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圈卷产色链霉菌分化相关基因! .$/0 调控的初步研究

杨艳玲 杨海花" 谭华荣
（中国科学院微生物研究所 北京 #%%%4%）

摘 要：在野生型的圈卷产色链霉菌中，增加单个或多个拷贝数的 !"#$，观察该基因对野生株表型和形态的影响。

结果表明，!"#$ 的拷贝数的增加会使孢子形成提前，但是增加单拷贝的菌株与增加多拷贝的菌株所表现的增效作

用相同。在大肠杆菌中对 !"#$ 进行了 EF7 融合表达和纯化，通过凝胶阻滞实验证明，%"#$ 蛋白可与其上游的调

控区特异性结合。由此推测 !"#$ 是一个自调控基因。
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发育分化是现代生物学的研究热点之一。链霉

菌（%&’()&*#+,(!）因具有类似于丝状真菌的复杂生命

周期，无与伦比的合成次生代谢产物的能力及遗传

物质结构相对简单等特点［#，$］，而成为研究微生物发

育分化的良好模式材料。

链霉菌发育分化过程的调控不是一个简单的线

性级联调控，而是一个多基因参与、多水平调控的复

杂网络［2 H "］。转录调控因子在该网络中起着重要的

多效调控作用［"］。IB(J 家族是典型的原核生物转录

调控因子，最早发现于大肠杆菌，调控编码乙醛酸代

谢酶的 ",(-./ 操纵子的表达［5 H C］；同时，0,1$ 基因

产物也与自身启动子结合，抑制自身的转录［#%］。但

是到目前为止，还没有发现 0,1$ 其他成员参与发育

分化调控的报道。

本实验室的早期研究发现，圈卷产色链霉菌中

0,1$ 类似基因8 !"#$，对链霉菌的发育分化起正向调

控作用［##］。在此基础上，开展了对该基因在链霉菌

发育分化中调控的分子机制的研究。本文首次报道

!"#$ 基因在链霉菌中存在自调控的一些初步研究

结果。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 菌株、质粒和培养基：圈卷产色链霉菌 3#%%
为野生型菌株，大肠杆菌（2!,3(’0,30" ,*10）KL"!为常

规的 基 因 克 隆 的 受 体 菌 株，:7#$"53（ 4"#，4,#，

3!4%）用于获得非甲基化的 K16 以高效转化链霉

菌［#$］，蛋白酶缺欠型菌株为 2 ) ,*10 MN$#（K:2）用

于异源蛋白的高表达，上述菌株均由本实验室保存。

大肠杆菌高表达载体 OE:P8!782，链霉菌单拷

贝整合载体 OF:7#"$［#$］，链霉菌高拷贝载体 O:F#%#
（含有来自 OQR#4 和 OIS3%$ 的复制子，由本实验室

徐建勇构建，未发表），都由本实验室保藏。

链霉菌培养基 T:U:、J$T:、基本培养及 UU 等

配制参见文献［#$］，大肠杆菌培养基 NM 配制参见

文献［#2］。

"#"#$ 抗生素、酶及试剂：氨苄青霉素、6O-/;0B<=，

在 NM 培养基中，使用浓度均为 #%%">V;N；在 J$T:
培养 基 中，6O-/;0B<= 的 使 用 浓 度 为 "%">V;N；在

T:U: 和基本培养基中，6O-/;0B<= 的 使 用 浓 度 为

#%">V;N。"P7M:、#PWMF 配制参见文献［#2］。实验

室所用的各种限制性内切酶购自 7/X/J/ 和 J’B?+，
连接酶、5"6 K16 聚合酶及 Y17W 均购自华美生物

工程公司；7! K16 激酶、W’(0（YI8YR）和还原型谷胱

苷肽、EF7 亲和层析柱 EF7J677U **（#38"#2%8%#）分

别购自 W-’;+>/、F<>;/、6;+-A?/;8O?/;/B</ M<’AB<+=B+A。
K16 F+O?/Y+98E"% B?-’;/Z’>-/O?0，O[. K16 聚合酶均

购自上海生工生物工程技术服务有限公司。

"#"#% 引物合成：用于本研究的 ! 条引物由三博远

志生物公司合成。

"#"#& 序列测定：由六合通公司完成

"#$ 菌株的培养、转化和 ’() 的基本操作

链霉菌培养、原生质体转化、总 K16 和质粒提

取参见文献［#$］；大肠杆菌的培养、转化和质粒提取

参见文献［#2］。

"#% 单 拷 贝 重 组 质 粒 *+," 和 高 表 达 重 组 质 粒

*+,$ 的构建

将含 !"#$ 完整基因和可能的转录调控区的约

#\!4], 的 789#酶切的 K16［##］片段，分别连接到单

拷贝整合型载体 OF:7#"$［#$］和高拷贝载体 O:F#%#



的 !"#!" 位点上，构建重组质粒 #$%&’()：：$%&’ 和

#%$’*’：：$%&’，分别命名为 #!*’ 和 #!*)。

!"# $%& 扩增用于高效表达的 !"#$ 及其上游调

控区

用于在大肠杆菌中进行 $%&’ 融合表达的引物

为 #’ 和 #)，上游引物 #’：(+,-.&../&--’(’/--
.-.././--&-&,0+（下划线处为 (%&12 位点，黑体

.&. 为 翻 译 起 始 密 码 子 ）；下 游 引 物 3)： (+,
&-./.-..--.-..(%).-.-/.&.-&&-.,0+（ 下 划

线处为 )#*2 位点，黑体 &-/ 对应终止密码子）。分

别引入的 (%&12 和 )#*2 限制酶识别位点，确保克

隆片段以正确的读框插入到表达载体 #.%4,5&,0 的

相应位点上。反应体系（)(!6）：模板 78/ 约 ’9:，
’* ; +%,酶缓冲液 )<(!6，)<(==>?@6 A8&3 )<(!6，引

物各 (#=>?，+%, 78/ 聚合酶 ’B。反应条件：C5D
5=E9；C5D (*F，(5D (*F，G)D ’=E90*F，0* 个循环；

G)D H=E9。用高保真 3IJ 酶进行扩增，3-! 反应产

物的纯化参见文献［’)］。

用于扩增 $%&! 基因上游调控区 78/ 片段的

一对 引 物 为 #0 和 #5。#0：(+,./-.//&.-/.--/
..,0+（ K )L0M# N K )5HM#）；35：(+,-./--.&-&.
/./..&-&,0+（ O GLM# N O C)M#）。 反 应 体 系

（)(!6）：质 粒 模 板 78/ 约 ’9:，’*4&PQ 酶 缓 冲 液

)<(!6，)<(==>?@ 6 A8&3 )<(!6，引物各 (#=>?，分析

纯 7R$S ’!6，&PQ 78/ 聚合酶 ’B。反应条件：C5D
0=E9；C5D 5*F，(5D 0*F，G)D 0*F，0* 个循环；G)D
L=E9。3-! 产物用 78/ $T#UPATV,.(* WUX>=PY>:XP#UZ
纯化（按说明书进行）。

!"* !"#$ 融合表达质粒的构建

用 #’、#) 为引物，已经测序的包含完整 $%&’
基因的 ’<5H[M 的 78/ 片段为模板进行 3-! 扩增，

电泳检测并用 7%/% 膜回收 3-! 产物，用 (%&12 和

)#*2 酶切并纯化，与用相同的限制酶酶切的 #.%4,
5&,0 片段连接，转化大肠杆菌 71("，构建含完整

$%&’ 的 大 肠 杆 菌 表 达 质 粒 #!40（ #.%4,5&,0：：

$%&’）。经质粒提取并酶切验证后，随机选取两个

插入正确的克隆进行序列测定，证明所得到的阳性

克隆的序列完全正确。

!"+ !"#$ 基因在大肠杆菌中的表达和纯化

将上述构建好的重组质粒 #!40 转入 ! \ "#-.
]6)’（7%0），随机挑取 0 个单菌落接入含有氨苄青

霉素（/=#）抗 性 的 6] 培 养 液 中，按 照 /#UP=PWEP
.$& 亲 和 层 析 试 剂 盒 的 常 规 操 作 手 册［（’G,(’0*,
*’）］制备 .$&：：$P=!。$7$,3/.% 检测 $%&’ 基因

的表达和 .$&：：P=! 蛋白的纯化。

!", -./& 蛋白与自身调控区 01) 片段的结合

用#,0)3,/&3 (**!-E 和 ’ 单位的 &5 78/ 激酶标

记 ’* #=>? 的 35 引物，0GD 标记 0*=E9 后于 C*D
)=E9 终止反应。按照 ’<5 中的体系和作用条件进行

基因上游序列的 3-! 扩增。

凝胶阻滞试验参照文献［(］进行。反应体系为

0*!6：：’*9=>?@6 &XEF（ #1G<( ）， ’9=>?@6 %7&/，

(*9=>?@6 8P-6，(^:?ZWTX>?，’==>?@6 7&& 和 )!: #>?Z
（A2,A-）。加入探针 78/ 和 $P=! 蛋白，其中 ’,H 加

入反应的蛋白量为 *、)*、5*、L*、H*、’**、)**、5**9:，
)(D温浴 )*=E9，用 5^的聚丙烯酰胺胶电泳，制干

胶，压片，放射自显影。

!"2 -3456789 :;35
将 3-! 的 $%&’ 完整 78/ 片段回收，用 !>WUT

的 72. 78/ ?PMT?E9: P9A ATYTWYE>9 [EY 进行标记，提取

野生菌株 G’** 和增加一个拷贝的重组菌株 $/!’’
的总 78/，经 /$*2 酶切，电泳和 $>JYUTX9 M?>Y 杂交，

验证 #!*’ 确实证合在特定的位点上。具体方法见

文献［’’］。

< 结果

<"! !"#$ 基因多拷贝菌株的获得

早期结果表明，$%&’ 基因破坏使得圈卷产色链

霉菌不能正常分化形成孢子［’’］。由此推测 $%&’ 基

因可能在发育分化过程中起正向调控作用。为了从

另一个角度对此结果进行验证，分别在野生型中增

加一个和多个拷贝的 $%&’，以观察基因 $%&’ 的剂

量增 加 是 否 会 使 发 育 分 化 的 生 命 周 期 加 快。

#$%&’() 为链霉菌中单拷贝整合型载体、#%$’*’ 为

本实验室构建的高拷贝、大肠杆菌,链霉菌穿梭载

体，将 带 有 完 整 $%&’ 基 因 及 其 启 动 子 序 列 的

’<5H[M 片段分别连到 #$%&’() 和 #%$’*’ 载体上，构

建成重组质粒 #!*’ 和 #!*)，转入 ! \ "#-. %&’)(LG
以去除限制性修饰，通过原生质体转化法转入圈卷

产色链霉菌 G’** 中，以 /#XP=ZWE9 为筛选标记得到

转化 子。经 总 78/ 提 取、$>JYUTX9 M?>Y 杂 交 证 明

#!*’ 整合到染色体上；质粒提取实验验证得到了正

确的含有 #!*) 的链霉菌转化株，分别命名为 $/!’’
和 $/!))（图版$,/），其中分别增加了一个和多个

$%&’ 基因拷贝。

<"< !"#$ 基因多拷贝菌株的表型观察

以野生型为对照，将 $/!’’ 和 $/!)) 接种在以

甘露醇为碳源的基本培养基上，)HD培养并连续观

察。在 L*U 前基质菌丝和气生菌丝的分化没有区

别，但之后的孢子形成受到了明显的调控。L*U 时

多拷贝菌株 $/!’’、$/!)) 均产生丰富的灰色孢子；

而野生型 G’** 在相同培养条件下，白色气生菌丝还

没有完全变成灰色的孢子（图版$,]）；延长培养时

间至 G)U，三者均已完全变为灰色孢子，但野生型

’’’ 期 杨艳玲等：圈卷产色链霉菌分化相关基因, $%&’ 调控的初步研究



!"## 产生的灰色孢子不如 $%&"" 和 $%&’’ 丰富；延

长培养时间到 ()* 时，则三者表型一致。经光学显

微镜观察菌丝和孢子，结果与上述一致：$%&"" 和

$%&’’ 较野生型 !"## 产生灰色孢子的时间稍早，而

$%&"" 和 $%&’’ 两者没有明显差异，表明当野生型

中增加一个 !"#$ 拷贝时，圈卷产色链霉菌发育分

化中孢子形成稍快一些，但进一步增加其拷贝数，圈

卷产色链霉菌分化并没有进一步的加快和增强，意

味着 !"#$ 可能存在自调控作用或者受到其他途经

的严格调控。

!"# !"#$ 基 因 在 大 肠 杆 菌 中 的 表 达 及 $%&：：

%’() 蛋白的纯化

用 %"#+, 和 &’(, 处理的 -".-’ /0& 产物，连接

到用同样酶处理的 -123.45.6 上得重组质粒 -&36
（图 版!.0）。用 %"#+, 和 &’(, 酶 切 -&36 得 到

)6(7- 的目的片段，说明该片段已克隆到表达载体

上。随机挑选两个克隆测序，证明所得到的克隆是

正确的。

将构建好的融合表达质粒 -&36 转化 ) 8 *’+,
9:’";26，按 照 操 作 手 册 进 行 蛋 白 纯 化［"4］。$;$.
/%12 结果显示所得纯化蛋白约为 <#=;，与预算大

小相近，且电泳带单一，纯化产物的浓度约为 "">?":
（图 "，第 < 泳道）。

图 * !"#) 在 大 肠 杆 菌 中 的 表 达 及 纯 化 产 物 的 %+%,
-.$/ 分析

@A>8 " $;$./%12 BCBDEFAF GH IJ-KIFFAGC BCL -MKAHANBOAGC GH 1$5：：

!"#$ AC ) 8 *’+,
"80KMLI -KGOIAC 7IHGKI ACLMNOAGC；’ 8 0KMLI -KGOIAC BHOIK 6* ACLMNOAGC；

68 $M-IKCBCO BHOIK FGCAHANBOAGC；4 8 /IDDIO BHOIK FGCAHANBOAGC；

<8 /MKAHANBOAGC GH $BP&：：1$5 -KGOIAC；)8 /KGOIAC PGDINMDBK PBK=IK 8

!"0 %’() 与自身启动子区的结合作用

首先用 54 激酶标记引物 -4，与引物 -6 一引通

过 *GO./0& 获得 6<<7- 的 ;Q% 片段，该片段含有所

有 !"#$ 上 游 的 非 编 码 区。 经 $I-*BLIJ.1<#
N*KGPBOG>KB-*E 纯化后（按说明书进行）用作与 $BP&
蛋白结合的片段。

为了验证 !"#$ 是否存在自调控作用，进行了

$BP& 与其自身调控区的结合实验。等量的标记的

;Q% 探针与纯化的蛋白 1$5：：$BP& 进行凝胶阻滞

分析，随着加入蛋白量的增加，被蛋白结合的滞后的

;Q% 量也增多（图 ’）。当 <##C> 非标记的 !"#$ 启

动子区 ;Q% 片段加入时，可以完全消除这种结合作

用（未显示）；但其他区域的 ;Q% 片段的加入不影响

该结合作用；作为对照，纯化的 1$5 不能与任何浓

度的标记 ;Q% 结合（照片未显示）。这些结果经多

次重复，证明 $BP& 与自身启动子区域的结合作用

是特异的，不受 1$5 蛋白的影响。这一结果证明

!"#$ 基因可能存在自调控作用，进一步的转录水平

的验证工作正在进行之中。

图 ! %’() 与自身启动子区的结合

@A>8’ 9ACLAC> GH $BP& RAO* !"#$ -KGPGOGK
" 8 ;Q% -KG7I RAO* CG 1$5：：$BP& -KGOIAC；’ S "’8 ;Q% -KG7I RAO*
LAHHIKICO NGCNICOKBOAGC GH $BP&：：1$5 -KGOIAC（"##C>，’##C>，4##C>，
)##C>，T##C>，"###C>，"’##C>，"4##C>，")##C>，"T##C> BCL ’###C>
KIF-INOAUIDE）；"68 5*I DB7IDIL ;Q% HKB>PICO RBF BLLIL ’# PAC DBOIK BHOIK
O*I CGC.DB7IDIL ;Q% KIBNOIL RAO* O*I 1$5：：$BP&8

# 讨论

本实验室的前期工作克隆了 !"#$ 基因［""］。这

是在链霉菌中首次克隆到 ,ND& 家族的基因。,ND& 家

族是原核生物中特有的一类转录调控因子，主要参

与碳源或氮源分支代谢途径的调控。如红球菌中

,*+$ 家族的 -..$ 基因主要参与芳香化合物的代谢

调控［"<］。而大肠杆菌中的 ,ND& 调控 "*/%01 操纵

子，同时调控自身的表达。但是到目前为止，除了本

研究组报道的 !"#& 基因外，还未见其他的 ,ND& 家

族蛋白参与发育分化调控的报道。因此研究和揭示

!"#& 基因调控链霉菌发育分化的分子机制具有重

要的理论意义。

要揭示 !"#& 基因调控发育分化的分子机制，

需要回答一系列的问题，如：链霉菌中 !"#& 是否存

在类似于 ,ND& 的自调控机制？是否在链霉菌中也

存在类似于 ,ND& 的靶基因？本文着重回答 !"#$ 是

否存在自调控的问题。关于其靶基因的克隆和研究

将另文报道。

本研究从两个方面证实了圈卷产色链霉菌中

!"#$ 存在自调控作用。首先通过构建含不同拷贝

数 !"#$ 的菌株并进行表型和形态观察，证明野生

型中增加单一的 !"#$ 拷贝，使孢子的成熟提前了

近一天。但是在野生型中转入高拷贝的 !"#$ 并没

有使产孢时间进一步提前，其效果与增加单一拷贝

时相同。说明 !"#$ 的表达水平受到严谨的控制。
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这种控制可能是其受到其它调控因子的作用而产生

的，也可能是 !"#$ 自身调控的结果。但从大肠杆

菌中相似基因的研究结果来看，%&’$ 的自调控作用

是维持其转录水平稳定的主要原因［!，"#］。因此，推

测圈卷产色链霉菌中 !"#$ 的自调控作用，是其完

成发育分化中调控功能的重要机制。

体外结合实验进一步证明了 !"#$ 可能存在自

调控作用。在体外 $%&’ 试验中，("#$ 蛋白与上

游调控区 ())*+ 的 ,-’ 间有特异性的结合作用，这

种结合是由 &./0 -1端特异的 ,-’ 结合域!1234561
789:1!123456，与 ,-’ 片段的特定区域所形成的特殊

的高级结构间的共同作用完成的。自结合作用是体

内自调控作用的必要条件。最新研究发现，链霉菌

中的 分 化 调 控 因 子 )’*+ 也 存 在 强 的 自 结 合 作

用［";］。该基因是天蓝色链霉菌中调控早期分化相

关基因 ,-%. 表达的重要调控因子。

关于基因自调控的最直接的证据，应该来自对

野生型和 !"#$ 突变株中的该基因转录水平的研

究。对 圈 卷 产 色 链 霉 菌 中 !"#$ 不 同 时 间 点 的

/0-’ 的 &< 分析正在进行之中。

本文首次报道了链霉菌中 <=40 家族蛋白的自

调控作用，对于阐明 !"#$ 在分化中的分子调控机

制具有开创性的意义，同时也为链霉菌发育分化调

控网络的阐明提供了新的实验证据。
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