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摘要：【目的】探究磷酸核糖焦磷酸(PRPP)合成酶(prs)和氨甲酰磷酸合成酶(pyrAA/pyrAB)的点突变，以

及异源5′-核苷酸酶(sdt1)的过表达，对枯草芽孢杆菌尿苷生物合成的影响。【方法】依据推断的变构位

点，分别在prs基因和pyrAB基因编码序列中引入点突变；将点突变的prs基因在染色体xylR位点整合表

达，pyrAB基因则在染色体原位被修饰；sdt1基因在染色体sacB位点整合过表达。通过对重组菌摇瓶发酵

液中尿苷、胞苷和尿嘧啶的分析，表征相关基因修饰对尿苷合成的影响。【结果】在PRPP合成酶中引入

Asn120Ser、Leu135Ile和Glu52Gly或Val312Ala点突变，分别导致尿苷积累量提高67%和96%。进一步在

氨甲酰磷酸合成酶中引入Ser948Phe、Thr977Ala和Lys993Ile点突变，导致尿苷积累量又增加了182%，达

到6.97 g/L。在此基础上，过表达异源5′-核苷酸酶，导致尿苷产量增加17%，达到8.16 g/L。【结论】

PRPP合成酶和氨甲酰磷酸合成酶的酶活或反馈抑制调节机制，是限制尿苷过量合成的重要因素。

PRPP合成酶的Asn120Ser和Leu135Ile点突变，以及氨甲酰磷酸合成酶的Ser948Phe、Thr977Ala和

Lys993Ile点突变，能够显著促进尿苷合成。PRPP合成酶附加的Glu52Gly或Val312Ala点突变，有利于尿

苷合成。异源的嘧啶专一性5′-核苷酸酶的引入，也对尿苷的合成有明显的促进作用。
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尿苷(Uridine)化学名为1-β-D-呋喃核糖苷尿嘧

啶，作为合成某些抗病毒或抗肿瘤药物的原料，

在制药工业中有一定的需求 [ 1 ]。枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)具有嘧啶核苷酸从头合成途径，

以及以尿苷单磷酸(UMP)为前体物的尿苷生物合

成途径[2]
(图1)。但野生型B. subtilis在一般培养条

件下，发酵液中不能积累可检测量的尿苷。Yuta-

ka  Tsunemi等采用诱变筛选尿嘧啶结构类似物抗

性突变株的育种方法，成功地获得了过量合成尿

苷的B. subtilis突变株[3–4]。但国内研究者采用相同

育种方法筛选出的抗性突变株，尿苷产量远低于

国外文献报道水平[5]。基因工程技术已经应用于

尿苷生产菌株的遗传育种，朱晖等采用基因操作

方法，通过缺失pyr操纵子转录调节蛋白编码基因
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(pyrR)、嘧啶核苷磷酸化酶基因(pdp)和嘧啶透过

酶基因(nupC)，过表达磷酸核糖焦磷酸合成酶基

因(prs)，构建了产尿苷重组菌株B. subtilis TD231-

1，尿苷产量为1.48 g/L
[6]。

磷酸核糖焦磷酸(PRPP)是UMP从头合成途径

的主要前体物，其胞内水平直接影响UMP的合

成。因此，PRPP合成酶(EC 2.7.6.1)很可能是影响

尿苷生物合成的关键酶。PRPP合成酶被prs基因

编码，其表达调控机制不明[7]。PRPP合成酶是变

构酶，其活性受胞内ADP或GDP水平的反馈抑

制[8–9]。有关B. subtilis的PRPP合成酶反馈抑制的变

构调节位点(allosteric site)，目前还没有明确的实

验信息。但对人PRPP合成酶(PRS1)
[10–11]，以及解

淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)PRPP合

成酶的研究[12]，为推断B. subtilis的PRPP合成酶具

体的变构位点提供了参考信息。

氨甲酰磷酸合成酶(EC 6.3.5.5)催化UMP从头

合成途径的第一步反应，推测也是影响UMP及尿

苷合成的关键酶。B. subtilis的氨甲酰磷酸合成酶

由pyr操纵子中的pyrAA/pyrAB基因编码，pyr操纵

子的表达受UMP反馈阻遏，调节蛋白为PyrR
[13]。

同时，氨甲酰磷酸合成酶也是变构酶，其催化亚

基由pyrAA编码，调节亚基由pyrAB编码，而其活

性受UMP的反馈抑制[14]，但具体的变构位点也不

明确。对E. coli氨甲酰磷酸合成酶[15–17]，以及对B.

amyloliquefaciens氨甲酰磷酸合成酶点突变的研

究[18]，为推断B. subtilis氨甲酰磷酸合成酶的变构

调节位点，提供了有价值的参考依据。

UMP的5′-磷酸基团水解生成尿苷，这是尿苷

合成的最后一步反应。但是，在B. subtilis中，尚

未发现催化这步反应的专一性5′-核苷酸酶，推测

可能是由非专一性的磷酸酶催化 [ 4 ]。酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae)中的SDT1蛋白，是嘧啶

核苷酸专一性的5′-核苷酸酶，过量表达SDT1可导

图1.  枯草芽孢杆菌内尿苷生物合成路径

Figure 1.  The uridine biosynthesis pathway of B. subtilis.
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致菌株对嘧啶结构类似物的敏感性降低[19–20]。将

SDT1引入B. subtilis，以弥补其缺乏专一性5′-核苷

酸酶的缺陷，可能会有利于尿苷的生物合成。

本研究以产尿苷的重组B. subtilis TD131为出

发菌，对其prs和pyrAA/pyrAB基因进行了修饰，

过表达了异源的嘧啶核苷酸专一性5′-核苷酸酶，

考察了PRPP合成酶和氨甲酰磷酸合成酶点突变的

效应，以及过表达5′-核苷酸酶对尿苷生物合成的

影响；并对影响尿苷合成的主要代谢因素进行了

分析。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1   菌株与质粒：表1为本实验所使用的菌株和

质粒。

1.1.2    主要培养基：(1)  LB培养基(g/L)：蛋白胨

10，NaCl 10，酵母抽提物5，pH 7.5，用于B. subtilis

的一般培养，固体培养基加入15 g的琼脂A，需要

时加入新霉素15 μg/mL，或氯霉素6 μg/mL。(2)基

本培养基(g/L)：葡萄糖5.0，(NH4)2SO4 2.0，柠檬

酸钠1.0，MgSO4 ·7H2O  0.2，K2HPO4  4.0，

KH2PO4 6.0，酸水解酪素0.4，L-色氨酸0.05，pH

7.2，需要时补加尿嘧啶50 μg/mL。(3)种子培养基

(g/L)：葡萄糖20.0，豆粕水解液20  mL，酵母粉

10.0，NaCl 2.5，MgSO4·7H2O 1.0，KH2PO4 1.0，

谷氨酸钠5.0，苏氨酸/甲硫氨酸/异亮氨酸0.03，

pH 6.7–7.0。(4)发酵培养基(g/L)：葡萄糖80，豆

粕水解液30  mL，酵母粉15，玉米浆20  mL，

(NH4)2SO4 15，MgSO4·7H2O 8.0，KH2PO4 2.5，

谷氨酸钠15，苏氨酸/甲硫氨酸/异亮氨酸0.03，

VB3,5,12 0.1 mg，pH 6.7–7.0。

表1.  实验所用的菌株和质粒

Table 1.  The strains and plasmids uesd in the study

Strains and plasmids Genotype Source

B. subtilis TD131 trpC2, ΔaraR::Para-neo, Δhom, Δcdd, ΔpyrR, Δpdp-nupC stored in this lab

B. subtilis TD231-1m trpC2, ΔaraR::Para-neo, Δhom, Δcdd, ΔpyrR, Δpdp-nupC, ΔxylR::PAE-prs-DN
*
-cat-araRstored in this lab

B. subtilis TD231-1 trpC2, ΔaraR::Para-neo, Δhom, Δcdd, ΔpyrR, Δpdp-nupC, ΔxylR::PAE-prs stored in this lab

B. subtilis TD232-1 trpC2, ΔaraR::Para-neo, Δhom, Δcdd, ΔpyrR, Δpdp-nupC, ΔxylR::PAE-prs
nl

this study

B. subtilis TD232-2 trpC2, ΔaraR::Para-neo, Δhom, Δcdd, ΔpyrR, Δpdp-nupC, ΔxylR::PAE-prs
nld

this study

B. subtilis TD232-3 trpC2, ΔaraR::Para-neo, Δhom, Δcdd, ΔpyrR, Δpdp-nupC, ΔxylR::PAE-prs
nle

this study

B. subtilis TD232-4 trpC2, ΔaraR::Para-neo, Δhom, Δcdd, ΔpyrR, Δpdp-nupC, ΔxylR::PAE-prs
nlv

this study

B. subtilis TD234m
trpC2, ΔaraR::Para-neo, Δhom, Δcdd, ΔpyrR, Δpdp-nupC, ΔxylR::PAE-prs

nle
,

ΔpyrAB::cat
this study

B. subtilis TD234-8 trpC2, ΔaraR::Para-neo, Δhom, Δcdd, ΔpyrR, Δpdp-nupC, ΔxylR::PAE-prs
nle

, pyrAB
ttkn

this study

B. subtilis TD234-9 trpC2, ΔaraR::Para-neo, Δhom, Δcdd, ΔpyrR, Δpdp-nupC, ΔxylR::PAE-prs
nle

, pyrAB
ttk

this study

B. subtilis TD234-10 trpC2, ΔaraR::Para-neo, Δhom, Δcdd, ΔpyrR, Δpdp-nupC, ΔxylR::PAE-prs
nle

, pyrAB
ttkm

this study

B. subtilis TD246
trpC2, ΔaraR::Para-neo, Δhom, Δcdd, ΔpyrR, Δpdp-nupC, ΔxylR::PAE-prs

nle
, pyrAB

ttk
,

ΔsacB::Pcdd-sdt1
This study

B. subtilis LXZm trpC2, ΔaraR::Para-neo, ΔsacB::Pcdd-ribA-DN
*
-cat-araR stored in this lab

S. cerevisiae G5 W303-1A, Δtpk1, Δtpk2, Δtpk3, Δyak1, Δpde1 stored in this lab

pC194 Cm
r stored in this lab

Cm
r
: chloromycetin resistance; DN

*
: the fragment used for homologous recombination.
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1.1.3    主要试剂：Taq酶购自北京索莱宝科技有限

公司；Hifi  DNA聚合酶购自北京全式金生物技术

有限公司；dNTPs购自Thermo  Scientific公司；

DNA序列合成和测序由北京奥科鼎盛生物科技有

限公司完成；尿苷和胞苷标准品购自Sigma公司；

其余生化试剂为进口或国产分析纯试剂。

1.2    DNA操作

所有DNA片段都来自PCR扩增或合成；用于

转化的DNA片段均采用重叠PCR方法拼接形

成[21]。B.  subtilis感受态细胞的制备及转化采用

Spizizen方法[22–23]。表2为本实验所用的PCR引物

及合成序列。

1.3    prs基因的点突变与过表达

首先合成一段prs基因的编码序列P′，在其中

引入预定的3个碱基突变。然后通过重叠PCR方

法，将P′片段与prs基因的其它序列、上游同源臂

U、下游同源臂G、选择标记盒CR和内部同源重

组片段D，拼接为UPDCRG片段。在UPDCRG片

段中，prs基因仅保留编码序列，其启动子被来自

噬菌体φ29的A1启动子取代，其前导区被B.  sub-

tilis  aprE基因的前导区替换。最后采用无标记基

因修饰方法[24]，在受体菌染色体xylR位点，整合

点突变的prs基因。即用UPDCRG片段转化受体菌

感受态细胞，用氯霉素抗性平板筛选转化子；选

择有氯霉素抗性、无新霉素抗性的菌落转接LB培

养基，培养4 h，弹出反选择标记盒。上述培养液

适当稀释后涂布新霉素抗性平板，筛选具有新霉

素抗性而失去氯霉素抗性的转化子，最终经PCR

验证和DNA测序确认。

1.4    pyrAB基因的原位修饰

首先通过重叠PCR方法，拼接一段由上游同

源臂U、氯霉素抗性基因和下游同源臂D构成的

DNA片段。然后转化受体菌，通过同源重组，在

染色体pyr操纵子中的pyrAB基因位点，插入氯霉

素抗性基因，并替换掉部分pyrAB基因编码序列；

通过筛选氯霉素抗性菌株，获得尿嘧啶缺陷型转

化子。合成一段pyrAB基因的编码序列M，在其中

引入预定的5个碱基突变；再将M片段与U′、D′拼

接成U′MD′片段，转化尿嘧啶缺陷株，通过同源

重组，M片段将替换掉氯霉素抗性基因；用基本

培养基平板筛选转化子，得到原养型的重组菌。

1.5    sdt1基因的过表达

选择B .  subti l is染色体的sacB位点过表达

sdt1基因。首先从S. cerevisiae染色体上扩增sdt1基

因的编码序列S片段，从B. subtilis LXZm菌株染色

体上扩增出含有上游同源臂U、启动子Pcdd及前导

区的UPcdd片段，以及含有下游同源臂G、选择标

记盒CR和内部同源重组片段D的DCRG片段；然

后通过重叠PCR方法，拼接成UPcdd-SDCRG片

段。用UPcdd-SDCRG片段转化受体菌感受态细

胞，采用相同的无标记基因修饰方法，获得Pcdd-

sdt1基因在sacB位点整合的重组菌株。

1.6    发酵实验及发酵产物分析

1.6.1    摇瓶发酵：挑取新活化的平板单菌落接入

30 mL种子培养基中，200 r/min、37 °C振荡培养

10  h。按10%接种量转接30  mL发酵培养基，

37 °C、200 r/min振荡培养72 h。

1.6.2   生物量的测定：每隔12 h取发酵液0.5 mL，

13000 r/min离心1 min沉淀细胞，洗涤后重悬、稀

释，测定菌悬液的OD600值。

1.6.3    尿苷、胞苷和尿嘧啶的测定：取发酵液离

心后的上清液，稀释10倍后，用0.22 μm微孔滤膜

过滤。采用Agilent 1200 HPLC定量测定尿苷、胞

苷及尿嘧啶，色谱条件：色谱柱为phenomenex

Gemini 5u C18 110A；流动相为乙腈:水=2:98；流

速1.0 mL/min；柱温30 °C；进样量10 μL；紫外检

测器波长：270 nm。

2    结果和分析

2.1    PRPP合成酶点突变菌株构建及对尿苷合成

的影响

2.1.1    PRPP合成酶点突变菌株的构建：研究显
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表2.  引物及合成序列

Table 2.  Primers and synthetic sequences

 Primers Primer sequence (5′→ 3′)

prs-U1 CAACAGAGCCAAGCAGAC

prs-U2 CTTGTAGACTGGATGATGTAAC

prs-D1 AACTGGCTGACCGACTAA

prs-D2 AGGATGCGATTCAATTATGC

prs-1 GTTACATCATCCAGTCTACAAG

prs-2 TTAGTCGGTCAGCCAGTT

prs-CX1 TCCGCCGATTACTTCTTG

prs-CX2 CCATGTCACTATTGCTTCAG

pyrAB-U1 GTGTGATGGTGCTTGGTT

pyrAB-U2 CGTAGTTCGGGATTTGAATAC

pyrAB-D1 GGAATAATCGGTCAGGATGG

pyrAB-D2 GGATGTCTCACTTTCGTTTG

pyrAB-M1 GTATTCAAATCCCGAACTACG

pyrAB-M2 CCATCCTGACCGATTATTCC

pyrAB-C1 CGCTACGCTCAAATCCTT

pyrAB-C2 GGCAGGTTAGTGACATTAGA

pyrAB-U2q TAAAGGATTTGAGCGTAGCGAGAGACTGAGGCGGATAA

pyrAB-D1q TTCTAATGTCACTAACCTGCCTGGTGTTGCCTGCCTAA

pyrAB-CX1 AGAGGAACTGCTTCATTACA

pyrAB-CX2 GCTGGTTAGAACATACTGTC

sdt-U1 CTCCTCCAGCAAGATGATT

sdt-Cdd2 GTGTAAATTCCTCCCTTACCT

sdt1q AGGTAAGGGAGGAATTTACACATGACTGTTGAATATACTGC

sdt2 AATTGCCTTGTCTGGTTTG

sdt-D1q CAAACCAGACAAGGCAATTCAGAGGATTCTACGCAGAC

sdt-G2 GGAGTCAGTGAACAGGTAC

sdt-CX1 GACAAACATCACGCTCTTG

sdt-CX2 CGTAGAATCCTCTGAATTGC

Fragments Synthetic sequence (5′→ 3′)

P′ GTTACATCATCCAGTCTACAAGTGACCCCGTTAACGAGCATATTATGGAACTGCTGATTATGGTAGATGC

GTTAAAACGCGCTTCTGCAAAAACGATTAACATTGTTATTCCTTATTACGGTTATGCGCGTCAAGACAGA

AAAGCAAGATCCCGTGAGCCAATCACAGCTAAACTTTTCGCTAGCCTGCTTGAAACAGCCGGTGCGACTC

GTGTGATTGCACTTGACATACATGCGCCGCAAATTCAAGGATTCTTTGATATACCGATTGACCACTTAATG

GGTGTTCCGATTTTAGGAGAATATTTTGAAGGCAAAAATCTTGAAGATATCGTCATTGTTTCACCAGACCA

TGGCGGTGTGACACGTGCCCGCAAACTGGCTGACCGACTAA
M GTATTCAAATCCCGAACTACGGTTCCGTGCTTTTATTCGTAGCTGATAAGGACAAAGAAGAAGGGCTTGC

CATTGCTAAGCGGTTCCACGCGATCGGCTACAACATTTTAGCGACGGAAGGAGCGGCAGGCTACCTGAA

AGAAGCTTCCATTCCAGCGAAGGTCGTCGGAATAATCGGTCAGGATGG

Bold bases indicate site-directed mutagensis base.
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示，PRS1的Asn114Ser和Leu129Ile点突变，以及

B. amyloliquefaciens  PRPP合成酶的Asn120Ser和

Leu135Ile点突变，都有抗反馈抑制效应。使用

DNAMAN软件比对分析，显示B. subtilis PRPP合

成酶与B. amyloliquefaciens PRPP合成酶的同源性

为95.90%，因此推断B. subtilis的PRPP合成酶相对

应的变构位点可能为Asn
120和Leu

135。因此，设计

在B. subtilis的PRPP合成酶中，也引入Asn120Ser

和Leu135Ile点突变。所对应编码序列的改变为

A359G、C403A、G405A，通过合成一段393 bp的

P′片段，而将上述3个碱基点突变引入prs的编码序

列。从B. subtilis  TD231-1中，用引物prs-U1/prs-

U2，扩增出U片段 (1474  bp)。从B.  subt i l i s

TD231m中，用引物prs-D1/prs-D2扩增出DCRG片

段(3800 bp)。将上述3个片段拼接为UPDCRG片段

(5627 bp)，并转化B. subtilis TD131。经筛选共获

得4个转化子，用引物prs-CX1/prs-CX2对prs基因

双向测序，结果如表3所示。重组菌B.  subtilis

TD232-1的prs基因仅带有预定的3个点突变，而其

余3株重组菌，除预定点突变外，都带有1个额外

的碱基突变，并导致附加的错义突变。

2.1.2   PRPP合成酶点突变菌株的发酵：以prs基因

野生型菌株TD131，以及野生型prs基因过表达菌

株TD231-1分别为对照菌，分别对4株prs基因点突

变菌株进行摇瓶发酵和发酵产物分析。结果显

示，点突变prs基因的过表达，对细胞生长及发酵

液中胞苷的积累没有明显影响(数据未显示)，对

尿苷和尿嘧啶的积累则产生了显著的影响(图2)。

在PRPP合成酶中引入的点突变，均导致尿苷积累

量显著提高。其中TD232-3和TD232-4菌株的效果

更加突出，其摇瓶发酵72  h尿苷的积累量，分别

达到2.47 g/L和2.90 g/L，与prs野生型TD131菌株

的1.18 g/L相比，分别提高了109%和146%；与野

生型prs过表达菌株TD231-1的1.48 g/L相比，分别

提高了67%和96%。结果说明，B.  subtilis  的

表3.  测序结果及菌株

Table 3.  The sequencing results and strains

Sequencing

strains

Scheduled

mutant base

Additional

mutant base

Additional mutant

amino acid
B. subtilis

TD232-1
＋ － －

B. subtilis

TD232-2
＋ A446T Asp149Val

B. subtilis

TD232-3
＋ A155G Glu52Gly

B. subtilis

TD232-4
＋ T935C Val312Ala

图2.  TD131、TD231-1和TD232-1、2、3、4菌株发酵液中的尿苷(A)及尿嘧啶(B)分析和比较

Figure 2.  The analysis and comparison of uridine (A) and uracil (B) of fermentation liquor of strain TD131, TD231-1

and TD232-1, 2, 3, 4.
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PRPP合成酶的Asn120Ser和Leu135Ile点突变能够

促进PRPP的合成，PRPP供给的改善促进了尿苷

的合成。PRPP合成酶附加的Glu52Gly或Val312Ala

点突变，不能确定它们的酶学效应，但这些附加

点突变也有利于尿苷合成。

尿嘧啶是尿苷合成过程的副产物，缺陷嘧啶

核苷磷酸化酶(pdp)，能够大幅度降低尿嘧啶的生

成，同时增加尿苷产量[4,6]。过表达野生型PRPP合

成酶，几乎消除了尿嘧啶的积累。但过表达点突

变的PRPP合成酶，对减少尿嘧啶生成的效果并不

一致。尿嘧啶的来源，以及尿嘧啶生成与PRPP的

关系，还有待研究。

2.2    氨甲酰磷酸合成酶点突变菌株构建及对尿苷

合成的影响

2.2.1    氨甲酰磷酸合成酶点突变菌株的构建：对

E. coli氨甲酰磷酸合成酶的研究显示，其Lys
992是

与效应物U M P共价结合的氨基酸残基，而其

Ser948Phe和Thr977Ala的点突变，也具有抗反馈

抑制效应[15–17]。对B. amyloliquefaciens氨甲酰磷酸

合成酶的研究显示，Thr941Phe、Thr970Ala和

Lys986Ile点突变，都具有抗反馈抑制效应。使用

DNAMAN软件比对分析显示，B. subtilis的氨甲酰

磷酸合成酶与B.  amyloliquefaciens的同源性为

92.81%，据此推断B. subtilis氨甲酰磷酸合成酶相

对应的氨基酸残基应该是Thr
941、Thr

970、Lys
986。

因此，设计在B. subtilis的氨甲酰磷酸合成酶中引

入Thr941Phe、Thr970Ala和Lys986Ile点突变。其

编码序列对应的变化为A 2 8 2 1 T、C 2 8 2 2 T、

A2823C、A2908G、A2957T，通过合成一段187

bp的M片段，而将这5个碱基突变引入B. subtilis氨

甲酰磷酸合成酶。

从B. subtilis TD232-3中，分别用引物pyrAB-

U1/pyrAB-U2q、pyrAB-D1q/pyrAB-D2，扩增出U

(718 bp)和D (837 bp)片段。从pC194中，用引物

pyrAB-C1/pyrAB-C2扩增出C片段(948 bp)。将这

3个片段拼接成UCD片段(2503 bp)，转化B. subtilis

TD232-3感受态细胞，得到3个氯霉素抗性菌株。

用基本培养基和补加50 μg/mL尿嘧啶的基本培养

基验证，这3株菌都是尿嘧啶缺陷型，命名为B.

subtilis TD234m，作为原位修饰pyrAB基因的受体

菌。从TD232-3菌株中，分别用引物pyrAB-

U1/pyrAB-U2、pyrAB-D1/pyrAB-D2，扩增U′

(1149 bp)和D′ (974 bp)片段。将U′、M和D′3个片

段拼接成U′MD′  (2269  bp)片段，转化B.  subtilis

TD234m感受态细胞，在基本培养基上筛选得到

3个转化子。用引物pyrAB-CX1/ pyrAB-CX2对它

们的pyrAB基因进行双向测序，结果如表4。重组

菌B. subtilis TD234-9的pyrAB基因仅带有预定的点

突变，而其余两株重组菌，除预定点突变外，都

带有1个额外的点突变，并导致错义突变。

2.2.2    氨甲酰磷酸合成酶点突变菌株的发酵：以

出发菌B. subtilis TD232-3为对照菌，分别对3株氨

甲酰磷酸合成酶点突变重组菌进行摇瓶发酵实

验。发酵结果显示，在氨甲酰磷酸合成酶中引入

点突变，显著提高了尿苷积累量(图3-A)，对胞苷

积累量的提高也有一定影响(图3-B)，对细胞生长

和尿嘧啶的积累量没有明显影响(数据未显示)。

其中没有附加点突变的菌株TD234-9发酵72 h的尿

苷积累量为6.97 g/L，与出发菌2.47 g/L相比，提

高了182%；胞苷的积累量为0.53 g/L，与出发菌

0.35 g/L相比，提高了51%。结果表明，B. subtilis

氨甲酰磷酸合成酶的Thr941Phe、Thr970Ala和

Lys986Ile点突变，能够增加UMP合成途径的代谢

表4.  测序结果及菌株

Table 4.  The sequencing results and strains

Sequencing

strains

Scheduled

mutant base

Additional

mutant base

Additional mutant

amino acid
B. subtilis

TD234-8
＋ A3184G Asn1062Asp

B. subtilis

TD234-9
＋ － －

B. subtilis

TD234-10
＋ A2554G Met852Val
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通量，提高UMP的合成速率，进而显著提高尿苷

的合成量，同时对胞苷的合成也有一定的促进作

用。氨甲酰磷酸合成酶催化的第一步反应，确实

是UMP合成的限速反应。

2.3    异源核苷酸酶的过表达以及对尿苷合成的

影响

2.3.1    异源核苷酸酶过表达菌株的构建：经过文

献搜寻，发现S. cerevisiae的SDT1蛋白(sdt1)是微

生物来源的、功能确定的嘧啶核苷酸专一性5′-核

苷酸酶。故选择在产尿苷B .  subti l is中过表达

sdt1基因，以便提高UMP转化为尿苷的反应速

率。B. subtilis的cdd基因编码胞苷脱氨酶，其启动

子(Pcdd)由3个串联的启动子构成，分别被σ
E、σ

B、

σ
A识别[25]。已在实验中观察到Pcdd及前导区具有强

表达元件的特性(数据未显示)，故选择Pcdd及前导

区，用于在染色体sacB基因位点整合表达sdt1基

因。以B. subtilis LXZm染色体为模板，用引物sdt-

U1/sdt-Cdd2，扩增包括上游同源臂U、Pcdd启动子

及前导区在内的UPcdd片段(1310 bp)；用引物sdt-

D1q/sdt-G2，扩增包括内部同源片段D、选择盒

CR及下游同源片段G在内的DCRG片段 (3516

bp)。以S. cerevisiae染色体为模板，用引物sdt1q/

sdt2，扩增sdt1的编码序列S(1092 bp)。将这3个片

段拼接为UPcdd-SDCRG片段(5918 bp)，并转化B.

subtilis  TD234-9感受态细胞，经过抗性筛选、

PCR扩增和引物sdt-CX1/sdt-CX2的双向测序验

证，仅得到1个正确的转化子，命名为B.  subtilis

TD246。

2.3.2    异源核苷酸酶过表达菌株的发酵：以出发

菌B. subtilis  TD234-9为对照菌，对重组菌TD246

进行摇瓶发酵和产物分析。结果显示(图4)，过表

达异源的5′-核苷酸酶，显著的提高了尿苷和胞苷

在发酵液中的积累量，同时显著降低了尿嘧啶的

生成量。摇瓶发酵72  h，TD246菌株的尿苷和胞

苷积累量分别为8.16  g/L和1.09  g/L，与出发菌

TD234-9的尿苷6.97 g/L、胞苷0.53 g/L相比、分别

提高了17%和105%。TD246菌株尿嘧啶积累量仅

为0.04 g/L，而出发菌TD234-9则为0.52 g/L。结果

表明，来自S.  cerevisiae的5′-核苷酸酶(sdt1)，被

Pcdd启动子及前导区成功的过表达；引入嘧啶核苷

酸专一性5′-核苷酸酶，能够显著提高尿苷和胞苷

的积累量，同时有效减少尿嘧啶的生成。

图3.  TD232-3和TD234-8、9、10菌株发酵液中的尿苷(A)和胞苷(B)的分析与比较

Figure 3.  The analysis and comparison of uridine (A) and cytidine (B) of fermentation liquor of strains TD232-3 and

TD234-8, 9, 10.
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3    讨论

先前的研究显示，只要pyr操纵子组成型表

达，以及嘧啶核苷磷酸化酶 ( p d p ) 缺失， B .

subtilis就能在发酵液中积累大约400 mg/L左右的

尿苷。这一现象说明，细胞内UMP的过量合成是

尿苷过量合成的前提；阻断细胞内尿苷主要的转

化反应，是尿苷在发酵液中过量积累的必要条

件。先前的研究还显示，缺失高丝氨酸脱氢酶

(hom)，增加L-天冬氨酸的供给；以及过表达prs

基因，提高细胞PRPP的合成能力，可使尿苷在发

酵液中的积累量超过1 g/L
[6]。这说明L-天冬氨酸

和PRPP等UMP合成的主要前体物的供给，是影响

UMP过量合成，进而影响尿苷过量合成的另一个

重要因素。

在产尿苷的B. subtilis TD131菌株中，进一步

过表达带有Asn120Ser和Leu135Ile点突变的PRPP

合成酶，与过表达野生型PRPP合成酶相比，尿苷

在发酵液中的积累量提高了40%以上，达到大约

2.1 g/L水平。这一结果进一步证实了UMP合成的

主要前体物PRPP的供给水平，是限制尿苷过量合

成的主要因素之一，同时也为证明B. subtilis PRPP

合成酶的的变构位点与B. amyloliquefaciens  的完

全一致，提供了初步的证据。在过表达了突变的

PRPP合成酶后，前体物PRPP的供给，可能不再

是UMP及尿苷过量合成的限制性因素。在阻断了

L-天冬氨酸转化为L-高丝氨酸的代谢后(hom基因

缺失)，L-天冬氨酸也不再是UMP过量合成的限制

性因素。因此，在这种背景下，UMP及尿苷过量

合成的主要瓶颈将迁移到UMP从头合成途径的

内部。

氨甲酰磷酸合成酶是催化UMP从头合成途径

第一步反应的酶，也是一个受UMP反馈抑制的变

构酶[14]。由此推断，氨甲酰磷酸合成酶的变构调

节机制，可能是限制UMP及尿苷过量合成的另一

个关键因素。在氨甲酰磷酸合成酶中引入了

Thr941Phe、Thr970Ala和Lys986Ile点突变，结果

导致尿苷在发酵液中的积累量大幅度增加(182%)，

图4.  TD234-9和TD246菌株发酵液中的尿苷(A)、胞苷

(B)和尿嘧啶(C)的分析与比较

Figure 4.  The analysis and comparison of uridine (A),

cytidine (B) and uracil  (C) of fermentation liquor of

strain TD234-9 and TD246.
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接近7.0 g/L的水平；同时也导致胞苷积累量显著

增加(51%)。这一结果表明，B. subtilis氨甲酰磷酸

合成酶的Thr
941、Thr

970和Lys
986残基突变，对其活

性或反馈抑制的变构调节机制产生了重要的影

响，同时也证实了氨甲酰磷酸合成酶催化的反

应，是限制UMP及尿苷过量合成的关键因素。但

是，氨甲酰磷酸合成酶的突变，所导致的尿苷积

累量的提高，并没有达到预想的程度 (数倍增

加)。推测在UMP从头合成途径中，可能还存在其

它限速反应，或者由UMP转化为尿苷的反应，是

另一个瓶颈。

在B. subtilis中没有发现催化UMP水解生成尿

苷的专一性5′-核苷酸酶，可能由非专一性的磷酸

酶催化的这步反应，或许是尿苷合成的限速反

应。在B. subtilis中过表达了来自S. cerevisiae的嘧

啶核苷酸专一性的5′-核苷酸酶(SDT1)，结果导致

尿苷的积累量提高了17%，超过8.0  g/L；同时导

致胞苷的积累量提高了105%，而尿嘧啶积累量减

少了约92%。显然，在B. subtilis中引入SDT1，对

于促进UMP和CMP转化为尿苷和胞苷是十分有效

的，这步反应也是尿苷过量合成的一个次要显著

因素。但是过表达SDT1，对提高尿苷合成的作用

有限。说明在这种情况下，胞内UMP水平依然是

限制因素；在UMP合成途径中，可能还存在其它

的限速反应，这是进一步提高尿苷的合成所需要

解决的问题。

过表达SDT1，显著减少了尿嘧啶的生成。尿

嘧啶可能来源于UMP的分解，当UMP转化为尿苷

或者CMP转化为胞苷的反应，因缺乏专一性5′-核

苷酸酶而受到限制时，UMP的胞内水平会有所提

高；少量积累的UMP会通过未知的反应转化为尿

嘧啶而积累在发酵液中，积累量在0.5 g/L水平左

右。当过表达了专一性5′-核苷酸酶SDT1后，加速

了UMP到尿苷的转化，降低了UMP的胞内水平，

限制了UMP分解生成尿嘧啶的反应，使尿嘧啶在

发酵液中的积累量减少了一个数量级，仅为0.05

g/L左右。从这一现象也可以看出，引入5′-核苷酸

酶SDT1，对于促进尿苷的合成是十分必要的。
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Abstract: [Objective] We studied several crucial factors influencing the uridine biosynthesis in Bacillus subtilis, including

mutations  of  phosphoribosylpyrophosphate  synthetase  (PRPP synthetase)  (prs)  and carbamyl  phosphate  synthetase

(pyrAA/pyrAB), and overexpression of heterologous 5′-nucleotidase (sdt1). [Methods] According to the inferred allosteric

sites, we introduced point mutation into coding sequences of prs  and pyrAB.  The mutated prs  gene was integratedly

expressed in the xylR locus of the chromosome and the pyrAB gene was modified in-situ. The sdt1 gene was overexpressed

in the saB locus of the chromosome. The effect of the genetic modification on uridine biosynthesis was characterized by the

analysis of uridine, cytidine and uracil in the fermentation broth. [Results]  The mutations of Asn120Ser, Leu135Ile,

Glu52Gly or Val312Ala on PRPP synthase resulted in an increase of uridine production by 67% and 96%, respectively. The

mutations of Ser948Phe, Thr977Ala and Lys993Ile on carbamyl phosphate synthase resulted in a 182% increase of uridine

yield to 6.97 g/L. The overexpression of heterologous 5′-nucleotidase resulted in a 17% increase of uridine yield to 8.16 g/L.

[Conclusion] The activity and regulation mechanism of PRPP synthase and carbamyl phosphate synthase was an important

factor to limit the excessive synthesis of uridine. Asn120Ser and Leu135Ile mutations of PRPP synthase and Ser948Phe,

Thr977Ala and Lys993Ile mutations of carbamyl phosphate synthase will  facilitate the biosynthesis of uridine.  The

additional Glu52Gly and Val312Ala mutations of PRPP synthase were beneficial for uridine biosynthesis. The reaction from

UMP to uridine also limited the biosynthesis of uridine in B. subtilis.
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