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　　摘要：以野生型蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）ＥＮ３４为出发菌株，增强胱硫醚γ－合成酶基因（ｍｅｔＩ）表达，敲除或
弱化腺苷蛋氨酸合成酶的编码基因ｍｅｔＫ，分析这２个基因的改变对蛋氨酸产量的影响。从枯草芽孢杆菌基因组中扩
增Ｐ４３强启动子，连接到ｐＥＢ０３质粒，利用重组连接的方法，将ｍｅｔＩ从ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４扩增重组连接到质粒，构建
成ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ－ｍｅｔＩ，通过电击转化到ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４，获得ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４（ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ－ｍｅｔＩ）菌
株。通过ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４扩增ｍｅｔＫ基因，提取质粒ｐＫＶＭ１以及重组连接等方法，构建出ｐＫＶＭ１：：ｍｅｔＫ′敲除质
粒，将质粒电转化到 ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４中进行 ｍｅｔＫ交换，再筛选出单交换成功的菌株，最后获得 ｍｅｔＫ弱化成功
ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４Δ（ｍｅｔＫ）菌株。经发酵培养基硫源优化分析得出，单独增强ｍｅｔＩ表达不能提高蛋氨酸产量，产量与出
发菌株基本一致；改变 ｍｅｔＫ基因，能提高蛋氨酸产量，但不能完全删除 ｍｅｔＫ基因，否则将导致细胞死亡。硫源采用
２００μＬ／Ｌ甲基硫醇钠和二甲基硫醚的混合物（体积比１９∶１）、１５ｇ／Ｌ的Ｎａ２ＳＯ４，二者结合，ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４Δ（ｍｅｔＫ）

菌株蛋氨酸产量为４４０．６６ｍｇ／Ｌ，是出发菌株的２０倍。本研究为芽孢杆菌工程菌的构建了提供一定的技术支持。
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　　蛋氨酸作为必需氨基酸之一，是动物饲料中必
不可少的添加剂。产乳牛食用保护性蛋氨酸［１－２］，

可以改善肉牛瘤胃内环境，提高产奶量［３－４］；喂食产

蛋鸡或肉仔鸡保护性蛋氨酸能提高产蛋能力和肉

质［５－６］；长期添加ＯＨ－蛋氨酸能改善猪肉嫩度［７］。

现有全球制备蛋氨酸的方法主要是化学法［８］，发酵

法制备蛋氨酸相对安全，但产量较低［９－１１］。目前，

笔者所在实验室已筛选到 １株蜡样芽孢杆菌
（ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４），但由于代谢通路中复杂的调
控机制，蛋氨酸产量难以提高。胱硫醚 γ－合成酶
是由ｍｅｔＩ基因（早期称ｙｊｃＩ基因）编码，它有２个功
能［１２－１４］，一是为硫酸盐存在时，催化 Ｈ２Ｓ与琥珀酰
高丝氨酸反应形成 Ｌ－高半胱氨酸；二是催化 Ｏ－
琥珀酰高丝氨酸生成胱硫醚。通过加强 ｍｅｔＩ基因
的表达，促进胞外Ｓ元素的消化吸收，可以提高蛋氨

酸产量。Ｓ－腺苷甲硫氨酸（ＳＡＭ）合成酶（由 ｍｅｔＫ
基因编码）催化蛋氨酸变成 ＳＡＭ［１５－１６］，是蛋氨酸重
要代谢途径，阻断或减弱此途径，理想状态下能有

效截留Ｌ－蛋氨酸，从而提高蛋氨酸产量。目前，针
对蜡样芽孢杆菌这２个基因的改变研究较少，鉴于
此，本研究以Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．ＥＮ３４为出发菌株，通过基
因工程的方法，增强胱硫醚 γ－合成酶的表达量以
及减弱或阻断ＳＡＭ合成酶，以提高蛋氨酸产量。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　菌株和质粒　蜡样芽孢杆菌 ＥＮ３４（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｅｒｅｕｓＥＮ３４）为笔者所在实验室筛选保存菌株。质
粒ｐＥＢ０３、ｐＫＶＭ１，以及感受态细胞 Ｓ１７－１均为笔
者所在实验室保存。

１．１．２　主要试剂和仪器　质粒小提试剂盒、琼脂糖
凝胶ＤＮＡ回收试剂盒、ＤＮＡ产物纯化试剂盒、基因
组ＤＮＡ小量抽提试剂盒（离心柱式）等均购自天根
生化科技（北京）有限公司；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ２５０ｂｐⅠ、
Ⅱ、Ⅲ均购自上海捷瑞生物工程有限公司；ＥｃｏＲⅠ、
ＨｉｎｄⅢ、ＢａｍＨⅠ均购自北京全式金生物技术有限
公司；Ｔ４连接酶购自基因生物技术国际贸易（上海）
有限公司；重组酶 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ Ⅱ购自南京诺唯
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赞生物科技股份有限公司；氯霉素、氨苄青霉素、红

霉素等抗生素均购自生工生物工程（上海）股份有

限公司，使用浓度分别为２５、１００、１０μｇ／ｍＬ。氨基
酸含量分析所用试剂、培养基成分均购自国药集团

化学试剂有限公司。主要仪器有电泳仪（Ｓｕｂｃｅｌｌ德
国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），凝胶成像分析仪（ＧｅｌＤｏｃＸＲ＋
美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司），全波长紫外分光光度计
（ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００美国 ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎ公司），细胞
电穿孔仪（ＥＣＭ６３０美国ＢＴＸ公司），氨基酸分析仪
（Ａ３００德国 ＭｅｍｂｒａＰｕｒｅ公司），聚合酶链式反应
（ＰＣＲ）扩增仪（５３３２德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）等。
１．１．３　培养基　ＬＢ培养基（１Ｌ）：蛋白胨１０ｇ，酵母
粉５ｇ，氯化钠１０ｇ，ｐＨ值为７．０；种子液（１Ｌ）：牛肉
膏 ５ｇ，蛋白胨１０ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，ｐＨ值为７．２；发酵培
养基（１Ｌ）：葡萄糖 １１０ｇ，尿素 ８ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ １ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ，ＭｎＳＯ４·

Ｈ２Ｏ０２ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４２ｇ，生物素５μｇ／１００ｍＬ，硫
胺素２００μｇ／１００ｍＬ，Ｎａ２ＳＯ４１５ｇ，ｐＨ值为６．５。
１．２　ＰＣＲ引物设计

利用ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ网站与 ＭＥＧＡ５分析 ｍｅｔＫ
和ｍｅｔＩ基因保守序列，利用 ＮＣＢＩ数据库设置３对
引物（ｍｅｔＩＦ／Ｒ、ｍｅｔＫ１Ｆ／Ｒ、ｍｅｔＫ２Ｆ／Ｒ），用于扩增
ＥＮ３４菌株相应的基因，然后测序。根据测序结果，
设置引物 ｍｅｔＩ－Ｆ（含 ＥｃｏＲⅠ与 Ｐ４３部分序列）、
ｍｅｔＩ－Ｒ（含 ＢａｍＨⅠ与部分 ｐＥＢ０３上面的序列）、
ｍｅｔＫＵＦ（含 ｐＫＶＭ１质粒上部分序列、ＥｃｏＲⅠ序
列）、ｍｅｔＫＵＲ（含ｍｅｔＫ下游部分序列）、ｍｅｔＫＤＦ（含
ｍｅｔＫ前面部分序列）、ｍｅｔＫＤＲ（含 ｐＫＶＭ１质粒上
部分序列、ＥｃｏＲⅠ序列）。Ｐ４３强启动子来源于枯
草芽孢杆菌，依据 ＮＣＢＩ数据库，设置 Ｐ４３引物 Ｐ４３
Ｆ（含 ＨｉｎｄⅢ序列）与 Ｐ４３Ｒ（含 ＥｃｏＲⅠ和 ＳＤ序
列）。扩增基因的引物名称和具体引物序列见表１。

表１　本研究所用引物

名称 引物序列（５′→３′）

Ｐ４３Ｆ ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＧＴＣＧＡＣＧＴＧＣＡＴＧＣＡＧＧＣＣＧ

Ｐ４３Ｒ ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＣＣＴＣＣＴＴＡＴＡＡＴＧＧＴＡＣＣＧＣＴＡＴＣＡＣＴ

ｍｅｔＩＦ ＡＴＧＴＣＡＡＣＴＡＴＣＧＡＡＡＣＡＡＡＡ

ｍｅｔＩＲ ＴＣＡＴＡＴＴＣＴＴＡＣＡＣＣＴＴＣＴＴＴＴＡ

ｍｅｔＩ－Ｆ ＡＣＣＡＴＴＡＴＡＡＧＧＡＧＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＣＡＡＣＡＡＴＣＧＡＡＡＣＡＡＡＡＣＴＡＧＣ

ｍｅｔＩ－Ｒ ＣＧＣＴＣＴＡＧＡＡＣＴＡＧＴＧＧＡＴＣＣＴＣＡＴＡＴＴＣＴＴＡＣＡＣＣＴＴＣＴＴＴＴＡＣＣＣＣ

ｍｅｔＫ１Ｆ ＣＧＴＣＡＴＣＴＧＴＴＣＡＣＡＴＣＴＧＡＧＴ

ｍｅｔＫ１Ｒ ＴＣＧＣＧＡＴＣＧＡＴＴＴＣＴＴＣＣＣＡ

ｍｅｔＫ２Ｆ ＧＡＴＧＡＡＡＡＴＧＧＴＡＡＡＣＣＡＧＴＡＣＧ

ｍｅｔＫ２Ｒ ＧＣＴＴＴＧＴＣＴＧＴＡＣＧＴＴＣＣＣＡＴ

ｍｅｔＫＵＦ ＣＴＧＣＡＧＡＡＧＣＴＴＣＴＡＧＡＡＴＴＣＧＡＣＧＣＡＡＡＴＧＣＡＣＧＴＧＴＡＧＣ

ｍｅｔＫＵＲ ＧＡＧＣＴＧＣＡＴＣＧＴＣＡＧＴＣＡＴＴＴＧＡＣＣＴＴＣＧＣ

ｍｅｔＫＤＦ ＡＡＴＧＡＣＴＧＡＣＧＡＴＧＣＡＧＣＴＣＧＴＴＡＴＧＴＴＧＣＧＡ

ｍｅｔＫＤＲ ＧＧＴＡＣＣＣＧＧＧＡＧＣＴＣＧＡＡＴＴＣＧＴＡＣＧＴＣＣＧＡＡＧＴＧＧＣＣＧＴ

　　注：下划线表示酶切位点。

１．３　ｍｅｔＩ基因加强表达
ｍｅｔＩ基因加强表达的操作流程如图 １所示。

（１）获得 ｍｅｔＩ扩增产物。接种 ＥＮ３４菌株于种子
液，３０℃培养过夜，用液氮碾磨菌体，提取总 ＤＮＡ。
用ｍｅｔＩＦ／Ｒ引物扩增 ｍｅｔＩ基因并测序。（２）构建
ｐＥＢ０３＋Ｐ４３＋ＳＤ质粒。获取枯草芽孢杆菌基因
组，用Ｐ４３Ｆ／Ｒ引物（带 ＳＤ序列）扩增 Ｐ４３强启动
子，获得 Ｐ４３－ＳＤ产物。用 ＥｃｏＲⅠ与 ＨｉｎｄⅢ双酶
切ｐＥＢ０３质粒，连接 Ｐ４３－ＳＤ。转化连接产物到
Ｓ１７－１感受态细胞，挑取转化子，用引物 Ｐ４３Ｆ与
Ｐ４３Ｒ验证，获得含ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ质粒的Ｓ１７－

１。（３）ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ－ｍｅｔＩ表达质粒的构建。
用ＢａｍＨⅠ酶切 ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ质粒，将酶切产
物用 Ｅｘｎａｓｅ酶重组连接 ｍｅｔＩ基因扩增产物（用
ｍｅｔＩ－Ｆ／Ｒ扩增）。重组连接产物转化到 Ｓ１７－１感
受态细胞，挑取转化子，利用 ｍｅｔＩ－Ｆ／Ｒ验证 ｍｅｔＩ
基因序列，获得含 ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ－ｍｅｔＩ质粒
Ｓ１７－１细胞。（４）电击转化与验证。将 ｐＥＢ０３－
Ｐ４３－ＳＤ－ｍｅｔＩ质粒电击转化到 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．ＥＮ３４
感受态细胞中［１７］。电击转化条件：电容 ２５μＦ，电
阻２００Ω，脉冲电压２５００Ｖ／ｃｍ，约４．５ｍｓ／次脉冲。
向电击液中加入ＬＢ培养基，３０℃静置２ｈ，涂布ＬＢ
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平板（含氯霉素），３０℃培养２４～３６ｈ；用引物 Ｐ４３
Ｆ／Ｒ验证是否有Ｐ４３强启动子。将获得的菌株命名
为ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ－ｍｅｔＩ。

１．４　ｍｅｔＫ基因敲除
ｍｅｔＫ基因敲除流程见图２。（１）扩增 ＥＮ３４菌

株中ｍｅｔＫ。因 ｍｅｔＫ较长，分成２部分扩增，中间重

叠。利用引物 ｍｅｔＫ１Ｆ／Ｒ、ｍｅｔＫ２Ｆ／Ｒ扩增 ｍｅｔＫ基
因，测序。（２）分别扩增 ｍｅｔＫ上下游部分序列，如
图２中ｍｅｔＫＵ（格子）与 ｍｅｔＫＤ（点）片段，引物为
ｍｅｔＫＵＦ／Ｒ、ｍｅｔＫＤＦ／Ｒ。（３）ｐＫＶＭ１：：ｍｅｔＫ′的构
建。重组连接 ｐＫＶＭ１的 ＥｃｏＲⅠ酶切产物与 ｍｅｔＫ
上下游部分序列。将连接产物转化到 Ｓ１７－１感受
态细胞中。挑取在氨苄 ＬＢ平板上长出的菌落。以
ｍｅｔＫＵＦ／Ｒ为引物验证是否含有 ｍｅｔＫ′基因。（４）
ｐＫＶＭ１：：ｍｅｔＫ′质粒电击转化 ＥＮ３４菌株。方法同
“１．３”节。涂布平板［含安苄（Ａｍｐ）、异丙基－Ｄ－
硫代吡喃半乳糖苷（ＩＰＴＧ）、５－溴 －４－氯 －３－吲
哚－β－Ｄ－半乳糖苷（Ｘ－ｇａｌ）］；３０℃培养２４～
３６ｈ；挑出蓝色菌株到新的ＬＢ培养基中，过夜培养。
（５）单交换转化子。将培养液接种至ＬＢ培养基（含
Ａｍｐ、ＳＡＭ、ＩＰＴＧ和Ｘ－ｇａｌ）中，３０℃培养６～１２ｈ，
转接至新鲜ＬＢ培养基中，４２℃培养６～１２ｈ，系列
稀释（１０－４和１０－５）至含葡萄糖的营养肉汤固体培
养基平板（含氨苄、ＳＡＭ、ＩＰＴＧ和 Ｘ－ｇａｌ），４２℃过
夜培养，挑取转化子，非蓝色菌落，在４２℃ ＬＢ培养
基中培养１６ｈ，以ｍｅｔＫＵＦ与ｍｅｔＫＤＲ为引物验证
单交换转化子。（６）双交换转化子。挑取转化子至
ＬＢ液体培养基（含ＳＡＭ）中，３０℃（无抗性）培养并
转接两代，稀释涂ＬＢ平板，３０℃培养，挑取转化子，
并进行分子验证（双交换）。将获得的菌株命名为

ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４Δ（ｍｅｔＫ）。
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１．５　蛋氨酸产量分析
分别接种 ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４、Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ

ＥＮ３４（ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ－ｍｅｔＩ）、Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ
ＥＮ３４Δ（ｍｅｔＫ）到种子液，过夜培养，接种到发酵培
养基，向培养ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４Δ（ｍｅｔＫ）的发酵培
养基中加入１０ｍｇ／ＬＳＡＭ，下同。３０℃ ２００ｒ／ｍｉｎ
摇床培养 ７２ｈ。发酵液１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
取４００μＬ上清液样品，加入１００μＬ１０％的磺基水
杨酸，２～８℃ 静置 ６０ｍｉｎ。１４５００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，用 ０．２２μｍ针式过滤器过滤，得到的样品用
氨基酸分析仪分析。每种菌平行３次试验。
１．６　优化培养基成分

ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４（ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ－ｍｅｔＩ）
增加ｍｅｔＩ表达，ｍｅｔＩ催化反应之一是加速 Ｎａ２ＳＯ４
向蛋氨酸的转化，针对此菌的优化项是改变培养基

中Ｎａ２ＳＯ４的含量。发酵培养基中其他成分不变，
Ｎａ２ＳＯ４浓度梯度为５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４５ｇ／Ｌ。

ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４Δ（ｍｅｔＫ）蛋氨酸相对产量
较高，对培养条件也做了２种硫源的优化。发酵培
养基中其他成分不变，Ｎａ２ＳＯ４浓度梯度为５、１０、１５、

２０、２５ｇ／Ｌ。向发酵培养基中梯度添加甲基硫醇钠
和二甲基硫醚的混合物，二者体积比为 １９∶１，替换
发酵培养基中 Ｎａ２ＳＯ４。混合物的添加浓度分别为
２００、２５０、３００、３５０、４００μＬ／Ｌ。

最后，在最优条件下，同时培养３种菌株。

２　结果与分析

２．１　质粒ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ－ｍｅｔＩ构建
以 ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４基因组为模板，扩增

ｍｅｔＩ，电泳分析得出，片段大小为１１１３ｂｐ。以枯草
芽孢杆菌基因组 ＤＮＡ为模板，扩增 Ｐ４３强启动子，
经１０％琼脂糖凝胶电泳检测，结果表明，扩增片段
大小约为４５０ｂｐ（含 ＳＤ序列）。用 Ｔ４连接酶连接
ｐＥＢ０３质粒酶切产物与 Ｐ４３－ＳＤ，对连接成功的菌
株提取质粒 ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ，重组连接此质粒酶
切产物与ｍｅｔＩ片段，转化 Ｓ１７－１感受态细胞后挑
取菌落，培养，电泳分析结果（图３）表明，在选取的
１３个菌株中，有２个菌株（８号和１１号）中获得ｍｅｔＩ
序列，片段大小与预期一致，约１０００ｂｐ。证明质粒
ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ－ｍｅｔＩ构建成功。

２．２　电击转化质粒ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ－ｍｅｔＩ
将质粒 ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ－ｍｅｔＩ电击转化到

ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４感受态细胞后，挑取获得的菌
株，利用 ＰＣＲ法验证是否有 Ｐ４３强启动子（大约
４００ｂｐ）。经电泳分析，获得８株转化成功的菌株，
为与出发菌株对照，分析了检验转化成功的１株菌
株、出发菌株、质粒 ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ－ｍｅｔＩＰ４３序
列扩增电泳图，结果见图４。由图４可知，出发菌株
没有扩增出 Ｐ４３序列，而转化成功的菌株与质粒

ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ－ｍｅｔＩ的 Ｐ４３扩增成功，在约
４５０ｂｐ处均有明显的条带。
２．３　构建质粒ｐＫＶＭ１：：ｍｅｔＫ′

以ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４基因组为模板，ｍｅｔＫ１
Ｆ／Ｒ、ｍｅｔＫ２Ｆ／Ｒ为引物扩增出 ｍｅｔＫ基因完整序
列，经测序分析，全长约 １０９５ｂｐ。用引物 ｍｅｔＫＵ
Ｆ／Ｒ、ｍｅｔＫＤＦ／Ｒ扩增相应片段，２个片段大小均约
为３００ｂｐ。２个片段重组连接后命名为ｍｅｔＫ′，大小
约为６００ｂｐ。将ｐＫＶＭ１酶切产物与２个片段重组
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连接，形成ｐＫＶＭ１：：ｍｅｔＫ′，转化感受态细胞Ｓ１７－１。
经验证，质粒 ｐＫＶＭ１：：ｍｅｔＫ′中含有 ｍｅｔＫ′，说明质
粒构建成功，见图５中８号样品电泳结果。

２．４　改变ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４ｍｅｔＫ基因
提取质粒 ｐＫＶＭ１：：ｍｅｔＫ′，电击转化到 Ｂａｃｉｌｌｕｓ

ｃｅｒｅｕｓＥＮ３４感受态细胞中。电转化后涂布含有
Ａｍｐ、ＩＰＴＧ、Ｘ－ｇａｌ的平板中。质粒 ｐＫＶＭ１上含有
β－半乳糖苷酶基因，并含有Ａｍｐ抗性，因此电转化
成功的转化子在Ｘ－ｇａｌ存在的情况下能够显蓝色。
挑选５株蓝色转化子进行单交换培养，挑取白色菌
落。质粒 ｐＫＶＭ１上带有的 Ａｍｐ抗性，即使发生单
交换，其Ａｍｐ抗性仍存在（ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４原始
菌无Ａｍｐ抗性）。如果质粒与基因组没有发生重
组，菌落显示蓝色，只有白色菌落有可能发生同源

重组［１８］。进行双交换试验，没有菌株生长在 ＬＢ平
板上，说明发生双交换，ＳＡＭ无法合成，即使补充适

量ＳＡＭ，菌体也会死亡，所以最终只能获得单交换
的菌株，单交换仅仅是弱化了ｍｅｔＫ基因［１９］。

以ｍｅｔＫＵＦ／Ｒ为引物，不同菌株的电泳结果如
图５所示。选取的５株菌中均含有重组后的 ｍｅｔＫ′
基因（约６００ｂｐ）和约１７００ｂｐ较弱的ｍｅｔＫ完整基
因，比７号泳道中 ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４扩增的片段
稍大，应该是 ｍｅｔＫ－ｍｅｔＫ′结构。电泳图中２～６号
菌株中出现更大的片段，应该有质粒插入到ｍｅｔＫ基
因中，质粒大小约为１１０００ｂｐ。
２．５　蛋氨酸产量分析

将 ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４（ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ－
ｍｅｔＩ）、ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４Δ（ｍｅｔＫ）、Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ
ＥＮ３４均接种到完全培养基，过夜培养后接种到发
酵培养基。培养７２ｈ后，利用氨基酸分析仪分析发
酵液中蛋氨酸产量（图６）。ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４发
酵液中蛋氨酸产量平均值为 ３８．８９ｍｇ／Ｌ，Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｅｒｅｕｓＥＮ３４（ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ－ｍｅｔＩ）产量平均值
为２９．４６ｍｇ／Ｌ。说明虽然ｍｅｔＩ基因增加了拷贝数，
但蛋氨酸产量并没有提高。原因可能是发酵培养

基中硫源的量不足，也可能是拷贝数增加了，但表

达量还未提高。ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４Δ（ｍｅｔＫ）产量
平均值为７９．５８ｍｇ／Ｌ。

２．６　培养条件优化
针对ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＥＮ３４（ｐＥＢ０３－Ｐ４３－ＳＤ－

ｍｅｔＩ）菌株，梯度添加不同浓度的Ｎａ２ＳＯ４后，蛋氨酸
产量有明显上升（图 ７），当 Ｎａ２ＳＯ４添加量达到
１５ｇ／Ｌ时，蛋氨酸产量达到最大值。由数据计算结
果可知，此时蛋氨酸产量达２６．５３ｍｇ／Ｌ，与“２．５”节
中结果一致。说明增加有强启动子 Ｐ４３的表达质
粒，没有强化硫酸钠的代谢通路，须要进一步加强

表达整个通路中的其他酶。Ｎａ２ＳＯ４ 浓度高于
１５ｇ／Ｌ时蛋氨酸产量变化不大，因此 Ｎａ２ＳＯ４最佳
添加量为１５ｇ／Ｌ。图８展现的是Ｎａ２ＳＯ４对Ｂａｃｉｌｌｕｓ
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