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三种糖类对新生隐球菌荚膜相关基因ＣＡＰ１０启动活性的影响
赵志宇，温　海，陈孙孝 （第二军医大学长征医院皮肤性病科，上海２００００３）

［摘要］　目的：研究葡萄糖、甘露糖、半乳糖对新生隐球菌荚膜相关基因ＣＡＰ１０启动活性的影响。方法：用含ＣＡＰ１０编码

区上游５′侧翼序列（－９５１～０ｂｐ）和报告基因的重组体转化酵母，分别用不同浓度（１０、２０、４０、６０、８０ｍｇ／ｍｌ）的葡萄糖、甘露

糖、半乳糖对其进行干预，用ＥＬＩＳＡ方法检测ＣＡＴ表达值，比较各组间ＣＡＴ表达活性的不同。结果：不同浓度的葡萄糖和

甘露糖对ＣＡＴ的表达强弱无明显的影响；而不同浓度的半乳糖对ＣＡＴ的表达强弱有明显的影响，而且这种正向诱导作用在

实验所用的剂量范围内具有剂量依赖关系。结论：葡萄糖和甘露糖对ＣＡＰ１０启动活性无明显影响；半乳糖对ＣＡＰ１０的启动

活性有明显的诱导作用，推测ＣＡＰ１０基因可能与新生隐球菌中半乳糖的代谢有关。
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　　新生隐球菌是常见的致病真菌之一，由于近年
来艾滋病的流行及临床上免疫抑制剂的大量应用，
新生隐球菌病的发病率呈明显的上升趋势［１，２］。多
糖荚膜结构是新生隐球菌最主要的毒力因子之一，
作为一个天然的屏障，可以帮助隐球菌逃避宿主吞
噬细胞的吞噬作用、抑制炎症反应，从而逃避宿主的
免疫攻击［３，４］。它主要由甘露聚糖、葡聚糖、木糖、半
乳糖等组成。目前已知荚膜的合成与 ＣＡＰ６０、

ＣＡＰ５９、ＣＡＰ６４、ＣＡＰ１０等基因有关。这４个基因
编码的荚膜蛋白是荚膜合成所必需的，缺失任何一
个基因都会导致荚膜的生成缺陷，从而导致致病力
的下降［５～８］。

　　本实验构建了含ＣＡＰ１０上游启动序列及报告
基因的重组质粒，并转化酵母，得到能表达报告基因
的转化子。以此为平台，以不同浓度的半乳糖、甘露
糖、葡萄糖对转化子进行干预，通过检测报告基因的
表达强弱来探讨３种糖类对ＣＡＰ１０基因启动活性
的影响。

１　材料和方法

１．１　菌株和质粒　酿酒酵母 ＵＲＡ３缺陷株Ｓ７８、
新生隐球菌Ｂ３５０１由中国医学真菌保藏管理中心
隐球菌专业实验室保存；大肠杆菌ＤＨ５α购自Ｐｒｏ
ｍｅｇａ公司；质粒Ｐｃｘｊ１８由复旦大学遗传所保存；

ＰｃａｔｅｎｈａｎｃｅｒＶｅｃｔｏｒ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。

１．２　主要试剂　酵母基因组ＤＮＡ提取试剂盒购
自华舜试剂公司；Ｐｒｏｏｆｓｔａｒｔ高保真ＰＣＲ试剂盒购
自Ｑｉａｇｅｎ公司；限制性内切酶及Ｔ４ＤＮＡ连接酶购
自ＮＥＢ公司；氯霉素乙酰基转移酶（ＣＡＴ）ＥＬＩＳＡ
检测试剂盒购自Ｒｏｃｈｅ公司；ＧｌａｓｓＢｅａｄｓ购自Ｓｉｇ
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ｍａ公司；其余试剂为国产分析纯试剂，常用试剂配
制参照文献［９］。

１．３　重组体Ｐｃｘｊｃａｔｔ９５１的构建

１．３．１　含ＣＡＴ报告基因重组体Ｐｃｘｊｃａｔ的构建　
根据Ｐｃａｔｅｎｈａｎｃｅｒ质粒说明书提供的ＣＡＴ的全长
序列，应用ＤＮＡ分析软件和引物设计软件进行设
计，在引物的两端分别加入限制性酶ＳｍａⅠ和Ｘｂａ
Ⅰ的 酶 切 位 点，引 物 序 列 如 下：５′ｔｃｃｃｃｇｇｇａｔｇ

ｇａｇａａａａａａａｔｃａｃｔｇｇ，３′ｃｇａｃｔｃｔａｇａｔｔａｃｇｃｃｃｃ。以 Ｐｃａｔ
ｅｎｈａｎｃｅｒ为模板，用Ｐｒｏｏｆｓｔａｒｔ高保真ＰＣＲ试剂盒
扩增各重组体目的片段，扩增体系和扩增条件按操
作说明进行。

　　扩增产物经切胶小量柱回收后，用限制性内切
酶ＳｍａⅠ和ＸｂａⅠ酶切目的片段产物及Ｐｃｘｊ１８。切
胶回收酶切后的质粒和目的片段，定量。酶切后的
目的片段和线性Ｐｃｘｊ１８具有相同的黏末端，经 Ｔ４
连接酶连接。感受态细菌的制备和转化参见文献
［９］。经氨苄青霉素抗性筛选，小量酶切初步鉴定、
测序正确后，大量扩增阳性克隆。所得重组体命名
为Ｐｃｘｊｃａｔ。

１．３．２　含终止子及ＣＡＴ的重组体Ｐｃｘｊｃａｔｔ的构
建　根据ＧｅｎＢａｎｋ所提供的新生隐球菌 ＴＲＰ１基
因的终止子序列（ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＭ７４９１），应用ＤＮＡ分
析软件和引物设计软件ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５进行引物
设计，引物的两端分别加入限制性酶ＸｂａⅠ和ＰｓｔⅠ
的酶切位点，引物序列如下：５′ａｔｇｇｔａｃｃｔｔｇｔｇａａｇｇｃ
ｃｇｔａａｇｇｇｇｔｔ，３′ｇｃａｔｃｃｔｇｃａｇｇｃｇａｃａｇａａｇａｇａａａｔｇｇｔｇａ。

　　提取新生隐球菌Ｂ３５０１基因组ＤＮＡ（参见酵
母基因组ＤＮＡ提取试剂盒说明书）。以新生隐球
菌Ｂ３５０１基因组ＤＮＡ为模板，扩增体系和扩增条
件按操作说明进行。用限制性内切酶ＸｂａⅠ和Ｐｓｔ
Ⅰ酶切目的片段产物及Ｐｃｘｊｃａｔ，目的片段和载体质
粒连接、感受态细菌的制备和转化步骤同前。重组
体经小量酶切鉴定、测序正确后，大量扩增阳性克
隆。所得重组体命名为Ｐｃｘｊｃａｔｔ。

１．３．３　含ＣＡＰ１０基因上游序列及ＣＡＴ、终止子的
重组体Ｐｃｘｊｃａｔｔ９５１的构建　根据ＧｅｎＢａｎｋ所提供
的ＣＡＰ１０阅读框上游的核苷酸序列（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ＡＦ１４４５７４），应用 ＤＮＡ分析软件和引物设计软件

ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５进行引物设计，在引物的两端分别
加入限制性酶ＳａｃⅠ或ＳｍａⅠ酶切位点。拟插入的
片段长度分别为９５１ｂｐ，所设计引物序列为：５′
ｃｇａｇｃｔｃｃｔｔｇａａａａｃａｃｇａｇｔｇａｃｇ，３′ａｔｇｇｔａｃｃｔａａｇｇｔｃｃａ
ｃａａｇｔｇｃ。模板为新生隐球菌基因组ＤＮＡ，扩增体系
和扩增条件按操作说明进行。用限制性内切酶Ｓａｃ

Ⅰ或ＳｍａⅠ酶切目的片段产物及Ｐｃｘｊｃａｔｔ，目的片
段和载体质粒连接、感受态细菌的制备和转化步骤
同前。重组体经小量酶切鉴定、测序正确后，大量扩
增阳性克隆。所得重组体命名为Ｐｃｘｊｃａｔｔ９５１。

１．４　重组体Ｐｃｘｊｃａｔｔ９５１的ＣＡＴ表达活性鉴定

１．４．１　酵母转化　将重组质粒 Ｐｃｘｊｃａｔｔ９５１及

Ｐｃｘｊｃａｔｔ分别经化学转化法转化酵母Ｓ７８，转化方
法步骤如下：从ＹＰＤ平板上挑取Ｓ７８克隆，在３ｍｌ
ＹＰＤ培养基中３０℃震荡过夜；取上述菌液０．５ｍｌ
转接到５０ｍｌＹＰＤ中，３０℃震荡培养５ｈ，５０００ｒ／

ｍｉｎ离心，５ｍｉｎ收获细胞；用大约２０ｍｌ水洗菌，离
心，弃水；上述沉淀中加入 ＬｉＡｃ溶液（１ ｍｏｌ／Ｌ

ＬｉＡｃ１０×ＴＥＨ２Ｏ＝１１８）１ｍｌ悬浮，即得感

受态细胞；取鲑精 ＤＮＡ 稀释成５ｍｇ／ｍｌ，煮沸５
ｍｉｎ，快速在冰中冷却；取感受态细胞２００μｌ，依次加
入ＰＥＧ３９００液体（１ｍｏｌ／ＬＬｉＡｃ１０×ＴＥ５０％
ＰＥＧ＝１１８）１．２ｍｌ，变性载体ＤＮＡ２０μｌ（约

１０２μｇ），质粒１μｌ（０．５～１μｇ）；３０℃缓慢震荡培养

３０ｍｉｎ；４２℃热休克１５ｍｉｎ，离心；２００μｌＴＥ溶液洗

１次，重新悬浮于２００μｌＴＥ溶液中，均匀涂布ＹＳＤ
平板。３０℃倒置培养２～４ｄ。提取各转化子的基因
组ＤＮＡ，以此为模板，用ＣＡＴ基因的扩增引物为引
物，进行ＰＣＲ扩增，产物送基因公司测序鉴定。

１．４．２　蛋白提取及定量　转化子在ＹＳＤ液体培养
基中３０℃震荡培养９６ｈ，用显微计数法定量，用

ＹＳＤ调整菌量为１×１０８／ｍｌ，离心进行蛋白提取。

用预冷的 ＰＢＳ洗３次后，加入裂解缓冲液（ＣＡＴ
ＥＬＩＳＡ试剂盒中提供）１ｍｌ，加入玻璃珠剧烈震荡２
ｍｉｎ，室温下静止３０ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ后，紫外分光
光度计进行蛋白定量。

１．４．３　ＣＡＴ 活性测定及数据处理 　 按 ＣＡＴ
ＥＬＩＳＡ试剂盒说明进行。２００μｌ细胞裂解液加入已
包被抗体的９６孔板，反应结束后加入底物显色，酶
标仪４０５ｎｍ和４９２ｎｍ测定光密度值。所有测得的

ＣＡＴ值用蛋白浓度进行校正，实验重复３次，采用３
次实验的均值计算各重组体的相对活性。

１．５　三种糖类对ＣＡＰ１０启动活性的影响　分别在

１００ｍｌＹＳＤ培养基中加入１、２、４、６、８ｇ的半乳糖、
甘露糖、葡萄糖，接种Ｐｃｘｊｃａｔｔ９５１酵母转化子，３０℃
震荡培养９６ｈ，用显微计数法定量，用ＹＳＤ调整菌

量为１×１０８／ｍｌ，离心提取蛋白。蛋白提取及定量、

ＣＡＴ活性测定、数据处理等方法和步骤同前。

１．６　统计学处理　利用ＳＰＳＳ统计软件进行统计，
数据以珚ｘ±ｓ表示，采用各组间的方差分析。
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２　结　果

２．１　重组质粒的酶切鉴定结果　Ｐｃｘｊｃａｔ、Ｐｃｘｊｃａｔｔ、

Ｐｃｘｊｃａｔｔ９５１的酶切鉴定结果见图１，图中的小片段
为构建重组质粒时插入的片段。各重组质粒均经基
因公司测序，证明插入片段正确。

图１　重组质粒限制性内切酶酶切结果

Ｆｉｇ１　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ
Ａ：ＰｃｘｊｃａｔｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＳｍａⅠａｎｄＸｂａⅠ；Ｂ：ＰｃｘｊｃａｔｔｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＰｓｔⅠａｎｄＸｂａⅠ；Ｃ：Ｐｃｘｊｃａｔｔ９５１ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＳａｃⅠａｎｄＳｍａⅠ．Ｍ１：１ｋｂＤＮＡ

ｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；Ｍ２：ＰＵＣ１９ＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；１，２：Ｐｃｘｊｃａｔｔ９５１

２．２　转化子的ＰＣＲ鉴定结果　两种转化子的ＰＣＲ
产物（图２）分别经基因公司测序，序列与ＣＡＴ基因
序列一致，证明转化正确。

图２　酵母转化子ＰＣＲ结果

Ｆｉｇ２　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆｙｅａｓｔｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ
Ｍ：１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；１：Ｐｃｘｊｃａｔｔ９５１；２：Ｐｃｘｊｃａｔｔ

２．３　重组体Ｐｃｘｊｃａｔｔ９５１的ＣＡＴ表达活性鉴定结
果　ＣＡＴ测定结果用相应的转染的质粒摩尔数、蛋

白浓度校正后，以第１次实验中Ｐｃｘｊｃａｔｔ９５１酵母转
化子ＣＡＴ表达量为１，各转化子ＣＡＴ相对表达量
的最终结果如下（ｎ＝３）：Ｐｃｘｊｃａｔｔ９５１为０．２０７±
０．０１９，Ｐｃｘｊｃａｔｔ为０．０４３±０．０１２（Ｐ＜０．０１）。说明

Ｐｃｘｊｃａｔｔ９５１有明显的ＣＡＴ表达活性，ＣＡＰ１０阅读
框上游序列－９５１～０ｂｐ有明显的启动活性。

２．４　不同浓度葡萄糖、甘露糖、半乳糖对ＣＡＰ１０启
动序列启动活性的影响　Ｐｃｘｊｃａｔｔ９５１酵母转化子
分别用浓度为１０、２０、４０、６０、８０ｍｇ／ｍｌ葡萄糖、甘露
糖、半乳糖进行干预，ＣＡＴ表达活性用ＥＬＩＳＡ方法
定量，各浓度的Ｄ值经蛋白含量校正，ＣＡＴ的相对
表达量的结果如表１。经方差分析，葡萄糖各浓度
组间相比无显著性差异；甘露糖各浓度组间相比亦
无显著性差异；而半乳糖各浓度组间相比有显著性
差异（Ｐ＜０．０１）。在同一培养条件下半乳糖对ＣＡＴ
的表达有明显的诱导作用，而且这种正向诱导作用
在实验所用的剂量范围内具有剂量依赖关系。

表１　不同浓度的葡萄糖、甘露糖、半乳糖对ＣＡＰ１０基因启动子活性的影响

Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅ，ｍａｎｎｏｓｅ，ｇａｌａｃｔｏｓｅｏｎａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＣＡＰ１０ｐｒｏｍｏｔｅｒ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ρＢ／ｍｇ·ｍｌ－１）

１０ ２０ ４０ ６０ ８０
Ｇｌｕｃｏｓｅ ０．２１４±０．０９８ ０．１９７±０．０７９ ０．１９１±０．１１２ ０．２００±０．１２１ ０．１８９±０．０９９
Ｍａｎｎｏｓｅ ０．１３３±０．０１６ ０．１２８±０．０１２ ０．１３２±０．０３５ ０．１３４±０．０２７ ０．１２７±０．０２３
Ｇａｌａｃｔｏｓｅ ０．１８４±０．０１６ ０．２８２±０．０４０ ０．４７２±０．０５６ ０．６２５±０．０４４ ０．８１６±０．０４０

　Ｐ＜０．０１ｖｓ１０ｍｇ／ｍｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ
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３　讨　论

　　本实验构建了含ＣＡＰ１０启动子及报告基因的
重组体，获得了重组体的转化子。通过报告基因表
达活性的比较，证明了ＣＡＰ１０阅读框上游序列

－９５１～０ｂｐ具明显的启动活性，为进一步研究

ＣＡＰ１０基因的启动子诱导机制奠定了基础。在此
基础上，以不同浓度的半乳糖、甘露糖、葡萄糖对转
化子进行干预，通过检测报告基因的表达强弱来探
讨３种糖类对ＣＡＰ１０基因启动活性的影响。结果
表明，不同浓度的葡萄糖和甘露糖对ＣＡＴ的表达强
弱无明显的影响，说明这２种糖类对ＣＡＰ１０启动活
性无明显的诱导作用。而不同浓度的半乳糖对

ＣＡＴ的表达强弱有明显的影响，说明半乳糖对

ＣＡＰ１０的启动活性有明显的诱导作用，而且这种正
向诱导作用在实验所用的剂量范围内具有剂量依赖

关系。

　　计算机模拟分析表明在ＣＡＰ１０编码区上游５′
侧１０００ｂｐ内有多个ＧＡＬ４的结合位点，如图３。

图３　计算机模拟的核因子ＧＡＬ４可能

结合位点示意图（ＤＮＡｓｓｉｓｔ１．０）

Ｆｉｇ３　Ｃｏｍｐｕｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒＧＡＬ４ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓ（ＤＮＡｓｓｉｓｔ１．０）

　　ＧＡＬ４是酵母半乳糖代谢酶转录所必需的蛋白
质因子，以二聚体的形式起作用，受半乳糖的诱导，
能与基因上游激活序列中的反转对称结构结合［１０］。
实验结果表明ＣＡＰ１０启动子活性受半乳糖的正向
诱导，在一定浓度范围内随半乳糖剂量增加而表达
增强。综上结果，可以推测ＣＡＰ１０基因有可能和新
生隐球菌中半乳糖的代谢有关。

　　新生隐球菌多糖荚膜中含有半乳糖多聚体成
分，其参与合成ＧＡＬＸＭ，与ＧＸＭ（由葡聚糖、甘露
聚糖、木糖组成的荚膜多糖）相比，是一种更复杂的
荚膜多糖。ＧＡＬＸＭ相对分子质量远远小于ＧＸＭ，
占 多糖成分的７％～１２％，其与蛋白结合成糖蛋白

形式，某些荚膜的突变株仅含有 ＧＡＬＸＭ，而无

ＧＸＭ［１１，１２］。ＣＡＰ１０基因编码荚膜形成所需要的蛋
白，实验结论提示其所合成的蛋白可能与半乳糖的
结合有关。可能机制是：当菌体环境的半乳糖含量在
一定范围内增加后，ＣＡＰ１０基因的启动序列上的

ＧＡＬ４受半乳糖的诱导，解除其抑制作用，从而促进了
相应的蛋白合成，合成的蛋白与半乳糖结合，参与荚
膜的生成。以上机制是否存在还需进一步实验证实。
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