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枯草芽孢杆菌麦芽糖诱导型启动子Pglv􀆼M1的改造*

程 媛,汪桂萍,孙 畅,米慧芝,韦宇拓**

(广西大学生命科学与技术学院,广西南宁 530005)

摘要:通过定点突变对麦芽糖诱导型启动子Pglv􀆼M1进行改造,提高启动子启动能力。分析Pglv􀆼M1的Sex-
tama􀆼35区与Pri􀆼bmow􀆼10区,通过对这些区域模拟随机突变,软件打分后获得最高分的新片段。将新启动子

与载体pHCMC04􀆼sva 连接,并在枯草芽孢杆菌Bacillus
 

subtilis
 

1A857中诱导表达,每12
 

h取粗酶液进行酶

活测定。研究结果表明:除突变启动子Pglv􀆼35以外,其余突变体启动效果均有所下降,有突变体构成的表达

载体Pglv􀆼35􀆼pHCMC04􀆼sva 诱导表达后,得到的单位粗酶活力最高点出现在36
 

h处,较突变前提高1.31倍。

Pglv􀆼M1作为诱导型启动子Pglv 的改造产物,其各个区域的相互影响较为紧密。通过对启动子关键区域单

独或同时突变,仅获得一组启动能力有所提高的启动子Pglv􀆼35,这为今后针对启动子的思考、研究方向提供

参考。
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0 引言

  枯草芽孢杆菌(Bacillus
 

subtilis)是一种十分重

要的工业生产菌株,具有非致病性、遗传背景清晰、易
分离培养、分泌蛋白能力强等优点,是表达异源蛋白

的理想宿主。实现外源蛋白的高效表达影响因素有

很多,其中高效可控的启动子是关键因素之一。根据

诱导机制,启动子可分为组成型启动子、诱导型启动

子、自诱导启动子和时期特异性启动子[1]。因此研究

启动子的作用机理与各区域的协调作用,获得新的高

效启动子十分关键。对于典型的原核启动子,其保守

区域特征有转录起始位点(TSS)、Sextama􀆼35区

(TTGACA)、Pri􀆼bmow􀆼10区(TATAAT)[2],其中,

Sextama􀆼35区和Pri􀆼bmow􀆼10区序列之间的间隔距

离通常为16~18
 

bp。枯草芽孢杆菌表达载体常用

的启动子按照其诱导的方式可以分为组成型和诱导

型启动子[3]。已经报道的枯草芽孢杆菌启动子有

Papre、P43、PHpaⅡ、Plapsd 等[4]。Phan 等[5]在

IPTG诱导型启动子Pspac的基础上进行调控元件

的优化,获得强启动子Pgrac100。目前常见的诱导

型启动子是麦芽糖诱导型启动子Pglv,该启动子上

含有一个能与葡萄糖代谢蛋白CcpA结合进而抑制

启动子表达的Cre序列,Yang等[6]将Cre序列上的

CG碱基突变为AT后,得到新的启动子Pglv􀆼M1使
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葡萄糖的抑制作用大大降低。此后,Yang等[6]还尝

试通过突变启动子上的关键区域再次提高其启动能

力,以获得更加高效的、可供工业化应用的启动子。
本研究从实验室保藏的枯草芽孢杆菌中克隆到一个

Pglv 基因,并将其与实验室现有载体pHCMC04􀆼
sva 连接,通过一系列定点突变获得连接有新的启动

子的载体,转入枯草芽孢杆菌诱导表达后取粗酶液测

酶活力,对新启动子的启动能力进行初步分析。

1 材料与方法

1.1 材料

  菌株:枯草芽孢杆菌B.subtilis
 

1A857、大肠杆

菌Escherichia
 

coli
 

DH5α由本实验室保藏。

  试剂:PrimeSTARTMHS
 

DNA 聚合酶、dNTP、

λ/HindⅢ
 

DNA
 

Marker、In􀆼Fusion
 

HD
 

Cloning
 

Kit
等均购买于TaKaRa公司;质粒DNA小量提取试剂

盒、胶回收试剂盒均购买于BioFlux公司;SDS、丙烯

酰胺、TEMED、过硫酸铵、N,N'􀆼甲叉双丙烯酰胺、磷
酸二氢钠、磷酸氢二钠、柠檬酸等试剂购买于上海生

工生物工程公司,其他试剂为国产分析纯。

  仪器:PCR 仪(Biometra),离心机(Eppendorf
 

Centrifuge
 

5415D),恒温培养箱(Binder),恒温摇床

(ZHWY􀆼211B),超 净 工 作 台 (CLEAN
 

BENCH
 

ZHJH􀆼C1109B)、恒温水浴锅(SHEL
 

LAB
 

W20M􀆼
2)、酶标仪(U

 

Quamt
 

TM)、扫描仪(Bio􀆼RAD
 

GS
 

800)、SDS􀆼PAGE 电 泳 系 统 (Amershan
 

Biosci-
ences)、凝胶成像系统(SYNGENE

 

PTC􀆼200)等。

1.2 方法

1.2.1 重组质粒pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv的构建

  设 计 引 物,上 游 引 物 P1:5'􀆼CAGTGAGCT-
GAGCTGAGCTGAGCTCGGCATGTATCCGAA􀆼
TCGTACAAA􀆼3',下游引物P2:5'􀆼CATGGATCG-
GATCGGATCGGATCCACGACCTCCTTGATAA􀆼
ATTTTACA􀆼3'。以 枯 草 芽 孢 杆 菌 B.subtilis

 

WB600为模板,通过PCR获得Pglv 的克隆序列。

PCR反应程序:98℃
 

10
 

min;98℃
 

30
 

s,69℃
 

15
 

s,

72℃
 

30
 

s,进行30个循环;72℃
 

10
 

min。

  设计引物,上游引物PH1:5'􀆼GGATCCGATC-
CGATCCGATCCATGAAACAACAA􀆼3',下游引物

PH2:5'􀆼GAGCTCAGCTCAGCTCAGCTCACTG-
GCCGTCGTTT􀆼3'。以实验室保存的pHCMC04􀆼
sva 为模板,通过PCR获得载体pHCMC04􀆼sva 的克

隆序列。PCR反应程序:98℃
 

3
 

min;98℃
 

30
 

s,64℃
 

15
 

s,72℃
 

7
 

min
 

36
 

s,进行30个循环;72℃
 

10
 

min。

PCR得到的两个片段分别进行胶回收处理,处理后

使用In􀆼Fusion
 

HD
 

Cloning
 

Kit进行连接,连接体

系:5X
 

In􀆼Fusion
 

HD
 

Enzyme
 

Premix
 

2
 

μL,Pglv 片

段
 

2
 

μL,pHCMC04􀆼sva 片段
 

2
 

μL,dH2O
 

4
 

μL。将

反应体系置于37℃孵育15
 

min,然后50℃孵育15
 

min,后置于冰上2
 

min,即可得到连接产物pHC-
MC04􀆼sva􀆼Pglv。将连接产物转入大肠杆菌E.coli

 

DH5α,转入成功后从E.coli
 

DH5α中提取重组质粒

pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv。

1.2.2 改造获得质粒pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv􀆼35
  利用引物,上游引物 Cre􀆼1:5'􀆼GTAAACGT-
TATCAAGGAGGTCGT

 

G􀆼3',下游引物Cre􀆼2:5'􀆼
GATAACGTTTACAATTCCATTTAT􀆼3'。以 重

组质粒pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv为模板,进行Cre 序列

的突变,获得连接有Pglv􀆼M1的序列。反应程序:

98℃
 

3
 

min;98℃
 

30
 

s,56.5℃
 

15
 

s,72℃
 

8
 

min,进行

30个循环;72℃
 

10
 

min。PCR得到的片段经过胶回

收纯化后,转入大肠杆菌E.coli
 

DH5α,转化成功后

提取质粒即可获得质粒pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv􀆼M1。

  通过软件分析找到启动子Pglv􀆼M1的关键区域

Sextama􀆼35区和Pri􀆼bmow􀆼10区,模拟在这两处的

随机突变,通过软件分析得到得分较高的突变体,最
终确定Sextama􀆼35区的一处突变,即将Pglv􀆼M1序

列上的TTGTAA突变为TTGACA。设计引物,上
游引物35􀆼1:5'􀆼GCT

 

ATCTCATGGTATAAATG-
GAATTGACAAATTTA􀆼3';下 游 引 物35􀆼2:5'􀆼
CACGACCTCCTTGATAAATTTGTCAATTCC􀆼
ATTTA􀆼3'。以重组质粒pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv􀆼M1
为模板,通过PCR进行定点突变,反应程序:98℃

 

3
 

min;98℃
 

30
 

s,64℃
 

15
 

s,72℃
 

8
 

min,进行30个循

环;72℃
 

10
 

min。PCR产物胶回收后转入大肠杆菌

E.coli
 

DH5α,转入成功后从E.coli
 

DH5α中提取改

造过的质粒pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv􀆼35。

1.2.3 高温淀粉酶sva粗酶活力的测定分析

  用化学转化的方法将重组质粒pHCMC04􀆼sva􀆼
Pglv􀆼M1和pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv􀆼35分别转入宿主菌

B.subtilis
 

1A857,表达后分别以4%的接种量接种

于50
 

mL培养基中(含100
 

μg/mL的Cm),在37℃、

180
 

r/min摇床中震荡培养,同时相同条件下培养没

有转入质粒的B.subtilis
 

1A857作为对照。做出葡

萄糖标准曲线,并且从接种开始,每隔12
 

h取发酵液

一次,采用DNS法测定发酵液粗酶酶活力。选取二

者粗酶酶活力最高时间点的发酵液,浓缩后进行

SDS􀆼PAGE分析。
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2 结果与分析

2.1 重组质粒构建及突变改造

2.1.1 启动子及载体的克隆

  以枯草芽孢杆菌B.subtilis
 

WB600为模板,利
用引物P1、P2克隆出Pglv;以质粒载体pHCMC04􀆼
sva 为模板,利用引物 PH1和 PH2克隆出pHC-
MC04􀆼sva,经过琼脂糖凝胶电泳条带大小分别位于

500
 

bp附近和6.6
 

kb附近(图1)。

  M1:λDNA/Hind
 

Ⅲ
 

DNA
 

Mark;M2:
 

DL2000
 

DNA
 

Mark;
 

1:PCR
 

product
 

of
 

pHCMC04􀆼sva;
 

2:PCR
 

product
 

of
 

Pglv

  图1 质粒载体pHCMC04􀆼sva 和Pglv 启动子的PCR
产物琼脂糖凝胶电泳分析

  Fig.1 The
 

agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

analysis
 

of
 

pHC-

MC04􀆼sva
 

DNA
 

and
 

Pglv
 

promoter
 

DNA

  将PCR产物胶回收后,用In􀆼Fusion
 

HD
 

Clo-
ning

 

Kit连接,转入大肠杆菌E.coli
 

DH5α,提取得

到重组质粒pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv,测序结果正确,得
到该重组质粒。

2.1.2 pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv􀆼35的构建

  以重组质粒pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv为模板,Cre􀆼1、

Cre􀆼2为引物,对Cre 序列进行定点突变,得到质粒

pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv􀆼M1,启动子测序结果如图2所

示。经过软件分析打分,Pglv􀆼M1的Sextama􀆼35区

为TTGTAA,分数为47分;将其中的 TA 突变为

AC后,分数提高为66分。以pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv􀆼
M1作为模板,35􀆼1、35􀆼2为引物对其进行定点突变,
得到pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv􀆼35,琼脂糖凝胶检测和测

序结果完全正确(图3),表明pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv􀆼35
构建成功。

2.2 高温淀粉酶sva粗酶活力的测定

2.2.1 最高粗酶活力时间的测定

  由图4可知,在发酵过程中,pHCMC04􀆼sva􀆼
Pglv􀆼M1和pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv􀆼35的粗酶活力最高

点是在36
 

h处,分别为4.95
 

U/mL和6.32
 

U/mL,
经改造后的启动子构建的质粒使菌体酶活力较改造

前提高1.28倍。

图2 启动子测序结果比对

Fig.2 The
 

comparison
 

of
 

the
 

promoters
 

sequencing
 

results

图3
 

启动子测序结果比对

Fig.3
 

The
 

comparison
 

of
 

the
 

promoters
 

sequencing
 

results

图4 重组菌的生长曲线与不同培养时间下的粗酶活力

  Fig.4 Growth
 

cure
 

of
 

recombinant
 

strain
 

and
 

the
 

en-
zyme

 

activity
 

in
 

different
 

incubation
 

time

  如图5所示,二者的单位酶活力最高点仍出现在

36
 

h处,分别为0.91
 

U/mL和1.19
 

U/mL,经改造

后的启动子构建的质粒使菌体酶活力较改造前提高

1.31倍。

2.2.2 菌体分泌蛋白的确定

  将分别含有重组质粒pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv􀆼M1、
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pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv􀆼35的重组菌和原始菌种 B.
subtilis

 

1A857的发酵液浓缩适当的倍数 后 进 行

SDS􀆼PAGE分析,结果如图6所示,在55
 

kDa附近

有明显的条带,与sva淀粉酶蛋白质的分子量大小一

致,说明启动子Pglv􀆼M1与Pglv􀆼35均成功表达了麦

芽糖α􀆼淀粉酶基因。

图5 不同培养时间下重组菌的单位酶活

Fig.5 The
 

unit
 

enzyme
 

activity
 

in
 

different
 

incubation
 

time

  M:Protein
 

marker;1:Total
 

soluble
 

proteins
 

in
 

B.
 

subtilis
 

1A857
 

of
 

pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv􀆼M1;2:Total
 

soluble
 

proteins
 

in
 

B.
 

subtilis
 

1A857
 

of
 

pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv􀆼35;CK:

Total
 

soluble
 

proteins
 

in
 

B.
 

subtilis
 

1A857
图6 重组菌表达产物的SDS􀆼PAGE电泳分析

  Fig.6 SDS􀆼PAGE
 

electrophoresis
 

analysis
 

of
 

expression
 

products
 

for
 

recombinant
 

strain

3 讨论

  枯草芽孢杆菌表达系统具有非致病性、分泌表达

等优点,比大肠杆菌表达系统更适合应用在食品医药

行业[7]。缺点是枯草芽孢杆菌表达系统的基因表达

能力较差。启动子作为调控基因表达的关键元件,可
在转录水平上调控目的基因表达的时机与强度[8],因

此得到更强的启动子十分关键。通过对启动子进行

区段操作、易错PCR、定点突变、DNA
 

shuffling和启

动子串联[9]等改造方式,可以提高其启动能力。改变

麦芽糖启动子的碳代谢调节蛋白CcpA的Cre 结合

序列,可以减弱葡萄糖代谢反馈抑制[10],提高转录水

平。杨燕芳[11]通过串联两个启动子的关键位点,得
到较之前提高1.2倍和1.6倍的启动子。

  在前人改造的基础上[6],本研究再次改造诱导型

启动子Pglv􀆼M1,通过定点分析得到可能提高其启动

能力的碱基,分别进行单次、多次的定点突变,通过报

告基因的表达情况,分析比较启动子Pglv􀆼M1改造

前后启动能力的高低。通过把启动子Sextama􀆼35区

的TTGTAA序列突变为TTGACA,获得改造后的

启动子Pglv􀆼35。以pHCMC04为表达载体,以高温

淀粉酶sva 为报告基因,并在枯草芽孢杆菌B.subti-
lis

 

1A857中表达,使用DNS法测定每12
 

h发酵液

的粗酶酶活力,比较分析启动子改造前后启动能力的

高低。在发酵进行到36
 

h时,pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv􀆼
M1和pHCMC04􀆼sva􀆼Pglv􀆼35的粗酶活力最高,分
别为4.95

 

U/mL和6.32
 

U/mL,经改造后的启动子

构建的质粒载体使宿主菌表达的粗酶活力较改造前

提高1.28倍。二者的单位酶活力最高点仍出现在

36
 

h处,分别为0.91
 

U/mL和1.19
 

U/mL,经改造

后的启动子构建的质粒使菌体酶活力较改造前提高

1.31倍,成功实现了启动子Pglv 的进一步正向改

造,表明将启动子的核心保守序列进行突变,可能会

带来正向影响。
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Abstract:The
 

maltose􀆼inducible
 

promoter
 

Pglv􀆼M1
 

was
 

modified
 

by
 

site􀆼directed
 

mutagenesis
 

to
 

improve
 

the
 

start􀆼up
 

ability
 

of
 

the
 

promoter.
 

The
 

Sextama􀆼35
 

and
 

Pri􀆼bmow􀆼10
 

areas
 

of
 

Pglv􀆼M1
 

were
 

analyzed,
 

and
 

by
 

simulating
 

random
 

mutations
 

in
 

these
 

areas,
 

the
 

software
 

scored
 

the
 

new
 

fragments
 

with
 

the
 

highest
 

score.
 

The
 

new
 

promoter
 

was
 

ligated
 

to
 

the
 

vector
 

pHCMC04􀆼sva,and
 

express
 

in
 

Bacillus
 

subtilis
 

1A857,
 

and
 

the
 

enzyme
 

activity
 

was
 

measured
 

every
 

12
 

h.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

except
 

for
 

the
 

mutant
 

promoter
 

Pglv􀆼35,
 

the
 

start􀆼up
 

effect
 

of
 

the
 

other
 

mutants
 

reduced.
 

After
 

the
 

expression
 

vector
 

Pglv􀆼35􀆼pHCMC04􀆼sva
 

was
 

ex-
pressed

 

by
 

the
 

mutant,
 

the
 

highest
 

activity
 

of
 

the
 

crude
 

enzyme
 

per
 

unit
 

appeared
 

at
 

36
 

h,
 

which
 

was
 

1.31
 

times
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

mutant
 

before
 

the
 

mutation.
 

As
 

a
 

modified
 

product
 

of
 

the
 

inducible
 

promoter
 

Pglv,Pglv􀆼M1
 

has
 

a
 

relatively
 

close
 

interaction
 

with
 

each
 

other.
 

By
 

separately
 

or
 

simultaneously
 

mutating
 

the
 

key
 

regions
 

of
 

the
 

promoter,
 

only
 

one
 

promoter
 

Pglv􀆼35
 

with
 

improved
 

starting
 

ability
 

is
 

obtained,
 

which
 

provides
 

a
 

reference
 

for
 

thinking
 

and
 

research
 

directions
 

of
 

the
 

promoter
 

in
 

the
 

future.
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