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利用 !"#改组技术改造 $$"$%基因启动子活性的研究
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摘 要：从表达质粒 FGHI#E"（3*?J.?K 登陆号：LG"97$!8）中获得 !!"M"基因启动子，采用 N0L改组（N0L O@-PP’=?A）
技术在体外获得突变体。以 #!"Q作为报告基因，筛选获得活性明显改变的启动子。经过验证，对其中活性变化明
显的 9个启动子用邻硝基苯基5!半乳糖苷（R0H3）作为底物进行表达活性测定。结果表明，获得的强启动子比原来
的提高了 4 S 7倍，而弱启动子则活性下降明显，其中 4个几乎无活性。进一步对这 9个启动子进行了序列分析。
关键词：N0L改组技术，!!"M"基因启动子，突变
中图分类号：T97 文献标识码：L 文章编号：$$$"58#$1（#$$!）$"5$$E75$!

N0L改组是由 UV*<<*,于 "11!年首次提出的，
是一种基于 HMW突变的重组技术，可用于核酸、蛋
白的体外快速进化［"］。已利用该方法成功改造了一

系列蛋白质、酶、抗体和代谢途径等［#］。但迄今为

止，还没有该技术在启动子应用上的报道。

!!"M"基因编码庆大霉素氨基乙酰转移酶（;M
#X4X"X8$），最初从转座子 6?"818中分离得到，能使
宿主产生对庆大霉素的抗性［4］。其启动子（以下简

称 3<启动子）长度约为 #8$+F，有典型的原核生物
启动子保守序列：D 4E 为 663LML 及 D "$ 为 6L5
LLM6。临床分离实验中也发现，启动子的改变，可
增强抗性基因的表达，导致菌株耐药性的增加［!］。

为了进一步了解该启动子对基因的调控机制，更好

地将该启动子应用于基因工程，本实验利用 N0L改
组技术对这个启动子进行了体外改造。通过检测编

码半乳糖苷酶报告基因的活性，筛选到一些与原启

动子活性明显不同的上调和下调启动子。这些获得

的启动子不仅可应用于构建不同目的的载体，同时

也说明 N0L改组技术可应用于启动子的改造，为研
究更加复杂的真核启动子结构和功能提供了一种新

方法。

% 材料和方法

%&% 质粒和菌株
带报告基因 #!"Q的质粒 FG)E!#7、FGHI#E"、缺

失半乳糖苷酶基因的菌株 $ ( "%#& ;3!7（"#!"Q ’("L"

()*L" +,’L18 -.&5" @OYW"9 O-F;!! ,*’L"）由上海农
业科学院生物中心构建并保存。

%&’ 主要试剂
限制性内切酶、6! N0L 连接酶、N0.O*#、/!0

N0L H&’/<*,.O*、NZ#$$$ [.K*,、I5A.’购自日本 6.\.5
W.公司；LJ] HW]L[ J]3NG; 6*,<=?.V&, N0L测序盒
为瑞典 H@.,<.C=.公司产品。邻硝基苯基5!半乳糖
苷（R0H3）和胶回收试剂盒为上海生工生物工程技
术有限公司产品。其它化学试剂均为美国 U=A<.公
司或国产 LW级试剂。
%&( 引物设计
引物由上海 U.?A&? 公司合成。按照已发表的

N0L 序列合成 3< 启动子的引物。 F,=<*"：E^5
3LLM6M3L3M3633LLLM33L63LL354^含 1.%#切
点；下 游 引 物 为 F,=<*#：E^5ML6M6L3L33L6M5
M3L63M54^含 2!3_#切点，HMW 扩增的片段约为
#8$+F。
%&) 分子生物学操作
分子生物学的常规操作均参照文献［E］进行。

%&* !"#改组程序
%&*&% HMW扩增 3<启动子和回收：以 FGHI#E"质
粒为模板，1!‘ "$<=?；1!‘ 4$O，8!‘ 4$O，9#‘ 4$O，
共 4$个循环；9#‘延伸 "$<=?。"X$aLA,&O*电泳，透
吸袋法回收 #8$+F的 N0L片段。
%&*&’ N0.O* ]降解 N0L和小片段回收：取 !$A回
收的 N0L用 N0.O* ] +-PP*,溶解后，加入 $X$$"b的



!"#$% & ’()处理 ’(*+,，-.)’.*+,使 !"#$% &失活。
’(/聚丙烯酰胺电泳后回收 0.12以下的小片段。
!"#"$ 34+*%45%$$ 367：取 (..,8左右降解回收的小
片段，进行不加引物的 367反应。反应体系：(..,8
小片段 !"9 : .;<**=5>? @"A3$ : 0**=5>? B865C :
(.**=5>? D65 : ’.**=5>? A4+$·E65（2E-;.）: !"# 酶
’!? : .;’/A4+F=,GH’..，补充 @@ECI到 (.!?；反应程
序为：-J) 0.$，J.) 0.$，KC) 0.$，共 J. 次循环；
KC)延伸 ’.*+,。C/984=$%电泳检测结果。
!"#"% 34+*%4 367：取 34+*%45%$$ 367扩增后的产物
(!?，加入引物，常规 367反应体系扩增。反应程序
为 -J) 0.$，LJ) 0.$，KC) 0.$，共 0.个循环；KC)延
伸 ’.*+,。’;(/984=$%检测，试剂盒回收基因片段。
!"& ’(启动子突变库的构建和筛选
将经过改组的 !"9片段用 $%&"、’"(E"双

酶切消化后，克隆入带有半乳糖苷酶报告基因的表

达载体 2MN(JC<，连接产物电击转化 ) O *&+, PQJ<，
获得了启动子突变库。将库涂布在含有 J.!?母液
为 <.*8>*? GH8#5的平板上初步筛选活性弱的启动
子，涂布在含 J.!?母液为 ’.*8>*? GH8#5的平板上
初步筛选活性强的启动子。进一步通过重转、重连

来鉴定启动子表型的稳定性。

!") 半乳糖苷酶活性测定
对表型稳定的克隆进行酶活的测定，比较与野

生型的差别。测活方法参照 B+55%4［L］的方法，每一样
品至少重复 0次。按照公式 B+55%4活性单位 R ’...
S［（-.JC. T ’;K( S -.((.）］>（A S U S -.L..）来计算

活性单位数。其中 -.JC.与 -.((.从反应混合物中读

取，-.L..表示菌的细胞密度，A表示反应时间，U表
示反应体系中所用的菌体积数。

!"* 序列分析
采用双脱氧核苷酸链终止法进行序列分析。用

V+=P@+F软件与野生型进行序列比较。

+ 结果

+"! 由 ’(启动含报告基因———半乳糖苷酶基因
的原核表达载体的构建

从 2M3GC(’中用高保真 !"# 酶通过 367扩增
出专一片段，割胶回收后，’"(E"、$%&"酶切克隆
到 2MN(JC<表达载体，此为未经突变的野生型 Q*
启动子。酶切鉴定插入片段大小正确，在含有 GH8#5
的培养板上可显色，说明该启动子能够启动报告基

因 +"*W的表达。序列分析与已知的完全一致，质粒

编号为 2Q*.（图 ’）。

图 ! ,’(- 质粒示意图
N+8O’ AX% $Y%FZX *#2 =[ 25#$*+@ 2Q*.

+"+ ./0 改组
从质粒 2Q*.中用普通 !"# 酶扩增出 CL.12的

!"9片段（图 CH9），透析袋法回收后溶解于 !"#$% &
V\[[%4中，.;..’] !"#$% &处理后，降解为小片段，呈
现一片弥散状（图 CHV）。压碎浸泡法回收约 0.12以
下的小片段，沉淀用 @@ECI 溶解。取小片段进行

34+*%45%$$ 367，扩增后用 C;./的 984=$%电泳，可看
到模糊状的条带，是 367重组配对的结果（图 CH6）。
取该产物为模板，加入引物后进行常规 367反应，
可获得较专一性的条带，是为重排的 Q*启动子（图
CH!）。将改组后得到的 !"9片段建库。

图 + （0）从 ,’(-中扩增 123产物；（4）./567 8 降解；
（2）无引物 123；（.）加引物 123

N+8OC （9）9*25+[+Z#F+=, 8%,% [4=* 2Q*.；（V）!"#$% & @+8%$F+=,；

（6）34+*%45%$$ 367；（!）34+*%4 367

+"$ 突变库的构建和筛选
将改组过后的产物用 $%&"、’"(E"双酶切

后，插入经过同样双酶切，带半乳糖苷酶的原核表达
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载体 !"#$%&’。连接产物经过纯化后电击建库，库
容量为 &(% ) *+,。酶切分析其中大概有 ’,(-.的片
段插入正确。将库菌涂布在含较高浓度 /0123 的
&"4 5 67!培养基上初步筛选共获得 $+ 个表型比
87+弱的启动子，分别编号 89* : $+，涂布在含较低
浓度 /0123的 &"4 5 67!培养基上，筛选表型比野生
型强的启动子，共获得 *- 个阳性克隆，分别编号
8;* : *-。挑取这些阳性克隆，抽提质粒，重新转化，
分别淘汰表型与原来不一致的克隆。再将这部分克

隆重新酶切、连接，验证是否确实是由启动子引起的

表型变化。筛选过程见表 *，其中 89代表弱启动子，
8;代表强启动子。选取表型最明确的 89&、89-、89*<、
89%%以及 89*、89=、89**做进一步分析。

表 ! 突变库的筛选过程
42>3? * @ABC?;; BD ;CA??EFE1 GH? 7IG2EG 3F>A2AJ

KI7>?A; BD ;CA??E?L @B;FGFM? EI7>?A;
4H? DFA;G CJC3? BD 89 * ) *+, $+

;CA??EFE1! 8; * ) *+, *-
4H? ;?CBEL CJC3? BD 89 $+ =<

;CA??EFE1 8; *- *=
4H? GHFAL CJC3? BD 89 $ %

;CA??EFE1 8; $ =
! 89 !A?;?EG; 9?2N !AB7BG?A;；8; !A?;?EG; ;GABE1 !AB7BG?A;O

"#$ 半乳糖苷酶活性的测定
参照 PF33?A［,］的方法作适当调整对上述 -个克

隆进行半乳糖苷酶活性的测定。从表 &中我们可以
看出 = 个筛选到的强启动子活性分别增加了 &(-、
’(*、$(+倍，而 %个弱启动子中，除了 89-活性下降 =
倍左右外，其他 =个活性下降明显，几乎测不到活性。

表 " 半乳糖苷酶活性的测定及与野生型比较结果
42>3? & 8232CGB;FL2;? 2CGFMGJ 2;;2J 2EL CB7!2A?L 9FGH GH? 9F3L GJ!?

!87+
QGABE1 !AB7BG?A; R?2N !AB7BG?A;

8;* 8;= 8;** 89& 89- 89*< 89%%
6M?A21? 2CGFMFGJ IEFGST ,*(= &&$(*- $$$(-< =,<(-’ +(%- *<($ *(,= +(<=

U2AF2>F3FGJS; =(+- <(’- =+(&- $+(&* +(% *(<’ +(<* +(=*
VB7!2A?L 9FGH 9F3L GJ!?! &(-" ’(*" $(+" *=+# =(*# =-(,# ,$(<#
!# W?!A?;?EG; L?CA?2;FE1 DB3L；" W?!A?;?EG; FECA?2;FE1 DB3LO

"#% 克隆片段的 &’(序列测定
对上述 -个克隆进行了序列测定。测定结果用

XFBYLFG软件与野生型序列进行比对。结果如表 =所
示，表中数字代表突变发生的核苷酸位置，5号代表
插入核苷酸，Z号表示转换 [颠换或缺失核苷酸。

表 ) *个克隆的测序结果

42>3? = 4H? A?;I3G; BD EIC3?BGFL? ;?\I?EC?; BD ;?M?E C3BE?;

@32;7FL CBL? PIG2GFBE;!

89& ,-4 Z V &&,84V8648444 Z 866VVV6844
89- =’8 Z V $& 5 48 &%% Z 8
89*< %* 8 Z 6 %< 5 6
89%% =’8 Z 4 %*8 Z 6 %= V Z 6
8;* *++ 8 Z 4 *,- 4 Z 8 &&< 5 8
8;= ,%6 Z 4 *$$4 Z 6
8;** &,8 Z 4 *,$8 Z V &*,4 Z V
! KI7>?A; !A?;?EG GH? !B;FGFBE 9H?A? 7IG2GFBE; GBBN !32C?；

5 @A?;?EG; GH2G EIC3?BGFL?; FE;?AG?L；

Z @A?;?EG; GH2G EIC3?BGFL?; GA2E;FGFBE?L S GA2E;M?A;FBE?L BA L?3?G?LO

从以上结果中不难看出，]K6改组技术所引起
的突变类型是多样的。有碱基替换、颠换、插入、缺

失等。计算其所有测序碱基的突变率 *’S&$- ) - ^
*(++.（一个插入片段计为一个突变点）。同时也发
现，筛选得到的有些突变发生在保守区（%*、%=、,%、
,-位）和二者的间隔区（%<、$&位）。

) 讨论

]K6改组技术作为分子进化的一个有效手段，
在重组的过程中存在着不精确性，会引起各种突变。

这种方法产生的突变形式多样，突变的频率则可以

通过缓冲溶液的组成、]K6 随机片段的大小，]K6
聚合酶的选择等方法来控制［-］。本文利用了常规

@VW反应所要避免的突变，以 87启动子为材料，通
过 ]K6改组程序，获得了突变库。测序结果证实确
实发生了多种类型的突变。所得突变频率比文献报

道的要高［*］，是因为在改组过程中应用了无纠错功

能的普通 !"# 酶，在 @VW反应中使用了较高的P1& 5

浓度，以及改组所用的随机片段较小。

在原核生物中，启动子是指与 ]K6依赖的 WK6
聚合酶相结合的一段 ]K6 序列，其大小在 &+ :
=++>!碱基长度范围内。分析原核生物启动子，发
现其通常具有一些特定的保守序列如 Z =$ 和 Z *+
保守序列［’］。这些保守序列区域的碱基变化可以控

制转录水平的高低，进而影响靶基因的表达。此外，

保守区间隔及其它序列，由于在转录的效率、7WK6
的稳定性、以及翻译的起始效率上起重要的作用，因

此也可影响到靶基因的表达［<，*+］。将测序结果和酶

活结果比校，发现一些在保守区发生突变的克隆

+, 微 生 物 学 报 %% 卷



（!"#、!"$%、!"&& 及 !’(），确实导致了酶活性的下
降和上升，可以认为是启动子转录效率的改变而导

致报告基因活性水平的改变。!")启动子则可能是
因为在保守间隔区存在插入，而引起活性的改变。

!’$与 !’$$则没有一定的规律可寻，可能是转录水
平和翻译水平互作的结果，也可能是本次实验用了

!"#*作为报道基因研究启动子的局限所在。如果
需要，我们可以应用定点突变、缺失突变、+$酶切作
图、体外转录等方法进一步分析启动子的结构和功

能。但用 ,-.改组技术获得的突变启动子仍不妨
碍其在基因工程载体构建上的应用。事实上本实验

室已利用筛选到的弱启动子 !"#和 !"&&来构建表
达载体，以降低基因的本底表达，更方便地筛选活性

表达提高的其它功能基因。

与原核启动子区相比，真核基因启动子区往往

较复杂，研究其结构和功能相对较困难。,-.改组
技术在原核启动子改造上的成功，以及许多衍生方

法如 +/01重组，随机引物体外重组，过渡模板随机
嵌合生长，酵母增强组合文库等的出现［$$］，使我们

相信这一方法能应用于真核启动子的改造，为研究

真核生物启动子的结构和功能提供了一条新途径。
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