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摘要：ＰＣＲ扩增里氏木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉ）２个α?半乳糖苷酶基因ａｇｌ２ 和ａｇｌ３ ，将其分别与表达载体ｐＹ－

ＥＳ２连接，电转化酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）ＩＮＶＳｃ１菌 株。从 重 组 菌 株 提 取 载 体 进 行 单 酶 切 凝 胶 电

泳检测，证实ａｇｌ２ 和ａｇｌ３ 分别在重组菌株ＡＧＬ２ 和ＡＧＬ３ 表达。以葡萄糖和棉子糖为碳源培养菌株，２株重组

菌的生长速率均显著高于原始菌株，提前８ｈ菌数达到最大，其中以ＡＧＬ３ 的 生 长 速 率 提 高 较 为 明 显，重 组 还 使

菌株在液体培养基由原来的部分絮凝转变为完全游离状。２株重组菌株均不能利用蜜二糖为碳源生长。
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　　甘蔗糖蜜是蔗糖生产过程的副产物，其中尚含有

约５０％的糖分［１］，是 广 西、广 东 南 部、云 南 等 蔗 糖 产
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区酒精发酵生产的主要原料。利用甘蔗糖蜜发酵生

产酒精不仅可以解决蔗糖生产污染环境问题，而且能

够减少酒精 生 产 对 粮 食 的 消 耗，具 有 重 要 的 产 业 意

义。但是，甘蔗糖蜜除含有能够被酿酒酵母用于发酵

生产酒精的糖分外，还含有一部分不能被酿酒酵母利

用的糖分。这部分糖分通常称为非发酵糖分，主要由

蜜二糖（６－Ｏ?α?Ｄ－吡喃 半 乳 糖 基－Ｄ－葡 萄 糖）、棉 子 糖

（β?Ｄ－呋喃果糖基－Ｏ?α?Ｄ－吡喃半乳糖基－（１→６）?α?Ｄ－
吡喃葡萄糖苷）、水苏糖（Ｄ－吡喃半乳糖基α?１，６－Ｄ－吡
喃半乳糖基α?１，６－Ｄ－吡喃葡糖基α?１，２－ Ｄ－呋喃果

糖苷）等构成，通常占甘蔗糖蜜总重量的５％，约占甘

蔗糖蜜总糖 分 的１０％［１］。近 年 来，随 着 制 糖 技 术 进

步，甘蔗糖蜜中非发酵糖分的含量显著增高，一般达

到了７％，最高可达８％。目前，工业生产对利用甘蔗

糖蜜非发酵糖分发酵生产酒精尚属技术难题。显然，
将非发酵糖分用于酒精发酵无疑将显著降低甘蔗糖

蜜酒精生 产 的 原 料 单 耗，具 有 很 高 的 经 济 意 义。α?
半乳糖苷酶（ＥＣ３．２．２．２２）能特异性水解半乳糖类寡

糖和多聚半乳－（葡）甘露聚糖的非还原性末端α?１，６－
半乳糖苷键，因此理论上该酶能水解蜜二糖、棉籽糖、
水苏糖和毛蕊花糖等低聚糖［２］。早年Ｅｍｉｌｉｏ等［３］将

里氏木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ　ｒｅｅｓｅｉ）３个 编 码α?半 乳 糖

苷 酶 的 基 因 ａｇｌ１、ａｇｌ２ 和 ａｇｌ３ 导 入 酿 酒 酵 母

（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ），结 果 使 酿 酒 酵 母 菌 株

能够将蜜二糖和棉子糖水解，释放出半乳糖。近年来

有报道将粟酒裂殖酵母编码该酶的基因ｍｅｌ导入酿

酒酵母，使 后 者 能 够 利 用 蜜 二 糖 作 为 唯 一 碳 源 生

长［４，５］。本文根据甘 蔗 糖 蜜 酒 精 的 发 酵 条 件，将 在 酸

性条件下活力 较 高 的 里 氏 木 霉α?半 乳 糖 苷 酶 基 因

（ａｇｌ２ 和ａｇｌ３）导入酿酒酵母ＩＮＶＳｃ１菌株，考察该

酶基因表达对菌株的影响，为进一步构建能够利用甘

蔗糖蜜非发酵糖分生产酒精的酿酒酵母工业菌株奠

定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

　　实验所 使 用 的 里 氏 木 霉（Ｔ．ｒｅｅｓｅｉ）４０３６０菌 株

购自中国工业 微 生 物 菌 种 保 藏 中 心（ＣＩＣＣ），酿 酒 酵

母（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）ＩＮＶＳｃ１菌株、大肠 杆 菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）

ＸＬ１０－ｇｏｌｄ菌株和表达质粒ｐＹＥＳ２均购自生工生物

工程（上 海）有 限 公 司。ｄＮＴＰ、Ｔａｑ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒ－
ａｓｅ、Ｔ４ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ购 自 ＴａＫａＲａ公 司。限 制 性 内

切 酶 ＢａｍＨＩ和 ＥｃｏＲＩ是 Ｆｅｒｍｅｎｔｅｒｓ公 司 产 品，

Ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ、Ｔｒｙｐｔｏｎｅ是 ＯＸＩＯＤ公 司 产 品，ＹＮＢ
为ＢＢＩ公 司 产 品。其 它 试 剂 均 为 国 产 分 析 纯 以 上

级别。

　　ＬＢ、ＹＰＤ和ＰＤＡ培 养 基 参 照 文 献［６］配 制，重

组酵母尿 嘧 啶 缺 失 筛 选 培 养 基 参 照 文 献［７］配 制。

ＹＰＲ培 养 基 以２％棉 子 糖 为 碳 源，ＹＰＭ 培 养 基 以

２％蜜二糖为碳源，两种培养基的其余成分均与ＹＰＤ
相同。

１．２　α?半乳糖苷酶基因ａｇｌ２ 和ａｇｌ３ 的ＰＣＲ扩增

　　将 里 氏 木 霉４０３６０菌 株 用ＰＤＡ 培 养 基３０℃，

１８０ｒｐｍ培养３天，取菌液１００００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ，取菌

丝体用无菌水洗涤２次，收集菌丝体，液氮冷冻研磨，
用ＣＴＡＢ法［８］提取 总ＤＮＡ。参 照ＧｅｎＢａｎｋ数 据 库

公布的里氏木霉α?半乳糖苷酶ａｇｌ２ 和ａｇｌ３ 两个基因

的序列设计引物，并在正、反向引物的５′端分别加入

ＢａｍＨＩ和ＥｃｏＲＩ酶切位点（下划线标出）。以里氏木

霉的总ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增２个基因的ＤＮＡ序

列。５０μｌ反应体系含２．５Ｕ的Ｔａｋａｒａ　ＬＡ　Ｔａｑ酶，１
×ＬＡ　ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ，２ｍｍｏｌ　Ｍｇ２＋，０．２ｍｍｏｌ　ｄＮＴＰｓ，

０．５ｕｍｏｌ的 正 反 引 物 和２．５ｎｇ的 总ＤＮＡ模 板。反

应条件为９５℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，６９℃退火

４５ｓ，７２℃延 伸１５０ｓ，４０个 循 环 后７２℃延 伸１０ｍｉｎ。
引物 序 列 如 下：ａｇｌ２ 正 向 引 物，ＴＲ２－１：ＴＡＡＧ－
ＧＡＴＣＣＡＴＧＣＴＣＧＧＣＧＣＴＣＣＣＴＣ；ａｇｌ２ 反向引物，

ＴＲ２－２：ＣＧＧＡＡＴＴＣＴＣＡＴＧＴＣＴＧＣＴＴＣ　ＴＣＣＡ－
ＡＡＡＡＣＡＣＣ；ａｇｌ３ 正 向 引 物，ＴＲ３ －１：ＴＡＧ－
ＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＧＣＣＣＡＧＴＧＣＴＧＣＡＧ；ａｇｌ３ 反 向

引物，ＴＲ３－２：ＣＧＣＧＡＡＴＴＣＣＴＡＧＴＧＡＧＴ　ＣＣＴ－
ＴＴＴＣＡＧＧＣＧ。

１．３　重组载体构建

　　载体ｐＹＥＳ２和ａｇｌ２、ａｇｌ３ 的ＰＣＲ扩增产物分别

用ＢａｍＨＩ和ＥｃｏＲＩ双 酶 切，用 Ｔ４ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ连

接，构 建ａｇｌ２ 的 表 达 载 体ＰＡ２和ａｇｌ３ 的 表 达 载 体

ＰＡ３，反应按各酶的使用说明进行。连接产物按常规

方法［８］转化到Ｅ．ｃｏｌｉ感受态细胞中。利用菌体电泳

的方法获得阳性克隆，并提取质粒进行酶切验证［９］。

１．４　酵母转化及转化子的筛选和鉴定

　　按照文献［６］用山梨醇法制备酿酒酵母ＩＮＶＳｃ１
感受态 细 胞。分 别 将１００ｎｇ带ａｇｌ２ 或ａｇｌ３ 基 因 的

ｐＹＥＳ２重 组 质 粒 与８０μｌ的 感 受 态 细 胞 混 合，在

１．５ｋＶ，２５μＦ，２００Ω 下 电 击 转 化，立 即 将 菌 液 加 入

１ｍｌ预冷的１Ｍ 山梨醇，３０℃静止 培 养１ｈ后 涂 接 种

筛选培养基平板。３０℃下培养２天至菌落长出，挑直

径较大的单菌落在相同培养基划线培养纯化，再挑单

菌落转接液体筛选培养基进行复筛。选取在液体筛

选培养基中长势较好的几株转化子提取质粒，将质粒

转化到Ｅ．ｃｏｌｉ　ＸＬ１０中，从Ｅ．ｃｏｌｉ　ＸＬ１０中再次提取

４４１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２０Ｎｏ．２，Ｍａｙ　２０１３
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质粒进 行 酶 切 验 证［９］。根 据 验 证 结 果 确 定 转 化 子。

ａｇｌ２ 和ａｇｌ３ 基因的重组酿酒酵母ＩＮＶＳｃ１菌株分别

命名为ＡＧＬ２ 和ＡＧＬ３ 菌株。

１．５　生长曲线和糖分含量的测定以及菌株细胞形态

观察

　　 酿 酒 酵 母ＩＮＶＳｃ１ 的 原 始 菌 株 和 重 组 菌 株

（ＡＧＬ２ 和 ＡＧＬ３）分 别 接 种 ＹＰＤ 培 养 基，３０℃，

１８０ｒｐｍ下培 养８ｈ至 对 数 期（菌 数１０８／ｍｌ），取 培 养

液１２０００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ，无菌水洗涤３次，收集沉淀

菌体细 胞 用 无 菌 水 悬 浮，调 整 菌 数 至１．４～１．５×
１０８／ｍｌ，分别接种ＹＰＤ、ＹＲＤ和 ＹＭＤ等 培 养 基，接

种量１０％，于３０℃，１８０ｒｐｍ下培养，定时抽样计 数，
观察菌体的生长情况。

　　取培养液０．１ｍｌ，用ＤＮＳ法测定还原糖含量，按
美国能源部的方法［１０］进行。菌株细胞形态观察采用

尼康光学显微镜进行，并拍照记录。

２　结果与分析

２．１　ａｇｌ２ 和ａｇｌ３ 的ＰＣＲ扩增产物

　　以里氏木 霉 总ＤＮＡ为 模 板，ＰＣＲ扩 增ａｇｌ２ 和

ａｇｌ３ 的产物，其琼脂糖凝胶电泳结果见图１。所扩增

的ａｇｌ２ 和ａｇｌ３ 的片段分别约为２．３ｋｂ和２．０ｋｂ，大

小均与ＧｅｎＢａｎｋ中公布的序列相符。将扩增产物送

生工生物工程（上海）有限公司测序，结果显示所扩增

的 两 基 因 序 列 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中 登 录 号 分 别 为

Ｚ６９２５４．１和Ｚ６９２５５．１的里氏木霉α?半 乳 糖 苷 酶 基

因ａｇｌ２ 和ａｇｌ３ 的同源性分别高达９９．９％，表明ＰＣＲ
扩增得到了目的基因。

　　图１　ａｇｌ２ 和ａｇｌ３ 的ＰＣＲ产物的琼脂糖凝胶电泳结果

　　Ｆｉｇ．１　Ａｇａｒｏｓｅ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　ａｇｌ２
ａｎｄ　ａｇｌ３
　　１：ａｇｌ２，２：ａｇｌ３，Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ．

２．２　重组菌株

　　将ａｇｌ２ 和ａｇｌ３ 连接到ｐＹＥＳ２，构建表达载体转

化Ｅ．ｃｏｌｉ　ＸＬ１０菌株，筛选阳性转化 子，从 中 提 取 质

粒，用ＢａｍＨＩ和ＥｃｏＲＩ双 酶 切，将 酶 切 片 段 进 行 琼

脂糖凝 胶 电 泳，结 果 酶 切 后 的 各 片 段 条 带 与 载 体

（５．８ｋｂ）及ａｇｌ２ （２．３ｋＢ）、ａｇｌ３ （２．０ｋＢ）两基因的片

段大小相符，表明利用ｐＹＥＳ２质粒成功构建了带有

ａｇｌ２ 和ａｇｌ３ 的表达载体，分别命名为Ａ２ 和Ａ３。

　　从筛选到的酵母重组菌株中提取质粒，将质粒转

化Ｅ．ｃｏｌｉ　ＸＬ１０菌 株 进 行 扩 增，从 转 化 后 的Ｅ．ｃｏｌｉ
ＸＬ１０中提取质粒，用ＢａｍＨＩ内切酶进行单酶切，酶

切产物进行琼脂糖凝胶电泳的结果（图２）显示，２个

条带的片段大小分别为８．１ｋｂ和７．８ｋｂ，证明ａｇｌ２和

ａｇｌ３ 两基因已分别成功转化到酵母宿主细胞中。

　　图２　从宿主细胞提取表达载体的琼脂糖凝胶电泳结果

　　Ｆｉｇ．２　Ａｇａｒｏｓｅ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄ　ｐＹＥＳ２ｉ－
ｓｏｌａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｈｏｓｔ　ｃｅｌｌ

　　Ｍ：λ／ＨｉｎｄⅢ ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　ｐＹ－
ＥＳ２ｂｙ　ＢａｍＨＩ；２：Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　Ａ２ｂｙ　ＢａｍＨＩ；３：Ｄｉ－

ｇｅｓｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　Ａ３ｂｙ　ＢａｍＨＩ

２．３　重组对菌株生长的影响

　　将酿酒酵 母ＩＮＶＳｃ１的 原 始 菌 株 和 两 株 重 组 菌

株（ＡＧＬ２ 和ＡＧＬ３）分别经ＹＰＤ培养基培养活化后

接种ＹＰＤ、ＹＰＲ和 ＹＰＭ 培 养 基 培 养，３株 菌 株 在

ＹＰＤ中的菌数生长及培养液的还原糖含量测定结果

（图３）显示，两株重组菌株的生长速率显著高于原始

菌株。原始菌株ＩＮＶＳｃ１培 养２４ｈ的 菌 体 细 胞 数 达

到最大，为３．０９×１０８／ｍｌ，而重组菌株培养１６ｈ菌数

达到最大值，分别为３．１７×１０８／ｍｌ（ＡＧＬ２）和３．３７×
１０８／ｍｌ（ＡＧＬ３），菌数达到最大值的时间较原始菌株

提前８ｈ，最大值的菌数与原始菌株基本相同。此外，
培养液中还原糖含量的下降与菌数的增长完全一致，
培养 １６ｈ 后 其 残 留 还 原 糖 的 含 量 几 乎 相 同，为

０．１７％～０．１８％。这些结果表明将来自里氏 木 霉 的

ａｇｌ２ 或ａｇｌ３ 基因转化酿酒酵母ＩＮＶＳｃ１菌株可以提

高菌株对葡萄糖的利用速率和菌体细胞生长速率，但
是对菌株利用残留葡萄糖的能力没有影响。鉴于所

导入的ａｇｌ２ 和ａｇｌ３ 基因均编码α?半乳糖苷酶，未见
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有这两个基因对酵母葡萄糖代谢影响的报道，此现象

的原因尚未清楚，可能是转化后影响了酿酒酵母ＩＮ－
ＶＳｃ１菌株其它基因的表达，有待于进一步研 究。但

该现象提示可以通过导入异源基因来提高酿酒酵母

的细胞增长速率。

　　图３　重组酿酒酵母菌株在ＹＰＤ中的生长情况

　　Ｆｉｇ．３　Ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄ　Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｌ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｉｎ

ＹＰＤ　ｍｅｄｉｕｍ

　　???○???：ＩＮＶＳｃ１（ＣＫ），菌数；???△???：ＡＧＬ２，菌数；???▽???：ＡＧＬ３，

菌数；—■—：ＩＮＶＳｃ１（ＣＫ），还 原 糖；—△—：ＡＧＬ２，还 原 糖；—○—：

ＡＧＬ３，还原糖。结果为２次实验的平均值。

　　???○???：ＩＮＶＳｃ１（ＣＫ），Ｃｅｌｌ　ｎｕｍｂｅｒ；???△???：ＡＧＬ２，Ｃｅｌｌ　ｎｕｍ－

ｂｅｒ；???▽???：ＡＧＬ３，Ｃｅｌｌ　ｎｕｍｂｅｒ；—■—：ＩＮＶＳｃ１（ＣＫ），Ｒｅｄｕｃｅｄ

ｓｕｇａｒ；—△—：ＡＧＬ２，Ｒｅｄｕｃｅｄ　ｓｕｇａｒ；—○—：ＡＧＬ３，Ｒｅｄｕｃｅｄ　ｓｕｇａｒ．

Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｗｅｒｅ　ｍｅａｎ　ｖａｌｕｅ　ａｎｄ　ｓｔａｎｄａｎｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｕｐｌｉ－

ｃａｔｉｏｎ．

　　将３株菌株接种ＹＰＲ培养基，其利用棉子糖的

生长结果（图４）显示，与在ＹＰＤ的生长情况相同，原

始菌株ＩＮＶＳｃ１也是培养２４ｈ菌数达到最大值，但是

只有２．５３×１０８／ｍｌ，显著低于在ＹＰＤ培养的最大菌

数（３．０９×１０８／ｍｌ，图３），这 可 能 是 酿 酒 酵 母 只 能 部

分利用棉子糖为碳源生长所致。与原始菌株相比，重
组菌株的生长速率显著提高。其中，ＡＧＬ３ 培养１６ｈ
菌数达到最大，为３．４４×１０８／ｍｌ，生长速率和最大菌

数均明显高于原始菌株，ＡＧＬ２ 培养２４ｈ菌数得到最

大，为２．８０×１０８／ｍｌ，生长速率在培养前期显著高于

原始菌株，但是最大菌数则与原始菌株基本相同。培

养过程同时测定培养液的还原糖含量结果显示，重组

菌株培养液的还原糖含量的上升和下降速率均显著

高于原始菌株。由于棉子糖为非还原糖，说明转化后

酿酒酵母菌株水解和利用棉子糖的速率均显著提高，

与菌株的生长速率完全一致。不过，３株菌株培养液

的残留还原糖浓度几乎一致，为０．３８％，显著高于在

ＹＰＤ培养 的 残 留 还 原 糖 含 量（０．１７％～０．１８％，图

３），说明导入ａｇｌ２ 或ａｇｌ３ 基因并不能提高酿酒酵母

利用残留棉子糖的能力。

　　图４　重组酿酒酵母菌株在ＹＰＲ中的生长情况

　　Ｆｉｇ．４　Ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄ　Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｌ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｉｎ

ＹＰＲ　ｍｅｄｉｕｍ

　　???○???：ＩＮＶＳｃ１（ＣＫ），菌数；???△???：ＡＧＬ２，菌数；???▽???：ＡＧＬ３，

菌数；—■—：ＩＮＶＳｃ１（ＣＫ），还 原 糖；—△—：ＡＧＬ２，还 原 糖；—○—：

ＡＧＬ３，还原糖。结果为２次实验的平均值。

　　???○???：ＩＮＶＳｃ１（ＣＫ），Ｃｅｌｌ　ｎｕｍｂｅｒ；???△???：ＡＧＬ２，Ｃｅｌｌ　ｎｕｍ－
ｂｅｒ；???▽???：ＡＧＬ３，Ｃｅｌｌ　ｎｕｍｂｅｒ；—■—：ＩＮＶＳｃ１（ＣＫ），Ｒｅｄｕｃｅｄ

ｓｕｇａｒ；—△—：ＡＧＬ２，Ｒｅｄｕｃｅｄ　ｓｕｇａｒ；—○—：ＡＧＬ３，Ｒｅｄｕｃｅｄ　ｓｕｇａｒ．

Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｗｅｒｅ　ｍｅａｎ　ｖａｌｕｅ　ａｎｄ　ｓｔａｎｄａｎｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｕｐｌｉ－
ｃａｔｉｏｎ．

　　将３株菌株接种ＹＭＤ培养基培养，培养开始至

４ｈ，３菌株的菌数均略有增长，从０．１３～０．１５×１０８／

ｍｌ增长值０．２～０．２４×１０８／ｍｌ，培养４ｈ后原始菌株

ＩＮＶＳｃ１的菌数在０．２～０．２５×１０８／ｍｌ波动，重组菌

株ＡＧＬ２ 和ＡＧＬ３ 则分别在０．１７～０．２４×１０８／ｍｌ和

０．１７～０．２５×１０８／ｍｌ波动（图５），表明两个基因重组

表达后重组菌株并没有表现出对蜜二糖的利用能力。
培养开始期间的菌数略微增长可能是培养基含有少

量菌株可利用的碳源所致。

　　图５　重组酿酒酵母菌株在ＹＰＭ中的生长情况

　　Ｆｉｇ．５　 Ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄ　Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｌ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｉｎ

ＹＰＭ　ｍｅｄｉｕｍ
—■—：ＩＮＶＳｃ１ ； ○ ：ＡＧＬ２ ； △ ：ＡＧＬ３。

２．４　重组菌株的形态变化

　　显微镜观察各菌株的细胞形态如图６所示，原始

菌株ＩＮＶＳｃ１在ＹＰＤ和ＹＰＲ培 养 基 培 养 的 菌 体 呈

一定程度的絮凝状，而重组菌却呈游离状，说明ａｇｌ２
或ａｇｌ３ 基因的表达对酿酒酵母ＩＮＶＳｃ１菌株的生长

代谢产生了一定的影响。

６４１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２０Ｎｏ．２，Ｍａｙ　２０１３



图６　显微镜下各菌株的细胞形态
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３　结束语

　　本次实验从里氏木霉ＰＣＲ扩增２个α?半乳糖苷

酶基因ａｇｌ２ 和ａｇｌ３ ，利用穿梭质粒ｐＹＥＳ２分别将它

们转化到酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）的模

式菌株ＩＮＶＳｃ１中表达，从筛选得到的重组菌株中提

取重组质粒进行ＢａｍＨＩ单酶切产物凝胶电泳检验，
证实两个基因已被导入宿主细胞成功表达。所得到

的重组菌株ＡＧＬ２ 和ＡＧＬ３ 在以葡萄糖和棉子糖为

碳源的培养基中生长速率均显著高于原始菌株，其中

转化ａｇｌ３ 的效果最为 明 显，提 示 可 以 通 过 导 入 异 源

基因来提高酿酒酵母的生长速率，以后或许可以利用

该基因改造糖蜜酒精发酵工业酵母菌株。但是，两基

因表达后重组菌株均不能利用蜜二糖为唯一碳源生

长，与文献［５］报道的结果不同，原因尚未清楚，有待

进一步研究。
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科学家发现ＤＮＡ甲基化可以遗传

　　在两性生殖的物种中，子代从父本和母本那里分别继承了一半的细胞核ＤＮＡ，子代的每个细胞都具有相
同的ＤＮＡ序列。但是科学家们研究发现，还有一些信息在生物体从受精卵发育到一个完整生命体的过程中
起重要的作用，这些信息就是“表观遗传信息”，它们不改变ＤＮＡ序列，却能调控基因组活动。正是表观遗传
信息使得动物在一套ＤＮＡ序列的基础上，从一个受精卵分化成２００多种细胞；而这些不同的细胞，最终形成
各类不同的组织器官，例如大脑、心脏、肝、肺等等。
　　ＤＮＡ上的甲基化是表观遗传信息中最重要的一类。中国科学院北京基因组研究所的研究人员以斑马鱼
为模式生物，绘制了其多个发育阶段的全基因组ＤＮＡ甲基化图谱。斑马鱼是公认的研究脊椎动物发育的模
式生物，它与人类的基因相似度高达８５％。而且斑马鱼的卵子在体外受精和发育，胚体透明，能提供充足的实
验材料。他们发现，在斑马鱼受精卵的发育过程中，精子的甲基化谱图一直存在；而从受精卵细胞的第五次细
胞分裂开始，卵子的甲基化图谱便开始消失。卵子的甲基化图谱作为一个整体被抛弃，并重新编程，当胚胎发
育到囊胚期时，母源ＤＮＡ都变成了精子的甲基化图谱。这说明斑马鱼除了ＤＮＡ可以遗传外，精子的ＤＮＡ
甲基化图谱也可以被遗传到子代，并指导胚胎早期发育。表观遗传信息除了能使个体发育、成长外，还与很多
种疾病，例如肿瘤的产生密不可分。这一研究结果不仅填补了表观信息遗传理论的空白，为干细胞及其转化医
学的发展和应用提供理论基础，而且还为体外组织器官的诱导产生、克隆、体外受精生殖技术等，以及一些疾病
的治疗提供了新的思路。

（据科学网）
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