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高活性谷氨酰胺酶基因 glsA2 在枯草芽孢杆菌 BJ3-2
染色体上的定点整合
卢 彪，吴拥军*，刘艳敏，王亚娟，唐 雪
（贵州大学生命科学学院，贵州 贵阳 550025）

摘  要：以枯草芽孢杆菌 BJ3-2 的 glsA1 基因为同源序列，通过构建单交换整合载体，将高活性谷氨酰胺酶基因

glsA2 定点整合入 BJ3-2 菌株染色体中，获得能够稳定遗传的重组菌株 BJ3-2A2。经检测重组菌株谷氨酰胺酶活力为

BJ3-2 菌株的 3.36 倍。利用重组菌株 BJ3-2A2 发酵豆豉，全氨基酸检测显示，重组菌株发酵的豆豉谷氨酸含量比出

发菌株高 12.8%。说明枯草芽孢杆菌 BJ3-2 可以转化且为 RecE+ 菌株，glsA2 基因在 BJ3-2 菌株染色体上可实现较高

活性表达，并提高发酵豆豉的鲜味。
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Targeted Integration of Glutaminase Gene glsA2 with High Activity into the Bacillus subtilis BJ3-2 Chromosome
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Abstract: With glsA1 in BJ3-2 as the homologous sequence, glutaminase gene glsA2 with high activity was targeted and 

integrated into the Bacillus subtilis BJ3-2 chromosome by constructing a single-exchange integrative vector. A recombinant 

strain BJ3-2A2 was obtained with good genetic stability. The results of detection showed that glutaminase activity in the 

recombinant strain was 3.36 times higher than that in the original strain BJ3-2. The amino acid contents in douchi fermented 

with BJ3-2A2 and the original BJ3-2 were measured, and the results showed that glutamate content in fermentation products 

from the recombinant strain was increased by 12.8% as compared to that observed with the original strain. All the analyses 

show that B. subtilis BJ3-2 is transformable as a RecE+ strain and that glutaminase gene glsA2 can be highly expressed in the 

BJ3-2 chromosome, thus improving the flavour of douchi. 
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枯草芽孢杆菌是革兰氏阳性细菌，具有非致病性、分

泌蛋白能力强的特性和良好的发酵基础，是美国食品药物

管理局（Food and Drug Administration，FDA）和中国农业

部批准使用的安全菌株，广泛应用于食品发酵行业 [1-2]。

枯草芽孢杆菌中的质粒在复制时经常出现不稳定单

链（ssDNA）形式，导致质粒丢失[3]，因此对于枯草芽孢

杆菌的基因改造主要是针对染色体基因的改造。而枯草

芽孢杆菌中染色体同源序列整合大多发生在 RecE+ 枯草

芽孢杆菌内，RecE 蛋白与大肠杆菌中的 RecA 酶类似，

是一种用以重组修复及基因交换的重组酶[4]。

枯草芽孢杆菌BJ3-2为本研究室从贵州水豆豉中分

离得到的一株发酵风味较好，可作为工业生产应用的

豆豉发酵菌株[5]。实验将前期从枯草芽孢杆菌GA317中

克隆得到的高活性谷氨酰胺酶基因glsA2
[6]以单交换的方

式定点整合入BJ3-2菌株获得重组菌株BJ3-2A2，进而对

BJ3-2菌株是否为可转化菌株、RecE+菌株；glsA2基因整

合入BJ3-2菌株染色体后能否存在活性；以及重组菌株

的产谷氨酰胺酶能力等问题进行验证，为今后通过双交

换重组或RED重组食品级置换BJ3-2菌株中的glsA基因[6]

提供参考。
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1 材料与方法

1.1 菌株与质粒

B.subtilis BJ3-2、E.coli DH5α 本实验室保存。

质粒 pMD18、pMD18-glsA1、pMD18-glsA2、pET28b 

本实验室保存。

1.2 试剂与仪器

基因组提取试剂盒 美国 Promega 公司；质粒

提取试剂盒、DNA 纯化试剂盒 美国 Omega 公司；

Bacterium Glutaminase Assay Kit 美国 Genmed 公司；

Taq 酶、限制性内切酶、T4 DNA 连接酶、DNA Marker 

日本 TaKaRa 公司；其他试剂均为国产分析纯。

MyLycler PCR 仪、Universal Hood 凝胶成像分析仪、

Gene Pulser Xcell 美国 Bio-Rad 公司；L8800 全自动高

速氨基酸分析仪 日本日立公司。

1.3 方法

1.3.1 常规方法[7-8]

质粒提取、B.subtilis 基因组提取、采用试剂盒方法

进行；DNA 酶切、片段回收、连接采用常规方法。

1.3.2 PCR 引物设计

按 glsA2 基因序列设计引物（下划线均为酶切位

点，下同），Pgsa-F：CGCTGCAGATGCA GTGCATTG 

AAACAAAC （Pst Ⅰ）；Pgsa-R：CGAAGCTTCGGGCA

TGCATGCTCCAACCTTCTTG （Hind Ⅲ）。

按 pMD18 载体上 Amp 基因及 glsA2 基因序列设计引

物，Pamp-F：GCAAGCTTATGAGTATTCAACATTTC 

（Hind Ⅲ）；Pgsa-R：CGAAGCTTCGGGCATGCATGC

TCCAACCTTCTTG （Hind Ⅲ）。

按 pET28b 载体上 kan 基因序列设计引物，Pkan-F：

CGGGGTACCCATGAGCCATATTCAACGGG （KpnⅠ）；

Pkan-R：GCTCTAGATTAGAAAAACTCATCGAGCATC （XbaⅠ）。
1.3.3 含 glsA2 基因的单交换整合载体的构建

以pMD18为骨架，分别克隆入glsA1、glsA2、kan
这3个基因，其中glsA2为目的基因；glsA1为B.subtilis 
BJ3-2的同源序列；kan为重组菌株BJ3-2A2抗性筛选标

记。构建过程见图1。以pMD18-glsA2质粒为模板，利

用引物Pgsa-F/Pgsa-R扩增得到含双酶切位点PstⅠ/HindⅢ

的glsA2基因，并克隆入pMD18-glsA1质粒，获得质粒 

pMD18-glsA1-glsA2并转化E.coli DH5α；以pMD18-glsA1-glsA2

质粒为模板，利用引物Pamp-F/Pgsa-R扩增得到首尾均

带HindⅢ酶切位点的、去除部分无关序列的简化质粒

pMD18’-glsA1-glsA2片段，将pMD18’-glsA1-glsA2片段连接环

化为pMD18’-glsA1-glsA2质粒并转化E.coli DH5α；以pET28b

质粒为模板，利用引物Pkan-F/Pkan-R扩增得到含双酶切位

点KpnⅠ/XbaⅠ的kan基因，克隆入pMD18’-glsA1-glsA2质粒，

获得单交换重组质粒pTKGG并转化E.coli DH5α。
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图 1 单交换载体构建过程示意图

Fig.1 Diagram showing the construction process of a single exchange 

vector pTKGG

1.3.4 电转 BJ3-2 菌株及重组菌株的筛选

BJ3-2菌株感受态的制备参照文献[9]。电转缓冲液

为272 mmol/L蔗糖与10%甘油的去离子水溶液。质粒加入量

约1 μg，电转条件为2.5 kV，200 Ω，25 μF，2 mm[10-11]。电击

后感受态细胞转移至0.8 mL LB液体培养基中，37 ℃、

180 r/min振荡1 h，菌体涂布于LB固体平板上（含卡那

霉素2 μg/mL），37 ℃培养过夜[12]。挑取重组子进行PCR

鉴定，获得阳性重组菌株BJ3-2A2。

由于pMD18质粒上所带复制子只能被大肠杆菌识

别，而不能被枯草芽孢杆菌（革兰氏阳性菌）识别[13]，

致使单交换载体pTKGG在BJ3-2菌株中无法复制。因此，

单交换重组质粒pTKGG通过电转进入BJ3-2菌株中后，即

通过同源重组整合到BJ3-2菌株染色体上，重组菌株通过

传代丢失单交换重组载体pTKGG。
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图 2 重组菌株通过传代丢失单交换整合重组载体示意图

Fig.2 Diagram showing the integration of single exchange 

图2为pTKGG载体整合入BJ3-2菌株的示意图[14]， 

BJ3-2菌株在glsA1基因后将整个载体整合入染色体。因此

可通过PCR检测glsA2和kan基因来鉴定阳性重组菌。

1.3.5 传代培养重组菌株 BJ3-2A2 检测重组基因的稳定性

以体积分数 0.1% 的接种量将重组菌株 BJ3-2A2 接

种 LB 液体培养基连续传代 20 次后利用 PCR 检测基因

稳定性。
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1.3.6 重组菌株 BJ3-2A2 的谷氨酰胺酶酶活力测定

采用Bacterium Glutaminase Assay Kit检测，基于底

物谷氨酰胺在谷氨酰胺酶的作用下，转化为谷氨酸和氨

气，进而在谷氨酰胺脱氢酶的催化下，伴随着氧化型烟

酰胺腺嘌呤二核酸（NAD＋）转化为还原型烟酰胺腺嘌

呤二核苷酸（NADH），产生吸收峰值的变化（340 nm

波长），来定量分析谷氨酰胺酶的活性。酶活力单位定

义：在特定条件下，1 min内转化1 μmol底物所需的酶

量，为一个酶活力单位，1 U。

1.3.7 发酵豆豉的氨基酸组分及含量检测 

利用 BJ3-2 菌株及重组菌株 BJ3-2A2 进行豆豉发酵。

发酵豆豉研钵研磨，参照 GB/T 5009.124—2003《食品中

氨基酸的测定》，采用全自动高速氨基酸分析仪上样检测，

并验证差异性。

2 结果与分析

2.1 单交换重组质粒 pTKGG 的构建及单交换重组菌株

的检测

扩增模板为连续传代 20 次后的 BJ3-2A2 菌株基因

组。BJ3-2A2 菌株经质粒提取验证无质粒存在，图 3 显

示，PCR 扩增 glsA1、glsA2、kan 基因片段大小分别约为

984、924 bp 和 816 bp，均与预期片段大小一致。因此，

glsA2、kan 基因均已整合入菌株染色体上，该菌为单交换

阳性重组菌。

2 000 bp

M 1 2 3

1 000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

M. DNA Marker；1. glsA1 基因；2. glsA2 基因；3. kan 基因。

图 3 重组菌株基因组 glsA1、glsA2、kan 基因的 PCR 扩增

Fig.3 PCR amplification of the genes glsA1, glsA2 and kan from 

recombinant strain

2.2 整合基因稳定性检测

重组菌株 BJ3-2A2 连续传代 20 次后，利用 PCR 检

测菌株中 glsA2 基因的稳定性。由图 4 可知，转接培养

20 代后进行检测的 10 个菌落全部为阳性，表明 glsA2 基

因在 BJ3-2A2 菌株中能够稳定遗传。
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M. DNA Marker；1～10. kan 基因。

图 4 重组菌株基因组 kan 基因的 PCR 扩增

Fig.4 PCR amplification of the gene kan from recombinant strain

2.3 重组菌株 BJ3-2A2 谷氨酰胺酶活力

表 1 重组菌株 BJ3-2A2 酶活力比较

Table 1 Comparison of enzymatic activities between BJ3-2 and BJ3-2A2

项目 背景读数 BJ3-2 BJ3-2A2

OD340 nm

酶活力 /（U/μg）

1.030 1.085

29.47

1.215

99.10

对相同培养条件下的 BJ3-2 菌株及 BJ3-2A2 菌株利用

Bacterium Glutaminase Assay Kit检测谷氨酰胺酶酶活力，

结果见表 1，两株菌的酶活力分别为 29.47、99.10 U/μg，重

组菌株酶活力是 BJ3-2 菌株的 3.36 倍。

2.4 发酵豆豉氨基酸含量

表 2 豆豉氨基酸含量对比

Table 2 Comparison of amino acid composition and content in douchi 

fermented with different strains

氨基酸含量 /% Asp Thr Ser Glu Gly Ala Cys Val Met

BJ3-2A2 3.37 0.93 0.87 7.16 1.25 1.43 0.35 1.89 0.90

BJ3-2 3.38 0.98 0.93 6.35 1.25 1.39 0.37 1.81 0.91

氨基酸含量 /% Ile Leu Tyr Phe Lys Pro His Arg 总量

BJ3-2A2 1.55 2.54 1.32 1.99 2.24 1.44 0.57 1.52 29.87

BJ3-2 1.50 2.45 1.28 1.93 2.15 1.43 0.58 1.57 28.86

对 BJ3-2A2、BJ3-2 的豆豉发酵产物分别进行氨基酸

含量分析，由表 2 可知，两种发酵豆豉的 17 种氨基酸中

仅谷氨酸含量有较为明显的变化（P ＜ 0.05），BJ3-2A2

菌株比 BJ3-2 菌株高出 12.8%。分析原因与整合的 glsA2

基因有关，谷氨酰胺酶活性提高，使谷氨酰胺转化为谷

氨酸，进而得到较高含量谷氨酸。

3 结论与讨论

由于遗传背景的原因，现研究多是对遗传背景清

楚、确定可转化且具RecE+的枯草芽孢杆菌标准株（如枯

草芽孢杆菌168）进行研究[15-17]，而对于其他野生型枯草

芽孢杆菌的分子改造研究较少。本实验对野生型并已作

为工业生产应用的枯草芽孢杆菌BJ3-2进行染色体整合，
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证实了枯草芽孢杆菌BJ3-2为可转化且具有同源重组酶活

性的RecE+菌株，可通过同源重组方式对其染色体进行改

造，为今后利用同源重组或Red/ET重组[18-20]等方法改良

食品级菌株奠定基础。

基因表达产物活性的增加主要通过在结构基因上

游调控区增加强启动子、增加结构基因剂量、优化结构

基因等方式进行。实验获得的重组菌株 BJ3-2A2 较原菌

株 BJ3-2 从 glsA 基因数量来看新加入 1 个 glsA1 和 1 个

glsA2，然而重组菌株 BJ3-2A2 与原菌株 BJ3-2 的谷氨酰

胺酶活力对比可以看出重组菌株的谷氨酰胺酶活力比原

菌株高 2.36 倍。因此在忽略其他影响因素的情况下认为

新增加的 glsA1 基因能提高 1 倍酶活力，而 glsA2 基因提

高的酶活力为 glsA1 的 1.36 倍。由此可知：glsA2 基因在

重组菌株中能够表达谷氨酰胺酶活性，但其酶活力较原

菌株具体提高多少仍需通过双交换置换等方式验证。实

验采用单交换整合的方式将 glsA2 基因整合入枯草芽孢杆

菌 BJ3-2 染色体上，同时质粒上的抗性基因及其他片段

也随之整合入染色体上，因此该菌株不能直接用于食品

（豆豉）发酵。
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