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摘   要：血红素是一种广泛存在于生物体中的卟啉类化合物，具有多种生理功能。解淀粉芽胞杆

菌(Bacillus amyloliquefaciens)具有易于培养、分泌表达能力较强等特点，是一种重要的工业菌株。

为了筛选血红素合成的最优出发菌株，以不添加和添加 5-氨基乙酰丙酸(5-aminolevulinic acid, ALA)

的方式，对实验室保藏菌株进行筛选，发现不添加 ALA 时，菌株 BA、BAΔ6、BAΔ6ΔsigF 的血

红素产量无明显差别；然而添加 ALA 后，BAΔ6ΔsigF 的血红素产量和比生产能力均为最高，分别

达到 200.77 μmol/L 和 615.70 μmol/(L·g DCW)。因此，以 BAΔ6ΔsigF 为出发菌株，敲除编码细胞

色素组装蛋白 HemX 的 hemX 基因，探究其在血红素合成途径中的作用，发现敲除菌株发酵液明

显变红，且生长未受到明显影响；摇瓶发酵 12 h 时 ALA 浓度最高，为 82.13 mg/L，略高于对照的

75.11 mg/L；不添加 ALA 时，血红素产量和比生产能力分别为对照的 1.99 倍和 1.45 倍；添加 ALA

后，血红素产量和比生产能力分别为对照的 2.08 倍和 1.72 倍；实时定量荧光 PCR (real-time 

quantitative fluorescent PCR, RT-qPCR)表明，hemA、hemL、hemB、hemC、hemD、hemQ 基因的转

录水平上调。说明 hemX 基因的缺失可提高血红素产量，这为高产血红素菌株的开发奠定了基础。 

关键词：解淀粉芽胞杆菌；血红素；5-氨基乙酰丙酸；hemX 基因  
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Abstract: Heme, which exists widely in living organisms, is a porphyrin compound with a 
variety of physiological functions. Bacillus amyloliquefaciens is an important industrial strain 
with the characteristics of easy cultivation and strong ability for expression and secretion of 
proteins. In order to screen the optimal starting strain for heme synthesis, the laboratory 
preserved strains were screened with and without addition of 5-aminolevulinic acid (ALA). 
There was no significant difference in the heme production of strains BA, BAΔ6 and 
BAΔ6ΔsigF. However, upon addition of ALA, the heme titer and specific heme production of 
strain BAΔ6ΔsigF were the highest, reaching 200.77 μmol/L and 615.70 μmol/(L·g DCW), 
respectively. Subsequently, the hemX gene (encoding the cytochrome assembly protein HemX) 
of strain BAΔ6ΔsigF was knocked out to explore its role in heme synthesis. It was found that 
the fermentation broth of the knockout strain turned red, while the growth was not significantly 
affected. The highest ALA concentration in flask fermentation reached 82.13 mg/L at 12 h, 
which was slightly higher than that of the control 75.11 mg/L. When ALA was not added, the 
heme titer and specific heme production were 1.99 times and 1.45 times that of the control, 
respectively. After adding ALA, the heme titer and specific heme production were 2.08 times 
and 1.72 times higher than that of the control, respectively. Real-time quantitative fluorescent 
PCR showed that the expressions of hemA, hemL, hemB, hemC, hemD, and hemQ genes at 
transcription level were up-regulated. We demonstrated that deletion of hemX gene can improve 
the production of heme, which may facilitate future development of heme-producing strain. 
Keywords: Bacillus amyloliquefaciens; heme; 5-aminolevulinic acid; hemX gene 

 
 
 
 
 

血红素是一种含铁的卟啉化合物，具有氧

气运输、电子传递等多种生理功能，在食品、

医疗、妆化等方面均有广泛应用 [1]。近年来，

随着对植物血红蛋白的不断研究，作为其呈色

物质的血红素也引起了越来越多的关注[2]。微

生物合成法因其安全性、环境友好性逐步成为

合成血红素的一种可行性的策略，目前已有研

究分别利用大肠杆菌 [3]和谷氨酸棒杆菌 [4]为宿

主菌初步实现血红素的合成，然而由于血红素

合成途径的复杂性，血红素的产量仍然较低。 

解淀粉芽胞杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)

是一种革兰氏阳性菌，被美国食品和药物管理

局(Food and Drug Administration, FDA)认证为安

全菌株(generally recognized as safe, GRAS)[5]，是

生产众多的酶类、有机酸以及多糖等产品的重

要工业生产菌株[6]。在 B. amyloliquefaciens 中，
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血红素的合成途径如图 1 所示，谷氨酸通过 C5

途径合成 5- 氨基乙酰丙酸 (5-aminolevulinic 

acid, ALA)后，分别经过革兰氏阳性菌固有的粪

卟啉依赖性(coproporphyrin-dependent, CPD)途

径和常见于革兰氏阴性菌的原卟啉依赖性

(protoporphyrin-dependent, PPD)途径合成血红

素[7]，相关基因仅位于 4 个基因簇上，其中基

因 hemA、hemL、hemB、hemC、hemD 属于

hemAXCDBL 基因簇[8]，hemE、hemY、hemH 属

于 hemEHY基因簇[9]。而在大肠杆菌(Escherichia 
coli)中，血红素通过 PPD 途径合成，相关基因

位于 8 个不同的基因簇[3]；另一常用底盘谷氨

酸棒杆菌(Corynebacterium glutamicum)通过 CPD

途径合成血红素，相关基因位于 5 个基因簇上[4]，

这意味着基因簇更少的 B. amyloliquefaciens 更易

于通过表达元件优化为理想的生产菌株。 

研究表明，位于 hemAXCDBL 基因簇的

hemX 基因编码的蛋白 HemX 是一种细胞色素

组装蛋白[10]，该蛋白对 HemA (谷氨酰-tRNA 还

原酶 )的蛋白浓度具有负调节作用，从而使

HemA 浓度在菌体内维持较低的水平 [11]。而

HemA 的表达水平和血红素合成的关键前体

ALA 呈正相关，充足的 ALA 供应是血红素合

成的必要前提[12]。 

因此，本研究从实验室已有的菌株中筛选

出适合血红素合成的最佳出发菌株，然后以同

源重组的方式对出发菌株中的 hemX 基因进行

敲除，分别从菌体生长状况、ALA 及血红素积

累情况和血红素合成相关基因的转录水平几个

方面，探讨 hemX基因缺失对血红素合成的影响，

为开发以 B. amyloliquefaciens 为宿主菌进行血

红素的合成和血红素的工业化生产奠定基础。 
 

 
 

图 1  解淀粉芽胞杆菌中血红素合成途径 
Figure 1  Heme synthesis pathway in Bacillus amyloliquefaciens. 
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1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、质粒和引物 

本研究中使用的所有菌株、质粒均列于

表 1 中。 

本研究中所用引物详细信息见表 2，由天

津金唯智生物科技有限公司合成。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

限制性内切酶 Xba Ⅰ和 Sma Ⅰ，购自

Thermo 公司；ClonExpress® MultiS One Step 

Cloning Kit 和反转录试剂盒，购自北京全式金

生物技术有限公司；质粒提取试剂盒、纯化试

剂盒，购自 Omega 公司；总 RNA 提取试剂盒， 

购自北京天根生化试剂有限公司；5-氨基乙酰

丙酸盐酸盐(ALA-HCl)标准品、氯高铁血红素

(hemin)标准品，购自 Sigma 公司；血红素检测

试剂盒，购自 BioAssay Systems 公司；卡那霉

素(kanamycin)、阿拉伯糖(arabinose)，购自上

海现代制药股份有限公司。 

电击转化仪，购自 Bio-Rad公司；MaxQ6000

型恒温调速摇床，购自 Thermo Scientific 公司；

酶标仪，购自 Thermo Scientific 公司。 

1.1.3  培养基 

Luria Bertani (LB) 液体培养基：0.5%酵母粉，

1%蛋白胨，1%氯化钠，121 °C、20 min 灭菌。 

LB 固体培养基：LB 液体培养基加入 1.8%

的琼脂粉，121 °C、20 min 灭菌。 

 
表 1  本研究中所使用的菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in the study 
Strains/Plasmids Characteristics Sources 

Strains   

E. coli JM109 Host for plasmid construction Laboratory stock 

E. coli EC135 pM.Bam Host for plasmid-methylated modification Laboratory stock 

B. amyloliquefaciens 

TCCC111018 (BA) 
Wild type strain, host for strain screening Laboratory stock 

BAΔ6 Genome deleted strain knocking-out six extracellular protease genes nprE,  

aprE, bpr, epr, vpr, mpr, host for strain screening 

[13] 

BAΔ6ΔsigF Genome deleted strain knocking-out six extracellular protease genes nprE,  

aprE, bpr, epr, vpr, mpr, and spore formation gene sigF, host for strain screening 

[13] 

BAΔ6ΔsigFΔhemX BAΔ6ΔsigF deleting gene hemX This study 

Plasmids   

pWH-T2 Kanr, E. coli-B. amyloliquefacien shuttle vector for homologous recombination  

knockout 

Hubei University 

pWH-T2-ΔhemX Kanr, pWH-T2 harboring Up and Down of hemX This study 

 
表 2  本研究所用的引物 
Table 2  Primers used in the study 
Primers Sequences (5′3′) 

Up-F ccaccgcggtggcggccgctctagaATCCTGCGCTGAACGATCTTG 

Up-R gcaggaagtaAGCCTTCCGGTTGTGTTGAAG 

Down-F ccggaaggctTACTTCCTGCTCGGAAGCCTATC 

Down-R ttaacgaattcctgcagcccgggACGACATCATCTTTCCAGCCC 

The lowercase letters in the table are the homology arm sequences. 
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1.1.4  母液的配制 

FeSO4：称取 0.75 g FeSO4，去离子水定容

至 1 L，经 0.22 μm 滤膜过滤除菌后于−20 °C 冰

箱保存备用。 

ALA-HCl：称取 5 g ALA-HCl，去离子水

定容至 50 mL，经 0.22 μm 滤膜过滤除菌后于

−20 °C 冰箱保存备用。 

1.2  方法 

1.2.1  出发菌株的筛选 

以菌株 BA、BAΔ6 和 BAΔ6ΔsigF 为研究

对象，分为(–) ALA 组(不添加 ALA-HCl)和(+) 

ALA 组(添加 ALA-HCl)筛选出血红素合成的出

发菌株。即经过三区划线活化后，挑取单克隆

接种于含 50 mL 的新鲜 LB 培养基的 250 mL 锥

形瓶中，37 °C 培养过夜，以 2%的接种量接种

到新鲜 LB 培养基中，待 OD600 达到 1.0 时，向

(–) ALA 组加入 500 μL 的 FeSO4 溶液，向(+) 

ALA 组加入 500 μL 的 FeSO4 溶液和 1 500 μL

的 ALA-HCl 溶液，培养 60 h 检测发酵液中血

红素的产量及菌体干重。 

1.2.2  解淀粉芽胞杆菌 hemX 基因的敲除 

以本实验室保存的 BAΔ6ΔsigF 为出发菌

株，参考相关文献进行感受态的制备 [14]。大

肠杆菌 E. coli JM109 和 E. coli EC135 pM.Bam

分别用于质粒构建和质粒甲基化修饰，根据文

献制备感受态 [15]。基因敲除方法具体参考文

献[16]。利用表 2 中的引物扩增敲除基因 hemX
的上下游同源臂，与线性载体 pWH-T2 通过无

缝克隆连接，将连接产物转化至 E. coli JM109

感受态细胞中；将构建成功的质粒经过 E. coli 
EC135 pM.Bam 甲基化后，通过电穿孔法转化

至 BAΔ6ΔsigF 感受态细胞中；之后，在 45 °C

传代培养至第 3 代(单交换)、37 °C 传代培养至

第 2 代(双交换)后，以影印平板法在无抗性和含

卡那霉素抗性的 LB 固体平板培养基上筛选，

通过菌落 PCR 扩增及琼脂糖凝胶电泳验证条带

大小正确后，送至天津金唯智生物科技有限公

司测序。 

1.2.3  菌株生长曲线的测定 

将缺失菌株和对照菌株活化后以 2%的接

种量接种于含有 50 mL 新鲜 LB 液体培养基的

250 mL 锥形瓶中，37 °C、220 r/min 振荡培养

48 h，前期每隔 2 h 取样，待菌体浓度下降后隔

6 h 取样，使用酶标仪在 600 nm 波长处检测菌

液吸光度，并绘制各菌株的生长曲线。 

1.2.4  菌体干重的测定 

将发酵液以 12 000 r/min 离心 10 min，收

集菌体，经过 0.8%生理盐水清洗 2 遍，将菌体

置于 115 °C 干燥箱中，干燥至前后 2 次质量差

不超过 2 mg，即为菌体干重。 

1.2.5  ALA 浓度的检测 

参考 Mauzerall 等改良的 Ehrlich’s 方法[17]

检测ALA。取稀释或未稀释的发酵液上清 100 μL，

加入 134 μL 的乙酸钠缓冲液(pH 4.6)和 12 μL 的

乙酰丙酮，振荡混匀后，100 °C 煮沸 15 min，

自然冷却到室温，加入 246 μL 的 DMAB 试剂

(84 mL 冰乙酸、16 mL 70%高氯酸、2 g 对二甲

氨基苯甲醛)，混匀后反应 10 min，利用酶标仪

在 554 nm 波长处检测，并根据以 ALA-HCl 为

标品绘制的标准曲线计算 ALA 浓度。 

1.2.6  血红素产量的检测 

根据血红素检测试剂盒的说明书，基于改

良的碱性溶液方法将血红素转化成颜色均匀的

有色物质，使其在 400 nm 波长处测得的颜色强

度与样品中的血红素浓度成正比。即分别吸取

50 μL 的超纯水(空白)、标准品和样品于 96 孔

板底部；之后，向超纯水和标准品中分别加入

200 μL 的水，向样品中加入等量的检测试剂，反

应 5 min 后，利用酶标仪在 400 nm 波长处对血红

素产量进行检测[18-19]，并按照以下公式进行换算： 
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62.5 (μmol/L)
OD OD

C
OD OD


 


品 空白

品
准品 空白

样
样

标

 

1.2.7  基因转录水平的检测 

各菌株以 37 °C、220 r/min 的条件发酵培

养至对数期后，离心收集菌体，之后按照天根

RNA 提取试剂盒说明书提取总 RNA，并使用核

酸定量仪测定提取的 RNA 浓度。接着，按照反

转录试剂盒说明书将 R N A 直接反转录成

cDNA，通过 SYBR® Green I 嵌合荧光法，以水

为阴性对照，以 16S rRNA 基因为内参基因，

以反转录的 cDNA 为模板，按表 3 中的引物进

行实时荧光定量 PCR。利用 2ΔΔCt 比较各个基 
 

表 3  本研究所用实时荧光定量 PCR 引物 
Table 3  Primers used for real time fluorescent 
quantitative PCR 
Genes Primers Sequences (5′3′) 

gltX qXF ACGTGAAGAGCAGATCGCCC 

qXR AGTCGCCGATACCGTCTGATTC 

hemA qAF CCGATTCTGAAAGCGAAAGAG 

qAR TGAAACGAATGAACCGTCTGG 

hemL qLF GGCTGACGCAGGCGTATTT 

qLR AGCGGCTGATAGTCTGGAACA 

hemB qBF ACCTGCCGCTGGTCGCTTAT 

qBR CCTGCACGTTTCATGCTCGTTA 

hemC qCF GCCGAACGGGCTTTCTTG 

qCR CAGACATCATCGCCGCACA 

hemD qDF ATGCGGTCGGAGACGAAAA 

qDR TATAGGTGTCAGGCACATGGG 

hemE qEF ACGCCAGAAAACAAGGCATC 

qER GGGAATACGCCGTGTCCTAAA 

hemN qNF CGTGAGGAGCAGATTGAAGA 

qNR GTCAACCGAGCGTCCGAAT 

hemY qYF ACCTGTGTCACCCGCTGG 

qYR CCCACCCCTTCAAAAGATGC 

hemH qHF GGCAGAGCGAAGGGAACAC 

qHR GAAGCCTGCGGGCACATA 

hemQ qQF GATTCTTCGCCCGACAATGG 

qQR TTTCGCTTCCGGCAGCTC 

16S 

rRNA 
16S-F GGGCTACACACGTGCTACAATGG 

16S-R GTATTCACCGCGGCATGCTG 

因 Ct 值从而计算其转录水平，将出发菌株

(BAΔ6ΔsigF)基因的转录水平定为恒定值表示

敲除菌株基因的相对转录水平。 

1.2.8  数据分析 

使用 SPSS Statistics 26 进行数据的处理及

分析。 

2  结果与分析 

2.1  解淀粉芽胞杆菌合成血红素出发菌株

的筛选 

研究发现，在敲除 B. amyloliquefaciens
中的 6 个胞外蛋白酶后可显著提高外源碱性

蛋白酶表达量 [13]，与枯草芽胞杆菌的相关报

道相似 [20]。在此基础上，芽胞形成因子 sigF 基

因的敲除可使碱性蛋白酶的酶活力得到进一步

提升[21]。然而，这些研究主要着重于异源酶表

达方面[22]，异源酶表达优良的基因组删减菌株

是否适用于血红素等小分子的生产需要进一步

研究。 

因此，以野生型菌株 BA、敲除 6 个胞外蛋

白酶的菌株 BAΔ6、敲除 6 个胞外蛋白酶和芽

胞形成因子 sigF 的菌株 BAΔ6ΔsigF 为研究对

象，对摇瓶培养 60 h 后发酵液中的血红素产量

进行分析，结果如图 2A 所示。不添加 ALA 时，

菌株 BA、BAΔ6 和 BAΔ6ΔsigF 的血红素产量

无明显差别，而 BAΔ6 和 BAΔ6ΔsigF 的血红素

比生产能力却均远高于 BA，最高的菌株为

BAΔ6ΔsigF，达到 77.23 μmol/(L·g DCW)，分别

为 BA 和 BAΔ6 的 1.69 倍和 1.14 倍，说明该菌生

长情况弱于二者，但对能量和碳源的利用效率较

高，充足的 ALA 是血红素高产的必要前提，为

了探究删减菌株在 ALA 充足情况下是否仍具有

优势，当培养至 OD600 达到 1.0 时，向摇瓶中添

加终浓度为 3.0 g/L 的 ALA-HCl，并在 60 h 时分

析血红素产量(图 2B)。结果表明，在 ALA 充足
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的情况下，菌株BA的血红素产量为90.97 μmol/L，

比生产能力为 187.15 μmol/(L·g DCW)；敲除

6 个胞外蛋白酶后，菌株 BAΔ6 的血红素产量大

幅提高，达到 176.61 μmol/L，为 BA 的 1.94 倍，

其比生产能力为 BA 的 2.37 倍；与上文一致，

菌株 BAΔ6ΔsigF 的血红素产量仍最高，可达

200.76 μmol/L，为 BA 的 2.21 倍，其比生产能

力为 BA 的 3.29 倍。说明虽然菌株 BAΔ6ΔsigF
生长情况相对较差，但不影响血红素的生产合

成，总产量高于 BA 和 BAΔ6；而比生产能力

高则证明该菌单位菌体生产能力较强，具有更

优的底物利用率，可进一步节约成本。综上所

述，菌株 BAΔ6ΔsigF 为血红素合成的理想出

发菌株。 

2.2  解淀粉芽胞杆菌 hemX 基因缺失菌株

的构建 

从上文可知，添加 ALA 可使血红素大量

合成，而 hemX 基因编码的 HemX 蛋白对 ALA

合成的关键酶 HemA 具有负调节作用[11]。为了

探究 B. amyloliquefaciens 中 hemX 基因的缺失

对血红素合成的影响，本研究以 BAΔ6ΔsigF
为出发菌株，对 hemX 基因进行敲除(图 3A)。

如图 3B 所示，菌液出现明显的红色；对其

进行进一步验证，结果如图 3C 所示，通过

菌落 PCR 扩增得到 1 719 bp 大小的条带，

较阴性对照缺失 681 bp，结合测序结果，证

明 hemX 基因已被成功敲除，将敲除菌株命

名为 BAΔ6ΔsigFΔhemX。  

2.3  hemX 基因缺失对生长的影响 

为了研究敲除 hemX 基因对菌体生长的影

响 ， 在 LB 液 体 培 养 基 中 对 敲 除 菌 株

BAΔ6ΔsigFΔhemX 和对照菌株 BAΔ6ΔsigF 的

0−48 h 内生长情况进行检测，并绘制生长曲线

(图 4)。结果表明，敲除 hemX 基因后的菌体密

度与出发菌株无显著性差异(P>0.05)，且均在第

16 h 时达到最大值，说明 hemX 基因的缺失不

会对菌体生长造成负面影响。 

2.4  hemX 基因缺失对 ALA 的影响 

HemX 蛋白对 HemA 蛋白具有负调节作

用 [11]，因此探究了 B. amyloliquefaciens 中 hemX
基因的缺失是否会使 ALA 积累，通过定点取样

检测了 BAΔ6ΔsigF 和 BAΔ6ΔsigFΔhemX 发酵

液中 ALA 浓度。如图 5 所示，BAΔ6ΔsigFΔhemX
和 BAΔ6ΔsigF 在发酵第 12 h 时的 ALA 浓度最 

 

 
 

图 2  菌株 BA、BAΔ6 和 BAΔ6ΔsigF 血红素合成情况 
Figure 2  Comparison of heme production in different strains of BA, BAΔ6 and BAΔ6ΔsigF. A: Without 
addition of ALA. B: Addition ALA of 3.0 g/L. The data compares with each other in the filled frame with 
same color and different lowercase letters indicate significant differences (P<0.05). 
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图 3  菌株 BAΔ6ΔsigFΔhemX 的构建 
Figure 3  Construction of strain BAΔ6ΔsigFΔhemX. A: Flow chart of hemX gene knocked-out. B: Color of 
fermentation broth. C: PCR identification. 
 

 
 

图 4  hemX 基因敲除对菌株生长的影响 
Figure 4  Effect of hemX gene knockout on strain 
growth. 
 

高，分别为 82.13 mg/L 和 75.11 mg/L，敲除菌

株的 ALA 浓度提高了 9% (P<0.05)；之后，二

者的 ALA 浓度均随着时间而降低，直到 48 h

逐渐趋于平稳，敲除菌株 ALA 浓度的下降速度

快于出发菌株(P<0.05)，可能是 hemX 基因敲除

后，更利于 ALA 消耗以合成血红素。 

2.5  hemX 基因缺失对血红素积累的影响 

为了探究 hemX 基因缺失后 ALA 消耗速度

的变化对菌株 BAΔ6ΔsigF和 BAΔ6ΔsigFΔhemX 

 
 

图 5  hemX 基因敲除对菌株 ALA 浓度的影响 
Figure 5  Effect of hemX gene knockout on the 
concentration of ALA. 
 

合成血红素的影响，对发酵过程中血红素的产

量进行检测。结果如图 6A、6B 所示，发现敲

除 hemX 基因后，菌体在发酵第 60 h 达到血红

素的最大产量 39.63 μmol/L，且发酵全程血红素

产量较对照菌株差异极显著；在发酵第 60 h 时，

敲除菌的菌体干重和血红素比生产能力均有所

提高，比生产能力为 111.61 μmol/(L·g DCW)，

为出发菌的 1.44 倍。产量和比生产能力的双重

提高证明了 hemX 基因的缺失有利于改善菌体
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合成血红素的能力及能源的利用效率。 

为了研究充足 ALA 和 hemX 基因的缺失对

血红素的积累是否有叠加的正面影响，在

BAΔ6ΔsigF 和 BAΔ6ΔsigFΔhemX 菌体密度为

1.0 时，添加终浓度为 3.0 g/L 的 ALA-HCl 溶液，

检测其发酵 12−72 h 的血红素产量和 ALA 的消

耗情况，结果如图 6C、6D 所示。添加 ALA 后，

菌株 BAΔ6ΔsigFΔhemX 在 12−36 h 内的 ALA

消耗速度明显快于对照菌(P<0.05)，之后 ALA

消耗速度低于对照菌，并逐渐趋于平稳状态；

菌株 BAΔ6ΔsigFΔhemX 的血红素产量同样在发

酵第 60 h 时达到最大值 416.85 μmol/L，为出发

菌的 2.07 倍；比生产能力为对照菌的 1.72 倍，

达到了 1 058.54 μmol/(L·g DCW)。这些结果不

仅说明 hemX 基因的敲除有利于积累血红素，

还说明充足的 ALA 可使该影响更为显著。因

此，如何使菌体自身合成更多 ALA 值得更进一

步研究。 

2.6  hemX 基因缺失对血红素合成途径关

键基因转录水平的影响 

为了探究敲除 hemX 基因导致血红素积累

的原因，对 B. amyloliquefaciens 中合成血红素 
 

 
 

图 6  hemX 基因敲除对菌株血红素合成的影响 
Figure 6  Effect of hemX gene knockout on the production of heme. A–B: Without addition of ALA. C–D: 
Addition ALA of 3.0 g/L. *: Significant at P<0.05; **: Significant at P<0.01. 
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的 11 个相关基因的转录水平进行了分析，以

出发菌株 (BAΔ6ΔsigF)的基因转录水平为参

照，敲除菌株合成血红素相关基因的转录水平

如图 7 所示。敲除菌株 BAΔ6ΔsigFΔhemX 的

hemACDBL 基因簇的转录水平发生不同程度

的上调，其中 hemA 基因的转录水平上调最为

显著，说明 HemX 蛋白不仅从翻译方面影响

HemA 蛋白的表达，而且 hemX 基因对 hemA
基因在转录方面同样具有负调控作用；ALA

合成的另一关键基因 hemL 转录水平同样表现

出显著的上调表达，这可能是导致 ALA 出现

积累的原因，也说明了 ALA 合成非关键基因

gltX 转录水平下降的原因可能与 ALA 浓度的

升高有关(图 5)[23]；hemB、hemC 及 hemD 基因

的转录水平稍微上调，这可能是导致发酵 12 h

后 BAΔ6ΔsigFΔhemX 中的 ALA 浓度低于

BAΔ6ΔsigF 的原因(图 5)；虽然 hemN和 hemEHY
基因的转录水平低于对照，但 hemQ 基因转录

水平的上调有利于提高粪血红素到血红素的转 

 

 
 

图 7  敲除 hemX 基因后血红素合成途径中各基

因的相对转录水平 
Figure 7  Relative transcriptional level of each 
gene in the heme synthesis pathway after deleting 
hemX. The dotted line represents the gene transcript 
level of the control strain.  

化率，说明 hemX 基因敲除后，CPD 途径成为

合成血红素的主要途径。 

3  讨论与结论 
本研究通过对野生型菌株和基因组删减

菌株比较，筛选出血红素合成最优的出发菌株

BAΔ6ΔsigF。研究发现，添加 ALA 后，敲除

6 个胞外蛋白酶使血红素产量和比生产能力均

高于野生型，在该基础上敲除芽胞形成因子基

因 sigF 后，血红素产量和比生产能力进一步得

到提高。分析原因，可能是由于这些与血红素

合成无关基因(6 个胞外蛋白酶基因)的缺失减

少了能量的非必要损耗[24]，使其更多地流向对

血红素合成有利的代谢途径。而在此基础上，

sigF 基因的缺失使菌体生长受到影响，则其用

于芽胞形成等应对生存不利的能量得以转移及

再分配[8,21]；或者由于敲除 sigF 后，解除对涉

及碳代谢和氮代谢的全局转录调控因子 codY
的激活作用[25]——该基因通过利用血红素以摄

取铁离子[26]，从而间接影响血红素的合成。这

意味着基因删减菌株不仅适用于异源酶表达，

在血红素等次级代谢产物的生产合成中同样具

有潜在的应用前景。然而，其他非必需基因的

缺失是否会使血红素产量进一步提高值得更进

一步研究。 

之后，本研究以 BAΔ6ΔsigF 为出发菌株，

研究血红素合成非必需基因 hemX 的缺失对血

红素合成的影响。发现敲除 hemX 基因后，生

长状况未有明显变化，并且 ALA 浓度及血红素

产量较对照菌株均有所提高。我们对敲除菌

BAΔ6ΔsigFΔhemX 合成血红素的各基因转录水

平进行分析发现，hemA、hemL、hemB、hemC、

hemD、hemQ 基因的转录水平上调，其中 hemA、

hemL、hemQ 基因上调显著，间接解释了 ALA

浓度和血红素产量上升的原因；但是 hemN 和
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hemEHY 转录水平却有所下降，需要针对这一

现象进行更进一步研究。 

近年来，关于血红素的研究逐渐增多，但

是大多数仍集中在血红素合成途径中相关基因

的作用及调控，然而途径固有的复杂性阻碍着

对合成途径的深入研究，仍旧存在着血红素产

量较低、代谢机制不明了等问题。本研究以安

全生产用菌——B. amyloliquefaciens 为宿主菌，

该菌血红素合成基因位于更少的基因簇上，简

化了代谢改造的操作及流程；筛选了合成血红

素的理想出发菌株，提高能源的利用效率，并

大幅提高了血红素产量；以调控血红素合成途

径关键基因表达的 hemX 基因为切入点，避开

了血红素复杂的代谢机制，节约了时间和精力，

这些研究策略对其他卟啉的生产具有重要指导

作用。 
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