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球孢白僵菌羧基转运蛋白基因 .)/01!
及其上游序列的克隆与分析

张永军 方卫国 肖月华 金 凯 裴 炎"

（农业部生物技术与作物品质改良重点实验室 西南农业大学生物技术研究中心 重庆 !##C1.）

摘 要：在分析一株球孢白僵菌 24J,(插入突变体 21"的 26HH+;H序列的基础上，根据与其具有高度同源性的一条
金龟子绿僵菌 8K2序列（编号为 (L"C/"".）设计简并引物，用 M(J8法从球孢白僵菌中扩增出该 8K2的同源序列及
其延伸序列。序列分析表明，该片段与粗糙脉孢霉的羧基转运蛋白 L8,1具有高度同源性，由此确定该序列为球孢
白僵菌羧基转运蛋白 L8,1基因的部分序列。然后利用 M(J8法延伸扩增该序列的上、下游序列，获得球孢白僵菌
羧基转运蛋白 L8,1的全长 J,(序列，命名为 !"#$%&1。利用 /N4O(P8扩增出球孢白僵菌羧基转运蛋白 L8,1的
AJ,(序列，命名为 "#$%&1。"#$%&1全长 1.0.Q)，编码 01!个氨基酸的蛋白。推测蛋白分子量为 00BC0’ /CJ6，等电
点 B’/"。氨基酸序列与金龟子绿僵菌、粗糙脉孢霉和酿酒酵母羧基转运蛋白 L8,1的同源性分别为 CCR、..R和
/#R。序列分析表明，!"#$%&1含有 "个内含子。K%?SG3*;杂交表明，!"#$%&1基因在球孢白僵菌基因组中为单拷
贝。利用 O24TPO法对 "#$%&1的表达特性进行了分析，结果发现 "#$%&1基因的转录受蟑螂壳、蝉蜕等昆虫体壁
的诱导，受葡萄糖的抑制。进一步利用 M(J8法获得了长为 BCCQ)的 !"#$%&1上游序列，其中含有可能的葡萄糖抑
制调控序列和压力反应元件。
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利用遗传转化随机插入 J,(获得突变体，是研
究病原真菌侵染致病机理的重要手段之一［1］。我们

曾通过遗传转化从昆虫病原真菌球孢白僵菌

（"’()*’+,( #(--,(.(）中获得了一株表型变化明显的
24J,(插入突变体 21"，该突变体菌落生长速度与
野生菌株没有明显差别，但产孢早，且产孢量增加

（待发表）。由于突变体的上述特征是昆虫病原真菌

优良性状的一项重要指标［"］。因此，阐明 21" 的突
变机理，对了解昆虫病原真菌产孢机制具有重要意

义。我们利用 24J,( 26HH+;H从该突变体得到了一
段与 24J,(相连的基因组序列。序列分析发现，该
片段与金龟子绿僵菌（/’0(+1,2,)3 (.,-456,(’）诱导
8K2 文库（ GSS)：VVS3H* ’ ?9@’ 3@?）中的一条 8K2
（(L"C/"".）相似性很高，同时该 8K2与粗糙脉孢霉
（&’)+4-54+( 7+(--(）羧基转运蛋白 L8,1 具有较高的
同源性［/］。那么，21" 突变体的表型变化是否与羧
基转运蛋白基因 $%&1 有关，很值得继续研究。本
研究从 21"突变体的野生菌株球孢白僵菌 WQ##."4

10中克隆编码羧基转运蛋白 L8,1基因及其上游序
列并进行分析，为进一步研究 L8,1在球孢白僵菌中
的功能及其与 21"表型变化的关系奠定基础。

M(J8（M4=G6)3@ (@6)S%* J3)3;@6;S 87S3;=+%;）法
是一种依靠“M”形接头延伸未知序列的新方法，该
方法假阳性率低、效率高，但通常所用的引物（线性

扩增和指数扩增引物）都是特异性引物［!］。由于我

们在前期获得的 24J,( S6HH+;H片段较短，无法直接
利用 M(J8法延伸其两端序列，因此，本文首先根据
与其具有较高相似性的金龟子绿僵菌 8K2
（(L"C/"".）序列设计简并引物，尝试利用 M(J8 法
在球孢白僵菌中扩增该 8K2的同源序列及其延伸
序列，然后根据扩增序列依次延伸获得完整的基因。

! 材料和方法

! "! 菌株
球孢白僵菌（ "’()*’+,( #(--,(.(）WQ##."410，分

离自感染的菜青虫（8,’+,- +(5(’），保存于本室。



!"# 主要试剂
!"#$%&& ’()* )+,- .-/ 试剂盒和 ’0( 1)’ 23/

（(45）试剂盒购自大连 6727’7 公司；8$164 1)’
90( 7:; 8-& <7:; 1%,3=3>7/3+: 23/ 回收试剂盒和
’-7;?#6+#8+64 90( @7A-&&3:B <-7;C（#;)61）标记试剂
盒购自 (D-,CE7D <3+C>3-:>-C公司；F?A+:; 0G尼龙膜

购自 1E7D7,>37公司；克隆载体 H8*4 *7C?#6载体购
自 1,+D-B7公司。
! $% &’(和 )’(的提取
按方卫国等［I］的方法进行。

! $* +(),法从球孢白僵菌中扩增绿僵菌 ,-.的
同源序列和与已知序列相连的未知序列

根据金龟子绿僵菌登录号为 (JKL!KKM 的 *.6
序列设计简并引物，用 N(9*法在球孢白僵菌中扩
增金龟子绿僵菌 *.6（(JKL!KKM）的同源序列。所用
I"端的线性扩增引物和指数扩增引物分别为：<JI#O：
I"#(8)86)((6868（(）(68（(，6，)）8)8（(，6，)）
86#!"和 <JI#P：I"#8)8688((8（(）6)8（(）((6（(，
)，8）8)8（(）6)#!"；扩增 *.6同源序列 !"端的线性
扩增引物和指数扩增引物分别为：<J!#O：I"#
()8(86()88(8(8（(）()6（)，(，8）)86（)，8，(）#
!"和 <J!#P：I"#688)6)66)66)（6）)68（)6）86（)，8）
88#!"。然后根据扩增的片段设计引物，利用 N(9*
法依次延伸扩增与已知片段相连的未知序列。球孢

白僵菌基因组采用 !"#!、!$#!、%&#!和 ’$(’5 Q
种限制性内切酶酶切。连接体系和扩增程序参照肖

月华等［Q］的方法。

! $/ %0&(1,
从蟑螂壳诱导的球孢白僵菌中提取 ’0(，根据

基因 组 序 列 设 计 上 游 引 物 <J-:R#’6R： I"#
(886(8(86(6))6)))()(#!"，按 !"#$%&& ’()* )+,-
.-/试剂盒说明书进行 !"’()*。
! $2 &.341&
以不同条件诱导培养 QSE 的球孢白僵菌提取

’0(，根据 >90(序列设计引物 <J-:R#’6R和 <J-:R#
’6K，利用 ’0( 1)’ 23/（(45）试剂盒进行 ’6#1)’。
<J-:R#’6R 序列见 R T I，<J-:R#’6K 的序列为 I"#
6)8668(88688(6888((6#!"。
所用的 ’0(从下述 Q 种培养基诱导的球孢白

僵菌中提取：（R）蟑螂壳诱导培养基（每升含 U T !B
07)&，U T!B 2KF1VQ，U T !B 4B.VQ，KB 蟑螂壳粉末）；
（K）含 KW葡萄糖的蟑螂壳诱导培养基；（!）蝉蜕诱
导培养基（每升含 U T !B 07)&，U T !B 2KF1VQ，U T !B
4B.VQ，KB蝉蜕粉末）；（Q）含 KW葡萄糖的蝉蜕诱导

培养基。上述培养基接种相同浓度（RUM 孢子XD@）
的分生孢子，KMY、RSU,XD3:，诱导培养 QSE。
! $5 )’(回收、克隆和测序
在紫外灯下切下目的片段，用 8$164 1)’ 90(

7:; 8-& <7:; 1%,3=3>7/3+: 23/试剂盒回收 90(。回收
片段克隆到 H8*4 *7C?#6载体上。测序由上海申友
生物技术有限责任公司完成。

! $6 -789:;<=杂交
用 %&#!和 ’$(’!X)*+!两组内切酶完全酶切

KI"B球孢白僵菌基因组 90(后电泳过夜（R T UW琼
脂糖），电泳产物用高盐法［M］转到 F?A+:; 0G尼龙膜

上进行杂交分析。用 !K 1 ;)61 标记探针，操作按
’-7;?#6+#8+64 90( @7A-&&3:B <-7;C（#;)61）试剂盒说
明书进行。标记探针的 90(片段用引物 <J-:R#’6R
和 <J-:R#’6K扩增基因组 90( 获得。杂交温度为
MIY。洗膜条件为：先分别用 K Z ..)、U T RW.9. 和
U TI Z ..)、U TRW.9.于室温下各洗膜 RID3:，然后用
U TR Z ..)、U T RW.9. 于 MIY洗膜 RID3:。[光片放
射自显影按《分子克隆实验指南》进行。

# 结果和分析

# $! 球孢白僵菌羧基转运蛋白 J*0!基因的克隆和
分析

根据金龟子绿僵菌登录号 (JKL!KKM 的 *.6设
计简并引物，用 N(9*法从球孢白僵菌扩增出金龟
子绿僵菌 (JKL!KKM *.6 的同源序列及延伸序列
MQRAH，序列分析表明，该片段与粗糙脉孢霉的羧基
转运蛋白 J*0R具有高度同源性，由此确定该序列为
球孢白僵菌羧基转运蛋白 J*0R 基因的部分序列。
进而，利用 N(9*法扩增该序列的上、下游序列。拼
接扩增的 N(9*片段，获得球孢白僵菌羧基转运蛋
白 J*0R 完整的基因组序列，命名为 ,-./’0R，
8-:<7:\登录号为 (NRSLM!R。
利用 !"#’()*扩增出球孢白僵菌羧基转运蛋白

J*0R的全长 >90( 序列。>90( 序列全长 RMIMAH
（命名为 -./’0R，8-:<7:\ 登录号为 (NRSLM!U），编
码 IRQ 个氨基酸的蛋白。推测蛋白分子量为
II]LI^!L97，等电点 ] T !K。推测的氨基酸序列与金
龟子绿僵菌、粗糙脉孢霉和酿酒酵母（ !#$$1#&("2$3*
$3&345*5#3）羧基转运蛋白 /’0R 的同源性分别为
LLW、MMW和 !UW。表明羧基转运蛋白在丝状真菌
中具有较高的保守性，与酵母的同源性较低。比较

球孢白僵菌羧基转运蛋白 J*0R基因组序列和 >90(
序列发现，,-./’0R 含有两个内含子，有典型的
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!"# #$!边界，并有真菌典型的分支序列 %"!$%。
! "! #$%&’()上游序列的获得和分析
根据获得的 !"#$%&& 序列设计引物，利用

’$()法扩增出 !"#$%&& 基因的上游序列 *++,-
（!./01/2 登录号 $’&3+45&）。该片段含 "$"$ 和
%$$"等典型的启动子元件。同金龟子绿僵菌羧基
转运蛋白 !’($%&&的上游序列相同，该上游序列还
含多个富集嘧啶和富集嘌呤相连的序列，可能是葡

萄糖抑制元件 678& 和 6789 的结合位点。678& 和
6789受到葡萄糖的直接或间接激活，从而抑制 $)*&
的表达［+］；!"#$%&&上游序列还含有可能的压力反
应元件 :";)<（%%%%"）。在酿酒酵母中，该元件在
压力胁迫如加热、高渗透压、低 -=以及营养饥饿等
条件下，介导相关基因的转录激活［3］。

! "* +,-./012杂交
用 +,(!和 %-.;!>/01! 9种限制性内切酶组

合酶切球孢白僵菌的基因组 (?$，转膜后与 59 @
A%"@标记的 !"#$%&& 片段杂交。杂交结果如图 &
所示，两组酶切 (?$均显示一条特异杂交带。结合
!"#$%&&酶切位点分析表明，!"#$%&&在球孢白僵
菌基因组中为单拷贝形式存在。

图 ) !"#$%&)的 +,-./012杂交分析
B78#& :CDEF.G/ ,HCE 1/1HI<7< CJ ")(23),4( #(004(*( 8./CK7L

(?$ FI,G7A7M.A N7EF 59@ H1,.H.A !"#$%&&

$# $8GC<. 8.H .H.LEGC-FCG.<7< CJ " # #(004(*( 8./CK7L ECE1H (?$ A78.<E.A

N7EF +,(! 1/A %-.;!>/01!；0# !./CK7L :CDEF.G/ ,HCE FI,G7A7M1E7C/

N7EF !"#$%&& JG18K./E 1< -GC,.；6# 61G2.G OP（60Q）# & # +,( !；

9# %-.;!>/01 ! #

! "3 "#$%&)的表达分析
利用 ;"R@%;法对 "#$%&& 的表达特性进行了

分析。结果表明，"#$%&&在蟑螂壳或蝉蜕诱导培养
基中均转录，但在上述诱导培养基中添加葡萄糖，抑

制 "#$%&&的转录（图 9），这与 "#$%&&的启动子中
有葡萄糖信号接受序列一致。由此表明，"#$%&&转
录受昆虫体壁的诱导，受葡萄糖的抑制。

图 ! 456784分析 "#$%&)的表达特性
B78#9 $/1HI<7< CJ "#$%&& .S-G.<<7C/ ,I ;"R@%;

&#61G2.G OP（60Q）；9 T U# ;"R@%; D<7/8 ;?$ NF7LF N1< .SEG1LE.A

JGCK EF. LDHEDG.< LC/E17/7/8 L7L1A1 LDE7LH.（H1/. 9），L7L1A1 LDE7LH. 1/A

8HDLC<.（9V）（ H1/. 5），LCL2GC1LF LDE7LH.（ H1/. W），1/A LCL2GC1LF

LDE7LH. 1/A 8HDLC<.（9V）（H1/. U），G.<-.LE7X.HI#

* 讨论
研究表明，Y)?&与酵母在自然生物环境中的能

量代谢密切相关。在有氧条件下，酿酒酵母可以吸

收不同的短链羧酸。在自然环境下，尤其是在混合

酸性的生物环境中，酿酒酵母主要是通过羧基转运

蛋白 Y)?&将乳酸、丙酮酸等多种单羧酸能量物质转
运到细胞内，供细胞利用。表达调控发现，Y)?& 基
因在酿酒酵母中的表达受到碳源的调控，即 Y)?&基
因的表达受到葡萄糖的抑制，受到非发酵性碳源如

乳酸、乙醇等的诱导［*，&Z］。尽管球孢白僵菌羧基转

运蛋白 Y)?&与酿酒酵母的氨基酸序列同源性较低
（5ZV），但本研究表明球孢白僵菌 Y)?&与酿酒酵母
Y)?& 的转录具有相似性，受葡萄糖的抑制。
!"#$%&&的上游序列与酿酒酵母 Y)?&基因的上游
序列相似，含有可能的葡萄糖抑制调控序列。推测

球孢白僵菌 Y)?&与酿酒酵母 Y)?&可能具有类似的
功能，与球孢白僵菌能量物质的代谢相关。

另外，!"#$%&&上游序列还含有可能的压力反
应元件 :";)<（%%%%"），该元件也存在于酵母一些
与抗逆有关的基因的调控序列中。在压力胁迫如加

热、高渗透压、低 -=以及营养饥饿等条件下，介导
酵母相关基因的转录激活［&&］，推测该元件在球孢白

僵菌中也可能具有类似功能。另外，昆虫病原真菌

球孢白僵菌等具有腐生和寄生两种生活方式，而涉

及寄生生活的基因转录或表达受到昆虫营养的诱

导［&&］。本研究表明，球孢白僵菌 Y)?& 的转录也受
到昆虫体壁的诱导。而且，前期研究分析表明，与该

基因同源的金龟子绿僵菌的 ):"（$Y9+5994）序列也
来源于昆虫体壁诱导。由此推断，Y)?&可能与昆虫
病原真菌的毒力相关。而 Y)?&与昆虫病原真菌能

ZZ9 微 生 物 学 报 WW卷



量代谢以及毒力的关系到底如何，需要进一步研究。

本试验也表明 !"#$法不仅能够有效的从已知
片段延伸与该片段相连的未知序列，而且，利用氨基

酸同源性分析设计简并引物，也是从不同物种克隆

同源基因的一种有效方法。
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