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［摘要］　目的：对白念珠菌菌相转换基因 ＨＹＲ１上游Ｎ乙酰葡萄糖胺激活序列进行初步定位，探讨菌相转换可能的调控机

制。方法：ＤＮＡｓｓｉｓｔ２．０软件分析 ＨＹＲ１基因上游１８００ｂｐ内可能的 Ｎ乙酰葡萄糖胺激活序列片段，选择－１８００～＋４３

ｂｐ、－１４００～＋４３ｂｐ、－１０００～＋４３ｂｐ、－６００～＋４３ｂｐ、－４００～＋４３ｂｐ、－２００～＋４３ｂｐ这些区域作为分析目标，ＰＣＲ
扩增这些片段，将其分别克隆至含β半乳糖苷酶（ＬａｃＺ）报告基因的载体ＰＮＧ１７中构建质粒重组体，分别命名ｐＨＹＲ１．８、ｐＨ

ＹＲ１．４、ｐＨＹＲ１．０、ｐＨＹＲ０．６、ｐＨＹＲ０．４、ｐＨＹＲ０．２，测序确认后转化酵母菌ＥＧＹ４８，培养含有不同重组体的酵母转化子，将

不同的酵母转化子接种于含有Ｎ乙酰葡萄糖胺和β半乳糖苷（Ｘｇａｌ）的培养基上，在不同条件下观察培养基的颜色变化。结

果：成功构建６种重组体ｐＨＹＲ１．８、ｐＨＹＲ１．４、ｐＨＹＲ１．０、ｐＨＹＲ０．６、ｐＨＹＲ０．４、ｐＨＹＲ０．２，经测序，插入片段与预期序列完

全一致。酵母菌转化子生长良好，在Ｎ乙酰葡萄糖胺作用下，含ｐＨＹＲ１．８和ｐＨＹＲ１．４的转化子使培养基成蓝色，含其他重

组体ｐＨＹＲ１．０、ｐＨＹＲ０．６、ｐＨＹＲ０．４、ｐＨＹＲ０．２的转化子不使培养基显色。结论：Ｎ乙酰葡萄糖胺可能通过 ＨＹＲ１上游

－１４００～－１０００ｂｐ区域内的启动元件激活 ＨＹＲ１基因诱导白念珠菌菌相转换。
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　　白念珠菌是最重要的致病真菌，在院内感染中，念珠菌

菌血症排在第四位［１］，占１０％，死亡率可达到３５％［２］。它的

形态转化，即由酵母相向菌丝相的转化，是白念珠菌乃至其

他念珠菌侵袭性感染最重要的毒性因子。有许多基因参与

这一过程，如 ＨＹＲ１基因，它已被证明是白念珠菌菌相转换

的特异基因［３］，其表达调控可发生在转录和翻译水平［４，５］，以

转录水平为主，但目前研究主要集中于翻译水平，鲜见转录

水平的研究。Ｍｉｌｅｗｓｋｉ等［６］研究发现 Ｎ乙酰葡萄糖胺能明

显诱导菌丝生长，但具体机制尚不明确。本研究应用基因重

组及酵母转化技术，对白念珠菌菌相转换特异基因 ＨＹＲ１
上游（－１８００～＋４３ｂｐ）Ｎ乙酰葡萄糖胺激活序列进行初步

定位，探讨其诱导菌相转换可能的作用机制。

１　材料和方法

１．１　白念珠菌株的培养　将白念珠菌 ＡＴＣＣ１０２６１株在

ＹＥＰＤ培养基中（２％葡萄糖，２％蛋白胨，１％酵母抽提物）培

养至对数生长后期，标准抽提法分离其染色体ＤＮＡ用作模

板。

１．２　激活片段的选择　ＤＮＡｓｓｉｓｔ２．０软件调控元件分析表

明，在 ＨＹＲ１基因上游１．８ｋｂ左右的序列中，可能的启动调

控元件具有一定的区域集中，根据这一特征，我们分段克隆

了可能的ＤＮＡ片段，它们分别是距 ＨＹＲ１基因转录起始位

点上游２００、４００、６００、１０００、１４００、１８００ｂｐ的基因片段。

１．３　质粒载体的构建　 以白念珠菌ＡＴＣＣ１０２６１染色体为

模板，ＰＣＲ扩增不同调控区片段，分别为 ＨＹＲ１基因上游

－１８００～＋４３ｂｐ，－１４００～＋４３ｂｐ，－１０００～＋４３ｂｐ，

－６００～＋４３ｂｐ，－４００～＋４３ｂｐ，－２００～＋４３ｂｐ６个片

段，所用引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成，

序列如下（下划线处为酶切位点）：５′ＣＣＧＴＣＧＡＣＣＣＡＡ

ＴＴＣＣＣＣＣＡＴＴＡＧＡＡＣＡＣ３′；５′ＣＣＧＴＣＧＡＣＴＴＧＧ

ＴＴＡＴＧＡ ＡＣＡＣＴＧＣ ＡＡＣＴ３′；５′ＣＣＧ ＴＣＧ ＡＣＡ

ＧＡＡＡＧＧＧＡＡ ＡＧＧＣＧＴＧＴＡ ＡＧＧ３′；５′ＣＣＧＴＣＧ

ＡＣＣＡＣＧＡＡＴＡＣＡ ＡＴＧＧＧＡ ＡＣＡＣＧＡ３′；５′ＣＣＧ

ＴＣＧＡＣＧＧＣＡＡＡＴＧＣＴＴＡＧＴＡＴＧＡＣＡＧＣ３′；５′ＣＣ

ＧＴＣＧＡＣＣＡＣＡＣＧＣＣＴＡＴＴＡＴＡＴＧＣＡＣＡＧ３′；公

用反向，５′ＧＣＧＴＣＧ ＡＧＴＧＧＴＴＴＣＡＡＣＡＡＡＣＴＧ

ＧＡＡＴＡＣＴＴ３′。循环设定为９４℃５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５５℃

３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３２个循环，７２℃５ｍｉｎ（ＰＥ９６００ＰＣＲ仪）。

不同扩增产物用ＰＣＲ产物回收试剂盒（杭州维特洁）回收，

取１μｇ左右的产物用ＸｈｏⅠ及ＳａｌⅠ酶酶切（ＮＥＢ公司）。

含β半乳糖苷酶（ＬａｃＺ）报告基因的载体ＰＮＧ１７准备则用保

种菌接种于３０ｍｌ液体ＬＢ培养基摇瓶培养过夜，质粒小抽

提试剂盒（杭州维特洁）抽提质粒，取１μｇ左右的质粒用上

述两种酶酶切，碱性磷酸酶（ＣＩＰ，ＭＢＩ公司）脱磷并胶回收，

电泳估测浓度并保存。取合适量的已酶切的目标片段与酶

切的质粒载体（ＰＮＧ１７）用Ｔ４ 连接酶（ＮＥＢ公司）连接，４℃
过夜，构建相应的重组体，分别命名为ｐＨＹＲ１．８、ｐＨＹＲ１．

４、ｐＨＹＲ１．０、ｐＨＹＲ０．６、ｐＨＹＲ０．４、ｐＨＹＲ０．２。

１．４　质粒的转化　将上述连接液转化感受态大肠杆菌

ＤＨ５α，涂板培养过夜。挑取转化子划线分离，菌落ＰＣＲ鉴

定。将鉴定阳性的菌落小摇培养（３ｍｌＬＢ），抽提质粒并测

序。鉴定正确的阳性克隆保种，并小抽提质粒（杭州维特

洁）。酵母菌ＥＧＹ４８感受态制备与酵母菌转化方法如下：
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ＥＧＹ４８接种于ＹＥＰＤ液体培养基中（５ｍｌ），培养过夜（１６～
１８ｈ），菌液离心（１４０００ｒ／ｍｉｎ，３０ｓ），弃上清，用１ｍｌ双蒸

水洗涤１次，离心弃上清。用１ｍｌ醋酸锂ＴＥ洗涤１次，吸

干剩余液体，振松菌体，加入５０μｌ醋酸锂 ＴＥ，５μｌ鲑精

ＤＮＡ，１～２μｌ上述已抽提的质粒，混匀，振动至无菌块，加

入３００μｌ醋酸锂ＴＥ／ＰＥＧ，振匀，置于３０℃３０ｍｉｎ，再转置于

４２℃热激３０ｍｉｎ，再放回３０℃５ｍｉｎ，离心１２０００ｒ／ｍｉｎ１

ｍｉｎ，弃上清，加入１００μｌ双蒸水，用枪吹打混匀，吸５０μｌ于

平板（ＳＣｕ／ＳＧＲｕ）上涂布，３０℃培养２～３ｄ（４８ｈ以上）。

１．５　转化后β半乳糖苷酶（ＬａｃＺ）活性活性分析　在ＳＣｕ／

ＳＧＲｕ培养基中加入Ｘｇａｌ１ｍｇ／ｍｌ和１ｍｇ／１０ｍｌＮ乙酰

葡萄糖胺，常规浇取ｐｅｔｒｉ培养皿。将ＳＣｕ／ＳＧＲｕ平板上生

长的不同的酵母转化子接种于其上，这些菌落分别含有上述

构建的６个重组体ｐＨＹＲ１．８、ｐＨＹＲ１．４、ｐＨＹＲ１．０、ｐＨＹＲ

０．６、ｐＨＹＲ０．４、ｐＨＹＲ０．２，同时设阳性对照，３７℃培养４８～
７２ｈ后直接观察酵母转化子能否分解Ｘｇａｌ（菌落变蓝色）。

２　结　果

２．１　含不同启动子序列ＰＮＧ１７质粒载体的构建　成功克

隆相应的目的基因片段，经酶切鉴定正确；经测序证实构建

的６种重组体ｐＨＹＲ１．８、ｐＨＹＲ１．４、ｐＨＹＲ１．０、ｐＨＹＲ０．６、

ｐＨＹＲ０．４、ｐＨＹＲ０．２的插入片段与以往文献［７］报道的序列

完全一致。

２．２　质粒的转染和酵母转化子的获得　将６种重组体转化

啤酒酵母ＥＧＹ４８，在ＳＣｕ／ＳＧＲｕ培养基上３０℃培养２～３

ｄ，可见酵母菌菌落生长（图１Ａ），重组体转染成功，获得预期

的酵母转化子。

２．３　Ｎ乙酰葡萄糖胺作用下各转化子β半乳糖苷酶（ＬａｃＺ）

的活性　含有６个不同重组体的各酵母转化子生长良好，在

Ｎ乙酰葡萄糖胺作用下，培养２ｄ后含ｐＨＹＲ１．８和ｐＨ

ＹＲ１．４的酵母转化子的培养基呈蓝色（图１Ｂ），含其他转化

子的培养基不显色，表明只有含ｐＨＹＲ１．８和ｐＨＹＲ１．４的

转化子具有β半乳糖苷酶的活性，它们能分解培养基中的

Ｘｇａｌ而使菌落呈蓝色。

３　讨　论

　　多种因素［８～１０］影响白念珠菌菌相转换，如作用较为明显

的Ｎ乙酰葡萄糖胺可能是通过调节 ＨＹＲ１基因在内的特异

调节基因［１，１１，１２］而发挥作用。但目前的研究主要集中于翻

译水平，鲜见关于对相关基因上游转录调控序列和各反应元

件的定位研究。

　　真核生物中，许多基因的表达受到其上游调控元件的控

制。本研究用ＤＮＡｓｓｉｓｔ２．０软件对 ＨＹＲ１基因上游１．８ｋｂ
左右的序列进行调控元件分析。分析结果发现，在这１．８ｋｂ
上游片段里，可能的调控元件具有一定的区域集中的特征，据

此我们分段克隆了不等长的片段，构建到带ＬａｃＺ报告基因的

载体ＰＮＧ１７上。由于有研究［７］发现 ＨＹＲ１基因上游存在３
个可能的Ｅｆｇ１转录因子结合位点（Ｅｂｏｘ），其中２个Ｅｂｏｘ位

于上游３６０ｂｐ内，而另一个则在上游４００～５００ｂｐ内，因此我

们添加了４００ｂｐ和６００ｂｐ这两个片段以方便研究。

图１　转染后质粒在选择培养基ＳＣｕ／ＳＧＲｕ（Ａ）和

含Ｎ乙酰葡萄糖胺和Ｘｇａｌ的ＳＣｕ／ＳＧＲｕ（Ｂ）

上的生长、显色情况
接种区１８００、１４００、１０００、６００、４００和２００分别对应于转化子ｐＨ

ＹＲ１．８、ｐＨＹＲ１．４、ｐＨＹＲ１．０、ｐＨＹＲ０．６、ｐＨＹＲ０．４和ｐＨＹＲ０．２

　　ＰＮＧ１７载体是大肠杆菌、酵母菌的穿梭质粒，带有ＬａｃＺ
基因，但基因上游没有启动元件，在正常情况下是无法表达

ＬａｃＺ的。ＬａｃＺ基因所编码的β半乳糖苷酶可催化无色的底

物Ｘｇａｌ变成蓝色，通过观察含有Ｘｇａｌ的培养基是否会变

蓝色可以判断是否有ＬａｃＺ基因表达。如果能克隆到ＬａｃＺ
上游的ＨＹＲ１基因片段可能的调控区，则该酵母克隆可以分

解Ｘｇａｌ而显蓝色。

　　由于白念珠菌并非使用ＣＵＧ密码子，常规报告基因系

统不适用于白念珠菌［１３］。而在该实验中，带有相关启动子

序列的重组体能分解培养基中的Ｘｇａｌ，使菌落成蓝色，表明

ＬａｃＺ报告基因系统稳定可靠，重复性好。由于啤酒酵母与

白念珠菌亲缘性相近，因此该系统的建立克服了在白念珠菌

研究中缺乏合适报告基因的问题，为进一步研究白念珠菌基

因的调控奠定了基础。

　　本研究结果表明，含有重组体ｐＨＹＲ１．８和ｐＨＹＲ１．４
的转化子在Ｎ乙酰葡萄糖胺诱导下分解培养基中的Ｘｇａｌ
而使菌落成为蓝色，即在 ＨＹＲ１基因上游－１４００～ －１０００

ｂｐ基因之间存在转录启动活性，含有与 Ｎ乙酰葡萄糖胺相

关的调控元件。Ｎ乙酰葡萄糖胺通过特殊的信号转导通路，
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激活该调控区的启动子，使得 ＨＹＲ１基因表达，从而参与了

白念珠菌菌相转换的调节。这些调控元件的定位，为调控区

的准确定位及与相应ＤＮＡ结合蛋白的研究，阐明 ＨＹＲ１等

菌相转换基因的转录调节机制奠定了基础。
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