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利用长引物嵌套式反向 !"# 方法克隆雅致枝霉!$%脂肪酸脱氢酶基因
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摘 要 用限制酶 A0(.!、5=$!分别对雅致枝霉 9?HP!J#$基因组 S*9进行消化，而后在低浓度条件下利用 ="S*9连接酶
使 S*9自身环化。根据已知基因序列，设计一对长度为 H<C;的长反向引物和两对较短的引物，以基因组连接产物为模板，通
过三轮嵌套式 TG.反应，获得一长度约为 "A5的扩增片段。经序列测定表明得到了"$ K脂肪酸脱氢酶基因上游序列约为
IPHA5，初步序列分析显示该序列为一潜在的启动子序列。
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高不饱和脂肪酸（I-8A2C >4,5.>:5./6 <5..C 5?-6,，
IJ$)）如花生四烯酸（(K：L 4’H）和二十二碳六烯酸
（MI)）不仅具有多种生理功能包括促进脑发育，心
血管功能，炎症应答反应等［+ N L］，而且是构成生物膜

磷脂的重要组成，起到细胞内信号传导和基因表达，

细胞分化，调节脂代谢的功能［O N P］。!H ’脂肪酸脱氢
酶作用于生物体合成高不饱和脂肪酸的第一步催化

反应将亚油酸转化为亚麻酸，是高不饱和脂肪酸合

成过程的限速酶，因此受到多个水平的调节，虽然目

前已从多种生物体内克隆到!H ’脂肪酸脱氢酶基因
序列，但对丝状真菌来源的启动子序列的克隆分析

尚未见报道，所以其转录水平的调节有待于深入研

究。在 这 一 背 景 下，本 研 究 室 以 雅 致 枝 霉

（$%&’(")"*’ +,+-&(#）),ED(PKH 为研究对象，在克隆
了其!H ’脂肪酸脱氢酶基因序列（Q/4R54F 注册号：
MSKTTEPK）的基础上，利用长引物嵌套式反向 *07
方法克隆该基因上游 +DEF!的序列，通过分析具有
多个转录调节元件（Q/4R54F注册号：MSEKTL(O），是
首次报道!H ’脂肪酸脱氢酶基因上游序列，通过实
验证明该方法是克隆丝状真菌已知基因上游序列简

单有效的方法。

) 材料与方法

)*) 材料
)*)*) 实验菌株：雅致枝霉（ $%&’(")"*’ +,+-&(#）
),ED(PKH，购自中国科学院微生物研究所。大肠杆
菌（.#!%+/"!%"& !0,"）MIO"，本研究室保存。
)*)*+ 质粒和基因序列：BQ&U’1 ;/?.":，购自
*:"3/85公司；雅致枝霉 ),ED(PKH!H ’脂肪酸脱氢酶
基因，本研究室克隆，Q/4R54F号：MSKTTEPK。

)*)*, 培养基：
（+）土豆培养基（+V）：土豆 (KK8，葡萄糖 (K8，WI(*XL

E8，U8%XL·YI(X +DO8，琼脂 +(8，BI自然；（(）VR 培
养基（+V）：蛋白胨 +K8，酵母粉 O8，Z502 O8，用 Z5XI
调 BI至 YDL，固体培养基补加 +O8琼脂。
)*)*- 生化试剂：各种限制酶及 1LMZ) 连接酶购
自大连宝生物工程公司；*07用 ( [ U5,./: U-#、植物
基因组提取试剂盒、*07产物回收试剂盒、核酸分子
量标准（U5:F/:）购自北京天为时代有限公司；1’载体
连接试剂盒购自 *:"3/85 公司；寡核苷酸引物由北
京奥科生物公司合成；其余有机试剂和药品均为国

产分析纯。

)*+ 方法
)*+*) 基因组的提取：按植物基因组提取试剂盒说
明书进行。

)*+*+ 限制性内切酶消化：分别用 .!07#、12(#
对基因组 MZ) 进行消化，反应体系如下：基因组
MZ)+O$V（EK48\$V），+K [ R><</: O$V，相应的限制性
内切酶 +$V（+K ] +O>\$V），加水补至 OK$V，在 EY^反
应 (A，HO^水浴 +O3-4灭活限制性内切酶。
)*+*, 连接反应：取酶切产物 H$V（T48\$V），加 +K [
V-85,/ R><</: ($V，1L连接酶 +$V（EOK>\$V），加水补至
(K$V，L^ 反应过夜。*07 反应体系：( [ U5,./:
U-#+(DO$V，上下游引物（(K$3"2\V）各 +$V，模板 MZ)
（连接产物或上一轮 *07产物）+$V，加水补至 (O$V。
*07产物回收连接至 BQ&U’1载体，. D !0," MIO"感
受态细胞的制备、转化及转化子的筛选、质粒提取等

见参考文献［T］。引物合成于北京奥科公司（见表
+），测序由北京三博公司完成。

表 ) 实验所用引物
./01" ) 2&34"&( 5("’

Z"@ %/=>/4?/ _,58/
*+ O‘’0011QQQ1Q)11QQ110)1QQQ1QQ111Q))01)1’E‘ $-:,. :">46 *07 :/5?.-"4
*( O‘’Q)1Q0Q)0Q)0)Q00)))Q1QQ))Q1)0)00)1))’E‘ $-:,. :">46 *07 :/5?.-"4
*E O‘’1Q0010Q10)0))011Q001)0’E‘ %/?"46 :">46 *07 :/5?.-"4
*L O‘’)0Q0)1QQ0)1Q)))1)0Q10’E‘ %/?"46 :">46 *07 :/5?.-"4
*O O‘’0)01QQ)1)11)0)100))Q01010’E‘ 1A-:6 :">46 *07 :/5?.-"4
*H O‘’1Q))0110)1)Q0010010)10100’E‘ 1A-:6 :">46 *07 :/5?.-"4
*Y O‘’0Q101)Q)Q))1101110)))0))0))111’E‘（34&#） *07 6/./?.-"4 546 ,>!?2"4-48
*P O‘’0Q))Q0110)110111)01QQ1))11))11)Q1Q’E‘（5"(6%） *07 6/./?.-"4 546 ,>!?2"4-48
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表 ! 各 "#$反应条件
%&’() ! "&*&+),)*- ./* )0)*1 "#$

!"# $%&’()*+ !$),%$- ./%$,* ’0’1% 2&$&,%(%$- "0’1%-
3)$-( $*4+5 !"# !6、!7
（(8*9-(%2 !"#） :;< =,)+ 6

:;< =>-，?@< 6>,)+ =A
B7< 6>,)+ 6

C%’*+5 $*4+5 !"# !=、!;
（(*4’/95*8+ !"#） :;< =,)+ 6

:;< =>-，?>< 6,)+，B7< :,)+ 7
:;< =>-，A@< 6,)+，B7< :,)+ 7
:;< =>-，A?< 6,)+，B7< :,)+ 7
:;< =>-，A;< 6,)+，B7< :,)+ 7A
B7< 6>,)+ 6

./)$5 $*4+5 !"# !A、!?
（(*4’/95*8+ !"#） :;< =,)+ 6

:;< =>-，?>< 6,)+，B7< :,)+ 7
:;< =>-，A@< 6,)+，B7< :,)+ 7
:;< =>-，A?< 6,)+，B7< :,)+ 7
:;< =>-，A;< 6,)+，B7< :,)+ 7A
B7< 6>,)+ 6

图 = 反向 !"#结果与雅致枝霉!? 9脂肪酸脱氢酶基因 AD 端重叠区
3)EF= C%G4%+’%- *H%$1&2 I%(8%%+ (/% $%-41( *J )+H%$-% !"# &+5 !"#$%&’&($ )*)+#%, 5%1(&9? J&((0 &’)5 5%-&(4$&-%- AD%+5

! 结果

!23 雅致枝霉!4 5脂肪酸脱氢酶基因旁侧序列的扩
增

利用第一轮长引物两步法反向 !"#，及随后两
轮嵌套式落降 !"#（见图 6），扩增出 ;K>LI左右的片
段（图 7），将其回收连接于 2MNO9.，转化 PQA"，测
序结果表明克隆得到长 =K@LI序列，与已克隆雅致
枝霉 !? 9脂肪酸脱氢酶基因序列（M%+R&+L 号：
PS>::=@>）比对，分别在雅致枝霉!? 9脂肪酸脱氢酶
基因 AD 端上游延伸 6K=LI 与该基因 AD 端有 6=7I2
重叠（见图 =），在 =D 端下游延伸 7KALI，与基因 =D 端
有 677I2重叠（见图 ;），并具有 -#.#酶切位点，与
质粒双酶切鉴定结果一致。

!2! 对扩增产物的 "#$检测
为验证克隆的正确性从得到的 AD上游序列两

端设计引物 !B和 !@，分别以带有 =K@LI扩增片段的

图 6 反向 !"#及 !"#示意图
3)EF6 ./% 2$*’%-- *J )+H%$-% !"#

图 7 !"#产物电泳分析
3)EF7 T+&10-)- *J (/% $%-41( *J )+H%$-% !"#

6：PU7>>> ,&$L%$； 7： -%’*+5&$0 !"# 2$*54’(； =： 2$),&$0 !"#

2$*54’(；;：(%$()&$0 !"# 2$*54’(；A：.9H%’(*$ 8)(/ )+-%$()*+ J$&E,%+(；

?：.9H%’(*$ 21&-,)5；B：)+-%$()*+ 21&-,)5 5)E%-(%5 I0 -#.#&+5 /.0#；

@：.9H%’(*$ 21&-,)5 5)E%-(%5 I0 -#.# &+5 /.0#；:：$PVT 5)E%-(%5 I0

1&%5% F

质粒、基因组 PVT和 2.0##消化后的基因组 PVT
为模板进行扩增，反应条件：:;< =,)+；:;< =>-，
;A< 6,)+，B7< 7,)+，A ’0’1%-；:;< =>-，A@< 6,)+，
B7< 7,)+，7A ’0’1%-；B7< 6>,)+。结果如图 A所示，

=@A王德培等：利用长引物嵌套式反向 !"#方法克隆雅致枝霉!? 9脂肪酸脱氢酶基因上游序列



图 ! 反向 "#$结果与雅致枝霉!% &脂肪酸脱氢酶基因 ’( 端重叠区
)*+,! -./0.12.3 45.67893 :.;<..1 ;=. 6.307; 4> *15.63. "#$ 81? !"#$%&’&($ )*)+#%, ?.7;8&% >8;;@ 82*? ?.38;0683.3 ’(.1?

在三个模板中均扩增得到 AB’C:的特异性片段，与
预期片段大小相符。

图 D 克隆片段的 "#$鉴定
)*+,D E?.1;*>*28;*41 4> ;=. 2741*1+ >68+F.1; :@ "#$

A：F86C.6"；G：964?02; >64F +.14F. HIJ；’：964?02; >64F 9783F*?；

!：964?02; >64F -./$#?*+.3;.? HIJ,

!"# 克隆得到的!$ %脂肪酸脱氢酶基因 &’上游序列
的分析

对雅致枝霉!% &脂肪酸脱氢酶基因上游 A’AK:9
序列分析显示该序列中含有 D个 LJLJ :4M，和多个
脂肪酸脱氢酶转录因子结合位点（见图 %）。其中
##JJL .&,&.7.F.1 和 J"&A 是存在于硬脂酰脱氢酶
0.’A等多个脂肪酸基因转录表达调控元件［AN］，而且
发现 存 在 于 在 丝 状 真 菌 夹 膜 组 织 胞 浆 菌

（1&,2/3*#,$# .#3,(*#2($ H4<13 JL##’KON!）!O &脂肪酸
脱氢酶基因启动子中 J"&A 元件（保守序列
LPJ#LJJ），对温度敏感型菌株受温度影响发生两
型性生长具有重要的转录调节作用［AA］。)-Q&G（ >8;&
39.2*>2 .7.F.1;&G）是存在于人类 045 和小鼠 0.’A、
0.’G启动子中的保守序列［AG］，-L$Q（-;6.33&6.39413*5.
.7.F.1;）同样存在于鲁氏毛霉（6(./7 7/(8& *）!O &脂肪
酸脱氢酶基因启动子序列中［A’］，##JJL .&,&.7.F.1;
在真核生物启动子中普遍存在，是真核生物转录因

子的结合位点［A!］，并已发现的在人类肝细胞硬脂酰

脱氢酶基因上有保守的顺式调控元件［A’］，这些结合

位点的存在意味着该序列是一个潜在的真核生物启

动子，受到各种转录激活因子、阻遏蛋白、增强因子

的调控。据此推测该序列为一在脂肪酸代谢中具有

重要作用的启动子调控序列。

# 讨论
目前扩增邻近未知序列的方法有文库筛选法、

热不对称交错 "#$（LJER "#$）法、接头连接 "#$
（J?89;46&7*+8;*41 "#$）法、反向 "#$（ *15.63. "#$）法
等。反向 "#$（*15.63. "#$）最早由 S2=F81开发［AD］，
是将复杂的模板 HIJ（如基因组 HIJ、TJ# 克隆
HIJ等）用单一限制性内切酶或产生可互补粘性末
端的两种限制性内切酶进行消化，然后在低浓度条

件下进行连接反应，使其自身环化并以此为模板，从

已知序列向未知序列方向设计引物，扩增已知序列

的相邻序列的方法。

#"( 基因组的提取
完整的基因组 HIJ是反向 "#$成功的关键，选

用植物基因组提取试剂盒利用硅质材料对 HIJ进
行特异性吸附，最大限度的减小液体对 HIJ 的剪
切，保证基因组的完整，得到高质量的丝状真菌基因

组 HIJ（图 U）。
#"! 限制酶的选用
限制酶必需选用在已知序列中不存在酶切位点

的酶，并应尽量选择酶切效率高、特异性好、能产生

粘性末端且常用的酶，选择产生平末端的酶则给连

接反应带来额外的困难。识别 %:9序列的限制酶，
在基因组平均中每隔 !% V !NO%:9，与预期所克隆的
序列长度匹配，此外考虑到基因组的甲基化等问题，

在本实验中选用 -./$#、93%#对基因组 HIJ进行
消化，结果 -./$#消化基因组 HIJ得到了很好的
结果。另外，可以对样品 HIJ同时选用几种限制性
内切酶分别进行消化，分别进行 "#$扩增，择优选
用，提高了实验的效率，同时提供平行对照，增加实

验的准确性。

#"# 连接反应的体系
长的线状 HIJ在低浓度下有利于自身环化连

接，但具体浓度随 HIJ复杂程度和所选用的内切酶
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图 ! 雅致枝霉!! "脂肪酸脱氢酶基因上游 #$#%&’序列中可能存在的启动子元件分析
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图 J 雅致枝霉基因组
()*+J A<7 *73-:7 -4 !"#$%&’&($ )*)+#%,

#：""KLB >)*7;27> M)2< .&%>#；E：*73-:7 KLB+

的不同而不同，在一些报道中连接反应的 KLB的浓
度一般在纳克级，但在此后的 FGH反应中要加入相
对多量的模板［N］。在本研究中同时选用了 #3*O$,、
E3*O$,、$3*O$,、P3*O$,等几个连接浓度梯度，其中在

浓度为 $3*O$,的连接产物中获得了较好的扩增结
果。由于真菌的基因组（#Q% 数量级）较典型的哺乳
动物基因组（#Q#Q数量级）要小，因此在 FGH扩增时
只取 #$,作为模板便可有效扩增，在预实验中加大

模板量并没有改善扩增结果（结果未显示）。

!"# $%&条件的选择
在基因组酶切环化的体系中同时存在多个异质

性的模板，严重影响 FGH扩增的准确性，为此设计
了一对长 $R32，A:值为 J%S的引物，并采取 !%S一
步退火"延伸的方法，提高了产物的特异性。通过这
一轮 FGH，已经可以在一片 ;:7/8 中找到一条特异
的电泳条带（图 $，通道 $），这一步也是克隆策略中
的关键一步。由于目标产物片段较长且存在许多未

知因素，采用了三轮嵌套式 FGH反应，在第二和三
轮选择了降落 FGH（ 2-5.<">-M3 FGH）方法。利用上

R%R王德培等：利用长引物嵌套式反向 FGH方法克隆雅致枝霉!! "脂肪酸脱氢酶基因上游序列



述不同的 !"#技术的有机组合，成功扩增出已知基
因的旁侧序列，其中 $%上游 &’()*，(%下游 +’()*，为
进行上游启动子功能分析奠定了基础。

通过实验证明利用反向 !"#技术，先使用长引
物两步法 !"#获得初步扩增产物，然后再用嵌套引
物和降落 !"#增加产物特异性，是扩增已知序列旁
侧序列的有效而简便的方法。在 !"#技术日益发
展的背景下，应用不同技术的组合，往往能够在实验

中取得事半功倍的效果。同时我们在实验中优化的

条件和方法，也为今后类似的真菌分子生物学的研

究工作提供了一种途径。
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我刊开通远程投稿、审稿、编辑系统

我刊新版远程投稿及编辑系统已于 +EEG年 &月 &日起正式开通。该系统能实现远程投稿、远程查稿、
在线审稿、在线编辑等功能。欢迎广大作者、读者和审稿专家使用。

今后，我刊所有来稿都将通过该系统进行管理，关于稿件的一切信息也都将通过网络告知作者。从 I月
&V日起，编辑部将不再接收 YR.-<;投稿和邮寄投稿，请投稿我刊的作者从 3::D：]]c4/0>-; 8 <.8 -A 8 A>]Ac*上注册
登录，并将您的稿件按照提示一步步提交完成（注意：一定要进行到最后，直至看到欢迎投稿界面，否则，您

的稿件将停留在草稿箱阶段），这样，您就可以从作者查稿系统中实时看到您的稿件处于哪个阶段了。

同时，我刊将与每一位审稿专家联系，推进稿件在线审理工作，目前将采取在线审稿、YR.-<;审稿和纸介
质审稿并行的方式，欢迎审稿专家试用并提出宝贵建议。如有问题，可 YR.-<;垂询。

如果您在使用过程中发现任何问题，请随时与我刊编辑部联系，或登录我刊首页，在编读往来上提问，

您会得到及时、耐心的解答。谢谢您的合作！

电话：E&ERG+$$I(E( YR.-<;：Ac*d <.8 -A8 A>
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