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摘 要：实验室已经克隆了金龟子绿僵茵中性海藻糖酶基因(NTL)的编码序列(GenBank登录号： 

AY557612)，为了解该基因的上游调控信息，采用Panhandle Polymerase Chain Reaction Amplification方法 

获得了长为982bp的中性海藻糖酶基因上游序列。序列分析表明，该序列含有5个CAAT启动子元件 

和一个压力反应元件(CCCCT)．经PCR和SouthelTl杂交验证表明，利用panhandle PCR法成功地获得了 

金龟子绿僵茵CQMal02中性海藻糖酶基因上游序列，并且该基因在金龟子绿僵茵基因组中以单拷贝形 

式存在． 
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海藻糖酶(EC 3．2．1．28)是海藻糖水解酶，它将 

海藻糖水解成两分子葡萄糖．目前，已经从很多生物体 

中分离出海藻糖酶⋯．真菌海藻糖酶根据其最适 pH 

和调节特性分为酸性(或非调节性)和中性(或调节 

性)海藻糖酶 J．酵母中的酸性海藻糖酶在pH 4．5 

左右具有最犬活性，定位于液泡-4 ；丝状真菌中的酸 

性海藻糖酶则定位于细胞壁 J．中性海藻糖酶在 pH 

7．0显示最大活力，经磷酸化作用而激活，定位于胞 

质 J．研究在我们已经克隆昆虫病原真菌金龟子绿僵 

菌(Metarhizium anisopliae)中性海藻糖酶编码序列 

(GenBank登录号：AY557612)的基础上，为了得到该 

基因的上游调控序列信息，采用了panhandle PCR方 

法克隆该基因5 端的非编码序列．该方法可以高度特 

异地扩增与已知位点相邻的大于3．0 kb的人基因组 
DNA 7 J

，可以应用于染色体步移 J、利用cDNA信息进 

行的启动子及基因结构域的定位 、病毒及转座子整 

合位点的测定 。̈。、不能克隆的 DNA的定位和测 

序 ⋯等． 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 茵种与质粒 

金龟子绿僵菌菌株(Metarhizium anisopliae)CQ- 

Mal02为本实验室从我国微生物资源中自行分离、选 

育出的高毒力、高产孢、强专化性的杀蝗新菌株；大肠 

杆菌JM109为本实验室保存；质粒 pGEM。一T Easy 

Vector购自Promega公司． 

1．1．2 主要试剂 

限制性内切酶、RNA酶、牛小肠碱性磷酸酶 

(CIAP)、T4多核苷酸激酶(T4 PNK)，T4 DNA连接 

酶、Taq DNA聚合酶为Promega公司产品；High Pure 
PCR Product Purification Kit和 High Pure Plasmid Isola- 

tion Kit为Roche公司产品；同位素0／．一P弛dCTP购自 

北京福瑞生物工程公司，其余试剂均为进口或国产分 

析纯试剂． 

1．1．3 培养基 

1／4SDA (1／4 一 Strength Sabourauds Dextrose 

Agar)培养液：葡萄糖 10 g，蛋白胨2．5 g，酵母膏5 g， 

调pH 6．0，定容到l L，121 oC灭菌20 min．培养基 LB 

按《分子克隆实验指南》口 推荐方法配制． 

1．1．4 引物和寡核苷酸链设计、合成以及 PCR产物 

的序列测定 

根据金龟子绿僵菌中性海藻糖酶5’端已知序列 

设计引物1，2，3，4和寡核苷酸链 56，验证引物 Q539． 

4P根据panhandle PCR产物设计，序列分别如下： 

引物 l：5 一AAA CAC Aq3"GTA GrI℃ATC CGA 
GCC一3 

引物2：5 一GCG TCG TCA AAC ACA q3"G TAG 

TCA 一3 

引物3：5 一CGC AAA CAA GTG GAA CAA TAC 
CT一3 

弓I物4：5 一TCA CCG TGG CTG CCT CTT CT一3 
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寡核苷酸链56：5 一CTA GTA TGC ITC TGA AGA 
GCG ACA TCA GAA CCG A 一3 

Q539．4P：5 一TrG TCC TCC CAT CTC Trc一3 

所有引物由上海生工生物工程公司合成，序列测 

定委托上海生工生物工程公司完成． 

1．2 方法 

1．2．1 金龟子绿僵茼 CQMal02总 DNA提取 

将金龟子绿僵菌CQMal02孢子10。接种于20 mL 

1／4SDA培养液，180 r／min，26—28℃培养60 h， 

10 000 r／min离心5 rain沉淀菌丝，无菌水冲洗 2次， 

按单志萍等  ̈的方法提取金龟子绿僵菌 CQMal02 

总 DNA． 

1．2．2 基因组DNA的消化、脱磷酸化、磷酸化寡核苷 

酸的连接 

用 100 U Xba I消化5 g绿僵菌总DNA，产生5 

突出末端，反应总体积为 100 vLL，反应时间为2 h．然 

后加0．05 U CIAP，37℃温育30 rain，使消化的基因组 

DNA脱磷酸化，用 High Pure PCR Product Purification 

Ⅺt纯化DNA，50 vLL TE溶解DNA，一20℃保存．然后 

在T4 DNA连接酶缓冲液中，用 3 u T4 DNA连接酶， 

25 消化去磷酸化的基因组 DNA(大约含 2．5 g 

DNA)和50倍摩尔数过量的5 磷酸化寡核苷酸链56， 

于4～8℃过夜，用 High Pure PCR Product Purification 

I(it纯化连接混合物，50 L TE溶解．寡核苷酸链的磷 

酸化可以在合成过程中加入磷酸化的亚磷酰胺，生成 

5 末端磷酸化的寡核苷酸，也可以用T4 PNK产生5 末 

端磷酸化． 

1．2．3 Panhandle的形成 

在50 反应体系中加入 10×buffer 5 ，25 
mmoVL Mg 3 ，10 mmol／L dNTP 1．8 L，5 U／wL 

Taq酶O．5 L和33．2 wL MilliQ水，用50 L矿物油 

覆盖，预热至80℃，加入4 (约100 ng)以上连接好 

的模板DNA，94℃反应 1 rain，72℃温育 1 rain，迅速 

转入8O℃水浴． 

1．2．4 起始扩增和嵌套式扩增 

在矿物油层下加入引物2和引物4各 1．25 wL 

(各为 12．5 pmo1)，同时反应管仍保留在80℃水浴 

中，然后作30个循环(94℃30 s，60℃ 30 S，72℃4 

rain)，72℃延伸7 rain，4℃保存．取出1 L未纯化的 

起始PCR产物，置于含有嵌套式引物(引物 1和引物 

3)并预热至80℃的PCR管中，嵌套式扩增和起始扩 

增反应用同样的酶、试剂和引物浓度，嵌套式扩增作 

35个PCR热循环，循环参数与起始扩增完全相同． 

1．2．5 Panhandle PCR产物的克隆和测序 

Panhandle PCR产物经琼脂糖凝胶电泳回收纯化， 

然后连接到pGEM。一T Easy Vector上，42℃热击转化 

到大肠杆菌JM109中，用Ampicillin抗生素和o【一互补 

初筛转化子，然后用High Pure Plasmid Isolation Kit提 

取纯化质粒 DNA，再用引物 1和3作PCR验证，同时 

用Eco R I酶切质粒DNA，验证为阳性克隆子后测序． 

1．2．6 金龟子绿僵菌中性海藻糖酶基因上游序列的 

PCR和 Southem杂交验证 

根据 panhandle PCR产物的测序结果，设计一个 

新引物Q539．4P，用该引物和引物4，以金龟子绿僵菌 

基因组 DNA为模板 PCR扩增，按上述方法将该PCR 

产物克隆和测序，并进行序列分析．以该片段A为模 

板，利用同位素 一P3 dCTP制备探针，以此探针与经 

限制性内切酶XhoI，BamH I，ApaLI完全酶切的金龟 

子绿僵菌CQMal02总DNA做 Southem杂交，其操作 

过程按《分子克隆实验指南》̈。 描述进行． 

2 结果与分析 

2．1 Panhandle PCR的扩增、克隆及序列分析 

根据金龟子绿僵菌中性海藻糖酶基因5’端已知 

序列，设计2对引物(引物 1，3与引物2，4)和一条与 

已知序列互补的寡核苷酸链56，经互补连接、起始扩 

增和嵌套式扩增得到一条 1 121 bp大小的扩增带，该 

PCR产物克隆到pGEM。一T Easy Vector上，经PCR和 

酶切验证为阳性克隆子后测序，PCR和酶切验证如图 

1所示．该序列分析表明，序列中含5个 CAAT启动子 

元件，还含有一个压力反应元件 STREs(stress respon- 

sive element CCCCT)，它可能具有调控金龟子绿僵菌 

中性海藻糖酶基因在各种胁迫条件下转录活性的作 

用 14]．该序列在GenBank的登录号为AY557613． 

1 2 3 4 5 6 7 

1．2一Log DNA Ladder；2．未经酶切的重组质粒；3．经 EcoR I 

酶切的重组质粒；4．利用引物 1和3扩增重组质粒的PCR产 

物；5．未经酶切的pGEM。一T Easy Vector；6．经EcoR I酶切 

的pGEM。一T Easy Vector；7．利用引物1和3扩增 pGEM。一T 

Easy Vector质粒． 

图1 Panhandle PCR产物克隆质粒的PCR和酶切验证 

2．2 PCR和Southem验证 

根据panhandle PCR产物的测序结果，设计一个 

新引物Q539．4P，用引物Q539．4P和引物4，以金龟子 

绿僵菌基因组 DNA为模板扩增出与理论值相同的片 

段A．该片段经克隆、测序后，其核苷酸序列如图2所 

示，Southern杂交结果如图3所示．由此可见，利用 

panhandle PCR法成功地获得了金龟子绿僵菌 CQ， 
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Mal02中性海藻糖酶基因上游序列，Southern杂交结 

果表明金龟子绿僵菌CQMal02中性海藻糖酶基因在 

染色体上是以单拷贝的形式存在． 

primerO539．4P 

1 TTGTcCTCcC ATClCTTCCA TCCTGGTCCC CGGTC从cGG T̂GGCcCACT 

51 TC从 TGTTCC GTTGTGACCA CTĉCAcAcC AGATC从 cGT GAĉTTTG从 

1 01 TTGGTGGGTc GGGCCAGCCT ATGCACGGTA TCGTĈCcGC CTTCCTCTTC 

1 51 AcTGG从CcA CTTGTGAGTC TTcCGAT从 G从 cAMGccC TccGCGTGCC 

2O1 TcGTGcCTCT cC从ACTATC CATCTGACAT CTCTTGTcAT C从TTGA从C 

251 TCTcCcBGGA AcATAcCcCA CAAcTTGGGA TTGAGTACTC CGĉGTACGA 

3O1 ATCTGACACT AGACATGAAT CAGCTACccG C从GcCCCcT CT从 ĈTCTC 

351 cACTCTT从C TAGACCACTT cGGTGTCGGC GACACTTTTT TTTTTTATGA 

401 cGAcGGAGCT CAATCTTAGC TCATCTCGCT ATcGTcCcCG TGACGĉ GAc 

451 GCĉTTcCTT cCAGCCTGCc ATAcTTTATC TTTGGATTTT GTTGTATTGG 

5O1 ATAcCcATcA cCCATCTGcC ACTGTcGCTA CMGcCTcCT TTcAT从 CTG 

551 cACGGĉGTc TTCTGTGGCC ACCTCcAcGT TCGTĉGTcT GcGCcCTcGT 

注：箭头所示为引物Q539．4P的序列；长方形盒内为 

金龟子绿僵菌中性海藻糖酶基因的已知序列；黑体碱基 

为引物4的互补序列，有下划线的黑体碱基为压力反应 

元件STILEs(5 一CCCCT一3，；倾斜黑体碱基为启动子元 

件(5 一CAAT一3，． 

图2 PcR产物A的核苷酸序列 

】 2 3 

Xho I Barn HI Apa LI 

1．龟子绿僵菌基因组DNA经限制性内切酶xho I酶切后的杂 

交结果；2．子绿僵菌基因组 DNA经限制性内切酶BamH I酶 

切后的杂交结果；3．龟子绿僵菌基因组DNA经限制性内切酶 

卸口L I酶切后的杂交结果． 

图3 金龟子绿僵菌CQMal02 NTE基因组DNA Southern杂交分析 

3 讨论 

目前，有很多种以PCR方法为基础的染色体步移 

法可以获得已知序列旁侧的未知序列，这些方法大致 
分为3类：反向 PCR(inverse PCR)̈ ，连接介导的 

PCR(1igation—mediated PCR，LM—PCR)[16 和随机 

引物PCR(randomly primed PCR，RP—PCR) -191．反 

向PCR是最早发展起来的一种染色体步移法，但由于 

限制性内切酶位点分布不均，模板自身环化率极低，经 

常得不到PCR产物，即使得到了PCR产物，其大小往 
往小于2kb，目前应用较少．LM—PCR和 RP—PCR是 

普遍采用的染色体步移法，后者是最简单、最常用的方 

法，但其PCR扩增产物较小(<l kb)，为了得到较大 

的未知片段(>1 kb)，人们通常采用 LM—PCR，但是 

LM—PCR经常会得到非特异扩增产物，为了解决这一 

问题，人们不断地对此方法进行着改进，相继有很多改 

进的LM—PCR报道 -22]，panhandle PCR法就是其中 

之一．1992年，Jones DH和Winistorfer SC首次提出了 

panhandle PCR ，随后又发展出 reverse—panhandle 
PCR_】。。

． 很多实验证明panhandle PCR可以扩增位于 

已知位点侧翼的大于3．0 kb的基因组DNA，由于能完 

成全部嵌套式扩增，因此有非常高的特异性，使得pan— 

handle PCR扩增能接近用T4 DNA聚合酶和原始缓冲 

液条件扩增的极限 引．采用panhandle PCR技术试图 

克隆出绿僵菌中性海藻糖酶基因5’端的非编码序列， 

获得该基因更多的调控信息．在本实验中，选用了6碱 

基的限制性内切酶Xba I来酶切基因组DNA，理论上， 

在已知序列旁侧大约4 000 bp的位置分布有一个Xba 

I酶切位点，由于限制性内切酶位点分布不均，正好在 

已知序列附近1 kb的位置有一个Xba I酶切位点，所 

以得到了一个 1 121 bp的PCR产物．本实验证明该方 

法操作简单，步骤少，容易形成锅柄状，便于PCR扩 

增．同时，由于采用了嵌套式扩增，其特异性较高，是一 

种较好的克隆已知序列旁侧未知序列的方法． 

试验获得的中性海藻糖酶基因上游序列包含一个 

压力反应元件，该元件也存在于一些与抗逆有关的酵 

母基因的调控序列中．该元件在压力胁迫如热击、高渗 

透压、有毒以及营养饥饿等条件下，介导酵母相关基因 

的转录激活，推测该元件在金龟子绿僵菌中也可能具 

有类似功能，实验室正在分析其调控作用． 
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Cloning and Analyzing the Upstream Sequence of 

the Neutral Trehalase Gene(NTL)in Metarhizium anisopliae 

HU Zong-li，CHEN Guo-ping，WANG Zhong—kang，PENG Guo-xiong． 

YING You-pinQ．CAl Shao-xi．XIA Yu-xian 

(College of Bioengineering，Chongqing University，Chongqing 400030，China) 

Abstract：Based on the coding sequence of neutral trehalase gene(Ⅳ死 )of Metarhizium anisopliae which has been 

cloned in the authors laboratory previously，Panhandle Polymerase Chain Reaction strategy was used to amplify the tan． 

king sequences adjacent to the known sequence of the neutral trehalase gene．The genomic DNA was first digested with 

Xba I to create a 5 bverhang and then treated with calf intestinal alkaline phosphatase．Next．a 34一nucleotide single— 

stranded 5 phosphorylated oligonucleotide was ligated to the 3 bnds of Xba I—digested DNA．After denaturation．intra— 

strand annealing and polymerase extension．a panhandle was formed and then nested PCR perform ed
． A 1 121 bp pan． 

handle PCR product was subsequently subcloned and the sequence analysis shows that it contains one stress resp0nse ele． 

ment(STREs)，which may mediate transcriptional activation of the neutral trehalase gene in response to various stress． 
Southem analysis indicated that the neutral trehalase gene was present as a single copy in anisopliae

． The upstream 

sequence of neutral trehalase gene has been accessed by GenBank(Accession：AY557613)． 

Key words：panhandle PCR；Metarhizium anisopliae；neutral trehalase gene(Ⅳ仡) 
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