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*目的+对斜卧青霉转录调控因子
]-?&

进行染色质免疫共沉淀!

P]JZ

"试验(为其调控机制及生物学

功能研究奠定基础)*方法+以斜卧青霉为材料(

HSS

诱导转录调控因子
]-?&

表达(用交联
O*//4+

处理菌丝(使

]-?&

与靶基因交联(超声破碎染色质后(进行解交联染色体检验(研究不同交联时间!
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",不同菌丝

用量!
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菌丝"及不同超声功率!
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(

#%f

",超声时间

!
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#

(

G5

",超声间隔时间!
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(

$%

(

#%

(

!%5

",超声次数!

&G

(

$G

(

#%

(
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次"对试验效果的影响)在优化的条件下对菌丝

进行处理(获得合格的
H06

片段(进行
P]JZ

试验(采用随机
ZPQ

方法检测染色质免疫共沉淀效果)*结果+适用于

斜卧青霉
]-?&

的最佳染色质免疫共沉淀试验的条件为#交联时间控制在
$%N:,

以内'最佳菌丝用量为
&%N[P]JZ

缓冲液中加入
&

Y

菌丝'

$Gf

超声功率(工作时间
G5

(间隔时间
!%5

(超声
#%

次)在优化的条件下富集
H06

片段(

进行随机
ZPQ

(结果在
G%%

"

DG%X

M

间可见明显的扩增条带)*结论+优化了斜卧青霉转录调控因子
]-?&P]JZ

条

件(成功进行了
P]JZ

试验)
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染色质免疫共沉淀!
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"技术是在生理状态下将细胞内的

H06

与蛋白质交联在一起(通过超声波或酶处理将

染色质切为小片段!
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&%%%X
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最佳"(用交联蛋

白的特异性抗体沉淀交联物(从而将与目的蛋白结

合的
H06

片段沉淀下来的一种技术)人们通过对

目的
H06

片段的纯化和检测(获得蛋白质与
H06

相互作用的信息%

&

&

)因此(染色质免疫共沉淀技术

是研究
H06U

蛋白质体内瞬时相互作用的常用方

法之一%

$E#

&

(可以用来研究转录因子和靶基因启动子

区域在体内的相互作用(从而确定它们之间相互作

用方式的动态变化%

!E"

&

(是揭示基因表达调控机制的

重要手段)近年来(此技术经过不断的发展和完善(

特别是与
H06

芯片和分子克隆技术相结合(已经

应用于高通量筛选已知蛋白因子的未知
H06

靶点

和反式作用因子在整个基因组上分布情况%

DE&%

&的研

究)

P]JZ

技术自问世以来(在国内外得到了广泛

的应用%

&&E&$
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(如在酿酒酵母上成功找到了组蛋白

]!

的结合区域%

&#

&

(在烟曲霉上成功发现了固醇转

录调控蛋白
>+X6

在真菌缺氧和毒性反应条件下的

新调控机制%

&!
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(然而在斜卧青霉菌上尚未见相关报

道)

]-?&

是斜卧青霉调控蛋白分泌的重要因子(运

用
P]JZ

技术研究斜卧青霉转录调控蛋白
]-?&

的

调控机制(有助于揭示蛋白分泌的深层机理(提高蛋

白分泌能力)为此(本研究以斜卧青霉转录调控因

子
]-?&

为研究对象!交联蛋白"(对
P]JZ

操作过

程中的交联时间,菌丝用量及超声破碎条件!功率,

超声时间,间隔时间,超声次数"等进行优化(分析

P]JZ

技术在斜卧青霉上应用的可能性(以期找出
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调控的靶基因)
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(蛋白胨
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[

(

M

]

约
G=G

)葡萄糖基

础培养基#

C-,A4.

0

5

营养盐
^

质量分数
$b

葡萄糖)

麸皮
E

微晶纤维素培养基#

C-,A4.

0

5

营养盐
^

质量

分数
&b

麸皮
^

质量分数
&b

微晶纤维素)

交联
O*//4+

#

%=!N).

$

[

蔗糖(

&%NN).

$

[S+:5E

]P.

(

M

] '=%

(

& NN).

$

[ @HS6

(使用前添加
&

NN).

$

[ZC>8

和体积分数
&b

的甲醛)

P]JZ

缓

冲液#

G%NN).

$

[ ]@Z@>

!

M

]D=G

"(

&G%NN).

$

[

0-P.

(

& NN).

$

[ @HS6

(体积分数
&b S+:1),iE

&%%

(质量分数
%=&b

脱氧胆酸盐(质量分数
%=&b

>H>

(

&NN).

$

[ZC>8

(

&d

真菌蛋白酶抑制剂)低

盐缓冲液#

&G%NN).

$

[0-P.

(质量分数
%=&b>H>

(

体积分数
&b S+:1),iE&%%

(

$NN).
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[@HS6

(

$%

NN).
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[ S+:5E]P.

(

M
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)高 盐 缓 冲 液#
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[0-P.

(质量分数
%=&b >H>

(体积分数
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S+:1),iE&%%

(

$NN).
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[@HS6

(

$%NN).
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[ S+:5E

]P.

(

M
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缓冲液#

%=$GN).

$

[[:P.

(体积

分数
&b 0Z!%

(质 量 分 数
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脱 氧 胆 酸 钠(
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[@HS6

(
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M
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关键条件的优化

&=$=&

!

菌丝体制备
!

用
G%N[

葡萄糖液体基础培

养基摇瓶培养斜卧青霉
!'2

后(抽滤收集菌丝体(

称取约
G%%N

Y

菌丝体转接到
G%N[

麸皮
E

微晶纤维

素液体培养基中(摇瓶培养
D2

后(加入终浓度为
&%

NN).

$

[

的
HSS

诱导
]-?.

表达(继续培养
&$2

(真

空抽滤收集菌丝体(无菌
AA]

$

I

冲洗
$

次备用)

&=$=$

!

交联时间的优化
!

取真空抽滤收集的菌丝

放入无菌的
$G%N[

锥形瓶中(加入
G%N[

交联

O*//4+

(

#%c

,

&%%+

$

N:,

轻摇(使
H06

和目的蛋白
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"充分交联(交联时间分别设置为
G

(

&%

(

$%

(

#%

和
!%N:,

(交联结束后加入
$=GN[$N).

$

[

的甘氨

酸终止反应(然后继续摇动温育
&%N:,

)交联菌丝

真空过滤器抽干(无菌
AA]

$

I

冲洗后(立即用液氮

速冻后于
U'%c

储存)

&=$=#

!

超声波破碎菌丝用量的优化
!

用液氮将冷

冻菌丝快速研磨成粉末(分别取
%=$G

(

%=G%

(

&=%%

和

&=G%

Y

菌丝粉末转移到装有
&%N[P]JZ

缓冲液的

G%N[

离心管中(涡旋混匀(取
G%%

$

[

样品置于
&=G

N[

离心管中(以备超声波破碎使用)

&=$=!

!

H06

超声波破碎条件的优化
!

取适量经液

氮冷冻研磨的菌丝粉末置于装有
&%N[P]JZ

缓冲

液的
G%N[

离心管中(涡旋混匀后分成多份(每份

G%%

$

[

(置于
&=GN[

离心管中进行超声波破碎(对

超声功率,超声时间,间隔时间和超声次数进行优

化)试验中超声功率设置为
&G f

!

"b

"(

$% f

!

'b

"(

$Gf

!

&%b

"和
#%f

!

&$b

"'超声时间设置

为
&

(

#

和
G5

'超声间隔时间设置为
&%

(

$%

(

#%

和
!%

5

'超声次数设置为
&G

(

$G

(

#%

和
!%

次)在对某一条

件优化时固定其他
#

个条件不变(本试验各条件的

固定值为超声功率
$Gf

!

&%b

"(超声工作时间
G5

(

间隔时间
!%5

(超声
#%

次)

样品经超声破碎仪超声打断后(于
!c

条件下

&%%%%+

$

N:,

离心
GN:,

(取
!%%

$

[

上清液平均分

装到
$

个新的离心管中(一管用于解交联染色体检

验(另一管用于
P]JZ

试验)

&=$=G

!

解交联染色体的检验
!

分别取
$%%

$

[

超声

样品和
&=$=$

节的交联样品(加入
'

$

[GN).

$

[

0-P.

(

"Gc

温育
"2

或过夜后(使交联的
H06

和

]-?&

蛋白质解交联%

&!

&

(然后用抽提缓冲液!

V

!苯

酚"

oV

!氯仿"

oV

!异戊醇"

h$Go$!o&

"抽提
&

次(再用氯仿抽提)向抽提液中加入
$%

$

Y

糖原和
&

N[

无水乙醇沉淀
H06&2

(

!c

下
&#%%%+

$

N:,

离

心
&% N:,

(乙醇挥发后加入
#%

$

[&dS@

溶解

H06

(最后加入
&

$

[Q06

酶!

&%N

Y

$

N[

"(并在
#D

c

下温育
#%N:,

)对上述样品进行
&b

琼脂糖凝胶

电泳(检测样品的超声效果(从而确定各条件的优化

结果)

&=#

!

P]JZ

试验

以优化的条件对菌丝进行处理(获得合格的

H06

片段(进行染色质免疫共沉淀试验)

&=#=&

!

磁珠的清洗
!

为防止蛋白
6

$

\

琼脂糖磁珠

受损(每份超声样品用去尖端的枪头吸取
&$%

$

[

蛋

白
6

$

\

琼脂糖磁珠分装于
$

个
&=GN[

的离心管

中(用
G%%

$

[P]JZ

缓冲液冲洗
$

次(

!c

下
&%%%

+

$

N:,

离心
&N:,

后收集磁珠)

&=#=$

!

样品的预处理
!

将
&=$=#

节的超声样品加

入到蛋白
6

$

\

琼脂糖磁珠中(于
!c

冷室缓慢摇晃

孵育
&2

(将样品中可以结合蛋白
6

$

\

琼脂糖磁珠

的物质去除(防止非特异性结合(提高试验的准确性

和可重复性)将样品于
!c

下
&%%%%+

$

N:,

离心
$

N:,

(取上清(用于下一步试验)

&=#=#

!

抗原抗体的结合
!

将预处理后的样品分为

$

组(一组加入
&%

$

Y

亲和纯化抗体!转录因子
]-?&

特异性抗体"(标记为试验组'一组不加抗体(作为阴

性对照组)所有处理同时置于
!c

冷室(缓慢摇晃

孵育过夜)在孵育过程中(抗体会特异性地与交联

了目的
H06

片段的抗原蛋白结合)

&=#=!

!

抗体磁珠吸附
!

将
DG

$

[

用
P]JZ

缓冲液

预处理过的蛋白
6

$

\

琼脂糖磁珠分别加入上述
$

组样品中(

!c

冷室缓慢摇晃
!2

(使蛋白
6

$

\

琼脂

糖磁珠特异性地与抗体结合)然后于
!c

下
&%%%

+

$

N:,

离心
&N:,

(使蛋白
6

$

\

琼脂糖磁珠结合的

抗体,抗原蛋白和交联的
H06

共同沉淀(小心弃上

清(保留沉淀)

&=#=G

!

沉淀的清洗
!

为去除非特异性结合(向上述

沉淀中依次加入
&N[

下述清洗缓冲液(缓慢摇晃
G

N:,

(

!c

下
&%%%+

$

N:,

离心
&N:,

(弃上清)清洗

时所用缓冲液依次为#低盐缓冲液!清洗
&

次"(高盐

缓冲液!清洗
&

次"(

[:P.

缓冲液!清洗
&

次"(

S@

缓冲液!

&NN).

$

[@HS6

,

&%NN).

$

[S+:5E]P.

(

M

]'=%

(清洗
$

次")

&=!

!

解交联

收集
&=#

节所得清洗后的沉淀(加入
&%%

$

[

新

配制的
@.*1:),

缓冲液洗脱(摇晃混匀(

"G c

温育

&%N:,

(

&%%%+

$

N:,

离心
&N:,

(将上清液小心转移

到一支新的
&=GN[

离心管中(沉淀继续加入
&%%

$

[@.*1:),

缓冲液进行第
$

次洗脱)

$

次洗脱后所

得上清液共
$%%

$

[

)所有样品加入
'

$

[GN).

$

[

0-P.

溶液(

"G c

静置
"

"

'2

(使交联的蛋白和

H06

解交联)

&=G

!

H06

纯化及检测

在解交联溶液中加入
&

$

[&%N

Y

$

N[

的
Q06

酶于
#Dc

温育
#%N:,

(以去除溶液中残留的
Q06

)

然后按照
J̀6

V

*:?LZPQ

M

*+:/:?-1:),L:1

试剂盒说

明书纯化
H06

(纯化后的
H06

用
#%

$

[@O

缓冲

液溶解)用
O:)S4L@

M

)?2

核酸测定仪检测纯化的

H06

浓度)以纯化后的
H06

为模板(以随机引物
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&

!

GeE\\S\6P\P6\E#e

"和
$

!

GeEPSPSPP\PP6E

#e

"进行
ZPQ

检测(试验同时设置不加抗体的处理

作为阴性对照(引物由上海生工生物公司合成)

ZPQ

扩增反应体系为#模板
H06&

$

[

(

2.

C

酶 !

G

9

$

$

[

"

%=G

$

[

(

&%dZPQO*//4+G=%

$

[

(

A0SZ

!

&%

NN).

$

[

"

$=%

$

[

(引物
&

或
$

!

&%NN).

$

[

"

&=G

$

[

(

AA]

$

I

补足
$G

$

[

)

ZPQ

扩增程序为#

F! c G

N:,

'

F!c

变性
&N:,

(

#$

"

#!c

退火
.N:,

(

D$c

延

伸
&=GN:,

(

!%

次循环'

D$c

充分延伸
DN:,

)反应

结束后(将扩增产物于
&b

琼脂糖凝胶中进行电泳

检测)

$

!

结果与分析

$=&

!

斜卧青霉
P]JZ

试验交联时间的优化

H06

与蛋白质有效交联是染色质免疫共沉淀

试验的关键一步(本研究中超声破碎染色质片段和

直接解交联所得
H06

的电泳结果见图
&

)

6=

交联样品经超声打断后解交联产物的电泳结果'

O=

交联样品直接解交联产物的电泳结果'

&

"

G=

交联时间分别为
G

(

#%

(

&%

(

$%

(

!%N:,

'

C=H06 C-+L4+

6=P+)55E.:,L4A5-N

M

.4X

<

+4;4+54?+)55.:,L:,

Y

-/14+*.1+-5),:?:,14++*

M

1:),

'

O=P+)55E.:,L4A5-N

M

.4X

<

+4;4+54?+)55.:,L:,

Y

A:+4?1.

<

'

&UG=P+)55.:,L:,

Y

1:N4534+4G

(

#%

(

&%

(

$%

(

-,A!%N:,

'

C=H06 C-+L4+

图
&

!

斜卧青霉
]-?&P]JZ

试验交联时间的优化

8:

Y

=&

!

I

M

1:N:W-1:),)/?+)55.:,L:,

Y

1:N4/)+*.1+-E5),:?-1:),*54A:,P]JZ:,$(+,0,'',G-1(0G-P(+9

!!

图
&E6

显示(交联时间明显影响超声破碎
H06

的效果(交联时间在
G

"

$%N:,

时
H06

都能被打

断(但交联时间
/

#%N:,

时
H06

很难被打断)图

&EO

显示(交联时间在
G

"

$%N:,

时(直接解交联处

理的样品总
H06

能被提取出来(而交联时间
/

#%

N:,

时直接解交联的
H06

很难被提取)结果表明(

随着交联时间的延长(

H06

与蛋白结合得越紧密(

很难超声打断及解交联(所以交联时间应控制在
$%

N:,

以内)

$=$

!

斜卧青霉
P]JZ

试验菌丝用量的优化

试验中(由于
&%N[P]JZ

缓冲液中加入
&=G%

Y

菌丝时(菌悬液浓度过高(超声过程中产生泡沫(

造成空打(不能充分打断
H06

(因此无法进行后续

研究'由图
$

可见(

&%N[P]JZ

缓冲液中加入
%=$G

或
%=G%

Y

菌丝时(超声打断后的电泳条带不够亮(

H06

含量不高'加入
&=%%

Y

菌丝时(超声可正常进

行且条带较亮)因此为了保证后续共沉淀中
H06

量足够(本试验
&%N[P]JZ

缓冲液中的菌丝用量

以
&=%%

Y

为宜)

$=#

!

斜卧青霉
P]JZ

试验超声波破碎条件的优化

$=#=&

!

超声功率
!

图
#

结果表明(当超声功率为

&Gf

!

"b

"和
$%f

!

'b

"时(超声打断的
H06

片段

比较分散(部分片段长度达
&%%%X

M

以上(不适合

进行后续
P]JZ

试验'当超声功率提高到
$G f

!

&%b

"时(超声打断的
H06

片段大部分长度集中

在
&%%

"

'%%X

M

(可满足后续试验要求'超声功率达

#%f

!

&$b

"时(

H06

片段长度也集中在
&%%

"

'%%

X

M

(与功率为
$Gf

!

&%b

"时的效果相差不大(综合

考虑选择
$Gf

!

&%b

"的超声功率)

$=#=$

!

超声工作时间及间隔时间
!

图
!

表明(保持

超声功率
$Gf

!

&%b

",超声
#%

次不变的情况下(改

变超声工作时间和间隔时间(超声打断
H06

的效

949

第
#

期 房艳华(等#斜卧青霉转录调控蛋白
]-?&

染色质免疫共沉淀分析方法的建立



率不同)由图
!E6

可知(随着超声工作时间的延长(

H06

片段长度变小(当超声工作时间为
G5

时(大

部分
H06

片段长度在
&%%%X

M

以下(已基本符合

P]JZ

试验要求)由图
!EO

可知(随着间隔时间的

延长(

H06

片段趋于集中(其中当间隔时间为
#%5

时(

H06

片段长度在
&%%

"

&%%%X

M

'当间隔时间为

!%5

时(

H06

片段长度在
&%%

"

'%%X

M

(符合染色质

免疫共沉淀要求)因此为保证后续试验顺利进行(

选择超声工作时间为
G5

(间隔
!%5

)

&

"

#=

菌丝添加量分别为
%=$G

(

%=G%

(

&=%%

Y

'

C=H06 C-+L4+

&U#=S24A)5-

Y

45)/2

<M

2-434+4%=$G

(

%=G%

(

&=%%

Y

'

C=H06 C-+L4+

图
$

!

斜卧青霉
]-?&P]JZ

试验菌丝用量的优化

8:

Y

=$

!

I

M

1:N:W-1:),)/2

<M

2-4A)5-

Y

4/)+*.1+-E5),:?-1:),

*54A:,P]JZ:,$(+,0,'',G-1(0G-P(+9

&

"

!=

超声功率分别为
&G

(

$%

(

$G

和
#%f

'

C=H06 C-+L4+

&U!=9.1+-5),:?

M

)34+3-5&G

(

$%

(

$G-,A#%f

'

C=H06 C-+L4+

图
#

!

斜卧青霉
]-?&P]JZ

试验超声波破碎功率的优化

8:

Y

=#

!

I

M

1:N:W-1:),)/*.1+-5),:?

M

)34+*54A:,

P]JZ:,$(+,0,'',G-1(0G-P(+9

&

"

#=

超声时间分别为
&

(

#

(

G5

'

!

"

D=

间隔时间分别为
&%

(

$%

(

#%

(

!%5

'

C=H06 C-+L4+

&U#=9.1+-5),:?1:N4534+4&

(

#

(

-,AG5

'

!UD=J,14+;-.1:N4534+4&%

(

$%

(

#%

(

-,A!%5

'

C=H06 C-+L4+

图
!

!

斜卧青霉
]-?&P]JZ

试验超声波破碎工作时间!

6

"及间隔时间!

O

"的优化

8:

Y

=!

!

I

M

1:N:W-1:),)/*.1+-5),:?3)+L1:N4-,A:,14+;-.1:N4*54A:,P]JZ:,$(+,0,'',G-1(0G-P(+9

$=#=#

!

超声次数的确定
!

图
G

结果表明(随着超声

次数增加(

H06

片段逐渐变小(当超声次数为
&G

和

$G

次时(得到的大部分
H06

片段长度在
G%%

"

&%%%X

M

(片段较大'当超声次数为
#%

次时(

H06

片段长度主要集中在
&%%

"

DG%X

M

(符合后续试验要

求'当超声次数达到
!%

次时(大部分
H06

片段长

度在
G%%X

M

以下(片段过小)因此(确定超声次数

以
#%

次为宜)

$=!

!

P]JZ

试验所得
H06

的
ZPQ

检测

样品经抗原抗体结合,磁珠吸附,解交联等步骤

获得
H06

(用
J̀6

V

*:?LZPQ

M

*+:/:?-1:),L:1

试剂

盒纯化后(进行
H06

浓度测定和随机
ZPQ

扩增验

证(试验组纯化后测得
H06

浓度为
&%=!!,

Y

$

$

[

)

以此
H06

为模板进行
ZPQ

扩增(结果在
G%%

"

DG%

X

M

间可见明显的扩增条带!图
"

"(说明成功富集到

了转录因子
]-?&

特异性结合的
H06

片段)
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&

"

!=

超声次数分别为
&G

(

$G

(

#%

(

!%

次'

C=H06 C-+L4+

&U!=9.1+-5),:?/+4

V

*4,?:4534+4&G

(

$G

(

#%

(

-,A!%1:N45

'

C=H06 C-+L4+

图
G

!

斜卧青霉
]-?&P]JZ

试验超声波破碎次数的优化

8:

Y

=G

!

I

M

1:N:W-1:),)/*.1+-5),:?/+4

V

*4,?

<

*54A:,

P]JZ:,$(+,0,'',G-1(0G-P(+9

&

"

$=

分别为阴性对照组随机引物
&

和
$

扩增产物'

#

"

!=

分别为

试验组随机引物
&

和
$

扩增产物'

C=H06 C-+L4+

&U$=S24?),1+).

Y

+)*

M

+45*.15)/ZPQ-N

M

.:/:?-1:),*5:,

Y

+-,A)N

M

+:N4+&-,A

M

+:N4+$

'

#U!=S244a

M

4+:N4,1-.

Y

+)*

M

+45*.15)/ZPQ

-N

M

.:/:?-1:),*5:,

Y

+-,A)N

M

+:N4+&-,A

M

+:N4+$

'

C=H06 C-+L4+

图
"

!

斜卧青霉
]-?&P]JZ

试验所获
H06

的
ZPQ

检验结果

8:

Y

="

!

ZPQ-N

M

.:/:?-1:),)/H06?)..4?14AX

<

P]JZ:,

$(+,0,'',G-1(0G-P(+9

#

!

讨
!

论

转录因子!

S+-,5?+:

M

1:),/-?1)+

(

S8

"是一类很

重要的蛋白质分子(其可以通过靶定调控一些下游

效应分子(引发一系列级联反应(从而发挥强大的生

物学作用%

&G

&

)近年来(染色质免疫共沉淀技术逐渐

发展成熟(利用此项技术找出转录因子的靶基因(从

而揭示转录因子的生物学功能和调控机制(受到了

研究者的关注)

\+-X.

<

等%

&#

&以酿酒酵母为材料(首先破碎细胞

提取细胞核(然后进行细胞核超声破碎(获得合适的

染色质片段'本研究参照
P2*,

Y

等%

&!

&的方法将交联

菌丝液氮研磨处理后(直接超声打断(省去了提核的

步骤)

O-+-,4..)

等%

&"

&的研究表明(交联时间对染色

质免疫共沉淀的后续步骤影响较大(交联时间过长(

细胞染色质难以超声破碎(影响结果(而且试验材料

也容易在离心过程中丢失'交联时间过短(则交联不

完全(容易产生假阴性反应)本研究结果表明(当交

联时间
/

$%N:,

时(交联的
H06

和蛋白质不能被

充分解交联(而且不能被超声打断(所以交联时间需

控制在
$%N:,

以内)在染色质免疫共沉淀过程中(

超声破碎染色质的程度对于整个试验的成功至关重

要(超声不彻底会引起染色质蛋白复合物过大(抗体

不易富集'超声过度则会引起蛋白降解或蛋白抗原

表位被破坏(影响富集%

&D

&

)一般认为染色质被超声

打碎成
&%%

"

&%%%X

M

的片段最好%

&'

&

)本试验最终

确定(超声破碎功率
$G f

!

&%b

",超声工作时间
G

5

,间隔
!%5

,超声
#%

次为最适合斜卧青霉染色质破

碎的条件)影响超声波破碎效率的另外一个重要因

素是超声打断染色体的量(染色体量太小(特异性抗

原与抗体结合的概率较小(染色质免疫共沉淀效率

降低'染色体量太大(超声打断时由于液体中染色体

浓度太大(超声过程中容易起沫(泡沫飞溅易造成空

打且会造成超声破碎仪的损坏(也会影响破碎效率)

本试验发现(超声破碎的最佳菌丝用量为
&%N[

P]JZ

缓冲液中加入
&=%%

Y

菌丝)本研究通过对交

联时间,超声条件,菌丝用量等条件的优化(成功富

集到转录因子
]-?&

结合的特异性
H06

序列(为

]-?&

的生物学功能研究奠定了基础)相较于以往

对超声波破碎条件的相关研究(本研究对斜卧青霉

超声波破碎的条件进行了系统而全面的研究(避免

因超声产物不合格而浪费昂贵的抗体(同时也为研

究其他丝状真菌转录因子的生物学功能及调控机制

提供了思路)
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