
!"卷 #期
#$$"年 !月 !日

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（#）：#$$ % #$!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! &’()* #$$"

基金项目：科技部 +,-专项基金（#$$!./,0+"$-）；国家自然科学基金（-$!,$$--）；中国博士后科学基金（#$$-$-!1$"）
"通讯作者。23*：4"5#,5"4,1!1--；678：4"5#,5"4,1!4--；95:7)*：’);<=>3;?@>AB 3CAB D;
作者简介：黄玉屏（0+"4 E），女，湖北人，副教授，博士，从事微生物遗传学研究。95:7)*：F’>A7;<4"?F7>GGB DG:B D;
收稿日期：#$$15$+5$0；接受日期：#$$150$5#4；修回日期：#$$150#50-

嗜盐古菌启动子 !"#片段的功能检测

黄玉屏0，-，刘 鹏#，刘 义#，沈韫芬-，沈 萍0"

（武汉大学 0 生命科学学院 # 化学与分子科学学院 武汉 !-$$,#）
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摘 要：将来源于嗜盐古菌染色体 HI&的启动子片段 JK$,或 JK0-插入到启动子探针载体 ’LMN5#的报告基因
!"#N之前，通过!5半乳糖苷酶酶活性的检测，进一步确证 JK$,和 JK0-片段在大肠杆菌（$%#&’()#&)" #*!)）中的启动
功能。同时用微量热技术检测了大肠杆菌 HO1"及其重组菌株在 M/培养基中 -,P生长过程的热输出功率。2#
（’LMN5#）、29$,（’LM,#"）、29$,5#（’LM,$#）、290-0（’LM0-0）和 290-#（’LM0-#）菌株的生长速率分别比大肠杆菌 HO1"
降低了 "Q1R、00R、!0Q0R、!,Q1R和 !#Q,R。当启动子启动了基因表达时，菌株的生长速率显著降低，热力学参数
与酶活性检测结果有较好的一致性。微量热结果表明基因的表达比质粒 HI&的复制过程需要消耗更多的能量，
对细菌的生理代谢有较大改变。微量热技术为检测基因的表达和转录调控提供了新的方法和思路。
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启动子是 HI&链上指导 JI&聚合酶结合并起
始 :JI&合成的 HI&序列，是控制基因表达的重要
部位［0］。没有启动子，HI& 就不能进行有效的转
录。细菌基因的启动子结构一般为5-1（22T&.）和
50$（2&2&&2），两个保守区间的距离为 0,个碱基左
右。古生菌的启动子结构与真核生物 JI&聚合酶

#型启动子相似，2&2&框是其主要的基本元件，嗜
盐古菌启动子的一致序列为5#+222UUU5#!（U V &
或 2），它决定了启动子活性的强弱，是嗜盐古菌启
动子元件中的重要功能区［#，-］。一般检测启动子的

功能是在启动子之后紧接着一种易检测产物的报告

基因，根据报告基因产物的量来判断启动子的强弱。

如!5半乳糖苷酶（!5<7*7DWG=)C7=3）、氯霉素乙酰转移
酶（.>*G(7:’>3;)DG* 7D3WF*W(7;=X3(7=3）和!5葡糖醛酸糖
苷酶（!5<*ADA(G;)C7=3）等这些可分析酶活性的编码基
因用作报告基因已有多年了，还有一些抗性基因由

于其直观性及简便性，也广泛用作选择标记。本研

究室从嗜盐古菌染色体上分离到许多在大肠杆菌中

具有启动子功能的 HI& 片段［!］，本研究将其中的
JK$,和 JK0-启动子 HI&片段插入到 !"#N报告基
因前，通过!5半乳糖苷酶酶活性的测定，确定这两个
HI&片段的启动功能。
利用现代微量热技术可以连续、准确地检测和

记录生物体系代谢过程的热效应。微量热技术已经

广泛用于微生物学研究，例如用于研究酵母代谢、食

品中微生物活性的检测等［1，"］。因为现代微量热计

能检测低于 0$@ 热功率，几乎可以测量所有过程
（物理、化学、生物）产生的热，所以微量热技术是研

究微生物活性的灵敏技术［,］。启动子是影响外源基

因表达效率的关键因素，而外源基因的表达往往会

影响宿主细胞的生理和代谢［0］。本研究将微量热技

术应用于所分离的启动子 HI&片段的功能检测是
一个新的探索，为启动子活性检测提供了新的方法

和思路。

$ 材料和方法

$%$ 材料
$%$%$ 菌株和质粒：大肠杆菌（ $%#&’()#&)" #*!)）
HO1"，20，2#，29$,，质粒 ’JK$,和 ’JK0-均由本实
验室保存。启动子探针载体 ’LMN5#由德国 /7;C*G@
教授惠赠［4］。

$%$%& 试剂和仪器：2! HI& 连接酶，$#*J%、
+",O%、-).C& 为 27Y7J7 公司产品，琼脂糖为
Z’7;)=>公司产品，凝胶中 HI&回收纯化试剂盒为中
鼎生物技术有限公司产品，酵母浸出粉和胰蛋白胨

为 [8G)C 公司产品，其它试剂为国产分析纯。采用



瑞典 !"#$%%&&生物活性检测仪［’］进行热谱测定。
!"# 重组质粒的构建

()!*$%在 !"#*报告基因前有 $#%+!、&’(,"
和 )"*-!酶切位点用于启动子的克隆，分别以质
粒 (+./&和 (+.01为模板 23+扩增 +./&片段及
+.01 片段。+./& 扩增引物为 2-4/&：56$ 37
7889937893879333799383$16（ $#%+!），2-:/&：
56$87778933898733733883893883$16（)"*-!）。
以 2-401：56$77788993873733739783973$16和
2-:010：56$7937789337778988378977838979$
16及 2-401和 2-:01%：56$783778933898378378
379989$16这两对引物分别 23+ 扩增得到 +.01$0
和 +.01 片段。23+扩增的反应条件为起始 1//;，
’<= <5;，5&= <5;，&%= >/;，延迟 1//;，15 次循
环。扩增出的片段用 $#%+! 和 )"*-!两种限制
性内切酶进行双酶切，回收后再与 ()!*$% 载体
$#%+!和 )"*-!双切线性片段连接，转化 $ ? #%+’
:-5#，得到的重组质粒分别是 ()!&/%、()!010 和
()!01%，重组子分别为 9@/&$%、9@010和 9@01%。
!"$ %&’操作技术
质粒 :A8的提取、酶切、连接、转化等技术均参

照文献［0/］进行。
!"( !)半乳糖苷酶活性测定
大肠杆菌在有安苄青霉素（终浓度 0//BCDB!）

的 !#培养基中 1&=培养过夜，然后按 0E接种量接
入三角瓶中，培养至对数生长中晚期，取出测定其$$
半乳糖苷酶活性，测定方法参照文献［00］进行。按
以下公式计算$$半乳糖苷酶的活性（单位 4）：

, F
0/// G［（-.<%/）H（0?&5 G -.55/）］

/ G 0 G -.I//

公式中，/ F 反应时间；0 F 用作检测活性的菌悬液
体积（B!）；-.I// F检测开始时细胞的密度；-.<%/ F
邻$硝基苯酚的光吸收值和细胞碎片的光散射之和；
-.55/ F细胞碎片的光散射值。

!"* 细菌热输出功率的检测
采用停流法进行检测。整个流通系统经清洗、

消毒且获得稳定的基线后，用 !"#%01%蠕动泵将菌
液泵入量热计中，当整个流通池（约 /JIB!）中充满
菌液后停泵，并关闭检测系统的进出口管道。

!"#%%0/记录仪自动连续跟踪记录流通池内细菌生
长的产热曲线，当记录笔返回基线后，实验结束。其

中一份 !#培养基中加入异丙基$$$:$硫代半乳糖苷
（K297），终浓度为 0BBLMD!。细菌接种量为 0 G 0/I

个细胞DB!，温度为 1&=。

# 结果

#"! 重组菌株的!)半乳糖甘酶酶活性的检测
以氯霉素抗性检测的结果表明 +./& 片段和

+.01片段在大肠杆菌中都具有较强的启动功能［<］，
为了进一步确证这两个 :A8片段的功能，将它们克
隆到 ()!*$%启动子探针载体（&’55N(）的报告基因
!"#*上游，通过检测 !"#*表达产物$$半乳糖甘酶
的活性大小即可检测待研究启动子活性的大小。

()!*$%载体 !"#*基因前不仅没有启动子，而且在
其 A端还缺少 >个氨基酸，所以 !"#*基因需要外源
的 897才能开始翻译［>］。将来自盐生盐杆菌染色
体的 :A8片段 +./&和 +.01分别插入 !"#*基因
前检测它们的启动功能时，需要加入 897起始密码
子，并考虑阅读框的正确性。重组质粒 ()!&%I 为
+./& 片段（<’%N(，7OP#QPR AL?：8S%<5<5%）通过
&’(,"酶切直接克隆到 ()!*$% 载体上，重组子为
9@/&［<］，起始密码子 897位于 <<1N(处，在 !"#1 基
因前有 &%个碱基。重组质粒 ()!&/%起始密码子位
于 23+ 引物中，在 !"#* 前融合仅有 %0 个碱基。
+.01片段（0//1N(，7OP#QPR AL：8)>0’&>’）中有两
对典型的细菌启动子保守序列，分别位于 0/&N( T
01’N(和 >’’N( T ’1/N(区域。第一对引物 23+扩增
片段 +.01$0大小约为 &//N(，第二对引物扩增片段
+.01大小约为 0///N(，23+ 引物中均有起始密码
子。重组质粒中细菌启动子保守序列与推测起始密

码子、!"#*基因之间的距离见图 0。

图 ! 重组质粒中推测的启动区域（+,-.-/0,）、起始密码
子（’12）与 !"#3之间距离的示意图
SUC? 0 VWXOBQYUW ZO(ZO;OPYQYULP L[ YXO ,U;YQPWO QBLPC (ZLBLYOZ

WLP;OP;\; ;O]\OPWO;，(\YQYU^O UPUYUQYLZ WL,LP（897）QP, +"#* COPO UP

ZOWLBNUPQPY (MQ;BU,;? 9XO OMOBOPY; QZO ZO(ZO;OPYO, N_ ZOWYQPC\MQZ NL‘O;

[ZLB YXO 56YL YXO 16OP,（MO[Y YL ZUCXY），aUYX YXOUZ PQBO; UP YXOUZ ZO;(OWYU^O

NL‘O;? 9XO MUPO; bLUPUPC YXO NL‘O; ZO(ZO;OPY YXO UPYOZ$OMOBOPY ZOCULP;，

aUYX YXOUZ MOPCYX，UP NQ;O (QUZ;，;XLaP \P,OZPOQYX?

(+./&的条件实验结果表明当培养基中加入葡
萄糖或培养基的 AQ3M浓度和 (-值变化时，氯霉素
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抗性强度也会随之变化［!"］。异丙基#!#$#硫代半乳
糖苷（%&’(）是乳糖的类似物，可以诱导乳糖操纵子
的表达，但是它对细胞又是有毒的［!)］。当培养基中

加入微量的 %&’(（!**+,-.）后检测菌株的!#半乳糖
甘酶的活性及其生长变化。

!"#/基因表达产生!#半乳糖苷酶，!#半乳糖苷
酶可分解 0#(1,，使生长在含 0#(1,平板上的菌落呈
蓝色。在加有 0#(1,的 .2平板上，’"菌落呈白色，
’345菌落呈淡蓝色，其余重组子菌落呈蓝色。检测
到的!#半乳糖苷酶的活性见表 !。

表 ! 大肠杆菌转化子的!"半乳糖苷酶活性
’16,7 ! ’87!#91,1:;+<=>1<7 1:;=?=;@ +A $ B #%&’ <;C1=D<

’C1D<A+C*1D; &,1<*=> !#91,1:;+<=>1<7 1:;=?=;@-E
F %&’( G %&’(

’345#" HI.54" 4JKK! L 4J4" 4J)KM L 4J4!
’345 HI.5"M 4J4K) L 4J44! 4J4)M L 4J44)
’3!)! HI.!)! 4J4NM L 4J44O 4J45) L 4J44O
’3!)" HI.!)" 4J5K) L 4J4!! 4JMO! L 4J4)
’! HEP!N !5J5O L 4J!4 !J!Q L 4J45
’" HI./#" R 4J44O R 4J44O

31:8 ?1,S7 C7HC7<7D;< ;87 *71D +A ;8C77 1<<1@<B F %&’(：%&’( T1< 1>>7> =D
;87 9C+T;8 *7>=S*；G %&’(：%&’( T1< D+; 1>>7> =D ;87 9C+T;8 *7>=S*B

#$# 大肠杆菌菌株生长代谢的热输出功率的检测
在 )5U下，用停流法测定了以上大肠杆菌菌株

生长代谢的热功率输出曲线（图 "）。图中曲线 !为

.2培养基中未加 %&’(，曲线 "为 .2培养基中加入
!**+,-. %&’(的菌株生长代谢热功率输出曲线。
大量研究表明细菌代谢热谱图与细菌生长 K个

过程相对应［Q，!K V !M］。热谱图中第一个峰呈指数增加

的时段对应细菌生长的指数期，细菌生长代谢热谱

曲线的指数生长期产热功率与培养时间之间符合

,D() W ,D(4 F *·) 的线性方程［Q］，式中 ) 为指数生长
期开始后的某一时刻，()和 (4分别为指数生长期 )
时刻和开始的热输出功率，* 为生长速率常数。在
热谱曲线上取一系列指数生长期的 ()— ) 数据，代
入上式中，线性拟合得到了大肠杆菌的生长速率常

数 *（表 "）。所有结果在相同的实验条件下都有较
好的相关性及重现性。同时，由 )( W（ ,D"）- * 可以
得到各种大肠杆菌菌株的传代时间（表 "）。
图 "中生长代谢热功率输出曲线反映了 M株大

肠杆菌在相同的生长条件下生长代谢活性的变化，

大肠杆菌 $XO"无论是否携带质粒，其热谱图上的
峰型和峰的个数都是相同的。与 $XO"菌株相比，
’"菌株的生长速率常数仅降低 MJOY，在 !"#/基因
前插入启动子片段后，重组子 ’345、’345#"、’3!)!
和 ’3!)"生长速率分别降低了 !!Y、K!J!Y、K5JOY
和 K"J5Y，最大热输出功率显著降低，对数生长期
热输出总功率则显著增加。

图 # %&’培养于 ()培养基中的大肠杆菌生长热谱图
Z=9B" (C+T;8 H+T7C#;=*7 :SC?7< +A $ B #%&’ $XO"1D> =;< C7:+*6=D1D;< :S,;SC7> =D .2 ,=[S=> *7>=S*B \：$ B #%&’ $XO"；2：$ B #%&’ ’"；

P：$ B #%&’ ’345；$：$ B #%&’ ’345#"；3：$ B #%&’ ’3!)!；Z：$ B #%&’ ’3!)"J

"4" XE\]( IS#H=D9 +) "& B -,#)" -’#.%/’%&%0’#" 1’2’#"（"44M）KM（"）



表 ! 大肠杆菌的热动力学参数
!"#$% & !’%()*+,-%.,/ 0"(")%.%(1 *2 3,22%(%-. ! 4 "#$% 1.(",-1

! 4 "#$% 5%3,6) 7$"1),3 &8),- 9 : ; ’<8),- ’)"= 8),- 9 : 7)8!> ?$*@ 8A
BCD" EF GHGIJJK GHKKJLJ :LHI :MG IKHG& NKH:M

EF O P7!< GHGIJ&: GHKKJM& :LHN :&K IKHIN J:HLM
!& EF 0QERS& GHGIDIM GHKKL:D :KHN :ML ILHG: J:HL:

EF O P7!< GHGIMND GHKKLL &GHG :IJ ILHD& JGHDJ
!TGJ EF 0QEJ&N GHGIINI GHKKL&I &GHN :DJ IDHLD J&H:&

EF O P7!< GHG&NDJ GHKKKD &NH: :LI IJHNK L&HM:
!TGJS& EF 0QEJG& GHG&&&N GHKKKNL I:H: &GM &KHGG JNHJM

EF O P7!< GHG&:&J GHKKLJL I&HN :LJ IIHNL LKHJ&
!T:I: EF 0QE:I: GHG:KLI GHKKK&D IDHG &N: &NH&N LGHJ:

EF O P7!< GHG:KL: GHKKK&I IDHG &&I &KHN& LKHD&
!T:I& EF 0QE:I& GHG&:NJ GHKKKIN I&HG &GK I:HDM LIHIG

EF O P7!< GHG:K: GHKKLJI INHI &G: I&HDD KGHM&
&：@(*>.’ (".% /*-1."-.；;：/*((%$".,*-；’<：@%-%(".,*- .,)%；7)：)"=,)6) .’%()"$ 0*>%(；’)"=：.’% .,)% /*((%10*-3,-@ .* 7)；?$*@：.*."$ .’%()"$ 0*>%( ,-

.’% $*@ @(*>.’ 0%(,*34

" 讨论

#S半乳糖苷酶活性检测结果表明 ;5GJ和 ;5:I
片段在大肠杆菌 BCD"中是有启动功能的，并且
!T:I&比 !TGJS&菌株的酶活性高，可能 ;5:I 片段
比 ;5GJ片段启动活性强。菌株 !TGJ与 !TGJS&携
带质粒的 ()"R前插入的启动子均为 ;5GJ片段，但
是前者的#S半乳糖苷酶酶活性远低于后者，分析序
列发现 0QEJ&N 中 ()"* 基因与 U!< 之间有两个
!U<弱终止密码子，可能因此影响了 ()"R的表达。
已有的研究结果表明细菌热谱图上的产热峰是

细菌代谢过程的反映。相同生长条件下 N株大肠杆
菌的峰型是相同的，提示大肠杆菌 BCD"携带质粒
对其自身的代谢过程和代谢机制影响较小。虽然菌

株 !TGJ 与 !TGJS& 携带质粒大小相同，但是前者生
长速率远高于后者，可见热力学参数与酶活性检测

结果有较好的一致性，即酶活性越高，生长速率越

低。从热力学参数推测 ;5:IS:片段启动活性应该
比 ;5:I片段强，但是菌株 !T:I: 比 !T:I& 的#S半
乳糖苷酶酶活性低很多，原因可能是 ;5:IS: 片段
:GJ#0 V :IK#0区域的启动子保守序列启动 ()"R表
达后，以其下游 DK#0处 U!<作为起始密码子，而不
是用 7W; 引物中的 U!<，那么在 E"/R 前就融合有
:JG个氨基酸，而质粒 0QE:I& 的 ()"R 基因则可能
是由位于 ;5:I片段 LKK#0 V KIG#0区域的这对启动
子保守序列启动，E"/R前只融合有 I 个氨基酸（图
:）。因此菌株 !T:I: 的 E"/R XS末端融合的这 :JG
个氨基酸可能会导致其酶活性大大降低，这些推测

需要用分子生物学方法进一步分析和验证。

从表 :可见在培养基中加入 P7!<后，所有#S半

乳糖苷酶阳性的菌株酶活性均有所增加，图 &和表
&的结果表明微量的 P7!<对大肠杆菌的生长有刺
激作用，可见检测启动子活性时一定要在相同的条

件下进行检测和比较。图 &中培养基加入 P7!<后
在 DGG),-左右的时间处均多了一个产热峰。这一
现象表明微量热技术虽然是一种灵敏的检测技术，

能提示一些用常规生物学方法难以检测到的现象，

但是新的现象仍需要生物学方法揭示其机理。

总之，#S半乳糖苷酶酶活性的分析和微量热技
术进一步确证了来源于嗜盐古生菌染色体 BXU的
启动子片段 ;5GJ和 ;5:I的启动功能，其中 ;5:I
的前 JGG碱基对（;5:IS: 片段）在大肠杆菌中可能
也具有较高的启动活性。研究结果表明基因的表达

比质粒 BXU的复制过程需要消耗更多的能量，对细
菌的生理代谢有较大改变。如果将微量热技术和生

物学方法结合，那么这一灵敏快捷的技术将会在研

究启动子调控、确定转录起始位点及基因表达等方

面起重要作用。
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