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生防菌 !"#$%&突变菌株 ’($芽胞形成和感受态形成能力

王晓宇，罗楚平，刘永锋，刘邮洲，聂亚锋，陈志谊!

（江苏农业科学院植物保护研究所，南京 %#$$#!）

摘要：生防枯草芽胞杆菌 C>F"#3（.$"&**/0 0/)#&*&0）在水稻纹枯病的防治上效果显著。应用离子注入突变对 C>F
"#3 进行了突变，获得了一系列的突变菌株。其中突变菌株 N!"，其表面活性素 1:/O<*+@; 分泌量比出发菌株
C>F"#3 大大降低并导致其防效降低。【目的】为了确认影响该菌株防效降低的影响因子，对其表型和相关基
因表达水平进行了研究。【方法】应用生孢培养基，通过芽胞形成能力评测方法比较该菌株和野生菌株 C>F
"#3 的芽胞形成能力；通过转化质粒的实验评测突变菌株 N!" 和野生型 C>F"#3 的感受态形成能力；应用 PDF
Q4P（1.A@FR:<;+@+<+@S. /.S./>. +/<;>*/@8+<>.F8,=IA./<>. *7<@;F/.<*+@,;）分析感受态形成重要的调控基因 "(1,，影响
芽胞形成的 ’$2!、’$23 基因的表达水平。【结果】发现二者的生长及生理有很明显的差异，突变菌株 N!" 的
芽胞形成能力大大降低了，和野生型 C>F"#3 相比其芽胞数下降了约 K&T。而且其转化能力也大大减弱。在
相同的转化条件下，N!" 转化效率下降了 "$T。PDFQ4P 结果显示 N!" 突变菌株中未检测到 "(1,、’$23 基
因的表达。通过基因互补获得了 "(1! 互补菌株，其抗真菌活性恢复到和野生型相似的水平。【结论】影响
表面活性素 >:/O<*+@;合成的主要因子是两个，0’4! 操纵元启动子序列和 "(1! 基因。通过对二者的分析，发现
"(1! 基因发生了突变。结合 N!" 的芽胞形成能力和感受态形成能力均受到了严重影响，且其芽胞形成相
关基因 ’$23 和感受态相关基因 "(1, 表达水平也大大下降的结果，提示我们导致 N!" 表型发生变化的深层
分子机理是否就是由于 "(1! 基因编码的 3(1! 蛋白发生了点突变，从而导致 3(1! 蛋白的生物活性发生改
变，继而影响到相关调控过程。随后 "(1! 基因互补菌株又恢复了其抗真菌活性的证据支持了我们的上述
推论。
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由立枯丝核菌属（56&7("#(-&$ 0(*$-&）引起的水稻
纹枯病是水稻三大病害之一，其爆发流行往往使农

业遭受巨大损失。随着高产、优质和杂交稻的推广

种植以及氮肥水平的不断提高，水稻纹枯病发生日

趋严重，尤其在高产稻区，为害更加严重。我国目前

对水稻纹枯病的防治完全依赖于井冈霉素，在过去

%$ 多年中，单一使用井岗霉素已使井冈霉素防治纹
枯病的药量和次数不断提高。因此开拓新型替代防

治药剂和防治技术便成为水稻纹枯病防治的难点和

焦点。与传统的化学农药相比，生物农药具有对人

畜和非靶标生物安全，环境兼容性好，不易产生抗

性，易于保护生物多样性，来源广泛等优点。因此，

高效生物农药的开发应用对人类健康、环境保护和

农业的可持续发展都有极其重要的意义。

枯草芽胞杆菌在植物病害的生物防治中得到了

广泛应用，对其防治机理的研究也日益深入。枯草



芽胞杆菌分泌的一类脂肽类化合物，由于具有抗真

菌活性高、抑菌谱广、对人畜安全的特点，正越来越

受到人们的关注。表面活性素 !"#$%&’() 即属于该类
脂肽类化合物，其化学结构为含有 * 个氨基酸和具
有 +,、+- 或 +. 个碳原子的!/羟基脂肪酸链的大环
内酯型化合物，它不仅是高活性的生物表面活性剂，

同时还对多种病原菌表现抑菌活性，如抗病毒、抗支

原体、抗真菌及细菌等［+］。01/2+3 是江苏农科院植
保所与国际水稻研究所在合作研究中筛选到的一株

高效生防菌株，在 45 世纪 25 年代经中科院微生物
所鉴定为枯草芽胞杆菌（!"#$%%&’ ’&()$%$’）。陈志谊等
对该菌株的防效进行了研究，发现 01/2+3 对纹枯病
防效 达 *.6 7 8.6，对 稻 曲 病 防 效 达 3, 98 7
8. 9*6［4 : ,］。为进一步提高该菌株的防效，本实验

室前期对生防菌株 01/2+3 进行了离子注入突变，获
得了一系列的突变菌株。其中突变菌株 ;*- 与出
发菌株 01/2+3 相比，对水稻纹枯病的防效提高
+56 7 456，对其抗病因子的分析表明表面活性素
!"#$%&’()是主要的抗菌物质。进一步的 ;<=> 分析
结果显示，;*- 菌株的 !"#$%&’() 分泌量是出发菌株
01/2+3 分泌量的 4 9* 倍，这说明 !"#$%&’() 分泌量和
菌株对纹枯病的防效存在正相关。同时，另一突变

菌株 ?-2，其 !"#$%&’() 分泌量比出发菌株 01/2+3 大
大降低并导致其防效降低［-］。本研究试图从 ?-2
突变菌株的相关表型出发，为突变菌株 ?-2 防效降
低的分子机理的阐明提供一些基础性的成果。在此

情况下，我们通过对 ?-2 突变菌株芽胞形成和感受
态形成表型的差异分析以探讨其可能的影响因子，

为今后进一步的深入研究作了初步的探索。

! 材料和方法

! "! 材料
! "! "! 菌株和质粒：本研究所涉及菌株、质粒及其
来源见表 +。
! "! "# 主要试剂和仪器：@ABC#DC 试剂盒（北京天
根生化公司），EA%1D F（G%H%@%公司）。
! "# 枯草芽胞杆菌感受态制备和转化方法
! "# "! 试剂配制：!C/B（5 9- I硫酸铵，5 94 I 磷酸二
氢钾，, 933 I三水磷酸氢二钾，加水至 +55 J=）；!C/0
（5 95- I 硫酸镁，加水至 +55 J=），>BKL（5 9+ I
>%1%J()M %&(N，5 9. I 酵母提取物，加水至 . J=）；!C+
（!C/B 和 !C/0 各 28 J=，4 J= .56葡萄糖，4 J=
>BKL）；!C4（ .8 98 J= !C+，5 93 J= .5 JJMOP= >%>O4，

5 93 J= 4.5 JJMOP= ?I>O4）。

表 ! 菌株和质粒
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D#U’R#MJU&() #D1(1’%)&D；!CD&#，1CD&’()MJU&() #D1(1’%)&D；0Z!>，0%&(OO"1
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! "# "# 转化步骤：挑 01/2+3 和 ?-2 单菌落接种至

4 9. J= !C+ 培养基，,5\、+85 #PJ() 振荡培养过夜。
以 + ] 4. 体积接种到新鲜的 !C+ 培养基，,5\、

4.5 #PJ()振荡培养 78355至 4 95，约 , 9. R；以 +：+5 体

积接种到 !C4 培养基，,*\、+.5 #PJ() 振荡培养

+ 9. R后，以 3555 ^ I 离心收集。菌体以上清液 +P+5
体积进行悬浮即用作感受态细胞。在 4.5%= 感受
态细胞中加入终浓度为 + JJMOP= LZGB，,*\，

+.5 #PJ()振荡培养，+5 J() 后加入 +%I EAB，,*\，

+.5 #PJ()振荡培养 + R，再以 ,*\，4.5 #PJ()继续振
荡培养,5 J()。最后涂布在含相应抗生素 =0 平板
上［.］。

! "$ 芽胞形成能力评测方法
芽胞染色：采用 1&R%D$$D# _ ‘"O’M) 氏芽胞染色

法：将枯草芽胞杆菌和突变菌株接种于芽胞形成培

养基（+5 J= 浓度 + 946 的 ?I!V-，+5 J= 浓度 .56

葡萄糖，+55 J= 的 +5 ^ G Q%1D［45 I 的（A;-）4 !V-，

+-5 I 的 H4;<V-，35 I H;4 <V- 和 +5 I 柠檬酸钠，加

水到 +555 J=］，和 45 J= 的 5 9.6 谷氨酸钠，加水
到 +555 J=），,*\下 +.5 #PJ() 振荡培养 4- R。取 O
白金耳振荡混匀的培养物混悬于 + J= 灭菌生理盐
水中，充分摇匀使成均质液。再用灭菌 5 9+ J= 吸管
取 + 滴在载玻片上，自然干燥，火焰固定进行芽胞染
色。放大 +555 倍，油浸镜检，记录染色标率上下左
右及中央 . 个视野中的芽胞数量。

324+ a(%MU" W%)I D’ %O [ P /#)" 9$#-.($.%.:$#" 6$;$#"（4552）-2（+5）



! "# $%&’($方法
使用 !"#$%&$ 试剂盒提取 ’() 和 *+,)-. 菌株

!"#，/"0+& 1处理，定量后吸取适量 !"# 加入 23452
（67）引物进行反转录，反转录条件为（(89，

:; <4=）。反转录产物进行 >?! 扩增，扩增程序为

)@9 :; +，@89 :; + ，A89 :; + ，共进行 :; 个循环；
然后 A89 A<4=；(9保持。以 -.B !"# 为内参比较
基因表达水平。-.B !"# 见表 8，扩增片段大小为

(:8 C$。

! ") !"#$ 基因和 %&’$ 操纵元启动子的扩增、克隆
根据 *+,-.D 菌株 !"#$ 基因和 %&’$ 操纵元启动

子序列设计引物，见表 8，分别从 ’() 和 *+,)-. 基因
组中进行 >?! 扩增，扩增程序为：!"#$ 基因，)@9
@ <4=；以下条件为 :; 个循环：)@9 :; + ，@89 :; +，

A89 :; +；然后 A89 A <4=；(9保持。 %&’$ 操纵元启
动子序列，)@9 @ <4=；以下条件为 :; 个循环：)@9
:; +，@@9 (@+，A89 (@ +；然后 A89 A <4=；(9保持。

>?! 产物用 70E0!0公司 $’/-D,7载体克隆后测序。

表 * 基因扩增所用引物

70C3& 8 >%4<&% F+&6 4= G2<$&H&=G& 0=6 +$2%F30H42=,0++2G40H&6 5&=&+ >?!

I&=& +&JF&=G& >%4<&%（@K!:K）

!"#$ #7I#####I#7#?7#I7I#77I#7I

77###I7#?#??I7?7I#777?

> %&’$ ####7I7?#7I###I##7?I77I7##I

?I?##I#777I###7I?7?I7I7I#

!"#( ##I?#7?77#7?#I?#I?#7

7#7?7#?77?7???7??#I?#

&)*$ 77??I?#77?7#7?7#?7?77

777?III?7I7??I7777

&)*+ ??777I7?I?#I#??#7#

#7#I?#7##???I#I#77

-.( ,-$ I??7I7##I#?7III#7##?7

I#?##?I?77I??#??7#

! "+ 序列比对
扩增得到的 %&’$ 操纵元启动子和 !"#$ 基因序

列用欧洲生物信息中心（L*1，MHH$：NNOOO P &C4 P 0G P FQN
7223+NG3F+H03O8N4=6&R P MH<3）网站在线多序列比对程序

?3F+HS进行比对。

! ", !"#$ 基因互补菌株的获得
以 *+,)-. 基因组 /"#为模板，扩增得到未突变

全长 !"#$ 基 因 序 列（扩 增 引 物：上 游 @K,77#
I##77?IIII?777?7II,:K；下游 @K,7#7II#7??7,
7###I7#?#??I7?7,:K），将 此 片 段 和 整 合 载 体

$/I-A8D分别用 ./06!和 1)#T"双酶切，然后连

接转化至 /T@#，-;; <5N<U 氨苄霉素抗性平板筛选
转化子后挑取阳性克隆，进一步转化入 ’() 菌株
（芽胞杆菌感受态制作和转化见 - V8）。转化子用
-;; <5N<U壮观霉素抗性平板筛选。

* 结果

* "! -#. 和 /0&.!+ 的转化效率比较
将和 *+,)-. 分别制作感受态，将质粒 $/I-A8D

转化到这两个菌株中。通过抗性平板筛选转化子，

转化子平板计数后计算转化效率。结果发现突变菌

株 ’() 的转化效率要远远低于野生型 *+,)-. 菌株，
其效率下降了 );W。
* "* -#. 和 /0&.!+ 的芽胞形成能力的比较

’()和 *+,)-. 在生胞培养基培养后，进行芽胞
染色镜检。结果显示 ’() 的芽胞形成能力受到了
严重影响，其芽胞形成数和 *+,)-. 相比约下降了
A@W。
* "1 -#. 和 /0&.!+ 的 !"#(，&)*$ 和 &)*+ 基因的
表达水平分析

提取 ’() 和 *+,)-. 二者的总 !"#，经反转录后
进行 !7,>?!检测，该检测设 -.B !"# 为内参基因。
检测结果表明，在 ’() 中未检测到 !"#(，&)*+ 基因
的表达，而 &)*$ 基因的表达水平和 *+,)-. 没有差异
（图 -）。

图 ! -#. 和 /0&.!+ 的 !"#(，&)*$ 和 &)*+ 基因的表达水

平分析

X45 P - LR$%&++42= 2Y !"#(，&)*$ 0=6 &)*+ 5&=&+ 4= ’() 0=6 *+,)-. P

’23&GF30% O&45MH+ 2Y !"#(（-8) C$），&)*$（8D8 C$），&)*+（:;8 C$），

0=6 -.B %!"#（(:8 C$）0%& +M2O= P ’ P /U8;;;；- P ’()；8 P *+,)-. P

* "# -#. 和 /0&.!+ 的 !"#$ 基因和 %&’$ 操纵元启
动子序列比对

我们提取了 ’() 和 *+,)-. 的基因组 /"#，以
*+-.D 的 !"#$ 基因和 %&’$ 操纵元启动子序列设计
引物，扩增了 !"#$ 基因和 %&’$ 操纵元启动子序列。
得到的序列进行比对后发现，%&’$ 操纵元启动子序
列和 *+-.D 的序列同源性 -;;W，且 ’() 和 *+,)-.
的序列无变化。*+,)-. 的 !"#$ 基因序列和 *+-.D
的序列同源性 -;;W，但 ’() 的序列却有几处核苷
酸发生了突变，并且这些变异导致其编码氨基酸发
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生了突变（图 !）。其中在 "#$、"!%、"&" 位的氨基酸
被替换。

! "# $%& 的 !"#$ 基因互补菌株的获得和抑菌活
性测定

通过整合载体，将完整的 !"#$ 基因 ’() 插入

了 *&+ 基因组 ,-. 的 %#&’ 位点，得到了 !"#$ 基
因互补菌株 *&+/0。对水稻纹枯病菌的抑菌活性的
测试表明，该互补菌株恢复了对水稻纹枯病菌

（()*+"!,"-*% ."/%-*）的抑菌活性，并且其抑菌圈大小
和野生型 123+"$ 几乎相同（图 0）。

图 ! ’()&*+ 和 $%& 菌株 ,-./蛋白的氨基酸序列分析 0 斜体加粗标注的是

突变的氨基酸

)45 6! .7489 :;4< 2=>?=8;= :8:@A242 9B /97. CD9E=48 48 123+"$ :8< 7?E:8E *&+ 2ED:482 6 .7489

:;4< D=24<?=2 EF:E :D= 4<=8E4;:@（!），;982=DG=<（：），2474@:D（ 6），:8< <4BB=D=8E（H9@<B:;= 4E:@4;）

H=EI==8 EF= I4@<3EAC= 2ED:48 :8< *&+ :D= :@@ 48<4;:E=< 6

图 1 野生型 ’()&*+、突变菌株 $%& 和 !"#$ 基因互补菌

株 $%&,1 的抗真菌（%&’("!)"*’+ ,"-+*’）活性
)45 60 .8E4B?85:@ :;E4G4EA 9B I4@<EAC= 123+"$ 2ED:48，7?E:8E *&+ 2ED:48

:8< !"#$ ;97C@=7=8E *&+/0 6

1 讨论

离子注入突变菌株 *&+ 的表型发生了变化，其
芽胞形成和感受态形成受到了严重影响。探讨这些

表型变化的内在分子机理，需要从影响表面活性素，

芽胞形成和感受态形成等方面加以分析。表面活性

素 2?DB:;E48是一类脂肽类化合物，其生物合成受多
种因子影响。其中 J?DB:;E48 生物合成中一个必需基
因是一个长达 !% KH 的被称为 .01$ 的操纵元，它负
责编码催化表面活性蛋白合成的几个酶［$ L "#］。 201$

操纵元启动子序列的转录是由群体感应系统

（M?9D?7 J=82485 JA2E=D7）所调控，其中一个重要的感
应系统是 /97NMO.系统［""］。*4;F4K9等利用启动子
探针载体克隆到了 .01$ 操纵元的启动子，对其的突
变研究表明该启动子对 .01$ 的表达是必需的，同时
其转录受 !"#$ 的正向调控［"! L "&］。

而影响 2?DB:;E48 生物合成的另一重要因子是

/97NMO.系统。 !"#$ 基因编码的是枯草芽胞杆菌
中一个双组分调控元中的应答调控蛋白，它和 /97O
（组氨酸激酶）共同组成了一个双组分调控系

统［""，"%］；而 !"#3 编码的是含有 %% 个氨基酸残基的
信息素 /97N前体物，经过 !"#4 编码的 /97M 蛋白
的修饰处理后，产生了由 "# 个氨基酸残基组成的具
有活性的信息素 /97N［"$3"P］。细胞通过一种特殊的
转运系统将 /97N分泌到胞外，随后 /97N与跨膜的
信号感应蛋白—一种组氨酸激酶（由 !"#5 编码）发
生相互作用而激活了 /97O，使其发生自磷酸化，随
后 /97O将相应的应答调节蛋白 /97.（由 !"#$ 编
码）磷酸化，磷酸化的 /97.和 .01$ 操纵元启动子相
结合，激活该操纵子的转录而产生了 /97J 蛋白；在
枯草芽胞杆菌中有一种同 /97J、/@C/蛋白和感受态
转录因子 /97Q 特异结合的 *=;. 蛋白，*=;. 同

/97Q 或 /97J 结合后进一步和蛋白水解复合体

/@C/3/@CO结合而使 /97Q或 /97J 被水解。当 *=;.
和 /97J 结合后，其构象发生改变而不能有效地和
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!"#$结合，从而避免 !"#$ 被进一步降解。因此当
胞内 !"#% 的浓度高时就可以显著降低 !"#$ 被水
解的速度，!"#$ 可以进一步激活自身的转录而大
幅度提高其浓度并使晚期感受态基因（包括与 &’(
吸附、吸收和重组的有关的基因）开始转录［)*］。同

时磷酸化的 !"#( 还是一种调节子，它不仅对感受
态的形成起着调节作用，还参与调节其他一些与晚

期生长过程有关的基因如 !"#$、%&’( 和 %&’) 的表
达，!"#$ 同降解酶的合成控制有关，%&’( 和 %&’) 编
码与感受态形成和孢子形成的控制有关的磷酸

酶［)+ , -)］。

了解了这些影响表面活性素 ./0123456、芽胞形成
和感受态形成的相关因子，我们扩增了 *%+( 操纵元
启动子序列和 ,-.( 基因。序列分析发现，78+ 的
*%+( 操纵元启动子序列没有发生突变，而 ,-.( 基因
的核苷酸则有几处点突变并导致编码氨基酸变异。

这一差异暗示我们，导致 78+ 表型发生变化的深层
分子机理是否就是由于 ,-.( 基因编码的 !"#( 蛋
白发生了点突变，从而导致 !"#( 蛋白的生物活性
发生改变，继而影响到相关调控过程。从我们的初

步研究结果来看，78+ 的芽胞形成能力和感受态形
成能力均受到了严重影响，且其芽胞形成相关基因

%&’) 和感受态相关基因 ,-./ 表达水平也大大下
降。这些结果都引导我们倾向于上述推论。而当我

们将完整 ,-.( 基因整合到 78+ 后，该互补菌株又
恢复了其抗真菌活性。这一证据有力的证明了我们

的上述推论，而进一步研究这些突变氨基酸在 !"#(
蛋白执行其生物功能时具体起何作用，比如对其磷

酸化的影响，还是对转录位点的影响，都是未来进一

步研究的方向。
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