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摘要

群体感应 （ Ｑｕｏ ｒｕｍｓｅｎ ｓ ｉ ｎｇ ， ＱＳ ） 系统是单细胞生物中普遍存在的信息交流

工具 。 近年来 ， 群体感应系统己被开发为 自诱导调控模块 ， 对合成生物学和代谢

工程有重要意义 。 本研究在大肠杆菌 中构建和优化 了三个独立的群体感应系统 ，

并探究了其在微生物生物合成和合成生态系统构建中 的应用潜力 。

在第
一

部分中 ， 构建 了 自 诱导的 Ｓａ ｌ

ＱＳ 系统 ， 通过调控水杨酸生物合成的

案例验证 了其有效性 。 Ｓａ 丨 ＱＳ 系统是
一

个人工构建的调控系统 ， 其信号分子的结

构和天然 ＱＳ 信号分子的结构相差较大 ， 有很好的应用潜能 。 然而 目 前还没有在

单细胞中构建 自诱导的 Ｓａ ｌ

ＱＳ 系统的报道 。 通过调整质粒拷贝数和精确调控关

键基因的表达 ， 在大肠杆菌中成功构建出 了 灵敏度高且诱导范围大的 Ｓａ ｌ

ＱＳ 系

统 。 随后将其应用到水杨酸的合成中 ， 实验菌株的水杨酸产量相 比于对照菌提高

了１ ５ １％ ， 证明 了该系统的有效性 。

在第二部分中 ， 初步构建了
一

个基于上述 Ｓａ ｌ

ＱＳ 系统 、 Ｌａｓ
ＱＳ 系统和 Ｔｒａ

＊

ＱＳ 系统的三菌株合成生态系统 。 目 前 ， 对合成生态系统的研宄大多是基于双菌

株系统开展的 ， 对于多菌株系统的研宄相对匮乏 。 以三种 ＱＳ 系统作为通讯模块 ，

毒素 －抗毒素系统作为效应模块 ， 通过对系统中关键基因的表达调控 ， 成功构建

了三菌株的共培养系统 。 进
一

步优化接种 比例 ， 通过添加不同的诱导剂组合实现

了合成系统中优势种群的转变 。 该工作对于构建人工生态系统以及设计人工菌群

以高效生产有价值产物等方面具有
一

定意义 。

在第三部分中 ， 先构建并优化 了上
一

部分应用 的 Ｌａｓ
ＱＳ 系统和 Ｔｒａ

＊

ＱＳ 系

统 ， 然后结合稳定期特异性启动子的调控 ， 首次构建 了
一

个独立于代谢通路的 、

自诱导的三层动态调控系统 。 在该调控系统中 ， 受 ＬａｓＱＳ 系统 ， 稳定期特异性

启动子和 Ｔｒａ
＊

ＱＳ 系统调控的特定基因从前到后依次表达 。 我们尝试将该系统应

用到 ３
－轻基丙酸 （ ３

－Ｈｙｄ ｒｏｘｙｐｒｏｐ ｉｏｎ ｉ ｃ ａｃ ｉｄ
，
３
－ＨＰ ） 的生物合成中 。 具体而言 ， 结

合人工反式编码小 ＲＮＡ 抑制系统以动态抑制必需基因 和 ／ａＷ） 的表达 ， 动

态上调 ３
－ＨＰ 生产基因 和 的表达 ， 进

一

步优化上述调控顺序以高效合成 ．

／
３
－Ｈｈ 本实验表明三层动态调控系统相 比于静态调控 、 单层动态调控和双层动态？

＇

＿控在 ３ －ＨＰ 生产中更有优势 ， 摇瓶发酵产量达到 ７ ．０
ｇ／Ｌ ， 证明 了三层动态调控

＇

在代谢工程中 的应用潜力 。

？
＇

关键词 ： 群体感应 ； 水杨酸 ； 人工微生物生态系统 ； 动态调控 ；
３ －轻基丙酸
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第一章 绪论

１ ． １ 合成生物学

合成生物学是基因组学和系统生物学等多种学科交叉后衍生 出 的
一

 ｆｌ创建、

控制和编程细胞行为的学科 。 合成生物学在传统生物学的基础之上 ， 以理性设计

为指导 ， 设计改造出
一

系列新的生物元件 、 生物模块和生物系统 。 在合成生物学

发展的初期 ， 研宄者们首先探索新的启动子或者在现有启动子的基础上对其进行

改造以满足设计需求 ； 其次将生物基本元件结合起来 ， 构建出 了具有不同功能的

合成模块 ， 如开关 【ｕ ］

、 振荡器 ［
３

，
４

］

、 逻辑门 １
５ ６ ］

、 级联元件 ［
７
］等 ， 之后 ， 上述合成

模块己经不能满足发展的需求 ， 研宄者们开始将生物模块和其他调控模块组
＇

装起

来 ， 构建功能更加强大的合成系统 以调节基因表达 、 蛋 白 质功能和细胞间通讯等

［
８

］

。 合成生物学发展迅速 ， 己经被广泛应用 到多个领域 。 在生态领域 ， 人工合成

微生物生态系统的构建对于探索 自 然界生态系统中种群间 的关系有重要意义

在生物生产领域 ， 合成模块和基因线路被应用到生产途径相关基因 的调控中 ， 从

而解决 了代谢工程中 出现的部分难题 在医疗领域 ， 具有潜在预防和治疗肠道

感染活性的工程微生物己经被成功开发 ［
｜ ｜

］

。 合成生物学推动 了生物学及其他学

科的发展 ， 是近年来的热门研究学科 。

生物元件是构建生物系统和生物功能模块 中 的基础元件 ， 是
一

段氨基酸或者

核苷酸序列 。 生物元件常常被用于构建基因线路 。 生物元件是
一

切生物学装置和

基因线路的基础 ， 开发和挖掘新的生物学元件对于合成生物学的发展至关重要 。

美国麻省理工学院建立了
一

个包含启动子 、 终止子 、 核糖体结合位点 、 转录单元

以及蛋 白质编码区等在 内 的各种标准元件的标准化生物元件登记库 ， 为查找相关

调控元件和开展研宄工作提供了便利 。

目 前 ， 随着合成生物学的深入发展 ， 单功能的基因线路和合成模块已经无法

满足应用 的需求 。 代谢工程中常常选择基于群体感应系统构建的动态调控系统来
＇

缓解生产与生长之间的矛盾 ， 随着生产途径复杂度的增加 ， 单个动态调控系统己

经无法满足设计的需求 。

？ 因此可以独立于代谢通路 、 可 以广泛应用
＿

的多层动态调
＿

控系统是合成生物学研宄的
一

大热点 ［
１ ３

］

。．

．

同时 ， 合土生物学的研究中仍＠有许多难题尚未解决 。 系统构成越复杂 ， 系

统的稳定性越好 ， 但是复杂的系统在构建初期可能会 出现难以预测的行为 ， 造成

系统崩溃 。 构建
一

种组成复杂 、 关系简单和行为可控的生态系统对合成生物学的

发展是至关重要的 。

１
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１ ．２ 群体感应系统

…

般来说 ， 多细胞牛．物 屮 才存在细胞与细胞间 的信息交流 ， 但是单细胞生物

并没钉被孤立 ， ｋ迪过感知环境 中 的倍 ｙ
■

分子来进行交流 。 群体感应 系统是单细

胞生物 中普遍存在 的信息交流工具 。 微生物群体在生长过程中会根据群体密度变

化来调节特定群体性行为 ， 这是 少量菌体或单今菌体时并不具备的特征 。 因此群

体感应是细菌 中 的
？

种 依赖于种群密度 的细胞信 号传导机制 １

１ ４ ＇
ｉ ５

ｌ 在 合成生物

学 屮 ， 群体感应 系统常常作 为
…

种通讯 ： 丨 ：具或者是作为
一

个 自诱导调控系统被广

泛地研宂 。

群体感应这
？

概念酋次被提 出 是在 １ ９９４ 年０ ］

， 但在此之前人们 己经发现海

洋细菌 费 氏弧菌 的 发光行为与菌体密度相关 ， 且菌体密度与发光强度是呈现正相

关的 ｜

１ ＆ ｜＼ 单细胞间 的许 多 生理行为都和群体感应系统密切相关 ， 如铜绿假单胞

菌 （ ｆｔ
’

ｅ ｗ ｃ／ｏｍｏ肌ｙ ＜ ｒ／ｍ／ｇ ／？ ７〇 ．ｖ ＜７ ） 中 毒 力 因子的产生 ［
１ ９

］

、 枯草芽孢杆菌

中孢子 的形成 ｜

２ ｎ ２ Ｉ

Ｌ 根瘤农杆菌 中 Ｔ ｉ 质

粒的接合转移 １
２ ２

１

、 抗生素和生物膜 的形成 等 。 群体感应使单细胞生物更加高效

地完成特定生理活动 ， 对 〕 １；在特定环境中 的生存至关重要 。

群体感应系统的工作 原理 般如下所述 。 首先 ， 细菌通过 自 身合酶基因合成

并释放 出信号分子 ， 当细胞密度增加时 ， 信号分子的浓度也增加 ， 当其的浓度达

到
一

定 的 阈值后 ， 与相应的受体蛋 由 结合形成复合物触发信号传导级联反应 ， 从

而改变特定基因 的表达 ， 最终改变细菌 间 的特定行为 ［

２４
］

。

不同的群体感应系统的信号 分子的类型并不相同 。 革兰 氏阴性菌 中
一

般是酰

基高丝氨酸 内 酷 作为 Ｑ Ｓ 倍 号 分子 １

２ ５
］

， 革兰 氏阳性菌 中 的 ＱＳ 信号分子
一

般是寡

肽 ｜

２ ６ ＇
２ ７

１

， 而呋喃酰硼酸 ： ： ：酯 ， 即 Ａ 丨

－

２ ， 既存在于革兰 氏阳性菌 中 ， 又存在于革兰

氏明 性调 中 。 Ａ 丨

－

２ 足
…

种 用 于种间 交流的信号分子 ［
Ｍ

］

， 在多种类微生物群落的

种群倍总交流 屮 发挥 丫 屯要 作用￥
２ ９

１

。

天然 的群体感叫 系统 人 多坩 以感应 多个信号分子 ， 研究者们通过对其结合蛋

白 的 改造 ， 筛选 出特 ＶＨ１ 较 奵 的调控蛋 白 ， 来满足设计的需要 。 Ｓ ｃｏ ｔ ｔ 等 人通过

对结合蛋 卩
：

１ＴｒａＲ 的 欠 变 ， 丈现 丫的诱导倍数 部分天然群感系统 灵敏度
＇

？

－

－较低 ， 通过对 ＪＵ
’

丨 动〒进 彳 ｒ改 ｉｉ！ｉ ， 可 以增加其灵敏度 。 Ｇ ｅ 等人通过改变 ＣＲＰ 结

合位点 的数 卜 丨 和甫 新 设计 ｌ ｕ ｘｂｏｘ 的 －

１ ０ 位点 的序列 ， 构建 了
一

个具有高动态范
＇

围和低泄露水 Ｙ 的 Ｑ Ｓ 突变体文炸 ＩＷ
。

随着合成生物学和代谢工程的 发展 ， ＱＳ 系统被应用到基因线路设计 、 合成

系统构建和产物生产 中 ｊ ｉ ａｎｇ 等人构建 了两个正交的群体感应系统 ， 应

用其进
一

步构建 了 自 动延迟级联线路 ， 实现在无外源诱导剂时基因 的顺序表达

［

３ ６
］

。 Ｈ ｕ 等人应用 群体感应 系统作 为通讯模块构建 了微生物生态系统 。 通过在培

２
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养基中添加不同浓度抗生素来实现菌株之间 的转换 ， 该模型的建立阐 明 了环境影

响 、 遗传网络和系统行为之间的复杂相互作用 １
３ ２

］

。 ： ｌ ｉ ａｎｇ 通过 以群体感应系统作

为通讯模块构建的生态系统在环境 、 医疗和生物技术等方面有较大的Ｐ用潜力 ！

９
］

。

Ｇｕｐｔａ 等人应用群体感应系统动态下调磷酸果糖激酶 １ 的表达 ， 使 Ｇ６Ｐ 更多地流

向生产途径 ， 提高 了肌醇的产量 １

Ｉ Ｇ
】

。 群体感应与传感器等调控元件不同 ， 它是独

立于代谢途径的 ， 因此 ， 被广泛应用到代谢工程 中 ， 用来动态调控部分基因的表

达 以提高产量 ［

３ ７
］

。

群体感应系统还可 以和其他系统相结合 ， 应用到生产中％
３ ９

］

。 Ｌｖ 等人利用

群体感应系统与生物传感器动态控制生产途径 ， 通过群体感应系统下调磷酸果糖

激酶 １ 的表达 ， 同时通过生物传感器响应中 间产物肌醇来动态表达肌醇加氧酶 ，

提高 了糖醛酸的产量 ［
３ ８

］

。 Ｂａｏ 等人将群体感应系统与 多个细菌小 ＲＮＡ 结合 ， 构

建了动态抑制系统＠ １

。 Ｗｕ 等人将群体感应系统与 同步裂解线路和代谢拨动开关

相结合 ， 通过调控共培养系统中两种菌群比例 ， 实现了 以纤维二糖为原料共培养

生产异丙醇 ｔ
４ １

］

。 综上 ， 群体感应系统作为
一

种简单的 、 独立的和 自诱导的调控元

件 ， 在合成生物学 、 代谢工程和生物医疗等领域具有广泛的应用空间 。

１ ．３ 稳定期特异性启动子

启动子是直接影响基因表达水平的重要基因组调控元件 。 到 目 前为止 ， 有三

种类型的启动子 已被用于高水平表达异源蛋 白 ： 组成型启动子 、 诱导特异性启动

子和 自 身诱导型启动子 ［
４２

，
４ ３

］

。 尽管诱导特异性启动子是最广泛使用 的类型 ， 但对

诱导剂化合物的需求可能会增加其工业应用 的成本 。 组成型启动子 ， 在 目 标蛋 白

对菌体产生压力的案例 中是不适用 的 。 自 身诱导 型 启动子是大规模蛋 白质生产的

理想选择 ， 这有助于 以低成本高效生产异源蛋 白 质 。 稳定期特异性启动子是
一

种

自 身诱导型启动子 ， 在不需要诱导剂的情况下诱导靶基因在稳定期表达。 目 前 ，

稳定期特异性启动子己经被很好地应用到生产 中 。 最近 ， 研宄者通过对稳定期特

异性启动子进行随机突变 ， 在大肠杆菌 中筛选 了 强度更高的响应生长的启动子
■ ［

４４
］．

〇．

＇

最薪的研究中将群体感应系统和稳定期特异性启动子结合构建了ＡＮＤ 门并
＇



成 ；

＾提高了枯草芽孢杆菌中 的蛋 白 质 产量 ｜

４５
］

。 稳定期特异性启动子的调控不需 ．
．

要调控蛋 白和诱导剂的参与 ， 在代谢工程和合成生物学中有广泛的应用空间 。

３
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１ ． ４ 人工反式编码的 ｓＲＮＡ

ＲＮ Ａ 介导 的调控机制 己经被逐步解析 及应用 。 非编码 ＲＮＡ 广泛存在Ｔ生物

体 内 ， 足 类 范 要 的调节 闲子 ｜

４ ６
１

。 通过抑制靶基 因 的翻译和 降解核酸酶 ＲＮ ａ ｓｅ 实

现基 因沉默 。 细菌 中 的非编码 ＲＮＡ 通常较小 ， 被称为细菌 小 ＲＮＡ（ Ｓｍ ａ ｌ ｌＲＮ Ａ
，

ｓＲＮ Ａ ） 。 大肠杆 菌 中 存在 ５ ０ 多种
＇

ｓＲＮＡ ， 占 蛋 白 质编码基因数量的 丨 ％－２％ 。 某

些小 Ｒ ＮＡ（ 如 Ｄ ｓ ｒＡ 等 ） 的调控过程需要伴侣蛋 白 Ｈ ｆ
ｑ 的参与 ， Ｈ ｆ

ｑ 能够促进小

ＲＮ Ａ
１

ｊ 靶 ｍ ＲＮ Ａ 的结 六并 ｉ Ｌ能够保护小 ＲＮ Ａ 免受核酸酶的影响 。

传统反 义 ＲＮＡ 的应 用 因其低抑制效果而受到限制 。构建人工反式编码 ｓＲＮＡ

（ ａ ｔ ｓ ＲＮ Ａ ） 以 革巴向调节 目 标基因是
一

种有效的 ＲＮＡ 沉默方法 。 Ｍ ａｎ 等人构建 了

使用 ＲＮＡ 伴侣 Ｈ ｆ
ｑ 的 ａ ｔ ｓＲＮＡ ， ａ ｔｓＲＮＡ 是

一

种在大肠杆菌 中进行特异性基因沉

默的有 效方法 ， 为破译细菌 中 的基因功能提供 了
一

种新的研究方法 ［

４ ７
］

。

ａ ｔ ｓＲＮＡ 被设计成 由 ｍＲＮＡ 核糖核酸碱基配对区 、 Ｈ ｆ
ｑ 结合位点和典型 的

Ｒ ｈ ｏ 非依赖性转录终止子组成的模块化结构 。 从充分研宄 的细菌 内源性反式编码

ｓＲＮＡ ， 如 Ｒ
ｙ
ｈＢ 、 Ｄ ｓ ｒＡ 和 ＯｘｙＳ 中提取 Ｈ ｆ

ｑ 结合位点和 Ｒｈ ｏ 非依赖性终止子 。

ａ ｔ ｓＲＮＡ 开多成 两到 四 个莲环 ， 包括
一

个 由 ｍ ＲＮＡ 配对 区 开多成的莖环和
一

个 由 Ｒｈ ｏ

非依赖性终止子形成的茎环 ＝ Ｈ ｆ
ｑ 结合位点位于两个茎环之间 。 在 ａｔｓＲＮＡ 中 的

设计 中 应避免起始密码子 ＡＵＧ 的 出现 ， 以防止翻译 。 ａｔｓＲＮＡ 能够导致 革Ｅｍ ＲＮＡ

的翻译抑制 和核酸酶 ＲＮ ａ ｓ ｅ Ｅ 依赖性降解 ， 其 中 ， 翻译抑制是基 因沉默的主要原

因 丨

４叱

与传统方法相 比 ， ａｔ ｓＲＮＡ 介导的基因沉默具有许多优势 。 这是
一

种简单快

速 的 下调特定基 因表达的方法 。 现有的原核生物基因功能破译方法 ， 如 同源重组

和转座子突变等 ， 极大地限制 了对细菌基因组的研究 。 在转录后水平上起作用 的

ａ ｔ ｓ ＲＮＡ 提 供 了
？

种简单的基因沉默方法 ， 有望成为破译细菌基因功能 的替代工

Ｊ Ｌ
－

，

１ ． ５ 动态调控
？．

？代谢工程 Ｈ 在操纵细胞代谢途径 以最大限度地生产有价值的产 品 ， 如生物燃

料和
＇

Ｉ

： 物化 ７ ： 品 等 ｜

４ ９
１

。 该 领域的大钵分工作都集中徉深入 了 解核心代谢途径 中

＿
的通Ｍ 分 布 ， 然 Ｇ将代谢物通量 引 向 目 标产物 。 静态调控策略 ， 如基因敲除 、 启

＇

动 Ｙ 妗 换 和 引 入异源接Ｗ等 ， 能够改变细胞中 的稳态通量分布 以完成生产 。 尽管

Ｙ／许 多 成功提 Ｍ产物产量的例子 ， 但是该策略通常会导致细胞生长下降 ， 进而限

制免 产 力 。 除 丫
＇

丨

？

：长和生产之间 的矛盾外 ， 异源途径的 引 入可能会导致代谢负担 。

４
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在某些代谢途径中 ， 对不同代谢模块进行时序控制是有效的优化方案 ， 因此 ， 需

要建立复杂的遗传 回路 以实现对不同代谢模块的有序控制 。 这些难题依靠静态调

控已经不能解决 ， 需要动态调控的加入 ［

５ （）
］

。

．

动态调控是控制微生物细胞工厂基因表达的有效策略 ， 对于改善生产途径中

有毒 中 间体的影响 、 基本竞争反应或通量失衡等问题有重要意义 。 动态调控可使

细胞生长和产物合成解耦 ， 并有助于在不破坏细胞稳态的情况下提高产物产量

［
５ １

｝

。 Ｆａｒｍ ｅｒ 等人首次在大肠杆菌中应用基于 Ｎ ｔｒ 的生物传感器动态控制生产途

径中关键基因的表达 ， 通过响应 乙酰磷酸来动态表达 ｐｐｃ 和 Ｗｚ

？

， 提高番茄红素

的产量 ［
５２

］

。

相 比于静态调控 ， 动态调控可以避免因敲除关键代谢基因带来的生长影响 ，

从而提高终产物的产量 ， 如异丙醇 、 肌醇和番茄红素等＠ ， ５２ ，
５ ３

］

。 研究表明 ， 柠檬

酸合成酶编码基因 ｇ／Ｍ 的缺失导致菌株生长变差 ｆ
５４

］

， Ｓｏｍａ 等人将动态调控应用

到异丙醇的生产中 ， 通过动态下调 的表达减少 了 内源竞争途径对生产前体

乙酰辅酶 Ａ 的消耗 ， 以将其重定 向 到异丙醇的生产中 ， 相 比于静态调控 ， 实验菌

株的产量提高 了３ ． １ 倍 Ｉ

５ ３
】

。 Ｇ ｕｐｔａ 等人应用动态调控生产肌醇 ， 应用独立于代谢

通路的控制模块动态抑制磷酸果糖激酶 １ 的合成 ， 与静态调控相 比 ， 产量提高

５ ． ５倍 ［
３ ８

］

。

实现动态调控的合成元件包括生物传感器 、 诱导系统和群体感应系统等 。 生

物传感器能够响应生产途径中 的 中 间产物来精准控制代谢通量的分布 。 研宄者通

常基于对外部诱导物 、 细胞内代谢物 、 环境因素或细胞生长做 出反应的不同生物

传感器来设计合成线路 以完成动态调控Ｗ５
５

￣ ５６
］

。 但是生物传感器的筛选是相对

耗时和困难的 ， 而且 只 能应用到特定的生产途径中 ， 这限制 了该元件的广泛应用 。

基于诱导剂构建的动态调控可 以被广泛地应用到多种生产途径中 ， 但是额外添加

诱导剂会增加生产成本 。 基于 ＱＳ 构建的动态调控是独立于代谢通路的 ， 可 以被

广泛地应用到多种生产场景 中 ， 并且 自诱导的群体感应系统不需要外源添加诱导

剂 ， 能够节约
一

定的生产成本 。 因此 ， 群体感应元件在代谢工程中具有较大的开

发潜力 。

＇

． 动态调控根据层级数分为单层调控 、 双层调控和多层调控 。 单层调控主要用
＇

＇

＇

来平衡代谢通量或者是降低异源基因表达＿性 ［
５４

， 
５ ７

］

。 丁〇 １＾ １ １３ 等人将应用＿态调
’

－

控系统生产中链脂肪酸 ， 通过动态抑制酰基－ＡＣＰ 的延＿ ， 使代谢通量更多地流
＿

向 中链脂肪＿的生产中
｜

５ ８
］

。 双层动态调控相对来说应用 的生产途径比较复杂 ， 可

以同时解决代谢通量的流向 问题和外源基因 的毒性或者是两个基因的时序表达 。

Ｘｕ 等人应用双层动态调控生产脂肪酸 ， 动态表达外源基因 沉ｃ 以降低异源蛋 白

对细胞的生长毒性 ， 同时动态抑制 内源基因 ／ｑｐ及 使代谢通量更多地流向生产 ，

５
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４静态控制生产菌株相 比 ， 产量提高了２ ． １ 倍 动态调控策略在微生物生产 屮

广泛 的应川潜力 ， 构建 自 诱导的多层动态调控系统对于精确调控代谢过程具 丫 〗

屯 要总 义 。

＿

１ ． ６ 水杨酸的概述

水杨酸在 梢物体 内 足
？

种主要 的植物激素 ， 调节梢物的各种成激反应 ， 如对

倘 原 体的抵抗 、 开花 、 产热 ， 衰老和非生物胁迫反应 ， 以两种主要形式存在 ， 游

离 形式为游离水杨酸 ， 结合形式为水杨酸 甲 酯也被称为
“

冬青油
”

和水杨酸 １

５ ９
］

。

水杨酸在疾病治疗中 也 发挥 了 重要作用 。 乙酰水杨酸 ， 又称阿 司 匹林 ， 在

１ ９ ８ ７ 年被合成 ， 在医学 中 用来降低患心血管疾病 、 结直肠癌 、 前列腺癌 、 食道

癌 、 喉癌和 胃癌的风险＠ ］

。 另 外 ， 研宄表明 ， 水杨酸可 以调节 多种细胞功能 ， 包

括凋亡基因 的表达和 ＤＮＡ 错配修复 。

生物体 内 存在 多种响应水杨酸的天然转录因子 ， 如 Ｃｍ ｅＲ ，Ｎ ａ ｈ Ｒ 等 ＝ 水杨

酸与传统 Ｑ Ｓ 倍号分子 的分子结构是不同的 ， 可被设计为 种潜在 的新型诱导 剂

以进 行细胞通讯和动态调控 。 Ｄｕ 等人将水杨酸设计为
一

种类似群体感应 系统 的

通讯 系统 ， 应用到共培养中 。 在酿酒酵母体 内合成水杨酸 ， 在大肠杆菌体 内感应

水杨酸 ， 实现在不 同微生物间 的信息交流 ［

６ ｜

］

。 Ｘ ｕ ｅ 等人研究 了Ｎ ａｈＲ 对于水杨酸

盐 的响应 ， 而水杨酸盐作为环境污染物萘分解代谢途径 中 的 中 间体 ， 通过合理的

设计 ， 让 Ｎ ａｈＲ 和响应水杨酸的启动子 Ｐ
ｓ ａ ｌ 来感应环境污染物萘的量 Ｉ

６２
］

。 Ｎ ａ ｓ ｒ 等

人构建 了
一

个在模式生物大肠杆菌和酿酒酵母 中响应水杨酸 、 多种芳 香和吲哚诱

导 物 的 生物传感器 ， 转录因子是空肠弯 曲杆菌来源 的 Ｃｍ ｅＲ ， 属 于抑制 因 子 的

Ｔｅｍ 家族 １＠
。

Ｉ Ｉ 前 ， 基于水杨酸信号分子的诱导 系统 己被初步验证 ， 但是通常需

要 外源添加或者异源供应诱导剂 ， 这限制 了 该系统的后续应用 。 设计 自 诱导 的水

杨酸调控 系统是亟需解决的 问题 。

１ ． ７３ －羟基丙酸的概述

３
－羚坫 ｜

Ａ
ｊ酸 （ ３

－Ｈ Ｐ ） 是
一

种重要的化学物质 具存较大的应用价值 。 如作 为

前 休 ｆＴ成 ｜

｜

丨 降解帮料聚 ３
－ｆｅ基丙酸或进

一

步被衍生 以合成化合品 丨
、
３

－丙二醇 、
＇

．丙坑 酸 、 闪 二酸 、 丙烯酰胺和丙烯腈等 ［

６４
］

。 ３
－Ｈ Ｐ 具有 巨大的商业应用潜力 ／ 其

市场价值和规模估计分别超过 １ ００ 亿美元 ／年和 ３ ６ ０ 万吨 ／年 目 前 ， ３
－ＨＰ 的生

产卞 要基于化石 原料的化学合成 ， 但化学生产成本高 昂且对环境不安 全 。 ３
－Ｈ Ｐ 被

芡 丨
Ｍ能源部列为从可再生材料 中获得的最有前途 的化学品之

一

， 它的合成可 以通

６
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过工程微生物实现 。 目 前 ， 己有五种 ３ －ＨＰ 生物合成途径被报道 ， 分别是 ： 甘油

途径 、 １
，
３
－丙二醇途径 、

ｐ
－丙氨酸途径和丙二酰辅酶 Ａ 途径和草酰乙酸途径 １

＠６ ７
］

。

甘油途径主要有两种 ： 辅酶 Ａ 依赖性途径押辅酶 Ａ
＿ 非依赖性途径 ， 它们都

是先将甘油转化为 ３
－羟基丙醛 不 同的是辅酶 Ａ 依赖性途径 由 ３ －羟基丙醛到

３
－羟基丙酸需要三步反应 ， 整个过程伴随着

一

分子 ＡＴＰ 和
一

分子 ＮＡＤＨ 的产生

［
６９

］

。 辅酶 Ａ 非依赖性途径 由 ３ －羟基丙醛到 ３ －轻基丙酸仅需
一

步反应 ， 生产途径

短 ， 代谢中 间体少 ， 这是微生物从甘油生产 ３ －轻基丙酸研究最广泛的途径 。 然而 ，

天然乙醛脱氢酶的低酶活性 ， 以及乙醛脱氢酶和甘油脱水酶之间 的表达失衡 ， 是

辅酶 Ａ 非依赖性途径的主要限制 因素 。

在丙二酰辅酶 Ａ 途径中 ， 乙酰辅酶 Ａ 被乙酰辅酶 Ａ 羧化酶 （ Ａ ｃｅｔｙ ｌ

－ＣｏＡ

ｃａｒｂｏｘｙ ｌ ａ ｓｅ
，
ＡＣＣ ） 转化为丙二酰 ＣｏＡ ， 之后丙二酰 －ＣｏＡ 被丙二酰辅酶 Ａ 还原酶

（Ｍａ ｌ ｏｎｙ ｌ

－ＣｏＡ ｒｅｄｕｃ ｔａ ｓｅ
，
ＭＣＲ ） 催化 ， 经两步反应转化为 ３

－轻基丙酸 【
７Ｇ

１

。 ＭＣＲ

由两个不 同的功能结构域组成 ： ＭＣＲ －Ｃ 催化丙二酰辅酶 Ａ 还原为丙二酰半醛

（Ｍ ａ ｌｏｎａ ｔ ｅ ｓｅｍ ｉ ａ ｌ ｄｅｈｙｄ ｅ ．
Ｍ ＳＡ ） ， ＭＣＲ －Ｎ催化 ＭＳＡ还原为３

－ＨＰ ， 整个反应总

共消耗两分子 ＮＡＤＰＨ 。

Ｐ
－丙氨酸途径也是

一

种常用 的 ３
－ＨＰ 合成途径 。

Ｐ
－丙氨酸可以通过多种氨基

酸的转氨作用或脱羧作用形成 ， 如精氨酸 、 赖氨酸和天冬氨酸等 。 在该途径中 ，

Ｐ
－丙氨酸被 Ｐ

－丙氨酸丙酮酸转氨酶转化为 ＭＳＡ ， 之后 ＭＳＡ 被 ３
－羟基丙酸脱氢

酶还原为 ３
－ＨＰ 。 另 外 ， 研宄表 明 ， 氨基丁酸转氨酶也能够将 Ｐ

－丙氨酸转化为

ＭＳＡ 。

１
，
３ －丙二醇途径是在醋杆菌 中被发现的 。 在该途径中 ， １

，
３
－丙二醇被醇脱氢

酶转化为 ３
－ＨＰＡ ， 之后 ３

－ＨＰＡ 被醛脱氢酶转化为 ３ －ＨＰ 。 其中 ， 醛脱氢酶是该生

产过程的限速酶 ， 平衡两种酶的活性是提高 ３
－ＨＰ 滴度的有效策略 。

草酰乙酸途径最近被构建为
一

种简单的 ３ －ＨＰ 生产途径 。在草酰乙酸途径中 ，

苯 甲酰 甲酸脱羧酶 （Ｍ ｄ ｌＣ ） 催化草酰乙酸直接转化为 ＭＳＡ 。 目 前 ， 草酰乙酸途

径仅在酿酒酵母 中构建 ， 还未有在其他微生物中构建该途径 以生产 ３
－ＨＰ 的报道 。

己被改造用于 ３
－Ｈ Ｐ 生物合成的底盘细胞包括肺炎克雷伯菌 、 大肠杆菌 、 谷

－

？氨酸棒杆菌 、 酿酒酵母 、 嗜蓝单胞菌和反硝化假单胞菌 。 其中 ， 肺炎克雷伯菌 、

^

＇

？

嗜蓝单胞菌和反硝化假单胞菌表现出最有前途的 ３
－ＨＰ 生产潜

＇

？

？

．

１ ．８ 合成微生物群落

微生物群落是
一

种复杂的 由个体和生态环境共 同影响和进化的 网络 ， 在生态

系统中发挥着重要作用 ［

７ １

］

。 微生物群落与维持生态平衡 、 保护人类的身体健康及

７
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生物能源生产等息息相关 ｆ
７ Ｋ ７５

ｌ

。 目 前 ， 我们对微生物群落 的 了 解仍然不够透彻 。

丨

＇

丨 然界的微生物群落至少是 由 数十个 以上 的物种组成的 ， 物种 的 多 样性限制 了我

们 对群落的研宄 。 ＿物技术的快速发展帮助研宄者史快地 ／ 解到微小物群落的组

成和 作用机制 。 合成生物学的
一

个重要研宄方 向 就是构建 人工 合成微生物生态 系

统研宄某些生态学原理和探宄其在某些领域的应用潜 力 。

Ａ 成微生物生态 系统
？

？

般楚 人为地在 不 Ｍ 的 调株或Ａ 坫物种 Ｎ 迚立某种联

系 ， 使其 在 Ｎ
？

个培养条件下共 Ｍ生存 １

７６
１

。 常用 的乎段足将 的功 能模块进行

ｍ皱 ， 在微屮物 内构建 出 简单的 、 稳定 的 、 可控的小型屮态 系统 。 介成生态系统

操作简单 ， 研 究方便 ， 更容 易去建立数学模型 ， 在微生物群落的研 究 屮 广受欢迎

｜

７ ７ ７ ８
］

^

１ ． ８ ． １ 合成生态系统的应用

人工合成微生物群落应用较广 ， 主要在医疗领域 、 代谢工程领域 、 环境治理

领域等多种领域发挥作用 。 在医疗领域中 ， 人们通过研宄微生物群落发现 了 多种

有益微生物可用于疾病 的治疗 ， 如梭状芽孢杆菌 可用 Ｔ治疗过敏性腹泻 ， 从健康

人类的肠道微生物种群 中分离 出 １ １ 株可 以免疫辅助治疗癌症的菌株 在代

谢工程领域 ， 生产途径复杂时应用单菌株生产代谢压力大 ， 将生产途径分 成 多个

模块 ， 应用合成生态系统分割生产途径和缓解代谢压 力 ， 在 多种产物如红景天苷 、

丁醇 、 苯酚 、 柚皮素等的生产 中 发挥 了重要作用 Ｉ

８ １ ４ ３Ｖ在环境检测和治理领域 中 ，

研究者构建 了可 以检测有效有机磷农药的微生物联盟 ， 其检测效率和有机磷 的化

学检测器相 同 ， 但主要是依据微生物去治理 ， 减少 了对环境的危ｆｔ１ ８ ４
１

。 另 外 ，

Ｇ ｉ ｌ ｂ ｅ ｒｔ 等人研究 了
一

个可 以降解有机磷的微生物群落 Ｍ ａ ｒｔ ｉ ｎ ｅｚ 等人研宄 ＿ｆ

—

个 ｎ
ｊ

？

以提高石油硫化物脱硫作用 的微生物群落％ ］

。

１ ．８ ． ２ 合成生态系统的研究进展

微
ｚ

七物群落是
一

个复杂的生态 系统 ， 群落 中种群的组成与相互作用决定 了群

落Ｍ终的 纟 构 ［

８７
１

。 种群之间 的关系大致分为 四种 ： 竞爭 、 共生 、 中立和寄生 ， 其

屮 共少 乂 分为互利共生 、 偏利共屮和偏肖共生 １

％８叱
丨

「

丨 然界的微屯物群落姐成复

杂 、 环境父杂 、 种 丨瓦关系复衆 ， 不
．
利于探宄工作的开展 。 合成微也物群落关 系相

对 简 １

丫 对研宄微生物间 的生态关系和进
？

步应用 有重要意义心 ＾
。

丨

７
丨 前

＇

， 主要利用大肠杆菌和酵母菌等模式生物来构建合成微生物群落 。 模拟

丨

＇

丨 然 界 屮 种群间 的生态关系 构建 的 合成微生物群落主要依靠 的是菌株间 互相提

供生长必需的营养物质来实现的＠ ，

９ １

＿

９ ４
１

。 如在酿酒酵母中构建 的生态系统 ， 是 由

一

株产赖氨酸但缺乏腺嘌呤维持生长的菌株和另
一

株产腺嘌呤但缺乏赖氨酸维

持生长 的菌株共 同组成 ， 当两株菌分开时彼此都不能存活 ， 只有 当两株菌在
一

起

８
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共培养后 ， 两株菌才能生存 ［
９ ３

］

。 类似地 ， 绝大多数的共生系统都是依靠氨基酸喂

养来实现的 。 模拟 自 然界中种群间的竞争关系构建的合成微生物系统主要依靠菌

株释放抑制或者是杀死对方的物质牵实现的
【
９

，
９５

］

。

目 前的生态系统研宄中主要 由两株菌组成 ， 三株菌组成的生态系统关系简单 ，

如剪刀 －石头 －布模型是基于负反馈构建的 ＩＷ
。 在合成微生物生态系统中 ， 仍然需

要
一

种关系复杂 、 操作简单 、
： 可 以人为的控制群落组成的研究 。

１ ．９ 本论文的研究内容及意义

群体感应系统是合成生物学和代谢工程研宄 中 的重要工具 ， 被广泛地应用到

复杂系统和基因线路的构建中 。 我们将其应用到动态调控系统和多细胞体系的构

建中 。

首先在大肠杆菌高拷贝质粒骨架上构建了需要外源添加水杨酸的 Ｓａ ｌ 系统 ，

利用合成生物学策略对 Ｓａ 丨 系统进行调整 ， 筛选出符合预期的外源添加诱导剂的

Ｓａ ｌ 系统 。 接下来在大肠杆菌中 引入外源基因 ；
７Ｃ／／５儿 延长莽草酸途径 ， 合成水

杨酸 ， 首次构建 了 自诱导的 Ｓａ ｌ 系统 。 最后将其应用到水杨酸的生产 中 ， 将 Ｓａ ｌ

系统和人工反式编码小 ＲＮＡ 结合 ， 抑制生长必需基因 积累前体物质 ＰＥＰ ，

从而提高终产物水杨酸的产量 。

自然界的生态系统存在着较多难以预测和控制 的复杂因素 ， 限制 了进
一

步探

索 。 合成微生物生态系统作为
一

种理想的生物模型 ， 具有复杂性低和可控性高的

特点 ， 是探索生态关系的
一

种重要手段 。 将上
一

部分构建的 Ｓａ ｌ 系统与其他两种

群体感应 系统和毒素 －抗毒素系统结合 ， 成功构建 了
一

个三菌株生态系统 ， 在不

加诱导剂时 ， 该合成系统的三菌株能够稳定共存 ， 通过添加不同的诱导剂组合 ，

实现了生态系统中种群的转变 。 该合成生态系统为探索生态原理提供 了新的研宄

模型 ， 为进
一

步利用合成微生物群落合作生产高价值化合物提供了可选择的方案 。

已报道的动态调控多是单层和双层动态调控 ， 单层调控主要是解决代谢流的

流向 问题 ； 双层调控可 以同时解决代谢流的流向和异源蛋 白 引 起的细胞毒性 问题 。

．在较复杂的生产途径中 ， 可能需要同时解决多个 问题 ， 货Ｉ生产途径中 引入
＿

的外源

基因争夺有限的细胞资源的 问题 ， 外源蛋 白可能会 致细胞毒性的 问题 ， 生产途

径 中 的中 间产物需要层层递进式积累的 问题等 。 ． 此时 ， 双层动态调控 己经不能满
＇

．足需求 ， 三层调控能更好地解决 问题 。 将上
一

部分应用 的两个 自诱导的正交群体
＇

感应系统和响应细胞生长的稳定期特异性启动子元件进行组合 ， 首次构建了
一

个

独立于代谢通路的 、 自诱导的三层动态调控系统 ， 并将其应用到 ３
－轻基丙酸的生

产 中 。 首先进行 了调控元件的表征和筛选 ， 在筛选 出响应阈值较广 以及开启时间

９
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存在时 间 差的三个系统后 ， 将其进行组合 ， 成功构建 了三Ｍ动态调控 系统 。 随后

将Ｈ层调控系统与 人工反式编码 ＲＮＡ 相结 合 ， 动态抑制生长必需基因 ｇ／Ｍ 和

．

／
ｂ ／ｘＤ ，＃态表达 ．

ｏｃｒ 和 ｗｃｒ ， 生产三轻基丙酸 。 相 比十 小应用动态调控 、 应用 单

层动态调控 、 应用双层动态调控生产 ３
－羟基丙酸的对照菌株 ， 应用三层调控的菌

株的产量得到 了有效提高 。 本研宄表明三层调控在 复 杂 的代谢途径中可以很好地

解决 多种难题 。

１ ０
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第二章 自诱导Ｓａｌ系统在大肠杆菌的构建及应用

天然的群体感应系统在实际应用过程中存在正交性较差的 问题 。 合成生物学

家模仿天然的群体感应系统的结构 ， 通过设计信号分子的生物合成途径 、 合理改

造诱导启动子和考＠进化转录因子等措施构建 了 多个 良好的人工群体感应系统 。

这些系统的信号分子大多为次级代谢产物 ， 在结构上和天然群体感应系统信号分

子相差较大 ， 其正交性优于传统的群体传感系统 ， 为基于群体感应的应用提供了

更多 的选择 。

通过分析 目 前 己开发的人工群体感应系统 ， 以合酶组成较简单并且信号分子

结构和多种天然群体感应系统 （ Ｌａｓ 系统和 Ｌｕｘ 系统 ） 有较大差异的 、 正交的 Ｓａ ｌ

系统作为出 发系统 ， 进行人工 ＱＳ 系统的构建 。 通过调整关键基因 的表达和筛选

验证 ， 首次在大肠杆菌中构建了
一

个完全 自诱导的 Ｓａ ｌＱＳ 系统 。 接下来 ， 将该

Ｓａ ｌ 系统和人工反式编码 ＲＮＡ 结合来调控水杨酸的合成以验证其有效性 。 该 自

诱导人工群体感应系统的构建 ， 为合成生物学和代谢工程中通讯工具和诱导 系统

的选择提供 了新的工具 。

２ ． １ 实验材料

２ ． １ ． １ 实验菌株和质粒

本章节所使用 的菌株和质粒如表 ２
－

１ 所示 。

表 ２－

１ 菌株和质粒

Ｓｔｒａ ｉｎｓ ａｎｄ Ｐ ｌ ａｓｍ ｉｄｓＲｅ ｌ ｅｖａｎｔ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔ ｉ ｃｓ


Ｓｏｕｒｃｅ

Ｆ－

ｍｃｒＡＡ
（
ｍｒｒ

－ｈｓｄＲＭＳ－ｍｃｒＢＣ
）

（ｐ
８０ｌａｃＺ 

Ａ
Ｍｌ ５Ａ

Ｅ．ｃｏ ／／ ＴＯＰ Ｉ Ｏ ｌａｃＸ７４ｎｕｐＧ ｒｅｃＡ ｌａｒａＤ Ｉ３９ Ａ
（ａｒａ

－

ｌｅｕ
）
７６９７ ｇａｌＥ］ ５

ｇａｌＫ１ ６Ｌａｂｓ ｔｏ ｃｋ

ｒｐｓＬ （
ＳｔｒＲ

）
ｅｎｄＡ ｌＸ－

Ｓａ ｌＡＥ．ｃｏ ｌｉ ＴＯＰ Ｉ ０ ｈａｒｂｏｒｉｎｇ ｐＳａ ｌ
－Ａ－ Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

Ｓａ ｌＢ？Ｋｃｏ ／／ ＴＯＰ  １ ０ ｈａｒｂｏｒｉｎｇ ｐＳａ
ｌ
－Ｂ Ｔｈ ｉｓ ｓｔｕｄｙ

Ｓ ａ ｌＢ －３ Ｅ．ｃｏ ／／ ＴＯＰ  １ ０ｈａｒｂｏｒｉｎ
ｇ ｐＳ

ａ ｌ

－Ｂ－

３ Ｔｈ ｉ ｓ ｓｔｕｄｙ

Ｓ ａ ｌＢ－４ Ｅ．ｃｏ ｌｉ ＴＯＰ Ｉ ０ ｈａｒｂｏｒｉｎｇ ｐＳａ
ｌ

－Ｂ－４ Ｔｈ ｉ ｓ ｓ ｔｕｄｙ

Ｓａ ＩＢ －５ Ｅ．ｃｏ／／ ＴＯＰ 
１ ０ｈａｒｂｏｒｉｎｇ ｐＳａ

Ｉ

－Ｂ－５ Ｔｈ ｉ ｓ ｓｔｕｄｙ

１ １
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续表 ２－

 １ 菌株和质粒

Ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ ｓａ ｎｄＰ ｌ ａ ｓｍ ｉ ｄ ｓＲ ｅ ｌ ｅｖ ａｎ ｔ ｃｈ ａ ｒａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ ｓ Ｓ ｏｕ ｒｃ ｅ

Ｓ ａ ｌ Ｃ Ｅ
．ｃｏ ｌ ｉ ＴＯ Ｐ Ｉ Ｏｈ ａ ｒｂ ｏ ｒ ｉ ｎ ｇｐ

Ｓ ａ ｌ

－ Ｃ

＇

 Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕ ｄｙ

Ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎＧ Ｅ ．ｃｏ ｌ ｉ ＴＯ Ｐ  １ ０ｈ ａ ｒｂｏ ｒ ｉ ｎｇｐ
Ｇ Ｆ Ｐ －

！ ００ Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕ ｄｙ

Ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎＧ －Ｍ ｉ ｃＣ  １ ／： ．ｃｙ＞ ／ ／ １

＇

Ｏ Ｐ Ｉ Ｏｈ ａ ｒｂｏ ｒ ｉ ｎ ｇｐ
Ｇ Ｆ Ｐ －Ｍ ｉ ｃＣ Ｉ Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕ ｄｙ

Ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ  １

－Ｓａ ｌＥ．ｃｏｌ ｉ ＴＯＰ Ｉ ０ｈ ａ ｒｂｏ ｒ ｉ ｎｇｐ
Ｓ ａ ）  １ Ｔｈ ｉ ｓ ｓｔｕ ｄｙ

Ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ  Ｉ

－ Ｐ ＰＣ ２Ｅ ．ｃｙ； ／ ／ ＴＯＰ Ｉ Ｏｈ ａ ｒｂｏ ｒ ｉ ｎ
ｇｐ

Ｓ ａ ｌ ｌ

－ Ｐ ＰＣ ２ Ｔｈ ｉ ｓ ｓ ｔｕ ｄｙ

Ｓ ｔｒａ ｉｎ  １

－ＰＰＣ ３Ｅ ．ｃｏ ｌ ｉ ＴＯＰ  １ ０ｈ ａ ｒｂｏ ｒ ｉ ｎ
ｇｐ

Ｓ ａ ｌ  １

－

ＰＰＣ ３ Ｔｈ ｉ ｓ ｓｔｕ ｄｙ

ｐ Ｓ ａ ｌ

－Ａ Ｃｍ
Ｒ

，
Ｐ

ｓ ａ ｉ

－ＲＢ Ｓ３ ０
－

ｇ／／ ？ ， ｏ ｒ ｉ

ｐ
Ｂ Ｒ ３ ２２ Ｔｈ ｉ ｓｓｔｕ ｄｙ

ｐＳａ ｌ

－ Ｂ Ｃｍ
Ｒ

，Ｂ Ｂ ａ Ｊ２３ １ ０４
－ ＲＢＳ３ Ｑ

－

ｎａｈＲ ，Ｐ
．

＜ ａ ｉ

－ ＲＢ Ｓ３ ０
￣

ｇｆｐ ，ｏ ｒ ｉ

ｐ
Ｂ Ｒ３ ２２Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕ ｄｙ

ｐ Ｓ ａ ｌ

－Ｂ －

３ Ｃｍ
Ｒ

，ＢＢ ａＪ２ ３ １ ０４
－ＲＢＳ３ ５

－ｎａｈＲ ，Ｐ＾ ｉ

－ ＲＢ Ｓ３ ０
－

ｇｆｐ ， 
ｏ ｒ ｉ

ｐ
ＢＲ３ ２２Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕ ｄｙ

ｐＳ ａ ｌ

－Ｂ －４ Ｃｍ
Ｒ

， 
ＢＢ ａ Ｊ２ ３ １ ０４

＊
－ＲＢ Ｓ３ ０

－ｎａｈＲ
＾
Ｐ

ｓ ａ ！

－Ｒ ＢＳ３ ０
－

ｇｆｐ ，
ｏ ｒ ｉ

ｐ
ＢＲ３ ２２Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕ ｄｙ

ｐ Ｓ ａ Ｉ

－Ｂ －

５ Ｃｍ
Ｒ

，
ＢＢ ａ Ｊ ２ ３ １ ０４ －ＲＢＳ３ ０

－

； ７＾ ／ ？ ７？ ，Ｐ ｓ ａ ｉ

－ＲＢ Ｓ３ ５
－

ｇｆｐ ，ｏ ｒ ｉ

ｐ
ＢＲ３ ２２Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

ｐＳ ａ ｉ

－Ｃ Ｃｍ
Ｒ

？
ＢＢ ａ Ｊ２ ３ １ ０ ０ －ＲＢ Ｓ３４ －

ｐｃｈＢＡ ，Ｂ Ｂ ａ Ｊ２ ３ ！ ０４
＊
－ＲＢＳ３ ０

－ｎａｈＲ
，Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

Ｐ
ｓ ａ ｉ

－ＲＢＳ３ ０
－

ｇｆｐ ， 
ｏ ｒ ｉ

ｐ
ＢＲ３ ２２

ｐＧ Ｆ Ｐ
－

１ ０ ０ Ｃｍ
Ｒ

，ＢＢ ａ Ｊ２ ３ １ ０ ０
－ＲＢＳ３ ０

－

ｇｆｐ ，ｏ ｒ ｉ

ｐ
ＢＲ ３ ２２ Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕ ｄｙ

ｐＧ ＦＰ －Ｍ ｉ ｃＣ ｌＣｍ
Ｒ

，Ｂ Ｂ ａ Ｊ２３ Ｉ ０ ０
－ＲＢ Ｓ Ｐ

ｓ ａ ｉ

－ Ｍ ｉ ｃＣ ｌ

－Ｇ ＦＰ
， 
ｏｒ ｉ

ｐ
ＢＲ３ ２ ２Ｔｈ ｉ ｓｓｔｕｄｙ

ｐ Ｓ ａ ｌ ｌ Ｃｍ
Ｒ

，Ｂ Ｂ ａ Ｊ２ ３ Ｉ Ｏ Ｏ
－ＲＢ Ｓ３ ４

－

ｐｃｈＢＡ
，ｏ ｒ ｉ

ｐ
Ｂ Ｒ ３ ２２ Ｔｈ ｉ ｓ ｓ ｔｕｄｙ

ｐ Ｓａ 丨 丨

－ ＰＰＣ ２ Ｂ Ｂ ａ Ｊ２ ３  丨 ００ －ＲＢ Ｓ３ ４
－

／
儿灿儿ＢＢ ａ」２ ３ ｌ ０４

＊
－Ｒ Ｂ Ｓ３ ０

－如 ／成Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕ ｄｙ

＇

 Ｐ
ｓ ； ｌ ｒＭ ｉ ｃＣ Ｉ

－ ＰＰＣ２
，
ｏ ｒ ｉ

ｐ
ＢＲ ３ ２２．

＊

■

ｐ Ｓ ａ ｌ ｌ

－ ＰＰＣ ３Ｃｍ
Ｒ

？ＢＢ ａ Ｊ ２ ３ １ ００ －ＲＢＳ３ ４ －

ｐｃ
ｈＢＡ

，ＢＢ ａ Ｊ ２ ３ １ ０４
＊
－ＲＢ Ｓ３ ０

－＾ ／ ／ ／？
，Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

Ｐ
ｓ ａ ｉ

－Ｍ ｉ ｃＣ Ｉ

－ＰＰＣ ３
，
ｏｒ ｉ

ｐ
ＢＲ３ ２２

１ ２
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２丄２ 实验引物

本章节所使用 的 引物如表 ２ － ２ 所示 。

．表 ２－ ２ 引物

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕ
ｅｎｃｅ

Ｊ０４－ＲＢＳ３ ５ＣＡＴＣＴＡＧＴＡＴＴＣＴＣＣＴＣＴＴＴＡＡＴＣＴＣＴＡＧＡＧＣＴＡＧＣＡＣＡＡＴＡＣ

ＣＴＡＧＧＡＣ

ＲＢＳ３ ５ －ｎａｈＲＴＣＴＡＧＡＧＡＴＴＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＡＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＧＡＡＣＴＧＣＧ

ＴＧＡＴＣＴＧＧＡＴＣ

Ｐｓａ Ｉ

－ＲＢＳ３ ５ＣＡＴＣＴＡＧＴＡＴＴＣＴＣＣＴＣＴＴＴＡＡＴＣＴＣＴＡＧＡＧＡＴＣＣＴＣＴＡＴＧＧＴＡ

ＣＴＣＧＴＧＡＴＧＧＣ

ＲＢＳ３ ５ －ＧＦＰＣＡＴＣＴＡＧＴＡＴＴＣＴＣＣＴＣＴＴＴＡＡＴＣＴＣＴＡＧＡＧＡＴＣＣＴＣＴＡＴＧＧＴＡ

ＣＴＣＧＴＧＡＴＧＧＣ

Ｓ ａ ｌ

－

１ ＴＣＴＴＴＣＴＣＴＡＧＡＧＣＴＡＧＣＡＣＴＧＴＡＣＣＴＡＧＧＡＣＴＧＡＧＣＴＡＧＣＣ

ＧＴＣＡＡＧＡＴＧＧＴＡＡＧＣＣＣＴＣＣＣＧＴＡＴＣ

Ｓａ ｌ
－２ ＣＣＴＡＧＧＴＡＣＡＧＴＧＣＴＡＧＣＴＣＴＡＧＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＡＡＴＡＣＴ

ＡＧＡＴＧＧＣＴＡＴＧＡＡＡＡＣＴＣＣＣＧＡＡＧＡＣＴＧＣ

Ｓａ ｌ
－３ ＣＧＧＴＡＴＣＡＴＴＧＣＡＧＣＣＡＴＣＣＧＧＣＡＡＡＡＡＡＧＧＧＣＡＡ

Ｓａ ｌ
－４ ＣＴＴＴＴＴＴＧＣＣＧＧＡＴＧＧＣＴＧＣＡＡＴＧＡＴＡＣＣＧＣＧＡＧＡ

４００－

ｓＲＮＡ－ＧＦＰ－

ｌＣＴＴＴＴＣＴＣＴＴＣＴＣＡＡＧＴＣＡＧＡＧＧＴＴＴＴＣＡＣＣＧＴＣＡＴＣ

４００－

ｓＲＮＡ －ＧＦＰ－２ＧＴＧＡＡＡＡＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＧＡＧＡＡＧＡＧＡＡＡＡＧＡＡＡＡＣＣＧＣＣＧ

ＧＦＰ－

ｓＲＮＡ－

３ＴＴＧＡＣＡＧＣＴＡＧＣＴＣＡＧＴＣＣＴＡＧＧＴＡＣＴＧＴＧＣＴＡＧＣＧＴＧＡＡＡ

ＡＧＴＴＣＴＴＣＴＣＣＴＴＴＡＣＧＣＴＴＴＣＴＧＴＴＧＧＧＣＣＡＴＴＧＣＡＴＴＧ

ＧＦＰ－

ｓＲＮＡ－４ＧＣＧＴＡＡＡＧＧＡＧＡＡＧＡＡＣＴＴＴＴＣＡＣＧＣＴＡＧＣＡＣＡＧＴＡＣＣＴＡＧ

？ＧＡＣＴＧＡＧＣＴＡＧＣＴＧＴＣＡＡＧＡＧＡＣＧＧＴＣＡＣＡＧＣＴＴＧＴＣＴＧ
．

ｐｐｃ
２－

ｌＡＴＧＡＡＣＧＡＡＣＡＡＴＡＴＴＣＣＧＣＡＴＴＧＣＴＴＴＣＴＧＴＴＧＧＧＣＣＡＴＴＧ

？

．

．

 ＣＡＴＴＧＣ

ｐｐｃ２
－２ ＡＡＡＧＣＡＡＴＧＣＧＧＡＡＴＡＴＴＧＴＴＣＧＴＴＣＡＴＧＡＴＣＣＴＣＴＡＴＧＧＴＡＣ

ＴＣＧＴＧＡＴＧＧＣ

１ ３
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续表 ２－ ２ 引物

Ｎ ａｍ ｅ Ｓ ｅ
ｑ
ｕ ｅｎ ｃ ｅ

ｐ ｐ ｃ ３
－

ｌ Ａｌ

＇

ＡＣＣＡ ＣＡＧＣＡＴＴＴＣＧＣＣＧＡＡ ＡＧＧＣＴＴＴＣＴＧＴＴＧＧＧＣＣＡＴＴＧ

Ｃ ＡＴ Ｉ Ｘ ｉＣ

ｐｐ ｃ ３
－

２ Ａ Ａ ＡＧＣＣＴＴ Ｉ ＣＧＧＣＧＡ ＡＡＹＧＣＴＧＴＧＧＴＡＴＧＡＴＣＣＴＣＴＡＴＧＧＴＡ

ＣＴｃ （ ｒｍ ＡＴ（ ； （ ｉｃ

２ ． １ ．３ 培养基

（ １ ）ＬＢ培养基 （

ｇ
／Ｌ ）

表 ２ －

３ＬＢ本培养基成分表

成分 名 称 ｇ
／Ｌ

酵母粉 ５

蛋 白胨 １ ０

氯化钠 １ ０

培养基的 ＰＨ 调节至 ７ ． ０ ， 在 １ ２ １

°

Ｃ下高 Ｉｒｋ蒸汽灭菌 ２ ０ｍ ｉ ｎ 。

取 １ ００ｍ Ｌ 的液体 ＬＢ 培养基加入锥形瓶 中 ， 再按照 １ ． ５％－２ ． ０％加入琼脂粉

（ １ ． ５
－２ ． （＾／１ ） ， 在 １ ２ １

°

０ 卜高压蒸汽灭菌 ２ 〇 １７１ 丨 １１ 。 使用前加热融化 ， 再冷却到

５ ０
°

Ｃ左右 ， 按照
一

定 比例加入抗生素 ， 混合均匀后使用 。

（ ２ ）ＳＯＢ培养基 （

ｇ ／Ｌ ）

表 ２－ ４ＳＯＢ 液体培养基成分表

成 分名 称 ｇ／Ｌ

酵 吋粉 ５

诳 丨

＇

１ 胨 ２ ０

奴化钠 ０ ． ５

－

Ｍ 化钾 ０ ． １ ８ ６？
？

■ 硫酸镁 １ ． ２

溶于水 ， 定容至 １Ｌ ，
１ ２ １

°

Ｃ灭菌 ２ ０ｍ ｉ ｎ 。，

（ ３ ）ＳＯＣ培养基 （
ｇ
／Ｌ ）

向 ＳＯＢ 培养基 中加入 ２ ０
ｇ

／Ｌ 提前配制好的葡萄糖溶液 。

１ ４
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（ ４ ）Ｍ９Ｃ培养基 （ ｇ／Ｌ ）

表 ２－ ５Ｍ９Ｃ 液体培养基成分表

－

成分名称含量

甘油 ２０
ｇ／Ｌ

？

＋
？葡萄糖 ２ ． ５

ｇ
／Ｌ

酵母粉 ５
ｇ

／Ｌ

Ｎａ２ＨＰ０４ ６
ｇ／Ｌ

ＮａＣ Ｉ ０ ． ５
ｇ／Ｌ

ＫＨ２Ｐ〇４ ３
ｇ

／Ｌ

ＮＨ４Ｃ Ｉ １
ｇ／Ｌ

ＭＯＰＳ ２
ｇ

／Ｌ

ＣａＣ ｌ ２ Ｈ ２０ １ ４ ． ７ｍｇ／Ｌ

ＭｇＳ〇４ 
７Ｈ２０ ２４ ６ ． ５ｍ ｇ／Ｌ

ＣｕＳ０４ 
５Ｈ ２０ ０ ．２ ５ｍｇ／Ｌ

ＶＢ １ ２ｍｇ／Ｌ

Ｈ３Ｂ０３ １ ． ２５ｍ ｇ／Ｌ

Ｃ０ＣＬ ２ ６Ｈ ２Ｏ ０ ． ７ｍｇ／Ｌ

ＭｎＣ ｌ ２ 
４Ｈ

２０ １ ． ６ｍｇ／Ｌ

ＺｎＳ０ ４ ７Ｈ ２０ ０ ． ３ｍｇ／Ｌ

Ｎ ａＭｏ０４ 
２Ｈ ２０ ０ ． １ ５ｍｇ／Ｌ

培养基 ＰＨ 调节至 ７ ． ０ ， 在 １ ２ １

°

Ｃ下高压蒸汽灭菌 ２０ ｍ ｉ ｎ 。

（ ５ ）Ｍ９培养基 （
ｇ
／Ｌ ）

表 ２－

６Ｍ９ 液体培养基成

成分名称．ｇ／Ｌ．
？

．
？

＿

酵母粉

？

＊ ０ ．２
？

葡萄糖 ２ ０
＇

＇

氯化钠 １

硫酸镁 ０ ． ５

Ｋ ２ＨＰ０４ ３Ｈ ２０ １ ４

１ ５

？
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续表 ２
－

６Ｍ ９ 液体培养基成分表

成 分 名 称 ｇ
／Ｌ

Ｋ Ｈ
：
ＰＯ

， ５ ． ２

Ｎ Ｈ
．

Ｃ Ｉ Ｉ

２ ． １ ． ４ 相关试剂和缓冲液

（
Ｉ） 抗

７

丨 （ 尜

氨苄青霉素 （ Ａ ｍ
ｐ

） ， 溶于水 ， 冷冻储存浓度 １ ００ ｍｇ ／ｍ Ｌ ， 工作浓度 １ ０〇 ｎ ｇ／ｍ Ｌ ；

壮观霉素 （ Ｓ
ｐ
ｃ ） ， 溶于水 ， 冷冻储存浓度 １ ０ ０ ｍ ｇ／ｍＬ ， 工作浓度 ２ ５ ｎ ｇ

／ｍＬ
；

卡那霉素 （ Ｋ ａ ｎ ） ， 溶于水 ， 冷冻储存浓度 ｌ Ｏ Ｏ ｍ ｇ
／ｍ Ｌ ， 工作浓度 ５ ０

｜

ａ ｇ／ｍ Ｌ
；

氯霉素 （ Ｃｍ ） ， 济于无水 乙醇 ， 冷冻储存浓度 １ ００ ｍ ｇ／ｍ Ｌ ， 工作浓度 １ ７
｜

ｉｇ／ｍ Ｌ 。

水溶性抗生素用 ０ ．
２２

ｐｍ 滤膜过滤除菌 。

（ ２ ） 诱导剂

３０Ｃ ６Ｈ ＳＬ和３ ０Ｃ １ ２Ｈ ＳＬ （ 溶于ＤＭ ＳＯ ） ： 储存浓度为０ ． １ 、 Ｉ 、 １ ０ 、 ］ ０ ０ 、

１ ０００ 和 １ ００００
ｐＭ ， 工作浓度为储存浓度的千分之

一

。

水杨酸 （ 溶Ｔ水 ） ： 储存浓度为 １ 〇
６

、 １ （Ｔ
５

、 １ 〇

＿

４

、 工作浓度是其储

存浓度的千分之
－

。

（ ３ ）５ ０ Ｘ ＴＡ Ｅ 电泳缓冲液

取 Ｔｒ ｉ ｓ２４２
ｇ ， 冰醋酸 ５ ７ ． １ｍ Ｌ ， ０ ． ５ｍＭＥＤＴＡ 丨 ００ｍＬ ， 用 去离子水溶解 ，

记荇至 丨 Ｌ ，ＰＨ 调至 ８ ． ５ Ｃ

（ ４ ）０ ． ８％琼脂糖凝胶

办： ３ ００ｍ Ｌ 锥 形瓶 中 加入 ４０ｍ Ｌ 的 １Ｘ ＴＡ Ｅ 缓冲液 ， 再加入 ０ ． ３２ －

０ ．４０
ｇ 琼脂

糖 ， 微波炉加热 个： 完全溶解 ， 冷却到 ６ ０
°

Ｃ左 右加入 ０ ． ０ １ ％ （ ｖｏ ｌ ／ｖｏ 丨 ） 花青素染料 ，

轻微摇 匀 ， 倒入胶板 屮 ， 描入相柯 的梳子 ，
． 自 然凝固 。

；
．

（ ５ ）５ ０％饳 萄糖溶液．

．

．

．提前准 备好 ５ ０ ０ｍ Ｌ 左 Ａ沸永 ， 向其 中加入 ５ ５ ０
ｇ 的

…

水葡萄糖 ， 快速搅拌

加速
一

水葡 萄糖溶解 ， 然后 用 磁力搅拌器加热搅拌至其完全溶解 ， 定容至 １Ｌ 。

１ １ ５
。

（：灭菌３ ０ ｍ ｉ ｎ 。

（ ６ ） 廿油 －ＣａＣ ｂ 溶液

１ ６
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表 ２－ ７ 甘油ＣａＣｂ 洛液成分表

成分名称 ｇ／Ｌ

－丙三醇 １ ５ ０ｍＬ

氯化钙 ６ ． ７ １

ｇ

？
． Ｐ ＩＰＥＳ ６ ． ６６

ｇ

ｄｄＨ ２０ 定容至 １Ｌ

将 ＰＩＰＥＳ 加入准备好的水 中 ， 用 Ｎ ａＯＨ 颗粒调节 ｐＨ 至 ６ ． ８
－

７ ．０ 左右 ， 待

Ｐ ＩＰＥＳ 全部溶解 ， 随后向溶液中加入称量好的氯化钙和丙三醇 ， 定容至 １Ｌ ， １ ２ １

°

Ｃ

灭菌 ２０ｍ ｉｎ 。

（ ７ ） 丨 ０％甘油

取 １ ００ｍＬ 丙三醇 ， 溶于水 ， 定容至 丨 Ｌ 。 １ ２ １

°

Ｃ灭菌 ２０ｍ ｉｎ 。

（ ８ ）Ｇ ｉｂｓｏｎ 组装体系

表 ２－８Ｇ ｉｂｓｏｎ 组装体系 ５ ＞＜反应缓冲液成分表

５ 

ｘ
 ｉ ｓｏｔｈｅｒｍ ａ ｌｒｅａｃｔ ｉｏｎｂｕ ｆｆｅｒ ６ ｍＬ供货商

１ ００ ｍＭ ｄＡＴＰ ６０
卟 ＮＥＢ

ｌ ＯＯ ｍＭ ｄＴＴＰ ６０ ＮＥＢ

１ ００ ｍＭ ｄＣＴＰ ６０
 ＼

ｘＬ ＮＥＢ

１ ００ ｍＭ ｄＧＴＰ ６０
ｐＬ ＮＥＢ

１ ００ ｍＭＮＡＤ ３ ００ Ｓｏ ｌ ａｒｂ ｉｏ

１ ＭＤＴＴ ３ ００
 ｆ

ｉＬ Ｓｏ ｌ ａｒｂ ｉｏ

１ ＭＴｒ ｉ ｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐ
Ｈ７ ． ５

）３ ｍＬ Ｓｏ ｌ ａｒｂ ｉ ｏ

２ ＭＭ
ｇＣ ｌ

２ １ ５０
ｐ
Ｌ国药集团

？

■
？

？

．

＊

 ．

１ ７
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表 ２ －９ ２ ｘＧ ｉ ｂｓｏｎ 组装体系

ｔ＼ ＼／ｊｙ Ｉ ． ２５ ｍ Ｌ

５ 

？

 ｉ ｓｏ ｔ ｌ ｉ ｃｎｎ ａ ｌｒｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎｂ ｕ ｆｆｅ ｒ ５ ０ ０
 ［

＼ Ｌ

１  （ ） ｌ Ｊ
，

ｐ
Ｌ下 ５卜： ．＼ （ ） ｎ ｕ ｔ

＇

ｌ ｅ ａ ｓ ｅ Ｉ

 （

． ｉＬ

２Ｕ
ｊ

ｉＬ Ｉ

＞

ｈ ｕ ｓ ｉ ｏ ｎＤＮ Ａ
ｐ

ｏ ｌ

ｙ
ｍ ｅ ｒａ ｓ ｅ ３ １ ．

２ ５
 （

． ｉ Ｌ

４ ０Ｕ ／
｜

ｌ Ｌ

＊

ｌ ａ
ｑ
ＤＮＡ ｌ ｉ

ｇ ａ ｓ ｅ ２ ５ ０
 ｜

ｉＬ

ｄ ｄＨ ．Ｏ ４６ ８ ． ７ ５

（ ９ ）５ ｍ Ｍ Ｈ ： Ｓ〇 ４

量取 ９ ８％浓硫酸 ２ ７２ ． ５
ｐ

Ｌ ， 用 ｄ ｄＨ ２〇 定 容至 １Ｌ ， 使用孔径为 ０ ． ２２
 ｊ

ｉｍ 的水相滤

膜对溶液进行过滤除菌 ， 超声 ５ｍ  ｉ ｎ 去除气泡 。

（
１ ０ ）０ ． １ ％ 甲酸

量取 １ｍ Ｌ 的 甲 酸 ， 用 蒸馏水定容至 １Ｌ ， 用 ０ ． ２２
ｐｍ 的水相滤膜抽滤除菌 ＝

２ ． １ ．５ 常用生化试剂

表 ２ －

］ ０ 生化试剂

生化 试剂生产 公司

酵母提取粉 Ｙｅａ ｓ ｔｅｘ ｔ ｒａ ｃ ｔ Ｏｘ ｏ ｉ ｄ 公司

胰蛋 （

＇

１ 胨Ｔｒ
ｙ ｐ

ｔ ｏ ｎ ｅ Ｏｘｏ ｉ ｄ公司

氯化钠 Ｓ ｏｄ ｉ ｕｍｃ ｈ ｌ ｏ ｒ ｉ ｄ ｅ 国药集 团化学试剂有限公司

琼脂粉 Ａ
ｇ ａ ｒ Ｓ ｏ ｌ ａ ｒｂ ｉ ｏ 公司

氨苄
：

ｎ 霉素 Ａｍ ｐｃ
ｉ ｌ ｌ ｉｎ生工生 物 工程 （

上海 ）股份 有 限 公 司

壮 观 ：

ｉ 丨／素 Ｓ
ｐ
ｅ ｃ ｔ ｉ ｎ ｏｍ

ｙ
ｃ ｉ ｎ 生 工 生 物 工 程

（
上 海 ）股 份 有 限 公 司

索 Ｃ ｌ ｉ ｌ ｏ ｒｏｍｙ ｃ ｉ ｎ生工生物工程 （
上 海

）股份 有 限 公 司

ｆｃｋ ｆ ｉＨｍＵｉＫ ａ ｎ ａｍ ｙ ｃ ｉ ｎ Ｓ ｏ 丨 ａ ｒｂ ｉ ｏ公司

ｙ
ｊ

＇

＜ ｌ

１

１

１

ｔ／ ｉ ：ｃ ｈ ｌ ｏ ｒｏ ｌｂ ｒｎ ｉ 国药集团化学试剂有限公司

＇

Ｉ

＇

ｆｆｔ
１

ｍ ｅ ｔ ｈ ａ ｎ ｏ ｌ 闽药集团化学试剂有限公司

Ｈ ｉ ｕ ｈｆ ｉ ｄ ｅ ｌ ｉ ｔｙ 丨 ）ＮＡ 聚 合酶 ， ｄＮＨＴＰ 及艽缓冲
＿

？

？ 全式金生物技 术 （
北 京 ） 有 限 公 ｎ

ｊ

液．

Ｔａ ｔ
丨

ＤＮＡ 聚 卜
丨梅 ， ｄＮＴＰ 及其缓冲液康 为 世 纪 生 物科 技 （

北 京 ）有 限 公 ｎ
ｊ

Ｐｈ ｕ ｓ ｉ ｏ ｎＤＭ Ａ聚介＿ ， ｄＮＴＰ及缓冲液Ｔｈ ｅｒｍ ｏＦ ｉ ｓｈ ｅ ｉ

？

公 ｗ
ｊ

Ｖａｚｙｍ ｅ ＤＮＡ 聚合酶 ， ｄＮＴＰ 及其缓冲液诺 唯 赞生物科技 （
南 京 ）

有 限 公 司

１ ８
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２ ． １ ．６ 常用试剂盒

表 ２－

丨 １ 爾搶

生化试剂生产公司

琼脂糖凝胶试剂盒天根生化科技 （北京 ） 公司产品

普通琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒天根生化科技 （北京 ） 公司产品

质粒小提试剂盒天根生化科技 （北京 ） 公司产品

２ ． １ ．７ 仪器与设备

表 ２－

 ］ ２ 仪器设备

实验设备与仪器 制造商

微量移液器 德国 Ｅ
ｐｐｅｎ

ｄｏｒｆ 公司

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ｍ ｉｎ ｉ离心机德国Ｅｐｐ ｅｎｄｏｒｆ公司

５４ １ ７Ｒ 型 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 高速冷冻离心机德 国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司

微型离心机江苏海门其林贝尔仪器有限公司

Ｍ ｉｋｒｏ ２２０ 型离心机德国 Ｈｅｔｔ ｉ ｃｈ 公司

ＦＭ７０Ａ 型 自动制冰机 宁波格兰特制冷设备制造有限公司

Ｌ ｉ ｆｅＴｏｕｃｈＰＣＲ 仪 杭州博 日科技有限公司

ＸＰ Ｃｙｃ ｌ ｅｒ ＰＣＲ 仪 杭州博 日科技有限公司

ＤＹＹ－

８Ｃ 电泳仪 北京六
一

仪器厂

５ １ ０２ 型电子分析天平 常州万德天平仪器有限公司

ＡＬＣ －２ １ ０ ．３ 型 电子分析天平德国 ＳａｒｔｏｒｉｕｓＳ ｔｅｄ ｉｍ 公司

ＡＢ ］ ０４－Ｓ 型 电子分析天平瑞士梅特勒公司

Ｔａｎｏｎ２５００ 型紫外成像仪上海天能科技有限公司

ＭＩＬ ＩＰＯＲＥ 超纯水系统Ｍ ＩＬ ＩＰＯＲＥ 公司

？

．７８
－２ 型双向磁为搅拌器 国华电器有限公司．

．

．
＇

ＤＨＧ１
９０７６Ａ 电热恒温鼓风干燥箱

？

ＴｈｅｒｍｏＦ ｉｓｈｅｒ Ｓｃ ｉ ｅｎｔ ｉｆｉ ｃ 公司

ＢＣＤ －

２ １ ６ＴＤＸＺ 型冰箱
—

 ｉｉ海精宏实验设备有限公司．

－８０
°

Ｃ超低温冰箱 青岛海尔股份有限公司

ＤＮＰ－９０５２ 型 电热恒温培养箱扬州市培英实验仪器有限公司

ＨＺＱ
－

Ｑ 型全温振荡培养箱上海精宏实验设备有限公司

１ ９
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续表 ２
－

 １ ２ 仪器设备

实验设 备夂 ａ器 制造商

Ｃ ＨＢ － １ ０ ０ 兜 ｔＨ温金Ｍ济上海 ＴＯＭＯ Ｓ 科学仪器有限 公Ｍ

ＨＹＧ －Ｃ 料功能摇床 哈 尔滨东联电子技术贱備 公 丨 ｄ

ＤＫ －

Ｓ ２４ 喟 「Ｕ热衍温水浴杭州 陴 丨
丨 利 技冇限公 Ｍ

ｆｔ说识Ｗ 金诚浴 哈 尔滨尔联 电亇技术 幵 发杆限 公 ｎ
］

．

１１；
，

＇

Ｊ

＇ ＼ ＼Ｕ ］ １＾ 丨

｜ 山
＇

超 士波仪 器心 限公 ̄

Ｑ Ｌ －％ １ 型 涡旋振荡 器 郑州长城科工 贸有 限公司

ＳＨ Ｂ －

１ Ｉ １ 循环水式 多 用真空栗美国 Ｂ ｉｏ
－Ｒａｄ 公 司

液相 色谱 ＣＬＡ Ｓ Ｓ －Ｖ Ｐ １ ０Ａ 日 本 岛津 ＳＨ ＩＭＡＤＺＵ 公 司

ＵＶ－

１ ８ ００ 型分光光度计 山 东省科学院生物研 宄所

ＳＢＡ：
ｋ物传感 分析仪 日 本岛津 ＳＨ ＩＭＡＤＺＵ 公 Ｔｉ

Ｊ

２ ． ２ 实验方法

２ ． ２ ． １ 菌种和核酸片段的保藏

蘭种短期保藏 ： 将菌液用
一

次性接种环在对应抗性 的平板上划线 ， 从而分 离

出 １

＇

Ｐ
． Ｗ 落 ， 倒置在相应温度的培养箱 中 ， 培养 １ ２ ｈ ， 待长 出 的单菌落大小合适后 ，

将 ｆ
？

板 从培养箱 中取 出 ， 用封 口膜密封 ， 于 ４
°

Ｃ冰箱冷藏保存 ＝ 或者在培养 １ ２ ｈ

后 的菌液中加入 ２０％（ ｖｏ ｌ ／ｖｏ ｉ ） 的无菌甘油 ， 于－２ ０
°

Ｃ冰箱冷冻储存 。

菌种长期保藏 ： 在平板上挑取需要保存的单克隆菌落 ， 接种到相应抗性的液

体培养站 屮培养 丨 ２ｈ ， 吸取 ８００ 此 的菌液和 ２００
ｐ
Ｌ 无菌甘油 ， 在 １ ． ５ｍ Ｌ 的

Ｅ ｐｐｅ ｎ ｄｏ ｉｆ 竹 屮混合均匀 ， 在 － ８０
°

Ｃ冰箱可长期保存 。

核酸 段的保藏 ： 将提取的 质 粒和 回收 的 ＤＮＡ 片段放置于 － ２ （ｒＣ冰钔
Ｍ
丨短期

保介 ， 放界 Ｔ －

８ ０
°

Ｃ冰筘可长期保＃ 。

２ ． ２ ． ２ 分子生物学常规操作技术

（ １）Ｐｈ ａ ｎ ｔａＭ ａｘＳ ｕ ｐｅｒ
－Ｆ ｉ ｄ ｅ ｌ ｉ ｔｙ

ＤＮＡＰｏ ｌ

ｙｍ ｅ ｒａ ｓｅ的ＰＣＲ反应体系如表２
－

 １ ３

所示 ， ＰＣＲ 反应条件如表 ２ －

１ ４ 所示 。
．

？

２ ０
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表２
－

 １ ３Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕ
ｐ
ｅｒ

－Ｆ ｉｄｅ ｌ ｉｔｙ 

ＤＮＡ Ｐｏ ｌ

ｙｍｅｒａｓｅ的反应体系
（
５０

 ｊ
ｉＬ

）

组分添加量

ｄＮＴＰ Ｍ ｉｘ １
ｎＬ

Ｐｈａｎ ｔａ Ｍ ａｘＳｕｐｅｒ
－Ｆ ｉｄ ｅ ｌ ｉ ｔｙ

ＤＮＡＰｏ ｌｙｍ ｅｒａｓｅ １

 ｜

ｉＬ

觀 ＤＮＡ １

上游引物 ２ 卟

下游引物 ２ 队

２ ＞＜Ｐｈａｎｔａ Ｍ ａｘＢｕ ｆｆｅｒ ２５
 ［

ｉＬ

ｄｄＨ
２
０ Ｕｐ 

ｔｏ５０
 ｊ

ｉＬ

表 ２
－

 １ ４ＰｈａｎｔａＭａｘ Ｓｕｐ
ｏ

＇

－Ｆｉｄｅｌ ｉｔｙＤＮＡ Ｐｏｌｙｍａａｓｅ的 
ＰＣＲ 反应条件

循环步骤温度时间循环数

预变性 ９５
０

Ｃ ３ｍ ｉｎ

变性 ９５
°

Ｃ １ ５ ｓｅｃ

退火 ５６
°

Ｃ １ ５ ｓｅｃ ３０

延伸 ７２
°

Ｃ ３ ０ ｓｅｃ／ｋｂ

彻底延伸 ７２
°

Ｃ ３ｍ ｉｎ

（ ２ ） ２ 父 ￡８ 丁３
９

１＾５１６ 『 １＾＾ 的 ？０１ 反应体系如表 ２－

１ ５ 所示 ， ？０１ 反应条

件如表 ２ －

 １ ６ 所示 。

表２
－

丨 ５２ｘＥＳ ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ的 
ＰＣＲ

反应体系 （
５０ ｐＬ）

组分添加量

菌体 少许

．
．上游引物 ｌ

ｐ
Ｌ．

：

？

下游引物 ） ｎＬ
？

＇

．

＇

２ ＞＜ＥＳ Ｔａ
ｑ 

Ｍａｓｔｅｒ Ｍ ｉｘ ２５
 ｊ

ｉＬ

ｄｄＨ
２
０ Ｕｐ

ｔｏ５ ０
 ｜

〇Ｌ．

２ １
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表２
－

１ ６２ ｘ ＥＳ Ｔａ
ｑ
Ｍａｓｔｅ ｒ Ｍ ｉｘ的 ＰＣＲ反应条件

循环步骤温度时间循环数

预变件 ９５
°

Ｃ １ ０ｍ ｉ ｎ
？

？

变性 ９ ５
°

Ｃ ３ ０ｓ ｅ ｃ

迟火 ５ ６
°

Ｃ ３ ０ｓ ｅ ｃ ３ ０？

．

延仲 ７２
°

Ｃ ３ ０ｓ ｅ ｃ ／ ｋ ｂ

彻呔延仲 ７２
°

Ｃ ３ｍ ｉ ｎ

（ ３ ） 大肠杆菌热激化法转化

１ ） 取 出 实验所需的感受态细胞 ， 放置于冰盒 内 ， 使其解冻 。

２ ） 吸取适量的核酸样 品 （ 如质粒 、 核酸片段 、 组装体系等 ）
， 缓慢加入到

感受态细胞中 ， 混合均匀 ， 静置冰浴 ２ ０ｍ ｉ ｎ 。

３ ） 用浮漂将其置于 ４２
°

Ｃ水浴锅 中 热激 ９０ｓ 。

４ ） 随后冰浴 ２ｍ ｉ ｎ 。

５ ） 在 ＥＰ 管中加入 ９００ ）

ｉＬＳＯＣ 培养基 ， 于 ３ ７
°

Ｃ和 ４ ５ ０ｒ
ｐｍ 条件 下恢复培

养 １ｈ 左右 。

６ ） 离心 ， 取 出适量的上清液 ， 剩余混合均匀 ， 涂 布于 含有 丨 ｔ ｌ ）

、

ｖ：抗性 的 ＬＢ 平

板上 ， 在适宜的温度下倒置培养至长 出单克隆菌落 。

（ ４ ） 大肠杆菌化学感受态制备

１ ） 在无菌试管 中加入 ５ｍ ＬＬＢ 液体培养基 ， 接种 Ｈ 的蘭 株 ， 在 ３ ７
°

Ｃ 摇床

中 ２２０ｒｐｍ 下振荡培养 １ ２ｈ 。

２ ） 随后在含 ５ ０ｍ ＬＬＢ 的液体培养基的锥形瓶中转接 １ｍ Ｌ 的培养液 ， 在

３ ７
°

Ｃ摇床中 ２ ２０ｒｐｍ 振荡培养 ， 待菌液 ＯＤ＿ 约为 ０ ．４ －

０ ． ５ 后 ， 在冰上冰浴 ３ ０

ｍ ｉ ｎ 〇

３ ）提前预冷离心机至 ４
°

Ｃ ， 将菌液转移至无菌 的 ５ ０ｍ Ｌ 离心管 中 ， ４ ０ ００ 卬⑴ 、

４
°

Ｃ条件 卜离心 ｌ Ｏ ｍ ｉ ｎ ， 去除上淸 ， 加入 ２ ５ ｍ Ｌ 提前预冷的无 Ｗ Ｏ ． ｌ ｍ ｏ ｌ ／Ｌ Ｃ ａＣ ｂ
－

甘汕溶液 ， 吹吸 以 ：

ｉ Ｒ新混合均匀 菌体 。

．４ ） 再次Ｍ览步骤 （ ３ ） 两次 。．

？

５ ）Ｍ ）ｒ ｉ

＇

—

次泥合均勾后将菌液分装入 １ ． ５ｍ Ｌ 无菌 的 Ｅ
ｐ ｐ ｅ ｎ ｄ ｏ ｒｆＫ 心

＇

Ｔｆ中 ，

每管 Ｉ Ｏ Ｏ
｜

ａＬ 置于 －

８ ０
°

Ｃ保藏备用 。
＇

（ ５ ） 大肠杆菌的 电转化

１ ） 提前将 目 标菌株接至试管中 ， 在适宜条件下培养 １ ２ｈ ，

２ ２
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２ ） 将试管 中的菌液进行转接 ， 于适宜生长条件的摇床 中培养至菌株的 ＯＤ ６００

在 ０ ．６ 左右 。

３ ） 吸取适量的菌体至 ＥＰ 管 ， 离心 。

４ ） 用 ９００
 ｊ
ｘＬ １ ０％的甘油清洗菌体三次 。

５ ） 向 ＥＰ 管中加入 Ｉ ＯＯ
ｊ
ｉＬ Ｉ Ｏ％的甘油 ， 混合均匀后 ， 加入准备好的核酸样

品 ， 再次混合均匀 。

６ ） 将混合液加入到 ２ ｍｍ 电转杯中 ， 在 ２ ． ５ ｋｖ 、 ２ ５
ｐ
Ｐ 、 ２００ ￡１ 的条件下进

行电转化 。

７ ） 加入 ９００ ｐＬ ＳＯＣ 培养基至电转杯中 ， 混合均匀 ， 随后转移至 ＥＰ 管中 。

将 ＥＰ 管置于恒温振荡器中 ， 适宜条件下恢复培养 １ｈ 左右 。

８ ） 将适量菌液涂布到含相应抗性的 ＬＢ 平板上 ， 倒置于适宜的温度的培养

箱中培养 １ ２ｈ 。

２ ．２ ．３ 关键基因的表达强度调整

将质粒上需要调整表达强度的关键基因更换启动子或者是 ＲＢＳ ， 选择更换

后 的启动子或者 ＲＢ Ｓ 做为同源臂 ， 在其两端设计上下游引 物 ， 以原质粒作为模

板 ， ＰＣＲ 扩增片段 ， 随后将扩增的片段回收 ， 组装 ， 化转 。

２ ．２ ．４ 其他分子生物学常规操作

ＰＣＲ 片段回收的操作方法参考相应公司 的 ＰＣＲ 产物纯化试剂盒说明书 ； 质

粒提取 、 胶 回收 、 大肠杆菌基因组提取等操作方法参考相应公司 的质粒小提试剂

盒 、 质粒小提中量试剂盒 、 普通琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒 、 细菌基因组 ＤＮＡ

提取试剂盒的说明书 。

２ ．２ ．５ 系统的表征

（ １ ） 外源添加诱导剂系统的表征

在试管中接入含有相应抗生素的 ５ｍＬＬＢ 培养基 ， 将需要表征的单克隆菌

．株接种至试管中 ， 在相应培养条件下 ， 培养 １ ２ ｈ 。 在 ２４ 孔板中接入 １ｍＬ 的含有

．相应抗性的液体培养基 ， 将培养的种子 以 ２％接种量接种到孔中 ， 根据需求在培
＇

养基中加入不同浓度的诱导剂水杨酸或者是 ３〇Ｃ ６Ｈ＾Ｌ 、 ３０Ｃ １ ２ＨＳＬ 。 将接种后
？

的 ２４ 孔板放于深孔板震荡培养仪中 ， 于适宜条件下连续培养 。培养
一

定时 间后 ，

吸取适量菌液作为样品 ， 用清水将样品清洗三次 ， 最后用酶标仪测量 ＯＤ６００ 、 绿

色焚光 （激发光 ４８ ５ ｎｍ ， 发射光 ５２ ８ ｎｍ ） 。

（ ２ ） 自诱导系统的表征

２３
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在试管中接入 含有相应抗生素的 ５ｍ ＬＬ Ｂ 培养基 ， 将 需要表征的单克隆菌

株接种至试管 中 ， 在相应培养条件下 ， 培养 １ ２ ｈ 。 在 ２４ 孔板 中接入 ］ ｍ Ｌ 的含有

相应抗性 的液体培养基 ， 将培养的种子 以 ２％接种Ｍ接种到孔 中 。 将接种后 的 ２４

孔板放于深孔板震 荡培养仪中 ， 于适宜 条件 下连续培养 。 培养
一

定时 间 后 ， 吸取

适量菌液作为样 品 ， 用清水将样 品清洗三 次 ， 最 后 用酶标仪测量 〇Ｄ ６ｍ ，
、 绿色荧

光 （ 激发光 ４ ８ ５ｎ ｍ ， 发射光 ５ ２ ８ｎｍ ） 。
＇

］

（ ３ ） 人 Ｉ ：反式编码 ＲＮ Ａ 的表征

Ｎ（ ２ ） 。

２ ． ２ ．６ 人工反式编码小 ＲＮＡ 抑制靶基因片段的构建

首先从靶基因上选取合适的结 合位点 ， 将人工反式编码 小 ＲＮＡ （Ｍ ｉ ｃＣ ｌ 或

Ｍ ｉ ｃＣ２ ） 中 的启动子区域换成我们需要 的组成型 启动子或者楚群体感应启动 ， 其

余部分不做改变 。 其 中 Ｍ ｉ ｃＣ ｌ 和 Ｍ ｉ ｃＣ２ 是送基 Ｗ 合成公 Ｗ 合成的 ＝

１ ） 水杨酸的摇瓶发酵

１ ） 种子活化 ： 从 －

８０
°

Ｃ冰箱取 出冷冻 的菌株 ， 室温融化后用无菌接种环将少

量菌液划线至 Ｃｍ 抗性的 ＬＢ 平板上 ， ３ ７
°

Ｃ培养 １ ２挑取单菌落接种至含有

Ｃｍ 的 ＬＢ 液体培养基的试管中 ， 在 ３ ７
°

Ｃ 摇床 中 ２２ ０ｒｐｍ 培养 １ ２ｈ 。

２
）
摇瓶发酵 ： 将试管中 的种子按照 ２％的接种量转接至含有 Ｃｍ 的 ５ ０ｍ Ｌ

Ｍ ９Ｃ 液体培养基的带档板锥形瓶中 ， ０ｈ 时添加 ２ ． ５
ｇ

／Ｌ５ ０％葡萄糖 ， ８００
ｐＬ 微

量元素母液 ＝ 在 ３ ７
°

Ｃ摇床中 ２２０ｆ
ｐ
ｍ 下培养发酵 ７ ２ｈ ， 每组发酵均进行三个重

ａ 。

（ ３ ） 高效液相色谱法检测水杨酸

Ｈ ＰＬＣ 的具体检测方法参考文献

＂

－

－

？

２ ４
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２ ．３ 实验结果与讨论

２ ．３ ． １ 群体感应系统的选择 、 构建及优化

ｒｒ＿ｒ
—Ｉ—

ｐｃｈＢＡ—－１ －

ｎａｈＲ ＇—

ｇｆＰ

Ｐｅｏ ｎ Ｐｅｏｎ Ｐ ｓ ａ ｌ

Ｉ Ｉ

？

？
：？

？

ｌ！ ｉ

曽

图 ２－ １Ｓａｌ 系统工作原理

通过分析人工群体感应系统的复杂性和正交性 ， 我们选择 Ｓ ａ ｌ 系统为出发系

统 。 该系统 以铜绿假单胞菌来源的 作为合酶基因 ， 以恶臭假单胞菌来源的

作为转录因子编码基因 ， 特异性启动子为 Ｐ
ｓａ ｉ

。 工作原理如 图 ２ －

１ 所示 ，

Ｐ ｃｈＢＡ 以支链氨基酸作为前体合成水杨酸 ， 水杨酸和 Ｎ ａｈＲ 蛋 白结合形成复合物

激活 ＧＦＰ 表达 。 Ｄ ｕ 等人在大肠杆菌中构建 了 需要外加信号分子的 Ｓ ａ ｌ 系统 ， 发

现 Ｎ ａｈＲ 对 ｓ ａ ｌ 的灵敏度较低 ， 随后 ， 对 Ｎ ａｈＲ 进行随机突变 ， 筛选出灵敏度更

高的突变体 Ｎ ａｈＲ Ｑ １ ６ ８Ｒ ［
６ １

］

。

我们选择上述 Ｎ ａｈＲ 突变体作为转录因子 ， 在高拷贝质粒上构建 了外源添加

诱导剂的 Ｓ ａ ｌ 系统 （ 图 ２ －２ ） 。 组成型表达 Ｎ ａｈＲ ， 以 Ｐ
ｓａ ｉ 启动子控制 ＧＦＰ 表达 ，

该菌株命名为 Ｓ ａ ｌＢ 。 在对照菌株 Ｓａ ｌＡ 中 ， 仅 以 Ｐ Ｓａ ｉ 启 动子控制 ＧＦＰ 表达 （ 图 ２ －

２ ） 。 通过外源添加
一

系列浓度 ０ 、 １ ０

＿

６

、 ＫＴ
５

、 １ ０

＿４

、 １ ０
＿

３

ｍＭ 的水杨酸 ， 对菌株

Ｓ ａ ｌＢ 进行荧光表征 。 对照菌株为 ￡ｆ〇 ／／ ＴＯ Ｐ １ ０ 和菌株 Ｓ ａ ｌＡ 。 结果如 图 ２ －

３ 所示 。

Ｓａ ｌＡ 荧光强度高于 五 ． 〇？ ／ ／

＇

ＴＯＰ １ ０ ， 表 明启动子 Ｐ
ｓａ ｉ 有

一

定的本底泄露 。 在 Ｓａ ｌＢ 中

加入不同浓度梯度的诱导剂水杨酸 ， 荧光强度并没有较大的变化 （ 图 ２ －

３ ） 。 分

析原因 ， 可能是 Ｓａ ｌ 系统中 ＮａｈＲ 或者 ＧＦＰ 的表达量不合适 。 为 了解决这个问

题 ， 我们先对 Ｓａ ｌ 系统进行初步改造 ， 主要是对 Ｎ ａｈＲ 的表达强度进行调整 。

２ ５
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Ｓａ ｌＡ Ｓａ Ｉ Ｂ －

２ ｓＳ ａ ｌ Ｂ－３

ｒ

－ ＲＢＳ ３ ３ 「

Ｒ Ｂ Ｓ ３０ Ｒ ＢＳ ３ ５ ＲＢ Ｓ ３ ０

？— ■

Ｓ／Ｐ ＊ ＂ａｈＲ
」 阶

Ｐ
ｓａ ｌ Ｐ

ｃ〇ｎ Ｐ
ｓ ａ ｌ

Ｓａ ｌＢ Ｓａ ， Ｂ ￣

５

ｈ
？ Ｓ ３ ０ Ｉ

＂

ＲＢＳ３０ＦＢ Ｓ ３ °「
ＲＢＳ ３ ５

^

１ｎａｈＲ ＾ ｆ^Ｐ
１ｎａｈＲ １

＾
ｃ ｏ ｎ ｓ ａ ｌ Ｐ

ｅｏ ｎ ＾
ｓ ａ ｌ

图 ２－ ２Ｓａｌ 系统的改造质粒

１ ５００
－

！ ｉ ｌ ｌ

ｉ Ｊ ｌ ｌ ｌ

４鮮
图 ２－

３ 夕 卜源添加诱导剂的 Ｓａｌ 系统表征

通过更换不同 的核糖体结合位点 （ ＲＢ Ｓ ） ， 来完成对 ＮａｈＲ 的表达强度的调

整 。 选 择 了 几种 不 同 强 度 的ＲＢ Ｓ ：ＢＢ ａ
＿

Ｂ ００３ ０ 、 ＢＢ ａ
＿

Ｂ ００ ３ ３ 、 ＢＢ ａ
＿

Ｂ ００３ ５

（ ｈｔｔ
ｐ

：／／
ｐａ
ｒｔｓ ． ｉ

ｇｅ
ｍ ． ｏ ｒ

ｇ
／ ） ， 分别简称为ＲＢ Ｓ ３ ０ 、 ＲＢ Ｓ ３ ３ 、 ＲＢ Ｓ ３ ５ 。 在不同菌株或者

是不同拷 贝数的质粒骨架上 ， ＲＢ Ｓ 的强度可能会有所变化 ， 因此我们对上述 ＲＢ Ｓ

进行 了初步验证 。 菌株 Ｓａ ｌＡ 中质粒上的 ＲＢ Ｓ 为 ＲＢ Ｓ３ ０ 。 结果表明 ： 在 Ｅｃｏ ／ ／

ＴＯ Ｐ Ｉ Ｏ 的高拷 贝质粒上验证的 ＲＢ Ｓ 强度 由大到小为 ＲＢ Ｓ ３ ０＞ＲＢ Ｓ ３ ５＞ＲＢ Ｓ３ ３（ 图

２ －４ ） 。

２ ６
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５ ０ ００
－

４０ ００
－

ｉ３０ ００
－

Ｏ

２ ０００
－

勝

〇
Ｊ

１

￣

Ｉ

￣

Ｉ

￣

Ｉ

—

图 ２－ ４ 不同 ＲＢＳ 的强度表征

接下来 ， 我们将 ＮａｈＲ 的 ＲＢ Ｓ 更换为 ＲＢ Ｓ３ ３ 或者是 ＲＢ Ｓ ３ ５ ， 构建菌株 Ｓａ ｌＢ －

２ 或 Ｓａ ｌＢ －

３（ 图 ２ －２ ） 。 在此过程中发现
一

株突变株 ， 命名为 Ｓ ａ ｌＢ －４ ， 该菌株质

粒上 ＮａｈＲ 的启 动子 Ｊ２ ３ １ ０４ 发生突变 （表 ２ －

１ ７ ） 。 通过添加
一

系列不 同浓度的

ｓａ ｌ 诱导剂对 Ｓ ａ ｌＢ －

３ 、 Ｓ ａ ｌＢ －

４ 进行表征 ， 结果显示 ， 更换 了ＲＢ Ｓ 的菌株中 Ｓａ ｌ 系

统激活表达程度很弱 ， 而启动子发生突变的菌株 Ｓ ａ ｌＢ －４ 可 以响应 ｓａ ｌ 的诱导 （ 图

２ －

５ ） 。 随后对突变后的启动子进行表征 ， 发现突变大大降低 了它强度 （ 图 ２ －６ ） 。

最终分析上述实验结果 ， 发现菌株 Ｓ ａ ｌＢ 中系统不工作是因为结合蛋 白 的表达量

过闻 引 起的 。

表 ２－

１ ７ 启动子序列

启动子启动子序列

Ｊ２ ３ １ ０４（ Ｊ ０４ ）ＴＴＧＡＣＡＧＣＴＡＧＣＴＣＡＧＴＣＣＴＡＧＧＴＡＴＴＧＴＧＣＴＡＧＣ

Ｊ２ ３ １ ０４突变 （ Ｊ０４
＊

）ＴＴＧＡＣＡＧＣＴＡＧＣＴＡＧＴＣＣＴＡＧＧＴＡＴＴＧＴＧＣＴＡＧＣ

ａ ｂ
４０ ００ ０

－

１ ２５ ００
－

３０ ０ ０ ０
－

 ＴＩ
２〇 〇°

－

Ｊ－＿ＩＪ１ ５００
－■＿

ｇ
２ ０ ０ ０ ０

－Ｉ Ｉ Ｉ｜

Ｓ ＾Ｉ Ｉ Ｉ＆
１ ０ ０°

－

ｌ  Ｉ ｌ ｌ ５ 。

］」 ｜

图 ２－

５ 夕 卜源添加诱导剂 Ｓａ ｌ 系统的改造表征图

ａ ： ＳａｌＢ－

３ 菌株的表征结果 ；
ｂ ： ＳａｌＢ￣４ 菌株的表征结果 。

２ ７
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８ ０ ０００
－

６０ ０００
－ ＾８０ ＾ ７

｜
４０ ０ ００

－

Ｕ ．

Ｏ

２ ０ ０ ００
－

 Ｊ ０ ４

０８
Ｊ 〇 ４

＊

〇
Ｊ

１



１



Ｊ ０４Ｊ０４
＊

图 ２－ ６Ｊ２３ １ ０４ 突变后的强度表征

２ ５００
－

２０００
－

Ｉ

１ ５。。
＿

—

■｜

） ｜ ｜
５ 〇〇

－

■ 華Ｍ

图 ２－

７ 夕 卜源添加诱导剂 Ｓａｌ 系统的再次改造表征

接下来 ， 我们在 Ｓａ ｌＢ －４ 的基础上加入合酶基因 ；
７Ｃ／２Ａ４ 以构建 自 诱导系统 ，

构建菌株 Ｓａ ｌＣ（ 图 ２ －

８ ） 。 在 ２４ 孔板 中表征菌株 Ｓａ ｌＢ －４ 和 Ｓａ ｌＣ ， 用酶标仪检测

荧光强度 。 结果表 明 ： 相 比于 Ｓａ ｌＢ －４ 菌株 ， Ｓａ ｌＣ 菌株 中 ＧＦＰ 表达 （ 图 ２ －９ ） 。

即 Ｓ ａ ｌＣ 可 以合成水杨酸来 自 诱导报告基因 的表达 ， 完全 自 诱导的 Ｓａ ｌ 系统在 瓦

ｃｏ ／ ／ ＴＯ Ｐ １ ０ 中构建成功 ， 该系统的建立丰富 了合成生物学群体感应系统的工具库 。

接下来 ， 我们尝试将其应用到代谢工程中 以验证 自 诱导 Ｓ ａ ｌ 系统的实用性 。

２ ８
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Ｓ ａＫ Ｓ ａ ｌ

－

Ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ  １

Ｒ ＢＳ ３０ ｍｈｂＲＢ Ｓ ３ ０

１ｗｐｃｈＢＡ １ｎａｈＲ １ ｇｆＰ 」 ｐｃｈＢＡ

Ｐ
ｅｏ ｎ Ｊ ２ ３ １ ０４
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图 ２－

８ 诱导 Ｓａｌ 系统和水杨酸生产菌株

２８ ０００
－
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Ｓａ ｜Ｂ４

ｊ
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－

？Ｓａ ｌＣ

２ １ ０００
－

＾
１ ４００°

－／
７０００

－

ｊ
Ｌ

〇
－

ｒ
－－ ■ ｉ ■ ｉ ■ ｉ ｉ ｉ

０４８ １ ２１ ６２０２４

时 间 ／ ｈ

阁 ２－９ 自诱导 Ｓａｌ 系统的表征

２ ．３ ． ２ 应用 Ｓ ａ ｌ 系统结合提髙水杨酸产量

水杨酸是
一

种商业价值很高的化合物 ， 传统的合成方法是化学合成 ， 但是会

造成
一

定的环境污染 。 近年来 ， 研究者们尝试在微生物体 内合成水杨酸 。 水杨酸

在大肠杆菌 中 的合成是 以莽草酸途径中 的支链氨基酸作为前体物 ， 具体生产途径

如 图 ２ －

１ ０ 。 研究表 明 ， 隣酸炼醇丙酮酸盐 （ Ｐｈｏ ｓ
ｐ
ｈｏ ｅｎｏ ｌｐｙｒ

ｕｖ ａｔｅ
，

ＰＥＰ ） 的充足供

应 已被证明是莽草酸途径衍生化合物生物合成的关键因素 ［
９９

］

。 除 了作为莽草酸

途径的前体外 ， ＰＥＰ 还是糖酵解和 ＴＣＡ 循环 中 的必需代谢产物 〖
１ ００

］

。 然而 ， 直接

破坏这些相互竞争的途径会损害细胞的生长 。 特别是 ， 大肠杆菌 中磷酸烯醇丙酮

酸羧化酶 （ 由 ； 编码 ） 的直接缺失显著降低 了细胞生长％
１

］

。

２ ９
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ｓａ ｌ的生产途径

Ｐ ｅｎ ｔｏ ｓ ｅＰｈ ｏ ｓｐ ｈ ａ ｔ ｅ．
．

Ｐａ ｔ ｈｗａ ｙ Ｇ ，ＶＣ〇 ｌ

＞
Ｓ ， Ｓ

Ｉ
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 １丄
▼ Ｔｐｐｃ

Ｅ４Ｐ ＰＥＰ？Ｏ ｘ ａ ｌ ｏ ａ ｃ ｅ ｔａ ｔｅ

ａｒｏＧ

ｒ ！

ＤＨＡ Ｐ

ｙ  ｆ

Ｓｈ ｉｋｉｍ ａ ｔｅ

ａｒｏＬ Ｉ

ｐｃｈＢＡ

Ｃｈｏｒｉ ｓｍａ ｔｅ
－

Ｓ ａ ｌ ｉ ｃｙｌ ｉ ｃ ａｃ ｉｄ

图 ２－

１ ０ 水杨酸的生产途径

我们选择用 Ｐ
ｓ ａ ｉ 和人工反式编码小 ＲＮＡ（Ｍ ｉｃＣ ｌ ） 相结合动态调控竞争途径

中 的表达 ， 平衡代谢流 ， 积累 ＰＥＰ ， 从而提高水杨酸的产量 。 我们首先验证

了Ｍ ｉ ｃＣ ｌ 在 五 ． ｃｏ ／ ／ ＴＯＰ １ ０ 中 的抑制效果 。 对照菌株组成型表达报告基因 命

名 为 Ｓ ｔｒａ ｉｎＧ 。 在 Ｓ ｔｒａ ｉｎＧ 的基础上 ， 用 Ｍ ｉ ｃＣ ｌ 去抑制 ＧＦＰ 的表达 ， 构建菌株

Ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎＧ －Ｍ ｉ ｃＣ ｌ 。 表征结果显不 ， Ｓ ｔｒａ ｉｎＧ －Ｍ ｉｃＣ ｌ 的焚光值远低于 Ｓ ｔｒａ ｉｎＧ ， 这表明

Ｍ ｉ ｃＣ ｌ 可以很好地在 五． ｃｏ／／ ＴＯＰ １ ０ 中发挥抑制作用 （ 图 ２－

１ １ ） 。

７ ５００
￣

｜Ｓ ｔ ｒ ａ ｉ ｎＧ

Ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎＧ － Ｍ ｉ ｃＣ ｌ

６０ ０ ０
－

＾４５００
－

°
３０００

－

１ ５０ ０
－

０丫 ＜ ｜ ■ ｜ ＇ ｜ ＇ ｜ ＇ ｜

０４８ １ ２ １ ６２ ０２４

时 间 ／ ｈ

图 ２－

ｌ ｌＡＩ反式編码小 ＲＮＡ（ＭｉｃＣ ｌ ） 的表征

在高拷贝质粒上组成型表达外源基因 儿 构建 了 水杨酸生产的基础质粒

ｐ Ｓ ａ ｌ ｌ 。 文献报道 ， 用 Ｍ ｉｃＣ ｌ 抑制 卻ｃ 序列上的 ＰＰＣ２ 和 ＰＰＣ３ 结合位点是有效

３ ０
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的 。 我们在质粒 Ｓ ａ ｉ ｌ 的基础构建 了质粒 ｐ
Ｓａ ｌ ｌ

－ＰＰＣ ２ 和 ｐＳ ａ ｌ ｌ
－Ｐ ＰＣ ３ ， 两者能够表

达 Ｓ ａ ｌ 系统动态诱导 Ｍ ｉｃＣ ｌ 分别抑制基因 ｐｐｃ 的 ＰＰＣ２ 和 ＰＰＣ ３ 位点 （表 ２ －

１ ８ ） 。

将质粒 ｐＳ ａ ｌ ｌ 、 ｐ Ｓ ａ ｌ ｌ
－ＰＰＣ２ 和 ｐ

Ｓａ ｌ ｌ
－ＰＰＣ ３ 分别转化入 五 ． ｃｏ ／／ＴＯＰ １ ０ ， 构建菌株

Ｓ ａ ｌ

－Ｓ ｔｒａ ｉ ｎ ｌ 、 ＰＰＣ ２ －Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ和ＰＰＣ ３
－Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ（ 图２

－

８ ） 。

表 ２－

１ ８ＰＰＣ 结合位点

结合位点位点序列

ＰＰＣ２ ＡＴＧＡＡＣＧＡＡＣＡＡＴＡＴＴＣＣＧＣＡＴＴＧ

ＰＰＣ ３ ＡＴＡＣＣＡＣＡＧＣＡＴＴＴＣＧＣＣＧＡＡＡＧＧ

接下来对菌株 Ｓ ａ ｌ

－Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ 、 ＰＰＣ ２ －Ｓｔｒａ ｉｎ ｌ 和 ＰＰＣ ３
－Ｓｔｒａ ｉｎ ｌ 进行摇瓶发酵 ， 结

果如 图 ２ －

１ ２ ， 三株菌的生长 曲线相差不大 ， 但是水杨酸的产量有 明显的不同 。 在

发酵 ４ ８ ｈ 时 ， Ｓ ａ ｌ

－Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ 中水杨酸的产量为 ４７ ｍｇ
／Ｌ ，ＰＰＣ ２ －Ｓｔｒａ ｉｎ ｌ 中水杨酸的

产量为１ ００ ｍ
ｇ／Ｌ ， Ｐ ＰＣ ３

－ Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ中水杨酸的产量为９９ ｍｇ／Ｌ 。 在４ ８ｈ后 ， Ｓａ ｌ

－Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ

和 ＰＰＣ ３
－Ｓｔｒａ ｉｎ ｌ 中水杨酸的产量己经没有太大的变化 ， 在发酵 ７２ｈ 时 ， Ｓａ ｌ

－Ｓｔｒａｉｎ ｌ

的水杨酸产量为 ６０ ｍｇ／Ｌ ，ＰＰＣ２ －Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ 的水杨酸产量为 １ ５ １ ｍｇ／Ｌ ， ＰＰＣ ３
－Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ

的水杨酸产量为 ｌ 〇〇 ｍｇ／Ｌ 。

ａｂ
＋Ｓａ卜Ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ ｌ

＇

＋Ｓａ卜Ｓｔ ｒａ ｉ ｎ ｌ

２０ ０
－＋ＰＰＣ２ －Ｓ ｔｒａ ｉ ｎ １ １ ６

－

－

ａ－ＰＰＣ２
－Ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ １

＿ ＰＰＣ ３
－Ｓｔｒａ ｉ ｎ １ ＰＰＣ ３ －Ｓｔ ｒａ ｉｎ １

ｔ。
｜

１ ２

：

ｆ
ｉ 〇〇

－＾°８

：，

〇
；＾ｒｄ一

０ １ ２２４３６４８６０７２０ １ ２２４３６４８６０７２

时 间 ／ ｈ 时 间 ／ ｈ

图 ２－

１２ 发酵菌株的水杨酸产量和生长

（ａ ） 纖菌猶水杨＾
＝

量 （ｂ ）株的生长

最终发酵结果表 明 ， 应用 动态调控生产可 以很好地提高水杨酸 的产量 ，

ＰＰＣ２ － Ｓｔｒａ ｉｎ ｌ相 比于 Ｓ ａ ｌ
－ Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ产量提高了１ ５ １％ ， ＰＰＣ ３

－Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ相 比于Ｓａ ｌ

－Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ

产量提高 了６ ６％ 。 ＰＰＣ２ －Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ 和 ＰＰＣ ３
－ Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ 中水杨酸的产量差异可能是 由于

对 ／
？
／
７Ｃ 的抑制程度不同 引 起的 ， ＰＰＣ ２ －Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ 中对 ； 的抑制强度高于 ＰＰＣ３ －

Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ ， 可能积累较多 的 ＰＥＰ 实现更高的水杨酸产量 。

３ １
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２ ．４ 本章小结

建立与天然 Ｑ Ｓ 系统正交的新型 Ｑ Ｓ 系统对合成生物学研宄非常重要 。 我们

首先 以 ￡ ． ｃｏ ／ ／ ＴＯＰ １ ０ 作为宿主菌 ， 通过调整关键基因 的表达强度 ， 成功在

高拷 贝质粒骨架上构建 了 需要外源添加诱导剂的 Ｓａ ｌ 系统 。 在此基础上 ， 我们进

一

步表达 ｓ ａ 丨 合酶基因 ， 首次在 尺 ｃｏ ／／ ＴＯＰ １ ０ 中构建 了
一

个完全 自 诱导的 Ｓ ａ ｌ 系

统 ， 该系统丰富 了 合成生物学工具库 。 我们进
一

步将 Ｓａ ｌ 系统应用 到水杨酸的生

产调控 中 ， 证 明 了 该系统在代谢工程中 的应用潜力 。

３ ２
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第三章 基于群体感应系统的三菌株生态系统的初步构建

人工合成微生物生态系统的构建是合成生物学的新兴领域 。 在 自 然界中 ， 最

简单的生态系统也包括十多个种群组成并且关系复杂 ， 限制 了我们对其的深入探

索与研宄 。 在生态学上 ， 环境因素
一

直被认为是决定生态系统稳定和进化的重要

因素 。 生态系统与其周 围环境之间 的相互作用较复杂 ， 目 前对于环境因素如何影

响生态系统演化的研宄相对较少 ， 这阻碍 了 微生物生态系统的进
一

步应用和保护 。

工程微生物的遗传信息相对 明确 ， 基于工程微生物构建的人工合成微生物生态系

统组成简单 、 关系 明确 、 行为可控 ， 有助于我们去解析天然生态系统的某些机制 。

另
一

方面 ， 在代谢工程中 ， 生产途径越复杂代谢压力越大 。 将生产途径分成两个

甚至多个模块 ， 通过构建合成生态系统并在多个菌株中构建不 同 的代谢模块是缓

解代谢压力 的有效方案 。 然而 ， 设计和构建出稳定性较好且具有
一

定应用价值的

微生物生态系统依 旧是微生物生态系统研宄领域的
一

个瓶颈 。 近年来对多菌株合

成生态系统的研究仍然较少 ， 根据生产需求去人工调整生态系统中不同种群的 比

例仍然是挑战 。 设计可调整的多菌株生态系统对于基础研宄和探索进
一

步的应用

是有重要意义的 。

群体感应系统 已经被广泛地应用 于生态系统中通讯模块的建立 ， 然而大部分

群体感应系统的合酶可 以 同时产生多种信号分子 ， 为复杂生态系统的构建以及其

种群关系 的研宄造成
一

定的 困难 ， 选择外源添加信号分子的方式去设计构建生态

系统 ， 简化 了 人工合成生态系统中未知 的关系 ， 使之后 的研宄更加方便 。 本章利

用三个群体感应系统作为合成生态系统的通讯模块 ， 将毒素 －抗毒素蛋 白 Ｃ ｃｄＡ－

Ｃ ｃｄＢ 作为效应模块 ， 成功构建 出 了
一

个稳定共存的三菌株生态系统 。 通过添加

不同 的小分子诱导剂组合 ， 成功实现生态系统中优势菌株的转变 ， 为进
一

步的应

用打下 了很好的基础 。

３ ． １ 实验材料

３ ． １ ． １ 实验菌株和质粒

本章节所使用 的菌株和质粒如表 ３
－

１ 所示 。

３ ３
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表 ３ －

１ 菌株和质粒

Ｓ ｔ ｒａ ｉｎｓ ａｎｄＰ ｌ ａｓｍ ｉｄｓＲｅ ｌ ｅｖａｎｔ ｃｈａｒａｃ ｔｅｒ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ Ｓｏｕｒｃｅ

 Ｆ－

ｍｃｒＡＡ
（ｍｒｒ

－ｈｓｄＲＭＳ－ｍ ｃｒＢＣ
）
ａ）８０ ｌａｃＺ ＡＭＩ５

＾ ， ，

Ｅ ．ｃｏｈＴＯ Ｐ Ｉ Ｏ
Ｙ
 Ｌａｂｓ ｔｏ ｃｋ

ｌａｃＸ７４ｍｐＧ ｒｅｃＡ ｌａｒａＤ １ ３９＾
（
ａｒａ￣

ｌｅｕ） ７６９ ７ ｇａｌＥ１ ５

ｇａ ｌＫ １ ６ ｒｐｓＬ
（
ＳｔｒＲ）ｅｎｄＡ ｌＸ

－

ＴＯＰ Ｉ Ｏ－ＲＦＰＥ ．ｃｏ ｌ ｉ ＴＯ Ｐ Ｉ Ｏｄ ｅｒ ｉ ｖａ ｔ ｉｖ ｅ
， 
ｒｆｐ

ｉｎ ｔｅｇｒａｔｅｄ ｉｎ ｔｏｔｈｅ
ｇｅｎｏｍ ｅＴｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

ＴＯ Ｐ Ｉ ＯＣＣＤＡＥ ．ｃｏ ／ ＺＴＯ Ｐ ｌ Ｏｄｅ ｒ ｉｖａｔ ｉｖ ｅ
，ｃｃｄＡ ｉｎ ｔｅｇ ｒａｔｅｄ ｉｎ ｔｏ ｔｈｅ

丁此ｓｔｕｄｙ

ｇ
ｅｎｏｍｅ

ｃ〇 ｌ ＴＯＰ Ｉ Ｏ －ＲＦＰｈａ ｒｂｏｒ ｉｎｇｐＣ０ ｌ
－Ｈ －

３ ０ａｎｄ
ｐＣ ０ ｌ

－Ｌ －

３ ０ ３ ０３ ０他 ｓｔｕｄｙ

ｃ〇２ ＴＯＰ Ｉ Ｏ －ＲＦＰ ｈａ ｒｂｏｒｉｎｇｐＣ０２－Ｈ －

３ ０ａｎｄ
ｐ
Ｃ０２

－Ｌ －３ ０３ ０ ３ ０Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

ＴＯＰ Ｉ Ｏ －ＲＦＰｈａｒｂｏｒ ｉｎｇｐＣ０３ －Ｈ － ３ ０ａｎｄ
ｐＣ０ ３ －Ｌ－

３ ０ ３ ０ ３０ｙ＾ ｉ ｓｓｔｕｄｙ

ＣＯ ｌ
－ＲＧ五 ． ｃｏ ／ ｚ

’

ＴＯＰ Ｉ Ｏｈａｒｂｏｒ ｉｎｇｐＣ ０ ｌ Ｒ－Ｈ －

３ ０ ａｎｄ
ｐＣ０ ｌ Ｇ －Ｌ －

３ ０

７＾ 伽ｄｙ

Ｃ０２－ＲＧ￡ｃｏ ｌｉ ＴＯＰ Ｉ Ｏｈａｒｂｏｒ ｉｎｇｐ
Ｃ ０２Ｒ－Ｈ －

３ ０ａｎｄ
ｐ
Ｃ０２Ｇ －Ｌ－

３ ０ ｓ ｔｕｄｙ

Ｃ ０ ３ －ＲＧ ｃｏｌｉ ＴＯＰ Ｉ Ｏｈａｒｂｏｒ ｉｎｇｐ
Ｃ０ ３Ｒ－Ｈ －

３ ０ ａｎｄ
ｐ
Ｃ０ ３Ｇ －Ｌ －

３ ０ ｓ ｔｕｄｙ

＾Ｅ ．ｃｏ ／ｚ ＴＯ Ｐ Ｉ Ｏｈａｒｂｏｒ ｉｎ
ｇｐ

Ｃ０ ｌＡ －

３２ａｎｄ
ｐＣＯ ｌ Ｂ －

３ ５ ３ ０３ ４ ｓｔｕ ｃｊｙ

２Ｅ．ｃｏ ／ ／ ＴＯＰ Ｉ Ｏｈａｒｂｏ ｒ ｉｎｇｐ
Ｃ０ ｌ Ａ －

３２ａｎｄ
ｐＣＯ ｌ Ｂ －３４ ３ ０３４ ｓｔｕ ｃｊ^

＾ ＾２ ｉＥｃｏｌｉ ＴＯＰ Ｉ Ｏｈａｒｂｏｒ ｉｎｇｐＣ０２Ａ －

３ ４ａｎｄ
ｐＣ０２Ｂ －

３ ０３ ０３４ ｓ ｔｕｄｙ

？Ｅ ．ｃｏ ｌｉ ＴＯＰ Ｉ Ｏｈａｒｂｏ ｒ ｉｎｇｐＣ０２Ａ－

３ ４ａｎｄ
ｐ
Ｃ０２Ｂ －

３ ３ ０ ３４ｘｈ ｉ ｓｓｔｕｄｙ

＾２３Ｅｃｏ ／ ／ ＴＯ Ｐ Ｉ Ｏｈａｒｂｏ ｒ ｉｎｇｐＣ０２Ａ －３ ４ａｎｄ
ｐＣ０２Ｂ －３ ３ ３ ０ ３ ５ ｓｔｕｄｙ

＾２４￡．ｃｏ ／ ／ ＴＯＰ Ｉ Ｏｈａｒｂｏ ｒ ｉｎｇｐＣ ０２Ａ －

３４ａｎｄ
ｐＣ０２Ｂ －

３ ５ ３ ０３４ ｓ ｔｕｄｙ

ｌＥ．ｃｏ／／ ＴＯＰ Ｉ Ｏｈａｒ ｂｏ ｒ ｉｎｇｐ
Ｃ０ ３Ａ －

３４ ａｎｄ
ｐＣ０３Ｂ －

３ ０ ３ ０ ３４
丁ｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

ｐ
Ｃ Ｏ ｌ

－Ｈ －

３ ０Ｃｍ
Ｒ

，
Ｐ

ｔ ｒａ

－ＲＢＳ３ ０
－

ｃｃｄＡ ，ｏｒ ｉ

ｐ
ＢＲ３２２ Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

ｐ
Ｃ０ ｌ Ｒ－Ｈ －３ ０Ｃｍ

Ｒ

，

Ｐ
ｔｒａ

． －ＲＢ Ｓ３ ０ －吻 ，

ｏｎ
ｐ
ＢＲ３ ２２ Ｔｈ ｉｓｓ ｔｕｄｙ

ＰＣ０２ －Ｈ －

３ ０Ｃｍ
Ｒ

，
Ｐ

ｌ ａｓ

－ＲＢＳ３０－ｃｃｄＡ
，
ｏｒ ｉ

ｐ
ＢＲ３２２ Ｔｈ ｉｓｓｔｕｄｙ

３ ４
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续表 孓 １ 菌獅质粒

Ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ＰｌａｓｍｉｄｓＲｅｌｅｖａｎｔ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ Ｓｏｕｒｃｅ

ｐＣ０２Ｒ
－Ｈ－

３０Ｃｍ
Ｒ

，
Ｐ

ｉａｓ

－ＲＢＳ ３０
－

）＾ ，
ｏｒｉ ｐＢＲ３２２ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ｐＣ０３
－Ｈ－３０Ｃｍ

Ｒ
， 
Ｐ

ｓｄ
－ＲＢＳ３０－ｃｃｘｉＡ

， 
ｏｒｉ

ｐＢＲ３２２ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ｐＣ０３Ｒ
－Ｈ－３０Ｃｍ

Ｒ
， 
Ｐ

ｓａｔ

－ＲＢＳ ３０■亦，
ｏｒｉ

ｐＢＲ３２２ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ｐＣ０ １Ａ－３２Ｃｍ
Ｒ

， 
Ｐ

ｔｒａ
＊－ＲＢＳ ３２－ｃｃｄＡ

， 
ｏｒｉ

ｐＢＲ３２２ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ｐＣ０ １Ａ－

３４Ｃｍ
Ｒ

， 
Ｐ

ｔｒａ
＊－ＲＢＳ ３４

－

ｃｃｄＡ
， 
ｏｒｉ

ｐＢＲ３２２ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ｐＣ０２Ａ
－３４Ｃｍ

Ｒ
， 
Ｐ

ｉ＾ＲＢＳ ３４－ｃｃｄｄ
， 
ｏｒｉ

ｐＢＲ３２２ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ｐＣ０３Ａ
－３４Ｃｍ

Ｒ
， 
Ｐ

ｓａｉ

－ＲＢＳ ３４－ｃｃｄＡ
， 
ｏｒｉ

ｐＢＲ３２２ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ｐＣＯ ｌＢ－

３４３０３４Ａｍｐ
５１

，ＢＢａ
＿

Ｊ２３ １ ０４－ＲＢＳ３＾－ｔｒａＲ（Ｗ） ，ＢＢａ
＿

Ｊ２３ １ ０４－ＲＢＳＴｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

３０－ｌａｓＲ
， 
Ｐｕｓ

－ＲＢＳ３４－ｃｃｄＢ
， 
ｏｒｉ

ｐ ｌ ５Ａ

ｐＣ０ １Ｂ－３５３０３４ＢＢａ
＿

Ｊ２３ １０４－ＲＢＳ３５－

ｔｒａＲ
（
Ｗ

），ＢＢａ
＿

Ｊ２３ １０４－ＲＢＳＴｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

３０４ａｓＲ
， 
Ｐ

ｉａｒＲＢＳ ３４－ｃｃｄＢ
， 
ｏｒｉ

ｐ
ｌ ５Ａ

ｐＣ０２Ｂ
－

３０３０３４Ａｍ＾，ＢＢａ
＿

Ｊ２３ １ ０４－ＲＢＳ３０－ｔｅｉ？
，
ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １０４－ＲＢＳ３０－Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ｎａｈＲ
， 
Ｐ

ｓａ ｉ

－ＲＢＳ３４－ｃｃｄＢ
， 
ｏｒｉ

ｐ ｌ ５Ａ

ｐＣ０２Ｂ
－３３３０３４Ａｍ＾，

ＢＢａ
＿

Ｊ２３ １０４－ＲＢＳ３３ －

ｌａｓＲ
，
ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １０４－ＲＢＳ３０－Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ｎａｈＲ
， 
Ｐ

ｓａｉ

－ＲＢＳ ３４－ｃｃｄＢ
， 
ｏｒｉ

ｐ ｌ ５Ａ

ｐＡＨ６９ ｐＳ
Ｃ ｌ Ｏ ｌｏｒｉ

， 
ＨＫ０２２  ｉｎｔｅｇｒａｓｅ １ ８５

ｐＨＫＲ６Ｋ ｏｒｉ
， 
ＨＫ０２２ ａｔｔＰ

， 
Ｋａｎ

Ｒ
， 
ＦＲＴ １ ８５

ｐＨＫ
－ＧＦＰＲ６Ｋ ｏｒｉ

，
ＨＫ０２２ ａｔｔＰ

，
Ｋａｎ

Ｒ
，
ＦＲＴ

， ｇ／
Ｐ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｃｆｙ

ｐＨＫ
－ＣＣＤＡＲ６Ｋ ｏｒｉ

， 
ＨＫ０２２ ａｔｔＰ

， 
Ｋａｎ

Ｒ
， 
ＦＲＴ

， 
ｃｃｄＡ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

３ ． １ ．２ 实验引物

本章节所使用 的 引物如表 ３
－

２ 所示 。

３ ５
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表 ３
－ ２ 引物

Ｎａｍｅ Ｓ ｅ
ｑ
ｕｅｎｃｅ

２ Ｉ ３
－ＲＦＰ－

１ＣＴＡＧＡＴＧＡＡＧＣＡＧＣＧＡＴＧＧＣＴＴＣＣＴＣＣＧＡＡＧＡＣＧ

２ １ ３
－ＲＦＰ －２ ＴＴＣＧＧＡＧＧＡＡＧＣＣＡＴＣＧＣＴＧＣＴＴＣＡＴＣＴＡＧＴＡＴＴＴＣＴＣＣＴＣ

２ １ ３
－ＲＦＰ－

３ＧＡＡＡＡＣＴＡＣＧＣＴＴＡＡＧＧＴＧＡＴＡＡＴＡＣＴＡＧＡＧＣＣＡＧＧＣＡＴＣ

２ １ ３
－ＲＦＰ４ＴＣＴＡＣ３ＴＡＴＴＡＴＣＡＣＣＴＴＡＡＧＣＧＴＡＧＴＴＴＴＣＧ丁ＣＧＴＴＴＧＣ

４００－ＧＦＰ－

１ＴＡＡＡＡＧＡＧＡＧＡＧＣＣＧＡＴＧＣＧＴＡＡＡＧＧＡＧＡＡＧＡＡＣＴＴＴＴＣＡＣＴ

ＧＧ

４００－ＧＦＰ－２ＴＴＣＴＣＣＴＴＴＡＣＧＣＡＴＣＧＧＣＴＣＴＣＴＣＴＴＴＴＡＴＡＧＧＴＧＴＡＡＡＣＣ

４０ ０ －ＧＦＰ－

３ＧＡＡＣＴＡＴＡＣＡＡＡＴＡＡＣＧＣＣＡＴＴＡＡＣＣＴＧＡＴＧＴＴＣＴＧＧ

４００－ＧＦＰ－４ＡＴＣＡＧＧＴＴＡＡＴＧＧＣＧＴＴＡＴＴＴＧＴＡＴＡＧＴＴＣＡＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＧＴＧ

ＲＢ Ｓ３２ －ＲＦＰＡＴＣＡＧＧＴＴＡＡＴＧＧＣＧＴＴＡＴＴＴＧＴＡＴＡＧＴＴＣＡＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＧＴＧ

ＲＢ Ｓ３ ３ －ＲＦＰＴＣＴＡＧＡＧＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＧＣＴＴＣＣＴＣＣＧＡＡＧ

ＡＣＧ

ＲＢ Ｓ ３４－ＲＦＰＴＣＴＡＧＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＡＡＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＧＣＴＴＣＣＴＣＣＧＡ

ＡＧＡＣＧ

ＲＢ Ｓ３ ５ －ＲＦ ＰＴＣＴＡＧＡＧＡＴＴＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＡＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＧＣＴＴＣＣＴＣＣＧ

ＡＡＧＡＣＧ

ＲＢ Ｓ３２ －ＧＦＰＴＣＴＡＧＡＧＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡＡＡＧＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＣＧＴＡＡＡＧＧＡＧ

ＡＡＧＡＡＣＴＴＴＴＣＡＣＴＧＧ

ＲＢＳ ３ ３ －ＧＦＰＴＣＴＡＧＡＧＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＣＧＴＡＡＡＧＧＡＧＡＡ

ＧＡＡＣＴＴＴＴＣＡＣＴＧＧ

３ ６
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续表 孓 ２ 引物

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＲＢＳ３４－ＧＦＰＴＣＴＡＧＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＡＡＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＣＧＴＡＡＡＧＧＡＧ

ＡＡＧＡＡＣＴｎＴＣＡＣＴＧＧ

ＲＢＳ３５－ＧＦＰＴＣＴＡＧＡＧＡＴＴＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＡＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＣ３ＣＧＴＡＡＡＧＧ

ＡＧＡＡＧＡＡＣＴＴＴＴＣＡＣＴＧＧ

ＲＢＳ３２－ＣｃｄＡＴＣＴＡＧＡＧＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡＡＡＧＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡｒＧＡＡＧＣＡＧＣＧＴ

ＡＴＴＡＣＡＧＴＧＡＣＡＧ

ＲＢＳ３４－ＣｃｄＡＴＣＴＡＧＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＡＡＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＡＡＧＣＡＧＣＧＴＡ

ＴＴＡＣＡＧＴＧＡＣＡＧ

ＲＢＳ３４－ＣｃｄＢＴＣＴＡＧＡＧＡＡＡＧＡＣＸｊＡＧＡＡＡＴＡＣＴＡＧＡｒＧＡＴＧＣＡＧＴＴＴＡＡＧＧ

ＴＴＴＡＣＡＣＣ

ＲＢＳ３２－

Ｊ０４ＣＡｒＣＴＡＧｍＣＴＴＴＣＣＴＧＴＧＴＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＣＴＡＧＣＡＣＡＡＴＡＣ

ＣＴＡＧＧＡＣＴＧＡＧ

ＲＢＳ３３ －

Ｊ０４ＣＡＴＣＴＡＧＴＡＧＴＣＣＴＧＴＧＴＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＣＴＡＧＣＡＣＡＡＴＡＣＣＴ

ＡＧＧＡＣ

ＲＢＳ３４－Ｊ０４ＣＡＴＣＴＡＧＴＡＩＴＴＣＴＣＣＴＣＴＴＴＣＴＣＴＡＧＡＧＣＴＡＧＣＡＣＡＡＴＡＣＣＴ

ＡＧＧＡＣＴＧＡＧ

ＲＢＳ３５－

Ｊ０４ＣＡＴＣＴＡＧＴＡｌＴＣＴＣＣＴＣＴＴＩＡＡＴＣＴＣＴＡＧＡＧＣＴＡＧＣＡＣＡＡｒＡＣ

ＣＴＡＧＧＡＣ

ＲＢＳ３２－ＰｔｒａＣＡＴＣＴＡＧＴＡＣＴＴＴＣＣＴＧＴＧＴＧＡＣＴＣＴＡＧＡＩＡＴＴＣＧＡＣＴＡＴＡＡＣ

ＡＡＡＣＣＡＩＴＴＴＣＴＴＧＣＧ

ＲＢＳ３３－ＰｔｒａＣＡＴＣＴＡＧＴＡＧＴＣＣＴＧＴＧＴＧＡＣＴＣＴＡＧＡＴＡＴＴＣＧＡＣＴＡｒＡＡＣＡＡ

ＡＣＣＡＴＴＴＴＣＴＴＧＣＧ

３ ７
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续表 ３
－ ２ 引物

ＲＢＳ３４－ＰｔｒａＣＡＴＣＴＡＧＴＡＴＴＴＣＴＣＣＴＣＴＴＴＣＴＣＴＡＧＡＴＡＴＴＣＧＡＣＴＡＴＡＡＣＡＡ

ＡＣＣＡＴＴＴＴＣＴＴＧＣＧ

ＲＢＳ３ ５ －ＰｔｒａＣＡＴＣＴＡＧＴＡＴＴＣＴＣＣＴＣＴＴＴＡＡＴＣＴＣＴＡＧＡＧＡＴＡＴＴＣＧＡＣＴＡＴＡ

ＡＣＡＡＡＣＣＡＴＴＴＴＣＴＴＧＣＧ

Ｐ Ｉａｓ
－ＲＢＳ ３ ２ＣＡＴＣＴＡＧＴＡＣＴＴＴＣＣ丁ＧＴＧ丁ＧＡＣＴＣＴＡＧＡＴＧＡＡＧＡＡＴＴＴＡＣＧＣ

ＡＡＡＴＴＴＣ

Ｐ ｌａｓ
－ＲＢ Ｓ ３ ３ ＣＡＴＣＴＡＧＴＡＧＴＣＣＴＧＴＧＴＧＡＣＴＣＴＡＧＡＴＧＡＡＧＡＡＴＴＴＡＣＧＣＡ

ＡＡＴＴＴＣ

Ｐ ｌａｓ
－ＲＢ Ｓ ３４ＣＡＴＣＴＡＧＴＡＴＴＴＣＴＣＣＴＣＴＴＴＣＴＣＴＡＧＡＴＧＡＡＧＡＡＴＴＴＡＣＧＣＡ

ＡＡＴＴＴＣ

Ｐ ｌａｓ
－ＲＢ Ｓ ３ ５ＣＡＴＣＴＡＧＴＡＴＴＣＴＣＣＴＣＴＴＴＡＡＴＣＴＣＴＡＧＡＣＴＣＴＡＧＴＧＡＡＧＡＡ

ＴＴＴＡＣＧＣ

Ｐｓａｌ
－ＲＢ Ｓ ３ ３ ＣＡＴＣＴＡＧＴＡＧＴＣＣＴＧＴＧＴＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＡＴＣＣＴＣＴＡＴＧＧＴＡＣＴ

ＣＧＴＧＡＴＧＧＣ

Ｐｓａｌ
－ＲＢＳ ３４ＣＡＴＣＴＡＧＴＡＴＴＴＣＴＣＣＴＣＴＴＴＣＴＣＴＡＧＡＧＡＴＣＣＴＣＴＡＴＧＧＴＡＣＴ

ＣＧＴＧＡＴＧＧＣ

Ｐｓａ ｌ

－ＲＢＳ３ ５ ＣＡＴＣＴＡＧＴＡＴＴＣＴＣＣＴＣＴＴＴＡＡＴＣＴＣＴＡＧＡＧＡＴＣＣＴＣＴＡＴＧＧＴＡ

ＣＴＣＧＴＧＡＴＧＧＣ

ＲＢＳ ３２－ＬａｓＲ ＴＣＴＡＧＡＧＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡＡＡＧＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＧＣＣＴＴＧＧＴＴ

ＧＡＣＧＧＴＴＴＴＣ

ＲＢＳ３ ３
－ＬａｓＲＴＣＴＡＧＡＧＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＧＣＣＴＴＧＧＴＴＧＡＣ

ＧＧＴＴＴＴＣ

ＲＢ Ｓ３４－ＬａｓＲＴＣＴＡＧＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＡＡＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＧＣＣＴＴＧＧＴＴＧ

ＡＣＧＧＴＴＴＴＣ

３ ８
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续表 ３＞ ２ 引物

ＲＢＳ３５ －ＬａｓＲＴＣＴＡＧＡＧＡＴＴＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＡＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＧＣＣＴＴＧＧＴＴ

ＧＡＣＧＧＴＴＴＴＣ

ＲＢＳ３２－ＴｒａＲＴＣＴＡＧＡＧＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡＡＡＧＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＣＡＧＣＡＣＴＧＧ

ＣＴＧＧＡＣＡＡＧ

ＲＢＳ３３－ＴｒａＲＴＣＴＡＧＡＧＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡｒＧＣＡＧＣＡＣＴＧＧＣＴ

ＧＧＡＣＡＡＧ

ＲＢＳ３４－ＴｒａＲＴＣＴＡＧＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＡＡＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＣＡＧＣＡＣＴＧＧＣ

ＴＧＧＡＣＡＡＧ

ＲＢＳ３５－ＴｒａＲＴＣＴＡＧＡＧＡＴＴＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＡＩＡＣＴＡＧＡｒＧＡＴＧＣＡＧＣＡＣＴＧ

ＧＣＴＧＧＡＣＡＡＧ

ＲＢＳ３３－ｎａｈＲ ＴＣＴＡＧＡＧＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＧＡＡＣＴＧＣＧＴＧＡｒ

ＣＴＧＧＡＴＣ

ＲＢＳ３４？ｎａｈＲ ＴＣＴＡＧＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＡＡＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＧＡＡＣＴＧＣＧＴＧ

ＡＴＣＴＧＧＡＴＣＴＧ

ＲＢＳ３５ －ｎａｈＲＴＣＴＡＧＡＧＡｎＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＡＴＡＣＴＡＧＡＴＧＡＴＧＧＡＡＣＴＧＣＧ

ＴＧＡＴＣＴＧＧＡＴＣ

ＣｃｄＡ－

１ ＧＴＡＩＴＣＴＣＣＴＣＴＴｒＡＡｒＣＴＣＴＡＧＡＧＣＴＡＧＣＡＣＴＧＴＡＣＣＴＡＧＧＡ

ＣＴＧＡＧＣＴＡＣ５ＣＣＧＡＧＡＧＣＡＧＣＧＡＣＴＧＡＧＧＴＧＡＴＣＴＴＧ

ＣｃｄＡ－２ＡＣＡＧＴＧＣＴＡＧＣＴＣＴＡＧＡＧＡｎＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＡＴＡＣＴＡＧＡＴＧ

ＡｒＧＡＡＧＣＡＧＣＧＴＡＴＩＡＣＡＧＴＧＡＣＡＧ

ＣｃｄＡ－３ＧＡＧＡＧＴＣＡＴＴＡＣＣＣＣＴＣＡＣＣＡＧＴＣＣＣＴＧＴＴＣＴＣＧＴＣＡＧＣ

ＣｃｄＡ－４ＡＡＣＡＧＧＧＡＣＴＧＧＴＧＡＧＧＧＧＴＡＡＴＧＡＣＴＣＴＣＴＡＧＣＴＴＧＡＧＧ

３ ．１ ．３ 培养基

同２ ． １ ． ３

３ ９
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３ ． １ ．４ 相关试剂和缓冲液

同２ ． １ ．４

３ ． １ ． ５ 常用生化试剂

同２ ． １ ． ５

３ ． １ ．６ 常用试剂盒

同２ ． １ ． ６

３ ． １ ．７ 仪器与设备

同２ ． １ ． ７

３ ．２ 实验方法

３ ．２ ． １ 大肠杆菌基因组的定点整合

１ ） 首先构建整合质粒 ， 将需要整合到基因组上的 目 的基因片段构建到带有

Ｒ６Ｋ 复制子 、 ＨＫ０２２ ｆｌ？ｐ 、 ＦＬＰ 识别位点和抗性筛选标记的质粒骨架上 。

２ ） 将温敏型质粒 ｐＡＨ６９ 电转化到需 目 标菌株中 ， 涂布到添加氨苄青霉素的

平板上 ， 在 ３ ０
°

Ｃ培养箱中培养 。

３ ） 挑取上
一

步平板上长 出 的单菌落 ， 接种至 ５ ｍＬ ＬＢ 液体培养基中培养 １ ２

ｈ 。 将培养 １ ２ｈ 后的菌液按 １％的接种量转接至 ＳＯＢ 培养基中继续培养 ， 当 ＯＤ ６００

为 ０ ． ４ 左右时 ， 将培养温度升高至 ３ ７
°

Ｃ ， 诱导重组酶的表达 。 培养至 ０Ｄ ６ ＱＱ 为 ０ ． ６

左右时 ， 将其制备成电转感受态 ， 随后将第
一

步构建的整合质粒 电转化到该感受

态细胞中 。 恢复培养时 ， 先在 ３ ７
°

（：下培养 ３ 〇 １１１ 丨 １１ ， 再升高至 ４２
°
（：培养 ６０ 〇１ 丨 １１ 。

最终涂布在含相应抗生素的固体培养基 中 ， 放置于 ３ ７
°

Ｃ培养箱 中培养 。

．

４ ） 挑取上
一

步的单菌落进行菌落 ＰＣＲ 验证 ， 筛选出 正确的重组子 。

５ ） 将温敏质粒 ｐ
ＣＰ２０ 电转化到上

一

步筛选得到 的正确 的重组菌株中 ， 用来

去除抗性筛选标记 。 随后挑取成功的转化子于 ４２
°

Ｃ条件下培养 ， 转接二至三代 ，

以温敏质粒 ｐＣ Ｐ２ ０ 的去除 。

６ ） 培养后 的 菌液涂布到无抗固体培养基平板上 ， 分离单菌落 ， 然后将菌落

依次在卡那霉素 （ 筛选标记 ） 、 氨苄青霉素 （ ｐＣＰ２０ 抗性 ） 和无抗固体培养基平

板上划线扩増 。 其 中在无抗性固体培养基平板上生长在其他抗性平板上不生长的

的菌株是成功去除温敏质粒 ｐＣＰ２０ 以及抗性筛选标记的重组菌株 。

４ ０
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３ ．２ ．２ 表达 基因质粒的构建

在构建表达 基因 的质粒时 ， 扩增 目 的片段 ， 随后片段回收 ， 组装后 ，

将菌株 ＴＯＰ １ ０ －ＣＣＤＡ 制成感受态 ， 进行化转 。

原理 ： 菌株 ＴＯＰ １ ０ －ＣＣＤＡ 中表达解毒蛋 白 Ｃ ｃ ｄＡ ， 可 以 中和构建质粒上毒性

蛋 白 Ｃ ｃｄＢ 的毒性 。

３ ．２ ．３ 关键基因表达强度的调整

同２ ＿ ２ ＿ ３

３ ．２ ．４ 共培养的表征与分析

在含有相应抗生素的 ５ｍＬＬＢ 培养基中转接需要进行共培养表征的单克隆

菌株 ， 在 ３ ７
°

Ｃ的摇床中 ２２０ｒｐｍ 培养 １ ２ ｈ 。 将培养 １ ２ ｈ 后 的种子 以 ２％接种量 ，

按照
一

定的菌株比进行接种 。 转接至 ７００ｎＬ 的含有相应抗性的 ＬＢ 液体培养基

中 。 如果需要添加诱导剂 ， 则在培养基中加入相应的诱导剂组合 。 将接种后 的 ４８

孔板缓慢放到深孔板震荡培养仪 中 ， 在 ３ ７
°

Ｃ下 ５ ００ ｉｐｍ 连续培养 。 培养
一

定时间

后 ， 取 出部分菌液 ， 用清水将其清洗三次 ， 再将 ＯＤ ６〇 ｇ 稀释至 ０ ． ８ 以下 ， 用酶标

仪测量 ＯＤ ｓ ｏ ｏ 、 红色荧光 （激发光 ５ ９０ ｎｍ ， 发射光 ６４ ５ｎｍ ） 。

３ ．３ 实验结果与讨论

３ ＿３ ． １ 合成生态系统的设计

我们选择第二章和第三章 中应用 的 Ｌａｓ 、 Ｔｒａ
＊

、 Ｓ ａ ｌ 系统作为通讯模块 ， 效

应模块选择毒素 －抗毒素系统 。 通过添加不 同 的诱导剂来诱导群体感应系统表达 ，

操纵子编码的 Ｃ ｃｄＡ－ＣｃｄＢ 毒素抗毒素系统执行命令 。 ｃｏ／ 系统中包含两个基

因 ， 即 和 ｃｃｄ５ 。 其中 编码的 Ｃ ｃｄＢ 是
一

种毒素蛋 白 ， 它是
一

种 ＤＮＡ

促旋酶抑制剂 ， 与 ＤＮＡ 促旋酶和断裂的双链 ＤＮＡ 复合物结合 ， 使 ＤＮＡ 促旋

酶失效并最终导致细胞死亡 。 编码的 Ｃ ｃｄＡ 蛋 白是
一

种解毒蛋 白 ， 保护细胞

免受 Ｃ ｃｄＢ 的毒性 。 我们设计 了三菌株的竞争生态系统 ， 竞争关系 的建立是通过

通讯模块和效应模块共 同完成的 。 图 ３
－

１ 为系统的设计 。

４ １
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图 ３
－ １ 三菌株生态系统

ａ ： 系统的模式图
；

ｂ ： 系统菌株的设计 。

该生态系统 由 Ｃ０ １ 、 Ｃ０２ 、 Ｃ０３ 三株菌构成 ， 我们在 Ｃ ０ １ 、 Ｃ ０２ 、 Ｃ ０３ 菌株的

基因组上整合 了 吩 报告基因 ， 以便于后续的分析与检测 。 在 Ｃ ０ １ 菌株中 ， 表达

Ｔｒａ
＊系统的受体蛋 白 ＴｒａＲ

（
Ｗ

）
和 Ｌ ａ ｓ 系统的受体蛋 白 ＬａｓＲ ， 以 Ｐ

ｔｒａ
＊启动子控制

Ｃ ｃｄＡ 表达 ， 以 Ｐ
ｉ ａｓ 启动子控制 Ｃ ｃ ｄＢ 表达 ； 在 Ｃ ０２ 菌株中 ， 表达 Ｌａｓ 系统的受

体蛋 白 ＬａｓＲ 和 Ｓａ ｌ 系统的受体蛋 白 ＮａｈＲ ， 以 Ｐ
ｌ ａｓ 启动子控制 Ｃ ｃｄＡ 表达 ， 以 Ｐ ｓ ａ ｉ

启动子控制 ＣｃｄＢ 表达 ； 在 Ｃ ０３ 菌株中 ， 表达 Ｓａ ｌ 系统的受体蛋 白 ＮａｈＲ 和 Ｔｒａ
＊

系统的受体蛋 白 ＴｒａＲ
（
Ｗ

）
， 以 Ｐ Ｓ ａ ｉ 启动子控制 Ｃ ｃ ｄＡ 表达 ， 以 Ｐ

ｔｒａ
＊启动子控制 ＣｃｄＢ

表达 （ 图 ３
－

１
－ｂ ） 。

在该生态系统中 ， 加入小分子诱导剂 ３０Ｃ ６Ｈ ＳＬ ， 诱导 Ｃ ０ １ 菌株表达解毒蛋

白 ＣｃｄＡ 从而促进生长 ， 诱导 Ｃ０３ 菌株表达毒素蛋 白 ＣｃｄＢ 从而抑制生长 ； 加入

小分子诱导剂 ３０Ｃ １ ２ＨＳＬ ， 诱导 Ｃ ０２ 菌株表达解毒蛋 白 Ｃ ｃｄＡ 从而促进生长 ， 诱

导 Ｃ ０ １ 菌株表达毒素蛋 白 Ｃ ｃｄＢ 从而抑制生长 ； 加入小分子诱导剂 ｓａ ｌ ， 诱导 Ｃ０ ３

菌株表达解毒蛋 白 ＣｃｄＡ 从而促进生长 ， 诱导 Ｃ ０２ 菌株表达毒素蛋 白 Ｃ ｃｄＢ 从而

抑制生长 （ 图 ３ －

１
－

ａ ） 。

３ ． ３ ． ２ 合成生态系统的初步表征

根据上述生态系统的设计 ， 我们构建 了菌株 Ｃ ０ １ 、 Ｃ０２ 、 Ｃ ０ ３ ， 通过加入不 同

的诱导剂并检测报告蛋 白红色荧光的强度来确认菌株生长状态的变化 。

４２
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图 ３ － ２ 单菌株的初步表征

ａ ： 单菌株促进生长的初步表征 ；
ｂ ： 单菌株抑制生长的初步表征 ； ｃ ： 单菌株改造后 的

ＲＦＰ 表征 ；
ｄ ： 单菌株改造后 的 ＧＦＰ 表征 。

依据该系统的设计 ， 预期结果如下所述 。 加入小分子诱导剂 ３０Ｃ ６Ｈ ＳＬ ， 促

进 Ｃ０ １ 菌株生长 ， 荧光变强 ， 抑制 Ｃ ０ ３ 菌株生长 ， 荧光变弱 ； 加入小分子诱导

剂 ３０Ｃ １ ２ＨＳＬ ， 促进 Ｃ ０２ 菌株生长 ， 荧光变强 ， 抑制 Ｃ ０ １ 菌株生长 ， 荧光变弱 ；

加入小分子诱导剂 ｓａ ｌ ， 促进 Ｃ ０ ３ 菌株生长 ， 荧光变强 ， 抑制 Ｃ ０２ 菌株生长 ， 荧

光变弱 。 但是实验结果表明 ， 三株菌的生长状态都没有明显的变化 （ 图 ３
－２ ） 。

造成这
一

现象的原因可能是 ：

一

、 菌株本身 的 Ｃ ｃｄＡ 泄露较高 ， 完全中 和 了Ｃ ｃｄＢ

的毒性 ；
二 、 群体感应系统 自 身不工作 。

４ ３
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图 ３ －

３ 三菌株中 ＱＳ 系统的验证

为 了探宄单菌株生长状态不发生改变的原因 ， 我们将菌株 Ｃ ０ １ 、 Ｃ０２ 、 Ｃ ０３ 中

的 Ｃ ｃｄＡ 都更换为 ＲＦＰ ， Ｃ ｃ ｄＢ 都更换为 ＧＦＰ ， 得到菌株 Ｃ ０ １ ＲＧ 、 Ｃ０２ＲＧ 和 Ｃ０ ３ＲＧ

（ 图 ３
－

３ ） 。 随后 ， 分别在不添加诱导剂 ， 向 Ｃ ０ １ ＲＧ 添加信号分子 ３０Ｃ ６Ｈ ＳＬ 或

３０Ｃ １ ２ＨＳＬ ， 向 Ｃ ０２ＲＧ 添加信号分子 ３０Ｃ １ ２ＨＳＬ 或 ｓａ ｌ ， 向 Ｃ ０３ＲＧ 添加信号分

子 ３０Ｃ ６ＨＳＬ 或 ｓａ ｌ 这三种情况下进行单菌株的表征并检测荧光 。 如果菌株生长

状态不受诱导是因为 Ｃ ｃｄＡ／Ｃ ｃｄＢ 的泄露表达 引 起的 ， 则更换为报告基因后的菌

株在加入诱导剂后荧光强度会有所变化 ； 如果菌株的生长状态不受诱导是因为群

体感应系统不工作 引起的 ， 则更换为报告基因后的菌株加入诱导剂后荧光强度不

会发生变化 。

表征结果显示 ， 在加入不 同 的诱导剂后 ， Ｃ ０ １ ＲＧ 、 Ｃ ０２ＲＧ 、 Ｃ ０ ３ＲＧ 的荧光

表达并没有明显 的变化 （ 图 ３
－２ ） 。 这表明 Ｃ ０ １ 、 Ｃ ０２ 、 Ｃ ０ ３ 在添加诱导剂后 ， 三

株菌的生长状态都无明显的变化是 由于群体感应系统不工作 引起的 。

３ ．３ ．３ 优化合成生态系统中关键基因的表达

明 确 菌株 的 生 长状态 不 受诱 导 的 原 因 后 ， 我们 尝 试 对系 统 中 关键基 因

／似／？ 、 她 、 你 ） 的表达强度进行优化 。 具体优化方案如 图 ３
－

４所示 。我们从 ｉＧＥＭ 元件库中选择 了 五种不同强度的 ＲＢ Ｓ ， 分别为 ＢＢ ａ
＿

Ｂ ００ ３ ０ 、

ＢＢａ
＿

Ｂ ０ ０３ ２ 、 ＢＢａ
＿

Ｂ ００ ３ ３ 、 ＢＢ ａ
＿

Ｂ ００３４ 、 ＢＢ ａ
＿

Ｂ ００３ ５ ， 并分别 以ＲＢ Ｓ ３ ０ 、 ＲＢ Ｓ ３ ２ 、

ＲＢ Ｓ ３ ３ 、 ＲＢ Ｓ ３ ４ 、 ＲＢ Ｓ ３ ５ 表示 。 用上述不同 的 ＲＢ Ｓ 调控关键基因 的表达强度 ，

然后对其进行组合并表征 ， 期望筛选到正常工作并且泄漏表达较低的群感系统 。

４４
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图 ３
－ ４ 菌株的改造方案

首先我们对 Ｃ ０ １ ＲＧ 进行改造 ， 在 Ｔｒａ
＊

Ｑ Ｓ 系统的改造中构建 了２４ 个菌株 ，

在 Ｌａｓ ＱＳ 系统的改造中构建 了１ ３ 个菌株 。 在对 Ｔｒａ
＊系统的改造中 ， 当 ＴｒａＲ

（
Ｗ

）

的 ＲＢ Ｓ 为 ＲＢ Ｓ ３４ ， ＲＦＰ 的 ＲＢ Ｓ 为 ＲＢ Ｓ ３２ 时 ， 我们将其简写为 Ｃ ０ １ Ｒ －

３ ４
－

３ ２ 。 结

果表明 ， 在ＣＯ Ｉ Ｒ－

３４－３２ 、 ＣＯ ＩＲ －

３ ５
－

３２ 、 ＣＯ Ｉ Ｒ－３４ －

３ ３ 、 Ｃ０ １ Ｒ－３ ５
－３ ３中 ， 系统正常

工作 ， 但 Ｃ Ｏ Ｉ Ｒ －

３ ４
－

３ ３ 、 Ｃ ０ １ Ｒ －

３ ５
－

３ ３ 的本底泄露水平较高 。 在 Ｌａｓ 系统的改造中 ，

Ｃ ０ １ Ｇ －

３ ０ －

３４ 中 的系统正常工作且本底泄露低 （ 图 ３
－

５ ） 。 最后 ， 我们将 Ｃ ０ １ ＲＧ 中

的ＲＦＰ／ＧＦＰ又更换为Ｃ ｃｄＡ／Ｃ ｃｄＢ ， 构建菌株 （： ０ １
－０ １ 、 （： ０ １

－０２ 。 ０） １

－０ １中ＴｒａＲ
（
Ｗ

）

的ＲＢ Ｓ为ＲＢ Ｓ ３ ５ ， Ｃ ｃｄＡ的ＲＢ Ｓ为ＲＢ Ｓ ３ ２ ， ＬａｓＲ的ＲＢ Ｓ为ＲＢ Ｓ ３ ０ ， Ｃｃ ｄＢ的

ＲＢ Ｓ为ＲＢ Ｓ３４ 。 Ｃ ０ １
－０２中ＴｒａＲ

（
Ｗ

）的ＲＢ Ｓ为ＲＢ Ｓ ３４ ， Ｃ ｃｄＡ的ＲＢ Ｓ为ＲＢ Ｓ ３ ２ ，

Ｌａ ｓＲ的ＲＢ Ｓ为ＲＢ Ｓ ３ ０ ，Ｃ ｃ ｄＢ的ＲＢ Ｓ为ＲＢ Ｓ３ ４ 。

４ ５
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图 ３
－

５ 改造后的菌株 Ｃ０ １ ＲＧ 表征

ａ ： 改造后 Ｔｒａ
＊系统的诱导倍数 ；

ｂ ： 改造后 Ｔｒａ
＊系统的本底泄露 ；

ｃ ： 改造后 Ｌａｓ 系统的

诱导倍数 ；
ｄ ： 改造后 Ｌａｓ 系统的本底泄露 。 横坐标对应的数字代表转录因子的核糖体结合

位点 ， 纵坐标对应的数字为报告基因的核糖体结合位点 。

其次我们对 Ｃ ０２ＲＧ 进行改造 ， 在 Ｌａｓ 系统的改造中构建 了２３ 个菌株 ， 在

Ｓ ａ ｌ 系统的改造中构建了３ 个菌株对其进行表征 ， 根据 Ｃ ０ １ ＲＧ 的命名规律对改

造后的Ｃ０２ＲＧ进行命名 。 结果表明 ， Ｃ ０２Ｒ －

３ ０ －

３ ４ 、 Ｃ ０２Ｒ －

３ ２ －

３ ４ 、 Ｃ ０２Ｒ －

３ ３
－

３ ４ 、

Ｃ ０２Ｒ －

３４ －

３ ４ 、 Ｃ ０２Ｒ －

３ ５
－

３４ 中 Ｌａ ｓ 系统正常工作 ， 但本底泄露水平整体都较高 ， 选

择诱导倍数较低和较高的三株菌 Ｃ０２Ｒ－

３ ０ －

３ ４ 、 Ｃ ０２Ｒ －

３ ３
－

３４ 、 Ｃ ０２Ｒ－

３ ５
－

３ ４ 进行后

续实验 。 在 Ｓ ａ ｌ 系统的改造 ， Ｃ ０２Ｇ －

３ ０ －

３４ 和 Ｃ ０２Ｇ －３ ０ －

３ ５ 符合预期 （ 图 ３ －６ ） 。 最

后 ， 我们将 Ｃ ０２ＲＧ 中 的 Ｒ ＦＰ／ＧＦＰ 又更换为 ＣｃｄＡ／Ｃ ｃｄＢ ， 理论上经过组合 ， 可以

构建九株菌 ， 但是在构建过程中部分菌株生长不佳 ， 舍弃 。 最后构建菌株 ＜：０２ －

０ １ 、 Ｃ ０２ －０２ 、 Ｃ ０２ －０ ３ 、 Ｃ ０２
－０４ 。 Ｃ ０２ －０ １中ＬａｓＲ的ＲＢ Ｓ为３ ０ ，Ｃ ｃｄＡ的ＲＢ Ｓ为

３ ４ ，Ｎ ａｈＲ的ＲＢ Ｓ为３ ０ ，Ｃ ｃｄＢ的ＲＢ Ｓ为３４ 。 Ｃ ０２ －０２中ＬａｓＲ的ＲＢ Ｓ为３ ３ ，

ＣｃｄＡ的ＲＢ Ｓ为３ ４ ， Ｎ ａｈＲ的ＲＢ Ｓ为３ ０ ， Ｃ ｃｄＢ的ＲＢ Ｓ为３ ４ 。 Ｃ ０２ －

０ ３中ＬａｓＲ

的ＲＢ Ｓ为３ ３ ， Ｃ ｃｄＡ的ＲＢ Ｓ为３ ４ ，Ｎ ａｈＲ的ＲＢ Ｓ为３ ０ ，ＣｃｄＢ的ＲＢ Ｓ为３ ５ 。

Ｃ ０２
－

０４中Ｌ ａ ｓＲ的ＲＢ Ｓ为３ ５ ，Ｃ ｃｄＡ的ＲＢ Ｓ为３４ ，Ｎ ａｈＲ的ＲＢ Ｓ为３ ０ ， Ｃ ｃｄＢ

的 ＲＢ Ｓ 为 ３４ 。

４ ６
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图 ３
－ ６ 改造后 的菌株 Ｃ０２ＲＧ 表征

ａ ： 改造后 Ｌａｓ 系统的诱导倍数 ；
ｂ ： 改造后 Ｌａｓ 系统的本底泄露 ； ｃ ： 改造后 Ｓ ａ ｌ 系统的

诱导倍数 ；
ｄ ： 改造后 Ｓ ａ 丨 系统的本底泄露 。 横坐标对应的数字代表转录因子的核糖体结合位

点 ， 纵坐标对应的数字为报告基因 的核糖体结合位点 。

最后我们对 Ｃ ０ ３ＲＧ 进行改造 ， 在 Ｓａ ｌ 系统的改造中构建 了３ 个菌株 ， 在 Ｔｒａ
＊

系统的改造中构建 了４ 个菌株对其进行表征 。 根据 Ｃ ０ １ ＲＧ 的命名规律对改造后

的 Ｃ ０ ３ ＲＧ 命名 。 在 Ｓ ａ ｌ 系统的改造中 ， Ｃ ３Ｒ －

３ ０
－

３ ４ 、 Ｃ ０ ３Ｒ －

３ ０ －

３ ５ 中 的 Ｓａ ｌ 系统正

常工作 ， 但 Ｃ ０ ３Ｒ －

３ ０ －

３ ５ 本底泄露水平较高 。 在 Ｔｒａ
＊系统的改造中 ， Ｃ ０３Ｇ －

３ ０ －

３４

和 Ｃ ０３Ｇ －

３ ０
－

３ ５ 符合预期 （ 图 ３
－

７ ） 。 最后 ， 我们将 Ｃ ０ ３ＲＧ 中 的 ＲＦＰ ／ＧＦＰ 又更换

为 Ｃ ｃｄＡ／Ｃ ｃｄＢ ， 理论上经过组合 ， 可以构建两株菌 ， 但是在构建过程中有
一

株菌

生长不佳 ， 舍弃 。 最后构建菌株 Ｃ ０ ３ －０ １ 。 Ｃ ０３
－０ １ 中 ＮａｈＲ 的 ＲＢ Ｓ 为 ＲＢ Ｓ ３ ０ ，

Ｃ ｃｄＡ的ＲＢ Ｓ为ＲＢ Ｓ ３ ４ ， ＴｒａＲ
（
Ｗ

）的ＲＢ Ｓ为ＲＢ Ｓ ３ ０ ，Ｃ ｃ ｄＢ的ＲＢ Ｓ为ＲＢ Ｓ ３ ４ 。

综上所述 ， 在进行优化之后 ， 我们得到 了表征 良好的单菌株 ０） １
－

０ １ 、 ０） １
－

０２ 、 Ｃ ０２ －０ １ 、 Ｃ ０２ －０２ 、 Ｃ ０２
－０ ３ 、 Ｃ ０２－０４ 、 Ｃ ０ ３ －０ １ ， 作为后续合成系统构建的菌株

候选 。

４ ７
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图 ３
－ ７ 改造后的菌株 Ｃ０３ＲＧ 表征

ａ ： 改造后 Ｓ ａ ｌ 系统的诱导倍数 ；
ｂ ： 改造后 Ｓ ａ ｌ 系统的本底泄露 ； ｃ ．

？

改造后 Ｔｒａ
＊系统的

诱导倍数 ；
ｄ ： 改造后 Ｔｒａ

＊系统的本底泄露 。 横坐标对应的数字代表转录因子的核糖体结合

位点 ， 纵坐标对应的数字为报告基因 的核糖体结合位点 。

３ ．３ ．４ 合成生态系统的构建和表征

在三株菌共培养时 ， 选择用菌株基因组上稳定表达的报告基因 的荧光值来反

映生长 ， 但是在用酶标仪检测荧光时 ， 荧光不同误差也会不同 ， 例如红色荧光的

强弱和菌体生长无关 ， 而绿色荧光受生长影响较大 。 为 了减少误差 ， 我们选用单

色荧光来表示三株菌各 自 的生长状态 。 每组实验有三个对照 ， 每个对照组仅有
一

个菌株基因组表达 ＲＦＰ ， 其他两个菌株不表达 ＲＦＰ ， 因为 ＲＦＰ 的荧光值几乎不

受 ＯＤ ６ ＧＧ 的影响 ， 所 以每个对照组的荧光强度代表不 同 的菌株在生态系统 中 的生

长状态 。

我们对上述菌株进行组合 ， 进行共培养的表征 ， 其中 Ｃ ０ １
－０２ 、 Ｃ ０２ －０２ 和 Ｃ ０ ３ －

０ １ 在共培养过程中 的生长状态相差不大 。

我们尝试添加不同的诱导剂组合来表征合成生态系统的种群变化 。 在不添加

任何诱导剂时 ， Ｃ ０ １
－０２ 是优势 菌株 ， Ｃ ０ ３ －０ １ 生长缓慢 。 加入诱导剂组合 １

（ ３０Ｃ １ ２Ｈ ＳＬ＋３０Ｃ ６Ｈ ＳＬ ） ，３０Ｃ １ ２ＨＳ Ｌ会促进Ｃ ０２ －０２生长 ， 抑制Ｃ０ １
－０２生长 ，

３０Ｃ６Ｈ ＳＬ 会促进 Ｃ ０ １
－０２ 生长抑制 Ｃ ０３

－０ １ 生长 ； 在这个组合中 ， Ｃ ０ １
－０２ 生长受

３０Ｃ 丨 ２ＨＳＬ 抑制 ３０Ｃ ６Ｈ ＳＬ 促进 ， 但 ３０Ｃ １ ２Ｈ ＳＬ 的抑制更明显 ， Ｃ ０２ －０２ 的生长

受 ３０Ｃ １ ２Ｈ ＳＬ 的影响促进 ， Ｃ ０３ －０ １ 受 ３０Ｃ ６ＨＳＬ 诱导抑制 ， 最终 Ｃ ０２ －０２ 是优势

菌株 。 加入诱导剂组合 ２（ ３０Ｃ １ ２Ｈ ＳＬ＋ｓａ ｌ ） ， ３０Ｃ １ ２ＨＳＬ 会促进 Ｃ ０２ －０２ 生长抑

制 Ｃ ０ １
－０２ 生长 ， ｓ ａ ｌ 会促进 Ｃ ０ ３ －０ １ 生长抑制 Ｃ ０２ －０２ 生长 ； 在这个组合 中 ， Ｃ０ １

－

０２ 生长受 ３０Ｃ １ ２Ｈ ＳＬ 抑制 ， Ｃ ０２ －０２ 的生长既受 ｓａ ｌ 的诱导抑制又受 ３０Ｃ １ ２Ｈ ＳＬ

的影响促进 ， 但 ｓａ 丨 的抑制更加 明显 ， 导致 Ｃ ０２ －０２ 最终生长缓慢 ， Ｃ０３ － ０ １ 受 ｓａ ｌ

诱导促进生长 ， 最终 Ｃ ０３ －０ １ 是优势菌株 。 加入诱导剂组合 ３（ ３０Ｃ ６ＨＳＬ＋ｓａ ｌ ） ，

４ ８
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３０Ｃ ６Ｈ ＳＬ 会促进 Ｃ ０ １
－０２ 生长抑制 Ｃ ０ ３

－

０ １ 生长 ， ｓａ ｌ 会促进 Ｃ ０ ３
－

０ １ 生长抑制

Ｃ ０２ －０２ 生长 ； 在这个组合中 ， Ｃ ０ １
－０２ 受 ３０Ｃ６ＨＳＬ 诱导促进生长 ， Ｃ ０２

－０２ 的生

长受 ｓ ａ 丨 抑制 ， 生长缓慢 ， Ｃ ０３ －０ １ 的生长既受 ３０Ｃ ６Ｈ ＳＬ 的诱导抑制又受 ｓａ ｌ 的

影响促进 ， 但 ３０Ｃ ６Ｈ ＳＬ 的抑制更加 明显 ， 生长缓慢 ， 最终 Ｃ ０ １
－０２ 是优势菌株

（ 图 ３
－ ８ ） 。 经过多次重复 ， 生态系统中优势菌株的转变仍然是相 同 的 ， 表明 系

统在这种生长环境下很稳定 。

９００
－

ＣＲ ０ １
－

２

■■ＣＲ ０ ２ － ２

ＣＲ ０３
－

１

６°

｜ ｜Ｉ

１

１

ｉｈｆＳ Ｓ Ｉ Ｉ ａＩ ｉ ｊ ｉ Ｉ ｉｊ １ｆ

＂ ３

 １

； ｉ ｆ

Ｏ ｈ 不添加 １ ４ ｈ 不添加１ ４ｈ 组合 １ １ ４ ｈ
－组合 ２ １ ４ ｈ

－组合 ３

图 ３
－

８ 优势种雛化的共培养表征

３ ． ４ 本章小结

本章构建了
一

个三菌株人工合成生态系统 。该系统中 的通讯模块为 ＬａＳ 、 Ｔｒａ
＊

和 Ｓ ａ ｌ 群体感应系统 ， 效应模块选择 ｃｏ／毒素系统 。 首先构建 出三株菌分别进行

表征 ， 但是结果显示菌株生长不受调控 ， 经过分析和设计实验验证后 ， 证明原因

是群体感应系统不工作 。 接下来 ， 我们对每株菌 中 的两个系统分别进行改造 ， 优

化关键基因 （＿价的 、 ｔｏｉ？ 、 ＿ 、 你 ） 的表达强度 ， 成功筛选到 了 系统

可以正常工作并且本底泄露低的单个菌株 。

在进行合成生态系统的构建和表征过程中 ， Ｃ ０ １
－０２ 、 Ｃ ０２

－０２ 和 Ｃ ０３
－０ １ 三株

菌能够稳定共存并且生长状态相差不大 。 在后续试验中 ， 我们通过加入不同 的诱

导剂组合 ， 成功实现 了合成生态系统 中优势菌株的转变 。 我们使用信号分子作为

基本的环境因素 ， 初步构建 了
一

个微生物合成生态系统 ， 演示 了外部因素如何影

响优势种群的转变 。 这个有趣的现象可能有助于阐 明 自 然界中优势物种 的转变 。

４ ９
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同时 ， 在代谢工程中 ， 生产途径越复杂菌株代谢压力越大 。 该生态系统还可 以应

用 到生产 中 ， 将生产途径分为多个模块 ， 构建到不同 的菌株中 ， 减少生产菌株的

代谢压力 ， 同时通过添加不同 的诱导剂 ， 将生产菌株转换为优势菌 。

５ ０
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第四章 三层动态调控系统的构建及应用

在微生物 中 引 入外源代谢途径在
一

定程度上会与宿主正常代谢争夺有限的

细胞资源 ， 导致生长压力 。 另 外 ， 外源基因 的过早表达可能会导致细胞毒性从进

而影响细胞生长 。 基于群体感应的动态调控可 以重新分配细胞资源 ， 平衡细胞生

长与代谢产物生产之间 的矛盾 ， 是代谢工程中缓解代谢负担的有效手段 。

前体物的积累可 以在
一

定程度上提高产物产量 。 而前体物的积累主要有两个

方面 ：

一

、 过表达基因 ， 二 、 通过敲除相关的基因来阻止其进入别 的代谢途径 。

必需基因 的敲除可能会使菌株转变为营养缺陷型菌株 ， 生长变差甚至不生长 ， 通

过额外添加菌株所缺乏的营养物质能够恢复生长 ， 但是增加 了生产成本 。 结合动

态调控元件利用人工反式编码小 ＲＮＡ 去动态抑制基因表达是解决上述 问题的有

效方案 。

本实验中 ， 选择上
一

部分实验应用 的正交的 Ｌａ ｓ 系统 、 Ｔｒａ
＊系统和与它们正

交的稳定期特异性启动子元件设计和构建
一

个具有表达时间差的三层调控系统 。

在该系统中 ， 首先开启 的是 Ｐ
ｉ ａｓ 启动子 ； 其次是开启 的稳定期特异性启动子 Ｐ ３ １ ；

最后开启 的是 Ｐ
ｔｒａ

＊启动子 。 然后将该系统应用 到 ３
－羟基丙酸的生产调控 中 以验证

其应用潜力 。 实验菌株在摇瓶发酵中 的 ３
－羟基丙酸的产量达到 ７ ． ０ｇ

／Ｌ ， 相 比于

采取静态调控 、 单层调控和双层调控方案的生产菌株 ， 产量分别提高 了２ ７％ 、

１ ３％ 、 ８％ 。 与现有的动态调控方案相 比 ， 该三层调控系统能够 同时解决平衡细胞

资源分配 、 特定时期调控外源基因表达和逐级累积中 间产物 以减少代谢负担的重

要 问题 ， 在代谢工程中有较大的应用潜力 。

４ ． １ 实验材料

４ ． １ ． １ 实验菌株和质粒

本章节所使用 的菌株和质粒如表 ４ －

１ 所示 。

表 车 １ 菌株和质粒

Ｓ ｔｒａ ｉｎｓ ａｎｄＰ ｌ ａｓｍ ｉｄｓＲｅ ｌ ｅｖａｎｔ ｃｈａ ｒａｃ ｔｅｒ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ Ｓｏｕｒｃ ｅ

Ｅ．ｃｏＵ ＴＯＦ Ｉ ＯＦ－

ｍｃｒＡＡ
（—ｈｓｄＲＭＳ－

ｍｃｒＢＣ）Ｖ８０ ｌａＣＺ 
Ａ

Ｍｌ ５—
＾ ｌａｃＸ７４ｎｕｐＧ ｒｅｃＡ ｌａｒａＤ １ ３９ Ａ

（ａｒａ
－

ｌｅｕ
） 

７６９ ７

ｇａｌＥ１５
ｇａｌＫ１ ６ ｒｐｓＬ

（
ＳｔｒＲ）ｅｎｄＡ ｌＸ－

５ １
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续表 丰 １ 菌株和质粒

Ｓ ｔｒａ ｉｎｓａｎｄＰ ｌ ａｓｍ ｉｄ ｓＲｅ ｌ ｅｖａｎｔ ｃｈａｒａｃ ｔｅ ｒ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃ Ｓｏｕｒｃ ｅ

Ｔｒａ
＊
０ １ Ｅ．ｃｏ ｌ ｉ ＴＯＰ  １ ０ｈａｒｂｏ ｒ ｉｎｇｐＴｒａ

＊
－

１ ０ ７ Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

Ｔｒａ
＊
０２ Ｅ ．ｃｏ ｌｉ ＴＯＰ  １ ０ｈａ ｒｂｏ ｒ ｉｎｇｐ

Ｔｒａ
＊
－

１ ０ ８ Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

Ｔ ｒａ
＊
０ ３ Ｅ

．ｃｏ ／／ ＴＯＰ Ｉ Ｏｈａｒｂｏ ｒ ｉｎｇｐ
Ｔｒａ

＊
－

１ ００ Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

Ｔｒａ
＊
０４ Ｅ．ｃｏ ｌｉ ＴＯＰ  １ ０ｈａｒｂｏ ｒ ｉｎｇｐ

Ｔｒａ
＊
－

ｌ  １ ４ Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

Ｌ ａｓＯ ｌ Ｅ ．ｃｏ ｌ ｉ ＴＯＰ  １ ０ｈａｒｂｏ ｒ ｉｎｇｐ
Ｌａｓ

－

１ ０７ Ｔｈ ｉ ｓｓｔｕｄｙ

Ｌａｓ０２ Ｅ ．ｃｏ ｌ ｉ ＴＯＰ  １ ０ｈａｒｂｏ ｒ ｉｎｇｐ
Ｌ ａｓ

－

１ ００ Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

Ｌａｓ０ ３ Ｅ．ｃｏ ｌ ｉ ＴＯＰ  １ ０ｈａｒｂｏ ｒ ｉｎｇｐ
Ｌ ａｓ

－

１ １ ４ Ｔｈ ｉｓｓ ｔｕｄｙ

Ｓ ｔｒａ ｉｎＰ －

１ ． １Ｅ．ｃｏ ｌ ｉ ＴＯＰ  １ ０ｈａｒｂｏｒ ｉｎｇｐ
Ｐ －

１ ． １ Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

Ｓ ｔｒａ ｉｎＰ －２ ． １Ｅ．ｃｏ ｌ ｉ ＴＯＰ  １ ０ｈａｒｂｏｒ ｉｎｇｐ
Ｐ －２ ． １ Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

Ｓ ｔｒａ ｉｎＰ －３ ． １Ｅ
．ｃｏ ｌ ｉ ＴＯＰ  １ ０ｈａｒｂｏ ｒ ｉｎｇｐＰ

－

３ ． １ Ｔｈ ｉ ｓ ｓ ｔｕｄｙ

Ｓ ｔｒａｉｎＧ －Ｍ ｉｃＣ２Ｅ ．ｃｏ ｌ ｉ ＴＯＰ  １ ０ｈａｒｂｏｒ ｉｎｇ ｐＧＦＰ－Ｍ ｉｃＣ２ Ｔｈ ｉ ｓ ｓ ｔｕｄｙ

Ｓ ｔｒａｉｎ  １ Ｅ ．ｃｏ ｌ ｉ ＴＯＰ  １ ０ｈａｒｂｏｒｉｎｇｐＨ
－ＡＣＣａｎｄ

ｐ
Ｌ－ＭＣＲＴｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

Ｓ ｔｒａ ｉｎ２ Ｅ．ｃｏ ｌ ｉ ＴＯＰ １ ０ｈａｒｂｏｒ ｉｎｇｐ
Ｈ－３ ． １

－ＡＣＣａｎｄ
ｐ
Ｌ －

３ ． １
－Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

ＭＣＲ

Ｓ ｔ ｒａ ｉｎ Ｂ Ｅ．ｃｏ ｌ ｉ ＴＯＰ  １ ０ｈａｒｂｏｒ ｉｎｇｐ
Ｈ－

３ ． １

－ＡＣＣ －

ｔｒａ
－ｆａｂＤＴｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

ａｎｄ
ｐ
Ｌ －

３ ． １
－ＭＣＲ

Ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ４ Ｅ．ｃｏ ｌ ｉ ＴＯ Ｐ １ ０ｈａｒｂｏ ｒ ｉｎｇｐ
Ｈ －３ ． １

－ＡＣＣａｎｄ
ｐＬ

－

３ ． １
－Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

ＭＣＲ －

ｌａｓ
－

ｇ ｌ ｔＡ

Ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ ５ Ｅ．ｃｏ ／ ／ ＴＯＰ  １ ０ｈａｒｂｏ ｒ ｉｎｇｐ
Ｈ －

３ ． １
－ＡＣＣ－

ｔｒａ
－

ｆａｂＤＴｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄ
ｙ

ａｎｄ
ｐ
Ｌ －

３ ． １

－ＭＣＲ －

ｌ ａｓ
－

ｇ
ｌ ｔＡ

ｐ
Ｔｒａ

＊
－

１ ０ ７ Ｃｍ
Ｒ

，ＢＢａ
＿

Ｊ２ ３ １ ０７ －ＲＢＳ３ ０ －ｅｓａＬＢＢａ Ｊ２ ３ １ ０４ －Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

ＲＢＳ３ ０ －

ｔｒａＲ （
Ｗ

） ， ｏｒ ｉ

ｐ
ＢＲ３２ ２

５ ２
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续表 本 １ 菌獅质粒

Ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ Ｐ ｌａｓｍｉｄｓＲｅ ｌｅｖａｎｔ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ Ｓｏｕｒｃｅ

ｐ
Ｔｒａ

＊
－

１ ０８ ＣｍＲ
， 
ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １０８－ＲＢＳ３０－ｅｓａＩ
， 
ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １ ０４－
ＴｈｉｓＳｔｕｄｙ

ＲＢＳ３０
－

ｔｒａＲ（
Ｗ
） ９ 
Ｐ

ｔｒａ
＊－Ｓ＾５ 

〇ｒｉ

ｐＢＲ３２２

ｐ
Ｔｒａ

＊
－

１ ００ ＣｍＲ
， 
ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １ ００－ＲＢＳ３０－ｅｓａ／
，
ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １ ０４－Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ＲＢＳ３０－ ｒｒａ／２
（
７＾） ，

Ｐｗ妙 ，
ｏｒｉ

ｐＢＲ３２２

ｐＴｒａ
＊
－

１ １４ Ｃｍ
Ｒ

， 
ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １ １ ４－ＲＢＳ３０－ｅ５ａ／
， 
ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １ ０４－Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ＲＢＳ３０？ｆｒａｉ？
ｆ
Ｔ＾ ，

Ｐ
ｔｒａ

＊－你 ，
〇ｒｉ

ｐ
ＢＲ３２２

ｐＬａｓ
－

１ ０７ Ａｍｐ
Ｒ

， 
ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １ ０７．ＲＢＳ３０－

Ｚ〇５／
？ 
ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １０４－Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ＲＢＳ３Ｑ￣

ｌａｓＲ
， 
Ｐ

ｉａｓ
－

ｇ＾ ，
ｏｎ

ｐ ｌ ５Ａ

ｐＬａｓ
－

１ ００ Ａｍｐ
１１

， 
ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １ ００－ＲＢＳ３０－

／ａｓ／
ｓ 
ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １ ０４－Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ＲＢＳ３０＿

Ｚａｓｉ？
，
Ｐ

ｉａｓ
？她 ，

ｏｒｉ
ｐ ｌ ５Ａ

ｐＬａｓ
＿Ｈ ４Ａｍｐ

Ｒ
， 
ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １ １４－ＲＢＳ３０－／ａｓ／
， 
ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １ ０４－Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ＲＢＳ３０－Ｚｏｓｉ？
，
Ｐｗ她 ，

ｏｒｉ
ｐ ｌ ５Ａ

ｐｐ
＿

ｊ｜ Ｃｍ
Ｒ

，
Ｐｕ

－她 ，
ｏｒｉ

ｐ ｌ ５Ａ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ｐＰ
＿２」 Ｃｍ

Ｒ
５ｏｒ ｉ

ｐ
ｌ ５Ａ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ｐｐ
＿２ｉ Ｃｍ

Ｒ
，
Ｐ３ ．  ｉ

－她 ，
ｏｒｉ

ｐ ｉ ５Ａ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ｐＧＦＰ
－Ｍ ｉｃＣ２Ｃｍ

Ｒ
ｊ 
ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １ ００－ＲＢＳ３０－＾ ， Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ｏｒｉ
ｐ
ＢＲ３２２

ｐ
ＭＣＲ Ａｍｐ

１１

， 
ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １ ０４－ＲＢＳ３０－

／ａｃｉ２
， 
Ｐ

＼ａｃ
－ｍｃＲ

＾ 
ｏｒｉＴｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ｐＢＲ３２２

ｐＨ
－ＡＣＣ Ｃｍ＾ 

ＢＢａ
＿

Ｊ２３ １ ０７－ＲＢＳ３０－ａｃＣ
， 
ｏｒｉ

ｐＢＲ３２２Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ｐ
Ｌ－ＭＣＲ ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １ ０４－ＲＢＳ３０－ｗｃｉ？
， 
ｏｒｉ

ｐ ｌ ５ＡＴｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ｐ
Ｈ－３１ －ＡＣＣＣｍ

Ｒ
，
Ｐ３ ． ｉ

－ＲＢＳ３０－ａｃＣ
， 
ｏｒｉ

ｐＢＲ３２２ Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

ｐＬ
－３１

－ＭＣＲＡｍｐ
１１

， 
Ｐｓ ． ｉ

－ＲＢＳＳＯ－ｍｃｉ？
， 
ｏｒｉ

ｐ ｌ ５Ａ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

５ ３



山 东大学硕士学位论文

续表 丰 １ 菌株和质粒

Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｓ ａｎｄＰ ｌ ａｓｍ ｉｄ ｓＲｅ ｌｅｖａｎｔ ｃｈａｒａｃ ｔｅ ｒ ｉ ｓ ｔ ｉｃ

 Ｓ ｏｕｒｃ ｅ

ｐ
Ｈ －

３ ． １
－ＡＣＣ －

ｔｒａ
－ ｆａｂＤＣｍ

Ｒ
， 
Ｐ ３ ｉ

－ＲＢＳ３ ０ －ａｃＣ
，
ＢＢａ

＿

Ｊ２３ １ ００ －ＲＢＳ ３ ０－ｅｒａ／
，Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

ＢＢ ａ
—

Ｊ ２ ３ Ｉ ０４－ＲＢ Ｓ ３ ０
－

／ｒａ所叼 ，
Ｐｔ

ｒａ
－Ｍ ｉ ｃＣ ｌ

－ｆａｂＤ
，
ｏ ｒ ｉ

ｐＢＲ３ ２ ２

ｐ
Ｌ－

３ ． ！

－ＭＣＲ －

ｌ ａ ｓ
－

ｇ ｌ ｔＡＡｍ ｐ

Ｒ
．Ｐ ３ ｉ

－ＲＢＳ ３ ０
－

／？ｃ＾ ，ＢＢａ
＿

Ｊ２３ １ ００
－ＲＢ Ｓ３ ０

－ｆｅｊ／
，Ｔｈ ｉ ｓｓ ｔｕｄｙ

ＢＢａ
＿

Ｊ ２ ３ １ ０４－ＲＢ Ｓ３ ０ －ｔｅ ｉ？
， 
Ｐ

Ｊ ａ ｓ

－Ｍ ｉ ｃＣ２ －

ｇ ｌ ｔＡ
， 
ｏｒ ｉ

ｐ
ｌ ５Ａ

４ ． １ ．２ 实验引物

本章节所使用 的 引 物如表 ４ － ２ 所示 。

表 １ ２ 引物

Ｎ ａｍｅ Ｓ ｅｑｕ
ｅｎｃｅ

１ ０７ －ＥＳＡ Ｉ
－

ｌＣＣＣＴＡＧＧＴＡＴＴＡＴＧＣＴＡＧＣＴＣＴＡＧＡＧＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡＣＴ

ＡＧＡＴＧＧＡＴＧＣＴＧＧＡＧＣＴＧＴＴＣＧＡＣＧ

１ ０７
－ＥＳＡ Ｉ

－

２ＧＴＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＣＴＡＧＣＡＴＡＡＴＡＣＣＴＡＧＧＧＣＴＧＡＧＣＴＡＧＣ

ＣＧＴＡＡＡＣＡＴＧＡＧＣＡＧＡＴＣＣＴＣＴＡＣＧＣＣ

１ ０ ８
－ＥＳＡＭＴＣＣＴＡＧＧＴＡＴＡＡＴＧＣＴＡＧＣＴＣＴＡＧＡＧＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡＣ

ＴＡＧＡＴＧＧＡＴＧＣＴＧＧＡＧＣＴＧＴＴＣＧＡＣＧ

１ ０ ８ －Ｅ ＳＡ Ｉ

－２ＴＣＣＴＡＧＧＴＡＴＡＡＴＧＣＴＡＧＣＴＣＴＡＧＡＧＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡＣ

ＴＡＧＡＴＧＧＡＴＧＣＴＧＧＡＧＣＴＧＴＴＣＧＡＣＧ

丁ｒａ
－

１ ＣＣＴＡＧＧＴＡＣＡＧＴＧＣＴＡＧＣＴＣＴＡＧＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＡＡＴＡ

ＣＴＡＧＡＴＧＧＡＴＧＣＴＧＧＡＧＣＴＧＴＴＣＧＡＣ

丁ｒａ
－２ ＴＣＴＴＴＣＴＣＴＡＧＡＧＣＴＡＧＣＡＣＴＧＴＡＣＣＴＡＧＧＡＣＴＧＡＧＣＴＡＧ

ＣＣＧＴＣＡＡＣＡＴＧＡＧＣＡＧＡＴＣＣＴＣＴＡＣＧＣＣ

５ ４
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续表 丰 ２ 引物

Ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

１ １４－ＥＳＡＩ
－

ｌＴＣＣＴＡＧＧＴＡＣＡＡＴＧＣＴＡＧＣＴＣＴＡＧＡＧＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡＣ

ＴＡＧＡＴＧＧＡＴＧＣＴＧＧＡＧＣＴＧＴＴＣＧＡＣＧ

１ １ ４－ＥＳＡＩ
－２ＧＴＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＣＴＡＧＣＡＴＴＧＴＡＣＣＴＡＧＧＡＣＴＧＡＧＣＴＡＧＣ

ＣＡＴＡＡＡＣＡＴＧＡＧＣＡＧＡＴＣＣＴＣＴＡＣＧＣＣ

１ ０７－ＬＡＳＩ
－２ＧＴＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＣＴＡＧＣＡＴＡＡＴＡＣＣＴＡＧＧＧＣＴＧＡＧＣＴＡＧＣ

ＣＧＴＡＡＡＣＡＣＧＡＡＴＴＣＧＡＡＡＴＧＴＧＣＧＣＴＴ

１ ０７－ＬＡＳＩ
－

ｌＣＣＣＴＡＧＧＴＡＴＴＡＴＧＣＴＡＧＣＴＣＴＡＧＡＧＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡＣＴ

ＡＧＡＴＧＧＡＴＧＡＴＣＧＴＡＣＡＡＡＴＴＧＧＴＣＧＧＣＧ

Ｌａｓ－ １ ＴＣＴＴＴＣＴＣＴＡＧＡＧＣＴＡＧＣＡＣＴＧＴＡＣＣＴＡＧＧＡＣＴＧＡＧＣＴＡＧ

ＣＣＧＴＣＡＡＣＡＣＧＡＡＴＴＣＧＡＡＡＴＧＴＧＣＧＣＴＴＣ

Ｌａｓ－２ ＣＣＴＡＧＧＴＡＣＡＧＴＧＣＴＡＧＣＴＣＴＡＧＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＧＡＡＡＴＡ

ＣＴＡＧＡＴＧＧＡＴＧＡｒＣＧＴＡＣＡＡＡＴＴＧＧＴＣＧＧＣＧ

１ １４－ＬＡＳＩ
－

ｌＧＴＧＡＣＴＣＴＡＧＡＧＣＴＡＧＣＡＴＴＧＴＡＣＣＴＡＧＧＡＣＴＧＡＧＣＴＡＧＣ

ＣＡＴＡＡＡＣＡＣＧＡＡＴＴＣＧＡＡＡＴＧＴＧＣＧＣＴＴＣ

１ １ ４－ＬＡＳＩ
－２ＴＣＣＴＡＧＧＴＡＣＡＡＴＧＣＴＡＧＣＴＣＴＡＧＡＧＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡＣ

ＴＡＧＡＴＧＧＡＴＧＡＴＣＧＴＡＣＡＡＡＴＴＧＧＴＣＧＣ５ＣＧ

Ｐ３－Ｆ ＣＴＣＣＣＴＴＡＴＧＣＧＡＣＴＣＣＴＧＣＡＴＴＡＧＧＡＡＡＴＧＡＣＧＧＴＣＧＧＧ

ＴＡＡＣＴＡＣＣＡＣ

Ｐ３－Ｒ ＣＴＡＧＴＡＴＴＴＣＴＣＣＴＣＴＴＴＣＴ

１ ０７－ＡＣＣ－

ｌＣＣＧＣＴＴＡＣＡＧＡＣＡＡＧＣＡＣＴＧＣＧＡＣＴＣＣＴＧＣＡＴＴＡＧ

１ ０７－ＡＣＣ－２ＧＣＡＧＧＡＧＴＣＧＣＡＧＴＧＣＴＴＧＴＣＴＧＴＡＡＧＣＧＧＡＴＧＣＣ

Ｊ０４－ＭＣＲ－

１ＣＡＣＣＴＧＡＣＧＴＣＴＡＡＧＣＡＣＧＡＡＴＴＣＧＡＡＡＴＧＴＧＣＧＣ

５ ５
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续表 丰 ２ 引物

Ｎ ａｍ ｅ Ｓ ｅｑｕ ｅｎｃｅ

Ｊ ０４ －ＭＣＲ －２ＣＡＴＴＴＣＧＡＡＴＴＣＧＴＧＣＴＴＡＧＡＣＧＴＣＡＧＧＴＧＧＣＡＣＣ

３ ． １

－ＡＣＣ－

ｌＧＡＣＡＡＧＣＴＧＴＧＡＣＣＧＧＡＣＧＧＴＣＧＧＧＴＡＡＣＴＡＣＣＡＣ

３ ． １

－ＡＣＣ －２ＡＧＴＴＡＣＣＣＧＡＣＣＧＴＣＣＧＧＴＣＡＣＡＧＣＴＴＧＴＣＴＧＴＡＡＧ

ＭＣＲ －

３ ． １

－

１ＣＡＣＣＴＧＡＣＧＴＣＴＡＡＧＧＡＡＴＴＣＧＡＡＡＴＧＴＧＣＧＣＣＧＡＣ

ＭＣＲ －

３ ． １

－２ＧＣＡＣＡＴＴＴＣＧＡＡＴＴＣＣＴＴＡＧＡＣＧＴＣＡＧＧＴＧＧＣＡＣＣ

Ｌａｓ －

ｇ ｌｔＡ －

１ＡＣＣＧＡＡＡＴＣＴＡＴＣＴＣＡＴＴＴＧＣＴＡＧＴＴＡＴＡＡＡＡＴＴＡＴＧＡＡＡＴＴＴ

ＧＣＧＴＡＡＡＴＴＣＴＴＣＡＧＧＧＴＧＡＧＴＴＴＴＧＣＴＴＴＴＧＴＡＴＣＡＧＣＣ

Ｌａｓ －

ｇ ｌ ｔＡ －２ＴＴＡＴＡＡＣＴＡＧＣＡＡＡＴＧＡＧＡＴＡＧＡＴＴＴＣＧＧＴＧＡＡＣＣＣＧＧＡＣＣ

ＣＴＴＧＣＴＡＧＧＣＴＣＧＡＡＣＴＴＡＧＡＣＧＴＣＡＧＧＴＧＧＣＡＣＣ

Ｌａ ｓ
－

ｇ
ｌｔＡ－

３ＣＴＴＴＴＣＴＣＴＴＣＴＣＡＡＧＧＣＧＴＡＴＣＡＣＧＡＧＧＣＡＧＡＡＴＴＴＣ

Ｌａｓ
－

ｇ ｌｔＡ－４ＧＣＣＴＣＧＴＧＡＴＡＣＧＣＣＴＴＧＡＧＡＡＧＡＧＡＡＡＡＧＡＡＡＡＣＣＧＣＣＧ

Ｍ ｉ ｃｃ
－ｆａｂｄ

－

３ＡＣＴＧＡＴＴＴＴＣＣＡＡＣＡＴＡＴＡＡＡＡＡＧＡＣＡＡＣＡＴＣＣＣＧＡＣＣＣＣＣ

ＴＣＡＧＧＧＴＣＧＧＧＡＴＴＴＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡＣＡＣＡＧＡＡＡ

Ｍ ｉ ｃｃ
－ ｆａｂｄ

－

２ＧＧＣＡＡＴＧＣＡＡＴＧＧＣＣＣＡＡＣＡＧＡＡＡＣＧＣＧＣＴＧＧＴＴＣＧＴＴＴＣ

ＴＡＧＧＡＴＡＡＧＧＡＴＡＴＴＣＧＡＣＴＡＴＡＡＣＡＡ

Ｔｒａ
－ ｆａｂｄ

－

３ＴＴＴＴＴＣＧＡＣＣＡＡＡＧＧＣＣＧＡＡＡＣＡＡＧＣＧＣＴＣＡＴＧＡＧ

Ｔｒａ
－

ｆａｂｄ
－４ＧＡＧＣＧＣＴＴＧＴＴＴＣＧＧＣＣＴＴＴＧＧＴＣＧＡＡＡＡＡＡＡＡＡＧＣＣＣＧ

４ ． １ ．３ 培养基

同２ ． １ ． ３

４ ． １ ．４ 相关试剂和缓冲液

同２ ． １ ． ４

５ ６
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４ ． １ ．５ 常用生化试剂

同２ ． １ ． ５

４ ．１ ．６ 常用试剂金

同２ ． １ ．６

４ ．１ ．７ 仪器与设备

同２ ． １ ．７

４ ．２ 实验方法

４ ．２ ． １ 关键基因表达酿的调整

同２ ．２ ． ３

４ ．２ ．２ 系统的表征

同２ ．２ ．５

４ ．２ ．３ 常織ｍ测手段

（ １ ）３ －轻基丙酸的摇瓶发酵

１ ） 种子活化 ： 从－８０
°
Ｃ冰箱取出菌株 ， 将少量菌液划线至相应抗性的 ＬＢ 平

板 ， ３ ７
°

Ｃ培养 １ ２ｈ 。挑取单菌落接种至含有相应抗性的 ＬＢ 液体培养基的试管中 ，

３７
°

Ｃ 、 ２２０ ｒｐｍ培养１ ２ ｈ 。

２ ） 摇瓶发酵 ： 将试管中 的种子按照 ２％的接种量转接至含有相应抗性的 ５０

ｍＬＭ９ 液体培养基的锥形瓶中 ， 添加 ２０ ｇ／Ｌ 葡萄糖 ， ８００
ｎ
Ｌ 的生物素母液 ， １ ２５

私 的 ２０％的硫酸镁母液 。 在 ３ ０
°

Ｃ ，２２０ ｒｐｍ 的条件下培养发酵 ， 每组分批发酵

均进行三个平行实验 。

（ ２ ） 分光光度计测定生长曲线

取 １ｍＬ 发酵菌液于 ＥＰ 管中 ， １ ２０００ ｒｐｍ 离心 １ｍ ｉｎ 后弃上清 ， 向菌体沉淀

中加入适量 ｄｄＨ２０ ， 吹吸混匀重悬菌体 ， 适当稀释菌体直至吸光度为 ０ ． １
－０ ． ８ 左

右 。 检测细胞在 ６００ｎｍ 波长处的吸光度 ， 并换算出细胞浓度 ， 由此绘制细胞生

长曲线 。

（ ３ ） 高效液相色谱法检测 ３
－轻基丙酸

ＨＰＬＣ 具体检测方法参照文献 『
９？

１

。

５ ７
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４ ．３ 实验结果与讨论

４ ．３ ． １ 群体感应系统的选择及设计

Ｉａｓｉ ｌａｓＲｇｆｐ

？ 

｝ ＊
Ｐ

， ａ ｓ

３０Ｃ １ ２ＨＳ Ｌ
．

＊ Ｌａ ｓＲ

Ｉ Ｉ

Ｌ ａ ｓＲ － ＨＳ Ｌ Ｃｏｍ ｐ ｌ ｅ ｘ

Ｔ ｒａＲ
（
Ｗ

）

－ Ｈ Ｓ Ｌ Ｃ ｏｍ ｐ ｌ ｅｘ

Ｉ Ｉ

３０Ｃ ６ＨＳ Ｌ９ Ｔ ｒａＲ
（
Ｗ

） ｖ

ｉ Ｇ

ｅｓａｌ
—
—

ｔｒａＲ （Ｗ）

—
＋ｇｆｐ

ｒ Ｃ Ｏ Ｎｒ
ｔ ｒａ

＊

图 ４￣ １ 群体感应系统的工作原理

经过查阅文献以及结合实验室前期工作 ， 我们选择 了正交性较好的 ＬａｓＱ Ｓ

系统和 Ｔｒａ
＊

Ｑ Ｓ 系统 。 然后在 ＬａｓＱ Ｓ 系统中 ， 以 ＡＨＬ 合成酶 Ｌａｓ Ｉ 产生的

３０Ｃ １ ２Ｈ ＳＬ 作为信号分子 ， 受体蛋 白是 Ｌａ ｓＲ ， 启动子是 Ｐ
ｌ ａｓ 。 在 Ｔｒａ

＊

Ｑ Ｓ 系统

中 ， 以 ＡＨＬ 合成酶 Ｅ ｓａ ｌ 产生的 ３０Ｃ ６Ｈ ＳＬ 作为信号分子 ， 受体蛋 白是 ＴｒａＲ 突

变体 ＴｒａＲ
（
Ｗ

）
， 启动子是经过突变的 Ｐ

ｔｒａ
＊（ 图 ４ －

１ ） 。

ＡＨＬ 合酶的表达强度会影响信号分子到达响应阈值的时间 ， 即影响群体感

应的开启 时间 。 为 了获得不 同开启时间 的 Ｔｒａ Ｑ Ｓ 系统和 Ｌａｓ Ｑ Ｓ 系统 ， 我们 以调

整 ＡＨＬ 合酶的表达强度为切入点 ， 分别用不 同强度的启动子 Ｊ２ ３ １ ０ ７ 、 Ｊ２ ３ １ ０ ８ 、

Ｊ２ ３ １ ００ 、 Ｊ２３ １ １ ４（ ｈｔｔ
ｐ ： ／／ｐａｒｔ ｓ ． ｉｇｅｍ ．ｏ ｒｇ／ ） 调控Ｅｓａｌ或Ｌａ ｓ Ｉ的表达 ， 进行群体感应

系统的筛选 。

对于 Ｔｒａ Ｑ Ｓ 系统 ， 我们用上述不同强度的组成型启动子表达 Ｅｓａ ｌ ， 组成型

表达ＴｒａＲ
（
Ｗ

）
， Ｐ

ｔ ｒａ
？诱导表达ＧＦＰ ， 构建质粒

ｐ
Ｔｒａ

＊
－

１ ０ ７ 、
ｐ
Ｔｒａ

＊
－

１ ０ ８ 、 ｐ
Ｔｒａ

＊
－

１ ００ 、

ｐＴｒａ
＊
－

１ １ ４ 。 将质粒
ｐ
Ｔｒａ

＊
－

１ ０７ 、 ｐＴｒａ
＊
－

１ ０ ８ 、
ｐ
Ｔｒａ

＊
－

１ ００ 、 ｐ
Ｔｒａ

＊
－

１ １ ４分别转入Ｚ ｃｏ ／ ／

ＴＯ Ｐ Ｉ Ｏ 中 ， 构建菌株 ＴｒａＯ ｌ 、 Ｔｒａ０２ 、 Ｔｒａ０ ３ 、 Ｔｒａ０４ 。 在 ２４ 孔板 中进行表征 ， 用酶

标仪检测绿色荧光 。 在 Ｔｒａ
＊系统的开启 时间上 ， 菌株 ＴｒａＯ ｌ 和 Ｔｒａ０４ 的开启时间

最早 ， ＧＦＰ 在 ４ ｈ 开始表达 ；
Ｔｒａ０２ 次之 ， ＧＦＰ 在 ４ ． ５ ｈ 开始表达 ；

Ｔｒａ０ ３ 的开启

时间最晚 ， ＧＦＰ 在 ９ ． ５ｈ 开始表达 （ 图 ４ －２ ） 。

５ ８
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１ ６００
－

｜
？Ｔ ｒａ

＊
０ １

１ ２〇〇
：Ｚ； ；：

；
：：

ｍ

Ｔ ｒａ
＊
０４／

＇
８〇°

：ｒ ｒ
—＊＂■

４００
－ ？ ？ ？ ？ ？ ？ ？ ？ ？ ？ ？

ＵｚＺ＾ Ｗ Ｗ Ｗｗ ｗ ｗ ｗ ｗ ｗ ｗ ｗ ｗ＾ｗ

〇 Ｉ ＊

 ｉ
■

 ｉ １ ｉ １ ｉｒ
￣

ｉ ■ ｉ

０４８ １ ２１ ６２０２４

时 间 ／ ｈ

图 ４＞ ２ 改造后的 Ｔｍ
＊系统的表征

对于 Ｌａ ｓＱ Ｓ 系统 ， 用上述不同强度的组成型启动子表达 Ｌａ ｓ Ｉ ， 组成型表达

ＬａｓＲ ， Ｐ
ｉ ａｓ 诱导表达ＧＦ Ｐ ， 构建质粒

ｐ
Ｌａ ｓ

－

１ ０ ７ 、

ｐ
Ｌａ ｓ

－

１ ０ ０ 、 ｐ
Ｌａ ｓ

－

１ １ ４ 。 将质粒ｐ
Ｌａｓ

－

１ ０７ 、 ｐ
Ｌａ ｓ

－

１ ００ 、
ｐ
Ｌａ ｓ

－

１ １ ４分别转入ｃＷ ＴＯＰ ｌ Ｏ中 ， 构建菌株Ｌ ａ ｓＯ ｌ 、 Ｌａ ｓ０２ 、

Ｌａ ｓ ０ ３ 。 在 ２４ 孔板 中进行表征 ， 用酶标仪检测绿色荧光 。 在 Ｌ ａ ｓ 系统的开启 时间

上 ， 菌株 Ｌａｓ０２ 的开启 时间较早 ， ＧＦＰ 在 ３ｈ 开启表达 ；
Ｌａ ｓ０ ３ 和 Ｌａ ｓ Ｏ ｌ 开启 时

间较晚 ， ＧＦＰ 在 ４ ｈ 开启表达 （ 图 ４ －

３ ） 。

１ ２ ００
－

１Ｌ ａ ｓ Ｏ ｌ

．

Ｌ ａ ｓ ０ ２

ｎｌｒ
－Ｌ ａ ｓ ０３

８００
－

５
■

／貧
＿？祕 轉？

４００
－

〇 Ｉ ■ Ｉ １ Ｉ ｉ １ ｉ １ ｉ １ ｉ

０４８ １ ２１ ６２０２４

时 间 ／ ｈ

图 冬 ３ 改造后的 Ｌａｓ 系统的表征

４ ．３ ．２ 稳定期特异性启动子系统的选择及设计

稳定期特异性启动子是微生物基因组中 的
一

类诱导型启动子 。 这类启动子的

开启 不需要诱导剂 ， 通过响应菌体的生长来开启基因 的表达 ［
４４

］

。 我们选择三个 已

经报道的可 以在 Ｅ ｃ〇 ／ ／ 中工作的稳定期特异性启动子 Ｐｕ 、 Ｐ ２ １
、 Ｐ

３ １ 诱导表达报

５ ９
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告基因 妨７ 。 表征结果表 明 ： 在 ＴＯＰ １ ０ 中 ， 三个系统都是在 ５ ． ５ｈ 开始表

达 ， Ｐ
３ ． １ 的诱导强度最高 ， Ｐ

ｉ ． Ｉ 的诱导强度最低 （ 图 ４ －４ ） 。

９０ ０
－

１

６００
－

５
＿

／
３００

－ Ｓ ｔ ｒ ａ ｉ ｎ Ｐ －

１ ． １

ｍ Ｓ ｔ ｒ ａ ｉ ｎ Ｐ －

２ ． １

Ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ Ｐ －３ ． １

〇 Ｉ ■ ｉ ■ ｉ ■

 ■
■

 ｉ １ ｉ ■

 ｉ

０４８ １ ２１ ６２０２４

时 间 ／ ｈ

图 ４？ ４ 稳定期特异性启动子系统的表征

４ ．３ ．３ 三层调控系统的构建

通过对 Ｔｍ
＊系统 、 Ｌａｓ 系统和稳定期特异性启动子系统进行分析 ， 选择 出三

个诱导最大值较高 、 系统开启 时间上有
一

定时间差的系统 ， 进行组合 ， 构建
一

个

三层调控系统 （ 图 ４ －

５ ） 。 在三层调控系统 中 ， 随着菌体生长 ， 首先开启 的是 Ｌａｓ

系统 ， 开启时间为 ３ｈ
； 其次是稳定期特异性启动子 ？３ １ 系统开启 ， 开启时间为

５ ． ５ｈ
； 最后开启 的是 Ｔｒａ

＊系统 ， 开启时间为 ９ ． ５ｈ 。 该三层调控系统完能够在不

同 的时 间点 自 主开启不 同基因 的表达 。 接下来 ， 我们尝试将该三层动态调控系统

应用 ３
－Ｈ Ｐ 的生产调控 中 以验证其在代谢工程中 的应用潜能 。

１ ６ ００
－

１Ｌ ａ ｓ０２

■

普Ｔ＞ａ^

１ ２ ００
－－Ａ－Ｓ ｔ ｒ ａ ｉ ｎ Ｐ －３ ． １

〇 Ｉ ？ ｉ ■

 ｉ
■

 ｉ １ ｉ １ ｉ

０４８ １ ２ １ ６２０

时 间 ／ ｈ

图 ４＾ 三层调控系统的表征

６０
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４ ．３ ．４ 三层调控系统调控 ３？羟基丙酸的生产

３
－ＨＰ 是

一

种很有前途的高附加值化学品 。 在 五 ． Ｃ〇 ／ ／ 中主要是通过丙二酰辅

酶 Ａ 途径 以葡萄糖作为前体合成 ３ －ＨＰ 。 在该途径 中 ， 乙酰辅酶 Ａ 被乙酰辅酶 Ａ

羧化酶 （ ＡＣＣ ） 转化为丙二酰辅酶 Ａ ， 之后丙二酰辅酶 Ａ 被通过 ＮＡＤＰＨ 依赖

性的丙二酰辅酶 Ａ 还原酶 （ＭＣＲ ） 催化的两步反应转化为 ３
－ＨＰ（ 图 ４ －

６ ） 。 ＭＣＲ

由两个不同 的功能结构域组成 ： ＭＣＲ －Ｃ 催化丙二酰辅酶 Ａ 还原为丙二酰半醛

（Ｍ ＳＡ ） ，ＭＣＲ －Ｎ 催化 Ｍ ＳＡ 还原为 ３ －ＨＰ ， 整个反应总共消耗两分子 ＮＡＤＰＨ 。

其中 的重要限速步骤是 ＡＣＣ 和 ＭＣＲ ， 研究表明 ， ＡＣＣ 和 ＭＣＲ 过早的表达会阻

碍细胞生长 ， 从而降低三羟基丙酸的产量 。

在大肠杆菌 中生产 ３
－ＨＰ 首先需要引 入外源基因 ｗｃ 、 ｍ ｃｒ 构建生产线路 。 我

们首先组成型表达 ＡＣＣ 、 ＭＣＲ ， 构建 ３
－ＨＰ 生产的基础菌株 Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ 。

３ －ＨＰ生产途径

Ｇ ｌｕｃｏ ｓ ｅ

２Ｐ
ｙ ｒｕｖａ ｔｅ

２Ａ ｃｅｔｙ ｌ
－ＣｏＡ ＴＣＡ

ａｃｃ＾—ｚ

＼ ｒ
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－ＣｏＡ ２Ｍａｌ ｏｎｙ ｌ

－ＡＣＰ

ｍｃｒ
－Ｃ

ｙ ｆ

ｍｃｒ
－Ｎ

ＭＳＡ ＂ ■ ■ ■ ＂＾３ －ＨＰ

图 ４＾ ６３ －ＨＰ 的生产途径

为 了充分验证三层调控的有效性和应用潜力 ， 我们分别设计 了静态调控 、 单

层调控和双层调控的对照组 。

第
一

步 ， 构建单层动态调控生产 ３
－Ｈ Ｐ 的菌株 Ｓ ｔ ｒａ ｉｎ２ ， 相 比于 Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ ， Ｓ ｔｒａ ｉｎ２

通过稳定期特异性启动子 Ｐ ３ １ 响应生长来动态开启 ＡＣＣ 和 ＭＣＲ 的表达 。 菌株

６ １
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构建成功后进行摇瓶发酵 ， 发酵结果表明 ， Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ 和 Ｓｔｒａ ｉｎ２ 的生长 曲线和葡萄

糖消耗相差不大 ， Ｓ ｔｒａ ｉｎ２ 中 ３ －ＨＰ 的产量有所提高 ， 由 Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ 的 ５ ． ５
ｇ／Ｌ 提高到

６ ． ２
ｇ／Ｌ （ 图 ４ －７ ） 。 在 ３

－ＨＰ 合成过程中 ， ＡＣＣ 蛋 白会对细胞产生毒性 ， 动态调

控其表达能够有效缓解生长前期蛋 白对细胞的毒性 ， 从而提高 了最终的产量 。

ａ ｂ

１ ０
－

ｉ ２０
－

８
－

 １ ６
－

＝ ６
－ ＾ ， ２

＇ ４

ｙＴ Ｉ ？
－

／
^

２７／ ？？－Ｓ ｔ ｒ ａ ｉ ｎ ！
＾

Ｘ
－／

？ Ｓ ｔ ｒ ａ ｉ ｎ ｌ

／Ａ－＊？Ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ ２
＾

 ．／★Ｓ ｔ ｒ ａ ｉ ｎ ！
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ｇ
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时 间 ／ ｈ

图 丰 ７ 单层动态彌楚＾株发酵

ａ ： Ｓｔｒａ ｉｎ ｌ 和 Ｓｔｒａ ｉｎ２ 的发酵生长曲线 ；
ｂ ： Ｓｔｒａｉｎ ｌ 和 Ｓｌｒａｉｎ２ 的发酵过程中的糖耗 ；

ｃ ： Ｓｔｒａｉｎ ｌ 和 Ｓｔｒａｉｎ２

发酵中的 ３
－ＨＰ产量 。

第二步 ， 我们尝试构建双层动态调控的菌株 。 在代谢工程中 ， 提高中 间产物

的积累量能够有效提高产量 。 在 ３ －ＨＰ 的生产途径 中 ， 两种 中 间产物乙酰辅酶 Ａ

和丙二酰辅酶 Ａ 除 了流向 ３
－Ｈ Ｐ 还会流向其他途径 。 乙酰辅酶 Ａ 会流 向 ＴＣＡ 循

环 ， 催化这
一

步反应的酶是柠檬酸合酶 ， 由 ｇ／Ｍ 编码 ； 丙二酰辅酶 Ａ 会流向脂

肪酸循环 ， 催化这
一

步反应的酶是丙二酰辅酶 Ａ 转酰酶 ， 由 编码 ， 研究表

明 ， 以以 和＞６１） 是细菌生长的必需基因 ， 必需基因敲除后细胞死亡 。 我们将群

体感应系统和人工反式编码小 ＲＮＡ 结合去动态抑制 或 ／ａＷ） 的表达 以减少

对细胞的影响 。 这
一

步 ， 我们构建 了两种双层调控生产菌株 Ｓ ｔｒａ ｉｎ３ 和 Ｓ ｔｒａ ｉｎ４ 。

在 Ｓ ｔｒａ ｉｎ３ 中 ， 我们选择将 Ｔｒａ
＊系统与人工反式编码小 ＲＮＡ（Ｍ ｉｃＣ ｌ） 系统

６２
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相结合去动态抑制为６￡）
， 积累丙二酰辅酶 Ａ ， 用 Ｐ ３ ．

１ 启动子诱导基因 ａｃｃ 、 ｗｃｒ

表达 。 在发酵刚开始时 ， 菌体量较少 ， 产生的 ＡＨＬ 量不足 以开启群体感应系统 ，

当菌体量达到
一

定的 〇Ｄ ６ｆｌ （） ， 群体感应系统的启动子开始表达诱导 Ｍ ｉｃＣ ｌ 来抑制

／〇６乃 ， 从而减少丙二酰辅酶 Ａ 流向脂肪酸循环 ， 从而流向 ３
－Ｈ Ｐ 的生产途径中 。

在 Ｓ ｔｒａ ｉｎ４ 中 ， 我们选择将 Ｌａｓ
＊系统与人工反式编码小 ＲＮＡ（ Ｍ ｉｃＣ２ ） 系统

相结合去动态抑制 ｇ／Ｍ ， 积累 乙醜辅酶 Ａ ， 用 Ｐ ３ Ｍ 启动子诱导基因 ａｃｃ 、 ｗ ｃｔ 表

达 。 在发酵刚开始时 ， 菌体量较少 ， 产生的 ＡＨＬ 量不足 以开启群体感应系统 ，

当菌体量达到
一

定的 〇Ｄ ６〇Ｇ ， 群体感应系统的启动子开始表达诱导 Ｍ ｉ ｃＣ ｌ 抑制

从而减少 乙酰辅酶 Ａ 流向 ＴＣＡ 循环 ， 从而流向 ３
－ＨＰ 的生产途径中 。

对 Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ 、 Ｓ ｔｒａ ｉｎ２ 、 Ｓ ｔｒａ ｉｎ３ 、 Ｓ ｔｒａ ｉｎ４ 进行摇瓶发酵 。 Ｓ ｔｒａ ｉｎ３ 的产量相 比于

Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ 提高 了１ ８％ ， 生长也有
一

定改善 ， 糖耗相差不大 。 然而 Ｓ ｔｒａ ｉｎ４ 的产量最

终 比 Ｓｔｒａ ｉｎ 丨 低 ， 葡萄糖消耗变多 （ 图 ４－

８ ） 。 抑制 ｇ／Ｌ４ ， 积累 乙酰辅酶 Ａ ， 进而

积累丙二酰辅酶 Ａ ， 但是丙二酰辅酶 Ａ 更多地流 向 了脂肪酸合成途径而不是 ３
－

ＨＰ 合成途径 ， 所 以 Ｓ ｔｒａ ｉ４ 的产量低于 Ｓ ｔｒａ ｉｎ ｌ 的产量 。 引 入第三层动态调控可能

能够解决这
一

问题 。
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图 ４？ ８ 双层动态调控生产菌株发酵

ａ ： 发酵生长曲线 ；
ｂ ： 发酵过程中的糖耗 ；

ｃ ： 发酵中的 ３－ＨＰ 产量 。

６ ３
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接下来 ， 我们设计 了三层调控生产菌株 Ｓｔｒａ ｉｎ５ 。 将 Ｌａ ｓ 系统和 Ｍ ｉ ｃＣ２ 结合

去动态抑制 ｇ／Ｍ ，Ｔｒａ
＊系统与 Ｍ ｉ ｃＣ ｌ 系统相结合去动态抑制 ／ａＷ） ， Ｐ ３ ． ｉ 启动子

诱导基因 ｏｃｃ 、 ｗｃｒ 表达 。 在该调控过程 中 ， 细菌先生长 ， 当生长到
一

定的 ＯＤ ６〇〇

后 ， Ｌ ａ ｓ 系统开启 ， 进而抑制 积累 乙酰辅酶 Ａ ， 然后稳定期特异性启动子

系统诱导 ｆｌｅｅ 和 ｍｃｒ 的表达 ， 加速乙酸辅酶 Ａ 向 ３
－Ｈ Ｐ 的转化 ， 最后 Ｔｒａ

＊系统开

启 以抑制／ＭＤ ， 减少丙二酰辅酶 Ａ 流 向竞争途径 。

摇瓶发酵 ， 实验结果表 明 ， Ｓ ｔ ｒａ ｉ ｎ ５ 的产量提高到 ７ ． ０
ｇ
／Ｌ ， 相 比于双层 、 单层

和静态调控菌株分别增加 了８％ 、 １ ３％ 、 ２ ７％ ， 而且 Ｓ ｔｒａ ｉ ｎ５ 的最终 ０Ｄ ６ （ｋ） 最高 ，

糖耗相对其他生产菌较低 （ 图 ４ －９ ） 。 本实验证明 了该三层调控系统在精确调控

基因表达 以改善产量方面的优势 。
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图 ‘ ９ 三层动态调控生产菌株发酵

ａ； 发酵生长曲线 ；
ｂ ： 发酵过程中的觀 ；

ｃ ： 发酵中的Ｍｆｆ 产量。
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４ ．４ 本章小结

本章首先筛选了开启 时 间不 同的两个完全正交的 自 诱导群感系统和
一

个稳＿

定期特异性启动子系统 ， 然后利用这三个系统之间开启 时间上的时间差 ， 构ｉ了

一

个具有时 间差的 自诱导的三层动态调控系统 。 具体而言 ， 群体感应系统的开启

时间与信号分子的浓度相关 ， 我们通过调整信号分子合酶基因的表达强度 ， 改变

了信号分子的的积累速率和到达阈值的时间 ， 从而实现了群感系统的不同的开启

时间 。 通过比较群体感应系统与稳定期特异性启 动子系统的开启 时间 ， 我们筛选

出 了三个开启 时间相差较大且表达强度较高的调控元件 以构建三层动态调控系

统 。

接下来 ， 我们验证了三层动态调控系统的应用潜力 。在 ３ －ＨＰ 的生物合成中 ，

外源基因表达的 ＡＣＣ 蛋 白导致细胞毒性 。 同时 ， 其生产前体乙酰辅酶 Ａ 和丙二

酰辅酶 Ａ 也是细菌体 内 的重要中 间代谢物 ， 因此 ， 产物生产和细胞生长存在竞

争 ， 而敲除相关基因会严重影响细胞正常代谢 。 在该调控案例 中 ， 我们将 Ｌａｓ 系

统和 Ｍ ｉ ｃＣ２ 结合去动态抑制 ｇ／Ｍ 以保证生长和积 累前体乙酰辅酶 Ａ ，Ｔｒａ
＊系统

与 Ｍ ｉｃＣ  １ 系统相结合去动态抑制 ／以￡ ＞ 以积 累前体丙二酰辅酶 Ａ ，Ｐ３ ． ｉ 启动子诱

导基因 ａｃｃｒ 、 动态表达以减少外源蛋 白过早表达导致的细胞毒性 。 本实验表

明 ， 三层动态调控系统相 比于双层 、 单层和静态调控在精确调控细胞代谢和生物

合成方面是有优势的 。

本论文首次构建了独立于通路的 、 自诱导的三层动态调控系统 ， 在代谢工程

调控中有较大应用潜力 ， 能够同时解决平衡菌体生长和生产 、 产物层级积累 以及

减缓外源基因表达导致的细胞毒性的 问题 。

＊

．
＊？

？
？

？

６５
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创新性成果与展望

创新性成果

１ ． 本论文 以组成成 分较 简单并且和 多 。种天然群体感应系统 （ Ｌ ａ ｓ 系统和 Ｌ ｕｘ

系统 ） ｌ ｌ ： 交 的 Ｓ ａ ｌ 系统作 为 ｉ

１

丨 丨 及糸统 ， 通过调整关键甚因 的表达和筛选验证 ， 昏

次在 火肠杆 Ｗ 屮 构违 广
？

个 Ｇ伞 ｆ ｜ 诱异 的 Ｓ ａ ｌＱ Ｓ 系统 ， 为合成生物学和代谢工

程 中通讯 ： １ ： 具 和 诱 ４ 系统 的选择提供 了新的工具 。

２ ． 木论文 初步构迚 Ｍ ！／
—

个稳定共存 的三菌株生态系统 。 通过添加不 同 的

信号 分子组合 ， 成功实现生态系统中优势菌株的转变 。 为探宄环境因素改变对生

态系统 中优势种群 的转变奠定基础 。

３ ． 本论文 筛选 了 开 启 时 间不 同 的两个完全正交的 自 诱导群体感应元件和
一

个稳定期特异性 Ｖ 丨 动子元件 ， 首次构建 了独立于通路的 、 自 诱导 的三层动态调控

系统 。 通过将该 系统应 丨 ｆｊｐ３
－Ｈ Ｐ 的生产调控 ， 证实 了其在代谢工程 中 的应用潜

力 ， 并表 明该系统能够 Ｎ时解决平衡菌体生长和生产 、 产物层级积累 以及减缓外

源基因表达导致 的细胞毒性的 问题 。

展望

１ ．在 已构逑 的 自 诱 导 Ｓ ａ ｌ

Ｑ Ｓ 系统的基础上 ， 进
一

步优化水杨酸的合成途径 ，

提高水杨酸的产量 。

２ ． 通过 引 入 合酶基因 ， 构建 自 诱导 的生态系统 ， 帮助进
一

步理解生态系统的

种群关 系 ， 通过接入 比例 的变化 ， 实现优势菌株的转变 ， 进而应用到代谢工程中 ，

实现共培养生产 。

３ ．对于 动 态调控 系统 ， 通过优化关键基因 的调控顺序 ， 筛选 出 产量进
一

．

步提高 的工程尚株 。

＿
．

？

６ ６
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