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摘要：【目的】构建苏云金芽胞杆菌 ./(! 0 基因缺失突变株，并研究其与出发菌株的表型及性质差异。【方

法】采用基因同源重组技术敲除了苏云金芽胞杆菌 NOG’A 菌株 中 的 ./(! 0 基 因，构 建 了 ./(! 0 缺 失 突 变

株，测定生长曲线，并通过扫描电子显微镜观察，芽胞计数分析及 )O)GPDQJ 蛋白电泳比较突变株与出发菌

株的差异。构建遗传互补菌株，观察菌株性状的回复情况。【结果】通过温敏载体同源重组敲除技术获得了

苏云金芽胞杆菌 NOG’A 菌株 ./(! 0 基因缺失突变株，生长曲线测定表明，突变株较出发菌株在平稳期后期

生长较缓和；扫描电子显微镜观察和芽胞计数分析显示，突变株基本丧失了形成芽胞的能力，但依然形成晶

体。)O)GPDQJ 结果显示，在 ))R 培养基中，突变株对伴胞晶体蛋白的形成量影响并不显著；在营养较富集

的 S9/?;GB*/,;:? 培养基中，突变株中伴胞晶体蛋白的形成量较野生型和互补株明显降低。利用载体 +NEA#%
携带 ./(! 0 操纵子互补突变株，互补株恢复了产生晶体和芽胞的能力。【结论】本研究证明 ./(! 0 基因是

苏云金芽胞杆菌芽胞形成所必需，同时与晶体蛋白的表达相关。
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苏云金芽胞杆菌（ 1$"&**2. #32’&-+&4-.&.，简称 B,）
是一类广泛存在于土壤中的革兰氏阳性菌，在芽胞

形 成 的 同 时 能 够 积 累 大 量 的 "G内 毒 素（ O*<,;G
J:T8,8I?:）并 形 成 晶 体，杀 虫 晶 体 蛋 白（ 1:=*@,?@?T;<
@/U=,;< +/8,*?:，13P=）对 许 多 昆 虫 具 有 特 异 性 的 毒 杀

作用［#］。研 究 表 明 参 与 芽 胞 形 成 的 重 要 调 控 因 子

)?L-;J 和 )?L-;V 通过识别 "’56 或 "’57 类杀虫晶体

蛋白基因的双启动子 B,#和（或）B,$来直接控制绝

大多数 "’5 基 因 的 转 录［0］，而 其 它 与 芽 胞 形 成 相 关

的因子是否影响 "’5 基因表达的研究还较少。

根据对模式菌株枯草芽胞杆菌（1$"&**2. .2)#&*&.，
B=）的研究发现，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，)+8(D 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，信号蛋白在母细胞和

前芽胞之间的信号传导。在母细胞中，信号依次激

活 /’(G .&+8$9、./(! 0、/’(G .&+8$: 和 +4’9 基因的表

达，并最终引导芽胞的产生。对枯草芽孢杆菌的研

究发现，./(! 0 是信号传导通路中的一个重要的调

控基因，其编码的 )+8!O 蛋白，属于小型序列特异

性 O2D 结合蛋 白，可 以 与 )?L-;J、)?L-;V 因 子 参 与

转录的多个基因的启动子区域结合，对这些基因的

转录起激活或抑制作用，例如 )+8!O 对 "(#;、"(#0、

./($ 0 等基因具有转录负调控作用，而对 +4’9、"(#<



等基因具有转录正调控作用［! " #］。

本研究 利 用 同 源 重 组 技 术 构 建 了 $%&’! 菌 株

中的 !"#! $ 基因缺失突变株，分析了突变株生长情

况、形成芽胞和晶体的能力。

! 材料与方法

! "! 材料

! "! "! 菌株、质粒和培养基：所用菌株与质粒见表

(。 大 肠 杆 菌（ %!&’()&’)* &#+) ）的 培 养 采 用 )*+,-&
./+0-1,（).）培养基；.0 的培养采用芽 胞 生 成 培 养 基

（234-/55/+67 789+*:-0,91 ;/<,*;，22=）［>］（营养肉汤? @，

( ABC =@2D# (E ;)，(EC FG: (E ;)，( ;9:H) I-D$

( ;)，定容至 JJ’ ;)，( K (E> L- 灭菌 BE ;,1，补加过

滤除 菌 的 ( ;;9:H) M/2D# ( ;)，( ;9:H) G-（ID! ）B

( ;)，(E ;;9:H) =1G:B ( ;)）。

表 ! 菌株和质粒

N-O:/ ( 20+-,17 -1< 8:-7;,<7

20+-,17 -1< 8:-7;,<7 G4-+-30/+,P-0,91 Q/79*+3/
20+-,17

% R &#+) S=((E
% R &#+) 2G2((E
,- $%&’!
.0 $%&’!（$%!789!%）

.0 $%$M789!%
L:-7;,<7
8=T%
8=T%789!%
8$N!(>
8$N$M789!%

."!+ -’( +/0 /123 2&4 !0"%## "(#3,
("!+ -’( +/0 /123 2&4 !0"%## "(#3,
.0 70+-,1 3-++U,1@ &(5(3& @/1/
$%&’! =*0-10 0U8/，$%!789!%
V/1/0,3-::U 39;8:/;/10-+U 70+-,1，3910-,1,1@ 8$N$M789!% 8:-7;,<

,-&% R &#+) 74*00:/，0/;8/+-0*+/&7/17,0,W/ 8:-7;,<，T;8+，X+U+

8=T% 3-++U,1@ 8-+0,-: !"#! $ @/1/

T;8+，X+;+，% R &#+)&,- 74*00:/ W/309+，Y A> ZO

T;8+，X+;+，8$N!(> 3-++U,1@ 6!"#! $& !"#! $ @/1/

N4,7 )-O
N4,7 )-O
N4,7 )-O
N4,7 70*<U
N4,7 70*<U

［Y " ’］

N4,7 70*<U
［?］

N4,7 70*<U

! "! "# 酶和生化试剂：7*8 %IT 聚合酶购自于博迈

德生物技术公司；9:$ %IT 聚合酶购自于 ND[D.D
生 物 技 术 公 司、LGQ 产 物 回 收 试 剂 盒 购 自 于

T\[VXI 公司，相关的内切酶和 N# %IT 连接酶均购

自于北京六合通公司。营养肉汤购于北京奥博星生

物技术有限责任公司，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。

! "# 细菌的培养条件

苏云金芽胞杆菌在 !E]培养；在突变过程中苏

云金 芽 胞 杆 菌 的 培 养 温 度 为 !’]，摇 床 转 速 为

BBE +H;,1，红 霉 素 使 用 浓 度 为 > "@H;)。 大 肠 杆 菌

S=((E 在 !’]培养，摇床转速为 B!E +H;,1，氨苄霉素

使用浓度为 (EE"@H;)，红霉素使用浓度为 >"@H;)。

! "$ %&’ 操作、转化、()*
大肠杆菌质粒提取及转化，%IT 片段纯化参考

文献［J］。苏云金芽孢杆菌总 %IT 提取［(E］和电击转

化参考文献［((］。序列比对和搜索使用美国国立生

物技 术 信 息 中 心（IG.^）的 基 本 工 具 L2^&.:-70 及

.:-70_。根据 .0 J’&B’ 菌株的基因组序列设计引物，

用于 !"#! $ 基 因 的 克 隆 与 测 序。 LGQ 反 应 采 用

>E")体 系，反 应 条 件：J#]，> ;,1；J#] ( ;,1，>>]
( ;,1，’B] B ;,1，!E 个循环；’B] (E ;,1。

! "+ 缺失突变株的构建

8=T% 是大肠杆菌&苏云金芽孢杆 菌 穿 梭 载 体，

含有革兰氏阳性菌温度敏感型的复制区，用于同源

重组，进行基因敲除操作，方法参考文献［Y " ’］。根

据 $%&’! 菌 株 中 的 !"#! $ 基 因 及 上 下 游 片 段 的

%IT 序列设计引物引物 789!%(4（>‘&GVGVVTNGGG&
TGTTTGVVTTVTNGGTVGT&!‘）和 789!%B4（>‘&VT&
TNVNNNVGNTGNVNTTGVTNNNGNGTGGNGTTTG&!‘）
配对扩 增 上 游 ( AB ZO 的 %IT 片 段；引 物 789!%!4

（ >‘&VNNNVTVVNVTVTTTNGVNNTGTVNTVGTTTG&
TNNG&!‘）和 789!%#4（>‘&NGGGGGGVVVVNGVTNVTN&
TNGNVGTVTNTTNNG&!‘）配 对 扩 增 下 游 ( A( ZO 的

%IT 片段。通过重叠 LGQ 方法将获得缺失了 !"#!
$ 基因的 重 组 拷 贝，大 小 为 B A! ZO。再 将 重 组 拷 贝

用 ,*4$^ 和 ;4*#进行双 酶 切 处 理 后 插 入 到 载 体

8=T% 的相应位点之间，得到了重组质粒，并将该质

粒命名为 8=T%789!%。 将 重 组 质 粒 8=T%789!%
电击转入 $%&’! 菌株，经筛选获得阳性转化子。经

!’]诱导载体突变后，对不抗红霉素的菌落 进 行 筛

选鉴定，在重组片段外侧设 计 引 物 !%aUM（>‘&VTNV&
TNVVTTNVGVTVVTTVTTT&!‘）与 引 物 789!%#4 配

对进行 LGQ 检测，鉴定结果与预期相符，获得 !"#! $
基因缺失突变株。

! ", 互补株的构建

根据 .0 J’&B’ 中 !"#! $ 基因的序列，设计了的

一对 引 物 $M789!%MP（>‘&GGGTTVGNNTNTNTTTT&

YY(( b,-1c,-1 d4-1@ /0 -: R H 3&-* <)&(#=)#+#>)&* ;)1)&*（BEEJ）#J（J）



!"!#"#!!"""#$!$%&’）和 ()*+,!-./（0’%#$#$$%
!"##""!""$!#$"!#!$$#""#"#"!#%&’）用 于 扩

增 !"#! $ 全长操纵子序列（含启动子），扩增得到的

!"#! $ 基 因 全 长 片 段 与 穿 梭 载 体 +("&10 连 接，转

化大肠杆菌 23114，获得重组质粒 +("*+,!-，继而

转化 (- !*+, ! - 菌 株，获 得 互 补 株，命 名 为

(-()*+,!- 菌株。

! "# 生长情况分析

将各菌株接种于 553 培养基中 664 789:;、&4<
培养；每 6 = 取样，利用分光光度计测定在 >44 ;9 的

吸光值 %$>44 ，确 定 各 菌 株 的 生 长 曲 线，并 确 定 "4
（"4 是对数生长期结束的时间，"; 是距离 "4 前后的

时间）。

! "$ 显微镜观察

利用光学显 微 镜 和 电 子 扫 描 显 微 镜 观 察 ?@ 菌

株产生芽胞和形成蛋白晶体的能力。光学显微镜：

将胞晶混合液滴于载玻片上，涂抹均匀，烘干固定，

石炭酸复红染液染色 & 9:;，清水冲洗，144A 油镜进

行镜检，石 炭 酸 复 红 染 液 配 制 方 法 参 见 文 献［16］。

扫描电镜制样：胞晶混合液滴于玻璃片上，干燥，经

锇酸固定，而后经酒精梯度脱水，临界点干燥，离子

溅射 喷 金（6 ;9），BCD ?:,%"E3 (%F044 扫 描 电 镜 观

察拍照。

! "% 活芽胞计数分析

取已释放芽胞的培养 液 进 行 适 度 稀 释，G4< 热

处理 10 9:; 后涂营养平板，6H = 后记录平板上长出

的单克隆，即为活芽胞数。

! "& 菌株表达杀虫晶体蛋白能力分析

将各菌株接种于 553 培养基中 664 789:;、&4<
培养，在菌体即将裂解之前取样，1&444 I 离心1 9:;，

取适量水重悬至 %$>44 值一致，取相同量菌液，经破

碎后，利 用 5-5%J!$E 检 测 菌 株 产 生 的 杀 虫 晶 体 蛋

白，方法参见参考文献［K，1&］。

’ 结果

’ "! !"#! $ 基因的克隆与序列分析

用引 物 *+,!-)（0’%$!$"$"""$!$$"$!$!!%
!"#$"$!%&’）与 *+,!-.（0’%"!##"""!""$!#$"!%
##$$#""""%&’）扩 增 (-%F& 基 因 组 得 到 (-%F& 中

!"#! $ 基因全长，经过测序并在 $C;LM;N 登录，登录

号为 )2KH>01&。(-%F& !"#! $ 基因 的 核 苷 酸 序 列 与

&’ KF%6F 的 同 源 性 为 KGO，与 炭 疽 芽 胞 杆 菌 & P
()’*+(,-! *@7 P !9C* 和 & P ,.+./! !"## 14KGF 的同源

性为 KGO，与 & P !/0’-1-! *@7 P 1>G 相 似 性 为 FHO。

(-%F& !"#! $ 基因氨基酸序列与 &’ KF%6F 的 同 源 性

为 KKO，与 & P ,.+./! !"## 14KGF 的同源性为 KGO，

与 & P ()’*+(,-! *@7 P !9C* 的 同 源 性 为 KFO，与 & P
!/0’-1-! *@7 P 1>G 相似 性 为 G0O，这 说 明 !"#! $ 基 因

在芽胞杆菌属，尤其是在蜡样芽胞杆菌族中具有较

强的保守性。

’ "’ ()*$+ !"#! $ 基因缺失突变株的获得

对所获得的突变株进行 J#. 鉴定，用重组片段

外侧设计引物 &-QR) 与 *+,&-H= 配对进行扩增，其结

果见图 1，野生型菌株扩增结果大小为 6 SK NL，突变

株菌株扩增结果大小为 6S0 NL，与设计位点序列的大

小一致，说明突变株正确，命名为菌株 (-!*+,!-。

图 ! 突变株 ()!,-.!) 的鉴定

):I P 1 TUC;@:V:WM@:,; ,V @=C 9X@M;@ *@7M:; (-!*+,!- P

’ "+ 野生型、突变株、互补株菌体生长情况对比

生长曲 线 测 定 结 果 表 明（图 6）：野 生 型、突 变

株、互补株的生长速度在对数生长期差别不大，进入

稳定期后突变株 (-!*+,!- 生长逐 渐 变 缓，这 表

明 !"#! $ 对菌体在 稳 定 期 后 期 的 生 长 有 一 定 的 影

响；互补株 (-()*+,!- 的生长情况得到了 一 定 的

恢复。

’ "/ 突变株的产生芽胞和杀虫蛋白晶体的能力

用 186Y? 固体 培 养 基 培 养 (-%F& 野 生 型 菌 株、

突变 株 (-!*+,! -、互 补 株 (-()*+,! -。 经 过

HG =培养后，用 电 子 显 微 镜 观 察 野 生 菌 株、突 变 株、

互补株的细胞均已完全裂解，野生型菌株和互补株

都释放 出 大 量 卵 圆 形 的 芽 胞 和 菱 形 晶 体（图 &%!，

#），而 突 变 株 中 只 可 见 菱 形 晶 体，未 见 芽 胞（图 &%
?）。这说明 !"#! $ 基因的缺失导致 (-%F& 菌株丧

失了产生芽胞的能力。活芽胞计数分析显示，突变

株已基本丧失了产生芽胞的能力（图 H）。各菌株在

Y? 培 养 基 中 培 养 至 >H = 和 553 培 养 基 中 培 养 至

"1K，至细胞裂解前，利用 5-5%J!$E 检测 #7R 蛋白表
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图 ! 菌株的生长速率比较

!"# $ % &’()*+",’- ’. /01 #+’2/0 ,)113 ’. 4/ ,/+*"-, $

图 " 不同菌株的扫描电镜观察结果

!"# $ 5 67*--"-# 1817/+’- ("7+’,7’)"7 "(*#1, ’. 3"..1+1-/ ,/+*"-, $ 9：:;<=5；4：:;!,)’!;；&：:;:!,)’!; $

达情况，在 >4 培养基中，突变 株 :;!,)’!; 产 生

杀虫晶体 蛋 白（?5@ A;*）的 能 力 要 低 于 出 发 菌 株 和

互补株（图 B<9）；在 66C 培 养 基 中，出 发 菌 株 :;<
=5、突变株 :;!,)’!;、互补株 :;:!,)’!;（图 B<
4）产生杀虫晶体蛋白（?5@ A;*）的能力区别不大。

图 # 不同菌株活芽孢计数分析

!"# $ D 97/"E1 ,)’+1, *-*8F,", ’. 3"..1+1-/ ,/+*"-, $

" 讨论

在芽孢形成的过程中，!"#! $ 基因于芽孢形成

的第三阶段进行表达，下列四个因子，6"#(*G、6)’!
;、6"#(*H、I1+G 先 后 作 用，控 制 芽 胞 形 成 的 一 系 列

基因 的 转 录 与 调 控，其 中 6"#(*G、6"#(*H 作 为 转 录

6"#(* 因子，!"#! $ 基因与 %&’( 基因类似，其表达产

物为小型序列特异性 ;J9 结合蛋白，主要对 6"#(*G
或 6"#(*H 因子控 制 转 录 的 相 关 基 因 起 特 异 性 激 活

或者抑制的转录调控作用。

本研究通过同源重组方法构建了 !"#! $ 基 因

缺失突变株，发现突变株不能正常产生芽胞，但能产

生晶体蛋白。通过遗传互补，使突变株重新恢复了

产生芽胞的能力，证明 !"#! $ 基因为菌体产生芽胞

所必需。6;6<K9IG 发现，突变株产生晶体蛋白的能

力在较贫瘠的 66C 培养基中没有明显变化，而在营

养较丰富的 >4 培养基中，低于野生型和互补株。
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图 ! 不同菌株产生杀虫晶体蛋白 "#"$%&’( 分析

!"# $ % &’&()*+, -.-/01"1 23 456 7829:;4"2. 23 <=)1 382> 9"33686.4 148-".1 $ *：?@ >69":>；@：&&A >69":> $

目前研究表 明，在 枯 草 芽 胞 杆 菌 中，&72!’ 蛋

白对由 &"#>-, 和 &"#>-B 因子激活转录的大多数基

因表现为抑制转录，对 CD 个转录单位表现为激活转

录，其中包括 E 个由 &"#>-, 因子控制的转录单位和

F 个 由 &"#>-B 因 子 控 制 的 转 录 单 位，例 如 !"#$、

!"#%、&’"()*+、&’"()*,、&’")- 等 基 因［G，CG］，在 苏 云 金

芽胞 杆 菌 中，&’"! - 基 因 缺 失 后 导 致 芽 胞 形 成 受

阻，有可能是因为抑制了这些基因的转录所致。

研究表明 !./ 基 因 的 转 录 由 &"#>-,、&"#>-B 识

别其双启动子 @4"和 @4#来直接控制［D］，&’"! - 基

因缺失对杀虫晶体蛋白表达的影响，可能由于 &’"!
- 基因的缺失影响了 ’."( &01234、’."( &01235 基因的

表达所致。 &’"! - 基 因 缺 失 后 所 获 得 的 这 种 不 产

生芽胞而只产生晶体蛋白的新型菌株，在 ,# 工程菌

的构建上具有重要的应用价值，能有效提高工程菌

的田间应用的 安 全 性。虽 然 &’"! - 基 因 的 缺 失 使

杀虫晶体蛋白的表达有所降低，但是我们可以继续

寻找 &’"! - 下游其 它 与 芽 胞 形 成 有 关 的 调 控 基 因

例如 16.4 等 进 行 研 究。以 期 发 现 不 产 生 芽 胞 而 晶

体表达影响较小的重组菌株，为 @4 新型工程菌株的

构建，和为解决 ,# 田间应用安全性问题提供良好的

解决思路。
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