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摘  要 

为了构建高效谷氨酸棒杆菌(Corynebacterium glutamicum)细胞工厂，需要开发出更多的高效基因表达元

件。强启动子的使用是使基因高效表达的关键环节，然而关于谷氨酸棒杆菌强启动子鉴定的报道十分少见。

本试验基于谷氨酸棒杆菌细胞全蛋白二维电泳，对其中分子量大小约为30 KDa、等电点约为4.0的斑点进行
研究，分析其对应蛋白编码基因的启动子。根据试验结果表明，Cgl1937基因的启动子P1937具有更高的转

录活性。将强启动子Ptac-M和启动子P1937分别连接到启动子探测载体pDXW-11上，通过电转化进谷氨酸

棒杆菌C. glutamicum ATCC13032感受态细胞，以获得工程菌株C. glutamicum/pDXW-11-Ptac-M和C. 
glutamicum/pDXW-11-P1937。测试工程菌株对氯霉素的耐受性，实验结果表明，菌株C. glutamicum/ 
pDXW-11-Ptac-M和C. glutamicum/pDXW-11-P1937的耐受性分别为30 μg/mL和40 μg/mL；对报告蛋白

氯霉素酰基转移酶CAT酶活进行检测，结果表明，C. glutamicum/pDXW-11-Ptac-M和C. glutamicum/ 
pDXW-11-P1937的酶比活力分别为0.85 U/mg蛋白质和9.53 U/mg蛋白质；通过荧光定量PCR检测两种工

程菌株氯霉素乙酰基转移酶cat基因转录水平，实验结果显示，cat基因在启动子P1937的控制下，其转录水

平是Ptac-M的2.07倍。以上结果表明，谷氨酸棒杆菌Cgl1937基因的启动子P1937为强启动子。 
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Abstract 
It is very necessary to develop more gene expression elements for constructing efficient Coryne-
bacterium glutamicum cell factories. The usage of strong promoter is a key to gene efficient ex-
pression. However, there are few reports on identification of strong promoters in C. glutamicum. 
In this study, based on the two-dimensional electrophoresis of the whole cell protein of C. gluta-
micum, we selected the protein blot (MD, approx. 30 KDa; pI, approx. 4.0) to analyze the promoters 
of the genes. The results of promoter prediction showed that the promoter of the Cgl1937 gene, 
P1937, has a strong activity. The strong promoter Ptac-M and the promoter P1937 were inserted 
into the promoter-probe vector pDXW-11, and transformed into C. glutamicum ATCC13032, gene-
rating the engineered strains C. glutamicum/pDXW-11-Ptac-M and C. glutamicum/pDXW-11-P1937. 
The results of the chloramphenicol gradient test showed that the tolerance of the strains C. gluta-
micum/pDXW-11-Ptac-M and C. glutamicum/pDXW-11-P1937 were 30 μg/mL and 40 μg/mL, re-
spectively. The activity test of the reporter protein chloramphenicol acyltransferase CAT showed 
that the activities of the two strain were 0.85 U/mg protein and 9.53 U/mg protein. The qPCR test 
showed that the transcription level of the cat gene under the control of P1937 was 2.07 times 
higher than that under the control of the strong promoter Ptac-M. These results demonstrate that 
the promoter P1937 of gene Cgl1937 is a strong promoter in C. glutamicum. 
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1. 前言 

谷氨酸棒杆菌(Corynebacterium glutamicum)在 1957 年首次被发现是作为谷氨酸的天然生产者[1]。因

其具有生长迅速[2]，基因组稳定[3]，代谢网络具有可塑性[4]等优点，谷氨酸棒杆菌成为了重要的工业微

生物。研究作为基因转录调控元件的谷氨酸棒杆菌启动子具有重要的理论和应用价值。启动子活性的强

弱在很大程度上影响着转录的起始、持续作用的时间以及外源基因的表达水平，进而宿主细胞中外源基

因的表达程度也受到了影响。基因翻译区的上游区域是属于启动子序列的区域，通过其与对应的转录因

子互作，可以精确调控下游基因的转录[5]。 
细菌启动子活性主要取决于启动子与一致序列的相似性，其活性会被−10 区、−35 区以及一些在致序

列附近的非高度保守核苷酸所影响[6]。研究表明，在−10 区中心的 TATAAT 序列会增强启动子的活性，

而−10-六聚体上游的 TG 二聚体则对启动子的强度有影响[7]。且有研究数据表明，对启动子−10 区和−35
区的碱基进行突变会对启动子的转录水平造成较大影响，而改变−10 区和−35 区之间的碱基序列则对启动

子的活性影响较小[8]。谷氨酸棒杆菌中的内源启动子可通过以下 3 种主要的方法寻找：1) 基于随机序列
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合成启动子库，2) 启动子突变和 3) 使用启动子预测软件，基于其转录组、基因组或蛋白质组来鉴定新

的高效的启动子[9]。值得注意的是，谷氨酸棒杆菌中启动子的−10 区的碱基序列是高度保守的，-35 区则

相对保守[10]。尽管大肠杆菌中的启动子 P-tac 和 LacZ 均被证明能在谷氨酸棒杆菌中使用，但低效率与

泄露表达使这些外来启动子不能完美的表达目的蛋白[11]。因此，选择高活性的内源启动子成为一大热点。

然而关于谷氨酸棒杆菌高效内源启动子鉴定的相关报道很少，这限制了应用谷氨酸棒杆菌细胞工厂高效

生产重组蛋白的研究。本研究望通过分析在谷氨酸棒杆菌细胞全蛋白二维电泳图上展现的高表达蛋白斑

点，以鉴定谷氨酸棒杆菌内源强启动子序列，为构建高效的谷氨酸棒杆菌细胞工厂提供有力的基因表达

元件。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验材料及培养基 

大肠杆菌 E. coli BL21 (DE3)；野生型谷氨酸棒杆菌 C. glutamicum ATCC13032 为本研究所用到的菌

株。E. coli-C. glutamicum 启动子穿梭载体为实验室前期构建的载体[12]。表 1 为本研究中所用到的引物。 
称取 5 g 的 Yeast Extract、10 g 的 Tryptone 以及 10 g 的 NaCl 配制成 1 L 的 LB 培养基(pH 7.0)，用于

大肠杆菌菌株培养，培养温度为 37℃；本试验还需用到 LBHI 培养基(pH 7.0)，配制 1 L 该培养基需称取

5 g 的 Tryptone 、2.5 g 的 Yeast Extract、5 g 的 NaCl 和 18.5 g 的脑心浸液，此培养基用于谷氨酸棒杆菌

菌株的培养，培养温度为 30℃。 
 
Table 1. Primers used in this study 
表 1. 研究中使用的引物 

引物名称 
The name of 

primers 

序列 
Sequences 

限制酶切位点 
Restriction enzyme 

sites 

退火温

度 

P1937-F atatggatccgtaacgtggcaaaacgaacaatgtctcactagactaaagtgagatcgacaaagcttaatt BamHI、HindIII 72.1℃ 

P1937-R aattaagctttgtcgatctcactttagtctagtgagacattgttcgttttgcctcgttacggatccatat BamHI、HindIII 72.1℃ 

Ptac-M-F atataagcttaattgttatccgctcacaattccacacattatacgagccgatgattaattgtcaacagctcaggatccaatt BamHI、HindIII 71.7℃ 

Ptac-M-R aattggatcctgagctgttgacaattaatcatcggctcgtataatgtgtggaattgtgagcggataacaattaagcttatat BamHI、HindIII 71.7℃ 

16s rDNA-F gtagggtgcgagcgttgtc — 57.6℃ 

16s rDNA-R cgccattggtgttcctcctg — 55.9℃ 

cat-F tcagctggatattacggcct — 51.8℃ 

cat-R gaaagacggtgagctggtga — 53.8℃ 

2.2. 前期工作 

在实验室前期工作中，获取了谷氨酸棒杆菌 ATCC13032 的细胞全蛋白，并在相应公司将获得的细胞

沉淀进行二维电泳及质谱分析。公司返还相关数据后，利用质谱法分析我们从二维电泳图上选取的一些

染色较深的蛋白点，同时使用 NCBI 网站查询其氨基酸序列。最后结合谷氨酸棒杆菌 ATCC13032 全基因

组注释信息对二维电泳图上的高表达蛋白斑点进行分析，分析所含蛋白质的等电点、分子量等相关数据，

以便后续与二维电泳图上的蛋白斑点进行比对。同样，我们在前期工作中在启动子预测网站

(http://www.cbs.dtu.dk/services/Promoter/)上对编码人为选择的染色较深的蛋白点基因进行了启动子分析，

选择的区域为起始密码子上游的 DNA 序列处，获得了一系列预测的启动子片段。 
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2.3. 扩增目的片段 

为扩增目的启动子的 DNA 片段，采用寡核苷酸退火法将设计好的正反引物合成双链 DNA。引物序

列 atatggatccgtaacgtggcaaaacgaacaatgtctcactagactaaagtgagatcgacaaagcttaatt (P1937-F)和 
aattaagctttgtcgatctcactttagtctagtgagacattgttcgttttgcctcgttacggatccatat (P1937-R)用于合成启动子 P1937 片段，利

用引物序列 atataagcttaattgttatccgctcacaattccacacattatacgagccgatgattaattgtcaacagctcaggatccaatt (Ptac-M-F)及
aattggatcctgagctgttgacaattaatcatcggctcgtataatgtgtggaattgtgagcggataacaattaagcttatat (Ptac-M-R) 扩 增 启 动 子

Ptac-M 片段。正、反向引物各 1 μL 囊括在制备的 50 μL PCR 反应体系。经过 10 倍稀释的正反引物及所

需的其他试剂充分混匀后进行 PCR 反应，反应条件同张献等的方法[13]。 

2.4. 构建重组载体 

启动子探测载体上含有的 BamHI 及 HindIII 的酶切位点，因此在对引物进行设计时也加入这两种酶

的酶切位点，利用这两种限制性内切酶分别对启动子 P1937 和 Ptac-M 以及启动子探测载体 pDXW-11 在

相应酶切位点处进行双酶切，随后 T4 连接酶的使用，能让片段用与启动子探测载体相连接形成重组载体，

后通过热激转化法转化进 E. coli 感受态细胞中。其中 E. coli 感受态细胞的制备以及转化方法遵循

Sambrook 等的方法进行[14]。转化并利用氯霉素抗性验证成功后，即获得了携带启动子 P1937 的重组载

体 pDXW-11-P1937 和携带启动子 Ptac-M 的重组载体 pDXW-11-Ptac-M。 

2.5. 谷氨酸棒杆菌电转化 

首先遵循 Xu 等[15]的方法制得谷氨酸棒杆菌感受态细胞。后通过电击转化方式将重组探测载体

pDXW-11-P1937 和 pDXW-11-Ptac-M 转化进 C. glutamicum ATCC13032 感受态细胞中，其转化方法同样

依据 Xu 等[15]的方法进行。利用氯霉素抗性验证成功后，即构建了带有启动子 P1937 的重组菌株 C. 
glutamicum/pDXW-11-P1937 和带有启动子 Ptac-M 的重组菌株 C. glutamicum/pDXW-11-Ptac-M。 

2.6. 谷氨酸棒杆菌内源启动子活性分析 

2.6.1. 耐受性实验 
载体上存在氯霉素筛选标记，因此制备具有不同氯霉素浓度梯度的 LBHI 平板，并将携带有启动子

P1937 的谷氨酸棒杆菌 ATCC13032 和携带启动子 Ptac-M 的谷氨酸棒杆菌 ATCC13032 这两种菌株在以上

平板上进行接种，并观察菌落生长情况，初步判断启动子活性强弱。 

2.6.2. 氯霉素乙酰基转移酶酶活检测 
用 100 mmol/L Tris-HCl (pH 7.8)溶液洗涤收集到离心管中的 30 mL 培养液的细胞沉淀，高速离心后，

用移液枪吸取 1 mL 上述缓冲液吹吸细胞沉淀，使其重悬，对悬浊液进行超声波破碎，整个反应过程始终

处于低温状态进行。破碎后离心获得上清，上清液即为粗酶液，依据 Shaw 等[16]的方法对氯霉素酰基转

移酶酶活进行测定。同时以 BCA 蛋白作为标准品，绘制标准蛋白曲线。最终计算氯霉素乙酰转移酶酶比

活力。 

2.6.3. qPCR 反应 
当菌液OD600为 3时收集菌体沉淀，依照RNA提取试剂盒的操作步骤提取谷氨酸棒杆菌细菌总RNA，

该试剂盒使用的方法为 TRIZOL 法。将提取出的 RNA 进行琼脂糖凝胶电泳以判定其是否完整，同时检测

RNA 浓度，以便后续试验时计算相关试剂的加入量。随后对提取的 RNA 进行后续操作，首先使用试剂

盒去除谷氨酸棒杆菌基因组 DNA，其次通过反转录形成 cDNA。得到相应菌株的 cDNA 后使用绿色荧光
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染料以及 qPCR 检测系统 Archimed-X4 进行 qPCR 反应。本试验中每次反应阴性对照以及标准品校正的

设置是为了确保试验结果有效，同时还需要进行三个生物学重复和三个技术重复，以进一步保障试验结

果的有效性。根据文献记载，本试验中同样以谷氨酸棒杆菌的 16S rDNA 作为内参基因，ΔCT 记作不同

菌株 CT 值的差。氯霉素乙酰基转移酶作为报告基因，其表达水平表示的为带有重组启动子探测载体的

谷氨酸棒杆菌中相应启动子的转录水平，16S rDNA 基因的转录水平则表示野生型谷氨酸棒杆菌中启动子

的转录水平[17]。对数据进行处理是使用 Livak 等[18]的 2−ΔΔCT 方法，其中 ΔΔCT 是处理组，即构建的工

程菌株的 CT 值的差减去对照组，即携带强启动子 Ptac-M 的谷氨酸棒杆菌的 CT 值的差，处理组 ΔCT 的

计算方法为靶基因，即氯霉素乙酰转移酶的 CT 值与内参基因，即谷氨酸棒杆菌 16S rDNA 的 CT 值的差，

对照组 ΔCT 值应用同样的方式处理数据。最终计算得出菌株 C. glutamicum/pDXW-11-P1937 和 C. glu-
tamicum/pDXW-11-Ptac-M 的 cat 基因的转录水平。 

3. 结果与分析 

3.1. 二维电泳分离谷氨酸棒杆菌中蛋白 

二维电泳技术的使用，使谷氨酸棒杆菌 ATCC13032 细胞中所含有的蛋白质得到分离，此步骤实验室

前期工作中已经完成。二维电泳图如图 1 所示。详细内容参见张献[13]等文章。 
 

 
Figure 1. The map of two-dimensional electrophoresis (the blots indicated by arrows 
with a MW size of approximately 30 KDa and a pI of approximately 4.0) 
图 1. 二维电泳图(箭头所指的 MW 大小约为 30 KDa，pI 约为 4.0 的斑点) 

 
选择图 1 中箭头所指出来的蛋白点作为鉴定强启动子的点的原因为该斑点颜色较深，该蛋白斑点的

MW 约为 30 KDa，pI 约为 4.0。实验室前期工作中已将上述标注出的蛋白斑点中所含有的蛋白质的分子

质量以及等电点进行了鉴定，与所选的蛋白斑点匹配后，发现有 6 种蛋白质与二维电泳上的高表达蛋白

斑点在理论上相匹配。其分别为 dapF、gluB、aftC、Cgl0148、Cgl0392、Cgl1937、Cgl2540。其中 dap
蛋白家族、glu 蛋白家族和 aft 蛋白家族含有单个蛋白，即 dapF 蛋白、gluB 蛋白以及 aftC 蛋白，多重转

录元件控制着它们的转录，所以难以预测准确的启动子序列。因此，Cgl1937、Cgl0148、Cgl0392 以及

Cgl2540 基因被选择用来预测其相应启动子序列。 

3.2. 网站预测启动子序列 

利用预测网站对上述筛选出的编码相关蛋白质基因的启动子序列进行预测，发现未能预测出编码
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Cgl0148 以及 Cgl0392、Cgl2540 基因的相应启动子序列。Cgl1937 基因预测出了相应启动子序列，其序

列为 GTAACGTGGCAAAACGAACAATGTCTCACTAGACTAAAGTGAGATCGACA。如图 2 所示，ATG
为 Cgl1937 基因的开放阅读框的起始密码子，TAA 则作为终止密码子，序列总长度为 72 bp。由此获得

了 Cgl1937 基因的启动子 P1937。 
 

 
Figure 2. The ORF sequences of gene Cgl1937 (the grey part) and the sequences of the pre-
dict promoter (underlined nucleotides) 
图 2. Cgl1937 基因开放阅读框(灰色部分)及预测的启动子序列(划线部分) 

3.3. 工程菌株的构建 

通过电击将扩增得到的启动子 P1937 和 Ptac-M 的 DNA 片段与启动子探测载体 pDXW-11 连接后的

重组载体转化进谷氨酸棒杆菌 ATCC13032 感受态细胞中，抽提转化子 DNA，对其进行验证时采用双酶

切法。如图 3 所示，酶切后质粒大小达到了预期，说明成功构建并得到了携带启动子 P1937 的重组工程菌菌

株 C. glutamicum/pDXW-11-P1937 和携带启动子 Ptac-M 的重组工程菌菌株 C. glutamicum/pDXW-11-Ptac-M。 
 

 
(M: Maker λ-EcoT14; 1: C. glutamicum/pDXW-11-Ptac-M; 2: C. glu-
tamicum/pDXW-11-P1937) 

Figure 3. The result of double digestions  
图 3. 双酶切结果图 

3.4. 鉴定内源启动子 P1937 转录活性 

首先初步判定所含有的启动子的转录活性，使用氯霉素分别对野生型谷氨酸棒杆菌 C. glutamicum 
ATCC13032 以及在本研究中构建成功的工程菌菌株 C. glutamicum/pDXW-11-P1937、C. glutami-
cum/pDXW-11-Ptac-M 进行耐受性实验。实验结果表明，以上三种菌株的氯霉素耐受浓度分别为 3 μg/mL、
40 μg/mL 以及 30 μg/mL。随后为进一步研究两种启动子的转录活性，对工程菌株 C. glutamicum/pDXW- 
11-P1937 和 C. glutamicum/pDXW-11-Ptac-M 的氯霉素乙酰基转移酶的比活力值进行检测，得到 C. glu-
tamicum/pDXW-11-P1937 的 CAT 蛋白酶比活力为 9.53 U/mg 蛋白质；C. glutamicum/pDXW-11-Ptac-M 的

CAT 蛋白酶比活力为 0.85 U/mg 蛋白质，结果见图 4。 
通过荧光定量 PCR 技术来直观的表现构建的工程菌菌株 C. glutamicum/pDXW-11-P1937 中所含有的

启动子 P1937 和 C. glutamicum/pDXW-11-Ptac-M 中所含有的强启动子 Ptac-M，对氯霉素乙酰基转移酶基
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因 cat 的转录水平，结果表明，启动子 P1937 控制下的 cat 基因的转录水平高于启动子 Ptac-M 控制下的

水平，是其 2.07 倍，结果见图 5。 
 

 
Figure 4. The detection of Chloramphenicol Acetyltransferase’s specific 
activity 
图 4. 氯霉素乙酰基转移酶酶比活力检测 

 

 
Figure 5. The result of qPCR 
图 5. qPCR 检测结果 

4. 结论与讨论 

本实验室的前期工作中，二维电泳技术的应用，使谷氨酸棒杆菌 C. glutamicum ATCC13032 的细胞

中所含蛋白质得到了分离，选取其中一些高表达的蛋白点进行质谱解析，并通过在线启动子预测网站，

对选出的蛋白点处的编码相应蛋白质的基因的启动子进行预测，相关文章详见张献等[13]。前期构建的启

动子 Ptac-M 为本试验所用的对照启动子，且其经过验证是谷氨酸棒杆菌强启动子[12]。基于以上成果，
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为检测启动子转录活性的强弱，本研究设计了氯霉素耐受性实验及报告蛋白氯霉素酰基转移酶酶活实验。

试验结果表明预测出的编码 Cgl1937 蛋白基因的启动子 P1937 的转录活性高于谷氨酸棒杆菌强启动子

Ptac-M。而 qPCR 实验的结果则更加直观的表明在启动子 P1937 调控下 cat 基因的转录水平明显大于在启

动子 Ptac-M 的调控下的转录水平。以上结果均可证明启动子 P1937 在谷氨酸棒杆菌中为强启动子。 
为了更深入研究细菌的启动子，就需要人们识别和发现新的启动子，以满足人们的各种需求。本试

验寻找谷氨酸棒杆菌内源启动子的方法为基于谷氨酸棒杆菌蛋白组的基础，通过启动子预测网站进行预

测，以寻找更高效的内源启动子。此方法可以更加广泛的寻找启动子序列，为人们提供更多选择。除了

通过上述方法寻找启动子，还可以基于启动子的结构特征、启动子在基因组中的分布特征、计算机建模、

RNA 聚合酶的特殊亚基等方式寻找新的启动子[19]。 
目前，对谷氨酸棒杆菌启动子的研究是一大热点，因其控制着转录的起始，且影响着谷氨酸棒杆菌

蛋白表达系统能否高效表达目的蛋白。虽然目前关于谷氨酸棒杆菌内源强启动子的相关报道较少，但是

会有越来越多的启动子元件被识别、被赋予功能，独特的启动子序列和有调控功能的元件可以被更合理

的设计出来[20]。本研究成功鉴定出高活性内源启动子 P1937，为之后通过建立谷氨酸棒杆菌细胞工厂，

利用其高效表达目标蛋白奠定了坚实的基础。 
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