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一般来说，细菌中的蛋白质分泌大致可分为两个途径。一个是管孔途径（9&,*9.@AB./），另一个是

普通途径（C*D*,.’9.@AB./）。普通途径依赖于信号肽和E*F>将蛋白质输送到周质空间，短暂停留后，经

过特异性反应将蛋白质分泌到胞外［"］。本实验室曾利用9GH<"!为启动子———信号肽序列探测载体，

在大肠杆菌中克隆和表达了乳酸乳球菌总=0>中具有启动子———信号肽功能的=0>片段［#］。为了进

一步研究和了解乳酸菌基因表达、调控和蛋白质分泌机制，我们构建了乳酸菌启动子———信号肽探测载

体9:;<，利用该探测载体克隆到了启动子———信号肽功能片段，并在乳酸乳球菌中获得表达。现将实

验结果简报如下。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

本实验所用菌株和质粒见表"。

表" 菌株和质粒

菌株或质粒 遗传型或性状 来源

菌株：

!"#$%&=I3! ’()J!!，!%*#K"62，+’,L"4，-.#>"，

./,>"，01->26，2+&3"，-.%>"

本组保存

4"%*#2&’ >M88426# /&)N，/&’L 本组保存

;O$#1$ /&)P，/&’E 本组保存

质粒：

9GH<"! JQL "7内酰胺酶结构基因
中山大学罗进贤

教授惠赠

9OG16* JQL 广泛宿主 =,(R(S&T惠赠［1］

9:;< JQL 广泛宿主 本工作构建

9:;<*4 JQL >9L广泛宿主 本工作构建

!"# 培养基与培养条件

大肠杆菌用;<培养基［!］，14U培养；乳酸乳球菌用GO"4培养基［3］，1$U培养。

!"$ 酶与试剂

限制酶、M!=0>连接酶为H,&Q*C.公司产品；=0>回收试剂盒购自北京原平生物技术公司；氨苄



青毒素和红霉素均是国产试剂。

!"# $%&的提取

大肠杆菌质粒!"#提取按文献［$］，乳酸乳球菌质粒!"#与总!"#提取分别按文献［%］和［&］。

!"’ $%&的酶切、$%&片段回收、连接与转化

!"#酶切、片段的回收及连接反应条件均按厂商产品说明书进行。大肠杆菌转化按文献［$］，乳酸

乳球菌转化按文献［’］。

!"( !)内酰胺酶活性测定

参照文献［(］。

!"* $%&序列测定

依据双脱氧终止法，采用!"#自动测序仪进行!"#序列测定。

+ 结果和讨论

+"! 乳酸菌启动子———信号肽探测载体,-./的构建

以质粒)*+,%-为基础与来自)+./0$!1内酰胺酶基因作报告基因构建了乳酸菌启动子———信号

肽探测载体)23/（图0）。)*+,%-的复制子来自乳酸乳球菌质粒)4560，它能在乳酸乳球菌、乳酸杆

菌、枯草芽孢杆菌等多种革兰氏阳性菌和大肠杆菌中稳定复制、存在，是一个广泛宿主范围的质粒。这

样既扩大了探测载体的宿主范围，又省去了重组质粒从大肠杆菌转移到乳酸菌等其他菌时的亚克隆步

骤。另外，)23/具有多克隆位点，方便了对启动子———信号肽活性片段克隆和下一步的应用。

图0 启动子—信号肽探测载体)23/的构建

+"+ ,-./的酶切鉴定

用!"#78、$%&’"双酶切)23/、)*+,%-和)+./0$，结果（图9）与预期相符，)23/的大片段与
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图! "#$%的酶切验证

&’(""&／!"#)! *+,-.,；!’"#$%／!"#)!；/’"#$%／

$%&0!；1’"#$%／’()2"；3’"#$%／!"#)! 4
’()2"；5’"67%&1／’()2"；8’"96/5.／!"#)!4
’()2":

"96/5.一致，小片段与来自于"67%&1的&’1-;片段

（#<内酰胺酶基因）一致。

!"# 启动子———信号肽探测载体$%&’功能的验证

!"#"( 启动子———信号肽功能片段的克隆；用*%+/=
部分酶切,-.%"/(0=>??8@5!总AB=，回收CD$1DD;"
的片段，与$%&0E酶切并脱磷的"#$%连接，连接物转

化!-"#.(A03%，在加入=*"与F*的$%平板上筛选转

化子。经质粒抽提、酶切鉴定、=*"抗性测定，结果证明

重组质粒（命名为"#$%.G）确实含有不同大小的外源插

入片段，这些外源插入片段确能启动#<内酰胺酶基因转

录和产物外泌的功能。

!"#"! 启动子———信号肽功能片段在乳酸乳球菌中的

功能分析：挑选若干胞外酶活性高的"#$%.G转化,-
.%"/(0$9D!/D，转化子经分析鉴定后测定#<内酰胺酶在

胞内外的活 性。其 中"#$%.8活 力 最 高，胞 外 酶 活 为

CC3’3H／*$，胞内酶活为/C1’1H／*$，胞外酶活占总活

力的8DI。

!"#"# 启动子———信号肽功能片段的AB=序列分析：对重组质粒"#$%.8中外源插入片段进行了

图/ "#$%.8中插入片段的AB=序列及其编码的氨基酸序列

AB=序列分析。结果（图/）表明该片段具有典型的启动子结构：J/3区（>>6>?=）和J&D区（>
=>==>）与乳 酸 菌 高 效 启 动 子 的 一 致 序 列 高 度 同 源；起 始 密 码 子 =>6上 游 有 典 型 的KA序 列

（6===66）；=>6与成熟的#<内酰胺酶B端间的序列符合信号肽序列的基本特征。

上述工作证实了我们成功地构建了乳酸菌启动子———信号肽探测载体"#$%，并且此探测载体克隆
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到了具有启动子———信号肽功能的!"#片段。我们用!"#$!酶切去掉%&’()*中的"+内酰胺酶基因

片段，构建成乳酸菌分泌型表达载体，用此载体在乳酸菌中表达和分泌一些有价值的外源基因，以研究

乳酸菌中基因产物表达和分泌的机制，该工作目前正在进行中。
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