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以报告基因分析霍乱弧菌噬菌体 !"#的预测启动子
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摘 要：’G&为感染并裂解霍乱弧菌的噬菌体，全基因组为环状双链 +1H。通过测定该基因组序列，预测出 &"个可
能的启动子区，利用报告基因质粒转化及全噬菌体共感染的策略分析了这些推测启动子在霍乱弧菌中的活性，将

预测的启动子区分别克隆到启动子探测 !"#$融合质粒载体 DIJ&$3!，在转化于大肠埃希氏菌受体菌株 KL&%2中时，
所有克隆子均呈现兰斑。同时将质粒电击到缺失了 !"#$基因的霍乱弧菌菌株 33!4#M，然后用噬菌体 ’G&感染转
化菌株。在转化成功的 &4个含预测启动子片段的重组质粒中，通过检测!8半乳糖苷酶活性表达随感染后时间的
变化，提示 G&3为早期启动子，G$、G4、G2等为中期启动子，G&7为晚期启动子。
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霍乱弧菌是霍乱的病原体。我国发展了噬菌体

8生物分型方案，将霍乱弧菌埃尔托生物型区分为两
类菌株，即流行株与非流行株。这两类菌株在致病

力、分子遗传学特征和引起疾病的流行病学特点方

面均有显著不同。流行株的致病力强，具有引起流

行和大流行的潜力；非流行株一般不致病或引起散

发的腹泻病例。在霍乱防制工作中，按两类菌株采

取区别对待的策略和措施，集中力量加强对流行株

进行监测和控制；对非流行株则按一般腹泻病处理，

不仅提高防制效果，而且可节省大量人力物力。噬

菌体8生物分型方案可作为追溯传染来源、传染途径
和分析流行形式的流行病学工具之一。

噬菌体在分子生物学的发展中起着重要作用。

许多生命科学的基本知识是在噬菌体研究中首先得

到或受到启发的。对噬菌体的结构、遗传和复制等

方面进行深入研究后，可利用噬菌体开展基因工程

方面的研究［&，$］，如噬菌体基因组及其启动子等调控

元件，已被广泛用于构建不同类型的基因工程载体。

本实验室采用鸟枪法随机测序的策略获得了霍

乱弧菌两类菌株分型噬菌体 ’G&基因组的序列，并
预测出 !2个开放阅读框以及 &" 个启动子区（结果
另发表）。本研究利用报告基因质粒转化及全噬菌

体共感染的策略分析了这些推测启动子在霍乱弧菌

中的活性，首先将预测的启动子区分别克隆到启动

子探测 !"#$ 融合质粒载体 DIJ&$3!，将重组质粒电
击到缺失了 !"#$ 基因的霍乱弧菌菌株 33!4#M中，
然后用噬菌体 ’G& 感染转化菌株。通过检测!8半
乳糖苷酶活性来了解启动子的转录时序。

# 材料和方法

#$# 材料
#$#$# 菌株、噬菌体、质粒：本研究中所使用的霍乱
弧菌（%&’(&) #*)!+("+ ）33!4"M（"):-M）、1"4、大肠杆菌
（,-#*+(&#*&" #)!&）KL&%2、分型噬菌体 ’G&由中国疾病
预防控制中心传染病预防控制所保存保存。 , *
#)!& HI&4!、质粒 DIJ&$3!（/):，):-MO）由美国 J=.(?P
博士赠送。

#$#$% 培养基和溶液：QR 培养基：&S胰蛋白胨，
%F"S酵母粉，%F"S氯化钠，DT 值 3F% U 3F!。JL：
1:V) "F7E，LEJW!·3T$W $E，&.()XQ 60=P·V)（DT3F"）

"%.Q，$S明胶 ".Q，加水定容至 &%%%.Q。T电击
缓冲液：&43..()XQ 蔗糖，&..()XQ T,D,P（DT7F%），
&%S甘油。
#$#$& 主要试剂和仪器：限制性内切酶（."/T#、
,#)I#）、<; 0"1 +1H 聚合酶、6! +1H 连接酶、
YG65、Z85:) 均购自 6:[:I:（大连）有限公司；T=E\
G]0,6L Q:./A: YP():^=(? [=^ 购 自 I(-\, 公 司；!8
E:):-^(P=A:P, <?_C., HPP:C JCP^,.购自 G0(.,E:公司。



!"# 噬菌体培养和纯化
取 !"#$%&的噬菌体与 "’! ()宿主菌新鲜培养

物混匀，*+,温育 !"(-.，加入 / ()融化并于 0",水
浴保温的半固体琼脂中，混匀后，迅速倾入含底层固

体琼脂的平板中。*+,培养 !"1 后，加入 0() 23，
/,静置几小时，回收 23，0#,作用 *"(-.，离心除
菌。参照!噬菌体纯化的标准方法，采用氯化铯密
度梯度纯化噬菌体 450，具体见参考文献［*］。
!"$ 噬菌体 %&’的提取
按试剂盒说明书进行。

!"( 基因操作

质粒 678提取、678 酶切、电泳、胶回收和连接，
感受态细胞制备和质粒 678转化均参照文献［*］。
!") *+,反应
表 ! 为本研究所用扩增启动子区的引物对序

列。59: 反应体系（ !""")）：!" ; <&%%=> !"")，
?0((@AB) 3C9A? #")，?((@AB) D7E5F !"")，正向和
反向引物（!""(@AB)）各 0")，DDG?H #*’0")， !"#
678聚合酶（0IB")）"’0")。59:反应条件为：J/,
!"(-.；J/, !(-.，0#,或 0K, *"F，+?, !(-.，*" 个
循环；+?, !"(-.。

表 ! *+,扩增启动子区所用引物序列
ELMA= ! 5>-(=> F=N&=.O=F %@> 59:PL($A-%-=D $>@(@Q=>F

5>@(@Q=> .L(= 5>-(=> F=N&=.O=F

5! 5@F-Q-R=：0SP9TTT8E99TET98T8TE9988EE9TP*S； 7=CLQ-R=：0SP9TT88EE9T9EEE98E9EE99TT8ETP*S

5? 5@F-Q-R=：0SP9TTT8E99TEETEE988TE8ETTT8TP*S； 7=CLQ-R=：0SP9TT88EE9T9E8998E88TTE89E99P*S

5* 5@F-Q-R=：0SP9TTT8E99T8TEEE9EE8ETTT88TETP*S； 7=CLQ-R=：0SP9TT88EE98898E89E9E89899E999P*S

5/ 5@F-Q-R=：0SP9TTT8E99ET8TT8EEETEETT8TP*S； 7=CLQ-R=：0SP9TT88EE9EE9TE9ET9E98E98EEP*S

50 5@F-Q-R=：0SP9TTT8E99ETE988TE9ET9E89TE9P*S； 7=CLQ-R=：0SP9TT88EE9TEET989T89E98E89E8P*S

5# 5@F-Q-R=：0SP9TTT8E99TT8E8T88E89T8TT8ETEP*S； 7=CLQ-R=：0SP9TT88EE9E9EEE98E8T8EE99E989P*S

5J 5@F-Q-R=：0SP9TTT8E9989E98E899TE99T88EEP*S； 7=CLQ-R=：0SP9TT88EE998EEE98EET9EE89TTTP*S

5!" 5@F-Q-R=：0SP9TTT8E99TTET9T9888TE8E98EEP*S； 7=CLQ-R=：0SP9TT88EE9E99ETEETT9ETE898E9P*S

5!? 5@F-Q-R=：0SP9TTT8E998ETT8T9E889T99ETE9P*S； 7=CLQ-R=：0SP9TT88EE999ET9T8E8TE8T998E8P*S

5!0 5@F-Q-R=：0SP9TTT8E998TEE98989T9E9EE98TP*S； 7=CLQ-R=：0SP9TT88EE98ET89E9899998TEP*S

5!+ 5@F-Q-R=：0SP9TTT8E998T8ET9T89TEEET89P*S； 7=CLQ-R=：0SP9TT88EE9888T998E88T999E99EP*S

5!K 5@F-Q-R=：0SP9TTT8E99T989ET99E89TE8EEETP*S； 7=CLQ-R=：0SP9TT88EE9998ETE8ETEE8E98T9TP*S

5!J 5@F-Q-R=：0SP9TTT8E998T9ETET9EE888988TTP*S； 7=CLQ-R=：0SP9TT88EE9T8999ETT988TE8EE9EP*S

5?! 5@F-Q-R=：0SP9TTT8E99TE89E899T89E8T9E9TP*S； 7=CLQ-R=：0SP9TT88EE9EE8T998ETEET8889E9P*S

5?K 5@F-Q-R=：0SP9TTT8E99ET9ET8TE89TET9E9EEP*S； 7=CLQ-R=：0SP9TT88EE989E9E98EE998T89T9P*S
$"%G# @> &’(:# >=FQ>-OQ-@. F-Q= &.D=>A-.=U

!"- 霍乱弧菌电击转化法［(］

从 )<8平皿上挑取 ++/*单菌落接种于 0()的
)<中，*+,振荡培养过夜。次日，按 ! V 0"的比例转
种到另一新鲜 )<中，*+,振荡培养至对数期（约 ?
W *1）。转移培养物至冰浴中 !"(-. 后，离心集菌，
用事先预冷的 G电击缓冲液洗两次后，重悬于 ?"")
的 G电击缓冲液中。加入要转化的质粒，轻轻混
匀，共同冰浴 0 W !"(-.，转入预冷的电击杯中，按如
下参数电击：?’0X4，?""$，?0"Y。加入 K""") 的
)<，*+,振荡培养 ? W *1。适当稀释后，涂 8$> )<8
平皿，置 *+,培养过夜。挑取单菌落，提取质粒
59:鉴定。
!". 外膜蛋白的提取
采用 Y-A-$提取法，具体方法参考文献［0］。

!"/ 报告基因质粒转化及全噬菌体共感染
将 !’# 中的阳性转化子培养至 )*#"" Z "’0 W

"’#，取 !"()菌液，加入 / ; !"!" $%&噬菌体 45! !()，
混匀，此时开始计时，取 !() 菌液待用。*+,温育
0(-.后，加入 70* H35 "’/()，混匀，分别于 !"、?"、
*"、/"、0"、#"(-.取 !()菌液，按%P半乳糖苷酶检测
试剂盒说明书操作检测%P半乳糖苷酶活性。实验重
复 *次。
!"0 !1半乳糖苷酶（!1234）活性的测定
按试剂盒说明书操作，略做改动，简述如下：取

!()菌液于 !’0()离心管中，!?""">B(-.离心 !(-.，
弃上清，用 5<2小心洗菌两次，吸尽上清。加 ?""")
! ; :=$@>Q )[F-F <&%%=>（:)<），悬菌，室温孵育
!0(-.。涡旋 !" W !0F，高速离心 ?(-.，转移上清至新
的离心管中。此裂解液可直接进行检测或 \ +",储
存 ? 个月以上。在酶标板中，用 ! ; :)<适当稀释
裂解液及阳性对照%PTLA至 0"")，加 0"") 8FFL[ ? ;
<&%%=>混匀，盖上盖子，*+,孵育 *"(-.。加 !(@AB)
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碳酸钠 !"#!$ 终止反应，用 %&’头混匀孔中液体，避
免产生气泡。测 !"(!#值。参照标准曲线得出的回

归方程，可得到每个样品的 ")*+, 活性单位
（-&,,&./&01）。

! 结果

!"# $%&扩增启动子区
根据推测的启动子区域，设计寡核苷酸引物，扩

增产物长度预计为 2## 3 (##4’左右，该片段包括启
动子区及其上游部分。考虑到质粒 ’56!27(中克隆
位点为 #$%8#、&’(5#、)%$#，在设计引物时，上
游及下游引物分别加 #$%8#、&’(5#酶切位点。
图 ! 显示扩增的 9:5产物与预计大小相符，无非特
异性条带。经 !;琼脂糖凝胶电泳，割胶回收所需
目的条带。

图 # 噬菌体 ’$#启动子区的 $%&扩增产物的琼脂糖凝
胶电泳图

<&=>! ?=+@A1B =B, B,BC0@A’DA@B1&1 AE 0DB 9:5)+F’,&E&BG ’@AFA0B@ @B=&A/1

E@AF ’D+=B H9!

-：IJ? -+@KB@ I$2###；! 3 !"：H9! =B/AFB IJ? EA@ 0BF’,+0B，9:5)

+F’,&E&BG ’@AG.C01 AE ’@AFA0B@ 9!，92，9L，9(，9"，9M，9N，9!#，9!2，9!"，

9!7，9!O，9!N，92! +/G 92OP

!"! 构建融合表达质粒
H9!的预测启动子 9:5产物分别经 #$%8#、

&’(5#双酶消化，纯化回收后，定向克隆在经同样
酶切处理的质粒 ’56!27( 中的相应位点上，阳性转
化子在含氨苄青霉素、Q)*+,、R9%*的 $S?平板上显
兰色。挑取兰色单菌落，提取质粒进行酶切和 9:5
鉴定。获得的重组融合表达质粒分别命名为：’$9!、
’$92、’$9L、’$9(、’$9"、’$9M、’$9N、’$9!#、’$9!2、
’$9!"、’$9!7、’$9!O、’$9!N、’$92!、’$92O。

*$’+ 融合质粒载体 ’56!27(在其克隆位点后携
带有完整的大肠杆菌 *$’+ 的编码序列，包括翻译起
始位点，但没有 *$’+ 启动子。在没有插入外源启动
子时，融合载体表达的")*+,活性非常低

［M］，在克隆

位点插入有启动子的外源片段后，下游的 *$’+ 能在
所插入片段中启动子的控制下进行表达。本研究中

将 !"个启动子区克隆到 ’56!27(载体上，转化于大
肠杆菌受体菌 T-!#N中，所有克隆子均呈现兰斑，提
示克隆的区域具有启动子活性，可为大肠杆菌的

5J?聚合酶所识别。
!"( 融合表达质粒转化 )&#(*、++*(!,
重组融合表达质粒分别转化大肠杆菌 ?5!L(，

在含氨苄青霉素、Q)*+,、R9%* 的 $S? 平板上培养
时，除 ’$9!转化得到淡兰色菌落外，其余均得到兰
色菌落，挑单菌落提取质粒，9:5鉴定阳性克隆子。

?5!L(菌株为 ’C/S突变株，能限制 ’S5L22 衍
生质粒的拷贝数在很低的水平，从而最大程度减少

质粒拷贝数对 *$’+ 表达的影响。’!的克隆子为淡
兰色，其余均为兰色，这也证实克隆的区域具有启动

子活性。

重组融合表达质粒分别电击转化 77(L$U，在含
2"!=VF$氨苄青霉素、Q)*+,、R9%*的 $S?平板上培
养时，阳性转化子菌落中心显兰色，挑单菌落提取质

粒，经 9:5鉴定为阳性克隆子，除 ’$9!#及 ’$9!"未
电击进 77(L$U 后，其余均电击成功，分别命名为
H$9!、H$92、H$9L、H$9(、H$9"、H$9M、H$9N、H$9!2、
H$9!7、H$9!O、H$9!N、H$92!、H$92O。
!"* 启动子活性检测
分别取 #，!，2，L，(，"F&,,&./&01的")半乳糖苷酶

标品按检测试剂盒说明书操作检测酶活性。计算标

准品")半乳糖苷酶的活性单位与 !"(!#值标准曲线，

得线性回归方程：, W #P2N7#N- X #P#M!M2，相关系数
@ W #PNN(，’ W #P####M，其中 Y 为")*+,+C0A1&G+1B
（F&,,&./&01），Z为 !"(!#值。

前期的研究工作提示噬菌体 H9! 的潜伏期为
"OF&/左右。H9!感染霍乱弧菌转化株后，噬菌体基
因组进行转录，所有基因产物均由宿主 5J?聚合酶
合成，噬菌体编码的一些转录因子修饰或影响宿主

5J?聚合酶的结构和功能，其后这些宿主 5J?聚合
酶相继识别早、中、晚 L 类启动子，同时这些宿主
5J?聚合酶也识别转录融合质粒上的启动子，从而

")半乳糖苷酶的表达量受启动子的早晚识别的影
响，这可从时间上反映出来。图 2所示的是 H9!潜
伏期间 *$’+ 基因在各霍乱弧菌转化菌株中的时序
表达及")半乳糖苷酶活力变化，而")半乳糖苷酶活
力变化就反映了启动子的时序性。

%噬菌体约有 (#;的右向立即早期转录物可一
直通过几个延迟早期基因（编码参与 IJ?复制的蛋
白质）而终止于 052，即立即早期启动子 95 在延迟

早期仍有转录活性。在噬菌体感染 2#F&/时 H$9!7
的")半乳糖苷酶活性最高（图 2），说明 9!7 在感染
开始持续转录直至 2#F&/，如果 9!7与%噬菌体右向
立即早期启动子 95 功能类似，则推测 9!7为早期启

O(O 微生物学报 .’/$ 01’2(31(*(41’$ )151’$ 2##"，HA,>(" JA>M



动子，否则 !"#为中期启动子。
$%!&、$%!’、$%!(、$%!"&、$%!"(、$%!&"、$%!&)

的!*半乳糖苷酶活性在噬菌体感染 +,-./时表达最
高（图 &），$%!+的酶活性在感染 ",-./内活性没有
上升，而在感染 &,-./时表达最高（图 &），说明 !&、
!+、!’、!(、!"&、!"(、!&"、!&) 在感染 &,-./ 或
+,-./时转录活性最强，提示推测上述启动子为中
期启动子。

!01是"噬菌体整个晚期区转录的唯一启动子，
可在感染早期就有活性，$%!")的!*半乳糖苷酶活
性在噬菌体感染 2,-./时表达最高（图 &），说明 !")
在感染晚期转录活性最强，提示 !")可能与 !01功能

类似，推测其为晚期启动子。

图 ! "#$潜伏期间 %&’(基因在各霍乱弧菌菌株中的时
序表达及!)半乳糖苷酶活力
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* 讨论
因为 $!"为 H@ 69;型霍乱弧菌的烈性噬菌体，

为充分考虑其启动子受霍乱弧菌 0IJ聚合酶的作
用，我们将这些重组质粒又电击到 (*&+ 缺失的霍乱
弧菌 ##’+!B中。同时，因为有可能 $!"的不同启
动子受 $!"感染菌体后新合成蛋白的激活上调，在
感染的不同阶段表现不同程度的活性，因此我们采

取了含某个启动子活性报道质粒的霍乱菌株转化子

再用 $!" 感染和裂解的策略，以报告基因观察在
$!"繁殖过程中、报道质粒上 $!"的不同启动子在
感染不同时间点上被共激活的活性，以此来反映启

动子被激活上调的时序性。

在本研究中，为检测 $!" 预测启动子的活性，
我们采用了报道质粒转化霍乱受体菌、然后再用

$!"噬菌体共转染的策略。因为考虑有些噬菌体的
启动子，尤其是中、晚期启动子受噬菌体自身表达蛋

白的调控。单独含这个启动子的报道质粒在霍乱弧

菌中可能没有启动活性、或启动表现与实际噬菌体

感染时有不同。比如"噬菌体早期启动子 !0 的转

录物之一的 K;9蛋白，在感染的过程中逐渐积累，与
两个操纵基因区结合，从而阻止 0IJ聚合酶与该区
的结合，关闭从早期启动子 !% 和 !0 的起始转录。"
噬菌体早期合成的另一种调节蛋白 L蛋白是抗终
止子，它的合成导致了晚期基因转录的起始，即促进

晚期启动子 !01的开始转录。故采用噬菌体共感染

策略，使得后感染进来的噬菌体的某些早期蛋白的

表达、会促使检测的启动子表现活性，质粒上不同的

启动子在噬菌体调控蛋白的作用下在感染的不同时

间转录 (*&+ 基因。重组质粒上的!*半乳糖苷酶的
表达在转录水平受启动子克隆片段的调控，在翻译

水平受启动子克隆片段和 (*&+ 自身的双重调节，当
噬菌体 $!"感染菌株 $%!"等时，$!"的早期启动子
转录的基因产物不仅调节噬菌体 $!" MIJ的中、晚
期转录，同时还可调节质粒上的启动子从而影响

(*&+ 的表达，(*&+ 的表达随着时间的延长、随着启
动子为中、晚期而发生变化。

噬菌体感染周期一般可分为早期、中期、晚期三

期；或分为早期、早晚期、晚期。噬菌体早期转录

0IJ聚合酶或中期基因的调节因子等。裂解感染
的晚期主要是完成 MIJ复制、MIJ包装及噬菌体颗
粒的装配及裂解。晚期启动子转录噬菌体结构蛋

白、装配蛋白及裂解蛋白。$!" 基因组是新的噬菌
体序列，核酸和蛋白质同源检索发现，只有几个基因

及产物的同源性较高。!+启动子转录基因 2，其编
码产物具有裂解细菌的功能。!&" 转录基因 +’，其
编码产物具有 MIJ 聚合酶的功能。!&) 转录基因
+N、+2，而编码产物分别具有 MIJ聚合酶和外切酶
的功能。感染中期转录基因编码参与 MIJ复制的
蛋白质和晚期基因的调节因子。故 !+、!&"、!&) 是
中期启动子。!") 转录基因 +"、+& 等，而噬菌体基
因 +"编码产物参与维持细胞质膜的完整性，与噬菌
体 $!"的结构有关；基因 +&与噬菌体 6’、OP&、6&、
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!"的 !"# 基因有一定的同源性，该基因产物与头部
组装有关，这也说明 #$%是晚期启动子。以上序列
分析与实验结果相互吻合。#$&是否为早期启动子
还需进一步深入研究。

噬菌体转录水平调控机制通常有 "种：!合成
自身的 ’()聚合酶，如 !&噬菌体；"利用宿主菌的
’()聚合酶转录并合成一些调节蛋白，通过调节蛋
白的作用，其他基因的转录或被激活或被阻遏，如#
噬菌体；$通过对 ’() 聚合酶%因子的更换实现其
早、中、晚基因表达的时序控制，如枯草杆菌噬菌体

*#+$。,#$的转录调控机制与#噬菌体或 *#+$ 噬
菌体同出一辙，或机制独特，这都需要深入研究。
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