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摘  要 : 本研究旨在通过转录组分析预测的方法，由地衣芽孢杆菌中筛选获得一种新型双向启动子，鉴定其启动

强度。以已知强组成型启动子 pShuttle-09 为对照，检测其对克劳氏芽孢杆菌碱性蛋白酶基因的表达活性。成功

构建了 3 种重组碱性蛋白酶表达载体及对应的工程菌株。在新型启动子 pLA 和其反向启动子 pLB 调控转录下，

克劳氏芽孢杆菌碱性蛋白酶表达活性达到  164 U/mL 和 111 U/mL。结果表明，pLA 的启动强度明显高于

pShuttle-09 和 pLB，pLA 启动子与 pLB 启动子均可表达碱性蛋白酶。从而为枯草芽孢杆菌表达系统中异源基因

的表达提供一个新的方向，也为原核生物中共同表达两种基因提供了新的思路。 
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subtilis 
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Abstract:  Based on the transcriptome analysis data of a Bacillus licheniformis, a novel bidirectional promoter was identified 
from the strain and its transcriptional strength was analyzed. The expression level of a Bacillus clausii derived alkaline protease 
gene driven by the bidirectional promoter was studied by using the known strong constitutive promoter pShuttle-09 as a control. 
Three recombinant expression vectors and the corresponding recombinant bacteria were constructed. Under the control of the new 
promoter pLA and its reverse promoter pLB, the alkaline protease expression level respectively reached 164 U/mL and 111 
U/mL. The results indicated that the transcription strength of pLA was significantly higher than that of pShuttle-09 and pLB, 
and both the pLA and pLB promoters could initiate the expression of the alkaline protease. Thus, it provides a new expression 
element for the heterogenous genes in Bacillus sp. and a new idea for the co-expression of two genes in one prokaryotic strain. 

Keywords:  bidirectional promoter, Bacillus, alkaline protease 
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枯草芽孢杆菌表达系统作为基因工程表达系

统，因具有外源蛋白易分离纯化[1]、适应大规模

流线发酵过程[2]、安全性 (GRAS 认证)[3]及无偏

倚密码子的使用[4]等多种优势，使其在表达异种

蛋白方面处于首选位置，因此枯草杆菌在酶工业

应用中得到了广泛的应用[5]。 

工业酶的全球市场估计为 16 亿美元，其中包

括食品酶 (29%)、饲料酶 (15%)和通用技术酶

(56%)[6]。目前市场上使用的大多数洗涤剂蛋白酶

是芽孢杆菌丝氨酸蛋白酶[7]。据估计，芽孢杆菌

产酶约占整个酶市场的 50%[8]。外源蛋白在芽孢

杆菌中的高效表达是实现其在工业应用上的重要

途径，启动子是影响外源蛋白在芽孢杆菌中高效

表达的关键因素之一[9]。 

蛋白质的相互作用是实现功能的基础。对蛋

白质的功能研究需要考虑蛋白质之间的相互作

用，特别是对二聚体的研究，往往需要在同一载

体中表达两种蛋白质[10]。构建过程通常将两个不

同的启动子插入同一载体，或将两种蛋白质构建成

融合蛋白，但都有可能增加转化的难度或影响外源

基因的表达。利用双向启动子的启动功能，可以为

蛋白质之间的相互作用的研究提供新思路[11]。 

双向启动子是反向转录基因对的共享启动子

序列，可以调控两个方向的基因的转录[12]。双向

启动子在真核生物基因组中广泛分布，大多数的

双向启动子具有较高的 GC 含量和丰富的 CpG

岛，而缺少 TATA 盒。双向启动子的双向转录机制

一种解释是两个 RNA 聚合酶同时聚集在无核小体

的复制起始区，然后在两个方向上起始转录[13]。

尽管大部分双向启动子在两个方向上都有表达活

性，但是有约 1/10 都只在一个方向上进行表达。

大多数双向启动子调控双向基因对的共表达，少

部分双向启动子一个方向促进转录，另一个方向

抑制[14]。双向启动子在原核生物中少有报道，主

要集中在大肠杆菌表达系统。常用的原核生物双

向启动子是 MaZel 团队在霍乱弧菌中发现的

Pc/Pint[15]。廖昱泓等发现真核生物酵母基因中的

双向启动子即 MAL1 基因启动子区在原核生物大

肠杆菌中仍具有双向启动的功能[11]。新的双向启

动子的发现，实现了芽孢杆菌基因工程的“一箭双

星”的功能，为原核生物双向启动子的研究补充了

参考数据，对于加速芽孢杆菌基因工程的研究进

展具有重要意义[16]。 

目前，国内外由基因组中筛选获取新型启动

子的方法主要包括运用启动子探针载体筛选[17]、

常规 PCR 法[18]、序列特异性引物 PCR 法[19]和基

因组文库筛选法[20]等。本研究从地衣芽孢杆菌中

筛选获得一种新型的双向启动子，即在地衣芽孢

杆菌转录组测序结果的基础上，运用生物信息学

等分析获得的 lanA1 和 lanA2 基因  ( 编码

lichenicidin prepeptide) 的启动子 pLA/pLB，以

强启动子 pShuttle-09 为对照，以克劳氏芽孢杆菌

碱性蛋白酶基因为报告基因，鉴定新型启动子的

启动强度。 

1  材料与方法 

1.1  材料  
1.1.1  菌株与质粒  

大肠杆菌 Escherichia coli EC135 来自南开大

学，枯草芽孢杆菌 B. subtilis WB600、地衣芽孢

杆菌 B. licheniformis 2709 和大肠杆菌-枯草芽孢

杆菌穿梭表达载体 pWH1520 均为本实验室保藏。 

1.1.2  试剂和培养基  
DNA 聚合酶、限制性内切酶、T4 DNA 连接

酶购自宝生物工程 (大连 )有限公司；GeneRuler  

1 kb DNA Ladder 购自赛默飞世尔科技公司；基因

组提取试剂盒、质粒提取试剂盒、DNA 切胶回收

试剂盒购自 Omega Biotek 核酸纯化公司；福林酚、

酪蛋白底物、三氯乙酸等购自生工生物工程 (上

海) 股份有限公司。 
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牛奶平板培养基 (100 mL)：酵母粉 0.5 g，蛋

白胨 1 g，氯化钠 1 g，琼脂 1.5 g，脱脂奶粉 1 g；

种子培养基 100 mL：酵母粉 0.5 g，蛋白胨 1 g，
氯化钠 1 g。 

发酵产酶培养基 (100 mL)：玉米粉 6.4 g，豆

饼粉 4 g，磷酸氢二钠 0.4 g，磷酸二氢钾 0.03 g，

高温淀粉酶 0.07 g。 

枯草芽孢杆菌感受态制备培养基：电转化感

受态制备重悬液 (溶液 A)：D-山梨醇 0.5 mol/L，

D-甘露醇 0.5 mol/L，甘油 10%，加去离子水定容，

121 ℃灭菌 20 min。电转化复苏液 (溶液 B)：蛋

白胨 10 g/L，酵母粉 5 g/L，氯化钠 5 g/L，D-山

梨醇 0.5 mol/L，D-甘露醇 0.38 mol/L，加去离子

水定容，121 ℃灭菌 20 min。 

1.2  方法  
1.2.1  地衣芽孢杆菌启动子筛选  

接种地衣芽孢杆菌 2709 于无菌 LB 平板上，

37 ℃培养过夜，挑取单菌落于种子培养基中，

220 r/min 过夜培养，按 2%接种量分别接种于

100 mL 发酵培养基，37 ℃、220 r/min 振荡培养，

每隔 12 h 进行取样，离心收集上清液，进行产酶

活力测定，对蛋白酶表达量较高的样品进行转录组

测序分析。在地衣芽孢杆菌的转录组测序结果的基

础上，运用生物信息学结合 BPROM 软件预测基因

的转录起始位点，并将转录起始位点上游 500 bp

的核苷酸进行分析，寻找与之匹配的 σ 因子和转

录因子的识别位点，从而发现启动子候选基因。 

1.2.2  地衣芽孢杆菌基因组提取  
地衣芽孢杆菌基因组 DNA 使用 OMEGA 公司

Bacterial DNA Kit 提取，步骤如下： 
1) 收集过夜培养于LB培养基中的菌液，13 000 r/min

离心 3 min，弃上清，重悬菌体于 200 μL 无菌水中；

2) 加 40 μL 溶菌酶，37 ℃恒温水浴 30 min，加 100 μL 
BTL Buffer 和 30 μL 蛋白酶 K，轻轻颠倒混匀，55 ℃
振荡水浴 45 min；3) 加 5 μL RNase A，颠倒混匀，

室温静置 5 min，12 000 r/min 离心 2 min；4) 取上

清，加入 220 μL BDL Buffer，颠倒混匀，65 ℃恒

温水浴 10 min；5) 加入 220 μL 无水乙醇，最大速

度振荡 20 s，转移所有液体 (包括沉淀) 至吸附柱

中，12 000 r/min 离心 1 min，弃废液；6) 加入 500 μL 
HBC Wash buffer，12 000 r/min 离心 1 min，弃废液；

7) 加入 600 μL DNA Wash buffer，12 000 r/min 离心

1 min，弃底液，重复 1 次；8) 12 000 r/min 空离 2 min，
将吸附柱取出，放入一个新的 1.5 mL 无菌 EP 管中，

开盖晾干；9) 加入 40 μL 预热的无菌双蒸水，静置   
2 min，12 000 r/min 离心 1 min，重复 2 次，基因组

即被收集到 EP 管中。 

1.2.3  启动子片段、蛋白酶基因的克隆 
由转录组分析结果可知，基因 lanA1 和 lanA2

之间有一段 137 bp 的序列，能够分别驱动这两段

基因的表达 (图 1)。通过在线分析软件 BPROM 预

测这段启动子区域的−35 区和−10 区，发现正义链

启动子 pLA 与反义链启动子 pLB 的−10 区有重叠。 

分别通过引物 pLA-F/pLA-Alk-R 和 pLB-F/ 

pLB-Alk-R (表 1)，以该地衣芽孢杆菌基因组为模

板，PCR 获得大小为 137 bp 的 pLA 和 pLB 片段。

PCR 反应体系为：ddH2O 33.8 μL，基因组模板 2 μL，
上游引物和下游引物各 2 μL，10×Pyrobest 缓冲液

5 μL，dNTP Mixture (2.5 mmol/L) 5 μL，Pyrobest 

DNA 聚合酶 0.2 μL。PCR 反应条件为：95 ℃预

变性 5 min；95 ℃变性 30 s，51 ℃退火 30 s，72 ℃

延伸 8 s，共 30 个循环；72 ℃延伸 10 min。0.8%

琼脂糖凝胶电泳检测，胶回收分离纯化 PCR产物。 
 

 
 

图 1  基因 lanA1 和 lanA2 以及双向启动子在基因组

中的相对位置 
Fig. 1  The map of lanA1, lanA2 and the bidirectional 
promoter pLA/pLB.  
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表 1  引物及核苷酸序列 
Table 1  Primers and nucleotide sequences 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Size (bp) 

pLA-F gACTAGTATATTCCACCTCCTCCTAG 26 

pLA-Alk-R GTTTCTTCATGATTCTCACCTCCTAGAACGG 31 

pLB-F gACTAGTGATTCTCACCTCCTAGAACGG 28 

pLB-Alk-R GAGAGAGGAAACCATATATTCCACCTCCTAG 31 

pS-F gACTAGTGTCACAATGCGCCATCAAAC 27 

pS-Alk-R GTTTCTTCATGTTTCCTCTCTCCCCTCTAATCG 33 

Alk-pLA-F GGTGAGAATCATGAAGAAACCGTTGGGG 28 

Alk-pLB-F GGTGGAATATATGAAGAAACCGTTGGGG 28 

Alk-pS-F GAGAGAGGAAACATGAAGAAACCGTTGGGG 30 

alk-R acatGCATGCGATTAGCGTGTTGCCGCT 28 

The lowercase: protective base sequence. 
 
启动子 pShuttle-09 (以下简写为 pS) 通过引

物 pS-F/pS-Alk-R (表 1) 经 PCR 扩增获得，片段

大小为 215 bp。 

报告基因为克劳氏芽孢杆菌碱性蛋白酶基

因 alk (GenBank Sequence ID：FJ940727.1)。根

据 编 码 基 因 序 列 ， 使 用 引 物 Alk-pLA-F 、

Alk-pLB-F、Alk-pS-F 和 alk-R 通过 PCR 扩增获

得大小为 1 143 bp 的基因片段。重叠 PCR 获得大

小为 1 280 bp、1 280 bp 和 1 358 bp 的 3 个片段

pLA-Alk、pLB-Alk 和 pS-Alk。 
1.2.4  重组表达载体的构建 

PCR 产物胶回收得到的启动子片段与报告基

因片段使用 SpeⅠ和 SphⅠ酶切，与使用 SpeⅠ和

SphⅠ双酶切的 pWH1520 表达载体连接后转化大

肠杆菌 EC135，提取验证成功的重组载体再通过

如下方法转入枯草芽孢杆菌 WB600 细胞中。 

1) 挑取新活化的枯草芽孢杆菌单克隆菌株

于 20 mL LB 液体培养基中，37 ℃、220 r/min 摇

床振荡培养 12 h；2) 取 600 µL 培养物分别接种

至含有不同 Gly 浓度 (0、0.5%、0.75%、1%、1.25%、

1.5%、1.75%、2%) 的 30 mL LB 液体培养基中，

37 ℃、220 r/min 培养 16 h，测定 OD600，计算不同

浓度 Gly 对菌体生长的抑制率；3) 取 Gly 抑制率在

60%–75%的菌悬液 2.0 mL 转接至 50 mL 含相同浓

度 Gly 的 LB 培养基，37 ℃、220 r/min 继续培养

至 OD600 为 0.5–0.6；4) 将上述培养好的菌液冰浴

10 min，4 ℃、6 000 r/min 离心 10 min，弃上清，

倒置，使培养液流尽；5) 用预冷的溶液 A 重悬菌

体，轻轻混匀，4 ℃、6 000 r/min 离心 10 min，重

复 3 次；6) 用预冷的溶液 A 重新悬浮细胞，无菌

条件下分装于预冷的 1.5 mL EP 管中，每管 80 μL，

−80 ℃保存备用；7) 取制备好的感受态细胞，无

菌条件下加入重组质粒，轻轻吹吸混匀；8) 吸取

感受态细胞与 DNA 的混合物至 2 mm 预冷的电转

杯中，冰浴 3 min，电击 (电压 2 500 V)，迅速加

入 1 mL 溶液 B，混匀，37 ℃、220 r/min 复苏 3 h；

9) 4 000 r/min 离心 5 min，取适量涂布于 20 μg/mL 

四环素抗性筛选平板，37 ℃倒置培养，12 h 后挑

取转化子单菌落于 5 mL LB 试管，培养后提取质

粒 DNA 并验证。 

重组蛋白酶表达载体分别命名为 pS-alk- 

pWH1520、pLA-alk-pWH1520、pLB-alk-pWH1520，
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对应的重组基因工程菌分别为 pS-alk-pWH1520- 

WB600 、 pLA-alk-pWH1520-WB600 、 pLB-alk- 

pWH1520-WB600。 

1.2.5  重组蛋白酶基因工程菌的表达  
将新鲜平板上的 3 株重组基因工程菌的单菌

落点接牛奶板培养，选取透明圈较大的转化子分

别点接脱脂牛奶平板并接入 50 mL 四环素抗性种

子培养基中，37 ℃、220 r/min 振荡培养 12 h，以

相同的接种量转接于含有四环素的发酵培养基

中，于 37 ℃、220 r/min 发酵培养，每隔 12 h 收

集发酵液，4 ℃、12 000 r/min 离心取上清。 

碱性蛋白酶酶活测定参照 GB/T 23527-2009

附录 B 福林酚法进行，1 个酶活力单位 (U/mL) 定

义为1 mL酶液在40 ℃、pH为10.5条件下反应1 min

水解酪蛋白产生 1 μg 酪氨酸所需要的酶量[21]。 

2  结果与分析 

2.1  地衣芽孢杆菌启动子筛选  
对地衣芽孢杆菌 2709 进行发酵培养，分别取

12、48、60 h 的发酵液，由苏州金唯智生物科技

有限公司进行转录组测序。从测序结果中发现存

在两段“头对头”[22]的基因  (部分数据见表 2)，  
 

表 2  地衣芽孢杆菌中两个启动子表达的基因的转录

组数据  
Table 2  Transcriptome data of genes expressed by 
two promoters in Bacillus licheniformis  

RPKM lanA1 lanA2 

12h-1 34 665.46 9 727.69 

12h-2 34 242.21 10 200.22 

12h-3 26 796.22 3 962.31 

48h-1 17 886.43 4 623.28 

48h-2 51 120.94 9 242.01 

48h-3 23 368.72 4 916.26 

60h-1 71 214.72 15 014.39 

60h-2 43 646.51 11 255.09 

60h-3 36 419.9 7 749.53 
RPKM: reads per kilobase per million mapped reads. 

且两段基因的表达强度较高。将两段基因序列

在 NCBI (http://www.ncbi.hlm.nih.gov/BLAST)

中进行同源性比较，其编码基因为 lanA1 和 lanA2

基因。 

2.2  重组表达载体的构建  
各个重组表达载体的构建过程如图 2 所示。

通过 PCR 扩增以及 DNA 切胶回收，获得大小为

1 280 bp、1 280 bp 和 1 358 bp 的 3 个片段

pLA-Alk、pLB-Alk 和 pS-Alk，及通过 SpeⅠ和

SphⅠ双酶切并切胶回收获得的 7 694 bp 的

pWH1520 载体片段。重组载体连接产物分别转化

大肠杆菌 EC135，提取质粒验证正确后电转化

WB600 感受态。 

通过四环素抗性平板筛选转化子提取质粒

DNA，再次进行验证并由苏州金唯智生物科技

有限公司进行测序，测序分析与实验结果完全一

致，证明报告基因和启动子片段成功克隆到载体

上。重组蛋白酶表达载体 pS-alk-pWH1520、

pLA-alk-pWH1520、pLB-alk-pWH1520，以及所

对应的工程菌 pS-alk-pWH1520-WB600、pLA-alk- 

pWH1520-WB600、pLB-alk-pWH1520- WB600 构

建成功。 

2.3  不同启动子对克劳氏碱性蛋白酶基因启

动功能的分析 
将 3 种重组菌株在牛奶板上培养 24 h，结果

如图 3 所示，pLA-alk-pWH1520-WB600 的透明圈

大小明显大于另外两者。 

测定不同时间发酵上清液中碱性蛋白酶的酶

活，每组实验作 3 个平行，结果取平均值 (图 4)。

发酵培养 36 h 后，蛋白酶产量大幅提升，60 h

后，蛋白酶产量趋于稳定。发酵培养 84 h，3 种

启动子 pS、pLA、pLB 表达克劳氏碱性蛋白酶的

活性分别达到 114、164、111 U/mL，说明 pLA 的

启动强度明显高于 pS 和 pLB，pLA 启动子与 pLB

启动子均可表达碱性蛋白酶。 
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图 2  重组载体的构建过程  
Fig. 2  The construction of recombinant plasmids.  

 

 
 

图 3  三种重组工程菌株对蛋白质的分解能力 
Fig. 3  Decomposition of protein by three 
recombination strains.  

 
 

图 4  三种启动子对碱性蛋白酶基因的表达活性  
Fig. 4  Effects of three promoters in alkaline protease 
expression.  
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3  讨论  

真核生物中大部分双向启动子缺少TATA盒，

而均具有较高的 GC 含量并与 CpG 岛存在高度的

相关性，小于 1 kb 的双向启动子的数量与基因组

大小大致成负相关[13]。原核生物双向启动子样本

较少，目前已知数据很难归类总结，有待进一步

的研究发现。就启动子 pLA/pLB 个体而言，它是

启动子序列反向互补的双向启动子，启动子序列

重叠，双向转录基因对 5′端不重叠[23] (见图 1)。

序列相对于其他已知原核双向启动子较短，GC

含量约为 32.85%，不含有 CpG 岛。 

通过在线分析软件 BPROM 对筛选所获得的

启动子 pLA 与 pLB 进行结构预测和分析，结果如

图 5 所示。pLA 与 pLB 均具有能被 σA 因子识别

的保守序列−35 区和−10 区，且 SD 序列与起始密

码子之间的距离均为 8 bp。启动子 pLA 有 4 个转

录调控因子结合位点：两个 RNA 聚合酶 σ 因子

RpoD17 (结合位点为 TTTATAAT和 CAATTCTA)、

精氨酸抑制因子 ArgR (TTATAATT) 和脱氧核糖

核酸调节因子 DeoR (AATTCTAA) 的结合序列。启

动子 pLB 有 2 个转录调控因子结合位点：RpoD17 

(ATACTATA) 和整合宿主因子 IHF (Integration 

host factor，binding sites：ACAAAAAA) 的结合

序列。 

启动子 pShuttle-09 来源于地衣芽孢杆菌，是

一个杂合启动子，其表达强度是枯草芽孢杆菌强启

动子 P43 的 8 倍[24]。含有两对典型的保守序列，

均被 σA 因子识别。有 4 个转录调控因子结合位点：

磷酸盐调节子转录调控蛋白 PhoB (TCATAAAA)、

ArgR (CATAAAAA)、嘌呤调节子阻遏蛋白 PurR 

(ATAAAAAG) 和 RNA 聚合酶 σ 因子 RpoD16 

(TGATATAA) 的结合序列。 

启动子的启动强度主要取决于启动子的结

构，一般来说，两保守区序列−35 区和−10 区间隔

为 (17±1) bp 时启动活性最强，而 SD 序列与起始

密码子之间的距离也是决定启动子强度的关键因

素，通常为 10 bp[25]。pLA 和 pS 两保守区之间间

隔为 17 bp 和 18 bp，pLB 为 14 bp，这可能是造

成 pLB的启动活性低于 pLA的主要原因。而 pLA、

pLB 中 SD 序列与起始密码子均相距 8 bp，pS 中

二者相距 4 bp，这可能是 pLA 表达活性高于 pS

的原因之一。 

构建的工程菌株碱性蛋白酶产量仍然较低，

构建用于工业生产的菌株时可选择分泌强度更高

的信号肽及拷贝数更高的表达载体。 

 

 
 

图 5  双向启动子结构分析 
Fig. 5  Structure analysis of the bidirectional promoter. (A) Sequence of promoter pLA. (B) Sequence of promoter 
pLB. The transcription start site (+1), the Shine-Dalgarno sequence, the −10 and −35 boxes are indicated with underline. 
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4  结论  

本研究将启动子 pLA/pLB以两种不同的方向

克隆进同一种质粒中，以克劳氏碱性蛋白酶基因

作为报告基因并转化枯草芽孢杆菌细胞，成功构

建 了 3 种 重 组 表 达 载 体 pS-alk-pWH1520 、

pLA-alk-pWH1520、pLB-alk-pWH1520 及对应的

3 种工程菌株。通过检测碱性蛋白酶的酶活力，

证实了该启动子在原核生物枯草芽孢杆菌中有双

向启动能力，即 lanA 基因启动子区可进行两个方

向的转录，且 5′–3′方向的启动子启动强度明显大

于 3′–5′方向的启动子。从而为枯草芽孢杆菌表达

系统中异源基因的表达提供一个新的方向，也为

原核生物中共同表达两种基因提供新的思路。 
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