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摘　 要　 启动子是调控转录起始的最基本元件， 对原核生物的生存和适应至关重要。 深入研究原核生物的启动子有助于了

解原核生物的基因表达调控机制， 有利于构建智能和高效的工程菌株， 进而有利于提高重要代谢物的产量， 在合成生物学和

代谢工程等领域均具有重要意义。 近年来， 随着原核生物启动子研究成果的不断积累， 大量启动子的序列被克隆、 鉴定以及

改造， 并被尝试用于生产实践。 本文介绍了原核生物启动子的结构和类型， 详述了启动子预测、 结构分析、 功能鉴定及其开

发应用的方法， 最后对该领域的研究进行展望， 以期为筛选和鉴定新型原核生物启动子、 提高靶基因的高效表达及优化代谢

途径提供思路。
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原核生物基因的表达水平和转录活性受多个调

控元件的影响， 包括启动子（Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）、 核糖

体结合位点 （ ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ， ＲＢＳ） （ Ａｂｄｕｌ⁃
ｍａｌｅｋ ａｎｄ Ｙａｚｇａｎ⁃Ｋａｒａｔａş， ２０２３）、 信号肽（Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ．，
２０２３）和终止子（Ｌａｍｍｅｎｓ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）等。 其中， 启

动子是负责转录起始的最基本元件， 可以被依赖

ＤＮＡ 的 ＲＮＡ 聚合酶（ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ， ＲＮＡＰ）特异

性识别而启动目标基因的转录（Ｓｔｅｉｔｚ， ２００９）。 原核

生物启动子的研究是生命科学领域中一个重要的领

域， 它可以帮助我们更加深刻理解原核生物基因表

达的调控机制（Ｓｈｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０２２； Ｗｕ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）、
原核生物与环境之间的相互关系 （ Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ．，
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２０２３）， 在生命科学基础研究（Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２３ｂ）、
工业微生物的改良（Ｈｕｏ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）、 微生物重要

代谢产物的生产（Ｐａｎ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）等领域均有重要

意义。
目前， 有关原核生物启动子的研究主要集中在

启动子的预测和分析、 功能验证、 结构分析以及开

发应用等四个方面（图 １）。 本文综述了该领域的研

究进展， 具体内容包括原核生物启动子的结构及其

类型、 原核生物启动子的预测分析、 原核生物启动

子的结构分析和功能验证、 原核生物启动子的改造

及其开发应用。 最后对原核生物启动子的研究进行

展望， 以期为相关研究提供参考。

图 １　 原核生物启动子研究的主要内容和方法

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅ ｍａｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

１　 原核生物启动子的结构

　 　 原核生物启动子通常位于转录起始位点（ ｔｒａｎ⁃
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｓｔａｒｔ ｓｉｔｅ， ＴＳＳ）上游， 包含基因转录起始所

需的复杂调控元件， 即相对于 ＴＳＳ 的－１０ 区和－３５
区、 两区之间的间隔序列以及 ＴＳＳ 上游保守序列

（图 ２）， 其中－１０ 区和－３５ 区构成启动子的核心序

列。 此外， 在大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） （Ｌｕ ｅｔ ａｌ．，

２０２３）、 枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ） （Ｊａｃｏｂ ｅｔ ａｌ．，
２０２２）、 戈 登 氏 菌 （ Ｇｏｒｄｏｎｉａ ） （ Ｊａｉｓｈａｎｋａｒ ｅｔ ａｌ．，
２０２１）和类球红细菌（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ） （Ｈｅｎ⁃
ｒｙ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）等的某些启动子上还存在扩展－ １０
区。 在转录过程中， 上游调控元件、 －３５ 区和－１０ 区

之间的间隔序列长度以及扩展－１０ 区都可能影响启

动子的活性， 而核心启动子序列是转录所需的最基

本结构。
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图 ２　 原核生物中常见启动子核心序列的保守性

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｃｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｆｒｏｍ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｅｓ

　 　 在革兰氏阴性菌中， 不同启动子的核心序列保守

性较高， 如大肠杆菌大多数启动子的－１０ 区序列通常

为 ＴＡＴＡＡＴ， －３５ 区序列为 ＴＴＧＡＣＡ （Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ．， ２００４；
Ｄｅｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１８； Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ．， ２０１８； Ｌｉ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）。
然而， 在植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ） （Ｍｃ⁃
Ｃｒａｃｋｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０００； Ｓｐａｎｇｌｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）和谷氨酸棒

状杆菌 （Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ） （ Ｐáｔｅｋ ｅｔ ａｌ．，
１９９６； Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ．， ２０２０ｂ； Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２１ｂ）等革兰氏

阳性菌中， 不同启动子的核心序列保守性较差

（图 ３）。 存在这种差异的主要原因是不同原核生物中

σ 因子识别序列的特异性不同。 σ 因子是 ＲＮＡＰ 的辅

助因子， 与 ＲＮＡＰ 核心酶相互作用， 形成 ＲＮＡＰ 全

酶， 可识别特定的调控序列， 指导复合物至启动子区

域（Ｐａｇｅｔ ａｎｄ Ｈｅｌｍａｎｎ， ２００３； Ｆｅｋｌíｓｔｏｖ ｅｔ ａｌ．， ２０１４）。
这也导致了不同微生物之间有些启动子无法通用， 或

者呈现出来的转录效果存在显著差异。

启动子以其所启动转录的基因和 ／或操纵子（排斜体字）进行命名， 前面冠以字母“Ｐ”表示。 如启动色氨酸操纵子结构基因转

录的启动子记为“Ｐ ｔｒｐ”， 启动谷氨酸脱氢酶基因转录的启动子记为“Ｐｇｄｈ”。 启动子核心序列中大写字母表示超过 ８０％ 的启动

子在此位置出现的核苷酸， 小写字母表示超过 ４０％的启动子在该位置出现的核苷酸。
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＂ Ｐ ｔｒｐ＂ ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｔｈａｔ ｉｎｉｔｉａｔｅｓ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅ ｉｓ ｎａｍｅｄ ａｓ ＂ Ｐｇｄｈ ＂ ．
Ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｐｒｅｓｅｎｔ ａｔ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｏｖｅｒ ８０％ ｏｆ ｐｒｏ⁃
ｍｏｔｅｒｓ， ｗｈｉｌｅ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｐｒｅｓｅｎｔ ａｔ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｏｖｅｒ ４０％ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ．

图 ３　 ３ 种重要原核生物的启动子保守序列

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ

２　 原核生物启动子的分类

　 　 按照不同的标准， 原核生物启动子可以分为许

多种。

２. １　 基于转录水平的分类

　 　 根据对转录的调控强度不同， 原核生物启动子

可分为强启动子、 中等强度启动子和弱启动子， 其

本质就是启动子与 σ 因子结合的能力不同。 一般情

况下， 强启动子和中等强度启动子用于靶基因的高

效表达， 而弱启动子适用于弱化有毒物质编码基因

的表达， 或者用于降低某些特定代谢（如分支代谢）
通路中某一分支代谢途径中关键酶基因的表达， 进

而提高另一分支代谢途径中靶基因的表达量， 以保

持细胞内代谢通量的总量平衡。

２. ２　 基于作用方式的分类

　 　 根据作用方式的不同， 启动子分为组成型启动

子、 诱导型启动子、 生长依赖型启动子以及自诱导

型启动子。
组成型启动子调控基因的表达水平比较稳定，

通常用于提高重要化合物的产量， 或调控合成生物

学中关键基因的表达。 如 Ｌｉ 等（２０２３ｄ）利用苏云金

芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ） ＢＭＢ１７１ 中的组成

型启动子 Ｐ ｒｓｉ实现了 Ｖｉｐ３Ａａ 杀虫蛋白的高效生产。
Ｋｏｎｇ 等（２０１９）用 ２ 个组成型启动子来调节嗜热链

球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）胞外多糖（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕ⁃
ｌａｒ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ， ＥＰＳ）生物合成基因簇中关键基

因 ｅｐｓＡ 和 ｅｐｓＥ 的表达水平， 提高了 ＥＰＳ 的产量。 此

外， 表征良好的组成型启动子也常常作为判断其

他启动子强弱的对照启动子， 如巴氏醋酸杆菌

（Ａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｐａｓｔｅｕｒｉａｎｕｓ） 启 动 子 Ｐ ａｄｈ （ Ｇａｏ ｅｔ ａｌ．，
２０２２）、 李斯特菌（ Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）高表达启

动子（ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｐｒｏｍｏｔｅｒ， Ｐ ｈｅｌｐ）（Ｍａ ｅｔ
ａｌ．， ２０２１）以及链霉菌（ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）启动子 Ｐ ｅｒｍＥ∗、
Ｐ ｋａｓＯ∗和 Ｐ ｓｐ４４（Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）等。 组成型启动子

的研究成本低， 但大多数为强启动子， 难以控制靶

基因的表达量， 故不适于表达毒性蛋白相关基因。
同时， 在代谢通路中， 并不是所有的基因都需要高

表达， 因此， 在代谢工程中需要用一些弱启动子来

平衡细胞代谢。
诱导型启动子启动下游基因转录的能力受诱导

剂的影响。 诱导剂通常包括物理诱导剂（如温度、 光

照和渗透压等）和化学诱导剂（如糖、 营养物质、 代

谢物、 金属离子、 ｐＨ 和各种溶剂等）。 与组成型启

动子相比， 诱导型启动子因能按需控制基因的表达，
常作为外源蛋白质的生产和代谢工程的关键工具

（Ｔｏｈ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）。 当然， 诱导型启动子也存在一些

缺陷， 如所依赖的诱导剂价格昂贵、 对微生物的代

谢产生压力、 容易将外源污染物引入培养基等。 因

此， 诱导型启动子在工业上有时也非最优选择。
生长依赖型启动子是指当菌体生长至某一特定

阶段时可启动基因表达的启动子， 不需添加任何诱

导剂。 如 Ｙａｎｇ 等（２０１７）用枯草芽孢杆菌的 ３ 个生

长依赖型启动子 Ｐ ａｂｒＢ、 Ｐ ｓｐｏＶＧ、 Ｐ ｌｙｔ分别实现了酯酶、
角蛋白酶和碱性多聚半乳糖醛酸裂解酶的高水平表

达。 Ｓｕ 等（２０２３）利用枯草芽孢杆菌的生长依赖型启

动子 Ｐ ａｐｒＥ， 基于群体感应机制开发了自动调控表达

系统， 来调节细胞生长和角蛋白酶的生产， 以降低

角蛋白酶对细胞的毒性并促进生物量积累和角蛋白

酶表达。 这些研究成果加深了研究者对启动子调控

策略的思考， 但目前对这类启动子的研究主要集中

于枯草芽孢杆菌（Ｋａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２０； Ｚｈｕ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）
和大肠杆菌（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）中， 在其他原核生物

中的相关报道较少。
自诱导型启动子是一类由 σＳ 识别并由起始膜

蛋白基因、 应激基因等抵抗环境胁迫相关基因表达

的启动子。 目前被报道的自诱导型启动子大多来源

于大肠杆菌， 如启动子 Ｐ ｆｉｃ（Ｌｉ ｅｔ ａｌ．， ２０２３ａ）。 自诱导

型启动子有利于降低目标蛋白工业化生产的成本，
也是用于解决由过表达引起的代谢失衡的有效策
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略， 但天然自诱导型启动子因活性低而导致其应用

受到限制。

３　 原核生物启动子的预测分析

　 　 启动子的分析和预测对指导科学研究、 确定控制

基因转录起始的关键区域以及理解代谢调控网络具

有重要意义。 当前所采用的方法主要包括以下几种。

３. １　 基于启动子的结构稳定性等物理特征进行预

测分析

　 　 早期的原核生物启动子预测仅限于关键基序的

分析（Ｈｕｅｒｔａ ａｎｄ Ｃｏｌｌａｄｏ⁃Ｖｉｄｅｓ， ２００３）， 但由于样本

基因库和统计算法的缺乏， 启动子预测的准确性不

高。 为快速区分原核生物某一 ＤＮＡ 序列是否为启动

子序列， 研究人员根据原核生物启动子的结构稳定

性和能量信息等物理特征开发了多种有效预测原核

生物启动子的工具。
大部分原核生物启动子具有低稳定性、 高曲率

和低可弯曲性等特征， 其中最为显著的特征就是启

动子 ＤＮＡ 双链与其周边序列稳定性的差异， Ｋａｎ⁃
ｈｅｒｅ 和 Ｂａｎｓａｌ（２００５）据此提出了一种预测原核生物

启动子的方法， 并成功用于识别大肠杆菌（２２７ 个）、
枯草芽孢杆菌（８９ 个）和谷氨酸棒状杆菌（２８ 个）中
的启动子。 另外， 根据 ＤＮＡ 序列的其他物理特征预

测启动子的文献也逐年增多， 如 Ｃｈｅｎ 等（２０２０）基

于启动子由不同结构的 ＤＮＡ 序列决定， 根据不同

ＤＮＡ 局部结构的总能量不同， 构建了一种用于启动

子预测的统计物理模型， 并用于预测大肠杆菌 Ｋ⁃１２
中 σ３８、 σ５４ 和 σ７０ 启 动 子， 其 准 确 性 分 别 达 到

８７. ０％ 、 ７８. ３％和 ８６. ４％ 。 当然， 单纯依据启动子的

某一物理特征开发的预测工具其普适性和准确性有

待提高， 将启动子的多个特征相结合构建启动子预

测模型或者将多个启动子预测模型联合使用， 可以

大幅度提高启动子预测的准确性和普适性。 如

ＳＥＰｒｏｍ 是一种基于 ＤＮＡ 结构和能量信息特征开发

的启动子预测模型， 几乎可用于预测所有的原核生

物启动子， 且具有较高的灵敏性及特异性（Ｍｉｓｈｒａ
ｅｔ ａｌ．， ２０２０）。

３. ２　 基于启动子的序列特征进行预测分析

　 　 基因组测序技术的不断发展加速了基因组序列

的累积过程， 这为原核生物启动子预测提供了更为

有效的数据。 研究人员发现， 根据启动子在基因组

上的有序分布、 核苷酸偏好和 Ｇ＋Ｃ 含量等序列特

征， 能快速地从基因组上识别启动子区域。
Ｊａｃｑｕｅｓ 等（２００６）的研究表明， 在许多细菌的基

因组中， 转录因子结合位点（ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｂｉｎ⁃
ｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ， ＴＦＢＳ）偏向于分布在编码区之间的区域，
据此开发了一种既适用于启动子识别、 又能预测出

其他调控蛋白识别的 ＤＮＡ 序列的工具。 Ｈｅ 等

（２０１８）依据 ＤＮＡ 单链上特定位点的核苷酸序列偏

好（或倾向性）建立了一种启动子预测模型， 并用于

预测大肠杆菌 Ｋ⁃１２ 中 σ７０ 启动子， 其准确性高达

９４％ 。 这类预测工具快速、 高效， 但由于这些模型的

建立是基于已注释的基因组， 其应用范围受到限制。
为提高其应用潜能， 有时会将启动子的序列特征与

前述的结构特征相结合来开发启动子预测模型。 如

Ｌｉｕ（２０２０ａ）等结合序列的 Ｇ＋Ｃ 含量和弯曲性等特征

构建启动子预测模型， 并将其预测大肠杆菌、 枯草

芽孢杆菌和铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）的
启动子， 其准确度分别高达 ８１. ５％、 ８７. ９％和 ９０. ４％。

３. ３　 基于 ＲＮＡ 聚合酶的特殊亚基进行预测分析

　 　 启动子需要在 ＲＮＡＰ 和相应辅因子的共同作用

下才能启动转录， 这为原核生物启动子预测提供了

一个新思路， 即利用 ＲＮＡＰ 的特殊亚基识别启动子。
Ｓｐｘ 是一种在革兰氏阳性菌中具有高保守性的

全局转录调控因子。 Ｎａｋａｎｏ 等（２０１０）的研究表明，
Ｓｐｘ 与 ＲＮＡＰ 的 α 亚基 Ｃ 端（αＣＴＤ）相互作用形成

的复合物可以识别 Ｓｐｘ 调控基因的启动子序列。 Ｓｐｘ
被氧化为二硫化物形式的构象变化会导致 α 螺旋

（α４）结构发生改变， 此时的 α４ 是激活转录以及

Ｓｐｘ⁃αＣＴＤ 复合物与启动子相互作用的特殊亚基， 从

而根据这一结合特征推测 Ｓｐｘ 调控基因的启动子

序列。
该预测方式准确性高， 但是操作比较复杂且应

用范围窄， 可辅助其他启动子的预测方式。

３. ４　 基于组学技术进行预测及分析

　 　 由于基因启动子的强度与基因的表达水平密切

相关， 随着测序技术和生物信息学的发展， 转录组

学测序和蛋白质组学分析已成为启动子预测、 筛选

的有效方法。 转录组学测序又包括 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 和微阵

列两种技术。
ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 产生的大量 ｒｅａｄｓ 可以映射到全基因
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组序列， 有利于筛选启动子、 ＴＳＳ 和 ＴＦＢＳ， 并适用

于大多数原核生物， 如伯克霍尔德氏菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅ⁃
ｒｉａｌｅｓ） （Ｏｕｙａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２０）以及丙酮丁醇梭菌（Ｃｌｏｓ⁃
ｔｒｉｄｉｕｍ ａｃｅｔｏｂｕｔｙｌｉｃｕｍ） ＡＴＣＣ ８２４、 贝氏梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉ
ｄｉｕｍ ｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉｉ） ＤＳＭ ６４２３ 和贝氏梭菌 ＮＣＩＭＢ ８０５２
（Ｈｏｃｑ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）等。 此外， 在 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 过程中，
一般将 ＲＰＫＭ （ ｒｅａｄｓ ｐｅｒ ｋｉｌｏｂａｓｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｐｅｒ
ｍｉｌｌｉｏｎ ｒｅａｄｓ ｍａｐｐｅｄ）、 ＦＰＫＭ （ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｐｅｒ ｋｉｌｏｂａｓｅ
ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｍａｐｐｅｄ） 或 ＴＰＭ
（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ）值作为评判基因相对表达量

的标准。 因此， ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据也可用于评估启动子

的强度。 如 Ｓｈｉ 等（２０２１）通过 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 对球形红杆

菌（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ） ＪＤＷ⁃７１０ 突变体和野生

型菌株进行分析， 以 ＦＰＫＭ 值作为基因相对表达量

的评判标准， 挑选出７ 个在 ＪＤＷ⁃７１０ 和野生型菌株

中均表现出高转录活性的启动子， 并用 Ｐ ｒｓｐ＿７５７１截短

后得到的启动子 Ｐ ｒｓｐ＿７５７１ （Ｔ３３４∗）过表达辅酶 １０ 合成途

径中的两个关键基因 ｄｘｓ 和 ｕｂｉｅ， 使得辅酶 １０ 的产

量增加了 ２８％ 。
基因微阵列技术将已知序列的 ＤＮＡ 探针和多

种寡聚核苷酸固定在芯片特定位置上， 根据碱基互

补配对原则， 与荧光标记的待测基因进行杂交， 之

后根据杂交信号定量基因相对表达水平获得核酸序

列信息， 这有利于在特定条件下筛选启动子。 如 Ｊａｉｓ⁃
ｈａｎｋａｒ 等（２０２１）根据 ＮＣＢＩ 中戈登氏菌 ＩＩＴＲ１００ 的基

因组序列信息， 设计所有相应基因的探针， 利用基因

微阵列技术对生长至不同生长时期的戈登氏菌

ＩＩＴＲ１００ 开展实验， 获得差异表达基因信息， 并据此

筛选出 ２ 个生长依赖型启动子 ＰｄｓｂＡ和 Ｐｇｌｘ。
蛋白质组学技术则是通过双向电泳凝胶可视化

蛋白表达情况并联合质谱和微阵列测序数据确定高

表达基因， 筛选相应启动子。 如 Ｗａｎｇ 等（２０１９）通

过蛋白质组学方法在查塔诺链霉菌 （ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ｃｈａｔｔａｎｏｏｇｅｎｓｉｓ） Ｌ１０ 中筛选到 １ 个可用于高效表达

纳他霉素的强启动子 Ｐ ｇｒｏＥＳ。 这种方式广泛用于链霉

菌， 有利于次级代谢产物特异性启动子的确定， 但

其灵敏性不高， 可作为转录组筛选启动子的一种

补充。
由于数据库等平台的信息共享， 如今可以在

网上获得许多原核生物的转录组测序数据， 从而

有利于启动子的识别。 然而启动子强度并不是影

响基因表达水平的唯一因素， 还包括 ｍＲＮＡ 的稳

定性、 细菌的培养条件和生长状况等其他因素。 因

此， 为分离出有用的启动子， 在分析组学数据的基

础上还应该利用报告基因等方式系统地鉴定启动

子的功能。

３. ５　 基于机器学习分类器进行的预测及分析

　 　 随着测序技术和计算机技术的不断发展， 原核

生物启动子预测也逐渐进入到依赖复杂的机器学习

分类阶段， 如线性判别分析、 随机森林、 支持向量

机（ｓｕｐｐｏｒｔ ｖｅｃｔｏｒ ｍａｃｈｉｎｅ， ＳＶＭ）和神经网络（ｎｅｕｒａｌ
ｎｅｔｗｏｒｋｓ， ＮＮ）等。 目前， 依赖 ＳＶＭ 和 ＮＮ 算法的预

测方式发展更为迅速。 其中， ＳＶＭ 是一种对数据进

行二元分类的算法， 可表示复杂的线性关系。 如 Ｌｉｎ
等（２０２３）建立了基于 ＳＶＭ 的预测模型， 用于分析产

气克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）的启动子序列和

非启动子序列， 其准确率高达 ９５. ８％ 。 ＮＮ 是一种模

拟大脑神经网络的自适应机器学习技术。 依赖人工

神经网络的预测工具 ＳＡＰＰＨＩＲＥ， 可准确预测假单胞

菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ） σ７０ 启动子（Ｃｏｐｐｅｎｓ ａｎｄ Ｌａｖｉｇｎｅ，
２０２０）； 依赖卷积神经网络技术的预测工具 ｉＰｒｏｍｏｔｅｒ⁃
ＢｎＣＮＮ， 有效提高了对大肠杆菌中 σ 启动子识别和

分类的准确性（Ａｍｉｎ ｅｔ ａｌ．， ２０２０）； 依赖胶囊网络和

卷积神经网络的预测工具 ｉＰｒｏｍｏｔｅｒ⁃ＣＬＡ， 实现了准

确预测原核生物启动子的同时还能评估启动子的强

度（Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）。
机器学习技术的不断完善使启动子预测方法的

准确性得到了较大的提高。 但现有的原核生物启动

子预测工具大多依赖典型模式生物建立的数据库，
如大 肠 杆 菌 启 动 子 数 据 库 ＲｅｇｕｌｏｎＤＢ （ Ｓａｎｔｏｓ⁃
Ｚａｖａｌｅｔａ ｅｔ ａｌ．， ２０１９）、 枯草芽孢杆菌启动子数据库

ＤＢＴＢＳ （Ｍａｋｉｔａ ｅｔ ａｌ．， ２００４）和铜绿假单胞菌启动子

数据库 ＰＲＯＤＯＲＩＣ （Ｍüｎｃｈ ｅｔ ａｌ．， ２００３）， 导致有些

预测工具的普适性不高， 从而无法准确预测其他原

核生物的启动子。 因此， 为提高启动子的预测性能，
还需要进一步开发新的预测工具。

４　 原核生物启动子的功能验证

　 　 原核生物启动子的功能验证， 包括鉴定启动子

启动转录的能力及其强度， 对理解原核生物的基因

表达调控具有重要意义。 具体方法包括以下三个

方面。
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４. １　 报告基因检测系统

　 　 报告基因检测系统是当前研究原核生物启动子

活性的重要工具之一。 该方法首先需要在无启动子的

载体上插入合适的报告基因； 其次需要将预测的启动

子片段克隆到含有报告基因的载体上， 转入到相应的

宿主中； 最后通过报告基因的表达情况来表征启动子

的强度， 并鉴定所研究启动子的顺式作用元件。
目前已经报道的报告基因有编码氯霉素乙酰转

移酶基因（Ｋｏｚａｋａｉ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）、 β⁃半乳糖苷酶基因

（Ｂｒａｎｄｗｅｉｎ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）、 β⁃葡萄糖醛酸酶基因

（Ｃｈａｅ ｅｔ ａｌ．， ２０１９）、 儿茶酚 ２，３⁃双加氧酶基因（Ｌｕｏ
ｅｔ ａｌ．， ２０１５）、 绿色荧光蛋白基因（Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）、
红色荧光蛋白基因（Ｇａｏ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）和荧光素酶基

因（Ｙｕ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）等 ７ 个。 前 ３ 个报告基因检测系

统具有良好的稳定性， 但因需要通过裂解细胞、 添

加额外的底物或测定酶活性来确定启动子的活性而

导致其应用受到限制。 后 ３ 个报告基因由于操作简

单、 安全、 定量范围广、 可应用于活细胞而得到广

泛应用， 但是荧光蛋白基因报告系统在检测启动子

活性时会受到细胞自身背景荧光的干扰。 而儿茶酚

２，３⁃双加氧酶基因常作为链霉菌中启动子活性鉴定

的报告基因（Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）。 因此， 实验过程中需

要视具体情况选择合适的报告基因。

４. ２　 免疫捕捉差异显示法

　 　 免疫捕捉差异显示法是筛选和鉴定环境诱导型

启动子的免疫学方法。 该方法依赖微型 Ｔｎ５ 转座子

衍生的启动子探针载体， 以编码 β⁃半乳糖苷酶和

β⁃半乳糖苷透性酶的 ｌａｃＺＹ 作为报告基因。 其中，
Ｔｎ５ 转座子可直接在含有乳糖作为唯一碳源的培

养基上选择操纵子融合突变体 ｌａｃＺＹ， 以及在 Ｘ⁃ｇａｌ
指示剂培养基上选择卡那霉素和 β⁃半乳糖苷酶的

表达， 通过观察指示剂 Ｘ⁃ｇａｌ 的显色情况可以判断

质粒中插入的 ＤＮＡ 片段是否具有启动子活性。 此

外， 还设计了针对 β⁃半乳糖苷透性酶的单特异性

抗体， 以便于直接通过免疫磁珠捕获技术分离出

携带 不 同 启 动 子 的 细 胞。 如 Ｔｉｍｍｓ⁃Ｗｉｌｓｏｎ 等

（２０００）用这种方法检测了根际细菌（Ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ）
中环境诱导启动子的活性。

免疫捕捉差异显示法可以快速、 准确地鉴定环

境中诱导型启动子， 但主要适用于根际细菌， 且目

前用这种方式鉴定启动子的研究较少。

４. ３　 双质粒系统

　 　 双质粒系统是依赖两个具有相容性质粒的检测

系统。 该系统先在其中一个质粒中表达 σ 因子， 获

得的 σ 因子与细菌中 ＲＮＡＰ 核心酶相互作用形成

ＲＮＡＰ 全酶， 而 ＲＮＡＰ 全酶可识别克隆在另一个含

有报告基因的探针质粒上的启动子。 目前的双质粒

系统有大肠杆菌双质粒系统和谷氨酸棒状杆菌双质

粒系统。 其中， 大肠杆菌双质粒系统通常将 ｌａｃＺα 作

为报告基因， 运用更为广泛， 如 Ｈｏｍｅｒｏｖａ 等（２００４）
通过这种方法从金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕ⁃
ｒｅｕｓ）中鉴定到 １８ 个 σＢ 依赖型启动子， 并确定了转

录因子起始位点； 此外， 该系统已成功用于鉴定来

自天蓝色链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ） Ａ３ （２）中的

σＢ 识别启动子（Ｓｅｖｃｉｋｏｖａ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）和结核分枝杆

菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ） 中的 σＦ 识别启动子

（Ｈｏｍｅｒｏｖａ ｅｔ ａｌ．， ２００７）。 而谷氨酸棒状杆菌双质粒

系统是以 ｇｆｐｕｖ 为报告基因， Ｂｕｓｃｈｅ 等（２０２３）通过

该系统鉴定了谷氨酸棒状杆菌中的 σＥ 识别启动子。
大肠杆菌双质粒系统无法识别那些需要体内进

行转录激活的启动子， 而谷氨酸棒状杆菌双质粒系

统可以实现在体内鉴定启动子， 二者都仅适用于鉴

定 σ 因子依赖型启动子， 因此应用受到限制。

５　 原核生物启动子的结构分析

　 　 原核生物启动子的结构分析对理解基因的表达

调控机制至关重要， 常用方法包括以下几种。

５. １　 ＤＮａｓｅ Ⅰ足迹法

　 　 ＤＮａｓｅ Ⅰ足迹法能精确鉴定 ＤＮＡ 结合蛋白在

ＤＮＡ 分子上的结合位点， 因此有利于找出启动子上

的 ＴＦＢＳ。 先通过放射性或荧光对目标启动子序列进

行末端标记， 将纯化好的转录因子蛋白与启动子进

行孵育， 随后加入 ＤＮａｓｅ Ⅰ， 启动子会被消化成长

度不同的片段， 得到的 ＤＮＡ 片段可通过凝胶电泳分

离、 自显影或荧光成像观察。 此时， 未与转录因子

结合的启动子区域会被 ＤＮａｓｅ Ⅰ降解， 而与转录因

子结合的启动子区域不会被降解， 因此会在凝胶上

显示“足迹”， 最后结合测序技术即可找出 ＴＦＢＳ。 如

Ｋｉｍ 等（２０１９）通过 ＤＮａｓｅ Ⅰ足迹实验在铜绿假单胞

菌 ｍｅｘＥＦ⁃ｏｐｒＮ 基因的启动子上鉴定了两个与 Ｍｅｘ⁃
ＥＦ⁃ＯｐｒＮ 外排系统的转录激活因子 ＭｅｘＴ 结合的区

域， 分 别 为 ＴＣＣＡＴＡＡＣＣＡＴＣＧＡＣ 和 ＣＣＡＴＧＴＡＴ⁃
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ＣＡＣＴＧＴＴＣＧＴＧＡＴ。 这一研究结果增强了对 ＭｅｘＴ 依

赖的药物外排泵激活调控的理解， 也为抗铜绿假单

胞菌活性的药物开发提供了新线索。
在启动子研究中， ＤＮａｓｅⅠ足迹法也常与凝胶阻

滞实验（ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｓｈｉｆｔ ａｓｓａｙｓ， ＥＭＳＡ）联
用。 其中， ＥＭＳＡ 用于判断转录因子与目标启动子是

否结合， ＤＮａｓｅⅠ足迹实验用于确定两者的结合位点。
如 Ｈｅ 等（２０２３）通过 ＥＭＳＡ 和 ＤＮａｓｅ Ｉ 足迹实验表明

耻垢分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｍｅｇｍａｔｉｓ）中转录因子

ＧｌｎＲ 直接与启动子 ＰｇｌｎＲ上的 ＧＴＡＡＣ 和 ＡＴＧＴＣ 基序

结合， 从而揭示了 ｇｌｎＲ 在氮胁迫下的转录调控机制。
值得注意的是， 由于空间位阻， 通过这种方式找

出的 ＴＦＢＳ 序列一般比自身位点大 ８～１０ 个碱基。 除

此之外， 为保证ＤＮａｓｅⅠ足迹实验的准确性， 研究人员

需要严格控制 ＤＮａｓｅⅠ的用量和反应时间。

５. ２　 染色体免疫共沉淀

　 　 原核生物的基因表达过程需要转录因子与启动

子相结合， 有研究者据此设计了染色质免疫共沉淀

（ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ， ＣｈＩＰ）以分析

蛋白质与 ＤＮＡ 的结合位点（Ｇｉｌｍｏｕｒ ａｎｄ Ｌｉｓ， １９８４；
Ｓｏｌｏｍｏｎ ａｎｄ Ｖａｒｓｈａｖｓｋｙ， １９８５）。 其中， 常用于启动

子研究的方法包括 ＣｈＩＰ⁃ｃｈｉｐ 和 ＣｈＩＰ⁃ｓｅｑ。 相比于

ＣｈＩＰ⁃ｃｈｉｐ， ＣｈＩＰ⁃ｓｅｑ 可以快速、 有效地在全基因组

范围内检测 ＤＮＡ 与蛋白质的结合位点， 有利于快速

找出 ＴＦＢＳ。 该技术在寻找启动子上的 ＴＦＢＳ 时依赖

转录因子与启动子 ＤＮＡ 的交联， 通过细胞裂解和超

声处理使启动子 ＤＮＡ 片段化， 然后与针对目的转录

因子的抗体进行免疫沉淀， 最后将 ＣｈＩＰ 富集的启动

子 ＤＮＡ 转化为用于下一代测序的文库， 并将序列读

数与参考基因组序列比对从而获得 ＴＦＢＳ （Ｗａｄｅ，
２０１５）。 如 Ｒａｍｓｅｙ 等（２０１５）通过 ＣｈＩＰ⁃ｓｅｑ 确定转录

因子 ＰｉｇＲ 与 ＭｇｌＡ⁃ＳｓｐＡ 蛋白质复合物相互作用后

可特异性与所调节启动子上的 ＴＧＣＴＧＴＡ 结合， 并

控制 ＰｉｇＲ 调节的毒力基因的表达。
虽然 ＣｈＩＰ⁃ｓｅｑ 的分辨率高， 但仅使用 ＣｈＩＰ⁃ｓｅｑ

数据仍然无法以单核苷酸分辨率鉴定 ＤＮＡ 结合蛋

白的结合位点。 因此， 研究人员通过改良 ＣｈＩＰ⁃ｓｅｑ
开发了 ＣｈＩＰ⁃ｅｘｏ， 可在免疫沉淀过程中对蛋白结合

的 ＤＮＡ 进行核酸外切酶处理， 以实现单核苷酸分离

（Ｙｅｈ ａｎｄ Ｒｈｅｅ， ２０２３）， 但目前 ＣｈＩＰ⁃ｅｘｏ 在原核生

物中的应用较少。 此外， Ｄｅｃｋｅｒ 等（２０２２）根据 ＣｈＩＰ⁃
ｓｅｑ 和 ＣｈＩＰ⁃ｅｘｏ 数据开发了原核生物的染色质免疫

沉淀数据库 ｐｒｏＣｈＩＰｄｂ， 有利于研究人员快速寻找与

目标启动子相互作用的转录因子和 ＴＦＢＳ 相关信息。

５. ３　 逐段序列截短

　 　 当某一启动子序列被确定后， 可以进行启动子

序列逐段截短， 找到对启动子活性最关键的那段区

域即启动子的核心序列。 启动子序列逐段截短有

５′端逐段缺失、 ３′端逐段缺失和中间序列缺失等３ 种

方式， 将截短之后的片段连接到事先构建好的启动

子探针载体上并导入宿主细胞， 通过分析报告基因

的表达情况以验证启动子的活性， 从而确定目标启

动子的核心区域。 如 Ｓｕｎ 等（２０２１）构建了地衣芽孢

杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）内源性启动子 Ｐ ｌｄｈ ５′逐段

截短且含报告基因 ｅｇｆｐ 的载体， 证明 Ｐ ｌｄｈ是由两个

连续启动子区域组成的串联启动子， 并用该启动子

增强凝结芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｏａｇｕｌａｎｓ）中异源基因

的表达量。

５. ４　 定点突变

　 　 定点突变是指通过 ＰＣＲ、 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 等方法

向目的片段中引入碱基替换、 增添等变化， 有利于

确定启动子的 ＴＡＴＡ 盒等参与转录调控的元件。 这

种方法需要通过生物信息学方法预测分析可能的转

录调控区域， 对这些区域进行定点突变， 将获得的

突变体克隆到无启动子的探针载体中， 转化至宿主

细胞后， 分析细胞中报告基因的表达水平以确定突

变前后启动子的活性， 进而分析相应元件的位置。
如杨巍等（２００３）通过对乳酸乳球菌（Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ ｌａｃ⁃
ｔｉｓ）中启动子 Ｐ ｎｉｓＺ进行定点突变， 确定了 Ｐ ｎｉｓＺ启动子

的－３５ 区和－１０ 区。 此外， 也有研究者通过这种方式

确定了嗜盐菌（Ｈａｌｏｆｅｒａｘ ｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅｉ） Ｐ ｌｒｐ启动子的

ＴＡＴＡ 盒及 ＴＦＢＳ， 为揭示 Ｌｒｐ 转录因子在胁迫条件

下响应调控中的可能作用奠定了基础（Ｍａｔａｒｒｅｄｏｎａ
ｅｔ ａｌ．， ２０２３）。

６　 原核生物启动子的改造

　 　 原核生物的天然启动子大多存在不同程度的缺

陷。 如表征良好的启动子数量有限； 通用性差， 在

异源表达宿主中的活性低； 灵活性差， 不能满足基

因表达的动态调控； 大多数诱导型启动子需要添加

诱导剂等。 因此， 对天然启动子进行改造具有重要

意义， 改造的方式有 ３ 种模式（图 ４）。
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Ａ 表示内源性启动子的改造； Ｂ 表示启动子替换； Ｃ 表示启动子改造与核糖体工程结合； “★”表示突变位点。
Ａ ｍｅａｎｓ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ； Ｂ ｍｅａｎｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ； Ｃ ｍｅａｎｓ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ； “★”ｍｅａｎｓ ａ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ．

图 ４　 启动子改造模式图

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

６. １　 对已知内源性启动子进行改造

　 　 对内源性启动子进行改造最常用的方法有： 通

过易错 ＰＣＲ 或饱和突变的方法随机化启动子的保守

区域或非保守区域构建合成启动子文库（ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｌｉｂｒａｒｙ， ＳＰＬ） （Ｌｉ ｅｔ ａｌ．， ２０２３ｃ； Ｙｕａｎ ｅｔ ａｌ．，
２０２３）， 获得强度范围广的系列启动子， 可实现对不

同基因进行不同程度的表达。 然而， 从文库中筛选

目的启动子费时费力， 常常需要结合高通量筛选技

术或流式细胞仪技术。 此外， 可以将启动子的核心

序列改为保守的核苷酸序列， 如 σ 因子偏好的核苷

酸序列或经典保守的核苷酸序列（如 ＴＡＴＡＡＴ 和 ＴＴ⁃
ＧＡＣＡ），或者将启动子 ＵＰ 元件序列改为保守序列

（Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ．， ２０１９）， 从而使启动子强度发生改变；
也可以将启动子的核心启动子序列替换为强启动子

的核心序列以提高启动子的强度（Ｌｉ ｅｔ ａｌ．， ２０２３ｃ）；
还可以通过修饰启动子的 ５′⁃ＵＴＲ 构建文库， 如 Ｊｉａ

等（２０２３）构建了乳酸链球菌（Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ ａｃｉｄｉｌａｃｔｉ⁃
ｃｉ） ＤＹ１５ 启动子 ５′⁃ＵＴＲ 复合物文库， 并将获得的

启动子⁃５′⁃ＵＴＲ 复合物用于优化其转氨酶基因的表

达水平和提高苯乳酸的产量。
对内源性启动子的改造还包括对 ＴＦＢＳ 的修饰。

ＴＦＢＳ 是转录因子在调节基因表达过程中与启动子

结合的特定 ＤＮＡ 区域。 通过在启动子序列上添加

ＴＦＢＳ 或对已包含的 ＴＦＢＳ 进行突变或去除， 以达到

调节基因表达的目的。 如在枯草芽孢杆菌中， Ｗｕ 等

（２０２０）通过在启动子 Ｐ ｖｅｇ的－１０ 区和－３５ 区之间插

入 ＧａｍＲ 结合位点 ｇａｍＯ２， 得到 １ 个能动态调控且

强度和 Ｐ ｖｅｇ启动子一样的新启动子， 该启动子还可

以用于调节细胞内 ６⁃磷酸氨基葡萄的合成。 而在链

霉菌中， Ｗａｎｇ 等（２０１３）通过去除启动子 Ｐ ｋａｓＯ核心

区上游转录因子 ＳｃｂＲ 和 ＳｃｂＲ２ 的共同结合位点获

得启动子 Ｐ ｋａｓＯ３， 随后随机突变去除 Ｐ ｋａｓＯ３核心启动
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子区域内部的另一 ＳｃｂＲ 结合位点， 获得 １ 个新的强

启动子 Ｐ ｋａｓＯ∗。 此外， 在大肠杆菌中， Ｚｏｕ 等（２０２１）
通过突变 Ｐ ｓ１４启动子上转录因子 ＭａｒＲ 与 ＰｍａｒＯ 的

结合位点， 获得具有更高的响应强度和更宽的动态

范围的启动子突变体 Ｐ ｓ１４ （１２ＡＩＩ４Ｔ）和 Ｐ ｓ１４ （ Ｉ１２ＡＩＩ１４Ｔ）。

６. ２　 启动子替换

　 　 启动子替换是将自身或相近种属中表征良好的

启动子或者人工合成的优选启动子替换原有的启动

子。 如 Ｐａｎ 等（２０２２）通过对粘质沙雷氏菌（Ｓｅｒｒａｔｉａ
ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）进行 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ， 用获得的强组成型启动

子 ＰｒｐｌＪ（Ｐ １７）替换掉激活剂 ＯｍｐＲ 和 ＰｓｒＡ 相应基因

原有的启动子， 可提高灵菌红素的产量。 在枯草芽

孢杆菌中， 通过 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 得到 ４ 个启动子 Ｐ ｓｏｄＡ、
Ｐ ｈａｇ、 Ｐ ｔｕｆＡ和 Ｐ ｆｕｓＡ， 这些启动子强度高于 Ｐ ａｍｙＥ 启动

子。 随后， 用 Ｐ ｓｏｄＡ＋ＰｍａｙＥ＋Ｐ ｆｕｓＡ串联启动子替换 Ｐ ａｍｙＥ

启动子， 得到的菌株其产出的普鲁兰酶的活性是原

有菌株的 ４. ７ 倍（Ｍｅｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１８）。 相对于其他启

动子改造策略， 启动子替换策略针对性更强， 不必费

时费力进行筛选， 但需要有大量可供选择的启动子。

６. ３　 启动子改造与 ＲＢＳ 工程结合

　 　 启动子和 ＲＢＳ 分别在转录和翻译的起始过程中

发挥关键作用， 都是基因表达过程中的重要步骤。
ＲＢＳ 工程是一种有效调节基因表达水平的方式， 因

此将原核生物启动子改造与 ＲＢＳ 工程结合， 有利于

实现同时在转录和翻译水平控制基因表达。 如 Ｄｕａｎ
等（２０２１）在谷氨酸棒状杆菌中偶联 ６ 个强度不同的

启动子以及 １１ 个强度不同的 ＲＢＳ 来调控报告基因

ｅｇｆｐ 的表达， 结果表明 ｅｇｆｐ 的表达水平至少在 １０ 倍

的跨度内调节。 此外， Ｓｕｎ 等（２０２３）联合改造钠弧

菌（Ｖｉｂｒｉｏ ｎａｔｒｉｅｇｅｎｓ）的启动子和 ＲＢＳ， 构建突变文

库， 为多种重组蛋白的表达提供了选择， 同时拓展

了钠弧菌的应用范围。 说明与 ＲＢＳ 工程结合的启动

子改造比单一启动子改造的调控范围更广， 为寻求

平衡生物合成途径及提高目标代谢产量的方法提供

了有意义的参考。

７　 原核生物启动子的开发应用

　 　 随着人工合成、 随机突变和启动子替换等启动

子改造手段的运用， 研究者获得了许多符合目标需

求的启动子， 并广泛应用于各种微生物中， 以实现

高效产酶、 开发抑菌剂以及优化代谢途径等目标。

７. １　 有效提高目标产物的产量

　 　 原核生物大肠杆菌、 谷氨酸棒状杆菌和枯草芽

孢杆菌等常作为异源基因的表达宿主， 启动子在基

因表达中起着关键作用， 开发具有不同强度和功能

的启动子， 可有效提高目标产物的产量， 实现目标

产物的高效表达。
如 Ｒａｏ 等（２０２３）通过组合不同 σ 依赖型启动子

核心序列获得新型启动子， 并对这些启动子进行表

征和分析， 使用表征效果好的启动子提高了蛋白质

和重要代谢产物的产量， 为地衣芽孢杆菌的基因调

控和多样化产品生产提供了有力支持。 Ｃａｏ 等

（２０２３）对大肠杆菌中的启动子 Ｐ ｌｕｘＩ 进行改造， 以

Ｐ ｌｕｘＩ突变体 Ｐ ｌｕｘＩ （Ｔ⁃３８Ｃ） 为启动子的自诱导表达系统在

高密度发酵条件下表达的藻酸盐裂解酶活性是 Ｐ Ｔ７

启动子的 ４. ３４ 倍。 此外， 工程化的 Ｐ ｔａｃ启动子也可

以减少抗体 Ｆａｂ′片段在大肠杆菌中的表达泄露

（Ｓｃｈｏｆｉｅｌｄ ｅｔ ａｌ．， ２０１６）。

７. ２　 控制代谢通路， 优化代谢网络

　 　 启动子可以调节特定代谢途径中的基因表达水

平， 从而控制代谢通量。 通过启动子改造获得的不

同强度启动子可优化代谢网络， 进而显著提高工业

应用所需微生物细胞工厂的能力。
在工程菌中重构生物合成途径时， 不是每一个

基因都需要在强启动子的控制下表达， 而是需要精

确地控制途径中每一种酶基因的表达， 尤其是一些

关键酶， 可避免不必要的中间代谢物积累。 Ｈｗａｎｇ
等（２０１８）通过工程化溶氧依赖型启动子 Ｐ ｎａｒ获得强

度范围广的合成 Ｐ ｎａｒ启动子文库， 随后， 运用这些启

动子来控制 Ｄ⁃乳酸和 ２，３⁃丁二醇对应基因的表达水

平。 选择活性强的合成 Ｐ ｎａｒ启动子控制编码 Ｄ⁃乳酸

脱氢酶的 ＩｄｈＤ 基因的表达， 较大幅度提高了Ｄ⁃乳酸

的产量。 在 ２，３⁃丁二醇合成途径中， ａｌｄＢ 基因的表

达强度与 ２，３⁃丁二醇的产量无关， 而 ｉｌｖＢＮ 和 ｂｄｈ１
基因的表达水平增强有利于提高 ２，３⁃丁二醇的产

量， 因此， 用弱的合成 Ｐ ｎａｒ启动子控制 ａｌｄＢ 基因的

表达水平， 同时用活性强的合成 Ｐ ｎａｒ启动子分别控

制 ｉｌｖＢＮ 和 ｂｄｈ１ 基因的表达水平， 最终使２，３⁃丁二

醇的产量增加 ７２％ 。 另外， Ｚｈａｎｇ 等（２０２３ａ）通过

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 介导启动子改造， 并用其中 ３ 种强度

不同的启动子来微调红霉素生物合成途径中关键基
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因的表达量， 突破了红霉素生物合成的瓶颈， 也为

提高其他重要放线菌天然产物的产量提供了有价值

的参考。

８　 结论与展望

　 　 原核生物启动子的研究有利于开发和表征更多

新启动子， 揭示细菌的生命活动机制， 同时为合成

生物学、 工业微生物的改良以及环境治理等前沿领

域提供了线索 （ Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２１ａ； Ｓｈｅｍｙａｋｉｎａ
ｅｔ ａｌ．， ２０２１； Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）。 在合成生物学新技

术、 高通量生物检测技术、 单细胞测序技术乃至生

物信息学等交叉研究领域协同发展的背景下， 原核

生物启动子研究已经取得了令人瞩目的进展和突

破。 本文介绍了原核生物启动子的结构和种类， 重

点介绍了原核生物启动子的筛选、 预测和功能验证

方法以及其开发和应用情况， 旨在为相关研究提供

参考。 当然， 原核生物启动子的研究目前仍面临许

多挑战， 后续的研究需要优先解决的问题及其方案

如下：
（１）现有原核生物启动子预测工具大多基于典

型的模式生物， 而不同生物之间的启动子结构和序

列具有多样性， 导致非模式生物的启动子有时难以

准确预测。 在现有启动子预测模型及已知启动子结

构和序列的基础上， 利用大数据技术进一步优化算

法， 构建既能预测模式生物启动子又能预测非模式

生物启动子的预测模型， 预期可提高启动子筛选的

系统性和高通量性。
（２）当前， 启动子功能验证主要依赖于报告基

因检测系统， 验证的准确性和灵敏度依赖于报告基

因表达产物的检测分析， 如前文中所述的氯霉素乙

酰转移酶 （ Ｋｏｚａｋａｉ ｅｔ ａｌ．， ２０２１）、 β⁃半乳糖苷酶

（Ｂｒａｎｄｗｅｉｎ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）、 β⁃葡萄糖醛酸酶（Ｃｈａｅ ｅｔ
ａｌ．， ２０１９）、 儿茶酚 ２，３⁃双加氧酶（Ｌｕｏ ｅｔ ａｌ．， ２０１５）、
绿色荧光蛋白 （ Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）、 红色荧光蛋白

（Ｇａｏ ｅｔ ａｌ．， ２０２２）和荧光素酶（Ｙｕ ｅｔ ａｌ．， ２０２３）等，
在弱启动子的功能验证过程中容易形成假阴性。 挖

掘更为有效的报告基因， 或者构建对现有报告基因

产物更为灵敏、 准确的分析检测方法， 可以有效提

高启动子特别是弱启动子功能验证的准确性。
（３）现有表征良好的原核生物启动子数量和多

样性都非常有限。 在上述启动子筛选和功能验证方

法取得突破后， 可在更广的生物范围内挖掘各具特

色的启动子， 特别是生长依赖型启动子和自诱导型

启动子， 以适应不断增长的生物学基础研究和工业

生产实践的需求。
总之， 未来的原核生物启动子研究将会更加注

重启动子筛选的系统性、 高通量性和精准性， 以及

多学科交叉技术的开发应用， 高通量测序技术、 计

算算法和人工智能等领域的发展有望为启动子的预

测和开发带来新突破（Ｌｉ ｅｔ ａｌ．， ２０２３ｂ； Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ．，
２０２２）。 另外， 筛选启动子以外的其他转录调控元件

以及其对基因的转录调控规律的研究也必将成为今

后原核生物启动子研究领域的重要内容。
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９５６　　 　 基因组学与应用生物学

ＭＩＳＨＲＡ Ａ， ＤＨＡＮＤＡ Ｓ， ＳＩＷＡＣＨ Ｐ， ｅｔ ａｌ．， ２０２０． Ａ ｎｏｖｅｌ
ｍｅｔｈｏｄ ＳＥＰｒｏｍ ｆｏｒ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ＤＮＡ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｅｎｅｒｇｅｔｉｃｓ． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ３６ （ ８ ）：
２３７５⁃２３８４．

ＭÜＮＣＨ Ｒ， ＨＩＬＬＥＲ Ｋ， ＢＡＲＧ Ｈ， ｅｔ ａｌ．， ２００３． ＰＲＯＤＯＲＩＣ：
ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｄａｔａｂａｓｅ ｏｆ ｇｅｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ．，
３１（１）： ２６６⁃２６９．

ＮＡＫＡＮＯ Ｍ Ｍ， ＬＩＮ Ａ， ＺＵＢＥＲ Ｃ Ｓ， ｅｔ ａｌ．， ２０１０． Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｃ⁃
ｏｇｎｉｔｉｏｎ ｂｙ ａ ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｆ Ｓｐｘ ａｎｄ ｔｈｅ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ
ｔｈｅ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｌｐｈａ ｓｕｂｕｎｉｔ． ＰＬｏＳ ＯＮＥ， ５ （ １）：
ｅ８６６４．

ＯＵＹＡＮＧ Ｑ， ＷＡＮＧ Ｘ， ＺＨＡＮＧ Ｎ， ｅｔ ａｌ．， ２０２０． Ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｅ⁃
ｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｌｅｓ ｓｔｒａｉｎｓ． ＡＣＳ Ｓｙｎｔｈ．
Ｂｉｏｌ．， ９（２）： ４５７⁃４６０．

ＰＡＧＥＴ Ｍ Ｓ Ｂ， ＨＥＬＭＡＮＮ Ｊ Ｄ， ２００３． Ｔｈｅ ｓｉｇｍａ７０ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ
ｓｉｇｍａ ｆａｃｔｏｒｓ． Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌ．， ４（１）： ２０３．

ＰＡＮ Ｘ Ｗ， ＹＯＵ Ｊ Ｊ， ＴＡＮＧ Ｍ， ｅｔ ａｌ．， ２０２２． Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｐｒｏｄｉ⁃
ｇｉｏｓｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ａｎｄ ｐｒｏ⁃
ｍｏｔｅｒ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｉｎ Ｓｅｒｒａｔｉａ ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ． Ｆｒｏｎｔ． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，
１３： ９７７３３７．

ＰÁＴＥＫ Ｍ， ＥＩＫＭＡＮＮＳ Ｂ Ｊ， ＰÁＴＥＫ Ｊ， ｅｔ ａｌ．， １９９６． Ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ
ｆｒｏｍ Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ： ｃｌｏｎｉｎｇ， ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎａｌｙ⁃
ｓｉｓ ａｎｄ ｓｅａｒｃｈ ｆｏｒ ａ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｍｏｔｉｆ． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， １４２
（５）： １２９７⁃１３０９．

ＲＡＭＳＥＹ Ｋ Ｍ， ＯＳＢＯＲＮＥ Ｍ Ｌ， ＶＶＥＤＥＮＳＫＡＹＡ Ｉ Ｏ， ｅｔ ａｌ．，
２０１５． Ｕｂｉｑｕｉｔｏｕｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｉｎ Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ． ＰＬｏＳ Ｐａｔｈｏｇ．， １１ （ ４）：
ｅ１００４７９３．

ＲＡＯ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｊ Ｑ， ＹＡＮＧ Ｘ Ｙ， ｅｔ ａｌ．， ２０２３． Ａ ｎｏｖｅｌ ｔｏｏｌｂｏｘ
ｆｏｒ ｐｒｅｃｉｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｅｎｇｉ⁃
ｎｅｅｒｉｎｇ ｉｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ． Ｍｅｔａｂ． Ｅｎｇ．， ７８： １５９⁃１７０．

ＳＡＮＴＯＳ⁃ＺＡＶＡＬＥＴＡ Ａ， ＳＡＬＧＡＤＯ Ｈ， ＧＡＭＡ⁃ＣＡＳＴＲＯ Ｓ， ｅｔ
ａｌ．， ２０１９． ＲｅｇｕｌｏｎＤＢ ｖ １０. ５： ｔａｃｋｌｉｎｇ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ｔｏ ｕｎｉｆｙ
ｃｌａｓｓｉｃ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ ｏｆ ｇｅｎｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ
Ｅ． ｃｏｌｉ Ｋ⁃１２． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ．， ４７（Ｄ１）： Ｄ２１２⁃Ｄ２２０．

ＳＣＨＯＦＩＥＬＤ Ｄ Ｍ， ＴＥＭＰＬＡＲ Ａ， ＮＥＷＴＯＮ Ｊ， ｅｔ ａｌ．， ２０１６． Ｐｒｏ⁃
ｍｏｔｅｒ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｔｏ ｏｐｔｉｍｉｚｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｅｒｉｐｌａｓｍｉｃ Ｆａｂ′
ｆｒａｇｍｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ． Ｐｒｏｇ．， ３２
（４）： ８４０⁃８４７．

ＳＥＶＣＩＫＯＶＡ Ｂ， ＲＥＺＵＣＨＯＶＡ Ｂ， ＭＡＺＵＲＡＫＯＶＡ Ｖ， ｅｔ ａｌ．，
２０２１． Ｃｒｏｓｓ⁃ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｂｙ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ＳｉｇＢ ｈｏｍｏ⁃
ｌｏｇｕｅｓ ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ Ａ３（２）． Ｉｎｔ． Ｊ． Ｍｏｌ．
Ｓｃｉ．， ２２（１５）： ７８４９．

ＳＨＥＭＹＡＫＩＮＡ Ａ Ｏ， ＧＲＥＣＨＩＳＨＮＩＫＯＶＡ Ｅ Ｇ， ＮＯＶＩＫＯＶ Ａ
Ｄ， ｅｔ ａｌ．， ２０２１． Ａ ｓｅｔ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｃ⁃
ｔｉｖｉｔｙ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｆｏｒ ｓｕｐｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｔｒａｉｎ． ＡＣＳ

Ｓｙｎｔｈ． Ｂｉｏｌ．， １０（３）： ５１５⁃５３０．
ＳＨＥＮ Ｌ Ｆ， ＺＨＡＮＧ Ｊ Ｘ， ＸＵＥ Ｊ， ｅｔ ａｌ．， ２０２２． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＣＰ

ｆｉｍｂｒｉａｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ＲｃｓＡＢ
ｉｎ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ＮＴＵＨ⁃Ｋ２０４４． Ｊ． Ｂａｓｉｃ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，
６２（５）： ５９３⁃６０３．

ＳＨＩ Ｔ， ＺＨＡＮＧ Ｌ， ＬＩＡＮＧ Ｍ Ｄ， ｅｔ ａｌ．， ２０２１． Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｎ⁃
ｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ａｃｔｉｖｉｔｙ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｒａｎ⁃
ｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ａｎｄ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ
Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ． Ｓｙｎｔｈ． Ｓｙｓｔ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．， ６ （ ４）：
３３５⁃３４２．

ＳＯＬＯＭＯＮ Ｍ Ｊ， ＶＡＲＳＨＡＶＳＫＹ Ａ， １９８５． Ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ⁃ｍｅｄｉａ⁃
ｔｅｄ ＤＮＡ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ： ａ ｐｒｏｂｅ ｆｏｒ ｉｎ ｖｉｖｏ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ． Ｐｒｏｃ． Ｎａｔｌ． Ａｃａｄ． Ｓｃｉ． ＵＳＡ， ８２ （ １９）： ６４７０⁃
６４７４．

ＳＰＡＮＧＬＥＲ Ｊ Ｒ， ＣＯＯＰＥＲ Ｄ Ｎ， ＭＡＬＡＮＯＳＫＩ Ａ Ｐ， ｅｔ ａｌ．，
２０２２． Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅ⁃
ｓｐｏｎｓｅ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍ ＷＣＦＳ１ ｔｏ ｔｈｅ ｇｒａｍ⁃ｎｅｇａ⁃
ｔｉｖｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅ Ｎ⁃３⁃ｏｘｏｄｏｄｅｃａｎｏｙｌ ｈｏｍｏ⁃
ｓｅｒｉｎｅ ｌａｃｔｏｎｅ． ＡＣＳ Ｂｉｏｍａｔｅｒ． Ｓｃｉ． Ｅｎｇ．， ９（９）： ５１１１⁃５１２２．

ＳＴＥＩＴＺ Ｔ Ａ， ２００９． Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｔ７ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅ⁃
ｒａｓｅ ｆｒｏｍ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｔｏ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ． Ｃｕｒｒ． Ｏｐｉｎ．
Ｓｔｒｕｃｔ． Ｂｉｏｌ．， １９（６）： ６８３⁃６９０．

ＳＵ Ｃ， ＧＯＮＧ Ｊ Ｓ， ＷＵ Ｚ Ｘ， ｅｔ ａｌ．， ２０２３． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ
ｇｒｏｗｔｈ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｓｙｓｔｅｍ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｋｅｒａ⁃
ｔｉｎａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｂ． ｓｕｂｔｉｌｉｓ． Ｊ． Ａｇｒｉｃ． Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ．， ７１
（５）： ２４２１⁃２４２９．

ＳＵＮ Ｗ Ｈ， ＪＩＡＮＧ Ｂ， ＺＨＡＯ Ｄ Ｙ， ｅｔ ａｌ．， ２０２１． Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｆｉｎｅ⁃ｔｕｎｅｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｍａｌｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｏａｇｕ⁃
ｌａｎｓ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ． Ｂｉｏｅｎｇ．， １１８（７）： ２５９７⁃２６０８．

ＳＵＮ Ｙ Ｊ， ＸＵ Ｊ Ｑ， ＺＨＯＵ Ｈ Ｓ， ｅｔ ａｌ．， ２０２３． Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｓｓｉｓ ｌｉｂｒａｒｙ ｏｆ Ｖｉｂｒｉｏ ｎａｔｒｉｅｇｅｎｓ ｂｙ ｆｉｎｅ⁃
ｔｕｎｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｔ７ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ． ＡＣＳ Ｓｙｎｔｈ． Ｂｉ⁃
ｏｌ．， １２（２）： ５５５⁃５６４．

ＴＩＭＭＳ⁃ＷＩＬＳＯＮ Ｔ Ｍ， ＥＬＬＩＳ Ｒ Ｊ， ＢＡＩＬＥＹ Ｍ Ｊ， ２０００． Ｉｍｍｕｎｏ⁃
ｃａｐｔｕｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｄｉｓｐｌａｙ ｍｅｔｈｏｄ （ＩＤＤＭ） ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｉｎ ｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ． Ｊ． Ｍｉ⁃
ｃｒｏｂｉｏｌ． Ｍｅｔｈｏｄｓ， ４１（１）： ７７⁃８４．

ＴＯＨ Ｗ Ｋ， ＴＥＯ Ｙ Ｌ， ＴＯＲ Ｘ Ｙ， ｅｔ ａｌ．， ２０２３． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ
ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅ ａｎｄ ＩＰＴＧ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｉｎｔｅｇｒｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ⁃ｂａｓｅｄ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ ｆｏｒ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ａｎｄ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅ⁃
ｆａｃｉｅｎｓ． ３ Ｂｉｏｔｅｃｈ， １３（３）： ９１．

ＷＡＤＥ Ｊ Ｔ， ２０１５． Ｍａｐｐｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｗｉｔｈ
ＣｈＩＰ⁃ｓｅｑ ａｎｄ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ．Ａｄｖ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．Ｂｉｏｌ．， ８８３： １１９⁃１３４．

ＷＡＮＧ Ｋ， ＣＨＥＮ Ｘ Ａ， ＬＩ Ｙ Ｑ， ｅｔ ａｌ．， ２０１９． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ
ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｂｙ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｆｏｒ
ｏｖｅｒ⁃ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎａｔａｍｙｃｉｎ ｉｎ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ． Ａｒｃｈ． Ｍｉｃｒｏｂｉ⁃



张小梅等： 原核生物的启动子及其研究方法进展　 ９５７　　

ｏｌ．， ２０１（１０）： １４５９⁃１４６４．
ＷＡＮＧ Ｗ Ｓ， ＬＩ Ｘ， ＷＡＮＧ Ｊ， ｅｔ ａｌ．， ２０１３． Ａｎ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｓｔｒｏｎｇ

ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｆｏｒ Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔｅｓ． Ａｐｐｌ． Ｅｎｖｉｒｏｎ． Ｍｉｃｒｏ⁃ｂｉｏｌ．， ７９
（１４）： ４４８４⁃４４９２．

ＷＡＮＧ Ｙ Ｙ， ＬＵ Ｊ Ｆ， ＸＵ Ｍ Ｃ， ｅｔ ａｌ．， ２０２２． Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅ⁃
ｓｉｓ ｏｆ ｉｓｏｐｒｏｐａｎｏｌ ｆｒｏｍ ｅｔｈａｎｏｌ ｂｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ． ＡＣＳ Ｓｕｓｔａｉｎ． Ｃｈｅｍ． Ｅｎｇ．， １０（４１）： １３８５７⁃
１３８６４．

ＷＵ Ｌ Ｊ， ＴＡＮＧ Ｌ Ｑ， ＨＥ Ｙ Ｃ， ｅｔ ａｌ．， ２０２３． ＢｙｓＲ， ａ ＬｙｓＲ⁃ｔｙｐｅ
ｐｌｅｉｏｔｒｏｐｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ， ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｃｃｉｄｉｏｆｕｎｇｉｎ ｂｙ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＬｕｘＲ⁃ｔｙｐｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ＡｍｂＲ１ ｉｎ
Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｓｐ． ｓｔｒａｉｎ ＪＰ２⁃２７０． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ． Ｓｐｅｃｔｒ．， １１（２）：
ｅ０２６８４２２．

ＷＵ Ｙ Ｋ， ＣＨＥＮ Ｔ Ｃ， ＬＩＵ Ｙ Ｆ， ｅｔ ａｌ．， ２０２０． Ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ａ ｐｒｏ⁃
ｇｒａｍｍａｂｌｅ ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ⁃ＣＲＩＳＰＲｉ ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｉｒｃｕｉｔｓ ｆｏｒ ｄｙｎａｍｉｃ
ａｎｄ ａｕｔｏｎｏｍｏｕｓ ｄｕａｌ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｆｌｕｘ ｉｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ．， ４８（２）： ９９６⁃１００９．

ＹＡＮＧ Ｓ， ＤＵ Ｇ Ｃ， ＣＨＥＮ Ｊ， ｅｔ ａｌ．， ２０１７． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｐｈａｓｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｉｎ Ｂａ⁃
ｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ． Ａｐｐｌ． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．， １０１（１０）： ４１５１⁃
４１６１．

ＹＥＨ Ｓ Ｙ， ＲＨＥＥ Ｈ Ｓ， ２０２３． Ｔｈｅ ＣｈＩＰ⁃ｅｘｏ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ
ｇｅｎｏｍｉｃ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＤＮＡ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｔ ｎｅａｒ ｓｉｎｇｌｅ
ｂａｓｅ⁃ｐａｉｒ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ． Ｂｉｏｌ．， ２５９９： ３３⁃４８．

ＹＵ Ｇ Ｌ， ＬＩ Ｘ Ｃ， ＤＵＡＮ Ｑ Ｙ， ｅｔ ａｌ．， ２０２３． Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｓｔｒｏｎｇ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｄｉ⁃
ａｚｏｔｒｏｐｈｉｃ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｔｕｔｚｅｒｉ
ＤＳＭ４１６６ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｉｔｓ ｎｉｔｒｏｇｅｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ． Ｍｉｃｒｏｂ． Ｃｅｌｌ
Ｆａｃｔ．， ２２（１）： ９１．

ＹＵＡＮ Ｙ， ＫＯＮＧ Ｄ Ｍ， ＷＵ Ｊ， ｅｔ ａｌ．， ２０２３． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｌｅｍｅｎｔ
ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｓｅ⁃
ｃｒｅｔｏｒｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｉｔｉｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ｉｎ
Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ． Ｐｒｏｃｅｓｓ Ｂｉｏｃｈｅｍ．， １３１： ３２⁃４０．

ＺＨＡＮＧ Ｘ Ｍ， ＷＡＮＧ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ．， ２０２３ａ． ＣＲＩＳＰＲ ／

Ｃａｓ９⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍｕｌｔｉ⁃ｌｏｃｕｓ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｉｎ ｅｒｙ ｃｌｕｓ⁃
ｔｅｒ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａ
ｅｒｙｔｈｒａｅａ． Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ， １１（３）： ６２３．

ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｐ， ＺＨＡＮＧ Ｊ Ｈ， ＸＩＡＯ Ｊ Ｍ， ｅｔ ａｌ．， ２０２３ｂ． ｃｏｍＣＤＥ
（ｃｏｍｐｅｔｅｎｃｅ） ｏｐｅｒｏｎ ｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＣｃｐＡ ｉｎ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ Ｄ３９． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ． Ｓｐｅｃｔｒ．， １１（３）： ｅ０００１２２３．

ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｔ， ＬＩＵ Ｈ Ｌ， ＬＩＵ Ｙ Ｊ， ｅｔ ａｌ．， ２０２１． Ａ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｎｇｉ⁃
ｎｅｅｒｉｎｇ⁃ｂａｓｅｄ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｐｏｌｙｈｙｄｒｏｘｙａｌｋａｎｏａｔｅ ｐｒｏ⁃
ｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｕｔｉｄａ ＫＴ２４４０． Ｉｎｔ． Ｊ． Ｂｉｏｌ． Ｍａｃｒｏ⁃
ｍｏｌ．， １９１： ６０８⁃６１７．

ＺＨＡＮＧ Ｚ Ｍ， ＺＨＡＯ Ｊ Ｐ， ＷＥＩ Ｐ Ｊ， ｅｔ ａｌ．， ２０２２． ｉＰｒｏｍｏｔｅｒ⁃
ＣＬＡ： ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｂｙ ｄｅｅｐ ｃａｐ⁃
ｓｕｌｅ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｗｉｔｈ ｂｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ ｌｏｎｇ ｓｈｏｒｔ⁃ｔｅｒｍ ｍｅｍｏｒｙ．
Ｃｏｍｐｕｔ． Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｐｒｏｇｒａｍｓ Ｂｉｏｍｅｄ．， ２２６： １０７０８７．

ＺＨＡＯ Ｍ， ＴＡＯ Ｘ Ｙ， ＷＡＮＧ Ｆ Ｑ， ｅｔ ａｌ．， ２０１８． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ
ａ ｌｏｗ⁃ｄｏｓａｇｅ⁃ＩＰＴＧ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ． Ｊ． Ｂａｓｉｃ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．， ５８（９）： ８０６⁃
８１０．

ＺＨＡＯ Ｍ， ＹＵＡＮ Ｚ Ｑ， ＷＵ Ｌ Ｔ， ｅｔ ａｌ．， ２０２２． Ｐｒｅｃｉｓｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａ ｄｅ ｎｏｖｏ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｌｉ⁃
ｂｒａｒｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｃｈｉｎｅ ｌｅａｒｎｉｎｇ． ＡＣＳ Ｓｙｎｔｈ． Ｂｉｏｌ．， １１
（１）： ９２⁃１０２．

ＺＨＯＵ Ｃ Ｙ， ＹＥ Ｂ， ＣＨＥＮＧ Ｓ， ｅｔ ａｌ．， ２０１９． Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｅｎｇｉｎｅｅ⁃
ｒｉｎｇ ｅｎａｂｌｅｓ ｏｖｅｒｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｒｅｉｇｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ａ ｓｉｎｇｌｅ
ｃｏｐｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｉｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ． Ｍｉｃｒｏｂ． Ｃｅｌｌ
Ｆａｃｔ．， １８（１）： １１１．

ＺＨＵ Ｙ Ｆ， ＤＵ Ｓ Ｓ， ＹＡＮ Ｙ Ｆ， ｅｔ ａｌ．， ２０２２． Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｅｎｇｉｎｅｅｒ⁃
ｉｎｇ ｏｆ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ ｆｏｒ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｏｌｙ⁃γ⁃ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｆｒｏｍ ｃｒｕｄｅ ｇｌｙｃｅｒｏｌ． Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒ． Ｔｅｃｈｎ⁃
ｏｌ．， ３５９： １２７３８２．

ＺＯＵ Ｙ Ｓ， ＬＩ Ｃ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｒ Ｈ， ｅｔ ａｌ．， ２０２１． Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ ｔｕｎ⁃
ａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＭａｒＲ⁃ＰｍａｒＯ ｓｅｎｓｏｒ ｓｙｓｔｅｍ
ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ． ＡＣＳ Ｓｙｎｔｈ． Ｂｉｏｌ．， １０（８）： ２０７６⁃２０８６．

（责任副主编　 李伟辉）
（责任执行主编　 陈玲玲）


