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摘 要 为研究$6-789:-’;中3个完全保守的碱基中的4个碱基在与7</:=阻遏蛋白结

合中的功能，对它们分别作了定点突变，使其分别从>，?突变为?，@。凝胶阻滞实验结果表

明，含上述保守碱基突变的89:-’;均不能与7</:=阻遏蛋白结合。证明这4个保守碱基

对维持89:-’;的功能是必须的，其中任一改变都导致89:-’;功能的丧失。
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对鼠伤寒沙门氏菌嘌呤生物合成调节突变体的研究表明，分散在染色体上的嘌呤从

砂合成途径所有结构基因均受同一反式调节基因的负调控［$，4］。对受控结构基因的核苷

酸序列测定发现，在它们的#C端调控区都存在一个$6-7的保守序列称之89:-’;。已证

明该序列为7</:=编码的阻遏蛋白的结合区［!!#］。比较各结构基因的89:-’;序列可

见有3个-7即第!位的?，第1位的>，第#位的@，第6位的@，第3位的>，第"位的

?，第$4位的D和第$1位的>是完全保守的。通过分离7</EF和7</?的*+突变体和

定点突变分析已证明，其中6个保守碱基即第!位的?，第1位的>，第#位的@，第6位

的@，第$4位的D和第$1位的>对维持89:-’;的功能是必须的。本文报道余下的4
个保守碱基的定点突变及其生物学功能。

* 材料和方法

*+* 菌株和质粒（见表$）

*+,培养基

G6!用作基础培养基［6］，丰富培养基HI［6］，氨卞青霉素终浓度为#%"J／KH。

*+- 质粒F0@的提取，目的片段的回收，限制核苷酸内切酶和D.连接酶连接［/］。

*+. F0@核苷酸序列测定

采用7LM/KM+NMD2试剂盒，按厂家说明书操作。

*+0 8>:引物设计，扩增反应［2］



!"# 蛋白浓度测定［!］

!"$ 凝胶阻滞实验"#$%#&’%(’&)*+）［,］

!"$"! -.%/0阻遏蛋白的提取：参照文献［1］完成

!"$"% 含20和带指定突变的34/5*6789片段的,:端末端!—;<3标记按3%*=#>’
公司提供方法进行。

表! 菌株和质粒

?’5$#@ A&%’)+B’+(3$’B=)(B

菌株 相关遗传型 来源或参考文献

A&%’)+B /#$#C#+&>#+*&D-# A*.%E#B*%%#F#%#+E#
!"#$%&’#$’(#)*’

7G," B.-H11!$’E4@IJ（!K@’EL!M@,）

NB(/@O%#E9／#+(／>D%9JI&N)／%#$9
A&*%’>#)+&N)B$’5

+(*,)-%**(./0$’,1&’1,
7GPQ203 7G,"R)&N-QG"20 ?N)BB&.(D
7GPQ3! 7G,"R)&N-QG"P! ?N)BB&.(D
7GPQ3J 7G,"R)&N-QG"PJ ?N)BB&.(D

-$’B=)(
-S/;<< ’=-%&#&%B.--MS ?N)B$’5
-4T@J ’=-%$’EU32L%#--MS ?N)B$’5
-QS"@ M.(,KK,R)&N20-.%" ［1］

-QG"20 含34/5*6的<OK5-!#)/UP2".U片段，插入

-4T@J（20）

?N)BB&.(D

-QG"P! 含突 变 的 34/5*6的 <OK5-片 段 插 入

-4T@J!#)/UP2".U片段（第!位T""）

?N)BB&.(D

-QG"PJ 含突 变 的 34/5*6的 <OK5-片 段 插 入

-4T@J!#)/UP2".U片段（第J位""9）

?N)BB&.(D

!"$"& 阻遏蛋白与34/5*6的结合：反应在-.%/缓冲液中完成，终体积为@K#Q，其中

非特异性结合789-S/;<<@#>，蛋白粗提液@#Q，蛋白浓度为<V1=>／=Q。在加入特异

结合789前反应液在室温下继续反应<K=)+，即刻上样进行聚丙烯酰胺电泳。胶浓度

1W（;KX@）OY／E=电泳@N。

% 结果

%"! ’()*+,突变体的构建

%"!"! 引物设计：采用3T/方法通过设计引物在34/5*6特定位点引入突变。根据鼠

伤寒沙门氏菌-.%"序列，使设计引物的,:端含部分34/5*6序列。分别将34/5*6第

!位的T，第J位的"，分别改成"和9。

这些引物分别为：

20 ,:—???-..//0?9T"T999T"—;:
3%)=#%8*Z! ,:—??-..//0?9T"T9993""??—;:
3%)=#%8*ZJ ,:—??-..//0?9T"T999T4"???T"—;:
;:端下游引物 ,:—???0/-0.-"T"??T99"—;:
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图! "#$%&’定点突变体的构建

()*+! ,&-./012/)&-&3"#$%&’41/5-/.6)/75.892)3)241/5/)&-

80)490 "#$%&’

黑体字表示酶切位点，斜体字表示改变

的碱基，下划线部分为"#$%&’序列。

!"#"! 目的片段的",$扩增：以具完整功

能的810:克隆8;<:=!质粒>?@为模板，

用上述引物分别进行",$扩增，均扩增出约

ABC%8的目的片段（资料未列出）。

!"#"$ 目的片段的克隆，鉴定和核苷酸序列

测定：D种",$扩增片段经!"#$E和$%&E酶

切 用 >F@F 纤 维 素 膜 回 收，分 别 克 隆 至

8#,!G的 !"#$E=$%&E位 点 并 转 化 !’"#()
>HI!。进而对获得的转化子进行酶切鉴定。

已知810:的"#$%&’下游BC%8处有一个

*)+,EEE切点，在8#,!G$%&E切点处也有一

个*)+,EEE切点。因此当用*)+,EEE酶切上

述克隆子时若克 隆 片 段 正 确，则 应 切 出 约

!GC%8的特征片段。酶切结果表明，A种克隆

均能切出预期片段。这些克隆分别被命名为

8;H:JK，8;H:=B，8;H:=G（图!）。为证明

这些克隆已在"#$%&’指定位点引入突变，

对它们分别作了>?@核苷酸序列测定（图

A）。测序结果表明，A个"#$%&’突变体的突变位点均正确。

图A "#$%&’突变体的>?@序列分析

()*+A >9/904)-5/)&-&3>?@.9L19-29&3"#$%&’41/5-/.

5+8;H:JK；%+8;H:=B；2+8;H:=G+
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图! "#$%&阻遏蛋白与’(%)*+的体外结合

,-./! 0-12*3"#$%&$4"$455*$6-78’(%)*+-19-7$*

:，;/"<=>?@A12"<=>?BC-+426-78"#$%&$4"$455*$

54"4$A74DE；!/’(%)*+*3"<=>?F& C-+426-78"#$%&

$4"$455*$；G/<A)4D423$A.C417*3"<=>?F&’(%)*+)E

!—!;’/

!"! #$%&’(突变体的功能分析

为检验经突变的’(%)*+是否仍

具有与"#$%&阻遏蛋白结合的功能，

用!"#%H和$%&H分别酶切上述;种质

粒。回收;@I)"片段。以!—!;’标记

这些片段后，与"#$%&阻遏蛋白作体

外结 合 实 验（>4D%47A$2A7-*1）。结 果

见图!。

由图可见，"#-$%&阻遏蛋白能与

野生型的’(%)*+很好结合，但与带

有突变的’(%)*+均不能结合。有力

证明余下的这;个 保 守 碱 基 对 维 持

’(%)*+的正常功能同样是至关重要

的，一旦突变便可导致功能的丧失。

) 讨论
比较发表的各嘌呤结构基因的’(%
)*+序列可见，:J)"中仅有@个是完全保守的，本实验室曾获得了"#$=K和"#$>的FL

突变体各一株。经突变位点分析表明，FL突变正是这@个保守碱基中的两个发生突变的

结果。即第G位的M和第:G位的>。为阐明每个保守碱基的生物学功能，我们已经对余

下的J个中的G个碱基进行了定点突变和功能分析。结果显示G个碱基中任一发生突变

即丧失与"#$%&阻遏蛋白的结合功能。本文对最后;个保守碱基也作了定点突变和功能

分析，得到同样的结果。观察’(%)*+的结构下不难发现，:J)"呈回文对称结构。因此

可以认为完全保守的这些碱基在维持’(%)*+的对称性是必须的，而这种结构的对称性

肯定对维持’(%)*+与"#$%&阻遏蛋白的结构合功能是至关重要的。当然这个结果还

不能排除:J)"中非保守碱基对结合功能的影响。
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