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极端嗜盐古生菌启动子序列缺失突变的微量热研究 
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(b中南大学资源加工与生物工程学院  长沙 410083) 

(c武汉大学化学与分子科学学院  武汉 430072) 

摘要  用微量热方法和 DNA 缺失突变技术研究了来源于极端嗜盐古生菌 R1 上的一个推测的启动子片段(RM10)在大

肠杆菌中的启动子功能. 启动子片段融合到质粒pKK232-8上无启动子的氯霉素乙酰转移酶(CAT)基因前来检测它驱动

基因表达的能力, 缺失分析 RM10 启动子片段定位具有启动活性的重要功能区. 实验结果从热动力学角度揭示, 这个

启动子片段上含有－35区和－10区特征的 1382～1517 bp(碱基对)区段是它在大肠杆菌中具有启动子功能的关键部分; 

在 1～1382 bp区段或 1571～1848 bp区段上还存在它的负调控区. 该研究为基因启动子功能研究提供了一种新的、更

加灵敏便捷的、化学与生物学相结合的方法.  
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Microcalorimetric Study on Deletion Mutagenesis of the Gene  
Promoter Sequences from the Extremely Halophilic Archaea 
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Abstract  Microcalorimetric method and DNA deletion mutagenesis technique were combined to study a 

putative gene promoter fragment (RM10) from the extremely halophilic archaea, Halobacteria halbium R1, 

for its promoter function toward Escherichia coli. The promoter fragments were fused to the promoter-less 

chloramphenicol acetyltransferase (CAT) gene on plasmid pKK232-8 to evaluate its ability of driving CAT 

gene expression. Deletion analysis for RM10 was performed to identify important functional region respon-

sible for promoter activity toward Escherichia coli. From the view of thermokinetics, the experimental re-

sults revealed that the 1382 to 1517 bp (base pair) with the typical －35 and －10 box sequences of bacte-

rial promoters was very critical region for promoter function to Escherichia coli, and there was a negative 

control region from 1 to 1382 bp or from 1571 to 1848 bp. Our research work also provided a very sensitive 

and easily-performed novel method, combining the chemical and biological technique, for studying gene 

promoter function. 
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极端嗜盐菌是一类只能在高盐浓度(15%～30%)下

才能生长并维持其结构稳定性与完整性的极端环境微

生物, 属于古生菌域, 目前又被广泛称之为生命的第三

种形式或第三生命[1,2]. 由于其自身的特性及其在进化

上的独特重要性, 极端嗜盐古菌是研究生命起源、进化

等理论问题以及开发利用新的微生物资源的极其有价

值的生命类群[3～5].  

转录是以DNA为模板合成RNA的过程, 也是基因

表达的第一个阶段并且最后导致这个基因编码的蛋白

的合成, 因此是基因表达调控的主要阶段[6]. 转录分为

三个阶段: 起始, RNA 聚合酶与 DNA 结合并开始合成

RNA; 延伸, RNA 链被延伸; 终止, 延伸终止, 转录本

从模板上脱落. 起始是很重要的一步, 包括 RNA 聚合

酶识别特定的 DNA 序列使之双链解开并与之结合开始

合成 RNA, 这个特定的 DNA 序列就是启动子

(promoter), 是所有基因表达的总开关. 典型的细菌基

因启动子具有保守序列(－35 和－10 区)[7]. 开始转录的

效率影响整个转录的效率, 是转录的限速步骤, 而起始

转录效率由启动子的结构和 RNA 聚合酶与启动子的相

互作用决定[8]. 不同基因启动子间有很大的变异性, 这

些都是现代分子生物学的研究重点.  

细胞内的各种代谢过程伴随着能量的转移和热变化, 

现代微量热计能检测 0.1 µW 的热功率, 具有足够灵敏

度, 可以实时连续检测细胞代谢过程中所产生的热效应, 

研究表明, 微量热技术不仅在研究生理营养学上[9～12], 

而且在微生物的转化、基因克隆和表达等分子水平上也

具有重要的应用, 可获取一些生物学方法难以获取的重

要信息[13,14]. 本实验室用微量热方法研究了启动子活性

片段(RM07)上保守碱基定点突变后启动活性的变化, 

证明了该方法能检测基因启动子区碱基的突变[15～17]. 

本文利用从极端嗜盐古生菌-盐生盐杆菌 R1 染色体中

分离的一个与真核同源修复基因 rad25 的启动子片段

(RM10)为材料, 用微量热方法结合 DNA 缺失突变技术

精确定位这个在大肠杆菌中有弱启动子活性的关键部

分和可能的调控区.  

1  实验部分 

1.1  材料和仪器 

细菌菌株: 大肠杆菌(Escherichia coli) HB101, HB101/ 

pKK232-8, HB101/pKK232-RM10, HB101/pKK232- 

RM10-A, HB101/pKK232-RM10-B菌株均由本实验室构

建或保存.  

LB培养基: 氯化钠 10 g, 蛋白胨 10 g, 酵母粉 5 g, 

加水至 1000 mL. 120 ℃高压蒸汽灭菌 30 min, 接种前

按需要加入一定浓度的氨苄青霉素(amp)或氯霉素(cm). 

仪器: 采用瑞典产的LKB2277生物活性检测仪, 是

一种高灵敏的热导式热量计, 热功率最小检测极限为

0.15 µW, 24 h内基线漂移为 0.2 µW, 可测定 20～80 ℃

之间的物理、化学或生命等过程产生的热效应. 其结构、

原理、操作等见参考文献[18].  

1.2  实验方法 

聚合酶链式反应(PCR)、重组质粒的构建和转化等

分子生物学方法参照分子克隆手册[19].  

微量热检测采用停流法进行, 在 37 ℃, LKB2277

量热仪获得稳定的基线后流通池依次用 0.1 mol/L HCl, 

0.1 mol/L NaOH, 75%乙醇和无菌蒸馏水灭菌和清洗, 

用 LKB2132 蠕动泵将定量接种了不同的大肠杆菌

HB101, HB101/pKK232-8, HB101/pKK232-RM10, HB101/ 

pKK232-RM10-A 和 HB101/pKK232-RM10-B 的 LB 培

养基(含不同浓度的氯霉素和氨苄青霉素, 约 5 mL)分别

泵入量热计不同通道中, 当整个流通池中充满菌液后

(约 0.6 mL)停泵, 并关闭检测系统的进出口管道. 开启

记录软件, 实时检测流通池内含有不同质粒的细菌生长

的热效应变化, 采集数据间隔为 60 s. 

2  结果与讨论 

2.1  RM10 启动子活性片段的克隆和缺失突变体的构

建 

RM10 片段是本实验从极端嗜盐古生菌-盐生盐杆

菌 R1 染色体中分离得到具有真细菌基因启动子活性的

1848bpDNA 片段[20], 通过生物信息学分析, 含有一个

推定的古菌基因 rad25 的启动子区, 而且具有典型的真

细菌基因启动子的保守序列. 我们推测这个片段在大肠

杆菌中有启动子功能起主要作用的是含有 TTGAAC 和 

TATATG序列的 1382～1517 bp区, 这是典型的真细菌

启动子－35 区和－10 区保守序列, 为了证实这个推测, 

先利用 PCR 方法得到 RM10 片段的缺失片段 A, B 的

PCR产物, 分别将 A, B产物用 BamHI＋HindⅢ酶切后

插入 pKK232-8载体上CAT报告基因的上游, 获得了融

合质粒 pKK232-RM10-A (1382～1571 bp/RM10 片段), 

pKK232-RM10-B (1517～1571 bp/RM10片段)(结构如图

1所示), 转入大肠杆菌 HB101得到正确的转化子. DNA

测序分析证明融合质粒是正确的. 因为氯霉素抗性基因

(CAT)作为报告基因, 氯霉素的抗性水平对应于CAT基

因的转录水平和启动子活性大小[21].  
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图 1  缺失突变 RM10启动子活性片段 

Figure 1  Deletion mutagenesis of the RM10 promoter activity 

fragment 
pKK232-RM10-A (1～1382 bp and 1571～1848 bp) 

pKK232-RM10-B (1～1517 bp and 1571～1848 bp) 

2.2  微量热分析含不同缺失突变体重组细菌的生长代

谢 

在大肠杆菌的对数生长期, 细胞数量(n)的增长是

呈指数增加的, 热功率也呈指数式增长. 则有 

nt＝n0exp(kt) 

Pt＝P0exp(kt) 

或者 

ln Pt＝ln P0＋kt  (1) 

其中: k是生长速率常数, Pt是对数生长前期 t时刻的热

功率, 量热测得各转化子菌株 HB101/pKK232-RM10, 

HB101/pKK232-RM10-A和B101/pKK232-RM10-B等生

长代谢产热曲线(如图 2～4 所示)与式(1)表现了很好的

相关性. 所以可从产热曲线的对数生长期取一系列的 Pt

和 t 数据进行线性拟合, 通过方程式(1)即可求出生长速

率常数 k 值, k 值反映了大肠杆菌菌株的生长快慢和状

态.  

高浓度的抗生素(如氯霉素)能够抑制大肠杆菌的生

长, 因此会导致生长速率常数 k 值的下降. 假设 k0是抗

生素浓度为 0时的细菌生长速率常数, kC是抗生素浓度

为 C时的细菌生长速率常数, 那么当抗生素的浓度为 C

时, 细菌生长的抑制率 I＝[(k0－kC)/k0]×100%. 当抑制

率为 50%时, 对应的氯霉素浓度可定义为 IC50, IC50值表

示使细菌生长速率常数降低 50%的氯霉素浓度.  

根据计算公式和生长产热曲线, 我们获得的各种转

化子菌株的生长热动力学参数: k(生长速率常数)、I(氯霉

素抑制率)、IC50(氯霉素半抑制浓度)、Pm(对数生长期最

大放热功率)、tp(出峰时间, 即对数生长期产生最大产热

功率所对应的时间)如表 1和表 2所示. 这些结果都有较

好的规律性和相关性.  

2.3  不同缺失突变体重组细菌生长与启动功能的关系 

本研究构建的启动子活性片段如果具有启动功能, 

它就可以启动与之相连氯霉素乙酰转移酶基因的表达, 

 

图 2  HB101/pKK232-RM10在含不同浓度氯霉素 LB培养基

中的生长产热曲线 

Figure 2  Thermogenic curves of HB101/pKK232-RM10 in LB 

medium containing various concentrations of chloramphenicol 
Concentrations of chloramphenicol: 0 (a), 5 (b), 7.5 (c), 12 (d), 15 (e), 30 (f) 

µg•mL－1 

 

图 3  HB101/pKK232-RM10-A在含不同浓度氯霉素 LB培养

基中的生长产热曲线 

Figure 3  Thermogenic curves of HB101/pKK232-RM10-A in 

LB medium containing various concentrations of chlorampheni-

col 
Concentrations of chloramphenicol: 0 (a), 5 (b), 10 (c), 15 (d), 20 (e), 35 (f) 

µg•mL－1 

 

图 4  HB101/pKK232-RM10-B在含不同浓度氯霉素 LB培养

基中的生长产热曲线 

Figure 4  Thermogenic curves of HB101/pKK232-RM10-B in 

LB medium containing various concentrations of chloramphenicol 
Concentrations of chloramphenicol: 0 (a), 2 (b), 4 (c), 6 (d), 8 (e), 12 (f) µg•mL－1 
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表 1  各种大肠杆菌菌株在含氯霉素培养基中的生长热动力学参数 

Table 1  Thermodynamic date for the growth of E. coli in LB medium containing chloramphenicol 

E. coli Ccm/(µg•mL－1) k/min－1 Pm/µW tP/min I/% IC50/(µg•mL－1) 

0 0.03812 38.9 131  

0.6 0.02207 27.11 186 42.1 

1.2 0.01894 22.82 205 50.3 

1.8 0.01608 13.71 268 57.8 

2.4 0.01098 12.64 314 71.2 

1.16 
HB101 

4.0 0 0 0 100  

0 0.03079 39.06 124 — 

0.5 0.02824 32.12 142 8.3 

1.0 0.02308 29.7 158 25.0 

2.0 0.01321 11.72 295 57.4 

HB101/pKK232-8 

4.0 0 0 0 100 

1.96 

0 0.02818 40.7 161 — 

5.0 0.01561 22.6 236 44.6 

7.5 0.01304 18.9 379 53.7 

12.0 0.01099 9.6 460 61.0 

15.0 0.00714 6.7 774 74.7 

HB101/pKK232-RM10 

30.0 0 0 0 100 

6.3 

0 0.03714 41.86 141 — 

5.0 0.02354 28.42 183 36.6 

10.0 0.01871 20.66 263 49.6 

15.0 0.01384 13.27 319 62.7 

20.0 0.0104 10.36 577 72.1 

HB101/pKK232-RM10-A 

35.0 0 0 0 100 

10.2 

0 0.03461 44.37 126 — 

2.0 0.01784 28.24 212 48.5 

4.0 0.01558 21.60 343 55.0 

6.0 0.01085 16.44 513 68.7 

8.0 0.00759 7.24 669 78.1 

HB101/pKK232-RM10-B 

12.0 0 0 0 100 

2.60 

表 2  各种大肠杆菌菌株在含氨苄青霉素培养基中的生长热动力学参数 

Table 2  Thermodynamic date for the growth of E. coli in LB medium containing ampicillin 

E.coli/plasmid Camp/(µg•mL－1) km/min－1 Pm/µW tP/min 

HB101 10 0 0 0 

HB101/pkk232-8 1000 0.03057 42.3 140 

HB101/pKK232-RM10-B 1000 0.03786 43.65 150 

HB101/pKK232-RM10-A 1000 0.03184 40.87 138 

HB101/pKK232-RM10 1000 0.02839 41.89 160 

 

启动子活性越强, 细菌表达的氯霉素乙酰转移酶就越

多, 使氯霉素的羟基发生乙酰化而失活的就越多, 细菌

生长受到氯霉素抑制就越小, IC50 值越高. 因此可以用

IC50来量化 CAT基因的转录水平和启动子活性大小.  

根据表中数据, 宿主菌 E.coli HB101对氨苄青霉素

(amp)敏感, 当 amp浓度为 10 µg•mL－1时, HB101不能生
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长(k＝0), HB101菌株对氯霉素(cm)也敏感, 当 cm浓度

为 4 µg•mL－1时, HB101不能生长(k＝0), HB101菌株是

转化的受体菌株, 本身不含有任何抗生素抗性基因包括

CAT 基因, 因此 HB101 对氨苄青霉素和氯霉素都敏感. 

HB101的氯霉素 IC50值为 1.16 µg•mL－1, 是其本底抗性, 

不是 CAT基因表达的结果.  

HB101/pKK232-8 菌株对 amp 具有抗性, 当 amp 浓

度为 1000 µg•mL－1时, 仍然能很好生长, 表明携带氨苄

青霉素抗性基因的质粒pKK232-8转入了HB101, 是氨苄

青霉素抗性基因表达使其对 amp产生抗性. 但是 HB101/ 

pKK232-8对 cm仍然敏感, 当 cm浓度达到 4 µg•mL－1

时, HB101/pKK232-8即不能生长(k＝0). pKK232-8其上

携带的氯霉素抗性基因(CAT)上游无启动子, CAT基因不

能表达, HB101/pKK232-8氯霉素 IC50值为 1.96 µg•mL－1, 

也是其本底抗性.  

HB101/pKK232-RM10对 amp具有抗性, 与HB101/ 

pKK232-8 是同样原理. IC50(氯霉素)值为 6.3 µg•mL－1, 

比对照菌HB101, HB101/pKK232-8的分别提高了 443%, 

221%, 说明是 CAT基因在表达才使其 IC50大大地提高, 

可见 CAT 基因上游插入 RM10 片段在大肠杆菌中具有

启动子功能, 能启动CAT基因的表达. 这进一步证明了

前面的生物学结果一致[20].  

HB101/pKK232-RM10-A对 amp的抗性也与HB101/ 

pKK232-8是同样原理. IC50(氯霉素)值为 10.2 µg•mL－1, 

比对照菌HB101, HB101/pKK232-8的分别提高了 779%, 

420%, 表明 CAT基因在转录和表达, 可见 CAT基因上

游插入的缺失突变RM10-A片段(1382～1517 bp)具有启

动子活性. 相比于 pKK232-RM10 转化子菌株, 氯霉素

IC50提高了 61.9%, 这表明RM10片段缺失前面 1～1382 

bp 区段和后面的 1571～1382 bp 区段后保留含有

TTGAAC和 TATATG序列的 1382～1517 bp区段的启

动子活性最强.  

相比 HB101/pKK232-RM10-A 和 HB101/pKK232- 

RM10, B101/pKK232-RM10-B 对氯霉素的抗性水平大

幅下降, IC50值为 2.60 µg•mL－1, 几乎降到对照菌HB101

和HB101/pKK232-8的抗性水平, 说明CAT基因几乎没

有表达, 也就没有了启动活性, 这个缺失突变体相对于

HB101/pKK232-RM10-A是 1382～1517 bp区段被缺失

引起启动活性急剧降低的, 该结果表明 1382～1517 bp

区段是启动子功能关键部分. 而这区段里正好包含了 

－35TTGAAC 和－10TATATG 序列特征, 是典型的真

细菌启动子－35区和－10区保守序列.  

2.4  不同缺失突变体重组细菌的最大放热峰、出峰时

间与培养基中氯霉素浓度之间的关系 

随着培养基中抗生素浓度的增加, 不仅细菌的生长

速率常数降低, 而且最大出热峰(Pm)值也在降低, 直至

为零, 说明抗生素浓度越高, 细菌生长越受抑制, 到一

定浓度后细菌生长完全被抑制. 如果将 Pm 与抗生素浓

度 C 作线性回归分析, 可得出最大放热峰 Pm与抗生素

浓度的 Ccm关系(表 3). 

由以上关系式可见, 同一菌株的最大放热峰 Pm 与抗

生素浓度 Ccm之间是存在线性关系, 与 Y＝A＋BX 方程式

拟合. 不同菌株的A和B值与所含启动子活性大小成正相

关, 有 A和 B (HB101/pKK232-RM10-A)＞A和 B (HB101/ 

pKK232-RM10)＞A和B (HB101/pKK232-RM10-B)的关系. 

与此同时, 培养基中氯霉素浓度越高, 细菌产热曲

线上出峰时间也越晚, 如果将 tP与抗生素浓度 C作线性

回归分析, 可得到 tP与 C之间的关系(表 4). 

表 3  最大放热峰 Pm与抗生素浓度 Ccm的关系 

Table 3  Relationship between Pm and Ccm 

HB101 Pm＝34.54－9.21C R＝－0.97399 (Ccm: 0～4 µg•mL－1) 

HB101/pKK232-8 Pm＝37.48－9.97C R＝－0.97713 (Ccm: 0～4 µg•mL－1) 

HB101/pKK232-RM10 

 

Pm＝38.97－2.62C 
Pm＝15.04－0.51C 

R＝－0.97738 
R＝－0.98983 

(Ccm: 0～10 µg•mL－1) 
(Ccm: 10～30 µg•mL－1) 

HB101/pKK232-RM10-A 

 

Pm＝40.08－1.87C 
Pm＝23.50－0.67C 

R＝－0.98814 
R＝－0.99947 

(Ccm: 0～15 µg•mL－1) 
(Ccm: 15～35 µg•mL－1) 

HB101/pKK232-RM10-B Pm＝38.47－3.53C R＝－0.96834 (Ccm: 0～12 µg•mL－1) 

表 4  tP与 C之间的关系 

Table 4  Relationship between tP and C 

HB101 tP＝131.2＋74.67C R＝0.99095 (Ccm: 0～2.4 µg•mL－1) 

HB101/pKK232-8 tP＝103.8＋86.8C R＝0.9493 (Ccm: 0～2 µg•mL－1) 

HB101/pKK232-RM10 tP＝148.16＋26.38C R＝0.97444 (Ccm: 0～12 µg•mL－1) 

HB101/pKK232-RM10-A tP＝134.40＋12.28 C R＝0.99366 (Ccm: 0～15 µg•mL－1) 

HB101/pKK232-RM10-B tP＝95.20＋69.35C R＝0.99314 (Ccm: 0～8 µg•mL－1) 
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由以上关系式可见, 同一菌株出峰时间 t 与抗生素

浓度Ccm之间存在线性关系: 符合Y＝A＋BX方程式, 不

同菌株的 B 值与所含启动子活性大小成负相关, 有 B 

(HB101/pKK232-RM10-A)＜B (HB101/pKK232-RM10)

＜B (HB101/pKK232-RM10-B)的关系.  

3  讨论 

本研究结果确认了RM10片段在大肠杆菌中具有启

动子功能, 精确定位了 1382～1517 bp 区段是启动子活

性的关键部分, 而在 1～1382 bp区段或 1571～1848 bp

区段存在负调控区. 在 1382～1517 bp区段含有－35区

TTGAAC和－10区 TATATG的序列特征, 符合典型的

真细菌基因启动子的保守序列(－35和－10区)结构. 在

我们的试验中, 一旦含有－10 和－35 保守区(1382～

1517 bp 区段)序列被缺失, 启动活性急剧减少, 转录效

率立刻降低, CAT 基因合成的氯霉素乙酰转移酶减少, 

重组菌对抗性氯霉素降低, 细菌生长变慢. 这是首次从

结构和功能上发现并证实了来自极端嗜盐古生菌的一

个推测基因的启动子序列上具有原核生物启动子的特

征, 这是一种新的生命现象, 具有重要的理论意义和应

用价值, 研究结果也从启动子方面证明了极端嗜盐古生

菌具有独特的基因类型, 特殊的生理机制, 这些在生命

起源、系统进化等方面给人们许多重要的启示, 在生命

行为的原理上也将拓展人们的概念, 从而为进一步揭示

古生菌之谜和丰富生物的系统发育和进化关系提供了

新的信息和途径并为发展生物技术提供了新的机会, 并

有可能为构建双功能表达载体提供新的启动子来源.  

本实验室用微量热方法研究了启动子活性片段

(RM07)上保守碱基定点突变后启动活性的变化, 证明

了该方法能检测基因启动子区碱基的突变, 成功地把微

量热引入到基因分子水平的研究. 本研究提供了一个新

的化学和分子生物学相结合的方法来精确定位基因启

动子的关键功能区和可能的调控区, 对这种弱活性的启

动子的研究无疑是开辟了一个新的途径. 

精确定位关键功能区和调控区对研究启动子的调

控很重要, 因为不同基因启动子间有很大的变异性, 启

动活性大小也有差别[22]; 特别是弱启动子, 没有精确、

灵敏的方法是无法进行研究的[23]. 传统分子生物学方法

如 Northern杂交、报告基因酶活性检测[24]等, 常用来研

究基因启动子功能, 前者往往要涉及放射性同位素, 对

研究人员不安全, 近年来发展的生物素灵敏度又不够; 

而后者一般都要破坏生物正常的活动来检测, 而且得到

的结果往往是最终的累积, 不能如实反映生物生命过程

中真实的变化. 微量热方法非常安全, 不需要同位素和

有机溶剂等对研究人员健康损坏性很强的试剂, 而且能

直接检测一个活系统的生物学活动, 不会破坏生物系统

正常的活动, 可对样品进行后续分析, 它比其它方法更

接近于样品的真实状态, 它是实时进行的检测, 得到的

实验结果是真实的, 而不是最终的累积. 本研究通过微

量热技术直接、快捷地获得一系列的动力学和热力学参

数, 分析了这些参数与启动子功能的关系, 能从多个角

度来说明我们的研究结果, 比单纯的生物学方法可得到

更多、更详细、更精确的信息. 因此, 微量热法可以作

为细胞生物学、微生物学和遗传学的一种新的研究手段

和技术, 是研究生命科学中一个很有用的工具, 会促进

化学和生命科学的相互交叉和渗透. 微量热分析和分子

生物学技术结合应用将会在二十一世纪最热门的生命

科学研究领域里发挥重大的作用. 
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