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两种强启动子在枯草芽
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摘　要：通过玉米赤霉烯酮（ＺＥＮ）降解酶基因 ＺＬＨＹ６的表达水平及降解酶的活性评价，比较了两
种组成型强启动子Ｐ４３与ＰｌａｐＳ调控异源基因表达的效果。结果表明，在枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂ
ｔｉｌｉｓ）Ｂｓ１６８中，ＰｌａｐＳ调控的降解酶基因得到了高效表达，在发酵１２ｈ时降解酶活性达到最高值，酶
活为２１９．０２Ｕ／ｍＬ。由启动子ＰｌａｐＳ介导的ＺＥＮ降解酶基因表达载体ｐＷＢＺ７可以在Ｂｓ１６８中稳定
遗传，为降解酶的高效分泌表达奠定了基础。
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　　玉米赤霉烯酮（Ｚｅａｒａｌｅｏｎｏｅ，ＺＥＮ）是由禾谷镰
刀菌产生的一种非甾体霉菌毒素，广泛存在于受污

染的小麦、玉米、高粱等谷物及其制品中。研究表

明，ＺＥＮ具有生殖毒性、肝脏毒性、免疫毒性和遗传
毒性，可导致动物生殖障碍、繁殖功能紊乱，人食用

被其污染的食物会导致肝癌、食道癌和青春期早熟

等疾病［１－４］。传统的 ＺＥＮ脱毒方法有高温、辐照、
压煮等物理法及氨化、臭氧处理、碳酸钠浸泡等化学

法。但这些方法效果不稳定，营养成份损失较大，易

造成二次污染［５］。利用微生物产生的胞内、胞外酶

将真菌毒素降解成无毒或毒性较低的物质具有去毒

效率高、不破坏营养等优点［６］。

目前，ＺＥＮ的生物脱毒研究主要侧重在降解菌株
的筛选和降解能力的分析方面，而对于降解酶的高效

表达和酶制剂的应用研究非常少［７］。２００２年，Ｅｌ－
Ｓｈａｒｋａｗｙ等［８］发现粉红螺旋聚孢霉（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ
ｒｏｓｅａ）菌株可以分泌专化内酯酶，能够将ＺＥＮ完全转
化为无毒物质，随后其降解基因在酿酒酵母中的表达

取得了成功。国内关于ＺＥＮ降解酶基因研究报道较
少，刘海燕等［９］从粉红粘帚霉中克隆到玉米赤霉烯酮

降解酶基因ＺＬＨＹ６，该基因在毕赤酵母（ＧＳ１１５）中进
行表达后能够高效降解ＺＥＮ。随后，郝小龙等［１０］对

该降解酶的酶学性质进行了表征。

在生物体的遗传系统中，启动子起着重要的作

用，选用强启动子介导目的基因的表达是提高基因

异源表达非常有效的方法。Ｐ４３启动子是来源于枯
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草芽孢杆菌的组成型强启动子，目前在以枯草芽孢

杆菌为宿主菌的外源蛋白表达的研究和应用中使用

广泛［１１］。杨明明等［１２］以 β－半乳糖苷酶为报告基
因，筛选得到能够在枯草芽孢杆菌中高效表达的启

动子 ＰｌａｐＳ，其表达的酶活性比 Ｐ４３启动子有很大提
高，具有良好的应用前景。

本实验室已经完成了 ＺＥＮ的降解酶基因 ＺＬ
ＨＹ６在多个表达系统中的高效表达［１３］，为了适应实

际应用的需要，目前已将该基因克隆到载体

ｐＷＢ９８０中，得到重组表达载体ｐＷＢＺ１，电转化枯草
芽孢杆菌Ｂｓ１６８得到降解酶基因 ＺＬＨＹ６阳性转化
子Ｚ１，酶活测定结果显示在启动子 Ｐ４３的调控下
ＺＬＨＹ６能够分泌表达。本文研究了两种组成型强
启动子在枯草芽孢杆菌 Ｂｓ１６８中介导的 ＺＥＮ降解
酶表达水平的差异，为ＺＥＮ降解酶基因在枯草芽孢
杆菌中的高效异源表达奠定基础。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　实验材料

枯草芽孢杆菌 Ｂｓ１６８和表达载体 ｐＷＢ９８０为
本实验室保存，其中 ｐＷＢ９８０为带有启动子 Ｐ４３及
信号肽（ＳａｃＢ）片段的分泌表达载体。ｐＷＢＺ１为含
有ＺＬＨＹ６降解酶基因的ｐＷＢ９８０载体；启动子 ＰｌａｐＳ
及信号肽ＳａｃＢＤＮＡ片段由上海英骏生物技术有限
公司合成，并由克隆载体 ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ携带转
化入大肠杆菌ＤＨ５α中。
１．１．２　培养基及生化试剂

本研究所用限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ均购
自ＴａＫａＲａ公司；胶回收试剂盒和质粒提取试剂盒购
自ＡＸＹＧＥＮ公司；乙腈、甲醇均为色谱纯，购自迪马
公司；ＺＥＮ标准品购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ及其
它试剂，购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司。

枯草芽孢杆菌的培养和发酵均使用 ＬＢ培养
基。ＬＢ培养基：胰蛋白胨 １０ｇ、酵母提取物 ５ｇ、
ＮａＣｌ１０ｇ，去离子水定容至１Ｌ，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ，
室温保存备用；ＬＢ固体培养基：于液体培养基中加
入１．３％～１．５％琼脂。枯草芽孢杆菌感受态细胞的
制备使用 ＢＨＩ（ＢｒａｉｎＨｅａｒｔＩｎｆｕｓｉｏｎ）培养基，购自
ＢＤ公司；５０ｍｇ／ｍＬ卡那霉素（Ｋａｎ）：称取０．５ｇ固
体硫酸卡那霉素，用去离子水定容至１０ｍＬ，０．２μｍ
进口滤膜过滤除菌，分装后 －２０℃保存，使用终浓
度为５０μｇ／ｍＬ。
１．１．３　仪器设备

ｗａｔｅｒｓＥ２６９５型液相色谱仪（荧光检测器、Ｃ－
１８色谱柱２５０ｍｍ×４．６ｍｍ×５μｍ），ｗａｔｅｒｓ公司；
ＢＩＯＣ１０００型 ＰＣＲ仪，ＢＩＯ－ＲＡＤ公司；ＥＶＯＬＵ
ＴＩＯＮ３００全波长分光光度计，Ｔｈｅｒｍｏ公司。

１．２　实验方法
１．２．１　启动子及信号肽片段的克隆

根据 ＰｌａｐＳ启动子和信号肽的序列，利用 Ｖｅｃｔｏｒ
ＮＴＩ软件设计合成一对引物，上游引物：Ｆ：５′－ＣＣＧ
ＧＡＡＴＴＣＴＣＡＧＧＡＧＣＡＴＴＴＡＡＣＣＴＡＡＡ－３′；下游引
物：Ｒ：５′－ＧＧＣＡＡＡＡＧＣＴＴＧＡＧＴＴＧＣ－３′，其中下划
线分别为 ＥｃｏＲＩ和 ＨｉｎｄⅢ酶切位点，扩增片段为
３９５ｂｐ。引物由北京华大基因股份有限公司合成。
以携带ＰｌａｐＳ和信号肽片段的 ＤＨ５α为模板，ＰＣＲ反
应体系为：１０×Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ＭｇＳＯ４（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）
３μＬ，ｄＮＴＰ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）５μＬ，上、下游引物各 １．５
μＬ，ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ１μＬ，模板 ＤＮＡ１μＬ，用无菌双蒸
水补足至５０μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性５
ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，５０℃ ３０ｓ，６８℃ ３０ｓ，共３１个循
环；６８℃ 延伸１０ｍｉｎ。１％的琼脂糖凝胶电泳检测，
纯化ＰＣＲ产物。
１．２．２　表达载体ｐＷＢＺ７的构建

用质粒提取试剂盒提取菌株 Ｚ１的质粒 ｐＷ
ＢＺ１，该质粒的Ｐ４３启动子和信号肽序列位于 ＥｃｏＲ
Ｉ和ＨｉｎｄⅢ酶切位点之间，ＺＬＨＹ６基因位于ＨｉｎｄⅢ
酶切位点下游。ｐＷＢＺ１经 ＥｃｏＲＩ和 ＨｉｎｄⅢ ３７℃
过夜酶切。酶切体系为（３０μＬ）：质粒１０μＬ，ＥｃｏＲ
Ｉ１．５μＬ，ＨｉｎｄⅢ １．５μＬ，１０×Ｍ Ｂｕｆｆｅｒ３μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ１４μＬ。酶切产物经核酸电泳后切取大片
段，用ＤＮＡ胶回收试剂盒回收。

回收后的目的片段用限制性内切酶 ＥｃｏＲＩ和
ＨｉｎｄⅢ双酶切，酶切体系为（３０μＬ）：ＰＣＲ产物２．５
μＬ，ＥｃｏＲＩ１．５μＬ，ＨｉｎｄⅢ １．５μＬ，１０×ＭＢｕｆｆｅｒ３
μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２１．５μＬ，３７℃温浴过夜。回收纯化酶切
产物，并检测纯化后的浓度。

回收后的两个片段经 Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，连
接反应体系为（１０μＬ）：ｐＷＢＺ１片段５μＬ，ＰｌａｐＳ启动
子和信号肽片段３μＬ，１０×Ｔ４ＤＮＡ连接缓冲液１
μＬ，Ｔ４ＤＮＡ连接酶１μＬ，１６℃连接１０ｈ。对酶连
产物醇沉处理：在１０μＬ酶连产物中加２５μＬ预冷
的无水乙醇，－２０℃放置４ｈ，于４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ。缓慢弃去上清，ＤＮＡ沉淀晾干后用６
μＬ去离子水重悬连接产物。
１．２．３　工程菌Ｚ７的构建
１．２．３．１　枯草芽孢杆菌（Ｂｓ１６８）感受态细胞的制备

挑取Ｂｓ１６８单菌落，接种于５ｍＬＬＢ试管培养
基中，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ培养１２ｈ。按１％接种量转
接至含５０ｍＬＢＨＩ培养基的三角摇瓶中，于３７℃，
２２０ｒ／ｍｉｎ培养，将菌液培养至ＯＤ６００达到０．８时，约
３ｈ。将细菌培养物于４℃、７０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。
用预冷的无菌水将菌体沉淀重悬，７０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，重复三次。用２ｍＬ无菌的４０％ＰＥＧ４０００将
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菌体沉淀重悬。充分混匀后分装，每管 １５０μＬ，
－８０℃冰箱保存备用。
１．２．３．２　连接产物的转化

取连接产物３μＬ，加入Ｂｓ１６８感受态细胞１５０
μＬ。电转化条件为：２．２ｋＶ，１０００Ω，２５ｍＦ，电击
后，迅速向转化体系中加入８００μＬＬＢ液体培养基，
并转至１．５ｍＬ的离心管中，３７℃复苏３ｈ。将菌悬
液涂布于Ｋａｎ抗性ＬＢ平板，３７℃培养，筛选阳性转
化子。挑取转化子接种至 ＬＢ液体培养基。３７℃，
２２０ｒ／ｍｉｎ培养过夜，分别对转化子进行 ＰＣＲ、重组
质粒酶切鉴定及降解酶活性检测。重组质粒命名为

ｐＷＢＺ７，转化子命名为Ｚ７。
１．２．４　ＺＥＮ工程菌Ｚ１、Ｚ７的分泌表达

将新鲜平板上的 Ｚ１和 Ｚ７单菌落分别接入
５ｍＬＫａｎ抗性 ＬＢ液体培养基中，３７℃培养１２ｈ，
分别检测两菌株种子液的ＯＤ６００，将Ｚ１和Ｚ７以相同
接菌量转接于含有Ｋａｎ抗性的５０ｍＬＬＢ液体培养
基中。分别于３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ发酵培养２、４、６、８、
１０、１２、１５、２３、３０、３５、４７、５４ｈ，取发酵液，用于酶活
测定和ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，将含空载体的 Ｂｓ１６８作
为阴性对照，发酵过程中监测两菌株菌浓变化。

１．２．５　ＺＥＮ降解酶活性测定
将ＺＥＮ标准品溶液分装于２ｍＬ的ＥＰ管中，含

量为每管１０μｇ，样品发酵液稀释 ２．５倍后取 ５００
μＬ与ＺＥＮ于３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ共培养２０ｍｉｎ。参
照ＧＢ／Ｔ２３５０４—２００９［１４］，高效液相色谱检测ＺＥＮ含
量。检测条件为：柱温箱２５℃，荧光检测器激发波长
２７４ｎｍ，发射波长４４０ｎｍ，流动相为乙腈—水（５０∶５０，
Ｖ／Ｖ），流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，进样量１０μＬ。根据ＺＥＮ的
残留量计算工程菌对ＺＥＮ的降解率和酶活。酶活定
义为：１ｍＬ发酵液在３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ条件下，１ｈ降
解１μｇＺＥＮ所需的酶量为一个酶活单位。
１．２．６　发酵上清液的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测

取样品发酵液１．５ｍＬ，离心后吸取发酵上清液
１．３ｍＬ于１．５ｍＬ离心管中，ＴＣＡ法浓缩蛋白［１５］。

将２０μＬ蛋白浓缩产物与５μＬ的５×ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
上样缓冲液混合均匀，沸水浴１０ｍｉｎ。样品浓缩３０
倍，上样量为１０μＬ。
１．２．７　重组质粒的稳定性分析

重组质粒 ｐＷＢＺ７的稳定性分析参照文献［１６］

进行。

１．２．８　启动子的结构分析
结合ＢＰＲＯＭ（Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ）软件对启动子 Ｐ４３和

ＰｌａｐＳ进行结构分析。
２　结果与分析
２．１　表达载体ｐＷＢＺ７的构建与重组子鉴定

ＥｃｏＲＩ和ＨｉｎｄⅢ双酶切的启动子和信号肽片

段与载体片段经连接（图１）、电转化入 Ｂｓ１６８感受
态细胞中，涂布于卡那抗性平板，３７℃培养 １２ｈ。
阴性对照无菌落长出，挑取目标平板阳性菌落，分别

接ＬＢ液体培养基培养后进行ＰＣＲ及质粒酶切鉴定。
转化子经目的片段ＰＣＲ扩增后在４００ｂｐ处有清晰条
带（图２Ａ）。转化子质粒经ＥｃｏＲＩ、ＢａｍＨＩ和Ｈｉｎｄ
Ⅲ酶切后被切成大小分别为３３１０ｂｐ的载体片段、
７９５ｂｐ的ＺＬＨＹ６降解酶基因片段和大小为３９５ｂｐ的
目的片段（图２Ｂ），与理论结果相符。测序分析与实
验结果完全一致，证明ＰｌａｐＳ和ＳａｃＢ片段已成功插入
ｐＷＢＺ１，载体ｐＷＢＺ７及工程菌Ｚ７构建成功。

图１　质粒ｐＷＢＺ１和ｐＷＢＺ７示意图
注：ＺＬＨＹ６：ＺＥＮ降解酶基因；ＳａｃＢ：信号肽；Ｋａｎ：卡那抗性

标记。

图２　阳性转化子的分子鉴定
注：１，２，３，４：阳性转化子；Ｍ：ＤＮＡ标记。

２．２　重组子Ｚ７酶活性验证
取转化子１、２、３、４的菌液各５００μＬ分别加入

ＺＥＮ毒素管，终浓度２０μｇ／ｍＬ，对照中加入５００μＬ
ＬＢ。３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ反应３ｈ后，液相色谱检测ＺＥＮ
残留量，检测结果见图３。由图３可看出，对照的ＺＥＮ
出峰时间在１０ｍｉｎ后，样品中无ＺＥＮ检出，说明经几
个转化子处理的ＺＥＮ毒素均降解完全，启动子ＰｌａｐＳ能
够调控ＺＥＮ降解酶基因在枯草芽孢杆菌中的表达。

图３　ＨＰＬＣ检测阳性转化子１、２、３、４对ＺＥＮ标准品的降解效果

注：ＣＫ：未做处理的实验对照；转化子：Ｚ７转化子１、２、３、４。
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２．３　ＺＥＮ工程菌的摇瓶发酵和降解酶的活性
Ｚ１、Ｚ７发酵液经不同时间取样后立即进行ＺＥＮ

标准品的降解实验。每个处理三次重复，检测结果

取平均值。酶活测定结果显示，含空表达载体的 Ｂｓ
１６８对ＺＥＮ无降解作用，工程菌Ｚ１、Ｚ７对ＺＥＮ具有
明显的降解活性。两菌株的降解活性都在１２ｈ达
到最高，此时 Ｚ７的 ＺＥＮ降解酶的酶活是 Ｚ１的２．２
倍，分别为２１９．０２Ｕ／ｍＬ和９９．６Ｕ／ｍＬ（图４），之后
随着细胞活力衰退和目的蛋白被宿主菌分泌到胞外

的蛋白酶分解，降解酶活性也随之降低。在发酵过

程中，同时监测了不同时间发酵液菌体浓度的变化，

发现两发酵液在发酵过程中菌体浓度基本保持相

同，并在开始发酵１０～３５ｈ过程中，Ｚ７的降解酶活
性较Ｚ１均有明显提高，说明重组子Ｚ７中的ＺＥＮ降
解酶基因 ＺＬＨＹ６在枯草芽孢杆菌中启动子 ＰｌａｐＳ的
介导下得到了加强表达。

图４　工程菌Ｚ１、Ｚ７发酵过程中不同时间连续取样的降解酶活性比较

２．４　ＺＥＮ降解酶ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析
将工程菌 Ｚ１、Ｚ７发酵中期样品发酵液取上清

浓缩后进行检测，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析结果显示，在目
标位置有清晰条带（图 ５），与从氨基酸推断出的
ＺＥＮ降解酶的理论分子质量大小一致。说明
ＺＥＮ降解酶在启动子 ＰｌａｐＳ和 Ｐ４３调控下均得到
了表达。

图５　工程菌Ｚ１、Ｚ７发酵上清液３０倍浓缩的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析结果

注：Ｍ：蛋白分子量标准，Ｂ：空白对照，ＣＫ－：阴性对照，１、３、５、

７：Ｚ１在发酵１０、１２、１５、２３ｈ处理的发酵上清液，２、４、６、８：分别为

Ｚ７在发酵１０、１２、１５、２３ｈ处理的发酵上清液。

２．５　重组质粒的稳定性分析
将含有表达载体 ｐＷＢＺ７的枯草芽孢杆菌 Ｂｓ

１６８转接于ＬＢ液体培养基，无抗性，３７℃２２０ｒ／ｍｉｎ
条件下培养，同时每２４ｈ转接一次，５ｄ后将菌液
（第６０代菌）稀释１０６倍涂布 ＬＢ平板，３７℃培养，
待菌落长出后随机挑选１００个单菌落复制到Ｋａｎ抗
性ＬＢ平板，３７℃培养。结果显示，工程菌 Ｚ７在
Ｋａｎ抗性 ＬＢ平板上１００％生长，提取第６０代菌以
及第一代菌的质粒进行双酶切验证，结果显示两者

所含质粒相同（图６），说明重组质粒ｐＷＢＺ７在枯草
芽孢杆菌中非常稳定。

图６　ｐＷＢＺ７在枯草芽孢杆菌Ｂｓ１６８中的稳定性验证

注：Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，１、２分别为枯草芽孢杆菌 Ｚ７第１代和第

６０代菌的质粒双酶切结果。

２．６　两种启动子的结构差异分析
ＰｌａｐＳ启动子序列为２４６ｂｐ，由一个杂合启动子

和一个Ｐｌｕｘｓ启动子构成，杂合启动子位于 Ｐｌｕｘｓ上游，

保守序列－１０区 ＴＡＴＴＡＴ和 －３５区 ＡＴＧＡＴＡ分别

来自于地衣芽孢杆菌ＰｌｕｘＳ启动子上游序列和枯草芽

孢杆菌 Ｐａｐｒ启动子，保守区之间的间隔为 １７ｂｐ。

Ｐｌｕｘｓ启动子结构为 －３５区 ＴＧＡＡＡＡ和 －１０区

ＴＡＴＡＡＴ，保守区之间的间隔为１７ｂｐ，被σＡ（σ５５）因

子识别；Ｐ４３启动子序列为 ３１２ｂｐ，含双启动子结

构，被两种 ＲＮＡ聚合酶的 σ因子所识别［１７］，有被

σＢ（σ３７）识别的 －３５区 ＡＧＡＡＡＴ和 －１０区

ＧＣＧＡＴＴ，间隔１５ｂｐ，还有被 σＡ（σ５５）识别的 －３５

区 ＧＴＧＡＡＡ和 －１０区ＴＡＡＡＡＴ，间隔 １７ｂｐ。对

ＰｌａｐＳ和Ｐ４３的启动子区的保守性进行分析发现 Ｐ４３

被σＡ识别的启动子区和 Ｐｌｕｘｓ启动子区的保守率相

同（－３５区６６．７％，－１０区８３．３％）［１８］。ＳａｃＢ序列

位于Ｐ４３与ＰｌａｐＳ下游，富含ＡＧ的ＳＤ序列位于ＳａｃＢ

上游１０ｂｐ处（图７）。
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图７　启动子ＰｌａｐＳ和Ｐ４３结构分析图

注：启动子 Ｐ４３被 σ３７和 σ５５识别的保守序列分别用下划线和

阴影标出；启动子ＰｌａｐＳ的保守序列用下划线标出；ＳＤ序列用斜体下

划线标出；ＳａｃＢ及ＺＬＨＹ６的起始密码子用箭头标出。

３　结论
启动子的结构是影响其表达活性的关键因素。

一般来说，启动子和保守区之间的间隔为１７ｂｐ时
该启动子的活性最强，偏离１７ｂｐ时启动子活性会
变弱［１９］。此外，启动子保守序列与σ因子识别保守
序列之间的相似程度越高，其表达能力也就越

强［２０］。Ｐ４３被 σＡ识别的启动子区和 ＰｌａｐＳ的 Ｐｌｕｘｓ启
动子区间隔相同，保守率也相同。不同的是 ＰｌａｐＳ的
杂合启动子和Ｐ４３被σＢ识别的启动子区，这两个启
动子保守区间隔分别为 １７ｂｐ和 １５ｂｐ，这可能是
ＰｌａｐＳ表达活性高于Ｐ４３的原因之一。

实验中构建的质粒 ｐＷＢＺ７是将表达载体 ｐＷ
ＢＺ１降解酶基因 ＺＬＨＹ６上游的启动子 Ｐ４３替换为
ＰｌａｐＳ，质粒其余部分完全相同，两个表达载体均转化
枯草芽胞杆菌 Ｂｓ１６８进行表达。由于这两株工程
菌发酵及取样处理ＺＥＮ毒素的方法和条件均相同，
两个启动子均为组成型启动子，因此两种质粒介导

的降解酶基因表达水平的不同取决于两个启动子的

强弱。实验结果表明降解酶基因 ＺＬＨＹ６在两个启
动子调控下都得到了高效表达，整个发酵期间的１２
次取样酶活测定结果显示 ＰｌａｐＳ的表达活性均高于
Ｐ４３，１２ｈ时酶活最高，ＰｌａｐＳ为 Ｐ４３的两倍。而且重
组质粒ｐＷＢＺ７在枯草芽孢杆菌 Ｂｓ１６８中非常稳
定。因此，较Ｐ４３启动子，ＰｌａｐＳ是一个活性更强的启
动子，为介导枯草芽孢杆菌表达系统中异源基因的

高效表达奠定基础。

本研究通过构建含 ＰｌａｐＳ强启动子的 ＺＥＮ降解
酶表达载体，获得一株 ＺＥＮ降解酶高效表达工程
菌，对不同强启动子调控降解酶基因表达的研究和

真菌毒素的降解有非常重要的意义。
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