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摘 要：为寻找谷氨酸棒杆菌转座子插入突变菌株中的转座子插入位点，采用了转座子挽救

法对转座子及其插入位点附近的序列进行分离，并测定插入位点相邻 /.0 序列，获得了三个

转座子插入位点 /.0 序列，其中一个是柠檬酸合成酶基因，另两个为目前未知基因，暂命名

为 !"#$ 和 !"#%。该方法简便易行，是分析转座子插入位点的理想方法。
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采用转座子插入突变方法，将转座子导入染色体 /.0 并利用转座子插入位点处基因

发生插入突变，从而筛选功能发生变化的突变株，最后来研究突变株中被插入的基因的功

能。该方法已经成为当今定向研究基因的行之有效的方法［1 D C］。本研究在谷氨酸棒杆菌

&!"’()*+,-)"./0 12/-+0.,/0 中成功引入了转座子 E,CC#1 的基础上，对实验室筛选到的乙酸

代谢调控功能突变株 F"C 上的插入位点进行了定向分析和研究。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

菌株、质粒及其相关特性见表 1。其中转座子插入突变菌株 F"C 是将含 E,CC#1 的质

粒 GHFI$$!$ 对 & ) 12/-+0.,/0 1!@C" 进行 /.0 转化而筛选获得，测得其表型变化与乙酸

代谢调控直接相关。

表 ! 本研究菌株和质粒

E9J(- 1 69KL-7<9( ?L79<,? 9,: G(9><:? +?-: <, L8<? ?L+:M

NL79<,OG(9?><: P-(-Q9,L K8979KL-7<?L<K? N’+7K-O7-R-7-,K-
#$%&’()：
3 ) ,!2./SC! 4/5366，7489:;，"),$:，-.7<2， S9,989,，123C［%］

)(8$:，2+,=!，1’"$>?，")2$:
& ) 12/-+0.,/0
0EHH 1!@C" T<:- LMG- ?L79<, ’R 0EHH 1!@C" U<,’?8<L9，123C［@］

F"C L79,?G’?’, >+L9,L ’R 0EHH 1!@C" =--G<,V <, (9J
*+&),’-)：
GAH13 0>GP，’7< K’(;1 &<-<79，W-??<,V，123"［3］

GHFI$$!$ U>P，’7<6P#""，E,@@A: 0,=7< -L 9( )，122%［2］

!". 培养基

用于 3 ) ,!2. 培养的 I6（I+7<956-75
L9,<）培养基和 & ) 12/-+0.,/0 培养 的

I6 或 " X EY 培 养 基 参 照 N9>J7’’=
等［1$］。根据实验要求，在不同的培养

基中加入 C$"VO>I 氨苄青霉素和 C$"VO
>I 卡那霉素。3 ) ,!2. 和 & ) 12/-+0.<
,/0 分别置于 #$Z和 #@Z下培养。

!"/ 012 操作

& ) 12/-+0.,/0 1!@C" 总 /.0 抽提参照 ;<=>9,,? 等方法［11］。质粒的酶切降解、脱磷酸

化和连接反应、3 ) ,!2. 电激转化等参照 N9>J7’’= 等方法［1$］；& ) 12/-+0.,/0 1!@C" 中引入含



转座子 !"!!"# 的质粒 #$%&’’(’ 的电激转化参照 )*" +,- .,/0 等方法［12］；345 引物制备

和样品测序由德国 67%89:;0,<= 5% 公司测序中心完成。

!"# 转座子挽救法

转座子挽救法是一类能有效定位分析转座子插入位点的方法，通过对转座子及插入位

点附近的序列的克隆分离，并进一步测定插入位点相邻 345 序列，可获得转座子插入位点

处的 345 序列，从而达到转座子插入位点的精确定位。本实验转座子突变菌 $ > %&’()*+,’*

图 ! 转座子 $%!!"# 的结构和相邻染色体

&’(测序的引物设计

?:@>1 A0-B<0B-, ;C !"DDE1 *"+ #-:F,- +,/:@" ;C

/,GB,"<:"@ 0=, *+H*<,"0 <=-;F;/;F*I 345

%2D 含有源于 - > ,.&+ %62J2J 的质粒 #$%&’’(’ 中

的 !"!!"# 转座子，它是在革兰氏阳性菌 $ > %&’/
()*+,’* 中成功应用的含有 KF. 抗性基因的一类

转座子［J］。由于转座子基因两侧具有 -,..L 和

01)L酶切位点（图 1），可将转座子突变菌株 $ >
%&’()*+,’* %2D 进行染色体 345 分离并且将之分

别进行 -,..L 和 01)L 酶切，回收各自的酶切片段

克隆至带有 5F#. 抗性标记的 #M$1N 载体中，转

化 - > ,.&+ 3OD!，在 含 有 D’"@PF& 卡 那 霉 素 和

D’"@PF& 氨苄青霉素的双抗培养基上筛选转化

子，对 -,..L 酶切片段克隆转化子以及 01)L 酶切片段克隆的转化子进行质粒的检测。检测

插入片段大小和方向，挑不同转化子，抽提质粒后以 !"DDE1 序列设计的引物 !"Q<;（DR8$%%
%!$ !5$ 5$$ %$! 5%$ $$5 %%8ER）和 !"ST*（DR8$%% !%$ $!! 5!$ $5! !$5 %%8ER）进行

345 序列测定，与 $ > %&’()*+,’* 基因库的序列进行比较分析获得插入位点序列。

) 结果

)"! 双抗转化子的筛选和质粒检测

在含有 D’"@PF& 卡那霉素和 D’"@PF& 氨苄青霉素双抗筛选平皿上，挑取 2’ 个 -,..L
酶切后经克隆的转化子和 2D 个 01)L 酶切后经克隆的转化子，进行质粒抽提和检测，并对

这些转化子的质粒进行进一步的不同酶切分析，获得了可能含有不同 345 克隆片段或不

同 345 插入方向的 U 个转化子。对这 U 个转化子进行了质粒的大量抽提，其中从 -,..L
酶切后经克隆获得的 ( 个转化子含质粒命名为 #Q9(、#Q9D、#Q91’ 和 #QAE，从 01)L 酶切

后经克隆的 E 个转化子中含质粒名为 #S91、#S9E 和 #S9V。

)") &’( 测序结果分析和比较

分别通过引物 !"Q<; 和 !"ST* 对上述质粒中 KF. 基因相邻的染色体 345 的序列进

行测定获得了 ( 组不同的 345 测序结果，它们分别来自于 #Q91’ 和 #QAE；#S91 和 #S9V；

#S9E；#Q9( 和 #Q9D 等四组相同的结果，这可能和测序前的不同质粒含有相同插入片段，

它们以不同方向插入了载体有关。

对所得的测序结果进行互联网下 $ > %&’()*+,’* 基因库检索（=00#：PPWWW> "<T: > "IF>
":F> @;XP）发现，该转座子突变菌含有三个以上的转座子插入位点。发现所有插入位点序

列都存在于 $ > %&’()*+,’* 染色体 345 上，其中一个转座子插入位点位于柠檬酸合成酶

基因 %&(2 的上游区，另两个插入位点为至今尚未报道的开读框内（这两个对应的开读框
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暂命名为 !"#$ 和 !"#%，它们的详细序列见图 ! 和图 "）。

图 ! 从谷氨酸棒杆菌基因库中获得开读框 !"#$ 全序列
#$%&! ’() *)+,)-.) /0 !"#$ 01/2 3() %)-/2) 45-6 /0 & & ’()*+,-.),

7-8)19$-) *)+,)-.) *(/:)8 ,; 3/ << &<= $8)-3$3> :$3( 3() *)+,)-.) /0 ;?@" ;95*2$8 01/2 315-*;/*/- 1)*.,)，5-8 ’’A $* 3() *3513

./8)-，’BB $* 3() *3/; ./8/-&

图 " 从谷氨酸棒杆菌基因库中获得开读框 !"#% 全序列
#$%&" ’() *)+,)-.) /0 !"#% 01/2 3() %)-/2) 45-6 /0 & & ’()*+,-.),

7-8)19$-) *)+,)-.) *(/:)8 ,; 3/ << &C= $8)-3$3> :$3( 3() *)+,)-.) /0 ;D@E /1 ;D@F ;95*2$8 01/2 315-*;/*/- 1)*.,)，5-8 B’A

$* 3() *3513 ./8)-，’BB $* 3() *3/; ./8/-&
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图 ! 转座子插入位点处三个开读框的发现

!"#$% &’()) *(+,-./-/, ",*)#(+*"/,- 0"*’", /(1- 0)() 1/2,3

四 组 测 序 结 果 分 别 对 应 如 下（图 %）：!
.4567 和 .489（距柠檬酸合成酶基因 !"#$ 起始

密码子上游第 :6 个核苷酸处，与基因库及发表

的序列［66］同源率 ;;<=>）；".?56 和 .?5=（始

于 !"#$ 起始密码子上游的第 %@ 个核苷酸处，与

基因库及发表的序列［66］同源率 677>）；#.45%
和 .45:（插入位点为基因库 %&’( 中起始密码子

下游第 69%: 个核苷酸处，同源率为 ;;<;>）；$
.?59（插入位点为基因库 %&’$ 中起始密码子下

游第 ;9 个核苷酸处，同源率为 ;;<;>）。

" 讨论

运用各种转座子插入突变手段进行基因相

关功能的研究，是目前开展基因定位及其功能研究，特别是一系列调控基因研究的首先方

法，至今该方法已成功地运用并发现了 $")*"+!,-,. ,/#&%01/. 中参与苯酚代谢的调节基因

01"23 和 01"24［@］；(*)+""/. ./5#+". 中的调节基因 6,!2［9］；7.,/6%8%-*. 7/#+6* 中调节基因 *.’9
2［%］；:#&,0#%)%))/. */&,/. 中毒力调控基因 &%#［:］；; )%"+ 中调节镍转运的基因 -+<2［69］和 A(/2.
B :#&,0#%)%))/. 涉及阻遏透明质酸合成的双成分 C-(DEC-(8 调节系统［6%］等。

采用曾在 = $ !"/#*8+)/8 中使用有效的转座子 &,>>?3［;］进行插入突变，获得了乙酸代

谢中呈现解调控表型变化的突变株 = $ !"/#*8+)/8 A@:，进一步对 = $ !"/#*8+)/8 A@: 的

8/2*’)(, 杂交实验发现，有明显的三个杂交带，在此工作基础上，本研究采用了转座子挽救

法，将转座子及其插入位点附近的染色体 FGB 一起被克隆至载体中，通过其克隆片段的

部分 FGB 序列的测定找到了三个不同的转座子插入的位点。经英特网上 = $ !"/#*8+)/8
基因库搜寻，发现了这三个转座子插入的部位为：柠檬酸合成酶基因 !"#$ 的上游区域；

H9@I. 大小的未知基因 %&’$ 内部和 6::%I. 大小的未知基因 %&’( 内部，该两个未知基因与

目前在其它微生物乙酸和脂肪酸等代谢中发现的 ’*62、+)"2 和 ))0$ 等一系列调控基因并

无同源性。鉴于以上结果，有必要对柠檬酸合成酶基因和两个未知基因开展定向的深入

的研究。本实验对于乙酸代谢功能突变株 = $ !"/#*8+)/8 A@: 中插入突变位点的分析，将

把乙酸代谢功能变化的研究与该插入位点处的三个基因紧密地联系在一起，以进一步寻

求插入突变株 = $ !"/#*8+)/8 A@: 的表型变化的真正原因。
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,*51 )$1 ,*5( + 6’3 (4)$&=%&%$ 43&0.3 3]=34#/3$(& )43 =4%Z3$ (% 23 ) 3)&>，=4)0(#0)- )$1 #13)- S)>
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