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摘　要:为实现 CGA1-76片段基因在枯草杆菌中的稳定表达 , 将CGA1-76片段基因的表达元件重组到枯草杆

菌转座子质粒 pHV1249 微转座子 mini_Tn10 内 , 利用 mini_Tn10将 CGA1-76 片段基因的表达元件整合到枯草杆菌

DB1342 染色体上 , 用氯霉素和红霉素筛选枯草杆菌转座工程菌 DB1342 (TnSVTQ)。 DB1342 (TnSVTQ)在无选择

压力条件下经10 d连续传代培养 , 转座子内氯霉素抗性丢失率为0%, 说明转座子稳定整合在 DB1342染色体上。

SDS_PAGE 和免疫印迹分析结果表明 , 在蔗糖诱导下 , CGA1-76 片段基因在 DB1342 (TnSVTQ)中获得表达 , 产

物被分泌到细胞外。孔穴琼脂扩散法测定表达上清的抑制真菌活性 , 结果表明重组 CGA1-76 能抑制烟曲霉菌和

黄曲霉菌的生长 , 抑菌圈直径分别为 9 mm和 8 mm。
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　　嗜铬粒蛋白A (Chromogranin A , CGA)是存在

于神经和内分泌细胞的由 439个氨基酸组成的可溶

性蛋白。近几年的研究表明 CGA 可被水解为许多

具有不同生物活性的可溶性小肽
[ 1]
。CGA N端片段

CGA1-76具有抑制血管收缩 、 抗细菌和抗真菌的

功能
[ 2]
, 是一种很有研究价值的多肽 。由烟曲霉

菌 、 黄曲霉菌等感染引起的条件性真菌病随着免疫

缺陷病人人数的增加而越来越不容忽视 , 寻找高效

低毒的抗真菌药物显得非常重要。枯草杆菌对人畜

无害 , 有完善的分泌系统
[ 3]
, 但重组质粒在枯草杆

菌中往往不稳定 , 影响外源基因表达水平。本文利

用 pHV1249的 mini_Tn10 将 CGA1-76 片段基因的

表达元件转座整合到枯草杆菌染色体上 , 并研究了

枯草杆菌工程菌的遗传稳定性和重组 CGA1-76的

抗真菌活性。

1　材料和方法

1.1　材　料

1.1.1　菌株与质粒 　E.coli DH5α由本室保存 ,

B.subtilis DB1342为本室构建
[ 4]
, 烟曲霉菌和黄曲

霉菌为广东微生物所贮存 , pSVTQ由本室构建
[ 5]
,

pHV1249由美国 B.G.S.C.提供。

1.1.2　培养基与主要的试剂　细菌培养用 LB培养

基 , 真菌培养用 PDA培养基
[ 6]
, 枯草杆菌感受态

制备用GM Ⅰ 、 GM Ⅱ培养基
[ 7]
, 枯草杆菌工程菌表

达用2×MSR培养基
[ 8]
。各种限制酶和修饰酶购自

NEB公司 , 蛋白质相对分子质量标准购自 Promega

公司 , 小鼠单克隆抗体 5A8 (抗 CGA47-68)由意

大利 CORTI 博士惠赠;山羊抗鼠 HRP_IgG 购自华

美生物工程公司。

1.2　方　法

1.2.1　分子克隆技术　DNA 酶切 、 连接 , E.coli

转化和免疫印迹技术按 Sambrook 的方法进行
[ 9]
,

B.subtilis转化采用感受态转化法
[ 7]
, SDS_PAGE参

见文献[ 11] 。

1.2.2　转座实验　转座子转座参见文献[ 10] 。

1.2.3　枯草杆菌工程菌稳定性实验　挑取枯草杆

菌工程菌单菌落接种无选择压力的 LB中 , 37 ℃培

养过夜 , 按 φ=0.2%接种量接种新鲜的 LB中 , 37

℃摇床培养 , 每 24 h转接1次 , 连续转接 10次后 ,

涂 LB平板 , 37 ℃培养过夜 , 获得单菌落。随机挑

取 500个单菌落点于LB (Cm 5μg mL)平板 , 测工

程菌氯霉素抗性丢失率 。

1.2.4　CGA1-76基因的表达　按文献[ 4]进行。

1.2.5　表达产物抗真菌活性实验　取适量真菌孢

子悬液涂 PDA平板 , 用直径 7 mm无菌打孔器在平

板上打 2 个孔。将 DB1342 (TnSVTQ)表达上清无

菌加入孔内 , 设不含 CGA1-76片段基因表达元件

的转座工程菌 DB1342 (mini_Tn10)作对照 , 30 ℃

静置培养2 ～ 4 d。
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2　结果与讨论

2.1　pHSVTQ重组质粒的构建

pHV1249发生转座必须具备 2个条件:转座酶

和23 bp内末端序列 。为便于筛选 , 还需保留完整

的氯霉素抗性基因。pHV1249的 EcoRⅤ酶切位点

位于内末端序列和氯霉素抗性基因之间 , 将外源基

因克隆到 EcoRⅤ位点 , 得到的重组子就能发生转

座。将 CGA1 -76 片段基因的表达元件克隆到

pHV1249的 EcoR Ⅴ位点得到重组质粒 pHSVTQ21

(图 1)。

图 1　重组质粒 pHSVTQ21的构建图

Fig.1　Construction of recombinant plasmid pHSVTQ21

2.2　DB1342 (TnSVTQ)的构建和转座筛选及转座

工程菌稳定性

　　pHSVTQ21转化枯草杆菌 DB1342 , 转化子的 30

℃过夜培养物传代培养至 A650 =0.1 ～ 0.2 , 转到 51

℃摇床培养 2 ～ 3 h后 , 涂 LB (Cm 5 μg mL)平板 ,

51 ℃过夜培养生长的单菌落分别点于 LB (Cm 5

μg mL)平板和 LB (Cm 5 μg mL +Em 0.3 μg mL)

平板 , 30 ℃培养过夜。结果单菌落在含氯霉素的

平板上生长而在含氯霉素和红霉素的平板上不生长

(图 2), 表明得到的单菌落就是转座工程菌 , 命名

为DB1342 (TnSVTQ)。

DB1342 (TnSVTQ)在无选择压力条件下经 10

d连续传代培养后 , 将得到的单菌落分别点在含氯

霉素和不含氯霉素的 LB平板上 , 过夜培养后 , 500

个单菌落全部能在含氯霉素的平板上生长 , 氯霉素

自然消除率为 0%(表 1), 可见 DB1342 (TnSVTQ)

非常稳定 。

2.3　重组 CGA1-76在 DB1342 (TnSVTQ)中的诱

导表达

　　将 DB1342 (TnSVTQ)表达上清 , 进行 SDS_

PAGE和免疫印迹分析 , 结果如图 3所示 , CGA1-

76已在 DB1342 (TnSVTQ)中表达 , 产物分泌至胞

外 , 并具免疫活性。

图 2　DB1342(TnSVTQ)在 LB(Cm)和

LB(Cm+Em)平板上的生长情况

Fig.2　DB1342 (TnSVTQ)growing on LB plate supplemented

with Chloramphenicol and on LB plate supplemented with

Chloramphenicol and Erythromycin

a:LB(Cm)平板;b:LB(Cm+Em)平板

表 1　工程菌DB1342 (TnSVTQ)稳定性
Tab.1　Stability of engineered strain DB1342 (TnSVTQ)

被测

工程菌

培养

代数

被测总

菌落数

在含氯霉素平板

上生长的菌落数

氯霉素抗性

丢失率%

DB1342

(pHSVTQ21)
10 500 400 20

DB1342

(TnSVTQ)
10 500 500 0

图 3　DB1342(TnSVTQ)表达产物的

SDS_PAGE 和免疫印迹分析

Fig.3　SDS_PAGE and Western blot of expressed

products from DB1342(TnSVTQ)

a:SDS_PAGE;b:免疫印迹

1:蛋白质相对分子质量标准;2:诱导的 DB1342;

3:诱导的DB1342(TnSVTQ);4:未诱导的 DB1342(TnSVTQ)

2.4　重组CGA1-76抑制真菌活性

取 100 μL 黄曲霉菌和烟曲霉菌的孢子悬液涂

PDA平板 。将 DB1342 (TnSVTQ)和 DB1342 (mini_

Tn10)的诱导表达上清无菌加入孔内 , 30 ℃培养 2

d , 结果 (图 4)表明 DB1342 (TnSVTQ)表达产物

抑制烟曲霉菌和黄曲霉菌的生长 , 抑菌圈直径分别

为 9 mm和 8 mm 。

在枯草杆菌中表达目的基因存在质粒不稳定等

问题 , 影响表达产量。将外源基因整合到宿主染色
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图 4　重组 CGA1-76 对烟曲霉菌 (a)和

黄曲霉菌 (b)生长的抑制作用

Fig.4　Inhibition of recombinant CGA1-76 on the growth of

A.fumigatus (a)and A.flavus (b)

A.DB1342(mini_Tn10)蔗糖诱导培养上清;

B.DB1342 (TnSVTQ)蔗糖诱导表达上清

体上 , 是克服枯草杆菌质粒不稳定的一个有效途

径。利用同源重组 、 位点专一性重组及转座重组等

方法可以实现外源基因的整合 。在这三种整合方法

中 , 同源重组和位点专一性重组会由于染色体上同

源序列拷贝数限制外源基因在染色体上整合的拷贝

数。而转座重组是随机整合 , 不受整合部位 DNA

序列的限制 , 外源基因在染色体上整合的拷贝数会

多于同源重组和位点专一性重组。为实现外源基因

稳定表达和尽可能提高表达量 , 本研究利用 mini_

Tn10将 CGA1-76片段基因的表达元件通过转座整

合到 DB1342染色体上 , 构建了整合型表达工程菌

DB1342 (TnSVTQ), 期望获得稳定性和整合拷贝数

高的转化子。DB1342 (TnSVTQ)经过 10 d 无选择

压力的连续传代培养 , 氯霉素抗性不丢失 , 可见

DB1342 (TnSVTQ)具有很高的稳定性;但从 CGA1

-76的表达情况看 , 其表达水平仍然不够理想 ,

可能是整合的拷贝数仍然不高 , 需要通过反复筛选

才能获得表达量高的转化子 。
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Expression of N_domain of Chromogrnin A in B.subtilis by

Mini_Tn10 Transposition and Examination of Its Antifungal Activity

LI Rui_fang , LUO Jin_xian , ZHANG Tian_yuan , HE Guo_an , WU Jiang_xue , GUAN Wen_jun

(Key Laboratory of Genetic Engineering of Ministry of Education∥

School of Life Sciences , Sun Yat_sen University , Guangzhou 510275 ,China)

Abstract:To ensure the stable expression of CGA1 -76 in B.subtilis , the expression cassette of CGA1-76 was

inserted into mini_Tn10 of pHV1249 and was transposed into the chromosome of B.subtilis DB1342 resulting in the

engineered strain B.subtilis DB1342 (TnSVTQ)which has only chloramphenicol resistance and lose erythromycin

resistance.DB1342 (TnSVTQ)was still stable after 10 generations of growth in LB medium without selection stress.
CGA1-76 was expressed in DB1342 (TnSVTQ)by sucrose induction and secreted into the medium as shown by SDS_
PAGE and western blot.The antifungal activity of expressed product was examined , and the result showed that the

expressed product can inhibit the growth of Aspergillus fumigatus and Aspergillus f lavus with inhibition zones 9 mm and 8

mm , respectively.
Key words:Chromogranin A N domain;gene expression;Bacillus subtilis;mini_Tn10;antifungal activity
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