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顶头孢霉 .")!"#.")$ 双向启动子区域的克隆与应用

张丕燕 朱春宝" 朱宝泉
（上海医药工业研究院 上海 "###!#）

摘 要：用 GHI 方法从丝状真菌顶头孢霉中克隆出全长 0J/K? 的 !"#(L3 !"#H 双向启动子 M,( 片段，通过转化子对

博莱霉素的抗性证明了该启动子在顶头孢霉中的双向启动功能。另外，利用所克隆的 !"#(L3 !"#H 双向启动子构建

了一个用于顶头孢霉转化的质粒 )NO0/，并成功地将该质粒转化入顶头孢霉。)NO0/ 含有博莱霉素抗性基因和透

明颤菌血红蛋白基因（ $%#），P%=F<2*B 杂交和 HQ 结合实验分析显示 $%# 整合到顶头孢霉的基因组 M,( 中并表达了

有活性的透明颤菌血红蛋白。
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顶头孢霉是工业上用于发酵生产头孢菌素 H 的重要丝

状真菌，过去的 /# 年来，诱变技术、生化筛选技术和原生质

体融合技术的应用使得头孢菌素的产量有了大幅度的提高。

在!3内酰胺产生菌产黄青霉（&’()")**)+, "-./01%’(+,）、构巢

曲霉（20!’.%)**+0 ()3+*4(0）和顶头孢霉（5’!-4*10!1.)+, 4".’,16
()+,）中，基因 !"#(L 和 !"#H 分别编码"3（T3#3氨基己二酰）3
T3半胱氨酰3M3缬氨酸合成酶［"3（T3737:+B%7U+)E&）—T3>EAF2+3
BE&3M3V7&+B2 AEBF<2F7A2］和异青霉素合成酶，用于催化!3内酰

胺抗生素生物合成途径中前两步的反应。这两个基因的转

录方向相反，中间有一段 0J/K? 的双向启动子区，负责启动

和调节上述两个合成基因的表达［0］。W2BB2 等［"］将 *4"X（编

码!3半乳糖苷酶）和 %+0(（编码!3葡糖醛酸酶）基因分别连

接在 !"#(L3 !"#H 双向启动子的下游，研究了该双向启动子

的功能。P><:+FF 等［/］利用报告基因对来自于顶头孢霉的

!"#H 启动子也进行了功能分析。到目前为止，!"#H 启动子

已多次用于异源基因在顶头孢霉中表达［! Y .］。

为建立有效的顶头孢霉转化系统，用 GHI 方法克隆顶

头孢霉菌 !"#(L3 !"#H 双向启动子区域，并利用博莱霉素抗

性基因证明这一段 M,( 区域具有双向启动功能，利用该双

向启动子及博莱霉素抗性基因作筛选标记，构建了一个顶头

孢霉菌的转化载体 )NO0/，并利用该载体将透明颤菌血红蛋

白（ $%#）基因转化进入顶头孢霉中。与本实验室先前构建的

顶头孢霉转化质粒 )NO40S 相比，转化率有大幅度提高。

% 材料和方法

%&% 菌种和质粒

顶头孢霉（ 5’!-4*10!1.)+, 4".’,1()+,）-!3/3-4 为一株工

业生产菌株，由本院菌种选育组提供，培养条件见文献［!］；

带 $%# 基因的质粒 )ZX0"S# 由上海交通大学邓子新教授惠

赠；大肠杆菌 MZS#及其它一些质粒均为本实验室保藏。

%&’ 酶和试剂

限制性内切酶、绿豆芽核酸酶、[&2B%\ 酶和 M,( 连接酶

均购自大连 17[7I7 公司；748 M,( 聚合酶购自华美公司；

P%=F<2*B 印迹试剂盒（M]O Z+D< G*+:2 M,( T7?2&+BD 7BU M2F2>3
F+%B PF7*F2* [+F $）购自 I%><2 公司；TEA+BD 酶为 P+D:7 产品；

G9O.### 购自中国医药集团上海化学试剂公司；博莱霉素由

日本传染病研究所 M*’ Z%FF7 惠赠。

%&( )*! 操作

M,( 酶切、电泳、连接、转化大肠杆菌均参照文献［4］。

%&+ 顶头孢霉原生质体的制备和转化

顶头孢霉原生质体的制备和 G9O 介导的转化方法参照

文献［!］并略作改动，本研究中用 TEA+BD 酶代替文献中的 ,%3
V%;E:2 "/! 作为制备原生质体的破壁酶。

%&, 引物设计、合成和 -$. 扩增

根据 !"#(L3 !"#H 双向启动子区域的序列设计了 GHI 扩

增的正向和反向引物。为便于扩增片段的亚克隆，在正向引

物 GG0 的 S^端添加内切酶 9"1I%识别位点，引物序列为：S^3
OO((11HHO((1(OOOOHO(O(H(1HO3 /^；在反向引物 GG" 的

S^端添加内切酶 :!’%识别位点，引物序列为：S^3O(H1(O3
1OH1H(OHHHOH1H(O(1HOH3/^。扩增 $%# 基因的引物根据

其开放阅读框两端的序列设计而成，分别在正向和反向引物

的 S^端添加内切酶 ;)(U&和 9"1I%的识别位点，正向引物

G$0 的 序 列 为：S^3HHH((OH11OOOHO(OH1HOO1(HHH1(1O3
/^；反 向 引 物 G$" 的 序 列 为：S^3HHOO((11HHOO1HO(1H
HHHH1(O(((OHO3/^。上述引物由上海生工生物工程技术

服务公司合成。GHI 扩增条件：5!_ S:+B；5!_ 0:+B，SS_
0:+B，4"_ 0:+B，共 "- 个循环；4"_ 0#:+B。

%&/ 01234567 8913
P%=F<2*B ?&%F 按 照 M]O Z+D< G*+:2 M,( T7?2&+BD 7BU

M2F2>F+%B PF7*F2* [+F$说明书进行。

%&: $; 结合试验分析

分析方法参照文献［-］并略作改动，离心收集培养 !U 的

基因工程菌和对照菌的菌丝体，置液氮速冻处理后研碎，分

别取相同重量的细胞裂解液重悬于 ":T #J0:%&‘T 过硫酸钠



溶液中（!" #$%），通 &’ ()*+,，用紫外分光光度计扫描分析。

! 结果

!"# !"#$%&!"#’ 双向启动子的扩增和鉴定

以顶头孢霉基因组 -./ 为模板，用合成的 !"#/01 !"#&
双向启动子的正向和反向引物扩增出 2$345 的 -./ 片段，将

该片段用 $!%!和 &"’6!双酶切，连接于经相同酶处理的

!0789:;+!<" => 上，构建成质粒 !?@22，由上海博亚公司进行

测序。经序列比对，扩增出的 -./ 片段与已发表的 !"#/01
!"#& 双向启动子序列完全一致，证明没有发生变异。

!"! 质粒的构建

用 $!%!和 &"’6!双酶切质粒 !?@22，将 !"#/01 !"#& 双

向启 动 子 片 段 切 下，用 绿 豆 芽 核 酸 酶 进 行 末 端 平 滑 化。

!?@#2% 是一个含博莱霉素抗性基因的真菌启动子探针质

粒，将上述 !"#/01 !"#& 双向启动子片段经电泳分离后插入

质粒 !?@#2% 博莱霉素抗性基因开放阅读框上游的 &"’6#
位点，用酶切反应鉴定双向启动子插入的方向，得到不同插

入方向的质粒 !?@A 和 !?@B，用于双向启动子的功能分析。

质粒 !"C2(D) 的 &"’6!1()*E$片段含有 +,# 基因，将该片

段定向连接到质粒 !?@22 中 !"#& 启 动 子 下 游 的 &"’6!和

()*E$位点上，得到质粒 !?@2(；用内切酶 $!%!和 ()*E$双

酶切 !?@2(，得到含有 !"#/01 !"#& 双向启动子和 +,# 基因的

-./片段，用 =7F,GH 片段将 其 末 端 平 滑 化 后 插 入 到 质 粒

!?@#2% 的 &"’6I 位点，通过酶切鉴定插入方向，最后得到质

粒 !?@23。

!"( 顶头孢霉的转化和博莱霉素抗性分析

将 !?@A 和 !?@B 用 JK@ 介导法转化顶头孢霉原生质

体［%］，在含有 2)%LM*N 博莱霉素的再生培养基上筛选，只筛

选到质粒 !?@A 的转化子，转化率平均为每%L -./2B$D 个转

化子。将再生培养基中博莱霉素浓度降到 D%LM*N 后，能筛

选到 !?@B 的转化子，转化率平均为 22$3 个M%L -./。从上

述两种质粒获得的转化子再分别在含有和不含博莱霉素的

平板上连续培养 D 代后，再转接到含相应浓度的博莱霉素的

平板上，#%O P B)O的转化子能保持对博莱霉素的抗性。

为了将外源基因导入顶头孢霉，以 +,# 基因为例构建了

质粒 !?@23，并用 JK@ 介导法将该基因转入顶头孢霉中，转

化子在含 D%LM*N 博莱霉素的再生平板上进行筛选，转化率

与 !?@B 相似，平均为每%L -./B$A 个，与本实验室先前利用

构巢曲霉的 -.!& 基因的启动子构建的顶头孢霉转化质粒

!?@#2DMIL5［B］相比，转化率有了显著的提高（表 2）。

表 # 顶头孢霉转化载体 )*+#( 与 )*+,#-. $%# 的特征比较

QR57F 2 J;G!F;<+F9 GS /%!012’3!’.)45 1".%5’*)45 <;R,9SG;*R<+G, TF:<G;

!?@23 R,E !?@#2DM +,#

J7R9*+E >+UFM45 J;G*G<F; 07FG*V:+,
M（%LM*N）

Q;R,9SG;*R<+G,
FSS+:+F,:V

M（<;R,9SG;*R,<9
M%L -./）

!?@23 D$2
!"#/01!"#&
5+E+;F:<+G,R7
!;G*G<F;

D B$A

!?@#2DMTL5 W$3 J<;!& D )$D

!"/ 01234567 8913 和 :’; 分析

为进一步证明转化子在基因组中存在经 !?@23 转化而

导入 的 +,# 基 因，用 地 高 辛 标 记 的 +,# 探 针 对 携 带 质 粒

!?@23的重组顶头孢霉和未经转化的顶头孢霉的基因组

-./ 进行 >G8<XF;, 57G< 分析（图 2），图中阳性对照为 &"’6!
和 ()*E$消 化 的 !?@23，重 组 菌 和 出 发 菌 均 经 过 过 量 的

&"’6!和 ()*E$消化处理，结果在含 +,# 基因的 D2)5! 的片

段处，阳性对照和重组菌均出现了杂交条带。同时还进行了

J&6 扩增 +,# 基因的试验，从 3 个转化子基因组 -./ 中都扩

增出大小与 +,# 基因一致的 -./ 片段。

图 # 01234567 8913 分析

Y+LZ2 >G8<XF;, 57G< R,R7V9+9
2$ !?@23；($ Q;R,9SG;*R,< 232A；3$ Q;R,9SG;*R,< 23)3；%$ ’;+L+,R7

/%!012’3!’.)45 1".%5’*)45；D$&-./M()*E$ *R;4F;

!"- ’< 结合试验分析

&’ 与还原态的透明颤菌血红蛋白结合后，在 %(),* 处

具有最大光吸收值。为证明转化菌株能够表达透明颤菌的

血红蛋白基因，以通 &’ 的出发菌株的重悬液为阴性对照，

用紫外分光光度计对通 &’ 的基因工程菌细胞裂解液进行

扫描，在 %(),* 处显示特征性的光吸收，差光谱扫描见图 (。

图 ! 一氧化碳结合差光谱分析

Y+LZ( &R;5G, *G,G[+EF15+,E+,L E+SSF;F,:F 9!F:<;8* R,R7V9+9
/Z &F77 7V9R<F9 GS G;+L+,R7 /%!012’3!’.)45 1".%5’*)45；

0Z &F77 7V9R<F9 GS <;R,9SG;*R,< 232A Z

( 讨论

试验显示顶头孢霉对博莱霉素的最低抑菌浓度（\]&）

为 )$2%LM*N，我们用含高浓度博莱霉素的再生平板筛选转化

子，用 !?@A 所获得的转化子能够在含 2)%LM*N 博莱霉素的

培养基上生长，用 !?@B 获得的转化子能够在含 D%LM*N 的博

莱霉素的培养基上生长，这表明双向 !"#/01 !"#& 启动子在

两个方向上都能够启动基因的转录，并赋予顶头孢霉抗博莱

WD( 微 生 物 学 报 %% 卷



霉素的性能。另外，由于转化子抗性的强弱在一定程度上反

应了启动子的启动能力，可以认为 !"#! 启动子的启动功能

强于 !"#"# 启动子，这与文献［$］中的报道相符。

质粒 %&’($ 中不带有真菌的复制子，在重组菌中不可能

存在有 %&’($。当我们用完整的基因组 )*" 进行 +,-./012
34,. 分析时，杂交条带出现于大分子量的基因组 )*" 区域，

表明转化载体 %&’($ 整合于基因组 )*" 中；当用 $"%5!和

&’(6"对重组菌基因组 )*" 进行消化后再进行 +,-./012 34,.
分析（图 (），两个重组菌的 )*" 杂交条带均与经相同酶处理

的 %&’($ 的 )*# 基因条带的位置相同，这表明重组菌的基因

组 )*" 中带有插入的 )*# 基因。!7 结合试验中，89:2; 处

的特征性吸收峰显示在重组菌中存在有活性的血红蛋白［<］，

说明在重组菌中表达了一定量的有活性的 )*# 基因。

%&’=(>?@A3 是本实验室以前构建的转化 )*# 基因的顶

头孢霉菌的转化质粒［B］，它利用来自构巢曲霉的 +,!- 基因

的启动子调控博莱霉素抗性基因和 )*# 基因的表达，虽然也

已成功地将 )*# 基因导入顶头孢霉菌中，但是转化率较低，

平均仅有 :C> 个?#A )*"。另外，由 %&’=(>?@A3 转化获得的

转化子是在含 >#A?;D 博莱霉素再生平板上筛选得到的，而

且转化子不稳定，传代后，对博莱霉素的抗性下降。我们利

用从顶头孢霉中克隆的 !"#"#E !"#! 双向启动子构建了与

%&’=(>?@A3 结构相似的质粒 %&’($，对顶头孢霉的转化率提

高了将近 9: 倍，而且同样在含 >#A?;D 博莱霉素再生平板上

筛选转化子，由 %&’($ 获得的 F$ 个转化子分别在含有和不

含有博莱霉素的培养基上经过 > 次传代后，有 >: 个转化子

仍然保持对博莱霉素相 同 的 抗 性 水 平，占 全 部 转 化 子 的

<:G。其原因可能是 !"#"#E !"#! 启动子是顶头孢霉自身的

启动子，%&’($ 通过启动子与顶头孢霉的染色体 )*" 发生

同源重组，使质粒更容易稳定地整合到基因组中；另外，顶头

孢霉自身的 !"#"#E !"#! 启动子也可能有着与外源启动子不

同的调节功能。因此，在顶头孢霉的转化系统的构建中，使

用其自身启动子往往优于外源启动子。 !"#"#E !"#! 双向启

动子区域约为 (C$H3，它可以从一个方向启动标记基因的表

达，从另一个方向启动外源目的基因的表达，从而可减小所

构建的重组质粒的大小，这对质粒在丝状真菌中的成功转化

也是非常有利的。
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=>99 期 张丕燕等：顶头孢霉 !"#"#E !"#! 双向启动子区域的克隆与应用




