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摘要：采用无痕等位基因置换方法，将枯草芽孢杆菌基因组上的甘油激酶编码

基因ｇｌｐＫ第２７０位氨基酸残基Ｍ突变为Ｉ，构建了突变工程菌株枯草芽孢杆菌
Ｍ２７０Ｉ，并分析了该突变菌株的生长特性．结果表明：对甘油激酶编码基因 ｇｌｐＫ
进行定点突变可有效提升枯草芽孢杆菌对甘油的利用水平，与出发菌株枯草芽

孢杆菌１６８Δｕｐｐ相比，突变菌株枯草芽孢杆菌 Ｍ２７０Ｉ在 Ｍ９甘油基本盐液体培
养基中的比生长速率提升了１１％，延滞期缩短了２

!

４ｈ，最大菌体生物量提升
了１６％．

·１·



　２０２０年１１月 第３５卷 第６期
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ｌｉｓＭ２７０Ｉｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｂｙｕｓｉｎｇｔｈｅｍａｒｋｅｒｌｅｓｓｇｅｎｅｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｓｙｓｔｅｍ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇｒｏｗｔｈ
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ｓｔｒａｉｎＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ１６８Δｕｐｐ，ｔｈｅｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎｅｘｈｉｂｉｔｅｄｈｉｇｈｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ（ｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｙ１１％）
ａｎｄｈｉｇｈｅｒｂｉｏｍａｓｓｙｉｅｌｄ（ｉｍｐｒｏｖｅｄｂｙ１６％）ｗｉｔｈａｓｈｏｒｔｅｎｌａｇｐｈａｓｅ（ｓｈｏｒｔｅｎ２～４ｈ）ｉｎｔｈｅＭ９ｇｌｙｃｅｒｏｌ
ｍｉｎｉｍａｌｍｅｄｉｕｍ．

０　引言

甘油分子具有较高的碳含量和还原力，可

作为转化底物获得更高得率的还原性化合

物［１］．作为一种廉价碳源，甘油已被广泛应用于
微生物发酵工业以合成高附加值的化学品，包

括各种醇类（１，３－丙二醇、丁醇、琥珀酸等）、
有机酸类化合物等［２－３］．

枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）是一种生
物安全模式菌株，被广泛用作工业发酵宿主菌

株．目前，研究者对枯草芽孢杆菌的生理生化特
性、遗传背景等已有深入的了解，其相关分子生

物学方法和基因操作技术也都较为成熟［４－５］．
枯草芽孢杆菌能够以甘油作为唯一碳源，

对甘油的利用主要为好氧利用途径［６－７］．枯草
芽孢杆菌的甘油分解代谢过程为：胞外甘油在

甘油运输协助蛋白（ｇｌｐＦ编码基因）的帮助下，
通过协助扩散的方式进入胞内，经过甘油激酶

（ｇｌｐＫ编码基因）的 ＡＴＰ磷酸化作用转化为甘
油－３－磷酸，并进一步在甘油 －３－磷酸脱氢
酶（ｇｌｐＤ编码基因）的催化作用下生成二羟丙
酮磷酸进入糖酵解途径，最终被分解代谢［８］．

然而，枯草芽孢杆菌利用甘油时严谨的调

控机制使其对甘油的利用水平较低［９］，同时，

ｇｌｐＦ、ｇｌｐＫ、ｇｌｐＤ等编码基因的表达受 ＤＮＡ水
平和 ＲＮＡ水平复杂而严谨的调控限制，因此，
如何提高枯草芽孢杆菌甘油代谢途径中重要酶

的酶活力成为解决问题的关键［１０－１１］．甘油激酶
是枯草芽孢杆菌甘油分解代谢途径中的限速

酶，可限制甘油的分解代谢效率，降低对甘油的

利用水平［１２］．

目前尚无提升枯草芽孢杆菌甘油利用水平

的相关报道，因此，本文拟采用笔者前期开发的

无痕等位基因置换方法［１３］，首先对枯草芽孢杆

菌进行无痕基因组修饰，然后对枯草芽孢杆菌

基因组上的甘油激酶编码基因 ｇｌｐＫ进行定点
突变，以提升甘油激酶的酶活力，进而提升枯草

芽孢杆菌对甘油的利用水平，以期为微生物发

酵工业利用甘油合成高附加值的化学品提供

参考．

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
１．１．１　主要材料　枯草芽孢杆菌 １６８Δｕｐｐ
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ１６８Δｕｐｐ）、大肠杆菌 Ｄｈ５α感
受态细胞和质粒 ｐＳＳ，均由郑州轻工业大学食
品与生物工程学院实验室贮藏．
１．１．２　主要试剂　 酵母提取物、蛋白胨，北京
兰伯瑞生物科技有限公司产；快速限制性内切

酶 ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔＴＭ ＢｇｌＩＩ、ＸｈｏＩ、ＳａｌＩ、ＫｐｎＩ，美国
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ有限公司产；硫酸卡那霉素、

氯霉素、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、谷氨酰胺、色氨酸、五
氟尿嘧啶（５ＦＵ）、ＫＯＤｐｌｕｓ高保真 ＤＮＡ聚合
酶、细菌 ＤＮＡ提取试剂盒、ＳａｎＰｒｅｐ柱式质粒
ＤＮＡ小量抽提试剂盒、ＳａｎＰｒｅｐ柱式 ＰＣＲ产物
纯化试剂盒、维生素 Ｂ１，上海生工生物工程有
限公司产；琼脂粉，索莱宝生物科技有限公司

产；无水葡萄糖，天津市大茂化学试剂厂产；其

他用于配制培养基和理性参数测定的试剂均为

国产分析级．
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１．１．３　培养基　ＬＢ液体培养基：１０ｇ／Ｌ蛋白

胨，５ｇ／Ｌ酵母提取物，１０ｇ／ＬＮａＣｌ，调节ｐＨ值

至７．５，于０．１ＭＰａ压力下灭菌２０ｍｉｎ．
ＬＢ固体培养基：在 ＬＢ液体培养基中加入

２０ｇ／Ｌ琼脂粉，于０．１ＭＰａ压力下灭菌２０ｍｉｎ．
Ｍ９甘油基本盐液体培养基：将 １２．８ｇ

Ｎａ２ＰＯ４·７Ｈ２Ｏ、３．０ｇＫＨ２ＰＯ４、０．５ｇＮａＣｌ和
１．０ｇＮＨ４Ｃｌ溶解于 ２００ｍＬ蒸馏水中，配制

５×Ｍ９盐溶液，于０．１ＭＰａ压力下灭菌１５ｍｉｎ，
备用．在１０００ｍＬ无菌量杯中，依次加入已灭菌

的５×Ｍ９盐溶液 ２００ｍＬ、浓度为 １ｍｏｌ／Ｌ的

ＭｇＳＯ４溶液２ｍＬ、体积分数为２０％的甘油溶
液 ２０ｍＬ和浓度为 １ｍｏｌ／Ｌ的 ＣａＣｌ２ 溶液

０．１ｍＬ，再加入灭菌双蒸水，定容至１０００ｍＬ，
即得Ｍ９甘油基本盐液体培养基．对于该基本

盐液体培养基，每１００ｍＬ培养基中还需加入
１ｍＬ质量分数为０．５％的已过滤除菌的色氨酸

溶液，以满足枯草芽孢杆菌工程菌株的生长

需求．

５ＦＵ负筛选培养基的配方见表１．

表１　５ＦＵ负筛选培养基配方表

Ｔａｂｌｅ１　５ＦＵｎｅｇａｔｉｖｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

ｍｅｄｉｕｍｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｔａｂｌｅ

成分 体积／ｍＬ
质量分数为４０％的葡萄糖溶液 ２．００

１０００×微量元素 ０．１０
质量分数为０．５％的色氨酸溶液 １．００
质量分数为４％的谷氨酰胺溶液 ５．００

１０×Ｓｐｉｚｚｅｎ基本盐 １０．００
质量分数为０．１％的维生素Ｂ１溶液 ０．１０
浓度为２０ｍｍｏｌ／Ｌ的５ＦＵ溶液 ０．０５
质量分数为１．５％的琼脂溶液 ８１．７５

总体积 １００

１０００×微量元素：２７．０ｇ／ＬＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ，

２．０ｇ／ＬＺｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ，２．０ｇ／ＬＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，
２．０ｇ／ＬＮａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ，１．９ｇ／ＬＣｕＳＯ４·

５Ｈ２Ｏ，０．５ｇ／ＬＨ３ＢＯ３，ｐＨ值为７．２，于０．１ＭＰａ

压力下灭菌２０ｍｉｎ．

１０×Ｓｐｉｚｉｚｅｎ基本盐：２．０ｇ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４，

１８．３ｇ／ＬＫ２ＨＰＯ４，６．０ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４，１２．０ｇ／Ｌ

Ｃ６Ｈ５Ｎａ３Ｏ７·２Ｈ２Ｏ，ｐＨ值为７．２，于０．１ＭＰａ压

力下灭菌２０ｍｉｎ．

５ＦＵ溶液：用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶解后，

过滤除菌．

１．２　主要设备与仪器
ＨＨ．Ｓ１１－２型数显恒温水浴锅，上海博迅

实业有限公司医疗设备厂产；ＤＧＧ－９１４０型电

热恒温鼓风干燥机，上海森信实验仪器有限公

司产；ＱＷＹ－２００Ｓ型三层组合式全温振荡培养

箱，上海知楚仪器有限公司产；ＹＰ２０００１型电子

天平、ＣＰ２１４型分析天平，上海奥豪斯仪器有限

公司产；ＳｅｎｓｏＱｕｅｓｔｌａｂｃｙｃｌｅｒ系列快速梯度ＰＣＲ

仪，德国 ＳｅｎｓｏＱｕｅｓｔ公司产；ＵＶ－１８００型紫外

分光光度计，上海美谱达仪器有限公司产；ＥＦ２

型ＳｙｎｇｅｎｅＧ：ＢＯＸ凝胶成像系统，上海启步生

物技术有限公司产．

１．３　实验方法
１．３．１　大肠杆菌Ｄｈ５α感受态细胞的ＣａＣｌ２转

化和质粒提取　取适量体积的质粒 ｐＳＳ置于

１．５ｍＬ无菌离心管中，再加入２００μＬ大肠杆

菌 Ｄｈ５α感受态细胞，轻弹管壁混匀，冰浴

３０ｍｉｎ，４２℃热激９０ｓ，冰浴３ｍｉｎ，加入２倍体

积的ＬＢ液体培养基（提前预热到３７℃）至离

心管中，于 ３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养

４５～６０ｍｉｎ．无菌环境下，量取约１５０μＬ培养好

的菌悬液，均匀涂布到含有相应抗生素的ＬＢ固

体培养基平板上，于３７℃条件下恒温培养１２ｈ．

采用质粒 ＤＮＡ小量抽提试剂盒对质粒进

行提取：量取 ３μＬ质粒，加入 １μＬＬｏａｄｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ，于 １２０Ｖ条件下，琼脂糖（质量分数为

１５％）凝胶电泳２５～３０ｍｉｎ．

１．３．２　甘油激酶的定点突变　无痕等位基因

置换方法为笔者前期开发的一套基因组编辑方

法［１３］，其中出发菌株枯草芽孢杆菌１６８Δｕｐｐ来

·３·
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源于枯草芽孢杆菌１６８，基础操作质粒 ｐＳＳ来

源于质粒ｐＵＣ１８．实验步骤如下：

１）采用 Ｓｐｉｚｉｚｅｎ转化法［５］，将正确构建的

定点突变载体导入枯草芽孢杆菌１６８Δｕｐｐ中，

用含有氯霉素的ＬＢ固体培养基筛选重组成功

的阳性克隆，并用菌落ＰＣＲ进行验证；

２）将阳性克隆菌落接种于５ｍＬＬＢ液体培

养基中，于 ３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养

６ｈ（ＯＤ６００约为２），继而于５ＦＵ负筛选培养基

上划线；

３）挑选单菌落，使用引物 Ｍ２７０ＩＦＦ、

Ｍ２７０ＩＢＢ进行菌落 ＰＣＲ，筛选甘油激酶突变

菌株；

４）通过基因测序进一步确定甘油激酶突

变菌株是否构建成功，并将构建成功的突变菌

株命名为枯草芽孢杆菌Ｍ２７０Ｉ．

１．３．３　菌株生长曲线的测定　将突变菌株枯

草芽孢杆菌 Ｍ２７０Ｉ和出发菌株枯草芽孢杆菌

１６８Δｕｐｐ进行活化，分别挑取生长状况良好的

单菌落接种于５ｍＬＬＢ液体培养基试管内，于

３７℃，２４０ｒ／ｍｉｎ条件下培养至菌体对数生长

期中期．取适量的菌体培养液，于 ４℃、

６０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１ｍｉｎ，弃上清液，采用

质量分数为０．９％ 的ＮａＣｌ溶液洗涤菌体，并重

复该操作一次．初始ＯＤ６００约为０．０２，取适量洗

涤后的菌液至５０ｍＬＭ９甘油基本盐液体培养

基中，于 ３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ条件下进行菌体培

养，并测定菌株生长曲线．

２　结果与分析

２．１　甘油激酶突变引物的设计结果
以文献［１０］报道的大肠杆菌甘油激酶突

变体为目标，将枯草芽孢杆菌甘油激酶ｇｌｐＫ编

码氨基酸序列上传至 Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ服务器，从

Ｔｅｍｐｌａｔｅｓ中查找到的相似甘油激酶［１４］汇总如

下：１）Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ３ＧＥ１；２）Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃ

ｃｕｓｃａｓｓｅｌｉｆｌａｖｕｓｇｌｙｃｅｒｏｌｋｉｎａｓｅ１Ｒ５９；３）Ｅｓｃｈｅ

ｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ１ＢＯＴ；４）ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃａｒｃｈａｅｏｎ

２ＺＦ５；５）ＣｅｌｌμＬｏｍｏｎａｓｓｐ．ＮＴ３０６０２Ｄ４Ｗ；６）

ＴｈｅｒｍｕｓｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓＨＢ８２ＤＰＮ．利用ＥＳｃｒｉｐｔ服

务器（ｈｔｔｐ：∥ｅｓｐｒｉｐｔ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ＥＳＰｒｉｐｔ／ＥＳＰｒｉｐｔ／）

对上述氨基酸序列进行多序列比对［１５］，同时引

入大肠杆菌甘油激酶的 ｇｌｐＫ编码基因晶体解

析结构数据１ＢＯＴ［１６］，获得的比对结果（节选部

分）如图１所示．其中，红色框包含的氨基酸残

基是指完全一致的序列，蓝色框包含的氨基酸

残基是指该部分氨基酸残基为保守替代．由图

１可以看出，枯草芽胞杆菌甘油激酶的 ｇｌｐＫ编

码氨基酸和其他已解析结构的 ｇｌｐＫ编码氨基

酸在二级结构上具有很高的相似性，表明它们

均具有保守的亚基拓扑结构和活性位点区域．

选择文献［８］报道的突变点Ｇ８１６Ａ作为设

计对象，将其对应氨基酸突变为Ｍ２７２Ｉ．该突变

对应图 １中 １ＢＯＴ第 ２７１位氨基酸位点 Ｍ

（１ＢＯＴ的氨基酸序列是从第２位开始，因此此

处是２７１位），而与枯草芽孢杆菌的甘油激酶

ｇｌｐＫ对应的是第２７０位氨基酸位点 Ｍ，即枯草

芽孢杆菌甘油激酶多肽链 ＴＧＣＦＭＬ中的 Ｍ．若

将其定点突变为氨基酸残基Ｉ，则可能出现同样

的突变效果．参照枯草芽孢杆菌１６８的密码子

偏好性（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｋａｚｕｓａ．ｏｒ．ｊｐ／ｃｏｄｏｎ／），

Ｉ共有３个密码子，分别为 ＡＵＵ、ＡＵＣ和 ＡＵＡ，

其中ＡＵＵ为常用密码子，因此选择将第８１０位

氨基酸位点Ｇ定点突变为Ｔ，即将ＡＴＧ突变为

ＡＴＴ．

根据无痕等位基因置换方法，使用 Ｏｌｉｇｏ７

软件设计引物，并由上海生工生物工程有限公

司合成．其中，选择上游同源区酶切位点为

ＢｇｌＩＩ／ＸｈｏＩ，下游同源区酶切位点为ＳａｌＩ／ＫｐｎＩ：

Ｍ２７０ＩＦＦ ＡＧＣＣ ａｇａｔｃｔＣＡＡＧＴＴＣＡＡＧ

ＡＧＣＧＡＴＴＣＴＧＴ（ＢｇｌＩＩ）；

Ｍ２７０ＩＦＢＡＴＣＣｃｔｃｇａｇＴＣＣＣＣＧＧＴＡＴ

·４·
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图１　枯草芽孢杆菌甘油激酶ｇｌｐＫ与Ｔｅｍｐｌａｔｅｓ中相似甘油激酶氨基酸序列比对结果（节选部分）

Ｆｉｇ．１　ＡｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｇｌｐＫｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｗｉｔｈ

ｏｔｈｅｒｓｉｍｉｌａｒｇｌｙｃｅｒｏｌｋｉｎａｓｅｆｒｏｍＴｅｍｐｌａｔｅｓｉｎＳｗｉｓｓｍｏｄｅｌｓｅｒｖｅｒ（ｅｘｃｅｒｐｔｓ）

ＴＣＡＴＣＡＧＡＡＴＧＡＡＡＣＡＴＣＣＴＧＴＧＣＣ（ＸｈｏＩ）；

Ｍ２７０ＩＢＦＡＡＧＧ ｇｔｃｇａｃＧＧＣＡＣＡＧＧＡＴ

ＧＴＴＴＣＡＴＴＣＴＧＡＴＧＡＡＴＡＣＣＧＧＧＧＡ（ＳａｌＩ）；

Ｍ２７０ＩＢＢＧＴＴＡｇｇｔａｃｃＧＴＴＴＣＣＴＣＣＴ

ＴＧＴＴＧＴＣＡＣＧ（ＫｐｎＩ）．

２．２　定点突变载体质粒的构建结果
采用细菌 ＤＮＡ提取试剂盒提取枯草芽孢

杆菌１６８的基因组，利用Ｍ２７０ＩＦＦ、Ｍ２７０ＩＦＢ

为引物，枯草芽孢杆菌１６８基因组为模版，使用

ＫＯＤｐｌｕｓ高保真 ＤＮＡ聚合酶扩增得到大小为

７８９ｂｐ的上游同源臂Ｍ２７０ＩＦ；利用 Ｍ２７０ＩＢＦ、

Ｍ２７０ＩＢＢ为引物，枯草芽孢杆菌 １６８基因组

为模版，使用 ＫＯＤｐｌｕｓ高保真 ＤＮＡ聚合酶扩

增得到大小为８３６ｂｐ的下游同源臂 Ｍ２７０ＩＢ．

将Ｍ２７０ＩＦ的ＰＣＲ片段切胶回收后，使用快速

限制性内切酶ＢｇｌＩＩ和ＸｈｏＩ进行双酶切，连接、

转化质粒 ｐＳＳ后得到质粒 ｐＳＳＭ２７０ＩＦ；再将

Ｍ２７０ＩＢ的ＰＣＲ片段切胶回收后，使用快速限

制性内切酶 ＳａｌＩ和 ＫｐｎＩ进行双酶切，连接、转

化质粒 ｐＳＳＭ２７０ＩＦ后得到质粒 ｐＳＳＭ２７０Ｉ

ＦＢ．提取４个质粒进行酶切验证，结果如图２所

示．泳道 １—４分别为质粒 １＃—４＃的 ＢｇｌＩＩ和

ＸｈｏＩ双酶切，泳道 ５—８分别为质粒 １＃—４＃的

ＳａｌＩ和ＫｐｎＩ双酶切．泳道１和５为１＃质粒酶切

结果，泳道２和６为２＃质粒酶切结果，泳道３和

７为３＃质粒酶切结果，泳道４和８为４＃质粒酶

·５·
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图２　质粒ｐＳＳＭ２７０ＩＦＢ的电泳图

Ｆｉｇ．２　ＤｉｇｅｓｔｉｏｎｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄｐＳＳＭ２７０ＩＦＢ

切结果．

由图２可以看出，构建成功的定点突变载

体能同时被 ＢｇｌＩＩ／ＸｈｏＩ双酶切和 ＳａｌＩ／ＫｐｎＩ双

酶切．其中 ２＃质粒 ＢｇｌＩＩ／ＸｈｏＩ双酶切和 ＳａｌＩ／

ＫｐｎＩ双酶切均有目的条带，这表明定点突变载

体质粒ｐＳＳＭ２７０ＩＦＢ构建成功．

２．３　突变菌株的构建结果

采用 Ｓｐｉｚｉｚｅｎ转化方法，将 ２＃质粒 ｐＳＳ

Ｍ２７０ＩＦＢ的双交换基因重组整合至枯草芽孢

杆菌１６８Δｕｐｐ中，在含有氯霉素的 ＬＢ固体培

养基平板上培养阳性克隆菌株，待菌落长出后

进行菌落 ＰＣＲ验证，其中，阴性对照模板是枯

草芽孢杆菌１６８Δｕｐｐ基因组，阳性对照模板是

基因测序正确的２＃质粒ｐＳＳＭ２７０ＩＦＢ基因组．

抗性筛选菌落 ＰＣＲ结果如图３所示，其中，泳

道１—８为抗性筛选的８个阳性克隆菌株，泳道

９为阴性对照模板，泳道１０为阳性对照模板．

由图３可以看出，泳道１—８在４ｋｂ左右均

有明显的条带，而预期的 ＰＣＲ扩增大小为

３７７９ｂｐ，且和阳性对照模板一致，表明突变质

粒ｐＳＳＭ２７０ＩＦＢ已成功转化至枯草芽孢杆菌

１６８Δｕｐｐ的基因组，且泳道１—８所对应的突变

菌株均为构建成功的目标菌株．

选择１＃突变菌株在含有氯霉素的ＬＢ固体

培养基平板上划线，再通过５ＦＵ负筛选培养基

筛选出定点突变成功的阳性克隆菌株．对５ＦＵ

负筛选出的菌株进行菌落ＰＣＲ验证，阳性对照

模板是枯草芽孢杆菌１６８Δｕｐｐ基因组，阴性对

照模板是 ２＃质粒 ｐＳＳＭ２７０ＩＦＢ基因组．５ＦＵ

负筛选菌落ＰＣＲ结果如图４所示，其中，泳道１

为阴性对照模板，泳道２为阳性对照模板，泳

道３—８分别为５ＦＵ负筛选培养基平板上长

出的２＃、３＃、１０＃、２８＃、３９＃和４５＃阳性克隆菌株

菌落．

由图４可以看出，泳道４、６、７和８均与阳

性对照模板相同，条带大小约为 １．５ｋｂ，而预

期目的条带的大小为１５９１ｂｐ，所以这４条泳道

对应菌株均为阳性菌株．通过基因测序发现，

４５＃菌株包含目的基因突变，将该构建成功的突

变菌株命名为枯草芽孢杆菌Ｍ２７０Ｉ．

２．４　突变菌株生长特性分析
生长特性一般可以通过最大比生长速率的

大小、延滞期的长短、最大菌体生物量的大小进

行表征．将突变菌株枯草芽孢杆菌Ｍ２７０Ｉ和出

图３　抗性筛选菌落ＰＣＲ电泳图

Ｆｉｇ．３　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｌｏｎｅｓｂｙｃｏｌｏｎｙＰＣＲ

图４　５ＦＵ负筛选菌落ＰＣＲ电泳图

Ｆｉｇ．４　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｎｅｇａｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓ

ｉｎ５ＦＵｍｅｄｉｕｍｂｙｃｏｌｏｎｙＰＣＲ

·６·
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发菌株枯草芽孢杆菌 １６８Δｕｐｐ分别在以甘油

作为唯一碳源的Ｍ９甘油基本盐液体培养基中

进行培养，突变前后菌株的生长情况如图 ５

所示．

由图５可以看出，相较于出发菌株枯草芽

孢杆菌１６８Δｕｐｐ，甘油激酶突变使菌株枯草芽

孢杆菌 Ｍ２７０Ｉ在Ｍ９甘油基本盐液体培养基上

的比生长速率提升了１１％（Ｍ２７０Ｉ比生长速率

为０３５８），延滞期缩短了２～４ｈ，最大菌体生

物量提升了１６％，这表明甘油激酶定点突变

可以有效提升枯草芽孢杆菌对甘油的利用

水平．

图５　突变前后菌株的生长情况对比

Ｆｉｇ．５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｇｒｏｗｔｈ

ｏｆｍｕｔａｎｔｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｏｒｉｇｉｎａｌｓｔｒａｉｎ

３　结论

本文采用无痕等位基因置换方法，将枯草

芽孢杆菌基因组上的甘油激酶编码基因 ｇｌｐＫ

第２７０位氨基酸残基 Ｍ突变为 Ｉ，成功构建了

突变工程菌株枯草芽孢杆菌 Ｍ２７０Ｉ．相较于出

发菌株枯草芽孢杆菌 １６８Δｕｐｐ，甘油激酶编码

基因ｇｌｐＫ定点突变（Ｍ２７０Ｉ）使枯草芽孢杆菌

在Ｍ９甘油基本盐培养基上的比生长速率提高

了１１％，延滞期缩短了２～４ｈ，最大菌体生物

量提升了１６％．本研究可以有效提升枯草芽孢

杆菌的甘油代谢能力，同时，突变菌株枯草芽孢

杆菌Ｍ２７０Ｉ可作为利用甘油的宿主菌株，用于

合成高附加值的化学品．
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