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真菌病害一直是影响作物的主要病害之一，每年造成巨大经济损失。几丁质酶可水解许多病原真

菌细胞壁所含有的主要成分—几丁质，是研究得最多的抗真菌蛋白质。许多几丁质酶基因已从微生物

中克隆到，芽孢杆菌是一类重要的几丁质酶产生菌。环状芽孢杆菌可产生并分泌多种多糖降解酶类，包

括几丁质酶、!7%，17葡聚糖酶、!7%，5 葡聚糖酶和半纤维素酶［%］。:;,;<;-. 克隆了环状芽孢杆菌 :=7%" 菌

株的几丁质酶基因 !"#9 和 !"#>，对该几丁质酶基因的结构和功能进行了深入研究［" ? !］。我国的陈三凤

克隆了黄杆菌的几丁质酶基因，但该基因在大肠杆菌中的表达活性很低［#］；李继红克隆了烟草几丁质酶

+>09，在大肠杆菌中获得表达并且表达产物对某些病原真菌具有明显的抗性［5］。

我们曾从土壤中分离到一株环状芽孢杆菌（$%!#&&’( !#)!’&%*(）@7"［3］，从中克隆了一个完整的几丁质

酶基因 !"+%，该基因能在大肠杆菌中表达并把 1#)4A的几丁质酶蛋白分泌到胞外［4，2］。本文对该几丁质

酶基因进行了 >09 序列测定和同源性分析，进行了在枯草芽孢杆菌中的表达及对稻瘟病菌的生物防治

试验，为该几丁质酶基因的深入研究及应用于抗真菌病害的植物基因工程打下了基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!#!#! 菌株：,(!"-)#!"#% !.&# B=%7-(C.，$%!#&&’( (’/+#&#( >D%$! 由本实验室保存；$%!#&&’( (’/+#&#( :D5$$$ 为六

种蛋白酶基因的突变株，由加拿大 @;(;EE 大学 >/):’<F 惠赠［%$］。稻瘟病菌株 0%1*%2.)+"- 1)#(-% G1 由四

川省农业科学院植物保护研究所病害室从田间经单孢分离获得。

!#!#$ 质粒：H@IJ% 由郑洪武等构建［4］；大肠杆菌7枯草杆菌穿梭质粒载体 HKLM&! 由本实验室构建［%%］。

!#!#% 培养基：几丁质培养基按文献［#］配制。

!"$ 方法

!#$#! >09 序列测定：采用 9DN 公司 133 型测序仪进行，序列分析采用 >09KNK 软件。

!#$#$ 枯草杆菌感受态转化法：参照 OC<E, 的方法进行［%"］。

!#$#% 几丁质酶活性的测定：参照 D’((./ 的方法［%1］进行，酶活性测定均为 1 个平行样品的平均值。

!#$#& 对稻瘟病的抗性测验："平板法：将稻瘟病菌 G1 接种在 PMJQ 培养基平板的中部，当菌落生长到

直径 1 ? !+R 时，在距菌落边缘 %+R 处接种待测菌株，" ? 1S 后观察结果。#温室实验：水稻易感品种

"%1! 的种子消毒后于 13T催芽 %"U，播种，在 "#T ? "4T和 3$A湿度条件下，培养 %!S，待水稻长到三叶

期后即可用于抗稻瘟病感染实验。将供试菌株以合适的条件培养 !4U，离心取上清液喷洒在水稻叶片



上。!"# 后再喷洒浓度为 $%" 个 & ’( 的经同步培养的稻瘟病菌孢子悬液，保持温度 !)* + !,*和湿度

,)-，约 . + $%/ 观察发病情况。每种供试细菌做 0 个平行样。

! 结果

!"# 环状芽孢杆菌 $%! 几丁质酶基因 !"## 的核苷酸序列分析

表 # !"## 与其它细菌几丁质酶基因的核苷酸同源性分析

几丁酶基因来源 同源区长度 平均同源性

!"#$%%&’ #$(#&%")’ 1(2$! #*$3 整个编码区 ,$-
+&(,*$" -./0$ 整个编码区 .4-
!"#$%%&’ ’&1,$%$’ $!,,56 7"-
!"#$%%&’ %$#*2)$0.(3$’ 89 $!0$56 .0-
!"#$%%&’ ,*&($)4$2)’$’ $0%56 .!-
!"#$%%&’ #$(#&%")’ 1(2$! #*$: 7.!56 .%-
52((",$" 3"(#2’#2)’ #*$; !.!56 70-

对已克隆的环状芽孢杆菌几丁质酶基因 #*,$ 进行序列测定（<=>=;?>@3A!7)!!%），推测出对应的氨

基酸序列。该序列中编码区长 !$)$56，编码一个长 .$. 氨基酸残基的几丁质酶蛋白前体，推测其 B 末端

具有信号肽。根据环状芽孢杆菌 1(2$! 几丁质酶基因 #*$3 信号肽的切割位点推断，推测本研究所克隆

的几丁质酶信号肽的切割位点应在 "%3C?和 "$3C?之间，则成熟蛋白具有 7.. 个氨基酸残基。 #*,$ 基因序

列中的 D: 序列 <33<<3<< 位于起始密码子 38< 上游 $$ 个核苷酸处，与大肠杆菌 D: 序列非常相似。

基因启动子位于编码区上游 $7.56 处，与大肠杆菌!.% 和枯草芽孢杆菌!"0 EB3 聚合酶启动子有明显的

同源性，具有 F C% 区和“9GH5>IJ ;IK”838LL83 和 F 0) 区 88<33。该几丁质酶基因的 <L 含量为 "4M .-，

与枯草芽孢杆菌类似。这些结果为 #*,$ 在大肠杆茵和枯草芽孢杆菌中的有效表达提供了理论依据。

!"! 环状芽孢杆菌 $%! 几丁质酶基因 !"## 的同源性分析

将 #*,$ 基因与 <=>=;?>@ 中几丁质酶基因的核苷酸序列进行比较后发现，#*,$ 与来自于环状芽孢杆

菌 1(2C!、左氏库特氏菌、枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌等细菌的几丁质酶基因具有相当高的同源性，结

果见表 $。从几丁质酶基因编码的氨基酸序列比较来看，环状芽孢杆菌 L2! 的几丁质酶 LN8$ 与左氏库

特氏菌、枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌的同源性分别为 4%-，),-，))-，与苏云金芽孢杆菌几丁质酶的

氨基酸序列同源性较低，仅为 !!-。比较还发现环状芽孢杆菌的几丁质酶 LN8$、#*$3 与左氏库特氏菌

几丁质酶的氨基酸同源性很高，而地衣芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌的几丁质酶之间的同源性较高。

环状芽孢杆菌 L2! 的几丁质酶基因 #*,$ 与环状芽孢杆菌 1(2$! 的几丁质酶基因 #*$3 的编码区氨

基酸序列具有 4%-的同源性，其成熟几丁质酶氨基酸序列的同源性更高达 4)-。比较还发现，#*,$ 和

#*$3 的蛋白质结构相同，都有 0 个明显的结构域：$）几丁质裂解催化区（"$ + "7.），这是各种来源的几丁

质酶均具有的保守结构；!）两个 47 个氨基酸串联重复的粘蛋白"型同源单位同源区（"7, + 7).）；0）几

丁质结合区（7), + .%4）。由于 6*,$ 终止密码子位置比 #*$3 推迟了 $, 个氨基酸（.$% + .!.），故 #*,$ 的几

丁质结合区比 #*$3 多 $, 个氨基酸。

!&’ !"## 重组表达质粒的构建

6LN8O 经 7’,#酶切分离 !M4@5 几丁质酶基因片段，与 7’,O 酶切的穿梭载体 6DP<Q" 连接。转化大

肠杆菌后得到两种不同大小的重组质粒，将预期大小的重组质粒命名为 6PDLN$（插入片段 !R4@5），变大

的重组质粒命名为 6PDLN!（插入片段约 "M%@5），其增加的 :B3 片段位于 #*,$ 基因的 )S端，原因有待进

一步研究。

将含有 6PDLN$ 和 6PDLN! 重组质粒

的 8 M #.%$ T($25CU= 转化子分别点种在几丁

质平板上，6PDLN! 在接种 0 / 后出现水解

困，与对照 6LN8$ 产生水解圈的时间相同，

而 6PDLN$ 在 ) / 后才产生水解圈。用比

色法测定两转化子的胞内几丁质酶活性，

6PDLN! 的胞内几丁质酶活性为 $!M 4P & (，

与 6LN8$ 的 胞 内 酶 活 $!R7PV( 相 当，

6PDLN$ 的胞内几丁质酶活性为 7M )PV(。

以上结果表明，L2! 几丁质酶基因克隆到穿

梭载体 6DP<Q" 后，在大肠杆菌中表达的胞
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内几丁质酶活性有所降低，!"#$%& 中增加的 ’() 片段在一定程度上提高了胞内几丁质酶活性。

!"# !"#$ 基因在枯草杆菌 %&$’# 和 (&)’’ 中的表达

重组质粒 !"#$%* 和 +"#$%& 分别转化枯草杆菌 ’,*-. 和 /,0--，在含有 &1!2 3 45 卡那霉素的平板

上长出转化子，从中分离出相应的质粒 ’()。将含有重组质粒 !"#$%* 和 !"#$%& 的枯草杆菌 ’,*-. 和

/,0-- 菌株点种在几丁质平板上，经 &67培养 1 8 后出现微弱的水解圈，说明环状芽孢杆菌 $9& 几丁质

酶基因在两种枯草芽孢杆菌中均得到表达，但表达的胞外酶活性较低。进一步对 . 种转化菌株的胞内

几丁质酶活性进行了测定，几丁质酶基因在 ’,*-. 中表达的胞内酶活性（:";5）比在 /,0-- 中的表达活

性高（1 < 0" 3 5），而质粒 !"#$%& 中增加的一段 ’() 片段对几丁质酶基因在枯草杆菌中的表达无明显影

响。同时测得宿主菌 ’,*-. 和 /,0-- 不具有任何胞内几丁质酶活性。

!*+ 转几丁质酶基因枯草芽孢杆菌对稻瘟病菌的防治试验

首先利用平板法测定枯草杆菌所产生的几丁质酶对稻瘟病菌生长的抑制作用，& < =8 后观察发现，

含 !"#$%*，!"#$%& 的大肠杆菌和不含重组质粒的枯草杆菌受体菌 /, 0-- 对稻瘟病菌的生长没有明显

的抑制作用，枯草芽孢杆菌受体菌 ’,*-. 对稻瘟病菌的生长有一定的抑制作用。而 . 种含有几丁质酶

基因的枯草芽孢杆菌转化子的抑菌作用明显更高。

虽然 !"#* 基因在枯草芽孢杆菌中表达产生的胞外几丁质酶较少，但是枯草芽孢杆菌在生长后期，随

着芽孢的释放，菌体破裂，大量的胞内几丁质酶可以进入培养基，因此我们采用培养上清液作为抗稻瘟

病菌温室实验的制剂。栽种水稻品种 &*=.，在喷洒枯草芽孢杆菌培养上清液和接种稻瘟病菌孢子 68 后

表 ! 转几丁质酶基因的枯草芽孢杆菌对稻瘟病的温室防治效果

处理

样品

三个平行样病情指数

" # $

病指

平均值

生物防治

效率

,’*-.;!"#$%* >?.1 . ?&. & ?1. . ?>. >* ?0>

’,*-. *& ?>* ** ?0&! *= ?*: *& ?1* &1 ?&&

$@ABC@D *0 ?>= *0 ?>=

记录水稻幼苗发病情况。从表 & 可

以看出，转几丁质酶基因枯草芽孢

杆菌 ’,*-. 在温室实验中产生了对

稻瘟病菌的生物防治作用，防治效

果达到 >*E0F。而没有几丁质酶活

性的宿主菌 ’,*-. 的防治 效 果 很

低，只有 &1E&&F。从该结果可以推

断，在枯草芽孢杆菌中表达的几丁质酶产生了防治稻瘟病菌的作用。

, 讨论

细菌几丁质酶通常由分泌信号肽、催化区、粘连蛋白 GH!I$同源区以及几丁质结合区等 . 个基本功

能区组成，不同来源的细菌几丁质酶氨基酸序列总体上仍有较大的差异，但在它们的催化区和几丁质结

合区具有不同程度的同源性。*::. 年 /JBJAJKI［=］对几丁质酶 !"$) 的粘连蛋白$区和几丁质结合区的

功能进行了精细的研究，发现几丁质结合区缺失后，几丁质酶将失去对几丁质的结合使其对几丁质的降

解活性大大降低（为原来的 .1F），单独缺失粘连蛋白$区不影响几丁质酶对几丁质的结合，但明显降低

了几丁质酶对几丁质的降解。/JBJAJKI 认为粘连蛋白$区是通过几丁质酶与几丁质的结合在几丁质的

水解中起重要作用，如调整催化区和几丁质结合区的最佳距离和方向，更有利于几丁质的降解。我们在

研究中发现，!"#* 基因的一个次克隆正好缺失了粘连蛋白区和几丁质结合区，它的几丁质酶活性明显低

于完整的几丁质酶基因因［:］。

许多病原真菌，如稻瘟病菌对植物的侵染过程是从叶片开始的，需要采用叶面微生物作为生物防治

菌剂。陈中义曾将 ,B 杀虫蛋白基因导入枯草芽孢杆菌增强其抑菌活性［*.］，本研究将环状芽孢杆菌几丁

质酶基因转入枯草芽孢杆菌 ’,*-. 中进行表达，对稻瘟病菌产生生物防治作用。在自然界中，真菌细胞

壁的降解是一个复杂的过程，需要多种酶类共同作用。通过对本研究结果的分析表明，这种生物防治作

用并不是几丁质酶单独作用的结果，而是几丁质酶和其它真菌拮抗物质协同作用的结果。首先，表达几

丁质酶的大肠杆菌 L5D9KDMI;!"#$%& 在平板上没有抑制稻瘟病菌的生长，枯草芽孢杆菌 ’,*-. 本身没有
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几丁质酶活性，但具有较高的!! 内切葡聚糖酶的活性和少量的蛋白酶活性，因此 "#$%& 在平板培养条

件下有一定的抑制稻瘟病菌生长的作用。已有许多研究结果表明：几丁质酶与!’内切葡聚糖酶共同作用

比它们单独作用的抑菌效果更好。所以我们认为转几丁质酶基因的枯草芽孢杆菌 "#$%& 所产生的对稻瘟

病菌的生物防治作用，是由于表达的几丁质酶和 "#$%& 中!’内切葡聚酶和蛋白酶等协同作用的结果。
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