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　　摘要：利用报告基因β－半乳糖苷酶，分析了枯草杆菌启动子Ｐ４３及Ｐａｍｙ的转录活性。结果表明，在基本培养基
条件下，启动子Ｐ４３在对数前期开始表现转录活性，随菌量增大活性迅速提高，稳定期逐步平稳；在富营养培养基条件
下，启动子Ｐ４３转录活性在对数前期与基本培养基条件下相似，在对数期转录活性增加速率则高于基本培养基条件下
的增加速率；启动子Ｐ４３转录活性在Ｅ．ｃｏｌｉ和Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ体内基本一致。启动子Ｐａｍｙ在淀粉诱导下转录活性较高，
在添加葡萄糖以及无诱导条件下酶活较低。
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　　启动子是实现外源基因高效表达的关键，是表达载体的
核心成分，启动子的转录活性分析是表达载体构建工作的重

点之一［１］。在枯草杆菌中常见启动子重叠和串连现象，例如

ＲＮＡ聚合酶σ４３（σＡ）和σ３７（σＢ）的识别区在胞嘧啶脱氨酶基
因启动子Ｐ４３序列内重叠［２］。σ４３负责营养期的基因起始转
录，而σ３７负责对数晚期和平台期早期的基因起始转录，因而
启动子Ｐ４３可在多个时期起始转录，是理想的发酵工程启动
子［３－４］。本研究应用报告基因 β－半乳糖苷酶基因（ｂｇａＢ），
分析启动子Ｐ４３及枯草杆菌 α－淀粉酶基因启动子 Ｐａｍｙ的
转录活性，为进一步开发高效表达系统奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料
菌株Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ１Ａ７４７和Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α购自中国典型培养

物保藏中心；质粒ｐＥＢ－ｂｇａＢ为笔者所在实验室构建，该质粒
为大肠杆菌 －枯草杆菌穿梭载体，携带 β－半乳糖苷酶基因
（ｂｇａＢ）。限制性核酸内切酶、碱性磷酸酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自
Ｐｒｏｍａｇｅ公司，ＴａｑＤＮＡ聚合酶和ＬＡＴａｑＤＮＡ聚合酶购自宝
生物公司，质粒提取、ＤＮＡ回收试剂盒购自杭州维特洁公司。
１．２　方法
１．２．１　引物设计　根据ＮＣＢＩ数据库中Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ基因组上
的Ｐ４３和Ｐａｍｙ序列设计引物，Ｐ４３片段扩增后保留其原有起
始密码子（ＡＴＧ），上下游引物分别为 ５′－ＣＣＧＧＡＴＣＣＴＴＧ
ＴＡＧＡＧＣＴＣＡＧＣＡＴ－３′（下划线为ＢａｍＨⅠ酶切位点）和５′－
ＧＧＣＴＧＣＡＧＣＡＴＧＴＧＴＡＣＡＴＴＣＣＴＣ－３′（下划线为 ＰｓｔⅠ酶切
位点）；Ｐａｍｙ片段扩增后保留了原有信号肽序列，上下游引物

分别为 ５′－ＡＡＧＧＡＴＣＣＧＣＴＣＡＴＧＣＣＧＡＧＡＡＴＡＧＡＣ－３′（下
划线为 ＢａｍＨⅠ 酶切位点）和 ５′－ＡＴＣＴＧＣＡＧＴＴＣＡＧ
ＣＡＣＴＣＧＣＡＧＣＣＧ－３′（下划线为ＰｓｔⅠ酶切位点）。ＰＣＲ扩增
条件：９２℃变性３０ｓ，６０℃复性３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，循环
３０次。
１．２．２　载体构建　在载体ｐＥＢ－ｂｇａＢ上ｂｇａＢ５′端的ＢａｍＨⅠ
和ＰｓｔⅠ酶切位点之间，分别插入经回收并酶切的ＰＣＲ产物Ｐ４３
和Ｐａｍｙ，获得质粒ｐＥＢ－Ｐ４３－ｂｇａＢ和ｐＥＢ－Ｐａｍｙ－ｂｇａＢ；载
体构建成功后，启动子片段Ｐ４３和Ｐａｍｙ可起始转录ｂｇａＢ。载
体电转入Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α后，将感受态细胞涂布在含Ｘ－ｇａｌ平
板，挑选１８ｈ内出现明显蓝色菌落，提取质粒，酶切鉴定。挑
取单菌落摇菌，测定整个生长时期β－半乳糖苷酶活性。
１．２．３　β－半乳糖苷酶活性测定方法和定义［５］　将一定体
积菌液离心收集菌体，重悬于７００μＬＺ－ｂｕｆｆｅｒ（０．０６ｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ２ＨＰＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．０４ｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４，０．０１ｍｏｌ／ＬＫＣｌ，
０００１ｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ和０．０５ｍｏｌ／Ｌβ－巯基乙醇，ｐＨ
值７．０），加入 １０μＬＴｒｉｔｏｎＸ１００（１０％）和溶菌酶 １０μＬ
（１０ｇ／Ｌ），静止３０ｍｉｎ后加入邻硝基苯－β－Ｄ－半乳吡喃糖苷
（ＯＮＰＧ）２００μＬ（４ｇ／Ｌ），混匀后置于５５℃水浴１５ｍｉｎ，加入
Ｎａ２ＣＯ３５００μＬ（１ｍｏｌ／Ｌ）终止反应，离心，取上清并测量其Ｄ４２０ｎｍ。

酶活性（Ｕ）＝
Ｄ４２０ｎｍ×１０００

Ｄ５９５ｎｍ×１５（ｍｉｎ）×Ｖ
（Ｄ５９５ｎｍ为测前菌液吸光

度；Ｖ为所用菌液的体积，ｍＬ）。

２　结果与分析

ＰＣＲ扩增获得的 Ｐ４３片段大小在 ２５０～５００ｂｐ之间，
Ｐａｍｙ片段大小在５００～７５０ｂｐ之间（图１），与预计大小相符。
　　在基本培养基（胰蛋白胨１％，酵母提取物０．５％，氯化钠
１％）条件下，Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＥＢ－Ｐ４３－ｂｇａＢ）合成的 β－半
乳糖苷酶活性在对数前期开始表现，随着菌量增大活性迅速

提高，稳定期后逐步平稳，最高可达６６５０Ｕ，稳定期后随菌群
衰退酶活下降（图２）。在富营养培养基（胰蛋白胨２％，酵母
提取物１％，氯化钠１％）条件下，Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＥＢ－Ｐ４３－
ｂｇａＢ）合成的β－半乳糖苷酶活性在对数前期与基本培养基
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的结果相似，进入稳定期酶活性增加速率则逐渐超过在基本

培养基中速率，最高为９２００Ｕ（图２）。

　　Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｓ（ｐＥＢ－Ｐ４３－ｂｇａＢ）在富营养培养基条件下，
β－半乳糖苷酶活性与 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＥＢ－Ｐａｍｙ－ｂｇａＢ）在
在富营养培养基条件下相似，对数前期开始表现，随着菌量增

长活性迅速提高，稳定期后逐步平稳，最高可达９５５０Ｕ，在稳
定期后随着菌群衰退酶活性下降（图３）。

　　Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α（ｐＥＢ－Ｐａｍｙ－ｂｇａＢ）在添加１％可溶性淀
粉诱导条件下，β－半乳糖苷酶活性可达１０００Ｕ；而在添加
１％葡萄糖以及无诱导条件下酶活很低，最高只有 ３０Ｕ。
Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｓ（ｐＥＢ－Ｐａｍｙ－ｂｇａＢ）在无诱导条件下 β－半乳糖苷
酶活性略高（７５０Ｕ）。

３　讨论

本研究通过检测β－半乳糖苷酶活性，研究了启动子Ｐ４３
及Ｐａｍｙ在Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｓ和 Ｅ．ｃｏｌｉ中的转录活性。本研究发现
Ｐ４３转录合成的 β－半乳糖苷酶活性，在（ｐＥＢ－Ｐ４３－ｂｇａＢ）
和（ｐＥＢ－Ｐ４３－ｂｇａＢ）中的结果相似，对数前期开始表现，随
着菌量增长活性迅速提高，稳定期逐步平稳，同样在稳定期后

随着菌群衰退，酶活性下降。在Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｓ（ｐＥＢ－Ｐ４３－ｂｇａＢ）
中β－半乳糖苷酶活性可达９５００Ｕ以上。本研究结果与 Ｙｅ
等在质粒 ｐＵＢ１１０基础上，以枯草杆菌 ＷＢ７００为宿主菌，利
用Ｐ４３启动子和果聚糖蔗糖酶信号肽，在普通培养条件下分
泌表达葡萄球菌激酶的结果基本一致［６］。启动子 Ｐ４３在 Ｅ．
ｃｏｌｉ中，β－半乳糖苷酶转录的水平可达９２００Ｕ，这可能是由
于Ｅ．ｃｏｌｉＲＮＡ聚合酶 σ７０与 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｓσ４３具有同源性［６－１０］，

能够识别结合启动子Ｐ４３，使之在 Ｅ．ｃｏｌｉ中同样能转录。因
而可利用启动子Ｐ４３先在Ｅ．ｃｏｌｉ中表达检测外源基因，再转
入Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｓ中表达。

序列分析比对发现Ｐ４３序列与σ４３和σ３７的识别序列并不
完全保守，σ４３和σ３７识别序列的保守性显然与启动子的高活
性不相符。因而Ｗａｎｇ等推测在σ４３和σ３７识别序列之外还存
在其他能够影响启动子活性的因素［８］。在本实验室，另一研

究将启动子Ｐ４３的核糖体结合序列删除后，替换上原核典型
的核糖体结合序列，发现其转录效率仍然较高，说明影响因素

可能不是核糖体结合序列。

本研究发现不同营养条件可影响启动子 Ｐ４３的转录活
性。对数前期，在基本培养基和富营养条件下启动子 Ｐ４３的
转录活性差异不大；进入稳定期后，出现差距，Ｐ４３在基本培
养基转录表达的 β－半乳糖苷酶活性增长逐渐进入了平稳
期，而富营养条件下其活性增长率依然很高，持续向上增长。

这种差异可能由于启动子 Ｐ４３转录效率较高与合成 ｍＲＮＡ
及蛋白质原料有限之间的矛盾引起。对数前期及对数期，菌

量小，营养充足，差异不明显，进入稳定期后，随着菌群扩大及

启动子Ｐ４３高效率转录，营养矛盾造成的差异逐步突出，因而
优化营养条件有助于提高启动子Ｐ４３的转录活性。

启动子Ｐａｍｙ在Ｅ．ｃｏｌｉ中转录活性较低，β－半乳糖苷酶
活性在诱导条件下最高为１０００Ｕ。活性弱的原因可能是虽
然启动子Ｐａｍｙ也是由 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｓＲＮＡ聚合酶 σ４３识别转录，
但对Ｅ．ｃｏｌｉ的σ７０因子亲和性低，因而在 Ｅ．ｃｏｌｉ中转录水平
低；另一原因也可能是携带α－淀粉酶的信号肽的β－半乳糖
苷酶融合元，在Ｅ．ｃｏｌｉ胞内未能切除信号肽，以无活性的蛋
白形式存在。启动子Ｐａｍｙ在Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｓ中转录活性本身可能
就不太高，Ｇａｔ［１１］以绿色荧光蛋白为报告基因，利用 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｓ
ＷＢ６００和 ｐＵＢ１１０衍生载体，发现 Ｐａｍｙ活性较低。因此
Ｐａｍｙ的序列还有待改造提高其活性。
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基于绿色荧光蛋白瞬时表达的植物亚细胞定位方法

于一帆，朱小彬，葛会敏，陈　云
（扬州大学生物科学与技术学院，江苏扬州２２５００９）

　　摘要：细胞是生命活动的基本单位，各种蛋白质都按照其功能有序地分布在细胞的每个分区中。蛋白质的亚细胞
定位是功能基因组学的重要内容。目前植物蛋白质的亚细胞定位方法中应用较普遍的是借助于报告基因表达产物来

实现目标蛋白定位的融合报告基因定位法，其中绿色荧光蛋白应用最为广泛。综述了基于绿色荧光蛋白瞬时表达的

植物亚细胞定位方法，包括拟南芥原生质体瞬时表达、烟草叶片瞬时表达、洋葱表皮细胞瞬时表达等，同时对上述几种

方法进行了比较分析。
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　　蛋白质是生物功能的直接体现者，有序分布、动态调控的
蛋白质是保证生命个体正常生长发育的前提。基因表达产物

在组织中的亚细胞定位是功能基因组学、蛋白质组学的重要

研究内容之一，是系统理解植物形态建成、生长发育以及对逆

境的耐受性、抵抗性不可或缺的环节，也是生物学家们初步推

断蛋白质生物学功能的重要依据。蛋白质的亚细胞定位可采

取多种方法，包括生物信息学预测［１］、免疫胶体金标记［２］、多

肽序列分析［３］以及与报告基因融合瞬时表达［４］等。目前植

物蛋白的亚细胞定位应用主要是借助于融合报告基因定位

法，其中绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）应用最
为广泛。瞬时表达技术结合报告基因，可以有效跟踪融合产

物在细胞内的运输、亚细胞定位及代谢［５］。ＧＦＰ是水母（Ａｅ
ｑｕｏｒｅａｖｉｃｔｏｒｉａ）体内的天然蛋白，自１９９４年 Ｃｈａｌｆｉｅ等揭示了
该蛋白作为报告蛋白的潜在应用价值［６］以来，已作为报告蛋

白在多种植物、动物、微生物中成功获得表达。由于 ＧＦＰ作
为报告蛋白不需抗体、辅助因子、酶底物等其他成分，也不影

响宿主细胞，因而可以鉴定、跟踪、分选表达 ＧＦＰ的细胞；同

时可以在活细胞中进行图像分析，在固定细胞中进行检

测［７］。瞬时表达（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）是指引入细胞的外源
ＤＮＡ与宿主细胞染色体 ＤＮＡ并不发生整合，而是随载体进
入细胞，约１２ｈ左右可表达，基因产物在２～４ｄ内即可被检
测出，是１种快速研究基因表达、蛋白质亚细胞定位及基因间
互作的重要手段。瞬时表达能表达多种外源基因，具有时间

短、重复性好等优点，弥补了常规转基因方式中周期长、转化

效率低等缺点［８］。与传统的转基因相比，瞬时表达不需要整

合到染色体上，因此具有简单、快速、周期短、准确等优点［９］。

瞬时表达不受基因位置效应、基因沉默的影响，表达效率较稳

定，转化率高。目前，植物瞬时表达系统已被陆续应用到生物

学研究中，如利用该系统进行基因功能的鉴定分析、发现新型

强启动子、蛋白质互作、亚细胞定位等。亚细胞定位瞬时表达

的宿主载体主要有拟南芥原生质体、烟草叶片、洋葱表皮细胞

等。本研究对常用的基于绿色荧光蛋白瞬时表达的植物蛋白

质亚细胞定位方法进行总结，并对相关研究进行展望，以期更

高效地进行植物蛋白质的亚细胞定位。

１　拟南芥原生质体瞬时表达

拟南芥瞬时表达系统由 ＪｅｎＳｈｅｅｎ教授实验室建立并完
善［１０］。该方法在蛋白定位、启动子研究以及蛋白质相互作用

等方面很有效。拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）是１种模式植
物，一直以来，拟南芥原生质体都是植物基因工程、植物细胞

学研究的经典材料。原生质体作为１种细胞水平的研究系
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