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[摘　要 ]　为了克服生物素生物合成中的抑制作用 ,提高生物素操纵元基因本底水平的表达 ,分别构建了整合

表达载体 p GJ j01和 p GJ j02 ,通过双交叉整合的方式先后将线性化的 p GJ j01 和 p GJ j02 整合到枯草芽孢杆菌

AS1094的染色体上 ,构建了枯草芽孢杆菌 GJ Z01 ,用强启动子 P4321替换掉生物素操纵元自身的启动子 Pbiotin ,并

在 bioB和 bioI 基因间加入强终止子和强启动子 P4322。经 PCR和 Southern检测表明 ,整合构建正确。试验可为下

一步研究生物素操纵元基因表达提供良好的宿主菌素材。
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Abstract : In order to overcome the inhibition in biotin bio2synt hesize and enhance biotin operon genes

expression , two integrated expression vector p GJ j01 and p GJ j02 were lineared ,and t hen integrated into

bacullus subtilis AS1094 to get bacullus subtilis GJ Z01. Promoter of biotin operon was replaced by promot2
er 4321 and t he termination between bioB gene and bioI gene was reconst ructed by st rong promoter P4322.

GJ Z01 was detected t hrough PCR and Sout hern blot . This research provides a basis for f urther study on bi2
otin operon gene‘s expression.
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　　枯草芽孢杆菌是革兰氏阳性菌 ,具有外分泌性

强、细胞壁不含内毒素和良好的发酵性等特点 ,已广

泛用于生产工业酶制剂和表达外源基因。随着对枯

草芽孢杆菌基因组测序的完成 ,其应用将得到进一

步提高。但枯草芽孢杆菌作为工业生产菌和蛋白表

达的宿主菌仍存在一些问题 ,如质粒不稳定、蛋白酶

太多、蛋白酶对目的蛋白的降解以及宿主菌本身的

自溶现象等[1 ]。同源重组整合可以使外源基因在宿

主中进行稳定的复制和表达 ,并可避免质粒的不稳

定性 ,其在枯草芽孢杆菌中已得到广泛应用[223 ]。

枯草芽孢杆菌生物素操纵元主要包括 7个基因

( bioW , bioA , bio F , bioD , bioB , bioI 和 or f 2) ,总长

度 7. 5 kb , bioA、bio F、bioD 和 bioB 基因的 5′端与

其前面基因的 3′均具有部分重叠 ,bioI和 or f 2被一

个不依赖ρ因子的终止子隔开 ,各基因可编码生物

素合成代谢所需的酶和前体物[ 426 ]。生物素是枯草

芽孢杆菌生长代谢的必要成分 ,其合成代谢受到严

格调控。以上各基因的转录均受到一个位于操纵元
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前部的σA 启动子和与启动子相邻的调控片段的控

制[7210 ]。在转录和表达中 ,生物素生物合成操纵元

不同程度地受到调控蛋白 BirA 和外源生物素的负

反馈调节 ,BirA和外源生物素结合后形成的阻遏物

作用于生物素操纵元的启动子而产生共抑制[4 ,7210 ]。

为了克服生物素生物合成中的抑制作用 ,提高

生物素操纵元基因本底表达水平 ,本试验通过整合

的方式用 P43 启动子[11 ]替换掉生物素操纵元自身

启动子 Pbiotin ,并对 bioB 和 bioI 基因间的终止子

进行了改造 ,以期为生物素操纵元各基因的表达提

供良好的宿主菌材料。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌株与质粒 　枯草芽孢杆菌 AS1094 来自

CCSC(中国菌种保藏中心) , pB l uS KM/ pB l u KS M

为本室保存 , p E32s pec、启动子探针型载体 p GJ01

和 p GJ 02均由本室构建 ,质粒 pB ES T501 (有硫酸

新霉素抗性基因)由 Linn T博士提供。

1. 1. 2　主要试剂　限制性内切酶、修饰酶、T4 DNA

连接酶、L A T aq聚合酶及染色体基因组 DNA 提取

试剂盒均购自 Promage。质粒 DNA的提取和 DNA

的纯化回收试剂盒购自杭州维特洁公司。

1. 2　方　法

1. 2. 1　大肠杆菌和枯草芽孢杆菌感受态细胞的制备

与转化　分别采用电穿孔转化法和化学转化法[12214 ]。

1. 2. 2　β2半乳糖苷酶活性的测定　β2半乳糖苷酶测
定参照 Miller [15 ]的方法并加以改进。按照公式 ,

Miller (密勒)活性单位 = (66. 7×OD420 / OD595 ) ×稀

释倍数 ,其中 OD420从反应混合物中读取 ,OD595表示

菌液的细胞密度。β2半乳糖苷酶酶活定义为 :在 37

℃条件下 ,1 mL 菌液每分钟的 OD420与 OD595的相

对值为 1密勒单位。

1. 2. 3　扩增各基因片段所需的引物和 PCR反应条

件　所需引物和 PCR 反应条件见详表 1 和表 2 ,

PCR反应共 35个循环。
表 1　扩增各基因片段的引物

Table 1　PCR primer of gene

基因 Gene 序列　Nucleotide 克隆位点　Clone site

Pbiotin2up 5′2A T GTCGACA T GCT GGACA GGGA GCT23′ S alⅠ
Pbiotin2down 5′2GCGAA T TCCGCCCT T TCACT GA TA23′ EcoR I
bio2up 5′2A TA GA GCTCGA T T T TCGGCGT T T GG23′ S ac I
bio2down 5′2A TCCGCGGCA TA TA GTCTAACGCAC23′ S acⅡ
S pec2up 5′2A TACCGCGGAA T GGCGA T T T TC 23′ S acⅡ
S pec2down 5′2AA GACTA GT T T GAAAAAA GT GT T TCCACCA23′ S peI
P43212up 5′2A TACTA GT GCA T GCA GGCCGGG23′ S peI
P43212down 5′2GGGAA T TCGT GTACA T TCCTCTCT T23′ EcoR I
bioW2up 5′2GGCGAA T TCACA GAA TCT T GACA GG23′ EcoR I
bioW2down 5′2 GCGGTACCA TCAAA TCA T GA GTCA T G23′ Kpn I
bioB2up 5′2A T GGTACCA T GAA TCAA T GGA T GGAACTCG23′ Kpn I
bioB2down 5′2A T GGGCCCTCA GCT T T TCGCACT T23′ A paⅠ
T T2up 5′2A T GGGCCCGGGACGT TCT T GC 23′ A paⅠ
T T2down 5′2GCGCCTCGA GGCTCAACTCCAAA23′ X hoI
neo2up 5′2A T GCT GACGTCGA GA TCA GGG23′ S alⅠ
neo2down 5′2GGGCTCGA GA GA TCAA T TCT GA TA 23′ X hoI
P43222up 5′2A GTCGACCGT GCA T GCA GGCCGGGG23′ S alⅠ
P43222down 5′2GGGGGA TCCA T TCCTCTCT TACCTACCTA T23′ B amH I
bioI2up 5′2A T GGA TCCGT GACAA T T GCA TCGTC 23′ B amH I
bioI2down 5′2A T TCTA GAA TCT TA T GTCCGGCGA TCG23′ X ba I

表 2　扩增各基因的 PCR反应条件

Table 2　PCR condition of gene

基因
Gene

变性 Denaturalize 复性 Anneal 延伸 Extend

温度/ ℃
Temperature

时间/ s
Time

温度/ ℃
Temperature

时间/ s
Time

温度/ ℃
Temperat ure

时间/ s
Time

Pbiotin
bio

S pec
P4321
bioW
bioB
T T
neo

P4322
bioI

94
94
94
94
94
94
94
94
94
94

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

55
60
58
56
53
63
63
53
60
60

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

72
72
72
72
72
72
72
72
72
72

25
45
70
30
45
60
20
70
30
60
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1. 2. 4　枯草芽孢杆菌生物素操纵元启动子 Pbiotin

和启动子 P4321、P4322的克隆及功能检测　枯草芽

孢杆菌生物素操纵元基因自身的启动子 Pbiotin为

负控型启动子 ,启动子 P43 为组成型启动子[7 ,11 ]。

以枯草芽孢杆菌 AS1094染色体 DNA为模板 ,PCR

扩增启动子 Pbiotin、P4321 和 P4322。引物和 PCR

反应条件见表 1 和表 2。Pbiotin 和 P4321 分别以

S al I、EcoR I和 S peI、EcoR I位点克隆到 p GJ01

上 , 构建了 p Pbioti n2GJ 01和 p P43 212GJ 01 (图 1 ,

图 2) ; P43 22以 S al I、B am H I位点克隆到 p GJ 02

上 ,构建了 p P43222GJ 02 (图 3) 。采用 1 . 2 . 1的方

法分别将质粒 p Pbioti n2GJ 01、p P43212GJ 01 和

p P43222GJ 02转化至枯草芽孢杆菌 AS1094。挑取

单菌落于液体 LB 培养基发酵摇瓶中 ,在 37. 0 ℃、

250 r/ min条件下培养 ,按不同时间段取样测定β2半
乳糖苷酶 (Bga)的酶活性。

图 1　质粒 p Pbiotin2GJ 01的构建

Fig. 1　Plasmid of pPbiotin2GJ 01

图 2　质粒 pP43212GJ 01的构建

Fig. 2　Plasmid of p P43212GJ 01

图 3　质粒 pP43222GJ 02的构建

Fig. 3　Plasmid of p P43222GJ 02

1. 2. 5　整合表达载体 p GJ j01和 p GJ j02的构建　

(1) p GJ j01 的构建。B io、bioW 和 P4321 启动子来

自枯草芽孢杆菌 AS1094 , s pec抗性基因来自 p E3 2
s pec。bio和 bioW 分别作为上游和下游同源序列 ,

先后以 EcoR I/ K p n I位点、S ac I/ S acⅡ位点克隆

到 pB l u KS M 上。为了便于筛选 ,在 S acⅡ/ S pe I

位点引入了 s pec基因 ,最后在 S pe I/ EcoR I位点引

入启动子 P4321 ,即得到整合表达载体 p GJ j01 ,其

构建过程见图 4。

图 4　载体 pGJ j 01的构建过程

Fi g. 4　Const ruction process of GJ j01

图 5　载体 pGJ j 02的构建过程

Fi g. 5　Const ruction process of GJ j02

171第 7期 张西锋等 :枯草芽孢杆菌生物素操纵元的初步改造



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

　　( 2) p GJ j02 的构建。bioB、bioI 基因和 P4322

启动子来自枯草芽孢杆菌 AS1094 ,硫酸新霉素抗性

基因来自 pB ES T501 ,终止子 T来自 pA X01。基因

bioB 和 bioI 分别为上游和下游同源序列 ,为了便于

筛选 ,引入了硫酸新霉素抗性基因 neo。bioB 以

K p n I/ A p aI 位 点 克 隆 到 pB l uS KM 上 得 到

pB l uS KM2bioB ,终止子 T、neo和基因 bioI 先后以

A p a I/ X hoI、X hoI/ S al I和 B am H I/ X ba I位点克

隆到 pB l uS KM2bioB 上 ,最后在 S al I/ B am H I位

点克隆入启动子 P4322 ,即得到整合表达载体

p GJ j02。

1. 2. 6　枯草芽孢杆菌 GJ Z01 的构建与检测 　(1)

枯草芽孢杆菌 GJ Z01的构建。分别通过 S ac I位点

和 X ba I位点将 p GJ j01、p GJ j02 线性化。采用化

学转化法分别将线性化的 p GJ j01和 p GJ j02 ,通过

双交叉同源整合方式整合到枯草芽孢杆菌 AS1094

的染色体上 ,得到枯草芽孢杆菌 GJ Z01 ,其整合过程

见图 6。

(2) GJ Z01 的 PCR 与 Sout hern blot 检测。用

基因组提取试剂盒提取 GJ Z01 的染色体 DNA ,并

通过 PCR与 Sout hern blot 进行检测。以 GJ Z01基

因组 DNA 为模板 ,分别以引物 P43212u p/ bioA2
down、bio2up / bioA2down、S pec2up / bioA2down 和

bioW2up / bioI2down 进行 PCR 检测 (引物 bioA2
down : 5′2TCAA TCT TCAA GGCTC 23′) 。将回收

的目的片段与 p GEM2T Easy Vector 连接 ,转化至

D H5α,提取的质粒经酶切鉴定后测序。GJ Z01基因

组 DNA经 EcoR I限制性内切酶酶切后 ,分别以壮

观霉素抗性基因 s pec和硫酸新霉素抗性基因 neo

为探针进行 Sout hern blot 检测。

图 6　枯草芽孢杆菌 GJ Z01的整合过程

Fig. 6　Integration process of B. subti l is GJ Z01

2　结果与分析

2. 1　启动子 Pbiotin、P4321和 P4322的功能检测

质粒 p Pbiotin2GJ 01、p P43212GJ 01 和 p P43222
GJ 02酶切鉴定和测序结果表明克隆正确。β2半乳
糖苷酶 (Bga)的酶活性检测结果见图 7。

图 7　构建的 3种质粒β2半乳糖苷酶的酶活性曲线
Fig. 7　Activity curve of Bga of three constructed plasmid

图 7 表明 , p Pbioti n2GJ 01、p P43212GJ 01 和

p P43222GJ 02 中 Bga 的最大酶活性分别为 50 ,

841. 2和 805. 6个密勒单位 ,表明 Pbiotin为弱启动

子 ,P43为强启动子。

2. 2　整合表达载体 p GJ j01和 p GJ j02的鉴定

p GJ j01和 p GJ j02的酶切鉴定结果见图 8。

图 8　p GJ j01和 p GJ j02的酶切鉴定

1 ,2 . GJ j01/ S acⅡ+ EcoR I ;3 ,4 . p GJ j02/ X ho I + B amH I ;

5. SM0393 Marker

Fig. 8　Enzyme of pGJ j 01 and pGJ j 02

图 8表明 , p GJ j01经 S acⅡ/ EcoR I酶切出 1.

5和 5. 0 kb的两条带 ; p GJ j02经 X ho I/ B am H I酶

切出 2. 0和 4. 2 kb的两条带 ,与预期的结果相符。
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2. 3 　枯草芽孢杆菌 GJ Z01 的 PCR 与 Southern

blot 检测结果

由图 9可知 ,以 GJ Z01的染色体 DNA 为模板 ,

枯草芽孢杆菌 AS1094的生物素操纵子为对照 ,bio2
up / bioA2down为引物的 PCR扩增目的条带大小多

出 1 . 5 kb ,bioW2up / bioI2down的 PCR扩增的目的

条带多出 1. 6 kb ,且测序结果表明整合正确。基因

组 DNA 的 Sout hern blot 结果见图 10。图 10 表

明 ,样品具有杂交信号 ,而对照无杂交信号 ,由此表

明枯草芽孢杆菌 GJ Z01的整合构建正确。

图 9　枯草芽孢杆菌 GJ Z01的 PCR检测

1.以 AS1094为模板的 bioW2up/ bioI2down扩增产物 ;

2 - 10 .以 GJ Z01 染色体 DNA为模板的 PCR扩增产物 ;

2 ,3 .引物 bioW2up/ bioI2down的扩增产物 ;4 ,9 . SM0393 Marker ;

5 ,6.引物 P43212up/ bioA2down的扩增产物 ;

7 ,8 .引物 bio2up/ bioA2down的扩增产物 ;

10 .引物 S pec2up/ bioA2down的扩增产物 ;箭头示目的片段

Fig. 9　PCR confirmation of B. subti l is GJ Z01

1. Product of primers bioW2up/ bioI2down by using AS1094

genomeDNA as template ;2 ,3. Product of primers bioW2up/ bioI2

down ;4 ,9. SM0393 Marker ;5 ,6. Product of primers P43212up/ bioA2

down ;7 ,8. Product of primers bio2up/ bioA2down ;10. Product

of primers S pec2up/ bioA2down. Arrowheads are t he destination

图 10　枯草芽孢杆菌 GJ Z01的 Southern检测

0.对照 ;1 ,2.以 N eo为探针的杂交结果 ;

3 ,4 .以 S pec为探针的杂交结果

Fig. 10　Southern blot of B. subti l is GJ Z01

0. The cont rapose ;1 ,2. Result of Sout hern blot by using

Neo as probe ;3 ,4. Result of Sout hern blot by

using S pec as probe

3　讨　论

在微生物的氨基酸或蛋白质合成代谢过程中 ,

为避免最终产物对宿主的毒性作用 ,产物合成都要

受到正转录调控或负转录调控的严格控制[ 16218 ]。生

物素的生物合成就存在严格的负反馈调控[4 ,7211 ] ,而

为了得到大量的终产物 ,就必须对宿主进行改造。

随着分子生物学技术的发展 ,采用整合的方式很容

易在染色体水平上对基因或基因序列进行改造 ,以

降低或消除负反馈作用[4 ]。枯草芽孢杆菌的生物素

生物合成负反馈作用位点位于操纵元的启动子上 ,

为了消除此负反馈作用 ,本研究通过整合的方式 ,用

P4321启动子替换掉生物素操纵元自身的启动子

Pbiotin ,以克服生物素合成中的抑制作用。P43 启

动子为强启动子 ,可以提高生物素各基因的表达。

基因 bioB 和 bioI 被不依赖ρ因子的弱终止子隔开 ,

bioI基因可能参与庚二酸前体物的合成[7 ]。在本研

究中 ,终止子被 pA X01上的强终止子替换 ,并在其

后添加了 P4322启动子以提高 bioI 等基因的表达。

Perkins等[7 ]用 SP01215 的启动子和经修饰的操纵

子替代原养型菌株的启动子和操纵子 ,或去除 bioI

和 or f 2基因之间的不依赖ρ因子的终止子 ,得到菌

株 BI303 和 BI304 ,相关基因型分别为 P15 bio2
W A FDB (Δt I ) Ior f 2 和 P15 bioW A FDB (ΩP15 )

Ior f 2 ,且全长基因的转录和表达能够提高生物素和

维生素的产量。

同源整合方式分为单交叉同源整合和双交叉同

源整合[19 ]。单交叉同源整合必须是发生在质粒与

染色体之间 ,否则会因染色体的断裂而导致宿主细

胞死亡 ,其结果是在目的基因的两侧出现重复的

DNA序列。双交叉同源整合不仅可以发生在质粒

与染色体之间 ,而且可以在线性质粒与染色体之间

及 DNA片段与染色体之间 ,它是通过两段分别位

于外源片段两侧的染色体同源序列和染色体上的目

的基因断裂发生同源重组 ,其结果是同源序列之间

的外源片段替换了染色体上的目的基因[19220 ]。本试

验采用双交叉同源整合的方式 ,以 P4321 启动子置

换了生物素操纵元自身的启动子 Pbiotin ,弱终止子

被强终止子和 P4322启动子所置换。同源重组整合

可以解决自主复制型质粒引起的不稳定问题 ,并使

外源基因整合到染色体上以得到稳定表达。
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