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农业生物技术                                                               

蛋白激发子 PeaT1 在枯草芽胞杆菌中的分泌表达及重组

菌株提高小麦抗旱和促生的作用 

王立梅，杨秀芬，曾洪梅，邱德文，郭立华，刘峥 
中国农业科学院植物保护研究所 农业部作物有害生物综合治理综合性重点实验室，北京 100081 

摘  要: PeaT1 是从极细链格孢菌 Alternaria tenuissima 中分离的一种蛋白激发子，具有促进植物生长和诱导植物产生系

统获得抗性的功能，为了实现 peaT1 基因在枯草芽胞杆菌 Bacillus subtilis 中的分泌表达，增加其应用途径，从枯草芽

胞杆菌基因组 DNA 中分别扩增获得 P43 启动子和 nprB 基因的信号肽序列，并用 SOE (Splicing by over lapping extension) 

方法与 peaT1 基因连接，将连接产物克隆到大肠杆菌-枯草芽胞杆菌穿梭表达载体 pHY300-PLK 上，构建了重组表达载

体 pHY43N-peaT1。将重组载体转化枯草芽胞杆菌 WB800 菌株，SDS-PAGE 和 Western blotting 分析证实，在 NprB 信

号肽的引导下，枯草芽胞杆菌成功分泌表达了 PeaT1 蛋白。构建的重组菌株能够显著增强幼苗抗旱性，提高小麦株高。 

关键词 : 蛋白激发子，枯草芽胞杆菌，分泌表达，重组菌 

Extracellular expression of protein elicitor PeaT1 in Bacillus  
subtilis to enhance drought tolerance and growth in wheat 

Limei Wang, Xiufen Yang, Hongmei Zeng, Dewen Qiu, Lihua Guo, and Zheng Liu 

Key Laboratory of Integrated Pest Management in crops, Ministry of Agriculture, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural 
Sciences, Beijing 100081, China 

Abstract:  PeaT1, a protein elicitor from Alternaria tenuissima can promote plant growth and trigger systemic acquired 
resistance in plants. In order to expand the application of PeaT1, P43 promoter sequence and nprB signal peptide-encoding 
sequence were cloned from Bacillus subtilis 168 chromosomal DNA. The two sequences and peaT1 gene were spliced by 
overlapping extension. This product was cloned into the Escherichia coli-B. subtilis shuttle vector pHY300-PLK and the 
resultant recombinant expression vector (pHY43N- peaT1) plasmid was transformed into B. subtilis WB800. SDS-PAGE and 
Western blotting analysis showed that protein elicitor PeaT1 was expressed extracellularly in B. subtilis. This recombinant 
bacterial strain enhanced drought tolerance and promoted seedling growth in wheat. 
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诱导植物抗病性已经成为植物病害生物防治的

重要途径之一，蛋白激发子能够激发植物防御信号反

应，通过信号识别和信号转导，调节植物体内一系列

基因的表达，启动植物防卫反应，激活植物的免疫系

统，调节植物生长代谢系统，促进植物生长 [1-2]。

PeaT1 是作者实验室从极细链格孢菌 Alternaria 

tenuissima 中分离到的一种蛋白激发子  (GenBank 

Accession No. EF030819)，相关研究获得一项中国发

明专利[3]，peaT1 基因在大肠杆菌中的表达产物能提

高植物体内相关防卫基因的表达[4-5]，促进作物生长，

诱导作物产生抗逆性，提高作物的产量与品质[6-8]。 

枯草芽胞杆菌对许多植物病原生物具有拮抗作

用[9]，不仅可以在土壤、植物根际体表等外界环境

中广泛存在，而且是植物根、茎部常见的内生细菌。

植物内生枯草芽胞杆菌在小麦、水稻、棉花等农作

物上显示出很好的病害防治效果[10]。由于枯草芽胞

杆菌易于培养、可产生耐热、抗逆芽胞，在生产、

剂型加工及在环境中容易存活、定殖与繁殖，已成

为一类理想的生防细菌[11]。 

通过现代生物技术将外源功能基因导入植物内

生枯草芽胞杆菌中，提高其生物功能、扩大防治对

象，是增强其应用前景的途径之一。目前已有将 Bt 

cry 基因导入植物内生枯草芽胞杆菌，构建杀虫抗病

工程菌的报道[12-13]。作者实验室与合作单位将激活

蛋白 Ap36 导入苏云金芽胞杆菌中，获得的重组菌株

能诱导植物产生抗病性[14]。但在枯草芽胞杆菌中表

达蛋白激发子的研究尚未见报道。 

本研究的目的是将蛋白激发子 peaT1 基因导入

植物内生枯草芽胞杆菌，在信号肽的引导下，使

peaT1 基因能在枯草芽胞杆菌中进行分泌表达，构

建既能在植物体内长期定殖又能促进植物生长、增

加植物抗旱能力的重组菌株，从而为 PeaT1 激发子

在农业生产上的应用提供新的途径。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒 

枯草芽胞杆菌 168，枯草芽胞杆菌 WB800 由华

中农业大学生命科学技术学院赵秀云老师惠赠；大

肠杆菌 Escherichia coli DH5α、质粒 pET28a-peaT1

为本实验室保存；大肠杆菌-枯草芽胞杆菌穿梭载体

pHY300-PLK 由中国农业大学农学与生物技术学院

王琦老师惠赠。 

1.1.2  主要试剂  

各种限制性核酸内切酶、T4 DNA 连接酶、Ex 

Taq DNA 聚合酶、DNA marker 等均购自 TaKaRa 公

司；溶菌酶、DNA 回收试剂盒购自北京天根生化有

限公司；所用抗生素为 AMRESCO 公司产品；蛋白

质预染 Marker 购自 Fermentas 公司；引物合成及测

序由上海英骏生物工程公司完成，其他常规试剂采

用进口分装或国产分析纯。 

1.1.3  培养基 

试验所用培养基为 LB 培养基，根据需要分

别加入 50 mg/L 氨苄青霉素，20 mg/L 卡那霉素、

10 mg/L 四环素，用于重组大肠杆菌和枯草杆菌的

筛选。 

1.2  方法 
1.2.1  枯草芽胞杆菌基因组 DNA 的提取 

采用天根生化科技公司细菌基因组提取试剂盒

提取枯草芽胞杆菌 168 基因组 DNA，方法参考试剂

盒说明书。 

1.2.2  引物设计及 PCR 扩增 

P43 启动子与 nprB 信号肽编码序列的克隆及融

合：以枯草芽胞杆菌 168 基因组 DNA 为模板，利

用引物 P3 和 P4 扩增 P43 启动子序列[15]；利用 P5

和 P6 扩增中性蛋白酶基因 nprB 的信号肽编码序列，

其中 P3、P6 中分别引入 EcoRⅠ和 PstⅠ酶切位点，

在 P5 中将起始密码子 (TTG) 改为 ATG，以两者纯 
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表 1  PCR 扩增所用引物序列 
Table 1  Primer sequences for PCR amplification 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Size (bp) Restriction site 

P1 
P2 

AACTGCAGCAATGGCCAACCCCCGCATTGAAG 
CCCAAGCTTCTATATGCTCAGCGCCATGATGGAG 

624 
Pst Ⅰ 

Hind Ⅲ 
P3 
P4 

CGGAATTCTGATAGGTGGTATGTTTTCGC 
GTGTACATTCCTCTCTTACCTAT 

300 EcoR Ⅰ 

P5 
P6 

AAGAGAGGAATGTACACATGCGCAAC 
AACTGCAGCTGAGGCATGTGT 

86 Pst Ⅰ 

 

化回收后的混合物作为模板，以 P3、P6 为引物，利

用重叠延伸法 (SOE) 扩增[16]，将 P43 启动子和 nprB

信号肽编码序列融合。peaT1 基因序列的扩增：根

据已知的 peaT1 基因序列设计引物 P1、P2，以

pET28a-peaT1 质粒为模板扩增 peaT1 基因，引物中

分别引入 PstⅠ和 HindⅢ酶切位点。将得到的 P43 与

nprB 的融合片段及 peaT1 基因分别用 PstⅠ酶切，

用 T4 DNA 连接酶连接，得到含有 P43 启动子和 nprB

信号肽及 peaT1 基因的连接产物 P43-SP-peaT1。 

1.2.3  重组表达载体的构建 

上述连接产物经回收纯化后，用 EcoRⅠ/HindⅢ

进行双酶切。将回收到的酶切产物与同样双酶切的

大肠杆菌-枯草芽胞杆菌穿梭载体 PHY300-PLK 连

接，转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，筛选阳性克

隆，提取质粒，鉴定分析后测序，获得重组表达载

体 pHY43N- peaT1。 

1.2.4  枯草芽胞杆菌感受态细胞的制备及转化 

将过夜培养的 B. subtilis，接入培养基 (LB+山

梨醇) 中，37 ℃、200 r/min 条件下培养至 OD600= 

0.85~0.95，冰上冷却 10 min，4 ℃、5 000 r/min 离

心 5 min 收集菌体，用等体积预冷的电击缓冲液  

(0.5 mol/L 山梨醇，0.5 mol/L 甘露醇，10％葡萄糖) 

重悬菌体，离心除去上清，如此漂洗 4 次，最后用

1 mL 电击缓冲液重悬菌体，获得感受态细胞。向

60 μL 的 感 受 态 细 胞 中 加 入 重 组 表 达 载 体

pHY43N-peaT1 8 μL (约 50 ng)，冰上孵育 2 min，转

入预冷的电转杯中，2.0 kV，2 mm，电击 1 次，立

即加入 1 mL LB 培养基  (含 0.5 mol/L 山梨醇和

0.38 mol/L 甘露醇)，37 ℃、200 r/min 复苏 3 h 后，

涂布于含四环素的 LB 平板，37 ℃过夜培养，观察

菌落形态并筛选阳性克隆。 

1.2.5  PeaT1 在 B. subtilis WB800 中的分泌表达及

检测  

将重组菌株和对照菌株 (含空载体质粒) 分别

接种于含有四环素的 LB 液体培养基中，同时，以

不加抗生素培养基培养 B. subtilis WB800 菌株。

37 ℃、200 r/min 条件下培养，分别在 24、36、48、

60、72 h 吸取培养液。将上述不同时间取样的培养

液进行 SDS-PAGE 电泳，检测蛋白表达情况，观察

显色结果。 

1.2.6  Western blotting 分析  

表达蛋白经 SDS-PAGE 电泳后，通过 BIO-RAD

蛋白电转移系统，转移至 PVDF 膜上，以 PeaT1 抗

体为一抗，辣根过氧化酶标记的羊抗兔抗体为二抗，

进行 Western blotting 分析。 

1.2.7  重组菌株的生长曲线测定 

分 别 挑 取 B. subtilisWB800 和 重 组 菌 株

WB800-PeaT1 的单菌落接种到 LB 培养基中 (后者

加入四环素)，过夜培养，各取 5 mL 菌液离心收集

菌体，用新鲜的 LB 培养基洗涤菌体 3 次，重悬菌

体，测定菌株的 OD600 值，然后按 1％ (V/V) 的接

种量分别接种于无抗生素的 LB 培养基中，在

37 ℃、200 r/min 条件下培养，设 3 个平行培养，每

隔一定时间测定 OD600。以光密度转化值 lg(1 000× 

OD600) 为纵坐标，培养时间为横坐标绘制菌株的生

长曲线。 
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1.2.8  重组菌株稳定性测定 

将过夜活化的菌株，以 1％的接种量转接于无

抗生素 LB 培养基中，37 ℃培养，再以 1％接种量

转接于无抗生素的 LB 培养基中培养，如此重复培

养至 60 h，每次稀释后吸取少量培养液涂布无抗生

素的 LB 平板上，37 ℃培养至长出单菌落，随机挑

取 100 个单菌落分别点种于含有抗生素和不含抗生

素的 LB 平板上，37 ℃培养，观察其质粒的丢失情

况。同时，分别挑取培养 36 h 和 60 h 的克隆子，培

养并提取质粒，进行限制性内切酶分析，以检测质

粒的存在及其结构稳定性。 

1.2.9  重组菌株对小麦幼苗生长及抗旱性的测定 

取健康饱满的小麦种子表面消毒后，用无菌水

洗涤 5 次。在准备好的对照菌和重组菌培养液中浸

泡 3 h，移栽于装有无菌土的苗钵中，以不接菌的植

株作为对照，每处理 10 株，重复 3 次。10 d 后，测

量小麦株高。同时停止补水进行干旱胁迫，待对照

70％叶片萎蔫、卷曲后复水，再次干旱胁迫后，再

复水，1 d 后调查植株叶片抗衰度和幼苗存活率，计

算幼苗抗旱综合系数[17]。 

2  结果与分析 

2.1  重组表达载体的构建  
以 P3/P4、P5/P6 为引物，从枯草芽胞杆菌总

DNA 中扩增 P43 启动子和 nprB 基因，分别得到了约

100 bp 信号肽和 300 bp 启动子片段 (图 1A)，以两

者混合物为模板，利用重叠延伸法扩增到约 400 bp

左右的融合片段 (图 1B)，分别将融合片段和 PCR

扩增得到的 peaT1 基因 (约 624 bp) 用 PstⅠ进行酶

切后，用 T4 DNA 连接酶进行连接，得到约 1 000 bp

的含有启动子和信号肽的连接片段 P43-SP-peaT1 

(图 1B)，测序结果与已知序列一致。将连接产物克

隆 到 大 肠 杆 菌 - 枯 草 芽 胞 杆 菌 穿 梭 表 达 载 体

pHY300-PLK 上，构建了重组表达载体 pHY43N- 

peaT1。 

2.2  重组表达载体和重组菌株的鉴定 
将构建好的重组表达载体转化大肠杆菌 DH5α

感受态细胞，挑取阳性克隆子进行培养，提取质粒

进行酶切鉴定 (图 2)，从图 2 可以看出，经 PstⅠ

/HindⅢ双酶切后可得到 624 bp 左右的目的片段，与

peaT1 大小相符，测序结果与已知 peaT1 基因序列 

          

图 1  PCR 扩增产物的电泳分析 
Fig. 1  Gel electrophoresis analysis of PCR amplification product. (A) M: DNA marker; 1: PCR product of P43 promoter; 2: PCR 
product of nprB signal peptide encoding sequence. (B) M: DNA marker; 1: PCR product of recombinant P43-SP-peaT1; 2: overlap 
extension product of P43 promoter and nprB signal peptide encoding sequence. 
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图 2  重组表达载体 pHY43N-peaT1 的酶切鉴定 
Fig. 2  Identification of recombinant expression vector 
pHY43N-peaT1 by enzyme digestion. M: DL15 000 marker; 1: 
pHY43N- peaT1 digested with Pst and Ⅰ Hind ; 2−3: Ⅲ

pHY43N-peaT1 digested with Pst orⅠ  Hind ; 4: PCR product Ⅲ

of peaT1; 5: DL2 000 marker. 
 

一致，说明所构建的含有 peaT1 的重组表达载体正确。 

将 获 得 的 重 组 表 达 载 体 电 击 转 化 B. 

subtilisWB800 感受态细胞，然后涂布于添加四环素

的 LB 平板上，挑取阳性转化子，用 P3/P2 引物进行

菌落 PCR，鉴定阳性克隆 (图 3)，表明 peaT1 基因

已成功转化到枯草芽胞杆菌 WB800 中。 

2.3  分泌表达蛋白 PeaT1 的 SDS-PAGE 和

Western blotting 分析 
取不同培养时间的重组菌上清液和对照菌上清

液进行 SDS-PAGE 分析。重组菌上清在 35 kDa 处出

现一条明显的条带，与预期的 PeaT1 分子量大小相 

 

图 3  B. subtilis WB800 克隆子 peaT1 片段 PCR 扩增产

物的琼脂糖凝胶电泳 
Fig. 3  Agarose gel electrophoresis of PCR amplified products 
of P43-SP-peaT1 from B. subtilis WB800 clones. M: DNA 
marker; 1−5: PCR product of WB800-peaT1 clones; 6: negative 
control; 7: PCR product of P43-SP-peaT1. 
 
符，而含空载体 B. subtilis WB800 和 B. subtilis 

WB800 在 35 kDa 处无条带 (图 4A)。说明在 P43 启

动子的带动和 NprB信号肽的引导下 peaT1基因表达

蛋白成功分泌到培养基中。 

为进一步验证 peaT1 基因在枯草芽胞杆菌

WB800 菌株中的分泌表达，对重组表达蛋白进行

Western blotting 检测  (图 4B)，重组菌上清液在

35 kDa 处出现特异性条带，而对照中并未出现相应

的条带，表明在枯草芽胞杆菌中表达的目的蛋白能

被兔抗 PeaT1 抗体所识别，表达产物具有 PeaT1 蛋

白抗原性。由此证明蛋白激发子 PeaT1 在枯草芽胞

杆菌中进行了正确的分泌表达。 

        

图 4  WB800-PeaT1 上清液中 PeaT1 的 SDS-PAGE (A) 和 Western blotting 分析 (B) 
Fig. 4  SDS-PAGE (A) and Westernblotting analysis (B) of PeaT1 in WB800-peaT1 supernatant. (A) M: protein marker; 1−5: 
WB800-PeaT1 culture supernatant harvested at 24, 36, 48, 60, 72 h, respectively; 6: WB800 ((pHY300-PLK) culture supernatant; 7: 
WB800 culture supernatant. (B) M: protein marker; 1: WB800-PeaT1 culture supernatant; 2: WB800 culture supernatant.  
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2.4  重组菌株 WB800-PeaT1 生长曲线及其稳

定性  
B．subtilis WB800 和 WB800-PeaT1 在 LB 培养

液中的生长动力学曲线如图 5 所示。从生长曲线上

可以看出，两菌株生长曲线的变化趋势大致相同，

B. subtilis WB800 在接种后 1.5 h 进入对数生长期，

5 h 对数生长期结束，而 B. subtilis WB800-PeaT1 2 h

时进入对数生长期，比对照菌滞后了 0.5 h，对数生

长期结束于 6 h，比对照菌滞后了 1 h，之后两菌株

的生长速度基本保持一致。根据生长曲线，计算出

B. subtilis WB800 和 B. subtilis WB800-PeaT1 在 LB

培养液中生长的代时分别为 30 min 和 35 min，说

明外源基因的导入对菌体的生理代谢未造成太大

的影响。 

重组菌株遗传稳定性实验结果表明，重组菌株

在连续稀释培养 60 h 后的遗传稳定性为 94％ (图 6) 

说明重组质粒在 B. subtilis WB800 中可以稳定遗传。

分别提取培养 36 h 和 60 h 时菌株的质粒进行检测，

未发现有重排或丢失现象。 

 
图 5  B. subtilis WB800 和 WB800-peaT1 菌株的生长曲线 
Fig. 5  Growth curve of B. subtilis WB800 and WB800-PeaT1 
strain. 

 

 

图 6  重组菌株稳定性分析 
Fig. 6  Stability of recombinant strains WB800-PeaT1. 
 

2.5  重组菌株对小麦生长和小麦抗旱的促进作用 
用重组菌 WB800-PeaT1 和 WB800 处理的小麦，

生长 10 d 后株高明显高于对照 (表 2)。WB800 比对

照提高 10.76％，WB800-PeaT1 比对照提高 26.25％，

表明工程菌 WB800-PeaT1 比枯草芽胞杆菌 WB800

对小麦幼苗的促生长效果更加明显，说明导入 peaT1

后提高了枯草芽胞杆菌 WB800 促生长的功能。 

小麦植株干旱胁迫后，清水和对照菌两组小麦

植株均出现萎蔫、叶片干枯现象，而重组菌株处理

的小麦大部分仍然保持直立状态。复水处理 1 d 后，

两组对照大部分植株死亡，重组菌株处理的小麦植

株存活率达 80.87％ (表 3)，而且幼苗抗旱综合指数

明显高于对照，说明重组菌株增强了小麦的抗旱性。 
 
表 2  重组菌株对小麦的促生长作用 
Table 2  Effect of recombinant entophytic bacteria on 
promoting wheat growth  

Treatment Plant height (cm) 

Control 19.24±0.48 (C) 

WB800 21.31±0.57 (B) 

WB800-PeaT1 24.29±0.64 (A) 

The different letters after the data in the same column show the 
significant difference at P<0.01.  

 
表 3  重组菌株对小麦抗旱性的影响 
Table 3  The effect of recombinant entophytic Bacteria on wheat drought tolerance 

Treatment Degree of leaves decline  
resistance 

Survival rate of seedling  
(%) 

Comprehensive drought- 
resistance coefficient 

Control 19.67±8.81 (B) 52.79±9.35 (B) 36.23±8.90 (B) 

WB800 27.00±1.76 (B) 59.83±1.43 (B) 43.42±3.47 (B) 

WB800-PeaT1 47.00±2.08 (A) 80.87±0.58 (A) 63.94±1.25 (A) 

The different letters after the data in the same column show the significant difference at P<0.01. 
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3  讨论 

枯草芽胞杆菌虽然具有较强的分泌蛋白能

力，但是外源蛋白产率往往受到多种因素影响，

其中蛋白酶降解是导致外源蛋白低产率的主要因

素之一，因此，在野生型枯草芽胞杆菌内表达外

源蛋白相当困难。为了提高外源基因的表达量，

研究者相继构建了一系列缺失蛋白酶基因的突变

体菌株 [18]。本研究采用了缺失 8 种蛋白酶基因的

枯草芽胞杆菌 WB800 作为实验菌株，更有利于目

的基因的分泌表达。本研究构建的重组菌培养

24~72 h，培养基中 PeaT1 蛋白未出现明显降解，

含量保持相对稳定。  

实现外源基因在枯草芽胞杆菌中的表达，选择

合适的信号肽和启动子非常重要。在构建载体时，

我们选择了来自蜡样芽胞杆菌的 α-淀粉酶的信号肽

和枯草芽胞杆菌自身的 NprB 信号肽[19]，预备试验

结果表明只有 NprB 信号肽能引导 PeaT1 分泌到培

养基中，说明选择宿主本身的信号肽更有利于外源

基因的分泌表达。这可能是因为宿主本身的信号肽

在引导外源蛋白分泌到胞外的过程中能够被宿主体

内一系列与分泌相关的元件所识别[20]，最终被信号

肽酶切除，而外源的信号肽则不能被识别无法引导

外源蛋白的分泌。 

在枯草芽胞杆菌表达系统中应用频率最高的启

动子有蔗糖诱导的 sacB 基因的启动子 PsacB
[21]、组成

型表达的淀粉酶基因启动子 PamyE
[22]和 P43 启动子[15]

等。Ye 等研究发现，在应用最多的这几个启动子中，

P43 启动子的启动强度最大[22]。本研究选用了强启动

子 P43 和分泌效率较高的 NprB 信号肽作为表达元

件，构建了大肠杆菌 -芽胞杆菌穿梭表达载体

pHY43N-peaT1，使 peaT1 基因在 NprB 信号肽的引

导下在枯草芽胞杆菌 WB800 中成功的分泌表达。 

构建多功能生防工程菌是目前生防微生物的

重要研究内容之一，本研究首次尝试在枯草芽胞杆

菌中分泌表达蛋白激发子 PeaT1，所构建的重组菌

株具有促进植物生长和提高植物抗旱性的双重功

能，增强了菌株的生防功能，更有利于菌株在生产

中的应用，同时该研究为今后构建生防效果更明

显、更持久的多功能生防工程菌株提供了可行性的

研究方法。 

微生物在自然环境中不仅要与周围的微生物菌

群产生生存竞争而且会受各种环境变化的影响，包

括温度、湿度、氧气和营养条件等。其生长繁殖速

度远远低于实验室理想条件，据报道枯草芽胞杆菌

在土壤中的代时平均为 50～100 h，而实验室条件下

代时平均 20~30 min[23]。由此可以推断，本研究所得

到的重组菌株其遗传稳定性 (60 h)，能够持续作用

一个生长季节。本研究是在温室条件进行的生物测

定，在田间复杂环境下，重组菌株和周围微生物菌

群的相互作用以及对生防效果的影响还有待进一步

研究。 
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