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　　摘要：为研究蜡样芽孢杆菌基因的转录调控特征，通过鸟枪法和蓝白斑筛选，获得５７个蜡样芽孢杆菌启动子片
段，并以β－半乳糖苷酶为报告基因，比较了这些启动子片段在大肠埃希菌中的转录活性。对转录活性较高的４个启
动子克隆片断进行测序、序列比对、特征分析，发现这４个克隆序列具有启动子元件、核糖体结合序列特征，其中２个
克隆序列在枯草芽孢杆菌也表现出活性，表明兼有蜡样芽孢杆菌、大肠埃希菌、枯草芽孢杆菌ＲＮＡ聚合酶σ因子序列
识别特征。
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　　蜡样芽孢杆菌属兼性厌氧微生物，可产生毒素引发呕吐、
腹泻等肠胃疾病，严重威胁食品业［１］和饲养业。然而，蜡样

芽孢杆菌也可分泌抗菌物质，抑制有害微生物生长，降解土壤

中的营养成分，改良生态环境，其产生的细菌蛋白酶也可被用

于麻脱胶、明胶液化、牛奶胨化、还原硝酸盐、水解淀粉等用

途。虽然蜡样芽孢杆菌典型菌株（ＡＴＣＣ１４５７９）基因组已完
成测序［２］，但目前对蜡样芽孢杆菌基因表达调控系统的研究

较少，其内在丰富的遗传资源有待开发。本研究利用蜡样芽

孢杆菌（ＡＴＣＣ１４５７９）基因组文库资源分离、筛选了多个蜡样
芽孢杆菌启动子序列，分析了其在大肠埃希菌和枯草芽孢杆

菌中的转录活性及序列特征，旨在为构建高效表达系统奠定

基础，也为多宿主比较研究提供途径。

１　材料与方法

１．１　材料
菌株 ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＡＴＣＣ１４５７９、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＤＢ１０４、Ｅｓｃｈｅ

ｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α购自中国典型培养物保藏中心 （ＣＣＴＣＣ）；质
粒ｐＥ（来自ｐＵＣ１８，携带Ｅ．ｃｏｌｉ质粒复制区起始，Ｅ．ｃｏｌｉｒｅｐ）、

ｐＧＤＶ１（携带 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ质粒复制区起始，Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓｒｅｐ）、ｐＤＬ
（携带β－半乳糖苷酶基因，ｂｇａＢ）为石河子大学生命科学学院
实验室保存；质粒 ｐＥＢ（Ｅ．ｃｏｌｉ－Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ穿梭载体）、
ｐＥＢ－ｂｇａＢ为本研究构建。限制性核酸内切酶、碱性磷酸酶、
Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自 Ｐｒｏｍａｇｅ公司，ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＬＡＴａｑ
ＤＮＡ聚合酶购自宝生物工程（大连）有限公司，质粒提取、ＤＮＡ
回收试剂盒购自杭州维特洁生化技术有限公司。引物见表１。
１．２　方法
１．２．１　启动子探测载体的构建　质粒ｐＧＤＶ１携带１段枯草
杆菌质粒复制起始区（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓｒｅｐ），通过 ＰＣＲ技术得到该
序列（５′端设置ＢｇｌⅡ位点，３′端设置ＳａｃⅠ位点）。在质粒 ｐＥ
基础上，在 ＢｇｌⅡ、ＳａｃⅠ之间插入枯草杆菌质粒复制起始区
（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓｒｅｐ），构建大肠埃希菌 －枯草杆菌穿梭载体 ｐＥＢ，
酶切鉴定。

　　质粒ｐＤＬ携带β－半乳糖苷酶基因（ｂｇａＢ）［３］，通过 ＰＣＲ
技术得到该序列（５′端设置 ＥｃｏＲⅠ位点，３′端设置 ＳａｃⅠ位
点）。设计 ｂｇａＢ上游引物时，引物 ３′紧邻起始密码子
（ＡＴＧ），扩增后的ｂｇａＢ基因片段不含原启动序列和核糖体

表１　引物

ＰＣＲ项目 名称 序列 限制性内切酶位点

Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓｒｅｐ Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓｒｅｐ－ｕｐ ＴＴＧＡＧＣＴＣＴＡＧＣＡＣＴＴＴＧＣＣＡＣＴ ＢｇｌⅡ
Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓｒｅｐ－ｄｏｗｎ ＧＧＡＧＡＴＣＴＣＴＴＴＴＣＴＡＴＣＣＣＡＡＴＴＴＴＣ ＳａｃⅠ

ｂｇａＢ ｂｇａＢ－ｕｐ ＧＧＧＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＡＴＧＴＧＴＴＡＴＣＣＴＣ ＥｃｏＲⅠ
ｂｇａＢ－ｄｏｗｎ ＣＡＧＴＣＧＡＣＧＣＡＴＡＴＴＡＴＧＴＴＧＣＣＡＡ ＳａｌⅠ

测序 ｒｅｐ方向测序引物 ＡＴＣＡＡＣＴＴＡＧＣＡＴＣＴＴＣＡＴＡ
ｂｇａ方向测序引物 ＴＡＴＡＣＣＧＧＣＴＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ

结合序列。在质粒 ｐＥＢ上的 ＥｃｏＲⅠ和 ＳａｌⅠ之间插入该序
列，获得了启动子探测载体ｐＥＢ－ｂｇａＢ（图１）。
１．２．２　启动子片段随机克隆、筛选、测序　蜡样芽孢杆菌
（ＡＴＣＣ１４５７９）基因组［２］分别经 Ｓａｕ３ＡⅠ部分酶切为 １００～
２０００ｂｐ的片段，通过 Ｔ４ 连接酶将这些随机片段与经
ＢａｍＨⅠ 酶切和碱性磷酸酶处理后的 ｐＥＢ－ｂｇａＢ连接，电转
入 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，获得ｐＣ（ｓ）质粒系列（图１）。

ｐＣ（ｓ）连接物电转入Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α后，将感受态细胞涂布
在含Ｘ－ｇａｌ的ＬＢ平板上，挑选１８ｈ内出现的明显蓝色菌
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落，提取质粒酶切及测序鉴定（图１）。
１．２．３　β－半乳糖苷酶酶活测定方法和定义［４］　将一定体
积菌液离心收集菌体，重悬于７００μＬＺ－Ｂｕｆｆｅｒ（０．０６ｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ２ＨＰＯ４，０．０４ｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４，０．０１ｍｏｌ／ＬＫＣｌ，０．００１ｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＳＯ４，０．０５ｍｏｌ／Ｌβ－巯基乙醇，ｐＨ值 ７．０），加入 １０％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶液１０μＬ和１０ｇ／Ｌ溶菌酶１０μＬ，静置３０ｍｉｎ
后加入 ４ｇ／Ｌ邻硝基苯 －β－Ｄ－半乳吡喃糖苷（ＯＮＰＧ）
２００μＬ，混匀后置于５５℃水浴１５ｍｉｎ，加入１ｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３
５００μＬ终止反应，离心，取上清并在４２０ｎｍ处测量其吸光度
（Ｄ４２０ｎｍ）。采用下式计算酶活：

Ｕ＝
Ｄ４２０ｎｍ×１０００
Ｄ５９５ｎｍ×１５×Ｖ

式中：Ｕ为酶活计数单位（Ｍｉｌｌｅｒ）；Ｄ５９５ｎｍ为测定前菌液吸光
度；Ｖ为所用菌液体积。

挑单菌落分别接种于含１％、５％葡萄糖和空白对照液体
的ＬＢ培养基中，３６ｈ摇瓶后取样，检测β－半乳糖苷酶酶活。

２　结果与分析

在涂布Ｘ－ｇａｌ的ＬＢ板上挑选１８ｈ内出现的明显蓝斑，
获得５７个能够表达 β－半乳糖苷酶的 ｐＣ（ｓ）克隆系列。克
隆片段经临近的限制性内切酶（ＰｓｔⅠ、ＮｏｔⅠ）酶切后，表现为
１００～１５００ｂｐ的条带（图２）。
　　应用较便捷、灵敏、热稳定的β－半乳糖苷酶作为启动子
检测报告蛋白，测定上述５７个启动序列的转录和表达活性。
从中挑选在大肠埃希菌中酶活大于５００Ｕ的４个克隆（Ｃ１、

Ｃ２、Ｃ４、Ｃ５）重复测定酶活。其中 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＣ５）活力最
高，为１５２２Ｕ；Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＣ１）、Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＣ４）次之，
分别为１２２９、１１３６Ｕ；Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＣ２）最低，为７８０Ｕ。它
们被转入枯草芽孢杆菌后，只有 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＤＢ１０４（ｐＣ１）、
Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＤＢ１０４（ｐＣ４）表现酶活，分别为１６９、１３７０Ｕ。

提取Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＣ１）、Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＣ２）、Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α
（ｐＣ４）、Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＣ５）、空白对照 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＥＢ－
ｂｇａＢ）的胞内总蛋白，进行 ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳，在
７０ｋｕ左右５种菌株有１条清晰的带纹，而空白对照的总蛋白
在此处没有明显带纹，该条带大小与ＢｇａＢ大小接近（图３）。
　　除了 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＤＢ１０４（ｐＣ１）外，葡萄糖对上述克隆的
β－半乳糖苷酶酶活均有明显抑制作用，对 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α
（ｐＣ４）的抑制率高达 ７８％，对 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＣ１）、Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ５α（ｐＣ２）、Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＣ５）、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓＤＢ１０４（ｐＣ４）的
抑制率也在 ４０％以上。同时 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＣ５）、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ
ＤＢ１０４（ｐＣ４）还受葡萄糖剂量影响（图４）。
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　　序列分析发现，克隆获得的启动子与原核典型启动子具
有同源性，存在与１６ＳｒＲＮＡ３′端互补的相似区域［５］（图５）。
Ｃ４的－３５区可能为 ＡＴＧＡＣＡ，－１０区可能为ＡＡＴＡＡＴ（图

５），与枯草杆菌σＡ（σ４３）识别序列 －３５区、－１０区有较高同
源性，因此其在枯草杆菌中可能由 σＡ起始转录。虽然 Ｃ１、
Ｃ２、Ｃ５可能具有同源性较高的－１０区，但－３５区不太典型。

３　结论与讨论

本研究构建了以β－半乳糖苷酶（ｂｇａＢ）［５］为报告基因，
在大肠埃希菌、枯草杆菌中均能稳定复制的启动子探测载体

（图１）。该载体所携带的 ｂｇａＢ基因不含启动子和核糖体结
合序列，且在其起始密码子（ＡＴＧ）上游具有多个酶切位点
（ＮｏｔⅠ、ＢａｍＨⅠ、ＰｓｔⅠ），有利于启动子序列的克隆操作。以
往研究中启动子克隆载体多以抗生素和绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）
为报告基因，但是利用抗生素作为启动子筛选和检测指标，会

因宿主菌产生的耐药性引起假阳性，检测数据高于真实值；利

用绿色荧光蛋白对设备的要求比较高。ｂｇａＢ对宿主细胞生
长影响较小，可特异性分解Ｘ－ｇａｌ生成蓝色菌落，便于筛选。

本研究应用启动子随机克隆、蓝白斑筛选、β－半乳糖苷
酶酶活检测，成功获得了４个在Ｅ．ｃｏｌｉ中具有较高转录、表达
活性的蜡样芽孢杆菌启动子序列，而且其中２个还能在枯草
杆菌中转录和表达，因此它们具有多宿主ＲＮＡ聚合酶σ因子
序列识别特征。
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