
   



粒pFA6a—kanMx4中kanMX基因相同，用来扩增

kanMX基因以筛选转化菌株。

为了验证染色体整合情况我们设计了F1、R1引

物，这对引物是依酵母ADHⅡ基因ORF外侧而设计

的，位于AT)HⅡ基因发生同源重组部位的内侧。

1．4方法

1．4．1聚合酶链式反应⋯

聚合酶连式反应获得目的片段。

1．4．2醋酸锂转化法【8

醋酸锂转化法转化酵母DNA。

1．4．3菌种验证

通过抗性验证、PcR产物大小、PcR产物单酶切

验证。

1．4 4单酶切实验

单酶切体系：目的DNA 4 pL；Buffer0+2弘L；酶

1 pL；双蒸水补加至20 FtI。。

酶切条件：37℃，保温2～3 h；加入0．5 uL O，5

mol／L EDTA终止反应。

1．4．5 乙醇脱氢酶Ⅱ酶活检测01

通过研磨法⋯1获得粗酶液，每隔15 s测定340

nm波长下NADH的吸光值。

酶活定义：单位湿细胞在单位时间使吸光值每发

生0．001的改变定义为一个酶活。

1．4．6突变株遗传稳定性试验

将突变株从保存的原始斜面开始，一代一代地传

至新的YPD斜面，共传20代，然后进行抗性验证。

2结果与讨论

2．1转化目的片断的获得

以F718、R719为引物，以质粒pFA6a—kanMx4

为模板进行PcR扩增，获得转化目的片段。

PCR反应体系：10×Pfu DNA plo．buffer 2．5

pL；20mmol／I．dNTP’s l扯L；5 u4^L Pfu polymerasc

O．5扯L；‘remplate 2肛L；8．5 flm01／L F718、R719各1

ftl，；加双蒸水至25”L。

PcR反应条什：94℃预变性5 min；35 cycles，每

个循环包括：94℃变性1 min，50℃退火45s，72℃延

伸2．5min；最后72℃延伸10mln。

0．8％琼脂糖凝胶电泳结果如图1所示，转化目

的片段大小为1587bp。

2．2突变菌株的验证

2．2．1抗性验证

将转化菌株、原菌株，重新划含G418的抗性平

陶1 I，cR质粒DNA电泳结果

L⋯1、2 PcR产物；Lanc 3 GeneRulerⅢ100bp I)NA ladder plus

板，转化菌株仍能够长出如图2所示，表明其体内含

有Kanr抗性。而原菌株在抗性平板r不长(未附)。

图2突变菌株生长于抗性平板

2．2．2 PCR产物验证

用玻璃珠法[7提酵母DNA，以F718、R719为引

物，分别以突变株、原菌株酵母DNA为模板，进行

PCR扩增。

PCR反应体系：10 x 1、aq DNA plo．buffer 2．5

pL；20 mmol／，L dNTP’s 1肛L；5 u乍L Taq poly—

merasc O．5”I．；Template 2”L；8．5弘mol／L F718、

R719各1 f止；ddwater加至25肛L。

PcR反应条件：94℃预变性3 m-n；35个循环，

每个循环包括：94℃变性15 s，55℃退火15 s，72℃延

伸60 s；最后72℃延伸3 mln。

0．8％琼脂糖凝胶电泳结果如|冬i 3所示，目的片

段大小为1587bp。原菌株没有转入目的片断所以扩

增不出来(未附)。

上述PcR产物经HindⅢ单酶切得到火小为l

081bp、569bp 2个片断，酶切结果如图4所示。

经过如上验证可以判定突变菌株已经含有Kan7

基因。

2．3染色体整合情况的判定

以FkRl为引物，以原菌株、突变株酵母DNA
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