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摘要：通过 &’( 等重组 )*+ 技术，构建了含 !"#$% 启动子表达调控元件、(,-( 基因、报告基因 &’(（谷胱甘肽./.转
移酶）的两个嵌合操纵子，并插入大肠杆菌表达载体 0+123 中构成 0+123.&(! 和 0+123.&("。其中 0+123.&(" 的

(,-( 基因上游为原有的 /) 序列，而 0+123.&(! 的 (,-( 基因上游则插入了增强的 /) 序列。把这两个重组表达质

粒分别转入大肠杆菌 41"!（)2%）中，报告基因 &’( 能够在 1.鼠李糖诱导下表达，其表达量是非诱导条件下的 5 6 7
倍，且 0+123.&(! 的表达量是 0+123.&(" 的 %8!5 倍。以上结果表明，9:; 的表达既受 1.鼠李糖诱导，同时又受 (,-(
的正调控。/)/.&+<2 结果显示，</= 占大肠杆菌培养物总可溶蛋白的 785!>（)?)），平均 ! 1 培养物可获得 %8#
@9 纯化的 </=。酶活性分析表明，所构建的嵌合操纵子表达的 </= 保持了正确的构型且具有很高的活性。
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在大肠杆菌中，与 1.鼠李糖转运和代谢相关的

基因有 !"#*，!"#$% 及 !"#8@A［! 6 %］。 !"#= 编码的蛋

白负责鼠李糖的运输［%］，!"#8@A 编码 % 种与鼠李糖

代谢 有 关 的 蛋 白［!，5］。最 近 研 究 发 现，大 肠 杆 菌

!"#$% 操纵子含有两个 1.鼠李糖特异性的激活子

（-R;G\-;SQ），(,-( 和 (,-/［7 6 $］。(,-( 通过与距 !"#$%
转录起始点 d %" 到 d a" 的序列结合，来调控 Q,-/(
的转录［!，5，$］。在没有 1.鼠李糖的情况下，(,-( 虽然

也能 结 合 到 它 的 )*+ 识 别 序 列 上，但 不 能 激 活

!"#$% 的转录［"，C 6 $］。此外，(,-( 对 !"#$% 的转录调

控是 一 种 正 调 控［"，a］，即 新 形 成 的 (,-( 能 促 进

!"#$% 的进一步转录，产生更多的 (,-( 和 (,-/。在

大肠杆菌中，当 1.鼠李糖存在时，!"#$% 的表达量可

增加 55# 倍以上。(,-/ 与环腺苷酸受体蛋白（R+E&
QFRF0;SQ 0QS;FGL，’(&）同时结合到与 !"#$% 操纵子相

邻的 !"#8@A 操纵子的启动子上游的远侧调控序列
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上［!，"，#，!$］，来激活 !"#$%& 的转录，以产生代谢 %&鼠
李糖所需的酶［!，"，#］；同时它们与 ’() 的结合还抑制

!"#’( 的转录［!，"，#，*］（图 !）。

图 ! !"#’(& !"#$%& 操纵子之间的

调控区（该图引自 +,-.［!］）

表 ! 实验所用引物

(/0 引物序列 #1&21 扩增序列

$! )3)4 53)453 44545545)4545)45343)33 6789:;-< )!"#’( -<7=>?>@-9>/.

$A 53 434)5) 433 45) 454 354 3)) 3)3 55 ’/B.89:;-< )!"#’( -<7=>?>@-9>/.

$2 33))4))334)54)4)5555)3 4;89 7)%+C&D

$" 555))44354))55)55))3555 )45534443453))4))3 6789:;-< !"#( -<7=>?>@-9>/.

$# 555))443 54))555)3 555 )45 534 443 45 6789:;-< !"#( -<7=>?>@-9>/.

$E )353 5435)3 3)3 ))4545 44)343 435 )3) 3455 ’/B.89:;-< !"#( -<7=>?>@-9>/.

$F 5)434 5)435 ))554 35455 5)43 4;89 7)%+C&DG! -.H7)%+C&DGA

本文利用大肠杆菌 !"#’( 操纵子在 %&鼠李糖诱

导后，具有的受 GI-G 正调控表达的特性，通过 ’()
重组技术构建了含 !"#’( 操纵子表达调控元件、

GI-G 基因、报告基因 *+, 的嵌合操纵子，同时去除

了 GI-J 对 !"#’( 操纵子的负调控，以期使报告基因

*+, 在大肠杆菌内实现可调控的高效表达。一旦获

得上述的嵌合操纵子，就可以通过把要表达的目的

基因取代报告基因，使该目的基因在大肠杆菌内同

样实现可调控的高效表达。

通过本项目的实施，有望获得具有自主知识产

权的以 !"#’( 操纵子为基础的可诱导的重组高效表

达系统。该表达体系可用于生产各种蛋白，包括毒

性蛋白。同时该表达体系还可以应用于与 - 0 ./01
有相同基因表达特性的蓝藻和植物叶绿体中，以获

得生产药物、高价值农产品等的新型生物反应器。

! 材料与方法

!"! 实验材料

!"!"! 菌株：克隆宿主菌 - 0 ./01 4/7!$（KL ，2.!%!
（2!!&"+3 (4’&2.!$5），!M$，0#.6!4!#，! 0#. N F"，

!7.%!，#!#!!2*!（ #!#& 078 ）FE*F，*#09，*#0:，!;+，
（’,!!）7<3%!，<8;=），’O#"（KL ，!M$HP 0#.6!4!#，!
（ 0#.6>% L #!*?）9!E*，37/(，!7.%!，7<3%!，"+3(!F
（ !@ L ，2@ Q ），;"/%，+8;-""，"L ， ,"1& !，*A!%*E，

!70%!）；表达宿主菌 - 0 ./01 R%A!（’+2）（KL ，/2;B，

"+3’（ !$$&2$&），*#0，3.2（&-2））均由本实验室保

存。

!"!"# 质 粒：7)%+C［!!］ 由 美 国 哥 伦 比 亚 大 学

J>=S;:89;>. 博士惠赠。

!"!"$ 工具酶：各类限制性内切酶、4" ’() 连接酶

（4-T-G-）；4-U、G.-8>.（D:/<;,-）。

!"!"% 引 物 及 测 序：引 物（引 物 序 列 见 表 一），

7)%+C&D 及 7)%+C&DG 测序（上海申能博彩生物公

司）。

!"!"& 其他试剂：5J4 J;7I-:/8; "R（DI-<-:@>-）；柱

离心胶回收试剂盒（华舜公司）；还原型 5JO（上海生

工）；3’(R（V3(）；%&鼠李糖（J>,<-&)=H:>@I）。

!"# 实验方法

!"#"! 基于 !"#’( 的嵌合操纵子的构建（图 A）

（!）)!"#’( 和 !"#( 序 列 片 段 的 克 隆：利 用

D3G，以 - 0 ./01 ’O#"为复制模板，对 )!"#’(（ !"#’(
调控区）和 !"#( 序列进行克隆。D3G 反应条件为：

*"W预热 !$ <>.；*"W变性 2$ 8，##W 退火 2$ 8，FAW
延伸 ! <>.，A# 个循环。

（A）含 )!"#’( 序列的重组质粒 7)%+C&D 的构

建：)!"#’( 的 D3G 产物经 4R+&-,-:/8; 电泳分离回

收特异片段，溶解于 ’’X 中。取适量 ’()，进行

’;"#、CD##双酶切。质粒 7)%+C 同时进行’;"#、

CD##双酶切，分别对酶切的 !EFY7 )!"#’( 片段和

EZ! [Y 的 7)%+C 质粒片段通过柱离心式胶回收试

剂盒进行纯化，继而进行 4" ’() 连接酶连接，连接

产物转化 - 0 ./01 4/7!$ 菌株，用 D3G 法筛选阳性克

隆，获得重组质粒 7)%+C&D。上海申能博彩公司测

序，核对序列。测序引物为 $2（表 !）。

（2）含 !"#( 序列的重组质粒 7)%+C&DG 的构
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建：引物 !"、!#（表 $）扩增的 !"#$ %&’ 产物经 ()*+
,-,./01 电泳分离回收特异片段，溶解于 223 中，取

适量 245 进行 %&’’!、(#)!双酶切。质粒 657*8+
% 也进行 %&’’ 9、(#) 9 双酶切，分别对酶切的 :;# <6
!"#$ 片段和 #=! >< 的 657*8+% 质粒片段分别进行

图 ? 基于 !"#($ 的嵌合操纵子的构建

柱离心式胶回收，(" 245 连接酶连接，转化 % @ &’)*
(/6$! 菌株，%&’ 法筛选阳性克隆，得到含 !"#($ 嵌

合操纵子的质粒 657*8+%’$。657*8+%’? 的构建同

657*8+%’$，仅将 %&’ 扩增引物 !" 换为引物 !A。重

组质粒以引物 !;（表 $）为测序引物到上海申能博彩

公司测序分析，核对序列。

!"#"# 657*8+%’$、657*8+%’? 的表达研究：表达

菌基 础 培 养 基 为 BC%D 缓 冲 培 养 基（"!EE/FG7
BC%D， "EE/FG7 (.HIHJ1， !=!$EE/FG7 K1DC"，
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!"#$$%&’( )*+,&，-"./0$$%&’( 1.23+，-"#$$%&’(
,4,&.，-"#.5$$%&’( 67,&.，#-$$%&’( )4,&，8 9 :-; !

$%&’( )4.6%3+，+ 9 :-; /$%&’( *8<38，8 9 :-; 5 $%&’(
,%,&.，:-; 5 $%&’( ,=23+，5 9 :-; 5$%&’( 6>,&.，:-; 5

$%&’( ?>23+， :"8.$$%&’( 1.*@3+， :-$$%&’(
)4*,38， -".A ,4B4$C>% DECFB， 4>F -"--.A
GHC4$C>I），过夜培养基为含 -"-+A甘油的 63@2 缓

冲培养基，生长培养基为含 -"+A甘油的 63@2 缓冲

培养基，活化以及克隆用培养基为 (<（每升培养基

含 #- $7 氨苄青霉素）。

JD(KLM@N: 和 JD(KLM@N. 分 别 转 化 <(.:
（OK8）表达宿主菌后，挑单克隆于 8/P振荡培养过

夜，过夜培养菌经测定 !"0-- 值后，调至相同的菌密

度；以 : Q :-- 的体积分别接种于新鲜的培养液中，

8/P培养 . H 至 !"0-- 为 -"0，加入 (M鼠李糖至终浓

度 -".A（# ’$），8/P诱导表达 8 H；测定 !"0-- 值并

调至相同的菌密度，离心收集相同体积的菌体；然后

用 : Q:- 体积的 @<2（:+-$$%&’( )4,&，./$$%&’( 1,&，
:-$$%&’( )4.*@3+，:"5$$%&’( 1*.@3+）重悬菌体，冰

上超声波裂解；裂解产物于 :.--- R’$C> 离心 .- $C>，

保留上清，用于 S2T 酶活力分析及 2O2M@DSK 分析。

!"#"$ 2O2M@DSK 对 S2T 表达量的分析：取上述制

备好的细菌裂解上清 8-!(，加入 :-!( + 9 2O2 凝胶

加样缓冲液，煮沸后取 8-!( 用于 2O2M@DSK 分析。

2O2M@DSK 分离胶浓度为 :#A，堆积胶浓度为 #A，

:-- U 恒电压电泳 8 H；考马斯亮蓝法染色 2O2M@DSK
凝胶后，用 VU@ 白光’紫外光透射仪扫描，并用 SR4WM
CG ."# 和 SI&X%RY B%ZGX4RI 数字化蛋白条带的密度，分

析某一条蛋白带在总可溶性蛋白中所占的比例。

!"#"% S2T 酶活力的分析：取 #-!( 新鲜制备的上

述细菌裂解上清，加入到 :"# $( 的 S2T 测活底物溶

液（-": $%&’( 1M@<2 J* 0"#，:"-$$%&’( 还原型 S2*，

:"-$$%&’( ,O)<）中，在 紫 外 分 光 光 度 仪 VUM..-:
上，立即测定其在 # $C> 内的 !"8+-值。每隔一分钟

记录一个数值，然后用 !"8+- 对时间进行作图，其斜

率!!"8+- ’!$C> 用于指示具有生物活性的 S2T 相

对含量。

!"#"& S2T 亲 和 层 析：取 (M鼠 李 糖 诱 导 表 达 的

.-- $(培养基于 :---- R’$C> 离心 # $C>，收集菌体，

重悬于 :- $( @<2 中，冰上超声波裂解，上清全部上

样于 S&=G4GHC%>I 2IJH4R%BI +< 柱。利用 S2T 与 S2*

之间的特异性结合作用，除去污染蛋白。层析按照

@4R$4EC4 操作指南进行，收集洗脱峰后，以 <2D 浓度

梯度作标准曲线，<R4FZ%RF 方法测定洗脱蛋白的浓

度。

# 结果及分析

#"! 嵌合操纵子具有受鼠李糖诱导的表达特性

对培养基中含 -".A (M鼠李糖及不含 (M鼠李糖

的 <(.:’JD(KLM@N: 表达上清进行 2O2M@DSK 检测，

结果如图 8 所示。泳道 : 在 .5YO 附近有明显的

S2T 蛋白条带，表达水平为占菌体总蛋白的 #"+:A
（# ’#）；而泳道 8 在 .5 YO 附近几乎看不到 S2T 蛋

白条带，说明构建好的嵌合操纵子具有受 (M鼠李糖

诱导表达的特性。

图 8 JD(KLM@N: 上的嵌合操纵子在诱导与

非诱导下的 2O2M@DSK 表达结果

6：64RYIR；:"JD(KLM@N: 诱导表达上清；."JD(KLM@N: 诱导

表达沉淀；8"JD(KLM@N: 非诱导表达上清；+" 纯化的 S2T 蛋白

#"# ’() 的表达量受到表达自同一嵌合操纵子的

*+,* 的正调控

图 + 结果表明，在 -".A (MRH4>$%BI 诱导时，对

同一重组质粒，S2T 的表达量比非诱导时可提高 +"0
倍；JD(KLM@N: 中 S2T 的表达水平比 JD(KLM@N. 高

8":+ 倍。可见，本实验构建的 %&’() 嵌合操纵子，

在大肠杆菌中受 RH4$>%BI 诱导后，仍然具有受 NH4N
正调控表达的特性。

#"$ 嵌合操纵子的表达产物 ’() 是可溶性的，而

且有很高的生物活性

2O2M@DSK 结 果 表 明，JD(KLM@N: 表 达 的 S2T
基本上只出现在上清中，因而是可溶性的。数字化

密度 分 析 显 示 S2T 占 总 可 溶 性 蛋 白 的 #"+:A
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图 ! "#$ 酶活力分析

（! %!）（图 &）。通过 "#$ 亲和层析，’( 培养液中收

集的菌体，可得到纯品 "#$ &)*+,（两次实验的平均

值）。-.(/0 质 粒 中 的 "#$ 基 因 含 $1 启 动 子，用

23$" 诱导后 "#$ 基因有极高的表达量，但表达产物

"#$ 主要以不溶性的包涵体形式存在，生物活性很

低。通过与相同浓度的 -.(/0 表达的 "#$ 的酶活

力对比分析表明（图 4），本实验所构建的嵌合操纵

子表达的 "#$ 蛋白具有很高的活性，即 -.(/0536’
中表达的 "#$ 蛋白质大多以生物活性形式存在。

图 4 (5789+:;<= 诱导 -.(/0536’ 与 23$" 诱导

-.(/0 表达所得的 "#$ 酶活力对比分析

! 讨论

从 "#$ 酶活力分析结果说明，通过重组 >?. 技

术构建的含 %&’() 操纵子表达调控元件、6896 基

因、报告基因 "#$ 的嵌合操纵子，在大肠杆菌中具有

受 (5鼠李糖诱导表达的特性。由于增强型 #> 序列

的存在，可以提高 6896 的翻译量，而含增强型 #>
序列的嵌合操纵子上 "#$ 的表达量比含原有 #> 序

列的嵌合操纵子上 "#$ 的表达量明显提高，说明本

实验所构建的基于 %&’() 的嵌合操纵子仍然具有受

6896 正调控表达的特性，即嵌合操纵子中 %&’) 基

因的表达量越高，则 "#$ 的表达量也越高。

利用 $1 启动子已经构建了具有极高表达效率

的系统，但 $1 表达系统有很明显的缺点，它的表达

产物往往以包涵体形式存在，生物活性也大大降

低［’@，’&］。#>#53."/ 及 "#$ 亲 和 层 析 分 析 结 果 显

示，本实验所构建的基于 %&’() 的嵌合操纵子的 "#$
表达产物是可溶性的，而且保持了应有的正确构象

和酶活力，这些与预期的结果相吻合。但 "#$ 的表

达量不是很高，所以要想获得可诱导的高效表达系

统，仍需进一步改进。

由于 689$ 运输 (5鼠李糖进入细胞内，因此其

数量的多少可能影响嵌合操纵子的表达水平。此

外，用 来 表 达 的 宿 主 菌 基 因 组 中 含 有 %&’() 和

%&’*+,，即在 (5鼠李糖存在时，宿主菌基因组将表

达出大量的 689#，激活 %&’*+, 的转录，产生代谢 (5
鼠李糖所需的酶［@，&，!，’*］；而 (5鼠李糖的代谢产物会

抑制 %&’() 的转录［@，&，!］，同时也可能抑制以 %&’()
为基础的嵌合操纵子的表达水平［’*］。考虑到上述

原因，本实验室考虑继续开展以下工作：’）构建含

789$ 的嵌合操纵子，以期增加把 (5鼠李糖运输入细

胞的 689$ 的数量；@）敲除大肠杆菌基因组中 %&’()
和 %&’*+, 的功能，以消除它们对嵌合操纵子表达的

影响。
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