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黄孢原毛平革菌基因启动子的分离与鉴定

李 维" 张义正""

（四川大学生命科学学院 成都 "!%%"5）

摘 要 利用启动子探针型载体.,67’8直接在大肠杆菌（3&0"%*#0"#+0(,#）中分离黄孢原毛平革菌（4"+$%*(0"+%/%
0"*2&(&5(*#)6）基因启动子片段，获得"个潮霉素抗性（9:;2）重组子。对重组子<9$、<9"进行序列分析，结果发现

它们都存在真核生物基因启动子的保守序列；用原生质体转化法将其转化黄孢原毛平革菌，仅.<9"获得了潮霉

素抗性转化子；7<=和斑点杂交分析表明，.<9"已成功导入黄孢原毛平革菌，并启动潮霉素抗性基因的表达。
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黄 孢 原 毛 平 革 菌（4"+$%*(0"+%/%0"*2&(&5(*#7
)6）能有效降解木质素及多种难降解的有机物，现

已成为用于研究植物生物质利用和自然界有机污染

物生物治理的模式生物之一［!］。到目前为止，该菌

中两类主要的木质素降解酶———木质素过氧化物酶

和锰过氧化物酶已经分离纯化，相应的AB+@及基

因也被克隆和定序［$，4］。迄今为止，利用已知同源

或异源基因的启动子构建了该菌的转化和表达质

粒［5，#］，但其研究进展与其他真菌相比，还存在着很

大的差距。因此，进一步建立黄孢原毛平革菌的转

化系统是十分必要的。

启动子是基因表达的一个重要元件。要建立某

种生物的转化系统或相应的表达载体，首先要有相

应的基因启动子用于标记基因或表达单元的建立。

分离真核生物基因启动子的方法有多种，常用的一

种是用启动子探针型载体在380(,#中建立基因组

文库，然后文库B+@转化相应的供体菌，从获得的

转化子中回收含启动子的B+@片段。对于转化频

率低的真核生物，该方法难度较大。已知来自原核

和真核生物的基因启动子具有一些十分保守的序

列，如C@C@盒，我们假定来自真菌的某些基因启

动子能够在大肠杆菌中被识别并启动基因表达。实

际上，已有的研究结果显示某些真核生物的基因启

动子在大肠杆菌中能启动基因表达［"，?］。因此，我

们利用启动子探针型载体在380(,#中直接筛选来自

高等担子真菌———黄孢原毛平革菌的能启动潮霉素

抗性基因表达的B+@片段，然后再将其转化黄孢

原毛平革菌，进一步鉴定其基因表达的启动功能。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：黄孢原毛平革菌480"*2&(&5(7
*#)6DEFGH!?"?、大肠杆菌380(,#IJ!G1)K-为

本实验室保存。启动子探针型载体.,67’8由本

室构建［8］，含有氨苄青霉素抗性基因和来自380(,#
的潮霉素磷酸转移酶基因（"5"），该基因的启动子

和翻译起始区已被除去（图!）。

!"!"# 试 剂：分 子 克 隆 工 具 酶 和 试 剂 购 自

D(-L2MN;-2FONNL-M0、D=J、华 美 生 物 工 程 公 司；

+(P(NQ:0-$45为+(P(公司产品，溶壁酶购自广东

微生物研究所；（!34$7）3R<C7、（!34$7）3R@C7购自北

京亚辉生物工程公司。

图! 启动子探针型载体.,67’8的物理图谱

HM;S! 7L:TMAO)0O.(U.2(0(/-23.2(1-P-A/(2.,67’8
D*.+69V；DT*.&/IV；W*30(=V；W;*3+1V；9*9#$R"；

E*:5$V；,V*;+0V；;+0VV；,L*;5"V；,.*;5%V；+*<(/V；

I1*=>+V*



!"# 方法

!"#"! 大肠杆菌的转化：采用高频转化法［!］。

!"#"# 黄孢原毛平革菌的转化：黄孢原毛平革菌原

生质体转化按文献［"］，有所修改，即用#$%$&’()*
+,"与溶壁酶各-.)/／)0制备原生质体。另外，

将转化后的原生质体 混 合 物 重 悬 于 123［"］4-
)$5／06$789:$5中，,;<恢复培养!!-+=，收集原生

质体，与-.)0上层培养基（>$5?’@培养基［"］4-
)$5／06$789:$54A."/／)0潮霉素）混匀倒入含有

下层培养基（>$5?’@培养基4-)$5／06$789:$54+B
琼脂粉4A."/／)0潮霉素）的平板中。于,A<培

养，,+=后可见不加潮霉素的对照开始有菌落生

长，转化子则C!;?开始出现。挑出转化子，以供

进一步的鉴定。

!"#"$ 黄 孢 原 毛 平 革 菌 总D#E提 取 和 转 化 子

FGH快速分子鉴定：总D#E的提取参照文献［"］的

方法。FGH操作按以下步骤进行，于.IC)0JF管

中依次加入以下成分：-KFGH缓冲液，?#LF（每种

各A.")$5／0），C.&/转化子总D#E，LMND#E聚

合酶-O，上下游引物各-")$5／0，总反应体积为C.

"0。循环反应条件：!C<预变性C)9&后，以!C<+
)9&、C.<-)9&、A+<+)9&循环,.次，最后于A+<
延伸-.)9&。

!"#"% 斑点杂交：参照文献［-.］的方法。

!"#"& D#E序列分析：D#E序列测定采用EPQ公

司,A,E型荧光自动测序仪进行。

# 结果与讨论

#"! 黄孢原毛平革菌基因启动子的克隆策略

本实验室所构建的启动子探针型载体R6SF3T
的物理图谱如图-所示。潮霉素抗性基因与多克隆

位点融合处的核苷酸序列是：

CU>EELLG>E>GLGGEGG>G>>L>>G>>GG>GLGL
E>EEGLE>L>>ELGGL>EEGLGEGG>G>EG>
LGL>LG>E>EE>LLLGL>,U
其中，有下划线部分为多克隆位点区；其余部分为潮

霉素抗性基因编码区。一段外源D#E片段插入

R6SF3T多克隆位点区的任意一个克隆位点时，只

有当其同时满足以下条件才能形成有功能的潮霉素

抗性融合基因：（-）具有基因启动子序列；（+）具有

翻译起始区；（,）具有起始密码子；（"）插入方向正

确；（C）插入片段,U端编码区序列与潮霉素抗性基

因编码区读码框一致。

将!"#$%&’(’)(%*+, PV1WX-A;A总 D#E用

-.+,EQ部分酶切，使酶切片段主要集中于.IC!
CY8之间。探针型载体R6SF3T用/.,ZQ完全酶

切并脱磷酸化处理，与上述总D#E部分酶切片段

以适当的比例连接，转化大肠杆菌[0-W85O*，分别

用氨苄青霉素（C."/／)0）平板和氨苄青霉素（C.

"/／)0）与潮霉素（-C."/／)0）双抗平板筛选转化

子和重组子。将在氨苄青霉素平板上出现的转化

子，点种到氨苄青霉素与潮霉素双抗平板上进一步

筛选重组子，称间接筛选法；用双抗平板直接筛选重

组子，则称直接筛选法。

#"# 黄孢原毛平革菌基因启动子的分离

在氨苄青霉素平板上共得到约-....个左右转

化子，将这些菌落转移到含有氨苄青霉素与潮霉素

的双抗平板上（即间接法），筛选得到;个氨苄青霉

素和潮霉素双抗重组子，分别命名为RGZ-!RGZ;。

而在氨苄青霉素、潮霉素双抗平板上未见任何菌落

生长（直接法）。我们曾用卡那霉素抗性基因为报告

基因的启动子探针型载体，分离几种不同微生物的

基因启动子，当抗生素用量为-."/／)0时，两种方

法筛选的效率相差+IC倍，当抗生素用量为C."/／

)0时，筛选效率相差,.倍，本实验中潮霉素浓度

高达-C."/／)0，过高浓度的抗生素可能是直接筛

选法未获得任何抗性菌落的原因之一；另一个可能

的原因是与大肠杆菌、供体菌亲缘关系有关，亲缘关

系越近，两种方法筛选的效率相差越小。

用0#(HQ酶切电泳检测显示其插入片段大小分

别为+I.，.I--C，-I.，+I.C，-I+，-I+Y8左右（图+）。

将其分别点种在不同浓度（-C.、+..、+C.、,.."/／)0）

图+ 重组子0#(HQ酶切的电泳检测

X9/I+ E&M5(@9@$\:=*7*]$)89&M&:@:=7$O/=
M/M7$@*/*5*5*]:7$R=$7*@9@

0M&*-!A *̂7*H*@:79]:9$&?9/*@:9$&7*@O5:@$\:=*@9_7*]$)89&M&:@

M&?R6SF3T8(0#(HQRGZ;
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的潮霉素平板上，!"#培养过夜，$个重组子均能在

%&’!(／)*潮霉素平板上正常生长，而%’’!(／)*
潮霉素即可完全抑制对照菌的生长。

!"# 序列分析

对+,-和+,$./0片段进行了序列测定，结

果如图!所示。+,-片段较小，仅有%%&12。由上

述结果可知，虽然它在!"#$%&中仍具有启动子活

性，但活性不高，潮霉素浓度超过-’’!(／)*就不

能生长。该启动子活性片段与潮霉素磷酸转移酶基

因融合处的核苷酸序列为：

&34400+05+450+440405+050+4+04+$%&5+0405+6
+5400+5+0++4+40+45+545+404004555+54!3
其中，下划线部分为潮霉素抗性基因编码区核苷酸

序列，其余部分为启动子片段+,-的核苷酸序列。

在该片段!3端有一个翻译起始密码子054，054
上游7$12处有一个5050盒及与+005盒相似

的+0005序列，054下游还多出一个密码子+50
与潮霉素抗性基因编码区融合，后者阅读框不变。

+,$插入片段大小为%’8!12（图!），该片段在

!"#$%&中启动子活性较高，其潮霉素抗性为!’’

!(／)*。该启动子活性片段与潮霉素磷酸转移酶基

因融合处的核苷酸序列为：

&30454+054+40+5+5+54040+540+0$%&4+++0450+6
+55000405++5400+5+0++4+4
0+45+545+45+404004555+54!3
其中，下线划部分为潮霉素抗性基因编码区核苷酸

序列，其余部分为+,$启动子片段核苷酸序列，其

!3末端有一个翻译起始密码054，054附近的6!
位点是碱基0，7位点是碱基4，即为0+00544，这

种高度保守的特点与’"#()*+$+,$)&-.9:2%、9:2&、

9:2$及 其 它 真 核 生 物 翻 译 起 始 位 点 保 守 序 列0／

4//0544十分相符［-，%%］。在054上游具有典型

的真核生物;/0聚合酶<<所识别的启动子保守序

列50500、+005盒、4+盒。054后恰好增加&
个密码子与潮霉素抗性基因编码区融合，潮霉素抗

性基因读码框未发生变化。以上研究结果说明潮霉

素抗性基因编码区的&36端能作较大的改变而不影

响其生物活性，另外它在从细菌等原核生物到高等

植物、哺乳动物中作为选择标记而被广泛运用，具有

较宽的宿主范围，因此，具备作为启动子探针型载体

报告基因的基本条件，是理想的报告基因。

!"’ ()*片段在黄孢原毛平革菌中的功能分析

!"’"+ 黄孢原毛平革菌的转化及转化子抗性水平

测定：为了证明用大肠杆菌为宿主菌分离的黄孢原

图! 两个基因启动子片段的核苷酸序列

=:(>! 5?@ABC9@DE:F@G@HB@AC@DI
EJD2KD)DE@K6LCE:M@IKL()@AEG

5?@5050LAF+0051DN@GLK@BAF@K9:A@F

毛平革菌基因启动子片段在原供体菌中能启动基因

表达，我们用原生质体转化法分别将&"%’!(线性

化的重组子./0转化’"#()*+$+,$)&-.，对获得的

转化子进行复筛，仅在2+,$的转化平板上筛到O
株能在"’!(／)*,)P的浓度下稳定生长的菌落。

将上述O个’"#()*+$+,$)&-.转化子分别接种在

O’、%’’、%-’!(／)*,)P的4D9F’G培养基上，!"#培

养，所有的转化子均能在O’!(／)*潮霉素浓度下很

好地生长，有&株可在%’’!(／)*浓度下生长，其中

有!株在%-’!(／)*浓度下仍能生长。说明+,$片

段在’"#()*+$+,$)&-.具有启动基因表达的功能。

!"’"! ,(QK转化子的R+;快速鉴定：参照已知的

潮霉素抗性基因编码区（其长度为%’--12）的&3、!3
端核苷酸序列设计R+;引物：

上游引物：&344+54405++5400+5+0++4+40+!3
下游引物：&34+4450++5055++5554+++5+4!3

以转化子的总./0为模板，进行R+;扩增，结

果如图7所示，供试的P-、P!均特异性地扩增出约

%’--12的片段，未经转化的菌株，则仅有引物带，

而未出现相应%S1大小的扩增带。该结果从分子

水平证明2+,$已导入’"#()*+$+,$)&-. 中。将转

化子P-、P!的总./0用高频转化法转化大肠杆菌

%’$&期 李 维等：黄孢原毛平革菌基因启动子的分离与鉴定



图! "#$%转化子的&’(快速鉴定

)*#+! ,-./$0*0123453%.-021%6.-307$&’(
8.-59、:、;、!、<=5%5&’(.6>/$2*5?>%1?@A302%16=*/?3$>503%.*-

.-?3=112!"#$%&’(’)(%*+,>@3.3*B53%.-021%6-.-30’313./CD,

-"#(.*E89F7/@5，未获得任何生长的大肠杆菌菌株，

说明转化质粒不是以自主复制的染色体外形式存

在，而是整合在染色体上。

!"#"$ 转化子的斑点杂交分析：转化子G:、G;总

CD,经 碱 变 性 后，点 到 尼 龙 膜 上，以 >HI&JK
/)0L、12,"L双酶切的潮霉素抗性基因的9M7片

段为探针作斑点杂交（图<），结果表明它们的确导

入了潮霉素抗性基因。由此证明’"N片段在黄孢

原毛平革菌中具有启动功能。

图< 斑点杂交分析

)*#+< C134$7%*?*O.3*1-.-./$0*0123%.-021%-6.-30
">45-A1?*-#%5#*1-2%.#65-3=.0@05?.0>%175，313./CD,=.0

2%16-1-3%.-021%65?!"#$%&’(’)(%*+,（/.-59）、P%.-021%6.-30G;
（/.-5:）.-?G:（/.-5;），%50>5A3*B5/$

本工作研究的结果说明原核生物的(D,聚合

酶可以识别丝状真菌某些基因的启动子，利用启动

子探针型载体，以大肠杆菌为宿主菌，分离真核生物

的基因启动子是可行的，这为我们获得更多的真菌

基因启动子用于基因的表达、遗传转化带来了极大

的方便。另外，本研究还证明潮霉素抗性基因是理

想的报告基因。
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