
第24卷第1期 无锡’轻工大学学报 V01．24 No．1

2005年1月 Journal of Wuxi University of Light Industry J an．2005

文章编号：1009-038X(2005)01—0006-05

核黄素操纵子在B．subtilis 24R7染色体上
整合对核黄素合成的影响

陈涛， 王靖宇， 班睿， 陈洵 ’

(天津大学化工学院，天津300072)

赵学明

摘要：构建含有B．subtilis 24核黄素操纵子的整合型核黄素质粒pRB40、pRB61和pRB63，研

究了核黄素操纵子分别在B．subtilis 24R7染色体的rib、amyE和thrC位点整合对核黄素合成的

影响．结果表明，核黄素操纵子通过单交换重组方式整合在上述住点可使核黄素合成量增加

14％～19％，而通过双交换重组方式整合在amyE或thrC位点可使核黄素合成量增加40％～

44％．增强核黄素操纵子在B．subtilis 24R7染色体上的稳定性可以提高核黄素的合成量．
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The Effect of Integration of Riboflavin Operon in B．subtilis 24R7

Chromosome on Riboflavin Production

CHEN Tao， WANG Jing-yu， BAN Rui， CHEN Xun， ZHAO Xue-ming。

(School of Chemical Engineering＆Technology，Tianjin University，Tianjin 300072，China)

Abstract：Integrative rib plasmid pRB40、pRB61 and pRB63 containing the riboflavin operon of B．

subtilis24 were constructed．The effect of integration of the operon in 24R7 chromosome at rib、

arnyE and thrC locus was studied．The results indicate that integration of the operon by a single—

cross or double-cross event causes an inerease of 14％～19％Or 40％～44％in riboflavin

production，respectively． Enhancing the stability of riboflavin operon integrated in the

chromosome results in the improvement of riboflavin production．
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核黄素(维生素B。)是生物合成黄素单核苷酸

(FMN)和黄素腺嘌呤二核苷酸(FAD)的前体物，在

基础代谢中起重要的作用。核黄素除了作为常用临

床药物外，在工业上还用作食品及饲料添加剂[1]．

由于具有可靠的安全性、丰富的遗传信息和极高的

核黄素工业化生产潜力，枯草芽孢杆菌(B．subtilis)

非常适合于构建基因工程菌来发酵生产核黄素．在

解除了限制嘌呤和核黄素过量合成的反馈调节之

后，进一步提高核黄素合成基因的剂量可以大幅度

地提高枯草芽孢杆菌的核黄素合成能力[2’3]．

B．subtilis 24是一株经过多次理化诱变后选育得到

的产核黄素菌株，以其为宿主菌构建的B．subtilis
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24／pMX45已经成功地用于核黄素的工业化生

产‘4|．作者在构建3种整合型核黄素质粒的基础

上，比较研究了核黄素操纵子以不同方式分别整合

在B．subtilis24的recA回复突变株24R7的染色体

上rib、amyE和thrC位点的稳定性及对核黄素合

成的影响．

1材料与方法

1．1实验材料

1．1．1 酶和试剂 限制性内切酶、T。DNA连接

酶、Pyrobest DNA聚合酶、溶菌酶和dNTP：购自

TaKaRa公司；其它常规药品和试剂采用进口分装

或国产分析纯．

1．1．2培养基LB培养基见文献Es-I；CMR培养

基见文献[6]；补充培养基B1：在无菌的基本培养

基‘61中加入氨基酸混合液0．5％；补充培养基B2：

在无菌的基本培养基中加入不含苏氨酸的氨基酸

混合液0．5％；淀粉培养基：LB固体培养基中补加1

g／dL水溶性淀粉；摇瓶发酵培养基：蔗糖12 g／dL，

酵母粉2．0 g／dL，MgSO。0．05 g／dL，尿素0．6

g／dL．

1．1．3 茵株与质粒 见表1．

表1菌株和质粒

Tab．1 Strains and plasmids used in this study

注：BGSC．Bacillus Genetic Stock Center；8-AG：8-氮鸟嘌呤；Dc：德夸菌素

1．2实验方法

1．2．1 DNA的酶切、片段回收、连接和转化

DNA片段用鼎国公司的A007DNA片段快速纯化

试剂盒回收；DNA的酶切、连接、转化按文献[5]

进行．

1．2．2 PCR扩增 参照文献[5]，用Thermo

Hydaid P2型扩增仪扩增．

核黄素操纵子引物：上游引物5’G GGG GGT

ACC ACA AAA GAG GGG AGG GAA AC 3’

下游引物5’G GGG GAA TTC CGG GAT

CGG ACT GAC G 3’

扩增条件：92℃预变性300 S；92℃30 S；

58℃60 S；72℃300 S；30个循环；72℃600 S．

recA基因引物：上游引物5’CCC GGG CTG

CAG ATG TGT TTA TCG GCA TTT C 3’

下游引物5’CCC GGG GAA TTC TAG ACG

AAT AAA GCC CTA AAA 3’

扩增条件：92℃预变性300 S；92℃30 S；

58℃60 S；72℃150 S；30个循环；72℃600 S．

1．2．3 大肠杆菌和枯草杆菌感受态细胞的制备、
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转化 参照文献[5，7]，原生质体融合方法见文

献[6]．

1．2．4 不同转化子的鉴定方法 采用淀粉水解方

法和氨基酸缺陷的验证方法【6]．

1．2．5整合型质粒在染色体上的扩增方法 见文

献E83．

1．2．6摇瓶发酵方法500 mL摇瓶中装入30 mL

发酵培养基，41℃下250 r／min发酵64 h．

1．2．7 测定方法 取1体积样品与0．2体积1

mol／L NaOH混匀，待核黄素结晶完全溶解后在

8 000 r／min离心2 rain，取上清液，用乙酸一乙酸钠

缓冲液适当稀释后在444 nm下测定吸光度，按照

下列公式计算核黄素的质量浓度：核黄素质量浓度

(rag／L)一(总稀释倍数×吸光度)Io．032 1

2结果与讨论

2．1 recA回复突变株24R7的构建

以B．subtilis DBl04的染色体为模板，通过

PCR扩增出1．5 kb的DNA片段，ClaI酶切的鉴

定结果见图1，与理论的酶切图谱(图2)一致，表明

所扩增产物为目的DNA片段．

1．ClaI酶切PCR产物；M．1 kbDNAladder

图1图l PCR产物的酶切鉴定

Fig．1 Identification of product by digest

9)

图2图2扩增产物的酶切图谱

Fig．2 Restriction map of PCR product containing recA

用Pst I和EcoR 1分别双酶消化PCR产物和

两种E．cozi—B．subtilis穿梭质粒pBE2与

pHPl3，然后将质粒PCR产物连接，通过原生质体

转化法将连接产物直接转化B．subtilis 24，从含50

ng／mL丝裂霉素C的CMR再生选择培养基上得

到目的转化子，提取质粒后酶切鉴定结果见图3．

将所构建的两种重组质粒分别命名为pBE2一REC

和pHPl3一REC．随后将24／pBE2一REC和24／

pHPl3一REC分别在含有50 ng／mL丝裂霉素C的

LB液体培养基中传代培养约20代后，挑取因消除

了质粒而分别对Km和Cm敏感但仍然具有丝裂霉

素C抗性的菌株．对于24／pHPl3-REC，在所挑取

的240株菌株中，95％同时具有Cm抗性和丝裂霉

素C抗性，剩余5％的菌株则对Cm和丝裂霉素C

均敏感，没有获得抗丝裂霉素C而对Cm敏感的菌

株．而对于B．subtilis 24／pBE2一REC，所挑取的60

株菌株中，70％具有丝裂霉素C抗性而对Km敏

感，从这42株菌中随机挑选4株进行质粒的提取验

证，结果均不含有质粒，表明这些菌株在丢失了质

粒的同时通过同源重组恢复了recA基因的功能．

将其中一株recA+菌株24R7作为后续实验中的宿

主菌．

M．1 kb DNA ladder；1．EcoRI和P盯I酶切pHPl3一REC；2．

EcoRI酶切pHPl 3一REC；3．EcoRI和PstI酶切pBE2一REC；

4．EcoRI酶切pBE2一REC

图3图3重组质粒的酶切鉴定

Fig．3 Identification of plasmid by digest

2．2整合型核黄素质粒的构建和筛选

以B．subtilis 24的染色体为模板，通过PCR扩

增出4．6 kb的DNA片段，包括核黄素操纵子的启

动子、结构基因和终止子．通过引物在上下游分别

引入BamHI和EcoRI位点，分别用这两种内切酶

酶切PCR产物及整合型质粒pCPll5、pDGl664和

pDG364(见图4)，将PCR产物分别与3种载体连

接，然后将连接产物转化E．coli DH5口，从选择性培

养基上生长出黄色和白色两种转化子，提取质粒进

行酶切验证，结果见图5．所有黄色转化子中均含有

所构建的重组核黄素质粒，而白色转化子中都没有

目的重组质粒．将这些整合型核黄素质粒分别命名

为pRB40，pRB61和pRB63．
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图4图4 pCPll5、pDGl664和pDG364

Fig．4 pCPll5、pDG364、and pDGl664

1．．BamHI and EcoRI酶切pRB63；2．BamHI酶切pRB63；3．BamHI

and EcoRI酶切pRB61；4．BamHI酶切pRB61；5．BamHI and EcoRI酶

切pRB40；6．BamHl酶切pRB40；M．^／HindⅢ

图5 整合型核黄素质粒的酶切鉴定

Fig．5 Identification of integration riboflavin plasmid by

digestion

2．3 核黄素操纵子在B．subtilis染色体上整合方

式和扩增后对核黄素合成的影响

通过原生质体法分别将pRB40、pRB61和

pRB63转化人24R7中，共得到5种转化子，它们的

特点和相对核黄素产量见表2和图6．结果表明，核

黄素操纵子通过单交换重组方式整合在rib、amyE

或thrC位点，使核黄素的产量提高约14％～19％，

而通过双交换重组方式整合在染色体上的amyE

或thrC位点可使核黄素产量提高40％～44％．检

测4种工程菌在传代培养过程中质粒稳定性，结果

表明，通过双交换重组整合的核黄素操纵子在染色

体上更为稳定，而单交换重组的核黄素操纵子在菌

株的传代培养过程中容易从染色体上丢失(见图

7)，这可能是造成上述产量差异的主要原因．拷贝

数为2的游离型核黄素质粒pMX45在整个发酵过

程中的保持率可高达98％以上，其分离稳定性非常

高[“．将pMX45转化入24R7后的核黄素产量提高

了约150％(每个核黄素操纵子约75％)，这也说明

了核黄素操纵子在B．subtilis 24R7中稳定性的增

强有利于核黄素合成能力的提高．

表2核黄素操纵子整合在染色体rib、thrC或amyE位点

的5种转化子

Tab．2 Five types of transformants with riboflavin operon in-

tegrated at rib、thrC or amyE locus in choromeosome

150

享

删100
址
莨
罂
懒 50
被
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O

a．R7；b．R7：：[pRB40]；c．R7：：[pRB61]单；d．R7

[pRB613双；e．R7：：[pRB63]单；f．R7：．[pRB63]双

图6 5类转化子的相对核黄素产量

Fig．6 The relative riboflavin yield of transformants
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图8表明了将R7：：[pRB63-]单中的pRB63进

行扩增后对提高核黄素合成的影响，得到的抗

Cm 10～60／-g／mL的菌株的核黄素产量最高可增

加约60％．对抗Cm 30 btg／mL的菌株作了质粒稳

定性的检测，在传代培养30代后，具有10，20

肚g／mL氯霉素抗性的菌株分别占72％和40％，仍

具有30 I坚g／mL氯霉素抗性的菌株仅有7 oA．这一

结果表明，24R7染色体上所扩增的串联重复结构

的稳定性很差，同双交换整合方式和转化pMX45

相比，通过这种方式增加核黄素操纵子的剂量对增

强核黄素合成的效果并不理想．

对于工程菌24／pMX45的改造，将核黄素操纵

子中的启动子ribPl和ribP2替换为强启动子以增

强转录的基础上，以较稳定的双交换整合的方式增
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Fig．8 The relative riboflavin yield of 24R7 Cmr strains

3 结 论

1)通过单交换重组方式在B．subtilis 24R7染

色体的rib、amyE和thrC位点整合一个核黄素操

纵子可使核黄素合成增加14％～19％，而通过双交

换重组方式整合在amyE或thrC位点可使核黄素

合成增加40％～44％．

2)通过将整合型核黄素质粒pRB63在B．sub—

tiIis 24R7染色体上进行大量扩增后，最多可使核黄

素的合成增加约60％，但扩增后的串联重复结构的

稳定性较差．以较稳定的双交换整合的方式增加核

黄素操纵子剂量可提高工程菌的核黄素合成能力．
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