
!" 卷 # 期

#$$" 年 ! 月 ! 日
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（#）：%&% ’ %&(

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! )*+,- #$$"

"通讯作者。./-0123：4(5%$5(!4$"!%6；7582,-：9,:;<=> ?@:A ,8A 2BA B:
作者简介：李 开（%&"4 C ），男，湖北武汉人，硕士研究生，主要从事氨基酸代谢研究。

收稿日期：#$$(5$"5%$；接受日期：#$$(5$45$&；修回日期：#$$(5$&5$4

谷氨酸棒杆菌!大肠杆菌穿梭型启动子探测载体构建

李 开%，#，赵 智%，张英姿%，王 宇%，丁久元%"

（% 中国科学院微生物研究所 北京 %$$$4$）

（# 中国科学院研究生院 北京 %$$$D&）

摘 要：从质粒 *EF%$%!6 和 *GH%& 出发，构建了一个谷氨酸棒杆菌0大肠杆菌穿梭载体 *)I(。*)I( 的大小为

6(4!J*，带有卡那霉素和氨苄青霉素抗性选择标记，以及多克隆位点。在 *)I( 基础上，构建了以氯霉素乙酰转移

酶为报告基因的启动子探测载体 *)IH(，*)IH( 的大小为 (!"!J*。采用鸟枪法，将经 !"#D)K 消化的谷氨酸棒杆菌

基因组片段连入 *)IH(；根据谷氨酸棒杆菌对氯霉素的抗性，从中分离出两个具有启动子功能的插入片段。通过

测定报告基因氯霉素乙酰转移酶的活性，对两个启动子片段在谷氨酸棒杆菌中的强度进行了初步的判断；测序后，

用启动子预测软件对其结构进行了预测，证实了启动子序列的存在。
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谷氨酸棒杆菌（$%&’()*"+,)&-#. /0#,".-+#.）是一

种不 产 芽 孢，严 格 好 氧 的 革 兰 氏 阳 性 菌。自 从

I,:M?N,O2［%］发现其能大量分泌谷氨酸以来，该菌及其

突变体已广泛地用于发酵生产各种 P C 氨基酸。基

因工程技术的应用使得改造和设计氨基酸代谢途径

成为可能，而分离棒杆菌的内源质粒和构建载体是

基因工程研究的基础。目前已经从谷氨酸棒杆菌分

离出 #! 种内源质粒［#］。根据复制方式和复制蛋白

的相 似 性，它 们 被 分 类 成 ! 个 棒 杆 菌 质 粒 家 族：

*QP%、*HR%、*EF%$%!# 和 *HST! 家族，前两个家族

的成员采用滚环复制，后两个家族的成员采用!复

制。由于采用!复制的质粒在复制中不会产生单链

中间体，因而在结构上和分离时比滚环复制质粒有

更高的稳定性［#］。目前，已公开报道的大肠杆菌0谷
氨酸棒杆菌穿梭载体均是从 *QP% 和 *HR% 及其衍

生质 粒 构 建 而 来，而 采 用!复 制 的 *EF%$%!# 和

*HST! 却鲜有用于构建各类载体的报道。启动子探

测载 体 是 分 离 和 测 定 启 动 子 效 率 的 主 要 工 具。

7,U82::? 等［D］使用质粒 *QP% 构建了启动子探测载

体 *7I*-H8，VWO/U 等［!］应用该载体从谷氨酸棒杆菌

中分离了 %D 个启动子。通过对 6$ 多个棒杆菌启动

子序列结构的研究，VWO/U［6］认为棒杆菌的看家基因

启动子结构类似于大肠杆菌启动子，但是其保守性

却低于后者。虽然常用的大肠杆菌启动子如 V5 ,"+

和 0"+1 启动子均能在谷氨酸棒杆菌中使用，但是，

由于这些外来启动子低效率和泄漏表达［6］，因此有

必要分离棒杆菌自身的强启动子和严格诱导表达启

动子。

*EF%$%!6 是 *EF%$%!# 质粒家族中的成员，由雷

肇祖［(］从谷氨酸棒杆菌 %$%!5(. 菌株分离；它的序列、

最小复制区及抗性已有所研究［"，4］；雷呈祥［&］等利用

它进行了构建谷氨酸棒杆菌基因工程菌的尝试。

本文从 *EF%$%!6 和 *GH%& 出发构建了带有多

克隆位点区 XHY 的谷氨酸棒杆菌5大肠杆菌穿梭载

体 *)I(；并以 *)I( 为基础，构建了启动子探测载

体 *)IH(；进一步用 *)IH( 从谷氨酸棒杆菌基因组

中克隆具有启动子功能的片段，通过测定报告基因

编码的氯霉素乙酰转移酶的活性，初步判断了启动

子的相对强度。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 菌株和质粒：本试验所用菌株和质粒见表 %。

"#"#$ 主要试剂和仪器：P) 2"3 Z[) 聚合酶、限

制性内切酶、Z[) 连接酶均购自大连 .2I2S2 公司，

生化药品为进口或国产分析试剂纯；采用 X\ 公司

V.H5%6$ 型基因扩增仪；Q,M5S)Z X,B+MV@-?/+.X 电击

仪，Q/BU82: BM@-O/+ 4$$ 分光光度计。



表 ! 试验所用的菌株和质粒

!"#$% & !’% ()*"+,( ",- .$"(/+-( 0(%- +, )’+( 12*3
4)*"+,( ",- .$"(/+-( 5’"*"6)%*+()+6( 420*6%

4)*"+,(
!"#$%&’#$’( #)*’ 789! ":; +(#,#<&9 !’+( $"#
-)&./%0(#1%&’23 4*21(3’#23 &;&=> -)&./%0(#1%&’23 4*21(3’#23 &;&=?@! 60*%- .$"(/+- !’+( $"#

A$"(/+-(
.B5&C D/.E，52$F 2*+G+, !’+( $"#
.B5&&C?H",E D/.E，H/E，52$F 2*+G+, !’+( $"#
.I5CCF ! J #)*’ %K.*%((+2, L%6)2*，5/E ［&;］

.IM&;&=9 - J 4*21(3’#23 &;&=?@! .$"(/+-，5/E ［@］

.DH; - J 4*21(3’#23 *%62/#+,",) .$"(/+- H/E !’+( ()0-N

.DHO - J 4*21(3’#23?! J #)*’ (’0))$% L%6)2* H/E !’+( ()0-N

.DH@ - J 4*21(3’#23?! J #)*’ (’0))$% L%6)2* 1+)’ <54，H/E !’+( ()0-N

.DHP@ - J 4*21(3’#23?! J #)*’ (’0))$% L%6)2* 1+)’ .*2/2)%*$%(( #(1 !’+( ()0-N

.DH5@ - J 4*21(3’#23? ! J #)*’ .*2/2)%* .*2#% L%6)2*，H/E !’+( ()0-N

.DH5@?Q&@ .DH5@ 1+)’ - J 4*21(3’#23 .*2/2)%* R*"G/%,) Q&@ !’+( ()0-N

.DH5@?Q&C .DH5@ 1+)’ - J 4*21(3’#23 .*2/2)%* R*"G/%,) Q&C !’+( ()0-N
<54：/0$)+.$% 6$2,+,G (+)%；D/.E，5/E，H/E +,-+6")% *%(+()",6% )2 "/.+6+$$+,，6’$2*"/.’%,+62$，3","/N6+, *%(.%6)+L%$NJ

!"# 培养基和培养条件

SP 培养基用于大肠杆菌和谷氨酸棒杆菌的培

养，SP 培养基中加入 =T甘氨酸用于谷氨酸棒杆菌

感受态细胞的培养。抗生素的使用浓度分别为：卡

那霉素 O9$GU/S，氯霉素 V;$GU/S。含 =;;$GU/S 氯

霉素的 SP 固体培养基用于启动子的筛选。大肠杆

菌在 V>W培养，谷氨酸棒杆菌在 V;W培养。

!"$ %&’ 操作

大肠杆菌 7XD 操作和谷氨酸棒杆菌质粒的提

取均参考文献［&&］，谷氨酸棒杆菌 &;&=> 总 7XD 的

提取参考文献［=］。大肠杆菌的转化采用 5"5$O 法，

谷氨酸棒杆菌 &;&=> 的转化采用电击转化法［&O］。

!"( 引物设计与 )*+ 反应

根据 质 粒 .I5CCF 的 序 列（Y%,P",3 登 录 号：

DZO&C@:9）设 计 一 对 引 物：A&：9[?YYYDDY5!!DDY
!DD!!DD5DYYDY5!DDYYDDY5!DDD?V[，AO：9[?DD
5!5!DYD!DDYYYD!!!!YY!5D!Y5Y?V[，下 划 线 部

分为限制性酶切位点 5’/-%和 60(&，引物 A& 中

有 V 个不同阅读框的终止密码子 !DD，以防止形成

融合蛋白；通过 A5E 扩增氯霉素乙酰转移酶基因的

编码区和 47 序列，用其作为报告基因。根据质粒

.B5&&C?H",E 的 序 列 设 计 一 对 引 物：AV：9[?
!DYDYY!D5555!YYD!D55Y5!5Y?V[， A=： 9[?Y5
!5YYD!555YDD5555DYDY!55?V[，下划线部分为限

制性酶切位点78/&和 9(38&，用来使 H",E 基因

两 侧 原 来 的 9(38&、78/&位 点 定 点 突 变 为

78/&、9(38&，以改变 H",E 基因在启动子探测载

体中的插入方向。根据已构建成功的启动子探测载

体 .DH5@ 的序列，设计引物 A9：9[?DDDDYY!Y!5D
D55!5YD!DD!!!Y?V[，A@：9[?YDD5YY!5!YY!!D!

DYY!D5D!!Y?V[，用来扩增插入在 94*’位点的启

动子片段。A5E 反应条件：C=W O/+,；C=W V;(，99W
=9(，>OW &/+,，V; 个循环；>OW 9/+,。

!", -./01终止子及 2*3 序列的合成与复性

根据 文 献［&V］设 计 寡 核 苷 酸 序 列 4&：9[?D
D!!5DDDY!DDD5555!5Y55D!DDDDYY5YDYYYY!
D5?V[，4O：9[?555!5Y55!!!!D!YY5YDYYYY!!!D5
!!!Y?V[；4& 和 4O 复性后，形成谷氨酸棒杆菌 +%29
基因终止子序列，两端分别为 78/&和!#)E&的粘

末端。设计寡核苷酸序列 4V：9[?DY5!Y5D!Y5!5
!DYD5!Y5DYDDY5!!DYD!5!Y?V[，4=：9[?DD!!5D
YD!5!DDY5!!5!Y5DY!5!DYDY5D!Y5?V[；4V 和 4=
复性 后，形 成 多 克 隆 位 点 区（<54），具 有 94*’、

5’/-%、:"1&、60(&和 ;8$&单一酶切位点，两端

分别为 !#)E&的粘末端和与 5’/-%互补的突出

端。复性条件：将等体积的 9;//2$US 相关寡核苷酸

混合，在 :;W保持 &;/+,，自然降温。

!"4 启动子片段的筛选

采用鸟枪法筛选启动子片段。 ;(2VD&完全消

化谷氨酸棒杆菌 &;&=> 的总 7XD，将片段连入经

94*’消化的 .DH5@，转化大肠杆菌感受态细胞，涂

布于卡那霉素平板；O=’ 后用牙签挑取转化子点种

于含 =;;$GU/S 氯霉素的平板，V>W培养 O=’；从能生

长的 菌 落 中 提 取 质 粒，电 击 转 化 谷 氨 酸 棒 杆 菌

&;&=> 的感受态细胞，于卡那霉素平板上筛选转化

子，将转化子点种于含 V;$GU/S 氯霉素的平板，V;W
培养 O=’，从能生长的菌落中提取质粒，酶切分析。

同时以 .DH5@ 为对照进行相同操作。

!"5 启动子强度的测定

!"5"! 粗酶液的制备：挑取在含 V;$GU/S 氯霉素的

OC& S\ H"+ %1 (* J U<#1( =’#&)0’)*)4’#( ;’/’#(（O;;>）=>（O）



平板生长的谷氨酸棒杆菌菌落接种 !" 培养基，于

#$%摇 床 培 养 &’(，离 心 收 集 细 胞，用 &$$))*+,!
-./0123!（42567）洗涤两遍，悬浮。超声波破碎 细

胞，离心，取上清用于测定；以带有 4893’ 的谷氨酸

棒杆菌为对照，进行同样的试验。

!"#"$ 总蛋白含量的测定：采用考马斯亮蓝法［&:］。

!"#"% 氯霉素乙酰转移酶（38-）活性的测定：参考

;(<=［&>］的方法进行：&6$)! 反应体系含 &$$))*+,!
-./0123!（42567），$6&))*+,! <?@AB+13*8 ，:)C,)! >，

>1二硫（D1硝基苯甲酸）［E-F"］，适量的粗酶液；将反

应混合物在水浴中加热到 #5%，加入氯霉素使终浓

度为 $6&))*+,! ，混匀，立即测定光吸收值 !:&D；以

未加氯霉素的反应液为对照。38- 活性单位的定

义：一个活力单位（G）为在上述反应条件下，每分钟

乙酰化 &!)*+ 氯霉素所需酶量。

!"& ’() 序列的测定与分析

EF8序列的测定由上海生工生物工程技术服

务有限公司完成；EF8 序列的比对使用 F3"H 数据

库中 的 "!8;-F 程 序；启 动 子 的 预 测 采 用 "EIJ
F@K.<+ F@A=*.L J.*)*A@. J.@M/?A/*N ，OD6D （ ===P
Q.K/AQ+B P *.C,0@RS A**+0,4.*)*A@. P (A)+）。

$ 结果

$"! *)+ 和 ,-./ 基因的克隆

$"!"! 38- 基因的克隆：以质粒 4T3UUV 为模板，使

用引物对 J&,JD J3W 扩增出大小约为 5$$X4 的片

段，经琼脂糖电泳验证与预期相符。

$"!"$ 9<NW 基因的克隆：以质粒 4G3&&U19<NW 为

模板，使 用 引 物 对 J#,J: J3W 扩 增 出 大 小 约 为

&$$$X4 的片段；J3W 产物经 "#$2"、%&’"双酶切，

连入同样双酶切的 4G3&U，转化大肠杆菌 E2>#，提

取质粒，经 ()*"和 %&’"双酶切，产生 5$$X4 的小

片段，证实 9<NW 基因两侧的 "#$2"、%&’"位点经

突变而互换成功。

$"$ 穿梭载体 0),1 的构建

用 +)*W"、,&-"双酶切 4TY&$&:>，回收带有

复制 区 的 大 片 段，用 +)*W"、./#"双 酶 切 质 粒

4G3&&U19<NW，回收带有 9<NW 基因小片段，将两片

段连接，电击转化谷氨酸棒杆菌 &$&:5，提取质粒，

命名为 489$。为在 489$ 上引入大肠杆菌复制子，

用 +)*W"、!#0$双 酶 切 489$，回 收 大 片 段；对

4G3&U 进行同样的双酶切，回收大片段，将两片段连

接，转化大肠杆菌 E2>#，提取质粒，得到具有双复制

区和双抗性（卡那霉素抗性和氨苄青霉素抗性）质

粒，命 名 为 489D。由 于 489D 上 有 两 个 %&’"、

"#$2"切点，不利于克隆外来片段，所以重新设计

了多克隆位点区，特别是引入了 "12$单一切点，方

便了经 ,#3#8"完全消化的片段的克隆。用 45’M
%和 +)*W"双酶切 489D，回收大片段，与复性的多

克隆位点区连接，转化大肠杆菌 E2>#，提取重组子

质粒，命名为 489’（图 &）。将 489’ 电击转化谷氨

酸棒杆菌 &$&:5，提取质粒，再转化大肠杆菌 E2>#，

提取质粒，经同样酶切电泳，结果与转入的质粒相

符，说明 489’ 可在大肠杆菌1谷氨酸棒杆菌之间

穿梭。

图 ! 穿梭载体 0),1
Z/CP& ;(KAA+@ [@?A*. 489’P

$"% 启动子探测载体 0),*1 的构建

为构建启动子探测载体，将终止子 -!@K"和报告

基因 38- 引入 489’。将 489’ 用 +)*W"、%&’"进

行双酶切，回收大片段，与复性的 6-3" 基因的终止

子 -!@K" 连接，转化大肠杆菌 E2>#重组质粒命名为

489-’。将 489-’ 用 45’M%，./#"进行双酶切，回

收大片段；同样双酶切 J3W 扩增所得的氯霉素乙酰

转移酶基因（38-）的编码区，将两片段连接，转化大

肠杆菌 E2>#，提取重组质粒，命名为 489"’。由于

489"’ 上的 9<NW 基因启动子较强，且本身没有终

止子序列，因而有可能会通读过终止子 -!@K"；于是，

应用 J3W 技术使 9<NW 基因两侧的 %&’"、"#$2"
互换，该片段经 %&’"、"#$2"双酶切，与同样双酶

切并回收的 489"’ 大片段连接，改变 %#’7 基因的

插入方向，转化大肠杆菌 E2>#，提取重组质粒，经

酶切 鉴 定，与 预 期 相 符，命 名 为 4893’（ 图 D）。

4893’ 上的 9<NW 基因转录方向与 38- 转录方向相

反，不会引起通读。将 4893’ 电击转化谷氨酸棒杆

菌 &$&:5，提取质粒，再转化大肠杆菌 E2>#，提取质

粒，经同样酶切电泳，结果与转入的质粒相符。

#U&李 开等：谷氨酸棒杆菌,大肠杆菌穿梭型启动子探测载体构建 P ,微生物学报（D$$5）:5（D）



图 ! 启动子探测载体 "#$%&
!"#$ % &’()(*+’,&’(-+ .+/*(’ &0123$

!’( 谷氨酸棒杆菌启动子的筛选

用 &0123 克隆经 !"#40!完全消化的谷氨酸

棒杆菌 56578 总 9:0 片段，转化大肠杆菌，获得 %6
个转化子；将转化子点种于含 766"#;)< 氯霉素的平

板，有 = 个可以生长；提取质粒，分别电击转化谷氨

酸棒杆菌 56578 感受态细胞，涂布在卡那霉素平板

上，再把生长出的转化子点种于含 46"#;)< 氯霉素

的平板，有两个可以生长，与之对照，经 &0123 转化

的谷氨酸棒杆菌没有生长。将这两个带有插入片段

的质粒分别命名为 &0123,!53 和 &0123,!5>。

!’) 启动子片段强度的测定

由于启动子的强弱决定了报告基因的表达量，

所以通过测定报告基因的比活力，可以推断启动子

的强度。分别测定含 &0123、&0123,!53 和 &0123,
!5> 的谷氨酸棒杆菌的总蛋白和 20? 的酶活，计算

得到各自的比活力，表 % 结果表明，带有 &0123 谷

氨酸棒杆菌可少量的表达 20?，而带有 &0123,!53
和 &0123,!5> 的菌株的 20? 表达量分别是前者的

@@ 倍和 5%6 倍（表 %），说明 !53 和 !5> 片段具有启动

子功能，启动子探测载体可用于筛选具有启动子功

能的片段。

表 ! 不同菌株的 %#* 比活力

?A-B+ % 20? C&+/"D"/ A/*"."*E (D F"DD+’+G* H*’A"GH
$ $ %&#’"()*#( H*’A"G 20? H&+/"D"/ A/*"."*E（I;)#）

56578 :9
56578;&0123 6J%5

56578;&0123,!53 5@J=6
56578;&0123,!5> %=J5=

:9：:(* F+*+/*A-B+$

!’& 启动子序列的测定与分析

以引物对 K=;K3 对启动子片段进行测序，结果

表明 !53 和 !5> 的长度分别为 7>7-& 和 34%-&。经

L<0C?: 比对，发现 !53 由 7 段 CAM40N 消化片段拼

接而成；这 7 个片段分别与谷氨酸棒杆菌糖基转移

酶基因编码区，泛醌;甲基萘醌类生物合成的甲基化

酶基因编码区，推测的膜蛋白基因编码区，O,琥珀酰

苯甲酸酯合成酶基因编码区有 >3P的同源性。使

用 L9QK :+M’AB :+*R(’S K’()(*+’ K’+F"/*"(G T%J% 对

!53 进行分析，发现了一段可能的启动子序列，该软

件 对 其 的 评 分 为 6J=%；虽 然 潜 在 的 U 56 区

（02?00?）和 U 4= 区（??Q000）之间的距离为 5>-&，

但是 它 们 与 标 准 的 U 56 区（?0?00?）和 U 4= 区

（??Q020）有较高的相似性；潜在的 U 56 区和 U 4=
区分别位于两个相邻的消化片段中，表明该启动子

是偶然拼接而成的，不是该菌株的野生型启动子。

经 L<0C?: 比对，表明 !5> 与谷氨酸棒杆菌 V 株的

C*’A"G,H&+/"D"/ 9:0 "HBAGF > 有 >>P的同源性。经同

样的启动子预测，发现一段得分为 6J>8 的启动子，

该启 动 子 潜 在 的 U 56 区（?QQQQ?）和 U 4= 区

（???02?）与标准的 U 56 区和 U 4= 区的相似性较

低，但是二者的间隔为标准的 5@-&，而且该 U 56 区

（?QQQQ?）与 已 经 报 道 的 谷 氨 酸 棒 杆 菌 启 动 子

K47［=］的 U 56 区（?QQQQ?）完全一致，表明它应该能

为谷氨酸棒杆菌 V:0 聚合酶识别。启动子的预测

结果如表 4 所示。

表 + 启动子的预测

?A-B+ 4 K’+F"/*"(G (D &’()(*+’H
!’A#)+G*H C/(’+ K’()(*+’ H+WM+G/+H（=X!4X）

!53 6J=% 0Q? ??Q000 22??2?Q220QQ2Q0?2?2 02?00? 022Q?Q 2???2????Q
!5> 6J>8 0QQQ? ???02? ?Q0000Q?02QQ00Q?QQ ?QQQQ? 0Q2?? ?2?Q2Q000?
K47 2Q02?? 0?QQQ0 ??Q00?Q20002QQ?Q0 ?QQQQ? 0Q2QQ02 22200220

2(GH+GHMH ??Q020 （58 Y 5-&） ?0?00?
U 4= U 56

C/(’+ "GF"/A*+ *Z+ D"*G+HH .ABM+ *( *Z+ /(GH+GHMH &’()(*+’ H+WM+G/+H RZ+G &’+F"/*+F -E MH"G# :+M’AB :+*R(’S K’()(*+’ K’+F"/*"(, G，T%J%；?Z+ &(*+G*"AB U 4= AGF
U 56 ’+#"(GH (D *Z+ *R( &’()(*+’H AGF K47 A’+ HZAF(R+F；?Z+ &’(&(H+F ?CK "H MGF+’B"G+F$ ?Z+ /(GH+GHMH U 56 AGF U 4= )(*"DH (D *Z+ + $ *,&) A’+ &’+H+G*+F$

7>5 <N 1A" -’ "& $ ;.*’" /)*0,1),&,%)*" !)2)*"（%668）78（%）



! 讨论

谷氨酸棒杆菌是一种具有极高经济价值的细

菌，通过基因工程技术对其进行认识和改良都涉及

到各种载体的运用。本文利用质粒 !"#$%$&’ 构建

了一 个 新 的 谷 氨 酸 棒 杆 菌(大 肠 杆 菌 穿 梭 载 体

!)*+，!)*+ 不仅可以用来克隆基因，也可以被改造

成整合载体、表达载体、启动子探测载体等。目前还

未有以 !"#$%$&’ 为出发质粒构建启动子探测载体

的报道，因而在 !)*+ 基础上构建了启动子探测载

体 !)*,+。从谷氨酸棒杆菌基因组中，采用鸟枪法

克隆到两个具有启动子功能的片段，通过测定报告

基因编码的氯霉素乙酰转移酶的酶活，初步判断了

启动子的强度；应用启动子预测软件对该启动子结

构进行了分析。目前，仅有 ’% 多个谷氨酸棒杆菌启

动子的结构获得研究，相对于数千的该菌启动子来

说，还是很小的一部分。尽管 !)*,+ 的报告基因没

有启动子，但仍然表现出较弱的表达。这是因为谷

氨酸棒杆菌启动子 - $% 区和 - .’ 区保守性远不如

大肠杆菌和枯草芽孢杆菌，反映了其 /0) 聚合酶的

特异性也较低，所以，当报告基因上游存在 ) 1 2 丰

富的外源序列时，会引起 /0) 聚合酶随机地识别并

起始转录［$3］。由于谷氨酸棒杆菌启动子的一致序

列类似于大肠杆菌启动子的一致序列，所以，虽然不

呈一一对应的关系，但是谷氨酸棒杆菌强启动子一

般在大肠杆菌也有较强的表现。通常克隆有相同启

动子片段的载体赋予大肠杆菌对氯霉素的最低抑制

浓度为其赋予谷氨酸棒杆菌的 + 4 $% 倍［&］。这种现

象可能是由于同样的穿梭载体在大肠杆菌和谷氨酸

棒杆菌中的拷贝数相差极大所致：穿梭载体使用来

自 !5,$6 的 ,789 复制子在大肠杆菌中复制，其拷贝

数可达数百个；而在谷氨酸棒杆菌中，其仅是中等拷

贝数的质粒［:］。当使用 $%% 4 .%%!;(<= 的氯霉素平

板进行初筛后，获得的克隆子再转化谷氨酸棒杆菌，

均不能使该菌在 .%!;(<= 氯霉素平板上生长（数据

未列出），表明这些克隆子要么是假克隆，要么是弱

启动子克隆；当使用 &%%!;(<= 的氯霉素平板进行初

筛后，获得了 ’ 个克隆子，最终证实只有两个（>$+
和 >$6）具有较强的启动子功能。所以，可以推断当

将初筛的氯霉素浓度提高到 +%%!;(<=，会排除大多

数的假克隆和弱启动子的克隆，提高发现强启动子

的机率。

转录是基因表达调控的第一步也是最重要的一

步，通过分离和分析启动子，进而改造和修饰谷氨酸

棒杆菌代谢途径中基因的启动子，为优化代谢过程，

提高氨基酸产率提供了可能。
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