
!" 卷 # 期

$%%$ 年 & 月

生 物 工 程 学 报

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

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

收稿日期：$%%$/%!/$0，修回日期：$%%$/%#/$%。

基金项目：国家科委 "10 青年科学基金、国家自然科学基金（+(*022&%#&2，02"$3!%!）和英国皇家学会资助。

" 通讯作者。45)6789："1/$!/1$200#%#；:/;8<)：=9>5?@A;8<) * BCD- * 5>-* E?

一个热诱导穿梭表达载体的构建及其在链霉菌中的应用
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摘 要 为探索大肠杆菌!噬菌体表达调控元件在链霉菌中的应用，构建了一个链霉菌/大肠杆菌穿梭表达载体

PQR!%"%，并将来自链霉菌 7S/%%" 的聚酮合酶（TGU）基因置于其中的!噬菌体启动子 34 下游，得到表达 TGU 的穿

梭质粒 PQR!%1&。与在大肠杆菌中一样，该质粒在变铅青链霉菌中也受热诱导表达 !%%VW 的 TGU 蛋白；表达的 TGU
蛋白可由 UWU/TXY: 和 Z5BD5H?/F)(D 实验检测到。TGU 在链霉菌中的热诱导表达表明，构建的载体也能用于链霉菌

诱导表达外源基因。
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在链霉菌表达载体中，最常用的有依赖硫链丝

菌素诱导启动子（3/#56 ）的载体 PL,#!$0 和 PL,1%$!［!］

等，其优点是在培养基中加入低浓度的硫链丝菌素

即可诱导基因表达，缺点是需要宿主体内特定的激

活物 4<PX\ 蛋白来诱导 3/#56 转录［$］，然而并不是在

所有链霉菌中均存在 4<PX\ 蛋白。而且已有大量未

发表的数据表明 3/#56在未经诱导时有渗漏表达。此

外，用于在链霉菌中表达异源基因的启动子还有红

霉素抗性基因启动子 3%*7:［0］、4H8S 控制的热诱导

启动子 3/*+
［#］等。

在大肠杆菌表达系统中，利用!噬菌体启动子

及其调控元件组合 3438/09/&"3& 成功表达了外源基

因，而且其表达受到严紧调控［3］。为探索!噬菌体

表达调控元件组合在链霉菌的功能，本文构建了旨

在链霉菌和大肠杆菌两类宿主中表达目的基因的穿

梭表达载体 PQR!%"%，并用此载体成功地表达了来

自链霉菌 7S/%%" 的聚酮合酶（TGU）基因。

! 材料与方法

!"! 质粒和菌株

PQR!%3$ 为大肠杆菌表达质粒，其中有来自链

霉菌 7S/%%" 的 $]&VF TGU 基因［1］，经高温诱导，可在

大肠杆菌中超量表达 TGU 蛋白［&］。用 .+7Q"酶切

除去 PQR!%3$ 中的 TGU 基因片段得到大肠杆菌表

达载体 PQR00%［&］，载体中目的基因表达及其有关调

控元件包括串联的 343:&启动子、UW 序列、Q<B1 标签

以及!噬菌体温敏突变阻遏物基因 09/&"3&。PGM3%3
为具 有 低 拷 贝 链 霉 菌 复 制 子 UMT$" 的 质 粒［"］。

WQ3#为大肠杆菌宿主；变铅青链霉菌菌株 RJ!［2］为

TGU 表达的链霉菌宿主。

!"# 培养基及抗生素的使用

大肠杆菌培养基为 \I［!%］，链霉菌原生质体再生

固体培养基为 S$^:，链霉菌菌丝体液体培养基为

^:_:［!!］。用于选择大肠杆菌转化子的氨苄青霉素

终浓度为 !%%$@6;\；阿泊拉霉素可用于链霉菌和大

肠杆菌转化子的选择，终浓度为 0%$@6;\。TGU 特异

性抗体见文献［&］。

!"$ %&’ 操作、(%()*’+,、-./0.12)3450
见文 献［!%］。链 霉 菌 原 生 质 体 转 化 见 文 献

［!!］。

!"6 热诱导基因表达

变铅青链霉菌在补加阿泊拉霉素的 ^:_: 液体

培养基中，于 0%‘培养 01 a #"K 至对数期，然后转至



!" # $%&继续培养 ’() 或 (%)。

! 结果

!"# 穿 梭 表 达 载 体 $%&#’(’ 及 )*+ 表 达 质 粒

$%&#’,- 的构建

链 霉 菌*大 肠 杆 菌 低 拷 贝 穿 梭 表 达 载 体

+,-’%.% 是由 +,-!!% 和 +/01%1 出发构建的。构建

过程如图 ’ 所示。

图 ’ 低拷贝载体 +,-’%.% 和 2/3 表达质粒 +,-’%45 的构建

6789’ 0:;<=>?@=7:; :A =)B C:D @:+E ;?FGB> HB@=:> +,-’%.%

I;J =)B 2/3 BK+>B<<7:; +CI<F7J +,-’%45

!"：LI;JBF !"!#5 +>:F:=B><

+/01%1 在链霉菌中的拷贝数为 ’，所携带的阿

泊拉霉素抗性基因 $$%（!）&’ 可作为在大肠杆菌和

链霉菌中的选择标记。+,-!!% 则是利用!噬菌体

!" 启动子和 L5 噬菌体启动子 !#5 的大肠杆菌表达

载体，其中外源基因的热诱导表达受 %&().15 基因控

制。 +,-!!% 用 !)(" 线 性 化 并 与 +/01%1 的

’!M.NG!)("片段连接，转化大肠杆菌 O,1#，以氨苄

青霉素及阿泊拉霉素选择转化子，得到的质粒用

!)("、*%+P"分别单酶切以及 ,$-,"加 *%+P"
双酶切验证结构正确，命名为 +,-’%.%。待表达的

外源基因可克隆到单一的 ,$-,"位点进行融合表

达，融合表达序列见图 (。

图 ( +,-’%.% 的融合表达序列

6789( L)B A?<<7:; BK+>B<<7:; <BQ?B;@B :A +,-’%.%

用 ,$-,"完全酶切 +,-’%1( 并回收携带 2/3
基因编码序列的 (M5NG 片段，与 ,$-,"酶切线性

化 的 +,-’%.% 连 接，得 到 +,-’%45（ 图 ’）。 用

,$-,"酶切验证 +,-’%45 有插入片段，用 *%+P"
酶切验证其中 2/3 基因具有正确的插入方向。得

到的表达质粒 +,-’%45 的 2/3 基因上游，与基因表

达相关的元件包括来自载体的串联 !"!#5 启动子、

3O 序列，2/3 编码序列的 1R*端与载体上处于同一

读码框的 4 个组氨酸编码序列（,7<4 标签）形成融合

基因；质粒上还有!噬菌体温敏突变阻遏物基因

%&().15，用于控制 !" 启动子的转录。

此外，如图 ’ 所示，+,-’%.% 和 +,-’%45 均具有

高拷贝大肠杆菌复制子 +./+S0’. 和低拷贝链霉菌

复制子 302(#、在链霉菌和大肠杆菌均能表达的选

择标记 $$%（!）&’，以及大肠杆菌选择标记 01$。

!"! )*+ 在链霉菌中的热诱导表达

质粒 +,-’%45 与大肠杆菌表达质粒 +,-’%1( 相

比，具有相同的大肠杆菌复制子、完全相同的大肠杆

菌表达调控元件，相当于在 +,-’%1( 的基础上组入

了一个链霉菌复制子 23!(#及选择标记 $$%（!）&’。

与 +,-’%1( 类似，3O3*2TUV 分析表明 +,-’%45 也能

在大肠杆菌中热诱导表达 2/3（未显示数据）。

通过原生质体转化将表达质粒 +,-’%45 转入变

铅青 链 霉 菌 -W’ 中。通 过 对 来 自 转 化 子 的 质 粒

OXT 的凝胶电泳检测，发现其分子量没有改变。将

对数生长期的链霉菌培养物转移至 !"&分别诱导

’() 和 (%)，收获菌丝体，并对细胞裂解物进行 3O3*
2TUV 分析。结果如图 ! 所示，与未经诱导的对照相

比，诱导后的 -W’（+,-’%45）在与 ’%%NO 2/3 蛋白一

致的位置形成一条较强的带（图 !，YI;B ’、$），表明

热诱导后的 -W’（+,-’%45）可以表达 ’%%NO 的 2/3
蛋白。不过，热诱导的链霉菌蛋白样品产生不止一

条特异的蛋白带。因此有必要通过 ZB<=B>; 杂交来

’($$ 期 陶美凤等：一个热诱导穿梭表达载体的构建及其在链霉菌中的应用



鉴定 !""#$ 蛋白带是否是 %&’。

图 ( )*+!",- 的 %&’ 基因在变铅青链霉菌 +.! 中的表达

/012( %&’ 34)5366078 9: )*+!",- 08 ! 2 "#$#%&’( +.!
!;)*+!",-，<"=（08>?@3>），A"B；

A;)*+!",-，("=（?808>?@3>），A"B；

(;)*+!",-，("=（?808>?@3>），!AB；

<;)*+!",-，<"=（?808>?@3>），!AB；

C;%&’ 34)53663> 08 ) 2 *+"#，D6 D @78E57F

!"# $%& 蛋白的 ’()*(+, 杂交验证

将诱导前后的链霉菌菌丝体总蛋白提取物进行

’$’G%HIJ 分离，电转移到硝酸纤维素膜上。用 C"
倍稀释的兔抗 %&’ 抗血清杂交，依次与羊抗兔抗

体、碱性磷酸酶和底物反应并显色。结果如图 < 所

示，热诱导的变铅青链霉菌 +.!（)*+!",-）约 !""#$
的蛋白带与 %&’ 特异性抗体有阳性反应信号（KD83(
和 C），而未经诱导的链霉菌（KD83A 和 <）则没有明显

的阳性反应信号，表明 %&’ 在链霉菌中得到了表

达，而且其表达依赖于热诱导。

图 < L36E358 杂交检测变铅青链霉菌 +.! 中表达的 %&’ 蛋白

/012< $3E3@E078 7M %&’ 34)5366078 08 ! 2 "#$#%&’(
+.! 9: L36E358 B:950>0NDE078

!;%&’ 34)53663> 08 ) 2 *+"#，D6 D @78E57F；

A;+.!（)*+!",-），("=（?808>?@3>），!AB；

(;+.!（)*+!",-），<"=（08>?@3>），!AB；

<;+.!（)*+!",-），("=（?808>?@3>），A"B；

C;+.!（)*+!",-），<"=（08>?@3>），A"B

# 讨 论

我们 曾 尝 试 用 已 有 的 链 霉 菌 表 达 系 统 表 达

A;-#9 的 %&’ 基因。将 %&’ 基因分别克隆到 ,-#./ 启

动子和 ,012) 启动子下游，转入变铅青链霉菌 +.!，

用考马斯亮蓝 OAC" 染色或用 L36E358 印迹法检测总

蛋白均未观察到 !""#$ 的 %&’ 蛋白质的表达。

在 )*+!",- 中 %&’ 的热诱导表达表明，!噬菌

体的 ,3 启动子在变铅青链霉菌中也有转录活性，

而且其活性受 PQE6RC- 阻遏物调控。推测!噬菌体

阻遏物基因从其自身携带的启动子 ,4 得到表达，

并阻遏 ,3 的转录。此外，)*+!",- 的链霉菌复制子

为只有 ! 拷贝的 !5,A! 复制子，由于基因剂量有

限，有可能限制了目的基因的超量表达，换上高拷贝

复制子有可能提高蛋白的表达量。 *67(RC-G,3 组合

在链霉菌中能有控制地表达异源基因，这种温度诱

导能力可能十分有用。)*+!",- 不需改变结构即可

在大肠杆菌和链霉菌 A 种宿主中表达目的基因的特

点为研究工作带来了极大的方便。

由于链霉菌"-"因子与大肠杆菌"-"因子相似，可

识别类似于大肠杆菌保守启动子的序列G即链霉菌

的大肠杆菌类似启动子（’J%）。因此，可推测载体

)*+!"R" 及质粒 )*+!",- 上的!噬菌体启动子 ,3

可被带有"-"的链霉菌 OSH 聚合酶（J"-"）所识别，从

而转录目的基因。此外，在 )*+!"R" 及 )*+!",- 的

,3 下游还携带有来自出发质粒 )*+((" 的 T- 噬菌

体后期#!" 基因启动子，但是只有!噬菌体启动子

,3 可望在链霉菌中起始目的基因的转录，因为能识

别 T- 噬菌体启动子的 T- 噬菌体 OSH 聚合酶在结

构和 酶 学 机 制 方 面 均 不 同 于 其 它 的 OSH 聚 合

酶［!A］。迄今尚未见链霉菌基因组中存在 T- 噬菌体

OSH 聚合酶相似序列的报道。
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