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摘 要：!"#$%& 是一个普遍存在于芽胞杆菌中的操纵子。在枯草芽胞杆菌中，它编码的两个蛋白是芽胞形成所必

需的。采用基 因 重 组 技 术 敲 除 了 苏 云 金 芽 胞 杆 菌 H$’ 菌 株 中 的 !"#$%& 操 纵 子，构 建 了 !"#$%& 缺 失 株 H$’
（ !"#$%&6）。研究表明：该突变株丧失了形成芽胞和晶体的能力。 ’()* 基因与 )+,-.( 基因的启动子融合表达分析发

现：突变株中的 )+,-.( 基因的活性严重降低。利用载体 AI3J 携带 !"#$%& 操纵子在突变株中的表达，使突变株部分

恢复了产胞和形成杀虫晶体蛋白的能力。这说明 !"#$%& 操纵子是所必需的，同时该操纵子还影响!: 因子控制的

)+,-.( 基因表达。
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苏云金芽胞杆菌（/()0’’1! 231+045064!0!，简称 0-）
是一类可以产生芽胞的革兰氏阳性、杆状细菌。它

在形成芽胞的同时，还可以在生长的中后期产生一

类对昆虫具有毒杀作用的晶体蛋白［1］。当前的研究

表明，参与芽胞形成的重要调控因子!: 和!J 通过

识别 )+,- 或 )+,7 类杀虫晶体蛋白基因的双启动子

0-"和（或）0-#来直接控制绝大多数 )+, 基因的转

录［#］，而其它与芽胞形成相关的因子是否影响 )+,
基因表达的研究还未开展。

枯草芽胞杆菌是研究芽胞形成的模式菌。研究

发现，芽胞形成的调控是通过级联反应实现的。随

着菌 体 密 度 增 加、营 养 匮 乏 等 不 利 因 素 的 出 现，

IAG$) 因子被激活，这标志着芽胞形成的开始。在

芽胞形成的不同阶段，通过信号蛋白在母细胞和前

芽胞之间的信号传导，控制着众多基因表达的!7、

!:、!H 和!J 因子依次被激活［’］。 !"#$%& 是信号传导

通路上的一个重要操纵子，该操纵子编码两个蛋白

IAGLM7) 和 IAGLM70，这两个蛋白与 BG>) 形成复合

体，并被 IAGLM0 蛋白激活后再通过级联反应激活下

游的!J 因子。IAGLM70 切去 ANG6!J 的 O 端部分氨基

酸来激活!J 因子，而 IAGLM7) 对于复合体在芽胞外

膜上的定位起着重要作用。在枯草芽胞杆菌中，阻

断该操纵子表达则阻碍成熟芽胞的形成［"，%］。有关

!"#$%& 操纵子是否在苏云金芽胞杆菌的芽胞和晶体

形成过程中起着重要作用以往未见报道。

本试验通过同源重组的方法敲除了苏云金芽胞

杆菌 H$’ 菌株中的 !"#$%& 操纵子后获得了相应的

缺失突变株。并分析了突变株形成芽胞、晶体以及

产生杀虫晶体蛋白的能力。互补实验使突变株产生

芽胞和杀虫晶体蛋白的能力得到了部分恢复。进一

步利用报告基因 ’()* 与 )+,-.( 基因的启动子融合

表达初步分析了突变株不能产生芽胞和晶体的原

因。这为深入开展苏云金芽胞杆菌的芽胞形成和晶

体产生机制研究提供了一定的借鉴。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 菌株、质粒和培养基：表 1 为本研究所用菌

株与质粒。大肠杆菌（8!)3+0)30( )#’0）的培养采用 P0
培养 基（ 3NQA-GE4 1R$S，Q48,- 49-N8C- $R&S，O8/5
1R$S，AT "R#）；苏云金芽胞杆菌（/ D 231+045064!0!）

的培养采用 1U# P0 培养基。

$%$%& 主要试剂：38V WO) 聚合酶购自于鼎国生物

技术公司；JXW WO) 聚合酶购自于 3XYX0X 生物技

术公司；Z/[ 产物回收试剂盒购自于 00L 公司；相关

的内切酶和 3! WO) 连接酶均购自于北京六合通公



司。其它生化试剂和抗生素均为进口或国产生化级 或分析纯级试剂。

表 ! 菌株和质粒

!"#$% & ’()"*+, "+- .$",/*-,
’()"*+, "+- .$",/*-, 0%$%1"+( 23")"2(%)*,(*2 0%,45)2%
! 6 "#$% 78&&9 &’($ )*& $+, +-./ ."0 (,’!:: ’&#/1 !3*, ;"#
1 6 )*,&%-2%+-(%( <9= 1 6 )*,&%-2%+-(%( ,()"*+，>*$-? (@.% !3*, ;"#

<9=（ (’#345?） 85("+( ,()"*+ 4A 1 6 )*,&%-2%+-(%( <9=，*+ >3*23 (3% (’#345 4.%)4+ >", -%$%(%- #@
34/4$4B45, )%24/#*+"+( !3*, ,(5-@

<9=（ (’#345?）24/.$%/%+( ,()"*+ !3% (’#345 4.%)+ >", *+()4-52%- *+(4 (3% <9=（(’#345?）/5("+( ,()"*+ #@ (3% 1%2(4) 4A .’!C !3*, ,(5-@
<9=（ (’#345?）?6"&78/9? $9": !3% <9=（ (’#345?）/5("+( ,()*"+ 24+("*+, . D!=&E（6&/9F? $9":） !3*, ,(5-@

.0GE&9& H/.)，I/)，!%/.%)"(5)%?,%+,*(*1% 1%2(4) 24+("*+*+B (3% #&%（!,）"+- +&0 4A .I&J:(, "+-
(3% #&%!"，"/.，"+- /5$(* 2$4+*+B )%B*4+ 4A .K0=LL

;%)%2$5, M

.0NOP .0GE&9& 2"))*%- (3% -%$%(%- "$$% 4A (’#345 4.%)4+ !3*, ,(5-@

.D!=&E（6&/9F? $9":） H/.)，.D!=&E 2"))@*+B 6"&78/9? $9": !3*, $"#

.’!C C"+)，! 6 "#$%?K( ,35(($% 1%2(4)，QRES# !3*, $"#

.’NOP C"+)，.’!C 2"))@*+B (’#345 4.%)4+ !3*, ,(5-@

!"# 细菌的培养条件

苏云金芽胞杆菌在 =9T培养；只是在敲除突变

过程中，苏云金芽胞杆菌的培养温度为 :9T，摇床

转速为 L99)U/*+，红霉素使用浓度为 E!BU/;。 ! 6
"#$% 78&&9 在 =VT培养，摇床转速为 L=9)U/*+，氨苄

霉素 使 用 浓 度 为 &99!BU/;，红 霉 素 使 用 浓 度 为

E!BU/;，卡那霉素使用浓度为 &99!BU/;。

!"$ %&’ 操作和转化

大肠杆菌质粒提取及转化，MGH 片段纯化参考

文献［J］。苏云金芽胞杆菌总 MGH 提取和电击转

化参考文献［&9］。序列比对和搜索使用美国国立生

物技术信息中心（GWKN）的基本工具 X’N?K;H’! 及

K;H’!Y。根据苏云金芽胞杆菌 ZK!&EL9 菌株的基

因 组 序 列 设 计 了 一 对 引 物，分 别 为 X&：EF?
WWWHH<W!!W!H!!WWHHHH!<<!!HHHW?=F（ 下 划 线

为 190D"酶 切 位 点 ）和 XL：EF?W<W<<H!WWHH
HW!!H<HW<!H<!HH!<<<?=F（下划线为 ;%--#酶切

位点）。以 <9= 的总 MGH 为模板进行 XW0 扩增，扩

增的 MGH 片段包括 (’#345 操纵子（&R[S#）和侧翼的

MGH 片段，总长度为 =RLS#。

XW0 反应采用 E9!; 体系，反应条件：J:T :/*+；

J:T =9,，E=T =9,，[QT &/*+，=9 个 循 环；[QT
&9/*+。

!"( !"#$%& 操纵子敲除突变株的构建

根据 <9= 菌株中的 (’#345 操纵子及上下游片

段 的 MGH 序 列 设 计 一 条 引 物 X=：EF?HH<HH
<<<H<HWH<!!<!!<HW<!!H<WHW?=F，与引物 X& 配

对扩增侧翼上游 Q99#. 的 MGH 片段；设计一条引物

X:：EF?<!<W!HHW<!WHHWHHW!<!W! WWW!!W!!?=F，
与引物 XL 配对扩增侧翼下游 Q99#. 的 MGH 片段。

利用引物 XL 和 X: 采用重迭 XW0 的方法获得了缺

失 (’#345 操纵子的重迭 MGH 片段（&R[S#）。再将重

迭片段经 190D"和 <9$"双酶切处理后连接到温

敏、穿梭载体 .0GE&9& 的 190D"和 <9$"位点之

间，得到了重组质粒 .0NOP。

将重组质粒 .0NOP 电击转入 <9= 菌株。在红霉

素抗性平板上筛选转化子，并用引物 X& 和 XL 进行

XW0 验证。将正确的转化子在 =9T扩增培养后，再

在 :9T培养指数生长中期；然后稀释适当的倍数涂

布 ;K 平板并置于 :9T过夜培养。将菌落同时转接

到添加红霉素的 ;K 平板和 ;K 平板上，在 =9T培

养。挑取红霉素敏感菌株培养，并以引物 X& 和 XL
筛选突变株。因为质粒 .0NOP 在 :9T时不能复制，

故菌株丢失了红 霉 素 抗 性（I/,）、并 只 含 有 重 迭

XW0 产物的菌株应该是发生了同源双交换。进一步

提取总 MGH 进行 XW0 验证。

!") !"#$%& 操纵子互补株的构建

根据 <9= 中 (’#345 操纵子序列，设计扩增全长

操纵 子 的 一 对 引 物：XE：EF?W<W<<H!WW<H!<HH<
HH!H<HW<W<!H<H?=F（ 190D"）和 X[：EF?HW<W
<!W<HWW!HHWW<H!!HH!!W!!WHH?=F（<9$"）。 扩

增的 MGH 片段经 190D"和 <9$"双酶切处理后插

入到载体 .’!C 的 190D"和 <9$"位点之间，获得

到重组质粒 .’NOP。将互补载体 .’NOP 电击导入突

变株 <9=（ (’#345?）中，利用卡那霉素和 XW0 筛选

(’#345 操纵子的互补株。

!"* +, 菌株产生芽胞、晶体和杀虫蛋白能力的分析

利用光学显微镜和电子扫描显微镜观察 K( 菌

株产生芽胞和形成晶体的能力。菌株产生杀虫蛋白

的能力利用 ’M’?XH<I 分析，方法参见金冬雁等［&&］。

:QE ’\G W3"+B?.4 +) 9$ 6 U/")9 =%"&#>%#$#2%"9 <%-%"9（L99V）:V（:）



!"# !$半乳糖苷酶活分析

将 !" 菌株按 #$接种量接种于 %&’( 含红霉素

的 #)*(! 培养液中；+&,振荡培养。当培养 -. 后开

始取样，以后每隔 *. 取样一次，每次取样 *&&!(，同

时测定样品 !/&&的值，立即将样品置于 0 *&,保存。

冰上超声波破碎细胞样品后，加入 # 滴氯仿于细胞

样品中振荡混匀；经上述处理的样品，加入 &1-’( 2
缓冲 液（&1&/’34)( 56*789: &1&:’34)( 567*89:·

7*9，&1&#’34)( ;<4，&1&&#’34)( =>*?9:，&1&%’34)("@
巯基乙醇，A7 B1&），&1*’( 958C（邻硝基苯@"@D@半
乳糖苷）（:’>)’( 958C 溶于 2 缓冲液）后开始计

时。当出现淡黄色反应时，立即加 入 #’( #’34)(
56*<9+ 终止反应，记录反应时间，测定样品的 !:*&

和 !%%&值。按下列公式计算"@半乳糖苷酶活性。酶

活性的单位数 E #&&& F（ !:*& 0 #1B% F G%%& ) " F # F

!/&&）" 为反应时间（分钟），# 为参加反应的样品体

积（’(），! 为不同波长下的吸光值。求得 + 次重复

测定的平均值。

% 结果和分析

%"! !"#$%& 操纵子的克隆和序列分析

从 C&+ 菌株中扩增出的 $%&’#( 操纵子全长为

#1/HI（CJK!6KH 接受号为 DLB-/&&%）。序列分析表

明，C&+ $%&’#( 操纵子的核苷酸序列与苏云金芽胞

杆菌 M!N@#%*&、!" OB@*B、炭疽芽胞杆菌（) 1 *+",-*./$
G’JP）、蜡样芽胞杆菌（) 1 .0-01$ GN<< #:%BO）和枯草

芽胞杆菌（) Q $12"/3/$ #/-）的 $%&’#( 操纵子的同源

性 分 别 为 OO$、--$、-/$、O&$ 和 //$。 说 明

$%&’#( 操纵子在芽胞杆菌属中，尤其是在蜡样芽胞

杆菌族中具有较强的保守性。

%"% &’( !"#$%& 操纵子敲除突变株的获得

以红霉素敏感菌株的总 D5G 为模板，利用引物

8# 和 8* 进行 8<R 筛选。电泳检测发现大部分菌株

扩增出了 +1*HI 的条带，这与作为对照的 C&+ 菌株

的 8<R 扩增产物相同。最终发现 % 个菌株只扩增

出了 #1/HI 的条带，与缺失了 $%&’#( 操纵子的重迭

D5G片段大小相同。这个结果说明在突变株的基

因组中，$%&’#( 操纵子（#1/HI）确实已被敲除，随即

将一株定名为 C&+（ $%&’#(@）。

%"( 突变株产生芽胞和晶体的能力

将出发菌株 C&+ 和突变株 C&+（ $%&’#(@）在 #)
*(! 液体基中，+&,振荡培养 B*. 后，用电子显微镜

观察不同菌株的芽胞和晶体形成情况。结果表明，

出发菌株 C&+ 的细胞已经完全裂解，并释放出大量

卵圆形的芽胞和菱形晶体（图 #@G）。而突变株 C&+
（ $%&’#(@）则仍然以营养体的形式存在，没有芽胞和

晶体产生（图 #@! ）。再经过 *:. 培养后，突变株的

营养体开始自溶，最终也没有芽胞和晶体产生。这

说明 $%&’#( 操纵子的缺失导致 C&+ 菌株丧失了产

生芽胞和晶体的能力。

图 ! )* 菌株 &’(（+，,’’’ - ）和突变株 &’(（ !"#$%&$）（)，

..’’ - ）的扫描电镜照片

ST>Q# 8.3"3 3U !" C&+ P"V6TK（G，-&&& F ）6KW C&+（ $%&’#(@）（!，

OO&& F ）’X"6K" P"V6TK YT". PZ6KKTK> J4JZ"V3K ’TZV3PZ3AJQ

%"/ 突变株产生杀虫蛋白的能力

出发菌株 C&+ 和突变菌株 C&+（ $%&’#(@）在 #)*
(! 液体培养基中培养 +/.，并稀释定容至相同的浓

度。?D?@8GC[ 分析表明，出发菌株 C&+ 可以产生大

量 #+&HD6 的杀虫蛋白（图 *，46KJ #），而突变株只能

产生少量 #+&HD6 的杀虫蛋白（图 *，46KJ *）。这说明

$%&’#( 操纵子缺失后，杀虫蛋白的表达量因严重降

低而不能形成晶体。

图 % 出发菌株 &’( 和突变株 &’(（ !"#$%&$）产生杀虫晶

体蛋白能力的 010$2+&3 分析

ST>Q* ?D?@8GC[ 6K64\PTP 3U ".J 6IT4T"\ 3U AV3WXZ"T3K 3U ]<8PQ =：

AV3"JTK =6VHJV；(6KJ #：C&+ YT4W P"V6TK (6KJ；*：C&+（ $%&’#(@）’X"6K"

P"V6TK (6KJ；+：Z3’A4J’JK" P"V6TK Q

%"4 互补菌株产生芽胞和杀虫晶体能力的分析

电子显微镜观察发现互补株产生的芽胞和形成

杀虫蛋白晶体量较少（电镜图片略）。从图 * 可以看

出互补菌株（图 *，46KJ +）产生杀虫晶体蛋白的量比

突变株 C&+（ $%&’#(@）产生的量大，而比出发 C&+ 菌

株产生的杀虫晶体蛋白量少。这表明突变株形成芽

%-%孙长坡等：苏云金芽胞杆菌 C&+ $%&’#( 操纵子敲除对芽胞和晶体形成的影响 Q )微生物学报（*&&B）:B（:）



胞和杀虫晶体蛋白的能力得到了部分恢复。并进一

步说明苏云金芽胞杆菌产生芽胞和杀虫晶体蛋白受

!"#$%& 操纵子的影响。

!"# !"#$%& 突变株中!$ 和!% 的活性分析

将携带 ’()* 基因与 )+,-.( 基因启动子融合片

段的重组载体 !"#$%&（另文发表）分别导入出发菌

株 ’()、突变株 ’()（ !"#$%&*）和互补菌株中，在 $+
,-. 液体培养基中 )(/培养。从第 0 小时开始，每

隔 ,1 测定!*半乳糖苷酶活性。结果显示（图 )），出

发菌株 ’() 在第 0 小时可以检测到!*半乳糖苷酶的

活性。随着培养时间的延长，酶的活性不断增强，并

在第 ,2 小时达到第一个高峰，然后酶的活性逐渐下

降，并在第 )( 小时降到最低点后上升。在第 )3 小

时又出现一个峰值，然后酶的活性又再一次降低。

在突变株 ’()（ !"#$%&*）和互补株中，!*半乳糖苷酶

的活性也可在第 0 小时检测到。随着培养时间的延

长，突变株 ’()（ !"#$%&*）的酶活略有增加，但上升很

慢；而互补株的!*半乳糖苷酶的活性得到一定的恢

复，并表现了与出发菌株 ’() 相同的趋势。这说明

!"#$%& 操 纵 子 的 缺 失 很 可 能 导 致 突 变 株 ’()
（ !"#$%&*）中的"4 和"5 因子的活性降低。而通过载

体 6789: 将 !"#$%& 操 纵 子 导 入 突 变 株 ’()
（ !"#$%&*），使"4 和"5 因子的活性得到了部分恢复。

图 & 含有 ’()-*++ ; + ,+’- 质粒的 ’() 菌株、突变株 ’()
（ !"#$%&*）和互补株的"*半乳糖苷酶活性

:<=>) /+,$.(*?<@ABCA?!*=&D&BCEF<?&FA AG!@AFF<EH <H ’() I<D? FC@&<H，

’()（ !"#$%&*）JKC&HC FC@&<H &H? BEJ!DAJAHC FC@&<H 1&@LEK@<H= !"#)$M
（0$.(N* ’()*）>

& 讨论

基因敲除技术是研究芽胞杆菌基因功能的有效

途径之一［$,］。与出发菌株 ’() 相比，!"#$%& 操纵子

缺失突变株丧失了产生芽胞和晶体的能力。互补株

产生的芽胞、晶体和杀虫蛋白的量相对于出发菌株

’() 较少，这可能是由于我们使用的为营养期 )+,1.
基因的启动子［$)］，从而使 !"#$%& 操纵子上的基因在

互补菌株中的表达与在出发菌株中的表达出现时空

差异，并影响了互补效果。如果利用 !"#$%& 本身的

启动子可能效果要好的多。

在枯草芽胞杆菌中，!"#$%& 操纵子是由芽胞形

成调控网络上游的"4 因子控制转录的［$3］。 !"#$%&
操纵子编码的蛋白特异存在于母细胞中，并在芽胞

形成的第四阶段激活"5 因子。因此，若这一途径正

确并运用于苏云金芽胞杆菌，当 !"#$%& 操纵子被敲

除以后，不应该影响到"4 因子的活性和主要由"4

因子控制的 )+,-.( 基因的转录和表达。但报告基

因 ’()* 与 )+,-.( 基因的启动子融合表达分析表明：

在突变株中!*半乳糖苷酶的活性远低于出发菌株中

的活性，这间接地反映出 !"#$%& 操纵子的缺失导致

了"4 因子的活性降低。据此推论，这也可能是菌株

在丧失产生芽胞能力的同时，亦不能大量表达杀虫

晶体蛋白和产生晶体的原因。如果排除其它因素的

影响［$M］，可以将 )+,-.( 基因的活性变化作为反映"4

和"4 因子活性变化的报告基因。

这是首次在苏云金芽胞杆菌中研究发现 !"#$%&
操纵子缺失不但导致"4 因子的活性降低，而且还影

响到芽胞和杀虫蛋白晶体不能形成。因此，在芽胞

形成的过程中可能存在着更为复杂的调控制机制，

该设想有待进一步证实。
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