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双启动子对重组溶源性枯草杆菌中外源蛋白表达的增强作用
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摘 要 探讨了双启动子对基于溶源性噬菌体构建的重组枯草杆菌中外源蛋白表达的影响。分别将不含或含有本身启动子的

!E淀粉酶基因（来源于 .+0#,,)& +=2,(,#>)%-+0#%$&）和青霉素酰化酶基因（来源于 .+0#,,)& =%1+/%*#)=）克隆到溶源性枯草杆菌中，得
到重组菌 . ( &)7/#,#& ;*SU，. ( &)7/#,#& ;*S!，. ( &)7/#,#& V;U以及 . ( &)7/#,#& V;!。由于同源重组，所克隆的片段整合到溶源性枯
草杆菌中的噬菌体基因组上，并处于噬菌体强启动子的下游。在重组菌 ;*SU和 V;U中，在热诱导的情况下外源基因的转录只
受到噬菌体启动子的作用，而在重组菌 ;*S!和 V;!中，在热诱导下外源基因的转录同时受到噬菌体启动子和基因本身所带启
动子的作用。双启动子的应用使重组!E淀粉酶的表达量提高了 U$$W，使重组青霉素酰化酶的表达量提高了 UU$W。
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启动子对于重组蛋白的表达非常重要。使重组

蛋白被高效表达的启动子通常具有下列两个特点：

U）足够强，能够有效地启动外源基因的转录；!）在不
需要表达时受严紧的调控，而在需要表达时可以用



简单而廉价的方法进行诱导。有很多这样的启动子

已被开发并应用于外源蛋白的表达，如 ! ! "#$% 中的
"#$%、"&’(、"&$%和 ")*启动子

［+，,］，枯草芽孢杆菌（&’"%$$()
)(*+%$%)）中的 "-.和 "$/0启动子等

［.，-］。尽管有很多证

据表明自然界中存在双启动子作用于同一基因的情

况，但较少有人将其应用于外源基因的表达。

用来进行外源基因表达的启动子都是根据生物

体中存在的启动子开发出来的。天然的启动子种类

繁多，而且各具特点。有些启动单基因的转录，而另

外一些与多个基因的转录有关；有些单独启动基因

的转录，但也有两个或多个启动子共同启动一个或

多个基因的转录。在大肠杆菌中，硝酸盐还原酶操

纵子的转录由两个互相重叠的启动子启动［1］，半乳

糖操纵子的转录也受到两个对细胞内 %23"浓度反
应不同的启动子的共同作用，其中一个被 胞内

%23"激活，而另一个被胞内 %23"抑制［4］。枯草芽
孢杆菌中细胞色素操纵子的转录受两个启动子的启

动［*］，而短小芽孢杆菌细胞壁上的两种蛋白的转录

也与多个启动子有关［5］。在真核生物中，也有多个

启动子共同启动基因转录的例子，如人的 678- 基
因［8］，人的 67+7基因［+9］，鼠的 :;$<=-和 :;$<=1位
点等［++］。

本文报道了基于溶源性噬菌体构建的枯草杆菌

表达系统中双启动子对青霉素酰化酶（(=>?%?##?> @
$%0#$<=，"@2）和!A淀粉酶（!A$/0#$<=，23B）表达的
促进作用。在该系统中，溶源性枯草杆菌的噬菌体

"+913C..+上有一个位于强启动子下游的‘ $’",A
"’+’表达盒［+.］。另外，在噬菌体"+913C..+ 的免疫
抑制区还存在一个 "+)A 1, 突变，使得噬菌体的强启
动子能受热诱导而被激活，从而可以使插入的外源

基因得到表达。通过同源重组分别将含有和不含本

身启动子序列的基因整合到溶源性枯草杆菌的染色

体上。当插入的为不含本身启动子的基因时，在热

诱导的情况下外源基因只由噬菌体的启动子转录；

当插入的为含有本身启动子的基因时，诱导后外源

基因由其本身启动子和噬菌体启动子共同进行转

录。与单启动子的情况相比，双启动子显著地增强

了外源基因的表达效率。

! 材料与方法

!"! 菌株及载体
! ! "#$% 7D1!用于质粒的维护和操作。解淀粉

芽孢杆菌（&’"%$$() ’-.$#$%/(01’"%02) 2)66 ,.5-.）和
巨大芽孢杆菌（&’"%$$() -’3’+04%(- 2)66 +-8-1）购

自 2)66，分别用于分离!A淀粉酶（’-.）的基因和青
霉素酰化酶（ 5’"）的基因。& ! )(*+%$%)（"+913C..+）
是含有重组原噬菌体"+913C..+ 的溶源菌。原噬
菌体"+913C..+是"+91的一个衍生噬菌体，含有一
个 $’",EA04-6A"’+ 表达盒。质粒 (F@*9.含有‘ $’",A
"’+’表达盒，用于基因的克隆和与原噬菌体进行同
源整合［+,］。

!"# 培养基与微生物的培养
营养琼脂（G==H =I&’$%& +JKL、(=(&M>= +9JKL、;$6#

1JKL、$J$’ ,9JKL）用于芽孢杆菌和 ! ! "#$% 的平板和
斜面培养，当用于筛选重组菌株时分别加入 59/JKL
的氨苄青霉素或 1/JKL 的氯霉素。NDB 培养基
（GMO?>= G’$?> P=$’& ?>HQ<?M> .*JKL，0=$<& =I&’$%& 1JKL）用
于芽孢杆菌的液体培养，而 ! ! "#$% 的液体培养采用
LN 培养基（ &’0(&M>= +9JKL，0=$<& =I&’$%& 1JKL，;$6#
+9JKL）。用于重组!A淀粉酶表达的培养基含葡萄糖
1JKL，胰蛋白胨 +9JKL，酵母抽提物 .JKL，柠檬酸+JKL，
RD,"S- +T1JKL，RD,"S- +T1JKL，（;D-）, FS- .JKL。用
于重组 "@2表达的培养基为 NDB培养基。所有菌
株的培养温度均为 .*U，进行摇瓶培养的旋转摇床
转速为 ,19’K/?>。在进行重组蛋白的表达时，将处
于对数生长后期的培养液在 19U下保温 ./?>进行
热诱导。

!"$ %&’操作
芽孢杆菌基因组 7;2 的提取采用 6)2N 法，

! ! "#$%中质粒的提取采用碱裂解法［+.］。7;2的限
制性内切酶酶切、连接以及 "6:扩增反应按标准的
方法进行［+.］。限制性内切酶、连接酶以及 7;2 聚
合酶等为 )$R$:$（大连）或上海生工的产品，引物的
合成由 )$R$:$完成。用于扩增不含启动子的!A淀
粉酶基因（ ’-.）的引物为：1EA@62 787 696 @66
66@ 626 2)2 6@@ 222 @2 A.E（正向引物）和 1EA
@6) 969 878 )22 26@ 626 6)6 622 @6) @2 A.E
（反向引物）。用于扩增含本身启动子的!A淀粉酶基
因（ ’-.:&）的引物为：1EA2@) 787 696 222 2)@
2@2 @@@ 2@2 @@2 226 2)A.E（正向引物）和 1EA
@6) 969 878 )22 26@ 626 6)6 622 @6) @2 A.E
（反向引物）。在引物中均加入了 ;’"# 和 <*’#的
酶切位点（斜体）。扩增不含启动子的青霉素酰化酶

基因（ 5’"）和含本身启动子的青霉素酰化酶基因
（ 5’":&）所使用的正向引物分别为：1EA@62 787
696 26@ @)2 2@@ ))2 )@2 ))6 @)@ 2A.E和 1EA2@)
6@) )66 ))6 ))) 22) 22) 2A.E，反向引物是相同
的，为：1E@6) 969 878 2)6 @2@ @)6 262 @62 )62
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!"#$%。在引物中也加入了 !"#! 和 $%"!的酶切
位点（斜体）。&’(扩增产物用 !"#!和 $%"!酶切
后与 )*+,-$ 连接。连接产物转化 & . #’() /01"后
在含 2-3456氨苄青霉素的营养琼脂平板上筛选转
化子。从转化子中提取重组质粒后按另文所述的方

法转化 * . +,%-)()+（#7-189$$7）［7:］。/;!的序列测
定由 "<=<(<公司（大连）完成。
!"# $%$&’()*和琼脂糖凝胶电泳
蛋白质的 */*#&!+>分析和核酸的琼脂糖凝胶

电泳按 *<3?@AAB等的方法进行［7$］。在 */*#&!+>分
析中，凝胶浓度为 7:C1D，进样量为 1$6。
!"+ 分析方法
根据水解淀粉的能力来确定"#淀粉酶的活性，

具体的方法如 &<@B等所述［7E］。反应混合液含 1-$6
酶液（适当稀释后的培养上清液），1-$6 -C13AF56
)0GC-的甘氨酸# ;<H0 缓冲液，和 7--$6 -C:D的可
溶性淀粉溶液。反应体系在 1- I下保温 7-3JK后，
加入 :--$6 7C13AF56 的乙酸终止反应。最后加入
:--$6 碘试剂（含 -C:D L: 和 :D=L）进行显色并测
定 MG-K3下的吸光值。将在上述条件下 7-3JK内使
MG-K3的吸光值下降 :C1D 所需要的酶量定义为一
个活力单位。&+!的活性大体按 ’NAO 等的方法以
$#苯乙酰胺基#M#硝基苯甲酸（;L&!P）为底物进行测
定［71］。反应体系含 -CM33AF56 ;L&!P 和适量的酶。
加入酶以后，迅速地记录 E-1K3下吸光值的增加量，
并根据 $#氨基#M#硝基苯甲酸的消光系数计算产物
的生成量。将上述条件下每 3JK生成 7$3AF $#氨基#
M#硝基苯甲酸所需要的酶量定义为一个活性单位。
通过测定 M--K3下的吸光值进行细胞密度的分析。
根据标准曲线进行计算的结果，7./ 相当于 -CE7
4/’Q56。葡萄糖浓度的测定采用 /;*法。

, 结果

,"! 重组菌株的构建
应用 &’(方法成功分离了不含启动子的 "01

基因和 2"# 基因（分别为 7M72?)和 :1$2?)）、含本身
启动子的 "01 基因（ "013*，721-?)）和 2"# 基因
（2"#3*，:,2-?)）。并对上述片段进行了序列分析，
结果表明所获得的基因序列与 +RKP<KB发布的序列
一致。

&’(扩增产物经 !"#!和 $%"!酶切后与同样
酶切的质粒 )*+,-$ 连接，分别得到含 "01、"013*、
2"#和 2"#3* 的重组质粒 )*+!7、)*+!:、)*+&7 和
)*+&:。重组质粒采用双酶切和琼脂糖凝胶电泳鉴

定，结果如图 7所示。分别将上述重组质粒用!"#%

图 7 重组质粒的电泳分析结果
SJ4. 7 !4<@ATR 4RF <K<FUTJT AV WNR @RXA3?JK<KW )F<T3JYT

!：)F<T3JYT )*+!7 <KY )*+!:. 7 <KY :：KZXFRJX <XJY 3AFRXZF<@

3<@BR@T；$：)F<T3JY )*+,-$；E：!"#! <KY $%"! YAZ?FR YJ4RTWRY

)*+!7；1：!"#! <KY $%"! YAZ?FR YJ4RTWRY )*+!:C

P：)F<T3JYT )*+&7 <KY )*+&:. 7：KZXFRJX <XJY 3AFRXZF<@ 3<@BR@T；:：

)F<T3JY )*+,-$；$：!"#! <KY $%"! YAZ?FR YJ4RTWRY )*+&7；E：!"#

! <KY $%"! YAZ?FR YJ4RTWRY )*+&:C

线性化后转化处于稳定期初期的 * . +,%-)()+
（#7-189$$7），此时的 * . +,%-)()+ 为高感受态细
胞［7:］。因为质粒和原噬菌体#7-189$$7 之间具有
同源的序列（ ("#[ 和 #"- 片段），目的基因可以通过
同源重组整合到溶源性枯草杆菌的染色体上（图

:）。采用氯霉素抗性平板和红霉素抗性平板按 ’3(

和 >@* 表型筛选转化子。经过产酶筛选，将分别转
化了不同基因片段 "01、"013*、2"# 和 2"#3* 的转
化子命名为 * . +,%-)()+ !8\7、* . +,%-)()+ !8\:、* .
+,%-)()+ &!7、和 * . +,%-)()+ &!:。采用 &’( 方法和
/;! 的序列测定对转化子进行了鉴定，同时用
* . +,%-)()+（#7-189$$7）作为对照。使用的 &’(引
物为 &7：1%#"’’ !"+ ""+ ’’! ’"’ +’" ""!#$%（正
向引物，含 ("#4 编码序列中 M,,#MG, ?)的序列）和
&:：1%#!’’ "+" "+! !+! !+’ +++ +#$%（反向引
物，含 #"- 编码序列中 122#M-M ?) 的序列）。以 * .
+,%-)()+（#7-189$$7）的基因组 /;!（含红霉素的抗
性基因）为模板进行 &’(扩增得到了 7:-- ?)的片
段（含 ("#4 中的 :M,?)，#"- 中的 $-?)，5607 中的
,$E?)以及 7,G?)的连接片段）。采用上述引物分别
以 * . +,%-)()+ !8\7、* . +,%-)()+ !8\:、* . +,%-)()+ &!7
和 * . +,%-)()+ &!:的基因组 /;!为模板扩增得到了
大小分别为 ::$, ?)、:1E2 ?)、$71, ?)和 $$GG ?)的片
段，如图 $所示。所扩增片段的大小与预期相符，而
且对 &’(产物的序列测定结果表明目的片段都正确
地插入到 * . +,%-)()+（#7-189$$7）的染色体上。
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图 ! 外源基因经双交换同源重组整合到重组菌株
染色体上的示意图

"#$% ! &’( )*’(+,-#* .(/.()(0-,-#10 12 -’( 31456( *.1))17(.
.(*1+5#0,-#10 (7(0- 5(-8((0 3(.#7,-#7() 12 /6,)+#3 /9:;<= ,03
/.1/’,$(!><?@A==>，-’.14$’ 8’#*’ -’( 15B(*-#7( $(0(“!"#"$”

8,) #0)(.-(3 #0-1 -’( 6C)1$(0#* % % &’()*+*&（!><?@A==>）%
&’( 31456( *.1))17(. .(*1+5#0,-#10 (7(0- .()46-) #0 -’( )45)-#-4-#10 12 -’(

+,-.DE "/01E -,)D *,.-.#3$( 5C -’( +,-.DE!"#"$E -,) *,.-.#3$( #0 -’(

/6,)+#3%

图 F 菌株 % % &’()*+*& G@H>和 % % &’()*+*& G@H!合成重组"E淀粉酶的时间曲线
"#$% F &’( -#+( /.12#6( 12 .(*1+5#0,0-"E,+C6,)( /.134*-#10 2.1+ % % &’()*+*& G@H> ,03 % % &’()*+*& G@H!I

G）：% % &’()*+*& G@H>；J）：% % &’()*+*& G@H!I!，"：*(66 $.18-’ ,03 (0KC+( /.134*-#10 8#-’14- -’(.+,6 #034*-#10，.()/(*-#7(6C；#，$：*(66 $.18-’

,03 (0KC+( /.134*-#10 8#-’ ’(,- )’1*L，.()/(*-#7(6C% &’( ,..18) #03#*,-( -’( -#+( 8’(0 -’(.+,6 #034*-#10 8,) *,..#(3 14- %

!"! 双启动子对重组!#淀粉酶表达的影响
培养菌株 % % &’()*+*& G@H>合成重组"E淀粉酶

的过程示于图 FG。热诱导后噬菌体的强启动子被
激活，并使培养上清液中"E淀粉酶的活性迅速积累，
诱导后 M ’内"E淀粉酶的活性可达到 >>!INL4O+P。
因为在该菌株中所含有的是不含启动子的"E淀粉酶
的基因，其转录只受噬菌体强启动子的启动。当不

进行热诱导时只能合成少量的"E淀粉酶（=IQM
L4O+P），对照实验表明这部分淀粉酶是由宿主自身
合成的。

与 % % &’()*+*& G@H> 相反，% % &’()*+*& G@H! 在
没有热诱导的情况下也可以合成大量的"E淀粉酶
（图 FJ）。其原因在于 % % &’()*+*& G@H!中的重组"E

图 = 重组菌株的 RST鉴定
"#$% = RST ,+/6#2#*,-#10 12 -’( #0)(.-(3 2.,$+(0-) 2.1+
-’( $(01+#* UVG 12 -’( .(*1+5#0,0- )-.,#0)% &’( /.#+(.)

8(.( 3()#$0(3 ,**1.3#0$ -1 -’( 26,0L#0$ +,-.
,03 -,) )(W4(0*()

@：UVG +,.L(.；>： % % &’()*+*&（!><?@A==>）；!： % % &’()*+*&

G@H>；=：% % &’()*+*& G@H!；F：% % &’()*+*& RG>；?：% % &’()*+*&

RG!I

淀粉酶的基因含有其本身的启动子，该启动子能够

在对数生长末期被自动激活。由"E淀粉酶本身启动
子启动转录的重组"E淀粉酶的表达活性为 ><FINL4O
+P，与由噬菌体启动子启动的重组"E淀粉酶的表达
活性相当。% % ,02+3+*4’"5,-*"#& 中"E淀粉酶基因的
启动子常被用于进行外源基因的表达［F］。该启动子

的一个主要的特点是在对数生长期受阻遏，而在稳

定期被自动激活。当重组菌株 % % &’()*+*& G@H!在
对数生长后期受到热诱导时，重组"E淀粉酶的转录
由噬菌体启动子和其本身启动子的共同启动。在这

种情况下，培养上清液中重组"E淀粉酶的活性在诱
导后 M ’ 内可以达到 !N!IFL4O+P，比单独由淀粉酶
本身的启动子或噬菌体启动子启动的表达活性高出

>倍以上（图 F）。% % &’()*+*& G@H!产酶培养上清液
的 9U9ERG:X分析结果如图 ?所示。在电泳图上只

FQ> 16*#"&" 73’/#,+ 35 %*3)"-6#3+3!2 生物工程学报 !<<N，Y16I!!，V1I!



有 !个主要的条带，而重组!"淀粉酶的条带是最大
的，表明在诱导后没有出现胞内蛋白泄露的情况。

图 # 菌株 ! $ "#$%&’&" %&’(培养上清液的
)*)"+%,-分析结果

./0$ # 123 )*)"+%,- 454678/8 9: ;<6=/>4=/95 8<?3@54=45=
9: ! $ "#$%&’&" %&’( A/=2 =23@B46 /5C<;=/95

&：=23 B963;<64@ A3/02= B4@D3@；E =9 F 4@3 =23 84B?638 =4D35 4= (，F，G，

EH，E(，EI 2 4:=3@ /59;<64=/95，@38?3;=/>367$

图 F 菌株 ! $ "#$%&’&" +%E合成 J$ 8<K=/6/8 +%(重组 +,%的时间曲线
./0$ F 123 =/B3 ?@9:/63 9: @3;9BK/545= ?35/;/66/5 4;76483 ?@9C<;=/95 :@9B ! $ "#$%&’&" +%E 45C J$ 8<K=/6/8 +%(

%）：! $ "#$%&’&" +%E；J）：! $ "#$%&’&" +%($ !，"：;366 0@9A=2 45C 35L7B3 ?@9C<;=/95 A/=29<= 234= 829;D，@38?3;=/>367；#，$：;366 0@9A=2 45C 35L7B3

?@9C<;=/95 A/=2 234= 829;D，@38?3;=/>367$ 123 4@@9A8 /5C/;4=3 =23 =/B3 A235 =23@B46 /5C<;=/95 A48 ;4@@/3C 9<= $

!"# 双启动子对重组 $%&表达的影响
尽管所使用的培养基不同，由 ! $ "#$%&’&" +%E

表达重组 +,%的模式与由 ! $ "#$%&’&" %&’E表达重
组!"淀粉酶的模式非常相似，如图 F% 所示。在热
诱导后的前 I2，重组 +,%的表达非常旺盛，随后由
于培养基中营养物质的消耗其表达逐渐减弱。在诱

导后 G2内重组 +,%的活性可达 HMNG <OBP。在不进
行热诱导的情况下 ! $ "#$%&’&" +%E完全不表达重组
+,%。尽管重组 +,%和重组!"淀粉酶都由同一宿主
菌进行表达，但对!"淀粉酶表达有利的培养基不再
适合于进行 +,%的表达，其原因可能在于这两种蛋
白质氨基酸组成的差异。用相同的表达系统表达不

同蛋白时存在的表达效率差异在文献中也屡见报

道，其原因在于所要表达的蛋白氨基酸组成和基因

的结构等方面存在的差异。

在没有热诱导的情况下，菌株 ! $ "#$%&’&" +%(
表达重组 +,%的活性较低（HMHEQ<OBP），如图 FJ所
示。因为噬菌体的启动子受到严紧的调控，在此情

况下 ()* 基因的转录仅受其本身启动子的作用。当
! $ "#$%&’&" +%(在有热诱导的情况下产酶时，()* 的
转录共同受噬菌体启动子及 ()* 的本身启动子启
动，培养上清液中 +,%的活性在诱导后 F 2内达到
EMFF<OBP。在双启动子作用的情况下重组 +,% 的
表达量相当于仅由噬菌体启动子作用时的 (倍，相
当于仅由 ()* 本身启动子自动时的 QH倍（图 F）。在
有热诱导的情况下菌株 ! $ "#$%&’&" +%(培养上清液
的 )*)"+%,-分析如图 N所示。结果表明培养上清
液的蛋白质组成非常简单，在热诱导后基本没有胞

内蛋白泄露到培养也中。而且在电泳图上仅有两条

带分别对应于 +,%的!和"亚基。值得注意的是在
重组!"淀粉酶表达中出现的两条非目的条带此时并
没有出现，可能是由于所使用的培养基的差异而导

致了这两个蛋白表达的差异。我们也采用和表达重

组!"淀粉酶相同的培养基进行了重组 +,%的表达，
在这种情况下 +,%的表达效率较低，而且两个非特
异的条带也得到了表达。

# 讨论
启动子是进行外源基因表达时所要考虑的一个

重要问题。为了得到高效的重组蛋白表达，使用强

启动子是一个常用的手段。然而强启动子通常会发

生“泄露”，即在没有诱导的时候也会启动外源蛋白

的少量表达。尽管表达量很少，在有些情况下也会

影响对数生长期细胞的生长，从总体上来说不利于

#QE刘 刚等：双启动子对重组溶源性枯草杆菌中外源蛋白表达的增强作用



图 ! 菌株 ! " "#$%&’&" #$%培养上清液的
&’&(#$)*分析结果

+,-" ! ./0 &’&(#$)* 121345,5 67 8/0 9:38,;18,62 5:<0=218128
67 ! " "#$%&’&" #$% >,8/ 8/0=?13 ,2@:98,62

A：8/0 <=680,2 ?6309:31= ?1=B0=；C 86 ! 1=0 8/0 51?<305 96330980@ 18 D，

C，%，E，F，G，H / 1780= 8/0=?13 ,2@:98,62"

外源蛋白的表达。使用双启动子则在某种程度上可

以解决这一问题。这一策略是将将两个中等强度的

启动子以相同的方向置于所要表达的外源基因的上

游。在没有诱导的情况下不会出现“泄露”，诱导后

则由两个启动子共同启动外源基因的转录。因为双

启动子可以提供更多的 IJ$聚合酶的结合位点，因
此其强度要高于单启动子。已经有一些采用双启动

子或多启动子进行外源基因表达的报道［CH，C!］"

表 ! 在不同的诱导条件下不同重组菌株产酶的比较
"#$%& ! ’()*#+,-(. (/!0#)1%#-& #.2 *&.,3,%%,. #31%#-&
*+(2435,(. /+() 2,//&+&.5 +&3()$,.#.5 -5+#,.- 4.2&+

2,//&+&.5 ,.2435,(. 3(.2,5,(.-
&8=1,2 K2@:98,62 $98,;180@ <=6?680=5 #=6@:98,;,84

! " "#$%&’&" ()*C J62 J62 ELMNB:O?P

! " "#$%&’&" ()*C Q018 5/69B #/1-0 <=6?680= CC%LHB:O?P

! " "#$%&’&" ()*% J62 J18,;0 <=6?680= CDFLHB:O?P

! " "#$%&’&" ()*% Q018 5/69B ’:13 <=6?680=5 %H%LFB:O?P

! " "#$%&’&" +(C J62 J62 D

! " "#$%&’&" +(C Q018 5/69B #/1-0 <=6?680= DL!N:O?P

! " "#$%&’&" +(% J62 J18,;0 <=6?680= DLDCM:O?P

! " "#$%&’&" +(% Q018 5/69B ’:13 <=6?680=5 CLHH:O?P

本文评价了在基于噬菌体!CDG 构建的重组枯
草杆菌表达系统中双启动子对外源蛋白表达的影

响。并通过使用不同的重组菌株以及不同的诱导条

件，比较了在外源基因本身启动子、噬菌体启动子和

双启动子等不同转录调控模式下外源基因的表达效

率（表 C）。对于重组菌株 ! " "#$%&’&" $ARC 和 ! "
"#$%&’&" #$C，在没有热诱导时没有启动子被激活，在
有热诱导的情况下则只有噬菌体的启动子起作用。

对于重组菌株 ! " "#$%&’&" $AR%和 ! " "#$%&’&" #$%，
没有热诱导时仅有外源基因本身所带的启动子起作

用，有热诱导时则由双启动子启动外源基因的表达。

除了没有启动子被激活的情况，三种不同的转录模

式都取得了重组"(淀粉酶的有效表达。其中由 ! "
,-.’/’&0#12,3&14""(淀粉酶基因本身启动子启动的表
达水平和由噬菌体启动子启动的表达水平相当，而

由双启动子启动的表达水平最高，比上述两种情况

高出 C倍以上。与 ! " ,-.’/’&0#12,3&14""(淀粉酶基
因本身的启动子相反，! " -,51%16&#- #)$基因自身
启动子单独作用时很弱，只能使重组 #)$ 少量表
达。但当它与噬菌体的启动子共同作用时仍能有效

地促进表达效率，与单独使用噬菌体启动子的情况

相比重组 #)$的表达效率提高约 C倍。文献报道的
! " -,51%16&#-（$.SSCFMFG）#)$ 的表达水平为
DLCEN:O?P［CN］， 本 室 保 藏 的 ! " -,51%16&#-
（$.SSCFMFG）菌株的 #)$ 表达水平为 DLDME :O?P，
而 7,3 启动子单独在 ! " "#$%&’&" 中起作用时 #)$的
表达水平仅为 DLDCM :O?P。可见 7,3 启动子在 ! "
"#$%&’&" 中仅能部分地发挥其作用。当两个启动子共
同作用时所得到的表达水平高于两者单独作用之

和，表明双启动子对外源蛋白表达的促进作用并不

是对两个启动子作用的简单叠加，而是存在一定的

协同作用。由于 IJ$聚合酶在启动子作用下进行
基因转录的机制相当复杂，是如何产生这种协同作

用的问题还有待于进一步的研究。
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答 读 者 问

F 1 如不用，是否退回原稿？是否告知退稿原因？对退稿有异议怎么办？
答：我们在今年的征稿简则中已经说明，今后凡印刷稿件一般不再寄回。特殊情况，如已无底片的照片等请作者在来稿

时说明，我们会挂号寄回。对每一篇退稿，我们都会详细写明退稿原因，为您进一步修改论文提供帮助。如您对退稿意见有

异议，可以给我们写信表明看法，我刊将请专家予以复审。

V 1 我可否指定审稿人，或言明请某审稿人回避？
答：您在投稿时可附上您推荐的审稿人名单，或请予回避的审稿人名单，供编辑部参考，但是否采纳将视具体情况而定。

G 1 请问投稿《生物工程学报》有没有字数或者页数限制的要求？是否要按照正式出版时的格式排版？
答：投稿时没有字数和页数上的限制。我们建议作者在投稿时首先考虑如何将你工作内容和创新点表达清楚，以便审稿

人可以清楚地判断稿件水平。待文章评审通过之后通知作者修改时，在字数和页数上将有具体要求，到时会在修改说明中告

知。投稿时也不需要按我刊五号字、双栏形式排版，可适当放大字号，以便专家阅读。

! 1 在学术会议上发表过的论文能否在《生物工程学报》上发表？
答：论文集如果有正式书号或刊号，就属于正式出版物，则不能再在我刊发表。如果没有，则属于交流材料，论文可以投

往本刊。

H 1 听说贵刊要出英文版，能否简单介绍一下？
答：是的。从 ABBG年起，我刊将与爱思唯尔出版公司合作，出版英文版《9(@)-6- X4$:)#% 4O S@4.-J()4%4*N》，所以中文版将只发

表中文论文。《9(@)-6- X4$:)#% 4O S@4.-J()4%4*N》为电子版，系每期从中文版中精选 C[D优秀稿件翻译而成，中英文同步发表，年、
卷、期相同。也就是说即使直接投英文稿件，审稿录用后也将译成中文同期发表。英文版不再另收版面费。非常欢迎广大作

者踊跃投稿。

Q 1 我想知道我的稿件的处理状态，如何查询？
答：稿件一旦有最终处理结果，您会及时收到本刊的反馈信息，所以，请经常查看您的 =8<#@%。您也可以通过 =8<#@%告知

稿件编号，查询稿件审阅结果。
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