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摘 要：依照蜡状芽孢杆菌 !"#$基因的保守序列设计引物，从苏云金芽孢杆菌中扩增出 6!%)E的 FGH片段。以此
为探针，从苏云金芽孢杆菌部分基因组酶切文库中成功地克隆到了一个 !I2J)的 FGH片段。序列分析表明，该片
段包含一个完整的开放阅读框，其预测的编码产物与枯草芽孢杆菌 K(*L蛋白具有很高的同源性，将该基因命名为
!"#$。M37N0M分析表明，!"#$基因仅在芽孢形成的过程中表达。通过同源重组的策略构建了 !"#$ 基因的阻断突
变株。研究表明，!"#$基因的破坏影响苏云金芽孢杆菌芽孢萌发的速率和比例。
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在特定的营养压力条件下，芽孢杆菌属

（%&’())*+）的细菌会经历形态分化并形成芽孢
（>ED*(），这个过程称为芽孢形成（>ED*+4,P;D?）［#］。芽
孢通常是没有代谢活性的休眠体，对热、辐射、干燥、

极端的 EQ 以及有毒化学物质等都具有极强的抗
性，在不利的环境条件下能存活几年、几十年甚至更

长的时间［$］。当环境条件对生长有利时，芽孢能经

历萌发（<(*:;?,P;D?）和生长（D+P<*DRPC），最终转变为
具有代谢活性的营养体细胞［/］。以枯草芽孢杆菌为

模式菌，对芽孢的形成过程已经进行了大量的研究，

有了比较详尽的了解［! & 6］。芽孢的形成过程涉及 /
种细胞类型：前分裂细胞（E*(S;T;>;D?,4 A(44）、母细胞
（:DPC(* A(44）和前芽孢（UD*(>ED*(）；还有 6个关键蛋白
VED%H，!Q，!’，!9，!K 和!W，它们组成不同的调控网

络，调节 2%! 个不同基因的表达。其中 /5/ 个在母
细胞中表达，#$. 个在前芽孢中表达。在 6 个调节
子中，最大的!9 调控网络由 $2/ 个基因组成（包括
!"#$）。在这些基因中，也包含与芽孢萌发相关的
基因，它们表达的蛋白在芽孢形成时被装配到芽孢

中。尽管通过基因芯片技术已经能很方便地发现大

量相关的基因，但它们在芽孢形成或萌发中的具体

作用仍需要进一步的研究。

苏云金芽孢杆菌，蜡状芽孢杆菌和炭疽芽孢杆

菌同属于蜡状芽孢杆菌群，亲缘关系极近且都是致

病菌［"］。其中，苏云金芽孢杆菌在芽孢形成过程中

产生的伴孢晶体能杀死一些昆虫的幼虫，因而作为

天然的生物杀虫剂得到广泛的应用［5］。在土壤中，

苏云金芽孢杆菌芽孢的萌发和生长受到营养的控

制，在大部分的土壤和水环境中，它都不能繁

殖［. & ##］。经研究发现，苏云金芽孢杆菌芽孢最外层

的孢外壁和伴孢晶体的形成具有一定的联系［#$］，而

且它对炭疽芽孢杆菌的萌发也是必需的［#/］。通过

对苏云金芽孢杆菌芽孢萌发相关基因的研究，将有

助于进一步阐明芽孢萌发的机制，为间接了解这些

致病菌及筛选一些合适的抗性药物提供理论依据；

同时，也可以为改造苏云金芽孢杆菌提供一些有益

的启示。

在枯草芽孢杆菌中，曾利用转座子插入突变克

隆到一个 6/%)E 的与芽孢形成和萌发相关的基因
!"#$，破坏该基因可导致多种效性，其中芽孢的形
成和萌发都受到了一定影响［#!，#2］。然而基因组测序

完成后发现，!"#$ 全长 ##%#)E，在芽孢细菌中比较
保守。为了进一步阐明 !"#$ 基因的结构和功能，
我们通过构建部分基因组酶切文库，从苏云金芽孢

杆菌中克隆到一个约 !I2J)的片段，序列分析表明
它包含完整的 !"#$ 基因。通过同源重组对 !"#$ 基
因进行了破坏，实验结果显示 !"#$ 基因破坏株芽
孢的萌发速率低于野生株。



! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株、质粒和培养基：苏云金芽孢杆菌库斯
塔克亚种（!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’ !"#!$% .&’(".$ &’&()）
购自中国普通微生物菌种保藏管理中心（*+,**），
通常于 -./ 在 0"12345617382（05）培养基中培养。
**9培养基用于苏云金芽孢杆菌芽孢的培养和收
集［&:］。在基因克隆实验中，/’#)-*$#)$" #0%$ ;<)!于
-(/在 05培养基中培养，需要时加入不同的抗生
素。质粒 $5="6!>12$7 ?@A（@71373B686 *C1$%）用于基因
克隆实验。$?@D( 和 $<E-&.& 都是 / % #0%$4!"#$%%&’
穿梭载体，其中 $?@D(有芽孢杆菌温度敏感型的复
制子，在非允许的温度下不能复制，$<E-&.& 质粒
中含有红霉素抗性基因，本文用于基因破坏实

验［&(，&F］。

!"!"# 抗生素、酶及试剂：筛选大肠杆菌时，氨苄青
霉素和红霉素的使用终浓度分别为 &.."BGH0 和
)."BGH0。筛选苏云金芽孢杆菌时，红霉素和氯霉素
的终浓度分别为 I."BGH0和 )"BGH0。实验中用到的
各种限制性内切酶，EJ ;KL 连接酶，EJ ;KL 聚合
酶，1"2 ;KL聚合酶和 MN" ;KL聚合酶及 OE4M*O试
剂盒（HOKL @6=6>72P6 M*O D61% &’& ?27）购自 E3?3O3
公司。OKL 提取实验中的 EOQRC= 163B687 购自
Q8P271CB68公司。探针标记试剂盒 ;Q+ =3#6=28B 38S
S676>72C8 T27! 购自 5C6U128B61 ,388U62H。
!"!"$ 引物合成及序列测定：本研究中的引物在三
博远志生物公司合成；序列测定由上海生工生物工

程技术服务有限公司完成。

!"# %&’操作和转化
大肠杆菌质粒提取及转化，;KL 片段纯化，

@C"7U618杂交和菌落杂交参考文献［&V］。苏云金芽
孢杆菌总 ;KL提取和电击转化参考文献［I.］。序
列比对和搜索使用美国国立生物技术信息中心

（K*5Q）的基本工具 M@Q450L@E及 50L@EW，开放阅读
框（XOY）的分析使用 ;KL@Q@ I’. 软件（<273>U2
@CN7Z316）。通过在 K*5Q上进行 ,-*3 同源基因的比
对和分析，利用保守序列设计引物 M&：)[4*++*L+
E*LEE+LEEE*E*L4-[ 和 MI：)[4E*E++L*+LE*EL*
L++EEE4-[，以苏云金芽孢杆菌总 ;KL为模板扩增
出 ,-*3 基因的一个片段，并将它插入质粒
$5="6!>12$7 ?@A得到 $E+,&。以这个片段为探针，通
过构建部分基因组酶切文库克隆到一个约 J’)T#的
片段，将其插入质粒 $5="6!>12$7 ?@A获得 $E+,I。

!"$ !"#$ 基因阻断突变株的构建
为了构建 ,-*3 基因阻断突变株，以 4$+S#酶

切 $E+,I 获 得 约 &’(T# 的 下 臂 并 将 它 插 入
$5="6!>12$7 ?@A 4$+S#位点获得 $E+,-。以质粒
$<E-&.&为模板，利用引物 M-：)[4E+E++L+EE***
*EEL+LL+*LLL*E4-[ 和 MJ： )[4LEL++LE**LLE
LL+++*+L*L*+4-[扩增出约 &’IT# 的红霉素抗性
基因［&F］，并将它插入 $E+,- 的 /#0OD 位点得到
$E+,J。以 56"$和 7)0$对质粒 $E+,J进行双酶
切，得到约 I’VT#的含有红霉素抗性基因与 ,-*3 基
因下臂的片段；同时以 4$+S#切 $E+,I 得到约
)’:T#的含有 $5="6!>12$7 ?@A以及 ,-*3 基因上臂的
片段，然后利用 EJ ;KL聚合酶同时将上述两个片
段补平并连接，挑选 ,-*3 基因上臂与红霉素抗性
基因相连的连接产物，即质粒 $E+,)（$5="6!>12$7
?@A! ,-*3!\HO）。最后以 89+$和 !"6<$对
$E+,)进行双酶切，获得约 )’FT#的片段并将它插
入 $?@D(相应的位点得到破坏质粒 $E+,:（$?@D(
!,-*3!\HO）。利用电击转化将 $E+,:导入苏云
金芽孢杆菌，以添加红霉素的 05板进行筛选，并通
过质粒提取和酶切进一步验证转化子。此后，将液

体培养的正确的转化子稀释合适倍数后涂添加红霉

素的 05板，JI/过夜培养后，将菌落同时转接到添
加红霉素的 05板和添加氯霉素的 05板，-./培养
过夜并挑选红霉素抗性和氯霉素敏感（\H1 *H!）的

菌株。因为质粒 $?@D(在 JI/时不能复制，故具有
\H1 *H! 表型的菌株应该是发生同源双交换，且

,-*3 基因得到破坏的菌株。进一步提取总 ;KL进
行 M*O验证。
!"( 萌发检测
苏云金芽孢杆菌芽孢的培养和收集方法参考文

献［I&］。芽孢萌发的方法参考文献［II］。芽孢于
(./热击 -.H28 后，重悬于 V.."0 萌发缓冲液中
（&.HHC=G0 E12!4*=，&.HHC=G0 K3*=，$<(’.），然后加
入 &.."0 &HC=G0的 04丙氨酸或 ).HHC=G0 的次黄嘌
呤核苷（终浓度分别为 &..HHC=G0和 )HHC=G0）进行
萌发实验。通过跟踪 :;:..值的下降检测萌发，同时

利用相差显微镜观察芽孢萌发时折光性的变化。萌

发的数据均经过多次重复并取平均值。

!") *&’提取和转录分析
接种苏云金芽孢杆菌于 05培养基生长 -U以及

**9培养基生长不同时间，分别收集菌体并进行总
OKL的提取。OKL 的提取方法参照 EOQRC= 163B687
使用说明。以 ,-*3 基因内部序列设计引物 M)：)[4

F& 9LK W23C4U"3 -( "% % G<#(" 3$#*0=$0%0,$#" 5$+$#"（I..(）J(（&）



!""!""!!"!#"$#"!"!$!%&’和 ()：*’%""$$"!"$$
!!"""##!"#"%&’进行 +"%(#+。同时，根据已经全
基因组测序完成的 !"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’ ’-*./"*
0.+0&0$"+ ’(* , -.% /.，在 0)1 234$内部设计引物 (.：
*’%!!"$$##"!###$"$$!$#%&’ 和 (5： *’%
$""###"$#"!#"!##"#%&’，并进行 +"%(#+ 作为阳
性对照。本研究克隆的 ,-*1 基因的核酸序列已经
提 交 到 !67897: 数 据 库，$;;6<<=>7 7?@A62 为
3B*&.&50。

图 ! 苏云金芽孢杆菌染色体上 !"#$ 基因的位置及
!"#$基因阻断突变株的构建
C=D,0 "E6 >2D97=F9G=>7 >H GE6 ,-*1 D676 =7 ! , ()&*$+,$-+’$’ , "E6

922>I <E>I< ,-*1 97J =G< >2=67G9G=>7, 329I=7D =< G> <;9K6, "E6 ,-*1 D676

I9< =7G622?LG6J AM 97 62MGE2>@M;=7%26<=<G97G ;9<<6GG6（ 234）=7 ,-*1

J=<2?LG=>7 @?G97G ;E2>@><>@6 34$,

" 结果

"#! !"#$ 基因的克隆和结构分析
苏云金芽孢杆菌、炭疽芽孢杆菌和蜡状芽孢杆

菌同属于蜡状芽孢杆菌组，三者亲缘关系很近［.］。

分析已经完成的芽孢杆菌全基因组序列，发现 ,-*1
同源基因相当保守。依照蜡状芽孢杆菌 ,-*1 基因
的保守序列设计引物，通过 (#+扩增出一个 )NOAL
的 34$片段。以地高辛标记该片段作为探针，与经
不同限制性酶切的苏云金芽孢杆菌总 34$进行杂
交。1>?GE627 杂交结果显示，2#.+!酶切的总 34$
在 NP*:A 处得到唯一的一条阳性信号带。因为
,-*1 同源基因约 0:A，故 NP*:A 的阳性信号适合用
于构建部分基因组酶切文库。回收此 NP*:A的混合
片段并插入 L8K?6<;2=LG Q1R 的 2#.+!位点，将重组
质粒转化 2 , #.%$ 3S*"构建部分基因组酶切文库。
通过菌落杂交，成功地克隆到了包含 ,-*1 基因的
34$片段。
对该 NP*:A 的 34$ 片段进行了序列测定。序

列分析表明该片段内部含有一个 0O*OAL的开放阅
读框，推测编码 &N-个氨基酸的蛋白。经 4#8T蛋白
序列比对分析，该产物与蜡状芽孢杆菌和炭疽芽孢

杆菌 !62U同源蛋白的一致性高达 -OV以上，与枯
草芽孢杆菌同源蛋白的一致性为 *0V。将该基因
命名为 ,-*1。,-*1 基因距离它的上下游开放阅读
框分别为 05/AL和 0&/AL（图 0）。推测它的上下游
基因分别编码谷氨酸消旋酶（U?2T）和核糖核酸酶
(S（+LE）。
"#" !"#$ 基因在苏云金芽孢杆菌中的表达分析
因为芽孢在形成过程中折光性会改变，可通过

相差显微镜进行观察。接种苏云金芽孢杆菌于 ##W
生孢培养基，&OX培养，可以观察到 5E时营养细胞
中间折光性开始有变化，0/E 时大部分细胞内可以
看到暗的芽孢，0NE时大部分细胞内的芽孢因为折
光性增强而显得明亮（数据未显示）。为了分析

,-*1 基因的表达情况，我们将苏云金芽孢杆菌野生
株分别接种到 Y8 培养基和 ##W 产孢培养基中于
&OX进行培养，Y8培养基中生长 &E，##W培养基中
生长 5E，0OE，0/E 和 0NE 后分别提取总 +4$。使用
引物 (* 和 () 进行 +"%(#+，结果仅在 0OE，0/E 和
0NE时扩增出 50.AL的目的带（图 /），其中 0OE时扩
增出的带较弱。同时，以 0)1 234$内部引物 (. 和
(5进行 +"%(#+作为阳性对照，结果在所有时间点
均扩增出清晰的条带。以上结果表明，,-*1 基因仅
在芽孢形成的过程中表达。

图 " 苏云金芽孢杆菌 !"#$基因表达的 $%&’($电泳图
C=D,/ +"%(#+ 979KM<=< >H ,-*1 6ZL26<<=>7 =7 ! , ()&*$+,$-+’$’ , "E6

+"%(#+ L2>J?;G< >H ,-*1 @+4$（$）97J 0)1 234$（8）I=GE GE6

<L6;=H=; L2=@62< 926 <E>I7 =7 50.AL 97J /N-AL <=D79K 26<L6;G=[6KM, Y976<

0 \ * <E>I +4$ 6ZG29;G6J H2>@ ;6KK< D2>I7 =7 Y8 @6J=?@ H>2 &E 97J =7

##W @6J=?@ H>2 5E，0OE，0/E 97J 0NE，26<L6;G=[6KM,

"#) !"#$ 基因的插入破坏对芽孢萌发的影响
为了研究 ,-*1 基因的功能，利用相差显微镜，

我们对苏云金芽孢杆菌野生株和 ,-*1 基因阻断突
变株的生长和产孢过程进行观察，结果表明：,-*1
基因的破坏对苏云金芽孢杆菌的生长及芽孢的形成

没有显著的影响。为了研究芽孢的萌发，我们同时

检测了芽孢萌发时 56)OO值的下降和折光性的变化。

-0严晓华等：苏云金芽孢杆菌芽孢萌发相关基因 ,-*1的克隆及功能研究 , ]微生物学报（/OO.）N.（0）



!"#时，控制初始芽孢浓度（!"$%%约为 &’%），分别以

&%%(()*+, ,-丙氨酸和 .(()*+,次黄嘌呤核苷诱导
芽孢萌发。结果显示（图 !），经过 &/ 萌发，野生型
芽孢 !"$%%分别下降 $%0和 1%0左右，而 #$%& 基因
阻断突变株芽孢的!"$%%分别仅下降 2%0和 &%0左
右。这说明，#$%& 基因被破坏以后，芽孢虽然能萌
发，但萌发速率降低。而且，利用相差显微镜观察也

发现，萌发的比例降低。

图 ! "##$$%&’( ()丙氨酸和 *$$%&’(次黄嘌呤核苷分
别诱导野生型及 !"#$破坏株芽孢萌发
3456 ! &%%(()*+, ,-7*78489（!，"）78: .(()*+, 48);489（#，$）

<=4559=9: 59=(487<4)8 )> ?4*:-<@A9（B*);9: ;@(C)*）78: #$%& :4;=DA<4)8

(D<78<（)A98 ;@(C)*）;A)=9;6

! 讨论
芽孢的形成和萌发是一个受基因控制的复杂过

程，是目前原核生物形态分化研究的热点之一。由

于芽孢杆菌易于操作，细胞生长快且同步，群体中存

在突变体，使其成为原核生物形态分化研究的最佳

模式之一。经过多年的研究，尤其是近年来基因芯

片技术的成熟和应用，已经发现有 .%2 个基因参与
了芽孢的形成和萌发［$］，对其机制有了初步的了解。

但其中很多基因的具体功能和分子作用机制均不是

很清楚。

通过构建部分基因组酶切文库的方法，我们成

功地从苏云金芽孢杆菌中克隆到了一个 2’.EC 的
FGH片段，它包含完整的 #$%& 基因。通过 GIJK的
搜索分析表明，#$%& 基因仅存在于产芽孢的细菌
中，是一个保守的基因。LM-NIL 实验结果显示，
#$%& 基因仅在芽孢形成过程中表达；同时，它的破
坏影响芽孢萌发的速率和比例，但对芽孢形成的影

响不大。以上结果表明：#$%& 基因与芽孢萌发是相
关的。

通过对枯草芽孢杆菌和苏云金芽孢杆菌中

#$%& 基因的研究，对其功能已经有了初步的了解。
但利用转座子对枯草芽孢杆菌中的 #$%& 基因进行
插入破坏后，发现它除了影响芽孢的萌发外，对芽孢

的形成也有一定影响。出现这两种实验结果的差

异，一种可能是芽孢杆菌种间的差异；另外，我们也

不排除转座子插入后产生其它效应的可能性。关于

#$%& 基因对芽孢的作用方式和分子作用机制，还有
待于更深入的研究。
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