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摘要  [ 目的] 为 Brazzein 基因在酵母SMD1168 中转化和表达奠定基础。[ 方法] 利用重叠延伸PCR( SOE- PCR) 合成 Brazzei n 基因 , 将其连
接到pMD18-T 载体上 , 构建克隆载体pMD18-T- Bra。分别用 Xho I 和 Xba I 限制内切酶对克隆质粒pMD18- T- Bra 和酵母表达载体pGAPZαA
进行酶切 , 并在T4 DNA 连接酶作用下 ,将回收的目的基因连接到pGAPZαA 载体上 ,构建重组质粒pGAPZαA- Bra。[ 结果] 通过PCR 扩增获
得了约188 bp 的Brazzein 类似物的编码序列 , 将其克隆到pMD18-T 质粒 ,用 Xho I 和 Xba I 双酶切后, 连接到pGAPZαA 载体, 成功构建了
重组表达载体pGAPZαA- Bra。Brazzein 基因其中各碱基未发生突变 , 整个表达载体阅读框正确无误。[ 结论] 利用基因工程的方法生产
Brazzein 是可行的。
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Abstract  [ Objective] The research ai med to lay the foundation for the transformation and expression of Brazzein gene i n yeast SMD1168 . [ Method]
Brazzein gene was synthesized by using splicing overlap extension PCR ( SOE- PCR) . It was connected with pMD18- T vector to construct cloning vector
pMD18- T- Bra . Enzyme digestion with restriction endonuclease Xho I and Xba I was made on cloni ng vector pMD18-T- Bra and yeast expression vector
pGAPZαA. Under the action of T4 DNAligase , the reclai med target gene was connected with pGAPZαA vector to construct plasmid pGAPZαA- Bra . [ Re-
sult] A coding sequence of Brazzein analog withthe size of about 188 bp was obtained through PCR amplification. After it was cloned pMD18- T plasmi d
and digested with double enzymes Xho I and Xba I ,it was connected with pGAPZαA vector . And the recombinant expression vector pGAPZaA–Bra was
successfully constructed . No mutation was found i n each base in Brazzei n gene and the reading frame inthe whole expression vector was exact . [ Conclu-
sion] It was feasible to produce Brazzei n by the method of genetic engineering .
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  Brazzein 是1994 年 Ming 等从非洲西部野生植物果实中

提取出的一种甜味蛋白, 由54 个氨基酸组成, 分子量为6 .5

kD, 具有高甜度、耐高温、低热量、无副作用等特点, 因此 ,

Brazzein 是一种理想的食品添加剂[ 1] 。由于生产 Brazzein 的

植物离开了自然栖息地后难以成活,Brazzein 的开发受到资

源、产地的限制 , 而化学合成的 Brazzein 成本昂贵, 目前难以

进行规模生产。随着生物技术的不断发展, 人们试图利用生

物工程的方法来获得甜味蛋白, 并初步获得成功[ 2] 。选用适

合外源蛋白分泌表达的毕赤酵母作为表达宿主, 用毕赤酵母

表达该蛋白具有以下优势: ①与大肠杆菌相比 , 可以进行高

密度发酵, 表达的产量高, 后分离纯化也相对容易; ②与转

基因植物相比表达无时间空间限制。所以笔者利用重叠延

伸PCR 方法( SOE- PCR) 合成 Brazzei n 基因, 以构建pGAPZαA-

Brα毕赤酵母表达载体, 为该基因进一步在酵母SMD1168 中

转化和表达提供基础, 预获得有生物活性的蛋白。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1.1  菌株及质粒。宿主菌Electrocompetent E . coli TOP10F’

(rec A ,endA) 、毕赤氏酵母( Pichia . pastoris ) 菌株 SMD1168

( his4 ,pep4) 、pGAPZαA 表达载体购自Invitrogen 公司。

1 .1.2 酶与试剂。实验中所用限制内切酶 Xba I 、Xho I 、T4

DNA 连 接酶、pfuDNA 合成酶、dNTPs 、DNA Marker ( DL2000 .

MARKERIII) 均购自宝生物工程( 大连) 有限公司;DNA 胶回

收试剂盒购自华舜生物工程公司; 丙烯酰胺、甲叉丙烯酰胺、

蛋白胨( Peptone) 、酵母提取物( Yeast extract) 购自 Bio Basic

Inc .( Canada) ;Tris 碱、甘氨酸为 Amersco 分装; 常规生化试剂

均为国产分析纯。引物由宝泰克公司合成; 基因测序由上海

生工生物工程有限公司完成。

1 .2 实验方法

1 .2 .1  目的基因的合成。据文献报道的 Brazzein 氨基酸序

列[ 3] , 采用酵母偏爱的密码子[ 4] 设其基因序列, 敲除氨基端

第1 个氨基酸 ,29 位的天冬氨酸变为天冬氨酰,41 位的 Glu

( E) 变为Lys( K) , 并根据pGAPZαA 多克隆位点的特点以及

Br azzei n 基因酶切特性, 设计4 对引物, 分别在正向引物引入

XbaI 酶切识别位点, 在反向引物引入 XhoI 酶切识别位点, 并

采用SOE- PCR 法获得 Brazzei n 基因( 长度为188 bp) 。具体方

法如下 :

第1 次PCR,10 ×Buffer 1 μl , 引物P2 \ P4 3 μl , 引物P5 \

P7 3 μl ,dNTP 2 μl ,Taq E1 μl , 总体积10 μl 。PCR 条件为55 ℃

30 s ,72 ℃5 min ,1 个循环。

第2 次PCR 是用第1 次PCR 的产物作模板,10×Buffer 1

μl , 引物P1 \ P3 1 μl , 引物P6 \ P8 1 μl ,dNTP 2 μl , 模板1 μl ,

Taq 酶1 μl ,ddH2O 3 μl , 总体积为10 μl 。PCR 条件为95 ℃预

变性2 min ,95 ℃30 s ,55 ℃30 s ,72 ℃1 min ,30 个循环,72 ℃

延伸10 min , 后2 次PCR 的模板均为前次PCR 的产物, 反应

条件同第1 次 PCR。取最终PCR 扩增产物,2 .5 % 琼脂糖电

泳30 min , 紫外灯下观察扩增结果。

合成4 对引物:P1 ,5′- CTC GAG AAA AGA GAC AAG TGT

AAG AAG GTT TAC GAG AAC TAC CCA- 3′45 mer ;P2 ,5′- GTT

TCT AAG TGT CAA TTG GCT AAC CAA TGT AAC TAC GAC

TGT-3′,42 mer ;P3 5′- AGC CAA TTG ACA CTT AGA AAC TGG

GTA GTT CTC GTA AAC CTT-3′,42 mer ;P4 ,5′- TCT AGC GTG

CTT CTT CAA CTT ACA GTC GTA GTT ACA TTG GTT -3′,42
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mer ;P5 ,5′- AAG TTG AAG AAG CAC GCT AGA TCT GGT GAG

TGT TTC TAC GAC-3′,42 mer ;P6 ,5′- AAG AAG AGA AAC TTG

CAA TGT ATT TGT GAC TAC TGT GAG TAC-3′,42 mer ;P7 ,5′-

ACA TTG CAA GTT TCT CTT CTT GTC GTA GAA ACA CTC ACC

AGA-3′,42 mer ;P8 ,5′- AGA TCT AGA TGG GAG TTA GTA CTC

ACA GTA GTC ACA AAT- 3′,39 mer 。

1 .2.2 目的基因的克隆及鉴定。通过重叠延伸PCR 法获得

Brazzei n 基因, 将其连接到 pMD18- T 载体上, 构建克隆载体

pMD18- T- Bra。取连接产物转化DH5α′感受态细胞, 挑取阳性

菌落扩大培养, 提取重组质粒后进行PCR 和 Xho I/ XbaI 双

酶切鉴定。将酶切与PCR 鉴定正确的阳性质粒送 TaKaRa 公

司进行核酸序列测定。

1 .2.3 酵母表达载体pGAPZαA- Bra 的构建。

1 .2 .3.1  Br azzei n 基因和pGAPZαA 表达载体的连接。将测

序正确的克隆质粒pMD18- T- Bra 及酵母表达载体 pGAPZαA

分别用 Xho I 和 Xba I 限制内切酶进行酶切, 回收酶切片段 ,

在T4DNA 连接酶作用下 , 将回收的目的基因连接到pGAPZαA

载体上 , 构建重组质粒pGAPZαA- Bra。

取连接产物转化 E . coli Top 10 F′感受态细胞, 将转化产

物涂布在含25 μg/ ml Zeo + 的低盐LB 平板,37 ℃培养16 h , 直

至出现转化菌落。挑取阳性菌落扩大培养, 提取重组质粒。

1 .2.3.2 pGAPZαA- Bra 重组质粒鉴定。以重组质粒为模板 ,

进行PCR 扩增( P1 、P8) , 反应条件同目的基因的合成条件, 扩

增产物在2 .5 % 琼脂糖电泳; 同时用 Xho I 和 Xba I 限制性酶

酶切pGAPZαA- Bra 重组质粒, 酶切产物经2 .5 % 琼脂糖电泳 ;

最后将酶切与PCR 鉴定正确的阳性质粒送TaKaRa 公司进行

核酸序列测定。

2  结果与分析

2 .1 甜味蛋白 Brazzei n 基因的合成

2 .1 .1 PCR 产物纯化回收结果。采用SOE- PCR 方法通过扩

增获得了约188 bp 的 DNA 基因片段 , 与理论设计目的片段

大小相符( 图1) 。

注 :1 、3 为 阴 性 对 照 ;2 、4 为 PCR 扩 增 产 物 ;5 为 分 子 量 标 准

( DL2000) 。

Note :1 ,3 . Negative control ;2 ,4 . PCR amplification products ;5 . Marker

( DL2000) .

图1 PCR 扩增的 Brazzei n 基因电泳图谱

Fig .1 Electropherogramof PCRamplified Brazzein gene

2.1 .2  PCR 产物酶切纯化结果。用 Xba I 、Xho I 酶切 PCR

产物, 回收并纯化酶切产物,2 .5 % 琼脂糖电泳30 min , 产物大

小与理论值基本一致( 图2) 。

2 .2 目的基因的克隆及鉴定

2 .2.1 重组质粒pMD18- T- Bra PCR 鉴定结果。pMD18- T - Bra

经PCR 鉴定, 电泳在188 bp 有特异带出现, 与理论值基本一

致( 图3) 。

注 :1 为纯化的 PCR 产物 ;2 为 Marker ( DL2000) 。

Note :1 .Purified PCR product ; 2 .Marker ( DL2000) .

图2 纯化的PCR 产物电泳图谱

Fig .2 Electrophoretogramof purified PCRproducts

注 :1 为 Marker DL2000 ;2 - 6 为PCR 产物。

Note :1 .Marker DL2000 ;2 ～6 .PCR products .

图3 重组质粒pMD18- T-Bra PCR 鉴定电泳

Fig .3  Electrophoresis of recombinant plasmid pMD18-T- Bra by

PCRamplification

2 .2.2 重组质粒pMD18- T- Bra 酶切鉴定电泳结果。用Xba I 、

Xho I 酶切重组质粒 ,2 .5 % 琼脂糖电泳, 重组质粒显示2 条

带, 一条与180 bp 相近, 一条与pMD18- T 质粒相近 , 分子量与

理论基本一致( 图4) 。

注 :1 为 MarkerIII ;2 为pMD18- T- Bra( Xho I/ Xba I) 酶切。

Note :1 .MarkerIII ; 2 .pMD18- T- Bra ( Xho I/ Xba I) restriction enzyme .

图4 重组质粒pMD18- T-Bra 酶切鉴定电泳图

Fig .4 Electrophoretogramof recombinant plasmid pMD18-T- Bra

identificationby restrictionenzyme

  通过PCR 、酶切、序列测定( 图略) , 证明已成功构建了

pMD18- T- Bra 载体。

2 .3 重组酵母表达质粒pGAPZαA- Bra 鉴定

2 .3.1 PCR 鉴定结果。扩增产物在2 .5 % 琼脂糖电泳结果

显示, 在188 bp 出现目的带, 与预期片段大小相符( 图5) 。
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注 :1 为 PCR 产物 ( 188 bp) ;2 为 Marker III 。

Note :1 .PCR product ( 188 bp) ; 2 .Marker III .

图5 重组酵母表达质粒pGAPZαA- Bra PCR 产物电泳图谱

Fig .5 Electrophoretogramof recombinant yeast expression plasmid

pGAPZαA-Bra by PCRamplification

2.3 .2  限制性酶酶切结果。用 Xho I 和 Xba Ⅰ限制性酶酶切

pGAPZαA- Bra 重组质粒 , 酶切产物在2 .5 % 琼脂糖电泳( 图

6) , 结果显示在188 bp 处出现目的带 , 与预期片段大小相符。

注 :1 为 Marker III ; 2 为 双 酶 切 产 物( 3 100 bp/ 188 bp) ; 3 为

pGAPZαA- Bra 。

Note :1 .Marker III ; 2 .Products of double restriction endonuclease diges-

tion ; 3 .pGAPZαA- Bra .

图6 重组酵母表达质粒pGAPZαA- Bra( Xho I/Xba I) 酶切鉴定电泳

Fig .6 Electrophoretogramof recombinant yeast expression plasmid

pGAPZαA-Bra ( Xho I/ Xba I) by restriction enzyme

2 .3 .3  pGAPZαA- Bra 重组质粒进行序列测定。将酶切与

PCR 鉴定正确的阳性质粒送 TaKaRa 公司进行核酸序列测

定, 结果表明, 甜味蛋白基因其组成各段基因碱基未发生突

变, 整个表达载体阅读框正确无误, 与预期设计目标一致。

3  讨论

首先, 由于甜味蛋白 Brazzein 甜度高 , 用量少, 且安全无

毒, 因此可以作为食品、饮料、医药工业上甜味剂, 这是甜蛋

白最重要的用途之一。其次 , 与化学合成的甜味剂相比 , 其

口味纯正、天然无毒、无致癌性, 具有非常广阔的应用前景。

第三, 甜蛋白基因可以用作生物技术中的报告基因。所以甜

味蛋白Brazzein 作为一种天然非糖类的甜味剂, 很有希望发

展成为食品工业中营养性碳水糖类化合物的替代品, 成为新

一代甜味剂[ 1] 。

利用基因工程的方法生产 Brazzei n 是势在必行。大肠杆

菌表达系统是一类常用的表达系统 , 具有遗传背景清楚、生

长迅速等优点。但是由于表达产物常以包含体的形式存在 ,

纯化后的蛋白还需要进一步的复性才具有活性。因此为克

服这些缺点 , 最好采用真核的表达系统 , 而该基因在毕赤酵

母表达报道较少。毕赤酵母表达系统为20 世纪80 ～90 年代

发展起来的优良的酵母表达系统 , 已被广泛用于外源蛋白的

表达。在真核表达系统中, 毕赤酵母表达系统比其他真核表

达系统具有操作简单、表达量高等优点 , 且表达出的蛋白具

有一定的生物活性[ 5] 。毕赤酵母组成型表达载体pGAPZ 和

pGAPZα能产生比诱导型表达载体pPICZ 和pPICZα更高的外

源蛋白 , 且不需要甲醇诱导, 无毒性, 操作简单。

该研究在设计时为了提高目的蛋白的表达量 , 人工合成

Br azzei n 基因时对基因进行了一定的改造, 按照酵母密码子

的偏好性对 Brazzei n 基因序列进行了优化。并选择了组成型

表达载体pGAPZαA, 成功构建了酵母表达载体pGAPZαA- Bra ,

为该基因进一步在酵母中转化和表达提供基础, 从而预获得

有生物活性的产物, 这也是笔者目前正在进行的工作。
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于其他微生物类群, 是一种鉴别培养基 , 可以快速、准确地分

离获得样本中纤维分解菌[ 4] 。

实验结果表明, 牛粪的高温纤维分解菌数量显著或极显

著多于马粪和陈垃圾土, 纤维素刚果红培养基分离的高温纤

维分解菌数量最多 , 赫奇逊滤纸培养基分离获得的高温纤维

分解菌的CMC 酶活力较强, 这2 种培养基是分离纤维分解菌

效果较好的培养基。
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