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摘 要 : 报道了波氏假丝酵母 ( ca
l

诚d。 b io id iin ) 启动子的克隆
,

将克隆的启动子与 Ne 口 基因重组构建了

含 Neo
r

基因的表达载体 eY 洲1P 81
,

转化波氏假丝酵母
,

实现了 Ne or 基因在波氏假丝酵母中的表达
,

使波氏

假丝酵母转化子能在含 4C 18 的抗性培养基上生长从而建立了 Ne or 基因— 以 18 选择系统
,

为外源基因在

波氏假丝酵母中表达创造了条件
.
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波氏假丝酵母 ( aC dn ida bo iid in i) 与汉逊酵

母 ( aH se lut al )
、

毕节酵母 ( iP ch ia ) 等是一类以 甲

醇 为 唯 一 碳 源 的 酵 母 称 为 甲基 营养 酵母

(Me
t

蒯 ot orP ih 。 ye a st )
.

这类酵母能将甲醇转化并

积累各种代谢产物
,

甲醇代谢的关键酶是催化甲

醇氧化的醇氧化酶
,

受甲醇的强烈诱导
.

甲醇是

一种来源稳定
、

价格低廉的原料
,

是一类很有发

展前景的工业发酵菌种
.

90 年代以来对汉逊酵

母和毕节酵母做过较多的研究
,

以醇氧化酶基因

启动子构建表达载体并以甲醇诱导
,

表达外源基

因的水平可达细胞蛋白总量的 30 % 「’ 〕
,

是一类

比酿酒酵母更好的基因表达系统
.

波氏假丝酵母

由于其强大的线粒体氧化磷酸化能力
,

在甲醇培

养基上积累柠檬酸
,

产生 A
了

r P
,

蛋氨酸
,

甘油等

的能力都优于其它甲基营养酵母 z[]
,

但作为基因

表达系统的研究极少
,

没有现成的突变菌株可供

应用
.

通过诱变获得营养缺陷型菌株
,

工作量大

又很费时
,

本研究首次通过波氏假丝酵母启动子

的克隆
,

实现新霉素抗性基因 ( Neo
r

) 在波氏假

丝酵母中的表达
,

用 以 18 来筛选转化子
,

探索

用 Neo
r

作为波氏假丝酵母转化系统中的选择标

记的可能性
.

1 材料与方法

1
.

1 菌株与质粒

野生型波氏假丝酵母由荷兰 Ve en h ul s
博士惠

赠
,

大肠杆菌 C 6X() 为本室保存
.

启动子探针质

粒 p HSE 由上海生化所提供
.

含 Ne or 基因的质粒

YE pN1 81 为本室构建
.

L Z 培养基

大肠杆菌的培养用 BL 培养基
,

酵母培养和

转化用的 YDP
,

YN R
,

SC 等培养基见文献 〔3〕
.

1
.

3 主要的酶和试剂盒

各种限制酶
,

4T DNA 连接酶
,

丸e

~ 酶等

购自 G IB e o
一

B RL 公司
,

Se phagl
a s

了

IM B an d 阮p K i t

购自 hP
a
mr ac ia 公司

.

1
.

4 大肠杆菌质粒的提取

大肠杆菌质粒的提取
,

酶切
,

酶切片段的回

收
,

DNA 的连接和转化均按文献 「4」的方法
.

1
.

5 假丝酵母质粒的提取

假丝酵母质粒提取参照 s ob an isk 的方法 s1[
.

1
.

6 假丝酵母染色体

提取按文献 「7」的方法
.

1
.

7 假丝酵母的转化

采用 u A 。
法同

.

1
,

8 新霉素磷酸转移酶活性测定

按 altP
t 的方法囚

二

2 结 果

2
.

1 波氏假丝酵母对抗生素 G4 18 的敏感性分析

将波氏假丝酵母培养在含不同浓度 以 18 的

YP D 液体培养基中定时取样
,

在波长为 650 mn
处测定吸光度 ( A 65 。 )

,

绘出其生长曲线
,

从图 1

可见
,

在 100 拌岁mL 下
,

波氏假丝酵母的生长受

到完全抑制
,

但在含 4G 18 的 Y PD 平板上
,

波氏

假丝酵母的敏感的质量浓度达到 300 拌岁rnL
.
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