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摘 要 30乙酰高丝氨酸内酯（,08C/*0@);)=6D<>6 *8CE)>6=，3FG=），是一类数量感知（H.)D.;0=6>=<>I）系统中的信号分
子，它参与诱导调控许多植物病原菌致病基因的表达。苏云金芽胞杆菌的 3<<3蛋白能降解这类 3FG=分子，进而可
减弱病原菌致病基因表达产生的病害。苏云金芽胞杆菌杀虫晶体蛋白基因 0*2&4+ 的启动子是一种不依赖芽胞形
成的启动子，它相对于其它 0*2 类基因的启动子有启动基因转录时间早，转录时间长的优点。通过重叠延伸 JKL，
用杀虫晶体蛋白基因 0*2&4+启动子替换编码 3<<3蛋白的基因 8<<3自身的启动子，构建了融合基因 5*(&40+##4。将
融合基因装入穿梭载体 MF5&%#的 .+6FNOP5"N位点，得到重组质粒 MQRQ121并转化苏云金芽胞杆菌无晶体突变株
QRQ!’!，重组菌株 QRQ121的 3<<3蛋白表达量在各个生长时期均高于对照菌株，对 3FG=分子的降解活性和对胡萝
卜软腐欧文氏菌感染马铃薯产生病害的抑制能力也明显优于对照菌株。
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30乙酰高丝氨酸内酯（3FGP）是一类广泛存在
于许多革兰氏阴性细菌数量感知系统中的信号分

子，又称作“自身诱导物”（3.E)<>B.C6D=，3N=）［!，$］。
3FG=分子参与了许多病原菌致病基因的表达调控，
其调控机理是：3FG=分子浓度随着细菌细胞数量的
增多而升高，当 3FG=分子浓度高到一定的阈值时，
就可启动病原菌致病基因的表达［!，$］。胡萝卜软腐

欧文氏菌（7*8#$#+ 0+*(/(9(*+）的软腐病基因调控就
属于 3FG=信号分子诱导调控［&］。
苏云金芽胞杆菌（.+0#,,)& /")*#$1#%$&#&，. /）因在

芽胞期产生对昆虫、螨类、动植物寄生线虫以及原生

动物有毒性的杀虫晶体蛋白而被广泛应用于农林业

的生物防治［#］。最近有文献报道在苏云金芽胞杆菌

的不同亚种中，广泛存在着对 3FG= 分子有降解作
用的蛋白 3<<3，这类蛋白通过水解 3FG= 分子的内
酯键，降低了 3FG=分子的浓度，可使胡萝卜软腐欧
文氏菌的软腐病基因得不到表达，从而减弱了胡萝

卜软腐欧文氏菌对植物的软腐病害［4，1］。目前许多

编码 3<<3蛋白的基因 +##4 已被克隆并测序［4，1］。苏
云金芽胞杆菌杀虫晶体蛋白基因 0*2&4+ 启动子是
一种不依赖芽胞形成的启动子，它相对其它 0*2 基

因的启动子有启动基因转录时间早，持续时间长的

优点［’］，在构建苏云金芽胞杆菌基因工程菌时常被

采用。本文用基因 0*2&4+ 启动子替换基因 +##4 自
身的启动子，构建了融合基因 5*(&40+##4，并对融合
基因在苏云金芽胞杆菌无晶体突变株 QRQ!’!的表
达、重组菌株 QRQ121对 3FG=分子的降解活性及其
对胡萝卜软腐欧文氏菌感染马铃薯产生病害的抑制

能力等方面进行了研究。本研究结果表明融合基因

5*(&40+##4 可用于构建抗植物软腐病的苏云金芽胞
杆菌基因工程菌。

" 材料和方法

" #" 菌株与质粒
菌株 7 + 0(,# SF4!、.+0#,,)& /")*#$1#%$&#& QRQ!’!［2］、

7*8#$#+ 0+*(/(9(*+ PKT!［4］、质粒 MF5&%#［"］（. + / 复制子，
氨苄青霉素抗性、红霉素抗性）、MF5&%43［’］（含 0*2&4+
基因，氨苄青霉素抗性、红霉素抗性）、MT:R508<<（含
+##4 基因，氨苄青霉素抗性，本室张琼博士构建）均
由本实验室保存。根癌农杆菌 41*(:+0/%*#)6 /)6%-+;
0#%$& UK7#’［!%］（MK7&’$OMK7$!2，含有 </*+=0 ,+0> 融合
基因和 /*+? 基因，卡那霉素抗性、壮观霉素抗性、四



环素抗性）、大肠杆菌 ! ! "#$% "#$!（%&’()$）（含 &’()
基因，庆大霉素抗性）由美国康奈尔大学 *+,%-,. /
01.2.3教授惠赠。大肠杆菌在 (45培养，苏云金芽
胞杆菌、胡萝卜软腐欧文氏菌和根癌土壤杆菌均在

675培养。大肠杆菌、苏云金芽胞杆菌和胡萝卜软
腐欧文氏菌用 89培养基培养，根癌农杆菌用 ::培
养基［;;］培养。抗生素使用浓度：氨苄青霉素为

;<<"=>?8，红霉素为 6$"=>?8，四环素为 6<"=>?8，庆
大霉素为 (<"=>?8，壮观霉素为 ;<<"=>?8，卡那霉素
为 $<"=>?8。
! "# $%&操作及蛋白电泳
质粒的提取、酶切、连接、转化、@/A 和蛋白

*"*B@CDE均参照文献［;6］的方法。蛋白定量采用
上海四星生物技术公司生产的凝胶成像系统软件进

行光密度测定后定量。

! "’ 质粒电脉冲转化苏云金芽胞杆菌
按照文献［;(］所述方法进行。

! "( 细菌 &))活性的检测
C11（2F+G1.HFI,J 1.2I+1K1+L）活性是指使 C#83分子

失去活性的能力。根癌农杆菌 0/MN4 中含有质粒
%/M(46和 %/M6;7，其中质粒 %/M(46含有 *&’()B $("+
融合基因，但自身缺失 &’() 基因；质粒 %/M6;7含有
&’(, 基因，其编码蛋白 OJ2A 受 CP分子诱导后可激活
*&’()B $("+ 融合基因的表达［;<］。大肠杆菌 ! ! "#$%
"#$!（%&’()$）的质粒 %&’()$含有 &’() 基因，其编码蛋
白 OJ2P 可以大量合成 C#83分子［;<］。将加有 QB=2R的
平板培养基切成细条，在细条的上端加入待测的样

品，在样品的下面点接指示菌 0/MN4，当样品中存在
C#83分子时，随着分子在培养基内不断向下扩散，激
活0/MN4中 $("’基因的表达，可使 0/MN4菌落呈现
蓝色；而样品中没有 C#83分子或在 C#83分子扩散
不到的地方，0/MN4菌落呈现白色。

C11活性检测参考了文献［;N］的方法略有改进，
以加有 QB=2R的 ::琼脂培养基为测试培养基，用无
菌小刀将培养基琼脂切成间隔 (??的 ;I?宽的细
条状。取待测菌的 ;)- 培养物 6<"8，与等体积的
C#83分子产生菌 "#$!（%&’()$）的 ;)-培养物混合，
以 6<"8无菌水和 6<"8 "#$!（%&’()$）培养物的混合
物作为对照。675作用 ;-，紫外灯照射 ;-。离心取
上清液 ;<"8加至检测平板上。待上清液基本被培
养基吸收后，在样品下端逐个点指示菌 0/MN4
（-.)<<!<SN），每一点 <S7"8。675培养 6N-后观察
并记录实验结果。与对照相比，待测样品的点样处

与最远的蓝色 0/MN4菌落之间的距离若小于对照，

表明该样品具有 C11活性，且距离越短则 C11活性越
高，若与对照无差别，则表明该样品无 C11活性。
! "* 胡萝卜软腐欧文氏菌致病性实验
!+*+! 供试植物：取大小适当的马铃薯若干，用水
仔细清洗，再用 4<T（/ >/）乙醇反复进行表面消毒。
在无菌操作台上，在平板中铺入无菌滤纸，加 6?8
无菌水以保持平板湿润，用无菌刀片将马铃薯切成

厚度约为 <S$I?的片状，然后放入平板中备用。
!+*+# 感染样品：取胡萝卜软腐欧文氏菌菌株
*/D;的 ;)-培养物和其 N倍稀释液各 6<"8，分别与
6<"8 苏云金芽胞杆菌菌株 9:9;4;、重组菌株
9:9)7)的 ;)-培养物混合。675作用 N-后，各取
$"8混合物接种马铃薯。同时以 */D; 的培养物原
液和稀释液与无菌水的混合物接种马铃薯作为负对

照。以 9:9;4; 培养物和 */D; 的培养物及其稀释
液混合后接种马铃薯作为正对照。将平板放在

675培养，6N- 后观察并记录马铃薯是否出现软腐
病斑及感病的程度。

# 结 果

# "! 融合基因 !"#’$,%&&$ 的构建及其表达
根据质粒 %#O(<$C上基因 "’0(1( 启动子序列

设计一对引物，引物 ;：$UB/DD DCO//DCCC/DOCCB
DCODCCC//OOCDB(U；引物 6：$UBOCCCD/OO/OOOC/O
DO/COOOOO/OO//O///OOB(U。根据质粒 %DE:OB211
上基因 (%%1 序列，设计另一对引物，引物 (：$UBCCDDB
DCDDCCDCCCCCODC/CDOCCCDCCD/OO OCB(U；引物 N：
$UBCD/OD/COD//OCODOCOC/O//DDDCC/C B(U。用 引
物 ;和 6扩增出基因 "’0(1( 的启动子片段，该片段 (U
端带有基因 (%%1 编码区的第 ; V 6<个碱基；用引物 (
和 N扩增出基因 (%%1 的编码区片段，该片段 $U端带
有基因 "’0(1( 启动子末端的 6<个碱基。纯化两个
扩增产物后，将两个 "WC片段混在一起用引物 ;和
N做 @/A扩增，扩增产物为融合基因 2’#(1B(%%1（图
;），大约为 ;N<<X%3左右，测序证明启动子 2’#(1 与
基因 (%%1 连接正确（结果未显示）。融合基因片段经
3(4#P和 526P酶切后，插入穿梭载体 %#O(<N，构建
成质粒 %9:9)7)，经酶切验证与预计片段大小相符
（图 6）。
融合基因 2’#(1B(%%1 在苏云金芽胞杆菌无晶体

突变株 9:9;4; 中的表达见图 (C。结合蛋白定量
分析（图 (9）可以看出在培养 6N-（营养期末期）时，
重组菌株 9:9)7) 表达量略高于对照菌株，对照菌
株 9:9;4;本身也表达 C11C蛋白；培养至 )<-（芽胞
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图 ! 融合基因 !"#"$#%&&$的构建示意图
$%&’! ()* +,-./01+/%,- ,2 21.%,- &*-* !"#"$#%&&$

!"#"$，/)* 30,4,/*0 ,2 ’"("$% &*-*；30%4*0 5 +,-/6%-. /)* 2%0./ 5783. ,2
9: .*;1*-+* ,2 %&&$ &*-*；30%4*0 " +,-/6%-. /)* <6./ 5783. ,2 ": .*;1*-+*
,2 !"#"$ &*-*’

图 5 质粒 3=>=?@?及其酶切电泳图谱
$%&’5 A<6.4%B 3=>=?@? 6-B %/. 6&60,.* *<*+/0,3),0*.%. 463

C*2/：A<6.4%B 3=>=?@?："$#%&&：%&&$ &*-* D%/) 30,4,/*0 ,2 ’"("$%；
#"&)*：,0%&%- ,2 0*3<%+6/%,- %- ) ’ *+,"&-.&/-0&0； /"1：E04F#*-+,B%-&
&*-*；643：G43F#*-+,B%-& &*-*； #"& ’ 2’： ,0%&%- ,2 0*3<%+6/%,- %-
2 ’ ’#3&；
F%&)/：G&60,.* *<*+/0,3),0*.%. 463 ,2 3=>=?@?：!H!IJGK4&-B"
>60L*0；5H3=>=?@?K)%1MN#5!+N；"H3M("7OK)%1MN#5!+N；OH !"#"G#
%&& APF 206&4*-/

图 " 融合基因 !"#"$#%&&$在苏云金芽胞杆菌 =>=?@?中的表达
$%&’" ()* *Q30*..%,- ,2 /)* 21.%,- &*-* !"#"$#%&&$ %- ) ’ *+,"&-.&/-0&0 =>=?@?

（G）!’ ) ’ *+,"&-.&/-0&0 =>=?@?，5O) +1</10*；5’ ) ’ *+,"&-.&/-0&0 =>=!R!，5O) +1</10*；"’ ) ’ *+,"&-.&/-0&0 =>=?@?，?7) +1</10*；O ’ ) ’ *+,"&-.&/-0&0
=>=!R!，?7) +1</10*；9 ’ ) ’ *+,"&-.&/-0&0 =>=?@?，R5) +1</10*；?’ ) ’ *+,"&-.&/-0&0 =>=!R!，R5) +1</10*；>，30,/*%- 4,<*+1<60 D*%&)/ 460L*0 ’ $0,4 !#
?，*6+) .643<*. D*0* 46B* 20,4 94C 86+/*0%6 +1</10*. 0*.3*+/%S*<T 6-B <,6B*B 8T 1.%-& /)* .64* S,<14*’
（=）I*-.%/,4*/0T ,2 /)* 5@LI 30,/*%- %- 36-*< G’ ()* S6<1*. ,- /)* ,0B%-6/* 60* 0*<6/%S* +,-+*-/06/%,-.’ ()* 68.+%..6 !，5，" %-B%+6/* /)* 5O) +1</10*.，?7)
+1</10*. 6-B R5) +1</10*. ,2 ./06%-. =>=?@? 6-B =>=!R!，0*.3*+/%S*<T’

期中期）时，菌株 =>=?@?的 G%%G表达量已远高于对
照，表达量达到自身生长周期的最大值，此时对照菌

已几乎不表达 G%%G蛋白；培养 R5)（芽胞期后期）后，
菌株 =>=?@?的 G%%G蛋白表达量较低，对照的表达量
也很低。以上结果说明融合基因 !"#"$#%&&$ 可以在
苏云金芽胞杆菌菌株 =>=!R!的芽胞中期较好的表
达，其表达时间可从营养期末期开始一直至芽胞期。

! "! 细菌 #$$活性的检测
G%%活性检测结果如图 O。可以看出阴性对照

（IM9#（3UV"?9）W M5X）中含有使指示菌 YP$OR变蓝
的 GMC. 分子的量最多，蓝色扩散的最远；菌株
=>=!R!和 IM9#（3UV"?9）的混合物也含有使指示菌
YP$OR 变蓝的 GMC. 分子，但其样品到指示菌
YP$OR蓝色最远端的距离小于阴性对照，说明菌株

=>=!R!表现出了 G%%活性，而菌株 =>=?@?与 IM9#
（3UV"?9）的混合物则几乎不使指示菌 YP$OR变蓝，
说明菌株 =>=?@?的 G%%活性要高于菌株 =>=!R!。
菌株 =>=!R! 与无菌水的混合物也不使指示菌
YP$OR变蓝，这说明苏云金芽胞杆菌 =>=!R! 不会
产生 GMC.分子，从而排除苏云金芽胞杆菌自身产
生 GMC.分子造成对结果干扰的可能。
! "% 胡萝卜软腐欧文氏菌致病性实验
从图 9的结果可以看出：当菌株 ZP[!浓度较高

时，接种 =>=!R! 的马铃薯上出现较明显的软腐病
斑（图 9左）；当菌株 ZP[!浓度较低时，接种 =>=!R!
的马铃薯软腐病斑较小（图 9 右）。这说明菌株
=>=!R!的抑制软腐病的能力较弱，只有当环境中
菌株 ZP[!的浓度较低时才表现出对其致病性的抑
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图 ! 苏云金芽胞杆菌 "#"$%$和 "#"&’&的 ())活性检测
*)+, ! -./.0/)12 13 ()) 40/)5)/6 )2 ! , "#$%&’(&)’*&* 7/84)27
"#"$%$ 429 "#"&’&
(, + , ,-.& -:;!（<=>?&;）@ 7/.8)A. 99:BC；", + , ,-.& -:;!（<=>?&;）

@ ! , "#$%&’(&)’*&* "#"&’&；D, + , ,-.& -:;!（<=>?&;）@ ! , "#$%&’(/

&)’*&* "#"$%$；-, ! , "#$%&’(&)’*&* "#"$%$ @ 7/.8)A. 99:BC

制。但接种重组菌株 "#"&’& 的马铃薯在两种
EDF$浓度下均完全不腐烂，说明重组菌株 "#"&’&
抑制软腐病的能力比对照菌株 "#"$%$要强得多。

! 讨 论
许多植物病源细菌中存在着数量感知（GH18HIJ

7.27)2+）系统，又称为细胞群体浓度依赖（D.AAJ9.27)J
/6J9.<.29.2/）系统，该系统调控病原菌致病基因的表
达［$，B］。自身诱导物 (:K7 分子是病源菌数量感知
系统中必不可少的成分，(:K7分子浓度降低后就不
能激活病源菌致病基因的表达［$，B，?］。BLLB 年 -12+
等和 K..等相继报道了在苏云金芽胞杆菌中广泛存
在着 0&&1 基因，其表达蛋白可使 (:K7分子失活，从
而使胡萝卜软腐欧文氏菌对植物产生的软腐病害得

以减弱［;，&］。苏云金芽胞杆菌在上个世纪已被广泛

应用于微生物杀虫剂的研究，但由于通常不能产生

细菌和真菌敏感的抗生素而没有被应用于疾病防

治，如能把苏云金芽胞杆菌开发成能够防治细菌或

真菌病害的工程菌制剂，将使苏云金芽胞杆菌的应

用领域得到大大的拓宽。

本研究目的是要构建抗植物软腐病的苏云金芽

胞杆菌基因工程菌。苏云金芽胞杆菌杀虫晶体蛋白

基因 ,%2?1 启动子是一类不依赖芽胞形成的启动
子，它启动的基因转录开始于苏云金芽胞杆菌营养

生长期的末期，经过稳定生长期，一直持续到芽胞期

后期，在芽胞期中期时达到转录的高峰［%］；而苏云金

芽胞杆菌杀虫晶体蛋白基因 ,%2$、,%2B、,%2! 类的启
动子转录则起始于芽胞形成期，所以 ,%2?1 基因启
动子相对于其它 ,%2 基因的启动子有启动转录时间
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长的优点，适合于在构建工程菌时发挥好的作用。

本实验所用的苏云金芽胞杆菌无晶体突变株

"#"$%$自身也含有 0&&1 基因，但从实验结果上看，
该菌株 1&& 活性不高，对胡萝卜软腐欧文氏菌产生
软腐病害的抑制能力不强。其它一些苏云金芽胞杆

菌天然菌株也是类似的情况。仅凭天然菌株自身的

1&&1 蛋白表达量和蛋白活性还达不到工程菌的要
求，因此我们设想通过体外遗传改良的手段，将高效

表达的 0&&1 基因如带 ,%2?10 启动子的基因 4%-?1J
0&&1 转入天然菌株，来增强工程菌对软腐病害的抑
制活性。本研究结果表明：带有 ,%2?10 基因启动子
的0&&1 基因导入苏云金芽胞杆菌无晶体突变株
"#"$%$后，())(蛋白可以得到比较高的表达，重组
菌株 "#"&’&对 (:K7分子的降解活性和对马铃薯
感染软腐病的抑制能力也均远高于对照菌株

"#"$%$。有关将融合基因 4%-?1J0&&1 导入高毒力
天然苏云金芽胞杆菌菌株后对胡萝卜软腐欧文氏菌

产生软腐病害的抑制活性方面，今后还将作进一步

的实验研究。
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