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极端嗜盐古菌质粒 !"#$%&’ 衍生穿梭表达载体的构建及应用
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摘要：【目的】利用有自主知识产权的嗜盐古菌!型复制质粒和启动子，构建在极端嗜盐古菌模式菌株西班牙

盐盒菌（.$*($’"/*$ 0&12$-&"$）中方便使用、功能完善的基因表达载体。【方法】以 7/2M-%$ 的最小复制子为基

础，通过引入莫维诺林抗性基因，大肠杆菌质粒复制子以及氨苄抗性基因，构建了一个新的嗜盐古菌I大肠杆

菌穿梭载体。利用定点突变和末端补平法依次将其中多余的酶切位点去除后，再添加 0123 启动子核心序

列、人工合成的多克隆位点以及蛋白纯化标签 N?+·D<* 等重要元件成功构建了嗜盐古菌表达载体 7/2MB%’。

将报告基因 )+$. 插入到该载体的多克隆位点中并转化 . > 0&12$-&"$ (/-%!"，通过 OI*<= 平板筛选和"I半乳

糖苷酶酶活实验检测 7/2MB%’ 的表达能力。【结果】7/2MB%’ 具有独立的自主复制能力，其多克隆位点方便

实用，报告基因 )+$. 在 0123 启动子控制下实现了高效表达。【结论】成功构建了嗜盐古菌领域中第一个方

便使用的基因表达载体。
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极端嗜盐古菌相对于其他古菌来说，易于实验

室培养及遗传转化，因此已成为研究古菌生命机制

最重要的材料之一［$］。嗜盐古菌富含 质 粒，在 某 些

菌株中各类质粒可占宿主菌 P0( 总量的 -3Q［-］，这

就为我们构建多样化的载体系统奠定了基础。加之

RJS 介导的原生质体转化方法的建立［B］以及莫维诺

林（@ET?;9=?;，MET）等抗生素抗性选择标记基因的鉴

定［!］，都相应地推动了极端嗜盐古菌遗传操作 系 统

的逐步完善，促进了嗜盐古菌在分子生物学领域的

快速发展。

在已描述的一些极端嗜盐古菌质粒中，其复制

方式可以分为两类，一类是滚环型质粒，如 70U$%$、

7CMO-%$［3］等；另 一 类 如 7NV-、7NN$ 等，被 推 测 可

能属于!型复制［-］，但都没有直接的实验证据证明。

以这些质粒为基础，已发展了一系列的克隆载体，这

些载体均含有极端嗜盐古菌质粒复制子，大肠杆菌

质粒复制子以及用于在极端嗜盐古菌和大肠杆菌中

筛选 转 化 子 的 抗 性 选 择 标 记。例 如 7NV- 和 7NN$
就分别被用于构建了目前在嗜盐古菌中普遍使用的

穿梭克隆载体 7WX$%-［1］和 7YUR-［’］。

将极端嗜盐古菌的克隆载体与极端嗜盐古菌特

殊的启动子及其他一些表达调控元件加以组合可构

建成表达载体，实现基因的同源或异源表达，以进行

基因功能的分析鉴定。目前，已经有来自盐杆菌属

（.$*()$"#3’&/4 +7 >）的 细 菌 视 蛋 白 基 因 )(2 启 动

子［#］、来 自 盐 沼 盐 杆 菌（ .$*()$"#3’&/4 1$*&-$’&/4）的

铁氧 还 蛋 白 基 因 启 动 子［"］以 及 来 自 沃 氏 富 盐 菌

（.$*(53’$6 7(*"$-&&）的 ,Z0( 基因启动子［$%］等被用于

嗜盐古菌基因表达的研究，但是成熟的表达载体仍

未见报道。

最近，本 实 验 室 的 孙 超 岷 博 士 从 盐 盒 菌 属

.$*($’"/*$ +7 > (/’%"! 中 分 离 测 序 了 一 个 新 质 粒



!"#$%&’，通过 透 射 电 镜 分 析 和 复 制 起 点 作 图 等 方

法，证明该质粒为单向!复制型质粒，并确定了其最

小复制 子 和 精 确 的 复 制 起 始 位 点［’’］。!"#$%&’ 的

最小 复 制 子 为’ () *+，包 括 复 制 起 点 !"#$%& 以 及 推

测的复制蛋 白 基 因 "’($%&，并 且 通 过 质 粒 稳 定 性 实

验证明该 复 制 子 的 稳 定 性 非 常 好［’%］。本 文 的 研 究

工作就是 在 !"#$%&’ 这 些 遗 传 特 性 和 研 究 进 展 的

基础上，对其加以改造和完善，构建一个相对成熟的

极端嗜盐古菌专用的基因表达载体。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 菌 株 和 质 粒：极 端 嗜 盐 古 菌 )*+!*",-+* ,! -
."/&01 为 !"#$%&’ 的 天 然 宿 主，采 用 ."2’3) 培 养

基于 4/5培养［’4］。 )*+!*",-+* .#/(*0#,* ."%&10 为衍

生载体的转化宿主，同样采用 ."2’3) 培养基于 4/5
培养；在需要时添加终浓度为6"789:的莫维诺林作

为抗 性 选 择［’4］。 大 肠 杆 菌（ 1/,.’"#,.#* ,!+#）;$’&0
为基因克隆的宿主，采用 :< 培养基于 4/5培养［’1］；

在需 要 时 添 加 终 浓 度 为’&&"789:的 氨 苄 青 霉 素 作

为抗性选择。!=#9> 载体是购自上海生工的 !=#92
> 经 平 滑 化 后 自 身 环 化 成 的 复 制 形 式［’’］。 质 粒

!?:’&% 为莫 维 诺 林 抗 性 基 因（$@AB ）的 来 源；质 粒

!CD%%［’6］为 23*) 基 因 的 来 源。其 他 的 中 间 衍 生 载

体产物见表 ’。

! "! "# 引物：本文涉及的所有引物见表 %。

! "! "$ 主要试剂和仪器：常用的缓冲液均按照文献

表 ! 本文所涉及的质粒

>E+F@ ’ >G@ !FE,9HI, J,@I HK LGH, ,LJIM

DFE,9HI, N@F@AEKL O@ELJB@, N@O@B@KP@, QB ,QJBP@,

!?:’&% ’&(6 *+ ,GJLLF@ A@PLQB；.9!B，$@AB :E9 @L EF -，’00&

!$R’&’ 3 (6 *+ B@9EHKHK7 !EBL QO !?:’&%，OBQ9 SGHPG !TU% !"# EKI )#0I# ,HL@ S@B@ B@9QA@I；.9!B，

$@AB
>GH, SQB*

!$R’&% >G@ 1 - ,!+# B@!FHPQK QO !$R’&’ SE, B@!FEP@I SHLG 1,!N$2 4(.$ OBE79@KL OBQ9 !=#9>；.9!B，

$@AB
>GH, SQB*

!$R’&4 )#0I# ,HL@ SE, B@9QA@I OBQ9 !$R’&%；.9!B，$@AB >GH, SQB*
!$R’&1 56’$ ,HL@ SE, B@9QA@I OBQ9 !$R’&4；.9!B，$@AB >GH, SQB*

!"#$4&’ >G@ ’0)6 +! !"#$%&’ 9HKH9EF B@!FHPQK IH7@,L@I +M 1,!N$ EKI 7(0$ SE, HK,@BL@I HKLQ

!$R’&1；.9!B，$@AB
>GH, SQB*

!"#$4&% )#0I# ,HL@ SE, B@9QA@I OBQ9 !"#$4&’；.9!B，$@AB >GH, SQB*
!"#$4&4 8+*$ ,HL@ SE, B@9QA@I OBQ9 !"#$4&%；.9!B，$@AB >GH, SQB*

!"#$4&/ >G@ ’11 +! OBE79@KL HKPFJIHK7 D./(6 ，$#" EKI TH,·>E7 SE, HK,@BL@I HKLQ !"#$4&4；.9!B，

$@AB
>GH, SQB*

!"#$4&/2+7ET >G@ ’00% +! D#N !BQIJPL QO 23*) 7@K@ IH7@,L@I +M 9*:T$ EKI )#0I# SE, HK,@BL@I HKLQ

!"#$4&/；.9!B，$@AB
>GH, SQB*

表 # 本文所涉及的引物

>E+F@ % >G@ !BH9@B, J,@I HK LGH, ,LJIM

DBH9@B, VC. ,@WJ@KP@,（6X!4X） N@,LBHPLHQK ,HL@, QB 9JLELHQK ,HL@,

%’)CY .#ZZ>.###Z.Z..Z#.Z#..Z>.Z# 7(0$
%&0CN #>Z..>>###.Z.#ZZ..##.##.># 1,!N$
T.%>Y Z..>#ZZZ#.Z>.Z.. > Z#>>#>Z.Z>>>#ZZ . HK )#0I# B@!FEP@I SHLG >

T.%>N ##Z...#>#.Z..Z# . >>#>.#>Z###Z.>># > HK )#0I# B@!FEP@I SHLG .

#>3#Y >#.###ZZ>.>.>#Z. # Z##.Z###.#.#>.> > HK 8+*$ B@!FEP@I SHLG #

#>3#N .>.Z>Z>ZZZ#>ZZ# Z >#Z.>
" """""

.>.##ZZZ>Z. . HK 8+*$ B@!FEP@I SHLG Z

<7ETY .#ZZ.>##.>Z.#.Z>>ZZ>Z>#>Z#>.>> 9*:T$
<7ETN Z>#..Z#>>>#.#>#ZZ.#Z#Z.Z># )#0I#

>G@ KQB9EF B@,LBHPLHQK ,HL@, EB@ JKI@BFHK@I - >G@ 9JLEL@I B@,LBHPLHQK ,HL@, EB@ ,GQSK SHLG IQLL@I FHK@, - >G@ EFL@BKELHA@ KJPF@QLHI@, HK 9JLEL@I ,HL@, EB@ +Q[@I -

［1］中的相关要求进行配制。常用限制性内切酶、>1
VC. 连接酶、1; <*= VC. 聚合酶、>1 VC. 聚合酶等

购自 >E\ENE 公 司。 >(0$购 自 C]< 公 司。\^V2
!FJ, VC. 聚合酶购自 >Q_Q<Q 公司，经该酶扩增出的

D#N 产 物 为 平 末 端。 V$"^ 购 自 "H79E 公 司。

NCE,@.、62溴212氯242吲哚2%2V2半乳糖苷（‘27EF）购自

欣经 科 公 司。>2ZBEIH@KL 03 D#N 仪 购 自 <HQ9@LBE 公

司；紫外8可见分光光度计 V=)&& 购自贝克曼库尔特
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（中国）公司。双链 !"# 合成由北京擎科公司完成。

! "# $%& 的提取与操作

按文献［$%］的方法提取 #&’()* 的总 !"# 作为

模板，以 +$,"- 和 +()". 为引物扩增 /&01+($ 的最

小复制子；以 /"2++ 为模板，3456- 和 3456. 为引物

扩增 !"#$ 基 因。 反 应 体 系（+7!8）：$( 9 %& ’#(
!"# 聚 合 酶 缓 冲 液 + :7!8、;"<2 （+ :7 ==>?@8）

+!8、!1&A $!8、正向引物（$(!=>?@8）$!8、反向引

物（$(!=>?@8）$!8、%& ’#( !"# 聚合酶( :7 B。反应

条 件 如 下：)*C 7 =DE；)*C *( F，77C G( F，’+C
+ =DE，G( 个循 环；’+C ’ =DE。极 端 嗜 盐 古 菌 质 粒 的

快速提 取：用 牙 签 刮 取 少 量 划 线 培 养 物，在 加 入

$((!8蒸馏水与$((!8酚@氯仿（/6 , :(）的$ :7 =8离

心管 中 振 荡 混 匀，$G*(( 9 4离 心7 =DE，其 上 清 用 于

20. 检测以 及 回 转 大 肠 杆 菌 分 析。其 他 的 !"# 操

作按照标准的方法执行［$*］。

! "’ 粘性末端平滑化及自连转化

末端平滑化反应体系（)!8）：$( 9 <* !"# 聚合

酶 缓 冲 液 $!8、;"<2 （+ :7 ==>?@8） $!8、3&#
（( :$H）$ !8 以 及 带 有 突 出 末 端 的 !"# 片 段

（( :$ /=>?以上）。将反应体系于 ’(C保温7 =DE后放

入 G’C水浴恒温，加入 <* !"# 聚 合 酶$ B，轻 轻 混

匀后于 G’C作用7 =DE。反应结束时用振荡器剧烈搅

拌使酶失活，并马上置于冰上以便进行下一步连接

反应。连接反应体系（7!8）：$( 9 <* !"# 连接酶缓

冲液( :7!8、末 端 平 滑 化 反 应 体 系*!8、<* !"# 连

接酶+ B。$%C连接过夜后转化 I1$() 并挑取克隆进

行酶切验证。

! "( 定点突变

本方法主要的依据是文献［$’］。以待突变的质

粒为模板，设计两条互补的引物，其中包含待突变的

位点，并且突 变 位 点 任 何 一 侧 都 必 须 满 足 * 9（J0
碱 基 数 ）K + 9（#< 碱 基 数 ）! *7。 反 应 体 系

（+7!8）：$( 9 LA!M/?NF !"# 聚 合 酶 缓 冲 液+ :7!8、

;"<2（+ ==>?@8）+ :7!8、14&A*（+7 ==>?@8）$!8、

!1&A $!8、引 物 $ （$(!=>?@8）$!8、引 物 +
（$(!=>?@8）$!8、LA!M/?NF !"# 聚 合 酶( :7 B。反 应

条件：)7C $ =DE；)7C *( F，%(C $ =DE，%,C , =DE，

$, 个循环；’+C $( =DE。20. 反应后，直接在反应体

系中加入$!8 )*+"于 G’C水浴作用* O之 后 马 上

进行转 化。 每$((!8大 肠 杆 菌 感 受 态 细 菌 中 加 入

$(!8的 )*+"消化后的突变产物，在涂板前通过离

心浓缩的办法，把所有被转化的细菌全部涂布到抗

生素平板上。过夜培养后，对得到的克隆进行酶切

鉴定，以判断相应的酶切位点是否已被突变掉。

! ") 极端嗜盐古菌的转化

将构建好的质粒载体按文献［G］的方法转化到

受体菌 $ P ,-.*#+-/# #&+(*) 中。约$7 ;左右可以看

到淡红色的 转 化 子，+( ;左 右 可 将 转 化 子 在 含 有 莫

维诺林的平板上划线培养，再生长’ ;左右即可用于

检测。

! "* 表达载体表达能力的鉴定

将不含自身启 动 子 的 嗜 盐 古 菌 报 告 基 因 !"#$
插入到最终构建的表达载体中，在转化嗜盐菌和划

线 培 养 后，二 次 涂 布 在 含 有 QM45?（ 终 浓 度 为

*(!4@=8）的 #&M$%, 培 养 平 板 上，观 察 菌 落 颜 色 的

变化。

! "+ 报告基因 !"#$ 的!,半乳糖苷酶活性的检测

本方法主要的依据是文献［$,］。将阳性克隆接

种于含抗性选择的$( =8液体培养基中，G’C生长至

稳定期时，转接$ =8于另一新鲜培养基中，培养至对

数生长末期 左 右，离 心 收 集$ =8菌 体。加 入7((!8
低盐缓 冲 液（7( ==>?@8 <RDF /6 ’ :+，( :$H <RDS>E QM
$((，( :$ =4@=8 !"5FT）裂 解。依 次 在$ :7 =8离 心 管

中 加 入：’((!8 !"#$ 缓 冲 液 （+ :7 =>?@8 "50?，
7( ==>?@8 <RDF /6 ’ :+，$(!=>?@8 1E0?+ ，( :$H +M巯

基乙醇）、$((!8完全裂解的粗酶液以及$((!8反应

底物 A"2J（用 !"#$ 缓 冲 液 配 制，, =4@=8）快 速 振

荡G F后测定*(7 E=处的吸光值（ 0)*(7 ）。以 #&M$%,
培养基为空白对照，以含有空载体的转化子培养物

为阴性对 照，记 录 每$( =DE吸 光 值 的 变 化。 当 吸 光

值达到 ( :’ U $ 时停止测定，酶活的定义是每分钟内

催化$!=>? A"2J 所需要的酶量为一个酶单位。底

物的消光系数为 G :G 9 $(G 1 V $ W=V $ P

# 结果

# "! 中间衍生载体 -./0’1’ 的构建与验证

/&01+($ 的穿梭表达载体的构建主要考虑以下

几个方面。首先，为了能够在嗜盐古菌中复制扩增，

必须具有嗜盐古菌质粒的复制子和抗性筛选标记，

比如 /&01+($ 的复制子和常用的 1TXR 基因。其次，

这个载体应当具备在大肠杆菌中的复制能力及相应

的选 择 标 记，例 如 /B0=< 所 包 含 的 /B0$) 12- 和

#=/R 基因两 部 分。第 三，要 实 现 目 的 基 因 的 表 达，

还要添加嗜盐古菌基因表达所需的启动子和多克隆

位点（1N?SD/?T 0?>ET &DSTF，10&）等 必 要 元 件。 更 进

一步的，还可以加入像 % 个组氨酸（6DF·<54）这样的

纯化标签，以便于目的蛋白的提取纯化。因此，构建

+*($ !D 1D5> TS 5? P @ 3/4# 5-/21!-161"-/# 7-+-/#（+(()）*)（,）



工作的关键就在于一方面要把上述部分有效地整合

起来；另一方面，尽可能地去除载体其他部分中的酶

切位点，使得 !"# 有更多的选择余地，并 且 要 严 格

保证 !"# 中的所有酶切位点都是唯一的。

根据上述要求，从$% &’ ()的 *+,$%- 出发，利用

其复制子 *./- 两 侧 的 !"#0!位 点 将1 ()的 *./-
片段酶切去除，同时将剩余2 &’ ()的 !"#0!片 段 的

粘性末端补平后再环化自连形成 *!3$%$，这时原先

的 !"#0!位点处会多出 1 个核苷酸，无法再被 !"#0

!所识别。将这个中间载体 *!3$%$（表 $）用 $%&43
和 ’()"酶切后，正好能够完全切下其5 ()的大肠杆

菌复制子 及 67*8 基 因，这 时 就 可 以 将 经 同 样 酶 切

的- &2 ()的 *9"7: 替换进去形成 *!3$%-（表 $）。此

时的 *!3$%- 已 基 本 去 掉 了 *9"7: 上 的 !"#，只 保

留了一个 !"#0!位点和一个 *+,"位点，通过上述

的 末 端 补 平 法 依 次 将 这 - 个 位 点 失 活 后 形 成

*!3$%5 和 *!3$%1（表 $）。*!3$%1 具 有 大 肠 杆 菌 复

制子 *9"$; &-" 和 67*8 基因，同时还具有嗜盐古菌

的抗性基因 !<=8 ，只缺少嗜盐古菌质粒的复制子就

可以成为一个完整的穿梭载体。

将 *#"!-%$ 的 最 小 复 制 子 经 >"4 扩 增 后 连 入

到 *!3$%1 的 .(#"和 $%&4"位点之间形成 ? &$ ()
的 *#"!5%$。在这段最小复制子内部，具有 *%&"、

!"#0!和 /01"5 个较为常见的酶切位点，通过直接的

定点突变方法，依次将 !"#0!和 /01"位点失活后形

成 *#"!5%- 和 *#"!5%5（图 $@6）。*#"!5%5 的酶切实

验表明，先前过程中去除的所有酶切位点已经全部失

活，可以继续进行下一步的实验（图 $@"）。

图 ! "#$%&’& 和 "#$%&’( 的质粒图谱及酶切图谱

ABC D $ >EFGBHIJ 7I*G IK0 8<GL8BHLBMK 0BC<GLG MN GEOLLJ< =<HLM8 *#"!5%5 IK0 *#"!5%P D 6，Q：!I*G MN *#"!5%5（6）IK0 *#"!5%P（Q）；"，R：6CI8MG< C<J

<J<HL8M*EM8<GBG IKIJFGBG MN *#"!5%5（"）IK0 *#"!5%P（R）0BC<GL<0 SBLE $%&4" T *%&"（JIK< $），.(K"（JIK< -），*+,"（JIK< 5），213."（JIK< 1），

/01"（JIK< ’），456"（JIK< 2），781"（JIK< P），!"#0!（JIK< ?），290#（JIK< ;）IK0 ’31"（JIK< $%），8<G*<HLB=<JF；OKL8<IL<0 *JIG7B0G IG HMKL8MJG

（JIK< $$）D !，$ () RU6 JI00<8 D
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! "! 表达载体 #$%&’() 的构建与验证

在 !"#$%&% 的基础上，需要继续引入启动子和

多克隆位点等必要元件。首先，要选择一个适合在

嗜盐古菌中表达的启动子。本实验室的陆秋鹤博士

在对来自 !"#$%"&’()*+, -"#*.")+, 的热诱导基因 /-0’
的启 动 子（(/-0’ ）进 行 深 入 研 究 后 发 现，只 要 (/-0’ 的

核心元 件 即 )*+ 和 ,-,- ./0 同 时 存 在，就 足 以 确

保其在特定的嗜盐古菌中实现基础转录和热诱导转

录［12］。我们近期还发现，非热激条件下的该启动子

在 !"#$")&+#" /*-0".*&" 等宿主菌中的基础转录水平

也相对较高，由此可见，(/-0’ 非常适合成为表达载体

所需要的 启 动 子。其 次，在 $#" 的 设 计 上，为 方 便

今后使用，要尽可能多地选择 !"#$%&% 中已被去除

的或者不 存 在 的 酶 切 位 点，因 此，对 !"#$%&% 进 行

全面的酶切检验是必不可少的一个重要环节（图 13
#）。

根据上述基本要求，人 工 合 成 了 一 段 包 括 (/-0’

核心元件、包含 12(!、3",4!、4#"!、5-’!、6%"

!、!*.5"、37##、8,"!的多克隆位点以及组氨酸

纯化标 签（467·,89）在 内 的1:: .!的 片 段，并 且 在 ;
个组氨酸密码子 #-# 之后又加上了一个终止密 码

子 ,<-（图 =）。这段序列的两端设计为各带有两个

保护碱基的 9&$*!位点，在用 9&$*!酶切后 可 以

连入到 !"#$%&% 的 9&$*!位点中，由于是单酶切，

最终得到了两个插入方向 的 克 隆，将 其 中 与 )(0=&1
转录 方 向 一 致 的 克 隆 命 名 为 !"#$%&>（ 图 13)）。

!"#$%&> 即 为 最 终 的 衍 生 表 达 载 体，通 过 比 较

!"#$%&% 和 !"#$%&> 的 酶 切 结 果 可 以 发 现，

!"#$%&> 的 $#" 中 引 入 的 内 切 酶 在 单 独 切 割

!"#$%&% 的时候都 无 法 将 其 切 开，反 映 在 电 泳 图 谱

上都为质 粒 的 构 型（图 13#）；而 !"#$%&> 用 同 样 的

酶分别切割时，都只能产生长度相同的单一线性片

段（图 13?），说明 $#" 中的这些酶切位点确实是唯

一的，也同时证明了 !"#$%&> 的构建是成功的。

图 ! *++ ,# 合成片段的序列图谱

@69 A = ,BC 7CDECFGC /H 1:: .! 7IFJBC76KC5 HL89MCFJ A ,BC 7CDECFGC（$1%N!O# 7CDECFG6F9 !L6MCL）P/G8JC5 5/QF7JLC8M

/H JB67 7IFJBC76KC5 ?R- HL89MCFJ 6F !"#$%&> 67 7B/QF 6F .L8GSCJ7 A

! "’ 表达载体 #$%&’() 的嗜盐古菌转化与复制能

力的鉴定

在 !"#$%&> 构 建 好 以 后，将 其 转 化 到 受 体 菌

! A /*-0".*&" -"=&:2 中以检测其复制情况。由于这

株受体菌的假阳性率很低，因此可以通过转化子的

数量直接 判 定 转 化 效 率 的 高 低。为 了 证 实 -"=&:2
的莫维诺林 抗 性 转 化 子 中 确 实 含 有 !"#$%&>，以 质

粒 !"#$%&> 作为阳性模板对照，以未被转化载体的

基因组 ?R- 作为阴性模板对照，以转化子的总 ?R-
为模板扩增 !"#$%&> 中约= S.的古菌复制子序 列。

结果 表 明（图 %），从 转 化 子 的 总 ?R- 中 能 够 得 到

= S.左右的 (#* 产物，而从未被转化的菌株中没有

扩增 到 该 片 段，证 明 !"#$%&> 可 以 成 功 转 化

-"=&:2，并且能够赋予转化子在抗性平板上 生 长 的

能力。进一步地，为了鉴定 !"#$%&> 是自我复制而

不是整合到基因组上，可以通过将转化子的总 ?R-
回转大肠杆菌来检测。结果发现，经过回转后再从

大肠杆菌 中 提 取 的 质 粒 与 !"#$%&> 的 酶 切 图 谱 完

图 ’ -%. 检测 #$%&’() 以及 #$%&’()/,012 的 3$!(+4
转化子

@69 A % T5CFJ6H6G8J6/F /H ! A /*-0".*&" -"=&:2 JL8F7H/LM8FJ7 Q6JB

!"#$%&> 8F5 !"#$%&>3.984 .I (#* A U8FC13’： !L6MCL =1VR@ 8F5

=&2R*；!"#$%&>（P8FC 1），!"#$%&>3.984（P8FC =），9CF/M6G ?R- /H

EFJL8F7H/LMC5 ! A /*-0".*&" -"=&:2 （ P8FC %）， J/J8P ?R- /H ! A

/*-0".*&" -"=&:2N !"#$%&>（ P8FC :），J/J8P ?R- /H ! A /*-0".*&"

-"=&:2N !"#$%&>3.984 （ P8FC ’ ）； U8FC;31&： !L6MCL )984@ 8F5

)984*；!"#$%&>（P8FC ;），!"#$%&>3.984（P8FC >），9CF/M6G ?R- /H

EFJL8F7H/LMC5 ! A /*-0".*&" -"=&:2 （ P8FC V）， J/J8P ?R- /H ! A

/*-0".*&" -"=&:2N !"#$%&>（ P8FC 2）， J/J8P ?R- /H ! A /*-0".*&"

-"=&:2N !"#$%&>3.984（P8FC 1&）A $，1 S. ?R- P855CL A

全一致，说明 !"#$%&> 的复制能力没有受到突变改

造的影响，其转化和复制都是符合载体构建的基本

::&1 ?6 $68/ CJ 8P A N :&’" ;*&)$%*$#$7*&" 8*.*&"（=&&2）:2（V）
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要求的。

! "# 报告基因检测表达载体 $%&’()* 的表达能力

!"#$ 基因是分离自嗜盐古菌 $#%&’()#* #%+,#-.(+
的!!半乳糖苷 酶 基 因，同 大 肠 杆 菌 的 %#,/ 一 样，它

也具有分解底物 "!#$% 并使菌落呈现为深蓝色的能

力［&’］。将成功 转 化 ()*+,-. 的 嗜 盐 菌 克 隆 涂 布 在

含有 "!#$% 的 /)!&01 抗 性 平 板 上（图 2!/），结 果 表

明，()*+,-. 的转化 子 在 该 平 板 上 仍 为 浅 红 色 的 菌

落状态，这说明野生型的 /)3-24 没有表现出可以检

测到的背景活性，可以认为其本身并不具备本底水

平的!!半 乳 糖 苷 酶 活 性。 因 为 只 有 在 这 样 的 前 提

下，才可以利用这个报告基因来对表达载体的表达

能力进行检测和评估。

图 # $%&’()* 和 $%&’()*+,-./ 的 0%!)#1 转 化 子 的

!+半乳糖苷酶活性检测

56# 7 2 !!#$%$89:;6<$;= <=9=896:> $>< $;;$? @:A /)3-24 9A$>;@:AB$>9;

C69D ()*+,-. $>< ()*+,-.!E#$F 7 /：G=9=896:> :@ =>H?B= $896I69? :>

;:%6< B=<6$ 8:>9$6>6># "!#$%；&：/)3-24 8:%:>? C69D ()*+,-.；3：

/)3-24 8:%:>? C69D ()*+,-.!E#$F； J： /;;$? :@ !!#$%$89:;6<$;=

$896I69?；&：/)3-24K()*+,-. 9A$>;@:AB$>9;； 3： /)3-24K()*+,-.!

E#$F 9A$>;@:AB$>9;；*：LM(A=;;6:> :@ 9D= A=(:A9=A #=>= !"#$ N><=A 9D=

8:>9A:% :@ 012’ (A:B:9=A 7

通 过 O*P 扩 增 出 &443 E( 的 !"#$ 基 因 后 用

3#4F"和 $+-<#酶 切 再 插 入 到 ()*+,-. 中，构 建

成 载 体 ()*+,-.!E#$F。 将 ()*+,-.!E#$F 转 化

/)3-24，经 O*P 检测（图 ,）和回转大肠杆菌分析后，

把挑出的阳性转化子先涂布在普通的抗性平板上后

再二 次 划 线 到 "!#$% 平 板 上。 特 别 指 出 的 是，

()*+,-.!E#$F 的转化子在 "!#$% 平板上生长比较缓

慢，主要原 因 在 于 "!#$% 被 分 解 后 的 蓝 色 产 物 是 不

可溶性的，在细胞中积累到一定程度后会对菌体生

长产生抑制作用。因此，通常要经过一次划线培养

后再添加 "!#$%。
从图 2!/ 中可以看到，在 "!#$% 存 在 的 情 况 下，

()*+,-.!E#$F 的转化子呈现出明显的深蓝色，可以

初步判断其 !"#$ 报告基因在受体菌内能够转录表

达。

从酶 活 实 验 可 以 看 到（ 图 2!J），作 为 对 照 的

()*+,-. 的 /)3-24 转 化 子 的 粗 酶 液 不 能 发 生 明 显

的颜色反应，而 ()*+,-.!E#$F 的克隆则能够使整个

反应体系变为鲜亮的橙黄色，并且在一定时间范围

内，颜色的变化是逐渐加深的，因此吸光值表现为随

时间变化的线性关系（图 2!*）。经过计算后我们得

到 012’ 启动子下的 !"#$ 基因的!!半乳糖苷酶酶活

（在粗酶 液 中）大 约 为- Q&,4 RKB#，这 个 数 值 要 远 高

于 !&2 启 动 子 下 的 酶 活 水 平（- Q-2 RKB#）［&’］。通 过

菌落颜色变化以及酶活测定可以充分说明表达载体

()*+,-.!E#$F 赋予了 /)3-24 新的!!半乳糖苷酶活

性，也从而证明了表达载体 ()*+,-. 具备良好的表

达特性。据我们所知，这是嗜盐古菌中第一个报道

的较为成熟的表达载体。

( 讨论

()*+3-& 是古菌域中第一个有实验证据的单向

$型复制质粒，其完整的最小复制子非常稳定［&3］，基

于这个复 制 子 所 构 建 的 衍 生 表 达 载 体 ()*+,-. 相

较于克隆载 体 (ST&-3 而 言，首 先 在 古 菌 复 制 子 上

就缩短了将 近3 UE，再 加 上 大 肠 杆 菌 复 制 子 的 部 分

又减少了2-- E(左 右，所 以 这 个 质 粒 总 长 大 约 只 有

1 Q3 UE，这样就相应地增加了其插入容量，方便一些

更长基因的克隆和表达。同时，载体长度的缩减也

有助于实验操作的简便易行。

()*+,-. 的 O012’ 是 一 个 强 启 动 子，在 非 热 激 条

件下的转录活性就处于比较高的水平，并且通过报

告基 因 !"#$ 已 经 证 明 其 具 备 良 好 的 表 达 特 性。

+*) 的设计 基 本 上 选 择 的 都 是 较 为 常 见 的 酶 切 位

点，并且考虑到目的基因最好能直接从自身的起始

密码 子 /VW 开 始 翻 译 的 要 求，所 以 特 意 将 56("
（识别序列为 */V/VW）作为启动子后的第一个酶切

位点，这样如果选用 56("位点插入载体的话，就可

以保证不 会 有 多 余 的 氨 基 酸 残 基 出 现 在 目 的 蛋 白

中。+*) 中的 7%# X（识别序列为 /V*W/V）位点比较

特殊，因为 7%#"受 6#4 甲基化酶的影响，一旦其识

别序 列 被 标 记 则 7%#"就 无 法 进 行 正 常 的 切 割 反

应。在 ()*+,-. 的 +*) 中，7%#"与紧随其后的 81.
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!（识别序列为 !"#!$#）恰好能够形成 #$"!（ !"#
甲基 化 酶 的 识 别 位 点 ），因 此 如 果 只 在 %&’()

（ !"# * ）中 进 行 遗 传 操 作，$%"!位 点 是 切 不 开 的。

如果将 +,!&-(. 转 化 到 %&’’(（ !"# / ）中 再 提 取 质

粒问题就可迎刃而解。与 +01’(2 的克隆位点在复

制子两侧散在分布相比，+,!&-(. 的 &!, 都集中编

排在一起，更 为 方 便 的 是，&!, 下 游 紧 邻 原 +3!4"
的部分正好包含 &’- 正向引物序列（图 2），可 以 对

插入的目的片段进行直接测序。另外，我们在表达

载体 +,!&-(. 中还引入了一个 ! 末端的 567·"89 蛋

白纯化标签，可能为未来纯化特定的嗜盐古菌蛋白

提供帮助。

在选择哪种方式进行载体酶切位点的改造时，

主要基于一个思路，那就是，涉及复制子的关键区域

尽可能通过单点突变去实现，如果是在 :;< 内可以

利用密码子的摆动性改变一个碱基达到去除酶切位

点的目的，比如 +,!&-(’ 中的 $%"!位点，恰好位于

&’()*+ 内部，改变密码子的第三 个 碱 基 并 不 会 影 响

氨基酸序列的翻译。而对于末端补平法来说，在非

重要区段可以随意使用。这是由于在经过酶切和末

端补平以后，序列本身会发生核苷酸增加或减少的

改变，如果这种改变发生在重要区段，对于载体的影

响可能就是致命的。

还有一 个 值 得 探 讨 的 是 和 复 制 方 式 相 关 的 问

题。+,!&2(’ 的 复 制 子 在 导 入 到 +&=’(> 时 曾 经 构

建了两个克隆，一个是 +,!&-(’，其 &’()*+ 的转录方

向与莫维诺林抗性基因的转录方向是一致的；在另

一个克隆里面，二者是正好相反的。但是这两个质

粒在转化 $,2(>) 后的转化率有显著的差异，几乎达

到两个数量级的差距（数据未显示）。由此联想到这

可能与 +,!&2(’ 的单向复制紧密相关。+,!&2(’ 的

复制 方 向 与 &’()*+ 的 转 录 方 向 相 同，就 是 说 在

+,!&-(’ 中，复 制 泡 应 当 是 朝 着 &’()*+ 下 游 的

+3!4" 部分移动的，但是，当复制子反向插入时，复

制泡与莫维诺林抗性基因的转录泡相对行进，转录

泡可能会干扰复制起始复合物的装配与复制进程，

这就 导 致 质 粒 的 不 稳 定 从 而 发 生 质 粒 丢 失 的 情

况［2(］。因 此，在 ’>> ?+ 片 段 插 入 时，只 选 择 了 与

&’()*+ 转录方向一致的克隆，就是为了这个原因。

最后要说明的是，在遗传操作相对较为成熟的

嗜盐古菌受 体 菌 当 中，+,!&2(’ 的 衍 生 载 体 目 前 认

为 只 能 转 化 ,"%-"&./%" 属 的 菌 株，如 ,"%-"&./%"
012("31."。也就是说，+,!& 系 列 载 体 可 能 是 一 种 窄

宿主范围的质粒。但是，, @ 012("31." 作为其受体菌

株，有着非常明显的技术优势，除了易培养、遗传操

作简单、转化效率高以外，最重要的就是转化子的假

阳性率很低，抗性筛选标记可靠，并且可以通过基因

敲除获得特定基因的缺失突变株。因此，它已经成

为重要的嗜盐古菌模式菌株之一。特别是本实验室

近期 已 完 成 了 , @ 012("31." 全 基 因 组 的 测 序 工 作

（未发表），意 味 着 +,!& 系 列 载 体 有 望 在 嗜 盐 古 菌

生命机制研究中发挥更大的作用。
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