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大肠杆菌 C 6 0 0 染色体 D N A 中原核

增强子样序列的克隆和鉴定
赞

何建新 廖小慧 秘晓林 韩 峰 王 艳 吴淑华
` ,

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 1X( X) 5 2

摘要 采用大肠杆菌即 启动子
,

氯霉素乙酞转移酶 ( CAT )作为标记墓因
,

构建 了

两个应用氛霉素压力筛选增强子序列 的检测载体 p KT 和 p K T R
.

用 p KT
,

p扣限 及

p
NK Z 从大肠杆菌 c以x ) 染色体基因组 中克隆到 3 个原核增强子样序列 3 A

,

S A 和

v6 s
,

这 3 个片段均具有正
、

反 向增强活性
,

对 件半乳糖普酶表达的正 向增强活性达

到 7 一 8 倍
,

反向增强活性 2 一 3 倍
.

RN A 斑点杂交实验证 明
,

3 A
,

S A 和 v6 s 片段对于

基因表达调控的增强作用均发生在转录水平上
.

关挂词 原核增强子 大肠杆菌染色体 原核增强子检测载体

增强子是 R N A 聚合酶转录时远距离地对启动子发挥顺式调节作用 的一种基因组元件
,

它在启动子的上游
、

下游及本身处于正向或反向位置时都具有活性 〔’ 〕
.

侯云德和吴淑华等发

现了 S从扣 的 inH
d llI B 片段在大肠杆菌 中有 明显的原核增强子样活性 z[,

3〕
,

后来我国学者又

陆续报道了痘苗病毒 K 片段
、

人乳头瘤病毒 b6 型和 16 型的 U R R 区域及大肠杆菌 MJ 103 染色

体中的 M 序列都具有增 强子样 活性【4 一 6〕
.

国外学者在 19 86 年发现和证明了大肠杆菌中的

心 4 型增强子
,

并在后来的研究中阐明了此类增 强子 的作用机理 〔’
, 7 ,

8]
.

为了对大肠杆菌原

核增强子有更深人的了解
,

并使原核增强子在生物技术产品生产中得到有效的应用
,

本文构

建了两个增强子检测载体
,

从大肠杆菌 C日X ) 染色体基因组中克隆到 3 个原核增强子样序列

3 A
,

S A 和 V 6 S
.

1 材料和方法

菌株
:
大肠杆菌 C以x〕

,

D 5H
a 和 JM 103 为本室保存菌种

,

c 6 x 〕基因型为 su p D抖 h妇R ht i
一

l h-tr
11eu B6 1a e Y l t o n A 2 1

.

质粒
:
原核增强子检测质粒 p

NK Z
,

PA L 和质粒 p Bv 321 均 由本试验室构建 [’, 9, ’ 0]
.

p Blu e -

cs ir p t M 13 KS ( + ) (简称 p SK )
,

p幻. 3 2
一

8 和 p GE M
一

3 z F ( + )分别购 自 s lat 恤罗
n e ,

孙

~
i。 和

而m e g a
公司

.

大肠杆菌染色体 ND A 的提取
:
按 o w e n 的方法 [ “ 1进行

.

大肠杆菌 NR A 的提取
,

按文献

【12 」方法进行
.

俘
一

半乳糖昔酶活性的测定
,

按文献「13 」进行
.

D NA 序列分析
,

用 ABI 孙tIS M

2X( X) -05
一

17 收稿
,

2 X( X) 伪一 收修改稿

二 “

八六三
”

高科技资助项目 (批准号
: 102

一

1 1
一

03
一

03 )

料 通讯联系人
: E

一

画 1 : s h hu u a

wu @ p u b lic3
.
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.

n et
.
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3 7 7 型 自动序列分析仪进行
.

细菌抗氯霉素活性的测定
:
按文献「4〕方法进行

.

用纯化质粒进行快速转化
,

琼脂平板在

3 7℃孵育 12 h 后
,

挑单菌落接种含不同浓度氯霉素的 A LB 溶液 2
.

O rnL
,

37 ℃孵育 s h 后
,

测菌

液的 口刀溯 mn
.

N o rt h e m bl ot 及 iD gr
o n 的标记和检测

: 用 Boe 肠 gen
r M aJ l l l h e i m 公司试剂盒

,

按文献 [ 13 」方法

进行
.

从 p AL 质粒中回收约 7 00 bP 的 aB m H F laC l 片段作为 N o rt he m bl ot 的探针
.

2 结果和讨论

2
.

1 原核增强子检测载体的构建

用大肠杆菌饰启动子构建两种新的增强子检测载体
.

p K K 2 3 2
一

8 质粒在报告基因氯霉素

乙酞转移酶基因 ( C AT )之前没有启动子
,

并在多克隆位点前后分别有转 录和翻译终止信号
,

用来构建增强子检测载体很有利
.

从 p BV 321 中切下含饰启动子的 0
.

3 kb 片段
,

补平连接于

载体 p K K 2 32
一

8
,

得到 p KT 载体
.

对 p KT 载体的多克隆位点进行改造
,

得到 p拟限 (图 1)
.

p KT
和 p州限 仅在多克隆位点上有差别

,

都能用于增强子 的筛选
,

但由于后者在多克隆位点上有

更多的单一切点及 及
。 R V 和 肠浓 I两个产生平端的位点

,

因而后者在实际应用中将更为方

便
.

百C O R I

5动Q I

aB m H I

五亡o R I

图 l p州rR (左 )和 p盯 (右 )质粒图

c AT
:
氯霉素乙厩转移酶基因 ;

饰
:

场启动子 ; . T I 和 1T :
转录终止信号

2
.

2 从大肠杆菌 C以刃 株染色体基因组中克隆原核增强子样序列

采用 p K N Z
,

p KT 和 p K r R 增强子检测载体
,

从大肠杆菌 C 6以〕株染色体基因组 中克隆原核

增强子样序列
,

p NK Z 载体氯霉素耐受性为 50
一 100 1上g/ mL

,

而 p KT 和 p K TR 载体氯霉素耐受性

为 300 拼酬 rnL
,

将大肠杆菌 C以x〕株染色体 D N A 分别用 从记 m
,

aS
“ 3 A I 和 石乞e m + &

。

vR 等

内切酶组合充分消化
,

然后克隆进人 p
NK Z

,

p KT 和 p侧限 载体的多克隆位点中
.

p K N Z 连接产

物在含 《 幻 拌扩mL 氯霉 素 的 A L B 平皿 进行压 力 筛 选
,

而 p KT 和 p K T R 的 连接 产 物 在 含

oo8
“ g/ mL 氯霉素的 ABL 平皿进行压力筛选

,

结果挑选出 3 株 阳性克隆—
p
NK 3 A

,

p NK S A 和

p TR V 6 S
,

获得了 3 个增强活性 明显的基 因组 DNA 片段
.

用多种常用 内切酶对所筛选出的 DNA
片段进行初步鉴定

,

证明这些 D N A 片段 相互间不同
,

没有出现 由同一增强活性序列构成的
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DNA 片段 (结果未显示 )
.

测定 p
NK 3 A

,

p
NK S A 和 p拟限V 6 S抗氯霉素活性的结果表明

,

3 个增强活性序列 的抗氯霉

素活性均高于对照质粒
,

具有明显增强 CA T 基因表达的能力 (图 2 )
.

ō、éù、éù、曰八曰ō、曰222
曰11CU

巨密00

10 0 2 0 0 4 0 0 6 0 0 8 0 0 1 0 0 0 12 00 16 0 0

氯霉素浓度枢g
·

m L
一 ,

图 2 原核增强子样序列的抗抓霉素活性

1 为 P如先
,

2 为 p k N3 A
,

3 为 p KN S A,

4 为 p幻限
,

5 为 p幻限v 6 s

2
.

3 原核增强子样序列 3A
,

8A 和 V6 S 的一级结

构分析

将 3 A 和 S A 片段插人 pG E M
一

3 fZ
,

V6 S 片段插

人到声即 2 中进行序列分析
.

然后在 C七n Bakn 中

查寻同源序列
,

结果表明这 3 个片段均是来 自大

肠杆菌基因组
,

与大肠杆菌 已知基 因序列〔`4 , `5 〕同

源性分别达到 99 %
,

98 % 和 99 % 以上
.

3 A
,

S A 和

v6 s 片段全长分别为 肠9 坤
,

45 1 坤 和 7 73 坤
.

将 3 A
,

S A 和 V 6S 片 段 的 D N A 序列输 人

D N AS巧 软件
,

同一些 已知的转录调节蛋 白的 D NA

结合序列进行比较 (表 1 )
,

结果表 明它们可能含能增强报告基 因表达的增强子位点
.

近年来

有文献报道基因组序列 中的 AT 丰富区或 cG 丰富区结合转录调节蛋白
,

对基因的调控起作

用〔“
, ’ 7〕

.

3粤
,

8A 和 V6 S 片段都不仅含有大肠杆菌基因组的蛋 白编码区
,

也都有长短不一 的非

编码区
.

在 3 A 片段中
,

含有至少两个可能是蛋白结合位点的 AT 丰富区和至少一个 GC 丰富

区
,

AT 或 GC 含量分别达到 斜%
,

81 % 和 84 %
,

分别位于 3 A 片段第 3 62
一 3 82

,

399
一 4 15 和 2 84

一 31 3 位核昔酸
.

S A 片段的非编码区仅为 团 帅 左右
,

但其中也有一个 AT 占 85 % 的 AT 丰富

区
,

位于序列第 31 3 一 332 位核昔酸
.

V6 S 片段也至少含有一个长的 AT 丰富区和一个 GC 丰富

区
.

在 V6 S 片段第 3 51 一

姗位核昔酸间长达 56 坤 的区域中 AT 占了 42 坤
,

而其下游第科8 -

47 1位核昔酸的 GC 丰富区中 GC 与 AT 的比例是 19 : 5
.

这些片段虽然都含有 A T 丰富区和 GC
丰富区

,

基因组 D N A 片段的增强作用是否就 由这些 AT 丰富区和 GC 丰富区所产生还需要有

实验来证明
.

表 1 原核增强子样序列 3A
,

SA 和 v6 s 与已知的调控结合蛋白序列的同源性比较

位置和 同源性 / %

名称 结合位点
3 A SA V 6 S飞 A S A V 6 S

妙
全、 吕

I C I
,

( N )
,o A CA 330

,

45 0
,

又 3 (弘% )

2肠 ( 92 % )

咖 A

H P V 皿

梅 1

11亚
,

CG n 刃们洲 N N cA CA C N 63 8( 80 % )

CA C ( N )
6 G GI

,

68
,

537 (兜 % )

T GA C代汰 研
,

2即
,
33 9

,

46 1
,

幻 5 (7 1% )

C附叮 AA (N)
. 1即

,

2 5()
,

叨2
, 《 阳( 100 % )

192 ( l X() % )

5 5
,

7 8
,

l伪
,

13 3
,

14 1
,

148

3以
,

3的
,

3 82
,

39 5 (75 % )

352 ( 87 % )

57
,

143
,

25 3 (83 % )

35 ( 86 % )

乃7
,

肠 7
,

3 12 ( l X() % )

25 1
,

叨O( 94 % )

87
,

2 44
,

377 (83 % )

6 10 (80 % )

7 37 (兑% )

18
,

100
,

159
,

5月6 ( 87 % )

男
,

525 ( 100 % )

2
.

4 原核增强子样序列 3 A
,

8A 和 v6 s 对 卜半乳糖昔酶表达的增强作用

为检测 3 A
,

S A 和 V6 S 片段增强子的方向不依赖性
,

我们把这 3 个片段分别以正反两个方

向克隆到增强子检测载体 p从
、

将 3 A 和 S A 片段分别从相应的 p
NK Z 上取下

,

连接到 p AL 质

粒多克隆位点中卿 n 位点
,

分别挑选出它们的正
、

反向克隆检测载体
.

V6 S 片段从 p幻限 上
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切下
,

连接到 p A L 的 &
。 R l 位点进行同样 的分析

.

测定所有这些 p A L 系列质粒转化 MJ 103 菌株的 月
-

半乳糖昔酶 活性
,

它们的结果 和 p A L 的进行 比较

(图 3 )
.

结果表明
,

3 A
,

S A 和 V 6 S 片段增强 活性 明

显
,

正 向增强活性达到 7 一 8 倍左右
,

反 向增 强活性

亦有 2 一 3 倍左右
.

以上的结果表 明
,

基 因组 DNA 片段 3 A
,

S A 和

V6 S 具有原核增强子的特征
:
方向不依赖

、

位置不依

赖性和对不同的启动子都起作用〔`
,

’ 5 〕
.

这 3 种序列

都具有正
、

反向增强活性
,

表明了它们具有方 向不

依赖性 ;这 3 种序列在 p
NK Z

,

pA L 和 p K IR 与报告基

因 C AT 或 肠
C z 启动子距离不相同

,

分别为 5 00 b p
,

象华势摹拿华谧枷蜂曰晰斗
·
国

大肠杆菌 C 6 00 基因组片段

图 3 原核增强子样序列对 卜半乳糖昔酶活性

的增强作用

1一正向
,

2一反向

3 00 饰 和 23 0 帅 左右
,

因而 3 A
,

S A 和 V6 S 具有一定 的位置不依赖性
.

在 p K N Z
,

p A L 和 p K T R

中报告基因 c AT 或骊 z 启动子分别是痘苗病毒 N Z
,

7P
.

5 和大肠杆菌饰 启动子
,

每种基因组

片段都至少对两种以上启动子发挥了作用
.

2
.

5 原核增强子样序列 3 A
,
S A 和 V6 S 片段对 l a 心Z 基因转录的增强作用

1 X

5 X

15 X

2 0 X

提取 p LA
,

p A U A ( + )
,

p A比 A ( + ) 和 p AvL 6 S ( + )等

转化的大肠杆菌 MJ 103 细胞总 R N A
,

进行斑点杂交分析
.

以地高辛标记的 U
C Z 基 因序列作为核酸杂交 的探针

,

与

不同稀释度的 RN A 样品杂交
.

结果表明
,

3 A
,

S A 和 V 6S

在 p AL 中报告基 因 m丑N A 转录水平均升高 (图 4)
,

与 各半

乳糖昔酶活性增强结果基本一致
.

这些结果说明这些基

因组 D N A 片段的增强作用发生在转录水平上
.

3 结论
图 4 U

c
Z 基因 m丑N A 的斑点杂交

l p
心 (A

十
) ; Z p

心 (A
十

) ; 3

vAL
; 4 阴性 从以上结果分析可以得出下列结论

:
( l) 新构建的原

对照 (
yeast NtR )A ; 5 p AL v 6 s ( 十 ) 核增强子检测载体能够有效地获得大肠杆菌基 因组 中的

具有增强活性的 D NA 序列
,

为原核增强子的研究提供了极为方便的途径
.

( 2 ) 在所筛选出的

有增强活性的大肠杆菌基 因组序列 中
,

被称为 3 A
,

S A 和 v s6 的 3 个片段具有高的增强活性
.

这种增强活性经鉴定具有原核增强子特征
.

( 3 ) 3 A
,

S A 和 V s6 的 3 个片段具有 的增强活性是

由转录增强作用而产生的
,
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