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摘   要：嗜盐古菌是古菌域的一个重要代表类群，在遗传与代谢、进化与适应、前沿生物技术及

合成生物学领域都显示了其重要的研究价值。嗜盐古菌启动子的认识和利用，可以为嗜盐古菌的

基础和应用研究提供必要的条件。本文从古菌启动子的结构与功能出发，就启动子的研究方法、

嗜盐古菌启动子的特征及嗜盐古菌启动子的应用 3 个方面综述了嗜盐古菌启动子的研究现状，并

对嗜盐古菌启动子未来研究的重点和方向进行了展望。 
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Abstract: Halophilic archaea are an important group in the domain archaea. They are of great 
value in the fields of genetics and metabolism, evolution and adaptation, technology frontier 
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and synthetic biology. Haloarchaeal promoter is indispensable for both fundamental and 
applied research on halophilic archaea. In this paper, we first described the structure and 
functions of archaeal promoter in transcription. Then, we summarized and discussed the 
research achievements in haloarchaeal promoter from the following three aspects: the methods 
for studying promoter, the constitutive and inducible haloarchaeal promoters reported so far, 
and their applications. The challenges and future research focusing on mining, designing, 
developing, and optimizing haloarchaeal promoter were also prospected. 
Keywords: halophilic archaea; promoters; inducible promoters; constitutive promoters 
 
 

古菌(archaea)是与细菌和真核生物并列的    
3 种生命形式之一，是一类主要在极端环境(高
温、高盐、高酸和高压等)中生活的单细胞原核

生物[1]。基于其具有三域生命的融合特征及其自

身的独特性、对极端环境的适应性和生理代谢的

特殊性等特点，古菌在生命进化、地球生态系统

组成、前沿生物技术开发以及合成生物学领域都

具有重要的研究价值 [2-4]。嗜盐古菌(halophilic 
archaea)是古菌的一个代表性生理类群，生活在

地球上的各种高盐环境中，相比其它古菌类群，

拥有易培养、不易被杂菌污染、遗传与代谢类型

丰富、遗传操作系统完善等优势，被作为研究古

菌环境适应和遗传代谢等方面的理想材料[5]。此

外，嗜盐古菌普遍具有合成生物可降解塑料聚羟

基脂肪酸酯 (polyhydroxyalkanoates, PHA)的能

力，且具有可通过水裂解实现胞内产物提取等特

点，因此它们在 PHA 生产中显示出良好的应用

前景[6]。在现代分子遗传学研究中，遗传操作元

件及工具的开发为上述研究提供了必要的技术

手段。其中，作为一种重要遗传元件的嗜盐古菌

启动子，在过去 30 年已经进行了一定程度的研

究和开发。 
本文从古菌启动子的结构和功能出发，总结

和介绍了古菌的转录机器和转录起始过程、嗜盐

古菌启动子研究中的常用方法、列举了几种研究

较为充分的组成型和诱导型嗜盐古菌启动子及

其应用实例(图 1)，并对嗜盐古菌启动子的开发

应用价值和进一步的研究方向进行了展望。 

1  古菌的启动子与转录 
1.1  古菌启动子 

启动子(promoter)是基因表达调控的重要遗

传元件，其本质为 RNA 聚合酶识别、结合和开

始转录的一段基因序列。如表 1 所示，细菌的启

动子核心元件包括–10 区(TATA 盒)和–35 区，真

核细胞的启动子核心元件包括 TATA 盒(TATA 
box)[7]、转录因子 IIB (transcription factor IIB, 
TFIIB) 识 别 元 件 (TFIIB recognition element, 
BRE)[8]以及起始子元件(initiator, INR)[9]。细菌启

动子与真核生物启动子往往因结构特征不同而

不兼容。 
与真核细胞启动子相似，古菌的启动子结构

包括 TATA 盒、转录因子 B (transcription factor B, 
TFB)识别元件(BRE)和起始子元件(INR) (图 1, 
表 1)。TATA 盒富含 AT 碱基，一般位于基因转

录起始位点上游 25–30 bp 处，转录起始时可被

TATA 盒结合蛋白(TATA-binding protein, TBP)识
别并结合[10-13]。TATA 盒对编码 rRNA、tRNA 以

及编码蛋白基因的转录起始都非常重要，它也是

决定启动子活性和强度的关键因素[11]。BRE 富

含嘌呤，通常位于 TATA 盒上游，它介导了 TFB
与启动子序列的特异性结合，对于转录前起始复

合物的组装和转录起始方向的确定起到重要作

用[13-15]。 
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图 1  (嗜盐)古菌启动子及其基本转录机器和应用 
Figure 1  Structure and function of archaeal promoter in transcription and applications of haloarchaeal 
promoter. 
 
表 1  细菌、古菌及真核生物基本转录装置的比较 
Table 1  Basic transcription machines of Bacteria, Archaea and Eukarya 
Features Bacteria Archaea Eukarya 
Core promoter elements –10 and –35 elements TATA box, BRE, and INR TATA box, BRE, and INR 
RNA polymerase One type, low subunit 

complexity 
One type, highly homologous with 
RNAP II, high subunit complexity 

Three types (RNAP I, II, and III), 
high subunit complexity 

General transcriptional 
factors 

with or without σ factor TBP, TFB, and TFE TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, and 
TFIIH (RNAP II) 

 
1.2  古菌的转录机器与转录起始过程 

如表 1 所示，古菌的转录机器与真核生物更

为相似，它的基本转录装置包括启动子(见 1.2)、
DNA 依赖的 RNA 聚合酶 (RNA polymerase, 
RNAP) 和基础转录因子 (general transcription 
factor, GTF)。古菌的 RNAP 通常包含 10–13 个

亚基，绝大部分亚基序列与真核生物 RNAP 亚

基高度同源[16]。最常见的古菌 GTF 包括 TBP 与

TFB，其次为转录因子 E (transcription factor E, 
TFE)，它们分别与真核生物的 TBP、TFIIB 以及

TFIIEα 氨基端的部分序列同源[17-19]。 

古菌转录起始时，首先由 TBP 识别并结合

TATA 盒。然后 TFB 的羧基末端结合 TATA 盒上

游的 BRE 序列，氨基端与 TATA 盒下游序列接

触，以此确定转录方向。TFB 与 BRE 相互作用，

招募 RNAP，形成 TBP-TFB-RNAP 转录前起始

复合物。随后，转录在线性 DNA 模板上开始。

其它转录因子(TFA、TFE、TFF 和 TFH 等)对招

募 RNAP 及 DNA 的解链具有促进作用，如 TFE
促进 DNA 的解旋和 RNAP 的构象改变[20]，形成

开放复合物，使转录起始。与细菌转录起始过程

相似，古菌在形成开放复合物的过程中无需其它
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的转录因子或 ATP 水解提供能量，而在真核生

物的这一过程中，转录因子 TFIIH 的 DNA 解旋

酶活性需要 ATP 水解供能[21-22]。 
综上所述，古菌启动子结构、基础转录机器

和转录起始过程与真核细胞高度相似且更简单。

但是，古菌通常采用与细菌类似的策略实现基因

的转录表达调控[23]。因此，古菌启动子及古菌

基因转录调控研究，不仅为揭示古菌转录调控机

制提供重要的理论依据，而且对理解包含启动子

在内的基因调控序列进化乃至生物系统进化具

有重要的研究价值。 

2  启动子研究的常用方法及其

在嗜盐古菌启动子研究中的应用 
在启动子的研究中，常用的技术方法主要包

括报告基因法、DNA 微阵列法和 RNA-seq (图
1)，它们被用于启动子强度测试、启动子核心元

件鉴定、启动子筛选等过程。 

2.1  报告基因法 
报告基因法是一种研究基因转录活性和表

达水平的常用方法，具有快速、直观、灵敏和稳

定的特点。原理为将报告基因置于受试启动子

后，通过测定其表达强度即可定性或定量表征启

动子的强度。在嗜盐古菌中，常用的报告基因包

含 bgaH、pyrE2、dhfr 与 gfp 四种基因。 
bgaH 基因由 Holmes 等从阿利坎特富盐菌

(Haloferax alicantei, Hfx. alicantei)的突变体中分

离出来[24]，该基因编码 β-半乳糖苷酶[25]，可将

无色化合物 5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-吡喃半乳糖苷

(X-gal)切割为半乳糖和深蓝色物质 5-溴-4-靛
蓝。陈向东团队利用了 bgaH 作为报告基因鉴定

了 PamyH 在沃氏富盐菌(Haloferax volcanii, Hfx. 
volcanii)中的转录活性[26]。沈萍团队从盐生盐杆

菌(Halobacterium halobium, Hbt. halobium)中发

现了同时具有细菌和古菌启动子融合特征的启

动子，并利用 bgaH 报告基因发现它们在大肠杆菌

(Escherichia coli, E. coli) 和 酿 酒 酵 母

(Saccharomyces cerevisiae, S. cerevisiae)中都具有

启动子功能[27]。嗜盐古菌有尾双链 DNA 病毒 HF2
的基因组上存在 9 个基因间重复序列(intergenic 
repeat, IR)[28-29]。近期，Dyall-Smith 等利用 bgaH
报告系统测试发现它们均具有启动子活性[30-31]。 

pyrE 基因编码乳清酸磷酸核糖转移酶

(orotate phosphoribosyltransferase, OPRT)，催化

乳清酸生成 5-磷酸-乳清酸核苷酸，参与尿嘧啶

的生物合成。Hfx. volcanii 的突变体 ΔpyrE2 是尿

嘧啶营养缺陷型菌株，将受试启动子启动 pyrE2
转录的质粒转入 ΔpyrE2 中，在不含尿嘧啶的培

养基中培养，通过菌株的生长来表征启动子的活

性[32]。Lund 团队在研究来自 Hfx. volcanii 的色

氨酸诱导型启动子 Ptna 的活性时，同时使用了

bgaH 和 pyrE2 两种相互独立的报告基因系统定

性和定量研究了该启动子的活性，验证了 Ptna 具

有较高的诱导活性[32]。同时，他们还利用 pyrE2
报告基因测试了 Ptna 在 Hfx. volcanii 中对色氨酸

诱导的严谨性和高效性[33]。 
dhfr基因编码二氢叶酸还原酶(dihydrofolate 

reductase, DHFR)，在胞内将二氢叶酸还原为具

有 生 物 活 性 的 四 氢 叶 酸 [34] 。 甲 氧 苄 啶

(trimethoprim, TMP)是 DHFR 的竞争性抑制剂，

抑制菌体的生长。在细胞中过表达 DHFR 时，

菌株对 TMP 的耐受性提高，且耐受程度与胞内

DHFR 的表达量呈正相关[35-36]。Danner 和 Soppa
利用来自 Hfx. volcanii 的 dhfr 作为报告基因，通

过对比 Hfx. volcanii 对 TMP 的耐受程度，鉴定了

盐 场 盐 杆 菌 (Halobacterium salinarium, Hbt. 
salinarium)的铁氧还蛋白基因启动子(Pfdx)的核

心元件 TATA 盒[37]。 
gfp 基 因 编 码 绿 色 荧 光 蛋 白 (green 

fluorescent protein, GFP)，来自维多利亚多管发
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光水母(Aequorea victoria, A. victoria)的 gfp 是最

常用的报告基因[38]，具有观察或检测时无需添

加底物，可用于亚细胞定位的优点[39]。GFP 蛋

白的荧光强度与 GFP 的表达量成正比，方便定

量表征启动子强度。嗜盐古菌中使用突变体蛋白

可溶性红移绿色荧光蛋白 (soluble modified 
red-shifted GFP, smRS-GFP)作为荧光蛋白，突变

蛋白在细胞质中的溶解度增大，吸收波长也进行

了红移[40-42]。本文作者所在团队利用 smRS-GFP
作为报告系统，通过定量 GFP 荧光强度成功鉴

定到地中海富盐菌(Haloferaxmediterranei, Hfx. 
mediterranei)的 PphaR 启动子的顺式作用元件[43]。 

2.2  DNA 微阵列法 
DNA 微阵列也被称为基因芯片技术，它可

在基因组规模上获取特定条件下的基因表达数

据[44-45]。Lund 团队在 Hfx. volcanii 中通过该技术

筛选出了受色氨酸诱导的启动子 Ptna
[33]，目前该

启动子在嗜盐古菌研究中得到了广泛应用[46]。本

文作者所在团队在研究 Hfx. mediterranei 中参与

果糖转运的磷酸烯醇式丙酮酸依赖的磷酸转移

酶系统 (phosphoenolpyruvate phosphotransferase 

system, PTS)时，利用 DNA 微阵列分析方法检测

了果糖诱导时的基因差异表达，证明了调控蛋白

GlpR 是 PTS 系统重要的调控因子[47]。 

2.3  RNA-seq 法 
RNA-seq 是一种基于第二代高通量测序平

台的转录组分析方法。相比 DNA 微阵列法，

RNA-seq 所需的 RNA 样品更少，无需相应物种

的基因组序列作为参照，具有本底信号更低、准

确性更高、重复性好等优点[48]。差异 RNA-seq 
(differential RNA sequencing, dRNA-seq)方法可

以精确鉴定基因的转录起始位点及 5′非翻译区

(5′ untranslated region, 5′UTR)序列[49-50]。Soppa
团队利用 dRNA-seq 方法检测了指数期 Hfx. 
volcanii 的初始转录组，鉴定了转录本的转录起

始位点并绘制出转录本的 5′UTR 图谱[51]。利用

dRNA-seq 所得到的转录组学数据的长度信息不

足，该团队在后续工作中使用 RNA-seq 方法进

一步确定了转录本的长度[52]。 

3  嗜盐古菌的组成型启动子 
组成型启动子是指在该类启动子控制下，基

因的表达水平基本处于恒定，不受反式作用因子

的调节。在嗜盐古菌中，已经报道了包括 PamyH、

PphaR、Pfdx、Plsm 以及 Prpl137e 在内的 5 种组成型启

动子(表 2)。 

3.1  amyH 启动子 PamyH 
来自西班牙盐盒菌(Haloarcula hispanica, 

Har. hispanica)的 PamyH 启动子负责 amyH (编码

α-淀粉酶)的转录，该启动子在 Hfx. volcanii 和 E. 
coli 中均具有活性[53-54]。PamyH 启动子序列同时具

有细菌启动子和古菌启动子的核心元件，揭示了

该启动子在嗜盐古菌和大肠杆菌中同时具有启动

子活性的机制[54]。陈向东团队基于 PamyH 构建了 
 

表 2  嗜盐古菌来源的组成型启动子及其特征 
Table 2  Constitutive promoters from haloarchaea and their features 
Promoter Species Features Reference 
PamyH Har. hispanica Active in both Har. hispanica and E. coli [53-54] 
PphaR Hfx. mediterranei PphaR is repressed by PhaR, and a strong and constitutive 

promoter is obtained by deleting its cis-regulatory region 
[43] 

Pfdx Hfx. mediterranei A constitutive and strong promoter [55] 
Plsm and 
Prpl137e 

Hfx. mediterranei and 
Hfx. volcanii 

lsm overlaps with rpl137e, and Prpl137e is located in the ORF of 
lsm. Plsm initiates the co-transcription of lsm and rpl137e, while 
Prpl137e only initiates the transcription of rpl137e 

[56-59] 
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Hfx. volcanii 和 E. coli 的穿梭表达载体 pAJ，这

为研究 Hfx. volcanii 和 E. coli 的保守蛋白的功能

提供了有效的工具[26]。 

3.2  phaR 启动子 PphaR 
许多细菌和古菌在营养不均衡的条件下，具

有合成一种生物可降解塑料 PHA 的能力，PHA
在胞内以颗粒形式存在，这一过程受到严格的调

控[60-61]。PhaR 是 Hfx. mediterranei 中参与 PHA
积累与颗粒形成的调节蛋白。phaR 基因和颗粒

结合蛋白编码基因 phaP 由同一个启动子 PphaR

进行转录，PhaR 通过与 PphaR 结合抑制 phaR 和

phaP 的转录 [43]。本文作者所在团队通过删除

PphaR 启动子的调控序列，将其改造为一个强组

成型启动子，并应用于嗜盐古菌蛋白表达及基因

回补等操作中。通过将强组成型启动子 PphaR 整

合到 Hfx. mediterranei 的染色体上，增强番茄红

素合成途径并提高了番茄红素产量[62]。同时，

他们利用PphaR启动子在Hfx. volcanii中异源表达

来自 Hfx. mediterranei 的蛋白，为后续实现该菌

蛋白体外生化实验提供了可能[63-66]。此外，他们

还利用该启动子表达了 mini-CRISPR 结构，分

别在 Har. hispanica 和 Hfx. mediterranei 中建立

了高效的基因编辑工具以及 CRISPRi 工具[67-68]。 

3.3  fdx 启动子 Pfdx 
来 自 Hbt. salinarum 和 死 海 盐 盒 菌

(Haloarcula marismortui, Har. marismortui)的铁

氧还蛋白 Fdx 以[2Fe-2S]为氧化还原中心，其编

码基因在各个时期的转录水平保持恒定，故其启

动子 Pfdx 可用于衡量其它启动子的启动强度[55]。

Gregor 和 Pfeifer 在研究 Hbt. salinarum 的启动子

PcA、PpA 与 Hfx. mediterranei 的启动子 PmcA 的启

动强度时，利用 Pfdx 和来自 Hfx. alicantei 的 PbgaH

作为对照启动子，Pfdx 在指数期活性达到最高，

PbgaH 和 3 个 gvpA 启动子在稳定期活性最高[69]。

Born 与 Pfeifer 使用 Pfdx 启动子验证了改造后的

嗜盐古菌报告基因 gfp 的稳定性表达[70]。本文作

者 所 在 团 队 利 用 启 动 子 Pfdx 实 现 了 Har. 
marismortui 中 PhaC 蛋白的过表达，确定了 PhaC
是 PHA 合酶的一个亚基[71]。 

3.4  Plsm 和 Prpl37e 
Sm 和类 Sm (Lsm)蛋白参与细胞中 RNA 的

多种代谢途径[72-74]，存在于真核生物和多数古菌

中[73-76]。Lsm 蛋白编码基因通常与核糖体蛋白编

码 基 因 rpl37e 相 邻 或 重 叠 [56] 。 在 Hfx. 
mediterranei 和 Hfx. volcanii 中，lsm 均与其下游

的 rpl37e 重叠，rpl37e 的启动子 Prpl37e 在 lsm 的

开放阅读框中。启动子 Plsm 通常负责起始 lsm 和

rpl37e 的共转录，而 Prpl37e 只负责起始 rpl37e 的

转录，这保证了 rpl37e 较高的表达水平[56-59]。 

4  诱导型启动子 
诱导型启动子的启动活性通常受到诱导物

的激活或抑制，在其核心启动子序列上游一般包

含被称为顺式作用元件的 DNA 序列，通过细胞

外或细胞内信号从而激活或抑制下游基因的转

录。直至目前，嗜盐古菌已报道了 6 种诱导型启

动子，受糖/氧气/盐浓度诱导的气体囊泡蛋白 
(gas vesicle protein, gvp)基因启动子、热诱导启

动子 Phsp5、受果糖或戊糖诱导的系列启动子、受

氧/光诱导的 Pbop 启动子、受磷或者 K+诱导的启

动子、受色氨酸诱导的 Ptna 启动子等(表 3)。 

4.1  gvp 基因启动子 
某些嗜盐古菌(如 Hbt. salinarium 和 Hfx. 

mediterranei)拥有编码气泡的基因，这些基因所

编码的蛋白质，可以形成充满气体的蛋白质纳米

囊泡[105]。气体囊泡增加了细胞的浮力，使其能

够在水体中垂直迁移到生长条件最佳的区域。分

析发现共有 14 个 gvp 基因参与嗜盐古菌气体囊

泡的形成，它们以 2 个基因簇的形式(gvpACNO 及

gvpDEFGHIJKLM)相反地排列在基因组中[77]。 
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表 3  已报道的嗜盐古菌诱导型启动子的来源菌种与特征 
Table 3  Reported inducible promoters from haloarchaea and their features 
Promoter Species Inducer Features Reference 
Promoters of gvp  Hfx. mediterranei 

Hbt. salinarium 
Carbohydrates/ 
Oxygen/Salinity 

PD initiates the expression of GvpD and 
GvpE, while GvpE enhances the activity 
of PD and PA 

[77-89] 

Ptfb2 and Phsp5 Hbt. salinarium Heat The expression of downstream genes is 
highly induced at high temperature 
(50 ℃) 

[90-91] 

PglpR-pfkB, PkdgK1, PPTS, 
etc. 

Hfx. volcanii 
Hfx. mediterranei 

Fructose PglpR-pfkB and PkdgK1 are repressed by GlpR 
when glycerol is used as the sole carbon 
source; this repression is relieved in the 
presence of fructose or glucose; GlpR 
activates PPTS 

[92-93] 

PxacB, PxacD, PxacEA, 
PxacF, and PxacR 

Hfx. volcanii Xylose and arabinose XacR functions as the activator of PxacB, 
PxacD, PxacEA, and PxacF, and the repressor 
of PxacR, respectively 

[94-95] 

Pbop Hbt. halobium Hypoxia/Light Pbop is activated by Bat upon exposure to 
hypoxia or light 

[96-98] 

Ppst Hbt. salinarium Phosphorus Ppst2 is about 10 times stronger than Ppst1 
under excess phosphorus conditions, 
while Ppst1 is about 10 times stronger than 
Ppst2 under phosphorus limitation 

[99] 

Pkdp Hbt. salinarium K+ Pkdp is repressed by high concentration of 
K+ 

[100-102] 

Ptna Hfx. volcanii Tryptophan Tryptophan is an efficient and stringent 
inducer of Ptna 

[33] 

PnasABC Hfx. mediterranei Nitrogen starvation Lrp/AsnC are potential transcriptional 
factors involved in regulating nasABC 
transcription 

[103-104] 

 
其中，Hfx. mediterranei 存在单一拷贝的 14 个

gvp 基因，被命名为 mc-vac，而 Hbt. salinarium
存在 2 个拷贝的 14 个 gvp 基因，分别位于染色

体及大质粒上，被命名为 c-vac 与 p-vac[78]。气

体囊泡的形成受到糖、氧气和盐浓度的影响
[79-82]。在好氧条件下，随着培养基中葡萄糖、麦

芽糖或者蔗糖浓度的增加，Hfx. mediterranei 中
气体囊泡的数量持续减少；而在厌氧条件下，菌

体内缺乏气体囊泡，gvp 基因的转录水平降低了

10 倍。 
Hbt. salinarium 的 p-vac 的 14 个 gvp 基因由

4 个启动子 PA、PD、PF 和 PO 负责转录，而 Hbt. 
salinarium的 c-vac 和 Hfx. mediterranei的 mc-vac
的 14 个 gvp 基因由 PA和 PD负责转录(图 2)[83-84]。

在 p-vac 中，活性最强的 PA 负责 GvpA 和 GvpC

的表达[85]；PD 负责 GvpD 和 GvpE 的表达，GvpE
是 PD 和 PA 的转录激活因子[24,86]，GvpD 通过与

GvpE 形成复合物抑制 GvpE 蛋白对 PD 和 PA 转录

的激活，最终抑制气体囊泡的形成[87-88]。PF 和 PO

不受 GvpD 和 GvpE 的调控[78]。PA 与 PD 启动子

上 游 各 存 在 一 段 上 游 激 活 序 列 (upstream 
activating sequence, UAS, UASA 和 UASD)，GvpE
通过与 UASA 和 UASD 结合而激活 PD 和 PA 的转

录活性。p-vac 和 mc-vac 的 UASA 与 UASD 存在

部分重叠序列，且二者紧邻 PA 与 PD 的 BRE 元

件，因此 GvpE 蛋白通过结合 UASA 与 UASD 同

时增强 PA 与 PD 的活性[89]。而 c-vac 的 UASD 和

PD 间多间隔了 22 nt，这可能导致了 GvpE 可以

激活 PA 活性，而无法增强 c-vac 中 PD 的活性[88] 

(图 2)。 
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图 2  mc-vac、p-vac 和 c-vac 基因簇中的 gvp 基因及 PD 与 PA 的转录调控(修改自[82]) 
Figure 2  gvp genes and the transcriptional regulation of PD and PA (modified from [82]). 
 
4.2  高温诱导启动子 Ptfb2 和 Phsp5 

热休克应答是在三域生命中普遍存在的生

理现象，科学家从响应热刺激的热休克蛋白编码

基因的启动子中已经发现众多受温度调控的启

动子[106-108]。其中，嗜盐古菌中报道的热休克蛋

白基因启动子，包括高温诱导的 tfb2、cct1、hsp5
启动子和低温诱导的 cspD2 启动子[90-91,109-110]。 

Hfx. volcanii中已有多个编码转录因子的 tfb
基因被鉴定，其中 tfb2 在转录水平上特异性响应

热激[90]。60 ℃诱导 15 min，tfb2 的 mRNA 水平

提高了 8 倍，这说明 tfb2 的核心启动子具有热响

应 特 性 。 本 文 作 者 所 在 团 队 在 解 析 Hbt. 
salinarum 热休克基因 hsp5 的热诱导转录调控机

制时发现，该基因主要通过 Phsp5 的 BRE 和 TATA
盒进行调控，而删除 BRE 上游序列和突变 TATA
盒下游序列对该启动子基础转录和热诱导活性

均影响甚微 [91]。DNA 结合实验表明，来自

Halobacterium 的 TFBb 和来自 Haloferax 的

TFB2 均可与 Phsp5 特异性结合激活了 hsp5 的转

录，且在热诱导对应的高温条件下其结合活性更

强，从而实现了 hsp5 的热诱导表达。该项工作

为古菌基础转录因子直接主导环境响应基因表

达提供了一个范例[91]。 

4.3  糖代谢相关基因启动子 
某些嗜盐古菌可以利用多种碳源，包括甘

油、果糖、葡萄糖、木糖和几丁质等[92,111]。Hfx. 
volcanii 的多种六碳糖代谢都受到 GlpR 蛋白的

调 控 ， 该 蛋 白 属 于 具 有 螺 旋 - 转 角 - 螺 旋

(helix-turn-helix, HTH)结构域的 DeoR 调控蛋白

家族。戊糖分解相关基因 xac 的启动子则受到转

录因子 XacR 的调控。 
GlpR 蛋白可抑制 Hfx. volcanii 中葡萄糖和

果糖代谢相关基因的转录[93]。Hfx. volcanii 的葡

萄糖和果糖代谢的关键编码基因 kdgK1 和 pfkB
的转录，分别受葡萄糖或果糖诱导。GlpR 是 pfkB
和 kdgK1 的转录抑制子，glpR 和 pfkB 的转录由

同一个启动子 PglpR-pfkB启动，GlpR通过与 PglpR-pfkB

结合抑制 glpR 和 pfkB 的转录。细胞摄取的果糖
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被转化为 F-1-P，F-1-P 是 GlpR 的特异性配体，

通过结合 GlpR 使其与 PglpR-pfkB 的结合能力减弱，

解除其对 glpR-pfkB、fba 等果糖代谢基因转录的

抑制，最终提高相关基因的转录水平[92]，促进

果糖的吸收利用。Hfx. mediterranei 的 GlpR 是糖

磷酸转移酶系统基因簇 PTS表达的激活因子[47]，

通过直接与 PPTS 启动子序列的特异性结合实现

对 PTS 基因簇的调控。此时，果糖诱导野生菌

的 PTS 基因簇和 glpR-fruK 操纵子转录水平的

上调表达，而在突变株 ΔglpR 中，这一诱导现

象消失。 
Hfx. volcanii 的戊糖分解调控基因簇包括

xacF、xacB、xacD 和 xacEA，它们的表达受底

物 D-木糖或者 L-阿拉伯糖的诱导，XacR 是上述

基因的转录激活因子，由 xacR 基因编码，属于

IclR 转录调控因子家族[94-95]。XacR 同时也是其

自身编码基因 xacR 的阻遏蛋白。xacR 基因转录

起始位点前富含 AT 的回文序列是 XacR 的阻遏

位点，戊糖可以引发配体与 XacR 效应位点结合

以解除 XacR 对 xacR 的抑制，从而开启相关基

因的转录以进行木糖代谢。 

4.4  细菌视蛋白基因启动子 Pbop 
原核生物的视黄醛蛋白细菌视紫红质

(bacteriorhodopsin, BR)由 bop 基因编码，是嗜盐

古菌紫膜中的光驱动质子泵[112]。bop 所在基因

簇还包括 bat、brp 和 bip 基因，其中 bat 基因编

码一种反式作用因子，该因子又被称为双效应因

子，在低氧胁迫或高光强度时均激活 bop 的转录。

Bat 蛋白的环磷酸鸟苷调节的磷酸二酯酶

(cGMP-regulated phosphodiesterases, PDEs)，鱼腥

藻腺苷酸环化酶 (Anabaena adenylyl cyclases, 
ACs)，E. coli 转录激活子 FhlA (transcription 
activator FhlA, GAF)和周期时钟蛋白-芳香烃受

体 -Sim 蛋 白 (period clock protein-aryl 
hydrocarbon receptor-single minded protein, 

Per-ARNT-Sim, PAS)/PAS 相 关 的 C 末 端

(PAS-associated C-terminal, PAC)结构域分别用

于响应光与低氧胁迫，其 HTH 基序负责与 bop
启动子上游调控序列结合[96-97]，通过改变 DNA
的超螺旋结构以实现对 bop 转录的调控[98]。 

4.5  转运蛋白相关基因启动子 
ABC 转运复合物磷酸转运系统(phosphate 

transport system, PST)是一种对磷具有高亲和力

的主动转运系统，负责将磷特异性地转入细胞[113]。

Hbt. salinarium 的基因组拥有编码该系统的 2 个

操纵子(pst1 和 pst2)，均为多顺反子。在磷饱和

的条件下，pst1 操纵子具有 2 个转录起始位点

(transcription start site, TSS) TSS-1 与 TSS-2，利

用率之比约为 4:1，在无磷的培养条件下，仅能

检测到 TSS-1 作为转录起始位点。pst2 转录本只

具有一个转录起始位点。以 TSS-1 为起始位点的

pst1 转录本比以 TSS-2 为起始位点的转录本翻

译效率更高。因此，在限磷条件下，pst1 短转录

本在磷元素转运过程中发挥重要的生理功能[99]。

pst 操纵子的转录由 Ppst 驱动，Ppst 磷依赖性的调

控元件均含有 AT 富集序列(ATATATA)，被称为

P 盒，它是保持 Ppst 活性的必要元件[99]。 
Hbt. salinarium的基因组编码 ATP依赖性的

高亲和力 K+ 摄取系统 Kdp ，该系统包含

KdpFABC 和 ATPase，分别由结构基因 kdpFABC
与 kdpQ 编码。基因簇 kdpFABCQ 以单个多顺反

子 mRNA 形式进行转录[100-101]。Pkdp 的启动强度

随着培养基中 K+浓度的升高而降低，而诱导后

Pkdp 的启动强度可增加 50 倍。Kixmüller 与 Greie
利用 Pkdp 对磷的敏感性及诱导性，构建了受 K+

浓度诱导的蛋白表达系统[102]。 

4.6  受色氨酸诱导的 Ptna 
在许多生物中，色氨酸的合成基因 trp 通常

受到严格调控。在 Hfx. volcanii 中，色氨酸合成

的相关酶由 trpCBA 与 trpDFEG2 个基因簇编码，
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它们的表达分别由其各自共转录启动子驱动，在

色氨酸浓度升高时它们的转录被抑制[114-115]。tna
是 Hfx. volcanii 中的色氨酸酶(tryptophanase)编
码基因，受色氨酸诱导表达[33]。Ptna 是一个本底

表达水平低、且能被色氨酸高效诱导的启动子，

在 Hfx. volcanii 中可实现基因的可诱导差异表

达。整合到染色体上的 Ptna 也可被色氨酸严谨而

高效地诱导。Lund 团队还在 Hfx. volcanii 中利用

Ptna 构建了 cct1 缺失的条件致死基因突变株，研

究了分子伴侣蛋白 CCT1 的功能[33]。 

4.7  硝酸盐诱导的 PnasABC 
Hfx. mediterranei 的 硝 酸 还 原 酶 (nitrate 

reductase enzyme, Nas)由 nasA 编码，而 nasA 与

nasB、nasC 由启动子 PnasABC 启动共转录，转录

过程受到硝酸盐诱导[103]。Pastor-Soler 等使用 β-
半乳糖苷酶作为报告基因，通过对 PnasABC 启动

子区域的定点诱变确认转录因子结合区域，然后

通过 pull-down 实验结合质谱法在体外鉴定了

PnasABC 的转录调控因子，该蛋白属于 Lrp/AsnC
家族，但其体内的分子作用机制尚不明确[104]。 

5  嗜盐古菌启动子的应用 
5.1  目标蛋白过表达 

在嗜盐古菌的很多研究中，会通过将目标蛋

白带上纯化标签，对其进行过表达，然后利用纯

化技术得到纯度较高的蛋白，从而为体外生化实

验提供实验材料，在这个过程中，就需要利用强

启动子尽可能提高目标蛋白的表达量。本文作者

所在团队在 Hfx. mediterranei 的多种未知蛋白功

能(如 PHA 解聚酶 PhaZh1[66]、PPS 和 PYK[63])
的研究工作中，使用强启动子 PphaR 过表达带有

His 标签的目的蛋白，然后对纯化后的蛋白进行

了体外酶活功能的研究。 

5.2  基因回补 
在对基因功能的体内遗传学研究中，通常需

要基因回补操作，以回补敲除基因后的表型，此

时可利用诱导型启动子通过调整诱导物浓度而

方便调整回补后的基因表达水平。Aharonowitz
团队在对 Hfx. volcanii 中 γ-谷氨酰半胱氨酸连接

酶编码基因 gshA 的鉴定工作中，发现敲除 gshA
的 菌 株 中 缺 少 γ- 谷 氨 酰 半 胱 氨 酸

(γ-glutamylcysteine, γGC)[116]。为验证 γGC 的缺

乏是由 gshA 的缺失引起的，研究者在 ΔgshA 的

菌株中回补了由 Ptna 控制的 gshA，最终在回补菌

株提取物中检测到了 γGC，由此确定了 Hfx. 
volcanii 中 gshA 的功能为合成并积累 γGC。 

5.3  代谢通路重构 
为了提高嗜盐古菌在工业生产中的产物产

量或合成原本不能合成的高值产品，可通过对嗜

盐古菌代谢通路的改造甚至重构来实现。启动子

为代谢通路的构建提供了重要的基因表达调控

手段。 
本文作者所在团队对 Hfx. mediterranei 的番

茄红素合成途径进行了代谢工程改造[62]。他们

首先鉴定了番茄红素合成途径中限速酶是八氢

番茄红素合酶(CrtB)，该酶催化牻牛儿基牻牛儿

基焦磷酸(GGPP)生成八氢番茄红素。在此基础

上利用强启动子 PphaR 过表达自身 CrtB，并利用

该启动子异源表达了来自近缘属种的 CrtB 和八

氢番茄红素去饱和酶 CrtI，使番茄红素产量变得

更高。最终，经代谢工程改造的 Hfx. mediterranei
菌 株 在 摇 瓶 发 酵 中 每 克 干 细 胞 可 以 生 产

(119.25±0.55) mg 番茄红素。 

6  展望 
随着嗜盐古菌相关工作大量展开，可应用于

嗜盐古菌的研究工具与技术也得到了不断地扩

充，但相比于传统模式微生物，嗜盐古菌启动子

的研究应用仍处于初级阶段，具有较大的发展

空间。在近年来备受关注的合成生物学领域，
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启动子是实现基因精细表达调控的重要核心元

件之一，而标准化启动子工具箱正是嗜盐古菌

所缺乏的。 
将来有关该方面工作有望在以下几方面取

得进展： 
(1) 更多天然启动子的发现与鉴定。利用现

有技术，如 RNA-Seq 测序等，寻找并开发更多

不同强度的组成型和诱导型启动子。随着测序技

术的发展，期待有更便捷的方法对转录组进行扫

描、对启动子进行鉴定。此外，嗜盐古菌的基因

组 GC 含量高、转录本多数无 5′UTR，期待根据

这些特点开发出研究嗜盐古菌启动子的特异性

方法与策略。 
(2) 启动子活性的预测和校正。组学数据配合

机器学习算法的使用可以帮助我们预测启动子的

活性强度，但由于不同菌种间的差异会对启动子

活性预测的通用性造成困难，因此还需要相应的

实验对启动子活性进行校正。这项工作可以促进

嗜盐古菌合成生物学中启动子元件的开发，使代

谢工程改造的结果可以被更准确地预测。 
(3) 启动子的分子机制解析和人工改造。嗜

盐古菌的启动子可能具有全新的分子机制，尤其

是针对诱导型启动子，其序列结构、调控机制、

效应蛋白的解析是了解启动子并对其进行人工

改造的前提。在清楚解析启动子分子机制后，就

可以通过对启动子各结构元件的突变、替换和组

装，实现对启动子进行理性改造，达到增强或减

弱启动子的活性，降低启动子的表达渗漏，以及

构建多种诱导类型的启动子，获得更多且更符合

启动强度需求的启动子元件的目的。 
此外，启动子在与核糖开关、群体感应信号

等其他转录调控元件的组合后，也将得到更多正

交的转录调控系统[117]。例如，将诱导型启动子

与核糖开关串联的转录调控系统，可以同时使

用 2 种效应物对转录进行更精准的控制。目前

在嗜盐古菌 Hfx. volcanii 中，已报道了一种使

用茶碱作为效应物的核糖开关被应用于控制

gvpE 的转录[118]。 
相比细菌，嗜盐古菌启动子结构更接近于真

核细胞。但目前已发现极少数的嗜盐古菌启动子

同时具有古菌、细菌和真核细胞启动子的典型序

列特征，这类启动子在古菌、细菌甚至真核细胞

中均具有启动子功能，如本文 3.1 中介绍的 PamyH

启动子。该发现为构建双功能或多功能表达载体

提供了全新的启动子元件，我们期待能够在嗜盐

古菌中开发出更多可同时应用到古菌、细菌和真

核细胞中的启动子。同时，我们还期待对嗜盐古

菌启动子的改造工作可以对嗜盐古菌基因表达

调控实现更有效的控制，也相信嗜盐古菌启动子

元件的进一步开发将扩充嗜盐古菌合成生物学

研究的工具箱，从而加速嗜盐古菌底盘细胞的改

造、优化和升级，促进嗜盐古菌遗传代谢和合成

生物学等多领域的研究。 
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