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摘 要

以大肠杆菌启动基因选择载体 p H E S 为载体
,

枯草杆菌染色体D N A为供体
,

克隆了一

批启动基因功能片段
,

带克隆片段的重组质粒在少肠杆菌中表现不同的四环素抗性水平
,

其

中5 0% 在 1 00 拼g / m l以上
,

12 % 达到 2 0 0# g / m l
.

对其中一个转化子进行质粒检侧和分析
,

获

得一个重组质粒 p H E 2 7 3 , 经酶切分析证明
,

克隆的强启动基因位于 2
.

2k b的 E co R I
一

H扭 d

l 片段上
.

关键词 枯草杆菌
,

启动基因
,

大肠杆菌
,

基因克隆

枯草杆菌由于安全和能分泌胞外蛋白
,

是理想的基因克隆受体
〔 `〕 ,

但非 芽 胞 杆菌

的基因一般不易在枯草污毛菌中表达
,

据认为
,

这是由于枯草杆菌 R N A 聚合酶对启动基因

的特异性引起的亡“ 〕 .

因此
,

克隆芽胞杆菌属基因或其噬菌体基 因的强启 动 子
,

构建表

达载体是实现外源基因在枯草杆菌中正确高效表达的重要途径
.

W ill ia m s
等构建了枯草

杆菌的启动基因探针质粒并以此为载体克隆了噬菌体 sP oZ 的启动基因使小鼠 的 二氢 叶

酸还原酶基 因及大肠杆菌色氨酸操纵子基因在枯草杆菌中表达
〔 “ ~

乙〕 .

本研 究以大肠杆

菌启动基因质粒 p H E S为载体克隆了枯草杆菌染色体的启动基 因并研究了其在大肠 杆菌

中的表达
。

l 材料与方法

.11 材 释
:

.

.1 1
.

1 菌种 与质拉 本实验所用的供体枯草杆菌80 。 ,

系枯草杆菌B F 76 5。经诱变而成的

衍生菌株
,

产 a 一
淀粉酶

,

由
二

东莞石龙酶制剂厂提供 ; 载体 P H E S由上海生物化学研 究所

提供 , 受体大肠杆菌 H B 1 01 及 C 60 。分别来自北京微生物研究所及法国生物物理 化 学研

究所
`
含地衣芽胞杆菌

a 一
淀粉酶基因的大肠杆菌质粒 p 0J 7由法国 H e s l叭实验室供给

.

质

粒 p H E 27
, P H E 2 72 及 p H E 2 73 为本实验室组建

,

本文 1 9 9 0年 9 月 28 日收到
,

现在广东省医药学院
,

丘云
、

吴伟精参加部份工作
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1
.

1
.

2培莽基 大肠杆菌
、

枯草杆菌细胞培养及大肠杆菌转化均采用 L一
肉汤培养基

,

固体平板另加 1
.

5肠的琼脂
,

选择培养基补加定量的抗生素
。

1
.

1
.

3 化 学试剂 各种限 制 酶
,
T

4一 D N A 连接酶
,

R N as e ,
D N a s el

,

及四 环 素和氨

节青霉素均为B 。 。 h r i n g e r 玉I a n n h e i m 公司或 iS g m a 公司产品
,

余为国产试 剂
.

1
。

2 实验方法

1
.

2
.

1 D N A 的分离与纯化 染 色体 D N A 的制备主要采用 S a it 。及 M主盯
a 的方法

〔 ” ,

质

粒的分离采用碱裂解法
〔 7 〕 ,

所得粗品在 1 m ol / L N a
CI 中 4 0 0。。 r p m离心 6 h 细化

〔吕〕 。

质粒快速检测按文献
〔 “ 〕的方法进行

。

1
.

2
.

2 D N A 的酶切 及连接反应 酶解及连接反应缓冲液均按厂家提洪配 方
.

5咫 质粒

p H E S D N A用适量 H in d l 完全酶解后 65 ℃ 15 分钟终止反应 与 经 H i n d l 酶 解 的 2 5群g

枯草杆菌 80 8D N A 混合
,

用酚一氯仿及氯仿各抽提一次
,

酒精沉 淀
,

沉 淀 D N A 溶 于

T E缓冲液中
,

加入适量连接酶缓冲液及 T
` 一 D N A连接酶

,

14 ℃保温 40 h
,

然后 进 行 转

1
.

2
.

3 感受态细胞的制备及 D N A 转化 采少月文献〔 10〕的方法

1
.

2
.

4 琼脂糖凝胶 电泳及分子量测定 见文献 〔1 1〕

1
.

2
.

5 启 动 基因表达水平 的检测 将含克隆的启动基因的重组子在含 2 0 1笔 /。 1四环素的

L B平板上培养过夜后
,

分别点在含5 0邵g /m l
, 1 0 0产g / m l

, 1 5 0召g /m l
, 2 0昨 g /m l 及 2 50

雌 / m l四环素的抗性平板上
,

37 ℃培养 24 h
,

观察重组子的生长情况以确定启 动基 因的

表达水平
。

结果与讨论

氨节青霉素及四环素抗性转化子的筛选

采用鸟枪法
,

用 H in d 兀分别酶切枯草杆菌 8 08 及载体p H E吕D N A
,

经体外重组
,

转

化大肠杆菌 H B I O I
,

筛选氨节青霉素及四环素抗性转化子 , 如图 1所示
, p H E S是 p B R 32 2

除去一段含四环素抗性基 因启动子的 E “ 。 R l
一
H in d l片段再接回一段 T

4一 噬 菌 体 2
.

sk b

的 E c 。 R l
一
H i n d 皿片段构成的衍生质粒

,

分子量为6
.

s k b
,

表型为A m p r

及 T c s ,

若在四环

素抗性基因前玉I i
n d l 位点处插入一段带启动功能的片段

,

则抗性基因被激活 而 表达
。

根据 p H E S的这一特性
,

我们将连接好的供体和载体D N A混合物转化大肠杆菌后
,

用含

5 0 , g
m/ 1氨节青霉素及 2 011 好 nr l四环素的 L B平板上进行筛选

,

获得丢9 2个双抗性转 化子
.

随机挑选部份重组转化子进行质粒的快速检测
,

结果如图 2
.

从图中可见
,

这些重组质

粒都比载体 p H E S大
,

表 明这些质粒含有不 同大小的插入片段
。

将这些双抗性转化 子分

别点种 在含不同浓度四环素的 L B平板上
,

发现它们的抗四环素水 平在 2 0
一 2。即 g / m l 之

间即 克隆的片段表现不 同的启动功能
.

载体 P H E S经 H in d 皿酶解后在相同的条件下自我

环 化转化大肠杆菌 H B 10 1 ,

没有出现 T cr 转化子
,

说明克隆的启动基因片段不是 来自混

杂在 p H E S中的大肠杆菌染色体
。
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图 1 枯草杆菌启动子片段的克隆

F i g
.

1 P r o t o e o l f o r e l o n i n g p r o m o t e r f r a g二 e 二 t s f r o 二二B
.

s u b , 111 5

图 2 从转化子中快速分离的质粒的电泳图

F主9
.

2 G o l e l e e t r o p h o r e s i s o f r a p i d l y i s o l a t e d p l a s n 、 i d s f r o m s o m e t r a n s f o r m a n t s

2
.

2 重组质粒上启动基因表达水平的测定

将 19 2个双抗性转化子分别点种于四环素含量 为 50
,

10 。
,

1 50
, 2 。。

,

2 5卵 g / m l 的

L B平板上作克隆的启动基因表达水平检测
,

结果如图 3
.

从此结果可 以看出
,

近 50 肠的

重组转化子的四环素抗性水平都达到 1 0 0声g / ln l
,

共
不
14 24 株的抗性达到 20 如灯 m l

.

不问
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图 3 转 化 子 抗 性 水 平 的 分 布

F 19
.

3 D i s t r ib u t玉
、 n o f r e s i

s t a n e e l
e v e l

o f t r a n s f o r功 a o t ,

峨水à.怕.护..。̀.ó

。油一茄一节了 , 阶尸节 r 乓骊
Te吸协砚 /目 )

的四环素抗性水平反映了 T
o r

基因受强度不同的启动基因的作用
,

而且也受其它因 素的

影响如启动基因与 T cr 基因之间的距离等
.

从四环素抗性水平达到 2。。产g / m l的 24 个

转化子中挑选出一个
,

分离重组 质粒 (命名

为 p H E 2 7 )进行鉴定
.

2
.

3 盆组质较 p H E 2 7的改建

如图 4 所示
, p H E 2 7 上有 H i n d l 切点

3 个 ( 其中一个在克隆的片段内 )
,
E c o R I切

点 3 个 ( 2 个在克隆片段内 )
,

克隆片段长

5
.

g k b
.

为了消除 2 个H i n d l 切点
,

我们按

图 5 的路线对 p H E 27 进行改 建
。

第一步用

H i n d l 酶 解 p H E 27
,

获 得 3 个片 段
,

用

T
4一
D N A 连接酶重新连接后转化 大肠 杆菌

H B 10 1 ,

筛选 四环素抗性转化子
,

质粒检测

结果表明
,

这些转化子含两种质粒
,

一种是

原来的质粒 p H E 2 7
,

另一种比 p H E 2 7 ,\I
,

是丢掉了一个小片 段 后 生 成的
,

命 名 为

p H E 2 7 2
.

将 p H E 2 7 2 重新转化大 肠 杆菌

H B 10 1后
,

检查四环素抗性水平达到 2 5 0召g /

m l
,

比 p H E 2 7高
,

可能是丢失了靠近抗四环

素结构基因的一段顺序
,

缩短了启动子与结

构基因之 间 的 距离所 致
.

p H E 2 72 尚 有

H i n d 皿及 E e o R I切点各二个 (图 5 )
,

为了

再去掉一个 H i n d l 切点
,

进一步缩 短克隆

的启动子功能片段
,

将 p H E 2 72 用 E c 。 R l酶

切后再重新连接
,

转化大肠杆菌 H B 10 1
,

从

四环素抗性转化子中
,

筛到一个 6
.

3 k b的重

组质粒
,

命 名 为 P H E 2 7 3
、

p H E 2 73 上有

E o o R I
Hi n d l l l

3

P B七I

弓e o
似

Hi n d l l l

丑e o R I

d l 之I

不
·` “ “ a ” ’

、 名 C O R I

璐d l l l

P s t l
B O O R I

甲山ROC名
!
J ..、

丫
· “ ` “ ” e

寸E e O R工

r o t l

图 4 质粒 p H E 2 73 的构建

F i g
.

4 C o n s t r牡 e t诬b 双 o f P l a , 川 id PH E 27 3
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iHdn l
,
E c 0

RI 及 B o m H I 切点各一个
.

双酶切 p H E 27 3可得到二个片段
,

大小为 4
.

3k b

及 2
.

2 k b
,

其中 4
.

3 k b是原来的载休 D N A
, 2

.

2 k b 是克隆的启动子功能片段 ( 图 6 )
.

将 p H E 2 73 转化大肠杆菌 H B 10 1 后仍可获得四环素抗性到达 2 5仰 g / m l 的转化子
,

比

p B R 32 2 的四环素抗性水平要高
,

表 明我们 已克隆到枯草杆菌的强启动子片段
.

在构建

的质粒 p H E 2 73 上
,

四环素抗性基因的前面
,

克隆的启动子的 3 `
端是一个 H i n d 班切点

,

便于通过 H i n d 皿位点插入外源基因
,

观察外源基因的表达情况
.

图 5 质粒 p H E 27
,
p H E 2 72 的限制

切酶片段的电泳图

F i g
.

6 G e l e l o e t : o p h o r 。 。 1 5 o f r e o t r i e t i o n

f r a g m e n t s o f p l a , . i d o F H E 2 7 a n d p H E Z下2

( z ) p H E Z了
,

( 2 ) p H E Z了+ B a
ln H I

,

( 3 ) p H E 2 7 + H i n d l
,

( 4 ) p H E 2 7 + E e o R I
,

( 5 ) e l s 5 7
o
7 + H i n d 皿

,

( 6 ) p H E 27 2
,

( 7 ) p H E 2 7 2 + H i n d 互
,

( 8 ) PH E Z了2 + E o
o
R I

图 6 质粒 p H E 2 73 酶切片段的

电泳分析

F 19
.

6 R e t t r i
e t io n P a t t e r n s o f

P l a s m i d P H E 2 7 3

( 1 ) P H E 2 7 3
,

( 2 ) p H E Z了3
一

卜H i n d l
,

( 3 ) p H E 2 7 3 + E e o R I
,

( 4 ) e I 8 5 7 5 7 +

H i n d 贾
,

( 5 ) p H E 2 7 3 + H i n d l +

E e o R I
,

( 6 )尹H E 3 7 3 十 B o n 1 H I

2

3

4

5

6

7
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