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摘 要：应用!3@’8=8+&9,:6<A基因（!"#)）作为报告基因，通过定点突变方法分别缺失 $%#B编
码区上游两个启动子结构（*+&5&CA+.和 *+&5&CA+#）中的一个，发现只有靠近编码区的 *+&5&CA+#
是 $%#B启动子诱导表达所必需。将 *+&5&CA+#中3.$区及其上游的一个碱基突变为乳酸菌中
典型的组成型启动子的3.$区结构，该改变使 $%#B启动子诱导功能下降；将 *+&5&CA+#的3.$区
和3"2区的间隔区由 #$个碱基缺失突变为 .0个碱基，则 $%#B启动子失去诱导功能。据此认
为该间隔区的结构与 $%#B启动子的诱导表达密切相关。
关键词：$%#B启动子，功能，!"#)
中图分类号：D02! 文献标识码：) 文章编号：$$$.3?#$>（#$$"）$#3$.>!3$?

乳链菌肽（9,<,9）是由某些乳酸乳球菌（ &’()*(*(("# +’()%#）产生的一种小肽。它对许多
革兰氏阳性菌，包括对严重危害食品的腐败菌有强烈抑制作用，对人体安全无毒，是人们

广泛应用的一种天然食品防腐剂［.］。-,<,9B的生物合成涉及 ..个基因 $%#B/EFGHIJK4@，
在其生物合成基因簇中有 "个启动子，其中 $%#B启动子和 $%#K启动子可被 9,<,9诱导［#］。
.>>2年，J8,*A+<等［"］提出了一个 9,<,9生物合成自我调节模型。首先，起传感蛋白作用的
-,<J（组氨酸激酶）识别 9,<,9，然后 -,<J自我磷酸化后将磷酸基团转移给 -,<I，-,<I作为
一个应答调节物激活 $%#B启动子，从而使下游基因转录。在乳酸菌中，这种诱导作用与
诱导物 9,<,9的浓度在一定范围内成正比例，诱导效率可达 . $$$倍以上。
本实验室在构建 9,<,9高产突变株 & ( +’()%# )L#基因文库的基础上，从中筛选到含有

完整 9,<,9B生物合成基因簇的"MN3"，并克隆和表达了编码 9,<,9B 前体的结构基因［!，2］。
O-)序列分析揭示在 9,<,9B前体基因上游的启动子序列中包含两个3.$区和两个3"2区，
这一结构特征与 9,<,9B的时空表达和 $%#B的诱导功能具有什么关系，这是人们十分感兴
趣的问题。本文选用 !"#)作为报告基因，对本实验室克隆到的 $%#B启动子进行了缺失
和定点突变，对 $%#B启动子的表达和诱导功能进行了初步探索。

" 材料和方法

"#" 菌株与质粒（表 "）
"#$ 培养基和试剂
"#$#" 培养基：大肠杆菌的培养用 L/培养基，使用前根据需要加入 .$$#PQ5L的 )5*或



表 ! 菌株与质粒
!"#$% & ’()"*+, "+- .$",/*-,

’()"*+, "+- .$",/*-, 0%$%1"+( .)2.%)(*%, ’23)4%,

! 5 "#$% 67&89 &’"(，)*+:;;，’,-(，!（ $."<+&#(&/）=> ?3) $"#5
0 5 $."1%) @A9B88 !+CDEF，!,%)(，+2+<+*,*+ .)2-34%) @GA?
.@AB8&8 H/)，2*)I @GA?
.7JKF% :L.)%,,*2+ 1%4(2)，:/) 6 M2N
.OH&9 H$2+*+P 1%4(2)，I/.) ?3) $"#5
.Q6D8& .7JKF% 4"))R*+P (S% ,%)A P%+% ?3) $"#5
.TJ8& .OH&9 4"))R*+P (S% 2*)I P%+% ()"+,+"(*2+"$$R U3,%- (2 (S% ,%)A .)2/2(%) !S*, .".%)
.TJ8D .7JKF% 4"))R*+P (S% 2*)I P%+% ()"+,+"(*2+"$$R U3,%- (2 (S% ,%)A .)2/2(%) !S*, .".%)
.TJ8&. .TJ8D -%)*1"(*1% V*(S23( (S% .)2/2(%)D 2U (S% ,%)A .)2/2(%) !S*, .".%)
.TJ8D. .TJ8D -%)*1"(*1% V*(S23( (S% .)2/2(%)& 2U (S% ,%)A .)2/2(%) !S*, .".%)

.TJ&8. .TJ8D -%)*1"(*1% V*(S (S% /3("(*2+ 2U <&8 )%P*2+ 2U (S% .)2/2(%)D )%P*2+
2U (S% ,%)A .)2/2(%) !S*, .".%)

.TJ8K. .TJ8D -%)*1"(*1% V*(S (S% /3("(*2+ 2U (S% ,."4%) #%(V%%+ (S% <&8 "+-
<KC )%P*2+ 2U (S% .)2/2(%)D )%P*2+ 2U (S% ,%)A .)2/2(%) !S*, .".%)

:/。乳酸菌的培养用 J7&E培养基，需要时加入 C!PW/X的 :/。在筛选表达"<J$343)2+*<
-",%（JO’）的乳酸菌转化子时，加入 C+PW/X的 @*,*+ 和终浓度为 8YC//2$WX的 C<#)2/2<;<
4S$2)2<K<*+-2$R$<"<Z<P$343)2+*-%（[<J$34）。
!"#"# 工具酶和试剂：限制性内切酶、!; Z@I连接酶、!; 多核苷酸激酶购自 !"M"0"公
司。’*(%<-*)%4(%- 73("P%+%,*, M*(购自 H$2+(%4S公司。I!\、7OJ、@*,*+购自 ’*P/"公司。[<
J$34购自上海生化试剂厂。+3* 4.5 酶、Z@I纯化回收 M*(购自 ]*2Z%1公司。
!"$ %&’的提取和转化
大肠杆菌质粒 Z@I提取和转化按文献［F］方法进行。乳酸菌质粒 Z@I的提取按文

献［E］方法进行，电击转化按文献［B］方法进行。
!"( 引物设计和 )*+扩增
!"("! JO’结构基因：根据 2*)I基因的 Z@I序列，设计以下两条引物扩增 JO’结构基
因：C>端引物（\&）：C><!HHHHHI!JJ!IHJ!HH!J!IJIIIHHHH<K>，引入 6"# G酶切位点，K>
端引物（\D）：C><HJIJIIJH!!!!I!HI!!J!!!JHH!HHH<K>，引入 7%,- GGG酶切位点，同时在
JO’结构基因终止密码子 !JI后再加一个 !II终止密码子。用质粒 .@AB8&8作模板，
\H0反应条件：9C^变性 &/*+，C;^退火 &/*+，ED^延伸 K/*+，反应进行 K8个循环。
!"("# ,%)A启动子片段：根据本实验室得到的 ,%)A基因序列设计以下两条引物，扩增
,%)A启动子片段：C>端引物（\K）：C><HJHJII!!HJI!I!IJJ!!!I!!JIJ!<K>，引入 !"#0 G
酶切位点，K>端引物（\;）：C><J!IHHHI!JJ!JIJ!JHH!HH!!I!I<K>，引入 6"# G酶切位点。
用质粒 .Q6D8&作模板，\H0反应条件：9C^变性 &/*+，CK^退火 &/*+，ED^延伸 K8 ,，反应
进行 K8个循环。
!"("$ ,%)A启动子的 .)2/2(%)D片段：C>端引物 \B：C><HJHJII!!H!!J!HJI!IIHJHJIJH<
K>，K>端引物 \;。用质粒 .Q6D8& 作模板，\H0反应条件：9C^变性 &/*+，CK^退火 &/*+，
ED^延伸 K8 ,，反应进行 K8个循环。
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!"# 启动子的定点突变
启动子定点突变都是以 !"#$%为载体在 ! & "#$% ’($)%中完成。各突变引物如下：
*+：+,-#../0/000/.0..//.00.00.0..0./0...#/..#/00//00#.0#-1,
*2：+,-#//#.#./0..000..00/.../..0/0.0#-1,
*3：+,-#./00/.../.../0.0.00./0...#/..#/-1,
操作按 #456789:公司的产品说明书进行。

!"$ 总蛋白质含量的测定
按文献［%］方法进行。

!"% &’(的诱导表达
用 );)<=54>?的盐酸溶解 6@A@6，配成浓度为 +)!B >=?的母液作为诱导剂。C-=87:D4E=-

F8G44@H8GD-"-I-B4E9EG56@J8（("/）为 /"K 作用底物。按 $L接种量接种过夜培养物于 C=?
/($3液体培养基中，1)M培养使 &’2))达 );+，加入终浓度为 +6B>=?，<)6B>=?，+)6B>=?，

$))6B>=?，<))6B>=?，+))6B>=?，$)))6B>=? 的 6@A@6，同时用不加 6@A@6 的培养物作对照，
1)M继续培养 $;+ :。
!") &’(活性测定

$< )))G>=@6离心 $=@6收集菌体，用 <=?的 *NK缓冲液悬浮菌体，超声波破碎细胞后，
离心收集上清，立即按文献［$)］方法进行 /"K 活性测定，测定仪器为 O58H8G 公司 ID6P
QEP67 <)) R4E5G5=878G。/"K活性单位（"）定义为 13M条件下，$=@6 内 $=B 总蛋白产生
$!=54的 ("。

* 结果和讨论

*"! 含有 !"#+启动子和 $%#,结构基因的重组质粒 -.&/*的构建

图 ! -.&/!酶切分析
R@B&$ S8A7G@97@56 86TD=8 P6P4DA@A 5H !U/)$

$; $VF IW0 4PJJ8G；<; !U/)$；

1; !U/)$>(%)J XXX；

C; !U/)$>*"# X Y (%)J XXX；

+; !U/)$>!"#S X Y (%)J XXX &

为了最大程度的保持 /"K结构基因和 )%+Z启动子
的完整性，我们采用 )%+Z启动子与 /"K结构基因的翻译
融合。该融合使 /"K 的第一个氨基酸由 ?8E 改变为
[P4，同时使 )%+Z启动子的最后两个碱基由 00变为 ##，
但这些改变不会影响 /"K的活性［$$］和 )%+Z启动子诱导
表达功能［$<］。*#S 扩增得到预期大小的扩增产物，将
/"K的 *#S产物经 *"# X和 (%)J XXX双酶切与经 !"#S X
和 (%)J XXX双酶切的 !"#$%载体按摩尔比 1 \ $比例连接
反应 $<:后，再加入经 !"#S X 和 *"# X双酶切的 )%+Z启
动子 *#S 产物，继续连接反应 $2:，将连接混合物转化
! & "#$% ’($)%，得到的重组质粒命名为 !U/)$。经酶切
（图 $）和测序验证（部分序列见图 <），结果与预期相符。
为了构建能在乳酸菌中复制和表达的重组质粒，用

!"#S X 和 (%)J XXX双酶切 !U/)$，回收含 )%+Z启动子和
/"K结构基因的大片段，与经同样双酶切的乳酸菌载体
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图 ! !"#"启动子与 #$%结构基因的翻译融合部分序列
!"#$% &’( )*+,"*- ./0-(1,"2( 3(4/(.0( 15 ,’( ,+*.3.*,"1.*- 5/3"1. 15 !"#6 )+171,(+ ,1 $%#8

&’( ,91 :;< *.2 :=> +(#"1.3 *+( /.2(+-".(2$ &’( 5"+3, )+171,(+ +(#"1. 5+17 )13","1.3 ;<% ,1 ;%? "3 .*7(2 )+171,(+;，

*.2 ,’( 3(01.2 )+171,(+ +(#"1. 5+17 )13","1.3 ;%@ ,1 ;?@ "3 .*7(2 )+171,(+%A

)BC=D(大片段连接，得到重组质粒 )EC<%。将 )EC<%电击转化 & $ ’()*"# F6@?<<，分别于
加 ."3".和不加 ."3".的选择培养基上培养，含 ."3".的选择培养基上产生蓝色菌落，而不加
."3".诱导的没有观察到兰色菌落，说明所构建的重组质粒 )EC<%完整保存了 !"#6启动子
诱导和表达功能从而使 CGH结构基因获得诱导表达。

图 & 不同 ’()(’浓度诱导条件下的
#$%活性

!"#$= I13( +(3)1.3( 15 ."3". *3 ".2/0(+3

15 $%#8 (J)+(33"1. ". & $ ’()*"# F6@?<<

’*+K1+".# 2"55(+(., )-*37"23

!*! !"#"启动子不同部位缺失突变体的功能研究
!*!*+ )EC<;)和 )EC<%)两个启动子突变体质粒的构建及其在 & $ ’()*"# F6@?<<的诱导
表达：如图 %所示，!"#6启动子含有两个:;<区和两个:=>区，我们将上游的:=>区和:;<区
称为 )+171,(+;，下游的:=>区和:;<区称为 )+171,(+%。为了研究 )+171,(+;和 )+171,(+%各自
在诱导和表达中的作用，我们构建了只含有 )+171,(+; 和只含有 )+171,(+% 的两个重组质
粒。只含有 )+171,(+;的突变体删除了从 ;%@位到 ;?@位的 D;K)，突变引物为 L>。只含有
)+171,(+%启动子突变是通过 >M端引物 L?和 =M端引物 LN，应用 LOP方法删除从 ;到 ;>D位
的 ;>DK)，并引入 +),P Q酶切位点。LOP产物经 +),P Q和 -), Q双酶切与经同样双酶切
的 )EC<;大片段连接。测序验证正确后，将两个缺失突变片段亚克隆于质粒 )BC=D(上，
分别转入 & $ ’()*"# F6@?<<，其中只含有 )+171,(+;的重组质粒命名为 )EC<;)，只含有 )+1:
71,(+%的重组质粒命名为 )EC<%)。
分别测定含质粒 )BC=D(、)EC<%、)EC<;)和

)EC<%)的 & $ ’()*"# F6@?<< 的总蛋白质含量和
CGH活性（图 =）。从图 = 中可以看出含 )BC=D(
的 & $ ’()*"# F6@?<<，不管是否加入诱导剂 ."3".，
均没有 CGH活性，说明 & $ ’()*"# F6@?<< 本身及
载体 )BC=D( 不表达 CGH。比较含 )EC<%、
)EC<;)和 )EC<%)的 & $ ’()*"# F6@?<<的诱导水
平和表达强度，发现 )EC<;)和 )BC=D(一样检测
不到 CGH 活性，而 )EC<% 和 )EC<%) 两个均有
CGH本底表达并均可被 ."3".所诱导。尽管 )+1:
71,(+;的:=> 和:;< 区的碱基组成较之 )+171,(+%
更接近典型序列，但结果表明单独的 )+171,(+;没
有启动子功能。)EC<%和 )EC<%)达到最大诱导
表达量时的 ."3". 诱导浓度分别为 ><.#R7S 和

T@;% 期 杨 巍等：!"#6启动子结构与功能的研究



!""#$%&’，含有完整 !"#(启动子（)*+",）的 +-. 活性值为 !"/0-，而只含有 )12&2341, 的
!"#(启动子（（)*+",）的最大 +-.活性值为 /50-，似乎 )12&2341!抑制了 !"#(启动子诱导
作用，具体原因有待进一步验证。

图 ! 不同 "#$#"浓度诱导条件下的 %&’活性
67$80 92:4 14:)2#:4 2; #7:7# <: 7#=>?41: 2; $%#@

4A)14::72# 7# & 8 ’()*"# B(C/""

D<1E217#$ =7;;414#3 )F<:&7=:

()()( )*+!") 和 )*+"G) 两个启动子突变体质
粒的构建和诱导表达：为了进一步探讨 !"#(启动
子中 )12&2341,的表达和诱导功能，对 )12&2341,进
行了定点突变。 & 8 ’()*"# 中的组成型启动子H!"
区上游的碱基组成大部分为 I+@，而 )12&2341,中
为 @+@。为了验证这一差异是否与诱导功能有
关，将 !"#(启动子的 )12&2341,的H!"区突变为组
成型启动子的典型H!" 区结构，即将H!" 区由
I@J@@I突变为 I@I@@I，并将H!"区上游的 @+@
变为 I+@，突变引物是 KL。另外，通过比较乳酸
菌中一些诱导调控启动子，发现其间隔区碱基长

度通常大于 !LE)，推测间隔区与启动子诱导调控
有关［!G］。与 #7:7#生物合成基因簇中另一个诱导
型启动子 !"#6启动子比较，其间隔区同样为 ,"E)，发现它们的间隔区有 !0个碱基相同，
=4 M>N341推测这 !0个碱基与 !"#(启动子的调控密切相关［!0］。采用突变引物 K5，将间隔
区 @@@IIJI+@@+III+II@+@下划线的 G 个碱基缺失。测序正确后，亚克隆于载体
)O+G54上，转入 & 8 ’()*"# B(C/""，两个启动子突变重组质粒分别命名为 )*+!") 和
)*+"G)。
分别测定含质粒 )O+G54、)*+",、)*+",)、)*+!")和 )*+"G)的 & 8 ’()*"# B(C/""的总

蛋白质含量和 +-.活性（图 0）。从图 0可见，含 )*+!")的 & 8 ’()*"# B(C/""与含 )*+",
的 & 8 ’()*"# B(C/""，其本底表达水平和诱导水平均有下降，但达到最大诱导活性时 #7:7#
诱导剂量与 )*+",同为 P"#$%&’，该结果说明H!"区的碱基差异对 !"#(启动子的诱导功能
虽有影响但不严重。)*+"G)在不加 #7:7#诱导和加入 #7:7#诱导的情况下都有极少的 +-.
本底表达，表达的 +-.活性相对值不随加入的诱导剂 #7:7#浓度而变化，与 )*+",的本底
+-.活性大致相等。显然，该间隔区的 G个碱基缺失突变使 !"#(启动子仅具有微弱的组
成型表达功能，诱导功能完全丧失。本研究结果提示 !"#(启动子中 )12&2341,的间隔区与
!"#(的诱导和表达功能密切相关，具体碱基在其中的作用需要进一步的定点突变研究。
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