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摘 要 用大肠杆菌N枯草芽孢杆菌穿梭载体 :)]$$) 和去除了信号肽编码序列的成熟 :?@ 基因构建了穿梭启动子探针

:)]$$)N<:3。用该探针从质粒 :*I;I$ 和 :*I;I!R 上克隆来自于枯草芽孢杆菌 2/A8 和 2B(C 基因上游的启动子功能片段，构

建了穿梭表达载体 :)Y=* 和 :)Y]*。将表达载体 :)Y=* 和 :)Y]* 转入枯草芽孢杆菌 L978L 获得表达菌株 L978L（:)Y=*）

和 L978L（:)Y=*），:?@ 基因在 2/A8 和 2B(C 基因的启动子和信号肽的带动下实现了分泌表达且具有天然活性，结果表明 2/A8
基因的启动子强度强于 2B(C 基因的启动子。利用 2/A8 基因的强启动子和 $?*. 基因的分泌型信号肽编码序列构建了新的穿

梭分泌表达载体 :Y)*^，并使 :?@ 基因在枯草芽孢杆菌 ]MQ"" 中得到了更高水平的分泌表达，表达菌株 ]MQ""（:Y)*^）在

培养到第 QK . 时甲基对硫磷水解酶酶活达到最高值为 L"_K" AO<\，是出发菌株邻单胞菌 *# 表达量的 L"_Q 倍，重组表达产物

有 RL_K‘分泌在培养基中。
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人工合成的有机磷化合物在全世界被广泛用于

杀虫剂和神经毒剂等用途［<］。有机磷化合物对人畜

等有极高的毒性，其在环境中持续和大量的施用严

重威胁着人畜健康及生态环境。用生物原位修复技

术来解决有机磷有毒物质的污染由于其成本低廉、

高效，易操作并且无二次污染而日益成为研究的热

点［G，H］，应用微生物及其酶制剂进行有机磷农药污

染的原位生物修复是一项非常有发展前景和重要意

义的工作。本实验室曾经分离到一株邻单胞菌 BC
并克 隆 到 一 个 全 新 的 甲 基 对 硫 磷 水 解 酶 基 因

+),［>］。有机磷水解酶可以高效地水解剧毒农药甲

基对硫磷从而使其毒性下降 <:: I G:: 倍，国际上目

前报道的产有机磷水解酶的微生物绝大多数为革兰

氏阴性菌，且其水解酶为胞内酶或分泌在周质空间，

影响了酶与底物的直接接触和反应，这不仅大大降

低了其实际应用效果［J］，也使酶的分离和纯化工作

比较 繁 琐。最 近，有 众 多 研 究 将 有 机 磷 水 解 酶

（KLM）基因 /), 在大肠杆菌和恶臭假单胞菌中实

现了细胞表面表达［C，N］，还有人将血红蛋白和 /),
共表达［9］或者提高 /), 的拷贝数［E］，这都在一定程

度上提高了 KLM 的表达量或者对有机磷农药的降

解效果。另外，在实际应用中，革兰氏阴性菌在环境

中同土著微生物的竞争力较差，由于不能形成特殊

的休眠结构，其活体微生物制品也很难在常温下长

时间保存，这必然增加了其保存成本。

枯草芽孢杆菌是一种传统的酶制剂生产菌株，

其细胞壁结构简单，不分泌内毒素，可直接将表达产

物分泌到培养基中，对人畜安全，是美国食品药物管

理局（OPQ）和中国农业部批准使用的安全的菌株，

是分泌表达外源基因的良好的受体菌［<:，<<］。来自

于 BC 的 +), 基因在其自身的启动子的带动下不能

够在芽孢杆菌中表达。本实验室曾利用 +), 基因

为报告基因构建新型启动子探针，以大肠杆菌为克

隆宿主从枯草芽孢杆菌染色体上用鸟枪法克隆到一

系列强启动子功能片段，但是尚未研究这些启动子

功能片段在枯草芽孢杆菌中的启动强度［<G］。在本

研究中，我们利用先前克隆到的强启动子和信号肽

编码序列构建大肠杆菌/枯草芽孢杆菌穿梭分泌表

达载体并在枯草芽孢杆菌中成功地分泌表达了 +),
基因，其酶活远高于出发菌株并且可以使酶蛋白直

接分泌到培养基中。枯草芽孢杆菌可以形成芽孢，

发酵产品易保存，同时其环境竞争力和抗逆境能力

也很强，发酵技术成熟且易于控制，这些优点将为我

们应用其降解环境中的有机磷农药残留和生产无细

胞的家用型酶制剂和解毒制剂开辟一个新的途径并

且具有广阔的发展前景。

) 材料与方法

)*) 材料

)*)*) 菌株和质粒：本实验所用菌株和质粒见表 <。

)*)*+ 酶和引物：限制性内切酶、R> PSQ 连接酶和

R)1 酶均为 R)T)U) 公司产品；引物合成和测序由上

海英骏生物技术有限公司完成。

)*)*, 培养基：@8 培养基和 V2$"%%-0+ 培养基见参

考文献［<H，<>］。

)*+ 方法

)*+*) 枯草芽孢杆菌总 PSQ 的提取：枯草芽孢杆

菌总 PSQ 的提取参照参考文献［<J］进行。

)*+*+ 感受态细胞的制备：大肠杆菌和枯草芽孢杆

菌普通感受态细胞的制备分别参照文献［<H，<C］进

行。

)*+*, +), 基因的克隆及穿梭启动子探针的构建：

设计合成一对引物 L<（JW/XYXYYQRXXQRYYXXYXQ
XXYXQYYRYXYXQXXRXY/HW）和 LG（JW/XYXQQYXRR
RXQRXQRXQXRRYYYYRRYQXYQXXYQ/HW），以含有完

整的 +), 结构基因的质粒 $BR<［>］为模板，扩增去

除了信号肽编码序列的成熟 +), 基因片段，引物 L<
和 LG 分别在 +), 基因的上下游引入 !0+M!和

7&(*"酶切位点（见下划线）。LXU 扩增片段经纯化

回收后用 !0+M!和 7&(*"进行双酶切，然后克隆

到穿梭载体 $S7HHS 的相应位点，重组载体转化大

肠杆菌 PMJ#新鲜感受态细胞，在含有氯霉素 GJ$!?
’@的 @8 平板上筛选转化子。挑取转化子提取质

粒验证片段的插入，阳性克隆即为穿梭启动子探针

$S7HHS/’$*。

)*+*- 穿梭表达载体 $SZRB 和 $SZ7B 的构建：将

:JG 89&(.". :/#*(0’ /; !&/%.19(/’/<2 生物工程学报 G::C，[&.=GG，S&=G



表 ! 供试菌株和质粒

"#$%& ! ’()#*+, #+- .%#,/*-, 0,&- *+ (1*, ,(0-2
!"#$%&’ $&( )*$’+%(’ ,-&."/)-，)0-&."/)-，.# (-’1#%)"%.&$ !.2#1-
! 3 "#$% 456! &’(!77 )&*+89 ,-".8 -/*.8 01,.:; 2)%< 8 ,-$.8 !".#-( %& "0%’ *$=
3 3 &’42%$%& 8>8 2,(5? @#.+ A,!B
3 3 &’42%$%& 8>968 6(, 40$7C 40$8!!9 -0$8!8D? )%& /(, @#.+ A,!B
3 3 &’42%$%& EAFDD /(,! 6(,! -(, 4(, :(,：：4$- /(,3：：4&,!;(, <(,.：：)10 @#.+ !2%<G$+ E.&H
)IJ8 >+)#，)KB8: L-1".# M%"0 :(* N#$H+-&" $&( %"’’ .M& )#.+."-# !".#-( %& "0%’ *$=
)OEPPO B+# @#.+ A,!B
)OEPPO<+)( B+#，)OEPPO L-1".# M%"0 )#.+."-#*-’’ :(* N#$H+-&" J0%’ M.#Q
)IR4RP >+)#，)KB8: L-1".# M%"0 :(* N#$H+-&" $&( 12=. )#.+."-# !".#-( %& "0%’ *$=
)IR4R?: >+)#，)KB8: L-1".# M%"0 :(* N#$H+-&" $&( 1<#> )#.+."-# !".#-( %& "0%’ *$=
)OSJI B+#，)OEPPO L-1".# M%"0 :(* N#$H+-&" $&( 12=. )#.+."-# J0%’ M.#Q
)OSEI B+#，)OEPPO L-1".# M%"0 :(* N#$H+-&" $&( 1<#> )#.+."-# J0%’ M.#Q
)KB8: >+)# !".#-( %& "0%’ *$=
)KA88D T+# @#.+ A,!B
)KAB8: >+)#，T+#，! 3 "#$%<3 3 &’42%$%& ’02""*- L-1".# J0%’ M.#Q
)SOIT >+)#，T+#，)KAB8: L-1".# M%"0 :(* N#$H+-&"，12=. )#.+."-# $&( /(,3 ’%H&$* )-)"%(- -&1.(%&H ’-U2-&1- J0%’ M.#Q

$>+)#：>+)%1%**%& #-’%’"$&1-，B+#：B0*.#$+)0-&%1.* #-’%’"$&1-，T+#：T$&$+/1%& #-’%’"$&1-3

克隆有枯草芽孢杆菌强启动子片段的质粒 )IR4RP
和 )IR4R?:［8?］用 86’P>"完全酶切，酶切产物经乙

醇沉淀回收之后与经 36:5"酶切并脱磷酸化的穿

梭启动子探针 )OEPPO<+)( 进行酶连，酶连产物转

化大肠杆菌 456!并涂布含有甲基对硫磷 8DD#HC+G
和氯霉素 ?6#HC+G 的 GA 平板，挑取转化子周围具有

黄色水解圈的克隆，即为 :(* 基因穿梭表达载体，

分别命名为 )OSJI 和 )OSEI。

!3435 枯草芽孢杆菌 8>968 表达菌株的构建：提取

表达载 体 )OSJI 和 )OSEI，转 化 枯 草 芽 孢 杆 菌

8>968［89］感受态细胞，在含有氯霉素 6#HC+G 的 GA
平板上筛选转化子，转化子命名为 3 3 &’42%$%& 8>968

（)OSJI）和 3 3 &’42%$%& 8>968（)OSEI）。

!3436 穿 梭 载 体 )KAB8: 的 构 建：用 36:5"和

!"#V" 双 酶 切 来 自 于 革 兰 氏 阳 性 菌 的 质 粒

)KA88D［8F］，酶切产物经 DW96X的琼脂糖凝胶电泳纯

化后回收含有复制酶 ,-( 基因和卡那霉素抗性基因

的片段，回收片段克隆至大肠杆菌质粒 )KB8: 的相

应位点，重组载体转化大肠杆菌 456!，在含有氨苄

青霉素 8DD#HC+G 的 GA 平板上筛选转化子。重组载

体即为大肠杆菌<枯草芽孢杆菌穿梭载体，命名为

)KAB8:。

!3437 利用 12=. 基因启动子和 /(,3 基因信号肽编

码序列构建分泌表达载体：设计合成引物 RP（6Y<
,B,,,>JBBJJJJJJ,J,>B,<PY） 和 R7 （ 6Y<
,>>>,,,J,>J,,B>J,B,B>>BJJ,>BB>>,<PY）扩

增 12=. 基因的启动子区，引物 RP 在扩增片段的 6Y
端引入 36:5"酶切位点；设计另外一对引物 R6

（ 6Y<BJJ,,JB>>,JJ,B,B>J,BB>JB>BBBJJJB<PY）

和 R;（6Y<,B,BJ,B>,BJ,>,,B>J,<PY）以枯草芽

孢杆菌 8>8 的总 4O> 为模板，扩增其胞外中性蛋白

酶 /(,3 基因的信号肽编码序列，引物 R7 在扩增片

段的 PY端 引 入 ?&2"酶 切 位 点。用 引 物 R9（6Y<
,B,BJ,B>,B>BB,B>,,J,<PY）和 R? 扩增 出 去 除

了信号肽编码序列的 :(* 基因片段并在 6Y端引入

?&2"酶 切 位 点。用 重 叠 延 伸 拼 接 法（!Z[）［8:］将

12=. 启动子片段和 /(,3 信号肽编码序列拼接后用

?&2"酶切并与同样酶切的 :(* 基因片段酶连，酶连

产物经 36:5"和 @%/($双酶切后克隆到穿梭载

体 )KAB8: 的相应位点，即为穿梭分泌表达载体，命

名为 )SOIT。重组载体 )SOIT 的详细构建路线见

图 8。

!3438 枯草芽孢杆菌 EAFDD 表达菌株的构建：提

取表达载体 )SOIT，转化枯草芽孢杆菌 EAFDD［?D］感

受态细胞，在含有卡那霉素 ?D#HC+G 的 GA 平板上筛

选 转 化 子，转 化 子 命 名 为 3 3 &’42%$%& EAFDD
（)SOIT）。

!3439 甲基对硫磷水解酶（IR5）活性检测及活力

测定：在加有甲基对硫磷 ?6D#HC+G 的 GA 平板上用

牙签点种大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的转化子，置于

P9 \ 温箱保温，观察是否有黄色的水解圈出现。

IR5 活力单位定义及酶活力测定方法见文献［8?］。

!343!: 枯草芽孢杆菌表达菌株的发酵试验：将表

达菌株接种于 P+G 液体 !2)-##%10 培养基中，其中

3 3 &’42%$%& 8>968（ )OSEI）和 3 3 &’42%$%& 8>968
（)OSJI）在培养基中添加氯霉素 6#HC+G，3 3 &’42%$%&
EAFDD（)SOIT）添加卡那霉素 ?D#HC+G；P9\过夜

培养，次日以 ?WDX的接种量接种于 ?DD+G 同样的

86?张晓舟等：利用枯草芽孢杆菌 12=. 和 1<#> 基因启动子与信号肽重组分泌表达 :(* 基因



图 ! 穿梭分泌表达载体 "#$%& 的构建路线图

’()* ! +,- ./01234.2(/0 /5 2,- 1,4226- -7"3-11(/081-.3-2(/0 9-.2/3 "#$%&

培养基中，:;<，=>?3@A(0，摇床振荡培养。定时取样

测定发酵液在 B??0A 处的吸光值；同时测定发酵液

的 %CD 酶活，发酵液 !=???3@A(0 离心 >A(0 后取上

清检测上清中的 %CD 酶活。

!"#"!! 重组表达 %CD 的 EFE8CGHI 检测和酶谱分

析：将出发菌株邻单胞菌 %B 的培养液用超声波破

碎后 !=???3@A(0 离心 >A(0 后取上清，同时取 JKL??
表达菌株的发酵液上清及含有空载体 "MKN!O 的菌

株的发酵液上清进行 EFE8CGHI 和酶谱分析实验。

EFE8CGHI 和酶谱分析方法见参考文献［=!］。

# 结果与讨论

#"! 穿梭启动子探针 $%&’’%()$* 的构建和鉴定

本实验室曾经利用启动子探针 "MN!O8A"P［!=］从

枯草芽孢杆菌染色体 F$G 启动子基因文库中钓取

了一系列启动子功能片段，其中启动子阳性克隆

"%CFC: 和 "%CFC=O 中分别克隆到了 !"#$ 和 !%&’
两个功能未知基因上游的强启动子及信号肽功能片

段［!=］。但是由于 "MN!O8A"P 为大肠杆菌载体，所以

"%CFC: 和 "%CFC=O 并不能够在枯草芽孢杆菌中复

制并表达 ()* 基因，这就要求我们构建穿梭表达载

体来验证上述两个启动子在枯草芽孢杆菌中的功

能。在本研究中，我们首先用 ()* 基因构建了穿梭

启 动 子 探 针 "$J::$8A"P，然 后 从 "%CFC: 和

"%CFC=O 中重新把 !"#$ 和 !%&’ 的启动子钓出来，

从而 构 建 ()* 基 因 穿 梭 表 达 载 体 "$#+% 和

"$#J%。

CNQ 扩增去除了信号肽编码序列的 ()* 基因

片段见图 =，将扩增到的 ()* 基因片段双酶切后克

隆到大肠杆菌8枯草芽孢杆菌穿梭载体 "$J::$ 的

相应位点，重组载体 "$J::$8A"P 的酶切验证及电

泳图谱见图 =，图谱证实 ()* 基因 CNQ 片段已经成

功克隆至该载体。

在载体 "$J::$8A"P 中，()* 基因的转录方向

与其下游的 C +,- 启动子方向相对（图 :），因此 ()*
基因在其上游多克隆位点没有外源启动子插入的情

况下不会表达；当有合适的启动子元件插入到该载

体的 ()* 基因上游的多克隆位点时，()* 基因才会

得以表达，因此，它可以作为启动子探针来克隆启动

子片段。同时，由于该探针为穿梭载体，在通过其克

隆到启动子之后不需要额外的启动子亚克隆工作便

可以直接转入枯草芽孢杆菌进行报告基因的表达及
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便呈平缓下降的趋势。而 !"#$!（%&’()）菌株的

!"# 基因在其对数生长期和稳定期都能够迅速而高

图 $ 表达菌株 !"#$!（%&’()）和 !"#$!（%&’*)）的

生长和 )+, 酶活曲线

-./0 $ 123456 789 )+, 7:5.;.5< :=2;> 3? $ 0 %&’()*)%
!"#$!（%&’()）789 !"#$!（%&’*)）

效地表达，在稳定期后期培养至第 $$ 6 时 )+, 酶

活达到最高值 @A$#=BCD，随后酶活有明显的下降，

我们推测该酶活的下降是因为宿主菌稳定期后期某

种蛋白酶的表达造成的，有关枯草杆菌蛋白质组学

最新文献报道枯草杆菌至少表达 E# 种蛋白酶，而且

大部分都在稳定期表达［EE］，而 !"#$! 只敲除了 E 个

蛋白酶基因，难免表达产物在稳定期后期会有一定

的降解。发酵液离心后取上清测定 )+, 酶活发现，

!"#$!（%&’()）发酵液的上清检测不到酶活，这应与

+(,- 基因的脂蛋白信号肽的特殊性有关［E@］，+(,- 基

因的信号肽为一典型的脂蛋白信号肽，我们推测脂

蛋白信号肽在和 !"# 基因融合表达之后，融合蛋白

&F端的半胱氨酸经过脂修饰、切除信号肽之后与原

生质膜相结合，而融合蛋白在质膜的外侧折叠后行

使其功能，从而在质膜表面嵌合形成一种疏水端F亲
水端的特殊的稳定的存在形式；如果将 +(,- 基因的

信号肽编码序列换成分泌型蛋白的信号肽编码序

列，将有望实现表达产物直接分泌到培养基中去。

!"#$!（%&’*)）发酵液的上清酶活占发酵液总酶活

的 G#A@H左右，这也恰好证实了我们以往对 +./0
基因的信号肽为分泌型信号肽的预测［!E］。从两个

枯草芽孢杆菌表达菌株的 )+, 的表达水平来看，

+(,- 基因的启动子强度远远强于 +./0 基因的启动

子，而在大肠杆菌中，+./0 基因的启动子却强于

+(,- 基因的启动子［!E］，这说明一个启动子在大肠杆

菌中是强启动子并不一定在枯草芽孢杆菌中也是强

启动子，今后直接利用我们新构建的穿梭启动子探

针 %&*@@&FC%9 克隆枯草芽孢杆菌启动子功能片段

并直接在枯草芽孢杆菌宿主中比较其启动子强度将

更有意义。

!"# 分泌表达载体 $%&’( 的构建和转化

为了利用在枯草芽孢杆菌中较强的 +(,- 基因

的启动子实现 !"# 的高水平表达，使目的蛋白分泌

到培养基中去并且最大限度地避免目的蛋白的降

解，我们根据文献报道选择了分泌效率较高的枯草

芽孢杆菌中性蛋白酶基因 1"2$ 的信号肽［EI］来重新

构建表达载体以实现甲基对硫磷水解酶的高效分泌

表达，并且采用了缺失了 G 种蛋白酶基因的枯草芽

孢杆菌 *JGKK 作为宿主菌。由于 *JGKK 具有氯霉

素抗性，来源于 %&*@@& 的表达载体不能够应用于

*JGKK。为了构建一个可以应用于 *JGKK 菌株的

穿梭载体，将阳性菌质粒 %LJ!!K 的含有卡那霉素

抗性基因和复制酶基因及复制启始位点的 34/M!B
$5!,!双酶切片段克隆到大肠杆菌载体 %LN!O 的

相应位点构建了新的穿梭载体 %LJN!O。 +(,- 基因

启动子片段和 1"2$ 基因的信号肽编码序列的 +NM
扩增产物见图 P，E 个 +NM 片段拼接之后与 !"# 基

因片段连接，然后克隆到穿梭载体 %LJN!O 的 $5!,
!B6)19"位点构建了穿梭分泌表达载体 %’&)Q，

该载体酶切验证图谱见图 P。穿梭分泌表达载体

%’&)Q 转 入 *JGKK 后 获 得 表 达 菌 株 *JGKK
（%’&)Q）。

图 P 穿梭分泌表达载体 %’&)Q 的构建图谱

-./0 P (6> :38R52=:5.38 3? R6=55S> >T%2>RR.38FR>:2>5.38
;>:532 %’&)Q

!：#F6)19" C72U>2；E：+NM %239=:5 3? +(,- %23C35>2；@：+NM %239=:5

3? 1"2$ R./87S %>%5.9> >8:39.8/ R>V=>8:>；I：3;>2S7% >T5>8R.38 %239=:5 3?

+(,- %23C35>2 789 1"2$ R./87S %>%5.9> >8:39.8/ R>V=>8:>；$：+NM

%239=:5 3? !"# />8>；P： S./75.38 %239=:5 3? %23C35>2FR./87S %>%5.9>

>8:39.8/ R>V=>8:> 789 !"# />8>；#：%’&)Q9./>R5>9 4.56 $5!,!B

6)19"；G：WDEKKK C72U>2 0
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