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红球菌启动子识别及β-半乳糖苷酶报告基因表达 
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摘  要: 红球菌属在生物降解、生物修复、生物转化和生物表面活性剂等领域得到了日益广泛的应用。本研究以红球

菌-大肠杆菌穿梭质粒 pNV18.1 为载体, 以腈水合酶为模式酶, 研究了大肠杆菌 tac、lacZ 启动子和红球菌酰胺酶启动子

(ami-1/ami-2)在红球菌中的启动效率。结果表明, 启动子 Ptac、Pami-1(7 bp SD-ATG 间隔)、Pami-2(13 bp SD-ATG 间隔)

和 PlacZ 在紫红红球菌 ATCC 33278 中启动表达腈水合酶的比酶活分别是野生菌株的 7.5、6.3、5.3 和 1.8 倍, 表明这些

启动子都可以被红球菌的 RNA 聚合酶所成功识别。采用 PlacZ 启动子在红球菌宿主中启动β-半乳糖苷酶报告基因(lacZ), 

结果表明, lacZ 能够在红球菌中高效表达, 是优选的红球菌报告基因。 
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Promoter recognition and β-galactosidase reporter gene 
expression in Rhodococcus 
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Abstract: The genus Rhodococcus is of considerable interest in recent years, stemming from their diverse applications in 
biodegradation, bioremediation, biotransformation and biosurfactant. Using Nocardia/Rhodococcus-Escherichia coli shuttle plasmid 
pNV18.1 as the backbone vector, we tested the driven efficiency of promoters Ptac and PlacZ of E. coli and Pami-1/Pami-2 of     
R. ruber in host R. rhodochrous ATCC 33278 by overexpression of nitrile hydratase. Results showed that the specific activity of 
nitrile hydratase per dry cell weight in engineered Rhodococcus strains driven by Ptac, Pami-1, Pami-2 and PlacZ was 7.5, 6.3, 5.3 
and 1.8 times of that in the wild, respectively. It indicated that these promoters could be well recognized by RNA polymerase of 
Rhodococcus. We further expressed the β-galactosidase reporter gene (lacZ) in R. ruber driven by promoter PlacZ. Results indicated 
that lacZ was an appropriate reporter gene for genetic or metabolic engineering research of Rhodococcus. 
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红 球 菌 (Rhodococcus) 属 于 放 线 菌 目

(Actinomycetales), 介于分枝杆菌(Mycobacterium)和

诺卡氏菌(Nocardia)之间, 是一类好氧、不运动、含

分枝菌酸、G+C 含量高的革兰氏阳性菌, 菌丝体可

以分裂成棒状或球状[1]。红球菌属中的主要成员包

括马红球菌(R. equi)、红平红球菌(R. erythropolis)、

紫红红球菌(R. rhodochrous)和红色红球菌(R. ruber)

等 12种, 在自然界广泛存在[1-2]。红球菌具有广泛的

底物作用谱, 在生物降解、生物修复、生物转化和生

物表面活性剂等领域得到了越来越普遍的应用[2]。比

如, 红球菌能有效地降解苯酚、有机含硫芳香化合

物、甲苯和二甲苯、多氯联苯、萘和吲哚、烷烃、

二苯并呋喃以及除草剂 atrazine 等有机物[3-9]。在生

物转化领域, 红球菌被广泛用于生物法生产丙烯酰

胺、丙烯酸、烟酰胺以及羟基乙酸等化学品[10-12]。

红球菌还可以用于生产含海藻糖脂等生物表面活性

剂、多肽和脂类等生物絮凝剂以及重要的药物前体   

等 [13-16]。然而 , 到目前为止 , 尽管 1 株红球菌

Rhodococcus sp. RHA1 的测序工作已经完成[17], 大

多数红球菌的基因背景和代谢途径还不清晰, 可用

于红球菌宿主的启动子、复制子及报告基因等遗传

工具的信息也很缺乏。 

启动子是基因表达水平的重要决定因素之一[18]。

启动子强度通常取决于其转录起始位点之前的−35

和−10 区的特征序列, 以及起始密码子之前的核糖

体 结 合 位 点 (RBS) 的 结 构 , 如 Shine-Dalgamo 

(SD)-ATG 间隔长度[19-20]。启动子 tac 是 trp-lac 杂

合启动子, 广泛应用于大肠杆菌 [21], 其启动效率至

少是 lac UV5 启动子的 5倍。日本研究人员曾将大

肠杆菌 lac 启动子成功用于紫红红球菌穿梭质粒

pK4及其衍生质粒中[22]。Mizunashi等则直接应用红

球菌 N-774 的酰胺酶基因天然启动子(Pami)在紫红

红球菌 ATCC 12674 中成功表达了腈水合酶(Nitrile 

hydratase, NHase)[23]。 

报告基因(Reporter gene)是一种编码可以被便

捷检测的蛋白质或酶的基因, 是基因工程、蛋白质

工程和代谢工程研究的重要遗传工具。常见的报告

基因有氯霉素乙酰转移酶基因(cat)、β-半乳糖苷酶

基因(lacZ)、荧光酶基因(luc)以及绿色荧光蛋白基因

(gfp)等[24-25]。 

本研究以紫红红球菌 R. rhodochrous ATCC 

33278和红色红球菌 R. ruber TH为模式宿主, 以诺

卡氏菌/红球菌-大肠杆菌穿梭质粒为载体 , 研究了

PlacZ、Ptac、Pami-1/ami-2等启动子被红球菌 RNA

聚合酶的识别情况 , 以及β-半乳糖苷酶报告基因

(lacZ)在红色红球菌宿主中的表达效果 , 为红球菌

的基因工程与代谢工程研究提供重要的遗传信息。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、基因和质粒 
本研究中所用到的各重组质粒如表 1所示。 

表 1  本研究中所用的质粒 
Table 1  Plasmids used in this study 

Plasmids Relevant genotype Source or 
reference 

pMAL-p2x 6.7 kb, tac, malE, Ampr NEB 

pNV18.1 4.4 kb, Nocardia/Rhodococcus- 
E.coli shuttle vector, PlacZ, Kanr [26] 

pNV18-Ptac 4.7 kb, Ptac, Kanr This study

pNV18-Pami-1 4.8 kb, Pami-1, Kanr This study

pNV18-Pami-2 4.8 kb, Pami-2, Kanr This study

pNV18- NH 5.7 kb, PlacZ, NHase gene, Kanr This study

pNV18-Ptac-NHM 6.0 kb, Ptac, NHaseM gene, Kanr This study

pNV18-Pami-1-NHM 6.1 kb, Pami-1, NHaseM, Kanr This study

pNV18-Pami-2-NHM 6.1 kb, Pami-2, NHaseM, Kanr This study

pPR9TT 9.4 kb, promoter-probe plasmid 
with lacZ, Ampr Cmr [27] 

pNV-lacZ 6.7 kb, pNV18.1 derivative, 
lacZ, Kanr This study

 

E. coli TOP-10从天根生物技术有限公司购买。

紫红红球菌 R. rhodochrous ATCC 33278 从美国

ATCC菌种保藏中心购买。红色红球菌 R. ruber TH

为本实验室保存。穿梭质粒 pNV18.1 携带 PlacZ 启

动子和 LacZ 的α亚基序列[26]。启动子 Ptac(321 bp)

来自质粒 pMAL-p2x(NEB公司); Pami来自 R. ruber 

TH(Pami-1, 335 bp, SD-ATG 间隔 7 bp; Pami-2,   

341 bp, SD-ATG间隔 13 bp); 突变腈水合酶 NHaseM

长 1.3 kb, 其α亚基起始密码子从 gtg突变为 atg[28]。

报告基因 lacZ的全长序列克隆自质粒 pP9R9TT[27]。 

1.2  工具酶和试剂 
本研究所用各种工具酶均购自 TaKaRa(大连)公

司。质粒提取、PCR 产物纯化等试剂盒购自北京百
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泰克生物技术有限公司。PCR 引物由北京赛百盛基

因技术有限公司合成。基因扩增、酶切、连接、转

化、电泳等基因工程操作均按常规方法进行[29]。 

1.3  引物  
腈水合酶基因 (NHaseM)采用引物 NHM-1/ 

NHM-2 获得; Ptac 采用 Ptac-1/Ptac-2 双引物扩增;  

Pami-1 启动子采用 Pami-F/Pami-R1 双引物扩增 ;  

Pami-2 启动子采用 Pami-F/Pami-R2 双引物扩增 ;  

lacZ 基因全长的扩增采用双引物 LacZ-P1/LacZ-P2, 

如表 2所示。引物中所含酶切位点用下划线表示。 

表 2  本研究中所用的引物 
Table 2  Primers used in this study 

Primers Sequences (5′−3′) Digestion
sites 

NHM-1 CGGGATCC ATGGATGGTATCCA BamH I 

NHM-1 CCAAGCTT TCATACGATCACT Hind III 

Ptac-1 CGGAATTCATTCTCATGTTTGACAGCT EcoR I 

Ptac-2 CGGGATCCGGTCCTTGTTGGTGAAGT BamH I 

Pami-F CGGAATTCTGCGGACGGCGGATACGT EcoR I 

Pami-R1 CGGGATCCCTCCTTAGTGACT BamH I 

Pami-R2 CGGGATCCCTAGGACTCCTTAGTGACT BamH I 

LacZ-P1 TCAGGATCCCTGCCCGGTTATTATTA BamH I 

LacZ-P2 TCAGGATCCATATCGAATTCCTGCAGC
CCGG BamH I 

 

1.4  重组红球菌的电穿孔转化与培养 
重组质粒在红球菌 R. rhodochrous ATCC 33278 

和 R. ruber TH 中的转化采用电穿孔方法 [30], 在

R2L培养基中 28°C活化 2 h后, 涂布在 S27M固体

平板上(Kanr) 28°C 培养 2 d即可获得重组菌的单菌

落[30]。野生红球菌和重组红球菌的培养基和培养条

件同文献[31], 500 mL摇瓶内装液量 50 mL, 接种后

28oC培养 48~72 h, 收获细胞, 测定菌干重和目标酶

的酶活。其中, 紫红红球菌中腈水合酶的表达加入

0.2 g/L甲基丙烯酰胺和 0.06 mmol/L CoCl2作为诱导

剂 , 而 红 色 红 球 菌 中 则 以 7.5 g/L 尿 素 和       

0.06 mmol/L CoCl2作为诱导剂, 诱导腈水合酶表达。 

1.5  腈水合酶和β-半乳糖苷酶的酶活测定 
腈水合酶酶活采用气相色谱法测定。色谱仪

GC-2010 (SHIMADZU Japan), 内标物为 40 g/L乙

酰 胺 , 聚 乙 二 醇 高 分 子 毛 细 管 柱 PEG-30M      

(30 m×0.25 mm×2 μm)。进样口为 SPL, 温度 260oC; 

FID 检测器, 温度 260oC; 柱温 190oC; 载气为氮气, 

流速 25 cm/min; 分流进样, 进样量 0.4 μL, 分流比

为 50:1。 

β-半乳糖苷酶活测定采用 Genstar 的β-半乳糖

苷酶检测试剂盒法。在有β-半乳糖苷酶存在的条件

下 , 无色的反应底物会转化生成黄色的硝基酚

(o-nitrophenol)。向各管中加入一定量的反应终止液, 

离心测定 420 nm和 550 nm下的吸光度。 

β-半乳糖苷酶活性单位数 (U)=1000−(OD420−  
1.7 OD550)/Time(min)×V(mL)×OD600 

2  结果和讨论 

2.1  重组质粒构建 
启动子 Ptac、Pami-1和 Pami-2具有不同的−35区、

−10区和 Shine-Dalgamo (SD)-ATG间隔长度。为了考

察上述启动子在红球菌中的启动表达效果, 本研究以

腈水合酶为模式酶, 以诺卡氏菌/红球菌-大肠杆菌穿

梭质粒 pNV18.1 为载体, 分别构建了重组穿梭质粒

pNV18-Ptac-NHM, pNV18-Pami-1-NHM 和 pNV18- 

Pami-2-NHM(图 1), 对腈水合酶进行重组表达研究。 

2.2  腈水合酶在紫红红球菌中的表达 
将 重 组 穿 梭 质 粒 pNV18-Ptac-NHM 、

pNV18-Pami-1-NHM 、 pNV18-Pami-2-NHM 和

pNV18-NH（PlacZ启动子）分别转入初始腈水合酶

活性很低的紫红红球菌 R. rhodochrous ATCC 33278

中, 获得 4 株重组菌株。在摇瓶中以野生菌株为对

照, 对 4株重组菌株进行 72 h诱导培养表达腈水合

酶。结果表明, 各重组菌株和野生对照菌株的细胞

密度相差不多, 均为 16.0~16.2 g/L; 而采用不同启

动子表达的腈水合酶比酶活却具有显著差异(表 3)。 

由表 3 可见, 重组紫红红球菌的腈水合酶酶活

水平均较野生对照菌株具有显著提高,说明 Ptac、

Pami-1/Pami-2 和 PlacZ 都可以作为启动子信号被红

球菌的 RNA聚合酶成功识别。其中, 携带 Ptac启动

子的重组菌腈水合酶活性最高 ,  是野生菌株    

(2.9 U/mg 干菌重)的 7.5 倍; 此后依次是 Pami-1、

Pami-2 和 PlacZ 启动子重组菌株, 分别是野生对照

株的 6.3、5.3和 1.8倍。Pami-1和 Pami-2重组菌株

的酶活差异 ,  还进一步说明在以红球菌为宿主时 , 
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图 1  重组穿梭质粒 pNV18-Ptac-NHM、pNV18-Pami-1-NHM 和 pNV18-Pami-2-NHM 的构建示意图 
Fig. 1  Construction of recombinant shuttle plasmids pNV18-Ptac-NHM, pNV18-Pami-1-NHM and pNV18-Pami-2-NHM. Pami 
comprises Pami-1 and Pami-2 with different SD-ATG space distance, as denoted by N7 (7 bp) and N13 (13 bp). The mutant NHase 
gene (NHaseM) is abbreviated as NHM. 
 
表 3  重组紫红红球菌与野生菌株的腈水合酶酶活比较 
Table 3  NHase activity of the recombinants and the wild 

Strains Ptac Pami-1 Pami-2 PlacZ Wild

Biomass (g/L) 16.0 16.1 16.1 16.2 16.1 
NHase activity  
(U/mg dry cell) 21.8 18.2 15.4 5.2 2.9 

Ptac, Pami-1, Pami-2 and PlacZ represent the recombinants with 
plasmid pNV18-Ptac-NHM, pNV18-Pami-1-NHM, pNV18-Pami-2 
-NHM and pNV18-NH, respectively. The wild type is R. rhodochrous 
ATCC 33278. Experiments were reproduced three times. 
 

启动子中 7 bp的 SD-ATG间隔距离优于 13 bp, 与在

大肠杆菌中的规律类似[20]。 

进一步将上述重组质粒转入初始腈水合酶活性

很高的红色红球菌 R. ruber TH。结果表明, 各启动

子对红色红球菌中腈水合酶基因的启动表达效果具

有与紫红红球菌同样的规律。携带 Ptac启动子的重

组菌的腈水合酶酶活最高, 达到 264.3 U/mg干菌重, 

比野生菌株提高 20%。 

2.3  β-半乳糖苷酶报告基因 lacZ 质粒的构建 
β-半乳糖苷酶具有较高的检测灵敏度, 在多种

生物体中均能正确表达和折叠[32], 因此经常作为报

告基因用于基因启动子及调控序列的研究。 

采用穿梭质粒 pNV18.1 为骨架, 将来自启动子

探测质粒 pPR9TT的 lacZ基因全长阅读框(无启动子)

插入到 pNV18.1 自身携带的 lacZ 启动子区的下游, 

得到重组穿梭质粒 pNV-lacZ(图 2)。 

2.4  β-半乳糖苷酶报告基因的表达 
将 pNVL-lacZ质粒电击转化入红色红球菌宿主, 

筛选获得重组菌 R. ruber/pNV-lacZ。在 28oC 下 ,  

200 r/min摇瓶培养 24 h, 超声破碎裂解红球菌细胞, 

并用试剂盒法检测β-半乳糖苷酶活性。结果发现, 检

测样品在 5 min 内显现出明黄色的硝基酚产物, 而

野生对照菌株则无色。进一步定量分析结果表明 , 

重组菌 R. ruber/pNV-lacZ的β-半乳糖苷酶活性单位

数达到 332 U。说明采用启动强度较弱的 PlacZ启动

子, lacZ报告基因也能在红球菌中实现有效表达。因

此, β-半乳糖苷酶基因 lacZ可以作为高效的红球菌 
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图 2  表达 lacZ 的质粒 pNV-lacZ 的构建示意图 
Fig. 2  Schematic construction of plasmid pNV-lacZ. 

 
报告基因来探测红球菌基因组中的启动子信息或其

他基因的表达信息。 

综上所述 , 本研究分别探索了 Ptac、Pami-1/ 

Pami-2 及 PlacZ 等启动子以及β-半乳糖苷酶报告

基因 lacZ 在红色红球菌中的应用可行性。结果表

明 , 当以穿梭质粒 pNV18.1 为出发载体表达腈水

合酶时 , 大肠杆菌强启动子 Ptac 优于红球菌酰胺

酶天然启动子 Pami, 具有最好的启动效果 ; β-半

乳糖苷酶基因的 PlacZ 启动子的启动强度则相对

较弱。此外 , 启动子中 SD-ATG 间隔序列的长度也

能够影响腈水合酶的表达水平 , 7 bp 是较好的

SD-ATG距离。采用同样的穿梭质粒作为出发载体 , 

以 PlacZ为启动子 , 表达报告基因 lacZ, 结果发现 , 

lacZ 基因能够在红球菌中高效表达 , 且可以采用

试剂盒法进行快速定量分析。因此 , lacZ 在红球菌

宿主中作为报告基因具有明显的优势。上述结果

为红球菌的基因工程和代谢工程研究提供了可靠

的遗传信息。  

 
致谢    感谢日本 Jun Ishikawa教授惠赠诺卡氏菌/
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