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摘 要 采用 3D/EFG（3(HC= >(I@ EFG）法从水母雪莲（3+)&&)*%+ 4%5)&+ ,-6;:）红色系愈伤组织 CD+J文库中筛选并
克隆了雪莲 ,.B转录调控因子 K:E（3 * 4%5)&+ ,-6;: ,.B/L4)-74> E M4@4）基因。序列分析表明该基因全长 "0"BN，包
括一个 11!BN的完整开放阅读框架（OG8），编码一个 $&0氨基酸残基的蛋白质。氨基酸序列的同源性分析表明在
+/端具有两个典型的 G$G#/,.B D+J结合结构域。F/端富含亲水的丝氨酸 K（!2P#2Q），且以寡聚体的形式存在，具
有转录调控因子激活结构域常见的特征。
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,.B转录调控因子广泛存在于高等植物中［!］，其主要特
征是含有 ! S #个由 &!或 &$个氨基酸残基组成的不完全重

复的 ,.B/D+J结合结构域（G!、G$、G#）。每个结构域由 #个

!/螺旋组成，其中第二与第三个螺旋形成螺旋/转角/螺旋

（BT3T）结构，该结构与"抑制因子 D+J识别结合结构域相
似［$，#］。根据所含 ,.B/D+J结合结构域的数目可分为 G!、

G$G#、G!G$G#三个家族，其中 G$G#家族对植物次生代谢具
有十分重要的调控作用。玉米 E基因是植物中最早被克隆
并且功能研究得最清楚的 G$G#/,.B转录调控因子之一［5，&］。
玉米 E 基因通过激活 FTK（F=-)C(@4 K.@7=-A4）、D8G（D;/

=.>L(U)-V(@() 5/L4>HC7-A4）两个类黄酮生物合成关键酶基因的
表达，有效地调控玉米 #/脱氧类黄酮的生物合成。将玉米 E
基因导入类黄酮合成能力缺失的墨西哥甜玉米悬浮细胞突

变系中异位表达，使本不具有类黄酮合成能力的突变系获得

了类黄酮合成能力［0］。#/脱氧类黄酮高车前素（T;AN;>H);@）和
金合欢素（W-C4(A;>;@）是我国珍稀名贵传统中药材水母雪莲

（3+)&&)*%+ 4%5)&+ 6+7#4）的主要有效成分，具有抗腹水型肝
癌等多种功能［1］。本文在建立了水母雪莲红色系愈伤组织

CD+J文库及获得了雪莲 G$G#/,.B转录调控因子 K:E基因

特异探针的基础上，采用 EFG法筛选文库，以期获得与玉米

E基因功能类似的 ,.B转录调控因子 K:E基因，为雪莲类黄

酮生物合成进行分子调控，提高高车前素和金合欢素产量以

达到雪莲细胞工业化大规模培养奠定基础。

’ 材料与方法
’(’ 材料与试剂
雪莲红色系愈伤组织 CD+J文库由本实验室构建，由 $%

个独立的亚文库（JS 3）组成。大肠杆菌 XY!/Z)H4与 Z,$&P2
均由 FYO+39FT公司提供。EFG扩增及其他常规试剂均为
国产试剂。

’() 引物设计
K:E基因特异引物根据本实验室获得的该基因特异探

针序列设计：

NK:E&[：&[/\33 \FJ \\3 3JF \J3 \\\ 3\/#[
NK:E#[：&[/FJ3 3\3 FJF 33F 33F FJ\ \FJ/#[
检测阳性克隆插入片段大小的 EFG引物根据文库载体

"3L;N]96$,FK位点已知序列设计：
E"!：&[/JJ\ F\F \FF J33 \3\ 33\/#[

E"$：&[/JJ\ 3\J \F3 F\J J33 \F\ \/#[

’(* 方法
’(*(’ 噬菌体培养、培养物的回收、文库滴度测定及将噬菌
体转化为质粒等基本操作均参照文献［2］进行。
’(*() 第一轮筛选，确定初级阳性池及目的基因在初级阳
性池中的丰度：每个亚文库取 !#Y为模板，以 NK:E&[、NK:E#[
为引物，以 $&#Y体系，先 "&^加热 !%:;@裂解噬菌体，加入
EFG扩增混合物按以下程序进行 EFG："5^预变性 5:;@；
"5^变性 !:;@，0& S &%^退火 !:;@，每进行一个循环退火温



度下降 !"#$，%&$延伸 ’()*，+!循环；,-$变性 ’()*，#!$退
火 ’()*，%&$延伸 ’()*，’#循环；%&$延伸 #()*。’"./琼脂
糖电泳检测，确定阳性池。选取信号最强的阳性池，作 ’!倍
梯度稀释到 ’!. 倍，每个梯度稀释物取 ’!0为模板，参照上
述程序进行 123检测，确定在下一级筛选时本级阳性池的
最大稀释倍数 4（能够检测到阳性信号的极限稀释倍数）并
估计 5(1基因在本级阳性池中的丰度：6 7 4 8 ’!+ 9: 8 ’!!/
（6：目的基因丰度，4：最大稀释倍数，:：阳性池滴度
;<=9(0）。
!"#"# 第二轮筛选，产生次级阳性池并确定次级阳性池中
目的基因的丰度：将选中的初级阳性池按其最大稀释倍数 4
稀释，取 ’!0稀释物铺制 ’!个 ,>( 0?平板，培养并回收洗
脱物。参照 ’"+"&，检测 ’!个平板回收物，确定次级阳性池
及其丰度 6&、最大稀释倍数 4&。如果丰度低于 ’/则继续

进行第三轮或更多轮的筛选，直到目的基因丰度大于 ’/。
!"#"$ 单噬菌斑检测：当目的基因的丰度达到 ’/ @ &/或
更高时，以每个平板约 ’!!个单噬菌斑的密度铺制 + @ #个
平板，从平板上挑取生长并分离良好的单噬菌斑，置于

’!!!0 5A缓冲液中，涡旋震荡，稍离心，于 -$冰箱过夜。取
+!0洗脱物为模板，参照 ’"+"& 程序扩增检测，获得阳性克
隆。

!"#"% 阳性克隆插入片段检测：取 +!0阳性克隆洗脱物为
模板，以 1"’、1"&为引物，做 123检测插入片段大小。扩增条

件：,#$加热 ’!()*裂解噬菌体，加入 123反应混合物，并按
以下程序扩增：,-$预变性 -()*；,-$变性 ’()*，#.$退火
’()*，%&$延伸 -()*，&#循环；%&$延伸 ’!()*。
!"#"& 噬菌体转化为质粒：参照文献［B］进行。
!"#"’ 数据分析：在 CD*?E*F中分析数据。

( 结 果

("! 三级筛选阳性池的获得及各级阳性池目的基因丰度的
确定

初级筛选从 &! 个亚文库中获得 G亚文库一个强阳性
池，H、I、A亚文库信号极弱，其余的没有信号。G亚文库稀
释到 ’!- 倍即检测不到阳性信号，最大稀释倍数 4’ 7 ’!+。

由于 G亚文库滴度约为 ’!’’，因此 5(1 基因的丰度 6’ 7
’!J#，属低丰度表达基因。在来自 G亚文库的 ’!个次级洗脱
物中，G#有强阳性信号，当将 G# 稀释到 ’!- 倍时就检测不
到明显的阳性信号，次级阳性池 G#滴度约为 ’!’!，因此，阳
性池 G#中 5(1基因 6& 7 ’!K -，4& 7 ’!+。第三轮筛选获得强

阳性池 G#L，滴度接近 ’!,，稀释 ’!- 倍还可检测到阳性信号，
G#L中 5(1基因的丰度 6+ 7 ’!K &，4+ 7 ’!-。

("( 单噬菌斑筛选
当经过三轮筛选后，阳性池滴度越来越低，但目的基因

的丰度却越来越高，达到 ’!K &左右。阳性池 G#L ’!0 ’!- 倍
稀释物感染铺制的平板上，只有 ’!!个左右单噬菌斑，从中
挑取 BB 个单噬菌斑，检测到了 & 个阳性克隆 1’. 与 1#%
（图 ’）。

("# 阳性克隆的插入片段大小检测
1’.与 1#%两个克隆的插入片段均在 ’FM左右（图 &），由

于用的是特异引物，因此它们极可能是同一个克隆。

图 ’ 单噬菌斑检测

N)OP’ GDQD>Q)R* R< QSD T)*OUD ;UEV=DT

AP ’!!M; G46 UELLDW；

X 2YP 1RT)Q)ZD >R*QWRU；K 2YP 4DOEQ)ZD >R*QWRU；

’.P 5)*OUD ;UEV=D’.；#%P 5)*OUD ;UEV=D#%

图 & 阳性克隆 1’.、1#%插入片段检测

N)OP& GDQD>Q)R* R< QSD )*TDWQT R< QSD ;RT)Q)ZD >UR*DT

AP ’FM G46 UELLDW；

K 2YP 4DOEQ)ZD >R*QWRU；

’. P 5)*OUD ;UEV=D’.；#%P 5)*OUD ;UEV=D#%

("$ 序列分析
1’.为一全长 ,.,M;的 >G46序列，有一个长 %%’M;的完

整 [3N（[;D* WDEL)*O <WE(D），起始于第 #+ 个碱基，终止于第
B&+ 个碱基，编码一个 &#. 氨基酸的蛋白质，分子量
&B".&+FG，等电点 ;\ 7 B",’，命名为 ! P "#$%&’ AE])( A^MJWDJ
UEQDL 1 OD*D，简称 5(1基因。该序列已经在 CD*?E*F登录，登
录号为 6N#-&!-&。

5(1蛋白质 4J端具有两个典型的 A^MJG46 结合结构
域：3&（’& @ .+EE）与 3+（.- @ ’’#EE）（图 +?）。3&结构域自第
’%EE开始，每间隔 ’,个 EE有一个保守的疏水氨基酸残基色
氨酸（_，’%EE、+%EE、#%EE），共计 +个 _；3+结构域中第一个
_为苯丙氨酸（N，%!EE）所取代，自 N起每间隔 ’BEE有一个_

,.++期 金治平等：水母雪莲 A^M转录调控因子 5(1基因的克隆及序列分析



残基（!"##、$%!##）（图 &’）。蛋白质 ()端（$*$## + *,-##）富含
亲水氨基酸，尤其是丝氨酸（.，$!/&!0），并且以寡聚体的形
式存在，这是转录调控因子激活结构域常见的特征［"］。

在 123’#34中做同源性分析表明，.56基因氨基酸序列
与其他 789转录调控因子的同源区域都集中在 :)端 ;*;&)
<:=结合结构域，在 ()端同源性极低。但有趣的是，与 .56
基因该结构域同源性最高的是水稻 >?7@’（A&0）、烟草
B’7$（A%0）、马铃薯 CD7$!（A%0）、拟南芥 =E7@’$,（-"0）、
矮牵牛 6D*7@’（-"0）、日本狐葡萄 FG7@’’$)*（-!0），而不
是玉米的 6基因 H56（,"0）（图 &=），尽管获得 .56基因特异
探针的部分兼并引物是根据 H56基因与其他 ;*;&)7@’相
关基因的 ;*、;& 保守区域设计的［$%］。B’7$ 和 FG7@’’$)*
的功能已得到确认，B’7$在植物受到损伤等胁迫时，可以激
活苯丙氨酸裂解酶的表达而启动类黄酮生物合成途径，从而

提高植物的防御能力［$$］，而 FG7@’’$)* 则通过调节 IJ1C
（I<6)KGLMN?2：OG#PN3NQR &)>)KGLMN?8ES#3?O2S#2）的表达而调控花
色苷的生物合成［$*］。.56与 B’7$和 FG7@’’$)*在 ()端（自
$*%##以后）还有一个共同点：虽然它们的同源性并不高，但
都富含丝氨酸残基，分别为 $!/&!0、$T/*"0、$!/!%0，并且
都以寡聚体的形式存在，这似乎暗示 .56基因可能与它们
有相似的调节类黄酮生物合成的功能。

! 讨 论

采用 6(;进行文库筛选是一种简便、经济、高效的文库
筛选方法［$& U $,］。但由于文库提供的模板（噬菌体、菌液等）

一般都未经过 <:=的提取与纯化，其中往往含有文库缓冲
液及细菌培养基中的某些成分，如额外的 7K* V 等，使得扩增
条件优化比较困难。本文对前人的方法略做改进，采用具有

很宽适用范围的 C<)6(;体系［$-］，退火温度设定在相差 $,W
的范围内（跨引物估计的 !5值）从高到低递减，有效地提高
了 6(;的特异性与效率，避免了繁琐的条件优化工作，成功
地从雪莲 M<:=文库中获得了低丰度表达的 789转录调控
因子 .56基因。本文对选中的阳性池都做了目的基因的丰
度检测，为下一级筛选时对阳性池的稀释倍数提供了依据，

有效地解决了因稀释倍数不足或过高而使目的基因不能有

效富集的问题。但 6(;的高灵敏性也使得防止污染十分重
要。

植物次生代谢产物是丰富的天然药库，但植物次生代谢

途径十分复杂，有大量的酶参与，这使得采用单个酶基因对

其次生代谢进行分子调控变得很困难。类黄酮生物合成的

大多数关键步骤都受 ;*;&)789调控因子的调节［$A］，并且能
在转录水平上对多个靶基因同时进行调控，如玉米 6 基
因［-］，因此 .5X基因的克隆对雪莲类黄酮生物合成的分子调
控具有重要意义。但 .56基因是否对雪莲类黄酮次生代谢
途径有调控作用、其靶基因是什么基因、作用机制如何，还有

待进一步的研究证明。

图 & .56为具有 ;*;& 7@’ <:=结合结构域的蛋白

JQKY& .56 ?DNZ? O2#ELS2? NO #3 ;*;& 7@’ <:= 9Q3RQ3K

RN5#Q3 XSNE2Q3
（=）<23RSNKS#5 NO S2G#EQN3?DQX? #5N3K ED2 ;*;& RN5#Q3? OSN5 7@’)

S2G#E2R XSNE2Q3?Y JNS MN3?ESLMEQN3 NO ED2 ES22，Z2 L?2R N3G8 ED2 ;*;&

7@’ RN5#Q3 ?2[L23M2（$%T #5Q3N #MQR S2?QRL2?；?22［’］）NO 2#MD ?2)

G2ME2R 7@’)S2G#E2R XSNE2Q3Y CD2 5#ESQ\ ?Q5QG#SQEQ2? Z#? M#GMLG#E2R ZQED

<:=7=: XSNKS#5Y CD2 3L592S #9NP2 ED2 9S#3MD2? Q3RQM#E2? ED2 X2S)

M23E#K2 NO 9NNE?ES#X #OE2S $%%% S2XGQM#E2?Y .2[L23M2? L?2R #S2 5#Q]2 H56
（(==AA"&"），EN5#EN CD7$!（C%A&",），^8NDN KS#X2 FG7@’’$)*
（’=(%A,TT），=S#9QRNX?Q? =E7@’$,（:6)$!!"--）， EN9#MMN B’7$
（’==!!**$），SQM2 >?7@’)&（C%&!*&），X2EL3Q# 6D*7@’（.*--%T），

#3R .56（.57@’：==:$A!&%）Y
（’）.2[L23M2 MN5X#SQ?N3 NO ED2 MN3P2S?2R 7@’ <:= 9Q3RQ3K RN5#Q3 NO

.56 ZQED NED2S 7@’)S2G#E2R XSNE2Q3? OSN5 5#Q]2 H56，EN5#EN CD7$!，

^8NDN KS#X2 FG7@’’$)*，=S#9QRNX?Q? =E7@’$,，EN9#MMN B’7$，SQM2

>?7@’)&，X2EL3Q# 6D*7@’，ED2 #MM2??QN3 3L592S? #S2 ED2 ?#52 #?
（=）Y =?E2SQ?4? R23NE2 ED2 MN3?2SP2R _ S2?QRL2?Y CD2 EDS22 XLE#EQP2!)

D2GQM2? #S2 L3R2SGQ32R，#3R ED2 MGN?2R 9N\ MNSS2?XN3R? EN ED2 GQ342S ?2)

[L23M2 92EZ223 ED2 ;* #3R ;& S2X2#E?Y =5Q3N #MQR S2?QRL2? Q3 .56 #S2

3L592S2R OSN5 ED2 ES#3?G#EQN3 ?E#SE MNRN3
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