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枯草芽孢杆菌基因启动子的分离与鉴定

潘 皎 张义正"

（四川大学生命科学学院 四川省分子生物学及生物技术重点实验室 成都 /1##/!）

摘 要：利用启动子探针型载体 @BCD%! 直接在大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）中分离枯草芽孢杆菌（+(#’**," ",-.’*’"）
EF/##的基因启动子片段，获得 55个具有卡那霉素抗性的重组子。对 0个抗性最高的重组子 @BC G F,"，@BC G F,!，
@BCG F,$进行序列测定和同源性分析发现，所克隆到的基因启动子片段均来自于枯草芽孢杆菌的基因组，并且具
有枯草杆菌基因启动子的保守序列。对抗性最高的 F,"片段进一步研究表明，它可以在大肠杆菌中高效地启动来
自于短小芽孢杆菌的碱性蛋白酶基因的表达，也能在枯草芽孢杆菌中启动卡那霉素抗性基因的表达。
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枯草芽孢杆菌（+(#’**," ",-.’*’"）EF/##是一株 /
种蛋白酶基因都发生了突变的菌株［1］，分别为中性

蛋白酶 )、枯草溶菌素、胞外蛋白酶、金属蛋白酶、杆
菌肽酶 I和中性蛋白酶 F。该菌株胞外蛋白酶活力
仅为野生菌的 #A0"J，因此将它作为基因工程宿主
菌来表达外源蛋白具有以下的优点：（1）外源蛋白可
直接被分泌到细胞外的培养基中，这不仅大大降低

了某些外源基因的表达产物对宿主细胞可能存在的

毒害作用，而且易于外源蛋白的分离纯化。（"）该菌
株为 /种蛋白酶缺陷型，不仅有助于提高外源基因
表达蛋白的产量，而且有助于提高表达蛋白的稳定

性。所以将该菌株作为基因工程宿主菌来表达外源

蛋白具有很大的潜力。为了利用该菌株构建我室已

克隆到的短小芽孢杆菌碱性蛋白酶基因［"］的高效表

达系统，我们从该菌株基因组中分离到多个强的基

因启动子。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：大肠杆菌（ !"#$%&’#$’( #)*’）
KL5!，其基因型为 ",/7!!（ *(#C1/?（"$# *(#M#N15）
$"0O16 &%#)1 %10)1 23&)?/ .$’4 1 &%*)1，本室保存；
枯草芽孢杆菌（+(#’**," ",-.’*’"）EF/##，P8O，（ -Q@P"
;@Q) 9@Q 3@Q R@S 8@Q ;@QF），/种蛋白酶的突变株。由
加拿大 P9’+9QT大学 KQ(E&;+惠赠；启动子探针型载
体 @BCD%!［0］（0A$UR）和 ! ( #)*’4+ ( ",-.’*’" 穿梭载体

@BCV%!［!］（/A#UR）均由本实验室构建。
!"!"# 分子克隆工具酶及生化试剂：限制性内切
酶，O.9,3)，蛋白酶 W，牛小肠碱性磷酸酶（PXD），2!
K.)连接酶，! ( #)*’ K.) 聚合酶$大片段（W’3;&Y
片段），4(5 K.)聚合酶等购自德国 FN公司和美国
V:R<&4FOZ公司。其它试剂为国产分析纯试剂。
!"# $%&操作技术
除特别注明出处外，所用的 K.)操作技术，均

采用已经规范化的研究方法［5］。枯草杆菌的转化采

用原生质体转化方法［/］。

!"’ $%&序列测定
由 29W9O9公司完成 K.)序列测定。K.)序列

分析采用 K.),:,软件。

# 结果和分析

#"! 利用启动子探针型载体 ()*+,- 筛选枯草杆
菌启动子的策略

将枯草杆菌（ + ( ",-.’*’"）EF/## 的总 K.) 用
6(,0)X部分酶切，使酶切片段主要集中在 #A5 [ 5UR
之间。启动子探针型载体 @BCD%! 用 +(7L$完全
酶切，并脱磷酸化处理，再与上述总 K.)部分酶切
片段以适当比例连接，转化大肠杆菌（! ( #)*’）KL5!，
转化细胞先涂布在氨苄青霉素（1##%+\8Z）平板上，
再将转化子点在卡那霉素的平板上，筛选阳性菌落。

#"# 枯草杆菌基因启动子的克隆
在氨苄青霉素平板上共得到约 1####个 )@Q 转



化子，从中随机挑选 !""" 个转化子点在卡那霉素
（#$!%&’(）平板上，共获得 $$ 个 )*+, 阳性菌落，依

次命名为 -./012! 至 -./012$$。从随机挑取的 3#
个抗性菌落中分离质粒 456，经 !"#7"限制酶酶切
和琼脂糖电泳分析，表明各质粒均有大小不等的

456插入片段，大小在 3"" 8 !#""9- 之间。将获得
的 $$ 个阳性菌落分别接种在 :""、;""、!""" 和
!$""!%&’( 的卡那霉素平板上，检查其抗性水平。

实验表明，随卡那霉素浓度的增高，阳性克隆数减

少，其中 <个转化子卡那霉素抗性可达 !"""!%&’(。
选取这 <个转化子，提取质粒经 !"#7"限制酶酶切
和琼脂糖电泳分析，发现插入片段的大小与卡那霉

素抗性水平高低没有相关性（表 !）。进一步实验还
表明 -./012#、-./012:、-./012; 可在 !$""!%&’( 的
卡那霉素平板上很好地生长，-./012# 甚至可在
#"""!%&’(的卡那霉素平板上生长。

表 ! 部分重组子中插入片段的大小与其卡那霉素抗性水平的关系
=*9>? ! =@? 2AB? CD E@? A+2?,E?7 456 D,*%’?+E2 *+7 E@? >?F?> CD G*+*’HIA+0,?2A2E*+I? CD 2C’? ,?IC’9A+*+E2

456 D,*%’?+E 12# 123 12: 12; 12!" 12!3 12!J 12#" 12#!
K,*%’?+E2 2AB?&9- $"" $;" ;"" #$" :;" !#"" J"" !!"" !"""

)*+*’HIA+ ,?2A2E*+I?&（!%&’(） #""" !""" !$"" !$"" !""" !""" !""" !""" !"""

图 ! "#$、"#%、"#&片段的核苷酸序列
KA%L! =@? +MI>?CEA7? 2?NM?+I? CD 12#，12:，12; D,*%’?+E2

$’( 序列测定和分析
对插入片段 12#、12:、12; 进行了序列测定，结

果（图 !）显示，启动子片段 12#长 :<;9-。将此序列
与枯草杆菌全基因组进行同源性比较，同源性高达

<;O。同源性分析发现，12#的 ! 8 3P39-区段位于
$%&)基因编码区的 3Q 端，在 3P!9-处为 $%&)基因
的终止密码子 =66，而 12#的 :P" 8 :<;9-区段位于
$%&(基因编码区的 $Q 端，在 :P"9-处为 $%&(基因
的起始密码子 ==R。推测中间区段即为启动子区

域，根据已知的枯草杆菌的启动子序列对中间的这

段序列进行分析，发现有与#S 的识别序列相似的序

列，在 3<#9-处有一个序列 T66==6T66=，在其上游
!:9-处有一个序列 ==6=666，推测这就是在 12#中
具有启动功能的启动子结构。起始密码子 ==R 下
游多出 !#个氨基酸再与卡那霉素抗性基因编码区
发生融合，后者阅读框架没有发生改变，因此不影响

卡那霉素抗性基因的表达。 $%&)与 $%&(这两个基
因的功能尚未知。

!
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启动子片段 !"#长 $%%&’。将此序列与枯草杆
菌全基因组进行同源性比较，同源性高达 ($)。同
源性分析发现，!"#的 * + (,&’区段位于 !"#-基因
编码区的 ./ 端，在 (0&’处为 !"#-基因的终止密码
子 122。根据已知的枯草杆菌的启动子序列对序列
进行分析，发现有与!2 的识别序列相似的序列，在

0%.&’处有一个类似于 1212盒的序列 111221，在
其上游 *0&’处有一个与 113242盒相似的序列 115
3131，推测这就是在 !"#中具有启动功能的启动子
结构。在 0$6&’处为起始密码子，下游多出 6$个氨
基酸再与卡那霉素抗性基因编码区发生融合，后者

阅读框架没有发生改变，因此不影响卡那霉素抗性

基因的表达。!"#-基因的功能尚未知。
启动子片段 !",长 66(&’。将此序列与枯草杆

菌全基因组进行同源性比较，同源性高达 *77)。
同源性分析发现，!",的 * + *0%&’区段位于 !"$!基
因编码区的 ./ 端，在 *06&’处为 !"$!基因的终止
密码子 122，而 !", 的 67( + 66(&’ 区段位于 !"%2
基因编码区的 %/ 端，在 67(&’处为 !"%2基因的起
始密码子 213。推测中间区段即为启动子区域，根
据已知的枯草杆菌的启动子序列对中间的这段序列

进行分析，发现有与!8 的识别序列相似的序列，在

*,(&’处有一个序列 42224，在其上游 *#&’处有一
个序列 223332121，推测这就是在 !"#中具有启动
功能的启动子结构。起始密码子下游多出 0个氨基
酸再与卡那霉素抗性基因编码区发生融合，后者阅

读框架没有发生改变，因此不影响卡那霉素抗性基

因的表达。 !"$! 与 !"%2 这两个基因的功能尚未
知。

!"# $%!片段在大肠杆菌中进一步的功能验证
将抗性最高的 !"6片段与短小芽孢杆菌的碱性

蛋白酶基因 29的编码区融合，并且将融合基因插
入 ’:-3;#中，构建了重组子 ’:-5!"2’。将该重组

图 ! 转化子 &’()$%*&+! , "#$% 的 ’-’).*/0分析
<=>?6 :@:5923A BCBDE"=" FG HIJ HKBC"GFKLBCH ’:-5!"2’M& ? ’"()
N?NBKOJK；*P & ? ’"() @8%"；6P ’:-5!"2’M& ? ’"() ?

子转入大肠杆菌（& ? ’"()）@8%"中，获得转化子 ’:-5
!"2’M& ? ’"()。将该转化子 .$Q培养 *,I，收集菌体。
:@:5923A结果表明，!"6片段可以在大肠杆菌中高
效地启动短小芽孢杆菌碱性蛋白酶基因的表达，表

达的蛋白质大小约为 .(O@，与预期的大小相符（图
6）。!"6片段能否在枯草杆菌中启动该基因的表达
还在进一步研究中。

!"1 $%!片段在枯草杆菌2$344中的功能验证
为了证明在大肠杆菌中分离得到的枯草杆菌基

因启动子片段能在原供体菌中具有启动功能。先将

’:-5!"6用 *#+#进行酶切后，再用 1# @R2聚合酶
补平。然后与来自 & ? ’"()5, ? -./0)()- 的穿梭载体
’:-3;#中 6P.O&长的枯草杆菌的复制起点片段相
连。将获得的重组子转化枯草杆菌 S!077，在 TBCK

为 67$>MLU的平板上有抗性菌落长出。将获得的阳
性菌落分别接种在 #7、07、,7和 *77$>MLU的卡那霉
素平板上，检查其抗性水平。实验表明，阳性菌落最

高可在 ,7$>MLU的卡那霉素平板上生长。由此证明
了在大肠杆菌中分离得到的枯草杆菌基因启动子片

段能在原供体菌中启动卡那霉素抗性基因的表达。

5 讨论
本实验室所构建的启动子探针型载体的

’:-9;#的卡那霉素抗性基因来自质粒 ’R3.%中的
1C(7.，该基因中的启动子，基因编码区 %/ 端的 .7
个核苷酸已经全被除去，该缺失基因上游有一个多

克隆位点区［.］。当一段外源 @R2片段插入 ’:-9;#
中的任意一个克隆位点时，只要当这个片段同时满

足以下几个条件时才能形成有功能的卡那霉素抗性

融合基因：（*）插入方向正确；（6）具有基因启动子序
列；（.）具有翻译起始区；（#）具有起始密码子；（%）两
基因片段所含编码区融合时相位保持一致。

本实验室曾利用启动子探针型载体 ’:-9;#分
别从其它细菌［$］、真菌［,］、植物［(］中克隆到了多个具

有强启动功能的启动子。我们此次获得的启动子片

段还需要进一步进行缩小的亚克隆，以确定启动子

的精确位置。!"6在枯草杆菌 S!077中也能启动卡
那霉素抗性基因的表达，但卡那霉素抗性水平比在

大肠杆菌中低的多。推测可能由以下原因造成：（*）
在枯草杆菌载体中用来做为选择标记的卡那霉素抗

性基因多来自于革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌的质

粒 ’-!**7［*7］。启动子探针型载体 ’:-9;# 中的卡
那霉素抗性基因来自于革兰氏阴性菌大肠杆菌，该

基因在大肠杆菌和枯草杆菌中翻译时可能存在着密

码子偏爱性的问题。（6）大肠杆菌和枯草杆菌作为
宿主菌对卡那霉素的耐受性可能也存在着差别，所

以 !"6片段在枯草杆菌中是否具有强启动功能还需
要进一步验证。
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在以枯草杆菌 !"#$$ 作为宿主菌来表达外源
蛋白的研究中，使用较多的启动子有组成型表达的

双启动子 %&’［((，()］、需要蔗糖诱导表达的果聚糖蔗
糖酶基因 *+,"的启动子［(’，(&］以及解淀粉芽孢杆菌!
淀粉酶基因的启动子［(-，(#］。枯草杆菌的已知的"因
子有 ()种，而它们识别的启动子序列又各不相同。
本研究克隆到的 ".) 片段含有被"/ 识别的序列，

".&片段含有被"0 识别的序列，".1 片段含有被"2

识别的序列，这 ’个启动子片段负责转录不同的基
因。此研究工作为枯草杆菌功能基因组学方面的研

究提供了一定的实验数据。
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