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蜡状芽胞杆菌群菌株中部分病原相关因子的检测
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摘 要：对 $& 株蜡状芽胞杆菌群菌株进行了肠毒素基因及其它病原相关因子的检测。G.H 结果表明，0" 株蜡状芽

胞杆菌群菌株中含有病原调控因子 !"#$ 的同源序列。采用 # 组溶血肠毒素 %&" 基因和 # 组非溶血肠毒素 ’%( 基因

特异性引物，分别可从 "#I的菌株中至少扩增出一个与预期 JKL 片段大小一致的片段，其中，苏云金芽胞杆菌菌

株中溶血素 %&" 基因和非溶血素 ’%( 基因的阳性检出率为 3#I。蜡状芽胞杆菌 J/?$!3 完全没有溶血活性，而且在

溶血素 %&" 和非溶血素 ’%( 基因的 # 个亚基以及病原调控因子 !"#$ 的 G.H 检测中均为阴性，有望作为宿主菌用于

苏云金芽胞杆菌晶体蛋白的表达和应用。
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苏 云 金 芽 胞 杆 菌（ )*#+"",- .%,/+’0+(’-+-，简 称

).）是目前世界上应用最广泛的生物杀虫剂，在多

种害虫的综合防治中发挥了重要的补充作用。 ).
与蜡状芽胞杆菌（) @ #(/(,-，简称 )#）以及炭疽芽胞

杆菌（) @ *’.%/*#+-，简称 )*）关系紧密，它们具有相

似的形态特征和较高 JKL 同源性［0］。事实上，).
同)#、)*、蕈状芽胞杆菌（) @ 12#3+4(-，简称 )1）、假

真菌样芽胞杆菌（) @ !-(,4312#3+4(-）以及韦氏芽胞

杆菌（) @ 5(+%(’-.(!%*’(’-+-，简称 )5）已经被归类于

芽胞杆菌属蜡状芽胞杆菌群［$，#］。已经证明一些 )#
能导致人食物中毒和感染，是人畜的条件致病菌。

由呕吐毒素和腹泻毒素引起的呕吐和腹泻是 )# 引

起的两种主要食物中毒类型［! ( &］。目前研究最全面

的肠毒素是溶血毒素 NO2（B-9C2;P:, /Q）和非溶血毒

素 KB-（,C,B-9C2;?:E -,?-RC?C7:,），它们都由 # 个亚基

组成，并且 # 个亚基都是其红细胞溶血活性所必须

的［"］。

随着 ). 作为昆虫病原菌在生物防治中越来越

广泛的应用，人们开始关注 ). 与 )# 菌株间的同源

性关系和 ). 在环境中应用的安全性问题。目前研

究显示许多 ). 菌株都有类似于人畜条件致病菌 )#
拥有的肠毒素特性和溶血活性。甚至一些目前被商

品化应用的 ). 菌株也广泛含有肠毒素基因［3，’］。不

仅如此，在蜡状芽胞杆菌群菌株的基因组中还可以

检测到与炭疽芽胞杆菌中编码炭疽毒素的大质粒

>ST0 上的开放阅读框具有高度相似性的 JKL 序

列［0%］。这些在蜡状芽胞杆菌群菌株的基因组和质

粒 >ST0 序列中存在的相似片段可能与芽胞杆菌的

病原性和功能进化相关［0%］。

考虑到 ). 与 )# 及 )* 菌株间的这种同源性关

系，我们对本实验室保存的 $& 株蜡状芽胞杆菌群分

离株包括 0$ 株 ).、0$ 株 )#、0 株 )1 以及 )5 进行

了溶血性分析，溶血毒素相关的多效调控因子 !"#$、

%&" 和 ’%( 等肠毒素基因在蜡状芽胞杆菌群菌株基

因组中的相似片段的 G.H 检测，为 ). 菌株的安全

性评估提供了基础数据和实验方法。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和培养基：本试验中所检测的蜡状芽胞

杆菌群菌株及其特性见表 0。菌株在 Q/ 培养基中

培养，溶血性检测时所用培养基为胰酪胨大豆羊血

琼脂平板。其配方参考 5JL 描述方法。

!"!"# 试剂和仪器：JKL 聚合酶（16U V），JKL 分子

量（JQ $%%%）标准均购自 16W6H6 公司；无菌脱纤维

羊血来自北京兰伯瑞生物技术有限公司；主要用到

的仪器有 G.H 仪（1B-R9C N;O6:X，G7$），水平电泳装

置（JYY3/）和凝胶成像仪（ZYK[8K8）。



表 ! 蜡状芽胞杆菌群菌株的溶血性，肠毒素基因及其它

与病原性可能相关的基因的检测结果

!"#$% & ’()*)*+,-,)( "./ *--011%.-% *2 %.)%1*)*+,.

1%$")%/ 3%.%4 ,. 4*5% 4)1",.4 *2 ! 6 "#$#%& 31*07

8)1",.4 ’()*)*+,-
"-),9,)( ’(")

:#$ -*57$%+ ;<% -*57$%+
*+(, *+(- *+(. /*#, /*#! /*#-

!" =>?"- @ @ A A A @ @ @ A
!" B??CCDEC @ @ A A @ @ @ @ @
!" BCFGHDEC @ @ A A A A A A
!" ’IJ FKCH @ @ @ A @ A A A
!" L=)H?K A A A A A A A A
!" MNLM &HEO @ @ A A @ @ @ @ @
!" M8 &GCPH @ @ @ A A @ A @ @
!" N;L&CGO @ @ @ A A @ @ @ @
!" N;L&C&C @ @ @ A A A @ A A
!" ?H&>C @ @ @ A A @ A @ A
!" ?H&>? @ @ A A A @ A A A
!" N!’’ CCG&K @ @ @ A A A @ A @
!0 6 1%$&0213 NQGF @ @ @ @ @ @ @ @ @
!0 6 1%$&0213 :L& @ @ @ @ @ @ @ @ @
!0 6 1%$&0213 LMRPE @ @ @ @ @ @ @ @
!0 6 1%$&0213 S!G @ @ @ @ @ @ @ @ @
!0 6 1%$&0213 =)O?E @ @ A A A A A A A
!0 6 1%$&0213 =)PFE @ @ A A A A A A A
!0 6 3&$2#(#/&3& :LFPE @ @ @ @ @ @ @ @ @
!0 6 3&$2#(#/&3& ?TH>EH @ @ @ @ @ @ @ @
!0 6 2(#&03 :L? @ @ @ @ @ @ @ @ @
!0 6 3/432/2 :LFH& @ @ @ A @ @ @ @ @
!0 6 421502 :LOCH @ @ @ A @ @ @ @ @
!0 6 0#/#+$35/3& L8MFFHP @ @ @ @ @ @ @ @ @
!6 L8MU HG?K @ @ A A A A A A A
!7 L8MU &&KH& @ @ A @ @ @ A @ @

!"# 溶血性检测

在胰酪胨大豆羊血琼脂平板上检测蜡状芽胞杆

菌群菌株的溶血性参考 BLN 描述的方法。斜面活

化的菌株接种到胰酪胨大豆羊血琼脂平板上，在

CFV培养 H?< 后，观察菌落周围完全透明或不完全

透明的溶血圈。

!"$ %&’ 提取和 ()* 检测

制备 L;N 模板的菌裂解法见参考文献［&&］。

用于 *+( 和 /*# 等肠毒素基因在蜡状芽胞杆菌群菌

株基因组中的相似片段的 J’W 检测的序列和预计

扩增片段的大小及在 X%.=".Y 上的注册号见表 H。

用于 多 效 调 控 因 子 ’(") 的 J’W 检 测 引 物，是 对

;’=I 上发表的很多 !" 菌株的 ’(") 基因的序列进行

了比对分析后再设计的序列简并型引物。引物均在

上海英骏生物技术有限公司合成。J’W 反应条件：

O?V &5,.，FFV &5,.，EHV H5,.，CG 个 循 环；EHV
E5,.。在 &ZF[琼脂糖凝胶进行 J’W 反应产物的检

出分析。

表 # 本研究所使用的引物

!"#$% H J’W 71,5%14 04%/ ,. )<,4 4)0/(

J1,5%1 8%\0%.-%（F]!C]） J1*/0-)
4,̂ %D#7

X%.=".Y
"--%44,*. ;*6

L%3>7$-W>8" ’XXX!X’（NX）X!N!N’’’NNX! CEE
L%3>7$-W>N" NN!（NX）!!!X’NN!!X’（NX）!!!!’N

<#$N>8 X!X’NXN!X!!XN!X’’XN! CHG _HG??&
<#$N>N N!X’’N’!X’X!XXN’N!N!
<#$’>8 NN!’NNXNX’!X!’N’XNN! EFG RPCOHK
<#$’>N ’N’’NN!!XN’’N!X’!NN!
<#$L>8 NN!XX!’N!’XXNN’!’!N! ?CG RPCOHK
<#$L>N ’!’X’!X!!’!X’!X!!NN!
.<%N>8 !N’X’!NNXXNXXXX’N FGG ‘&OGGF
.<%N>N X!!!!!N!!X’!!’N!’XX’!
.<%=>8 ’!N!’NX’N’!!N!XX’NX EEG ‘&OGGF
.<%=>N N’!’’!NX’XX!X!!’’
.<%’>8 ’XX!NX!XN!!X’!XXX FKC ‘&OGGF
.<%’>N ’NX’N!!’X!N’!!X’’NN
"L%3%.%1")% 71,5%1 7",1 /%4,3.%/ -*.4,/%1,.3 )<% 9"1,"),*. *2 ’(") 3%.% 4%\0%.-%4

*2 ! 6 "#$#%& 31*07 4)1",.46

# 结果

#"! 溶血性结果和周质病原调控因子 !"#$ 的检测

在所检测的菌株中，有 H& 株菌株能在胰酪胨大

豆羊血琼脂平板上形成完全透明的溶血圈，? 株菌

株能形成不完全透明的溶血圈，而用于肠毒素基因

检测的阴性对照菌株蜡状芽胞杆菌 L=)H?K 不具有

任何溶血活性（表 &）。利用 ’(") 基因的简并性引

物，可从 &E 株蜡状芽胞杆菌基因组 L;N 中扩增出

’(") 基因片段，但在其它菌株中未检测到 ’(") 基因

相似片段（图 &）。

图 ! 周质病原调控因子 (+,* 编码基因的 ()* 检测

B,36& J’W "."$(4,4 *2 )<% 3%.% %.-*/,.3 J$%,*)1*7,- 9,10$%.-% 1%30$")*1

J$-W6 M6 L_HGGG； &Z;%3"),9% -*.)1*$； N： HZ?TH>EH； CZNQGF；

?ZMNLM &HEO；FZS!G；PZLMRPE；EZL8MU HG?K；KZ’IJ FKCH；

OZL=)H?K；&GZN;L&CGO；&&ZN;L&C&C；&HZN!’’ CCG&K；&CZ?H&>C；

_".% &?Z ?H&>?； =： HZ B??CCDEC； CZBCFGHDEC； ?ZM8 &GCPH；

FZL8MU &&KH&； PZ:LFPE； EZL8M FFHP； KZ:L&； OZ=>?"-；

&GZ:L?；&&Z:LFH&；&HZ:LOCH；&CZ=)PFE；&?Z=)O?EZ

#"# 肠毒素基因的检测

采用 C 组溶血素 *+( 基因的特异性引物，可从

大部 分 !0 菌 株 中 至 少 扩 增 出 CHG#7、EFG#7 或 者

?CG#7 的特异性片段中的一个片段。在本研究中检

测的 HP 株蜡状芽胞杆菌中溶血素 *+( 基因的阳性

检出率为 EC[，&H 株 !0 菌株中溶血素 *+( 基因的阳
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性检出率为 !"#。同样采用 " 组非溶血素 !"# 基因

特异性引物，可从 $% 株菌株中至少扩增出一个与预

期 &’( 片段大小一致的片段（表 $，图 )，图片未全

部列出）。

图 ! 非溶血肠毒素基因 !"#$ 的检测

*+,- ) ./0 1234+5+617+89 78 :;7;67 7<; 866=>>;96; 85 !"#$ - ?-

&@)AAA；$B’;,17+C; 6897>84；(：)B DE)FG)；"B(HAI；DB ?(&?

$)GJ；IB KLA；%B&?M%G；GB&N?O )AD!；!B/P. I!")；JB (’&$"AJ；

$AB D)$F"；$$B (’&$"$"；$)B (L// ""A$!；$"B D)$FD；$DBQ7%IG；

Q：)B*DD""RG"；"B *"IA)RG"；DB?N $A"%)；IB&N?O $$!)$；%B

S&I%G；GB &N?II)%；!B S&$；JBQFD16；$AB S&D；$$B S&I)$；$)B

S&J")；$"B &Q7)D!；$DB Q7JDGB

" 讨论

.460是一个广泛存在于蜡状芽胞杆菌群菌株

中的多效调控因子，它可以激活多种编码毒力因子

的基因的 表 达，例 如 磷 脂 酶 / 和 溶 血 毒 素 等［$)］。

N1412+78 等发现 %& DAG 和蜡状芽胞杆菌 (L// $DIGJ
中 ’()* 的敲除可以使其溶血活性消失，并且其突变

株的芽胞与 />T 毒素的协同作用对鳞翅目幼虫的毒

力远远低于未敲除 ’()* 的野生菌与 />T 毒素的协同

作用产生的毒力，证实这个调控因子与溶血活性及

其他蛋白酶的表达有关［$"］。蜡状芽胞杆菌群菌株，

包括多数苏云金芽胞杆菌中广泛存在 ’()* 和具有

溶血活性的现象表明这些菌株中可能存在一些与溶

血性相关的毒素因子。

我们的试验结果表明绝大部分 %& 菌株中都含

有溶血性和非溶血性肠毒素基因，但 %& 已在害虫的

生物防治中成功应用了几十年，尚未有造成人畜危

害的报道。这可能是由于 %& 肠毒素同 %) 肠毒素氨

基酸序列之间的差异，使其不具有致病性或者致病

性非常低所导致的。虽然已有研究证明在临床感染

的组织中可分离到 %& 菌株，但是这些 %& 是否具有

感染能力并没有被证明，同时研究也发现这些 %& 菌

株与商业化应用的 %& 杀虫剂的遗传性质差别很大。

因此，尽管 %& 菌株广泛含有肠毒素基因和具有肠毒

素活性，但到目前为止 %& 仍然被认为是害虫防治中

最安全的生物杀虫剂之一。

由于杀虫质粒和其它人类致病毒素编码基因在

不同芽胞杆菌中可以以很低的频率发生转移［$D U $%］，

因此，%& 制剂的广泛使用可能引起的安全性问题有

必要进行深入研究并通过菌株的筛选和遗传改良获

得不含肠毒素基因和肠毒素活性的杀虫菌株用于害

虫的控制。%) &Q7)D! 菌株不含有溶血素 "+( 基因、

非溶血素 !"# 基因，周质病原调控因子 .460 编码基

因，而且不具有溶血活性，是一株安全的蜡状芽胞杆

菌，有望作为宿主菌用于苏云金芽胞杆菌杀虫晶体

蛋白的表达以构建安全的杀虫工程菌。
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答 作 者 问

问：我想问一下作者及单位署名顺序的修改问题。投稿后经过专家审查通过后，即将发表，如果想调整作者并且修改作者及

单位署名的顺序是否可以？是否需要提供什么证明或者相关的材料？

答：（!）如变更单位署名顺序，需要原研究内容所属单位（通常是第一署名单位）的证明信，证明内容：原署名顺序 @ 现署名顺序

@ 盖章。（>）如变更作者署名顺序，需要通讯作者和第一作者同意的签字证明。证明内容：原作者姓名及顺序 @ 修改之后

的作者姓名及顺序。（?）将此证明信邮寄回编辑部，新的变更即可生效。

=;?胡晓敏等：蜡状芽胞杆菌群菌株中部分病原相关因子的检测 2 b微生物学报（>AAL）"L（?）




