养缺陷型培养基上生长从而方便地

筛选出转化子。



值得注意的是，并非发生整合的所有转化子全能将外源基因整合在正确位

置，只有整合在AOXl结构基因两侧并将之取代的双交换才是有效整合。事实上

这种正确整合的转化子仅占所有His+转化子的30％左右，所以还需要对转化子

进一步的筛选【84】。整合在正确位置的His+转化子失去了AOXI结构基因，仅靠

AOX2基因编码非常少量的醇氧化酶支持转化子在含甲醇的培养基上缓慢生长，

其表现型为His+Mut5；而整合在非正确位置的His+转化子仍有AOxl的能力，在

含甲醇的培养基上能正常生长，表现型为His+Mut+，所以可以在含甲醇培养基

中筛选得到整合位置正确的转化子。此转化子非常稳定，在大规模发酵培养时也

不致表达框架的丢失。

除上述双交换整合外，用某些限制性内切酶切割载体时不产生游离的AOXl

启动子5’末端和AOXl3’末端，从而使线状载体与宿主染色体同源区发生单交

换整合1851。单交换整合分为两种：一种是AOXl启动子5’端内部切开，单交换

整合入AOXI位点：另一种是在His4基因序列内部切开，单交换整合入His4基

因位点，此两种整合方式都不能删除宿主染色体中AOXl结构基因，表现型为

His+Mut+。Mut+转化子能利用甲醇快速生长，对外源基因表达有一定的影响。

一般认为单交换整合转化子在高密度发酵时不稳定，酵母生长迅速而外源基因表

达较低，所以都采用双交换整合以获得高效表达。但是单交换整合有利于多拷贝

整合。

3．3影响外源基因表达量的因素

基因表达最常见的是转录水平的调节，稳定状态的mRNA水平是决定外源

蛋白产量的基本因素。mRNA的量很大程度上取决于启动子的转录起始效率，

所以启动子的强弱几乎直接决定了外源基因的表达水平。另外外源基因的拷贝

数、表达产物的稳定性和培养条件也是影响基因表达的重要因素。

sreekrisIulal861等在Pichia．pasteoris酵母中表达TNF时发现，基因拷贝数增加，

表达量随之增加，从占菌体总蛋白的10％可增加到30％。外源基因的多拷贝整

合可通过两种方法：一是通过直接构建含多个外源基因拷贝的表达载体，利用

DA0815可以插入多拷贝外源基因[85,87]：二是从大量转化子中筛选发生多拷贝整

合的表达株。利用SDS．PAGEt861、免疫印赳88·891、菌落杂交190】等方法可方便地筛

选高拷贝表达株。
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表达产物的降解严重影响蛋白的产量180】，产物的稳定性主要受到两方面的

影响。一是产物自身的特点决定其易受外界因素的作用，可通过改造目的基因来

解决，如删除或突变蛋白水解酶敏感的氨基酸编码区，这些方法选择余地非常有

限。二是宿主蛋白水解酶的作用，应设法减少宿主蛋白酶的产生并限制其活性。

Invitrogen公司出售商品化的SMDll63酵母菌株，该菌株基因组中Pep4基因发

生了突变，造成蛋白水解酶A活性地丧失，保护表达产物免受降解，促进了表

达量的提高。

培养条件也是影响表达量的一个重要因素，甲基营养型的酵母一般培养温度

为30℃左右，诱导表达时要求不超过30。C，且需要高通气量。转化株在普通三

角瓶中诱导表达量远不及在发酵罐中的表达量，其原因可能就是三角瓶缺乏PH

值控制，通气量不够，或者是碳源的补充不易控制在适宜水平【91】。但实验室规

模都以三角瓶为主来研究目的基因地表达情况，可以加入合适的缓冲液来调节培

养基PH值，保持最高的通气量来尽可能满足酵母培养、诱导表达的需要。

转化酵母株一般先在仅以甘油为碳源的培养基中生长，使酵母迅速繁殖，蓄

含菌体数量，然后去除甘油培养基，加入甲醇诱导培养基，诱导表达。酵母在含

甲醇的诱导培养基中仅能缓慢生长，因此，以典型培养方式诱导，表达量要经过

150～200小时才能达到最高水平。近来在蓄含培养和诱导培养之间引入一过渡

期，此期培养基由甘油和甲醇混合组成，既利于基因表达，又能维持酵母保持较

高的生长速度和代谢活性，可使表达水平在诱导50小时或更短时间内就达到较

高水平，节省了培养时间，提高了表达效率。

缓慢速度地生长可能有利于产物翻译后的加工，如二硫键的形成，空间折叠

等。Cregg在删除了AOXl基因的GSll5酵母表达的HBsAg大部分呈直径为22nm

的颗粒，而未删除AOXl基因的野生型GSll5酵母表达的HBsAg仅10％包装成

直径为22nm的颗粒，由此推测删除了AOXl基因的酵母株在含甲醇的培养基上

生长缓慢，使表达的HBsAg来得及加工成颗粒，而含AOxl基因基因的酵母生

长较快，使大量的HBsAg未及加工就包装成颗粒。所以酵母菌缓慢生长有利于

产物正确折叠，维持产物的空间结构，一般认为比30。C稍低的诱导温度有利于

酵母的缓慢生长，可望提高表达效果。



4．实验的意义和研究内容

Res是一种重要的植物抗毒素，是一种广谱的抗菌素，在植物保护方面具有

很重要的作用，同时对动物机体也有一定的作用。1997年，Jang等较系统地报

道了Res的抗肿瘤作用以后，Res的有关抗癌研究引起了人们的广泛关注。同样，

Res对心血管系统也有一定的保健作用，主要表现为对脂类代谢和血小板凝聚的

影响。Res是多酚类物质，具有显著的抗氧化、抗自由基作用。Res也可以有效

抑制脊髓损伤后早期受损局部脂质过氧化反应和活性氧水平，对脊髓损伤有潜在

的保护和治疗作用。

Res对机体的种种功效，让Res的研究成为了热点，伴随着基因工程操作技

术的建立与发展，RS的转基因研究已倍受科学家的关注。不同来源的RS基因结

构存在一定的差异，其合成Res的能力也不同，因此关于Rs基因的研究十分活

跃。目前已经从葡萄、花生、洋槐中得到了Rs基因，并且已经在西红柿、烟草、

大麦、小麦等植物中建立了表达体系，但是还没有人建立过RS基因的酵母表达

系统，酵母属单细胞低等真核生物，便于基因工程的操作，又具有糖链加工系统

等功能。

本试验试图建立毕赤酵母表达系统，用发酵的方法来大量生产Res。在白藜

芦醇合成过程中，白藜芦醇合成酶是合成途径中的关键酶，其量的大小直接影响

了白藜芦醇的含量。因此该实验的目的是获得RS基因、构建适合的载体进行转

导、以便得到该基因的表达，最终建立酵母表达体系。

该实验工作以葡萄叶子总DNA为模板进行扩增，将扩增产物和pPCI9相连以

后，转入大肠杆菌中进行基因的大量扩增。对连有目的基因的载体pUCl9一J测序，

测序结果显示扩增出的基因和GenBank中所报道的葡萄来源的RS基因的同源性

在98％以上，充分证明此次扩增的条带为RS全长基因。将所得到的RS基因和

表达载体pPIC3．5K连接以后，鉴定其连接的正确性，用电转的方法将连有Rs

基因的表达载体pPIC3．5KJ转入到甲醇型酵母GSll5中，经组氨酸缺陷筛选和

PCR初筛以后得到整合到酵母染色体中的GSll5酵母株，对其进行甲醇诱导表达，

得到了Rs基因的表达产物，建立了Rs基因的甲醇型酵母表达体系。
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第二部分材料和方法

1．主要试剂与仪器

1．1基本试剂及生产厂家

考马斯亮蓝G一250、蓝色葡聚糖-2000、丙烯酰胺、甲叉丙烯酰胺、四甲基

乙二胺(TEMED)、蛋白质分子量标准等购自华美生物工程公司；甲醇、无水乙

醇、硫酸铵、乙酸、氯仿、异丙醇等购自西安化学试剂厂；十六烷基三甲酸溴化

铵购自西安化玻站化学厂；氨苄青霉素、酵母氮源(Ⅵ蛆)、三羟甲基氨基甲烷

(Tris)由Bebco分装：5一溴--4--氯一3一吲哚--13--D半乳糖苷(x--gal)、山

梨醇、葡萄糖购自生工生物工程有限公司；CaCl2购白天津市天达净化材料精细

化工厂；生物素购自北京鼎国生物技术发展中心；琼脂粉由India分装。

1．2酶和其他试剂

限制性内切酶、T4 DNA连接酶、高保真1如酶均购自大连宝生物技术工程

有限公司，Taq酶购自MBI，DNA纯化试剂盒、质粒提取试剂盒购自碧云天生

物技术研究所，DNA凝胶回收试剂盒购自杭州维特洁生化技术有限公司，引物

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

1．3本试验所用的菌株及质粒：

(1)大肠杆菌JMl09由本实验室保存

(2)酵母菌株(Pichapastoris)GSll5购自Invitrogene公司

(3)pUCl9购自华美生物工程公司

(4)质粒pPIC3．5K购自Invitrogene公司

1．4主要仪器和厂家

Himac CR 22G型高速冷冻离心机 日本

5415D台式离心机 Eppendoff公司

TG328电光分析天平 上海天平仪器厂

紫外可见分光光度计751一Gw 上海分析仪器厂

DYY-III一211型垂直平板电泳槽 北京六一仪器厂

DYY-III。5型电泳仪 北京六一仪器厂

电转仪 Invitrogen公司

PCR仪 德国



凝胶成像系统

1．5试剂和培养基

1．5．I试剂

COLD SPRING

(1)10xYNB：每升含349酵母基础氮源培养基(无硫酸铵)和1009硫酸铵，

过滤除菌，4。C保存。

(2)500×B：将20mg的生物素溶于100ml水中，过滤除菌，4℃保存。

(3)100×H：400mg的L一组氨酸溶于100ml水中，过滤除菌，4"C保存。

(4)10×D：2009葡萄糖溶于1000ml水中，灭菌15分钟或者过滤除菌。

(5)10×M：将5ml甲醇与95ml水混匀，过滤除菌。

(6)10×GY：将lOOm!甘油和900ml水混匀后，高压灭菌或者过滤除菌。

(7)1M磷酸钾溶液：将lmol／L的K2HP04溶液132ml与lmol／L的KH2P04溶

液868ml混匀，其PH为6．0，如需调节PH，则用磷酸和氢氧化钾调节PH。

1．5．2培养基

(1)LB培养基：

每升含胰蛋白胨109，酵母提取物59，NaCl 109。用NaOH调PH值至7．0，

灭菌后待用。加1．5％琼脂配成固体培养基。

(2)YPD培养基：

1％酵母提取物

2％蛋白胨

2％葡萄糖

(3)MD培养基：

100ml 10×YNB

2ml 500×B

100ml 10×D

定容至1000ml即可，4。C保存。

(4)MDH培养基：

如果要配制MDH，可在上述的MD中加入10ml的100×H即可，4。C保存。

(5)BMGY培养基：

1 34％YNB
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O．00004％生物素

1％酵母提取物

2％蛋白胨

l％甘油

0．1M磷酸缓冲液，PH7．0

(6)BMMY培养基：

以O．5％甲醇替代甘油，其余成分和BMGY相同。

1．5．3抗生素

100m mol／mlAmp：将1000mgAmp溶于8ml水中，定容至10ml，0．229m滤

器超虑除菌，分装，贮于--20℃冰箱中备用。

2．试验材料

葡萄(Vitis vinifera Linn．)叶片取自西北大学果园。

3．实验方法

3．1用CTAB法提取葡萄叶片总DNA

A试剂：

(1)2×CTAB提取缓冲液：29／100mlCTAB，1．4mol／LNaCI，20mmol／LEDTA，

1 OOm mol／LTris．cl(PH8．0)

(2)PVP(聚乙烯吡咯烷酮)

B实验步骤：

(1)50ml离心管中加入10ml提取缓冲液，65℃预热。

(2)取1～2克新鲜幼嫩叶片，去除叶脉，于液氮中(加入O．19PVP及少许石英

砂)迅速碾磨成粉。

(3)将冻粉迅速转入提取缓冲液中，尽快用细玻璃棒混匀，于65'C保温30min，

其间轻柔搅动2～3次。

(4)取出离心管，冷至室温，加入等体积的氯仿／异戊醇(24：1)，静置10min。

(5)10 000ffmin离心10min。

(6)转移上清液于另一离心管中，加入2／3倍体积的异丙醇，轻缓颠倒混匀

室温放置15min。

(7)10 000r／min离心10rain，去上清液。
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(8)用2ml 70％的乙醇洗涤沉淀2次，室温下微干，溶于500～7009lTE缓冲

液。

(9)加入终浓度50p．g／ml的RNase，37*(2保温1h。

(10)用等体积的氯仿／异戊醇抽提1～3次。

(11)上清液中加入终浓度O．2～0．4mol／L的NaCl，2倍体积的无水乙醇，放置

1h左右，12 000r／min离心10min，去除上清液。

(12)70％乙醇洗涤沉淀2～3次，自然干燥后溶于50～1009lTE缓冲液中备用。

3．2引物的设计与合成

(1)根据GenBank中RS基因的序列：

上游引物： 5’一CGGGATCCCGATGGCTTCAGTCGAGG从TT一3’

]：游弓I物： 5’一CGGAATTCCGCTTAATTTGTAACCATAGGA一3’

并在引物的两端设计了BamHI和EcoRI两个内切酶位点和保护碱基。

(2)根据所获得RS基因序列和酵母胞内表达的原理设计引物：

—匕游目I物： 5’一CGGGATCCCGACCATGGCTTCAGTCGAGGAATT一3’

]；游BI物： 5’一CGGAATTCCGCTTAATTTGTAACCATAGGA一3’

(3)根据酵母表达载体pPIC3．5K设计PCR初筛的引物：

—匕游弓l物： 5’一GACTGGTTCCAATTGACAAGC一3’

下游引物： 5’一GGATGTCAGAuATGCCATTTGCC一3’

全部引物用Primer Premier 5分析设计。

3．3目的DNA片段的PCR扩增

3_3．1在O．2ml薄壁PCR反应管中加入：

H20 16．1pl

10×Pyrobest buffer 2．5pl

dNTP(各2．5raM) 2．01al

上游引物(109M) 2．Oul

下游引物(109M) 2．09l

总DNA 0．259l

Taq酶 0．159l

总体积 25pl

18



3．3．2 PCR反应条件

95℃ 预变性 5m

72℃ 最后延伸10m

3．4 PCR产物的纯化

PCR产物的纯化使用碧云天生物技术公司的碧云天DNA纯化试剂盒。

A碧云天DNA纯化试剂盒的组成：

溶液I DNA纯化结合液

溶液II 洗涤液

溶液III 洗脱液

DNA纯化柱

废液收集管

B DNA纯化步骤：

(1)在样品中加入5倍体积的溶液I，混匀，然后加入到DNA纯化柱内。

(2)最高速(12 000～14 000rpm)离心15秒，倒弃收集管内的液体。

(3)在DNA纯化柱内加入7509l溶液Ⅱ，最高速离心15秒，洗去杂质。

(4)最高速再离心1分钟，除去残留液体。

(5)将DNA纯化柱置于1．5ml离心管上，加入509l溶液III至管内柱面上，放

置1分钟。

如需要得到较高浓度的DNA，可以只加309l或者209l溶液III，但产量会

稍有下降，如需增加产量，可以放置3～5分钟。

(6)最高速离心1分钟，所得液体即为高纯度的DNA。

3．5菌体的培养与保存

3．5．1菌体的培养

挑取大肠杆菌单菌落，接种于LB培养基上，在3TC 160rpm振荡培养。

3．5．2菌种保存

(1)平板保存：挑取大肠杆菌单菌落或单菌落经液体培养后的菌液在含有适当
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抗生素的相应平板培养基上划线，在37℃过夜培养后，放入4℃冰箱中保

存。

(2)甘油冷冻保存：将在液体培养基中生长至对数期的菌液与经高压蒸汽灭菌

后的60％的甘油等体积加入保存管，混合均匀，室温下放置1h，液氮速冻

后放于一80℃冰箱中长期保存。

3．6质粒的提取

3．6．1质粒的小量抽提采用碧云天质粒小量抽提试剂盒

A抽提系统组成

溶液I 悬浮液

溶液II 裂解液

溶液IⅡ 结合液

溶液Iv 洗涤液

溶液V 洗脱液

纯化柱

废液收集管

B抽提步骤

(1)取过夜菌，离心沉淀，弃上清。

(2)加入150uI溶液I，vortex或者弹起沉淀，使完全散开，无絮块。

(3)加入200弘1溶液II，颠倒离心管6～8次，使细菌完全裂解，溶液透明。

(4)加入5009l溶液III，颠倒离心管6～8次，可见白色絮状物产生。

(5)最高速(12 000～14 000rpm)离心3分钟，离心时准备好质粒纯化柱，及

最后的质粒收集管。

(6)直接将上清液倒入质粒纯化柱，最高速离心15秒，使质粒结合于纯化柱上。

(7)倒弃收集管内液体，在质粒纯化柱内加入750¨1溶液IV，最高速离心15

秒，洗去杂质。

(8)倒弃收集管内液体，最高速离心1分钟，除去残留液体。

(9)将质粒纯化柱置于质粒收集管上，加入50址l溶液V至管内柱面上，放置1

分钟。

(10)最高速离心1分钟。所得液体就是高纯度的质粒。



3．6．2质粒DNA的大量制备

A试剂：

(1)STE：O．1MNaCl，10mMTris．HCI(PH8．0)，lmM EDTA(PH8．o)

(2)Solution I： 50mM葡萄糖

25mMTris．Cl(PH8．0)

10raM EDTA(PH8．0)

(3)Solution II：0．2M NaOH

】％ SDS

(4)SolutionIII：每100ml含 5M Kac 60ml

冰乙酸 11．5ml

蒸馏水 28．5ml

(5)无DNA酶的RNA酶：将100mgRNA酶粉剂溶于10mMTris．C1(PH7．5)、

15mM NaCl中，缓慢冷却至室温，分装成小份保存于一20℃。

(6)TEBuffer：10raMTris．CI(PH8．0)、lmMEDTA(PH8．0)

B实验步骤：

(1)接单菌落于2ml含有抗生素的液体LB培养基中，37。C，250rpm振荡培

养过夜。

(2)将培养物转入500ml液体LB培养基中，继续培养8～12小时。

(3)用两个500ml离心管在5000rpm离心5分钟，收集菌体。

(4)用STE 100ml悬浮洗涤菌体，合并两管重新离心去上清。

(5)加入10ml Solution I，将菌体悬浮后加入20ml新配置的Solmion II，轻轻

混匀数次，冰上放鹭10分钟，再加入15ml冰预冷的SolutionlII，轻轻混

匀，冰上放置10分钟。

(6)于4"C以10 000rpm离心15分钟，用数层纱布过滤，将上清液转移到～

干净的250ml离心管中，加入0．6倍体积的异丙醇，室温放置10分钟。

(7)于室温以10 000rpm离心15分钟，70％乙醇洗涤一次，倒置于纸巾上，

使残余的乙醇挥发完，用2mlTE溶解沉淀，加RNA酶8ul(10mg／m1)，37

℃处理1小时。

(8)将粗提的DNA分装于若干个微量离心管中，分别用酚(Tris平衡)、酚：

2I



氯仿(1：1)、氯仿(加4％异戊醇)各抽提一次，每次抽提后均于10 000rpm

离心5分钟小心收集上层水层。

(9) 向上清液中加入1／10体积的3M NaAc(PH5．2)和2倍体积无水乙醇，混

匀后冰上放置15～30分钟。

(10)于4℃以12 000rpm离心10分钟，弃上清，用70％乙醇洗l～3次，沉淀

于空气中干燥10／,)-{ee，用适量TEbuffer溶解质粒DNA，贮存-T---20'C。

3．7 DNA限制性内切酶酶切反应

在一个灭菌的微型离心管里面加入以下成分：

超纯水xgl

10×限制性酶缓冲液 2pl

DNA <1Pg

限制性酶切酶lgl

总体积 201al

轻弹外壁以混匀反应物，置于适当的温度下并按所需的时间进行温浴。

3．8质粒pPUl9和目的DNA片段的连接

在一个灭菌的微型离心管里，加入以下成分：

超纯水xpl

O．1¨g载体

3～10倍摩尔量的外源DNA

1 0×ligation buffer 21al

T4 DNA连接酶 O．5p．1

总体积 209l

轻弹管壁，混匀，于16。C下连接过夜。

3．9琼脂糖凝胶电泳

试验参照《分子克隆试验指南》(萨姆布鲁克，1996)。核酸的琼脂糖凝胶电泳采

用TAE电泳缓冲液、O．8～1．2％的凝胶进行a

3．9．1溶液配制 ·

(1)TAE电泳缓冲液：

50 x贮存液：Tris 2429／L



冰乙酸

O．5mol／LEDTA(PH8．01

使用液：l×TAE

(2)加样缓冲液：

6×加样缓冲液：O．25％溴酚兰

O．25％二甲苯青FF

30％甘油水溶液

(3)溴化乙锭(EB)：用水10mg／ml的贮存液

浓度是O．51ag／ml。

3．9．2琼脂糖凝胶配制

57．1ml，L

100ml

放于棕色瓶中，室温下保存，使用

称取适量的琼脂糖粉倒入1×TAE电泳缓冲液的三角瓶中，微波炉中加热，

使琼脂糖彻底溶化，当琼脂糖冷却至60。C以下后，加入EB至浓度是O．599／ml，

充分混匀后倒入插入梳子的胶模中，室温下放置30～45分钟，待胶完全凝固以

后，小心移去梳子和两边的挡板，将凝胶放入电泳槽中。

3．9．3电泳、检测及摄影

在电泳槽中加入适量的1×TAE电泳缓冲液，使其没过胶面lmm。取核酸

样品与6×加样缓冲液按5：1的比例混合后，缓慢加入样品槽中。调好电极方

向使通电以后核酸物质能向正极移动，在75V电压下电泳，当溴酚蓝移至距胶

边缘1～1．5cm时停止电泳，在300rim的紫外灯下检测，并用带有红色滤光片的

相机进行拍摄记录。

3．10目的片断的电泳回收

3．10．1冻融法

用于大量回收。用刀切下带有目的基因的胶块，置于一个1．5ml的微量离心

管里面，加入2009l的Tris饱和酚(如果胶块比较小，可加10～100p．1的TEbuffer)，

用液氮反复冻融3～5次，每次3分钟，然后于12 000rpm离心lO分钟，取上层

水相继续用氯仿抽提后，乙醇沉淀备用。

3．10．2 DNA凝胶回收试剂盒(杭州维特洁生化技术有限公司)

(1)在紫外灯下切下含有目的基因的琼脂糖凝胶，用纸巾吸尽凝胶表面液体并

切碎。计算凝胶重量(提前记录1．5ml离心管重量)，该重量作为一个凝胶



体积。

(2)加3个凝胶体积的DE--A溶液，混合均匀后于75"C 50N热，间断混合，直

至凝胶块完全熔化。

(3)加O．5个DE—A体积的DE--B溶液，混合均匀，当分离的DNA片断小于

400bp时，加入异丙醇至终浓度为20％。

(4)吸取3中混合液，转移到DNA制备管(置于2ml离心管)，3 600rpm离心

1分钟。如制各管中有液体残留，适当提高离心速度，再离心1分钟，弃

滤液。

(5)将制备管置回离心管，加O．5ml W1溶液，3 600rpm离心30秒，弃滤液。

(6)将制备管置回离心管，加O．7ml W2溶液，3 600rpm离心30秒，弃滤液。

以同样的方法再用O．7ml W2溶液洗涤一次。

(7)将制备管置于离心管，最高速离心1分钟。

(8)将制备管置于洁净1．5ml离心管中，在DNA制备管膜正中央加259l水或

者洗脱液，室温放置1分钟，最高速离心1分钟洗脱DNA。

3．11大肠杆菌(E coli)JMl09感受态的制备

(1)取大肠杆菌JMl09接种于5ml的LB培养基中(不含抗生素)，于37。C振

荡培养过夜。

(2)取lml过夜培养物按1：100的稀释浓度倒入100mlLB培养基中，于3TC

培养2～4小时，至OD600为0．5～O．6。

(3)将培养物转入到两只预冷的离心管中，置冰浴10分钟，使菌体冷却至10

℃，于4。C5 000rpm离心10分钟，弃上清。

(4)每只离心管中加入10ml冰冷的O．1MCaCl2重悬沉淀，冰浴放置30分钟，

于4。C5 000rpm离心10分钟，弃上清。

(5)每只离心管中各加入2ml的冰冷的O．1MCaCl2重悬沉淀，混匀保存。

3．12质粒DNA转化大肠杆菌

(1)用无菌吸头取100pl感受态细胞到预冷的1．5ml离心管中，加入待转化的

DNAl0 100ng，轻轻混匀，冰上放置30分钟。

(2)将离心管放到42℃热激90秒。

(3)快速将离心管放入到冰上，使其冷却。



(4)每管加入800I_tl的LB培养基，于37℃预培养45分钟。

(5)取2009l菌液与49lIPTG及40I．tlX--gal(20mg／m1)混匀。

(6)用无菌吸头将混合液移至LB(附加相应抗生素)平板上，再用无菌三角头

玻璃棒将菌液均匀涂满整个平板表面。平板于37。C正向放置至液体被吸

收，然后倒置平板。

(7)于37℃培养12～16小时，挑选白色菌落(含重组质粒)。

3．13含重组质粒菌落的筛选

3，13．1菌落裂解检测质粒DNA分子大小

A试剂：

(1)10mmoIlEDTA

(2)裂解液：0．2mol／LNaOH，0．5％SDS，20％蔗糖溶液(新鲜配制)

(3)4mol／LKCl

(4)O．4％溴酚蓝

B步骤：

(1)筛选平板上菌落生长至l～3mm大小时，用无菌牙签取少许转接到另一个

新的筛选平板上(与原板位置对应，做好位置标记)，37。C培养过夜，转

于4。C保存。

(2)将各菌落剩余部分分别用牙签挑出，转移到装有50p．1 10mmol／L EDTA的

Eppendorf管中，编号。

(3)挑取对照单菌落按(2)同样操作。

(4)各管分别加入509l裂解液，振荡30秒。

(5)于70。C保温5分钟，然后冷却至室温。

(6)加入1．59l 4molYLKCl，O．5ul O．4％溴酚蓝，振荡混匀，冰上放置5分钟。

(7)于4。C、12 000r／rain离心3分钟，取上清液电泳。

3．13．2质粒DNA限制性酶切检测

(1)从筛选平板上挑取单菌落接种于5mlLB液体培养基中，培养过夜，提取质

粒DNA。 一

(2)用重组时使用的限制性内切酶进行消化，l％的琼脂糖凝胶电泳分离，观察

插入片断的有无及大小。



3．14酵母的转导

3．14．1酵母质粒DNA的准备

(1)同时酶切有RS基因的质粒DNA和空质粒，其中空质粒可以作为一种表达

的阴性对照。

(2)用琼脂糖凝胶电泳分析酶切片断，看是否已经完全酶切。

(3)用苯酚：氯仿：异丙醇=25：24：1的比例抽提酶解产物，然后用乙醇沉

淀DNA，用10～209tlTE重悬沉淀。

(4)保存在一20℃以备用。

3．14．2菌体的准备

(1)挑取酵母单菌落，接种至含有5mlYPD培养基的50ml三角瓶中，30。C，

250～300r／min培养过夜。

(2)取100～500u1的培养物接种至含有500ml新鲜培养基的2L三角瓶中，28～

30"C、250～300r／min培养过夜，至OD600到达1．3～1．5。

(3)将细胞培养物于4"C，1 5009离心5分钟，用500ml的冰预冷的无菌水将

菌体沉淀重悬。

(4)按步骤3离心，用250ml的冰预冷的无菌水将菌体重悬。

(5)按步骤3离心，用20ml的冰预冷的山梨醇溶液将菌体沉淀重悬。

(6)按步骤3离心，用lml冰预冷的山梨醇溶液将菌体沉淀重悬，其终体积约

为1．5ml。

(7)将其分装成80}．tl一份的包装冷冻起来，但会影响其转化效率(2周之内)。

3．14．3电激转化

(1)将5～20¨g线性化DNA溶解在5～lOplTE溶液中，与801．tl的处理所得的

菌体混匀，转至O．2cm冰预冷的电转化杯中。

(2)将电转化杯冰浴5分钟。

(3)1．5kv，5ms，电击。

(4)电击完毕后，加入lml冰预冷的山梨醇溶液将菌体混匀，转至1．5ml的EP

管中。 ·

(5)将菌体悬液涂布于MD平板上，每200～600“l涂布一个平板。

(6)将平板置于30。C培养，直至单个菌落出现。



3．15毕赤酵母表达直接PCR鉴定重组子

3．15．1模板的处理

(】)平板上的菌落长到肉眼可见时(约12小时)。

(2)将除了模板以外的其他PCR反应液组分准备好，并分装。

(3)用一根灭菌牙签挑取菌落，在PCR管中涮一下，放入一个灭菌的1．5ml

离心管，对PCR管和1．5ml离心管编号。

(4)PCR扩增，1％琼脂糖凝胶电泳。

(5)对PCR扩增显现特异性条带的克隆，置于1．5ml离心管中的半截牙签扔

到5mlYPD培养基中，30"C培养，8～12小时后提质粒，酶切鉴定确认。

3，15．2 PCR反应体系

以TaKaRaTaq酶反应为例：

组分 509l体系 209l体系

lO×Reaction Buffer 5．0pl 2．0p．1

25raM MgCl2 3．09l 1．2p．1

2．5mMdNTPs 5．0p．1 2．0p．1

Primer 1(10rtM) 2．51al 1．01al

Primer 1(10pM) 2．5p．1 1．0p．1

ddH20 31．5 p．1 12．6pl

旦9旦型垒銎盒堕 !：!吐! !：!坚!

TOTAL 50．09l 20．09l

3．15．3 PCR反应条件

保存4。C



3．16重组酵母的诱导表达试验

(1)挑选一个单菌落，置于装有25ml MGY、BMG培养基的250ml摇瓶中，于

28～30℃、250～300rpm培养至OD600=2～6(16～18小时)。

(2)室温下l 500～3 0009离心5分钟，收集菌体，用1／5～1／10原培养基的

MM、BMM、或者BMMY重悬菌体，使OD600=1左右。

(3)将步骤2所得的菌液置于1000ml的摇瓶中，用双层纱布或者粗棉布封口，

放置于28～30。C、250～300rpm的摇床上继续生长。

(4)每24小时向培养基中添加100％甲醇至终浓度为O．5～1．O％

(5)按时间点分别取菌液样品，取样量为lml，置于1．5ml离心管中，最大转

速离心2～3分钟，分别收集上清和菌体，分析目的蛋白的表达量和菌液最

佳收获时间。时间点一般取：0、24、36、48、72和96h。

(6)分离样品的菌体沉淀，取菌液200ul，3000～4000rpm离心后，用蒸馏水洗

2次，用缓冲液重悬。

(7)加1009l 0．2～0．4tam的玻璃珠，在涡旋振荡器上涡旋，每次30秒，冰浴30

秒，10次。

(8)10000rpm离心5分钟，取209l加等量2倍上样液煮5分钟，离心后跑SDS．

聚丙烯酰胺凝胶电泳。

3．17 SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳法(SDs—PAGE)定性分析蛋白质

按照文献方法进行SDS一不连续系统电泳，对各分离纯化步骤中的蛋白质进

行定性分析，其中凝胶的催化聚合选用可催化氧化一还原体系的过硫酸铵一四甲基

乙二胺(TEMED)来完成，分离胶、浓缩胶的浓度分别为10％、3％，染色方法为

银染色法。染色步骤如下：

(1)电泳后，50％甲醇，5％L酸，水溶液，浸泡20分钟；

(2)50％甲醇水溶液，洗10分钟；

(3)水洗10分钟，去掉剩余的酸；

(4)0．02％硫代硫酸钠，敏化1分钟； ．

(5)水洗两次，每次lt分钟：

(6)冷(4℃)0．1％硝酸银溶液中浸泡20分钟；

(7)水洗两次，每次1分钟；



(8)0．04％甲醛，2％碳酸钠水溶液里快速振荡显影，显影液变黄，倒掉，换新鲜

显影液，直到显影液透明澄清：

(9)对比度达到要求时，5％乙酸水溶液，浸泡终止显影。



第三部分结果与分析

1．RS基因克隆载体的构建

1．1基因扩增

提取葡萄叶片总DNA，然后以此为模板，根据GenBank中已经公布的序列

设计引物：上游引物： 5’--CGGGATCCCGATGGCTTCAGTCGAGGAATT--3’

下游引物：5’一CGGAATTCcGCTTAATTTGTAACcATAGGA一3’

并在引物的两端设计了BamHI和EcoRl两个内切酶位点和保护碱基。全部引物用

Primer Premier 5分析设计，然后进行扩增，得到1536bp的片断，电泳结果见

图3。

I 536tIl厂

2

图3白藜芦醇合成酶基因的PCR扩增产物电泳图

Fig 3 PCR amplification of RS gene

1、2、3、4：RS gene；M：ikb ladder marker

1．2重组质粒的构建及鉴定

用DNA纯化PCR扩增产物，将PCR扩增产物和pUCl9分别用BamH I和

EcoR I酶切，然后用T4 DNA连接酶连接，转化JMl09细菌，进行蓝白斑筛选重

组子，将带有目的基因的载体命名为：pLICl9--J。将重组质粒用Banff[I和EeoR

I进行酶切鉴定，0．8％琼脂糖电泳。BamH I酶切重组质粒产生了一条4368bp

的条带，是RS基因和pU,C19质粒的总长度，说明Rs基因和质粒已经相连了。

BamH I和EcoR I双酶切产生了两条条带，一条为1536bp，正好是RS基因的全

长，另一条为2868bp，刚好和经EcoR I和BamH I双酶切pUCl9(空载体)大



小一样。充分证明了RS基因的克隆载体已经构建成功了，结果如图4。

2 3 4 5

--——4404bp

-——2868bp

。。——1536bp

图4重组质粒pUCl9--J经EcoRI和BaIHI酶切图谱

Fig．4 Pattern of recombition plasmid pUCl9一J

1：^DNA／EcoR I+HindIII Marker：2：pUCl9／EcoR I+BamH I

3：pUCl9--J／BamH I；4 pUCl9--MEcoR I+BanH I；5：Ikb
ladder marker

1．3测序结果

对扩增片断进行序列测定，结果显示此片断全长为1536bp，测序结果见

图5。

ATGGCTTCAGTCGAGGAAATTAGAAACGCTCAACGTGCCAAGGGTCCGGCCACCATCCTAGCCATTGC

ACAGCTACCCCCGACCACTGTGTCTACCAGTCTGAI"rATGCTGATTTCTATTrCAGGGTCACTAAGAGC

GAGCACATGACTGCGTTGAAGAAGAAGTTCAA．TCGCATATGTAAGTATATTCATGCATTAA'ITrC'FrACA

TGCATAACAGTTCTGTATATATGTGACTGACACTAGGTGAGGCTCACCTCCAAGTGAATGAATGTTGCA

ATC"Iq-TCTAGAGTATAGCTTTTAGATAAAATACTACAGAAAACTTGA．AAATTATTTTACTTCAGTAGCTA

ATATTCATTTCATCTGACTGAAATGGCTTGAAGAGCTGTI'CTTTGAATCATGTCGCATTGCCAGCTATAA

TTAAGAATAACCTTCTATACTTGCTTCAATGTrAAATGCATGTCGATCATCTTCAACGATATTCTATATCA

CTTGTTGATTGGTAAAACTAATGTGTTCATGTTATTTCATTTACAGGTGACAAATCCATGATCAAGAAGC

GTTACATTCATTTGACCGAAGAAATGCTTGAGGAGCACCCAAACATTGGTGCTFATATGGCTCCATCTC

TTAACATACGCCAAGAGATTATCACTGCCGAGGTACCCAAGCTCGGTAAGGAAGCAGCATTGAAGGCT

CTTAAAGAGTGGGGTCAGCCTAAATCGAAGATCACCCACCTTGTATrTTGTACCACCTCAGGTGTAGA

AATGCCTGGTGCAGATTATAAACTCGCTAATCTCTTAGGCCTCGAACCATCTGTCAGAAGAGTGATGTT

GTACCATCAAGGGTGCTATGCAGGTGGAACTGTCCTTCGAACTGCTAAGGATCTTGCAGAGAATAATG

3l



CAGGAGCACGAGTTCTTGTGGTGTGCTCTGAGArcACAGTTGllACA兀TCGCGGCCCTTCCGAAGAT

GCmGGACTCl_nTAG|兀℃GCCAAGCCC兀T兀℃GTGATGGGTCTGCAGcTG【A—汀CGl、AGGA丁CAGAT
CCGGAI：A1‘CTCAJ婀GAACGACCACTCTTCCAGCrrGTCTCAGCAGCCCAAACA：rrE^TTCCTAArFm
CAG(玎GCCATTGCAGGAAACrIACGTGAGl3TGGGACTCACCrrTCA：r兀℃TG()CCCAATGTGCCCACT

1’Ⅳ小T11CTGAG从CATAGAGAAATGmGACTCAGGC兀TrGACCCACTTGGLⅥ1：AGCGArI℃G从C
TCGTⅣLTTTTGGA竹GCTCACCCAGC|TGGCCCTGCAA兀℃TTGAToCAGTTGAAGCAA从CTCAA=九M
G爿m^AAAGAAAeTeGAAGCAACGAGGCAl’GTGCT姒GTGAGTATGGAAACATGl℃AAGTGC，玎GTG
TG订GT兀WnWGG^：rGAG^TGAGAAAGAAATCCCTrAAGGOGGAGAGGGCCACCACGGGTGAAGG
岍GGA丌GGGGAGTA：rL蛆TCGGlurrTGGACCAGGCTTGAC玎ⅡTGAAACTGnGTGTrGC—肼GC—汀T
CCl-ATGGl'rAcAAArrAAG

图5 RS基因的序列

Fig．5 Sequence ofRS gene

1．4 RS基因的生物信息学分析

1．4．1序列的同源比对

将该序列和GenBank中的葡萄DNA来源的序列(登陆号：AFl28861)进行

同源比对，同源性在98％以上，证明所得的基因序列为RS基因序列，比对结果

见图6。

atggcttcagtcgaggaaattagaaacgctcaacgtgccaagggtccggccaccatccta

⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
atggcttcagtcgaggaaattagaaacgctcaacgtgCcaagggtccggccaccatccta

gccattg—cacagctacccccgaccactgtgtctaccagtctgattatgctgatttctat

¨¨⋯⋯⋯⋯J|⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯j
gccattggcacagctacccccgaccactgtgtctaccagtctgattatgctgattactat

ttcagggtcactaagagcgagcacatgactgegttgaagaagaagttcaatcgcatatgt

⋯I⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯{
ttcaaggtcactaagagcgagcacatgactgcgttgaagaagaagttcaatcgcatatgt

aagtatattcatgcattaatttcttacatgcata8cagttctgtatatatgtgactgaca

⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯Jl⋯⋯||⋯⋯⋯⋯⋯⋯j J
aagtatattcatgcattaatttcttacatgcataacagttctgtatatatgtgactgaca

ctaggtgaggctcacctccaagtgaatgaatgttgcaatctttctagagtatagctttta

⋯⋯1 I 1⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯I
ctaggtgaagttcacctccaagtgaatgaatgttgcaatctttctagagtatagctttta

gataaaatactacagaaaacttgaaaattattttacttcagtagctaatattcatttcat

⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯}⋯⋯⋯⋯J|⋯Jl⋯⋯⋯⋯J』
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taatcgtaggatcagatccggatatctcaattgaacgaccactcttccagcttgtctcag

⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯l J I⋯Jl⋯⋯⋯川I l J I⋯⋯⋯⋯J
taatcgtaggatcagatccggatatctcaattgaacgaccactcttccagcttgtctcag

cagcccaaacatttattcctaattctgcaggtgccattgcaggaaactt8cgtgaggtgg

⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯l I⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯I
cagcccaaacatttattcctaattctgcaggtgccattgcaggaaacttacgtgaggtgg

gactcacctttcatttgtggCccaatgtgcccactttaatttctgagaacatagagaaat

⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯jI⋯⋯⋯⋯⋯
gactcacctttcatttgtggcccaatgtgcccactttaatttctgagaacgtagagaaat

gtttgactcaggcttttgacccacttggtattagcgattggaactcgttattttggattg

⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯1 I l
gtttgactcaggcttttgacccacttggtattagcgattggaactcgttattttggattg

ctcacccaggtggccctgcaattcttgatgcagttgaagcaaaactcaatttagataaaa

⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯J j 1⋯1⋯⋯⋯⋯⋯⋯j J
ctcacccaggtggccctgcaattcttgatgcagttgaagcaaaactcaatttagataaaa

agaaactcgaageaacgaggcatgtgctaagtgagtatggaaacatgtcaagtgcatgtg

i⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯1 l i⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯l l
agaaactcgaagcaacgaggcatgtgctaagtgagtatggaaacatgtcaagtgcatgtg

tgttgtttattttggatgagatgagaaagaaatcccttaagggggagagggccaccacgg

⋯⋯I⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯j
tgttgttcattttggatgagatgagaaagaaatcccttaagggggagagggccaccacgg

gtgaaggattggattggggagtattattcggttttggaccaggcttgactattgaaactg

⋯⋯⋯⋯ll⋯⋯l l i|1⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯I⋯⋯l
gtgaaggattggattggggagtattattcggttttggaccaggcttgactattgaaactg

ttgtgttgcatagcattcctatggttacaaattaa

⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯】⋯⋯⋯
ttgtgttgcatagcattcctatggtgacaaattaa

图6扩增基因序列与genbank中的基因序列比对

Fig．6 Contrastion ofsequences
I

1．4．2 RS基因序列及推测的氨基酸序列

对Rs基因序列进行分析，发现其全长为1536bp，中间被一段内含子割断

234—546为RS基因内含子部分。其推测的氨基酸序列见图7。
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图7 RS基因序列及推测的氨基酸序列

Fig．7 Sequence ofRS gent and the conjectural sequence ofRS

1．4．3对推测的氨基酸序列和GenBank中的RS序列进行同源性比较

对推测的氨基酸序列和GenBank中的Rs序列(登陆号：CAA54221)进行同

源性比较，发现所推测的氨基酸在和内含子相连的序列部分多了16个氨基酸，

剩下部分氨基酸序列完全一致。具体情况见图8。
●
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图8 RS的氨基酸序列比对

Fig．8 Contrastion of RS sequence

2．RS基因酵母表达载体的构建

2．1RS基因的获得

对质粒pUCl9一J用以下引物进行扩增：

上游引物： 5’一CGGGATCCCGACCATGGCTTCAGTCGAGGAATT一3’

下游引物： 5’--CGGAATTCCGCTTAATTTGTAACCATAGGA一∥ ．

将扩增产物进行胶回收和纯化。

2．2表达载体的构建

将表达载体pPIC3．5K和扩增产物用BamH I和EcoR I双酶切，纯化以后用



T4 DAN连接酶进行连接，转到大肠杆菌里面，进行抗生素筛选。将连有Rs基

因的重组质粒命名为pPIC3．5KJ，构建表达载体的过程见图9。

图9表达载体构建过程

Fig．9 The construction of expression vector

2，2．1裂解检测质粒DNA分子大小

挑取阳性克隆，过夜培养，裂解后，取上清液用0．8％凝胶跑电泳，从图中

可以看到连有目的基因的载体pPIC3．5KJ明显比空载体pPIC3．5K跑的慢，结果

见图10。

9000bp．---------·---——

10536bp——

I 2 3 4 M

图Io菌落裂解检测质粒DNA分子大小

Fig．10 Pattern ofplasmids DNA

1、2：pPIC3．5K；3、4：pPIC3．SKJ

M：x DNA／EcoRI+Hind III Marker

2．2．2对构建好的载体进行酶切鉴定



对构建好的载体用BamH I和EcoR I双酶切，将重组质粒用BamH I和EeoR

I进行酶切鉴定，0．8％琼脂糖电泳。gamH I酶切重组质粒产生了一条条带，是

Rs基因和pPIC3，5K质粒的总长度，说明Rs基因和质粒已经相连了。BamH I

和EcoR I双酶切产生了两条条带，一条是RS基因的全长，另一条是空载体

DPIC3．5K的长度，充分证明了RS基因的表达载体已经构建成功了，酶切结果见

图11。

2 3 M

(BP)

21226

5143

徽
1584

1375

947
83l

5甜

图11重组质粒pPIC3．5KJ经EcoR I和Bamtt I酶切图谱

Fig．11 Pattern of recombination plasmid pPIC3．5KJ

digested by EcoR I and BamH I

1：pPIC3 5KJ／EcoR I+BamM I：2：pPIC3．5KJ／BamH I：

3：pPIC3．5K／EcoR I+BamH I：M：^DNA／EcoR I+HindlII Marker

3．酵母的转化及筛选

3．1重组型质粒转化酵母匀if胞

质粒pPIC3．5KJ经电激转化酵母细胞后，通过同源重组，目的基因可以整合

到酵母基因组中(Streekrishna et a1．，1988)，在外源诱导物甲醇存在的条件下，

AOXI(乙醇氧化酶)启动子可以启动其下游基因的表达(Ellis et a1．，1985)。



首先用Sac I消化pPIC3．5KJ，使之线性化，酚／氯仿抽提纯化后，电激转化

酵母受体GSll5。由于载体中没有酵母复制起始予，所以HIS4基因必须整合到

酵母基因组中才能表达，即只有整合了表达载体的酵母细胞才能在不加组氨酸

(His)的培养基(MD)上生长，因此可以用基本培养基MD进行转化子的筛

选。

3．2重组酵母株的PCR鉴定

为了快速筛选含有RS基因的重组酵母菌株，取59l重组酵母细胞加入95“l

的双蒸水，煮沸10分钟，高速离心15分钟，取出59l作为PCR模板，上游引

物：5’一GACTGGTTCCAATTGACAAGC一3’，下游引物：5’一GGATGTCAGAATG

CCATTTGCC--3’进行PCR扩增，其中泳道1没有扩增出相应的条带，说明该酵

母菌株为假阳性的菌株，2和3都扩增出相应的条带，说明pPIC3．5KJ已经整合

到了酵母株染色体中了，结果见图12。
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图12重组酵母株的PCR鉴定图

Fig．12 Identification for recombinants by PCR

M：^DNA／EcoR I+Hind III Marker

2、3：Fragments amplified by PCRto recombinants

4．RS基因在毕赤酵母的表达

将重组酵母细胞株pPIC3．5KJ／GSl 15在BMGY培养基中30。C培养18～24小

时，然后在BMMY中培养，用1％的甲醇进行诱导，每24小时取样一次，进行SDS

一聚丙烯酰胺凝胶电泳，目前已经检测到RS基因的表达产物，在第二天表达量

最大。Rs分子量在90KD左右，因此仅从电泳图谱也可以得到基本一致的结果。

见图13。
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图13 RS基因在GSll5中的表达的SDS—PAGE图

Eig．13 Expression of RS gene in the Pichia．pasteoris GSI 15

1：GSll5：2、3、4、5、6：RS gene(GSll5)



第四部分讨论

Res存在于葡萄、桑树、花生、买麻藤、朝鲜槐等12科、31属的72种植物

中，然而就其含量而言还是葡萄属植物中较高。目前已经在GenBank中有四种

葡萄属植物来源的序列报道，其登陆号分别是：AB046373、AB04637、AB046375和

AFl28861，并且葡萄叶片能作为很方便的实验材料，所以本次实验选择了葡萄叶

子作为实验材料。

本次实验曾设计了RS基因的cDNA和DNA序列作为平行的两个目的基因

来建立酵母表达体系，但是在实验过程中，一直没有得到RS的cDNA片断。主

要原因是由于RS是一种诱导酶，在正常的情况下，植物体很难产生RS基因的

表达，只有植物体在受到真菌侵袭、紫外照射、机械损伤等情况下，才能大量合

成。我们采集不同生长期的葡萄叶子，并且对野生的葡萄植株进行了真菌、一定

梯度的NaCl等方法处理，但是一直没有能够得到RS基因的cDNA序列，这部

分工作将会由本实验室继续下去。

Res作为一种多酚类物质，具有显著的抗氧化、抗自由基作用。另外Res通

过对脂类代谢和血小板凝聚的影响来保护心血管系统。它可以减轻低密度脂蛋白

(LDL)的氧化，从而防止动脉粥样硬化的产生。目前Rs基因的研究主要是将

其转入植物体内，研究Res在植物体中的抗逆、抗菌作用。本试验的工作就是要

建立Rs基因的酵母表达体系，通过发酵的方法来得到高丰度的Res。酵母单细

胞是低等真核生物，便于基因工程的操作．又具有糖链加工系统，而且容易进行

大规模的发酵生产，目前本实验所建立的表达载体具有以下特点：一、具有RS

基因的调控序列。按照Kozak的理论：设计Kozak序列，为RS基因在真核里面

表达奠定了基础；二、获得了完整的RS基因。测序结果显示所得RS基因序列

和GenBank中葡萄来源的基因序列同源性在98％以上。Hain G在(Nature))上

发表文章，对基因组DNA与cDNA序列的比较分析，显示Rs基因的编码区起始于

第一个ATG，另外5’端包含有RS基因唯一的内含子，内含子将RS基因的编码

区分成两部分，在本研究设计引物的时候，就从第一个ATG开始，在ATG上游设

计了限制性内切酶位点和保护碱基，这就保证Rs基因的完整性；三、Rs基因正

确性。不同来源的Rs基因结构存在一定的差异，其合成Res的能力也不同，但

大部分的差异位于密码子的第三个碱基处，然而该位点并不引起氨基酸的变化。

4l



例如：葡萄与花生间的DNA序列同源性为76％，而蛋白质序列间的同源性却达

到97％。本研究扩增所得到的RS基因和葡萄不同种属的RS进行序列比对，同

源性都在91％以上。此外，Konrad T．Howitz等在(Nature}上发表文章：Res

能降低酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)里的SIRTl蛋白的米氏常数，提

高DNA的稳定性，并且延长酵母细胞寿命的70％。以上几点都使RS基因在酵母

里的表达有了理论和实验依据。

虽然本次实验已经得到RS基因的表达，但是表达量相对比较少，以后的实

验试图筛选高拷贝高表达量的RS基因的甲醇型酵母GSIl5菌株，通过发酵来得

到大量的白藜芦醇。



第五部分结论

1．根据GenBank中RS基因序列和相关的资料显示RS的开放读码框是从第一

个ATG开始的，本次实验就从第一个ATG开始设计引物。并且在两端分别

加上BamH I和EcoR I内切酶位点及保护碱基，以葡萄叶片总DNA作为模

板，扩增出相应条带。 ·

2．将扩增出来的条带纯化酶切后和用相同的酶酶切pUCl9相连，成功地得到了

其克隆载体，并且对其进行了测序，序列显示其和GenBank中发表的葡萄来

源的RS基因同源性在98％以上，进一步证明了所得到的片断为RS基因，

将连有正确RS基因的克隆载体pUCl9．J转入大肠杆菌JMl09中，得到RS

基因的扩增。

3．将扩增以后的RS基因加上Kozak序列以后连到pPIC3．5K中，成功地构建了

Rs基因表达载体pPIC3．5KJ，并且用电转的方法转入甲醇酵母(Pichia

pastoris)／GSl 15，用组氨酸和PCR进行筛选，得到pPIC3．5KJ整合到酵母染

色体中的菌株GSll5，对其进行甲醇诱导，初步得到RS基因的表达。
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