
!" 卷 # 期

$%%$ 年 & 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
,-). $%%$

收稿日期：$%%$/%!/$0，修回日期：$%%$/%#/!1。

基金项目：军事医学科学院创新课题启动基金资助课题（+(*%%!%%!"）。

" 通讯作者。23)："1/!%/114#""01；567："1/!%/18"401#1；9/:6;)：<=-=(->=-? @;A6* >(:

短短小芽孢杆菌!大肠杆菌穿梭分泌表达载体的构建

彭清忠 张惟材 朱厚础"

（军事医学科学院生物工程研究所，北京 !%%%&!）

摘 要 应用 BCD 技术从具有分泌蛋白能力强且没有胞外蛋白酶活性的短短小芽孢杆菌 0% 中分离出细胞壁蛋白

基因的多启动子和信号肽编码序列，利用它与质粒 EFG!!% 和 EH58 一起构建成穿梭分泌表达载体 EGH90%。将!/淀
粉酶基因引入该载体转化短短小芽孢杆菌 0% 后，发现!/淀粉酶可以活性形式分泌表达。此工作为下一步建立短

短小芽孢杆菌高效分泌表达系统奠定了基础。
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分泌表达作为蛋白质的一种表达形式具有以下

优势：!K 产物一般可溶、可正确折叠、有生物活性；

$K 表达产物与胞内蛋白分离，毋需破碎细胞，利于

分离纯化，简化工艺。现有原核分泌表达系统不尽

如人意。大肠杆菌在进行外源蛋白高效表达时易形

成包涵体；产物分泌表达水平低，且常分泌至周质空

间而非胞外［!］。枯草芽孢杆菌具有良好的分泌性和

非致病 性，但 胞 外 蛋 白 酶 活 性 高，易 引 起 产 物 降

解［$］。短短小芽孢杆菌（.*%3#4+0#,,)& 4*%3#&，.* * 4*%5
3#&）具有分泌蛋白能力强和胞外蛋白酶活性低的特

点［8］，是分泌表达外源蛋白较理想的宿主。

分泌蛋白能力强的短短小芽孢杆菌分泌至培养

基中的蛋白质主要是一或二种高分子量的细胞壁蛋

白。其细胞壁蛋白基因的转录由 0 个串联启动子控

制，转录功能强，且在细胞壁蛋白表达过程中起主要

作用的 B$ 和 B8 启动子受时序调节［8，#］。细胞壁蛋

白的信号肽序列具有一般革兰氏阳性菌信号肽序列

的典型特征，能有效地介导细胞壁蛋白的分泌。故

此类启动子和信号肽编码序列应是驱动外源基因在

短短小芽孢杆菌中分泌表达的较理想元件。本文从

筛选的具有高蛋白分泌能力且没有胞外蛋白酶活性

的短短小芽孢杆菌 0% 中分离出细胞壁蛋白基因多

启动子和信号肽编码序列，与芽孢杆菌克隆质粒

EFG!!% 和大肠杆菌质粒 EH58 一起构建了一个穿梭

分泌表达载体。

" 材料与方法

"#" 材料

"#"#" 菌株、质粒及培养条件：短短小芽孢杆菌 0%
系从土壤中分离得到，并经生理生化、细菌脂肪酸组

成和 !1L MD+J 序 列 分 析 初 步 鉴 定［0］。大 肠 杆 菌

,N!%4 为 本 室 收 藏。枯 草 芽 孢 杆 菌 !1" 和 质 粒

EFG!!% 由芬兰国家公共卫生研究所 ’3@6 H(AO;A3A
博士惠赠，质粒 EPH!8 由德国 5M;3QM;>= L>=;))3M 大学

,(MR NS))3M 博士惠赠，质粒 EH58 购自 26H6D6 公司，

质粒 EP9N/2 购自 BM(:3R6 公司。

短短小芽孢杆菌培养用 2$ 培养基［#］，大肠杆菌

培养用 TG 培养基。

"#"#$ 酶和试剂：U+J 聚合酶"（H)3A(V 5M6R:3AO）、

2# U+J 连接酶和内切酶等工具酶及分子量标准购

自 26H6D6 公司。BCD 反应用试剂购自上海生工公

司，抗生素购自华美公司。

"#$ 方法

"#$#" 短短小芽孢杆菌细胞壁蛋白基因多启动子

和信号肽编码序列的分离及分析：用 CTFL2JT W
（!K"）软件对短短小芽孢杆菌 GG#& 和 XBU8! 细胞



壁蛋白基因启动子和信号肽编码序列进行同源性比

较，根 据 保 守 序 列 设 计 一 对 !"# 引 物：$%
"""&&’"(("’(’&’&&(’"’(&""&&& )%和 $% ("*
""""’’’"(’"&’ "’&&&’""&(’’’&’"&&" )%，其

中上游引物引入 !"#+!酶切位点，下游引物引入

$%&"和’()"酶切位点。用全菌 !"# 方法从所筛

的短短小芽孢杆菌 $, 中钓取启动子和信号肽编码

序列。反 应 参 数：-./ $012，-./ .,3! 4,/ ),3!
56/$,3，), 个 循 环，56/ $012，./ 保 存。纯 化 的

!"# 产 物 与 7’89*( 载 体 连 接、转 化 :9;,- 后 用

<=2>?@ 双脱氧链终止法测序。将所测序列与短短小

芽孢杆菌 AA.5 和 B!C); 的细胞壁蛋白基因启动子

和信号肽编码序列进行同源性比较，分析序列的酶

切位点及细胞壁蛋白的表达和分泌元件。

!"#"# 腺嘌呤甲基化酶基因（红霉素抗性基因）的

克隆及测序：根据腺嘌呤甲基化酶基因设计 !"# 引

物：$% ’&&’&("("&’"(""&’&("’&(("&"& )% 和

$% ""’’&""&&"&"&"(&’&"((&(((&"(("’ )%，其

中上游引物引入 *+,#酶切位点，下游引物引入

-.&#酶切位点。以 7’D;) 质粒为模板利用 !"# 技

术分离腺嘌呤甲基化酶基因。反应参数：-./$012，

-./$,3!$E/.,3!56/;F6012，), 个循环，56/延

伸 $012，./保存。扩增产物连接于 7’89*( 后用

<=2>?@ 双脱氧链终止法测序。

!"#"$ 穿梭分泌表达载体 7AD8$, 的构建及转化：

以 7GA;;, 和 7DH) 构建穿梭分泌表达载体 7AD8$,，

详细过程见结果。短短小芽孢杆菌转化采用电穿孔

转化法［.］，电穿孔仪为 A1I#=+ 公司 ’?2? !JK3?@，脉冲

参数为：,F5$LMN00，6$$H 和 $,,%。

!"#"% &*淀粉酶活性检测及活力测定：将鉴定正确

的重组菌接种至含 ,F$O可溶性淀粉的 (6 琼脂平板

（含红霉素 ;,$>N0P）中，于 ),/培养箱培养。第 6 天

用碘液（,F6OQ6 R 6ODQ）覆盖平板观察菌落周围透明

圈产生情况。&*淀粉酶活力测定按文献［4］进行。

# 结 果

#"! 短短小芽孢杆菌细胞壁蛋白基因启动子和信

号肽编码序列的分离及分析

对分泌蛋白能力强的短短小芽孢杆菌 AA.5 和

B!C); 的细胞壁蛋白基因启动子和信号肽编码序列

进行比较，发现它们之间有 E.O的同源性。其中两

者的信号肽序列完全相同［5］。于是，我们将下游引

物设在信号肽编码序列末端，上游引物选在离信号

肽编码序列末端约 4,,S7 的保守区域。用此引物对

从土壤中分离到的分泌蛋白能力强且没有胞外蛋白

酶活性的短短小芽孢杆菌 $, 号菌进行 !"# 扩增，

获得约 4,,S7 的特异片段（图 ;）。扩增产物经测序

后送 ’?2A=2L 注册（&TT?331I2 UIV &H.6.,.$）。

图 ; 短短小芽孢杆菌细胞壁蛋白基因启动子

和信号肽编码序列的扩增
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将所得序列与短短小芽孢杆菌 AA.5 和 B!C);
的细胞壁蛋白基因启动子和信号肽编码序列进行多

重比较，发现与短短小芽孢杆菌 AA.5 的同源性均

为 -$O，与 B!C); 的同源性为 EEO。对其进行酶切

分析，发现在启动子区域有 234#"和 $51"6 个常

见酶切位点，在信号肽编码序列中有 ) 个酶切位点

!5&"、-5& K"和 634"，此 ) 个酶切位点可用作为

表达载体中外源基因的插入位点。同源性分析表明

该序列的转录、翻译元件与短短小芽孢杆菌 AA.5
的基本一致：有 $ 个串联的启动子 !;、!6、!)、!. 和

!$。在串联启动子的下游，有两个翻译起始位点［5］。

第一个翻译起始位点包括 <C; 和起始密码 ((’（在

芽孢杆菌中用作起始密码［E］）；第二个翻译起始位点

包括 <C6 和 &(’。从第二个起始位点翻译的细胞壁

蛋白带有 6) 个氨基酸的典型信号肽序列，比一般的

革兰氏阳性菌信号肽序列短（约 ), 个氨基酸）；而从

第一个位点进行翻译时，在典型信号肽序列前另有

); 个带丰富电荷的氨基酸（5 个带正电荷的残基，.
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个带负电荷的残基）［!］。

!"! 腺嘌呤甲基化酶基因（红霉素抗性基因）的分离

利用腺嘌呤甲基化酶基因序列引物，从 "#$%& 质

粒中扩增出红霉素抗性基因（图 ’）。()* 产物克隆于

"#+,-. 载体后测序，结果与文献［/］完全一致。

图 ’ 腺嘌呤甲基化酶基因的扩增
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!"# 穿梭分泌表达载体 $%&’() 的构建

!"#"* 质粒 "$0&J 的构建：将质粒 "$0& 和 "KL%%F
分别用 !"#!和 $%&*"进行双酶切，回收大片段。

再连接、转化大肠杆菌获得质粒 "$0&’（图 &）。用

’()"和 !"#!消化 "$0&’，补平 ’()"酶切后的粘

性末端（!"#!酶切后为平端），再重新环化，获质粒

"$0&&（图 &）。此过程不仅去除了质粒 "$0& 上的表

达元件（启动子、*LM 和 4.#），同时也去除了 *%&"
和 ’()"酶切位点。分别用 +",!和 -./!酶 切

"$0&& 质粒，去除新霉素抗性基因（NB:），然后将用

同样内切酶消化过的红霉素抗性基因与之连接，构

建成 "$0&J 质粒（图 &）。

!"#"! 质 粒 "L$+OF 的 构 建：首 先 用 012=#和

’3,"双酶切短短小芽孢杆菌 OF 的 ()* 产物，然后

将其引入用上述两酶消化过的 "$0&J 质粒中，即构

建成穿梭分泌表达载体 "L$+OF（图 &）。

!"+ 枯草芽孢杆菌$,淀粉酶基因在短短小芽孢杆

菌中的分泌表达

为检测新构建载体的功能，应用 ()* 技术从枯

草芽孢杆菌 %PQ 中分离出$-淀粉酶结构基因，用

*%&"和 4(2"双酶切后，将其引入穿梭分泌表达载

体 "L$+OF 中构建成重组质粒 "L$+OFR$-6G8［%F］。利

用电穿孔法将该重组质粒转入短短小芽孢杆菌 OF
中，发现$-淀粉酶以活性形式被分泌表达。分泌的

$-淀粉酶降解重组菌周围的淀粉（.’ 琼脂平板含

FIOS可溶性淀粉），碘液的加入使得菌落周围出现

无色透明圈（图 J）。以$-淀粉酶基因片段的供体菌

图 & 穿梭质粒 "L$+OF 的构建
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枯草芽孢杆菌 89: 为对照，与短短小芽孢杆菌 ;<
（(-4$;<=!>,3?）同时进行试管培养，然后测定（>淀

粉酶活力［P］。发现重组菌株的$-淀粉酶活力约为出

发菌株的 ’ 倍。

# 讨 论

建立新的分泌表达系统是目前基因工程研究领

域的热点工作之一。短短小芽孢杆菌的蛋白分泌能

力强，胞外蛋白酶活性低，在其培养上清中还发现有

二硫键氧化还原酶（D9A）和肽基脯氨酸顺反异构酶

（((Y69B），这些酶能促进多肽的正确折叠，形成有生

物活性的天然蛋白［J］。故利用这类短短小芽孢杆菌

可望建立起一套很有前景的新的原核分泌表达系

统。我们从土壤中分离到了 O 株分泌蛋白能力强且

FJJ 生 物 工 程 学 报 %Q 卷



图 ! 重组短短小芽孢杆菌胞外!"淀粉酶活性检测
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$6B$1)/-B /E)/ G)1/-0$) -.10-/-B !")4*2)(-& K L !C !" & #"$%&’ 78
（9:;<78=!"’>?）；7C !" & #"$%&’ 78（9:;<78）

没有胞外蛋白酶活性的短短小芽孢杆菌株。本文选

其中的一株———78 号菌为宿主，构建用于外源蛋白

分泌表达的穿梭载体。在此过程中，利用 9M:KK8
质粒提供短短小芽孢杆菌的复制起始区，因为该质

粒在芽孢杆菌中以高的拷贝数形式复制，常用于外

源基因的克隆和表达［KK］。虽然新霉素抗性基因是

芽孢杆菌中较好的抗性选择标记之一，但由于我们

筛选的宿主菌抗新霉素，因此选用红霉素抗性基因

取代 9M:KK8 质粒上的新霉素抗性基因作为选择标

记。由于在短短小芽孢杆菌中进行遗传操作比较困

难，故在构建的载体中引入大肠杆菌质粒 9;#N，以

便使外源基因的克隆和序列分析等初始工作在大肠

杆菌中进行，比较方便。当我们将枯草芽孢杆菌!"
淀粉酶基因引入穿梭表达载体 9:;<78 后，发现!"
淀粉酶以活性形式被分泌表达。该结果表明我们初

步建立了短短小芽孢杆菌分泌表达系统。这一系统

的成功建立不仅丰富了供选的外源蛋白表达系统，

而且为分泌表达的基础研究和表达系统的进一步改

良奠定了基础。
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432/$92- 90+4+/-0( )6B /E- ($%6)2 9-9/$B-"1+B$6% (-_3-61- $6 90+/-$6"
$6%"90+B31$6% !"$%&#+)&--/’ #"$%&’ & 9$33$"’ &2 !&,3$)*2,-,6C（生物技

术通讯），A88A，’：AN L A7
［ U ］ ’B)1E$ @，?)4)%)/) T，@(3J)%+(E$ S $3 +- & M(- +, G+/E /0)6(2)/$+6

$6$/$)/$+6 ($/-( +, /E- 4$BB2- F)22 90+/-$6 %-6- $6 !+)&--/’ #"$%&’ !XC D
!+)3$"&,-，KPP8，’*)：7KK L 7KN

［ P ］ Q3-E)03 T，:-06)0B [& S312-+/$B- (-_3-61- )6B ,361/$+6)2 4)9 +,
9<KP!，) 92)(4$B /E)/ (9-1$,$-( $6B31$G2- 0-($(/)61- /+ 4)10+2$B-，
2$61+()4$B-， )6B (/0-9/+%0)4$6 /*9- : )6/$G$+/$1(& D !+)3$"&+-，
KPUA，’-(，U8! L UK!

［K8］ W<SR Y Z（彭清忠），ZT’SR [ I（张惟材），ZTM T I（朱厚

础）& Q-10-/+0* -.90-(($+6 +,!")4*2)(- $6 !"$%&#+)&--/’ #"$%&’ & ‘-/"
/-0( $6 :$+/-1E6+2+%*（生物技术通讯），A88A，. ：KVX L KVP

［KK］ >1J-6a$- @，T+(E$6+ @，@)6)J) @ $3 +- & @E- 6312-+/$B- (-_3-61- +,
9M:KK8：(+4- ()2$-6/ ,-)/30-( $6 0-2)/$+6 /+ 0-92$1)/$+6 )6B $/( 0-%3"
2)/$+6& E-+’@&A，KPUV，’-：PN L K8N

/01 %23456785923 2: &0755;1 <185264 2: !"#$%&’(%))*+ &"#$%+=,+(-#"%(-%’ (.)%

W<SR Y$6%"ZE+6% ZT’SR [-$"I)$ ZTM T+3"IE3!
（ F2’3&3/3$ ,B !&,3$)*2,-,6C，8)+A$@C ,B =&-&3+"C =$A&)+- >)&$2)$’，!$&G&26 K888XK，.*&2+）

>?456@85 @E- 7^ 0-%$+6 +, /E- 1-22 F)22 90+/-$6（I[W）%-6- 1+6/)$6$6% 432/$92- /)6B-4 90+4+/-0( )6B /E- ($%6)2 9-9/$B-"1+B$6%
(-_3-61- F)( $(+2)/-B G* WIO ,0+4 !" & #"$%&’ 78，)6B 3(-B /+ 1+6(/031/ /E- (E3//2- 5-1/+0 9:;<78，FE$1E $6123B-B /E- 0-92$1)"
/$+6 +0$%$6 +, 9M:KK8 )6B /E- -0*/E0+4*1$6"0-($(/)61- %-6- +, 9R;KAC@E-!")4*2)(- %-6- +, !+)&--/’ ’/#3&-&’ KVU F)( 2$%)/-B /+
9:;<78，90+B31$6% 92)(4$B 9:;<78=!")4*&’,/-0 /E- 0-(32/$6% 92)(4$B F)( $6/0+B31-B $6/+ !" & #"$%&’ 78，(+23G2- )6B G$+2+%$"
1)22* )1/$5-!")4*2)(- F)( (-10-/-B B$0-1/2* $6/+ /E- 132/30- 4-B$34& @E- -.90-(($+6 2-5-2 +,!")4*2)(- $6 /E- 0-1+4G$6)6/ !" &
#"$%&’ 78 F)( /F$1- E$%E-0 /E)6 /E)/ +, /E- B+6+0 (/0)$6&

A1B C26D4 !"$%&#+)&--/’ #"$%&’，(E3//2- 5-1/+0，(-10-/+0* -.90-(($+6

O-1-$5-B：8K"A7"A88A

@E$( F+0J F)( (399+0/-B G* Q1$-61- <.92+0)/$+6 #+36B)/$+6 +, ’1)B-4* +, >$2$/)0* >-B$1)2 Q1$-61-(（S+&88K88KU）&

!I+00-(9+6B$6% )3/E+0 & @-2：UV"K8"VVP!UU7V；#).：UV"K8"VNUP7V!V；<"4)$2：aE3E+31E3b ($6)& 1+4

K!!! 期 彭清忠等：短短小芽孢杆菌"大肠杆菌穿梭分泌表达载体的构建


