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摘 要：67+8是与粘细菌（!"#$%$%%&’ #()*+&’）发育特异性转录因子 67+9具有亲和力的蛋白因
子，协同 67+9参与对靶基因的调控。根据 67+8氨基端氨基酸序列，设计简并性寡核苷酸引
物对染色体 :.9进行 ;<=扩增，以扩增产物为探针自粘细菌小型基因文库筛选出同源的
!>3?@ ,(%A阳性片段。 -.&/基因阻断分析表明，-.&/功能缺失延缓子实体发育并降低粘孢子
产率，提示 -.&/与粘细菌发育分化有一定联系。
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粘细菌是一种具有社会性行为（C’DEF( @-GFHE’7）的原核生物，在营养缺乏的应激条件
下，粘细菌启动复杂的生活周期，2$3 以上的细胞有序地向一个中心聚集，形成多细胞结
构的子实体，在子实体内部分细胞程序性死亡，其它细胞渐渐分化为对环境具有抗逆性的

粘孢子［2，"］。以粘细菌为模式系统的发育调控研究领域中目前有两个问题令人关注，一是

细胞间的通讯，二是发育相关基因的表达调控。67+9是粘细菌发育所必需的一种转录因
子，影响着其它一些发育相关基因的表达［#］，而且 67+9又是一种信号转导蛋白，在发育进
程中作为协调细胞间信号的一个调节点［!］。我们在研究 67+9对靶基因的调控机制时发
现 67+9必须与其结合蛋白 67+8一起才能与 :.9顺式元件结合［3］。因此克隆 -.&/ 基因，
明确其编码产物的性质对进一步理解 67+9发育调控作用的分子机制具有意义。本文报
道自黄色粘细菌中分离含有 -.&/ 的 :.9片段，并对其进行敲除分析。

! 材料和方法

! "! 质粒、菌种、培养基、试剂和酶
!#!#! 菌株和质粒：!"#$%$%%&’ #()*+&’ :I62为粘细菌野生型菌株，由 :7) J ) A,’+K-赠送，
! ) #()*+&’ -.&/#LD为 -.&/ 阻断株，本研究构建；MN620?为大连宝生物公司产品；MN68为
MN620?克隆入 -.&/3O端序列，MN68L为 MN68中插入四环素抗性基因，均本研究构建。
!#!#$ 培养基：L;P固体培养基和 <QR液体培养基均接文献［3］配制。
!#!#% 试剂和酶：限制性内切酶、连接酶为华美公司产品，N(-,’S大片段酶为 8’-G7E,T-7
公司产品，非同位素 :.9标记、杂交和检测试剂盒为 9U-7CGFU MGF7UFDEF @E’V-DG产品。
!#$ &’(操作

:.9提取、纯化、酶切、电泳及杂交按常规方法［%］和厂家推荐条件进行，:.9序列分



析由大连宝生物公司完成。

!"# 蛋白质 $端序列分析
!"#$%!"#&蛋白复合物［’］经 ()(%*$+, 分离，转至 *-)! 膜，丽春红（./0123#）染色

（45’6丽春红，76乙酸），切取目的蛋白带，空气干燥，送美国新泽西医学和牙科大学进行
8端部分氨基酸序列分析。
!"% &’(引物

*9:’;端引物为 ’;%<9$$+9<< $<+ 9$+ 9$+ +9+=9 9<+=9 9+%>;，上游为 !"#?!酶切
位点。>;端引物序列为 ’;%<<++$<9 9<< +=9$+ +=999 +=9$9 9<+ +$<%>;，上游增加
$%&@A位点。
!") 子实体的发育
接种 ’ B (%#)*+, )C!7于 9D,液体培养基中，>4E震荡培养至菌体密度达 74F 细胞=

GH，离心（I 444 J K，IE，74GL0），重悬细胞于 7=7’ 体积的 <M 缓冲液（74GG/N=H <"LO%@9N
.@PBQ，RGG/N=H MK(SI），置冰浴中，点样于 <*M琼脂平板（’4 O./TO=.N3T2，74"H=O./T），>4E培
养。为计算粘孢子含量，收集子实体，悬于 <M缓冲液，超声裂解营养细胞并分散孢子，相
差显微镜下计数［P］。

!"* 外源 +$,导入粘细菌
接种 ’ B (%#)*+, )C!7于 9D,液体培养基，>4E震荡培养至菌体密度达 74F 细胞=GH，

离心收集细胞，无菌水洗涤 >次，最后悬浮细胞于 7=744体积的无菌水。取 I4"H细胞与
U"H H)8$（45’ V 75’"K）混匀，转至 45U1G 1#W2TT2（&L/%:3?）。电穿孔条件为 45Q’X-，I44#，
U’"!，FGO21，电穿孔后的细胞加 7GH 9D,，>4E震荡培养 ’Y后与半固体 9D,（45P6琼脂）
混匀，均匀铺于含 7’"K=GH四环素的 9D,固体平板，>4E继续培养 I V ’?，按需要进一步
筛选卡那霉素敏感的菌落。

图 ! &’(扩增产物分析
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- 结果

-"! !"#$).端编码序列的扩增与克隆
对 !"#&氨基端序列分析的结果显示，前 >7个氨基酸残基

依次为 M]]$H::$$:@(-(+M:$*$(H:$+A]-+H^。同源性检
索提示这一序列与 +20&30X中蛋白序号为 $$9FRIRF的氨基端
序列一致［R］，但该蛋白功能未知。因此虽然 !"#&可能不是一
种新的蛋白，为进一步研究其生物学特性及其与转录因子 !"#$
的关系，有必要克隆完整的 -.+$ 基因。根据粘细菌遗传密码
子第 >位碱基多数为 +或 9的特点，设计了具简并性的引物，
’;端引物覆盖前 ’位氨基酸编码序列及第 Q位氨基酸密码子的
第 7、U位碱基，>;端引物覆盖第 UQ _ >7位氨基酸残基。以粘细
菌 )C!7基因组为模板进行 *9:扩增，图 7是扩增产物 ’6聚
丙烯酰胺凝胶电泳结果，表明能生成 V 774‘.的扩增带，与预期
结果相符。从聚丙烯酰胺凝胶回收纯化扩增产物，$%&@A 和

P7>> 期 毛晓华等：一种粘细菌发育相关基因的分离及敲除分析



!"#!!酶切后连接至 "#$%&’的相应位点，转化大肠杆菌后筛选重组菌落，大量制备插入
$%&’()端编码序列的重组质粒 "#$*。
!"! 分离含 !"#$ 基因的 #$%片段
选用不同的限制性内切酶酶切野生型粘细菌 +,$% 总 +-.，琼脂糖电泳后转膜，以

$%&’()端编码序列的 /01扩增产物为探针对其杂交，图 2可见 3种内切酶产物均有阳性
信号，表明 +,$%基因组中含有与探针同源的核苷酸序列，其中 ()*4阳性片段的大小约
56(’7。据此以 ()*4酶切 +,$%总 +-.，分离 56(’7的 +-.片段，将这一范围的片段与同
样经 ()*4酶切并脱磷酸的 "80%9连接，转化大肠杆菌后，挑选 %(::个氨苄抗性转化子，
用 /01扩增产物作探针进行菌落杂交。由于杂交背景欠清晰，难以明确区分阳性和阴性
信号，为此选择可能的阳性菌落，抽提质粒 +-.，同时空载体 "80%9作阴性对照，转至硝
酸纤维素膜后再用上述探针行斑点杂交，图 3清楚地显示了阳性斑点，表明质粒中所插入
的外源片段覆盖 $%&’()端编码序列。

图 ! &’()*+,-杂交分析
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图 . 斑点杂交
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!". !"#$ 基因的敲除分析
在对含 $%&’ 基因的 56(’7 ()*4片段进行亚克隆和序列分析前，我们首先分析了质粒

"#$*所克隆的 $%&’()端编码序列，发现从起始密码子起第 59位存在 (/04切割位点，而此
处的 (/04识别位点在重组质粒 "#$*中是唯一的，因为原载体多克隆位点中的 (/04识别
序列在插入外源片段后已消失。因此我们通过 $%&’()端 (/04位点插入四环素抗性基因
（RL）来阻断 $%&’ 的功能。如图 5所示，从 "*1322用 1*214和 34)4酶切分离 %6(’7 RL片
段，#GCE?M修平后与经 (/04酶切并补平的 "#$*连接，构建成质粒 "#$*R，用电穿孔法把
"#$*R导入野生型粘细菌 +,$%。迄今为止在粘细菌尚未发现独立于染色体外自主复制
的遗传单位，"#$*R 进入细胞后通过同源重组途径整合于染色体。通过单交叉（I;E<GC
LD?II?QCD）方式整合时染色体 +-. 中既有 ()端编码区被 RL 阻断后功能缺失的突变型
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图 ! !"#$!"#阻断菌株的构建
!"#$% &’()*+,-*"’( ’. "()/+*"’( 0,*1*"’( "( !"#$ -’2"(# +/3
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!"#4，又存在野生型 !"#$，因此宿主菌仍有
!"#$ 的功能，并且表现出 50和 6- 抗性；而
双交叉（2’,78/ -+’))’9/+）方式整合时染色体
中只有被 6-插入阻断的突变型 !"#$，表现出
6-抗性。所以从转化后的 &:;固体平板进
一步筛选 50<6-+ 菌落，它无 !"#$ 功能，以
!"#$!6-表示。
$%! !"#$ 功能缺失对发育的影响
研究 !"#$!6- 菌株在缺少营养的 6=>

琼脂平板中发育状况，发现该菌株经过约

?@A培养也能形成子实体，但野生型粘细菌
子实体的发育一般不超过 BCA，因此虽然
!"#$!6-菌株可以形成大小和形态结构与野
生型相似的子实体，但其发育进程相对延缓。

进一步比较 !"#$ D与 !"#$ E菌株孢子产量，发

现在发育不同时间点 !"#$!6- 菌株粘孢子
数目均低于 FG!B，而且 FG!B 发育 %C H I@A
后孢子数即处于一稳定的高峰，!"#$!6-要
经过 JKA孢子数才基本稳定，此时含量约为
FG!B的 ILM（图 L）。

图 & !"#$!"#菌株孢子生成效率
!"#$ L <N’+,81*"’( /.."-"/(-O ’. !"#$! 6- -’0N1+/2 P"*A
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’ 讨论
粘细菌在系统分类上属于细菌，有 K Q

B@R 年的进化历史，但发育过程与真核生物存
在某些相似性，如定向的细胞运动，多细胞形

态发生，细胞分化及基因的有序表达等。特

别要提及的是，正是在粘细菌中科学家发现

原核生物存在真核样的与发育直接相关的丝

氨酸S苏氨酸蛋白激酶家族［R］，因此研究粘细
菌多细胞结构形成的分子机制，有助于认识原核生物的发育分化，对理解真核生物的细胞

行为、发育分化及生物进化具有意义。

发育相关基因的克隆是研究粘细菌发育分子机制的必要条件，目前已经分离了一些

发育相关基因，它们的编码产物包括蛋白激酶［R］、FTU结合蛋白［?］、!L%激活蛋白［B@］以及与

代谢有关的酶如丙酰辅酶 U羧化酶［BB］等，本文报道自粘细菌基因组分离含有蛋白因子
!+,4编码基因的 FTU片段。在根据 <’,*A/+(杂交构建粘细菌小型基因文库时选择 %VLW7
%&’X片段，未选用 $()"或 %&) X片段，因为片段较小则覆盖 !"#$ 完整读框的可能性也减
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少。前期研究表明 !"#$能辅助发育特异性转录因子 !"#%参与对靶基因的调控，因此我
们以 &’(扩增得到的 !"#$)*端部分编码序列为基础，构建 !"#$ 基因被阻断的突变株 !"#$
!+,，观察 !"#$ 功能缺失对粘细菌发育的影响。与野生型 -.!/相比，!"#$!+,菌株子实
体发育滞后 /0 1 /23，粘孢子产量也较低，发育后期产量最多时约为 -.!/ 的 2)4，说明
!"#$ 功能缺失影响子实体发育速度及子实体内营养细胞向休眠性孢子的分化。目前正
对所分离的 -5%进行亚克隆和序列分析，以便明确 !"#$ 基因产物的功能，评价其在粘细
菌发育进程中的地位和生物学作用。
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