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摘 要 将以绿荧光蛋白基因（!"#）的./$0为模板，用人工合成引物经123扩增获得的

)4+56/$0片段克隆到表达载体789’((2上构建成!"#表达载体7:$((;。从7:$((;上

切下的不含启动子，但保留了</序列的!"#基因经克隆载体<=（>）和7?@,+,;亚克隆后再

克隆到广谱稳定性质粒793(),上构建成广谱、稳定、可视的启动子探针载体7:$(,*。并用

它从费氏中华根瘤菌:$)(的总/$0中成功地钓出组成型和诱导型表达的启动子。

关键词 绿荧光蛋白基因（!"#），费氏中华根瘤菌，启动子探针载体

分类号 A*! 文献标识码0 文章编号 )))(’",)+（(+++）);’)-)!’-(;

绿色荧光蛋白（BC1）是D%EFG等［(］在研究水母生物萤光现象时首先报道的。其后

<HIJ%JKEL［,］和MLEN等［#］相继对BC1的结构和功能进行了较详尽的研究，证实它是分

子量为#)5/的单体发光蛋白，受#+;OJ近紫外光或（-*)OJ）蓝色光激发后，在2L,>催化

下，能发出波长为;()OJ的绿色荧光。该作用不需要酶参与，也不需作用底物，发光蛋白

对细胞没有毒性、结构稳定、作用持久，可以在活体组织、细胞内部以及经甲醛等固定后的

组织切片标本上直接检测。

1ELFHGE等［-］从多管水母（$%&’()%*+,-(.(),*）的./$0文库中用人工合成的绿色荧

光蛋白基因!"#的;’寡核苷酸为探针筛选出编号为!"#()的阳性克隆。(++-年,月，

美国的2HLPQIG等［;］首次报道分别用9*启动子和/%-’*启动子成功地使!"#作为报告基

因在01-(2,和线虫等两个异源宿主表达。

启动子探针载体是分离和测定启动子效率的主要工具，通常借助于易检测的报告基

因来完成。在细菌研究中目前常用的报告基因主要有抗性基因和非抗性基因。但不论抗

性基因或非抗性基因标记方法本身都存在一定局限性。而且，传统细菌启动子探针载体

的不足之处还表现在宿主范围窄和稳定性不高。为此，以!"#为报告基因并选择适用于

BR细菌的广谱稳定性质粒793(),为载体来构建广宿主、稳定和可视的启动子探针载

体，并将其应用于大豆根瘤菌启动子的分离与克隆。

! 材料和方法

!&! 菌株和培养条件

!&!&! 菌株与质粒；实验用菌株和质粒见表(。
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表! 供试菌株与质粒

!"#$%& ’()"*+,"+-.$",/*-,(%,(%-

供试菌株或质粒

’()"*+0).$",/*-

基因型或表型

1%+0(2.%0).3%+0(2.%

来源或参考文献

’04)5%0))%6%)%+5%

大肠杆菌!"#$%&’#$’(#)*’
789! "+,!::，$"-.&;，!*(#/&<=，&%(0&，%1-0&， 本室保存

2&30=<，4$’5&&%*0& !3*,$"#0)"(0)2
>?@&（7AB） $"-9，2(*"#64"C9;，’1-&，"(7;， ［<］

1’19，*(#/8"59;2%1%&
费氏中华根瘤菌 本室保存

:’1)&$’;)<’+7=&%-’’8DE& D0-F，G*HF !3*,$"#0)"(0)2
质粒.$",/*-
.IJK2=, 克隆有2=,57DI的杆状病毒转移载体，I.) 武汉大学 齐义鹏教授

L43"+M+*N%),*(2
’O（F） 克隆载体，I.) 本室保存!3*,$"#0)"(0)2
.A!K&&J 表达载体，I.) ［<］

.PQ@=@9 衍生于.MJ&=的克隆载体I.) 本室保存!3*,$"#0)"(0)2

.!R&E@ 广谱性稳定载体，7)<F，4&(S，I.)，!5) ［;］

.>RB@@ 克隆载体，I.)，!5) 本室保存!3*,$"#0)"(0)2
.RO@E&B 协助质粒7)<S，4&(F，O/) ［C］

.8D&&: ’O（F）上克隆有2=,的57DI 本研究!3*,T0)U

.8D&&9 .A!K&&J上克隆有2=,的表达载体 本研究!3*,T0)U

.8D&&< ’O（F）上携带有.8D&&9上的2=,（去掉了"&E启动子） 本研究!3*,T0)U

.8D&&; .PQ@=@9携带有.8D&&<上的2=, 本研究!3*,T0)U
.8D&@;、.8D&@C .!R&E@上携带有来源于.8D&&;的2=,，两者的插入方向相反 本研究!3*,T0)U

.8D&@= .8D&@;上克隆有来源于.>RB@@的具双向

启动子活性的<;E#.的:(+BIP7DI片段
本研究!3*,T0)U

!V!V" 培养基与培养条件：大肠杆菌采用?>培养基，于B;W下培养。根瘤菌采用!X
或’Y培养基，于@CW下培养。>?@&（7AB）（.8D&&9）的诱导表达见文献［<］。

!V!V# 抗生素及使用浓度：四环素（!5）为@E#Z／/?；卡那霉素（O/）为9E#Z／/?；氨苄青

霉素（I.）为&EE#Z／/?。

!V" 试剂和酶

7DI片段回收试剂盒购自J$0+(%53公司。P[!1和\KZ"$购自’*Z/"公司。Y&B正

反向引物购自[)0/%Z"公司。限制性酶、碱性磷酸酶和!"]酶等购自>*0KR"-、[)0/%Z"、

1*#50／>R?等公司。

!$# %&’扩增

引物序列[2=,（1II!IIII1J!I1JIII1I!1I1!III1）由’"+Z0+公司合成，

分别与Y&B的正向、反向引物配对。[JR扩增程序为=9W@/*+、:EW&/*+、<9W&
/*+后，=:W&/*+、9@W&/*+、;@W&/*+共BE个循环后于;@W维持C/*+。[JR反应

体积9E#?，内含模板7DI9#?、引物各@9./0$和!"]7DI聚合酶@4。

!$( )*+的分离及操作

根瘤菌总7DI的分离参见?0+Z等［=］的方法。质粒抽提、酶切、去磷酸化、连接和转

化等一系列克隆操作参照’"/#)00U等［&E］的方法。
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!!" 接合转移

采用三亲本滤膜杂交法［""］。

!!# 大豆种子提取物的制备

参照#$%%&’()等［"*］的方法。

!!$ 荧光检测与照相

用+,-,./)0在123)4的长波紫外光照射下检测菌落和菌液荧光。用日立5+67333
型荧光分光光度计测定其激发光谱、发射光谱与不同启动子的相对强度。用彩色摄影记

录菌体绿色荧光时，选用绿色滤光片。

% 结果

%!! 绿荧光蛋白基因在大肠杆菌中的表达

%!!!! !"#表达载体的构建：用$%&58酶切载体9:;6!"#，回收约3<=>?的片段，插入到

@A（B）的$%&58位点，得到重组质粒9CD""E并经酶切鉴定（图"）。然后以合成引物

F!"#与#"1的正向、反向引物分别组成引物对，以9CD""E为模板进行F;5扩增，结果

只有F!"#与#"1的反向引物对扩增出了3<=>?的片段。F;5产物经$%&58和’()8双

酶切后，插入到经相同双酶切的表达载体9GH66"";，得到的重组质粒9CD""7，经$%&58
和’()8消化证实含有3<=>?的片段（图*）。!"#表达载体9CD""7的构建过程见图1。

图" 重组质粒9CD""E的酶切鉴定

+&’!" G%0I-J,99K,J0L&L&.0)-&M&I(-&,),M

CD""E?/-K040-K,.,M0)N/40./’0L-&,)

"!9:;6!"#／$%&58；*!@A（B）$%&58；

1!9CD""E／$%&58；E!!OD:／*+,-888!

图* 重组质粒9CD""7的酶切鉴定

+&’!* 8.0)-&M&I(-&,),M9CD""7?/
-K040-K,.,M0)N/40.&’0L-&,)

"!9GH6"";／$%&58B./08；

*!9C""7／$%&58B./08；1!!OD:／*+,-888!

3"E 微 生 物 学 报 1=卷



图! !"#表达载体"#$%%&的构建

’()*! +,-./012/(,-,3/45!"#56"05..(,-752/,0"#$%%&

!*"*! !"#在89:%（;<!）中的表达：将用"#$%%&转化89:%（;<!）得到的转化子接98
=>"液体培养基，经!?@摇瓶培养至对数中期，用终浓度为%AA,B／9的CDEF诱导!!
G4，经长波紫外光照射检测未见到绿色荧光。改将转化子在98=>"平板上于!?@培养

形成的单菌落也未检测到绿色荧光。但将培养温度改为:H@后重复上述过程，均能检测

出荧光。说明!"#只有在:H@培养时才能在大肠杆菌中正确表达（图版"I%）。

!#! 广宿主、可视启动子探针载体$%&"!’的构建

用$%&JC和’()%双酶切质粒"#$%%&，回收约%KLMN的片段（该片段保留了!"#表
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图! 重组质粒"#$%%&和"#$%%’的酶切鉴定

()*+! ,-./0)1)230)4/41"#$%%&3/-"#$%%’

5607.8.074-41./968.-)*.:0)4/

%+",;<=<>／!"#$,,,?%&’,；<+"#$%%’／!"#$,,,?%&’,；

@+AB（?）／()*C,?%&’,；!+",,$%%&／()*C,?%&’,；

>+"#$%%>／()*C,?%&’,；&+!D$E／!"#$,,,+

达单元的BD序列，但不含"%F启动子），

插入到经同样双酶切的克隆载体BA（?）

得到重组质粒"#$%%&，用()*C,和%&’,
双酶切复证，产生%GF和<G=H5两个片段。

用!"#$,,,和%&’,双酶切质粒"#$%%&，

回收%GFH5的片段，插入到经同样双酶切

的表 达 载 体",;<=<>上，得 到 重 组 质 粒

"#$%%’，经!"#$,,,和%&’,双酶切复证

产生%GF和<G&两 个 片 段（ 图!）。 用

+,-,,酶切"#$%%’，回收%GFH5的+,-,,
片段所含,./基因的上游BD序列和单一

+’0#,位点，克隆到"IC%F<的+’0#,
位点；得到的重组质粒用1/#,酶切可鉴

定出,./的两种插入方向。将能切出约

!GFH5片段的重组质粒命名为"#$%<’，切出约@GFH5片段的重组质粒，命名为"#$%<J
（图>）。启动子探针载体"#$%<’的构建过程见图&。

图> 重组质粒"#$%<’和"#$%<J的酶切鉴定

()*+> ,-./0)1)230)4/41"#$%<’3/-"#$%<J5607.8.074-41./968.-)*.:0)4/

%+"#$%<’／+’0#,；<+"#$%<J／+’0#,；@+"#$%<’／1/#,；!+",;<=<>／+,-,,；

>+"#$%%’／+,-,,；&+AB（?）／%&’,?!"#$,,,；’+"#$%%&／%&’,?!"#,$,,,；J+!D$E／!"#$,,,+

!"# $%&’!(启动子探针特性的证实

用2’3@E,酶切"KC@<<，回收具有双向启动子活性的约&’F5"的片段［%@］，插入到

"#$%<’的+’0#,位点得到质粒"#$%<=，转化D#>!，得到的转化子用长波紫外光照射

可发绿色荧光。挑取发光菌落提取质粒，用2’3@E,酶切检测到&’F5"的片段，从而证实
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图! 启动子探针载体"#$%&’的构建

()*+! ,-./01230)-.-4"1-5-0617"1-869630-1"#$%&’
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!"#$%&的启动子探针特性。通过三亲本接合转移法将质粒!"#$%’导入费氏中华根瘤

菌"#($，检测转移接合子均能发绿光（图版!)%），说明!"#也能在根瘤菌中表达。

!*" 用“鸟枪克隆”法钓取大豆根瘤菌的启动子

用$%&+,-部分酶切费氏中华根瘤菌"#($的总.#,，与经’%("-酶切并经脱磷

酸化处理的!"#$%&连接，转化大肠杆菌."/!后，将在01234平板上长出的转化子混

合培养后通过三亲本接合转移导入"#($中，用长波紫外光检查转移结合子，有+5的菌

落发光，且发光有强有弱。表明已克隆到不同强度组成型表达的根瘤菌启动子。将所有

不发光的"#($转移结合子转接到加大豆种子抽提物的36培养基上，筛选到+个受种

子抽提物诱导发光的启动子（图版!)+）。

# 讨论
迄今尚未见到启动子探针载体同时具备稳定性、广宿主性和报告基因极易检测等特

性的报道。本研究构建的启动子探针载体!"#$%&的上述优点是由其载体!37$(%和报

告基因!"#决定的。!37$(%衍生于革兰氏阴性细菌的广宿主质粒78%，由9:;:78%和

78%的#%)区域构成。后者由两个反向转录的操纵子#%)<1,和#%).=组成［$>］，通过

#%)<1,和#%).=的协调作用，能以一种不依赖于复制子、广宿主的方式稳定质粒。研

究表明#%).=通过编码能杀伤无质粒细胞的蛋白来维持质粒稳定［$/］。#%)<1,则可能

编码某种有效分配系统来维持质粒稳定［$?］。由于!"#基因在任何细菌中表达都不会有

本底荧光干扰并易于定性和定量检测，连同!37$(%的广宿主性和稳定性，从而赋予启动

子探针载体!"#$%&以广宿主性、稳定性和可视的优点。研究结果表明!"#在大肠杆菌

中正常表达的关键是培养温度。据文献资料分析我们未能在+&@下检测到转化子的诱

导发光的原因可能与表达出的ABC蛋白在+&@下的错误折叠并形成包含体有关［$&，$D］，

转化子在%D@培养条件下表达的ABC由于能有效折叠，因而发出较强的绿色荧光。

已知根瘤菌与豆科植物共生关系的建立涉及根瘤菌的早期结瘤基因与植物基因在分

子水平上的对话：组成型表达的根瘤菌调节基因*+,.产生的#EF.蛋白经植物根分泌

的类黄酮化合物诱导活化后，能激活根瘤菌的早期结瘤基因（如*+,,1<等）表达产生特

殊的寡糖类结瘤因子（#EFGH4IEJ）。后者又反过来诱发植物根的皮层细胞分裂产生根

瘤［$’］。快生型大豆根瘤菌虽然首先在我国发现并广为分布，但目前对它们参与早期结瘤

过程的基因定位、结构和功能的了解几乎处于空白状态。用启动探针载体!"#$%&去钓

取它们的早期结瘤基因，必将进一步促进快生型大豆根瘤菌分子生物学研究的进展。
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图 版 说 明
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<6;<期 马立新等：以绿荧光蛋白基因为报告基因的广宿主启动子探针载体的构建和应用




