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大肠杆菌原核增强子样序列的克隆及其结构与功能的研究

朱 民 吴淑华" 秘晓林 薛水星 韩 峰
（中国预防医学科学院病毒学研究所病毒基因工程国家重点实验室 北京 !$$$4#）

摘 要 利用氯霉素乙酰转移酶（0+/）以及!2半乳糖苷酶（,+03）基因作为报告基因，从大肠杆菌78!$"!株染色体

基因组中克隆到5个原核增强子样序列———78#，781，780，这5个片段均具有正反向增强活性，对!2半乳糖苷

酶基因的增强活性（正向）在#"494倍之间。采用体内转录，:);<&=>’&=杂交的方法对781的功能进行了研究，

结果表明，781片段对于基因表达的调控发生在转录水平上。用核酸外切酶???末端缺失的方法对781的功能区

进行了定位。结果显示，781的功能区位于距其正向克隆4@端64$"04$>A长约4$$>A的区段内。在64$""$$>A
以及16$"04$>A区段内至少分别含有一个功能位点。序列分析的结果表明，781功能区有5个;B丰富区，其中

#个分别位于64$""$$>A以及16$"04$>A区段内。
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原核增强子是一种可调节基因表达的顺式元

件，它与真核增强子类似，也具有位置与方向的不依

赖性、组织特异性等特征，一部分原核增强子已证实

可以被特异性结合蛋白所识别，并通过细胞内其他

一些辅助蛋白因子来激活转录［!"5］。

本室曾在大肠杆菌D!#系*7!$5株中筛选到

一个原核增强子样序列 7片段，在*7!$5株可以

增强报告基因———氯霉素乙酰转移酶（0+/）和!2半

乳糖苷酶（,+03）基因的表达，这种增强子效应无明

显的方向性；并具有组织特异性，在大肠杆菌D!#
系*7!$5，78!$"!和8"$$中可发挥增强功能，而

在非D!#系菌株EF!$!中作用不明显［6］，进一步

研究表明，7片段的增强作用是在转录水平上［4］。

本实验选择同为大肠杆菌D!#系的78!$"!菌株，

从中筛选新的原核增强子。并从筛选到的5个原核

增强子样序列78#，781和780中选择增强活性

较好的781片段，对其结构与功能进行了分析。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"!质粒与菌株：克隆载体AGD，AHI725JK（L）

和增 强 子 检 测 载 体AD)#，A;M均 由 本 室 提 供

78!$"!：基因型为"&4560*.+*+7!50!（+*+8.!9

,%)）3"30!,+0:361+,;1+,<*=&>/"#。

!"!"# 工具酶：限制酶和其他修饰酶购自美国

)NOI,P’+,QFR&’+>S公司和中国医学科学院友谊生

物制品公司。

!"!"$ 试验盒：非放射性<);标记及检测试剂

盒购自F&NT.R,PN.7+,,TNRU有限公司，大量质粒

制备试剂盒和质粒末端删切I.+SN;F+SN试剂盒购

自V.&UNP+公司。

!"# 方法

大肠杆菌78!$"!株染色体<);的制备按文

献［"］，细菌质粒的制备，片段回收及重组转化，参照

文献［3］，!2半乳糖苷酶活性测定，按文献［1］进行。

地高辛标记<);探针的制备及检测参照试剂盒说

明，定向缺失突变体的制备参照试剂盒说明。序列

同源性比较，采用<);G?G软件进行。

# 实验结果

#"! 原核增强子样序列的克隆

采用AD)#（见图!）作为增强子检测载体，它带

有多克隆位点，痘苗病毒启动子)和氯霉素乙酰转

移酶（0+/）报告基因，在氯霉素4$"!$$#P／UM的平

皿上生长。

提取大肠杆菌78!$"!株染色体，经?+%???内







其有效转录也是必需的［!"］，推测它可导致#$%转

折［!&］，以使其在空间上更接近启动子，并且此%’

丰富区可结合其特异性蛋白，从而以一种目前尚未

得到的方式激活转录。
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