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假单胞菌 !"# 转录调节因子!$ 基因与无启动子

*$". 基因融合突变株的构建和鉴定

葛宜和&，$，许煜泉&"

（& 上海交通大学生命科学技术学院 上海 $%%$!%）

（$ 鲁东大学生命科学学院 烟台 $"!%$#）

摘 要：通过菌落原位杂交和 K.>-I01F 杂交，从假单胞菌 L&4 基因组文库中克隆了 !"#$ 基因及相邻序列。为了深

入研究影响 !"#$ 基因表达的调控因素，运用同源重组技术，将无启动子!5半乳糖苷酶基因（5M %&’(）插入并融合于

!"#$ 基因中，构建了假单胞菌 L&4 !"#$ 基因突变株 L&4KN。L=7701 法测定显示，突变株 L&4KN 的!5半乳糖苷酶可高

达 !4%O，而野生株检测不到!5半乳糖苷酶活性。表明，突变株中的 !"#$ 基因与无启动子!5半乳糖苷酶基因已融合

并且表达。在 PL2 培养基中生长量测定（)*"%%）的结果表明，突变株与野生株生长存在显著差异。
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原核生物在不同生长时期和不同的环境胁迫因

子作用下，通过表达不同的"因子并与 RS3 聚合酶

核心酶结合，从而启动一系列不同的基因转录［&，$］。

在多种革兰氏阴性菌和一些革兰氏阳性菌中，已发

现并证实的"因子包括 RT.U、RT.;、RT.8、RT.S、

RT.K、VWEK 等 $% 多种。其中大多数"因子在对数期

的后期及稳定期中得以表达，尤其是在环境中营养

成分消耗殆尽时，通过与核心酶竞争结合以调节并

控制细菌不同次生代谢物的代谢过程［*］。

RT.K，即"K，一般认为在细菌由对数期进入静止

期时转录并表达的一种转录调节因子。当 !"#$ 基

因突变后，+ D ’#%, 对各种胁迫因子如温度、盐浓度、

X$+$ 及各种营养因子等的敏感性增强［!］。在荧光

假单胞菌 VY5# 和 ZX3% 中，当 RT.K 缺失时，突变株

的胞外分泌物及抗生物质合成等次生代谢受到显著

影响［*，#］。在铜绿假单胞菌 V3+& 等病原菌中，!"#$
基因的突变导致毒力因子的合成与分泌的改变［"］。

尽管许多细菌 !"#$ 基因对次生代谢的影响为人们

所知，但是其作用机制和调控路径并不十分清楚。

不过一般认为：RT.K 对抗生物质的合成代谢的影响

是间接的，可能通过"K 启动某些迄今未知的调节因

子的表达，并以此直接或者间接地调控抗生物质的

基因表达［*］。

假单胞菌 L&4 因其分泌两种抗生物质吩嗪5&5
羧酸（VZ3）和藤黄绿脓菌素（V7-），表现出强大的生

物防治功能，在绿色农业中有潜在的应用前景［’］。

作为一种重要的次生代谢调控因子，其研究主要集

中在为 RT.K 所调控的基因或序列的鉴定、调控的方

式与机制等方面，对 !"#$ 基因的自身表达与调控的

研究较少。目前，只是在铜绿假单胞菌等菌株中报

道并鉴定了一个 !"#$ 基因的调控因子 VB13［4］。为

了研究 RT.K 因子对抗生物质合成代谢的影响，尤其

是 !"#$ 基因自身表达与调控的方式与机制，本研究

通过菌落原位杂交从假单胞菌 L&4 基因组文库中

克隆了 !"#$ 基因及其相邻片段，然后将无启动子的

%&’( 基因插入并融合于 !"#$ 基因，再通过同源重组

技术构建融合突变株。为进一步筛选 !"#$ 基因表

达与调控相关基因或序列创造条件。利用该方法进

行 !"#$ 基因表达调控的研究未见文献报道。

" 材料和方法

"%" 材料

"%"%" 菌株和质粒：本研究所涉及的菌株、质粒及

来源详见表 "。

"%"%& 试剂和仪器：各种限制性内切酶、6! US3 连

接酶 及 US3 分 子 量 标 记 物 均 购 自 L2[ 公 司



（!"#$"%&’(，)*&+,’%*’）；-./ 胶回收试剂盒购于上海

华舜生物科技公司；用于原位杂交和 01,&+"#% 杂交

标记探针的同位素［!2345］购自北京亚辉生物科技

公司；62溴272氢232吲哚2"2-2半乳糖苷（829’:）和 ;2硝
基苯2"2-2半乳糖苷（;.5<）购自上海 0’%91% 公司；

其它生化试剂级别均为分析纯。本实验所需主要仪

器 有 分 子 杂 交 仪（ =>0.0?44@， A+"#$1 B:"C&#1%
D1#E1#’&*1%，F0/）、恒温振荡摇床（D)/00GD D46HD，

."I >#,%(I*CJ 0C*"%&*K*C BL*(1% .M，F0/）和高效液相

色谱仪（)D2N@/AOE 0+*$’LP,，M’E’%）等。

表 ! 菌株和质粒

A’Q:" N 0&#’*%( ’%L E:’($*L(
0&#’*%( ’%L E:’($*L( ?":"O’%& C+’#’C&"#*(&*C( 01,#C"(

0&#’*%(
! R "#$%
-=6! !S@ $&"’#TN6#（ $&"’()2&*+,）FNUV -./0NW *1")N12/)N 3-%2 N )’Q C1::"C&*1%
0TN@ !2 3-%2 N 3-*2 N $145U *1") 3#2)4N $&"(N .46!77（T,D X ）$Y H$# )’Q C1::"C&*1%

7.14/#8#2&. (ER
TNS Z*:L &[E"，5D/，5:& E#1L,C"#，0E# ?K# )’Q C1::"C&*1%
TNS0\ *6#9 9"%" *%("#&"L ’%L K,("L I*&+ $&"’ *% K#’$"，0E# ?K# A+*( (&,L[

5:’($*L(
E>:,"(C#*E& 0H X C:1%*%9 O"C&1#，D1:BN #"E:*C1%，/E# )’Q C1::"C&*1%
E<BT0 E<BT2A "’([ O"C&1# C’##[*%9 N]@JQ 5D? K#’9$"%& 1K *6#9，/E# )’Q C1::"C&*1%
E>)0 E>:,"(C#*E& 0HX C’##[*%9 3]NJQ !"#?G2:-#G K#’9$"%& 1K *6#9，/E# A+*( (&,L[
E.T7SN ^ $&"’ K,(*1% O"C&1#，/E# =""Q 0R
E.T7S4 ^ $&"’ K,(*1% O"C&1#，/E# =""Q 0R
E>)0\ *6#9 *%’C&*O’&"L ’%L K,("L *% K#’$" I*&+ $&"’ *% E>:,"(C#*E& 0HX ，/E# A+*( (&,L[
5B8NS<$ 9"%" #"E:’C"$"%& O"C&1#，<$# #*%AX .&">X 0C+I"*P"# =5R
EB8<0\ *6#9 *%’C&*O’&"L ’%L K,("L *% K#’$" I*&+ $&"’ *% 5B8NS<$，<$# A+*( (&,L[
E?H0N C1($*L C1%&’*%*%9 &+" *6#9 9"%" (C#""%"L K#1$ 9"%1$*C :*Q#’#[ 1K 7.14/#8#2&. (ER TNS A+*( (&,L[
E?H04 C1($*L C1%&’*%*%9 &+" *6#9 9"%" (C#""%"L K#1$ 9"%1$*C :*Q#’#[ 1K 7.14/#8#2&. (ER TNS A+*( (&,L[

!"# 培养基和培养条件

大肠杆菌菌株采用 ),#*’2>"#&’%*（)>）标准培养

基，3W_ 培养［V］。假单胞菌 TNS 及其衍生株采用

H*%9’( $"L*,$ >（HT>）培养基，4S_培养［N@］。相应

固体培养基每升加 N6 ‘ 4@9 琼脂。液体培养时，摇

床转速为 NS@#a$*%（大肠杆菌）和 44@#a$*%（假单胞

菌）。培养时所需抗生素（%9a$)）：氨苄青霉素（/E）

N@@，庆大霉素（<$）7@，壮观霉素（0E）N@@。

!"$ 菌落原位杂交与 !"#$ 基因片段的克隆和测序

质粒和柯斯质粒的提取采用碱裂解法进行。与

之相关的酶切、修饰、回收、连接、转化等 -./ 操作

以及 探 针 标 记 与 制 备、菌 落 原 位 杂 交 与 01,&+"#%
Q:1&( 均按文献［V］提供的常规方法进行。其中杂交

探针采用克隆在 E<BT2A 中 *6#9 基因的 5D? 产物，

TNS 基因组文库的构建与特征参见文献［NN］。-./
序列测定委托上海博亚生物技术有限公司承担。基

因序列分析所需软件包括 -./ D:,Q、-./T/. 和

>)/0A 等。

!"% 融合突变株的构建

依据双亲杂交法进行同源重组［N4］，通过固相滤

膜细菌结合转移技术完成突变株的构建［N3］。

!"& 融合突变株的生长曲线测定

将野生菌株 TNS 与融合突变株 TNS0\ 分别同

时培养于 HT> 中，4S_培养且每隔 S+ 取样测定光

密度（;<U@@），重复 3 次，取平均值。

!"’ !(半乳糖苷酶活性的表达和突变株的鉴定

为了鉴定融合突变株构建是否正确，将野生型

与融合型菌株在相同条件下分别同时培养。培养条

件为：菌株接种于盛有 6@$) HT> 培养基的 46@$)
三角瓶中，44@#a$*%，4S_。定时取样并按 T*::"# 法

进行"2半乳糖苷酶活性测定［V］。

# 结果

#"! !"#$ 基因及相邻片段的克隆

从 E<BT0 中酶切得 *6#9 的 5D? 片段为探针，

进行 菌 落 原 位 杂 交 获 得 4 个 阳 性 克 隆 E?H0N、

E?H04。提取柯斯质粒 E?H0N 用 5&8=&、!"#?&、

!"#?b、=%2L’、7.3&、9&$&、:-#&等多种常规的

限制性内切酶进行酶切、电泳。进一步进行 01,&+"#%
杂交分析（图 N），因引物标记过程中添加 @]@N%9 的

NJQ -./ )’LL"#，T’#J"# 中故出现杂交带。在同源重

组过程中，插入位点两侧的片段越长双交换的机会

就越大，同时考虑到 *6#9 基因中合适插入位点的选

取及插入片段（ $&"’）较大等因素，故选取泳道 7 中

约 3JQ 的最常用酶 !"#?&2:-#&双酶切片段进行

克隆。该片段经割胶回收克隆于 E>:,"(C#*E& 0H X 相

应位点之处，相应的质粒为 E>)0。测序结果显示，

其中含有 *6#9 基因序列的 ;?! 共 N@@6QE，编码 337

@NW <B c*2+" 13 &$ R a)"3& >%"*#?%#$#+%"& 9%2%"&（4@@U）7U（6）



个氨基酸。至此，通过上述过程获得并克隆了 !"#$
基 因 和 其 相 邻 序 列，长 度 为 !"#$%&，该 片 段 在

’()*+), 中的登录号为 -./01"2/。不同菌株的相应

序列同源比对结果显示，不仅 !#"$ 基因本身与其它

假单胞菌菌株的同源性很高，而且其上下游基因片

段与其 它 假 单 胞 菌 菌 株 的 同 源 性 也 很 高。其 中

3&45 与 % 6 &’!()*+#,& 7-8" 的 3&45 同 源 性 高 达

99:［#］。

图 ! 阳性克隆的酶切图谱（"）和 #$%&’()* 杂交分析（+）

;<=6" 3(>?@<A?<4) B+& 4C &4><?<D( AE4)(（-）+)F 54G?H(@) %E4? +)+EI><>
（*）6 J6 ",% KL- E+FF(@； "6 -.#3!； 0 6 -.#3 !M%,/ !；

!6 0&1N!；$ 6 -.#3!M23#!；2 6 -.#3OM23#!；#6 4*+F"M
23#!；/ 6 $&5! 6

图 , 质粒 -+.# 中 !"#$ 基因与无启动子 %&’( 基因融合
的构建过程
;<=6 0 P4)>?@GA?<4) 4C !"#$ =()( CG><4) Q<?H &@4B4?(@E(>> 5&.6 <)
&*R56 ! <)F<A+?(> ?H( $/(! ><?( QH(@( ?H( &@4B4?(@E(>> 5&.6 Q+>
<)>(@?(F <)6

,/, !"#$ 基因与 %&’( 基因的体外融合突变

在 !"#$M 5&.6 融合突变株的构建过程中，首先必

需在体外构建基因 !"#$ 与 5&.6 按照读码框顺序的

基因插入与融合。具体步骤为：根据序列分析，选取

位于质粒 &*R5 上 !S",% !"#$ 基因片段中的 $/(!酶

切位点，以 $/(!酶切之。胶回收后，使之与来自质

粒 &LJ$1" 的 5&.6 基因片段［"$］相连接，所获得的阳

性克隆 命 名 为 &*R5T（图 0）。由 图 0 可 知，来 自

&LJ$1" 的 $1&!M7!&!双酶切 5&.6 基因片段，长

度约为 !SU,%。按正确的方向插入于距翻译起始点

（-V’）!9U%& 的 $/(!位点，则使 3&45 因子上游 "!U
氨基酸的肽链与缺失前 1 个氨基酸的MW 5&.6 基因片

段恰好按读码顺序融合。所得克隆 &*R5T 的酶切分

析表明，完成并获得了 !"#$ 基因与 5&.6 基因的体外

融合突变。为实施同源重组并构建融合突变株，用

-.#3!、23#!双酶切 &*R5T，再将经回收和纯化的

长度 #S",% 的 !"#$M 5&.6 融合基因片段与经 -.#3!M
$&5!双酶切的自杀质粒 &XY"1’B 相连接［"0］。连接

产物经化学转化法转化感受态的 - 6 .#5* KN2#并通

过#M互补筛选阳性克隆。经酶切验证后的阳性克隆

&XY’5T 转化 - 6 .#5* 5J"U，得到的转化子 - 6 .#5*
5J"U（&XY’5T）可用于两亲杂交。

,/0 两亲杂交与融合突变株的筛选

将供体菌 - 6 .#5* 5J"U（&XY’5T）、受体菌假单

胞菌 J"1 分别在含庆大霉素（0U$=ZBR）、壮观霉素

（"UU$=ZBR）的液体培养基中培养过夜。分别取上述

菌液 2UU$R 经离心、两次无菌水洗涤后混合并悬浮

于 "UU$R 的 R* 培养基中。将此混合菌液涂布于无

抗生素的 R* 平板上，!/[培养 "1 \ 0$H。挑取菌斑

悬浮于一定的 R* 培养基中并涂布于 5&"UU 和 ’B$U 的

双抗平板。将该种平板上的克隆接种于仅含壮观霉

素（"UU$=ZBR）的 R* 液体培养基中作传代培养。经

2 \ "U 代后稀释涂平板获得单克隆。将单克隆菌影

印于分别含 5&"UU、5&"UU’B$U的 R* 平板上。其中 5&"UU

’B$U R* 平板上不生长，而对应 5&"UU平板上生长的克

隆即为双交换的阳性克隆菌株。通过此法，在 $ 对

0UU 个克隆中获得 " 个庆大霉素敏感的 J"1 菌株，

该菌株即为 !"#$ 融合突变株且命名为 J"15T。

,/1 !"#$ 基因融合突变株 2!3#4 的生长曲线

融合突变株 J"15T 与野生株 J"1 的生长曲线

图 !。在营养丰富的生长前期，尤其是在菌体密度

小于 $SU 时它们生长状况相似。但在生长中、后期，

随着菌体密度的增加、菌体总量的增大，培养基中营

养因子消耗速率增加。融合突变株 J"15T 的菌体

密度只有野生株 J"1 的 "Z0。说明 !"#$ 基因突变引

起菌体生长对环境因子的变化比野生株更敏感。该

结果与其它革兰氏阴性菌的 !"#$ 基因突变结果相

似［2，#］。

,/5 !"#$ 基因融合突变株 2!3#4 的鉴定

双交换株鉴定可以菌落颜色初步鉴定。将野生

株和 抗 性 筛 选 得 到 的 双 交 换 株 同 时 接 种 于 含 有

YM=+E（#UB=ZBR）的 R* 平板，!/[培养 "1 \ 0$H。平

板直接观察结果显示，双交换株菌落呈蓝色，而野生

株则为 白 色 或 淡 黄 色。表 明 所 得 双 交 换 株 中 的

""/葛宜和等：假单胞菌 J"1转录调节因子%5 基因与无启动子 5&.6 基因融合突变株的构建和鉴定 6 Z微生物学报（0UU#）$#（2）



图 ! 假单胞菌野生株 "#$ 及衍生株 "#$%& 在 ’"( 培

养基中的生长曲线

!"#$% &’()*+ ,-’./0 (1 )"23 *45/ 0*’6"7 89: 673 "*0 3/’".6*"./0 89:;<

"7 =8> ?/3"-?$

!"#$ 基因表达了。

@A !"#$ 基因是否按照读码框正确插入 %&’( 基因

并融 合，还 可 以 通 过 比 较 野 生 株 89: 与 衍 生 株

89:;< 的!@半乳糖苷酶活性表达进行定量鉴定。!@
半乳糖苷酶活性测定如图 B 所示。从图中显示，野

生株的!@半乳糖苷酶活性在整个生长周期中没有变

化，活性单位几乎为零。表明野生株!@半乳糖苷酶

基因未曾表达。而衍生株 89:;< 的!@半乳糖苷酶

活性 表 达 不 断 增 大，可 高 达 B:CD。表 明 衍 生 株

89:;< 中与 %&’( 基因融合的!@半乳糖苷酶基因得

以表达。由此推断，%&’( 基因确已被@A !"#$ 基因插

入且融合了。

图 ) !"#$ 与*+ %&’( 融合突变株 "#$%& 与野生株 "#$
的!*半乳糖苷酶活性测定

!"#$B !@&626,*(0"360/ 6,*"."*"/0 3/*/,*/3 "7 ?-*67* 89:;< (’ )"23 *45/
0*’6"7 89:E F6,+ 5("7* "0 *+/ ?/67 (1 *+’// ?/60-’/?/7*0 G 0*6736’3
3/’".6*"(7$

! 讨论

本研究从假单胞菌 89: 基因组中克隆了 %&’(
基因及其相邻片段，然后通过同源重组将无启动子

的!@半乳糖苷酶基因（@A !"#$）按读码框顺序插入并

融合于 %&’( 基因，最终成功表达。由此构建的融合

突变株为进一步研究因 H5(; 缺失导致的细菌生长、

生理、次生代谢等变化构筑了平台。同时，因融合突

变株的!@半乳糖苷酶（融合蛋白）活性表达水平完全

由 %&’( 基因的启动子决定，此衍生株有利于进一步

研究调控 %&’( 基因表达的内、外因素。

就目前研究方法而言，插入突变株构建的验证

主要采用 ;(-*+/’7 杂交或 IJH 方法。对于一般插入

突变株的构建，;(-*+/’7 杂交或 IJH 证据是不可缺

少的。如采用抗性基因（如抗卡那、抗庆大霉素等基

因盒）插入引发的突变，就必需有 ;(-*+/’7 杂交或

IJH 证据。原因在于抗性基因盒不论通过同源重组

定点插入于特定部位，还是随机插入在基因组 KLM
的其它部位，突变株都有抗性性状出现。因此定点

突变必需通过 ;(-*+/’7 杂交 或 IJH 方法来证明。

然而，运用本文相应方法构建的融合突变株可

以采用生化测定法（8"22/’ 法）而省略 ;(-*+/’7 杂交

或 IJH 法进行验证。鉴于在体外（克隆载体）进行

%&’( 基因与@A !"#$ 插入融合操作时，选择 %&’( 基因

的合适的酶切位点并按照正确的读码顺序使 %&’(
基因与无启动子和缺失前 : 个氨基酸编码序列的!@
半乳糖苷酶基因准确融合。显然，融合的结果表明

插入的存在（而且是定点融合插入），插入的发生引

发被插基因或序列的突变。只要!@半乳糖苷酶基因

按读 码 框 顺 序 正 确 插 入，通 过 简 单 的 生 化 方 法

（8"22/’ 法）对突变株与野生株的!@半乳糖苷酶活性

进行测定并比较就可证实。尽管 ;(-*+/’7 杂交是目

前常用的且最令人信服的的有力证据，但该方法步

骤多、费用高。即便 ;(-*+/’7 杂交验证获得了阳性

结果，虽可证实!@半乳糖苷酶基因插入的事实，但仍

不能证实!@半乳糖苷酶基因按正确的读码顺序插

入，即可证实是否插入，不可证实是否融合。因此仅

有 ;(-*+/’7 杂交是不够的。IJH 是目前用于验证突

变株的另一种常规方法。此法需设计引物、IJH、产

物测序等，方可验证位点的正确插入。因此 IJH 也

不是一种鉴定此类型突变株的最佳选择。

由此推断，通过与!@半乳糖苷酶基因构建融合

突变株具有鉴定方法简单、直观、价格低廉等优点。

不过此法构建突变株也有其缺点与局限性。一是对

实施融合突变的基因（目标基因）的结构、核苷酸顺

序要明确，目标基因或序列必须能够表达。二是由

于插入的基因片段（@A !"#$）较长（约 %ECNO），若目标

基因插入位点两侧的序列相对较短，双交换的频率

低，筛选突变株的难度相对较大。因此，利用!@半乳

P9Q &F R"@+/ )* "! $ S+#*" ,-#%’.-’!’/-#" (-0-#"（PCCT）BT（U）



糖苷酶基因构建融合突变株还是利用抗性基因插入

构建一般突变株或其他方法构建突变株应根据实验

需要、目的和条件等因素确定。
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