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(54)发明名称

酿酒酵母工程菌、构建方法及其应用

(57)摘要

本发明公开了酿酒酵母工程菌、构建方法及

其应用。本发明所述的酿酒酵母工程菌具体为将

如SEQ  ID  NO.1所示的基因片段MrLectin克隆到

表达载体中，获得重组表达载体，将重组表达载

体与酿酒酵母菌株整合，获得酿酒酵母工程菌。

本发明采用酿酒酵母进行目的蛋白的真核表达，

大大减少了包涵体的产生，实现了蛋白的活性表

达，同时，本身作为水产养殖常用益生菌的酿酒

酵母，活性蛋白表达菌株更易应用于水产养殖领

域，对于提高虾蟹动物的机体免疫力，从而促进

水产养殖绿色健康稳定发展具有重要意义。
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1.一种酿酒酵母工程菌，其特征在于，将如SEQ  ID  NO.1所示的基因片段MrLectin克隆

到表达载体中，获得重组表达载体，将重组表达载体与酿酒酵母菌株整合，获得酿酒酵母工

程菌。

2.根据权利要求1所述的酿酒酵母工程菌，其特征在于，所述表达载体为pHAC181。

3.根据权利要求1所述的酿酒酵母工程菌，其特征在于，重组表达载体整合至酿酒酵母

菌株中GAL1启动子下游。

4.一种如权利要求1所述的酿酒酵母工程菌的构建方法，其特征在于，包括以下步骤：

(1)将如SEQ  ID  NO.1所示的MrLectin基因片段克隆到表达质粒pHAC181上，得到重组

表达质粒pHAC181‑MrLectin；

(2)对质粒pHAC181‑MrLectin进行扩增，得到含有MrLectin基因的核苷酸片段，将该核

苷酸片段同源重组整合至酿酒酵母菌株中GAL1启动子下游。

5.根据权利要求4所述的酿酒酵母工程菌的构建方法，其特征在于，步骤(2)中，所述扩

增引物如SEQ  ID  NO.2和SEQ  ID  NO.3所示。

6.一种重组质粒，其特征在于，所述重组质粒含有如SEQ  ID  NO.1所示的基因片段。

7.一种利用如权利要求1所述的酿酒酵母工程菌表达蛋白的方法，其特征在于，包括以

下步骤：将权利要求1所述的酿酒酵母工程菌的菌株单菌落接种于SD‑LEU培养基中过夜培

养，培养物第二天转接于YPG培养基中，经半乳糖诱导培养后，提取菌株蛋白。

8.一种含有如权利要求1所述的酿酒酵母工程菌的饲料。

9.根据权利要求8所述的饲料，其特征在于，所述酿酒酵母工程菌在饲料中的添加量为

0.2～0.5％。

10.一种如权利要求1所述的酿酒酵母工程菌在饲料免疫菌剂中的应用。
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酿酒酵母工程菌、构建方法及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术与水产养殖领域，特别涉及酿酒酵母工程菌、构建方法及其

应用。

背景技术

[0002] 作为人类不可或缺的食物和经济来源，水产养殖业在世界经济体系中地位显著。

中国是水产养殖大国,水产业已日渐成为我国农业经济的增长点，甲壳类则是水产动物中

最大的群体。近年来甲壳类动物病害日趋严重，给我国水产养殖业带来巨大的经济损失。

[0003] 甲壳类动物缺乏后天获得的特异性免疫功能，但是它们有比较完善的先天免疫系

统，能够迅速识别和有效清除入侵的微生物。甲壳动物的先天免疫主要包括细胞免疫和体

液免疫。其中，细胞免疫反应由血细胞介导，主要包括吞噬作用、结节的形成和包被作用等。

而体液免疫反应主要依赖于血淋巴，产生凝集反应，酚氧化酶原的激活所导致的黑化反应，

以及产生抗菌肽等。病原体被机体有效识别是启动其先天免疫反应的第一步，对无脊椎动

物而言，区分自己和非己物质主要是由模式识别受体(pattern  recognition  receptors，

PRRs)完成的，它能够识别外来微生物等病原表面特异的、保守的病原相关分子模式

(pathogen‑associated  molecular  patterns，PAMPs)，凝集素既是一种模式识别受体，它

具有病原识别功能，其表面所含有特异性糖基决定簇受体，能够根据外源物表面的糖基组

成来区分异己，促进机体内吞噬细胞对异物的吞噬，从而诱导机体产生有效的免疫防御应

答。

[0004] 目前对甲壳类动物免疫蛋白的研究，大多采用E.coli原核表达目的蛋白的方式，

该种方式容易出现蛋白包涵体而导致活性降低，而酿酒酵母(Saccharomyces  cerevisiae)

是一种较为优良的真核基因表达体系，其蛋白产物具有较好的表达活性和可溶性并广泛用

于生物生产。然而，目前对罗氏沼虾凝集素基因在酿酒酵母中表达的报道少之又少。而作为

食品级安全酿酒酵母，其在水产养殖中作用显著。首先酵母菌可以为虾蟹等水产养殖动物

提供营养,促进营养物质的吸收，其次可以抑制病原菌,调节肠道微生态平衡，此外，酵母菌

还可以用来调节养殖水质。因此，如何实现甲壳类动物来源的凝集素Lectin的酵母活性表

达并将此工程菌株作为饲料免疫菌剂用于水产养殖并能有效提高虾机体生长及免疫力是

目前亟需解决的问题。

发明内容

[0005] 发明目的：本发明针对上述问题，本发明构建了酿酒酵母工程菌将罗氏沼虾

(Macrobrachium  rosenbergii)重要模式识别受体‑Lectin进行了活性表达。本发明还提供

了该酿酒酵母工程菌的构建方法及其应用，本发明将重组蛋白菌株作为饲料免疫菌剂投喂

于罗氏沼虾，经过生长指标和免疫指标测定及病原菌侵染实验验证其有效促进了虾机体的

生长及免疫力的提高。

[0006] 技术方案：本发明所述的酿酒酵母工程菌，将如SEQ  ID  NO .1所示的基因片段
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MrLectin克隆到表达载体中，获得重组表达载体，将重组表达载体与酿酒酵母菌株整合，获

得酿酒酵母工程菌。

[0007] 本发明采用食品级安全生物‑酿酒酵母进行目的蛋白的真核表达，大大减少了包

涵体的产生，实现了蛋白的活性表达，同时，本身作为水产养殖常用益生菌的酿酒酵母，活

性蛋白表达菌株更易应用于水产养殖领域，对于提高虾蟹动物的机体免疫力，从而促进水

产养殖绿色健康稳定发展具有重要意义。

[0008] 作为本发明的一种优选实施方式，所述表达载体为pHAC181。

[0009] 作为本发明的一种优选实施方式，重组表达载体整合至酿酒酵母菌株中GAL1启动

子下游。

[0010] 本发明通过酿酒酵母真核表达系统对罗氏沼虾凝集素(Lectin)基因进行表达，构

建一种表达罗氏沼虾凝集素的酿酒酵母工程菌。通过将罗氏沼虾超凝集素MrLectin的cDNA 

CDS区域克隆至表达质粒pHAC181上得到测序正确的重组质粒pHAC181‑MrLectin，然后设计

同源重组引物，利用同源重组技术将目的基因MrLectin整合至酿酒酵母宿主菌株的GAL1启

动子下游。该工程菌株在半乳糖的诱导下，可活性大量表达目的蛋白MrLectin。

[0011] 本发明所述的酿酒酵母工程菌的构建方法，包括以下步骤：

[0012] (1)将如SEQ  ID  NO.1所示的MrLectin基因片段克隆到表达质粒pHAC181上，得到

重组表达质粒pHAC181‑MrLectin；

[0013] (2)对质粒pHAC181‑MrLectin进行扩增，得到含有MrLectin基因的核苷酸片段，将

该核苷酸片段同源重组整合至酿酒酵母菌株中GAL1启动子下游。

[0014] 作为本发明的一种优选实施方式，步骤(2)中，所述扩增引物如SEQ  ID  NO.2和SEQ 

ID  NO.3所示。

[0015] 本发明还提供了一种重组质粒，所述重组质粒含有如SEQ  ID  NO.1所示的基因片

段。

[0016] 本发明进一步提供了所述的酿酒酵母工程菌表达蛋白的方法，包括以下步骤：将

上述的酿酒酵母工程菌的菌株单菌落接种于SD‑LEU培养基中过夜培养，培养物第二天转接

于YPG培养基中，经半乳糖诱导培养后，提取菌株蛋白。

[0017] 本发明进一步提供了一种含有上述的酿酒酵母工程菌的饲料。

[0018] 作为本发明的一种优选实施方式，所述酿酒酵母工程菌在饲料中的添加量为0.2

～0 .5％。作为本发明的一种优选实施方式，所述酿酒酵母工程菌在饲料中的添加量为

0.3％。

[0019] 本发明进一步提供了含有上述的酿酒酵母工程菌在饲料免疫菌剂中的应用。

[0020] 本发明所述的饲料免疫菌剂可用于提高虾的免疫能力。

[0021] 除非另有说明，本发明中“％”为质量百分比。

[0022] 有益效果：(1)本发明构建的酿酒酵母工程菌，可以实现罗氏沼虾凝集素MrLectin

的大量表达、无包涵体存在的活性表达；本发明工程菌发酵得到的MrLectin具有活力，诱导

培养6h后每mL发酵液可得到0 .064mg蛋白。(2)本发明构建成功的酿酒酵母工程菌

MrLectin，实现了罗氏沼虾凝集素MrLectin的大量表达，将工程菌株大量培养后浓缩复配

至颗粒饲料中，投喂后进行病原菌感染，发现该工程菌株可有效降低嗜水气单胞菌侵染的

死亡率，与其他组别对比死亡率降低25.16％，而投喂复配该酿酒酵母工程菌株的饲料颗粒
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组中的罗氏沼虾，其机体免疫指标酶活力(SOD,CAT,ACP,AKP)及免疫基因(SOD,CAT,ACP,

AKP ,Lectin)表达量均显著高于其他组别。(3)本发明构建成功的酿酒酵母工程菌株

MrLectin有效促进虾机体免疫力，目前新型饲料蛋白源与免疫饲料益生菌剂的研制与开发

己成为促进现代水产养殖业健康发展的关键技术，本发明的酵母工程菌不仅可以更进一步

对甲壳类动物重要免疫基因的蛋白功能进行研究，也将为开发健康安全的新型免疫饲料益

生菌剂提供科学依据及新方法。

附图说明

[0023] 图1为酿酒酵母工程菌株构建策略图。

[0024] 图2为罗氏沼虾凝集素MrLectin  cDNA扩增条带(990bp)。

[0025] 图3为将罗氏沼虾凝集素MrLectin  cDNA克隆至载体pHAC181上时，菌落PCR验证阳

性转化子；其中，a图中Line  21为正确的转化子；b图中Line  2、6、7为正确的转化子。

[0026] 图4为将罗氏沼虾凝集素MrLectin  cDNA克隆至载体pHAC181上时，阳性转化子的

酶切验证，图中Line  10、12、13、14、15、16为正确的转化子；

[0027] 图5为高保真酶PrimeSTAR  GXL酶对重组质粒pHAC181‑MrLectin进行扩增

(5348bp)。

[0028] 图6为检测引物检测pHAC181‑MrLectin与含GAL1启动子的菌株同源重组，同源重

组成功的条带为1276bp；其中，a图中Line2为正确转化子；b图中Line7、9为正确的转化子。

[0029] 图7为Western  blot检测到Gal‑pHAC181‑MrLectin蛋白表达，目的蛋白为42KD。

[0030] 图8为对饲喂一个月不同饲料的罗氏沼虾进行病原菌(嗜水气单胞菌)感染实验并

统计死亡率，PBS为注射对照组，结果表明，副溶血弧菌感染组中，饲喂复配有酿酒酵母‑

MrLectin菌株颗粒饲料的罗氏沼虾死亡率最低。

[0031] 图9为嗜水气单胞菌后0、2、6、12、24和36小时罗氏沼虾肝胰腺中相对免疫酶活性

的变化，注射PBS组为对照；其中，A图为AKP酶活力变化结果图；B为ACP酶活力变化结果图；C

图为SOD酶活力变化结果图；D图为CAT酶活力变化结果图；图中Bar值代表六次测定的平均

值，具有标准误差，星号表示显着差异(*P<0.05，**P<0.01)。

[0032] 图10为在副溶血性弧菌感染罗氏沼虾0、2、6、12、24和36h后，RT‑PCR检测罗氏沼虾

肝胰腺中免疫基因表达量，β‑肌动蛋白为内参基因；其中，A图为Lectin基因表达量；B图为

AKP基因表达量；C图为ACP基因表达量；D图为SOD基因表达量；E图为CAT基因表达量；Bar值

代表六次测定的平均值，具有标准误差，星号表示显着差异(*P<0.05，**P<0.01)。

具体实施方式

[0033] LA培养基的组成：蛋白胨10g/L、酵母提取物5g/L、NaCl  10g/L、琼脂12g/L，调PH为

7.0，Amp抗生素100mg/mL(120℃，20min)。

[0034] SD‑Leu培养基的组成：含有酵母氮源(无AA)1 .7g/L、硫酸铵5g/L、葡萄糖20g/L、

10xAA  mix(‑ura，‑leu，‑his)100mL，100xUra  10mL，100xHis  10mL，琼脂20g/L(120℃，

20min)。

[0035] YPG培养基的组成：D‑半乳糖20g/L、蛋白胨20g/L、酵母提取物10g/L(115℃，

20min)。
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[0036] 实施例1：酿酒酵母基因工程菌的构建(基因克隆与同源重组)

[0037] 通过构建高表达质粒pHAC181‑MrLectin，具体方法为用Trizol法提取罗氏沼虾组

织RNA，反转录试剂盒将RNA反转录为cDNA(图2)。

[0038] 利用高保真酶将目的基因片段MrLectin进行PCR扩增，扩增出的MrLectin基因片

段CDS区域(不包含终止密码子)共990bp，如SEQ  ID  NO.1所示。然后将SEQ  ID  NO.1所示片

段克隆到高表达质粒pHAC181多克隆位点上(图1)，将连接载体转入大肠杆菌感受态细胞

transT1中，涂布于LA平板上37℃过夜培养。LA平板上得到的阳性转化子进行菌落PCR及酶

切验证阳性转化子(图3和图4所示)，选择正确的重组子进行DNA测序，验证序列没有发生突

变，得到重组高表达质粒pHAC181‑MrLectin。

[0039] 根据构建好的重组高表达质粒pHAC181‑MrLectin设计同源重组引物(如SEQ  ID 

NO.2和SEQ  ID  NO.3所示)，利用高保真PrimeSTAR  GXL酶对质粒pHAC181‑MrLectin进行扩

增，扩增成功的长片段为5348bp(图5)，将扩增成功的长片段整合至酿酒酵母菌株中GAL1启

动子下游(图1)，得到Gal‑pHAC181‑MrLectin工程菌株。

[0040] F1：caaatgtaataaaagtatcaacaaaaaattgttaatatacctctatactttaacgtcaaggagaa

aaaacccggatctcaaaatgtggcattcaaggggc(SEQ  ID  NO.2)；

[0041] R1：tatggacgaggtaataaggaaactcagaaccagaatagtggcatgagctctccaatttaacatat

ttgccattagtgacccgatgataagctgtcaaacatg(SEQ  ID  NO.3)；

[0042] 基因同源重组(整合)的具体步骤为：

[0043] 1.挑活化的GAL1‑ScRCH1菌株单菌落，接种到3mL  YPD培养基，30℃220rpm培养过

夜。

[0044] 2.取300uL过夜培养物接种到4.7mL  2×YPD中，30℃培养4～5h(达到OD600＝0.6‑

1.0)；

[0045] 3.将5mL菌液分3管，室温离心4000rpm，1min,弃上清，再用1mL水重悬合并到1个EP

管中，3000rpm离心1min，弃上清。

[0046] 4.加100uL的0.1M  LiAc溶液，吹吸混匀，12000rpm离心10s，弃上清。

[0047] 5.重复步骤4。

[0048] 6.依次加入下列物质，加入后温和混匀：

[0049]

[0050]

[0051] 7.混匀，30℃水浴中温育30min；

[0052] 9.  42℃水浴中温育30min(热激)；

[0053] 10.  3000rpm离心除去上清，用1mL的无菌水重悬菌体，3000rpm离心1min弃上清，

预留100ul菌液铺在选择平板(SD‑LEU)上，30℃培养3～5天。

[0054] 11.将长出的转化子在SD‑LEU平板上进行划线纯化。单菌落接种于YPD培养基中过

夜培养，提取转化子基因组，用检测引物DF、DR进行PCR检测，有目的片段扩增出的转化子即

为同源重组成功的菌株Gal1‑pHAC181‑MrLectin。
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[0055] 同源重组的检测引物为DF、DR，序列如下所示：

[0056] DF:cctggccccacaaaccttc(SEQ  ID  NO.4)；

[0057] DR:taggttgtatctgctgacc(SEQ  ID  NO.5)；

[0058] 用检测引物(如SEQ  ID  NO.4和SEQ  ID  NO.5所示)对同源重组后的阳性转化子进

行菌落PCR检测，目的条带扩增成功者(1276bp)则为同源重组成功的质粒(图6)。

[0059] 菌落PCR配制体系及步骤：

[0060]

[0061] 将上述体系混合均匀，短暂离心，使溶液聚集于管底，PCR反应程序采用：95℃预变

性30s，95℃变性5s、60℃退火、72℃延伸30s，40个循环，72℃10min，4℃保存。

[0062] 实施例2：工程菌株蛋白表达与Western  blot检测

[0063] 上述同源重组成功的GaL1‑pHAC181‑MrLectin菌株单菌落接种于SD‑LEU培养基

5mL中过夜培养，培养物第二天转接于45mLYPG培养基中，经半乳糖诱导培养6h(OD检测为

1.2‑1.5)后，提取菌株蛋白。提取的蛋白用于Western  blot检测。

[0064] 具体步骤为：

[0065] (一)细胞中总蛋白的提取

[0066] 1、挑取单菌落于所需液体培养基(SD‑LEU培养基)中30℃过夜培养至饱和；

[0067] 2、取5mL过夜培养的菌液加入45mL新鲜的液体培养基(YPG培养基)并且在30℃摇

床里振荡培养约6h(OD＝1.2‑1.5)(转速为220rmp)；

[0068] 3、以8000rpm/1min收集菌体，去掉上层的液体；

[0069] 4、用预冷双蒸水重悬菌体，并于离心后去掉上清液；

[0070] 5、加入与菌体等量并预冷的PEB(Protein  Extraction  Buffer) ,PEB中加入100×

PMSF；

[0071] 6、加入与菌体等体积的酸洗玻璃珠；

[0072] 7、在振荡混合器上振荡EP管10×30s，每次振荡后放冰上1min；

[0073] 8、12000rpm离心10min，吸取上清液于冰上保存，弃去沉淀；

[0074] 9、用考马斯亮蓝法检测浓度(OD595)，将样品浓度调整一致；

[0075] 10、加入5×SB  95℃煮5min。

[0076] (二)考马斯亮蓝法检测蛋白浓度

[0077] 1、标准蛋白溶液的制备：称量BSA固体10mg溶解于1mL的水中，得到10mg/mL的溶液

作为标准贮液。用标准贮液配制系列稀释的标准蛋白溶液，其浓度分别为1.2mg/mL、1.0mg/

mL、0.8mg/mL、0.6mg/mL、0.4mg/mL、0.2mg/mL、0.1mg/mL。

[0078] 2、待测蛋白溶液的制备：将待测样品稀释至浓度在0.1mg/mL‑1.2mg/mL之间。

[0079] 3、4μL染液+200μL蛋白溶液，混匀，静置3min。按照核酸蛋白分析仪的“protein”程
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序测定蛋白浓度。

[0080] 在本实验中，测得的酿酒酵母表达的MrLectin蛋白浓度为16ug/uL。换算可得蛋白

浓度为0.064mg/mL，即每mL发酵液得到0.064mg蛋白。

[0081] (三)SDS‑PAGE

[0082] 1.装置组装；2.制胶；3.蛋白样品制备；4、上样，必须点预染Marker，电泳。浓缩胶

80V，分离胶100V。

[0083] (四)转印(浸渍法)。

[0084] (五)封闭:加入封闭液封闭，用摇床轻轻摇动1h‑4h。

[0085] (六)加入一抗:1、轻轻转移掉封闭液；2、加入一抗杂交液，室温2h或4℃过夜。

[0086] (七)加入二抗1、轻轻转移掉一抗杂交液(可重复使用)，用TBST洗3次，每次10min；

2、加入二抗杂交液，室温轻摇2h；3、用TBST洗膜3次，每次10min。

[0087] (八)反应。

[0088] (九)曝光显影—暗光下操作

[0089] 显影后，依据蛋白Marker相比，检测到有Gal1‑pHAC181‑MrLectin目的蛋白表达，

分子量为42KD(如SEQ  ID  NO.6所示)，这些菌株为成功构建的酿酒酵母MrLectin免疫蛋白

工程菌株(图7)。

[0090] 实施例3：酿酒酵母MrLectin工程菌株有效提高虾机体免疫力

[0091] (1)酵母工程菌株的扩大培养及浓缩

[0092] 将上述构建成功的酿酒酵母MrLectin工程菌株进行实验室扩大培养。先将工程菌

株用500mL三角瓶培养(扩大培养的培养基为：YPG培养基)，然后扩大培养至1L，3L，5L，将培

养后的工程菌株离心过滤，菌体置于室温自然干燥。阴干后的菌体与虾颗粒饲料混合，待其

风干后，将混有酵母工程菌株的饲料投喂罗氏沼虾，同时设定对照组，观察含有重组工程菌

株的饲料与普通饲料在投喂时对罗氏沼虾的影响。投喂期为一个月。

[0093] (2)罗氏沼虾机体病原菌感染及死亡率测定

[0094] 从本地水产市场中购买体格大小均一(约20g左右)的罗氏沼虾300只。分组对其投

喂不同饲料：实验组：普通虾颗粒饲料(巴大饲料，南通)中复配有酵母MrLectin工程菌株

(0.3％)；对照组一：普通虾颗粒饲料中复配有空载的酿酒酵母菌株；对照组二：普通虾颗粒

饲料。投喂量为其体重的4％，每天早晚投喂2次，共投喂4周。1个月后用嗜水气单胞菌3.0×

105cfu  50ul对虾体进行注射感染，同时设定50μLPBS注射作为对照组。在副溶血弧菌感染

后的0,2,6,12,24和36h统计累积死亡率，结果表明，饲喂4周后，饲喂酿酒酵母MrLectin颗

粒的罗氏沼虾死亡率最低(累积死亡率值为66.9％)，普通饲料饲喂组死亡率最高，在感染

后36h达到92.06％，饲料中混有酵母空载饲料组死亡率高于重组蛋白组小于普通饲料组

(图8)，这说明重组酵母MrLectin工程菌株可有效降低病原菌侵染后的死亡率。

[0095] (3)罗氏沼虾肝胰腺组织免疫酶活力及免疫基因表达量测定

[0096] 在嗜水气单胞菌感染后的0,2,6,12,24和36h取肝胰腺组织进行免疫指标的测定，

包括免疫酶活力及免疫基因的表达量变化测定。其中，测定的免疫酶活力包括：碱性磷酸酶

(AKP)；酸性磷酸酶(ACP)；超氧化物歧化酶(SOD)以及过氧化氢酶(CAT)。

[0097] 具体步骤为：将0.1g左右的肝胰腺置于1mL  0.6％的生理盐水中进行匀浆处理(冰

上操作)，匀浆后的肝组织样品4℃，3500g离心10min，上清液用于免疫酶活力的测定。
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[0098] 碱性磷酸酶(AKP)的测定：

[0099] 碱性磷酸酶分解磷酸苯二钠，产生游离酚和磷酸，酚在碱性溶液中与4‑氨基安替

吡啉作用经铁氰化钾氧化生成红色醌衍生物，根据红色深浅，利用可见光分光光度计测其

吸光度，则可以测定酶活力的高低。结果表明：饲喂酿酒酵母MrLectin组的罗氏沼虾的AKP

活性从感染后2小时开始增加，并在12小时达到最高值75.33U/g,酿酒酵母空载饲喂组与普

通颗粒饲喂组相似，其酶活性水平低于目标蛋白组(图9中A图所示)。

[0100] 酸性磷酸酶(ACP)的测定：

[0101] 酸性磷酸酶分解磷酸苯二钠，产生游离酚和磷酸，酚在碱性溶液中与4‑氨基安替

吡啉作用经铁氰化钾氧化生成红色醌衍生物，根据红色深浅，利用可见光分光光度计测其

吸光度，可以测定酶活力的高低。结果表明：饲喂酿酒酵母MrLectin组的罗氏沼虾，其6h 

ACP活性明显高于其他两组，在12h最高达到52.6U/g。空载酿酒酵母颗粒饲料和普通颗粒饲

料饲喂组显示相似的结果，其ACP酶活性水平低于目标蛋白组，并且在此期间没有明显变化

(图9中B图所示)。

[0102] 超氧化物歧化酶(SOD)的测定：

[0103] 通过黄嘌呤及黄嘌呤氧化酶反应系统产生超氧阴离子自由基(O2‑ .)，后者氧化羟

胺形成亚硝酸盐，在显色剂的作用下呈现紫红色，用可见光分光光度计测其吸光度。当被测

样品中含SOD时，则对超氧阴离子自由基有专一性的抑制作用，使形成的亚硝酸盐减少，比

色时测定管的吸光值低于对照管的吸光值，通过计算公式可求出被测样品中的SOD活力。结

果表明：酿酒酵母MrLectin颗粒饲喂组SOD活性在嗜水气单胞菌攻击后2h开始明显高于两

个对照组，然后在12时达到最高值(30.3U/g，P<0.05)(图9中C图所示)。

[0104] 过氧化氢酶(CAT)的测定

[0105] 实验采用钼铵酸比色法测定过氧化氢酶，其原理是过氧化氢酶催化H2O2分解生成

H2O和O2，酶促反应剩余的H2O2与钼铵酸生成稳定的黄色复合物，其颜色深浅与酶活性成反

比，405nm下进行比色测定，计算酶活性。结果表明：在饲喂酿酒酵母MrLectin的组中，CAT活

性在感染后2h和12h显着增加，其中12h达到最高值为11.56U/g，而饲喂酿酒酵母空载颗粒

和普通饲料颗粒组低于靶蛋白组观察到的酶活力水平(图9中D图所示)。

[0106] 以上酶活力数据表明，在受到病原菌嗜水气单胞菌浸染后，饲喂复配有酵母工程

菌MrLectin组中的罗氏沼虾表现了更强的免疫酶活力，说明该组中虾机体免疫力高于其他

两个组。

[0107] (4)RT‑PCR检测罗氏沼虾肝胰腺组织免疫基因表达量变化

[0108] 通过实时定量PCR(RT‑PCR)对感染嗜水气单胞菌的肝胰腺组织中的免疫基因

(Lectin,AKP,ACP,SOD,CAT)进行测定，检测酿酒酵母MrLectin工程菌株对免疫基因表达量

的影响。具体步骤为：

[0109] 根据Trizol试剂说明书，进行组织裂解并提取总RNA。

[0110] (1)将采集的虾体肝胰腺组织样品中加1mLTrizol，于2mL匀浆器中充分快速研磨，

室温下放置5min，使其充分裂解。此时样品可放入‑70℃长期保存。12,000g离心5min，收集

上清于新的离心管中，弃沉淀。

[0111] (2)按200μL氯仿/mLTrizol加入氯仿，振荡混匀15s，室温放置12min，4℃，12,000g

离心15min。
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[0112] (3)吸取上层水相(约500‑600μL)，至另一离心管中。

[0113] (4)按0.5ml异丙醇/ml  Trizol加入异丙醇混匀，室温放置8min。

[0114] (5)4℃12,000g离心10min，弃上清，此时RNA沉于管底。

[0115] (6)按1ml  75％乙醇/mL  Trizol加入75％乙醇(DEPC处理过)，温和振荡离心管，轻

轻悬浮沉淀。

[0116] (7)4℃8,000g离心5min，弃上清。

[0117] (8)室温晾干或真空干燥5‑10min。

[0118] (9)用20‑50μL  DEPC‑H2O溶解RNA样品，55‑60℃，5‑10min，充分溶解RNA。

[0119] cDNA反转录

[0120] 按下列组份配制RT反应液(反应液配制在冰上进行)。

[0121]

[0122] 反转录反应条件:37℃15min，85℃5s。

[0123] 免疫相关基因的荧光定量RT‑PCR检测

[0124] 按照荧光定量PCR试剂盒SYBR  Premix  Ex  TagTM  KIT的说明书进行荧光定量PCR

操作。PCR反应体系如下：

[0125]

[0126] 将上述体系混合均匀，短暂离心，使溶液聚集于管底，RT‑PCR反应程序采用二步

法：95℃预变性30s，95℃变性5s、60℃退火、延伸30s，40个循环。根据绘制的熔解曲线，摸索

cDNA模板的浓度。基因相对表达采用2‑ΔΔCt法(ΔΔCt＝(Ct目的基因‑Ct管家基因)实验组‑

(Ct目的基因‑Ct管家基因)对照)计算，在使用CT方法之前，确定目的基因和管家基因的扩

增效率基本一致。PBS刺激组作为空白对照，同时用肌动蛋白β‑actin基因作为内参基因，数

据分析采用t‑检验，当P<0.01时被判定为显著性差异。

[0127] 结果表明：罗氏沼虾的免疫基因的表达量与对照组相比，Lectin基因表达量在6h，

12h，24h时明显增加，但在12h表达量达到最高值(51folds，P<0.01)(图10中A图)。AKP基因

表达量在24h达到最大值(15folds，P<0.01)(图10中B图)。ACP基因表达量在2h时明显增加，

24h表达量增加至最高值(52folds，P<0.01，但与两个对照组相比，酿酒酵母MrLectin饲喂

组基因表达量高于两个对照饲喂组(图10中C图)。SOD基因表达量在嗜水气单胞菌感染后的
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12h至24h内上调(图10中D图)。CAT基因在6h至12h时表达量上调并在12h达到最大峰值

(33folds，P<0.01)(图10中E图)。根据上述研究结果，说明饲喂复配有酿酒酵母MrLectin工

程菌株的颗粒饲料组中的罗氏沼虾在机体受到嗜水气单胞菌侵染后，其体内的免疫基因表

达量更高，显著高于复配酿酒酵母空载颗粒饲料组和普通颗粒饲料组，这说明酿酒酵母

MrLectin工程菌株有效增强了罗氏沼虾机体免疫能力，可在受到病原菌侵染时，机体可以

表达更多的免疫基因来参与先天免疫。因此该酿酒酵母重组MrLectin菌株是具有较好潜力

的免疫菌株，可提高甲壳动物机体免疫水平，增加对甲壳动物病原‑嗜水气单胞菌的抵抗能

力。
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序列表

<110> 江苏农林职业技术学院

<120> 酿酒酵母工程菌、构建方法及其应用

<160>  6

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  990

<212>  DNA

<213>  罗氏沼虾  Lectin基因序列(Macrobrachium  rosenbergii  Lectin  gene)

<400>  1

atgtggcatt  caaggggctt  catcctactt  ttatgcgctg  tgcagttgct  gctgccctgt  60

tcagctgcga  cctctgactg  ggagctgcag  atggattccc  ctaaactgac  atgcccagcc  120

ttctttcaaa  atgttggcga  tcagtgcctc  ttctttagtt  tcatggaacc  tacagattac  180

aagtcagcga  agcaattctg  cggcggtcta  caagcttcct  tgatagttat  caatagcact  240

actcagttcg  aaaacatcat  ccatttcatc  tactcgcaag  gatacgaatc  ctccttctgg  300

gtcgacggtt  ccgaccttaa  gaatgaaggt  gactggagag  actcgcacaa  caaagcagtc  360

gtcatgaata  cccccttctg  gttggcttct  gagtcacact  acaaacctaa  caacgacact  420

gaggcaaact  gcattgcact  cgaaagcacg  tacggtttct  tcatgaacga  cgtcgattgt  480

gaatccgacc  acagcgctct  ctgcgaatac  cccgcgacag  tcgaagagag  cgttgacgaa  540

gaaaaggcga  ctgttgaatg  tcctgttttc  tttgtggatg  tcggtggcac  ctgcctggcc  600

ttcgtcattt  gggaagaagt  tgtgtgggaa  gaagccaata  tcccctgtat  cggcatcgaa  660

ggcgaactgg  ctattttgga  caacatacaa  cagctcagag  atatttatga  gtacctgcat  720

gaccatgaaa  tctatgaaca  ttccttctgg  atcggaggat  cggacacggt  aacagaaggg  780

gaatgggtct  ggaatgataa  cagtactgtt  accatgggta  gtccttggtg  gggttttagc  840

gaatatgaaa  cgggcaactg  gacccaagag  ccagacggta  acgacgaaga  gaactgcctt  900

gctctaacct  cagaggggca  tcattacctt  agagacaaag  actgttctga  actactcagt  960

cctctctgca  tggtcagcag  atacaaccta  990

<210>  2

<211>  100

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  2

caaatgtaat  aaaagtatca  acaaaaaatt  gttaatatac  ctctatactt  taacgtcaag  60

gagaaaaaac  ccggatctca  aaatgtggca  ttcaaggggc  100

<210>  3

<211>  102

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)
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<400>  3

tatggacgag  gtaataagga  aactcagaac  cagaatagtg  gcatgagctc  tccaatttaa  60

catatttgcc  attagtgacc  cgatgataag  ctgtcaaaca  tg  102

<210>  4

<211>  19

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  4

cctggcccca  caaaccttc  19

<210>  5

<211>  19

<212>  DNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  5

taggttgtat  ctgctgacc  19

<210>  6

<211>  330

<212>  PRT

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  6

Met  Thr  His  Ser  Ala  Gly  Pro  Ile  Leu  Leu  Leu  Cys  Ala  Val  Gly  Leu

1               5                   10                  15

Leu  Leu  Pro  Cys  Ser  Ala  Ala  Thr  Ser  Ala  Thr  Gly  Leu  Gly  Met  Ala

            20                  25                  30

Ser  Pro  Leu  Leu  Thr  Cys  Pro  Ala  Pro  Pro  Gly  Ala  Val  Gly  Ala  Gly

        35                  40                  45

Cys  Leu  Pro  Pro  Ser  Pro  Met  Gly  Pro  Thr  Ala  Thr  Leu  Ser  Ala  Leu

    50                  55                  60

Gly  Pro  Cys  Gly  Gly  Leu  Gly  Ala  Ser  Leu  Ile  Val  Ile  Ala  Ser  Thr

65                  70                  75                  80

Thr  Gly  Pro  Gly  Ala  Ile  Ile  His  Pro  Ile  Thr  Ser  Gly  Gly  Thr  Gly

                85                  90                  95

Ser  Ser  Pro  Thr  Val  Ala  Gly  Ser  Ala  Leu  Leu  Ala  Gly  Gly  Ala  Thr

            100                 105                 110

Ala  Ala  Ser  His  Ala  Leu  Ala  Val  Val  Met  Ala  Thr  Pro  Pro  Thr  Leu

        115                 120                 125

Ala  Ser  Gly  Ser  His  Thr  Leu  Pro  Ala  Ala  Ala  Thr  Gly  Ala  Ala  Cys

    130                 135                 140

Ile  Ala  Leu  Gly  Ser  Thr  Thr  Gly  Pro  Pro  Met  Ala  Ala  Val  Ala  Cys
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145                 150                 155                 160

Gly  Ser  Ala  His  Ser  Ala  Leu  Cys  Gly  Thr  Pro  Ala  Thr  Val  Gly  Gly

                165                 170                 175

Ser  Val  Ala  Gly  Gly  Leu  Ala  Thr  Val  Gly  Cys  Pro  Val  Pro  Pro  Val

            180                 185                 190

Ala  Val  Gly  Gly  Thr  Cys  Leu  Ala  Pro  Val  Ile  Thr  Gly  Gly  Val  Val

        195                 200                 205

Thr  Gly  Gly  Ala  Ala  Ile  Pro  Cys  Ile  Gly  Ile  Gly  Gly  Gly  Leu  Ala

    210                 215                 220

Ile  Leu  Ala  Ala  Ile  Gly  Gly  Leu  Ala  Ala  Ile  Thr  Gly  Thr  Leu  His

225                 230                 235                 240

Ala  His  Gly  Ile  Thr  Gly  His  Ser  Pro  Thr  Ile  Gly  Gly  Ser  Ala  Thr

                245                 250                 255

Val  Thr  Gly  Gly  Gly  Thr  Val  Thr  Ala  Ala  Ala  Ser  Thr  Val  Thr  Met

            260                 265                 270

Gly  Ser  Pro  Thr  Thr  Gly  Pro  Ser  Gly  Thr  Gly  Thr  Gly  Ala  Thr  Thr

        275                 280                 285

Gly  Gly  Pro  Ala  Gly  Ala  Ala  Gly  Gly  Ala  Cys  Leu  Ala  Leu  Thr  Ser

    290                 295                 300

Gly  Gly  His  His  Thr  Leu  Ala  Ala  Leu  Ala  Cys  Ser  Gly  Leu  Leu  Ser

305                 310                 315                 320

Pro  Leu  Cys  Met  Val  Ser  Ala  Thr  Ala  Leu

                325                 330
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