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摘 要：用化学诱变剂 ,3甲基3,53硝基 ,3亚硝基胍进行随机诱变，获得了穿梭启动子探测质

粒 )67$1 的温度抗性突变型 )67$1（8*01），序列分析发现质粒上卡那霉素核苷转移酶基因

!"# 的 9 "-4 位碱基发生了 7#: 的单点突变。以来自嗜热脂肪芽孢杆菌 ;<:63- 菌株的耐热

邻苯二酚3"，- 双加氧酶基因 $%&’ 作为报道基因，构建了转录融合质粒 )67$6=!1"，用高压电

穿孔法将其转化嗜热脂肪芽孢杆菌，通过报道蛋白活性的分析，证明了嗜热脂肪芽孢杆菌

:1"/ 菌株的 03磷酸葡萄糖异构酶同工酶基因 $()’ 上游含启动子样序列的 !"1>) 片段在嗜热

脂肪芽孢杆菌中不具有启动子功能。
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嗜热细菌中表达受温度调控的基因的分析，对于揭示嗜热细菌耐热机制的分子本质

以及认识温度作为基因调控因子这一普遍现象具有重要意义。

嗜热脂肪芽孢杆菌（’"*)++,- -.&"/0.%&/10$%)+,-）:1"/ 菌株在高温（01A）和低温（!1A）

中培养时产生不同的 03磷酸葡萄糖异构酶（)B%C)B%D&EF%+C%GH*ICH，6D+）同工酶谱，在 01A培

养时出现额外的酶带（6D+J）［/］。已克隆了在低温中表达的同工酶基因 $()2 和 $()’［"］。抽

提物互补实验结果说明高温中出现的耐热的同工酶 6D+J 是 $()2 和 $()’ 基因编码产物的

共聚物，于是提出了一个基因调控的假设，认为 $()’ 基因受温度调控，只在高温中才充分

表达，从而导致由同工酶 6D+( 和 6D+= 组成的 6D+J 的出现［/］。为了验证这一假设，本文通

过随机诱变获得了穿梭启动子探测质粒 )67$1 的温度抗性（8HG)H*I8E*H *HC+C8IK8，:*）突变

型；并以来自 ’ ’ -.&"/0.%&/10$%)+,- ;<:63- 菌株的耐热邻苯二酚3"，- 双加氧酶（FI8HFB%& "，-3
L+%MNDHKICH，JI8O"ICH）基因 $%&’［-］作为报道基因，对 $()’ 编码区上游含启动子样序列的

!1">) 片段的转录活性进行了研究。

& 材料和方法

&’& 菌株和质粒（表 /）

细菌常规培养使用 P= 培养基［!］，培养基中添加抗生素的浓度一般为氨苄青毒素



（!"#）$%%!&’"(，卡那霉素（)"）$%!&’"(。

表 ! 菌株和质粒
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!"# 重组 $%& 操作

质粒 RS! 的抽提、酶切、片段回收、连接和大肠杆菌（! > "#$%）的转化按文献［G］中的

方法进行。限制性核酸内切酶和连接酶购自 S.N T3&-249 F27-+,4 公司，反应按 F27-+,4 推荐

的条件进行。枯草杆菌（/,"%$$’& &’9+%$%&）感受态细胞制备和转化参考文献［J］中的方法；

/ > &+8,-#+)8-7#()%$’& 的高压电穿孔转化按文献［?，M］中的方法，在 FUP@:!R 基因脉冲仪上

进行，操作方法按说明书。

!"’ 随机诱变

按文献［$%］中的方法进行，稍加改进：将 *D$（#H6I?）于 GJV的过夜培养物以 ?W（L’
L）的接种量转接新鲜的 )" C (F 液体培养基，于 GJV振荡培养至 .B%%为 %XA$，离心收集菌

体；用 G"( %XD"7-’( 磷酸缓冲液（#YBX%）悬浮菌体沉淀，取 $"( 菌液作对照，另 A"( 中加

入 S@甲基@SZ@硝基@S@亚硝基胍（S@".098-@SZ@32017@S@3201747&=+32523.，S*6，!-512<9 公司）至

终浓度为 D?%!&’"(，于 GJV轻摇 M%"23；离心收集菌体，用磷酸缓冲液洗涤三次后，悬浮于

(F 液体培养基，于 GJV培养 A9；将菌液涂布于 )" C (F 平板，置于 B?V培养。将对照和

处理菌液适当稀释后涂布于 (F 平板作活菌计数。

!"( $%& 序列的测定

采用双脱氧链末端终止法［$$］，使用 H.1E23@T-".1 !##-2.5 F274840."4 公司的试剂盒在

!FUAQQ 自动测序仪上进行测序，操作方法按说明书。采用 [2+&.3 公司的试剂盒纯化质粒

RS! 和 HO: 产物。

!") *+, 扩增 $%&
采用常规方法，按下列程序扩增：MGV，?"23；MGV，A%4@??V，A%4@QDV，G?4@D?<8<-.4；

QDV，?"23。HO: 引物由上海生工生物工程有限公司合成。
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!"# $%&’(%)* 活性的测定

按文献［!］中的方法进行。

( 结果

("! 穿梭启动子探测质粒 +,-./（01#/）突变型的筛选和鉴定

穿梭启动子探测质粒 "#$%&（’(’)*）是由适用于 ! + "#$%&’&" 的启动子探测质粒 "#,’-!
和 ( + )*’& 载体质粒 "./0 通过各自单一 ()*1!位点连接而成的 ( + )*’& 2! + "#$%&’&" 穿梭质

粒（#+ 345676 未 发 表 结 果）。"#$%& 上 编 码 卡 那 霉 素 核 苷 转 移 酶（)5859:;<8 8=;>6?@<A
B:@C587D6C576，EFG576）的基因 +,- 来自常温菌金黄色葡萄球菌（ .%,/01’*)*)*#" ,#23#"）的

".HII- 质粒［IJ］。

为了提高质粒上选择性标记的适用温度，我们采用高压电穿孔转化方法将 "#$%& 导

入了 ! + "%3,2*%0324*/0&’#" G&JI 菌株，采用化学诱变剂 FG$ 对 G&JI（"#$%&）进行了随机诱

变，根据对照和处理在 ,H 平板上的活菌数计算出 FG$ 处理 K-9<8 的致死率为 &-(KL。

在 M&N培养的 E9 O ,H 平板上，筛选到 I!P 个抗性菌株，在不同温度下复测抗药性，发现

其中只有 I’ 个菌株在 MIN以上仍呈现 E9C 表型，其余则为 E97（表 J）。

表 ( G/(!［"#$%/（GC）］突变株在不同培养温度中的卡那霉素抗性

G5*>6 J E5859:;<8 C67<7@58;6 ?D G&JI［"#$%&（GC）］9=@58@7 5@ B<DD6C68@ QC?R@4 @69"6C5@=C67

G:"6 ?D 9=@5@<?8 F=9*6C ?D 9=@58@7
$C?R@4 @69"6C5@=C62N

0P MI M&

! I! O O O

" 0 S O O

O ：E90；S ：E97 +

为了进一步鉴定上述两类 GC 突变株，分别抽提第!类突变株的质粒 3FT，通过高压

电穿孔分别转化 ! + "%3,2*%0324*/0&’#" EI-0I，发现在 0PN得到的转化子在 MIN和 M&N也都

呈现 E9C 表型；同样第"类突变株的质粒 3FT 转化 EI-0I，在 MIN得到的转化子在 M&N
都表现 E9C 表型，而在 0PN则为 E97。上述结果表明使 EFG576 热稳定性上升的突变发生

在质粒上。

("( +,-./（01#/）突变型 !"# 基因的 234 序列测定

根据 +,- 基因的全序列［IJ］，我们在 +,- 开放读框（’&K*"）上、下游分别设计了正、反向

测序引物：E58#I（&UA/TTTGTGG/GGTGGGT$TTTT$/TTTG/A!U）和 )58#J（&UA//TT/TG$TGA
GTT/TTGGTGGT$T$$G/A!U），对第!类突变株中质粒 3FT 上 +,- 基因的编码区分别进行

了双向 3FT 序列的测定，发现这类突变型均在同一位点发生了碱基的颠换突变：O J!P 碱

基 $ 突变为 G，第 P- 位氨基酸由天冬氨酸（T7"）突变为酪氨酸（GC:）。我们把这类突变型

记为 "#$%&（@CM&）。

第"类 GC 突变型质粒转化 ( + )*’& G$!后，皆不能在 !’N培养的 T"2E9 O ,H 平板上

得到转化子，提示 EFG576 热稳定性的上升很可能不是由 5,- 基因上改变蛋白质一级结

构的突变所引起。
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段中包含了另一基因的部分编码区，该基因与 !"#$ 基因相间仅 !"#$%，两者属于同一操纵

元（结果待发表），这进一步验证了本文的研究结果。
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