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摘  要：【目的】利用基因敲除技术构建突变菌株 BS-AP-K 来研究枯草芽孢杆菌的分泌型氨肽酶

对菌体生长的作用。【方法】基于 Xer/dif 重组系统敲除 Bacillus subtilis 168 基因组中 ywaD 基因，

研究比较野生型与 BS-AP-K 菌株在不同培养基中的生长情况。【结果】通过比较两菌株的生长情

况，发现敲除分泌型氨肽酶会对菌体生长带来不利影响，而这种影响可以通过在培养基中添加多

种游离氨基酸来弥补。【结论】研究结果表明胞外氨肽酶通过酶切外源蛋白质以及多肽来为细胞

生长提供营养所需。 
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Effect of secretory aminopeptidase in Bacillus subtilis on the growth 
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Abstract: [Objective] Aim to study the effect of secretory aminopeptidase in Bacillus subtilis 168 on 
the growth, a gene knock-out mutant BS-AP-K was constructed. [Methods] Based on the Xer/dif 
recombinant system, the ywaD gene was deleted from the genome. The growth of wild type and 
BS-AP-K in different media was monitored. [Results] It turned out that the deletion of secretory 
aminopeptidase had a negative effect on the growth of the strain. The impaired growth rate of BS-AP-K 
strain can be overcome by amino acid supplements. [Conclusion] This study indicated that the 
secretory aminopeptidase played an important role in supplying amino acids required for growth by 
hydrolyzing proteins or peptides. 
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氨肽酶是一类能从蛋白质和多肽 N 端选择性

切除氨基酸残基产生游离氨基酸的外切蛋白酶，广

泛存在于不同微生物中。除了在蛋白质降解和成熟

方面发挥作用，氨肽酶还有其它的生理功能：在大

肠杆菌中 PepA 与胞内质粒的稳定性有关[1]；人苍

白杆菌来源的 D-AP 特异性地水解 D 型氨基酸，在

合成或者降解肽聚糖方面起着重要作用[2]；大肠杆

菌来源的 PepN 以及沙门杆菌来源的 PepN 和 PepA
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在胞内起着活化阿波霉素的作用，缺失这些基因会

增强菌株对相关抗生素的抗性[3]；研究者对乳酸链

球菌和瑞士乳杆菌中多种氨肽酶(PepX、PepC、

PepO、PepT 以及 PepN)进行单个或多个敲除，构建

了不同的氨肽酶缺陷型突变体，发现氨肽酶敲除个

数越多，菌体生长速率越慢，同时敲除上述 5 种氨

肽酶，菌体生长速率降低为原来的 1/10[4-5]。 
枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis 168)作为一种模

式微生物被广泛用于研究各种生理现象，如芽孢的

形成、蛋白的分泌、生物膜的形成等[6-7]。有关枯草

芽孢杆菌中氨肽酶的报道主要集中在酶的分离纯

化和酶学性质研究方面[8-9]，氨肽酶的生理功能方面

的研究还未见报道。 

本研究通过敲除枯草芽孢杆菌中氨肽酶基因

(ywaD)，探讨其编码的胞外氨肽酶(BSAP)的生理功

能。通过研究野生型和基因敲除菌株在不同培养基

中的生长情况，以及培养上清中游离氨基酸的种

类、含量的差别，阐述 BSAP 对枯草芽孢杆菌的菌

种生长的影响。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 
枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis 168 为本实验室

保藏菌株，质粒 p7Z6 为本校刘龙教授所赠。 

1.2  试剂 
限制性内切酶、Marker、琼脂糖、Primer STAR 

HS DNA 聚合酶均购于 TaKaRa 公司；质粒提取试

剂盒、细菌基因组提取试剂盒购于天根生化科技有

限公司；Mag Extractor-PCR&Gel Clean up 胶回收试

剂盒，TOYOBO 公司；胰蛋白胨和酵母提取物，

OXIOD 公司；Leu-pNA，Bachem 公司；碱性蛋白

酶，上海佳和生物科技有限公司；其他相关试剂均

购于国药集团化学试剂有限公司。 

1.3  培养基和培养条件 
LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10，酵母提取物 5，

NaCl 10，pH 7.0。 

SPM 培养基(g/L)：可溶性淀粉 5，大豆分离蛋

白 10，MgSO4·7H2O 0.6，KH2PO4 3。 
将甘油菌种在 LB 培养平板上划线，37 °C 过夜

培养后，挑取单菌落至 LB 培养基中，200 r/min、

37 °C 培养 10 h 后收集菌体，用 0.85% NaCl 溶液洗

涤和重悬菌体，以避免转接时带入营养成分。将悬

浮后的菌液分别转接至LB和SPM培养基中至最终

细胞密度为 1×106 CFU/mL 和 4×106 CFU/mL，

200 r/min、37 °C 培养 24 h，每隔 2 h 取样测定细胞

密度。 

1.4  基因敲除 
基因敲除方法参考 Xer/dif 重组系统基因组改

造方法[10]，具体步骤见图 1。从 B. subtilis 168 基因

组中扩增 ywaD 基因上游同源臂 FR1000 和下游同

源臂 BR1000，以 p7Z6 为模板扩增片段 dif/zeo/dif，

利用融合 PCR 技术将上述片段融合，构建整合片段

FR1000/dif/zeo/dif/BR1000。将整合片段转化 B. 

subtilis 168，经同源重组后，利用 zeo 抗性筛选阳

性转化子。挑取 3−5 个转化子在 LB 培养基中进行

传代培养，菌体自身具有的 Xer 内源重组酶可识别

dif 位点并删除两个 dif 位点之间的 zeo 抗性基因。

每隔 12 h 转接一次进行传代，培养 24 h 后稀释并

涂布无抗性平板，同时利用抗性平板验证抗性基因

丢失情况。 

 
 
图 1  基因敲除示意图 
Figure 1  Sketch of the process of gene knockout 
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1.5  细胞密度测定和生长速率计算方法 
菌液 OD600 值由分光光度计测定，菌液测定前

需稀释至测定线性范围内(OD600=0.03−0.60)，活菌

数利用稀释涂平板法测定。根据测定的 OD600 值绘

制菌株的生长曲线，利用 Least-squares-based lattice 
Boltzmann 方程对生长曲线进行拟合，计算曲线最

大斜率并定义为最大生长速率(μmax)，单位为 h−1，

其中曲线拟合系数 r2 不低于 0.99。 

1.6  氨基酸分布测定方法 
称取一定量的大豆蛋白粉溶于去离子水中，沸

水浴中煮 5 min 后冷却至室温，用 NaOH 调整溶液

pH 至 8.5 (终浓度为 5%)。BSAP 协同碱性蛋白酶水

解大豆蛋白，纯酶 BSAP 添加量为 0.1 g/L，碱性蛋

白酶添加量为 1 g/L，水解反应在 50 °C 进行 5 h，

期间不断搅拌反应液。以单独添加碱性蛋白酶进行

水解作为对照组。 

将水解产物与 10%磺基水杨酸按 1:1混匀，4 °C

静置 5 h 充分沉淀蛋白质和多肽，10 000×g 离心

10 min 去除沉淀，上清经 0.22 μm 微孔滤膜过滤后

利用 HITACHIL-8900 氨基酸分析仪测定水解产物

中游离氨基酸分布。 

1.7  氨肽酶活性测定 
以 Leu-pNA 为底物(4 mmol/L)，在 Tris-HCl 缓

冲液(50 mmol/L，pH 8.5)中加入适量的酶，37 °C

进行反应，利用酶标仪连续测定 405 nm 下的吸光

值，以测定数呈线性部分斜率计算酶活。37 °C 下

每分钟催化底物形成 1 mol 对硝基苯胺[pNA，

OD405=9.98 L/(mmol·cm)]所需的酶量即为 1 个酶活

力单位(U)。以不添加酶进行反应作为空白对照组。 

2  结果与分析 

2.1  突变菌株构建及鉴定 
为提高枯草芽孢杆菌转化和整合效率，将两端

同源臂长度延长为 1 000 bp，构建了整合片段

FR1000/dif/zeo/dif/BR1000。如图 1 所示，利用 B. 
subtilis 168 中自身所带的 Xer 重组酶在菌株传代中

完成抗性基因的删除，获得突变菌株 BS-AP-K 

(ywaD::dif)。根据基因组中同源臂两侧基因序列设

计引物，以野生型和 BS-AP-K 基因组为模板进行

PCR 验证，对应的 PCR 产物与理论值(分别为

3 468 bp和 2 128 bp)一致(图 2)，表明基因组中 ywaD

基因已被成功敲除。 

2.2  菌株的生长情况分析 
为研究敲除 ywaD 基因对菌体生长的影响，对

野生型和 BS-AP-K 菌株在 LB 培养基(富含游离氨

基酸)和 SPM 培养基(缺乏游离氨基酸)中的生长情

况进行监测。如图 3 所示，两菌株在 LB 培养基中

的生长情况没有明显差别，最大生长速率为 1.6 h−1；

在 SPM 培养基中，两者的生长速率有所下降，野

生型和 BS-AP-K 的最大生长速率分别是 0.7 h−1 和

0.5 h−1，BS-AP-K 较野生型菌株下降了 30%。结果

说明在SPM培养基中敲除 ywaD基因对菌体生长有

不利的影响。 

2.3  培养上清液中游离氨基酸的差异分析 
通过检测野生型和 BS-AP-K 菌株在 SPM 培养

基中的培养上清中游离氨基酸的组成和含量(表 1)，

进一步探究 BSAP 影响菌体生长的原因。在两种菌

株的培养上清液中检测到 12 种游离氨基酸， 

BS-AP-K 培养上清中游离氨基酸的总量较野生型 

 
 
图 2  基因敲除 PCR 验证结果 
Figure 2  PCR product from genome of wild type and 
BS-AP-K 
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图 3  培养基对菌体生长的影响 
Figure 3  Effect of different culture media on the growth of 
B. subtilis 168 
 

表 1  培养上清中游离氨基酸含量 
Table 1  Free amino acid compositions in the 

supernatant of culture (mg/L)  

Amino acid Wild type BS-AP-K 

Gly 9 510±388.0 3 720±128.0 

Ala 450±20.5 170±7.4 

Val 8 150±403.0 2 970±133.0 

Leu 8 290±37.6 2 380±46.8 

Ile 1 780±75.8 470±17.6 

Thr 2 310±97.3 2 670±107.0 

Met 1 670±9.2 480±8.4 

Phe 11 290±483.0 15 330±721.0 

Tyr 6 960±313.0 9 350±443.0 

Glu 1 380±67.4 1 640±75.3 

Arg 8 610±401.0 1 460±57.4 

Lys 4 190±204.0 780±34.9 

Total 64 590 41 420 

 
菌种降低约 40%，主要是由 Gly、Val、Leu、Ile、
Met、Arg、Lys 这 7 种氨基酸引起的，而这一结果

与 BSAP 的底物特异性是一致的[9]。 

2.4  添加游离氨基酸对突变菌株生长的影响 
根据培养上清液中游离氨基酸的组成，添加 7

种氨基酸(Gly、Val、Leu、Ile、Met、Arg、Lys，4 mg/L)

至 SPM 培养基中，考察添加游离氨基酸对菌株生

长的影响。如图 4 所示，同时添加 7 种氨基酸时， 

 
 
图 4  添加氨基酸对菌体生长速率的影响 
Figure 4  Effect of amino acid supplements on the 
maximum growth rate 
 
两种菌株的最大生长速率均有明显提高；BS-AP-K

的最大生长速率接近于野生型菌株在不添加氨基

酸时的最大生长速率，由此可见敲除 ywaD 基因对

菌体生长的不利影响是可以通过添加游离氨基酸

来弥补的。 

3  结论 

在 B. subtilis 168 基因组中，利用基因组注释找

到了 12 个氨肽酶编码基因，其中 4 个基因(dppA、

mapA、yflG、ywaD)编码的蛋白质的功能得到了解

析。dppA基因编码的蛋白质具有D-AP的催化性能，

这种蛋白在芽孢形成前期大量表达，可能对芽孢的

形成有引导作用[8]；mapA 和 yflG 基因编码不同底

物谱的甲硫氨酸氨肽酶，能降解蛋白质 N 端第一个

甲硫氨酸残基，推测在胞内蛋白质成熟过程中起重

要作用[11]；而 ywaD 基因编码的蛋白质 BSAP 属于

M28 家族，具有 Leu、Arg、Lys 等底物特异性[9]。

本研究基于 Xer/dif 重组系统成功敲除 B. subtilis 

168 基因组中 ywaD 基因，阐述了 BSAP 对菌体生

长的作用。 

信 号 肽 预 测 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ 
SignalP/)分析结果表明，在 12 个氨肽酶基因中只有

ywaD 基因编码的氨肽酶具有信号肽序列，因此推

测 BSAP 是唯一分泌至胞外的氨肽酶。在 SPM 培

养基中，由于 ywaD 基因缺失导致 BS-AP-K 的最大
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生长速率降低了约 30%，而这个影响可以通过添加

与 BSAP 底物特异性相关的氨基酸来弥补。虽然

BS-AP-K 含有其他胞内氨肽酶，但是在氨基酸缺乏

的培养环境中，他们不能弥补 BSAP 缺失产生的

影响。 
在 LB 培养基中，BS-AP-K 的生长情况与野生

型相近，生长稳定期 OD600 值达到 11 左右。在这个

过程(0−24 h)中，菌株培养上清中没有检测到 BSAP

氨肽酶活性(酶活为 0)，说明在富含游离氨基酸的培

养环境中菌体基本不表达 BSAP。而在 SPM 培养基

中，野生型菌株在生长稳定期的菌体密度 OD600 值

为 5.6，其培养上清中检测到 BSAP 氨肽酶的活性

(酶活约为 0.1 U/mL)，表明在缺乏游离氨基酸的情

况下，菌株会分泌 BSAP 水解外源蛋白质获得氨基

酸，为菌体生长提供有效的氮源。上述结果表明 B. 

subtilis 168 菌株可根据生长环境调节 BSAP 的分

泌，而 BSAP 的主要生理功能是通过降解外源蛋白

质和多肽为枯草芽孢杆菌细胞生长提供所需氮源。 
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