
文章编号:0529-6579 (2000)05-0078-04

ADK基因在酿酒酵母中的表达和 ATP合成研究
 

徐柏年 , 张添元 , 罗进贤 , 吴　青 , 吴江雪
(中山大学生命科学学院 , 广东 广州 510275)

摘　要:采用基因工程技术 , 将催化 ATP合成的酶—ADK 的基因克隆进表达载体 YEpN181P2

获得重组质粒 YEpN-ADK , 转化酿酒酵母 GRF18 后 , ADK 基因获得表达.用重组菌株 GRF18

(YEpN-ADK)发酵合成ATP其产率比对照菌株 GRF18 提高 75%.
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三磷酸腺苷 (ATP)是生物通用的能量载体 , 是一种重要的临床用药 , 对治疗代谢混

乱 、 肌肉萎缩有很好的疗效 , 也是治疗急性和慢性肝炎 、 冠心病 、 肾炎和脑动脉硬化的辅

助药物.国内从 20 世纪 70 年代开始用酿酒酵母发酵生产 ATP , 即利用其腺苷酸激酶

(ADK)将一磷酸腺苷磷酸化生成ATP 或以腺嘌呤为原料通过短路合成AMP后再磷酸化合

成ATP.由于传统的方法工艺落后 , 生产水平比日本用基因工程生产的低近 10倍 , 成本

高 , 无法与进口产品竞争.波氏假丝酵母(Candida boidinii)有强大的氧化磷酸化系统 ,

是合成ATP 的好材料 , 但目前尚无波氏假丝酵母的表达系统.本研究将 ADK 基因引入酿

酒酵母 , 探索通过增加ADK基因拷贝数提高ATP产量的可能性.

1　材料与方法

1.1　材　料

1.1.1　菌株与质粒　大肠杆菌DH5α, 酿酒酵母GRF18及质粒 pBluescript-SK 为本室保存 ,

质粒 YEpN181P2为本室构建 , pTE18R含ADK1基因由Konrad博士惠赠 , 表达质粒 pYPGE2

由 Branelli博士提供.

1.1.2　培养基　大肠杆菌的培养和转化用 LB-肉汤;酿酒酵母的培养和转化采用 YPD培

养基.

1.1.3　主要试剂　限制酶 EcoRⅠ , Sal Ⅰ , Ned Ⅰ , Xba Ⅰ及 Klenow 酶购自 GIBCO-BRL 公

司 , T4 DNA连接酶 , 蜗牛酶为华美生物工程公司产品 , Miniprep质粒纯化试剂盒及Sepha-

glas
TM
试剂盒分别购自 QIAGEN公司和 Pharmacia公司.

1.2　方　法

1.2.1　大肠杆菌质粒的快速检测 , DNA的限制酶切反应 , 去粘性未端反应 、 粘性未端的

补齐 , DNA的连接 , 大肠杆菌的转化 , DNA序列测定和 SDS-PAGE　参见文献 [ 1] .

1.2.2　质粒的纯化　采用QIAGEN公司的试剂盒 , 按该公司提供的操作方法进行.
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1.2.3　酶切片段的回收纯化　按 Pharmacia公司Sephaglas Band Prep试剂盒的方法进行.

1.2.4　酵母的转化　采用 LiAc完整细胞转化法[ 2] .

1.2.5　PCR　反应用 Bohringer Mannheim 公司的试剂盒 , 反应条件为模板先在 94 ℃变性 3

min后进入循环 , 以后每次循环94 ℃变性 30 s , 50 ℃退火 30 s , 72 ℃延伸1 min , 共30个

循环.PCR引物的设计如下 , 划线部分为与ADK基因相匹配的序列.
ADK F:

CCG GAATTCATGTCTAGCTCAGAATCCATT

EcoRⅠ

ADK R:

GGCC ATCGATCATTAATCCTTACCTAGCTT

ClaⅠ

1.2.6　酵母发酵合成ATP　将酵母单菌落接种于液体 YPD中培养至对数末期 , 离心收集

细胞 , 置-20 ℃保存.ATP 合成反应液含葡萄糖 、 KH2PO4、 MgCl2 及水.将酵母用无菌水

洗涤后投入培养液中加入 AMP , 在 pH 6.4 , 32 ～ 34 ℃下培养 4 ～ 24 h , 离心分离上清 , 检

查ATP 合成情况.

1.2.7　ATP的定性分析和定量测定　参见文献 [ 5 , 6] .

2　结果与讨论

2.1　ADK基因的改造

2.1.1　PCR反应与反应产物的克隆　以含酿酒酵母 ADK基因的质粒 pTZ18R为模板以合

成的两段寡核苷酸ADK F和 ADK R为引物 , PCR反应扩增ADK基因 , 从图 1的电泳结果

看 , PCR产物是一段约 0.6 kb的 DNA片段 , 与预期的大小基本相符.为了进行 DNA序列

分析 , 将 PCR产物用 EcoRⅠ和 Cla Ⅰ双酶切后克隆至质粒 pBluescript SKⅡ的 EcoRⅠ , Cla

Ⅰ位点 , 获得重组质粒 pBlue-ADK (构建图略).pBlue-ADK用 EcoRⅠ和 Cla Ⅰ双酶切后走

琼脂糖凝胶电泳可得到两条带 , 其中的小带与PCR产物的大小相同 (图1)表示PCR产物

已克隆进 pBluescript SK Ⅱ.

2.1.2　PCR产物的 DNA序列分析　采用 Sanger的双脱氧终止法对克隆进 pBlue-ADK的产

物约 0.6 kb片段进行 DNA序列分析 , 结果如图 2.

序列分析结果显示 , PCR产物的 DNA序列与已报道的 ADK基因序列相同 , 包括起始
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密码和终止密码共 669个核苷酸 , 其 5′端及 3′端带 EcoRⅠ和 Cla Ⅰ位点.这证明 PCR产

物是ADK基因.

2.2　含ADK基因的表达载体 YEpN-ADK的构建

表达载体 YEpN-ADK的构建如图 3所

图 3　表达载体 YEpN-ADK的构建

Fig.3　Construction of expression vector YEpN-ADK

示 , 首先用 EcoRⅠ和 SalⅠ双酶切质粒

pBlue-ADK , 回收 0.66 kb 的 ADK 基因插

入 pYPGE2的 EcoRⅠ和 Sal Ⅰ之间 , 经酶

切电泳分析正确后获得重组质粒 pYPGE-

ADK.由于 pYPGE-ADK的标记基因 TRP1

不适合转化酿酒酵母 GRF18 (leu-), 因此

用 Ned Ⅰ将ADK 基因及其 5′端的 PGK基

因启动子及 3′端的 CYC1终止位点切下 ,

经 Klenow 酶 补 齐 后 克 隆 至 质 粒

YEpN181P2 (LEU2)的 Xba Ⅰ位点上 , 经

酶切分析后将构建的重组质粒命名为

YEpN-ADK.

2.3　ADK基因在酿酒酵母中的表达

用LiAc完整细胞转化法将YEpN-ADK

转化酿酒酵母 GRF18在不含亮氨酸的 SC

平板上筛选 LEU2+的转化子.将转化子

在YPD平板上活化后 , 挑取单菌落接种

于YPD液体培养基中培养过夜 , 第 2天

用YPD稀释至 A650≈0.1 , 30 ℃快摇 , 至

A650≈3.5 时离心收菌 , 破碎后走 SDS-

PAGE 电泳.图 4 的电泳结果显示在

29 000附近有一条比对照菌浓的蛋白带 ,

与ADK大小相符.

2.4　重组酿酒酵母 GRF18 (YEpN-ADK)

的ATP 合成

　　将冰冻菌体用无菌水洗涤后取 0.1 g

溶于 100 μL 反应液中 , 32 ℃保温 30

min , 加入 AMP 5 mg , 发酵 24 h 后 , 离

心取上清走醋酸纤维膜电泳 , 在紫外灯

下检视 , 将相应的ATP 斑点剪下 , 置试

管中 , 加入 5 mL 0.01 mol/L HCl , 42 ℃

保温 1 h , 离心后 , 测 A257并按 1.2.6中

公式计算 ATP 百分含量 , 结果是重组酵

母 GRF18 (YEpN-ADK)发酵液中 ATP

80 中山大学学报 (自然科学版) 第 39卷　



含量为2.73%而对照株的含量为 1.5%,

提高了 75%.以上结果说明通过引入外原基因的方法增加 ADK基因的拷贝数可以提高

ATP 的产量.
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Expression of ADK Gene and ATP Synthesis

in Saccharomyces cerevisiae

XU Bai-nian
 
, ZHANG Tian-yuan , LUO Jin-xian , WU Qing , WU Jiang-xue

Abstract:ATP is an important energy carrier in organisms and widely used in clinics.But the back-

ward production method leads to the low productivity and poor competitiveress in the market.This re-

port describes the cloning of adenylate kinase , the enzyme catalizing the AMP phosphorization into

ATP , gene into expression vector YEpN181P2 giving rise to recombinant plasmid YEpN-ADK , trans-

formation of YEpN-ADK into S.cerevisiae GRF18 and the expressing of ADK gene in GRF18 (YEpN-

ADK).The results of fermentation show that the recombinant strain GRF18 (YEpN-ADK)produced

75%more ATP than the control strain GRF18.
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