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摘  要：双组分系统是一种广泛存在于细菌中的信号传递系统，能够有效地发挥信号识别、

信号传导、基因调节这 3 种功能，从而实现信号的跨膜传输和放大。基于双组分系统构建的

基因表达调控工具已被广泛应用于合成生物学和环境监测领域。传统基因诱导系统 T7 和

PBAD 系统存在成本高、诱导剂易被细胞利用、诱导剂浓度与基因表达水平线性差等问题。为

了开发低成本、诱导剂浓度与基因表达水平线性高的诱导系统，本研究基于双组分系统

CusS-CusR 和嵌合 NrsS/CusS-CusR，成功开发了分别由 Cu2+和 Ni2+诱导的基因表达系统。通

过优化组氨酸激酶(CusS 或 NrsS/CusS)与响应调节蛋白(CusR)的表达水平，将 Cu2+诱导表达

系统本底表达荧光强度由 2 400 a.u.降低至 852 a.u.，动态范围由 1.2 倍提升至 8.7 倍。同样结

构的 Ni2+诱导表达系统本底荧光强度为 2 711 a.u.，动态范围为 5.6 倍。进一步通过提升目标

基因的核糖体结合位点(ribosome binding site, RBS)强度和报告质粒拷贝数，使 Cu2+诱导系统

和 Ni2+诱导系统的动态范围分别提升至 50.0 倍和 14.3 倍。与传统 T7 和 PBAD 诱导系统相比，

本研究构建的 Cu2+和 Ni2+诱导系统表现出更优的诱导梯度和更低的诱导成本，不仅为传统表

达系统提供了有力补充，也为满足多样化实验需求提供了更多选择。  
关键词：双组分系统；铜离子诱导系统；镍离子诱导系统；蛋白表达；生物传感器 
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Abstract: Two-component systems (TCS) are signal transduction systems ubiquitous in bacteria, 
effectively performing signal recognition, transduction, and gene regulation to achieve 
transmembrane signal transmission and amplification. Gene expression regulation tools based on 
TCS have been extensively applied in synthetic biology and environmental monitoring. The 
traditional gene induction systems, T7 and PBAD systems, have problems such as high cost, ease of 
inducer utilisation by cells, and poor linearity between inducer concentration and gene expression 
level. In order to develop low-cost induction systems with high linearity between inducer 
concentration and gene expression level, in this study, we developed two gene expression systems 
induced by Cu2+ and Ni2+ based on the CusS-CusR TCS and the chimeric NrsS/CusS-CusR TCS. 
By optimizing the expression levels of histidine kinase (CusS or NrsS/CusS) and the response 
regulator (CusR), we reduced the background fluorescence intensity of the Cu2+-inducible system 
from 2 400 a.u. to 852 a.u. and improved its dynamic range from 1.2 folds to 8.7 folds. The 
Ni2+-inducible system with a similar structure demonstrated a background fluorescence intensity 
of 2 711 a.u. and a dynamic range of 5.6 folds. Subsequently, we increased the ribosome binding 
site (RBS) strength and plasmid copy number, increasing dynamic ranges of 50.0 folds and 14.3 
folds for the Cu2+- and Ni2+-inducible systems, respectively. Compared with T7- and 
PBAD-inducible systems, the Cu2+- and Ni2+-inducible systems developed in this study exhibit 
improved induction gradients and decreased induction costs, providing robust complements to 
existing expression systems and offering versatile options for diverse experimental applications.  
Keywords: two-component system; copper ion-inducible system; nickel ion-inducible system; 
protein expression; biosensor 

 
双组分系统(two-component system, TCS)

是一类广泛存在于原核生物中的信号转导系统[1]，

通过介导细胞外与细胞内信号传递，在渗透压

调节、运动性、趋化性、毒力因子生成等多种

关键细胞过程的调控中发挥重要作用[2-5]。典型

的 TCS 通常由 2 种功能蛋白串联构成，分别是

负责细胞膜外信号识别的组氨酸激酶(histidine 
kinase, HK)和负责胞内基因表达调控的响应调

节蛋白(response regulator, RR)[6]。HK 主要由跨 

膜传感模块、信号转换模块以及激酶控制模块 
组成[7-8]，跨膜传感模块包括 2 个 α 跨膜螺旋跨

膜结构域(transmembrane, TM)和周质感觉结构

域(ligand binding domain, LBD)。当胞外配体与

LBD 内的底物口袋结合后，会引起 TM 的构象

变化，该构象变化被信号转换模块 HAMP 结构

域接收后进一步传递至激酶核心模块(Dhp 和

CA 结构域)。Dhp 和 CA 结构域催化 ATP 的 γ-
磷酸基团转移至 HK 保守的 His 残基上，从而 
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形成磷酸化的 HK。RR 主要由负责接收 HK 信

号的结构域(receiver domain, REC)和负责基因

表达调控的 DNA 结合结构域 (DNA binding 
domain, DBD)组成。REC 会接受 HK 上的磷酸

基团使自身磷酸化从而引发 RR 的构象动态变

化，这种构象变化会进一步改变 RR 对 DNA
的亲和力，进而实现对目标基因转录表达的调

控[9]。基于这一工作原理，TCS 可作为潜在的

基因诱导表达系统，与 IPTG 和阿拉伯糖等诱

导表达系统互为补充，形成多元化的表达体系。 
高效的诱导表达系统要求诱导剂廉价、稳

定、不易被微生物利用，基因表达水平与诱导

剂水平正相关。Cu2+和 Ni2+等金属离子是潜在

的廉价稳定诱导剂。因此，基于 Cu2+和 Ni2+的

TCS 具有成为新型诱导表达系统的潜力。近年

来，利用双组分系统工程化构建的表达系统在

合成生物学[10-14]、环境监测和微生物环境修复

领域得到了广泛应用。基于恶臭假单胞菌的

TCS——TodS/TodT 构建的生物传感器受到苯、

甲苯、二甲苯等有机污染物的激活进而调节 tod
基因的表达，从而产生分解这些芳香族化合物

的 酶 [15] 。 基 于 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli)    
TCS——CusS/CusR 和 ZraS/ZraR 系统开发了特

异性识别铜离子和锌离子的双组分传感器。进

一步通过将下游调控基因替换为与金属离子结

合短肽(CBP 和 ZBP)嵌合的外膜蛋白 OmpCt- 
CBP 和 OmpCt-ZBP，实现了微生物对铜离子和锌

离子的特异性吸附，每克细胞干重的最大吸附量

分别达到(13.0±0.3) mg 和(11.40±0.42) mg[10]。此

外，利用结构域交换技术开发的铽生物传感器

也展现出良好的金属特异性[16]。将生物传感器

的报告基因替换为目标基因，即可实现可控诱

导的基因表达。然而，现有的 Cu2+和 TB3+表达

系统存在动态范围较低和最大表达水平较低等

问题，限制了其在基因诱导表达中的应用。 
为了克服上述挑战，本研究以 CusS/CusR

和嵌合 NrsS-CusS/CusR 系统为基础，分别开发

了由 Cu2+和 Ni2+诱导的蛋白表达系统。通过优

化 HK (CusS 或 NrsS-CusS)与 RR (CusR)的表达

比例，成功解决了因细菌内源性双组分系统之

间串扰而导致的高本底表达问题。进一步优化

报告质粒的拷贝数及目标基因的 RBS 强度，显

著提高了目标基因的诱导表达倍数和最大表达

水平。与 T7 和 PBAD 表达系统相比，Cu2+和 Ni2+

诱导系统具有诱导剂成本低、梯度调控效果好

等优势，表达不同蛋白质的稳定性较高，不仅

为传统基因诱导表达系统提供了重要补充，还

进一步拓宽了蛋白表达工具的选择范围，在生

物工程领域中具有巨大的应用潜力。 

1  材料与方法  
1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒和引物 

本研究所用菌株和质粒如表 1 所示。 
1.1.2  主要试剂 

无水氯化钙、五水硫酸铜、六水氯化镍、

甘油、氯化钠购自国药集团化学试剂有限公司，

IPTG、阿拉伯糖、氯霉素、链霉素购自生工生

物工程(上海)股份有限公司。 
1.1.3  主要培养基 

LB培养基：胰蛋白胨10 g/L、酵母浸粉5 g/L、
NaCl 10 g/L (121 ℃，灭菌 20 min)；LB 固体培

养基是在 LB 液体培养基基础上加入 15 g/L 琼

脂制备而成。 

1.2  方法 
1.2.1  质粒构建 

2×Rapid Taq Master Mix 和 2×Phanta Flash 
Master Mix (Dye Plus) (南京诺唯赞生物科技股

份有限公司)被分别用于菌落 PCR 和基因/启动

子扩增。Dpn I 用于全质粒 PCR 产物消化。

BBa_J23109和BBa_J23100启动子以及RBS29、
RBS30 等不同强度 RBS 均来源于安德森网站 
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表 1  本研究所用菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Strains and plasmids Characteristics and functions Source 
Strains 
Escherichia coli JM109 Wild-type strains for plasmid construction Lab store 
Escherichia coli XL1-Blue (ΔcusSΔcusR) Gene expression system performance characterization Lab store 
Plasmids 
pCDFDuet-1 CloDF13 ori, PT7, SmR Lab store 
pACYCDuet-1 p15A ori, PT7, CmR Lab store 
pJKR-H-cadR pUC ori, PBAD, AmpR Lab store 
pACYC-CusS-CusR pACYCDuet-1, PBBa_J23109, cusS, PBBa_J23100, cusR Lab store 
pACYC-NCusS-CusR pACYCDuet-1, nrsSt/cusSt, cusR Lab store 
pCDF-PcusC-G10-GFP pCDFDuet-1, PcusC, RBSG10, sfgfp Lab store 
pACYC-T7-CusS/CusR pACYCDuet-1, PT7, cusS/cusR This study 
pACYC-CusS/CusR pACYCDuet-1, PBAD, cusS-cusR This study 
pCDF-PcusC-S29-GFP pCDFDuet-1, PcusC, RBS29, sfgfp This study 
pCDF-PcusC-S30-GFP pCDFDuet-1, PcusC, RBS30, sfgfp This study 
pCDF-PcusC-S31-GFP pCDFDuet-1, PcusC, RBS31, sfgfp This study 
pCDF-PcusC-S32-GFP pCDFDuet-1, PcusC, RBS32, sfgfp This study 
pCDF-PcusC-S33-GFP pCDFDuet-1, PcusC, RBS33, sfgfp This study 
pCDF-PcusC-S34-GFP pCDFDuet-1, PcusC, RBS34, sfgfp This study 
pCDF-PcusC-S35-GFP pCDFDuet-1, PcusC, RBS35, sfgfp This study 
pCDF-PcusC-S64-GFP pCDFDuet-1, PcusC, RBS64, sfgfp This study 
pCDF-T7-GFP pCDFDuet-1, PT7, RBS35, sfgfp This study 
pCDF-T7-OFP pCDFDuet-1, PT7, RBS35, mOrange This study 
pCDF-T7-RFP pCDFDuet-1, PT7, RBS35, rfp This study 
pCDF-T7-YFP pCDFDuet-1, PT7, RBS35, venus This study 
pCDF-PBAD-GFP pCDFDuet-1, PBAD, RBS35, sfgfp This study 
pCDF-PBAD-OFP pCDFDuet-1, PBAD, RBS35, mOrange This study 
pCDF-PBAD-RFP pCDFDuet-1, PBAD, RBS35, rfp This study 
pCDF-PBAD-YFP pCDFDuet-1, PBAD, RBS35, venus This study 

 
(https://parts.igem.org/)。空载质粒 pACYCDuet-1
和空载质粒 pCDFDuet-1 分别用于构建 Cu2+和

Ni2+传感质粒和蛋白报告质粒。质粒构建方法采

用 Gibison 组装和全质粒 PCR[17-18]。本研究所

用引物如表 2 所示。 
Cu2+传感质粒 pACYC-CusS/CusR 的构建

流程如下：使用引物 CusS/CusR-F 和 CusS/ 
CusR-R 从大肠杆菌基因组中扩增获得 cusS/ 
cusR 片段，将该片段连接至 pACYCDuet-1 质

粒 T7 启动子下游，得到质粒 pACYC-T7-CusS/ 
CusR，使用引物 BAD-F 和 BAD-R 从质粒

pJKR-H-cadR 上扩增获得阿拉伯糖启动子相关

片段，将 pACYC-T7-CusS/CusR 启动子替换为

PBAD，获得质粒 pACYC-CusS/CusR。Ni2+传感

质粒 pACYC-NCusS-CusR 中 nrsSp 为组氨酸激

酶 NrsS 截短片段，cusSp 为组氨酸激酶 CusS 截

短片段，拼接后形成的嵌合蛋白 NcusS。 
报告质粒 pCDF-PcusC-S29-GFP 的构建流程

如下：以 pCDF-PcusC-G10-GFP 质粒为模板，使

用引物 RBS29-F 和 RBS29-R 进行全质粒 PCR，

将纯化得到的 PCR 产物经过 Dpn I 消化后进行

转化，得到 pCDF-PcusC-S29-GFP 质粒。更换 RBS
的相关质粒均按照此方法进行构建。相关质粒

为 Cu2+和 Ni2+诱导系统报告质粒。 
报告质粒 pCDF-T7-GFP 的构建流程如下：

以质粒 pCDF-PcusC-G10-GFP 为模板，使用引物

GFP-F 和 GFP-R 扩增获得 sfgfp 片段，连接至

pCDFDuet-1 质粒 T7 启动子下游获得质粒 pCDF- 
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表 2  本研究所用引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primer Sequence (5′→3′) 
CusS/CusR-F atgaaactgttgattgtcgaagatgaaaagaa 
CusS/CusR-R ttaagcgggtaatgtgataacaaaccttgtccc 
BAD-F aaatataatgaccctcttgataacccaagagggc 
BAD-R atggagaaacagtagagagttgcgataaaaag 
RBS29-F gttcacacaggaaacctactagatgcgtataggtgaagaact

gttcaccggt 
RBS29-R agtaggtttcctgtgtgaactctagaaggctcataatttctggtg

attttatgc 
RBS30-F gattaaagaggagaaatactagatgcgtataggtgaagaact

gttcaccggt 
RBS30-R agtatttctcctctttaatctctagaaggctcataatttctggtgat

tttatgc 
RBS31-F agtcacacaggaaacctactagatgcgtataggtgaagaact

gttcaccggt 
RBS31-R agtaggtttcctgtgtgactctagaaggctcataatttctggtga

ttttatgcc 
RBS32-F gagtcacacaggaaagtactagatgcgtataggtgaagaact

gttcaccggt 
RBS32-R agtactttcctgtgtgactctagaaggctcataatttctggtgatt

ttatgccg 
RBS33-F tagagtcacacaggactactagatgcgtataggtgaagaact

gttcaccggt 
RBS33-R agtagtcctgtgtgactctagaaggctcataatttctggtgatttt

atgccgcc 
RBS34-F agagaaagaggagaaatactagatgcgtataggtgaagaac

tgttcaccggt 
RBS34-R agtatttctcctctttctctagaaggctcataatttctggtgatttt

atgccgc 
RBS35-F agattaaagaggagaatactagatgcgtataggtgaagaact

gttcaccggt 
RBS35-R agtattctcctctttaatctctagaaggctcataatttctggtgatt

ttatgcc 
RBS64-F agagaaagaggggaaatactagatgcgtataggtgaagaac

tgttcaccggt 
RBS64-R agtatttcccctctttctctagaaggctcataatttctggtgatttt

atgccgc 
GFP-F attaaagaggagaatactagatgcgtataggtgaagaactgtt

caccggtgttgtt 
GFP-R atgctagaactggcatgcatctttgtacagttcgtccataccgt

gggtga 
OFP-F attaaagaggagaatactagatgtcaaaaggagaagagaac

aatatggctat 
OFP-R atgctagaactggcatgcatcttatacagttcatccataccacc

ggtgct 
RFP-F atgctagaactggcatgcatcttatacagttcatccataccacc

ggtgct 
RFP-R atgctagaactggcatgcattctgtgccccagtttgctaggga

ggtcgca 
YFP-F attaaagaggagaatactagatggtatcaaaaggagaagagc

tatttacaggg 
YFP-R atgctagaactggcatgcattttgtataactcatccatgccaag

cgtgat 

T7-GFP，以此方法分别获得 pCDF-T7-OFP、

pCDF-T7-RFP、pCDF-T7-YFP 等质粒。以上述质

粒为模板，更换 PT7为 PBAD，分别获得 pCDF-PBAD- 
GFP 、 pCDF-PBAD-OFP 、 pCDF-PBAD-RFP 、

pCDF-PBAD-YFP。 
1.2.2  孔板筛选方法 

将构建成功的重组质粒转化至 E. coli 
XL1-Blue (ΔcusSΔcusR)菌株中，在 37 ℃条件

下于 LB 固体平板上过夜培养。随后，挑取单菌

落接种于LB液体培养基中，在 37 ℃、250 r/min
条件下培养过夜，制备种子液。将种子液以

4% (体积比)的接种量转接至装有适量 LB 液体

培养基的 48 深孔板中，在 37 ℃、250 r/min 条

件下培养。待培养液 OD600 达到 0.4–0.6 时，每

孔添加 20 μL 诱导剂 Cu2+、Ni2+，使体系的最终

体积为1 mL。诱导12 h后，测定重组细胞的荧光

强度。将终浓度为33 μg/mL的氯霉素和50 μg/mL
的链霉素根据需求添加至培养基中。 
1.2.3  荧光强度分析 

将诱导后的菌液使用质量分数为 0.85%的

氯化钠溶液清洗 3 遍，并稀释清洗后的菌液至

OD600 为 0.4–0.8。荧光强度 (a.u.)和细胞密度

(OD600)采用 BioTek HT平板阅读器(伯腾仪器有

限公司)测量。测定 GFP、OFP、RFP 和 YFP 在

不同波长激发光和发射光下的荧光强度(GFP，激

发 /发射： 485/528 nm；OFP，激发 /发射：

530/560 nm；RFP，激发/发射：588/633 nm；

YFP，激发/发射：500/530 nm)。相对荧光强

度为荧光强度与 OD600 的比值。 
1.2.4  SDS-PAGE 分析蛋白表达情况 

将诱导 12 h 后的重组细胞浓缩至 OD600= 
2.0，取 20 μL 菌液并加入 5×Loading buffer，混

匀后 98 ℃加热处理 10 min。利用 12% SDS- 
PAGE 分析蛋白表达情况，上样量为 10 μL。电

泳结束后使用考马斯亮蓝 G-250 染液染色，脱

色后分析蛋白质表达水平。 
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2  结果与分析 
2.1  Cu2+和 Ni2+诱导表达系统的构建与

结构优化 
微生物基因组上的天然双组分系统大多以操

纵子结构存在，即 HK 和 RR 共用一个启动子和终

止子。本研究首先将 E. coli XL1-Blue 基因组上的

天然 cusS/cusR 基因簇克隆至 pCDFDuet-1 质粒，进

一步替换启动子 PT7为 PBAD (图 1A)，使 cusS-cusR 的 
表达水平受到阿拉伯糖浓度控制。在不同浓度的

Cu2+和 2 mmol/L 阿拉伯糖诱导下，传感器的绿色

荧光输出随着Cu2+浓度的增加呈现上升趋势(图1B)。
然而，在未添加 Cu2+诱导时，传感器仍表现出较

高的本底表达水平，动态范围仅为 1.2 倍。通过调

节阿拉伯糖诱导浓度，从而优化 cusS/cusR 的表达

水平依然无法显著降低传感器的本底表达(图 1C)。 
 

 
 

图 1  不同回路结构对 Cu2+、Ni2+诱导表达系统影响 
Figure 1  Effect of different loop structures on Cu2+ and Ni2+ induced expression system. A: Schematic 
representation of the structure of the operon structure of the Cu2+ induced expression system and the 
monocistron structure of Cu2+ and Ni2+ induced expression system; B: Fluorescence expression of Cu2+ 

induced expression system of operon structure co-induced by 2 mmol/L L-arabinose and different 
concentrations of Cu2+; C: Fluorescence expression of Cu2+ induced expression system of operon structure 
co-induced by 600 μmol/L Cu2+ and different concentrations of L-arabinose; D: Fluorescence expression of 
Cu2+ induced expression system of monocistron structure induced by different concentration of Cu2+; E: 
Fluorescence expression of Ni2+ induced expression system of monocistron structure induced by different 
concentration of Ni2+. Error bars indicate standard deviation from the mean (n=3). 
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为了进一步降低本底表达水平，利用弱组

成型启动子 BBa_J23109 和强组成型启动子

BBa_J23100 分别调控 cusR 和 cusS 的表达，构

建了单顺反子结构的 Cu2+诱导表达系统(图 1A)。
在不同浓度的 Cu2+诱导下，测定传感器的荧光

输出情况(图 1D)。结果表明，与操纵子结构相

比，降低 cusR 的表达水平后，单顺反子结构的

Cu2+传感器本底表达荧光强度由 2 400 a.u.降  
低至 852 a.u.，最大荧光强度由 2 800 a.u.提升

至 7 400 a.u.，动态范围由 1.2 倍提高至 8.7 倍。 
Ni2+诱导表达系统是通过将 Cu2+诱导表达

系统中的 HK (CusS)跨膜结构域和周质感知结

构域与集胞藻属(Synechocystis sp.) PCC 6803 中

的镍感知双组分系统[19]的 HK (NrsS)交换获得

的。尽管两者在感知金属离子的方式上有所不

同，但交换后的结构域组合具有相同的调控机

制，均通过同一响应调节蛋白 CusR 与下游启动

子 PcusC 调控目标基因表达。因此，将 Cu2+诱导表

达系统最佳的表达结构应用到 Ni2+诱导表达系统

(图 1A)。在不同浓度的 Ni2+诱导下，传感器的本

底表达荧光强度为 2 711 a.u.，最大诱导表达荧光

强度为 15 243 a.u.，动态范围为 5.6 倍(图 1E)。 
2.2  Cu2+和 Ni2+诱导表达系统拆分与
RBS 优化 

TCS 系统的信号输出不仅与 HK 和 RR 的

表达水平密切相关，还受到目标基因拷贝数和

上游 RBS 强度的影响。使用高拷贝质粒和强

RBS 表达目标基因，将更有助于提高诱导系统

的输出水平。因此，为了进一步优化 Cu2+和 Ni2+

诱导表达系统，将 PcusC-RBS-sfGFP 克隆至拷贝

数更高的 pCDFDuet-1 质粒上，从而将诱导表

达系统拆分为传感质粒和报告质粒这 2 个部分

(图 2A)。研究发现，拆分 Cu²⁺诱导表达系统后，

相比未拆分前(图 1D)，本底表达荧光强度从 
852 a.u.提高至 1 050 a.u.，1 000 μmol/L Cu2+诱

导下荧光强度从 2 853 a.u.增加至 18 111 a.u. (图
2B)，响应倍数由 3.3 倍提升至 17.2 倍。拆分

Ni²⁺诱导表达系统后，相比未拆分前(图 1E)，本

底表达荧光强度从 2 711 a.u.增加至 6 669 a.u.， 

1 000 μmol/L Ni2+诱导下荧光强度从 9 939 a.u.
增加至 28 003 a.u. (图 2C)，响应倍数由 3.7 倍

提升至 4.2 倍。这些结果表明，提高报告质粒

的拷贝数可以显著放大 TCS 系统的信号输出，

从而增强本底表达和最大诱导表达水平。 
此外，通过优化 RBS 强度，进一步提高了

GFP 的翻译效率。与 2.1 节中使用的强 RBS G10
相比，当 RBS 强度较低时，Cu2+和 Ni2+诱导表

达系统在未添加诱导剂或添加 1 000 μmol/L 
Cu2+和 Ni2+诱导剂后，荧光强度显著降低。随

着 RBS 强度的增强，本底表达和诱导后的荧光

强度逐渐增加(图 2D、2E)。当 sfGFP 的 RBS
强度最高时，Cu2+诱导表达系统的本底表达荧

光强度和 1 000 μmol/L Cu2+诱导下的荧光强度

分别由 1 050 a.u.和 18 111 a.u.提高至 1 154 a.u.
和 50 454 a.u.，响应倍数由 17.2 倍提升至   
43.7 倍。Ni²⁺诱导表达系统的本底表达荧光强度

和 1 000 μmol/L Ni2+诱导下的荧光强度分别由  
6 669 a.u.和 28 003 a.u.分别提升至 7 990 a.u.和
33 628 a.u.，响应倍数无明显变化。 
2.3  Cu2+和 Ni2+诱导表达系统的诱导性
能表征 

理想的基因诱导表达系统应具备低本底表

达、较高的最高诱导水平、较广动态范围、良好

的梯度诱导效果以及使用成本低廉的诱导剂等

特点。为评估 Cu2+和 Ni2+诱导表达系统的性能，

本研究以 sfgfp 作为报告基因，系统分析了诱导

剂浓度和诱导时间对 Cu2+ (图 3A)和 Ni2+ (图 3B)
诱导表达系统的影响，并与传统的 T7 表达系统

(图 3C)和 PBAD 表达系统(图 3D)进行了对比。过高

的本底表达会导致目标基因在未添加诱导剂的

情况下发生渗漏表达，从而影响系统的可调性和

响应性。低本底表达能够确保目标基因仅在存在

诱导剂时得到充分表达，避免非特异性表达。结

果显示，T7 表达系统的本底表达最低，其荧光强

度仅为 102 a.u.，而 Ni2+诱导表达系统的本底表达

最高，荧光强度为 7 990 a.u.。Cu2+诱导表达系统

和 PBAD表达系统的本底荧光强度分别为 1 106 a.u.
和 1 291 a.u.，表现出相似的性能。 
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图 2  Cu2+、Ni2+诱导表达系统报告质粒优化 
Figure 2  Optimisation of reporter plasmids for Cu2+ and Ni2+ induced expression systems. A: Schematic 
representation of the structure of the sensor plasmid expressed on the pACYCDuet-1 plasmid and the reporter 
plasmid expressed on the pCDFDuet-1 plasmid of the Cu2+ and Ni2+ induced expression system; B: The 
fluorescence expression of the Cu2+ induced expression system with separated sensor and reporter plasmids 
under different concentrations of Cu2+; C: The fluorescence expression of the Ni2+ induced expression system 
with separated sensor and reporter plasmids under different concentrations of Ni2+; D: Fluorescence 
expression of the Cu2+ induced expression system under gradient intensity RBS regulation of the target gene 
sfgfp under none inducers and 1 000 μmol/L Cu2+ induction; E: Fluorescence expression of the Ni2+ induced 
expression system under gradient intensity RBS regulation of the target gene sfgfp under none inducers and  
1 000 μmol/L Ni2+ induction. Error bars indicate standard deviation from the mean (n=3). 
 

最高诱导水平反映了在诱导后系统所能产

生的最高目标蛋白量，对于蛋白质生产和酶类合

成等应用具有重要意义。在各系统的最大诱导水

平对比中，PBAD 表达系统表现最佳，在 5.0 mmol/L

阿拉伯糖诱导 12 h 后，达到了最高的荧光强  
度 181 542 a.u.。Cu2+诱导系统则表现较弱，在

5.0 mmol/L Cu2+诱导 8 h 后，荧光强度为      
60 614 a.u.。T7 系统和 Ni2+诱导系统分别在   
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0.2 mmol/L IPTG 诱导 8 h 和 4 mmol/L Ni2+诱导

12 h 后，达到最高的荧光强度，分别为 97 908 a.u.
和 114 414 a.u.。在性能表征方面，Cu2+诱导系

统和 Ni2+诱导系统动态范围最高，分别达到 50.0 倍

和 14.3 倍。此外，4.0 mmol/L Ni2+和 5.0 mmol/L 
Cu²⁺已接近 E. coli XL1-Blue 正常生长可耐受的

最大胁迫浓度，更高浓度的金属离子将严重抑

制菌株生长，从而降低诱导系统的性能。 
在诱导后最高表达时间点下，诱导梯度效

应的线性化水平决定了是否能通过调控诱导剂

浓度以精确调节蛋白表达水平。高线性化水平

对于高效的蛋白生产和基因功能研究至关重

要。为此，本研究分析了 Cu2+ (图 3E)、Ni2+ (图
3F)、T7 (图 3G)和 PBAD (图 3H)系统在最高表达

时间点下，诱导剂浓度与蛋白表达量之间的线

性关系。结果表明，相较于 T7 和 PBAD 系统，

Cu2+和 Ni2+诱导表达系统在诱导剂浓度与基因

表达水平之间表现出更优越的线性关系。 
2.4  Cu2+和 Ni2+诱导表达系统在表达不

同蛋白质时的应用普适性 
为了进一步评估 Cu2+和 Ni2+诱导表达系统

在不同蛋白质表达中的普适性，选择了 4 种不

同类型的荧光蛋白(GFP、OFP、RFP 和 YFP)，
并使用 Cu2+ (图 4A)、Ni2+ (图 4B)、T7 (图 4C)和 

 

 
 

图 3  基因诱导表达系统性能表征 
Figure 3  Performance characterisation of gene-induced expression systems. Effect of induction time and 
inducer concentration on the Cu2+ (A), Ni2+ (B), T7 (C) and PBAD (D) induced expression system. Analysis of 
linear relationship between inducer concentration and gene expression level at time of maximum expression 
in Cu2+ (E), Ni2+ (F), T7 (G) and PBAD (H) gene expression systems. Error bars represent the standard 
deviation from the mean (n=3). 
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图 4  蛋白种类对基因诱导系统的影响 
Figure 4  Effect of protein type on gene induction system. The induction of GFP, OFP, RFP and YFP by T7 
(A), PBAD (B), Cu2+ (C) and Ni2+ (D) induced expression systems under the control of gradient inducers. 
Linear level analysis of gradient induction of OFP (E), RFP (F) and YFP (G) by Cu2+ induced expression 
system. Linear level analysis of gradient induction of OFP (H), RFP (I) and YFP (J) by Ni2+ induced 
expression system Error bars represent the standard deviation from the mean (n=3). 
 

PBAD (图 4D)诱导表达系统进行表达。测定不同

浓度诱导剂诱导 12 h 后的蛋白质表达水平，发

现在本底表达方面，T7 诱导表达系统表现出显

著的优势，4 种荧光蛋白的本底表达均最低。

相比之下，其他 3 种诱导表达系统中，PBAD 系

统对 OFP 的本底表达最低，其本底荧光强度为

985 a.u.。在最大表达水平方面，T7 系统对 OFP、
RFP 和 YFP 的诱导表达最为优越，最大表达荧

光强度分别为 43 722、126 568 和 142 352 a.u.；而

PBAD 诱导系统在表达 GFP 时表现最优，最大荧
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光强度为 181 542 a.u.。 
为了探究 Cu2+和 Ni2+诱导表达系统在梯度

诱导的线性化水平上的优势，分析了 Cu2+诱导

表达系统对 OFP (图 4E)、RFP (图 4F)、YFP (图
4G)以及 Ni2+诱导表达系统对 OFP (图 4H)、RFP 
(图 4I)、YFP (图 4J)在最大诱导水平下与诱导剂

浓度之间的线性关系。结果表明，Cu2+和 Ni2+

诱导表达系统对这 3 种蛋白的梯度诱导曲线的

R²值均大于 0.900，表明这 2 种系统在诱导剂浓

度和诱导水平上具有较强的线性相关性，并且

这种线性相关性具有良好的普适性。 
为了进一步探讨 Cu2+和 Ni2+诱导表达系统

在梯度诱导方面的优势，对其在不同浓度诱导剂

条件下 GFP (图 5A)、OFP (图 5B)、RFP (图 5C)
和 YFP (图 5D)这 4 种蛋白的诱导表达情况进行了

SDS-PAGE 分析。SDS-PAGE 结果显示，与 Ni2+ 
 

 
 

图 5  Cu2+和 Ni2+诱导表达系统蛋白表达 SDS-PAGE 及灰度分析 
Figure 5  SDS-PAGE and gray scale analysis of protein expression in Cu2+ and Ni2+ induced expression 
system. SDS-PAGE analysis of GFP (A), OFP (B), RFP (C) and YFP (D) expression by Cu2+ and Ni2+ 
induction system under the control of gradient concentration inducer. M: Protein marker. E: Gray analysis of 
Cu2+ induced expression system SDS-PAGE. F: Gray analysis of Ni2+ induced expression system SDS-PAGE. 
The direction of the arrow is the location of the target protein band.  
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诱导表达系统相比，Cu2+诱导系统在最大蛋白表达

量上存在一定劣势，但在低浓度诱导下，Ni2+诱导

表达系统蛋白表达量的差异较小。随着 Cu2+和 Ni2+

浓度的提高，GFP、OFP、RFP 和 YFP 这 4 种蛋白

的表达量均呈上升趋势。进一步使用 ImageJ 得到

的灰度分析结果(图 5E、5F)与 SDS-PAGE 结果一

致。以上结果进一步表明通过荧光强度分析不同

诱导系统的表达性能的结果是可靠的。 

3  讨论与结论 
双组分系统是原核生物中广泛存在的一类重

要信号传递机制，主要负责胞内外环境信号的感

知与响应，在细菌的多种生命活动中发挥关键作

用。目前，对于双组分系统的研究主要集中于离

子和小分子化合物传感器开发与应用[20-21]。近年

来，随着合成生物学的快速发展，双组分系统在

动态调控代谢过程和环境信号响应等领域的潜力

逐渐显现。一些研究者利用双组分系统组氨酸激

酶和响应调节蛋白在接受外界信号后的互作特

性，尝试开发更复杂的动态调控网络[22-24]。尽管

如此，双组分系统作为一种新型蛋白表达系统的

潜力仍未得到充分挖掘。 
本研究成功开发了 2 种基于双组分系统的

由 Cu2+和 Ni2+诱导的基因表达系统。有研究显

示，当 CusR 表达水平过高时，大肠杆菌内源

性双组分系统 HprS-HprR 可磷酸化 CusR，进而

与 PcusC 结合激活下游基因的表达。然而，在外

源 Cu2+ 存在时， CusS 在胞内发生聚集，

CusS-CusR 系统占据主导地位，从而解除

HprS-HprR 系统的干扰[25]通过使用弱组成型启

动子和强组成型启动子分别调控 RR 和 HK 表

达，使 Cu2+诱导表达系统动态范围由 1.2 倍提

升至 8.7 倍。具有该结构的 Ni2+诱导表达系统的

动态范围达到 5.6 倍，有效地解决了细菌自身

不同双组分系统间的信号串扰问题。进一步通

过提高报告质粒拷贝数和优化目的基因 RBS，
将 Cu2+、Ni2+诱导表达系统动态范围分别提升

至 50.0 倍和 14.3 倍。与传统的 T7 和 PBAD 诱导

表达系统相比，Cu2+和 Ni2+诱导表达系统具有

更好的梯度诱导线性水平和更低的诱导成本，

且在不同蛋白表达过程中具有普适性。 
大肠杆菌的传统基因表达系统主要包括

T7 和 PBAD 诱导表达系统。尽管二者在生物技术

领域得到了广泛应用，但仍存在一定局限性。

例如，IPTG 成本较高，不适用于需要低成本操

作的应用场景；PBAD 表达系统中阿拉伯糖价格

则相对较低，但由于会被细胞利用导致诱导浓

度降低等缺陷，限制了其在高精度调控和复杂

基因回路中的应用。本研究开发的 Cu²⁺和 Ni²⁺
诱导基因表达系统在成本控制方面表现出显著

优势。其中，氯化铜和氯化镍的价格较低，且

不被细胞代谢利用，从而提高了诱导的稳定性。

然而，该系统仍存在一定局限性，即仅在较高

浓度的诱导剂条件下才能有效启动基因表达，

可能导致培养基中重金属离子累积，从而引发

生物废水中重金属含量超标的问题。双组分系

统的功能主要受组氨酸激酶(HK)和响应调节蛋

白(RR)的影响，因此，可通过蛋白质工程手段

提高 HK 和 RR 的活性，或通过分子生物学策

略优化报告基因的输出强度，以降低有效诱导

剂的使用浓度，进一步改善系统的适用性。 
总之，本研究的优化策略不仅有效解决了

Cu2+和 Ni2+诱导表达系统的本底表达高和动态

范围低的问题，还为其他双组分系统的工程化

开发提供了新的思路。未来，随着对双组分系

统调控机制的更深入理解以及更多调控技术的

创新，Cu2+和 Ni2+基因诱导表达系统有望发展

成为一种高效、灵活且具有广普适性的蛋白表

达工具，进一步拓宽生物技术与工业应用的边

界，为合成生物学和环境工程领域的创新提供

更多可能。 
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