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枯草芽孢杆菌 "".! 基因敲除及对其核黄素产量的影响
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摘 要：B>CD蛋白是介导枯草芽孢杆菌碳分解代谢物阻遏（BBE）的全局调控因子，由 !!"# 基因编码。BBE效应的
存在影响 $ = %&’()*)% 对葡萄糖的利用，降低 $ = %&’()*)% 生产发酵产品的效率。采用基因重组技术敲除了核黄素发酵
菌株 $ = %&’()*)%$!2CFG!A的 !!"#基因，构建了 B>CD缺陷株 $ = %&’()*)%$!D#2CFG!A。发酵结果显示：$ = %&’()*)%$!D#2
CFG!A能够在 (%@内基本耗尽 #%H的葡萄糖，生物量达到 #IA J #%6 个细胞28K，溢流代谢产物积累量减少，在 4H和
#%H葡萄糖浓度下，$ = %&’()*)%$!D#2CFG!A核黄素产量分别比 $ = %&’()*)%$!2CFG!A提高了 "$H和 6AH。B>CD的缺
陷，可以缓解葡萄糖引起的 BBE效应，显著提高菌株的核黄素产量。
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葡萄糖是大多数原核生物优先利用的碳源，其

分解代谢物对许多基因的表达产生阻遏或激活作

用，引起复杂的生理效应，这种现象称为碳分解代谢

物阻遏效应（BBE 效应）［#］。葡萄糖引起的 BBE 效
应，在 $+!)**&% %&’()*)% 中已经被广泛研究［$，&］。分解
代谢物控制蛋白（B.M.+<19M* ><:M,<1 C,<M*9: D，B>CD）作
为主要的调节蛋白，介导细胞的 BBE 效应。B>CD
蛋白与辅助蛋白 NO,5P*,!"5O或 B,@5P*,!"5O形成复
合物［!］，作用于靶基因上的分解代谢物响应元件

（>,* +<3*Q），抑制或激活靶基因的转录。NO,是 O0P
系统中的小分子磷酸载体蛋白，当葡萄糖及分解代

谢物存在时，其 !" 位丝氨酸残基被磷酸化，形成
NO,5P*,!"5O。B,@ 蛋白是 NO, 功能类似蛋白。 $ =
%&’()*)%中心代谢中许多基因都存在 >,* +<3*Q，其表
达都受 B>CD 调控。BBE 效应的主要生理表现包
括：控制细胞对葡萄糖及其它碳源吸收和利用［A］；激

活 7FO途径和溢流代谢，导致乙酸、乳酸、羟基丁酮
等发酵产物积累［"］，引起 CN值下降，降低细胞比生
长速率；抑制 0BD循环［(］，降低呼吸和产能效率；增
加无效代谢循环和能量耗费［4］。

$ = %&’()*)% 是生产酶制剂、核苷、维生素等产品
的工业发酵菌株，BBE效应通常导致发酵过程不稳
定，降低发酵单位和收率。在工业发酵过程中，为了

减少 BBE效应的干扰，通常采用葡萄糖流加发酵工
艺，严格控制发酵液中的葡萄糖浓度［6］。碳源流加

工艺不能从根本上消除 BBE效应，同时还增加发酵
过程控制的复杂性及成本支出。重组 $ = %&’()*)%

Q-+QC= %&’()*)% 发酵生产核黄素，是目前核黄素工业
生产中普遍采用的新技术［#%］。但是葡萄糖作为发

酵碳源以及引起的 BBE效应，严重抑制菌体生长及
核黄素合成，限制了葡萄糖在核黄素发酵中的应

用［##］。本研究以重组核黄素发酵菌株 $ = %&’()*)%$!
为出发菌，采用基因重组技术敲除 !!"# 基因，构建
B>CD缺陷菌株，并研究了 B>CD缺陷对细胞生长和
核黄素发酵的影响。

! 材料和方法
!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：实验涉及的菌株和质粒见表 #。
$ = %&’()*)%$!2CFG!A是能够过量合成核黄素的工程
菌株，质粒 CFG!A带有核黄素操纵子，在 $ = %&’()*)%
中有两个拷贝。

!"!"# 试剂：限制性内切酶、0!连接酶、O/,<+*QM 聚
合酶购自 )*,8*:M.Q公司；其它生化试剂均购自上海
P.:R<:公司。

表 ! 菌种和质粒
0.+1* # S.>M*,9.1 QM,.9:Q .:T C1.Q89T -Q*T 9: M@9Q QM-T/

PM,.9:Q .:T C1.Q89T U*:<M/C* P<-,>*
$ = %&’()*)%#"4 V91T M/C* K.+<,.M<,/ QM<>W
$ = %&’()*)%$! 45DU,，,<Q*X1.Y9:,，Z>,，,-!#! K.+<,.M<,/ QM<>W

$ = %&’()*)%$!2CFG!A 45DU,，78,，,<Q*X1.Y9:,，Z>,，,-!#! K.+<,.M<,/ QM<>W
.%!/-,)!/)+ !0*) M<C#% N<QM X<, C1.Q89T ><:QM,->M9<: K.+<,.M<,/ QM<>W
$ = %&’()*)%$!D#2CFG!A 45DU,，78,，,<Q*X1.Y9:,，Z>,，!!!"#：：-,1 0@9Q QM-T/

$ = %&’()*)%$!D# 45DU,，78,，,<Q*X1.Y9:,，Z>,，!!!"#：：-,1 0@9Q QM-T/
C[B#4 D8C,，*+!2，. = !0*) C1.Q89T K.+<,.M<,/ QM<>W
CFG!A 78,，,9+ <C*,<:，$ = %&’()*)% C1.Q89T K.+<,.M<,/ QM<>W
CD5QC.> 78,，9:M*R,.M9<: C1.Q89T SUPB
C[B5CD D8C,，*+!2：：!!"# 0@9Q QM-T/

C[B5CD：：78 D8C,，78,，*+!2：：!!"#：：-,1 0@9Q QM-T/



!"# 基因操作方法
! ! "#$%&’&" 染色体提取采用玻璃珠法［"#］。$%&

反应体系（’(!)）：无菌去离子水 *+,#’!)，"( -
./012345 缓冲液 ’!)，678$ 混合液（#’991:;)，.<
+,(）=!)，上、下引物（"’.91:;!)）各 "!)，模板 >7?
（! (,"!@;9)）(,’!)，$/012345 聚 合 酶（ ’A;!)）
(,#’!)。$%& 反应条件：B#C =9DE；B#C *(4，’’C
"9DE，F#C =(4，进行 *(个循环；F#C保温 ’9DE。
本试验中所采用的 >7?操作，包括 >7?的酶

切、片段回收、连接和琼脂糖凝胶电泳等方法参照文

献［"*］。转化 ! ! "#$%&’&" #=采用原生质转化法［"=］，
用 %G&原生质再生抗性培养基筛选转化子。
!"$ 发酵条件和分析方法
核黄素发酵培养基成分为 #,’H酵母粉，(,(’H

G@IJ=·F<#J，(,#H的尿素，分别加入 ’H、+H、"(H
的葡萄糖。发酵条件为 ="C、#’(0;9DE、’H接种量、
装瓶量 ’(9);’((9)、自然 .<值。发酵周期为 +(K，
间隔 "#K取样进行分析。生物量测定采用 #’ - "L
型血球计数板，显微镜全菌计数法。

核黄素定量分析采用分光光度法［"’］：在 ===E9
下测定发酵液的吸光度值，根据 M N (,(*"BO P
(,((=#计算核黄素的含量；M为吸光度，O（9@;)）为
稀释后的核黄素浓度。发酵液中葡萄糖和溢流产物

的定量分析都采用高效液相色谱法。

# 结果

#"! 重组质粒 %&’(%)：：*+的构建
Q3ERSET提供的 ! ! "#$%&’&""L+ 基因序列显示，

(()*基因位于染色体 #L*U，包括启动子和终止子在
内全长 "#=#2.，其中结构基因为 "((#2.。在 (()* 基
因上、下游各 #((2. 的范围内，采用 1:D@1 软件进行
辅助设计，各选择了一段 #(2.的寡核苷酸序列；同
时依据 V3W510 78X软件对酶切位点的分析结果，选
择在该上述寡核苷酸序列两端加入 !+,<"酶切位
点和 ’个保护碱基，设计出 $%&扩增 (()* 基因的引
物 $"：’YZQQQ%%%QQ?8%%?%Q8888%?8%?8%8?8??
?Z*Y和$#：’YZQQQ%%%QQ?8%%8Q88?%Q?8Q??Q???
Q?QQZ*Y。以 $"、$# 为引物，扩增得到了包括全长
(()* 基因在内的 ",=T2>7?片段。
用 !+,<"分别消化质粒 .A%"+ 和 (()* 基因

的 $%&产物，然后进行连接反应；连接产物转化 - !
(.’& 81."(，通过筛选转化子、提取质粒及酶切电泳
鉴定，得到重组质粒 .A%Z.?。V3W510 7XX 酶切位点
分析显示，在 (()* 基因中分别存在一个 !""<#

（=*B2.）和 /’+"（L+(2.）单切点，恰好可以作为 01,
基因的插入位点，并同时替换掉中间约 #=(2.的寡
核苷酸序列。用 /’+"和 !""<#消化质粒 .?Z4.SW，
分离纯化得到 ",#T2带有 01, 基因的 /’+"Z!""<#
片段，用 /’+"和 !""<#消化质粒 .A%Z.?，分离大
片段后与 ",#T2的 01, 基因 /’+"Z!""<#片段进行
连接。连接产物转化 - ! (.’& 81."(，在氨苄抗性平
板上筛选转化子。经质粒提取和酶切电泳鉴定，得

到了重组质粒 .A%Z.?：：[9。在 .A%Z.?：：[9质粒
中，(()* 基因被 01, 片段插入，同时替换掉大约
#((2.的核苷酸序列。
#"# ’,%)缺陷菌株的构建
重组质粒 .A%Z.?：：[9转化 ! ! "#$%&’&"#=，用含

有 "!@;9) 红霉素的 %G& 平板筛选转化子，得到 +
个转化子。将这 +个转化子分别纯化后，验证其红
霉素抗性，其中 = 个转化子为阳性转化子。因为
.A%Z.?：：[9不带有 ! ! "#$%&’&" 的复制原点，只有与
染色体发生重组，红霉素抗性才能稳定存在。所以，

这 =个转化子应是 .A%Z.?：：[9质粒的 (()*：：01,
片段，与染色体发生了重组，但是 01, 整合位点有可
能发生在 (()* 位点，也有可能随机整合到了染色体
上的其它位置。为了进一步鉴定重组是否为 (()*
基因位点的双交换重组，即 01, 片段是否正确插入
到 (()* 基因之中，分别提取这 =株转化子的染色体
>7?作为模板，采用 $%&方法进行验证。
设计两条验证引物 6$" ：’YZQQQ%%%8Q%%8Q%88

8??%?%?Q?QQZ*Y 和 6$#：’YZQQQ%%%?Q%%??8QQ8
Q???Q8%??%Z*Y，这两条引物分别位于原扩增引物
$"、$#的上游和下游。如果 (()* 基因位点没有发
生双交换重组，6$"，6$# 的 $%&扩增产物应该略大
于 $"、$#的扩增产物，在 ",’T2左右。如果 (()* 基
因位点发生了双交换重组，",#T2 的 01, 片段被插
入到 (()* 基因之中，则 6$"，6$#的 $%&产物大小应
该在 #,LT2左右。

=株红霉素抗性的转化子的 $%& 验证结果显
示，有一株转化子的 $%&产物为 #,LT2，符合理论预
期，是 (()* 缺 陷 型 菌 株，该 菌 株 被 命 名 为
! ! "#$%&’&"#=?"。将带有核黄素操纵子的质粒 .GO=’
转化 #=?"，得到 %W.? 缺陷的核黄素发酵菌株
! ! "#$%&’&"#=?";.GO=’。其它 *个转化子 $%&产物为
",’T2，说明这 *株转化子可能是 01, 基因随机整合
到了染色体的其它位点，因此被淘汰。

#"$ ’,%)缺陷对细胞生长的影响
分别用含 ’H、+H、"(H葡萄糖作为发酵碳源，

=# MX7Q GDE@ 0% +’ ! ;*(%+ 2&(1.$&.’.3&(+ 4&5&(+（#((L）=L（"）



在摇瓶中分别进行 !"#$%&’(") 和 !"%&’(") 的核
黄素发酵，测定生长曲线（图 $）。当葡萄糖浓度达
到 *+时，!"%&’(")的生长受到强烈抑制，最大生物
量为 ) , $-* 个细胞%./；而 !"#$%&’(")在 *+的葡
萄糖浓度下，最大生物量能达到 ! , $-0 个细胞%./

以上；在 $-+的葡萄糖浓度下，生物量也能达到
$1) , $-0个细胞%./ 以上。可见，!"#$%&’(") 的
23&#的缺陷，在一定程度上解除了 224效应，使菌
体能够在较高葡萄糖浓度下正常生长。

图 ! "#$!%&’(#)与 "#%&’(#)生物量对比
5678$ 29.&:;6<9= 9> ?69.:<< 9> !"#$%&’(") :=@ !"%&’(")

#：)+ 7AB39<C；D：*+ 7AB39<C；2：$-+ 7AB39<C8

"*# +,&$缺陷菌株发酵过程 &-值的变化
上述发酵过程中，发酵液 &E值的变化显示（图

!），在 *+和 $-+葡萄糖浓度下，!"%&’(") 发酵液
&E值始终低于 !"#$%&’(")菌株 -1F G -1)个单位，
并且大部分时间低于 H1)。发酵液 &E值的降低，与

酸性发酵产物的积累有一定的关系，与 224效应的
强弱有关。结果显示，!!"# 基因的敲除确实减少了
溢流代谢强度，与预测相一致。因此，23&#的缺陷，
对于维持发酵过程 &E稳定，促进菌体生长和得到
较大的生物量具有积极作用。

图 " "#$!%&’(#)与 "#%&’(#)发酵液 &-值对比
5678! 29.&:;6<9= 9> &E 6= >C;.C=I:I69= 9> !"#$%&’(") :=@ !"%&’(")

#：)+ 7AB39<C；D：*+ 7AB39<C；2：$-+ 7AB39<C8

"*) +,&$缺陷菌株溢流代谢产物积累量的变化
在上述发酵实验中，每隔 $!J取样，测定发酵液

中溢流代谢产物的含量（图 F）。在 *+和 $-+的葡
萄糖浓度下，!"#$%&’(")菌株的乳酸、乙酸和羟基
丁酮积累量，都明显低于 !"%&’(")菌株。这一现象
与 &E值及生长曲线所显示的变化规律十分吻合。
说明 23&#的缺陷，降低了溢流代谢的强度，减少了
酸性发酵产物的积累，维持了 &E值的稳定，对细胞
生长有利；同时，改变了碳代谢流的分布，有利于提

高底物的利用率。

"*. +,&$缺陷菌株对葡萄糖消耗和核黄素产量的
影响

在以上发酵条件下，观察两株菌对葡萄糖的吸

收，以及核黄素合成的差异（图 "）。在所有葡萄糖
浓度下，!"%&’(")的核黄素合成速率和产量上都明
显低于 !"#$%&’(")，而且随着葡萄糖浓度增加，呈
现迅速下降趋势。!"#$%&’(")的核黄素产量及合

图 / 溢流代谢产物积累量
5678F 29.&:;6<9= 9> 9KC;>A9L .CI:?9A6IC 9> @B;6=7 >C;.C=I:I69=

#：*+ 7AB39<C；D：$-+ 7AB39<C8
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成速率，在 !"的葡萄糖浓度下，基本不受葡萄糖浓
度影响。同时，#$%&’()*$+的葡萄糖消耗速率要快

于 #$’()*$+，+"、!"的葡萄糖在 ,-. 前能够基本
上耗尽，&-"葡萄糖在 /-.也基本被耗尽。

图 ! 核黄素合成与糖消耗曲线
0123$ 456(78195: 5; 2<=>59? 7@958(A15: 7:B 81@5;<7C1: ;5861:2

%：+" 2<=>59?；D：!" 2<=>59?；4：&-" 2<=>59?3

" 讨论
利用基因重组技术敲除 ! 3 "#$%&’&"#$’()*$+的

(()* 基因，得到 4>(% 缺陷的 ! 3 "#$%&’&"#$%&’
()*$+。在 +" E &-"的葡萄糖浓度下进行的对比
发酵显示，! 3 "#$%&’&"#$%&’()*$+ 的生物量提高了
一个数量级，但发酵过程 (F的下降和溢流代谢产
物的积累量明显减少，+"和 !"的葡萄糖能够在发
酵 ,-.前被耗尽，&-"葡萄糖也能在 /-. 内基本耗
尽，说明 4>(%的缺陷确实在一定程度上缓解了葡
萄糖所引起的 44G效应，提高了菌株对葡萄糖的耐
受力。由于糖代谢的改善，在以 !"和 &-"葡萄糖
为碳源的发酵过程中，! 3 "#$%&’&"#$%&’()*$+ 的核
黄素产量分别比 ! 3 "#$%&’&"#$’()*$+提高了 ,#"和
H+" 。因此，敲除 >>(%基因在一定程度上缓解葡
萄糖所引起的 44G效应，能够提高了菌株对葡萄糖
的耐受力，进而显著提高菌株的核黄素发酵产量。
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《微生物学报》试行开通“稿件远程处理系统”

0..X年起，《微生物学报》将采用“稿件远程处理系统”，全面试行网上投稿、网上审稿、网上查询等方式进行工作。所有作
者和审稿人可以通过登录《微生物学报》网站 A==7：LLBBBC &?C 64C 4’L\5,8’631进入“稿件远程处理系统”进行投稿和审稿。以下是
几点说明：!0..N年 O0月 -O日中午 O0：..之前已经投稿的作者，不会自动成为该系统的用户，投稿以后的操作仍然按照原有
的方式进行。"在运行初期，不通畅的情况可能会时有发生，敬请大家谅解！在使用“远程”的同时，本刊编辑部还将采用现
行的操作方式，以确保与作者和专家沟通顺利。#如果出现问题，请作者和审稿人及时与《微生物学报》编辑部电话或 2J?6&3
联系。

作者投稿：如果您是第一次给本刊投稿，请先登录本刊网站进入“作者投稿”，进行注册，并记住您的用户名和口令。如果

曾在本刊网站投过稿，则直接输入用户名和密码即可登录。如果忘了用户名和密码，请联系本刊编辑部，可以找回登录口令。

作者查询稿件处理情况：如果您曾在本刊网站投过稿，请登录本刊网站进入“作者查稿”，直接输入您的用户名和口令，或

输入由编辑部通过电子邮件为您提供的用户名和口令，登录即可。如您的用户是由编辑部代为注册的，也可以登录后自己修

改口令。如果您忘了用户名和口令，请咨询编辑部找回登录口令。编辑部给作者“退修稿件”或者“退稿”，作者都可以从“作

者查稿”中获得信息并收到一封 VJ?6&3。作者获得退修信息和审稿意见后，按照审稿意见修改稿件并对审稿意见逐条回答，连
同修改稿一起再上传回来。

审稿人审稿：《微生物学报》在请审稿专家审稿时，通过“稿件远程处理系统”将稿件信息及内容上传给专家，同时会给专

家发送一封 VJ?6&3告知登录名和口令。请各位审稿专家登录本刊网站进入“专家审稿”，按照专家登录说明进行操作。您如
果忘了登录名和口令，请与编辑部联系。

欢迎向《微生物学报》投送优质稿件！欢迎提出宝贵意见！

/0应 明等：枯草芽孢杆菌 "";<基因敲除及对其核黄素产量的影响 C L微生物学报（0..X）KX（O）




