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摘 要 枯草芽孢杆菌在葡萄糖丰富的环境中，胞内糖分解代谢物浓度的提高将引起碳分解代谢物阻遏效应（<<.）及糖吸收
的抑制，对核黄素等发酵过程产生不利影响。通过缺陷细胞的分解代谢物控制蛋白 8（<098）可以解除 <<.效应，但不能解除
糖吸收的抑制。磷酸烯醇式丙酮酸 P糖磷酸转移酶系统（Q@M）是枯草芽孢杆菌主要的糖吸收方式，KQ6蛋白和双功能的 KQ6
激酶RKQ6BM/6"$BQ磷酸酶（K96SRQ）参与 Q@M系统的调控。在葡萄糖丰富的条件下，K96SRQ的激酶活性受 T，$B二磷酸果糖激活，
催化 KQ6蛋白 "$位丝氨酸残基磷酸化，形成 KQ6BM/6"$BQ。KQ6BM/6"$BQ抑制某些碳源透过酶基因的表达；同时 KQ6BM/6"$BQ难以
被酶!在 K1=TU磷酸化，不能在 Q@M系统中发挥转移磷酸基团的作用，使细胞的糖吸收受到抑制。在 <098缺陷的背景下，敲
除核黄素生产菌株 . ) &);/#,#&!"8TR94V"U 的 K96SRQ编码基因 "4*<，构建了 <098和 K96SRQ双缺陷的重组菌 . ) &);/#,#&JK0R
94V"U。摇瓶发酵显示，. ) &);/#,#&JK0R94V"U核黄素发酵的最适葡萄糖浓度由 !"8TR94V"U的 AW提高到 T#W；核黄素产量达
到 "X;%"G?RGY，比 !"8TR94V"U提高了 TCX!W。结果表明，<098和 K96SRQ的双缺陷可有效解除高浓度葡萄糖所引起的 <<.效
应和糖吸收抑制，有助于提高细胞对葡萄糖的耐受力，并提高核黄素产量。
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磷酸烯醇式丙酮酸 !糖磷酸转移酶系统（"#$）
是枯草芽孢杆菌（! % "#$%&’&"）主要的糖吸收方式［&］，
"#$系统由非专一性的能量耦合蛋白酶!（’!）和
磷酸转移蛋白（(")），以及糖专一性蛋白酶"（’"）
组成。葡萄糖专一性的 ’"*+,由 (%") 基因编码，与
编码 ’!的 (%"* 基因和编码 (")的 (%"+ 基因构成操
纵子 (%")+*，其表达需要葡萄糖的诱导和抗终止蛋
白 *+,#的作用［-］。当环境中缺乏葡萄糖时，*+,#被
’"*+,磷酸化而失去抗终止活性。

(")蛋白 &. 位组氨酸残基是依赖磷酸稀醇式
丙酮酸（"’"）的磷酸化位点，由 ’!催化形成 (")/
(01&./ "。(")/ (01&./ "进一步使 ’"磷酸化，在糖
吸收过程中发挥传递磷酸基团的功能［2］。(")蛋白
34位的丝氨酸残基是依赖于 5#"的磷酸化位点，被
双功能的 (")激酶6"/$7)/(")磷酸酶（(8)96"）催化，
磷酸化形成 (")/$7)34/"。(")/$7)34/" 作为辅助因
子与分解代谢物控制蛋白 5（:,85）相互作用［3］，参
与细胞碳分解代谢物阻遏作用（::;）、氮代谢、产能
代谢和糖吸收的调节，对 ! % "#$%&’&" 大约 &<=的基
因具有激活或阻遏作用。

(8)96"由 ,(-. 基因编码，位于染色体 2<>?，结
构基因长度为 @2<A8，由 2&< 个氨基酸残基组成。
(8)96"的激酶活性被糖酵解途径的关键中间代谢
物 &，4/二磷酸果糖（BC"）激活［.，4］，被无机磷酸抑
制，(8)96" 的磷酸酶活性则被无机磷酸激活。因
此，(8)96"表现出激酶活性或磷酸酶活性取决于细
胞生长环境中碳源的丰富或缺乏状态。当环境中葡

萄糖丰富时，(8)96"表现激酶活性，催化 (") 磷酸
化形成 (")/$7)34/"。(")/$7)34/"与 :,85蛋白共同
阻遏 "#$糖透过酶的表达［>］；(")/$7)34/"还抑制非
"#$碳源的透过酶的活性；另外，(")/$7)34/"被 ’!
磷酸化的效率比 (")低约 4<<倍［D］，不能有效的在
"#$系统中发挥传递磷酸基团的功能。因此，当 (")
蛋白以 (")/$7)34/"的状态存在时，细胞的糖吸收受
到抑制。

细菌中广泛存在的 ::;效应，对于许多工业发
酵过程非常不利。在 ! % "#$%&’&" 核黄素发酵菌株
中，敲除 //(0 基因而解除 ::;效应［@］，使发酵能够
在 D=的葡萄糖浓度下进行，并显著提高核黄素的
发酵产量。但是，:,85的缺失并不影响 (")/$7)34/"
的存在。在高浓度葡萄糖条件下，(")/$7)34/"仍然
具有抑制糖吸收的作用，进而对发酵产生不利影响。

本文在 :,85 缺陷的背景下，进一步敲除了核
黄素生产菌株的 ,(-. 基因，构建了 :,85和 (8)96"
双缺陷株。结果表明，(8)96"的缺失提高了菌株对
葡萄糖的耐受能力，也显著提高了菌株的核黄素发

酵产量。

! 材料和方法

! "! 菌株和质粒
实验涉及的菌株和质粒如表 & 所示。 ! %

"#$%&’&"-35&68EF3.是 :,85缺陷的产核黄素工程菌
株。质粒 8EF3. 带有核黄素操纵子，在 ! % "#$%&’&"
中有两个拷贝。

表 ! 本实验用到的菌种和质粒
#$%&’ ! ($)*’+,$& -*+$,.- $./ 0&$-1,/ 2-’/ ,. *3,- -*2/4

$G)H0I J) 8+H1K0L ;7+7MHIG ,NH)H,G7)01G0,1 $JO),7

1 % /2’& GJ8&<
! % "#$%&’&"&4D
! % "#$%&’&"-35&
! % "#$%&’&"-35&68EF3.
! % "#$%&’&"P(,
! % "#$%&’&"P(,68EF3.
8:&@3
8("&2
8("&2/N8)
8("&2/N8)：：,HG
8EF3.

(J1G QJ) 8+H1K0L ,JI1G)O,G0JI
%-(3-
D/5*)，’K)，)J17QHM0I)，R,)，!//(0：：7)K
D/5*)，’K)，)J17Q+HM0I)，R,)，!//(0：：4-5
D/5*)，’K)，)J17Q+HM0I)，R,)，!//(0：：4-5，!,(-.：：/5
D/5*)，’K)，)J17Q+HM0I)，R,)，!//(0：：4-5，!,(-.：：/5
:K)

:K)，’K)

:K)，’K)

:K)，’K)，!,(-.：：/5
’K)，)0A J87)JI，! % "#$%&’&" 8+H1K0L

SHAJ)HGJ)T 1GJ,U
SHAJ)HGJ)T 1GJ,U
SHAJ)HGJ)T 1GJ,U
SHAJ)HGJ)T 1GJ,U
#N01 1GOLT
#N01 1GOLT
SHAJ)HGJ)T 1GJ,U
SHAJ)HGJ)T 1GJ,U
#N01 1GOLT
#N01 1GOLT
SHAJ)HGJ)T 1GJ,U

! "5 基因操作方法
限制性内切酶为 B7)K7IGH1 公司产品；#3 连接

酶为 #H9H;H公司产品；#HV RW5聚合酶及其它试剂
均购自上海生工生物工程有限公司。RW5 的纯化

和浓缩、大肠杆菌感受态细胞的制备与转化、:#5C
法小规模提取质粒、RW5 片段的酶切和连接等操
作，具体方法参照“分子克隆实验指南”和供货商提

供的 操 作 说 明。转 化 ! % "#$%&’&"-35& 和 ! %
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!"#$%&%!!"#采用原生质体转化法，’ $ !"#$%&%! 染色体
提取采用玻璃珠法。

%&’反应条件：()*预变性 +,-.，然后在以下条
件进行 /0 轮循环：()*变性 /01，22*退火 3,-.，
4)*延伸 +01，在最后一个循环完成后，4)*保温
2,-.。%&’扩增 567：：&,片段时，延伸反应时间为
382,-.。
! "# 发酵条件和分析方法
核黄素发酵培养基组分为 )829酵母粉，08029

:;<=+·4")=，08)9的尿素，根据实验要求分别加入

309的蔗糖或不同浓度的葡萄糖作为发酵碳源。发
酵条件为 +3*、)207>,-.、29接种量、装瓶量 20
,?>200,?、自然 6"值。发酵周期为 4) @ A+5，每间
隔 3)5取样进行核黄素定量分析。
核黄素定量分析采用分光光度法：在 +++.,下

测定发酵液的吸光度值，根据 ( B 080/3() C 0800+)
计算核黄素的含量；( 为吸光度，)（,;>?）为稀释后
的核黄素浓度。

$ 结果

$ "! 重组质粒 %&’!#()%*：：+,-的构建
*+,- 基因位于 ’ $ !"#$%&%! 染色体 /2(+8)0DE @

/2(283/DE，基因长度为 (/0E6。分别在 *+,- 基因上
下 游 各 300E6 处 设 计 引 物 567FGH6（ 2IG&J
&KLL&JK&LK&LKJJJLKKJJ&LLK&&&KLLLKG/I）和
567FGMNO.（2IGKLJ&LJKLLJJ&LLLK&K&&KLKL&&K
LJLG/I），在 567FGH6 中引入 .!$!的酶切位点，在
567FGMNO. 中引入 /01’!的酶切位点。提取 ’ $
!"#$%&%!3PA的染色体作为模板，%&’ 扩增 383DE 的
*+,-基因片段。%&’产物与质粒 6"%3/分别用.!$!
和 /01’!双酶切后，进行连接反应。连接产物转化
/ $ 01&% QN630，在氯霉素抗性平板上筛选转化子。经提
取质粒和酶切电泳检测，得到重组质粒 6"%3/G567。
设计引物 &,GH6（2IG KLKLKLKKLJ&&J&JLK

LJJLJJ&JJ&LL&JLLLK&L&&G/I）和 &,GMNO.（ 2IG
KLJLJLKKLJ&&KKJL&&J&JLKLK&J&LL&KJ&LLJ
LLLK&LLJG/I），在上、下引物中都引入 )#2&!酶切
位点。以质粒 6&3(+ 为模板，%&’扩增出包括带有
氯霉素抗性（&,7）的 383DE的 02$ 基因片段。

*+,- 基因内部有两个 )#2&!酶切位点，位于中
部相距约 300E6。用 )#2&!分别消化质粒 6"%3/G
567和 02$ 片段，然后两者进行连接反应。连接产物
转化 / $ 01&% QN630，用含 2";>,?氯霉素的 ?R平板筛
选抗性菌落。随机挑取 30株抗性菌株提取质粒，分

别以提取质粒为模板，用引物 567FGH6和 567FGMNO.
进行 %&’ 扩增。如果是重组质粒 6"%3/G567：：#SQ，
%&’产物应该是 )83DE的 567：：#SQ片段。结果筛选
出 /株带有 6"%3/G567：：#SQ的转化子。
$ "$ .+%/和 &%*01’双缺陷菌株的构建
将 %&’ 扩增的 )83DE 的 567F：：#SQ 片段转化

00+3缺陷菌株 ’ $ !"#$%&%!)+L3，在含有 2";>,? 氯霉
素的 &:’完全再生培养基上筛选抗性菌株，共得到
四个抗性菌株：’ $ !"#$%&%!!"S、!"E、!"#和 !"M。
分别提取这 + 株菌的染色体作为模板，依据

*+,- 基因上下游各 3/0E6处的碱基序列设计验证引
物 %3（ 2IG&JJ&&JKLJJ&LJKLLKJJ&&G/I）、%)（ 2IG
K&J&JJKKKJLLJ&KJJKJ G/I），根据 %&’ 产物的大
小验证在染色体 *+,- 位点是否发生了双交换重组。
若 567F：：#SQ片段与染色体 *+,- 位点发生了双交换
重组，%&’产物应为 )8)DE的 567F：：#SQ片段；反之，
%&’产物只能是约 383DE的 *+, - 基因及旁侧序列
片段。 %&’ 产物的电泳结果显示（图 3），’ $
!"#$%&%!)+!"#的 %&’产物为单一的 )8)DE条带，与理
论预期相符，说明 02$ 基因插入到了 *+,- 基因中间。
证明 ’ $ !"#$%&%!)+!"#被敲除了 *+,- 基因，是 "67F>%
缺陷菌株。其余 / 株菌的 %&’ 产物除 )8)DE 条带
外，还有一条约 383DE 的条带。这种情况可能是
567F：：#SQ片段通过其它重组方式插到了 *+,- 基因
的附近，并没有正确的插入到 *+,- 基因内部。
将带有核黄素操纵子的质粒 6:T+2 通过原生

质体转化法转入 ’ $ !"#$%&%!!"#中，用红霉素抗性平
板筛选和提取质粒酶切电泳鉴定，得到 &#6L 和
"67F>% 双缺陷的核黄素发酵菌株 ’ $ !"#$%&%!!"#>
6:T+2。

图 3 *+,- 缺陷菌株验证 %&’产物电泳图谱
U-;$3 %&’ -MV.Q-W-#SQ-N. NW *+,- D.N#DNHQ ,HQS.Q

3：3DE XYL ZSMMV7；)：’ $ !"#$%&%! !"S；/：’ $ !"#$%&%! !"E；+：’ $

!"#$%&%! !"#；2：’ $ !"#$%&%! !"M$
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! "# 蔗糖对 ! " "#$%&’&" $%&’()*+,核黄素发酵的
影响

发酵培养基用 !"#的蔗糖作为碳源，分别进行
! $ "#$%&’&"%&’()*+,- 和 .,/!()*+,- 的摇瓶发酵比
较，发酵 0.1，每隔 !.1取样测定核黄素浓度（图 .）。
两株菌在蔗糖培养基中的核黄素发酵过程基本没有

区别，发酵 0.1核黄素产量为 234(35。! $ "#$%&’&" 主
要通过分泌胞外蔗糖酶，将蔗糖水解为果糖和葡萄

糖，然后通过 678系统吸收进入细胞。虽然在 9’)/
和 &):;(6缺陷菌株中，果糖和葡萄糖可以同时吸
收，但是只有葡萄糖能够直接进入磷酸戊糖途径为

核黄素合成提供前体物，而果糖主要通过糖酵解途

径分解，很少进入磷酸戊糖途径。因此，在蔗糖作为

核黄素发酵的碳源情况下，葡萄糖的供给量代替糖

吸收速率成为核黄素发酵的限制因素，使! $ "#$%&’&"
%&’()*+,-和 .,/!()*+,- 的核黄素发酵过程表现
出基本一致的特征。

图 2 葡萄糖为碳源的核黄素发酵曲线
<=4$2 9>?@:AB@ >C :=D>CEAF=? CG:3G?@A@=>? H=@1 4EI’>BG AB ’A:D>? B>I:’G

!.,/!()*+,-；" %&’()*+,-$

! "+ 葡萄糖对 ! " "#$%&’&"$%&’()*+, 核黄素发酵
的影响

分别用含有 -#、J#、!"#和 !.#葡萄糖作为
碳源的发酵培养基进行 ! $ "#$%&’&"%&’()*+,- 和
.,/!()*+,-的摇瓶发酵，发酵进行 J,1，每隔 !.1取

图 . !"#蔗糖为碳源的核黄素发酵曲线
<=4$ . 9>?@:AB@ >C :=D>CEAF=? CG:3G?@A@=>? H=@1

!"# BI’:>BG AB ’A:D>? B>I:’G
! .,/!()*+,-；" %&’()*+,-

样，测定发酵液中核黄素浓度（图 2）。结果显示，当
葡萄糖浓度为 J#时，! $ "#$%&’&"., /!()*+,-的核黄
素产量最高，达到 2KL034(35。而 %&’()*+,- 在
!"#葡萄糖浓度的条件下，达到核黄素最高产量
,K2034(35，核黄素产量提高了 !MK.#。结果说明，
&):;(6的缺失改善了 %&’()*+,- 对葡萄糖的吸收
效率，使细胞能够耐受更高的葡萄糖浓度；并且糖吸

收速率不再是核黄素合成的限制因素，使 %&’(

02-张 帆等：()*+基因敲除及对其枯草芽孢杆菌核黄素发酵的影响



!"#$%能够在更高的葡萄糖浓度下达到更高的核黄
素发酵产量。

! 讨论
因为葡萄糖所引起的 &&’效应及其它代谢改

变，使包括核黄素发酵在内的许多发酵都不能在较

高的葡萄糖浓度下进行。工业上通常的采用流加工

艺，或者选用淀粉等物质作为碳源以避免 &&’ 效
应。通过对菌种的遗传改造，在分子水平上彻底阻

断葡萄糖所引起的负面效应，则是最佳的解决方法。

通过敲除 !!"# 基因构建的 &(!) 缺陷菌株 $ *
%&’()*)%+$),-!"#$%，核黄素发酵的最适葡萄糖浓度
达到 ./，并且葡萄糖在 012内能够全部耗尽，核黄
素产量可达 340567-68。&(!) 缺陷虽然阻断了糖
分解代谢物所引起的 &&’效应，但是并没有完全消
除对糖吸收的抑制。因为糖分解代谢物对糖吸收的

调控还通过 9:;<=!>?-;<=;> 发挥作用。&(!) 和
=!>?-; 双缺陷使细胞进一步失去了形成 =;><@A>$0<
;能力，保证了糖专一性 B!的表达不受抑制，保证
了有足够的 =;>参与 ;C@过程的磷酸转移，阻断了
糖分解代谢物对糖吸收的抑制。由于糖吸收的改

善，$ * %&’()*)%D=(-!"#$% 对葡萄糖浓度的耐受力提
高到 ,1/，核黄素发酵产量随底物浓度的提高而提
高到 $43567-68，相比提高了 ,E4+/。
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