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木质素降解条件下黄孢原毛平革菌/+0基因转录
调控序列的筛选与鉴定
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摘!要!用)6IA蛋白质体外结合实验和凝胶迁移率变动分析技术筛选黄孢原毛平革菌!123-*45623*7*624895905:

4+;<"木质素过氧化物酶基因/+0I*/+08*/+00的%JA端调控区内能与该菌在木质素降解条件下形成的蛋白特异结合

的顺式作用元件(结果表明$来自/+08*/+00基因的%JA端片段KL!M#!#>(NE"和KL(<&A!!"#@NE"能特异结合培养

于O4-P低氮培养基中的菌丝体蛋白)而来自于/+00基因的%JA端的KL(<!!!!(NE")6I片段能特异结合培养于天

然冷杉木片中的菌丝体蛋白(对这些片段的)6I序列分析表明$它们均存在各种顺式作用元件$由此推测它们可

能是被一些木质素过氧化物酶基因转录调控相关的蛋白质所结合的序列(

关键词!黄孢原毛平革菌)木质素过氧化物酶基因)凝胶迁移率变动分析))6I结合蛋白)顺式作用元件
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!!黄孢原毛平革菌!123-*45623*7*6248959054+:
;<"是研究木质素降解的模式生物$它的基因组序
列已由美国联合基因组研究所在!’’$年测定完
成%&&(1C6248959054+;< 在木质素降解条件下!次
生代谢期间"能分泌一类依赖于W![! 的过氧化物
酶A木质素过氧化物酶!KTM"(它能氧化降解木质素
和环境中的芳香族污染物$因而在生物制浆*纸浆生
物漂白和环境保护方面有重要的用途%!$#&(研究表
明$KTM由一个基因家族编码$这些基因的表达在转
录水平上受到氮*碳*分子氧*热激等因素的调
控%$!"&(目前$/+0基因家族的成员已全部克隆$但
它们的转录调控机制仍未得到阐明(因此$研究/+0
基因表达的调控机理对进一步利用该基因资源具有

十分重要的意义(
凝胶迁移率变动分析法!B:/9*N4/4,GF=45,.FA

F.G"是检测)6I结合蛋白的一种简单*快速而又灵
敏的方法$它可以鉴定目的基因的调控序列中是否
存在特定的)6I结合蛋白位点$也可以鉴定特定的
细胞核蛋白中是否存在与已知的顺式调控元件结合

的蛋白$因此可用于基因转录调控因子的初步筛选$
是研究序列特异性 )6I结合蛋白的常用方法之
一%@!&!&)冯红等曾用凝胶迁移率变动分析技术及

)6.F:T足迹分析技术在/+08基因启动子%JA端鉴定
出!个蛋白质结合区域%&#&(本研究将进一步分析

/+0基因%JA端非编码区内能与不同培养条件下获得
的菌丝体蛋白结合的调控序列$以期在/+0基因%JA
端鉴定出更多的蛋白质结合区域$为分离与/+0 基
因的转录调控有关的蛋白编码基因打下基础(

&!材料和方法

?@?!实验材料

&;&;&!真菌和大肠杆菌菌株

1C6248959054+;< ]OUA0A&"("和"962*4+62+3
65/+)W%#为本室保存(

&;&;!!/+0基因%JA端亚克隆)6I片段

/+0I*/+08*/+00基因启动子及%̂A端上游序列的

&&个亚克隆片段KL!M&*KL!M!*KL!M#*KL!<$_*

KL!_=*KL!_$_*KL#<8*KL#<<*KL(<!*KL(<#*

KL(<&A&*KL(<&A!$由本室冯红制备%&#&(

&;&;#!试剂和工具酶
限制性内切酶*O/:2*Y大片段购自L4N+*]‘K

公司)36?M购自<4B9.公司)%#A#!M&3I?M+38?M

购自北京亚辉生物工程公司(丙烯酰胺$双丙烯酰
胺$W7M7<等生化试剂购自<4B9.公司(

?@A!实验方法

&;!;&!黄孢原毛平革菌培养基及培养方法
用于黄孢原毛平革菌培养的完全培养基!8U"按

冯红所述的方法配制%&#&)木质素降解系统形成的低氮
培养基参照O4-P低氮培养基的配方%&$$&%&)黄孢原毛平
革菌的天然冷杉木培养基按江明锋等的方法制备%&(&(

&;!;!!1C6248959054+;< 菌丝体蛋白的提取
分别收集低氮充氧条件下培养#*$*%3菌丝体

和在天然冷杉木条件下培养!*$*(*@周的菌丝体$
分别将相同培养条件下不同时间收集的菌丝体合

并$按I1F1N:/!&>>""和U4H*,:!&>>("%@$&’&的方法提
取总蛋白(蛋白质含量的测定采用]-.35*-3!&>"("
所述方法%&’&(蛋白质样品的<)<AMIL7电泳$按照

<.9N-**P!&>@>"和 I1F1N:/!&>>""%@$&!&介绍的方
法(最后将提取蛋白的浓度调整为!9B+9K$液氮
速冻后R!’a保存备用(

&;!;#!)6I探针的放射性标记
用产生%JA端突起的限制性内切酶将待分析的

)6I片段从亚克隆质粒中酶切回收$取!%’2B
)6I$在反应系统中加入&’%K%#A#!M&3I?M 和

38?M混合物$用 O/:2*Y大片段补平反应标记片
段$然后以此为探针进行凝胶迁移率变动分析%&$&(

&;!;$!)6I探针与菌丝体蛋白体外结合试验及凝
胶迁移率变动分析

按文献%@$&’$&$&提供的方法$在’;%9K7EE:23*-5
离心管中依次加入以下组分#&%K标记)6I探针片
段!"%’’+E9"$!%K!!%B"93;#I&完全酶切的

Eb8&@)6I片段$&%K&’’99*/,KR& ?-4FAW8/

EW";>$!%K牛血清白蛋白!#’’%B"$$’%K菌丝体蛋
白质!!’%B"$!%K%’c 甘油$!%K重蒸水(混匀后
在冰水浴中静置#’942$使蛋白质与)6I结合(反
应结束后$立即上样进行MIL7电泳%&$&(MIL7凝
胶的浓度为$c的低离子强度聚丙烯酰胺凝胶$用
低离子强度电泳缓冲液在&’’d*!!9I的条件下预
电泳&=$再将!’%K蛋白质A)6I结合反应物直接
加入加样孔中(在&!’d和#’9I条件下电泳$其
间用恒流泵循环上下电极槽中的缓冲液$同时在电
泳玻板侧面挂上冰盒保持低温$当染料离凝胶底部
约!!$+9处时$停止电泳(小心取出凝胶块$用!
张凝胶大小的滤纸覆盖胶的两面$然后用保鲜膜将

!"# 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!’’%!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



凝胶包好(在R!’a下放射自显影(用L)<A@’’’
凝胶图像分析系统照像$记录%@$&$&(

&;!;%!)6I测序
双脱氧核苷酸链终止法用于亚克隆片段的序列

测定(

!!结!果

A@?!探针BC;片段的制备和放射性标记
对来自不同木质素过氧化物酶基因的&&个片段

亚克隆质粒分别用产生%JA端突起的限制酶进行双酶
切$回收相应的)6I片段$紫外分光光度法测定每个
样品的)6I浓度(每个)6I片段各取!%’2B$用

O/:2*Y大片段通过补平反应使待测)6I片段的两端
都带上#!M放射性标记(盖革记数器测定表明$&&个

)6I片段的放射强度均大于%’’+E9$可用于下一步

)6I与菌丝体蛋白的体外结合实验(此外$Eb8&@质
粒用93;#I&完全酶切$产生的"个)6I片段作为凝
胶迁移率变动分析实验中的8.--4:-)6I(

A@A!菌丝体蛋白的提取
从(’’9K低氮培养基中过滤收集黄孢原毛平

革菌菌丝体$可获得!;&B湿菌丝体用于提取总蛋
白!K[M")用灭菌蒸馏水将培养于天然冷杉木片上
的菌丝体洗下$离心收集可得#;"B湿菌丝体用于
提取蛋白!?M"(收集到的菌丝体用液氮冷冻研磨
成粉$每克菌丝体加入%9K蛋白抽提缓冲液$冰浴

#’942浸提菌丝体蛋白(经检测$分别得到&$9B
K[M蛋白和!>9B?M蛋白(经聚丙烯酰胺凝胶电
泳检测$总蛋白质的分子量分布在"!!&’P)之间
!结果未显示"(

A@D!凝胶迁移率变动分析
用)6I蛋白质体外结合实验和凝胶迁移率变

动分析技术$分析了&&个)6I片段与菌丝体蛋白

K[M和?M的相互作用$筛选能与1C6248959054+;<
在木质素降解条件下的菌丝体蛋白特异结合的片

段(结果表明$在/+08*/+00基因的%JA端非编码区
内各有一个大小为#>(NE!KL!M#"!图&"和"#@NE
!KL(<&A!"!图!"的)6I片段$能特异地与K[M菌
丝体蛋白结合(/+00基因的%JA端序列中有一个长
为!!(NE!KL(<!"的)6I片段能特异结合菌丝体
蛋白?M!图#"(不同总蛋白质加量对于结合效果
的影响见图$(其余的)6I片段未出现延迟反应
结果!未显示"(

图?!.&3E基因94A6DBC;片段与9F6蛋白的

凝胶迁移率变动分析

&#游离的KL!M#标记探针)!#加&%%BK[M的结合反应)

##加&%%BK[M和!%B(3;#I&酶切Eb8&@)6I片段

以及$’e的冷探针的结合反应(

G&,@?!4#.H*<&.&%017&’%;55)0*’94A6DBC;

’/),8#$%*’.&3E>&%79F63/*%#&$5
&#0-::#!MR/.N:/:3KL!M#E-*N:)

!#&%%BK[Mf#!MR/.N:/:3KL!M#E-*N:)

##&%%BK[M$!%BEb8&@(3;#I&R+1,)6I

.23$’e+*/3E-*N:;

图A!.&3G基因94I1?JABC;片段与9F6蛋白的

凝胶迁移率变动分析

&#加&%%BK[M和!%B(3;#I&酶切Eb8&@)6I片段

的结合反应)!#游离的标记KL(<&R!探针)##加&%%BK[M$

!%B(3;#I&酶切Eb8&@)6I片段和$’e的

冷探针的结合反应(

G&,@A!4#.8*<&.&%057&’%)55)0*’94I1?JABC;

’/),8#$%*’.&3G4#$#>&%79F63/*%#&$
&#&%%BK[M.23!%BEb8&@(3;#I&R+1,)6I)

!##!MR/.N:/:3KL(<&R!E-*N:)##&%%BK[M$

!%BEb8&@(3;#I&R+1,)6I.23$’e+*/3E-*N:;

A@K!序列分析
为了确定实验中筛选出的亚克隆片段在木质素

过氧化物酶基因的%JA端的准确位置$我们测定了这
些片段的核苷酸序列$并利用]/.F,软件将序列在

1C6248959054+;< 的基因组序列上进行了定位$确
定了每个序列在相应/+0 基因%JA端的精确位置(
结果表明$KL!M#片段位于/+08基因 I?L 上游

R"%>至R#(!NE的区域$KL(<&A!片段定位于/+00
基因的启动子序列R!’%至 R>$!NE的区域$

$"#!#期!!!!!!!!!江明锋等#木质素降解条件下黄孢原毛平革菌/+0基因转录调控序列的筛选与鉴定



图D!.&3G基因94I1ABC;片段与L3蛋白的凝胶

迁移率变动分析

&#游离的KL(<!探针)!#加&%%B?M和!%B(3;#I&
酶切Eb8&@)6I片段的结合反应)##加&%%B?M$!%B

(3;#I&酶切Eb8&@)6I片段和$’e冷探针的结合反应(

G&,@D!4#.8*<&.&%057&’%;55)0*’94I1ABC;

’/),8#$%*’.&3G4#$#>&%7L33/*%#&$
&#0-::#!MR/.N:/:3KL(<!E-*N:)!#&%%B?M.23

!%BEb8&@93;#I&R+1,)6I)##&%%B?M$!%BEb8&@

93;#I&R+1,)6I.23$’e+*/3E-*N:;

图K!94A6DBC;片段与不同量的9F6蛋白的

凝胶迁移率变动分析

&#游离的冷探针)!#加&’%BK[M的结合反应)

##加!’%BK[M结合反应)$#加!’%BK[M和!%B93;#I&
酶切Eb8&@)6I片段的结合反应)%#加$’%BK[M$

!%B93;#I&酶切Eb8&@)6I片段的结合反应)

(#加$’%BK[M蛋白$!%B93;#I&酶切Eb8&@)6I片段

和$’e冷探针的结合反应(

G&,@K!4#.H*<&.&%017&’%;55)0*’94A6D’/),8#$%

>&%7"&’’#/#$%)8*-$%*’9F63/*%#&$
&#0-::#!MR/.N:/:3KL!M#E-*N:)!#&’%BK[M)

##!’%BK[M)$#!’%BK[M.23!%BEb8&@93;#I&A+1,)6I)

%#$’%BK[M.23!%BEb8&@93;#I&R+1,)6I)

(#$’%BK[M$!%BEb8&@93;#I&R+1,)6I.23

$’e+*/3E-*N:;

KL(<!片段长!!"NE$位于/+00基因的f%&至f
!""的区域!图%"(

#!讨!论

D@?!丝状真菌基因MN:端序列特异性结合元件及其

相应的转录因子的研究策略

目前已经发展了多种实验技术用于直接或间接

地确定顺式作用元件的存在及相应的核苷酸序列的

位置$并且已在丝状真菌的结构基因中鉴定了多个
顺式作用元件%"$>$&’$&"!!!&(确定顺式作用元件最基
本的方法就是采用凝胶迁移率变动分析!LU<I"技
术$直接筛选能够与转录因子特异结合的核苷酸序
列(即使在调控蛋白因子还未分离纯化的情况下$

LU<I技术仍然可以利用粗蛋白制备物与特定基因
启动子的)6I片段进行分析(这对于遗传背景不
太清楚$特别是调控蛋白还未鉴定的结构基因转录
调控机理的研究提供了有力的工具%>$&&$!#$!$&(冯红
等!&>>>"用此方法$分析了1C6248959054+;< 的#
个木质素过氧化物酶基因启动子)6I片段$发现了

!个)6I片段在凝胶上形成延迟带$即被蛋白组分
特异结合%&#&(此外$通过LU<I筛选到的蛋白特异
结合的顺式作用元件可作为探针$用于筛选+)6I
文库中与)6I结合的蛋白质+)6I克隆(该方法
已成功地应用于高等真核生物转录调控因子的克

隆$但在丝状真菌中还未见报道%!%&(本实验室已对
培养于不充氧的O4-P培养基中提取的1C6248959:
054+;< 菌丝体蛋白与/+0基因%JA端调控区的次克隆

)6I片段进行了凝胶迁移率变动分析$结果在

KL!M#片段中鉴定出!个蛋白结合元件M]7&和

M]7!%&#&(本研究利用充氧条件的O4-P培养基和天
然木片培养所得的菌丝体蛋白进行分析$在更大的
范围内寻找木质素过氧化物酶基因%JA端调控区域
的顺式作用元件(

D@A!木质素过氧化物酶基因MN:端顺式作用元件
的鉴定

从/+08 基因的%JA端得到的(个亚克隆片段
!KL!_$_* KL!_=* KL!M&* KL!M!* KL!M#*

KL!<$_"$基本能够覆盖该基因的%JA端调控序列(
这些)6I片段的凝胶迁移率变动分析结果表明$

KL!M#!#>(NE")6I片段$能特异的结合培养于低
氮培养基的K[M菌丝体蛋白!图&"(在体外结合实
验中$分别加入!’%B*$’%B的菌丝体蛋白和过量的

93;#I&酶切Eb8&@)6I片段时$放射性标记的

KL!M#片段在凝胶中的电泳迁移率发生改变$加入

&’%B菌丝体蛋白质$电泳迁移率未发生改变$加入

$’倍过量的同源冷探针后延迟带消失$同时释放出
游离探针!图!"(上述结果表明$KL!M#能与K[M
蛋白质特异结合$而且这种结合与加入的蛋白质量
有一定的关系$加入的菌丝体蛋白质含量达到!’%B

%"# 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!’’%!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



图M!.&3基因的顺式作用位点

I#KB!E#)]#KB(F&A!)8#KB(F!)

I8‘&#下划线)I0K‘#斜体粗体)IM!#斜体)L8富集区#阴影)6T?!#粗体)

M]7&.23M]7!#粗体阴影)‘[_&#加框)_‘7#粗体下划线)回文序列#加框及斜体)重复序列#斜体粗体(

G&,@M!E&5:/#,-.)%*/0#.#8#$%5*’.&3,#$#5
I#KB!E#)]#KB(F&A!)8#KB(F!)

I8‘&$123:-/42:3)I0K‘$4,./4+.23N*/3/:,,:-)IM!$4,./4+/:,,:-)L8A-4+=-:B4*2$F=.3*Y)6T?!$N*/3/:,,:-)E./423-*9:F:\1:2+:$

N*Z:3.234,./4+)M]7&.23M]7!$N*/3.23F=.3*Y)‘:E:.,F:\1:2+:F$4,./4+.23N*/3)‘[_&$N*Z:3)_‘7$N*/3.23123:-/42:3;

&"#!#期!!!!!!!!!江明锋等#木质素降解条件下黄孢原毛平革菌/+0基因转录调控序列的筛选与鉴定



时$)6IA蛋白质的特异结合带最明显(本研究结果
与冯红用L6<I技术分析KL!M#片段与结合反应
不充氧的低氮培养基中提取的菌丝体蛋白的结果相

类似%&#&$表明KL!M#在低氮的条件下无论充氧与否
均会发生迁移率的改变(已有的‘?AM8‘分析结果
表明$/+08基因是限碳条件下的主要转录成分$该
基因的表达主要与培养基中的碳源有关(江明锋等
发现在碳源充足的情况下仅有/+08等位基因中的

/+08!在高氮高碳充氧的条件下才得到表达%$$!(&(
本研究中的O4-O培养基属于高碳低氮培养基$/+08
应不表达$因此研究中发现的KL!M#片段中是否含
有负调控的顺式作用元件$还有待于进一步研究(
值得注意的是$本研究中未能检测到KL!M#片段与
培养于天然冷杉木片上的?M蛋白的结合!结果未
显示"(在用‘?AM8‘方法分析/+08基因在天然冷
杉木片上的表达的时候$我们发现/+08在培养到第

(周时可以得到表达$因此单独用培养(周的菌丝
体蛋白质进行凝胶迁移率变动分析$有可能得到更
理想的结果%&(&(
从/+00基因的%JA端共得到$个亚克隆)6I片

段KL(<&A&!&!’NE"*KL(<&A!!"#@NE"*KL(<!*KL(<#
!#’’NE"$它们的凝胶迁移率变动分析结果发现$

KL(<&A!!"#@NE"能与培养于O4-P低氮培养基的菌
丝体蛋白K[M发生特异的结合$KL(<!片段能与培
养于天然冷杉木片的菌丝体蛋白?M发生特异结合(
在与菌丝体蛋白的同样结合实验中$加入93;#I&酶
切Eb8&@)6I片段后$KL(<!和KL(<&A!片段在凝
胶电泳中的迁移率发生改变$加入$’倍过量的同源
冷探针后延迟带减弱$同时出现游离探针(其余#个
来自于/+00基因的启动子区域的亚克隆)6I片段无
论与K[M还是?M菌丝体蛋白质$均不能发生特异的
结合(由于/+00基因表达的研究较少$所以难以比较
不同的研究结果%&(&(

D@D!木质素过氧化物酶基因MN:端亚克隆序列顺式
调控元件分析

真核基因的转录调控通常是上游序列中的顺式

调控元件与反式作用因子相互作用的结果(因此$
分析发生凝胶迁移率改变的)6I片段中的已知顺
式作用元件$将有利于进一步了解该片段发生迁移
率改变的原因(由于黄孢原毛平革菌的基因组序列
已经公布$根据发生结合反应片段的)6I序列$因
此很容易将所得片段进行定位(KL!M#片段是位

于/+08基因I?L上游R"%>至R#(!NE的区域内$
这段序列中发现了一些可能的顺式作用元件$如

R$!&NE处存在一个真核生物激活蛋白!!IM!"因
子的结合序列 L88I?LLL%&"&)在R%’$NE处的

6T?!结合位点%!"&$6T?!是利用硝酸盐作为氮源的
催化阻遏作用的全局性转录调控因子)R%%"NE处
发现与’90*4.+/;903439+76;9 的I0K‘调控蛋白结
合的同源序列?L88?8I%&@&)R"’"NE处与酵母

‘[_&因子识别位点同源的序列I??L??I?L%!"&$

‘[_&是一个负调控因子$它与分子氧和血红素介
导的转录调控有关(冯红等用 )6.F:T足迹法在

KL!M#鉴定出了 M]7&和 M]7!!个蛋白结合序
列%&#&(如图%I所示$M]7!的#JA端的%2,正好与酵
母的‘[_&结合位点的序列%&#&!I??L??I?L"的%JA
端重叠$‘[_&因子在酵母体内的表达受分子氧的
调控$并且参与血红素合成有关基因的调控(由于

1C6248959054+;< 木质素降解系统基因的表达也受
分子氧的调控$KTM酶本身也是含血红素的基因$因
此这!个因子在序列上的重叠似乎暗示M]7!位点
可能与分子氧或血红素的调控有关(
在KL(<&A!的序列中找到$个6T?!结合的序

列$!个_‘7结合位点)在R!@>至R!>&NE区域发
现与酵母 I8‘&因子结合位点类似的核酸序列

I8I?LI8?L?8I%!@&$在R@’#至R((>NE间有一
段长约&’>NE的L8富集区$L8碱基比例达@";
!c%>$!&$!>$!%&(

KL(<!片段在基因组序列上的定位结果表明$
该片段位于/+00基因的f%&至f!""的区域$其序
列中含有!个_‘7结合位点(KL(<!片段与提取
于木片上的菌丝体蛋白能在体外结合并发生延迟反

应$因此$该结果是否是由于反式因子结合于这些位
点所引起的还有待进一步研究(
以上结果表明$来自于木质素过氧化物酶基因

/+08*/+00的KL!M#*KL(<&A!*KL(<!)6I 片段的
确能与木质素降解条件下的菌丝体蛋白特异的结

合(根据这些片段在该基因启动子中的位置$及该
片段中已发现的顺式作用元件$有理由推测这些特
异结合的菌丝体蛋白可能是与木质素过氧化物酶基

因转录调控有关的蛋白因子(
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