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摘要：利用 &’()*+)’ 技术对苏云金芽孢杆菌（,-）、蜡状芽孢杆菌（,.）和对照菌基因组 /01 进行扩增，回收、标记 ,-
+)’ 扩增片段，分别与各菌株的基因组 /01 进行斑点杂交和 234-5678 杂交，筛选 ,- 标识序列。结果显示：,- 各菌株

均可扩增得到 "9#:; 的特异片段；,- 和 ,. 均可得到 %##:; 的共有扩增片段；以筛选得到的 9%<:; 片段为探针，可特

异性地与 ,- 基因组 /01 杂交；&’()*+)’ 技术可以在 /01 指纹图谱水平区分鉴别 ,- 与 ,. 菌，正确反映出两者的

亲缘关系。结果表明 &’()*+)’ 技术在 ,- 的检测及在 ,- 与 ,. 的鉴定中具有较强的实用性。
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苏云金芽孢杆菌（;*&"<<:2 ,4:+"’/"$’2"2，简称 ,-）
是一种自然界中广泛分布的革兰氏阳性菌，属于芽

孢杆菌属。由于 ,- 在其生命周期的芽孢形成期能

合成对昆虫有毒性作用的伴胞晶体，早在 !<$@ 年

就使用该菌制造了第一个商品化的生物杀虫剂。目

前，,- 已广泛应用于农业及卫生害虫的生物防治，,-
种群不同株系的杀虫谱、毒力大小及杀虫晶体蛋白

编码基因的多样性已成为 ,- 研究及商品化开发关

注的焦点［!］。然而，随着 ,- 的广泛应用，,- 的安全

性问题越来越受到人们重视。首先 ,- 与同属蜡状

芽孢杆菌（;*&"<<:2 &$+$:2，简称 ,.）具有很高的同源

性，它们的生理、生化特征具有高度相似性。在自然

环境中两者染色体外遗传物质甚至可出现高度重

组，但 ,. 却是人类机会致病菌［"］。其次，近期的研

究表明，绝大多数 ,- 菌株可产生能引起人类急性腹

泻的 肠 毒 素 溶 血 素 ,A（ W,A）、非 溶 血 性 肠 毒 素

（0W&）以及肠毒素 K［$］。因此，对商品化 ,- 的鉴定

及研究 ,- 与 ,. 基因组 /01 的区别，对于 ,- 的安全

性评价标准，以及今后如何进一步提高其杀虫效力、

降低其致病风险，具有重要的理论和实践意义。

目前，,- 的鉴定主要采用血清学方法及传统的

生化鉴定方法，并结合伴胞晶体蛋白分析，程序复

杂。此外产生伴胞晶体的条件比较严格，给鉴定增

加了一定难度。近年来，现代分子生物学方法如磷

酸脂酶分析、!%2 7’01 序列比较以及 ’HA+ 分析等

分子生物学技术都已应用到 ,- 的筛选和鉴定中。
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肠杆菌基因间重复一致序列（!"#$%&’()#$*( +$,$#*#*-$
."#$%/$"*) 0&"1$"121 3$42$")$1，!+.0）是存在于原核

生物基因组中一类短的重复序列。该序列在染色体

上的分布和拷贝数具有种间特异性，根据 !+.0 高

度保守的 55’, 核心序列设计反向引物，可扩增出反

映细菌基因组结构特征的谱带。由于 !+.0670+ 技

术快速简便，图谱重复性好，近年来已被作为分子标

记用于细菌的分类、鉴定与检测［5］。本研究利用

!+.08 70+ 技术对 9# 和 9) 全基因组 :;< 进行扩

增，对获得的 9# 和 9) 基因组 :;< 指纹图谱进行分

析，利用斑点杂交和 3&2#=$%" 杂交，筛选 9# 基因组

:;< 特异片段，探讨 !+.0670+ 技术鉴别、鉴定 9# 和

9) 的可行性。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：实验供试菌株共 >? 株。其中 @ 株 9#
及 A 株 9) 标准株购于中国普通微生物菌种保藏中

心（0BC00）；@ 株 9# 分离株来源于中科院沈阳生态

所；D 株 9) 分离株及其它对照菌株来源于沈阳出入

境检验检疫局。所有分离株均经生化鉴定确认。

!"!"# 试剂：!EF(4 酶、.7FB、G6/(H（宝生物工程大连

有限公司）；,B!C6F -$)#&% 连接转化试剂盒（,B!C6F
-$)#&%3I1#$J!）及 KC?LM 高效率感受态细胞（美国

7%&J$/( 公司）；随机引物 :;< 标记试剂盒（+("N&J
7%*J$% :;< O(’$H*"/ 3I1#$J，英国 9*&H(’1 公司）；尼龙

膜及 P=(#J(" >CC 滤 纸（ 英 国 P=(#J(" 公 司 ）；

［"6>Q7］N0F7（北京市福瑞生物工程公司）。

其它试剂为本实验室自配，均为分析纯。

!+.0 引物由宝生物工程大连有限公司合成，引

物序列分别为：

7%*J$%#：DR6<FBF<<B0F00FBBBB<FF0<06>R
7%*J$%!：DR6<<BF<<BFB<0FBBBBFB<B0B6>R

!"# 方法

!"#"! 菌株培养及其基因组 :;< 的提取：按常规

细菌培养方法培养。采用实验室常规酚S氯仿法提

取各菌株基因组 :;<。所提取 :;< 经 9$)TJ(" :U6
A5L 紫外分光光度计检测，!"QAL S!"Q@L 值在 ?V@ W

?VM 之间，纯度符合 70+ 扩增条件。

!"#"# !+.0670+ 反应条件及结果鉴定：反应体系

的组成和反应条件依据文献的方法进行［D］。70+ 产

物进行 ?VDX 琼脂糖凝胶电泳；电 压 >YS)J，时 间

?LLJ*"；:;< 标准分子量为 :OQLLL。70+ 产物经 !9
染色后在凝胶成像系统上照相。

!"#"$ 70+ 产物的克隆：将上述扩增产物利用 QX
琼脂糖凝胶电泳分离。切取重复性好的 9# 基因组

:;< 扩增产物所在的琼脂糖凝胶，使用 :;< 凝胶回

收试剂盒进行回收、纯化。纯化产物连接 ,B!C6F
载体。转化大肠杆菌 KC?LM 菌株。连接反应、转化

操作以及克隆子的鉴定按照常规方法进行。阳性克

隆子用 ;(Z[S3:3 碱裂解法制备质粒 :;<。进一步

利用斑点杂交技术对回收的 70+ 扩增产物进行初

步筛选。

!"#"% 斑点杂交：按照随机引物 :;< 标记试剂盒

（+("N&J 7%*J$% :;< O(’$H*"/ 3I1#$J）中说明，标记回

收产物，随机挑选菌株基因组 :;< 进行中度严谨性

杂交。

!"#"& 序列分析及 70+ 验证：发生特异性杂交反应

的克隆片段由宝生物工程大连有限公司进行测序，

序列信息送至 B$"9("T 进行 9H(1# 分析。利用 7%*J$%
7%$J*$% DVL 软件，根据特异克隆片段序列信息设计

引物，序列分别为：

9#=#：DR60B<B0<BF<BB0B<<00<FFB6>R
9#=!：DR6FBB0<FBBB0FFF0BB<F<FF6>R。此引物对

预期扩增长度为 >A>’,。70+ 反应条件：M5\预变性

QJ*"；M5\>L1，DD\>L1，]Q\>L1，共 >L 循环；]Q\延

伸 DJ*"。体系同 !+.0 8 70+。以供试 9# 及对照菌

株的染色体 :;< 作为模板进行 70+ 反应。

!"#"’ 3&2#=$%" 杂交：用 #$%N $ 酶切不同 9# 及对

照菌基因组 :;<，酶切后的基因组 :;< 经琼脂糖凝

胶电泳，碱变性，中和后转膜，在紫外交联仪上进行

交联。用随机引物 :;< 标记试剂盒标记 9#DAM 探

针，与转膜后的基因组 :;< 杂交［A］。

# 结果

#"! ()*+,-+) 结果

由图 ?、Q 可见，对 ?A 株 9# 和 ?? 株 9) 基因组

:;< 进行 !+.0670+ 扩增，均可产生清晰的 :;< 指

纹图谱，扩增片段范围 ?LL’, W QDLL’, 左右，各菌株

扩增图谱的多态性程度不同。另外，从图 ?、Q 可见

所有的 9# 经扩增均可得到 QDL’, 左右的片段，而 9#
和 9) 均可扩增得到 ALL’, 左右的共有片段。
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图 ! "# 基因组 $%& ’()*+,*( 结果指纹图谱

!：*-.**!/!0!1 2：*-.** !/!314 5：*-.** !/!361 1：*-.**

!/241 6： *-.** !/406 7：*-.** !/484 3：*-.** !/464 8：

*-.**!/342 4 9 !7："# 分离株 .：$:2000

图 2 "; 及其它对照菌株基因组 $%& ’()*+,*( 结果指

纹图谱

!：*-.** !/!27 2：*-.** !/!35 5：*-.** !/!817 1：*-.** !/846

6：*-.** !/452 7：*-.** !/!787 3 9 !!："; 分 离 株 !2：!"#$%%&’

’&()$%$’ !5：*)"+,-%.#.##&’ "&/0&’ !1：1’#,0/$#,$" #.%$ !6：2/.)0&’ 3$/"($%$’

!7：<=>?#@A= ;B<#CBD+<B $%& .：$:2000

!"! 斑点杂交结果

经 $E+710 测定各回收片段标记探针的浓度约

为 40<>F!:。用其对固定于膜上的供试菌株基因组

$%& 进行斑点杂交。结果表明 600GH 左右的 $%&
回收片段与 "# 杂交结果为阳性，";、枯草芽孢杆菌

（!"#$%%&’ ’&()$%$’ 简称 "I）及属外的各菌株杂交结果

均为阴性，具有较好的特异性（图 5）。

图 5 600GH 左右 $%& 片段标记的探针对各菌株杂交放

射性自显影 !/6J 照片

! 9 3："# I#C?@<I 8 9 !2："; I#C?@<I !5：!"#$%%&’ ’&()$%$’ !1：1’#,0/$#,$"

#.%$ !6：*)"+,-%.#.##&’ "&/0&’ !7：2/.)0&’ 3$/"($%$’

!"# 序列分析与 $%& 验证结果

发生特异性杂交反应的 600GH 左右片段由宝生

物生物工程大连有限公司进行测序，测序结果表明

此片段长度为 674GH，并命名为 "#674，将此序列信息

送至 -=<"?<K 进行 "D?I# 分析，显示此 674GH 序列与

"# 菌基因组 $%& 序列的同源性为 40L。根据特异

克隆片段 "#674 序列设计的一对 "#M"和 "#M#引物

可以从 !7 株 "# 菌的模板中扩增出约 570GH 的片段，

符合预期结果；而所有对照菌株均没有扩增条带（图

1），表明此克隆特异片段来源于 "# 菌基因组 $%&。

图 1 引物 "#M"和 "#M#对 "# 菌及对照菌 $%& 的扩增结果

! 9 7：I#C?@<I NCBO "# 3，8：I#C?@<I NCBO "; 4：1’#,0/$#,$" #.%$

!"’ ()*+,-./ 杂交结果

PBQ#M=C< 杂交结果显示（图 6），酶切后的 "# 基因

组 $%& 均可以与 "#674 探针杂交，但不同 "# 菌杂交

带的数量和位置不同，是由于 674 GH 序列在 "# 菌基

因组 $%& 中存在不同的拷贝数，或者是由于该序列

上下游 4$5J $酶切位点数量与位置不同造成。而

对照菌基因组 $%& 中无杂交带。

图 6 "#674 为探针的 PBQ#M=C< 杂交结果

! 9 7："# I#C?@<I 3："; I#C?@<I 8：!"#$%%&’ ’&()$%$’ 4：1’#,0/$#,$" #.%$

# 讨论

"# 与 "; 在形态学及生理生化特征上具有广泛

相似性，二者主要区别仅限于 "# 在形成芽孢的同

时，还形成对昆虫有毒性的伴胞晶体。但是，伴胞晶

体蛋白多数由质粒编码，而且 "# 菌株在昆虫体内和

体外可以通过接合将杀虫质粒转移给 ";。因此基

于 "# 菌伴胞晶体蛋白及其编码基因而建立的检测

方法，在 "# 的鉴定与检测的应用中有一定的误差。

. /*/ #= -@NN=D 等对 "# 和 "; 的 !7P C(%& 序列进行分

析，结果表明两者只有个别碱基（0 9 4）有差异［3］，而

利用磷酸脂酶分析、(R:, 分析等方法均难以将两者

完全鉴别区分［8 9 !0］。

本研究首次利用 ’()*+,*( 技术对 "# 和 "; 全

基因组 $%& 进行扩增，得到重复性良好的 $%& 指
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纹图谱。各菌株扩增图谱的多态性程度有所不同，

表明 !"#$ 序列普遍存在于 %& 和 %’ 的基因组 ()*
中，并且该序列在 %& 和 %’ 不同菌株基因组 ()* 上

的分布和拷贝数具有差异。研究结果显示 %& 和 %’
的 !"#$ 指纹图谱有种群特异性，即 %& 基因组 ()*
指纹图谱较一致，由 + 条主带构成，所有供试 %& 菌

株均有一条 ,-./0 左右的扩增片段，而 %’ 间 ()*
指纹图谱变异较大。值得注意的是，%& 与 %’ 的

!"#$ 指纹图谱差异，反映的是基因间串联重复序列

之间由于插入、缺失等原因造成的 ()* 片段的长短

变化，并不能反应出串联重复序列之间的遗传信息。

此外，%& 与 %’ 均可扩增产生 1../0 左右的共有 ()*
片段，这体现了二者在遗传上的高度同源性及表型

的相似性。由此可见，利用 !"#$23$" 技术可以在

()* 指纹图谱水平鉴别区分 %& 与 %’，同时 !"#$ 指

纹图谱可以正确反应出 %& 与 %’ 的亲缘关系，表明

!"#$23$" 技术在 %& 的检测及在 %& 与 %’ 的鉴定中

具有更强的实用性。

纯化、克隆指纹图谱中稳定出现的 %& ()* 扩增

片段，作为探针，分别与 %&、%’、%4 及属外对照菌基

因组 ()* 进行斑点杂交，%& 菌的 -15/0 ()* 扩增片

段与 %& 基因组 ()* 杂交结果均为阳性，与 %& 同属

的 %’ 、%4 及属外的大肠杆菌、奇异变形菌、金黄色

葡萄球菌基因组 ()* 杂交结果均为阴性，678&9:;<
杂交结果进一步验证了筛选到的 -15/0 片段作为杂

交探针具有显著特异性。
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新书推介

科学出版社生命科学编辑部新书推介

微生物遗传学（第三版）

盛祖嘉 编著 5?A2?2.+2.=--5?25 定价：?- >.. ,..? 年 = 月出版

本书是现代遗传学丛书之一。第三版中除删去第二版中的经典遗传学概论一章，把遗传的物质基础一

章并入绪论，把形态建成和分化发育一章的内容归并入有关章节，并在非孟德尔式遗传学一章增加转座因

子和遗传工程概要两节的内容以外其余部分基本上保持原貌，作为本书的上篇。下篇包括新增的三章（特

殊类型的微生物的遗传学研究，普遍细胞功能的遗传学研究，微生物基因组学）以及在原有基础上更新扩充

的进化一章。除了上述扩充更新之处以外本书还采取了一些技术性的更新，包括索引、中英对照、章节安

排、目录编排等。

本书在系统地介绍微生物遗传学的基础知识，基本原理的基础上反映近年来这一领域的研究成果。它

可以作为大专院校微生物遗传学课程的教材；作为分子生物学、微生物学、遗传工程学等学科的教学参考

书，也可以作为科研人员和有关专业的研究生的参考书。
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