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摘要:【目的】比较苏云金芽胞杆菌与枯草芽胞杆菌在碱性培养条件下生长情况，明确 clpP 基因在碱刺激条
件下的作用。【方法】采用同源重组技术敲除苏云金芽胞杆菌 HD73 菌株 clpP 基因，通过在不同 pH 下生长
曲线的测定明确了 clpP 基因缺失突变体对碱性环境的敏感性，测定 clpP 基因的缺失对芽胞形成率、芽胞萌
发效率和盐胁迫的影响。【结果】苏云金芽胞杆菌在碱刺激后，当培养基 pH 值为 8. 9 － 9. 1 时可以恢复生
长，而枯草芽胞杆菌在 pH 值为 8. 2 － 8. 4 时可以恢复生长，说明苏云金芽胞杆菌对碱性环境适应能力更强，
这有助于作为病原菌的 Bt 适应昆虫中肠的碱性环境。clpP 基因缺失对芽胞形成率和萌发效率没有明显的
影响。在将培养基中 NaOH 终浓度调节至 30 mmol /L NaOH 时，clpP 基因缺失突变体的生长较出发菌株慢。
说明 ClpP 在苏云金芽胞杆菌对碱性环境的适应过程中具有重要作用。
关键词:苏云金芽胞杆菌，clpP 基因，碱刺激
中图分类号:Q933 文献标识码:A 文章编号:0001-6209 (2013)06-0615-08

苏云金芽胞杆菌 ( Bacillus thuringiensis，简称
Bt)属于蜡样芽胞杆菌族，是一种广泛存在于土壤中
的革兰氏阳性细菌，其可以在芽胞形成的同时产生
对多种昆虫具有特异毒性的杀虫晶体蛋白 (Cry 或
Cyt)，杀虫晶体蛋白多为酸性蛋白，在昆虫中肠碱性
环境中易于溶解，并由中肠蛋白酶消化成活性毒素
才能够发挥杀虫作用［1］。但 Bt 的营养体在被昆虫
食入后遇到中肠的碱性环境能否生存尚不清楚。同
属蜡样芽胞杆菌族的蜡样芽胞杆菌(Bacillus cereus，
简称 Bc)营养体单独不具有杀虫活性，但研究发现
Bc 营养体和非致死量的 Cry 蛋白混合能够产生致
死效应［2］，说明蜡样芽胞杆菌的营养体在昆虫中肠
的碱性环境中能够生存并与 Cry 蛋白共同发挥杀虫

作用，但是蜡样芽胞杆菌族菌株如何适应碱性环境
和在其中生存仍不清楚。

在枯草芽胞杆菌(Bacillus subtilis，简称 Bs)中比
较系统地研究了菌株对碱性环境的应答。碱刺激枯
草芽胞杆菌后，涉及大量基因表达变化，其中有 83
个基因表达量被诱导了超过 4 倍以上，有至少 60 个
基因表达量下降，说明枯草芽胞杆菌对于碱刺激具
有十分复杂的的应答机制［3］。在被诱导表达的基
因中很多受 SigW 控制，但是 sigW 基因的缺失并没
有改变菌株对碱性环境的敏感性［4］，而参与 SigW
激活的 clpP 基因的缺失使得菌体对碱性刺激敏感
性增加［5］。此外，枯草芽胞杆菌中的 clpP 基因参与
到多种与压力刺激相关的途径中，如 DNA 损伤、热
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刺激、感受态细胞的激活和芽胞相关信号等［6］。
ClpP( Caseinolytic protease ) 是一类蛋白水解

酶［7］，最早发现于大肠杆菌中［8］。广泛存在于原核
生物和真核生物中，高度保守的依赖于 ATP 的 ClpP
蛋白酶由 Clp ATP 酶亚单位和 ClpP 肽酶亚单位组
成，起水解作用的区域是位于活性中心的 ClpP 肽
酶，是由 2 个堆积在一起的丝氨酸肽酶七聚体组成，
并将活性区域隐藏在内部的相对独立的区域;ClpP
肽酶和一个或两个 Clp ATP 酶六聚体结合获得蛋白
水解的活性，Clp ATP 酶的作用是通过识别、解折叠
或易位将底物转移至具有蛋白酶活性的区域内，以
发挥水解酶活性。编码 ClpP 肽酶的 clpP 基因突变
会引起许多表型上的变化，包括提高对压力的敏感
性、引起细胞形态混乱、停止分裂、细菌毒力减弱
等［6］，clpP 基因在许多细菌中还能影响生物膜的形
成［9 － 12］。

苏云金芽胞杆菌中研究了 clpP 基因缺失对高
盐和低温的影响，发现在培养基中添加浓度为 6%

NaCl 时，突变体与野生型菌株相比更加敏感;同样，
对于较低温度(25℃、28℃ )的刺激突变体也比野生
型敏感［13］。但苏云金芽胞杆菌中 clpP 基因缺失对
于碱刺激的影响仍不清楚。

本研究比较了苏云金芽胞杆菌和枯草芽胞杆菌
对碱刺激的适应能力，利用同源重组方法构建了
HD73 菌株 clpP 基因缺失突变体 HD△clpP，并且分
析了突变体在碱刺激下的生长情况、芽胞形成率、芽
胞萌发效率和在盐胁迫下的生长情况。本研究的发
现将为苏云金芽胞杆菌与环境和宿主的互作研究奠
定基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和质粒:所用的菌株和质粒见表 1。大
肠杆菌( Eschrichia coli) 和 Bt 的培养采用 LB 培养
基;芽胞萌发实验采用 CCY 培养基［14］。

表 1． 菌株和质粒
Table 1． Strains and plasmids

Strainsand plasmids Characterization Resource
Strains

E． coli JM110
Dam，dcm，supE44，hsdR17，thi，leu，rpsL1，lacY，galK，galT，ara，tonA，thr，tsx，D

( lac-proAB) (F'，traD36，proAB，lacIq Z M15)
Novagen

E． coli SCS110
rpsL( Strr) thrleuendA thi-1 lacYgalKgalTaratonAtsx dam dcm supE44Δ ( lac-proAB) ［F'

traD36 proAB laclqZΔM15］
This Lab

HD73 Bacillus thuringiensis strain carrying cry1Ac gene This Lab
HD△clpP HD73 Mutant，clpP gene was deleted by homologous recombination This study
Bs 168 trpC2 ［15］
Plasmids
pMAD Bt-E． coli shuttle，temperature-sensitive plasmid，Ampr，Emr This Lab
pMADΔclpP pMAD carrying partialclpP flank gene This study

1. 1. 2 主要试剂和仪器:Taq DNA 聚合酶购自于博
迈德生物技术公司;PCR 产物回收试剂盒购自于
AXYGEN 公司，PrimeSTAR HS DNA 聚合酶、相关的
内切酶和 T4 DNA 连接酶均购自于宝生物工程(大
连)有限公司。培养基 pH 测定采用 METTLER
TOLEDO 公司 SevenEasy Plus S20P 型微电极 pH 计。
芽胞萌发采用 Biotech 公司 Synergy-4 多功能酶标
仪。
1. 1. 3 引物合成及序列测定:所用引物均根据 Bt
HD73 株基因组序列设计，引物名称及序列见表 2。
引物合成由上海生工生物工程公司完成，序列测定

由中国农业科学院作物科学研究所开放实验室完
成。

表 2． 引物序列
Table 2． sequences of primers

Primer name Sequences ( 5'→3')

ClpP1F (BamHI)CGCGGATCCTTTTCACGGCGTCTTTGCGATAC

ClpP1R CGCTTTTAGTTATTACATCTGTTATTTCCTCCTTATAAAG

ClpP2F AGGAAATAACAGATGTAATAACTAAAAGCGAAAGC

ClpP2R (EcoRI)CGGAATTCTGGTGCAGCACTAAGGCAGATT

ClpPLF TGCAACAGTCGTGTACGGTCAT

ClpPLR TGTGAACTGATGAACGGATTTG
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1. 2 细菌的培养条件
苏云金芽胞杆菌在 30℃ 培养，摇床转速为

220 r /min;在突变过程中苏云金芽胞杆菌的培养温
度为 32℃，摇床转速为 180 r /min，红霉素的使用浓
度均为 5 μg /mL。E． coli JM110 在 37℃培养，摇床
转速为 220 r /min，氨苄霉素使用浓度为100 μg /mL。
1. 3 DNA 操作、转化、PCR

大肠杆菌质粒提取及转化，DNA 片段纯化参考
文献［16］。苏云金芽胞杆菌总 DNA 提取和电击转
化参考文献［17］。
1. 4 突变体的构建

pMAD 是 E． coli-Bacillus 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，方法见参考文献［18］。应用重叠 PCR
技术扩增得到重叠片段 ClpPAB。插入到 pMAD 质
粒相应位点构建敲除载体 pMAD△ClpP，转化进入
HD73 菌株中，高温突变缺失 clpP 基因。挑选对红
霉素敏感的菌株，并以引物 ClpP1F、ClpP2R 进行筛
选鉴定。
1. 5 菌株生长曲线测定

将各菌株接种于 LB 液体培养基中 220 r /min、
30℃培养，每 1 h 取样 1 mL，利用分光光度计测定在
波长 600 nm 的吸光值 OD600，确定各菌株的生长曲
线;同时用 pH 计检测培养基 pH 变化情况。
1. 6 芽胞萌发率分析

将活化过夜的菌液 1% 接种于 CCY 培养基，
30℃，200 r /min 培养 72 h，镜检至体系中芽胞率大
于 99% 为止;离心收集芽胞，用灭菌水洗涤 10 次，
镜检至无晶体;最后用萌发缓冲液悬浮芽胞至 OD600

= 1. 0( = 4. 0 × 108个芽胞 /mL)。在测定芽胞萌发
率时，将制备的芽胞离心收集，并用灭菌水将芽胞悬
浮至 OD600 = 1. 0，85℃处理 15 min。用灭菌水洗涤
芽胞 3 次，再用萌发缓冲液悬浮芽胞至初始浓度，然
后将芽胞放置于 37℃，预培养 30 min，然后分别以
50 mmol /L 肌苷和 100 mmol /L 丙氨酸为萌发剂，
37℃，萌发 45 min，每 2 min 检测反应体系中芽胞悬
浮液在 600 nm 的光密度，每 45 s 震荡一次，使芽胞
均匀分布［14］。
1. 7 芽胞形成率分析

取培养至对数生长期结束后一小时的菌体进行
梯度稀释涂平板，12 h 后记录平板上长出的克隆
数，计为 N1;取完全释放芽胞的培养液进行梯度稀

释，65℃热处理 30 min 后涂平板，12 h 后记录平板
上长出的克隆数，记为 N2，计算芽胞形成率 = N1 /N2

* 100%。

2 结果

2. 1 碱刺激对菌株生长的影响
为了研究碱刺激对 Bt 和 Bs 生长情况的影响，

在 LB 培养基中向对数期(OD600 = 0. 7)的菌液中分
别添 加 NaOH 至 终 浓 度 为 0 mmol /L ( CK )、
24 mmol /L、26 mmol /L、28 mmol /L、30 mmol /L，对应
初始 pH 分别为 7. 05(CK)、9. 15、9. 22、9. 28、9. 38;
对于 Bs 168 则用同样的方法添加 NaOH 至终浓度
为 0 mmol /L ( CK )、18 mmol /L、20 mmol /L、
22 mmol /L、24 mmol /L，对应 pH 分别为 7. 03(CK)、
8. 80、8. 89、9. 02、9. 11。测定菌株生长情况及培养
基 pH 变化并进行 3 次重复，趋势完全一致，结果发
现培养基中加入 NaOH 后 Bt HD73 和 Bs 168 生长
都受到抑制，在 NaOH 浓度不同的培养基中受到的
抑制情况不同，恢复生长时间不同，NaOH 浓度越
高，生长越滞后，恢复生长需要的时间越长;但无论
初始 NaOH 的浓度为多少，Bt 和 Bs 恢复生长都对各
自对应固定的 pH 范围(图 1)，其中实线均代表 Bt、
Bs 在不同 NaOH 浓度下的生长情况，虚线代表此生
长情况下所对应的培养基 pH，被放大的点表示在受
到 NaOH 抑制后恢复生长时所对应的 OD 值及 pH
值。即 Bt HD73 在培养基 pH 为 8. 9 － 9. 1 时可以
恢复生长;Bs 168 在培养基 pH 为 8. 2 － 8. 4 时可以
恢复生长，说明 Bt 对碱刺激的适应能力要强于 Bs。
2. 2 clpP 基因缺失突变株的构建

从 HD73 的基因组序列中克隆得到 clpP 基因缺
失突变盒的侧臂构建 pMAD△ClpP(图 2-A)，并转
化 HD73 菌株中进行高温突变，筛选对红霉素敏感
的菌株。用突变盒引物 ClpPLR 和 ClpPLF，以红霉
素敏感菌株和出发菌株 HD73 的基因组 DNA 为模
板进行 PCR 鉴定。出发菌株扩增得到的片段约 2. 3
kb，敏感菌株扩增片段约 1. 8 kb，较出发菌株扩增片
段小 500 bp，即为缺失 clpP 基因菌株(图 2-B)，命名
为 HD△clpP。
2. 3 clpP 基因缺失在碱刺激下对菌株生长的影响

分别 在 培 养 基 中 加 入 NaOH 终 浓 度 为
24 mmol /L和 30 mmol /L 时，测定了 HD73 和 HD

716
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图 1． 碱刺激对菌株生长的影响
Figure 1． Growth curves of Bacillus strains after alkaline shock． A: B． thuringiensis HD73; B: B． subtilis 168; Closed

symbols and straight lines stand for growth curves，open symbols and dotted lines stand for pH value curves of the

correspondent growth medium． The enlarged symbols indicate pH value and OD600 for the recovery point of growth．

图 2． clpP 基因缺失突变体的构建(A) 和 PCR 鉴定(B)
Figure 2． Construction (A) and PCR identification (B) of clpP gene deletion mutant．

△clpP 的生长曲线及生长过程中 pH 的变化情况，
其中实线代表 Bt 下所对应的培养基 pH，被放大的
点表示在受到 NaOH 抑制后恢复生长时所对应的
OD 值及 pH 值。结果表明在 NaOH 终浓度为
24 mmol /L( pH = 9. 15)情况下 HD73 和 HD△clpP
生长情况基本没有差异(图 3-A)，但在 NaOH 终浓
度为 30 mmol /L ( pH = 9. 38)情况下 HD△clpP 比
HD73 生长滞后的时间更长、恢复生长所需要的时
间更长(图 3-B)，说明 clpP 基因对碱刺激的适应起
着重要的作用。

HD73 及 HD△clpP 在 NaOH 浓度为 24 mmol /L
和 30 mmol /L 下的生长情况，虚线代表此生长情况。
2. 4 clpP 基因缺失对菌株芽胞形成率的影响

活芽胞计数实验表明:与 HD73 相比，HD△clpP
的芽胞形成率没有明显变化(图 4)，说明 clpP 基因
的缺失并没有对芽胞形成产生影响。
2. 5 HD△clpP 在不同 pH 下的萌发情况

在萌 发 剂 终 浓 度 为 50 mmol /L 肌 苷 和
100 mmol /L丙氨酸的条件下，测定了在不同 pH 值
的萌发缓冲液中芽胞的萌发情况，结果发现 HD73

816
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图 3． HD△clpP 在不同 pH 下的生长情况
Figure 3． Growth curves of HD△clpP under different pH． A． NaOH 24 mmol / L; B． NaOH 30 mmol / L． Closed symbols

and straight lines stand for growth curves，open symbols and dotted lines stand for pH value curves of the correspondent

growth medium． The enlarged symbols indicate pH value and OD600 for the recovery point of growth．

图 4． HD73 和 HD△clpP 芽胞形成率
Figure 4． Sporulation of HD73 and HD△clpP．

菌株随着 pH 浓度增加，萌发速率变慢，但萌发效率
增加(图 5-A)，说明高 pH 有利于芽胞萌发。HD
△clpP 在不同 pH 值下，芽胞萌发效率与野生型
HD73 没有明显的差异(图 5-B)，说明 clpP 基因的
缺失不影响芽胞的萌发。
2. 6 盐刺激对菌株生长的影响

为了进一步证实 clpP 基因在逆境环境下的作
用及与之前研究结果是否符合，测定了 clpP 基因缺
失对高浓度盐刺激的影响，在 LB 培养基中将对数
期(OD600 = 0. 7)的菌液离心收集，转接至正常浓度
NaCl(1% )和高浓度 NaCl(6% )的 LB 培养基中，结
果发现转接到高浓度 NaCl 培养基中 HD73 和 HD
△clpP 生长均受到抑制，但 HD73 受到的抑制作用

图 5． 芽胞萌发效率
Figure 5． Germination of spores． A． HD73． B． HD△clpP．

要比 HD△clpP 弱，说明 clpP 基因在盐胁迫的条件
下对菌株的生长具有重要作用，并与已知文献报道
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结果一致。

图 6． HD73 和 HD△clpP 在 6% NaCl 刺激下的

生长情况
Figure 6． Growth curves of HD73 and HD△clpP after salt

shock．

3 讨论

在培养基中加入 NaOH 后，Bt 在培养基 pH 降
低到 8. 9 － 9. 1 时可以恢复生长，但是 Bs 只有在培
养基 pH 降低至 8. 2 － 8. 4 时才可以恢复生长，说明
与枯草芽胞杆菌相比，苏云金芽胞杆菌对碱刺激具
有更好的适应性。研究发现 clpP 基因缺失使枯草
芽胞杆菌对碱刺激更敏感［5］，苏云金芽胞杆菌 clpP

基因缺失也具有同样的表型，但在碱刺激下，当培养
基初始 NaOH 浓度在较低水平 (24 mmol /L)时，野
生型 HD73 和 HD△clpP 的生长情况没有明显的差
异;当培养基初始 NaOH 浓度在较高水平(30 mmol /
L)时，相对于野生型 HD73，HD△clpP 在恢复生长
时间变长，而枯草芽胞杆菌中 clpP 基因的缺失使得
枯草芽胞杆菌在 NaOH 浓度为 24 mmol /L 时相对与
野生型生长明显滞后。进一步说明 Bt 比 Bs 对碱性
环境的适应能力更强，以上分析说明在碱刺激条件
下，Bt 和 Bs 可能具有不同响应途径，或者应答机制
更为复杂，因此进一步深入研究苏云金芽胞杆菌在
碱性环境条件下应答的分子机制十分必要。

ClpP 蛋白酶复合物除了具有清除受损蛋白维
持细胞内蛋白量的作用外［20］，还具有在蛋白水平调
控的功能，其可以通过控制关键调控蛋白水平来控
制细胞在特定压力下的响应［6］，如在热刺激或 DNA

损 伤 时，ClpXP 复 合 物 水 解 HidR ( heat and

DNAdamage-inducible regulator)，激活其抑制的相关
基因的表达［21］;在革兰氏阳性细菌中 Spx 是氧压力
下的全局调控因子，是 ClpXP 蛋白酶的水解底物之
一，Spx 与 RNA 聚合酶的 α 亚基相互作用调控相关
基因的转录，而 ClpXP 缺失会使 Spx 积累，从而影响
与 RNA 聚合酶相互作用的转录激活因子的功能，如
控制感受态细胞产生的 ComA 和对氧压力应答的
ResD 等［21 － 25］;在枯草芽胞杆菌中反 Sigma 因子
RsiW 与 ECF sigma 因子( extracytoplasmic alternative
sigma factor)SigW 结合抑制其控制基因的转录，在
碱刺激下，RsiW 被 ClpXP /ClpEP 复合物水解，释放
SigW 激活其控制基因的表达［5］;但是进一步研究发
现 SigW 的缺失没有影响细菌对碱刺激的敏感
性［4］，说明 ClpP 水解酶可能控制着未知调控蛋白的
水解对碱刺激作出应答。在金黄色葡萄球菌中，
clpP 基因缺失突变体与野生型的基因芯片结果显
示，clpP 基因的缺失降低了 lrgA 基因的表达［26］，
lrgA 基因可能是参与到细菌对 pH 调节的基因［27］，

因此 clpP 基因对于碱刺激的敏感性增加可能是通
过调控 lrgA 基因的 LytS /LytR 双组份信号系统起作
用。

本研究发现了苏云金芽胞杆菌比枯草芽胞杆菌
对碱刺激具有更强的适应性，同时证明了 clpP 基因
在菌株碱适应过程中发挥重要作用，为研究细菌适
应碱性刺激的机制提供了线索。
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Effect of clpP disruption on alkaline sensitivity of Bacillus
thuringiensis
Lili Qiu1，2，Qi Peng2，Ning Qu1，2，Chunxia Liu2，Jie Li1，Jie Zhang2，Fuping Song2*
1 College of Life Sciences，Northeast Agricultural University，Harbin 150030，China
2 State Key Laboratory for Biology of Plant Diseases and Insect Pests，Institute of Plant Protection，Chinese Academy of
Agricultural Sciences，Beijing 100193，China

Abstract:［Objective］We compared alkaline tolerance between Bacillus thuringiensis(Bt) and B． subtilis(Bs) and to
determine the effect on growth when the clpP gene encoding caseinolytic protease is disrupted after alkaline shock．
［Methods］B． thuringiensis HD73 mutant with the deletion of clpP gene was constructed by homologous recombination．
The effects of clpP deletion on the growth after alkaline shock，sporulation and germination were analyzed． ［Results］Bt
can recover growth from alkaline shock when the medium pH was between 8. 9 and 9. 1 whereas that was between 8. 2 and
8. 4 for Bs． Bt tolerated alkaline more than Bs，leading Bt to adapt in alkaline environment of the midgut as a pathogen of
insect ． Deletion of clpP gene had no influence on sporulation and germination． The clpP mutant grew slower than Bt HD73
in the LB medium in addition to NaOH of 30 mmol / L． It indicates that the ClpP plays an important role in the alkaline
tolerance of Bt strain．
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