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摘要:【目的】利用分子生物学实验研究鼠疫菌调控子 ＯｘｙＲ 对 ｄｐｓ 的转录调控机制ꎮ 【方法】提取鼠疫菌野

生株(ＷＴ)和 ｏｘｙＲ 突变株(ΔｏｘｙＲ)的总 ＲＮＡꎬ采用引物延伸实验研究 ｄｐｓ 的转录起始位点ꎬ并根据产物的丰

度判断 ＯｘｙＲ 对 ｄｐｓ 的调控关系ꎮ 进一步采用实时定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 的方法验证 ＯｘｙＲ 对 ｄｐｓ 的调控关系ꎮ ＰＣＲ
扩增 ｄｐｓ 的整个启动子区 ＤＮＡ 序列ꎬ并纯化 Ｈｉｓ￣ＯｘｙＲ 蛋白ꎬ通过凝胶阻滞实验(ＥＭＳＡ)验证 ＯｘｙＲ 对 ｄｐｓ 启
动子区是否具有直接的相互作用ꎮ 利用大肠杆菌 ＯｘｙＲ 识别基序ꎬ预测鼠疫菌 ＯｘｙＲ 对 ｄｐｓ 启动子区的结合

位点ꎬ从而得出鼠疫菌 ＯｘｙＲ 对 ｄｐｓ 的转录调控机制ꎮ 【结果】鼠疫菌 ｄｐｓ 有一个转录起始位点 Ｇ( － ４０)(翻
译起始位点为 ＋ １)ꎬ其转录表达受 ＯｘｙＲ 的激活ꎻ体外实验及生物信息学预测结果表明 ＯｘｙＲ 能结合到 ｄｐｓ
启动子区￣１１１ 到￣７８ 之间的碱基上ꎮ 【结论】ＯｘｙＲ 能直接结合到 ｄｐｓ 启动子区而激活其转录表达ꎮ
关键词:鼠疫菌ꎬ ＯｘｙＲꎬ ｄｐｓꎬ 转录调控

中图分类号:Ｑ９３３　 　 文献标识码:Ａ　 　 文章编号:０００１￣６２０９ (２０１３)０７￣０６８５￣０６

　 　 活性过氧化物是天然的杀菌物质之一ꎬ它能直

接与细菌膜脂和膜蛋白相互作用ꎬ影响膜流动性而

致细菌死亡ꎻ也能通过破坏 ＤＮＡ 结构ꎬ影响 ＤＮＡ 复

制和转录表达而致细菌死亡[１]ꎮ ＯｘｙＲ 调控子蛋白

在细菌抗氧化过程中起着重要的作用ꎬ其 Ｎ￣末端具

有 ＤＮＡ 结合结构域ꎬＣ￣末端具有寡聚化结构域ꎮ
ＯｘｙＲ 分子内具有两个对过氧化物十分敏感的半胱

氨酸残基(Ｃｙｓ￣１９９ 和 Ｃｙｓ￣２０８)ꎬ当其被氧化后导致

蛋白空间结构发生改变ꎬ促进其寡聚化(二聚体或

四聚体)ꎬ而具有 ＤＮＡ 结合活性ꎬ调节下游与抗氧

化密切相关基因的转录表达[２]ꎮ 在大肠杆菌中ꎬ
ＯｘｙＲ 能激活过氧化氢酶基因 ｋａｔＧ[３]、ｄｐｓ[４]、谷氧还

蛋白基因 ｇｒｘＡ[５]、烃基过氧化物还原酶基因 ａｈｐＦＣ
等的表达ꎬ这些基因的表达产物都有助于解除过氧

化物对细胞的损害ꎮ 其中 Ｄｐｓ 是一种在营养不足条

件下(例如平台期)表达的 ＤＮＡ 结合蛋白ꎬ大肠杆

菌的 ｄｐｓ 在对数中期时受 ＯｘｙＲ 的激活ꎬ而在平台期

时受 ＨＩＦ 和 σｓ的激活[６]ꎮ Ｄｐｓ 具有多种生物学功

能:它能非特异的结合到 ＤＮＡ 序列上ꎬ使其高度聚

合而免受破坏[７]ꎻ它还能在 Ｆｅ２ ＋ 的帮助下直接降解

Ｈ２Ｏ２ꎬ而解除其对细胞的氧化破坏作用[８]ꎻ另外 Ｄｐｓ
还参与细菌的耐酸性调节[４]、参与锰离子平衡[９]、
参与解除 Ｃｕ ＋ 的细胞毒性[７]、甚至有利于细菌粘附

到非生命体表面[１０]ꎮ
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与其它细菌中一样ꎬ鼠疫耶尔森氏菌(简称鼠

疫菌)ＯｘｙＲ 蛋白也参与细菌抗氧化作用ꎬ它能直接

结合到 ｋａｔＡ 和 ｋａｔＹ 的启动子区而激活它们的转录ꎬ
ｋａｔＡ 和 ｋａｔＹ 编码产物能降解对鼠疫菌有害的过氧

化物ꎬ从而有利于鼠疫菌在巨噬细胞内的生存[１１]ꎮ
然而ꎬ到目前为止对鼠疫菌 ｄｐｓ 研究尚未报道ꎬ它是

否属于 ＯｘｙＲ 的调控元ꎬ目前还不得而知ꎮ 本文中ꎬ
我们利用引物延伸实验和实时定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 从转录

水平上证实了鼠疫菌 ＯｘｙＲ 蛋白对 ｄｐｓ 具有调控作

用ꎬ进而通过凝胶阻滞(ＥＭＳＡ)及生物信息学预测ꎬ
得出了鼠疫菌 ＯｘｙＲ 蛋白对 ｄｐｓ 具体的转录调控机

制ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 菌株和质粒:鼠疫菌 ２０１ 株(野生型ꎬＷＴ)及
其 ｏｘｙＲ 突变株(ΔｏｘｙＲ)、Ｈｉｓ￣ＯｘｙＲ 蛋白表达菌等均

由本实验室保存ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２ 　 主要试剂:实验所用的 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ
Ｓｙｓｔｅｍ、ｆｍｏｌ 􀳏 ＤＮＡ Ｃｙｃｌｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ 等为

Ｐｒｏｍｅｇａ 产品ꎻＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ 为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 产品ꎻＴａｑ
ＤＮＡ 连接酶、ｄＮＴＰｓ 为上海生工生物工程公司产

品ꎻＰＣＲ 产物纯化试剂盒为 ＱＩＡＧＥＮ 产品ꎮ
１􀆰 ２　 鼠疫菌培养

取 ５０ μＬ 甘油菌种接种于 １８ ｍＬ 的 ＴＭＨ[１２] 培

养基中(５０ ｍＬ 的三角烧瓶ꎬ加玻璃珠ꎬ下同)ꎬ２６℃
下２３０ ｒ / ｍｉｎ培养至平台期ꎬ按 １ ∶ ２０ 稀释接种至新

鲜的 ＴＭＨ 培养基中ꎬ２６℃ 下２３０ ｒ / ｍｉｎ培养至对数

中期(ＯＤ６２０≈１􀆰 ０)ꎬ而后向该培养物中加入过氧化

氢至２０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ２６℃ 下２３０ ｒ / ｍｉｎ继续培养３０ ｍｉｎꎬ
收集菌体ꎬ供后续的分子生化实验用ꎮ
１􀆰 ３　 引物延伸实验

采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取鼠疫菌 ＷＴ 及 ΔｏｘｙＲ 的总

ＲＮＡꎬ并通过琼脂糖凝胶电泳监测 ＲＮＡ 质量ꎮ 将与

ｄｐｓ 的 ｍＲＮＡ 互补的特异性引物(见表 １)５′￣末端用

[γ￣３２Ｐ]ＡＴＰ(５ ０００ Ｃｉ / ｍｍｏｌꎬ １０ ｍＣｉ / ｍＬ)进行放射

性标记[１３]ꎮ 而后分别以 ＷＴ 和 ΔｏｘｙＲ 的总 ＲＮＡ 为

模板(总 ＲＮＡ 的量一致)ꎬ在 ＡＭＶ 逆转录酶的作用

下ꎬ将 ｄｐｓ 的 ｍＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡꎮ ｃＤＮＡ 产物配

伍测序条带[ ｆｍｏｌ 􀳏 ＤＮＡ Ｃｙｃｌｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ
(Ｐｒｏｍｅｇａ)]进行 ６％ 聚丙烯酰胺变性胶电泳ꎬ经放

射自显影后ꎬ通过引物延伸条带的位置即可确定转

录起始位点ꎬ而根据其相对丰度即可判定 ＯｘｙＲ 对

ｄｐｓ 的调控关系ꎮ

表 １.实验所用引物

Ｔａｂｌｅ １. Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｉｍｅｒｓ (５′→３′)
ＲＴ￣ＰＣＲ

ｄｐｓ Ｆｏｒｗａｒｄ: ＣＴＣＧＧＴＧＧＴＧＴＧＧＣＡＴＴＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ: ＣＧＧＧＡＡＧＣＧＧＣＡＧＴＡＡＡＣ

Ｐｒｉｍｅｒ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ
ｄｐｓ Ｒｅｖｅｒｓｅ: ＡＴＧＣＴＣＣＴＣＡＡＣＧＴＣＡＴＴＡＣ
ＥＭＳＡ

ｄｐｓ Ｆｏｒｗａｒｄ: ＴＧＣＡＧＴＴＧＧＣＧＴＴＣＣＴＡＣ
Ｒｅｖｅｒｓｅ: ＡＴＧＣＴＣＣＴＣＡＡＣＧＴＣＡＴＴＡＣ

１􀆰 ４　 实时定量 ＲＴ￣ＰＣＲ
提取 ＷＴ 和 ΔｏｘｙＲ 的总 ＲＮＡꎬ并用 ＤＮＡ￣ｆｒｅｅＴＭ

Ｋｉｔ (Ａｍｉｂｉｏｎ)消化去除其中的 ＤＮＡ 污染ꎬ再用 Ｎ６
随机引物将其逆转录成 ｃＤＮＡꎬ最后用 Ｒｏｃｈｅ 的

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ｓｙｓｔｅｍ 作 实 时 定 量 ＲＴ￣ＰＣＲꎮ 以 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 的表达量为内参绘制标准曲线ꎬ用于基因表

达水平的相对定量[１４]ꎮ
１􀆰 ５　 ＥＭＳＡ 实验

ＰＣＲ 扩增 ｄｐｓ(所用引物见表 １)的启动子区序

列并对产物纯化回收ꎬ用 Ｔ４ 多聚核苷酸激酶( Ｔ４
ＰＮＫ)对 ＤＮＡ 片段 ５′末端进行标记[１３]ꎮ 利用 Ｎｉ￣
ＮＴＡ 柱法纯化 Ｈｉｓ￣ＯｘｙＲ 蛋白[１５]ꎮ 将不同浓度的

Ｈｉｓ￣ＯｘｙＲ 蛋白与标记的 ＤＮＡ 探针在１０ μＬ结合反

应体系中[１３]ꎬ室温共同孵育２０ ｍｉｎ后ꎬ将样品加入

４％非变性聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳ꎬ － ６０℃放射

自显影后分析结果ꎮ
１􀆰 ６　 ＯｘｙＲ 结合位点的预测

通过比对与鼠疫菌 ２０１ 株来自同一疫源地的

９１００１ 株序列和大肠杆菌 Ｋ１２ 的 ＯｘｙＲ 蛋白氨基酸

序列ꎬ发现二者具有 ８６％ 的一致性ꎮ 因此ꎬ我们汇

总了大肠杆菌 ＯｘｙＲ 对 ｏｘｙＲ、ｇｒｘ、ｄｓｂＧ、 ｆｈｕＦ、ｙｆｄＩ、
ｈｅｍＨ、ｓｕｆ、ｙａａＡ、ｙｂｊＭ 等基因的结合序列[５ꎬ１６ － １８]ꎬ并
对序列作同源比对ꎬ找出相对保守的序列ꎬ而后用

ｗｅｂｌｏｇｏ( ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂｌｏｇｏ. ｂｅｒｋｅｌｅｙ. ｅｄｕ / ｌｏｇｏ. ｃｇｉ) 展

示比对结果ꎬ用 ｒｅｔｒｉｅｖｅ￣ｓｅｑ( ｈｔｔｐ: / / ｒｓａｔ. ｕｌｂ. ａｃ. ｂｅ /
ｒｓａｔ / )计算保守序列上每个位置 ４ 个碱基出现的权

重(Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｍａｔｒｉｘꎬ ＰＦＭ)ꎬ从而确定大肠

杆菌 ＯｘｙＲｂｏｘ 序列ꎮ 最后再利用该 ｂｏｘ 通过 ｍａｔｒｉｘ￣
ｓｃａｎ (ｈｔｔｐ: / / ｒｓａｔ. ｕｌｂ. ａｃ. ｂｅ / ) 预测鼠疫菌 ＯｘｙＲ 对

６８６
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ｄｐｓ 启动子区的结合位置ꎮ

２　 结果和分析

２􀆰 １　 ＯｘｙＲ 正调控 ｄｐｓ 的转录表达

ＯｘｙＲ 对 ｄｐｓ 调控的引物延伸实验结果如图 １￣Ａ
所示:若以翻译起始位点为 ＋ １ꎬ则 ｄｐｓ 的转录起始

位点为 － ４０ 位的 Ｇꎬ且引物延伸产物在 ＷＴ 中的亮

度远高于 ΔｏｘｙＲ 中的ꎬ 这表明 ＯｘｙＲ 能激活 Ｇ
( －４０)的转录ꎮ 我们进一步利用实时定量 ＲＴ￣ＰＣＲ
的方法研究了 ＯｘｙＲ 对 ｄｐｓ 的调控关系ꎬ其结果如图

１￣Ｂ 所示:以 ＷＴ 的总 ＲＮＡ 所得的 ｃＤＮＡ 为模板的

ΔＣＴ 值远高于 ΔｏｘｙＲ 中的ꎬ这说明 ＷＴ 中的 ｄｐｓ
ｍＲＮＡ 远高于 ΔｏｘｙＲ 中的ꎮ 以上结果证明ꎬ在鼠疫

菌对数生长期时ꎬＯｘｙＲ 能感应过氧化氢刺激信号ꎬ
而激活 ｄｐｓ 的转录表达ꎮ

图 １. ＯｘｙＲ 激活 ｄｐｓ 的转录

Ｆｉｇｕｒｅ １. ＯｘｙＲ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｄｐｓ. ( Ａ ) Ｐｒｉｍｅｒ
Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ. Ｏｎｅ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｒｉｍｅｒ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ｂｅ
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｔｏ ｔｈｅ ＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｏｆ ｄｐｓ. Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ΔｏｘｙＲ ｏｒ ＷＴ ｇｒｏｗｎ ａｓ ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ ａｂｏｖｅꎬ ｗｅｒｅ
ａｎａｌｙｚｅｄｗｉｔｈ ８ ｍｏｌ / Ｌ ｕｒｅａ － ６％ ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｇｅｌ. Ｌａｎｅｓ
Ｃꎬ Ｔꎬ Ａ ａｎｄ Ｇ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅ Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ. Ｓｈｏｗｎ
ｏｎ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｓｉｄｅ ｗａｓｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｓｔａｒｔ ｓｉｔｅ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｃａｒｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｉｔｅ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｆ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｓｔａｒｔ ( ＋
１) . (Ｂ) ＲＴ￣ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｄｐｓ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｂｅｔｗｅｅｎ ΔｏｘｙＲａｎｄ ＷＴ. Ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ １６Ｓ
ｒＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ
ｃａｌｃｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｃｙｃｌｅ (ΔＣＴ) ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｃ
ΔＣＴ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ
ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｆ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｓｔａｒｔ.

２􀆰 ２　 ＯｘｙＲ 直接激活 ｄｐｓ 的转录

引物延伸和 ＲＴ￣ＰＣＲ 的实验结果表明 ＯｘｙＲ 能

激活 ｄｐｓ 的表达ꎬ进而我们通过 ＥＭＳＡ 实验验证

ＯｘｙＲ 是否能直接作用于 ｄｐｓ 的启动子区ꎬ其结果如

图 ２ 所示:当 Ｈｉｓ￣ＯｘｙＲ 蛋白量为０􀆰 ５ ｐｍｏｌ时ꎬｄｐｓ 就

出现了阻滞带ꎬ且随着蛋白量的增加ꎬ阻滞带逐渐增

强(见泳道 １￣４)ꎬ当只加入 Ｆ１ 抗原蛋白(ｕｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬ见泳道 ７)就未见阻滞带ꎻ当先加入未标记

ｄｐｓ 启动子 ＤＮＡ 片段(ｃｏｌｄ ｐｒｏｂｅꎬ见泳道 ５)作为竞

争性冷探针时ꎬ由于 Ｈｉｓ￣ＯｘｙＲ 先与冷探针结合ꎬ从
而就不能再与探针结合ꎬ此时阻滞带就会减少甚至

消失ꎬ但加入 １６Ｓ ｒＤＮＡ(ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐｒｏｂｅꎬ见泳道 ６)作
为阴性对照时就没有此效应ꎮ 上述结果表明 ＯｘｙＲ
能对 ｄｐｓ 的启动子区的结合时特异性的ꎮ
２􀆰 ３　 ＯｘｙＲ 对 ｄｐｓ 启动子区结合位点的预测

我们通过分析大肠杆菌 ＯｘｙＲ 对已知靶基因的

结合位点ꎬ并利用 ｗｅｂｌｏｇｏ、ｒｅｔｒｉｅｖｅ￣ｓｅｑ 及 ｍａｔｒｉｘ￣ｓｃａｎ
软件ꎬ预测出了鼠疫菌 ＯｘｙＲ 对 ｄｐｓ 启动子区的结合

位置ꎮ 图 ３￣Ａ 为大肠杆菌 ＯｘｙＲ 结合基序的 ｌｏｇｏ 展

示ꎬ可以看出 ＯｘｙＲ 识别高 ＡＴ 的碱基序列ꎻ图 ３ Ｂ
展示的是大肠杆菌 ＯｘｙＲ 结合基序的各个位置出现

四种碱基的频率矩阵ꎬ利用该矩阵我们预测出了鼠

疫菌 ＯｘｙＲ 对 ｄｐｓ 启动子区的结合位置(图 ３￣Ｃ):
ＯｘｙＲ 对其有 １ 个结合位点ꎬ位于启动子区￣１１１ 到￣
７８(翻译起始位点为 ＋ １)ꎬ其 ｓｃｏｒｅ 值等于 ８􀆰 ８(７ 为

ｃｕｔｏｆｆ 值)ꎮ
２􀆰 ４　 鼠疫菌 ｄｐｓ 启动子区结构

根据实验结果与预测ꎬ我们可以得出 ｄｐｓ 基因

的启动子区结构ꎬ如图 ４ 所示:包含翻译起始位点、
转录起始位点 Ｐ、可能的 ＯｘｙＲ 结合位点、￣１０ 和￣３５
区以及 Ｓｈｉｎｅ￣Ｄａｌｇａｒｎｏ 序列(ＳＤ 序列ꎬ为核糖体识别

位点)ꎮ

３　 讨论

鼠疫菌是鼠疫的病原菌ꎬ人间鼠疫主要表现为

３ 种类型:腺鼠疫、肺鼠疫和败血症鼠疫ꎮ 鼠疫菌侵

入人体之后能被巨噬细胞吞噬ꎬ巨噬细胞内的一系

列杀菌机制(低镁离子、抗菌肽、过氧化物等)对其

生长是非常不利的ꎬ然而鼠疫菌能通过一系列的自

我调节ꎬ最终能够生存繁殖[１９]ꎮ 在这个过程中ꎬ由
特定的转录调控子对特定靶基因的转录调节ꎬ起着

至关重要的作用ꎮ 比如 ＰｈｏＰＱ 系统能感应低镁离

子和抗菌肽信号刺激ꎬ从而激活 Ｍｇ２ ＋ 转运系统、渗
透压调节系统等基因的表达ꎬ从而有利于鼠疫菌生

存[２０]ꎮ 再比如ꎬＯｘｙＲ 能感应过氧化物信号ꎬ激活

ｋａｔＡ 和 ｋａｔＹ 的表达ꎬ二者编码产物能直接降解过氧
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图 ２. Ｈｉｓ￣ＯｘｙＲ 对 ｄｐｓ 启动子结合的 ＥＭＳＡ 实验结果

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＥＭＳＡ ａｓｓａｙ ｏｆ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ Ｈｉｓ￣ＯｘｙＲ ｔｏ ｄｐｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ. Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｍｉｎｕｓ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｃｋｅｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｉｔｅｓ ｕｐｓｔｒｅａｍ ａｎｄ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｓｔａｒｔ ( ＋ １)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｒａｄｉｏａｃｔｉｖｅｌｙ ｌａｂｅｌｅｄ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ
ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ Ｈｉｓ￣ＯｘｙＲ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ４％ ( Ｗ / Ｖ ) ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ. Ｔｈｅ ｂａｎｄ ｏｆ ｆｒｅｅ ＤＮＡ ｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ Ｈｉｓ￣ＯｘｙＲ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ａｎｄ ａ ｒｅｔａｒｄｅｄ ＤＮＡ ｂａｎｄ ｗｉｔｈ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｕｒｎｅｄ ｕｐꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｅｓｕｍａｂｌｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｈｅ ＤＮＡ￣ＯｘｙＲ ｃｏｍｐｌｅｘ. Ｓｈｏｗｎ ｏｎ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｓｉｄｅ ｗａｓ ｔｈｅ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＥＭＳＡ ｄｅｓｉｇｎ.

图 ３. 鼠疫菌 ＯｘｙＲ 对 ｄｐｓ 启动子区的结合序列预测

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ＯｘｙＲ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｄｐｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｉｎ Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｅｓｔｉｓ. (Ａ) Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｏｇｏꎬ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ＷｅｂＬｏｇｏ ｔｏｏｌꎬ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＯｘｙＲ. (Ｂ) Ａ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｍａｔｒｉｘ ｄｅｓｃｒｉｂｅｓ ｔｈｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓꎬ
ａｎｄ ｄｅｎｏｔｅｓ ｔｈｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｅａｃｈ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｔ ｅａｃｈ ｐｏｓｉｔｉｏｎ. (Ｃ) ＯｘｙＲ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｆ ｄｐｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ. Ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｆ ｄｐｓ.

图 ４. 鼠疫菌 ｄｐｓ 启动子区示意图

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｐｓｐｒｏｍｏｔｅｒ ＤＮＡ ｒｅｇｉｏｎ. Ｓｈｏｗｎ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓｔａｒｔｓꎬ Ｓｈｉｎｅ￣Ｄａｌｇａｒｎｏ ｂｏｘꎬ
ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ＯｘｙＲ ｓｉｔｅｓꎬ ａｎｄ － １０ ａｎｄ － ３５ ｃｏｒｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｌｅｍｅｎｔｓ.

化物[１１]ꎮ 本文中ꎬ我们利用引物延伸实验、实时定

量 ＲＴ￣ＰＣＲ、ＥＭＳＡ 等实验技术ꎬ验证了 ＯｘｙＲ 还能感

应 Ｈ２Ｏ２ 信号刺激直接激活 ｄｐｓ 基因的转录表达ꎮ
图 ４ 为 ｄｐｓ 启动子区结构:Ｐ 为 ｄｐｓ 的转录起始位

点ꎬ － １０ 和 － ３５ 区为 ＲＮＡ 聚合酶的识别位点ꎮ 可

以看出 ＯｘｙＲ 的结合位点部分覆盖 － ３５ 区ꎬ这表明

ＯｘｙＲ 对 ｄｐｓ 的激活可能是通过与 ＲＮＡ 聚合酶 σ 亚

基的 Ｃ￣末端结构域(σＣＴＤ)相互作用ꎬ从而有利于

σ 亚基对￣１０ 和￣３５ 区的结合而实现的ꎮ Ｄｐｓ 具有多

种功能ꎬ能直接参与细菌对过氧化物的抵抗作用ꎬ在
保护 ＤＮＡ 的氧化应激损伤中发挥重要作用ꎮ 可见ꎬ
鼠疫菌 ＯｘｙＲ 蛋白对 ｄｐｓ 的直接激活ꎬ可能是鼠疫菌
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倪斌等: 鼠疫菌 ＯｘｙＲ 调控子蛋白对 ｄｐｓ 的转录调控机制. /微生物学报(２０１３)５３(７)

抗氧化及其能在巨噬细胞内生存的重要机制之一ꎮ
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[ ５ ] Ｔａｏ Ｋ. ｏｘｙＲ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｇｒｘ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｐｅｒｏｘｉｄｅ ｓｔｒｅｓｓ. Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ １９９７ꎬ １７９(１８): ５９６７￣５９７０.

[ ６ ] Ａｌｔｕｖｉａ Ｓꎬ Ａｌｍｉｒｏｎ Ｍꎬ Ｈｕｉｓｍａｎ Ｇꎬ Ｋｏｌｔｅｒ Ｒꎬ Ｓｔｏｒｚ Ｇ.
Ｔｈｅ ｄｐｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ ＯｘｙＲ ｄｕｒｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ
ｂｙ ＩＨＦ ａｎｄ ｓｉｇｍａ Ｓ ｉｎ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９９４ꎬ １３(２): ２６５￣２７２.

[ ７ ] Ｔｈｉｅｍｅ Ｄꎬ Ｇｒａｓｓ Ｇ. Ｔｈｅ Ｄｐｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｓ
ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｃｏｐｐｅｒ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ
２０１０ꎬ １６５(２): １０８￣１１５.

[ ８ ] Ｃａｌｈｏｕｎ ＬＮꎬ Ｋｗｏｎ ＹＭ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄｐｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｏｌｅ ｉｎ
ａｃｉｄ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ: ａ
ｒｅｖｉｅｗ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ １１０(２):
３７５￣３８６.

[ ９ ] Ｙａｍａｍｏｔｏ Ｋꎬ Ｉｓｈｉｈａｍａ Ａꎬ Ｂｕｓｂｙ ＳＪꎬ Ｇｒａｉｎｇｅｒ ＤＣ. Ｔｈｅ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｋ￣１２ ＭｎｔＲ ｍｉｎｉｒｅｇｕｌｏｎ ｉｎｃｌｕｄｅｓ ｄｐｓꎬ
ｗｈｉｃｈ ｅｎｃｏｄｅｓ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ￣ｐｈａｓｅ ＤＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ １９３(６): １４７７￣
１４８０.

[１０] Ｇｏｕｌｔｅｒ￣Ｔｈｏｒｓｅｎ ＲＭꎬ Ｇｅｎｔｌｅ ＩＲꎬ Ｇｏｂｉｕｓ ＫＳꎬ Ｄｙｋｅｓ ＧＡ.
Ｔｈｅ ＤＮＡ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｓｔａｒｖａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ( Ｄｐｓ )
ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｔｏ ａｂｉｏｔｉｃ
ｓｕｒｆａｃｅｓ. Ｆｏｏｄｂｏｒｎｅ Ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ａｎｄ Ｄｉｓｅａｓｅꎬ ２０１１ꎬ ８
(８): ９３９￣９４１.

[１１] Ｈａｎ Ｙꎬ Ｇｅｎｇ Ｊꎬ Ｑｉｕ Ｙꎬ Ｇｕｏ Ｚꎬ Ｚｈｏｕ Ｄꎬ Ｂｉ Ｙꎬ Ｄｕ Ｚꎬ
Ｓｏｎｇ Ｙꎬ Ｗａｎｇ Ｘꎬ Ｔａｎ Ｙꎬ Ｚｈｕ Ｚꎬ Ｚｈａｉ Ｊꎬ Ｙａｎｇ Ｒ.
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＫａｔＡ ａｎｄ
ＫａｔＹ ｉｎ Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｅｓｔｉｓ. ＤＮＡ ａｎｄ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００８ꎬ ２７
(８): ４５３￣４６２.

[１２] Ｓｔｒａｌｅｙ ＳＣꎬ Ｂｏｗｍｅｒ ＷＳ. Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌ ｂｙ Ｃａ２ ＋ ｉｎ Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｅｓｔｉｓ ｉｎｃｌｕｄｅ
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬ １９８６ꎬ ５１(２): ４４５￣４５４.

[１３] Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ Ｇａｏ Ｈꎬ Ｗａｎｇ Ｌꎬ Ｌｕｏ Ｚꎬ Ｔａｎ Ｙꎬ Ｇｕｏ Ｚꎬ Ｙａｎｇ
Ｒꎬ Ｚｈｏｕ Ｄ. Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｈ￣ＮＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ
Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｅｓｔｉｓ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｔｓ ＤＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ
ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２０１１ꎬ ５１(５): ６１５￣
６２１. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
张义全ꎬ 高鹤ꎬ 王丽ꎬ 罗张ꎬ 谭亚芳ꎬ 郭兆彪ꎬ 杨瑞

馥ꎬ 周冬生. 鼠疫菌 Ｈ￣ＮＳ 蛋白的表达与纯化及其

ＤＮＡ 结合活性分析. 微生物学报ꎬ ２０１１ꎬ ５１(５): ６１５￣
６２１.

[１４] Ｇａｏ Ｈꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ Ｙａｎｇ Ｌꎬ Ｌｉｕ Ｘꎬ Ｇｕｏ Ｚꎬ Ｔａｎ Ｙꎬ Ｈａｎ
Ｙꎬ Ｈｕａｎｇ Ｘꎬ Ｚｈｏｕ Ｄꎬ Ｙａｎｇ Ｒ. Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｃＡＭＰ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ (ＣＲＰ) ｏｎ ｐｏｒｉｎ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｏｗｎ
ｇｅｎｅ ｉｎ Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｅｓｔｉｓ. ＢＭＣ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ １１:
４０.

[１５] Ｌｕｏ Ｚꎬ Ｇａｏ Ｈꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ Ｗａｎｇ Ｌꎬ Ｔａｎ Ｙꎬ Ｇｕｏ Ｚꎬ Ｙａｎｇ
Ｒꎬ Ｚｈｏｕ Ｄ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｅｓｔｉｓ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅｉｒ ＤＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ
２０１１ꎬ １０６(０４): ４６８￣４７３. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)
罗张ꎬ 高鹤ꎬ 张义全ꎬ 王丽ꎬ 谭亚芳ꎬ 郭兆彪ꎬ 杨瑞

馥ꎬ 周冬生. 鼠疫菌重要调控子蛋白的表达纯化及

ＤＮＡ 结合活性分析. 生物技术通讯ꎬ ２０１１ꎬ １０６(０４):
４６８￣４７３.

[１６] Ｚｈｅｎｇ Ｍꎬ Ｗａｎｇ Ｘꎬ Ｄｏａｎ Ｂꎬ Ｌｅｗｉｓ ＫＡꎬ Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ ＴＤꎬ
Ｓｔｏｒｚ Ｇ. Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎ￣ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＯｘｙＲ ＤＮＡ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ
２００１ꎬ １８３(１５): ４５７１￣４５７９.

[１７] Ｚｈｅｎｇ Ｍꎬ Ｗａｎｇ Ｘꎬ Ｔｅｍｐｌｅｔｏｎ ＬＪꎬ Ｓｍｕｌｓｋｉ ＤＲꎬ ＬａＲｏｓｓａ
ＲＡꎬ Ｓｔｏｒｚ Ｇ. ＤＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｐｅｒｏｘｉｄｅ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ ２００１ꎬ １８３ ( １５ ):
４５６２￣４５７０.

[１８] Ｃｈｒｉｓｔｍａｎ ＭＦꎬ Ｓｔｏｒｚ Ｇꎬ Ａｍｅｓ ＢＮ. ＯｘｙＲꎬ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ￣ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ａｎｄ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍꎬ ｉｓ
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｔｏ ａ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ.
Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ

９８６



Ｂｉｎ Ｎｉ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１３)５３(７)

Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ １９８９ꎬ ８６(１０): ３４８４￣３４８８.
[１９] Ｐｅｒｒｙ ＲＤꎬ Ｆｅｔｈｅｒｓｔｏｎ ＪＤ. Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｅｓｔｉｓ—ｅｔｉｏｌｏｇｉｃ ａｇｅｎｔ

ｏｆ ｐｌａｇｕｅ. Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ １９９７ꎬ １０(１):
３５￣６６.

[２０] Ｚｈｏｕ Ｄꎬ Ｈａｎ Ｙꎬ Ｑｉｎ Ｌꎬ Ｃｈｅｎ Ｚꎬ Ｑｉｕ Ｊꎬ Ｓｏｎｇ Ｙꎬ Ｌｉ Ｂꎬ

Ｗａｎｇ Ｊꎬ Ｇｕｏ Ｚꎬ Ｄｕ Ｚꎬ Ｗａｎｇ Ｘꎬ Ｙａｎｇ Ｒ. Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｇ２ ＋ ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ＰｈｏＰ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｉｎ Ｙｅｒｓｉｎｉａ
ｐｅｓｔｉｓ. ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ ２００５ꎬ ２５０ (１): ８５￣
９５.

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｐｓ ｂｙ ＯｘｙＲ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｅｓｔｉｓ

Ｂｉｎ Ｎｉ１ꎬ Ｙｉｑｕａｎ Ｚｈａｎｇ２ꎬ Ｘｉｎｘｉａｎｇ Ｈｕａｎｇ１ꎬ Ｒｕｉｆｕ Ｙａｎｇ２ꎬ Ｄｏｎｇｓｈｅｎｇ Ｚｈｏｕ２∗

１Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｊｉａｎｇ ２１２０１３ꎬ Ｃｈｉｎａ
２Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｐａｔｈｏｇｅｎ ａｎｄ Ｂｉｏｓｅｃｕｒｉｔｙꎬ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙꎬ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｉｌｉｔａｒｙ
Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００７１ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｄｐｓ ｂｙ ＯｘｙＲ ｉｎ Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｅｓｔｉｓ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]
Ｔｏｔａｌ ＲＮＡｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｗｉｄｅ￣ｔｙｐｅ (ＷＴ) ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｘｙＲ ｎｕｌｌ ｍｕｔａｎｔ (ΔｏｘｙＲ). Ｐｒｉｍｅｒ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ａｓｓａｙ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ( ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ) ｏｆ ｄｐｓ ｉｎ ＷＴ ａｎｄ ｔｈａｔ ｉｎ ΔｏｘｙＲ. Ｔｈｅｎꎬ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｗａｓ ｄｏｎｅ ｔｏ ｃａｌｃｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｐｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＷＴ ａｎｄ ΔｏｘｙＲ. Ｔｈｅ ｅｎｔｉｒｅ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ￣ｐｒｏｘｉｍａｌ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｐｓ ｇｅｎｅ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ｆｒｏｍ Ｙ. ｐｅｓｔｉｓ ｓｔｒａｉｎ ２０１. Ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ｈｉｓ￣ＯｘｙＲ ｗａｓ
ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｕｎｄｅｒ ｎａｔｉｖｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｎｉｃｋｅｌ ｌｏａｄｅｄ ＨｉＴｒａｐ Ｃｈｅｌａｔｉｎｇ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ｃｏｌｕｍｎｓ ( Ａｍｅｒｓｈａｍ). Ｔｈｅｎꎬ ｔｈｅ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｓｈｉｆｔ ａｓｓａｙ (ＥＭＳＡ) ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ＤＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｈｉｓ￣ＯｘｙＲ ｔｏ ｄｐｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ｒｅｇｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ. Ｆｉｎａｌｌｙꎬ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＯｘｙＲ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｗａｓ ｄｅｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ ｔｈｅ ＯｘｙＲ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｔｏ ｄｐｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ｒｅｇｉｏｎ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ａｓｓａｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｏｎｌｙ ｏｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｓｔａｒｔ ｓｉｔｅ ｌｏｃａｔｅｄ ａｔ ４０ｂｐ ｕｐｔｒｅａｍ ｏｆ ｄｐｓꎬ
ｗｈｏｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｗａｓ ｕｎｄｅｒ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ＯｘｙＲ. Ｔｈｅ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ Ｈｉｓ￣ＯｘｙＲ ｂｏｕｎｄ ｔｏ ａ
ｓｉｎｇｌｅ ｒｅｇｉｏｎ ｆｒｏｍ １１１ｂｐ ｔｏ ７８ｂｐ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｆ ｄｐｓ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｄｐｓ ｗａｓ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ ＯｘｙＲ
ｉｎ Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｅｓｔｉｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｅｓｔｉｓꎬ ＯｘｙＲꎬ ｄｐｓꎬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
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Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｏｐｅｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｐａｔｈｏｇｅｎ ａｎｄ Ｂｉｏｓｅｃｕｒｉｔｙ ( ＳＫＬＰＢＳ１１１２)ꎬ ｂｙ ｔｈｅ Ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒ Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｔａｌｅｎｔｓ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (１０ＪＤＧ０４４) ａｎｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｃｏｌｌｅｇｅｓ ａｎｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ｉｎ
Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (１２ＫＪＤ３１０００１)
∗Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ. Ｔｅｌ: ＋ ８６￣１０￣６６９４８５９４ꎻ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｄｏｎｇｓｈｅｎｇｚｈｏｕ１９７７＠ ｇｍａｉｌ. ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: ２７ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１３ / Ｒｅｖｉｓｅｄ: １８ Ｍａｒｃｈ ２０１３
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