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摘 要：利用 FIJ 扩增基因 !"#$% 启动子及上游区片段，在测序的基础上构建含 !"#$%&’(!)
融合基因穿梭质粒，导入不同遗传背景的苏云金芽胞杆菌菌株中，并以 !"#$*+&’(!) 融合基因

为对照测定!&半乳糖苷酶活性，检测启动子上游区的作用。结果表明，!"#$%&’(!) 和 !"#$*+&
’(!) 融合基因在不同遗传背景的菌株中表达完全不同，也许一些宿主专一性的因子参与了转

录调控；而在同一菌株中 ,!"#$%&’(!) 和 !"#$*+&’(!) 的表达差异是由于上游区的不同以及竞

争有限的"因子所致。利用 FIJ 定点诱变技术突变其 K* 序列 LLLLC 为 LLCLL 后，!"#$%&
’(!) 融合基因的表达提高了 %M$ N %M# 倍。表明 LLCLL 是苏云金芽胞杆菌合适的 K* 序列，

也揭示了不合适的 K* 序列是 !"#$% 表达量低的原因之一。
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苏云金芽胞杆菌鲇泽亚种（ -(!.’’/0 12/".34.530.0 E>.E=) (.6(7(.）P*3%22 菌株中含有

!"#$*+、!"#$, 和 !"#$% 三种具有代表性的 !"#$ 类基因，它们位于拷贝数相当的质粒上。

!"#$% 和 !"#$, 基因位于 %%$Q* 质粒上，!"#$*+ 基因单独位于 !RQ* 的质粒上，并共同形

成一个菱形蛋白晶体［%］。Q8EE’A 等［"］测定了此菌株纯化的晶体中三种蛋白含量分别为

I/:%C. #$S，I/:%I 25S和 I/:%*2S，I/:%* 与 I/:%C. 相差 "$ 倍。表达调控涉及转录和

翻译两个层次，张利莉［2］检测了此菌株 !"#$% 和 !"#$*+ 转录量及其稳定性发现 !"#$% -J3
0C 比 !"#$*+ -J0C 具有更高的稳定性，但转录量又远远低于 !"#$*+。因此两者转录量的

差异可能与其转录启动强度有关。 !"#$% 和 !"#$*+ 基因均具有完全相同的双重叠启动子

TD#和 TD$，在芽胞形成的不同时期通过"7J0C 聚合酶和"UJ0C 聚合酶分别识别 TD#强

启动子和 TD$弱启动子，以保证 !"# 基因持续地转录［!，R］。已有许多报道启动子上游区在

表达调控中起重要作用［# N 1］，这个区域可能是它们表达不同的原因之一。另外 !"#$% 和

!"#$*+ 的 K* 序列明显不同，而翻译调控与核糖体结合序列密切相关［1 N %%］。目前国内外尚

未见相关报道。故本研究利用 FIJ 定点诱变技术突变 !"#$% 基因的 K* 序列，利用 !"#$%
基因和 !"#$*+ 启动子及上游区与报告基因 ’(!) 融合，测定在不同遗传背景菌株中!3半乳

糖苷酶活性，研究启动子上游区以及翻译起始效率对表达的影响。



! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

见表 !。

表 ! 供试菌株和质粒

"#$%& ! ’()#*+, #+- .%#,/*-, (&,(&-

’()#*+ 0) .%#,/*- 1&,2)*.(*0+, ’03)2&, 0) )&4&)&+2&,

! 5 "#$% 167! &’(899 ! $)":!;<（"=> $)"*!?!7）+&,@!A -."B! ./, B! 01-
B<; 2+%C ! -.$B

D44&)&- $E B)0+,0+

61C!FFC7 1&)*G&- 4)0/ 3)"%$$’& 2+’-%/0%./&%& ,3$,.5 )%4)5)% 61C!FF，H*(I
# !!> ?1 .%#,/*- I#)$03)*+J 0+%E "-167 #+- "-168，%#2K 04 (I&
97?1 .%#,/*- H*(I "-169:

D44&)&- $E B)0+,0+

9LA 32 ,3$,.5 %&-).$./&%&，2)E M D44&)&- $E B)0+,0+

61C!C=>CN! 1&)*G&- 4)0/ 32 ,3$,.5 ;’-&2);% 61C!，I#G*+J 0+%E 403) .)0(0O*+
J&+&, "-169)，"-169"，"-1<9)，"-1<3，%#2K 04 (I& 99?1 .%#,C
/*- H*(I "-169:

D44&)&- $E B)0+,0+

9LAP "-1 6952=$)"* ’()#*+ 9LA 20+(#*+*+J "-1 6952=$)"* D44&)&- $E B)0+,0+

61C!C=>CN!P "-16952=$)"* ’()#*+ 61C!C=>CN! 20+(#*+*+J "-1 6952=$)"* D44&)&- $E B)0+,0+

61C!FFC7P "-1 6952=$)"* ’()#*+ 7 20+(#*+*+J "-1 6952=$)"* D44&)&- $E B)0+,0+

.’Q?:FA ! 5 "#$% &O.)&,,*+J G&2(0)，I#G*+J B/.)，R/)，$)"* S ，AT;K$ 8))*+J(0+［!N］

.6"F!>! ! 5 "#$%C3)"%$$’& 2+’-%/0%./&%& ,I3((%*+J G&2(0)，I#G*+J B/.)，8/)，

;TAK$
U&)&2%3, .2 )$ 5［!N］

.6"F!>!C "-168 V%#,/*- -&)*G&- 4)0/ .6"F!>!，I#G*+J .)0/0(&) #+- 3.,()&#/ )&C
J*0+ 04 "-168

D44&)&- $E B)0+,0+

.:R!= ! 5 "#$% 2%0+*+J G&2(&)，B/.)，NTAK$ W0))#+-&) .2 )$ 5［!9］

.6"P.’Q?:CV B .%#,/*- 20+(#*+*+J .)0/0(&) 04 "-169: #+- # >%/-#，?:)$
4)#J/&+( 04 N7!$. 4)0/ (I& 3.,(&#/ 04 "-169: HI*2I H#, 2%0+&- (0
.’Q?:FA；0H+*+J 32 0)*

’&-%#K .2 )$ 5［!7］

.’Q1XYC! X*(I03( /3(#(*0+ 04 ’1 ,&J3&+2& 04 "-168，20+(#*+*+J (I& .)0C
/0(&) #+- (I& 3.,()&#/ 4)#J/&+( 04 !K$ HI*2I H&)& 2%0+&- (0 .’C
Q?:FA

Z+ (I*, )&,&#)2I

.’Q1?YC! B .%#,/*- *+ HI*2I ’1 ,&[3&+2& 04 "-168 H#, /3(#J&+*\&-，(I&
.)0/0(&) #+- (I& 3.,()&#/ 4)#J/&+( 04 !K$ H&)& 2%0+&- (0 .’QC
?:FA

Z+ (I*, )&,&#)2I

.’Q1XYCN X*(I 32 0)* 2%0+&- (0 .’Q1XYC! Z+ (I*, )&,&#)2I

.’Q1?YCN X*(I 32 0)* 2%0+&- (0 .’Q1?YC! Z+ (I*, )&,&#)2I

!"# 质粒 $%& 操作

大肠杆菌质粒 1WB 按小量碱法提取［!;］，苏云金芽胞杆菌则在菌体悬于溶液$后，加

入 !>%U 溶菌酶（7>/JP/U），于冰上 ! ] NI，其余操作相同。质粒 1WB 的酶切、连接等均按

文献［;］方法进行。回收按 LZB [3*2K Q&% 8O()#2(*0+ ^*( .)0(020% 进行。
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!"# 质粒 $%& 的转化

采用电转化法。用于电转化的大肠杆菌细胞的制备方法见文献［!"］。使用 #$%$&
’()*$+,-型电脉冲仪（./0&123 产品），45678 电转化杯，电脉冲参数为 69!:，644"，659;<，电

脉冲一次，在含 94!=>8? @8’ 的 ?. 平板培养基上，筛选转化子。苏云金芽胞杆菌电转化

则用 A# .(BB$+（蔗糖 6C6880)>?，甘油 !9D）洗涤菌体 E 次，电脉冲参数为 69!:，644"，

!569;<，在含 C!=>8? F8 的 #·,+/*［!C］平板上筛选转化子。

!"’ 重组菌株的筛选与鉴定

采用快检法［!G］初筛大肠杆菌转化子。苏云金芽胞杆菌重组菌通过将相应抗性平板

上的转化子菌落再次划线点种到 !44!? !D-H#（-H# 即 E&8$IJK)(8L$))/B$+K)#&M&=2)27I0&
*/3$ 溶于二甲基甲酰胺中）表面涂抹的相同抗性平板上，N4O培养 !" P 6EJ 后，在长波紫外

灯下寻找发出荧光的菌落进行初筛。初筛的转化子按碱法小量提取质粒 MQ@，电泳检测

质粒谱带以验证转化子。

!"( !)半乳糖苷酶活性的测定

将携带 !"#$%&’(!) 和 !"#$*&’(!) 融合基因的不同苏云金芽胞杆菌菌株按 !D接种量

接种于 N48? 含相应抗生素的 #·,+/* 培养液中，N4O振荡培养。当芽胞开始形成第一次

取样，每隔 6J 取样一次，每次取样 644!?，以后按文献［N，!R］方法操作。

!"* +,- 扩增

根据 !"#$% 基因及 9S不翻译区的已知核苷酸序列设计引物。

9S&端引物 !M(’ 为：9S&#F,@,#@FF@@#F,,@F#@@,,F#@#F,F#&NS，
NS&端引物 !MT+0&! 为：9S&F@,,##,F,@#@,,@,,,@,,,FF@,@@@F,@,FFFF,,&NS，
NS&端引物 !M’+0&6 为：9S&F@,,##,F,@#@,,@,,,@,,,FF@,@@@F,@FF,FF,,&NS。

9S&端引物加入 +,-3$酶切位点，NS&端引物 !MT+0&! 和 !M’+0&6 加入 ./(%酶切位点并

保证不改变阅读框架，!M’+0&6 加入 ./(%酶切位点的同时也将 !"#$% 的 AM 序列 ####@
突变为 ##@##，。扩增条件为：REO!8/%，99O68/%，C6ON8/%，N4 个循环。

!". $%& 序列测定

将 TF1 扩增的 !"#$% 上游区及启动子片段以 ./(%位点克隆至 ’HF!G。使用试剂盒

按 U?@V(/7;,- A’/% W2%3L00; 方法抽提质粒，获得 6G4%=>!? 质粒 MQ@。使用引物 -!N B0+：
9S&F@F#@F#,,#,@@@@F#@FNS，-!N +$X：9S&##@,@@F@@,,,F@F@F@##NS，利用自动测序

仪进行测序。

/ 结果和分析

/"! 苏云金芽胞杆菌 !"#$%&’(!) 融合基因表达载体的构建

/"!"! !"#$% 启动子及其上游区的扩增、鉴定和测序：利用特异性引物 !M(’ 和 !MT+0&! 以

及 !M(’ 和 !MT+0&6 以 ’W,N!4!& !"#$% 质粒 MQ@ 为模板进行 TF1 扩增。扩增的 !5G;L 片段

用 +,-3$和 ./(%双酶切，出现 !;L 和 45G;L 两条带；分别用 +,-3$、./(%酶切确证此

!5G;L 片段内还存在一个 ./(%位点；已知靠近启动子处有 01$&位点，进一步用 ./(%
和 01$&双酶切验证确认 !;L 的 ./(%大片段为 !"#$% 启动子和上游区片段（未列照片），

分别命名为 !MYI 和 !MY(。
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将以上 !"#!片段 !"#$ 和 !"#% 分别插入 &’(!) 多克隆位点。酶切验证后，使用引

物 *!+,-. 和 *!+./0 测序。结果显示：1(2 扩增的 !"#$ 片段的 3" 序列为 44445，!"*%
的 3" 序列为 44544，两者除 3" 序列有别外其余序列相同，扩增片段正确。

图 ! 重组质粒 "#$%&’(! 的酶切图谱

6789! :;/ <=>?7>8 &=$$/.> -, &34"#@A!

9""B5C$%&?#；D9 &34*’+EC!"#!；

9 1(2&.-?%F$C!"#!；G9 &34"#@A!C’#(HI；

9 &34"#@A!C!"#!；J9 &34"#@A!C$%&?# K ’)*$；

9&34"#@A!C!"#!K ’)*$；)9!L< "B5 M=??/.9

)*!*) &34"#@A! 和 &34"*@A! 的构建：回收来自

&’(!)A!"N$ 和 &’(!)A!"#% 的 !L< !"#!片段，分

别与 &34*’+E 表达载体连接，并酶切验证筛选转化

子（图 !）。当 $%&?#和 ’)*$双 酶 切 时 可 得 到

OP!L<，DPQL< 和 RPEL< 的片段，确证 +,-*. 启动子及

上游区片段 !"N$ 和 !"*% 分别正向连接于 /#+0 基

因前。重组质粒分别命名 &34"#@A! 和 &34"*@A!。

（&34"#@A! 和 &34"*@A! 大小相同，酶切图谱验证

照片未列出，下同）。

)*!*+ &34"#@AD 和 &34"*@AD 的构建：回收来自

于 &H:+!R! +POL< 含 ’1 -.7 的 ’#(HI 片段，分别与

&34"#@A! 和 &34"*@A!’#(HI 载体片段连接，并酶

切验证筛选转化子（图略）。’#(HI 酶切得到 )PJL<
和 +POL< 的片段；$%&?#酶切得到 OP)L<，OPRL< 和

!P+L< 的 片 段；!"#!酶 切 得 到 JP+L<，GP)L< 和

!PRL< 的片段。确证苏云金芽胞杆菌的复制子已克

隆至 &34"#@A! 和 &34"*@A! 上。获得的重组质粒分别命名为 &34"#@AD 和 &34"*@AD，

重组质粒的构建如图 D。

)*) !"#$%&’(!) 融合基因的表达

将携带 +,-*.2/#+0 融合基因的重组质粒 &34"#@AD 和 &34"*@AD 电转化至无晶体突

变株 GSE、库斯塔克亚种 H"A! 的衍生菌株 )RAD! 和鲇泽亚种 H"A!++ 的衍生菌株 O 中，以

含 +,-*32/#+0 融合基因的相应菌株为对照，定期取样测%A半乳糖苷酶活性，结果如图 +。

以上结果可以看出：!）同一菌株中 +,-*.2/#+0 和 +,-*3"2/#+0 表达完全不同。在无晶

体突变株 GSE 中（图 + 95），+,-*.2/#+0 的融合表达的活性很低，+,-*.N$2 /#+0 比 +,-*3"2/#+0
融合表达低 !O 倍。突变 +,-*. 3" 序列后，当 +,-*. 与 +,-*3" 的 3" 序列相同时，+,-*.*%2
/#+0 融合表达活性比 +,-*.3"2/#+0 低 GP) 倍，这种差异是启动子上游区的不同而导致融合

表达不同。

在含有 +,-*3#，+,-*3+，+,-43 和 +,-4’ 基因的库斯塔克亚种 H"A! 的衍生菌株中（图 + 9
T），+,-*3"2/#+0 仅比 +,-*.512/#+0 高 !PD 倍；当突变了 +,-*. 基因 3" 序列后，+,-*.672/#+0
的表达反而比 +,-*3"2/#+0 还高 DRU。与在无晶体突变株中的结果不同，可能是竞争有限

的&因子所致或有其它的调节蛋白参与。

在鲇泽亚种 H"A!++AO 中（图 + 9 (），+,-*.2/#+0 融合表达反而比 +,-*3"2/#+0 融合表达

量高。含有野生型 3" 序列的 +,-*.512/#+0 融合表达比 +,-*3"2/#+0 高 !PO 倍；两者为相同

3" 序列时，突变了 3" 序列的 +,-*.672/#+0 比 +,-*3"2/#+0 高 +P! 倍。这一结果与在 H"A
!++ 菌株中 V2B5 浓度结果不相符［+］，这里必然还存在着其它的调控机制。
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图 ! 重组质粒 "#$%&’(! 和 "#$%)’(! 的构建

!"#$% &’()*+,-*"’( ’. +/-’01"(2(* 342)0"5) 36789:;% 2(5 3678<:;%

%）同一基因在不同遗传背景的菌株中表达完全不同。 !"#$%&’(!) 融合表达在 =8;>;
?@;%> 中 最 高，在 无 晶 体 突 变 株 中 最 低，在 =8;>AA;B 中 表 达 量 居 中。 !"#$%*+&’(!) 和

!"#$%,-&’(!) 在 =8;>AA;B 中的表达量比在 =8;>;?@;%> 中分别低 %CDBE 和 %@D?E。而

!"#$./&’(!) 融合表达的情况与 !"#$%&’(!) 完全不同，在无晶体突变株 FGH 中表达量最高，

在 =8;>?@;%> 中居中，但比在 FGH 中低 B 倍；而在 =8;>AA;B 中表达量最低，比 =8;>;?@;%>
中的表达低 AD% 倍。
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图 ! !"#!$"%&!’ 和 !"#!("%&!’ 在不同遗传

背景苏云金芽胞杆菌中的表达

!"#$% &’( ()*+(,,"-. -/ #$%!&"’(#) 0.1 #$%!*"+(# ".

,(#-’’./ 01.$-23-42/-/ ,2+0"., 3"2’ 1"//(+(.2 #(.(2"4 5046#+-7.1,

8$ !7,"-. #(.( ". 04+9,20::"/(+-7, ,2+0"., ;<=；

>$ !7,"-. #(.( ". ,75,*$ 5.$/0(54 ?@ABACDAEB；

F：!7,"-. #(.( ". ,75,*$ (-6(7(- ?@AB%%AG $

!——— #$%!&32" ’(#)； "——— #$%!&87" ’(#)；

#——— #$%!*32" ’(#) 9

%）突 变 #$%!& 的 H@ 序 列 IIII8 为

II8II 后，在不同遗传背景的苏云金芽胞杆菌

中 #$%!&"’(#) 的表达量均有提高。在无晶体突

变株中，表达量提高了 BJK 倍，在含有 #$% 基因

的菌株 ?@ABACDAEB 和 ?@AB%%AG 中，表达量提高

的程度相同均为 B 倍。因此，在苏云金芽胞杆

菌中，II8II 同样是有效的合适的 H@ 序列，且

较低的翻译起始效率是导致 #$%!& 表达量低的

原因之一。

;）#$%!&"’(#) 和 #$%!*:"’(#) 在 ?@AB%%AG 中

持续稳定地表达，尤其是 #$%!&"’(#) 在后期依

然保持较高的表达水平。

! 讨论

!"# 启动子上游区的作用

#$% 基因转录水平的调控涉及启动子及其

上游区、调节蛋白以及!因子的竞争。在无晶

体突变株中克隆的原毒素基因不存在与其它

#$% 基因竞争有限的!因子问题，可以充分表

达，比 在 含 有 #$% 基 因 的 野 生 型 菌 株 表 达 量

高［B，B%］。当 #$%!*: 和 #$%!& 具有相同的 H@ 序

列时，在无晶体突变株 ;<= 中，#$%!*:"’(#) 比

#$%!&"’(#) 融 合 表 达 高 得 多，说 明 #$%!*: 和

#$%!& 启动子上游区对 #$% 基因所起的作用不

同。L0:2(+［ED］报道 #$%!& 和 #$%!*: 上游区明显

不同，#$%!& 上游区具有以转录启始位点 M KB
为中心涉及 KE5* 的 BB%N的弯曲，无反向重复

区，但 #$%!*: 上游区具有以转录启始位点 M
E%K 为中心涉及 KD5* 的 KEN的弯曲和一个反向

重复区。一般认为有活性的启动子都含有曲线的 @O8 上游区［EB］。这个弯曲允许结合蛋

白结合，而形成蛋白质 M @O8 复合体，再与启动子之间定向连接为 PO8 聚合酶在启动子

上转录起始创造一个框架，使其有效地启始转录［EE］。如果某种调节蛋白可以结合到弯曲

区，而 #$%!& 弯曲区太接近 PO8 聚合酶的结合位点，导致两者冲突。这种冲突可能减少

了由此调节蛋白引起的转录加强甚至抑制了 PO8 聚合酶的结合从而抑制转录。

然而，在丢失了 #$%!*: 所在质粒的 ?@ABACDAEB 和 ?@AB%%AG 中，#$%!&"’(#) 融合表达

比 #$%!*:"’(#) 融 合 表 达 高。值 得 注 意 的 是 在 ?@AB%%AG 中，#$%!&8."’(#) 融 合 转 录 比

#$%!*:"’(#) 高 EJB 倍。F’(.# 等［G］研究也表明在 ?@AB%%AG 中，#$%!;<=<"’(#) 的融合转录也

比 #$%!*<=<"’(#)融合转录高B J ;倍。即在?@AB%%AG中，#$%!;和#$%!&由上游区所带来的
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融合转录均比 !"#$%& 高。一般而言，蛋白质的合成与 !"#$ 的含量成正比，而本研究的

结果与 %&’’()［*］报道的 +,-.// 菌株 012.$3：012.0：012., 4 *5：.*：. 相矛盾，也与张利

莉［/］报道的 +,-.//!"#$%& !"#$ 和 !"#$’ !"#$ 量结果不相符。+,-.//-6 菌株与 +,-.//
菌株的唯一区别是只含有 !"#$’ 和 !"#$( 基因，丢失了 !"#$%& 基因。因此推测 012.$3 蛋

白本身可能是一个正调节蛋白，结合到自身 !"# 基因的上游区而起调控作用。由于携带

!"#$’)*+!, 和 !"#$%&)*+!, 的质粒未能电转化进 +,-.// 菌株，目前还没有直接的证据验证

这一推测。另外，在不同遗传背景的菌株中上游区所起的作用不同，那么必然有某种未知

的因子在调控基因的表达。

!"# !"# 基因的翻译起始效率与表达量的关系

分析已报道的各种 !"# 基因的 7, 序列发现除了 !"#$’ 基因外，其余的 !"# 基因的 7,
序列均为 88$88，与枯草芽胞杆菌的最佳 7, 序列一致［..］。本研究表明 88$88 不仅是

枯草芽胞杆菌也是苏云金芽胞杆菌的合适的 7, 序列，7, 序列是影响基因表达重要因素。

9&1: 和 +;&)< 等［** = *6］已证实使用 !"#-% 的 7>$?-7, 和采用多重 7, 序列使表达水平显著

提高，加强了原毒素的产生。 !"#$’ 的 7, 序列及侧翼序列为 $$$$8888$>$8，当突变后

成为 $$$$88$88>$8 后，有 @ 个碱基 .55A地与 /57 核糖体 .B71 "#$ 的 /C端 /C-D0DDD-
00D00$0D$8-6C互补，稳定地形成 !"#$-核糖体复合体，在翻译水平上加强合成。这一

结果也启发我们通过提高 !"# 基因 7, 序列与 .B7 1"#$/C端的互补程度，可以进一步加强

原毒素的合成，这为我们构建基因工程菌提供了一个新思路。
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