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摘要：解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）是一类重要的工业微生物，在农业、医药和食品等领域有广泛用途。为了

开发高效的基因操作技术，在解淀粉芽孢杆菌中引入单链核苷酸（ssDNA）介导的同源重组方法。首先，通过敲除 mutS 基因干扰解

淀粉芽孢杆菌的错配修复系统，然后导入单链结合蛋白（Beta）表达质粒，构建了宿主菌 B. amyloliquefaciens XH7(mutS-，bet+)。其

次，通过设计 88 bp 的 ssDNA 电转化导入以上构建的宿主菌中实现了以 rpoB 基因为靶点的有效同源重组，转化株产生利福平抗性。

实验优化了 ssDNA 介导同源重组的参数：75 μg 的 ssDNA，电转细胞复苏时间为 6~12 h。本研究首次成功实现了 ssDNA 同源重组技

术在解淀粉芽孢杆菌的应用，对解淀粉芽孢杆菌和其它难转化的芽孢杆菌属进行有效的遗传操作手段提供新的思路。 
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Abstract: Bacillus amyloliquefaciens is an important industrial microorganism that has been widely used in agriculture, pharmaceutical, 

and food industries. In order to develop highly efficient genetic manipulation techniques in B. amyloliquefaciens, a single-stranded 

oligonucleotide (ssDNA)-mediated recombination method was introduced. First, the mutS gene involved in mismatch repair was knocked out, 

followed by introduction of the expression plasmid for the bet gene encoding the beta protein (a ssDNA-binding protein) into B. 

amyloliquefaciens, to construct the B. amyloliquefaciens XH7 host (mutS-，bet+), where the mutS gene was inactivated and the beta protein was 

expressed. Second, homologous recombination targeting the ropB gene was successfully achieved by designing an 88-bp ssDNA 

oligonucleotide and transforming it into the B. amyloliquefaciens XH7 host (mutS-，bet+) by electroporation, followed by antibiotic selection. The 

parameters for ssDNA-mediated recombination were optimized as follows: 75 μg ssDNA oligonucleotide and 6 h to 12 h of cell recovery from 

electroporation. Here, oligonucleotide-mediated recombination was successfully applied in B. amyloliquefaciens for the first time, providing a 

new approach for developing an effective genetic manipulation technique in B. amyloliquefaciens and other Bacillus spp. that are not naturally 

transformable. 
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解淀粉芽孢杆菌是一种重要工业微生物菌种，是

多种工业酶（α-淀粉酶、蛋白酶、β-葡聚糖酶等）的

生产宿主，也是初级代谢物如核苷类和维生素类物质

（生物素、叶酸、核黄素等）的工业生产菌。而且，

解淀粉芽孢杆菌能产生丰富的次级代谢产物（含有抗

真菌、抗细菌的代谢物）作为生物防治细菌和植物根

际促生细菌（Plant Growth-promoting Rhizobacteria，
PGPR）已被广泛使用[1~4]。 

解淀粉芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌（Bacillus 
subtilis）是非常近缘的两种物种，但与枯草芽孢杆菌

相比其遗传操作体系不成熟，转化效率低[5,6]。单链核

苷酸（ssDNA）介导的同源重组技术既能免去构建质

粒载体的麻烦，又可以实现对宿主基因组上的无痕操

作（敲除、替换、突变），甚至能在基因组上进行多点

改造。ssDNA 介导的同源重组灵感来源于大肠杆菌属

的 Red 重组系统。Red 重组系统通过表达λ噬菌体的

重组功能蛋白 Exo、Beta、Gam，将有同源臂的双链

核苷酸导入宿主中实现同源重组[7~9]。研究发现λ噬菌

体来源的 Beta 蛋白（单链结合蛋白）能单独完成介导

单链核苷酸锚定到基因上的过程[10,12]。因此通过在宿

主中单独表达 Beta 蛋白（单链结合蛋白）就能实现

ssDNA 介导的同源重组。Wang[10]等设计 90 bp 的

ssDNA 转入单独表达 Beta 蛋白的大肠杆菌宿主中，

实现 ssDNA 介导同源重组技术在大肠杆菌磷酸木酮

糖（DXP）的生物合成途径上 24 个基因的修饰（错

配、插入和消除）。van Pijkeren[11]等用 ssDNA 同源重

组方法尝试用于乳酸杆菌属中，使罗伊氏乳酸杆菌

（Lactobacillus reuteri）基因组突变了 0.4%而乳酸链

球菌（Lactococcus lactis）突变了 19%。Wang[12]等运

用 ssDNA在枯草芽孢杆菌基因组上敲除长达 37 kb的
基因簇，实现了对整个基因组的编辑。 

本研究中构建了用于 ssDNA 介导同源重组的宿

主菌。首先敲除宿主 mutS 基因干扰了解淀粉芽孢杆菌

的错配修复系统，然后再导入Beta蛋白表达质粒，Beta
蛋白介导 ssDNA 与宿主基因组上同源序列发生同源

重组。以 rpoB 基因为靶点设计 88 bp 的 ssDNA 导入

以上构建的宿主菌中，得到 rpoB 基因突变产生利福平

抗性的突变株，从而首次在解淀粉芽孢杆菌中实现了

ssDNA 介导的细胞内同源重组。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

解淀粉芽孢杆菌 XH7（B.amyloliquefaciens XH7）
为本实验保藏、大肠杆菌 E.coli Mach1T1 购于

invitrogen 公司、大肠杆菌 E.coli JM110 购于广东省微

生物菌种保藏中心、大肠杆菌 E.coli BL21(DE3)为本

实验室保藏。质粒 pkD46、pBEP43、pKS2 为本实验

室保藏。 
KOD-Plus-Neo PCR 聚合酶购于日本东洋纺；

DreamTaq Green PCR Master Mix、限制性内切酶 Kpn
Ⅰ、SpeⅠ、EcoRⅠ、BglⅡ、BamHⅠ和 T4 连接酶购

于 Fermentas 公司；质粒提取试剂盒、细菌基因组DNA
提取试剂盒、PCR 产物纯化试剂盒、DNA 胶回收试

剂盒购于广州飞扬生物工程有限公司；PCR 引物和

DNA 测序交 invitrogen 公司完成；利福平（5 μg/mL）、
红霉素（芽孢 5 μg/mL，大肠 150 μg/mL）、卡那霉素

（25 μg/mL）、氨苄青霉素（50 μg/mL）购于北京普博

欣公司；其余试剂为国产分析纯试剂。 
Veriti 96 well PCR 扩增仪（美国 ABI）、电转化仪

（德国 Eppendorf ）、生物分光光度计（德国

Eppendorf）、层析仪AKTA purifier型（美国通用电气）。 

1.2  方法 

1.2.1  mutS 敲除质粒的构建 
 

表1 PCR扩增引物序列 

Table 1 Sequences of PCR primers 

引物 序列（5’→3’） 酶切位点 

mutS-p1 GGGGTACCTTGCTGGCGTCACGGTACTCATC KpnⅠ 

mutS-p2 CAGAGACGGAGGAGCACTTACCTGGCGAAGAGCTGAC  

mutS-p3 CAGGTAAGTGCTCCTCCGTCTCTGCTTGTCAGTGTAA  

mutS-p4 GGACTAGTCCCAATGCACCAACACGATCTCA SpeⅠ 

bet-p1 CCGGAATTCACTAGTTGATAGGTGGTATGTTTTC EcoR , Ⅰ SpeⅠ 

bet-p2 CAGTACTCATGTGTACATTCCTCTCTT  

bet-p3 GAATGTACACATGAGTACTGCACTCGCAACGCTG  

bet-his-P4 GAAGATCTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTGCTGCCAC
CTTCTGCTCTGCG BglⅡ 
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按图 1 构建流程所示，以提取的解淀粉芽孢杆菌

基因组 DNA 为模板，引物 mutS-p1/p2 扩增 mutS-cotE
（与 mutS 相邻的基因）L 同源臂，mutS-p3/p4 扩增 R
同源臂，引物序列见表 1。L 臂和 R 臂 PCR 产物经过

PCR 产物纯化试剂盒纯化后，以其为模板，mutS-p1/p4
为引物进行融合 PCR 扩增，得到 L 臂和 R 臂融合片

段。经限制性内切酶 KpnⅠ和 SpeⅠ酶切后回收片段，

与pKS2质粒经过KpnⅠ和SpeⅠ酶切回收的大片段连

接，转化至 E.coli Mach1T1，通过红霉素抗性筛选得

到 mutS 敲除质粒 pKS2-mutS-cotE。挑选大小正确的

质粒送 Invitrogen 公司进行测序鉴定。 

 
图1 质粒pKS2-mutS-cotE的构建流程 

Fig.1 Construction of plasmid pKS2-mutS-cotE 

1.2.2  Beta 蛋白表达质粒 pKS2-P43-bet 的构建 

 
图2 质粒pKS2-P43-bet的构建流程 

Fig.2 Construction of plasmid pKS2-mutS-cotE 

构建流程如图 2 所示，以 pBEP43 质粒 DNA 为

模板，bet-p1/p2 为引物扩增得到 P43 的 PCR 片段。

以 pKD46 质粒 DNA 为模板，bet-p3/p4 为引物扩增得

到带 his 标签的 Beta 蛋白的 PCR 片段。PCR 片段纯

化后，以 bet-p1/p4 为引物进行融合 PCR，将 P43 的

PCR 片段和带 his 标签的 Beta 蛋白的 PCR 片段融合。

融合后的 PCR 片段经过限制性内切酶 EcoRⅠ和 Bgl
Ⅱ酶切与 pBEP43 质粒经过EcoRⅠ和BamHⅠ酶切位

点连接，并转化到 E.coli Mach1T1，挑取阳性转化子

质粒，测序验证得到 Beta 蛋白表达质粒 pBEP43-bet。
限制性内切酶 SpeⅠ和 HindⅢ酶切质粒 pBEP43-bet
得到的片段插入温敏性质粒 pKS2 相应的酶切位点，

构建得到Beta蛋白表达质粒pKS2-P43-bet，测序验证。 
1.2.3  构建 mutS 敲除菌株 B.amyloliquefaciens 
XH7 (mutS-) 

构建好的 mutS 敲除质粒 pKS2-mutS-cotE 转化到

E.coli JM110 菌株中去甲基化，处理后的质粒电转

B.amyloliquefaciens XH7 菌株。经过设计的 mutS-cotE
缺失部分片段的 L+R 片段同源重组替换基因组原有

的片段，得到 mutS 敲除菌株 B.amyloliquefaciens XH7 
(mutS-)。 
1.2.4  获得带有 Beta 蛋白表达质粒的 mutS 敲

除菌株 B.amyloliquefaciens XH7（mutS-，bet+） 
将构建好的 Beta 蛋白表达质粒 pKS2-P43-bet 电

转化于 mutS 敲除菌 B.amyloliquefaciens XH7（mutS-）

中，筛选阳性克隆，得到具有 Beta 蛋白表达质粒的

mutS 敲除菌株 B.amyloliquefaciens XH7（mutS-, bet+）。 
1.2.5  Beta 蛋白在大肠杆菌中的表达 

将 pBEP43-bet 质粒转化至 E.coli BL21 表达宿主

中，得到转化子 E.coli BL21/pBEP43-bet，并接种于

LB 液体培养基（50 μg/mL Amp），37 ℃ 200 rpm 培

养过夜后取 1 mL 转接 50 mL 的 LB 液体培养基（50 
μg/mL Amp）中，37 ℃ 200 r/min 24 h 后 4 ℃ 10000 
g 离心 2 min 收集菌体，用 TE buffer 洗涤后，超声破

碎细胞，收集上清液，上清液过滤后经亲和层析纯化

（采用 GE 公司的 His-tag 亲和层析柱），梯度洗脱，

收集出峰样，样品经 SDS-PAGE 电泳验证。 
1.2.6  单链核苷酸电击宿主菌 B.amyloliquefac 
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iens XH7 (mutS-，bet+) 
感受态细胞的制备参考Zakataeva[6]的电转化感受

态细胞制备，感受态细胞从-80 ℃冰箱取出后，置于

冰上放置 10 min，加入一定量的 ssDNA，冰上孵育

5~10 min。电击仪是德国 Eppendorf 公司，使用的是 2 
mm 电击杯（BioRad），电压设定 2500 kV，电击时间

在 4.5~6.0 ms，电击后细胞迅速加入 1 mL 的复苏培养

液[6]，置于 37 ℃，150 rpm 下进行复苏培养，复苏一

定时间后取一定体积复苏培养液涂布利福平抗性平

板。对照是：感受态细胞加纯水电击后涂布利福平抗

性平板。 
1.2.7  突变株遗传稳定性实验 

将突变株接种于无利福平抗性的 LB 液体培养基

中，37 ℃，200 r/min 培养过夜，按 1%接种量转接于

新鲜 LB 液体培养基中 37 ℃，200 r/min 培养 12 h。连

续转接 6 次，将每次转接的转化子按 104~106 稀释，

取 100 μL 涂布于利福平抗性平板上，对平板上菌落的

生长情况进行统计。 

2  结果与分析 

2.1  解淀粉芽孢杆菌同源重组系统的建立 

2.1.1  构建 mutS 敲除菌 B.amyloliquefaciens 
XH7 (mutS-) 

 
图3 （a）扩增mutS-cotE融合L+R臂,（b）pKS2-mutS-cotE

质粒鉴定,（c）PCR验证B.amyloliquefaciens XH7 (mutS-)敲

除菌株 

Fig.3 (a) PCR amplification of homologous L- and R-arm 

fusion fragments of target gene mutS-cotE, (b) Identification of 

pKS2-mutS-cotE by agarose gel electrophoresis, (c) 

Identification of B. amyloliquefaciens XH7 (mutS-) by PCR 

amplification 

注：（a）泳道1,2为PCR扩增L+R臂产物，M为250 bp DNA 

marker；（b）泳道 1-4 为筛选的 pKS2-mutS-cotE 质粒，M 为

supercoiled DNA marker；（c）泳道 1，2 为 B.amyloliquefaciens 

XH7 野生型菌株基因组 DNA 为模板扩增 L+R 臂，泳道 3，4

为 B.amyloliquefaciens XH7（mutS-）敲除菌株的基因组 DNA 为

模板扩增 L+R 臂，M 为 250 bp DNA marke。 

以 B.amyloliquefaciens XH7 基因组 DNA 为模板，

扩增与 mutS-cotE 基因的同源臂 L，R 臂，融合得到的

L+R 片段（约 1.5 kb）缺失 mutS 基因部分片段，结果

如图 3（a）所示。构建得到的 mutS 基因敲除质粒

pKS2-mutS-cotE（约 5.0 kb）经 DNA 电泳验证，图 3
（b）泳道 3 大小正确，经过测序结果验证插入片段序

列与融合得到的 L+R 片段完全一致，说明 pKS2- 
mutS-cotE 质粒构建成功。提取 B.amylo liquefaciens 
XH7 野生型菌株和 B.amyloliquefaciens XH7（mutS-）

敲除菌株的基因组为模板，以合成的引物 mutS-p1/p4
扩增 mutS-cotE 同源臂 L+R 臂，野生型得到的 L+R
片段大小约 1.9 kb，而敲除 mutS 部分片段的基因的敲

除菌得到的 L+R 片段大小约 1.5 kb，结果如图 3（c）
所示表明mutS敲除菌B.amyloliquefaciens XH7 (mutS-)
构建成功。 

2.1.2  构建有 Beta 蛋白表达质粒的宿主菌株

B.amyloliquefaciens XH7 (mutS-，bet+) 

 
图4 （a）融合P43和 bet基因片段（b）pBEP43-bet质粒鉴定

（c）SDS-PAGE验证bet基因在E.coli BL21中表达（d）

pKS2-P43-bet质粒鉴定 

Fig.4 (a) PCR amplification of fusion fragments of P43 and the 

bet gene, (b) Identification of pBEP43-bet by agarose gel 

electrophoresis, (c) SDS-PAGE analysis of bet gene expression 

in E. coli BL21 cells, (d) Identification of pKS2-P43-bet by 

agarose gel electrophoresis 

注：（a）泳道 1，2 为 PCR 扩增 P43+bet 的融合 PCR 产物,M

为 250 bp DNA marker；（b）泳道 1、2 为筛选的 pBEP43-bet

质粒，M 为 supercoiled DNA marker；（c）泳道 1 为亲和层析纯

化上样，M 为蛋白 marker No.84786；（d）泳道 1、2 为筛选的

pKS2-P43-bet 质粒，M 为 supercoiled DNA marker。 

分别以pBEP43和pKD46质粒为模板扩增P43片段

和 bet 基因片段，融合 PCR 得到 P43 和 bet 基因融合

片段（约 1.1 kb），如图 4（a）所示。P43 和 bet 基因

融合片段（带 his 标签）通过 EcoRⅠ和 BglⅡ酶切位

点插入 pBEP43 的 EcoRⅠ和 BamHⅠ酶切位点，构建

得到 pBEP43-bet 质粒（约 7.5 kb），如图 4（b）所示。

将测序验证正确的 pBEP43-bet 质粒转化大肠杆菌表
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达宿主 E.coli BL21(DE3) ，亲和层析纯化后，

SDS-PAGE 结果显示 30 KD 附近有明显条带，分子量

与 Beta 蛋白的理论大小相符合，如图 4（c）所示。

通过 SpeⅠ和 HindⅢ将 P43，bet 融合片段插入 pKS2
质粒相同酶切位置，得到 Beta 蛋白的表达质粒

pKS2-P43-bet 质粒（约 5.0 kb），结果如图 4（d）所示。

Beta 蛋 白 表 达 质 粒 pKS2-P43-bet 质 粒 转 入

B.Hamyloliquefaciens XH7（mutS-）敲除菌株，得到有

Beta 蛋白表达的 mutS 敲除菌株 B.amyloliquefaciens 
XH7 (mutS-，bet+)作为 ssDNA介导同源重组的宿主菌。 

2.2  以 rpoB 为靶点的 ssDNA 介导同源重组的

应用 

 
图5 比较分析B.subtilis 168和 B.amyloliquefaciens XH7

的 rpoB基因突变产生抗性的基因序列和蛋白序列 

Fig.5 Comparison of the nucleotide and amino acid sequences 

in rifampin-resistance regions of rpoB in B. subtilis and B. 

amyloliquefaciens XH7 

rpoB 基因编码细菌 RNA 聚合酶的 β亚基，该基

因发生突变会使细菌产生利福平抗性。在 B.subtilis168
中，所有的利福平抗性菌株在 Q469R 或 Q469K、

H482R 或 H482Y 和 S487L 发生核苷酸的替换而产生

了抗药性[13]。参考 B.subtilis 168 rpoB 突变的基因序

列，发现 B.amyloliquefaciens XH7 宿主 rpoB 基因的该

段碱基序列与 B.subtilis 有 92%一致，蛋白序列 100%
一致，结果如图 5 所示。 

根据 B.subtilis 168 的 rpoB 的抗性位点设计

B.amyloliquefaciens XH7 的 rpoB 基因的突变位点如表

2 所示，设计突变的单链 DNA 链序列如表 3 所示。设

计的 SD004 与正链一致，SD005 与 SD004 反向互补。 
将设计的 ssDNA 导入宿主 B.amyloliquefaciens 

XH7(mutS-，bet+)，通过利福平抗性平板筛选得到突变

株（图 6d、6e）。为了提高重组效率，优化了 ssDNA
浓度和复苏时间两个因素，结果如图 6 所示。实验设

计了 25 μg 和 75 μg 的 ssDNA 图 6（a），转化效果显

示浓度75 μg的 ssDNA在抗性平板上得到的转化子较

多。同时结果显示 SD005 的转化效率要高于 SD004
的转化效率，原因是 DNA 复制过程中 ssDNA 与后滞

链碱基匹配产生错配碱基更能避开错配修复系统从而

提高转化效率，与文献[10~12]所得结论一致。图 6（b）
显示复苏 4 h 产生的转化子明显低于 6 h 和 12 h，转化

复苏时间 6~12 h 能提高 ssDNA 转化的效率。图 6（c）
通过测序分析转化子，结果显示产生 Q357R 的频率是

最高的，其次是 H370Y，最后是 S375L。在 370 位置

上出现了新的突变 H370Y（CAT-TAT）和 H370R
（CAT-CGT）与原来设计的 H370R(CAT-CGC)不同。 

表2 设计B.amyloliquefaciens XH7的 rpoB基因蛋白突变位点 

Table 2 Design for amino acid mutations of the rpoB gene product in B. amyloliquefaciens XH7 

单链核苷酸 蛋白质序列 

原序列 
357       370     375 

Q F M D Q T N P L A E L T H K R R L S 

设计的位点突变 
R F M D Q T N P L A E L T R K R R L L 

Q357R       H370R     S375L

表3 设计以B.amyloliquefaciens XH7的 rpoB基因为靶点的单链核苷酸序列 

Table 3 Design of the oligonucleotides targeting the rpoB gene of B.amyloliquefaciens XH7 

单链核苷酸 序列（5’→3’） 

原序列 CACAGCTTTCTCAATTCATGGATCAGACGAACCCGCTTGCTGAATTGACGCATAAACGCC
GTCTGTCAGCTCTCGGACCGGGCGGTTT 

SD004 CACAGCTTTCTCGATTCATGGATCAGACGAACCCGCTTGCTGAATTGACGCGCAAACGC
CGTCTGTTAGCTCTCGGACCGGGCGGTTT 

SD005 AAACCGCCCGGTCCGAGAGCTAACAGACGGCGTTTGCGCGTCAATTCAGCAAGCGGGT
TCGTCTGATCCATGAATCGAGAAAGCTGTG 

2.3  突变株遗传稳定性分析 

出发菌株 B.amyloliquefaciens XH7 不能在含有利

福平抗性的平板上生长，而 rpoB 突变株能在含有利福

平抗性的平板上生长，连续培养 6 代的突变株稀释一

定倍数涂布在利福平抗性平板上的生长情况如图 7 和

表 4 所示，说明 rpoB 突变株的遗传性状稳定。ssDNA
介导与宿主基因组DNA发生重组发生在DNA的一条
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链上（正链或负链），初始形成的杂合子，经过不断复

制传代，形成遗传性状稳定的纯合突变株。 

 

 

 

  
图6 建立并优化ssDNA 介导的在解淀粉芽孢杆菌中的重组 

Fig.6 Establishment and optimization of the oligonucleotide- 

mediated recombineering in B. amyloliquefaciens 

注：（a）ssDNA 浓度对同源重组的影响，（b）复苏时间

对同源重组的影响，（c）利福平抗性突变株对应的氨基酸突变

位点，（d）感受态细胞加纯水电击后涂布利福平抗性平板作为

对照，（e）感受态细胞加 ssDNA 电击后涂布利福平抗性平板。 

  
图7 出发株和突变株在利福平抗性平板的生长情况 

Fig.7 Growth conditions of parent and mutant on 

rifampicin-resistant plates 

注：（a）出发株；（b）连续传代6代的突变株。 

表4 突变株抗性传代稳定性实验 

Table 4 Genetic stability of mutants tested by 

multipassage-resistance study 

传代次数 出发菌株 突变株 

1 - + 

2 - + 

3 - + 

4 - + 

5 - + 
6 - + 

注：“-”表示不能生长，“+”表示正常生长。 

3  讨论 

本研究构建了 mutS 基因缺失，表达 Beta 蛋白（单

链结合蛋白）的解淀粉芽孢杆菌宿主用于 ssDNA 介导

的同源重组系统。首先，mutS 基因编码的 MutS 蛋白

负责识别错误配对的碱基对，通过敲除 mutS 基因而干

扰错配修复系统，使导入的 ssDNA 与基因组发生同源

重组后杂合双链分子的错配碱基不易被识别[14]。Beta
蛋白的表达能增大 ssDNA 介导的同源重组效率，另外

通过低拷贝的温敏性质粒 pKS2 作为载体表达Beta 蛋
白，一方面不会对宿主产生过大的负担，另一个方面

是完成同源重组的突变株通过简单的升温（温度升高

到 37 ℃）就可以去除 Beta 蛋白的表达质粒得到遗传

稳定的突变株[12]。其次，ssDNA 介导的同源重组中，

在 370 位置的第二和第三个碱基连续设计了两个 G.C
突变碱基，结果得到了与原设计 H370R(CAT-CGC)不
同的 H370Y（CAT-TAT）和 H370R（CAT-CGT）两种

突变，推测的原因可能是解淀粉芽孢杆菌的错配修复

系统比想象的严谨，基因组上除了 mutS 是与错配修复

系统相关的基因,其还有 mutL 也是其相关的基因，连

续多个在密码子的简并性位置上出现突变子可能不能 
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完全避开错配修复系统的修饰[11,15]。 
在解淀粉芽孢杆菌以 rpoB 基因为靶点上实现了

同源重组，说明了 ssDNA 介导的同源重组技术在解淀

粉芽孢杆菌中是可行的。下一步的工作将其进一步运

用到敲除其它单个或者多个基因，直至运用到整个基

因组规模的改造上，提高对解淀粉芽孢杆菌这一重要

工业微生物遗传体系的可操作性。工作的重点是仍是

需要进一步提高 ssDNA 介导的重组效率，Wang H.H.
提出通过循环操作，反复突变，可以提高其突变效率，

实现在组学规模上细胞的快速进化[10,15]。 

4  结论 

解淀粉芽孢杆菌是一类非常重要的工业微生物

属种，因此开发对其有效的基因改造手段有重要价值。

ssDNA 介导的同源重组既能免去构建质粒载体的工

作，又无需引入任何抗性标记。本研究构建了敲除

mutS 基因并表达单链结合蛋白（Beta 蛋白）的解淀粉

芽孢杆菌宿主菌株，通过 88 bp 的 ssDNA 介导完成以

rpoB 为突变靶点的同源重组，成功在解淀粉芽孢杆菌

中建立了 ssDNA 介导的同源重组系统。 
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