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摘要：在底盘微生物中使用高性能终止子能够显著增强基因终止效率，维持新合成 mRNA 的稳定性，

提升外源基因表达性能。而目前缺乏专一用于枯草芽孢杆菌的终止子元件，限制了复杂功能基因电路的

设计。【目的】在枯草芽孢杆菌中挖掘新的高性能终止子，并进一步重新设计，丰富适用于这一底盘的

高性能人工终止子。【方法】将枯草芽孢杆菌终止子和枯草芽孢杆菌噬菌体终止子分别构建至终止子检

测质粒中，测定各终止子的终止效率(terminator efficiency，TE)。将不同强度单终止子按强弱、强强、弱

弱组合构建串联终止子，测定不同组合体的终止性能。利用高性能串联终止子进行天冬氨酸氨基裂解酶

(AspA)和 β-葡萄糖苷酸酶(GusA)的表达功能验证，检测高性能终止子对基因表达水平的作用。【结果】经

过检测，TB5 终止子终止效率最强，TE 为 98%。含有 TB5 终止子的表达体系中 GFP 水平比对照上调 2.2

倍，RFP 的表达水平下调 27 倍。双串联组合体终止子中，TH1.5b-TB5 (TE=97%)和 TB5-TB5 (TE=98%)

串联终止子可将 RFP 的表达水平下调 30 倍。而三串联终止子中，TB2-TB5-TB5 组合体与相应的双组合

体相比，GFP 的表达水平虽无进一步提升，但 RFP 的表达仅有参照的 1/300。最后，通过 AspA 和 GusA

的重组表达确证了串联终止子 TH1.5b-TB5 和 TB10-TB5 对基因表达水平的提升作用。【结论】高终止

效率的终止子可以显著提升上游基因的表达水平，通过一定规律的基因串联能够进一步提升终止子的工

作效率。这种人工再设计的终止子可方便、快捷地构建至细菌基因表达系统，实现基因表达的高效调控。 
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枯草芽孢杆菌(Bacillus subtitles)是典型的革兰

氏阳性模式菌株，由于其具有极强的分泌能力和温

和的生长条件，已被作为重要的底盘微生物，广泛

用于 N-乙酰基葡萄糖胺 [1]、Leech hyaluronidase 

(LHAase)[2]、poly-γ-glutamic acid[3]等重要工业酶

和高值平台化合物的生物合成中。这一应用需要
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在底盘中构建各种各样复杂的基因线路来执行生物

合成的功能。目前在构建基因线路时普遍使用的生物

部件有各种类型的启动子[4]、5ʹ非翻译区调控序列[5]、

核糖体结合位点(RBS)[6]、核糖开关和小 RNA[7]、终

止子和抗终止子[8]等。在大肠杆菌中，这些生物元件

发展得最为充分，并且经过了长期验证和调试，已经

能够实现按需所取，即插即用[9]。而在枯草芽孢杆菌

中研究最多的是引导转录起始的启动子元件。长期以

来的研究已发展出组成型、诱导型、自诱导型等种类

丰富的元件，如 P43、Pveg 组成型启动子，PxylA 木

糖诱导型启动子，以及 PsrfA 自诱导型启动子      

等[10–12]。另外，在翻译水平上的调节可以通过设计新

型核糖开关[13]，以及优化 RBS 序列来实现[14]。然而，

与大肠杆菌相比，虽然在基因表达元件设计和开发方

面有一定进展，但其他类型的调控元件种类匮乏，并

且标准化程度不高，急需扩大基因调控元件库，突破

在这一底盘细胞中设计复杂基因线路的瓶颈[15]。 

终止子作为转录终止不可缺少的元件，可以防止

错误表达反义转录产物干扰正常基因表达、提供 3ʹ

末端调节转录的结构、提高 RNAP 利用率，同时还

可提高 mRNA 的稳定性，增强上游基因的表达等[16]。

因此，越来越多的研究表明，终止子在设计的基因线

路中对调节各模块基因表达起着重要的作用。细菌中

的天然的转录终止可分为两种：Rho 因子依赖型和非

Rho 因子依赖型(也称为固有终止子)。此外，根据是

否在两个转录方向上具有终止作用又可分为单向终

止子和双向终止子。在原核生物中[17]，Rho 因子依赖

的终止子一般需要 Rho 蛋白和 ATP 来进行辅助，才

可使 RNA 聚合酶从新生模板链上掉落；原核生物体

内大多含固有终止子，并且许多固有终止子并不是直

接位于终止密码子之后，且终止子长度一般小于50 bp。

固有终止子的结构特点是：富含 GC 的茎环和位于

3ʹ端的 U-tract。在转录时，内在终止子依靠特殊的回

文序列形成发卡结构，在终止子 3ʹ端的 poly-U 处形

成 7–9 nt 的 DNA:RNA 杂合物，使转录聚合物解聚、

RNA 聚合酶掉落进而停止转录[8]。 

天然终止子在转化到合成生物技术实际设计过

程中，需要根据基因线路的调控需求来选择合适的终

止子。Chen 等和 Du 等[18–19]研究发现，不同强度的

启动子需要匹配不同强度的终止子，为了避免对下游

基因转录造成影响，强启动子需要强终止子进行转录

终止。在体内需要使用转录终止子隔绝不同转录单元

之间的干扰，但大量重复终止子的使用致使 DNA

序列间发生重组，进而导致遗传不稳定，影响异源

基因表达。为了解决这一问题，MacPherso 等[20]使

用随机序列构建具有不同序列的人工终止子，以避

免重复序列，同时这些人工从头设计的序列具有不

同终止效率。这种设计策略由于需要构建容量超大

的基因文库，并需要大量的筛选，对高通量筛选技

术有严格的需求，并且需要大量且烦琐的重复性工

作。而结果往往是筛选过程中绝大多数的序列都是

无效序列。这一问题促使研究者采用另外一种更加

理性的设计方法，根据已有的天然序列信息，借助

再设计的手段来获取功效更强的终止子元件。 

基于此，本文挑选了 10 个具有不同∆G 的 B. 

subtilis 来源的终止子和 5 个噬菌体来源的终止子

在 B. subtitles 168 菌株中进行终止效率的测定，得

到了不同终止效率的终止子。然后将不同终止子

进行不同拷贝数的串联，发现弱-弱、弱-强终止子

的串联可以进一步提高上游基因的表达量和抑制

下游基因的表达，三串联终止子几乎完全抑制下

游基因的表达。将高终止效率的串联终止子用于

外源重组蛋白的表达，可提高外源蛋白的表达量。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株与质粒：本研究所用菌株和质粒见表 1。 
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表 1.  本研究所用的菌株和质粒 

Table 1.  Plasmids and strains used in this study 
Plasmids and Strains Description  Sources 
Stains    
E. coli JM109 recA1, endA1, gyrA96, thi–1, hsdR17, supE44, relA1, Δ(lac–proAB)/ 

F’[traD36, proAB+, lacIq, lacZΔM15] 
Lab stock 

B. subtilis 168 trpC2 Lab stock 
Plasmids   
pMA09 E. coli-B. subtilis shuttle vector, with promotor PHpaII, AmpR 

in Escherichia coli, KanR in Bacillus subtilis 
Lab stock 

pBP43GFP pMA09 with P43 promoter and gfp Lab stock 
pBP43GFP-mCherry(GM) pBP43GFP with mCherry This study 
pBP43GFP-TB1-mCherry GM with TB1 This study 
pBP43GFP-TB2-mCherry GM with TB2 This study 
pBP43GFP-TB3-mCherry GM with TB3 This study 
pBP43GFP-TB4-mCherry GM with TB4 This study 
pBP43GFP-TB5-mCherry GM with TB5 This study 
pBP43GFP-TB6-mCherry GM with TB6 This study 
pBP43GFP-TB7-mCherry GM with TB7 This study 
pBP43GFP-TB8-mCherry GM with TB8 This study 
pBP43GFP-TB9-mCherry GM with TB9 This study 
pBP43GFP-TB10-mCherry GM with TB10 This study 
pBP43GFP-TH1-mCherry GM with TH1 This study 
pBP43GFP-TH1.5a-mCherry GM with TH1.5a This study 
pBP43GFP-TH1.5b-mCherry GM with TH1.5b This study 
pBP43GFP-TH2-mCherry GM with TH2 This study 
pBP43GFP-TH3-mCherry GM with TH3 This study 
pBP43GFP-TH1.5b-TB10-mCherry GM with TH1.5b-TB10 This study 
pBP43GFP-TH1.5a-TB10-mCherry GM with TH1.5a-TB10 This study 
pBP43GFP-TB2-TB10-mCherry GM with TB2-TB10 This study 
pBP43GFP-TB5-TB10-mCherry GM with TB5-TB10 This study 
pBP43GFP-TB6-TB10-mCherry GM with TB6-TB10 This study 
pBP43GFP-TB7-TB10-mCherry GM with TB7-TB10 This study 
pBP43GFP-TB10-TB10-mCherry GM with TB10-TB10 This study 
pBP43GFP-TH1.5b-TB5-mCherry GM with TH1.5b-TB10 This study 
pBP43GFP-TH1.5a-TB5-mCherry GM with TH1.5b-TB10 This study 
pBP43GFP-TB2-TB5-mCherry GM with TB2-TB5 This study 
pBP43GFP-TB5-TB5-mCherry GM with TB5-TB5 This study 
pBP43GFP-TB6-TB5-mCherry GM with TB6-TB5 This study 
pBP43GFP-TB7-TB5-mCherry GM with TB7-TB5 This study 
pBP43GFP-TB10-TB5-mCherry GM with TB10-TB5 This study 
pBP43GFP-TB2-TH1.5b-TB5-mCherry GM with TB2-TH1.5b-TB5 This study 
pBP43GFP-TB2-TB5-TB5-mCherry GM with TB2-TB5-TB5 This study 
pBP43GFP-TB5-TH1.5b-TB1-mCherry GM with TB5-TH1.5b-TB1 This study 
pBP43GFP-TB5-TB5-TB10-mCherry GM with TB5-TB5-TB10 This study 
pBP43GFP-TB6-TB5-TB10-mCherry GM with TB6-TB5-TB10 This study 
pBP43GFP-TB6-TH1.5b-TB10-mCherry GM with TB6-TH1.5b-TB10 This study 
pBglpD-GusA pMA09 with glpD element and GusA Lab stock 
pBP43-EcAspA pMA09 with P43 promoter, AspA and riboswitch Lab stock 
pBP43-AspA-0 pMA09 with P43 promoter and AspA  This study 
pBP43-AspA-TH1.5b-TB5 pBP43-AspA with TH1.5b-TB5 This study 
pBP43-AspA-TB10-TB5 pBP43AspA with TB10-TB5 This study 
pBP43-GusA-0 pMA09 with P43 promoter and gusA This study 
pBP43-GusA-TH1.5b-TB5 pBP43-gusA with TH1.5b-TB5 This study 
pBP43-GusA-TB10-TB5 pBP43-gusA with TB10-TB5 This study 
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1.1.2  主要试剂和仪器：PrimeTHAR® Max DNA

聚合酶、Dpn Ⅰ DNA 消化酶，DNA marker 购自

TaKaRa (北京)公司；2×GenRec 重组试剂盒购自通

用生物系统(安徽)有限公司；BamHⅠ、SacⅡ、Xho 

Ⅰ、Sac Ⅰ限制性内切酶和 T4 DNA ligase 购于

New England Biology 公司；质粒提取试剂盒购自

天根生化科技(北京)有限公司；胶回收试剂盒购自

赛默飞世尔科技(中国)有限公司；PCR 仪、蛋白电

泳仪购自 Bio-Rad 公司；分光光度计购自上海美

谱达仪器有限公司；多功能酶标仪购自 BioTeck

公司。 

1.2  终止子测定平台的构建 

本实验对编码红色荧光蛋白 mCherry 的基因

进行密码子优化，并使用 RBS calculator 在线设计

网站(https://salislab.net/software/)为其匹配合适的

RBS。用引物 mCherry-1/mCherry-2 扩增 mCherry

基因；以 P1/P2 为引物，pBP43GFP 为模板扩增质

粒骨架。PCR 扩增产物用 DpnⅠ DNA 消化酶消化

2 h，再对 PCR 产物进行纯化，最后使用 Gibson 

assembly 将 mcherry 线性片段和 pBP43GFP 骨架

片段融合、环化，然后转化 E. coli JM109 并挑取

单 菌 落 进 行 测 序 验 证 ， 重 组 质 粒 pBP43-GFP- 

mCherry (GM)保存至–20 °C 备用。 

单终止子检测平台构建。单终止子检测质粒

基因结构如图 1 所示。终止子单链寡核糖酸由金

唯智生物科技有限公司合成，末端包含 BamH Ⅰ和

Sac Ⅱ酶切后粘末端的序列，如表 2。将其按体积

比为 1:1 的量加入 PCR 管中，以温度梯度退火的方

式连接终止子，程序设置如下：98 °C 1 min；95 °C 

30 s，接下来从 90 °C 开始，每隔 30 s，温度依次

降低 2 °C，直至 40 °C，然后 4 °C 保温。 

用 BamHⅠ和 Sac Ⅱ酶切质粒 GM，纯化后使

用 T4 DNA ligase 连接终止子和线性化 GM 载体骨

架，16 °C 过夜连接。连接产物转化 E. coli JM109，

LB 琼脂平板过夜培养后挑取单菌落，LB 液体培

养后提取质粒，DNA 测序验证。然后使用 Spizizen

法转化枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis 168[21]，构建

出含有单终止子检测功能的重组菌。 

双串联终止子平台的构建。检测质粒中基因

结构如图 2 所示。将 gfp 基因下游顺序串联的 2 个

终止子所在位置定义为 A 和 B。设定 B 位终止子

为 TB5 或 TB10，A 位使用前述选择的不同单终止

子(TH1.5a，TH1.5b，TB2，TB5，TB6，TB7，TB10)

与 B 位串联。合成末端含有 BamHⅠ和 Sac Ⅱ酶切 

 

 
 

图 1.  终止效率测定平台的构建 

Figure 1．  Construction of measurement platform of terminators. A: schematic diagram of control plasmid GM; B: 

schematic diagram of construction of single terminator. 
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表 2.  本研究所用引物 

Table 2.  Primers used in this study 
Primer Primer sequence (5ʹ→3ʹ) 
mCherry-1 TCCGCGGGATTACGGATCCT
mCherry-2 ATTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTT
P1 GCTCTCCTGAGTAGGACAAATTCTGTGCGGTATTTCACACC
P2 ACAGGATCCGTAATCCCGCGGATTATTTGTATAGTTCATCCATGCCATG 
TB1-1 CAAACAGCGGGAGGATACAGCCAATTCTTTTTTTTATGCTATAA
TB1-2 GATCTTATAGCATAAAAAAAAGAATTGGCTGTATCCTCCCGCTGTTTGGC 
TB2-1 GAAAGGACTGCATAGCCAGTCTTTTCTTTTATTTTA
TB2-2 GATCTAAAATAAAAGAAAAGACTGGCTATGCAGTCCTTTCGC
TB3-1 TAATAGAATGGTATTTAAATGAGAATGCTATCAATTTTTTGTAGTCAGC 
TB3-2 GATCGCTGACTACAAAAAATTGATAGCATTCTCATTTAAATACCATTCTATTAGC 
TB4-1 AGAAACCGGTCTGGCTGCCAGCCGGTTTCTTTTTTTATTC
TB4-2 GATCGAATAAAAAAAGAAACCGGCTGGCAGCCAGACCGGTTTCTGC
TB5-1 CAGGACACCGTTCAAATTGAACGGTGTTTTTCTTTGAAAAG
TB5-2 GATCCTTTTCAAAGAAAAACACCGTTCAATTTGAACGGTGTCCTGGC
TB6-1 ACAAACTGCCCGGTCCTACGGTACGGGTTCTTTTTCATTATTGGA
TB6-2 GATCTCCAATAATGAAAAAGAACCCGTACCGTAGGACCGGGCAGTTTGTGC 
TB7-1 CAGGAGCGCGTTCAAATTGAACGCACTTTTTCTTTGAAAAG
TB7-2 GATCCTTTTCAAAGAAAAAGTGCGTTCAATTTGAACGCGCTCCTGGC
TB8-1 AGCAAGGACTGCTGAAAGGGCTGACATAAGCCTTTTGCCGGCGGTCCTTTTTTAATTCTGAT
TB8-2 GATCATCAGAATTAAAAAAGGACCGCCGGCAAAAGGCTTATGTCAGCCCTTTCAGCAGTCCTTGCTGC
TB9-1 CTCAATCCCTTGGCACTAAAAGTGTCAGGGGATTTTTTATGTTAATA
TB9-2 GATCTATTAACATAAAAAATCCCCTGACACTTTTAGTGCCAAGGGATTGAGGC 
TB10-1 CAAAAGAGGAGTTAGTGCCTCTGCTCAGGCACTACTCCTCTTTTTGGGATTTTCT 
TB10-2 GATCAGAAAATCCCAAAAAGAGGAGTAGTGCCTGAGCAGAGGCACTAACTCCTCTTTTGGC
TH1-1 CCCTCCTGTACTAGGAGGGTATTTTTTT
TH1-2 GATCAAAAAAATACCCTCCTAGTACAGGAGGGGC
TH1.5a-1 GGGAGCCTCAAGGCTCCCTTTAGTTT
TH1.5a-2 GATCAAACTAAAGGGAGCCTTGAGGCTCCCGC
TH1.5b-1 GAGTAGGCTACACCTACTCTTTGT
TH1.5b-2 GATCACAAAGAGTAGGTGTAGCCTACTCGC
TH2-1 GGGCGGGTCTTCCCGCCCTACTTTTT
TH2-2 GATCAAAAAGTAGGGCGGGAAGACCCGCCCGC
TH3-1 TGCCCTGAATGGCTTAGTTGCTGTTCAGGGCATTTTT
TH3-2 GATCAAAAATGCCCTGAACAGCAACTAAGCCATTCAGGGCAGC
A-TB5-1 CTCGAGGAGTCCGAGCTCCAGGACACCGTTCAAATTGAACGGTGTTTTTCTTTGAAAAG
A-TB5-2 CTTTTCAAAGAAAAACACCGTTCAATTTGAACGGTGTCCTGGAGCTCGGACTCCTCGAGGC
A-TB10-1 CTCGAGGAGTCCGAGCTCCAAAAGAGGAGTTAGTGCCTCTGCTCAGGCACTACTCCTCTTTTTGGGA

TTTTCT 
A-TB10-2 AGAAAATCCCAAAAAGAGGAGTAGTGCCTGAGCAGAGGCACTAACTCCTCTTTTGGAGCTCGGACT

CCTCGAGGC 
3cascadeTH1.5b-1 TCGAGAGTAGGCTACACCTACTCTTTGTAGCT
3cascadeTH1.5b-2 ACAAAGAGTAGGTGTAGCCTACTC
3cascadeTB5-2 TCGACAGGACACCGTTCAAATTGAACGGTGTTTTTCTTTGAAAAGAGCT 
3cascadeTB5-2 CTTTTCAAAGAAAAACACCGTTCAATTTGAACGGTGTCCTG
GusA-i-F AGGAATGTACACATGTTACGTCCTGTAGAAACCCCA
GusA-i-R TCAGGCGAATTCTCACCGGCCGCATAGGCCTTGTTTG
GusA-V-F ATGCGGCCGGTGAGAATTCGCCTGATGCGGTATTTTC
GusA-V-R AGGACGTAACATGTGTACATTCCTCTCTTACCTATAA
AspA-i-F GAGAGGAATGTACACATGTCAAACAACATTCGTATCGAAG
AspA-i-R GGCGAATTCTTACTGTTCGCTTTCATCAGTATAGC
AspA-v-F GAAAGCGAACAGTAAGAATTCGCCTGATGCGGTATTTTC
AspA-v-R TTTGACATGTGTACATTCCTCTCTTACCTATAATGG
TB10-TB5-F GGGATTTTCTCTCGAGGAGTCCGAGCTCCAGGACACCGTTCAAATTGAACGGTGTTTTTCTTTGAAA

AGTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTC
TB10-TB5-R CGGACTCCTCGAGAGAAAATCCCAAAAAGAGGAGTAGTGCCTGAGCAGAGGCACTAACTCCTCTTT

TGGAAAATACCGCATCAGGCGAATTC
TH1.5b-TB5-F AGGAGTCCGAGCTCCAGGACACCGTTCAAATTGAACGGTGTTTTTCTTTGAAAAGTCCTTACGCATC

TGTGCGGTATTTC 
TH1.5b-TB5-R CGGTGTCCTGGAGCTCGGACTCCTCGAGACAAAGAGTAGGTGTAGCCTACTCGAAAATACCGCATCA

GGCGAATTC 
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后粘末端序列的双终止子寡核苷酸，两元件之间

的间隔区加入 XhoⅠ和 SacⅠ酶切位点，如表 2 中

的 A-TB5-1/2 和 A-TB10-1/2。双终止子两条单链

寡核苷酸退火同前述程序。退火后与用 BamHⅠ和

SacⅡ限制性内切酶对质粒 GM 酶切连接，方法同

前述单终止子构建。 

三串联终止子检测平台的构建，基因结构如

图 3 所示。合成末端包含 XhoⅠ和 SacⅠ酶切后粘

末端序列的终止子寡核苷酸序列，见表 2。退火后

与 XhoⅠ和 SacⅠ酶切后的双终止子重组质粒连

接，其余步骤同单终止子构建方式。 

1.3  终止效率的测定 

本 研 究 使 用 终 止 效 率 (termination 

efficiency， TE)表 征 终 止 子 元 件 的 转 录 终 止 效 

能[22]。将完全破坏转录复合物的终止子的 TE 值

定义为 100%；将两个报告基因之间无终止子时

的转录通读定义为 1。采用下游 mCherry(FIDW)

与上游 GFP(FIUP)的荧光比值来估计终止子通读

率(terminational rate，TR)，即 TR=FIDW/FIUP。

当上下游报告基因之间无终止子，以此为参考通

读值(TRREF)，然后将所有 TR 测量值标准化：

TRNORM=TR/TRREF，用以下方程计算终止效率，

TE=100×(1–TRNORM)。 

含不同类型终止子的 B. subtilis 168 重组在

LB 平板上划线，于 37 °C 过夜培养。挑取单菌落

于含有卡那霉素的 5 mL 试管中，培养 12 h。测定

样品的 OD600，按照初始接种量(OD600=0.05)接种

到含有 50 mL LB 培养基的 250 mL 锥形瓶中，

37 °C、200 r/min 培养 24 h，之后吸取 1 mL 菌液，

12000 r/min 离心 2 min，收集菌体，PBS 缓冲液洗

涤 3 次，再用等体积 PBS 重悬菌体，取 200 µL 至

96 孔板，检测 OD600 和荧光强度。参数设置：吸

收光 600 nm，检测菌体浓度；激发光 495 nm，发

射光 525 nm，增益 60，检测 GFP 荧光强度；激

发光 587 nm，发射光 610 nm，增益 80，检测

mCherry 荧光强度。 

1.4  天冬氨酸氨基裂解酶和 β-葡萄糖苷酸酶重组

蛋白表达质粒的构建 

以 pBglpD-gusA 为模板，使用引物 gusA-i-F/R

扩增 β-葡萄糖苷酸酶(β-glucuronidase，GusA)基 

 

 
 

图 2.  双串联终止子构建示意图 

Figure 2.  Schematic diagram of the construction of double series terminators. 

 

 
 

图 3.  三串联终止子构建示意图 

Figure 3.  Schematic diagram of construction of three series terminators. 
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因，以 pBP43GFP 为模板，使用引物 gusA-v-F/R

扩增 GusA 骨架；以 pBP43EcAspA 为模板，使用

引物 AspA-i-F/R 扩增大肠杆菌天冬氨酸氨基裂解

酶(L-aspartate amino lyase，AspA)基因，使用引物

AspA-i-F/R 扩增 AspA 骨架。PCR 扩增产物用 DpnⅠ 

DNA 消化酶消化 2 h，再将 PCR 产物纯化，然后

将对应的骨架与片段进行 Gibson 组装，最后转化

E. coli JM109 并挑取单菌落进行测序验证。构建

成功的各重组质粒转化 B. subtilis 168 后，构建出

重组菌，–80 °C 保存备用。不含终止子的质粒

pBP43-gusA-0、pBP43-AspA-0 转化 B. subtilis168

后作为对照组。将串联终止子用于重组蛋白表达

的质粒构建：以 pBP43-gusA-0、pBP43-AspA-0

为模板，以 TB10-TB5-F/R 和 TH1.5b-TB5-F/R 为

引 物 进 行 反 向 PCR 扩 增 ， 构 建 出 质 粒

P43-AspA-TH1.5b-TB5 、 P43-AspA-TB10-TB5 、

P43-gusA-TH1.5b-TB5、P43-gusA-TB10-TB5，最

后把重组质粒转化 B. subtilis 168 并保存。 

1.5  SDS-PAGE 检测 

取出保藏的甘油菌划线至 LB 固体平板，

37 °C 过夜培养后，挑取单菌落至试管，37 °C 培

养 8–10 h。按照初始细胞密度 OD600=0.05 接种到

含 50 mL LB 培养基的 250 mL 锥形瓶中，37 °C、

200 r/min 培养 24 h。将培养基中的培养液取出   

1 mL，12000 r/min 离心 2 min，收集菌体，用 1× 

PBS 缓冲液清洗 3 次，再加入含有 1 mg/mL 溶菌

酶的 TE 缓冲液悬浮，于 37 °C 温浴 2 h。超声破

碎，工作时长 3 s，间歇时间 2 s，直至菌悬液澄清

透明。12000 r/min 离心 20 min，取 200 µL 上清，

然后加入 50 µL 的 5× loading buffer，沸水浴 10 min，

上样检测。 

2  结果和分析 

2.1  B. subtilis 中单拷贝终止子的选择及转录终止

功能的鉴定 

本研究根据现有 B. subtilis 终止子组学数据的

挖掘[23]，对 425 个内源终止子的自由能 ΔG 值分

布进行统计，结果见图 4。ΔG 值从–31.9 kcal/mol

到–2.5 kcal/mol 之间分布较宽泛，本实验随机选取

了 10 个具有不同 ΔG 的终止子，为了与 B. subtilis

内源终止子比较，同时又选取了 5 个 B. subtilis 噬

菌体 SPO1 来源的终止子[24]。 

将以上终止子序列构建到终止子检测平台

GM 上，转化 B. subtilis 168 后，挑取单菌落至试

管，37 °C 培养 8–10 h。按照初始 OD600=0.05 接种

到 250 mL 锥形瓶中，37 °C、200 r/min 培养 24 h，

检测 GFP 和 mCherry 的荧光水平，并计算终止效

率(TE)。结果如图 5 所示，相比于参照组，插入

不同终止子后，终止子上游 GFP 的荧光强度有不

同程度的提升(1.1–2.2 倍)，并下调下游 mCherry

荧光强度(1.3–28.4 倍)，表明插入的终止子发挥了 

 

 
 

图 4.  枯草芽孢杆菌 425 个内源终止子的自由能 

Figure 4.  The ∆G of 425 terminators derived from 
Bacillus subtilis. 
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图 5.  单终止子的荧光强度 

Figure 5.  Fluorescence intensity of terminators. 
 

转录终止功能，对下游的 mCherry 转录产生了较

强的抑制作用。其中，与参照相比，TB5 终止子

将上游 GFP 的表达水平(1089624.04)上调了 2.2

倍，将下游 mCherry 表达(1784.0486.18)水平下调

了 28.4 倍，表现出较强的终止作用。 

基于上述结果，计算 15 种终止子的 TE 值，

并系统比较终止效率。结果如图 6 所示，TB4、

TB5、TB9 和 TH1 为强终止子(TE>95%)，其中 TB5 

 

 
 

图 6.  单终止子终止效率的测定 

Figure 6.  Determination of the termination efficiency 
of single terminator. 

终止效率为 99%；TB1、TB7、TB10、TH1 和 TH1.5b

为弱终止子(TE<5%)。TB3 终止效率为负值，表明

这一元件不具有终止转录的作用，推测为 RNA 元

件。通过上述研究，鉴定得到了终止效率较高的

终止子。 

2.2  双串联终止子对终止效率的影响及对基因表

达水平的作用 

已有研究表明，转录调控元件间的重复或组合

能够发挥更强的生物功能，如人工复合启动子[25]。

在此，为探究终止子间的组合对转录终止效率的

影响和作用规律，我们将 2 种终止子串联融合设

计成双串联终止子，如图 2 所示，选取终止效率

适中的 TB10 (TE=43%)和终止效率最高的 TB5 

(TE=99%)作为双串联终止子中的 B 位终止子，分

别在其上游位置 A 位融合不同强度的终止子，形

成两组不同强度终止子的双串联组合，构建到终

止子检测质粒中测定双串联终止子的作用效率。

结果如图 7 所示，TB10 终止子双串联组合中，

TB10-TB10、TB7-TB10、TB6-TB10 串联体与 A

位单终止子相比，上游 GFP 荧光强度有一定程度

的上调，且进一步下调了下游 mCherry 的荧光强

度。当不同强度的终止子与 TB5 强终止子串联后，

上游 GFP 荧光强度与 A 位单终止子相比，双串联

终止子显著上调 GFP 的表达水平，同时对下游

mCherry 具有显著下调效应。其中，终止子串联体

TH1.5b-TB5 对 GFP 荧光水平的上调幅度最大(2.3

倍)，TB5-TB5 串联体对 mCherry 表达水平的下调

幅度最高(30.5 倍)。终止子串联之后，与高终止效

率的单终止子相比，比如 TB5，串联终止子对上

游 GFP 的上调水平和下游 mCherry 的下调水平无

显著影响，推测这可能受限于启动子自身的转录

水平。 
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图 7.  双串联终止子上下游的荧光强度 

Figure 7.  Fluorescence intensity of dual tandem 
terminators. 
 

最后，通过计算得出双串联终止子的终止效

率。结果如图 8，与 A 位单终止子相比，TB10-TB10

和 TB7-TB10 的终止效率分别提高了 1.6 倍和 1.2

倍；TH1.5b-TB5、TB10-TB5、TB7-TB5 的终止效

率分别提高了 2.7 倍、2.3 倍和 2 倍。这一结果说

明，弱终止子通过基因串联可以提高终止子的终

止效率；弱与强终止子串联，可提升整体终止效 

 

 
 

图 8.  双串联终止子的终止效率 

Figure 8.  Termination efficiency of dual tandem 
terminators. 

率。结果中 TB5-TB5 的终止效率较 TB5 无显著提

升主要原因是受限于目前终止子效率采用的检测方

法。通过双荧光蛋白表达量的相对值来表示终止子

强度难以在高转录终止效率区间分辨这种差异，故

在检测强-强串联的终止效率方面受到一定限制。 

2.3  三拷贝串联终止子对终止效率的影响及对基

因表达水平的作用 

为了确证是否多个单终止子的串联能够持续

提升终止效率，本研究接下来构建了 3 个终止子

融合的串联体，分析增加终止子的串联融合数量

影响终止效率的规律。选取终止效率相对较低的

T B 6 - T B 1 0 、 T B 6 - T B 5 和 终 止 效 率 最 高 的

TB5-TB10、TB2-TB5 双串联终止子为模板，分别

与强终止子 TB5 和弱终止子 TH1.5b 进行再次串

联，构建具有不同组合的三串联终止子。将含有

三串联组合终止子的重组菌在 250 mL 锥形瓶中

培养 24 h 后，检测 GFP 和 mCherry 的荧光强度。

结果如图 9 所示，TB6-TB10 在与 TH1.5b 组合 

 

 
 

图 9.  三串联终止子上下游荧光强度 

Figure 9.  Fluorescence intensity of triple tandem 
terminators. 
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三串联后，GFP 和 mCherry 的荧光强度与相应的双

串联终止子相比没有显著变化，表明 3 个弱终止子

串联后不能显著提升终止子的性能。TB5-TB10、

TB6-TB5 和 TB2-TB5 双串联终止子在与 TB5 进一

步组合后，对 mCherry 产生了明显的抑制效应，

这一结果表明这种类型的串联组合方式可以对下

游基因产生极高水平的转录抑制作用。 

终 止 效 率 如 图 10 所 示 ， 与 TB5-TB10 、

TB2-TB5 串联的终止子，TE 值虽高于 90%，但与

双串联终止子相比，没有显著提升，提示 TE 大于

90%的极强终止子再次提升效率的空间受限。低

终止效率的双串联组合体 TB6-TB10、TB6-TB5

与强终止子 TB5 再次串联，可提升终止效率

(TE>90%)。其中，TH1.5b 与不同双串联终止子进

行串联时，发现并不能提高 TE 值，初步确定弱终

止子进行三串联对提升终止效率有较大限制。 

上述结果表明，通过构建三串联的串联终止

子，在 B. subtilis 中对这些终止子进行表征，获得 

 

 
 

图 10.  三串联终止子的终止效率 

Figure 10.  Termination efficiency of triple tandem 
terminators. 

了具有不同终止效率的新型终止子，同时这些终

止子对上游 GFP 的提高和下游 mCherry 的抑制都

有明显区别。这些新型终止子丰富了枯草芽孢杆

菌中的终止子库，扩大了可供选择的范围。 

2.4  强终止子在强化重组蛋白表达水平中的作用

及功能验证 

为检验串联终止子的可靠性和适用性，将本

研究构建的终止子用于不同种类的外源基因表

达，检验强化不同基因表达的效能。为了充分保

证转录终止和稳定 mRNA，强终止子选用高 TE

的双串联终止子 TH1.5b-TB5 和 TB10-TB5。外源

基因选用大肠杆菌天冬氨酸氨基裂解酶(AspA)和

β-葡萄糖苷酸酶(GusA)两种酶进行终止子功能验

证。构建出含 P43-AspA-0、P43-AspA-TH1.5b-TB5、

P43-AspA-TB10-TB5 、 P43-GusA-0 、 P43-GusA- 

TH1.5b-TB5 、 P43-GusA-TB10-TB5 质 粒 的 B. 

subtilis 168 重组菌株。将保存的菌液划线得到单

菌落，转接 5 mL 试管，然后转接 250 mL 锥形瓶

培养 24 h，收集菌液，裂解细胞后进行 SDS-PAGE

分析。结果如图 11 所示，与不含终止子的对照相 

 

 
 

图 11.  串联终止子表达重组蛋白 GusA 和 AspA 的   

验证 

Figure 11.  Analysis of GusA and AspA expression. 
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比，插入终止子后，AspA 和 GusA 蛋白的表达水

平均有明显提升。同时发现，同一终止子对于两种

蛋白水平的提升幅度有差异。与 GusA 蛋白表达水

平相比，两种串联终止子对于 AspA 的表达水平提

升更显著。相同终止效率的不同终止子对蛋白的表

达有不同的影响，终止子 TH1.5b-TB5 对于外源蛋

白表达水平的提升略低于终止子 TB10-TB5。 

3  讨论和结论 

近些年来，许多学者对终止子作了许多研究

工作：一方面是终止子的机理研究，比如通过改

变终止子两端序列来调节终止子终止效率[26]，探

究 RNA 聚合酶与转录终止的关系，建模预测终止

子的终止效率[22]；另一方面是将终止子应用于外

源基因表达，比如通过使用 3 个 T7 终止子串联的

方式提高目的产物产量[27]，添加终止子提高不同

转录单元的稳定性[28]。 

本研究发现，强终止子可以提高上游基因的

表达水平。不同终止效率的终止子对上游基因表

达水平的提升不同，总体而言，终止效率越高，

对上游基因表达水平的上调程度越显著，表明强

终止子可以通过稳定 mRNA、延长半衰期来提高

上游基因的表达水平，终止效率越高，其稳定性

越高。与这一结果类似，在真核细胞中[29]，也可

以利用终止子延长 mRNA 半衰期和提升 mRNA 稳

定性，进而提升表达量。本研究所提出的策略能

够从天然终止子中快速构建性能更强的终止子的

新策略。当可用的天然终止子元件稀少，性能不

够强时，可通过此策略快速提升天然终止子的作

用性能。如文中 TH1.5b-TB5 和 TB10-TB5 终止效

率为 97%，终止效率较 TH1.5b 和 TB10 提高了 2.5

倍。而当串联终止子的数目达到 3 个时，位于终

止子下游的基因基本不表达，可完全抑制转录  

通读。 

本研究显示枯草芽孢杆菌的内源终止子终止

效率要高于这一菌种的噬菌体终止子。分析这部

分高终止效率的终止子序列结构，发现低吉布斯

自由能且茎部无凸起的终止子具有较高的终止效

率。目前使用的多为天然终止子，序列中不仅含

有终止功能序列，同时还具有调控序列的功能[30]。

直接用于构建基因表达调控系统，尤其是用于人

工设计的多线程基因电路的表达调控时，作用稳

定性较差，易受所在基因环境的影响。本研究同

样发现在调节不同基因表达时，相同终止效率的

终止子上调 GFP 的水平有差异，说明其兼容性和

模块化程度易受到基因环境的影响。 

终止子的从头设计近年被认为是解决这一问

题的新思路。由于人工从头设计的终止子不含有

无关调控序列，理论上不会参与到细菌内源基因

表达的调控网络中，因此具备较强的正交性。在

大肠杆菌中，已经建立了天然终止子和合成终止

子的模型(R2=0.81)，通过现有序列去预测该终止

子序列的终止效率[31]。在本研究的基础上，接下

来可以进一步扩大天然终止子的鉴定范围，进而

探明二者的作用规律，建立序列和功能之间相关

性的模型，用来反向指导人工终止子的理性设计。 
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Gene tandem strategy strengthens the function of terminators 
and its application in gene expression in Bacillus subtilis 

Qiao Lin1, Zhemin Zhou1,2, Wenjing Cui1,2* 
1 School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu Province, China 
2 Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu Province, China 

Abstract: Using high-property terminators enable significant enhancement of transcription termination, mRNA 

stability, heterologous gene expression in classic microorganisms. However, design of complex gene circuits was 

limited by the lack of terminators specifically adapted to Bacillus subtilis. [Objective] Exploiting new 

high-performance terminators from Bacillus subtilis and further redesigning to enrich the artificial terminators 

suitable for this chassis. [Methods] The terminators from Bacillus subtilis and Bacillus subtilis phage were 

respectively constructed into the terminator measurement plasmid to determine the termination efficiency (TE). 

Multiple tandem terminators were constructed with combinatorial patterns of strong-weak, strong-strong, and 

weak-weak and subsequently TEs of those tandem terminators were individually determined. The tandem 

terminators with high TE were harnessed to verify the function of heterologous expression of L-aspartate amino 

lyase (AspA) and β-glucuronidase (GusA) in B. subtilis. [Results] The TE of terminator TB5 is 98%, which is 

strongest among the natural terminators in B. subtilis. Meanwhile, expression level of GFP harboring TB5 was 

up-regulated by 2.2 folds, and the expression level of RFP was down-regulated by 27 folds. For the dual-tandem 

terminators, the expression levels of RFP regulated by TH1.5b-TB5 (TE=97%) and TB5-TB5 (TE=98%) tandem 

terminators were decreased by 30 folds. For the triple-tandem terminators, TB2-TB5-TB5 combination no longer 

increase the expression level of GFP compared with the corresponding dual combination. Nevertheless, the 

expression of RFP is only 1/300 of the control. Finally, heterologous expression of AspA and GusA confirmed that 

two tandem terminators, TH1.5b-TB5 and TB10-TB5, significantly improved the gene expression in B. subtilis. 

[Conclusion] Strong synthetic terminators are able to reinforce the heterologous gene expression in surrogate host. 

Importantly, the efficiency of termination is further improved by rational combination of natural terminators in 

tandem manner. These artificially redesigned terminators could be conveniently and portably constructed into 

bacterial gene circuits to augment and stabilize gene expression. 
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