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枯草芽孢杆菌嘌呤合成途径的修饰对腺苷积累的影响
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天津科技大学生物工程学院，代谢控制发酵技术国家地方联合工程实验室，天津 300457

摘要:【目的】研究嘌呤操纵子中 purF、purM、purN、purH 和 purD 基因的共同过表达对枯草芽孢杆菌发酵生
产腺苷的影响。【方法】利用温敏质粒 pKS1，以单交换的形式增加了 purF 基因在基因组上的拷贝数，同时
将强启动子 P43 插入嘌呤操纵子中，使嘌呤合成途径中 purF 基因及其下游 purM、purN、purH 和 purD 基因的
表达水平得到加强，通过实时定量 PCＲ(Ｒealtime Quantitative PCＲ，ＲT-qPCＲ)测定相关基因( purF、purM、
purN、purH 和 purD)的转录水平;通过酶活性检测分析关键酶基因扩增对 PＲPP 转酰胺酶活性的影响;通过
发酵实验考察出发菌株与工程菌株的生长、耗糖和腺苷积累情况。【结果】实时定量 PCＲ 结果表明，purF、
purM、purN、purH 和 purD 基因的表达水平均有不同程度的提高，嘌呤合成途径中关键酶 PＲPP 转酰胺酶的活
性是出发菌株的 2. 4 倍。摇瓶发酵实验发现工程菌腺苷产量较出发菌提高 17. 5%，糖苷转化率增加
26. 1%。5 L 罐发酵实验表明，虽然工程菌的菌体生长受到一定的影响，但在相同发酵周期内腺苷产量比出
发菌提高了 9. 7%。【结论】嘌呤操纵子中 purF、purM、purN、purH 和 purD 基因转录水平的增强能够提高腺
苷的产量，为通过代谢工程技术改造腺苷生产菌提供了理论依据和研究思路。
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腺苷(Adenosine)化学名为 6-氨基-9-β-D-呋喃
核糖基-9-氢嘌呤，在医药和食品领域有广泛的应
用。早在 20 世纪 50 年代，应用微生物发酵法生产
腺苷的研究就已经开始［1］，但是对腺苷研究的报道
主要集中在菌种的选育［2 － 3］和培养基的优化［4 － 5］，
使用基因工程技术改造腺苷生产菌的研究［6］却很
少。本实验室保藏的腺苷生产菌 Bacillus subtilis
XGL，是通过长期诱变筛选而成，但是进一步诱变对
产苷影响不大，要获得更加优良的菌株，需要利用新
的方法对其进一步改造。

前期研究显示，对嘌呤合成途径改造，改变途径
中关键酶的活性进而影响嘌呤合成速率，可以有效
地提高肌苷、核黄素的产量［7 － 8］。因此，嘌呤合成途
径的强弱直接影响核苷类物质的合成。嘌呤合成途
径的重要中间代谢物肌苷酸( IMP)是腺苷合成的直
接前体物，肌苷酸的供应很可能是工程菌中腺苷合
成通量的主要限制因素之一。因此，增加葡萄糖到
IMP 的合成途径通量能够提高腺苷合成中前体物的
供应，继而促进腺苷的积累。

在枯草芽孢杆菌中，嘌呤核苷酸合成相关的基
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因组成嘌呤操纵子，嘌呤操纵子 ( purEKB-purC
(OＲF)QLF-purMNH( J)-purD)全长 13339 bp，由于
嘌呤操纵子整体较大，而嘌呤合成途径中关键酶
PＲPP 转酰胺酶编码基因 purF 位于嘌呤操纵子的中
下游，距离启动子较远，转录效率不高。因此本研究
以 B． subtilis XGL 为出发菌株，以温敏质粒 pKS1 为
骨架，构建整合质粒 pKF，利用单交换的方式将强启
动子 P43 插入至嘌呤操纵子中，不仅过表达了嘌呤
合成途径中关键酶 PＲPP 转酰胺酶编码基因 purF，
而且其下游基因 purM、purN、purH 和 purD 表达水平
也得到不同程度的提高。这些相关基因的共同表达

将比单一增强表达 purF 基因催化更多的嘌呤前体
物谷氨酰胺、甘氨酸、10-甲醛四氢叶酸进入嘌呤途
径，将更加有效地提高嘌呤合成途径通量。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和质粒:表 1 为本研究所用菌株和质
粒。
1. 1. 2 引物:表 2 为本研究使用的引物，均由
Primer Premier 5. 0 软件设计。

表 1． 菌株和质粒
Table 1． Strains and plasmids

strains and plasmids genotype source
strains
B． subtilis XGL 8-AGr，His － ，Xan － ，SGr( overproducing adenosine) lab stock
Escherichia coli DH5α F － ，Δ( lacZYA-argF)U169，hsdＲ17 ( rk-mk + )，recA1，endA1，relA1 lab stock
plasmids
pMD-18T Vector T-vector，2. 7 kb，Ampr，lacZ lab stock
pWB980 ori Bacillus，3. 8 kb，Kmr，P43 promoter ［9］
pKS1 temperature-sensitive plasmid vector，5. 1kb，Emr，Kmr lab stock［10］

pKF pKS1 derivative containing P43 promoter and purF this study

8-AGr: 8-azaguanine resistance，His － : histidine deficiency，Xan － : xanthine deficiency，SGr: sulfaguanidine resistance，Ampr: ampicillin resistance，

Kmr: kanamycin resistance，Emr: erythromycin resistance

表 2． 引物
Table 2． Primers

primers primer sequence( 5'→3') description
P43-S AACTGCAGGAGCTCAGCATTATTGA P43 amplification (Pst I)
P43-A TTTCGTTTGCGCATGAATCGCTATCACTTTATATTTTA P43 amplification
purF-S TAAAATATAAAGTGATAGCGATTCATGCGCAAACGAAA purF amplification
purF-A GGGGTACCAGAGAAAGGCAGCCGAACTG purF amplification (Kpn I)
P1 GGGCGACGCTTATGTGGT purF (ＲT-qPCＲ)
P2 GCTGCAAATGGAACGATTGA purF (ＲT-qPCＲ)
P3 AAGGTGTTGCGGAAGGCT purM (ＲT-qPCＲ)
P4 GCATCATCCAGAAGCAC purM (ＲT-qPCＲ)
P5 CATCCTTCGCATTTGAGC purN (ＲT-qPCＲ)
P6 GAAGAAGCGATGGGTGAA purN (ＲT-qPCＲ)
P7 CAATCGCTTCGCTAT purH (ＲT-qPCＲ)
P8 ATCCGCTTCAAACGCTC purH (ＲT-qPCＲ)
P9 CCGACCGCAGAATACGAGA purD (ＲT-qPCＲ)
P10 GCTTGTGATCCTGGGCAAT purD (ＲT-qPCＲ)

1. 1. 3 培养基:①种子培养基( g /L):葡萄糖 20，酵
母粉 5，味精 5，蛋白胨 8，尿素 5，黄嘌呤 0. 03，L-组
氨酸 0. 03，MgSO4·7H2O 0. 4，KH2PO4 1，玉米浆 25
mL，豆饼水解液 10 mL，pH 7. 0。②摇瓶发酵培养基
(g /L):葡萄糖 80，味精 10，黄嘌呤 0. 03，L-组氨酸

0. 03，酵 母 膏 5，KH2PO4 1，MgSO4·7H2O 0. 4，
(NH4) 2 SO4 5，CaCO3 20 (干热灭菌)，豆饼水解液
15 mL，玉米浆 15 mL，pH 6. 7，灭菌条件均为 115℃，
15 min。培养基必要时添加 5 μg /mL 的红霉素。③
发酵罐发酵培养基( g /L):葡萄糖 80，味精 12，酵母
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膏 18，葡萄糖酸钠 1. 5，黄嘌呤 0. 03，L-组氨酸
0. 03，( NH4 ) 2 SO4 12，MgSO4·7H2O 5，K2HPO4 2，
MnSO4 0. 06，FeSO4 0. 06，CaCl2 2，玉米浆 15 mL，pH
6. 7。其中葡萄糖分消灭菌，灭菌条件均为 115℃，
15 min。工程菌种子培养基添加 5 μg /mL 的红霉
素。
1. 1. 4 主要试剂和仪器:Solution I 连接酶和 ＲNA
提取试剂盒，大连宝生物工程有限公司;Taq DNA 聚
合酶，北京全式金生物技术有限公司;限制性内切酶
和 1 kb DNA marker，Fermentas 公司;UltraSYBＲ 二
步法荧光定量 PCＲ 试剂盒，北京康为世纪生物科技
有限公司;质粒小量快速提取试剂盒，北京博迈德生
物技术有限公司;PCＲ 产物纯化试剂盒和胶回收试
剂盒，北京天恩泽基因科技有限公司;引物合成与基
因测序，北京华大基因。实时定量 PCＲ 仪，美国
ABI 公司;电穿孔仪，Eppendorf 公司;高效液相色谱
系统，美国安捷伦公司。
1. 2 感受态的制备及转化

枯草芽孢杆菌的制作方法与转化方法参考文献
［11］，载体连接化学转化感受态制备及质粒连接体
系转化均参照连接试剂盒和化学转化试剂盒说明书
进行。
1. 3 实时定量 PCＲ 分析

将 B． subtilis XGL 和 B． subtilis XGLF 菌株接于
5 mL 摇管过夜培养，以 1% 的接种量接种于 30 mL
的 LB 培养基中培养至对数期，按照 ＲNA 提取试剂
盒说明书提取总 ＲNA，利用反转录试剂盒获得
cDNA，并以之为模板，以细菌 16S rＲNA 为参比，通
过实时定量 PCＲ，根据 2 － ΔΔCT法计算相关基因的转
录水平。
1. 4 PＲPP 转酰胺酶活性检测

粗酶液的制备、蛋白质定量分析和 PＲPP 转酰
胺酶活性分析参见文献［12］。
1. 5 细胞内 IMP 含量测定

胞内 IMP 含量的测定参考 Müller 等［11］的方法，
胞内 IMP 含量的测定改进如下:取生长至对数期的
菌液 1 mL，冰浴 5 min，然后 10000 × g，4℃离心 1
min，弃上清后加入 250 μL 去离子水重悬，加入3 μL
50 mg /mL 的溶菌酶，37℃处理 20 min，加入 250 μL
细胞裂解液，混匀后室温下静置 5 min，然后加入约

350 μL 的细胞中和液，10000 × g，离心15 min，取上
清利用 HPLC 方法测定 IMP 的含量。
1. 6 发酵培养及分析方法

摇瓶培养条件参考文献［13］，发酵周期为48 h。
发酵罐培养条件参考文献［6］，发酵过程中，取适量
发酵液稀释 20 倍后用紫外可见分光光度计测定
600 nm 处的吸光度值，监测菌体生长情况。葡萄糖
浓度采用 SBA-40E 生物传感仪测定。另取适量发
酵液离心后取上清，用去离子水稀释 100 倍，将得到
的稀释液用高效液相色谱法测定腺苷含量［6］。

2 结果

2. 1 整合质粒的构建
以 pKS1 质粒为基本骨架构建整合质粒 pKF。

分别以质粒 pWB980 与腺苷生产菌 B． subtilis XGL
的基因组为模板，引物分别为 P43-S、P43-A 和 purF-
S、purF-A 扩增强启动子 P43 与基因 purF。采用重
叠 PCＲ 的方法扩增重叠片段 P43-F，以上述 PCＲ 产
物为模板，P43-S、purF-A 为上下游引物进行重叠
PCＲ，扩增出重叠片段 P43-F。经限制性内切酶 Pst I
和 Kpn I 双酶切重叠片段和温敏质粒 pKS1，切胶法
回收重叠片段和载体，通过 Solution I 连接，构建整
合质粒 pKF。
2. 2 质粒 pKF 整合 B． subtilis XGL

重叠片段中 purF 基因作为与基因组进行整合
的位点，通过单交换整合的方式将质粒 pKF 整合到
基因组上，使强启动子 P43 插入到基因组 purF 基因
的上游。构建步骤如图 1 所示。
2. 3 相关基因的转录分析

通过单交换整合的方式，将强启动子 P43 插入
嘌呤操纵子中，以加强嘌呤合成途径的通量。purF、
purM、purN、purH 和 purD 作为紧邻 P43 启动子后的
基因，其 mＲNA 含量可以反映嘌呤操纵子的转录水
平。本文对相关基因的转录水平进行 ＲT-qPCＲ 分
析，与出发菌株 B． subtilis XGL 相比，purF 基因及其
下游 purM、purN、purH 和 purD 基因的表达水平在工
程菌 B． subtilis XGLF 菌株中均有不同程度的提高，
分析结果见表 3。
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图 1． 重组质粒通过单交换机制整合到枯草芽孢杆菌基因组 purF 位点
Figure 1． Integration of recombinant plasmid at the native purF locus of B． subtilis chromosome via single crossover．

表 3． ＲT-qPCＲ 检测相对基因表达水平
Table 3． Comparison of gene expression by ＲT-qPCＲ during exponential phase

strains purF purM purN purH purD
B． subtilis XGL 1. 0 ± 0. 1 1. 0 ± 0. 1 1. 0 ± 0. 1 1. 0 ± 0. 1 1. 0 ± 0. 1
B． subtilis XGLF 9. 2 ± 0. 8 7. 8 ± 1. 2 5. 1 ± 0. 6 2. 9 ± 0. 5 1. 7 ± 0. 3

2. 4 PＲPP 转酰胺酶活性分析
PＲPP 转酰胺酶是嘌呤合成途径中的第一个

酶，催化 5-磷酸核糖焦磷酸生成 5-磷酸核糖胺，而
且是肌苷酸 IMP 合成的限速酶，其活性的高低直接
影响嘌呤前体物 IMP 的生成，进而影响腺苷的合成
量。酶活性分析结果(图 2)表明 purF 基因的过表
达使工程菌 B． subtilis XGLF 的 PＲPP 转酰胺酶的活
力达到 19. 2 U / g，是出发菌株 B． subtilis XGL 的 2. 4
倍。
2. 5 胞内 IMP 含量分析

IMP 主要是在枯草芽孢杆菌嘌呤合成途径中生
成的，其含量可以直接表征嘌呤合成途径通量的强
弱。此外，IMP 还是腺苷合成的重要前体物，IMP 的

供应会直接影响腺苷的合成，因此，本文对枯草芽孢
杆菌细胞内 IMP 的含量进行检测分析。结果表明，
工程菌 B． subtilis XGLF 胞内 IMP 含量明显高于出
发菌 B． subtilis XGL，说明 P43 启动子的插入能够加
强嘌呤途径合成通量，从而可增加腺苷前体物 IMP
的供给量。出发菌 B． subtilis XGL 和工程菌 B．
subtilis XGLF 胞内 IMP 含量见图 2。
2. 6 腺苷发酵

为了研究嘌呤合成途径的改造对腺苷积累的影
响，本研究进行了腺苷摇瓶发酵和 5 L 发酵罐腺苷
发酵，分别比较了出发菌和工程菌的生长情况、耗糖
速率和腺苷产量。表 4 为腺苷摇瓶分批发酵 48 h
后的发酵参数。由结果可知，与出发菌 B． subtilis
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XGL 比较，嘌呤合成途径改造后的工程菌腺苷产量
提高 17. 5%，糖苷转化率提高 26. 1%，但是菌体生
物量却有所减少。由于嘌呤合成途径的改造提高了

图 2． PＲPP 转酰胺酶活性比较和胞内 IMP 浓度
Figure 2． Comparison of the enzyme activity of PＲPP

amidotransferase and intracellular IMP concentrations in cell

extracts of B． subtilis．

相关基因的转录表达，另外，整合的重组质粒 pKF
约 5. 5 kb，还包含了抗性基因，这些都可能增加了工
程菌生长代谢的负担，导致菌体生长受到影响。此
外，本研究在 5 L 发酵罐上进行了腺苷的分批发酵
实验。结果显示(图 3)，在同样投入 80 g /L 葡萄糖
的情况下，出发菌 B． subtilis XGL 发酵 32 h 后葡萄
糖已消耗完，但腺苷对葡萄糖得率仅有 0. 092 g 腺
苷 / g 葡萄糖;然而在同样发酵时间下，工程菌 B．
subtilis XGLF 的腺苷对葡萄糖得率为 0. 123g 腺苷 / g
葡萄糖。

表 4． 摇瓶中各菌株的发酵参数比较
Table 4． Comparison of parameters of B． subtilis strains in flask

strains OD600
c( glucose) /

( g /L)

c( adenosine) /

( g /L)
B． subtilis XGL 14. 4 ± 1. 2 23 ± 2 6. 3 ± 0. 4
B． subtilis XGLF 12. 6 ± 0. 8 32 ± 3 7. 4 ± 0. 2

图 3． 嘌呤合成途径改造对菌体生长、耗糖情况、腺苷积累的影响
Figure 3． Effects of modification of de novo purine pathway on cell growth，glucose consumption and adenosine accumulation． 1: B．

subtilis XGL; 2: B． subtilis XGLF．

3 讨论

本实验室前期工作中曾经利用穿梭表达质粒
pBE43，构建含有 PＲPP 转酰胺酶编码基因 purF 的
重组质粒并转入腺苷生产菌 B． subtilis XGL，试图增
加嘌呤合成途径中限速酶量来增加腺苷合成前体物
的生成，进而提高腺苷的产量。但实验结果表明，单
独过表达 PＲPP 转酰胺酶不能提高腺苷产量，这可
能是因为单个基因的过表达会导致胞内代谢通量失
衡，并使终产物合成途径中的某种中间产物积累过

多而对细胞造成毒性［14］。本研究基于代谢工程理
论，对枯草芽孢杆菌嘌呤合成途径进行了改造，利用
单交换的方式将 P43 启动子插入嘌呤操纵子中基因
purF 上游，增加关键酶基因 purF 及相关基因 purM、
purN、purH 和 purD 的转录表达水平，达到了嘌呤合
成途径增强的目的。

本研究中工程菌 B． subtilis XGLF 积累腺苷的
能力增强，可能是由于 P43 启动子的插入使 purF、
purM、purN、purH 和 purD 的表达强度得到了不同程
度的增强。这些基因编码的产物谷氨酰胺、甘氨酸
和 10-甲醛四氢叶酸均是嘌呤合成的前体物，同时
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也是嘌呤途径的重要节点，改变这些分支节点的通
量比例，使更多的嘌呤前体物进入嘌呤合成途径，提
高嘌呤合成途径通量［15］，从而提高腺苷产量。此
外，本研究选择在嘌呤操纵子的 purF 位点上游插入
强启动子，主要是因为 purF 编码蛋白为嘌呤合成途
径的限速酶，该酶的过表达有助于解决代谢瓶颈。
本研究通过单交换整合的基因操作除了达到提高关
键基因拷贝数的目的，还将庞大的嘌呤操纵子分成
了 2 个较小的操纵子，从而提高嘌呤合成代谢中其
它基因的转录水平。细胞内 IMP 含量的测定结果
显示工程菌 B． subtilis XGLF 胞内 IMP 含量升高，这
说明工程菌嘌呤合成途径得到了加强，嘌呤操纵子
的改造达到了预期的效果。但是，改造后工程菌生
长受到影响，耗糖速率减慢，这可能是因为重组质粒
插入枯草芽孢基因组后增加了工程菌生长的负担，
导致工程菌代谢减慢，从而耗糖速率减慢。相似的
结果在核黄素的研究中也被报道［15］。因为枯草芽
孢杆菌中 IMP 的生成主要来源于嘌呤合成途径，而
嘌呤合成途径通量的增加将有利于提高腺苷产量。
下一步研究拟在工程菌 B． subtilis XGLF 的基础上
对 IMP 到腺苷的代谢途径进行改造，如增加腺苷合
成关键酶———腺苷琥珀酸合成酶编码基因 purA 的
拷贝数，从而增强由 IMP 至腺苷的代谢通量，可进
一步提高腺苷的产量。
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Modification in de novo purine pathway for adenosine
accumulation by Bacillus subtilis

Yue Liu，Juhua He，Xixian Xie，Qingyang Xu，Chenglin Zhang，Ning Chen*

College of Biotechnology，Tianjin University of Science and Technology，National and Local United Engineering Lab of
Metabolic Control Fermentation Technology，Tianjin 300457

Abstract:［Objective］ To study the effects of co-overexpression of purF，purM，purN，purH and purD genes on adenosine
production in Bacillus subtilis． ［Methods］First，an extra purF gene under control of the P43 promoter was integrated into
the B． subtilis chromosome at the native purF locus by single crossover，resulting in simultaneous expression of purF，
purM，purN，purH and purD． Then the transcriptional levels of the five genes in the engineering strain were tested by
Ｒealtime Quantitative PCＲ． The activity of PＲPP amidotransferase was also detected． Finally，cell growth，glucose
consumption and adenosine production in engineering strain along with original strain were examined． ［Ｒesults］ The
transcriptional analysis showed that purF and its downstream genes purM，purN，purH and purD were simultaneously up-
regulated at different level． The PＲPP amidotransferase activity of engineering strain was about 2. 4-fold that of original
strain． Shake flask fermentation showed the improvement in adenosine yield and conversion ratio from glucose to adenosine
(17. 5% and 26. 1%，respectively) ． Fed-batch fermentation by the engineering strain was conducted． Compared with the
original strain，adenosine accumulation of engineering strain increased within the same fermentation time． However，the
cell growth of engineering strain was retarded． ［Conclusion］ The co-overexpression of purF and its downstream genes
purM，purN，purH and purD could enhance the adenosine yield in the culture broth． This paper could facilitate future
research by providing theoretical evidence and method of metabolic engineering．
Keywords: Bacillus subtilis，adenosine，PＲPP amidotransferase，promoter，purF，de novo purine pathway
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