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解淀粉芽孢杆菌杀线虫活性高效筛选模型的建立及应用
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云南大学生物资源保护与利用重点实验室，云南 昆明 650091

摘要:【目的】食线虫细菌对线虫的侵染机制报道甚少，限制了生防细菌的在农业实践中的广泛应用。本研
究中，我们构建了一种对细菌杀线虫活性进行快速高效筛选的方法来快速寻找与线虫侵染功能相关的基因。
【方法】将培养在固体平板上的野生型解淀粉芽孢杆菌 FZB42 及其突变株接种于 5mL 液体快杀培养基中，
37℃培养 24h 后，在 24 孔板中分别加入 200μL 菌液和 50 － 60 条 L4 龄秀丽隐杆线虫 ( Caenorhabditis
elegans) ，记录变化明显的时间点及线虫存活数，将相对于原始菌株杀线虫能力明显下降的突变株选出，并进
行多次复筛。同时以传统的固体平板杀线虫法作为对照。【结果】用液体快杀法在 21h 时筛选出了与原始
菌株相比杀线虫活性显著下降的 2 株突变株 F1 和 F2，与传统的固体平板杀线虫法结果一致，且极大地缩短
了筛选时间。【结论】该研究为下一步鉴定食线虫细菌中的毒力基因、进而阐明病原细菌侵染宿主的分子机
制提供了良好的生物材料，并缩短了研究周期。
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植物寄生线虫病是普遍发生的植物病害之一，

全球每年由植物寄生线虫所造成的作物损失高达数

百亿美元［1 － 2］，在我国主要危害烟草、三七、棉花、花
生、西洋参等经济作物，线虫病害已成为农业生产中
的重要限制因子之一。
目前对线虫的防治主要包括化学农药防治、轮

作法和抗性品种利用等，但都有一定的局限性。尽
管化学农药防治仍是现有最常用、且有效的防治措
施，但容易使线虫产生抗药性，而且残留期长，所以

在应用上受到限制［3］。此外，定殖于植物根部的线
虫，由于土壤生态的特殊性，必须大剂量使用才能达

到防治效果，而大量的化学农药会对生态环境造成

严重污染［4］。抗性品种的使用则因线虫常有小种

分化而受到限制。故线虫的生物防治以其安全、高
效等特点近年来受到了广泛的重视，并成为研究热

点［5 － 8］。其中，杀线虫细菌由于易于大量培养、定
殖，且对植物寄生线虫致死性强，在植物寄生线虫生

物防治上表现出广阔的应用前景和市场开发潜

力［9 － 12］。
目前为了找到与杀线虫相关的新功能基因，研

究杀线虫机理，很多研究是通过对突变文库的筛选

来获得生物材料的，国内多数采用经典的固体平板

杀线虫生测法或者采用菌株的发酵上清液来进行筛

选，这些方法研究周期较长且工作较为繁琐。而
Steven Garvis 等采用了一种高效的液体快杀筛选模
型对绿脓假单胞菌 ( Pseudomonas aeruginosa) 的杀线
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虫活性进行生测实验［13］，但是国内外还没有报道过

Steven Garvis 等采用的这种快速高效的筛选方法对
解淀粉酶芽胞杆菌 FZB42 是否适用。因此，本研究
中作者采用了在进化上与植物寄生线虫关系最近、
易于人工快速饲养的模式生物秀丽隐杆线虫

( Caenorhabditis elegans ) 来筛选对植物寄生线虫有
活性的菌株，并优化了这种快速高效筛选模型，构建

了适用于解淀粉酶芽胞杆菌 FZB42 的液体快杀筛
选模型，为下游新功能基因的鉴定研究缩短了周期，

提供了材料基础。作者利用已有的解淀粉酶芽胞杆
菌 FZB42 随机突变文库［14］，通过对解淀粉芽胞杆菌
FZB42 突变文库中 400 多个突变子进行液体生测实
验，筛选与野生型菌株 FZB42 相比杀线虫活性显著
下降的菌株。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 供试菌株: ( 1 ) 解淀粉芽孢杆菌 ( Bacillus
amyloliquefaciens) FZB42 及其全基因组的随机突变
文库由德国洪堡大学 Ｒainer Borriss 教授提供，并保
存于本实验室。 ( 2 ) 大肠杆菌 ( Escherichia coli )
OP50，保存于本实验室。
1. 1. 2 供 试 线 虫: 野 生 型 秀 丽 隐 杆 线 虫
( Caenorhabditis elegans) N2，保存于本实验室。
1. 1. 3 培养基和溶液［13，15］: ( 1 ) LB 培养基 : 用于杀
线虫细菌的传代和保藏 ; ( 2 ) NGM 培养基 :用于野生
型秀丽隐杆线虫 N2 的培养 ; ( 3 ) 液体快杀培养基 ;
( 4 ) M9 buffer; ( 5 ) Bleach 混合液。
1. 2 解淀粉芽孢杆菌野生型 FZB42 及其突变株的
培养

将解淀粉芽孢杆菌野生型 FZB42 及其突变株
分别划线接种于 LB 无抗平板和加了卡那抗生素的
LB 平板上，37℃培养 16 － 18 h。
1. 3 野生型秀丽隐杆线虫 N2 的培养
将大肠杆菌 OP50 接入 5 mL 试管 LB 中，过夜

培养后取适量涂布于 NGM 固体平板上，然后取适
量线虫加入平板中，置于 20℃ 培养 3 － 4d。
1. 4 秀丽隐杆线虫 N2 的四龄 L4 同步化
野生型秀丽隐杆线虫 N2 培养 3 － 4 d 时，在线

虫体内及其培养基表面会产生大量的卵，用 M9
buffer 把线虫及卵全部冲洗下来，加到 15 mL 离心

管中，350 × g 离心 3 min，重复 3 次 ; 用移液枪小心
除去上清，尽量不要吸到离心管底部的线虫 ; 加入

1 － 1. 5 mL Bleach 混合液，漩涡震荡 3 － 5 min，在
显微镜下观察，等线虫体壁完全降解后，再加入 10
mL M9 buffer，350g 离心 3min，重复 3 次，小心去除
上清。用 7 － 8 mL M9 buffer 洗涤 3 － 4 次，彻底去
除 Bleach 混合液后，加入 4 － 5 mL M9 buffer，20℃
慢摇孵化 18h 后，得到 L1 幼虫。再次用 M9 buffer
洗涤，350 × g 离心 3 min，重复 2 － 3 次，小心去除上
清留下适量的线虫悬液，加入含有 OP50 的 NGM 平
板中 20℃培养 28h，即获得 L4 线虫。
1. 5 解淀粉芽孢杆菌 FZB42 突变文库杀线虫活性
的测定

1. 5. 1 液体快杀线虫生测 :将生长在固体平板上的
野生型解淀粉芽孢杆菌 FZB42 及其突变株接种于
5 mL液体快杀培养基中，37℃培养 24 h。将过滤除
菌的 M9 buffer 把培养至 L4 阶段的线虫从平板上冲
洗下来，350 × g 离心 3 min，重复 2 － 3 次，悬浮后取
10 μL在显微镜下观察线虫悬液中线虫的数量，然后
取含有 50 － 60 条线虫的悬液置于含有 300 μL 左右
的液体快杀培养基的 24 孔板中。然后在每个孔中
分别加入 200 μL 上述培养好的菌液，每种菌液做 3
个平行，每隔 4 h 计数，直至加入野生型菌液的线虫
全部死完，记录变化明显的时间点及线虫存活数，将

相对于野生株杀线虫能力明显下降的突变株选出。
然后再进行复筛，每个突变株设 3 次重复，并设 3 个
平行，直到挑出效果较明显的突变株。
1. 5. 2 固体平板杀线虫生测 :将野生型解淀粉芽孢
杆菌 FZB42 及其突变株分别涂布于 LB 无抗平板和
加了卡那抗生素的 LB 平板上，待细菌培养到长满
菌苔后，在平板中央加入大约 50 条线虫。每隔 24 h
计数，记录变化明显的时间点及线虫的存活数，通过

多次复筛，选出杀线虫活性相对于原始菌株明显变

化的突变株。
线虫存活率的计算 :

线虫存活率 =某时间点线虫存活数
加入的线虫总数

× 100%

2 结果

2. 1 突变株生长缺陷的排除
本研究从稀释涂布后保存的解淀粉芽孢杆菌
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FZB42 突变文库中随机选取了 400 多株突变株进行
杀线虫生测实验。为了去除由于本身的生长能力缺
陷所导致的侵染能力下降，作者在预实验中将进行

杀线虫活性测试的 400 多个突变子分别划线与 LB
固体平板上过夜培养，然后挑出在 LB 固体平板上
和野生型菌株具有相同生长能力的突变子。最终得
到 356 个生长稳定的突变菌株，以供下一步实验。
2. 2 突变株杀线虫活性的生测和高效筛选
在液体快杀培养基中，对上述 356 个排除生长

缺陷的突变子进行杀线虫活性的初筛，选出杀线虫

能力与野生型菌株具有显著差异的突变株共 32 个
( 表 1 ) 。

表 1． 对秀丽隐杆线虫毒性降低的突变菌株的初步筛选结果
Table 1． Summary of the mutant strains with

reduced toxicity against C． elegans

strain
survival rate /%

4 h 12 h 21 h
wild type 68. 32 ± 7. 83 18. 2 ± 4. 87 0
S1 80. 35 ± 6. 89 58. 31 ± 8. 67 32. 5 ± 10. 4
S2 75. 2 ± 10. 7 60. 25 ± 11. 2 30. 34 ± 5. 33
S3 65. 58 ± 6. 28 40. 3 ± 6. 53 18. 57 ± 3. 69
S4 85. 4 ± 6. 47 60. 2 ± 7. 72 25. 32 ± 8. 32
S5 73. 36 ± 8. 55 45. 76 ± 6. 7 15. 08 ± 3. 95
S6 83. 25 ± 10. 68 55. 64 ± 7. 3 30. 15 ± 5. 92
S7 87. 57 ± 2. 21 55. 4 ± 5. 6 35. 65 ± 3. 89
S8 78. 45 ± 5. 5 50. 27 ± 10. 32 25. 35 ± 8. 56
S9 87. 13 ± 3. 88 60. 5 ± 7. 84 38. 55 ± 15. 4
S10 90. 08 ± 2. 55 68. 36 ± 11. 86 42. 2 ± 9. 68
S11 92. 12 ± 1. 88 65 ± 7. 87 40. 35 ± 10. 8
S12 68. 5 ± 11. 93 38. 28 ± 10. 5 20. 85 ± 7. 77
S13 76. 75 ± 4. 32 42. 8 ± 15. 33 24. 9 ± 13. 53
S14 80. 33 ± 5. 67 48. 83 ± 5. 8 30. 34 ± 7. 5
S15 68. 1 ± 12. 9 40. 48 ± 3. 58 18. 57 ± 6. 89
S16 85. 07 ± 10. 02 60. 67 ± 9. 42 35. 6 ± 8. 54
S17 70. 3 ± 14. 1 48. 5 ± 3. 67 20. 82 ± 11. 32
S18 76. 47 ± 5. 65 52. 3 ± 10. 2 30. 5 ± 3. 25
S19 85. 3 ± 3. 25 65. 42 ± 5. 4 40. 58 ± 2. 68
S20 65. 78 ± 15. 5 35. 55 ± 4. 55 10. 38 ± 4. 59
S21 70. 67 ± 9. 23 46. 7 ± 7. 3 23. 4 ± 12. 35
S22 80. 24 ± 9. 1 55. 25 ± 2. 56 35. 67 ± 7. 86
S23 90. 1 ± 4. 58 64. 37 ± 2. 48 38. 3 ± 6. 83
S24 88. 08 ± 4. 3 65. 35 ± 7. 32 40. 55 ± 4. 59
S25 82. 32 ± 3. 55 55. 21 ± 9. 35 28. 8 ± 13. 5
S26 75. 55 ± 7. 62 50. 08 ± 2. 37 25. 3 ± 6. 85
S27 70. 34 ± 6. 89 50. 15 ± 1. 78 20. 54 ± 1. 88
S28 68. 47 ± 11. 3 45. 06 ± 1. 92 18. 7 ± 4. 31
S29 74. 39 ± 8. 9 35. 9 ± 5. 68 12 ± 6. 8
S30 65. 44 ± 12. 69 30. 59 ± 10. 02 10. 6 ± 5. 4
S31 82. 54 ± 11. 6 42. 83 ± 4. 53 15. 4 ± 7. 5
S32 80. 65 ± 5. 8 45. 6 ± 5. 32 18. 52 ± 6. 53

2. 3 突变株的复筛
再次利用液体快杀线虫生测法对 32 个突变株

的复筛，通过 3 次重复，每次重复设立 3 个平行，最
后挑出杀线虫活性相对于野生株显著下降的突变株

2 株，命名为 F1 和 F2。生测结果显示 : 加入野生型
菌株对线虫处理 4 h 时线虫存活率为 65. 47%，而加
入 F1 和 F2 处理的分别为 87. 35%和 91. 08% ;野生
型 FZB42 菌株对线虫处理 12 h 时线虫存活率为
22. 5%，而 F1 和 F2 处理的分别为 67. 25% 和
65. 8% ;野生型 FZB42 处理 21 h 时线虫存活率为 0，
而 F1 和 F2 处理的分别为 46. 7% 和 38. 85%，显著
高于野生型菌株 ( 表 2 和图 1 ) 。

表 2． 液体快杀线虫生测法复筛结果
Table 2． Ｒesults from the repeated screening to the

candidate mutants with liquid bioassay

strain
survival rate /%

4 h 12 h 21 h
wild type 65. 47 ± 12. 56 22. 5 ± 5. 32 0
F1 87. 35 ± 9. 05 67. 25 ± 8. 55 46. 7 ± 9. 56
F2 91. 08 ± 7. 52 65. 8 ± 13. 28 38. 85 ± 7. 65
F3 75. 75 ± 4. 37 42. 85 ± 14. 32 25. 26 ± 13. 52
F4 80. 23 ± 5. 42 48. 5 ± 5. 8 30. 35 ± 11. 25

图 1．液体快杀线虫生测法复筛结果
Figure 1． Ｒesults from the repeated screening to the

candidate mutants with liquid bioassay．

采用经典的固体平板杀线虫生测法对筛选出的

杀线虫活性显著降低的突变株进行验证。加入野生
型菌株对线虫处理 96h 时线虫存活率为 61. 99%，
而加入 F1 和 F2 处理的分别为 87. 03%和 94% ; 野
生型 FZB42 菌株对线虫处理 120h 时线虫存活率为
32. 48%，而 F1 和 F2 处理的分别为 74. 25% 和
77. 54% ;野生型 FZB42 处理 168h 时线虫存活率为
0，而 F1 和 F2 处理的分别为 40. 75%和 35. 64%，结
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果与液体快杀线虫生测法相一致 ( 图 2 ) 。

图 2． 固体平板杀线虫生测法验证液体快杀线虫生

测的结果

Figure 2． Bioassay of solid plate validated the results from

liquid bioassay．

3 讨论

线虫作为植物重要的病原生物，具有多寄主性，

隐蔽性，顽固性和等特点，其种群增长迅速，防治极

为困难。杀线虫细菌是线虫的一类重要的天敌，由
于生长快、易于培养等特点已成为生物防治线虫的
新突破口［16］。目前国外的相关文献报道了食线虫
细菌侵染线虫的毒力因子及其作用的分子机理的研

究，但仍然比较有限，主要集中在侵染性胞外蛋白酶

和伴孢晶体毒素蛋白的研究上。Huang 等从侧孢短
芽胞杆菌 ( Brevibacillus Laterosporus ) G4 菌株中纯化
出的丝氨酸胞外蛋白酶可水解多种底物，包括胶原

和线虫体壁，具有很强的杀线虫能力，组织病理电镜

实验证实这种蛋白酶严重破坏了线虫体壁［17］。杀
线虫芽胞杆菌 ( Bacillus nematocida) B16 菌株分泌的
碱性丝氨酸蛋白酶和中性金属蛋白酶协同作用，能

够破坏线虫体壁和肠道，最终导致线虫死亡［18］。而
Hss S 等在苏云金芽胞杆菌中发现毒素蛋白 Cry
proteins 对线虫有毒性作用，并部分阐明了其毒性机
理［19］。除蛋白酶以外，食线虫细菌是否还具有其它
的毒力因子，还有待于进一步研究。
解淀粉酶芽胞杆菌 FZB42 是一种能够产生多

种次生代谢产物，在促植物生长及抑植物病原菌方

面有显著活性的菌株［20］。此外，因为该菌全基因组
提示含有与已知的杀线虫活性相关的两种蛋白酶基

因，因此推测可能也具有杀线虫作用［21］，但相关的

分子机制还不清楚。

因此，本研究利用已有的解淀粉酶芽胞杆菌

FZB42 随机突变文库［14］，通过对解淀粉芽胞杆菌
FZB42 突变文库中 400 多个突变子进行液体生测实
验，筛选到了两株与野生型菌株 FZB42 相比杀线虫
活性显著下降的菌株。液体快杀法结果显示，两株
菌 F1 和 F2 作用于线虫 21h 时，线虫的存活率分别
高达 46. 7%和 38. 9%，而此时的野生型 FZB42 处理
的线虫存活率为 0，显示了这两个突变株的杀线虫
活性远远低于野生型菌株。而采用经典的固体生测
法验证，得到结果与液体快杀法一致，但耗时很长，

到 168h 时野生型 FZB42 处理的线虫存活率才为 0。
因此液体快杀法大大缩短了整个研究的周期。
在筛选过程中，为了排除由于突变株本身生长

缓慢而造成的与野生株相比的杀线虫活性下降的干

扰，作者将随机选取的 400 多个突变株分别划线过
夜培养，然后挑出和野生型相比生长一致的突变株，

最终得到 356 株进行后续实验。在生测过程中发现
不同批次的同一批菌的结果之间有一定的差异，所

以作者就通过多次复筛，且每个样做 3 个平行来减
少误差，确保结果的可靠性。
针对以上获得的两个突变菌株，作者后续则可

采用分子生物学手段来鉴定出突变基因，从而鉴定

出与杀线虫活性相关的新功能基因，进而阐明解淀

粉酶芽胞杆菌 FZB42 杀线虫的机理。因此，本研究
中该高效快速筛选模型的建立，无疑为菌株基因定

向改良、及未来开发利用新的杀线微生物制剂奠定
了基础。
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Establishment and application of efficient nematicidal
screening model in Bacillus amyloliquefaciens

Hui Shi，Fan Sun，Zhongzhong Liu，Keqin Zhang，Xiaowei Huang*

Laboratory for Conservation and Utilization of Bio-Ｒesources，Key Laboratory for Microbial Ｒesources of the Ministry of
Education，Yunnan University，Kunming 650091，Yunnan Province，China

Abstract: ［Objective］ The mechanisms of nematophagous bacteria against nematodes remain unclear，limiting the use of
biocontrol bacteria in the agriculture． Therefore，we constructed a rapid and efficient screening model to quickly identify
new candidate genes involved in nematode infection． ［Methods］The wild-type Bacillus amyloliquefaciens FZB42 as well
as more than 400 random mutants were inoculated into 5 mL liquid bioassay medium． After growth at 37℃ for 24 h，200

μL bacterial culture and 50 － 60 Level 4 age nematodes were added to 24-well plates，and then the survival rates of
nematodes were determined at different time points． Through several rescreening，we selected the mutant strains whose
nematicidal activities significantly decreased compared with the wild-type strain． Meanwhile，the conventional bioassay of
solid plate was used as control． ［Ｒesults］ Two mutants ( F1 and F2 ) with obvious decreased nematicidal activities were
selected from the random mutation library by liquid bioassay，consistent with the result of conventional solid plate
bioassay． By comparing to 168 h-screening in each round of the solid plate bioassay，the method of liquid bioassay
required only 24 h． The result indicated that the liquid bioassay greatly reduced the experimental time． ［Conclusion］
Our current study has successfully constructed a rapid and efficient method to bioassay the nematicidal activity，which
could also lay the foundation for further cloning the candidate genes involved in the microbial infection against nematodes．
Keywords: Bacillus amyloliquefaciens，nematicidal activity，screen mutant library，biocontrol
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