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PhrG-RapG-DegU 群体感应调控枯草芽孢杆菌中

甲萘醌-7的合成

黄俊宝  黄茜琳  陈 宇  高旭丽  罗雅妮  陶 伟  刘永圆  郭明雨  吴 晶  刘 艳*

（安徽工程大学生物与食品工程学院，安徽  芜湖  241000）

摘要：【目的】通过挖掘转录调控因子，研究了转录调控系统对枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis，B. subtilis）168

中甲萘醌 -7（MK-7）产量的影响。【方法】利用信号分子 PhrG 五肽、RapG 蛋白质与转录调控因子 DegU，在

B. subtilis 168 中成功构建了 PhrG-RapG-DegU 调控系统，用以微调关键基因的表达，使 MK-7 合成途径中关

键基因的表达能够响应细胞密度变化。【结果】通过该系统，菌株 BS06 中 MK-7 的产量达到了 102.47 mg/L。

【结论】群体感应调控系统的微调能够有效提高 B. subtilis 168中 MK-7产量。

关键词：枯草芽孢杆菌 168；PhrG-RapG-DegU；群体感应；维生素 K2

PhrG-RapG-DegU Quorum Sensing Regulates Menaquinone-7 Production in 

Bacillus subtilis
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Abstract: [Objective] The effects of the transcription regulation system on menaquinone-7 (MK-7) production in 

Bacillus subtilis (B. subtilis) 168 were studied by excavating transcription regulators. [Method] With the signal 

molecule PhrG pentapeptide, RapG, and the transcription regulator DegU, a PhrG-RapG-DegU regulatory system 

was successfully constructed in B. subtilis 168 to fine-tune the expression of key genes, so that the expression of 

key genes in the MK-7 synthesis pathway can respond to the changes in cell density. [Result] The production of 

MK-7 in strain BS06 reached 102.47 mg/L through this system. [Conclusion] Fine tuning of quorum sensing can 

effectively improve the MK-7 production in B. subtilis 168.
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维生素 K2（VK2）作为一种优良的药用化合

物，在对抗多种疾病如骨质疏松症和阿尔茨海默

病，抑制肿瘤细胞增殖，促进凝血，预防心血管疾

病以及用作营养增强剂方面都有着十分广泛的应

用前景［1-5］。VK2来源于食品、化学合成［6-7］和微生

物发酵，可直接被人体吸收，半衰期长，具有良好

的生物安全性［8］。根据侧链数量的不同，可以将

VK2分为不同的类别，其中 MK-7是 B. subtilis中生

物含量、生物活性和生物利用度［9］最高的甲萘醌

类物质，也是 VK2最有效的亚型［10］。

群体感应是实现细胞间通信的一种方式［11］，

也是微生物群落与周围环境之间信息交换的重要

工具［12-13］，可自发检测细菌浓度变化，调节相关基

因的表达［14-15］，平衡细胞生长与产物合成之间的
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关系，控制细胞代谢流向，避免发生失衡。相较于

传统的调控模式，群体感应不需要添加额外的诱

导剂，没有遗传干预，不依赖代谢途径，对细胞生

长没有负担［16］。群体感应调控系统使细菌能够根

据细胞密度的变化动态微调相关基因的表达，以

适应环境的变化［17］。Kim 等［18］在大肠杆菌中构建

了群体感应系统，调节红没药烯的生物合成，使其

终产量达到了 1.1 g/L。

转录调控因子 DegU 作为 B.subtilis 中双组分

调节系统（two-component regulatory system，TCS）

的响应调节器［19-22］，控制着许多重要的生理过程，

如鞭毛形成［23］、细胞感受态的发育［24］和细胞运

动［25］。在细胞中，DegU 被认为是控制细胞命运的

分子开关［26］，其 C 端的螺旋-转角-螺旋（helix-turn-

helix， HTH）结构可以识别特定的 DNA 序列［27-30］。

天冬氨酸磷酸酶 RapG［31-33］及其同源 PhrG 能够调

控 DegU-P 的活性。借助 PhrG-RapG 系统，在菌株

B. subtilis 168 中构建一个基于细胞密度的动态调

节元件，使 MK-7合成途径中关键基因的表达受到

细胞密度的调控。

作者构建了一个由细胞密度控制的动态调控

元件，将产物合成与细胞生长动态连接起来，平衡

两者之间的关系，使细胞能够自主控制代谢过程，

避免了代谢流的失衡。为提高 VK2的工业生产水

平和构建 B.subtilis细胞工厂奠定了基础，同时，也

为提高相关菌株中次生代谢产物产量提供了新

思路。

1　材料与方法

1.1　菌株和培养基

所有接种培养基均使用 LB 液体培养基 ，

37 ℃培养。LB 液体培养基：0.5 g/dL 酵母提取物、

1.0 g/dL胰蛋白胨、1.0 g/dL氯化钠，pH 7.0，固体培

养基中每升加入 20 g琼脂，121 ℃灭菌 20 min。发

酵培养基为 SYG 培养基 ，37 ℃ 静置培养 6 d。

SYG发酵培养基：5.000 g/dL大豆蛋白胨、2.000 g/dL

酵母提取物、5.000 g/dL 甘油、0.386 g/dL K2HPO4、

0.162 g/dL KH2PO4，pH 7.0，121 ℃ 灭菌 20 min。

每升发酵培养基中加入 2 mL 微量元素。所用抗

生素的最终质量浓度为氯霉素 5 µg/mL、卡那霉素

50 µg/mL。

所有化学试剂：生工生物工程  （上海）股份有

限公司；MK-7 标准品：日本富士胶片和光纯药株

式会社；分子试验相关试剂：宝日医生物技术（北

京）有限公司。所使用的菌株及质粒见表 1，所有

的 PCR 引物序列见表 2。

1.2　启动子文库的构建

对 degU 上游片段（degU-L）、氯霉素抗性片段

（-Cm
r-）、IPTG诱导型启动子 Pgrac100和 degU基因片段

进行克隆、纯化、融合，获得 degU-L-Cm
r-Pgrac100-degU

片段，将其整合到 B. subtilis 168 基因组上，得到菌

株 BN00。通过扩增增强型绿色荧光蛋白基因

（egfp），与 B. subtilis 168 基因组中的 8 个原始启动

子构建目标片段 Px-eGFP，将构建的目标片段

Px-eGFP 导入 BN00 中，获得菌株 BN01~BN08，通

过检测种子液的相对荧光强度与光密度，以测定

原始启动子的相对转录强度。

1.3　eGFP荧光强度的测定和突变体启动子的筛选

为分析启动子的特性，筛选出符合目标的启

动子，将重组菌株 BN01~BN08 单菌落转接到 LB

培养基中，在 37 ℃ 、220 r/min 条件下培养 16 h。

每 4 h 取样检测 eGFP 的相对荧光强度，同时检测

不同 IPTG 浓度下的相对荧光强度。采用多功能

酶标仪，在激发波长 490 nm、发射波长 530 nm、增

益为 60 的条件下，检测细胞的相对荧光强度。在

波长 600 nm 处检测细胞的光密度。通过相对荧

光强度（细胞的相对荧光强度与细胞的光密度的

比值）表征启动子的相对转录强度。

1.4　启动子的突变筛选

将 1.3 中获得的受 DegU-P 正向调控的启动子

PdegQ的 -35 区和 -10 区域随机突变为 sigmaA、sigmaB

和 sigmaH的一致识别序列，通过改变不同的 sigma

因子的顺序和位置，获得 8个不同的启动子 P1~P8。

将目标片段 Px-eGFP 导入 BN00 取代 PdegQ，得到菌

株 BN09~BN16，检测种子液的相对荧光强度。

1.5　基因组的整合与筛选

采用无缝克隆技术实现相关基因操作［34］。首

先，对目标基因的上游序列、lox71-zeo-lox66、目标

启动子 P5的序列进行扩增、纯化和融合。以融合

片段为模板，扩增得到目标片段。测序成功后，将

目标片段整合到目标基因组上面。用 P5替代 ispH

和 hepS/T 的原始启动子，通过抗性平板筛选阳性

菌落，用 Cre/loxP 系统消除阳性菌株的抗性，最终

在 50 ℃下培养 12 h，消除 PDG148质粒。
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1.6　重组菌株的发酵培养与 MK-7产量的测定

选择 BS06 作为测定的目标菌株，菌株活化

后 ，按 2 mL/dL 接种到发酵培养基 SYG 中 ，在

37 ℃下静态培养 6 d。在 250 mL 的锥形烧瓶反应

器中静置发酵生产 MK-7。每隔 12 h 取 2 mL 发

酵液，采用高效液相色谱（HPLC）法检测菌株的

MK-7产量。

MK-7 提取方法：取 2 mL 混匀发酵液于 5 mL

棕色离心管中，10 000 r/min 离心 5 min，将上清液

吸入 5 mL 棕色离心管，加入 4倍体积的萃取液，萃

取液为正己烷-异丙醇的混合液（正己烷与异丙醇

体积比为 2∶1），培养箱振荡 20 min，避光静置 30 

min，12 000 r/min离心 5 min。将上清液过 0.22 μm

滤膜后置于进样瓶中，采用 HPLC 法检测，流动相

为二氯甲烷-甲醇混合液（二氯甲烷与甲醇体积比

为 9∶1），柱温 35 ℃，流量 1.0 mL/mim。

表 1　研究中使用的菌株及质粒

Table 1　Strains and plasmids used in this study

菌株及质粒

菌株

质粒

B. subtilis 168

B. subtilis 168-ispG ∷  P43

BC00

BC01

BC02

BC03

BL01

BL02

BL03

BN00

BN01

BN02

BN03

BN04

BN05

BN06

BN07

BN08

BN09

BN10

BN11

BN12

BN13

BN14

BN15

BN16

BS01

BS02

BS03

BS04

BS05

BS06

P7C6

PDG148

pHT-XCR6

基因型

nprE aprE epr bpr mpr ∷  ble nprB ∷  bsr vpr wprA ∷  hyg cm ∷  neo

B. subtilis 168，Cm
r-P43-ispG

B. subtilis 168， degU-eGFP

BC00 衍生， Pgrac100-rapG

BC00 衍生， Phag-rapG

BC00 衍生， Phag-rapG， Cm
r-Phag-phrG

B. subtilis 168，ΔrapG

B. subtilis 168，ΔphrG

B. subtilis 168，ΔdegU

B. subtilis 168，Pgrac100-degU

BN00 衍生， Cm
r-PdegQ-eGFP

BN00 衍生， Cm
r-PcomK-eGFP

BN00 衍生， Cm
r-PsacB-eGFP

BN00 衍生，Cm
r-PaprE-eGFP

BN00 衍生， Cm
r-Pbpr-eGFP

BN00 衍生， Cm
r-PflgB-eGFP

BN00 衍生， Cm
r-PsacX-eGFP

BN00 衍生， Cm
r-PwapA-eGFP

BN00 衍生， Cm
r-P1-eGFP

BN00 衍生， Cm
r-P2-eGFP

BN00 衍生， Cm
r-P3-eGFP

BN00 衍生， Cm
r-P4-eGFP

BN00 衍生， Cm
r -P5-eGFP

BN00 衍生， Cm
r -P6-eGFP

BN00 衍生， Cm
r -P7-eGFP

BN00 衍生， Cm
r -P8-eGFP

B. subtilis 168，Phag-rapG

BS01 衍生， Phag-phrG

BS02 衍生， P43-degU

BS03 衍生， P5-hepS

BS04 衍生， P5-hepT

BS05 衍生， Cm
r-P5-ispH

Pmd18-T 包含  lox71-zeo-lox66 片段

Amp， Km， E. coli-B. subtilis 穿梭载体，包含 Pspac 控制的 cre

Amp，Cm，包含 Pgrac100

来源

作者所在实验室保藏

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

本研究

作者所在实验室保藏

作者所在实验室保藏

作者所在实验室保藏
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表 2　研究中使用的 PCR 引物

Table 2　PCR primers used in this study

菌株

BS01

BS02

BS03

BS04

BS05

BS06

BN00

引物

rapG-L-F

rapG-L-R

rapG-L-P7C6-F

rapG-L-P7C6-R

P7C6-Phag-F

P7C6-Phag-R

Phag-rapG-F

Phag-rapG-R

rapG-F

rapG-R

rapG-P7C6-F

rapG-P7C6-R

P7C6-Phag-F

P7C6-Phag-R

Phag-phrG-F

phrG-R

degU-L-F

degU-L-R

P7C6-F

P7C6-R

degU-F

degU-R

hepS-L-F

hepS-L-R-P7C6

hepS-L-P7C6-F

P5-R-hepS

P5-hepS-F

hepS-R-R

hepT-L-F

hepT-L-R-P7C6

hepT-L-P7C6-F

P-R-hepT

P-hepT-F

hepT-R-R

ispH-L-F

ispH-L-R-P7C6

ispH-L-P7C6-F

P7C6-R-P5

P7C6-P5-F

P5-R-ispH

P5-ispH-F

ispH-R-R

degU-L-F

degU-L-R

degU-L-P7C6-F

P7C6-R-Pgrac100

引物序列（5′—3′）

TTTGTGGTCTTTACGGCTTTG

ATCCGCTCGTGAAACTCCTTTCTCTAGTGACT

AGGAGTTTCACGAGCGGATAACAATTTCACACA

TAACGCTGCCCACCTATCATACCGTTCG

ATAGGTGGGCAGCGTTATCCAGCG

GGGTGCGATCTTATTCATTGTTTTGTTCCTCCCTGAATATG

GGGAGGAACAAAACAATGAATAAGATCGCACCCG

CTTTCTCGGACAACAAGTCAT

TGCTTGCCTACTTCTCCTTAT

GTGAAATTGTTATCCGCTCTTATATAACCTCCGTTCGTTTAATCAGT

ATTAAACGAACGGAGGTTATATAAGAGCGGATAACAATTTCACACAG

CGCTGCCCACCTATCATACCGTTCGT

ATAGGTGGGCAGCGTTATCCAGCG

GCCAATCAGAAATCTTTTCATTGTTTTGTTCCTCCCTGAATATGT

AGGGAGGAACAAAACAATGAAAAGATTTCTGATTGGCG

CACGGCGATTTGAATACACTT

CAAATGCTGGCGAATGTTATG

CGGGTAAGCCACGCCTCCT

CGTGGCTTACCCGGGGATCCTC

AACAATGTTTACTTTAGTCACGTGTACATTCCTCTCTTACCTATAATG

AGAGAGGAATGTACACGTGACTAAAGTAAACATTGTTATTATCGAC

GTTGTTCACGCATTTCTTTCG

CGGAGAAGACCCGAATAG

GTTATCCGCTCAAATATCACCCTTGTCCCCAAA

GGGACAAGGGTGATATTTGAGCGGATAACAATTTCACACA

CCGTAGATGTCTTGCAATCTTTACCCTCTCCTTTTAAAAAAATTCAG

GGAGAGGGTAAAGATTGCAAGACATCTACGGAACT

TGTAGCAAGCGTCCGAAT

GAACACTTCAACCTCCCG

CGCTCTTTTCAGGCCCGCCT

GGGCCTGAAAAGAGCGGATAACAATTTCACACAG

CGCCAGTAAACGAATGATATTTAACATTCTTTACCCTCTCCTTTTAAAAAAATTCAGA

AGGAGAGGGTAAAGAATGTTAAATATCATTCGTTTACTGGCG

TGGGCTTTCGGTTCGTTAA

GCGAGGACCTTCATTTGG

TGTTATCCGCTCTTTCGGTTGTCCTCCAATACT

AGGACAACCGAAAGAGCGGATAACAATTTCACAC

CGTTCTTCGGTTACGATATAAATCCACCTATCATACCGTTCGTATA

ACGGTATGATAGGTGGATTTATATCGTAACCGAAGAACGTT

CGGTGAAATTTTAATTACGTCCATTCTTTACCCTCTCCTTTTAAAAAAATTCA

AAAGGAGAGGGTAAAGAATGGACGTAATTAAAATTTCACCG

CACTTGAGTAGCGAGGC

TATCCGAGGTCAGCCGTAA

CGCTCAAGCCACGCCTCCTT

GCGTGGCTTGAGCGGATAACAATTTCACAC

CGCTTACATCATTCTTTTCTACCGTTCGTATAATGTATGCTATACGAAG
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续表

菌株

BN00

BN01

BN02

BN03

BN04

BN05

BN06

引物

P7C6-Pgrac100-F

Pgrac100-R-degU

Pgrac100-degU-F

degU-R-R

degQ-L-F

degQ-L-R-eGFP

degQ-L-eGFP-F

egfp-R-P7C6

egfp-P7C6-F

P7C6-R-degQ

P7C6-degQ-F

degQ-R-R

comK-L-F

comK-L-R-eGFP

comK-L-eGFP-F

egfp-R-P7C6

egfp-P7C6-F

P7C6-R-comK

P7C6-comK-F

comK-R-R

sacB-L-F

sacB-L-R-egfp

sacB-L-egfp-F

egfp-R-P7C6

egfp-P7C6-F

P7C6-R-sacB

P7C6-sacB-F

sacB-R

aprE-L-F

aprE-L-R-egfp

aprE-L-egfp-F

egfp-R-P7C6

egfp-P7C6-F

P7C6-R-aprE

P7C6-aprE-F

aprE-R

bpr-L-F

bpr-L-R-eGFP

bpr-L-eGFP-F

egfp-R-P7C6

egfp-P7C6-F

P7C6-R-bpr

P7C6-bpr-F

bpr-R

flgB-L-F

flgB-L-R-eGFP

flgB-L-eGFP-F

引物序列（5′—3′）

AGCATACATTATACGAACGGTAGAAAAGAATGATGTAAGCGTGAAA

ACAATGTTTACTTTAGTCACGGATCCCACCTCCTTTAATTG

GGAGGTGGGATCCGTGACTAAAGTAAACATTGTTATTATCGAC

CACTTCACATTCCCGCCTA

ATTGAAAGCAACAACTGGGACA

CTTGCTCACCATCGTTTCCACACTCCTTTTTT

GTGTGGAAACGATGGTGAGCAAGGGC

CCCGGGTCTTGTACAGCTCGTCCATG

GAGCTGTACAAGACCCGGGGATCCTCT

CAAGTTTCTTTTCCATGTTCAAGCGAAAACATACCACC

TGGTATGTTTTCGCTTGAACATGGAAAAGAAACTTGAAGAAGTAAAAC

AACGACTCCGAGCGATTA

TTGCCAGCGACGATTCCA

CCTTGCTCACCATATTATGGCCTCCATCCTTTTTC

ATGGAGGCCATAATATGGTGAGCAAGGGC

CCCGGGTCTTGTACAGCTCGTCCATG

GAGCTGTACAAGACCCGGGGATCCTCTAG

CGTCTGTTTTCTGACTCATGTTCAAGCGAAAACATACCAC

GTTTTCGCTTGAACATGAGTCAGAAAACAGACGC

ATCTTCGTCCGCTCTTCT

CTGATTCACCGCAATCTTGT

CCCTTGCTCACCATCGTTCATGTCTCCTTTTTTATGTAC

AGACATGAACGATGGTGAGCAAGGGC

CCCGGGTCTTGTACAGCTCGTCCATG

GAGCTGTACAAGACCCGGGGATCCTCTAG

TGCAAACTTTTTGATGTTCATGTTCAAGCGAAAACATACCAC

GGTATGTTTTCGCTTGAACATGAACATCAAAAAGTTTGCAAAACA

TCTGCGTAGAATCCTCTGTTT

CTGCAAGGCTTGAAATAACG

CCCTTGCTCACCATTCTTTACCCTCTCCTTTTAAAAAAATTCAG

GGAGAGGGTAAAGAATGGTGAGCAAGGGC

CCCGGGTCTTGTACAGCTCGTCCATG

GAGCTGTACAAGACCCGGGGATCCTCTAG

TTTGCTTCTCACGTTCAAGCGAAAACATACCACC

GTTTTCGCTTGAACGTGAGAAGCAAAAAATTGTGGATCA

GGAGCCATCACATCAAGC

ATGAACATCACTGGAGGAACA

CCTTGCTCACCATTTTCATCCCCCTTTTTCAACATG

GGGGGATGAAAATGGTGAGCAAGGGC

CCCGGGTCTTGTACAGCTCGTCCATG

GAGCTGTACAAGACCCGGGGATCCTCTAG

TCGTTTTTTTCCTCATGTTCAAGCGAAAACATACCACC

GGTATGTTTTCGCTTGAACATGAGGAAAAAAACGAAAAACAGAC

AAATGTCAGCATCAGTGCC

ATACTGCTTTCCCTGTTGAGA

CCTTGCTCACCATATCCACTTACCTCCATTTCAGT

GGAGGTAAGTGGATATGGTGAGCAAGGGC
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续表

菌株

BN06

BN07

BN08

BL01

BL02

BL03

B. subtilis 168-ispG∷P43

引物

egfp-R-P7C6

egfp-P7C6-F

P7C6-R-flgB

P7C6-flgB-F

flgB-R

sacX-L-F

sacX-L-R-eGFP

sacX-L-eGFP-F

egfp-R-P7C6

egfp-P7C6-F

P7C6-R-sacX

P7C6-sacX-F

sacX-R

wapA-L-F

wapA-L-R-eGFP

wapA-L-eGFP-F

egfp-R-P7C6

egfp-P7C6-F

P7C6-R-wapA

P7C6-wapA-F

wapA-R

ΔrapG-L-F

ΔrapG-L-R-P7C6

ΔrapG-L-P7C6-F

P7C6-R-ΔrapG-R

P7C6-ΔrapG-R-F

ΔrapG-R-R

ΔphrG-L-F

ΔphrG-L-R-P7C6

ΔphrG-L-P7C6-F

P7C6-R-ΔphrG-R

P7C6-ΔphrG-R-F

ΔphrG-R-R

ΔdegU-L-F

ΔdegU-L-R-P7C6

ΔdegU-L-P7C6-F

P7C6-R-ΔdegU-R

P7C6-ΔdegU-R-F

ΔdegU-R-R

ispG-L-F

ispG-L-R-P7C6

ispG-L-P7C6-F

P7C6-R-ispG

P7C6-ispG-F

ispG-R

引物序列（5′—3′）

CCCGGGTCTTGTACAGCTCGTCCATG

GAGCTGTACAAGACCCGGGGATCCTCTAG

CCAGAAAATAAGCTCAAGTTCAAGCGAAAACATACCACC

ATGTTTTCGCTTGAACTTGAGCTTATTTTCTGGAACGATACAA

ATTCATCGCCGTGACATT

CAGCAATCCGTATCTGCG

CTTGCTCACCATGCAATTAAAACCTCCTTTGCTG

GGAGGTTTTAATTGCATGGTGAGCAAGGGC

CCCGGGTCTTGTACAGCTCGTCCATG

GAGCTGTACAAGACCCGGGGATCCTCTAG

TCTTTTGCAATCTCTTTATGCAAGTTCAAGCGAAAACATACCAC

GGTATGTTTTCGCTTGAACTTGCATAAAGAGATTGCAAAAGAATT

GATAGGACGATGGTGGAGTAG

TCTTTCTTGTATTCAACTGGGTG

CCCTTGCTCACCATTTCCTCTCTCCTTTTGTAATAAAAGTAATATT

AGGAGAGAGGAAATGGTGAGCAAGGGC

CCCGGGTCTTGTACAGCTCGTCCATG

GAGCTGTACAAGACCCGGGGATCCTCTAG

GCCTCTTTCTTTTTTTCATGTTCAAGCGAAAACATACCACC

ATGTTTTCGCTTGAACATGAAAAAAAGAAAGAGGCGAAAC

TGTCTGACCGTTCAACCTC

TGGTCTTTACGGCTTTGGC

CCCGGGTGTGAAACTCCTTTCTCTAGTGAC

GGAGTTTCACACCCGGGGATCCTCT

GCCAATCAGAAATCTTTTCATGTTCAAGCGAAAACATACCAC

GGTATGTTTTCGCTTGAACATGAAAAGATTTCTGATTGGCG

ACTTCACCATCGGGCAATA

AGAGGACAGGGCTTTCAG

ATCCCCGGGTTTATATAACCTCCGTTCGTTTAATCAG

ACGGAGGTTATATAAACCCGGGGATCCTCT

CCCGCATCCAGGGTGATGTTTGTCAGTTATTAAAT

ACCCTGGATGCGGGGGTTCAA

AAATTCCCGCTTGTCCTG

TCCTAACGCACCTTCACC

ATCCCCGGGTTATAATAGGAGACTTGCCTTTTACTAGG

GGCAAGTCTCCTATTATAACCCGGGGATCCTCT

GAGGCGTGGCTTAGGGTGATGTTTGTCAGTTATTAAAT

ACATCACCCTAAGCCACGCCTCCT

CAGGTAGAATTGACGATGATCCA

AGCATCAATAGATGTTGCACTC

ATCCGCTCTCGCTCCTTAATTGTAGTTGCC

AGGAGCGAGAGCGGATAACAATTTCACACAG

ATTTCACTCACTTGCAAGTGTACATTCCTCTCTTACCTATAATGG

GTAAGAGAGGAATGTACACTTGCAAGTGAGTGAAATCACAC

TAGTCAAACGCTTTCGCTG
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2　结果与讨论

2.1　B. subtilis 168中 MK-7的生产过程分析

B. subtilis 168作为典型的革兰氏阳性菌，具有

发酵周期短、分泌能力强、发酵产物单一等优点，是

生产MK-7的优势菌株。如图 1（a）所示，随着发酵时

间的增加，MK-7的增加具有一定的规律性：在细胞

生长的早期阶段，细胞生长缓慢，MK-7的产量缓慢

增加；随着发酵时间的增加，MK-7的产量也稳步提

升；在发酵后期，MK-7的产量逐渐趋于稳定。

MK-7由母链萘醌环和异戊二烯侧链组成。如

图 1（b）所示，在B. subtilis 168中，异戊二烯侧链主要

通过 MEP途径合成。4-羟基-3-甲基丁烯-2-二磷酸

合成酶（IspG）是 MEP途径中的关键酶，催化甲基赤

藓三醇环二磷酸（MEcPP）合成HMBPP，ispG的缺失

将导致异戊二烯生物合成完全丧失，多个基因功能

受损和电子转移受阻［35-36］，使异戊二烯侧链的合成无

法顺利进行，从而影响 MK-7的合成。如图 2所示，

相较于原始菌株，B. subtilis 168-ispG∷P43的生长受

到严重抑制，这进一步证实了 ispG表达量的增加会

对菌株有严重的毒性作用，导致菌株生长失衡，严重

抑制菌株生长。

2.2　基于 degU 的 B. subtilis 168 基因表达调控系统

的分析及 PhrG-RapG-DegU 群体感应调控系统

的构建

Hu等［37］揭示了 RapQ 和 PhrQ 之间的相互作用

关系及其对 DegU 的影响。为揭示 RapG、PhrG 和

DegU 之间是否存在类似的作用关系，首先将增强

的绿色荧光蛋白插入 B. subtilis 168 基因组 degU，

获得菌株 BC00。利用 IPTG诱导的启动子 Pgrac100表

达 rapG，并将重组片段导入菌株BC00中，得到重组

菌株 BC01。通过比较种子液在不同 IPTG 浓度下

的相对荧光强度，可以发现在 30 μmol/L时，种子液

的相对荧光强度明显低于 0 μmol/L 时，见图 3（a），

图 2　B.  subtilis 168 和 B.  subtilis 168-ispG∷P43 发酵过程中

的细胞生长曲线

Fig. 2　Cell growth curves of B. subtilis 168 and B. subtilis 

168-ispG∷P43 during the fermentation process

续表

菌株

Cre

BC00

引物

cre-F

cre-R

degU-F

degU-R-egfp

degU-egfp-F

P7C6-R-degU-R

P7C6-degU-R-F

degU-R-R

引物序列（5′—3′）

GCCTGCATTACCGGTCGATG

CTAATCGCCATCTTCCAGCAGGC

GAAGCGGCTCGTATTGTTG

CCTTGCTCACCATCTATCTCATTTCTACCCAGCC

CTGGGTAGAAATGAGATAGATGGTGAGCAAGGGC

AGGCAAGTCTCCTATTATAGTTCAAGCGAAAACATACCAC

GGTATGTTTTCGCTTGAACTATAATAGGAGACTTGCCTTTTACTAGG

CTTCACCCAAATGAGTGCC

图 1　B.  subtilis 168的 MK-7产量变化及其生物合成途径

Fig. 1　MK-7 production variation and its biosynthetic pathway in 

B.  subtilis 168
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验证了 RapG 对 DegU 活性的抑制作用。

为了研究 PhrG 五肽和 RapG 蛋白质的作用机

制，首先利用 Phag 在菌株 BC00 中表达 rapG，获得

BC02。然后，利用 Phag 在菌株 BC00 中表达 rapG

和 phrG，得到重组菌株 BC03。通过图 3（b）可以

发现 ，培养 16 h 后 BC02 的相对荧光强度仅为

BC00 的 1/3，说明 RapG 可以抑制 DegU-P 的活性；

BC03 的相对荧光强度相较于 BC02 有较大幅度的

提高，但没有恢复到 BC00的相对荧光强度。这说

明 PhrG 可以缓解 RapG 对 DegU-P 的抑制作用，但

目前还无法完全恢复。

为验证基因 rapG、phrG 和 degU 的作用，在

B. subtilis 168 中分别敲除 rapG、phrG 和 degU，得

到重组菌株 BL01（B. subtilis 168- ΔrapG）、BL02

（B. subtilis 168-ΔphrG）和BL03（B. subtilis 168-ΔdegU），

如图 4所示，重组菌株的生长都受到了一定程度的

抑制，BL01 和 BL02 的最大 OD600值均低于原始菌

株。这可能是因为 PhrG 五肽的合成被阻断后，

RapG 受到的抑制作用严重降低，其生物活性得到

提高，对 DegU 的抑制作用也有一定程度的提高。

菌株 BL03 的密度也在一定范围内下降，这可能是

因为 degU 调控了多个基因的转录和表达。敲除

degU 后，相关基因的转录受到抑制，表达减少，菌

株生长受到抑制。

通过图 5可以发现，BS01的细胞密度和 MK-7

的产量较 B. subtilis 168 均明显降低，MK-7 最大产

量仅为 12.92 mg/L，这表明 RapG 对细胞生长和

MK-7 的 产 生 均 有 显 著 的 抑 制 作 用 。 相 较 于

BS01，BS02 的生长抑制得到了较好的缓解，但不

论是最大 OD600值还是 MK-7 产量，都没有恢复到

B. subtilis 168 的水平 ，BS02 的 MK-7 产量只有

20.52 mg/L，这也表明 PhrG 可以部分缓解 RapG 的

副作用。BS03 的细胞密度和 MK-7 产量相较于原

始菌株 B. subtilis 168 均得到较大幅度的提升 ，

MK-7 产量达到 28.18 mg/L，增加了 31.8%，表明

PhrG-RapG-DegU 群体感应调控系统可以作为一

个分子开关，控制相关基因的调控水平，以响应细

胞密度的变化，提高 MK-7的产量。

2.3　诱导启动子和群体感应系统的构建

为了探讨 DegU-P 的具体调控模式以及不同

浓度的 DegU-P 是否能发挥不同的调控作用，用启

动子 Pgrac100 调控 degU 的表达 ，获得菌株 BN00。

图 3　RapG、PhrG 与 DegU 的相互作用关系验证

Fig. 3　Validation of the interactions between RapG， PhrG， 

and DegU

图 4　B.  subtilis 168、BL01、BL02和 BL03的生长趋势

Fig. 4　Growth trends of B.  subtilis 168，BL01， BL02， and BL03
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DegU-P 可以与靶基因的启动子结合并发挥调控

作用，为了反映 DegU-P 的作用强度，使用增强的

绿色荧光蛋白 eGFP 来反映启动子的相对转录

强度。

通过 B. subtilis 168中的原始启动子进行筛选，

选择了 8 个受 DegU-P 调控的启动子：PdegQ、PcomK、

PsacB、PaprE、Pbpr、PflgB、PsacX和PwapA，获得了菌株BN01~BN08，

并测定了这些菌株的相对荧光强度。如图 6所示，

PdegQ 的转录活性远高于其他 7 个原始启动子。因

此，选择 PdegQ作为后续研究的目标启动子。

启动子作为基因工程途径修饰的重要组成元

件，在调控 B. subtilis 的基因表达中发挥着重要的

作用［38］。在不同的情况下往往需要构建特定的启

动子，以满足转录途径的特定需要［39］。DegU-P 的

调控作用体现在通过与启动子结合来调控相关基

因的转录活性［30］。研究发现，DegU-P 的启动子选

择性体现在结合序列上［27］。与更喜欢结合反向重

复序列（IR）的 DegU 相比，DegU-P 更有可能与直

接重复序列（DR）结合［27］。根据不同的结合序列，

可以对启动子进行特异性修饰，以提高启动子与

DegU-P之间的结合效果。

在 B. subtilis 168中存在多种 sigma因子［28］，主

要的 sigma 因子称为管家 sigma 因子，主要负责生

命活动所必需的一些基因转录；其他 sigma 因子，

被称为环境特异性 sigma因子，只在特定情况下控

制特定基因的转录。在 B. subtilis 168 中，σA 被称

为管家 sigma 因子，σB是应对一般压力的 sigma 因

子 ，而 σH 在指数期后期和产孢阶段起着重要

作用［40］。

为了构建出更符合要求的启动子，以满足修

饰特定转录途径的需要，首先将目标启动子 PdegQ

的 -35 区和 -10 区域突变为 σA、σB 和 σH 结合位点。

其次，将这些启动子的特定区域变更为 DR，以提

高 DegU-P 的结合活性，获得启动子 P1、P2和 P3，通

过相对荧光强度分析可以发现，3种启动子的相对

荧光强度排序为 P2>P1>P3。启动子通过与 RNA 聚

合酶结合发挥调节作用［23］，一般来说 ，较多的

sigma 因子可能更好地帮助启动子被 RNA 聚合酶

识别［41］，具有更高的转录活性；同时，含有多个

sigma 因子的启动子也可能对恶劣环境具有较强

的抗性。在 PdegQ的基础上，构建了启动子 P4~P8，相

对荧光强度结果显示（见图 7），P5的活性明显高于

图 6　原始启动子的相对荧光强度

Fig. 6　Relative fluorescence intensity of the original promoters

图 5　B.  subtilis 168、BS01、BS02、BS03的生产趋势和 MK-7

产量对比

Fig. 5　Growth trends and MK-7 production of B.  subtilis 168，

BS01， BS02， and BS03
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其他启动子，而 P6的活性最低。较多的 sigma因子

结合位点可能并不总能提高启动子的相对转录强

度，这可能是因为当启动子包含多个 sigma因子结

合位点时，下游 sigma 因子的结合可能导致上游

sigma 因子结合过程暂停，从而导致转录活性降

低［41］。通过对原启动子 PdegQ 进行修饰改造，获得

了一个相对转录强度为原启动子 2.2 倍的重组启

动子 P5，并选择其作为后续试验的关键自诱导启

动子。重组启动子核心的核苷酸序列见表 3。

为了验证目标启动子 P5 是否符合要求，用

IPTG 诱导的启动子 Pgrac100调控 degU 的表达后，通

过加入不同浓度的 IPTG来反映 degU的表达强度。

如图 8（a）所示，在 4~16 h时，随着时间的增加，启动

子 P5的相对荧光强度逐渐增加，说明 DegU-P 可以

有效调控启动子的转录。同时，如图 8（b）所示，随

着 IPTG 浓度的增加，种子液的相对荧光强度也逐

渐增加，表明 DegU-P 浓度的增加对目标启动子转

录活性的调控作用也逐渐增强。

2.4　PhrG-RapG-DegU 群体感应系统调控 B. subtilis 

168中 MK-7的合成

MK-7 由萘醌环和异戊二烯侧链组成，其中萘

醌环通过 MK 途径合成，异戊二烯侧链通过类异戊

二烯磷酸生物合成途径和 MEP途径合成。MEP途

径产生 2种有毒的中间代谢产物：二甲基烯丙基二

图 7　重组启动子的构建与相对转录强度分析

Fig. 7　Construction and relative transcription intensity of 

recombinant promoters

表 3　重组启动子核心的核苷酸序列

Table 3　Nucleotide sequences of the recombinant promoter core

启动子

P1

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

序列  （5′—3′）

TTGACATTTTATTGCATTTATGTTATAAT

AGGTTTATTTAGGCTTGATTTTAGGGTAT

AGGAATTTTTATGTCTATTTACGAAT

AGGTTTTTGACATGATCTATTTAGGGTATTATAAT

AGGAATTTTGACATCTATTTACGAATTTGATATAAT

AGGTTTCTATTTAGGAATTTTTAGGGTATTTTACGAAT

AGGAATTTGACAAAGGTTTTACGAATTTTTATAATAA

GGGTAT

AGGAATTATTTAGGTTTAAATCGAATTGACATTTGGG

TATTCTATTTATATAAT

图 8　启动子 P5的功能验证

Fig.  8　Functional validation of the promoter P5
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磷酸（DMAPP）和 1-羟基-2-甲基-2-丁烯基-4-二磷酸

（HMBPP），虽然对细胞生长有毒副作用，但这 2种

物质对异戊二烯侧链的合成必不可少。前文的结

果已经表明，静态调控无法解决有毒中间体对细胞

生长的毒副作用，也无法解决细胞生长和产物合成

之间的矛盾。因此，作者构建了一个由细胞密度控

制的动态调控元件，来调节相关代谢物的生物合成，

控制代谢流向，缓解细胞生长和产物合成之间的

矛盾。

在 MEP 途径中，中间代谢产物 HMBPP 可以

在 IspH 的作用下合成 DMAPP 和 IPP，而 IPP 的

供应是 MK-7 高效合成的关键因素。 ispG 的表

达很容易引起 HMBPP 的积累，过表达 ispH 可以

消除 IspG 对细胞的毒性风险［42］。异戊二烯侧链

HDP 合成的最后一步是在 HepS/T 编码的庚烯

基二磷酸合酶的作用下催化 FPP 合成。因此，

在重组菌株 BS03 的基础上，利用重组启动子 P5

表达 ispH 和 hepS/T，获得重组菌株 BS06，使相关

基因的表达受到细胞密度的调控。如图 9 所示，

在 250 mL 锥形烧瓶中重组菌株 BS06 的 MK-7

最大产量为 102.47 mg/L，远高于原始菌株，证明

了利用 PhrG-RapG-DegU 群体感应调控系统调

控 B. subtilis 168 相关基因的表达 ，可实现菌株

的高产。

作者利用 PhrG-RapG 系统与 DegS/U 的相互

作用，构建了一个能够响应细胞密度变化的调控

系统。然而，在 B. subtilis 168 中存在多个对 MK-7

合成有副作用的分支途径，这些途径的存在可能

会减少碳代谢流向 MK-7合成途径；同时特定基因

的表达将与 MK-7合成途径中的关键酶竞争底物，

抑制 MK-7的合成，但其表达的缺失会对细胞生长

造成损害。在这种情况下，通过构建一个负调控

启动子响应细胞密度，以调节分支途径的表达，在

细菌生长的后期减少分支代谢物的合成，增加

MK-7 合成途径中碳代谢的流入，减少流出，以促

进 MK-7的合成。

3　结论

为 了 提 高 发 酵 过 程 中 MK-7 的 产 量 ，在

B. subtilis 168 中构建了一个 PhrG-RapG-DegU 群

体感应调控系统。通过构建启动子文库，筛选获

得了一个重组启动子 P5，其相对转录强度为启动

子 PdegQ 的  2.2 倍。通过上调转录途径中关键基因

的表达，使目标基因的表达受细胞密度的调控，将

细胞生长与产物合成有机统一，实现细菌生长的

自我调控。通过构建调控系统，目标菌株 BS06 在

250 mL锥形烧瓶中的 MK-7 产量达到 102.47 mg/L，

实现了在 B. subtilis 168中 MK-7的高效合成，同时

也为其他相关次生代谢物的生物合成提供了新思

路。在该研究中只关注利用群体感应调控系统上

调关键基因的表达及其对 MK-7合成的影响，但关

于负调控系统的研究较少。因此，在接下来的研

究中，应关注 B. subtilis 168 中自抑制系统的构建

及其对细胞生长和 MK-7 合成的影响，以及这 2 种

系统的结合应用。
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