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摘要：【目的】本研究通过原子力显微镜(AFM)力谱技术研究了大肠杆菌启动子与 RNA 聚合酶(RNAp)

间的相互作用，目的是建立一种高效的体外表征启动子的新方法。【方法】优化了用于单分子 AFM 力

谱分析的蛋白固定化策略，建立 AFM 力谱分析启动子的策略，以缺失识别启动子序列的 σ 亚基核心

RNA 聚合酶(RNAp-C)为对照，研究启动子/RNAp 间相互作用的特异性。最后比较了序列较典型的 Ls1

启动子和缺失–10 区的 Ls2 启动子的力谱。【结果】基于建立的方法，验证了 Ls1 与大肠杆菌 RNAp 结

合的特异性，其相互作用力为(331.10±5.10) pN。与 Ls1 相比，Ls2 启动子与 RNAp 结合显著减少。利

用启动子探针质粒，以报告基因 cat 的表达产物氯霉素乙酰转移酶(CAT)的酶活验证 Ls1、Ls2 启动子强

度，分别为(181.70±4.10)、(0.30±0.20) U/mg。【结论】本研究建立的基于 AFM 力谱技术的启动子分析

技术，是一种高效的、直接定量表征启动子活性的新方法。 
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启动子是一个重要的基因表达顺式调控元件

(cis-acting element)，在调控转录环节中占有十分

重要的地位。了解影响启动子的因素，明晰启动

子启动转录的生物物理学机制，进而理性设计不

同强度的精准启动子，具有重要的科学和工程意

义。近年来，在代谢工程研究领域，通过改变启

动子强度，精细调节代谢流量分配，成为工业微

生物领域较常用的代谢改造策略[1]。因此以启动子

为代表的代谢调控元件的标准化、模块化处理已

成为趋势。其中高效、精确、定量表征启动子活

性的方法是一个重要的先决条件[2]。 

目前启动子强度主要通过报告基因编码的

蛋 白 表 达 量 来 表 征 ， 如 氯 霉 素 乙 酰 转 移 酶

(Chloramphenicol acetyl transferase，CAT)[3]、β-半

乳糖苷酶[4]和荧光蛋白等[5]。然而这种分析方法操

作繁琐、周期长，易受到菌体生长阶段和生理状

态的干扰，最终的表达量还受到其他多重元件的

调控，并不能直接体现启动子的调控效果，并且
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造成不同表达系统之间的启动子强度数据无法直

接比较。加之受到检测方法的限制，导致定量分析

效率低，准确度不高，制约了启动子元件化、标准

化的发展。此外，凝胶阻滞分析(Electrophoresis 

mobility shift assay，EMSA)[6]和体外转录(In-vitro 

transcription)[7]等方法也为我们提供了体外表征启

动子活性的选择，但由于其准确度低、操作复杂、

需要标记等缺点，并未广泛使用。启动子是调控

基因转录的重要顺式元件 RNAp 通过其 σ 亚基识

别并结合在启动子核心区域的–10 以及–35 区的保

守序列，从而启动转录[8]。启动子与 RNAp 特异

性结合是启动转录的第一步，也是最关键的一步。

因此围绕这一步骤，考察启动子与 RNAp 的结合

过程，可以直接、高效、准确地反映启动子的调

控反应活性[9]。 

常用的研究分子交互作用的技术手段包括表

面 等 离 子 共 振 技 术 (Surface plasmon resonance, 

SPR)[10]、分子信标(Molecular beacon)[11]以及原子

力显微镜(Atomic force microscope，AFM)[12]。其

中，AFM 技术作为一个原位、不需标记的微观表

面成像技术已被广泛熟知，此外，AFM 另一个强

大的功能为分子操作，而基于 AFM 的力谱(Force 

spectroscopy)[13]分析技术可以实现精确、实时地记

录发生在毫秒的一对分子的结合和解离过程，提

供两者之间的结合力以及单分子作用力的群体分

布。由于力谱分析技术可以提供精确的定量结合

力数据，能在体外、液体环境中接近生理条件下

操作，不受细胞生长及生理状态的影响，不涉及

其他细胞分子的干扰，是一种研究生物分子交互

作用的强有力的手段[14]。目前，AFM 力谱分析技

术已成为生物科学研究的常用技术，广泛应用于

蛋白的聚合、抗体抗原结合、DNA 的装配等过   

程[15]。然而在微生物调控元件方面，基于 AFM 力

谱分析元件活性的研究目前仍相对缺乏。 

本研究中，首先建立了可用于 AFM 力谱分析

启动子与 RNAp 交互作用的基底固定化策略，进

而采用 AFM 力谱技术，分析了大肠杆菌核心启动

子 Ls1 与大肠杆菌 RNAp 的结合，以与启动子不

识别的 RNAp-C 为对照，得到了结合概率、结合

力等量化参数，实现了对启动子强度的精确定

量。确证了所得到的交互作用为特异性结合。继

而通过删除与 RNAp 结合的关键位点–10 区，考

察对启动子活性的影响。最后，进行了传统的基

于体内报告基因(cat)表达量的启动子分析，结果

体现了与体外交互作用分析的一致性。本研究对

大肠杆菌启动子与 RNAp 的识别、结合行为进行

了全面的体外交互作用分析，并从多角度验证了

基于 AFM 力谱分析是一种体外、高效、定量表

征启动子活性的方法，其具备较强的有效性和可

行性。本研究的结果为精准调控启动子元件研究

提供新策略。 

1  材料和方法 

1.1  试剂与仪器 

3-氨基丙基三乙氧基硅烷(APTES)和戊二醛

(99.99%，HPLC 级)购自 Aladdin，磷酸盐缓冲液

(PBS；20 mmol/L Na2HPO4，150 mmol/L NaH2PO4，

pH 7.0)、乙酰辅酶 A、5,5′-二硫双(2-硝基苯甲酸)

购自国药集团，食人鱼溶液(30%H2O2：98%H2SO4 

=1︰3，V/V)、大肠杆菌 RNAp 及 RNAp-C 购自 NEB，

AFM 探针为金涂覆的 PPP-CONTAu-10 悬臂探针，

购自 Nanosensors 公司。实验所用的启动子序列均

由杰瑞生物公司合成，其中测体外相互作用所用

的启动子序列如下。F_Ls1：5′-ACGGGTTGACAC 

AAAAGCCACAAGGGGTTATAATGAGCACATA
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AAAA-SHC6-3′；R_Ls1：5′-TTTTTATGTGCTCAT 

TATAACCCCTTGTGGCTTTTGTGTCAACCCGT-

3′；F_Ls2：5′-ACGGGTTGACACAAAAGCCACAA 

GGGGTGAGCACATAAAAA-SHC6-3′； R_Ls2：

5′-TTTTTATGTGCTCACCCCTTGTGGCTTTTGT

GTCAACCCGT-3′。其中，有下划线的 AAAAA、

TTTTT 序列为柔性连接序列，以增加固定化后启

动子与蛋白之间的接触概率。SHC6 为巯基末端，

用于下一步的 AFM 金镀层探针表面固定。原子力

显微镜为布鲁克 Dimension Icon 扫描探针显微镜，

购自 Bruker。 

1.2  AFM 探针针尖的表面修饰 

首先将单链启动子组装成双链启动子[16]，具体

反应如下：将 10 µmol/L 的两条互补链等摩尔比混

合于 PBS 缓冲液中，95 °C 保温 5 min，自然缓慢冷

却(>8 h)至室温。有金镀层的 AFM 探针用乙醇、超

纯水交替浸泡洗涤各 10 min 以清洁金尖端的表面。

然后将探针转移到含有 3′-巯基修饰的双链启动子

(5 µmol/L)中 12 h，以自组装单分子层(Self-assembled 

monolayers，SAMs)[17] 的形式获得启动子修饰的

AFM 探针末端。启动子 SAMs 形成后，用乙醇洗涤

AFM 探针尖端，立刻装入 AFM 进行使用。 

1.3  基底的化学修饰及固定 

基底通过以下 3 个步骤完成蛋白质(RNAp)的

固定。 

1.3.1  表面羟基化：选择抛光的单晶硅片(1 cm×1 cm)

作为基底。在食人鱼溶液(30% H2O2︰98% H2SO4 

=1︰3，V/V)中洗涤硅片表面 30 min。将羟基化的

硅片用超纯水和乙醇漂洗 3 次。 

1.3.2  表面硅烷化的三种方法：本研究比较了 3 种不

同的表面硅烷化方法(图 1)。(1) 室温下浸于 3-氨基丙

基三乙氧基硅烷磷酸盐溶液(APTES︰PBS=1︰15，

V/V)中 3 h；(2) 室温下浸于 3-氨基丙基三乙氧基硅

烷水溶液(APTES︰H2O=1︰15，V/V)中 3 h；(3) 室

温下 APTES 蒸汽熏蒸 3 h。 

 

 
 

图 1.  蛋白固定方法的硅片表面修饰流程 

Figure 1.  Procedures of surface modification for protein immobilization strategies. 
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1.3.3  大肠杆菌 RNA 聚合酶的固定：充分清洗后

的上述硅片在室温下浸于戊二醛(戊二醛︰PBS= 

1︰1000，V/V)溶液中活化 30 min，反应结束后用

超纯水充分漂洗。将活化的基底表面浸润在不同

浓度的蛋白溶液中，4 °C 放置 40 min，最后用 PBS

缓冲溶液彻底冲洗，去除没有固定的蛋白质。固

定好的蛋白基底在 PBS 溶液环境下，保存于 4 °C

冰箱中，24 h 之内使用。 

1.4  AFM 成像及力谱分析 

AFM 成像及力谱分析的测定均采用布鲁克的

Dimension Icon 扫描探针显微镜，于室温下液体环

境中进行，液体为 PBS 缓冲液。图像的扫描在智能

模式下进行。在采集力曲线进行力谱分析之前，首

先通过测定针尖在空气中热噪声的方法[18]，对实验

中用到的每一个针尖进行了弹性系数的校正，测定

的探针的弹性常数在 0.34–0.60 N/m 之间。控制力曲

线测定时的 AFM 探针 approaching/retracting 速度为

514–900 nm/s，使不同探针在测定力曲线时的

loading rate 保持一致，为 304 nN/s。在得到探针

的弹性系数之后，对样品进行扫描，得到蛋白在

表面的位置信息后，对各个蛋白分子进行 10 个力

曲线的采集。设定探针对基底表面施加 400 pN 的

力并停留在基底单分子蛋白表面 3 s，以保证启动

子和蛋白质有足够时间特异性结合。按照此方法，

每次实验采集 1000 条力曲线。筛选曲线中解离距

离在 10–50 nm 之间的交互作用力进行统计，形成

不同力的概率分布图。 

1.5  携带启动子片段的重组质粒构建 

1.5.1  寡核苷酸链法获得双链启动子序列：Ls1

与 Ls2 启动子序列为 1.1 中序列的主体部分，不包

含 5A 及 5T 柔性连接序列和 SHC6 巯基修饰末端，

同时在上游和下游增加 BamH I 和 Hind III 酶切位

点。将 10 µmol/L 的两条互补启动子 DNA 链等摩

尔比混合，95 °C 保温 5 min，自然缓慢冷却(>8 h)

至室温。 

1.5.2  启动子 DNA 片段和质粒 DNA 限制性酶切：

双链启动子 DNA 片段和质粒 DNA 限制性酶切方

法主要按照限制性内切酶试剂盒说明书(TaKaRa)

进行。酶切体系 50 μL，其中 40 μL 双链启动子序

列/质粒 pDXW-11，5 μL 5×Quick cut buffer，2.5 μL 

BamH I，2.5 μL Hind III，充分混匀后置于 37 °C

恒温金属浴中，酶切 2 h。 

1.5.3  重组质粒的构建：将验证成功的启动子

DNA 片段和启动子探针质粒 pDXW-11 用 BamH I

和 Hind III 双酶切，胶回收目的基因片段和线性化

质粒 pDXW-11，用 T4 DNA ligase 连接，形成携

带启动子片段的重组质粒，重组质粒构建流程如

图 2 所示。连接后转化 E. coli JM109 感受态细胞，

挑取阳性转化子提取重组质粒，经测序成功后即

为重组质粒。连接体系 10 μL：其中 1 μL 线性化

质粒 pDXW-11，7 μL 启动子片段，1 μL 10×ligation 

buffer，1 μL T4 DNA ligase。反应条件：连接体系

混匀后置于 16 °C 水浴中连接 12–16 h。 

1.6  CAT 酶活测定及启动子体内表征方法 

含有 Ls1 及 Ls2 启动子片段的重组质粒转化

E. coli JM109，以 CAT 的酶活来表征启动子活性。

收集 LB 培养基中 37 °C 培养 16 h 含启动子片段质

粒的重组菌细胞，用预冷的 100 mmol/L Tris-HCl 

(pH 7.8)洗涤 3 次并进行悬浮。超声波破碎细胞，

12000 r/min 离心 30 min，取上清液用于氯霉素乙

酰转移酶 (CAT)活性的测定，以携带空质粒的   

E. coli JM109 为对照。200 μL 的反应体系中含   

100 mmol/L Tris-HCl (pH 7.8)，0.1 mmol/L 乙酰-CoA，

0.4 g/L 5,5′-二硫代-2-硝基苯甲酸(DTNB)，100 μL 
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图 2.  携带启动子片段的重组质粒构建流程 

Figure 2.  Construction of plasmid carrying different promotes. 
 

细胞裂解物上清液。反应混合物首先在 37 °C 水

浴 2 min，接着加入终浓度为 0.1 mmol/L 的氯霉

素，立刻测定体系的 OD412。一个活力单位定义为：

每分钟乙酰化 1 µmol 氯霉素所需的酶量。总蛋白

含量用考马斯亮蓝法测定[19]，CAT 酶活方法参照

文献[20]。 

2  结果和分析 

2.1  不同基底硅烷化修饰方法效率的比较 

在利用 AFM 测交互作用力的过程中，蛋白分

子不仅要被牢固地固定在基底表面，同时尽可能

使它们保持自由的单分子构象，以确保蛋白与

DNA 之间相互识别；此外还需要尽量避免各步操

作引入的污染，以保证可以通过图像扫描准确定

位蛋白，方便下一步的力曲线采集。因此，蛋白

质分子在基底表面的修饰效率直接影响着力的测

定效果。本文采用 APTES 磷酸盐溶液、APTES

水溶液、APTES 蒸汽这三种方法处理硅基底，然

后用戊二醛作为交联剂并通过生物大分子中的氨

基将大肠杆菌 RNAp 固定在基底的表面(图 1)。为

了检测三种硅烷化方法对基底固定效果的影响，将

食人鱼溶液清洗过的硅片在蛋白浓度为 1500 U/mL

的条件下处理, 然后分步用 AFM 扫描其表面固定

的蛋白分子层(图 3-A)。从结果(图 3-B)可以看出，

在三种硅烷化方法处理硅片后，前两种方法得到

的基底表面粗糙度均较小，与食人鱼溶液清洗过

后的表面粗糙度相差不大，但是通过 ATPES 蒸汽

熏蒸过的基底表面粗糙度明显增加。APTES 为小

分子物质，理论上硅烷化处理对表面粗糙度不应

该有显著影响，因此认为蒸汽熏蒸法易在表面形

成颗粒状沉着污染物，会对后续图像扫描确定蛋

白位置造成误判。在固定蛋白之后，发现第一种

硅烷化方式得到的蛋白分子最多且均匀，大小 
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图 3.  AFM 图像分析不同硅烷化处理条件下硅基底在各步骤处理后的表面形貌图 

Figure 3.  AFM image and surface roughness analysis of silicon substrate after each modification steps via 
different silylation strategies. A: Via a, b and c silylation strategies, AFM images of silicon substrate after each 
modification step; B: The surface roughness of silicon substrate modified by different strategies after each step. a: 
APTES phosphate solution; b: APTES aqueous solution; c: APTES vapor. Data from each graph represent the 
average of three independent experiments. Error bars indicate standard deviations of the mean. 
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在 7 nm 左右，与 RNAp 大小较一致。同时可以发

现蒸汽熏蒸法中，蛋白固定过后粗糙度并未显著

增加，说明蛋白固定效率低。综合以上结果，认

为 APTES 的 PBS 溶液对基底的固定化效率较高，

得到固定蛋白后的基底表面粗糙度远远大于其他

两种方法，图像表面蛋白分子分布均匀。 

2.2  基底表面蛋白浓度的优化 

力曲线的采集需要首先定位蛋白质分子在基

质中的位置，因此需要 AFM 图像作为前期辅助，

而为了减少 AFM 探针尖端的污染和损伤，需要在

尽量小的扫描范围和扫描次数内，得到尽量多的 

蛋白质位置坐标用于后期力曲线的采集；另一方

面，蛋白质在基底表面需要尽量分散，减少多对

交互作用同时发生的概率，便于后期的结合力统

计分析。因此，本研究进一步对用于基底蛋白质固定

化的 RNAp 浓度进行优化。将大肠杆菌 RNAp 稀

释至 4 个浓度，分别为 1000、100、10、1 U/mL，用

于硅基底表面的固定。在液体环境下用 AFM 的智

能模式进行扫描，得到 4 种浓度的硅基底表面   

蛋白形貌图(图4-A)及粗糙度数据(图 4-B)。蛋白浓

度为 1000 U/mL 时，蛋白分子分布过密，不利于

单分子交互作用力曲线的采集。同时出现了高度 

 
 

图 4.  AFM 图像分析硅基底表面上不同浓度大肠杆菌 RNAp 的固定情况 

Figure 4.  AFM image silicon substrates immobilized with E. coli RNA polymerase at different concentrations. A: 
AFM images of silicon substrates immobilized by protein with different concentrations; B: Surface roughness 
analysis based on AFM images. Data from each graph represent the average of three independent experiments. 
Error bars indicate standard deviations of the mean. 
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为 15 nm 左右的颗粒点，显著大于 RNAp (7 nm)

的大小，分析认为是聚集状态的蛋白质分子，体

积变大发生了聚集现象。蛋白浓度为 100 U/mL

时，蛋白分子较均匀分散，聚集现象不显著。蛋

白浓度为 10 和 1 U/mL 时，蛋白分子分布不均匀，

2×2 μm2 的扫描范围内单分子蛋白的数量较少。而

从基底表面粗糙度的结果也可看出，随着蛋白浓

度的逐步减小，基底表面的粗糙度也逐渐变小，

当蛋白浓度为 10 和 1 U/mL 时，基底表面的粗糙

度较低，不利于 2×2 μm2 视野范围内锚定多个蛋

白质分子进行作用力的测定。综合考虑，蛋白浓

度为 100 U/mL 时，RNAp 在基底上表面密度较高，

并且较分散，有利于下步单分子交互作用力的测定。 

2.3  基于 AFM 力谱技术的大肠杆菌核心启动子

与 RNAp 之间的交互作用分析 

基于 AFM 技术的力谱分析启动子与 RNAp

的交互作用是将启动子和 RNAp 分别修饰在 AFM

探针和硅基底上(图 5-A)，控制 AFM 探针相对于

基底表面进行接近、接触并且分离的相对运动，

在这一过程中，采集两者接触和分离过程中的交

互作用-距离曲线(图 5-B)，通过对大量的曲线进行

统计分析，得到交互作用力值。 

在液体环境中采用 AFM 的接触模式测定了

大肠杆菌核心启动子 Ls1 修饰的探针与大肠杆菌

RNAp 修饰的基底之间的交互作用力，并且选择

缺失识别启动子的 σ 亚基的 RNAp-C 为对照。图

5-C 为实验中得到的典型的的作用力曲线。AFM

探针与硅基底存在非特异性的吸附作用，这是由

于普遍存在的范德华力、疏水作用力以及静电吸

引力等导致的，其特征是出现在解离距离较小的

位置(通常小于 10 nm)[21]；而与此相对的特异性交

互作用，由于蛋白质/DNA 分子的弹性拉伸，出现

的位置通常相对较远，通常出现在大于 10 nm 的

位置[17]。考虑到本研究涉及的生物分子以及探针

的形变极限，设定 10–50 nm 的解离距离内出现的

交互作用力为待采集的特异性交互作用力。 

图 6-A 为采集到的 1000 条力曲线中所得到特异

性作用力出现的分布图，这一统计结果显示，Ls1 启

动子与大肠杆菌 RNAp 的交互作用力大小主要集中

在 200–500 pN 的范围内，概率分布图满足高斯分布，

通过统计分析得到 Ls1 启动子与大肠杆菌 RNAp 的

作用力的大小(结合力分布峰值)为(331.10±5.10) pN。

在 600 pN 的位置，力分布存在第 2 个峰值，分析可

能由于少量的双对 Ls1/RNAp 结合/解离事件造成。 
 

 
 

图 5.  AFM 力谱技术分析原理以及采集得到的典型力曲线 

Figure 5.  Principle of AFM force spectroscopy technique and the typical force curves obtained in this study. A: 
The promoter and RNA polymerase were immobilized on the AFM tip and the silicon substrate, respectively; B: 
The acquisition process of interaction force-distance curve; C: Typical force-distance curves obtained in this study. 
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在对照实验中，测定了 Ls1 启动子修饰的针

尖与大肠杆菌 RNAp-C 修饰的基底间的交互作用

力，得到了作用力出现的分布图(图 6-B)及两者之

间的结合概率(存在典型交互作用事件的曲线的

数量占样本总量的比例)(图6-C)，可以看出 Ls1 启

动子与大肠杆菌 RNAp-C 的结合事件发生的概率

显著减少，仅为实验组的 22.2%，并且其结合力

分布并无明显的正态分布特征。该结果进一步证

实了 Ls1 与 RNAp 之间的交互作用为特异性的识

别与结合，初步验证了该方法研究启动子的有  

效性。 

2.4  缺失–10 区的核心启动子与 RNAp 之间的交

互作用分析 

已知–10 区是 RNAp 结合启动子的关键位点，

是 RNAp 中 σ 亚基首先识别并结合的位点，其对

启动子活性的影响甚于另一个关键位点–35 区[22]。

本实验通过删除 Ls1 的–10 区定向改造得到 Ls2

启动子，用 AFM 测定了 Ls2 启动子修饰的针尖与

大肠杆菌 RNAp 修饰的基底间的交互作用力，由

交互作用力的概率分布图(图7-A)和两者之间的结

合概率(图 7-B)可以看出，Ls2/RNAp 之间结合概

率与 Ls1/RNAp 相比明显减少。所测得的作用力

的概率分布(图 7-A)也未体现正态分布特征。本研

究从启动子与 RNAp 交互作用的角度验证了启动

子–10 区的保守区域对启动子活性的显著影响，进

一步验证了通过 AFM 力谱分析启动子活性的有

效性。 

2.5  基于体内报告基因表达量的启动子活性分析 

将分别携带 Ls1 和 Ls2 启动子片段重组质粒

的大肠杆菌培养 16 h 后，经过超声波破碎得到粗酶

液，以携带未插入启动子片段的空质粒 pDXW-11

的重组菌为对照，测定 CAT 酶活以表征启动子活

性(图 8)。通过该方法得到的 Ls1 启动子的活性为

(181.73±4.08) U/mL，有较强的启动活性；Ls2 启

动子的活性为(0.33±0.21) U/mL，空质粒的活性为

(0.55±0.02) U/mL。从该结果可以认为 Ls2 启动子

没有启动活性，这一结果验证了 AFM 力谱分析

Ls2 启动子体外强度分析的有效性。 

 
 

 
 

图 6.  基于 AFM 力谱分析的 Ls1 启动子与 RNAp 的交互作用 

Figure 6.  The interaction between Ls1 promoters and RNA polymerase based on AFM force spectroscopy. A: 
Histogram of the interaction forces between Ls1 and RNAp; B: Histogram of the interaction forces between Ls1 
and RNAp-C; C: Binding probability of Ls1/RNAp and Ls1/RNAp-C. Data from each graph represent the average 
of three independent experiments. Error bars indicate standard deviations of the mean. 



118 Zhixuan Yao et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2018, 58(1) 

actamicro@im.ac.cn 

   
 

图 7.  基于 AFM 力谱分析缺失–10 区的 Ls2 启动子与 RNAp 的交互作用 

Figure 7.  AFM force spectroscopy for investigation of the interaction between RNAp and Ls2 promoter, which is lack 
of the –10 consensus region. A: Histogram for the interaction forces obtained from the experiments using Ls1/RNAp and 
Ls2/RNAp; B: Binding percentages of experiments conducted with Ls1/RNAp and Ls2/RNAp systems. Data from each 
graph represent the average of three independent experiments. Error bars indicate standard deviations of the mean. 
 

 
 

图 8.  通过启动子调控的氯霉素乙酰转移酶(CAT)的

酶活表征 Ls1 和 Ls2 启动子的活性 

Figure 8.  Activity of Ls1 and Ls2 promoters 
characterized by the CAT reporter under the transcriptional 
regulation of promoters. Data from each graph represent 
the average of three independent experiments. Error bars 
indicate standard deviations of the mean. 

3  讨论 

研究启动子的启动活性通常是通过报告基因

表达量(如氯霉素乙酰转移酶、荧光蛋白等)来间接

表征。近年来新发展的单细胞结合荧光强度启动

子筛选策略也显著提高了启动子表征策略的灵敏

度。然而这些方法最大的问题是其结果体现的是

综合调控的结果，而非单一启动子元件的调控效

应，因此，不同的研究中表达体系不同，造成结

果无法直接比较。这一现状导致启动子元件化、

标准化程度较低，不能满足代谢工程和合成生物

学的快速发展。 

在细菌基因表达过程中，RNAp 的 σ 亚基与

启动子序列识别[8]，并结合于–10 区和–35 区这 2 个

位点，形成了 RNAp 与启动子的聚合物，再通过

一系列的分子交互作用使 DNA 双链的构型发生

改变，并在–10 区发生解链，之后 RNAp 从 DNA

链的上游向下游移动，从而完成转录起始步骤[9]。

启动子的–10 区与 RNAp 特异性结合是转录过程

的第一步也是最为关键的环节，它们的结合强度

决定了转录水平的高低[23]。因此从转录启动的过

程来看，从交互作用的角度分析启动子元件，剔

除了其他元件和调控因素的干扰，结果为直接的



姚智绚等 | 微生物学报, 2018, 58(1) 119 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

结合力信息，可直接在不同研究之间量化比较，

具备可行性。 

目前，从分子交互作用的角度对生物大分子

间作用机制的研究越来越受到关注。Josephs 等对

Cas9 蛋白与多条 guide RNA 之间的交互作用通过

AFM 图像做了深入研究，对特异性 guide RNA 序

列的理性改造提供了依据 [12]。Doniselli 等利用

AFM 成像技术，根据启动子与 RNA 聚合酶特异

性结合后对 DNA 的构象产生不同的影响，AFM 

成像可以给出 DNA 轮廓长度的分布情况，从而为

阐述 ppGpp 和 DksA 对大肠杆菌 RNA 聚合酶-启动

子复合物的调节机制提出了新视角[24]。清华大学生

物科学与技术系的秦峰等利用 AFM 力谱技术研究

了转录因子 ZmDREB1A 与顺式作用元件 DRE (脱

水应答元件)的特异性相互作用，并通过泊松统计

的方法计算出两者之间的单分子交互作用力，表

明了 ZmDREB1A 能特异地结合 DRE 元件[25]。综

上所述，AFM 技术作为研究微观的生物分子以及

分子复合物的新技术，为生物分子的交互作用研

究提供了新信息，而基于 AFM 技术的力谱分析

能够提供直接的、精确定量的生物物理学信息，

是研究生物分子交互作用的强有力的新型技术

手段。 

本研究成功将 AFM 测力的方法应用于定量

测定启动子元件与其目标蛋白间特异性交互作用

力的研究上。同时，通过高斯分布求平均值的方

法计算出 Ls1 与大肠杆菌 RNAp 间的单分子作用

力为(331.10±5.10) pN，并将交互作用力的测定结

果与 CAT 酶活表征启动子强弱的结果进行相互印

证，进一步验证了用 AFM 测交互作用力的方法来

表征启动子强弱的可行性。由于该方法具有体外、

高效定量、无需放射性标记等优势，本研究建立

的 AFM 力谱分析启动子强度的策略可为研究包

括启动子在内的基因调控元件的功能提供新的

视角。 
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Atomic force microscope based force spectroscopy as tool to study 
the interaction between Escherichia coli promoter and RNA 
polymerase 

Zhixuan Yao, Xiaojuan Zhang, Yanting Duan, Xiaomei Zhang, Jinsong Shi, 
Zhenghong Xu* 
Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, National Engineering Laboratory for Cereal Fermentation 

Technology, School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu Province, China 

Abstract: [Objective] To establish an efficient method for promoter characterization, the interaction between E. 

coli promoter and RNA polymerase (RNAp) was studied by atomic force microscope (AFM) based force 

spectroscopy. [Methods] Protein immobilization was optimized, and the specific promoter/RNAp interaction was 

verified using core-RNAp (RNAp-C) as control. The force spectrum of promoter Ls2, lack of –10 region of Ls1, 

was studied. [Results] Based on the established method, the specific interaction between promoter Ls1 and RNAp 

was studied, and the rupture force was measured as (331.10±5.14) pN. Ls2 showed significantly less binding events 

towards RNAp compared with Ls1. Using promoter-probe plasmid, the activities of Ls1 and Ls2 were verified by 

reporter gene—cat, which were (181.73±4.08) U/mg and (0.33±0.21) U/mg, respectively. [Conclusion] A novel 

promoter analysis method based on AFM force spectroscopy was established. The results demonstrated this method 

can be applied in quantitative characterization of promoter with high efficacy and reliability. 

Keywords: rupture force, E. coli promoter, RNA polymerase, AFM, CAT enzyme activity 
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