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大肠杆菌中终止子对下游转录单元基因表达的影响
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摘要：在基因转录过程中，RNA 聚合酶通过识别启动子序列启动转录过程，而当其识别到位于 3′-UTR 的终止子序

列后，转录复合物解离，转录过程终止。因此，转录单元内的启动子和终止子分别发挥启动和终止转录的作用。然

而，对于下游的转录单元，终止子除了终止转录本通读这一直接作用以外，其与 RNA 聚合酶之间的解离可能会影

响后续转录单元中启动子与 RNA 聚合酶的结合，从而间接改变下游转录单元的表达。这种跨转录单元的终止子和

启动子之间的互作关系目前尚缺少研究，因此，明确终止子对下游转录单元的转录反应强度的影响对于精准调控基

因表达、开发高效终止子具有重要的意义。本研究通过 one-pot技术将 9 种终止子、5 种间隔序列和 9 种启动子进行

组合构建了一个包含405种不同组合元件 （终止子-间隔序列-启动子） 的组装文库，基于FlowSeq技术对文库中所有

组合进行测序和荧光强度分析，进而建立组合序列-下游基因表达之间的相关性。结果表明弱终止子、短间隔以及

强启动子的组合更有利于提高下游基因的表达。通过对转录本的定量分析发现弱终止子不仅提高下游的渗漏转录

（提高 21～70 倍），同时也促进了下游启动子重新招募 RNA 聚合酶进行重启转录 （提高 2～3 倍）。本研究解析了终

止子对下游转录单元基因表达的调控效果和机制，为利用终止子构建基因回路提供设计依据。
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and terminates it upon recognizing the terminator sequence located at the 3′-UTR, leading to dissociation of the 

transcription complex. Therefore, promoters and terminators within the transcription unit play the role of initiating and 

terminating transcription, respectively. For downstream transcription units, in addition to the direct effect of terminating 

transcript read-through, the dissociation of the RNA polymerase from the terminator may affect the binding of the 

promoter to RNA polymerase in the subsequent transcription unit, thus indirectly altering the expression of the 

downstream transcription unit. This interplay between terminators and promoters across transcription units remains 

poorly understood, therefore, elucidating the impact of terminators on the transcriptional strength of downstream 

transcription units is of great significance for the precise regulation of gene expression and the development of efficient 

terminators. In this study, a library containing 405 different combinatorial elements (terminator-spacer-promoter) was 

constructed by combining nine terminators, five spacer sequences, and nine promoters using one-pot assembly 

technology. All combinations in the library were sequenced and analyzed in terms of fluorescence intensity based on 

the FlowSeq technology to establish the correlations between combinatorial sequences and downstream gene 

expression. The results showed that combinations of weak terminators, short spacers, and strong terminators were more 

favorable to enhance the expression of downstream genes, while combinations of strong terminators, long spacers, and 

weak terminators reduced the expression of downstream genes. Quantitative analysis of transcription revealed that 

weak terminators not only enhanced downstream leakage transcription (21~70-fold enhancement), but also facilitated 

downstream promoters to re-recruit RNA polymerase for re-promoted transcription (2~3-fold enhancement). This study 

has elucidated the effect and mechanism of terminators on the regulation of gene expression in the downstream 

transcription units, providing a design framework for the construction of gene circuits using terminators.
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基因表达包含多个步骤，涉及多种基因表达

调控元件，它们在不同水平发挥作用［1-6］。其中，

终止子位于编码基因的 3′-UTR 区，当 RNA 聚合

酶与终止子相遇时转录复合物发生解离，转录过

程终止。原核体系中的终止子主要分为两类：ρ

因子依赖性终止子和内源性终止子。其中内源性

终止子终止转录主要依靠自身序列的折叠形成二

级结构［7-9］，相较于 ρ因子依赖型终止子来说更为

简单且易于调控，围绕它展开的研究也更为丰

富［10-12］。内源性终止子根据其终止效率的强弱在

基因表达调控中的应用也各不相同，强终止子由

于其较强的终止转录的能力，常插入目标基因下

游，发挥及时终止转录、避免转录通读的作用，

从而提高细胞经济性［13］；而弱终止子则常被用于

插入特定基因上游，发挥弱化下游基因表达的

作用［14］。

终止子序列组成和二级结构是影响终止子终止

效率的重要因素［15］。Ahn等［16］的研究表明茎长较

长的终止子呈现更稳定的二级结构，终止效率也更

高；Chen等［17］在大肠杆菌中设计了一个可以包含

582条不同终止子的终止子文库，发现强终止子形

成的二级结构中发卡基部位置处GC碱基含量较高，

在环结构中则没有发现这样的规律；Cui等［18］对枯

草芽孢杆菌中天然终止子的终止效率进行了评估，

发现当终止子二级结构中U-tract位置处U碱基的含

量增加时，终止子的终止效率也随之提高，同时，

最小自由能∆G的减小也会使终止子的终止效率提

高；本课题组［19-20］的前期研究发现拥有稳定且较长

的茎结构的终止子的终止效率更高，完美的U-tract

结构可以进一步提高终止效率。

随着终止子领域研究的不断深入，越来越多

的研究表明，除了终止基因的转录外，终止子还

被广泛应用于下游基因表达的调控。Zhang 等［14］

在生产鸟氨酸的谷氨酸棒杆菌表达体系中插入不

同强度的终止子去调控下游 argF基因的表达，发

现随着终止子强度的增加 argF基因的表达强度也

随之减弱；Du等［21］尝试在多个基因之间插入终止

子，发现插入终止子后下游基因转录水平会下降，

同时，随着插入的终止子数量的增加，下游基因

转录水平会进一步下降。然而，目前关于终止子

的研究大多是在转录单元内进行的，跨转录单元

的终止子调控机制尚不明确，系统解析终止子对

下游转录单元中基因表达的调控效应，可以为构

建基因回路提供设计依据。

为了解析终止子与下游启动子，以及它们中

间间隔序列之间的联动或串扰效果，需要系统考

察包含不同终止子、启动子和间隔序列各类组合

序列，解析构效关系。one-pot组装技术是一种在

T4连接体系上拓展优化的多片段组装技术，其基

本原理是通过在多个片段间设计黏性末端并磷酸

化，将磷酸化后的片段与线性化质粒置于同一试

管中进行连接反应，完成片段与片段、片段与载

体之间的连接。该方法可以一次性完成多个片段

之间互相的随机组装，并将组装完成后的多片段

组装产物与线性化质粒相连接，是构建高精度的

组装文库的有效方法［22］。此外，传统关于终止

子的研究主要通过在目的基因 5′端或 3′端插入终

止子来检测目的基因转录和表达水平变化，其

中最典型的就是通过荧光报告基因检测终止子

的终止效率［17，23-25］，尽管这一类方法可以准确

分析终止子对目的基因的表达调控效果，但一

次只能检测一种终止子的功能，具有通量小、

耗时长等缺点。FlowSeq 是一种将流式细胞分选

与高通量测序相结合的技术，它的基本原理是

利用流式细胞仪根据细胞的荧光特征等可检测

因素对细胞进行分组，后续再使用高通量测序

技术对分组后的细胞进行测序分析，快速获得

不同表型亚群的基因信息［26-33］。one-pot 组装技

术结合 FlowSeq 技术，为收集大规模序列和调控

效果信息、探究终止子在基因表达调控中的作

用提供了解决方案。

本研究基于 one-pot 技术和 FlowSeq 技术，将

9种不同强度的终止子、5种不同长度的间隔序列

和 9种强度不同的启动子进行组合，构建了一个包

含405种不同组合元件（终止子-间隔序列-启动子）

的组装文库［22］，按照下游红色荧光蛋白表达水平

对文库进行分组，随后对文库进行DNA扩增并进

行高通量测序［26-28］，从蛋白和转录本两个层面对终

止子-间隔-启动子的组合调控效果进行分析，进一

步明确了弱终止子对下游渗漏转录和重启转录两

个方面的影响程度。本研究所得到的结论揭示了

终止子在多基因和转录单元间的调控机制，为终
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止子元件的理性开发、基因回路的理性构建提供

了基础信息。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株与质粒

本论文所使用的菌株和质粒见表1。

1.1.2 引物

本实验所使用引物见表2。

1.1.3 培养基及试剂

LB 培养基：10 g/L 蛋白胨，5 g/L 酵母提取

物，10 g/L NaCl。

琼脂粉、蛋白胨、酵母粉、氯化钠和利福平

购于国药集团化学试剂有限公司； Phanta 酶、

RNA提取试剂盒、反转录试剂盒和 qPCR试剂盒购

于南京诺唯赞生物科技有限公司；限制性核酸内

切酶、T4多聚核苷酸激酶和T4连接酶购于Takara

公司；BSAⅠ酶购于NEB公司。

1.2 方法

1.2.1 菌株和生长条件

以大肠杆菌 BL21（DE3）为宿主构建质粒。

菌株在LB培养基中培养。需要固体培养基时，在

上述培养基中加入 2% 的琼脂粉。抗生素浓度为

50.0 mg/L的卡那霉素。需要表达报告基因时，加

入0.5 mmol/L的 IPTG。

1.2.2 反向PCR插入酶切位点

通过反向PCR的方式在质粒PTK上插入BSAⅠ
酶切位点，反向 PCR的反应流程如下：①预变性

95 ℃ 3 min；②变性 95 ℃ 15 s；③退火 58 ℃ 15 s；

④延伸 72 ℃ 5 min；⑤重复③、④两个步骤 35次；

⑥彻底延伸 72 ℃ 5 min。反应完成后使用胶回收

试剂盒进行直接回收，然后使用DPNⅠ酶 37 ℃酶

切 1.5 h消化模板DNA，接着使用胶回收试剂盒进

行直接回收，回收完成后加入 BL21（DE3）感受

态中进行转化。

1.2.3 One-pot组装文库的构建

将终止子、间隔序列和启动子的正向链和反

向链引物的干粉稀释至10 µmol/L，各取10 µL混合，

然后进行退火反应，反应程序如下：95 ℃ 5 min，

94 ℃ 1 min，93 ℃ 1 min，92 ℃ 1 min，91 ℃ 1 min，

90 ℃ 1 min，之后立即将样品放入沸水中冷却至室

温。将退火后的终止子、间隔和启动子的双链

DNA各取 1 µL混合，接着取 20 µL混合后的样品

对其使用T4多聚核苷酸激酶进行磷酸化，结束后

放 4 ℃备用。使用BSAⅠ酶对插入了BSAⅠ酶切位

点的质粒进行酶切，酶切完成后使用胶回收试剂

盒进行直接回收得到线性化质粒。接着，使用 T4

连接酶将磷酸化后的样品与线性化的质粒进行连

接，连接的体系如下：线性化质粒 50 fmol，磷酸

化混合组件 3 μL，T4 连接酶 1 μL，T4 连接 buffer 

2 μL，无酶水加至 20 μL，随后 16 ℃过夜连接。最

后，将连接产物分装到10只大肠杆菌BL21感受态细

表表1　　本研究所涉及的菌株和质粒信息

Table 1　　Strains and plasmids used in this study

Name

Escherichia coli JM109

Escherichia coli BL21

PTK

PTK-pot

PTK-pheA-13-e

PTK-pheA-13-e12

PTK-pheA-40-e

PTK-pheA-40-e12

PTK-recA-13-e

PTK-recA-13-e12

PTK-recA-40-e

PTK-recA-40-e12

Description

Dual Fluorescent Probe Plasmid，Kanr, T7 promoter, EGFP, mRFP1, T7 terminator

PTK derivatives carrying one-pot assembly libraries

PTK derivatives carrying the terminator pheA, the spacer sequence sp-13, and the promoter dap-e

PTK derivatives carrying the terminator pheA, the spacer sequence sp-13, and the promoter dap-e12

PTK derivatives carrying the terminator pheA, the spacer sequence sp-40, and the promoter dap-e

PTK derivatives carrying the terminator pheA, the spacer sequence sp-40, and the promoter dap-e12

PTK derivatives carrying the terminator recA, the spacer sequence sp-13 and the promoter dap-e

PTK derivatives carrying the terminator recA, the spacer sequence sp-13 and the promoter dap-e12

PTK derivatives carrying the terminator recA, the spacer sequence sp-40 and the promoter dap-e

PTK derivatives carrying the terminator recA, the spacer sequence sp-40 and the promoter dap-e12

Source

EUROSCARF

EUROSCARF

this study

this study

this study

this study

this study

this study

this study

this study

this study

this study
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表表2　　本实验所用的引物

Table 2　　Primers used in this study

Primer

pheA-F

pheA-R

thrL-F

thrL-R

rpsO-F

rpsO-R

arcA-F

arcA-R

fhuE-F

fhuE-R

hisI-F

hisI-R

recA-F

recA-R

T7-MOD-F

T7-MOD-R

SP-TE-F

SP-TE-R

SPACE-5-F

SPACE-5-R

SPACE-13-F

SPACE-13-R

SPACE-20-F

SPACE-20-R

SPACE-28-F

SPACE-28-R

SPACE-35-F

SPACE-35-R

SPACE-40-F

SPACE-40-R

dap-A16-F

dap-A16-R

dap-e-F

dap-e-R

dapA-e10-F

dapA-e10-R

dapA-e11-F

dapA-e11-R

dapA-e12-F

dapA-e12-R

dapA-e10-35-F

dapA-e10-35-R

J1-F

J1-R

J2-F

J2-R

SP-PRO-F

SP-TRO-R

T7-CG-F

T7-CG-R

WEAK-F

WEAK-R

Description

TAGCAACAATAAGGCCTCCCAAATCGGGGGGCCTTTTTTATTGAT

TTAGATCAATAAAAAAGGCCCCCCGATTTGGGAGGCCTTATTGTT

TAGCTCAAAAAAGCCCGCACCTGACAGTGCGGGCTTTTTTTTTACT

TTAGAGTAAAAAAAAAGCCCGCACTGTCAGGTGCGGGCTTTTTTGA

TAGCCAGAAAAGGGGGCCTGAGTGGCCCCTTTTTTCAAGCT

TTAGAGCTTGAAAAAAGGGGCCACTCAGGCCCCCTTTTCTG

TAGCAATAAAAACGGCGCTAAAAAGCGCCGTTTTTTTTGACG

TTAGCGTCAAAAAAAACGGCGCTTTTTAGCGCCGTTTTTATT

TAGCGTAAAAAAGGCAGCCATCTGGCTGCCTTAGTCTCCCCA

TTAGTGGGGAGACTAAGGCAGCCAGATGGCTGCCTTTTTTAC

TAGCCCCTGCCCTTTTTCTTTAAAACCGAAAAGATTACTTCGCGT

TTAGACGCGAAGTAATCTTTTCGGTTTTAAAGAAAAAGGGCAGGG

TAGCAAGCAAAAGGGCCGCAGATGCGACCCTTGTGTATCAAC

TTAGGTTGATACACAAGGGTCGCATCTGCGGCCCTTTTGCTT

TAGCAAACAGATAGGCCCTCttcgGAGGGCCtatctgttTTTTTTT

TTAGAAAAAAAaacagataGGCCCTCcgaaGAGGGCCTATCTGTTT

TAGCCCAATGTTTACTCATATCCAGTCACAGAAACTGAACTATC

TTAGGATAGTTCAGTTTCTGTGACTGGATATGAGTAAACATTGG

CTAACTATC

TTATGATAG

CTAAAAACTGAACTATC

TTATGATAGTTCAGTTT

CTAAGTCACAGAAACTGAACTATC

TTATGATAGTTCAGTTTCTGTGAC

CTAACATATCCAGTCACAGAAACTGAACTATC

TTATGATAGTTCAGTTTCTGTGACTGGATATG

CTAAGTTTACTCATATCCAGTCACAGAAACTGAACTATC

TTATGATAGTTCAGTTTCTGTGACTGGATATGAGTAAAC

CTAACCAATGTTTACTCATATCCAGTCACAGAAACTGAACTATC

TTATGATAGTTCAGTTTCTGTGACTGGATATGAGTAAACATTGG

ATAATTGTTTAACCCCCAAATGAGGGAAGAAGGTATAATTGAACTCTCGCTCAAGGCGCAAGGAGCACACACA

TCATTGTGTGTGCTCCTTGCGCCTTGAGCGAGAGTTCAATTATACCTTCTTCCCTCATTTGGGGGTTAAACAA

ATAATTGTTTAGCCACCAAATGAGGGAAAGAGGCACAATGGAACTCTCGCTCAAGGCGCAAGGAGCACACACA

TCATTGTGTGTGCTCCTTGCGCCTTGAGCGAGAGTTCCATTGTGCCTCTTTCCCTCATTTGGTGGCTAAACAA

ATAATTGTTTTGACACCAAATGAGGGAATGTGGTATAATTGAACTCTCGCTCAAGGCGCAAGGAGCACACACA

TCATTGTGTGTGCTCCTTGCGCCTTGAGCGAGAGTTCAATTATACCACATTCCCTCATTTGGTGTCAAAACAA

ATAATTGTTTTGACACCAAATGAGGGAATGTGCTATAATGGAACTCTCGCTCAAGGCGCAAGGAGCACACACA

TCATTGTGTGTGCTCCTTGCGCCTTGAGCGAGAGTTCCATTATAGCACATTCCCTCATTTGGTGTCAAAACAA

ATAATTGTTTTGACACCAAATGAGGGAATGTGGTAGAGTGGAACTCTCGCTCAAGGCGCAAGGAGCACACACA

TCATTGTGTGTGCTCCTTGCGCCTTGAGCGAGAGTTCCACTCTACCACATTCCCTCATTTGGTGTCAAAACAA

ATAATTGTTTAACCCCCAAATGAGGGAATGTGGTATAATTGAACTCTCGCTCAAGGCGCAAGGAGCACACACA

TCATTGTGTGTGCTCCTTGCGCCTTGAGCGAGAGTTCAATTATACCACATTCCCTCATTTGGGGGTTAAACAA

ATAATTGACAATTTTCTTAAATTGTGTTACAATGGGTTTCGCTCAAGGCGCAAGGAGCACACACA

TCATTGTGTGTGCTCCTTGCGCCTTGAGCGAAACCCATTGTAACACAATTTAAGAAAATTGTCAA

ATAATTGACATTTTTTTAGTTTTGAGTTACAATGGTTGTCGCTCAAGGCGCAAGGAGCACACACA

TCATTGTGTGTGCTCCTTGCGCCTTGAGCGACAACCATTGTAACTCAAAACTAAAAAAATGTCAA

ATAAGTTTACTCATATCCAGTCACAGAAACTGAACTATCTCGCTCAAGGCGCAAGGAGCACACACA

TCATTGTGTGTGCTCCTTGCGCCTTGAGCGAGATAGTTCAGTTTCTGTGACTGGATATGAGTAAAC

AATTCCGGCCGCGGGGCCCGCTTCGGCGGGCCCCGCGGCCGTTTTTTTAAACTGAACTATCG

GATCCGATAGTTCAGTTTAAAAAAACGGCCGCGGGGCCCGCCGAAGCGGGCCCCGCGGCCGG

AATTCAGCCCCTCAGTATAGGGGCGTATTTTCTCAAACTGAACTATCG

GATCCGATAGTTCAGTTTGAGAAAATACGCCCCTATACTGAGGGGCTG
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胞中，放冰上冷却20 min，随后在42 ℃下加热90 s，

再次放冰上冷却5 min。之后向每个试管中加入LB培

养基，使最终体积达到1 mL。在37 ℃、220 r/min的

条件下培养1 h后，将所有菌液转移到100 mL添加了

卡那霉素的LB液体培养基中过夜培养。

1.2.4 流式细胞分选

取 2 mL过夜培养后的菌液加入 100 mL添加卡

那霉素的 LB 液体培养基中，并加入终浓度为

0.5 mmol/L的 IPTG，在 37 ℃、220 r/min条件下诱

导培养 2 h。接着取 1 mL菌液在 8000 r/min转速下

离心获得细胞，用 PBS 溶液洗涤两次后，再加入

1 mL PBS溶液重悬细胞。随后使用流式细胞仪对

细胞进行筛选，流式细胞仪（Becton Dickinson 

FACSAriaⅢ）的激发波长为 561 nm，发射波长为

610/20 nm，检测mRFP1荧光。使用 FlowJo v10软

件分析流式细胞仪的数据并计算平均荧光强度。

最后根据下游红色荧光的强度将细胞进行分组。

1.2.5 高通量测序

将收集到的细胞在 37 ℃、220 r/min的条件下

复苏 2 h，随后接种到 100 mL添加卡那霉素的 LB

培养基中，在 37 ℃下以 220 r/min的速度振荡培养

12 h，取 1.5 mL菌液提取质粒，使用目标引物进行

PCR扩增获得DNA扩增产物，随后将从每个组中

各取1000 ng DNA扩增片段进行高通量测序，测序

平台为华大的MGISEQ-2000平台。

1.2.6 数据分析

从 fastq 文件中提取终止子序列的过程如下：

使用 cutadapt （1.2.1）软件切除序列，并使用

prinseqlite（0.19.5）软件进行质量控制，确保每

个碱基的质量值大于 30；此外，U-tract 位点前

三个碱基中至少有一个 T 的序列也被视为终止

序列并予以保留［34］；利用 Vienna RNA package 

（2.5.0）工具包中的 RNA 折叠和 RNA 评估软件预

测二级结构，并获得每个终止序列的最小自由能

∆G。

1.2.7 相对荧光强权强度的计算

相 对 荧 光 加 权 强 度 （relative fluoresence 

intensity of mRFP1）的计算公式如下：

FPx=
Px中组合元件的reads

Px中的总reads （1）

Fre，Px= 
FPx

FP4 + FP5 + FP6
（2）

Relative fluoresence intensity of mRFP1=（−100×Fre，P4）+

（650×Fre，P5）+（5000×Fre，P6） （3）

式中，Px表示流式分选出的组（P4、P5和 P6

三组，x值为 4、5和 6）；−100为 P4组中的平均荧

光表达强度；650为 P5组中的平均荧光表达强度；

5000为P6组中的平均荧光表达强度。

1.2.8 mRNA水平检测

划线接种于固体 LB平板（Kan抗性）上并于

37 ℃、220 r/min条件下培养 12 h。接着挑取单菌

接种到 10 mL LB 液体培养基（Kan 抗性）中，

37 ℃、220 r/min培养 12 h，然后取 200 μL菌液加

入到 10 mL LB液体培养基（Kan抗性）中，37 ℃、

220 r/min 培养 1.5 h 使 OD 值在 0.4～0.6 之间。取

1 mL菌液使用RNA提取试剂盒从中提取RNA，再

通过反转录试剂盒将RNA逆转录为 cDNA，最后通

过 Quantitative Real-time PCR （qPCR）的方式对

mRNA水平进行检测，使用的内参基因为16sRNA。

1.2.9 mRNA水平的计算

mRNA水平的计算方法如下：

∆Cq，x=Cq，x−Cq，r （4）

∆Cq，cb=Cq，cb−Cq，cr （5）

∆∆Cq=∆Cq，x−∆Cq，cb （6）

mRNA level=2−∆∆Cq （7）

式中，x表示样本，Cq，x是其目标基因的量化周

期，Cq，r是其内参基因的量化周期；cb是对照样本，

Cq，cb是其量化周期，Cq，cr是其内参基因的量化周期。

1.2.10 渗漏mRNA和重启mRNA水平的计算

对下游 mRNA、渗漏 mRNA 和重启 mRNA 水

平进行归一化处理，方法如下：

渗漏mRNA水平计算见1.2.9。

下游mRNA水平计算方法如下：

（1）首先参考 1.2.9的方法计算出∆∆Cq，s，使用

的数据为测量渗漏 mRNA 时得到的目标基因和内

参基因的量化周期。

（2）接着参考 1.2.9的方法计算出∆∆Cq，t，使用

的数据为测量下游 mRNA 时得到的目标基因和内

参基因的量化周期。

（3）计算出渗漏mRNA占下游mRNA的比值，

公式如下：

leakage transcription mRNA level
downstream transcription unit mRNA level = 1

2-( )ΔΔCq，s-ΔΔCq，t

（8）
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（4）归一化后下游mRNA计算公式如下：

downstream transcription unit mRNA level =
leakage transcription mRNA level ×

1
      leakage transcription mRNA level

downstream transcription unit mRNA level       
   （9）

重启mRNA水平计算公式如下：

re-promoted transcription mRNA=downstream 

transcription unit mRNA level-leakage transcription 

mRNA level （10）

2 结果和分析

2.1 不同强度终止子对下游转录单元基因表达的影

响强度分析

前期的研究结果表明，终止子除了会影响转

录单元内的基因表达调控，对于后续转录单元的

基因表达同样会产生影响［19，26］。为了探究终止子

对后续转录单元基因表达的影响，在双荧光探针质

粒PTK的两个荧光报告基因之间插入了一个终止子

和启动子，形成了两个不同的转录单元［图1（a）］，

其中上游转录单元的基因为EGFP，下游转录单元

的基因为 mRFP1。随后分别选取课题组前期定量

分析过的 3 种不同强度的终止子 T7-CG、T7 和

weak以及 3种不同强度的启动子 dap-e12、dap-e和

sp-pro［19，35］，替换双荧光探针质粒上的两个报告基

因之间的终止子和启动子，得到了 9种不同的突变

质粒。分别对它们的下游转录单元中红色荧光报

告基因的表达水平和 mRNA 水平进行定量分析，

结果如图 1（b）、（c）所示，不同强度的启动子调控

下的红色荧光报告基因 mRNA 水平相差最高达到

了 700 倍，红色荧光表达水平相差最高也达到了

mRFP1EGFP
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图图1　不同强度终止子和启动子组合调控效果

质粒中上游和下游转录单元结构示意图（a）以及9种突变质粒中下游转录单元红色荧光转录水平（b）和表达水平（c）

Fig. 1　Analysis of the regulatory effect of the combination of terminators and promoters with different strengths

Schematic structure of upstream and downstream transcriptional units in the plasmid (a), red fluorescent transcript levels (b), and expression levels 

(c) of downstream transcriptional units in the nine mutant plasmids
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300倍。

启动子在一个转录单元中发挥着启动转录的

功能，对基因表达调控的影响最大，这样的结果

并不意外，然而当终止子强度发生变化时，下游

转录单元的基因表达调控也会发生显著改变，弱

终止子weak调控下的下游转录单元的红色荧光报

告基因mRNA水平为强终止子T7-CG调控下的 3～

102倍，红色荧光表达水平相差了 2～11倍，这一

结果初步体现了弱终止子对后续转录单元的基因

表达是更有利的，并且其对下游基因表达的影响

是显著的。

2.2 通 过 One-pot 结 合 FlowSeq 技 术 解 析 终 止

子-间隔-启动子组合效应

为了扩大采集的样品量，系统探究终止子对

后续转录单元基因表达的影响，设计了 9种不同的

终止子、5种不同的间隔序列和 9种不同的启动子

元件，具体见表 3（其中 SP-TE是没有终止效率的

一段序列，SP-PRO是没有启动转录功能的一段序

列）。采用 one-pot技术将它们互相组合构建了一个

包含 405 种不同组合元件（终止子-间隔-启动子）

的组装文库［27］，使用 FlowSeq 技术根据下游报告

基因（mRFP1）的荧光强度对细胞进行分选并测

序，解析终止子对后续转录单元基因表达的影响。

one-pot组装文库构建完成后，通过流式分选按

照下游报告基因（mRFP1）的荧光强度对细胞进行

分组，流式分选结果如图 2（a）所示。其中 P4、P5

和P6组收集的细胞平均荧光表达强度为−100、650

和 5000。对P4、P5和P6组中收集到的细胞进行高

通量测序，并按以下标准进行数据筛选，包括：

①根据Lesnik等总结的终止子最基本的序列特征，

即 U 通道前的开头 3 个碱基必须包含一个 U 碱

基［36］；②剔除只检测到一个或两个读数的序列。

由于组合元件大多数在三组中都有被检测到，

但在各组间分布频率存在差异，因此根据各组件

表表3　　文库中包含的组件

Table 3　　Parts in the library

Assembly

Terminator

Spacer

Promoter

Part Name

pheA

thrL

T7-MOD

arcA

rpsO

fhuE

hisI

recA

SP-TE

SP-13

SP-20

SP-28

SP-35

SP-40

dapA-e12

dapA-e11

dapA-e10

dap-A16

J2

dapA-e10-35

J1

dap-e

SP-PRO

Activity

Strong

↓
weak

Short

↓
Long

Strong

↓
weak

Sequence（5′→3′）

AATCATAAGGCCTGACAAATCGGGGGGGATTTTTTCTTGA

TCCAAAAAGCCCCGACCTGACAGTGACGGCTTTTTTATTAC

AAACAGATAGGCCCTCTTCGGAGGGCCTATCTGTTTTTTTTT

AATATAAACGGCGCTAAAACGCGCGGTTTTTTTTGCC

CAGCAAAGGGTGCCTGAGTGCTCCCTTTTTGCAAGC

GTAAAAAAGGCAGCCATCTGGCTGCCTTAGTCTCCCCA

CCCTGCCCTTTTTCTTTAAAACCGAAAAGATTACTTCGCGT

AAGCAAAAGGGCCGCAGATGCGACCCTTGTGTATCAAC

CCAATGTTTACTCATATCCAGTCACAGAAACTGAACTATC

AAACTGAACTATC

GTCACAGAAACTGAACTATC

CATATCCAGTCACAGAAACTGAACTATC

GTTTACTCATATCCAGTCACAGAAACTGAACTATC

CCAATGTTTACTCATATCCAGTCACAGAAACTGAACTATC

TTGTTTTGACACCAAATGAGGGAATGTGGTAGAGTGGAACTC

TTGTTTTGACACCAAATGAGGGAATGTGCTATAATGGAACTC

TTGTTTTGACACCAAATGAGGGAATGTGGTATAATTGAACTC

TAGGTTTTTTGCGGGGTTGTTTAACCCCCAAATGAGGGAAGAAGGTATAATTGAACTC

TTGACATTTTTTTAGTTTTGAGTTACAATGGTTG

TTGTTTAACCCCCAAATGAGGGAATGTGGTATAATTGAACTC

TTGACAATTTTCTTAAATTGTGTTACAATGGGTT

TTGTTTAGCCACCAAATGAGGGAAAGAGGCACAATGGAACTC

GTTTACTCATATCCAGTCACAGAAACTGAAC
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在三组中的分布频率，对它们的荧光强度进行了

加权计算，得出对应的相对加权荧光强度，并按

照强度分为高表达组、中表达组和低表达组

［图2（b）］。

各元件在高、中和低表达组中出现的频率如

图 3（a）、（b）所示。终止子元件中，无终止子活性

的和弱终止子活性的 SP-TE 和 recA 在高表达组中

出现频率较高，均超过了0.5；终止效率较高的T7-

MOD、thrL 和 pheA 在低表达组中出现频率较高，

其中 pheA 出现的频率达到了 0.59。间隔序列中，

短的间隔序列 SP-13和 SP-20在高表达组中出现频

率较高，均超过了 0.4；长间隔序列 SP-40 在低表

达组中出现频率较高（0.42）。启动子元件中，强

启动子 dap-e12和 J2在高表达组中出现频率较高，

分别为 0.63 和 0.62；而弱启动子或无转录活性的

dap-e 和 SP-PRO 在低表达组中出现频率较高，达

到了0.7。

上述结果体现弱终止子、短间隔以及强启动

子都分别对提高下游转录单元的基因表达有促进

作用。相反的强终止子、长间隔以及弱启动子的

组合则会削弱下游转录单元的基因表达。而组合

文库中，也可以发现上述的组合也体现了这一规

律，例如：弱终止子 recA、短间隔 sp-13和强启动

子 dap-e12 组合后的元件的相对加权荧光强度为

2408，为典型的“高表达”组元件；而强终止子

thrL、长间隔 sp-40和弱启动子SP-PRO组合后的元

件的相对荧光加权强度为 1254，为典型的“低表

达”组元件［图2（b）］。

2.3 终止子对下游转录单元基因表达具有重要影响

上述研究通过 one-pot 组装文库结合 FlowSeq

技术，初步解析了不同强度的终止子、启动子与

它们之间的间隔对下游转录单元基因表达的影响。

然而启动子、终止子都在转录水平发挥调控作用，

为了更加准确直接地表征调控组件对基因表达的

调控效果，挑选了 one-pot组装文库中典型的组合

元件，采用 qPCR定量分析下游转录单元基因转录

水平差异。共计从文库中挑选出了 8种不同的组合

元件，它们由 6 种不同的元件组成（强终止子

pheA、弱终止子 recA、长间隔序列 sp-40、短间隔

序列 sp-13、强启动子 dap-e11 和弱启动子 dap-e）。

结果如图 4（a）所示，其中下游转录单元 mRNA水

平最高的组合元件为弱终止子 recA-短间隔 sp-13-

图图2　组合调控元件（终止子-间隔-启动子）调控的下游基因表达强度

（a）根据下游红色荧光表达水平对包含组合元件的细胞进行流式筛选；

（b）根据下游相对荧光加权强度对组合元件进行高表达、中表达、低表达分组

Fig. 2　Expression of downstream genes regulated by the assemblies of terminator-spacer-promoter

(a) Screening of combinatorial elements by flow cytometry based on the red fluorescence for the expression of targeted genes; (b) Grouping of the 

assemblies of terminator-spacer-promoter into High, Medium, and Low expression groups based on the relative fluorescence intensity of mRFP1 

associated with the expression of targeted genes
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强启动子 dap-e11；相反，下游转录单元mRNA水

平最低的组合元件为强终止子 pheA-长间隔 sp-40-

弱启动子 dap-e，两个组合元件调控下的下游转录

单元 mRNA 水平相差了 10倍。对这 8种不同组合

元件调控下的下游转录单元红色荧光蛋白表达进

行了检测［图 4（b）］，发现了相似的规律，即弱终

止子、较短的间隔序列以及强启动子调控下的下

游转录单元荧光蛋白表达水平是所有组合中对基

因表达积极作用最明显的。2.2节的结论也发现它

们各自调控下的基因表达最强，而它们组合后，

也体现出正向的叠加作用。在构建多转录单元的

基因回路时，遵循这一设计依据，理论上可以提

高下游目标基因的表达。

进一步统计各元件对下游转录单元 mRNA 水

平和荧光蛋白表达量的影响幅度，结果如图 5 所

示。当组合元件中终止子和启动子都相同时，短

间隔 sp-13调控下的下游转录单元mRNA水平是长

间隔序列 sp-40调控下的 1.2～1.6倍［图 5（a）］；当

组合元件中终止子和间隔序列都相同时，较强启

动子 dap-e11调控下的下游转录单元mRNA水平是

较弱启动子 dap-e调控下的 1.5～2.1倍［图 5（b）］；

当组合元件中间隔序列和启动子都相同时，弱终

止子 recA调控下的下游转录单元mRNA水平是强

终止子 pheA调控下的 3.5～4.8倍［图 5（c）］。下游

红色荧光蛋白表达水平的定量分析结果也体现类

似的结果。

总结认为，除了公认的启动子调控下游基因

表达外，终止子和间隔序列也在一定程度上影响

着下游转录单元的基因表达，其中间隔序列的影

响较小，但终止子的影响是不可忽略的，弱终止

子 recA调控下的下游转录单元mRNA水平最高达

到了强终止子pheA调控下的4.8倍，红色荧光蛋白
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图图3　组件中的各元件在高、中和低表达组的出现频率

（a）高、中和低表达组中不同元件出现频率的叠加；（b）高、中和低表达组中不同元件出现频率的三元图

Fig. 3　Frequency of each part used in the assemblies at the “High”, “Medium”, and “Low” groups

(a) Stacked histograms of the occurrence frequency of different components in the “High”, “Medium”, and “Low” groups; (b) Ternary results of the 

occurrence frequency of different components in the “High”, “Medium”, and “Low” groups
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表达水平最高相差了 6.9倍，因此选用强度合适的

终止子可以有效调控下游转录单元的基因表达。

2.4 弱终止子促进下游转录单元的重启转录和渗漏

转录

上述结果表明，弱终止子有利于下游转录单

元的基因表达，然而，这一促进作用是单纯由于

弱终止子没有有效关闭转录造成的下游转录通读

（leakage transcription mRNA）从而导致渗漏转录

现象的发生，还是由于弱终止没有造成RNA聚合

酶及时解离，从而提高 RNA 聚合酶的循环效率，

促进了其与下游转录单元中启动子的结合，从而

提高了重启转录效率（re-promotered mRNA）。为

了分辨弱终止子对下游基因表达的促进机制，设

计了两对引物（上游引物不同，下游引物一致），

分别针对不同片段进行扩增，具体引物设计位置

如图 6（a）所示。其中，引物 F1在上游 EGFP基因

的末端位置，引物 R在下游 mRFP1的中部，扩增

的片段为渗漏转录mRNA；引物 F2在下游转录单

元RBS位置，引物R在下游mRFP1的中部，扩增

的片段为渗漏转录和重启转录两种情况的加合。

利用这两对引物对转录本逆转录形成的 cDNA进行

定量分析，通过对两对引物 qPCR得到的结果进行

比较，可以得到下游转录单元中启动子招募RNA

聚合酶启动转录生成的重启转录mRNA。

图6（b）和图6（c）分别表示下游mRNA水平和渗

漏转录mRNA水平，从图6（c）中不难看出，拥有弱

终止子 recA的组合元件调控下的渗漏转录mRNA水

平比任意一个拥有强终止子pheA的组合元件调控下

的渗漏转录mRNA水平都要高。需要强调的是，如

图6（d）所示，弱终止子调控下的渗漏转录最高达到了

下游转录单元mRNA水平的30%，相比之下，强启

动子调控下的渗漏转录的情况占比较低，占了下游渗

漏转录mRNA水平的 1%～5%。重启转录mRNA水

平结果如图6（e）所示，弱终止子调控下的重启转录

mRNA水平相较于强终止子提高了2～3倍。因此上

述结果表明，弱终止子不仅更有利于下游渗漏转录水

平的提高，同时也更有利于提高下游转录单元中启动

子重新招募RNA聚合酶，重新启动转录。这两方面

的共同作用，导致了下游转录单元基因的高表达。

3 结 论

在原核生物的基因表达调控中，除了终止基
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图图4　典型组合元件调控的下游基因mRNA水平（a）和红色荧光蛋白表达水平（b）

（强弱启动子分别为dap-e11和dap-e，强弱终止子分别为pheA和 recA，长短间隔序列分别为 sp-40和 sp-13）

Fig. 4　Expression levels of mRNA and red fluorescent protein with the downstream transcription unit regulated by typical 

assemblies selected from the one-pot assembly library

(The strong and weak promoters were dap-e11 and dap-e, the strong and weak terminators were pheA and recA, 

and the long and short interval sequences were sp-40 and sp-13, respectively.)
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因转录，避免转录通读外，终止子还影响着上游

基因mRNA稳定性和下游基因表达的调控，然而，

目前尚缺乏跨转录单元的终止子调控机制的相关

研究，明确这一机制对于终止子元件的开发以及

基因回路的构建有着重要的指导意义。

本研究基于 one-pot技术构建了一个组装文库，

同时基于FlowSeq技术对文库进行高效的基因型和

表型信息的采集。明确了弱终止子、短间隔和强

终止子更有利于提高下游基因的表达。同时基于

典型组合的转录本和蛋白表达量的分析也表明弱

终止子调控下不仅通过渗漏转录提高了下游基因

表达，同时也促进了下游转录单元中启动子重新

招募RNA聚合酶从而进行的重启转录过程。本研

究明确的弱终止对下游转录单元的影响是未来合
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图图5　不同强度启动子和终止子组合对下游转录单元mRNA水平和荧光蛋白的影响

（a）固定间隔序列的情况下不同终止子和启动子组合对基因表达的影响；（b）固定启动子的情况下不同间隔序列和终止子组合对基因表达

的影响；（c）固定终止子的情况下不同启动子和启动子组合对基因表达的影响；强弱启动子分别为 dap-e11和 dap-e，强弱终止子分别为

pheA和 recA，长短间隔序列分别为 sp-40和 sp-13

Fig. 5　Influence of the combination of promoters and terminators on expression of the mRNA and fluorescence protein

(a) Effect of different terminator and promoter combinations on gene expression with fixed interval sequences; (b) Effect of different spacer 

sequences and terminator combinations on gene expression with fixed promoters; (c) Effects of different promoters and combinations of promoters 

on gene expression with fixed terminators. The strong and weak promoters were dap-e11 and dap-e, the strong and weak terminators were pheA and 

recA, and the long and short interval sequences were sp-40 and sp-13, respectively.

224



第 6 卷 www.synbioj.com

(a)

mRFP1EGFP

Promoter

RBS RBS

Terminator

        

Promoter

       

Leakage transcription mRNA

Re-promotered mRNA

F1 R

RF2

Terminator： Spacer： Promoter：
strong

weak

long

short

strong

weak

(b)

D
o

w
n

st
re

am
 t

ra
n

sc
ri

p
ti

o
n

 u
n

it
  

  
  

  
  

  
  

 m
R

N
A

 l
ev

el

Terminator

Spacer

Promoter

++ + + + + + + +

++ + + + + + + +

0

200

400

600

0

100

50

150

200

250

L
ea

k
ag

e 
tr

an
sc

ri
p

ti
o

n
 m

R
N

A
 l

ev
el

Terminator

Spacer

Promoter

++ + + + + + + +

++ + + + + + + +

(c)

L
ea

k
ag

e/
d

o
w

n
st

re
am

 m
R

N
A

/%

0

10

20

30

40

Terminator

Spacer

Promoter

++ + + + + + + +

++ + + + + + + +

(d)

R
e-

p
ro

m
o

te
re

d
 m

R
N

A
 l

ev
el

(e)

0

100

200

300

400

Terminator

Spacer

Promoter

++ + + + + + + +

++ + + + + + + +

图图6　不同组合元件调控下的下游整体mRNA、渗漏转录mRNA以及重启mRNA水平分析

（a）通过不同引物的 qPCR获得渗漏转录mRNA和重启转录mRNA示意图；（b）不同组合元件调控下的下游mRNA水平；（c）不同组合元

件调控下的渗漏转录mRNA水平；（d）渗漏转录mRNA在下游mRNA中的占比；（e）不同组合元件调控下的重启转录的mRNA水平；强

弱启动子分别为dap-e11和dap-e，强弱终止子分别为pheA和 recA，长短间隔序列分别为 sp-40和 sp-13

Fig. 6　Schematic representation of downstream mRNA, leakage transcription mRNA, and re-promoted mRNA levels under the 

regulation of different combinatorial elements.

(a) Schematic representation of leakage transcription mRNA and re-promoted mRNA; (b) Downstream mRNA levels under the regulation of 

different combinatorial elements; (c) Leakage transcription mRNA levels under the regulation of different combinatorial elements; (d) Percentage of 

Leakage transcription mRNA in downstream mRNA; (e) Re-promoted mRNA levels under the regulation of different combinatorial elements; The 

strong and weak promoters were dap-e11 and dap-e, the strong and weak terminators were pheA and recA, and the long and short interval sequences 

were sp-40 and sp-13, respectively.
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成生物学领域中多顺反子和多转录单元的基因回

路构建中需要遵循的依据。本研究得到的元件组

合也是高效的基因表达调控元件，具有实际应用

价值。
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