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`
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,

北京 10 0 0 80

摘要 采用凝胶 阻滞法从糖化酶高产株 黑曲霉 ( A s
eP gr ill

u : 。 ige : ) 2T 1 部分纯化 的蛋 白提取液 中

检测到与糖化酶基 因 (解a A ) 5 ,ic : 调控区特异结合 的两个蛋 白因子
,

其一 的靶 D N A 定位在 g la A 翻

译起始点 ( A T G )上游一 5 8 0一 一 5 0 9 及 一 3 18 一 一 2 5 4 b p 两个区域
,

另 一蛋 白因子的靶 D N A 定位在

一 8 0 9 一 一 5 8 0 区域
.

一 5 8 0 一 一 5 0 9 序列含 有
“ T A T A

”

的重复结构
,

一 3 18 一 一 25 4 序列 富含
“
G C’

,

以及 一 8 0 9 一 一 5 8 0 序列含有 C CA A T 的特 点暗示此 3 片段及其所结合 的蛋 白因子在 A
.

in ge : T 21 g al A 的表达调控中可能有重要作用
.

关键词 黑曲 . 枪化酶 凝胶阻滞 蛋白结合因子 靶 D N A

在 以构巢曲霉 ( A sP e
塔 i zz u s n i j u l a n s )和粗糙链

抱霉 ( Ne
u or sP o ar 。 ar s as )等模式菌株为对象所进行

的丝状真菌基 因表达调控的研究中
,

已经鉴定和分

离了不少调控蛋白
.

但工业丝状真菌遗传背景不清
,

基因表达调控的研究进展缓慢
,

且主要集中在对高

表达基因
。 i: 调控 区的鉴定及其功能分析上

.

迄今

有关转录调控基因或调控蛋 白的分离只有 5 例
,

即

1 9 9 3 年首次从 A seP gr ill
u : n ige :

中克隆到分解代谢

阻遏 蛋 白的编 码基 因
。犷己A 川

,

1 99 8 年报道了 A
.

,

妙
:
木聚糖水解途径的调节基因 x ln 尺 2[]

,

eP et sr en

和 oG m i 又先后分离到米曲霉 ( A seP gr ill
u : 。 yr az 。 )

淀粉酶基因的转录因子
。 m y R〔”

,

4 〕
.

最近又报道了瑞

氏木霉 ( rT ihc od er 爪
a

ree se i) 纤维素酶基因
` bhl 的调

节基因 ac el [ 5 ]和米曲霉中参与 T a K a
淀粉酶 A 基因

高表达的结合蛋 白 nA c P[
6 〕

.

可是
,

丝状真菌高表达

基因 A
.

n

gez
r 解a A 的表达调控研究 虽起 步较早

,

但在报道 了 g la A 5’ ir :
调控 区 的功能分析后 .v[ 8〕

,

至今未见有进一步的研究报告
.

我们曾对 A
.

n ige r

糖化 酶 高产 诱变株 2T 1 及其 出发 株 A s3
.

7 95 的

g la A 基 因在 分 子 水 平 上 作 了 较 广 泛 的 比 较研

究 [9 一川
,

确定了反式调控的改变是导致 T’2 1 糖化酶

产量大幅度提高的主要原因
.

为从反式调控角度阐

明 2T 1 高产的分子机制
,

我们进行了 解a A 调控蛋

白的鉴定和分离
.

本文报告了我们在 40 % 一 50 % 硫

酸按饱和度的蛋白组分中检测到 的两个在 g la A 5’

ic :
调控区上的蛋 白结合因子及其靶序列的分析

.

1 材料与方法

1
.

1 菌株与质粒

黑曲霉 A
.

n i ge :

H△朋。。
含有 T Z i g za 舫

’

由本组构建 〔川
.

2T 1 为本组保存
.

质粒 p u x
-

上游 一 8 0 9 一 一 2 0 5 b p 序 yIJ
,

1
.

2 A
.

n 止ge r

2T 1 总蛋白的提取

参照文献 【12] 进行
.

材料来 自淀粉培 养的菌

丝体
.

提取 缓 冲液 为
:

20 m m ol / L H E P E S
一

K O H

( p H 7
.

9 )
,

1 0 0 m m o l / L K C I
,

5 m m o l / L D T T
,

Z m m o l / L E D T A
,

1 m m o l / L P M S F
,

P e p s t a t i n i l l A
,

A p or t i n i n
,

L e u p e p t i n 各 10 m g / L
.

蛋 白提取液用硫

酸按和 K CI 沉淀作初步的分级分离
.

从硫酸按饱和

度为 4 0 %
,

4 0 % 一 5 0 %
,

5 0 % 一 6 0 %
,

6 0 % 一 7 0 %
,

7 0 % 一 8 0 %
,

8 0 % 一 10 0 % 的沉淀所获得的蛋白质组

2 0 0 1
一

04
一

15 收稿
,

20 0 1
一

0 6
一

0 5 收修改稿
,
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分分别称为组分 I
一

V l
.

蛋白含量用 F o h n一

酚法测定
.

1
.

3 凝胶阻滞的探针制备

质粒 p u xH △ B8 0 。
用 适 当的限制酶酶切

、

T2 1 g l aA 5’ 上游 一 805 一 一 2 0 5 b p间的各特定片段

(见图 1 )
,

分别用 K le on w 酶 和 [
。 一 32 P ]

一

dCT P 或

回收 a[
一

32 P]
一

dAT
P标记

,

纯化后用作探针
.

N正

—
N亚王2

—
1侣 2

—
M S m

—
H Z E

·

一 80 9 5 8 0 一 5 4 0 一 5 0 9 一 406 3 1 8 一 2 54 一 2 0 5 + 1

』弘 1

一
图 1 探针的物理图

E
:
五` 。 R I ; H l ,

仔
:

iH
n f l ; mS

: S am l ; M :

Ml
u l ; s p : S加 I ; H a :

aH
。 111 ; B

:

aB m H I

1
.

4 凝胶阻滞分析

参照文献 「13] 所述进行
.

在 20 拼L 结合缓冲

液 ( 2 5 m m o l/ L H E P E S
一

K O H
,

p H 7
.

9
,

5 0 m m o l / L

K C I
,

5 mm o l / L M g C 12
,

0
.

1 m m o l / L E D T A
,

l m m o l / L D T T
,

2 0 % 甘油
,

l m m o l / L P M S F ) 中
,

含有 1 拼g 载体 D N A p o l y ( d l
一

d C )
一

( d l
一

d e )
,

1 n g 标记

探针 ( 2 000 cP m )
,

适量 蛋 白提取液
,

于 。℃ 反 应

3 0 m in 后经 4 % 聚丙烯酞胺凝胶电泳
,

干胶
,

放射自

显影
.

在竞争性凝胶迁移率变动分析 中
,

除先加入

总量 10 0 倍于标记 D N A 的非标记 D N A
,

于 0℃ 反应

10 m in 后再加入标记 D N A 外
,

其他操作与上相同
.

被同源非标记片段完全竞争消除 (图 2 ( b)
,

泳道 6)
,

表明两滞后带都是特异性结合所致
.

同时
,

观察到

等量的 M E 片段 只完全竞争滞后带 C l ,

(图 2( b)
,

泳道 7 )
.

综合以上实验结果可以看出
,

蛋白组分 H中存

在与 M E 片段和 B M 片段特异结合的蛋白因子
,

同

时以 B M 为探针的交 叉竞争实验 (图 2 ( b )
,

泳道

5 一 7 )表明产生滞后带 C l
的蛋 白因子可能既与 M E

又与 BM 片段结合
, ,

同时产生滞后带 q 的蛋白因子

可能只与 BM 结合
,

而不与 M E 结合
.

2 结果

已知黑曲霉 T’2 1 解 a A 翻译起始位点上游 0
.

2 一

0
.

s kb 的区域与 g la A 基 因的表达调控有关 5[]
,

利用

该区域中已知的限制性酶切位点
,

取 M E 和 BM 片

段为探针
,

通过凝胶阻滞分析对蛋白结合因子进行

初探
.

结果表明组分 n 中可能存在特异性的蛋白结

合因子
,

本文即报告对组分 n 的研究结果
.

2
.

1 蛋白组分 l 中存在与 M E 和 BM 片段特异结

合的蛋白因子

以 M E 和 BM 片段为探针与组分 11 蛋白进行的

凝胶阻滞实验结果见图 2 ( a) 和 ( b )
.

组分 11 蛋 白导

致部分 M E 带迁移明显滞后 (图 2( a)
,

泳道 4)
,

且

此结合能 被 同源 非标记 片段 的 竞争 完全 消 除

(图 2( a)
,

泳道 5)
,

表 明该组分中有与 M E 片段特

异结合的蛋白因子
.

组分 11 蛋 白与 B M 片段结合时

出现了两条滞后带 C l 和 q (图 2( b)
,

泳道 5)
,

都可

2
.

2 组分 l 中蛋白因子结合的靶 D N A 定位

为进一步鉴定组分 n 中蛋 白因子在 M E 和 BM

片段上的结合部位
,

首先以 M E 为探针
,

分别以非

标记的等量的 H Z E
,

Sm扩
,

M Sm
,

H a M 和 B H a
片

段 (图 1) 做竞争性凝胶阻滞实验
,

结果见图 2 ( C )
.

由

图可见
,

在 M E 上只有 仔 E 竟争性最强 (泳道 2)
,

而 Sm评 和 M Sm 竟争性很弱 (泳道 3
,

5 )
,

在 M E

上 H a M 有竞争性 (泳道 4)
,

而 B H a
却没有竞争性

(泳道 6)
,

暗示蛋白因子 的结合位点在 仔 E 和 H a M

片段上
.

在此基础上
,

又以 B M 为探针
,

以非标记的

等量的 牙 E
,

H a M 和 B M 片段做竞争性凝胶阻滞实

验 (图 2 ( d ) )
,

结果 H ZE 和 H a M 把组分 11 蛋白与 BM

片段结合所产生的滞后带 C l
完全竞争消去

,

但未能

竞争消去滞后带 q (泳道 2
,

3)
,

而 B M 能把两条滞

后带全部竞争消去 (泳道 4)
.

证实产生滞后带 C :
的

蛋白因子的靶序列在 M E 的 牙 E 上和 BM 的 H a M

上
,

产生滞后带 q 的蛋 白因子其结合部位可能在

B H a 上
.
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(a )
-

一

抓一

粤 汾

筷妙

翻沁

糕

4 30M BM B5 30M B1 oM B5加 M EM E泳道
组分
竞争
探针

1 2 34

11( 卜g ) 02 0

片段

7 6

叨 3 0

BM M E

BM BM

1 24 35 6

1 1 1 1 5 5 5 51 51 5

H生 S n r Hz Ha M M Sn r B Ha

M EM EM EM EM EM E

1 2 3

30 3 0 3 0

H生 Ha M

BM BM BM

黔黯撇竹瘫甄 攀
呀骥

摘舞
准 嗜畔

11(协 g )
片段
片段的加 t (

ng )

1 4 2 37 5 8 6 9

1 1 5 0 0, 2 0 2 0 2 0 20 20

仔 E仔 E H、 才 E

2 , 50 10 0 1 5 0

H I E H怡 H怡 H生 H IE H乍 H怡 H、 衬 E

1 2 3 4 5 6

0 20 2 0 0 20 20

H恤 11气11

竞争
探针 材 E H, E H ,E托怕

1
材匆

I H韧

1 2 3 4 5 6

0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0

B H a B H a B M H a M

10 0 1 50

B M a BH a B H. B日 . BH a B I于.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

0 20 2 0 2 0 2 0 0 20 2 0 20 2 0

妇梢 , H目功 M H . 旧日 妇因功 1刁怕 ,

道分争泳组竞

甘材 叼们,】劝护泊护甘钧, H目目】翻M I如知 U . M 】翻翻

图 Z c 蛋白质一 D N A 复合物所形成的滞后带

F 游离探针带
,

各图所用竞争性片段的量 (除注明外 )都为 100 gn

图 2 ( e )以 仟 E 为探针的蛋白梯度和竞争梯度凝

胶阻滞实验
,

随着蛋 白加样量的增加
,

滞后带渐强
,

游离带渐弱 (泳道 2 一 5 )
,

而随着同源竞争片段量的

增加
,

滞后带渐弱
,

游离带却渐强 (泳道 6 一 9)
,

验

证了 评 E 是蛋白因子的特异结合部位
.

为进一步确

定蛋白因子在 牙 E 上的结合部位
,

以 评 lH 和 IH E

分别 作 为 探 针 与 组 分 n 进 行 凝 胶 阻 滞 实 验

(图 2 ( f) )
,

证实 IH E 与组分 11 蛋 白的结合不能被自

身竞争
,

属于非特异性结合 (泳道 1 一 3 )
,

而 H ZH `

能被自身竟争 (泳道 4 一 6 )
,

表明组分 11 蛋 白因子在

牙 E 上的特异结合部位在 H Z

IH 上
.

图 2( h) 中
,

仔H `
与组分 n 蛋 白的结合可被自

身及 H a M 竞争 (泳道 3
,

4)
,

但不被 M H Z
竞争 (泳

道 5)
.

同样
,

H a M 与组分 n 蛋白的结合可被自身及

评 lH 竞争 (泳道 9
,

10)
,

但不被 B H 竞争 (泳道 8 )
.

此结果除进一步证实 详 lH 和 H a M 是蛋 白因子的特

异结合部位外
,

还显示 H Z

IH 和 H a M 与组分 n 蛋白

的结合呈现 交叉竟争
.

这一 现象
,

结合图 2 ( d) 中

扩 (E 含 H ZH ` ) 和 H a M 都能竞争消去组分 n 蛋白与

B M (含 H a M )所产生的滞后带 c l
的实验结果证明

,

与 扩H ` 和 H a M 相结合的是同一个蛋白因子
,

但与

另文
` )报道的蛋白因子不 同

,

因两者 的结合部位不

同 (图 3 )
,

且不呈现交叉竞争现象
.

图 2( b) 结果表明
,

组分 11 蛋白与 B M 结合产生

了两个滞后带 c l 和 q
.

由图 2( d) 得 知
,

评 E 和

H a M 都能竞争消去滞后带 c l ,

但不能竞争消去滞后

带 q
.

而图 2 ( g )以 B H a
为探针的凝胶阻滞实验只产

生 一 条 滞后 带
,

且 此带 可 被 自身 和 B M 竟 争

(图 2 ( g )泳道 3 一 5 ) 但不被 H a M 竞争 (泳道 6 )
.

综

合以上 3 个实验结果分析
,

以 BM 为探针时产生的

两个滞后带是组分 11 中两种蛋 白因子分别与 B H 上

的 H a M 和 B H a
两片段结合所产生的

.

l) 仇润祥
,

等
.

黑曲霉孔 1 g l a A S
’

上游调控区 D N A 与蛋白因子的相互作用分析
.

待发表
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_
C C A A T C C T C G G C A AA G G A T A T A T A G G G T C

一 8 09 一 7 95 一 5 80

A T A A T A A G T A G T A C T A G T T A T A T T A A T G G A A G G G T A T A T A C CA C GC G T

_
T CA G T G

一 50 9 一 3 18

一 2 5 4

图 3 组分 l 中特异的蛋白结合因子在 A
.

n i , 护 竹 1 gl d A 5’ 上游调控区上的 3段靶序列

即
一 80 9一 一 5 8 0

, 一 5 80 一 一 5 0 9 和 一 3 18 一 一 2 5 4

3 讨论

由于 A
.

n

诊
: g al A 和 A

.

。 ry az 。 a m y 具有类

似的调节特性
,

V er d oe s
对这两个基 因的 5

`

上游
。 is

调控区作了比较
,

找出了 5 对同源性相当高的序列
,

并推测这些序列有可能是转录调控蛋 白的结合部

位 s[]
.

但本文找到的 3 个结合部位没有一个与这 5

对 序列 相 吻 合
.

分 析 这 3 个 结 合 部 位 序 列
,

B H a ( 一 8 0 9一 一 5 8 0 )含有 C CA A T bo x ,

H a M ( 一 5 8 0

一 一 5 0 9 ) 含有
“
T A T A

”

的重复结构
,

而 汗H `

( 一 3 1 8一 一 2 5 4 )是富含 G C 的序列 (图 3 )
,

暗示了此

3 序列在 A
.

in ge : T 21 g la A 的表达调控中可能具

有重要作用
.

我们还以 H a M 上的 H梦 和 矛M 作为探针与组

分 n 进行凝胶阻滞实验
,

但没有出现明显的结合 (图

略 )
,

推测 H a M 上结合部位是在以 梦位点为中心的

区域内
.

我们在另文
` )中报道了 A

.

n

妙
:

2T 1 蛋白组分

I 中存在一个蛋 白结合因子
,

其结合部位定位在

T Z1 g l a A S
` c i s

调控区 一 3 7 4 一 一 3 4 4
,

一 4 8 0 一

一 41 4及 一 580 一 一 540 三个区域
.

本文所检测到的

组分 n 中的两个蛋 白结合因子
,

除结合部位与上述

不同外
,

根据 已述及的同源及异源片段的竟争性凝

胶阻滞实验表明
,

它们不同于组分 I 中所检测到的

蛋白结合因子
.

2 P e ij N N M E
, e t al

.

Iso la t ion
a n d an al y s is o f x ln R

,

即 e
od i n g a

t r

ansc
r ip t i o n a l a e t i v at o r e -o o r din a t i飞

x
yl ano lyt i e e x P e ss i o n i n A s

-

加卿 l l u s n艺邵r
.

M o l M i e o b iO I
,

1 9 9 8
,

2 7 ( 1 )
:

1 3 1

3 P e t e r s e n K L
,

et al
.

A n e w t r an s e r ip t i o n al a e t i v a t o r of r

am y l a se

ge n es i n A s加气g之ll u s
.

M o」eG
n G池n e t ,

1 9 9 9
,

2 6 2
:

6 6 8

4 G o m i K
, e t a l

.

M of e e u lar e ol n ign
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