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摘   要：【背景】聚 γ-谷氨酸(poly-γ-glutamic acid, γ-PGA)是一种由芽孢杆菌代谢产生的同质氨基

酸聚合物，在众多领域具有广泛的应用潜力。芽孢杆菌 cwlO 表达一种 D,L-肽链内切酶，其对 γ-PGA
合成的影响机理尚不清晰。【目的】探究缺失 cwlO 对以不同前体发酵 γ-PGA 的影响及其机制。

【方法】以地衣芽孢杆菌 WX-02 为出发菌株，构建缺失 cwlO 的重组菌。在 3 L 发酵罐条件下对

比重组菌和野生菌利用不同前体发酵产 γ-PGA 的发酵性能，并通过转录水平差异分析、荧光倒置

显微镜观察、细胞壁肽聚糖含量和组分分析造成重组菌和野生菌发酵性能差异的原因。【结果】

缺失 cwlO 的重组菌对 L-谷氨酰胺的代谢利用效率显著提高，以 L-谷氨酰胺和 L-谷氨酸为混合前

体时，重组菌的 γ-PGA 产量达到 36.3 g/L，比野生菌高 48.8%。RT-qPCR 结果表明，相较于野生

菌，重组菌在利用 L-谷氨酰胺时 γ-PGA 合成途径和呼吸链上关键基因转录水平均上调。荧光倒置

显微镜观察发现重组菌细胞形态相比野生菌变短变圆，细胞壁肽聚糖含量和组分测定发现，重组

菌细胞壁肽聚糖含量降低，且肽聚糖中蛋白质占比减少。【结论】地衣芽孢杆菌 cwlO 的缺失引起

细胞壁肽聚糖含量降低，促进了菌株对 L-谷氨酰胺的利用，强化了 γ-PGA 的合成，这为探究 cwlO
对 γ-PGA 合成的影响提供了新的思路和研究基础。 
关键词：γ-聚谷氨酸；cwlO；L-谷氨酰胺；地衣芽孢杆菌  
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Abstract: [Background] Poly-γ-glutamic acid (γ-PGA), a homogeneous amino acid polymer 
produced by Bacillus, has application potential in a variety of fields. The cwlO in Bacillus can 
express a D,L-endopeptidase to influence γ-PGA production, the underlying mechanism of 
which remains to be clarified. [Objective] To explore the effect of cwlO deletion on γ-PGA 
production by using different precursors and decipher the underlying mechanism. [Methods] 
The recombinant strain with cwlO deleted was constructed on the basis of Bacillus licheniformis 
WX-02. The fermentation for γ-PGA production was conducted in 3-L fermenters with different 
precursors, and the performance was compared between the recombinant and the wild type. 
Moreover, the mechanism for the performance difference was explored by the analysis of 
transcriptional levels, cell morphology observation via inverted fluorescence microscopy, and 
the content measurement of peptidoglycan and its components. [Results] The cwlO-deleted 
recombinant showed an improved efficiency on L-glutamine assimilation. With L-glutamine and 
L-glutamic acid as the mixed precursor, the recombinant showed the γ-PGA production of 
36.3 g/L, which increased by 48.8% compared with that of the wild type. The results of 
RT-qPCR indicated that the transcriptional levels of the key genes involved in γ-PGA synthesis 
and respiratory chain were up-regulated in the recombinant with L-glutamine as the precursor, 
compared with those of the wild type. The recombinant cells became shorter and rounder. The 
peptidoglycan content in the cell wall and the protein content in peptidoglycan of the 
recombinant were greatly lower than those of the wild type. [Conclusion] Deletion of cwlO in 
B. licheniformis decreased the peptidoglycan content in the cell wall and promoted L-glutamine 
utilization, which enhanced γ-PGA production. This study provides a new insight and research 
basis for further research on the role of cwlO in γ-PGA production. 
Keywords: poly-γ-glutamic acid (γ-PGA); cwlO; L-glutamine; Bacillus licheniformis 
 

聚 γ-谷氨酸(poly-γ-glutamic acid, γ-PGA)
是一种由 D-谷氨酸和 L-谷氨酸通过 γ-酰胺键连

接的同质氨基酸聚合物，具有水溶性好、成膜

性佳、可螯合金属离子、生物安全性好、可自

然降解等特性[1]。目前，γ-PGA 主要作为肥料

增效剂和化妆品保湿剂原料，应用于农业种植

和日用化工领域[2]。此外，γ-PGA 及其衍生物

还可以作为环保絮凝剂、营养强化助剂、药物

载体应用于环保、食品、医药等领域[3]。作为

一种绿色环保的生物高分子材料，γ-PGA 的市

场需求量正在快速上升，如何高效发酵合成

γ-PGA 是目前研究的重点。 
芽孢杆菌是合成 γ-PGA 的主要菌株，目前，

γ-PGA 合成与分解相关的基因在芽孢杆菌中被
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广泛研究，包括碳源(葡萄糖、甘油等)利用相关

基因[4-5]、谷氨酸和 γ-PGA 合成相关基因[6-8]及

γ-PGA 水解相关基因[9-10]。其中，cwlO 在芽孢

杆菌中表达一种 D,L-肽链内切酶 (cell wall 
D/L-endopeptidase, CwlO)，在细胞增殖过程中参

与肽聚糖的局部水解[11]。有研究者在枯草芽孢

杆菌 NAFM5 中对多种肽聚糖水解酶编码基因

(lytE、lytF、cwlO 和 cwlS)进行了单敲除，发现

敲除了 cwlO 的重组菌其 γ-PGA 产量是野生菌

的 2 倍，且 γ-PGA 的分子量显著提高，认为 cwlO
表达的 D,L-肽链内切酶在 γ-PGA 的合成和水解

上均发挥了重要作用[12]。Feng 等在解淀粉芽孢

杆菌 NK-1 也发现相同现象，单敲除 cwlO 的重

组菌 γ-PGA 产量相比野生菌提高了 36.9%，

γ-PGA 分子量由野生菌的 335 kDa 提高到重组

菌的 422 kDa；研究者还使用扫描电子显微镜观

察到缺失 cwlO 的解淀粉芽孢杆菌细胞形态变

短[13]。现有关于 cwlO 功能的研究均集中在基因

缺失对菌株形态和发酵性能的表观影响上，尚

未对细胞生理状况和代谢通路变化进行深入研

究，这导致 cwlO 对 γ-PGA 合成的影响机理尚

不清晰。 
本研究通过对比野生菌和缺失 cwlO 重组

菌利用不同前体发酵产 γ-PGA 的发酵性能，研

究两株菌在利用不同前体时发酵性能差异的深

层原因，以期阐明 cwlO 影响 γ-PGA 合成的机

理，为进一步提升前体转化效率和提高 γ-PGA
产量奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

本研究中 γ-PGA 生产菌株为地衣杆菌

WX-02 (CCTCC M208065)，从中国盐渍土壤中

分离得到[14]。大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α

是本实验室保藏菌株。重组质粒 T2-cwlO 为本

研究构建，WX-02-Δ-cwlO 为本研究构建的

WX-02 的重组菌。 
1.1.2  培养基及培养条件 

LB 培养基的配制参见文献[15]。 
地衣芽胞杆菌发酵培养基参考文献[16]并对

其进行优化 (g/L)：葡萄糖 80.00，柠檬酸钠

10.00，NaNO3 15.00，NH4Cl 8.00，K2HPO4·3H2O 
1.00，无水 CaCl2 1.00，ZnSO4·7H2O 1.00，
MgSO4·7H2O 1.00，MnSO4·H2O 0.15。 

菌株培养条件：大肠杆菌和地衣芽胞杆菌

菌株无特殊要求均在 37 ℃、230 r/min 培养。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

金牌 Mix、限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、

DNA Marker，TaKaRa 公司；RNA 抽提试剂盒，

生工生物工程(上海)股份有限公司；反转录试剂

盒及 HiScriptR II Q RT SuperMix for qPCR 试剂

盒，Vazyme 公司；质粒抽提试剂盒、片段纯化

试剂盒及琼脂糖凝胶回收试剂盒，Omega BioTek
公司；标准 γ-PGA，武汉骏安生物科技有限公司。 

双联平行发酵罐(3 L)，迪必尔生物工程

(上海)有限公司；荧光倒置显微镜，Leica 公司；

Agilent Technologies 1260 Infinity，安捷伦科技

(中国)有限公司。 

1.2  地衣芽胞杆菌温敏性敲除质粒的构建 
采用软件 Primer Premier 5 设计引物。基因

组 DNA 模板的提取方法及 PCR 反应体系和条件

参见文献[17]。根据基因组信息设计引物(表 1)，
根据 B. licheniformis WX-02 全基因信息，在

NCBI 上找到目的基因 cwlO 序列，选取该基因序

列的上游片段设计引物 cwlO-AF 和 cwlO-AR，

选取该基因序列下游片段设计引物 cwlO-BF 和

cwlO-BR，并以 WX-02 的基因组 DNA 作为模

板，PCR 扩增得到 cwlO 的上、下游同源臂片

段；以 PCR 产物为模板，用引物 cwlO-AF 和 
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表 1  基因敲除所用 PCR 引物 
Table 1  PCR primers used in this study 
引物名称 
Primer name 

引物序列 
Primer sequence (5ʹ→3ʹ) 

产物长度 
Size of product (bp) 

cwlO-AF (Xba I) GCTCTAGATCGGCAAACCAATACCTT 636 
cwlO-AR TGTTGTCGCACCGAATCCGATTTCTTTCCGCTTGCT  
cwlO-BF AGCAAGCGGAAAGAAATCGGATTCGGTGCGACAACA 684 
cwlO-BR (Sac I) CGAGCTCTGATGCTGGGCGGTGATT  
T2-F ATGTGATAACTCGGCGTA 1 623 
T2-R GCAAGCAGCAGATTACGC  
cwlO-YF AAGGCACGGAATCAGTCA 1 735 
cwlO-YR TTTGGCAAAGCGGGTGGA  

 
cwlO-BR 进行 SOE-PCR 扩增，SOE-PCR 产物

回收纯化后，用限制性内切酶 Sac I 和 Xba I 同
时酶切，酶切回收产物与经过同种限制性内切

酶酶切处理的质粒 T2(2)-ori 在 16 ℃条件下用

T4 DNA 连接酶进行连接，然后将连接产物转

化至 E. coli DH5α 中，在 LB 固体培养基中添加

终浓度为 25 mg/L 的卡那霉素用于筛选阳性克

隆子。从抗性平板上筛选出的克隆子接入 LB
培养基，37 ℃、200 r/min 摇床培养 10 h，取适

量菌液进行 PCR 验证。经菌落 PCR 验证和测

序正确后，得到敲除质粒 T2-cwlO。最后电转

化至菌株 WX-02 中，得到 WX-02-ΔcwlO。 

1.3  分批发酵 
使用 3 L 发酵罐进行分批发酵，实际装液

量为 2 L。将平板上活化好的地衣芽孢杆菌单菌

落接入种子培养基在 37 ℃、230 r/min 条件下培

养 10 h 后，以 1.5% (体积分数)的接种量转接到

发酵培养基中。发酵罐配备溶解氧 (dissolved 
oxygen, DO)、pH 和温度电极，用于在线检测相

关参数。整个发酵过程中，搅拌速度和通气量

分别为 400 r/min 和 4 L/min。发酵过程中温度

控制在 37 ℃，用 28%的氨水将 pH 值控制在 6.5
以上，发酵时长 36 h。 

1.4  生物量检测 
生物量检测采用菌体光密度法 (optical 

density, OD)，将发酵液经 12 000 r/min 离心

5 min，用灭菌后的生理盐水洗涤菌体后重悬，

分光光度计测定重悬液的 OD600。 

1.5  残留葡萄糖、谷氨酸测定 
发酵培养基中葡萄糖和谷氨酸的消耗采

用 SBA 生物传感分析仪测定，操作方法参见

文献[18]。 

1.6  谷氨酰胺浓度测定 
样品衍生化方法参考刘铁兵等[19]的方法，

采用高效液相色谱进行检测，检测条件为：色

谱柱为 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 
(4.6 mm×250 mm, 5 μm)，紫外检测波长 254 nm，

柱温 30 ℃，进样量 15 μL，流速 1 mL/min；流

动相 A：四氢味喃:甲醇:50 mmol/L 醋酸钠(用冰

醋酸调 pH 值至 6.2)体积比 5:75:420；流动相 B：

甲醇；通过测定标准谷氨酰胺峰面积绘制的标

准曲线计算谷氨酰胺浓度。 

1.7  细胞形态检测 
发酵 24 h 时从发酵罐中取 10 mL 发酵

液，将发酵液 10 000 r/min 离心 5 min 收集菌

体，使用生理盐水多次洗涤，去除菌落表面

黏液。吸取微量菌液置于载玻片上，涂抹均

匀。将涂好的波片用酒精灯火焰固定，进行

革兰氏染色，烘干后利用荧光倒置显微镜进

行观察。  
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1.8  肽聚糖的提取及多糖、蛋白质含量

检测 
细胞壁肽聚糖的提取及所提肽聚糖中多糖

和蛋白质的含量检测方法参考文献[20]，采用三

氯乙酸法对菌株 WX-02 和 WX-02-ΔcwlO 细胞

壁肽聚糖进行分离提取，将所得肽聚糖于干燥

前称重，然后与处理的湿菌总重按以下公式计

算肽聚糖含量：肽聚糖含量(mg/g)=得到的肽聚

糖质量/处理的菌体质量×100%。多糖含量采用

苯酚-硫酸法[21]进行检测，总蛋白含量采用考马

斯亮蓝染色法[22]进行检测。 

1.9  聚 γ-谷氨酸浓度测定 
聚 γ-谷氨酸(poly-γ-glutamic acid, γ-PGA)

的纯化和测定参照 Cai 等的方法[23]。检测系统

为 Agilent 1100 HPLC 系统；ShodexOHpak 
SB-806 HQ (8.0 mm ID×300 mm，13 μm)凝胶

柱，流动相为 25 mmol/L Na2SO4:乙腈(8:1，体

积比)，流速 0.5 mL/min，进样量 10 μL，检测

波长 210 nm。通过测定标准 γ-PGA 峰面积绘制

的标准曲线计算 γ-PGA 浓度。 

1.10  聚 γ-谷氨酸分子量测定 
γ-PGA 样品处理方法、检测系统、波长、

流动相同 1.9。使用具有 RI-10 折射率检测器和

ShodexOHpak SB-806 HQ 凝 胶 柱 (8.0 mm 
ID×300 mm，13 μm)的凝胶渗透色谱法 (gel 
permeation chromatography, GPC)测量 γ-PGA 平

均分子量[24]。 
使用 Pullulan 窄多分散性标准 (Shanghai 

Zzbio Co., Ltd)构建校准曲线，用已知重均分子

量葡聚糖作标准曲线计算 γ-PGA 的分子量。 

1.11  γ-PGA 的 D/L 单体比测定 
γ-PGA 的纯化方法同 1.9。γ-PGA 水解和氨

基酸衍生化方法参照 Peng 等[25]的方法优化后

采用高效液相色谱进行检测。HPLC 分析：流

动相 A：50 mmol/L KH2PO4 (pH 2.7)/乙腈/甲醇

(18/1/1)；流动相 B：50 mmol/L KH2PO4 (pH 2.7)/
乙腈/甲醇(12/7/1)；色谱柱：Agilent ZORBAX 
Eclipse Plus C18，5 μm，4.6 mm×250 mm；检

测器：340 nm 紫外检测器；温度和流速：30 ℃
和 0.5 mL/min。 

1.12  基因转录水平分析 
采用 real-time quantitative PCR (RT-qPCR)

检测野生型和重组型胞内相关基因转录水平。

在发酵培养基中培养 12 h 后，收集细胞以提取

RNA，按照 Animal Total RNA Isolation Kit 操作

步骤抽提地衣芽胞杆菌 RNA。采用 HiScriptR II 
Q RT SuperMix for qPCR 试剂盒进行 RNA 反转

录合成 cDNA，再以 cDNA 为模板，进行

RT-qPCR，计算相对转录水平。RT-qPCR 反应

条件和引物设计参考前期研究方法[26]。 

1.13  数据处理 
所有实验均进行 3 次重复，每次 3 个平行，

采用 Origin 8.0 和 SPSS 19.0 进行数据处理和

分析。 

2  结果与分析 
2.1  缺失 cwlO 重组地衣芽孢杆菌的构建 

以 B. licheniformis WX-02 总 DNA 为模板，

扩增出 cwlO 的上游同源臂(636 bp)和下游同源

臂(684 bp)，再将上、下游同源臂进行 SOE-PCR，

拼接片段大小为 1 320 bp，如图 1A 所示。用限

制性内切酶 Xba I 和 Sac I 双酶切处理拼接片段

和 T2(2)-ori 质粒，切胶回收后再用 T4 DNA 连

接酶连接拼接片段和 T2(2)-ori 质粒，连接产物

通过氯化钙法转化转入大肠杆菌 DH5α，结果如

图 1B 所示，PCR 片段大小 1 623 bp 与理论相

符。随后将 PCR 片段纯化后进行测序，结果比

对正确，表明敲除载体 T2-cwlO 构建成功。将

敲除载体 T2-cwlO 电转进入 B. licheniformis 
WX-02 感受态细胞中进行 cwlO 的敲除，用
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cwlO-YF/cwlO-YR 为引物通过 PCR 验证阳性克

隆子中的 cwlO 是否已被敲除。结果如图 1C 所

示，理论上敲除了 cwlO 的菌株 PCR 片段大小

应为 1 735 bp，与验证结果一致，表明已成功

构建缺失 cwlO 的重组地衣芽孢杆菌，命名为

WX-02-ΔcwlO。 

2.2  缺失 cwlO 对重组地衣芽孢杆菌利用

L-谷氨酸钠合成 γ-PGA 的影响 
为了研究 cwlO 缺失对 γ-PGA 发酵的影响，

在 3 L 发酵罐中采用最常规的含 L-谷氨酸钠

(40 g/L)的发酵培养基对野生菌 WX-02 和重组

菌 WX-02-ΔcwlO 进行分批发酵，结果如图 2 所

示。两株菌的 γ-PGA 发酵均在 36 h 结束，野生

菌 WX-02 的 OD600 值为 13.1，消耗葡萄糖和 L-
谷氨酸钠的浓度为分别为 61 g/L 和 23 g/L，

γ-PGA 产量达到 29.1 g/L；重组菌 WX-02-ΔcwlO

的 OD600 值在发酵结束时为 14.7，消耗葡萄糖和

L-谷氨酸钠的浓度为分别为 58 g/L 和 24 g/L，
γ-PGA 产量达到 30.7 g/L。上述结果表明，敲除

cwlO 的重组菌在所测试的发酵性能上与野生

菌相比无显著差异。 
我们进一步分析了重组菌和野生菌以 L-谷

氨酸钠为前体合成 γ-PGA 的分子量大小和 D/L-
谷氨酸含量占比。野生菌所产 γ-PGA 在高效液

相色谱中的出峰时间为 11.142 min，换算得到

的分子量大小为 1 727 kDa，D-谷氨酸含量占比

为 84.8%，如图 3 所示。重组菌所产的 γ-PGA
的出峰时间为 11.245 min，换算得到的分子量

大小为 1 603 kDa，γ-PGA 中 D-谷氨酸含量占比

为 84.0%。上述结果表明，敲除 cwlO 并未改变

菌体所产 γ-PGA 的分子量大小，也未影响 D/L-
谷氨酸在 γ-PGA 中的含量比例。 

 

 
 

图 1  敲除元件的扩增及菌落 PCR 验证   A：cwlO 的上游同源臂片段(泳道 1，636 bp)、下游同源臂

片段(泳道 2，684 bp)和上下游同源臂的 SOE-PCR 产物(泳道 3，1 320 bp). B： DH5α/T2-cwlO 的 PCR
产物验证(泳道 1，1 623 bp). C：WX-02-ΔcwlO 的 PCR 产物验证(泳道 1，1 735 bp) 
Figure 1  Analysis of PCR fragments of γ-PGA hydrolase by gel electrophoresis. A: Lane 1: PCR product of 
the upstream homologous arm of cwlO (636 bp); Lane 2: PCR product of the downstream homologous arm of 
cwlO (684 bp); Lane 3: SOE-PCR product of the up and the down homologous arm of cwlO (1 320 bp). B: 
Lane 1: PCR product of DH5α/T2-cwlO (1 623 bp). C: Lane 1: PCR product of WX-02-ΔcwlO by primers 
cwlO-YF/cwlO-YR (1 735 bp). 
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图 2  菌株 WX-02 (A)和 WX-02-ΔcwlO (B)利用 L-谷氨酸钠批量发酵的概况比较 
Figure 2  Comparison of the profiles of batch fermentation of strains WX-02 (A) and WX-02-ΔcwlO (B) 
with L-glutamate. 

 

 
 

图 3  以 L-谷氨酸钠为前体发酵产 γ-PGA 的分子量及 D/L 型谷氨酸比例   A：野生菌产 γ-PGA 分子量

色谱图. B：重组菌产 γ-PGA 分子量色谱图. C：野生菌产 γ-PGA 的 D/L-谷氨酸含量色谱图. D：重组菌

产 γ-PGA 的 D/L-谷氨酸含量色谱图 
Figure 3  The molecular weight and the ratio of D/L-glutamate in γ-PGA produced using L-glutamate as the 
precursor. A: GPC chromatogram of molecular weight of γ-PGA produced by WX-02. B: GPC chromatogram 
of molecular weight of γ-PGA produced by WX-02-ΔcwlO. C: HPLC chromatogram of D/L-glutamate 
produced by WX-02. D: HPLC chromatogram of D/L-glutamate produced by WX-02-ΔcwlO. 
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2.3  缺失 cwlO 对重组地衣芽孢杆菌利用

L-谷氨酰胺合成 γ-PGA 的影响 
L-谷氨酰胺在芽孢杆菌胞内可以转化合成

L-谷氨酸，因此可作为合成 γ-PGA 的前体。利

用 L-谷氨酰胺替代 L-谷氨酸钠作为前体，在 3 L
发酵罐中对野生菌 WX-02 和重组菌 WX-02- 
ΔcwlO 进行分批发酵，发酵时长 36 h，结果如

图 4 所示。野生菌的 OD600 值在发酵结束时达

到 15.7，消耗葡萄糖和 L-谷氨酰胺的浓度分别

为 58 g/L 和 9.6 g/L，γ-PGA 产量为 18.5 g/L，

明显低于以 L-谷氨酸钠为前体发酵的水平。重

组菌的 OD600 值在发酵结束时为 15.0，消耗

葡萄糖和 L-谷氨酰胺的浓度分别为 76 g/L 和

16.5 g/L，γ-PGA 产量为 29.2 g/L，与 L-谷氨酸

钠为前体发酵的水平相近。进而对以 L-谷氨酰

胺为前体合成的 γ-PGA 进行了分子量和 D/L-谷
氨酸含量占比分析，结果表明野生菌和重组菌

所产 γ-PGA 的分子量分别为 1 232 kDa 和

1 608 kDa，与以 L-谷氨酸钠为前体的水平相比，

野生菌所产 γ-PGA 的分子量稍有下降，而重组

菌所产 γ-PGA 的分子量则无变化。另外，野生

菌和重组菌所产 γ-PGA 中 D-谷氨酸含量占比分

别为 81.6%和 82.2%，相较于以 L-谷氨酸钠为

前体时的 D-谷氨酸含量占比略有降低。 

2.4  使用混合前体提高缺失 cwlO 基因重

组菌的 γ-PGA 产量 
综合上述研究结果及已报道的文献，可以

发现 L-谷氨酸钠和 L-谷氨酰胺作为前体各有优

势，若将两种前体混合添加或许更有利于缺失

cwlO 重组菌合成 γ-PGA。 
添加 20 g/L L-谷氨酸钠和 20 g/L L-谷氨酰

胺为混合前体，在 3 L 发酵罐中对重组菌和野

生菌进行分批发酵。图 5 结果表明，重组菌

WX-02-ΔcwlO的 OD600值在发酵结束时为 10.6，
消耗葡萄糖的浓度为 59 g/L，消耗 L-谷氨酸钠

和 L-谷氨酰胺的浓度分别为 16 g/L 和 11.3 g/L，

γ-PGA 产量达到 36.3 g/L，相较于单独使用 L-
谷氨酸钠或 L-谷氨酰批次的水平分别提高了

18.2%和 24.3%，而野生菌，OD600 值在发酵结

束时为 13.8，消耗葡萄糖的浓度为 59 g/L，消

耗 L-谷氨酸钠和 L-谷氨酰胺的浓度分别为 9 g/L
和 9.2 g/L，比重组菌减少了 43.8%和 18.5%；

γ-PGA 产量达到 24.4 g/L，比重组菌降低了

32.8%。上述实验结果表明，使用 L-谷氨酸钠和

L-谷氨酰胺混合前体更有利于缺失 cwlO的重组

菌合成 γ-PGA。 
 

 
 

图 4  菌株 WX-02 (A)和 WX-02-ΔcwlO (B)利用 L-谷氨酰胺批量发酵的概况比较 
Figure 4  Comparison of the profiles of batch fermentation using L-glutamine by strains WX-02 (A) and 
WX-02-ΔcwlO (B). 
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图 5  菌株 WX-02 (A)、WX-02-ΔcwlO (B)利用 L-谷氨酸钠和 L-谷氨酰胺混合前体批量发酵的概况比较 
Figure 5  Comparison of batch fermentation of strains WX-02 (A) and WX-02-ΔcwlO (B) with mixed 
precursors of L-glutamate and L-glutamine.  

 
2.5  重组菌 L-谷氨酰胺利用效率的提高对

γ-PGA 合成相关代谢途径的影响 
为了探究重组菌相较野生菌在以 L-谷氨酰

胺为前体时高产 γ-PGA 的原因，对不同菌株中

γ-PGA 合成途径及呼吸链的关键酶基因转录水

平进行了测定和对比分析，结果如图 6 所示。

以野生菌作为参照，重组菌中谷氨酸脱氢酶编

码基因 rocG、谷氨酸合酶亚基编码基因 gltA 和 
 

 
 

图 6  代谢示意图及转录水平分析   A：γ-PGA 合成途径示意图. B：呼吸链示意图. C：关键基因转录

水平 
Figure 6  Schematic diagrams of metabolism and transcriptional analysis. A: Schematic diagrams of γ-PGA 
synthesis pathway. B: Schematic diagram of respiratory chain. C: Transcription levels of the key genes. 
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谷氨酸消旋酶编码基因 racE的转录水平分别上

调了 5.36、3.08 和 2.16 倍，而谷氨酰胺合成酶

编码基因 glnA 的转录水平则下调了 79%。

γ-PGA合成酶基因亚基编码基因 pgsC的转录水

平提高了 1.85 倍。呼吸链中 NADH 脱氢酶编码

基因 ndh 和细胞色素 aa3 氧化酶基因亚基编码

基因 qoxB 的转录水平在重组菌胞内分别上调

了 2.73 倍和 1.52 倍，而细胞色素 bd 氧化酶亚

基编码基因 cydB 的转录水平与野生菌持平。上

述结果表明，重组菌在以 L-谷氨酰胺为前体时

胞内 L-谷氨酸合成途径和呼吸作用均显著强

化，从而为 γ-PGA 的合成提供了充足的前体和

能量，因此 γ-PGA 产量提高。 

还有一点值得关注的是，重组菌中谷氨酰

胺转移酶编码基因 glnT 的转录水平仅为野生

菌的 66%，说明重组菌对 L-谷氨酰胺吸收利用

效率的提高并非转运蛋白表达量提高的原因

所致。 

2.6  缺失 cwlO 对地衣芽孢杆菌细胞形态

和细胞壁肽聚糖含量的影响 
使用荧光倒置显微镜观察不同培养基中野

生菌和重组菌的细胞形态发现，无论是在 L-谷
氨酸钠还是 L-谷氨酰胺的培养基中(图 7)，缺失

cwlO 的重组菌细胞均呈现圆点状，与野生菌细

胞的长杆状有明显区别。我们收集了未添加前

体物培养的重组菌和野生菌，对各菌株细胞壁的 
 

 
 

图 7  菌株 WX-02 和 WX-02-ΔcwlO 的细胞形态对比   A：WX-02 在以 L-谷氨酸钠培养基中培养 24 h. 
B：WX-02-ΔcwlO 在以 L-谷氨酸钠培养基中培养 24 h. C：WX-02 在以 L-谷氨酰胺培养基中培养 24 h. 
D：WX-02-ΔcwlO 在以 L-谷氨酰胺培养基中培养 24 h. 用荧光倒置显微镜观察细胞，比例尺为 5 μm 
Figure 7  Cellular morphology comparison of strains WX-02 and WX-02-ΔcwlO. A: WX-02 was cultured 
for 24 h in the medium with L-glutamate as precursor. B: WX-02-ΔcwlO was cultured for 24 h in the medium 
with L-glutamate as precursor. C: WX-02 was cultured for 24 h in L-glutamine-precursor medium. D: 
WX-02-ΔcwlO was cultured for 24 h in L-glutamine-precursor medium. The cells were observed under 
fluorescence inverted microscope. Scale bar is 5 μm. 
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肽聚糖进行了提取，并测定了所提取的肽聚糖中

多糖和蛋白质含量。结果如图 8 所示，重组菌的

湿菌体中肽聚糖含量为 65 mg/g，相较野生菌

121 mg/g 的含量降低了 46.3%。重组菌提取的

肽聚糖中多糖含量为 33.2 mg/g，与野生菌的

31.6 mg/g 基本相当；蛋白质含量为 18.9 mg/g，
相较野生菌 27.8 mg/g 的含量减少了 32.0%。上

述结果表明，缺失 cwlO 会导致地衣芽孢杆菌细

胞壁肽聚糖含量的下降，以及肽聚糖中蛋白质

含量的减少，这极有可能是引起重组菌细胞形

态变化的主要原因。 

3  讨论 
L-谷氨酰胺与 L-谷氨酸钠相比，添加到培

养基中不会带入大量钠离子而引起渗透压升

高，有利于菌株的生长和代谢产物合成。有研

究表明，添加适量 L-谷氨酰胺能显著提高菌株

对葡萄糖和柠檬酸的代谢效率，减少多糖等副

产物的生成，提高 γ-PGA 的得率[27]。目前阻碍

L-谷氨酰胺在 γ-PGA 中使用的因素，一方面是

L-谷氨酰胺价格高于 L-谷氨酸钠；另一方面是

菌株对 L-谷氨酰胺代谢利用效率显著低于 L-谷
氨酸钠。多项研究结果均表明，L-谷氨酰胺添

加量过多会造成其在发酵液中积累，反而抑制

了 γ-PGA 的合成[27-29]。如果能促进菌体对 L-谷
氨酰胺的代谢利用效率，再调配好 L-谷氨酰胺

和 L-谷氨酸钠的比例，发挥出各种前体对

γ-PGA 代谢的促进效果，那么 L-谷氨酰胺在

γ-PGA 的工业生产中可以得到较好的应用。 
本研究构建了一株缺失 cwlO 的重组菌

WX-02-ΔcwlO，3 L 发酵罐实验结果显示，该重

组菌代谢利用 L-谷氨酰胺的能力明显强于野生

菌：以 L-谷氨酰胺为单一前体时，重组菌利用

L-谷氨酰胺的总量比野生菌高出 71.9%，γ-PGA
的产量比野生菌高出 57.8%；在 L-谷氨酰胺和 

 
 

图 8  菌株 WX-02 和 WX-02-ΔcwlO 的细胞壁肽

聚糖含量、肽聚糖中多糖和蛋白质含量 
Figure 8  The peptidoglycan contents in cell wall 
of strains WX-02 and WX-02-ΔcwlO, and the 
polysaccharide and protein contents in the extracted 
peptidoglycans. 

 
L-谷氨酸钠以 1:1 (质量比)复配的条件下，重组

菌利用 L-谷氨酰胺和 L-谷氨酸钠的总量比野生

菌分别高出 22.8%和 77.8%，γ-PGA 的产量比野

生菌高出 48.8%。转录水平差异分析结果显示，

以 L-谷氨酰胺作为单一前体时，重组菌胞内

γ-PGA 合成途径和呼吸作用的关键基因表达水

平均呈现上调，表明 L-谷氨酰胺利用效率的提

高促进了胞内内源 L-谷氨酸的合成，同时强化

了菌株的呼吸作用，从而促进了 γ-PGA 的合成。

上述有关提高菌株 L-谷氨酰胺利用效率对

γ-PGA 合成相关代谢影响的研究，为更好地利

用 L-谷氨酰胺作为前体大规模发酵生产 γ-PGA
提供了理论基础和技术方向。 

另一方面，缺失 cwlO 可提高 γ-PGA 产量

的研究结果虽有报道[12-13]，但报道中 γ-PGA 的

产量均很低(<10 g/L)，且 cwlO 缺失对芽孢杆菌

生理状况的影响未见提及。本研究在发现缺失

cwlO的重组菌对 L-谷氨酰胺代谢利用效率显著

提高的基础上，对细胞形态和细胞壁肽聚糖含

量及组分的变化进行了分析。荧光倒置显微镜
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观察发现，缺失 cwlO 的重组菌与野生菌相比，

细胞形态变短变圆，这与 Feng 等[13]报道的结果

一致。野生菌的肽聚糖含量为 121 mg/g，与陈

佳妮等 [30]报道的纳豆芽孢杆菌细胞壁的肽聚

糖含量相近。但缺失 cwlO 的重组菌肽聚糖含

量(65 mg/g)仅为野生菌的 53.7%，而且重组菌

肽聚糖中蛋白质含量相较野生菌也有明显减

少。肽聚糖是芽孢杆菌细胞壁的主要成分，细

胞壁中肽聚糖的含量直接影响细胞的形态[31]。

据此我们推测，缺失 cwlO 会导致地衣芽孢杆菌

细胞壁肽聚糖含量降低，以及肽聚糖中蛋白质

占比的下降，从而引起细胞形态的变化。 
另外，有关细胞壁对 L-谷氨酰胺通透性影

响机制的研究鲜见报道。但 L-谷氨酸在这方面

确有相关研究，比如添加适量青霉素能抑制肽

聚糖合成，使细菌失去细胞壁的渗透屏障，从

而提高 L-谷氨酸透过细胞膜的效率[32]。因此我

们有理由怀疑，缺失 cwlO 导致细胞壁肽聚糖含

量降低，以及肽聚糖中蛋白质占比的减少，会

使细菌细胞壁变薄变疏松，增加了 L-谷氨酰胺

透过细胞膜的效率。 

4  结论 
本研究以地衣芽孢杆菌 WX-02 为出发菌株，

成功构建了缺失 cwlO 的重组菌 WX-02-ΔcwlO。

重组菌对 L-谷氨酰胺的利用效率显著提高，其

中以 L-谷氨酰胺和 L-谷氨酸钠为混合前体时重

组菌 γ-PGA 产量最高，达到 36.3 g/L。转录水

平差异分析结果显示，以 L-谷氨酰胺为前体时，

重组菌胞内 γ-PGA 合成途径和呼吸链上关键基

因表达水平均上调。荧光倒置显微镜观察发现

重组菌细胞形态相较野生菌变短变圆，分析发

现主要原因是重组菌细胞壁肽聚糖含量降低，

且肽聚糖中蛋白质占比减少。上述结果为进一

步探究 cwlO 功能、促进菌株高效利用 L-谷氨

酰胺合成 γ-PGA 提供了新的思路和研究基础。 
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