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Streptomyces sahachiroi ATCC 33158 中
启动子 PaziU1的克隆及表达

周 俊 何 璟

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉430070

摘要 为鉴定和分析aziU1基因的启动子PaziU1,将该基因上游183bp的DNA片段和组成型强启动子

PermE*(作为阳性对照)分别克隆到启动子探针载体pIJ8660中,以增强型的绿色荧光蛋白基因(egfp)作为报告

基因,通过检测菌丝体中绿色荧光的强弱,对PaziU1的启动子活性进行了定性和定量分析。PaziU1在3种不同的链

霉菌Streptomycessahachiroi、StreptomyceslividansZX1和Streptomycesalbus中均表现出启动子活性。PaziU1

的启动子活性在初始培养的36h略低于PermE*,在培养48h后,PaziU1的表达活性高于PermE*。结果表明,PaziU1

与PermE*一样,是一个可以在链霉菌中组成型表达的强启动子。
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(EGFP);组成型强启动子
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  链霉菌是能够产生丰富多样活性天然产物的重

要微生物类群,其代谢过程由一个非常复杂、相互偶

联的多层次调控系统所控制。根据其调控范围可细

分为全局性调控和途径特异性调控2类。全局性调

控是在整体水平上对产生菌进行全方位的控制,通
常是因为营养降低等外界环境因素所引起,具有多

效性;不仅影响产生菌形态的发育和分化,而且影响

多种次级代谢合成过程。途径特异性调控则是对某

一个代谢合成途径具有特异性调节作用。途径特异

性调控因子通常位于某个次级代谢产物生物合成基

因簇内,通过特异性的激活或者抑制基因簇中某些

结构基因的表达,从而影响该次级代谢物的产生[1]。
无论是哪一种类型的调控,启动子和其他顺式作用

元件都是整个调控系统中最基础的构成部件。
链霉菌中发现的启动子序列差异较大,很少具

有保守性[2]。根据启动子区域的核酸序列分析一般

可分为3类:第1类启动子与大肠杆菌的启动子类

似,具有典型的-10和-35区域,称作链霉菌-大肠杆

菌启动子(SEP),这类启动子在大肠杆菌中有活性,
而在链霉菌中可能不显示活性[3-5];第2类启动子

的-10区与大肠杆菌相似,但-35区却存在较大的差

别,有的甚至没有-35区[6];第3类启动子则与枯草

芽胞杆菌的启动子有较高的相似性[7]。除了以上3
类以外,还有很多链霉菌的启动子与已知的启动子

序列没有任何的同源性,甚至有些随机克隆的片段

也可能具有启动子的活性,继而启动下游基因的表

达[8]。除了结构上的多样性以外,链霉菌启动子在

转录模式上也很复杂。很多基因含有多重启动子的

调控区,经常受多样化启动子、相互重叠转录本和/
或多顺反子转录本的协同调控。这种调控作用,可
以是正调控,也可以是负调控。如红色糖多孢菌中

红霉素抗性基因ermE[9]、弗氏链霉菌中新霉素抗

性基因aph[10-11]、天蓝色链霉菌中十一烷基灵菌红

素生物合成调控基因redD[12-13]、圈卷产色链霉菌中

调节尼可霉素生物合成和孢子形成的调控基因

sanG[14]的启动子都含有多个转录起始位点,这类特

殊结构的存在与链霉菌复杂的调控模式紧密相关。
绿色荧光蛋白基因(greenfluorescentprotein

gene,gfp)作为报告基因可用来检测基因的表达效

率,把gfp基因连接到待检测启动子的下游,通过测
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定GFP的荧光强度就可以对该基因的表达水平进

行检 测[15]。增 强 型 的 绿 色 荧 光 蛋 白 (enhanced
greenfluorescentprotein,EGFP)是由GFP改造而

来,将编码gfp 基因中的TTA密码子突变成富含

GC的密码子。经改造后的 EGFP较之于原始的

GFP,光漂白现象大为降低,荧光强度和溶解度增

加,最大激发波长由395nm变为488nm,最大发射

波长由509nm变为507nm,更为重要的是可以在

基因组中富含GC的微生物细胞中表达[16-18]。Sun
等[19]在此基础上构建了适用于链霉菌的启动子探

针载体pIJ8660。pIJ8660是由pSET152改造而来,
最显著的特征是包含1个缺乏启动子的egfp基因。
如果在egfp基因上游克隆1个有活性的启动子,那
么就可以启动下游egfp 基因的表达。通过检测绿

色荧光蛋白的表达情况,可以判断克隆的基因片段

是否具有启动子活性。
链霉菌S.sahachiroiATCC33158[20]因能够产

生抗肿瘤药物azinomycinB而受到关注。在分析

azinomycinB生物合成基因簇[21]时,依据各基因功

能及其在生物合成途径中的作用,初步推测基因

aziU1U2U3构成了一个独立的转录单元,与上游同

一转录方向的其他基因不属于同一操纵子。本研究

利用启动子探针载体pIJ8660,对基因aziU1上游

的启动子区域进行克隆,得到一个高活性的启动子

PaziU1;为了评价PaziU1的启动子活性,将它与已知的

链霉菌组成型强启动子PermE*在不同的链霉菌宿主

中进行了比较分析。

1 材料与方法

1.1 材 料

1)菌种和质粒。启动子探针载体pIJ8660由华

中师范大学李爱英副教授馈赠;质粒pWHM4*和

pIJ2925由笔者所在实验室收藏;克隆宿主大肠杆

菌(Escherichiacoli)DH10B-T1由华中农业大学罗

美中教授馈赠;接合转移供体菌大肠杆菌S17-1、异
源表达宿主S.albus和S.lividansZX1由笔者所在

实验室收藏;菌株S.sahachiroiATCC33158购自

AmericanTypeCultureCollection(ATCC)。

2)培养基和抗生素。大肠杆菌培养基为LA固

体和LB液体培养基;S.lividansZX1产孢培养基

为2CM,S.albus的产孢培养基为 MS,S.sahachi-
roi的产孢培养基为为PS5;接合转移固体培养基为

M-ISP4,接合转移液体培养基为TSB[22]。在LB中安

普拉霉素终质量浓度为50μg/mL,固体平板中安普

拉霉素和萘啶酮酸终质量浓度均为50μg/mL。

3)主要试剂。本研究所用限制性内切酶购自

Fermantas公司,T4DNA连接酶购自Promega公

司,KODDNA 聚合酶购自 TOYOBO 公司,rTaq
DNA聚合酶和DNAmarker购自东盛生物科技有

限公司,普通DNA凝胶回收试剂盒购自AXYGEN
公司,其余试剂均购自国药集团。引物均由南京金

斯瑞生物科技有限公司合成。
1.2 方 法

1)分子生物学操作。大肠杆菌质粒的提取、载
体与片段的酶切酶连反应、感受态细胞的制备、质粒

的转化、琼脂糖凝胶电泳以及PCR扩增反应等分子

生物学基本操作参照文献[23]进行。

2)阳性对照pZJerm 的构建。利用 HindⅢ和

BamHⅠ双酶切从质粒pWHM4*得到含有红霉素

抗性基因启动子PermE* 的片段(173bp),与具有相

同粘性末端的载体pIJ2925进行连接。在筛选得到

正确的转化子后用BglⅡ酶切处理,得到具有BglⅡ
粘性末端的PermE* 片段,与同样用BglⅡ处理好的

pIJ8660连接,筛选正确的转化子,并验证PermE* 的

插入方 向。将 PermE* 正 向 插 入 的 克 隆 子 命 名 为

pZJerm。

3)质 粒 pZJU1的 构 建。以 S.sahachiroi 总

DNA 为 模 板,使 用 引 物 AAA GGA TCC ATA
GGTGCAGTATTTGTAGTATTGT和AAA
TCTAGAGCCCAACCGTGCTGAGCGAAG
TGAT,利用KODDNA聚合酶扩增aziU1基因上

游DNA片段(183bp)。经BamHⅠ和XbaⅠ双酶

切后,与具有同样粘性末端的载体pIJ8660连接,得
到包含有aziU1基因上游启动子基因片段的克隆

子pZJU1。

4)大肠杆菌-链霉菌属间接合转移。参照文献

[23]进行。将pIJ8660、pZJerm和pZJU1分别转入

大肠杆菌S17-1的感受态细胞中,筛选正确的转化

子过夜培养。将过夜培养物转接到新鲜并含有合适

抗生素的LB中,37℃培养到D600为0.4~0.6时收

集菌体。用等体积新鲜的LB洗涤菌体3次,用0.1
倍体积的LB悬浮备用。同时将新鲜的链霉菌孢子

悬浮于1mLTSB中,50℃水浴热激10min,冷却到

室温后放置在37℃摇床培养2~3h,离心收集孢子

并重新悬浮于适量的 TSB中,在振荡器上打散孢

子。按1∶1(体积比)将处理好的大肠杆菌和孢子混
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合,均匀涂布在合适的培养基平板上。将平板放置

于30℃培养13~20h后,用适当浓度的抗生素和

萘啶酮酸覆盖,30℃继续培养2~3d后观察接合转

移子。

5)链霉菌基因组DNA的抽提。参照文献[23]
进行。收取50mL链霉菌培养物的菌丝体沉淀悬

浮于4mL的 TE25SBuffer中,然后加入500μL
20mg/mL的溶菌酶,振荡打散。37℃温浴2~
3h,每30min翻转几次直至悬液成乳状。加2mL
10%SDS,37℃温浴30min,每5min翻转1次,直
至悬液变澄清。加入6mL苯酚-氯仿混合物振荡

30s,6500r/min离心10min,将上清液转入15
mL离心管,重复抽提直到蛋白质去除得比较干净。
加入6mL氯仿振荡30s,6500r/min离心10min。
将上清液转入15mL离心管,加700μL3mol/L的

乙酸钠和5mL的异丙醇。轻轻旋转离心管,看到

DNA析出,用枪头将丝状的DNA卷起,再用70%
乙醇清洗后在空气中晾干。将晾干的 DNA 溶于

500μLTE,-20℃保存。

6)荧光显微镜检测EGFP的表达。收集培养

一定时间的链霉菌菌丝体制作成玻璃装片(菌丝体

的浓度不要太高,铺满盖玻片即可),将装片放置到

荧光显微镜(ZeissAxiophot)的载物台上,同时打开

可见光灯和荧光灯(荧光灯使用前需预热15min)。
先使用可见光观察并寻找合适的视野,物镜倍数从

5×、10×到20×。在寻找到合适视野后,关闭可见

光圈,选择EGFP滤光片,即可见发出绿色荧光的

菌丝体,观察拍照,记录观测结果。

7)利用EGFP报告系统检测基因的表达情况。
在平底96孔板(Corning)中加入加热融化后的

GYM固体培养基(200μL/孔),待其凝固后在超净

工作台中吹0.5~1.0h。待培养基充分干燥后,接
种等量的链霉菌孢子(105~106个/孔)到96孔板

中,放置到30℃培养箱中培养。培养一定时间后将

96孔板放置到BioTeck酶标仪中,选择488nm/

528nm滤光片对荧光值进行测定。每个待测样品

做8个重复,每次测量均带包含pIJ8660空载的菌

株作为空白对照。为消除培养基等其他因素对测量

结果的影响,数据处理过程中测量样品荧光值减去

空载样品荧光值即为测量的有效数据。

2 结果与分析

2.1 启动子 PaziU1的克隆

利用 在 线 分 析 软 件(PromoterScan;Promot-
er2.0;NNPP),对aziU1基因上游可能的启动子区

域进行预测,发现该区域含有部分启动子特征序列。
为了证实该区域的启动子活性,设计特异性的引物

扩增得到aziU1基因上游183bp大小的DNA片

段,并克隆到启动子探针载体pIJ8660上得到质粒

pZJU1(图1)。同时选取红霉素抗性基因的启动子

PermE*作为阳性对照,同样克隆到载体pIJ8660上,
得到质粒pZJerm(图1)。

图1 质粒pZJerm和pZJU1酶切图谱

Fig.1 RestrictionmapoftheplasmidspZJermandpZJU1
2.2 原宿主菌中 PaziU1启动子活性的检测

将质粒pZJU1、pZJerm(阳性对照)和空载体

pIJ8660(阴性对照)通过接合转移分别导入到S.sa-
hachiroi中,得到正确的接合子S.saha∶∶pZJU1、

S.saha∶∶pZJerm和S.saha∶∶pIJ8660。将3个菌

株等量(106个孢子)接种到液体培养基GYM 中进

行培养,每隔24h收集少量菌丝体样品在荧光显微

镜下进行检测。结果显示,S.saha∶∶pZJU1(图
2A)和阳性对照菌株S.saha∶∶pZJerm(图2B)在
24h后 开 始 出 现 绿 色 荧 光,而 阴 性 对 照 菌 株

S.saha∶∶pIJ8660(图2C)一直没有绿色荧光产生。
说明所克隆的aziU1基因上游DNA片段具有启动
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子活性,在原宿主菌中可以启动下游绿色荧光蛋白

基因的表达,将该启动子命名为PaziU1。
2.3 PaziU1在异源宿主中的启动子活性检测

为了进一步研究PaziU1的启动子活性范围,以常

用的2种链霉菌S.albus和S.lividansZX1为异源

宿主 进 行 检 测。同 样 利 用 接 合 转 移 的 方 法 将

pZJU1、pZJerm 和 pIJ8660分 别 导 入 S.albus 和

S.lividansZX1,得到接合子S.albus∶∶pZJU1、S.
albus∶∶pZJerm、S.albus∶∶pIJ8660 和 ZX1∶∶
pZJU1、ZX1∶∶pZJerm、ZX1∶∶pIJ8660。荧光显微

镜检测显示含有pZJU1和pZJerm的菌株在24h
后开始产生绿色荧光(图2D-H),而含有pIJ8660的

菌株一直没有产生绿色荧光(图2F-I)。说明PaziU1

在S.albus和S.lividansZX1中 均 具 有 启 动 子 活

 A:S.saha∶∶pZJU1;B:S.saha∶∶pZJerm;C:S.saha∶∶pIJ8660;D:S.albus∶∶pZJU1;E:S.albus∶∶pZJerm;F:S.albus∶∶pIJ8660;

G:ZX1∶∶pZJU1;H:ZX1∶∶pZJerm;I:ZX1∶∶pIJ8660。所有样品左为普通光镜图片,右为荧光图片Left:Brightfieldimage,Right:

Fluorescencemicrographs.

图2 链霉菌菌丝体的显微镜观察图片(20×)

Fig.2 MicroscopeimagesofStreptomycesmycelia

图3 启动子PaziU1和PermE*在S.sahachiroi(A)、S.albus(B)和S.lividansZX1(C)中不同培养时间表达活性的比较

Fig.3 RelativepromoteractivitiesofPaziU1andPermE*atdifferentincubationtimeinS.sahachiroi(A),

S.albus(B)andS.lividansZX1(C)

性,可以启动下游绿色荧光蛋白基因的表达。
2.4 PaziU1和 PermE* 启动子活性的比较

  本研究中所使用的启动子探针载体pIJ8660来

源于位点特异性整合型载体pSET152,进入链霉菌

以后会以单拷贝的形式整合到宿主的染色体中,因
此egfp 报告基因表达水平的不同能够直接反映出

92



  华 中 农 业 大 学 学 报 第33卷 

上游所克隆的启动子活性的强弱。
将含有pZJU1和pZJerm的菌株等量接种到平

底96孔板中,分别在培养12、24、36、48、60、72、84
和96h后进行荧光强度的测定。以S.sahachiroi
(图3A)、S.albus(图3B)和S.lividansZX1(图3C)
为异源表达宿主,不同培养时间下荧光强度测定的

结果表明PaziU1的启动子活性在初始培养的36h中

略低于PermE*,而在培养48h后,PaziU1的启动子活

性与PermE*相当或高于PermE*。

3 讨 论

来源于红色糖多孢菌的红霉素抗性基因启动子

PermE是一种组成型表达的链霉菌强启动子。PermE

在转录起始的方向上有2个转录起始位点,同时也

包含了2对-10和-35区,2个-35区间隔74bp。其

中第2个转录起始位点的-10和-35区保守序列的

间 隔 符 合 原 核 生 物 强 启 动 子 的 最 佳 间 隔

(17±1)bp。具有2个转录起始位点以及间隔合适

的-10和-35区都说明PermE 具有强启动子的序列特

征。PermE*是将PermEⅠ-35区的 TGG密码子缺失

突变后获得的突变体,启动子活性更强。研究者为

了研究目标基因的功能,经常用PermE*代替目标基因

原有的启动子来进行基因的互补、异源表达和超量表

达等实验[4,24-25]。在链霉菌S.sahachiroiATCC33158
中,我们克 隆 并 证 实 了 PaziU1的 启 动 子 活 性。在

S.sahachiroi、S.lividansZX1和S.albus这3种不

同的链霉菌宿主菌中,无论是培养初期还是后期稳

定生长的阶段,PaziU1都能够行使启动子的功能,启
动报告基因egfp的表达,并且与强启动子PermE*处

于同一活性水平。以S.sahachiroi和S.lividans
ZX1为表达宿主时,PaziU1启动子的活性在初始培养

的36h中要略低于PermE*,但在培养48h后,PaziU1

的活性逐渐赶上并超过PermE*,表明PaziU1与PermE*

一样是一个组成型表达的链霉菌强启动子,具有应

用于链霉菌遗传学及分子生物学研究的潜力。
链霉菌中含有丰富多样的δ因子。δ因子是原

核生物RNA聚合酶全酶的一个重要组成部分,负
责识别特异性的启动子,并启动目的基因的转录。
链霉菌中δ因子根据其功能可分为初级δ因子和次

级δ因子2类,在不同的生长周期中由不同的δ因

子调控启动不同基因的表达。同一启动子的表达活

性可能会随着菌体内不同生长阶段所含有的δ因子

不同而发生变化[5,25-26]。通过生物信息学分析,我

们在PaziU1中只预测到1个转录起始位点,未找到典

型的强启动子的-10和-35区序列特征。PaziU1的强

启动子活性是源于多个转录起始位点,还是间隔合

适的-10和-35区,亦或是其启动子区域的结构易于

被链霉菌中的多个δ因子所识别,这一切都有待于

进一步的研究来解释和说明。

参 考 文 献

[1] BIBBMJ.Regulationofsecondarymetabolisminstreptomyce-
tes[J].CurrentOpinioninMicrobiology,2005,8(2):208-215.

[2] STROHL W R.CompilationandanalysisofDNAsequences

associatedwithapparentstreptomycetepromoters[J].Nucleic

AcidsResearch,1992,20(5):961-974.
[3] SMITHCP,CHATERKF.Cloningandtranscriptionanalysis

oftheentireglycerolutilization(gylABX)operonofStrepto-

mycescoelicolorA3(2)andidentificationofacloselyassociat-
edtranscriptionunit[J].Molecularand GeneralGenetics

MGG,1988,211(1):129-137.
[4] WARDJM,JANSSENGR,KIESERT,etal.Construction

andcharacterizationofaseriesofmulti-copypromoter-probe

plasmidvectorsforStreptomycesusingtheaminoglycoside

phosphotransferasegenefromTn5asindicator[J].Molecular

andGeneralGeneticsMGG,1986,203(3):468-478.
[5] ZHANGJ,WOLFES,DEMAINAL.Ammoniumionsrepress

δ-(l-α-aminoadipyl)-l-cysteinyl-d-valinesynthetaseinStrepto-

mycesclavuligerusNRRL3585[J].CanadianJournalofMi-
crobiology,1989,35(3):399-402.

[6] MANOMET,HOSHINOE.CloningofDNAfragmentscon-

tainingStreptomycespromoteractivity[J].TheJournalofAn-
tibiotics,1987,40(10):1440.

[7] WESTPHELINGJ,RANESM,LOSICKR.RNApolymerase

heterogeneityinStreptomycescoelicolor[J].Nature,1985,

313(5997):22.
[8] 杨闰英,胡志浩.链霉菌表达系统的研究进展[J].农业生物技

术学报,1996,4(3):260-268.
[9] BIBBMJ,JANSSENGR,WARDJM.Cloningandanalysisof

thepromoterregionoftheerythromycinresistancegeneermE

ofStreptomyceserythraeus[J].Gene,1985,38(1):215-226.
[10]BIBBM(e.)J,BIBBM(a.)J,WARDJM,etal.Nucleotidese-

quencesencodingandpromotingexpressionofthreeantibiotic

resistancegenesindigenoustoStreptomyces[J].Molecularand

GeneralGeneticsMGG,1985,199(1):26-36.
[11]JONESR,JASKULAJ,JANSSEN G.Invivotranslational

startsiteselectiononleaderlessmRNAtranscribedfromthe

Streptomycesfradiaeaphgene[J].JournalofBacteriology,

1992,174(14):4753-4760.
[12]NARVAKE,FEITELSONJS.Nucleotidesequenceandtran-

scriptionalanalysisoftheredDlocusofStreptomycescoelicol-

03



 第5期 周 俊 等:StreptomycessahachiroiATCC33158中启动子PaziU1的克隆及表达  

orA3(2)[J].JournalofBacteriology,1990,172(1):326-333.
[13]TAKANOE,GRAMAJO H,STRAUCHE,etal.Transcrip-

tionalregulationoftheredDtranscriptionalactivatorgeneac-
countsforgrowth-phase-dependentproductionoftheantibiotic

undecylprodigiosininStreptomycescoelicolorA3(2)[J].Mo-
lecularMicrobiology,1992,6(19):2797-2804.

[14]LIUG,TIANY,YANGH,etal.Apathway-specifictranscrip-
tionalregulatorygenefornikkomycinbiosynthesisinStrepto-

mycesansochromogenesthatalsoinfluencescolonydevelop-
ment[J].MolecularMicrobiology,2005,55(6):1855-1866.

[15]CHALFIEM,TUY,EUSKIRCHENG,etal.Greenfluores-
centproteinasamarkerforgeneexpression[J].Science,1994,

263(5148):802-805.
[16]LESKIWB,BIBBM,CHATERK.Theuseofararecodonspe-

cificallyduring development[J].Molecular Microbiology,

1991,5(12):2861-2867.
[17]HAASJ,PARKEC,SEEDB.Codonusagelimitationinthe

expressionofHIV-1envelopeglycoprotein[J].CurrentBiolo-

gy,1996,6(3):315-324.
[18]CORMACKBP,VALDIVIAR H,FALKOWS.FACS-opti-

mizedmutantsofthegreenfluorescentprotein(GFP)[J].

Gene,1996,173(1):33-38.
[19]SUNJ,KELEMENGH,FERNNDEZ-ABALOSJM,etal.

Greenfluorescentproteinasareporterforspatialandtemporal

geneexpressioninStreptomycescoelicolorA3(2)[J].Micro-

biology,1999,145(9):2221-2227.
[20]李华,鲁慧囡,何璟.StreptomycessahachiroiATCC33158中Ⅱ

型聚酮合酶基因sahA的功能分析[J].华中农业大学学报,

2013,32(2):12-17.
[21]ZHAOQ,HEQ,DINGW,etal.Characterizationoftheazino-

mycinBbiosyntheticgeneclusterrevealingadifferentiterative

typeIpolyketidesynthasefornaphthoatebiosynthesis[J].

Chemistry&Biology,2008,15(7):693-705.
[22]KIESERT,BIBBMJ,BUTTNERMJ,etal.PracticalStrep-

tomycesgenetics[M].UK:TheJohnInnesFoundation,2000.
[23]SAMBROOKJ,RUSSELLDW.Molecularcloning:alaborato-

rymanual[M].NY:ColdSpringHarborLaboratoryPress,

2001.
[24]SCHMITT-JOHN T,ENGELSJW.Promoterconstructions

forefficientsecretionexpressioninStreptomyceslividans[J].

Applied MicrobiologyandBiotechnology,1992,36(4):493-

498.
[25]RECIOE,COLINASÁ,RUMBEROÁ,etal.PIfactor,anovel

typequorum-sensinginducerelicitspimaricinproductionin

Streptomycesnatalensis[J].JournalofBiologicalChemistry
2004,279(40):41586-41593.

[26]NEWELLKV,THOMASDP,BREKASISD,etal.TheRNA

polymerase-bindingproteinRbpAconfersbasallevelsofrifam-

picinresistanceonStreptomycescoelicolor[J].MolecularMi-
crobiology,2006,60(3):687-696.

CloningandexpressionofastrongpromoterPaziU1

fromStreptomycessahachiroiATCC33158

ZHOUJun HEJing

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

Abstract ToidentifyandanalyzethepromoterregionofthegeneaziU1(PaziU1)inStreptomyces
sahachiroiATCC33158,the183bpDNAfragmentupstreamofaziU1andthestrongconstitutivepro-
moterPermE*(asthepositivecontrol)wereclonedintothepromoter-probevectorpIJ8660.Theenhanced
greenfluorescentproteingene(egfp)wasusedasaqualitativeandquantitativereporterofgeneexpres-
siondrivenbytheclonedpromoters,PaziU1andPermE*,withfluorescentintensityassayofmycelia.PaziU1

exhibitedhighlevelofpromoteractivitiesinthreestreptomycetes,Streptomycessahachiroi,Streptomy-
ceslividansZX1andStreptomycesalbus.Intheearlygrowthphase(upto36h),theactivitiesofPaziU1

werealittlebitlowerthanthoseofPermE*.However,by48h,theactivitiesofPaziU1equaledandevenex-
ceededthoseofPermE*.Therefore,thatPaziU1clonedfromS.sahachiroiwasidentifiedasastrongconsti-
tutivepromoterthesameasPermE*.

Keywords Streptomycessahachiroi ATCC33158;PermE*;promoter-probevector;PaziU1;en-
hancedgreenfluorescentprotein(EGFP);constitutivestrongpromoter
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