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摘   要：聚谷氨酸(polyglutamic acid, PGA)作为一种天然多功能的聚合物，近年来成为研究的热点。

由于很难通过化学方法合成，微生物发酵是目前生产聚谷氨酸的有效途径。【目的】从基因水平探究

枯草芽孢杆菌聚谷氨酸合成途径中 degS、degQ、degU、swrA、rocA、putM 基因的功能，通过分子改

造实现对代谢途径的调控。【方法】以枯草芽孢杆菌为出发菌株，通过对代谢途径中相关基因进行敲

除或过表达，分别构建 degS、degQ 和 degU 基因缺失的重组菌，swrA、rocA 和 putM 基因过表达的

重组菌，借助菌株胞外聚谷氨酸积累的变化分析影响途径的关键节点。【结果】在摇瓶发酵条件下，

重组菌 Bacillus subtilis 168-swrA、Bacillus subtilis 168-rocA、Bacillus subtilis 168-putM 的胞外聚谷氨

酸含量分别是原始菌株的 1.28 倍、1.47 倍和 1.37 倍。重组菌 Bacillus subtilis 168-ΔdegS、Bacillus 
subtilis 168-ΔdegQ、Bacillus subtilis 168-ΔdegU 的胞外聚谷氨酸含量分别是原始菌株的 1.01 倍、0.98 倍

和 0.94 倍。在静态培养时，BS168-ΔdegU 不能形成完整的生物膜，Bacillus subtilis 168-ΔdegS、Bacillus 
subtilis 168-ΔdegQ、Bacillus subtilis 168-swrA、Bacillus subtilis 168-rocA 和 Bacillus subtilis 168-putM
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菌株的生物膜形成量分别是原始菌株的 1.48 倍、1.31 倍、1.77 倍、2.59 倍和 2.16 倍，且胞外蛋白

含量与生物膜的形成量呈正相关。【结论】degS、degQ 和 degU 基因的缺失不会明显影响聚谷氨酸

的合成，swrA、rocA 和 putM 基因的过表达均能显著提升细胞合成聚谷氨酸的能力，rocA 和 putM
基因的表达量增强能提高胞内谷氨酸的积累，从而增加聚谷氨酸的合成。 

关键词：枯草芽孢杆菌；聚谷氨酸；关键基因；代谢途径；群体感应调节系统 
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Abstract: Polyglutamic acid, as a natural multifunctional polymer, has become a research hotspot 
in recent years. Microbial fermentation is currently an effective way to produce polyglutamic acid 
which is difficult to be synthesized by chemical methods. [Objective] To explore the roles of degS, 
degQ, degU, swrA, rocA, and putM genes in the polyglutamic acid synthesis of Bacillus subtilis 
and realize the regulation of the synthesis pathway through molecular modification. [Methods] 
The genetically engineered B. subtilis strains were constructed by knocking out degS, degQ, and 
degU or overexpressing swrA, rocA, and putM, respectively. The key nodes in the synthesis 
pathway were analyzed based on the content change of extracellular polyglutamic acid secreted 
by the engineered strains. [Results] In shake flask culture, the extracellular polyglutamic acid 
contents of the recombinant strains B. subtilis 168-swrA, 168-rocA, and 168-putM were 1.28, 
1.47, and 1.37 times that of the original strain, respectively; the extracellular polyglutamic acid 
contents of B. subtilis 168-ΔdegS, 168-ΔdegQ, and 168-ΔdegU were 1.01, 0.98 and 0.94 times 
that of the original strain, respectively. In static culture, B. subtilis 168-ΔdegU could not form an 
intact biofilm, and the biofilm formation of B. subtilis 168-ΔdegS, 168-ΔdegQ, 168-swrA, 
168-rocA, and 168-putM was 1.48, 1.31, 1.77, 2.59, and 2.16 times that of the original strain, 
respectively. The extracellular protein content was positively correlated with the biofilm 
formation. [Conclusion] The deletion of degS, degQ, and degU did not significantly affect the 
synthesis of polyglutamic acid, while the overexpression of swrA, rocA, and putM significantly 
improved the ability of B. subtilis to synthesize polyglutamic acid. 
Keywords: Bacillus subtilis; polyglutamic acid; key genes; metabolic pathway; quorum sensing 
regulatory system 
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γ-聚谷氨酸(γ-polyglutamic acid, γ-PGA)是
一种由 D-谷氨酸和 L-谷氨酸组成的天然多功能

生物聚合物[1-2]，具有生物相容性、非免疫原性

和生物降解性等特点[3]，对人体及环境无毒害[4]，

已被用于废水处理、医药、化妆品和食品工业等

方面[5]，还可以提高石油污染物生物降解的有效

性[6]。另外，研究发现 γ-PGA 可通过降低血糖水

平从而预防和缓解Ⅱ型糖尿病和阿尔茨海默病

的症状等代谢综合征[7]。由于 γ-PGA 很难通过化

学催化合成[8]，目前主要由微生物发酵法来获得

γ-PGA。微生物发酵法生产 γ-PGA 所利用的菌种

多为芽孢杆菌属，通常获得以 D-谷氨酸为主的

γ-PGA，限制了其应用的开发 [9–10]，而且目前

γ-PGA 的生产成本较高，所以应用受到限制[5]。 
近年来利用微生物发酵产 γ-PGA 的研究逐

渐增多，Ojima 等[11]在地衣芽孢杆菌中敲除 ggt
基因得到产生更大分子量 γ-PGA 的 Δggt 菌株。

Xu 等[12]以葡萄糖为原料，可在谷氨酸棒杆菌中

定制 γ-PGA 中 L-谷氨酸的比例，实现了重组菌

株 γ-PGA 的高产。Sawada 等[13]通过构建不含

pgsA 基因的重组枯草芽孢杆菌，生产出 L-谷氨

酸占比高的 γ-PGA。枯草芽孢杆菌 (Bacillus 
subtilis)作为一种重要的 GRAS 菌株[14]，它的生

长速度比真核生物更快，为嗜氧菌[15]，不含有

外毒素和内毒素[16]，很多非常实用的数据库如

枯草芽孢杆菌转录调控数据库(DBTBS)[17]和枯

草芽孢杆菌百科(SubtiWiki)[18]等也先后建立起

来。目前已采取多种策略，通过代谢工程研究

γ-PGA 合成相关代谢途径来提高 γ-PGA 的产   
量[19]，枯草芽孢杆菌不仅可以将葡萄糖转化为

谷氨酸，还可以将外界供应的 L-谷氨酸转化为

胞内 L/D-谷氨酸，再聚合形成 γ-PGA[20]。 
近年来，在芽孢杆菌中提高 γ-PGA 产量的

研究重点是对菌株代谢途径进行工程改造[21]。

在大部分枯草芽孢杆菌中，γ-PGA 是由 pgsBCA

基因操纵子编码 PgsBCA 蛋白复合物合成[13,22]，

pgs 操纵子受 2 组双组分系统的级联调控，即

DegS-DegU 和 ComA-ComP。DegS/DegU 已被证

明在复杂多细胞群落的形成和发展以及涉及基

序基因的表达上间接发挥重要作用[23-25]。磷酸化

的 DegU (DegU-P)可以激活超过 120个基因的表

达，其中部分基因参与了 γ-PGA 的合成[26]。在

枯草芽孢杆菌产 γ-PGA 的代谢途径中，swrA 增

强了 degU 介导的枯草芽孢杆菌 pgs 操纵子的转

录激活[21,27]。如图 1 所示，putM 基因编码脯氨

酸脱氢酶，rocA 基因编码吡咯啉-5-羧酸脱氢酶，

可以促进胞内谷氨酸的合成，谷氨酸是合成

γ-PGA 的前体物质。 

在以往的研究中，动态调节系统被分为 3 类：

生物传感器、代谢物反应启动子和群体感应

(quorum sensing, QS)系统[28-29]。常见的静态代

谢工程方法往往会中断基础代谢网络，导致底物

转化减少、有毒物质积累或产物产量降低[30]。因

此，与静态调节相比，动态调节是一种在产品合

成和细胞生长之间取得平衡的有前途的方法[31]。

群体感应系统是一种细菌通过分泌可溶性信号分

子来监测群体密度并协调细菌生物功能的信息交

流机制[32-33]，可以影响细菌的多种生命活动[34-35]，

并根据细胞密度的变化来调节基因的表达，克服

了以转录因子为基础的生物传感器和代谢物反应

启动子的缺点[36]。本研究从枯草芽孢杆菌以葡萄

糖为前体的 γ-PGA 合成途径出发，分别考察了群

体感应系统中 degS、degQ、degU 基因的单独缺

失，swrA、rocA 和 putM 基因的单独过表达的情

况下对胞外 γ-PGA 积累的影响，研究结果有助

于相关代谢途径关键节点的鉴定，能有效加强

γ-PGA 的生物合成，进而提高胞外 γ-PGA 的积

累量。本工作为深入研究 γ-PGA 生物合成的代

谢流控制提供了新的思路，为从系统代谢工程水

平构建产 γ-PGA 工程菌提供了实验基础。 
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图 1  γ-PGA 合成的部分途径 
Figure 1  Partial way for γ-PGA synthesis. 
 

1  材料与方法 
1.1  菌株、质粒和仪器 

Bacillus subtilis 168、p7C6 质粒、P43 启动

子均为本实验室保存。 
PCR 仪，伯乐公司；振荡培养箱、恒温培

养箱，上海知楚仪器有限公司；酶标仪，赛默

飞世尔科技(中国)有限公司；紫外可见分光光

度计，上海元析仪器有限公司。 

1.2  培养基的配制 
Sipizizen 感受态培养基：SPI Medium、

SPII Medium、50 mmol/L CaCl2、250 mmol/L 
MgCl2。 

平板活化培养基(g/L)：胰蛋白胨 10，酵母

提取物 5，NaCl 10，琼脂 20，调 pH 至 7.0，     
0.1 MPa 灭菌 20 min。 

半固体平板培养基：在平板活化培养基的

基础上，琼脂的添加量为 5 g/L。 
种子培养基(g/L)：胰蛋白胨 10，酵母提

取物 5，NaCl 10，调 pH 至 7.0，0.1 MPa 灭菌   
20 min。 

SYG 培养基(g/L)：大豆蛋白胨 50，酵母提

取物 20，甘油 50，KH2PO4 1.62， K2HPO4 
3.86，微量元素 2 mL (过滤除菌后加入灭菌后的

培养基中)，0.1 MPa 灭菌 20 min。 
γ-PGA 发酵培养基(g/L)：葡萄糖 20，胰蛋

白胨 20，酵母提取物 5，KH2PO4 1，调 pH 至

7.0，灭菌条件：115 ℃灭菌 20 min，葡萄糖与其

他物质独立分装，灭菌后混合。 
1.3  敲除菌株 BS168-ΔdegS、BS168-ΔdegQ、

BS168-ΔdegU 的构建 
根据 Bacillus subtilis 168 全基因组图谱用

Snapgene 设计 3 对引物，引物合成委托金斯瑞

生物技术有限公司来完成(表 1)。引物对 ΔdegS- 
L-F/L-R 和 ΔdegS-R-F/R-R 以 B. subtilis 168 基因

组 DNA 为模板，引物对 ΔdegS-p7C6-F/ΔdegS- 
p7C6-R 以 p7C6 质粒为模板进行第一轮 PCR 扩

增，以上述回收、纯化的 PCR 产物为模板，构
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建包含 degS 上游序列、氯霉素抗性片段及 degS
下游序列的融合片段，PCR 产物纯化得到目的

基因序列，转化至枯草芽孢杆菌感受态细胞

中，涂布至氯霉素抗性平板，37 ℃培养过夜观

察有无菌落长出，若长出菌落，挑适合的菌落

进行菌液 PCR 验证。验证成功后送至金唯智生

物技术有限公司进行测序。BS168-ΔdegQ 和

BS168- ΔdegU 的构建过程同 BS168-ΔdegS。 
1.4  过表达菌株 BS168-swrA、BS168-rocA、
BS168-putM 的构建 

过表达菌株的构建过程类似于敲除菌株，

区别在于，以目的基因为右同源臂片段，在目

的基因上游添加 P43 启动子序列来设计对应引

物，其余步骤同 1.3 中所示。 
 

 

表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primers Sequences (5′→3′) 
ΔdegS-L-F AGTCTCCTCCCTAAAAACAACC 
ΔdegS-L-R ATCCCCGGGTCTATGATTTGTAAAATAGAGCCAAAAGG 
ΔdegS-p7C6-F GGCTCTATTTTACAAATCATAGACCCGGGGATCCTCTAG 
ΔdegS-p7C6-R ACGGAGGGAAATTGTTCAAGCGAAAACATACCAC 
ΔdegS-R-F TCGCTTGAACAATTTCCCTCCGTCACGG 
ΔdegS-R-R CCAAGCCCTACAACTACCAAT 
ΔdegQ-L-F TTTCAATATCACTGCGATTTCCGG 
ΔdegQ-L-R ATCCCCGGGTAAAAGACTTGGAAACAAGTCTTTTT 
ΔdegQ-p7C6-F CTTGTTTCCAAGTCTTTTACCCGGGGATCCTCTAGA 
ΔdegQ-p7C6-R AAAGGAGTGTGGAAACGGTTCAAGCGAAAACA 
ΔdegQ-R-F TCGCTTGAACCGTTTCCACACTCCTTTTTTTGAA 
ΔdegQ-R-R AGCAACAACTGGGACACT 
ΔdegU-L-F TTCCTAACGCACCTTCACC 
ΔdegU-L-R CCCCGGGTTATAATAGGAGACTTGCCTTTTACTAGG 
ΔdegU-p7C6-F GCAAGTCTCCTATTATAACCCGGGGATCCTCT 
ΔdegU-p7C6-R GAGGCGTGGCTTGTTCAAGCGAAAACATACCAC 
ΔdegU-R-F TTTCGCTTGAACAAGCCACGCCTCCTT 
ΔdegU-R-R GCAGATTGCTAGGGCTTC 
swrA-L-F CAACATTGACCCATAAAAAAGCGTA 
swrA-L-R CCCCGGGTTACTTGCCCTCTTCAATTGTGA 
swrA-p7C6-F GGGCAAGTAACCCGGGGATCCTCT 
swrA-p7C6-R CACGCACAAGTGTACATTCCTCTCTTACCTATAATGG 
swrA-R-F AGGTAAGAGAGGAATGTACACTTGTGCGTGAAAAAAAAATATTATGAATT 
swrA-R-R AACGATAAGCAACCGCTC 
rocA-L-F ACCGCTTGTTTTGGGAG 
rocA-L-R CCCGGGTATGTAGTCCCCCTCGTG 
rocA-p7C6-F GGGGACTACATACCCGGGGATCCTCT 
rocA-p7C6-R TGTGACTGTCATGTGTACATTCCTCTCTTACCTATAATGGTA 
rocA-R-F AGAGGAATGTACACATGACAGTCACATACGCG 
rocA-R-R AATGCTGAATACACGATAGAGGA 
putM-L-F AAGGATAGATGCCCGAAAG 
putM-L-R CGGGTCCGACTCCCTCCCG 
putM-p7C6-F GAGTCGGACCCGGGGATCCTCT 
putM-p7C6-R ACACATGTCTCAACATGTGTACATTCCTCTCTTACCTATAATG 
putM-R-F GGTAAGAGAGGAATGTACACATGTTGAGACATGTGTTTTTATTCT 
putM-R-R CGGCTGCTTTCACTTTTTCAA 
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1.5  枯草芽孢杆菌的活化及培养 
菌种在 Luria-Bertani (LB)固体培养基上进

行活化，挑单菌落至 LB 液体培养基中，

37 ℃、220 r/min 摇床培养，培养 12–16 h 至菌

体对数生长期。菌种活化后，按 2%的接种比例

加入每孔含 2 mL 发酵培养基的 24 孔板中；用

摇瓶发酵时，接种比例不变，接种至含 50 mL
发酵培养基的 250 mL 锥形瓶中。 
1.6  细菌生物膜形成能力检测 

参考文献[37]，以 24 孔板为载体，每孔中

加入 2 mL 的 SYG 培养基，然后加入 5%比例的

菌液，3 个重复孔，以空 SYG 培养基作为对

照，37 ℃静态培养 72 h 后定量测定生物膜。首

先缓慢移除每孔中的培养物，然后用无菌的磷

酸缓冲盐(phosphate-buffered saline, PBS)缓冲液

清洗 2–3 次，洗去未黏附的菌体，室温干燥后

加入 2 mL的 0.1%结晶紫染液进行染色 20 min，
再用 PBS 溶液进行缓慢冲洗，直至流出液无色

为止，室温静置干燥，除去多余水分，随后加

入 2 mL 的 33%乙酸进行脱色 15 min，然后混

匀，最后用酶标仪测定 OD570 的值来衡量生物膜

的形成量。 
1.7  胞外蛋白的检测 

菌株按 1.2.5 中的方法进行培养，利用核酸

定量仪在 OD280 下对菌株进行胞外蛋白的检

测，分别测定 B. subtilis 168 菌株与重组菌株在

静置培养 72 h 后胞外蛋白的含量。 
1.8  重组菌株运动能力的检测 

将B. subtilis 168、BS168-ΔdegS、BS168-ΔdegQ
和 BS168-ΔdegU 菌株活化后接种至 LB 液体培养基

中，培养至对数生长期，分别取 0.2 μL 菌液滴加于

半固体培养基平板上，用B. subtilis 168 菌株作为对

照，37 ℃静置培养，观察并拍照记录。 
1.9  菌体浓度的测定方法 

菌体浓度是使用酶标仪进行测定的，为保

证数据的准确性做 3 组平行实验，发酵液进行

适当的稀释使在 OD600 处的读数为 0.2–0.8。 

1.10  重组菌株生长曲线的绘制 
将 B. subtilis 168 菌株和重组菌株活化后，

挑取单菌落至液体培养基中，37 ℃、220 r/min
摇床振荡培养，定时取样测量，实验重复 3 次，

绘制各菌株的生长曲线。 

1.11  γ-PGA 产量的测定 
取 γ-PGA 标准品配制母液，再稀释成不同

浓度的 γ-PGA 标准液，用紫外分光光度计测量在

216 nm 波长处不同标准液的吸光度，所得数据制

成 γ-PGA 标准曲线。取发酵液，加入 4 倍体积无

菌水，用移液枪充分吹打混匀，10 000 r/min离心

15 min 取上清液，上清液中加入 3 倍体积无水乙

醇，上下颠倒混匀，4 ℃冰箱静置过夜。过夜后

10 000 r/min 离心 10 min，去上清得沉淀，60 ℃
将沉淀烘干至恒重，加入等体积的无菌水溶解

后，稀释适当倍数得待测液，用紫外分光光度计

测量待测液的吸光值，代入 γ-PGA 标准曲线中得

到发酵液中 γ-PGA 的浓度。绘制所得标准曲线

R2=0.999 1，说明相关性良好。 

1.12  ODH 酶活性的测定 
通过文献[38]描述的方法，在含有 100 mmol/L 

TES-NaOH (pH 7.6) 、 0.2 mmol/L CoA 、       

0.3 mmol/L 硫胺素焦磷酸、1 mmol/L 2-氧代戊二

酸、3 mmol/L 半胱氨酸、5 mmol/L MgCl2 和      

1 mmol/L APAD 的反应混合物中测定 2-氧代戊

二酸脱氢酶 (2-oxoglutaric acid dehydrogenase, 

ODH)的活性。反应在 30 ℃下进行，用分光光度计

在 365 nm 处测量 APADH 的底物依赖性生产率。 

2  结果与分析 
2.1  基因缺失及过表达菌株的构建 

如图 2 所示，构建基因突变菌株时，以     
B. subtilis 168 菌株全基因组为模板，经 PCR 扩

增得到 1 000 bp 左右的左同源臂和右同源臂； 
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图 2  重组菌株的构建 
Figure 2  Construction of recombinant strain. M: DL5000. A, 1, 2: Upstream fragment of ΔdegS; 3, 4: Middle 
fragment of ΔdegS; 5, 6: Downstream fragment of ΔdegS; 7, 8: Upstream fragment of ΔdegQ; 9, 10: Middle 
fragment of ΔdegQ; 11, 12: Downstream fragment of ΔdegQ. B, 1, 2: Upstream fragment of ΔdegU; 3, 4: 
Middle fragment of ΔdegU; 5, 6: Downstream fragment of ΔdegU. C, 1, 2: Fusion fragment of ΔdegS; 3, 4: 
Fusion fragment of ΔdegQ; 5, 6: Fusion fragment of ΔdegU. D, 1: Bacterial liquid PCR verification of ΔdegS; 2: 
Bacterial liquid PCR verification of ΔdegQ; 3: Bacterial liquid PCR verification of ΔdegU. E, 1, 2: Upstream 
fragment of swrA; 3, 4: Middle fragment of swrA; 5, 6: Downstream fragment of swrA. F, 1,2: Upstream 
fragment of rocA; 3, 4: Middle fragment of rocA; 5, 6: Downstream fragment of rocA; 7, 8: Upstream fragment 
of putM; 9, 10: Middle fragment of putM; 11, 12: Downstream fragment of putM. G, 1: Fusion fragment of 
swrA; 2: Fusion fragment of rocA; 3: Fusion fragment of putM. H, 1: Bacterial liquid PCR verification of swrA; 
2: Bacterial liquid PCR verification of rocA; 3: Bacterial liquid PCR verification of putM. 
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以 p7C6 质粒为模板 PCR 扩增获得大小为     

1 200 bp (过表达菌株 1 500 bp)左右的氯霉素抗

性片段。采用三段融合的方法将 3 个目的片段

连接起来，再次进行 PCR 产物扩增获得了大小

为 3 200 bp (过表达菌株 3 500 bp)左右的融合片

段。采用 Sipizizen 转化法将融合 PCR 得到的目

的基因转化到枯草芽孢杆菌中。再将得到的阳

性克隆用抗性平板验证，将得到的菌株经过测

序，并且用软件 DNAMAN 比对，显示重组菌

株构建成功。 

2.2  重组菌株的外部形态及胞外蛋白形成量 
静态培养 72 h 后，由图 3 可知，重组菌株

在相同的培养条件下形成肉眼可直接观察到的

生物膜，生物膜的生长趋势均与 B. subtilis 168
菌株存在差异。尤其是突变菌株 BS168-ΔdegU

与出发菌株 B. subtilis 168 生物膜的形成量在

37 ℃有着显著性差异，相对于 B. subtilis 168 产

生可见的生物膜，在 BS168-ΔdegU 菌株中未观

察到完整的生物膜，证明了 degU 基因的缺失确

实 会 影 响 生 物 膜 的 形 成 。 除 重 组 菌 株

BS168-ΔdegU 外，其他菌株都形成完整的生物

膜，且生物膜形成了非常复杂的皱纹结构，这是

成熟枯草杆菌生物膜的特征[39]。首先，褶皱增

加了细胞表面积与体积的比率，以便让细胞更好

地获得氧气；其次，皱纹还能促进生物膜内液体

通道的复杂网络的形成，从而促进液体的循环。

如图 4 所示，在对生物膜通过染色脱色处理后，

用酶标仪进行检测。使用 33%乙酸作为空白对

照，在 OD570 处进行检测，结果显示缺失了 degU

基因的突变菌株的生物膜含量极低，与观察到的

生物膜形成情况一致，在 PBS 溶液冲洗的过程

中，未形成的生物膜被洗去。据相关研究报道，

degU 基因在生物膜形成过程中起到一定的调控

作用，有利于避免生物膜形成过程中的铁离子浓

度失衡[40]。degU 基因的突变会阻止鞭毛和生物

膜的形成和 200 多个基因的转录，这些基因干预

了鞭毛和生物膜形成的遗传网络激活[25]，本研

究表明 degU基因对 B. subtilis 168生物膜的形成

能力起着重要作用。 

生物膜形成量最高的菌株是 BS168-rocA，

值得关注的是，由文献[41]可知，部分枯草芽孢

杆菌 degQ 基因的缺失不影响群体运动，但细胞

膜的形成会减少，在本研究中并未观察到 degQ

基因缺失突变菌株的生物膜含量明显减少。细菌

生物膜的主要成分为多糖蛋白复合物，细菌相互

黏连产生特定结构的细菌复合体，如图 4 所示，

当细菌生物膜形成得越多，其胞外蛋白的含量也

会随之增高。 
 
 

 
 
 
图 3  不同重组菌株的形态差异 
Figure 3  Morphological differences of different recombinant strains. A: B. subtilis 168 strain. B: 
BS168-ΔdegS strain. C: BS168-ΔdegQ strain. D: BS168-ΔdegU strains. E: BS168-swrA strain. F: BS168-rocA 
strain. G: BS168-putM strain. 
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图 4  不同菌株生物膜及胞外蛋白形成量的差异 
Figure 4  Differences in biofilm and extracellular 
protein formation of different strains. The experimental 
data were measured by the mean±standard deviation 
(SD) of repeated values. 

 

2.3  BS168-ΔdegS 、 BS168-ΔdegQ 、

BS168-ΔdegU 运动能力的检测 
如图 5 所示，将 BS168-ΔdegS、BS168- 

ΔdegQ、BS168-ΔdegU 菌株分别与 B. subtilis 168

菌株在半固体平板中培养，发现 BS168-ΔdegS

形成的菌落直径相较于原始菌株大很多，而另外

2 株菌并没有观察到明显的差异。据文献[41]可

知，degS 基因的突变会影响鞭毛基因的转录，

可以明显看出，BS168-ΔdegS 菌株的运动能力最

强，枯草芽孢杆菌的运动性依赖于鞭毛，degS

基因的缺失可能对调控鞭毛运动的代谢途径产

生了影响，而 degQ 或 degU 基因的缺失不会影

响 B. subtilis 168 菌株的运动能力。 

2.4  重组菌株的生长曲线 
如图 6 所示分别为 B. subtilis 168 菌株与所

构建的重组菌株的生长曲线。B. subtilis 168 菌株

在培养基中最高 OD600 值为 1.28 左右，而其他重

组菌株的最高 OD600 值均低于 B. subtilis 168 菌

株。重组菌株是通过基因改造得到的，在基因

组结构改变的同时，也可能影响了菌体的正常

生理代谢[42]，从而对菌株生长产生一定的负面

影响。 
 

 
图 5  细菌运动能力的检测 
Figure 5  Detection of bacterial motility. A: Swimming of B. subtilis 168 and BS168-ΔdegS strains on the plate 
for 9 hours. B: Swimming of B. subtilis 168 and BS168-ΔdegS strains on the plate for 24 hours. C: Swimming 
of B. subtilis 168 and BS168-ΔdegQ strains on the plate for 9 hours. D: Swimming of B. subtilis 168 and 
BS168-ΔdegQ strains on the plate for 24 hours. E: Swimming of B. subtilis 168 and BS168-ΔdegU strains on 
the plate for 9 hours. F: Swimming of B. subtilis 168 and BS168-ΔdegU strains on the plate for 24 hours. 
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图 6  生长曲线的测定 
Figure 6  Determination of growth curves. A: Growth curves of B. subtilis 168 and BS168-ΔdegS, 
BS168-ΔdegQ and BS168-ΔdegU strains. B: Growth curves of B. subtilis 168 and BS168-swrA, BS168-rocA 
and BS168-putM strains. The experimental data were measured by the mean±standard deviation (SD) of 
repeated values. 
 
 
2.5  重组菌株发酵产 γ-PGA 
2.5.1  不同菌株在 24孔板中发酵对 γ-PGA产量

的影响 
每隔 12 h 取适量发酵液，按 1.11 中所给方

法测量不同菌株的 γ-PGA 产量。图 7A–7C 分别

表示了 B. subtilis 168 菌株与 BS168-ΔdegS、
BS168-ΔdegQ、BS168-ΔdegU 菌株产 γ-PGA 的

差异，每株菌在 γ-PGA 产量达到最高的时间段

不 同 。 按 最 高 产 量 比 较 ， BS168-ΔdegS 、

BS168-ΔdegQ、BS168-ΔdegU 的 γ-PGA 产量与

B. subtilis 168 菌株不存在显著差异，因为这些

基因调控的代谢途径并不是产 γ-PGA 的唯一途

径。图 7D–7F 分别表示 B. subtilis 168 菌株与

BS168-swrA、BS168-rocA、BS168-putM 菌株产

γ-PGA 的积累差异，可以看出，这 3 株菌孔板

发酵所积累的 γ-PGA 相较于原始菌株有明显的

提高，接下来我们使用摇瓶进行发酵。 

2.5.2  重组菌株摇瓶发酵 
为考察不同重组菌株合成 γ-PGA 的能力，

分别对这 6 株菌进行摇瓶发酵，对照组为 B. 

subtilis 168 菌株。由 2.5.1 可知，24 孔板发酵

γ-PGA 的产量约在 36 h 左右达到最大值。如图 8

所示，摇瓶发酵相对于孔板发酵 γ-PGA 的产量

均有明显的增加，原因可能是三角瓶发酵的溶氧

条件比 24 孔板要好很多，枯草芽孢杆菌是典型

的好氧型细菌，所以氧气的控制对发酵过程代谢

产物的产生至关重要，发酵后期培养基黏度变大

也是限制产物的原因。群体感应调节系统 DegS、

DegQ、DegU 在 γ-PGA 的合成中起着重要作用，

在不添加谷氨酸的情况下，degS、degQ 和 degU

基因缺失的菌株依然存在产物 γ-PGA 的积累，

证明 γ-PGA 合成酶基因同时也会受到其他调节

系统的影响。 
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图 7  孔板发酵 γ-PGA 产量的测定 
Figure 7  Determination of γ-PGA production by fermentation in well plates. A: Comparison of yield between 
B. subtilis 168 and BS168-ΔdegS strains; B: Comparison of yield between B. subtilis 168 and BS168-ΔdegQ 
strains; C: Comparison of yield between B. subtilis 168 and BS168-ΔdegU strains; D: Comparison of yield 
between B. subtilis 168 and BS168-swrA strains; E: Comparison of yield between B. subtilis 168 and 
BS168-rocA strains; F: Comparison of yield between B. subtilis 168 and BS168-putM strains. The experimental 
data were measured by the mean±standard deviation (SD) of repeated values. 
 
 

swrA 基因可以促进磷酸化的 DegU 合成

γ-PGA，在本研究中，swrA 基因过表达菌株的

γ-PGA 积累量是 B. subtilis 168 的 1.28 倍。rocA
和 putM 这 2 个基因在以 L-谷氨酸和 D-谷氨酸为

前体产 γ-PGA 的合成途径中起上调作用，单独

过表达 rocA 和 putM 基因，如图 8 所示，γ-PGA
的积累量分别是 B. subtilis 168 菌株的 1.47 倍和

1.37 倍。rocA 和 putM 基因的过量表达增加了谷

氨酸合成途径的代谢通量，继而使更多的谷氨酸

代谢合成 γ-PGA，从而提高了 γ-PGA 的积累量。

rocA 编码吡咯啉-5-羧酸脱氢酶，putM 编码脯氨

酸脱氢酶，过表达 rocA 和 putM 基因时，细胞会

将更多的能量用于酶的表达，而且基因的过表达

可能使得野生菌细胞内平衡的代谢流发生了扰

动[43]，从而影响菌体的生长。由菌株的生长曲

线可知，6 株经过改造的重组菌株都对其自身生

长造成了负担，但互相之间也存在差距，这可能

是因为代谢途径中不同关键基因的改变对细胞

造成的影响不同，从而造成了细胞合成代谢物质

的能力有所差异。脯氨酸合成途径有 2 种， 
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图 8  摇瓶发酵 γ-PGA 产量的测定 
Figure 8  Determination of γ-PGA production by 
shake flask fermentation. The experimental data were 
measured by the mean±standard deviation (SD) of 
repeated values. 
 
以胞内谷氨酸和鸟氨酸为前体合成的，rocA 和

putM 基因的单独过表达增强了谷氨酸和脯氨酸

之间的互相转化，加上细胞内鸟氨酸可以合成脯

氨酸，加强了谷氨酸的合成，从而加强了 γ-PGA
的生物合成。 

2.6  ODH 酶活性的测定 
前体物质葡萄糖经过 TCA 循环后，由酮戊

二酸产生的谷氨酸被用于合成 γ-PGA，不方便检

测，所以本研究通过检测合成酮戊二酸途径中

ODH 的活性来反映谷氨酸的合成情况。2-氧代

戊二酸脱氢酶(ODH)分支是酮戊二酸合成谷氨

酸途径中的一个分支，谷氨酸过量生产唯一的代

谢通量变化是在 ODH 分支点的变化，这是由于

在谷氨酸过度生产条件下 ODH 活性的下降引起

的[44]。先前的研究表明，在产生谷氨酸的条件

下，ODH 活性显著降低，导致 ODH 分支点合成

谷氨酸的碳通量增加[45]。本研究中，在 γ-PGA
积累量明显增加的情况下，对应的 3 株重组菌株

的 ODH 活性都明显下降(图 9)。 

 
 
图 9  丙酮酸代谢相关酶 ODH 活性 
Figure 9  Activity of pyruvate metabolism related 
enzyme ODH. 

 
3  讨论与结论 

本研究以枯草芽孢杆菌 γ-PGA 代谢途径中

degS、degQ、degU、swrA、rocA、putM 基因为

研究对象，通过分子改造分别构建了重组菌，摇

瓶发酵检测各重组菌胞外 γ-PGA 的积累情况，

以此来探究代谢途径中相关基因的功能对

γ-PGA 合成的影响。结果显示，在摇瓶培养条件

下，swrA、rocA、putM 基因的过表达能显著提

高细胞合成 γ-PGA 的能力，说明 swrA、rocA、

putM 基因的过表达增强了 γ-PGA 合成途径。

degS、degQ、degU 基因的敲除会小幅度影响

γ-PGA 的积累，这表明合成 γ-PGA 的不同代谢

途径之间会产生相互影响。 
谷氨酸是微生物细胞合成 γ-PGA 所需的底

物，其来源可以是培养基中获得，或者胞内合成。

葡萄糖经过糖酵解途径生成丙酮酸，然后进入三

羧酸循环，最后通过酮戊二酸生成谷氨酸[46]。

在本研究中，我们以枯草芽孢杆菌为原始菌株，

通过验证群体感应系统相关基因 degS、degQ、
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degU 的单独缺失是否会导致菌株不能合成

γ-PGA，结果表明，这些重组菌株仍能产生

γ-PGA。据文献[41]可知，degQ 的突变没有影响

基因转录，但会减少其他受 degU 调节的基因的

转录。接着我们又验证了作用于磷酸化的 DegU
的 swrA 基因的过量表达对 γ-PGA 的影响，增强

swrA 基因的表达可以激活 γ-PGA 合成酶

PgsBCA。rocA 和 putM 基因是以胞内脯氨酸为

前体来合成胞内谷氨酸途径的调节基因，我们推

测，这 2 个基因的上调会促进胞内谷氨酸的合

成，从而进一步促进 γ-PGA 的合成，通过检测

合成酮戊二酸途径中 ODH 的活性来反映谷氨酸

的合成情况，ODH 活性的明显下降可以说明谷

氨酸是过量生产的。 
本研究主要以葡萄糖为前体来合成 γ-PGA，

已知 γ-PGA 的生产对谷氨酸的需求导致了更高

的代谢通量[47]。结果证实，可以针对生产 γ-PGA
代谢途径中相关基因进行修饰改造，从而来提高

γ-PGA 的积累量。本研究还测定了重组菌株生物

膜形成量及胞外蛋白含量的变化，通过生物膜表

型实验发现缺失 degU 基因的菌株生物膜形成量

低于野生型 B. subtilis 168 菌株，已知 degU 的突

变会减少 comK 的转录[48]。在可以形成完整生物

膜的菌株中，胞外蛋白的含量随着生物膜形成量

的增加而增加。有研究表明，γ-PGA 可以影响生

物膜的稳健性[49-50]。我们通过细菌运动性实验发

现，degS 基因的缺失明显加快了重组菌株的运

动速度，推测 degS 基因与鞭毛运动相关调节基

因存在一定联系。 
本研究以枯草芽孢杆菌为底物，以葡萄糖为

原料，发现将 γ-PGA 合成途径中的关键基因进

行过量表达可以显著提高 γ-PGA 的积累量，使

用的菌株安全无害，且发酵培养基中没有另外添

加谷氨酸，同时节省了发酵成本。基于以上研究

结果，本研究初步揭示了代谢途径的改变对枯草

芽孢杆菌在产 γ-PGA 方面的重要作用，为深入

了解 γ-PGA 的代谢路径或信号路径上系列基因

的表达，增强菌株的生产能力和耐受能力的策略

提供了理论基础和实验依据。  
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