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K e y w o r d s g r e e n fl u o r e s e e n t p r o t e in g e n e (肺 )
,

腕
s o r h七o b i u m h u ak u i i

,

P r o m o t e r一 P r o b e v e e t o r

G r e e n fl u o r e s e e n t P r o t e i n ( G F P ) 15 a l u m i n e s e e n t

P r o t e i n w h i e h w a s if r s t d i s e o v e r e d fr o m A e叮u o er a : i e t o
-

r i a !
`〕

.

Th e e h r o m o Ph o r e o f w i l d t yP
e G FP e o n s i s t s o f a n

im id a z o l o n e r i n g fo mr
e d b y e y e l i z a t i o n o f s e r 6 5

,

d e h -y

d ar t e d T yr 6 6 a n d G l y 6 7
.

G FP c a n e m i t 5 1 0 n m g r e e n

fl u o r e s e e n e e ( Em m a x = 5 10 n m ) b y 3 9 5 n m v i o l e t

( E x m a x = 3 9 5 ) o r 4 7 5 n m b l u e e x e i t a t i o n 〔2]
.

G FP h a s

b e e n u s e d a s a n e w r e P o rt g e n e w i t h fo l l o w in g P r i o r it i e s :

I t 15 a 2 8 K D P r o t e i n o f 2 3 8 a m i n o a e id s , n o t o x i e e

ffe
e t

o n e e l l g r o w th
, n o i n t e r fe r e n e e w i t h t h e fu n e t i o n a n d 10

-

e a li z a t i o n o f m a r k e d P r o t e i n s ,
e a n b e s t u d i e d u n d e r

m a n y s i tu a t i o n s fo r i t s s t a b l e m o le e u l a r s tur
c t u r e a n d

l i g h t e m i s s i o n m e c h a n i s m
.

A d d i t i o n a l ly
,

G F P 15 t h e o n -

ly l u m i n e s e e n t P r o t e i n w h i e h e a n e x P er s s in h e t e r o l o
-

g o u s e e l ls
.

I t e a n b e m o n i t o r e d w i t h i n li v i n g e e l l s s i n c e i t s

fl u o r e s e e n e e i s i n d e P e n d e n t o f a n y s u b s tr a t e
.

U P t o n o w
,

i t h a s b e e n a e e e P t e d th a t G F p i s o n e o f t h e b e s t m e t h o d s t o

s t u d y g e n e e x P r e s s i o n a n d P r o t e i n l o e a li z a t i o n w i t h i n

l i v i n g e e l ls w h ie h sh o w s a b r o a d e r u s e i n fu tu r e
.

S i n e e

C h a l if e e t a l if r s t e x P r e s s e d G F P i n Cae
n o
hr ab 石i t i t is e l e

-

邵2刀召 a n d ES e h e r ie h i a e o l i i n 19 9 4 [3 ]
,

i t h a s b e e n u s e d i n

s t u d i e s o f m a n y o r g a n i s m s s P e c i e s s u e h a s b a e t e r i a
, a n -

a b a e n a ,

m Xy
o b a e t e r i a

,

y e a s t s
,

P l a n t s a n d a n im a l s
.

F o r i t s

n o n s P e e ie s 一 s P e e i if e e h a r a c t e r
,

G F P h a s b e e n w i ld ly u s e d

a s fl u o r e s e e n t m a r k e r e s P e c i a l ly i n m o n i t o r i n g g e n e e x -

P r e s s i o n a n d P r o t e in l o e a l i z a t i o n i n l iv in g e e l l s
.

A : t r口孕 zl us s i n ie us 15 o n e o f l e gu m e s m a i n l y e u l ti
-

v a t e d a s a n im P o rt a n t gr
e e n m a n u r e a n d n e c t a r s o u r e e i n

t h e s o u t h o f C h in a
.

乃夕己 s o hr 赫 o b i u m h u ak u i i e a n i n fe e t A
.

5 i n i e us t o fo mr
n i t r o g e n

一

if x i n g n o d u l e s
, a n d b e l o n g t o a

u n iq u e e r o s s 一 in o e u l a t i o n g r o u P [4
·

5 ]
.

T h e Sy l l l b i o s i s b e -

tw e e n .M h u ak u i i a n d A
.

s i n ie u s 15 a C h in a 一 s P e e i if c r e -

s o u r e e
.

C om P a r i n g w i th o th e r m o d e l hr 七o b i u m
,

h o w e v -

V O }
.

1 0
.

N o
.

2
.

2 0 0 2

e r ,
t h e s t u d i e s o n g e n e l o e a li z a t i o n , s tur e t u r e a n d fu n e

-

t i o n d u r i n g t h e e a r l y n o d u l a t i o n s t a g e s o f .M h u ak u ii

w e r e m u e h b a e k w a r d
.

O u r r e s e a r e h g r o u P h a s e o n d u e t
-

e d s t u d i e s o n t h e m e t a b o l i s m
,

Ph y s io l o g y
,

b i o e h e m i s t yr
,

c e l l d i ffe
r e n t ia t i o n d u r in g s y m b io ti e d e v e l o Pm e n t a n d

t a x o n o m y o f .M h u ak u i i
.

W e h a v e a l s o s tu d i e d t h e e a r ly

s

yfn b io s i s b e tw e e n
.M h u ak u i i a n d A

.

s i n i e us b y u s i n g肺
a s m a r k e r g e n e i n r e e e n t y e a r s w h i e h w a s fo u n d e d b y th e

N a t i o n a l N a t u r a l S e i e n e e F o u n d a t i o n
.

T h e m a i n r e
-

s e a r e h w o
kr

s in e lu d e d : to e o n if r m加 h e t e r l o g o u s e x -

P r e s s io n i n .M h u ak u i i
,
t o s t u d y e o n d i t i o n s a n d P r o b l e m s

d u r i n g i t s e x Per s s i o n ,

t o e o n s t ur
e t
脚

一

b a s e d b r o a d
一

h o s t
-

r a n g e P r o m o t e r P r o b e v e e t o r ,
t o t r a P t h e e o n s t i tu t iv e

P r o m o t e r s a n d sP e e i if e P r o m o t e r s i n d u e e d b y A
.

s i n i e u s

s e e d e x t r a e t
, a n d t o m o n i t o r

.M h u ak u i i d u r i n g t h e e a r l y

e v e n t s o f n o d u la ti o n P r o e e s s
.

1 C o n s t r u c t i o n o f P r o m o t e r 一 P r o b e V e c t o r

w i t h W il d t y p e g fP a s R e p o r t e r G e n e

1
.

1 C o n s t r u c t i o n a n d e o n 6 r r口 a t i o n o f b r o a d 一h o s t 一

ar n g e P r o m o t e r P r o b e v e e t o r PH N 1 2 7 w i t h 诫l d t y P e

g加 a s r e P o r t e r g e n e

A r e e o m b i n a n t P la s m id P H N I 15 w a s e o n s t r u e t e d

b y Ii g a t i o n o f a fr a g m e n t e o n t a i n in g脚 g e n e i n t o t h e e x -

P r e s s i o n v e c t o r PE T l l
一

C
.

A n 1 k b cE
o R I

一

X b a l afr g
-

m e n t fr o m P l l N I 1 5 w a s Iig a t e d i n t o P IJ 2 9 2 5 fo r t h e

e o n s t ur e t i o n o f P l a sm id PH N I 17
,

i n w h i e h a s h i n e 一D a l
-

g a
m

o s e q u e n c e w a s k e P t i n u P S t r e a m r e g i o n o f th e P r o -

m o t e r l e s s

加 g e n e
.

T h e r e s t r i e t i o n s i t e s o f X b a l
,

B o H I
,

Sm a l
,

KP
n l a n d S ac l e o u ld b e u s e d t o e l o n e P r o m o t e r s

.

T h e 1 kb 1191 11 fr a g m e n t fr o m p H N I 17 w a s i n s e rt e d i n t o

a b r o a d
一

h o s t
一 r a n g e v e e t o r PT R l O2 d ig e s t e d w i t h B am H I

t o e r e a t e P r o m o t e r P r o b e v e e t o r P HN 12 7
.

T o e o n if mr i t s

a b i li ty fo r P r o m o t e r t r a PP i n g
,

t h e 6 6 5 b P fr a g ln e n t e o n -

t a in e d a t e t A /et t R b id i r e e t i o n a l P r o m o t e r fr o m P B R3 2 2
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di ge st e dw it h s侃 3A w Ie a sl on e din t o B姗 H l
一

i d ge st e d

n a d ak l al in e Ph o sP h at e a s一
t e r at e dP H N 12 7

.

Tn r a sfo r -

mn at o sf刃
.

e o lD S i H仪 w a s gr ow n at 2 8℃ n a de o lon ie s

w a s de te e te fo dr fl u o re e se n e e un de r lon g
一

w a ve vi o le t
.

Re u slt o sf al l c o ln o ie se mitt in g gre e n fl u oe e e n e r se sh o

w e dt h e P r o mot e r st r aPP in g ab i l it yo fP H N 12 7
.

1
·

2 T r aPP in ge n 0 st it ut ie vP r o mot e r fr a g m
e n t s0 fM .

h u ak u i i 6 75 3 R

T ot alD NA e xt e r at e dfr o mM .h uk au i i 765 3w R a s

P r at i al l yi d ge st e dw it h S u a3A In a dth e n l i g at e dt o B am I
-

de ge st e d an d ak l alin e Ph o sPh at e a s一
t re at e dP H N2 1 7

.

Th e

1l g at i on In i xt e u rw a st n r a sfo r m
e din t o E

.

c o lD i HS 仪
.

Tn r a sfo r mn at sw e re gr ow n at 2 8℃
.

Co l on ie e s mitt in g

gre e n fl u o re e se n e ce o ub l de e sre e n e dn u de r l on g
一

w a ve

vio le t
.

h Te P l a si mi dn t h e e o ln ow yit h b r ih gt e st fle u o r s-

e e n e e w a si o sl at e dn a dn a me dP H N 13 6
.

Th e re st r ie t i on

一n aP oP f H N 13w 6 a se n o fi r m
e dt h at it e n ot ain e dth e

t n r ae r siP t in o一e on st it ut i ve re gu l at i ve D NA fr a g me n t
.

n i gth e e h r o moPh o re S e r一

T r y
一

G l y an dt h e fln ak in g

5 5
一

7 7 a min e o ai d sb y sit e
一

di re e t e d mut a ge n e si s
.

Th e

mut at e d加 b l i r ar ye on t r o l le db y st r ie t in de ub i le P r o -

mot e rP t e aw ae son st re ute i dn E.e o l i [6 ]
.

Th re e mut n at

P r ot e in sEG P F mut l
,

2 a n d 3 w i t h fl u o r e s e e n t i n t e n s it y

2 0
一

3 5 fo ld h i g h e r th a n w tG F p w e r e s e r e e n e d b y th e

t e e h n iq u e o f fl u o r e s e e n e e 一 a c t i v a t e d e e l l s o rt i n g

( FA C S )
.

A m o n g th e t h r e e m u t a n t s
,

E G F Pm u t 3 ( S 6 5G
,

S 7 2 A ) e o u ld e x P r e s s w e l l i n b a c t e r i a w it h e x c i t a t i o n

a n d e m i s s i o n m a x im a o f 5 O I n m a n d 5 1 1 n m
, r e sP e e -

t i v e ly
.

F o r t h e d e t e e t i o n i n a s i n g le e e l l
,

E G F Pm u t 3

m ig h t b e t h e b e s t c h o i c e fo r

脚
e x P r e s s i o n i n b a c t e r i a

.

1
.

3 I n s i t u m o n i t o r i n g o f w媲fP
e x P r e s s i o n i n .M

h u a k u ii u n d e r s y m b i o t i e e o n d i t i o n s

PH N 13 6
,

P HN 12 9 a n d P H N 12 7 w e r e in tr o d u e e d

i n d i v id u a ll y i n t o M
.

h :̀滋 u i i 7 6 5 3 R
.

T h e t r a n s fo mr
a n t s

W e r e u s e d t o In o e u l a t e u s i n g s e l-f d e s ig n e d m i
-

n一 r o o t
一

b o x a PP a r a tu s A
.

s i n i c u s a n d m o n i t o r e d i n s i tu

d u r i n g t h e e a r l y n o d u la t i o n P r o e e s s w i th a fl u o r e s e e n t

l刀 ie r o s e o P e
.

B e e a u s e o f t h e i n te r fe r e n e e o f P l a n t a u t
-

o fl t一o r e s e e n c e ,

i t w a s d iiff e u lt t o d e t e e t th e e x P e e t a n t i n
-

fe e t i o n P r o e e s s
.

F l u o r e s e e n e e w a s a l s o n o t d e t e e t e d in

o r fr o m w h o le n o d u l e s w h i e h th e m i e r o a e r o b i o s i s i n

n o d u l e s m i g h t n o t b e fa v o r a b l e fo r G F P
’ 5 m a t u r a t i o n

.

B u t t h e r h iz o b i a i s o l a t e d fr o m n o d u l e s e o u ld e m it g r e e n

fl u o r e s e e n e e w h e n b y l o n g
一

w a v e v i o l e t A s i n d i e a t e d

a b o v e PH N 13 6 w a s s t a b le i n 胜 h u ak u i i u n d e r s y m b i o t i e

C o n d z t io fl S
.

It w a s fo u n d th a t th e

脚 g e n e i n PH N 12 7 e o u ld o n l y

b e e
ffe

e t iv e fo r th e P r o m o te r s w i t h s t r o n g e r t r an s e r i P
-

t io n a l a e t i v i ty b t一t n o t t h e w e a k e r s 5 0 t h a t i t w a s d i iff e u l t

to tr a P i n d u e e d P r o m o te r s
.

T o b r o a d e n th e a P P l ie a ti o n

if e l d
, n e w G F P m u t a n t s w i th e n h a n e e d fl u o r e s e e n t s e n s i

-

t l v i ty a n d s o l u b l e a b i li t y w a s u s e d fo r n e x t e x P e r im e n t s
、

2
.

1 C o n s t r u e t i o n o f b r o a d 一h o s t 一 r a n g e P r o m
o t e r

P r o b e v e e t o r PH N 1 0 0 6

T h e P r o m o t e r P r o b e V e c t o r PH N 10 O S in E
.

e o l i w a s

e o n s t r u e t e d
.

T h e ZglJ l l d ig e s t e d 1
.

7 k b fr a g m e n t e o n
-

t a in in g P r o m o t e r
一

P r o b e u n i t fr o m PH N 10 OS w a s lig a t e d

t o PT R IOZ w h i e h w a s Bam H I
一

d i g e s t e d a n d a l k a l in e

Ph o s Ph a ta s e 一 t r e a te d
.

T h e b r o a d
一

h o s t
一 r a n g e P r o m o te r

P r o b e v e e t o r P l l N I OO 6 b a s e d o n

脚 m u t 3 w a s o b t a i n e d

a n d i t s e h a r a e t e r s w a s t h e fo l l o w i n g :

( l ) T h e B am H I s i t e a t s
’ 一 e n d u P s t r e a ln o f肺 m u t 3

e o u l d b e u s e d t o e l o n e D N A fr a g m e n t s w i t h P r o m o t
-

e r一 a e t iv e a n d q u a n t i t a t i v e ly e s a n a ly s i s t r a n s e r iP ti o n a l

a e t i v i t ie s o f in s e r t e d P r o m o t e r
.

(2 ) T h e r RN A T 、T : t emr i n a to r a t 3
’ 一 e n d d o w n -

s t r e a m o f脚 m u t 3 P e rm i t t e d to e l o n e s t r o n g a c t i v e P r o -

In o t e r S
.

(3 ) A n o t h e r
rR N A T 、

T
: t e rm in a t o r w a s a l s o i n s e r t

-

e d u P s t r e a m o f B am H I s i te t o a v o id tr a n s e r i P t io n fr o m

th e P r o m o t e r o n th e v e e t o r P U C 1 9 b a e k g r o u n d
.

(4 )A n in t r o n fr a g m e n t w a s
j
u s t in s e r t e d u P s tr e a m

o f加m u t 3 e o d o n r e g i o n t o s t o P th e tr a n s l a t i o n o f a l l s i x

r e a d i n g fr a m e s i n b o th d i r e e t i o n s fo r e n s u r in g t ll e P r o P e r

t r a n s l a t i o n o f肺 m u t
3

.

In a d d it i o n ,
t h e s i t e s o f s m a l

,

KP
n l a n d s二 1 e o u ld b e u s e d t o i d e n t i fy th e P r o m o t e r

fr a g m e n t
.

2 C o n s t r u c t io n a n d A PP li e a t io n o f t h e B r o a d 一

h o s t 一 r a n g e P r o m o t e r P r o b e V e c t o r PH N 10 0 6

B a s e d o n g fP m u t 3

C o r m a r k e t a l r e P l a e e d t h e s e q u e n e e r e g i o n e n e o d
-

4 O

2
.

2 C l o n i n g P r

om
o et r 一 a c t i v e fr a g m e n t fr o m t h e

g e n o m e o f .M h u a k u ii 7 6 5 3 R

G e n o m ie D N A i s o l a t e d fr o m .M h u诚 z, 11 7 6 5 3 R

w a s P a rt i a l ly d i g e s t e d b y S a u 3A I a n d l i g a t e d t o

B ,ln zH I
一

d i g e s t e d a n d a lk a li n e Ph o s Ph a t a s e一 tr e a t e d

PH N 10 0 6
.

Th e l ig a t i o n m i x t u r e w a s i n t r o d u e e d i n to

7 6 5 3 R e o m Pe t e n t e e l ls w i t h e l e e t r o Po r a ti o n
.

T r a n s fo r -

m a n t s w e r e s e l e e te d o n T Y a g a r e o n t a i n i n g A P
.

Wh e n

i l l u m i n a t e d u n d e r lo n g
一

w a v e v i o le t
, s o m e t r an s fo r m a n t s

S C IE N C E F O U NDA T10 N 】N C H IN A



a P P e a r e d gr e e n fl u o r e s e e n e e w h i le t h e fl u o r e s e e n e e o f

e o n t r o l 7 6 5 3R (PH N 10 0 6 )e o u ld n o t b e d e t e e t e d
.

R e -

s u l t s o f d i v e r s e fl u o r e s e e n t e o lo n ie s P ro v e d t h a t th e e o n -

s t i t u t iv e P r o m o t e r s w i th d iffe
r e n t a e t iv i t i e s w e r e o b

-

t a in e d
.

T h e P l a sm i d o f t h e b r ig h t e s t t r a n s fo rm a n t w a s

e x t r a e t e d a n d n a m e d PH N Z
一

3 3
.

T h e t r a n s fo r m a n t s

s h o w in g n o o r w e a k fl u o r e s e e n e e w e r e i n o e u l a t e d o n

T Y +A P +s e e d
一 e x tr a c t fr o m A

.

s i n i e us a n d T Y +A P

P l a t e s r e s P e e t iv e l y
.

A m o n g t e n t h o u s a n d e o l o n i e s , a r e -

e o m b i n a n t e m i t t i n g m a g n i if e e n t fl u o r e s e e n e e w i t h t h e

i n d u e t io n o f A
.

s i n i e u s s e e d e x t r a e t w h i l e n o fl u o r e s -

e e n e e w i th o u t s u c h i n d u e t i o n w a s s e r e e n e d
.

Th e P l a s -

m id i s o l a t e d w a s n a m e d a s P NI 3 2
.

I t w a s a g a i n e l e e t r o
-

P o r a t e d i n t o 7 6 5 3R t o e o n if mr th e fl u o r e s e e n t Ph e n o -

t yP
e

.

T h e t r a n s fo mr
a n t w a s r e n a m e d a s

NI 3 2
.

In t h i s s tu d y
, a b r o a d

一

h o s t
一 r a n g e P r o m o t e r P r o b e

v e e t o r PH N I OO6 w i t h 脚 m u t 3 a s r e P o r t e r g e n e w a s

e o n s tur
e t e d
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