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嗜碱芽孢杆菌 Bacillus sp． N16-5 表达载体的构建
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摘要:【目的】构建可以在嗜碱芽孢杆菌 Bacillus sp． N16-5 中表达外源基因的表达载体。【方法】以枯草芽
孢杆菌表达质粒 pHCMC04 为基本骨架，删除木糖诱导的启动子和木糖阻遏蛋白基因，分别插入枯草芽孢杆
菌组成型强启动子 P43 和嗜碱芽孢杆菌 N16-5 的组成型启动子 PEF，构建表达载体 pABN165P43 和
pABN165PEF;将绿色荧光蛋白基因 gfp 作为报告基因连接至表达载体得到 pABN165P43-gfp 和 pABN165PEF-
gfp，利用原生质体转化法将其转化至 Bacillus sp． N16-5，通过荧光显微镜和多功能荧光读板仪检测报告基因
的表达情况。【结果】所构建的表达载体 pABN165P43-gfp 和 pABN165PEF-gfp 可以在 Bacillus sp． N16-5 中
表达报告基因 gfp，荧光定量数据显示，在 7. 5 h 左右开始检测到绿色荧光蛋白的表达，从 7. 5 h 到 12 h 荧光
强度随时间增长迅速并在 12 h 左右达到最大，最大荧光值在 7000 左右。【结论】成功构建了 2 个嗜碱芽孢
杆菌 Bacillus sp． N16-5 表达载体，实现了外源基因在嗜碱芽孢杆菌中的表达。
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嗜碱微生物是最适生长 pH 在 9 以上，而在近
中性环境下不能生长或生长缓慢的一类微生物［1］，
它对碱性环境特殊的适应机制和丰富的碱性酶资源
一直是科学研究的兴趣所在［2 － 3］。目前对嗜盐碱基
因和蛋白的研究主要通过基因克隆、外源系统中表
达、体外鉴定来进行［4 － 5］，但是并非所有的嗜盐碱基
因都能在外源系统中有效表达，比如某些 pH 依赖
的基因，因此构建嗜碱菌的表达系统对研究嗜盐碱
基因的功能是必要的。并且要从分子水平上进行嗜
碱菌的生理机制、遗传发育和生长代谢等研究，相应
的表达系统也是不可或缺的。然而对于广泛分布的

嗜碱菌而言，由于其生理特殊性和可操作载体的缺
乏，使得其遗传操作系统的研究进展缓慢，目前只有
很少的嗜碱菌建立了遗传操作系统，主要集中于两
株 嗜 碱 芽 孢 杆 菌 Bacillus pseudofirmus OF4 和
Bacillus halodurans C-125［6 － 7］。

嗜碱芽孢杆菌 Bacillus sp． N16-5 是本课题组从
内蒙古乌杜淖碱湖筛到的一株兼性嗜碱芽孢杆菌，
最适生长 pH 为 10，能够产生多种碱性水解酶和有
机酸［8 － 9］，是研究嗜碱菌嗜碱机制和工业应用的理
想菌株。目前我们对 Bacillus sp． N16-5 已经进行了
基因组、转录组和蛋白质组等方面的研究［10］，而遗
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传操作系统的缺乏限制了我们对 Bacillus sp． N16-5
的深入研究。

Bacillus sp． N16-5 没有内源质粒，不能形成自
然感受态，目前常用的电击转化和化学转化方法也
未能实现转化，使得构建菌株 N16-5 的遗传操作系
统具有一定难度。本课题组前期工作结合甲基化策
略和硬琼脂复生培养基实现了 Bacillus sp． N16-5 原
生质体转化，成功地转入了 pHP13，pBK15，pMK4
和 pHCMC04 等质粒［11］。然而尽管这些质粒可以在
N16-5 菌中实现复制，但将目标基因插入这些质粒
中并未能实现表达。我们知道表达载体是要具备合
适的复制起点、标记基因、多克隆位点、启动子、核糖
体结合位点和终止子等元件。我们分析上述质粒在
N16-5 菌不能表达目标基因的原因，最有可能是其
中的启动子和核糖体结合位点不能被 N16-5 菌很好
识别。在已经成功转化至 Bacillus sp． N16-5 的质粒

中，pHCMC04 是一个大肠杆菌-枯草芽孢杆菌穿梭
载体，在芽孢杆菌中使用的复制区来自 pBS72，是一
种 Theta 型复制子，遗传稳定性较好，在重组基因下
游含有有效终止转录的 trpA 终止子，是重组表达系
统构建的良好材料［12 － 13］。

本研究以质粒 pHCMC04 为基础，从启动子和
核糖体结合位点等角度对 pHCMC04 进行改造，构
建了可以在嗜碱芽孢杆菌 Bacillus sp． N16-5 表达外
源基因的表达载体，以绿色荧光蛋白作为报告基因，
对该表达载体进行了验证。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和质粒:实验用到的菌株和质粒见表
1。

表 1．本实验中用到的菌株和质粒
Table1． Strains and plasmids used in this work

strains and plasmid description reference or sources
strains

Escherichia coli trans5α
F-φ80 lac ZΔM15 Δ( lacZYA-argF) U169 endA1 recA1 hsdR17 ( rk －，mk + ) supE44λ －

thi -1 gyrA96 relA1 phoA
TransGen

Bacillus subtilis 168 trpC2，containing a strong constitutive promoter P43 ［14］
Bacillus sp． N16-5 a facultative alkaliphilic strain Lab storage
plasmids
pBL165 A plasmid carrying gfp ［15］
pHCMC04 8. 1kb;AmpR，ColE1 origin in Escherichia coli; CmR，pBS72 origin in Bacillus sp ［12］
pABN165 pHCMC04 removing complete xylose-inducible cassette and inserting multiple cloning site This study
pABN165PEF -gfp pABN165 with promoter PEF and gfp This study
pABN165P43-gfp pABN165 with promoter P43 and gfp This study

1. 1. 2 试剂和仪器:本实验扩增基因所用的高保真
酶 PyrobestTM DNA Polymerase，检测所用的 DNA 聚
合酶 rTaq DNA Polymerase 以及 DNA ladder marker
购自 TaKaRa 公司;限制性内切酶和 T4 DNA 连接酶
购自 NEB 公司;质粒提取试剂盒，产物纯化试剂盒
和胶 回 收 试 剂 盒 购 自 Omega 公 司; 大 肠 杆 菌
(Escherichia coli ) trans5α 感受态购自北京全式金生
物技术有限公司;其它试剂均为分析纯。所用仪器:
Axio imager A1 正置荧光显微镜和 SynergyTM H4 多
功能荧光读板仪。
1. 2 培养基和培养条件

LB 培养基用于培养大肠杆菌和枯草芽孢杆菌，
Horikoshi-I［1］(NaCl 浓度为 1% )培养基用于培养嗜

碱芽孢杆菌 Bacillus sp． N16-5，培养温度为 37℃。
Neutral complex medium［6］，SMMP 缓冲液，PEG8000
用于 Bacillus sp． N16-5 原生质体制备和转化［11］，
SA5 培养基用于原生质体复生［11］。LB 培养基中加
入终浓度为 100 μg /mL 氨苄青霉素用于培养大肠
杆菌重组菌，Horikoshi-I［1］(NaCl 浓度为 1% )培养
基加入终浓度为 3 μg /mL 的氯霉素用于培养
Bacillus sp． N16-5 重组菌。
1. 3 基因扩增

本文 所用 PCR 扩 增 引 物 见 表 2。以 质 粒
pBL165 为模板，以引物 GFPF 和 GFPR 扩增绿色荧
光蛋白 GFP 基因 gfp;以 Bacillus subtilis 168 的基因
组为模板，以引物 P43F 和 P43R 扩增 Bacillus subtilis
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组成型强启动子 P43;对嗜碱芽孢杆菌 Bacillus sp．
N16-5 基因组序列和不同碳源条件转录组数据进行
分析，根据转录水平和基因结构选择了 1 个可能的
组成型强启动子 PEF，并利用启动子预测软件
Softberry-BPROM 进行初步鉴定，证实其结构符合启
动子的特征，设计相应引物 PEFF 和 PEFR，以 Bacillus
sp． N16-5 基因组为模板扩增 PEF启动子。本实验测
序所用的引物为 spF 和 spR。

基因扩增用的 PCR 反应体系为:50 μL 反应体
系中加入 10 × Pyrobest buffer II 5 μL，2. 5 mmol /L 的
dNTPsmixture 4 μL，浓度为 10 μmol /L 的正反向引
物各 2 μL，模 板 10 － 100 ng， PyrobestTM DNA
Polymerase 0. 25 μL，加无菌去离子水至 50 μL。
PCR 扩增条件为:94℃预变性 5 min，94℃变性30 s，
55℃退火 45 s，72℃ 延伸 1 min / kb，72℃ 再延伸
10 min。

表 2 本实验所使用的引物
Table 2 Primers used in this study

primer sequence(5'→3') a restriction site size / bp
GFPF CGCGGATCCATGAGTAAAGGAGAAGAAC BamH I 28
GFPR ACGGGACGTCTGCAGGTCTGGACATT Aat II 26
P43F TGACCGGTAGCTTCGTGCATGCAGGCC Age I 27
P43R TGACTAGTCTATAATGGTACCGCTATCACTT Spe I 31
PEF F GGCCATGAGCTCCGAGATATATTGTCTCACTAACG Sac I 35
PEF R ACGGTACCGATCGAAATCCTCCTTATTGTTTAA Kpn I 33
spF CTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGC － 23
spR TAAGGTATAAACTTTTCAGTTGCAG － 25

a． Restriction site are underlined．

1. 4 表达载体的构建
对 pHCMC04 的序列进行分析，发现其核糖体

结合位点为 AAAGGGGGAAA。而对 N16-5 菌基因
组序列特征分析显示该菌有较多的芽孢杆菌最典型
的 SD 序列 GGAGG［16］，因此我们设计了内含芽孢
杆菌典型的 SD 序列 GGAGG 的多克隆位点序列，合
成的寡核苷酸序列 ON1: 5'-CACCGGTACCAGGAG
GATTTCGATACTAGTAGGAGGATTTCGATG-3' 和
ON2: 5'-GATCCATCGAAATCCTCCTACTAGTATCGA
AATCCTCCTGGTACCGGTGAGCT -3'。复性后，形成
带有 SD 序列的多克隆位点片段。复性条件:浓度
为100 mmol /L的 ON1 和 ON2 等体积混合，94℃ 保
持 10 min，自然降温。该多克隆位点片段具有单一
限制性酶切位点 Age I，Kpn I，Spe I，两端带有 SacI
和 BamHI 形成的粘性末端。pHCMC04 经 SacI 和
BamHI 双酶切，去掉木糖诱导的启动子 PxylA和木糖
阻遏蛋白基因 xylR，将该酶切处理的载体 pHCMC04
和多克隆位点片段以适当比例混合，做连接反应，形
成载体 pABN165，以此载体为骨架，分别插入启动
子 P43 和 PEF，形 成 表 达 载 体 pABN165P43 和
pABN165PEF(图 1)。将报告基因 gfp 经 BamH I 和
Aat II 双酶切，连接到表达载体 pABN165P43 和
pABN165PEF上，形成重组表达载体 pABN165P43-gfp

和 pABN165PEF-gfp。
1. 5 重组 Bacillus sp． N16-5 的构建

重组质粒 pABN165P43-gfp 和 pABN165PEF-gfp

转化 Escherichia coli trans5α(具体方法参见 trans5α
感受态说明书)，进行菌落 PCR 初步验证和测序验
证。重组质粒利用原生质体转化法转化至 Bacillus
sp． N16-5，并用菌落 PCR 验证表达体系的构建情
况，具体方法参照文献［11］。
1. 6 Bacillus sp． N16-5 表达系统的检测
1. 6. 1 荧 光 显 微 镜 检 测: 对 含 有 表 达 载 体
pABN165P43-gfp 和 pABN165PEF-gfp 的 Bacillus sp．
N16-5，挑取单菌落，转至 4 mL 含有终浓度为
3 μg /mL的氯霉素的 Horikoshi-I［1］ ( NaCl 浓度为
1% )培养基中培养过夜。各取 1 mL 菌液离心收集
菌体，用相同体积的 pH 7. 4 的 PBS 缓冲液洗涤 2 －
3 次，用 500 μL 重悬菌体，取 5 μL 菌悬液滴在载玻
片中央，压紧盖玻片，在荧光显微镜油镜下观察荧光
图像，激发光范围为 460 － 480 nm，发射光范围为
505 － 530 nm。实验以转入载体 pABN165-gfp 的
Bacillus sp． N16-5 作为对照。
1. 6. 2 荧光定量:将在荧光显微镜下检测到荧光的
阳性重组菌以 1%的接种量接至 100 mL Horikoshi-
I［1］(NaCl 浓度为 1% )培养基中培养，每隔 1 － 2 h
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取样 1 次，测定 OD600，另取菌液 1 mL，离心收集菌
体，用相同体积 pH 7. 4 的 PBS 缓冲液，洗涤 2 － 3
次，用 1 mL PBS 重悬菌体，各取 200 μL 至 96 孔板
中，并在激发光为 481 nm 和发射光为 507 nm 的条
件下测 定 荧光 强度。将报告基因 gfp 插 入 到

pABN165 多克隆位点构建载体 pABN165-gfp，由于
其 gfp 上游没有启动子，不能表达荧光蛋白，实验中
以含有载体 pABN165-gfp 的 Bacillus sp． N16-5 作对
照。每个样品 3 个平行，实验重复 3 次。

图 1． 表达载体 pABN165P43 和 pABN165PEF的构建示意图

Figure 1． Genetic and restriction map of the pABN165 expression vectors．

All vectors replicate both in E． coli and in Bacillus． sp． N16-5 and contain the efficient transcriptional terminator trpA as indicated by a bar．

The cloning sites immediately downstream of the promoters and sequencing primers ( spF and spR) are indicated．

2 结果和分析

2. 1 基因扩增
PCR 扩增产物用 1% 琼脂糖凝胶电泳分析，结

果显示，PCR 产物 PEF，P43 和 gfp 的大小与预期一
致，图 2 是启动子 PEF和 P43 的扩增结果。
2. 2 表达载体和重组表达体系的构建

连接产物转化 Escherichia coli trans5α 后，利用
菌落 PCR 验证和测序验证，证明重组表达载体
pABN165P43-gfp 和 pABN165PEF-gfp 构建成功。构
建成功的重组载体转化 Bacillus sp． N16-5，经菌落
PCR 验证，证明重组载体成功转入嗜碱菌 N16-5。
菌落 PCR 验证 pABN165PEF-gfp 所使用的引物是

图 2． 扩增的核苷酸片段的琼脂糖凝胶电泳图
Figure 2． Electrophoresis of PCR products． M:100 bp DNA ladder

marker，lane 1 － 2: PEF，lane 3 － 4: P43．

PEFF 和 GFPR，验证 pABN165P43-gfp 所使用的引物
是 P43F 和 GFPR。图 4 是重组载体转化 Bacillus
sp． N16-5 的菌落 PCR 验证结果。
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图 3． 表达载体转化 Bacillus sp． N16-5 的菌落 PCR 验

证
Figure 3． Electrophoresis of colony PCR confirming the

transformation of expression vector into Bacillus sp． N16-5． M: 500

bp DNA ladder marker，lane 1: blank control without any DNA

template，lane 2: negative control using N16-5 transformed by

plasmid pHCMC04 as template，lane3-4: PEF-gfp，lane5-6，P43-

gfp．

图 4．绿色荧光蛋白基因在 Bacillus sp． N16-5 中的表达
Figure 4． Expression of gfp in Bacillus sp． N16-5． A，B: Bacillus

sp． N16-5 withpABN165PEF -gfp; C，D: Bacillus sp． N16-5 with

pABN165P43-gfp; E，F: Bacillus sp． N16-5 with pABN165-gfp;

A，C，E: Fluorescent images; B，D，F: Differential interference

contrast microscopic images．

2. 3 Bacillus sp． N16-5 重组表达体系的鉴定
2. 3. 1 荧光显微镜检测:对 Bacillus sp． N16-5 重组
菌在荧光显微镜下进行荧光检测，结果如图 5 所示，

含有 pABN165-gfp 的 Bacillus sp． N16-5 检测不到荧
光，含有表达载体 pABN165P43-gfp 和 pABN165PEF-
gfp 的 Bacillus sp． N16-5 在荧光显微镜下可以观察
到荧光，说明报告基因 gfp 已成功表达。
2. 3. 2 表达强度检测:利用多功能荧光读板仪对重
组表达质粒 pABN165P43-gfp 和 pABN165PEF-gfp 在
Bacillus sp． N16-5 中的表达强度进行了检测。图 5-
A 显示了菌体浓度(OD600 )随时间的变化，图 5-B 显
示了荧光强度随时间的变化。图 6 显示了表达活性
随时间的变化。

图 5． 菌体浓度和荧光强度随时间的变化
Figure 5． Bacteria concentration and fluorescence intensity change

over time． A: bacterial growth，B: absolute fluorescence． Square

□:Bacillus sp． N16-5 carrying pABN165-gfp，Circle ○: Bacillus

sp． N16-5 carrying pABN165PEF -gfp，Triangle Δ: Bacillus sp．

N16-5 carrying pABN165P43-gfp．

由图 5-A 菌体浓度随时间的变化可以看出，对
照组和含有表达载体的重组菌的生长趋势大体一
致，前 6 h 基本处于生长延滞期，从 6 h 开始，菌体进
入对数生长期，11 － 12 h，菌体生长速度减慢，进入
稳定期。由图 5-B 荧光强度随时间的变化可以看出
对照组基本检测不到任何荧光，含有表达载体的重
组菌在前 6 h 基本检测不到荧光，说明此时绿色荧
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光蛋白可能尚未表达;从 6 h 开始，荧光随时间迅速
增强。11 － 12 h，荧光强度仍然继续增加，并在 12 h

左右达到最大值。对照图 5-A 和图 5-B 发现，荧光
强度与菌体浓度密切相关。为此我们用荧光强度对
菌体浓度的比值表示表达强度，结果如图 6 所示，从
曲线总体趋势来看含有表达载体 pABN165PEF-gfp

的 Bacillus sp． N16-5 与含有表达载体 pABN165P43-
gfp 的 Bacillus sp． N16-5 表达活性在 7. 5 － 12 h 基
本是不断提高的。在 13 h，菌体生长进入衰亡期
时，含有表达载体 pABN165P43-gfp 的 Bacillus sp．
N16-5 表达活性明显降低，但含有表达载体在 p
ABN165PEF-gfp 的 Bacillus sp． N16-5 的表达活性仍
然有所提高。9 － 12 h 含有表达载体 p ABN165P43-
gfp 的 Bacillus sp． N16-5 的表达活性比含有表达载
体 pABN165PEF-gfp 的 Bacillus sp． N16-5 的表达活
性要高一些。这种现象可能与菌体的生长状态，启
动子不同时段的转录活性有关。

图 6． 表达活性随时间的变化
Figure 6． Expression activity change over time． Circle ○: Bacillus

sp． N16-5 carrying expression vector pABN165PEF -gfp，Triangle Δ:

Bacillus sp． N16-5 carrying expression vector pABN165P43-gfp．

3 结论

针对嗜碱芽孢杆菌杆菌 Bacillus sp． N16-5 缺少

表达载体的现状，本研究从改造启动子和核糖体结

合位点角度探索了嗜碱芽孢杆菌杆菌 N16-5 表达载

体的构建。在启动子的选择上，一是从遗传进化角

度考虑，选择了同属的枯草芽孢杆菌的组成型强启

动子 P43，二是参考 N16-5 菌转录组数据和基因组

序列，根据转录水平和基因结构，直接对 Bacillus sp．

N16-5 的启动子进行筛选，该种筛选方法与传统文

库构建筛选相比，工作量小，步骤简单，并且更具有

目的性和针对性。在核糖体结合位点的选择上，通

过分析 N16-5 菌基因组序列特征，用 AAGGAGGA

替 换 了 pHCMC04 原 先 的 核 糖 体 结 合 位 点

AAAGGGGGAAA，其中 AAGGAGGA 中带有芽孢杆

菌最典型的 SD 序列 GGAGG［16］。质粒则选择了带

有 Theta 型复制子遗传稳定的 pHCMC04。这些因素

使 我 们 将 不 能 在 N16-5 菌 表 达 GFP 的 载 体

pHCMC04 成功地改造为 N16-5 菌的表达载体，并首

次实现了外源基因 gfp 在 N16-5 菌中的表达。

Bacillus sp． N16-5 表达载体的成功构建为我们对目

标菌株进行生理机制研究和代谢遗传工程改造提供

了基础平台。

从荧光定性检测和定量数据分析来看，该表达

系统的效率还需要进一步提高。下一步我们将对表

达系统的强度及其影响因素进行深入探讨，并对其

进行优化，实现目的基因在 Bacillus sp． N16-5 中的

高效表达。
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expression vector pHCMC04 was used as a backbone． Its xylose-inducible promoter cassette was replaced by the
constitutive promoters P43 ( from B． subtilis) and PEF ( from Bacillus sp． N165)，separately，resulting in two expression
vectors pABN165P43 and pABN165PEF ． Green fluorescent protein gene gfp was linked to the two vectors as a reporter
gene． Fluorescence microscope and multifunctional fluorescent reader were used to test the expression efficiency of the
system． ［Results］Green fluorescence was visualized in Bacillus sp． N16-5 with pABN165PEF -gfp or pABN165P43-gfp．

Quantitative data analysis revealed that fluorescence was first detected around the 7 th hour． The fluorescence intensity
increased rapidly from the 7 th hour to the 12 th hour and reached the maximum at about the 12 th hour． ［Conclusion］ Two
expression vectors for Bacillus sp． N16-5 have been constructed，allowing expression of exogenous protein in alkaliphilic
Bacillus sp． N165．
Keywords: Bacillus sp． N16-5，expression vector，alkaliphilic
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