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摘   要：枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)是公认的食品安全菌株，目前已被用于多种高附加值产品

的生物合成，包括被广泛用作营养化学品和药物中间体的 N-乙酰神经氨酸(N-acetylneuraminic acid, 
NeuAc)。响应目标产物的生物传感器被广泛用于代谢工程中的动态调控和高通量筛选等方面，以

提高生物合成效率。但是，枯草芽孢杆菌中缺乏可高效响应 NeuAc 的生物传感器。因此，本文首

先测试和优化了能将胞外 NeuAc 转运进胞内的转运蛋白，获得了一系列具有不同转运能力的菌株，

以用于后续响应 NeuAc 的生物传感器的验证；随后将响应 NeuAc 的转录因子 Bbr_NanR 的结合位

点插入枯草芽孢杆菌组成型启动子的不同位置，筛选具有活性的杂合启动子；接下来，通过在具

有 NeuAc 转运能力的枯草芽孢杆菌中表达 Bbr_NanR，选择能响应 NeuAc 的杂合启动子，并进一
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步通过优化 Bbr_NanR 表达量获得了一系列动态范围广、激活倍数高的生物传感器，其中生物传

感器 P535-N2能灵敏地响应胞内NeuAc浓度的变化，具有最大的动态范围，为(180–20 245) AU/OD；

P566-N2 则具有最高的激活倍数，为 122 倍，是已报道的枯草芽孢杆菌中响应 N-乙酰神经氨酸的

生物传感器的 2 倍。本文构建的响应 NeuAc 的生物传感器可用于高产 NeuAc 的酶突变体和枯草芽

孢杆菌菌株的筛选，为枯草芽孢杆菌生物合成 NeuAc 提供了高效、灵敏的分析和调控工具。 
关键词：枯草芽孢杆菌；N-乙酰神经氨酸；转录因子；生物传感器 

Development of biosensors highly responsive to 
N-acetylneuraminic acid in Bacillus subtilis 

SUN Jiaqi1,2, CAO Yanting1,2, LÜ Xueqin1,2, LI Jianghua1,2, LIU Long1,2, DU Guocheng1,2,  
CHEN Jian1,2, LIU Yanfeng1,2* 

1 Key Laboratory of Sugar Chemistry and Biotechnology, Ministry of Education, College of Bioengineering, 
Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu, China 

2 Science Center for Future Foods, Jiangnan University, Wuxi 214122, Jiangsu, China 
 
Abstract: Bacillus subtilis is recognized as a generally-regarded-as-safe strain, and has been 
widely used in the biosynthesis of high value-added products, including N-acetylneuraminic 
acid (NeuAc) which is widely used as a nutraceutical and a pharmaceutical intermediate. 
Biosensors responding to target products are widely used in dynamic regulation and 
high-throughput screening in metabolic engineering to improve the efficiency of biosynthesis. 
However, B. subtilis lacks biosensors that can efficiently respond to NeuAc. This study first 
tested and optimized the transport capacity of NeuAc transporters, and obtained a series of 
strains with different transport capacities for testing NeuAc-responsive biosensors. 
Subsequently, the binding site sequence of Bbr_NanR responding to NeuAc was inserted into 
different sites of the constitutive promoter of B. subtilis, and active hybrid promoters were 
obtained. Next, by introducing and optimizing the expression of Bbr_NanR in B. subtilis with 
NeuAc transport capacity, we obtained an NeuAc-responsive biosensor with wide dynamic 
range and higher activation fold. Among them, P535-N2 can sensitively respond to changes in 
intracellular NeuAc concentration, with the largest dynamic range (180–20 245) AU/OD. 
P566-N2 shows a 122-fold of activation, which is 2 times of the reported NeuAc-responsive 
biosensor in B. subtilis. The NeuAc-responsive biosensor developed in this study can be used to 
screen enzyme mutants and B. subtilis strains with high NeuAc production efficiency, providing 
an efficient and sensitive analysis and regulation tool for biosynthesis of NeuAc in B. subtilis. 
Keywords: Bacillus subtilis; N-acetylneuraminic acid; transcription factor; biosensor 

 
N-乙酰神经氨酸 (N-acetylneuraminic acid, 

NeuAc)又称燕窝酸，是一种带负电荷的功能性

单糖，存在于多种动物、植物、微生物中，也

是人体中唾液酸的主要存在形式[1]。NeuAc 不

仅是唾液酸化人乳低聚糖的重要单体之一，也

是神经节苷脂的传递递质，因此常作为食品添
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加剂促进婴幼儿的大脑和骨骼发育，有利于维

持老年人的大脑健康，减缓老年痴呆症等神经

系统疾病的发展[2-4]。此外，NeuAc 也被应用于

药物、疾病治疗等领域[5-6]。由于天然提取法和

化学合成法的局限性，目前，N-乙酰神经氨酸

更多地用生物合成法获得，主要包括酶法合成、

全细胞催化法以及微生物发酵法。其中，酶法

合成和全细胞催化都需要添加昂贵的前体物

质，造成生产成本的增加，而微生物发酵法可

以通过廉价碳源实现 N-乙酰神经氨酸的从头合

成，成为最具有潜力的生产策略[1]。 
枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)作为一种革

兰氏阳性模式菌株，拥有成熟的基因操作工具，

且无内毒素，被美国食品药品监督管理局(Food 
and Drug Administration, FDA)认证为食品级微

生物[7]。在工业生产中，枯草芽孢杆菌因生长

迅速、对培养条件要求较低、不易受噬菌体侵

染等优势而备受关注，广泛应用于食品、药品、

酶制剂等的生产[8-11]，是合成 N-乙酰神经氨酸

的优良宿主。 
生物传感器(biosensor)作为一种重要的合

成生物学工具，在细胞工厂中具有多种应用。代

谢工程中常用的生物传感器可分为基于 RNA 的

核糖开关(riboswitches)和适体酶(aptazymes)，以

及基于转录因子的传感器 [transcription factor 
(TF)-based biosensors] [12]，其中基于转录因子的

传感器应用更为广泛，在适应性进化、高活性

酶筛选、高产菌株筛选、动态调控、基因型和表

型异质性调控等方面都发挥了重要作用[13-17]。

Pang 等[18]在大肠杆菌(Escherichia coli)中构建

了响应 NeuAc 的适体酶，基于此开发了生长偶

联的筛选策略，并获得了 NeuAc 产量提高 42%
高产菌株。Peters 等[19]在大肠杆菌中构建了基

于转录因子的响应 NeuAc 的生物传感器，并用

不同产量的菌株验证了生物传感器作为高通量

筛选方法的适用性。目前，基于大肠杆菌来源

的 NanR，Zhang 等[20]在枯草芽孢杆菌中构建了

可响应 NeuAc 的生物传感器，但是其动态范围

和灵敏度不高，限制了其在指导 NeuAc 生产方

面的应用。 
本研究选取短双歧杆菌 (Bifidobacterium 

breve)来源 NanR (Bbr_NanR)在枯草芽孢杆

菌中构建了可高效响应 NeuAc 的生物传感

器。首先测试和优化了来源于大肠杆菌的

NeuAc 转运蛋白 NanT 和 NanC 的转运能力，

获得了一系列具有不同转运能力的菌株，以

用于后续响应 NeuAc 的生物传感器的验证；

随后，将 Bbr_NanR 特异性结合序列 (NanR 
binding site)插入到枯草芽孢杆菌组成型启动

子的不同位置，构建了一系列杂合启动子，并

用这些杂合启动子调控绿色荧光蛋白 (green 
fluorescent protein, GFP)的表达，选择了一系

列有活性的杂合启动子用于后续实验；接下

来，通过在具有 NeuAc 转运能力的枯草芽孢

杆菌中表达 Bbr_NanR，选择能响应 NeuAc
的杂合启动子，并在此基础之上进一步优化

Bbr_NanR 表达量，成功获得了一系列可以在

枯草芽孢杆菌中高效响应 NeuAc 的生物传感

器，它们能灵敏地响应胞内 NeuAc 浓度的变

化，且具有更高的动态范围。本文构建的响

应 NeuAc 的生物传感器可用于高产 NeuAc
的酶突变体和枯草芽孢杆菌菌株的筛选，为

枯草芽孢杆菌生物合成 NeuAc 提供了高效、

灵敏的分析和调控工具。  

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

本研究所用初始菌株与质粒均为实验室保

藏。详细信息见表 1 和表 2。 
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表 1  本研究所用菌株 
Table 1  Strains used in this study 
Strains Descriptions Sources 
B. subtilis 168 Wild-type strain Lab store 
E. coli JM109 Wild-type strain Lab store 
BSXC B. subtilis 168 derivate, overexpression of comK under the control of promoter PxylA Lab store 
BS-nanT Derivate, overexpression of nanT under the control of promoter P43 This study 
BS-nanC BSXC derivate, overexpression of nanC under the control of promoter P43 This study 
BSP1 BSXC derivate, overexpression of nanT under the control of promoter PxpaC This study 
BSP2 BSXC derivate, overexpression of nanT under the control of promoter PyceC This study 
BSP3 BSXC derivate, overexpression of nanT under the control of promoter PlytR This study 
BSP4 BSXC derivate, overexpression of nanT under the control of promoter PsdhB This study 
BSP6 BSXC derivate, overexpression of nanT under the control of promoter PodhA This study 
BSP7 BSXC derivate, overexpression of nanT under the control of promoter P333 This study 
BSP8 BSXC derivate, overexpression of nanT under the control of promoter PyvyD This study 
BSP9 BSXC derivate, overexpression of nanT under the control of promoter Pveg This study 
BSP10 BSXC derivate, overexpression of nanT under the control of promoter P566 This study 

 
表 2  本研究所用质粒 
Table 2  Plasmids used in this study 
Plasmids Descriptions Sources 

pHT01 Expression vector Lab store 
p7S6P43 p7S6 containing P43 promoter [7] 
p7S6P1 p7S6 containing PxpaC promoter Lab store 
p7S6P2 p7S6 containing PyceC promoter Lab store 
p7S6P3 p7S6 containing PlytR promoter Lab store 
p7S6P4 p7S6 containing PsdhB promoter Lab store 
p7S6P6 p7S6 containing PodhA promoter Lab store 
p7S6P7 p7S6 containing P333 promoter Lab store 
p7S6P8 p7S6 containing PyvyD promoter Lab store 
p7S6P9 p7S6 containing Pveg promoter Lab store 
p7S6P10 p7S6 containing P566 promoter Lab store 
pHT-veg-gfp pHT01 with promoter Pveg linked with gfp Lab store 
pHT-nanR pHT01 with promoter PrpsT linked with nanR This study 
pHT-N1-gfp pHT01 with promoter N1 linked with gfp This study 
pHT-N2-gfp pHT01 with promoter N2 linked with gfp This study 
pHT-N4-gfp pHT01 with promoter N4 linked with gfp This study 
pHT-N5-gfp pHT01 with promoter N5 linked with gfp This study 
pHT-N6-gfp pHT01 with promoter N6 linked with gfp This study 
pHT-N7-gfp pHT01 with promoter N7 linked with gfp This study 
pHT-N9-gfp pHT01 with promoter N9 linked with gfp This study 
pHT-N10-gfp pHT01 with promoter N10 linked with gfp This study 

  (待续) 
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  (续表 2) 

Plasmids Descriptions Sources 

pHT-N11-gfp pHT01 with promoter N11 linked with gfp This study 
pHT-N12-gfp pHT01 with promoter N12 linked with gfp This study 
pHT-N13-gfp pHT01 with promoter N13 linked with gfp This study 
pHT-N14-gfp pHT01 with promoter N14 linked with gfp This study 
pHT-N15-gfp pHT01 with promoter N15 linked with gfp This study 
pHT-N16-gfp pHT01 with promoter N16 linked with gfp This study 
pHT-N17-gfp pHT01 with promoter N17 linked with gfp This study 
pHT-N18-gfp pHT01 with promoter N18 linked with gfp This study 
pHT-N19-gfp pHT01 with promoter N19 linked with gfp This study 
pHT-N20-gfp pHT01 with promoter N20 linked with gfp This study 
pHT-N21-gfp pHT01 with promoter N21 linked with gfp This study 
PrpsT-N1 Expression of nanR by PrpsT promoter in pHT-N1-gfp This study 
PrpsT-N2 Expression of nanR by PrpsT promoter in pHT-N2-gfp This study 
PrpsT-N4 Expression of nanR by PrpsT promoter in pHT-N4-gfp This study 
PrpsT-N10 Expression of nanR by PrpsT promoter in pHT-N10-gfp This study 
PrpsT-N11 Expression of nanR by PrpsT promoter in pHT-N11-gfp This study 
PrpsT-N14 Expression of nanR by PrpsT promoter in pHT-N14-gfp This study 
PrpsT-N16 Expression of nanR by PrpsT promoter in pHT-N16-gfp This study 
PrpsT-N17 Expression of nanR by PrpsT promoter in pHT-N17-gfp This study 
P535-N2 Expression of nanR by P535 promoter in pHT-N2-gfp This study 
Pt8-N2 Expression of nanR by Pt8 promoter in pHT-N2-gfp This study 
P566-N2 Expression of nanR by Pt9 promoter in pHT-N2-gfp This study 
P535-N17 Expression of nanR by P535 promoter in pHT-N17-gfp This study 
Pt8-N17 Expression of nanR by Pt8 promoter in pHT-N17-gfp This study 
P566-N17 Expression of nanR by Pt9 promoter in pHT-N17-gfp This study 
P566-N10 Expression of nanR by Pt9 promoter in pHT-N10-gfp This study 

 
1.1.2  培养基 

LB 培养基：5 g/L 酵母粉，10 g/L 蛋白胨，

10 g/L NaCl，固体培养基添加 20 g/L 的琼脂粉。

根据需要添加相应浓度的抗生素(氯霉素终浓

度为 5 mg/L，壮观霉素终浓度为 100 mg/L，氨

苄霉素终浓度为 100 mg/L)。 
1.1.3  主要试剂 

PrimeStar max 聚合酶购于 TaKaRa 公司；

质粒提取、感受态制备试剂盒购于生工生物工

程(上海)股份有限公司；GeneJET PCR 纯化试

剂盒购于 Thermo Scientific 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  基因序列与引物合成 

将 NCBI 数据库中 B. breve UCC2003 来源

NanR 的氨基酸序列送至苏州金唯智公司进行

密码子优化(表达宿主：Bacillus subtilis 168)并
合成，Bbr_NanR 结合位点参考 Egan 等[21]的报

道。文中所有引物的合成和测序反应均由苏州

金唯智生物科技有限公司或者生工生物工程

(上海)股份有限公司(以下简称“上海生工”)完
成，本文部分引物信息见表 3，更换启动子所

用引物根据表 4 启动子序列进行设计。 
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表 3  本研究所用引物 
Table 3  Primers used in this study 
Primer names Primer sequences (5′→3′) Used for 
ydbD-1f ATCAAGAAATCGGCCGAAAAGGCG Construction of  

BS-nanT (nanC) ydbD-1r CTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCGGCTTTGATTATGCCTTCAGAACCGTCC 
p7SP43-2f GAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAG 
p7SP43-nanC-2r CAGAAAGTATTTTAGCCTTTTTCATGTGTACATTCCTCTCTTACCTATAATGGTACCGC 
p7SP43-nanT-2r GGTTGTAGTACTCATGTGTACATTCCTCTCTTACCTATAATGGTACCGC 
nanC-3f GGAATGTACACATGAAAAAGGCTAAAATACTTTCTGGCGTATTATTACT 
nanC-3r CTACAGTTTAAATGACACACCAATGCGAT 
nanT-3f AGAGAGGAATGTACACATGAGTACTACAACCCAGAATATCCCGTG 
nanT-3r TTAACTTTTGGTTTTGACTAAATCGTTTTTGGCG 
nanC_ydbD-4f ATCGCATTGGTGTGTCATTTAAACTGTAGCAAAACATCATGTTTTGGGCTTGTCTCT 
nanT_ydbD-4f CGCCAAAAACGATTTAGTCAAAACCAAAAGTTAACAAAACATCATGTTTTGGGCTT 

GTC 
ydbD-4r GAAACAAGAATGGATGAAGCGTCTTGAC 
rh_ydbD-F CGCAACAACGACTAATCAAAAGCATAAAGGC 
rh_ydbD-R CGAAAAGATTCATAGTTCCCATCTCGATACGC 
Spc-P1-R CACGGGATATTCTGGGTTGTAGTACTCATTTTTATCACCTCCTTTCTCAGTTTTAATAT 

TATTATCTACTACGTTC 
Optimization of  
nanT expression 

Spc-P2-R CACGGGATATTCTGGGTTGTAGTACTCATTTTTATCACCTCCTTTATAGTCACATTTAT 
TTTTACGCTCAC 

N2-F GACATAAGACATCAGATGTCGTATAATAAATGTAAAGGAGGTGATAAAAATGGGTAA
GGGAG 

Construction of  
plasmids carrying  
hybrid promoters N2-R GACATCTGATGTCTTATGTCAAATAAAATTTAAATTATATCAACGTTAATAAAAGTTC 

AAGCGAAAACATACCACCTATCA 
pN-F CGTCCATGGAGATCTTTGTCTGCA Construction of  

plasmids carrying  
biosensor 

pN-R CGGGATTTCCCGGCAGTCTGACAAGTTATTCTGCAATAGTTATTTGTATAGTTCATCC 
ATGCCATGTGTAATCCC 

nanR-F GAATAACTTGTCAGACTGCCGGGAAATCCCGGCAGTCTTTTTTCCATTAAAACACGG 
CTTATTCTGTGCCGCCTTGGATTCTC 

nanR-R TGCAGACAAAGATCTCCATGGACG 
P535-F GAATTGTAGGATTAAGCAACCCTCTATTTCGAGAGGCCGTTTTTTCGTCCATGGAGA 

TCTTTGTCTGCA 
Optimization of  
nanR expression 

P535-R TCGAAATAGAGGGTTGCTTAATCCTACAATTCTTGATATAATTAGTTGTGCTAAAGGA
GGTGAAATGTACACATGAGCA 

 
1.2.2  重组菌株的构建 

BS-nanC、BS-nanT 的构建：以 B. subtilis 168

基因组为模板，通过聚合酶链式反应(polymerase 

chain reaction, PCR)扩增 ydbD 位点上下游各

1 000 bp 的序列作为左右同源臂，以 E. coli 

JM109 基因组为模板，扩增 nanC、nanT 基因，

以实验室保存质粒 p7S6P43[7]为模板扩增壮观 

霉素抗性框和 P43 启动子片段。通过融合 PCR
将左右臂、抗性框和 P43 启动子片段、nanC 
(nanT)片段进行融合，获得基因 nanC (nanT)的
表达框，并转化枯草芽孢杆菌 BSXC 感受态，

获得菌株 BS-nanC (BS-nanT)。 
BSP1–BSP10 的构建：左右臂和 nanT 片段

参考上述方法获得，以实验室保存的 p7S6P1 
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表 4  本研究所用启动子序列 
Table 4  Promoter sequence used in this study 
Promoters Sequences (5′→3′) 
Pveg TTATTAACGTTGATATAATTTAAATTTTATTTGACAAAAATGGGCTCGTGTTGTACAATAAATGT 
P43 TCTTACATTTATTTTACATTTTTAGAAATGGGCGTGAAAAAAAGCGCGCGATTATGTAAAATATAAAGTGATA

GCGGTACCATTATAG 
Pm1 AAAAATAAAAAAAAAGTGTTGACAAAAAAATCAAAATATGGTATAATTGAAA 
P214 CAAAATCGCAAAAAAGTGTTGACAACTTAACTCAGATCTGGTATAATAGAAA 
P566 AAAAAACGGCCTCTCGAAATAGAGGGTTGACACTCTTTTGAGAATATGTTATATTATCAG 
P535 AAAAAACGGCCTCTCGAAATAGAGGGTTGCTTAATCCTACAATTCTTGATATAATTAGTTGTGCT 
N1 TTATTAACGTTGATATAATTTAAATTTTATTTGACAAAAATGGGCTCGTGTTGTACAATAAGACATCAGATGT

CATAT 
N2 TTATTAACGTTGATATAATTTAAATTTTATTTGACATAAGACATCAGATGTCGTATAATAAATGT 
N3 TTATTAACGTTGATATAATTTAAATTTTATTTGACATAAGACATCAGATGTCGTACAATAAATGT 
N4 TTATTAACGTTGATATAATTTAAATTATAAGACATCAGATGTCATATTTGACAAAAATGGGCTCGTGTTGTAC

AATAAATGT 
N5 TCTTACATTTATTTTACATTTTTAGAAATGGGCGTGAAAAAAAGCGCGCGATTATGTAAAATTAGACATCAG

ACGTCTTATAAAGTGATAGCGGTACCATTATAG 
N6 TCTTACATTTATTTTACATTTTTAGAAATGGGCGTGAAAATAAGACATCAGATGTCTAATATATAAAGTGATAG

CGGTACCATTATAG 
N7 TCTTACATTTATTTTACATTTTTAGAAATGGGCGTGAAAATAAGACATCAGATGTCTAAAATATAAAGTGATA

GCGGTACCATTATAG 
N8 TCTTACATTTATTTTACATTTTTATCAGACATCAGATGTCAAATGGGCGTGAAAAAAAGCGCGCGATTATGTA

AAATATAAAGTGATAGCGGTACCATTATAG 
N9 AAAAATAAAAAAAAAGTGTTGACAAAAAAATCAAAATATGGTATAATCAGACATCAGATGTCATATTGAAA 
N10 AAAAATAAAAAAAAAGTGTTGACAATTAGACATCAGACGTCTTATAATTGAAA 
N11 AAAAATAAAAAAAAAATAAGACATCAGAAGTCAAATGTGTTGACAAAAAAATCAAAATATGGTATAATTGA

AA 
N12 CAAAATCGCAAAAAAGTGTTGACAACTTAACTCAGATCTGGTATAATTAGACATCAGACGTCTGATAGAAA 
N13 CAAAATCGCAAAAAAGTGTTGACAATTAGACATCAGACGTCGTATAATAGAAA 
N14 CAAAATCGCAAATAAGACATCAGAAGTCAAATGTGTTGACAACTTAACTCAGATCTGGTATAATAGAAA 
N15 AAAAAACGGCCTCTCGAAATAGAGGGTTGACACTCTTTTGAGAATATGTTATATTAGACATCAGACGTCTGA

TATCAG 
N16 AAAAAACGGCCTCTCGAAATAGAGGGTTGACAATCAGACATCAGAAGTCTTATATTATCAG 
N17 AAAAAACGGCCTCTCGAAATAATTAGACATCAGACGTCGTATGAGGGTTGACACTCTTTTGAGAATATGTTA

TATTATCAG 
N18 AAAAAACGGCCTCTCGAAATAGAGGGTTGCTTAATCCTACAATTCTTGATATAATTAGACATCAGACGTCTG

AT 
N19 AAAAAACGGCCTCTCGAAATAGAGGGTTGCTTAAATCAGACATCAGAAGTATAATTAGTTGTGCT 
N20 AAAAAACGGCCTCTCGAAATAGAGGGTTGCTTAAATCAGACATCAGAAGTCTAATTAGTTGTGCT 
N21 AAAAAACGGCCTCTCGAAATATTAGACATCAGACGTCGGATGCTTAATCCTACAATTCTTGATATAATTAGTT

GTGCT 
PrpsT CACAGTGTCTTAAGGTTAAATCTTCTTCACAATAGAACAAATTGTATTCTATCAAACACACCTTTAGATTGC

AATATAAA 
Pt8 TTCAAACTATGAGAATATTATACAACACGAGCCCATTTTTGTCAAATAAAATTTAAATTAAAAATTCTATGAT

TCCTCAA 
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系列质粒[22]为模板扩增获得壮观霉素抗性框和

启动子片段，然后按照上述 BS-nanT 的构建方

法得到重组菌株 BSP1–BSP10。 
1.2.3  重组质粒的构建 

杂合启动子重组质粒的构建：以 pHT- 
veg-gfp 为模板，用相应的引物进行扩增获得带

有杂合启动子的线性质粒片段，上下游引物包

括杂合启动子序列、特异性结合序列，且存在

一段 20 bp 左右的重叠(overlap)。利用 Thermo 
Scientific GeneJET PCR 纯化试剂盒对所获得

的线性质粒片段进行纯化，然后取 10 μL 转化

E. coli JM109 感受态，并涂布抗性平板。次日

将平板上的单菌落送上海生工测序，将测序正

确的单菌落扩大培养，并提取重组质粒。优化

nanR 表达量时，也采用同样的环化 PCR 的方

式替换 nanR 的启动子。 
生物传感器重组质粒的构建：分别以杂合

启动子重组质粒为模板，用引物 pN-F/R 扩增质

粒骨架及杂合启动子表达的绿色荧光蛋白基因

gfp，以 pHT-nanR 为模板，用引物 nanR-F/R 扩

增 PrpsT 启动子表达的 nanR 基因，利用 Thermo 
Scientific GeneJET PCR 纯化试剂盒将所得片段

纯化，经 Gibson 组装[23]后转化 E. coli JM109
感受态，并涂布抗性平板。次日将平板上的单

菌落送上海生工测序，将测序正确的单菌落扩

大培养，并提取重组质粒。 
1.2.4  感受态细胞的制备和转化 

大肠杆菌感受态制备与转化：超级感受态

细胞制备试剂盒购于生工生物工程(上海)股份

有限公司，按照说明书要求制备、转化 E. coli 
JM109 感受态细胞，用于质粒的构建。 

枯草芽孢杆菌感受态制备与转化：参考

Zhang 等[24]的方法，在 B. subtilis 168 基因组上

整合了一个受木糖诱导型启动子 PxylA 调控的

comK 基因，得到菌株 BSXC 作为本研究的出发

菌株，利用木糖诱导制备感受态细胞。挑取平

板活化的 B. subtilis单菌落在 1 mL LB培养基中

于 37 ℃、220 r/min 的条件下培养 12 h，加入

LB 培养基稀释至 5 mL，并加入终浓度为 3%的

木糖，于 37 ℃、220 r/min 条件下诱导 2 h 后获

得感受态。将适量的质粒或片段加入 100 µL   
B. subtilis 感受态细胞，于 37 ℃、220 r/min 的

条件下培养 1.5 h 后涂布相应抗性平板，置于

37 ℃恒温培养箱培养。 
1.2.5  胞内 NeuAc 浓度检测 

胞内 NeuAc 测定样品制备：取 1 mL 发酵

液，置于预冷为 4 ℃的离心机，6 000 r/min 离

心 5 min，弃尽上清液，将菌体重悬于 1 mL 预

冷的无菌水中洗涤 1 次，6 000 r/min 离心 5 min，
弃尽上清液，用 0.2 mL 无菌水重悬菌体，后加

入 0.4 mL乙腈和 0.4 mL甲醇混匀，并置于–20 ℃
过夜萃取。将萃取液于 4 ℃、12 000 r/min 离心

10 min，上清液置于冷冻干燥机过夜干燥。干

燥后的粉末重悬于一定体积的无菌水以浓缩样

品，用于高效液相色谱检测。 
高 效 液 相 色 谱 (high performance liquid 

chromatography, HPLC) 检 测 ： 取 样 品 通 过   
0.22 μm 的滤膜，采用 Aminex HPX-87H 柱  
(300 nm×7.8 nm)进行 HPLC 检测，检测参数如下：

采用 10 mmol/L H2SO4 作为流动相，0.5 mL/min
流速进样，进样量为 10 μL，柱温为 40 ℃，紫

外检测器波长为 210 nm。 
1.2.6  GFP 荧光强度检测方法 

将培养过夜的种子液以 2%转接到含有 0.2 mL 

LB 培养基的 96 浅孔板中，37 ℃、900 r/min 培

养 8 h，用酶标仪在 490 nm 的激发波长、530 nm

的发射波长和 60 的增益值下测定 GFP 的荧光

强度；在 600 nm 的波长下测定 OD600。减去培

养基的背景噪声后，计算荧光强度与 OD600 的

比值，再减去无 GFP 表达的对照菌株的荧光强
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度与 OD600 的比值，即得到相对荧光强度。 

2  结果与分析 
2.1  NeuAc 转运蛋白 NanT 和 NanC 的测

试和表达优化 
在响应小分子代谢物的生物传感器构建过

程中，常常采用在培养基中添加不同浓度的小

分子代谢物来验证生物传感器的响应性能，而

枯草芽孢杆菌不具备将胞外 NeuAc 转运进胞内

的能力，因此，首先需要构建能将胞外 NeuAc

转运进胞内的枯草芽孢杆菌，便于外源添加

NeuAc 以验证生物传感器的性能。为了不影响

内源基因的表达，选择 ydbC 和 ydbD 基因的间

隔位置作为基因组整合表达 nanC 和 nanT 的位

点。按照方法 1.1.2，将由 P43 启动子调控 nanC 

(nanT)的表达框整合到枯草芽孢杆菌 BSXC 的

基因组，得到菌株 BS-nanC (BS-nanT)。为了

比较 NanC 和 NanT 转运 NeuAc 的能力，将菌

株 BS-nanC 和 BS-nanT 分别在添加了 10 g/L

和 80 g/L NeuAc 的 LB 培养基中发酵 12 h，随

后检测其胞内 NeuAc 含量。 

与 BS-nanC 相比，BS-nanT 转运 NeuAc 的

能力更强，且外源添加不同浓度的 NeuAc 时胞

内浓度差异较大，是验证响应 NeuAc 的生物传

感器的更优宿主(图 1A)。BS-nanT 在外源添加

10–80 g/L NeuAc 的 LB 培养基中发酵 12 h 时，

胞内 NeuAc 浓度也存在差异，但是胞内 NeuAc
浓度总体偏低，最高也只有 310 μg/mL (图 1B)，

这不利于对响应 NeuAc 浓度范围广的生物传感

器的验证，于是进一步对 nanT 进行表达优化。

选取枯草芽孢杆菌中 9 个不同强度的内源启动

子(P1、P2、P3、P4、P6、P7、P8、P9 和 P10)[22]

替换 P43 启动子调控 nanT 的表达，得到菌株

BSP1–BSP10。如图 2 所示，当在添加了 10 g/L 

NeuAc 的 LB 培养基中发酵 12 h 时，菌株

BSP1–BSP10 的胞内 NeuAc 含量在 230–635 μg/mL

之间变化。其中，BSP1、BSP2、BSP7 和 BSP9

之间的胞内NeuAc含量差异显著，且胞内NeuAc
浓度范围更广(230–635 μg/mL)，可用于后续响

应 NeuAc 生物传感器的性能验证。 

 

 
 

图 1  比较 NanT 和 NanC 的转运能力 
Figure 1  Comparison of transport capacity of NeuAc between BS-nanC and BS-nanT. A: Comparison of 
intracellular NeuAc concentration between BS-nanC and BS-nanT when adding 10 g/L NeuAc to the medium. 
B: Intracellular NeuAc concentration of BS-nanT when extracellular NeuAc is different. 
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图 2  nanT 的表达优化 
Figure 2  Expression optimization of nanT. A: Comparison of intracellular NeuAc concentration of strains 
with different promoters controlling nanT when adding 10 g/L NeuAc to the medium. B: Comparison of 
intracellular NeuAc concentration of strains BSP1, BSP2, BSP7 and BSP9 when adding 10 g/L NeuAc to the 
medium. 
 

2.2  响应 NeuAc 生物传感器的设计与构建 
基于转录因子的生物传感器通常包括 3 个

部分：响应特定代谢物的转录因子，含有转录

因子结合位点的启动子以及受其调控表达的报

告基因[25-26]。响应 NeuAc 生物传感器的原理如

图 3A 所示，当胞内不存在 NeuAc 时，Bbr_NanR
作为阻遏蛋白结合在其结合位点上，抑制响应

启动子调控的报告基因的表达；当胞内存在

NeuAc 时，胞内 NeuAc 与 Bbr_NanR 的结合会

影响 Bbr_NanR 的阻遏活性，从而激活响应启

动子的表达。 
因此，首先设计了含有 NanR 结合位点的

杂合启动子。如图 3B 所示，将 Bbr_NanR 特异

性结合位点放在了 6 个组成型启动子 Pveg、
P43、Pm1、P214、P566、P535[27-28]的–35 区前、

–35 区和–10 区中间、–10 区后，设计了 21 个

带有 Bbr_NanR 结合位点的杂合启动子 N1–N21 
(序列如表 4 所示)。以 pHT01 质粒为载体，分

别用杂合启动子表达 GFP，将构建成功的质粒

转化 BS-nanT 菌株以检测杂合启动子活性。如

图 4 所示，虽然大多数杂合启动子在插入 NanR
的结合序列后活性明显降低甚至失去活性，但

是杂合启动子 N1、N2、N10、N11、N14、N16、
N17 显示出了接近甚至超过强组成型启动子

P566 的活性，因此，选择这些杂合启动子用于

后续响应 NeuAc 生物传感器的构建。 
为了验证这些高活性的杂合启动子能否被

Bbr_NanR 抑制，能否被 NeuAc 激活，在杂合

启动子调控 GFP 表达框的上游引入 PrpsT 启动

子表达的 nanR，然后将构建成功的 7 个生物传

感器质粒转入 BS-nanT，发现当不添加 NeuAc
时，杂合启动子 N1、N2、N10、N16 和 N17 能

被一定程度地抑制；当外源添加 10 g/L NeuAc
时，这几个杂合启动子也能被激活(图 5A)。其

中 N2、N10 和 N17 能被激活至少 2 倍，这有利

于灵敏地响应低浓度的胞内 NeuAc。因此，选择

了这几个杂合启动子进行后续实验。接下来分析

了外源添加不同浓度的NeuAc时杂合启动子N2、
N10、N17 的表达情况，如图 5B–5D 所示，虽然

它们都能被激活，但是当胞外添加 10 g/L 的

NeuAc (低浓度)时它们的表达强度已接近杂合

启动子被完全激活的强度，因此，推测 nanR 的

表达量不足以用于响应更高浓度的胞内 NeuAc，
并利用不同强度的启动子优化 nanR 表达。 
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图 3  响应 NeuAc 生物传感器的作用原理和构建策略示意图 
Figure 3  Schematic diagram of function principle and construction strategy of NeuAc-responsive biosensor. 
A: When NeuAc is absent, NanR binds to the NanR binding site located on the promoter controlling GFP, 
inhibiting the expression of GFP; When NeuAc is present, NeuAc binds to NanR to activate GFP expression. 
B: The biosensor was developed by inserting the NanR binding site into different positions of the GFP 
promoter and optimizing nanR expression. 

 

 
 

图 4  杂合启动子活性验证 
Figure 4  Testing the activity of the hybrid promoters. 
 

在 2.1 中，研究发现当外源添加 10 g/L 的

NeuAc 时，菌株 BSP1、BSP2、BSP9、BSP7
的胞内 NeuAc 浓度在 230–635 μg/mL 范围内存

在显著差异。为了能获得响应 NeuAc 浓度范围

广且灵敏的生物传感器，后续选择这 4 株菌去

验证生物传感器对不同浓度 NeuAc 的响应效

果。分别选取 N2、N10 和 N17 启动子表达 GFP，
在此基础上选取 3 个不同强度的启动子 P535、 
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图 5  响应 NeuAc 生物传感器激活效果验证 
Figure 5  Testing the NeuAc-responsive biosensor. A: Testing whether hybrid promoters respond to NeuAc. 
Test of PrpsT-N2 (B), PrpsT-N10 (C) and PrpsT-N17 (D) in the presence of different intracellular 
concentrations of NeuAc. CK represents the absence of Bbr_NanR. ***: P<0.001. 
 
Pt8、P566 优化 nanR 的表达。将构建成功的重

组质粒 P535-N2、Pt8-N2、P566-N2、P566-N10、
P535-N17、Pt8-N17、P566-N17 分别转入菌株

BSP1、BSP2、BSP7、BSP9 中。当外源添加

10 g/L 的 NeuAc 时，发现 P566-N10 虽然能够

响应 NeuAc，但是激活后的杂合启动子活性远

远小于无 nanR存在时杂合启动子的活性，对此，

推测 nanR 的表达量太高，P566-N10 可能需要

更高浓度的胞内 NeuAc 才能被更高强度地激

活。除 P566-N10 外的 6 个生物传感器都可以灵

敏地响应 NeuAc，且激活强度可达到 18–122 倍

(图 6)。其中 P535-N2 响应 NeuAc 的动态范围

最广，为(180–20 245) AU/OD；P566-N2 响应

NeuAc 的激活强度最大，为 122 倍，为已报道

的枯草芽孢杆菌中响应 NeuAc的生物传感器[20]

的 2 倍。此外，本文只是在胞内 NeuAc 浓度为

0–635 μg/mL 的范围内对几个生物传感器进行

了验证，635 μg/mL 的胞内 NeuAc 浓度并未使

P535-N2、Pt8-N2 和 P566-N2 达到饱和状态，

因此，这 3 个生物传感器响应的 NeuAc 浓度范

围可能比所使用的 0–635 μg/mL 范围更广，可

以用于分析和检测更高浓度的胞内 NeuAc。 

3  讨论与结论 
N-乙酰神经氨酸由于在食品和医药等方面

的广泛应用及潜在价值而备受关注，枯草芽孢杆

菌作为食品安全级模式微生物，是生产 NeuAc
的理想宿主。目前，Zhang 等[22]以枯草芽孢杆 
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图 6  响应 NeuAc 生物传感器的动态范围和激活强度 
Figure 6  Dynamic range and activation folds of NeuAc-responsive biosensors. **: P<0.01; ***: P<0.001. 
 
菌作为宿主菌株生产 NeuAc，使用葡萄糖作为

唯一碳源，在 5 L 发酵罐中分批补料发酵，

NeuAc 产量达到 30.10 g/L。然而，枯草芽孢杆

菌中 NeuAc 合成途径的改造存在细胞生长与产

物生产不平衡、中间产物过度积累等一系列问

题，限制了 NeuAc 的高效合成。响应目标产物

的生物传感器常结合流式细胞术实现其在高通

量筛选中的应用，也常用于基因回路的设计以

构建智能细胞工厂，提高生物合成效率。虽然

本研究构建的响应 NeuAc 的生物传感器响应的

是胞内 NeuAc 浓度变化，但是目前已有越来越

多的研究结合这种生物传感器和流式细胞仪来

进行高通量筛选，并获得了胞外目标产物产量

增加的菌株，证实了这类生物传感器在高产菌

株筛选中的应用潜力[16,18,29-30]。另外，本文发现

当在枯草芽孢杆菌中适量表达大肠杆菌来源的

NanT 时，不同的胞外 NeuAc 浓度会导致不同

的胞内 NeuAc 浓度。因此，结合基于液滴微流

控的共培养，构建的响应胞内 NeuAc 的生物传

感器也可用于胞外 NeuAc 产量增加的菌株的高

通量筛选。构建用于枯草芽孢杆菌的高效响应

NeuAc 的生物传感器，对于指导 NeuAc 的合成

具有重要意义。 

本研究首先引入大肠杆菌来源的 NeuAc 转

运蛋白 NanT，并选取 10 个不同强度的启动子

对其进行表达优化，获得 4 株具有不同 NeuAc

转运能力的枯草芽孢杆菌作为响应 NeuAc 生物

传感器的验证宿主。然后选取 6 个组成型启动

子，分别在其不同区域插入 Bbr_NanR 结合位

点并验证活性，获得了 7 个有活性的杂合启动

子，在此基础上进一步引入和优化 Bbr_NanR

的表达，得到了 6 个能够高效响应 NeuAc 的生

物传感器。其中 P535-N2 具有最广的动态范围，

为(180–20 245) AU/OD；P566-N2 的激活倍数最

高，可达 122 倍，为枯草芽孢杆菌中已报道的

响应 NeuAc 生物传感器[20]的 2 倍。 

本研究侧重对响应 NeuAc 生物传感器的构

建及响应性能的验证，在后续的研究中，可以

通过增加胞内 NeuAc 浓度进一步探究生物传感

器的动态范围。此外，本研究构建的生物传感

器可结合流式细胞仪应用于枯草芽孢杆菌中

NeuAc 合成途径的高活性酶突变体及高产菌的

筛选、群体质量控制等，为枯草芽孢杆菌进一

步高效生产 NeuAc 奠定了基础。 
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