


!"#"$%&%’"）!"# 和大肠杆菌 $%&!由福建师范大学工
业微生物教育部工程研究中心提供。

质 粒 ’()*、 ’()**、 ’"%+, 购 于 德 国
-(./"01.2［3］（455’：66789: ;<=>?@A<B?;@5 : C86?9#&6D=B@
68;@EFGA@?6），在大肠杆菌中对氨苄青霉素具有抗性。
’()*、’()**分别携带 (’)# 和 *+"# 抗性基因，两端

带有 HEIJ位点。’"%+, 在酵母中能表达 0@8酶，带
有 (@A筛选标记。
!"!"# 酶和主要试剂：-I KAL 酶、@KAL 酶、)+#M、腐
草霉素、分子生物学试剂等分别购于 KANA.A、2H;GA
和 "=ODA公司，J0.引物由 KANA.A公司合成。
!"!"$ 培养基：!J$培养基：酵母提取物 #P O、葡萄
糖 QPO、蛋白胨 QPO，加水至 #R，自然 ’%，# S #P&JA灭
菌 Q#D=<。发酵培养基：葡萄糖 QPO、酵母提取物 &O、
胰蛋白胨 &O、氯化铵 #T&O、磷酸二氢钾 #T&O、七水
硫酸镁 PT*&O，氯化钙 QTMO，用新鲜的甘蔗汁定容至
#R。’% &T&，# S #P&JA灭菌 Q&D=<。
!"!"% 引物：根据引物设计原则和要求，设计 & 对
引物（表 #）：其中引物 R#、RQ 含有 +&9’序列分别与

&,’#基因上下游序列同源，另外的 #U9’、QQ9’ 序列
是扩增筛选标记的正反向引物。

表 ! 引物序列

J@=D8@ F8L;8<G8（ &V! 3V） 设计原则和要求

R#
GGAOG55OAOAAAO5AG5OAGGG55OAA>

5GO55AAO555AG55G5
与 &,’#上游序列同源

01)0K)11)0KK0)K10)0 扩增筛选标记的正向引物

RQ
G55GAOO5G5AAG5OA55OG5OAAOAAGO>

5AA55O5OGOGA5A5A
与 &,’#下游序列同源

)01K1))0010K1)K))1K0K) 扩增筛选标记的反向引物
1 )K))0)11K11)K00K)) 位于 &,’#基因上游
W )101K01K0)00K101)1 位于 &,’#基因
0 0KK))1K)0K)00K)KKK 位于 &,’#基因
$ K0))K1K)))1))1K)K) 位于 &,’#基因下游

NA<W 01)001)KKK1)K0K)1001K0K 位于 (’)# 基因

NA<0 00K0)101K01K0K)0001) 位于 (’)# 基因

WH8W 10K))1K))0))0)KK1) 位于 *+"# 基因
WH80 011K0)K1K)K)11K)0K))K0 位于 *+"# 基因

!"# 方法
!"#"! 0@86HEIJ 系统：依据 0@86HEIJ 系统双转化的
原理［3］（图 #），分别以 ’()*、’()**质粒为模板，用
引物 R#>RQ 进行 J0. 得到基因敲除组件 &,’#># 和

&,’#>Q，测序验证后共转化 !"# 酵母，随后将 ’"%+,
质粒转入阳性克隆子，诱导表达 0@8酶切除 (’)# 和

*+"# 基因，然后在 !J$培养基中连续传代丢失质粒

’"%+,，获得 &,’#基因缺失突变株 !"#> &,’#。

图 # 0@86HEIJ系统双转化法敲除等位基因

!"#"# 基因组 $X1的提取：将菌株 !"# 摇瓶液体
培养，提取基因组 $X1［+］。
!"#"$ &,’#基因的 J0.验证：以基因组 $X1为模
板，用引物 1>W、0>$、1>$ 进行 J0.。J0. 条件：
U&Y 3D=<、（U+Y 3PF、&3Y 3PF、,QY 3D=<）3P 个循
环、,QY #PD=<，琼脂糖凝胶电泳分析 J0.产物。
!"#"% 质粒 $X1 的制备：0A0HQ 法制备大肠杆菌

$%&!感受态细胞，分别转化质粒 ’()*、’()** 和
’"%+,［&］，挑取阳性克隆子分别提取质粒 $X1，酶切
进行验证。

!"#"& 基因敲除组件的构建：以质粒 ’()*、’()**
为模板，用引物 R#>RQ进行 J0.得到转化敲除组件
&,’#># 和 &,’#>Q。J0. 条件：U&Y 3D=<、（U+Y 3PF、
&&Y 3PF、,QY #D=<3PF）3P个循环、,QY #PD=<，纯化
回收目的产物。

!"#"’ 基因敲除组件的验证：将目的产物连接到
’Z$>#MK 载体上，转化大肠杆菌 $%&!，分别使用
Z#3通用引物和 R#>RQ 引物进行菌落 J0.验证，筛
选阳性克隆子扩培后送外测序。测序结果经过拼

接、去载体后与已知序列进行比对。

!"#"( &,’#基因的敲除：（#）敲除组件的转化：制备
酵母 !"# 感受态细胞，醋酸锂转化

［*］&,’#>#和 &,’#>Q
到 !"# 中，得到的菌体洗涤后用 QDR !J$ 重悬，

QMY摇床培养 Q4。离心去上清，再次用 PT&DR !J$
重悬。（Q）克隆子的筛选：菌液涂在含 QPP"O6DR
)+#M的 !J$平板上，QMY培养 QC [ 3C，将单菌落影
印到含有 M"O6DR腐草霉素的 !J$平板上，QMY培养
QC，再次影印到 )+#M !J$平板上，QMY培养 3C [ *C。
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（!）克隆子的验证：挑取 "#$%和腐草霉素双抗
性克隆子，液体培养提取基因组 &’(［%］作为模板，
进行两次 )*+验证。用引物 ,$-,. 进行初次验证，

)*+条件：/01 !234、（/#1 !56、7.1 /56）.% 个循
环、7.1 $0234。随后用 (-&、(-894:、894*-&、(-
:;<:、:;<*-& 引物进行二次验证，)*+ 条件：/01
!234、（/#1 !56、0!1 !56、7.1 .234 = !>0234）!.个
循环、7.1 $5234，琼脂糖凝胶电泳分析扩增产物。
!"#"$ 筛选标记的切除：将 ?@A#7质粒转入阳性克
隆子［7］，在 B)"（乳糖）培养基中摇床培养 $>0C =
.C，取适量涂布 B)&平板，获得单菌落，分别影印含
"#$%或腐草霉素的不同 B)& 平板，筛选 !"#$ 和

%&’$ 抗性标记丢失的菌株。提取基因组 &’(［%］，用
引物 (-&、,$-,. 进行 )*+验证。

!"#"% ?@A#7 质粒的诱导丢失：将得到的菌株在
B)&培养基中连续传代 $5 次，丢失质粒 ?@A#7［!］，
得到的菌株使用质粒上特异引物进行验证，最终获

得 ()"$基因双倍体缺陷型菌株 B@$- ()"$。

!"#"!& 突变株 B@$- ()"$ 发酵产乙醇分析：将菌株

B@$ 和突变株 B@$- ()"$分别接种发酵培养基进行摇
瓶发酵。气相色谱分析发酵液中乙醇含量［/］。色

谱分析条件为：(D3;<4E 0/7!’-F%/5气相色谱仪，色谱
柱 A)-GG()（$/5/$G-$50），载气为氮气；分流比 !5：
$；气化室温度 .551；柱箱升温程序：F51升温至
F01（01H234），保持 $234；然后 .51H234 升温至
.551结束；GI&检测器温度 .051。

# 结果

#"! ’(! 酵母菌 !"#!基因验证
以 B@$ 基因组为模板，用引物 (-:、*-&、(-& 进

行 )*+（图 .）。)*+ 产物大小与预计条带大小相
符，表明 ()"$基因存在。

图 . (")$基因验证
J .55K? &’( J9LM<L，$ (-& )*+产物：.%0$K?，. (-: )*+ 产物：

$!!7K?，! *-& )*+产物：$.07K?，5、# 空白对照

#"# 构建基因敲除组件
以质粒 ?N"F和 ?N"FF为模板，用引物 ,$-,. 做

)*+，合成 ()"$基因敲除组件 ()"$-$和 ()"$-.，琼脂
糖电泳分析，大小分别为 $75!K?和 $.7#K?，与预计
片段大小相符。

#") 敲除组件基因测序验证
对敲除组件进行测序，测序结果如下（图 !、图

#），与报道序列进行比对，完全一致。

图 ! ()"$- $敲除组件序列
灰色部分为引物 ,$、,.，下划线为 ;OP)位点，中间为 !"#$ 抗性基因
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图 ! !"#"# $敲除组件序列
灰色部分为引物 %"、%$，下划线为 &’()位点，中间为 $%&’ 抗性基因

!"# 克隆子验证
挑取 *!"+平板上典型克隆子单菌落（图 ,），液

体培养后提取基因组 -./作为模板，用引物 %"#%$
进行初次验证，扩增产物大小与预期结果相符。其

他引物 /#-、/#0123、0124#-；/#3&53、3&54#-二次验
证也分别得到预计目的条带（图 6）。表明 !"#"#"和
!"#"#$敲除组件与目标基因 !"#"发生了正确重组。

图 , 78" 原始菌株与克隆子菌落图

/ 78" 原始菌株，3 78" 典型克隆子，其中 "、$、9为阳性克隆，!、,

为假阳性

图 6 克隆子 )4:验证电泳图
; $<=和 "><= -./ ;1?<5?，"、$ /#3&53、3&54#- )4:产物：$>!@=A和

B,+=A，9、! /#0123、0124#- )4:产物："6,$=A和 +",=A，, /#- )4:

产物 /和 3：$B!!=A和 9"B9=A，6 %"#%$)4:产物 1和 =："$B!=A和

"B>9=A

!"$ 筛选标记的切除和 %&’#(质粒丢失
将 A8C!B质粒转入到阳性克隆子中，7)*乳糖

诱导产生 4?5 酶，切除 (#)’ 和 $%&’ 筛选抗性标记，

在原始 !"#"基因位置留下一 &’()位点。用引物 %"#
%$、/#- 进行 )4: 扩增，分别得到 "@6=A、"666=A 目
的条带，表明抗性标记基因已被正确切除。连续传

代后得到的菌株用 A8C!B质粒上特异引物进行菌落
)4:验证，无目的条带出现，说明质粒已经丢失，最
终获得双倍体 !"#"基因缺陷型突变株 78"# !"#"。

!") 突变株 *&+, !"#+发酵产乙醇分析
利用乙醇标准品绘制标准曲线：得回归方程 7

D $!>>E,9"@F G $EB@>6（: D >E@@@@）。将菌株 78" 和
突变株 78"# !"#" 进行发酵产乙醇能力比较（图 B）。
突变株 78"# !"#" 乙醇产量较出发菌株 78" 提高

+E>H。

图 B 78" 和 78" # !"#"发酵产乙醇曲线

- 讨论

突变株 78"# !"#"乙醇产率提高 +E>H，说明 !"#"
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基因缺失在促进乙醇合成方面起到了一定作用。由

于酿酒酵母乙醇代谢受到 !"#!、!"#" 和 !"##
等［!$］其它相关基因的调节，同时酵母乙醇耐受能力

还受到诸如 %&’(超氧化物歧化酶、)(超氧化物歧
化酶［!!］、质膜脂肪酸［!"］和溶解氧［!#］等因素的影响，

所以 $%&!基因若能结合其它相关基因的敲除会对
酵母乙醇合成产生更显著的效果。本研究通过

*+,-.%/0系统两种筛选标记共转化方法成功地获得
基因缺失突菌株 12!3 $%&!，此方法能在不影响其它
基因的基础上准确敲除目的基因，一次性就可得到

双倍体缺陷型菌株，方便易行。需要指出的是，如果

连续敲除基因，还需考虑 %/0酶发挥作用的范围以
及单个或多个 *+,- 位点本身重组对菌株的影响。
该方法获得的突变菌株其突变发生在染色体水平，

能够稳定遗传，并具备无需添加其它生长因子就能

生长的优势。*+,-.%/0系统共转化法可用来敲除抑
制乙醇生物合成的基因，同时也可用于过量表达促

进乙醇生物合成的相关基因［!4］，进一步提高乙醇产

量。

致谢 本实验得到 5/6 7*/89: ;<*=0(0/（)&(89:
>(?+/@AB8+( %0(B0/ ?+/ -/+B08( 20C&0(90D）和 5/6 E+:A((0D

F F0G0@A((（F08(/89:3F08(037(8H0/D8BI 5<DD0*=+/?）的热
心帮助，深表谢意！
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