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大肠杆菌严谨型 !"#聚合酶的筛选及体内转录活性测定

刘常宏，沈悦斐，薛雅蓉，彭士明
（南京大学生命科学学院医药生物技术国家重点实验室 南京 #-$$/&）

摘 要：利用选择性培养基筛选大肠杆菌自然突变菌株，经噬菌体 B- 转导和蛋白质互补试验，发现一株突变体
（CDE$$-）的突变基因发生在编码 FG’聚合酶!H亚基的 !"#$ 基因上，经 IG’序列分析，发现突变位点发生在第
&!$0个碱基上，由 J变成了 2，导致编码的氨基酸由甘氨酸（JJ2）变成半胱氨酸（2J2）。体内转录试验表明该突变
FG’聚合酶转录严谨型启动子控制基因的活性显著降低，其!4半乳糖苷酶的活性是野生型菌株的 -,K，而转录非
严谨型启动子控制基因的活性显著提高，其!4半乳糖苷酶的活性约是野生型菌株的 .倍。研究结果对探讨 FG’聚
合酶结构与功能的关系以及 FG’聚合酶在细菌严谨反应过程中的作用具有重要意义。
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严谨反应（MN)*>O3>N )3M(P>M3）是细菌适应环境的
一种应激代谢方式，涉及广泛的生物转录调控程序。

应激环境包括许多种，如营养缺乏、高温、酸、氧化、

辐射、渗透压等，其中研究最多的是细菌对氨基酸缺

乏所进行的一系列基因调控。当氨基酸缺乏时导致

细菌细胞内出现空载 NFG’，空载 NFG’刺激细胞瞬
间大量合成一种信号物质———鸟苷四磷酸（((J((）
或鸟苷五磷酸（(((J((）（以下通称为 ((J((）［-］，
((J((通过作用于 FG’聚合酶，在转录水平上正调
控由非严谨型启动子（ %&’QR.，"(&’ 等）控制的编码
氨基酸生物合成、糖原合成和碳水化合物代谢等酶

的基因，负调控由严谨型启动子（ !!)* B-，"+!ST等）
控制的编码核糖体 )FG’和 NFG’、FG’聚合酶各亚
基、核酸合成、磷脂合成和 IG’复制相关蛋白质合
成等的基因。已证明大肠杆菌（,-’./!0’.0& ’#%0）至少
有 ,$个基因的转录和表达受到严谨反应的调控［#］。

可见，由氨基酸缺少诱导、((J((介导、FG’聚合酶
实施的严谨反应在细菌的生命活动过程中扮演重要

的角色，明确细菌严谨反应的调控机制已成为微生

物学家和分子生物学家共同关注的一个新热点。本

文将利用基因突变技术，通过对突变 FG’聚合酶的
筛选及其转录活性的研究，探讨细菌严谨反应的

机理。

$ 材料和方法
$%$ 材料
$%$%$ 菌株：供试菌株均来自大肠杆菌 UJ-0..的
改造菌株，由美国国立卫生院 V*> 教授提供。分别
含有不同类型启动子控制基因 %&’W，其中 "+!ST和
!!)* B-属于严谨型启动子，%&’QR. 为非严谨型启
动子，除 IV-$$$ 菌株抗四环素（23N)6:X:+*>3，简写为
23N）外，其它菌株均对四环素敏感（表 -）。

表 $ 测试菌株的遗传特性及生长表型
26Y+3 - J3>PNX(3M 6>A (;3>PNX(3M PZ N;3 N3MN MN)6*>M

[N)6*>M J3>3N*: Y6:\O)P<>A F3(P)N O3>3 ’>N*Y*PN*:M
J)P]N; (;3>PNX(3

CS U6:DP>\3X
DC2.$&! UJ-0.. "+!ST4 %&’W 23NM ^ ^ ^ )3A
FCJ-&.$ UJ-0.. !!)* B-4 %&’W 23NM ^ ^ )3A
FCJ-&-/ UJ-0.. %&’QR.4 %&’W 23NM ^ ^ )3A
IV-$$$ UJ-0.. YN<S：：2>-$423N) 23N) ^ ^ ^ )3A

$%$%& 试剂和仪器：培养基成分购自南京大学化学
试剂供应中心；抗生素、(P+X9X7*> S和二硫苏糖醇购

自 [*O96公司；BDF产物纯化试剂盒（IB#$!4$-）购自
天为时代公司；酶联免疫检测仪（型号：IJ.$&-）由



国营华东电子管厂制造；!"#仪为 !$%&’((型；)*+
测序仪为 +,- ./((%+0123 4525367 +2189:5;。
!"!"# 培养基：麦考凯琼脂培养基（每升含胰蛋白
胨 /<=，乳糖 /(=，*1"8 >=，中性红 (?(>=，琼脂 /’=，
@AB?C D (?E）；F,液体培养基（每升含胰蛋白胨 /(=，
酵母膏 >=，*1"8 /(=，琼脂 />=，@AB?( D (?E）。
!"$ 突变 %&’聚合酶菌株的筛选
大肠杆菌 "FG>(.C菌株（野生型）带有严谨型启

动子 !"#,-控制的报告基因 $%&H，在正常培养条件
下（F,琼脂培养基，.BI）细胞生长快，菌落大；在麦
考凯琼脂培养基上菌落呈红色。但在氨基酸缺乏条

件下，由于 #*+聚合酶转录严谨型启动子控制基因
的活性显著降低，使得细胞生长缓慢，菌落较小，在

麦考凯琼脂培养基上菌落呈粉红色或白色。因此，

本试验将筛选在正常培养条件下的表型类似于在氨

基酸缺乏条件下的表型，即菌落小，在麦考凯琼脂培

养基上菌落呈粉红色或白色的突变体。具体筛选方

法为：取 /(!F在 .BI条件下培养 /EJ的 "FG>(.C菌
液，置于含 /(KF F,液体培养基的试管中作系列稀
释，共 /(管。然后每管取 E((!F稀释液涂布麦考凯
琼脂培养基，.BI培养，不定期观察菌落颜色。野生
型菌落为红色，突变型菌落为粉红色或白色，突变型

菌落经进一步纯化验证后于 L <(I冰箱保存备用。
!"# 突变基因的确定
!"#"! 转导试验：采用噬菌体 !/转导试验［.］，供体
菌为带有 M3N,：：G2/(%G53; 基因的突变菌株，受体菌
为野生型 O4/’>>，筛选培养基为含有四环素
（>(!=PKF）的麦考凯琼脂培养基和 F,琼脂培养基，
根据菌落颜色和大小差异，计算突变基因与 M3N,：：
G2/(%G53; 基因的共转导率。
!"#"$ 转化试验：按照常规细菌转化试验，将带有
编码"亚基基因 #!’( 的质粒 @)QQ//和编码"R亚基
基因 #!’) 的质粒 @)A.分别转入突变转导子中，观
察转导子在含有氨苄青霉素（/((!=PKF）的 F,琼脂
培养基和麦考凯琼脂培养基上的菌落特征，空载质

粒 @,#..E 为对照。质粒 @)A. 的构建方法与
@)QQ//相同，含有相同的启动子，只是用 #!’) 基因
代替了 #!’( 基因［C］。
!"#"# )*+测序：根据互补效应结果及大肠杆菌全
基因组序列，设计 /(对引物，进行突变菌株 #!’) 基
因（CEECM@）的 !"#扩增，扩增产物用 !"#产物纯化
试剂盒纯化后进行 )*+序列分析。
!"( !)半乳糖苷酶活性的测定
待测菌株在 F, 液体培养基中培养至稳定期

（.BI培养 BJ），按 /S的比例接种至 E>KF F,液体

培养基（装于 E>(KF的三角瓶），.(I、E/(;PK62振荡
培养至 *+’((为 (?C时取样，用于"%半乳糖苷酶活性
的测定［>］。首先取 /((!F细胞培养液加入 &’ 孔培
养板中，每样品重复 . 次，立即加入含 @T89K9U62 ,
（E((!=PKF）的渗透缓冲液 >(!F［/((KKT8PF G;6V·A"8
@AB?<，.EKKT8PF *1AE!WC，<KKT8PF 二硫苏糖醇，

<KKT8PF 环己二胺四乙酸（")G+），CSG;63T2 X%/((］，
室温放置 .(K62，然后每孔加邻硝基苯%"%)%吡喃半
乳糖苷（W*!4）溶液 >(!F，测定 CE(2K 处的光密度
值 *+CE(，相对酶活性单位为 *+CE( P*+’((。

$ 结果
$"! 突变体的筛选
通过大量筛选，我们共获得 >株在 F,琼脂培养

基上生长缓慢、麦考凯琼脂培养基上呈粉红色或白

色的自然突变体。

$"$ 突变基因的定位
转导试验结果表明只有 / 株突变体（F"A((/）

的突变基因可能发生在编码 #*+聚合酶亚基的基
因上，该突变基因与 ,-.( 基因的共转导率为 B.?<S
（<C个转导子中有 ’E 个表现突变型表型），表现为
在麦考凯琼脂培养基上菌落呈粉红色，在 F,琼脂
培养基上菌落较小。而其它 C株突变体的突变基因
与 ,-.( 基因的共转导率均低于 E(S。根据 Q62 和
4;TVV［’］的报道，,-.( 基因与 #!’( 和 #!’) 基因的共转
导率约为 B>S。因此，突变体 F"A((/ 的突变基因
可能发生在 #!’( 或 #!’) 基因上。
转化试验结果显示凡转入带有 #!’) 基因质粒

@)A.的细胞在 F,琼脂培养基上生长较快，在麦考
凯琼脂培养基上菌落呈红色，类似于野生型菌落；而

转入带有 #!’( 基因的质粒 @)QQ// 或空载体质粒
@,#..E均未改变突变体的表型，即在 F,琼脂培养
基上生长缓慢，在麦考凯琼脂培养基上呈粉红色或

白色。表明 F"A((/的突变基因可能发生在 #!’) 基
因上。

为了进一步确证突变基因及突变碱基，我们用

/(对特异性引物扩增 #!’) 基因，并进行了序列测
定。结果发现 #!’) 的第 .C(’ 个碱基发生了突变，
由 4变成了 G，导致编码的氨基酸由原来的甘氨酸
（44G）变成半胱氨酸（G4G）。
$"# 生长曲线的测定
为了解 F"A((/与其野生型菌株 "FG>(.C的生

长差异，我们测定了二者的生长曲线，接种量为培养

液的 (?ES（>((KF三角瓶装液量为 E((KF），培养条

/BE刘常宏等：大肠杆菌严谨型 #*+聚合酶的筛选及体内转录活性测定 Y P微生物学报（E((B）CB（E）



件为 !"#、$%&’()*+。结果显示 ,-.&&%的生长速度
显著慢于 -,/0&!1，倍增时间分别为 012")*+ 和
!%20)*+，突变菌株是野生型菌株的 %2"倍（图 %）。

图 ! 野生型和突变菌株的生长曲线
3*45% 6’789: ;<’=> 7? 8*@AB9CD> E+A )<9E+9 F9’E*+F5

图 " 野生型和突变型 #$%聚合酶转录严谨型启动子
!!"# &!与非严谨型启动子 $%&’()控制基因的活性比较
3*45 $ -7)DE’*F7+ 7? 9:> 9’E+F;’*D9*7+E@ E;9*=*9C 7? 8*@AB9CD> E+A )<9E+9
GHI D7@C)>’EF>F 7+ F9’*+4>+9 ;7+9’7@@>A D’7)79>’ !!"# J% E+A +7+B
F9’*+4>+9 ;7+9’7@@>A D’7)79>’ $%&KL05 6’789: ;7+A*9*7+F E’>：!&#，

$%&’()*+，0:5

"*+ 体内转录特性
,-.&&%在营养丰富的 ,M琼脂培养基上生长缓

慢、在麦康凯琼脂培养基上呈粉红色的特点类似于

野生型大肠杆菌在严谨反应下的表型。换言之，

,-.&&%在正常生长条件下转录严谨型启动子控制
基因的活性类似于野生型菌株在营养缺乏时（DD6DD
含量升高）的转录活性。为了证明这一假说，我们利

用噬菌体 J% 转导技术，将突变基因 !’() 转入
G,6%!0&（ !!"# J%B $%&N）和 G,6%!%O（ $%&KL0B $%&N）菌
株中，通过测定转导子!B半乳糖苷酶的活性，比较突
变 GHI聚合酶转录严谨型（ !!"# J%）与非严谨型启
动子（ $%&KL0）控制基因 $%&N 的差异。结果如图 $
所示，突变菌株转录严谨型启动子控制基因的活性

显著降低，其!B半乳糖苷酶的活性（P21 单位）是野
生型菌株（!02Q单位）的 %QR，而转录非严谨型启动

子控制基因的活性则显著提高，其!B半乳糖苷酶的
活性（$12$ 单位）约是野生型菌株（12P 单位）的 0
倍。表明该突变属于严谨型突变。

, 讨论
当环境中氨基酸缺乏时，由于细菌 !*$+ 基因的

表达而瞬间大量合成信号物质 DD6DD。DD6DD通过
与 GHI聚合酶的结合有选择性地调控基因的表达，
其中由严谨型启动子（F9’*+4>+9 D’7)79>’）控制的基因
转录被抑制，而一些非严谨型启动子控制基因的转

录则被激活［$，"，Q］。

大肠杆菌是研究细菌严谨反应机制的理想模

型，但由于研究严谨反应涉及一系列基因的转录表

达，调控系统极其复杂。因此，虽然有关严谨反应机

制的假说很多，但确切的机制还不是十分清楚。

N:7< S T*+［O］通过比较 1种 !’(# 基因突变体的 GHI
聚合 酶 GD7M%%1（ U0!%3）， GD7M!11O（ V0!$I），
GD7M!11!（,0!!J）和 GD7M!!"&（/0P!J）和野生型
GHI聚合酶转录不同类型启动子活性的差异，发现
这些突变 GHI聚合酶相对于野生型 GHI酶与严谨
型启动子形成的开放复合体的半衰期很短，转录活

性降低；与非严谨型启动子形成的开放复合体（7D>+
;7)D@>W）的半衰期没有显著差异，并将该类突变
GHI聚合酶称为严谨型 GHI聚合酶（F9’*+4>+9 GHI
D7@C)>’EF>）。据此提出了开放复合体稳定性模型，
现已被多数学者认可［%& X %$］。其核心思想是在转录

起始阶段，GHI聚合酶与严谨型启动子形成的闭合
复合体和开放复合体之间存在一个动态平衡，当细

胞出现严谨反应时，由于 DD6DD的大量积累以及与
GHI聚合酶的结合，使得 GHI聚合酶与严谨型启动
子形成的开放复合体极不稳定，开放复合体向闭合

复合体（;@7F>A ;7)D@>W）方向转化，从而降低了 ’GHI
等负调控基因的转录。同时，由于 GHI聚合酶离开
了严谨型启动子，使细胞内游离 GHI聚合酶的浓度
提高，进而增加了正调控基因的表达［%!］。

本试验利用自然突变筛选技术，获得 %株编码
GHI聚合酶!Y亚基的新的 !’() 基因突变，也能导致
类似的严谨反应，表明 DD6DD至少能够与 GHI聚合
酶的两个亚基!和!Y结合，影响转录严谨型启动子
控制基因的活性。虽然目前尚缺乏 DD6DD直接结合
大肠杆菌 GHI 聚合酶的晶体结构，但有证据显示
DD6DD可能通过与 GHI聚合酶的结合抑制转录的
起始，即开放复合体的形成阶段［%1］。因此，本研究

结果对认识 GHI聚合酶结构与功能之间的相互关
系以及在基因调控方面的作用具有重要的意义。目

$"$ ,ZK -:E+4B:7+4 *, %$ 5 (+&,% -.&!(/.($(0.&% 1.".&%（$&&"）1"（$）



前我们正在进行该突变菌株 !"#聚合酶的提取以
及体外转录严谨型和非严谨型启动子活性的测定，

以进一步揭示其转录机制。

致谢 感谢美国 "$%，"&$ ’()教授友情提供实验菌
株，南京大学开放实验室提供实验条件，以及国家教

育部留学回国人员启动经费（*+*,-..*/-）的支持。
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