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启动活性研究
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摘 要：在盐生盐杆菌（!"#$%"&’()*+, -"#$%*+,）I%中分析了真核同源基因 )".#1的转录，分析了 )".#1同源基因启
动子片段的序列特征，用!5半乳糖苷酶基因（ %/"!）为报告基因，利用启动子探针检测技术验证了 )".#1同源基因
启动子片段在嗜盐古生菌 J6K%%中的启动功能；缺失分析进一步确认了 )".#1同源基因启动子具有嗜盐古菌启动
子典型特征。从启动子和转录水平上证明盐生盐杆菌 I%中真核同源基因 )".#1存在生物学功能，推测其可能在
核苷酸切除修复（L9I）起作用。
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盐生盐杆菌（!"#$%"&’()*+, -"#$%*+,）I%是一种
极端嗜盐古菌［%］。生存在高盐高强度阳光照的自然

环境中，它有很强的抗紫外辐射能力，能经受住高达

%%$NO:# 的紫外辐射，因此，它们有很强修复机制来

修复大量的紫外辐射 KL(损伤。基因敲除发现，编
码光裂合酶的 0-)#基因是其进行光修复的主要基
因，光修复也是其最重要修复机制。研究还表明，盐

生盐杆菌还有核苷酸切除修复（L9I）能力，其速度
大约和酵母中的修复速度相当［#，.］。近年来的基因

组序列分析表明，嗜盐古菌和其它古菌一样存在真

核 L9I同源基因（ )".%、)".#、)".. 和 )".#1）［!］，而
且古菌的转录和复制与真核生物有很大的相似性，

因此推测古菌 L9I 很可能是遵循真核的 L9I 模
式。然而，仅仅两种 L9I修复同系物 )".# 和 )".%
在古菌中有生物学的特性［1］。其中古菌 1 B
1+#2$#$%+3 编码的真核同源 L9I核酸酶 PQ6（ )".%）
在底物特异性、在优先剪切的 KL(结构和碱基偏爱
性上，表现了与人类的 PQ6 蛋白非常高的相似
性［"］。另外，研究发现古菌 1 B 3$#2"’")*&+3 含有的真
核同源基因 40% O )".#15R是由紫外高度诱导的，然而
另一个同源基因 40% O )".#15RR 是组成型表达的，暗
示了它们有类似真核 L9I基因的作用［-］。
真核解旋酶 PQ0O )".#1，结合其它 L9I解旋酶

PQKO )".#和另外一些蛋白，组成转录因子 26RRS，是
转录和修复所基本需要的。盐生盐杆菌同源基因

40% O )".#1编码产物（((T#$4$1U%）［.］与这个蛋白家
族有高度的氨基酸序列同源性，具有这个蛋白家族

的典型特征，说明该同源基因很可能有类似真核

L9I的作用。但缺少生物学方面的研究证据。本
实验室前期的研究工作克隆到了嗜盐古生菌———盐

生盐杆菌 I%的 )".#1同源基因 1V端 %4!4W) 的 KL(
片段。本研究利用启动子探针检测技术从 :IL(和
蛋白质水平证实了 )".#1同源基因 1V端启动子序列
在嗜盐古生菌中确实有启动子功能，结合在盐生盐

杆菌 I%中 )".#1同源基因的转录分析，从转录水平
上证明盐生盐杆菌 I%中真核 L9I同源基因 )".#1
是有生物功能的，为嗜盐古菌 L9I也可能是遵循真
核 L9I的模式提供了证据。

" 材料和方法

"%" 材料
"%"%" 菌株和质粒：表 % 为本实验所用菌株和
质粒。

"%"%# 培养基：用于嗜盐菌培养和转化的嗜盐菌养
基为复合培养基［4］，.-X培养。用于大肠杆菌培养
和转化的 Y0培养基参照文献［&］，.-X培养。



表 ! 供试菌株和质粒
!"#$% & ’()"*+, "+- .$",/*-, 0,%- *+ (1*, 23)4

’()"*+, 3) .$",/*-, 51")"6(%)*,(*6, ’30)6% 3) )%7%)%+6%
!"#$%&’"( )$#*"+,, -./&& 8"64*+9 (1% %+-39%+30, .$",/*- .:;<，=%>, ?@ A@ B33$*(($% 8"#
!"#$0"*1&’,23 4"#$0,23 5& 2*(1 )13-3.,*+, !1*, 8"#3)"(3)C
67*4&’,*4," *$#, 68 -"/ -6/ ,0.DEE 1,-F&G (1* $%0 ).,8 $"6H 9"$I 9"$! ")" (3+J (1) !1*, 8"#3)"(3)C
.F=&K L)3/3(%) .)3#% >%6(3)，63+("*+*+9 .)3/3(%) 7)"9/%+( 37 ’"9<M 9%+%，J/.) !1*, 8"#3)"(3)C

.’H&N#3.
!1% 6 @ *$#, "+- ! @ )$#*"+,, ,10(($% >%6(3)，O,*+9 0:"! ", (1% )%.3)(%) 9%+%,
2*(1 L) #3. .)3/3(%)，+3>)

!1*, 8"#3)"(3)C

.’H&NL)A& .’H& -%)*>"(*>% 2*(1 L’A& (3 L’FE 7)"9/%+( 70,%- (3 0:"! !1*, 23)4

.’H&N L)A< .’H& -%)*>"(*>% 2*(1 L’A< (3 L’FE 7)"9/%+( 70,%- (3 0:"! !1*, 23)4

.’H&N L)AP .’H& -%)*>"(*>% 2*(1 L’AP (3 L’FE 7)"9/%+( 70,%- (3 0:"! !1*, 23)4

.’H&N L)AE .’H& -%)*>"(*>% 2*(1 L’AE (3 L’FE 7)"9/%+( 70,%- (3 0:"! !1*, 23)4

.’H&N L)AM .’H& -%)*>"(*>% 2*(1 L’AM (3 L’FE 7)"9/%+( 70,%- (3 0:"! !1*, 23)4

.’H&N L)AQ .’H& -%)*>"(*>% 2*(1 L’AQ (3 L’FP 7)"9/%+( 70,%- (3 0:"! !1*, 23)4

!"!"# L5F引物：L5F所用引物由上海博亚生物技
术公司合成（表 <）。FBA&和 FBF<检测 ’"9<M的转
录产物，.R:A& 和 LR:F& 检测 0:"! 的转录产物，

L’A&、L’A<、L’AP、L’AE、L’AM 和 L’FE 以及 L’AQ 与
L’FP用于构建 ’"9<M启动子缺失片段。

表 $ 引物名称和序列

!!!"#$% < L)*/%), +"/% "+- ,%S0%+6%
L)*/%) ’%S0%+6%（MTNPT） L)*/%) ’%S0%+6%（MTNPT!! ）

L’A& J!!UU!J55!5U5!U!!5U5!J55UU FBA& UJUJ!!! !UU5U!J5!!UU5UU
L’AP !5JUU!J55U5UU!JU!J5!UJ5555JJ5 FBF< UJ!! U!!!5!!5!5UU5UU!U5
L’AE JU5UU!J55!U!!5JU55UJJ!UJUUJJ5 LR:A& 5!! J5!5UUJ5U5!!!5U55
L’AQ !5JUU!J55JJUJUJU55J5UUJ555J5 LR:F& UU!! !5UJ!U5!!5U5UU!J5
L’FP !5U5J!J!UJ5JU5UJUU5UJ5J!U5!!5 L’A< JU!! !5UU!J55U5555U!!UJ5!!5!U5
L’FE !5U5J!J!U!!UUUU!U!UU!J5U!J!!!5U L’AM !U5UU!J55J55!!JJ55UJ5U!J5UU

!"!"% 主要试剂：VWLU 和 XNU"$ 购自华美公司，
!FYZ3$总 FWJ提取溶液购自 UYR5VNRF8公司，限制
性内切酶、!E BWJ连接酶、F+",%N7)%%B+",%和 8"; 酶
购自 !"I"F"公司，=N=8;逆转录酶购自 L)3/%9"公
司。新生霉素（+3>3#*36*+）购自 ’*9/"公司，使用浓
度为 K[P!9\/8。氨苄青霉素购自华美生物工程公
司，使用浓度为 &KK!9\/8 。
!"$ 质粒分离、重组质粒的构建和嗜盐菌的转化
常规 BWJ 酶切、电泳、连接和转化大肠杆菌

（6 @ *$#,）均参照文献进行［]］，嗜盐古菌中质粒制
备用大肠杆菌的碱法，把溶液"换成 &/3$\8 W"5$，
嗜盐菌原生质球转化方法参照文献［^］。
!"# 逆转录 &’(（()*&’(）
嗜盐古菌总 FWJ 提取：利用 !FYZ3$ 溶液，具体

操作步骤见 !FYZ3$ 总 FWJ 提取的说明书。非变性
琼脂糖凝胶电泳检测 FWJ完整性。在总 FWJ中加
入 FW",%N7)%% BW",%，去除总 FWJ中残留的 BWJ。去
除 BWJ干净的 FWJ 样品作为 F!NL5F的模板。F!N
L5F 的具体步骤按文献［&K］的方法进行。
!"% 总蛋白含量和!*半乳糖苷酶酶活性的测定
嗜盐菌细胞中总蛋白含量的测定采用考马斯亮

兰染色法，以牛血清白蛋白（R’J）为标准。嗜盐菌

转化子的#N半乳糖苷酶活性 VWLU测定按文献［&&］
提供的方法进行。

$ 结果和分析
$"! 在嗜盐古菌 (!中 !"#$+同源基因转录分析
在嗜盐古菌 F& 对数生长中期取菌液提取总

FWJ，去除总 FWJ 中残留的 BWJ，根据嗜盐古菌
’"9<M同源基因 VFA设计的特异配对引物 FBA&和
FBF<进行 F!NL5F检测，结果能检测到 MPE#.特异
性条带存在，’"9<M 同源基因在其基因组的上游
E[P4#以内都没有发现其它基因的存在，在下游有
一个 VFA（;WUQ&<]:）编码假设的蛋白，因此可以推
测 F!NL5F检测到的就是 ’"9<M 基因的转录产物。
结合 W*(*+ 等用芯片分析 :"$3#"6(%)*0/ WF5N& 对紫
外反应的表达谱［<］，我们可以推测嗜盐古菌 ’"9<M
同源基因是组成型表达或转录后调控的。

$"$ !"#$+同源基因启动子片段序列特征分析
.F=&K是本实验室在盐生盐杆菌 F&的染色体

上克隆到 &[^4# 片段的重组质粒，包含了 ’"9<M 同
源基因部分 VFA和 MT端序列。我们分析了 MT端序
列的序列特征，U5百分比为 M^_，是 J!相对较丰
富区，存在两个可能的嗜盐古生菌启动子 !AR的结

G]&朱建裕等：嗜盐古菌 F&中与真核同源基因 ’"9<M启动子的序列分析和启动活性研究 @ \微生物学报（<KKQ）EQ（<）



合位点；!""#$%&’’’、()*’%&’’&，该元件被称为
&+,识别元件 ,-.（&+, /0123456524 0708046），存在 "
个可能的嗜盐古生菌启动子 &,9 结合保守序列

（&’&’ :2;）：<=<&’&&’&、>"!&&’&&&、#?#&’’’’’、
!)>>’&’&&&、!=*>&’’&&’’，它们的位置如下（图 !）
所示：

图 ! !"#"#基因 #$端序列结构特征分析
+53@! ’4A7BC5C 2D C0EF0410 C6/F16F/0 2D !"#?= 3040 =G04H@ 9F6A65I0 &’&’ :2; A4H &+, /0123456524 0708046 /03524C A/0 F4H0/7540H@ ’//2JC 54H51A60 6K0
L/580/C FC0H 54 H0706524 8F6A3040C5C 2D 6K0 L/28260/ C0EF0410C@

"%& !"#"# 同源基因启动子片段在嗜盐古生菌
’()!!中的启动活性分析
启动子探针载体 LMN!O:2L是嗜盐菌P大肠杆菌

穿梭质粒，含有编码!O半乳糖苷酶的 $%"& 基
因［!?，!)］。我们利用 $%"& 作为报告基因对 !"#?= 同
源基因启动子片段在嗜盐古生菌中的启动子活性进

行了研究。从 L-Q!* 亚克隆 !"#?= 同源基因 =G端
启动子片段替代 LMN! :3AR酶报告基因前的 :2L启
动子，构建成 LMN!O9/+!，转化嗜盐古生菌S+T!!，培
养转化子 S+T!!PLMN!O9/+! 至生长对数中期，取菌
液提取总 -U’，-&O9%-分析菌株中 $%"& 基因的转
录。而在 S+T!!PLMN!O:2L 和 S+T!!PLMN!O9/+! 菌
株中都出现了预期的 "**:L 特异性产物带，这表明
$%"& 基因在 S+T!!PLMN!O:2L 和 S+T!!PLMN!O9/+!
菌株中都进行了转录。用 VU9$ 方法测定结果
S+T!!PLMN!O:2L 和 S+T!!PLMN!O9/+! 的!O半乳糖
苷酶活性分别为 !=?8WP83 和 !!)8WP83，从 8-U’
转录水平和蛋白质表达证实了 !"#?=同源基因启动
子片段在嗜盐古生菌中确实具有启动活性。

"%* !"#"#同源基因启动子片段在嗜盐古生菌中
的缺失分析

根据上述方法，进一步通过缺失分析 !"#?= 同
源基因启动子片段对于启动子活性所必需的功能

区，证明结构与功能的一致性。通过 9%-（引物的序
列和位置如图 ! 所示）获得的一系列 !"#?= 同源基
因启动子不同缺失片段分别插入 $%"& 报告基因的
上游，得到不同区段与报告基因相融合的质粒分别

转入嗜盐菌 S+T!!，用 VU9$ 方法定量检测 $%"&

图 " !"#"#的启动子片段在古菌中的缺失分析
+53@? ’4A7BC5C 2D L/28260/ A165I56B 2D L/28260/ C0EF0410 2D !"#?= 54
& @ ’()*"+,, 6K/2F3K H0706524@ T0706524 H0/5IA65I0C 2D L/28260/ C0EF0410
2D !"#?= J0/0 3040/A60H :B 9%- A4H 54C0/60H 5462 6K0 L/28260/ L/2:0
I0162/C LMN!，/0CL0165I07B，/0CF76543 54 6K0 L7AC85HC CK2J4 24 6K0 70D6
C5H0 2D 6K0 D53F/0@ &K0 12//0CL24H543 0;L/0CC524 70I07 2D 6K0 /0L2/60/ 3040
5C CK2J4 24 6K0 /53K6 @ 9M+! 62 9M+( A4H 9M-" /0L/0C046 6K0 L/580/C@

报告基因的表达。结果表明（图 ?）：包含了 !"#?=基
因的 ’&$上游 "*):L片段含后面两个 &’&’:2;和全
部两个 ,-.在嗜盐古生菌中具有最大的启动子活
性，而依次缺失 &’&’:2;、,-.、&’&’:2;、,-.，导致
S+T!!菌株逐渐产生量降低的!O半乳糖苷酶，最后
一个 &’&’:2;和 ,-.是基本活性所要求的，当缺失
了这段序列会导致启动子活性的丧失，前面的一个

&’&’:2;和 ,-.能起增强作用。在 9M+(和 9M-)引
物间含两个 &’&’:2;而缺少 =G近端的序列没有启动
子活性。结果说明 !"#?=同源基因启动子符合典型
古菌启动子的特征规律。

>#! XRW Y5A4OBF -. ") @ P/*." 0,*!($,()(%,*" 1,+,*"（?**(）"(（?）



! 讨论
核苷酸切除修复（!"#）在细菌和真核生物中普

遍存在，但细菌和真核生物的 !"#蛋白没有进化上
的相关性。古菌与真核生物在它们的遗传信息处理

方面有许多的相似特征，已经被证明是一个研究

$!%的复制和转录的有用的模型。真核 !"#系统
非常复杂，要求许多蛋白参与，同样需要一种相对简

单的模型来研究其复杂的修复过程和机制。目前的

序列分析已揭示古菌存在真核 !"#同源基因，推测
古菌 !"#与真核有同样的机制，但这些序列上同源
的基因是否有生物活性则需要实验证明。本研究利

用启动子探针检测技术从 &#!% 和蛋白质水平证
实了 !"#同源基因 !"#’( 启动子序列在嗜盐古生
菌中具有启动子功能，结合在盐生盐杆菌 #) 细胞
内 !"#’(同源基因的转录分析，从启动子和转录水
平上推测盐生盐杆菌 #) 中真核 !"# 同源基因
!"#’(存在生物学功能。为嗜盐古菌 !"#也可能是
遵循真核 !"#的模式提供依据。另外，通过 !"#’(
同源基因启动子片段的缺失突变分析，确定古生菌

两种基本转录因子 *%*% +,-结合蛋白（*./）和转录
因子 .（*0.）的识别位点 *%*% +,- 和 .#" 序列是
!"#’(同源基因启动子片段在嗜盐古生菌中的有启
动子活性的重要功能区。这一结果从启动子序列上

证明了古生菌 #!%聚合酶单独不能够有效地识别
启动子序列，需要另外两种基本转录因子 *%*% +,-
结合蛋白（*./）和转录因子 .（*0.）的协助，从而表
明 !"#’(基因在嗜盐古菌中的转录起始也是遵循真
核模式的。
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