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摘要：建立了一种利用限制性内切酶酶切、ｐＵＣｍ－Ｔ载体连接和巢式ＰＣＲ技术，基于部分已知
ＤＮＡ序列测定其两侧翼未知ＤＮＡ序列的新方法，命名为Ｔ载体介导的ＰＣＲ技术，并将此技术
应用于宇佐美曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｕｓａｍｉｉ）Ｅ００１的β－甘露聚糖酶基因（Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ）５′和３′端调控
序列的克隆。结果表明：该ＰＣＲ技术具有操作简便、引物特异性强、结果验证简捷、操作限制少
等特点；借助于 Ｔ载体介导的ＰＣＲ技术、分子克隆和序列测定等手段，成功地测定了 Ａｕｓ
ｍａｎ５Ａ两侧翼的调控序列。
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ＰＣＲ

　　β－甘露聚糖酶（β－ｍａｎｎａｎａｓｅ，ＥＣ　３．２．１．７８）是
一种从甘露聚糖和异甘露聚糖（如葡甘露聚糖等）

的主链内部切割β－１，４－Ｄ－甘露糖苷键的水解酶，属
于半纤维素酶类［１－２］。近年来，随着对自然界半纤维
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素资源的开发、饲粮中甘露聚糖" 抗营养因子" 的消
除及甘露寡糖生理功能的发现，β－甘露聚糖酶在食
品、医药、饲料、造纸、纺织和石油开采等领域中得
到了广泛应用［３－４］。作者在前期的研究中，通过对
微刺曲霉（ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：Ｌ３５４８７）、硫曲霉
（ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：ＤＱ３２８３３５）和里氏木霉（Ｇｅｎ－
Ｂａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：Ｌ２５３１０）等丝状真菌 －甘露聚糖酶
氨基酸序列的同源性分析，找出了两段约１０个氨
基酸的保守序列；基于保守序列设计了两条简并引
物，并以宇佐美曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｕｓａｍｉｉ）基因组

ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，获得了Ａ．ｕｓａｍｉｉβ－甘
露聚糖酶基因的部分 ＤＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓ－
ｓｉｏｎ：ＨＱ６１１９６３）；生物信息学分析表明Ａ．ｕｓａｍｉｉ

β－甘露聚糖酶属于糖苷水解酶第５家族，命名为

Ａｕｓ　Ｍａｎ５Ａ，其相应的基因命名为Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ。
现有的基于ＰＣＲ技术测定已知ＤＮＡ序列两

侧翼未知 ＤＮＡ 序列的方法主要有 ３ 类：反向

ＰＣＲ［５］、衔接头介导的ＰＣＲ［６］和随机引物ＰＣＲ［７］，
其技术核心是在序列未知的情况下如何解决引物

设计问题，而上述３种方法代表不同的解决途径，
应根据不同的实验特点和要求进行选择［８］。作者
在此基础上，发明了一种操作简便、引物特异性强、
结果验证简捷、操作限制少、Ｔ载体介导的ＰＣＲ技
术（发明专利申请号：２０１０１０５５０８４３．０），能基于部分
已知ＤＮＡ序列确定其两侧翼未知ＤＮＡ序列，并利
用此技术成功地测定了Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ的调控序列，为
进一步研究Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ的表达和调控打下基础。有
关Ｔ载体介导的ＰＣＲ技术以及Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ两侧翼
调控序列的测定，国内外尚未见报道。

１．１　菌株和质粒
宇佐美曲霉（Ａ．ｕｓａｍｉｉ）Ｅ００１为Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ的

供体菌：作者所在研究室保藏；大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）

ＪＭ１０９用作基因克隆、质粒转化的受体菌：作者所在
研究室保藏；ｐＵＣｍ－Ｔ质粒（氨苄青霉素抗性）：购自
上海生工公司。

１．２　试剂和试剂盒

ＥＺ－１０Ｓｐｉｎ　Ｃｏｌｕｍｎ　ＤＮＡ　Ｇｅｌ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ、ＥＺ－
１０Ｓｐｉｎ　Ｃｏｌｕｍｎ　Ｐｌａｓｍｉｄ　Ｍｉｎｉ－Ｐｒｅｐｓ　Ｋｉｔ：购自上海生
工公司；２５０ｂｐ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ　Ｍａｒｋｅｒ、各种限制性内
切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、Ｔａｑ和Ｅｘ　Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶、

Ｘ－Ｇａｌ、ＩＰＴＧ：购自大连ＴａＫａＲａ公司；其它试剂均为
国产或进口分析纯。

１．３　培养基

１．３．１　宇佐美曲霉培养基　蛋白胨１０ｇ／Ｌ，酵母提
取 物 ５ｇ／Ｌ，葡 萄 糖 １０ｇ／Ｌ，魔 芋 粉 ５ｇ／Ｌ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４５ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２１ｇ／Ｌ，Ｍｇ－
ＳＯ４１ｇ／Ｌ，ｐＨ　６．０。

１．３．２　Ｌ－Ｂｒｏｔｈ培养基　蛋白胨１０ｇ／Ｌ，酵母提取物

５ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ　１０ｇ／Ｌ，ｐＨ　７．４。对于固体平板ＬＢ培养
基，在Ｌ－Ｂｒｏｔｈ的基础上添加１８ｇ／Ｌ的琼脂粉。

１．４　宇佐美曲霉基因组ＤＮＡ的提取
参照Ｇａｒｂｅｒ等的方法并略作修改［９］。

１．５　引物设计及合成
根据获得的Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ部分ＤＮＡ序列（Ｇｅｎ－

Ｂａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：ＨＱ６１１９６３）和ｐＵＣｍ－Ｔ载体上Ｔ／Ａ
克隆位点两侧的已知序列，采用引物设计软件Ｏｌｉｇｏ７
设计６条特异性引物（表１），由上海生工公司合成。

表１　Ｔ载体介导的ＰＣＲ扩增的引物序列

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｆｏｒ　Ｔ　ｖｅｃｔｏｒ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

基因片段 引物名称 引物序列（５′－３′）

５′端调控序列 Ｔ－ＰｒｉｍｅｒＦ　 ＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＧＡＣＡ

Ｍａｎ５Ａ－Ｒ１ ＡＴＴＧＴＣＧＡＴＴＴＧＣＣＧＴＣＣＴＧ

Ｍａｎ５Ａ－Ｒ２ ＧＣＡＧＴＴＧＧＴＡＣＣＡＧＡＣＴＧＴＧ

３′端调控序列 Ｔ－ＰｒｉｍｅｒＲ　 ＣＴＡＴＧＡＣＣＡＴＧＡＴＴＡＣＧＣＣＡ

Ｍａｎ５Ａ－Ｆ１ ＧＧＧＡＡＴＡＣＴＡＴＣＴＡＣＴＡＴＧＧＧ

Ｍａｎ５Ａ－Ｆ２ ＧＴＧＡＴＴＡＴＣＡＧＴＧＣＣＴＧＧＴＧ
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１．６　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ５′端调控序列的克隆

１．６．１　 Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ５′端调控序列ＰＣＲ模板构建

　分析已知ＤＮＡ序列中的限制性内切酶位点，选
用从 Ｍａｎ５Ａ－Ｒ１到５′端未知序列之间没有酶切位
点且常用的ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅤ双酶切Ａ．ｕｓａｍｉｉ
基因组ＤＮＡ：１０×Ｋ　Ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ，ＢａｍＨⅠ１μＬ，

ＥｃｏＲⅤ１μＬ，基因组ＤＮＡ　１０μＬ，无菌水６μＬ，３７
℃反应４ｈ。酶切产物的Ｔａｑ酶末端补齐和３′端加

Ａ反应：酶切产物２０μＬ，１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ，

ｄＮＴＰ　０．５μＬ，Ｔａｑ酶０．２５μＬ，无菌水１．７５μＬ，７２
℃ 反 应 １０ ｍｉｎ，目 的 产 物 命 名 为 ｍａｎ５ＡＰ。

ｍａｎ５ＡＰ与ｐＵＣｍ－Ｔ的连接：５０％ＰＥＧ４０００　１μＬ，

１０×Ｔ４ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　１μＬ，ｍａｎ５ＡＰ　６μＬ，

ｐＵＣｍ－Ｔ　１μＬ，Ｔ４ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ　１μＬ，１６℃连接过
夜，目 的 产 物 （ＰＣＲ 模 板）命 名 为 ｐＵＣｍ－Ｔ－
ｍａｎ５ＡＰ。

１．６．２　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ５′端调控序列巢式ＰＣＲ扩增

　 Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ５′端调控序列的第一轮ＰＣＲ：１０×
ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，ｄＮＴＰ　３μＬ，ｐＵＣｍ－Ｔ－ｍａｎ５ＡＰ　５

μＬ，Ｔ－ＰｒｉｍｅｒＦ　１μＬ，Ｍａｎ５Ａ－Ｒ１　１μＬ，无菌水３４．５

μＬ，Ｔａｑ酶０．５μＬ；９４℃４ｍｉｎ，３０个循环（９４℃
３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃９０ｓ），７２℃１０ｍｉｎ；ＰＣＲ产
物命名为 ｍａｎ５ＡＰ－Ｏｕｔ。第二轮 ＰＣＲ：１０× ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，ｄＮＴＰ　３μＬ，ｍａｎ５ＡＰ－Ｏｕｔ　１μＬ，Ｔ－
ＰｒｉｍｅｒＦ　１μＬ，Ｍａｎ５Ａ－Ｒ２　１μＬ，无菌水３８．５μＬ，

Ｔａｑ酶０．５μＬ；９４℃４ｍｉｎ，３０个循环（９４℃３０ｓ，

５７℃３０ｓ，７２℃４５ｓ），７２℃１０ｍｉｎ；目的产物命
名为ｍａｎ５ＡＰ－Ｉｎ。

１．７　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ３′端调控序列的克隆

１．７．１　 Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ３′端调控序列ＰＣＲ模板构建

　选用ＰｓｔⅠ和ＥｃｏＲⅤ双酶切Ａ．ｕｓａｍｉｉ基因组

ＤＮＡ：１０×Ｈ　Ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ，ＰｓｔⅠ１μＬ，ＥｃｏＲⅤⅠ１

μＬ，基因组ＤＮＡ　１０μＬ，无菌水６μＬ，３７℃反应４
ｈ。酶切产物的Ｅｘ　Ｔａｑ酶末端补齐和３′端加Ａ反
应：酶切产物２０μＬ，１０×ＥｘＴａｑ　Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ，

ｄＮＴＰ　０．５μＬ，Ｅｘ　Ｔａｑ酶０．２５μＬ，无菌水１．７５

μＬ，７２℃反应１０ｍｉｎ，目的产物命名为 ｍａｎ５Ａ３Ｔ。

ｍａｎ５Ａ３Ｔ 与 ｐＵＣｍ－Ｔ 的 连 接：体 积 分 数 ５０％
ＰＥＧ４０００　１μＬ，１０×Ｔ４ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　１μＬ，

ｍａｎ５Ａ３Ｔ６μＬ，ｐＵＣｍ－Ｔ　１μＬ，Ｔ４ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ　１

μＬ，１６℃连接过夜，目的产物（ＰＣＲ模板）命名为

ｐＵＣｍ－Ｔ－ｍａｎ５Ａ３Ｔ。

１．７．２　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ３′端调控序列巢式ＰＣＲ扩增　
３′端调控序列的第一轮 ＰＣＲ：１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　５

μＬ，ｄＮＴＰ　３μＬ，ｐＵＣｍ－Ｔ－ｍａｎ５Ａ３Ｔ５μＬ，Ｍａｎ５Ａ－
Ｆ１　１μＬ，Ｔ－ＰｒｉｍｅｒＲ　１μＬ，无菌水３４．５μＬ，Ｔａｑ酶

０．５μＬ；９４℃４ｍｉｎ，３０个循环（９４℃３０ｓ，５３℃
３０ｓ，７２℃９０ｓ），７２℃１０ｍｉｎ；ＰＣＲ产物命名为

ｍａｎ５Ａ３Ｔ－Ｏｕｔ。第二轮ＰＣＲ：１０× ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　５

μＬ，ｄＮＴＰ　３μＬ，ｍａｎ５Ａ３Ｔ－Ｏｕｔ　１μＬ，Ｍａｎ５Ａ－Ｆ２　１

μＬ，Ｔ－ＰｒｉｍｅｒＲ　１μＬ，无菌水３８．５μＬ，Ｔａｑ酶０．５

μＬ；９４℃４ｍｉｎ，３０个循环（９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，

７２ ℃ ４５ｓ），７２ ℃ １０ ｍｉｎ；目 的 产 物 命 名 为

ｍａｎ５Ａ３Ｔ－Ｉｎ。

２．１　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ５′端调控序列ＰＣＲ模板的构建
在挑选多种限制性内切酶进行预实验的基础

上，最终采用ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅤ双酶切Ａ．ｕｓａｍｉｉ
基因组ＤＮＡ以构建５′端调控序列ＰＣＲ扩增模板。
具体流程如图１所示。

２．２　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ５′端调控序列的克隆和序列分析
将巢式ＰＣＲ扩增产物用体积分数１％琼脂糖

凝胶电泳进行分析，结果如图２所示。第一轮ＰＣＲ
产物分别在约２８０ｂｐ和７４０ｂｐ处出现条带（图２，
泳道１），而第二轮ＰＣＲ产物仅在约７２０ｂｐ处可见
特异性目的条带（图 ２，泳道 ２）。将目的条带

ｍａｎ５ＡＰ－Ｉｎ与ｐＵＣｍ－Ｔ 连接（ｐＵＣｍ－Ｔ－ｍａｎ５ＡＰ－
Ｉｎ），转化ＪＭ１０９，经酶切鉴定正确后送上海生工测
序获得了已知ＤＮＡ序列５′端侧翼序列，长度为５０９
ｂｐ（见图３）。

　　参照张慧敏等的方法［１０］对Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｕｓａｍｉｉ

β－甘露聚糖酶基因（Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ）５′端调控序列进
行 生 物 信 息 学 分 析。 采 用 ＰＬＡＣＥ 软 件
（ｗｗｗ．ｄｎａ．ａｆｆｒｃ．ｇｏ．ｊｐ／ＰＬＡＣＥ／ｓｉｇｎａｌｓｃａｎ．ｈｔｍｌ）
预测的Ａｕｓ　ｍａｎ５ＡＴＡＴＡ　ｂｏｘ（ＴＡＴＡＡＡ）位于图

３ 第 ２５５ ～ ２６０ 位［１１］；采 用 ＮＮＰＰ 软 件
（ｗｗｗ．ｆｒｕｉｔｆｌｙ．ｏｒｇ／ｓｅｑ＿ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｍｏｔｅｒ．ｈｔｍｌ）预
测的Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ转录起始点位于第２７２位的Ｃ（胞
苷 酸）；采 用 ＯＲＦ　Ｆｉｎｄｅｒ 程 序 （ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌ）预测的 Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ
翻译起始密码子ＡＴＧ位于第３２６－３２８位。
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图１　ＰＣＲ扩增Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ５′端调控序列的模板构建的流程图
Ｆｉｇ．１　Ｆｌｏｗ　ｃｈａｒｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｅｍｐｌａｔｅ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ５′－ｅｎｄ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｇｅｎｅ

Ｍ．ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；１．Ｆｉｒｓｔ－ｒｏｕｎｄ　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｗｉｔｈ　ｐｒｉｍｅｒｓ　Ｔ－
ＰｒｉｍｅｒＦ　ａｎｄ　Ｍａｎ５Ａ－Ｒ１；２．Ｓｅｃｏｎｄ－ｒｏｕｎｄ　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｗｉｔｈ　ｐｒｉｍ－
ｅｒｓ　Ｔ－ＰｒｉｍｅｒＦ　ａｎｄ　Ｍａｎ５Ａ－Ｒ２

图２　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ５′端调控序列ＰＣＲ产物的电泳分析
Ｆｉｇ．２　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ５′－

ｅｎｄ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．３　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ３′端调控序列ＰＣＲ模板的构建
在挑选多种限制性内切酶进行预实验的基础

上，最终采用ＰｓｔⅠ和ＥｃｏＲⅤ双酶切Ａ．ｕｓａｍｉｉ基
因组ＤＮＡ以构建３′端调控序列ＰＣＲ扩增模板。
具体流程如图４所示。

２．４　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ３′端调控序列的克隆和序列分析
将巢式ＰＣＲ扩增产物用１ｇ／ｄＬ琼脂糖凝胶电

泳分析，结果如图５所示。第一轮ＰＣＲ产物出现了
多条非特异性条带（图５，泳道１），而第二轮ＰＣＲ产
物仅在约６８０ｂｐ处可见特异性目的条带（图５，泳
道２）。将目的条带 ｍａｎ５Ａ３Ｔ－Ｉｎ与ｐＵＣｍ－Ｔ连接
（ｐＵＣｍ－Ｔ－ｍａｎ５Ａ３Ｔ－Ｉｎ），转化ＪＭ１０９，经酶切鉴定
正确后送上海生工测序获得了已知ＤＮＡ序列３′端
侧翼序列，长度为５６２ｂｐ（图６）。
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ＴＡＮＧ　Ｃｕｎ－ｄｕｏ，ｅｔ　ａｌ：Ｃｌｏｎｉｎｇ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆβ－ｍａｎｎａｎａｓｅ　Ｇｅｎｅ
ｆｒｏｍ　Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｕｓａｍｉｉ

图３　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ５′端调控序列的测序结果
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ５′－ｅｎｄ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｇｅｎｅ

图４　ＰＣＲ扩增Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ３′端调控序列的模板构建的流程图
Ｆｉｇ．４　Ｆｌｏｗ　ｃｈａｒｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｅｍｐｌａｔｅ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ３′－ｅｎｄ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｇｅｎｅ
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Ｍ．ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ；１．Ｆｉｒｓｔ－ｒｏｕｎｄ　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｗｉｔｈ　ｐｒｉｍｅｒｓ

Ｍａｎ５Ａ－Ｆ１ａｎｄ　Ｔ－ＰｒｉｍｅｒＲ；２．Ｓｅｃｏｎｄ－ｒｏｕｎｄ　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｗｉｔｈ

ｐｒｉｍｅｒｓ　Ｍａｎ５Ａ－Ｆ２ａｎｄ　Ｔ－ＰｒｉｍｅｒＲ

图５　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ３′端调控序列ＰＣＲ产物的电泳分析
Ｆｉｇ．５　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＰＣＲ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｏｆ　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ３′－

ｅｎｄ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ

　　由图６可见，Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ的ｐｏｌｙ（Ａ）加尾信号

ＡＡＴＴＡＡＡ位于第１８４－１９０位；另外，从２６６ｂｐ至

４３３ｂｐ的一段１６８ｂｐ长的ＤＮＡ序列中富含Ｃ（胞
苷酸），表明Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ的转录终止是一种典型的
依赖于Ｒｈｏ因子的转录终止［１２］。

　　１）建立了一种Ｔ载体介导的ＰＣＲ新技术，能
够基于部分已知 ＤＮＡ序列确定其两侧翼的未知

ＤＮＡ序列，具有操作简便、引物特异性强、结果验
证简捷、操作限制少等特点。

２）利用Ｔ载体介导的ＰＣＲ技术，成功地克隆
了宇佐美曲霉 －甘露聚糖酶基因（Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ）５′和

３′端的调控序列，并进行了序列测定。

３）借助于生物信息学分析的各种软件，分析了
宇佐美曲霉 －甘露聚糖酶基因（Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ）５′和３′
端调控序列中的各种调控元件或调控序列。

图６　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ３′端调控序列的测序结果
Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｎ　Ａｕｓ　ｍａｎ５Ａ３′－ｅｎｄ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ
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２０１２中国食品与农产品质量安全检测技术应用国际论坛暨展览会

会议背景介绍：为配合农业部《农产品质量安全发展“十二五规划”》和《全国农产品质量安全
检验检测体系第二期建设规划》的实施，配合工信部加强对４５万多家食品生产企业质量安全检
测能力建设、包括启动４～５个“检测技术示范中心”建设，配合质检总局对进出口农产品和食品
监管的进一步加强，配合卫生部全力加强对食品安全综合协调和管理，配合工商部门加强食品流
通环节的监管，经研究，中国仪器仪表学会分析仪器分会和中国仪器仪表学会农业仪器应用技术
分会将于２０１２年６月４日－６日在北京国际会议中心举办“２０１２中国食品与农产品质量安全
检测技术应用国际论坛暨展览会”。
本届论坛会将围绕“为构建我国食品安全保障体系，进一步推动食品、农产品检测新技术的

广泛应用，完善食品与农产品质检体系建设”的主题来开展论坛和展示活动。论坛的主会场将邀
请我国食品、农产品各监管部门的领导和食品质检领域的著名学者做主题报告，同时依据食品与
农产品质量安全检测的诸要素，设立几个专题论坛，以确保食品与农产品质检领域的科技人士和
仪器设备生产企业的专家能得到充分的交流和互动。
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