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粟酒裂殖酵母菌（50"#6(&+00"+*720%&3(78%）的3+04!基

因于!33!年GA<./<(<>’等首次报道。在温度敏感型的酵母

突变体中，3+04!基因是一个多拷贝阻遏子，它使酵母在限

制温度培养条件下的减数分裂不受调控，对酵母的生长过程

起着重要的调节作用。该基因有一个编码%42个氨基酸的

开放阅读框，编码产物的羧基端与大肠杆菌核糖核酸酶"有

#5H的同源性。通过酶活性测定，已经确定它是一类依赖

B@C*D的核糖核酸酶，具有降解B@C*D的功能［!，#］。由于

大多数植物病毒为C*D病毒，因此无论它的基因组是单链

还是双链，在病毒的复制周期过程中都会有一个双链C*D
的复制中间体。使用植物基因工程技术，将酵母3+04!基因

转入植物中，通过干扰和抑制病毒C*D复制，将可能达到控

制植物病毒病的目的，这是获得广谱性抗病植物的新的策略

之一。本文报道了来源于中国粟酒裂殖酵母（593(78%）

3+04!基因的克隆、序列测定以及它在大肠杆菌中的表达和

表达产物的活性测定。

! 材料与方法

!)! 菌种、质粒和试剂

粟酒裂殖酵母593(78%由本所中国普通微生物菌种保

藏中心提供，编号为#I!$2%，#I!!"1，#I!253，#I#53，#I332；

质粒JK:+0"LM（N）、J:60#!（,）、JC’O#；受 体 菌:90(,#
PQ5$；RS#!和黄瓜花叶病毒（E+&）T5#株系的B@0C*D@由

本实验室提供；6,UJ(A@#购自上海生工生物工程公司，限制

酶、62P*D连接酶购自华美生物工程公司，VW6K和丙烯酰

胺等均为国产试剂，蜗牛酶购自北京鼎国生物技术发展中

心。

!)" 寡核苷酸引物的设计

根据已报道的3+04!基因序列［!］，分别设计其*端同源

和E端互补的#个引物。W!：5XKKK6DEEEKKKED6D

6KKKDEKK666D%X，W#：5XKKKKD6EE6ED66DD
EKKKDEDDE6%X。其中5X端引物W!含有;3$%、57+%
和<=%%酶切位点序列。%X端引物W#含有.+7QV酶切位

点序列。引物由中科院微生物所生物技术中心用R7.O;,>
’(<?’!$$$;／!$$$合成仪合成。

!#$ 酵母基因组%&’的提取

酵母菌基因组P*D的提取参考V>Y<Z-’?7>公司的操作

方法［%］。从593(78%5个菌株中分别提 取 出 酵 母 基 因 组

P*D，溶解在6:[AMM7-中。

!#( )*+扩增!"#$!基因及其克隆

以提 取 的 酵 母 P*D为 模 板，用 引 物W!，W#和 6,U
J(A@#做WEC扩 增，反 应 条 件：32\变 性5;<>，55\退 火

!;<>，"#\延伸#I5;<>，!个循环；32\变性!;<>，55\退火

!;<>，"#\延伸#I5;<>，%$个循环；再进行"#\延伸!$;<>。

获得的WEC产物经聚丙烯酰胺凝胶电泳检测和纯化，获得

一条约!I!O[的P*D片段。参考分子克隆方法［2］。将WEC
产物 用 ;3$V／.+7QV双 酶 解，克 隆 到 同 样 酶 解 的 载 体

JK:+0"LM（N）中，转化:90(,#PQ5$，通过菌落蓝白斑筛选

和限制酶酶切鉴定，得到重组质粒JK:+03+04!。

!#, %&’序列测定及分析

以重组质粒JK:+03+04!的6"／TW4启动子序列为引

物，采用双脱氧链终止法在%""D全自动测序仪进行双向测

定核酸序列，由北京六合通宝生物公司完成。测定结果用计

算机P*DTVT序列分析软件进行分析。

!#- !"#$!基因原核表达载体的构建及其诱导表达

重组载体JK:+03+04!经<=%V／.+7QV双酶解后，3+04
!基因片段插入到同样酶解的原核表达载体J:60#!（,）中，

酶解鉴定获得重组质粒J:603+04!。将原核表达载体J:60
#!（,）（作为对照）和重组质粒J:603+04!分别转入到受体表

达菌RS0#!中，提取质粒进行鉴定［5］。



含有!"#$!"#$%和对照质粒的&’$(%于)*+活化过

夜，按照%,接种量转接到-./’’&培养基（含%..!0／/’
1/!）中继续培养至对数生长期（%&2..3.45".42），加入

67#8到终浓度%//9:／’，诱导培养5"2;，收集菌体。一部

分菌 体 直 接 加 入 蛋 白 上 样 缓 冲 液（5.//9:／’#<=>$?@:，

!?2AB，%.,甘油，(,CDC，-,巯基乙醇，.A%,溴酚蓝），煮

沸%./=E，进行CDC$718"分析。其余的菌体用无菌水洗涤

后，悬浮在缓冲液（(.//9:／’#<=>$?@:，!?*42，%..//9:／’
F@:和.A%//9:／’D##）中，用超声波方法破碎菌体，处理2
次，每次不超过).>。%(...<／/=E离心%-/=E，用获得的上

清和沉淀分别进行CDC$718"分析。菌体的上清用于酶活

性测定。

!4" 表达产物的酶活测定

经超声波处理的菌体上清测定其蛋白浓度后，取相同蛋

白量（约.A(*!0）与适量黄瓜花叶病毒（@GH）I>JK1>混合，

加入G0@:(至终浓度).//9:／’，总体积-.!’，在)*+分别

保温-，%.，%-，).和2./=E。反应样品用酚／氯仿抽提和)倍

体积乙醇（含%／%.体积的)/9:／’KL1M）沉淀核酸，用2,
718"和银染色检测I>JK1，根据降解I>JK1的效果确定

表达产物的酶活性。

# 结 果

#$! 酵母!"#$!基因的克隆

蜗牛酶是降解酵母细胞壁的常用试剂。在)*+酶解破

坏细胞壁后，通过低速离心，弃掉上清中可溶的蛋白，再用苯

酚抽提沉淀物，可以获得纯度较高的核酸样品。应用上述较

温和的改良方法从本所菌种保藏中心提供的-株’(!)*+,
酵母菌（编号为(A%.5)，(A%%*B，(A%5-N，(A(-N，(ANN5）中分

别提取到酵母基因组DK1，作为模板通过7@J扩增，均获

得约%A%OP的DK1片段。以编号(A%.5)菌株扩增的DK1
片段作为进一步研究。由于在引物设计上考虑到目的基因

（7@J产物）片段的正确方向及其将它分别插入到克隆载体

!8"G$*QR（S），原核表达载体!"#$(%（L）和植物表达载体

!J9O#中，在 引 物7%的-T端 设 计 了 -!.$、’*"$和

/0,$)个限制性酶切位点序列，在引物7(的-T端设计了

1"*?6%个限制性酶切位点序列。应用这一对引物进行

7@J扩增并经过纯化的目的基因片段就能够定向插入克隆

表达载体!8"G$*QR（S）的-!.$／1"*?$位点中。获得

的重组质粒!8"G$!"#$%可以用/0,$／1"*?$双酶解后，

将目的基因片段定向插入到原核表达载体!"#$(%（L）中，或

是用’*"$／’"#$双酶解后，将目的基因片段定向插入到

植物表达载体!J9O#中。图%显示!"#$%基因的7@J扩增

产物和重组质粒!8"G$!"#$%的-!.$／1"*?$双酶切产

物的检测。图(为原核表达载体!"#$!"#$%和植物表达载

体!J9O$!"#$%的构建图谱。为了进一步鉴定克隆到载体上

的7@J片段。依据已发表序列和克隆载体上的限制性酶切

位点，对重组质粒进行*种不同处理的双酶切检测。证明克

隆的7@J片段为目的!"#$%基因。

图% 酵母!"#$%基因的7@J产物和

重组子!8"G$!"#$%的酶切检测

U=04% 7@J!<9IVMW9R’(!)*+,!"#$%0XEXLEIIXWXMW=9E9R
<XM9/P=ELEW!8"G$!"#$%I=0X>WXIPY
<X>W<=MW=9EXEI9EVM:XL>X=E718"

%4DK1/9:XMV:L</L<OX<>；(47@J!<9IVMW；

)4!8"G$!"#$%／-!.$S1"*?$；54!8"G$*QR（S）／-!.$S1"*?$

图( 原核表达载体!"#$!"#$%和植物表达载体!J9O$!"#$%的构建

U=04( @9E>W<VMW=9E9R!<9OL<Y9W=MXZ!<X>>=9E[XMW9<!"#$!"#$%
LEI!:LEWXZ!<X>>=9E[XMW9<!J9O$!"#$%

#$# !"#$!基因的序列测定结果

对重组质粒!8"G$!"#$%的插入片段进行全序列测定。

结果显示，克隆片段全长%.N-P!，与已发表序列［%］相比较，

两者的碱基数目完全相同，核苷酸序列的同源性为NNA-,，

仅有-个核苷酸的差异：即#(%B!@，85).!1，12*B!8，@*55
!#和@%.)(!#。对基因编码蛋白序列比较，蛋白序列的同

源性为NNA*,，仅有%个氨基酸的差异：即8:V%55!’Y>。根

据序列测定结果表明，从中国的’(!)*+,菌株（分离源：茅
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台酒醅）克隆出完整的!"#$!基因。

!"# !"#$$基因表达产物的%&%’()*+分析

重组质粒"#$%&!"#$!用%&’!／(")’!双酶解后，将

!"#$!基因片段定向插入到原核表达载体"$(&)!（*）中，获

得重 组 子"$(&!"#$!。将 重 组 子 转 到 表 达 宿 主 菌*+#,-.
+,)!中，通过加入-.(#诱导!"#$!基因表达。!)/010&
.2#$分 析 结 果（图3）表 明，经-.(#诱 导 的 工 程 菌（含

"$(&!"#$!）获得表达（图3：3"4），产生约5)61的特异蛋白

条带，而经诱导的对照菌（含"$(&)!（*））和未经诱导的工程

菌没有相应的蛋白条带（图3：)，7），说明!"#$!基因得到正

确表达。在原核细胞中表达真核基因的蛋白，由于原核细胞

的转录和翻译过程是耦联的，且表达过快使多数蛋白来不及

折叠而极易形成包涵体。通过超声波方法破碎菌体细胞，分

别收集上清和沉淀进行电泳分析，从而确定表达产物在宿主

细胞中是否以可溶的形式存在。图5结果显示，经超声波处

理的菌体上清和沉淀中都有目的蛋白存在。由于上清中的

表达蛋白是以可溶性的天然形式存在，将有利于使用上清中

的表达蛋白测定其酶活性。

图3 表达产物的010&聚丙烯酰胺凝胶检测分析

89:;3 010&.2#$*<*=>?9?@ABCD"$(&!"#$!DE"FD??DG
"F@GHIB9<*+#,-.+,)!

!;.F@BD9<%JK*F6DF?；);L@<BF@="$(&)!（*）9<GHIBDGM9BC-.(#；

3"4;"$(&!"#$!9<GHIBDGM9BC-.(#；7;"$(&!"#$!9<GHIBDGM9BC@HB-.(#

图5 表达产物在*+#,-.+,)!菌体中的分布分析

89:;5 19?BF9NHB9@<@A"$(&!"#$!DE"FD??DG"F@GHIB9<*+#,-.+,)!ID==
!;.F@BD9<%JK*F6DF?；

);(@B*="F@BD9<@AC@?BID==I@<B*9<9<:"$(&)!（*）N>N@9=9<:G9FDIB=>；

3;(@B*="F@BD9<@AC@?BID==I@<B*9<9<:"$(&!"#$!N>N@9=9<:G9FDIB=>；

5;0H"DF<*B*<B@AC@?BID==I@<B*9<9<:"$(&!"#$!"FD"*FDGN>H=BF*?@<9IM*OD；

4;.FDI9"9B*<B@AC@?BID==I@<B9<9<:"$(&!"#$!"FD"*FDGN>H=BF*?@<9IM*OD

!", !"#$$基因表达产物降解-./’0123)1的酶活性检测

以黄瓜花叶病毒（L%P）04)株系（含有卫星QR2）的G?&
QR2?为底物，测定!"#$!基因表达产物（上清部分）降解

G?QR2的酶活性。使用转入空载体"$(&)!（*）的+,)!菌

体，受同样的诱导条件和超声波处理后的菌体上清蛋白为对

照，分别加入相同的蛋白量与相同的底物L%P&G?QR2?，在

3ST分别保温不同时间后，检测底物G?QR2?。图4结果说

明了!"#$!基因表达产物有相当高的降解L%P&G?QR2?的

酶活性。当底物L%P&G?QR2?与!"#$!基因表达产物混合

保温4K9<时，底物已被降解，而底物L%P&G?QR2?与对照

菌体上清蛋白混合保温7UK9<时，底物仍未被降解。

图4 !"#$!基因表达产物降解L%P&G?QR2?的酶活性检测

89:;4 1DBDIB9@<@ABCDN9@=@:9I*=*IB9O9B>@A"$(&!"#$!DE"FD??9@<

"F@GHIBG9:D?BDGL%P&G?QR2?

2：!;(@B*=O9F*=G?QR2?@AL%P&04)?BF*9<；

)"S;L%P&G?QR2?BFD*BDGM9BCD<V>KDA@FU;4，!U，!4，3U*<G

7UK9<HBD?FD?"DIB9OD=>*B3ST9<FD*IB9@<NHAADF；

W;L%P&G?QR2?9<IHN*BDG*B3ST9<FD*IB9@<NHAADFA@F7UK9<HBD?

+：!;(@B*=O9F*=G?QR2?@AL%P&04)?BF*9<；

)"7;L%P&G?QR2?BF*BDGM9BC?H"DF<*B*<B@AC@?BID==A@F4，!U，

!4，3U*<G7UK9<HBD?FD?"DIB9OD=>*B3ST9<FD*IB9@<NHAADF；

S;L%P&G?QR2?9<IHN*BDG*B3ST9<FD*IB9@<NHAADFA@F7UK9<HBD?；

W;0*K"=D@AD<V>KD

# 讨 论

从来源于中国的粟酒裂殖酵母（/+!,)0’）基因组1R2
中，通过.LQ扩增，获得有降解G?QR2酶活性的!"#$!基

因。通过对该基因的序列测定和与XH9IC9,9<@等报道的

!"#$!序列［!］相比较，发现两者有高度的核苷酸序列的同源

性。尽管其中有4个核苷酸的不同，但仅有!个核苷酸的变

化（#53U!2）导致所编码氨基酸的变化（#=H!55!,>?），两者

的氨基酸序列同源性为YYZS/。!"#$!基因编码产物的羧

基端与大肠杆菌核糖核酸酶#有)4/的同源性，通过酶活

性测定，已确定它是一类依赖G?QR2的核糖核酸酶。通过

对能够与G?QR2结合的蛋白的结构学研究，发现在G?QR2
依赖的蛋白激酶"[Q、果蝇?B*HAD<蛋白、大肠杆菌QR*?D#
和真核QR*?D’的R端等蛋白存在着!个与G?QR2结合的

结构域G?Q+1（G@HN=D&?BF*<GDGQR2&N9<G9<:G@K*9<）。这个

区域对G?QR2结合是特异性的，没有或是有很低的结合??&
QR2、G?1R2或??1R2的能力。在G?Q+1结 构 域 中 的L
端，存在!个保守序列：11\\12\\2。在大肠杆菌QR*?D

4U))期 步 威等：酵母!"#$!基因的克隆、序列分析和在大肠杆菌中的高效表达及活性测定



!中，这个保守序列前端的第!个氨基酸是"#$，而不是共

同序列的%&’。这个"#$位置与()*’+,中的结合金属离子

并参与催化的%&’相对应。对我们克隆的能催化-’().降

解的!"#$/基因分析，发现在它的0端第!12个氨基酸开始

同样存在类似的保守序列结构：%%34%&45&，但是与其

他结合-’().的蛋白不同的是，在保守序列前的第!个氨

基酸为"#&，并非是"#$或%&’。

根据经验，从健康的植物组织中未提取出-’().，而从

受病毒（包括类病毒）和其他病原物感染的植物组织中均能

够提取出病原物-’().。应用先进的生物技术，将能够降

解病原物-’().的!"#$/基因转入到植物中，使其受适合

的启动子调控表达，将能够抑制或阻断病原物的复制循环，

达到抗病育种的目的。由于!"#$/基因表达产物对-’().
的降解没有特异性，对任何的病毒-’().的降解具有广谱

性，因此有可能控制多种植物病毒引起的病害，这是近年来

获得抗病毒病植物的新策略之一。当然，!"#$/基因在植物

体内的功能性，以及是否影响植物的遗传性状等，有待于深

入探讨和研究。
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