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低温菌启动子探针质粒的构建
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摘 要 为了在宿主菌 ;0#$%/(<+0/%* @:) ;QI8中构建低温菌蛋白表达载体，以 :U."!!质粒为基础，去除质粒上!M内酰胺酶基
因的启动子片段，取而代之为来源于质粒 :V.;!=%的卡那霉素抗性基因片段，并在 :U."!!中插入 ;0#$%/(<+0/%* 菌属特异性 (*#
的 ;*9片段，构建了能在 ;0#$%/(<+0/%* @:) ;QI8和 = ) 0(,# 中正常复制的启动子探针质粒 :U9Z=。通过在质粒 :U9Z=中的!M
内酰胺酶基因上游随机导入 ;0#$%/(<+0/%* @:) ;QI8基因组片段，通过检测宿主细胞的氨苄青霉素抗性和!M内酰胺酶活性，来
筛选强启动子片段，并分析了启动子探针质粒载体的功能及启动子的强度。
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低温微生物产生的低温酶因其在低温发酵工业

中的独特优势，而在研究中日益受到关注，并显示出

日益广阔的应用前景。当前，来源于低温微生物的

低温蛋白酶已经开始用于食品洗涤和化学合成等工

业领域［=，!，"］，低温菌对许多污染物具有相对较高的

降解转化作用使其在低温条件下对污水处理、污染

物的生物降解表现出明显的优势［Y，%］。

目前，对低温酶还缺乏高效的表达系统，许多重

要的低温酶及功能性蛋白在当前的常温菌蛋白表达

系统中难以表达，其中一个主要原因是常用表达质



粒上的启动子无法正常启动外源低温蛋白的转录，

或者即使表达，也因为低温蛋白或目的蛋白的热稳

定性差而容易失活，或形成无功能的包涵体。因此

分离能在低温下高效启动低温及特殊功能蛋白转录

的启动子显得尤为重要。

构建低温蛋白表达系统对解决常见的外源蛋白

表达后非正确折叠而导致活性降低也具有特殊意

义。在常温蛋白表达系统中，大量表达的目的蛋白

常因部分区段的分子间疏水相互作用而相互粘接，

导致蛋白正常的折叠顺序不能完成而影响蛋白的活

性，其中包括包涵体的形成［!］。一些很难表达的蛋

白通过常温宿主菌在一定的低温下培养实现了表

达，但常温宿主菌的生理特征决定了它在低温下生

长的限度，所以要找到常温蛋白表达系统在低温下

表达有活性的目的蛋白的最佳温度条件也并非易

事，蛋白的低温表达能很大程度减少包涵体的形成，

增加表达蛋白的可溶性、折叠的正确性和蛋白的活

性［"］，因此构建以低温菌为宿主细胞的低温蛋白表

达系统成为解决以上问题的有效方法。

鉴于大多数低温酶在当前的常温菌蛋白表达系

统中难以高效表达，构建以低温菌为宿主的低温蛋

白表达系统显得尤为重要，本研究以从低温菌中筛

选出低温强启动子为目标，构建了一系列以!#内酰
胺酶 为 报 告 基 因 并 能 在 !"#$%&’#$’( #)*’ 和
+#’,%-).(#-%& $%& ’()!中正常复制的启动子探针质
粒载体。通过在质粒 %*+,- 中的!#内酰胺酶基因
上游随机导入 +#’,%-).(#-%& $%& ’()! 基因组片段，
通过检测宿主细胞的氨苄青霉素抗性和!#内酰胺酶
活性，来筛选强启动子片段，并分析了启动子探针质

粒载体的功能及启动子的强度。

! 材料和方法

!"! 细菌菌株
+#’,%-).(#-%& $%& ’()! 菌株分离自冻土［.］，作

为分离启动子片段的菌株和启动子探针质粒的宿主

细胞；!"#$%&’#$’( #)*’ /0-12作为构建启动子探针和
扩增质粒的宿主菌。

!"# 质粒
本研究所用质粒见表 -。

表 ! 本研究所用质粒列表
$%&’( ! )’%*+,-* .*(- ,/ 01,* *0.-2

,34$567 869: 04;<:;$ =:>:?6@ A:4?B;:$ 8CB;@:
%*DEFF GHG<I +5%，J@ 8K>?L:?6@ @3C>6>M N:@?C; ’4N6$C> %- (* &
%(O-F!! .H2<I +5% PB$6C> CA %*DEFF 4>7 %(O-F"" +J))""12F
%/D’F-Q -1HF<I R5，85 )CSBM4?6C> @C$567 N:@?C; 0:$$6>M %- (* &
%*+,J GH!"<I R5 %*DEFF 7:;6N4?6N: 34@<6>M ?L: %;C5C?:; CA ?L:!#34@?454$: M:>: JL6$ TC;<
%*+,- !H1--<I R5 %*+,J 7:;6N4?6N: T6?L )&’ CA +#’,%-).(#-%& JL6$ TC;<

!"3 启动子探针载体的构建
用限制性内切酶 /"0"和 /(*"酶切 %*DEFF质

粒，去除 1H.<I 含有!#内酰胺酶基因（氨苄抗性基
因）启动子的片段，同时插入 -H-<I 带有卡那霉素
（R5）抗性基因的片段。此片段是以 %/D’F-Q 为模
板，利用 RU’ %3B$ ’V+聚合酶，通过 ,)D扩增获得。
两侧引物序列为：QW#)))+++=)JJ==+J)))===
J+J==+)+=)++=)=++))==++#EW 和 QW#)==++JJ
)=J)=+)J===)=++=++)J))+=)+J=+=+#EW，分别
退火至卡那抗性基因的 QW和 EW区域，在 QW端引入多
克隆位点 1’,7#，2(3O"和 /3("，并在 EW端引
入 !#)D"和 /(* "位点，构建成 %*+,J 质粒。
,*+,J经 +###酶切后与 -HE<I含有 +#’,%-).(#-%& 菌
属特异性复制启始位点（)&’）的 ’V+片段连接，构建
成质粒 %*+,-。为了使 )&’ 的 ’V+片段两端也带上
+###位点，以便与经 +###酶切的 %*+,J连接，特
设 计 引 物 如 下：QW#)+)+)+)+J))==+=+J)=J+

=+++J+J)J+J=+JJ#EW和 QW#)+)+)+)+J))==+==
+JJJJ++)+JJJJ=)=JJ=J#EW，用 RU’ %3B$ 从质粒
%(O-F!!中扩增 )&’ 片段。新构建的质粒 %*+,-含
有启动子缺失的报告基因!#内酰胺酶，在其上游有
1’,4#，2(3O"和 /3("的多酶切位点，启动子探
针 %*+,-的构建如图 -所示。
!"4 启动子的筛选

+#’,%-).(#-%& $%& ’()! 菌株在液体 X* 培养基
中于 -.Y培养 FGL后，于 GY，.111;Z56>离心收集处
于对数生长后期的菌体，利用 *3CC7 [ ):33 )B3?B;:
’V+ R6?（\]+=^V，=:;54>K）抽提菌体染色体 ’V+，
并以限制性内切酶 /(5E+"部分酶切染色体 ’V+，
酶切产物通过 -HQ_的琼脂糖凝胶进行分离，回收
-11到 -111I%大小的 ’V+片段，并与经 2(3O"酶
切、去磷酸化处理的 %*+,-载体连接。连接产物电
转化 ! & #)*’ /0-12，并在终浓度为 G1$MZ5X 的 R5
X*固体平板上于 E"Y培养筛选转化子。经平板菌
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图 ! !"#$%&’()"&%* "#$ %&’(启动子探针载体构建示意图
)*+$ ! ,-./012*- 3*1+410 56 -57"248-2*57 56 1 #45052/4 #459/ :/-254 654 !"#$%&’()"&%* "#$ %&’(

落计数估算出有效的基因组文库覆盖率后，将平板

上长出的所有克隆转至 !;0<新鲜的 <=液体培养
基中（含 >;!+?0< @0），于 ABC摇床培养 > .后收集
菌体，用 DEF#4/# ,#*7 G*7*#4/# @*2（ DEFHIJ，
H/4017K）提 取 质 粒，以 ;LM!+ 质 粒 电 转 化
!"#$%&’()"&%* "#$ %&’(，转化子在终浓度为 N;!+?0<
F0#的 <=固体平板上于 !OC培养至少 >O.，筛选到
的阳性克隆影印到终浓度分别为 N;，N;;，M;;，!;;;，
N;;;和 A;;;!+?0< F0# 的 <=固体平板上，于 !OC
培养 >3。将能在 A;;;!+?0< F0#平板上生长的克隆
转接到终浓度为 M;;!+?0< F0#的液体 <=培养基中
摇瓶培养，观察细胞生长状况并进一步检测报告基

因"P内酰胺酶的表达水平。
!"# !$内酰胺酶的酶活力检测方法
选取 对 氨 苄 青 霉 素（ F0#）有 强 抗 性 的

!"#$%&’()"&%* "#$ %&’( 转化子，接种在终浓度为
>;!+?0< @0 的 <= 液体培养基中，并分别在 BC，
!MC，N;C和 NMC进行摇瓶培养，至对数生长期后
期时收集培养液，测定不同温度下培养液中分泌蛋

白的"P内酰胺酶活性。酶活力检测方法：以 !;;

!05Q?< 7*245-/6*7为底物，在 M;005Q?<的磷酸缓冲液
（#RBL;）中检测"P内酰胺酶活性，利用 =/-S017
%T(>;分光光度计，测定 !>ON的吸光度进行检测，产

物的消光系数 !M;;;<?（05Q·-0），以 !0*7 内催化生
成 !!05Q产物所需的酶量定义为一个酶活单位。
!"% 蛋白浓度的测定
以牛血清白蛋白作为标准蛋白，利用 =4136543

分析试剂（J1-1Q1* U/"V8/，E7-，@K525，W1#17）测定培

养液中蛋白浓度。

!"& ’(’$)*+,检测!$内酰胺酶表达水平
!"#$%&’()"&%* "#$ %&’( 转化子在终浓度为

>;!+?0< @0的 <=培养基中于 !MC培养 N>.后，收
集 培 养 上 清 夜 并 通 过 F0*-57 G&’X !;;;;
（G*QQ*#54/，T,F）超滤浓缩培养液中的分泌蛋白 !;;
倍，每个泳道上样 N;!< 浓缩样品（约含 !(!+ 蛋
白），进行 ,%,PYFHI分析。利用 JER E01+/ "562Z14/
（!L(N :/4"*57）定量分析"P内酰胺酶表达量。

- 结果

-"! 启动子探针质粒的构建
启动子探针质粒 #=FY! 依据图 ! 所示流程构

建。构建的启动子探针载体 #=FY!能在 + $ "’,# 和
!"#$%&’()"&%* "#$ %&’(中正常复制和增殖。
-"- 启动子的筛选
用 限 制 性 内 切 酶 -).AF # 部 分 酶 切

!"#$%&’()"&%* "#$ %&’( 基因组 %JF，回收 !;; 到
!;;; 9#大小的 %JF片段，并与经 /)0R#酶切、去
磷酸化处理的 #=FY! 载体连接，电转化 + $ "’,#
WG!;[，构建成启动子筛选文库。该文库包含 A;;;;
个克隆，均具有 @0抗性，经计算该基因组文库覆盖
率为 [[L[\。纯化 + $ "’,# 转化子质粒并电转化
!"#$%&’()"&%* "#$ %&’(，筛选到 N(;个具有 F0#抗性
的克隆。将所有 F0# 抗性克隆在终浓度为 !;;、
N;;、M;;、!;;;、N;;;和 A;;;!+?0< F0#的 <=平板上
进行筛选培养，几乎所有克隆均可在 !;;!+?0< F0#
的 <= 中生长，约 A?M 的转化子能在 M;;!+?0< F0#
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的 !"中生长，#个克隆能在高于 $%%%!&’(! )(*的
!"中生长。经限制性内切酶图谱分析，将 #个克隆
中插入片段相同的克隆合并后，最后形成 +个目的
克隆片段，命名为片段 ,-，,+和 ,.。将 !"#$%&’()"&%*
/*0 123.转化子中的质粒纯化后重新导入 + 0 "’,#
中，所有 + 0 "’,# 转化子无论在液体还是固体培养基
中均具有 )(*抗性，获得启动子序号为 ,-、,+、,.。
!"# 不同转化子的!$内酰胺酶的表达水平比较
在不同温度下，分别培养携带不同启动子质粒

!"#$%&’()"&%* /*0 123.，表达的"4内酰胺酶活性见图
$，其中带有 *,+质粒的转化子酶活最高，达 5-6’(&，
同时表明"4内酰胺酶的表达量与温度具有正相关
性：在 #7 8 -97之间（ !"#$%&’()"&%* /*0 123. 的最
适生长温度为 -97），随着培养温度的降低，"4内酰
胺酶的表达量逐渐升高。其中 ,+的表现最为明显，
可以初步判断 ,+为一个低温强启动子。

图 $ 不同温度下携带不同启动子质粒的
转化子"4内酰胺酶活性比较

:;&0$ <=>"4?@AB@(@/> @AB;C;BD EF !"#$%&’()"&%* /*0
123. BG@H/FEG(@HB/ &GEIH @B C@G;E6/ B>(*>G@B6G>/0

!"% 不同转化子!$内酰胺酶的表达量分析
对质粒 *"),<，*"),-和含启动子 ,-、,+、,.片

段的质粒 *,-、*,+和 *,.转化子进行"4内酰胺酶表
达水平的研究表明，只有经 *,- 和 *,+ 转化的
!"#$%&’(%"&%* /*0 123. 能产生可以通过 J1J4,)KL
检测到的"4内酰胺酶条带，分子量约为 $5M1，利用
软件 NOP O(@&>定量分析"4内酰胺酶表达水平表明
它们的表达量分别达到了胞外总蛋白的 +QR和
9.R（图 +）。

# 讨论
启动子是基因表达调控的重要元件和蛋白表达

载体质粒的重要组成部分，因此分离出具有高效启

动功能的启动子成为基因工程研究不可缺少的工

作［5，-%］，常见的启动子有 BG*启动子、?@A启动子和 <#
启动子等。分离启动子的方法很多，常用的方法有

构建启动子探针载体筛选启动子和 ,3S法的克隆
启动子［--，-$］。构建启动子探针载体是一种高效分

图 + J1J4,)KL分析不同转化子"4内酰胺酶
的表达量（箭头所示条带为"4?@AB@(@/>）

:;&0 + J1J4,)KL @H@?D/;/ EF"4?@AB@(@/> *GET6A>T
UD !"#$%&’()"&%* /*0 123. =@GUEG;H& C@G;E6/ *?@/(;T/

离启动子的方法，在启动子分离中被广泛采用。

目前，以低温菌为宿主细胞、利用来源于低温菌

的启动子构建低温蛋白表达系统已经获得成

功［-+，-Q］，并在低温下高效地表达了常温蛋白表达系

统所难以表达的蛋白［-9］，包括来源于常温菌的甲

苯、二甲苯单加氧酶［-.］，来源于人类的神经生长因

子［-#］，在低温蛋白表达系统表达的神经生长因子不

但没有形成包涵体，而且准确定位于细胞的周质空

间，充分体现了低温蛋白表达系统的优越性，为异源

低温蛋白和常温蛋白的高效表达提供了新的有效方

法［-#］。

本研究构建的启动子探针质粒 *"),- 能在常
温菌 + 0 "’,# 和低温菌 !"#$%&’()"&%* /*0 123 . 中正
常复制。质粒以"4?@AB@(@/>为报告基因，报告基因
上游易于插入含待筛选启动子的 1N)片段，通过检
测"4?@AB@(@/>的表达水平，可以分析 1N)片段中启
动子存在及其活性，具备了启动子探针载体的主要

功能。本研究还利用此探针质粒，筛选获得了高活

性的低温启动子 1N)片段，为进一步构建低温蛋白
表达系统及研究低温蛋白的表达调控机制打下了坚

实的基础。

致 谢 本研究部分工作在日本京都大学化学研究

所完成，谨向该研究所的江琦信方及栗原教授表示

感谢！
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培育抗旱稻和耐涝稻的研究

旱灾、涝灾（洪灾）给粮食经济作物构成了严重威胁，重者颗粒无收，造成重大经济损失。面对这些年年要发生的灾害，生

物科研工作者肩负着重任。如何培育出抗旱稻和耐涝稻新品种以适应旱涝灾害，使其损失降到最低程度呢？运用现代生物

技术加强这两方面的研究有可能达到既定目标。目前已经取得一些研究进展。一、抗旱稻的育种。可以采用两项技术措施：

一是选育天然耐旱稻，并提高其产量，这是传统常规作物育种技术；二是基因工程技术建构新型抗旱稻以提高抗旱能力，同时

还要确保好的收成。美国康乃尔大学研究者已成功地培育出新型抗旱稻，他们从具抗旱能力的生物中提取编码海藻糖的基

因（源于昆虫或微生物），并引入稻细胞，获得了有效表达；同时发现只有在某些干旱压力条件下才会发挥其遗传开关的作用。

实验发现，新稻能在干旱等恶劣条件下正常生长，几乎未遭损害，证实了新稻的抗旱能力，具有很大的开发潜力。二、耐涝稻

（或抗洪稻）育种。国际水稻研究所研究人员曾从产量低的耐淹水稻中找到一种耐淹的基因，并将其转入到热带水稻中，培育

出了耐水淹水稻新品系，产量达到 F!!UD‘亩，比高产热带水稻产量还要高。该“工程稻”有以下特点：7) 水淹 =/后仍能存活，而
稻田的杂草全部被淹死。在菲律宾的某研究所，研究人员培育出高产矮秆水稻，耐水淹、抗倒伏，米质也好。该研究所还与美

国加州大学进行合作研究寻找抗洪基因。他们从一些籼稻中发现有很强抗淹能力的品种，全淹没（$#6C%.D%3,%）7周 a 77/后
仍能生存，从中找到 !个基因，其中的 6747?基因（位于植物染色体组第 8染色体上）与抗淹没性关系最密切。将其植入不抗
淹没的粳稻基因组中之后，发现此“转基因粳稻”抗淹没能力显著提高了，此基因被命名为“抗洪基因”。他们还对印度一个粳

稻品种进行改造，引入“抗洪”基因，并增强了基因表达，新培育的这种“印度抗洪水稻”能在大水中完全淹没 ;周之后仍能生
存，同时还保持了原先品种的产量和其它优良特性。此“工程抗洪水稻”有些已在亚洲洪水多发区如老挝、孟加拉、印度等国

家试种。

总之，转基因生物技术应用于现代农业领域有突出的实用价值，为研发抗旱、耐洪粮经作物新品种提供了有效的手段。

至于转基因作物安全问题不能一概而论，具体问题应作具体分析，分别对待，使其合乎时代进步的需求。

（柯为）
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