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利用根癌农杆菌 T-DNA插入突变寻找参与漆酶葡萄糖阻遏的
关键基因
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摘要:【目的】新型隐球酵母(Cryptococcus neoformans)是人类重要致病真菌，主要毒性因子之一漆酶的表达受
葡糖糖阻遏，机制未知。本文拟寻找参与葡萄糖阻遏的关键基因。【方法】建立根癌农杆菌介导的转化方法
(Agrobacterium tumefanciens-mediated transformation，ATMT)建立一个容量约 200000 的随即插入突变文库，在
高浓度葡萄糖条件下从中筛选葡萄糖去阻遏的突变株。通过 Southern 确定突变株中 T-DNA 的拷贝数，利用
反向 PCR 获得依赖葡萄糖的漆酶阻遏基因序列。【结果】筛选到了 30 株葡萄糖去阻遏突变株，Southern blot
发现 83%的葡萄糖去抑制突变株含有单个 T-DNA 拷贝。初步鉴定了可能参与漆酶阻遏的 10 个不同生物学
功能基因，如参与碳水化合物的代谢，固醇的合成，几丁质的合成，GPI 脂锚钩的合成等等。【结论】ATMT 突
变策略可以找到一些参与漆酶葡萄糖阻遏的关键基因，为理解漆酶在致病过程中的作用机制和工业改进漆
酶活性提供参考。
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漆酶(EC 1. 10. 3. 2)是一类蓝色的含铜的多酚
氧化酶，广泛分布于昆虫，植物，真菌和细菌中［1 － 4］。

Yoshida 首先在漆树中发现了漆酶［5］。一直以来，漆
酶受到了科学界的广泛关注，并且在工业生产和环
境治理领域得到了广泛的应用。例如，白腐菌产生
的漆酶可用于木质素降解，纺织品漂白和食物处理
等［6 － 7］。漆酶还可用于环境污染物降解［8 － 11］和土

壤有机物转化［12］。漆酶在降解木质纤维素产乙醇

中也具有潜在的应用价值［13］。目前，工业上应用的
漆酶主要来源于真菌。但是，真菌中对漆酶的表达
调控机制的了解还不是很清楚。

担子菌新型隐球酵母(Cryptococcus neoformans)

可以产生大量的漆酶，是研究真菌漆酶表达调控的
理想的模式生物［14 － 15］。新型隐球酵母广泛分布在

土壤中，特别是富含鸟粪和热带树木的土壤中［16］。

新型隐球酵母作为一种条件致病菌可感染免疫缺陷
人群的中枢神经系统引发脑膜炎［16］。新型隐球酵
母的基因组中含有两个漆酶基因———LAC1 和
LAC2，但是新型隐球酵母的漆酶活性主要由 LAC1

决定的［15 － 17］。新型隐球酵母的漆酶可以氧化多酚

底物 (如去甲肾上腺素)产生黑色素［15 － 17］。 LAC1

的缺失会导致漆酶活性的丧失［15，17］。在新型隐球
酵母中，漆酶的活性一般是由以下几种环境因素决
定的。微量的铜离子可以高效地诱导漆酶的表达，
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而高温(37℃ )则会抑制漆酶的表达［18 － 19］。葡萄糖
是漆酶表达的强抑制因子［15，20］。当培养基中含有
葡萄糖时，LAC1 的表达会受到阻遏，只有当葡萄糖
耗尽后，LAC1 的转录才起始，而这个过程是由经典
的葡糖糖和其他营养感应通路 Gα-cAMP-PKA 信号
通路调控的［21］。但是新型隐球酵母中葡萄糖抑制
漆酶表达的机制还没有被揭示清楚。

根 癌 农 杆 菌 介 导 的 转 化 ( Agrobacterium
tumefaciens-mediated transformation，ATMT)作为一种
高效的转化方法，在植物，动物和真菌中得到了广泛
的用［22 － 24］。在真菌中，ATMT 既可以转化酵母细
胞，也可以转化菌丝，孢子甚至蘑菇的菌丝组
织［25 － 27］。与原生质体转化相比，ATMT 更高效，方
便，省时。还有，大部分 ATMT 产生的转化子含有单
个 T-DNA 拷贝，便于后续的研究分析。近年来，
ATMT 在新 型 隐 球 酵 母 中 也 得 到 了 广 泛 的 应
用［28 － 30］。为了探究新型隐球酵母中依赖葡萄糖的
漆酶表达抑制基因，利用 ATMT 构建了一个容量为
200000 的随机突变文库。漆酶去阻遏菌株即使在
高浓度葡萄糖条件下，仍然能产生漆酶活性，并氧化
去甲肾上腺素( nor-epinephrine，NE)生成黑色素而
得到分别，按照此方法，分离到了 30 株葡萄糖去抑
制突变株。Southern blot 发现 83%的葡萄糖去抑制
突变株含有单个 T-DNA 拷贝。利用反向 PCR
( inverse PCR)初步得到了 10 个依赖葡萄糖的漆酶
表达抑制基因。此外，还发现 3 株葡萄糖去抑制突
变株中 T-DNA 破坏了 LAC1 的启动子区。这个方法
可以用于寻找参与漆酶阻遏的关键基因。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株:新型隐球酵母血清型 D 菌株 JEC21
(MATα)作为野生型菌株。B4500FOA 是 JEC21 的
尿嘧啶营养缺陷性突变株，作为构建随机突变库的
受体菌株［31］。含有质粒 pBI121-URA5 的根癌农杆
菌 LBA4404 用于 B4500FOA 的转化。
1. 1. 2 培养基:YPD 培养基用于培养新型隐球酵
母［31］。 LB 培 养 基 用 于 培 养 根 癌 农 杆 菌
LBA4404［31］。含有尿嘧啶的诱导培养基用于根癌
农杆菌介导的转化［29］。含有100mg /L去甲肾上腺
素的高葡萄糖培养基 (2% 葡萄糖，0. 1% 天门冬酰

胺，0. 3% KH2PO4; pH 5. 1)用于检测黑色素的合

成［14］。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:去甲肾上腺素(Sigma)，带
正电荷的尼龙膜 ( GE Osmonics)，［α － 32 P］ dCTP
(上海恒远生物科技有限公司)，随机引物 DNA 标
记试 剂 盒 ( TaKaRa )，限 制 性 内 切 酶 Xba Ⅰ
(TaKaRa)，LA Taq 酶 ( TaKaRa )，T4 DNA Ligase
(TaKaRa)，常规 PCR 仪(Bio-Rad)。
1. 2 随机突变文库的构建和葡萄糖去阻遏突变株
的分离

含有 pBI121-URA5 的根癌农杆菌 LBA4404 和
新型隐球酵母 B4500FOA 混匀后，在含有尿嘧啶的
固体诱导培养基上，25℃共培养 72h［29］。用无菌水
把菌体洗下，涂布到含有去甲肾上腺素(NE)和氨苄
青霉素 (杀死农杆菌 LBA4404 ) 的高浓度葡萄糖
(2% )筛选培养基上，30℃培养 3 － 5d，检测黑色素
的合成。
1. 3 Southern blot 分析转化子

用 XbaⅠ消化8 μg随机挑选的转化子基因组
DNA。Xba Ⅰ可以把 T-DNA 切为两段(图 1)。酶切
基因组 DNA 经过 0. 8%的琼脂糖凝胶电泳分离后，
转移到带正电荷的尼龙膜上。用随机引物 DNA 标
记试剂盒把质粒 pBI121 的 T-DNA 做［α － 32 P］
dCTP 标记，作为探针。
1. 4 通过反向 PCR 获得葡萄糖去抑制突变株的突
变基因

取2 μg基因组 DNA 经过 Xba Ⅰ酶切后，用 T4
DNA 连接酶在200 μL反应体系中自连过夜(4℃ )。
取10 μL连接产物作为模板，用 T-DNA 引物 ( p1-S
5'-ACTGGAACAACACTCAACCCTA-3'和 p1-A 5'-TG
GGGTTTCTACAGGACG-3'，或 p2-S 5'-TGGCGGGTA
AACCTAAGAG-3'和 p2-A 5'-CGCACAATCCCACTAT
CC-3' )进行反向 PCR 扩增。PCR 产物经测序后与
GenBank 数据库中的隐球酵母测序计划中的序列进
行比对，确定突变基因。

2 结果

2. 1 二元载体( binary vector) pBI121-URA5 的构
建

筛选标记基因 URA5(1. 9 kb)编码乳清苷单磷
酸焦磷酸化酶。pBI21-URA5 是 URA5 经过 XbaⅠ单
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酶切插入到根癌农杆菌二元 Ti 载体 pBI121 中得到 的(图 1)。

图 1 二元质粒载体 pBI121-URA5 示意图
Fig． 1 Construction design of binary vector pBI121-URA5．

2. 2 随机突变文库的构建和葡萄糖去抑制突变株
的分离

ATMT 是一种在新型隐球酵母中发现新基因的
非常有效的方法［28 － 30］。这种方法引起的突变具有
随机性和稳定性。按照材料方法中描述的，含有质
粒 pBI121-URA5 的根癌农杆菌 LBA4404 和新型隐
球酵母 B4500FOA 在 25℃条件下共培养72 h。农杆
菌和酵母细胞的混合物在高浓度葡萄糖筛选培养基

上培养3 － 5 d。通过 ATMT 构建了一个容量约为
200000 的随机突变文库。从中筛选出了 30 株葡萄
糖去阻遏的突变株。如图 2 所示，在高浓度葡萄糖
条件下，葡萄糖去阻遏突变株的菌落呈现黑色或棕
色(含有漆酶底物去甲肾上腺素)，而野生型 JEC21
的菌落颜色呈现白色。这说明葡萄糖去抑制突变株
的漆酶活性明显得到表达。这些葡萄糖去抑制突变
株经过分离纯化后用于进一步研究。

图 2 新型隐球酵母葡萄糖去抑制突变株
Fig． 2 Melanin biosynthesis assay of glucose derepression mutants of C． neoformans． LZM1，2，4，6，11，14，16，17，

18，19，20，21，28，33，36 and LZ5，6，7，10，11，12，14，18，23，24，27，29，30，35，36． The wild type strain JEC21 as

control．

2. 3 葡萄糖去抑制突变株中 T-DNA 单拷贝概率
为 83%

通过 Southern blot 来确定葡萄糖去阻遏突变株
中 T-DNA 的拷贝数。提取突变株的基因组 DNA，经
过 Xba Ⅰ 消化后用于 Southern blot 分析。质粒
pBI121 的 T-DNA 作为探针，结果发现，葡萄糖去抑

制突变株中，LZM11，LZM28，LZ12，LZ24 和 LZ27 含
有多拷贝 T-DNA，其余的突变株含有单拷贝 T-
DNA。葡萄糖去抑制突变株中单拷贝的概率为
83% (25 /30)(图 3)。T-DNA 的单拷贝插入是确定
突变基因参与漆酶阻遏的关键。
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图 3 新型隐球酵母葡萄糖去抑制突变株
Fig． 3 Southern blot analysis of glucose derepression mutants of

C． neoformans． LZM1，2，4，6，11，14，16，17，18，19，20，21，28，

33，36 and LZ5，6，7，10，11，12，14，18，23，24，27，29，30，35，

36． The wild type strain JEC21 as control．

2. 4 依赖葡萄糖的漆酶表达抑制基因
通过反向 PCR 获得葡萄糖去抑制突变株中 T-

DNA 的 旁 侧 序 列。 PCR 产 物 经 测 序 后，与
GenBank 数据库中的序列进行比对。表 1 中是初
步鉴定的依赖葡萄糖的漆酶表达抑制基因。表 1
中除了突变株 LZ11 之外，其他的突变株只含有一
个 T-DNA 拷贝。值得指出的是突变株 LZM6，LZ7
和 LZ18 中，T-DNA 破坏了 LAC1 的启动子，说明
ATMT 在寻找葡糖去阻遏基因中的可靠性。如图
4 所示，突变株 LZ7，LZ18 和 LZM6 中 T-DNA 的插
入位点分别位于起始密码子上游1412 bp，1172 bp
和581 bp。结果说明 LAC1 起始密码子的上游序
列含有多个依赖葡萄糖的抑制因子的结合位点。
我们分离到了 25 株 T-DNA 单拷贝葡萄糖去抑制
突变株，但是只获得了 12 株 T-DNA 单拷贝突变株
中 T-DNA 的旁侧序列(表 1)。原因可能是因为其
他 13 株 T-DNA 单拷贝突变株的基因组 DNA 经
XbaⅠ酶切自连后的片段太大，通过努力，PCR 扩
增未能得到任何片段，这也是 ATMT 方法的一个
短板。

表 1 依赖葡萄糖的漆酶表达抑制基因
Table 1 Genes for glucose repression of laccase

Stain GenBank accession Desription Chromosome No． of introns Protein ( aa)

LZM4 CNA00510 Citrate synthase 1 5 464

LZM6 CNG01240 Lac1 7 13 624

LZM14 CNF02350 Stp1 6 5 594

LZM17 CNB02480 GPI anchor biosynthesis-related prorein 2 6 273

LZM19 CNB04050 Glucose-6-phosphate isomerase 2 5 556

LZM33 CNI03250 GPI anchor biosynthesis-related prorein 9 3 598

LZM36 CNJ00820 Tetraspanin family 10 4 533

LZ5 CND01920 PKC-like superfamily 4 5 945

LZ7 CNG01240 Lac1 7 13 624

LZ11* CNA06260 GTPase-activator protein for Rho-like GTPase 1 10 810

LZ18 CNG01240 Lac1 7 13 624

LZ23 CNH02270 Chintin synthase 3 8 4 1423

LZ29 CNI02660 Integral to membrame protein 9 2 768

Annotations were obtained from NCBI database ( http: / / www． ncbi． nlm． nih． gov) with additional hand editing based on BLAST searches．
* Based on Southern bolt，mutant LZ11 has two T-DNA insertions，but only one locus was identified．

图 4 突变株 LZM6，LZ7 和 LZ18 中 T-DNA 在 LAC1 的启动子上的插入位点
Fig． 4 T-DNA insertions in the promoter of LAC1 ．
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突变株 LZM14 中 T-DNA 破坏了柠檬酸合成酶

基因的启动子区。柠檬酸合成酶参与柠檬酸循环的

第一步反应，催化乙酰辅酶 A 和草酰乙酸反应生成

柠檬酸和辅酶 A。突变株 LZM14 中 T-DNA 破坏了
STP1 基因的 ORF。新型隐球酵母中 Stp1 参与调节

麦角固醇的合成［32］。突变株 LZM17 和 LZM33 中
T-DNA 破坏了两个新基因的启动子区，这两个基因

参与 GPI 脂锚钩的合成。突变株 LZM19 中 T-DNA

破坏了葡萄糖-6-磷酸异构酶基因的启动子区。突

变株 LZ5 中 T-DNA 破坏了一个新基因的启动子区，

该基因属于 PKC 超家族。突变株 LZ11 中 T-DNA

破坏了 GTP 酶激活子基因的 ORF。突变株 LZ23 中
T-DNA 破坏了几丁质合成酶 CHS3 的启动子区［33］。

突变株 LZ29 中 T-DNA 破坏了一个新基因的 ORF，

该基因编码一种膜蛋白。突变株 LZM36 中 T-DNA

也破坏了一个新基因的 ORF，该基因属于 Tsp2 四次

跨膜蛋白家族［34］。还发现一个有意思的现象，T-

DNA 更倾向于破坏基因的启动子区(9 /13)。

3 讨论

新型隐球酵母可以产生大量的漆酶，但是其漆

酶的合成受到了葡萄糖的抑制［20］。为了探究葡萄

糖是如何调节漆酶表达的机制，我们利用 ATMT 构

建了一个容量约为 200000 的随机突变文库。在高

浓度葡萄糖条件下筛选到了 30 株葡萄糖去抑制突

变株。利用反向 PCR 初步获得了 10 个依赖葡萄糖

的漆酶表达抑制基因。还发现 3 株突变株中 T-DNA

破坏了 LAC1 的启动子区中依赖葡萄糖的抑制因子

的结合位点。

ATMT 在新型隐球酵母 JEC21 中的转化效率为
1 /5600，在 B4500FOA 中的转化效率为 1 /460［28］。

我们用 B4500FOA 作为受体菌，也得到了较高的转

化效率(1 /610)。ATMT 产生的 T-DNA 突变具有随

机性，稳定性和高单拷贝率。我们对分离到的葡萄

糖去抑制突变株做了 Southern blot 分析。结果发现
83%的葡萄糖去抑制突变株含有单个 T-DNA 拷贝。

T-DNA 的单拷贝插入有助于突变基因的鉴定。反

向 PCR 结果还发现 T-DNA 更倾向于破坏基因的启

动子区 (9 /13 )。该结果说明在新型隐球酵母中

ATMT 引起突变的随机性是相对的。T-DNA 突变库
中并不是所有的突变表型都是由 T-DNA 插入失活
引起的，特别是突变库容量很大时，很容易出现随机
突变。ATMT 适合构建大容量的随机突变文库，但
是要有可以利用的表型差异(比如颜色差异)，只有
这样才能很容易的从中筛选出我们想要的突变株。

葡萄糖去抑制突变株 LZ7，LZ18 和 LZM6 中 T-
DNA 破坏了 LAC1 的启动子区。插入位点分别位于
起始密码子上游1412 bp，1172 bp和581 bp(图 4)。

结果说明 LAC1 起始密码子的上游序列含有多个依
赖葡萄糖的抑制因子的结合位点。张等人在葡萄糖
缺乏条件下对新型隐球酵母血清型 D 的 LAC1 起始
密码子上游2 kb的非编码区做了系统研究［35］。他
们发现这2 kb的非编码区内含有两个增强因子结合
位点和两个抑制因子结合位点。我们的实验结果进
一步证明了 LAC1 起始密码子上游2 kb非编码区含
有依赖葡萄糖的抑制因子结合位点。

初步鉴定了 10 个依赖葡萄糖的漆酶表达抑制
基因。通过与 NCBI 中蛋白数据库比对发现它们具
有不同的功能:碳源代谢(柠檬酸合成酶和葡萄糖-
6-磷酸异构酶 );固醇合成 ( Stp1 );几丁质合成
(Chs3);GPI 脂锚钩合成;细胞信号传递等等。初步
鉴定的这 10 个基因还需要进一步验证。其中
CNJ00820(LZM36)我们已经通过定向敲除得到了
进一步验证。在血清型 A H99 中 CHS3 定向敲除后
漆酶活性明显升高［33］。该结果说明 Chs3 确实是抑
制了漆酶的表达。特别需要指出的是，LZM36 突变
株被进一步鉴定，发现编码膜蛋白 Tetraspanin 基因
TSP2 被 插 入 的 T-DNA 截 断 ( Applied and
Environmental Microbiology，In revision)。Tsp2 可能
参与了葡萄糖信号的转导，因此可能是该通路中的
一个新成员。

在本研究中，我们首次利用 ATMT 鉴定出 10 个
依赖葡萄糖的漆酶表达抑制基因。这些结果将有助
于揭示新型隐球酵母中葡萄糖调节漆酶表达的机
制，同时也为改进漆酶的工业生产提供了理论基础。
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Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation
(ATMT) for the screening for genes involved in laccase
glucose repression in the pathogenic yeast Cryptococcus
neoformans

Zhongming Li，Jiao Pan，Xudong Zhu*

Department of Microbiology，College of Life Sciences，Nankai University，Tianjin 300071，China

Abstract:［Objective］ To identify genes in glucose repression of laccase in the human pathogen Cryptococcus neoformans．
［Methods］We created a random insertional mutagenesis library containing over 200000 transformants by Agrobacterium
tumefaciens-mediated transformation ( ATMT ) ． We screened the glucose derepression mutants under high-glucose
condition and obtained the genes for glucose repression of laccase via inverse polymerase chains reaction ( PCR ) ．
［Results］ Totally，we isolted 30 glucose derepression mutants from the library． We found that that 83% of the mutants
contain a single T-DNA via Southern blot． We preliminarily identified 10 genes，which fall into a broad range of biological
processes including: carbohydrate metabolism，sterol biosynthesis，chitin biosynthesis and glycosylphatidylinositol (GPI)
anchor biosynthesis． Additionally，we found that three glucose derepression mutants have a single T-DNA insertion in the
promoter region of LAC1，which encodes cryptococcal laccase． ［Conclusion］As an effective way，ATMT can be utilized
for identifying genes in glucose repression of laccase，which sheds lights on the roles of laccase in virulence and provides
information for laccase production in industry．
Keywords: Cryptococcus neoformans，Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation (ATMT)，laccase
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