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研究报告 

谷氨酸棒杆菌内源表达元件的筛选 

刘秀霞  赵子豪  孙杨  杨艳坤  白仲虎* 
(江南大学 粮食发酵工艺与技术国家工程实验室 工业生物技术教育部重点实验室  江苏 无锡  214122) 

 
 

摘  要：【目的】构建谷氨酸棒杆菌表达元件探测载体，筛选能够启动蛋白表达的序列片段。【方

法】基于谷氨酸棒杆菌表达载体 pXMJ19，利用 Golden Gate 新型克隆方法构建表达元件插入位

点，使筛选的片段能够与报告基因快速无缝衔接，同时避免残留额外的序列对表达元件效果测试

产生可能存在的干扰。对本课题组前期的谷氨酸棒杆菌 BZH001 高、中、低溶氧条件下的发酵样

品转录组数据进行分析，筛选出稳定于高转录水平的 6 个基因，通过软件预测每个基因的启动子

区域和 5′UTR 区域，两者构成能够启动基因表达的功能性元件，并将其从基因组中克隆出来。

以增强型绿色荧光蛋白基因 egfp 作为报告基因，快速测量出表达元件的效果。【结果】获得 5 个

不同效果的内源性表达元件，最好的元件插入探测载体后在谷氨酸棒杆菌中表达的荧光强度大于     

3 500 RFU/OD600。【结论】通过结合转录组数据，探测载体能够快速有效筛选表达元件，为将来

人们对谷氨酸棒杆菌基因工程改造和生物系统的构建提供更多基础材料。 

关键词：谷氨酸棒杆菌，RNA-Seq，启动子，探测载体 

Selection of endogenous expression elements from Corynebactrium 
glutamicum 

LIU Xiu-Xia  ZHAO Zi-Hao  SUN Yang  YANG Yan-Kun  BAI Zhong-Hu* 

(National Engineering Laboratory of Cereal Fermentation Technology, Key Laboratory of Industrial Biotechnology, 
Ministry of Education, Jiangnan University, Wuxi, Jiangsu 214122, China) 

Abstract: [Objective] We constructed a Corynebacterium glutamicum expression-element probe 
vector and selected sequences that can activate expression of protein. [Methods] Based on the classic 
plasmid pXMJ19, we set the inserted position with the new method of Golden Gate cloning strategy 
that can connect material sequence to the report gene seamlessly, avoiding remaining unwanted 
sequence that may interfere the measurement of expression elements effect. By analyzing the 
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transcriptomic data of C. glutamicum BZH001 cultivated under different dissolved oxygen level in our 
previous study, we screened six genes stabilizing in high transcriptional level, analyzed their promoter 
regions and 5′UTR regions by the promoter software prediction, and then amplified the promoter 
sequences associated with 5′UTR regions of the six genes. The activities of these expression elements 
were measured using the reporter gene egfp in the probe vector. [Results] Five expression elements 
with different performances were achieved, and the best one could reach over 3 500 RFU/OD600 of 
fluorescent intensity. [Conclusion] Associated with the transcriptomic data, we can screen effective 
expression elements using this probe vector, which can provide more genetic parts for the future 
genetic engineering and construction of biological system in Corynebacterium glutamicum. 

Keywords: Corynebacterium glutamicum, RNA-Seq, Promoter, Probe-vector 

从 1956 年人们分离得到谷氨酸生产的优势菌

株谷氨酸棒杆菌之后，这种菌便在发酵生产氨基

酸、有机酸、高级醇等工业产品中扮演着重要角   

色[1-2]。基因工程技术的不断发展，以及合成生物学

技术的出现和应用，为人们提供了更多对谷氨酸棒

杆菌的改造方法，从而提高产品产量。如还晓静等

通过在谷氨酸棒杆菌中使用 pDXW 系列质粒过表

达 NAD 激酶，提高 L-异亮氨酸合成必需的辅因子

NADPH 的供应，从而提高 L-异亮氨酸的产量[3]。

来书娟等使用含 tac 启动子的质粒 pXMJ19 过表达

3-磷酸甘油酸激酶，增强糖酵解途径和三羧酸循   

环[4]。杨柳等应用 groES 基因的表达元件 Pgro 实现

了木糖异构酶在谷氨酸棒杆菌中的过表达[5]。不过，

谷氨酸棒杆菌的基因操作工具依旧较少，使人们在

蛋白表达和代谢途径的改造中局限于 tac、trc、cspB

等有限的启动子中，而且缺乏丰富的 RBS 序列与之

搭配。谷氨酸棒杆菌因其无内毒素、胞外无水解酶

活性等特点，成为未来极具潜力的表达宿主[6]，这

也引起了不少人对开发谷氨酸棒杆菌高效表达系

统的尝试。如 Yim 等对谷氨酸棒杆菌人工合成启动

子文库进行筛选，获得了高效启动子 PH36，并且成

功用于单链抗体 scFv 的分泌表达[7-8]。Rytter 等对

tac 启动子的关键区域进行突变，获得了一系列不

同强度的 tac 启动子突变体[9]。面对代谢工程和合

成生物学的飞速发展，谷氨酸棒杆菌需要开发更多

的表达元件，从而满足不同目标基因各自的要求，

协调各个功能蛋白之间的相互作用，使生物系统更

加高效平稳[10]。 

本研究基于应用广泛的谷氨酸棒杆菌-大肠杆

菌穿梭表达质粒 pXMJ19[11]，使用新型克隆技术构

建谷氨酸棒杆菌表达元件探测载体。目前，针对高

效和高通量克隆的需求，有很多新的方法更加快捷

和简单，对于基因序列的要求更少，如 Clontech 的

In-Fusion 系统、胞外 PCR 和胞内同源重组法等[12-13]。

本文使用的 Golden Gate 方法[14]，价格低廉并且更

适于多个片段与同一载体无缝连接，见图 1。将所

筛选的片段与报告基因 egfp 无缝连接，从而避免传

统探测载体上的 EcoRⅠ、BamHⅠ等酶切位点对表

达元件效果的评估产生干扰，使探测载体能够更加

精确地对插入表达元件的效果进行测定。本实验室

在前期工作中通过对 Corynebacterium glutamicum 

(C. glutamicum) BZH001 在高、中、低溶氧条件下

的发酵样品转录组进行测定，得到了不同基因在稳

定期的转录水平数据。本研究将转录组数据与计算

机预测和实验测量相结合，筛选受溶氧水平影响较 

 

 
 

图 1  Golden Gate 克隆方法 
Figure 1  Golden Gate cloning strategy 
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小的高转录水平组成型启动子，连同下游的 5′UTR

序列组成可以启动表达的功能元件。最终获得了一

系列有效的表达元件，增加了谷氨酸棒杆菌用于表

达强度调节和系统构建的功能序列。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种和质粒：谷氨酸棒杆菌 C. glutamicum 

BZH001、大肠杆菌 Escherichia coli DH5α、质粒

pXMJ19、pMD19-T-EGFP 由本实验室保藏。 

1.1.2  主要试剂与仪器：限制性内切酶 Hind Ⅲ、

BamHⅠ、EcoR Ⅴ及 T4 DNA 连接酶等购自 Thermo

公司；BsaⅠ二型内切酶、Q5 超保真聚合酶购自

NEB 公司；质粒提取试剂盒、PCR 产物纯化试剂盒、

胶回收试剂盒购自 Axygen 公司；基因组提取试剂 

盒购自北京天根公司；氯霉素、卡那霉素等抗生素

购自上海生物工程有限公司；其余试剂均为国产或

者进口分析纯。 

高 速 冷 冻 离 心 机 和 PCR 热 循 环 仪 ， 美 国

ThermoFisher 公司；Synergy H4 酶标仪，美国 BioTek

公司；恒温金属浴，北京天根公司；Dark Reader，

北京达科为生物公司；核酸和蛋白电泳仪，美国

Bio-Rad 公司。 

1.1.3  培养基和培养条件：大肠杆菌使用 LB 培养

基[3]在 37 °C 培养，谷氨酸棒杆菌使用 BHI 培养

基[7]在 30 °C 培养。抗生素使用氯霉素，作用终浓

度在大肠杆菌中为 34 mg/L，在谷氨酸棒杆菌中为   

10 mg/L。 

1.1.4  引物设计及合成：研究所需引物使用 Primer 

5 设计，引物名称及序列见表 1，引物合成和测序 

 
表 1  PCR 引物 

Table 1  The primers for PCR 

引物名称 

The name of primer 

引物序列 

Primer sequences (5′→3′) 

酶切位点 

Restriction sites
p19-MUT-F GATGGTAGTGTGGGGTCACCCCATGCGAGAGTAG  

p19-MUT-R CTACTCTCGCATGGGGTGACCCCACACTACCATC  

p19-0-F ATCCTATCATGCCATACCGCG  

p19-0-R CCCAAGCTTCAAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGCTA 
TTTCAGAATATTTGCCAGAACC 

HindⅢ 

dBsaI-E-F CCCAAGCTTCTGGTTGAGACCAAAAAATTTTTTGGTCTCAATGGTGAGCAAGGGCG HindⅢ, BsaⅠ 

dBsaI-E-R CCGGATCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG BamHⅠ 

A1-F TTTGGTCTCATGGTTTTCAACAGCATTGATTTCG BsaⅠ 

A1-R TTTGGTCTCACCATTGTATGTCCTCCTGGACTTCG BsaⅠ 

A2-F TTTGGTCTCATGGTCCAGCACTACATCCGTATCC BsaⅠ 

A2-R TTTGGTCTCACCATGTGGCAGTTACCTTTCCGG BsaⅠ 

A3-F TTTGGTCTCATGGTCTGGAGGAGGCGCAAC BsaⅠ 

A3-R TTTGGTCTCACCATGATGTCCTCCCGGTGGT BsaⅠ 

A4-F TTTGGTCTCATGGTGCAGAAGCTGGAAGTTTTGG BsaⅠ 

A4-R TTTGGTCTCACCATCGTTAAACCTGCTTCCTTGTTAC BsaⅠ 

A5-F TTTGGTCTCATGGTCGAACGTTGTCTAGAGAAGATTTA BsaⅠ 

A5-R TTTGGTCTCACCATCTTCCGTTCCCTTCCTCTC BsaⅠ 

A6-F TTTGGTCTCATGGTCTAAAACGATTTATAGCGAAATTTAG BsaⅠ 

A6-R TTTGGTCTCACCATTGCCTGACCCCCTTGG BsaⅠ 

Pgro-F TTTGGTCTCATGGT CGCTGTATATAACCTGCGTACG BsaⅠ 

Pgro-R TTTGGTCTCACTTT GAGAAAAATTTTGTGTGTGCC BsaⅠ 
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工作由苏州金唯智公司完成。 

1.2  方法 

1.2.1  启动子探测载体的构建：为了使用 Golden 

Gate 无缝克隆方法，首先要将 pXMJ19 质粒上的干

扰性 BsaⅠ酶切位点 GGTCTC 突变为 GGTCAC。

以 pXMJ19 为模板，p19-MUT-F、p19-MUT-R 为引

物扩增突变后的线性质粒。反应体系为：10×Buffer 

5 μL、dNTPs(各 2.5 mmol/L) 4 μL、上下游引物各

(0.2 μmol/L) 1 μL、Q5 DNA 聚合酶(2 U/μL) 0.5 μL、

模板 1 μL，加水至 50 μL。PCR 扩增条件为：98 °C 

3 min；98 °C 15 s，72 °C 3.25 min，30 个循环；

72 °C 2 min。产物用 DpnⅠ37 °C 酶切处理 2 h 后直

接转化到 E. coli DH5α 中，得到正确突变的质粒命

名为 p19-mut。 

使用 EcoRⅤ和 HindⅢ对质粒 p19-mut 进行双

酶切，去掉质粒中的 lacI 和 tac 启动子片段。使用

引物 p19-0-F、p19-0-R 将两片段中间的骨架部分用 

PCR 克隆出来，并在下游引物中加入 T7 终止子，

得到的质粒为 p19-0。 

使用引物 dBsaI-E-F 和 dBsaI-E-R 将报告基因

egfp 从 本 实 验 室 另 一 含 此 基 因 序 列 的 质 粒

pMD19-T-EGFP 中克隆出来，在其 N 端加入两个反

向 BsaⅠ酶 切 位 点  (TGAGACCAAAAAATTTTT 

TGGTCTCA)。使用 HindⅢ、BamHⅠ对所克隆的

egfp 基因片段和质粒 p19-0 同时进行双酶切，并且

用 T4 连接酶将两者连接，得到谷氨酸棒杆菌探测

载体 p19-A0。构建过程见图 2。 

1.2.2  启动子的筛选和插入：本课题组前期实验得

到了 C. glutamicum BZH001 在 0、30%和 50%溶氧

条件下发酵培养至稳定期的样品 RNA-Seq 测序结

果(GenBank 登录号：GSE77502)，将在 30 °C 下搅

拌速度为 400 r/min、通气速率为 3 L/min 的条件定

义为 100%溶氧条件。从这些数据中先筛选出溶氧

对转录水平影响较小的基因，将筛选范围限制在 

 

 
 

图 2  p19-A0 载体构建过程 
Figure 2  Construction of p19-A0 
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Voxygen=│log10FPKM 高溶氧/FPKM 低溶氧│<0.15 这一范

围内。再从中筛选出转录水平较高的基因，转录丰

度 以 FPKM (Fragments per kilobase of exon 

permillion fragments mapped)表示。对每个筛选到的

基因开放阅读框上游 300 bp 内的序列进行启动子

预 测 ， 使 用 软 件 http://www.fruitfly.org/seq_tools/ 

promoter.html[15]，选取启动子预测分数在 0.7 分以

上的基因。预测的启动子上游延伸 60 bp，下游延

伸至 ATG 之前，整体作为表达元件，从而保留启

动子上游潜在的 UP 序列和下游 RBS 序列。其整体

认为是能够有效启动基因表达的功能性片段，同时

以谷氨酸棒杆菌 Pgro 强表达元件作为阳性对照[5]。

根据 NCBI 数据库中 C. glutamicum ATCC 13032 

(GenBank 登录号：NC_003450)基因组数据设计引

物，并且在上下游引物都加上 BsaⅠ酶切位点。以

C. glutamicum BZH001 基因组为模板，扩增出这

7 个片段。PCR 扩增条件为：98 °C 30 s；98 °C 10 s，

55 °C 20 s，72 °C 20 s，30 个循环；72 °C 2 min，

反应体系同上。所得片段经过 PCR 产物纯化试剂盒

纯化后，用 BsaⅠ内切酶酶切，胶回收功能元件片

段，并且分别连接到同样用 BsaⅠ酶切得到的

p19-A0 载体上。得到含 7 种不同表达功能元件的

egfp 表达质粒。 

1.2.3  谷氨酸棒杆菌基因操作：谷氨酸棒杆菌的质

粒转化使用电击热击转化法[16]。谷氨酸棒杆菌基因

组的提取使用天根生化科技有限公司的细菌基因

组 DNA 提取试剂盒。 

1.2.4  表达元件强度的测定：将阳性谷氨酸棒杆

菌接种于 BHI 培养基中，使用 24 孔深孔培养板，

30 °C、230 r/min 培养过夜，转接于 BHI 固体培养

基，同时分别按 1%接种量接种于另一含 BHI 培养

基的 24 孔培养板中，相同条件下培养 24 h。 

固体培养基平板使用 Dark Reader 观察荧光效

果。高通量培养板中的细胞样品，收集后用 PBS 缓

冲液洗 2 次，重悬并将 OD600 调到 0.5 左右，使用

多功能酶标仪 Synergy H4 测定荧光强度。激发波长

为 488 nm，发射波长为 507 nm[17]。以含有 p19-0

质粒的谷氨酸棒杆菌作为空白对照。比较不同功能

元件的表达效果。 

2  结果与分析 

2.1  表达元件探测载体的构建 

2.1.1  原质粒 pXMJ19 上 BsaⅠ酶切位点的突变：

使用超保真酶扩增得到的产物，经过 DpnⅠ酶消化

模板后，转化 E. coli DH5α，挑取转化子，提取质

粒测序，选出正确突变掉 BsaⅠ酶切位点并且质粒

其他部分没有突变的转化子。 

2.1.2  p19-0 的构建：将 PCR 扩增得到的含 T7 终

止子的骨架片段连入质粒 p19-mut 中，所得 E. coli 

DH5α 转化子提取质粒，酶切验证，经过 EcoRⅤ和

HindⅢ双酶切，得到 318 bp 和 5 414 bp 两个片段，

酶切结果见图 3，表明重组质粒 p19-0 构建成功。 

2.1.3  表达元件探测载体 p19-A0 的构建：将 PCR

扩增得到 N 端含两个反向 BsaⅠ酶切位点的报告基

因 egfp 片段连入质粒 p19-0 中，所得转化子提取质

粒，经过 HindⅢ和 BamHⅠ双酶切，得到 758 bp

和 5 701 bp 两个片段，酶切结果见图 4，表明表达

元件探测载体 p19-A0 构建成功。 

2.2  谷氨酸棒杆菌表达功能片段的插入 

2.2.1  表达元件筛选结果：通过对谷氨酸棒杆菌在 
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图 3  p19-0 质粒酶切鉴定 
Figure 3  Identification of restriction enzyme digestion of 
p19-0 
Note: M: DL10000 marker; 1: pXMJ19/HindⅢ; 2: p19-0/EcoRⅤ 

and HindⅢ; 3: p19-0/HindⅢ. 
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图 4  p19-A0 质粒酶切验证 
Figure 4  Identification of restriction enzyme digestion of 
p19-A0 
Note: M: DL10000 marker; 1: p19-0/HindⅢ; 2: p19-A0/HindⅢ 

and BamHⅠ; 3: p19-A0/HindⅢ. 

 

3 种溶氧水平下 3 个平行测定得到的数据进行分析，

筛选出 tuf、rpsM、NCgl2088、rplK、NCgl1855、

NCgl2493 这 6 个满足条件的基因，随后使用 BDGP 

Neural Network Promoter Prediction, V2.2 
(http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html)进行

预测，筛选结果见表 2。 

为使筛选的元件能够有效启动基因的表达，保

留原基因的 5′UTR 部分，每个基因的启动子及其

5′UTR 部分构成可以启动基因表达的功能元件，在

本研究中被称为表达元件。 

2.2.2  表达元件的克隆：使用片段 A1−A6 和 Pgro

分别对应的引物 F、R 将这 7 个表达元件克隆出来。

得到的 A1−A6 和 Pgro 片段大小分别为 231、287、

377、352、220、221、197 bp。电泳分析结果如图

5 所示。将功能表达片段和质粒 p19-A0 分别用

BsaⅠ酶切、胶回收纯化后，片段和载体上的 Bsa

Ⅰ识别序列会被去掉，从而使表达元件序列与报告

基 因 egfp 序 列 随 后 直 接 相 连 ， 得 到 表 达 质 粒

p19-A1、A2、A3、A4、A5、A6、Pgro。经测序挑

选出构建正确的转化子。提取质粒再转化到 C. 

glutamicum BZH001 中，筛选出阳性转化子。 

2.2.3  表达元件强度分析：以含有质粒 p19-A0 的

谷氨酸棒杆菌转化子作为阴性对照菌，连同 7 种插

入不同表达元件的工程菌在 BHI 固体培养基中培

养后的荧光效果见图 6。 

在 24 孔深孔培养板中培养 24 h 后，菌液统一

稀释 8 倍，酶标仪所测 OD600 在 0.504−0.588 之间，

差别较小，说明使用这 6 个筛选得到的内源性表达

元件片段表达 EGFP 不会对菌体生长产生明显的抑

制。通过不同表达元件片段插入后报告基因 egfp 表

达水平的比较，测定这些可以启动基因表达的功能

性片段的效果见图 7。PBS 重悬菌液经破碎后

SDS-PAGE 结果见图 8，与空白对照 p19-A0 菌的条

带对比，检测到在 25 kD 和 35 kD 之间有一条 27 kD

大小的条带。 

结合图 7 和图 8 可以看出，单位菌浓度下不同

表达元件具有不同的启动表达的效果。A1 表达元 

 
表 2  筛选得到的稳定高转录水平基因 

Table 2  Genes stabilizing in high level of transcription screened from RNA-seq data 

Gene ID 
基因名称 

Name of genes 

产物 

Product 

平均 FPKM 

Average FPKM
Voxygen 

启动子预测评分 

Promoter score 

截取片段命名 

Name of element parts

NCgl0480 tuf Elongation factor Tu 20 536.7 0.085 1.00 A1 

NCgl0537 rpsM 30S ribosomal protein S13 7 802.3 0.080 0.72 A2 

NCgl2088 NCgl2088 Hypothetical protein 6 523.2 0.143 0.99 A3 

NCgl0459 rplK 50S ribosomal protein L11 4 016.1 0.105 0.75 A4 

NCgl1855 NCgl1855 LexA repressor 2 474.5 0.150 0.97 A5 

NCgl2493 NCgl2493 Hypothetical protein 2 242.9 0.099 0.98 A6 
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图 5  A1−A6 和 Pgro 的 PCR 产物 
Figure 5  PCR products of A1−A6 and Pgro 
Note: M: DL2000 marker; 1−6: A1−A6; 7: Pgro. 
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图 6  谷氨酸棒杆菌中各表达元件启动 EGFP 表达的荧

光效果检测 
Figure 6  Fluorescence of EGFP promoted by different 
expression elements in C. glutamicum 
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图 7  谷氨酸棒杆菌中各表达元件启动 EGFP 表达的荧

光强度检测 
Figure 7  Fluorescence intensities of EGFP promoted by 
different expression elements in C. glutamicum 
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图 8  转化子及空白对照胞内可溶性蛋白 SDS-PAGE

分析 
Figure 8  SDS-PAGE of soluble protein from C. 
glutamicum transformants and negative control 
注：M：蛋白质 marker；1：阴性对照 p19-A0；2：阳性对照

p19-Pgro；3−8：p19-A1−p19-A6. 

Note: M: Protein marker; 1: Negative control p19-A0; 2: Positive 
control p19-Pgro; 3−8: p19-A1−p19-A6. 

 
件效果较高，接近强启动子 Pgro。A5 也有一定的

启动表达的活性。结果表明从谷氨酸棒杆菌基因组

中获取到了有效的功能表达序列。表达元件 A2 没

有表现出启动表达的效果，其他片段启动表达的效

果由高到低排列为 Pgro>A1>A5>A4>A3>A6。 

3  讨论 

为了进一步提高谷氨酸棒杆菌氨基酸/有机酸

等物质的产量、构建新产品生产途径，需要人工改

造和构建代谢通路，协调通路中各个调控蛋白的作

用浓度。因此，需要开发更多有效的表达元件才能

满足逐渐精细和高效化的工程改造。 

本研究构建了谷氨酸棒杆菌表达元件探测载

体，用于筛选包含启动子和 RBS 在内的具有完整启

动蛋白表达功能的序列片段。在表达元件插入位点

之前引入 T7 终止子，可以防止 RNA 聚合酶转录通

读，同时，潜在的 mRNA 在 T7 终止子处也会截断，

避免了融合蛋白的产生，不需要加入 3 个不同阅读

框的终止密码子(例如 taactaactaa)[18]，简化了传统探

测载体的序列结构。该谷氨酸棒杆菌表达元件探测

载体 p19-A0，大小为 6 459 bp，采用谷氨酸棒杆菌

经典的 pBL1 复制子。使用 Golden Gate 克隆方法设

置表达元件插入位点，实现无缝连接，使表达元件

效果得到了更好的评估。 
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应用这一探测载体，结合启动子预测软件，评

估了 6 个表达元件的效果。其中 5 个片段能够启动

egfp 表达，最好的表达元件 A3 效果接近已报道的

强表达元件 Pgro。这 5 个表达元件在探测载体上的

测试效果与原转录组数据中的转录水平 FPKM 值

并不对应，因为基因的表达还受到密码子、mRNA

和蛋白质稳定性、mRNA 的二级结构等多方面的影

响[9,19-20]，所以将内源基因换成报告基因 egfp 之后，

mRNA 的结构、稳定性等可能发生明显改变，对蛋

白的表达水平产生影响。这也表明，高效的表达元

件不一定要从最高转录水平的基因中获得。A2 片

段未检测到启动表达的效果，可能是上述原因所

致，也可能是操纵子结构造成了假阳性启动子的预

测。筛选得到的其他 5 个表达元件，即使受到各种

因素的影响，依旧显示出一定的效果。说明截取高

转录水平基因的表达元件，并以 egfp 作为报告基因

的探测载体进行效果评估是一种快速有效的方法。

本研究增加了谷氨酸棒杆菌基因操作可选择的元

件，并且提供了一种筛选不同效果表达元件的方

法，今后可以用于谷氨酸棒杆菌基因组中功能基因

表达强度的调节，应对更加复杂的代谢改造方式和

人工生物系统。 
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