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专论与综述 

枯草芽胞杆菌基因组删减对异源酶表达影响的研究进展 

张金方  李昕悦  徐小健  陈雪佳  牛馨  任绍东  李玉  路福平* 
天津科技大学生物工程学院 工业发酵微生物教育部重点实验室  天津  300457 

摘  要：枯草芽胞杆菌作为一种遗传背景清晰、基因编辑成熟的革兰氏阳性菌，是多种重要工业酶

的生产宿主。随着转录组、蛋白质组、代谢组等多组学测序和分析技术的发展，通过合理设计简化

枯草芽胞杆菌基因组，减少细胞内冗余的调控和代谢网络，使得细胞更精简且便于控制，展现出了

枯草芽胞杆菌作为异源酶表达宿主细胞的应用潜力。本文简要综述了枯草芽胞杆菌基因组删减的研

究进展，归纳了必需基因的确定方法，重点介绍了枯草芽胞杆菌通过删减基因组提升异源酶表达

的研究进展及删减策略，充分展示了枯草芽胞杆菌基因组删减在构建异源酶表达底盘细胞中的重

要作用。 
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Advance in the effect of reduction of the Bacillus subtilis genome 
on the expression of heterologous enzymes 
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Abstract: Bacillus subtilis as a Gram-positive bacterium, which has clear genetic background and mature 
gene editing, and it was also considered as the important host of industrial enzymes. With the development 
of multi-omics sequencing technologies including transcriptome, proteome and metabolome, the rational 
design could simplify the Bacillus subtilis genome, reduce redundant regulatory and metabolic networks. It 
makes Bacillus subtilis more streamlined and easily to control. Furthermore, Bacillus subtilis as a 
heterologous enzyme expression host has been emerged the potential applications. This article briefly 
reviewed the advance in the effect Bacillus subtilis genome reduction, summarized the essential genes and 
the methods to identify them in Bacillus subtilis, highlighted the research progress and deletion strategies of 
Bacillus subtilis to enhance heterologous enzymes by deleting the genome, and demonstrated the important 
role of genome reduction in the construction of heterologous enzyme expression on the cellular chassis. 
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近年来，在分子生物学、生物信息学等多学

科交叉融合发展的基础上，合成生物学开始成为

生命科学研究及生物技术应用的重要发展学科之

一。合成生物学是通过对天然生物系统进行设计

和构建而获得新的生物部件、装置和系统来生产

所需目的产物的学科[1]。作为合成生物学的重要组

成，构建一个易于预测和调控的优良底盘细胞

(Cellular Chassis)，成为生物系统设计和研究的重

要组成部分[2]。 

枯草芽胞杆菌(Bacillus subtilis)是一种广泛存

在于自然界中的革兰氏阳性菌，被美国食品药品

管理局(Food and Drug Administration，FDA)认定

为安全生产用菌(Generally Recognized as Safe，

GRAS)[3]，已经被应用到核黄素、γ-聚谷氨酸、透

明质酸等代谢产物的生产中[4-6]。同时，枯草芽胞

杆菌具有遗传背景清楚、生长速度快、适应能力

强、蛋白分泌能力强、无细胞毒素产生以及适合

高密度发酵等优点[7-9]，作为异源蛋白表达的“细胞

工厂”，在工业酶发酵生产中具有良好的应用前

景 [10]。然而作为细胞工厂，枯草芽胞杆菌的基因

组包含很多对生长和异源酶表达不利的非必需基

因，包括胞外蛋白酶、毒力因子、前噬菌体、菌

体自溶、芽胞形成、异源酶转录负调控因子等基

因，去除这些非必需基因不仅有利于降低芽胞杆

菌基因组的复杂度，增强其鲁棒性(Robustness)和

调控性，而且还可以提高宿主对异源酶的生产效

率，使其成为理想的底盘细胞[11]。 

随着对越来越多已完成的 B. subtilis 多组学测

序数据的比较和分析，推动了其最小基因组菌株

的构建。目前构建最小基因组主要有 2 种策略：即

“ 自 下 而 上 ”(Bottom-Up Approach) 与 “ 自 上 而

下”(Top-Down Approach)的合成策略[11]。“自下而

上”的策略是通过理性设计，采用从头合成路线，

将人工合成的标准化元件、功能基因模块逐步  

组装起来以合成最小基因组[12]。“自上而下”的技

术路线是对遗传背景已知的基因组进行大片段删 

减，尽可能去除非必需基因遗传序列，逐步缩减

基因组的规模，从而构建最小化基因组细胞[13]。

该策略由于大片段序列删减技术已经非常成熟，

芽胞杆菌在内的多种模式微生物通过基因组精简

优化后表现出优良特性，包括优化了代谢调节网

络，改善了细胞的能量利用效率，大大提高细胞生

理性能的预测性及可控性，因而被广泛应用[11]。在

设计最小基因组时，必须要了解必需基因与非必

需基因才能对宿主细胞进行最小基因组改造。必

需基因所编码的蛋白质往往参与细胞基础代谢过

程，如 DNA 的复制、RNA 的转录或翻译、细胞结

构组分的合成、产能代谢、信息传递以及加工蛋

白等，这些基因在重要功能结构域发生突变时会

引起致死效应[14]。确定基因的必要性可以为最小

基因组的构建提供许多线索。本文针对 B. subtilis

基因组删减问题进行分析讨论，对其基因组精简

工作的开展提供参考。同时结合近年来国内外的

研究成果，对芽胞杆菌的基因组改造进行介绍，

并对其基因组删减目前存在的主要问题和发展前

景提供了一些可行的解决方案和相关分析，为枯

草芽胞杆菌作为异源酶表达的底盘细胞构建奠定

基础。 

1  枯草芽胞杆菌最小基因组的研究 

1.1  枯草芽胞杆菌最小基因组研究进展 

自 1997 年 Kunst 等完成对 B. subtilis 的全基因

组测序后，枯草芽胞杆菌最小基因组的构建也开

始了迅速发展[15]。我们对枯草芽胞杆菌近 20 年的 

最小基因组改造进行了时间汇总，如图 1 所示[15-25]。

B. subtilis 基因组从刚开始删减 7.7%到目前删减

36.5%，相应的非必需基因(如产芽胞、运动、抗生

素合成、次生碳源的代谢和未知功能的基因)进行

了大量删减，删除不同片段长度获得的菌株，其

性能也不尽相同。如：Westers 等删除了类前噬菌

体区、前噬菌体区及 pks 聚酮化合物合成酶操纵子

共 332 个非必需基因，获得的菌株 B. subtilis Δ6 在 
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图 1  枯草芽胞杆菌最小基因组改造时间汇总 
Figure 1  Timeline showing the major achievements in the minimal genome engineering in Bacillus subtilis 

 
 

芽胞、感受态形成特性、代谢通量等方面与野生

株相比无显著变化，但细胞运动性、蛋白质分

泌、蛋白质组等方面有明显差异[18]；Ara 等通过删

除约 469 kb 片段，获得的菌株 B. subtilis MGB469

与野生株相比生长正常，但其异源蛋白表达不

稳定[20]；Morimoto 等在菌株 B. subtilis MGB469

的基础上删除了 11 个非必需基因，构建的菌株

B. subtilis MGB874 与野生株相比，生长速率有所

降低且染色体分布和细胞形态变化小，但其异源

蛋白酶产量显著提升[21]；Li 等通过删除约 812.4 kb

基因片段，获得的菌株 B. subtilis BSK814与野生株

相比，生长速率、产胞率、转化效率明显降低，但

其生物量、鸟苷和胸腺嘧啶含量显著提升[26]；Reuß

等在 B. subtilis ∆6 基础上进一步删减，删减后的菌

株 B. subtilis PS38 (删减 36.5%非必需基因)在复杂

培养基中的生长速度与野生型菌株相比生长速率

降低，这也是截至目前报道的枯草芽胞杆菌最精

简基因组[11]。 

在对枯草芽胞杆菌进行最小基因组研究的过

程中，比较基因组、转录组、蛋白质组、代谢组

学等多组学分析对理解芽胞杆菌内源性特征和建

立 最 小 基 因 组 具 有 重 要 作 用 。 Buescher 等 和

Nicolas 等通过转录组、蛋白质组、代谢组等多组

学手段对 B. subtilis 基因组内的基本功能和代谢网络

调控进行了详细阐明，为后续基因组删减提供了参

考[27-28]。Reuß 等将几种已构建的删减菌株的转录

组、蛋白质组学进行比较，发现必需基因在构建

菌株中只占所有基因的 6%，却产生了 57%的翻译

活性，相比之下，25%未知基因只使用了 3%的翻

译活性，同时验证了必需基因在枯草芽胞杆菌内

进行转录调控、蛋白质翻译的重要意义[11]。Yuan

等利用比较基因组和转录组学，对枯草芽胞杆菌

亲缘关系较为密切的地衣芽胞杆菌和解淀粉芽孢

杆菌进行了系统分析，并通过比较不同发酵时间

点的转录差异，确定了产酶过程中差异基因及其

代谢调控方式，为研究枯草芽胞杆菌生产异源酶

提供了借鉴[29]。 

通过实验获取的芽胞杆菌生理信息和多组学

分析结合，目前已建立了专门的芽胞杆菌基因组

数 据 库 ( 表 1) ， 例 如 DBTBS 、 SubiWiki 、

MetaCyc、SubtiList、SubtiPathways 和 SubtInteract

数据库 [27-28,30-35]。研究人员可以从这些数据库中

提取所需要的信息，对包括 DNA 序列、代谢通

路、蛋白质互作、基因转录调控等数据进行分

析，从而实现对芽胞杆菌作为底盘宿主进行基因

组改造。 

1.2  枯草芽胞杆菌必需基因鉴定方法 

在构建最小基因组的过程中，必须了解细胞

内必需基因之间的功能和相互作用，并且确定基

因的必要性。目前确定必需基因的方法主要有比

较基因组学、单个基因敲除、转座子诱变和基于

代谢网络预测等[11]。 
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表 1  枯草芽胞杆菌基因组信息数据库 
Table 1  B. subtilis genome information database 

Database name Website Applications 

DBTBS http://dbtbs.hgc.jp/ Transcriptional regulation information of B. subtilis 

SubiWiki http://subtiwiki.uni-goettingen.de/ 
Obtaining integrated information of genome sequence; 
Metabolic network regulation; protein-protein interaction of  
B. subtilis 

MetaCyc http://biocyc.org/download.shtml Metabolism of B. subtilis and application of enzyme regulation 

SubtiList http://genolist.pasteur.fr/SubtiList/ Obtaining gene sequence of B. subtilis 

SubtiPathways http://subtiwiki.uni-goettingen.de/subtipathways.html Obtaining metabolic pathway of B. subtilis and its regulation 
mechanism 

SubtInteract http://cellpublisher.gobics.de/subtinteract/startpage/start/ Obtaining protein-protein interactions of B. subtilis 

 
1.2.1  比较基因组确定必需基因 

比较基因组学主要利用必需基因数据库，根

据目的菌株与数据库中近缘菌株必需基因的序列

相似性比对结果，推测基因的必需性。一般而

言，必需基因是基因组中普遍存在的高度保守基

因，这种方法预测准确性与参照物种相关，基于

近缘物种的基因组比较分析结果相对较准确[35]。

借助基因组 GC 组岛分析以及复制原点分析等在线

软件，可以对目标菌株基因组序列分析，预测或

识别外源序列，确定必需基因序列[36]。Zhang 等利

用基因组 GC 组岛数据库 VFDB 和 PHAST 对 28 种

原核微生物中的基因组岛进行分析，通过比对发

现必需基因 362 个，其中 64 个毒力因子和 60 个噬

菌体相关必需基因[37]。Liu 等对支原体菌株基因

组进行了比较基因组分析，分别发现了 256 个和

196 个基因构成了这些支原体的最小基因集[38]。

Rey 等通过对地衣芽胞杆菌、枯草芽胞杆菌和嗜 

碱芽胞杆菌基因组进行比较，发现三者基因组存

在 1 719 个共有基因，但是在转座因子、胞外酶和

次级代谢相关基因存在明显差异[39]。Anderson 等

通过对枯草芽胞杆菌、蜡样芽胞杆菌、炭疽杆菌

和苏云金芽胞杆菌进行基因组比较发现，这 4 个芽

胞杆菌基因组中 1 381 个核心蛋白家族是共有的，

而胞外多糖、细胞壁和芽胞衣蛋白相关基因存在

显著差异，这也为研究 B. subtilis 必需基因提供了

借鉴[40]。但是，比较基因组学分析也有局限性，

因为其只考虑了在进化过程中保持足够相似的基

因，不包括具有高进化速率的基因，这些基因在

远距离分类群的比较中可能不会显示出它们的关

系，可能忽略了一些优良的必需基因。 

1.2.2  单个基因敲除确定必需基因 

通过单个基因敲除使基因组改变而引发表型

变化，必需基因的缺失必将导致细胞死亡，而非

必需基因的缺失通常是非致死性的，通过逐一缺

失单个基因后菌株能否生存来确定必需基因[41]。

在大肠杆菌 BW25113 中，通过单个基因敲除获得

了 3 985 个单突变株，确定基因组中包括 303 个必

需基因[42]。Stuani 等在不动杆菌中通过单个基因敲

除的方法获得 2 594 个突变株，进而确定基因组中

包括 499 个必需基因[43]。Kobayashi 等第一次对枯

草芽胞杆菌基因组进行了大面积单个基因敲除，

获得了必需基因为 271 个的最小基因组[19]。Tanaka

等对枯草芽胞杆菌基因组 157 个区域进行单独删

减，大小从 2 kb 到 159 kb 不等，总共有 146 基因

被成功删除，其中单个删除区域覆盖了 76%的基

因组[22]。虽然通过严格考察基因突变的致死性来

确定必需基因很精确，但是这种方法大大增加了

工作量，同时也可能将同工酶基因鉴定为非必需

基因。 

1.2.3  转座子诱变技术确定必需基因 

转座子诱变技术是利用转座子能够插入到基

因组中引起基因突变而对染色体进行修饰的方

法，该方法也可以用于鉴定细菌的必需基因。

Gerdes 等对大肠杆菌 K12 菌株 MG1655 基因组进行
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了 Tn-5 转座子插入突变，共鉴定出 620 个生存必

需基因[44]。Hutchison 等利用转座子失活方法推断

M. genitalium 的 265−350 个编码蛋白质的必需基 

因[45]。Hutchison 等利用转座子诱变技术得到了蕈

状支原体 JCVI-syn3.0 (531 kb，473 个基因)，其基

因组比自然界中发现的任何自主复制的细胞的基

因组都要小，这是目前构建最小基因组的最成功

尝试[46]。Hirokawa 等利用转座子诱变技术对大肠

杆菌中的遗传信息进行分析，并通过该技术分别

构建了最小基因组菌株 DGF-327 和 DGF-298，与

野生株相比生物量明显提高[47]。全局转座插入诱

变法效率高，结果较为准确，应用较广泛。但

是，该方法也会错误地将不含转座子的基因确定

为必需基因且随机性过强，不易准确控制精简区

域，还需通过全基因组测序来鉴定敲除区域[41]。 

1.2.4  基于代谢网络的计算模拟确定必需基因 

全面了解基因型和表现型之间的关系将极大

促进最小基因组的设计，目前针对两者之间的代

谢网络关系进行了计算机模拟分析。即利用简化

微生物的基因组数据和 NCBI 数据库建立起基因与

蛋白间的对应关系，从而建立起初始的代谢网

络，并经过相应的数学分析、代谢通量平衡分析

(Flux Balance Analysis，FBA)、代谢调节最小化分

析(Minimization of Metabolic Adjustment，MOMA)

等方法与已知基因组信息结合，通过计算机确定

必需基因[48]。Zhang 等利用计算机模拟和单基因缺

失的方法对细菌的代谢途径进行分析，该网络包

含了 478 个编码蛋白基因，然后使用判断和迭代程

序将基因分为三类：核心必需、合成致命和非必

需基因[48]。Hao 等提出了一种基因组最小化代谢网

络模型的方法，该方法能够模拟细胞在正常生长

前提下的细胞网络代谢途径，并利用该方法将枯

草芽胞杆菌实验模型由开始的 1 147 个基因简化到

420 个基因，完成了最小基因组模型的构建[49]。

Reuß 等通过网络代谢模型分析，对 B. subtilis PS38

在复合培养基中的生长必需基因进行实验验证，

发现该菌株生存的必需基因包括 523 个编码蛋白质

基因和 119 个编码 RNA 的基因，这些蛋白质和

RNA 编码基因是 B. subtilis 进行染色体复制、转

录、翻译、蛋白质折叠、分泌、新陈代谢和细胞

分裂等所必需的[11]。这种计算模拟方法也有其自

身的局限性，由于代谢网络模拟预测与代谢模型

的精度相关，在代谢网络模型精度欠缺的情况

下，预测结果的准确性可能受较大影响。但是该

方法使每个基因的本质具有可靠性，并且可以结

合实验进一步验证所构建的最小基因组菌株，这

种方法是未来发展最小基因组构建工业生产菌株

的必要工具。 

2  基因组删减对枯草芽胞杆菌异源酶表达
的研究 

2.1  基因组删减对枯草芽胞杆菌异源酶表达的

研究进展 

将枯草芽胞杆菌基因组中的非必需基因进行

逐步删减，有利于整合异源酶的高效生产元件，

以利于获得高产菌株。自 2008 年开始就有关于枯

草芽胞杆菌基因组删减提高异源酶表达的报道，

如：Morimoto 等构建了菌株 B. subtilis MGB874 

(Δ20.7%)，相比于野生株，其碱性蛋白酶和碱性纤

维素酶分别提高了 3.5 倍和 2.7 倍[21]；Manabe 等在

菌株 B. subtilis MGB874 的基础上敲除 rocDEF-rocR

基因区域，该区域与精氨酸降解途径关联，使得

谷氨酸盐代谢发生上调，构建的菌株 MGB874 

ΔrocDEF-rocR 与 MGB874 相比，碱性蛋白酶生

产力和生物量显著提升[50]；Manabe 等利用菌株

B. subtilis MGB874 和 MGB874 ΔrocG，通过添加

碱溶液和补充氮源使培养基 pH 值上调，使 α-淀

粉酶和碱性纤维素酶 Egl-237 产量提升到 1.08 g/L

和 5.5 g/L[51-52]；Suárez 等以构建的最简基因组 B. 

subtilis PG10 (Δ34.6%)为底盘，在表达金黄色葡萄

球菌来源的 4 种蛋白，即趋化抑制蛋白(Chip)、补

体抑制剂(SCIN)、免疫抗原 A (IsaA)和核酸酶(Nuc)

异源酶表达方面有明显优势，克服了异源酶在分

泌过程中的不稳定性[53] (表 2)。 
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表 2  枯草芽胞杆菌基因组删减对异源酶产量的影响 
Table 2  The effect of deleting B. subtilis gene for high-level production of heterologous enzyme 

Strains Methods Yields References

B. subtilis MGB874ΔrocDEF-rocR
Deletion of rocDEF-rocR 
fragment 

Increasing protease production [50] 

B. subtilis MGB874ΔrocG Deletion of rocG fragment The level of alkaline cellulase Egl-237 obtained 
corresponded to about 5.5 g/L 

[51-52] 

B. subtilis PG10 
Deleting 1.46 Mb (36%) 
fragment 

Improving four secreted proteins of S. aureus: CHIPS, 
SCIN, IsaA, Nuc 

[53] 

B. subtilis Δ6 
Deleting 320 kb (7.7%) 
fragment 

Increasing AmyL production [18] 

B. subtilis MG1M Deleting 991 kb (25%) 
fragment 

The recombinant protein was unstable [20] 

B. subtilis MGB874 Deleting 874 kb (20.7%) 
fragment 

Increasing cellulase and protease production (1.7 and 
2.5-fold, respectively) 

[21] 

 
 
然而，并非敲除区域越多，敲除菌株生长和

异源酶的表达都能提升，如构建的枯草芽胞杆菌

PS38、MGB469、MG1M 出现了生长速率缓慢、

异源酶产量降低的现象[25]。因此，从应用的角度

出发，通过删减构建最小基因组不一定意味着最

小的生存必需基因的集合，而是对异源酶表达有

利的合适的基因集合。对枯草芽胞杆菌进行基因

删减时，对删减后的不同菌株进行代谢通量和多

组学分析可以获得其代谢调控和异源酶表达的变

化。Toya 等对 MGB874 来源的产纤维素酶工程菌

株进行 13C 代谢通量分析，结果显示，删减后的宿

主菌株糖酵解通量及乙酸合成通量比野生型菌株

小，磷酸戊糖途径产生过量的 NADPH 有助于纤维

素酶生产[54]。Fischer 等对枯草芽胞杆菌基因组上

的 137 基因进行单独删减，利用 13C 技术进行代谢

通 量 分 析 ， 发 现 了 comA 、 oppACD 、 spo0A 、

spo0F、hpr 基因删减对整个菌体代谢调控并没影

响，但菌体生长速率得到提升[55]。 

2.2  相关基因删减对异源酶表达的提升策略 

目前对枯草芽胞杆菌基因组进行删减来提  

升异源酶表达，主要从以下几个策略考虑(图 2)：

(1) 删减阻碍异源酶蛋白表达的非驯化特性基因；

(2) 删减菌体自溶的基因和阻碍菌体生长的基因，

有效提高菌体生物量，使异源酶表达提升；(3) 删

减阻碍异源酶表达的负调控因子，提高异源酶在

枯草芽胞杆菌内的转录水平。 

2.2.1  删减枯草芽胞杆菌非驯化特性基因 

枯草芽胞杆菌通常具有一些未驯化的特性，

如产生大量的泡沫、胞外蛋白酶、在环境不利条

件下产芽胞等，这些未驯化的特性会阻碍芽胞杆

菌对异源酶的表达，同时增加了芽胞杆菌工业生

产的要求和难度。研究表明，通过对这些未驯化

的特性基因的删减，可有效提高异源酶的表达。

如 ： 利 用 6 种 (WB600) 、 7 种 (WB700) 、 8 种

(WB800)或 9 种(WB900)胞外蛋白酶缺陷的枯草芽

胞杆菌可显著提高 α-淀粉酶、木聚糖酶、内切葡

聚糖酶、纳豆激酶、麦芽糖淀粉酶等多种酶的产

量[10]；Zhang 等对枯草芽胞杆菌基因组上的 srfC 

(泡沫基因)、spoIIAC (芽胞基因)、nprE (中性蛋白

酶)、aprE (碱性蛋白酶)和 amyE (淀粉酶)基因进

行删减，使普鲁兰酶的酶活量显著提升[56]；Zhou

等以碱性蛋白酶为目标产物，对芽胞杆菌中的芽

胞形成相关基因 sigE 和 sigF、胞外多糖 eps 基因

簇、几丁质酶基因 chiA、淀粉酶 amyL 和泡沫相关

基因 lchAC 操纵子进行删除，获得的突变菌株其

碱性蛋白酶表达量提升了 62.19%，有力地证明了

删除非驯化特性基因可有效提高外源碱性蛋白酶

的活力[57-59]。 
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图 2  枯草芽胞杆菌基因组删减提高异源酶表达策略[33] 
Figure 2  The strategy of reduction genome of B. subtilis to increase heterologous enzyme expression[33] 

 

2.2.2  删减枯草芽胞杆菌自溶基因 

高密度发酵是生产外源蛋白的重要前提，而

在发酵过程中由于存在营养缺乏、生长环境压

力、次级代谢产物的积累以及菌体自然生长的限

制导致了菌体自溶的产生。细菌自溶会导致细胞

生物量降低，影响异源蛋白的生产，极大地限制

了芽胞杆菌持续表达外源蛋白的能力。在芽胞杆

菌中，细胞裂解通常发生在饥饿环境或衰老阶

段，根据其自溶相关研究可以分为以下几点： 

(1) 肽聚糖水解酶相关基因调节自溶 

肽聚糖水解酶又称自溶素，通过裂解肽聚糖

中的共价键参与肽聚糖翻转和分裂。枯草芽胞杆

菌中至少有 35 个编码肽聚糖水解酶的基因，它们

参与了细胞分离、运动、产芽胞和自溶[60]。根据

其作用位点的不同，可分为胞壁酸酶、酰胺酶、

内 肽 酶 和 氨 基 葡 萄 糖 酶 ， 其 中 包 括 了 LytC 、

LytD、LytE、LytF、LytG、CwlO、CwlS 和 CwlK

等肽聚糖水解酶[60]。LytC (N-乙酰胞壁酰-L-丙氨

酸酰胺酶)和 LytD (β-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶)是芽

胞杆菌生长过程中产生的主要自溶素，并都受到

sigD 的转录调控[61]。LytC 被认为是介导细胞自溶

的关键肽聚糖水解酶，单独缺失 lytC 可以有效抑制
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细胞裂解[62]。如单独敲除 B. subtilis ATCC 6051 中

的 lytC 基因增加了菌体密度，淀粉酶活力提高了

1.6 倍[63]。lytC 与 lytD 同时缺失也会抑制细胞裂

解，但抑制作用要小于 lytC 单缺突变体[61]。lytE 和

lytF 编码肽链内肽酶，参与菌体分离，单独缺失

lytE 和 lytF，突变体出现生长分离(分裂还是分离)

缺陷，但抑制细胞自溶效果并不显著[64]。此外，

lytE 与影响细胞长度增加的 cwlO 双缺突变体会导

致菌体致死效应[65]。 

(2) 胞外蛋白酶相关基因调节自溶 

研究发现胞外蛋白酶参与降解细胞壁中的肽

聚糖水解酶，可以降低细胞中自溶素的水平。胞

外蛋白酶缺失的菌株裂解程度增加，其中胞外蛋

白酶 AprE 和 NprE 稳定自溶素能力比 NprB、Bpr、

Mpr 和 Epr 更大[66]。Kodama 等研究证明，适当缺

失自溶素基因可以提高胞外蛋白酶缺失菌株的重

组蛋白产量，在串联敲除 8 种胞外蛋白酶的基础上

分别敲除自溶素相关基因 lytC和 sigD，有效提高了

外源蛋白的产量并延缓了自溶[67]。 

(3) 磷壁酸相关基因调节自溶 

肽聚糖水解酶的调节除了受到胞外蛋白酶的

作用外，还受到细胞壁上磷壁酸的调节。磷壁酸

是由核糖醇和甘油的残基组成的阴离子聚合物，

其通过细胞壁中的磷酸二酯键连接。作为阴离子

聚合物，磷壁酸是各种免疫细胞和多种细菌产生

过剩阳离子肽抗生素的靶向目标；同时，磷壁酸

可以与肽聚糖水解酶进行结合，调节细胞表面净

负电荷的含量，对正常菌体代谢过程中产生的肽

聚糖水解酶进行调控；dlt 操纵子介导脂磷壁酸 D-

丙氨酸化是细胞表面净负电荷修饰的主要过程，

dlt 操纵子的缺陷可以改善细胞壁的净负电荷[68]。

Chen 等通过缺失 dlt 操纵子(dltABCD)，使地衣芽胞

杆菌的纳豆激酶、α-淀粉酶和 β-甘露聚糖酶分别提

高了 37.13%、44.53%和 53.06%，使其蛋白分泌能

力提高[68]。 

(4) 同类相食相关基因调节自溶 

除了肽聚糖水解酶对菌体自溶起主导作用

外，菌体之间的同类相食也会导致菌体自溶的产

生。菌体在生长受营养限制条件下，会激活部分

细胞中的孢子形成调节因子 Spo0A，进而调节 Skf

和 Sdp 操纵子。skf 操纵子的第一个基因 skfA 编码

的一种抗生素作为杀伤因子，杀死不表达 Spo0A

的细胞[69]。同时，在表达 Spo0A 的细胞中，sdp 操

纵子会产生信号蛋白 SdpC，进一步增加杀伤作

用，通过杀死不表达 Spo0A 的细胞来摄入营养物

质[69]。Wang 等通过串联缺失枯草芽胞杆菌 168 中

的 lytC、xpf、skfA 和 sdpC，使细胞裂解减少

83.70%，β-半乳糖苷酶和纳豆激酶分别提高了

2.6 倍和 1.72 倍[69]。Zhou 等对调控 skf 和 sdp 的调

节基因 spo0A 进行敲除，发现敲除后的 Δspo0A 菌

株自溶速率明显加快，而且外源碱性蛋白酶的产

量显著降低[58]。该结果也进一步证实了同类相食

调节基因 spo0A 在整个菌体代谢网络的复杂性，需

要人们进一步挖掘同类相食相关基因的关键调控

因子和信号传递[58,70]。 

(5) 原噬菌体相关基因调节自溶 

原噬菌体是指整合在细菌基因组或者环状质

粒上的一类噬菌体，它们是细菌噬菌体的一种潜

在形式。当细菌受到刺激时，原噬菌体可以被诱

导进入裂解循环，在大量复制后通过裂解细胞释

放出噬菌体颗粒[70]。在枯草芽胞杆菌中推测至少

有 10 个原噬菌体或者噬菌体残余序列，它们分别

是 skin、PBSX、spβ 以及 prophage1-7，其中 PBSX

和 spβ 是被证明依然保留着形成噬菌体颗粒的功

能，它们在特定条件下可以被诱导[69]。Li 等对 B. 

subtilis 168 基因组上已知的原噬菌体(prophage1-7、

spβ、skin、PBSX)进行全部删减，与亲本相比，删减

后的菌株 B. subtilis BSK756 自溶速率显著降低，进

一步证实原噬菌体相关基因与菌体自溶有关[26]。 

2.2.3  删减阻碍异源酶表达的转录负调控因子 

提高芽胞杆菌中的异源酶表达还可以通过对

其转录调控因子删减来实现。对转录调控因子的

选择思路分为两种，一种是选择与蛋白转录本身

直接或者间接调控的转录因子，如转录调节因子
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SalA 可以直接抑制 ScoC 转录来实现对碱性丝氨酸

蛋白酶 AprE 的正向调控[71]；另一种是选择与蛋白

表达相关的代谢网络转录调控因子，通过对异源

蛋白分泌代谢途径进行分析，从中选取对蛋白表

达有影响的调控因子，将代谢网络与转录调控相

结合，这种调控因子的选择主要是因为异源蛋白

分泌的引入会使宿主细胞的代谢负担增大，出现

因异源蛋白的合成材料供给不足而阻碍异源蛋白

的合成[72]。因此，通过对细胞代谢进行调节，为

异源蛋白合成提供充足的 ATP、氨基酸以及其他所

需的资源，进而促进宿主细胞更好地合成异源蛋

白[73]。这种与代谢途径相关的转录调控因子通常

都是全局调控因子，即一个转录调控因子对代谢

途径中的多个过程都有调控作用，有利于实现较

大范围的调控作用[73]。如通过对碳、氮代谢相关

的转录调控因子 CcpA、CodY 基因删减来提高枯草

芽胞杆菌中异源 β-半乳糖苷酶的产量[74]。如缺失

了 CodY 转录调控因子的枯草芽胞杆菌，丝氨酸蛋

白酶 Vpr、金属蛋白酶 Mpr 的产量明显增加[75]。此

外，对异源酶的转录调控还可以通过利用 sRNA 来

实现，即通过构建目的蛋白 sRNA 基因缺陷的菌株

来降低其对目的蛋白转录的抑制作用，以此提高

目的蛋白的产量[76]。 

3  存在问题及解决方案 

随着近几年对枯草芽胞杆菌基因组的不断删

减和改造，其已成为碱性蛋白酶、α-淀粉酶、脂肪

酶等多种重要酶制剂的微生物细胞工厂。尤其是

通过“自上而下”的技术路线删减基因组，使多个简

化基因组细胞完成构建，如 B. subtilis MBG874 已

经用于商业化生产。然而，在枯草芽胞杆菌最小

基因组构建和基因删减过程中仍然存在一系列问

题，如现有基因编辑系统存在编辑效率低、大片

段区域删减困难等问题；片面地追求基因组最小

化，容易对菌株的生长、代谢和遗传等造成不利

的影响。基于此，从 3 个方面对目前基因组删减存

在的主要问题提出一些可行的解决方案。 

(1) 基因编辑系统的开发 

在枯草芽胞杆菌中已经成功开发了同源重

组、Cre-loxP 等基因编辑手段，但在实际操作过程

中存在着编辑效率低、大片段敲除困难等限制因

素。近年来发现的 CRISPR/Cas9，CRISPR/dCas9

编辑手段显示出诸多优势，与传统的基因编辑方

法相比，存在着编辑效率高、多位点编辑能力

强、编辑系统结构精简等优势。我们以穿梭质粒

pWH1520 为 结 构 骨 架 ， 构 建 了 单 质 粒

CRISPR/Cas9 敲除系统，不论是单点突变、大片段

基因删减，其基因缺失率达到 90%以上，该系统

为芽胞杆菌有效地基因删减和代谢调控提供了支

持，具有广泛的应用前景[57]。然而，随着以 Cas9

蛋白为基础的 CRISPR 系统的广泛应用，研究者们

也发现了 Cas9 蛋白存在的局限性，主要体现在其

造成的双链断裂对宿主产生的毒性和脱靶问题。

为了解决这一问题，研究者通过失活 Cas9 蛋白单

个 核 酸 内 切 酶 结 构 域 获 得 Cas9 切 口 酶

(Cas9nickase，Cas9n)，与双链切割活性 Cas9 相

比，Cas9n 对宿主细胞生长压力小，单链切口易于

修复而且脱靶几率较小，可有效提高枯草芽胞杆

菌基因组删减效率[77]。未来随着研究的深入以及

生物信息学、结构生物学等学科的发展，新型

CRISPR/Cas 系统将会继续得到开发，从而进一步

拓展 CRISPR/Cas 基因编辑系统的应用范围。 

(2) 多组学分析和计算模拟芽胞杆菌全局代谢

网络 

片面地追求基因组最小化，容易对菌株的生

长、代谢和遗传等造成不利的影响。因此，在构

建小基因组细胞工厂的过程中，不能忽视基因与

基因之间的网络代谢调节，同时要兼顾枯草芽胞

杆菌对环境的适应能力和大规模培养的潜力，借

助转录组数据、比较基因组学等多组学分析，模

拟枯草芽胞杆菌在生长调节和异源酶表达调控上

的关键基因。Reuß 等对构建的最小基因组菌株 B. 

subtilis PS38 进行的转录组、代谢组、蛋白质组学
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系统分析，包括必需基因和非必需基因的翻译效

率、基因间的代谢调控的研究，为研究枯草芽胞

杆菌作为细胞工厂的应用奠定了基础[11]。Yuan 等[29]

以地衣芽胞杆菌和解淀粉芽胞菌为研究对象，利

用比较基因组、转录组和代谢组学对两种菌株的

异源蛋白酶生产过程进行了转录和代谢差异分

析，Zhou 等也对阻碍异源酶表达的不良特性基因

进行了研究，发现改良后的芽胞杆菌生产异源酶

效果提升显著[57-59]，为芽胞杆菌生产异源酶提供

了一定的依据。利用生物系统研究、计算机模拟

辅助和控制代谢途径等策略可以平衡细胞生长和

异源酶合成的代谢流量，实现合理设计对基因组

进一步缩减，最终获得含有预定功能基因的更简

单和可预测的细胞工厂，用于工业化生产。 

(3) 枯草芽胞杆菌生长特性及异源酶表达代谢

途径的改善 

对枯草芽胞杆菌生长特性的改善也会提高其

异源酶的表达。截至目前，大部分已构建的最小

基因组底盘细胞的生长速度明显低于野生株，这

不仅延长了细胞培养周期，也降低了异源酶的生

产效率，并且在引入外源酶表达途径过程中也会

降低生长速度。为了减轻底盘细胞的代谢负担，

可以从以下两方面进行：一方面，可以通过合理

分配细胞内部资源利用，如降低枯草芽胞杆菌对

环境扰动和中央碳代谢过度表达的响应，将其朝

向细胞生长的重要途径流通，可能会提高细胞的

生长速度[78-79]；另一方面，为了减轻底盘细胞异

源酶表达的代谢负担，可以调节关键细胞生长基

因(如参与中央碳代谢的基因)使细胞生长与异源酶

生产分离，以减少细胞生长与异源酶合成之间前

体的竞争，还可以通过蛋白质成本计算引入细胞

消耗较少的经济途径，减少异源酶对细胞生长的

影响[80-81]。 

4  展望 

由于遗传学背景较清楚、生长速度快、培养

基条件要求较低、安全性能高等特点，枯草芽胞

杆菌已经成为工业酶生产上最常用的表达系统，

尤其是通过对枯草芽胞杆菌基因组删减提升异源

酶的表达是当前的研究热点之一。通过基因组删

减提升异源酶表达的过程中，确定删减靶区域是

关键前提，尤其是建立完善的大片段敲除策略。

进行基因组删减优化并非盲目删减非必需基因，

而应该是尽可能改造出只包含有利基因的枯草芽

胞杆菌菌株。根据异源酶目标基因进一步优化基

因组，以提高底盘细胞的适配性。有研究以工业

酶生产常用宿主地衣芽孢杆菌和解淀粉芽胞杆菌

为研究对象，利用多组学分析技术对其产酶调节

机制进行了研究，在对基因组删减技术优化的同

时，于基因组不同位点，包括复制起始位点 ori 及

其对称位点整合异源酶目标基因，显著提升了菌

体生长速率和蛋白酶产量[29,59]。 

随着多组学测序技术的快速发展，结合分子

遗传手段，枯草芽胞杆菌基因组删减提升异源酶

表达的研究已经取得了一定进展，但具体调控通

路还需要进一步探究。在基因组删减的过程中，

研究者应注意基因组改造后的枯草芽胞杆菌代谢

水平与生长速率相对较低这一特性，正确判断某

一通路或基因、蛋白等表达水平变化是调节菌体

有效生产异源酶的前提，明确关键通路后展开相

应基因的功能研究对解析基因组删减提升异源酶

表达有重要意义。 

未来随着各种技术之间的交叉与相互渗透，通

过合理的系统构建与优化，枯草芽胞杆菌作为异源

酶表达的底盘宿主，必将克服目前阻碍其发展的重

重壁垒，最终成为一种表达异源酶的最佳微生物细

胞工厂。 
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