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海洋红酵母 Rhodotorula benthica 是海洋中

自然存在的一种单细胞酵母品系 , 富含氨基酸、

维生素和以虾青素为主的类胡萝卜素等多种营养

物质, 具有很大的应用潜力 [1]. 目前, 国内外关于

海洋红酵母的研究工作还主要集中在对其培养条

件及发酵工艺的优化方面, 而对其遗传修饰方面

的研究比较少. 建立海洋红酵母的高效转化系统

对深入地研究其分子生物学具有重要意义.

转化是酵母基因操作技术的重要前提, 高效

的酵母转化体系是实现外源基因表达的关键之
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摘 要: 采用电穿孔的方法对海洋红酵母进行外源 DNA的转化. 通过调整参数 , 对影响电转化的主要因素进

行探索 , 初步建立了载体 pTEF1 / Zeo-rDNA 对海洋红酵母的高效电转化方法. 结果表明 , 当采用对数生长中

期的菌体制备感受态细胞、电压为 900 V、质粒浓度为 20 mg/ L和 0.2 cm电转化杯时 , 转化率达到最大值 , 为

每微克质粒 DNA 52 个转化子. 经抽样鉴定所得到的转化子均为阳性克隆. 首次建立了以海洋红酵母为宿主的

高效电转化体系 , 为外源基因在海洋红酵母中的表达奠定了基础.
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一 , 也是深入研究酵母遗传资源和进行途径工

程改造的基础 [ 2] . 电击转化法以其高转化率 , 操

作方便等优点越来越受到重视, 已被广泛用于酵

母细胞外源基因导入 [3~4]. 作者在构建能抑杀有害

微生物的红酵母工程菌过程中, 以海洋红酵母为

宿主, 通过摸索, 建立了适用于海洋红酵母的电

转化条件 , 得到了较好的结果. 相关研究目前国

内外尚未见报道.

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 菌种和质粒

海洋红酵母菌为本实验室筛选并保存; 酵母

表达质粒 pTEF1 / Zeo为 Invitrogen 公司产品 ; 含

有 26S rDNA基因( 海洋红酵母同源重组序列) 的

重组质粒 pTEF1 / Zeo-rDNA为作者构建.

1.1.2 酶和试剂

限 制 性 内 切 酶 、TaqDNA 聚 合 酶 购 自

Fermentas公司; DNA凝胶回收试剂盒和 DL2000

DNA Marker 购自博大泰克公司 ; 1 kb DNA

Marker 和 100 bp DNA Marker 购自 NEB 公司 ;

Zeocin 购自 Invitrogen 公司 ; 其他化学试剂均为

国产或进口分析纯.

1.1.3 培养基

YPD培养基: 1%酵母粉、2%蛋白胨、2%葡萄

糖 ; YPDS 抗性筛选平板 : 1%酵母粉、2%蛋白

胨、2%葡萄糖、1 mol / L 山梨醇、200 mg / L

Zeocin、2%琼脂.

1.1.4 仪器

电转仪: BIORAD公司生产的 MicroPulser.

1.2 方法

1.2.1 重组质粒 pTEF1 / Zeo-rDNA的线性化

将质粒 pTEF1 / Zeo-rDNA用 Apa I / Nar I 酶

切线性化 , 并用 DNA 凝胶回收试剂盒回收含

pTEF1、EM7、Zeocin、CYC1 TT 等基因的 2 949 bp

片段. 用紫外分光光度对回收的质粒 DNA样品

进行定量. 然后, 进行 1%琼脂糖凝胶电泳, 以确

定纯化回收片段的正确性, 同时进一步确认样品

质粒的含量, 样品于- 20 ℃贮存备用.

1.2.2 海洋红酵母对抗生素 Zeocin的敏感性测验

挑取一个分纯后的海洋红酵母单菌落 , 接

入装有 50 mL YPD 培养基的 250 mL 三角瓶 ,

200 r / min, 28 ℃培养过夜后 , 取 50 μL过夜菌

液分别涂布在不同 pH 值 ( 6.0、7.0、8.0) 和不同

Zeocin 浓度( 100、200、300、400、500 mg / L) 组合

的 YPD培养基平板上 , 即得到 15 个平板. 平板

在 28 ℃条件下培养 2 周 , 记录完全抑制海洋红

酵母菌株生长的最低 Zeocin浓度及 pH值.

1.2.3 海洋红酵母生长曲线的测定

挑取两个分纯后的海洋红酵母单菌落, 分别

接入两瓶装有 50 mL YPD培养基的 250 mL三角

瓶, 200 r / min, 28 ℃培养. 每隔 1 h 或 2 h( 生长

前期间隔 2 h, 中后期为 1 h) 取样 , 测定菌液

OD600值. 取两 OD600的平均值 , 绘制 OD600值 /时

间曲线, 即海洋红酵母的生长曲线.

1.2.4 感受态细胞的制备

按照 Invitrogen 公司 ZeoCassette Vectors 产

品说明书的方法制备感受态细胞.

1.2.5 质粒 pTEF1 / Zeo-rDNA的电转化

将线性化的含 pTEF1、EM7、Zeocin、CYC1 TT

基因的 DNA片段加入到 100 μL感受态细胞中 ,

轻柔混匀. 冰浴 5 min 后移入冰冷的电转化杯中.

电转化仪经预热后 , 设定参数 , 按照说明书进行

电转化操作. 电击结束后 , 迅速加入 1 mL冰冷

的 1 mol / L山梨醇缓冲液, 28 ℃静置复苏 1～2 h.

取 100 μL菌液涂布 YPDS 抗性筛选平板 . 平板

在 28 ℃下培养 3～4 d至有转化子出现.

电转化同时设立阴性对照, 阴性对照除不加

质粒 DNA外, 其余过程与其它处理完全相同. 在

筛选培养基上阴性对照没有菌落生长的情况下 ,

统计转化子数, 计算转化效率.

1.2.6 阳性转化子的验证

基因组 DNA的提取参照文献 [ 5]. 根据 Zeocin

抗性基因 Sh ble 序列设计引物 , ble-5 ( 5′-

ATGGCCAAGTTGCCAGTGCCGTTC-3′)和 ble-3( 5′-

GTCAGTCCTGCTCCTCGGCCACGAAG-3′) . 分别

以转化子和野生型( 即未转化) 菌株基因组 DNA

为模板进行 PCR 扩增. PCR 扩增条件为 95 ℃ 4

min; 94 ℃ 30 s, 52 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min, 35 个

循环; 72 ℃ 8 min. 1.5%( 质量分数) 琼脂糖凝胶

电泳检测 Zeocin 抗性基因是否插入海洋红酵母

基因组中. 引物由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成.

1.2.7 电转化效果的评价

本实验中采用转化效率作为转化效果的评

价参数. 转化效率( efficiency of transformants) , 即

每微克外源 DNA所能产生的转化子数 , 转化效

率=转化子数 /加入的质粒 DNA量 ( μg) ×稀释
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倍数. 每个条件水平作 3个平行.

2 结果

2.1 质粒 pTEF1 / Zeo-rDNA的线性化

本实验室所构建的载体 pTEF1 / Zeo-rDNA见

图 1所示.

研究表明, 如果用来进行转化的外源 DNA为

能够自主复制的质粒 , 采用超螺旋质粒进行实验

有利于提高转化率. 反之 , 如果转化的是整合型

质粒 , 则线性化处理有利于转化效率的提高 [6, 7].

实验中所构建的 pTEF1 / Zeo-rDNA 为整合型质

粒 , 因此采用 Apa I / Nar I 双酶切对质粒进行线

性化( 图 2) .

2.2 海洋红酵母对抗生素 Zeocin 的敏感性

在转化试验前应考查受体菌对抗生素的最

低抑制浓度, 在低抗生素浓度下选择转化子 , 再

转到较高浓度的抗生素平板上, 确保转化子的可

靠性.

据相关资料 [8]显示 , 酵母菌对 Zeocin 的敏感

性决定于培养基的 pH 值和离子浓度. 因此 , 我

们通过试验海洋红酵母在不同的 pH 值和 Zeocin

浓度下的敏感性 , 定性的决定该菌对 Zeocin 的

敏感性. 结果我们发现 , 当 YPD培养基的 pH 为

7.0, Zeocin 浓度为 200 mg / L时可以完全抑制海

洋红酵母菌株的生长 . 当 pH 为 6.0 时则需要更

高浓度的 Zeocin( 300 mg / L) 才能完全抑制菌株

的生长. 而当 pH 为 8.0 时 100 mg / L Zeocin 也能

完全抑制海洋红酵母的生长. 这一结果与 Alex.JA

等人 [8]的实验结果有些不同.

在保持尽量低的抗生素浓度条件下我们采用

中性环境即 pH 为 7.0、Zeocin 浓度为 200 mg / L

的培养基进行后续的转化子筛选实验.

2.3 海洋红酵母生长曲线的测定

进行海洋红酵母的电转化首先要严格控制菌

体的生长状况. 测定宿主菌的生长曲线, 结果( 如

图 3) 表明, 在 YPD培养基、200 r / min、28 ℃培养

条件下 , 海洋红酵母在 18～24 h 处于对数生长

期, 其对应的 OD600值为 0.7～2.7.

2.4 海洋红酵母细胞的不同生长状态对转化率的

影响

在电压为 900 V、质粒 DNA加入量 2 μg、电

转杯 0.2 cm条件下 , 分别选用处于不同对数生

长阶段( OD600值为 0.6～2.0) 的酵母细胞制备感受

态进行电转化 , 计算转化率. 结果表明 ( 图 4) ,

用处于对数生长期的海洋红酵母进行电转化, 均

有转化子出现 , 但不同的生长阶段对转化率的影

图 1 重组载体 pTEF1 / Zeo-rDNA 结构示意图
①、②处分别以 ApaⅠ / SacⅠ , HindⅢ / NarⅠ把 26SrDNA( 762

bp)定向克隆到载体 PTEF1 / Zeo中.

Fig.1 Schematic map of pTEF1 / Zeo-rDNA

The 26S rDNA gene was separately cloned into the①,②site of

vector pTEF1/Zeo-rDNA byApaⅠ/SacⅠ and HindⅢ/NarⅠ.

图 2 质粒 pTEF1 / Zeo-rDNA 双酶切
M: 1 kb DNA Marker; 1~3: 酶切产物 (回收 2 949 bp 片
段进行转化) ; 4: 未经酶切的质粒 pTEF1 / Zeo-rDNA.
Fig.2 Double digestion of pTEF1 / Zeo-rDNA
M: 1 kb DNA Marker; 1~3: Apa Ⅰ / Nar Ⅰ digestion; 4:
plasmid pTEF1 / Zeo-rDNA of no digestion.

图 3 海洋红酵母的生长曲线

Fig.3 The curve of growth of Rhodotorula benthica
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响很大 . 采用对数中期的酵母细胞 ( OD600 值为

1.2) 时转化效率最高 , 达到每微克质粒 DNA 48

个转化子.

2.5 感受态细胞冻存时间对转化率的影响

用上述的电转化参数 , 在最优 OD600值条件

下制备感受态细胞 , 分装后一部分放入- 70 ℃保

存. 采用新鲜制备和冻存时间分别为 1、2、3 周的

感受态细胞进行实验. 结果显示, 感受态细胞- 70

℃冻存 1、2、3 周的转化效率分别为每微克质粒

DNA 16、11、7个转化子, 都明显低于感受态细胞

新鲜制备的转化效率 , 为每微克质粒 DNA 45 个

转化子.

2.6 质粒 DNA浓度对转化率的影响

采用新鲜制备的感受态细胞 , 在其他条件相

同的情况下, 采用不同质粒 DNA浓度 ( 1、5、10～

50 mg/ L) 对感受态细胞进行电转化 , 结果如图 5

所示. 由实验结果可以看出, 当质粒 DNA浓度不

超过 20 mg/ L时 , 电转化效率随着质粒 DNA浓

度的增加而提高, 当质粒 DNA浓度超过 20 mg/L

时 , 增加其浓度并不能有效地提高电转化效率 .

此实验条件下电转化效率的最大值为每微克质

粒 DNA 52个转化子.

2.7 电场强度对转化率的影响

电场强度有 2 种控制方式: 1) 通过选择不同

宽度的电转杯来改变电场强度. 本实验固定采用

0.2 cm宽的电转杯; 2) 通过调节电转仪的作用电

压 , 同时保持其他作用条件不变. 实验中采用不

同的电压 ( 300～l 800 V) 对感受态细胞进行电转

化 , 结果如图 6 所示 . 在电转杯 0.2 cm条件下 ,

电压为 900 V, 即电场强度为 4.5 kV/ cm时转化

率达到最大值, 为每微克质粒 DNA 51个转化子.

2.8 转化子的鉴定

电转化后的平板培养 3～4 d 后 , 除不加质粒

DNA的阴性对照没有菌落出现外 , 其余的抗性

筛选平板上均长出了菌落.

从筛选平板上随机挑取 10 个转化子 , 提取

其基因组 DNA用于 PCR 反应. 电泳鉴定结果见

图 7. 阳性转化子基因组的 PCR 产物中有长为

375 bp 的 Zeocin 抗性基因中的 Sh ble 特异条带 ,

而对照野生型( 未转化的) 菌株的则无此带, 表明

含有 Zeocin 抗性基因的外源 DNA已成功整合到

海洋红酵母基因组中.

图 4 细胞生长时期对转化率的影响
Fig.4 The effect of cell stage on the Transformation
efficiency

图 5 质粒 DNA 浓度对转化率的影响
Fig.5 The effect of concentration of plasmid DNA on the
transformation efficiency
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图 6 电压对转化率的影响
Fig.6 The effect of voltage on the transformation
efficiency
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图 7 转化子基因组 DNA 的 PCR 鉴定
M1: DL2000 Marker; CK-: PCR 模板为野生型菌株基因
组 DNA; 1～10: PCR 模板为转化子基因组 DNA; M2:
100 bp Marker.
Fig.7 The PCR result of transformation
M1: DL2000 Marker; CK-: Negative control; 1 ～10:
Transformants PCR; M2: 100 bp Marker.
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PCR产物在 1.5%琼脂糖凝胶电泳中分离后,

用胶回收试剂盒回收纯化 375 bp 片段 , 送至上

海生工生物工程技术服务有限公司进行测序分

析. 测序结果经过 clustalx1.81 比对显示序列与预

定序列一致 , 说明外源 DNA已成功地整合到海

洋红酵母基因组中.

3 讨论

应用电穿孔技术对海洋红酵母进行外源

DNA的转化受诸多因素的影响, 主要是:

1) 细胞生长状态: 处于对数生长中期的酵母

细胞生长旺盛, 细胞壁结构较稳定期细胞的细胞

壁结构疏松, 是最适于进行电转化的生长阶段 [9].

因此 , 海洋红酵母的电转化以培养到对数中期

( OD600值为 1.2～1.4) 为宜.

2) 感受态细胞冻存时间 : 实验表明 , 感受

态细胞经- 70 ℃冻存后的转化效率明显低于新鲜

制备的转化效率, 且冻存时间越长 , 转化效率越

低, 可能是冻存后细胞活性降低、死亡率增加而

使其转化率降低.

3) 质粒 DNA浓度 : 实验中质粒 DNA 浓度

为 20 mg/ L时转化效率最高. DNA浓度过低或过

高时转化效率都有所下降 . 原因可能是当质粒

DNA浓度过低时 , DNA分子太少不足以产生高

转化效率 [10] ; 而浓度过高也不利于转化的相关原

因目前尚不清楚 , 是否高浓度的质粒 DNA影响

了细胞表面的电位变化或是封闭了 DNA进入的

通道还有待进一步研究.

4) 电压 : 实验中电压是实现电击转化的重

要参数. 从实验中我们发现, 固定电转化杯宽度,

转化率先随着电压的增加而提高 , 当电压为 900

V时转化率最大, 但电压继续增加转化率反而下

降. 据相关资料 [ 11]表明 , 电穿孔作用是通过触发

细胞膜的电通透性增大 , 形成电致孔洞 , 从而使

DNA等多种生物大分子进出细胞 . 在电击过程

中 , 电压偏低 , 细胞不宜极化产生微孔通道 , 质

粒 DNA不能进入细胞 , 无法完成转化 ; 而电压

过高, 会导致大部分细胞因孔洞形成较大 , 不易

复原而死亡, 从而降低了酵母细胞的存活率 , 也

影响了转化率.

本研究是将初步构建的含 26S rDNA同源重

组序列的重组载体, 通过电穿孔技术转入到海洋

红酵母基因组内. 外源基因在海洋红酵母中的转

化在国内还未见报道. 转化实验成功后 , 下一阶

段我们将在原载体基础上继续引进抗菌肽 CMIV

基因和酵母α-Factor 信号肽基因 , 构建分泌型表

达载体, 转化海洋红酵母受体菌 , 构建能表达和

分泌外源基因产物( 如能抑杀病原菌微生物的抗

菌肽 CMIV、乳菌肽和溶菌酶等) 的海洋红酵母工

程菌 , 从而作为一种益生菌应用于水产养殖 , 这

对于解决当前水产养殖业面临的抗生素等药物

残留超标问题具有重要的现实意义.
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