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摘   要：为了探究肽聚糖水解酶对解淀粉芽胞杆菌 (Bacillus amyloliquefaciens) 活细胞数量以及

碱性蛋白酶产量的影响，对解淀粉芽胞杆菌 TCCC111018 中的 5 个肽聚糖水解酶基因 (lytC、lytD、

lytE、lytF、lytG) 分别进行敲除。通过分析对比基因缺失前后的生物量以及碱性蛋白酶酶活力发

现，敲除菌株 BA ΔlytC、BA ΔlytE 在 60 h 的活菌数分别达到 1.67×106 CFU/mL、1.44×106 CFU/mL，
分别高出对照菌株 BA Δupp 32.5%、14.3%；其碱性蛋白酶酶活力分别为 20 264 U/mL、17 265 U/mL，
比对照菌株分别提高了 43.1%、27.3%。该结果表明肽聚糖水解酶的缺失可以有效维持解淀粉芽胞

杆菌活细胞数量和提高碱性蛋白酶的酶活力，为进一步构建工业酶生产宿主提供了新的思路和研究

策略。 
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Effects of deleting peptidoglycan hydrolase genes on the viable 
cell counts of Bacillus amyloliquefaciens and the yield of 
alkaline protease 
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Abstract: In order to explore the effect of peptidoglycan hydrolase on the viable cell counts of Bacillus 
amyloliquefaciens and the yield of alkaline protease, five peptidoglycan hydrolase genes (lytC, lytD, 
lytE, lytF and lytG) of B. amyloliquefaciens TCCC111018 were knocked out individually. The viable  
cell counts of the bacteria and their alkaline protease activities before and after gene deletion were determined. 
The viable cell counts of the knockout mutants BA ΔlytC and BA ΔlytE achieved 1.67×106 CFU/mL and 
1.44×106 CFU/mL respectively after cultivation for 60 h, which were 32.5% and 14.3% higher than that 
of the control strain BA Δupp. Their alkaline protease activities reached 20 264 U/mL and 17 265 U/mL, 
respectively, which were 43.1% and 27.3% higher than that of the control strain. The results showed that 
deleting some of the peptidoglycan hydrolase genes effectively maintained the viable cell counts of 
bacteria and increased the activity of extracellular enzymes, which may provide a new idea for 
optimization of the microbial host for production of industrial enzymes. 

Keywords: Bacillus amyloliquefaciens; peptidoglycan hydrolase; gene knockout; viable cell counts; 
alkaline protease 

 
 
 

解淀粉芽胞杆菌 (Bacillus amyloliquefaciens)
具有生长快、易于培养、不产生细胞毒素以及

较强的分泌表达能力等优势，在工业酶生产中

具有广泛应用[1-2]，但在高密度发酵过程中，其

菌体容易发生自溶的特点限制了目标产物产量

的提高。因此有效改造解淀粉芽胞杆菌，减缓

菌体自溶，成为了发酵生产中亟需解决的问题

之一。 
目前已知的与细胞自溶紧密相关的基因主

要包括 3 类：肽聚糖水解酶  (peptidoglycan 
hydrolase) 基因、原噬菌体相关基因以及细胞

自噬相关基因[3-4]，其中肽聚糖水解酶作为菌体

生长主要调节因子，参与了细胞生长、分裂、

自溶、蛋白分泌等多个细胞生长过程[5]。在枯

草芽胞杆菌中，至少有 35 个编码肽聚糖水解酶

的相关基因，根据其作用位点的不同，可分为

酰胺酶、肽链内切酶、胞壁酸酶和氨基葡萄糖

苷酶，这些肽聚糖水解酶在细胞分裂过程中负

责对细胞壁进行局部水解，并与肽聚糖合成酶

协调作用以保证细胞分裂的顺利进行，但是当

协调作用失调时就会导致肽聚糖球囊上出现大

的缺口，导致菌体自溶[6-7]。此外，肽聚糖水解

酶还可以通过水解肽聚糖来对细胞的信号传递

产生影响，从而影响蛋白的分泌[8]。 
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LytC (酰胺酶)、LytD (氨基葡萄糖苷酶)、
LytE (肽链内切酶)、LytF (肽链内切酶)、LytG 
(氨基葡萄糖苷酶) 是芽胞杆菌中常见的肽聚糖

水解酶。LytC、LytD 分别为 N-乙酰胞壁酸-L-
丙氨酸酰胺酶和 N-乙酰氨基葡萄糖苷酶，这两

种酶的主要作用是对细胞壁水解从而使菌体自

溶[9]；LytE 和 LytF 是 DL-肽链内切酶Ⅱ家族成

员，与细胞分裂过程中细胞壁分裂紧密相关[10]；

LytG 是一个 N-乙酰氨基葡萄糖苷酶，其作用机

制与 LytD 相似[11]。目前已有研究证明，肽聚糖

水解酶存在部分冗余基因，通过敲除肽聚糖水解

酶基因不仅可以有效地减缓细胞自溶[12]，并且可

以使菌株产胞外蛋白的能力得到有效提高[13]。 
本文以肽聚糖水解酶作为切入点，通过对

解淀粉芽胞杆菌中的肽聚糖水解酶基因 (lytC、

lytD、lytE、lytF、lytG) 进行单个敲除来探究肽

聚糖水解酶对菌体生长以及碱性蛋白酶酶活力

的影响，进一步阐述解淀粉芽胞杆菌中肽聚糖

水解酶基因对异源蛋白表达的影响，为宿主菌

的改造以及构建高产碱性蛋白酶生产菌株奠定

基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

本研究中使用的所有菌株、质粒均列于表 1
中。本研究选取的出发菌株为解淀粉芽胞杆菌

B. amyloliquefaciens TCCC111018 Δupp (BA 
Δupp)，该菌株与野生型菌株生长无明显差异，

作为本研究的出发菌株。本研究分别使用大肠

杆 菌 (Escherichia coli) JM109 以 及 EC135 
pM.Bam 进行质粒构建以及甲基化修饰。 

 
表 1  研究中使用的菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in the study 
Strain/Plasmid Relevant characteristics Source 
E. coli JM109 Host for plasmid construction Laboratory stock 
E. coli EC135 pM.Bam Methylated modification Chinese Academy of Sciences 
B. amyloliquefaciens 
TCCC111018 Δupp (BA Δupp) 

Original strain This study 

B. amyloliquefaciens 
TCCC111018 ΔlytC (BA ΔlytC) 

ΔlytC  This study 

B. amyloliquefaciens 
TCCC111018 ΔlytD (BA ΔlytD) 

ΔlytD  This study 

B. amyloliquefaciens 
TCCC111018 ΔlytE (BA ΔlytE) 

ΔlytE  This study 

B. amyloliquefaciens 
TCCC111018 ΔlytF (BA ΔlytF) 

ΔlytF  This study 

B. amyloliquefaciens 
TCCC111018 ΔlytG (BA ΔlytG) 

ΔlytG  This study 

pWH-T2 Kan marker Hubei University 
pWH-T2-ΔlytC Kan marker This study 
pWH-T2-ΔlytD Kan marker This study 
pWH-T2-ΔlytE Kan marker This study 
pWH-T2-ΔlytF Kan marker This study 
pWH-T2-ΔlytG Kan marker This study 
pWH980-aprE Alkaline protease expression vector Laboratory stock 
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1.1.2  主要培养基及仪器  
LB (Luria Bertani)培养基：用于解淀粉芽胞

杆菌和大肠杆菌的增殖培养。 

发酵培养基：6.4%玉米淀粉、4%豆粕、0.4% 

Na2HPO4、0.03% KH2PO4、0.07%高温 α-淀粉酶

(Biotopped，中国北京)，pH 为 7.2–7.5。 

MaxQ6000 型恒温调速摇床 (美国 Thermo 

Scientific 公司)。 

Bio 电击转化仪 (美国 Bio-Rad 公司)。 

1.2  实验方法 
1.2.1  目的基因的敲除 

以 实 验 室 保 存 的 B. amyloliquefaciens 
TCCC111018 Δupp (BA Δupp) 菌株为出发菌株

对肽聚糖水解酶 lytC、lytD、lytE、lytF、lytG

基因进行敲除，设计的敲除引物如表 2 所示。 
大肠杆菌 E. coli JM109、E. coli EC135 

pM.Bam 以及解淀粉芽胞杆菌 TCCC111018 
Δupp 感受态的制备，根据相关文献[14-16]中感受

态制备的方法进行制备。 
以 TCCC111018 Δupp 的基因组为模板，利

用表 2 中的上，下游同源臂引物进行扩增，然

后利用重叠 PCR 将上游同源臂与下游同源臂连

接在一起。将连接产物回收后利用无缝克隆将

其 与 线 性 质 粒 进 行 连 接 ， 得 到 敲 除 质 粒

pWH-T2。并将其转至 E. coli JM109 感受态，

37 ℃孵育 1 h 后涂布至含有 50 mg/mL 卡那霉

素的 LB 平板，将平板 37 ℃恒温培养 8–9 h，
然后筛选转化子进行菌落 PCR 验证。 

 
表 2  基因敲除涉及的引物序列 
Table 2  Primers used in this study 
Gene Primers Sequences (5′→3′) 

lytC UP-F CCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAAACAACTAAAGGACAGCG 

UP-R CTACCAATACTGTTGAATACACCTGCTTGGAAAG 

DOWN-F GTATTCAACAGTATTGGTAGAGACGGCTTTTATTACG 

DOWN-R TTAACGAATTCCTGCAGCCCGGGCAAACACAATGTCCATGAATC 

lytD UP-F CCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGATTTGCGCCGGGGCGCTCG 

UP-R GCAGTGAGTATAACATAGGTGCAACGAATCTCTTTTTCATTC 

DOWN-F ACCTATGTTATACTCACTGCTGGATGACTATACGCTTTACTATG 

DOWN-R TTAACGAATTCCTGCAGCCCGGGTCCCATTCACCGAAGAACAGCTCACAAA 

lytE UP-F CCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAATCGTGTCTGTACGTCTAATG 

UP-R GGTAGCGAGGCGCAAACAAAGTCGTCCCTAAAACC 

DOWN-F TTTGTTTGCGCCTCGCTACCTGGGCGCG 

DOWN-R TTAACGAATTCCTGCAGCCCGGGCCCTGTACAATGACCCCG 

lytF UP-F CCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGATCCGATTAGGAATGATACCG 

UP-R CGAGGTAGCGAGTCAAACCGACCGCTAAC 

DOWN-F CGGTTTGACTCGCTACCTCGGAGCGAAACGC 

DOWN-R TTAACGAATTCCTGCAGCCCGGGCCCTTTTTTGGACACGCTAAG 

lytG UP-F CCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAAGAGTACGCCGCGTTCCG 

UP-R CGATCAGCTCGAATATAAGAGATACAGCAAAAAGGCACCCCAGC 

DOWN-F TCTTATATTCGAGCTGATCGGCTGGGTTGACCAAAC 

DOWN-R TTAACGAATTCCTGCAGCCCGGGCAGGCAAGCACGCTGACG 
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将构建的重组质粒转至 E. coli EC135 
pM.Bam 感受态细胞中，经过 37 ℃孵育 1 h 后

涂布至含有 50 mg/mL 卡那霉素和 50 mg/mL 奇

霉素的 LB 平板，将平板 37 ℃培养 8–9 h，然

后筛选转化子进行菌落 PCR 验证，将验证成功

的转化子接种至含有卡那霉素和奇霉素的 LB
试管中，于 37 ℃条件下培养，当菌液 OD600

值为 0.3–0.4 时，向试管中添加 80 μL 阿拉伯糖

溶液，随后在 30 ℃条件下诱导质粒甲基化，

培养过夜获得甲基化的转化质粒。 
将甲基化成功的质粒电转至 BA Δupp 感受

态细胞，37 ℃孵育 3 h 后，将其涂布于含有卡

那霉素的 LB 平板，37 ℃恒温培养 8–9 h，筛选

转化子进行菌落 PCR 验证，然后将验证成功的

转化子接入至含有卡那霉素的 LB 试管培养基

中进行传代培养，42 ℃传代培养 2–3 代，后将

菌液稀释涂布于含有卡那霉素的 LB 平板，

37 ℃恒温培养 8–9 h，筛选转化子进行单交换

验证。将验证成功的转化子接种至含 5-氟尿嘧

啶的 LB 试管培养基中进行传代培养，37 ℃传

代培养 3–6 代，后将菌液稀释涂布于含有 5-氟
尿嘧啶的 LB 平板中，37 ℃恒温培养 8–9 h，
筛选能够在含 5-氟尿嘧啶的 LB 平板生长但不

能在含有卡那霉素的 LB 平板上生长的转化子，

将筛选得到的转化子进行菌落 PCR 验证，并将

样品送至金唯智 (GENEWIZ) 公司测序。 
1.2.2  菌体生长曲线及活菌数的测定  

将构建的基因缺失型菌株与对照菌株单菌

落接至 5 mL 的 LB 试管中培养过夜，吸取 1 mL
菌液接至 50 mL 的 LB 培养基中培养过夜，然

后以 2%的接种量将不同菌株分别接种于 100 mL
的 LB 培养基和 100 mL 的发酵培养基中，使用

500 mL 三角瓶在 37 ℃、200 r/min 条件下培养，

其中 LB 培养基每隔 6 h 取样，使用酶标仪检测

在 600 nm 波长下的吸光度，测定各菌株的生长

曲线。并对 24、36、48、60 h 的发酵培养基进

行取样，对所得样品参照 GB 4789.35-2016[17]

中的方法进行活菌计数。 
1.2.3  菌体形态的观察 

对 1.2.2 中的发酵培养基在 12、48 h 时进

行取样，根据相关文献[18]中电镜生物样品制备

的方法制备观察样品，并对基因缺失型菌株和

对照菌株的菌体形态进行观察。 

1.2.4  碱性蛋白酶酶活力的测定 
对 1.2.2 中的发酵培养基在 24、36、48、

60 h 时进行取样，参照国标 GB/T 23527-2009[19]

对本研究中的碱性蛋白酶酶活力进行测定。 
1.2.5  数据分析 

所有实验均重复至少 3 次，并且每次设置

3 个平行。采用 Origin 8.5 和 SPSS 18.0 进行数

据处理和分析。 

2  结果与分析 
2.1  不同功能肽聚糖水解酶氨基酸序列 
对比 

为了进一步确定出发菌株 TCCC111018 

Δupp 中不同肽聚糖水解酶的功能，将 BA Δupp

中的 LytC、LytD、LytE、LytF、LytG 的氨基酸

序列与枯草芽胞杆菌中相应的肽聚糖水解酶的

氨基酸序列进行对比，对比结果如表 3 所示。

从对比结果可以发现，BA Δupp 中肽聚糖水解

酶 LytC、LytD、LytE、LytF、LytG 与枯草芽胞

杆菌中相应的肽聚糖水解酶的氨基酸序列相似

性极高，其同一性分别达到了 78.43%、60.80%、

65.77%、75.20%和 68.21%。 

2.2  肽聚糖水解酶基因缺失菌株的构建 
将不同种类的肽聚糖水解酶 LytC、LytD、

LytE、LytF、LytG 为研究目标，通过同源重组 
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的方式对不同肽聚糖水解酶进行框内敲除，其敲

除流程如图 1A 所示。以出发菌株 TCCC111018 
Δupp 基因组为模板，利用双交换的引物序列

对转化子进行菌落 RCR 验证，PCR 验证电泳

图如图 1B 所示。通过测序结果可以确认 lytC、

lytD、lytE、lytF、lytG 基因分别缺失 1 221 bp、  
2 556 bp、741 bp、763 bp、729 bp，进一步说明

基因缺失型菌株 BA ΔlytC、BA ΔlytD、BA 
ΔlytE、BA ΔlytF、BA ΔlytG 构建成功。 

2.3  肽聚糖水解酶基因缺失对菌体生长及

生物量的影响 
通过敲除不同种类肽聚糖水解酶，获得了

肽聚糖水解酶缺失菌株 BA ΔlytC、BA ΔlytD、

BA ΔlytE、BA ΔlytF、BA ΔlytG。同时对不同种

类的肽聚糖水解酶缺失菌株的生长情况进行分

析，结果如图 2、3 所示。 
从图 2 中可以发现，肽聚糖水解酶缺失型

菌株与对照菌株在指数生长期和稳定期的生长 

 
表 3  解淀粉芽胞杆菌与枯草芽胞杆菌中不同功能肽聚糖水解酶氨基酸序列对比结果 
Table 3  Alignment of the amino acid sequence of different peptidoglycan hydrolases from Bacillus 
amyloliquefaciens and Bacillus subtilis 
Gene ID in BA Δupp Homologous gene in other strains Reference strain Query (%) Identity (%) 
gene_1_1484 lytC Bacillus subtilis 100 78.43 
gene_1_1497 lytD Bacillus subtilis 99 60.80 
gene_1_3150 lytE Bacillus subtilis 100 65.77 
gene_1_3145 lytF Bacillus subtilis 100 75.20 
gene_1_924 lytG Bacillus subtilis 98 68.21 

 

 
 
图 1  肽聚糖水解酶基因敲除菌株的构建 
Figure 1  Construction of the peptidoglycan hydrolase gene knockout strain. (A) Flow chart of the strategy 
for constructing the knockout strain. (B) Verification of peptidoglycan hydrolase gene knockout strain. M: 
DNA marker; MT: gene deletion strain; WT: reference strain. 
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趋势差异并不显著。当菌株进入衰亡期后，与

其他菌株相比，敲除菌株 BA ΔlytC、BA ΔlytE 
的 OD600 值下降速度较为缓慢。在 24–48 h 时，

BA ΔlytC 的 OD600 值由 1.99 下降至 1.45，下降

了 0.54；BA ΔlytE 的 OD600 值由 1.99 下降至

1.37，下降了 0.62；而 BA Δupp 的 OD600 值由

1.99 下降至 1.28，下降了 0.71。由此可以发现，

BA ΔlytC、BA ΔlytE 的 OD600 值的下降速率慢于

BA Δupp，这表明 BA ΔlytC、BA ΔlytE 的菌体

自溶速率较 BA Δupp 有所减慢。 
此外，还通过平板计数的方法对基因缺失

型菌株以及对照菌株的不同时间点的活菌数进行

了统计，发现肽聚糖水解酶缺失菌株 BA ΔlytC、 

 
 

图 2  基因敲除菌株及对照菌株生长曲线 
Figure 2  Growth curve of knockout strains and 
control strain. 

 

 
 

图 3  敲除菌株和对照菌株的活菌数 
Figure 3  Viable counts of knockout strains and control strain at 24 h (A), 36 h (B), 48 h (C) and 60 h (D). 
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BA ΔlytE 在 24 h 后的活菌数超过对照菌株 BA 
Δupp，其 24、36、48、60 h 的活菌数统计结果

如图 3 所示；24 h 时敲除菌株的活菌数均低于 BA 
Δupp 的活菌数，但差异并不显著；在 36 h 时 BA 
ΔlytC、BA ΔlytE 的活菌数分别为 1.59×108 CFU/mL、
1.39×108 CFU/mL，比 BA Δupp 的活菌数高 26.19%
和 10.31%；在 48 h 时菌株 BA ΔlytC 和 BA ΔlytE 活

菌数分别达 1.93×107 CFU/mL 和 1.60×107 CFU/mL，
比 BA Δupp 的活菌数高 53.17%和 26.98%；在

60 h 发酵结束时，BA ΔlytC 和 BA ΔlytE 的活菌

数为 1.67×106 CFU/mL 和 1.44×106 CFU/mL，比

BA Δupp 的活菌数高 32.50%和 14.30%；其余基

因缺失菌株的活菌数均低于对照菌株，BA 
ΔlytD、BA ΔlytF 和 BA ΔlytG 在 60 h 的活菌数分别

比 BA Δupp 的活菌数低 7.20%、7.90%和 11.90%。 
通过使用电子显微镜对基因缺失型菌株的

细胞形态进行观察发现，12 h 时 BA ΔlytC、BA 
ΔlytD、BA ΔlytE、BA ΔlytF、BA ΔlytG 的菌体

形态与对照菌株BA Δupp相比无明显变化 (图4)；
48 h 时在显微镜视野中观察到的 BA ΔlytC 和

BA ΔlytE 的菌体自溶率明显低于 BA Δupp，这一结

果也与生长曲线中 OD600的变化趋势相对应(图 5)。 
综合生长曲线、活菌计数以及电子显微镜

观察的结果可以发现，敲除肽聚糖水解酶相关

基因对解淀粉芽胞杆菌的生长及生物量产生影

响。其中敲除 lytC、lytE 基因可以有效减缓菌

体衰亡期的自溶速率，提高解淀粉芽胞杆菌的

生物量；敲除 lytD、lytF、lytG 基因并不会使菌

体生物量发生明显变化。这一结果在一定程度

上表明 LytC 对细胞自溶的影响最大[20-21]，缺失

基因 lytC 使菌体自溶受到阻碍作用，细胞自溶

减慢，进而导致菌体的衰退期延迟，生物量增

加，与前人在枯草芽胞杆菌中构建的 lytC 基因

缺失菌株生物量大幅增加的结果相对应[22]。而

单独缺失基因 lytD、lytF、lytG 并不会对菌体自

溶产生明显的影响[23]；而单独缺失基因 lytE 使 
 

 
 

图 4  12 h 肽聚糖水解酶缺失菌株的菌体形态对比 
Figure 4  Comparison of the morphology of peptidoglycan hydrolase gene deletion strains at 12 h. (A) BA 
ΔlytC. (B) BA ΔlytD. (C) BA ΔlytE. (D) BA ΔlytF. (E) BA ΔlytG. (F) BA Δupp. The morphology of the above 
bacterias were observed using scanning electron microscope with 10 000 times magnification, and the scale 
bar was 5.00 μm.  
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图 5  48 h 肽聚糖水解酶缺失菌株的菌体形态对比 
Figure 5  Comparison of the morphology of peptidoglycan hydrolase gene deletion strains at 48 h. (A) BA 
ΔlytC. (B) BA ΔlytD. (C) BA ΔlytE. (D) BA ΔlytF. (E) BA ΔlytG. (F) BA Δupp (The arrow indicates obvious 
autolysis). The morphology of the above bacteria were observed using scanning electron microscope with  
10 000 times magnification, and the scale bar was 5.00 μm.  
 
菌体生物量有所增加则可能是因为 LytE具有辅

助 LytC 定位的作用[24-25]，即 LytE 的缺失会降

低 LytC 的效率，所以基因 lytE 的缺失对菌体自

溶也具有一定的阻碍作用，有助于菌体生物量

的提升。 

2.4  肽聚糖水解酶基因缺失对产碱性蛋白

酶的影响 
为了验证肽聚糖水解酶基因缺失对胞外蛋

白酶的影响，将携带有碱性蛋白酶基因的

pWH980-aprE 质粒电转化至构建好的基因缺失

型菌株中进行摇瓶发酵，并对不同时间点的发

酵液上清中的碱性蛋白酶酶活力进行检测，结果

如图 6 所示：从图可以发现所有菌株在 48 h 酶活

力达到峰值，其中 BA ΔlytC 和 BA ΔlytE 的酶活

力分别达到了 20 264 U/mL、17 265 U/mL，较

BA Δupp 分别增长了 39.4%、20.2 %。在 60 h
发酵末期时，BA ΔlytC 和 BA ΔlytE 的酶活力分

别为 15 270 U/mL、13 580 U/mL，较 BA Δupp

分别增长了 43.1%、27.3%。其余菌株碱性蛋白

酶酶活力较 BA Δupp 均有所下降，BA ΔlytD、

BA ΔlytF、BA ΔlytG 较 BA Δupp 相比分别下降

了 6.4%、4.7%、5.4%。 
 

 
 

图 6  敲除菌株及对照菌株碱性蛋白酶酶活力测

定结果 
Figure 6  The alkaline protease activities of the 
knockout strains and control strain. 
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对肽聚糖水解酶基因缺失菌株和对照菌株

不同时间点的活菌数和碱性蛋白酶酶活力进行

相关性分析，结果如表 4 所示；从表可以发现

在 24、36、60 h 时基因缺失菌株和对照菌株的

活菌数和碱性蛋白酶酶活力极显著正相关，相

关性系数分别为 0.933、0.922 和 0.940；48 h 时

基因缺失菌株和对照菌株的活菌数和碱性蛋白

酶酶活力显著正相关，相关性系数为 0.865。这

在一定程度上表明敲除 lytC、lytE 基因可以提

高菌体生物量，进而有助于提高胞外蛋白酶的

产量。本实验结果也与前人通过构建基因 lytC
的枯草芽胞杆菌的缺失菌株而使其淀粉酶酶活

力大幅提高相印证[26]。除了生物量对蛋白酶产

量的影响外，由于肽聚糖水解酶的缺失，导致

肽聚糖降解速率下降，进而降低了肽聚糖的合

成速率，原本用于肽聚糖合成的碳源和能量就

有可能用于其他的代谢过程，这其中就有胞外

蛋白的合成，这也可能是 BA ΔlytC 和 BA ΔlytE
的碱性蛋白酶酶活力提高的一个原因[27-28]。此

外，还有实验证明肽聚糖水解酶可以通过水解

肽聚糖，直接或者间接地影响着细胞蛋白的分

泌以及蛋白复合体的装配，某些肽聚糖水解酶

的水解功能能够通过水解细菌细胞壁中的肽聚

糖网络来促进蛋白的分泌[12,22]，肽聚糖水解酶 
 

表 4  敲除菌株和对照菌株的不同时间点的活菌

数及碱性蛋白酶酶活力相关性分析结果 
Table 4  Correlation analysis between the viable 
cell counts and alkaline protease activity of the 
knockout strains and the control strain at different 
sampling time 
Time (h) Correlation coefficient between the 

number of viable bacteria and enzyme 
activity 

24 0.933** 
36 0.922** 
48 0.865* 
60 0.940** 
Note: ** Significant at P<0.01; * Significant at P<0.05. 

还可通过影响细胞间的信号传递来影响蛋白的

合成及分泌[29-30]，这也可能是肽聚糖水解酶基

因缺失菌株碱性蛋白酶酶活力变化的原因。 

3  结论 
本研究通过同源重组的原理构建了解淀粉

芽胞杆菌 TCCC111018 的 5 种肽聚糖水解酶基

因缺失菌株 BA ΔlytC、BA ΔlytD、BA ΔlytE、

BA ΔlytF、BA ΔlytG。BA ΔlytC 和 BA ΔlytE 在

60 h 的菌体活菌数较对照菌株 BA Δupp 增长了

32.5%、14.3%，其碱性蛋白酶的酶活力分别较

对照菌株增长了 43.1%、27.3%，BA ΔlytD、BA 

ΔlytF、BA ΔlytG 的生物量以及碱性蛋白酶的酶

活力与对照菌株相比无明显变化。BA ΔlytC 和

BA ΔlytE 的成功构建为高产工业宿主菌的构建

奠定了基础。 
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